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Avsedd anvandning
For anvandning inom in vitro-diagnostik

Bond Oracle HER2 IHC System ar ett semikvantitativt immunohistokemiskt (IHC) test for att
bestdmma onkoproteinstatus enligt HER2 (Human Epidermal Growth Factor Receptor 2) i
brostcancervavnad for histologisk utvardering. Bond Oracle HER2 IHC System ar avsett som
hjalp fér beddmning av patienter for vilka behandling med Herceptin® (trastuzumab) dvervags
(se Herceptin®-paketinsatsen).

Obs! Alla patienter i kliniska forsok med Herceptin® blev valda med en undersdkande
immunocytokemiskt kliniskt forsokstest (CTA). Inga av patienter i dessa forsok var valda
med Bond Oracle HER2 IHC System. Bond Oracle HER2 IHC System har jamférts med
Dako HercepTest™ i en oberoende uppsattning prov och har visat sig ge acceptabla
konkordansresultat, vilket visas i Summering av klinisk konkordans. Den faktiska korrelationen
av Bond Oracle HER2 IHC System till det kliniska resultatet har inte faststallts.

Summering och forklaring

Bakgrund

Bond Oracle HER2 IHC System innehaller den musmonoklonala anti-HER2-antikroppen, klon
CB11. Klon CB11, ursprungligen utvecklad av Corbett et al (1) och tillverkad av Novocastra
Laboratories Ltd (numera Leica Biosystems Newcastle Ltd), arinriktad mot HER2-onkoproteinets
invandiga doman.

| en del av gruppen brdstcancerpatienter, ar HER2-onkoproteinet dverproducerat som del
av processen med malign omvandling och tumérens progression (2). Overproduktion av
HER2-onkoproteinet som hittats i brostcancerceller ger idén till HER2 som ett mal for en
antikroppsbaserad terapi. Herceptin® ar en manniskoanpassad monoklonal antikropp (3) som
med hég affinitet binder till HER2-onkoproteinet och har visat sig foérhindra spridningen av
manskliga tumorceller som 6verproducerar HER2-onkoproteinet bade in vitro och in vivo (4-6).
Allt sedan den forsta tekniken med immunoperoxidas, rapporterad av Nakane och Pierce (7),
har flera utvecklingar uppstatt inom faltet fér immunohistokemin, vilket har resulterat i 6kad
sensitivitet. En aktuell utveckling har varit anvandningen av polymerisk markning. Denna
teknik har tillampats bade pa primara antikroppar och immunohistokemiska upptécktssystem
(8). Upptacktssystemet Compact Polymer™ som anvands i Bond Oracle HER2 IHC System
ingar i gruppen innovativa, kontrollerade polymeriseringstekniker som har sarskilt utvecklats for
att preparera polymeriska HRP-kopplade antikroppskonjugat. Eftersom denna polymerteknik
anvands i Oracles produktutbud uppstar inte problemet med icke-specifik endogen
biotininfargning, som kan intraffa i streptavidin-/biotinupptacktssystem.

Forekomst av HER2

HER2-onkoproteinet uttrycks pa nivaer som kan upptackas av immunohistokemi i upp till 20 %
av adenocarcinom fran olika platser. Mellan 10 % och 20 % av invasiva duktala carcinom i brost
ar positiva for HER2-onkoproteinet (9). 90 % av fallen av duktal carcinom in situ (DCIS) av
komedontyp ar positiva (10), tillsammans med nastan alla fall av Pagets sjukdom i brostet (11).

Summering av klinisk konkordans

Bond Oracle HER2 IHC System har utvecklats for att erbjuda ett alternativ till den undersékande
CTA (Clinical Trial Assay - kliniska forsokstest) som anvands i kliniska studier med Herceptin®.
Prestanda hos Bond Oracle HER2 IHC System for att faststélla éverférekomst av HER2-
onkoproteinet har utvarderats i en oberoende studie dar resultaten fran Bond Oracle HER2
IHC System jamfors med Dako HercepTest pa 431 brosttumérprov i USA. Inga av dessa
brosttumorprov har erhallits fran patienter i kliniska forsék med Herceptin®. Resultaten visar en
konkordans pa 92,34 % i en 2x2-analys (95 % konfidensintervall pa 89,42 % till 94,67 %) och
86,54 % i en 3x3-analys (95 % konfidensintervall pa 82,95 % till 89,62 %) mellan resultat fran
de tva testen.
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Procedurprinciper

Bond Oracle HER2 IHC System innehaller komponenter som kravs for att slutféra en
immunohistokemisk infargningsprocedur for formalinfixerade, paraffininbaddade vavnader. Efter
inkubering med den fardigberedda HER2 Primary Antibody (klon CB11) anvands den bruksfardiga
kompakta polymertekniken av systemet. Den enzymatiska omvandlingen av de darefter tillagda
kromogena resultaten i utformningen av en synlig reaktionsprodukt pa den antigeniska platsen.
Vavnadssnitten kan da bli motinfargade, dehydrerade, rensade och monterade. Resultaten
tolkas med ljusmikroskop. Kontrollobjektglasen med fyra formalinfixerade, paraffininbaddade
manskliga brostcancercellinjer tillhandahalls for att validera infargningskorningarna. De
fyra cellinjerna visar férekomst av HER2-onkoprotein vid intensiteter pa 0, 1+, 2+ och 3+.
Inférgningsintensiteterna hos dessa cellinjer korrelerar till bade receptorbelastning per cell med
HER2-onkoprotein och status for HER2-genforstarkning.

Bond Oracle HER2 IHC System (produktkod TA9145) anvands i Leica Biosystems BOND
helautomatiserade, avancerade infargningssystem.

Komponenter som ingar

Materialet i listan nedan (tabell 1) racker for att farga in 150 objektglas (60 testobjektglas
inkuberade med HER2 Primary Antibody, 60 motsvarande testobjektglas inkuberade
med HER2 Negative Control, 15 HER2 Control Slides inkuberade med HER2 Primary
Antibody och 15 interna positiva vavnadskontroller inkuberade med HER2 Primary
Antibody). Antalet test baseras pa anvandning av en automatiserad dosering pa
150 yl  per objektglas. Satsen innehaller tillrackligt med materials for maximalt
15 enskilda BOND-infargningskérningar.

Snitt av formalinfixerade, paraffininbaddade, manskliga

HER2 Control Slides, brostcancercellinjer som visar forekomst av HER2-onkoprotein vid

(x15) infargningsintensiteter pa 0, 1+, 2+ och 3+ vid infargning enligt det
protokoll som medféljer. Dessa snitt ar helt fasta och kraver inte
ytterligare uppvarmning.

HER2 Primary Innehaller bruksfardiga, affinitetsrenad, musmonoklonal

Antibody, 13,5 ml IgG-antikropp, klon CB11 och 0,035 % 2-metylisotiazol 3(2H)-on.

Innehaller bruksfardig mus-lgG med en ekvivalent koncentration
jamfort med HER2 Primary Antibody och 0,035 % 2-metylisotiazol
3(2H)-on.

HER2 Negative
Control, 9 ml

;Z?i:fe Block, Innehaller 3-4 % vateperoxid.

Anti-mus-1gG (<10 pg/ml) fran kanin i TRIS-buffrad saltlésning som

Post Primary, 22,5 ml innehaller 10 % (v/v) djurserum och 0,01 % 2-metylisotiazol 3(2H)-on.

Poly-HRP anti-kanin-lgG (<25 ug/ml) fran get i TRIS-buffrad saltlésning
Polymer, 22,5 ml som innehaller 10 % (v/v) djurserum och 0,01 % 2-metylisotiazol
3(2H)-on.

DAB Part 1, 2,25 ml Innehaller 66 mm 3,3’-diaminobensidintetrahydroklorid i en stabil

16sning.
22?;?” B (x2), Innehaller 0,1 % (v/v) vateperoxid.
Hematoxylin, 22,5 ml Innehaller <0,1 % hematoxylin.

Tabell 1. Bond Oracle HER2 IHC System — komponenter
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Anvisningar om anvandning

Alla reagenser som tillhandahalls ar sarskilt utformade for anvandning med detta test och
partinumren ar specifika for varje Bond Oracle HER2 IHC System. Testet kan inte giltigférklaras
om nagra komponenter bytes ut.

Forvaring och stabilitet

Forvara vid 2-8 °C. Frys inte in. Aterfor till 2-8 °C direkt efter anvéndning. Avvikelser fran
dessa villkor gor att testet ogiltigforklaras. Kontrollera att utgangsdatumet for det Bond Oracle
HER2 IHC System som anvands inte har forfallit. Tecken som pavisar kontamination och/eller
instabilitet for Bond Oracle HER2 IHC System ar: I6sningarna blir grumliga, lukt uppkommer och
att det uppstar fallningar. Forvaringsvillkor som skiljer som fran ovan namnda maste verifieras
av anvandaren.

Forberedelse av preparat

Alla preparat maste forberedas for att bevara vavnaden fér immunohistokemisk infargning.
Standardmetoder for vavnadsbearbetning ska anvandas for alla preparat (12).

Vi rekommenderar att vavnader prepareras i formalinbaserat fixermedel och normalt bearbetas
och paraffininbdddas. Resektionspreparat ska till exempel segmenteras till en tjocklek pa
3-4 mm och fixeras under 18-24 timmar i 10 % neutralbuffrad formalin. Vavnaderna ska
sedan dehydreras i en serie alkoholer och renas med xylen, f6ljt av impregnering med smalt
paraffinvax, under hégst 60 °C. Vavnadspreparat ska snittas i 3-5 pm.

Objektglas som kravs for utvardering av HER2-onkoprotein och tumérbekraftelse ska férberedas
samtidigt. FOr att bevara antigeniciteten ska vavnadssnitt som har monterats pa objektglas i
(Leica Biosystems Plus Slides — produktkod S21.2113 eller Apex BOND Slides — produktkod
3800040) infargas inom 4—6 veckor efter snittningen om den utférs vid rumstemperatur (18—
24 °C). Vi rekommenderar att objektglasen inkuberas i 12-18 timmar (6ver natten) vid 37 °C
efter snittningen. De snitt som kraver ytterligare vidhaftning kan inkuberas vid 60 °C under
ytterligare en timme.

| USA kravs det i Clinical Laboratory Improvement Act of 1988, i 42 CFR 493.1259(b) att
"Laboratoriet maste behalla infargade objektglas under minst tio ar fran undersékningsdatumet
och att preparatsegment behalls minst tva efter undersokningsdatumet".

Varningar och forsiktighetsatgarder

Endast for professionella anvéndare.

En eller flera av komponenterna i produkten ar farliga material.

Personer under 18 ar ar som regel inte tillatna att arbeta med produkten. Anvandare maste
utbildas noggrant i korrekta arbetsprocedurer, produktens riskegenskaper och nédvandiga
sakerhetsanvisningar.

Symptom pa 6verexponering av ProClin™ 950, det konserveringsmedel som anvands i Oracle-
reagenserna, kan vara hud- och dgonirritationer och irritationer pa slemhinnorna och de évre
luftvédgarna. Koncentrationen av ProClin™ 950 i produkten &r maximalt 0,35 %. Dessa l6sningar
uppfyller inte OSHA-kriterierna pa farliga @mnen. Ett MSDS (Material Safety Data Sheet) kan
bestallas eller hamtas fran www.LeicaBiosystems.com.

Preparat, fore och efter fixeringen, samt allt material som exponeras fér dem, ska hanteras som
om de kan Overfora infektioner och avfallshanteras med korrekta forsiktighetsatgarder.

Hall aldrig pipetter med reagens i munnen och undvik att reagenser och preparat far kontakt
med hud och slemhinnor. Om reagenser eller preparat kommer i kontakt med kansliga
omraden, tvattas dessa med en stor mangd vatten. Radfraga medicinsk expertis. Radfraga
lokala kommunala myndigheter om hur potentiella toxiska komponenter ska avfallshanteras.
Minimera mikrobiell kontaminering av reagenser sa att en 6kning av icke-specifik infargning
inte uppstar.
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Procedur

A. Reagenser som kravs men inte ingar
» BOND Dewax Solution (produktkod AR9222)
+ BOND Epitope Retrieval Solution 1 (produktkod AR9961)
* BOND Wash Solution x10 Concentrate (produktkod AR9590)
» Standardlésningar som anvands i immunohistokemi (t.ex. etanol, absolut och graderad)
» Xylen (eller xylensubstitut)
* Monteringsmedel
» Destillerat eller avjoniserat vatten

B. Utrustning som krévs men inte ingar

* Leica Biosystems BOND-MAX och BOND-Ill helautomatiserade, avancerade
infargningssystem

» BOND Universal Covertiles (produktkod S21.2001, S21.4583 eller S21.4611)

+  BOND Mixing Stations (produktkod S21.1971)

» Torkugn som kan halla 60 °C

* Ljusmikroskop (4—40x objektivforstoring)

» Objektglas (Leica Biosystems Plus Slides — produktkod S21.2113 eller Apex BOND
Slides — produktkod 3800040)

» Tackglas

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

* BOND Aspirating Probe Cleaning System (produktkod CS9100)

C. Metodik

* Innananvandaren paborjar metodiken ska denne vara utbildad iBONDs helautomatiserade
immunohistokemiska tekniker.

» Varje testsnitt som ska infargas med HER2 Primary Antibody kraver ett identiskt
snitt for infargning med HER2 Negative Control. Det negativa kontrollsnittet medger
differentiering mellan specifik och icke-specifik infargning pa antigenplatsen. Varje
BOND-infargningskérning maste inkludera ett HER2 Control Slide. Mot slutet av
infargningsprotokollet visas koérningen som ogiltig, om cellinjerna inte visar korrekta
infargningsmonster (mer information i Bond Oracle HER2 IHC System Interpretation
Guide).

D. Layout for objektglas
En ny BOND Universal Covertile (produktkod S21.2001, S21.4583 eller S21.4611) ska
anvandas med varje objektglas. Anvandning av BOND Universal Covertiles som tidigare inte
har begagnats for varken immunohistokemisk infargning eller in situ-hybridiseringsinfargning
har inte validerats med detta test.
Med layouten av objektglasbrickan (tabell 2) aktiveras optimala prestanda fér Bond Oracle
HER2 IHC System och de fullstédndiga 60 test som ska utforas.
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Objekt- Beskrivning av | Reagens Vavnadstyp | Objektglasikon

glas- objektglas

position

1 Fall 1 *HER2 Negative Control | Test 1

2 Fall 2 *HER2 Negative Control | Test I

3 Fall 3 *HER2 Negative Control | Test

4 Fall 4 *HER2 Negative Control | Test .

5 Fall 1 *HER2PrimaryAntibody | Test 2 =

6 Fall 2 *HER2PrimaryAntibody | Test Z 5

7 Fall 3 *HER2PrimaryAntibody | Test 2 -

8 Fall 4 *HER2PrimaryAntibody | Test 7 5

9 HER2 Control Slide | *HER2PrimaryAntibody | Positiv D + N

|

e > i |

10 Intern *HER2PrimaryAntibody | Positiv (T *

vavnadskontroll "

Tabell 2. Layout av objektglasbricka med vavnadstyp och reagens

. Procedursteg

Folj stegen nedan for att satta upp en objektglasbricka med den layout som beskrivs i tabell 2.
Anvisningarna ska lasas tillsammans med BOND System User Manual.

1.

Kontrollera pa BOND-instrumentet att behallarna for bulk och riskavfall har tillracklig
kapacitet for att utféra de infargningskorningar som ska utforas.

. Kontrollera att det finns tillrackligt med alkohol, destillerat eller avjoniserat vatten, BOND

Dewax Solution (levererad som fardig att anvanda), BOND Epitope Retrieval Solution
1 (levererad som fardig att anvanda) och BOND Wash Solution (levererad som x10
koncentrat) i bulkreagensbehallare for att utféra de infargningskorningar som kravs.

3. Kontrollera att en ren BOND Mixing Station har installerats.

4. Aktivera BONDs helautomatiserade, avancerade infargningssystem.

. Sla pa BOND kontrollenheten som ar ansluten till det helautomatiserade, avancerade

BOND-infargningssystemet.

6. Starta BOND-programmet.

7. Vid den férsta anvandningen av Bond Oracle HER2 IHC System, skannas streckkoderna
pa reagensbrickan med den handhallna skannern for att féra in systemet i BONDs
reagenslager.
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8. Ga till installningsskarmen for objektglas och klicka pa Add case.

9. Ange uppgifter om det forsta fallet. Se till att doseringsvolymen ar satt till 150 pl och att
prepareringsprotokollet &r *Dewax. Klicka pa OK.

10.Klicka pa Add slide med fallet markerat pa skarmen med objektglasinstallningar.

11.Lagg forst till objektglasen for patienttestet. Kontrollera att vavnadstypen ar satt till Test
tissue.

12.Bekrafta att doseringsvolymen &r satt till 150 pl och att prepareringsprotokollet ar *Dewax.
13.Valj varden for infargningslage — Single och Oracle (klicka inte pa Oracle control).
14.Valj process IHC.

15.valj *HER2 Negative Control i markdrlistan. Protokollfliken standardinstalls till korrekt
infargningsprotokoll (*IHC Protocol H) och HIER-protokoll (*HIER 25 min with ER1 (97)).

16.Klicka pa Add slide. Nu skapas det negativa kontrollreagensobjektglaset.

17.Stanna kvar i dialogrutan Add slide och valj *HER2 Primary Antibody i markorlistan.
Standardprotokoll och 6vriga instéallningar kvarstar oférandrade.

18.Klicka pa Add slide. Testobjektglaset skapas.
19.Upprepa steg 8 till 18 tills alla fall och patienttestobjektglas har skapats.

20.Skapa sedan HER2 Control Slide. Lagg till det i det senaste fallet eller skapa ett nytt fall
for kontrollobjektglas, beroende pa din vanliga laboratoriepraxis.

Viktigt! Det @r obligatoriskt i Bond Oracle HER2 IHC System att ett HER2 Control Slide ingar i varje
korning (d.v.s. objektglasbricka) for att testet ska kunna valideras.

21.Satt vavnadstyp till Positive tissue i dialogrutan Add slide.
22.Klicka pa Oracle control.

23.Valj ett partinummer for HER2 Control Slide i listan Lot No. Partinumret ar inskrivet pa
objektglasets etikett.

Viktigt! HER2 Control Slide maste komma fran det Bond Oracle HER2 IHC System som kommer att
anvandas.

24 .Valj *HER2 Primary Antibody i markorlistan. Behall doseringsvolymen, infargningslaget,
process- och protokollinstallningarna.

25.Klicka pa Add slide for att lagga till HER2 Control Slide.
26.Lagg slutligen till ett objektglas for positiv intern vavnadskontroll.
27.Avmarkera Oracle control.

28.Valj *HER2 Primary Antibody i markorlistan. Behall doseringsvolymen, infargningslaget,
process- och protokollinstallningarna. Vavnadstyp kvarstar som Positive tissue.

29.Klicka pa Add slide. Nu ar objektglasupplaggningen klar.

30.Skriva ut objektglasetiketter. Alla Oracles objektglasetiketter har "OC" tryckt pa dem.
P4 etiketten till HER2 Control Slide finns ocksa partinumret fér Bond Oracle HER2 IHC
System.

31.Etikettera objektglasen pa lampligt satt.

32.0Oppna locken pa alla behallare i Bond Oracle HER2 IHC System och ladda reagensbricka
i BOND.
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33.Placera objektglasen pa objektglasbrickan i den ordning som visas i avsnitt D, tabell 2.
Anvand nya Covertiles.

34.Lagg in objektglasbrickan i BOND och tryck pa knappen Load/Unload.

35.Bekrafta att objektglasen har skannats och klicka pa knappen Run (Play) pa skarmen
med systemstatus.

36.Se till att indikatorfaltet for brickan visar Proc (OK) och att satsnummer och sluttid visas.

37.Narkorningen ar klar trycker du pa knappen Load/Unload och tar bort objektglasbrickorna
fran BOND.

38.Ta bort Covertiles och skolj objektglasen i avjoniserat vatten.

39.Torka, rensa och montera snitten.

Kvalitetskontroll

Skillnader i vavnadsfixering, bearbetning och inbaddning i anvéndarens laboratorium kan
ge betydligt variabelt resultat, vilket gér det nédvandigt med regelbundna prestanda for de
interna kontrollerna férutom de HER2 Control Slides som levereras fran Leica Biosystems’ i
Bond Oracle HER2 IHC System. Radfraga riktlinjerna for kvalitetskontroll i College of American
Pathologists (CAP) Certification Program for Immunohistochemistry. Se aven CLSI (tidigare
NCCLS) Quality Assurance for Immunocytochemistry, Approved Guideline (12) och Special
Report: Quality Control in Immunohistochemistry (13). Granska ocksa tabell 3 nedan for typerna
av immunohistokemiska kvalitetskontroller och deras andamal.

Prov*

Beskrivning

HER2 Primary Antibody-
infargning

HER2 Negative
Control-infarg-
ning

HER2 Control
Slide

EnligtleveransiBondOracle
HER2 [HC System.

Kontrollerar infargnings-
proceduren och indikerar
validitet av reagenspres-
tanda.

Intern positiv
kontrollvavnad

Véavnad som innehaller
malantigen. Den idealiska
kontrollen &r svagt positiv
infargningsvavnad sa att
subtila @ndringar i den
primaraantikroppssensitivi-
teten kan identifieras.

Kontrollerar alla steg i ana-
lysen. Validerar vavnadsfor-
beredelse och infargnings-
prestanda hos Bond Oracle
HER2 IHC System.

Intern kom-
ponent for
negativ kon-
trollvdavnad

Vavnader eller celler for-
vantas vara negativa (Kan
finnas i patientvavnad eller
positiva/negativa kontroll-
vavnadskomponenter).

Identifiering av icke-specifik
antikroppskorsreaktivitet
mot celler/celluléra kompo-
nenter.

Identifiering av
icke-specifik
bakgrundsinfarg-
ning

*Fixerad och bearbetad per patientprov

Tabell 3. Inmunohistokemiska kvalitetskontroller med syfte

Kontrollvavnad ska vara biopsipreparat eller kirurgiska preparat, formalinfixerade, bearbetade
och paraffininbédddad sa snart som mgjligt och pa samma satt som patientproverna. Preparaten
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maste hanteras pa lampligt satt for att vavnadens antigenicitet behalls for immunohistokemisk
infargning. Standardmetoder for vavnadsbearbetning ska anvandas for alla preparat (12).

HER2 Control Slide - HER2 Primary Antibody

Vart och ett av de medféljande HER2 Control Slides innehaller fyra formalinfixerade,
paraffininbaddade manskliga biopsier med brostcancercellinjen medinfargningsintensitetsvarden
pa 0, 1+, 2+ och 3+. Ett objektglas maste inga i varje testkdrning (d.v.s. objektglasbricka). Den
korrekta utvarderingen av HER2 Control Slide som tillhandahalls av Leica Biosystems’ indikerar
testvaliditeten (mer information i Bond Oracle HER2 IHC System Interpretation Guide). Den
HER2 Control Slides som levereras med systemet validerar endast reagensprestanda och
verifierar inte vavnadspreparering.

Intern positiv kontrollvidvnad — HER2 Primary Antibody

Om interna positiva kontrollvavnadskomponenter anvands, ska de vara biopsipreparat eller
kirurgiska preparat, formalinfixerade, bearbetade och paraffininbaddade sa snart som mgjligt och
pa samma satt som patientproverna. Positiva vavnadskontroller indikerar korrekt preparerade
vavnader och giltiga infargningstekniker. Minst en positiv kontrollkomponent ska inga i varje
testkorning. Det positiva kontrollsnittet ska visa svagt positiv infargning sa att subtila andringar
i den primara antikroppssensitiviteten kan identifieras.

Obs! Kénda positiva kontrollvavnadskomponenter ska endast anvandas for 6vervakning av
korrekt prestanda for bearbetade vavnader tillsammans med testreagenser, INTE som hjalp
till att formulera en specifik tolkning av patientprov. Om de positiva kontrollvadvnaderna inte kan
visa lamplig positiv infargning, ska de resultat som erhalls med patientprov anses vara ogiltiga.
Ett multivavnadskontrollsegment som innehaller tumoérer som visar alla 4 HER2-grader kan
ocksa anvandas effektivt som lampligt inbyggt kontrollmaterial.

Intern komponent fér negativ kontrollvdvnad — HER2 Primary Antibody

Om interna negativa kontrollvavnadskomponenter anvands, ska de vara farska biopsipreparat
eller kirurgiska preparat, fixerade, bearbetade och inbaddade sa snart som mdjligt och pa
samma satt som patientproverna. Med anvandning av kontrollvavnad, kand att vara HER2-
onkoproteinnegativ, verifieras med varje infargningskorning specificiteten hos den primara
antikroppen och ger en indikering om eventuell icke-specifik bakgrundsinfargning. Skillnaderna
mellan olika celltyper som finns i de flesta vavnadssnitt ger interna negativa kontrollplatser
(detta ska verifieras av anvandaren). Normala brdstkanaler som inte kan kopplas fill tumérer
kan bilda referens till testets validitet. Om specifik infargning uppstar i den interna negativa
kontrollvavnaden ska resultat med patientpreparat anses vara giltiga.

Anvandning av multivavnadskontrollsegment som representerar alla fyra HER2-grader kan
anvandas i negativa och positiva kontrollvavnaders syfte.

Patientvavnad — HER2 Negative Control

Anvand medféljande HER2 Negative Control i stéllet for HER2 Primary Antibody pa ett
motsvarande snitt for varje patienttest for att utvardera icke-specifik infargning och medge exakt
tolkning av specifik HER2-onkoproteinsinfargning pa den antigeniska platsen.

Patientvavnad — HER2 Primary Antibody

Positiv infargningsintensitet ska bedéomas inom sammanhanget av eventuell icke-specifik
bakgrundsinfargning med HER2 Negative Control. Som med alla immunohistokemiska
test, innebar ett negativt resultat att antigenen inte har identifierats, inte att antigenen var
franvarande i de testade cellerna/vavnaderna. Mer specifik information finns i Forklaring till
undersokningsordning for objektglas, Begransningar, Utvardering av prestanda och
Immunoreaktivitet om immunoreaktivitet for Bond Oracle HER2 IHC System.

Testverifiering

Innan ett antikropps- eller infargningssystem anvands for férsta gangen i en diagnosprocedur, ska
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anvandaren verifiera antikroppens specificitet genom att testa den pa en serie interna vavnader
med kanda immunohistokemiska positiva och negativa profiler. Las igenom Kvalitetskontroll
som beskrivits tidigare och de krav pa kvalitetskontroll som finns i CAP Certification
Program for Immunohistochemistry och/eller CLSI (tidigare NCCLS) Quality Assurance
for Immunocytochemistry, Approved Guideline (12). Dessa kvalitetskontrollprocedurer ska
upprepas for varje ny antikroppsparti eller narhelst testparametrarna dndras. Manskligt invasivt
(infiltrativt) duktalt brostcarcinom med kanda infargningsintensiteter for HER2-onkoprotein fran
0 till 3+ och andra lampligt negativa vavnader passar for testverifiering.

Tolkning av infargning

For att avgora forekomst av HER2-onkoprotein ska endast membraninfargningsmoénster och
intensitet utvarderas med den skala som visas i tabell 4. En patolog med ett ljusfaltsmikroskop
bor utféra utvarderingen av objektglaset. Ett objektiv med en forstoring pa 10x ar lamplig
for utvardering av immunohistokemisk infargning och beddmning. Anvandning av objektiv
med en forstoring pa 20—40x ska anvéndas nar beddmningen bekraftas. Cytoplasmisk
infargning ska beaktas som icke-specifik infargning och inte tas med i bedémningen av
membraninfargningsintensiteten (14). Som hjalp till att skilja mellan infargningar av typen 0, 1+,
2+ och 3+ finns Bond Oracle HER2 IHC System Interpretation Guide dar det finns bilder av de
olika infargningsintensiteterna. Endast preparat fran patienter med invasivt bréstcarcinom ska
beddmas. Vid fall med carcinom in situ och invasivt carcinom i samma preparat ska bara den
invasiva komponenten bedémas.

Immunohistokemiskt infairgningsmonster Poédng |Beddmning

Ingen infargning har observerats eller ocksd har membranin-

fargning observerats i mindre &n 10 % av tumorcellerna. 0 Negativ

Svag/knappt mérkbar membraninfargning har identifierats i
mer &n 10 % av tumorcellerna. Cellerna &r bara inférgade i 1+ Negativ
delar av membranet.

Svag till moderat hel membraninfargning har observerats i mer 2 Osaker
an 10 % av tumorcellerna. (svagt positiv)

Kraftig hel membraninfargning har observeratsimeran 10 % av

) 3+ Starkt positiv
tumorcellerna.

Tabell 4. Tolkning av HER2-inférgning

Infargningsresultat i Bond Oracle HER2 IHC System tolkas som negativa for férekomst av
HER2-onkoprotein med poang for infargningsintensitet pa 0 och 1+, osékra (svagt positiva) med
poang for infargningsintensitet pa 2+ och starkt positiva med poang for infargningsintensitet
pa 3+. Bond Oracle HER2 IHC System ar inte avsett att ge prognosinformation till patienten
och/eller lakaren och har inte validerats for det andamalet. Objektglasen ska undersokas i
den ordning som visas nedan for varje infargningsbedémning fér att avgora validiteten hos
infargningskorningen och aktivera den semikvantitativa bedémningen av infargningsintensitet
i provvavnaden.

Forklaring till undersékningsordning for objektglas
Objektglasen ska undersokas i foljande ordning:
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1. HER2 Control Slide — HER2 Primary Antibody
Ett giltigt test med Oracle HER2 Control Slide visar foljande:
» Forekomst av kraftigt brun, hel cellmembraninfargning i kontrollcellinje 3+, SK-BR-3.

» Forekomst av svag till moderat brun, hel cellmembraninfargning i kontrollcellinje 2+,
MDA-MB-453.

» Forekomst av svag/knappt markbar brun, hel cellmembraninfargning i kontrollcellinje 1+,
MDA-MB-175.

» Ingen infargning i kontrollcellinje 0, MDA-MB-231.

Viktigt! En funktion i kontrollcellinje MDA-MB-175 1+ ar ett tydligt tillvaxtmonster dar cellerna
bildar kluster. Dessa kluster ger upphov till en kontinuerlig luminal borstbramsregion éver
cellklustret. Denna borstbramsinfargning kommer att bli starkare an resten av cellmembranet.
Det ar den svaga/knappt markbara ofullstandiga cellmembransinfargningen som ar det
korrekta infargningsmonstret 1+ for HER2-onkoproteinet. Prickliknande immuninfargning av
cytoplasmans Golgi-omrade kan ocksa observeras i denna cellinje.

2. Intern positiv kontrollvdvnad — HER2 Primary Antibody

NARVARON av brun membraninfargning ska observeras enligt kdnd HER2-onkoproteinstatus
hos vald positiv kontroll.

3. Intern komponent for negativ kontrollvavnad — HER2 Positive Control
FRANVARON av membraninfargning ska observeras. En negative kontrollvdvnadskomponent
bekraftarbrist pa korsreaktivitetiidentifieringssystemetforde celler/cellularakomponentersom
det har inriktats pa. Om membraninfargning uppstar i en negativ kontrollvdvnadskomponent
ska resultat med patientpreparat anses vara ogiltiga.

4. Patientvavnad - infargad med HER2 Negative Control
NARVARON av membraninfargning verifierar den specifika markningen av malantigenen
med den primara antikroppen. Annan brun infargning som uppstar i preparatets cytoplasma
som har behandlats med HER2 Negative Control, till exempel bindvayv, leukocyter, erytrocyter
eller nekrotisk vavnad, ska anses vara icke-specifik bakgrundsinfargning och ska noteras.

5. Patientvavnad - infairgad med HER2 Primary Antibody

Forekomstnivaer av HER2-onkoprotein avgors av de kriterier som har definierats i bade
tabell 4 och i Bond Oracle HER2 IHC System Interpretation Guide.

Begransningar

A. Allmdnna begransningar

immunohistokemi &r en laboratoriebaserad teknik i flera steg som anvands som hjalp i
tolkning och avgoérande av histopatologiska egenskaper. Det &@r en teknik som kréver sarskild
utbildning i alla aspekter av proceduren (inklusive val av lampliga reagenser, vavnad, fixering,
bearbetning och preparering av IHC-objektglas) och tolkning.

Immunohistokemisk infargning av vavnad ar beroende av hantering, fixering och bearbetning
av vavnaden fore infargningen. Felaktig fixering, frysning, upptining, tvattning, torkning,
uppvarmning, snittning eller kontaminering med andra vavnader eller vatskor kan ge
artefakter, antikropps-TRAP eller falska negativa resultat. Inkonsekventa resultat kan bero
pa varierande fixering, inbaddningsmetoder eller pa inneboende oregelbundenheter inom
vavnaden (15). Overdriven eller ofullstindig motinfargning kan ocks& &ventyra korrekt
tolkning av resultaten.

Icke-specifik infargning, om sadan finns, ser oftast diffus ut. Sporadisk inférgning av bindvav
kan ocksa observeras i snitt fran 6verdrivet formalinfixerade vavnader. Anvand intakta celler
for tolkning av infargningsresultat. Nekrotiska eller degenererade celler infargas ofta icke-
specifikt (16). Falskt positiva resultat kan ses beroende pa icke-immunologisk bindning av
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proteiner eller substratreaktionsprodukter. De kan ocksa orsakas av endogena enzymer som
pseudoperoxidas (erytrocyter) eller endogen peroxidas (cytokrom C), beroende pa vilken typ
av immunohistokemisk infargning som har anvants.

Vavnader fran patienter som har infekterats med hepatit B-virus och som innehaller ytantigen
(HBsAg) av hepatit B-virus kan uppvisa icke-specifik infargning med pepparrotsperoxidas (17).
Ovantad immunohistokemisk infargning eller varierande infargning kan vara ett resultat
av andringar i forekomstnivaerna av kodade gener eller antigener. Eventuella &ndringar
i forvantade infargningsmonster ska tolkas tillsammans med alla andra diagnostiska
undersokningar.

Tolkningen av den immunohistokemiska infargningen ska kompletteras med morfologiska
studier och med anvandning av 1dmpligt kontrolimaterial, samt utvarderad inom sammanhang
av patientens kliniska historik och eventuella diagnostiska test som har utférts av en utbildad
patolog.

Prestanda for testet (d.v.s. beddmningar av om bade positiva och negativa kontroller ar
adekvata) och tolkningen av eventuell immunohistokemisk infargning eller franvaro av detta
maste utforas i ett korrekt godkant/licensierat laboratorium under 6vervakning av Iamplig och
erfaren patolog, som ar ansvarig for de oversiktliga bedémningen av detimmunohistokemiska
testet och dess tolkning.

B. Produktspecifika begransningar
Denna produkt ar inte avsedd fér anvandning i flddescytometri. Prestandaegenskaper har
inte bestamts for flodescytometri.
Falska negativa resultat kan uppsta som ett resultat av nedbrytning av antigener i vavnadssnittet.
Objektglas som kravs for utvardering av HERZ2-onkoprotein och tumorbekraftelse ska
forberedas samtidigt. For att bevara antigeniciteten ska vavnadssnitt som har monterats
pa objektglas i (Leica Biosystems Plus Slides — produktkod S21.2113 eller Apex BOND
Slides — produktkod 3800040) infargas inom 4—6 veckor efter snittningen om den utférs
vid rumstemperatur (18-24 °C). Vi rekommenderar att objektglasen inkuberas under 12—18
timmar vid 37 °C efter snittningen. De snitt som kraver ytterligare vidhaftning kan inkuberas vid
60 °C under ytterligare en timme.
Minimal naturlig variation av den immunohistokemiska profilen kan ses mellan tillvaxtsatser
av de cellinjer som anvands inom Bond Oracle HER2 IHC System. Denna naturliga variation
ligger val inom godtagbara toleransnivaer for en biologisk entitet och paverkar inte tolkningen
eller prestanda for systemet.
Karakteriseringen av de cellinjer som anvander bade flodescytometri och in situ-hybridisering
enligt tabell 5 kan ocksa utsattas for naturlig biologisk variation. Teknisk och tolkningsmassig
variation av kontrollcellinjer enligt beddmning av fluorescerande in situ-hybridisering har
ocksa rapporterats (18).
Vid bedémningen av HER2 Control Slides ska alla relevanta utgangsdatum beaktas. Férvara
Bond Oracle HER2 IHC System vid 2-8 °C. Frys inte in. Aterfor till 2-8 °C direkt efter
anvandning. Avvikelser fran dessa villkor gor att testet ogiltigforklaras.
Ersatt inte reagenser som tillhér Bond Oracle HER2 IHC System men nagra andra
komponenter, levererade fran Leica Biosystems eller fran andra tillverkare. Pa sa satt kan
testet ogiltigforklaras.
Det &r viktigt att alla steg som beskrivs i avsnitt C till E (Procedur) utférs i féreskriven ordning.
Avvikelser fran denna ordning gor att testet ogiltigférklaras.
Det ar viktigt att vavnader som bara har fixerats i formalinbaserade fixativ anvands i testet.
Anvands andra typer av fixativ ogiltigférklaras testet.
Vavnadssnitt som har skurits utom rekommenderad tjocklek har inte validerats. Anvandning
av annan snittjocklek kan gora att testet ogiltigforklaras.
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Cellinjedata
Cellinje Bond Oracle HER2 HER2 genforstarkningsstatus*
HER2 IHC receptorbelast-
System - profil | ning per cell* | HER2 kopie- HER2: Krom.
nummer 17
genforhallande
SK-BR-3 3+ 4,3x10° 13,35 3,55
MDA-MB-453 2+ 1,4x10° 573 2,05
MDA-MB-175 1+ 6,3x104 3,33 1,20
MDA-MB-231 0 9,3x10° 3,15 1,13

*HERZ2-receptorbelastning, analys enligt bedémning genom flédescytometri. * HER2-genforstérkning, status enligt bedémning
genom dubbel sond (HER2: Kromosom 17) FISH.

Tabell 5. HER2 Control Slide — profil

Klinisk konkordans for Bond Oracle HER2 IHC System v Dako
HercepTest

| forsta delen av studien utforskades lampligheten av Bond Oracle HER2 IHC System i
anvandning som hjalp i avgdrandet av behandling med Herceptin® (trastuzumab)-terapi.
Studien var avsedd att understka konkordansen mellan Bond Oracle HER2 IHC System och
Dako HercepTest, som anses vara "hogsta standard” for detta test. Acceptanskriteriet har
definierats som mer an 75 % samlad konkordans mellan de tva testen med ett konfidensintervall
(K1) pa 95 %.

Studien utférdes som en USA-baserad utvardering pa tva platser och som blindtest. Varje
undersokningsplats fick levererat formalinfixerade, paraffininbaddade bréstcancerprov av kand
HER2-status. Fallen valdes i omvand ordningsféljd fran kliniska arkiv. De representerar efter
varandra foljande fall som har inkommit till en histopatologisk avdelning for kliniska test och har
testats oberoende av andra prognostiska och/eller prediktiva faktorer, utan att nagon partiskhet
(bias) har ingatt i gruppen. Grupper pa 160 och 292 preparat har testats pa Plats 1 respektive
Plats 2. Varje grupp hade samma representation av osakra/positiva (2+, 3+) och negativa (0, 1+)
fall, baserat pa tidigare tilldelade HER2 IHC-poéang, vilket resulterade i en total studiepopulation
pa 452 prov. Tolv (12) prov ansags vara olampliga, pa grund av brist pa tillrackligt invasiv tumor
och togs bort fran studien. Ytterligare nio (9) prov kunde inte bedémas eftersom vavnad har lyfts
fran objektglasytan, vilket resulterade i en slutlig studiepopulation pa 431 prov.

Alla fall var infargade med HercepTest enligt tillverkarens anvisningar pa insatsen i paketet.
Sekventiella snitt fran varje fall infirgades med Bond Oracle HER2 IHC System pa det
helautomatiserade, avancerade Leica Biosystems’ BOND-infargningssystemet. Alla fall
avidentifierades fran sin unika patient-ID-information och medféljdes av kliniska data om
tumorstorlek, tumdrstadium, tumoérgrad och 6strogenreceptorstatus.

Alla infargade objekiglas maskerades och poadngsattes slumpmassigt av utbildade
observatorer pa tva platser. Vid konkordansanalysen 2x2 tolkades poangen som negativa om
infargningsintensiteten var 0 eller 1+ och positiva for poang pa 2+ eller 3+. Vid konkordansanalys
3x3, tolkades poangen som negativa om infargningen var 0 eller 1+, osékra for poang pa 2+
och positiva fér poang pa 3+. Data analyserades sedan efter Gverensstammelse med positiv
infargning och negativ infargning.
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2x2 konkordansresultat

| denna primara analys kategoriseras testresultaten fran de tva testen (Bond Oracle HER2 IHC
System och Dako HercepTest) som negativa (0, 1+) eller positiva (2+, 3+). Frekvenserna for fyra
mojliga kombinationer visas i 2x2-tabellformat (se tabell 6). Sedan berdknades den samlade
konkordanskvoten baserat pa denna 2x2-tabell, medféljt av ett 95 % exakt konfidensintervall
(baserat pa binomialférdelning).

Nollhypotesen (H,), som framgéngskriterier jamfors med, ar att konkordansen inte &r stérre én 75 %.
Den observerade dverensstammelsen for 431 prov mellan de tva testen i en 2x2-analys visar
en konkordans pa 92,34 % (398/431) med ett 95 % Kl pa 89,42 % - 94,67 %. Dessa data
stédjer avvisandet av nollhypotesen (H,) att 6verensstémmelsen inte var stérre &n 75 % med
ett p-varde pa <0,0001.

Procentandelen for positiv 6verensstdmmelse (sensitivitet) eller abiliteten for Bond Oracle HER2
IHC System att korrekt identifiera positiva fall i HercepTest (procentandel positivt poangsatta
prov av bade Bond Oracle HER2 IHC System och HercepTest av alla positiva fall i HercepTest)
var 84,87 % (129/152) med ett 95 % Kl pa 78,17 % - 90,16 %. Procentandelen for negativ
overensstammelse (specificitet) eller abiliteten for testet att korrekt identifiera negativa fall i
HercepTest (procentandelen prov som har poangsatts negativa av bade Bond Oracle HER2
IHC System och HercepTest av alla negativa fall i HercepTest ) var 96,42 % (269/279) med
ett 95 % Kl pa 93,51 % - 98,27 %.

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

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

Tabell 6. 2x2-konkordans fér Bond Oracle HER2 IHC System med HercepTest

3x3 konkordansresultat

Data har grupperats som negativa (0 eller 1+), osakra (2+) eller positiva (3+) for 3x3-analys och
har visat en konkordans pa 86,54 % (373/431) med ett 95 % Kl pa 82,95 % till 89,62 %. Darfor
avvisades nollhypotesen (H,) att dverensstammelsen inte var stérre &n 75 %, med ett p-vérde
pa <0,0001.

Procentandelen positiv Overensstammelse for 3+ (procentandel prov poangsatta som
positiva 3+ av bade Bond Oracle HER2 IHC System och HercepTest av alla positiva fall
med 3+ i HercepTest) i studien var 73,33 % (66/90) med ett 95 % Kl pa 62,97 % till 82,11 %.
Procentandelen negativ dverensstammelse var 96,42 % (269/279) med ett 95 % Kl pa 93,51 %
till 98,27. Se tabell 7.

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

3x3-konkordans (95 % KIl) = 86,54 % (82,95 % till 89,62 %); p <0,0001
Tabell 7. 3x3-konkordans fér Bond Oracle HER2 IHC System med HercepTest

Sammanfattningsvis visar data som har genererats i denna studie att Bond Oracle HER2 IHC
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System kan anvandas som hjalp i avgérandet av behandling fér Herceptin® (trastuzumab)-
terapi, baserat pa dess hoga konkordans med HercepTest.

Klinisk konkordans fér Bond Oracle HER2 IHC System jamfort med
PathVysion HER-2 DNA Probe Kit

Andra delen av studien var avsedd att underséka konkordansen mellan Bond Oracle HER2
IHC System och Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit, avsedd som "hdgsta
standard" vad galler reflexivt test for genbedémning som anvands tillsammans med HER2-
immunohistokemi.

Studien utférdes vid samma undersokningsplatser och anvéande samma studiegrupp somidel 1.
Alla fall infargades med Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit enligt tillverkarens
anvisningar pa insatsen i paketet. Sekventiella snitt fran varje fall infargades med Bond Oracle
HER2 IHC System pa det helautomatiska, avancerade BOND-infargningssystemet (fran del
1 av den kliniska studien). Av de 431 infargade fallen erhdlls inga resultat fran tre tillfallen pa
grund av otillrécklig sondhybridisering vilket gav en totalgrupp pa 428 fall.

Alla infargade objektglas poangsattes av utbildade observatorer pa tva undersoékningsplatser.
Poangen tolkades som negativa for 3x2-konkordansanalysen om HER2/CEP17-
genforstarkningskvoten var lagre an (<) 2,0 och positiva om den var storre an eller lika med (>)
2,0 efter ett antal pa 20 tumorceller.

3x2 konkordansresultat

Den observerade 6verensstammelsen for 428 prov mellan de tva testen i en 3x2-analys visar
en konkordans pa 87,6 % (375/428) med ett 95 % Kl pa 84 % 90 %.

Procentandelen for positiv 6verensstammelse (sensitivitet) eller abiliteten for Bond Oracle HER2
IHC System att korrekt identifiera positiva fall i PathVysion (procentandel positivt poangsatta
prov av bade Bond Oracle HER2 IHC System och PathVysion av alla positiva fall i PathVysion)
var 93,8 % (61+30/97) med ett 95 % Kl pa 86,8 % till 97,4 %.

Procentandelen for negativ 6verensstammelse (specificitet) eller abiliteten for testet att korrekt
identifiera negativa fall i PathVysion (procentandelen prov som har bedémts negativa av bade
Bond Oracle HER2 IHC System och PathVysion av alla negativa fall i PathVysion) var 85,8 %
(284/331) med ett 95 % Kl pa 81,6 % till 89,2 %. Se tabell 8.

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

Samlad konkordans (95% Kl) = 87,6 % (84 till 90 %)

Tabell 8. 3x2-konkordans fér infdrgning med Bond Oracle HER2 IHC System jamfért med PathVysion HER-2 DNA Probe kit.
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Immunoreaktivitet — normal panel

Normal vavnadstyp Infargningsmonster
HER2 Primary Antibody HER2 Negative Control
Binjure Negativ Negativ
Hjarna, cerebellum Negativ Negativ
Hjarna, cerebrum Negativ Negativ
Brost Negativ Negativ
Benmarg Negativ Negativ
Tjocktarm Negativ Negativ
Matstrupe Negativ Negativ
Oga Negativ Negativ
Hypofys Moderat cytoplasmisk infargning Negativ
observerad i hypofysceller (1/3)
Njure Negativ Negativ
Struphuvud Negativ Negativ
Lever Negativ Negativ
Lunga Negativ Negativ
Mesotel Negativ Negativ
Aggstock Negativ Negativ
Bukspottkortel Negativ Negativ
Biskoldkortel Negativ Negativ
Perifer nerv Negativ Negativ
Prostata Negativ Negativ
Spottkortel Negativ Negativ
Hud Negativ Negativ
Tunntarm Negativ Negativ
Mjalte Negativ Negativ
Mage Svag cytoplasmisk infargning Negativ
observerad i magkértlarna (2/3)
Tvdrstrimmig muskel Negativ Negativ
Testikel Negativ Negativ
Tymus Negativ Negativ
Skoldkortel Negativ Negativ
Tonsill Negativ Negativ
Livmoderhals Negativ Negativ
Livmoder Negativ Negativ

Tabell 9. Normal panel for infédrgning
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Reproducerbarhetsstudie

Inom och mellan precisionstest

Precisionstest utfordes hos Leica Biosystems, Newcastle Ltd. Den vavnad som anvandes
var formalinfixerad, paraffininbdddad komposit TMA (tissue micro array) fran Isu Abxis
(Yonsei University Medical Center 134 Shinchon-dong, Seoul, 120-752 Korea), som 18 av
4 mm diameters vavnadsbiopsier fran invasivt brostcarcinom. De 20 fallen valdes baserat pa
tidigare tilldelade HER2-poang. Pa denna grund inkluderades x5 fall av HER2 3+, x5 fall av
HER2 2+, x5 fall av HER2 1+ och x5 fall av HER2 0.

A. Precisionstest inom koérning

Precisionstest inom korning for Bond Oracle HER2 IHC System utvarderades pa
totalt 40 pa varandra féljande snitt fran en TMA med 20 invasiva brosttumorer och
40 HER2 Control Slides. Alla objektglas var infargade med Bond Oracle HER2 IHC System
pa det helautomatiska avancerade BOND-infargningssystemet. Snitten fargades in under en
kontinuerlig period med ett Bond Oracle HER2 IHC System fran samma tillverkningssats.
Infargade snitt avidentifierades och bedémdes slumpmassigt av en enda erfaren observatér
for att avgodra precision inom kérning.

En utvardering av objektglas fran undersdkningen “inom kérning” indikerade att 733/800
(91,63 %) testdatapunkter kunde tolkas. 40 datapunkter exkluderades pa grund av narvaro
av endast DCIS och ytterligare 27 datapunkter kunde inte tolkas pa grund av forlust av invasiv
tumor (specifikt for tre biopsier). Variation i infargning uppstod i 61 (8,32 %) av mojliga 733
infargningshandelser. Vid 37 tillféllen observerades variation fran 3+ till 2+ (n = 20) och fran 1+
till 0 (n = 17) och kunde darfor inte representera en andring fran kliniskt positiv till
kliniskt negativ eller vice versa i en 2x2-databedémning. Aterstéende 24 (3,27 %)
tillfallen representerade en andring fran kliniskt negativ (0 eller 1+) till kliniskt positiv
(2+ eller 3+). Godkant varde = 96,7 % (95 % Kl = 95,15 % till 97,81 %).

B. Precisionstest mellan kérningar

Precisionstest mellan korningar for Bond Oracle HER2 IHC System utvarderades pa
totalt 24 pa varandra foljande snitt fran en TMA med 20 invasiva brésttumérer och 24 HER2
Control Slides. Alla objektglas var infargade med Bond Oracle HER2 IHC System pa det
helautomatiska avancerade BOND-infargningssystemet. Objektglasen utvarderades under
8 oberoende korningar, utférda inom samma laboratorium, vid tre separata fillfallen med
ett Bond Oracle HER2 IHC System fran samma tillverkningssats. Infargade objektglas
avidentifierades och beddémdes slumpmassigt av en enda erfaren observator for att avgora
precision mellan kérningar.

En utvardering av objektglas fran undersokningen "mellan kérningar” indikerade att 456/480
(95,00 %) testdatapunkter kunde tolkas. 24 datapunkter kunde inte tolkas pa grund av forlust
av invasiv tumor (specifikt for 5 biopsier). Variation i infargning uppstod i 42 (9,21 %) av
mojliga 456 datapunkter. Vid 30 tillfallen observerades variation fran 3+ till 2+ (n = 10) och fran
1+ till 0 (n = 20) och kunde darfor inte representera en andring fran kliniskt positiv till
kliniskt negativ eller vice versa i en 2x2-databedémning. Aterstaende 12 (2,63 %)
representerade en andring fran kliniskt negativ (0 eller 1+) till kliniskt positiv
(2+ eller 3+). Godkant varde = 97,37 % (95 % Kl = 95,90 % till 98,77 %).

C. Reproducerbarhet fran parti till parti
Vid avgoérande av reproducerbarhet fran parti till parti tillverkades 3 partier av Bond
Oracle HER2 IHC System under GMP vid tre separata tillfallen och utvarderades pa
24 brosttumorsnitt (24 testdatapunkter) tagna fran fyra olika formalinfixerad, paraffininbaddad
vavnadssegment (representerande 0, 1+, 2+ och 3+ HER2-infargningsintensiteter) och
tre HER2 Control Slides (12 kontrolldatapunkter). Tre oberoende koérningar utférdes inom
samma laboratorium vid tre separata tillféllen, var och en med ett separat tillverkningsparti av
Bond Oracle HER2 IHC System. Alla objektglas var infargade med Bond Oracle HER2 IHC
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System pa det helautomatiska avancerade BOND-infargningssystemet. Infargade objektglas
maskerades och beddmdes slumpmassigt av en enda utbildad observatér for att avgoéra
reproducerbarhet fran parti till parti.

En utvardering av objektglas (test och kontroller) fran understkningen mellan partier
indikerade att 36/36 datapunkter kunde tolkas. Ingen variation i infargning uppstod i de 36
datapunkterna mellan de tre olika tillverkningspartierna av Bond Oracle HER2 IHC System.
Infargning med Bond Oracle HER2 IHC System ar konsekvent for alla tillverkningssatser.

D. Reproducerbarhet mellan laboratorier
Test av reproducerbarhet mellan laboratorier av Bond Oracle HER2 IHC System utvarderades
pa tre platser, Leica Biosystems Newcastle Ltd (plats A) och tva oberoende laboratorier
(plats B och C) pa totalt 192 snitt fran ett TMA med 20 invasiva brosttumoérer och 24 HER2
Control Slides. Av de 192 infargade TMA-snitten var 96 infargade med HER2 Primary Antibody
och 96 med reagensen HER2 Negative Control. Alla objektglas var infargade med Bond
Oracle HER2 IHC System pa det helautomatiserade, avancerade BOND-infargningssystemet.
Objektglasen utvarderades under 8 oberoende koérningar, utférda inom vart och ett av de
tre olika undersokningsplatserna med ett Bond Oracle HER2 IHC System fran samma
tillverkningssats. Infargade objektglas avidentifierades och bedémdes slumpmassigt av en
enda erfaren observator hos Leica Biosystems, Newcastle Ltd for att avgdra reproducerbarhet
mellan laboratorier.
En utvardering av objektglas fran undersékningen av reproducerbarhet mellan laboratorier
indikerade att 1477/1920 (76,93 %) testdatapunkter kunde tolkas. 443 testdatapunkter kunde
inte tolkas pa grund av:
a) Inadekvata prestanda hos HER2 Control slide vid 2/24 ftillféllen, vilket resulterade i att
2 kdrningar/160 testdatapunkter togs bort. Handelsen intraffade en gang pa plats A och en
gang pa plats B (80 datatestpunkter per borttagen undersokningsplats).
b) Avvikelse fran testplanen pa plats C, dar 24 objektglas totalt motinfargades manuellt
med hematoxylin efter infargning med Bond Oracle HER2 IHC System. Detta resulterade
i overdriven motinfargning av bade HER2 control slides och TMA-testdatapunkter sa att
240 datapunkter togs bort.
c) Forlust av invasiv tumor vilket resulterade i att 23 testdatapunkter togs bort. Handelsen
intréffade vid 23 ftillfallen pa plats A och var ett direkt resultat av vavnadsforlust i
TMA-segmentet vid produktion av de 192 pa varandra féljande TMA-snitt som kravs for att
slutféra undersokningen.
d) Ej tolkningsbar infargning pa grund av otillracklig rengéring av det helautomatiserade,
avancerade BOND-infargningssystemet vilket resulterade i att 20 datapunkter togs bort.
En utvardering av de tolkningsbara objektglasen i undersdkningen av precision
mellan laboratorier indikerar att variation i infargning uppstod i 79 (5,28 %) av mdjliga
1 477 infargningshandelser. Av dessa representerade 14/1477 (0,95 %) tillféllen variationer
fran O till 1+ eller 2+ till 3+ och som sadana motsvarade inte en andring fran kliniskt positiv
till kliniskt negativ eller vice versa i en 2x2-databedémning. Godkant varde = 99,05 % (95 %
Kl = 98,42 % till 99,46 %). Av de 14 infargningshandelserna intraffade 5/1477 (0,34 %) hos
Leica Biosystems, Newcastle, Ltd (plats A), 8/1477 (0,54 %) pa plats B och 1/1477 (0,07 %)
pa plats C.
De aterstaende 65/1477 (4,40 %) infargningshéndelserna visade en variation fran 2+ till 1+
eller 2+ till 0 och skulle darfér motsvara en andring fran kliniskt positiv till kliniskt negativ eller
vice versa i en 2x2-databedémning. Godkant varde = 95,6 % (95 % Kl = 94,42 % till 96,54 %).
Av de 65 kliniskt signifikanta andringarna intraffade 11/65 (16,9 %) hos Leica Biosystems,
Newcastle, Ltd (plats A), 24/65 (36,9 %) pa plats B och 30/65 (46,1 %) pa plats C. Inte under
nagot av tillfallena av de kliniskt signifikanta andringar &ndrades ett resultat med 3+ till en
negativt (O eller 1+) eller vice versa.
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E. Reproducerbarhet mellan observatérer

40 slumpmassigt valda fall med invasiv bréstcancer med jamn férdelning av varje HER2 IHC-
grad (resektionspreparat) snittades i foljd och tillhandahdlls Leica Biosystems, Newcastle
Ltd (plats A), plats B och plats C for infargning och tolkning. Snitten avidentifierades och
slumpades vid varje plats fére poéngséttning. Overensstammelse mellan observatérer mellan
tva oberoende klinikplatser, plats B och plats C, var 87,5 % (95 % Kl = 73,3 % till 95,8 %).
Overensstammelsen mellan plats B och C och Leica Biosystems Newcastle, Ltd var 92,5 %
(95% Kl =79,6 % till 98,4 %) och 85 % (95 % Kl = 70,1 % till 94,29 %) respektive. Analysen
av den totala samstammigheten mellan de tre observatorerna (A, B, C) ar 82,50 %.

F. Precision mellan instrument (BOND-MAX v BOND-III)

Precisionstest mellan instrument med Bond Oracle HER2 IHC System utférdes vid
en enda oberoende europeisk undersokningsplats. De prov som testades erhdlls fran
formalinfixerade, paraffininbaddade hela snitt fran etthundratrettio atta (138) fall av invasiv
brostcancer (nalbiopsi- och resektionspreparat). Test mellan instrument utférdes prospektivt
inom undersokningsplatsen med infargning av pa varandra foljande snitt pa plattformarna
BOND-MAX och BOND-III. Tre (3) fall ansags vara inte lampliga pa grund av borttagen prov-/
tumortillganglighet fran studien.

Identiska partinummer i Bond Oracle HER2 IHC System och hjalpreagenser fér BOND-
instrument anvandes for alla instrument. Sektioner fargades i efterhand. Objektglasen
tolkades pa undersdkningsplatsen av en enda erfaren observator for att avgora precisionen
mellan instrumenten.

En utvardering av objektglasen vad galler precision mellan instrument visade en 2x2-
konkordans mellan positiva (2+, 3+) och negativa (0, 1+) pa 94,2 % (130/138) med ett 95 %
Kl pa 88,9 till 97,5 % och en 3x3-konkordans mellan positiva (3+), osakra (2+) och negativa
(0, 1+), konkordans pa 87,0 % (120/138) med ett 95 % Kl pa 80,2 till 92,1 %.

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

Samlad konkordans (95 % KIl) = 94,2 % (88,9 till 97,5 %)

Tabell 10. 2x2-konkordans for inférgning med Bond Oracle HER2 IHC System pa plattformarna BOND-MAX jéamfért med BOND-

1.

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

Samlad konkordans (95 % Kil) = 87,0 % (80,2 till 92,1 %)

Tabell 11. 3x3-konkordans fér inférgning med Bond Oracle HER2 IHC System spa plattformarna BOND-MAX jéamfort med

BOND-III.

Sammanfattningsvis visar de data som har genererats i denna studie en hdég niva av
konkordans mellan systemen Leica Biosystems’ BOND-MAX och BOND-IIl nar de
utvarderades med Bond Oracle HER2 IHC System.

Leica Biosystems Bond Oracle HER2 IHC System bruksanvisningar TA9145 ROW-SV-CE-Rev_D 16/07/2020
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Fels6kning

Problem

Mojlig orsak

Atgird

Immunohistokemisk
infargning saknas

Korning avbruten i forvéag

Anvénd BOND-programmet och kontrollera
om det har uppstatt fel under infargningen
som kan rapporteras och atgarda dem enligt
anvisningarna i BOND-programmet.

Felaktigt val av protokoll

Kontrollera Iamplig standard for *IHC
Protocol H i féltet for infargningsprotokoll i
dialogrutan Add slide.

Otillrécklig avparaffinering
av objektglas

Kontrollera att laget *Dewax har valts i
faltet Preparation i dialogrutan Add slide.

Olampliga bulkreagenser
har fordelats

Se till att alla BOND-reagenser har fordelats i
lampligabulkbehallareochattdeharplaceratsi
lampliga positioner pa instrumentet.

KontamineringavBONDWash
Solution med natriumazid

Anvand ny BOND Wash Solution som har
preparerats till lamplig styrka.

Svag specifik
immunohistokemisk
infargning

Olamplig hdmtning av
epitop

Kontrollera att lampliga BOND Epitope
Retrieval-reagenser har fordelats till korrekta
bulkbehallare och att BOND-programmet
ar standardinstallt pa lampligt protokoll for
epitophdamtning,

*HIER 25 min with *ER1 (97).

Olampligfixeringellerbear-
betning av testpreparat

Kontrollera att ett formalinbaserat fixativ
anvands och att bearbetningsschemana ar
lampliga for preparat som testas.

BondOracleHER2IHCSystem
anvands efter sitt utgangs-
datum

Kontrollera att utgangsdatumet for det Bond
Oracle HER2 IHC System som anvandsinte har
forfallit.

Overdriven specifik
immunohistokemisk
infargning

Olamplig hamtning av
epitop

Kontrollera att Iampliga BOND Epitope
Retrieval-reagenser har fordelats till lampli-
ga bulkbehallare och att BOND-programmet
har standardinstallts pa *HIER 25 min with
ER1 (97).

Fixeringen varierar

Kontrollera att ett formalinbaserat fixativ
anvands och att bearbetningsschemana

ar lampliga for preparat som testas. Testa
fallet igen med ett annat segment, om sa ar
mojligt. Om det inte gar bedoms de ytor som
uppvisar bast fixeringsmonster tillsammans
med ett motsvarande H&E-infargat snitt.
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Problem

Mojlig orsak

Atgard

Icke-specifik
bakgrundsinfargning

Olampliga bulkreagenser
har fordelats

Se till att alla BOND-reagenser har fordelats i
lampliga bulkbehallare och att de har
placerats i lampliga positioner pa instru-
mentet.

Otillrécklig avparaffinering
av objektglas

Kontrollera att *Dewax har valts i faltet
Preparation i dialogrutan Add slide.

Icke-specifik immunohis-
tokemisk korsreaktion i
vavnad

Information finns i Bond Oracle HER2 IHC
System, beskrivningen av normal
korsreaktivitet for vavnad (se tabell 9).

Icke-specifik immunohis-
tokemisk korsreaktion med
ytor av vavnadsnekros

Kontrollera att ett formalinbaserat fixativ
anvands och att bearbetningsschemana ar
lampliga for preparat som testas. Testa fallet
igen med ett annat segment, om sa ar mojligt.
Om det inte gar beddms de ytor som uppvisar
bast fixeringsmonster tillsammans med ett
motsvarande H&E-infargat snitt.

Torkande artefakt efter
fardigstallande av en
infargningskorning

Om objektglasen ska placera i korning

over natten rekommenderar vi att BONDs
funktioner med fordrojd start anvands.
Kontrollera att det finns tillrdcklig volym
destillerat eller avjoniserat vatten att fordela
pa objektglasen under denna period

sa att objektglasen inte uttorkas.

Snitt har fastnat pa
objektglas med hjalp av
starkelsetillsatser

Anvand objektglas utan starkelse (Leica Bio-
systems Plus Slides — produktkod $21.2113
eller Apex BOND Slides - produktkod
3800040).

Vévnad har lossnat fran
patient-/kontrollobjektglas

Felaktig typ av objektglas
har anvénts eller snittet har
inte drénerats tillrackligt

Kontrollera att lampliga objektglas anvands
for patient-/kontrollsnitt (Leica Biosystems
Plus Slides — produktkod S21.2113 eller
Apex BOND Slides - produktkod 3800040)
Se till att objektglasen draneras tillrackligt
och att de inkuberas under 12-18 timmar
vid 37 °C (6ver natten). De snitt som kraver
ytterligare vidhéaftning kan inkuberas vid
60 °C under ytterligare en timme.

Tabell 12. Bond Oracle HER2 IHC System Trouble Shooting Guide.

Om det uppstar problem med Bond Oracle HER2 IHC System som inte behandlas i
felsdkningsanvisningarna (tabell 12) kontaktar du en lokal servicetekniker hos eller aterférsaljare
av Leica Biosystems for att fa hjalp.
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Identifiering av symboler

Satskod

4

Foérvaring

Katalognummer

Medicinsk enhet
for in vitro-diag-
nostik

Tillverkare

Bracklig

elFU - 1ds anvand-
ningsanvisning-
arna

\/

Réackertill<n> test

Anvand senast
ARAAA-MM-DD

SN

Serienummer

]3( Only

Endast recept

HercepTest™ ar ett varumarke som tillhor licenser som ags av DakoCytomation, Denmark A/S
Herceptin® ar ett varumarke som tillhér Genentech, Inc. och F. Hoffmann-La Roche Ltd.

Leica Biosystems Bond Oracle HER2 IHC System bruksanvisningar TA9145 ROW-SV-CE-Rev_D 16/07/2020

Sida 24 af 24

Svenska I



