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Do uzycia z zaawansowanym, w petni zautomatyzowanym systemem do barwien BOND" firmy
Leica Biosystems.
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Przeznaczenie
Do diagnostyki in vitro

Bond Oracle HER2 IHC System jest pétilosciowym badaniem immunohistochemicznym (IHC)
przeznaczonym do oznaczania statusu onkoproteiny HER2 (Human Epidermal Growth Factor
Receptor 2 [receptor ludzkiego naskérkowego czynnika wzrostu 2]) w materiale tkankowym
zajetym przez raka piersi lub gruczolakoraka zotgdka (réwniez potaczenia zotgdkowo-
przetykowego) opracowanym do oceny histologicznej. Bond Oracle HER2 IHC System jest
wskazany do uzycia jako pomoc w ocenie pacjentdw, u ktérych rozwazane jest podjecie
leczenia preparatem Herceptin® (trastuzumab) (patrz ulotka dotgczona do opakowania
preparatu Herceptin®).

Uwaga: wszyscy pacjenci w badaniach klinicznych badajacych preparat Herceptin® zostali
wybrani na podstawie eksperymentalnych testow immunocytochemicznych przeznaczonych
wyltgcznie na uzytek danego badania, tzw. Clinical Trial Assay (CTA). Zaden z pacjentéw
uczestniczacych w tych badaniach nie zostat wybrany przy uzyciu systemu Bond Oracle HER2
IHC System. Bond Oracle HER2 IHC System poréwnano z badaniem Dako HercepTest™
na niezaleznym zbiorze prébek i stwierdzono, ze dostarcza wystarczajgco zgodne wyniki, jak
podano w Podsumowaniu zgodnosci klinicznej. Rzeczywistej zaleznosci pomiedzy systemem
Bond Oracle HER2 IHC System a wynikami klinicznymi dotychczas nie okreslono.

Wszyscy pacjenci w badaniach klinicznych badajgcych preparat Herceptin® u chorych
z zaawansowanym rakiem Zzotgdka (ToGA) zostali wybraniu przy uzyciu badania Dako
HercepTest. Zaden z pacjentéw uczestniczacych w tych badaniach nie zostat wybrany przy
uzyciu systemu Bond Oracle HER2 IHC System. System Bond Oracle HER2 IHC System
poréwnano z kroliczym monoklonalnym przeciwciatem pierwszorzgdowym PATHWAY anti-
HER-2/neu (4B5) firmy Ventana Medical Systems Inc. na niezaleznym zbiorze probek i
stwierdzono, ze dostarcza wystarczajgco zgodne wyniki, jak podano w Podsumowaniu
zgodnosci klinicznej (rak zotagdka). Rzeczywistej zaleznosci pomiedzy systemem Bond Oracle
HER2 IHC System a wynikami klinicznymi dotychczas nie okreslono.

Podsumowanie i objasnienie

Informacje podstawowe

System Bond Oracle HER2 IHC System obejmuje mysie monoklonalne przeciwciato przeciw
HER2 (klon CB11). Klon CB11, pierwotnie opracowany przez zespoét Corbett i wsp. (1) i
wyprodukowany przez firmg Novocastra Laboratories Ltd (obecnie Leica Biosystems Newcastle
Ltd), jest skierowany przeciw wewnatrzkomérkowej domenie onkoproteiny HER2.

U czesci pacjentow chorujgcych na raka piersi i raka zotgdka wystepuje nadekspresja
onkoproteiny HER2 w ramach procesu ziosliwej transformacji i progresji nowotworu (2).
Stwierdzono réowniez, ze status HER2 odgrywa wazng role w leczeniu raka zotadka (3).
Nadekspresja onkoproteiny HER2 obserwowana w komodrkach raka piersi sugeruje
wykorzystanie HER2 jako celu w terapii przeciwciatami, natomiast wyniki uzyskane w badaniu
ToGA wskazujg jasno na to, ze uzycie preparatu Herceptin® w przypadku raka zotgdka
w skojarzeniu z chemioterapig stanowi skuteczng metode leczenia, poprawiajgcg catkowity
czas przezycia pacjentdow chorujgcych na raka zotgdka o dodatnim statusie HER2 (4). Preparat
Herceptin® jest humanizowanym przeciwciatem monoklonalnym (5) o wysokim powinowactwie
wigzania do onkoproteiny HER2. Stwierdzono, ze preparat ten hamuje proliferacje ludzkich
komorek nowotworowych wykazujacych nadekspresje onkoproteiny HER2 w $rodowisku in
vitro, jak rowniez in vivo (6-8).

Od pierwszej metody immunoperoksydazowej opisanej przez Nakane'a i Pierce'a (9)
w dziedzinie immunohistochemii dokonano duzego postepu, poprawiajgc czuto$¢ stosowanych
metod. Najnowszym osiggnieciem jest zastosowanie metody znakowania polimerow.
Technologia ta jest stosowana zaréwno w przypadku przeciwciat pierwszorzedowych, jak
i immunohistochemicznych systeméw detekcji (10). System detekcji Compact Polymer™
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wykorzystywany przez system Bond Oracle HER2 IHC System nalezy do rodziny
nowatorskich technologii do kontrolowanej polimeryzacji, ktére zostaty opracowane specjalnie
do przygotowania polimerycznych skoniugowanych przeciwciat sprzezonych z peroksydazg
chrzanowg (HRP, horseradish peroxidase). Poniewaz system Bond Oracle HER2 IHC System
wykorzystuje technologie znakowania polimeréw, problem nieswoistego endogennego
barwienia biotyny, mogacy pojawi¢ sie w przypadku streptawidynowo-biotynowych systemow
detekcji, tutaj nie wystepuje.

Ekspresja HER2

Onkoproteina HER2 wykazuje ekspresje na poziomie wykrywalnym przez metody
immunohistochemiczne w maksymalnie 20% przypadkéw gruczolakoraka pobranego z réznych
miejsc. Od 10% do 20% przypadkéw naciekajgcego przewodowego raka sutka (11) oraz 20%
przypadkéw raka zotgdka (12-14) wykazuje dodatni status onkoproteiny HER2. W 90%
przypadkow raka przewodowego in situ (DCIS, ductal carcinoma in situ) typu czopiastego
stwierdza sie status dodatni (15), tak samo jak prawie we wszystkich przypadkach choroby
Pageta brodawki sutkowej (16).

Podsumowanie zgodnosci klinicznej

System Bond Oracle HER2 IHC System zostat opracowany jako alternatywa
do eksperymentalnych testéw Clinical Trial Assay (CTA) wykorzystywanych w ramach badan
klinicznych preparatu Herceptin®. Skuteczno$¢ systemu Bond Oracle HER2 IHC System
w zakresie oznaczania nadekspresji onkoproteiny HER2 w tkance piersiowej zostata oceniona
w niezaleznym badaniu, w ktérym poréwnano wyniki uzyskane w systemie Bond Oracle HER2
IHC System z wynikami uzyskanymi przy uzyciu badania Dako HercepTest na podstawie
431 preparatow raka piersi pochodzacych z USA. Zaden z preparatéw nowotworu nie
zostat pobrany od pacjentéw uczestniczgcych w badaniach klinicznych Herceptin®. Wyniki
wykazywaty zgodnos$¢ na poziomie 92,34% w analizie 2x2 (95% przedziaty ufnosci od 89,42%
do 94,67%) oraz 86,54% w analizie 3x3 (95% przedziaty ufnosci od 82,95% do 89,62%)
pomiedzy powyzszymi dwoma badaniami.

Skutecznos¢ systemu Bond Oracle HER2 IHC System w zakresie oznaczania nadekspresji
onkoproteiny HER2 w komérkach gruczolakoraka zotgdka (w tym réwniez potaczenia zotgdkowo-
przetykowego) zostata oceniona w niezaleznym badaniu, w ktérym poréwnano wyniki uzyskane
w systemie Bond Oracle HER2 IHC System z wynikami uzyskanymi z zastosowaniem
kréliczego monoklonalnego przeciwciata pierwszorzegdowego PATHWAY anti-HER-2/neu (4B5)
firmy Ventana Medical Systems Inc. na podstawie 287 preparatéw raka zotgdka pochodzacych
z Chin. Zaden z preparatéw nowotworu nie zostat pobrany od pacjentéw uczestniczacych
w badaniach klinicznych Herceptin®. Wyniki wykazywaty zgodno$¢ na poziomie 95,12%
w analizie 2x2 (95% przedziaty ufnosci od 91,95% do 97,31%) oraz 89,90% w analizie 3x3
(95% przedziaty ufnosci od 85,81% do 93,13%) odpowiednio pomigdzy systemem Bond Oracle
HER2 IHC System i badaniem PATHWAY anti-HER-2/neu (4B5) firmy Ventana.

Procedura badania

System Bond Oracle HER2 IHC System obejmuje sktadniki wymagane do wykonania
procedury barwienia immunohistochemicznego materiatu tkankowego utrwalonego w formalinie
i zatopionego w parafinie. Po inkubacji przy uzyciu gotowego przeciwciata pierwszorzedowego
HER2 Primary Antibody (klon CB11) system zastosuje gotowg technologie znakowania polimeréw
Compact Polymer. Konwersja enzymatyczna nastepnie dodanego chromogenu prowadzi
do utworzenia widocznego produktu reakcji w miejscu antygenowym. Skrawki tkanki mozna
nastepnie wybarwi¢, odwodni¢, przeswietli¢ i zamkna¢. Wyniki interpretowane sg pod mikroskopem
Swietlnym. Do weryfikacji cyklu barwienia dostarczane sg szkietka kontrolne obejmujace cztery
linie ludzkich komoérek raka piersi utrwalonych w formalinie i zatopionych w parafinie. Te cztery
linie komoérek demonstrujg intensywnosc¢ ekspresji onkoproteiny HER2 w skali 0, 1+, 2+ i 3+.
Intensywno$¢ barwienia linii komorek skorelowana jest zaréwno z ilo$cig onkoproteiny receptorowej
HER2 na jedng komorke, jak i statusem amplifikacji genu HER2.

System Bond Oracle HER2 IHC System (nr katalogowy TA9145) jest przeznaczony do uzycia
z zaawansowanym, w peini zautomatyzowanym systemem do barwien BOND firmy Leica
Biosystems.
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Dostarczone sktadniki

Ponizej wymienione materiaty (tabela 1) wystarcza do wybarwienia 150 szkietek (60 szkietek
badanych inkubowanych z przeciwciatem pierwszorzedowym HER2 Primary Antibody,
60 odpowiednich szkietek badanych inkubowanych z kontrolg ujemng HER2 Negative Control,
15 HER2 Control Slides inkubowanych z przeciwciatem pierwszorzedowym HER2 Primary
Antibody oraz 15 wtasnych kontroli dodatnich na tkankach przygotowanych w laboratorium
inkubowanych z przeciwciatem pierwszorzedowym HER2 Primary Antibody). Podana liczba
testéw wynika z zastosowania automatycznego dozowania 150 pl na jedno szkietko. Zestaw
zawiera materiaty wystarczajgce do wykonania maksymalnie 15 poszczegdlnych cyklow
barwienia BOND.

i Skrawki linii ludzkich komorek raka piersi utrwalonych w formalinie
HER2 Control Slides, | ; ;at0pionych w parafinie wykazujace intensywnosé ekspresii
(x15) onkoproteiny HER2 w skali 0, 1+, 2+ i 3+ po wybarwieniu zgodnie
z dostarczonym protokotem. Skrawki sg catkowicie przylegajace

i nie wymagajg dodatkowego ogrzewania.

Obejmuje gotowe mysie monoklonalne przeciwciato 1IgG
oczyszczone metodg chromatografii powinowactwa, klon CB11
oraz 0,35% ProClin™950.

HER2 Primary
Antibody, 13,5 ml

Obejmuje gotowe mysie przeciwciato IgG o stezeniu
odpowiadajgcym przeciwciatu pierwszorzedowemu HER2
Primary Antibody oraz 0,35% ProClin™950.

HER2 Negative
Control, 9 ml

2Pze’r50)r::1e Block, Obejmuje 3—4% nadtlenek wodoru.

Krolicze anty-mysie przeciwciato 1gG (<10 pg/ml) w roztworze soli
Post Primary, 22,5 ml fizjologicznej buforowanym Tris obejmujgcym 10% (v/v) surowice
zwierzgcg oraz 0,09% ProClin™ 950.

Kozie anty-krdlicze przeciwciato IgG zwigzane

z polimerem HRP (<25 pg/ml) w roztworze soli fizjologicznej
buforowanym Tris obejmujacym 10% (v/v) surowice zwierzecg
oraz 0,09% ProClin™ 950.

Polymer, 22,5 ml

Obejmuje 66 mM czterochlorowodorku 3,3’'dwuaminobenzydyny

DAB Part 1, 2,25 ml S
w roztworze stabilizujgcym.

Eﬁ‘?;f"t B (x2), Obejmuje <0,1% (v/v) nadtlenek wodoru.

Hematoxylin, 22,5 ml Obejmuje <0,1% hematoksyline.

Tabela 1. Sktadniki systemu Bond Oracle HER2 IHC System

Wskazoéwki dotyczace stosowania

Wszystkie dostarczone odczynniki sg przygotowane specjalnie do uzycia z tym badaniem
i zostaly im przydzielone swoiste numery serii dla kazdego systemu Bond Oracle HER2 IHC
System. Aby wyniki badania byty wazne, nie wolno stosowaé zadnych zamiennikéw.
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Przechowywanie i trwatos¢

Przechowywac¢ w temperaturze 2 °C-8 °C. Nie zamraza¢. Po uzyciu natychmiast przenies¢
do temperatury 2 °C-8 °C. Niedotrzymanie wskazanych warunkéw spowoduje uniewaznienie
badania. Nalezy upewni¢ sie, ze nie minat jeszcze okres waznosci uzywanego systemu Bond
Oracle HER2 IHC System. Do znakéw sygnalizujgcych skazenie i/lub niestabilno$¢ systemu Bond
Oracle HER2 IHC System nalezg: zmetnienie roztworu, powstanie zapachu i obecnos$¢ osadu.
Warunki przechowywania inne niz wyzej okreslone muszg zostac¢ sprawdzone przez uzytkownika.

Przygotowanie preparatow

Wszystkie preparaty muszg by¢ przygotowane w taki sposob, aby zachowana zostata tkanka
do barwienia immunohistochemicznego. Do wszystkich preparatéow nalezy uzy¢ standardowych
metod przygotowania materiatu tkankowego (17).

Zaleca sie, aby materiat tkankowy przygotowany byt w utrwalaczu na bazie formaliny,
przetworzony w rutynowy sposob i zatopiony w parafinie. Dla przykfadu: wycinki powinny zosta¢
rozcigte na bloczki o grubosci 3-4 mm i utrwalone przez 18-24 godzin w 10% zobojgtnionej
formalinie. Nastepnie materiat tkankowy nalezy odwodni¢ w szeregu alkoholi, przeswietlic
ksylenem i przepoi¢ roztopiong parafing utrzymywang w temperaturze maksymalnie 60 °C.
Preparaty tkankowe nalezy pokroi¢ na skrawki 3—5 um.

Jednoczesnie nalezy przygotowac szkietka potrzebne do oceny onkoproteiny HER2 i weryfikacji
guza. W celu utrzymania antygenowosci skrawki tkanki zamkniete w szkietkach (Leica BOND
Plus Slides — nr katalogowy S21.2113 lub Apex BOND Slides nr katalogowy 3800040) nalezy
wybarwi¢ do 4-6 tygodni od pokrojenia, jezeli przechowywane sg w temperaturze pokojowej
(18 °C-24 °C). Po pokrojeniu zaleca sie inkubowa¢ skrawki przez 12—18 godzin (przez noc)
w temperaturze 37 °C. Skrawki wymagajace lepszego przyklejenia mozna inkubowac¢ przez
dodatkowg godzine w temperaturze 60 °C.

W Stanach Zjednoczonych ustawa o poprawie klinicznych warunkéw laboratoryjnych Clinical
Laboratory Improvement Act z roku 1988 w punkcie 42 CFR 493.1259(b) okresla: ,Laboratorium
musi przechowywac¢ wybarwione szkietka przez co najmniej dziesie¢ lat od daty badania
i bloczki z preparatami przez co najmniej dwa lata od daty badania”.

Ostrzezenia i Srodki ostroznosci

Wytgcznie dla profesjonalnych uzytkownikow.

Co najmniej jeden skfadnik produktu jest niebezpieczny.

Z zasady osobom ponizej 18 roku zycia nie wolno pracowac z tym produktem. Uzytkownicy
muszg otrzymac dokfadne instrukcje na temat wtasciwej procedury roboczej, niebezpiecznych
wiasciwosci produktu i koniecznych srodkéw ostroznosci.

Jako objaw nadmiernej ekspozycji na dziatanie $rodka konserwujgcego ProClin™ 950
stosowanego w odczynnikach Oracle moze pojawi¢ sie podraznienie skoéry i oczu oraz
podraznienie bton $luzowych i gérnych drég oddechowych. Stezenie ProClin™ 950 w tym
produkcie wynosi do 0,35%. Roztwory te nie spetniajg kryteriow Amerykanskiej Agencji
BezpieczenstwaiZdrowia w Pracy (OSHA) dla niebezpiecznych substancji. Karta charakterystyki
jest udostepniana na zadanie lub mozna jg pobrac¢ ze strony www.LeicaBiosystems.com.

Z preparatami przed utrwaleniem i po utrwaleniu, jak réwniez ze wszystkimi materiatami, ktére
maja z nimi styczno$¢, nalezy obchodzi¢ sie tak, jak z materiatami potencjalnie zakaznymi
i nalezy je utylizowa¢, zachowujgc odpowiednie $rodki ostroznosci.

Podczas odmierzania pipetg odczynnikéw nie wolno nigdy zasysa¢ ustami i nalezy unikaé
kontaktu odczynnikdéw i preparatow ze skoérg oraz btonami Sluzowymi. W razie kontaktu
odczynnikéw lub preparatéw z wrazliwymi miejscami nalezy umyc¢ dotkniete miejsca duzg
iloscig wody. Nalezy zasiegna¢ porady lekarza. W sprawie utylizacji jakichkolwiek potencjalnie
toksycznych sktadnikdw nalezy zapozna¢ sie z krajowymi lub miejscowymi przepisami.

Nalezy ograniczy¢ skazenie odczynnikéw drobnoustrojami, poniewaz w przeciwnym razie moze
dojsc¢ do nasilenia barwienia nieswoistego.
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Procedura

A. Odczynniki wymagane, lecz niedostarczane

BOND Dewax Solution (nr katalogowy AR9222)
BOND Epitope Retrieval Solution 1 (nr katalogowy AR9961)
BOND Wash Solution x10 Concentrate (nr katalogowy AR9590)

Klasyczne rozpuszczalniki stosowane w immunohistochemii (np. etanol — absolutny i
rozcienczony)

Ksylen (lub zamiennik ksylenu)
Srodek do zamykania preparatéw
Woda destylowana lub demineralizowana

B. Sprzet wymagany, lecz niedostarczany

BOND-MAX firmy Leica Biosystems oraz zaawansowany, w petni zautomatyzowany
system do barwienn BOND-III

BOND Universal Covertiles™ (nr katalogowy S21.2001, S21.4583 lub S21.4611)
BOND Mixing Stations (numer katalogowy S21.1971)

Cieplarka, zdolna do utrzymania temperatury 60 °C

Mikroskop $wietlny (powiekszenie obiektywu 4—-40x)

Szkietka podstawowe (Leica BOND Plus Slides — nr katalogowy S21.2113 lub Apex
BOND Slides nr katalogowy 3800040)

Szkietka nakrywkowe
BOND Slide Label & Print Ribbon (nr katalogowy S21.4564)
BOND Aspirating Probe Cleaning System (nr katalogowy CS9100)

C. Metodologia
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Przed przystgpieniem do niniejszej metodologii uzytkownik powinien byé przeszkolony
w catkowicie zautomatyzowanych metodach immunohistochemicznych BOND.

Kazdy badany skrawek przeznaczony do barwienia przeciwciatem pierwszorzedowym
HER2 Primary Antibody bedzie wymagat zastosowanie identycznego skrawka
do barwienia kontrola ujemng HER2 Negative Control. Skrawek oznaczony kontrolg
ujemng pozwala na odrdznienie wybarwienia swoistego i nieswoistego w miejscu
antygenowym. Kazdy cykl barwienia BOND powinien obejmowac¢ szkietko kontrolne
HER2 Control Slide. Na koncu protokotu barwienia, jezeli linie komérek nie wykazujg
prawidtowych wzoréw barwienia (patrz Podrecznik do interpretacji wynikéw systemu
Bond Oracle HER2 IHC System), cykl nalezy uzna¢ za niewazny.
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D. Uktad szkietek

Do kazdego szkietka nalezy uzy¢ nowej pokrywy BOND Universal Covertile (nr katalogowy
S21.2001, S21.4583 lub S21.4611). Uzycie pokryw BOND Universal Covertiles, ktére zostaty
wczesniej wykorzystane do barwienia metodg immunohistochemiczng lub hybrydyzaciji

in situ, nie zostato zweryfikowane dla tego badania.

Uktad tacy na szkietka (tabela 2) zapewnia optymalng prace systemu Bond Oracle HER2

IHC System i wykonanie petnej puli 60 testow.

Pozycja | Opis szkietka Odczynnik Rodzaj lkona szkietka
szkietka tkanki
1 Przypadek 1 *HER2 Negative Badana e
Control e o e e
2 Przypadek 2 *HER2 Negative Badana T
Control o e i
3 Przypadek 3 *HER2 Negative Badana 7w
Control oH > e i
4 Przypadek 4 *HER2 Negative Badana T
Control oK 10 e g
5 Przypadek 1 *HER2 Primary Badana 7o
Antibody R
6 Przypadek 2 *HER2 Primary Badana 7 e
Antlbody SIHCH D "er "HIRS)
7 Przypadek 3 *HER2 Primary Badana o=
Antibody ST
8 Przypadek 4 *HER2 Primary Badana 7o
Antibody e 5 e Wi
9 HER2 Control Slide *HER2 Primary Dodatnia =
Antibody T —
10 Wiasny kontrolny *HER2 Primary Dodatnia =
materiat tkankowy Antibody b 5 - e

Tabela 2. Uktad tacy ze szkietkami, pokazujgcy rodzaj tkanki i odczynnik

E. Kroki procedury

Aby utozy¢ tace ze szkietkami w uktadzie opisanym w tabeli 2, nalezy wykonac¢ ponizsze
kroki. Wskazdéwki te nalezy czyta¢ razem z podrecznikiem uzytkownika BOND System User

Manual.

1. Upewni¢ sie, ze pojemniki na odczynniki oraz zbiornik na niebezpieczne odpady
w aparacie BOND sg wystarczajgco pojemne, aby wykona¢ wymagane cykle barwienia.

2. Upewni¢ sie, ze w pojemnikach na odczynniki jest wystarczajgca ilos¢ alkoholu,
destylowanej lub demineralizowanej wody, roztworu do odparafinowania BOND Dewax
Solution (dostarczanego w stanie gotowym do uzycia), roztworu do odstoniecia epitopéw
BOND Epitope Retrieval Solution 1 (dostarczanego w stanie gotowym do uzycia) oraz
roztworu ptuczacego BOND Wash Solution (dostarczonego w postaci 10x koncentratu)

do wykonania wymaganych cykléw barwienia.
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3. Upewnic sie, ze zainstalowana jest czysta stacja mieszania BOND Mixing Station.
4. Wigczy¢ zaawansowany, w petni zautomatyzowanym system do barwien BOND.

5. Wigczy¢ sterownik BOND Controller podfgczony do zaawansowanego, w petni
zautomatyzowanego systemu do barwien BOND.

6. Otworzy¢ oprogramowanie BOND.

7. W przypadku nowego systemu Bond Oracle HER2 IHC System zeskanowaé recznym
czytnikiem kody kreskowe na tacy na odczynniki, aby wprowadzi¢ system do inwentarza
odczynnikéw BOND.

8. Przejs¢ do ekranu przygotowania szkietek i klikng¢ Add case (Dodaj przypadek).

9. Wprowadzi¢ informacje o pierwszym przypadku. Upewni¢ sie, ze dozowana objetos¢
ustawiona jest na 150 pl, a protokét przygotowania ustawiony jest na *Dewax. Klikng¢ OK.

10.Po podswietleniu przypadku na ekranie przygotowania szkietek klikng¢ Add slide
(Dodaj szkietko).

11.Najpierw dodac szkietka badane pacjenta. Upewni¢ sie, ze rodzaj tkanki ustawiono
na Test tissue (Tkanka badana).

12.Potwierdzi¢, ze dozowana objeto$¢ wynosi 150 pL,a protokdt przygotowania ustawiony
jest na *Dewax.

13.Wybra¢ wartosci trybu barwienia Single (Pojedyncze) i Oracle nie klika¢ opcji Oracle
control (Kontrola Oracle).

14.Wybra¢ procedure IHC.

15.Z listy markeréw wybrac kontrole ujemng *HER2 Negative Control. W zaktadce Protocol
(Protokot) ustawi sie automatycznie wiasciwy protokoét barwienia (*IHC Protocol H) oraz
protokét HIER (*HIER 25 min with ER1 (97)).

16.Klikng¢ Add Slide (Dodaj szkietko). Utworzone zostanie szkietko odczynnika
do kontroli ujemne;j.

17.Pozostajgc nadal w oknie dialogowym Add slide (Dodaj szkietko), wybrac¢ z listy markerow
przeciwciato pierwszorzedowe *HER2 Primary Antibody. DomysInie ustawione protokoty
i wszystkie inne ustawienia pozostang bez zmiany.

18.Klikng¢ Add Slide (Dodaj szkietko). Utworzone zostanie badane szkietko.

19.Powtarzajgc procedure opisang w krokach 8—18, utworzy¢ wszystkie przypadki i badane
szkietka pacjentow.

20.Nastepnie utworzy¢ szkietko kontrolne HER2. Mozna dodac je do ostatniego przypadku
lub utworzy¢ dla szkietek kontrolnych nowy przypadek, w zaleznosci od praktyki
stosowanej w laboratorium.

Wazne: do weryfikacji badania system Bond Oracle HER2 IHC System wymaga, aby
szkietko kontrolne HER2 dotgczone byto do kazdego cyklu (tzn. tacy ze szkietkami).

21.W oknie dialogowym Add slide (Dodaj szkietko) ustawi¢ rodzaj tkanki na Positive tissue
(Tkanka dodatnia).

22.Klikng¢ Oracle control (Kontrola Oracle).

23.Wybra¢ numer serii szkietka kontrolnego HER2 z listy Lot No (Nr serii). Numer serii jest
oznaczony na etykiecie szkietka.

Wazne: szkietko kontrolne HER2 musi pochodzi¢ z tego samego systemu Bond Oracle
HER2 IHC System, ktéry bedzie uzywany.

24.Wybra¢ z listy markerow przeciwciato pierwszorzedowe *HER2 Primary Antibody.
Zachowa¢ dozowang objetosc, tryb barwienia i ustawienia procedury oraz protokotu.
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25.Klikng¢ Add slide (Dodaj szkietko), aby dodac¢ szkietko kontrolne HER2.
26.Na koniec dodac¢ szkietko z wtasnym dodatnim kontrolnym materiatem tkankowym.
27.Usungé zaznaczenie w polu Oracle control (Kontrola Oracle).

28.Wybra¢ z listy markerow przeciwciato pierwszorzedowe *HER2 Primary Antibody.
Zachowa¢ dozowang objetos¢, tryb barwienia i ustawienia procedury oraz protokotu.
Rodzaj tkanki pozostawi¢ jako Positive tissue (Tkanka dodatnia).

29.Klikng¢ Add Slide (Dodaj szkietko). W ten sposéb zakonczone zostanie tworzenie
szkietek.

30.Wydrukowac etykiety dla szkietek. Na wszystkich etykietach dla szkietek Oracle widnieje
nadruk ,OC”. Na etykiecie dla szkietka kontrolnego HER2 widnieje réwniez numer serii
systemu Bond Oracle HER2 IHC System.

31.0znaczy¢ odpowiednio szkietka.

32.0tworzy¢ pokrywy wszystkich pojemnikéw systemu Bond Oracle HER2 IHC System i
zatadowac tace z odczynnikami do aparatu BOND.

33.Szkietka umiesci¢ na tacy na szkietka w kolejnosci wyznaczonej w czesci D, tabeli 2.
Natozy¢ nowe pokrywy.

34.Zatadowa¢ tace ze szkietkami do aparatu BOND i nacisngé¢ przycisk Load/Unload
(Zataduj/Roztaduj).

35.Potwierdzi¢, ze szkietka zostaty zeskanowane i klikng¢ przycisk Run [Play] (Wykonaj) na
ekranie stanu systemu.

36.Upewnic sie, ze w polu wskaznika tacy wyswietlony jest napis Proc [OK] oraz numer partii
i czas zakonczenia.

37.Po zakonczeniu cyklu nacisngé przycisk Load/Unload (Zataduj/Roztaduj) i wyja¢ tace
ze szkietkami z aparatu BOND.

38.Zdjgc¢ pokrywy i przeptuka¢ szkietka wodg demineralizowana.

39.Skrawki odwodni¢, przeswietli¢ i zamkngé.

Kontrola jakosci

Roéznice w utrwalaniu, obrdbce i zatapianiu materiatu tkankowego w laboratorium uzytkownika
mogg powodowac znaczng zmienno$¢ w wynikach, dlatego oprocz szkietek kontrolnych
HER2 Control Slides dostarczonych przez firme Leica Biosystems w ramach systemu Bond
Oracle HER2 IHC System wymagane jest wykonywanie regularnych wiasnych kontroli. Nalezy
zapozna¢ sie z wytycznymi dot. kontroli jakosci w ramach programu certyfikacji Certification
Program for Immunohistochemistry Amerykanskiego Kolegium Patologéw (CAP, College of
American Pathologists); jak réwniez z wytycznymi Amerykanskiego Instytutu Norm Klinicznych
i Laboratoryjnych (CLSI; dawniej NCCLS) Quality Assurance for Immunocytochemistry,
Approved Guide line (17) oraz raportem specjalnym Special Report: Quality Control in
Immunohistochemistry (18). Dodatkowo nalezy kierowac sie ponizszg tabelg 3, opisujaca
rodzaj immunohistochemicznych kontroli jako$ci oraz ich przeznaczenie.
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Probka* Opis Barwienie przeciwciatem Barwienie
pierwszorzedowym HER2 | kontrola ujemna
Primary Antibody HER2 Negative
Control
HER2 Control W stanie dostarczonym Kontroluje proces
Slide w ramach systemu barwienia i okresla
Bond Oracle HER2 IHC waznos$¢ wyniku
System. uzyskanego przez
odczynnik.
Wiasny Materiat tkankowy Kontroluje wszystkie
dodatni zawierajgcy docelowy kroki analizy. Weryfikuje
kontrolny antygen. Idealng kontrolg | przygotowanie materiatu
materiat jest stabo wybarwiajgca tkankowego i wynik
tkankow sie tkanka, pozwalajgca barwienia w systemie .
¢ n: zdeﬁniovsanie " Bond Oracle IYIERZ He | Wykrywanie
. nieswoistego
subtelnych zmian System. -
e barwienia tta
we wrazliwosci
przeciwciata
pierwszorzedowego.
Wiasny Z zatozenia ujemny Wykrywanie nieswoistej
ujemny materiat tkankowy lub reaktywnosci
kontrolny komérkowy (moze krzyzowej przeciwciata
sktadnik znajdowac sie w tkance z komorkami/sktadnikami
tkankowy pacjenta lub dodatnim/ komérkowymi.
ujemnym kontrolnym
sktadniku tkankowym).

*Utrwalana i obrabiana tak samo, jak preparat pacjenta.

Tabela 3. Immunohistochemiczne kontrole jakosci i ich przeznaczenie

Kontrolny materiat tkankowy powinien by¢ pobrany biopsyjnie lub chirurgicznie i jak najszybciej
utrwalony w formalinie, obrobiony i zatopiony w parafinie w ten sam sposob, co prébki pacjenta.
Z preparatami nalezy obchodzi¢ sie tak, aby zachowa¢ antygenowos¢ materiatu tkankowego
do barwienia immunohistochemicznego. Do wszystkich preparatéw nalezy uzy¢ standardowych
metod przygotowania materiatu tkankowego (17).

HER2 Control Slides — przeciwciato pierwszorzedowe HER2 Primary Antibody
Kazde z dostarczonych szkietek kontrolnych HER2 Control Slides zawiera cztery rdzenie
linii komorek ludzkich zajetych rakiem piersi utrwalone w formalinie i zatopione w parafinie
o intensywnosci barwienia 0, 1+, 2+ i 3+. Kazdy cykl badania (czyli kazda taca ze szkietkami)
musi obejmowac jedno takie szkietko. Poprawna ocena szkietka kontrolnego HER2 Control
Slide dostarczonego przez firme Leica Biosystems oznacza wazno$¢ badania (patrz Podrecznik
do interpretacji wynikéw systemu Bond Oracle HER2 IHC System). Szkietka kontrolne HER2
Control Slides dostarczone w ramach systemu weryfikuja tyko i wytacznie dziatanie odczynnikéw,
a nie przygotowanie materiatu tkankowego.
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Wiasny dodatni kontrolny materiat tkankowy — przeciwciato pierwszorzedowe
HER2 Primary Antibody

Jezeli stosowane sg wtasne dodatnie kontrolne sktadniki tkankowe, powinny nimi by¢ preparaty
pobrane biopsyjnie lub chirurgicznie, ktére zostaly jak najszybciej utrwalone, obrobione i
zatopione w ten sam sposéb, co probki pacjenta. Dodatnie kontrole tkankowe sg wyznacznikiem
poprawnego przygotowania materiatu tkankowego i waznosci metody barwienia. W kazdym
cyklu badania powinien znajdowac sie co najmniej jeden dodatni sktadnik kontrolny. Dodatni
skrawek kontrolny powinien wykazywaé stabe wybarwienie, pozwalajgce na zdefiniowanie
subtelnych zmian we wrazliwosci przeciwciata pierwszorzedowego.

Uwaga: znane dodatnie kontrolne sktadniki tkankowe nalezy stosowac wytgcznie do Sledzenia
poprawnosci wynikéw obrobionych tkanek razem z odczynnikami znakujgacymi, a NIE jako
narzedzie do tworzenia swoistej interpretacji probek pacjenta. Jezeli dodatni kontrolny materiat
tkankowy nie wykaze wtasciwego wybarwienia, wyniki uzyskane na podstawie preparatéw
pacjenta nalezy uzna¢ za niewazne.

Jako odpowiedni wiasny materiat kontrolny mozna réwniez zastosowa¢ wielotkankowy bloczek
kontrolny obejmujgcy guzy reprezentujgce wszystkie 4 stopnie ekspresji HER2.

Wiasny ujemny kontrolny sktadnik tkankowy — przeciwciato pierwszorzedowe
HER2 Primary Antibody

Jezeli stosowane sg wiasne ujemne sktadniki kontrolne, powinny nimi by¢ $wiezo pobrane
preparaty biopsyjne lub chirurgicznie, ktére zostaly jak najszybciej utrwalone, obrobione
i zatopione w ten sam sposob, co probki pacjenta. Zastosowanie tkanki kontrolnej, o ktérej
wiadomo, ze posiada ujemny status onkoproteiny HER2, w kazdym cyklu barwienia weryfikuje
swoistos¢ przeciwciata pierwszorzedowego i jest wyznacznikiem jakiegokolwiek nieswoistego
barwienia tta. Bogactwo réznych rodzajow komorek obecnych we wiekszosci skrawkow
tkankowych oferuje ujemne wewnetrzne miejsca kontrolne (uzytkownik powinien to sprawdzic).
Normalne przewody piersiowe niezajete nowotworem mogg postuzy¢ jako proby waznosci
badania. Jezeli pojawi sie swoiste wybarwienie ujemnej wewnetrznej tkanki kontrolnej, wyniki
uzyskane na podstawie preparatéw pacjenta nalezy uzna¢ za niewazne.

Jako ujemne i dodatnie tkanki kontrolne mozna zastosowac¢ wielotkankowy bloczek kontrolny
reprezentujgcy wszystkie 4 stopnie ekspresji HER2.

Tkanka pacjenta — kontrola ujemna HER2 Negative Control

Do kazdego badania preparatu pacjenta zamiast przeciwciata pierwszorzedowego HER2
Primary Antibody nalezy uzy¢ na zgodnym skrawku dostarczonej kontroli ujemnej HER2
Negative Control, aby oceni¢ nieswoiste wybarwienie i umozliwi¢ doktadng interpretacje
swoistego wybarwienia onkoproteiny HER2 w miejscu antygenowym.

Tkanka pacjenta — przeciwciato pierwszorzedowe HER2 Primary Antibody
Intensywnos$¢ wybarwienia nalezy oceni¢ w kontek$cie potencjalnego nieswoistego
wybarwienia tta przy uzyciu kontroli ujemnej HER2 Negative Control. Tak jak we wszystkich
innych badaniach immunohistochemicznych wynik ujemny oznacza, ze antygenu nie wykryto,
co nie znaczy, ze antygen nie jest obecny w badanych komorkach/tkankach. Szczegétowe
informacje na temat immunoreaktywnosci systemu Bond Oracle HER2 IHC System podano
w rozdziatach Uzasadnienie kolejnosci badania szkietek, Ograniczenia, Ocena wynikéw
oraz Immunoreaktywnos¢.
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Weryfikacja badania

Przed pierwszym uzyciem jakiegokolwiek przeciwciata lub systemu do barwien w ramach
procedury diagnostycznej uzytkownik powinien zweryfikowaé swoisto$¢ przeciwciata
poprzez jego oznaczenie na serii wkasnych tkanek o znanym dodatnim lub ujemnym profilu
immunohistochemicznym. Nalezy kierowac¢ sie powyzszym opisem w rozdziale Kontrola jakos$ci
oraz wymogami dot. kontroli jako$ci w ramach programu certyfikacji Certification Program
for Immunohistochemistry Amerykanskiego Kolegium Patologéw (CAP, College of American
Pathologists) i/lub wytycznymi Amerykanskiego Instytutu Norm Klinicznych i Laboratoryjnych
(CLSI; dawniej NCCLS) Quality Assurance for Immunocytochemistry, Approved Guideline
(17). Procedure kontroli jakosci nalezy powtarza¢ dla kazdej nowej serii przeciwciat lub w razie
jakichkolwiek zmian w parametrach badania. Odpowiednimi probkami do weryfikacji badania sg
probki ludzkiego inwazyjnego (naciekajgcego) przewodowego raka sutka o znanym odczynie
onkoproteiny HER2 od 0 do 3+ oraz innych tkanek o odpowiednio ujemnym odczynie.

Interpretacja barwienia — rak piersi

Do okreslenia ekspresji onkoproteiny HER2 nalezy oceni¢ tylko intensywnos$c¢ i wzér wybarwienia
btony komérkowej, zgodnie ze skalg przedstawiong w tabeli 4. Ocene szkietek powinien
wykonac¢ patolog poprzez obserwacje pod mikroskopem w polu jasnym. Do oceny wybarwienia
immunohistochemicznego i wyniku odpowiedni jest obiektyw o 10x powiekszeniu. Natomiast
do potwierdzenia wyniku nalezy zastosowa¢ 20x—40x powiekszenia obiektywu. Wybarwienie
cytoplazmatyczne nalezy uznac¢ za nieswoiste i nie nalezy go wigcza¢ w ocene intensywnosci
wybarwienia btony komorkowej (19). Jako pomoc do rozréznienia stopnia wybarwienia 0, 1+, 2+
i 3+ mozna zastosowa¢ Podrecznik do interpretacji wynikéw systemu Bond Oracle HER2 IHC
System, w ktérym przedstawiono wzorcowe ilustracje intensywnosci barwienia. Wynik nalezy
przypisywac tylko do preparatéow od pacjentéw chorujgcych na naciekajacg postac raka piersi.
W przypadku obecnosci raka in situ i raka naciekajgcego w tym samym preparacie wynik nalezy
przypisac tylko do sktadnika naciekajgcego.

Wzér barwienia immunohistochemicznego Skala Ocena

Nie zaobserwowano zadnego wybarwienia lub
zaobserwowano wybarwienie btony komérkowej mniej 0 Odczyn ujemny
niz 10% komarek nowotworowych.

Wykryto lekkie/ledwie zauwazalne wybarwienie btony
komorkowej wiecej niz 10% komorek nowotworowych. 1+ Odczyn ujemny
Komorki sg wybarwione tylko w czesci btony komorkowe;j.

Wykryto stabe lub umiarkowane catkowite wybarwienie Odczyn posredni

btony komorkowej wiecej niz 10% komorek 2+ )
nowgtworowych_ ) wigcel ° (stabo dodatni)
Wykryto intensywne catkowite wybarwienie btony 3+ Odczyn mocno
komérkowej wiecej niz 10% komodrek nowotworowych. dodatni

Tabela 4. Interpretacja barwienia HER2 dla preparatéw tkanki piersiowej

Whyniki barwienia przy uzyciu systemu Bond Oracle HER2 IHC System sg interpretowane
pod katem ekspresji onkoproteiny HER2 nastepujgco: odczyn ujemny, kiedy intensywnosc¢
odczynu wynosi 0 lub 1+, posredni (stabo dodatni), kiedy intensywnos¢ odczynu wynosi 2+,
oraz mocno dodatni, kiedy intensywnos$¢ odczynu wynosi 3+. System Bond Oracle HER2 IHC
System nie stuzy jako zrodto informacji prognostycznych ani dla pacjenta, ani dla lekarza;
nie zostat on pod tym wzgledem zweryfikowany. Aby moc okresli¢ waznosé cyklu barwienia
i umozliwi¢ pdtilosciowg oceneg intensywnosci barwienia probek materiatu tkankowego, kazdg
ocene wybarwienia szkietek nalezy wykonywaé¢ w kolejnosci podanej ponizej.
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Interpretacja barwienia — rak zotadka

Do okreslenia ekspresji onkoproteiny HER2 nalezy oceni¢ tylko intensywnos$c¢ i wzér wybarwienia
btony komoérkowej, zgodnie ze skalg przedstawiong w tabeli 5 i 6. Ocene szkietek powinien
wykonac¢ patolog poprzez obserwacje pod mikroskopem w polu jasnym. Do oceny wybarwienia
immunohistochemicznego i wyniku odpowiedni jest obiektyw o 10x powiekszeniu. Natomiast
do potwierdzenia wyniku nalezy zastosowa¢ 20x—40x powigkszenia obiektywu. Wybarwienie
cytoplazmatyczne nalezy uzna¢ za nieswoiste i nie nalezy go wigcza¢ w ocene intensywnosci
wybarwienia blony komérkowej (15). Jako pomoc do rozréznienia stopnia wybarwienia 0, 1+,
2+ i 3+ mozna zastosowac podrecznik do interpretacji wynikow oceny raka zotgdka Gastric
Interpretation Guide dla systemu Bond Oracle HER2 IHC System, w ktérym przedstawiono
wzorcowe ilustracje intensywnosci barwienia. Wynik nalezy przypisywac tylko do preparatéw
od pacjentéw chorujgcych na gruczolakoraka zotgdka lub potgczenia zotgdkowo-przetykowego.

Wzér barwienia immunohistochemicznego Skala Ocena

Nie zaobserwowano zadnego wybarwienia lub
zaobserwowano wybarwienie btony komdrkowej mniej 0 Odczyn ujemny
niz 10% komorek nowotworowych.

Wykryto lekkie/ledwie zauwazalne wybarwienie bfony
komorkowej wiecej niz 10% komorek nowotworowych. 1+ Odczyn ujemny
Komorki sg wybarwione tylko w czesci btony komorkowe;.

Wykryto stabe lub umiarkowane catkowite, podstawno-
boczne lub boczne wybarwienie btony komdérkowe;j 2+
co najmniej 10% komorek nowotworowych.

Odczyn posredni
(stabo dodatni)

Preparaty chirurgiczne

Wykryto intensywne catkowite, podstawno-boczne lub

boczne wybarwienie btony komérkowej wiecej niz 10% 3+ Odczyn mocno

5 dodatni
komérek nowotworowych.
Tabela 5. Interpretacja barwienia HER2 na preparatach chirurgicznych raka zotgdka
Wzor barwienia immunohistochemicznego Skala Ocena
Nie zaobserwowano wybarwienia w zadnej komorce .
) 0 Odczyn ujemny
nowotworowe;j.
Zaobserwowano agregat komorek nowotworowych
o lekkim/ledwie zauwazalnym wybarwieniu btony .
1+ Odczyn ujemny

komorkowej, niezaleznie od odsetka wybarwionych
komorek.

Zaobserwowano agregat komoérek nowotworowych
o stabym do umiarkowanego catkowitym, podstawno- o4 Odczyn posredni
bocznym lub bocznym wybarwieniu btony komérkowej, (stabo dodatni)

niezaleznie od odsetka wybarwionych komorek.

Preparaty biopsyjne

Zaobserwowano agregat komorek nowotworowych
o intensywnym catkowitym, podstawno-bocznym lub 3+ Odczyn mocno
bocznym wybarwieniu btony komorkowej, niezaleznie dodatni

od odsetka wybarwionych komorek.

Tabela 6. Interpretacja barwienia HER2 na preparatach biopsyjnych raka zotadka
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Do interpretacji wybarwionego materiatu biopsyjnego w systemie Bond Oracle HER2 IHC System
zalecane jest uzycie agregatu co najmniej pieciu komérek nowotworowych.

Uzasadnienie kolejnosci badania szkietek
Szkietka nalezy bada¢ w nastepujgcej kolejnosci:

1.

HER2 Control Slides — przeciwciato pierwszorzedowe HER2 Primary Antibody

Wazne oznaczenie szkietka kontrolnego Oracle HER2 Control Slide cechuje:

» Obecnos$¢ intensywnego brazowego catkowitego wybarwienia btony komorkowej
w kontrolnej linii komoérek 3+ SK-BR-3.

¢ Obecnos$¢ stabego do umiarkowanego brgzowego catkowitego wybarwienia btony
komorkowej w kontrolnej linii komérek 2+ MDA-MB-453.

» Obecnos¢ lekkiego/ledwie zauwazalnego brgzowego niecatkowitego wybarwienia btony
komérkowej w kontrolnej linii komoérek 1+ MDA-MB-175.

» Brak wybarwienia w kontrolnej linii komérek 0 MDA-MB-231.

Wazne: cechg charakterystyczng kontrolnej linii komérek 1+ MDA-MB-175 jest szczegolny
schemat wzrostu, w ktérym komorki tworzg agregaty. Agregaty te tworzg ciagly rabek
szczoteczkowy w luminalnej czesci blony komorkowej rozciggajacy sie wzdtuz catego agregatu
komorek. Wybarwienie rgbka szczoteczkowego bedzie bardziej intensywne niz pozostatej czesci
btony komodrkowej. Wiasciwy wzoér wybarwienia 1+ onkoproteiny HER2 stanowi lekkie/ledwie
zauwazalne niecatkowite wybarwienia btony komoérkowej. W tej linii komorek mozna réwniez
zauwazy¢ punktowe wybarwienie typu ,dot-like” w rejonie aparatu Golgiego.

. Wiasny dodatni kontrolny materiat tkankowy — przeciwciato pierwszorzedowe
HER2 Primary Antibody

Stwierdzenie OBECNOSCI brgzowego wybarwienia btony komérkowej odpowiadajgcego
znanemu statusowi onkoproteiny HER2 wybranej kontroli dodatniej.

. Wiasny ujemny kontrolny sktadnik tkankowy — kontrola dodatnia HER2
Positive Control
Stwierdzenie BRAKU OBECNOSCI wybarwienia btony komérkowej. Ujemny kontrolny sktadnik
tkankowy potwierdza brak reaktywnosci krzyzowej systemu detekcji z docelowymi komérkami/
sktadnikami komorkowymi. Jezeli pojawi sie wybarwienie btony komorkowej ujemnego
kontrolnego sktadnika tkankowego, wyniki uzyskane na podstawie preparatéw pacjenta nalezy
uznac¢ za niewazne.

4. Materiat tkankowy pobrany od pacjenta — barwiony kontrolg ujemng HER2

Negative Control

BRAK OBECNOSCI wybarwienia btony komérkowej weryfikuje swoiste oznaczenie docelowego
antygenu przez przeciwciato pierwotne. Jakiekolwiek inne brgzowe wybarwienie widoczne
w cytoplazmie preparatu oznaczonego kontrolg ujemng HER2 Negative Control, np. w tkance
facznej, leukocytach, erytrocytach lub tkance martwiczej, nalezy uznac za nieswoiste barwienie
tta i odnotowaé.

. Material tkankowy pobrany od pacjenta — barwiony przeciwcialem pierwotnym

HER2 Primary Antibody

Stopnie ekspresji onkoproteiny HER2 sg okreslone przez kryteria opisane w tabeli 4, 5i 6 oraz
w podrecznikach do interpretacji wynikéw systemu Bond Oracle HER2 IHC System.
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Ograniczenia

A. Ograniczenia ogolne
Immunohistochemia jest wielostopniowg metodg laboratoryjng przeznaczong do pomocy
w interpretacji i oznaczaniu cech histopatologicznych. Metoda ta wymaga specjalnego
przeszkolenia pod katem wszystkich aspektéw procedury badania (w tym wyboru wtasciwych
odczynnikow, materiatu tkankowego, utrwalania, obrobki i przygotowania szkietek IHC) oraz
interpretacji.
Barwienie immunohistochemiczne materiatu tkankowego zalezne jest od obchodzenia sig
z materiatem, jego utrwalenia i obrobki przed wykonaniem barwienia. Niewtasciwe utrwalanie,
mrozenie, rozmrazanie, przeptukiwanie, suszenie, ogrzewanie, krojenie lub tez skazenie
innym materiatem tkankowym badz ptynem moze doprowadzi¢ do powstania artefaktéw,
putapkowania przeciwciat lub uzyskania fatszywie ujemnych wynikéw. Niespojno$¢ wynikow
moze by¢ spowodowana przez zastosowanie réznych metod utrwalania i zatapiania lub
przez nieprawidlowosci samego materiatu tkankowego (21). Nadmierne lub niepetne
barwienie moze réwniez zaburzy¢ poprawng interpretacje wynikow.
Wybarwienie nieswoiste, jezeli jest obecne, ma zazwyczaj charakter rozproszony.
Na skrawkach wykonanych z materiatu tkankowego nadmiernie utrwalonego w formalinie
moze by¢ widoczne réwniez sporadyczne wybarwienie tkanki tgcznej. Do interpretacji
wynikéw barwienia nalezy uzywac niedotknietych komoérek. Komérki martwicze lub
zwyrodniate wybarwiajg sie czgsto nieswoiscie (22). Wyniki fatszywie dodatnie moga pojawic
sie w nastepstwie nieimmunologicznego wigzania biatek lub produktéw reakcji substratow.
Moga by¢ réwniez spowodowane przez endogenne enzymy, takie jak pseudoperoksydaza
(erytrocyty) lub endogenna peroksydaza (cytochrom C), w zaleznosci od zastosowanego
barwnika immunohistochemicznego.
Materiat tkankowy pobrany od pacjentéw zakazonych wirusem zapalenia watroby typu B,
zawierajgcy antygen powierzchniowy wirusa zapalenia watroby typu B (HBsAg), moze
wykazywaé nieswoiste wybarwienie peroksydazg chrzanowg (23).
Powodem niespodziewanego wybarwienia immunohistochemicznego lub rozbieznosci
w wybarwieniu mogg by¢ zmiany w stopniu ekspresji genéw kodujgcych lub antygenow.
Jakiekolwiek zmiany w przewidywanych wzorach barwienia nalezy interpretowac
w kontekscie wszystkich pozostatych badan diagnostycznych.
Interpretacja wybarwienia immunohistochemicznego powinna by¢ uzupetniona przez
badania morfologiczne i zastosowanie odpowiedniego materiatu kontrolnego, a oceny
wyniku powinien dokona¢ wykwalifikowany patolog z uwzglednieniem historii klinicznej
pacjenta oraz wynikow innych badan diagnostycznych.
Badanie (tzn. ocena adekwatnosci kontroli dodatnich i ujemnych) wraz z interpretacjg
wybarwienia immunohistochemicznego Ilub jego braku powinno by¢ wykonane
w odpowiednio akredytowanym/licencjonowanym laboratorium pod nadzorem odpowiednio
wykwalifikowanego i doswiadczonego patologa, ktéry bedzie odpowiedzialny za ogding
ocene badania immunohistochemicznego oraz jego interpretacje.

B. Szczegodlne ograniczenia dla produktu

Ten produkt nie jest przeznaczony do uzycia w cytometrii przeptywowej i jego parametry
robocze nie zostaty okreslone dla tej metody.

W wyniku rozpadu antygenéw w skrawkach tkankowych mogg pojawic sie fatszywie ujemne
wyniki. Szkietka potrzebne do oceny onkoproteiny HER2 i do weryfikacji guza nalezy
przygotowac¢ jednoczesnie. W celu utrzymania antygenowosci skrawki tkanki zamkniete
w szkietkach (Leica BOND Plus Slides — nr katalogowy S21.2113 lub Apex BOND Slides nr
katalogowy 3800040) nalezy wybarwi¢ do 4-6 tygodni od pokrojenia, jezeli przechowywane
sg w temperaturze pokojowej (18 °C—24 °C). Po pokrojeniu zaleca sie inkubowac¢ skrawki
przez 12-18 godzin w temperaturze 37 °C. Skrawki wymagajgce lepszego przyklejenia
mozna inkubowa¢ przez dodatkowa godzine w temperaturze 60 °C.
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Pomiedzy hodowlami linii komérkowych wykorzystanych w ramach systemu Bond
Oracle HER2 IHC System mogg wystepowac¢ minimalne naturalne rozbieznosci w profilu
immunohistochemicznym. Te naturalne rozbieznosci wpisujg si¢ w dopuszczalny poziom
tolerancji jednostki biologicznej i nie majg wptywu na interpretacje lub prace systemu.
Charakterystyka linii komérkowych przy uzyciu zaréwno cytometrii przeptywowej, jak
i hybrydyzacji in situ, jak zostatlo przedstawione w tabeli 7, podlega réwniez naturalnym
biologicznym rozbieznosciom. Opisano réwniez rozbieznosci techniczne i interpretacyjne
w ocenie kontrolnych linii komorkowych przy uzyciu fluorescencyjnej hybrydyzaciji in situ (24).
W ocenie szkietek kontrolnych HER2 nalezy uwzgledni¢ wszystkie obowigzujgce terminy
waznosci. System Bond Oracle HER2 IHC System nalezy przechowywa¢ w temperaturze
2 °C-8 °C. Nie zamraza¢. Po uzyciu natychmiast przenie$¢ do temperatury 2 °C-8 °C.
Niedotrzymanie wskazanych warunkéw spowoduje uniewaznienie badania.

Nie wolno zastgpowa¢ odczynnikéow w ramach systemu Bond Oracle HER2 IHC System
zadnymi innymi sktadnikami, w tym dostarczonymi przez firme Leica Biosystems ani innych
dostawcow. Zastgpienie odczynnikéw spowoduje uniewaznienie badania.

Istotne jest, aby wszystkie kroki opisane w czesci C do E (Procedura) zostaty wykonane
w podanej kolejnosci. Niedotrzymanie wskazanej kolejnosci spowoduje uniewaznienie badania.
Istotne jest, aby do badania stosowany byt tylko materiat tkankowy utrwalony w utrwalaczu
na bazie formaliny. Uzycie jakiegokolwiek utrwalacza innego typu spowoduje uniewaznienie
badania.

Skrawki tkankowe pokrojone na inng niz zalecang grubos$¢ nie zostaty zweryfikowane.
Uzycie skrawkow innej grubosci spowoduje uniewaznienie badania.

Informacje o linii komérkowej

Linia komérkowa | Profil systemu llos¢ receptoréw | Status amplifikacji genu HER2*
Bond Oracle HER2 na jedna
HER2 IHC komérke* Liczba kopii Stosunek HER2
System HER2 do genéw
chromosomu 17
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 9,3x10° 3,15 1,13

*Analiza ilosci receptorow HER2 wykonana metodg cytometrii przeptywowej.

metodg FISH przy uzyciu podwdjnej sondy (HER2:chromosom 17).

Tabela 7. Profil szkietka kontrolnego HER2

Strona 18 z 32

* Status amplifikacji genu HER2 oceniony
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Zgodnos¢ kliniczna pomiedzy systemem Bond Oracle HER2 IHC
System a badaniem Dako HercepTest — rak piersi

W pierwszej czesci badania badano przydatnos¢ systemu Bond Oracle HER2 IHC System jako
pomocy w okresleniu leczenia w ramach terapii preparatem Herceptin® (trastuzumab). Badanie
zostato zaprojektowane w celu zbadania zgodnosci pomiedzy systemem Bond Oracle HER2
IHC System i testem Dako HercepTest, ktéry uwazany jest za ztoty standard dla tego badania.
Kryterium akceptacji zdefiniowano jako ogélng zgodnos$¢ powyzej 75% pomiedzy obydwoma
badaniami z 95% przedziatem ufnosci (Cl, confidence interval).

Badanie przeprowadzona jako dwuosrodkowe badanie prowadzone metodg $lepej proby
w osrodkach w USA. Kazdy o$rodek badawczy otrzymat prébki raka krwi utrwalone w formalinie
i zatopione w parafinie o znanym odczynie HER2. Badane przypadki zostaty wybrane z archiwéw
klinicznych w odwrotnej, nastepujacej po sobie kolejnosci, przedstawiajacej przypadki kolejno
naptywajgce do badan klinicznych na oddziale histopatologii, i zostaty przetestowane niezaleznie
od innych prognostycznych i/lub predykcyjnych czynnikéw, bez wprowadzenia do kohorty
stronniczosci. W osrodku nr 1 i o$rodku nr 2 przebadano kohorty zawierajgce odpowiednio 160
i 292 probki. Kazda kohorta obejmowata takg samg liczbe przypadkéw posrednich/dodatnich
(2+, 3+) i ujemnych (0, 1+) na podstawie wczesniej przydzielonego immunohistochemicznego
odczynu HER2, co tacznie dato populacje badania w liczbie 452 prébek. Dwanascie probek
uznano za nieodpowiednie z powodu braku wystarczajgcego naciekajgcego guza i usunieto
je z badania. Kolejnych dziewie¢ probek nie mozna byto poddac ocenie z powodu odstawania
tkanki od powierzchni szkietka, a wiec koncowa populacja badania wynosita 431 probek.
Wszystkie przypadki poddano barwieniu przy uzyciu badania HercepTest zgodnie z instrukcjg
producenta podang w ulotce dotgczonej do opakowania. Sekwencyjne skrawki dla kazdego
przypadku poddano barwieniu przy uzyciu systemu Bond Oracle HER2 IHC System
w zaawansowanym, w petni zautomatyzowanym systemie do barwien BOND firmy Leica
Biosystems. We wszystkich przypadkach odizolowano unikatowe dane umozliwiajgce
identyfikacje pacjenta, pozostawiajac tylko dane kliniczne o wielko$ci guza, stopniu
zaawansowania guza, stopniu ztosliwosci guza i statusie receptoréow estrogenowych.
Wszystkie barwione szkietka za$lepiono i poddano zrandomizowanej ocenie przez
przeszkolonych obserwatoréw w dwu osrodkach. W przypadku analizy zgodnosci 2x2 odczyn
interpretowano jako ujemny, jezeli intensywnos$¢ wybarwienia oceniono na 0 lub 1+, i jako dodatni,
jezeli wynik wynosit 2+ lub 3+. W przypadku analizy zgodnosci 3x3 odczyn interpretowano
jako ujemny, jezeli intensywnos$¢ wybarwienia oceniono na 0 lub 1+, jako posredni, jezeli wynik
wynosit 2+, i jako dodatni, jezeli wynik wynosit 3+. Dane poddano nastepnie analizie pod katem
zgody odczyndéw dodatnich i zgody odczynéw ujemnych.

Wyniki zgodnosci 2x2

W ramach gtéwnej analizy wyniki obydwu badan (Bond Oracle HER2 IHC System i Dako
HercepTest) sklasyfikowano jako ujemne (0, 1+) lub dodatnie (2+, 3+). Czestotliwosci czterech
mozliwych kombinacji przedstawiono w postaci tabelarycznej 2x2 (patrz tabela 8). Nastepnie
obliczono wspodtczynnik ogodlnej zgodnosci na podstawie powyzszej tabeli 2x2, ktéremu
towarzyszyt 95% doktadny przedziat ufnosci (na podstawie rozktadu dwumianowego).
Hipoteza zerowa (H,), ktorej przeciwstawione sg kryteria powodzenia, mowi ze zgodnosc jest
nie wieksza niz 75%.

Zaobserwowana zgoda dla 431 prébek pomiedzy dwoma badaniami poddanymi analizie 2x2
wykazuje zgodnos¢ 92,34% (398/431) z 95% przedziatem ufnosci 89,42% — 94,67%. Dane te
opowiadajg sie za odrzuceniem hipotezy zerowej (H,), mowigcej, ze zgoda nie jest wieksza niz
75%, z wartoscig p <0,0001.
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Procentowa zgoda dodatnia (wrazliwos$¢) lub zdolno$¢ systemu Bond Oracle HER2 IHC System
do poprawnego oznaczenia dodatnich przypadkéw w badaniu HercepTest (odsetek preparatow
o odczynie dodatnim zaréwno w systemie Bond Oracle HER2 IHC System, jak i w badaniu
HercepTest na wszystkie dodatnie przypadki w badaniu HercepTest) wynosita 84,87%
(129/152) z 95% przedziatem ufnosci 78,17% — 90,16%. Procentowa zgoda ujemna (swoisto$¢)
lub zdolnos$¢ badania do poprawnego oznaczenia ujemnych przypadkéw w badaniu HercepTest
(odsetek preparatow o odczynie ujemnym zaréwno w systemie Bond Oracle HER2 IHC System,
jak i w badaniu HercepTest na wszystkie dodatnie przypadki w badaniu HercepTest) wynosita
96,42% (269/279) z 95% przedziatem ufnosci 93,51% — 98,27%.

HercepTest
Odczyn ujemny | Dodatnia tacznie
System Bond Odczyn ujemny | 269 23 292
Oracle HERZ [, qatnia 10 129 139
IHC System
tacznie 279 152 431

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

Tabela 8. Zgodnos¢ 2x2 pomiedzy systemem Bond Oracle HER2 IHC System a badaniem HercepTest

Wyniki zgodnosci 3x3

Dane do analizy 3x3 sklasyfikowano jako ujemne (0 lub 1+), posrednie (2+) lub dodatnie (3+),
a stwierdzona zgodnos$¢ wynosita 86,54% (373/431) z 95% przedziatem ufnosci 82,95% —
89,62%. Dlatego hipoteza zerowa (H,), méwigca, ze zgoda nie jest wigksza niz 75%, zostata
odrzucona z wartoscig p <0,0001.

Procentowa zgoda dodatnia 3+ (odsetek preparatéw o odczynie dodatnim 3+ zaréwno
w systemie Bond Oracle HER2 IHC System, jak i w badaniu HercepTest na wszystkie
dodatnie przypadki 3+ w badaniu HercepTest) w tym badaniu wynosita 73,33% (66/90) z 95%
przedziatem ufnosci 62,97% — 82,11%. Procentowa zgoda ujemna wynosita 96,42% (269/279)
z 95% przedziatem ufnosci 93,51% — 98,27%. Patrz tabela 9.

HercepTest
Odczyn 2+ 3+ tacznie
ujemny
(0 lub 1+)
System Bond | Odczyn 269 23 0 292
Oracle HER2 | ujemny
IHC System | (0 lub 1+)
2+ 10 38 24 72
3+ 0 1 66 67
tacznie 279 62 90 431

Zgodnosé 3x3 (95% Cl) = 86,54% (82,95% — 89,62%); p<0,0001
Tabela 9. Zgodnosc 3x3 pomiedzy systemem Bond Oracle HER2 IHC System a badaniem HercepTest

Podsumowujgc, dane wygenerowane w tym badaniu pokazujg, ze dzieki wysokiemu stopniu
zgodnosci z badaniem HercepTest system Bond Oracle HER2 IHC System moze by¢ pomocny
do okreslenia leczenia w terapii preparatem Herceptin® (trastuzumab).
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Zgodnos¢ kliniczna pomiedzy systemem Bond Oracle HER2 IHC System
a zestawem PathVysion HER-2 DNA Probe Kit — rak piersi

Czes$¢ druga badania zostata zaprojektowana w celu zbadania zgodno$ci pomiedzy systemem
Bond Oracle HER2 IHC System a zestawem PathVysion HER-2 DNA Probe Kit firmy Abbott
Molecular, ktory uwazany jest za zioty standard badan referencyjnych do oceny ekspresiji
genow, stosowany razem z immunohistochemig HER-2.

Badanie zostato przeprowadzone w tych samych osrodkach badawczych i na tej samej
kohorcie co czes¢ 1. Wszystkie przypadki poddano barwieniu przy uzyciu zestawu PathVysion
HER-2 DNA Probe Kit firmy Abbott Molecular zgodnie z instrukcjg producenta podang
w ulotce dotaczonej do opakowania. Sekwencyjne skrawki dla kazdego przypadku poddano
barwieniu przy uzyciu systemu Bond Oracle HER2 IHC System w zaawansowanym, w petni
zautomatyzowanym systemie do barwien BOND (z czesci 1. badania klinicznego). Z tgcznej
liczby 431 przypadkéw poddanych barwieniu w trzech przypadkach nie uzyskano zadnych
wynikow z powodu niedostatecznej hybrydyzacji sondy, co oznacza, ze ostateczna liczba
przypadkéw w kohorcie wynosita 428 przypadkéw.

Wszystkie barwione szkietka poddano ocenie przez przeszkolonych obserwatorow w dwu
osrodkach badawczych. W przypadku analizy zgodnosci 3x2 odczyn interpretowano jako
ujemny, jezeli stopien amplifikacji genu HER2/CEP17 wynosit mniej niz (<) 2,0, i jako dodatni,
jezeli wynik ten byt wiekszy lub rowny (>) 2,0 po osiggnieciu liczby komorek nowotworowych 20.

Wyniki zgodnosci 3x2

Zaobserwowana zgoda dla 428 prébek pomiedzy dwoma badaniami poddanymi analizie 3x2
wykazuje zgodnosc¢ 87,6% (375/428) z 95% przedziatem ufnosci 84,1% — 90,6%.

Procentowa zgoda dodatnia (czuto$¢) lub zdolnos$¢ systemu Bond Oracle HER2 IHC System
do poprawnego oznaczenia dodatnich przypadkéw w badaniu PathVysion (odsetek preparatow
o odczynie dodatnim zaréwno w systemie Bond Oracle HER2 IHC System, jak i w badaniu
PathVysion na wszystkie dodatnie przypadki w badaniu PathVysion) wynosita 93,8% (61+30/97)
z 95% przedziatem ufnosci 87,0% — 97,7%.

Procentowa zgoda ujemna (swoistos€) lub zdolnosé badania do poprawnego oznaczenia
ujemnych przypadkéw w badaniu PathVysion (odsetek preparatéw o odczynie ujemnym
zaréwno w systemie Bond Oracle HER2 IHC System, jak i w badaniu PathVysion na wszystkie
dodatnie przypadki w badaniu PathVysion) wynosita 85,8% (284/331) z 95% przedziatem
ufnosci 81,6% — 89,4%. Patrz tabela 10.

PathVysion HER-2 DNA Probe Kit
Odczyn ujemny | Dodatnia tacznie
System Bond 0/1+ 284 6 290
Oracle HER2 2+ 41 30 71
IHC System
3+ 6 61 67
tacznie 331 97 428

Ogdlna zgodnosé (95% Cl) = 87,6% (84,1% — 90,6%)

Tabela 10. Zgodno$¢ 3x2 pomiedzy barwieniem przy uzyciu systemu Bond Oracle HER2 IHC System a zestawem PathVysion
HER-2 DNA Probe Kit.
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Zgodnos¢ kliniczna pomiedzy systemem Bond Oracle HER2 IHC System a
kroliczym monoklonalnym przeciwcialem pierwszorzedowym PATHWAY anti-
HER-2/neu (4B5) firmy Ventana Medical Systems Inc. — rak zotadka

Celem trzeciej czesci badania bylo wygenerowanie danych na podstawie preparatéw
zaawansowanej postaci raka zotgdka utrwalonych w formalinie i zatopionych w parafinie
do zbadania zgodnosci w petni zautomatyzowanego systemu Bond Oracle HER2 IHC System
W zaawansowanym, w petni zautomatyzowanym systemie do barwien BOND przy uzyciu
kréliczego monoklonalnego przeciwciata pierwszorzedowego PATHWAY anti-HER-2/neu
(4B5) firmy Ventana Medical Systems Inc. Kryterium akceptacji dla trzeciej czesci badania
zdefiniowano jako ogolng zgodnos$¢ powyzej 75% pomiedzy obydwoma badaniami.

W przypadku analizy zgodnosci 2x2 odczyn interpretowano jako ujemny, jezeli intensywnosc
wybarwienia oceniono na 0 lub 1+, i jako dodatni, jezeli wynik wynosit 2+ lub 3+. W przypadku analizy
zgodnosci 3x3 odczyn interpretowano jako ujemny, jezeli intensywnos$¢ wybarwienia oceniono na 0
lub 1+, jako posredni, jezeli wynik wynosit 2+, i jako dodatni, jezeli wynik wynosit 3+. Dane poddano
réwniez analizie pod kgtem zgody odczynéw dodatnich i zgody odczynéw ujemnych.

Wyniki — system Bond Oracle HER2 IHC System w poréwnaniu
z monoklonalnym przeciwciatem pierwszorzedowym PATHWAY anti-
HER-2/neu (4B5) firmy Ventana Medical Systems Inc. — rak zotgdka

Wyniki zgodnosci 2x2

Ocene zgodnosci pomiedzy w petni zautomatyzowanym systemem Bond Oracle HER2
IHC System, wykorzystywanym w zaawansowanym, w petni zautomatyzowanym systemie
do barwien BOND, a przeciwciatem PATHWAY anti-HER-2/neu (4B5) firmy Ventana wykonano
na 287 prébkach preparatow.

Zaobserwowana zgodno$¢ pomiedzy obydwoma badaniami poddanymi analizie 2x2 wynosita
95,12% (273/287) z 95% przedziatem ufnosci 91,95% — 97,31%. Dane te opowiadajg sie
za odrzuceniem hipotezy zerowej (HO0), mowigcej, ze zgoda nie jest wieksza niz 75%,
z p-wartoscig <0,0001. Procentowa zgoda dodatnia (czuto$¢) lub zdolno$¢ systemu Bond
Oracle HER2 IHC System do poprawnego oznaczenia dodatnich preparatéw oznaczonych
przeciwcialem PATHWAY anti-HER-2/neu (4B5) firmy Ventana (odsetek preparatéw
0 odczynie dodatnim zaréwno w systemie Bond Oracle HER2 IHC System, jak i w oznaczeniu
przeciwcialem PATHWAY anti-HER-2/neu (4B5) firmy Ventana na wszystkie dodatnie preparaty
oznaczane przeciwciatem PATHWAY anti-HER-2/neu (4B5) firmy Ventana) wynosita 90,79%
(138/152) z 95% przedziatem ufnosci 85,03% — 94,87%. Procentowa zgoda ujemna (swoisto$¢)
lub zdolno$¢ badania do poprawnego oznaczenia ujemnych preparatéw oznaczonych
przeciwcialem PATHWAY anti-HER-2/neu (4B5) firmy Ventana (odsetek preparatéw o odczynie
ujemnym zaréwno w systemie Bond Oracle HER2 IHC System, jak i w oznaczeniu przeciwciatem
PATHWAY anti-HER-2/neu (4B5) firmy Ventana na wszystkie ujemne preparaty oznaczane
przeciwciatem PATHWAY anti-HER-2/neu (4B5) firmy Ventana) wynosita 100% (135/135)
z 95% przedziatem ufnosci 97,30% — 100% (patrz tabela 11).

Przeciwciatlo PATHWAY anti-HER-2/neu (4B5) firmy
Ventana
O_d czyn Dodatnia Lacznie
ujemny

System Odczyn
Bond Oracle ujemny 135 14 149
HER2 IHC Dodatnia 0 138 138
System

Lacznie 135 152 287

Ogélna zgodnosé (95% Cl) = 95,12% (91,95% — 97,31%)

Tabela 11. Zgodnosc 2x2 pomiedzy barwieniem w systemie Bond Oracle HER2 IHC System a kréliczym monoklonalnym
przeciwciatem pierwszorzedowym PATHWAY anti-HER-2/neu (4B5) firmy Ventana Medical Systems Inc. na tkance zofadka.
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Wyniki zgodnosci 3x3

Zaobserwowana zgodno$¢ pomiedzy obydwoma badaniami poddanymi analizie 3x3 wynosita
89,90% (258/287) z 95% przedziatem ufnosci 85,81% — 93,13%. Dlatego hipoteza zerowa
(H,), mowigca, ze zgoda nie jest wigksza niz 75%, zostata odrzucona z p-wartoscig <0,0001.
Procentowa zgoda dodatnia dla odczynu 3+ lub zdolno$¢ systemu Bond Oracle HER2 IHC
System do poprawnego oznaczenia dodatnich preparatéw oznaczonych przeciwciatem
PATHWAY anti-HER-2/neu (4B5) firmy Ventana (odsetek preparatéw o odczynie dodatnim
3+ zaréwno w systemie Bond Oracle HER2 IHC System, jak i w oznaczeniu przeciwciatem
PATHWAY anti-HER-2/neu (4B5) firmy Ventana na wszystkie dodatnie preparaty 3+ oznaczane
przeciwciatem PATHWAY anti-HER-2/neu (4B5) firmy Ventana) wynosita w tym badaniu 85,94%
(110/128) z 95% przedziatem ufnosci 78,69% — 91,45%. Procentowa zgoda ujemna (swoisto$¢)
lub zdolno$¢ badania do poprawnego oznaczenia ujemnych preparatow oznaczonych
przeciwciatem PATHWAY anti-HER-2/neu (4B5) firmy Ventana (odsetek preparatéw o odczynie
ujemnym zaréwno w systemie Bond Oracle HER2 IHC System, jak i w oznaczeniu przeciwciatem
PATHWAY anti-HER-2/neu (4B5) firmy Ventana na wszystkie ujemne preparaty oznaczane
przeciwcialem PATHWAY anti-HER-2/neu (4B5) firmy Ventana) wynosita 100% (135/135)
z 95% przedziatem ufnosci 97,30% — 100%. Patrz tabela 12.

Przeciwcialo PATHWAY anti-HER-2/neu (4B5) firmy
Ventana
Odczyn
ujemny 2+ 3+ tacznie
(0 lub 1+4)
System Odczyn
Bond Oracle ujemny 135 1" 3 149
HER2 IHC (0 lub 1+)
System 2+ 0 13 15 28
3+ 0 0 110 110
tacznie 135 24 128 287

Ogélna zgodnosé (95% Cl) = 89,90% (85,81% — 93,13%)

Tabela 12. Zgodnos$¢ 3x3 pomigdzy barwieniem w systemie Bond Oracle HER2 IHC System a kréliczym monoklonalnym
przeciwciatem pierwszorzedowym PATHWAY anti-HER-2/neu (4B5) firmy Ventana Medical Systems Inc. na tkance zotgdka.
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Immunoreaktywnos$¢ — normalny panel

Rodzaj normalnej
tkanki

Wzér barwienia

HER2 Primary Antibody

HER2 Negative Control

Nadnercze

Odczyn ujemny

Odczyn ujemny

Moézg, mézdzek

Odczyn ujemny

Odczyn ujemny

Moézg, kresomozgowie

Odczyn ujemny

Odczyn ujemny

Piers

Odczyn ujemny

Odczyn ujemny

Szpik kostny

Odczyn ujemny

Odczyn ujemny

Okreznica Odczyn ujemny Odczyn ujemny
Przetyk Odczyn ujemny Odczyn ujemny
Oko Odczyn ujemny Odczyn ujemny

Przysadka mézgowa

Umiarkowane wybarwienie

cytoplazmatyczne obserwowane
w komérkach przysadki (1/3)

Odczyn ujemny

Nerka Odczyn ujemny Odczyn ujemny
Krtan Odczyn ujemny Odczyn ujemny
Watroba Odczyn ujemny Odczyn ujemny
Ptuco Odczyn ujemny Odczyn ujemny
Mezotelium Odczyn ujemny Odczyn ujemny
Jajnik Odczyn ujemny Odczyn ujemny
Trzustka Odczyn ujemny Odczyn ujemny
Przytarczyca Odczyn ujemny Odczyn ujemny

Nerw obwodowy

Odczyn ujemny

Odczyn ujemny

Prostata Odczyn ujemny Odczyn ujemny
Slinianka Odczyn ujemny Odczyn ujemny
Skora Odczyn ujemny Odczyn ujemny
Jelito cienkie Odczyn ujemny Odczyn ujemny
Sledziona Odczyn ujemny Odczyn ujemny
Zotgdek Stabe wybarwienie Odczyn ujemny

cytoplazmatyczne obserwowane
w gruczotach zotgdkowych (2/3)

Tkanka miesniowa
poprzecznie

Odczyn ujemny

Odczyn ujemny

prazkowana

Jadro Odczyn ujemny Odczyn ujemny
Grasica Odczyn ujemny Odczyn ujemny
Tarczyca Odczyn ujemny Odczyn ujemny

Migdatek podniebienny

Odczyn ujemny

Odczyn ujemny

Szyjka macicy

Odczyn ujemny

Odczyn ujemny

Macica

Odczyn ujemny

Odczyn ujemny

Tabela 13. Odczyn normalnego panelu

Strona 24 z 32

Instrukcja obstugi systemu Bond Oracle HER2 IHC System firmy Leica Biosystems TA9145 EU-PL-CE-Rev_H 13/01/2020



Badanie odtwarzalnosci

Badanie precyzji w ramach cyklu i pomiedzy cyklami

Badanie precyzji wykonano w firmie Leica Biosystems, Newcastle Ltd. Jako tkanke do badania
wykorzystano wielosktadnikowg mikromacierz tkankowag (TMA, tissue micro array) utrwalong
w formalinie i zatopiong w parafinie, dostarczong przez firme Isu Abxis (Yonsei University Medical
Center 134 Shinchon-dong, Seoul, 120-752 Korea), obejmujgca 20 rdzeni tkanek zajetych
przez naciekajgcego postac raka piersi o Srednicy 4 mm. Tych 20 przypadkéw wybrano w oparciu
0 wczesniej przypisane odczyny HER2. W ten sposéb do badania wigczono x5 przypadkow
HER2 3+, x5 przypadkéw HER2 2+, x5 przypadkéw HER2 1+ i x5 przypadkéw HER2 0.

A. Badanie precyzji w ramach cyklu
Precyzje systemu Bond Oracle HER2 IHC System w ramach cyklu oceniano na tgcznej liczbie
40 kolejnych skrawkéw odebranych z TMA obejmujgcych 20 naciekajgcych guzéw piersi
oraz na 40 szkietkach kontrolnych HER2. Wszystkie szkietka poddano barwieniu przy uzyciu
systemu Bond Oracle HER2 IHC System w zaawansowanym, w petni zautomatyzowanym
systemie do barwien BOND. Skrawki byty barwione jednym ciggiem przy uzyciu systemu
Bond Oracle HER2 IHC System z jednej serii produkcyjnej. W celu okreslenia precyzji
w ramach cyklu barwione skrawki zaslepiono i poddano zrandomizowanej ocenie przez
jednego doswiadczonego obserwatora.
Ocena szkietek w ramach cyklu wskazywata na to, ze 733/800 (91,63%) badanych danych
mozna zinterpretowac. 40 danych wykluczono z powodu obecnosci tylko DCIS i kolejnych
27 danych nie mozna byto zinterpretowa¢ z powodu utraty naciekajgcego guza (konkretnie
w przypadku 3 rdzeni). Rozbieznosci w wybarwieniu pojawity sie w 61 (8,32%) z 733
mozliwych barwien. W 37 przypadkach wystapity rozbieznosci w charakterze zmiany z 3+ na
2+ (n=20)i1+na0 (n=17), co jednak w ocenie danych 2x2 nie stanowi zmiany z odczynu
klinicznie dodatniego na ujemny lub odwrotnie. W pozostatych 24 (3,27%) przypadkach
stwierdzono zmiane z odczynu klinicznie ujemnego (0 lub 1+) na odczyn klinicznie dodatni
(2+ lub 3+). Wartos¢ zaliczenia = 96,7% (95% CI = 95,15% — 97,81%).

B. Badanie precyzji pomiedzy cyklami

Precyzje systemu Bond Oracle HER2 IHC System pomiedzy cyklami oceniano na tgcznej
liczbie 24 kolejnych skrawkéw odebranych z TMA obejmujacych 20 naciekajgcych guzow
piersi oraz na 24 szkietkach kontrolnych HER2. Wszystkie szkietka poddano barwieniu
przy uzyciu systemu Bond Oracle HER2 IHC System w zaawansowanym, w petni
zautomatyzowanym systemie do barwien BOND. Szkietka poddano ocenie w 8 osobnych
cyklach wykonanych w tym samym laboratorium w trzech réznych momentach przy uzyciu
systemu Bond Oracle HER2 IHC System z jednej serii produkcyjnej. W celu okreslenia
precyzji pomiedzy cyklami barwione szkietka zaslepiono i poddano zrandomizowanej ocenie
przez jednego doswiadczonego obserwatora.

Ocena szkietek pomiedzy cyklami wskazywata na to, ze 456/480 (95,00%) badanych
danych mozna zinterpretowac. 24 danych nie mozna byto zinterpretowa¢ z powodu utraty
naciekajacego guza (konkretnie w przypadku 5 rdzeni). Rozbieznosci w wybarwieniu pojawity
sie w 42 (9,21%) z 456 mozliwych danych. W 30 przypadkach wystapity rozbieznosci
w charakterze zmiany z 3+ na 2+ (n = 10) i 1+ na 0 (n = 20), co jednak w ocenie danych 2x2 nie
stanowi zmiany z odczynu klinicznie dodatniego na ujemny lub odwrotnie. W pozostatych 12
(2,63%) przypadkach stwierdzono zmiane z odczynu klinicznie ujemnego (0 lub 1+) na odczyn
klinicznie dodatni (2+ lub 3+). Warto$¢ zaliczenia = 97,37% (95% CI = 95,90% — 98,77%).
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C. Odtwarzalnos¢ serii do serii

W celu okreslenia odtwarzalnosci serii do serii wyprodukowano 3 serie systemu Bond Oracle
HER2 IHC System zgodnie z dobrg praktyka wytwarzania w 3 réznych momentach i oceniono
je przy uzyciu 24 skrawkéw guza piersi (24 danych badanych) odjetych z czterech réznych
bloczkéw tkankowych utrwalonych w formalinie i zatopionych w parafinie (o intensywnosci
barwienia HER2 0, 1+, 2+ i 3+) oraz trzech szkietek kontrolnych HER2 Control Slides
(12 danych kontrolnych). Wykonano trzy oddzielne cykle w jednym laboratorium w trzech
réznych momentach, a do kazdego cyklu wykorzystano inng serie produkcyjng systemu
Bond Oracle HER2 IHC System. Wszystkie szkietka poddano barwieniu przy uzyciu systemu
Bond Oracle HER2 IHC System w zaawansowanym, w petni zautomatyzowanym systemie
do barwien BOND. W celu okreslenia odtwarzalnosci serii do serii barwione szkietka
zaslepiono i poddano zrandomizowanej ocenie przez jednego przeszkolonego obserwatora.
Ocena szkietek (badanych i kontrolnych) serii do serii wskazywata na to, ze 36/36 danych
mozna zinterpretowa¢. W ramach tych 36 danych nie stwierdzono zadnych rozbieznosci
w barwieniu pomigdzy trzema réznymi seriami produkcyjnymi systemu Bond Oracle HER2
IHC System. Barwienie przy uzyciu systemu Bond Oracle HER2 IHC System jest spojne
pomiedzy réznymi seriami produkcyjnymi.

. Odtwarzalno$¢ pomiedzy laboratoriami

Odtwarzalnos$¢ systemu Bond Oracle HER2 IHC System pomiedzy laboratoriami oceniano
w 3 osrodkach: Leica Biosystems Newcastle Ltd (oSrodek A) oraz dwdch niezaleznych
laboratoriach (o$rodek B i C) natgcznejliczbie 192 skrawkéw odebranych z TMA obejmujgcych
20 naciekajgcych guzow piersi oraz na 24 szkietkach kontrolnych HER2. Z tgcznej
liczby 192 skrawkéw TMA poddanych barwieniu 96 skrawkéw oznaczono przeciwciatem
pierwszorzgdowym HER2 Primary Antibody i 96 skrawkéw odczynnikiem HER2 Negative
Control. Wszystkie szkietka poddano barwieniu przy uzyciu systemu Bond Oracle HER2
IHC System w zaawansowanym, w pei zautomatyzowanym systemie do barwieh BOND.
Szkietka poddano ocenie w 8 osobnych cyklach wykonanych w kazdym z trzech réznych
osrodkéw badawczych przy uzyciu systemu Bond Oracle HER2 IHC System z jednej serii
produkcyjnej. W celu okreslenia odtwarzalnosci pomiedzy laboratoriami barwione szkietka
zaslepiono i poddano zrandomizowanej ocenie przez jednego doswiadczonego obserwatora
w laboratorium firmy Leica Biosystems Newcastle Ltd.

Ocena szkietek pod katem odtwarzalnosci pomiedzy laboratoriami wskazywata na to,
ze 1477/1920 (76,93%) badanych danych mozna zinterpretowaé. 443 badanych danych nie
mozna byto zinterpretowac z powodu:

a) niewtasciwego wyniku szkietka kontrolnego HER2 w 2/24 przypadkéw, co spowodowato
konieczno$¢ usuniecia 2 cykléw/160 badanych danych. Do tego zdarzenia doszio raz
w osrodku A i raz w osrodku B (usunieto 80 badanych danych na o$rodek badawczy);

b) odstepstwa od planu badania w osrodku C, kiedy tgcznie 24 szkietka wybarwiono
recznie hematoksyling po poddaniu barwieniu w systemie Bond Oracle HER2 IHC System.
Doprowadzito to do nadmiernego wybarwienia zaréwno szkietek kontrolnych HER2, jak
i badanych danych TMA, co oznaczato koniecznos$¢ usuniecia 240 danych;

c) utraty naciekajgcego guza, co oznaczato konieczno$¢ usunigcia 23 badanych danych.
Do tego zdarzenia doszto w 23 przypadkach w osrodku A w nastepstwie utraty tkanki w bloczku
TMA podczas produkcji 192 kolejnych skrawkéw TMA wymaganych do wykonania badania;
d) niemozliwosci interpretacji wybarwienia z powodu niedostatecznego przeptukania
w zaawansowanym, w petni zautomatyzowanym systemie do barwienn BOND, co oznaczato
koniecznos$¢ usunigcia 20 danych.
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Ocena pod katem precyzji pomiedzy laboratoriami szkietek umozliwiajgcych interpretacje
wskazywata na to, ze rozbieznosci w wybarwieniu pojawity sie w 79 (5,28%) z 1477 mozliwych
barwien. Z tego 14/1477 (0,95%) przypadkéw stanowito zmiang z 0 na 1+ lub z 2+ na 3+,
co w ocenie danych 2x2 nie oznacza zmiany z odczynu klinicznie dodatniego na ujemny lub
odwrotnie. Wartos¢ zaliczenia = 99,05% (95% CIl = 98,42% — 99,46%). Z tych 14 barwien
5/1477 (0,34%) barwien wykonano w laboratorium firmy Leica Biosystems Newcastle Ltd
(osrodek A), 8/1477 (0,54%) w osrodku B i 1/1477 (0,07%) w osrodku C.

Pozostatych 65/1477 (4,40%) przypadkow wykazywato zmiange z 2+ na 1+ lub z 2+ na 0+,
co w ocenie danych 2x2 oznaczatoby zmiane z odczynu klinicznie dodatniego na ujemny
lub odwrotnie. Warto$¢ zaliczenia = 95,6% (95% CI = 94,42% — 96,54%). Z facznej liczby
65 Kklinicznie istotnych zmian 11/65 (16,9%) zdarzyto sie¢ w laboratorium firmy Leica
Biosystems Newcastle Ltd (osrodek A), 24/65 (36,9%) w osrodku B i 30/65 (46,1%)
w osrodku C. W zadnym z klinicznie istotnych przypadkéw nie zanotowano zmiany z 3+
na odczyn ujemny (O lub 1+) lub odwrotnie.

E. Odtwarzalnos¢ pomiedzy obserwatorami

40 losowo wybranych przypadkéw naciekajgcego raka piersi, zapewniajgcych rowny rozktad
wszystkich odczynéw IHC HER2 (wycinki), zostato kolejno pokrojonych i dostarczonych
do firmy Leica Biosystems Newcastle Ltd (osrodek A), osrodka B i osrodka C do barwienia
interpretacji. W kazdym osrodku skrawki zostaty przed oceng odczynu zaslepione i
zrandomizowane. Zgoda pomigdzy obserwatorami w dwdch niezaleznych osrodkach
klinicznych — o$rodkiem B i osrodkiem C —wynosita 87,5% (95% Cl = 73,3% — 95,8%). Zgoda
pomiedzy osrodkiem B i osrodkiem C a laboratorium firmy Leica Biosystems Newcastle Ltd
wynosita odpowiednio 92,5% (95% CI = 79,6% — 98,4%) i 85% (95% CI = 70,1% — 94,29%).
Analiza catkowitej zbieznosci pomiedzy wszystkimi trzema obserwatorami (A, B, C) wynosi
82,50%.

F. Precyzja pomiedzy aparatami (BOND-MAX w poréwnaniu z BOND-III)
Badanie precyzji pomiedzy aparatami przy uzyciu systemu Bond Oracle HER2 IHC System
wykonano w jednym niezaleznym europejskim osrodku badawczym. Badane probki
pochodzity z utrwalonych formaling, zatopionych w parafinie catych sekcji z sto trzydziesci
osiem (138) przypadkéw inwazyjnego raka piersi (okazy resekcji). Badanie pomiedzy
aparatami wykonano metodg prospektywng w ramach osrodka badawczego; kolejne skrawki
barwiono na platformach BOND-MAX i BOND-III. Trzy przypadki uznano za nieodpowiednie
z powodu dostepnosci probki/guza i zostaty usuniete z badania.

W kazdym aparacie wykorzystano identyczne numery serii systemu Bond Oracle HER2
IHC System oraz dodatkowych odczynnikéw do aparatu BOND. Skrawki barwiono
retrospektywnie. W celu okreslenia precyzji pomiedzy aparatami szkietka poddane zostaty
interpretacji w osrodku badawczym przez jednego doswiadczonego obserwatora.

Ocena szkietek pod katem precyzji pomiedzy aparatami wykazata zgodnos$¢ 2x2 pomiedzy
odczynami dodatnimi (2+, 3+) i odczynami ujemnymi (0, 1+) na poziomie 94,2% (130/138)
z 95% przedziatem ufnosci 88,9 — 97,5% i zgodnos$¢ 3x3 pomigdzy odczynami dodatnimi
(3+), posrednimi (2+) i ujemnymi (0, 1+) na poziomie 87,0% (120/138) z 95% przedziatem
ufnosci 80,2 — 92,1%.
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BOND-MAX
Odczyn ujemny | Odczyn tacznie
(0/1+) dodatni (2/3+)
Odczyn ujemny | 80 1 81
(0/1+)
BOND-III
Odczyn 7 50 57
dodatni (2/3+)
tacznie 87 51 138

Ogdlna zgodnosé (95% Cl) = 94,2% (88,9% — 97,5%)

Tabela 14. Zgodnos¢ 2x2 barwienia przy uzyciu systemu Bond Oracle HER2 IHC System na platformie BOND-MAX w poréw-
naniu z platformg BOND-III.

BOND-MAX
Odczyn Odczyn Odczyn tacznie
ujemny (0/1+) | posredni (2+) | dodatni (3+)
Odczyn 80 1 0 81
j 0/1+
BOND-II ujemny (01+)
Odczyn 6 5 1 12
posredni (2+)
Odczyn 1 9 35 45
dodatni (3+)
tacznie 87 15 36 138

Ogodlna zgodnosc¢ (95% Cl) = 87,0% (80,2% — 92,1%)

Tabela 15. Zgodno$¢ 3x3 barwienia przy uzyciu systemu Bond Oracle HER2 IHC System na platformie BOND-MAX w poréw-
naniu z platformg BOND-III.

Podsumowujac, dane wygenerowane w tym badaniu pokazujg wysoki stopien zgodnosci
pomiedzy aparatem BOND-MAX i BOND-III firmy Leica Biosystems w ramach oceny przy
uzyciu systemu Bond Oracle HER2 IHC System.
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Wykrywanie i usuwanie usterek

Problem Prawdopodobna przyczyna | Dziatanie zaradcze
Brak Cykl przerwano przed Postugujac sie oprogramowaniem BOND,
wybarwienia zakonczeniem potwierdzi¢ obecnos¢ jakichkolwiek btedow

immunohisto-
chemicznego

zgtaszanych podczas cyklu barwienia i
rozwigza¢ problem zgodnie z poleceniami
oprogramowania BOND.

Wybér niewtasciwego
protokotu

Upewnic¢ sie, ze w polu Staining protocol
(Protokét barwienia) w oknie dialogowym
Add slide (Dodaj szkietko) widnieje
ustawienie domysine *IHC Protocol H.

Nieodpowiednie
odparafinowanie szkietek

Upewnic¢ sie, ze w polu Preparation
(Przygotowanie) w oknie dialogowym Add
slide (Dodaj szkietko) ustawiony jest tryb
*Dewax.

Dozowanie niewtasciwych
odczynnikéw z pojemnikow

Upewnic¢ sie, ze wszystkie odczynniki BOND
zostaly przydzielone do odpowiednich
pojemnikow i umieszczone we wtasciwych
pozycjach na aparacie.

Skazenie roztworu ptuczgcego
BOND Wash Solution
azydkiem sodu

Uzy¢ $wiezo przygotowanego roztworu
ptuczgcego BOND Wash Solution
o odpowiedniej mocy dziatania.

Stabe swoiste | Niewtasciwe odstonigcie
wybarwienie epitopow

immunohisto-
chemiczne

Upewnic sie, ze wiasciwe odczynniki
BOND Epitope Retrieval zostaty
przydzielone do odpowiednich pojemnikéw
i ze w oprogramowaniu BOND ustawit sie
wiasciwy domysiny protokdt odstonigcia
epitopéw — *HIER 25 min with *ER1 (97).

Niewtasciwe utrwalenie
lub niewtasciwa obrébka
badanego preparatu

Upewnic sie, ze zastosowano utrwalacz
na bazie formaliny i ze harmonogramy
obrébki sg odpowiednie dla badanego
preparatu.

System Bond Oracle HER2
IHC System stosowany jest
po uptywie okresu waznosci

Upewnic¢ sig, ze nie minat jeszcze okres
waznosci uzywanego systemu Bond Oracle
HER2 IHC System.

Nadmierne Niewtasciwe odstoniecie
swoiste epitopow

wybarwienie

immunohisto-

chemiczne

Upewnic sie, ze wtasciwe odczynniki BOND
Epitope Retrieval zostaty przydzielone

do odpowiednich pojemnikéw i ze

w oprogramowaniu BOND ustawit sie domysiny
protokét — *HIER 25 min with ER1 (97).

Rozbieznosci w utrwalaniu

Upewnic sie, ze zastosowano utrwalacz
na bazie formaliny i ze harmonogramy
obrébki sg odpowiednie dla badanego
preparatu. Jezeli to mozliwe, powtorzyé
oznaczenie przy uzyciu innego bloczka.
Jezeli taka opcja nie jest mozliwa, oceni¢
obszary wykazujace najlepsze utrwalenie
w skojarzeniu z odpowiednim skrawkiem
wybarwionym przeglgdowo.
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Problem

Prawdopodobna przyczyna

Dziatanie zaradcze

Nieswoiste
wybarwienie tta

Dozowanie niewtasciwych
odczynnikéw z pojemnikow

Upewnic¢ sig, ze wszystkie odczynniki BOND
zostaty przydzielone do odpowiednich
pojemnikéw i umieszczone we witasciwych
pozycjach na aparacie.

Nieodpowiednie
odparafinowanie szkietek

Upewnic¢ sig, ze w polu Preparation
(Przygotowanie) w oknie dialogowym Add
slide (Dodaj szkietko) ustawiony jest tryb
*Dewax.

Nieswoista
immunohistochemiczna
reakcja krzyzowa w materiale
tkankowym

Postuzy¢ sie opisem reaktywnosci krzyzowej
normalnej tkanki dla systemu Bond Oracle
HER2 IHC System (patrz tabela 13).

Nieswoista
immunohistochemiczna
reakcja krzyzowa z obszarami
tkanki martwiczej

Upewnic sie, ze zastosowano utrwalacz
na bazie formaliny i ze harmonogramy
obrébki sg odpowiednie dla badanego
preparatu. Jezeli to mozliwe, powtdrzy¢
oznaczenie przy uzyciu innego bloczka.
Jezeli taka opcja nie jest mozliwa, oceni¢
obszary wykazujace najlepsze utrwalenie
w skojarzeniu z odpowiednim skrawkiem
wybarwionym przeglgdowo.

Zasychajgcy artefakt
po zakonczeniu cyklu
barwienia

Jezeli szkietka majg by¢ badane w cyklu
nocnym, zalecane jest uzycie funkcji
opdznionego startu systemu BOND.
Upewnic sie, w aparacie znajduje sie
wystarczajgco duzo wody destylowanej
lub demineralizowanej, ktéra bedzie w tym
czasie dozowana na szkietka, aby nie
wyschty.

Skrawki przyklejone
do szkietek przy pomocy
dodatkow skrobiowych

Uzy¢ szkietek bez dodatkéw skrobiowych
(Leica BOND Plus Slides — nr katalogowy
S21.2113 lub Apex BOND Slides nr
katalogowy 3800040)

Tkanka
odklejona
od szkietka
pacjenta

| szkietka
kontrolnego

Uzycie szkietek niewtasciwego
rodzaju lub nieodpowiednie
wysuszenie skrawkow

Upewnic sie, ze do skrawkow pacjenta

/ skrawkéw kontrolnych zastosowano
odpowiednie szkietka (Leica BOND

Plus Slides — nr katalogowy S21.2113

lub Apex BOND Slides nr katalogowy
3800040). Upewnic¢ sig, ze szkietka zostaty
odpowiednio wysuszone i zostaty poddane
inkubacji przez 12—18 godzin (przez noc)
w temperaturze 37 °C. Skrawki wymagajace
lepszego przyklejenia mozna inkubowaé
przez dodatkowg godzine w temperaturze
60 °C.

Tabela 16. Przewodnik do wykrywania i usuwania usterek systemu Bond Oracle HER2 IHC System.

W razie pojawienia sie jakichkolwiek probleméw zwigzanych z systemem Bond Oracle HER2
IHC System, ktore nie zostaty opisane w przewodniku do wykrywania i usuwania usterek
(patrz tabela 16), nalezy zwrdcic¢ sie o pomoc do dystrybutora lub miejscowego dziatu pomocy
technicznej firmy Leica Biosystems.
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Poprawki do poprzedniego wydania
Precyzja pomiedzy aparatami (BOND-MAX w poréwnaniu z BOND-II).

Data publikaciji
13 stycznia 2020

Identyfikacja symboli

o Numer partii /ﬁ( Przechowywanie Numer katalogowy

. Wyréb ‘ Wytworca ! Ostroznie, kruche

medyczny
do diagnostyki
in vitro

[:E] Nalezy W Zawartos¢ g Data waznosci
zapoznac sie wystarczajgca RRRR-MM-DD
z instrukcjg do wykonania
stosowania <n> oznaczen

SN Numer seryjny

HercepTest™ jest znakiem towarowym i produktem licencjonowanym firmy DakoCytomation,
Denmark A/S

Herceptin® jest znakiem towarowym firmy Genentech, Inc. oraz firmy F. Hoffmann-La Roche Ltd.
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