Magyar I

Bond™ Oracle™ HER2 IHC System
Hasznalati utmutato

Leica Biosystems BOND" teljesen automata, fejlett festérendszerben valo hasznalatra.

Termékkod TA9145 60 tesztminta (150 metszet) megfestésére alkalmas:
60 tesztmetszet a kdvetkez6vel: HER2 Primary Antibody

60 tesztmetszet a kdvetkezdvel: HER2 Negative Control

15 HER2 Control Slides a kovetkezével: HER2 Primary Antibody

15 pozitiv sajat ellenérzémetszet a kdvetkezével HER2 Primary Antibody
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A felhasznalas célja

In vitro diagnosztikai hasznalatra

Bond Oracle HER2 IHC System egy szemikvantitativ immun-hisztokémiai (IHC) vizsgalat
a HER2 (Human Epidermal Growth Factor Receptor 2) daganatfehérje allapotanak
meghatarozasara feldolgozott emlérak szdvet szdvettani kiértékeléséhez. A Bond Oracle
HER2 IHC System hasznalata olyan beteget kiértékelésének tdmogatasara indikalt, akiknél
Herceptin® (trastuzumab) kezelést terveznek (lasd a Herceptin® csomagolasi cimkéjét).
Megjegyzés: a Herceptin® klinikai vizsgalatra az 0sszes beteget kutatasi immun-citokémiai
Clinical Trial Assay (CTA) hasznalataval valasztottak ki. Az ebben a kutatasban val6 részvételre
kivalasztott betegek egyik sem hasznal Bond Oracle HER2 IHC System rendszert. A Bond
Oracle HER2 IHC System rendszer egy flggetlen mintakészlet segitségével 6ssze lett
hasonlitva a Dako HercepTest™ teszttel, és a Klinikai konkordancia ¢sszefoglaléban jelzett
elfogadhat6 konkordancia eredményeket mutatta. A Bond Oracle HER2 IHC System rendszer
és a klinikai kimenet kozti aktualis korrelacié még nem lett megallapitva.

Osszefoglalé és magyarazat

Hattér

A Bond Oracle HER2 IHC System rendszer egérbél szarmazé monoklondlis anti-HER2
antitestet, clone CB11-et tartalmaz. A Clone CB11, melyet eredetileg a Corbett et al (1) fejlesztett
ki és a Novocastra Laboratories Ltd (jelenleg Leica Biosystems Newcastle Ltd) gyart, a HER2
daganatfehérje bels6 doménjéhez kapcsolodik.

Az eml6rakos betegek egy részében a HER2 daganatfehérje a malignus transzformacio
és a daganat progresszidjanak részeként fokozott mértékben expresszalédik (2). A HER2
daganatfehérjének az emlérakos sejtekben talalt fokozott expresszidja arra utal, hogy a HER2
egy antitesten alapul6 terapia célpontja lehet. A Herceptin® egy olyan human monoklonalis
antitest (3), amely nagy affinitassal kot6dik a HER2 daganatfehérjéhez, és amelyrdl kimutattak,
mind in vitro, mind in vivo (4-6).

A Nakane és Pierce (7) altal bevezetett elsé immunperoxidaz technika ota szamos
fejlesztd Iépett be az immun-hisztokémia terlletére, és ennek nyoman megnétt a technikak
érzékenysége. A legujabb fejlesztések a polimer cimkézést hasznaljak fel. Ez a technoldgia
mind elsddleges antitesteken, mind immun-hisztokémiai észlelérendszereken alkalmazhato (8).
A Bond Oracle HER2 IHC System altal hasznalt Compact Polymer™ észlelérendszer egy Uj,
iranyitott polimerizacios technolégia csalad része, melyet kifejezetten polimerizalt, HRP-hez
kotott antitest konjugatumok elékészitésére fejlesztettek ki. Mivel az Oracle termékpaletta ezt
a polimerizacios technologiat hasznalja, igy a streptavidin/biotin észlelérendszerekben lathatéd
nem specifikus endogén biotin festédés nem lép fel.

A HER2 kifejez6dése HER2

A HER2 daganatfehérje immun-hisztokémiai mddszerekkel észlelhetd szinten fejezddik ki a
kuldnb6z6 elhelyezkedésl adenokarcinomak kb. 20 szazalékaban. Az emld invaziv duktalis
karcinédmainak 10—20%-a pozitiv a HER2 daganatfehérjére (9). A comedo tipusu in situ duktalis
karcinomak (DCIS) 90%-a pozitiv (10), valamint szinte az 6sszes, emlére lokalizalédd Paget-
koros eset pozitiv (11).

Klinikai konkordancia — 6sszefoglalé

ABond Oracle HER2 IHC System a Herceptin® klinikai vizsgalatokban hasznalt kutatasi Clinical
Trial Assay (CTA) alternativajaként kerllt kifejlesztésre. Fliggetlen vizsgalatban értékelték ki a
Bond Oracle HER2 IHC System teljesitményét a HER2 daganatfehérje fokozott expresszidjanak
meghatarozasaban, melynek soran a Bond Oracle HER2 IHC System eredményeit a Dako
HercepTest eredményeivel hasonlitottak 6ssze az Egyesdlt Allamokbdl szarmaz6 431 eml&tumor
mintan. Ezen daganatminték egyike sem szarmazott olyan betegbdl, aki a Herceptin® klinikai
vizsgalatban részt vett. Az eredmény szerint a két vizsgalat eredményei koézi konkordancia
92,34% a 2x2-es analizisben (95% konfidenciaintervallum: 89,42% — 94,67%) és 86,54% a
3x3-as analizisben (95% konfidenciaintervallum: 82,95% — 89,62%).
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Az eljaras alapjai

ABond Oracle HER2 IHC System tartalmazza a formalinnal fixalt, paraffin beagyazasu szévetek
immun-hisztokémiai festéséhez sziikséges OsszetevOket. Az el6készitett HER2 Primary
Antibody (clone CB11) antitesttel vald inkubalds utan a rendszer azonnali hasznalhatésagu
Compact Polymer technologiat alkalmaz. Az ezutan hozzaadott kromogén anyag enzimatikus
atalakitasa utan az antigénoldalon lathaté reakcidtermék keletkezik. A szdvettani metszeteken
utészinezés, dehidralas, tisztitas ésfixalas lehet sziikséges. Az eredmények fénymikroszkdpiaval
értékelenddk ki. A festési sor validalasara ellendérzémetszetek allnak rendelkezésre négy,
formalinnal fixalt, paraffin beagyazast human emlérak sejtvonallal. A négy sejtvonal 0, 1+,
2+ és 3+ intenzitasu HER2 daganatfehérje kifejez6dést mutat be. Ezen sejtvonalak festédésének
intenzitasa aranyos mind a HER2 daganatfehérje sejtenkénti receptorszamaval, mind a HER2
génamplifikaciés allapottal.

A Bond Oracle HER2 IHC System (termékkod: TA9145) a Leica Biosystems BOND teljesen
automata, fejlett festérendszerben valé hasznalatra valé.

Biztositott 6sszetevok

Az alabbi anyagok (1. tablazat) 150 metszet megfestésére elegendéek (60 tesztmetszet
inkubalva a kovetkezével: HER2 Primary Antibody, 60 egyezd tesztmetszet inkubalva a
kovetkezével: HER2 Negative Control, 15 HER2 Control Slide inkubalva a kdvetkezével:HER2
Primary Antibody, és 15 sajat pozitiv ellenérzémetszet inkubalva a kdvetkezével: HER2 Primary
Antibody). A tesztek szama a metszetenkénti 150 pl-es automata adagolason alapul. A készlet
tartalma maximum 15 egyedi BOND festési sor elvégzésére elegendéd.

Formalinnal fixalt, paraffin bedgyazasi human emlérak sejtvonali

HER2 Control Slides, metszetek, melyek a megadott protokoll szerinti festés esetén a HER2

(x15) daganatfehérje kifejezddését 0, 1+, 2+ és
3+ festédési intenzitassal mutatjak be. A metszetek teljesen rogzitve
vannak és nem igényelnek tovabbi szaritast.

HER2 Primary Haszndélatra kész, affinitas szerint tisztitott, egér monoklonalis IgG-

Antibody, 13,5 ml

antitestet, clone CB11 sejtvonalat, és 0,35% ProClin~950-t tartalmaz.

HER2 Negative
Control, 9 ml

Haszndlatra kész egér monoklonalis IgG-antitestet (a HER2 Primary
Antibody antitesthez képest ekvivalens koncentraciéban) és 0,35%
ProClin~950-et tartalmaz.

Peroxide Block,
22,5 ml

3-4% hidrogén-peroxidot tartalmaz.

Post Primary, 22,5 ml

Nyulbdl szarmazé egér elleni IgG-antitestet (<10 pg/ml) tartalmaz
10%-0s (v/v) allati szérumot tartalmazé Tris-pufferoldatban, valamint
0,09% ProClin™ 950-et.

Polymer, 22,5 ml

Kecskébdl szarmazo poli-HRP nyul elleni IgG-antitestet (<25 pg/ml)
tartalmaz 10%-os (v/v) éllati szérumot tartalmazoé Tris-pufferoldatban,
valamint 0,09% ProClin™ 950-et.

DAB Part 1, 2,25 ml

66 mM 3,3’-diaminobenzidin-tetrahidrokloridot tartalmaz stabilizator
oldatban.

DAB Part B (x2),
225ml

<0,1% (v/v) hidrogén-peroxidot tartalmaz.

Hematoxylin, 22,5 ml

<0,1% hematoxilint tartalmaz.

1. tablazat A Bond Oracle HER2 IHC System 6sszetevéi
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Hasznalati utmutato

Minden mellékelt reagens specialisan ehhez a vizsgalathoz lett kialakitva, a tételszamok pedig
minden egyes Bond Oracle HER2 IHC System esetén egyediek. Helyettesitések esetén a
vizsgalat nem hiteles.

Tarolas és lejarat

Tarolas 2-8 °C-on. Ne fagyassza le. Hasznalat utan azonnal vissza kell helyezni a 2-8 °C-os
hémérsékletre. Az ettél vald eltérés esetén a vizsgalat nem hiteles. Ugyeljen ra, hogy a Bond
Oracle HER2 IHC System csak a lejarati datumon beliil legyen felhasznalva. A Bond Oracle
HER2 IHC System szennyez&désére vagy instabilitasara utald jelek a kdvetkezdk: az oldat
zavarosodasa, szag megjelenése, csapadékképzddés. A fentiektdl eltérd tarolasi kortilményeket
a felhasznalénak kell ellendrizni.

A minta el6késztése

Minden mintat ugy kell el6késziteni, hogy a szdvet az immun-hisztokémiai festés szamara
megdérzédjon. Minden minta esetén a szokasos szdvetfeldolgozasi eljarasokat kell hasznalni (12).
Javasoljuk, hogy ezeket a szOveteket formalin alapu fixaléval készitsék el6, majd a rutin
feldolgozas utan agyazzak be paraffinba. A kivagott metszetekbdl példaul 3—4 mm vastag
blokkokat kell képezni, majd 18-24 o6ran at 10% semleges-pufferelt formalinban kell fixalni. A
szoveteket alkoholsorral dehidralni kell, majd xilennel tisztitani, végll maximum 60 °C-on tartva
olvasztott paraffinba kell agyazni. A szovetmintakbdl 3—5 pm-es metszeteket kell késziteni.

A HER2 daganatfehérje kiértékeléséhez és a daganat igazolasahoz szikséges metszeteket
egyszerre kell el6késziteni. Az antigenitas meg6rzése érdekében a targylemezekre (Leica
BOND Plus Slides, termékkod: S21.2113) rogzitett szovetmetszeteket a metszést koveté 4-6
héten bellul meg kell festeni, ha szobahémérsékleten (18-24 °C) voltak tartva. A metszést
kovetden javasolt a metszetek 12—18 oras (egy éjszakanyi) inkubalasa 37 °C-on. Az erésebb
tapadast igénylé metszetek esetén tovabbi egy éran at 60 °C-on inkubalas javasolt.

Az Egyesiilt Allamokban az 1988-as Clinical Laboratory Improvement Act (klinikai
laboratériumokra vonatkozé kutatasi térvény) 42 CFR 493.1259(b) része megkodveteli, hogy
,a laboratériumok a megfestett metszeteket legalabb a vizsgalat datumat kéveté 10 évig, a
szovetblokkokat pedig legalabb a vizsgalat datumat kdveté 2 évig megbrizzék”.

Figyelmeztetések és ovintézkedések

Kizardlag szakember altali felhasznalasra.

A termék veszélyes dsszetevéket tartalmaz.

Alapvetd el6iras, hogy 18 évnél fiatalabb személy ezzel a termékkel nem dolgozhat. A
felhasznaloknak részletesen el kell magyarazni a munka menetét, a termék veszélyes jellemzéit,
valamint a szukséges biztonsagi utasitdsokat.

Az Oracle reagensben hasznalt tartositdszernek, a ProClin™ 950-nek valé tulzott kitettség tinetei
a bdr és a szem, illetve a nyalkahartyak és a felsé légutak irritacidja. A ProClin™ 950 ebben a
termékben maximum 0,35%-0s koncentracioéban van jelen. Ez az oldat nem éri el a veszélyes
anyagokra vonatkozé OSHA-kritériumokban megadott hatarértéket. Az anyagbiztonsagi
adatlapot kérésre rendelkezésre bocsatjuk, valamint elérhet§ a www.LeicaBiosystems.com
honlapon is.

A mintakat (mind rogzités el6tt, mind utana) és a mintakkal érintkez6 anyagokat potencialisan
fert6zések atvitelére képes anyagokként kell kezelni, és a megfelel6 rendszabalyok betartasa
mellett kell 6ket artalmatlanitani.

Tilos a reagensek szajjal torténd pipettazasa! Areagensek és mintak bérrel vagy nyalkahartyaval
valé érintkezését el kell kerulni. Ha reagens vagy minta érzékeny terulettel kerll érintkezésbe,
az érintett terlletet b6 vizzel le kell mosni. llyen esetben forduljon orvoshoz. A potencidlisan
mérgez6 Osszetevék artalmatlanitdsaval kapcsolatban forduljon az allami vagy helyi
szabalyzészervekhez.

Areagensek mikrobiologiai szennyez6dését minimalizalni kell, ellenkezé esetben megné a nem
specifikus fest6dések szama.
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A beadllitds menete

A. Nem biztositott reagensek
» BOND Dewax Solution (termékkéd: AR9222)
+ BOND Epitope Retrieval Solution 1 (termékkod: AR9961)
* BOND Wash Solution x10 Concentrate (termékkod: AR9590)
» Szokvanyos immun-hisztokémiai oldatok (pl. etilalkohol — abszolut és fokszamozott)
» Xylene (vagy xilen helyettesiték)
* ROogzité kdzeg
» Desztillalt vagy ionmentesitett viz

B. Nem biztositott felszerelés
* Leica Biosystems’ BOND-MAX és BOND-III teliesen automata, fejlett festérendszer
+ BOND Universal Covertiles™ (termékkod: S21.2001, S21.4583 vagy S21.4611)
+  BOND Mixing Stations (termékkaéd: S21.1971)
» Szaritd, 60 °C tartasara alkalmas
*  Fénymikroszkop, (4—40x-es nagyitasu objektiv)
* Targylemezek (Leica BOND Plus Slides, termékkéd: S21.2113)
* Fedélapok
+ BOND Slide Label & Print Ribbon (termékkadd: S21.4564)
» BOND Aspirating Probe Cleaning System (termékkéd: CS9100)

C. Médszertan

* A modszertanba valé belekezdés elétt a felhasznalonak el kell sajatitania a BOND
teljesen automatizalt immun-hisztokémiai technikakat.

* Minden tesztmetszethez, melyet a HER2 Primary Antibody segitségével festenek meg,
tartoznia kell egy azonos metszetnek a HER2 Negative Control festéshez. A negativ
ellenérz6metszet lehetévé teszi a differencialast az antigénhely specifikus és nem
specifikus festédése kozo6tt. Minden egyes BOND festési sornak tartalmaznia kell egy
HER2 Control Slide-ot. Ha a festési protokoll végén a sejtvonalak nem mutatjak a helyes
festédési mintat (lasd a Bond Oracle HER2 IHC System értelmezési Utmutatéjat), akkor
a festési sor érvénytelennek nyilvanitando.

D. Metszetelrendezés
Minden metszetnél az Uj BOND Universal Covertile fedélemez hasznalata (termékkdd:
S$21.2001, S21.4583 vagy S21.4611) javasolt. Korabban immun-hisztokémiai vagy in situ
hibridizaciés festésnél alkalmazott BOND Universal Covertiles hasznalata ezzel a teszttel
nincs hitelesitve.
A metszettarto talca elrendezése (2. tablazat) biztositia a Bond Oracle HER2 IHC System
optimalis teljesitményét, és mind a 60 teszt elvégzését.
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Metszet | Metszet leirdsa Reagens Szbvet Metszet ikonja

pozicidja tipusa

1 1.tarté *HER2 Negative Control | Teszt 1

2 2. tartoé *HER2 Negative Control | Teszt o

3 3.tarté *HER2 Negative Control | Teszt =

4 4. tartd *HER2 Negative Control | Teszt

5 1. tarto *HER2PrimaryAntibody | Teszt 2

6 2. tartoé *HER2PrimaryAntibody | Teszt 7

7 3.tarté *HER2PrimaryAntibody | Teszt Z

8 4.tarté *HER2PrimaryAntibody | Teszt Zh =3

9 HER2 Control Slide *HER2PrimaryAntibody | Pozitiv 3 o +

|

RS |

10 Sajat ellenérzémetszet | *HER2PrimaryAntibody | Pozitiv 4 = +

2. tablazat A metszettarto talca elrendezése, a szévetek tipusaval és a reagensekkel

E. Az eljaras lépései

Az alabbi Iépéseket kdvetve dllitsa be a metszettartd talcat a 2. tablazatnak megfeleld

elrendezésbe. Ezeket az utasitasokat a BOND rendszer felhasznaloi kézikdnyvével egyiitt

kell olvasni.

1. Ellenérizze a BOND berendezésben, hogy az omlesztett és veszélyes anyagokat
tartalmazo tartalyokban elegend6 hely legyen a szikséges mennyiségl festési sor
megfestéséhez.

2. Ellendrizze, hogy a szikséges szamu festési sorhoz elegendd etil-alkohol, desztillalt
vagy ionmentesitett viz, BOND Dewax Solution (hasznalatra készen szallitva), BOND
Epitope Retrieval Solution 1 (hasznalatra készen szallitva) és BOND Wash Solution (x10-
es tbménységben szallitva) alljon rendelkezésre a tomeges reagenstartalyokban.

3. Ellendrizze, hogy tiszta BOND Mixing Station legyen beszerelve.
4. Kapcsolja be a BOND teljesen automata, fejlett festérendszert.

5. Kapcsolja be a BOND teliesen automata, fejlett festérendszerhez csatlakoztatott BOND
gépvezérld.

6. Inditsa el a BOND programot.

7. Uj Bond Oracle HER2 IHC System esetén olvassa le a reagenstélca vonalkédjat a
kéziszkennerrel, hogy a rendszert bevigye a BOND reagenskonyvtarba.

8. Menjen a Metszetbeallitas képernyére, és kattintson az Add case (tarté hozzaadasa) elemre.
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9. Adja meg az elsé tarté adatait. Ellenérizze, hogy az adagolasi térfogat 150 ul legyen, és
el6készitési protokollinak *Dewax legyen kivalasztva. Kattintson az OK gombra.

10.ASlide setup (metszetbeallitas) képernydn valassza ki a tartét, majd kattintson az Add slide
(metszet hozzaadasa) elemre.

11.Els6ként adjon hozza betegbél szarmazo tesztmetszeteket. A szdvet tipusa Test tissue
(teszt szovet) kell legyen.

12.Ellenédrizze, hogy az adagolasi térfogat 150 pl legyen, és el6készitési protokollnak *Dewax
legyen kivalasztva.

13.A festési mdédnal valassza ki az Single (egyszeres) és az Oracle értéket (ne kattintson az
Oracle control lehetéségre).

14.Valassza ki az IHC eljarast.

15.Valassza ki a *HER2 Negative Control (HER2 negativ kontroll) lehetéséget a markerlistabol. A
Protokollok filon allitsa alapértelmezésre a megfelel festési protokollt (*IHC Protocol H) és a
HIER protokollt (*HIER 25 perc ER1 (97)-tel).

16.Kattintson az Add slide (metszet hozzaadasa) elemre. A reagenshez létrejon a negativ
ellenérzé6metszet.

17.AzAddslide (metszethozzaadasa)panelenvalasszakia*HER2PrimaryAntibodylehetéséget
a markerlistabdl. Az alapértelmezett protokoll és a tébbi beallitas valtozatlan marad.

18.Kattintson az Add slide (metszet hozzaadasa) elemre. Létrejon a tesztmetszet.

19.1smételje addig a 8-18. Iépéseket, mig minden tarté és betegbdl szarmazo tesztmetszet
|étre nem jon.

20.Ezutan hozza létre a HER2 Control Slide-ot. A szokasos laboratériumi gyakorlattol fliggéen
adja hozza az utolso tartéhoz vagy hozzon létre egy Uj tartét az ellenérzémetszeteknek.

Fontos tudnivalé: a vizsgélat hitelesitésének feltétele, hogy a Bond Oracle HER2 IHC System
rendszerben egy HER2 Control Slide el legyen helyezve minden egyes festési sorban (azaz
minden metszettarto talcan).

21.A Metszet hozzaadasa panelen allitsa a szdvet tipusat Positive tissue (pozitiv szovet)
lehet6ségre.

22.Kattintson az Oracle control (Oracle ellenérzéminta) lehetéségre.

23.Valassza ki a HER2 Control Slide tételszamat a Lot No (tételszam) listabdl. A tételszam a
metszet cimke részére van gravirozva.

Fontos tudnivalé: a HER2 Control Slide ugyanabbdl a Bond Oracle HER2 IHC System rendszerbdl

kell szarmazzon, amelyet hasznalni fog.

24.Vélasszakia*HER2Primary Antibodylehetéségetamarkerlistabol. Hagyjaabeallitottértéken
az adagolasi térfogatot, a festési médot, az eljarast és a protokollt.

25.Kattintson az Add slide (metszet hozzaadasa) lehetéségre a HER2 Control Slide
hozzaadasahoz.

26.Végul adjon hozza egy sajat pozitiv szovettani ellenérzémetszetet.
27.Torolje az Oracle control (Oracle ellenérzéminta) kijeldlését.

28.Valasszakia*HER2Primary Antibodylehet6ségetamarkerlistabol. Hagyjaabeallitottértéken
az adagolasi térfogatot, a festési mddot, az eljarast és a protokollt. A szdvet tipusa
maradjon Positive tissue (pozitiv szovet).

29.Kattintson az Add slide (metszet hozzaadasa) elemre. Ezzel a metszetek |étrehozasa
befejez6dott.
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30.Nyomtassa ki a metszetcimkéket. Minden Oracle metszetcimkére ré van nyomva az ,OC”
megjelolés. AHER2 Control Slide-on a Bond Oracle HER2 IHC System tételszam is szerepel.

31.Cimkézze fel megfeleléen a metszeteket.

32.Nyissa fel a Bond Oracle HER2 IHC System tartalyok fedeleit, és toltse be a reagenseket
a BOND egységbe.

33.Tegye be a metszeteket a metszettartd talcaba a 2. tablazat D szakaszaban lathato
maodon. Helyezzen fel Uj fed6lemezeket.

34.Toltse be a talcakat a BOND egységbe, és nyomja meg a Load/Unload (betoltés/kiadas)
gombot.

35.Ellendrizze, hogy a metszetek be vannak-e olvasva, majd nyomja meg a Run (Play) (futtatas
(inditas)) gombot a System status (rendszerallapot) képernyén.

36.Ellendrizze, hogy a talcajelz6 mezében a Proc (OK) (Feld. (OK)) széveg jelenik-e meg, és
lathaté-e a tételszam és a befejezési id6.

37.A futtatas végén nyomja meg a Load/Unload (betoltés/kiadas) gombot, majd vegye ki a
talcakat a BOND egységbdl.

38.Vegye le a fedeleket, majd oblitse le a metszeteket ionmentesitett vizzel.

39.Szaritsa ki, tisztitsa meg és rogzitse a metszeteket.

Minéségellenérzés

A felhasznal6 laboratériumaban a szdvetek fixalasi, feldolgozasi és beagyazasi kiilonbségei az
eredmények szignifikans eltéréseihez vezethetnek, emiatta Leica Biosystems Bond Oracle HER2
IHC System rendszeréhez szallitott HER2 Control Slides mellett a teljesitmény rendszeres sajat
ellenérzése is szlikséges. A mindségellendrzési iranyelveket az Amerikai Patoldgiai Kollégium
(College of American Pathologists, CAP) Immun-hisztokémiai tanusitvany programjaban talalja
meg. Lasd még: CLSI (korabbi NCCLS) Immun-hisztokémiai minéségbiztositas, Jovahagyott
iranyelv (12) és Specialis jelentés: Immun-hisztokémiai minéségellenérzés (13). Emellett az
alabbi, 3. tablazat is tartalmazza az immun-hisztokémiai minéségellenérzés tipusait és céljait.

Minta* Leiras HER2PrimaryAntibodyFestés | HER2 Negative
Control festés
HER2 Control A Bond Oracle HER2 Ellenérzi a festési eljarast,
Slide IHC System rendszerhez és validalja a reagens
szallitott médon. teljesitményét.
Sajat pozitiv A cél antigént tartalmazé Az analizis minden lépését

ellenérzéminta

szovet. Az idedlis ellenérzé
enyhén pozitivan fest6dd
szovet, igy az elsédleges
antitest érzékenység enyhe
valtozésai is észlelhetok.

ellendrzi. Validélja a szovet
el6készitését, és a Bond
Oracle HER2 IHC System
festés teljesitményét.

Sajat negativ
ellenérzéminta

Negativnak vart

szbvetek vagy sejtek
(elhelyezkedhet betegbdl
szarmazé szbvetben
vagy pozitiv/negativ
ellenérzémintaban).

A sejtekkel/sejtalkotokkal
torténénemspecifikusantitest
keresztreakciokészleléséhez.

A nem specifikus
hattérfest6dés
észlelése

*Betegbdl szarmaz6 mintaként fixalva és feldolgozva

3. tablazat Immun-hisztokémiai minéségellenbrzés és ennek céljai
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Az ellenérzémintakat biopsziaval vagy sebészi Uton kell kinyerni, majd a beteg mintaihoz
hasonléan a lehetd leghamarabb formalinban kell fixalni, végul feldolgozas utan paraffinba
kell agyazni. Minden mintat ugy kell el6késziteni, hogy a szbvet antigenicitdsa az immun-
hisztokémiai festés szamara meg6rzédjon. Minden minta esetén a szokasos szdvetfeldolgozasi
eljarasokat kell hasznalni (12).

HER2 Control Slide - HER2 Primary Antibody

Minden mellékelt HER2 Control Slide-ot négy, formalinnal fixalt, paraffin beagyazasu
human emldérak sejtvonalat tartalmaz, melyek festédése 0, 1+, 2+ és 3+ intenzitasd. Minden
tesztfestéshez egy metszetet kell hozzaadni (azaz talcanként). A Leica Biosystems HER2
Control Slide-janak helyes kiértékelése jelzi a teszt validitasat (lasd a Bond Oracle HER2 IHC
System értelmezési Utmutatoét). Az ezzel a rendszerrel szallitott HER2 Control Slides kizarélag
a reagens teljesitmeényét hitelesiti, a szévettani minta el6készitését nem.

Sajat pozitiv ellenérzéminta — HER2 Primary Antibody

Ha sajat pozitiv ellenérzémintakat hasznal, ugy ezeket biopsziaval vagy sebészi uton kell
kinyerni, és a beteg mintaihoz hasonléan a lehet6é leghamarabb fixalni kell, majd feldolgozas
utan be kell agyazni. A pozitiv ellenérzémintak a szovetek helyes el6készitését jelzik és a festési
technikat validaljak. Minden festési sorban legalabb egy pozitiv ellenérzémintat el kell helyezni.
A pozitiv ellenérz6metszet gyenge pozitiv festédést kell mutasson, igy az elsédleges antitest
érzékenység enyhe valtozasai és észlelhetdk.

Megjegyzés: az ismerten pozitiv 6sszetevok kizardlag a feldolgozott szovetek és a tesztreagensek
megfeleld egyuttes teljesitményét jelzik, és NEM hasznalhatok fel a betegbdl szarmazé mintak
értelmezéséhez segitségként. Ha a pozitiv ellenérzéminta nem mutat kell6en pozitiv festédést,
ugy a betegbél szarmazo6 minta eredménye érvénytelennek nyilvanitando.

Megfeleld sajat ellenérzéanyag lehet egy olyan, tébb szévetbdl allé blokk, amely mind a 4 HER2
fokozatot képvisel6 tumort tartalmaz.

Sajat negativ ellen6rzéminta — HER2 Primary Antibody

Ha sajat negativ ellenérzémintakat hasznal, ugy ezeket frissen, biopsziaval vagy sebészi uton
kell kinyerni, és a beteg mintaihoz hasonléan a leheté leghamarabb fixalni kell, majd feldolgozas
utan be kell agyazni. Minden egyes festésnél hasznaljon a HER2 daganatfehérjére ismerten
negativ ellenérzémintat az elsédleges antitest specifitasanak ellenérzésére, és az esetleges
nem specifikus hattérfestédés megjelenitésére. A legtobb szévetmetszetben jelen 1évé kiilonféle
sejttipusok nagy szama belsé negativ ellenérzéhelyeket kinal (ezeket a felhasznalénak kell
hitelesiteni). A tumorral 6sszefliggésbe nem hozhat6, normal eml&jaratok felhasznalhatok a
vizsgalat hitelesitésére. Ha a negativ ellenérz6mintaban specifikus festédés torténik, ugy a
betegbdl szarmazoé minta eredménye érvénytelennek nyilvanitando.

Megfeleld pozitiv és negativ ellenérzéanyag lehet egy olyan, t6bb szdvetbdl allo blokk, amely
mind a négy HER2 fokozatot képvisel6 tumort tartalmaz.

Betegbdl szarmazé szévetminta — HER2 Negative Control

Hasznalja a mellékelt HER2 Negative Control mintata HER2 Primary Antibody helyett a megfeleld
metszetnél minden egyes beteg tesztmintajanal a nem specifikus festédés kiértékelésére, és a
specifikus HER2 daganatfehérje festédésének pontos értelmezésére az antigénhelyen.

Betegb6l szarmazé6 szévetminta — HER2 Primary Antibody

A pozitiv festédés intenzitasat a HER2 Negative Control nem specifikus hattérfestédésével
Osszefliggésben kell értékelni. A tébbi immun-hisztokémiai teszthez hasonléan a negativ
eredmény itt sem azt jelenti, hogy a vizsgalt szévetben/sejtben nincs antigén, csak azt,
nincs észlelve. A Bond Oracle HER2 IHC System immunreaktivitasara vonatkozé specialis
informacidkatlasd: Ametszetekszlirésénekalapjai korlatozasai,ateljesitményértékeléseésazimmunreaktivitas
C. részt.
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A vizsgalat hitelesitése

Miel6tt a felhasznald a diagnosztikai eljarasban barmely antitesttel vagy festérendszerrel
munkaba kezdene, az antitestek specifitasat ellenérizni kell egy sorozat olyan sajat szovetmintan,
melyek ismert immun-hisztokémiai pozitiv és negativ profillal rendelkeznek. Lasd az el6zdleg
ismertetett Minéségellendrzés részt, valamint a CAP Immun-hisztokémiai tanusitvany program és/
vagy a CLSI (korabbi NCCLS) Immun-hisztokémiai min&ségbiztositas, Jovahagyott iranyelv
(12) kovetelményeit. Ezeket a mindségellenbrzési eljarasokat minden Uj antitest tételnél,
illetve a vizsgalati paraméterek barmiféle modositasa esetén meg kell ismételni. A vizsgalat
hitelesitéséhez ismert festédésli, 0-3+ besorolasi HER2 daganatfehérjét expresszalé invaziv
(infiltrald) human duktalis emlékarcindma, valamint mas, megfelel6 negativ szévetminta
alkalmas.

A festodés kiértékelése

AHER2 daganatfehérje expresszidjanak meghatarozasahoz csak a membranfestédési mintazat
és intenzitas értékelhet6 ki a 4. tablazatban szerepld skala alapjan. A metszetek kiértékelését
vilagos-latéteres mikroszképot hasznalo6 patologus kell végezze. Az immun-hisztokémiai festés
kiértékeléséhez és a besorolashoz 10x-es nagyitasu objektiv megfelel6. 20-40x-es nagyitasu
objektiv a besorolas megerdsitéséhez hasznalandd. A citoplazma festédését nem specifikus
festédésnek kell értékelni, és nem szamithatd bele a sejtmembran festédési intenzitdsanak
értékelésébe (14). A0, 1+, 2+, és 3+ festédési fokozatok kozti kulonbségtételhez segitségként
lasd a Bond Oracle HER2 IHC System értelmezési Utmutatéban talalhaté képeket a festédési
intenzitasrol. Csak invaziv eml6karcindmas betegek mintai értékelhet6k. Ha ugyanazon
mintaban in situ karcindma és invaziv karcinoma is eléfordul, csak az invaziv rész értékelhetdé
ki.

Immun-hisztokémiai festédési mintazat Fokozat | Ertékelés

Nemvagycsakadaganatsejtekkevesebb,mint10%-banészlelheté

membranfestédés. 0 Negativ

A daganatsejtek tobb, mint 10%-ban észlelheté gyenge/enyhe
membranfestédés. 1+ Negativ
A sejtmembranok csak részben festédnek.

A daganatsejtek tobb, mint 10%-ban észlelheté gyenge-

kozepes membranfest6dés a teljes sejtmembranon. 2% Bizonytalanigyeng W

A daganatsejtek tobb, mint 10%-ban észlelheté erés

. P . . . 3+ Erés pozitiv
membranfestédés a teljes sejtmembranon. P

4. tablazat. A HER?2 festédés kiértékelése

Bond Oracle HER2 IHC System festédési eredménye O és 1+ besorolas esetén a HER2
daganatfehérje expresszidjara nézve negativnak értékelend®, bizonytalannak (gyenge
pozitivnak) szamit a 2+, és er6s pozitivnak a 3+ besorolas. Bond Oracle HER2 IHC System nem
biztosit diagnosztikai informaciét a beteg és/vagy az orvos szamara, és ilyen célt hasznalatra
nincs hitelesitve. A metszeteket minden egyes festédési kiértékelésnél az alabbi médon kell
megvizsgalni a festédés validalasahoz és a szdvetminta festédési intenzitasa szemikvantitativ
kiértékelésének az engedélyezéséhez.
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A metszetek sziirésének alapjai
A metszetek szlrése az alabbi sorrendben kell térténjen:

1. HER2 Control Slide — HER2 Primary Antibody
Az Oracle HER2 Control Slide-dal végzett valid vizsgalatra az alabbiak jellemz&k:
» Erés barna, telies membranfestédés a 3+ SK-BR-3 ellenérz6 sejtvonalban.

* Gyenge vagy kozepes barna, telies membranfestédés a 2+ MDA-MB-453 ellenérzd
sejtvonalban.

* Enyhe vagy gyenge barna, részleges membranfestédés az 1+ MDA-MB-175 ellenérzd
sejtvonalban.

* Nincs festédés a 0 MDA-MB-231 ellenérzé sejtvonalban.

Fontos tudnival6: az MDA-MB-175 1+ ellen6rzd sejtvonal megjelenése kiveheté novekedési
mintazatot mutat, ahol a sejtek halmazokba témériilnek. Ez a halmaz folyamatos luminaris
kefeszegély régiot képez a sejthalmaz szélén. Ennek a kefeszegélynek a festédése erésebb,
mint mashol a sejtmembranoké. A korrekt HER2 daganatfehérje 1+ festédési mintazataban
enyhe vagy gyenge barna, részleges membranfestédés szerepel. A sejtplazma Golgi-
készulékeinek pontszerli immunfestése szintén megfigyelheté ebben a sejtvonalban.

2. Sajat pozitiv ellen6rzéminta — HER2 Primary Antibody
Akivalasztott pozitiv mintaban jelenlévé HER2 daganatfehérje allapotanak megfelel6 barna
membranfestédés kell MEGFIGYELHETO legyen.

3. Sajat negativ ellenérzé6minta — HER2 Positive Control
A membranfestédés HIANYA kell megfigyelhets legyen. A negativ ellenérzéminta megerésiti
az észlelérendszer keresztreakcidjanak a hianyat a megceélzott sejtekkel/sejtosszetevokkel.
Ha a negativ ellenérzémintaban membranfestédés torténik, ugy a betegbdl szarmazo minta
eredménye érvénytelennek nyilvanitandé.

4. Betegbdl szarmazo6 szoévet — a kovetkezével festve: HER2 Negative Control
A membranfestddés HIANYA megerésiti a megcélzott antigén specidlis cimkézését
az elsédleges antitesttel. Ha a HER2 Negative Control mintaval egyutt kezelt mintak
sejtplazmajaban mas barna festédés is észlelhet6 (pl. kotészovet, leukocitak, eritrocitak vagy
sejttormelék), akkor az nem specifikus festédésnek értékelendé és figyelembe veendd.

5. Beteghdl szarmazoé szovet — a kovetkezovel festve: HER2 Primary Antibody
HER2 daganatfehérje expresszios szintjeit a 4. tablazatban és a Bond Oracle HER2 IHC
System értékelési Utmutatoban szerepld kritériumok alapjan kell kiértékelni.

Korlatozasok

A. Altalanos korlatozasok

Az immun-hisztokémia egy tobblépéses laboratériumi technika, melyet a hisztopatologiai
jellemzék értelmezésének és meghatarozasanak a tamogatasara hasznalnak. A technika
specialis gyakorlatot igényel az eljaras minden szakaszaban (ideértve a megfelelé reagensek
és szovetek kivalasztasat, a fixalast, a feldolgozast, és az immun-hisztokémiai metszet
el6készitését is) és az értelmezésben is.

A szévetek immun-hisztokémiai fest6dése erésen flgg a szovetek festés elbtti kezelésétdl,
fixalasatél és feldolgozasatol. A nem megfeleld fixalas, fagyasztas, felolvasztas,
lemosas, szaritas, melegités, metszés, illetve a mas szévetekkel vagy folyadékokkal valo
szennyez6dés mitermékeket, antitest-arnyékolast vagy alnegativ eredményeket hoz létre.
Az eltéré eredmények a fixalasi és beagyazasi eljarasok kilonbségeire, illetve a szévetek
belsé szabalytalansagaira vezetheték vissza (15). Az excessziv vagy hianyos utéfestédés
szintén meghamisithatja az eredmények helyes értelmezését.
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Amennyiben eléfordul, a nem specifikus festédés rendszerint diffiz megjelenésti. A
kotészdvet szorvanyos festédése is megfigyelheté a formalinban tul hosszan fixalt szévetek
esetén. Afestédési eredmények értékeléséhez csak ép sejteket valasszon. A nekrotikus vagy
degenerativ sejtek gyakran aspecifikusan festédnek (16). Az alpozitiv eredmények idénként
a fehérjék nem immunoldgiai kdtédése vagy a szubsztrat reakcidtermékei miatt lathatok.
A hasznalt immun-hisztokémiai festéstdl fliggéen okozhatjak emellett endogén enzimek is,
példaul a pszeudoperoxidaz (eritrocitak) vagy az endogén peroxidaz (citokrom C).

Hepatitis B virussal fert6zott betegbdl szarmazé és hepatitis B virus felileti antigénnel
(HBsAg) szennyezett szovetek esetén a nem specifikus festédést torma peroxidazzal lehet
kizarni (17).

A nem vart immun-hisztokémiai festédés vagy a fest6édés variabilitdsa a koédoldé gének
vagy antigének eltéré szintl kifejez6dése miatt is lehet. A vart fest6édési mintazat barmely
megvaltozasat mas diagnosztikai vizsgalatokkal egyditt kell értékelni.

Az immun-hisztokémiai festés eredményeit morfolégiai vizsgalatokkal és megfeleld
ellen6rzéanyaggal kell kiegésziteni, valamint a beteg klinikai elézményeinek és egy
gyakorlott patologus altal elvégzett egyéb diagnosztikai teszteknek a figyelembe vételével
kell értékelni.

A vizsgalat teljesitményét (azaz mind a pozitiv, mind a negativ kontroll megfelel6ségének
kiértékelését) és barmely immun-hisztokémiai fest6dés értelmezését (vagy a festédeés
hianyat) egy medfeleléen akkreditalt/jogositott laboratoriumban, kelléen képzett és
tapasztalt patologus felligyelete alatt kell elvégezni, aki az immun-hisztokémiai vizsgalat
teljes kiértékeléséért és értelmezéséért a felelésséget viseli.

B. A termék specialis korlatozasai
Ez a termék aramlasi citometridval nem hasznalhato. A teljesitmény karakterisztikaja
aramlasi citometria esetén nincs meghatarozva.
A szdvettani metszetben az antigének lebomlasa miatt alnegativ eredmeény is lathaté lehet.
A HER2 daganatfehérje kiértékeléséhez és a daganat igazolasahoz sziikséges metszeteket
egyszerre kell el6késziteni. Az antigenitds meglrzése érdekében a szdvetmintakat
tartalmazé targylemezeket (Leica BOND Plus Slides, termékkdd: S21.2113) a metszést
kévetd 4-6 héten belll meg kell festeni, ha szobahémérsékleten (18-24 °C) voltak tartva.
A metszést kdvetben javasolt a metszetek 12—18 6ras inkubalasa 37 °C-on. Az erésebb
tapadast igénylé metszetek esetén tovabbi egy 6ran at 60 °C-on inkubalas javasolt.
A novesztett sejtcsoportokban az immun-hisztokémiai profil minimalis természetes
valtozatossaga figyelhet6 meg a Bond Oracle HER2 IHC System rendszerben. Ezek a
természetes valtozatok joval a biologiai 1étformak elfogadhato tlréshataran belll vannak, és
nem befolyasoljak a rendszer teljesitményének megitélését.
A sejtvonalak 5. tablazatban szerepld, aramlasi citometriaval és in situ hibridizacioval nyert
jellemzéire szintén vonatkozik a bioldgiai valtozatossag. Az ellendrzé sejtvonalak technikai és
értelmezési valtozatai fluoreszcens in situ hibridizacioval szintén megfigyelhetdk voltak (18).
A HER2 Control Slides értékelését a megfelel6 lejarati datumra lgyelve kell elvégezni. A
Bond Oracle HER2 |[HC System tarolasa 2-8 °C-on torténjen. Ne fagyassza le. Hasznalat
utén azonnal vissza kell helyezni a 2—-8 °C-os hémérsékletre. Az ett6l valo eltérés esetén a
vizsgalat nem hiteles.
Ne cserélje ki a Bond Oracle HER2 IHC System reagenseket sem a Leica Biosystems, sem
mas gyarto reagenseivel. Ellenkez6 esetben a vizsgalat nem lesz hiteles.
Alapvetd fontossagu, hogy a C — E szakaszokban ismertetett I€épések mindegyikét a megadott
sorrendben végezzék el. Az ettdl a sorrendtdl valo eltérés esetén a vizsgalat nem hiteles.
Kiemelten fontos, hogy ebben a vizsgalatban csak formalin alapu fixaléval fixalt szévetek
hasznalhatdk fel. Mas tipusu fixaldk hasznalata a vizsgalatot érvénytelenné teszi.
Ajavasolt metszetvastagsagi tartomanyon kiviil esd szévettani metszetek nem hitelesitheték.
Eltérd vastagsagu metszetek haszndlata a vizsgalatot érvénytelenné teheti.
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Sejtvonal adatok

Sejtvonal BONDOracleHER2 | HER2sejtenkénti | HER2 génamplifikécios allapot*
IHC System profil | receptorszam™ | rps 1 scolatszam | HER2:Chr17
génarany
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

Magyar I

*A HER?2 receptorszam meghatarozasa aramlasi citometriaval mérve. *A HER2 génamplifikacios allapot kettés probaval értékelve
(HER2:17-es kromoszéma) FISH.

5. tablazat HER2 Control Slide profil

Klinikai konkordancia: Bond Oracle HER2 IHC System vs Dako
HercepTest

Avizsgalat egy része a Bond Oracle HER2 IHC System hasznalhatésagat vizsgalta a Herceptin®
(trastuzumab) kezelés tamogatasaban. A vizsgalat ugy lett kialakitva, hogy meghatarozza a
Bond Oracle HER2 IHC System és a Dako HercepTest kozti konkordanciat, mely utébbi az
elemzés viszonyitasi alapja is. Elfogadasi kritériumként a két teszt kdzti 75%-nal magasabb
foku konkordancia van megjeldlve, 95%-os konfidenciaintervallum (CI) mellett.

A vizsgalatot két, egyesult allamokbeli helyszinen, vakértékeléssel végezték el. Minden
vizsgalohely ismert HER2 allapotu, formalinnal fixalt, paraffin beagyazasu emlérak mintaval
lett ellatva. Az esetek a klinikai archivumokbdl forditott sorrendben lettek kivalasztva, ami az
eseteknek a szodvettani osztalyra, klinikai tesztelésre valo egymas utan beérkezését hivatott
leképezni. A mintakat mas prognosztikai és/vagy prediktiv tényez6ktél fliggetlenil tesztelték,
ahol a kohorsz nem mutatott eltérést. Az 1. és 2. helyen 160, illetve 292 mintabdl allé kohorsz
vizsgalata tértént. Minden kohorszban egyenléen reprezentalédott a bizonytalan/pozitiv (2+,
3+) és a negativ (0, 1+) esetek szama (a korabban megallapitott HER2 IHC besorolas alapjan),
igy a teljes vizsgalati populacié 452 mintabdl allt. 12 minta nem bizonyult megfelelének, mivel
nem tartalmazott kell6en infiltrativ tumort, igy ezek a vizsgalatbdl eltavolitasra kertltek. Tovabbi
9 mintat a szévetnek a feliletrdl valo elvalasa miatt nem lehetett besorolni, igy a vizsgalat
végleges populaciészama 431 minta volt.

Minden mintat HercepTest hasznalataval, a gyart6 altal a csomagolason megadott médon
festettek meg. Minden mintabdl egymas utani metszeteket festettek meg a Bond Oracle HER2
IHC System rendszerrel a Leica Biosystems BOND teljesen automatizalt, fejlett festérendszere
hasznalataval. Minden mintarél eltavolitottak az egyedi azonositd adatokat, majd a tumor
méretére, stadiumara, besorolasara és az 0Osztrogén-receptor allapotara utald klinikai
informaciokkal lattak el.

Minden festett metszet randomizalt modon képzett vizsgalok altal lett maszkolva és értékelve
a két helyen. A 2x2-es konkordancia analizishez az értékelés soran negativnak lett értékelve a
0 és 1+, mig pozitivnak a 2+ vagy 3+ intenzitas. A 3x3-as konkordancia analizishez az értékelés
soran negativnak lett értékelve a 0 és 1+, bizonytalannak a 2+, mig pozitivnak a 3+ intenzitas.
Az adatok eztan a negativ és pozitiv festédési egyezés szerint lettek elemezve.

A 2x2-es konkordancia eredményei

Ebben az elsédleges analizisben a két teszt (Bond Oracle HER2 IHC System és Dako
HercepTest) eredményei negativ (0,1+) és pozitiv (2+, 3+) csoportba sorolédtak. A négy
lehetséges kombinacié gyakorisdga 2x2-tablazatként van megjelenitve (lasd: 6. tablazat).
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Ezutan ezen 2x2-es tablazat alapjan lett kiszamitva az atlagos konkordancia hanyad 95%-os
konfidenciaintervallum mellett(binomialis eloszlas alapjan).

A sikerfeltétellel szembeallitott nullhipotézis (H,) szerint a konkordancia nem nagyobb, mint 75%.
A2x2-es analizisben a két teszt kdzott megfigyelt egyezés a 431 mintaban 92,34 %-os (398/431)
konkordanciat mutatott 95%-os Cl (89,42% — 94,67%) mellett. Ezen adatok alapjan elvetésre
kerdlt a nullhipotézis (H,), mely szerint az egyezés nem nagyobb, mint 75% (p-érték<0,0001).
A pozitiv egyezés (érzékenység) aranya vagy a Bond Oracle HER2 IHC System képessége
a HercepTest pozitiv esetek megfelel azonositasara (a Bond Oracle HER2 IHC System és
HercepTest altal pozitivnak minésitett mintak szamanak aranya az 6sszes HercepTest pozitiv
esethez képest) 84,87% (129/152) volt 95%-0os Cl (78,17%—-90,16%) mellett. A negativ
egyezés (specifitds) aranya vagy a teszt képessége a HercepTest negativ esetek megfeleld
azonositasara (a Bond Oracle HER2 IHC System és HercepTest altal negativhak mindsitett
mintak szamanak aranya az 6sszes HercepTest negativ esethez képest) 96,42% (269/279) volt
95%-o0s Cl (93,51%—-98,27%) mellett.

HercepTest
Negativ Pozitiv Osszesen
BondOracleHER2IHC | Negativ 269 23 292
System Pozitiv 10 129 139
Osszesen 279 152 431

2x2-es konkordancia (95% ClI) = 92,34% (89,42 — 94,67%); p<0,0001

6. tablazat A Bond Oracle HER2 IHC System és HercepTest 2x2-es konkordancigja

A 3x3-as konkordancia eredményei

A 3x3-as analizisben az adatok negativ (0 vagy 1+), bizonytalan (2+) és pozitiv (3+) csoportokba
sorolédtak, és 86,54%-os konkordanciat mutattak (373/431) 95%-os Cl mellett (82,95%
— 89,62%). Ezek alapjan elvetésre ker(lt a nullhipotézis (H ), mely szerint az egyezés nem
nagyobb, mint 75% (p-érték<0,0001).

A pozitiv 3+ egyezés aranya (a Bond Oracle HER2 IHC System és a HercepTest altal 3+
pozitivnak mindsitett mintak szamanak aranya az 6sszes HercepTest pozitiv esethez képest)
ebben a vizsgalatban 73,33% (66/90) volt 95%-os Cl mellett (62,97% — 82,11%). A negativ
egyezés aranya 96,42% (269/279) volt 95%-os Cl mellett (93,51% — 98,27). Lasd a 7. tablazatot.

HercepTest
Negativ 2+ 3+ Osszesen
(0 vagy 1+)
BondOracleHER2 | Negativ 269 23 0 292
IHC System (0vagy 1+)
2+ 10 38 24 72
3+ 0 1 66 67
Osszesen 279 62 90 431

3x3-as konkordancia (95% CI) = 86,54% (82,95 — 89,62%); p<0,0001
7. tablazat A Bond Oracle HER2 IHC System és HercepTest 3x3-as konkordanciaja

Kovetkezésképpen az ebbdl a vizsgalatbdl nyert adatok bemutattak, hogy a Bond Oracle HER2
IHC System HercepTest teszteredményével valé nagyfoku konkordanciaja miatt alkalmas a
Herceptin® (trastuzumab) kezelés tamogatasara.
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Klinikai konkordancia: Bond Oracle HER2 IHC System vs PathVysion HER-2
DNA Probe Kit

Avizsgalat 2. fazisa a Bond Oracle HER2 IHC System és az Abbott Molecular PathVysion HER-
2 DNA Probe Kit kozti konkordancia vizsgalatara iranyult, ahol ez utébbi volt a génkiértékelési
reflexvizsgalat vonatkoztatasi pontja a HER2 immun-hisztokémia soran.

A vizsgalat az 1. fazissal azonos vizsgaléhelyeken és azonos kohorszokon tértént. Minden
mintat az Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit hasznalataval, a gyart6 altal a
csomagolason megadott modon festettek meg. Minden mintabdl egymas utani metszeteket
festettek meg a Bond Oracle HER2 IHC System rendszerrel a BOND teljesen automatizalt,
fejlett festérendszere hasznalataval (a klinikai vizsgalat 1. fazisabol). A 431 festett mintabol
harom esetben nem volt értékelheté eredmény kinyerhetd a minta elégtelen hibridizacioja miatt,
igy a kohorsz 6sszesen 428 esetet tartalmazott.

Minden festett metszetet képzett vizsgalok értékelnek a két helyen. A 3x2-es konkordancia
analizishez az értékelés negativnak tekintend6, ha a HER2/CEP17 génamplifikaciés arany
20 daganatsejt szamlalasa esetén kisebb mint (<) 2,0, és pozitivnak, ha nagyobb vagy egyenlé,
mint (>) 2,0.

A 3x2-es konkordancia eredményei

A 3x2-es analizisben a két teszt kdzott megfigyelt egyezés a 428 mintaban 87,6%-os (375/428)
konkordanciat mutatott 95%-os Cl (84% — 90%) mellett.

A pozitiv egyezés (érzékenység) aranya vagy a Bond Oracle HER2 IHC System képessége
a PathVysion pozitiv esetek megfelelé azonositasara (a Bond Oracle HER2 IHC System és
PathVysion altal pozitivnak mindsitett mintak szdamanak aranya az 6sszes PathVysionpozitiv
esethez képest) 93,8% (61+30/97) volt 95%-o0s Cl (86,8% — 97,4%) mellett.

A negativ egyezés (specifitds) aranya vagy a teszt képessége a PathVysion negativ esetek
megfeleld azonositasara (a Bond Oracle HER2 IHC System és PathVysion altal negativnak
mindsitett mintdk szamanak aranya az Osszes PathVysionnegativ esethez képest) 85,8%
(284/331) volt 95%-o0s Cl (81,6% — 89,2%) mellett. Lasd a 8. tablazatot.

PathVysion HER-2 DNA Probe Kit
Negativ Pozitiv Osszesen
BOND Oracle HER2 | 0/1+ 284 6 290
IHC System o 41 30 71
3+ 6 61 67
Osszesen 331 97 428

Atlagos konkordancia (95% Cl) = 87,6% (84 — 90%)

8. tablazat A Bond Oracle HER2 IHC System festédés és a PathVysion HER-2 DNA Probe Kit 3x2-es konkordancigja.
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Immunreaktivitas — normal panel

Normal szoveti tipus Fest6dési minta

HER2 Primary Antibody HER2 Negative Control
Mellékvese Negativ Negativ
Agy, kisagy Negativ Negativ
Agy, nagyagy Negativ Negativ
EmI6 Negativ Negativ
Csontveld Negativ Negativ
Vastagbél Negativ Negativ
Nyel6cs6é Negativ Negativ
Szem Negativ Negativ
Hipofizis Kozepescitoplazma-festédéslathatdahipofizis | Negativ

sejtekben (1/3)
Vese Negativ Negativ
Gége Negativ Negativ
Maj Negativ Negativ
Tudé Negativ Negativ
Mesothelium Negativ Negativ
Petefészek Negativ Negativ
Hasnyalmirigy Negativ Negativ
Mellékpajzsmirigy Negativ Negativ
Periférias idegek Negativ Negativ
Prosztata Negativ Negativ
Nyalmirigy Negativ Negativ
Bér Negativ Negativ
Vékonybél Negativ Negativ
Lép Negativ Negativ
Gyomor Gyenge citoplazma-festédés lathaté a | Negativ

gyomormirigyekben (2/3)
Harantcsikolt izom Negativ Negativ
Here Negativ Negativ
CsecsemOmirigy Negativ Negativ
Pajzsmirigy Negativ Negativ
Mandula Negativ Negativ
Méhnyak Negativ Negativ
Méh Negativ Negativ

9. tablazat Normal festédési panel
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A vizsgalat megismételhetésége

Precizios tesztelés alatt és kozott

A preciziés tesztelést a Leica Biosystems, Newcastle Ltd végezte. A felhasznalt szovet
formalin fixalasu, paraffin beagyazasu kompozit széveti microarray (tissue micro array, TMA)
minta volt, melyet az Isu Abxis (Yonsei University Medical Center 134 Shinchon-dong, Seoul,
120-752 Korea) bocsatott rendelkezésre; és amely 20, egyenként 4 mm atmérgji invaziv
emlérak szovethengert tartalmazott. A 20 eset az eléz6leg megjeldlt HER2 besorolas alapjan
lett kivalasztva. Ebben, x5 HER2 3+, x5 HER2 2+, x5 HER2 1+ és x5 HER2 0 besorolasu minta
volt megtalalhato.

A. A festésen beliili precizitas tesztelése

A Bond Oracle HER2 IHC System festésen bellili precizitasanak tesztelése egy 20 invaziv
emlérak mintat tartalmazd TMA-bol szarmazé egymast kdvetd 40 metszet és 40 HER2
Control Slide kiértékelésével tortént. Minden metszetet a Bond Oracle HER2 IHC System
rendszerben BOND teljesen automata, fejlett festérendszerrel festettek meg. A metszetek
egyetlen folyamatos id6szak alatt, azonos gyartasi tételb6l szarmazé Bond Oracle HER2
IHC System rendszerrel lettek megfestve. A festett metszeteken maszkolas utan randomizalt
értékelést végeztek egy tapasztalt vizsgald segitségével az egyetlen festésen bellli
precizitas meghatarozasara.

A festésen bellli reprodukalhatdsagi vizsgalat metszeteinek értékelése alapjan 733/800
(91,63%) tesztelési mintahely volt értékelhetd. 40 mintahely ki lett zarva, mivel csak DCIS
volt jelen, tovabbi 27 mintahely pedig az invaziv tumor elvesztése miatt nem volt értékelhet6é
(3 minta esetén). Alehetséges 733 fest6désnél festédési variacié 61 (8,32%) esetben tortént.
37 esetben 3+ helyett 2+ (n = 20) és 1+ helyett 0 (n = 17) volt megfigyelhetd, ami emiatt
nem jelentett a klinikai pozitiv és negativ értékelések kozti valtast a 2x2-es értékelésben. A
maradék 24 (3,27%) eset klinikailag negativrél (0 vagy 1+) klinikailag pozitivra (2+ vagy 3+)
valtast képvisel. Siker aranya = 96,7% (95% Cl =95,15% — 97,81%).

B. A festések kozotti precizitas tesztelése

A Bond Oracle HER2 IHC System festések kozotti precizitas tesztelése egy 20 invaziv
emlérak mintat tartalmazd TMA-bol szarmazé egymast kdvetd 24 metszet és 24 HER2
Control Slide-ot kiértékelésével tortént. Minden metszetet a Bond Oracle HER2 IHC System
rendszerben BOND teljesen automata, fejlett festérendszerrel festettek meg. A metszeteket
8 fliggetlen festédési teljesitmény alapjan értékelték, ahol ugyanaz a laboratérium 3
kildnb6z6 alkalommal azonos gyartasi tételb6l szarmazé Bond Oracle HER2 IHC System
rendszert hasznalt. A festett metszeteken maszkolas utan randomizalt értékelést végeztek
egy tapasztalt vizsgal6 segitségével a festések kozétti precizitds meghatarozasara.

A festések kozotti precizitasi vizsgalat metszeteinek értékelése alapjan 456/480 (95,00%)
tesztelési mintahely volt értékelhet6. 24 mintahely nem volt értékelheté az invaziv tumor
elvesztése miatt (5 minta esetén). A lehetséges 456 fest6désnél festédési variacié 42
(9,21%) esetben tortént. 30 esetben 3+ helyett 2+ (n = 10) és 1+ helyett 0 (n = 20) volt
megfigyelhetd, ami emiatt nem jelentett a klinikai pozitiv és negativ értékelések kozti valtast a
2x2-es értékelésben. Amaradék 12 (2,63%) eset klinikailag negativrol (0 vagy 1+) klinikailag
pozitivra (2+ vagy 3+) valtast képvisel. Siker aranya = 97,37% (95% CI = 95,90% — 98,77%).

C. Tételenkénti reprodukalhatésag
A tételenkénti reprodukalhatésag meghatarozasahoz 3 tétel Bond Oracle HER2 IHC System
lett legyartva GMP szerint 3 kiilonb6z6 alkalommal, és 24 eml6rak metszetet (24 tesztelési
mintahelyet) vettek ki 4 kiilonb6z6, formalinnal fixalt, paraffin beagyazasu szévetblokkbol
(melyek HER2 0, 1+, 2+ és 3+ besorolasi intenzitasokat képviseltek), és ezeket 3 HER2
Control Slide-dal (12 ellenérzé mintahelyet) egyitt értékelték ki. Harom fliggetlen festést
végeztek ugyanabban a laboratoriumban harom eltéré alkalommal, mindegyik esetén eltéré
Bond Oracle HER2 IHC System gyartasi tételt hasznalva. Minden metszetet a Bond Oracle
HER2 IHC System rendszerben BOND teljesen automata, fejlett festérendszerrel festettek
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meg. A festett metszeteken maszkolas utan randomizalt értékelést végeztek egy képzett
vizsgalo segitségével a tételenkénti reprodukalhatésag meghatarozasara.

A tételenkénti vizsgalat metszeteinek (tesztek és ellenérz6metszetek) értékelése alapjan
36/36 mintahely volt értékelhetd. A 36 mintahelyen nem fordult el6 festédési eltérés a harom
kiilonb6z6 Bond Oracle HER2 IHC System gyartasi tétel kdzott. A BOND Oracle HER2
IHC System hasznalataval végzett festés a gyartasi tételektdl fliggetlenul egységes.

D. Laboratériumok kozotti reprodukalhatosag
A Bond Oracle HER2 IHC System laboratériumok kozti reprodukalhatésag vizsgalata
3 vizsgalohelyen (Leica Biosystems Newcastle Ltd (A vizsgalohely), és 2 flggetlen
laboratériumban (B és C vizsgaldhely) tortént 6sszesen 192 metszeten, melyek 20 invaziv
emlérakos mintat tartalmazé TMA-bdl szarmaztak, valamint 24 HER2 Control Slide-on.
A 192 festett TMA metszetbdl 96 volt a HER2 Primary Antibody és 96 a HER2 Negative
Control reagenssel festve. Minden metszetet a Bond Oracle HER2 IHC System-ben BOND
teljesen automata, fejlett festérendszerrel festettek meg. A metszeteket 8 fliggetlen festédési
teljesitmény alapjan értékelték, ahol mindharom vizsgaléhely azonos gyartasi tételbdl szarmazé
Bond Oracle HER2 IHC System rendszert hasznalt. A festett metszeteken maszkolas utan
randomizalt értékelést végeztek a Leica Biosystems, Newcastle Ltd egy tapasztalt vizsgaldja
segitségével a laboratoriumonkénti reprodukalhatésag meghatarozasara.
A laboratériumonkénti reprodukalhatésagi vizsgalat metszeteinek értékelése alapjan
1477/1920 (76,93%) tesztelési mintahely volt értékelhet6. 443 tesztelési adathely nem volt
értékelhet6 az alabbiak miatt:
a) A HER2 Control Slide nem megfelel6 teljesitménye 2/24 esetben 2 festésnél/160 teszt
mintahely lett eltavolitva. Ez az esemény az A és B vizsgalohelyen egy-egy alkalommal tortént
meg (vizsgalohelyenként 80—-80 teszt mintahely lett eltavolitva).
b) Eltérés volt a tesztelési tervtdl a C vizsgalohelyen, ahol 24 metszetet a Bond Oracle HER2
IHC System festés utan manualisan utéfestettek hematoxilinnal. Ez erételjes utdfestédést
okozott mind a HER2 Control Slides-on, mind a TMA tesztelési mintahelyeken, igy
240 mintahely el lett tavolitva.
c)Azinvazivtumor elvesztése miatt 23 mintahely el lett tavolitva. Ez az esemény 23 alkalommal
fordult elé az A vizsgalohelyen, és a vizsgalathoz elvégzéséhez sziikséges 192 egymas utani
TMA metszet legyartasa soran a szovet elvesztésébdl egyenesen kdvetkezett.
d) A BOND teljesen automatizalt, fejlett festérendszerében bekdvetkezett nem megfelel
lemosas miatti értékelhetetlen festédés miatt 20 mintahely kerdilt eltavolitasra.
A laboratériumok kozotti precizitas vizsgalata soran az értékelheté metszetek kiértékelése
14/1477 (0,95%) esetben 0 helyett 1+ vagy 2+ helyett 3+ volt megfigyelhetd, ami emiatt nem
jelentett a klinikai pozitiv és negativ értékelések kozti valtast a 2x2-es értékelésben. Siker
aranya = 99,05% (95% Cl = 98,42% — 99,46%). A 14 ilyen fest6désbdl 5/1477 (0,34%) a
Leica Biosystems, Newcastle, Ltd (A vizsgalohely), 8/1477 (0,54%) a B vizsgalohely, és
1/1477 (0,07%) a C vizsgalohely esetén fordult elé.
Amaradék 65/1477 (4,40%) fest6désnél 2+ helyett 1+ vagy 2+ helyett 0 volt megfigyelhetd, ami
emiatt valtast jelentett a klinikai pozitiv és negativ értékelések kdzott a 2x2-es értékelésben.
Siker aranya = 95,6% (95% Cl = 94,42% — 96,54%). A 65 klinikailag szignifikans valtozasbol
11/65 (16,9%) a Leica Biosystems, Newcastle, Ltd (A vizsgalohely), 24/65 (36,9%) a B
vizsgalohely, és 30/65 (46,1%) a C vizsgaldhely esetén fordult eld. A klinikailag szignifikans
valtozasok egyik esetében sem fordult el6, hogy 3+ helyett negativ (0 vagy 1+) besorolas
tortént volna vagy forditva.

E. Ertékel6k kozotti reprodukalhatésag
40 véletlenszerlien kivalasztott invaziv emldrakos esetbél, melyek a kilénb6z6 HER2
IHC besorolasok kézt egyenletesen oszlanak el (rezekcids mintak) egymas utani metszeteket
készitettek, és ezeket a Leica Biosystems, Newcastle Ltd (A vizsgaldhely), a B vizsgalohely
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és a C vizsgalohely szamara festésre és értékelésre kiadtak. A metszeteket maszkoltak és
randomizaltak az értékelés elétt. A vizsgalok kozti egyezés a B és C vizsgalohelyen 87,5%
volt (95% Cl = 73,3% — 95,8%). A B, illetve C vizsgalohely és a Leica Biosystems Newcastle,
Ltd kozotti egyezés 92,5% (95% Cl = 79,6% — 98,4%), illetve 85% volt (95% Cl = 70,1%
—94,29%). Az Osszes egybeesés elemzése a 3 vizsgalohely (A, B, C) kdzott 82,50%.

F. Miiszerek kozotti pontossag (BOND-MAX vs BOND-III)

A miszerek kozti pontossag vizsgalatat a Bond Oracle HER2 IHC System rendszerben
egyetlen fliggetlen, eurdpai vizsgalohelyen végezték el. A vizsgalt mintakat szaz és
harmincnyolc (138) invaziv emlérakos esetbdl (tiibiopszia és rezekcid) szarmazo, formalinnal
fixalt, paraffin beagyazasu blokkokbdl nyerték. A miszerek kozti pontossag vizsgalatat a
vizsgalohelyen végezték el, a festés egymas utani metszetekkel a BOND-MAX és BOND-III
platformokon tortént. 3 eset a minta/tumor jelenléte miatt nem megfelelének lett nyilvanitva,
és el lett tavolitva a vizsgalatbal.

Azonos tételszamu Bond Oracle HER2 IHC System és BOND Instrument segédreagenseket
hasznaltak minden miszeren. Metszeteket visszamendleg. A metszeteket a vizsgaldhelyen
egyetlen, tapasztalt vizsgalo értékelte a miszerek kozti precizitds meghatarozasa céljabol.
A miszerek kozti precizitas kiértékelése alapjan 94,2%-os (130/138) 2x2-es konkordancia
volt tapasztalhaté a pozitiv (2+, 3+) és a negativ (0, 1+) esetek kdzott 95%-os ClI (88,9 —
97,5%); valamint 87,0%-o0s (120/138) 3x3-as konkordancia a pozitiv (3+), a bizonytalan (2+)
és a negativ (0, 1+) esetek k6zott 95%-o0s Cl (80,2 — 92,1%) mellett.

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

Atlagos konkordancia (95% Cl) = 94,2% (88,9 — 97,5%)

10. tablazat A Bond Oracle HER2 IHC System festédés 2x2-es atlagos konkordanciaja a BOND-MAX és BOND-III platformo-

kon.
BOND-MAX
Negativ (0/1+) Bizonytalan (2+) | Pozitiv (3+) Osszesen
Negativ (0/1+) 80 1 0 81
BOND-III Bizonytalan (2+) | 6 5 1 12
Pozitiv (3+) 1 9 35 45
Osszesen 87 15 36 138

Atlagos konkordancia (95% Cl) = 87,0% (80,2 — 92,1%)

11. tdblazat A Bond Oracle HER2 IHC System fest6dés 3x3-as atlagos konkordancidja a BOND-MAX és BOND-III platformo-

kon.

Osszességében az ebbdl a vizsgalatbdl nyert adatok azt bizonyitjak, hogy a Leica Biosystems
BOND-MAX és BOND-III Systems kdz6tt magas konkordancia all fenn a Bond Oracle HER2
IHC System hasznalata esetén.
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Hibaelharitas

A hiba

A hiba oka

Teendé

Nem jon létre immun-
hisztokémiai festédés

A festés a befejezés el6tt
félbeszakadt

A BOND programmal ellenérizze, hogy
voltak-e hibalizenetek a festés alatt, majd
jarjon el a BOND program 4ltal javasolt
madon.

Helytelen protokoll lett
kivalasztva

Ellendrizze, hogy a megfelelé
alapértelmezett értéket az Add slide
(metszet hozzaadasa) panel festési Protocol
(protokoll) mezdéjének *IHC Protocol H
részében.

A metszetek
paraffinmentesitése nem
megfelel

Ellendrizze, hogy az Add slide (metszet
hozzaadasa) panel Preparation (el6készités)
mezdjében a *Dewax mdd legyen
kivéalasztva.

Nem megfelel6 reagens
lett adagolva

Ellendrizze, hogy minden BOND reagens a
medfelel tartdlyhoz van-e hozzarendelve,
és megfelel6en van-e elrendezve a
berendezésben.

A BOND Wash oldat
natriumaziddal
szennyez6dott

A megfelel6 munkaerésséghez hasznaljon
friss BOND Wash oldatot.

Gyengén specifikus
immun-hisztokémiai
festodés

Nem megfeleld epitop
visszanyerés

Ellendrizze, hogy a megfelel6 BOND Epitope
Retrieval reagensek a megfelel6 tartalyokhoz
vannak-e rendelve, és a BOND program
alapértelmezésében a megfelel epitop
visszanyerési protokoll van *HIER 25 min with
*ER1 (97).

A tesztminta fixalasa
vagy feldolgozasa nem
megfeleld

Ellendrizze, hogy formalin alapu fixalot
hasznaltak-e, valamint hogy a feldolgozasi
|épések megfelel6ek-e a vizsgalt mintahoz.

Bond Oracle HER2 IHC
System a lejérati datum
utan lett felhasznalva

Ellendrizze, hogy a Bond Oracle HER2 IHC
System csak a lejarati datumon beliil legyen
felhasznalva.

Tul erésen specifikus
immun-hisztokémiai
festédés

Nem megfeleld epitop
visszanyerés

Ellendrizze, hogy a megfelel6 BOND
Epitope Retrieval reagensek a megfelelé
tartalyokhoz vannak-e rendelve, és a BOND
program alapértelmezésében a *HIER 25 min
with *ER1 (97) protokoll szerepel-e.

Fixalasi eltérések

Ellendrizze, hogy formalin alapu fixalot
hasznaltak-e, valamint hogy a feldolgozasi
|épések megfelelSek-e a vizsgalt mintdhoz.
Lehet6ség szerint végezzen Uj tesztet egy
masik blokkal. Ha ez nem lehetséges, a
legjobb fixalasi mintat mutato teriletet
értékelje ki egy megfelelé H&E festésii
metszet segitségével.

23/21. odal

Leica Biosystems Bond Oracle HER2 IHC System Hasznalati utmutato TA9145 ROW-HU-CE-Rev_B 27/02/2017



A hiba

A hiba oka

Teendé

Nem specifikus
hattérfest6dés

Nem megfelelé reagens
lett adagolva

Ellendrizze, hogy minden BOND reagens a
megfelel tartalyhoz van-e hozzarendelve,
és megfelel6en van-e elrendezve a
berendezésben.

A metszetek
paraffinmentesitése nem
megfeleld

Ellenérizze, hogy az Add slide (metszet
hozzdadasa) Preparation (el6készités)

mezdjében a *Dewax moéd legyen kivélasztva.

Nem specifikus
immun-hisztokémiai
keresztreakcié a szévetben

A normal széveti keresztreakciokrol
lasd a Bond Oracle HER2 IHC System
kézikdnyvének 13. tablazatat.

Nem specifikus
immun-hisztokémiai
keresztreakci6 a szovet
nekrotikus terlletein

Ellenérizze, hogy formalin alapu fixalot
hasznaltak-e, valamint hogy a feldolgozasi
|épések megfeleléek-e a vizsgalt mintahoz.
Lehet&ség szerint végezzen Uj tesztet egy
masik blokkal. Ha ez nem lehetséges, a
legjobb fixalasi mintat mutatd teriletet
értékelje ki egy megfelel6 H&E festésii
metszet segitségével.

A festés utan szaradasi
mUtermék keletkezik

Ha a metszeteket éjszakai festéssel kell
megfesteni, célszeri alkalmazni a BOND
késleltetett inditasi funkcidjat. A metszetek
kiszaradasanak megel&zésére ellendrizze,
hogy kell6 mennyiségu desztillalt vagy
ionmentesitett viz alljon rendelkezésre erre
az id6szakra az adagoléban.

A metszetek egyes
részei 6sszetapadtak
a kikeményedett
adalékanyagok miatt

Hasznaljon tapadasgatlé targylemezeket
(pl. Leica BOND Plus Slides - termékkod:
$21.2113).

A szovet levélik a beteg/
kontroll lemezrél

Nem megfelel6 lemezeket
haszndlt vagy nem
megfeleld elvezetést
alkalmazott a metszeten

Hasznaljon megfelel6 lemezeket a beteg-/
ellenérzémetszetekhez (pl. Leica BOND Plus
Slides - termékkod: S21.2113). Ellendrizze,
hogy a metszetek elvezetése megfelelé
legyen, és 12-18 6ran at 37 °C-on inkubdlva
legyenek (egész éjjel). Az er6sebb tapadast
igényl6 metszetek esetén tovabbi egy éran
4t 60 °C-on inkubalas javasolt.

12. tablazat. Bond Oracle HER2 IHC System hibaelharitasi ttmutato.

Ha a Bond Oracle HER2 IHC System rendszerrel kapcsolatos probléma kiviil esik a hibaelharitasi
utmutaté (lasd 12. tablazat) targykorén, tovabbi segitségért 1épjen kapcsolatba a helyi Leica
Biosystems Miszaki szerviz részleggel vagy a forgalmazéval.
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