Suomalainen I

Leica HER2 FISH System - 30 Test

Kayttoohje

Kaytettavaksi Leica Biosystems BOND-MAX- ja BOND-III System.

TA9217 on fluoresenssi in situ -hybridisaatiotuote, joka on suunniteltu varjaamaan 30 testia (30
preparaattia LS| HER2/CEP17 Dual Probe -kaksoisilmaisimella).
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Suomalainen I

Kayttotarkoitus

Kaytettavaksi in vitro diagnostiikkaan

Leica HER2 FISH System - 30 Test on suunniteltu havaitsemaan HER2-/neu-geeniamplifikaatio
fluoresenssilla in situ -hybridisaatiossa (FISH) formaliini-kiinnitetyissa, parafiiniin valetuissa
ihmisen sydpasolujen ja mahan rauhassyévan (mahan ja ruokatorven raja-alue mukaan
luettuna). Leica HER2 FISH System - 30 Test on indikoitu apuna potilaiden arvioinnissa,
joille harkitaan Herceptin® (trastuzumab) -hoitoa (ks. tuotetiedot Herceptin pakkauksesta).
Leica HER2 FISH System - 30 Test ei ole tarkoitettu rintasyévan diagnostiseen seulontaan.
Kaikki muut saatavissa olevat kliiniset tiedot on myds otettava huomioon. Naitd ovat esim.
tuumorin koko, vaikutuksenalaisten imusolmukkeiden maara ja steroidireseptorin tila. Mikaan
rintasydpapotilaan hoitopaatds ei saa perustua yksinomaan HER2-geenin amplifikaatiotilaan.

Huomaa: Kaikki potilaat Herceptin Kkliinisissa kokeissa valittin kayttaen tutkimuksellista
immunosytokemiallista kliinisen tutkimuksen analyysia (CTA). Ketdan potilasta naissa
tutkimuksissa ei valittu kayttaen Leica HER2 FISH System - 30 Test. Leica HER2 FISH System
- 30 Test on verrattu Abbott Molecular PathVysion® HER-2 DNA Probe Kit riippumattomalla
sarjalla naytteita ja sen on todettu tuottavan hyvaksyttavan yhtalaisia tuloksia, kuten on osoitettu
kliinisen yhtapitavyyden yhteenvedossa. Leica HER2 FISH System - 30 Test tulosten todellista
korrelaatiota kliiniseen tulokseen ei ole luotu.

Kaikki “Herceptin advanced gastric cancer (ToGA)” -kliinisiin tutkimuksiin (pitkalle edennyt
mahasydpa) osallistuneet potilaat valittin Dako HercepTest -testilla. Ketdan tutkimuksiin
osallistuneista potilaista ei valittu kdyttaen Leica HER2 FISH System - 30 Test -laitetta. Leica
HER2 FISH System - 30 Test -valinetta verrattiin Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA
Probe Kit -laitteen analyysiin riippumattomilla naytteilla ja sen havaittiin tuottavan hyvaksyttavan
konkordentteja tuloksia, kuten Clinical Concordance Summary -julkaisusta selviaa. Leica HER2
FISH System - 30 Test -testin tulosten varsinaista korrelaatiota kliinisten tulosten suhteen ei ole
vahvistettu.

* Herceptin® Genentech Inc.:in ja F. Hoffmann-La Roche Ltd..n tavaramerkki. PathVysion ® on Abbott Molecular Inc.:in
tavaramerkki. Kaikki oikeudet pidétetdén. Kéaytetdén lisenssilla.

Vaadittu koulutus

Leica Biosystems jarjestaa naytteen valmistelun, analyysitoimenpiteiden ja HER2-geenin FISH-
testin tulosten tulkinnan koulutuksen kaikille kayttajille.

Yhteenveto ja selitys

Tausta

HER2-geeni, joka tunnetaan my6s nimella neu tai c-erbB2, sijaitsee kromosomin 17 pitkdssa
varressa paikassa 17q11-12 (1). Sekad HER2-geenin, ettd sen koodatun 185 kD -proteiinin
on todettu olevan paaroolissa rintasyévan (2) pahanlaatuisessa muutoksessa ja tuumorin
etenemisessa.

HER2 toimii prognostisena markkerina geeniamplifikaation ja liiallisen proteiinin ollessa
yhteydessa lisdantyneeseen maaraan sairauden uusiutumisia ja korkeampaan kuolleisuuteen.
HER2 toimii myds ennustavana markkerina valitulle systeemiselle kemoterapialle ja
kohdistetuille hoidoille (3). Erityisesti HER2-geeniamplifikaation on todettu olevan huonon
prognoosin indikaattori imusolmukepositiiviselle rintasyovalle (4-8). Lisaksi yksi tutkimus
osoittaa HER2:n prognoosiarvon olevan voimakkaampi kemoterapialla hoidetuilla potilailla
(7). Sairaudettomuuden ja henkiinjadmisen ennustamisessa yksittaisilla potilailla on kuitenkin
otettava huomioon myds muut kaytdssa olevat prognostiset tekijat, kuten tuumorin koko,
positiivisten imusolmukkeiden maara ja steroidireseptorin tila.

HER2-onkoproteiinin liiallinen maara rintasyopasoluissa geeniamplifikaation seurauksena
indikoi HER2:n kayttda kohteena vasta-ainepohjaiselle hoidolle (3) - kun ToGA-tutkimuksesta
saadut tulokset osoittavat selvasti, etta Herceptin-valmisteen kayttd mahasydvan hoidossa
yhdessa kemoterapian kanssa on tehokas hoitomuoto, joka kaiken kaikkiaan parantaa
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eloonjaamistd HER2-positiivisissa mahasyodvissa (9). Herceptinin (trastuzumab), humanisoidun
monoklonaalisen vasta-aineen (10), joka sitoutuu suurella affiniteetilla HER2-onkoproteiiniin,
on todettu estdvan ihmisen tuumorisolujen levidmisen, joka yli-ilmentdd HER2-onkoproteiinin
seka in vitro etta in vivo (11-13). Herceptin kehityksen jalkeen sekd HER2-geenin etta proteiinin
havaitsemisesta on tullut oleellisia tyOkaluja rintasydpien arvioinneissa ohjaten sek& hoidon
valintaa ettd myohempaa potilashallintaa (14,15).

FISH-testida ~on kaytetty osoittamaan HER2-geeniamplifikaatio  (16-19) ihmisen
rintakarsinoomasoluista johdetuissa seka interfaasi- etta metafaasi-soluissa. HER2-geenin
kvantitatiiviseksi maarittamiseksi FISH-testi arvioi HER2-geeniamplifikaation suoraan
tuumorisoluista. Kudoksen tyypillinen morfologia ja onkogeenikopioiden spatiaalinen jakauma
yksittaisissa kulturoimattomissa ensisijaisissa rintakarsinoomissa sailyvat entiselldan. Myos
poikkeumia kromosomi 17 kopiomaarassa (aneusomia) havaitaan yleisesti rintasyovissa. Naita
saattaa esiintya kromosomipuutoksissa tailisdantymisissa (polysomia). Talla kromosomaattisella
vaihtelulla on kriittinen vaikutus HER2-geeniamplifikaation tulkintaan ja raportointiin. Taman
vuoksi kromosomin 17 kopiomaaran mittaus HER2:n yhteydessa on kriittisen tarkeaa (4).

Leica HER2 FISH System - 30 Test sisaltda LS| HER2 DNA -ilmaisimen, 226 kilotavun
SpectrumOrange™ suoraan osoitetun fluoresentti DNA-ilmaisimen, joka on tarkoitettu
erityisesti HER2-geenilokukselle (17911.2-q12) ja CEP17 DNA-ilmaisimen, 5,4 kilotavun
SpectrumGreen™ suoraan osoitetun fluoresentti DNA-iimaisimen, joka on tarkoitettu erityisesti
alfa satelliitti DNA-sekvenssiin kromosomin17 (17p11.1-q11.1) sentromeerisella alueella.
limaisinneste on erityisesti formuloitu ja validoitu kaytettavaksi BOND-MAX- ja BOND-III-
jarjestelmissa ja niitd ei saa muokata tai kayttda manuaalisessa asetuksessa.

Kliinisen yhtapitdavyyden yhteenveto, BOND-MAX System

Leica HER2 FISH System - 30 Test kehitettiin tuottamaan téysin automaattinen vaihtoehto
nykyisille menetelmille HER2-geenin amplifikaatiotilan maéarittdmiselle. Leica HER2 FISH
System - 30 Test suorituskyky BOND-MAX System evaluoitiin riippumattomassa tutkimuksessa
vertaamalla Leica HER2 FISH System - 30 Test -valineestd Abbott Molecular PathVysion
HER-2 DNA Probe Kit Assay -laitteeseen 300 rintasyopakasvaimien naytteella ja 109 mahan
(mahan ja ruokatorven raja-alue mukaan luettuna) rauhassydpanaytteelld. Mitdan naista
tuumorinaytteistd ei otettu Herceptinin Kliinisissd tutkimuksissa mukana olevilta potilailta.
Rintakudoksen tutkimustulokset osoittivat 99,33 % konkordanssin 2x2 analyysissa (97,61 —
99,92 % luottamusvalit 95 %). Mahan rauhassydpanaytteiden tulokset (mahan ja ruokatorven
raja-alue mukaan luettuna) osoittivat 98,17 % konkordanssin 2x2 analyysisséa (93,53 — 99,78
% luottamusvalit 95 %). Yhtapitavyystiedot osoittavat myods, ettd positiivinen tulos Leica HER2
FISH System - 30 Test vastaa suurella todennakoéisyydella positiivista tulosta Abbott Molecular
PathVysion HER-2 DNA Probe Kit. Leica HER2 FISH System - 30 Test tulkitaan negatiiviseksi
HER2-geeniamplifikaatiolle, kun HER2:CEP17 -geenisuhde on alle 2,0 ja positiiviseksi, kun
HERZ2:CEP17 -geenisuhde on vahintdan 2,0. Rajatuloksia, joissa HER2:CEP17 -geenisuhde
on 1,8-2,2, on tulkittava varovaisuudella. Laske lisaa 20 tumaketta ja laske suhde uudelleen.

Kliinisen yhtapitavyyden yhteenveto, BOND-IIl System

Leica HER2 FISH System - 30 Test kehitettiin tuottamaan taysin automaattinen vaihtoehto
nykyisin kaytdssa oleville menetelmille HER2-geeniamplifikaation maarittamiseen. Leica HER2
FISH System - 30 Test suorituskyky BOND-III System evaluoitiin riippumattomassa tutkimuksessa
vertaamalla Leica HER2 FISH System - 30 Test tuloksia Abbott Molecular PathVysion HER-2
DNA Probe Kit Assay 300:ssa rintasyopanaytteessa. Mitdan naista tuumorinaytteista ei otettu
Herceptinin kliinisissa tutkimuksissa mukana olevilta potilailta. Tulokset osoittavat 99,67 %:n
yhtapitavyytta 2 x 2 analyysissa (95 %:n luottamusintervallit, 98,16-99,99 %). Yhtapitavyystiedot
osoittavat myos, ettd positiivinen tulos Leica HER2 FISH System - 30 Test vastaa suurella
todennakoisyydella positiivista tulosta Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit.
Leica HER2 FISH System - 30 Test tulkitaan negatiiviseksi koskien HER2-geeniamplifikaatiota,
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Suomalainen I

kun HER2:CEP17 -geenisuhde on alle 2,0 ja positiiviseksi, kun HER2:CEP17 -geenisuhde on
vahintaan 2,0. HER2:CEP17 -geenisuhde on 1,8-2,2, on tulkittava varovaisuudella. Laske lisaa
20 tumaketta ja laske suhde uudelleen.

Menetelman periaate

Leica HER2 FISH System - 30 Test sisaltda osat, jotka tarvitaan suorittamaan fluoresenssi
in situ -hybridisaatiopohjaisessa varjdysmenetelmassa formaliini-kiinnitetyissa, parafiiniin
upotetuissa kudoksissa. Asianmukaisen esikasittelyn jalkeen seuraa inkubaatio kayttévalmiilla
LSI HER2:CEP17 -kaksoisilmaisimella ja asiamukainen huolellinen pesu. Taman jalkeen
kudossektiot kuivataan ja kiinnitetddn DAPI:lla. Tulokset tulkitaan fluoresenssi mikroskopiassa
kayttaen suositeltuja suodattimia asianmukaisissa aaltopituuksissa. Leica HER2 FISH System -
30 Test on tarkoitettu kaytettavaksi vain BOND-MAX- ja BOND-III System kanssa.

Toimitetut komponentit

Alla luetellut materiaalit (Taulukko 1) riittavat varjaaman 30 testia (30 preparaattia varjattyna LSI
HER2/CEP17 Dual Probe).

LSI HER2/CEP17 Probe Siséltaa kayttovalmiin LSI HER2/CEP17 Dual Probe.

6,6 mL Sisaltad <60 % (v/v) formamiidia.

Post Hybridization Wash 2 Siséltaa kayttovalmiin hybridisaation jalkeisen pesuliuoksen.
9mL Sisdltda <50% (v/v) formamiidia.

BOND Enzyme Concentrate 2 | Sisdltda Proteinase K -liuoksen 1,7 mg/ml.
1mL

BOND Enzyme Diluent Siséltaa entsyymilaimenteen.

65 mL

BOND Open Container BOND Open Container kdytetaan Enzyme 5.
3x7mL

Taulukko 1: Leica HER2 FISH System - 30 Test osat

Katso yksittaisista tuotetietolomakkeista lisatiedot tuoteturvallisuudesta. Tiedot ovat saatavissa
osoitteessa www.LeicaBiosystems.com/TA9217-IFU

Kayttoohjeet

Kaikki toimitetut reagenssit on formuloitu erityisesti kaytettdvaksi tassa analyysissa ja
eranumerot ovat spesifisia kullekin Leica HER2 FISH System - 30 Test. Jotta analyysi olisi
kelvollinen, mitdan ainekorvauksia ei saa suorittaa.

Sailytys ja stabiliteetti

Sailyté 2—-8 °C:n lampétilassa. Alé anna jaatya. Palauta 2—8 °C:n lampétilaan heti kaytén jalkeen.
Kaikki poikkeamat naista ehdoista mitatoivat analyysin. Varmista, etta Leica HER2 FISH System
- 30 Test kaytetaan ennen viimeista kayttépaivamaaraa. Leica HER2 FISH System - 30 Test
kontaminaatiota ja/tai epavakautta osoittavat merkit ovat liuosten sameus (paitsi ilmaisinliuos) ja
hajun muodostuminen. Kayttajan on varmistettava muut kuin ylla maaritetyt sailytysolosuhteet.
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Naytteen valmistelu

Kaikille naytteille (20) on kaytettava kudoksen kasittelyn vakiomenetelmia. Kudosten valmistelua
suositellaan formaliinipohjaisissa fiksatiiveissa ja ne kasitellaan rutiinimaisesti ja upotetaan
parafiiniin. Esimerkiksi, naytteista on otettava 3—4 mm paksut naytteet ja ne on kiinnitettava 18—
24 tuntia 10 %:n neutraalipuskuroidussa formaliinissa. Kudokset on sitten kuivattava sarjassa
alkoholeja ja kirkastettava ksyleenilld. Tatd seuraa impregnointi sulalla korkeintaan 60 °C:n
lampédtilassa olevalla parafiinivahalla. Kudosnaytteet leikataan 4—6 pm:n paksuisiin sektioihin.
Varattuihin preparaatteihin kiinnitettyja kudossektioita (BOND Plus Slides S21.2113) voidaan
sailyttaa enintddn 12 kuukautta 2—-8 °C:n lampdtilassa ennen varjaysta. Sektioinnin jalkeen on
suositeltavaa, ettd preparaatteja inkuboidaan 60 °C:n lampdtilassa yksi tunti. Varjatyt sektiot
on sailytettava -20 °C:n lampdtilassa fluoresenssisignaalin sailyttdmiseksi ja haalistumisen
estamiseksi. Anna sailytettyjen preparaattien saavuttaa huonelampétila ennen lukeman ottoa.

Varoitukset ja huomautukset

Vain ammattilaisten kdyttéon.

Yksi tai useampi tuotteen osa on vaarallinen ja saattaa vahingoittaa syntymatonta lasta.
Saannoénmukaisesti alle 18-vuotiaat eivat saa tyoskennella talla tuotteella. Kayttajia on
huolellisesti ohjeistettava koskien asianmukaista tyémenetelmaa, tuotteen vaarallisia
ominaisuuksia ja tarpeellisia turvatoimia.

Naytteet ennen ja jalkeen fiksaation ja kaikki niille altistuneet materiaalit on kasiteltéava infektion
valittdmiseen kykenevina aineina ja havitettdva asianmukaisin varotoimin.

Ald koskaan pipetoi reagensseja suulla ja véltd reagenssien ja néaytteiden iho- ja
limakalvokosketusta. Jos reagenssi paasee kosketuksiin herkkien alueiden kanssa, pese
runsaalla maaralla vettd. Hakeudu laakarin hoitoon. Noudata valtion ja paikallisia maarayksia
koskien mahdollisesti toksisten aineiden havitysta.

Minimoi reagenssien mikrobikontaminaatio. Muutoin voi tapahtua ei-spesifisen varjaytymisen
lisddntyminen.

Menettely

A. Tarvittavat, mutta ei toimitetut reagenssit
+ BOND Dewax Solution (AR9222)
+ BOND Epitope Retrieval Solution 1 (AR9961)
+ BOND Wash Solution x10 Concentrate (AR9590)
» Vakioliuottimet, joita kdytetaan fluoresenssille in situ -hybridisaatiopohjaisissa
analyyseissa (esim. etanoli, absoluuttinen ja porrastettu)
» Tislattu tai ionipoistettu vesi
» DAPI-vastavarjays
* Leica HER2 FISH Control Slides (TA9123)
» BOND Aspirating Probe Cleaning System (CS9100)

B. Tarvittavat, mutta ei toimitetut laitteet

» Pipetit (kykenevia mittaamaan tilavuuksia 1-20 pl ja 100 — 1000 pl)

» Ladatut preparaatit (BOND Plus Slides — S21.2113)

+ BOND-MAX (21.0051) tai BOND-III (21.2201)

+ BOND Universal Covertiles™ (S21.2001, S21.4583 or S21.4611)

» BOND Mixing Stations (S21.1971)

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

» Peitelasit

» Kuivausuuni (kykeneva yllapitamaan lampétilan 60 °C)

* Fluoresenssimikroskooppi ~ (60-100x  objektiivi)  asianmukaisella  valolahteella
varustettuna. Kirjaa lampun kayttétunnit ja vaihda lamppu ennen sen nimellisaikaa.
Varmista, ettd lamppu on suunnattu oikein.

» Asianmukainen fluoresenssisuodatinsarja  (SpectrumOrange™  —  virityspiikki
aallonpituudella 559 nm, paastopiikki aallonpituudella 588 nm, SpectrumGreen™ —
virityspiikki aallonpituudella 497 nm, paastopiikki aallonpituudella 524 nm ja DAPI —
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virityspiikki aallonpituudella 367 nm, paastopiikki aallonpituudella 452 nm). Monialueisen
fluoresenssimikroskoopin suodatinsarjat, jotka on optimoitu kdytettdvaksi Leica HER2
FISH System - 30 Test kanssa, ovat saatavissa useimmille mikroskooppimalleille.
Suositellut suodatinsarjat Leica HER2 FISH System - 30 Test ovat DAPI/9-
oranssi kaksoisalueldpaisy, DAPI/vihnrea kaksoisaluelapaisy, vihread/oranssi(V.2)
kaksoisaluelapaisy ja DAPI/vihred/oranssi (V.2) kolmialuelapaisy.

C. Metodiikka

* Ennen tdman metodiikan kayttdéa kayttajat on koulutettava riittdvasti automaattiseen in
situ -fluoresenssitekniikkaan.

» Kukin LSI HER2/CEP17 Dual Probe varjatty testisektio mahdollistaa saman solun
analyysin seka HER2- ettd sentromeerisille kromosomi 17 -signaaleille. Perakkaisten
HER2 / kromosomi 17 -signaalien suhde mahdollistaa kvantitatiivisen arvon
maarittamisen naytteelle, osoittaen joko negatiivisen (amplifioitumaton) tai positiivisen
(amplifioitunut) tuloksen. Rajatuloksia (1,8-2,2) on tulkittava varovaisuudella. Laske
lisda 20 tumaketta ja laske suhde uudelleen.

D. BOND -entsyymin esikasittely
Ennen toimitetun BOND Enzyme Concentrate 2 varjaysta 1:300 laimennuksella
kayttaen toimitettua BOND Enzyme Diluent yhdessa toimitetuista avoimista BOND Open
Containers. Esimerkiksi, varjaa 10 preparaattia valmistamalla 3 ml tydentsyymiliuosta
laimentamalla 10 yl BOND Enzyme Concentrate 2 2990 pl:an BOND Enzyme Diluent. On
suositeltavaa, ettd entsyymi on valmistettu juuri ennen kutakin varjaysta ja ettd kuhunkin
varjaykseen kaytetdan vahintaan 900 pl.

E. Oletus varjaysprotokolla

Leica HER2 FISH System - 30 Test kayttda suositellaan kaytettavaksi alla taulukossa 2
naytetyssa suositellussa oletusvarjaysprotokollassa.

Protokollan tyyppi Protokollan nimi
Varjays *FISH Protocol A
Valmistelu *Dewax

HIER *HIER 25 min with ER1 (97)
Entsyymi *Enzyme 5 for 25 min
Denaturointi *D10

Hybridisaatio *ISH Hybridization (12Hr)

Taulukko 2: Leica HER2 FISH System - 30 Test oletusvérjdysprotolla

F. Toimenpiteen vaiheet
Nama ohjeet on luettava yhdessa BOND-MAX- ja BOND-IIl System kayttdohjekirjan
kanssa. Uutta BOND Universal Covertiles on kaytettédva kunkin preparaatin kanssa.
BOND Universal Covertiles kayttoa, joita on aiemmin kaytetty joko
immunohistokemiallisessa tai in situ -hybridisaatiovarjayksessa, ei ole validoitu tdman
testin kanssa.

1. Varmista BOND-MAX- ja BOND-III System, etta bulkki- ja vaarallisen jatteen astioilla on
riittava tilavuus vaadittavien varjaysten suorittamiseen.

2. Varmista, ettd on riittavasti alkoholia, tislattua tai ionipoistettua vettd, BOND
Dewax Solution, BOND Epitope Retrieval Solution 1 ja BOND Wash Solution
bulkkireagenssiastioissa tarvittavien varjaysten suorittamiseen.

3. Varmista, ettd puhdas BOND Mixing Station on asennettu.

4. Kaynnistda BOND-MAX- ja BOND-III System.
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12.
13.

14.
15.
16.

17.

18.

19.

20.
21.

22.

23.

24,

25.
26.
27.
28.

29.
30.

31.

. Kaynnistd BOND-MAX- ja BOND-III System liitetty PC.
. Avaa BOND Software.
. Skannaa uudella Leica HER2 FISH System - 30 Test pakkauksella reagenssialustan

viivakoodi kadessa pidettavalla skannerilla jarjestelma BOND -reagenssi-inventaariin
(vain yksittainen viivakoodi).

. Valmista BOND Enzyme 5 toimitetussa avoimessa BOND Open Container

laimennussuhteella 1:300. Esimerkiksi, 10 preparaattia varten lisda 10 yl BOND
Enzyme Concentrate 2 2990 pl:an BOND Enzyme Diluent.

. Skannaa toimitetussa avoimessa BOND Open Container ja rekister6i Bond Enzyme 5.
10.
1.

Mene preparaatin asetusnayttéon ja napsauta Lisaa tapaus.

Annaensimmaisentapauksentiedot. Varmista, ettdannostilavuusonasetettuarvoon 150ul ja
valmisteluprotokolla on *Dewax. Napsauta OK.

Tapaus korostettuna preparaatin asetusnaytdssa, napsauta Lisaa preparaatti.

Ensiksi, lisad potilaan testipreparaatit. Varmista, ettd kudostyypiksi on asetettu
Testikudos.

Valitse varjdysmuodoksi Yksittdinen.
Valitse prosessiksi ISH.

Valitse *LSI HER2/CEP17 Dual Probe - 30 Test ilmaisinluettelosta. Protokollat-valilehti
menee oletuksena oikeaan varjaysprotokollaan (*FISH Protocol A), HIER-protokolla
(*HIER 25 min with ER1 (97)), EIER-protokolla (*Enzyme 5 for 25 min), denaturointi
(*D10) ja hybridisaatio (*ISH Hybridization (12 h)).

Toista vaiheet 10 - 16, kunnes potilastestipreparaatit ja valvontapreparaatit (Leica
HER2 FISH -valvontapreparaatit ja/tai talon siséiset valvonnat) on luotu. Tulosta
preparaattietiketit.

Etiketdi preparaatit asianmukaisesti.

Avaa kaikkien Leica HER2 FISH System - 30 Test astioiden kannet ja lataa
reagenssialusta BOND-MAX- ja BOND-III System.

Kayta uutta Covertilea kullekin preparaatille.

Lataa preparaattialusta BOND-MAX- ja BOND-IlII System ja paina Load/Unload
painiketta.

Vahvista, ettd preparaatit on skannattu ja napsauta Run (Play) painiketta Jarjestelman
tila -naytolla suorituksen aloittamiseksi valittdmasti (Leica HER2 FISH System - 30
Test suositellaan, ettd tdma analyysi suoritetaan yon aikana kayttden viivastettya
kaynnistystoimintoa).

Varmista, etta alustan osoitinkentta nayttaa Proc (OK) ja, ettd eranumero ja lopetusaika
naytetaan.

Kun suoritus on valmis, paina Load/Unload painiketta ja poista preparaattialusta
BOND-MAX- ja BOND-III System.

Poista Covertilet ja puhdista preparaatit ionipoistetussa vedessa.
Kuivaa nopeasti kahdessa alkoholissa, ilmakuivaa.
Levita 20 yl DAPI:a suoraan naytteeseen.

Laita paallyslasi paikalleen ja anna liuoksen levitd taysin ja huolehdi kaikkien
ilmakuplien poistosta.

Tiivistd paallyslasin reuna kynsilakalla tai vastaavalla tiivisteaineella.

Laita preparaatit pimeadn signaalin kehittymistd varten ennen katselua
fluoresenssimikroskoopilla.

Sailyta signaalin intensiteetti sailyttdmalla varjatyt preparaatit -20 °C:n lampétilassa.

G. Preparaatin sailytys

Sailyta varjatyt preparaatit -20 °C:n lampdétilassa pimedssa. Anna preparaattien saavuttaa
huonelampétila ennen katselua sen jalkeen kun preparaatit on poistettu -20 °C:n lampétilasta.
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Signaalin arviointi ja laskenta

Signaalin laadun ja laskennan arvioimiseksi HER2- ja CEP17-signaalit noudattavat alla olevaa
prosessia:

1. Preparaatin laadun arviointi

Evaluoi preparaatin laatu kayttden seuraavia kriteereita:
1. Arvioi m P . lin ing I

g tti: Signaalien tulisi olla kirkkaita ja
helppoja evaluoida. Signaalien tulisi olla joko kirkkaita, kompaktin ovaalin
muotoisia tai nauhamaisia, hajonneen ovaalin muotoisia.

preparaatin laatu

- limaisin Signaalin

A 4

intensiteetti . " - . .
» Tausta: Taustan tulisi olla suhteellisen vapaa fluoresenssihiukkasista ja

- Tausta nakya tummana tai mustana.

Katso lisétietoja vianmaaritysoppaasta (Taulukko 6), jos ylla olevat
ominaisuudet ovat epatyydyttavia, ja toista analyysi tarvittaessa.

2. Kohdesignaalien tunnistus

Varmista, etta analyysissa kaytetaan oikeita suodattimia:

* Kudoskatsaus: Hybridisaatiosignaalit tulisi laskea vain invasiivisissa
2. Tunnista tuumorisoluissa. Tuumorisolut voidaan yleensa erottaa normaaleista
ohdesignaalit soluista koon perusteella: yleensd ne ovat suurempia kuin normaalit
solut, lymfosyytit ja epiteeliset solut. Tunnista ja valitse kohdealueet
H- ja E-varjayksella ja merkitse ndma alueet kansilasiin, kun FISH-analyysi
on suoritettu.

v

- Kudoskatsaus

- Fokuksen syvyys

Fokuksen syvyys: Saada fokuksen syvyys polttopistetason syvyyden
madarittamiseksi ja tutustu kohdesignaalien muotoon ja kokoon seka
kohinaan (roskat).

3. Tumakkeen sopivuus

Katso hybridisoitua aluetta 20X objektiivilla:

« Tt kk linta: Paikallista mielenkiinnon kohdealue (tuumorisolut H-
ja E-varjayksen identifioimina). Valta alueita, joissa tumakkeen reunat ovat
epaselvat tai solut ovat nekroottisia.

3. Tumakkeen

p

A 4

- Tumakkeen valinta

« Lisaksi tulisi valttaa intensiteetiltdan heikkoja signaaleita, runsaskohinaista
taustaa tai riittaméatonta vastavarjaysta tumakkeen rajojen maarittamiseksi.
Vain tumakkeet, joiden signaalit ovat diskreetteja, tulisi laskea.

4. Signaalilaskenta

* Tuumorikatsaus: Skannaa useita tuumorisolualueita 40x objektiivilla
mahdollisen heterogeenisyyden huomioimiseksi. Valtd kohdealueita,
joissa signaalit ovat heikkoja ja valitse alue, jossa on hyva tumakejakauma.

« Laskenta: Aloita analyysi valitun alueen vasemmasta ylakvadrantista,
skannaten vasemmalta oikealle, laske signaalien maara tumakkeen
rajojen sisalla 100x objektiivilla alla ja kuvassa 1 annettujen ohjeiden
mukaisesti.

4. Signaalilaskenta
« Paikallista kaikki tumakkeessa lasna olevat signaalit fokusoimalla ylos ja
alas (Z-akseli).

- Tuumorikatsaus

v

- Laskenta
« Laske kaksi sellaista signaalia yhdeksi signaaliksi, jotka ovat saman

kokoisia ja joiden keskindinen valimatka on korkeintaan signaalin
halkaisijan suuruinen.

« Tumakkeita, joilla ei ole signaaleja tai joilla on vain yhden vérisia signaaleja
ei tulisi laskea mukaan. Laske mukaan vain ne tumakkeet, joissa on
kutakin varia yksi tai useampi FISH-signaali.

« Laske HER2-signaalien ja CEP17 -signaalien maara kullekin tumakkeelle.
Vaihtele oranssin (HER2), vihrean (CEP17), vihred/oranssi- ja DAPI/
vihred/oranssi-suodatinsarjojen valilla tarpeen mukaan.
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Suositeltu menetelma LSI HER2 - CEP17 -suhteen maarittamiseksi
Kéayta seuraavaa menetelmaa LSI HER2 - CEP17 -suhteen maarittamiseksi:

1.

Kirjaa ja maaritéa LS| HER2- ja CEP17-signaalien maara 20 tumakkeessa (ks. kuva 2 Leica
HER2 FISH System - 30 Test pistesivu alla).

. Laske yhteen kaikki LS| HER2 -signaalit. Tamé on laskennan kokonaismaara LSI HER2

-signaaleja, esim. 143.

. Laske yhteen kaikki CEP 17 -signaalit. Tama on laskennan kokonaismaara CEP17 -signaaleja,

esim. 48.

. Laske lopullinen tulos seuraavalla laskennalla:

LSl HER2 -signaalien kokonaismaara jaettuna CEP17 -signaalien kokonaismaaralla,
esim. 143/48 antaa suhteeksi 2,98, joka on positiivinen HER2-amplifikaatiolle.

Tarked huomautus: Jos LSI HER2 / CEP17 -suhde on rajatapaus (1,80 - 2,20), laske
lisaa 20 tumaketta ja laske suhde uudestaan.

Tulokset tulisi raportoida seuraavasti:

1. Jos suhde on <2, HER2-geeniamplifikaatiota ei havaittu

. Jos suhde on 22, HER2-geeniamplifikaatiota havaittiin

Tarkea huomautus: Rajatapaussuhdetta (1,80 - 2,20) on tulkittava varovaisuudella
ylla kuvatun mukaisesti.
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Leica HER2 FISH System - 30 Test tulkintaopas

Laske 2:na oranssit signaalit ja 1 vihred signaali

Ala laske. Tumakkeita, joilla ei ole signaaleja tai joilla on vain
yhden virisié signaaleja ei tulisi laskea mukaan. Laske mukaan
vain ne tumakkeet, joissa on kutakin vria yksi tai useampi FISH-
signaali.

Laske 1:na oranssi signaali ja 2 vihred signaalia

Laske 3:na oranssit signaalit ja 2 vihrea signaalia

Laske 5:na oranssit signaalit ja 4 vihreaa signaalia. 1 oranssi
signaali on diffuusi ja 1 vihreé signaali on diffuusi

Laske 4:na oranssit signaalit ja 2 vihreaa signaalia. 1 oranssi
signaali on diffuusi. Laske 2 sellaista signaalia yhdeksi
signaaliksi, jotka ovat saman kokoisia ja joiden keskinginen
valimatka on korkeintaan signaalin halkaisijan suuruinen.

Laske 5:na oranssit signaalit ja 3 vihreaa signaalia. 1 oranssi
signaali on diffuusi.

Laske 2:na oranssit signaalit ja 2 vihreaa signaalia. 1 oranssi
signaali ja 1 vihred signaali ovat paallekkaisia

Alié laske. tumakkeet ovat paallekkaisid. On liian vaikeaa
marittas, missa tumakkeessa signaalit sijaitsevat

Laske noin 16:na oranssia signaalia ja 2 vihre& signaalia

Kuva 1: Tulkintaopas

Suomalainen I
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Leica HER2 FISH System - 30 Test Esimerkkipistesivu

20 tumakkeen signaalilaskenta

Tumake nro HER.Z_ I CEP.1 ” I Tumake nro HER.Z_ - CEP.1 ” -
kopiomaara kopiomaara kopiomaara kopiomaara

1 11

2 12

3 13

4 14

5 15

6 16

7 17

8 18

9 19

10 20

Yhteensa Yhteensa

1-10 11-20

HER2 CEP17 :ﬁili/ﬁckiziisuhde

Kokonaispisteet 1-20
Keskimaarin solua kohden

Kuva 2: Esimerkkipistesivu
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Automatisoitu Ariol-menetelma HER2 FISH maaritykseen

Digitaalisen Ariol PathVysion® -pisteytyssovelluksen kayttd tulkinnan apuna validoitiin
riippumattomasti joukolla Leica HER2 FISH System kanssa kaytettavilla naytteilla. Digitaalinen
Ariol PathVysion -pisteytyssovellus on tarkoitettu In Vitro diagnostiseen kayttdén yhdessa Leica
HER2 FISH System kanssa. Leica HER2 FISH System kanssa kaytettyna Ariol PathVysion
-sovellus on kayttokalibroitava kudoskontrollinaytteilla, ei Leica HER2 FISH Control Slides
(TA9123).

Patevan kliinikon on tehtava kaikki diagnostiset paatokset.

Katso lisatiedot Ariol-kayttdohjekirjasta.

Laadunvalvonta

Valvontapreparaattien kaytto

On suositeltavaa, etté Leica HER2 FISH Control Slide on mukana jokaisessa testisuorituksessa
analyysin suorituskyvyn seuraamiseksi ja signaalilaskennan tarkkuuden arvioimiseksi.
Valvontapreparaatteja tulisi kayttda jokaiselle varjayseralle BOND-MAX- ja BOND-III System
ja jokaiselle uudelle reagenssieralle. Lisaksi kayttajat voivat valita oman valvontamateriaalin
kayton.

Arvioi valvontapreparaatin laatu ja suorita signaalilaskenta ohjeiden mukaan, jotka on annettu
Signaalin arviointi ja laskenta -osiossa. Preparaatin laatukriteerit on taytettava ja HER2 /
CEP17 -suhteen tulokset on oltava testin hyvaksyttavien rajojen puitteissa. Katso Leica HER2
FISH Control Slides hyvaksymiskriteerit taulukosta 3.

Solurivi Bond Oracle | HER2- Leica HER2 FISH System - 30 Test
HER2 IHC reseptorikuorma | HER2 / CEP17 -hyvaksymiskriteerit
System | solu*
profiili
SKBr-3 3+ 4,3 x10° HER2-amplifikaatio on havaittu
MDA-MB-453 o4 1.4 x 105 HER2 / CEP17 -geenisuhteen tulisi
olla1,5-25
MDA-MB-175 1+ 6,3 x 10 HER2-amplifikaatiota ei ole havaittu
MDA-MB-231 0 9,3 x 10° HER2-amplifikaatiota ei ole havaittu

*HER2-reseptorikuorman analyysi virtaussytometrialla Taulukko 3: Leica HER2 FISH -valvontapreparaatin tulkinta

Jos analyysivalvonta epaonnistuu, ko. tapauksen FISH-tuloksia ei tulisi raportoida. Jos
valvontapreparaatit eivat tayta preparaatin hyvaksymiskriteereita, Leica HER2 FISH System
- 30 Test on mahdollisesti toiminut epatyydyttavasti. Tassa tapauksessa on suoritettava uusi
testi tuoreilla valvontapreparaateilla ja potilasnaytteilld. Jos tulokset ovat maaritetyn alueen
ulkopuolella, mutta valvontapreparaatit tayttavat laadun hyvaksymiskriteerit, saman preparaatin
toistoseulonta saattaa olla asianmukainen, koska laskentaa ei kenties ole suoritettu oikein.
Hybridisaatiovian yhteydessa katso vianmaaritysopasta (taulukko 6), koskien joko naytetta tai
valvontapreparaatteja.

Kliinisille naytteille, kun hybridisaatiosignaalin tulkinta on vaikeaa ja uutta analysointia varten
ei ole riittavasti naytettd, testi ei ole tietoja antava. Jos soluja ei ole riittdvasti analyysiin, testi ei
ole tietoja antava.

Potilasnaytteita on valvottava normaalien laboratoriokaytantéjen mukaisesti. Signaalin laatu- ja
laskentatulokset on dokumentoitava asianomaiseen raporttilomakkeeseen.
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Rajoitukset

A. Yleiset rajoitukset

FISH-tekniikka edellyttdd erikoiskoulutusta koskien toimenpiteen kaikkia nakokohtia (ml.
asianmukaisten reagenssien valinta, kudos, fiksaatio, kasittely ja preparaatin valmistelu)
ja tulkintaa. Kudoksen varjays riippuu kasittelysta, fiksaatiosta ja kudoksen kasittelysta
ennen varjaysta. Vaara fiksaatio, jaatyminen, sulatus, pesu, kuivaus, ldmmitys, sektiointi
tai kontaminaatio muiden kudosten tai nesteiden kanssa saattaa aiheuttaa morfologisia
artefakteja, tumakkeen hapon heikentymista, taustafluoresenssia tai vaaria negatiivisia tuloksia.
Epayhtenaiset tulokset saattavat johtua variaatioista fiksaatiossa, upotusmenetelmissa tai
luontaisista epasaanndllisyyksistd kudoksessa (21). Liiallinen tai epataydellinen vastavarjays
saattaa myos estaa tulosten oikean tulkinnan.

Ei-spesifisella varjayksella tuloksena sitomattomasta ilmaisimesta on hajonnut, granulaarinen
ulkonaké ja se voidaan havaita joko odotetussa hybridisaatiokohdassa tai etdalla siitd. Kayta
koskemattomia soluja varjaystulosten tulkintaan. Nekroottiset tai degeneroituneet solut voivat
varjaytya ei-spesifisesti (22). Odottamaton FISH-varjaytyminen tai variaatiot varjaytymisessa
saattavat johtua koodausgeenien ilmaisutasojen vaihteluista. Kaikki muutokset odotetussa
varjaytymisessa on tulkittava yhdessa muiden diagnostisten tutkimusten yhteydessa. Patevan
patologin on taydennettavad varjaytymistulkintaa morfologisilla tutkimuksilla ja sopivien
valvontamateriaalien kaytolla ja arvioitava tuloksia ottaen huomioon potilaan kliininen historia ja
kaikki muut mahdolliset diagnostiset testit.

Patevoityneen ja kokeneen patologin on suoritettava analyysi (so. valvontamateriaalien
asianmukaisuuden arviointi) ja varjdytymisen tai sen puuttumisen tulkinta hyvaksytysséa/luvat
omistavassa laboratoriossa. Patologi on kokonaisvastuussa in situ -hybridisaatioanalyysista
ja sen tulkinnasta. Vaarat positiiviset tulokset FISH-testissd saattavat johtua ilmaisimen
ristireaktiivisuudesta muihin tumakehapposekvensseihin ja/tai ei-spesifiseen sitoutumiseen.
Asianmukaisia valvontoja on kaytettdva ja ne on kirjattava. Tuloksissa on otettava huomioon
relevantit tuotteiden viimeiset kayttépaivamaarat.

Teknisia ja tulkinnallisia variaatioita saattaa olla my6s nahtavissa kaytettdessa FISH-testia
solurivista johdetuissa materiaaleissa (23).

B. Tuotespesifiset rajoitukset

Tama tuote ei ole tarkoitettu kaytettdvaksi missdan muussa DNA-pohjaisessa diagnostisessa
analyysissa.

Alad korvaa Leica HER2 FISH System - 30 Test reagensseja milladn muilla joko Leica
Biosystemsin tai muiden valmistajien toimittamilla aineilla. Se mitatéi analyysin. Kayttajan on
validoitava kaikki poikkeamat suositelluista menetelmista.

On suositeltavaa, etta analyysissa kaytetdan vain formaliinipohjaisissa fiksatiiveissa kiinnitettyja
kudoksia. Muun tyyppisen fiksatiivin kayttd voi mitatida analyysin.

Suositellun paksuuden ulkopuolella olevia kudossektiopaksuuksia ei ole validoitu. Muun
paksuisen sektion kayttd voi mitatéida analyysin.

Leica HER2 FISH System - 30 Test kliininen yhtapitavyys Abbott
Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit - Rinta

Tama tutkimus tutki Leica HER2 FISH System - 30 Test sopivuutta kaytettavaksi apuna
Herceptin (trastuzumab) -hoidon maarittdmisessa. Tutkimus oli suunniteltu tutkimaan Leica
HER2 FISH System - 30 Test ja aiemmin hyvaksytyn diagnostisen laitteen, tdman analyysin
"kultaisena standardina" rintarauhaskudokseen pidetyn Abbott Molecular PathVysion HER-2
DNA Probe Kit tulosten yhtapitavyytta. Testauksen hyvaksymiskriteerina oli, ettéd yksipuolisen
luottamusvalin 95 % alaraja on yli 90 % Leica HER2 FISH System - 30 Test ja manuaalisen
Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit valilla, positiivisten (amplifioituneiden)
ja negatiivisten (amplifioitumattomien) formaliini-kiinnitettyjen, parafiiniin upotettujen (FFPE)
invasiivisten rintasydpatapausten valilla.

Tutkimus suoritettin  kolmen paikan Kkliinisten invasiivisten rintakarsinoomanaytteiden
sokkoevaluaationa. Jokaiseen tutkimuspaikkaan toimitettiin arkistoituja formaliini-kiinnitettyja
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parafiiniin upotettuja invasiivisen rintakarsinooman lohkoja, joiden HER2-onkoproteiinitasot
tunnettiin. 300 ndytteen joukko sisaltéden 75, 0/1+ aiemmin karakteroitua IHC-tapausta; 150, 2+
aiemmin karakteroitua IHC-tapausta ja 75, 3+ aiemmin karakteroitua IHC-tapausta valittiin ja
jaettiin tasaisesti kolmen tutkimuskoepaikan kesken.

Kaikki tapaukset varjattiin manuaalisella Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit
valmistajan pakkauksessa olevien kayttdohjeiden mukaisesti. Perakkaiset sektiot kustakin
tapauksesta varjattiin sitten Leica HER2 FISH System - 30 Test [ld8 BOND-MAX- ja BOND-III
System.

Yksi koulutettu havainnoitsija kussakin kolmessa tutkimuskoepaikassa sokkoutti ja pisteytti
satunnaisella tavalla kaikki varjatyt preparaatit. Pisteet tulkittiin negatiiviseksi lasketun HER2
| CEP17 -geenisuhteen ollessa <2,0 ja positiiviseksi lasketun HER2 / CEP17 -geenisuhteen
ollessa 22,0. Tiedot analysoitiin sitten koskien yhtapitavyytta, positiivista varjaysta ja negatiivista
varjaysta.

2 x 2 yhtapitavyystulokset, BOND-MAX System - Rinta

Tiedot ryhmitettiin negatiivisiksi (<2.00) tai positiivisiksi (22.00) 2 x 2 analyysia varten. 300
naytteen havaittu kahden testin yhtapitévyys 2 x 2 analyysissa oli 99,33 % (298/300) (95 %
luottamusvali, 97,61-99,92 %) BOND-MAX System.

Positiivisen tuloksen (herkkyys) tai Leica HER2 FISH System - 30 Test kyky tunnistaa oikein
Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit positiiviset tapaukset (positiivisesti
pisteytettyjen naytteiden prosenttimaara seka Leica HER2 FISH System - 30 Test ssa etta
manuaalisessa Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit kaikista Abbott Molecular
PathVysion HER-2 DNA Probe Kit tapauksista) oli 99,03 % (102/103).

Negatiivisten tulosten prosenttimaara (spesifisyys) tai testin kyky tunnistaa oikein Abbott
Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit negatiiviset tapaukset (negatiivisesti pisteytettyjen
naytteiden prosenttimaara sekd Leica HER2 FISH System - 30 Test ssa ettd Abbott Molecular
PathVysion HER-2 DNA Probe Kit kaikista Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit
negatiivisista tapauksista) oli 99,49 % (196/197). Katso taulukko 4

Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe
Kit
Negatiivinen Positiivinen Yhteensa
(<2,0) (22,0)
Leica HER2 Negatiivinen 196 1 197
FISH System - (<2,0)
*;0 LestMAx Positiivinen 1 102 103
OND- (22,0)
Yhteensa 197 103 300

Kokonaisyhtapitavyys (95 % luottamusvali) = 99,33 % (97,61 — 99,92 %)

Taulukko 4. Leica HER2 FISH System - 30 Test 2 x 2 yhtépitévyys Leica HER2 FISH System - 30 Test BOND-MAX System,
Jjossa Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit rintakudoksen testauksessa. .
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2 x 2 yhtapitavyystulokset, BOND-IIl System - Rinta

Tiedot ryhmitettiin negatiivisiksi (<2.00) tai positiivisiksi (22.00) 2 x 2 analyysia varten. 300
naytteen havaittu kahden testin yhtapitavyys 2 x 2 analyysissa oli 99,67 % (299/300) (95 %
luottamusvali, 98,16-99,99 %) BOND-III System.

HER2 FISH System - 30 -test in kyky tunnistaa oikein Abbott Molecular PathVysion HER-2
DNA Probe Kit positiiviset tapaukset (positiivisesti pisteytettyjen naytteiden prosenttimaara seka
Leica HER2 FISH System - 30 Test ssa ettd manuaalisessa Abbott Molecular PathVysion HER-
2 DNA Probe Kit kaikista Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit tapauksista) oli
99,03 % (102/103).

Negatiivisten tulosten prosenttimaara (spesifisyys) tai testin kyky tunnistaa oikein Abbott
Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit negatiiviset tapaukset (negatiivisesti pisteytettyjen
naytteiden prosenttimaara seka Leica HER2 FISH System - 30 Test ssa etta Abbott Molecular
PathVysion HER-2 DNA Probe Kit kaikista Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit
negatiivisista tapauksista) oli 100 % (197/197). Katso taulukko 5.

Leica Biosystems Leica HER2 FISH System - 30 Test kéayttoohjeet TA9217 EU-FI-CE-Rev_F 20/07/2015

Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe
Kit
Negatiivinen Positiivinen Yhteensa
(<2,0) (22,0)
Leica HER2 Negatiivinen 197 1 198
FISH System - (<2,0)
30 Test Positiivinen 0 102 102
BOND-III (22,0)
Yhteensa 197 103 300

Kokonaisyhtapitavyys (95 % luottamusvali) = 99,67 % (98,16 — 99,99 %)

Taulukko 5. BOND-III System suoritetun Leica HER2 FISH System - 30 Test 2 x 2 yhtapitévyys Abbott Molecular PathVysion
HER-2 DNA Probe Kit rintakudoksen testauksessa.

Yhteenvetona voidaan sanoa tassa tutkimuksessa saatujen tietojen osoittavan, etta Leica HER2
FISH System - 30 Test voidaan kayttda apuna arvioimaan potilaita, joille harkitaan Herceptin
(trastuzumab) -hoitoa, perustuen testin suureen yhtapitavyyteen aiemmin tdhan indikaatioon
hyvaksytyn diagnostiikkatestin, Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit.
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Leica HER2 FISH System - 30 Test -laitteen kliininen yhtapitavyys
Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit -laitteen kanssa -
Mahalaukku

Tutkimuksessa selvitettin HER2 FISH System - 30 Test -tuotteen soveltuvuutta
Herceptin (trastutsumabi) -hoitotulosten maarittdmisen apuvalineena. Tutkimuksen
tarkoituksena oli tutkia konkordanssia Leica HER2 FISH System - 30 Test -tuotteen ja
aikaisemmin hyvaksytyn diagnostisen laitteen, Abbott Molecular PathVysion HER-2
DNA Probe Kit, valilla. Kyseista laitetta pidetaan parhaana mahdollisena standardina
mahalaukun kudoksen testauksessa. Testauksen hyvaksymisperusteena oli, ettd 95
%:n toispuolisen luottamusvalin alaraja on yli 90% Leica HER2 FISH System - 30
Test -tuotteen ja Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit -laitteen valilla
mahan positiivisten (vahvistettujen) ja negatiivisten (ei-vahvistettujen) formaliinilla
fiksoitujen, parafiiniin valettujen (FFPE) adenokarsinoomien (ruokatorven ja
mahalaukun raja-alue mukaan luettuna) valilla.

Tutkimus suoritettiin kliinisten invasiivisten mahalaukun adenokarsinoomanaytteiden
arviointina. Testaus suoritettiin arkistoidulla formaliinilla fiksoiduilla, parafiiniin
valetuilla mahalaukun adenokarsinoomien kudosblokeilla tunnetuilla HER2-geenien
ilmentymistasoilla. Valittin 109 naytteen kohortti, joka koostuu 50 vahvistetusta
tapauksesta ja 59 ei-vahvistetusta tapauksesta.

Kaikki tapaukset varjattiin Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit Assay
-laitteella valmistajan kayttdohjeessa kuvatulla tavalla pakkausselosteen maaritysten
mukaisesti. Perakkaiset kappaleet varjattiin sitten Leica HER2 FISH System - 30 Test
-laitteella BOND-MAX System-automaateilla.

Yksi asiantunteva havainnoitsija arvosteli varjatyt naytelasit satunnaistetulla tavalla.
Tulokset tulkittiin negatiivisiksi, kun laskettu HER2/CEP17-geeniosuus oli <2,0, ja
positiivisiksi, kun HER2/CEP17-geeniosuus oli 22,0. Sen jalkeen data analysoitiin
yhtapitédvyyden, positiivisen varjayksen yhtenevyyden ja negatiivisen varjayksen
yhtenevyyden suhteen.

2x2 yhtapitavyystulokset BOND-MAX System - Mahalaukku

Data ryhmiteltiin negatiiviseksi (<2,00) tai positiiviseksi (=2,00) 2x2-analyysia varten.
109 naytteen havaittu yhtenevyys kahden testin valilla 2x2 analyysissa osoittaa
98,17%:n yhtapitavyyden (107/109) 95 %:n luottamusvalilla 93,53-99,78 % BOND-
MAX System -automaatille.

Positiivisen yhtenevyyden prosenttiluku (herkkyys) ja Leica HER2 FISH System - 30
Test -laitteen kyky tunnistaa oikein Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe
-valineen positiiviset tapaukset (seké Leica HER2 FISH System - 30 Test -laitteen
ettd manuaalisen Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit valineen
positiivisiksi luokittelemien naytteiden prosenttimaara kaikista Abbott Molecular
PathVysion HER-2 DNA Probe Kit -valineen positiivisista tapaukista) oli 96,00 %
(48/50).

Negatiivisen yhtenevyyden prosenttiluku (tarkkuus) ja Leica FISH System Test
-laitteen kyky tunnistaa oikein Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe
-valineen negatiiviset tapaukset (seké Leica HER2 FISH System - 30 Test -laitteen
ettd manuaalisen Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit valineen
negatiivisiksii luokittelemien naytteiden prosenttimaara kaikista Abbott Molecular
PathVysion HER-2 DNA Probe Kit -valineen negatiivisistaa tapauksista) oli 100 %
(59/59). Katso taulukko 6.
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Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe

Kit
Negatiivinen Positiiivinen Yhteensa
(<2.0) (22.0)

Leica HER2 Negatiivinen 59 2 61

FISH System - (<2.0)

30 Test Positiiivinen 0 48 48

BOND-MAX (22.0)

Yhteensa 59 50 109

Kokonaisyhtapitavyys (95% Cl) = 98,17% (93,53-99,78%)

Taulukko 6. Leica HER2 FISH System - 30 Test -vélineen 2x2 yhtéapitavyys BOND-MAX System -automaatissa Abbott

Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit -vélineen kanssa mahalaukun kudoksen testauksessa.

Leica Biosystems Leica HER2 FISH System - 30 Test kéayttoohjeet TA9217 EU-FI-CE-Rev_F 20/07/2015
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Tarkkuustestaus — BOND-MAX System

A. Suorituskohtaisen tarkkuuden tutkimus
Suorituskohtaisen tarkkuuden tutkimus suoritettin satunnais- ja sokkotutkimuksena.
Leica HER2 FISH System - 30 Test suorituskohtainen tarkkuus evaluoitiin yhdessa
tutkimuskohteessa 540:11a aiemmin HER2-karakteroidulla TMA-naytteella sisaltaen formaliini-
kiinnitettyja, parafiiniin upotettuja rintasyopatapauksia. TMA:den kayttd suorituskohtaisen
tarkkuuden maarittdmiseksi mahdollisti suuremman maaran tapauksia kattaen laajan HER2-
ilmaisualueen yhdella suorituksella yhdessa instrumentissa.
Suorituskohtaisen tarkkuuden tutkimuksessa varjattyjen preparaattien laskennassa
evaluoitiin 532/540 tapausta. Tulokset osoittivat 98,52 % kokonaisyhtapitavyytta (alempi 95
% luottamusvali, 97,10 %).

B. Instrumenttikohtaisen tarkkuuden tutkimus

Instrumenttikohtaisen tarkkuuden tutkimus suoritettiin satunnais- ja sokkotutkimuksena.
Leica HER2 FISH System - 30 Test instrumenttikohtainen tarkkuus evaluoitiin yhdessa
tutkimuskohteessa 1620:lla aiemmin HER2-karakteroidulla TMA-naytteellda sisaltaen
formaliini-kiinnitettyja, parafiiniin  upotettuja rintasyopatapauksia. TMA:den kayttd
instrumenttikohtaisen tarkkuuden maarittamiseksi mahdollisti suuremman maaran tapauksia
kattaen laajan HER2-ilmaisualueen usealla suorituksella yhdessa instrumentissa.
Instrumenttikohtaisen tarkkuuden tutkimuksessa varjattyjen preparaattien laskennassa
evaluoitiin 1620/1620 tapausta. Tulokset osoittivat 100 % kokonaisyhtapitavyytta (alempi 95
% luottamusvali 99,82 %:sta).

C. Suoritusten vilisen tarkkuuden tutkimus

Suoritusten valisen tarkkuuden tutkimus suoritettiin satunnais- ja sokkotutkimuksena.
Leica HER2 FISH System - 30 Test suoritusten valinen tarkkuus evaluoitiin yhdessa
tutkimuskohteessa 900:lla aiemmin HER2-karakteroidulla TMA-naytteellda sisaltaen
formaliini-kiinnitettyja, parafiiniin upotettuja rintasyopatapauksia. TMA:den kayttd suoritusten
valisen paivasta toiseen tarkkuuden maarittamiseksi mahdollisti suuremman maaran
tapauksia kattaen laajan HER2-ilmaisualueen testattavaksi eri suorituskerroilla eri paivina.
Suoritusten valisen tarkkuuden tutkimuksessa varjattyjen preparaattien laskennassa
evaluoitiin 894/900 tapausta. Tulokset osoittivat 99,33 % kokonaisyhtépitavyytta (alempi 95
% luottamusvali 98,55 %:sta).

D. Laboratorioiden vilisen tarkkuuden tutkimus

Laboratorioiden valisen tarkkuuden tutkimus suoritettiin satunnais- ja sokkotutkimuksena.
Leica HER2 FISH System - 30 Test laboratorioiden vélinen tarkkuus evaluoitiin yhdessa
tutkimuskohteessa 513:sta aiemmin HER2-karakteroidulla TMA-naytteella sisaltaen
formaliini-kiinnitettyja, parafiiniin  upotettuja rintasyopatapauksia. TMA:den kayttd
laboratorioiden vélisen tarkkuuden maarittdmiseksi mahdollisti suuremman maaran
tapauksia kattaen laajan HER2-ilmaisualueen testattavaksi suorituskertojen valilla useilla
instrumenteilla.

Laboratorioiden valisen tarkkuuden tutkimuksessa varjattyjen preparaattien laskennassa
evaluoitiin 510/513 tapausta. Tulokset osoittivat 99,42 % kokonaisyhtapitavyytta (alempi 95
% luottamusvali 98,30 %:sta).

E. Havainnoitsijoiden valisen tarkkuuden tutkimus

Havainnoitsijoiden valisen tarkkuuden tutkimus suoritettiin satunnais- ja sokkotutkimuksena.
Havainnoitsijoiden valisen Leica HER2 FISH System - 30 Test toistettavuus evaluoitiin
kolmessa tutkimuskohteessa. Kussakin tutkimuspaikassa kaytettin yhtd kokenutta
havainnoitsijaa. Kahdeksaatoista kokosektio rintasyopatapausta kaytettiin havainnoitsijoiden
valiseen tarkkuuteen heijastaen kliinisessa asetuksessa kaytettyja naytetyyppeja.
Havainnoitsijoiden valisen tarkkuuden tutkimuksessa varjattyjen preparaattien laskennassa
evaluoitiin 53/54 tapausta. Tulokset osoittivat 98,15 % kokonaisyhtépitavyytta (alempi 95 %
luottamusvali 90,11 %:sta).

Sivu 19 ja 26 Leica Biosystems Leica HER2 FISH System - 30 Test kayttéohjeet TA9217 EU-FI-CE-Rev_F 20/07/2015



F. Erien vélisen tarkkuuden tutkimus

Erien valisen tarkkuuden tutkimus suoritettiin satunnais- ja sokkotutkimuksena. Erien
valinen tarkkuus maaritettiin kolmella erikseen valmistetulla erélld Leica HER2 FISH
System - 30 Test. Valmistus tapahtui hyvan valmistustavan (GMP) mukaisesti. Kukin era
testattiin yhdessa tutkimuspaikassa 540:1l& aiemmin HER2-karakteroidulla TMA-naytteella
sisaltden formaliini-kiinnitettyja, parafiiniin upotettuja rintasyopatapauksia. TMA:den kayttd
erien valisen tarkkuuden maarittamiseksi mahdollisti suuremman maaran tapauksia kattaen
laajan HER2-ilmaisualueen testattavaksi erien valilla.

Erien valisen tarkkuuden tutkimuksessa varjattyjen preparaattien laskennassa evaluoitiin
534/540 tapausta. Tulokset osoittivat 98,89 % kokonaisyhtépitavyytta (alempi 95 %
luottamusvali 97,60 %:sta).

Tarkkuustestaus — BOND-IIl System

G. Suorituskohtaisen tarkkuuden tutkimus

Suorituskohtaisen tarkkuuden tutkimus suoritettin satunnais- ja sokkotutkimuksena.
Leica HER2 FISH System - 30 Test suorituskohtainen tarkkuus evaluoitiin yhdessa
tutkimuskohteessa 540:11a aiemmin HER2-karakteroidulla TMA-naytteella sisaltden formaliini-
kiinnitettyja, parafiiniin upotettuja rintasyopatapauksia. TMA:den kayttd suorituskohtaisen
tarkkuuden maarittamiseksi mahdollisti suuremman maaran tapauksia kattaen laajan HER2-
iimaisualueen yhdella suorituksella yhdessa instrumentissa.

Suorituskohtaisen tarkkuuden tutkimuksessa varjattyjen preparaattien laskennassa
evaluoitiin 540/540 tapausta. Tulokset osoittivat 100 % kokonaisyhtapitavyytta (alempi 95 %
luottamusvali 99,45 %:sta).

H. Instrumenttikohtaisen tarkkuuden tutkimus

Instrumenttikohtaisen tarkkuuden tutkimus suoritettiin satunnais- ja sokkotutkimuksena.
Leica HER2 FISH System - 30 Test instrumenttikohtainen tarkkuus evaluoitiin yhdessa
tutkimuskohteessa 1620:11& aiemmin HER2-karakteroidulla TMA-naytteelld sisaltden
formaliini-kiinnitettyja, parafiiniin  upotettuja rintasyopatapauksia. TMA:den kaytto
instrumenttikohtaisen tarkkuuden maarittamiseksi mahdollisti suuremman méaaran tapauksia
kattaen laajan HER2-ilmaisualueen useilla suorituksilla yhdessa instrumentissa.
Suorituskohtaisen tarkkuuden tutkimuksessa varjattyjen preparaattien laskennassa
evaluoitiin 1620/1620 tapausta. Tulokset osoittivat 100 % kokonaisyhtapitavyytta (alempi 95
% luottamusvali 99,82 %:sta).

I. Suoritusten viélisen tarkkuuden tutkimus

Suoritusten valisen tarkkuuden tutkimus suoritettiin satunnais- ja sokkotutkimuksena.
Leica HER2 FISH System - 30 Test suoritusten valinen tarkkuus evaluoitiin yhdessa
tutkimuskohteessa 900:lla aiemmin HER2-karakteroidulla TMA-naytteella sisaltaen
formaliini-kiinnitettyja, parafiiniin upotettuja rintasydpatapauksia. TMA:den kaytto suoritusten
véalisen paivasta toiseen tarkkuuden maarittamiseksi mahdollisti suuremman maaran
tapauksia kattaen laajan HER2-ilmaisualueen testattavaksi eri suorituskerroilla eri paivina.
Suoritusten valisen tarkkuuden tutkimuksessa varjattyjen preparaattien laskennassa
evaluoitiin 891/900 tapausta. Tulokset osoittivat 99,00 % kokonaisyhtapitavyytta (alempi 95
% luottamusvali 98,11 %:sta).

J. Laboratorioiden vilisen tarkkuuden tutkimus

Laboratorioiden valisen tarkkuuden tutkimus suoritettiin satunnais- ja sokkotutkimuksena.
Leica HER2 FISH System - 30 Test laboratorioiden vélinen tarkkuus evaluoitiin yhdessa
tutkimuskohteessa 513:sta aiemmin HER2-karakteroidulla TMA-naytteella sisaltaen
formaliini-kiinnitettyja, parafiiniin  upotettuja rintasyopatapauksia. TMA:den kayttd
laboratorioiden valisen tarkkuuden maarittdmiseksi mahdollisti suuremman maaran
tapauksia kattaen laajan HER2-iimaisualueen testattavaksi suorituskertojen valilla useilla
instrumenteilla.

Laboratorioiden valisen tarkkuuden tutkimuksessa varjattyjen preparaattien laskennassa
evaluoitiin 511/513 tapausta. Tulokset osoittivat 99,61 % kokonaisyhtapitavyytta (alempi 95
% luottamusvali 98,60 %:sta).
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K. Havainnoitsijoiden valisen tarkkuuden tutkimus

Havainnoitsijoiden valisen tarkkuuden tutkimus suoritettiin satunnais- ja sokkotutkimuksena.
Leica HER2 FISH System - 30 Test havainnoitsijoiden valinen toistettavuus evaluoitiin kolmen
tutkimuspaikan valilla. Kussakin tutkimuspaikassa kaytettiin yhté kokenutta havainnoitsijaa.
Kahdeksaatoista kokosektio rintasydpatapausta kaytettin havainnoitsijoiden valiseen
tarkkuuteen heijastaen kliinisessa asetuksessa kaytettyja naytetyyppeja.

Havainnoitsijoiden valisen tarkkuuden tutkimuksessa varjattyjen preparaattien laskennassa
evaluoitiin 53/54 tapausta. Tulokset osoittivat 98,15 % kokonaisyhtapitavyytta (alempi 95 %
luottamusvali, 90,11 %:sta).

L. Erien valisen tarkkuuden tutkimus

Erien valisen tarkkuuden tutkimus suoritettiin satunnais- ja sokkotutkimuksena. Erien
valinen tarkkuus maaritettiin kolmella erikseen valmistetulla erélld Leica HER2 FISH
System - 30 Test. Valmistus tapahtui hyvan valmistustavan (GMP) mukaisesti. Kukin era
testattiin yhdessa tutkimuspaikassa 540:11a aiemmin HER2-karakteroidulla TMA-naytteella
sisaltden formaliini-kiinnitettyja, parafiiniin upotettuja rintasyopatapauksia. TMA:den kayttod
erien valisen tarkkuuden maarittamiseksi mahdollisti suuremman maaran tapauksia kattaen
laajan HER2-ilmaisualueen testattavaksi erien valilla.

Erien valisen tarkkuuden tutkimuksessa varjattyjen preparaattien laskennassa evaluoitiin
540/540 tapausta. Tulokset osoittivat 100 % kokonaisyhtapitéavyyttd (alempi 95 %
luottamusvali 99,45 %:sta).

Analyysin luotettavuus

Luotettavuustutkimukset suoritettin BOND-MAX- ja BOND-III-System
analyysitoleranssialueen maarittdmiseksi lammon takaisinsaantiajalle ja Iampdtilalle;
entsyymin takaisinsaantiajalle, Iampdtilalle ja pitoisuudelle; denaturointiajalle ja

lampoétilalle; hybridisaatioajalle ja lampétilalle ja huolelliselle pesuajalle ja lampétilalle.

Luotettavuustutkimukset, kayttaden oletuksena BOND-MAX- ja BOND-III-System protokollaa,

suoritettiin myés FDA/ORA-opasasiakirjoissa ORA LAB5.3 Rev1.7 maaritettyjen lampdtila- ja

kosteusrajojen ulkopuolella.

» Mitaan eroa ei havaittu amplifikaatiotilassa, kun oletuslampétilaa nostettiin tai laskettiin
jokaiselle lampdriippuvaiselle vaiheelle 4 °C oletukseen verrattuna. Leica HER2 FISH
System - 30 Test protokolla Korkeimmat laatuluokitukset havaittiin oletuslampétiloissa ja
naita lampatiloja suositellaan.

» Mitédan eroa ei havaittu amplifikaatiotilassa, kun lammon aiheuttamaa epitoopin takaisinsaantia
(HIER) suoritettiin 20 minuuttia ja 30 minuuttia 97 °C:n lampétilassa BOND ER1 -liuoksella
verrattuna Leica HER2 FISH System - 30 Test protokollaan. Korkeimmat laatuluokitukset
havaittiin 25 minuutin oletusajalla ja taté inkubaatioaikaa suositellaan.

* Mitdadn eroa ei havaittu amplifikaatiotilassa, kun entsyymin aiheuttamaa epitoopin
takaisinsaantia (EIER) suoritettiin 15 minuuttia ja 35 minuuttia 37 °C:n lampétilassa verrattuna
oletus Leica HER2 FISH System - 30 Test protokollaan. Korkeimmat laatuluokitukset
havaittiin 25 minuutin oletusajalla ja tata inkubaatioaikaa suositellaan.

* Mitdan eroa ei havaittu amplifikaatiotilassa, kun entsyymin aiheuttamaa epitoopin
takaisinsaannin  (EIER) entsyymikonsentraatiota suoritettin  entsyymikonsentraatilla/
entsyymilaimennussuhteilla 1:200 ja 1:500 kayttden Leica HER2 FISH System - 30 Test
-oletustestiprotokollaa. Korkeimmat laatuluokitukset havaittiin oletuskonsentraatiolla 1:300 ja
tata laimennusta suositellaan.

* Mitdan eroa ei havaittu amplifikaatiotilassa, kun denaturointia suoritettin 5 minuuttia
ja 15 minuuttia verrattuna Leica HER2 FISH System - 30 Test protokollaan. Korkeimmat
laatuluokitukset havaittiin 10 minuutin oletusajalla ja tatd denaturointiaikaa suositellaan.

» Mitaan eroa ei havaittu amplifikaatiotilassa, kun hybridisaatiota suoritettiin 9 tuntia ja 15 tuntia
verrattuna Leica HER2 FISH System - 30 Test protokollaan. Korkeimmat laatuluokitukset
havaittiin 12 tunnin oletusajalla ja taté hybridisaatioaikaa suositellaan.
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» Mitaan eroa ei havaittu amplifikaatiotilassa, kun hybridisaation jalkeistd pesua suoritettiin 2,
5 ja 7 minuuttia verrattuna Leica HER2 FISH System - 30 Test protokollaan. Korkeimmat
laatuluokitukset havaittiin 4 minuutin oletusajalla ja tatd hybridisaation jalkeistd pesuaikaa
suositellaan.

» Mitaan eroa ei havaittu amplifikaatiotilassa, kun Leica HER2 FISH System - 30 Test suoritettiin
28 °C:n lampdtilassa ja 30 % suhteellisessa kosteudessa ja 16 °C:n lampétilassa ja 80 %
suhteellisessa kosteudessa verrattuna Leica HER2 FISH System - 30 Test protokollaan
suoritettuna ymparistdolosuhteissa.

Testatun analyysin luotettavuuden suositeltujen parametrien ulkopuolella suoritettuja toimintoja
ei ole validoitu. Mink& tahansa muun testausparametrin kaytté voi mitatéida analyysin.

Ylla oleva teksti kuvaa testatut olosuhteet ja tutkimuksen tulokset. Huomaa, ettd Leica ei
testannut kaikkia mahdollisia olosuhdeyhdistelmid, eiké suosittele oletuksista poikkeavien
alueiden kayttoa. Oletus Leica HER2 FISH -varjaysprotokolla on esitetty taulukossa 2.
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Vianmaaritys

Ongelma Todennakdinen syy Korjaustoimenpide
Ei ollenkaan Vaara fiksaatio tai Varmista, ettad formaliinipohjaista fiksatiivia
tai huono testindytteen kasittely kdytetdan ja ettd kasittelyaikataulut ovat

fluoresenssisignaali/
varjaytyminen

sopivia testattavalle ndytteelle.

Leica HER2 FISH System - 30
Test kdytetddn viimeisen
kayttopdivamaaran jalkeen

Varmista, etta kaytetty Leica HER2 FISH
System - 30 Test on ennen viimeista
kayttopdivamadraa ajan puitteissa.

Vaara protokollavalinta

Varmista asianmukainen oletus *FISH
Protocol A Lisda preparaatti -dialogin
vdrjaysprotokollakentdssa.

Vaaria bulkkireagensseja
levitetty

Varmista, ettd kaikki BOND -reagenssit on
allokoitu asianmukaisiin bulkkiastioihin
ja asetettu asianmukaisiin paikkoihin
instrumentissa.

Riittamaton preparaattien
parafiinin poisto

Varmista, ettd *Dewax -muoto on valittu
Lisaa preparaatti -dialogin Valmistelu-
kentdssa.

Vaara esikasittely

Varmista, ettd oletusesikasittelyprotokollat
(HIER ja Entsymaattinen pilkkominen)

on valittu. Saada esikasittelyprotokollaa
(HIER tai entsymaattinen pilkkominen)
tarvittaessa.

Riittdmaton denaturointi

Varmista asianmukainen oletus
denaturointi *D10 on valittu.

Riittamaton hybridisaatio

Varmista asianmukainen oletus
hybridisaatio *H12 on valittu. Jatka
hybridisaatioaikaa tarvittaessa.

Liiallinen hybridisaation
jalkeinen pesu

Véhennd hybridisaation jélkeisen pesun
inkubaatioaikaa.

Keskeyta suoritus ennen sen
valmistumista.

Vahvista BOND Software kayttaen kaikki
raportoitavissa olevat virheet varjayksen
suorituksen aikana ja suorita BOND
Software esittamat toimenpiteet.

Vaara
fluoresenssimikroskopialaite
. Vaara suodatinsarja

. Vaara lamppu

. Vanhentunut lamppu
. Vaara oljytyyppi

Varmista, etta kaikki kaytetyt
fluoresenssimikroskopialaitteet ovat
asianmukaisia suoritettavalla analyysille,
vahvista:

. asianmukainen suodatinsarja
. asianmukainen lamppu
. hyva lampun voimakkuus

. asianmukainen 6ljy
oljyupotusmikroskopiassa.

Liika altistuminen UV-valolle
(valokuvavalkaisu)

Séilytd preparaatit ennen arviointia ja sen
jalkeen pimeassa fluoresenssisignaalien
sailyttamiseksi. Signaalin yllapitamiseksi
pitkan aikaa sailyta preparaatit —20 °C
lampatilassa.
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Ongelma

Todennakoinen syy

Korjaustoimenpide

Ei-spesifinen taustan
luoresenssisignaali/
varjays

Riittdmaton hybridisaation
jalkeinen pesu

Lisaa hybridisaation jalkeisen pesun
inkubaation aikaa.

Vaaria bulkkireagensseja
levitetty

Varmista, ettd kaikki BOND -reagenssit on
allokoitu asianmukaisiin bulkkiastioihin
ja asetettu asianmukaisiin paikkoihin
instrumentissa.

Riittamaton preparaattien
parafiinin poisto

Varmista, ettd parafiinin poisto (Dewax)
on valittu Lisda preparaatti -dialogin
Valmistelu-kentassa.

Ei-spesifinen ristireaktio
kudosnekroosialueiden
kanssa.

Varmista, ettd formaliinipohjaista fiksatiivia
kaytetdan ja etta kasittelyaikataulut

ovat sopivia testattavalle naytteelle. Jos
mahdollista, testaa uudelleen kdyttaen
toista lohkoa. Jos tdama ei ole mahdollista,
arvioi yhdessa vastaavan H- ja E-varjatyn
sektion yhteydessa ja valitse alueita, jotka
ndyttavét parhaat fiksaatiokuviot.

Preparaatteihin
kiinnitetyt sektiot
kayttaen vaihtoehtoisia
kiinnitysaineita

Kéyta BOND Plus Slides (521.2113).

Kudosmorfologian
huono sdilytys

Riittamaton kudosfiksaatio ja
kasittely

Varmista, ettd formaliinipohjaista fiksatiivia
kaytetddn ja ettd kasittelyaikataulut

ovat sopivia testattavalle ndytteelle. Jos
mahdollista, testaa uudelleen kayttaen
toista lohkoa. Jos tama ei ole mahdollista,
arvioi yhdessa vastaavan H- ja E-varjatyn
sektion yhteydessa ja valitse alueita, jotka
ndyttdvat parhaat fiksaatiokuviot.

Vaara esikasittely

Saada esikasittelyprotokollaa (HIER tai
entsymaattinen pilkkominen).

Kudos irronnut
potilaasta/
valvontapreparaat(e)
ista

Vadrien preparaattityyppien
kaytto tai riittamaton sektion
tyhjennys

Varmista, ettd asianmukaisia preparaatteja
kaytetadn potilas-/valvontasektioihin
(esim. BOND Plus Slides S21.2113).
Varmista, ettd preparaatit saavat riittdvan
tyhjennyksen ja etta niitd inkuboidaan 1
tunti 60 °C lampétilassa.

Taulukko 7. Leica HER2 FISH System - 30 Test vianma&éritysopas

Jos jokin Leica HER2 FISH System - 30 Test in liittyvd ongelma on vianmaaritysoppaan
kattamien aiheiden ulkopuolella, ota yhteys paikallisen Leica Biosystems -yhtion teknisten
palvelujen osastoon tai jakelijaan apua varten.
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Lisenssisopimus

Tama tuote sisaltaa Abbott Molecular Inc.:in toimittamia PathVysion FISH -ilmaisimia.
PathVysion, LS| ja CEP ovat Abbott Molecular Inc.:in tavaramerkkeja. Kaikki oikeudet
pidatetaan. Kaytetaan lisenssilla.

Muutokset edelliseen julkaisuun

Mahalaukun data lisasi.

Julkaisupaivamaara
20 heinakuu 2015
Symbolitunniste
Lot Erdkoodi X Sailytys Tuoteluettelonumero
In vitro
v diagnostinen
A.IA.g . . Valmistaja SN Sarjanumero
ladketieteellinen
laite
Sisiltas riittivisti Kaytettava
[:E] Katso kayttoohje W telssieii?r:“ avasti g viimeistaan
VVVV-KK-PP

Herceptin on Genentech Inc.:inja F. Hoffmann-La Roche Ltd.:n tavaramerkki.
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