HER2 IQFISH pharmDx
Nr kat. K5731

Wydanie 4.

HERZ2 IQFISH pharmDx jest bezposrednim testem hybrydyzacji fluorescencyjnej in situ (FISH),
stuzgcym do ilodciowego oznaczania amplifikacji genu HER2 w utrwalonych w formalinie i
zatopionych w parafinie skrawkach tkanek raka sutka i preparatéow od pacjentéw z
gruczolakorakiem zotgdka obejmujgcym potgczenie zotgdkowo-przetykowe.

Test jest przeznaczony do uzycia wraz z testem HercepTest™ do oceny pacjentéw, u ktérych
rozwaza sie zastosowanie leczenia preparatem Herceptin™.

Zestaw zawiera odczynniki wystarczajgce do wykonania 20 badah.
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Przeznaczenie
Do badan diagnostycznych in vitro.

HERZ2 IQFISH pharmDx jest bezposrednim testem hybrydyzacji fluorescencyjnej in situ (FISH)
stuzgcym do ilosciowego oznaczania amplifikacji genu HER2 w utrwalonych w formalinie i
zatopionych w parafinie skrawkach tkanek raka sutka i preparatow od pacjentéw z
gruczolakorakiem zotgdka obejmujgcym potgczenie zotgdkowo-przetykowe.

HERZ2 1QFISH pharmDx jest przeznaczony do dodatkowej oceny pacjentow, u ktérych rozwaza
sie zastosowanie leczenia preparatem Herceptin™ (trastuzumabem) (zob. ulotka dotgczona do
opakowania leku Herceptin™).

Wyniki testu HER2 IQFISH pharmDx stanowig uzupetnienie informaciji klinicznych i wynikéw
laboratoryjnych, na podstawie ktérych dokonuje sie obecnie oceny rokowan pacjentow chorych
na raka sutka w Il stopniu zaawansowania z przerzutami do weztéw chtonnych.

Gruczolakorak zotgdka, w tym potgczenia zotgdkowo-przetykowego, jest w tym dokumencie
nazywany rakiem zotgdka.

Szczegotowe informacje o zastosowaniu przy raku sutka na stronach 5-32.
Szczegodtowe informacje o zastosowaniu przy raku zotgdka na stronach 33-60.

Wazne: Nalezy zwrécié uwage na roznice pomiedzy tkanka nowotworu sutka i zotgdka,
zwlaszcza przy interpretacji wyniku barwienia.
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Rak sutka

Streszczenie i wyjasnienia - sutek

Ludzki gen HERZ2 (znany réwniez jako ERBBZ2 lub NEU) jest zlokalizowany na chromosomie 17 i
koduje biatko HER2 lub p185HER2, Biatko HER2 jest receptorem membranowym kinazy
tyrozynowej, wykazujgcym podobienstwo do receptora naskérkowego czynnika wzrostu (EGFR
lub HER1) (1-2). Gen HER2 wystepuje w 2 kopiach we wszystkich prawidtowych komdérkach
diploidalnych.

U pewnego odsetka chorych na raka sutka, gen HERZ2 ulega amplifikacji w procesie ztosliwej
transformaciji i rozrostu guza (3-8). Amplifikacja genu HERZ2 z reguly prowadzi do nadekspresji
biatka HER2 na powierzchni komorek raka sutka (9).

W 25-30% przypadkow raka sutka wykazano amplifikacje genu HERZ i/lub nadekspresje
kodowanego przez ten gen biatka. Ta regulacja w gére wigze sie ze ztym rokowaniem,
zwiekszonym ryzykiem nawrotu i krotszym przezyciem. Wyniki kilku badan wskazujg, iz poziom
HER2 koreluje z wrazliwoécig lub opornoscig nowotworu na okreslone rodzaje chemioterapii (10).

Wykazanie wysokiego poziomu nadekspres;ji biatka HER2 lub amplifikacji genu HER2 ma
zasadnicze znaczenie dla rozpoczecia leczenia preparatem Herceptin™, bedacym
monoklonalnym przeciwciatem dla biatka HER2. Wyniki badan klinicznych wykazuja, iz pacjenci
chorzy na raka o wysokim poziomie nadekspresiji biatka HER2 i/lub amplifikacji genu HER?2
odnosza najwiecej korzysci z leczenia preparatem Herceptin™ (11).

Zasada testu - sutek

HERZ2 1QFISH pharmDx zawiera wszystkie odczynniki niezbedne do wykonania testu FISH z
uzyciem utrwalonych w formalinie i zatopionych w parafinie probek skrawkow tkanek.

Po deparafinizaciji i rehydratacji, podgrzewaniu probek przez 10 minut w roztworze do obrobki
wstepnej a nastepnie proteolitycznym nadtrawieniu z uzyciem PepsinAfter, ogrzaniu i obrobce
wstepnej, zestaw zawiera nietoksyczng, gotowg mieszanke sond IQISH Probe Mix
wyprodukowang w oparciu o technologie PNA (peptydowego kwasu nukleinowego) (12) oraz
DNA. Probe Mix skfada sie z mieszaniny znakowanych czerwienig teksanskg sond DNA,
obejmujgcych region dtugosci 218 kb, zawierajgcy gen HER2 na chromosomie 17 oraz
mieszaniny znakowanych fluoresceing sond PNA, skierowanych przeciwko obszarowi
centromeru chromosomu 17 (CEN-17). W wyniku swoistej hybrydyzacji z obszarami docelowymi
uzyskuje sie wyrazny czerwony sygnat fluorescencyjny dla kazdego locus genu HERZ2 oraz
wyrazny zielony sygnat fluorescencyjny dla kazdego centromeru chromosomu 17. Po bardzo
doktadnym przeptukaniu probki osadza sie na szkietku przy uzyciu Fluorescencyjnego $rodka do
zatapiania, zawierajgcego DAPI, a nastepnie przykrywa szkietkiem nakrywkowym. Przy uzyciu
mikroskopu fluorescencyjnego, wyposazonego w odpowiednie filtry (patrz Zatgcznik 3), ustala sie
potozenie komorek nowotworowych oraz zlicza sygnaty czerwone (HERZ2) i zielone (CEN-17).
Nastepnie oblicza sie wskaznik HER2/CEN-17. Zdrowe komorki w analizowanym skrawku tkanki
spetniajg role wewnetrznej kontroli dodatniej skutecznosci preparowania oraz hybrydyzacji
prébki. Szczegétowe informacje przedstawiono w rozdziale ,Interpretacja odczynu”.

W celu odbycia interakcyjnego szkolenia internetowego, prosimy skorzysta¢ z programu HER2
IQFISH pharmDx, przeznaczonego dla technikéw laboratoryjnych, patologéw i naukowcow, ktéry
przekazuje doktadne, szybko przyswajalne informacje, pozwalajgce uzyskiwaé z zestawem
HERZ2 1QFISH pharmDx optymalne wyniki:

www.dako.com
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Rak sutka

Odczynniki - sutek

Dostarczane materiaty

Wymienione ponizej materiaty wystarczajg do wykonania 20 badanh (pojedyncze badanie definiuje
sie dla pojedynczego obszaru docelowego o rozmiarach 22 mm x 22 mm). Liczbe testéw okreslono
przy zatozeniu zuzycia roztworéw na badanie 250 L na preparat z fiolki A2 (5-8 kropli), 10 yL na
preparat z fiolki 3 oraz 15 L na preparat z fiolki 5). Roztwory w fiolce 3 i w fiolce 5 sg lepkie i
powinny by¢ krotko odwirowywanie w mikrowiréwce aby zebra¢ caty uzyty odczynnik.

Zestaw zawiera ilos¢ materiatu wystarczajgca na 10 indywidualnych serii barwienia (cztery
oddzielne serie, w razie stosowania metody z zanurzaniem w pepsynie).HER2 IQFISH pharmDx
jest dostarczany w suchym lodzie. Obecnos$¢ suchego lodu przy odbiorze stanowi
gwarancje, iz sktadniki zestawu nie byly poddane dziataniu wysokich temperatur podczas
transportu. Prosimy zwréci¢ uwage na to, ze niektore sktadniki mogg pozosta¢ niezamrozone;
nie wpltywa to jednak na jakos¢ dziatania zestawu HERZ2 IQFISH pharmDx.

Fiolka 1 [PRE-TREATMENT SOLUTION (20x)]

Roztwoér do obrébki wstepnej (20x)
150 mL, 20-krotnie stezony
Bufor MES (kwas 2-[N-morfolino]etanosulfonowy).

Fiolka 2A
Pepsyna
4 x 6,0 mL, gotowy do uzycia
Roztwor pepsyny o pH 2,0; zawiera srodek
stabilizujgcy i przeciwbakteryjny.

Fiolka 2B [PEPSIN DILUENT (10x)]

Rozcienczalnik pepsyny (10x)

24 mL, 10x stezony

Bufor do rozcienczania o pH 2,0; zawiera srodek
przeciwbakteryjny.

Fiolka 3

Mieszanina sond HER2/CEN-17 IQISH

0,2 mL, gotowy do uzytku

Mieszanina znakowanych czerwienig teksanskg sond
DNA dla HERZ2 oraz znakowanych fluoresceing sond
PNA dla CEN-17; dostarczana w buforze
hybrydyzacyjnym.

Fiolka 4 [STRINGENT WASH BUFFER (20x)]|

Bufor do ptukania gtebokiego (20x)

150 mL, 20-krotnie stezony

Bufor SSC (sdl fizjologiczna z cytrynianem sodowym) z
detergentem (Tween-20).

Fiolka 5
Fluorescencyjny srodek do zatapiania
0,4 mL, gotowy do uzytku
Preparat fluorescencyjny do osadzania preparatu
histologicznego, zawierajgcy 500 ug/L DAPI
(4’,6-diamidyno-2-fenyloindol).
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Rak sutka

Fiolka 6

Bufor ptuczacy (20x)
500 mL, 20-krotnie stezony
Bufor Tris/HCI.

Szczeliwo do szkietek nakrywkowych
1 tubka, gotowe do uzytku
Rozpuszczalnik do szczeliwa szkietka nakrywkowego

UWAGA: Nastepujgce odczynniki zestawu: Roztwoér do obrébki wstepnej (20x), Pepsyna,
Rozciehczalnik pepsyny (10x), Bufor do ptukania gtebokiego (20x), Fluorescencyjny srodek do
zatapiania, Bufor ptuczgcy (20x) i Szczeliwo do szkietek nakrywkowych sg wymienne z
nastepujgcymi odczynnikami zestawu Dako Histology FISH Accessory Kit, nr kat. K5799.
Materialy wymagane, lecz niedostarczone

Odczynniki laboratoryjne

Woda destylowana lub dejonizowana

Etanol, 96%

Ksylen lub jego odpowiedniki

Sprzet laboratoryjny

Waciki

Pipety nastawne

Wykalibrowany termometr do czesciowego zanurzania (zakres 37—-100 °C)
Wykalibrowany termometr powierzchniowy (zakres 37—100 °C)

Szkietka nakrywkowe (22 mm x 22 mm)

Pinceta

Wyciag

Dako Hybridizer (nr kat. S2450 lub S2451)*

Ptyta grzejna lub piec hybrydyzacyjny*

Wilgotna komora hybrydyzacyjna*

Mikrowirowka

Szkietka silanizowane Dako Silanized Slides nr kat. S 3003 lub szkietka optaszczone poli-L-lizyng
(patrz Przygotowanie probek)

Stoje lub taznie barwigce
Stoper (odpowiedni do wyznaczenia 2—15-minutowych okresow)
Mieszadto wirowe

Naczynie do fazni wodnej z pokrywka (zapewniajgce utrzymanie temperatury 37(x2) °C, 63 (x2) °C
iod 95 °C do99 °C)

Kuchenka mikrofalowa z funkcjg detekcji, jezeli w procedurze wstepnej wykorzystywana jest
kuchenka mikrofalowa

(patrz B3. Protokot barwienia. Etap 1: Obrébka wstepna, Metoda B)
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Rak sutka

* Plyta grzejna lub piec hybrydyzacyjny do denaturacji (66 (+2) °C) i hybrydyzac;ji (45 (+2) °C) wraz z wilgotng komorag
hybrydyzacyjng, mogg stanowi¢ alternatywe dla Dako Hybridizer.

Sprzet i przybory mikroskopowe
Filtry do mikroskopu fluorescencyjnego: Podwdjny filtr dla DAPI i FITC/czerwieni teksanskiej lub
pojedyncze filtry dla FITC i czerwieni teksanskiej — szczegdtowe informacje w Zatgczniku 3.

Nalezy stosowa¢ mikroskop fluorescencyjny ze zrédtem Swiatta w postaci lampy rteciowej 100 W.
Do stosowania z wymienionymi filtrami nie sg zalecane inne zrédta swiatta

Pojemnik na preparaty (tekturowa podstawka na 20 preparatéw z odchylang przegubowo
pokrywa lub podobny).

Srodki ostroznosci - sutek

Do stosowania w diagnostyce in vitro.

Do stosowania przez wyszkolony personel.

Fiolka 1 nie wymaga oznakowania substancji niebezpiecznych. Karta Charakterystyki
Substancji jest dostepna na zgdanie.

Fiolka 2A, Pepsin, zawiera 25-<10% propan-2-ol, 20.1-<0.3% pepsyne A, 20.011-<0.1% 5-
chloro-2-methyl-4-isothiazolin-3-one i 2-methyl-2H-isothiazol-3-one. Fiolka 2A jest oznaczona

1.

w N

5.

etykieta:

&

Niebezpieczenstwo
H314

H317
P280

P304 + P340 + P310

P301 + P310 + P331

P303 + P361 + P353 +
P310

P305 + P310

P405
P501

Powoduje powazne oparzenia skory oraz uszkodzenia
oczu.

Moze powodowacé reakcje alergiczng skory.

Stosowac rekawice ochronne. Nosi¢ okulary ochronne lub
ochrone twarzy. Stosowac odziez ochronna.

W PRZYPADKU DOSTANIA SIE DO DROG
ODDECHOWYCH: Wyprowadzi¢ lub wynie$¢
poszkodowanego na swieze powietrze i zapewni¢ mu
warunki do swobodnego oddychania. Natychmiast
skontaktowaé sie z OSRODKIEM ZATRUC lub wezwaé
lekarza.

W PRZYPADKU POLKNIECIA: Natychmiast skontaktowaé
sie z OSRODKIEM ZATRUC lub wezwa¢ lekarza. NIE
wywotywac wymiotdw.

W PRZYPADKU KONTAKTU ZE SKORA (lub z wtosami):
Natychmiast zdjg¢ catg zanieczyszczong odziez. Sptukac
skore wodg albo pod prysznicem. Natychmiast
skontaktowaé sie z OSRODKIEM ZATRUC lub wezwaé
lekarza.

W PRZYPADKU DOSTANIA SIE DO OCZU: Natychmiast
skontaktowaé sie z OSRODKIEM ZATRUC lub wezwaé
lekarza.

Przechowywac¢ pod zamknigciem.

Zawartos¢ pojemnika jak i pojemnik utylizowa¢ zgodnie z
lokalnymi, regionalnymi, narodowymi oraz
miedzynarodowymi przepisami.

Fiolka 2B, Pepsin Diluent (10x), zawiera 250-<75% propan-2-ol i 25-<10% 2-amino-2-
(hydroxymethyl) propane-1,3-diol hydrochloride. Fiolka 2B jest oznaczona etykieta:
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Rak sutka

Niebezpieczenstwo

H225
H319
H336
P280

P210

P241

P304 + P340

P303 + P361 + P353

P235
P501

Wysoce tatwopalna ciecz i pary.

Provoca irritagéo ocular grave.

Moze wywotywac uczucie sennos$ci lub zawroty gtowy.
Stosowac rekawice ochronne. Stosowac ochrone oczu lub
twarzy.

Przechowywa¢ z dala od zrédet ciepta, goragcych
powierzchni, zrodet iskrzenia, otwartego ognia i innych
zrédet zaptonu. Nie palic.

Uzywac elektrycznego/wentylujgcego/oswietleniowego/
przeciwwybuchowego sprzetu.

W PRZYPADKU DOSTANIA SIE DO DROG
ODDECHOWYCH: Wyprowadzi¢ lub wynies¢
poszkodowanego na $wieze powietrze i zapewni¢ mu
warunki do swobodnego oddychania.

PATEKUS ANT ODOS (arba plauky): Natychmiast zdjg¢
catg zanieczyszczong odziez. Sptukac skore pod
strumieniem wody/prysznicem.

Przechowywaé w chtodnym miejscu.

Zawarto$¢ pojemnika jak i pojemnik utylizowa¢ zgodnie z
lokalnymi, regionalnymi, narodowymi oraz
miedzynarodowymi przepisami.

6. Fiolka 3, HER2/CEN-17 IQISH Probe Mix, zawiera 210-<25% ethylene carbonate i 23-<5%
chlorek sodu. Fiolka 3 jest oznaczona etykieta:

Uwaga
H319
P280
P264
P305 + P351 + P338

Dziata draznigco na oczy.

Nosi¢ okulary ochronne lub ochrone twarzy.

Doktadnie umy¢ rece po uzyciu.

W PRZYPADKU DOSTANIA SIE DO OCZU: Ostroznie ptukaé
wodg przez kilka minut. Wyjg¢ soczewki kontaktowe, jezeli sg
i mozna je tatwo usungc¢. Nadal ptukac.

7. Fiolka 4, Stringent Wash Buffer (20x), zawiera 210-<25% chlorek sodu i 210-<20% 2-amino-
2-(hydroxymethyl) propane-1,3-diol hydrochloride. Fiolka 4 jest oznaczona etykieta:

Uwaga
H319
H315
P280

P264
P305 + P351 + P338

Dziata draznigco na oczy.

Dziata draznigco na skére.

Stosowac¢ rekawice ochronne. Nosi¢ okulary ochronne lub
ochrone twarzy.

Doktadnie umy¢ rece po uzyciu.

W PRZYPADKU DOSTANIA SIE DO OCZU: Ostroznie
ptukaé wodg przez kilka minut. Wyja¢ soczewki kontaktowe,
jezeli sg i mozna je tatwo usungé. Nadal ptukac.

8. Fiolka 6, Wash Buffer (20x), zawiera 210-<25% chlorek sodu i 210-<20% trometamol. Fiolka

6 jest oznaczona etykieta:
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10.

11.

12.

13.

Uwage
H319 Dziata draznigco na oczy.
H315 Dziata draznigco na skére.
P280 Stosowac¢ rekawice ochronne. Nosi¢ okulary ochronne lub
ochrone twarzy.
P264 Doktadnie umy¢ rece po uzyciu.
P305 + P351 + P338 W PRZYPADKU DOSTANIA SIE DO OCZU: Ostroznie

ptuka¢ wodg przez kilka minut. Wyja¢ soczewki kontaktowe,
jezeli sg i mozna je fatwo usungé. Nadal ptukac.

Coverslip Sealant, zawiera 100% hydrorafinowanej benzyny ciezkiej (ropy naftowej) i nosi
nastepujgce oznaczenia:

XY

Niebezpieczenstwo

H225 Wysoce fatwopalna ciecz i pary.

H304 Potknigcie i dostanie sie przez drogi oddechowe moze grozic¢
Smiercia.

H411 Dziata toksycznie na organizmy wodne, powodujgc
dtugotrwate skutki.

P280 Stosowac rekawice ochronne. Nosi¢ okulary ochronne lub
ochrone twarzy.

P210 Przechowywa¢ z dala od zrédet ciepta, gorgcych powierzchni,
zrodet iskrzenia, otwartego ognia i innych zrédet zaptonu. Nie
palic.

P241 Uzywac sprzetu elektrycznego, wentylacyjnego,

oswietleniowego i stuzgcego do operowania materiatem w
wersji przeciwwybuchowej.

P273 Unika¢ uwolnienia do srodowiska.

P301 + P310 + P331 W PRZYPADKU POLKNIECIA: Natychmiast skontaktowac sie
z OSRODKIEM ZATRUC lub wezwaé lekarza. NIE
wywotywac wymiotdw.

P303 + P361 + P353 W PRZYPADKU KONTAKTU ZE SKORA (lub z wtosami):
Natychmiast zdjg¢ catg zanieczyszczong odziez. Sptukac
skoére wodg albo pod prysznicem.

P235 Przechowywaé w chtodnym miejscu.

P501 Zawartos¢ pojemnika jak i pojemnik utylizowaé zgodnie z
lokalnymi, regionalnymi, narodowymi oraz miedzynarodowymi
przepisami.

Prébki przed utrwaleniem i po nim oraz wszystkie materiaty majgce z nimi kontakt nalezy
traktowac jako potencjalnie zakazne i usuwac przy zachowaniu odpowiednich srodkéw
ostroznosci.(16) Nigdy nie pipetowac odczynnikéw ustami i unika¢ narazania skory oraz bton
Sluzowych na kontakt z odczynnikami i prébkami. W razie kontaktu odczynnikéw z
wrazliwymi okolicami skory, nalezy je sptukac obfitg iloscig wody.

Do minimum ograniczy¢ skazenie odczynnikow bakteriami, aby unikngé mozliwo$ci
uzyskiwania btednych wynikow.

Zastosowanie czasow inkubacji, temperatur lub metod innych niz podano w instrukcji, moze
prowadzi¢ do uzyskiwania btednych wynikéw.

Zastosowanie probek o innej grubosci lub metod ich utrwalania innych niz podano w
instrukcji, moze wplywaé na morfologie tkanki i/lub intensywnosé sygnatu.
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14. Aby unikngé odparowywania mieszaniny sond HER2/CEN-17 IQISH podczas hybrydyzaciji,
nalezy zapewni¢ odpowiednig wilgotnos¢ w komorze hybrydyzacyjnej.

15. Dostarczone odczynniki majg optymalne rozcienczenia. Dalsze rozcienczanie moze
prowadzi¢ do braku aktywnosci.

16. Aby unikngé kontaktu z oczami i skérg, nalezy uzywaé odpowiedniego osobistego
wyposazenia ochronnego. Dodatkowe informacje zawiera Karta Charakterystyki Substancji
Niebezpiecznej (SDS).

17. W metodzie z zanurzaniem w pepsynie moga by¢ stosowane wytgcznie czyste naczynia do
barwienia (etap 2, metoda C).

Przechowywanie - sutek

Preparat Mieszanina sond HER2/CEN-17 IQISH (fiolka 3) nalezy przechowywa¢ w temperaturze
-18 °C, w ciemnosci. Pozostate odczynniki mogg byé przechowywane w temperaturze 2—-8 °C,

w ciemnosci. Wszystkie odczynniki tolerujg przechowywanie w stanie zamrozonym. Zamrazanie i
rozmrazanie odczynnikdw do 10 razy nie wptywa na jako$¢ ich dziatania.

Ciepto moze w niekorzystny sposéb wptywac na jakos¢ dziatania pepsyny, Mieszaniny sond
HERZ2/CEN-17 IQISH oraz Fluorescencyjnego srodka do zatapiania (fiolki 2A, 3 i 5).
Odczynnikéw tych nie nalezy pozostawiaé ich w temperaturze pokojowe;j.

Swiatto o duzym nasileniu moze w niekorzystny sposéb wptywaé na jakos¢ dziatania Mieszaniny
sond HER2/CEN-17 IQISH oraz Fluorescencyjnego srodka do zatapiania (fiolki 3 i 5). Nie nalezy
przechowywacé ani prowadzi¢ oznaczeh za pomoca tych odczynnikdw w miejscach silnie
naswietlonych, np. w bezposrednim swietle stonecznym.

Nie uzywac¢ zestawu po uptywie daty waznoséci, podanej na opakowaniu. W przypadku
przechowywania odczynnikéw w warunkach innych niz okreslone na ulotce dotgczonej do
opakowania, uzytkownik musi zweryfikowac poprawnos¢ dziatania odczynnikow (14).

Nie ma jednoznacznych oznak $wiadczgcych o niestabilnosci tego produktu. Dlatego tez bardzo
wazna jest ocena zdrowych komérek w analizowanej probce tkanki. Jesli wystapi nieoczekiwany
wzor fluorescenciji, ktérego nie mozna wyjasnic¢ réznicami w procedurach laboratoryjnych,

i istnieje podejrzenie, ze jego przyczyng jest stosowany HERZ2 IQFISH pharmDx, nalezy
niezwtocznie skontaktowac sie z Dziatem Pomocy Technicznej Dako.

Przygotowanie prébek - sutek

Probki pochodzgce z biopsiji, resekcji lub wycinki nalezy poddac obrobce, aby utrwalié¢ tkanki do
analizy technikg FISH. W przypadku wszystkich prébek nalezy zastosowac¢ standardowe metody
przygotowania do barwienia immunocytochemicznego (15).

Skrawki zatapiane w parafinie

Do uzytku nadajg sie jedynie tkanki utrwalone w obojetnie buforowanej formalinie i zatopione w
parafinie. Prébki nalezy np. przygotowaé w formie bloczkéw o grubosci od 3 do 4 mm i utrwalaé przez
18-24 godziny w obojetnie zbuforowanej formalinie. Nastepnie tkanki sg odwadniane w szeregu
stezen etanolu i w ksylenie, a potem nasaczane stopiong parafing, utrzymywang w temperaturze nie
wyzszej niz 60°C. Prawidtowo utrwalone i zatopione tkanki przed podzieleniem na skrawki i
osadzeniem na szkietku mozna przechowywac przez nieograniczony czas, o ile przechowuije sie je w
chtodnym miejscu (15-25 °C) (15-16). Inne $rodki utrwalajgce sg nieodpowiednie.

Preparaty tkankowe nalezy pocig¢ na skrawki o wymiarach 4—6 um.

Roéwnoczesnie nalezy przygotowac szkietka niezbednie do oceny amplifikacji genu HERZ2 i
zweryfikowania obecnosci guza. Zaleca sie uzycie minimum 2 kolejnych skrawkéw: jednego
skrawka do zbadania obecnos$ci guza barwionego hematoksyling i eozyng (barwienie H&E) i
jednego skrawka do oceny amplifikacji genu HERZ2. Zaleca sie osadzane skrawkdw na szkietkach
silanizowanych Dako Silanized Slides, nr kat. S 3003, lub optaszczonych poli-L-lizyng. Prébki
przechowywane w temperaturze pokojowej (20—25 °C) nalezy zbada¢ w ciggu 4—-6 miesiecy od
podzielenia na skrawki.
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SPOSOB UZYTKOWANIA - sutek

A. Przygotowanie odczynnikéw - sutek
Dla wygody zaleca sie przygotowanie nastepujgcych odczynnikéw przed rozpoczeciem barwienia:

A.1. Roztwér do obrébki wstepnej
W fiolce 1 mogg sie pojawi¢ krysztatki, ktére rozpuszczajg sie w temperaturze pokojowe;j.
Przed przygotowaniem odczynnika upewni¢ sie, ze w fiolce nie ma krysztatkéw.

Rozcienczy¢ odpowiednig ilos¢ stezonego roztworu z fiolki 1 (Roztwor do obrébki wstepnej 20x)
w wodzie destylowanej lub demineralizowanej w proporcji 1:20. Niewykorzystany rozcienczony
roztwdr mozna przechowywac w temperaturze 2—-8 °C przez jeden miesigc. W przypadku
zmetnienia rozcienczony roztwor nie nadaje sie do uzycia.

A.2. Bufor do ptukania gtebokiego

Rozcienczy¢ odpowiednig ilos¢ stezonego roztworu z fiolki 4 (Bufor do ptukania gtebokiego 20x)
w wodzie destylowanej lub demineralizowanej w proporcji 1:20. Niewykorzystany rozcienczony
bufor mozna przechowywac w temperaturze 2—8 °C przez jeden miesigc. W przypadku
zmetnienia rozciehczony bufor wylac.

A.3. Bufor ptuczacy

Rozcienczy¢ odpowiednig ilos¢ stezonego roztworu z fiolki 6 (Bufor ptuczacy 20x) w wodzie
destylowanej lub demineralizowanej w proporcji 1:20. Niewykorzystany rozcienczony bufor
mozna przechowywaé¢ w temperaturze 2—8 °C przez jeden miesigc. W przypadku zmetnienia
rozcienczony bufor wylac.

A.4. Seria rozcienczen etanolu

Z 96% roztworu etanolu przygotowac¢ 3 stoje z etanolem o stezeniach odpowiednio 70%, 85% i
96%. Zamkniete stoje przechowywac w temperaturze 2—-8 °C; roztwory uzy¢ do maksymainie
200 preparatéw. W przypadku zmetnienia roztwory wylaé.

A.5 Roztwor pepsyny

Roztwor pepsyny jest potrzebny jedynie w przypadku stosowania metody z zanurzaniem w
pepsynie (metoda C).

Sposéb przygotowania roztworu pepsyny.
W przypadku pojemnika na szes¢ preparatow przygotowac 60 mL roztworu pepsyny:

Dodac do pojemnika 48 mL destylowanej lub dejonizowanej wody o temperaturze pokojowe;j
(20-25 °C).

Dodac do pojemnika 6 mL zimnego (2—-8 °C) Rozcienczalnika pepsyny (10x) (fiolka 2B).
Dodac do pojemnika 6 mL zimnej (2—8 °C) Pepsyny (fiolka 2A).
Zamkng¢ pojemnik pokrywka i wyrownaé¢ temperature roztworu pepsyny do 37 (£2) °C w tazni wodne;j.

W przypadku pojemnika na 24 preparat przygotowac 240 mL roztworu pepsyny:

Dodac¢ do pojemnika 192 mL destylowanej lub dejonizowanej wody o temperaturze pokojowe;j
(20-25 °C).

Doda¢ do pojemnika 24 mL zimnego (2—8 °C) Rozcienczalnika pepsyny (10x) (fiolka 2B).
Dodac do pojemnika 24 mL zimnej (2—8 °C) Pepsyny (fiolka 2A).

Zamkng¢ pojemnik pokrywka i wyrownac temperature roztworu pepsyny do 37 (£2) °C w tazni wodne;.

Roztwor pepsyny o wyréwnanej temperaturze powinien zosta¢ zuzyty w czasie 5 godzin.
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B. Procedura barwienia - sutek

B.1. Uwagi
Przed uzyciem nalezy dokfadnie przeczytac niniejsze instrukcje oraz zapoznac si¢ z wszystkimi
sktadnikami (patrz Srodki ostroznosci).

Wszystkie odczynniki przed uzyciem nalezy doprowadzi¢ do odpowiedniej temperatury:

Fiolka 1: Rozcienczony Roztwér do obrébki wstepnej nalezy doprowadzi¢ do temperatury 95-99 °C,
jezeli w obrébce wstepnej stosowana jest taznia wodna (B3. Protokét barwienia, Etap 1: Metoda
obrébki wstepnej A). Jezeli w obrébce wstepnej stosowana jest kuchenka mikrofalowa z funkcjg
detekcji (B3. Protokét barwienia, Etap 1: Metoda obrébki wstepnej B) wéwczas rozcienczony roztwoér
do obrébki wstepnej powinien by¢ doprowadzony do temperatury pokojowej 20—25 °C.

Fiolka 2A: Pepsyna powinna by¢ stosowana w 2-8 °C (B3, wykonanie odczynu, etap 2: metoda
A'i B) i nieprzerwanie utrzymywana w chtodzie.

Fiolka 2B: Odczynnik Rozciehczalnik pepsyny (10x) powinien by¢ stosowany w 2-8 °C
(B3, wykonanie odczynu, etap 2: metoda C).

Fiolka 3: Podczas przechowywania w -18 °C mieszanina sond IQISH HER2/CEN-17 rozdziela
sie na dwie fazy. Przed uzyciem fiolki 3 upewnic¢ sie, ze wystepuje tylko jedna faza; w tym celu po
wymieszaniu wyrownaé temperaure mieszaniny sond do temperatury pokojowej (20-25 °C).
Rozmrazac fiolke 3 w temperaturze pokojowej (20—25 °C) przez maksymalnie 30 minut (chronigc
przed silnym Swiattem), nastepnie doktadnie wymiesza¢ fiolke w mieszadle wibracyjnym przez

15 sekund przy 2500 rpm. Natychmiast po uzyciu umiescic fiolke 3 w temperaturze -18 °C.

Fiolka 4: Rozciehczony Bufor do ptukania gtebokiego: przed uzyciem nalezy doprowadzi¢ jedno
naczynie do temperatury pokojowej, a drugie do 63 (¥2) °C.

Fiolka 5: Fluorescencyjny $rodek do zatapiania mozna stosowa¢ w dowolnej temperaturze z
przedziatu 2—-25 °C.

Fiolka 6: Rozcienczony Bufor ptuczacy nalezy doprowadzi¢ do temperatury pokojowej 20-25 °C.

Szczeliwo do szkietek nakrywkowych mozna stosowaé¢ w dowolnej temperaturze z przedziatu
2-25°C.

Wszystkie etapy procedury nalezy wykonywaé w podanej temperaturze.

Procedura obejmuje kilkukrotne odwadnianie z nastepujgcym po nim suszeniem skrawkéw
tkanek. Przed przystgpieniem do kolejnego kroku procedury nalezy sprawdzi¢, czy skrawki sg
catkowicie suche. Nie dopusci¢ do wysuszenia skrawkow tkanek podczas innych zabiegow.

Jesli konieczne jest przerwanie barwienia, preparaty po deparafinizacji mozna przechowywac¢ w

buforze ptuczagcym przez maksymalnie 1 godzine w temperaturze pokojowej (20-25 °C) bez obawy
o niekorzystny wptyw na uzyskiwane wyniki.

B.2. Przygotowanie tkanek przed barwieniem

Usuniecie parafiny i ponowne uwodnienie: Przed wykonaniem badania preparaty tkanek nalezy

podda¢ deparafinizacji, aby usungé medium, w ktérym byly zatopione, i ponownie uwodni¢. Nalezy

usuwac¢ parafine catkowicie. Pozostatosci $rodka zatapiajgcego powodujg nasilenie odczynu

nieswoistego. Ten etap powinien by¢ wykonywany w temperaturze pokojowej (20-25 °C).

1. Umiesci¢ szkietka w kagpieli ksylenowej i inkubowacé przez 5 (£1) minut. Zmieni¢ kapiel i
jednokrotnie powtérzy¢ procedure.

2. Strzgsna¢ nadmiar ptynu i umiesci¢ preparaty w 96% etanolu na 2 (1) minuty. Zmieni¢ kapiel
i jednokrotnie powtérzy¢ procedure.

3. Strzgsng¢ nadmiar ptynu i umiescic¢ preparaty w 70% etanolu na 2 (£1) minuty. Zmieni¢ kapiel
i jednokrotnie powtdrzy¢ procedure.

4. Strzasnag¢ nadmiar cieczy i zanurzy¢ preparaty w rozcienczonym buforze ptuczacym (patrz
SPOSOB UZYTKOWANIA, Cze$¢ A.3) na minimum 2 minuty. Rozpoczg¢ procedure
barwienia zgodnie z instrukcjg podang w czesci B.3, etap 1, Obrébka wstepna.
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Po maksymalnie 200 preparatach nalezy wymienia¢ roztwory ksylenu i alkoholu.
Mozna stosowac¢ zamienniki ksylenu.

UWAGA: Odczynniki i instrukcje dostarczane w zestawie opracowano w celu uzyskania
optymalnych wynikéw. Dodatkowe rozcienczenie odczynnikdw badz nieprzestrzeganie czasu lub
temperatury inkubacji moze spowodowac uzyskanie btednych lub sprzecznych wynikow. Réznice
w przygotowaniu tkanek oraz w procedurach technicznych w laboratorium uzytkownika moga
stanowi¢ przyczyne uniewaznienia wynikéw badania.

B.3. Procedura barwienia

Etap 1: Przygotowanie wstepne

Obrébke wstepng mozna przeprowadzi¢ za pomoca tazni wodnej, jak opisano w
metodzie A) lub, alternatywnie, za pomocg kuchenki mikrofalowej z funkcjg detekgciji, co
opisano w metodzie B).

Metoda A: Obrébka wstepna z uzyciem tazni wodnej

Pojemniki do barwienia, np. naczynia Couplina, napetni¢ rozcienczonym roztworem do
obrébki wstepnej (patrz SPOSOB UZYCIA, cze$é A.1). Naczynia do barwienia z
rozcienczonym roztworem do obrdébki wstepnej umiesci¢ w tazni wodnej. Podgrzac faznie
wodng i Roztwér do obrébki wstepnej do 95-99 °C. Aby zagwarantowac doktadny
pomiar, temperature wewnatrz naczynia zmierzy¢ przy uzyciu wykalibrowanego
termometru. Naczynia nakry¢ pokrywami, aby ustabilizowa¢ temperature i zapobiec
parowaniu.

Deparafinowane skrawki o temperaturze pokojowej zanurzyé w podgrzanym roztworze do
obrobki wstepnej w naczyniach do barwienia. Ponownie skontrolowaé temperature i
inkubowac przez 10 (£1) minut w 95-99 °C.

Wyjac¢ cate naczynie z preparatami z tazni wodnej. ZdjgC pokrywe i odstawi¢ preparaty
na 15 minut do ostygniecia w roztworze do obrdbki wstepnej w temperaturze pokojowe;j.

Preparaty przenies¢ na 3 minuty do stoja z rozcienczonym buforem ptuczacym (patrz
SPOSOB UZYTKOWANIA, czes¢ A.3) w temperaturze pokojowej (20-25 °C).

Wymieni¢ bufor ptuczacy i namaczac skrawki jeszcze przez 3 minuty.

UWAGA: Roztw6r do obrébki wstepnej jest przeznaczony wytgcznie do jednorazowego
uzycia. Nie uzywac ponownie.

Metoda B: Obrébka wstepna w kuchence mikrofalowej z funkcjg detekcii

Plastykowy pojemnik wypetni¢ rozcienczonym Roztworze do obrébki wstepnej o temperaturze
pokojowej (20-25 °C). Zanurzy¢ odparafinowane skrawki w Roztworze do obrébki wstepne;j,
przykryé naczynie pokrywka z otworami i umiesci¢ w kuchence mikrofalowej. Wybraé funkcje
czujnika gotowania i zaprogramowac jg tak, aby pracowata przez 10 minut po osiggnieciu
temperatury wrzenia*.

Po zakonczeniu 10-minutowej inkubacji, wyjac¢ pojemnik z pokrywkag z kuchenki, zdjg¢ pokrywke i
przez 15 studzi¢ w temperaturze pokojowej. Przenies¢ preparaty do pojemnika z rozcienczonym
buforem ptuczacym i moczy¢ przez 3 minuty w temperaturze pokojowej (20—25 °C). Wymienic
bufor ptuczgcy i namaczac skrawki jeszcze przez 3 minuty.

* Wykorzystanie kuchenki mikrofalowej z funkcjg detekcji oznacza, ze musi ona posiadac¢ czujnik i programy, ktére
wstepnie podgrzejg Roztwor do obrébki wstepnej do punktu wrzenia i nastepnie bedg utrzymywaé wymagang
temperature obrobki wstepnej (powyzej 95°C), jednoczesnie odmierzajgc ustawiony czas (10 (x1) minut). Niektore
modele kuchenek mikrofalowych z funkcjg detekcji mogg nie posiada¢ mozliwosci swobodnego wprowadzania
odliczanego czasu. Jezeli konkretny model posiada jedynie gotowe programy, nalezy wybra¢ program, ktéry
podtrzymuje wymagang temperature obrébki wstepnej (powyzej 95 °C) przez przynajmniej 10 (+1) minut i recznie
zatrzymac program po 10 (1) minutach.
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UWAGA: Roztwér do obrébki wstepnej jest przeznaczony wytgcznie do jednorazowego uzycia.
Nie uzywac¢ ponownie.

Etap 2: Pepsyna, gotowa do uzytku (RTU) lub roztwér pepsyny

Inkubacja pepsyny moze by¢ wykonywana metodg bezposredniej aplikacji kropli pepsyny RTU na
preparaty w temperaturze pokojowej (20-25 °C) (metoda A) lub 37 °C (metoda B). Alternatywnie,
preparaty mozna zanurza¢ w roztworze pepsyny i inkubowac w 37 (x2) °C (metoda C).

Metoda A i Metoda B:

Strzgsng¢ nadmiar buforu. Uzywajgc materiatu nie pozostawiajgcego witdkien (np. wacika lub
ptatka gazy), ostroznie przetrze¢ dookota prébke kliniczng w celu usuniecia nadmiaru ptynu oraz
utrzymania odczynnikdédw w okreslonym miejscu.

Doda¢ 5-8 kropli (250 L) schtodzonej (2—8°C) pepsyny (fiolka 2A), tak aby pokry¢ probke.
Pepsyne nalezy zawsze przechowywac¢ w temperaturze 2-8 °C.
Metoda A: Pepsyna, RTU - inkubacja w 20-25 °C

Inkubowac przez 5-15 minut w temperaturze pokojowej (20-25 °C). W przypadku wiekszosci
preparatow wystarcza inkubacja 5-minutowa, jednakze optymalny czas inkubacji moze zaleze¢ od
sposobu utrwalania tkanek i/lub grubosci prébki i powinien zostaé okreslony przez uzytkownika.

Strzgsna¢ nadmiar pepsyny i przez 3 minuty moczy¢ preparaty w rozcienczonym buforze
ptuczagcym (patrz SPOSOB UZYTKOWANIA, czes¢ A.3), w temperaturze pokojowej (20-25 °C).
Wymienié rozcienczony bufor ptuczacy i moczy¢ preparaty przez kolejne 3 minuty. Przejs¢

do odwodnienia.

Metoda B: Pepsyna, RTU - inkubacja w 37 °C

Umiescic probke z pepsyng na ptycie grzejnej w 37°C — np. Dako Hybridizer — i inkubowac przez
3-5 minut. W przypadku wiekszosci preparatow wystarcza inkubacja 3—5 minutowa, jednakze

optymalny czas inkubacji moze zaleze¢ od sposobu utrwalania tkanek i/lub grubosci probki i
powinien zosta¢ okreslony przez uzytkownika.

Strzgsna¢ nadmiar pepsyny i namacza¢ skrawki w rozcienczonym buforze ptuczacym w
temperaturze pokojowej (20-25 °C).
Wymieni¢ bufor ptuczacy i namaczac skrawki jeszcze przez 3 minuty. Przejs¢ do odwodnienia.

Odwadnia¢ preparaty tkanek w roztworach etanolu o wzrastajgcym stezeniu: 2 minuty w etanolu
70%, 2 minuty w etanolu 85% oraz 2 minuty w etanolu 96%.

Pozostawi¢ preparaty do catkowitego wysuszenia.

Metoda C: Roztwoér pepsyny - zanurzanie preparatoéw w roztworze pepsyny o temperaturze 37 °C
Zestaw zawiera ilos¢ odczynnikdw wystarczajgcg na cztery oddzielne serie (60 mL roztworu
pepsyny, maty pojemnik na szes¢ preparatéw) lub jedng serie (240 mL roztworu pepsyny, duzy
pojemnik na 24 preparaty). Przygotowaé roztwér pepsyny zgodnie z opisem w czeéci A.5.
Zamkng¢ pojemnik pokrywkg i wyréwnac temperature roztworu pepsyny do 37 (£2) °C w tazni
wodnej. Upewni¢ sie, ze temperatura ustabilizowata sie. Zmierzyé temperature w pojemniku za
pomoca skalibrowanego termometru, aby zapewni¢ uzyskanie prawidtowej temperatury.

Strzgsnag¢ nadmiar buforu do przemywania. Zanurzy¢ preparaty w roztworze pepsyny o
temperaturze 37 (x2) °C i inkubowac przez 20—-30 minut. W przypadku wiekszosci preparatéw
wystarcza inkubacja 20-30 minutowa, jednakze optymalny czas inkubacji moze zaleze¢ od
sposobu utrwalania tkanek i/lub grubosci probki i powinien zostaé okreslony przez uzytkownika.
Strzgsna¢ nadmiar roztworu pepsyny i namaczaé skrawki w rozcienczonym buforze ptuczacym w
temperaturze pokojowej (20-25 °C).

Wymieni¢ bufor ptuczacy i namaczac skrawki jeszcze przez 3 minuty. Przejs¢ do odwodnienia.
Odwadnia¢ preparaty tkanek w roztworach etanolu o wzrastajgcym stezeniu: 2 minuty w etanolu
70%, 2 minuty w etanolu 85% oraz 2 minuty w etanolu 96%.

Pozostawi¢ preparaty do catkowitego wysuszenia.
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Etap 3: Mieszanina sond HER2/CEN-17 IQISH

Podczas przechowywania w -18 °C mieszanina sond |IQISH HER2/CEN-17 rozdziela sie na dwie
fazy. Przed uzyciem fiolki 3 upewni¢ sie, ze wystepuije tylko jedna faza; w tym celu wymieszaé
mieszanine sond i wyrdwnac¢ temperature do temperatury pokojowej (20—-25 °C). Rozmrazac fiolke
3 w temperaturze pokojowej (20—25 °C) przez maksymalnie 30 minut (chronigc przed silnym
Swiattem), nastepnie doktadnie wymieszac fiolke w mieszadle wibracyjnym przez 15 sekund przy
2500 rpm. Natychmiast po uzyciu umiesci¢ fiolke 3 w temperaturze -18 °C. Wkropi¢ 10 uL
mieszaniny sond HER2/CEN-17 IQISH (fiolka 3) na srodek skrawka tkanki. Natychmiast natozy¢
szkietko nakrywkowe o wymiarach 22 mm x 22 mm, tak aby mieszanina sond rozprowadzita sie
réwnomiernie pod szkietkiem. Unika¢ pecherzykéw powietrza. W razie zaobserwowania
pecherzykow powietrza, delikatnie ostukac preparat pincetg, tak aby usungc¢ je z tkanek.

Zaraz po uzyciu nalezy umiesci¢ fiolke 3 w temperaturze -18 °C.

Uszczelni¢ szkietko nakrywkowe za pomocg szczeliwa, nakfadajgc je wokot brzegow szkietka.
Szczeliwo naktada¢ zaréwno na szkietko nakrywkowe, jak i podstawowe, tak aby utworzyé
uszczelke wokot szkietka nakrywkowego. Sprawdzi¢, czy szczeliwo pokrywa caty brzeg szkietka
nakrywkowego.

Przygotowa¢ Dako Hybridizer* (nr kat. S2450 lub S2451) do hybrydyzacji. Upewni¢ sie, ze
Humidity Control Strips (nr kat. S2452) sg nasycone i optymalne do uzycia. Uruchomié
hybrydyzator i wybraé program, ktéry:

Denaturuje w 66 °C przez 10 minut, po czym nastepuje hybrydyzacja w temperaturze 45 °C
trwajgca 60—120 minut.

Umiesci¢ skrawki w Hybridizer, upewnic sie, ze pokrywa jest wkasciwie zamknieta i uruchomié

program. Szczegdtowe informacje, patrz Dako Hybridizer Instruction Manual.

* Do denaturacji i hybrydyzacji mozna uzywac urzadzen, ktére umozliwiajg utrzymanie warunkéw denaturaciji i
hybrydyzac;ji identycznych do opisanych powyzej:

Umiesci¢ szkietko na ptaskiej metalowej lub kamiennej powierzchni (ptycie grzejnej lub ptycie w

piecu hybrydyzacyjnym) wstepnie ogrzanej do temperatury 66 (1) °C. Denaturowaé przez

doktadnie 10 minut. Umiesci¢ preparaty w podgrzanej, nawilzonej komorze hybrydyzacyjne;.

Przykry¢ komore pokrywg i inkubowac¢ w temperaturze 45 (+2) °C przez 60—120 minut. Nalezy

pamietac, ze temperatura hybrydyzacji rowna 37 °C jest nieodpowiednia dla sond zawartych w

tym zestawie.

Etap 4: Odptukiwanie

Dwa pojemniki do barwienia, np. naczynia Coplina, napetni¢ rozcienczonym roztworem buforu
Stringent Wash (patrz SPOSOB UZYCIA, czes¢ A.2). Zaleca sie stosowanie minimum 100 mL
lub 15 mL roztworu na preparat w kazdym z naczyn.

Jeden z pojemnikéw do barwienia zawierajgcych rozcienczony bufor Stringent Wash o
temperaturze pokojowej umiesci¢ pod wyciggiem, a drugi w fazni wodnej. Ogrza¢ faznie wodng z
rozcienczonym buforem do ptukania gtebokiego do 63 (£2) °C. Upewnic sie, ze temperatura
ustabilizowata sie. Naczynie nakry¢ pokrywa, aby ustabilizowac temperature i zapobiec
parowaniu. Aby zagwarantowac¢ doktadnos$é pomiaru, temperature wewnatrz fazni wodnej
zmierzy¢ przy uzyciu wykalibrowanego termometru. Bufor Stringent Wash zawiera detergent i
moze metnie¢ w temperaturze 63 °C; nie wptywa to jednak na jego jakos¢ dziatania.

Przy uzyciu pincety lub rekawic wyciggnac¢ preparaty z komory hybrydyzacyjnej i delikatnie
usungc¢ szczeliwo oraz szkietko nakrywkowe, a nastepnie pojedynczo umieszczaé preparaty w
pojemniku do ptukania wstepnego o temperaturze pokojowe;j.

Po usunieciu wszystkich szkietek nakrywkowych preparaty przenies¢ z pojemnika do ptukania
wstepnego o temperaturze pokojowej do pojemnika w fazni wodnej o temperaturze 63 (+2) °C.

Natychmiast po przeniesieniu preparatow do rozcienczonego Buforu do ptukania gtebokiego o
temperaturze 63 (+2) °C, nalezy uruchomic¢ licznik. Odptukiwa¢ przez doktadnie 10 minut.
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Wyciagna¢ preparaty z rozcienczonego roztworu Buforu do ptukania gtebokiego i przez 3 minuty
moczy¢ w rozcienczonym roztworze Buforu ptuczgcego w temperaturze pokojowej (20-25 °C).

Zmienié¢ rozcienczony bufor Bufor ptuczgcy i moczy¢ preparaty przez kolejne 3 minuty.

Odwadnia¢ preparaty tkanek w roztworach etanolu o wzrastajgcym stezeniu: 2 minuty w etanolu
70%, 2 minuty w etanolu 85% oraz 2 minuty w etanolu 96%.

Pozostawic preparaty do catkowitego wysuszenia.
Etap 5: Zatapianie preparatu

Na obszar docelowy na powierzchni szkietka natozy¢ 15 pL Fluorescencyjnego srodka do
zatapiania, zawierajgcego DAPI (fiolka 5) i przykry¢ szkietkiem nakrywkowym.

UWAGA: Preparaty mozna odczytywac¢ po 15 minutach lub w ciggu 7 dni od osadzenia na
szkietku. Jednakze w przypadku kontaktu ze swiattem lub wysokimi temperaturami moze
dochodzi¢ do utraty zabarwienia. Aby zminimalizowac¢ ptowienie barwy, preparaty nalezy
przechowywac¢ w ciemnym miejscu w temperaturze -18-8 °C.
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Kontrola jakosci - sutek
1. Sygnat musi by¢ jasny, wyrazny i tatwy do oceny.
2. Zdrowe komérki w preparacie pozwalajg na wewnetrzng kontrole procesu barwienia.

o Komoérki zdrowe powinny dawac 1-2 wyraznie widocznych sygnatéw zielonych, sygnalizujgc
prawidtowg hybrydyzacje sondy CEN-17 PNA z centromerowym obszarem chromosomu 17.

o Komorki zdrowe powinny rowniez dawac 1-2 wyraznie widoczne sygnaty czerwone,
wskazujgce na prawidiowg hybrydyzacje sondy HER2 DNA z amplikonem HER2.

o Ze wzgledu na skrawanie tkanek niektore zdrowe komaorki bedg dawac¢ mniej niz dwa
oczekiwane sygnaty kazdego koloru.

e Brak sygnatow w komérkach zdrowych wskazuje na niepowodzenie testu, a uzyskane
wyniki nalezy uniewaznic.

3. Przy uzyciu filtra DAPI nalezy sprawdzi¢, czy jadro komérkowe pozostato nienaruszone.
Obecnos¢ licznych ,pustych” (ghost-like) komorek oraz stabo wyodrebnione jgdra wskazujg na
nadmierne wytrawienie probki prowadzgce do utraty lub rozproszenia sygnatow. Probki takie
nalezy traktowac jako niewazne.

4. Réznice w sposobie utrwalania, obrébki i zatapiania tkanek w laboratorium uzytkownika moga
prowadzi¢ do zmiennosci uzyskiwanych wynikow, co powoduje koniecznos¢ przeprowadzania
regularnej oceny kontroli wewnetrznych.

Interpretacja wyniku barwienia - sutek

Tkanki nadajace sie do oceny

Badaniom nalezy poddawac jedynie probki pobrane od pacjentéw z rakiem inwazyjnym. Jesli w
probce wystepujg jednoczesnie komorki raka in situ oraz inwazyjnego, nalezy ocenia¢ wytgcznie
skfadnik inwazyjny. Unika¢ obszaréw martwicy oraz o niejednoznacznych granicach jgdra
komérkowego. Nie uwzgledniac jgder wymagajgcych oceny subiektywnej. Poming¢ jadra dajgce
sygnat o stabym nasileniu oraz o nieswoistym lub wysokim tle.

Zliczanie sygnatu: Zlokalizowa¢ komérki nowotworowe w obrebie wybarwionego technikg H&E
preparatu i oceni¢ ten sam obszar preparatu barwionego metodg FISH. Obejrze¢ kilka obszaréow
komérek guza, aby uwzgledni¢ mozliwg heterogenicznos¢. Wybra¢ obszar o rownomiernie
rozmieszczonych jadrach komérkowych. Rozpoczaé analize w gornej lewej éwiartce wybranego
obszaru i przesuwajac sie od lewej do prawej, zlicza¢ ilos¢ sygnatéw w obrebie granic kazdego
analizowanego jgdra wediug ponizszych wskazéwek (patrz rowniez Zatgcznik 3).

- Nastawia¢ ostros¢ w gore i w dét, aby znalez¢ wszystkie sygnaty w obrebie poszczegdlnych jader.

- Dwa sygnaty o tej samej wielkosci w odlegtosci mniejszej lub réwnej Srednicy sygnatu zlicza¢
jako jeden.

- W jadrach o wysokim poziomie amplifikacji genu HERZ2 sygnaty dla HER2 mogqg znajdowac
sie bardzo blisko siebie, tworzgc skupisko sygnatéw. W takich przypadkach nie ma mozliwosci
zliczenia sygnatow HERZ2 i nalezy przeprowadzi¢ oszacowanie. Szczegdlng uwage nalezy
zwréci¢ na sygnaty zielone, poniewaz skupiska sygnatow czerwonych HERZ2 mogg pokrywac
sygnaty zielone, uniemozliwiajgc ich dostrzezenie. W razie watpliwosci prosimy skontrolowac
sygnaty zielone przy uzyciu odpowiedniego filtra FITC.

Nie oceniac jader bez zabarwienia lub z sygnatem o tylko jednej barwie. W ocenie uwzgledniaé
tylko te jadra, ktoére dajg jeden lub wiecej sygnatoéw FISH kazdego koloru.
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Wskazoéwki do zliczania sygnatow

1 Nie zlicza¢. Jgdra komérkowe naktadajg sie na siebie; nie

wszystkie obszary jgdra sg widoczne.

Dwa sygnaty zielone; nie uwzglednia¢ jgder dajgcych
sygnaty tylko jednej barwy

Zliczy¢ jako 3 sygnaty zielone i 12 sygnatdéw czerwonych
(oszacowanie skupiska)

Zliczy¢ jako 1 sygnat zielony i 1 sygnat czerwony. Dwa
sygnaty tej samej wielkosci w odlegto$ci mniejszej lub
réwnej srednicy pojedynczego sygnatu zlicza sie jako
jeden sygnat

w

Nie zlicza¢ (jadro wytrawione nadmiernie lub
niedotrawione).

Brak sygnatoéw w centrum jadra (jgdra pierscieniowate).

3
c
o

Zliczy¢ jako 2 sygnaty zielone i 3 sygnaty czerwone. Dwa
sygnalty tej samej wielkosci w odlegtosci mniejszej lub
réwnej $rednicy pojedynczego sygnatu zlicza sie jako
jeden sygnat

Zliczy¢ jako 1 sygnat zielony i 5 sygnatow czerwonych

Zliczy¢ jako 3 sygnaty zielone (1 zielony sygnat nieostry) i
3 sygnaty czerwone

Skupisko sygnatéw czerwonych, zakrywajgcych sygnaty
Zielone. Sprawdzi¢ liczbe sygnatéw zielonych przy uzyciu
odpowiedniego filtru FITC lub wcale nie zliczac.

~

W tabeli zapisa¢ wyniki w sposéb przedstawiony w Zatgczniku 2.

Zliczy¢ sygnaty 20 jgder na probke tkanki, o ile to mozliwe — w réznych obszarach guza
(17).

Obliczy¢ stosunek HER2/CEN-17, dzielgc catkowitg liczbe czerwonych sygnatow HERZ2
przez catkowitg liczbe zielonych sygnatéw CEN-17.

Prébki o wspotczynniku HER2/CEN-17 wiekszym lub réwnym 2 nalezy traktowac jako
wykazujgce amplifikacje genu HERZ2 (5, 17-19).

Wyniki o wartosci granicznej lub do niej zblizonej (1,8-2,2) nalezy interpretowac z duzg
ostroznoscia.

Jesli wspétczynnik ma wartos¢ graniczng (1,8-2,2), nalezy zliczy¢ sygnaty kolejnych 20
jader i przeliczy¢ wspotczynnik dla 40 jgder komérkowych.

W razie watpliwosci preparat nalezy poddac¢ ponownej ocenie. W przypadkach
granicznych niezbedne jest porozumienie patologa i lekarza prowadzgcego leczenie
pacjenta.
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Ograniczenia - sutek

1. Badanie immunocytochemiczne FISH polega na wieloetapowym procesie diagnostycznym,
ktéry wymaga specjalistycznego szkolenia w zakresie doboru odpowiednich odczynnikéw,
wyborze, utrwalaniu oraz przygotowaniu tkanek, przygotowaniu szkietek
immunocytochemicznych oraz interpretacji wynikdw wybarwienia.

2. W metodzie FISH wyniki zalezg od obrdbki i przygotowania tkanki przed barwieniem.
Niewtasciwe utrwalanie, ptukanie, suszenie, ogrzewanie, krojenie preparatéw lub
zanieczyszczenie innymi tkankami bgdz ptynami, moze wptywac na hybrydyzacije. Przyczynag
sprzecznych wynikow moze by¢ stosowanie zmiennych metod utrwalania i zatapiania lub
wiasciwosci zalezne od tkanek.

3. W celu uzyskania optymalnych i odtwarzalnych wynikéw preparaty mikroskopowe tkanek
nalezy catkowicie oczysci¢ z parafiny. Usuwanie parafiny musi poprzedzac caty proces
barwienia. (Patrz INSTRUKCJA UZYTKOWANIA, czes¢ B.2).

4. Nalezy uzywac tazni wodnej, cieplarki oraz suszarki hybrydyzacyjnej wytgcznie ze skalg
temperaturowg. Stosowanie sprzetu innego typu moze spowodowaé wyparowanie mieszaniny
sond HER2/CEN-17 IQISH podczas hybrydyzacji i dlatego powinno zostac zatwierdzone przez
uzytkownika.

Charakterystyka przebiegu testu - sutek

Czutos¢ analityczna

Czuto$¢ Mieszaniny sond HER2/CEN-17 1QISH badano przy zastosowaniu 18 probek
prawidiowego nabtonka sutka. Stosunek pomiedzy liczbg sygnatow HERZ2 i sygnatow
CEN-17 wyznaczono na podstawie zliczenia 20 jgder na probke.

Stosunek HER2/CEN-17 dla 18 prébek prawidtowego ludzkiego nabtonka sutka wyniost
0,97-1,08.

Swoistos¢ analityczna

Sondy HER2 DNA w Mieszaninie sond HER2/CEN-17 IQISH sg w koncowej fazie
sekwencjonowane i mapowane, aby uzyskac¢ potwierdzenie catkowitego pokrycia 218 kb
zawierajgcych gen HERZ2.

Sondy CEN-17 PNA w Mieszaninie sond HER2/CEN-17 IQISH zostaty przetestowane
osobno i w potgczeniu w celu potwierdzenia ich specyficznej hybrydyzacji do obszaru
centromeru chromosomu 17.

W celu zmierzenia zdolnosci testu do jednoznacznej identyfikacji docelowych substancji
HERZ2 i CEN-17 bez interferencji ze strony innych substancji, wykonano badania dla
prébek tkankowych prawidtowego nabtonka ludzkiego sutka z uzyciem fiolki 3
zawierajgcej bufor hybrydyzacyjny bez mieszaniny sond. Zbadano razem 18 probek pod
katem obecnosci sygnatéw nie zwigzanych z mieszaning sond. W zadnej z 18 prébek nie
wykryto innych docelowych sekwencji chromosomalnych ani interferenc;ji z blisko
powigzanymi substancjami.

Badania wrazliwosci wynikéw

Wrazliwos¢ testu HER2 IQFISH pharmDx zbadano dla réznych czaséw obrébki
wstepnej, temperatury i metod ogrzewania buforu przygotowawczego (kuchenka
mikrofalowa lub taznia wodna), czasu i metod inkubacji w pepsynie (pepsyna RTU lub
zanurzanie), temperatury i czasu denaturacji, czasu hybrydyzacji, oraz czasu i
temperatury odptukiwania.
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W nastepujgcych warunkach eksperymentalnych nie zaobserwowano zadnych
znaczgcych réznic w wynikach:

e Obrobka wstepna - metoda A) Laznia wodna przez 10 minut z kazdg z temperatur 95
OC,
95-99 °Ci99 °Ciczasami 9, 10 i 11 minut w temperaturze 95-99 °C

e Obrobka wstepna - metoda B) Kuchenka mikrofalowa przez 9, 10 i 11 minut w
temperaturze >95 °C.

e Trawienie pepsyng - metoda A) z czasami inkubacji rownymi 5, 10 i 15 minut w
temperaturze pokojowej (20-25 °C).

e Trawienie pepsyng - metoda B) z czasami inkubacji rownymi 3, 4 i 5 minut w
temperaturze 37 °C.

e Trawienie pepsyng - metoda C) z czasami inkubacji rwnymi 20, 25 i 30 minut w
temperaturach 35, 37 i 39 °C.

e Denaturacja przez 10 minut w potgczeniu z kazdg z temperatur 65, 66 i 67 °C wraz z
9, 10 i 11 minutami przy 66 °C. Czas hybrydyzacji réwny 60, 90 i 120 minut w
temperaturze 45 °C.

e Odptukiwanie przez 10 minut w potgczeniu z kazdg z temperatur 61, 63 i1 65 °C wraz z
9, 10 i 11 minutami przy 63 °C.

Uwaga: W przypadku testéw wrazliwych podczas wykonywania odczynu mozna zmienic
tylko jeden parametr. Zaleca sie przestrzeganie czasu i temperatury wskazanych w
procedurze wykonywania odczynu.

Hybrydyzacja przez 60 minut zapewniata wysokie natezenie sygnatu, jakkolwiek nieco
nizsze w porownaniu do hybrydyzaciji trwajgcej 90 i 120 minut. Dla innych kombinac;ji
czasow/temperatur nie zaobserwowano znaczgcych réznic w wynikach.

Wykonanie odczynu dla HERZ2 IQFISH pharmDx umozliwia zastosowanie zmiennych
czasow cieplnej obrébki wstepnej, trawienia pepsyng i czasu hybrydyzacji. Kazdg, unikalng
kombinacje walidowano wzgledem statusu genu HERZ2. Walidacji dokonano dla 10 probek
ludzkiego raka sutka FFPE dla kazdej z 12 mozliwych kombinacji. Zestaw HERZ2 FISH
pharmDx Kit (K5331) uzyto jako odniesienie. Stosunek HER2/CEN-17 dla kazdej z prébek
przedstawiono na Rysunku 1. Zestawienie wynikow w formie krzyzowej tabeli pomiedzy
12 testami i odczynami referencyjnymi wykazato ogoing zgodnos¢ wzgledem statusu
genu HERZ2 na poziomie 100% (10/10) z dolng i gérng granicg dwustronnego przedziatu
ufnosci 95% na poziomie odpowiednio 78,3% i 100%. Warto$¢ Kappa wyniosta 1.00 a
test McNemary wykazat brak odchylen (dwustronna wartosé p rowna 1,00).
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54537 57060 50848 60024 60496 60502 50509 61741 61750 61752

Rysunek 1. Poszczegodlne stosunki HER2/CEN-17 dla 10 prébek ludzkiego raka sutka
wybarwionych przy uzyciu 12 kombinatorycznych wersji protokotu dla testu odniesienia
HERZ2 IQFISH pharmDx (nr kat. K5731) (Test 1-12) i testu HER2 FISH pharmDx Kit
(nr kat. K5331) (R). Linia pozioma obrazuje wartos¢ odciecia rowng 2,0.
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Powtarzalnos¢

Powtarzalnos¢ stosunku HER2/CEN-17 badano przy uzyciu testu HER2 IQFISH
pharmDx wykorzystujgc kolejne skrawki dziewieciu prébek ludzkiego raka sutka ze
statusem genu HERZ2 bez amplifikacji i z amplifikacjg. Trzykrotne skrawki kazdej probki
badano w tej samej serii. Sredni wspdtczynnik zmiennosci wynidst 5,2% dla probek bez
amplifikacji (zakres od 1% do 8%) i 14% dla prébek z amplifikacjg (zakres od 7% do
20%).

Z uzyciem zestawu HER2 IQFISH pharmDx zbadano ogotem piec kolejnych skrawkow o
réznej grubosci z czterech probek ludzkiego raka sutka (3, 4, 5, 6 i 7 um). Sredni
wspoétczynnik zmiennosci stosunku HER2/CEN-17 wyniost 7% (zakres od 6% do 9%).

Odtwarzalnos¢

Test HERZ2 IQFISH pharmDx badano pod katem powtarzalnosci miedzy seriami i miedzy
obserwatorami, korzystajgc z trzech partii zestawu HER2 IQFISH pharmDx i
wykorzystujgc trzech obserwatorow. Powtarzalnos¢ badano na dziewieciu roznych
prébkach ludzkiego raka sutka o statusie genu HERZ2 bez amplifikacji oraz z amplifikacja.

Sredni wspoétczynnik zmiennosci wynidst dla powtarzalnosci miedzy seriami 5% dla probek
bez amplifikacji (zakres od 2% do 8%) i 7,8% dla prébek z amplifikacjg (zakres od 5% do
11%).

Sredni wspdtczynnik zmiennosci wynidst dla powtarzalnosci miedzy obserwatorami 3,2%
dla prébek bez amplifikacji (zakres od 0,2% do 6%) i 2,8% dla probek z amplifikacjg (zakres
od 2% do 4%).

Uzytecznos$¢ kliniczna

Uzytecznosc kliniczng zestawu Dako HER2 FISH pharmDx (nr kat. K5331) sprawdzano
w badaniu poréwnawczym z zestawem Vysis PathVysion™ HER-2 DNA Probe. Do
badania wtgczono 150 archiwalnych prébek pobranych od pacjentow z rakiem sutka
stopnia lI-ll, z przerzutami do weztéw chtonnych lub bez.

Najwazniejszym celem badania byto okreslenie stopnia zgodnosci pomiedzy
wskaznikami HER2/centromer chromosomu 17 dla 150 prébek, testowanych zestawami
Dako oraz Vysis, zarébwno w zakresie ogolnej zgodnosci tych wskaznikow, jak i
zgodnego podziatu dychotomicznego wzgledem wynikow FISH (grupy +/-).

Wszystkie 145 probek badania pomysinie hybrydyzowano oraz oznaczono, a nastepnie
przeprowadzono analize statystyczng otrzymanych wynikow. Zestawienie wynikow w
formie krzyzowej tabeli 2 x 2 przedstawione jest w Tabeli 1.
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Tabela 1. Dychotomiczne przedstawienie wynikéw dla 145 probek raka sutka
testowanych z zastosowaniem zestawéw Dako HER2 FISH pharmDx oraz Vysis

PathVysion™ HER-2 DNA Probe. W kazdej z probek za pomocg obu zestawow zliczono
60 jader.

Zestaw Dako Zestaw Dako Suma
amplifikacja (-) amplifikacja (+)
Zestaw Vysis 95 2 97
amplifikacja (-)
Zestaw Vysis 5 43 48
amplifikacja (+)
Suma 100 45 145

Zgodnos¢ pomiedzy testami Dako i Vysis wynosita 95%, w przedziale ufnosci
92-99%. Wartos¢ kappa wynosita 0,89.

Test McNemarsa dla btedu systematycznego pomiedzy dwoma testami nie byt istotny (p = 0,22).

Rysunek 2 przedstawia rozproszony wykres potaczonych w pary obserwacji 145 prébek.
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Wykres rozproszony polaczonych w pary obserwacji
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Rysunek 2. 145 prébek raka sutka badanych na amplifikacje genu HER2 z uzyciem
zestawow Dako HER2 FISH pharmDx oraz Vysis PathVysion™ HER-2 DNA Probe.
Wyniki przedstawiono jako wspétczynniki HERZ2/centromer chromosomu 17. W kazdej z
prébek za pomocg obu zestawdw zliczono 60 jgder.

0Ogolng zgodnos¢ miedzy testami Dako HERZ2 FISH pharmDx oraz Vysis PathVysion™
HER-2 DNA Probe badano przy zastosowaniu analizy réznic pomiedzy sparowanymi
obserwacjami log (wskaznik) oraz analizy regres;ji liniowej log (wskaznik) dwéch testow.
Stwierdzono, ze réznica pomiedzy potgczonymi obserwacjami log (wskaznik)
systematycznie powieksza sie poprzez sume wskaznikow HERZ2/centromer chromosomu
17, a w przypadku wyzszych wskaznikdbw mierzony wskaznik jest wiekszy w tescie Dako
niz w tescie Vysis.

Wyzszy wskaznik HER2/centromer chromosomu 17, obserwowany przy zastosowaniu
zestawu Dako HERZ2 FISH pharmDx, moze by¢ zwigzany z rzeczywistg roznicg pomiedzy
dwoma testami, np. dlatego ze wieksza rozdzielczos¢ zestawu Dako HER2 FISH pharmDx
daje w rezultacie wyzsze wskazniki dla przypadkéw wysokiej amplifikacji genu HERZ2.
Poniewaz testowanie zestawow przeprowadzono w dwdéch réznych osrodkach, dlatego
nalezy spodziewac sie zmiennosci pomiedzy laboratoriami. Co wiecej, w piSmiennictwie
obserwowano wiekszg zmiennos¢ w przypadkach wysokiej amplifikacji, ale nie uwaza sie
tego za istotne klinicznie (18). Obecne badanie nie umozliwia oceny réznic
systematycznych pomiedzy dwoma testami stosowanymi w wielu laboratoriach. Nalezy
dodag, ze odchylenie zaobserwowane miedzy dwoma testami jest podobnej wielkosci do
obserwowanego w badaniu przeno$nosci.

Zestaw Dako HERZ2 IQFISH pharmDx (nr kat. K5731) poréwnano z zestawem Dako HER2
FISH pharmDx Kit (nr kat. K6331) w badaniu poréwnawczym 78 probek sutka z ludzkiego

P04090PL_02/K573111-2 str. 25/65



Rak sutka

raka sutka. Tabela krzyzowa statusow HERZ2 uzyskanych w dwdch testach wykazuje
catkowitg zgodnos$¢ rowng 98,7% z dolnymi i gérnymi progami dla przedziatu ufnosci 95%
rownymi 94,2% i 99,9%. Wartos¢ Kappa wynosita 0,96 z dolnymi i gérnymi progami dla
przedziatu ufnosci 95% rownymi 0,89 i 1,00. Wartos¢ p dla testu McNemary wyniosta 1,00
wskazujgc na brak odchylen miedzy dwoma testami.
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Rozwigzywanie probleméw - sutek

Problem Prawdopodobna przyczyna Zalecane postepowanie
1. Brak lub stabe 1a. Podczas transportu lub 1a. Kontrola warunkéw
sygnaty przechowywania zestaw przechowywania. Nalezy

1b.

1c.

1d.

1e.

narazony byt na dziatanie
wysokich temperatur.

Mikroskop nie dziata

prawidtowo

- Zatozono niewtasciwy filtr

- Nieodpowiednia lampa

- Przestarzata lampa
rteciowa

- Zabrudzone i/lub pekniete
soczewki kolektora

- Nieodpowiedni olej
immersyjny

Zanikanie sygnatow

Nieodpowiednie warunki
obrébki wstepnej

Parowanie mieszaniny sond
podczas hybrydyzacji

1b.

1c.

1d.

1e.

upewnic sig, ze w
otrzymanej partii towaru
obecny byt suchy 16d.
Upewnic sie, ze fiolka 3
byta przechowywana w
temperaturze -18 °C, w
ciemnosci. Nalezy upewni¢
sie, ze fiolki 2A i 5A byty
przechowywane w
temperaturze nie wyzszej
niz 2—8 °C i w ciemnosci.
Nalezy sprawdzi¢ mikroskop
i upewnic sie, ze uzywane
filtry sg odpowiednie do
stosowania z zestawem
fluorochromowym, a lampa
rteciowa jest prawidtowa i
nie zostat przekroczony
czas jej spodziewane;j
zywotnosci (patrz
Zatgcznik 3). W razie
watpliwosci nalezy
skontaktowac sie z lokalnym
przedstawicielem firmy
produkujgcej mikroskopy.

Nalezy unika¢ ditugich
badan mikroskopowych
oraz zminimalizowaé czas
narazenia na silne zrédfa
Swiatta.

Upewnic sie, ze
przestrzegano zalecanej
temperatury i czasu obrobki
wstepnej.

Nalezy upewnic sie, ze w
komorze hybrydyzacyjne;j
panuje dostateczna
wilgotnosé.

2. Brak zielonych
sygnatéw

2a.

Nieprawidtowe warunki
odptukiwania

2a.

Nalezy upewni¢ sie, ze
przestrzegana jest zalecana
temperatura i czas
odptukiwania, oraz ze przed
ptukaniem usunieto szkietka
nakrywkowe.
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Problem Prawdopodobna przyczyna Zalecane postepowanie
3. Brak czerwonych 3a. Nieodpowiednie warunki 3a. Upewni¢ sie, ze
sygnatéw obrobki wstepnej przestrzegano zalecane;j

temperatury i czasu obrébki
wstepne;.

4. Obszary poza
sygnatem

4a.

4b.

Zbyt mata objeto$¢ sondy

Zbieranie sie pecherzykéw
powietrza podczas aplikacji
mieszaniny sond lub
zatapiania

4a.

4b.

Upewnic sie, czy objetos¢
sondy jest wystarczajgco
duza, aby pokry¢ obszar
pod szkietkiem
nakrywkowym

Unika¢ pecherzykéw
powietrza. Jesli sg
widoczne, delikatnie
ostukac preparat pincetg

5. Nadmierne
wybarwienie tta

Ha.

5b.

5c.

5d.

Niewtasciwe utrwalenie
tkanek

Parafina nie zostata
catkowicie usunieta

Zbyt niska temperatura
odptukiwania

Przedtuzona ekspozycja
czesci hybrydyzowanej na
silne Zrédto Swiatta

5a.

Sb.

5c.

5d.

Nalezy upewni¢ sie, ze
badane sg wytgcznie
skrawki utrwalone w
formalinie i zatopione w
parafinie

Stosowaé procedury
deparafinizacji i uwodnienia,
przedstawione w rozdziale
B.2

Nalezy upewnic sie, ze
temperatura odptukiwania
wynosi 63 (£2) °C

Nalezy unikaé dtugich badan
mikroskopowych oraz
zminimalizowac¢ czas
narazenia na silne zrédia
Swiatta

6. Zaburzona
morfologia tkanek

6a.

6b.

6c.

Nieprawidtowe poddanie
dziataniu pepsyny

Niewtasciwe warunki
wstepnego przygotowania
mogg spowodowac
nieklarowny lub metny
wyglad

Zbyt dtugie stosowanie
pepsyny lub krojenie bardzo
cienkich preparatow moze
by¢ przyczyng pojawienia sie
cieni komdérkowych lub
komorek obrgczkowatych.

6a.

6b.

6c¢.

Nalezy przestrzegac
zalecanych czasow inkubaciji
Z pepsyna.

Patrz cze$¢ B.3, etap 2.
Nalezy upewnic sie, czy
pepsyna przechowywana jest
we wiasciwej temperaturze.
Patrz czesc¢ B.1

Upewnic sie, ze
przestrzegano zalecane;j
temperatury i czasu obrobki
wstepnej.

Nalezy skrocic¢ czas
inkubacji z pepsyna.
Patrz czes¢ B.3, etap 2.
Nalezy upewni¢ sie, ze
grubos$¢ preparatow
wynosi 4—6 ym.
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Problem Prawdopodobna przyczyna Zalecane postepowanie

7. Zbyt wysoki 7. Uzycie przeterminowanych 7. Upewnic sie, ze powlekane
poziom zieleni w lub niezalecanych szkietek szkietka (Dako Silanized
preparacie, z Slides, nr kat. S3003 lub
uwzglednieniem szkietka powlekane poli-L-
obszarow bez lizyng) nie sg
tkanek FFPE przeterminowane.

UWAGA: Jesli problemu nie daje sie przypisa¢ zadnej z powyzszych przyczyn, bgdz jesli
zalecane postepowanie jest nieskuteczne, nalezy sie skontaktowac z Dziatem Pomocy
Technicznej Dako w celu uzyskania dalszej pomocy.
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Zalacznik 1 - sutek
HER2 IQFISH pharmDx, nr kat. K5731

Lista kontrolna protokotu

Numer identyfikacyjny serii barwienia:

Data serii:

HER2 |QFISH pharmDx, K5731 partia:

Numer identyfikacyjny prébki:

Numer identyfikacyjny sprzetu:

Data rozcienczenia/wygasniecia daty waznosci 1 x Bufor ptuczacy (fiolka 6 rozcienczona w stosunku 1:20)- /

Tkanki utrwalone w obojetnej, buforowanej formalinie

| Tak [

Nie []

Etap 1: Przygotowanie wstepne

Data rozciehczenia/wygasniecia waznosci Roztworu do obrébki
wstepnej (fiolka 1, rozcienczona w stosunku 1:20)

Zmierzona temperatura Roztworu do obrébki wstepnej (95-99 °C),
jezeli do ogrzewania stosowana jest faznia wodna

°C

Obrébka wstepna (10 minut) i schtodzenie (15 minut)

Ptukanie w Buforze ptuczacym (fiolka 6, rozcienczona 1:20)
(2 x 3 minuty)

Etap 2: Pepsyna

Czas poddania dziataniu pepsyny (fiolka 2) w temperaturze
37 °C lub

Minuty

Czas poddania dziataniu pepsyng (fiolka 2) w temperaturze
pokojowej (20-25 °C) lub

Minuty

Czas zanurzenia w pepsynie w temperaturze 37 (+2) °C

Minuty

Ptukanie w Buforze ptuczacym (fiolka 6, rozcienczona 1:20)
(2 x 3 minuty)

Preparaty nalezy odwodni¢ (3 x 2 minuty) w kolejnych stezeniach
etanolu i odtozy¢ do wyschniecia

Etap 3: Mieszanina sond HER2/CEN-17 IQISH

Nanie$¢ mieszanine sond (fiolka 3), przykry¢ szkietkiem
nakrywkowym i uszczelni¢ za pomocg Szczeliwa do szkietek
nakrywkowych

Zmierzona temperatura denaturacji (66 (x1) °C)

°C

Denaturacja przez 10 minut

Zmierzona temperatura hybrydyzaciji (45 (£2) °C)

°C

Czas hybrydyzacji (60—120 minut)

Minuty
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Etap 4: Odptukiwanie

Data rozcienczenia/wygasniecia waznosci Buforu do ptukania
gtebokiego (fiolka 4, rozcienczona 1:20)

Zmierzona temperatura Buforu do ptukania gtebokiego (63 (£2) °C) °C
Odptukiwanie (10 minut) po zdjeciu szkietek nakrywkowych

Ptukanie w Buforze ptuczacym (fiolka 6, rozcienczona 1:20) °C
(2 x 3 minuty)

Preparaty nalezy odwodni¢ (3 x 2 minuty) w kolejnych stezeniach Minuty

etanolu i odtozy¢ do wyschniecia

Etap 5: Zatapianie preparatu

Nanies¢ 15 pL Fluorescencyjnego $rodka do zatapiania (fiolka 5) i
przykry¢ szkietkiem nakrywkowym

Komentarze:

Data i podpis technika:
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Zalacznik 2 - sutek

HER2 IQFISH pharmDx, nr kat. K5731
Schemat zliczania
ID serii barwienia w dzienniku:

Data serii:
HERZ2 IQFISH pharmDx, K5731 partia: Numer identyfikacyjny prébki:

Zliczanie sygnatéw w 20 jadrach

HER2 CEN-17 HER2 CEN-17
Jadro R . Jadro . .

nr wynik wynik nr wynik wynik
(czerwony) (zielony) (czerwony) | (zielony)

1
12
13
14
15
16
17
18
19
10 20
Ogotem (1-10) Ogotem (11-20)

O | N[O |~ [WOIDN|=

W celu okreslenia wskaznika HER2/CEN-17 nalezy policzy¢ liczbe sygnatéw HER?2 oraz liczbe
sygnatéw CEN-17 w tych samych 20 jadrach, a nastepnie podzieli¢ catkowitg liczbe sygnatéw
HERZ2 przez catkowitg liczbe sygnatéw CEN-17. Jesli wspoétczynnik HER2/CEN-17 ma wartos¢
graniczng (1,8-2,2), nalezy dodatkowo policzy¢ 20 jgder i ponownie obliczy¢ wspotczynnik.
Wspodtczynnik w punkcie odciecia lub jego poblizu (1,8—-2,2) nalezy interpretowac ostroznie
(patrz: Wskazowki dotyczace zliczania).

HER2 CEN-17 Stosunek HER2/CEN-17

Ocena (1-20)

Q Wspoitczynnik < 2: Nie zaobserwowano amplifikacji genu HER2

Q Wspotczynnik= 2: Zaobserwowano amplifikacje genu HER2

Data i podpis technika:

Data i podpis histopatologa:
Do wytycznych zliczania: patrz: Interpretacja wyniku barwienia.
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Zalacznik 3 - sutek

HER2 IQFISH pharmDx, nr kat. K5731
Charakterystyka mikroskopu fluorescencyjnego
Dako zaleca stosowanie nastepujacej aparatury z zestawem HER2 IQFISH pharmDx, K5731:

1. Typ mikroskopu
o Mikroskop epifluorescencyjny.

2. Lampa
e Lampa rteciowa 100-watowa (odnotowywac czas Swiecenia).

3. Obiektywy
¢ Do badania przesiewowego tkanek nadajg sie suche obiektywy fluorescencyjne,
powiekszajgce 10X, lub fluorescencyjne z olejkiem immersyjnym, powiekszajgce 16X.

¢ Do silnego powiekszenia i zliczania sygnatdéw zalecane sg wytgcznie obiektywy
fluorescencyjne z olejkiem immersyjnym, np. 100X.

4. Filtry

Filtry sg projektowane indywidualnie dla okreslonych fluorochromoéw i tak muszg by¢ dobierane.
Dako zaleca stosowanie specyficznego filtra DAPI w potgczeniu z wysokiej jakosci podwojnym
filtrem Texas Red/FITC.

o Filtr DAPI
o Filtr podwdjny dla czerwieni teksanskiej/FITC
¢ Pojedyncze filtry Texas Red oraz FITC mozna stosowac¢ w celu potwierdzenia.

Fluorochrom Czestotliwos¢ fali wzbudzajgcej | Czestotliwosé fali emitowanej
FITC 495 nm 520 nm
Texas Red 596 nm 615 nm

Do kazdego typu mikroskopu stosowane sg charakterystyczne filtry. Uzywanie odpowiednich filtrow
ma decydujgce znaczenie dla interpretacji. Jesli potrzebujg Panstwo szczegotowych informacii,
prosimy o kontakt z dostawcg mikroskopu lub przedstawicielem firmy Dako.

5. Olejek
¢ Olej niefluorescencyjny.

Srodki ostroznosci

¢ Nie zaleca sie stosowac lamp rteciowych o mocy 50 watéw.

¢ Nie nalezy stosowac filtréw rodaminowych.

¢ Nie zaleca sie uzywania filtréw potréjnych.
Mikroskop, ktéry nie zostat zoptymalizowany, moze spowodowac trudnosci w odczytywaniu
sygnatéw fluorescencyjnych. Wazne jest, aby zrédta Swiatta nie byty przeterminowane oraz byty
wiasciwie ustawione i zogniskowane.
Klienci powinni zapoznac sie z zaleceniami producenta odnosnie do eksploatacji lampy rteciowej
i szczegotowo ich przestrzegac. Mikroskop nalezy konserwowaé, a lampe rteciowg regulowac
przed interpretacjg wynikéw.
Nalezy dotozy¢ staran, aby probka byta wystawiona mozliwie najmniej na swiatto wzbudzajgce, w
celu zminimalizowania zanikania fluorescencji.
Przed rozpoczeciem hybrydyzacji fluorescencyjnej in situ zaleca sie omoéwienie budowy
mikroskopu z producentem lub zapoznanie sie z literatura.
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Streszczenie i wyjasnienia - zotagdek

Ludzki gen HERZ2 (znany rowniez jako ERBBZ2 lub NEU) jest zlokalizowany na chromosomie 17 i
koduje biatko HER2 lub p185"&R2, Biatko HER2 jest receptorem membranowym kinazy
tyrozynowej, wykazujgcym podobienstwo do receptora naskérkowego czynnika wzrostu (EGFR
lub HER1) (1-2). Gen HERZ2 wystepuje w 2 kopiach we wszystkich prawidtowych komdérkach
diploidalnych.

Nadekspresje biatka HER2 i amplifikacje genu HERZ2 raka zotgdka wykazano w licznych
badaniach (omoéwionych w (20)). Wynik dodatni HER2 wykryto w ok. 20 % pacjentéw w zakresie
IHC lub FISH (20). Badania przedkliniczne in vitro i in vivo wykazaty skuteczno$¢ preparatu
trastuzumab (Herceptin™) na przyktadzie réznych modeli raka zotgdka, co doprowadzito do
rozpoczecia badan klinicznych (20-24). W fazie lll badania BO18255 zwanym ToGA, pacjentéw z
dodatnim HER2 z nieoperacyjnym miejscowo zaawansowanym gruczolakorakiem zotgdka i/lub
przerzutowym gruczolakorakiem zotgdka lub potgczenia zotgdkowo-przetykowego
randomizowano do przyjmowania preparatu 5-FU lub capecitabine i cisplatin oddzielnie lub w
pofgczeniu z preparatem trastuzumab. Zaobserwowano statystyczny znaczny wzrost okresu
przezycia (OS) u pacjentow biorgcych udziat w leczeniu preparatem trastuzumab i chemioterapig
(25). Trastuzumab to humanizowane przeciwciato monoklonalne, ktére wigze sie z biatkiem
HER2, wykazujgc do niego silne powinowactwo. W badaniach in vitro i in vivo stwierdzono, ze
przeciwciato to blokuje rozrost ludzkich komérek nowotworowych wykazujgcych nadekspresje
biatka HER2 (21-24).

Zasada testu - zoladek

HERZ2 IQFISH pharmDx zawiera wszystkie odczynniki niezbedne do wykonania testu FISH z
uzyciem utrwalonych w formalinie i zatopionych w parafinie probek skrawkow tkanek.

Po deparafinizaciji i rehydratacji probki sg podgrzewane przez 10 minut w roztworze do obrébki
wstepnej. Nastepnie przeprowadza sie trawienie proteolityczne z uzyciem pepsyny. Po ogrzaniu i
obrdébce wstepnej, zestaw zawiera nietoksyczng, gotowg mieszanke sond IQISH Probe Mix
wyprodukowang w oparciu o technologie PNA (peptydowego kwasu nukleinowego) (12) oraz
DNA. Probe Mix skfada sie z mieszaniny znakowanych czerwienig teksanskg sond DNA,
obejmujgcych region dtugosci 218 kb, zawierajgcy gen HER2 na chromosomie 17, oraz
mieszaniny znakowanych fluoresceing sond PNA, skierowanych przeciwko obszarowi
centromeru chromosomu 17 (CEN-17). W wyniku swoistej hybrydyzacji z obszarami docelowymi
uzyskuje sie wyrazny czerwony sygnat fluorescencyjny dla kazdego locus genu HERZ2 oraz
wyrazny zielony sygnat fluorescencyjny dla kazdego centromeru chromosomu 17. Po bardzo
dokfadnym przeptukaniu prébki osadza sie na szkietku przy uzyciu Fluorescencyjnego srodka do
zatapiania, zawierajgcego DAPI, a nastepnie przykrywa szkietkiem nakrywkowym. Przy uzyciu
mikroskopu fluorescencyjnego, wyposazonego w odpowiednie filtry (patrz Zatgcznik 3), ustala sie
potozenie komérek nowotworowych oraz zlicza sygnaty czerwone (HER?2) i zielone (CEN-17).
Nastepnie oblicza sie wskaznik HER2/CEN-17. Zdrowe komorki w analizowanym skrawku tkanki
spetniajg role wewnetrznej kontroli dodatniej skutecznosci preparowania oraz hybrydyzaciji
prébki. Szczegdétowe informacje przedstawiono w rozdziale ,Interpretacja odczynu”.

W celu odbycia interakcyjnego szkolenia internetowego, prosimy skorzystac¢ z programu HER2
IQFISH pharmDx, przeznaczonego dla technikéw laboratoryjnych, patologéw i naukowcow, ktory
przekazuje doktadne, szybko przyswajalne informacje, pozwalajgce uzyskiwaé z zestawem
HERZ2 1QFISH pharmDx optymalne wyniki:

www.dako.com
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Odczynniki - zolagdek

Dostarczane materiaty

Wymienione ponizej materiaty wystarczajg do wykonania 20 badan (pojedyncze badanie definiuje
sie dla pojedynczego obszaru docelowego o rozmiarach 22 mm x 22 mm). Liczbe testéw
okreslono przy zatozeniu zuzycia na badanie 250 uL na preparat z fiolki 2 (58 kropli), 10 uL na
preparat z fiolki 3 oraz 15 L na preparat z fiolki 5). Roztwory w fiolce 3 i w fiolce 5 sg lepkie i
powinny by¢ krétko odwirowywanie w mikrowirowce aby zebra¢ caty dostarczony odczynnik.

Zestaw zawiera ilos¢ materiatu wystarczajgca na 10 indywidualnych serii barwienia (cztery
oddzielne serie, w razie stosowania metody z zanurzaniem w pepsynie). HER2 IQFISH pharmDx
jest dostarczany w suchym lodzie. Obecnosé suchego lodu przy odbiorze stanowi
gwarancje, iz skladniki zestawu nie byly poddane dziataniu wysokich temperatur podczas
transportu. Prosimy zwrécié uwage na to, ze niektore sktadniki mogg pozosta¢ niezamrozone;
nie wptywa to jednak na jakos¢ dziatania zestawu HERZ2 IQFISH pharmDx.

Fiolka 1 [PRE-TREATMENT SOLUTION (20x)]

Roztwér do obrébki wstepnej (20x)
150 mL, 20-krotnie stezony
Bufor MES (kwas 2-[N-morfolino]etanosulfonowy).

Fiolka 2A
Pepsyna
4 x 6.0 mL, gotowy do uzycia
Roztwér pepsyny o pH 2,0; zawiera srodek stabilizujgcy i
przeciwbakteryjny.
Fiolka 2B
Rozcienczalnik pepsyny (10x)
24 mL, stezony 10x
Bufor do rozcienczania o pH 2,0; zawiera srodek
przeciwbakteryjny.

i HER2/CEN-17 IQISH
Fiolka 3

Mieszanina sond HER2/CEN-17 1QISH

0,2 mL, gotowy do uzytku

Mieszanina znakowanych czerwienig teksanskg sond
DNA dla HERZ2 oraz znakowanych fluoresceing sond PNA
dla CEN-17; dostarczana w buforze hybrydyzacyjnym.

Fiolka 4 [STRINGENT WASH BUFFER (20x)]

Bufor do ptukania gtebokiego (20x)

150 mL, 20-krotnie stezony

Bufor SSC (sl fizjologiczna z cytrynianem sodowym) z
detergentem (Tween-20).
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Fiolka 5
Fluorescencyjny srodek do zatapiania
0,4 mL, gotowy do uzytku
Preparat fluorescencyjny do osadzania preparatu
histologicznego, zawierajgcy 500 pg/L DAPI
(4’,6-diamidyno-2-fenyloindol).

Fiolka 6

Bufor ptuczacy (20x)
500 mL, 20-krotnie stezony
Bufor Tris/HCI.

Szczeliwo do szkietek nakrywkowych
1 tubka, gotowe do uzytku
Rozpuszczalnik do szczeliwa szkietka nakrywkowego

UWAGA: Nastepujgce odczynniki zestawu: Roztwor do obrébki wstepnej (20x), Pepsyna,
Rozciehczalnik pepsyny (10x), Bufor do ptukania gtebokiego (20x), Fluorescencyjny srodek do
zatapiania, Bufor ptuczgcy (20x) i Szczeliwo do szkietek nakrywkowych sg wymienne z
nastepujgcymi odczynnikami zestawu Dako Histology FISH Accessory Kit, nr kat. K5799.

Materialy wymagane, lecz niedostarczone
Odczynniki laboratoryjne

Woda destylowana lub dejonizowana
Etanol, 96%

Ksylen lub jego odpowiedniki

Sprzet laboratoryjny

Waciki

Pipety nastawne

Wykalibrowany termometr do czes$ciowego zanurzania (zakres 37—100 °C)
Wykalibrowany termometr powierzchniowy (zakres 37—100 °C)
Szkietka nakrywkowe (22 mm x 22 mm)

Pinceta

Wyciag

Dako Hybridizer (nr kat. S2450 lub S2451)*

Piyta grzejna lub piec hybrydyzacyjny*

Wilgotna komora hybrydyzacyjna*

Mikrowirowka

Szkietka silanizowane Dako Silanized Slides nr kat. S3003 lub szkietka optaszczone poli-L-lizyng
(patrz Przygotowanie probek)

Stoje lub taznie barwigce

Stoper (odpowiedni do wyznaczenia 2—15-minutowych okreséw)

Mieszadto wirowe

taznia wodna z pokrywg (zapewniajgca utrzymanie temperatury 37(x2) °C, 63 (x2) °C i od 95 °C
do 99 °C)

Kuchenka mikrofalowa z funkcjg detekcji, jezeli w procedurze wstepnej wykorzystywana jest
kuchenka mikrofalowa
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(patrz B3. Protokot barwienia. Etap 1: Obrébka wstepna, Metoda B)

* Plyta grzejna lub piec hybrydyzacyjny do denaturacji (66 (+2)°C) i hybrydyzaciji (45 (£2)°C) wraz z
wilgotng komorg hybrydyzacyjng, mogg stanowic alternatywe dla Dako Hybridizer.

Sprzet i przybory mikroskopowe
Filtry do mikroskopu fluorescencyjnego: Podwdjny filtr dla DAPI i FITC/czerwieni
teksanskiej lub pojedyncze filtry dla FITC i czerwieni teksanskiej — szczegotowe

informacje patrz Zatgcznik 3.

Nalezy stosowac mikroskop fluorescencyjny ze zrodtem Swiatta w postaci lampy
rteciowej 100 W. Do stosowania z wymienionymi filtrami nie sg zalecane inne zrodfa
Swiatta.

Pojemnik na preparaty (tekturowa podstawka na 20 preparatéw z odchylang przegubowo
pokrywg lub podobny).

Srodki ostroznosci - zotadek

Do stosowania w diagnostyce in vitro.

Do stosowania przez wyszkolony personel.

Fiolka 1 nie wymaga oznakowania substancji niebezpiecznych. Karta Charakterystyki
Substancji jest dostepna na zgdanie.

Fiolka 2A, Pepsin, zawiera 25-<10% propan-2-ol, 20.1-<0.3% pepsyne A, 20.011-<0.1% 5-
chloro-2-methyl-4-isothiazolin-3-one i 2-methyl-2H-isothiazol-3-one. Fiolka 2A jest oznaczona

1.

w N

etykieta:

&

Niebezpieczenstwo
H314

H317
P280

P304 + P340 + P310

P301 + P310 + P331

P303 + P361 + P353 +
P310

P305 + P310

P405
P501

Powoduje powazne oparzenia skory oraz uszkodzenia
oczu.

Moze powodowacé reakcje alergiczng skory.

Stosowac rekawice ochronne. Nosi¢ okulary ochronne lub
ochrone twarzy. Stosowac odziez ochronna.

W PRZYPADKU DOSTANIA SIE DO DROG
ODDECHOWYCH: Wyprowadzi¢ lub wynies¢
poszkodowanego na $wieze powietrze i zapewni¢ mu
warunki do swobodnego oddychania. Natychmiast
skontaktowaé sie z OSRODKIEM ZATRUC lub wezwaé
lekarza.

W PRZYPADKU POLKNIECIA: Natychmiast skontaktowac
sie z OSRODKIEM ZATRUC lub wezwa¢ lekarza. NIE
wywotywac wymiotdw.

W PRZYPADKU KONTAKTU ZE SKORA (lub z wtosami):
Natychmiast zdjg¢ catg zanieczyszczong odziez. Sptukac
skoére wodg albo pod prysznicem. Natychmiast
skontaktowaé sie z OSRODKIEM ZATRUC lub wezwaé
lekarza.

W PRZYPADKU DOSTANIA SIE DO OCZU: Natychmiast
skontaktowaé sie z OSRODKIEM ZATRUC lub wezwaé
lekarza.

Przechowywac¢ pod zamknigciem.

Zawartos¢ pojemnika jak i pojemnik utylizowa¢ zgodnie z
lokalnymi, regionalnymi, narodowymi oraz
miedzynarodowymi przepisami.
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5. Fiolka 2B, Pepsin Diluent (10x), zawiera 250-<75% propan-2-ol i 25-<10% 2-amino-2-
(hydroxymethyl) propane-1,3-diol hydrochloride. Fiolka 2B jest oznaczona etykieta:

Niebezpieczenstwo

H225
H319
H336
P280

P210

P241

P304 + P340

P303 + P361 + P353

P235
P501

Wysoce tatwopalna ciecz i pary.

Provoca irritagdo ocular grave.

Moze wywotywac uczucie sennosci lub zawroty gtowy.
Stosowac rekawice ochronne. Stosowac¢ ochrone oczu lub
twarzy.

Przechowywac z dala od Zrodet ciepta, gorgcych
powierzchni, zrodet iskrzenia, otwartego ognia i innych
zrodet zaptonu. Nie palié.

Uzywac elektrycznego/wentylujgcego/oswietleniowego/
przeciwwybuchowego sprzetu.

W PRZYPADKU DOSTANIA SIE DO DROG
ODDECHOWYCH: Wyprowadzi¢ lub wynie$¢
poszkodowanego na $wieze powietrze i zapewni¢ mu
warunki do swobodnego oddychania.

PATEKUS ANT ODOS (arba plauky): Natychmiast zdjg¢
calg zanieczyszczong odziez. Sptukaé skore pod
strumieniem wody/prysznicem.

Przechowywaé w chtodnym miejscu.

Zawarto$¢ pojemnika jak i pojemnik utylizowa¢ zgodnie z
lokalnymi, regionalnymi, narodowymi oraz
miedzynarodowymi przepisami.

6. Fiolka 3, HER2/CEN-17 IQISH Probe Mix, zawiera 210-<25% ethylene carbonate i 23-<5%
chlorek sodu. Fiolka 3 jest oznaczona etykieta:

Uwaga
H319
P280
P264
P305 + P351 + P338

Dziata draznigco na oczy.

Nosi¢ okulary ochronne lub ochrone twarzy.

Doktadnie umy¢ rece po uzyciu.

W PRZYPADKU DOSTANIA SIE DO OCZU: Ostroznie ptukaé
wodg przez kilka minut. Wyjaé soczewki kontaktowe, jezeli sg
i mozna je tatwo usung¢. Nadal ptukac.

7. Fiolka 4, Stringent Wash Buffer (20x), zawiera 210-<25% chlorek sodu i 210-<20% 2-amino-
2-(hydroxymethyl) propane-1,3-diol hydrochloride. Fiolka 4 jest oznaczona etykieta:

Uwaga
H319
H315
P280

P264
P305 + P351 + P338

Dziata draznigco na oczy.

Dziata draznigco na skore.

Stosowac rekawice ochronne. Nosi¢ okulary ochronne lub
ochrone twarzy.

Dokfadnie umy¢ rece po uzyciu.

W PRZYPADKU DOSTANIA SIE DO OCZU: Ostroznie
ptuka¢ woda przez kilka minut. Wyjgé soczewki kontaktowe,
jezeli sg i mozna je tatwo usungé. Nadal ptukac.
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8.

Fiolka 6, Wash Buffer (20x), zawiera 210-<25% chlorek sodu i 210-<20% trometamol. Fiolka

6 jest oznaczona etykieta:

Uwage
H319

H315
P280

P264
P305 + P351 + P338

Dziata draznigco na oczy.

Dziata draznigco na skére.

Stosowac rekawice ochronne. Nosi¢ okulary ochronne lub
ochrone twarzy.

Doktadnie umy¢ rece po uzyciu.

W PRZYPADKU DOSTANIA SIE DO OCZU: Ostroznie
ptuka¢ wodg przez kilka minut. Wyja¢ soczewki kontaktowe,
jezeli sg i mozna je tatwo usung¢. Nadal ptukad.

Coverslip Sealant, zawiera 100% hydrorafinowanej benzyny ciezkiej (ropy naftowej) i nosi

nastepujace oznaczenia:

XY

Niebezpieczenstwo

H225
H304

H411
P280

P210

P241

P273
P301 + P310 + P331

P303 + P361 + P353

P235
P501

Wysoce fatwopalna ciecz i pary.

Potknigecie i dostanie sie przez drogi oddechowe moze grozic¢
Smiercia.

Dziata toksycznie na organizmy wodne, powodujgc
dtugotrwate skutki.

Stosowac rekawice ochronne. Nosi¢ okulary ochronne lub
ochrone twarzy.

Przechowywac z dala od Zrddet ciepta, gorgcych powierzchni,
zrodet iskrzenia, otwartego ognia i innych zrédet zaptonu. Nie
palic.

Uzywac sprzetu elektrycznego, wentylacyjnego,
oswietleniowego i stuzgcego do operowania materiatem w
wersji przeciwwybuchowej.

Unika¢ uwolnienia do srodowiska.

W PRZYPADKU POLKNIECIA: Natychmiast skontaktowac sie
z OSRODKIEM ZATRUC lub wezwaé lekarza. NIE
wywotywac wymiotdw.

W PRZYPADKU KONTAKTU ZE SKORA (lub z wtosami):
Natychmiast zdjg¢ catg zanieczyszczong odziez. Sptukac
skére wodg albo pod prysznicem.

Przechowywaé w chtodnym miejscu.

Zawartos¢ pojemnika jak i pojemnik utylizowa¢ zgodnie z
lokalnymi, regionalnymi, narodowymi oraz miedzynarodowymi
przepisami.

10. Prébki przed utrwaleniem i po nim oraz wszystkie materiaty majgce z nimi kontakt nalezy
traktowac jako potencjalnie zakazne i usuwac przy zachowaniu odpowiednich srodkéw
ostroznosci.(16) Nigdy nie pipetowac odczynnikéw ustami i unika¢ narazania skory oraz bton
Sluzowych na kontakt z odczynnikami i prébkami. W razie kontaktu odczynnikéw z
wrazliwymi okolicami skory, nalezy je sptukac obfitg iloscig wody.

Do minimum ograniczy¢ skazenie odczynnikow bakteriami, aby unikngé mozliwo$ci
uzyskiwania btednych wynikow.

Zastosowanie czasow inkubaciji, temperatur lub metod innych niz podano w instrukcji, moze
prowadzi¢ do uzyskiwania btednych wynikéw.

11.

12.
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13. Zastosowanie probek o innej grubosci lub metod ich utrwalania innych niz podano w
instrukcji, moze wptywac¢ na morfologie tkanki i/lub intensywnos¢ sygnatu.

14. Aby unikngé odparowywania mieszaniny sond HER2/CEN-17 IQISH podczas hybrydyzaciji,
nalezy zapewni¢ odpowiednig wilgotnos¢ w komorze hybrydyzacyjnej.

15. Dostarczone odczynniki majg optymalne rozcienczenia. Dalsze rozcienczanie moze
prowadzi¢ do braku aktywnosci.

16. Aby unikngé kontaktu z oczami i skérg, nalezy uzywaé odpowiedniego osobistego
wyposazenia ochronnego. Dodatkowe informacje zawiera Karta Charakterystyki Substancji
Niebezpiecznej (SDS).

17. Ze wzgledu na heterogenng nature preparatu raka zotgdka wazne jest, aby zeskanowac caty
preparat w celu oceny roztozenia sygnatu przed wybraniem obszaru zliczania sygnatéw.

18. Nie zaleca sie oceny bardzo matego preparatu (np. w celu zliczania preparat musi mieé
zachowang morfologie i dostateczng liczbe jader).

19. Przy analizie HercepTest™ preparatow biopsyjnych, do uzyskania wiarygodnych danych na
temat statusu HER2 wyniku nalezy przeanalizowac kilka (7-8) prébek biopsyjnych,
pobranych z réznych regionéw guza.

20. W celu identyfikacji wszystkich rdzeni tkankowych w prébce biopsyjnej wazne jest, aby
skontrolowa¢ preparat barwiony H&E.

21. W metodzie z zanurzaniem w pepsynie mogg by¢ stosowane wytgcznie czyste naczynia do
barwienia (etap 2, metoda C).

Przechowywanie - zotadek

Preparat Mieszanina sond HER2/CEN-17 IQISH (fiolka 3) nalezy przechowywac¢ w temperaturze
-18 °C, w ciemnosci. Pozostate odczynniki mogg by¢ przechowywane w temperaturze 2-8 °C,

w ciemnosci. Wszystkie odczynniki tolerujg przechowywanie w stanie zamrozonym. Zamrazanie i
rozmrazanie odczynnikéw do 10 razy nie wptywa na jakos¢ ich dziatania.

Ciepto moze w niekorzystny sposéb wptywac na jakos¢ dziatania pepsyny, Mieszaniny sond
HERZ2/CEN-17 1QISH oraz Fluorescencyjnego $rodka do zatapiania (fiolki 2A, 3 i 5).
Odczynnikéw tych nie nalezy pozostawia¢ w temperaturze pokojowe;j.

Swiatto o duzym nasileniu moze w niekorzystny sposéb wptywaé na jako$é dziatania Mieszaniny
sond HERZ2/CEN-17 IQISH oraz Fluorescencyjnego srodka do zatapiania (fiolki 3 i 5). Nie nalezy
przechowywaé ani prowadzi¢ oznaczen za pomocg tych odczynnikéw w miejscach silnie
naswietlonych, np. w bezposrednim swietle stonecznym.

Nie uzywac¢ zestawu po uptywie daty waznosci, podanej na opakowaniu. W przypadku
przechowywania odczynnikdw w warunkach innych niz okre$lone na ulotce dotgczonej do
opakowania, uzytkownik musi zweryfikowa¢ poprawnosc¢ dziatania odczynnikow (13).

Nie ma jednoznacznych oznak $wiadczgcych o niestabilnosci tego produktu. Dlatego tez bardzo
wazna jest ocena zdrowych komérek w analizowanej probce tkanki. Jesli wystgpi nieoczekiwany
wzor fluorescenciji, ktérego nie mozna wyjasni¢ réznicami w procedurach laboratoryjnych,

i istnieje podejrzenie, ze jego przyczyng jest stosowany HERZ2 IQFISH pharmDx, nalezy
niezwtocznie skontaktowac sie z Dziatem Pomocy Technicznej Dako.

Przygotowanie prébek - zotagdek

Prébki gruczolakoraka zotgdka obejmujgcego potgczenie zotgdkowo-przetykowe pochodzace z
biopsiji, wycinkéw lub resekcji nalezy poddac obrdbce, aby utrwali¢ tkanki do analizy technikg FISH.
W przypadku wszystkich prébek nalezy zastosowac standardowe metody przygotowania do
barwienia immunocytochemicznego (14). W przypadku badania matych preparatéw biopsyjnych
nalezy upewni¢ sie, czy do zliczania sygnatow zachowano morfologie guza i obecnosé
wystarczajgcej liczby jader. Przy analizie HercepTest™ preparatow biopsyjnych, do uzyskania
wiarygodnych danych na temat statusu HER2 wyniku nalezy przeanalizowac kilka (7-8) probek
biopsyjnych, pobranych z ré6znych regionéw guza.
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Skrawki zatapiane w parafinie

Do uzytku nadajg sie jedynie tkanki utrwalone w obojetnie buforowanej formalinie i zatopione w
parafinie. Probki nalezy np. przygotowac w formie bloczkdéw o grubosci od 3 do 4 mm i utrwalaé
przez 18—-24 godziny w obojetnie zbuforowanej formalinie. Preparaty biopsyjne utrwalano przez
6-8 godzin w badaniu ToGA (opis badania w punkcie (25)). Nastepnie tkanki sg odwadniane w
szeregu stezen etanolu i w ksylenie, a potem nasgczane stopiong parafing, utrzymywang w
temperaturze nie wyzszej niz 60°C. Prawidlowo utrwalone i zatopione tkanki przed podzieleniem
na skrawki i osadzeniem na szkietku mozna przechowywac¢ przez nieograniczony czas, o ile
przechowuje sie je w chtodnym miejscu (15-25 °C)(14, 15). Inne $rodki utrwalajgce sg
nieodpowiednie.

Preparaty tkankowe nalezy pocig¢ na skrawki o wymiarach 3—6 um.

Réwnoczesnie nalezy przygotowac szkietka niezbednie do oceny amplifikacji genu HERZ2 i
zweryfikowania obecnosci guza. Zaleca sie uzycie minimum 2 kolejnych skrawkow: jednego
skrawka do zbadania obecnosci guza barwionego hematoksyling i eozyng (barwienie H&E) i
jednego skrawka do oceny amplifikacji genu HERZ2. Zaleca sie osadzane skrawkdw na szkietkach
silanizowanych Dako Silanized Slides, nr kat. S 3003, lub optaszczonych poli-L-lizyng. Prébki
przechowywane w temperaturze pokojowej (20-25 °C) nalezy zbada¢ w ciggu 4—6 miesiecy od
momentu podzielenia na skrawki.
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SPOSOB UZYTKOWANIA - zotadek

A. Przygotowanie odczynnikéw - zotagdek
Dla wygody zaleca sie przygotowanie nastepujgcych odczynnikéw przed rozpoczeciem barwienia:

A.1. Roztwér do obrébki wstepnej
W fiolce 1 mogq sie pojawi¢ krysztatki, ktére rozpuszczajg sie w temperaturze pokojowej. Przed
przygotowaniem odczynnika upewni¢ sie, ze w fiolce nie ma krysztatkéw.

Rozcienczy¢ odpowiednig ilo$¢ stezonego roztworu z fiolki 1 (Roztwor do obrébki wstepnej 20x)
w wodzie destylowanej lub demineralizowanej w proporcji 1:20. Niewykorzystany rozcienczony
roztwér mozna przechowywac¢ w temperaturze 2—8 °C przez jeden miesigc. W przypadku
zmetnienia rozcienczony roztwor nie nadaje sie do uzycia.

A.2. Bufor do ptukania gtebokiego

Rozciehczy¢ odpowiednig ilos¢ stezonego roztworu z fiolki 4 (Bufor do ptukania gtebokiego 20x)
w wodzie destylowanej lub demineralizowanej w proporcji 1:20. Niewykorzystany rozcienczony
bufor mozna przechowywac w temperaturze 2-8 °C przez jeden miesigc. W przypadku
zmetnienia rozcienczony bufor wylaé.

A.3. Bufor ptuczacy

Rozcienczy¢ odpowiednig ilos¢ stezonego roztworu z fiolki 6 (Bufor ptuczacy 20x) w wodzie
destylowanej lub demineralizowanej w proporcji 1:20. Niewykorzystany rozcienczony bufor
mozna przechowywaé w temperaturze 2—8 °C przez jeden miesigc. W przypadku zmetnienia
rozcienczony bufor wylaé.

A.4. Seria rozcienczen etanolu

Z 96% roztworu etanolu przygotowac 3 stoje z etanolem o stezeniach odpowiednio 70%, 85% i
96%. Zamkniete stoje przechowywac w temperaturze 2—-8 °C; roztwory uzy¢ do maksymailnie
200 preparatéw. W przypadku zmetnienia roztwory wylaé.

A.5 Roztwor pepsyny

Roztwdr pepsyny jest potrzebny jedynie w przypadku stosowania metody z zanurzaniem w
pepsynie (metoda C).

Sposéb przygotowania roztworu pepsyny;

W przypadku pojemnika na szes¢ preparatow przygotowac¢ 60 mL roztworu pepsyny:

Dodac do pojemnika 48 mL destylowanej lub dejonizowanej wody o temperaturze pokojowe;j
(20-25 °C).

Dodac do pojemnika 6 mL zimnego (2-8 °C) Rozcienczalnika pepsyny (10x) (fiolka 2B).
Doda¢ do pojemnika 6 mL zimnej (2—-8 °C) Pepsyny (fiolka 2A).
Zamkng¢ pojemnik pokrywka i wyrownac¢ temperature roztworu pepsyny do 37 (£2) °C w tazni wodne;j.

W przypadku pojemnika na 24 preparaty przygotowac¢ 240 mL roztworu pepsyny:

Dodac do pojemnika 192 mL destylowanej lub dejonizowanej wody o temperaturze pokojowe;j
(20-25 °C).

Dodac do pojemnika 24 mL zimnego (2-8 °C) Pepsyna Diluent (10x) (fiolka 2B).
Dodac do pojemnika 24 mL zimnej (2—8 °C) Pepsyny (fiolka 2A).
Zamkng¢ pojemnik pokrywkg i wyrownaé¢ temperature roztworu pepsyny do 37 (£2) °C w tazni wodne;j.

Roztwér pepsyny o wyrdwnanej temperaturze powinien zosta¢ zuzyty w czasie 5 godzin.
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B. Procedura barwienia - zolagdek

B.1. Uwagi
Przed uzyciem nalezy dokfadnie przeczytac niniejsze instrukcje oraz zapoznac si¢ z wszystkimi
sktadnikami (patrz Srodki ostroznosci).

Wszystkie odczynniki przed uzyciem nalezy doprowadzi¢ do odpowiedniej temperatury:

Fiolka 1: Rozcienczony Roztwoér do obrobki wstepnej nalezy doprowadzi¢ do temperatury

95-99 °C, jezeli w obrébce wstepnej stosowana jest taznia wodna (B3. Protokdt barwienia, Etap 1:
Metoda obrobki wstepnej A). Jezeli w obrébce wstepnej stosowana jest kuchenka mikrofalowa z
funkcjg detekcji (B3. Protokot barwienia, Etap 1: Metoda obrébki wstepnej B) woéwczas
rozcienczony roztwér do obrébki wstepnej powinien byé doprowadzony do temperatury pokojowej
20-25 °C.

Fiolka 2A: Pepsyna powinna by¢ stosowana w 2-8 °C (B3, Wykonanie odczynu, etap 2 metoda
A'i B) i nieprzerwanie utrzymywana w chtodzie.

Fiolka 2B: Odczynnik Rozcienczalnik pepsyny (10x) powinien by¢ stosowany w 2—-8 °C (B3,
Wykonanie odczynu, etap 2, metoda C).

Fiolka 3: Podczas przechowywania w -18 °C mieszanina sond IQISH HER2/CEN-17 rozdziela
sie na dwie fazy. Przed uzyciem fiolki 3 upewnic¢ sie, ze wystepuje jedynie jedna faza; w tym celu
wymieszac mieszanine sond i wyréwnac temperature do temperatury pokojowej (20-25 °C);
rozmrazac fiolke 3 w temperaturze pokojowej (20-25 °C) przez maksymalnie 30 minut (chronigc
przed silnym swiattem), nastepnie doktadnie wymieszac fiolke w mieszadle wibracyjnym przez
15 sekund przy 2500 rpm. Natychmiast po uzyciu umiesci¢ fiolke 3 w temperaturze -18 °C.

Fiolka 4: Rozcienczony Bufor do ptukania gtebokiego: przed uzyciem nalezy doprowadzi¢ jedno
naczynie do temperatury pokojowej, a drugie do 63 (¥2) °C.

Fiolka 5: Fluorescencyjny Srodek do zatapiania mozna stosowac¢ w dowolnej temperaturze z
przedziatu 2—-25 °C.

Fiolka 6: Rozciehczony Bufor ptuczacy nalezy doprowadzi¢ do temperatury pokojowej 20-25 °C.

Szczeliwo do szkielek nakrywkowych mozna stosowa¢ w dowolnej temperaturze z przedziatu
2-25 °C.

Wszystkie etapy procedury nalezy wykonywaé¢ w podanej temperaturze.

Procedura obejmuje kilkukrotne odwadnianie z nastepujgcym po nim suszeniem skrawkéw
tkanek. Przed przystgpieniem do kolejnego kroku procedury nalezy sprawdzi¢, czy skrawki sg
catkowicie suche. Nie dopusci¢ do wysuszenia skrawkow tkanek podczas innych zabiegdw.

Jesli konieczne jest przerwanie barwienia, preparaty po deparafinizacji mozna przechowywac w
buforze ptuczagcym 1 przez maksymalnie 1 godzine w temperaturze pokojowej (2025 °C),
bez obawy o niekorzystny wptyw na uzyskiwane wyniki.

B.2. Przygotowanie tkanek przed barwieniem

Usuniecie parafiny i ponowne uwodnienie: Przed wykonaniem badania preparaty tkanek

nalezy poddac¢ deparafinizacji, aby usung¢ medium, w ktérym byty zatopione, i ponownie

uwodni¢. Nalezy unikac niecatkowitego usuniecia parafiny. Pozostatosci Srodka zatapiajgcego

powodujg nasilenie odczynu nieswoistego. Ten etap powinien by¢é wykonywany w temperaturze

pokojowej (20—-25°C).

1. Umiesci¢ szkietka w kagpieli ksylenowej i inkubowaé przez 5 (£1) minut. Zmieni¢ kapiel i
jednokrotnie powtérzy¢ procedure.

2. Strzgsnaé nadmiar ptynu i umiesci¢ preparaty w 96% etanolu na 2 (£1) minuty. Zmienic kapiel
i jednokrotnie powtoérzy¢ procedure.
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3. Strzgsng¢ nadmiar ptynu i umiescic¢ preparaty w 70% etanolu na 2 (1) minuty. Zmieni¢ kapiel
i jednokrotnie powtoérzy¢ procedure.

4. Strzgsng¢ nadmiar cieczy i zanurzy¢ preparaty w rozcienczonym buforze ptuczacym (patrz
SPOSOB UZYTKOWANIA, Cze$¢ A.3) na minimum 2 minuty. Rozpoczg¢ procedure
barwienia zgodnie z instrukcjg podang w czesci B.3, etap 1, Obrébka wstepna.

Po maksymalnie 200 preparatach nalezy wymienia¢ roztwory ksylenu i alkoholu.
Mozna stosowac¢ zamienniki ksylenu.

UWAGA: Odczynniki i instrukcje dostarczane w zestawie opracowano w celu uzyskania
optymalnych wynikéw. Dodatkowe rozcienczenie odczynnikow badz nieprzestrzeganie czasu lub
temperatury inkubacji moze spowodowac uzyskanie btednych lub sprzecznych wynikow. Réznice
w przygotowaniu tkanek oraz w procedurach technicznych w laboratorium uzytkownika moga
stanowi¢ przyczyne uniewaznienia wynikow badania.

B.3. Procedura barwienia

Etap 1: Przygotowanie wstepne
Obrobke wstepna mozna przeprowadzi¢ za pomocg tazni wodnej, jak opisano w metodzie A) lub,
alternatywnie, za pomoca kuchenki mikrofalowej z funkcjg detekcji, co opisano w metodzie B).

Metoda A: Obrébka wstepna z uzyciem fazni wodnej

Pojemniki do barwienia, np. naczynia Couplina, napetni¢ rozcienczonym roztworem do obrobki
wstepnej (patrz SPOSOB UZYCIA, cze$é A.1). Naczynia do barwienia z rozcienczonym
roztworem do obrdbki wstepnej umiesci¢ w fazni wodnej. Ogrzaé faznie wodng z roztworem do
obrobki wstepnej do temperatury 95-99 °C. Zmierzy¢ temperature w naczyniu za pomocag
skalibrowanego termometru, aby zapewnic¢ uzyskanie prawidtowej temperatury. Naczynia nakry¢
pokrywami, aby ustabilizowaé temperature i zapobiec parowaniu.

Deparafinowane skrawki o temperaturze pokojowej zanurzyé w podgrzanym roztworze do obrébki
wstepnej w naczyniach do barwienia. Ponownie skontrolowaé temperature i inkubowac przez

10 (1) minut w 95-99 °C.

Wyjac¢ cate naczynie z preparatami z fazni wodnej. Zdjg¢ pokrywe i odstawi¢ preparaty na

15 minut do ostygniecia w roztworze do obrobki wstepnej w temperaturze pokojowe;.

Preparaty przenie$¢ na 3 minuty do stoja z rozcienczonym buforem ptuczacym (patrz SPOSOB
UZYTKOWANIA, czes¢ A.3) w temperaturze pokojowej (20-25 °C).

Wymienié bufor ptuczacy i namaczaé skrawki jeszcze przez 3 minuty.

UWAGA: Roztwér do obrébki wstepnej jest przeznaczony wytgcznie do jednorazowego uzycia.
Nie uzywac ponownie.

Metoda B: Obrébka wstepna w kuchence mikrofalowej z funkcjg detekciji

Plastykowy pojemnik wypetni¢ rozcienczonym Roztworze do obrébki wstepnej o temperaturze
pokojowej (20-25 °C). Zanurzy¢ odparafinowane skrawki w Roztworze do obrébki wstepne;j,
przykryé naczynie pokrywkg z otworami i umiesci¢ w kuchence mikrofalowej. Wybra¢ funkcje
czujnika gotowania i zaprogramowac jg tak, aby pracowata przez 10 minut po osiggnieciu
temperatury wrzenia*.

Po zakonczeniu 10-minutowej inkubacji, wyja¢ pojemnik z pokrywkag z kuchenki, zdjg¢ pokrywke i
przez 15 studzi¢ w temperaturze pokojowej. Przenies¢ preparaty do pojemnika z rozcienczonym
buforem ptuczgcym i moczy¢ przez 3 minuty w temperaturze pokojowej (20-25 °C). Wymienic
bufor ptuczacy i namaczaé skrawki jeszcze przez 3 minuty.

* Wykorzystanie kuchenki mikrofalowej z funkcjg detekcji oznacza, ze musi ona posiadac¢ czujnik i programy, ktore
wstepnie podgrzejg Roztwor do obrébki wstepnej do punktu wrzenia i nastepnie bedg utrzymywaé wymagang
temperature obrobki wstepnej (powyzej 95°C), jednoczesnie odmierzajgc ustawiony czas (10 (£1) minut). Niektore
modele kuchenek mikrofalowych z funkcjg detekcji mogg nie posiada¢ mozliwosci swobodnego wprowadzania
odliczanego czasu. Jezeli konkretny model posiada jedynie gotowe programy, nalezy pamieta¢, aby wybra¢ program,
ktéry podtrzymuje wymagang temperature obrébki wstepnej (powyzej 95°C) przez przynajmniej 10 (1) minut i
recznie zatrzymac¢ program po 10 (1) minutach.
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UWAGA: Roztwér do obrébki wstepnej jest przeznaczony wytgcznie do jednorazowego uzycia.
Nie uzywac ponownie.

Etap 2: Pepsyna, gotowa do uzytku (RTU) lub roztwér pepsyny

Inkubacja pepsyny moze by¢ wykonywana metodg bezposredniej aplikacji kropli pepsyny RTU na
preparaty w temperaturze pokojowej (20-25 °C) (metoda A) lub 37°C (metoda B). Alternatywnie,
preparaty mozna zanurza¢ w roztworze pepsyny i inkubowac w 37 (£2) °C (metoda C).

Metoda A i Metoda B:

Strzgsna¢ nadmiar buforu. Uzywajgc materiatu nie pozostawiajacego widkien (np. wacika lub
ptatka gazy), ostroznie przetrze¢ dookota prébke kliniczng, w celu usuniecia nadmiaru ptynu oraz
utrzymania odczynnikdéw w okreslonym miejscu.

Doda¢ 5-8 kropli (250 uL) schiodzonej (2—-8°C) pepsyny (fiolka 2A), tak aby pokry¢ probke.
Pepsyne nalezy zawsze przechowywac¢ w temperaturze 2-8 °C.
Metoda A: Pepsyna, RTU - inkubacja w 20-25 °C

Inkubowac przez 5—15 minut w temperaturze pokojowej (20—25 °C). W przypadku wiekszosci
preparatow wystarcza inkubacja 5-minutowa, jednakze optymalny czas inkubacji moze zaleze¢ od
sposobu utrwalania tkanek i/lub grubosci prébki i powinien zosta¢ okreslony przez uzytkownika.

Strzgsnac¢ nadmiar pepsyny i przez 3 minuty moczyc¢ preparaty w rozcienczonym buforze
ptuczacym (patrz SPOSOB UZYTKOWANIA, cze$¢ A.3), w temperaturze pokojowej (20-25 °C).

Wymieni¢ rozcienczony bufor ptuczacy i moczy¢ preparaty przez kolejne 3 minuty. Przejsé¢ do
odwodnienia.

Metoda B: Pepsyna, RTU - inkubacja w 37 °C

Umiesci¢ probke z pepsyng na ptycie grzejnej w 37°C — np. Dako Hybridizer — i inkubowaé przez
3-5 minut. W przypadku wiekszosci preparatow wystarcza inkubacja 3—5 minutowa, jednakze

optymalny czas inkubacji moze zaleze¢ od sposobu utrwalania tkanek i/lub grubosci probki i
powinien zosta¢ okreslony przez uzytkownika.

Strzgsnagé nadmiar pepsyny i namaczac¢ skrawki w rozcienczonym buforze ptuczgcym w
temperaturze pokojowej (20-25 °C).
Wymieni¢ bufor ptuczacy i namaczaé skrawki jeszcze przez 3 minuty. Przej$s¢ do odwodnienia.

Odwadnia¢ preparaty tkanek w roztworach etanolu o wzrastajgcym stezeniu: 2 minuty w etanolu
70%, 2 minuty w etanolu 85% oraz 2 minuty w etanolu 96%.

Pozostawi¢ preparaty do catkowitego wysuszenia.

Metoda C: Roztwdr pepsyny - zanurzanie preparatow w roztworze pepsyny o temperaturze 37 °C

Zestaw zawiera ilos¢ odczynnikow wystarczajgcg na cztery oddzielne serie (60 mL roztworu
pepsyny, maty pojemnik na szes¢ preparatéw) lub jedng serie (240 mL roztworu pepsyny, duzy
pojemnik na 24 preparaty). Przygotowaé roztwor pepsyny zgodnie z opisem w czesci A.5.

Zamkngc¢ pojemnik pokrywkg i wyréwnac temperature roztworu pepsyny do 37 (£2) °C w tazni
wodnej. Upewni¢ sie, ze temperatura ustabilizowata sie. Zmierzy¢ temperature w pojemniku za
pomocg skalibrowanego termometru, aby zapewni¢ uzyskanie prawidtowej temperatury.

Strzgsng¢ nadmiar buforu do przemywania. Zanurzy¢ preparaty w roztworze pepsyny o
temperaturze 37 (x2) °C i inkubowac przez 20-30 minut. W przypadku wiekszosci preparatow
wystarcza inkubacja 20—30 minutowa, jednakze optymalny czas inkubacji moze zaleze¢ od
sposobu utrwalania tkanek i/lub grubosci probki i powinien zostaé okreslony przez uzytkownika.

Strzgsngé nadmiar roztworu pepsyny i namaczac skrawki w rozcienczonym buforze ptuczagcym w
temperaturze pokojowej (20-25 °C).
Wymieni¢ bufor ptuczacy i namaczaé skrawki jeszcze przez 3 minuty. Przej$¢ do odwodnienia.

Odwadnia¢ preparaty tkanek w roztworach etanolu o wzrastajgcym stezeniu: 2 minuty w etanolu
70%, 2 minuty w etanolu 85% oraz 2 minuty w etanolu 96%.
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Pozostawi¢ preparaty do catkowitego wysuszenia.

Etap 3: Mieszanina sond HER2/CEN-17 IQISH

Podczas przechowywania w -18 °C mieszanina sond IQISH HER2/CEN-17 rozdziela sie na dwie
fazy. Przed uzyciem fiolki 3 upewnic sie, ze wystepuje tylko jedna faza; w tym celu po
wymieszaniu wyrownaé temperature mieszaniny sond do temperatury pokojowej (20-25 °C).
Rozmrazac¢ fiolke 3 w temperaturze pokojowej (20-25 °C) przez maksymalnie 30 minut (chronigc
przed silnym swiattem), nastepnie doktadnie wymieszac fiolke w mieszadle wibracyjnym przez
15 sekund przy 2500 rpm. Natychmiast po uzyciu umiesci¢ fiolke 3 w temperaturze -18 °C.
Wkropi¢ 10 yL mieszaniny sond HER2/CEN-17 IQISH (fiolka 3) na srodek skrawka tkanki.
Natychmiast natozy¢ szkietko nakrywkowe o wymiarach 22 mm x 22 mm, tak aby mieszanina
sond rozprowadzita sie rownomiernie pod szkietkiem. Unika¢ pecherzykéw powietrza. W razie
zaobserwowania pecherzykdéw powietrza, delikatnie ostukac preparat pincetg, tak aby usungé

je z tkanek.

Zaraz po uzyciu nalezy umiescic¢ fiolke 3 w temperaturze -18 °C.

Uszczelni¢ szkietko nakrywkowe za pomoca szczeliwa, naktadajgc je wokot brzegdw szkietka.
Szczeliwo naktadac zaréwno na szkietko nakrywkowe, jak i podstawowe, tak aby utworzy¢
uszczelke wokét szkietka nakrywkowego. Sprawdzié, czy szczeliwo pokrywa caty brzeg szkietka
nakrywkowego.

Przygotowa¢ Dako Hybridizer* (nr kat. S2450 lub S2451) do hybrydyzacji. Upewnic sie, ze
Humidity Control Strips (nr kat. S2452) sg nasycone i optymalne do uzycia. Uruchomi¢
hybrydyzator i wybraé program, ktory:

Denaturuje w 66 °C przez 10 minut, po czym nastepuje hybrydyzacja w temperaturze 45 °C
trwajgca 60—120 minut.

Umiesci¢ skrawki w Hybridizer, upewnic sie, ze pokrywa jest wtasciwie zamknieta i uruchomic

program. Szczegdtowe informacje, patrz Dako Hybridizer Instruction Manual.

* Do denaturacji i hybrydyzacji mozna uzywac urzadzen, ktére umozliwiajg utrzymanie warunkéw denaturaciji i
hybrydyzacji identycznych do opisanych powyzej:

Umiesci¢ szkietko na ptaskiej metalowej lub kamiennej powierzchni (ptycie grzejnej lub ptycie w

piecu hybrydyzacyjnym) wstepnie ogrzanej do temperatury 66 (+1) °C. Denaturowaé przez

doktadnie 10 minut.

Umiescic preparaty w podgrzanej, nawilzonej komorze hybrydyzacyjnej. Przykry¢ komore
pokrywa i inkubowac w temperaturze 45 (£2) °C przez 60—120 minut. Nalezy pamietac, ze
temperatura hybrydyzacji réwna 37 °C jest nieodpowiednia dla sond zawartych w tym zestawie.

Etap 4: Odptukiwanie

Dwa pojemniki do barwienia, np. naczynia Coplina, napei¢ rozcienczonym roztworem buforu
Stringent Wash (patrz SPOSOB UZYCIA, cze$¢ A.2). Zaleca sie stosowanie minimum 100 mL
lub 15 mL roztworu na preparat w kazdym z naczyn.

Jeden z pojemnikéw do barwienia zawierajgcych rozcienczony bufor Stringent Wash o
temperaturze pokojowej umiesci¢ pod wyciagiem, a drugi w fazni wodnej. Ogrza¢ faznie wodng z
rozcienczonym buforem do ptukania gtebokiego do 63 (£2) °C. Upewnic sie, ze temperatura
ustabilizowata sie. Naczynie nakry¢ pokrywa, aby ustabilizowac temperature i zapobiec
parowaniu. Aby zagwarantowac¢ doktadnos$é pomiaru, temperature wewnatrz fazni wodnej
zmierzy¢ przy uzyciu wykalibrowanego termometru. Bufor Stringent Wash zawiera detergent i
moze metnie¢ w temperaturze 63 °C; nie wptywa to jednak na jego jakos¢ dziatania.

Przy uzyciu pincety lub rekawic wyciggnac¢ preparaty z komory hybrydyzacyjnej i delikatnie
usungc¢ szczeliwo oraz szkietko nakrywkowe, a nastepnie pojedynczo umieszczaé preparaty w
pojemniku do ptukania wstepnego o temperaturze pokojowe;j.

Po usunieciu wszystkich szkietek nakrywkowych preparaty przenies¢ z pojemnika do ptukania
wstepnego o temperaturze pokojowej do pojemnika w fazni wodnej o temperaturze 63 (£2) °C.
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Natychmiast po przeniesieniu preparatéw do pojemnika w fazni wodnej o temperaturze 63 (£2) °C,
nalezy uruchomi¢ licznik. Odptukiwac¢ przez dokfadnie 10 minut.

Wyciagna¢ preparaty z rozcienczonego roztworu Buforu do ptukania gtebokiego i przez 3 minuty
moczy¢ w rozcienczonym roztworze Buforu ptuczgcego w temperaturze pokojowej (20-25°C).

Zmieni¢ rozcienczony bufor ptuczacy i moczy¢ preparaty przez kolejne 3 minuty.

Odwadnia¢ preparaty tkanek w roztworach etanolu o wzrastajgcym stezeniu: 2 minuty w etanolu
70%, 2 minuty w etanolu 85% oraz 2 minuty w etanolu 96%.

Pozostawic preparaty do catkowitego wysuszenia.

Etap 5: Zatapianie preparatu
Na obszar docelowy na powierzchni szkietka natozy¢ 15 uL Fluorescencyjnego srodka do
zatapiania, zawierajgcego DAPI (fiolka 5) i przykry¢ szkietkiem nakrywkowym.

UWAGA: Preparaty mozna odczytywac po 15 minutach lub w ciggu 7 dni od osadzenia na
szkietku. Jednakze w przypadku kontaktu ze swiattem lub wysokimi temperaturami moze
dochodzi¢ do utraty zabarwienia. Aby zminimalizowaé ptowienie barwy, preparaty nalezy
przechowywac¢ w ciemnym miejscu w temperaturze -18-8 °C.

Kontrola jakosci - zotgdek
1. Sygnat musi by¢ jasny, wyrazny i fatwy do oceny.
2. Zdrowe komorki w preparacie pozwalajg na wewnetrzng kontrole procesu barwienia.

o Komorki zdrowe powinny dawac 1-2 wyraznie widocznych sygnatéw zielonych, sygnalizujgc
prawidtowa hybrydyzacje sondy CEN-17 PNA z centromerowym obszarem chromosomu 17.

o Komorki zdrowe powinny réwniez dawac¢ 1-2 wyraznie widoczne sygnaty czerwone,
wskazujgce na prawidtowg hybrydyzacje sondy HER2 DNA z amplikonem HER2.

o Ze wzgledu na skrawanie tkanek niektére zdrowe komoérki bedg dawac¢ mniej niz dwa
oczekiwane sygnaty kazdego koloru.

o Brak sygnatow w komodrkach zdrowych wskazuje na niepowodzenie testu, a uzyskane
wyniki nalezy uniewaznic.

3. Przy uzyciu filtra DAPI nalezy sprawdzié, czy jgdro komérkowe pozostato nienaruszone.
Obecnos¢ licznych ,pustych” (ghost-like) komérek oraz stabo wyodrebnione jgdra wskazujg na
nadmierne wytrawienie probki prowadzgce do utraty lub rozproszenia sygnatow. Prébki takie
nalezy traktowac jako niewazne.

4. Minimalna liczba komérek guza nadajgcych sie do oceny to 20.

5. Roznice w sposobie utrwalania, obrobki i zatapiania tkanek w laboratorium uzytkownika mogg
prowadzi¢ do zmiennosci uzyskiwanych wynikdéw, co powoduje koniecznos¢ przeprowadzania
regularnej oceny kontroli wewnetrznych.

Interpretacja wyniku barwienia - zolgdek

Tkanki nadajace sie do oceny

Zlokalizowa¢ komérki nowotworowe w obrebie wybarwionego technikg HE preparatu i ocenic¢ ten
sam obszar preparatu barwionego metoda FISH (przy uzyciu filtra DAPI). Ocenia¢ nalezy
wylgcznie probki pochodzgce od chorych, u ktérych wystepuje gruczolakorak zotgdka, w tym
potaczenia zotadkowo-przetykowego. W przypadku wystepowania metaplazji nabtonka zotgdka w
nabfonek jelitowy i gruczolakoraka w tym samym preparacie, nalezy ocenia¢ tylko komorki raka.
Unika¢ obszardéw ciezkiego zapalenia, martwicy i o niejednoznacznych granicach jadra
komérkowego. Nie uwzgledniac jgder wymagajgcych oceny subiektywnej. Nie uwzgledniaé jader
dajgcych sygnat o stabym nasileniu oraz o nieswoistym lub wysokim tle.
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W pierwszej kolejnosci oceni¢ przy uzyciu mikroskopu caty obszar preparatu barwionego metodg
FISH oraz odpowiednio w obrebie wybarwionego technikg HE. Przed zliczaniem preparatu
barwionego metodg FISH, nalezy sprawdzi¢ roztozenie sygnatu (jednorodny czy heterogenny) na
karcie zliczania sygnatow. W przypadku roztozenia heterogennego nalezy sprawdzi¢, czy
wystepuje amplifikacja ogniskowa czy jeden cykl amplifikacji (wzér mozaikowy).

1) Jednorodne roztozenie sygnatu

W przypadku jednorodnego roztozenia sygnatu nalezy odpowiednio zlicza¢ centromery
chromosomu (sygnaty zielone) oraz geny HERZ2 (sygnaty czerwone) z 20 komorek w
1-2 reprezentatywnych obszarach guza.

2) Heterogenne roztozenie sygnatu

W przypadku, gdy rozktad sygnatu jest niejednorodny, nalezy zliczy¢ razem 20 komorek z
wybranych obszaréw, postepujgc w sposob opisany ponizej:

A) Jesli wystepuje amplifikacja ogniskowa, nalezy wybiera¢ komorki z amplifikacjg.

B) Jesli wystepuje roztozenie mozaikowe lub amplifikacja, polisomia i disomia komérek, do
Zliczania nalezy wybiera¢ obszary komoérek z amplifikacjg. W obszarach tych, zlicza¢ nalezy nie
tylko komorki z amplifikacjg lecz rowniez sgsiadujgce komorki bez amplifikacji az do sumarycznej
ilosci 20 komorek.

Jesli to mozliwe, nie wybiera¢ obszaréw nakfadajgcych sie.

Pomijanie wybarwionego DNA bakteryjnego

Liczne komorki wyspecijalizowane (komérki tuczne i makrofagi), rozproszone w tkance zotgdka
wykazujg wysoki poziom wybarwienia sondg HERZ2 ze wzgledu na obecnos¢ DNA bakteryjnego.
Ma to wplyw na wystepowanie silnie fluoroscencyjnych na czerwono komorek, ktére wyraznie
odrézniajg sie od komoérek guza z wysokg amplifikacjg genu HER2.

Zliczanie sygnatu

Po wybraniu obszaru do oceny sygnatu nalezy rozpoczgé¢ analize jednego z 20 sgsiadujgcych
jader, a nastepnie zliczaC metodg komoérka po komérce z pominieciem jader, ktére nie spetniajg
kryteriéw jakosciowych. Zlicza¢ sygnaty w obrebie granic kazdego ocenianego jgdra zgodnie ze
wskazowkami ponizej (zobacz takze Zatgcznik 7).

- Nastawiac¢ ostros¢ w gore i w dot, aby znalez¢ wszystkie sygnaty w obrebie poszczegdinych
jader.

- Dwa sygnaty o tej samej wielkosci w odlegtosci mniejszej (lub réwnej) od $rednicy sygnatu
zlicza¢ jako jeden. Aby zliczy¢ dwa oddzielne sygnaty, ta odlegtos¢ musi by¢ co najmniej réwna
Srednicy sygnatu normalnej wielkosci. Jesli odlegtos¢ pomiedzy dwoma sygnatami jest mniejsza
niz srednica sygnatu, nalezy je zliczy¢ jako jeden.

- W jadrach o wysokim poziomie amplifikacji genu HERZ2 sygnaty dla HER2 mogg znajdowac sie
bardzo blisko siebie, tworzgc skupisko sygnatow. W takich przypadkach nie ma mozliwosci
Zliczenia sygnatow HERZ2 i nalezy przeprowadzi¢ oszacowanie. Szczegdlng uwage nalezy
ZWroci¢ na sygnaty zielone, poniewaz skupiska sygnatéw czerwonych HERZ2 mogg pokrywac
sygnaty zielone, uniemozliwiajgc ich dostrzezenie. W razie watpliwosci prosimy skontrolowac
sygnaty zielone przy uzyciu odpowiedniego filtra FITC.

Nie ocenia¢ jgder bez zabarwienia lub z sygnatem o tylko jednej barwie. W ocenie uwzglednia¢
tylko te jadra, ktére dajg jeden lub wiecej sygnatéw FISH kazdego koloru.
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Wskazoéwki do zliczania sygnatéow

1

Nie zlicza¢. Jadra komérkowe nakfadajg sie na siebie; nie
wszystkie obszary jgdra sg widoczne.

Dwa sygnaty zielone; nie uwzglednia¢ jgder dajgcych
sygnaty tylko jednej barwy

Zliczy¢ jako 3 sygnaty zielone i 12 sygnatow czerwonych
(oszacowanie skupiska)

w

Zliczy¢ jako 1 sygnat zielony i 1 sygnat czerwony. Dwa
sygnaty tej samej wielkosci w odlegto$ci mniejszej lub
réwnej srednicy pojedynczego sygnatu zlicza sie jako
jeden sygnat

o
.

Nie zlicza¢ (jadro wytrawione nadmiernie lub
niedotrawione).
Brak sygnatow w centrum jadra (jgdra pierscieniowate).

6 Zliczy¢ jako 2 sygnaty zielone i 3 sygnaty czerwone. Dwa
sygnaty tej samej wielkosci w odlegto$ci mniejszej lub
rownej $rednicy pojedynczego sygnatu zlicza sie jako
jeden sygnat

7 ‘ Zliczy¢ jako 1 sygnat zielony i 5 sygnatow czerwonych

8 Zliczy¢ jako 3 sygnaty zielone (1 zielony sygnat nieostry) i
3 sygnaty czerwone

| ®

Skupisko sygnatéw czerwonych, zakrywajgcych sygnaty
Zielone. Sprawdzi¢ liczbe sygnatéw zielonych przy uzyciu
odpowiedniego filtru FITC lub wcale nie zliczac.

W tabeli zapisa¢ wyniki w sposéb przedstawiony w Zatgczniku 5 i 6.

Zliczy¢ sygnaty 20 jgder na prébke tkanki, o ile to mozliwe — w ré6znych obszarach guza.

Obliczy¢ stosunek HER2/CEN-17, dzielgc catkowitg liczbe czerwonych sygnatow HERZ2 przez
catkowitg liczbe zielonych sygnatéw CEN-17.

Prébki o wspoétczynniku HER2/CEN-17 wigkszym lub réwnym 2 nalezy traktowac jako
wykazujgce amplifikacje genu HER2(26).

Wyniki o wartosci granicznej lub do niej zblizonej (1,8-2,2) nalezy interpretowaé z duzg

ostroznoscia.

Jesli wspoétczynnik ma warto$¢ graniczng (1,8-2,2), nalezy zliczy¢ sygnaty kolejnych 40 jagder i
przeliczy¢ wspétczynnik dla 40 jader komérkowych. Jesli zliczanie dgzy do warto$ci granicznej,
obowigzuje wynik z drugiej oceny. Podczas drugiego zliczania, w celu lepszej orientacji nalezy
uwzgledni¢ znakowanie immunohistochemiczne HER2, jesli dostepne.

W razie watpliwosci preparat nalezy podda¢ ponownej ocenie. W przypadkach granicznych
niezbedne jest porozumienie patologa i lekarza prowadzgcego leczenie pacjenta.
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Ograniczenia - zotgdek
1. Badanie immunocytochemiczne FISH polega na wieloetapowym procesie diagnostycznym,
ktéry wymaga specjalistycznego szkolenia w zakresie doboru odpowiednich odczynnikéw,

wyborze, utrwalaniu oraz przygotowaniu tkanek, przygotowaniu szkietek
immunocytochemicznych oraz interpretacji wynikow wybarwienia.

2. W metodzie FISH wyniki zalezg od obrdbki i przygotowania tkanki przed barwieniem.
Niewfasciwe utrwalanie, ptukanie, suszenie, ogrzewanie, krojenie preparatéow lub
zanieczyszczenie innymi tkankami bgdz ptynami, moze wptywac na hybrydyzacje. Przyczynag
sprzecznych wynikow moze by¢ stosowanie zmiennych metod utrwalania i zatapiania lub
wiasciwosci zalezne od tkanek.

3. W celu uzyskania optymalnych i odtwarzalnych wynikéw preparaty mikroskopowe tkanek
nalezy catkowicie oczysci¢ z parafiny. Ta wstgpna obrébka musi by¢ zakonczona na poczatku
catego procesu barwienia. (Patrz INSTRUKCJA UZYTKOWANIA, czes¢ B.2).

4. Nalezy uzywac tazni wodnej, cieplarki oraz suszarki hybrydyzacyjnej wytacznie ze skalg
temperaturowg. Stosowanie sprzetu innego typu moze spowodowaé wyparowanie mieszaniny
sond HER2/CEN-17 podczas hybrydyzaciji i dlatego powinno zosta¢ zatwierdzone przez
uzytkownika.

Charakterystyka przebiegu testu - zotadek

Dodatkowe informacje

Bezpieczenstwo i skutecznos¢ metody przy uzyciu preparatu trastuzumab (Herceptin™) zostato
wykazane w badaniach klinicznych (ToGA) (25). Badanie zaprojektowano, jako otwarte,
randomizowane, wieloosrodkowe badanie fazy I, obejmujace pacjentéw HER2-dodatnich, z
nieoperacyjnym, zaawansowanym miejscowo, hawracajgcym i/lub przerzutowym gruczolakorakiem
zotgdka lub potgczenia zotgdkowo-przetykowego. W badaniu ToGA, wynik HER2-dodatni
zdefiniowano jako dodatni wynik IHC (3+) (HercepTest™, Dako) i/lub dodatni wynik HER2 FISH
(HER2/CEN1722,0) (HERZ2 FISH pharmDx Kit, Dako (nr kat. K5331)). Wybrani losowo pacjenci byl
poddawani chemioterapii (preparatem 5-FU lub capecitabine oraz cisplatin) lub chemioterapii razem z
przyjmowaniem preparatu trastuzumab. Koncowym wynikiem badan byt okres przezycia (OS).

W ramach badania, randomizacji poddano 594 pacjentow a 584 pacjentow otrzymato badany lek i
zostato ujetych w petnym zestawie analiz (FAS). Wykazano, ze statystyczne wyniki w przypadku
potgczenia chemioterapii z preparatem trastuzumab byly lepsze wzgledem wynikéw samej
chemioterapii. Mediana OS wzrosta z 11,1 do 13,8 miesigca (p=0,0046) ze wspdtczynnikiem
ryzyka 0,74 (95 % CI: 0,60-0,91). Krzywg Kaplana-Meiera opisujgcg OS pokazano na Rysunku 3.
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Prawdopodobienstwo przezycia
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Rysunek 3. Krzywa Kaplana-Meiera opisujgca OS (n=584).

Gdy dane staty sie dostepne, wykonano wstepnie sprecyzowane analizy badanej
podgrupy pod katem ich statusu HERZ2, a ponadto nowe dwie podgrupy HER2
zdefiniowano pozniej w oparciu o klasyfikacje IHC:

Grupa 1 (,,grupa z niska ekspresjg HER2”): IHC O0/FISH+ oraz IHC 1+/FISH+ (n=131)

Grupa 2 (,,grupa z wysoka ekspresjg HER2”): IHC 2+/FISH+ i IHC 3+ (FISH+ lub FISH - lub
FISH brak wyniku)(n=446)

PdozZniejsze powtdrzenie wynikow analizy okresu przezycia (OS) w przypadku ,grupy z wysokg
ekspresjg HER2” (n=446) wykazato jeszcze wiekszg przewage metody potgczonej. Mediana OS
dla grupy pacjentow przyjmujgcych chemioterapie oraz preparat trastuzumab wzrosta do 16,0
miesiecy w poréwnaniu z 11,8 miesigca w przypadku pacjentow z samg chemioterapia.
Wspétczynnik ryzyka w przypadku tej metody obnizyt sie do 0,65 (95 % CI: 0,51-0,83). Krzywe
Kaplana-Meiera opisujgce OS dla ,grupy z wysokg ekspresjg HER2” sg pokazane na Rysunku 4.
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Rysunek 4. Krzywe Kaplana-Meiera opisujgce OS dla ,grupy z wysokg ekspresjg HER2” (n=446).

Badanie BO18255 wykazato uzyteczno$¢ kliniczng obu testéw HercepTest™ oraz HERZ2 FISH
pharmDx Kit przy ocenie statusu HER2 pacjentdéw z nieoperacyjnym, miejscowo
zaawansowanym gruczolakorakiem zotgdka, nawracajgcym i/lub przerzutowym
gruczolakorakiem zotadka lub potgczenia zotgdkowo-przetykowego.

Czutos¢ analityczna

Czutos$¢ analityczna HER2/CEN-17 Probe Mix badano przy zastosowaniu 18 prébek
gruczolakoraka zotgdka. Stosunek pomiedzy liczbg sygnatéw HER?2 i sygnatéw CEN-17
wyznaczono na podstawie zliczenia 20 jgder z komoérek prawidtowych z otoczenia guza.
Wskaznik HER2/CEN-17 dla 18 prébek gruczolakoraka zotgdka wyniést pomiedzy 0,95 a 1,06.

Swoistos¢ analityczna

Sondy HER2 DNA w Mieszaninie sond HER2/CEN-17 IQISH sg w koncowej fazie
sekwencjonowane i mapowane, aby uzyskac potwierdzenie catkowitego pokrycia 218 kb
zawierajgcych gen HER2.

Sondy CEN-17 PNA w Mieszaninie sond HER2/CEN-17 IQISH zostaty przetestowane osobno i w
pofgczeniu w celu potwierdzenia ich specyficznej hybrydyzacji do obszaru centromeru
chromosomu 17.

W celu zmierzenia zdolnosci testu do jednoznacznej identyfikacji docelowych substancji HER2 i
CEN-17 bez interferencji ze strony innych substancji, wykonano badania dla prébek tkankowych
gruczolakoraka zotgdka z uzyciem fiolki 3 zawierajgcej bufor hybrydyzacyjny bez mieszaniny
sond. Zbadano razem 18 probek pod kagtem obecnosci sygnatdw nie zwigzanych z mieszaning
sond. W zadnej z 18 prébek nie wykryto innych docelowych sekwencji chromosomalnych ani
interferencji z blisko powigzanymi substancjami.

Badania wrazliwosci wynikéw

Wrazliwos¢ testu HER2 IQFISH pharmDx zbadano dla roznych czaséw obrobki wstepnej,
temperatury i metod ogrzewania buforu przygotowawczego (kuchenka mikrofalowa lub taznia
wodna), czasu i metod inkubacji w pepsynie (pepsyna RTU lub zanurzanie), temperatury i czasu
denaturacji, czasu hybrydyzaciji, oraz czasu i temperatury odptukiwania.
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W nastepujgcych warunkach eksperymentalnych nie zaobserwowano Zzadnych znaczgcych

roznic w wynikach:

o Obrdébka wstepna - metoda A) Laznia wodna przez 10 minut z kazdg z temperatur 95 °C,
95-99 °C i 99 °Ciczasami 9, 10 i 11 minut w temperaturze 95-99 °C

Obrébka wstepna - metoda B) Kuchenka mikrofalowa przez 9, 10 i 11 minut w temperaturze >95 °C.
o Trawienie pepsyng - metoda A) z czasami inkubacji réwnymi 5, 10 i 15 minut w temperaturze
pokojowej (20-25 °C).
¢ Trawienie pepsyng - metoda B) z czasami inkubacji rwnymi 3, 4 i 5 minut w temperaturze 37 °C.

e Trawienie pepsyng - metoda C) z czasami inkubacji rownymi 20, 25 i 30 minut w
temperaturach 35, 37 i 39 °C.

e Denaturacja przez 10 minut w potgczeniu z kazdg z temperatur 65, 66 i 67 °C wrazz 9, 10i 11
minutami przy 66 °C.
e Czasy hybrydyzacji rowne 60, 90 i 120 minut w temperaturze 45 °C.

e Odptukiwanie przez 10 minut w potaczeniu z kazdg z temperatur 61, 63 i 65 °Cwrazz 9, 10 i
11 minutami przy 63 °C.

Uwaga: W przypadku testéw wrazliwych podczas wykonywania odczynu mozna zmieni¢ tylko
jeden parametr. Zaleca sie przestrzeganie czasu i temperatury wskazanych w procedurze
wykonywania odczynu.

Wykonanie odczynu dla HER2 IQFISH pharmDx umozliwia zastosowanie zmiennych czaséw
cieplnej obrébki wstepnej, trawienia pepsyng i czasu hybrydyzacji. Kazda, unikalng kombinacje
walidowano wzgledem statusu genu HERZ2. Walidacji dokonano dla 10 prébek ludzkiego
gruczolakoraka zotgdka i potgczenia zotgdkowo-przetykowego FFPE dla kazdej z 12 mozliwych
kombinacji. Zestaw HER2 FISH pharmDx Kit (K5331) uzyto jako odniesienie. Stosunek
HERZ2/CEN-17 dla kazdej z probek przedstawiono na Rysunku 5. Zestawienie wynikow w formie
krzyzowej tabeli pomiedzy 12 testami i odczynami referencyjnymi wykazato ogélng zgodnosé
wzgledem statusu genu HER2 na poziomie 100% (10/10) z dolng i gérng granicg dwustronnego
przedziatu ufnosci 95% na poziomie odpowiednio 78,3% i 100%. Wartos¢ Kappa wyniosta 1,00 a
test McNemary wykazat brak odchylen (dwustronna warto$¢ p réwna 1,00).

8.0 [ [

6.0 Os

4.0

HER2ICEN-17 Ratio

0= = - 3 =
58878 58881 58883 59239 59242 59252 59297 59300 59302 61794

Rysunek 5. Poszczegdlne wskazniki HER2/CEN-17 dla 10 probek ludzkiego gruczolakoraka z
odczynem przeprowadzonym z uzyciem 12 kombinatorycznych wersji protokotu dla testu HER2
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IQFISH pharmDx (nr kat. K5731) (Test 1-12) oraz testu odniesienia HER2 FISH pharmDx Kit (nr
kat. K5331) (R). Linia pozioma obrazuje warto$¢ odciecia rowng 2,0.

Powtarzalnos¢

Powtarzalnos¢ stosunku HER2/CEN-17 badano przy uzyciu testu HER2 IQFISH pharmDx
wykorzystujgc kolejne skrawki dziewieciu probek ludzkiego gruczolakoraka zotgdka ze statusem
genu HERZ2 bez amplifikacji i z amplifikacjg. Trzykrotne skrawki kazdej probki badano w tej samej
serii. Sredni wspotczynnik zmiennosci wynidst 3.5% dla probek bez amplifikaciji (zakres od 1%

do 5%) i 2.8% dla prébek z amplifikacjg (zakres od 1% do 5%).

Powtarzalnosé na kolejnych skrawkach z probek gruczolakoraka Zzotgdka o réznej grubosci (2, 3,
4,5, 6, and 7 ym) zbadano przy uzyciu zestawu HER2 CISH pharmDx Kit. Sredni wspétczynnik
zmiennosci wskaznika HER2/CEN-17 wyniést 4,5% (zakres od 3% do 6%), mieszczgc sie w tym
samym zakresie co dla tkanek o jednakowej grubosci i w zakresie wstepnie ustalonych kryteriow
akceptaciji.

Odtwarzalnos¢

Test HER2 IQFISH pharmDx badano pod katem odtwarzalnosci miedzy seriami i miedzy
obserwatorami, korzystajgc z trzech partii zestawu HER2 IQFISH pharmDx i wykorzystujgc
trzech obserwatorow. Odtwarzalno$¢ badano na dziewieciu réznych prébkach gruczolakoraka
zotgdka o statusie genu HERZ2 bez amplifikacji oraz z amplifikacja.

Sredni wspoétczynnik zmienno$ci wynidst dla odtwarzalnosci miedzy seriami 3,8% dla probek bez
amplifikacji (zakres od 2% do 7%) i 1,8% dla prébek z amplifikacjg (zakres od 1% do 3%).

Sredni wspétczynnik zmienno$ci wyniést dla odtwarzalnosci miedzy obserwatorami 4,3% dla
prébek bez amplifikacji (zakres od 3% do 5%) i 4,4% dla probek z amplifikacjg (zakres od 2% do
7%). Probki gruczolakoraka zawieraty w 78,8% probki resekcyjne i w 22,2% prébki biopsyjne.
55,6% prébek uzyskano z zotgdka a 44,4% z potgczenia zotgdkowo-przetykowego.

Uzytecznos¢ kliniczna

Uzyteczno$¢ kliniczng zestawu Dako HERZ2 IQFISH pharmDx (nr kat. K5731) oznaczono w
badaniu porownawczym z zestawem Dako HER2 FISH pharmDx Kit (nr kat. K5331). Badanie
objeto 79 prébek raka zotgdka, obejmujacych rézne typy gruczolakorakdw, tzn. gruczolakoraki
zotgdka lub potgczenia zotgdkowo-przetykowego oraz tkanki z resekciji lub biopsji o jednorodne;j
lub niejednorodnej (ogniskowej lub mozaikowej) dystrybucji sygnatu. Wszystkie nowotwory
oceniano pod katem statusu ekspresiji biatka HER2 przy uzyciu zestawu Dako HercepTest™
(nr kat. K5207). W badaniu ujeto probki nalezgce do wszystkich czterech grup klasyfikacyjnych
IHC (0, 1+, 2+, 3+). Tabela krzyzowa statuséw HER2 uzyskanych w dwéch testach wykazuje
catkowitg zgodnos¢ rowng 98,7% z dolnymi i gérnymi progami dla przedziatu ufnosci 95%
réwnymi 94,2% i 99,9%. Wartos¢ Kappa wynosita 0,97 z dolnymi i gérnymi progami dla
przedziatu ufnosci 95% réwnymi 0,92 i 1,00. Wartos¢ p dla testu McNemary wyniosta 1,00
wskazujgc na brak odchylen miedzy dwoma testami.
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Rozwigzywanie problemoéw - zotagdek

Problem Prawdopodobna przyczyna Zalecane postepowanie
1. Brak lub stabe 1a. Podczas transportu lub 1a. Kontrola warunkéw
sygnaty przechowywania zestaw przechowywania. Nalezy

1b.

1c.

1d.

1e.

narazony byt na dziatanie
wysokich temperatur.

Mikroskop nie dziata

prawidtowo

- Zatozono niewtasciwy filtr

- Nieodpowiednia lampa

- Przestarzata lampa
rteciowa

- Zabrudzone i/lub pekniete
soczewki kolektora

- Nieodpowiedni olej
immersyjny

Zanikanie sygnatow

Nieodpowiednie warunki
obrébki wstepnej

Parowanie mieszaniny sond
podczas hybrydyzacji

1b.

1c.

1d.

1e.

upewnic sie, ze w otrzymanej
partii towaru obecny byt suchy
16d. Upewnic sie, ze fiolka 3
byta przechowywana w
temperaturze -18 °C, w
ciemnosci. Nalezy upewnié
sie, ze fiolki 2A i 5A byty
przechowywane w
temperaturze nie wyzszej niz
2-8 °C i w ciemnosci.

Nalezy sprawdzi¢ mikroskop i
upewni¢ sie, ze uzywane filtry
sg odpowiednie do
stosowania z zestawem
fluorochromowym, a lampa
rteciowa jest prawidtowa i nie
zostat przekroczony czas jej
spodziewanej zywotnosci
(patrz Zatgcznik 7). W razie
watpliwosci nalezy
skontaktowac sie z lokalnym
przedstawicielem firmy
produkujgcej mikroskopy.

Nalezy unikaé dtugich badan
mikroskopowych oraz
zminimalizowac¢ czas
narazenia na silne zrédia
Swiatta.

Upewnic sie, ze
przestrzegano zalecanej

temperatury i czasu obrébki
wstepnej.

Nalezy upewnic sie, ze w
komorze hybrydyzacyjnej
panuje dostateczna
wilgotnosé.

2. Brak zielonych
sygnatéw

2a.

Nieprawidtowe warunki
odptukiwania

2a.

Nalezy upewni¢ sie, ze
przestrzegana jest zalecana
temperatura i czas
odptukiwania, oraz ze przed
ptukaniem usunieto szkietka
nakrywkowe.

3. Brak czerwonych
sygnatéw

3a.

Nieodpowiednie warunki
obrobki wstepnej

3a.

Upewnic sie, ze
przestrzegano zalecanej
temperatury i czasu obrébki
wstepnej.
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Problem Prawdopodobna przyczyna Zalecane postepowanie
4. Obszary poza 4a. Zbyt mata objetosé sondy 4a. Upewni¢ sie, czy objetosc
sygnatem sondy jest wystarczajgco

4b. Zbieranie sie pecherzykow
powietrza podczas aplikacji
mieszaniny sond lub
zatapiania

duza, aby pokry¢ obszar pod
szkietkiem nakrywkowym

4b. Unika¢ pecherzykéw
powietrza. Jesli sg widoczne,
delikatnie ostukac preparat
pincetg

5. Nadmierne
wybarwienie tta

5a. Niewtasciwe utrwalenie
tkanek

5b. Parafina nie zostata
catkowicie usunieta

5c. Zbyt niska temperatura
odptukiwania

5d. Przedtuzona ekspozycja
czesci hybrydyzowanej na
silne zrédto swiatta

5a. Nalezy upewni¢ sie, ze
badane sg wytgcznie skrawki
utrwalone w formalinie i
zatopione w parafinie

5b. Stosowac procedury
deparafinizacji i uwodnienia,
przedstawione w rozdziale B.2

5c. Nalezy upewnic sie, ze
temperatura odptukiwania
wynosi 63 (+2)oC

5d. Nalezy unikac¢ dtugich badan
mikroskopowych oraz
zminimalizowac¢ czas
narazenia na silne zrédia
Swiatta

6. Zaburzona
morfologia tkanek

6a. Nieprawidtowe poddanie
dziataniu pepsyny

6b. Niewtasciwe warunki
wstepnego przygotowania
mogg spowodowac niejasny
lub metny wyglad

6¢c. Zbyt dlugie stosowanie
pepsyny lub bardzo mata
grubos$¢ preparatow moga
by¢ przyczyng pojawienia
sie cieni komérkowych lub
komorek obrgczkowatych.

6a. Nalezy przestrzegac
zalecanych czaséw inkubaciji
Z pepsyna. Patrz czesc¢ B.3,
etap 2.
Nalezy upewnic sie, czy
pepsyna przechowywana jest
we wiasciwej temperaturze.
Patrz cze$¢ B.1

6b. Upewnic sie, ze
przestrzegano zalecanej
temperatury i czasu obrébki
wstepnej.

6¢c. Nalezy skroci¢ czas inkubaciji
Z pepsyna. Patrz czes¢ B.3,
etap 2.
Nalezy upewnic sie, ze
grubos$¢ preparatow wynosi
3—6 um.

7. Zbyt wysoki poziom
zieleni w preparacie,
z uwzglednieniem
obszarow bez
tkanek FFPE

7. Uzycie przeterminowanych
lub niezalecanych szkietek

7. Upewnic sig, ze powlekane
szkietka (Dako Silanized
Slides, nr kat. S3003 lub
szkietka powlekane poli-L-
lizyng) nie sg
przeterminowane.

UWAGA: Jesli problemu nie daje sie przypisa¢ zadnej z powyzszych przyczyn, badz jesli
zalecane postepowanie jest nieskuteczne, nalezy sie skontaktowac z Dziatem Pomocy
Technicznej Dako w celu uzyskania dalszej pomocy.
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Zatacznik 4 - zotadek
HER2 IQFISH pharmDx, nr kat. K5731

Lista kontrolna protokotu

Numer identyfikacyjny serii barwienia:

Data serii:

HERZ2 1QFISH pharmDx, K5731 partia:

Numer identyfikacyjny prébki:

Numer identyfikacyjny sprzetu:

Data rozcienczenia/wygasniecia daty waznosci 1 x Bufor ptuczacy (fiolka 6 rozcienczona w stosunku 1:20): /

Tkanki utrwalone w obojetnej, buforowanej formalinie

| Tak [ Nie [

Etap 1: Przygotowanie wstepne

Data rozciehczenia/wygasniecia waznosci Roztworu do
obrébki wstepnej (fiolka 1, rozcienczona w stosunku 1:20)

Zmierzona temperatura Roztworu do obrébki wstepnej
(95-99 °C), jezeli do ogrzewania stosowana jest taznia wodna

Obrébka wstepna (10 minut) i schtodzenie (15 minut)

Ptukanie w Buforze ptuczacym (fiolka 6, rozcienczona 1:20)
(2 x 3 minuty)

Etap 2: Pepsyna

Czas poddania dziataniu pepsyny (fiolka 2) w temperaturze
37 °C lub

Minuty

Czas poddania dziataniu pepsyng (fiolka 2) w temperaturze
pokojowej lub

Minuty

Czas zanurzenia w pepsynie w temperaturze 37 (+2) °C

Minuty

Ptukanie w Buforze ptuczacym (fiolka 6, rozcienczona 1:20)
(2 x 3 minuty)

Preparaty nalezy odwodni¢ (3 x 2 minuty) w kolejnych
stezeniach etanolu i odtozy¢ do wyschniecia

Etap 3: HER2/CEN-17 Probe Mix

Nanies¢ mieszanine sond (fiolka 3), przykry¢ szkietkiem
nakrywkowym i uszczelni¢ za pomocg Szczeliwa do szkietek
nakrywkowych

Zmierzona temperatura denaturacji (66 (x1) °C)

Denaturacja przez 10 minut

Zmierzona temperatura hybrydyzacji (45 (x2) °C)

°c

Czas hybrydyzaciji (60 do 120 minut)

Minuty
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Etap 4: Odptukiwanie

Data rozcienczenia/wygasniecia waznosci Buforu do
ptukania gtebokiego (fiolka 4, rozcienczona 1:20)

Zmierzona temperatura Buforu do ptukania gtebokiego C
(63 (£2) °C)

Odptukiwanie (10 minut) po zdjeciu szkietek nakrywkowych

Ptukanie w Buforze ptuczacym (fiolka 6, rozcienczona 1:20) °c
(2 x 3 minuty)

Preparaty nalezy odwodni¢ (3 x 2 minuty) w kolejnych Minuty

stezeniach etanolu i odtozy¢ do wyschniecia

Etap 5: Zatapianie preparatu

Nanies¢ 15 uL Fluorescencyjnego srodka do zatapiania
(fiolka 5) i przykry¢ szkietkiem nakrywkowym

Komentarze:

Data i podpis technika:
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Zatacznik 5 - zotgdek

HER2 IQFISH pharmDx, nr kat. K5731
Schemat zliczania

HERZ2 IQFISH pharmDx, K5731 partia: ID serii barwienia w dzienniku:
Data serii: Numer identyfikacyjny probki:

Charakterystyka rozfozenia sygnatu w tkance:
Homogeniczny: [ ]

Heterogenny — ogniskowy:|[ | lub Heterogenny — mozaikowyl |

Zliczanie sygnatéw w 20 jadrach

Czerwony | Zielony Czerwony | Zielony
(HER2) (CEN-17) (HER2) (CEN-17)

Nr jadra Nr jadra

11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
Ogotem Ogotem
(1-10) (11-20)

ole|o|~N|o|ala]w[n]-

W celu okres$lenia wskaznika HER2/CEN-17 nalezy policzy¢ liczbe sygnatéw HERZ2 oraz
liczbe sygnatéw CEN-17 w tych samych 20 jgdrach, a nastepnie podzieli¢ catkowitg
liczbe sygnatow HERZ2 przez catkowitg liczbe sygnatow CEN-17. Jesli wskaznik
HERZ2/CEN-17 ma wartos¢ graniczng (1,8-2,2), nalezy dodatkowo policzy¢ 40 jader i
ponownie obliczy¢ wskaznik (wiecej na schemacie oceny ponownego zliczania).
Wspodtczynnik w punkcie odciecia lub jego poblizu (1,8—-2,2) nalezy interpretowac ostroznie
(patrz: Wskazowki dotyczgce zliczania).
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HERZ2 FISH

HER2

CEN-17

Stosunek
HERZ2/CEN-17

OGOLEM (1-20)

Q Wspdtczynnik < 2: Nie zaobserwowano amplifikacji genu HER2

Q Wspoitczynnik = 2: Zaobserwowano amplifikacje genu HER?2

Data i podpis technika:
Data i podpis histopatologa:

Do wytycznych zliczania: patrz: Interpretacja wyniku barwienia.
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Zatacznik 6 - zotgdek

HER2 IQFISH pharmDx, nr kat. K5731
Schemat oceny ponownego zliczania

HERZ2 IQFISH pharmDx, K5731 partia: ID serii barwienia w dzienniku:
Data serii: Numer identyfikacyjny probki:
Sygnaly z dodatkowych 40 jader (1-40)
Nr |Czerwony|Zielony| Nr |[Czerwony| Zielony | Nr |Czerwony| Zielony Nr |[Czerwony| Zielony

jadra HER? CEN-17| jadra HER2 CEN-17 | jadra HER2 CEN-17| jadra HER2 CEN-17
1 11 21 31
2 12 22 32
3 13 23 33
4 14 24 34
5 15 25 35
6 16 26 36
7 17 27 37
8 18 28 38
9 19 29 39
10 20 30 40
Razem Razem Razem Razem
1-10 11-20 21-30 31-40

W celu okreslenia wskaznika HER2/CEN-17 nalezy policzy¢ liczbe sygnatéw HERZ2 oraz liczbe sygnatéw
CEN-17 w tych samych 40 jadrach, a nastepnie podzieli¢ catkowitg liczbe sygnatéw HER?Z2 przez catkowitg
liczbe sygnatéw CEN-17. Raport ogélnej oceny dotyczacy 1-40 jader w tabeli ponize;j.

HER?2 FISH HER?2 CEN-17 Stosunek HER2/CEN-17
OGOtEM (1-40)

Q Wspdtczynnik < 2: Nie zaobserwowano amplifikacji genu HER2
Q Wspdtczynnik = 2: Zaobserwowano amplifikacje genu HER2

Data i podpis technika:

Data i podpis histopatologa:
Do wytycznych zliczania: patrz: Interpretacja wyniku barwienia.
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Zatacznik 7 - zotadek

HER2 IQFISH pharmDx, nr kat. K5731
Charakterystyka mikroskopu fluorescencyjnego

Dako zaleca stosowanie nastepujacej aparatury z zestawem HER2 IQFISH pharmDx, K5731:

1. Typ mikroskopu
¢ Mikroskop epifluorescencyjny.

2. Lampa
e Lampa rteciowa 100-watowa (odnotowywac czas $wiecenia).

3. Obiektywy
¢ Do badania przesiewowego tkanek nadajg sie suche obiektywy fluorescencyjne,
powiekszajgce 10X, lub fluorescencyjne z olejkiem immersyjnym, powiekszajgce 16X.

¢ Do silnego powiekszenia i zliczania sygnatow zalecane sg wytgcznie obiektywy
fluorescencyjne z olejkiem immersyjnym, np. 100X.

4. Filtry

Filtry sg projektowane indywidualnie dla okreslonych fluorochromoéw i tak muszg by¢ dobierane.
Dako zaleca stosowanie specyficznego filtra DAPI w potaczeniu z wysokiej jakosci podwdjnym
filtrem Texas Red/FITC.

o Filtr DAPI
o Filtr podwdjny dla czerwieni teksanskiej/FITC
¢ Pojedyncze filtry Texas Red oraz FITC mozna stosowac¢ w celu potwierdzenia.

Fluorochrom Czestotliwos¢ fali wzbudzajgcej | Czestotliwosé fali emitowanej
FITC 495 nm 520 nm
Texas Red 596 nm 615 nm

Do kazdego typu mikroskopu stosowane sg charakterystyczne filtry. Uzywanie odpowiednich filtrow
ma decydujgce znaczenie dla interpretacji. Jesli potrzebujg Panstwo szczegétowych informacii,
prosimy o kontakt z dostawcg mikroskopu lub przedstawicielem firmy Dako.

5. Olejek
¢ Olej niefluorescencyijny.

Srodki ostroznosci

¢ Nie zaleca sie stosowac lamp rteciowych o mocy 50 watéw.

¢ Nie nalezy stosowac filtréw rodaminowych.

¢ Nie zaleca sie uzywania filtréw potréjnych.
Mikroskop, ktéry nie zostat zoptymalizowany, moze spowodowaé trudnosci w odczytywaniu
sygnatéw fluorescencyjnych. Wazne jest, aby zrodta Swiatta nie byly przeterminowane oraz byty
wiasciwie ustawione i zogniskowane.
Klienci powinni zapozna¢ sie z zaleceniami producenta odnosnie do eksploatacji lampy rteciowe;j i
szczegotowo ich przestrzegaé. Mikroskop nalezy konserwowac, a lampe rteciowg regulowac przed
interpretacjg wynikow.
Nalezy dotozyc¢ staran, aby prébka byta wystawiona mozliwie najmniej na swiatto wzbudzajgce, w
celu zminimalizowania zanikania fluorescencji.

Przed rozpoczeciem hybrydyzacii fluorescencyjnej in situ zaleca sie oméwienie budowy
mikroskopu z producentem lub zapoznanie sie z literatura.
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Objasnienie symboli

Numer katalogowy

Temperatura przechowywania

LOT

Numer serii

Wyréb medyczny do

v diagnostyki in vitro

Nie wystawia¢ na dziatanie
promieni stonecznych (zob.
rozdziat Przechowywanie)

Zuzy¢ przed

Sprawdzi¢ w instrukcji uzycia

Zawiera ilo$¢ materiatu
wystarczajgcg do
<n> badan

Producent

Piktogram GHS (przestrzegac
zalecen zawartych w czesci
dotyczgcej Srodkow
ostrozno$ci)

Piktogram GHS (przestrzegac¢
zalecen zawartych w czesci
dotyczgcej Srodkow
ostroznosci)

i

Piktogram GHS (przestrzegac¢
zalecen zawartych w czesci
dotyczgcej Srodkow
ostroznosci)

Piktogram GHS (przestrzegac¢
zalecen zawartych w czesci
dotyczacej $rodkéw
ostroznosci)

R

Piktogram GHS (przestrzegac¢
zalecen zawartych w czesci
dotyczacej $rodkéw
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