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HER2 IQFISH pharmDx
(Dako Omnis)

Nr kat. GM333

Wydanie 4

Test HER2 IQFISH pharmDx (Dako Omnis) jest bezposrednim testem hybrydyzacji
fluorescencyjnej in-situ (ang. fluorescence in situ hybridization, FISH) stuzgcym do ilosciowego
oznaczania amplifikacji genu HER2 w utrwalonych w formalinie i zatopionych w parafinie
prébkach tkanek nowotworu piersi oraz wycinkach od pacjentéw z przerzutowym
gruczolakorakiem Zzotgdka lub potgczenia zotgdkowo-przetykowego.

Test HER2 IQFISH pharmDx (Dako Omnis) stanowi uzupetnienie testu HercepTest™ podczas
oceny pacjentow, u ktorych rozwaza sie zastosowanie leczenia produktem Herceptin™.

Fiolka zawiera odczynniki wystarczajgce do wykonania 20 testow.

Odczynniki dodatkowe wykorzystywane w testach HER2 IQFISH pharmDx (Dako Omnis):

Nr kat.
GM300
GM301
GM302
GM303
GM304

Nazwa produktu

ISH Ethanol Solution, 96% (Dako Omnis)

ISH Pre-Treatment Solution (20x) (Dako Omnis)
ISH Pepsin (Dako Omnis)

ISH Stringent Wash Buffer (20x) (Dako Omnis)

Fluorescence Mounting Medium (Dako Omnis)
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Przeznaczenie
Do badanh diagnostycznych in vitro.

Odczynnik HER2 IQFISH pharmDx (Dako Omnis) jest sondg do hybrydyzacji wykorzystywang w
automatycznym bezposrednim tescie hybrydyzaciji fluorescencyjnej in situ (FISH) w urzgdzeniach
Dako Omnis i stuzy, wraz z odczynnikami dodatkowymi, do ilosciowego oznaczania amplifikacji
genu HER2 w utrwalonych w formalinie i zatopionych w parafinie probkach tkanek nowotworu
piersi oraz wycinkach od pacjentow z gruczolakorakiem zotgdka, w tym potgczenia zotgdkowo-
przetykowego.

Test HER2 IQFISH pharmDx stanowi uzupetnienie testu HercepTest™ podczas oceny
pacjentow, u ktoérych rozwaza sie zastosowanie leczenia produktem Herceptin™
(trastuzumabem) (patrz ulotka dla pacjenta produktu Herceptin™).

Whyniki testu HER2 IQFISH pharmDx (Dako Omnis) stanowig uzupetnienie informac;ji kliniczno-
patologicznych, na podstawie ktorych dokonuje sie obecnie oceny rokowania u pacjentéw z
nowotworem piersi w Il stadium zaawansowania z przerzutami do weztéw chtonnych.

Gruczolakorak zotgdka lub potgczenia zotgdkowo-przetykowego jest w tym dokumencie
nazywany nowotworem zotgdka.

Szczegodtowe informacije o zastosowaniu w przypadku nowotworu piersi znajdujg sie na stronach
4-27.
Szczegodtowe informacije o stosowaniu w przypadku nowotworu zotgdka znajdujg sie na stronach
28-51.

Wazne: Nalezy zwrécié uwage na réznice pomiedzy tkanka nowotworu piersi i zoladka,
zwlaszcza w rozdziatach ,,Interpretacji wyniku barwienia”
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Nowotwor piersi

Podsumowanie i wyjasnienia — tkanka piersi

Ludzki gen HER2 (znany réwniez jako ERBB2 lub NEU) jest zlokalizowany na chromosomie 17 i
koduje biatko HER2 lub p185"ER?, Biatko HER2 jest receptorem bfonowym kinazy tyrozynowej
wykazujgcym podobienstwo do receptora naskérkowego czynnika wzrostu (EGFR lub HER1)
(1-2). Gen HER2 wystepuje w dwéch kopiach we wszystkich prawidtowych komérkach
diploidalnych.

U pewnego odsetka chorych na nowotwor piersi gen HER2 ulega amplifikacji w procesie ztosliwej
transformaciji i rozrostu guza (3-8). Amplifikacja genu HER2 z reguly prowadzi do nadekspresji
biatka HER2 na powierzchni komoérek nowotworu piersi (9).

W 20-25% przypadkdéw nowotwordw piersi wykazano amplifikacje genu HER?2 i/lub nadekspresje
kodowanego przez ten gen biatka (10). Ta regulacja w gore wigze sie ze ztym rokowaniem,
zwiekszonym ryzykiem nawrotu i krotszym przezyciem. Wyniki kilku badan wskazujg, iz poziom
HER?2 koreluje z wrazliwoscig lub opornoscig nowotworu na okreslone rodzaje chemioterapii (11).

Wykazanie wysokiego poziomu nadekspresji biatka HER2 lub amplifikacji genu HER2 ma
zasadnicze znaczenie dla rozpoczecia leczenia produktem Herceptin™, bedgcym
monoklonalnym przeciwciatem przeciwko biatku HER2. Wyniki badanh klinicznych wykazuja, iz
pacjenci chorzy na nowotwdr z wysokim poziomem nadekspresji biatka HERZ2 i/lub amplifikacji
genu HER2 odnoszg najwiecej korzysci z leczenia produktem Herceptin™ (12).

Niniejszy produkt (HER2 IQFISH pharmDx (Dako Omnis)) to mieszanka sond IQISH
wykorzystywanych w automatycznym bezposrednim tescie FISH stuzagcym do wykrywania
amplifikacji genu HER2. Produkt ten powinien by¢ stosowany wraz z okreslonymi odczynnikami
dodatkowymi w urzgdzeniu Dako Omnis i wywodzi sie z recznie wykonywanego testu amplifikaciji
genu HER2 — HER2 IQFISH pharmDx, nr kat. K5731.

Zasada testu — tkanka piersi

Odczynnik HER2 IQFISH pharmDx (Dako Omnis) to mieszanka sond IQISH sktadajaca 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 (peptide nucleic acid) (13), skierowanych przeciwko regionowi centromeru chromosomu 17
(CEN-17). W wyniku swoistej hybrydyzacji z obszarami docelowymi uzyskuje sie wyrazny
czerwony sygnat fluorescencyjny dla kazdego locus genu HER2 oraz wyrazny zielony sygnat
fluorescencyjny dla kazdego centromeru chromosomu 17.

Ocena amplifikacji genu HER2 za pomocg testu HER2 IQFISH pharmDx (Dako Omnis) jest w
petni zautomatyzowang metodg wykonywang w urzadzeniu Dako Omnis. Oprogramowanie stacji
roboczej Dako Link Omnis umozliwia wybor trzech réznych, poddanych walidacji protokotéw
barwienia HER2 FISH. Protokoty te r6znig sie jedynie czasem trawienia pepsyng — mozna
wybrag¢ trawienie pepsyng przez 10 minut (krotki protokot), 15 minut (Sredni protokét) lub 20 minut
(dtugi protokot). Szczegdty znajdujg sie ponizej. Do wstepnej analizy zalecany jest sredni
protokét.

Po barwieniu w urzadzeniu Dako Omnis wycinki zamyka sie na szkietku przy uzyciu odczynnika
Fluorescence Mounting Medium (Dako Omnis) zawierajgcego 4',6-diamidyno-2-fenyloindol
(DAPI), a nastepnie przykrywa szkietkiem nakrywkowym. Przy uzyciu mikroskopu
fluorescencyjnego wyposazonego w odpowiednie filtry (patrz zatgcznik 2), ustala sie potozenie
komodrek nowotworowych oraz zlicza sygnaty czerwone (HER2) i zielone (CEN-17).

Nastepnie oblicza sie wskaznik HER2/CEN-17. Zdrowe komorki w analizowanym skrawku tkanki
spetniajg role wewnetrznej kontroli dodatniej barwienia.

Szczegotowe informacje przedstawiono w rozdziale "Interpretacja wyniku barwienia".
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Nowotwor piersi

Aby uzyskaé¢ szczegotowe informacje na temat tadowania i roztadowywania preparatéw, pokryw
ISH Lid (Dako Omnis), odczynnikéw, ptyndw i odpadow, nalezy zapoznaé sie z podrecznikami
uzytkownika Dako Omnis.

Odczynniki — tkanka piersi

Odczynnik HER2 IQFISH pharmDx (Dako Omnis) oraz odczynniki dodatkowe mozna zamawiaé
oddzielnie jako pojedyncze odczynniki.

Dostarczane materiaty

HER2 IQFISH pharmDx (Dako Omnis): 1,6 mL, gotowa do uzycia mieszanka znakowanych
czerwienig teksanskg sond DNA dla HER2 oraz znakowanych fluoresceing sond PNA dla
CEN-17, dostarczana w buforze hybrydyzacyjnym IQISH.

Odczynnik HER2 IQFISH pharmDx (Dako Omnis) jest dostarczany w suchym lodzie. Obecnosé
suchego lodu przy odbiorze stanowi gwarancje, iz odczynnik nie zostat narazony na
dziatanie wysokich temperatur podczas transportu. Fiolki z rozmrozonymi odczynnikami
nalezy przez caty czas przechowywac i obstugiwa¢ w pozycji pionowe;.

Fiolki z odczynnikami zawierajg metalowg kulke pokrytg ztotem, ktéra umozliwia mieszanie
odczynnika za pomocg urzgdzenia do mieszania Dako Omnis Mixing Device (patrz Podrecznik
uzytkownika urzadzenia do mieszania Dako Omnis). Odczynnik nalezy doktadnie wymieszac
przed zatadowaniem do urzgdzenia Dako Omnis.

Materialy wymagane, ale niedostarczane

Odczynniki dodatkowe

Nastepujgce odczynniki muszg znajdowac sie w urzgdzeniu Dako Omnis w celu
przeprowadzenia analizy amplifikacji genu HER2 za pomocg testu HER2 IQFISH pharmDx (Dako
Omnis):

ISH Pre-Treatment Solution (20x) (Dako Omnis): 175 mL, 20-krotnie stezony; do rozcienczenia w
stosunku 1:20 w butelce 3,5 L Dako Omnis (nr kat. GC109). Produkt zawiera $rodek
przeciwbakteryjny i ma przyjazny dla uzytkownika, nietoksyczny zielony barwnik umozliwiajgcy
tatwag identyfikacje.

ISH Ethanol Solution, 96% (Dako Omnis): 14 mL 96% etanolu (gotowego do uzycia).

ISH Pepsin (Dako Omnis): 7 mL roztworu pepsyny A (gotowego do uzycia) o pH 2,0; zawiera
srodek stabilizujgcy i przeciwbakteryjny. Pepsyna jest dostarczana w suchym lodzie. Obecnos$¢
suchego lodu przy odbiorze stanowi gwarancje, iz odczynnik nie zostat narazony na
dziatanie wysokich temperatur podczas transportu.

ISH Stringent Wash Buffer ISH (20x) (Dako Omnis): 175 mL 20-krotnie stezonej soli fizjologicznej
buforowanej cytrynianem sodu; do rozcienczenia w stosunku 1:20 w butelce 3,5 L Dako Omnis
(nr kat. GC109). Produkt zawiera srodek przeciwbakteryjny oraz detergent i ma przyjazny dla
uzytkownika, nietoksyczny zo6tty barwnik umozliwiajgcy tatwg identyfikacje.

Fluorescence Mounting Medium (Dako Omnis): 0,8 mL srodka do zamykania preparatow na
szkietkach do badan fluorescencyjnych (gotowego do uzycia) z DAPI.

Choc¢ wymienione odczynniki nie sg dostarczane razem z odczynnikiem HER2 IQFISH pharmDx
(Dako Omnis), oméwiono je pokrotce ponizej. Aby uzyskaé dalsze informacje, nalezy zapoznac
sie z instrukcjg obstugi kazdego urzadzenia.
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Dodatkowe odczynniki i urzadzenia
Dako Omnis, nr kat. GI1100

Wash Buffer (20x) (Dako Omnis), nr kat. GC807

Clearify™, nr kat. GC810

Dako Omnis Mixing Device, nr kat. GC116

ISH Lid, nr kat. GC102

ISH Cleaning Solution, nr kat. GC207

Szkietka nakrywkowe do zamykania preparatow (24 mm x 50 mm)

Aby uzyska¢ informacje na temat stosowania dodatkowych odczynnikéw i urzadzen, nalezy
zapoznac sie z podstawowym oraz zaawansowanym podrecznikiem uzytkownika urzgdzenia
Dako Omnis.

Mikroskop i akcesoria

Filtry do mikroskopu fluorescencyjnego: podwdjny filtr dla DAPI i FITC/czerwieni teksanskiej lub
pojedyncze filtry dla FITC i czerwieni teksanskiej — szczegétowe informacje w zatgczniku 2.
Stosowanie filtru dla DAPI przy duzym powiekszeniu negatywnie wptywa na intensywnosé
sygnatu. Nalezy unika¢ dtugich czasow ekspozyciji.

Nalezy stosowac 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 mikroskopowe (tekturowa podstawka na 20 preparatéw z odchylang
pokrywg lub podobny).

Srodki ostroznosci — tkanka piersi
1. Do badan diagnostycznych in vitro.
Do stosowania przez wyszkolony personel.

Odczynnik HER2 IQFISH pharmDx (Dako Omnis) zawiera od 210-<25% weglanu etylenu i
23-<5% sodium chloride. HER2 IQFISH pharmDx (Dako Omnis) jest oznaczony:

w N

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

wodg przez kilka minut. Wyja¢ soczewki kontaktowe, jezeli sg i
mozna je tatwo usung¢. Nadal ptukac.
Zasadniczo zakazuje sie pracy z produktem osobom ponizej 18. roku zycia.
Uzytkownicy muszg by¢ szczegdtowo przeszkoleni w zakresie prawidtowej procedury
postepowania, niebezpiecznych wtasciwosci produktu i niezbednych srodkéw ostroznosci.
Dodatkowe informacje zawiera Karta Charakterystyki Substanciji.

4. Proébki tkanek przed i po utrwaleniu oraz wszystkie materiaty majgce z nimi kontakt nalezy
traktowac jako potencjalnie zakazne i usuwac przy zachowaniu odpowiednich srodkow
ostroznosci (14). Nigdy nie nalezy pipetowac¢ odczynnikéw postugujgc sie ustami. Unikac
kontaktu odczynnikéw i wycinkow ze skorg i btonami sluzowymi. W razie kontaktu
odczynnikow z wrazliwymi okolicami skory nalezy je sptukac obfitg iloScig wody.

5. Do minimum ograniczy¢ skazenie odczynnikow bakteriami, aby unikngé mozliwosci
uzyskiwania btednych wynikow.

6. Uzycie innych niz opisane metod utrwalania tkanki oraz skrawkdéw o innej grubosci moze
spowodowac¢ zmiane morfologii tkanki i/lub natezenia sygnatu.
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7. Odczynniki zostaty odpowiednio rozcienczone. Dalsze rozcienczanie moze wptyng¢
negatywnie na ich dziatanie.

8. W celu unikniecia kontaktu z oczami i skérg nalezy nosi¢ odpowiednie osobiste wyposazenie
ochronne. Dodatkowe informacije zawiera Karta Charakterystyki Substanciji.

9. Niewykorzystany roztwér usuwac zgodnie z rozporzadzeniami lokalnymi, wojewodzkimi i
krajowymi.

Przechowywanie — tkanka piersi

OdczynnikHERZ2 IQFISH pharmDx (Dako Omnis) nalezy przechowywac w temperaturze

< -18°C (zalecana jest temperatura od -18°C do -25°C) w ciemnosci. Fiolki z rozmrozonymi
odczynnikami przez caty czas muszg sie znajdowac¢ w pozycji pionowej. Zamrazanie i
rozmrazanie odczynnikoéw do 10 razy nie wptywa na jako$¢ ich dziatania. Nie nalezy pozostawiac
tego odczynnika w temperaturze pokojowe;j.

Jakos¢ dziatania odczynnika HER2 IQFISH pharmDx (Dako Omnis) i odczynnikéw dodatkowych
ISH pepsin (Dako Omnis) oraz Fluorescence Mounting Medium (Dako Omnis) moze ulec
pogorszeniu pod wptywem ciepta. Odczynnikéw tych nie nalezy pozostawia¢ w temperaturze
pokojowej.

Jakos¢ dziatania odczynnika HER2 IQFISH pharmDx (Dako Omnis) i odczynnika dodatkowego
Fluorescence Mounting Medium (Dako Omnis) moze ulec pogorszeniu pod wptywem nadmiernej
ekspozycji na $wiatto. Nie nalezy przechowywac¢ ani prowadzi¢ oznaczen za pomoca tych
odczynnikow w miejscach silnie naswietlonych, np. w bezposrednim swietle stonecznym.

Odczynniki dodatkowe ISH Pre-Treatment Solution (20x) (Dako Omnis), ISH Ethanol Solution,
96% (Dako Omnis), ISH Stringent Wash Buffer (20x) (Dako Omnis) oraz Fluorescence Mounting
Medium (Dako Omnis) nalezy przechowywa¢ w ciemnosci w temperaturze 2—-8°C. Odczynnik ISH
Pepsin (Dako Omnis) nalezy przechowywaé¢ w temperaturze od -18 do 8°C. Wszystkie
przechowywane fiolki z odczynnikami powinny mie¢ zamkniety korek, w tym goérng klape korka.

Rozcienczone roztwory (roztwory robocze ISH Stringent Wash Buffer i ISH Pre-Treatment
Solution) mozna przechowywaé¢ w temperaturze od 2 do 8°C przez 30 dni.

Nie uzywa¢ zadnych odczynnikéw po uptywie daty waznosci podanej na opakowaniu.

Podczas przechowywania odczynnikow korek, w tym gorna klapa korka, powinny by¢é zamkniete.
Jezeli odczynniki sg przechowywane w warunkach innych niz podane w ulotce dotgczonej do
opakowania, uzytkownik powinien zweryfikowa¢ ich dziatanie (15).

Nie ma jednoznacznych oznak swiadczgcych o niestabilnosci tego produktu. Dlatego tez bardzo
wazna jest ocena zdrowych komorek w analizowanej prébce tkanki. W przypadku uzyskania
nieoczekiwanego wyniku odczynu, ktdrego nie mozna wyjasnic¢, i gdy podejrzewa sie problem z
odczynnikiem HER2 IQFISH pharmDx (Dako Omnis) lub odczynnikami dodatkowymi, nalezy
skontaktowac sie z dziatem wsparcia technicznego firmy Dako.

Stabilnos¢ w urzadzeniu Dako Omnis

Stabilnos$¢ w urzgdzeniu odczynnika HER2 IQFISH pharmDx (Dako Omnis) oraz odczynnikéw
dodatkowych ISH Ethanol Solution, 96% (Dako Omnis) i ISH Pepsin (Dako Omnis) wynosi

80 godzin. Stabilno$¢ w urzgdzeniu rozcienczonego roztworu ISH Pre-Treatment Solution (Dako
Omnis) i buforu ISH Stringent Wash Buffer (Dako Omnis) wynosi 7 dni. Pozostaty okres
stabilnosci w urzgdzeniu jest kontrolowany przez oprogramowanie Dako Omnis. W przypadku
stosowania odczynnikéw z przekroczonym terminem waznosci w urzadzeniu Dako Omnis pojawi
sie ostrzezenie, wszystkie preparaty wybarwione przeterminowanym odczynnikiem zmienig
status na ,podejrzany”, a dziennik preparatéw na stacji roboczej wskaze uzycie
przeterminowanego odczynnika.
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Przygotowanie wycinka — tkanka piersi

Z materiatami z biopsji, wycie¢ i resekcji nalezy postepowac w sposdb umozliwiajgcy zachowanie
tkanki do analizy FISH. W przypadku wszystkich wycinkéw nalezy zastosowac¢ standardowe
metody obrobki tkanek do barwienia immunocytochemicznego (16).

Skrawki zatopione w parafinie

Do uzycia z zestawem nadaje sie tylko tkanka zakonserwowana w obojetnej buforowane;j
formalinie i zatopiona w parafinie. Wycinki nalezy np. przygotowac¢ w formie bloczkéw o grubosci
3 mm lub 4 mm i utrwala¢ przez 18-24 godziny w obojetnej buforowanej formalinie. Nastepnie
tkanki poddaje sie odwodnieniu, stosujgc serie kgpieli alkoholowych i ksylenowych o stopniowo
zmieniajgcych sie stezeniach, po czym przepaja ptynng parafing w temperaturze
nieprzekraczajgcej 60°C. Prawidtowo utrwalone i zatopione tkanki przed podzieleniem na skrawki
i zamknieciem na szkietku mozna przechowywac przez nieograniczony czas, o ile przechowuje
sie je w chtodnym miejscu (15-25°C)(16-17). Nie dopuszcza sie stosowania innych srodkow
utrwalajgcych.

Probki tkanek nalezy pocig¢ na skrawki grubosci 4—6 pum.

Réwnoczesénie nalezy przygotowac preparaty niezbednie do oceny amplifikacji genu HER2 i
zweryfikowania obecnosci guza. Zaleca sie uzycie minimum dwéch kolejnych skrawkéw: jednego
skrawka do zbadania obecnos$ci guza barwionego hematoksyling i eozyng (barwienie HE) i
jednego skrawka do oceny amplifikacji genu HER2. Zaleca sie zamykanie skrawkéw na
szkietkach Dako FLEX IHC Microscope Slides, nr kat. K8020. Odpowiednie sg takze szkietka
Superfrost Plus (Thermo Fischer Scientific, JIBOOAMNZ). Nalezy upewni¢ sie, ze termin
waznosci szkietek podstawowych nie uptynat. Preparaty przechowywane w temperaturze 2—25°C
nalezy zbada¢ w ciggu < 6 miesiecy od podzielenia na skrawki.

UWAGA: Probki tkanek nalezy umiesci¢ na szkietku w obrebie zdefiniowanego obszaru
barwienia. Wymiary obszaru barwienia preparatu podano w Podstawowym podreczniku
uzytkownika urzadzenia Dako Omnis.

SPOSOB UZYTKOWANIA — tkanka piersi

A. Przygotowanie odczynnikow — tkanka piersi

A.1 HER2 IQFISH pharmDx (Dako Omnis)

Fiolka odczynnika HER2 IQFISH pharmDx (Dako Omnis) zawiera metalowg kulke pokrytg ztotem
przeznaczong do mieszania. Przed zatadowaniem fiolki do urzgdzenia Dako Omnis odczynnik
nalezy rozmrozi¢ i doktadnie wymieszaé, poniewaz podczas zamrazania ulega rozdziatowi na
fazy.

Sondy nalezy miesza¢ za pomocg urzgdzenia Dako Omnis Mixing Device.

Nalezy postepowaé zgodnie z ponizszg procedurg mieszania sond za pomocg urzgdzenia Dako
Omnis Mixing Device. Szczegotowe informacje znajdujg sie w Podreczniku uzytkownika
urzgdzenia do mieszania Dako Omnis.

1. Wyjac¢ fiolke odczynnika HER2 IQFISH pharmDx (Dako Omnis) z zamrazarki.

2. Zatadowac fiolke do urzgdzenia Dako Omnis Mixing Device.

3. Podigczy¢ urzadzenie Mixing Device i upewnic sig, ze zielona lampka stanu jest wtgczona.

Wybra¢ program ,Rozmrazanie i mieszanie”. Wazne: Fiolki przechowywane w temperaturze
ponizej -25°C nalezy rozmrozi¢ (krotko) przed ich umieszczeniem w urzgdzeniu Dako Omnis
Mixing Device i uzy¢ programu ,Mieszanie”.

4. Wyjac fiolke z urzadzenia Mixing Device.
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5. Otworzy¢ gornag klape korka, odgig¢ jg do tytu, a nastepnie wsunaé w przeznaczone dla niej
miejsce az do ustyszenia klikniecia (szczegoty znajdujg sie w Podstawowym podreczniku
uzytkownika Dako Omnis).

6. Niezwlocznie zatadowac fiolke do modutu Reagent Storage Module urzadzenia Dako Omnis.
Jesli podczas barwienia uzywana jest funkcja ciggtego tadowania odczynnikéw, nalezy
upewnic sie, ze czas uptywajacy od mieszania do pobrania z fiolki w urzgdzeniu Dako Omnis
wynosi co najmniej 10 minut.

Sonde HER2 IQFISH pharmDx (Dako Omnis) mozna ponownie zamrazac i uzywa¢ maksymalnie
10 razy.

Mieszanke sond HER2 IQFISH pharmDx (Dako Omnis) nalezy mieszac¢ krétko przed jej
zatadowaniem do urzgdzenia. Nie nalezy wstrzgsac fiolki. Catkowity okres stabilnosci sondy
HER2 IQFISH pharmDx ISH (Dako Omnis) wynosi 80 godzin, jesli jest ona przechowywana w
module Reagent Storage Module urzadzenia Dako Omnis. Pozostaty okres stabilnosci w
urzgdzeniu jest kontrolowany przez oprogramowanie Dako Omnis (patrz wyzej). Po uptywie
czasu, przez jaki sonda HER2 IQFISH pharmDx (Dako Omnis) musi znajdowac¢ sie w urzadzeniu,
nalezy jg niezwitocznie umiesci¢ w temperaturze < -18°C (zalecana jest temperatura od -18°C do
-25°C).

A.2 ISH Pre-Treatment Solution (20x) (Dako Omnis)
Przygotowac roztwor roboczy poprzez rozcienczenie koncentratu roztworu ISH Pre-Treatment
Solution (20x) (Dako Omnis) w stosunku 1:20 w nastepujgcy sposob:

1. Napehi¢ butelke na ptyny 3,5 L Dako Omnis oznaczong jako PTB (niebieska etykieta) do linii
napeftnienia woda dejonizowang (3,325 L). Przed napetnieniem umiescic butelke na ptyny na
ptaskiej powierzchni.

2. Przela¢ zawartos¢ jednej butelki ze 175 mL koncentratu roztworu ISH Pre-Treatment Solution
(20x) (Dako Omnis) do butelki na ptyny.

3. Przenies¢ odczepiang etykiete z butelki po koncentracie na butelke na ptyny.
Dokreci¢ nakretke i delikatnie odwroci¢ butelke na ptyny do gory dnem 2-3 razy.

4. Uzy¢ recznego skanera kodow paskowych do identyfikacji odczynnika (zeskanowac
odczepiang etykiete i butelke na ptyny).

5. Natychmiast zatadowa¢ butelke na ptyny do urzadzenia Dako Omnis.

Jesli rozcienczony roztwor jest przechowywany w urzgdzeniu Dako Omnis, nalezy go zuzy¢ w
ciggu 7 dni. Pozostaty okres stabilnosci w urzgdzeniu jest kontrolowany przez oprogramowanie
Dako Omnis (patrz wyzej). Niewykorzystany rozcienczony roztwér mozna przechowywaé¢ w
temperaturze 2—8°C przez 30 dni. Po przechowywaniu w chtodnym miejscu nalezy upewnic sie,
ze przed zatadowaniem do urzgdzenia Dako Omnis rozciehczony roztwér jest ogrzany do co
najmniej 18°C.

UWAGA: W przypadku zmetnienia rozcienczony roztwér nie nadaje sie do uzycia.

A.3 ISH Stringent Wash Buffer (20x) (Dako Omnis)
Przygotowac roztwér roboczy poprzez rozcienczenie koncentratu buforu ISH Stringent Wash
Buffer (20x) (Dako Omnis) w stosunku 1:20 w nastepujgcy sposéb:

1. Napehié¢ butelke na ptyny 3,5 L Dako Omnis oznaczong jako PTB (niebieska etykieta) do linii
napetnienia wodg dejonizowang (3,325 L). Przed napetnieniem umiescic butelke na ptyny na
ptaskiej powierzchni.

2. Przelac¢ zawartosc¢ butelki ze 175 mL koncentratu buforu ISH Stringent Wash Buffer (20x)
(Dako Omnis) do butelki na ptyny.

3. Przenies¢ odczepiang etykiete z butelki po koncentracie na butelke na ptyny.
Dokreci¢ nakretke i delikatnie odwroci¢ butelke na ptyny do gory dnem 2-3 razy.
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4. Uzy¢ recznego skanera kodoéw paskowych Dako Omnis do identyfikacji odczynnika
(zeskanowa¢ odczepiang etykiete i butelke).

5. Natychmiast zatadowa¢ butelke do urzgdzenia Dako Omnis.

Jesli rozcienczony roztwér jest przechowywany w urzgdzeniu Dako Omnis, nalezy go zuzy¢ w
ciggu 7 dni. Pozostaty okres stabilnosci w urzgdzeniu jest kontrolowany przez oprogramowanie
Dako Omnis (patrz wyzej). Niewykorzystany rozcienczony roztwdér mozna przechowywac w
temperaturze 2—8°C przez maksymalnie 30 dni. Po przechowywaniu w chtodnym miejscu nalezy
upewnic sie, ze przed zatadowaniem do urzadzenia Dako Omnis rozcienczony roztwor jest
ogrzany do co najmniej 18°C.

UWAGA: W przypadku zmetnienia rozcienczony roztwor nie nadaje sie do uzycia.

A.4 ISH Ethanol Solution, 96% (Dako Omnis)

Roztwér ISH Ethanol Solution, 96% (Dako Omnis) jest odczynnikiem gotowym do uzycia.

Przed jego zatadowaniem do urzadzenia Dako Omnis nalezy otworzy¢ gorng klape korka, odgig¢
ja do tylu a nastepnie wsung¢ w przeznaczone dla niej miejsce az do ustyszenia klikniecia.

Catkowity okres stabilnosci roztworu ISH Ethanol Solution, 96% (Dako Omnis) wynosi 80 godzin,
jesli jest on przechowywany w module Reagent Storage Module urzgdzenia Dako Omnis.
Pozostaty okres stabilnosci w urzadzeniu jest kontrolowany przez oprogramowanie Dako Omnis
(patrz wyzej). Po wykonaniu analizy roztwér ISH Ethanol Solution, 96% mozna umiesci¢ w
temperaturze przechowywania (2—8°C), aby zachowac czas stabilnosci w urzadzeniu.

A.5 ISH Pepsin (Dako Omnis)

Odczynnik ISH Pepsin (Dako Omnis) jest odczynnikiem gotowym do uzycia. Przed jego
zatadowaniem do urzgdzenia Dako Omnis nalezy upewnic sig, ze odczynnik jest rozmrozony,
otworzy¢ gorng klape korka, odgigc€ jg do tytu, a nastepnie wsung¢ w przeznaczone dla nigj
miejsce az do ustyszenia klikniecia.

Catkowity okres stabilnosci odczynnika ISH Pepsin (Dako Omnis) wynosi 80 godzin, jesli jest on
przechowywany w module Reagent Storage Module urzadzenia Dako Omnis. Pozostaty okres
stabilnosci w urzgdzeniu jest kontrolowany przez oprogramowanie Dako Omnis (patrz wyzej).
Po wykonaniu analizy odczynnik ISH Pepsin (Dako Omnis) nalezy umiesci¢ w temperaturze
przechowywania od -18 do 8°C, aby zachowac czas stabilnosci w urzgdzeniu.

A.6 Fluorescence Mounting Medium (Dako Omnis)

Odczynnik Fluorescence Mounting Medium (Dako Omnis) jest gotowym do uzycia srodkiem do
zamykania preparatow stosowanym poza urzgdzeniem Dako Omnis. Po uzyciu odczynnik
Fluorescence Mounting Medium nalezy niezwtocznie umiesci¢ w temperaturze przechowywania
(2-8°C).

A.7 Dodatkowe akcesoria

Dodatkowo do urzadzenia Dako Omnis nalezy zatadowac nastepujgce akcesoria: wode
dejonizowang; rozcienczony bufor Wash Buffer 20x (Dako Omnis), nr kat. GC807; odczynnik
Clearify™, nr kat. GC810, ISH Cleaning Solution, nr kat. GC207 oraz pokrywe ISH Lid (Dako
Omnis), nr kat. GC102, opisane w podrecznikach uzytkownika Dako Omnis.

B. Procedura barwienia — tkanka piersi

B.1. Uwagi proceduralne

Odczynnik HER2 IQFISH pharmDx (Dako Omnis) jest sondg do hybrydyzacji wykorzystywang w
automatycznym tescie bezposredniej hybrydyzaciji fluorescencyjnej in situ (FISH) w urzgdzeniu
Dako Omnis i wraz z odczynnikami dodatkowymi GM300, GM301, GM302, GM303 i GM304
(GM304 poza urzgdzeniem) jest przeznaczona do ilosciowego oznaczania amplifikacji genu HER2.
Przed jej uzyciem uzytkownik powinien przeczyta¢ doktadnie wszystkie instrukcje i zapoznac sie ze
wszystkimi elementami oraz odnoszgcymi sie do nich srodkami ostroznosci.

Automatyczna procedura barwienia FISH w urzgdzeniu Dako Omnis obejmuje odparafinowanie
skrawkow tkankowych, odmaskowanie antygenu, trawienie pepsyng, hybrydyzacje oraz gtebokie
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ptukanie. Preparaty sg wytadowywane z suchej stacji Unloading Station. Wszystkie etapy
protokotu zostaty wstepnie zaprogramowanie w oprogramowaniu Dako Omnis.

Nalezy zapoznac sie z podrecznikami uzytkownika Dako Omnis w celu uzyskania informacji na
temat tadowania preparatéw, pokrywy ISH Lid, odczynnikéw itd. W oprogramowaniu Dako Omnis
wstepnie zaprogramowano trzy poddane walidacji protokoty HER2 IQFISH: HER2 IQFISH Pepsin
Short, HER2 IQFISH Pepsin Medium i HER2 IQFISH Pepsin Long, ktdre réznig sie wytgcznie
czasem trawienia pepsyng i ktére mozna wybraé dla kazdego z pieciu preparatow w statywie na
preparaty. Umozliwia to optymalizacje trawienia tkanki, ktére moze zaleze¢ od warunkow sprzed
analizy. Za protokét standardowy uznaje sie protokét HER2 IQFISH Pepsin Medium.
Poszczegodlne protokoty barwienia mozna przegladaé w stacji roboczej Dako Link Omnis.

Dodatkowo uzytkownik moze wybrac szablon protokotu IQFISH. Optymalne warunki mogg sie
zmienia¢ w zaleznosci od rodzaju materiatu oraz sposobu jego przygotowania i powinny by¢
okreslone w kazdym laboratorium.

B.2. Procedura przed barwieniem

1. W czesci z protokotami IQFISH oprogramowania stacji roboczej Dako Link Omnis wybraé
protokét HER2 IQFISH, ktéry ma zosta¢ zastosowany do kazdego preparatu.

2. Wydrukowac etykiety preparatow i przyklei¢ je do szkietek podstawowych.

3. Umiescic preparaty w statywie na preparaty. W celu uzyskania szczegétowych informac;ji
zapoznac sie z Podstawowym podrecznikiem uzytkownika Dako Omnis. W statywie na
preparaty moze znajdowac sie od jednego do pieciu preparatow. Zaleca sig, aby podczas
barwienia odczynnikiem HER2 IQFISH wybarwi¢ co najmniej dwa preparaty.

4. Zatadowa¢ statyw na preparaty do urzgdzenia Dako Omnis.

5. Zatadowa¢ pokrywe ISH Lid (jedna pokrywa ISH Lid na kazdy statyw na preparaty) do
urzgdzenia Dako Omnis.

6. Upewni¢ sie, ze w urzadzeniu Dako Omnis znajdujg sie butelki i sg w nim zarejestrowane.
Butelki z ptynami: Clearify™ (Srodek oczyszczajgcy), rozcienczony roztwor ISH
Pre-Treatment Solution (Dako Omnis), rozciehAczony bufor ISH Stringent Wash Buffer (Dako
Omnis) oraz rozciehczony bufor Wash Buffer (Dako Omnis).

7. Zatadowac odczynniki ISH Ethanol Solution, 96% (Dako Omnis), ISH Pepsin (Dako Omnis)
Swiezo wymieszany odczynnik HER2 IQFISH pharmDx (Dako Omnis) oraz ISH Cleaning
Solution do modutu Reagent Storage Module. Upewnic sig, ze gorne klapy korkow wszystkich
fiolek sg otwarte.

8. Postepowac zgodnie z instrukcjami wyswietlanymi na ekranie dotykowym i dotkngé opciji
,Gotowe”, aby rozpoczg¢ procedure barwienia.
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B.3. Procedura barwienia
Procedure barwienia odczynnikiem HER2 IQFISH w urzgdzeniu Dako Omnis (podsumowang w
Tabeli 1) mozna monitorowa¢ w stacji roboczej Dako Link Omnis:

Tabela 1. Uproszczony przeglad etapow protokotu barwienia odczynnikiem HER2 IQFISH.

Etap Odczynnik Czas i temperatura

Odparafinowanie | Clearify™ (srodek oczyszczajgcy) | 10 minut, 38°C

Odmaskowanie ISH Pre-Treatment Solution (Dako | 15 minut, 97°C

antygenu Omnis)

Ptukanie ISH Ethanol Solution, 96% 2 x 3 minuty, 32°C
(Dako Omnis)

Trawienie* ISH Pepsin (Dako Omnis) 10 minut, 15 minut lub 20 minut

Suszenie 15 minut, 45°C

Denaturacja 10 minut, 66°C

Hybrydyzacja HER2 IQFISH pharmDx (Dako 75 minut, 45°C
Omnis)

Gtebokie ptukanie | ISH Stringent Wash Buffer (Dako 10 minut, 61°C
Omnis)

* W protokotach HER2 IQFISH wymienionych powyzej mozna wybra¢ trzy poddane walidacji czasy trawienia pepsyna.

Jesli nie sg planowane kolejne barwienia ISH, wszystkie odczynniki nalezy umiesci¢ w
zalecanych temperaturach przechowywania.

B.4. Procedura po barwieniu

Wytadowac preparaty i zastosowaé do 30 uL srodka Fluorescence Mounting Medium (Dako
Omnis) zawierajgcego DAPI na obszar docelowy preparatu. Preparat tkankowy musi zosta¢
catkowicie pokryty produktem Fluorescence Mounting Medium (Dako Omnis). Natozy¢ szkietko
nakrywkowe.

UWAGA: Odczyt odczynu mozna przeprowadzi¢ po 15 minutach od momentu zatopienia lub
przed uptywem 7 dni. Jednakze w przypadku kontaktu preparatéw ze swiattem lub wysokimi
temperaturami moze dochodzi¢ do utraty zabarwienia. Aby zminimalizowac¢ ptowienie barwy,
preparaty nalezy przechowywa¢ w ciemnym miejscu w temperaturze od -18 do 8°C.

Kontrola jakosci — tkanka piersi
1. Sygnaty muszg by¢ jasne, wyrazne i tatwe do oceny.

2. Komorki prawidtowe pozwalajg na wewnetrzng kontrole serii barwien.

o Komorki zdrowe powinny dawac 1-2 wyraznie widocznych sygnatow zielonych,
sygnalizujgc prawidtowg hybrydyzacje sondy CEN-17 PNA z centromerowym regionem
chromosomu 17.

o Komorki zdrowe powinny rowniez dawac¢ 1-2 wyraznie widocznych sygnatéw czerwonych,
sygnalizujgc prawidtowg hybrydyzacje sondy HER2 DNA z genami HER2.

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

o Brak sygnatow w komorkach zdrowych wskazuje na niepowodzenie testu, a uzyskane
wyniki nalezy uniewaznié.
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3. Ocena morfologii jader dokonywana przy uzyciu filtra DAPI nie powinna wykazywaé
jakichkolwiek nieprawidtowosci. Duza liczba komérek pustych i ogdlnie zaburzona morfologia
jader wskazuje na nadmierne wytrawienie preparatu, prowadzgce do utraty lub rozproszenia
sygnatéw. Wynikéw z takich preparatow nie nalezy bra¢ pod uwage .

4. Dostepnych musi by¢ co najmniej 20 komérek guza.

5. Rdéznice w metodach utrwalania, przetwarzania i zatapiania tkanek stosowanych w
laboratorium uzytkownika mogg powodowac istotne réznice wynikow, wymagajgce
regularnego dokonywania oceny kontroli wewnetrznych.

Interpretacja wyniku barwienia — tkanka piersi

Tkanka nadajaca sie do oceny

Badaniom nalezy poddawa¢ jedynie prébki pobrane od pacjentéw z rakiem inwazyjnym. Jesli w
probce wystepujg jednoczesnie komorki raka in situ oraz inwazyjnego, nalezy ocenia¢ wytgcznie
sktadnik inwazyjny. Unika¢ obszaréw martwicy i obszaréw z niewyraznie zaznaczonymi
granicami jgder. Nie uwzglednia¢ jgder wymagajgcych oceny subiektywnej. Pomijaé jadra z
sygnatami o stabym natezeniu i z nieswoistym lub silnym odczynem tta.

Zliczanie sygnatu

Zlokalizowa¢ komorki nowotworowe w obrebie wybarwionego technikg HE preparatu i oceni¢ ten
sam obszar preparatu barwionego metodg FISH. Obejrze¢ kilka obszaréw komérek guza, aby
uwzgledni¢ mozliwg heterogenicznos¢. Wybra¢ obszar z rownomiernym rozktadem jader.
Rozpoczgé analize w gornej lewej ¢wiartce wybranego obszaru i przesuwajgc sie od lewej do
prawej, zliczac¢ liczbe sygnatéw w obrebie granic kazdego analizowanego jgdra wedtug ponizszych
wskazowek (patrz rowniez zatgcznik 2).

- Zmieniac ostros$¢, aby moc zauwazy¢ wszystkie sygnaty w poszczegoélnych jgdrach

- Dwa sygnaty o tej samej wielkosci w odlegtosci rownej lub mniejszej od srednicy sygnatu
zliczac jako jeden

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

Nie oceniaé jader bez zabarwienia lub z sygnatem o tylko jednej barwie. W ocenie uwzgledniaé
tylko te jadra, ktére dajg jeden lub wiecej sygnatéw FISH kazdego koloru.

Wskazéwki do zliczania sygnatow

1 Nie zlicza¢. Jadra komorkowe naktadajg sie na siebie,

nie wszystkie obszary jgder sg widoczne

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

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

Zliczy¢ jako 1 sygnat zielony i 1 sygnat czerwony. Dwa
sygnalty tej samej wielkosci w odlegtosci réwnej lub
mniejszej od $rednicy pojedynczego sygnatu zlicza sie
jako jeden sygnat

I
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5 Nie zlicza¢ (jgdro wytrawione nadmiernie lub
niedotrawione).
Brak sygnatoéw w centrum jadra (jadra pierscieniowate).
6

Zliczyc¢ jako 2 sygnaty zielone i 3 sygnaty czerwone. Dwa
sygnaly tej samej wielkosci w odlegtosci rownej lub
mniejszej od $rednicy pojedynczego sygnatu zlicza sie
jako jeden sygnat

Zliczyc¢ jako 1 sygnat zielony i 5 sygnatow czerwonych

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

Skupisko sygnatow czerwonych, zakrywajgcych sygnaty
zielone. Sprawdzi¢ liczbe sygnatéw zielonych przy
uzyciu odpowiedniego filtra FITC lub wcale nie zlicza¢

(o]

W tabeli zapisa¢ wyniki w sposob przedstawiony w zatgczniku 1.
Zliczy¢ sygnaty 20 jagder na prébke tkanki, o ile to mozliwe — w réznych obszarach guza (18).

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

Wycinki o wskazniku HER2/CEN-17 wiekszym lub rownym 2 nalezy traktowac jako wykazujgce
amplifikacje genu HER?2 (3, 18-20).

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

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

W przypadku watpliwosci preparat nalezy podda¢ ponownej ocenie. W przypadkach granicznych
niezbedne jest przeprowadzenie konsultacji patologa i lekarza prowadzgcego leczenie pacjenta.

Ograniczenia — tkanka piersi
1. Do uzytku zautomatyzowanego wytgcznie w urzgdzeniach Dako Omnis.

2. Dobor tkanek, utrwalanie, przygotowywanie preparatow oraz interpretacja wynikow barwienia
IQFISH wymagajg specjalistycznego przeszkolenia. Interpretacja wynikdw barwienia
odczynnikiem HER2 IQFISH pharmDx (Dako Omnis) nie powinna by¢ przeprowadzana przez
osoby z zaburzeniami widzenia barw.

3. W metodzie FISH wyniki zalezg od przygotowania i obrobki tkanki przed barwieniem.
Niewtasciwe utrwalanie, ptukanie, suszenie, ogrzewanie, krojenie preparatéow lub
zanieczyszczenie innymi tkankami bgdz ptynami, moze wptywac na hybrydyzacje sondy.
Przyczyng sprzecznych wynikéw moze by¢ stosowanie zmiennych metod utrwalania i
zatapiania lub naturalne zmienne czynniki zwigzane z tkankami.

4. Nie weryfikowano testu HER2 IQFISH pharmDx (Dako Omnis) pod kgtem oceny probek
guzOw piersi z mikrozwapnieniami.

5. Do odpowiedzialno$ci uzytkownika nalezy zatwierdzenie szablonu protokotu IQFISH.
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Charakterystyka pracy — tkanka piersi

Wydajnos¢ hybrydyzacji

Wydajnos¢ hybrydyzacji odczynnika HER2 IQFISH pharmDx badano w trzech osrodkach z
uzyciem 180 skrawkow tkankowych utrwalonych w formalinie i zatopionych w parafinie. We
wszystkich 180 skrawkach tkankowych mozna byto zastosowa¢ zliczanie zgodne z wytycznymi.
Wydajnos¢ hybrydyzacji wyniosta 100%.

Wskazniki HER2/CEN-17 obliczone i uzyte w badaniach charakterystyki wydajnosci sg oparte na
zliczaniu sygnatow 20 jgder komorkowych wedtug wytycznych zliczania podanych w rozdziale
»Interpretacja wyniku barwienia” niniejszej instrukcji obstugi.

Czutos¢ analityczna

Czutos¢ analityczng odczynnika HER2 IQFISH pharmDx (Dako Omnis) badano, uzywajgc

20 roznych prébek tkankowych nowotworéw piersi (10 prébek z amplifikacjg genu HER2 oraz
10 probek bez amplifikacji). Stosunek pomiedzy liczbg sygnatowHER?2 i sygnatow CEN-17
wyznaczono na podstawie zliczenia sygnatéw w 20 jadrach komérek prawidtowych w prébce
tkankowej. Wskaznik HER2/CEN-17 w komdrkach prawidtowych zidentyfikowanych w

20 prébkach tkanek nowotworow piersi wyniést od 0,97 do 1,11.

Swoistos¢ analityczna

Sondy HER2 DNA w odczynniku HER2 IQFISH pharmDx (Dako Omnis) sg w koncowej fazie
sekwencjonowane i mapowane, aby uzyskaé potwierdzenie catkowitego pokrycia 218 kb
zawierajgcych gen HER2.

Sondy CEN-17 PNA w odczynniku HER2 IQFISH pharmDx (Dako Omnis) zostaty przetestowane
za pomocg metody FISH osobno i w potgczeniu w celu potwierdzenia ich swoistej hybrydyzacji
do regionu centromeru chromosomu 17.

Aby wykluczy¢ hybrydyzacje krzyzowg do chromosomow innych niz chromosom 17, badania
przeprowadzono w fazie metafazy zgodnie ze standardowymi procedurami Dako QC. Swoisto$¢
hybrydyzacji mieszaniny sond HER2 DNA oraz CEN-17 PNA zostata oceniona tgcznie dla

275 preparatéw metafazowych o réznych sygnatach. We wszystkich 275 przypadkach
hybrydyzacja byta swoista dla chromosomu 17. W zadnym z 275 przypadkéw nie
zaobserwowano hybrydyzacji krzyzowej do loci na innych chromosomach. Swoisto$¢ sondy
wyniosta wiec 100% (275 na 275).

W celu pomiaru zdolnoéci testu IQFISH do identyfikowania wytgcznie antygendw docelowych —
genu HER2 i regionu CEN-17 — bez zaktdcen ze strony innych substancji badania
przeprowadzono na probkach tkanek nowotworu piersi bez uzycia sond HER2 ani CEN-17 z
mieszaniny hybrydyzacyjnej i z uzyciem tylko buforu hybrydyzacyjnego. tgcznie oceniono

20 wycinkéw pod katem obecnos$ci sygnatdw niezwigzanych z mieszaning sond. W zadnym z

20 wycinkdéw nie wykryto innych obszaréw docelowych na chromosomach ani zaktocenh ze strony
bardzo podobnych substancji.

Badania wrazliwosci wynikow

Wrazliwos¢ testu HER2 IQFISH pharmDx (Dako Omnis) oceniano, uzywajgc roznych stezen
sond PNA, czaséw odmaskowania antygenu, czaséw inkubacji z pepsyng, czasow denaturaciji,
czasOw hybrydyzacji i czasow gtebokiego ptukania oraz temperatur. R6zne parametry oceniano
w pieciu utrwalonych w formalinie i zatopionych w parafinie probkach tkanek nowotworow piersi
(zaréwno z amplifikacja, jak i bez amplifikacji).

Stosowano zaréwno mniejsze, jak i wieksze niz w standardowym protokole wartosci wszystkich

parametrow, za wyjatkiem stezenia sondy PNA oraz temperatury gtebokiego ptukania, dla
ktérych uzyto wartosci zgodnych ze standardowym protokotem.
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Testowano nastepujgce parametry:

Stezenie sondy PNA: testowano przy 100% i +/-17%.

Czas odmaskowania antygenu: testowano przy 13 min 45 si 16 min 15 s.
Czas inkubacji z pepsyna: testowano przy 14 min 45 si 16 min 15 s.
Czas denaturacji: testowano przy 9 min 45 si10 min 45 s.

Czas hybrydyzaciji: testowano przy 70 min i 80 min.

Czas gtebokiego ptukania: testowano przy 8 min 45 si11 min 15 s.
Temperatura glebokiego ptukania: testowano przy 59°C, 61°C i 63°C.

Oceniano trzy stezenia sond PNA, uzywajgc planéw frakcyjnych doswiadczen (narzedzie JMP,
SAS), w ktérych zastosowano 12 réznych protokotdw barwienia przedstawionych w Tabeli 2.

Tabela 2. Dwanascie réznych protokotéw barwienia zastosowanych do badania wrazliwosci
wynikéw.

Badany parametr
Protokoét
badania Czas Czas .
wrazliwosci Czas | trawienia Czas ) Czas | gtebokiego Tempergtura Stez.i PNA
wynikéw nr odmaskowar]la pepsyna denatgracll hybrydyzacu plukania g+ebo|§|ego w miesz.
antygenu (min) (min) (min) (min) (min) ptukania (°C) sond
1 16,25 16,25 9,75 80 8,75 59 83%
2 13,75 14,75 10,75 70 8,75 59 100%
3 16,25 14,75 9,75 70 8,75 63 100%
4 13,75 14,75 10,75 80 8,75 61 83%
5 13,75 14,75 9,75 80 11,25 59 117%
6 13,75 16,25 10,75 70 11,25 63 83%
7 13,75 16,25 10,75 70 11,25 63 100%
8 16,25 14,75 9,75 70 11,25 61 83%
9 13,75 16,25 9,75 70 8,75 61 117%
10 16,25 16,25 10,75 70 11,25 59 117%
11 16,25 16,25 10,75 80 11,25 61 100%
12 16,25 14,75 10,75 80 8,75 63 117%

Kazda z pieciu prébek tkanek byta barwiona za pomocg wszystkich 12 protokotow.

W celu oceny wrazliwosci odczytywana byta intensywnos$¢ sygnatu oraz jakos¢ morfologii.
Uzywajgc wszystkich protokotdow wybarwiono wszystkie probki tkanek (tgcznie 60 barwien) i
otrzymano sygnaty, ktére byty jasne, wyraznie odrézniajgce sie i tatwe do oceny, przez co
odpowiednie do zliczania.

Ponadto oceniano wptyw grubosci tkanki na wyniki testu HER2 IQFISH pharmDx (Dako Omnis),
uzywajac roznej grubosci skrawkow tkanek nowotwordw piersi utrwalonych w formalinie i
zatopionych w parafinie.

tacznie zbadano pigc kolejnych skrawkdw ludzkich nowotwordw piersi o réznych grubosciach (3,
4,5,61i7 um) za pomocg testu HER2 IQFISH pharmDx (Dako Omnis). Sredni wspotczynnik
zmiennosci wskaznika HER2/CEN-17 wyniost 5,8% (w zakresie od 4,3% do 7,1%).

Odtwarzalnosé¢

Odtwarzalnos$¢ wynikéw w laboratorium miedzy dniami i seriami badano za pomocg testu HER2
IQFISH pharmDx (Dako Omnis). Metodg $lepej proby przeprowadzono wewnetrzne,
randomizowane badanie wskaznikow HER2/CEN-17, uzywajgc skrawkdéw z o$miu roznych
wycinkéw nowotwordw piersi utrwalonych w formalinie i zatopionych w parafinie o réznych
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poziomach amplifikacji genu HER2. Te osiem wycinkoéw badano za pomocg testu HercepTest™.
Wsrdd nich dwa charakteryzowaty sie nadekspresjg biatka HER2 na poziomie IHC 0/1+, dwa —
HER2 IHC 2+, dwa — HER2 IHC 3+ i dwa wykazywaty wczesniej okreslony wskaznik
HER2/CEN-17 FISH wynoszgcy 1,5-2,5 stwierdzony na podstawie testu HER2 IQFISH pharmDx
(nr kat. K5731). Kazdy wycinek barwiono w pieciu nienastepujgcych po sobie dniach za pomoca
odczynnikow HER2 IQFISH pharmDx (Dako Omnis) pochodzacych z trzech réznych serii. W
catym badaniu przeprowadzono tgcznie 240 barwien tkanek, poniewaz dwukrotnie wykonano
barwienie w kazdej kombinacji. Zmiennos¢ wskaznikéw pomiedzy dniami i seriami odczynnika
przedstawiono na Rysunku 1. Dane analizowano za pomoca przeksztatcenia Boxa-Coxa z
zastosowaniem modelu z efektem zmiennym w celu uzyskania jednorodnosci wariancji danych.
Catkowity wspotczynnik zmiennosci wyniost 4,3% i stwierdzono, ze zmiennos¢ miedzy dniami i
seriami odczynnika odpowiada odpowiednio za 1,5% i 0% zmienno$ci.

2 2880090 coso0000

1 oGgesde 2808 o @Tes 02000 85960

HER2/CEN-17 ratio

0

Lot

1/2|3|4|5|1|2(3|4|5]|1)|2(3|4)|5(1(2|3)|4|5(1)2|3|4|5|1|2(3(4|5|1|2(3|4|5|1|2|3|4|5|pay
61126 61743 61749 61771 62219 66227 66703 68122 Tissue

Rysunek 1. Wskazniki HER2/CEN-17 uzyskane na podstawie badania odtwarzalnosci wewnatrz
laboratorium za pomoca testu HER2 IQFISH pharmDx (Dako Omnis), w tym punkty koncowe
odtwarzalnosci miedzy seriami odczynnika i dniami.

Dodatkowo oceniano odtwarzalnos¢ testu HER2 IQFISH pharmDx (Dako Omnis) miedzy dniami i
osrodkami w trzech zewnetrznych o$rodkach (jeden w Stanach Zjednoczonych i dwa w Europie)
w badaniu ze stratyfikacjg przeprowadzonym metodg Slepej proby na skrawkach tkanek z

12 roznych wycinkow nowotwordw piersi utrwalonych w formalinie i zatopionych w parafinie. Trzy
wycinki charakteryzowaty sie nadekspresjg biatka HER2 na poziomie IHC 0/1+, trzy — HER2 IHC
2+, trzy — HER2 IHC 3+ i trzy wykazywaty wczesniej okreslony wskaznik HER2/CEN-17 FISH
wynoszgcy 1,5-2,5 stwierdzony odpowiednio na podstawie testow HercepTest™ oraz HER2
IQFISH pharmDx (nr kat. K5731). Wycinki barwiono i analizowano w osrodkach badawczych.
Kazdy wycinek byt barwiony co najmniej piec razy w pieciu nienastepujgcych po sobie dniach i
oceniany przez jednego obserwatora w kazdym osrodku. Wybarwiono i uwzgledniono w analizie
statystycznej 192 skrawki. Dane analizowano za pomocg przeksztatcenia Boxa-Coxa i obliczono
sktadniki wariancji. Catkowity wspdétczynnik zmiennosci oparty na gornej granicy 95% przedziatu
ufnosci wynidst 15%. Zmiennos$¢ wskaznika HER2/CEN-17 miedzy dniami i osrodkami
przedstawiono na Rysunku 2.
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Rysunek 2. Wykres zmiennosci wskaznikow HER2/CEN-17 w nieprzeksztatconych jednostkach uzyskany
w badaniu odtwarzalnosci testu HER2 IQFISH pharmDx (Dako Omnis) miedzy dniami i oSrodkami
przeprowadzonymi na wycinkach tkanek nowotworéw piersi.

Test HER2 IQFISH pharmDx (Dako Omnis) oceniano pod katem odtwarzalnosci miedzy
obserwatorami jako czes¢ wewnetrznego badania porownawczego metod przeprowadzonego z
udziatem trzech obserwatoréw niezaleznie oceniajgcych barwione wycinki. Odtwarzalnos¢
oceniano z uzyciem 140 réznych ludzkich wycinkoéw nowotwordw piersi z amplifikacjg lub bez
amplifikacji genu HER2. Dane analizowano za pomocg przeksztatcenia Boca-Coxa. Sredni
wspotczynnik zmiennosci miedzy obserwatorami wyniost 9%.

Powtarzalnosé

Powtarzalnos¢ testu HER2 IQFISH pharmDx (Dako Omnis) w laboratorium oceniano w kolejnych
skrawkach z o$miu wycinkéw ludzkich tkanek nowotwordw piersi z lub bez amplifikacji genu
HER2. Tkanki badano podwdjnie w pieciu nienastepujgcych po sobie dniach, uzywajgc trzech
réznych serii odczynnika w tgcznie 240 preparatach (120 skrawkéw poddanych podwadjne;j
ocenie). Zastosowanie modelu z efektem zmiennym w analizie danych dato w wyniku zmiennos¢
przypisywang dniom i seriom odczynnika (przedstawiong w badaniu wewnetrznej
odtwarzalnosci). Wariancja reszt jest réwna réznicy miedzy powtérzeniami i stanowi
powtarzalnos¢. Gérna granica 95% przedziatu ufnosci wspotczynnika zmiennosci powtarzalnosci
wynosi 4,4%.

Badania poréwnawcze metod

Porownanie wynikow testow HER2 IQFISH pharmDx (Dako Omnis) i HER2 IQFISH pharmDx
Test HER2 IQFISH pharmDx (Dako Omnis) poréwnywano z testem HER2 IQFISH pharmDx (nr
kat. K5731) w badaniu poréwnawczym 140 wycinkow ludzkich tkanek nowotworow piersi. Wéréd
wycinkow 77 nie wykazywato amplifikacji genu HER2, 63 wykazywaty amplifikacje genu HER2 i
dla wszystkich znano wynik testu HercepTest™ (patrz Tabela 3).

Tabela 3. Rozktad wycinkéw na podstawie wynikéw HercepTest™ i HER2 FISH (status genu HER?2)
uzyskanego za pomoca testu HER2 IQFISH pharmDx (nr kat. K5731).

Wynik barwienia HercepTest™ 0 1+ 2+ 3+ Razem
n 27 11 53 49 140
Status HER2 w tescie FISH

Z amplifikacja 2 0 13 48 63
Brak amplifikacji 25 11 40 1 77
taczna liczba wycinkéw 27 11 53 49 140
badanych metoda FISH

W Tabeli 4 przedstawiono wyniki tabelaryzacji krzyzowej statusu genu HER2 uzyskanego za
pomocg tych dwdch testow oraz catkowity odsetek zgodnosci (ang. overall percent agreement,
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OPA), odsetek zgodnosci wynikow pozytywnych (ang. positive percent agreement, PPA) i
odsetek zgodnosci wynikéw negatywnych (ang. negative percent agreement, NPA). Korelacje
wskaznikéw HER2/CEN-17 uzyskanych za pomocg tych dwoch testéw przedstawiono na
Rysunku 3.

Tabela 4. Tabela krzyzowa statusu genu HER2 ocenionego za pomoca testow HER2 IQFISH
pharmDx (nr kat. K5731) i HER2 IQFISH pharmDx (Dako Omnis).

Status genu HER2
(K5731) Razem
Brak o
amplifikacj Z amplifikacjg

Status genu | Brak 77 0 77
HER2 (Dako amplifikaciji

Omnis) Z amplifikacjg 0 63 o
Razem 77 o o
OPA: 100%

PPA: 100%

NPA: 100%

HER2CEM-1T ratio (Dako Qmnis)

] 2 4 ] 8 10 12 14 16 18
HERZ/CEM-17 ratic (K5731)
Rysunek 3. Korelacja wskaznikdw HER2/CEN-17 uzyskanych za pomocg testow HER2 IQFISH pharmDx
(Dako Omnis) i HER2 IQFISH pharmDx (nr kat. K5731) przeprowadzonych na 140 wycinkach nowotworow
piersi (dopasowanie liniowe: y = 0,11 + 0,95*x; R?=0,97. W dopasowaniu liniowym zastosowano wage w
postaci odwrotnosci wariancji).

Przed analizg wskazniki HER2/CEN-17 poddano przeksztatceniu logarytmicznemu. 95%
przedziat ufnosci dla sredniej roznicy miedzy tymi dwiema metodami barwienia przy wskazniku
HERZ2/CEN-17 = 2 wyniést [0,002; 0,031]. Oznacza to, ze z 95% pewnosécig oczekiwana réznica
nie przekracza 3%.

Pierwiastek z btedu sredniokwadratowego (ang. root mean square error, RMSE) wyniést 9%, co
jest miarg wielkosci przecietnego wahania wokot wartosci $redniej.

Poréwnanie wynikéw testéw HER2 IQFISH pharmDx (Dako Omnis) i PathVysion HER2 DNA
Probe Kit

Test HER2 IQFISH pharmDx (Dako Omnis) poréwnywano z testem PathVysion HER2 DNA
Probe Kit w badaniu poréwnawczym 140 wycinkow ludzkich tkanek nowotworéw piersi. Wsrod
wycinkéw 80 nie wykazywato amplifikacji genu HER2, 80 wykazywato amplifikacje genu HER2 i
dla wszystkich znano wynik testu HercepTest™ (patrz Tabela 5).

Tabela 5. Rozklad wycinkéw na podstawie wynikow HercepTest™ i HER2 FISH (status genu HER2)
uzyskanego za pomoca testu HER2 IQFISH pharmDx (nr kat. K5731).
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Wynik barwienia HercepTest™ 0 1+ 2+ 3+ Razem
n 28 10 54 48 140
Status HER2 w tescie FISH

Z amplifikacja 1 0 12 47 60
Brak amplifikacji 27 10 42 1 80
taczna liczba wycinkéw 28 10 54 48 140
badanych metoda FISH

W Tabeli 6 przedstawiono wyniki tabelaryzacji krzyzowej statusu genu HER2 uzyskanego za
pomocg tych dwdch testéw oraz catkowity odsetek zgodnosci (ang. overall percent agreement,
OPA), odsetek zgodnosci wynikéw pozytywnych (ang. positive percent agreement, PPA) i
odsetek zgodnosci wynikow negatywnych (ang. negative percent agreement, NPA). Korelacje
wskaznikéw HER2/CEN-17 uzyskanych za pomocg tych dwdch testéw przedstawiono na
Rysunku 4.

Tabela 6. Tabela krzyzowa statusu genu HER2 ocenionego za pomoca testow PathVysion HER2
DNA Probe Kit i HER2 IQFISH pharmDx (Dako Omnis).

Status genu HER2
(PathVysion) Razem
Brak R
amplifikacii Z amplifikacjg

Status genu | Brak 80 0 80
HER2 (Dako amplifikacji

Omnis) Z amplifikacjg 0 60 60
Razem 80 60 140
OPA: 100%

PPA: 100%

NPA: 100%

HER2SCEM-17 ratio (Dako Omnis)

0 2 4 6 & 10 1z 14 16 18
HER2/CEN-17 ratio (PathVysion])
Rysunek 4. Korelacja wskaznikéw HER2/CEN-17 uzyskanych za pomocg testéw HER2 IQFISH pharmDx
(Dako Omnis) i PathVysion przeprowadzonych na 140 wycinkach nowotworow piersi (dopasowanie
liniowe: y = 0,01 + 0,98*x; R? = 0,96. W dopasowaniu liniowym zastosowano wage w postaci odwrotnosci
wariancji).

Przed analizg wskazniki HER2/CEN-17 poddano przeksztatceniu logarytmicznemu.

95% przedziat ufnosci dla sredniej roznicy miedzy tymi dwiema metodami barwienia przy
wskazniku HER2/CEN-17 = 2 wyniost [0,001; 0,031]. Oznacza to, ze z 95% pewnoscig
oczekiwana rdznica nie przekracza 3%.

Pierwiastek z btedu $redniokwadratowego (ang. root mean square error, RMSE) wyniost 10%, co
jest miarg wielkos$ci przecietnego wahania wokot wartosci $redniej.
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Uzytecznos$¢ kliniczna przy wyborze pacjentéw do leczenia produktem Herceptin™
(trastuzumabem)

Test HER2 FISH pharmDx Kit oceniano w badaniach poréwnawczych z testami PathVysion
HER-2 DNA Probe Kit i Dako HercepTest™. Wyniki testéw HER2 FISH s3g dostepne dla tgcznie
940 wycinkéw nowotwordw piersi.

Poréwnanie wynikow testow HER2 FISH pharmDx Kit i PathVysion HER-2 DNA Probe Kit
Przeprowadzono trzy badania w celu poréwnania wynikéw testow HER2 FISH pharmDx Kit i
PathVysion HER-2 DNA Probe Kit (patrz Tabela 7). Badania te wykonano w odrebnych
geograficznie miejscach i nie wykorzystywano tych samych wycinkéw. Zbadano tgcznie

328 wycinkdw.

Tabela 7. Podsumowanie danych z badan poréwnawczych metody FISH.

Badanie zgodnosci Badanie zgodnosci Badanie zgodnosci
Oznaczenie badania (wycinki z Danii, (wycinki z Japonii, (wycinki z Francji,
N=190) N=52) N=86) (21)*
Zgodnosc (95% przedziat 93,68% o .
ufnosci) (90,22%-97,14%) 96,15% Nie dotyczy
Odsetek zgodnosci wynikow 86%
(o] H 0, .
pozytywnych (9’5_A) przedziat (77,34%—95,08%) 97% Nie dotyczy
ufnosci)
Odsetek zgodnos$ci wynikéw 97%
o ! 0 .
negatywnyjfr:]éziif przedziat (94,05%—99,89%) 96% Nie dotyczy

* W artykule podano dane poréwnawcze, lecz nie okreslono testu HER2 FISH.

Stwierdzono tgcznie 12 niespdjnych wynikow miedzy testami HER2 FISH pharmDx Kit i
PathVysion™ HER-2 DNA Probe w przypadku materiatéw klinicznych z Danii (patrz Tabela 8).

Tabela 8. Podsumowanie 12 niespéjnych wynikéw testow.

HER2 FISH (pozytywny)/PathVysion (negatywny) | HER2 FISH (negatywny)/PathVysion (pozytywny)
Nr Wskaznik Wskaznik | Wynik testu Nr Wskaznik Wskaznik | Wynik testu
ident. HER2 FISH | PathVysion | HercepTest | ident. HER2 FISH | PathVysion | HercepTest
160 2,10* 1,51 2+ 234 1,68 2,02* 2+
(1,82-2,51) (1,39-1,68) (1,38-1,83) (1,84-2,29)
208 3,61 1,62 2+ 284 1,44 2,21* 2+
(2,95-4,73) (1,51-1,82) (1,07-1,83) (1,94-2,64)
306 2,20* 1,33 1+ 423 1,7 2,15 1+
(1,79-2,24) (1,18-1,44) (1,52-1,95) (2,02-2,45)
846 2,58 1,51 2+ 474 1,44 2,55 2+
(2,06-3,50) (1,42-1,76) (1,16-1,83) (2,38-3,26)
735 1,68 2,03* 2+
(1,40-1,99) (1,89-2,19)
746 1,05 4,53 3+
(0,96-1,18) (4,27-5,17)
837 1,52 2,15 3+
(1,48-1,79) (2,10-2,67)
881 1,83* 2,68 2+
(1,15-2,69) (2,39-3,14)

* Przedziat ufnosci sredniej zlogarytmowanych wskaznikéw obejmuje liczbe 2,0. Liczby w nawiasach
oznaczajg 95% przedziat ufnosci

W powyzszej analizie rozbieznosci zastosowano zlogarytmowane wskazniki.
95% przedziat ufnosci obliczono dla 60 zlogarytmowanych wskaznikow jgder komoérkowych, ktére
analizowano w celu obliczenia wskaznika dla PathVysion HER-2 DNA Probe. W 4 przypadkach,
w ktérych wynik testu HER2 FISH pharmDx Kit byt pozytywny, a testu PathVysion HER-2 DNA
Probe — negatywny, zaden przedziat nie obejmowat krytycznej wartosci 2. W 8 przypadkdéw, w
ktorych wynik testu HER2 FISH pharmDx Kit byt negatywny, a testu PathVysion HER-2 DNA
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Probe — pozytywny, 95% przedziat ufnosci trzech (o numerach 234, 284 i 735) obejmowat
krytyczng warto$¢ 2. Analogicznie obliczono 95% przedziat ufnosci dla zlogarytmowanych
wskaznikéw jgder komérkowych, ktére analizowano w celu obliczenia wskaznika HER2 FISH
pharm Dx™ Kit. Z 4 przypadkow, w ktérych wynik testu HER2 FISH pharmDx Kit byt pozytywny,
a testu PathVysion HER-2 DNA Probe — negatywny, dwa (o numerach 160 i 306) obejmowaty
krytyczng wartos$¢ 2. Z osmiu przypadkéw, w ktérych wynik testu HER2 FISH pharmDx Kit byt
negatywny, a testu PathVysion HER-2 DNA Probe — pozytywny, 95% przedziat ufnosci jednego
(o numerze 881) obejmowat krytyczng wartos¢ 2.

Poréwnanie wynikow testow HER2 FISH pharmDx Kit i HercepTest™

Przeprowadzono cztery badania porownujgce wyniki testow HER2 FISH pharmDx Kit i
HercepTest™. £gcznie poréwnano 940 wycinkéw, przy zatozeniu, ze dodatni wynik testu
HercepTest™ jest zdefiniowany jako IHC 3+ (patrz Tabela 9).

Tabela 9. Podsumowanie badan poréwnawczych testéw HER2 FISH pharmDx Kit i IHC
(HercepTest™).

Badanie Badanie
L L Wycinki z pilotazowe
Probki kliniczne Japonii przeprowadzone przeprowadzone
Oznaczenie badania z Danii (N=682) (N=52) (\,I\lvfslz)a(gcll)l* w Danii (N=120)
~ (22)
Zgodnos¢ 93,11% o o 0
(95% przedziat ufnosci) (91,21%-95,01%) |  015% 87.21% 93,33%
Odsetek zgodnosci 91%
wynikow poz nych 96% 87% 84%
(9y5% przgdzi):mn)(/)éci) (87,39%-94,57%) j j i
Odsetek zgodnosci 94%
wynikow negatywnych 96% 87% 97%
(9y5% przedgiamnzseci) (92,12%-96,46%) j j i

Rozktad wynikéw testow HercepTest™i HER2 FISH przeprowadzonych na prébkach klinicznych
z Danii przedstawiono w Tabeli 10.

Tabela 10. Rozktad statuséw HER2 wedtug testéw HercepTest™ i HER2 FISH pharmDx Kit.

Wynik barwienia HercepTest™ 0 1+ 2+ 3+ Razem
n 221 267 84 248 820
% 27 33 10 30 100%
Status HER2 w tescie FISH
Z amplifikacja 0 8 17 222 247
Brak amplifikacji 106 245 62 22 435
taczna liczba wycinkéw badanych
metoda FISH 106 253 79 244 682
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Rozwigzywanie probleméw — tkanka piersi

Problem

Prawdopodobna przyczyna

Zalecane postepowanie

1. Brak sygnatéw lub
stabe sygnaty

la. Podczas transportu lub
przechowywania
odczynniki narazone byty
na dziatanie wysokich
temperatur

1b. Mikroskop nie dziata

prawidtowo

- Nieodpowiedni zestaw
filtrow

- Nieodpowiednia lampa

- Zuzyta lampa rteciowa

- Zabrudzone i/lub
popekane soczewki
zbierajgce

- Nieodpowiedni olejek
imersyjny

1c. Zanikanie sygnatéw

1d. Bufory btednie
zidentyfikowane

la. Sprawdzi¢ warunki
przechowywania. Nalezy
upewnic sie, ze w
otrzymanych przesytkach z
mieszankg sond IQISH i
pepsyng obecny byt suchy
16d. Upewnic sie, ze
odczynniki byty
przechowywane zgodnie z
zaleceniami.

1b. Nalezy sprawdzic¢
mikroskop i upewni¢ sie, ze
uzywane filtry sg
odpowiednie do
stosowania z
fluorochromami z
mieszaniny sond, a lampa
rteciowa jest prawidtowa i
nie zostat przekroczony
czas jej spodziewanej
zywotno$ci (patrz
zatgcznik 2). W razie
watpliwosci skontaktowacé
sie z dostawcag mikroskopu.

1c. Nalezy unikac¢ dtugich
badan mikroskopowych
oraz zminimalizowac czas
narazenia na silne zrodta
Swiatla.

1d. Wymieni¢ butelki na bufory
oraz dopilnowac ich
prawidtowej rejestracji (w
stacji robocze)) i
identyfikacji (na ekranie
dotykowym). W celu
uzyskania dalszych
szczegotow zapoznaé sie z
Podstawowym
podrecznikiem uzytkownika
Dako Omnis. Uwaga:
roztwér ISH Pre-Treatment
Solution jest zielony, a
bufor ISH Stringent Wash
Buffer — zétty.
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Problem Prawdopodobna przyczyna Zalecane postepowanie

2. Obszary bez 2. Nabranie pecherzy 2. Unika¢ powstawania
sygnatu powietrza podczas pecherzykoéw powietrza. W

zamykania razie zaobserwowania
pecherzykow usungg je,
delikatnie pukajgc
szczypczykami.

3. Nadmierne 3a. Niewlasciwe utrwalenie 3a. Uzywac wylgcznie
wybarwienie tta tkanek skrawkoéw tkankowych

utrwalonych w formalinie i
zatopionych w parafinie.
3b. Przedituzona ekspozycja 3b. Nalezy unikac¢ dtugich
czesci hybrydyzowanej na badan mikroskopowych
silne zrédto Swiatta oraz zminimalizowac¢ czas
narazenia na silne zrodta
Swiatta.
4. Zta morfologia 4a. Nieprawidiowa obrdbka 4a. Wybrac¢ inny z trzech
tkanek pepsyng réznych protokotow
barwienia. Upewnic sie, ze
odczynnik ISH Pepsin
(Dako Omnis) jest
przechowywany w
odpowiedniej
temperaturze.
4b. Zbyt diugie trawienie 4b. Wyprébowac protokét
pepsyng lub bardzo mata barwienia z krétszym
grubos¢ skrawka moze czasem inkubacji z
powodowac pojawianie sie pepsyna. Upewni¢ sie, ze
komaorek pustych lub grubosé¢ skrawka wynosi
komérek ,pierscieniowych” 4—6 pum.

5. Zbyt wysoki 5. Uzycie przeterminowanych 5. Stosowac szkietka
poziom zielonej lub niezalecanych szkietek podstawowe zgodnie z
autofluorescencji w podstawowych zaleceniami. Nalezy
preparacie, w tym upewnic sie, ze termin
na obszarach bez waznosci szkietek
tkanek podstawowych nie uptynat.
utrwalonych w
formalinie i
zatopionych w
parafinie

UWAGA: Jesli problemu nie daje sie przypisa¢ zadnej z powyzszych przyczyn bgdz jesli
zalecane dziafanie jest nieskuteczne, nalezy sie skontaktowac z dziatem wsparcia technicznego
firmy Dako w celu uzyskania dalszej pomocy.
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Zalgcznik 1 — tkanka piersi

HER2 IQFISH pharmDx (Dako Omnis), nr kat. GM333

Schemat zliczania

Data zadania:

Numer identyfikacyjny zadania barwienia:

Partia odczynnika HER2 IQFISH

pharmDx (Dako Omnis):

Numer identyfikacyjny preparatu:

Zliczanie sygnatéw w 20 jadrach

Jadro nr

Wynik HER2
(czerwony)

Wynik
CEN-17
(zielony)

Jadro nr

Wynik
CEN-17
(zielony)

Wynik HER2
(czerwony)

11

12

13

14

15

16

17

18

© (00 |N O |01 |D |W [N |-

19

10

20

Ogotem
(1-10)

Ogoétem
(11-20)

W celu okreslenia wskaznika HER2/CEN-17 nalezy policzy¢ liczbe sygnatow HER2 oraz liczbe
sygnatéw CEN-17 w tych samych 20 jgdrach, a nastepnie podzieli¢ catkowitg liczbe sygnatow
HER2 przez catkowitg liczbe sygnatéw CEN-17. Jesli wskaznik HER2/CEN-17 ma warto$¢
graniczng (1,8-2,2), nalezy zliczy¢ sygnaty kolejnych 20 jader i przeliczy¢ wskaznik dla 40 jgder

komérkowych.

Wskaznik o wartosci granicznej lub do niej zblizonej (1,8—2,2) nalezy interpretowaé ostroznie
(patrz: Wskazéwki do zliczania sygnatow).

Wynik
HER2

Wynik
CEN-17

Wskaznik
HER2/CEN-17

Wynik ogétem (1-20)
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Zliczanie sygnatéw w dodatkowych 20 jadrach
Jadro nr VX:);”;:(W%E;Z C\:/é}l/\lmlk7 Jadro nr V(vcyzrgrwﬂﬁs)z C\?/é)l/\lmlk7
(zielony) (zielony)
21 31
22 32
23 33
24 34
25 35
26 36
27 37
28 38
29 39
30 40
Ogotem Ogotem
(21-30) (31-40)

Obliczy¢ wskaznik HER2/CEN-17 w oparciu o 40 zliczonych jgder

Wynik
HER2

Wynik
CEN-17

Wskaznik
HER2/CEN-17

Wynik ogétem (1-40)

O Wskaznik < 2: Nie zaobserwowano amplifikacji genu HER2

O Wskaznik = 2: Zaobserwowano amplifikacje genu HER2

Data i podpis technika:

Data i podpis histopatologa:

Wytyczne do zliczania: patrz Interpretacja wyniku barwienia.
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Zalgcznik 2 — tkanka piersi

HER2 IQFISH pharmDx (Dako Omnis), nr kat. GM333
Specyfikacja mikroskopu fluorescencyjnego

Firma Dako zaleca stosowanie nastepujacej aparatury z odczynnikiem HER2 IQFISH
pharmDx, (Dako Omnis), GM333:

1. Typ mikroskopu
o Mikroskop epifluorescencyjny

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

3. Obiektywy
o Do badania przesiewowego tkanek nadajg sie obiektywy imersyjne o powiekszeniu 16x
lub 20x
o Do duzych powiekszen i zliczania sygnatéw zaleca sie stosowanie wylgcznie obiektywow
imersyjnych, np. o powiekszeniu 100x

4. Filtry

Filtry sg projektowane indywidualnie pod katem konkretnych fluorochroméw i muszg byé
wiasciwie dobrane. Firma Dako zaleca stosowanie specyficznego filtra DAPI w potagczeniu z
wysokiej jakosci podwojnym filtrem dla czerwieni teksanskiej/FITC.

e Filtr DAPI
o Filtr podwéjny dla czerwieni teksanskiej/FITC
o Do weryfikacji i zliczania mozna uzywac filtréw pojedynczych dla czerwieni teksanskie;j i

FITC

Fluorochrom Dtugos¢ fali wzbudzenia Dtugosc¢ fali emisiji
FITC 495 nm 520 nm

Czerwien teksanska | 596 nm 615 nm

Filtry sg przeznaczone do konkretnych typow mikroskopdw i uzycie odpowiednich filtrow ma
kluczowe znaczenie dla poprawnosci interpretacji. Aby uzyskac szczegotowe informacje, nalezy
skontaktowac sie z dostawcg mikroskopu lub przedstawicielem firmy Dako.

5. Olejek
e Olejek niefluorescencyjny

Srodki ostroznosci
¢ Nie zaleca sie stosowania lamp rteciowych o mocy 50 watéw
¢ Nie nalezy stosowac filtrow rodaminowych
¢ Nie zaleca sie uzywania filtréw potrojnych

Nieoptymalnie dobrany i skonfigurowany mikroskop moze by¢ przyczyng problemow z odczytem
sygnatow fluorescencyjnych. Zrédto sSwiatta nie moze by¢ nadmiernie zuzyte, musi by¢
prawidtowo ustawione i zogniskowane.

Klienci powinni zapoznac sie z zaleceniami producenta dotyczgcymi eksploatacji lampy rteciowe;j
i szczegodtowo ich przestrzegac. Mikroskop nalezy konserwowaé, a lampe rteciowg regulowaé
przed interpretacjg wynikow.

Nalezy w miare mozliwosci unika¢ wystawiania preparatow na dziatanie swiatta wzbudzajgcego,
aby zminimalizowa¢ zanik fluorescencji.

Przed rozpoczeciem hybrydyzacji fluorescencyjnej in situ zaleca sie oméwienie budowy
mikroskopu z producentem lub zapoznanie sie z literatura.
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Podsumowanie i wyjasnienia — tkanka zolagdka

Ludzki gen HER2 (znany réwniez jako ERBB2 lub NEU) jest zlokalizowany na chromosomie 17 i
koduje biatko HER2 lub p185"ER?, Biatko HER2 jest receptorem bfonowym kinazy tyrozynowej
wykazujgcym podobienstwo do receptora naskérkowego czynnika wzrostu (EGFR lub HER1)
(1-2). Gen HER2 wystepuje w dwéch kopiach we wszystkich prawidtowych komérkach
diploidalnych.

Nadekspresje biatka HER2 i amplifikacje genu HER2 nowotworu zotgdka wykazano w licznych
badaniach (omoéwionych w (23)). Wynik dodatni HER2 wykryto u ok. 20% pacjentéw metodami
IHC lub FISH (23). Badania przedkliniczne in vitro oraz in vivo wykazaty skutecznos¢
trastuzumabu (Herceptin™) na przyktadzie réznych modeli nowotworu zotgdka, co doprowadzito
do rozpoczecia kilku badan klinicznych (23-27).

Wszyscy pacjenci badania fazy 11l BO18255 (ToGA ,Otwarte, randomizowane, wieloosrodkowe
badanie fazy Il porownujgce trastuzumab w skojarzeniu z fluoropirymidyng i cisplatyng oraz
samg chemioterapie jako leczenie pierwszego rzutu u pacjentéw z HER2-dodatnim
zaawansowanym nowotworem zotgdka”) sponsorowanego przez Hoffmann-La Roche AG zostali
wybrani z zastosowaniem testu Dako HercepTest™ (IHC) i odczynnika Dako HER2 FISH
pharmDx Kit (FISH) na podstawie dodatniego wyniku na obecnos¢ HER2 zdefiniowanego jako
IHC 3+ lub FISH+ (wskaznik HER2/CEN-17 = 2,0). Badanie wykazato uzyteczno$¢ kliniczng obu
testow — HercepTest™ (IHC) i HER2 FISH pharmDx Kit (FISH) — w ocenie statusu HER2
pacjentow z zaawansowanym gruczolakorakiem zotgdka lub potgczenia zotgdkowo-
przetykowego, w leczeniu ktérych rozwaza sie zastosowanie trastuzumabu (28).

Pacjenci z nowotworami bez amplifikacji genu, lecz nadekspresjg biatka HER2 na poziomie od
niskiego do wysokiego [FISH(-)/IHC 2+] nie zostali wigczeni do badania. Dlatego tez nie jest
jasne, czy pacjenci z nowotworami bez amplifikacji genu, lecz z nadekspresjg biatka HER2 [tzn.
FISH(-), IHC 2+ lub 3+] odniosg korzys¢ z leczenia produktem Herceptin™. W badaniu wykazano
takze, iz amplifikacja genu (FISH) nie jest skorelowana z nadekspresjg biatka (IHC) w takim
stopniu jak w przypadku nowotworow piersi i z tego powodu nie nalezy stosowac zadnej z tych
metod osobno w celu okreslenia statusu HER2.

Niniejszy produkt (HER2 IQFISH pharmDx (Dako Omnis)) to mieszanka sond IQISH
wykorzystywanych w automatycznym bezposrednim tescie FISH stuzgcym do wykrywania
amplifikacji genu HER2. Produkt ten powinien by¢ stosowany wraz z okreslonymi odczynnikami
dodatkowymi w urzgdzeniu Dako Omnis i wywodzi sie z recznie wykonywanego testu amplifikaciji
genu HER2 — HER2 IQFISH pharmDx, nr kat. K5731.

Zasada testu — tkanka zotadka

Odczynnik HER2 IQFISH pharmDx (Dako Omnis) jest sondg IQISH sktadajgca sie z mieszaniny
znakowanych czerwienig teksanskg sond DNA, obejmujgcych region dlugosci 218 kb zawierajgcy
gen HER2 na chromosomie 17, oraz mieszaniny znakowanych fluoresceing sond PNA (peptide
nucleic acid) (13), skierowanych przeciwko regionowi centromeru chromosomu 17 (CEN-17). W
wyniku swoistej hybrydyzacji z obszarami docelowymi uzyskuje sie wyrazny czerwony sygnat
fluorescencyjny dla kazdego locus genu HER2 oraz wyrazny zielony sygnat fluorescencyjny dla
kazdego centromeru chromosomu 17.

Ocena amplifikacji genu HER2 za pomocg testu HER2 IQFISH pharmDx (Dako Omnis) jest w
petni zautomatyzowang metodg wykonywang w urzadzeniu Dako Omnis. Oprogramowanie stacji
roboczej Dako Link Omnis umozliwia wybor trzech réznych, poddanych walidacji protokotéw
barwienia HER2 FISH. Protokoty te r6znig sie jedynie czasem trawienia pepsyng — mozna
wybrac trawienie pepsyng przez 10 minut (krotki protokét), 15 minut (Sredni protokot) lub 20 minut
(dtugi protokdt). Szczegdty znajdujg sie ponizej. Do wstepnej analizy zalecany jest sredni
protokét.

Po barwieniu w urzgdzeniu Dako Omnis wycinki zamyka sie na szkietku przy uzyciu odczynnika
Fluorescence Mounting Medium (Dako Omnis) zawierajgcego 4',6-diamidyno-2-fenyloindol
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(DAPI), a nastepnie przykrywa szkietkiem nakrywkowym. Przy uzyciu mikroskopu
fluorescencyjnego wyposazonego w odpowiednie filtry (patrz zatgcznik 5), ustala sie potozenie
komérek nowotworowych oraz zlicza sygnaty czerwone (HERZ2) i zielone (CEN-17). Nastepnie
oblicza sie wskaznik HER2/CEN-17. Zdrowe komorki w analizowanym skrawku tkanki spetniaja
role wewnetrznej kontroli dodatniej skutecznosci obrébki wstepnej i hybrydyzacji probki.

Szczegodtowe informacje przedstawiono w rozdziale "Interpretacja wyniku barwienia".

Aby uzyskac¢ szczegdtowe informacje na temat tadowania i roztadowywania preparatow; pokryw
ISH Lid (Dako Omnis), nr kat. GC102; odczynnikéw, ptyndw i odpadow, nalezy zapoznaé sie z
podrecznikami uzytkownika Dako Omnis.

Odczynniki — tkanka zotgdka

Odczynnik HER2 IQFISH pharmDx (Dako Omnis) oraz odczynniki dodatkowe mozna zamawiac
oddzielnie jako pojedyncze odczynniki.

Dostarczane materialy

HERZ2 IQFISH pharmDx (Dako Omnis): 1,6 mL, gotowa do uzycia mieszanka znakowanych
czerwienig teksanskg sond DNA dla HER2 oraz znakowanych fluoresceing sond PNA dla
CEN-17, dostarczana w buforze hybrydyzacyjnym IQISH. Odczynnik HER2 IQFISH pharmDx
(Dako Omnis) jest dostarczany w suchym lodzie. Obecno$¢ suchego lodu przy odbiorze
stanowi gwarancje, iz odczynnik nie zostat narazony na dzialanie wysokich temperatur
podczas transportu. Fiolki z rozmrozonymi odczynnikami nalezy przez caty czas przechowywaé
i obstugiwac w pozycji pionowe;j.

Fiolki z odczynnikami zawierajg metalowg kulke pokrytg ztotem, ktéra umozliwia mieszanie
odczynnika za pomocg urzgdzenia do mieszania Dako Omnis Mixing Device (patrz Podrecznik
uzytkownika urzadzenia do mieszania Dako Omnis). Odczynnik nalezy doktadnie wymieszac
przed zatadowaniem do urzgdzenia Dako Omnis.

Materialy wymagane, ale niedostarczane

Odczynniki dodatkowe

Nastepujgce odczynniki muszg znajdowac sie w urzgdzeniu Dako Omnis w celu
przeprowadzenia analizy amplifikacji genu HER2 za pomocg testu HER2 IQFISH pharmDx (Dako
Omnis):

ISH Pre-Treatment Solution (20x) (Dako Omnis): 175 mL, 20-krotnie stezony; do rozcienczenia w
w butelce 3,5 L Dako Omnis (nr kat. GC109). Produkt zawiera srodek przeciwbakteryjny i ma
przyjazny dla uzytkownika, nietoksyczny zielony barwnik umozliwiajgcy tatwg identyfikacje.

ISH Ethanol Solution, 96% (Dako Omnis): 14 mL 96% etanolu (gotowego do uzycia).

ISH Pepsin (Dako Omnis): 7 mL roztworu pepsyny A (gotowego do uzycia) o pH 2,0; zawiera
srodek stabilizujgcy i przeciwbakteryjny. Pepsyna jest dostarczana w suchym lodzie. Obecnos¢
suchego lodu przy odbiorze stanowi gwarancje, iz odczynnik nie zostal narazony na
dziatanie wysokich temperatur podczas transportu.

ISH Stringent Wash Buffer ISH (20x) (Dako Omnis): 175 mL 20-krotnie stezonej soli fizjologicznej
buforowanej cytrynianem sodu; do rozcienczenia w stosunku 1:20 w butelce 3,5 L Dako Omnis
(nr kat. GC109). Produkt zawiera Srodek przeciwbakteryjny oraz detergent i ma przyjazny dla
uzytkownika, nietoksyczny zoétty barwnik umozliwiajgcy tatwg identyfikacje.

Fluorescence Mounting Medium (Dako Omnis): 0,8 mL srodka do zamykania preparatow na
szkietkach do badan fluorescencyjnych (gotowego do uzycia) z DAPI.

Choc¢ wymienione odczynniki nie sg dostarczane razem z odczynnikiem HER2 IQFISH pharmDx
(Dako Omnis), oméwiono je pokrotce ponizej. Aby uzyskaé dalsze informacje, nalezy zapoznaj
sie z instrukcjg obstugi kazdego urzadzenia.
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Dodatkowe odczynniki i urzadzenia
Dako Omnis, nr kat. GI100

Wash Buffer (20x) (Dako Omnis), nr kat. GC807

Clearify™, nr kat. GC810

Dako Omnis Mixing Device, nr kat. GC116

ISH Lid, nr kat. GC102

ISH Cleaning Solution, nr kat. GC207

Szkietka nakrywkowe do zamykania preparatow (24 mm x 50 mm)

Aby uzyska¢ informacje na temat stosowania dodatkowych odczynnikéw i urzadzen, nalezy
zapoznac sie z podstawowym oraz zaawansowanym podrecznikiem uzytkownika urzgdzenia
Dako Omnis.

Mikroskop i akcesoria

Filtry do mikroskopu fluorescencyjnego: podwdjny filtr dla DAPI i FITC/czerwieni teksanskiej lub
pojedyncze filtry dla FITC i czerwieni teksanskiej — szczegotowe informacje w zatgczniku 5.
Stosowanie filtru dla DAPI przy duzym powiekszeniu negatywnie wptywa na intensywnosé
sygnatu. Nalezy unika¢ dtugich czasow ekspozyciji.

Nalezy stosowac mikroskop fluorescencyjny ze zrédtem $wiatta w postaci lampy rteciowej 100 W.
Do stosowania z wymienionymi filtrami nie sg zalecane inne zrodta swiatta.

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

Srodki ostroznosci — tkanka zotadka
1. Do badah diagnostycznych in vitro.
Do stosowania przez wyszkolony personel.

Odczynnik HER2 IQFISH pharmDx (Dako Omnis) zawiera od 210-<25% weglanu etylenu i
23-<5% sodium chloride. HER2 IQFISH pharmDx (Dako Omnis) jest oznaczony:

w N

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

wodg przez kilka minut. Wyjaé soczewki kontaktowe, jezeli sg i
mozna je tatwo usung¢. Nadal ptukaé.

Zasadniczo zakazuje sie pracy z produktem osobom ponizej 18. roku zycia.

Uzytkownicy muszg by¢ szczegdtowo przeszkoleni w zakresie prawidtowej procedury
postepowania, niebezpiecznych wtasciwosci produktu i niezbednych srodkéw ostroznosci.
Dodatkowe informacje zawiera Karta Charakterystyki Substancji.

4. Probki tkanek przed i po utrwaleniu oraz wszystkie materiaty majace z nimi kontakt nalezy
traktowac jako potencjalnie zakazne i usuwaé przy zachowaniu odpowiednich srodkéw
ostroznosci (14). Nigdy nie nalezy pipetowac odczynnikdw postugujac sie ustami.

Unikac¢ kontaktu odczynnikow i wycinkdw ze skoérg i blonami Sluzowymi. W razie kontaktu
odczynnikow z wrazliwymi okolicami skéry nalezy je sptukaé obfitg ilodcig wody.

5. Do minimum ograniczy¢ skazenie odczynnikow bakteriami, aby unikng¢ mozliwosci
uzyskiwania btednych wynikow.

6. Uzycie innych niz opisane metod utrwalania tkanki oraz skrawkow o innej grubosci moze
spowodowac zmiane morfologii tkanki i/lub natezenia sygnatu.
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7. Odczynniki zostaty odpowiednio rozcienczone. Dalsze rozcienczanie moze wptyng¢
negatywnie na ich dziatanie.

8. W celu unikniecia kontaktu z oczami i skorg nalezy nosi¢ odpowiednie osobiste wyposazenie
ochronne. Dodatkowe informacje zawiera Karta Charakterystyki Substancji.

9. Niewykorzystany roztwér usuwaé zgodnie z rozporzgdzeniami lokalnymi, wojewddzkimi i
krajowymi.

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

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

12. Przy analizie genu HER2 metodg FISH w wycinkach biopsyjnych do uzyskania wiarygodnych
danych na temat statusu HER2 nalezy przeanalizowac kilka (7—8) preparatow pobranych z
réznych regionéw guza.

13. W celu identyfikacji wszystkich rdzeni tkanki w probce biopsyjnej istotne znaczenie ma
kontrola preparatu wybarwionego technikg HE.

14. Amplifikacja genu HERZ2 nie jest skorelowana z nadekspresjg biatka HER2 w takim stopniu
jak w przypadku nowotworow piersi i z tego powodu nie nalezy stosowaé zadnej z tych
metod osobno w celu okreslenia statusu HER2.

Przechowywanie — tkanka zolgdka

Odczynnik HER2 IQFISH pharmDx (Dako Omnis) nalezy przechowywac w temperaturze

< -18°C (zalecana jest temperatura od -18°C do -25°C) w ciemnosci. Fiolki z rozmrozonymi
odczynnikami przez caty czas muszg sie znajdowacé w pozycji pionowej. Zamrazanie i
rozmrazanie odczynnikow do 10 razy nie wptywa na jakosc¢ ich dziatania. Nie nalezy pozostawiac
tego odczynnika w temperaturze pokojowe;j.

Jakos¢ dziatania odczynnika HER2 IQFISH pharmDx (Dako Omnis) i odczynnikéw dodatkowych
ISH Pepsin (Dako Omnis) oraz Fluorescence Mounting Medium (Dako Omnis) moze ulec
pogorszeniu pod wptywem ciepta. Odczynnikow tych nie nalezy pozostawia¢ w temperaturze
pokojowej.

Jakos¢ dziatania odczynnika HER2 IQFISH pharmDx (Dako Omnis) i odczynnika dodatkowego
Fluorescence Mounting Medium (Dako Omnis) moze ulec pogorszeniu pod wptywem nadmiernej
ekspozycji na Swiatto. Nie nalezy przechowywac ani prowadzi¢ oznaczen za pomoca tych
odczynnikow w miejscach silnie naswietlonych, np. w bezposrednim swietle stonecznym.

Odczynniki dodatkowe ISH Pre-Treatment Solution (20x) (Dako Omnis), ISH Ethanol Solution,
96% (Dako Omnis), ISH Stringent Wash Buffer (20x) (Dako Omnis) oraz Fluorescence Mounting
Medium (Dako Omnis) nalezy przechowywac w ciemnosci w temperaturze 2—8°C. Odczynnik ISH
Pepsin (Dako Omnis) nalezy przechowywaé w temperaturze od -18 do 8°C. Wszystkie
przechowywane fiolki z odczynnikami powinny mie¢ zamkniety korek, w tym gérng klape korka.

Rozcienczone roztwory (roztwory robocze ISH Stringent Wash Buffer i ISH Pre-Treatment
Solution) mozna przechowywa¢ w temperaturze od 2 do 8°C przez 30 dni.

Nie uzywac odczynnikéw po uptywie daty waznosci podanej na opakowaniu. Podczas
przechowywania korek, w tym gorna klapa korka, powinny by¢ zamkniete. Jezeli odczynniki sg
przechowywane w warunkach innych niz podane w ulotce dotgczonej do opakowania, uzytkownik
powinien zweryfikowac ich dziatanie (15).

Nie ma jednoznacznych oznak Swiadczgcych o niestabilnosci tego produktu. Dlatego tez bardzo
wazna jest ocena zdrowych komoérek w analizowanej probce tkanki. W przypadku uzyskania
nieoczekiwanego wyniku odczynu, ktérego nie mozna wyjasni¢, i gdy podejrzewa sie problem z
odczynnikiem HER2 IQFISH pharmDx, nalezy skontaktowac sie z dziatem wsparcia
technicznego firmy Dako.
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Stabilnos¢ w urzadzeniu Dako Omnis

Stabilno$¢ w urzadzeniu odczynnika HER2 IQFISH pharmDx (Dako Omnis) oraz odczynnikow
dodatkowych ISH Ethanol Solution, 96% (Dako Omnis) i ISH Pepsin (Dako Omnis) wynosi

80 godzin. Stabilno$¢ w urzgdzeniu rozcienczonego roztworu ISH Pre-Treatment Solution

(Dako Omnis) i buforu ISH Stringent Wash Buffer (Dako Omnis) wynosi 7 dni. Pozostaty okres
stabilnosci w urzgdzeniu jest kontrolowany przez oprogramowanie Dako Omnis. W przypadku
stosowania odczynnikow z przekroczonym terminem waznosci w urzgdzeniu Dako Omnis pojawi
sie ostrzezenie, wszystkie preparaty wybarwione przeterminowanym odczynnikiem zmienig
status na ,podejrzany”, a dziennik preparatéw na stacji roboczej wskaze uzycie
przeterminowanego odczynnika.

Przygotowanie wycinka — tkanka zotadka

Z wycinkami gruczolakoraka zotgdka lub potgczenia zotgdkowo-przetykowego pochodzgcymi z
biopsiji, wyciec€ i resekcji nalezy postepowac w sposob umozliwiajgcy zachowanie tkanki do
analizy FISH. W przypadku wszystkich wycinkéw nalezy zastosowa¢ standardowe metody
obrébki tkanek do barwienia immunocytochemicznego (16). W przypadku badania matych
preparatéow biopsyjnych nalezy upewni¢ sie, czy do zliczania zachowano morfologie guza i
obecnos¢ wystarczajgcej liczby jader. Przy analizie genu HER2 metodg FISH w wycinkach
biopsyjnych do uzyskania wiarygodnych danych na temat statusu HER2 nalezy przeanalizowaé
kilka (7—8) preparatow pobranych z réznych regiondw guza.

Skrawki zatopione w parafinie

Do uzycia z zestawem nadaje sie tylko tkanka zakonserwowana w obojetnej buforowanej
formalinie i zatopiona w parafinie. Wycinki nalezy np. przygotowa¢ w formie bloczkéw o grubosci
3 mm lub 4 mm i utrwalaé przez 18—-24 godziny w obojetnej buforowanej formalinie. W badaniu
ToGA wycinki biopsyjne utrwalano przez 6—8 godzin [opis badania — patrz pozycja

(28) pismiennictwa). Nastepnie tkanki poddaje sie odwodnieniu, stosujgc serie kapieli
alkoholowych i ksylenowych o stopniowo zmieniajgcych sie stezeniach, po czym przepaja ptynng
parafing w temperaturze nieprzekraczajgcej 60°C. Prawidtowo utrwalone i zatopione tkanki przed
podzieleniem na skrawki i zamknigciem na szkietku mozna przechowywac przez nieograniczony
czas, o ile przechowuije sie je w chtodnym miejscu (15-25°C)(16-17). Nie dopuszcza sie
stosowania innych srodkow utrwalajgcych.

Prébki tkanek nalezy pocig¢ na skrawki grubosci 3—6 pm.

Réwnoczeénie nalezy przygotowac preparaty niezbednie do oceny amplifikacji genu HER2 i
zweryfikowania obecnosci guza. Zaleca sie uzycie minimum dwdch kolejnych skrawkéw: jednego
skrawka do zbadania obecnosci guza barwionego hematoksyling i eozyng (barwienie HE) i
jednego skrawka do oceny amplifikacji genu HER2. Zaleca sie zamykanie skrawkéw na
szkietkach Dako FLEX IHC Microscope Slides, nr kat. K8020. Odpowiednie sg takze szkietka
Superfrost Plus (Thermo Fischer Scientific, JIBOOAMNZ). Nalezy upewnic sie, ze termin
waznosci szkietek podstawowych nie uptynat. Preparaty przechowywane w temperaturze 2—25°C
nalezy zbadac¢ w ciggu < 6 miesiecy od podzielenia na skrawki.

UWAGA: Prébki tkanek nalezy umiescic¢ na szkietku podstawowym w obrebie zdefiniowanego
obszaru barwienia. Wymiary obszaru barwienia preparatu podano w Podstawowym podreczniku
uzytkownika urzgdzenia Dako Omnis.

SPOSOB UZYTKOWANIA — tkanka zotadka

A. Przygotowanie odczynnikow — tkanka zotadka

A.1 HER2 IQFISH pharmDx (Dako Omnis)
Fiolka odczynnika HER2 IQFISH pharmDx (Dako Omnis) zawiera metalowg kulke pokrytg ztotem
przeznaczong do mieszania. Przed zatadowaniem fiolki do urzgdzenia Dako Omnis odczynnik
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nalezy rozmrozi¢ i doktadnie wymieszaé, poniewaz podczas zamrazania ulega rozdziatowi na
fazy.

Sondy nalezy miesza¢ za pomocg urzgdzenia Dako Omnis Mixing Device.

Nalezy postepowaé zgodnie z ponizszg procedurg mieszania sond za pomocg urzgdzenia Dako
Omnis Mixing Device. Szczegdtowe informacije znajdujg sie w Podreczniku uzytkownika
urzagdzenia do mieszania Dako Omnis.

1. Wyjac fiolke odczynnika HER2 IQFISH pharmDx (Dako Omnis) z zamrazarki

2. Zatadowac fiolke do urzgdzenia Dako Omnis Mixing Device

3. Podtaczy¢ urzadzenie Mixing Device i upewni¢ sie, ze zielona lampka stanu jest wigczona
4

. Wybra¢ program ,Rozmrazanie i mieszanie”. Wazne: Fiolki przechowywane w temperaturze
ponizej -25°C nalezy rozmrozi¢ (krotko) przed ich umieszczeniem w urzadzeniu Dako Omnis
Mixing Device i uzy¢ programu ,Mieszanie”.

Wyija¢ fiolke z urzgdzenia Mixing Device.

6. Otworzy¢ gorng klape korka, odgig¢ jg do tytu, a nastepnie wsung¢ w przeznaczone dla nigj
miejsce az do ustyszenia klikniecia (szczegoty znajdujg sie w Podstawowym podreczniku
uzytkownika Dako Omnis).

7. Niezwtocznie zatadowac fiolke do modutu Reagent Storage Module urzagdzenia Dako Omnis.
Jesli podczas barwienia uzywana jest funkcja ciggtego tadowania odczynnikéw, nalezy
upewnic sie, ze czas uptywajacy od mieszania do pobrania z fiolki w urzgdzeniu Dako Omnis
wynosi co najmniej 10 minut.

o

Sonde HER2 IQFISH pharmDx (Dako Omnis) mozna ponownie zamrazac i uzywa¢ maksymalnie
10 razy.

Mieszanke sond HER2 IQFISH pharmDx (Dako Omnis) nalezy mieszac krétko przed jej
zatadowaniem do urzadzenia. Nie nalezy wstrzgsac fiolki. Catkowity okres stabilnosci sondy
HER2 IQFISH pharmDx ISH (Dako Omnis) wynosi 80 godzin, jesli jest ona przechowywana w
module Reagent Storage Module urzadzenia Dako Omnis. Pozostaty okres stabilnosci w
urzadzeniu jest kontrolowany przez oprogramowanie Dako Omnis (patrz wyzej). Po uptywie
czasu, przez jaki sonda HER2 IQFISH pharmDx (Dako Omnis) musi znajdowac sie w urzadzeniu,
nalezy jg niezwtocznie umiesci¢ w temperaturze < -18°C (zalecana jest temperatura od -18°C do
-25°C).

A.2 ISH Pre-Treatment Solution (20x) (Dako Omnis)
Przygotowac roztwdr roboczy poprzez rozcienczenie koncentratu roztworu ISH Pre-Treatment
Solution (20x) (Dako Omnis) w stosunku 1:20 w nastepujgcy sposoéb:

1. Napetni¢ butelke na ptyny 3,5 L Dako Omnis oznaczong jako PTB (niebieska etykieta) do linii
napetnienia wodg dejonizowang (3,325 L). Przed napetnieniem umiescic¢ butelke na ptyny na
ptaskiej powierzchni.

2. Przela¢ zawarto$c¢ jednej butelki ze 175 mL koncentratu roztworu ISH Pre-Treatment Solution
(20x) (Dako Omnis) do butelki na ptyny.

3. Przenies¢ odczepiang etykiete z butelki po koncentracie na butelke na ptyny.

Dokreci¢ nakretke i delikatnie odwroci¢ butelke na ptyny do gory dnem 2-3 razy.

4. Uzy¢ recznego skanera kodéw paskowych do identyfikacji odczynnika
(zeskanowac¢ odczepiang etykiete i butelke na ptyny).

5. Natychmiast zatadowa¢ butelke na ptyny do urzgdzenia Dako Omnis.

Jesli rozcienczony roztwor jest przechowywany w urzgdzeniu Dako Omnis, nalezy go zuzy¢ w
ciggu 7 dni. Pozostaty okres stabilnosci w urzgdzeniu jest kontrolowany przez oprogramowanie
Dako Omnis (patrz wyzej). Niewykorzystany rozcienczony roztwér mozna przechowywac w
temperaturze 2—8°C przez 30 dni. Po przechowywaniu w chtodnym miejscu nalezy upewnic sie,
ze przed zatadowaniem do urzadzenia Dako Omnis rozcienczony roztwér jest ogrzany do co
najmniej 18°C.
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UWAGA: W przypadku zmetnienia rozcienczony roztwér nie nadaje sie do uzycia.

A.3 ISH Stringent Wash Buffer (20x) (Dako Omnis)
Przygotowac roztwor roboczy poprzez rozcienczenie koncentratu buforu ISH Stringent Wash
Buffer (20x) (Dako Omnis) w stosunku 1:20 w nastepujgcy sposoéb:

1. Napetni¢ butelke na ptyny 3,5 L Dako Omnis oznaczong jako PTB (niebieska etykieta) do linii
napetnienia wodg dejonizowang (3,325 L). Przed napetnieniem umiescic¢ butelke na ptyny na
ptaskiej powierzchni.

2. Przelaé zawartos¢ butelki ze 175 mL koncentratu buforu ISH Stringent Wash Buffer (20x)
(Dako Omnis) do butelki na ptyny.

3. Przenies¢ odczepiang etykiete z butelki po koncentracie na butelke na ptyny. Dokrecic
nakretke i delikatnie odwréci¢ butelke na ptyny do géry dnem 2-3 razy.

4. Uzy¢ recznego skanera kodéw paskowych Dako Omnis do identyfikacji odczynnika
(zeskanowa¢ odczepiang etykiete i butelke).

5. Natychmiast zatadowac butelke do urzgdzenia Dako Omnis.

Jesli rozcienczony roztwér jest przechowywany w urzgdzeniu Dako Omnis, nalezy go zuzy¢ w
ciggu 7 dni. Pozostaty okres stabilnosci w urzgdzeniu jest kontrolowany przez oprogramowanie
Dako Omnis (patrz wyzej). Niewykorzystany rozcienczony roztwdér mozna przechowywa¢ w
temperaturze 2—8°C przez 30 dni. Po przechowywaniu w chtodnym miejscu nalezy upewnic sie,
ze przed zatadowaniem do urzadzenia Dako Omnis rozcienczony roztwor jest ogrzany do co
najmniej 18°C.

UWAGA: W przypadku zmetnienia rozcienczony roztwor nie nadaje sie do uzycia.

A.4 ISH Ethanol Solution, 96% (Dako Omnis)

Roztwér ISH Ethanol Solution, 96% (Dako Omnis) jest odczynnikiem gotowym do uzycia. Przed
jego zatadowaniem do urzgdzenia Dako Omnis nalezy otworzy¢ gorng klape korka, odgig¢ jg do
tytu a nastepnie wsungc w przeznaczone dla niej miejsce az do ustyszenia klikniecia.

Catkowity okres stabilnosci roztworu ISH Ethanol Solution, 96% (Dako Omnis) wynosi 80 godzin,
jesli jest on przechowywany w module Reagent Storage Module urzagdzenia Dako Omnis.
Pozostaty okres stabilnosci w urzadzeniu jest kontrolowany przez oprogramowanie Dako Omnis
(patrz wyzej). Po wykonaniu analizy roztwér ISH Ethanol Solution, 96% mozna umiesci¢ w
temperaturze przechowywania (2—8°C), aby zachowac czas stabilnosci w urzgdzeniu.

A.5 ISH Pepsin (Dako Omnis)

Odczynnik ISH Pepsin (Dako Omnis) jest odczynnikiem gotowym do uzycia. Przed jego
zatadowaniem do urzgdzenia Dako Omnis nalezy upewnic sig, ze odczynnik jest rozmrozony,
otworzy¢ gorng klape korka, odgigc¢ ja do tytu, a nastepnie wsung¢ w przeznaczone dla nigj
miejsce az do ustyszenia kliknigcia.

Catkowity okres stabilnosci odczynnika ISH Pepsin (Dako Omnis) wynosi 80 godzin, jesli jest on
przechowywany w module Reagent Storage Module urzgdzenia Dako Omnis. Pozostaty okres
stabilnosci w urzgdzeniu jest kontrolowany przez oprogramowanie Dako Omnis (patrz wyzej).
Po wykonaniu analizy odczynnik ISH Pepsin (Dako Omnis) nalezy umiesci¢ w temperaturze
przechowywania od -18 do 8°C, aby zachowac czas stabilno$ci w urzgdzeniu.

A.6 Fluorescence Mounting Medium (Dako Omnis)

Odczynnik Fluorescence Mounting Medium (Dako Omnis) jest gotowym do uzycia $rodkiem do
zamykania preparatéw stosowanym poza urzagdzeniem Dako Omnis. Po uzyciu odczynnik
Fluorescence Mounting Medium nalezy niezwtocznie umiesci¢ w temperaturze przechowywania
(2-8°C).

A.7 Dodatkowe akcesoria

Dodatkowo w urzgdzeniu Dako Omnis powinny znajdowac¢ sie nastepujace akcesoria: wode
dejonizowang; rozcienczony bufor Wash Buffer 20x (Dako Omnis), nr kat. GC807; odczynnik
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Clearify™ (Dako Omnis), nr kat. GC810, ISH Cleaning Solution, nr kat. GC207 oraz pokrywa ISH
Lid (Dako Omnis), nr kat. GC102, opisane w podrecznikach uzytkownika Dako Omnis.

B. Procedura barwienia — tkanka zotadka

B.1. Uwagi proceduralne

Odczynnik HER2 IQFISH pharmDx (Dako Omnis) jest sondg do hybrydyzacji wykorzystywang w
automatycznym tescie bezposredniej hybrydyzaciji fluorescencyjnej in situ (FISH) w urzadzeniu
Dako Omnis i wraz z odczynnikami dodatkowymi GM300, GM301, GM302, GM303 i GM304
(GM304 poza urzgdzeniem) jest przeznaczona do ilosciowego oznaczania amplifikacji genu
HER2. Przed jej uzyciem uzytkownik powinien przeczyta¢ doktadnie wszystkie instrukcje i
zapoznac sie ze wszystkimi elementami oraz odnoszgcymi sie do nich srodkami ostroznosci.

Automatyczna procedura w urzgdzeniu Dako Omnis obejmuje odparafinowanie skrawkow
tkankowych, odmaskowanie antygenu, trawienie pepsyng, hybrydyzacje oraz gtebokie ptukanie.
Preparaty sg wyladowywane z suchej stacji Unloading Station. Wszystkie etapy protokotu zostaty
wstepnie zaprogramowanie w oprogramowaniu Dako Omnis.

Aby uzyskac informacje na temat fadowania preparatéw, pokrywy ISH Lid, odczynnikéw itd.,
nalezy zapoznac sie z podrecznikami uzytkownika Dako Omnis. W oprogramowaniu Dako Omnis
wstepnie zaprogramowano trzy poddane walidacji protokoty: HER2 IQFISH: HER2 IQFISH
Pepsin Short, HER2 IQFISH Pepsin Medium i HER2 IQFISH Pepsin Long, ktore réznig sie
wytgcznie czasem trawienia pepsyng i ktére mozna wybraé dla kazdego z pieciu preparatow w
statywie na preparaty. Umozliwia to optymalizacje trawienia tkanki, ktére moze zaleze¢ od
warunkéw sprzed analizy. Za protokét standardowy uznaje sie protokdt HER2 IQFISH Pepsin
Medium. Poszczegolne protokoty barwienia mozna przegladac¢ w stacji roboczej Dako Link
Omnis.

Dodatkowo uzytkownik moze wybra¢ szablon protokotu IQFISH. Optymalne warunki mogg sie
zmienia¢ w zaleznosci od rodzaju materiatu oraz sposobu jego przygotowania i powinny by¢
okreslone w kazdym laboratorium.

B.2. Procedura przed barwieniem

1. W czesci z protokotami IQFISH oprogramowania stacji roboczej Dako Link Omnis wybra¢
protokdt HER2 IQFISH, ktéry ma zostac zastosowany do kazdego preparatu.

2. Wydrukowa¢ etykiety preparatdéw i przyklei¢ je do szkietek podstawowych.

3. Umiesci¢ preparaty w statywie na preparaty. W celu uzyskania szczego6towych informac;ji
zapoznac sie z Podstawowym podrecznikiem uzytkownika Dako Omnis. W statywie na
preparaty moze znajdowac sie od jednego do pieciu preparatow. Zaleca sie, aby podczas
barwienia odczynnikiem HER2 IQFISH wybarwi¢ co najmniej dwa preparaty.

4. Zatadowac statyw na preparaty do urzadzenia Dako Omnis.

5. Zatadowac pokrywe ISH Lid (jedna pokrywa ISH Lid na kazdy statyw na preparaty) do
urzgdzenia Dako Omnis.

6. Upewnic sie, ze w urzadzeniu Dako Omnis znajdujg sie butelki i sg w nim zarejestrowane.
Butelki z ptynami: Clearify™ ($rodek oczyszczajgcy), rozcienczony roztwor ISH Pre-Treatment
Solution (Dako Omnis), rozcienczony bufor ISH Stringent Wash Buffer (Dako Omnis) oraz
rozcienczony bufor Wash Buffer (Dako Omnis).

7. Zatadowac¢ odczynniki ISH Ethanol Solution, 96% (Dako Omnis), ISH Pepsin (Dako Omnis)
Swiezo wymieszany odczynnik HER2 IQFISH pharmDx (Dako Omnis) oraz ISH Cleaning
Solution do modutu Reagent Storage Module. Upewnic sig, ze gorne klapy korkéw wszystkich
fiolek sg otwarte.

8. Postepowacé zgodnie z instrukcjami wyswietlanymi na ekranie dotykowym i dotkng¢ opcji
,Gotowe”, aby rozpoczg¢ procedure barwienia.

B.3. Procedura barwienia

Procedure barwienia odczynnikiem HER2 IQFISH w urzgdzeniu Dako Omnis (podsumowang w
Tabeli 11) mozna monitorowac¢ w stacji roboczej Dako Link Omnis:
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Tabela 11. Uproszczony przeglad etapow protokotu barwienia odczynnikiem HER2 IQFISH.

Etap Odczynnik Czas i temperatura

Odparafinowanie | Clearify™ (Srodek 10 minut, 38°C
oczyszczajacy)

Odmaskowanie ISH Pre-Treatment Solution 15 minut, 97°C

antygenu (Dako Omnis)

Ptukanie ISH Ethanol Solution, 96% 2 x 3 minuty, 32°C

(Dako Omnis)

Trawienie* ISH Pepsin (Dako Omnis) 10 minut, 15 minut lub 20 minut
Suszenie 15 minut, 45°C
Denaturacja 10 minut, 66°C
Hybrydyzacja HER2 IQFISH pharmDx (Dako | 75 minut, 45°C
Omnis)
Gtebokie ptukanie | ISH Stringent Wash Buffer 10 minut, 61°C

(Dako Omnis)
* W protokotach HER2 IQFISH wymienionych powyzej mozna wybra¢ trzy poddane walidacji czasy trawienia pepsyna.

Jesli nie sg planowane kolejne barwienia ISH, wszystkie odczynniki nalezy umiesci¢ w
zalecanych temperaturach przechowywania.

B.4. Procedura po barwieniu

Wytadowac preparaty i zastosowaé do 30 uL srodka Fluorescence Mounting Medium (Dako
Omnis) zawierajgcego DAPI na obszar docelowy preparatu. Preparat tkankowy musi zostac
catkowicie pokryty produktem Fluorescence Mounting Medium (Dako Omnis).

Natozy¢ szkietko nakrywkowe.

UWAGA: Odczyt odczynu mozna przeprowadzi¢ po 15 minutach od momentu zatopienia lub
przed uptywem 7 dni. Jednakze w przypadku kontaktu preparatéw ze swiattem lub wysokimi
temperaturami moze dochodzi¢ do utraty zabarwienia. Aby zminimalizowac¢ ptowienie barwy,
preparaty nalezy przechowywa¢ w ciemnym miejscu w temperaturze od -18 do 8°C.

Kontrola jakosci — tkanka zotadka
1. Sygnaty muszg by¢ jasne, wyrazne i tatwe do oceny.
2. Komorki prawidtowe pozwalajg na wewnetrzng kontrole serii barwien.

o Komorki zdrowe powinny dawaé 1-2 wyraznie widocznych sygnatow zielonych,
sygnalizujgc prawidtowg hybrydyzacje sondy CEN-17 PNA z centromerowym regionem
chromosomu 17.

o Komorki zdrowe powinny réwniez dawac¢ 1-2 wyraznie widocznych sygnatow czerwonych,
sygnalizujgc prawidtowg hybrydyzacje sondy HER2 DNA z genami HER2.

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

o Brak sygnatow w komorkach zdrowych wskazuje na niepowodzenie testu, a uzyskane
wyniki nalezy uniewaznié.
3. Ocena morfologii jagder dokonywana przy uzyciu filtra DAPI nie powinna wykazywac
jakichkolwiek nieprawidtowosci. Duza liczba komoérek pustych i ogoinie zaburzona morfologia

jader wskazuje na nadmierne wytrawienie preparatu, prowadzgce do utraty lub rozproszenia
sygnatéw. Wynikéw z takich preparatow nie nalezy bra¢ pod uwage .

4. Dostepnych musi by¢ co najmniej 20 komérek guza.
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5. Rdéznice w metodach utrwalania, przetwarzania i zatapiania tkanek stosowanych w
laboratorium uzytkownika mogg powodowac istotne réznice wynikdw, wymagajgce
regularnego dokonywania oceny kontroli wewnetrznych.

Interpretacja wyniku barwienia — tkanka zotgdka

Tkanka nadajaca sie do oceny

Zlokalizowaé komérki nowotworowe w obrebie wybarwionego technikg HE preparatu i oceni¢ ten
sam obszar preparatu barwionego metoda FISH (przy uzyciu filtra DAPI). Analizowac¢ nalezy
wytgcznie probki pochodzgce od chorych, u ktérych wystepuje gruczolakorak zotgdka lub
gruczolakorak zotadka i przetyku. W przypadku wystepowania metaplazji nabtonka zotgdka w
nabftonek jelitowy i gruczolakoraka w tym samym preparacie, nalezy ocenia¢ tylko skfadnik
nowotworu. Unikaé obszaréw ciezkiego zapalenia, martwicy i o niejednoznacznych granicach
jadra komoérkowego. Nie uwzglednia¢ jgder wymagajgcych oceny subiektywnej. Nie uwzgledniac
jader dajacych sygnat o stabym nasileniu oraz o nieswoistym lub wysokim tle.

W pierwszej kolejnosci ocenié¢ przy uzyciu mikroskopu odpowiednio caty obszar preparatu
barwionego metodg FISH oraz w obrebie obszaru wybarwionego technikg HE. Przed zliczaniem
preparatu barwionego metodg FISH nalezy sprawdzi¢ roztozenie sygnatu (jednorodny czy
heterogenny) na karcie zliczania sygnatéw. W przypadku roztozenia heterogennego nalezy
sprawdzi¢, czy amplifikacja wystepuje w ogniskach, czy w pojedynczych komérkach (wzoér
mozaikowy).

1) Jednorodne roztozenie sygnatu

W przypadku jednorodnego roziozenia sygnatu nalezy odpowiednio zliczy¢ centromery
chromosomu (sygnaty zielone) oraz geny HER2 (sygnaty czerwone) z 20 komérek w 1-2
reprezentatywnych obszarach guza.

2) Heterogenne roztozenie sygnatu

W przypadku, gdy rozkfad sygnatu jest niejednorodny, nalezy zliczy¢ tgcznie 20 komorek z
wybranych obszaréw, postepujgc w sposdb opisany ponizej:

A) jesli wystepuje amplifikacja ogniskowa, nalezy wybiera¢ obszary komoérek z amplifikacja;

B) jesli wystepuje roztozenie mozaikowe lub obecne sg komérki z amplifikacja, polisomalne i
disomalne, do zliczania nalezy wybiera¢ obszary komérek z amplifikacjg. W obszarach tych
zlicza¢ nalezy nie tylko komorki z amplifikacja, lecz réwniez sgsiadujgce komorki bez amplifikacji
az do sumarycznej liczby 20 komérek.

Jesli to mozliwe, nie wybiera¢ obszaréw naktadajgcych sie.

Pomijanie wybarwionego DNA bakteryjnego

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

Zliczanie sygnatu

Po wybraniu obszaru do oceny sygnatu nalezy rozpoczac¢ analize jednego z 20 sgsiadujgcych
jader, a nastepnie zlicza¢ metodg komorka po komorce z pominieciem jader, ktore nie spetniajg
kryteriow jakosciowych. Zlokalizowa¢ komorki nowotworowe w obrebie wybarwionego technikg
HE preparatu i ocenic¢ ten sam obszar preparatu barwionego metodg FISH. Zbadac caty
wybarwiony preparat w celu uwzglednienia mozliwej heterogenicznosci. Wybraé obszar z
rownomiernym rozktadem jgder. Rozpoczg¢ analize w gornej lewej cwiartce wybranego obszaru i
przesuwajac sie od lewej do prawej, zliczac¢ liczbe sygnatéw w obrebie granic kazdego
analizowanego jgdra wedtug ponizszych wskazoéwek (patrz rowniez zatgcznik 5).

- Zmieniac ostros¢, aby moc zauwazy¢ wszystkie sygnaty w poszczegolnych jgdrach

- Dwa sygnaty o tej samej wielkosci w odlegtosci rownej lub mniejszej od srednicy sygnatu
zlicza¢ jako jeden. Aby zliczy¢ dwa oddzielne sygnaty, ta odlegtos¢ musi by¢ co najmniej
rowna srednicy sygnatu normalnej wielkosci. Jesli odlegtos¢ pomiedzy dwoma sygnatami jest
mniejsza niz $rednica sygnatu, sg one zliczane jako jeden.
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- W jadrach o wysokim poziomie amplifikacji genu HER2 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. Szczegolng uwage nalezy
zwroci¢ na sygnaty zielone, poniewaz skupiska sygnatéw czerwonych HER2 mogg pokrywaé
sygnalty zielone, uniemozliwiajgc ich dostrzezenie. W razie watpliwosci nalezy skontrolowac
sygnaty zielone przy uzyciu odpowiedniego filtra FITC.

Nie oceniaé jader bez zabarwienia lub z sygnatem o tylko jednej barwie. W ocenie uwzglednia¢
tylko te jadra, ktore dajg jeden lub wiecej sygnatéw FISH kazdego koloru.

Wskazéwki do zliczania sygnatow

1 Nie zliczaé. Jadra komdrkowe naktadajq sie na siebie, nie

wszystkie obszary jader sg widoczne

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

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

Zliczy¢ jako 1 sygnat zielony i 1 sygnat czerwony.

Dwa sygnalty tej samej wielkosci w odlegtosci rownej lub
mniejszej od $rednicy pojedynczego sygnatu zlicza sie jako
jeden sygnat

w

5 Nie zlicza¢ (jadro wytrawione nadmiernie lub
lub niedotrawione).
Brak sygnatéw w centrum jgdra (jadra pierscieniowate).
6

Zliczy¢ jako 2 sygnalty zielone i 3 sygnaty czerwone.

Dwa sygnalty tej samej wielkosci w odlegto$ci rownej lub
mniejszej od Srednicy pojedynczego sygnatu zlicza sie jako
jeden sygnat

Zliczy¢ jako 1 sygnat zielony i 5 sygnatow czerwonych

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

Skupisko sygnatéw czerwonych, zakrywajgcych sygnaty
zielone. Sprawdzic¢ liczbe sygnatéw zielonych przy uzyciu
odpowiedniego filtra FITC lub wcale nie zlicza¢

(o]

W tabeli zapisa¢ wyniki w sposéb przedstawiony w zatgcznikach 3 i 4.
Zliczy¢ sygnaty 20 jgder na probke tkanki, o ile to mozliwe — w réznych obszarach guza.

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

Wycinki o wskazniku HER2/CEN-17 wiekszym lub rownym 2 nalezy traktowac jako wykazujgce
amplifikacje genu HER2 (29).

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

Jesli wskaznik ma wartos¢ graniczng (1,8-2,2), nalezy zliczy¢ sygnaty 40 réznych jader i obliczy¢
wskaznik dla 40 jgder komorkowych. Jesli zliczanie dgzy do wartosci granicznej, obowigzuje
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wynik z drugiej oceny. Podczas drugiego zliczania, w celu lepszej orientacji nalezy uwzglednic
znakowanie immunohistochemiczne sondg HERZ2, jesli dostepne.

W przypadku watpliwosci preparat nalezy podda¢ ponownej ocenie. W przypadkach granicznych
niezbedne jest przeprowadzenie konsultacji patologa i lekarza prowadzgcego leczenie pacjenta.

Ograniczenia — tkanka zotagdka
1. Do uzytku zautomatyzowanego wytgcznie w urzgdzeniach Dako Omnis.

2. Przygotowywanie tkanek i preparatéw oraz interpretacja wynikoéw barwienia IQFISH wymagaja
specjalistycznego przeszkolenia. Interpretacja wynikow barwienia odczynnikiem HER2 IQFISH
pharmDx (Dako Omnis) nie powinna by¢ przeprowadzana przez osoby z zaburzeniami
widzenia barw.

3. W metodzie FISH wyniki zalezg od przygotowania i obrébki tkanki przed barwieniem.
Niewtasciwe utrwalanie, ptukanie, suszenie, ogrzewanie, krojenie preparatow lub
zanieczyszczenie innymi tkankami badz ptynami, moze wptywaé na hybrydyzacje sondy.
Przyczyng sprzecznych wynikéw moze by¢ stosowanie zmiennych metod utrwalania i
zatapiania lub naturalne zmienne czynniki zwigzane z tkankami.

4. Do odpowiedzialnosci uzytkownika nalezy zatwierdzenie szablonu protokotu IQFISH

Charakterystyka pracy — tkanka zotagdka

Wydajnosé hybrydyzacji

Wydajnos¢ hybrydyzacji odczynnika HER2 IQFISH pharmDx badano w trzech osrodkach z
uzyciem 180 skrawkow tkankowych utrwalonych w formalinie i zatopionych w parafinie. We
wszystkich 180 skrawkach tkankowych mozna byto zastosowac zliczanie zgodne z wytycznymi.
Wydajnos¢ hybrydyzacji wyniosta 100%.

Wskazniki HER2/CEN-17 obliczone i uzyte w badaniach charakterystyki wydajnosci sg oparte na
zliczaniu sygnatow 20 jgder komorkowych wedtug wytycznych zliczania podanych w rozdziale
»interpretacja wyniku barwienia” niniejszej instrukcji obstugi.

Czutos¢ analityczna

Czutosc¢ analityczng odczynnika HER2 IQFISH pharmDx (Dako Omnis) badano, uzywajgc

20 réznych wycinkéw gruczolakoraka zotgdka (10 probek z amplifikacje genu HER2 oraz

10 probek bez amplifikacji). Stosunek miedzy liczbg sygnatéw HER?2 i sygnatéw CEN-17
wyznaczono na podstawie zliczenia sygnatow w 20 jgdrach komorek prawidtowych w probce
tkankowej. Wskaznik HER2/CEN-17 w 20 probkach tkanek gruczolakoraka zotgdka wynidst od
0,94 do 1,19.

Swoistos¢ analityczna

Sondy HER2 DNA w odczynniku HER2 IQFISH pharmDx (Dako Omnis) sg w koncowej fazie
sekwencjonowane i mapowane, aby uzyskac potwierdzenie catkowitego pokrycia 218 kb
zawierajgcych gen HER2.

Sondy CEN-17 PNA w odczynniku HER2 IQFISH pharmDx (Dako Omnis) zostaty przetestowane
osobno i w potgczeniu w celu potwierdzenia ich swoistej hybrydyzacji do regionu centromeru
chromosomu 17.

Aby wykluczy¢ hybrydyzacje krzyzowg do chromosomow innych niz chromosom 17, badania
przeprowadzono w fazie metafazy zgodnie ze standardowymi procedurami Dako QC. Swoistos¢
hybrydyzacji mieszaniny sond HER2 DNA oraz CEN-17 PNA zostata oceniona tgcznie dla

275 preparatéw metafazowych o réznych sygnatach. We wszystkich 275 przypadkach
hybrydyzacja byta swoista dla chromosomu 17. W zadnym z 275 przypadkéw nie
zaobserwowano hybrydyzacji krzyzowej do loci na innych chromosomach. Swoistos¢ sondy
wyniosta wiec 100% (275 na 275).
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W celu pomiaru zdolnosci testu IQFISH do identyfikowania wytgcznie antygenéw docelowych —
genu HER2 i regionu CEN-17 — bez zaktdceh ze strony innych substancji badania
przeprowadzono na wycinkach gruczolakoraka zotgdka bez uzycia sond HER2 ani CEN-17 z
mieszaniny hybrydyzacyjnej i z uzyciem tylko buforu hybrydyzacyjnego. tgcznie oceniono

20 wycinkéw pod katem obecnosci sygnatéw niezwigzanych z mieszaning sond. W zadnym z

20 wycinkéw nie wykryto innych obszardéw docelowych na chromosomach ani zaktécen ze strony
bardzo podobnych substancji.

Badania wrazliwosci wynikow

Wrazliwos¢ testu HER2 IQFISH pharmDx (Dako Omnis) oceniano, uzywajgc roznych stezen
sond PNA, czasow odmaskowania antygenu, czasow inkubacji z pepsyng, czasow denaturacji,
czasOw hybrydyzacji i czasow gtebokiego ptukania oraz temperatur. R6zne parametry oceniano
w trzech wycinkach tkanek gruczolakoraka zotgdka oraz w dwdch wycinkach gruczolakoraka
pofgczenia zotgdkowo-przetykowego utrwalonych w formalinie i zatopionych w parafinie (w
kazdej grupie znajdowaty sie wycinki tkanek zaréwno z amplifikacjg, jak i bez amplifikacji).

Stosowano zaréwno mniejsze, jak i wieksze niz w standardowym protokole wartosci wszystkich
parametrow, za wyjatkiem stezenia sondy PNA oraz temperatury gtebokiego ptukania, dla
ktérych uzyto wartosci zgodnych ze standardowym protokotem.

Testowano nastepujgce parametry:

Stezenie sondy PNA: testowano przy 100% i +/-17%.

Czas odmaskowania antygenu: testowano przy 13 min 45 si 16 min 15 s.
Czas inkubacji z pepsyna: testowano przy 14 min 45 si 16 min 15 s.
Czas denaturacji: testowano przy 9 min 45si10 min 45 s.

Czas hybrydyzacji: testowano przy 70 min i 80 min.

Czas gtebokiego ptukania: testowano przy 8 min 45 si 11 min 15 s.
Temperatura glebokiego ptukania: testowano przy 59°C, 61°C i 63°C.

Oceniano trzy stezenia sond PNA, uzywajgc planéw frakcyjnych doswiadczen (narzedzie JMP,
SAS), w ktérych zastosowano 12 réznych protokotéw barwienia przedstawionych w Tabeli 12.
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Tabela 12. Dwanascie réznych protokotéw barwienia zastosowanych do badania wrazliwosci
wynikéw.

Badany parametr
Protokét
badania c Czas c c Czas |Temperatura| Stez.
wrazliwosci Z8S | trawienia zas 78S | gtebokiego| gtebokiego | PNA w
wynikéw nr [odmaskowania pepsyng denaturacji | hybrydyzacji | = 4 \onia” | “plukania | miesz.
antygenu (min) . (min) (min) ;

(min) (min) (°C) sond

1 16,25 16,25 9,75 80 8,75 59 83%

2 13,75 14,75 10,75 70 8,75 59 100%

3 16,25 14,75 9,75 70 8,75 63 100%

4 13,75 14,75 10,75 80 8,75 61 83%

5 13,75 14,75 9,75 80 11,25 59 117%

6 13,75 16,25 10,75 70 11,25 63 83%

7 13,75 16,25 10,75 70 11,25 63 100%

8 16,25 14,75 9,75 70 11,25 61 83%

9 13,75 16,25 9,75 70 8,75 61 117%

10 16,25 16,25 10,75 70 11,25 59 117%

11 16,25 16,25 10,75 80 11,25 61 100%

12 16,25 14,75 10,75 80 8,75 63 117%

Kazda z pieciu probek tkanek byta barwiona za pomocg wszystkich 12 protokotéw.

W celu oceny wrazliwosci odczytywana byta intensywnos¢ sygnatu oraz jakos$¢ morfologii.
Uzywajgc wszystkich protokotéw wybarwiono wszystkie probki tkanek (tgcznie 60 barwien) i
otrzymano sygnaty, ktére byly jasne, wyraznie odrozniajgce sie i tatwe do oceny, przez co
odpowiednie do zliczania.

Ponadto oceniano wptyw grubosci tkanki na wyniki testu HER2 IQFISH pharmDx (Dako Omnis),
uzywajac roznej grubosci skrawkow tkanek nowotworu zotgdka utrwalonych w formalinie i
zatopionych w parafinie.

tgcznie badano pigc kolejnych skrawkow gruczolakoraka zotadka o réznych grubosciach (2, 3, 4,
5, 617 ym) za pomoca testu HER2 IQFISH pharmDx (Dako Omnis). Sredni wspotczynnik
zmiennosci wskaznika HER2/CEN-17 wynidst 3,9% (w zakresie od 3,2% do 5,0%).

Odtwarzalnos¢

Odtwarzalno$¢ wynikéw w laboratorium miedzy dniami i seriami badano za pomocg testu HER2
IQFISH pharmDx (Dako Omnis). Metodg Slepej proby przeprowadzono wewnetrzne,
randomizowane badanie wskaznikow HER2/CEN-17, uzywajgc skrawkéw z o$miu réznych
wycinkow nowotworu zotgdka, w tym potgczenia zotgdkowo-przetykowego, utrwalonych w
formalinie i zatopionych w parafinie o réznych poziomach amplifikacji genu HER2. Te osiem
wycinkow badano za pomocg testu HercepTest™. Wsrod nich dwa charakteryzowaty sie
nadekspresjg biatka HER2 na poziomie IHC 0/1+, dwa — HER2 IHC 2+, dwa — HER2 IHC 3+ i
dwa wykazywaty wczesniej okreslony wskaznik HER2/CEN-17 FISH wynoszacy 1,5-2,5
stwierdzony na podstawie testu HER2 IQFISH pharmDx (nr kat. K5731). Kazdy wycinek
barwiono w pieciu nienastepujacych po sobie dniach za pomocg odczynnikow HER2 IQFISH
pharmDx™ (Dako Omnis) pochodzgcych z trzech réznych serii. W catym badaniu
przeprowadzono fgcznie 240 barwien tkanek, poniewaz dwukrotnie wykonano barwienie w kazdej
kombinaciji. Zmienno$¢ wskaznikdw pomiedzy dniami i seriami odczynnika przedstawiono na
Rysunku 8. Dane analizowano za pomocg przeksztatcenia Boxa-Coxa z zastosowaniem modelu
z efektem zmiennym w celu uzyskania jednorodno$ci wariancji danych. Catkowity wspotczynnik
zmiennosci wyniost 6,5% i stwierdzono, ze zmiennosé miedzy dniami i seriami odczynnika
odpowiada odpowiednio za 0,7% i 0,8% zmiennosci.
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Rysunek 8. Wskazniki HER2/CEN-17 uzyskane na podstawie badania odtwarzalnosci wewnatrz
laboratorium za pomoca testu HER2 IQFISH pharmDx (Dako Omnis), w tym punkty koncowe
odtwarzalnos$ci miedzy seriami odczynnika i dniami. Srednig warto$é dla kazdej prébki tkanki
przedstawiono za pomocg linii poziome;.

Dodatkowo oceniano odtwarzalnos¢ testu HER2 IQFISH pharmDx (Dako Omnis) miedzy dniami i
osrodkami w trzech zewnetrznych osrodkach (dwa w Stanach Zjednoczonych i jeden w Europie)
w badaniu ze stratyfikacjg przeprowadzonym metodg $lepej préby na skrawkach tkanek z

12 r6znych wycinkow nowotworu zotgdka, w tym potgczenia zotgdkowo-przetykowego,
utrwalonych w formalinie i zatopionych w parafinie. Trzy wycinki charakteryzowaty sie
nadekspresjg biatka HER2 na poziomie IHC 0/1+, trzy — HER2 IHC 2+, trzy — HER2 IHC 3+ i
trzy wykazywaty wczes$niej okreslony wskaznik HER2/CEN-17 FISH wynoszacy 1,5-2,5,
stwierdzony odpowiednio na podstawie testdw HercepTest™ oraz HER2 IQFISH pharmDx (nr kat.
K5731). Wycinki barwiono i analizowano w osrodkach badawczych. Kazdy wycinek byt barwiony
€0 najmniej siedem razy w siedmiu nienastepujgcych po sobie dniach i oceniany przez jednego
obserwatora w kazdym osrodku. Wybarwiono i uwzgledniono w analizie statystycznej

314 skrawkow. Dane analizowano za pomoca przeksztatcenia Boxa-Coxa i obliczono sktadniki
wariancji. Catkowity wspétczynnik zmiennosci oparty na gornej granicy 95% przedziatu ufnosci
wyniost 24%. Zmienno$¢ wskaznika HER2/CEN-17 miedzy dniami i osrodkami przedstawiono na
Rysunku 9.
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Rysunek 9. Wykres zmiennosci wskaznikéw HER2/CEN-17 w nieprzeksztatconych jednostkach uzyskany

w badaniu odtwarzalnosci testu HER2 IQFISH pharmDx (Dako Omnis) miedzy dniami i osrodkami
przeprowadzonymi na probkach tkanek nowotworu Zotadka.

Test HER2 IQFISH pharmDx (Dako Omnis) oceniano pod katem odtwarzalnosci miedzy
obserwatorami jako cze$¢ wewnetrznego badania porownawczego metod przeprowadzonego z
udziatem trzech obserwatoréw niezaleznie oceniajgcych barwione wycinki. Odtwarzalnosc¢
oceniano z uzyciem 139 réznych wycinkow gruczolakoraka zotgdka z amplifikacjg lub bez
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amplifikacji genu HER2. Dane analizowano za pomocg przeksztatcenia Boca-Coxa. Sredni
wspotczynnik zmiennosci miedzy obserwatorami wynidst 18%. Wsrdod wycinkéw gruczolakoraka
96,4% pochodzito z resekcji, a 5,6% — z biopsji. 81,3% wycinkdéw uzyskano z zotgdka, natomiast
18,7% — z potgczenia zotgdkowo-przetykowego.

Powtarzalnosé

Powtarzalnosc¢ testu HER2 IQFISH pharmDx (Dako Omnis) w laboratorium oceniano w kolejnych
skrawkach z osmiu wycinkow gruczolakoraka zotgdka z lub bez amplifikacji genu HER2. Tkanki
badano podwdjnie w pieciu nienastepujgcych po sobie dniach, uzywajgc trzech réznych serii
odczynnika w tgcznie 240 preparatach (120 skrawkéw poddanych podwadjnej ocenie).
Zastosowanie modelu z efektem zmiennym w analizie danych dato w wyniku zmiennos¢
przypisywang dniom i seriom odczynnika (patrz badanie odtwarzalnosci wewnetrznej powyze;j).
Wariancja reszt stanowi réznice miedzy powtdrzeniami i tym samym powtarzalnosé. Gérna
granica 95% przedziatu ufnosci wspotczynnika zmiennosci powtarzalnosci wynosi 7,1%.

Badanie porownawcze metod

Poréwnanie testéw HER2 IQFISH pharmDx (Dako Omnis) i HER2 IQFISH pharmDx (K5731)

W badaniu uwzgledniono 140 wycinkéw nowotwordw zotgdka, w sktad ktérych weszty rézne typy
tkankowe gruczolakoraka zotgdka, tj. samego zotgdka lub potgczenia zotgdkowo-przetykowego,
pochodzace z resekcji lub biopsji oraz z homogennym lub heterogennym (ogniskowym lub
mozaikowym) roztozeniem sygnatu (patrz Tabela 13).

Tabela 13. Rozklad wycinkéw wedlug typu nowotworu zotadka (zolagdek lub potaczenie zotagdkowo-
przelykowe), rodzaju roztozenia sygnatu (homogenny lub heterogenny) i typu tkanki (z resekcji lub
biopsiji).

Typ Liczba Rozlozenie Liczba Rodzaj Liczba
nowotworu wycinkow sygnatu wycinkow tkanki wycinkow
zoladka
Zotgdek 113 Homogenne 58 Z resekcji 134
Potaczenie Hetero_genne 61
. — ognhiskowe L
zotgdkowo- 27 Z biopsji 6
Heterogenne
przetykowe . 21
— mozaikowe
Razem 140 Razem 140 Razem 140

Wsrdd wycinkéw 76 nie wykazywato amplifikacji genu HER2, 64 wykazywaty amplifikacje genu
HERZ2 i dla wszystkich znano wynik testu HercepTest™ (patrz Tabela 14).

Tabela 14. Rozktad wycinkéw na podstawie wynikéw HercepTest™ i HER2 FISH uzyskanego za
pomoca testu HER2 FISH pharmDx Kit (nr kat. K5731).

Wynik barwienia 0 1+ 2+ 3+ Razem
HercepTest™

n 39 14 45 42 140
Status HER2 w tescie FISH

Z amplifikacjg 4 1 19 40 64
Brak amplifikacji 35 13 26 2 76
taczna liczba wycinkéw 39 14 45 42 140
badanych metoda FISH

W 15 przedstawiono wyniki tabelaryzacji krzyzowej statusu HER2 uzyskanego za pomocg tych
dwoch testéw oraz catkowity odsetek zgodnosci (ang. overall percent agreement, OPA), odsetek
zgodno$ci wynikow pozytywnych (ang. positive percent agreement, PPA) i odsetek zgodnosci
wynikéw negatywnych (ang. negative percent agreement, NPA).Tabela 15 Korelacje wskaznikow
HERZ2/CEN-17 uzyskanych za pomocg tych dwéch testow przedstawiono na Rysunku 10.
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Tabela 15. Tabela krzyzowa statusu genu HER2 ocenionego za pomoca testéw HER2 IQFISH
pharmDx (K5731) i HER2 IQFISH pharmDx (Dako Omnis).

Status genu HER2
(K5731) Razem
Brak e
amplifikacji Z amplifikacjg

Status genu Brak_ - 76 1 77
HER2 (Dako amplifikaciji

Omnis) Z amplifikacjg 0 63 63
Razem 76 64 140
OPA: 99,3%

PPA: 98,4%

NPA: 100%

HER2AZEM-17 ratio (Dako Omnis)

0 5 10 15 20 25 30 35
HER2/CEM-17 ratic (K5731)

Rysunek 10. Korelacja wskaznikéw HER2/CEN-17 uzyskanych za pomocg testéw HER2 FISH pharmDx
(Dako Omnis) i HER2 IQFISH pharmDx (nr kat. K5731) przeprowadzonych na 140 wycinkach nowotworéw
zofadka (dopasowanie liniowe: y = 0,06 + 0,97*x; R?= 0,97. W dopasowaniu liniowym zastosowano wage
w postaci odwrotnosci warianciji).

95% przedziat ufnosci dla $redniej réznicy miedzy tymi dwiema metodami barwienia przy
wskazniku HER2/CEN-17 = 2 wyniost [0,007; 0,022]. Oznacza to, ze oczekiwana rdznica nie
przekracza 2%.

Dane kliniczne

Bezpieczenstwo kliniczne i skutecznos¢ trastuzumabu (Herceptin™) wykazano w badaniu
B0O18255 (badanie ToGA — ,Otwarte, randomizowane, wieloosrodkowe badanie fazy IlI
poréwnujgce trastuzumab w skojarzeniu z cisplatyng i fluoropirymidyng (kapecytabing lub 5-
fluorouracylem) (FC+H) oraz samg chemioterapie (FC) jako leczenie pierwszego rzutu u
pacjentéw z HER2-dodatnim zaawansowanym nowotworem zotgdka”) (28). Przeprowadzono
otwarte, randomizowane, wieloosrodkowe badanie fazy Il u pacjentéw z HER2-dodatnim
zaawansowanym gruczolakorakiem zotadka lub potaczenia zotgdkowo-przetykowego. W badaniu
BO18255 pozytywnos¢ HER2 zdefiniowano jako pozytywny wynik IHC (3+) w tescie
HercepTest™(Dako) i/lub pozytywny wynik FISH (HER2/CEN-17 2 2,0) w tescie HER2 FISH
pharmDx Kit (Dako). Wybrani losowo pacjenci byli poddawani chemioterapii (preparatem 5-FU
lub capecitabine oraz cisplatin) lub chemioterapii razem z przyjmowaniem preparatu
trastuzumab.
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Gtéwnym punktem kohcowym skutecznosci byt catkowity czas przezycia (overall survival, OS)
analizowany za pomocg stratyfikowanego testu logarytmicznego rang. Koricowa analiza
catkowitego czasu przezycia uwzgledniajgca 351 zgondéw byta istotna statystycznie (nominalny
poziom istotnosci 0,0193). Jeden rok po analizie korncowej dodatkowo przeprowadzono
zaktualizowang analize catkowitego czasu przezycia. Sredni catkowity czas przezycia wynoszacy
13,5 miesigca w przypadku pacjentéw leczonych produktem Herceptin™ oraz chemioterapig byt
istotnie dtuzszy niz sredni catkowity czas przezycia wynoszgcy 11,0 miesiecy w przypadku
pacjentow leczonych wytgcznie chemioterapig. Wyniki skutecznosci zaréwno w kohcowej, jak i w
zaktualizowanej analizie przedstawiono w Tabeli 16 oraz na Rysunku 11.

Tabela 16. Catkowity czas przezycia w populacji z zaplanowanym leczeniem.

Grupa FC Grupa
N=296 FC+H
N=298
Koncowy catkowity czas przezycia
Liczba zgondw (%) 184 (62,2%) 167 (56,0%)
Mediana 11,0 13,5
95% CI (miesiace) (9,4, 12,5) (11,7;15,7)
Hazard wzgledny 0,73
95% Cl (0,605 0,91)
wartos¢ p*, dwustronna 0,0038*
Zaktualizowany catkowity czas
przezycia 227 (76,7%) 221 (74,2%)
Liczba zgondéw (%) 11,7 13,1
Mediana (10,3; 13,0) (11,9; 15,1)
95% CI (miesiace)
Hazard wzgledny 0,80
95% Cl (0,67; 0,97)

*W poréwnaniu z nominalnym poziomem istotnosci 0,0193
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Rysunek 11. Zaktualizowany catkowity czas przezycia pacjentéw z przerzutowym nowotworem Zzotgdka
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Eksploracyjng analize catkowitego czasu przezycia opartg na badaniu amplifikacji genu
(FISH) i nadekspresiji biatka (IHC) przedstawiono w Tabeli 17.

Tabela 17. Analiza eksploracyjna wedlug statusu HER2 z wynikami zaktualizowanego catkowitego
czasu przezycia.

FC FC+H

N=2962 N=298P
Podgrupa FISH+/IHC 0, 1+ (N=133)
Liczba zgondw / n (%) 57/71 (80,3%) 56/62 (90,3%)
Sredni catkowity czas przezycia (miesigce) 8,8 8,3
95% CI (miesiace) (6,4; 11,7) (6,2; 10,7)
Hazard wzgledny (95% CI) 1,33 (0,92; 1,92)
Podgrupa FISH+ / IHC2+ (N=160)
Liczba zgondw / n (%) 65/80 (81%) 64/80 (80%)
Sredni catkowity czas przezycia (miesigce) 10,8 12,3
95% CI (miesigce) (6,8; 12,8) (9,5; 15,7)
Hazard wzgledny (95% CI) 0,78 (0,55; 1,10)
Podgrupa FISH+ lub FISH-/IHC3+¢ (N=294)
Liczba zgondw / n (%) 104/143 (73%) 96/151 (64%)
Sredni catkowity czas przezycia (miesigce) 13,2 18,0
95% CI (miesigce) (11,5; 15,2) (15,5; 21,2)
Hazard wzgledny (95% CI) 0,66 (0,5; 0,87)

Sredni czas przezycia okre$lono na podstawie krzywych Kaplana-Meiera.

@ Z analiz wykluczono dwéch pacjentow z grupy FC ze statusem FISH+ i nieznanym statusem
IHC.

b Z analiz wykluczono pieciu pacjentdéw leczonych produktem Herceptin™ ze statusem FISH+ i
nieznanym statusem IHC.

¢ Obejmuje 6 pacjentéw leczonych wytgcznie chemioterapig i 10 pacjentéw leczonych
produktem Herceptin™ ze statusem FISH-, IHC3+ oraz 8 pacjentéw leczonych wytgcznie
chemioterapig i 8 pacjentéw leczonych produktem Herceptin™ z nieznanym statusem FISH i
statusem IHC3+.
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Rozwigzywanie probleméw — tkanka zotadka

Problem

Prawdopodobna przyczyna

Zalecane postepowanie

1. Brak sygnatéw lub
stabe sygnaty

la. Podczas transportu lub
przechowywania
odczynniki narazone byty
na dziatanie wysokich
temperatur

1b. Mikroskop nie dziata

prawidtowo

- Nieodpowiedni zestaw
filtréw

- Nieodpowiednia lampa

- Zuzyta lampa rteciowa

- Zabrudzone i/lub
popekane soczewki
zbierajgce

- Nieodpowiedni olejek
imersyjny

1lc. Zanikanie sygnatéw

1d. Bufory btednie
zidentyfikowane

la. Sprawdzi¢ warunki

1b.

1c.

1d.

przechowywania.

Nalezy upewnic sie, ze w
otrzymanych przesytkach z
mieszankg sond IQISH i
pepsyng obecny byt suchy
16d. Upewnic sie, ze
odczynniki byty
przechowywane zgodnie z
zaleceniami.

Nalezy sprawdzi¢ mikroskop
i upewnic sie, ze uzywane
filtry sg odpowiednie do
stosowania z
fluorochromami z
mieszaniny sond, a lampa
rteciowa jest prawidtowa i
nie zostat przekroczony czas
jej spodziewanej zywotnosci
(patrz zatgcznik 5). W razie
watpliwosci skontaktowaé
sie z dostawcg mikroskopu.

Nalezy unikac¢ dtugich badan
mikroskopowych oraz
zminimalizowac czas
narazenia na silne zrodta
Swiatta.

Wymieni¢ butelki na bufory
oraz dopilnowac ich
prawidtowej rejestracji (w
stacji roboczej) i identyfikacji
(na ekranie dotykowym).

W celu uzyskania dalszych
szczegotow zapoznaé sie z
Podstawowym
podrecznikiem uzytkownika
Dako Omnis. Uwaga:
roztwoér ISH Pre-Treatment
Solution jest zielony, a bufor
ISH Stringent Wash Buffer
— Z0My.

2. Obszary bez
sygnatu

2. Nabranie pecherzy
powietrza podczas
zamykania

Unika¢ powstawania
pecherzykow powietrza. W
razie zaobserwowania
pecherzykow usungc je,
delikatnie pukajgc
szczypczykami.
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Problem

Prawdopodobna przyczyna

Zalecane postepowanie

3. Nadmierne
wybarwienie tta

3a. Niewfasciwe utrwalenie
tkanek

3b. Przedituzona ekspozycja
czesci hybrydyzowanej na
silne zrédto Swiatta

3a.

3b.

Uzywac wytgcznie skrawkow
tkankowych utrwalonych w
formalinie i zatopionych w
parafinie.

Nalezy unikac dtugich badan
mikroskopowych oraz
zminimalizowa¢ czas
narazenia na silne zrodia
Swiatla.

4. Zta morfologia
tkanek

4a. Nieprawidiowa obrdbka
pepsyng

4b. Zbyt dlugie trawienie
pepsyng lub bardzo mata
grubo$¢ skrawka moze
powodowac pojawianie sie
komorek pustych lub

komérek ,pierscieniowych”.

4a.

4b.

Wybra¢ inny z trzech
réznych protokotow
barwienia. Upewnic sie, ze
odczynnik ISH Pepsin jest
przechowywany w
odpowiedniej temperaturze.

Wyprébowaé protokot
barwienia z krétszym
czasem inkubacji z pepsyna.
Upewni¢ sie, ze grubos$é
skrawka wynosi 3—6 um.

5. Zbyt wysoki
poziom zielonej

autofluorescencji w

preparacie, w tym
na obszarach bez
tkanek
utrwalonych w
formalinie i
zatopionych w
parafinie

5. Uzycie przeterminowanych
lub niezalecanych szkietek
podstawowych.

Stosowac¢ szkietka
podstawowe zgodnie z
zaleceniami.

Nalezy upewnic sie, ze
termin waznosci szkietek
podstawowych nie uptynat.

UWAGA: Jesli problemu nie daje sie przypisa¢ zadnej z powyzszych przyczyn bgdz jesli
zalecane dziatanie jest nieskuteczne, nalezy sie skontaktowac¢ z dziatem wsparcia technicznego
firmy Dako w celu uzyskania dalszej pomocy.

P04125PL_03/GM333 s. 48/54



Nowotwér zotadka

Zatgcznik 3 — tkanka zotadka

HER2 IQFISH pharmDx (Dako Omnis), nr kat. GM333
Schemat zliczania

Data zadania: Numer identyfikacyjny zadania barwienia:

Partia odczynnika HER2 IQFISH
pharmDx (Dako Omnis): Numer identyfikacyjny preparatu:

Charakterystyka roztozenia sygnatu w tkance:

Homogenny: [ ] —

Heterogenny — ogniskowy: L lub  Heterogenny — mozaikowy:

Zliczanie sygnatéw w 20 jadrach

Wynik Wynik Wynik Wynik
Jadro nr HER2 CEN-17 Jadro nr HER2 CEN-17
(czerwony) (zielony) (czerwony) (zielony)

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

O[N] || |WIN]|F-

W celu okreslenia wskaznika HER2/CEN-17 nalezy policzy¢ liczbe sygnatow HER2 oraz liczbe
sygnatow CEN-17 w tych samych 20 jgdrach, a nastepnie podzieli¢ catkowitg liczbe sygnatow
HER2 przez catkowitg liczbe sygnatéw CEN-17. Jesli wskaznik HER2/CEN-17 ma warto$¢
graniczng (1,8-2,2), nalezy zliczy¢ sygnaty 40 réznych jader i przeliczy¢ wskaznik dla 40 jgder
komodrkowych (patrz Schemat oceny ponownego zliczania, zatgcznik 4).

Wskaznik o wartoéci granicznej lub do niej zblizonej (1,8—2,2) nalezy interpretowac ostroznie
(patrz: Wskazéwki do zliczania sygnatow).

Wynik HER2 Wynik CEN-17 Wskaznik
HER2/CEN-17

Wynik ogétem (1-20)

O Wskaznik < 2: Nie zaobserwowano amplifikacji genu HER2
O Wskaznik = 2: Zaobserwowano amplifikacje genu HER2

Data i podpis technika:
Data i podpis histopatologa:

Wytyczne do zliczania: patrz Interpretacja wyniku barwienia.
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Nowotwér zotadka

Zatgcznik 4 — tkanka zotadka

HER2 IQFISH pharmDx, nr kat. GM333
Schemat oceny ponownego zliczania

Data zadania: Numer identyfikacyjny zadania barwienia:

Partia odczynnika HER2 IQFISH

pharmDx (Dako Omnis): Numer identyfikacyjny preparatu:
Sygnaty z dodatkowych 40 jader (1-40)

Jadro nr| HER2 | CEN17 |Jadro nr| HER2 | CEN-17 |Jadro nr| HER2 | CEN-17 |Jadro nr| HER2 | CEN-17
(czer- | (zielony) (czer- | (zielony) (czer- | (zielony) (czer- | (zielony)
wony) wony) wony) wony)

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 HER?2 oraz liczbe sygnatow
CEN-17 w tych samych 40 jadrach, a nastepnie podzieli¢ catkowitg liczbe sygnatow HER2 przez catkowitg
liczbe sygnatéw CEN-17. Zapisaé¢ ogolny wynik dla jader 1-40 w tabeli ponizej.

Wynik HER2 Wynik CEN-17 Wskaznik HER2/CEN-
17

Wynik ogétem (1-40)

O Wskaznik < 2: Nie zaobserwowano amplifikacji genu HER2
O Wskaznik = 2: Zaobserwowano amplifikacje genu HER2

Data i podpis technika:
Data i podpis histopatologa:

Wytyczne do zliczania: patrz Interpretacja wyniku barwienia.
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Nowotwér zotadka

Zatacznik 5 — tkanka zolagdka

HER2 IQFISH pharmDx, nr kat. GM333
Specyfikacja mikroskopu fluorescencyjnego

Firma Dako zaleca stosowanie nastepujacej aparatury z odczynnikiem HER2 IQFISH
pharmDx, (Dako Omnis), GM333:

1. Typ mikroskopu
o Mikroskop epifluorescencyjny

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

3. Obiektywy
o Do badania przesiewowego tkanek nadajg sie obiektywy imersyjne o powiekszeniu
16x% lub 20x
e Do duzych powiekszen i zliczania sygnatéw zaleca sie stosowanie wylgcznie obiektywow
imersyjnych, np. o powiekszeniu 100x

4. Filtry

Filtry sg projektowane indywidualnie pod katem konkretnych fluorochroméw i muszg byé
wiasciwie dobrane. Firma Dako zaleca stosowanie specyficznego filtra DAPI w potgczeniu z
wysokiej jakosci podwojnym filtrem dla czerwieni teksanskiej/FITC.

e Filtr DAPI
o Filtr podwojny dla czerwieni teksanskiej/FITC
¢ Do weryfikacji i zliczania mozna uzywac filtrow pojedynczych dla czerwieni teksanskiej i

FITC

Fluorochrom Dtugosc¢ fali wzbudzenia Dtugosc¢ fali emis;ji
FITC 495 nm 520 nm

Czerwien teksanska | 596 nm 615 nm

Filtry sg przeznaczone do konkretnych typow mikroskopdéw i uzycie odpowiednich filtrow ma
kluczowe znaczenie dla poprawnosci interpretacji. Aby uzyskac szczego6towe informacje, nalezy
skontaktowac sie z dostawcg mikroskopu lub przedstawicielem firmy Dako.

5. Olejek
¢ Olejek niefluorescencyjny

Srodki ostroznosci

¢ Nie zaleca sie stosowania lamp rteciowych o mocy 50 watow

¢ Nie nalezy stosowac filtrow rodaminowych

¢ Nie zaleca sie uzywania filtréw potrojnych
Nieoptymalnie dobrany i skonfigurowany mikroskop moze by¢ przyczyng problemoéw z odczytem
sygnatéw fluorescencyjnych. Zrodto swiatta nie moze by¢é nadmiernie zuzyte, musi by¢
prawidtowo ustawione i zogniskowane.
Klienci powinni zapoznac sie z zaleceniami producenta dotyczgacymi eksploatacji lampy rteciowe;j
i szczegotowo ich przestrzegac. Mikroskop nalezy konserwowac, a lampe rteciowg regulowac
przed interpretacjg wynikow.
Nalezy w miare mozliwosci unika¢ wystawiania preparatéw na dziatanie Swiatta wzbudzajgcego,
aby zminimalizowaé zanik fluorescenciji.
Przed rozpoczeciem hybrydyzacji fluorescencyjnej in situ zaleca sie oméwienie budowy
mikroskopu z producentem lub zapoznanie sie z literatura.

P04125PL_03/GM333 s. 51/54



Pismiennictwo

1.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Coussens L, Yang-Feng TL, Liao YC, Chen E, Gray A, McGrath J, et al. Tyrosine kinase
receptor with extensive homology to EGF receptor shares chromosomal location with neu
oncogene. Science. 1985;230:1132-9.

Muleris M, Almeida A, Malfoy B, Dutrillaux B. Assignment of v-erb-b2 avian erythroblastic
leukemia viral oncogene homolog 2 (ERBB2) to human chromosome band 17g21.1 by in situ
hybridization. Cytogenet Cell Genet. 1997;76:34-5.

Kallioniemi OP, Kallioniemi A, Kurisu W, Thor A, Chen LC, Smith HS, et al. ERBB2
amplification in breast cancer analyzed by fluorescence in situ hybridization.
Proc Natl Acad Sci U S A. 1992;89:5321-5.

King CR, Kraus MH, Aaronson SA. Amplification of a novel v-erbB-related gene in a human
mammary carcinoma. Science. 1985;229:974-6.

Persons DL, Bui MM, Lowery MC, Mark HF, Yung JF, Birkmeier JM, et al. Fluorescence in
situ hybridization (FISH) for detection of HER-2/neu amplification in breast cancer: a
multicenter portability study. Ann Clin Lab Sci. 2000;30:41-8.

Rennstam K, Baldetorp B, Kytola S, Tanner M, Isola J. Chromosomal rearrangements and
oncogene amplification precede aneuploidization in the genetic evolution of breast cancer.
Cancer Res. 2001;61:1214-9.

Schwab M. Oncogene amplification in solid tumors. Semin Cancer Biol. 1999;9:319-25.

Slamon DJ, Clark GM, Wong SG, Levin WJ, Ullrich A, McGuire WL. Human breast cancer:
correlation of relapse and survival with amplification of the HER-2/neu oncogene. Science.
1987;235:177-82.

Borg A, Tandon AK, Sigurdsson H, Clark GM, Ferno M, Fuqua SA, et al. HER-2/neu
amplification predicts poor survival in node-positive breast cancer. Cancer Res.
1990;50:4332-7.

Ross JS, Slodkowska EA, Symmans WF et al. The HER-2 receptor and breast cancer: ten
years of targeted anti-HER-2 therapy and personalized medicine. Oncologist 2009;14: 320-
368.

Nichols DW, Wolff DJ, Self S, Metcalf JS, Jacobs D, Kneuper-Hall R, et al. A testing
algorithm for determination of HER2 status in patients with breast cancer. Ann Clin Lab Sci.
2002;32:3-11.

Bilous M, Dowsett M, Hanna W, Isola J, Lebeau A, Moreno A, et al. Current perspectives on
HERZ2 testing: a review of national testing guidelines. Mod Pathol. 2003;16:173-82.

Nielsen PE, Egholm M, editors. Peptide Nucleic Acids: Protocols and Applications. Norfolk
NR18 OEH, England: Horizon Scientific Press. 1999.

Clinical and Laboratory Standards Institute. Protection of Laboratory Workers From
Occupationally Acquired Infections; Approved Guideline—Third Edition. CLSI document
M29-A3. Clinical and Laboratory Standards Institute, 940 West Valley Road, Suite 1400,
Wayne, Pennsylvania 19087-1898 USA, 2005.

Clinical Laboratory Improvement Amendments of 1988: Final Rule, FR 7163, February 28.
1992.

Sheehan DC, Hrapchak BB. Theory and practice of histotechnology. St. Louis: CV Mosby
Company. 1980.

Kiernan JA. Histological and histochemical methods: theory and practice. New York:
Pergamon Press. 1981.

Tsuda H, Akiyama F, Terasaki H, Hasegawa T, Kurosumi M, Shimadzu M, et al. Detection of
HER-2/neu (c-erb B-2) DNA amplification in primary breast carcinoma. Interobserver
reproducibility and correlation with immunohistochemical HER-2 overexpression. Cancer.
2001;92:2965-74.

P04125PL_03/GM333 s. 52/54



19.

20.
21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

Ellis 10, Dowsett M, Bartlett J, Walker R, Cooke T, Gullick W, et al. Recommendations for
HER?2 testing in the UK. J Clin Pathol. 2000;53:890-2.

Hanna W. Testing for HER2 status. Oncology. 2001;61 Suppl 2:22-30.

Ginestier C, Charafe-Jauffret E, Penault-Llorca F, Geneix J, Adelaide J, Chaffanet M, et al.
Comparative multi-methodological measurement of ERBB2 status in breast cancer. J Pathol.
2004;202(3):286-98.

Olsen KE, Knudsen H, Rasmussen BB, Baslev E, Knoop A, Ejlertsen B, et al. Amplification
of HER2 and TOP2A and deletion of TOP2A genes in breast cancer investigated by new
FISH probes. Acta Oncol. 2004;59:795-805.

Jorgensen JT. Targeted HER2 Treatment in Advanced Gastric Cancer. Oncology.
2010;78:26-33.

Fujimoto-Ouchi K, Sekiguchi F, Yasuno H, Moriya Y, Mori K, Tanaka Y. Antitumor activity of
trastuzumab in combination with chemotherapy in human gastric cancer xenograft models.
Cancer Chemother Pharmacol. 2007;59:795-805.

Kim SY, Kim HP, Kim YJ, Oh do Y, Im SA, Lee D, et al. Trastuzumab inhibits the growth of
human gastric cancer cell lines with HER2 amplification synergistically with cisplatin. Int J
Oncol. 2008;32:89-95.

Matsui Y, Inomata M, Tojigamori M, Sonoda K, Shiraishi N, Kitano S. Suppression of tumor
growth in human gastric cancer with HER2 overexpression by an anti-HER2 antibody in a
murine model. Int J Oncol. 2005;27:681-5.

Tanner M, Hollmen M, Junttila TT, Kapanen Al, Tommola S, Soini Y, et al. Amplification of
HER-2 in gastric carcinoma: association with Topoisomerase llalpha gene amplification,
intestinal type, poor prognosis and sensitivity to trastuzumab. Ann Oncol. 2005;16:273-8.

Bang YJ, Van Cutsem E, Feyereislova A, Chung HC, Shen L, Sawaki A, et al. Trastuzumab
in combination with chemotherapy versus chemotherapy alone for treatment of HER2-
positive advanced gastric or gastro-oesophageal junction cancer (ToGA): a phase 3, open-
label, randomised controlled trial. Lancet. 2010; 376(9742):687-97.

Hofmann M, Stoss O, Shi D, Buttner R, van de Vijver M, Kim W, et al. Assessment of a
HER2 scoring system for gastric cancer: results from a validation study. Histopathology.
2008;52:797-805.

P04125PL_03/GM333 s. 53/54



Objasnienia symboli

-18°
Numer katalogowy /Rf ¢ Ograniczenie temperatury g Zuzy¢ przed
Wyréb medyczny do = Chroni¢ przed storicem (patrz “
- e Producent
IvD diagnostyki in vitro ‘é'-‘l"\ czes¢ nt. przechowywania)

s dzié w instrukgii . Piktogram GHS (patrz
I:Ii] bpr}{awl ZIc winstrukej LOT Numer partii czes6 nt. $rodkow
obsiug! ostroznosci)

Wersja 2017.07

Producent: Dystrybutor w USA:
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Faks +45 44 85 95 95 Informacje nt. zamawiania:

Tel.: 800/235-5763
Faks 805/566-6688
Dziat wsparcia technicznego: Tel.: 800/424-0021

www.agilent.com

P04125PL_03/GM333 s. 54/54



