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Rak sutka

1.

Przeznaczenie
Do badan diagnostycznych in vitro.

HercepTest™ mAb pharmDx (Dako Omnis) jest pétilosciowym testem immunohistochemicznym opartym na pierwotnych monoklonalnych
przeciwciatach kroliczych (klon DG44) oraz swoistym odczynniku do wizualizacji. Test okresla nadekspresje biatka HER2 w tkankach raka piersi
utrwalonych w formalinie i zatopionych w parafinie (FFPE), poddawanych obrébce w celu oceny histologicznej. HercepTest™ mAb pharmDx
(Dako Omnis) jest pomocny w ocenie pacjentow z rakiem sutka, u ktorych rozwazane jest podjecie leczenia lekiem Herceptin® (trastuzumab)
(zob. ulotka dotaczona do opakowania leku Herceptin®).

HercepTest™ mAb pharmDx (Dako Omnis) jest przeznaczony do automatycznej procedury barwienia w urzadzeniu Dako Omnis.

HercepTest™ | Herceptin® to znaki handlowe nalezgce do firmy Genentech, Inc. i/lub F. Hoffmann-La Roche Ltd.; HercepTest™ podlega
wytgcznej licencji na znak handlowy firmy Agilent Technologies Singapore (International) Pte Ltd.

Licencjonowane przeciwciato jest wytwarzane przez Epitomics Inc. (firma Abcam) z wykorzystaniem zastrzezonej dla Abcam technologii
kréliczych przeciwciat monoklonalnych objetych patentem nr 5,675,063 i 7,402,409.

Podsumowanie i wyjasnienie

Ludzki gen HER2 (znany takze jako ERBB2 lub NEU) koduje biatko o nazwie HER2 lub p185HER2. Biatko HER2 jest receptorem btonowym
kinazy tyrozynowej wykazujacym homologie do receptora nabtonkowego czynnika wzrostu (EGFR lub HER1)*2, Biatko HER2 jest typowym
sktadnikiem komérkowym, wykazujgcym ekspresje w réznych typach komorek nabtonkowych®. U pewnego odsetka chorych na raka sutka biatko
HER2 ulega nadekspresji w procesie ztosliwej transformacji i rozrostu guza®. Nadekspresja biatka HER2 na powierzchni komérek raka sutka
stata sie punktem wyjscia do opracowania metody leczenia przeciwciatami skierowanymi przeciwko temu biatku.

Herceptin® (trastuzumab) to humanizowane przeciwciato monoklonalne®, ktore wigze sie z biatkiem HER2, wykazujac do niego silne
powinowactwo. W badaniach in vitro i in vivo wykazano, ze przeciwciato to blokuje rozrost ludzkich komérek nowotworowych wykazujgcych
nadekspresje biatka HER258, W wielu badaniach klinicznych wykazano, ze trastuzumab jest skuteczny i bezpieczny w leczeniu pacjentéw z
HER2-dodatnim rakiem sutka®?*2.

Wynik testu HercepTest™ mAb pharmDx (Dako Omnis) w kierunku nadekspresji biatka HER2 interpretuje sie jako ujemny (nasilenie odczynu 0
i 1+), stabo dodatni (nasilenie odczynu 2+) albo silnie dodatni (nasilenie odczynu 3+). Test HercepTest™ mAb pharmDx (Dako Omnis) nie jest
przeznaczony do dostarczania informacji prognostycznych pacjentowi i lekarzowi i nie zostat zatwierdzony do tego celu.

Zasada procedury

Test HercepTest™ mAb pharmDx (Dako Omnis) zawiera odczynniki i protokét wymagany do wykonania w petni automatycznej procedury
barwienia immunohistochemicznego skrawkéw tkankowych utrwalonych w formalinie i zatopionych w parafinie w urzagdzeniu Dako Omnis. Po
inkubacji z gotowym do uzycia, pierwotnym monoklonalnym przeciwciatem kréliczym skierowanym przeciwko HER2 (klon DG44) stosowany jest
zawarty w zestawie swoisty, gotowy do uzycia odczynnik do wizualizacji oparty na technologii dekstranu bez biotyny. W skfad odczynnika
wchodzg czgsteczki wtérnych przeciwciat kozich skierowanych przeciw immunoglobulinom kréliczym oraz czasteczki peroksydazy chrzanowej
sprzezone z polimerowym szkieletem dekstranowym. W ten sposob wyeliminowano konieczno$¢ sekwencyjnego stosowania przeciwciata
wtoérnego i koniugatu peroksydazy. Po dodaniu odczynnika DAB+ chromogen nastepuje reakcja enzymatyczna, ktérej wynikiem jest precypitacja
widocznego produktu reakcji w miejscu wystepowania antygenu. Nastepnie probke mozna poddac¢ barwieniu kontrastowemu i przykry¢
szkietkiem nakrywkowym. Wyniki reakcji ocenia sie przy uzyciu mikroskopu do obserwacji metoda jasnego pola. Dostarczane sg gotowe do
uzycia preparaty kontrolne Control Slides zawierajace cztery utrwalone w formalinie i zatopione w parafinie linie komérkowe ludzkiego raka sutka
do weryfikacji dziatania odczynnikdw z ograniczeniem partii (przeciwciato pierwotne i odczynnik do wizualizacji) po zatadowaniu lub ponownym
zatadowaniu odczynnikéw do urzgdzenia Dako Omnis. Te cztery linie komdrkowe wykazujg rézne poziomy ekspresji biatka HER2 i, w zwigzku z
tym, rézne nasilenia odczynu, ktére obejmujg brak odczynu HER2 (odczyn ujemny), oraz odczyn HER2 o stabym, umiarkowanym i duzym
nasileniu.

Aby uzyskac¢ szczegdtowe informacje na temat tadowania i roztadowywania preparatéw, odczynnikéw, ptynéw i $ciekéw, nalezy zapoznac¢ sie z
podstawowym podrecznikiem uzytkownika Dako Omnis.

Dostarczane materiaty

Wyszczegolnione ponizej materialy sg wystarczajgce do wykonania 50 testéw: 50 preparatow tkankowych, 10 preparatéw kontrolnych Control
Slides inkubowanych z przeciwciatem pierwotnym skierowanym przeciwko HER2, 10 preparatéw inkubowanych z opcjonalnym odczynnikiem do
kontroli ujemnej Negative Control Reagent (patrz rozdziat 6, Odczynnik opcjonalny). Zestaw jest przeznaczony do stosowania z urzgdzeniami
Dako Omnis. Dodatkowe informacje mozna znalez¢ w podstawowym podreczniku uzytkownika Dako Omnis.

llos¢ Opis
EnVision FLEX
1x22,5mL PEROXIDASE-BLOCKING
REAGENT
(Dako Omnis)

HercepTest™ mAb pharmDx

EnVision FLEX

Peroxidase-Blocking Reagent (Dako Omnis)

Bufor fosforanowy zawierajgcy nadtlenek wodoru, 15 mmol/L NaNjs i detergent.

1x12mL RABBIT ANTI-HUMAN
HER2
(Dako Omnis)

HercepTest™ mAb pharmDx

Rabbit Anti-Human HER2 (Dako Omnis)

Ready-to-use Monoclonal Antibody, Clone DG44. Dostarczane w 0,05 mol/L Tris/HCI,
0,1 mol/L NaCl, 15 mmol/L NaNs, zawierajgce biatko stabilizujgce.

Immunogen: syntetyczny fragment C-kofncowy (czes$¢ cytoplazmatyczna) receptora HER2.
Swoistos$¢: biatko HER2. Metoda puryfikaciji: puryfikacja biatka A.
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Rak sutka

llos¢
1x225mL

1x1mL

2x26mL

3 x 68 mL

2 x 5 szkietek

Opis

VISUALIZATION
REAGENT
(Dako Omnis)

HercepTest™ mAb pharmDx

Visualization Reagent (Dako Omnis)

Wyizolowane metodg powinowactwa czgsteczki wtérnych przeciwciat kozich skierowanych przeciw
immunoglobulinom kroliczym oraz czgsteczki peroksydazy chrzanowej sprzezone z polimerowym szkieletem
dekstranowym. Dostarczany w buforze Tris/HCI zawierajgcym biatko stabilizujgce i Srodek przeciwbakteryjny.

EnVision FLEX
DAB+ CHROMOGEN

(Dako Omnis)

HercepTest™ mAb pharmDx

EnVision FLEX

DAB+ Chromogen (Dako Omnis)

Tetrachlorowodorek 3,3'-diaminobenzydyny w rozpuszczalniku organicznym. Odczynnik ten moze mie¢ roézny kolor,
od wyraznie fioletowego do bezbarwnego, nie ma to jednak wptywu na reakcje wizualizaciji.

EnVision FLEX
SUBSTRATE BUFFER

(Dako Omnis)

HercepTest™ mAb pharmDx

EnVision FLEX

Substrate Buffer (Dako Omnis)

Roztwoér buforowany zawierajgcy nadtlenek wodoru i Srodek konserwujacy.

EnVision FLEX

TARGET RETRIEVAL SOLUTION
LOW pH (50x)

(Dako Omnis)

HercepTest™ mAb pharmDx

EnVision FLEX

Target Retrieval Solution, Low pH (50x) (Dako Omnis)

Bufor cytrynianowy. Kazda butelka zawiera 68 mL koncentratu odczynnika (50x). Objetos¢ jest optymalna do
rozcienczania w butelkach zbiorczych Dako Omnis.

CONTROL SLIDES
(Dako Omnis)

HercepTest™ mAb pharmDx

Control Slides (Dako Omnis)

Kazde gotowe do uzycia preparaty kontrolne Control Slides zawieraja skrawki czterech utrwalonych w formalinie i
zatopionych w parafinie linii komérkowych raka sutka (kontrolnych linii komérkowych) prezentujgcych rézne
poziomy ekspres;ji biatka HER2: MDA-231 (odczyn ujemny, brak ekspresji HER2), MDA-175 (niska ekspresja
HER2), MDA-453 (umiarkowana ekspresja HER2) i SK-BR-3 (wysoka ekspresja HER2). Preparaty kontrolne
Control Slides zostaty poddane obrébce cieplnej w celu uzyskania lepszego przylegania skrawkéw do szkietek.
Jakakolwiek dodatkowa obrébka cieplna preparatéw kontrolne Control Slides przed rozpoczeciem testu moze
negatywnie wptyng¢ na wyniki barwienia.

| Niska ekspresja HER2
A

Wysoka ekspresja HER2 | | Umiarkowana ekspresja HER2
A A

DAKO
GEO001 ‘ ‘ ‘
Nr partii ‘

v
Brak ekspresji HER2 |

UWAGA: przeciwciato pierwotne (HercepTest™ mAb pharmDx Rabbit Anti-Human HER2 (Dako Omnis)), odczynnik HercepTest™ mAb
pharmDx Visualization Reagent (Dako Omnis) i preparaty kontrolne HercepTest™ mAb pharmDx Control Slides (Dako Omnis) zostaty specjalnie
przygotowane do uzycia z tym testem. Warunkiem prawidtowego dziatania testu jest niestosowanie zamiennikow wymienionych komponentow.
Te trzy komponenty charakteryzuje ograniczenie partii, co oznacza, ze muszg posiada¢ ten sam numer partii. Mozliwe do uzycia roztwory
odczynnikéw dla pozostatych komponentéw zestawu wymieniono ponizej w rozdziale7, Zamienniki dla komponentéw zestawu.

Materiaty wymagane, ale niedostarczane

Urzgdzenie Dako Omnis (nr kat. G1100)
Bufor ptuczacy Wash Buffer (20x) (Dako Omnis) (nr kat. GC807)
Srodek czyszczacy Clearify™ Clearing Agent (nr kat. GC810)
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Rak sutka

Odczynnik Hematoxylin (Dako Omnis) (nr kat. GC808) lub odczynnik réwnowazny

Kwas siarkowy Dako Omnis Sulfuric Acid, 0,3 M (nr kat. GC203)

Szkietka mikroskopowe: FLEX IHC Microscope Slides (nr kat. K8020) lub SuperFrost Plus
Woda destylowana lub dejonizowana (woda o jakosci odpowiedniej dla odczynnikow)
Piec suszgcy umozliwiajgcy utrzymanie temperatury 60°C lub nizszej

Etanol

Mikroskop jasnego pola (powigkszenie obiektywu 4—40x)

Materiaty do zatapiania: zalecane jest trwate zatapianie, ale zatapianie nietrwate jest rowniez dopuszczailne.
Tkanki do kontroli dodatnich i ujemnych (patrz rozdziat 13, Kontrola jakosci)

Stoper

Ksylen, toluen lub zamienniki ksylenu

Odczynnik opcjonalny

FLEX Universal Negative Control, Rabbit, Ready-to-Use (Dako Omnis), nr kat. GA600, okreslany w tym dokumencie jako Negative Control
Reagent.

Zamienniki dla komponentéw zestawu

Odczynnik EnVision FLEX Peroxidase-Blocking Reagent(Dako Omnis), fiolka DM841 (nr kat. GV800/GV823/GV900)
Roztwér EnVision FLEX Target Retrieval Solution, Low pH (50x) (Dako Omnis), fiolka DM849 (nr kat. GV805)
Odczynnik EnVision FLEX DAB+ Chromogen (Dako Omnis), fiolka DM847 (nr kat. GV800/GV823/GV825)

Bufor EnVision FLEX Substrate Buffer (Dako Omnis), fiolka DM843 (nr kat. GV800/GV823/GV825/GV900/GV925)

Srodki ostroznosci

1. Do badan diagnostycznych in vitro.

2. Do stosowania przez wyszkolony personel.

3. Opisywany produkt zawiera silnie toksyczny w czystej postaci zwigzek chemiczny — azydek sodu (NaNs). Azydek sodu zastosowany w
produkcie w stezeniu, ktére nie jest sklasyfikowane jako niebezpieczne, moze reagowaé z elementami kanalizacji wykonanymi z otowiu i
miedzi, powodujgc nagromadzenie silnie wybuchowych azydkéw metali. Po usunieciu sptuka¢ duzg iloscig wody, aby zapobiec
nagromadzeniu sie azydkow metali w kanalizacji*®.

4.  Przeciwciato HercepTest™ mAb pharmDx Rabbit Anti-Human HER2 (Dako Omnis) i odczynnik HercepTest™ mAb pharmDx Visualization
Reagent (Dako Omnis) zawierajg materiaty pochodzenia zwierzgcego. Podobnie jak w przypadku wszelkich materiatéow pochodzacych ze
zrodet biologicznych, nalezy stosowaé wtasciwe procedury postepowania.

5. Gotowe do uzycia odczynniki majg optymalne rozcienczenia. Dalsze rozcienczanie moze skutkowa¢ utratg zdolnosci barwienia antygenéw.

6. Preparaty kontrolne Control Slides i probki (przed i po utrwaleniu) oraz wszystkie materiaty majgce z nimi kontakt powinny by¢ traktowane
jako mogace przenosi¢ zakazenia i utylizowane z zachowaniem odpowiednich $rodkéw ostroznosci'®. Nigdy nie nalezy pipetowac
odczynnikéw, postugujgc sie ustami. Unikac kontaktu odczynnikow i skrawkow ze skorg i btonami Sluzowymi. W razie kontaktu odczynnikow
z wrazliwymi okolicami skory nalezy je sptukac obfitg iloscig wody.

7. Preparaty kontrolne Control Slides zostaly poddane obrébce cieplnej w celu uzyskania lepszego przylegania skrawkéw do szkietek.
Jakakolwiek dodatkowa obrdbka cieplna preparatow kontrolnych moze negatywnie wptyng¢ na wyniki barwienia.

8. Stosowanie innych od opisanych czaséw inkubaciji, objetosci, temperatury lub metod moze prowadzi¢ do uzyskiwania btednych wynikow.
Nadmierne suszenie w temperaturze 260°C przez ponad jedng godzine moze spowodowaé znaczne zmniejszenie lub utrate swoistej
immunoreaktywnosci HER2 zwigzanej z odczynem bfonowym?®.

9. Wszelkie odchylenia od oceny wybarwienia i interpretacji warto$ci skali (rozdziat 14) oraz zalecen dotyczacych interpretacji (rozdziat 15.2)
moga prowadzi¢ do uzyskiwania btednych wynikéw.

10. Unika¢ zanieczyszczen mikrobiologicznych odczynnika. W przeciwnym razie moze doj$¢ do nasilenia nieswoistego odczynu.

11. Ekspozycja na nadmierne swiatto moze mie¢ negatywny wplyw na odczynniki EnVision FLEX Peroxidase-Blocking Reagent (Dako Omnis),
HercepTest™ mAb pharmDx Visualization Reagent (Dako Omnis), EnVision FLEX DAB+ Chromogen (Dako Omnis) i EnVision FLEX
Substrate Buffer (Dako Omnis). Nie nalezy przechowywa¢ elementéw urzadzenia ani przeprowadza¢ barwienia w miejscach silnie
naswietlonych, np. w bezposrednim $wietle stonecznym.

12. Pozostatosci parafiny moga prowadzi¢ do uzyskania wynikéw fatszywie ujemnych.

13. W celu uniknigcia kontaktu z oczami i skorg nalezy nosi¢ odpowiednie osobiste wyposazenie ochronne.

14. Niewykorzystany roztwor usuwac zgodnie z rozporzadzeniami lokalnymi, wojewddzkimi i krajowymi.

15. Zasadniczo zakazuje sie pracy z produktem osobom ponizej 18. roku zycia. Uzytkownicy muszg by¢ szczegdtowo przeszkoleni w zakresie
prawidtowych procedur postepowania, niebezpiecznych wtasciwosci produktu i niezbednych $rodkéw ostroznosci. Dodatkowe informacje
zawiera Karta charakterystyki substanc;ji.

16. Karty charakterystyki substancji sg dostepne na stronie www.agilent.com lub na zgdanie.

17. Odczynnik HercepTest™ mAb pharmDx Visualization Reagent (Dako Omnis) posiada nastepujgce oznaczenia:

Karty charakterystyki substancji sg dostepne na zgdanie.

18. Odczynnik EnVision FLEX Peroxidase-Blocking Reagent (Dako Omnis) posiada nastgpujgce oznaczenia:
Karty charakterystyki substancji sg dostepne na zgdanie.

19. Odczynnik EnVision FLEX DAB+ Chromogen (Dako Omnis) posiada nastepujgce oznaczenia:

Niebezpieczenstwo
Zawiera tetrachlorowodorek 3,3-diaminobenzydyny

H350 Moze powodowac raka.

H341 Podejrzewa sie, ze powoduje wady genetyczne.

P201 Przed uzyciem zapoznac sie ze specjalnymi srodkami ostroznosci.

P280 Stosowac rekawice ochronne. Stosowa¢ ochrone oczu lub twarzy. Stosowaé odziez ochronng.

P308+P313 W przypadku narazenia lub stycznosci: zasiegnaé porady/zgtosi¢ sie pod opieke lekarza.

P405 Przechowywa¢ pod zamknieciem.

P501 Zawartosc¢ i pojemnik usuwac zgodnie z lokalnymi, regionalnymi, krajowymi i miedzynarodowymi
przepisami.
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20. EnVision FLEX Substrate Buffer (Dako Omnis) posiada nastepujgce oznaczenia:

Niebezpieczenstwo
Zawiera imidazol

H360 Moze dziata¢ szkodliwie na ptodno$¢ i na dziecko w tonie matki.

P201 Przed uzyciem zapoznac sie ze specjalnymi srodkami ostroznosci.

P280 Stosowacé rekawice ochronne. Stosowaé ochrone oczu lub twarzy. Stosowaé odziez ochronng.

P308+P313 W przypadku narazenia lub stycznosci: zasiegnaé porady/zgtosi¢ sie pod opieke lekarza.

P501 Zawartos¢ i pojemnik usuwac zgodnie z lokalnymi, regionalnymi, krajowymi i migdzynarodowymi
przepisami.

21. EnVision FLEX Target Retrieval Solution, Low pH (50x) (Dako Omnis) posiada nastgpujace oznaczenia:

! lOstrzezenie

H319* Dziata draznigco na oczy.

H411 Dziata toksycznie na organizmy wodne, powodujgc diugotrwate skutki.

P280 Stosowac ochroneg oczu lub twarzy.

P273 Unika¢ uwalniania do $rodowiska.

P264 Dokfadnie umy¢ rece po uzyciu.

P305+P351+P338 W PRZYPADKU DOSTANIA SIE DO OCZU: ostroznie ptuka¢ wodg przez kilka minut. Wyja¢ soczewki
kontaktowe, jezeli sg i mozna je tatwo usung¢. Nadal ptukac.

P337+P313 W przypadku utrzymywania sie dziatania draznigcego na oczy: zasiegna¢ porady/zgtosi¢ sie pod opieke
lekarza.

P501 Zawartosc¢ i pojemnik usuwac zgodnie z lokalnymi, regionalnymi, krajowymi i miedzynarodowymi
przepisami.

Zawiera 5-bromo-5-nitro-1,3-dioksan. Moze wywotywa¢ reakcje alergiczne.

1 Piktogramy zagrozen GHSO07 (ostrzezenie) i H319 moga nie mie¢ zastosowania we wszystkich regionach. Patrz karta charakterystyki
substancji na stronie www.agilent.com

Przechowywanie

Komponenty testu HercepTest™ mAb pharmDx (Dako Omnis), ktére nie sg uzywane w urzgdzeniu Dako Omnis, nalezy przechowywa¢ w
temperaturze 2-8°C. Odczynniki EnVision FLEX Peroxidase-Blocking Reagent (Dako Omnis), Visualization Reagent (Dako Omnis), EnVision
FLEX Substrate Buffer (Dako Omnis) i EnVision FLEX DAB+ Chromogen (Dako Omnis) nalezy przechowywa¢ w ciemnosci. Podczas
przechowywania korek kazdej fiolki powinien by¢ zamkniety. Przechowywac preparaty kontrolne Control Slides w temperaturze 2—-8°C.

Nie uzywaé¢ zestawu po uplywie daty waznosci nadrukowanej na zewnetrznej powierzchni opakowania. Jezeli odczynnik jest
przechowywany w warunkach innych niz podane w instrukcjach uzycia, uzytkownik musi je zweryfikowac.

Zatwierdzona stabilno$¢ w urzadzeniu gotowych do uzycia odczynnikéw HercepTest™ mAb pharmDx (Dako Omnis) wynosi 240 godzin. Po
zakonczeniu barwienia nalezy wyja¢ odczynniki z urzadzenia Dako Omnis, zamkng¢ fiolki korkami i przechowywa¢ w ciemnosci w temperaturze
2-8°C. Stabilno$¢ w urzgdzeniu rozcienczonych roztworéw roboczych buforu Wash Buffer (Dako Omnis) i roztworu EnVision FLEX Target
Retrieval Solution, Low pH (50x) (Dako Omnis) wynosi 7 dni. Czas przebywania odczynnikéw w urzadzeniu jest kontrolowany przez
oprogramowanie Dako Omnis; szczegdtowe informacje mozna znalez¢ w podstawowym podreczniku uzytkownika Dako Omnis.

UWAGA: nie ma widocznych oznak wskazujgcych na niewtasciwe przechowywanie tego produktu lub postepowanie z nim w okresie przydatnosci
do uzycia produktu. Kontrole dodatnie i ujemne nalezy przeprowadza¢ jednoczesnie z tkanka pacjenta, najlepiej na tym samym szkietku, w celu
monitorowania skutecznosci dziatania produktu w okresie jego przydatnosci do uzycia. Jesli podejrzewa sie problem z produktem w okresie jego
przydatnosci do uzycia, ktérego nie mozna wyttumaczyé niewtasciwym przechowywaniem lub postepowaniem z produktem badz innymi
odstepstwami w procedurach laboratoryjnych, nalezy skontaktowac sie z dziatem wsparcia histopatologicznego firmy Agilent. Wiecej informacji
zawarto w rozdziale 19, Rozwigzywanie probleméw, oraz w rozdziale 13, Kontrola jako$ci.

UWAGA: w celu zweryfikowania dziatania odczynnikdw z ograniczeniem partii (przeciwciato pierwotne i odczynnik do wizualizacji) nalezy do
serii barwienia wigczyé preparat kontrolny HercepTest™ mAb pharmDx Control Slide (Dako Omnis) za kazdym razem, gdy do urzgdzenia
Dako Omnis tadowane sg odczynniki z ograniczeniem partii.

Przygotowanie probek

Z probkami nalezy postepowaé w spos6b umozliwiajgcy zachowanie tkanki do barwienia IHC. W przypadku wszystkich probek tkankowych
nalezy stosowac standardowe metody obrobki tkanek.® Ogdlne informacje dotyczace przygotowania probek zawiera poradnik szkoleniowy
firmy Dako: Immunohistochemical Staining

Methods'’ (Metody barwienia immunohistochemicznego).

10.1 Skrawki zatopione w parafinie

Tkanki utrwalone w formalinie i zatopione w parafinie nadajg sie do uzycia. Inne $rodki utrwalajgce nie zostaty zatwierdzone i mogg powodowac
btedne wyniki. Zaleca sie utrwalanie przez okres 6—48 godz. w roztworze obojetnej buforowanej formaliny. Prébki nalezy przygotowa¢ w formie
bloczkéw o grubosci 3 lub 4 mm utrwalonych w formalinie, odwodnionych i oczyszczonych w serii kapieli alkoholowych i ksylenowych, a nastepnie
infiltrowanych ptynng parafing. Temperatura parafiny nie powinna przekracza¢ 60 °C. Czas utrwalania inny niz 6-48 godz. powinien byc¢
zatwierdzony przez uzytkownika. Stosowanie testu HercepTest™ mAb pharmDx (Dako Omnis) na odwapnionych tkankach nie zostato
zatwierdzone i nie jest zalecane.

10.2 Skrawki tkankowe

Probki tkankowe utrwalone w formalinie i zatopione w parafinie nalezy pocigé na skrawki o grubosci 3—5 pm. Po pocieciu tkanek na skrawki
nalezy je umiesci¢ na szkietkach mikroskopowych FLEX IHC Microscope Slides (nr kat. K8020) lub SuperFrost Plus, a nastepnie wysuszy¢ przez
1 godzine w temperaturze 60°C.

PRZESTROGA:nadmierne ogrzewanie w temperaturze 260°C przez ponad jedng godzine moze spowodowaé znaczne zmniejszenie lub utrate
swoistej immunoreaktywnosci HER2 zwigzanej z odczynem btonowym.®
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W celu zachowania antygenowosci po osadzeniu skrawkéw tkankowych na szkietkach nalezy je wybarwi¢ w ciggu 8 tygodni od pociecia i
przechowywaé w ciemnosci w temperaturze 2—8°C (preferowane warunki) lub w temperaturze pokojowej nieprzekraczajgcej 25°C. Po osadzeniu
preparatdéw nalezy je przechowywac i poddawa¢ obrébce w temperaturze nieprzekraczajgcej 25°C, aby zachowac integralnosé i antygenowos¢
tkanek. Preparaty stuzgce do oceny ekspresji biatka HER2 i weryfikacji obecnosci nowotworu nalezy przygotowywac¢ w tym samym czasie.

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

Przygotowanie odczynnikéw

Przed uzyciem uzytkownik powinien zastosowa¢ odpowiednie srodki ochrony osobistej i zapoznac sig¢ ze wszystkimi komponentami zestawu
(patrz rozdziat 8, Srodki ostroznosci).

Przed rozpoczeciem barwienia zaleca sie przygotowanie roztworéw roboczych nastgepujgcych odczynnikow:

Roztwdr EnVision FLEX Target Retrieval Solution, Low pH (50x) (Dako Omnis) (nr kat. GE0O1)
Przygotowac wystarczajgcg ilos¢ roztworu 1x Target Retrieval Solution, Low pH, przez rozciefczenie roztworu EnVision FLEX Target Retrieval
Solution, Low pH (50x), w stosunku 1:50 z uzyciem wody destylowanej lub dejonizowane;.

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

2.  Przela¢ zawartos¢ butelki 68 mL z koncentratem EnVision™ FLEX Target Retrieval Solution, Low pH (50x) (Dako Omnis) do butelki na
ptyny.

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

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

5. Zatadowac butelke na ptyny do urzadzenia Dako Omnis. Dokfadne instrukcje tadowania i rejestracji odczynnika w urzgdzeniu Dako Omnis
znajdujg sie w Podstawowym podreczniku uzytkownika Dako Omnis.

Jesli rozcienczony roztwor jest przechowywany w urzgdzeniu Dako Omnis, nalezy go zuzy¢ w ciagu 7 dni. Czas w urzadzeniu jest kontrolowany
przez oprogramowanie Dako Omnis. Niewykorzystany rozciefnczony roztwér mozna przechowywaé w temperaturze 2—8°C przez jeden miesigc.
Jesli odczynniki sg przechowywane w warunkach innych niz podane powyzej, uzytkownik powinien zweryfikowac¢ te warunki. Po przechowywaniu
w chtodnym miejscu nalezy upewnic¢ sie, ze przed zatadowaniem do urzgdzenia Dako Omnis rozcienczony roztwér jest ogrzany do temperatury
co najmniej 18°C.

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

Bufor Wash Buffer (20x) (Dako Omnis) (nr kat. GC807)
Przygotowac¢ wystarczajacg ilos¢é buforu Wash Buffer do etapéw ptukania poprzez rozcienczenie buforu Wash Buffer (20x) w stosunku 1:20 z
uzyciem wody destylowanej lub dejonizowane;j.

1. Napetnié¢ butelke na ptyny 3,5 L Dako Omnis oznaczong jako WB (zielona etykieta) do linii napetnienia wodg destylowang lub dejonizowang
(3,325 L). Przed napetnieniem umiesci¢ butelke na ptyny na ptaskiej powierzchni.

2. Przela¢ zawartos¢ jednej butelki 175 mL koncentratu Wash Buffer (20x) (Dako Omnis) do butelki na ptyny.

3. Przenie$¢ odczepiang etykietg z butelki po koncentracie na butelkg na ptyny. Dokreci¢ nakretke i delikatnie odwréci¢ butelke na pltyny do
gory dnem 2-3 razy.

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

5. Zatadowac¢ butelkg na ptyny do urzadzenia Dako Omnis. Doktadne instrukcje tadowania i rejestracji odczynnika w urzgdzeniu Dako Omnis
znajdujg sie w Podstawowym podreczniku uzytkownika Dako Omnis.

Jesli rozcienczony roztwor jest przechowywany w urzadzeniu Dako Omnis, nalezy go zuzyé w ciggu 7 dni. Czas w urzadzeniu jest kontrolowany
przez oprogramowanie Dako Omnis. Niewykorzystany rozcienczony roztwér mozna przechowywac w temperaturze 2—8°C przez jeden miesigc.
Jesli odczynniki sg przechowywane w warunkach innych niz podane powyzej, uzytkownik powinien zweryfikowac te warunki. Po przechowywaniu
w chtodnym miejscu nalezy upewnic sie, ze przed zatadowaniem do urzgdzenia Dako Omnis rozcienczony roztwor jest ogrzany do temperatury
co najmniej 18°C.

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

EnVision FLEX Substrate Working Solution

Roztwor roboczy substratéw EnVision FLEX Substrate Working Solution zawierajgcy DAB przygotowuje sie w urzadzeniu Dako Omnis. Jedna
jednostka odczynnika EnVision FLEX DAB+ Chromogen (Dako Omnis) zostaje automatycznie wymieszana z 50 jednostkami buforu EnVision
FLEX Substrate Buffer (Dako Omnis). Roztwér roboczy substratéw przygotowywany jest kazdorazowo dla jednego statywu (zawierajgcego
1-5 preparatow).

Procedura barwienia w urzadzeniu Dako Omnis

12.1 Uwagi dotyczace procedury
Uzytkownik powinien przeczytac doktadnie niniejsze instrukcije i zapoznac sig ze wszystkimi elementami oraz odnoszgcymi sig do nich Srodkami
ostroznosci przed uzyciem urzadzenia (patrz rozdziat 8, Srodki ostroznosci).

Automatyczna procedura barwienia dla testu HercepTest™ mAb pharmDx (Dako Omnis) obejmuje odparafinowanie skrawkéw tkankowych,
odmaskowanie antygenu i barwienie. Preparaty sg wyladowywane ze stacji wytadowywania na mokro. Wszystkie etapy protokotu zostaty
wstepnie zaprogramowanie w oprogramowaniu Dako Omnis. Protokét ,HercepTest™ mAb pharmDx” jest stosowany z przeciwciatem pierwotnym
(HercepTest™ mAb pharmDx Rabbit Anti-Human HER2 (Dako Omnis)), natomiast dla opcjonalnego odczynnika FLEX Universal Negative
Control, Rabbit, Ready-to-Use (Dako Omnis) (nr kat. GA600) jest stosowany protokét ,,HercepTest™ mAb pharmDx, Negative Control Reagent”.
Dalsze informacje dotyczgce fadowania preparatéw i odczynnikéw do urzadzenia przedstawiono w Podstawowym podreczniku uzytkownika
Dako Omnis.

Odczynniki i instrukcje dostarczane w zestawie opracowano z mysla o uzyskaniu optymalnych wynikéw. Dodatkowe rozcienczenie odczynnikéw
badz nieprzestrzeganie protokotu barwienia moze spowodowaé uzyskanie btednych lub sprzecznych wynikéw. Stosowanie w laboratorium
uzytkownika innych niz opisane technik obrébki tkanek i procedur technicznych moze spowodowac¢ uniewaznienie wynikéw badania.

UWAGA: laboratoria znajdujgce sie w miejscach potozonych na duzych wysokosciach nad poziomem morza powinny okresli¢ najlepsza metode
utrzymywania wymaganej temperatury (95-99°C) podczas cieplnego odmaskowania antygenu. Wszelkie zmiany uwzgledniajace wysoko$é
powinny by¢ zatwierdzone przez uzytkownika.

12.2 Procedura przed barwieniem

1. W oprogramowaniu stacji roboczej Dako Link Omnis wybra¢ protokét HercepTest™ mAb pharmDx lub Negative Control Reagent (opcja),
ktéry ma by¢ zastosowany do kazdego preparatu.
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2. Upewni¢ sie, ze w oprogramowaniu stacji roboczej Dako Link Omnis Workstation skonfigurowano drukowanie etykiet preparatéw z widoczng
nazwg protokotu.

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

4. Upewni¢ sie, ze preparat kontrolny Control Slide (Dako Omnis) pochodzi z tej samej partii, co odczynniki z ograniczeniem partii: Rabbit Anti-
Human HER2 (Dako Omnis) i Visualization Reagent (Dako Omnis).

Umiesci¢ preparaty w statywie na preparaty. W statywie na preparaty moze znajdowac si¢ od jednego do pigciu preparatéw.

Upewnic¢ sie, ze w urzagdzeniu Dako Omnis znajduja sie butelki na plyny i sg w nim zarejestrowane.
a. Clearify™ (nr kat. GC810)
b.  Roztwor EnVision FLEX Target Retrieval Solution, Low pH, nr kat. GE0O1 lub fiolka DM849 (nr kat. GV805), rozciefczony do
stezenia roboczego 1x z uzyciem wody destylowanej lub dejonizowanej
c.  Bufor Wash Buffer, nr kat. GC807 rozcienczony do stezenia roboczego 1x z uzyciem wody destylowanej lub dejonizowanej

7. Przed zatadowaniem wszystkich wymaganych odczynnikéw do modutu Reagent Storage Module upewnic sie, ze wszystkie przykrywki
korkow fiolek sg otwarte i zablokowane:
a. Odczynnik EnVision FLEX Peroxidase-Blocking Reagent (Dako Omnis), nr kat. GEQO1 lub fiolka DM841 (nr kat.
GV800/GV823/GV900)
b.  Przeciwciato Rabbit Anti-Human HER2 (Dako Omnis), nr kat. GEOO1
c.  Odczynnik Visualization Reagent (Dako Omnis), nr kat. GE0O1
d. Bufor EnVision FLEX Substrate Buffer (Dako Omnis), nr kat. GEOO1 lub fiolka DM843
(nr kat. GV800/GV823/GV825/GV900/GV925)
Odczynnik EnVision FLEX DAB+ Chromogen (Dako Omnis), nr kat. GEOO1 lub fiolka DM847 (nr kat. GV800/GV823/GV825)
Odczynnik Hematoxylin (Dako Omnis), nr kat. GC808 lub odczynnik rGwnowazny
Opcjonalnie: odczynnik FLEX Universal Negative Control, Rabbit, Ready-to-Use (Dako Omnis), nr kat. GA600
. Kwas siarkowy Dako Omnis Sulfuric Acid, 0,3 M, nr kat. GC203

8. Zaladowac statyw na preparaty do urzgdzenia Dako Omnis.
9. Postepowac zgodnie z instrukcjami wyswietlanymi na ekranie dotykowym i dotkng¢ opcji ,Gotowe”, aby rozpocza¢ procedure barwienia.

10. Upewni¢ sie, ze stacja wytadunkowa preparatow jest napetniona wodg destylowang lub dejonizowang, aby zapobiec wysychaniu
preparatéw.

SQ o

UWAGA: urzadzenie Dako Omnis automatycznie przypisze poprzednio uzywany numer partii testu HercepTest™ mAb pharmDx (Dako Omnis)
do zatadowanych preparatéw, chyba ze uptynat termin waznosci partii lub zostata ona oprézniona. W przypadku zuzycia innej partii przed
uptywem terminu wazno$ci lub opréznienia poprzednio uzywanej partii, dla kazdego preparatu nalezy recznie wybra¢ nowy numer partii. Upewni¢
sie, ze nowy numer partii wybrany dla preparatéw kontrolnych jest identyczny z numerem partii nadrukowanym na etykiecie preparatu kontrolnego
i jest zgodny z numerem partii odczynnikéw z ograniczeniem partii (przeciwciato pierwotne i odczynnik do wizualizacji), ktére majg by¢ uzyte. W
celu uzyskania szczegotowych informaciji technicznych zapoznaé sie z Podstawowym podrecznikiem uzytkownika Dako Omnis.

12.3 Protokot barwienia

Protokoty ,HercepTest™ mAb pharmDx” i ,HercepTest™ mAb pharmDx, Negative Control Reagent” w urzadzeniu Dako Omnis mozna
monitorowac z poziomu stacji roboczej Dako Link Omnis.

Preparaty nalezy podda¢ barwieniu kontrastowemu z uzyciem odczynnika Hematoxylin (Dako Omnis), nr kat. GC808, lub odczynnika
réwnowaznego Protokét HercepTest™ mAb pharmDx w urzgdzeniu Dako Omnis obejmuje etap barwienia kontrastowego z mozliwoscig edycji
przez uzytkownika. Jesli preferowane sg inne niz zalecane barwniki kontrastowe, mogg by¢ one uzyte, je$li zostaly zatwierdzone przez
uzytkownika. Dalsze informacje na temat edycji protokotéw sg dostepne w Zaawansowanym podreczniku uzytkownika Dako Omnis.

12.4 Procedura po barwieniu

Nie mozna dopusci¢ to wyschnigcia skrawkow przed zatapianiem. Po barwieniu w urzgdzeniu Dako Omnis skrawki muszg zosta¢ odwodnione,
oczyszczone i zatopione. Zalecane sa metody niewodnego, trwatego zatapiania. Dopuszczalne jest jednak uzycie wodnego $rodka do zatapiania.

UWAGA: analize odczynu mozna przeprowadzi¢ w dogodnym momencie. Niemniej jednak zastosowanie wodnego $rodka do zatapiania i/lub
ekspozycja na $wiatto mogg powodowac blakniecie odczynu.

Kontrola jakosci

Odstepstwa od zalecanych w laboratorium procedur utrwalania, obrébki i zatapiania preparatéw tkankowych mogg powodowa¢ istotne réznice
w wynikach. Opisane ponizej kontrole jakosci obejmujg dostarczane przez laboratorium tkanki do kontroli dodatnich i ujemnych oraz preparat
kontrolny. Nalezy postepowac¢ zgodnie z wytycznymi dotyczacymi kontroli jakosci programu College of American Pathologists (CAP) Certification
Program for Immunohistochemistry. Dodatkowe informacje zawiera réwniez dokument CLSI Quality Assurance for Design Control and
Implementation of Immunohistochemistry Assays; Approved Guideline Second Edition?8.

13.1 Preparat kontrolny (dostarczony), nalezy wigczy¢ do barwienia za kazdym razem, gdy do urzgdzenia Dako Omnis tadowane sg
odczynniki z ograniczeniem partii.

Kazdy z dostarczonych, gotowych do uzycia preparatéw kontrolnych Control Slides (Dako Omnis) zawiera osad czterech utrwalonych w
formalinie i zatopionych w parafinie linii komoérkowych ludzkiego raka sutka o réznych poziomach ekspres;ji biatka HER2 i, w zwigzku z tym,
réznych nasileniach odczynu. Te cztery linie komérkowe wykazuja rézne poziomy ekspres;ji biatka HER2, tj. brak odczynu HER2 (odczyn ujemny),
oraz odczyn HER2 o stabym, umiarkowanym i duzym nasileniu. Jeden preparat nalezy wybarwi¢ w pierwszej serii barwienia po zatadowaniu lub
ponownym zatadowaniu odczynnikéw z ograniczeniem partii (przeciwciato pierwotne i odczynnik do wizualizacji) do urzgdzenia Dako Omnis
instrument. Ocena dostarczonego preparatu kontrolnego weryfikuje jedynie dziatanie odczynnikéw, ale nie przygotowanie tkanek. Dalsze
informacje na temat programowania barwienia preparatu kontrolnego sg dostgpne w Zaawansowanym podreczniku uzytkownika Dako Omnis.

13.2 Tkankowa kontrola dodatnia

Tkanki do dodatniej préby kontrolnej powinny pochodzi¢ z biopsji/resekcji chirurgicznych utrwalonych, poddanych obrébce i zatopionych w taki
sam sposob jak tkanki pacjenta. Dodatnie proby tkankowe sg wskaznikiem prawidtowo przygotowanych tkanek, poprawnych technik barwienia i
dziatania odczynnikéw. Prébki poddane obrébce w inny sposéb niz prébka pacjenta pozwalajg wytacznie na weryfikacje dziatania odczynnikéw,
nie umozliwiajg natomiast weryfikacji prawidtowego przygotowania tkanek. Zaleca sie, aby tkankowe kontrole dodatnie byly barwione na tym
samym szkietku, co tkanka pacjenta. Kontrola dodatnia powinna wykazywac staby odczyn dodatni wskazujgcy na zdolno$¢ do wykrycia
niewielkich zmian w czutosci przeciwciata pierwotnego (Rabbit Anti-Human HER2 (Dako Omnis)). W charakterze tkanki do kontroli dodatniej
najlepiej uzywac ludzkiej tkanki inwazyjnego (naciekowego) raka sutka, w ktérej uprzednio stwierdzono nadekspresje biatka HER2 z wynikiem
2+,

UWAGA: znane tkankowe kontrole dodatnie powinny by¢ stosowane wytacznie w celu monitorowania jakosci poddanych obrdbce tkanek i
odczynnikéw, a NIE pomocniczo do formutowania rozpoznan na podstawie probek pochodzgcych od pacjentéw. Jezeli nie udaje sie potwierdzié¢
dodatniego odczynu w preparatach tkankowej kontroli dodatniej, nalezy uznaé, ze wyniki probek pochodzgcych od pacjentéw sg niewazne.
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13.3 Tkankowa kontrola ujemna

Tkanki do ujemnej préby kontrolnej powinny pochodzi¢ z biopsji/resekcji chirurgicznych utrwalonych, poddanych obrobce i zatopionych w taki
sam sposob jak tkanki pacjenta. Tkankowa kontrola ujemna powinna by¢ stosowania w celu weryfikacji swoistosci przeciwciata pierwotnego
(Rabbit Anti-Human HER2 (Dako Omnis)) i dostarczy¢ wskazéwek dotyczgcych odczynu tta. Zaleca sig, aby kontrole ujemne byty barwione na
tym samym szkietku, co tkanka pacjenta. Kontrola ujemna powinna obejmowac¢ tkanke o znanym ujemnym odczynie w kierunku HER2,
potencjalne tkanki do kontroli ujemnej zamieszczono w Tabeli 4. W charakterze wewnetrznej kontroli ujemnej mozna wykorzystywac¢ rézne
rodzaje komorek pochodzace z wiekszosci tkanek. Tkanki do kontroli ujemnej powinny zosta¢ zweryfikowane przez uzytkownika. Jesli tkanka do
kontroli ujemnej lub wewnetrznej kontroli ujemnej wykazuje swoisty odczyn btonowy, wyniki dla prébek pochodzgcych od pacjenta nalezy uzna¢
za niewazne, a test nalezy powtérzyc¢.

13.4 Odczynnik do nieswoistej kontroli ujemnej Negative Control Reagent (opcjonalny)

Odczynnik Negative Control Reagent, FLEX Universal Negative Control, Rabbit, Ready-to-Use (Dako Omnis) (nr. kat GA600) moze by¢
stosowany zamiast przeciwciata pierwotnego na skrawkach prébki pochodzacej od pacjenta w celu oceny nieswoistego odczynu i utatwienia
interpretacji swoistego odczynu po stronie antygenu. W przypadku preparatéw barwionych z uzyciem odczynnika Negative Control Reagent
nalezy korzystac z protokotu ,HercepTest™ mAb pharmDx, Negative Control Reagent”.

13.5 Weryfikacja testu

Przed pierwszym zastosowaniem systemu barwienia w ramach procedury diagnostycznej uzytkownik powinien zweryfikowac¢ jako$¢ testu. W tym
celu nalezy wykonac testy z uzyciem serii tkanek zapewnianych przez laboratorium o znanej charakterystyce odczynéw IHC, odpowiadajacych
tkankom o odczynie dodatnim i ujemnym. W celu uzyskania dodatkowych informacji nalezy zapozna¢ sie z przedstawionymi powyzej
procedurami kontroli jakosci, jak rowniez z wymogami kontroli jakosci programu CAP Certification Program for Immunochistochemistry and/or
CLSI Quality Assurance for Design Control and Implementation of Immunohistochemistry Assays; Approved Guideline®. Do weryfikacji testu
nadajg sie¢ tkanki raka sutka ze znanym odczynem w kierunku HER2 wynoszgacym od 0 do 3+, a takze tkanki do kontroli ujemnej (Tabela 4).
Powyzsze procedury kontroli jakosci nalezy powtarza¢ kazdorazowo w przypadku zmiany parametréw testu. W tabeli 10 przedstawiono opcje
rozwigzywania potencjalnych problemoéw, ich przyczyny oraz sugerowane dziatania korygujace.

Ocena wybarwienia i interpretacja wartosci skali

Wykrywanie nadekspresji biatka HER2 powinno odbywac sie wytacznie w oparciu o nasilenie odczynu bfonowego, ktéry nalezy ocenia¢ na
podstawie skali przedstawionej w Tabeli 1. Ocena preparatéw powinna by¢ przeprowadzana przez patologa z uzyciem mikroskopu jasnego pola.
Do oceny punktowej odczynu immunohistochemicznego stuzy obiektyw o powigkszeniu 10x. Zastosowanie obiektywu o powigkszeniu 20—40x
jest zalecane w celu potwierdzenia wyniku. Odczyn cytoplazmatyczny nalezy uzna¢ za nieswoisty i nie nalezy go braé pod uwage przy ocenie
nasilenia odczynu btonowego.® W rozréznianiu pozioméw nasilenia 0, 1+, 2+ i 3+ pomocny jest dokument ,HercepTest™ mAb pharmDx (Dako
Omnis) Interpretation Manual — Breast Cancer” (Instrukcja interpretacji wynikéw testu HercepTest™ mAb pharmDx (Dako Omnis) — rak sutka).
Zawarto w nim réwniez reprezentatywne przyktady nasilenia odczynéw. Dodatkowe zalecenia dotyczgce interpretacji wynikdéw testu
HercepTest™ mAb pharmDx zamieszczono w czesci 15.2.

Ocenia¢ nalezy wylgcznie probki pochodzace od pacjentéw z inwazyjnym rakiem sutka. Jesli w jednej probce wystepujg jednoczes$nie komaorki
raka in situ oraz inwazyjnego, nalezy ocenia¢ wytgcznie sktadnik inwazyjny.

Tabela 1. Kryteria oceny nasilenia odczynu blonowego

Wynik Ocena nadekspresji biatka HER2
Charakter odczynu (przekazywany lekarzowi (przekazywana lekarzowi prowadzacemu
prowadzacemu leczenie) leczenie)
Brak odczynu lub odczyn btonowy
obserwowany w mniej niz 10% komaérek 0 Ujemna
guza.
Blady / ledwie rozpoznawalny odczyn
btonowy w wigcej niz 10% komoérek guza. 14 Ujemna

Wybarwione sg tylko fragmenty bton
poszczegdlnych komérek.

Staby do umiarkowanego catkowity
odczyn btonowy w wiecej niz 10% 2+ Stabo dodatnia
komorek guza.

Silny catkowity odczyn blonowy w wiecej
niz 10% komorek guza. 3+ Silnie dodatnia

Wynik testu HercepTest™ mAb pharmDx (Dako Omnis) w kierunku nadekspresji biatka HER2 interpretuje sie jako ujemny (nasilenie odczynu O
i 1+), stabo dodatni (nasilenie odczynu 2+) albo silnie dodatni (nasilenie odczynu 3+). Test HercepTest™ mAb pharmDx (Dako Omnis) nie jest
przeznaczony do dostarczania informacji prognostycznych pacjentowi i lekarzowi i nie zostat zatwierdzony do tego celu.

Ocena tkanki

Podczas kazdej procedury barwienia preparaty nalezy podda¢ analizie w kolejnosci przedstawionej ponizej w celu ustalenia wazno$ci procedury
barwienia i umozliwienia pdtilosciowej oceny nasilenia odczynu tkanki pochodzacej od pacjenta. Szczegdtowe informacje zamieszczono w
Tabeli 2.

1. Barwienie probek tkankowych z uzyciem hematoksyliny i eozyny (metoda H&E)

2. Preparat kontrolny zawierajgcy cztery linie komoérkowe — wifgczany wyfgcznie do pierwszej serii barwienia po zatadowaniu lub
ponownym zaladowaniu o urzgdzenia Dako Omnis odczynnikéw z ograniczeniem partii (przeciwciato pierwotne i odczynnik do
wizualizacji).

Tkankowa kontrola dodatnia
Tkankowa kontrola ujemna

Tkanka pacjenta wybarwiona z uzyciem odczynnika Negative Control Reagent (opcjonalnie)

IZENE

Tkanka pacjenta wybarwiona z uzyciem przeciwciata pierwotnego (HercepTest™ mAb pharmDx Rabbit Anti-Human HER2 (Dako Omnis))
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Tabela 2: Zalecana kolejnos¢ oceny tkanek

Probki

Uzasadnienie

Wymagania dotyczace oceny

1. Tkanka pacjenta
wybarwiona metodg
H&E

W pierwszej kolejnosci oceniana
jest tkanka pacjenta wybarwiona
metodg H&E w celu okreslenia
histologii tkanki oraz jakosci jej
utrwalenia.

e Test HercepTest™ mAb pharmDx (Dako Omnis) i barwienie
metodg H&E nalezy przeprowadzi¢ na kolejnych skrawkach
pochodzacych z tego samego bloczka parafinowego prébki.

e Probki tkanek powinny by¢ nienaruszone i dobrze utrwalone,
a takze odpowiadac¢ rozpoznanemu typowi histologicznemu
guza.

2. Preparat kontrolny

(Dostarczony
z zestawem)

Preparat kontrolny nalezy podda¢
ocenie w celu weryfikacji
prawidtowego dziatania
odczynnikéw z ograniczeniem partii.

Patrz rozdziat 15.1, Ocena
preparatu kontrolnego.

e Preparat kontrolny nalezy wigczy¢ wytacznie do pierwszej
serii barwienia po zatadowaniu lub ponownym zatadowaniu
do urzadzenia Dako Omnis odczynnikdw z ograniczeniem
partii (przeciwciato pierwotne i odczynnik do wizualizacji).

3. Tkankowa
kontrola dodatnia

(zapewniane przez
laboratorium)

Nastepnie nalezy poddac ocenie
tkanke kontrolng o stabo dodatnim
odczynie (2+). Kontrola ta weryfikuje
metode utrwalania, techniki barwienia i
dziatanie odczynnikow.

¢ Do interpretacji wynikéw barwienia nalezy wybierac¢ jedynie
komorki prawidtowe, gdyz w komérkach martwiczych lub

uszkodzonych czesto wystepujg odczyny nieswoiste®®.

e Tkanka guza powinna wykazywac¢ brazowy odczyn btonowy.
Nasilenie odczynu cytoplazmatycznego i struktur ujemnych w
prébce nie powinno przekracza¢ wartosci 1+.

o Jezeli w tkankowej kontroli dodatniej nie uzyskano
wystarczajgcego odczynu dodatniego, nalezy uznac, ze
wyniki uzyskane na tkankach pacjenta sg niewazne.

4. Tkankowa kontrola
ujemna

(zapewniane przez
laboratorium)

Tkanke do kontroli ujemnej nalezy
poddac¢ ocenie po tkance do
kontroli dodatniej, aby
zweryfikowa¢ swoisto$¢
znakowania antygenu docelowego
przez przeciwciato pierwotne.

e Brak odczynu blonowego w tkance do kontroli ujemnej
potwierdza brak reaktywnosci krzyzowej przeciwciata z
komérkami/sktadnikami komérek. W charakterze tkanki do
kontroli ujiemnej mozna réwniez wykorzystaé fragmenty
dodatniej proby kontrolnej wykazujgce odczyn ujemny, jednak w
takim przypadku wymagana jest weryfikacja przeprowadzona
przez uzytkownika.

e Bardzo staba reakcja moze by¢ obserwowana w przypadku
wiekszosci prawidtowych tkanek nabtonka.* 2 2! Potencjalne
tkanki do kontroli ujemnej zamieszczono w Tabeli 4.

o Jesli wystepuje odczyn nieswoisty, ma on charakter rozlany. W
preparatach tkanek poddawanych nadmiernemu utrwalaniu w
formalinie moze niekiedy wystepowaé odczyn w obrebie tkanki
tacznej.

e Jezeli tkanka do kontroli ujemnej wykazuje odczyn swoisty
(fatszywy odczyn dodatni), wyniki tkanki pacjenta nalezy uznaé¢
za niewazne.

5. Opcjonalnie: tkanka
pacjenta wybarwiona z
uzyciem odczynnika
Negative Control
Reagent

(zapewniane przez
laboratorium)

Brak odczynu blonowego potwierdza
swoistos¢ znakowania antygenu
docelowego przez przeciwciato
pierwotne.

¢ Brazowy odczyn wystepujacy w cytoplazmie komoérek probek
barwionych z uzyciem odczynnika Negative Control Reagent,
np. w tkance tgcznej, leukocytach, erytrocytach lub komérkach
martwiczych, nalezy uznac¢ za nieswoisty odczyn tta.

6. Tkanka pochodzaca
od pacjenta.

(zapewniane przez
laboratorium)

W celu oceny statusu ekspresiji biatka
HER2 nalezy jako ostatnie poddacé
ocenie probki wybarwione z uzyciem
testu HercepTest™ mAb pharmDx
(Dako Omnis).

Szczegotowe informacje na temat
oceny tkanek pacjenta zamieszczono
w rozdziale 14.

e Podobnie jak w przypadku kazdego testu
immunohistochemicznego, wynik ujemny oznacza, ze nie
wykryto antygenu, co nie znaczy, ze nie byt on obecny w
analizowanych komorkach/tkankach.

e Szczegdtowe informacje dotyczace immunoreaktywnosci testu
HercepTest™ mAb pharmDx (Dako Omnis) zawierajg czesci
Streszczenie i informacje ogdlne, Ograniczenia i
Charakterystyka dziatania.

e W przypadku uzyskania niejednoznacznych / stabo dodatnich
wynikow zalecana jest automatyczna diagnostyka referencyjna
zgodnie z wytycznymi ASCO/CAP.%2

15.1 Ocena preparatu kontrolnego (w zestawie)

Preparat kontrolny (z kontrolnymi liniami komoérkowymi) wybarwiony z uzyciem testu HercepTest™ mAb pharmDx (Dako Omnis) nalezy poddaé
ocenie w celu weryfikacji prawidtowego dziatania odczynnikéw z ograniczeniem partii (przeciwciato pierwotne i odczynnik do wizualizacji) po ich
zatadowaniu lub ponownym zatadowaniu do urzadzenia Dako Omnis. Obecno$¢ brazowego odczynu na btonach komérkowych $wiadczy o
reaktywnosci dodatnie;j.
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Nalezy zweryfikowa¢ stopniowy wzrost nasilenia odczynu czterech kontrolnych linii komérkowych, od braku ekspresji HER2 (brak odczynu,
odczyn ujemny) do wysokiej ekspresji HER2 (odczyn o duzym nasileniu). Nastepnie linie kontrolne nalezy osobno poddaé ocenie, jak
przedstawiono w Tabeli 3.

Tabela 3: Charakter odczynu preparatow kontrolnych HercepTest™ mAb pharmDx Control Slides (Dako Omnis)

Nasilenie odczynu Poziom ekspresji biatka HER2

Brak odczynu Odczyn ujemny. Brak ekspres;ji biatka HER2

Czesciowy brgzowy odczyn bfonowy o nasileniu stabym

do umiarkowanego* Niska ekspresja biatka HER2

Catkowity bragzowy odczyn bfonowy o nasileniu

. . " Umiarkowana ekspresja biatka HER2
umiarkowanym do duzego

Catkowity brgzowy odczyn btonowy o duzym nasileniu Wysoka ekspresja biatka HER2

*W linii kontrolnej z niskg ekspresjg mozna obserwowa¢ pewne odchylenia w zakresie charakteru odczynu: 1) Punktowy odczyn
immunohistochemiczny cytoplazmy obszaru aparatu Golgiego. 2) Obecnos$¢ kilku komérek z catkowitym odczynem btonowym.

Jezeli ktérakolwiek z kontrolnych linii komorkowych preparatu kontrolnego nie spetnia wymienionych kryteriéw, odczynniki z ograniczeniem partii
uzywane w serii barwienia powinny zosta¢ odrzucone, a preparaty wybarwione tymi odczynnikami nalezy uzna¢ za niewazne. Nalezy wyrzucic¢
tylko preparaty wybarwione po zatadowaniu / ponownym zatadowaniu odczynnikéw, ktére doprowadzity do nieprawidtowego wybarwienia
preparatéw kontrolnych Control Slides.

15.2 Dodatkowe zalecenia dotyczace interpretacji barwienia z uzyciem testu HercepTest™ mAb pharmDx (Dako Omnis)
W testach wiekszosci tkanek raka sutka badanych w kierunku nadekspresji biatka HER2 uzyskuje sie wynik od 0 do 3+. W wiekszosci przypadkow
wynik jest bardzo jednoznaczny, jednak niewielki odsetek probek z wynikiem 1+ i 2+ moze nastreczac trudnosci interpretacyjnych.

UWAGA: kontrast wizualny pomiedzy odczynnikiem DAB a hematoksyling do barwienia kontrastowego moze wptywaé na postrzeganie nasilenia
odczynu btonowego, dlatego wazne jest przestrzeganie zalecanych wytycznych dotyczacych interpretacji. Reprezentatywne przyktady podano
w dokumencie ,HercepTest™ mAb pharmDx (Dako Omnis) Interpretation Manual — Breast Cancer” (Instrukcja interpretacji wynikéw testu
HercepTest™ mAb pharmDx (Dako Omnis) — rak sutka).

Ponizej podano dodatkowe wskazéwki dotyczace interpretacji odczynu uzyskanego z uzyciem testu HercepTest™ mAb pharmDx (Dako Omnis).

1. Najpierw nalezy oceni¢ tkanki pacjenta wybarwione w kierunku ekspresji biatka HER2 przy matym powigkszeniu (10x). Wigkszos¢
przypadkow dodatnich bedzie ewidentnie rozpoznawalna przy matym powigkszeniu.

2. Do ustalenia odsetka dodatnich komorek guza nalezy wykorzysta¢ dobrze zachowane i dobrze wybarwione obszary probki.

3. Aby zweryfikowa¢ obecnos¢ odczynu btonowego, nalezy uzy¢ powigkszenia 20—40x.

4.  Jesli w wiecej niz 10% komdrek guza wystepuje catkowity odczyn btonowy, to wynik wynosi 2+ lub 3+. Nalezy przej$¢ do powiekszenia 20—
40x, aby potwierdzi¢ wynik. W wigkszosci przypadkow z wynikiem 3+ wybarwionych jest co najmniej 80% komoérek guza, a odczyn btonowy
jest silny i catkowity.

5. Jesli odsetek dodatnich komorek guza w prébce jest bliski granicznej wartosci 10%, zaleca sie zliczenie co najmniej 100 komérek guza w
celu okre$lenia odsetka wybarwionych komorek.

6. Jesli w wiecej niz 10% komodrek guza wystepuje staby lub umiarkowany catkowity odczyn btonowy, to wynik dla prébki wynosi 2+. Zwykle
towarzyszy mu czesciowy odczyn btonowy wigkszosci pozostatych komérek guza.

7. Jesli catkowity odczyn btonowy wystepuje w mniej niz 10% komodrek guza, wynik wynosi 1+ pomimo tego, ze inne komoérki guza moga
wykazywac czesciowy odczyn btonowy.

8.  Jesli catkowity lub czg$ciowy odczyn btonowy wystepuje w mniej niz 10% komaérek guza, wynik wynosi 0.

Ograniczenia

16.1 Ograniczenia ogélne

1. Technika immunohistochemiczna jest wieloetapowg metodg diagnostyczng wymagajacg specjalistycznego przeszkolenia w doborze
odpowiednich odczynnikéw, tkanek, sposobu utrwalania i obrobki, przygotowania preparatu immunohistochemicznego oraz interpretacji
wynikéw barwienia.

2. Odczyn tkankowy zalezy od przygotowania i obrébki tkanki przed barwieniem. Nieprawidiowe utrwalanie, zamrazanie, rozmrazanie,
przemywanie, suszenie, ogrzewanie, dzielenie na skrawki lub zanieczyszczenie innymi tkankami lub cieczami moze powodowac
powstawanie artefaktéw, blokowanie przeciwciat lub wyniki fatszywie ujemne. Niespoéjne wyniki mogg by¢ spowodowane zmianami w
zakresie metod utrwalania i zatapiania lub przez naturalne nieregularnosci w obrebie tkanek.

3. Nadmierne lub niepetne barwienie kontrastowe moze utrudnia¢ prawidtowa interpretacje wynikéw.

4. Interpretacja kliniczna wystgpienia barwienia lub jego braku musi by¢ prowadzona w kontekscie objawéw klinicznych, morfologii i innych
kryteridw histopatologicznych. Interpretacja kliniczna wystapienia barwienia lub jego braku musi by¢ uzupetniona o badania morfologiczne
z wykorzystaniem odpowiednich préb kontrolnych i innych testéw diagnostycznych. Odpowiedzialno$¢ za interpretacje wybarwionych
preparatéw spoczywa na wykwalifikowanym patologu z doswiadczeniem w zakresie stosowanych przeciwciat, odczynnikéw i metod.
Barwienie nalezy wykona¢é w certyfikowanym laboratorium pod nadzorem patologa odpowiedzialnego za przegladanie i ocene
wybarwionych preparatéw oraz wtasciwe wykonanie dodatnich i ujemnych préb kontrolnych.

5. Tkanki pochodzgce od os6b zakazonych wirusem zapalenia watroby typu B i zawierajgce antygen powierzchniowy wirusa zapalenia
watroby typu B (HBsAg) moga wykazywaé nieswoisty odczyn w reakcji z peroksydazg chrzanowg?.

6. W typach tkanek, ktore nie zostaly uprzednio przetestowane, odczynniki mogg wykazywac nieoczekiwane reakcje. Nie mozna wykluczyé
wystgpienia nieoczekiwanych reakcji, nawet w przetestowanych typach tkanek, z uwagi na zmienno$¢ biologiczng ekspresji antygenéw w
tkankach nowotworowych i innych tkankach patologicznych?*. W przypadku uzyskania nieoczekiwanych reakcji nalezy przestaé¢
odpowiednig dokumentacje do dziatu wsparcia histopatologicznego firmy Agilent.

7. Wiagzanie biatek lub produktéw reakcji na drodze mechanizméw innych niz immunologiczne moze byé przyczyng wynikéw failszywie
dodatnich. Mogg one rowniez wystapi¢ na skutek aktywnosci pseudoperoksydazy (erytrocyty) i endogennej peroksydazy (cytochrom C)*'.

8.  Odczynnikii instrukcje dostarczane z zestawem opracowano z myslg o uzyskaniu optymalnych wynikéw. Dalsze rozcieficzenie odczynnikéw
badz zmiana czaséw lub temperatur inkubacji moze prowadzi¢ do uzyskania btednych lub niezgodnych wynikéw.

9. Preparaty oznaczone w dzienniku preparatéw stacji roboczej Dako Link Omnis powinny by$ sprawdzone przez wykwalifikowany personel.
Patrz podstawowy i zaawansowany podrecznik uzytkownika Dako Omnis.

10. Anulowanie preparatéw oznacza, ze podczas barwienia wystgpit powazny problem i nie nalezy ich stosowac¢. Bedzie wymagane ponowne
barwienie prébki. Dalsze informacje zawiera zaawansowany podrecznik uzytkownika Dako Omnis.
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16.2 Ograniczenia swoiste dla opisywanego produktu

1.

Antygen obecny w kontrolnej linii komérkowej z niskg ekspresjg biatka HER2 z czasem ulega rozktadowi. Wyniki odczynu preparatu
kontrolnego nalezy ocenia¢ w kontekscie daty waznosci tego preparatu. Brak odczynu komérek kontrolnej linii komérkowej z niskg ekspresjg
biatka HER2 moze jedynie wskazywac¢ na rozktad antygenu preparatu kontrolnego.

Wyniki fatszywie ujemne mogg by¢ spowodowane procesem stopniowego rozktadu antygenu w tkankach. Prébki powinny zosta¢
wybarwione zgodnie z zaleceniami dotyczacymi przechowywania skrawkéw (patrz rozdziat 10, Przygotowanie probek).

Nie zastepowaé odczynnikéw zestawu: przeciwciata pierwotnego, odczynnika do wizualizacji i preparatéw kontrolnych Control Slides
odczynnikami o innych numerach partii.

Ocena odczynu cytoplazmatycznego moze doprowadzi¢ do uzyskania falszywych wynikéw. W interpretacji nalezy bra¢ pod uwage
wylgcznie nasilenie odczynu btonowego.

Wybarwione preparaty kontrolne Control Slides nalezy stosowa¢ wytacznie w celu weryfikacji dziatania odczynnikéw z ograniczeniem partii
wynikéw serii odczynéw, a nie jako wskaznik w ocenie odczynu na skrawkach tkankowych.

Mozliwe jest sporadyczne wystepowanie silnego (3+) odczynu ogniskowego. Zaleca si¢ wykonanie barwienia immunohistochemicznego
drugiego bloczka tkanki z tej samej probki.

Stosowanie testu HercepTest™ mAb pharmDx (Dako Omnis) na probkach utrwalonych w $rodkach innych niz obojetna buforowana
formalina nie zostato zatwierdzone.

Dopuszczalny jest staby odczyn prawidtowego nabtonka w tkance sutka. W razie zaobserwowania silnego odczynu prawidtowego nabtonka
nalezy powtorzyc¢ test.

Charakterystyka dziatania

17.1 Czutos¢ analityczna

Czutos¢ analityczna testu HercepTest™ mAb pharmDx (Dako Omnis) byta badana na utrwalonych w formalinie i zatopionych w parafinie
probkach raka sutka z ekspresjg biatka HER2 wynoszacg 0-3+. Ocena ekspresji HER2 z uzyciem serii rozcienczen przeciwciata pierwotnego
wykazata korelacje migedzy stezeniem przeciwciata a nasileniem odczynu swoistego dla HER2.

17.2 Swoistos¢ analityczna

Tkanki prawidtowe: w Tabeli 4 podsumowano immunoreaktywno$¢ testu HercepTest™ mAb pharmDx (Dako Omnis) na zalecanym panelu
tkanek prawidtowych wybarwionych zgodnie z instrukcjami zawartymi w tej ulotce. W btonach i cytoplazmie réznych komodrek nabtonka
obserwowano odczyn bardzo staby lub prawie brak odczynu w kierunku biatka HER2.

Tabela 4: Podsumowanie reaktywnosci testu HercepTest™ mAb pharmDx (Dako Omnis) w komérkach prawidiowych. Procent (%)
oznacza odsetek komoérek dodatnich

gi(::(ikz)zj tt)ka?jnalr(]lych Dodatni odczyn btonowy; elementy Dodatni odczyn cytoplazmatyczny; Odczyn
T A G . T A @ . g 3
przypadkow) tkankowe (nasilenie i % komorek) elementy tkankowe (nasilenie i % komérek) | nieswoisty
2/3 Komorki retikulum i ciatka Hassalla
Grasica (3) (odczyn bardzo staby / prawie brak odczynu, 0/3 0/3
50%)
2/3 Komérki nabtonka (odczyn bardzo
Gruczot krokowy (3) staby / prawie brak odczynu do odczynu 0/3 0/3
stabego/umiarkowanego, 20%)
3/3 Komorki przewodowe (odczyn bardzo
Gruczoly sutkowe (3) staby / prawie brak odczynu, 5—-80%) 053 053
s 1/3 Komorki nabtonka (odczyn bardzo
Jajniki (3) staby / prawie brak odczynu, 40%) 0/3 0/8
Jadra (3) 0/3 0/3 0/3
S 3/3 Komérki nabtonka (odczyn bardzo 3/3 Komérki nabtonka (odczyn bardzo
Jelito cienkie (3) staby / prawie brak odczynu, 2-50%) staby / prawie brak odczynu, 2-50%) 0/
. 2/3 Komoérki nabtonka (odczyn bardzo
Macica (3) staby / prawie brak odczynu, 10%) 073 073
Miedzybtonek (3) 0/3 0/3 0/3
I(\gl)esme szkieletowe 03 03 03
Migdalki (3) 3/3 Komérki nabtonka ptaskiego (odczyn 3/3 Komérki nabtonka ptaskiego (odczyn 0/3
9 bardzo staby / prawie brak odczynu, 10-30%) | bardzo staby / prawie brak odczynu, 10-30%)
Mozg (3) 0/3 0/3 0/3
Moézdzek (3) 0/3 0/3 0/3
Nadnercza (3) 0/3 0/3 0/3
Nerki (3) 3/3 Komérki nabtonka kanalikow (odczyn 3/3 Komérki nabtonka kanalikow (odczyn 0/3
bardzo staby / prawie brak odczynu, 2—10%) bardzo staby / prawie brak odczynu, 2—-10%)
1/3 Komorki nerwowe (odczyn bardzo
Nerwy obwodowe (3) 053 staby / prawie brak odczynu, 1%) 053
3/3 Komérki nabtonka jelita grubego (odczyn
Okreznica (3) bardzo staby / prawie brak odczynu do 0/3 0/3
odczynu stabego/umiarkowanego, 40—-80%)
Ptuca (3) 0/3 0/3 0/3
1/3 Komorki nabtonka komorowego (odczyn 03 0/3
Przelyk (3) bardzo staby / prawie brak odczynu, 10%)
Y 2/3 Komoérki nabtonka ptaskiego (odczyn 03 0/3
bardzo staby / prawie brak odczynu, 20%)
Przysadka (3) 0/3 0/3 0/3
3/3 Komoérki gléwne (odczyn bardzo
Przytarczyce (3) staby / prawie brak odczynu, 5-40%) 073 053
Serce (3) 0/3 0/3 0/3
. 3/3 Komérki nabtonka (odczyn bardzo
Skora (3) staby / prawie brak odczynu, 40—60%) 073 053
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(Ffi%%? égzr::" ch Dodatni odczyn btonowy; elementy Dodatni odczyn cytoplazmatyczny; Odczyn
aany tkankowe (nasilenie i % komorek) elementy tkankowe (nasilenie i % komoérek) | nieswoisty
przypadkow)
. 1/3 Prekursory szpikowe (odczyn staby do
Szpik kostny (3) 0/3 umiarkowanego, <1%) 0/3
. . 3/3 Komérki nabtonka gruczotowego (odczyn
Szyjka macicy (3) bardzo staby / prawie brak odczynu, 5-10%) 073 073
Sledziona (3) 0/3 0/3 0/3
1/3 Komorki nabtonkowe pecherzykéw, typ
] surowiczy (odczyn bardzo staby / prawie brak
Slinianki (3) 0/3 odczynu, 10%) 0/3
3/3 Komérki nabtonka przewodowego (odczyn
bardzo staby / prawie brak odczynu, 10-50%)
3/3 Komérki nabtonka pecherzykowego
Tarczyca (3) (odczyn bardzo staby / prawie brak odczynu, 0/3 0/3
5-30%)
3/3 Komérki nabtonka przewodowego (odczyn
Trzustka (3) bardzo staby / prawie brak odczynu, 5-10%) 053 073
2/3 Hepatocyty (odczyn bardzo staby / prawie
Watroba (3) 0/3 brak odczynu, 2—5%) 0/3
. 3/3 Komorki nabtonka (odczyn bardzo
Zotadek (3) staby / prawie brak odczynu, 10—-30%) 0/3 073

Tkanki_nieprawidtowe: w Tabeli 5 podsumowano immunoreaktywnos$c¢ testu HercepTest™ mAb pharmDx (Dako Omnis) na panelu tkanek

nieprawidtowych wybarwionych zgodnie z instrukcjami zawartymi w tej ulotce.

Tabela5: Podsumowanie

reaktywnosci testu HercepTest™

(nowotworowych). Procent (%) oznacza odsetek komoérek dodatnich guza

mAb pharmDx (Dako Omnis) w tkankach nieprawidiowych

(T”{:nggvt\)/g(tjv;rc:)r/léh Dodatni odczyn btonowy (nasilenie i % Dodatni odczyn cytoplazmatyczny Odczyn
przypadkow) komorek) (nasilenie i % komorek) nieswoisty
3/3 inwazyjny i in situ (odczyn bardzo
Rak sutka (3) staby / prawie brak odczynu do odczynu 0/3 0/3
stabego/umiarkowanego, 20—100%)
. 1/3 (odczyn bardzo staby / prawie brak
Rakowiak (3) odczynu, 40%) 0/3 0/3
L 3/3 (odczyn bardzo staby / prawie brak
Rak jelita grubego (3) odczynu, 5-30%) 0/3 0/3
Rak
watrobowokomérkowy (3) 073 073 073
Migsniak
gtadkokomorkowy (3) 073 073 053
3/3 (odczyn bardzo staby / prawie brak
Rak ptuca (3) odczynu do odczynu 0/3 0/3
stabego/umiarkowanego, 5-40%)
Chtoniak (3) 0/3 0/3 0/3
Czerniak (3) 0/3 0/3 0/3
_ 2/3 (odczyn bardzo staby / prawie brak
Rak jajnika (3) odczynu, 20-30%) 0/3 0/3
Rak trzustki (3) 1/3 (odczyn staby do umiarkowanego, 50%) | 0/3 0/3
Rak gruczotu krokowego | 3/3 (odczyn bardzo staby / prawie brak 03 0/3
3 odczynu, 20-40%)
Rak z komérek 2/3 (odczyn bardzo staby / prawie brak 03 0/3
nerkowych (3) odczynu, 20%)
Miesak (3) 0/3 0/3 0/3
. 2/3 (odczyn bardzo staby / prawie brak 2/3 (odczyn bardzo staby / prawie brak
Rak zotadka (3) odczynu, 5-15%) odczynu, 5-15%) 0/
. 2/3 (odczyn bardzo staby / prawie brak 2/3 (odczyn bardzo staby / prawie brak
Rak trzustki (3) odczynu, <1-2%) odczynu, <1-2%) 073
Rak niezréznicowany (3) 0/3 0/3 0/3

17.3 Doktadnosé

Doktadno$¢ testu HercepTest™ mAb pharmDx (Dako Omnis) byta oceniana w jednym wewnetrznym i trzech zewnetrznych osrodkach
badawczych. Uzyskane dane przedstawiono w tabelach 6 i 7. Srednig zgodno$¢ wynikéw dodatnich (ang. average positive agreement, APA),
Srednig zgodnos$¢ wynikdw ujemnych (ang. average negative agreement, ANA) oraz zgodnos$¢ wszystkich wynikéw (ang. overall agreement,
OPA) obliczono z wykorzystaniem 95-procentowych dwustronnych przedziatéw ufnos$ci z uzyciem metody bootstrapowej. Dla badan, w ktérych
uzyskano 100% zgodnosci, okreslono przedziaty ufnosci z uzyciem metody Wilsona oraz skorygowang wielkos$¢ prébki, aby uwzgledni¢ korelacje
pomiedzy poréwnaniami w obrebie probki.

Tabela 6: Doktadnos$¢ testu HercepTest™ mAb pharmDx (Dako Omnis) badana w jednym osrodku wewnetrznym

Badanie doktadnosci

Typ badania

% zgodnosci (95% ClI)

Pomiedzy urzadzeniami

podstawie tgcznie 180 poréwnan parami.

Kazda z 60 prébek raka sutka (30 probek niewykazujacych ekspresji HER2 i
30 probek wykazujacych ekspresje HER2) o réznych wartosciach ekspresji
HER2 zostata zbadana w trzech powtérzeniach w kazdym z trzech urzgdzen
Dako Omnis. Odtwarzalno$é pomiedzy urzadzeniami zostata okreslona na

APA 100% (94,0-100,0%)
ANA 100% (94,0-100,0%)
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Badanie doktadnosci

Typ badania

% zgodnosci (95% ClI)

Pomiedzy partiami

Kazda z 24 prébek (12 prébek niewykazujgcych ekspresji HER2 i 12 prébek
wykazujgcych ekspresje HER2) o réznych wartosciach ekspresji HER2 IHC
zostata zbadana z uzyciem trzech partii zestawow i trzech partii komponentow
zamiennych w urzgdzeniu Dako Omnis. Odtwarzalnos¢ pomigdzy partiami
zostata okreslona na podstawie tgcznie 216 poréwnan parami.

APA 97,3% (97,3-98,2%)
ANA 97,1% (97,1-98,1%)

W obrebie serii

Kazda z 48 probek raka sutka (24 probki niewykazujgce ekspresji HER2 i
24 probki wykazujgce ekspresje HER2) o réznych wartosciach ekspresji HER2
IHC zostata zbadana w pieciu powtdrzeniach w obrebie jednej serii w urzadzeniu
Dako Omnis. Seria zostata zdefiniowana jako nieprzerwana seria odczynow
wykonana w ciggu 24 godzin. Odtwarzalnos¢ w obrebie serii zostata okreslona
na podstawie tgcznie 480 poréwnan parami.

OPA 100% (98,0-100,0%)

APA = $rednia zgodnos$¢ wynikéw dodatnich; ANA = $rednia zgodno$¢ wynikéw ujemnych; OPA = zgodno$é wszystkich wynikéw

Tabela 7: Doktadnos¢ testu HercepTest™ mAb pharmDx (Dako Omnis) badana w trzech osrodkach zewnetrznych

Badanie doktadnosci

Typ badania

% zgodnosci (95% Cl)

Pomiedzy laboratoriami

Kazda z 40 probek raka sutka (20 prébek niewykazujgcych ekspresji HER2 i
20 probek wykazujacych ekspresje HER2) o réznych wartosciach ekspresji
HER2 IHC zostata zbadana w pieciu powtdrzeniach w ciggu pieciu
nienastepujgcych po sobie dni. Analiza pomigdzy laboratoriami zostata
przeprowadzona pomiedzy trzema laboratoriami w oparciu o tgcznie
75 poréwnan parami na probke.

APA 95,0% (93,6-95,8%)
ANA 95,2% (94,1-95,9%)

Pomiedzy Kazda z 40 probek raka sutka z badania pomiedzy laboratoriami (20 probek | APA : 95,1% (93,7-95,9%)
obserwatorami niewykazujacych ekspresji HER2 i 20 prébek wykazujacych ekspresje HER2) o | ANA : 95,3% (94,0-95,9%)
réznych wartosciach ekspresji HER2 I[HC =zostata zbadana w pieciu
powtdrzeniach w ciggu pieciu nienastepujgcych po sobie dni. Analiza pomiedzy
obserwatorami zostata przeprowadzona w oparciu o tgcznie 75 poréwnan
parami na prébke pomiedzy trzema laboratoriami.
Pomiedzy Kazda z 40 prébek raka sutka (20 probek niewykazujgcych ekspresji HER2 i | APA 95,2% (94,3-95,6%)
dniami/seriami 20 probek wykazujacych ekspresje HER2) o réznych wartosciach ekspresji | ANA 95,4% (94,7-95,7%)
(w obrebie HER2 IHC zostata zbadana w pieciu seriach odczyndw w ciggu pieciu
laboratorium), w obrebie | nienastepujgcych po sobie dni w urzgdzeniu Dako Omnis. Analiza w obrebie
obserwatora laboratorium / pomiedzy dniami i w obrebie obserwatora zostata

przeprowadzona w oparciu o tgcznie 30 poréwnan parami na prébke pomiedzy
trzema laboratoriami.

APA = $rednia zgodno$¢ wynikow dodatnich; ANA = $rednia zgodno$¢ wynikéw ujemnych

*Réznice wynikow APA i ANA z uwagi na metode statystyczng

Charakterystyka skutecznosci klinicznej

Wszystkich pacjentéw uczestniczacych w badaniach klinicznych nad lekiem Herceptin® wybierano przy uzyciu badanego testu
immunocytochemicznego przeznaczonego do badan klinicznych (ang. clinical trial assay, CTA). Zadnego z uczestnikéw tych badan nie wybrano
na podstawie oryginalnego testu HercepTest™ lub HercepTest™ mAb pharmDx (Dako Omnis). Oryginalny test HercepTest™ poréwnano z
testem CTA na niezaleznym zestawie prébek i stwierdzono mozliwg do przyjecia zgodnos$¢ wynikdw. Aktualny produkt — test HercepTest™ mAb
pharmDx (Dako Omnis) (GE001) zostat opracowany i poréwnany z oryginalnym testem HercepTest™. Wszystkie poréwnania wykazaty mozliwg
do przyjecia zgodnos$¢ wynikow.

Swiadczg o tym dane z poréwnania metod w czeséciach 18.1i 18.2 dla testu HercepTest™ mAb pharmDx (Dako Omnis) (GE001) w poréwnaniu
z oryginalnym testem HercepTest™ (SK001) i testem HER2 IQFISH pharmDx (K5731). Nie ustalono jednak faktycznej korelacji migdzy wynikami
testu HercepTest™ mAb pharmDx (Dako Omnis) a wynikami klinicznymi stosowania leku Herceptin®.

18.1 Ocena skutecznosci, poréownanie metod IHC

Oceniono skutecznosc¢ testu HercepTest ™ mAb pharmDx (Dako Omnis) (GE001) w poréwnaniu z testem HercepTest™ for Automated Link
Platforms (SK001). Procentowa zgodnos$¢ wynikéw ujemnych (ang. negative percent agreement, NPA), procentowg zgodno$é¢ wynikéw
dodatnich (ang. positive percent agreement, PPA) oraz procentowg zgodno$¢ wszystkich wynikdéw (ang. overall percent agreement, OPA)
obliczono z wykorzystaniem odpowiednich 95-procentowych dwustronnych przedziatéw ufnosci z uzyciem metody Wilsona.

Tabela 8: Badanie poréwnawcze metod dotyczace skutecznosci testu HercepTest™ mAb pharmDx (Dako Omnis) (GE001) w
poréwnaniu z testem HercepTest™ for Automated Link Platforms (SK001)

Badanie poréwnawcze
metod
Poréwnanie metod IHC

Typ badania

458 probek raka sutka o réznych poziomach ekspresji HER2 zostato
wybarwionych z uzyciem testu HercepTest™ mAb pharmDx (Dako Omnis)
(GEO0O01) i testu HercepTest™ for Automated Link Platform (SK001) w ramach
analizy poréwnawcze;.

% zgodnosci (95% CI)

PPA: 93,3% (89,2-95,9%)
NPA: 98,3% (95,7-99,3%)
OPA: 94,5% (92,1-96,3%)

PPA = Procentowa zgodno$¢ wynikéw dodatnich; NPA = Procentowa zgodno$¢ wynikéw ujemnych; OPA = Procentowa zgodno$¢ wszystkich wynikow

18.2 Ocena skutecznosci, porownanie metody IHC z metoda FISH

Oceniono skuteczno$¢ testu HercepTest™ mAb pharmDx (Dako Omnis) (GE001) w poréwnaniu z testem HER2 IQFISH pharmDx (K5731).
Procentowg zgodno$¢ wynikéw ujemnych (NPA) i procentowg zgodno$é wynikéw dodatnich (PPA) obliczono z wykorzystaniem odpowiednich
95-procentowych dwustronnych przedziatéw ufnosci z uzyciem metody Wilsona.

Tabela 9: Badanie poréwnawcze metod dotyczace skutecznosci testu HercepTest™ mAb pharmDx (Dako Omnis) (GE001) w
poréwnaniu z testem HER2 IQFISH pharmDx (K5731)

Badanie poréwnawcze
metod

Poréwnanie metody IHC
z metodg FISH

Typ badania % zgodnosci (95% ClI)

PPA: 93,1% (87,0-96,5%)
NPA: 98,29 (95,4-99,3%)

422 probki raka sutka o réznych poziomach ekspresji HER2 zostaty wybarwione
z uzyciem testu HercepTest™ mAb pharmDx (Dako Omnis) (GE001) i testu HER2
IQFISH pharmDx (K5731) w ramach analizy poréwnawczej.

NPA = Procentowa zgodno$¢ wynikéw ujemnych; PPA = Procentowa zgodno$¢ wynikéw dodatnich
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19. Rozwigzywanie probleméw

Informacje na temat $rodkow zaradczych mozna znalez¢ w czesci dotyczacej rozwigzywania probleméw w poradniku szkoleniowym firmy Dako:
Immunohistochemical Staining Methods (Metody barwienia immunohistochemicznego)’ . Aby zgtosi¢ nietypowy odczyn, nalezy skontaktowaé
sie z dziatem wsparcia histopatologicznego firmy Agilent.

Dako Omnis to zautomatyzowany system, ktory ostrzega uzytkownika, jesli jakikolwiek parametr w serii jest niezgodny ze specyfikacjami.
Szczegotowe informacje zawierajg podstawowy i zaawansowany podrecznik uzytkownika Dako Omnis. Ponizej zamieszczono poradnik
dotyczacy rozwigzywania probleméw w przypadku wynikéw i warunkéw, ktére mogg nie by¢ wykrywane przez system ostrzegawczy i alarmowy
urzadzenia Dako Omnis. Informacje dotyczgce rozwigzywania probleméw zwigzanych z komponentami z ograniczeniem partii testu
HercepTest™ mAb pharmDx (Dako Omnis) (przeciwciato pierwotne, odczynnik do wizualizacji i preparaty kontrolne Control Slides) zawiera
podstawowy podrecznik uzytkownika Dako Omnis.

Uzytkownik powinien zapewni¢ przestrzeganie harmonogramu konserwacji urzadzenia Dako Omnis. Nalezy zawsze stosowa¢ odpowiednie

kontrole, jak opisano w czesci ,Kontrola jakosci”.

Rozdziat 10: Rozwigzywanie problemoéow

Problem Prawdopodobna przyczyna Zalecane postepowanie
1. Brak odczynu na 1la. Wybrano nieprawidtowy protokét i la. Sprawdzi¢ historie preparatéw w celu zweryfikowania, czy
preparatach lub odczynniki. wybrano wtasciwy protokoét.
odczyn o stabym 1b. Nadmierne ogrzewanie zatopionych 1b. Skrawki tkankowe nalezy suszyé w temperaturze 60°C
nasileniu skrawkéw tkankowych przed przez maksymalnie jedng godzing. Suszenie skrawkéw
zatadowaniem do urzadzenia Dako tkankowych w podwyzszonej temperaturze mozna
Omnis moze prowadzi¢ do utraty przeprowadzaé wytgcznie w skalibrowanym piecu suszgcym
immunoreaktywnosci i morfologii. z réwnomiernym rozktadem ciepta®.
1c. Nieprawidtowe warunki 1c. Nalezy upewnic¢ sie, ze odczynniki byly przechowywane
przechowywania odczynnikéw lub prawidtowo, w warunkach odpowiadajgcych wymienionym.
skrawkow tkankowych. Upewnic sig, ze skrawki tkankowe sg przechowywane
zgodnie z zaleceniami dotyczgacymi ich przechowywania
(Rozdziat 10).
1d. Zastosowano niewtasciwg metode 1d. Nalezy upewnic¢ sie, ze tkanka pacjenta nie byta utrwalana
utrwalania. zbyt krotko lub zbyt dtugo, badz nie uzyto innego $rodka
utrwalajgcego.
le. Odczynnik uzyto po uptywie jego le. Nie uzywac odczynnika po uptywie jego daty waznosci.
daty waznosci.
1f. Odczynnik uzyto po uptywie terminu 1f. Nie uzywac odczynnika po uptywie jego terminu stabilnosci
stabilno$ci w urzadzeniu. w urzadzeniu.
1g. Nieprawidtowe umieszczenie pokryw 1g. Sprawdzi¢ umieszczenie pokryw o zmiennym potozeniu
0 zmiennym potozeniu wzgledem wzgledem preparatu.
preparatu w modutach barwienia.
1h. Uszkodzone pokrywy o zmiennym 1h. Sprawdzi¢ integralno$¢ pokryw o zmiennym potozeniu
potozeniu wzgledem preparatu. wzgledem preparatu.
1i. Do rozcienczenia stezonego roztworu 1i. Do przygotowania roztworu 1x Target Retrieval Solution
Target Retrieval Solution nie uzywa sig nalezy uzy¢ wody o jakosci odpowiedniej dla odczynnikéw
wody o jakosci odpowiedniej dla (destylowanej lub dejonizowanej). Nalezy pamieta¢, ze nie
odczynnikéw (destylowanej lub wszystkie zrédta wody destylowanej lub dejonizowanej majg
dejonizowanej). jakos¢/czystosé odpowiednig do przygotowania
odczynnikéw IHC. Do przygotowania odczynnikdw firma
Agilent zaleca stosowanie wody o jakosci odpowiedniej dla
odczynnikéw: wody destylowanej lub dejonizowanej, bgdz
wody o poréwnywalnej czystosci.
1j. Uzywany jest niewtasciwy roztwoér 1j. Nalezy uzywac wiasciwego roztworu Target Retrieval
Target Retrieval Solution. Solution okreslonego w czesciach ,Dostarczane materiaty”,
,<Zamienniki dla komponentéw zestawu” i/lub
,Przygotowanie odczynnikow”.
2. Niezatwierdzone 2a. Rozktad antygenu preparatu 2a. Ponownie wybarwi¢ tkankowg kontrole dodatnig / preparat
barwienie tkankowej kontrolnego lub odczynnikéw, badz kontrolny w celu potwierdzenia wynikow.
kontroli dodatniej lul  obecnos¢ artefaktow. Sprawdzi¢, czy odczynniki, w tym preparaty kontrolne
preparatu Control Slides, i tkankowa kontrola dodatnia byty
kontrolnego przechowywane prawidtowo, zgodnie z podanymi
warunkami przechowywania. Upewni¢ sig, ze nie mineta
data waznosci uzywanych preparatéw kontrolnych.
Upewnic¢ sie, ze preparaty kontrolne Control Slides majg
taki sam numer partii, co przeciwciato pierwotne i
odczynnik do wizualizacji.
3. Nadmierny odczyn 3a. Podczas osadzania skrawkow na 3a. Unika¢ stosowania dodatkéw zawierajgcych skrobie,
tta preparatéw szkietkach dodano skrobie. zwiekszajgcych przyczepnos¢ skrawkéw do szkietek
mikroskopowych. Wiele dodatkéw wykazuje
immunoreaktywnosc¢.
3b. Skrawki wyschty po procedurze 3b. Sprawdzi¢, czy stacja wytadowywania jest napetniona
barwienia w urzgdzeniu Dako wystarczajgcg iloscig wody.
Omnis.
3c. Doszto do wyschniecia skrawkow 3c. Nie mozna dopusci¢ do wyschnigcia wybarwionych
przed natozeniem szkietek preparatéw pomiedzy wytadowaniem z urzgdzenia
nakrywkowych. Dako Omnis i natozeniem szkietek nakrywkowych.
3d. Zastosowano niewtasciwg metode 3d. Upewnic sie, ze uzyto wtasciwego utrwalacza. Alternatywne
utrwalania. utrwalacze mogg wywotywaé nadmierny odczyn tta.
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20.

Problem Prawdopodobna przyczyna Zalecane postepowanie
3e. Niecatkowicie usunigta parafina. 3e. Sprawdzi¢ wyglad ztgcza rozpuszczalnika. Delikatnie
wyczysci¢ ztgcza, aby usung¢ zanieczyszczenia. Po
zakonczeniu czyszczenia nalezy sprawdzi¢ integralnosé
ztgczy znajdujacych sie z tytu butelki. Szczegdtowe
informacje zawiera podstawowy podrecznik uzytkownika
Dako Omnis.
3f. Nieswoiste wigzanie odczynnikow 3f. Uzywaé wtasciwej metody utrwalania probek, aby unikngé
do tkanki. duzych obszaréw martwicy tkanek.
3g. Ponowne uzycie paska do 3g. Uzywac nowych paskéw do mieszania.
mieszania.

4. Tkanki 4a. Zastosowano niewtasciwe szkietka 4a. Stosowac szkietka FLEX IHC Microscope Slides
oddzielone od mikroskopowe. (nr kat. K8020) lub SuperFrost Plus.
szkietek

5. Nadmiernie silny 5a. Zastosowano niewtasciwg metode 5a. Upewni¢ sig, ze stosowane sg wytgcznie zatwierdzone
odczyn swoisty. utrwalania. srodki utrwalajgce i metody utrwalania.

5b. Do rozcienczenia stgzonego roztworu 5b. Do przygotowania roztworu 1x Target Retrieval Solution

Target Retrieval Solution nie uzywa sie nalezy uzy¢ wody o jakosci odpowiedniej dla odczynnikéw

wody o jakosci odpowiedniej dla (destylowanej lub dejonizowanej). Nalezy pamietac, ze nie

odczynnikéw (destylowanej lub wszystkie zrodta wody destylowanej lub dejonizowanej maja

dejonizowane;j). jakosé/czystos¢ odpowiednig do przygotowania
odczynnikéw IHC. Do przygotowania odczynnikéw firma
Agilent zaleca stosowanie wody o jakosci odpowiedniej dla
odczynnikéw: wody destylowanej lub dejonizowanej, badz
wody o poréwnywalnej czystosci.

6. Roztwoér Target 6a. Roztwdr byt nieprawidtowo 6a. Sprawdzi¢ date waznosci i warunki przechowywania
Retrieval przechowywany lub minetfa jego data zestawu podane na zewnetrznej czgsci opakowania.
Solution waznosci. Wyrzuci¢ roztwor Target Retrieval Solution.

(koncentrat lub
roztwor roboczy)
wyglada na
metny przed
zatadowaniem do
urzadzenia

Dako Omnis

7. Preparat jest 7a. Odczynnik uzyto po uptywie jego daty 7a-c. Oznaczone preparaty powinny by¢ oceniane przez

oznaczony Waznosci. wykwalifikowany personel. Jesli konieczne jest podjecie
7b. Minat termin stabilnosci w urzadzeniu dalszych dziatan, nalezy skontaktowa¢ sig z firmg Dako.
odczynnika z ograniczeniem partii
znajdujgcego si¢ w urzadzeniu Dako
Omnis.
7c. Minagt termin konserwacji lub wystapity
inne czynniki.

UWAGA: jesli problemu nie daje sie wyjasni¢ zadng z powyzszych przyczyn badz zalecane dziatanie korekcyjne jest nieskuteczne, nalezy sie
skontaktowa¢ z dziatem wsparcia histopatologicznego firmy Agilent w celu uzyskania dalszej pomocy. Dodatkowe informacje na temat technik
wykonywania odczynéw i przygotowywania prébek mozna znalez¢ w poradniku szkoleniowym firmy Dako: Immunohistochemical Staining
Methods (Metody barwienia immunohistochemicznego)'’ (dostepny na stronie www.agilent.com), atlasie Atlas of Immunohistology?® and
Immunoperoxidase Techniques. A Practical Approach to Tumor Diagnosis?®.
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21. Objasnienia symboli

Numer katalogowy

xS

Zawiera ilo$¢ wystarczajacg do
wykonania <n> testéw

IVD Wyréb medyczny do diagnostyki in vitro

Produkt delikatny: przenosi¢ z
zachowaniem ostroznosci

[ﬁ] Sprawdzi¢ w instrukcji obstugi

LOT

Numer partii

/R’SOC Ograniczenie temperatury
2°C

Zuzy¢ przed

® Przechowywa¢ w ciemnosci

le:l

Producent

‘ @ @ Piktogram GHS (patrz cze$¢ dot. $rodkéw ostroznosci)
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