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Verwendungszweck

Fur In-Vitro-Diagnostik

Zweck des Leica HER2 FISH System - 30 Test ist die Erkennung der Amplifikation des HER2/neu-
Gens durch Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) in formalinfixierten, in formalinfixierten,
in Paraffin eingebetteten Gewebeproben Brustkrebs- und Magenadenokarzinompraparaten
(einschlieRlich gastrodsophagealer Ubergangszone). Das Leica HER2 FISH System - 30
Test kann die Beurteilung von Patienten unterstiitzen, fiir die eine Therapie mit Herceptin®
(trastuzumab) erwogen wird (siehe Packungsbeilage von Herceptin). Das Leica HER2 FISH
System - 30 Test ist nicht fiir das Brustkrebs-Screening bzw. fiir die Diagnose von Brustkrebs
vorgesehen. Alle sonstigen verfligbaren klinischen Informationen, wie TumorgrofRe, Anzahl
betroffener Lymphknoten und Steroidrezeptorstatus, sollten ebenfalls berticksichtigt werden.
Die Entscheidung Uber die Behandlung von Brustkrebspatientinnen darf nicht ausschlieRlich auf
der Basis der HER2-Genamplifikation getroffen werden.

Hinweis: Alle Patientinnen in den klinischen Herceptin-Studien wurden auf der Basis eines
immunzytochemischen Clinical Trial Assays (CTA) ausgewahlt. Keine der an diesen Studien
teilnehmenden Patientinnen wurde mithilfe des Leica HER2 FISH System - 30 Test ausgewahit.
Das Leica HER2 FISH System - 30 Test wurde unter Verwendung unabhangiger Proben mit dem
Abbott Molecular PathVysion® HER-2 DNA Probe Kit verglichen. Wie aus der Zusammenfassung
der klinischen Konkordanz hervorgeht, wurden dabei akzeptable Konkordanzergebnisse erzielt.
Die tatsachliche Korrelation zwischen dem Leica HER2 FISH System - 30 Test und klinischen
Ergebnissen wurde nicht ermittelt.

Alle Patienten, die an den klinischen Herceptin-Studien zum fortgeschrittenen Magenkrebs
(ToGA-Studien) teilnahmen, wurden auf der Grundlage des Dako HercepTest ausgewahlt.
Keiner der an diesen Studien teilnehmenden Patienten wurde mithilfe des Leica HER2 FISH
System - 30 Test ausgewahlt. Der Leica HER2 FISH System - 30 Test wurde unter Verwendung
unabhangiger Proben mit dem Abbott Molecular PathVysion* HER-2 DNA Probe Kit verglichen.
Wie aus der Zusammenfassung der klinischen Konkordanz hervorgeht, wurden dabei akzeptable
Konkordanzergebnisse erzielt. Die tatsachliche Korrelation zwischen den Ergebnissen des
Leica HER2 FISH System - 30 Test und klinischen Ergebnissen wurde nicht ermittelt.

* Herceptin® ist eine Marke von Genentech, Inc. und F. Hoffmann-La Roche Ltd. PathVysion®ist eine Marke von Abbott Molecular
Inc. Alle Rechte vorbehalten. Unter Lizenz verwendet.

Erforderliche Schulung

Leica Biosystems bietet fur alle Anwender Schulungen bezlglich Probenvorbereitung, Assay-
Durchfiihrung und Interpretation von FISH-Tests in Bezug auf das HER2-Gen an.

Zusammenfassung und Erlduterungen

Hintergrundinformationen

Das HER2-Gen, auch als neu oder c-erbB2 bezeichnet, befindet sich auf dem langen Arm des
Chromosoms 17 an Position 17g11-12 (1). Sowohl das HER2-Gen als auch das codierte 185
kD-Protein spielen nachweislich eine wichtige Rolle bezlglich der malignen Umwandlung und
des Tumorwachstums bei Brustkrebs (2).

HER2 fungiert als prognostischer Marker, wobei Genamplifikation und Proteintiberexpression
mit einer erhohten Rezidiv- und Sterblichkeitsrate in Zusammenhang stehen. HER2 fungiert
aulBerdem als pradiktiver Marker fiir ausgewahlte systemische Chemotherapien und gezielte
Therapien (3). Insbesondere hat sich die Amplifikation des HER2-Gens als Indikator flr eine
schlechte Prognose bei lymphknotenpositivem Brustkrebs erwiesen (4-8). Auflerdem geht aus
einer Studie hervor, dass der prognostische Wert von HER2 bei chemotherapeutisch behandelten
Patienten starker ist (7). Allerdings miissen bei der Prognose des rezidivfreien Uberlebens
sowie des Gesamtiiberlebens des einzelnen Patienten weitere prognostische Faktoren, wie
TumorgréRe, Anzahl positiver Lymphknoten und Steroidrezeptorstatus, berticksichtigt werden.
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Aufgrund der Uberexpression des Onkoproteins HER2 als Ergebnis der in Brustkrebszellen
gefundenen Genamplifikation bietet sich HER2 als Ziel einer auf Antikdrpern basierenden
Therapie an (3) - wahrend die Ergebnisse der ToGA-Studie eindeutig darauf hinweisen, dass der
Einsatz von Herceptin® in Kombination mit Chemotherapie bei Magenkrebs eine wirkungsvolle
Behandlung darstellt, durch die die Uberlebensrate bei HER2-positivem Magenkrebs erhéht
wird (9). Herceptin (trastuzumab), ein humanisierter monoklonaler Antikdrper (10), der sich mit
hoher Affinitdt an das Onkoprotein HER2 bindet, hemmt nachweislich sowohl in vitro als auch in
vivo die Proliferation humaner Tumorzellen, die das Onkoprotein HER2 tberexprimieren (11-13).
Seit der Entwicklung von Herceptin ist die Erkennung des HER2-Gens und des Proteins HER2 zu
einem wichtigen Instrument bei der Beurteilung von Brusttumoren geworden, an dem sich sowohl
die Auswahl der Therapie als auch die weitere Patientenbetreuung orientiert (14,15).

Mit FISH konnte sowohl bei Interphasen- als auch bei Metaphasen-Zellen aus humanen
Brustkrebszelllinien HER2-Genamplifikation nachgewiesen werden (16-19). Zur Quantifizierung
der HER2-Genamplifikation bestimmt das FISH-System den Grad der HER2-Genamplifikation
direkt in den Tumorzellen. Die charakteristische Morphologie des Gewebes und die rdumliche
Verteilung der Onkogen-Kopien in einzelnen, nicht kultivierten, primaren Brustkarzinomen
bleiben erhalten. In Brusttumoren finden sich auch haufig Abweichungen bezlglich der
Anzahl der Kopien von Chromosom 17 (Aneusomie). Sie kdnnen in Form von fehlenden oder
Uberzahligen Chromosomen (Polysomie) auftreten. Diese Chromosomenvariation ist von
groRer Bedeutung fiir die Interpretation und Dokumentation des HER2-Genamplifikationsstatus.
Deshalb spielt die Ermittlung der Anzahl der Kopien von Chromosom 17 im Zusammenhang mit
HER?2 eine entscheidende Rolle (4).

Das Leica HER2 FISH System - 30 Test enthélt die LSI HER2 DNA-Sonde, eine 226 Kb
umfassende, mit SpectrumOrange™ direkt markierte, fluoreszente und fiir den Genlokus des
HER2 (17q11.2-912) spezifische DNA-Sonde sowie die CEP17 DNA-Sonde, eine 5,4 Kb
umfassende, mit SpectrumGreen™ direkt markierte, fluoreszente, fiir die Alpha-Satellit-DNA-
Sequenzim Zentromerbereich von Chromosom 17 (17p11.1-q11.1) spezifische DNA-Sonde. Die
Sondenlésung ist speziell fur die Verwendung im BOND-MAX and BOND-III System konzipiert
und erprobt und sollte nicht verandert oder in einem manuellen Arbeitsablauf eingesetzt werden.

Zusammenfassung der klinischen Konkordanz BOND-MAX System

Das Leica HER2 FISH System - 30 Test wurde entwickelt, um eine vollautomatische Alternative
zu den gebrauchlichen Verfahren zur Ermittlung des HER2-Genamplifikationsstatus anbieten zu
kénnen. Die Leistungsfahigkeit des Leica HER2 FISH System - 30 Test auf dem BOND-MAX
System wurde in einer unabhangigen Studie untersucht, in der die mit dem Leica HER2 FISH
System - 30 Test mit dem Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit Assay an 300
Brustkrebspraparaten und 109 Magenadenokarzinomen (einschlieRlich gastrodsophagealer
Ubergangszone) verglichen wurden. Keine dieser Tumorproben stammte von Patientinnen, die an
den klinischen Herceptin-Studien teilnahmen. Die mit Brustgewebe erzielten Ergebnisse ergaben
eine Konkordanz von 99,33 % bei der 2x2-Analyse (95%-Konfidenzintervalle von 97,61-99,92
%). Die mit Magenadenokarzinomen (einschlieRlich Gewebe aus der gastroosophagealen
Ubergangszone) erzielten Ergebnisse ergaben eine Konkordanz von 98,17 % bei der 2x2-
Analyse (95%-Konfidenzintervalle von 93,53-99,78%). Die Konkordanzdaten zeigen auch,
dass ein mit dem Leica HER2 FISH System - 30 Test erzieltes positives Resultat mit hoher
Wahrscheinlichkeit einem mit dem Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit Assay
erzielten positiven Resultat entspricht. Das Leica HER2 FISH System - 30 Test wird in Bezug
auf die HER2-Genamplifikation als negativ interpretiert, wenn das Genverhaltnis HER2:CEP17
kleiner als 2,0 ist, und als positiv, wenn das Genverhaltnis HER2:CEP17 gréf3er oder gleich 2,0
ist. Zweideutige (grenzwertige) Ergebnisse, bei denen das Genverhaltnis HER2:CEP17 zwischen
1,8 und 2,2 liegt, sind mit Vorsicht zu interpretieren. In diesen Fallen sollten weitere 20 Kerne
ausgezahlt und das Verhaltnis neu berechnet werden.
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Zusammenfassung der klinischen Konkordanz BOND-III System

Das Leica HER2 FISH System - 30 Test wurde entwickelt, um eine vollautomatische Alternative
zu den gebrauchlichen Verfahren zur Ermittlung des HER2-Genamplifikationsstatus anbieten
zu kénnen. Die Leistungsfahigkeit des Leica HER2 FISH System - 30 Test auf dem BOND-III
System wurde in einer unabhangigen Studie untersucht, in der die mit dem Leica HER2 FISH
System - 30 Test erzielten Ergebnisse mit den Ergebnissen des Abbott Molecular PathVysion
HER-2 DNA Probe Kit Assay in Bezug auf 300 Brusttumorproben verglichen wurden. Keine
dieser Tumorproben stammte von Patientinnen, die an den klinischen Herceptin-Studien
teilnahmen. Die Ergebnisse zeigten eine Konkordanz von 99,67 % bei einer 2x2-Analyse (95 %
Konfidenzintervalle von 98,16-99,99 %). Die Konkordanzdaten zeigen auch, dass ein mit dem
Leica HER2 FISH System - 30 Test erzieltes positives Resultat mit hoher Wahrscheinlichkeit
einem mit dem Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit Assay erzielten positiven
Resultat entspricht. Das Leica HER2 FISH System - 30 Test wird in Bezug auf die HER2-
Genamplifikation als negativ interpretiert, wenn das Genverhaltnis HER2:CEP17 kleiner als 2,0
ist, und als positiv, wenn das Genverhaltnis HER2:CEP 17 gréRer oder gleich 2,0 ist. Zweideutige
(grenzwertige) Ergebnisse, bei denen das Genverhaltnis HER2:CEP17 zwischen 1,8 und 2,2
liegt, sind mit Vorsicht zu interpretieren. In diesen Féllen sollten weitere 20 Kerne ausgezahit
und das Verhaltnis neu berechnet werden.

Verfahrensprinzip

Das Leica HER2 FISH System - 30 Test enthalt fir die Farbung formalinfixierter, in Paraffin
eingebetteter Gewebe auf der Basis einer Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung erforderliche
Komponenten. Nach entsprechender Vorbehandlung, Inkubation mit gebrauchsfertiger LSI
HER2/CEP17 Dual Probe und stringentem Waschen werden die Gewebeschnitte dehydriert
und mit DAPI eingedeckt. Die Ergebnisse werden mithilfe von Fluoreszenzmikroskopie unter
Verwendung empfohlener Filter bei geeigneten Wellenlangen interpretiert.

Das Leica HER2 FISH System - 30 Test ist ausschlieflich fur den Einsatz im BOND System
vorgesehen.

Gelieferte Komponenten

Die nachfolgend (in Tabelle 1) aufgefiihrten Materialien reichen fir die Farbung von 30 Tests
(30 mit LSI HER2/CEP17 Dual Probe) gefarbten Objekttragern) aus.

LSI HER2/CEP17 Probe Enthalt gebrauchsfertige LSI HER2/CEP17 Dual Probe.

6,6 ml Enthalt <60% (v/v) Formamid.

Post Hybridization Wash 2 Enthalt gebrauchsfertige Waschlésung zum Spiilen nach der
oml Hybridisierung.

Enthalt <50% (v/v) Formamid.

BOND Enzyme Concentrate 2 | Enthilt Proteinase K-Lésung mit 1,7 mg/ml.
1ml

BOND Enzyme Diluent Enthélt Enzymverdiinner.

65 ml

BOND Open Container BOND Open Container verwendet fir Enzyme 5.
3x7ml

Tabelle 1: Komponenten des Leica HER2 FISH System - 30 Test

Weitere Sicherheitsinformationen sind den einzelnen Sicherheitsdatenblattern (MSDS) unter
www.LeicaBiosystems.com/TA9217-IFU zu entnehmen.
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Gebrauchsanweisungen

Alle im Lieferumfang enthaltenen Reagenzien sind speziell fir den Einsatz bei diesem Assay
konzipiert, und die Chargennummern sind fir jedes einzelne Leica HER2 FISH System - 30
Test spezifisch. Um die korrekte Durchfiihrung des Assays zu gewahrleisten, dirfen keine
Reagenzien ausgetauscht werden.

Lagerung und Stabilitat

Bei 2-8 °C lagern. Nicht einfrieren. Unmittelbar nach dem Gebrauch erneut bei 2-8 °C lagern.
Durch jede Abweichung von diesen Bedingungen verliert der Assay seine Giiltigkeit. Es ist
darauf zu achten, dass das Verfallsdatum des verwendeten Leica HER2 FISH System - 30
Test nicht Uberschritten wird. Folgende Anzeichen deuten auf eine Verunreinigung und/oder
Instabilitat des Leica HER2 FISH System - 30 Test hin: tribe Lésungen (auf3er Sondenlésung)
und Geruchsentwicklung. Andere Lagerbedingungen als die oben angegebenen missen vom
Anwender selbst getestet werden.

Probenvorbereitung

Far alle Proben sind die Standardmethoden der Gewebeaufbereitung anzuwenden (20).
Das Fixieren der Gewebe in formalinhaltigem Fixiermittel sowie die Routineverarbeitung
und Einbettung in Paraffin wird empfohlen. Beispielsweise sollten die Proben in Blocke von
3-4 mm Dicke geschnitten und 18-24 Stunden in 10 % neutral gepuffertem Formalin fixiert
werden. Anschlieflend sollten die Gewebe in abgestuft konzentriertem Alkohol dehydriert, mit
Xylol geklart und in geschmolzenes Paraffinwachs eingebettet werden, dessen Temperatur
nicht Gber 60°C liegen sollte. Die Gewebeproben sollten auf eine Dicke zwischen 4 und 6 pm
zugeschnitten werden.

Auf positiv geladene Objekttrager (BOND Plus Slides Produktcode S21.2113 of Apex BOND
Slides -Produktcode 3800040) aufgezogene Gewebeschnitte konnen vor dem Farben bis
zu 12 Monate bei 2-8 °C gelagert werden. Es wird empfohlen, die Objekttrdger nach der
Schnitterstellung eine Stunde lang bei 60 °C zu inkubieren. Gefarbte Schnitte sollten bei
-20 °C aufbewahrt werden, um das Fluoreszenzsignal zu erhalten und eine Abschwachung zu
vermeiden. Gelagerte Objekttrager sollten vor dem Ablesen Raumtemperatur erreichen.

Warnhinweise und Sicherheitsmafnahmen

Nur fiir professionelle Anwender

Eine oder mehrere im Produkt enthaltene Komponenten sind gesundheitsgefahrdend und
kénnen das ungeborene Kind schadigen.

Grundsatzlich diirfen mit diesem Produkt nur Personen Uber 18 Jahre arbeiten. Die Benutzer
sind ausfuhrlich Uber die korrekten Arbeitsablaufe, die gesundheitsgefahrdenden Eigenschaften
des Produkts und die erforderlichen SicherheitsmaRnahmen zu informieren.

Proben vor und nach der Fixierung und alle mit ihnen in Kontakt kommenden Materialien sind wie
infektioses Material zu behandeln und mit den entsprechenden VorsichtsmaRnahmen zu entsorgen.
Reagenzien dirfen unter keinen Umstanden mit dem Mund pipettiert werden, und der Kontakt
von Haut und Schleimhduten mit Reagenzien und Proben ist zu vermeiden. Empfindliche
Bereiche, die mit Reagenzien oder Proben in Kontakt gekommen sind, sind mit reichlich Wasser
zu spiilen. Arztlichen Rat einholen. Potenziell toxische Komponenten sind gemaR den auf
Bundes-, Landes oder Regionalebene geltenden Bestimmungen zu entsorgen.

Die mikrobielle Verunreinigung der Reagenzien kann zu einer Zunahme unspezifischer
Farbungen fiihren und ist daher auf ein Mindestmal} zu reduzieren.
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Vorgehensweise

A. Erforderliche, aber nicht im Lieferumfang enthaltene Reagenzien
+ BOND Dewax Solution (AR9222)
» BOND Epitope Retrieval Solution 1 (AR9961)
* BOND Wash Solution x10 Concentrate (AR9590)
+ Standardldsungsmittel, die bei Assays auf der Basis von Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierung zum Einsatz kommen (z. B. Athanol, absolut und abgestuft)
» Destilliertes oder entionisiertes Wasser
« DAPI Gegenfarbemittel
* Leica HER2 FISH Control Slides (TA9123)
» BOND Aspirating Probe Cleaning System (CS9100)

B. Erforderliche, aber nicht im Lieferumfang enthaltene Ausriistung

* Pipetten (zum Abmessen von Volumina von 1-20 pl und 100 — 1000 pl)

» Positiv geladene Objekttrager (BOND Plus Slides — Produktcode S21.2113 of Apex
BOND Slides -Produktcode 3800040)

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

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

» BOND Mixing Stations (S21.1971)

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

» Deckglaser

» Trockenofen (der eine Temperatur von 60 °C halten kann)

*  Fluoreszenzmikroskop (60—100x Objektiv) mit geeigneter Lichtquelle. Es empfiehlt sich,
die Einsatzdauer der Lampe zu dokumentieren und die Lampe auszutauschen, bevor sie
die Nennlebensdauer Uberschritten hat. AuBerdem ist auf eine korrekte Ausrichtung der
Lampe zu achten.

»  Geeigneter FluoreszenZfiltersatz (SpectrumOrange™ — Anregungsmaximum bei 559 nm,
Emissionsmaximum bei 588 nm, SpectrumGreen™ — Anregungsmaximum bei 497 nm,
Emissionsmaximum bei 524 nm und DAPI — Anregungsmaximum bei 367 nm,
Emissionsmaximum bei 452 nm). Zu den meisten Mikroskopmodellen sind fiir den Einsatz mit
dem Leica HER2 FISH System - 30 Test optimierte Multiband-Fluoreszenzmikroskopfiltersatze
verflgbar. Folgende Filtersatze werden firr das Leica HER2 FISH System - 30 Test empfohlen:
DAPI/9-Orange Dual Bandpass, DAPI/Green Dual Bandpass, Green/Orange(V.2) Dual
Bandpass sowie DAPI/Green/Orange (V.2) Triple Bandpass.

C. Methodik

» Die Anwendung dieser Methode setzt eine ausreichende Schulung in Bezug auf die
automatisierte in-situ-Fluoreszenz-Technik voraus.

» Jeder mit LSI HER2/CEP17 Dual Probe gefarbte Testschnitt ermdglicht die Same-Cell-
Analyse von HER2-Signalen und Zentromersignalen des Chromosoms 17. Anhand des
Verhaltnisses von HER2- zu Chromosom-17-Signalen kann der Probe ein quantitativer
Wert zugeordnet werden, woraus sich ein negatives Ergebnis (keine Amplifikation) oder
positives Ergebnis (Amplifikation) ableiten lasst. Zweideutige (grenzwertige) Ergebnisse
(zwischen 1,8 und 2,2) sind mit Vorsicht zu interpretieren. In diesem Fallen sollten
weitere 20 Kerne ausgezahlt und das Verhaltnis neu berechnet werden.

D. BOND Enzym-Vorbehandlung
Vor dem Farben ist das im Lieferumfang enthaltene BOND Enzyme Concentrate 2 unter
Verwendung des BOND Enzyme Diluent in einem der BOND Open Containers im Verhaltnis
1:300 zu verdiinnen. Um beispielsweise 10 Objekttrager zu farben, sind 3 ml Enzymlésung
herzustellen, indem 10 pyl BOND Enzyme Concentrate 2 in 2990 pl
BOND Enzyme Diluent verdiinnt werden. Es wird empfohlen, das Enzym vor jedem Farbelauf
frisch herzustellen und pro Lauf ein Mindestvolumen von 900 pl zu verwenden.

Seite 7 von 26 Leica Biosystems Leica HER2 FISH System - 30 Test Bedienungsanleitung TA9217 EU-DE-CE-Rev_G 26/02/2020



E. Standard-Farbeprotokoll

Es wird empfohlen, das Leica HER2 FISH System - 30 Test mit dem in Tabelle 2
dargestellten Standard-Farbeprotokoll anzuwenden.

Protokolltyp Protokollname

Farbung *FISH Protocol A

Vorbereitung *Dewax

HIER *HIER 25 min with ER1 (97)

Enzym *Enzyme 5 for 25 min

Denaturierung *D10

Hybridisierung *ISH Hybridization (12Hr)

Tabelle 2: Standard-Leica HER2 FISH System - 30 Test Staining Protocol

F.Verfahrensschritte

Zusatzlich zu den folgenden Anweisungen ist das Benutzerhandbuch zum BOND-MAX and
BOND-III System heranzuziehen. Fur jeden Objekttrager ist ein neues Deckglas BOND
Universal Covertile zu verwenden.

Die Verwendung von BOND Universal Covertiles, die zuvor bei der immunhistochemischen
Farbung oder Farbung mit In-situ-Hybridisierung eingesetzt wurden, wurde fiir diesen Test
nicht validiert.

1.

2.

~NOoO O w

10.
. Geben Sie die Details des ersten Falls ein. Das Dispensiervolumen sollte auf 150 yL und

12.
13.
14.

. Wahlen Sie die Funktion ISH aus.
16.

17.

18.

Stellen Sie sicher, dass die Vorrats- und Abfallbehalter am BOND-MAX and BOND-III
System gentigend Aufnahmekapazitat fir die erforderlichen Farbelaufe haben.

Stellen Sie sicher, dass genligend Alkohol, destilliertes oder entionisiertes Wasser, BOND
Dewax Solution, BOND Epitope Retrieval Solution 1 und BOND Wash Solution fiir die
erforderlichen Farbelaufe in den Vorratsbehaltern vorhanden ist.

. Vergewissern Sie sich, dass eine saubere BOND Mixing Station installiert ist.

. Schalten Sie das BOND-MAX and BOND-III System ein.

. Schalten Sie den mit dem BOND-MAX and BOND-III System verbundenen PC ein.

. Starten Sie die BOND Software.

. Scannen Sie zur Verwendung eines neuen Leica HER2 FISH System - 30 Test Kits

den Barcode am Reagenzienschlitten mit dem Handscanner, um das System in den
Reagenzienbestand des BOND einzugeben (nur Einzelbarcode).

. Bereiten Sie BOND Enzyme 5 im mitgelieferten BOND Open Container in einer

Verdiinnung von 1:300 vor. Geben Sie beispielsweise fir 10 Objekttrager 10 yl BOND
Enzyme Concentrate 2 zu 2990 ul BOND Enzyme Diluent hinzu.

. Scannen Sie den mitgelieferten BOND Open Container ein und registrieren Sie ihn als

Bond Enzyme 5.
Offnen Sie den Bildschirm "Add Slide" und klicken Sie auf Fall hinzufiigen.

das Vorbereitungsprotokoll auf *Dewax eingestellt sein. Klicken Sie auf OK.

Klicken Sie im Bildschirm "Add Slide" auf OT hinzuftigen, wahrend der Fall hervorgehoben
ist.

Flgen Sie zuerst die Testobjekttrager der Patienten hinzu. Der Gewebetyp sollte auf
Test-Gewebe gesetzt sein.

Wahlen Sie den Farbemodus Einzel aus.

Waéhlen Sie *LSIHER2/CEP17 Dual Probe - 30Test aus der Sondenliste aus. Auf der Registerkarte
"Protocols" wird standardmafig das richtige Farbeprotokoll (*FISH Protocol A), HIER-Protokoll
(*HIER25minwithER1(97))und EIER-Protokoll (*Enzyme 5for25min)mitdenrichtigen Werten fir
Denaturierung (*D10) und Hybridisierung (*ISH Hybridization (12Hr)) angezeigt.

Wiederholen Sie Schritt 10 bis 16, bis Patienten-Testobjekttrager und Kontrollobjekttrager
(Leica HER2 FISH Control Slides und/oder interne Kontrollobjekttrager) erstellt wurden.
Drucken Sie Objekttrageretiketten aus.

Versehen Sie die Objekttrager mit geeigneten Etiketten.
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19.

20.
21.

22.

23.
24,
25.
26.
27.
28.

29.
30.

31.

Offnen Sie die Deckel aller Behalter des Leica HER2 FISH System - 30 Test und setzen
Sie den Reagenzienschlitten in das BOND-MAX and BOND-IIl System ein.

Decken Sie die Objekttrager mit neuen Covertiles ein.

Setzen Sie den Objekttragerschlitten in das BOND-MAX and BOND-III System ein und
driicken Sie Lade/Entlade.

Vergewissern Sie sich, dass die Objekitrager gescannt wurden, und klicken Sie im
Systemstatusbildschirm auf Run (Play), um den Lauf sofort zu starten (fir das Leica HER2 FISH
System - 30 Test wird die Ausfiihrung iber Nacht unter Verwendung der Startverzégerung
empfohlen).

Vergewissern Sie sich, dass im Schlittenindikatorfeld Lauft (OK), die Chargennummer und
der Endzeitpunkt angezeigt werden.

Driicken Sie nach Abschluss des Farbelaufs Lade/Entlade und entnehmen Sie die
Objekttragerschlitten aus dem BOND-MAX and BOND-III System.

Entfernen Sie die Covertiles und spiilen Sie die Objekttréager in entionisiertem Wasser.

Dehydrieren Sie sie rasch zweimal mit Alkohol und lassen Sie sie an der Luft trocknen.

Geben Sie 20 pl DAPI direkt auf die Probe.

Legen Sie ein Deckglas auf und warten Sie, bis sich die Losung vollstéandig ausgebreitet
hat. Luftblasen sollten entfernt werden.

Dichten Sie die Deckglasrander mit Nagellack oder einem ahnlichen Versiegelungsmittel ab.

Bewahren Sie die Objekttrager im Dunkeln auf, um die Signalentwicklung zu férdern,
bevor Sie sie unter dem Fluoreszenzmikroskop betrachten.

Lagern Sie die gefarbten Objekttrager zum Erhalt der Signalstarke bei -20 °C.

G. Aufbewahrung von Objekttragern

Lagern Sie gefarbte Objekttrager bei -20 °C im Dunkeln. Die Objekttrager sollten nach der
Entnahme aus der Lagerung bei -20 °C Raumtemperatur erreichen, bevor sie unter dem
Mikroskop betrachtet werden.
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Signalbeurteilung und Auszdhlung

Zur Beurteilung der Signalqualitdt und Auszahlung der HER2- und CEP17-Signale ist
folgendermafen vorzugehen:

1. Beurteilung
der Objekt-
tragerqualitat
- Signalintensitat
der Sonde
- Hintergrund

2. Erkennung
der
Zielsignale

- Gewebetlibersicht

- Fokustiefe

A 4

1. Beurteilung der Objekttragerqualitat

Beurteilen Sie die Objekttragerqualitat nach folgenden Kriterien:

« Signalintensitidt der Sonde: Das Signal sollte hell und leicht zu
beurteilen sein. Die Signale sollten entweder hell und von kompakter,
ovaler Form oder fadig, von diffuser ovaler Form sein.

* Hintergrund: Der Hintergrund sollte relativ frei von fluoreszierenden
Partikeln sein und dunkel oder schwarz erscheinen.

Bei unbefriedigender Darstellung der oben genannten Merkmale siehe

Fehlerbehebungshinweise (Tabelle 6). Wiederholen Sie den Assay

gegebenenfalls.

3. Eignung der
Kerne

- Kernauswahl

v

2. Erkennung der Zielsignale

Stellen Sie sicher, dass die richtigen Filter zur Analyse verwendet werden:

« Gewebelibersicht: Hybridisierungssignale sollten nur bei invasiven
Tumorzellen ausgezahlt werden. Tumorzellen kénnen im Allgemeinen
anhand ihrer GréRe von normalen Zellen unterschieden werden: Sie sind
iblicherweise groRer als normale Zellen, Lymphozyten und Epithelzellen.
Wabhlen Sie die Zielbereiche mithilfe von H & E-Farbung aus und markieren
Sie diese Bereiche nach dem FISH-Assay auf dem Deckglas.

Fokustiefe: Stellen Sie die Fokustiefe ein, um die Tiefe der Fokusebene zu
bestimmen und sich mit Form und GroRe der Zielsignale und Storsignale
vertraut zu machen.

4. Signal-
auszdhlung

- Tumoribersicht
- Auszahlung

A 4

3. Eignung der Kerne

Betrachten Sie den hybridisierten Bereich mit einem 20X Objektiv:
Kernauswahl: Bestimmen Sie die Zielregion (anhand von H & E-Farbung
ermittelte  Tumorzellen). Vermeiden Sie Bereiche mit unscharfen
Kerngrenzen oder nekrotischen Zellen.

Auch Signale mit geringer Intensitat und unspezifischem, stérsignalreichem
Hintergrund oder zur Erkennung der Kerngrenze nicht ausreichender
Gegenfarbung sollten ignoriert werden. Nur Kerne mit deutlich
abgegrenzten Signalen sollten ausgezahlt werden.

v

»

. Signalauszdhlung
Tumoriibersicht: Priifen Sie mehrere Tumorzellbereiche mithilfe eines
40X Objektivs, um mogliche Heterogenitat zu berticksichtigen. Vermeiden
Sie Zielregionen mit schwachen Signalen und wahlen Sie einen Bereich
mit guter Kernverteilung.

Auszéhlung: Beginnen Sie die Analyse im oberen linken Quadranten des
ausgewahlten Bereichs und zahlen Sie unter Verwendung eines 100X
Objektivs und gemafR den nachfolgenden Richtlinien und den Angaben in
Abbildung 1 von links nach rechts die Signale innerhalb der Kerngrenze.
Erfassen Sie alle Signale im Kern durch Fokussieren entlang der Z-Achse.
Zahlen Sie zwei Signale gleicher GroRe, deren Abstand kleiner oder gleich
dem Signaldurchmesser ist, als ein Signal.

Kerne ohne Signal oder mit Signalen nur einer Farbe sind nicht zu
beriicksichtigen. Bewerten Sie nur die Kerne mit einem oder mehreren
FISH-Signalen jeder Farbe.

Zahlen Sie fir jeden Kern die HER2-Signale und die CEP17-Signale.
Wechseln Sie nach Bedarf zwischen dem orangefarbenen (HER2), griinen
(CEP17), griin/orangefarbenen und DAPI/griin/orangefarbenen Filtersatz,
um beide Farben zu inspizieren.
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Empfohlene Methode zur Bestimmung des Verhéltnisses zwischen
LSI HER2 und CEP17
Bestimmen Sie das Verhaltnis zwischen LSI HER2 und CEP17 nach folgender Methode:

1.

2.

Bestimmen Sie die Zahl der LS| HER2- und CEP17-Signale in 20 Kernen (siehe Abbildung 2
Leica HER2 FISH System - 30 Test Auswertungsblatt).

Ermitteln Sie die Gesamtanzahl der LS| HER2-Signale. Dies ist die Summe der LSI
HERZ2-Signale fiir die betreffende Zahlung, z. B. 143.

Ermitteln Sie die Gesamtanzahl der CEP17-Signale. Dies ist die Summe der CEP17-Signale
fur die betreffende Zahlung, z. B. 48.

Berechnen Sie das Endergebnis nach folgender Formel:

Summe der LS| HER2-Signale dividiert durch die Summe der CEP17-Signale,

143/48 ergibt beispielsweise ein Verhaltnis von 2,98, ist also positiv in Bezug auf
HER2-Amplifikation.

Wichtiger Hinweis: Wenn das Verhaltnis von LS| HER2- zu CEP17-Signalen zweideutig
ist (1,80 - 2,20), zdhlen Sie weitere 20 Kerne aus und berechnen Sie das Verhiltnis neu.

Die Ergebnisse sind wie folgt zu dokumentieren:

1. Bei einem Verhaltnis kleiner 2 wurde keine HER2-Genamplifikation beobachtet.

Bei einem Verhaltnis gréRer oder gleich 2 wurde HER2-Genamplifikation beobachtet.

Wichtiger Hinweis: Ein Verhéltnis am Grenzwert (1,80 - 2,20) ist, wie oben beschrieben,
mit Vorsicht zu interpretieren.
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Leica HER2 FISH System - 30 Test Interpretationshilfe

Als 2 orangefarbene und 1 griines Signal zahlen

Nicht zahlen. Kerne ohne Signal oder mit Signalen nur einer
Farbe sind nicht zu berticksichtigen. Bewerten Sie nur die Kerne
mit einem oder mehreren FISH-Signalen jeder Farbe

Als 1 orangefarbenes und 2 griine Signale zahlen

Als 3 orangefarbene und 2 griine Signale zahlen

Als 5 orangefarbene und 4 griine Signale zahlen 1
orangefarbenes Signal und 1 griines Signal ist diffus

Als 4 orangefarbene und 2 griine Signale zéhlen 1
orangefarbenes Signal ist diffus Zahlen Sie zwei Signale
gleicher GroRe, deren Abstand kleiner oder gleich dem
Signaldurchmesser ist, als ein Signal

Als 5 orangefarbene und 3 griine Signale zahlen 1
orangefarbenes Signal ist diffus

Als 2 orangefarbene und 2 griine Signale zéhlen 1
orangefarbenes Signal und 1 griines Signal iiberschneiden sich

Nicht zahlen. Die Kerne tiberschneiden sich. Es ist zu schwierig,
zu entscheiden, welchen Kernen die Signale zuzuordnen sind

Als ca. 16 orangefarbene und 2 griine Signale zahlen

Abbildung 1: Interpretationshilfe
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Leica HER2 FISH System - 30 Test Auswertungsblatt

Signalzdhlung aus 20 Kernen

Kernnummer Anzahl der Anzahl der Kernnummer Anzahl der Anzahl der
HER2-Kopien | CEP17-Kopien HER2-Kopien | CEP17-Kopien

1 11

2 12

3 13

4 14

5 15

6 16

7 17

8 18

9 19

10 20

Summe 1-10 Summe 11-20

HER2 CEP17 Q?Rgl:lglggzlgnsverhaltms

Gesamtergebnis 1-20
Mittelwert pro Zelle

Abbildung 2: Beispielauswertungsblatt
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Automatisches Ariol-Verfahren zur HER2 FISH-Bestimmung

Die Nutzung der digitalen Scoring-Anwendung Ariol PathVysion® als Interpretationshilfe wurde
separat mit einer anderen Stichprobenkohorte fiir den Einsatz mit dem Leica HER2 FISH System
validiert. Die digitale Scoring-Anwendung Ariol PathVysion ist — wenn sie zusammen mit dem
Leica HER2 FISH System eingesetzt wird — flir den Einsatz in der In-Vitro-Diagnostik indiziert.
Bei Verwendung mit dem Leica HER2 FISH System sollte die Anwendung Ariol PathVysion
auf die Anwendung mit Gewebe-Kontrollobjekttragern kalibriert werden und nicht auf die Leica
HER2 FISH Control Slides (TA9123).

Alle diagnostischen Entscheidungen trifft der qualifizierte Kliniker.

Weitere Informationen entnehmen Sie bitte dem Ariol-Bedienerhandbuch.

Qualitatskontrolle

Verwendung von Kontrollobjekttragern

Es wird empfohlen, bei jedem Testlauf einen Kontrollobjekttrager Leica HER2 FISH Control Slide
zu verwenden, um die Leistungsfahigkeit des Assays und die Korrektheit der Signalauszahlung
beurteilen zu kénnen. Bei jeder Farbeserie im BOND-MAX and BOND-III System und jeder
neuen Reagenziencharge sollten Kontrollobjekttrager verwendet werden. Darlber hinaus kann
der einzelne Anwender sein eigenes Kontrollmaterial verwenden.

Beurteilen Sie die Qualitat der Kontrollobjekttrager und zahlen Sie die Signale nach den
Anweisungen unter Signalbeurteilung und Auszahlung. Die Kriterien fiir Objekttragerqualitat
mussen erfillt sein, und das Verhaltnis von HER2:CEP17 sollte innerhalb des fiir akzeptable
Testergebnisse definierten Bereichs liegen. Tabelle 3 enthélt die Akzeptanzkriterien flir die Leica
HER2 FISH Control Slides.

Zelllinie ProfildesBond | HER2 Leica HER2 FISH System - 30 Test
OracleHER2IHC | Rezeptordichte | HER2:CEP17 Akzeptanzkriterien
System pro Zelle*
SKBr-3 3+ 4,3 x10° HER2-Amplifikation wird beobachtet
MDA-MB-453 24 1,4 x 10° HER2/CEP17_Gen-VerhaItn|s sollte zwischen
1,5und 2,5 liegen
MDA-MB-175 1+ 6,3 x 10* HER2-Amplifikation wird nicht beobachtet
MDA-MB-231 0 9,3 x 103 HER2-Amplifikation wird nicht beobachtet

*Analyse der HER2-Rezeptordichte mithilfe von Durchflusszytometrie.
Tabelle 3: Interpretation der Leica HER2 FISH Control Slides.

Wenn bei den Kontrollobjekttragern ein Fehler vorliegt, sollten fir diesen Fall keine FISH-
Ergebnisse dokumentiert werden. Wenn die Kontrollobjekttrager nicht die Akzeptanzkriterien
erfullen, hat das Leica HER2 FISH System - 30 Test mdglicherweise keine akzeptable Leistung
erbracht. In diesem Fall ist eine Wiederholung des Tests mit neuen Kontrollobjekttragern und
Patientenproben-Objekttragern erforderlich. Wenn die Ergebnisse aul3erhalb des angegebenen
Bereichs liegen, aber die Kontrollobjekttrager die Akzeptanzkriterien fir Qualitat erfillen, kann
ein erneutes Screening desselben Objektitragers angebracht sein, da moglicherweise die
Auszahlung nicht korrekt durchgefiihrt wurde. Im Falle eines Hybridisierungsfehlers bei der
Probe oder den Kontrollobjekttragern siehe Fehlerbehebungshinweise in Tabelle 6.

Wenn bei klinischen Proben die Interpretation des Hybridisierungssignals schwierig ist und
nicht gentigend Probenmaterial fir einen erneuten Assay vorhanden ist, ist der Test nicht
aussagekraftig. Wenn nicht gentigend Zellen fir die Analyse vorhanden sind, ist der Test nicht
aussagekraftig.

Die Patientenproben sind nach Standardlaborverfahren zu kontrollieren. Signalqualitat und
Auszahlungsergebnisse sind auf einem geeigneten Formular zu dokumentieren.
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Einschrankungen

A. Allgemeine Einschrankungen

FISH ist eine Technik, die eine spezielle Schulung in Bezug auf alle Aspekte des Verfahrens
(einschliellich Auswahl geeigneter Reagenzien, Gewebe, Fixier- und Aufbereitungsmethoden
sowie Vorbereitung der Objekttrager) sowie in Bezug auf die Interpretation erfordert. Die
Gewebefarbung setzt eine sachgemaRe Vorbereitung, Fixierung und Infiltration des Gewebes
voraus. Unsachgemafes Fixieren, Gefrieren, Auftauen, Waschen, Trocknen, Erwdrmen
oder Schneiden oder Verunreinigung mit anderen Geweben oder Flissigkeiten kann zu
morphologischen Artefakten, Zerfall von Nukleinsauren, Hintergrundfluoreszenz oder falsch
negativen Ergebnissen fiihren. Uneinheitliche Ergebnisse kdnnen auf Variationen bei Fixierung
oder Einbettmethoden oder auf inhdarente UnregelmaRigkeiten innerhalb des Gewebes
zurickzufuhren sein (21). Auch uUbermaRige oder unvollstdndige Gegenfarbung kann eine
korrekte Interpretation der Ergebnisse erschweren.

Eine unspezifische Farbung als Folge einer nicht gebundenen Sonde hat ein gestreutes,
granulares Aussehen und tritt an der erwarteten Hybridisierungsstelle oder entfernt davon
auf. Verwenden Sie zur Interpretation der Farbeergebnisse intakte Zellen. Nekrotische
oder degenerierte Zellen weisen oft eine unspezifische Farbung auf (22). Unerwartete
FISH-Farbungen oder Farbevariationen koénnen das Ergebnis von Veranderungen der
Expressionsgrade der codierenden Gene sein. Jede Veranderung der erwarteten Farbemuster
sollte im Zusammenhang mit allen anderen diagnostischen Untersuchungen interpretiert
werden. Die Interpretation der Farbungen sollte durch morphologische Untersuchungen und die
Verwendung geeigneter Kontrollmaterialien ergéanzt und im Kontext der klinischen Anamnese
des Patienten sowie anderer diagnostischer Untersuchungen durch einen qualifizierten
Pathologen beurteilt werden.

Der Assay (d. h. die Bewertung der Eignung der Kontrollmaterialien) und die Interpretation von
Farbungen bzw. des Fehlens dieser Farbungen sind in einem entsprechend qualifizierten Labor
unter der Leitung eines entsprechend qualifizierten und erfahrenen Pathologen durchzufiihren,
der fir die Gesamtbeurteilung des In-situ-Hybridisierungs-Assays und seine Interpretation
verantwortlich ist. Falsch positive Ergebnisse der FISH-Analyse kdnnen auf Kreuzreaktivitat der
Sonde auf andere Nukleinsauresequenzen und/oder unspezifische Bindung zuriickzufiihren
sein. Es missen geeignete Kontrollen angewendet und dokumentiert werden, und bei den Tests
sind alle relevanten Ablaufdaten zu beachten.

Technische und interpretationsbezogene Variationen kénnen auch beobachtet werden, wenn
FISH auf Zelllinien-Derivate angewendet wird (23).

B. Produktspezifische Einschrankungen

Dieses Produkt ist nicht fiir den Einsatz bei anderen diagnostischen Assays auf DNA-Basis
vorgesehen.

Ersetzen Sie die im Leica HER2 FISH System - 30 Test enthaltenen Reagenzien nicht durch
andere Komponenten (von Leica Biosystems oder anderen Herstellern). Dadurch wiirde der
Assay seine Aussagekraft verlieren. Der Anwender muss Abweichungen von den empfohlenen
Verfahren selbst validieren.

Es wird empfohlen, fiir den Assay nur mit formalinhaltigen Fixiermitteln behandelte Gewebe
zu verwenden. Durch Verwendung anderer Fixiermittel konnte der Assay seine Giltigkeit
verlieren.

Mit Gewebepraparaten, deren Dicke auerhalb des empfohlenen Bereichs liegt, wurde das
System nicht getestet. Durch die Verwendung von Schnitten anderer Dicke verliert der Assay
maoglicherweise seine Giiltigkeit.
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Klinische Konkordanz zwischen Leica HER2 FISH System - 30 Test
und Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit - Mamma

Bei dieser Studie wurde die Eignung des Leica HER2 FISH System - 30 Test als Hilfe bei
der Entscheidung Uber eine Therapie mit Herceptin (trastuzumab) untersucht. Dabei sollte die
Konkordanz zwischen dem Leica HER2 FISH System - 30 Test und einem bereits zugelassenen
Diagnostikum, dem Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit, das bei Brustgewebe
als ‘Goldstandard’ fur diesen Assay gilt. Das Akzeptanzkriterium fiir den Test bestand darin,
dass die Untergrenze des einseitigen 95%-Konfidenzintervalls zwischen dem Leica HER2
FISH System - 30 Test und dem manuellen Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe
Kit, zwischen positiven (amplifizierten) und negativen (nicht amplifizierten) formalinfixierten, in
Paraffin eingebetteten (FFPE) Fallen von invasivem Brustkrebs Gber 90 % liegt.

Die Studie wurde als Blind-Evaluierung klinischer invasiver Brustkrebsproben an drei Standorten
durchgefiihrt. An jedem der Untersuchungsstandorte wurden archivierte, formalinfixierte, in
Paraffin eingebettete Gewebebldcke ausinvasivem Brustkrebs mitbekannten Expressionsgraden
des Onkoproteins HER2 bereitgestellt. Eine Kohorte von 300 Proben, die 75 zuvor als 0/1+
eingestufte IHC-Falle, 150 zuvor als 2+ eingestufte IHC-Falle und 75 zuvor als 3+ eingestufte
IHC-Falle umfasste, wurde ausgewahlt und gleichmaRig auf die drei Untersuchungsstandorte
verteilt.

Alle Falle wurden nach den Angaben des Herstellers auf der Packungsbeilage manuell mit
Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit Assay gefarbt. Aufeinanderfolgende
Schnitte von den einzelnen Fallen wurden dann mit dem Leica HER2 FISH System - 30 Test auf
einem BOND System gefarbt.

Alle gefarbten Objekttrager wurden verblindet und an jedem der drei Standorte von jeweils
einem geschulten Beobachter auf Zufallsbasis (randomisiert) eingestuft. Die Ergebnisse
wurden bei einem errechneten HER2/CEP17-Genverhaltnis kleiner 2,0 als negativ und bei
einem errechneten HER2/CEP17-Genverhaltnis 22,0 als positiv interpretiert. AnschlieRend
wurden die Daten auf Konkordanz sowie Ubereinstimmung der positiven und negativen Farbung
analysiert.

2x2-Konkordanzergebnisse BOND-MAX System - Mamma

Die Daten wurden bei einer 2x2-Analyse als negativ (<2,00) oder positiv (22,00) gruppiert. Dabei
zeigte die beobachtete Ubereinstimmung zwischen den beiden Tests in einer 2x2-Analyse fiir
300 Proben eine Konkordanz von 99,33 % (298/300) mit einem 95 %-Kl von 97,61-99,92 % fur
das BOND-MAX System.

Der Anteil der positiven Ubereinstimmungen (Sensibilitat) bzw. die Fahigkeit des Leica HER2
FISH System - 30 Test, die mithilfe des Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit als
positiv klassifizierten Falle korrekt zu erkennen (das heilt, der Anteil der Proben, die sowohl
vom Leica HER2 FISH System - 30 Test als auch vom manuellen Abbott Molecular PathVysion
HER-2 DNA Probe Kit als positiv erkannt wurden, an der Gesamtzahl der mithilfe von Abbott
Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit als positiv klassifizierten Falle), betrug 99,03 %
(102/103).

Der Anteil der negativen Ubereinstimmungen (Spezifitat) bzw. die Fahigkeit des Tests, die
mithilfe von Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit als negativ klassifizierten
Falle korrekt zu erkennen (das heif’t, der Anteil der Proben, die sowohl vom Leica HER2 FISH
System - 30 Test als auch von Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit als negativ
erkannt wurden, an der Gesamtzahl der mithilfe von Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA
Probe Kit als negativ klassifizierten Falle), betrug 99,49 % (196/197). Siehe Tabelle 4.
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Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit
Negativ (<2,0) Positiv (=2,0) Gesamt
Leica HER2 FISH Negativ (<2,0) 196 1 197
System - 30 Test —
BOND-MAX Positiv (=2,0) 1 102 103
Gesamt 197 103 300

Gesamtkonkordanz (95 %-Kl) = 99,33 % (97,61 — 99,92 %)

Tabelle 4. 2x2-Konkordanz von Leica HER2 FISH System - 30 Test auf dem BOND-MAX System mit Abbott Molecular
PathVysion HER-2 DNA Probe Kit an Mammagewebe.

2x2-Konkordanzergebnisse BOND-IIl System - Mamma

Die Daten wurden bei einer 2x2-Analyse als negativ (<2,00) oder positiv (22,00) gruppiert. Dabei
zeigte die beobachtete Ubereinstimmung zwischen den beiden Tests in einer 2x2-Analyse fiir
300 Proben eine Konkordanz von 99,67 % (299/300) mit einem 95 %-KI von 98,16-99,99 % fir
das BOND-III System.

Der Anteil der positiven Ubereinstimmungen (Sensibilitat) bzw. die Féhigkeit des Leica HER2
FISH System - 30 Test, die mithilfe des Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit als
positiv klassifizierten Falle korrekt zu erkennen (das heif3t, der Anteil der Proben, die sowohl
vom Leica HER2 FISH System - 30 Test als auch vom manuellen Abbott Molecular PathVysion
HER-2 DNA Probe Kit als positiv erkannt wurden, an der Gesamtzahl der mithilfe von Abbott
Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit als positiv klassifizierten Falle), betrug 99,03 %
(102/103).

Der Anteil der negativen Ubereinstimmungen (Spezifitdt) bzw. die Fahigkeit des Tests, die
mithilfe von Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit als negativ klassifizierten
Falle korrekt zu erkennen (das heil’t, der Anteil der Proben, die sowohl vom Leica HER2 FISH
System - 30 Test als auch von Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit als negativ
erkannt wurden, an der Gesamtzahl der mithilfe von Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA
Probe Kit als negativ klassifizierten Falle), betrug 100 % (197/197). Siehe Tabelle 5.

Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit
Negativ (<2,0) Positiv (>2,0) Gesamt
Leica HER2 FISH Negativ (<2,0) 197 1 198
system -30Test | pogitiy (22,0) 0 102 102
BOND-III
Gesamt 197 103 300

Gesamtkonkordanz (95 %-Kl) = 99,67 % (98,16 — 99,99 %)

Tabelle 5. 2x2-Konkordanz von Leica HER2 FISH System - 30 Test auf dem BOND-III System mit Abbott Molecular
PathVysion HER-2 DNA Probe Kit an Mammagewebe.

Somit zeigen die bei dieser Studie generierten Daten, dass das Leica HER2 FISH System - 30
Test aufgrund seiner hohen Konkordanz mit dem Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA
Probe Kit, einem bereits furr diese Indikation zugelassenen diagnostischen Test, als Hilfe bei der
Beurteilung der Eignung von Patienten fir eine Therapie mit Herceptin (trastuzumab) eingesetzt
werden kann.
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Klinische Konkordanz zwischen Leica HER2 FISH System - 30 Test und Abbott
Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit - Magen

Bei dieser Studie wurde die Eignung des Leica HER2 FISH System - 30 Test als Hilfe bei der
Entscheidung Uber eine Therapie mit Herceptin (trastuzumab) untersucht. Dabei sollte die
Konkordanz zwischen dem Leica HER2 FISH System -30 Test und einem bereits zugelassenen
Diagnostikum, dem Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit, das als ‘Goldstandard’
fur diesen Assay bei Magengewebe gilt, ermittelt werden. Das Akzeptanzkriterium flir den
Test bestand darin, dass die Untergrenze des einseitigen 95%-Konfidenzintervalls zwischen
dem Leica HER2 FISH System - 30 Test und dem manuellen Abbott Molecular PathVysion
HER-2 DNA Probe Kit, zwischen positiven (amplifizierten) und negativen (nicht amplifizierten)
formalinfixierten, in Paraffin eingebetteten (FFPE) Magenadenokarzinomen (einschlielich
gastrodsophagealer Ubergangszone) tber 90 % liegt.

Die Studie wurde als Evaluierung klinischer invasiver Magenadenokarzinompraparate
durchgefihrt. Die Tests wurden mit archivierten, formalinfixierten, in Paraffin eingebetteten
Magenadenokarzinom-Gewebebloécken mit  bekanntem HER2-Genexpressionsniveau
durchgefihrt. Eine Kohorte von 109 Proben, die 50 amplifizierte und 59 nicht amplifizierte
Falle umfasste, wurde ausgewahlt.

Alle Falle wurden nach den Angaben des Herstellers auf der Packungsbeilage manuell mit
Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit Assay gefarbt. Aufeinanderfolgende
Schnitte von den einzelnen Fallen wurden dann mit dem Leica HER2 FISH System - 30 Test
auf dem BOND-MAX System gefarbt.

Alle gefarbten Objekttrager wurden von einem einzelnen geschulten Beobachter auf
Zufallsbasis (randomisiert) eingestuft. Die Ergebnisse wurden bei einem errechneten HER2/
CEP17-Genverhaltnis kleiner 2,0 als negativ und bei einem errechneten HER2/CEP17-
Genverhéltnis 22,0 als positiv interpretiert. AnschlieBend wurden die Daten auf Konkordanz
sowie Ubereinstimmung der positiven und negativen Farbung analysiert.

2x2 Konkordanzergebnisse BOND-MAX System - Magen

Die Daten wurden bei einer 2x2-Analyse als negativ (<2,00) oder positiv (=2,00) gruppiert.
Dabei zeigte die beobachtete Ubereinstimmung zwischen den beiden Tests in einer 2x2-
Analyse fir 109 Proben eine Konkordanz von 98,17 % (107/109) mit einem 95%-KI von
93,53-99,78% fur das BOND-MAX System.

Der Anteil der positiven Ubereinstimmungen (Sensibilitat) bzw. die Fahigkeit des Leica HER2
FISH System - 30 Test, die mithilfe des Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit als
positiv klassifizierten Falle korrekt zu erkennen (das heif3t, der Anteil der Proben, die sowohl
vom Leica HER2 FISH System - 30 Test als auch vom manuellen Abbott Molecular PathVysion
HER-2 DNA Probe Kit als positiv erkannt wurden, an der Gesamtzahl der mithilfe von Abbott
Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit als positiv klassifizierten Falle), betrug 96,00 %
(48/50).

Der Anteil der negativen Ubereinstimmungen (Spezifitat) bzw. die Fahigkeit des Tests, die
mithilfe von Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit als negativ klassifizierten
Falle korrekt zu erkennen (das heil’t, der Anteil der Proben, die sowohl vom Leica HER2 FISH
System - 30 Test als auch von Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit als negativ
erkannt wurden, an der Gesamtzahl der mithilfe von Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA
Probe Kit als negativ klassifizierten Falle), betrug 100 % (59/59). Siehe Tabelle 6.

Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit
Negativ (<2,0) Positiv (22,0) Gesamt
Leica HER2 Negativ (<2,0) 59 2 61
FISH System - "
Positiv (22 4 4
30 Test ositiv (22,0) 0 8 8
BOND-MAX Gesamt 59 50 109

Gesamtkonkordanz (95%-Kl) = 98,17 % (93,53 —99,78 %)

Tabelle 6. 2x2-Konkordanz von Leica HER2 FISH System - 30 Test auf dem BOND-MAX System mit Abbott Molecular PathVysion HER-2
DNA Probe Kit an Magengewebe.
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Prazisionstests —- BOND-MAX System

A. Studie zur Prazision innerhalb eines Laufs

Die Studie zur Prazision innerhalb eines Laufs wurde als randomisierte Blindstudie
durchgefihrt. Der Test des Leica HER2 FISH System - 30 Test auf Prazision innerhalb eines
Laufs wurde an einem einzigen Untersuchungsstandort anhand von 540 zuvor in Bezug auf
HER?2 eingestuften TMA-Proben durchgefiihrt, die formalinfixiertes, in Paraffin eingebettetes
Brustkrebsgewebe enthielten. Aufgrund der Verwendung von TMAs zur Bestimmung der
Prazision innerhalb eines Laufs stand bei einem einzelnen Lauf auf einem einzelnen Gerat
eine groRere Zahl von Fallen mit einem breiteren Spektrum von HER2-Expressionsgraden
zur Verflgung.

Bei der Auszahlung der gefarbten Objekttrager im Rahmen der Studie zur Prazision innerhalb
eines Laufs zeigten 532 von 540 beurteilten Fallen ein konkordantes Ergebnis, was zu einer
Gesamtkonkordanz von 98,52 % mit einem unteren 95 %-KI von 97,10 % fihrte.

B. Studie zur Prazision innerhalb eines Gerats

Die Studie zur Prazision innerhalb eines Gerats wurde als randomisierte Blindstudie
durchgeflhrt. Der Test des Leica HER2 FISH System - 30 Test auf Prazision innerhalb eines
Gerats wurde an einem einzigen Untersuchungsstandort anhand von 1620 zuvor in Bezug auf
HER2 eingestuften TMA-Proben durchgefihrt, die formalinfixiertes, in Paraffin eingebettetes
Brustkrebsgewebe enthielten. Aufgrund der Verwendung von TMAs zur Bestimmung der
Prazision innerhalb eines Gerats stand bei mehreren Laufen auf einem einzelnen Gerat eine
gréRere Zahl von Fallen mit einem breiteren Spektrum von HER2-Expressionsgraden zur
Verfligung.

Bei der Auszahlung der gefarbten Objekttrager im Rahmen der Studie zur Prazision innerhalb
eines Gerats zeigten 1620 von 1620 beurteilten Fallen ein konkordantes Ergebnis, was zu
einer Gesamtkonkordanz von 100 % mit einem unteren 95 %-KI von 99,82 % flihrte.

C. Studie zur Prazision zwischen verschiedenen Laufen

Die Studie zur Prazision zwischen verschiedenen Laufen wurde als randomisierte Blindstudie
durchgefiihrt. Der Test des Leica HER2 FISH System - 30 Test auf Prazision zwischen
verschiedenen Laufen wurde an einem einzigen Untersuchungsstandort anhand von 900
zuvor in Bezug auf HER2 eingestuften TMA-Proben durchgeflhrt, die formalinfixiertes, in
Paraffin eingebettetes Brustkrebsgewebe enthielten. Aufgrund der Verwendung von TMAs
zur Bestimmung der Prazision zwischen verschiedenen Laufen stand bei mehreren Laufen
an verschiedenen Tagen eine groRere Zahl von Fallen mit einem breiteren Spektrum von
HER2-Expressionsgraden zur Verfligung.

Bei der Auszahlung der gefarbten Objekttrager im Rahmen der Studie zur Prazision zwischen
verschiedenen Laufen zeigten 894 von 900 beurteilten Fallen ein konkordantes Ergebnis,
was zu einer Gesamtkonkordanz von 99,33 % mit einem unteren 95 %-KIl von 98,55 %
flhrte.

D. Studie zur Prazision zwischen verschiedenen Laboren

Die Studie zur Prazision zwischen verschiedenen Laboren wurde als randomisierte
Blindstudie durchgefiihrt. Der Test des Leica HER2 FISH System - 30 Test auf Prazision
zwischen verschiedenen Laboren wurde an drei Untersuchungsstandorten anhand von 513
zuvor in Bezug auf HER2 eingestuften TMA-Proben durchgefihrt, die formalinfixiertes, in
Paraffin eingebettetes Brustkrebsgewebe enthielten. Aufgrund der Verwendung von TMAs
zur Bestimmung der Prazision zwischen verschiedenen Laboren stand bei mehreren Laufen
auf verschiedenen Geraten eine groRere Zahl von Fallen mit einem breiteren Spektrum von
HER2-Expressionsgraden zur Verfligung.

Bei der Auszahlung der gefarbten Objekttrager im Rahmen der Studie zur Prazision zwischen
verschiedenen Laboren zeigten 510 von 513 beurteilten Fallen ein konkordantes Ergebnis,
was zu einer Gesamtkonkordanz von 99,42 % mit einem unteren 95 %-KIl von 98,30 %
fuhrte.
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E. Studie zur Prazision zwischen verschiedenen Beobachtern

Die Studie zur Prazision zwischen verschiedenen Beobachtern wurde als randomisierte
Blindstudie durchgefiihrt. Die Tests auf beobachteriibergreifende Reproduzierbarkeit
der mit dem Leica HER2 FISH System - 30 Test erzielten Ergebnisse wurden an drei
Untersuchungsstandorten durchgefihrt. An jedem der drei Standorte wurde ein einziger
erfahrener Beobachter eingesetzt. Fir den Test auf beobachteriibergreifende Prazision
wurden achtzehn ganze Brustkrebsschnitte verwendet, was den im klinischen Kontext
verwendeten Probentypen entsprach.

Bei der Auszahlung der gefarbten Objekttrager im Rahmen der Studie zur Prazision
zwischen verschiedenen Beobachtern zeigten 53 von 54 beurteilten Fallen ein konkordantes
Ergebnis, was zu einer Gesamtkonkordanz von 98,15 % mit einem unteren 95 %-KI von
90,11 % fihrte.

F. Studie zur Prazision zwischen verschiedenen Chargen

Die Studie zur Prazision zwischen verschiedenen Chargen wurde als randomisierte
Blindstudie durchgefiihrt. Die Prazision zwischen verschiedenen Chargen wurde anhand
von drei unabhangig voneinander, nach bewahrten Herstellungsmethoden produzierten
Chargen des Leica HER2 FISH System - 30 Test ermittelt. Jede Charge wurde an einem
einzigen Untersuchungsstandort anhand von 540 zuvor in Bezug auf HER2 eingestuften
TMA-Proben getestet, die formalinfixiertes, in Paraffin eingebettetes Brustkrebsgewebe
enthielten. Aufgrund der Verwendung von TMAs zur Ermittlung der chargentbergreifenden
Reproduzierbarkeit stand bei den Tests an verschiedenen Chargen eine groRere Zahl von
Fallen mit einem breiteren Spektrum von HER2-Expressionsgraden zur Verfligung.

Bei der Auszahlung der gefarbten Objekttrager im Rahmen der Studie zur Prazision zwischen
verschiedenen Chargen zeigten 534 von 540 beurteilten Fallen ein konkordantes Ergebnis,
was zu einer Gesamtkonkordanz von 98,89 % mit einem unteren 95 %-KI von 97,60 %
fuhrte.

Prazisionstests — BOND-IIl System

G. Studie zur Prazision innerhalb eines Laufs

Die Studie zur Prazision innerhalb eines Laufs wurde als randomisierte Blindstudie
durchgefihrt. Der Test des Leica HER2 FISH System - 30 Test auf Prazision innerhalb eines
Laufs wurde an einem einzigen Untersuchungsstandort anhand von 540 zuvor in Bezug auf
HER?2 eingestuften TMA-Proben durchgefiihrt, die formalinfixiertes, in Paraffin eingebettetes
Brustkrebsgewebe enthielten. Aufgrund der Verwendung von TMAs zur Bestimmung der
Prazision innerhalb eines Laufs stand bei einem einzelnen Lauf auf einem einzelnen Gerat
eine grolRere Zahl von Fallen mit einem breiteren Spektrum von HER2-Expressionsgraden
zur Verfugung.

Bei der Auszahlung der gefarbten Objekttrager im Rahmen der Studie zur Prazision innerhalb
eines Laufs zeigten 540 von 540 beurteilten Fallen ein konkordantes Ergebnis, was zu einer
Gesamtkonkordanz von 100 % mit einem unteren 95 %-KI von 99,45 % flhrte.

H. Studie zur Prazision innerhalb eines Gerats

Die Studie zur Prazision innerhalb eines Gerats wurde als randomisierte Blindstudie
durchgefiihrt. Der Test des Leica HER2 FISH System - 30 Test auf Prazision innerhalb
eines Gerats wurde an einem einzigen Untersuchungsstandort anhand von 1620 zuvor in
Bezug auf HER2 eingestuften TMA-Proben durchgefiihrt, die formalinfixiertes, in Paraffin
eingebettetes Brustkrebsgewebe enthielten. Aufgrund der Verwendung von TMAs zur
Bestimmung der Prazision innerhalb eines Gerats stand bei mehreren Laufen auf einem
einzelnen Gerat eine grofRere Zahl von Fallen mit einem breiteren Spektrum von HER2-
Expressionsgraden zur Verfligung.

Bei der Auszahlung der gefarbten Objekttrager im Rahmen der Studie zur Prazision innerhalb
eines Laufs zeigten 1620 von 1620 beurteilten Fallen ein konkordantes Ergebnis, was zu
einer Gesamtkonkordanz von 100 % mit einem unteren 95 %-KI von 99,82 % fiihrte.
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I. Studie zur Prazision zwischen verschiedenen Laufen

Die Studie zur Prazision zwischen verschiedenen Laufen wurde als randomisierte Blindstudie
durchgefiihrt. Der Test des Leica HER2 FISH System - 30 Test auf Prazision zwischen
verschiedenen Laufen wurde an einem einzigen Untersuchungsstandort anhand von 900
zuvor in Bezug auf HER2 eingestuften TMA-Proben durchgefiihrt, die formalinfixiertes, in
Paraffin eingebettetes Brustkrebsgewebe enthielten. Aufgrund der Verwendung von TMAs
zur Bestimmung der Prazision zwischen verschiedenen Laufen stand bei mehreren Laufen
an verschiedenen Tagen eine groRere Zahl von Fallen mit einem breiteren Spektrum von
HER2-Expressionsgraden zur Verfligung.

Bei der Auszahlung der gefarbten Objekttrager im Rahmen der Studie zur Prazision zwischen
verschiedenen Laufen zeigten 891 von 900 beurteilten Fallen ein konkordantes Ergebnis,
was zu einer Gesamtkonkordanz von 99,00 % mit einem unteren 95 %-KI von 98,11 %
flhrte.

J. Studie zur Prazision zwischen verschiedenen Laboren

Die Studie zur Prazision zwischen verschiedenen Laboren wurde als randomisierte
Blindstudie durchgefiihrt. Der Test des Leica HER2 FISH System - 30 Test auf Prazision
zwischen verschiedenen Laboren wurde an drei Untersuchungsstandorten anhand von 513
zuvor in Bezug auf HER2 eingestuften TMA-Proben durchgefihrt, die formalinfixiertes, in
Paraffin eingebettetes Brustkrebsgewebe enthielten. Aufgrund der Verwendung von TMAs
zur Bestimmung der Prazision zwischen verschiedenen Laboren stand bei mehreren Laufen
auf verschiedenen Geraten eine groRere Zahl von Fallen mit einem breiteren Spektrum von
HER2-Expressionsgraden zur Verfligung.

Bei der Auszahlung der gefarbten Objekttrager im Rahmen der Studie zur Prazision zwischen
verschiedenen Laboren zeigten 511 von 513 beurteilten Fallen ein konkordantes Ergebnis,
was zu einer Gesamtkonkordanz von 99,61 % mit einem unteren 95 %-Kl von 98,60 %
flhrte.

K. Studie zur Prazision zwischen verschiedenen Beobachtern

Die Studie zur Prazision zwischen verschiedenen Beobachtern wurde als randomisierte
Blindstudie durchgefiihrt. Die Tests auf beobachteriibergreifende Reproduzierbarkeit
der mit dem Leica HER2 FISH System - 30 Test erzielten Ergebnisse wurden an drei
Untersuchungsstandorten durchgefiihrt. An jedem der drei Standorte wurde ein einziger
erfahrener Beobachter eingesetzt. Fur den Test auf beobachteriibergreifende Prazision
wurden achtzehn ganze Brustkrebsschnitte verwendet, was den im klinischen Kontext
verwendeten Probentypen entsprach.

Bei der Auszahlung der gefarbten Objekttrager im Rahmen der Studie zur Prazision
zwischen verschiedenen Beobachtern zeigten 53 von 54 beurteilten Fallen ein konkordantes
Ergebnis, was zu einer Gesamtkonkordanz von 98,15 % mit einem unteren 95 %-KI von
90,11 % fuhrte.

L. Studie zur Prazision zwischen verschiedenen Chargen

Die Studie zur Prazision zwischen verschiedenen Chargen wurde als randomisierte
Blindstudie durchgefuhrt. Die Prazision zwischen verschiedenen Chargen wurde anhand
von drei unabhéngig voneinander, nach bewahrten Herstellungsmethoden produzierten
Chargen des Leica HER2 FISH System - 30 Test ermittelt. Jede Charge wurde an einem
einzigen Untersuchungsstandort anhand von 540 zuvor in Bezug auf HER2 eingestuften
TMA-Proben getestet, die formalinfixiertes, in Paraffin eingebettetes Brustkrebsgewebe
enthielten. Aufgrund der Verwendung von TMAs zur Ermittlung der chargenubergreifenden
Reproduzierbarkeit stand bei den Tests an verschiedenen Chargen eine groRere Zahl von
Fallen mit einem breiteren Spektrum von HER2-Expressionsgraden zur Verfiigung.

Bei der Auszahlung der gefarbten Objekttrager im Rahmen der Studie zur Prazision zwischen
verschiedenen Chargen zeigten 540 von 540 beurteilten Fallen ein konkordantes Ergebnis, was
zu einer Gesamtkonkordanz von 100 % mit einem unteren 95 %-KIl von 99,45 % fiihrte.
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Zuverlassigkeit des Assays

Es wurden Zuverlassigkeitsstudien mit dem BOND-MAX and BOND-III System durchgefiihrt,

um den Toleranzbereich des Assays in Bezug auf Hitzedemaskierungsdauer und -temperatur;

Enzymdemaskierungsdauer, -temperatur und -konzentration; Denaturierungsdauer und

-temperatur; Hybridisierungsdauer und -temperatur sowie Dauer und Temperatur des stringenten

Waschens zu ermitteln. Zuverlassigkeitsstudien unter Verwendung des Standardprotokolls fiir

das BOND-MAX and BOND-III System wurden auch auf3erhalb der in der FDA/ORA-Richtlinie

ORA LAB5.3 Rev1.7 in Bezug auf Temperatur und Feuchtigkeit definierten Grenzwerte

durchgefihrt.

+ Keine Anderung des Amplifikationsstatus war bei Erhéhung oder Senkung der
Standardtemperatur in den einzelnen warmeabhangigen Schritten um 4 °C gegenliber dem
Standardprotokoll des Leica HER2 FISH System - 30 Test zu beobachten. Die héchsten
Qualitatswerte wurden bei den Standardtemperaturen erzielt, und diese Temperaturen
werden empfohlen.

+ Keine Anderung des Amplifikationsstatus gegeniiber dem Standardprotokoll des Leica HER2
FISH System - 30 Test wurde beobachtet, wenn warmeinduzierte Epitopdemaskierung
(HIER) 20 Minuten und 30 Minuten bei 97 °C mit BOND ER1 Lésung durchgefiihrt wurde.
Die hochsten Qualitédtswerte wurden bei der Standarddauer von 25 Minuten erzielt, und
diese Inkubationsdauer wird empfohlen.

+ Keine Anderung des Amplifikationsstatus gegeniiber dem Standardprotokoll des Leica HER2
FISH System - 30 Test wurde beobachtet, wenn enzyminduzierte Epitopdemaskierung (EIER)
15 Minuten und 35 Minuten bei 37 °C durchgefiihrt wurde. Die héchsten Qualitatswerte
wurden bei der Standarddauer von 25 Minuten erzielt, und diese Inkubationsdauer wird
empfohlen.

+ Keine Anderung des Amplifikationsstatus wurde beobachtet, wenn die enzyminduzierte
Epitopdemaskierung (EIER) mit einem Verdinnungsverhaltnis (Enzymkonzentrat zu
Verdinnungsmittel) von 1:200 und 1:500 mit dem Standardprotokoll Leica HER2 FISH
System - 30 Test protocol durchgefiihrt wurde. Die hdchsten Qualitadtswerte wurden bei der
Standardkonzentration von 1:300 erzielt, und dieses Verdiinnungsverhaltnis wird empfohlen.

+ Keine Anderung des Amplifikationsstatus gegeniiber dem Standardprotokoll des Leica
HER2 FISH System - 30 Test wurde beobachtet, wenn mit einer Denaturierungsdauer von
5 Minuten und 15 Minuten gearbeitet wurde. Die héchsten Qualitdtswerte wurden bei der
Standarddauer von 10 Minuten erzielt, und diese Denaturierungsdauer wird empfohlen.

+ Keine Anderung des Amplifikationsstatus gegeniiber dem Standardprotokoll des Leica
HER2 FISH System - 30 Test wurde beobachtet, wenn mit einer Hybridisierungsdauer von
9 Stunden und 15 Stunden gearbeitet wurde. Die hochsten Qualitatswerte wurden bei der
Standarddauer von 12 Stunden erzielt, und diese Hybridisierungsdauer wird empfohlen.

+ Keine Anderung des Amplifikationsstatus gegeniiber dem Standardprotokoll des Leica HER2
FISH System - 30 Test wurde beobachtet, wenn mit einer Waschdauer nach der Hybridisierung
von 2, 5 und 7 Minuten gearbeitet wurde. Die héchsten Qualitatswerte wurden bei der
Standardwaschdauer von 4 Minuten erzielt, und diese Waschdauer nach der Hybridisierung
wird empfohlen.

+ Keine Anderung des Amplifikationsstatus gegeniiber dem Standardprotokoll des Leica
HER2 FISH System - 30 Test bei Umgebungsbedingungen wurde beobachtet, wenn das
Leica HER2 FISH System - 30 Test bei 28 °C und 30 % relativer Luftfeuchtigkeit sowie bei
16 °C und 80 % relativer Luftfeuchtigkeit angewendet wurde.

Assay-Bedingungen auRerhalb der bei den Zuverlassigkeitsstudien ermittelten empfohlenen

Parameter wurden nicht validiert. Durch die Verwendung anderer Testparameter verliert der

Assay moglicherweise seine Gliltigkeit.

Im vorausgehenden Text werden die Testbedingungen sowie die Ergebnisse der Studie

beschrieben. Dabei ist zu beachten, dass nicht alle mdglichen Konstellationen von Leica

getestet wurden und dass nicht empfohlen wird, bei allen Bedingungen von den Standardwerten

abzuweichen. Das Standardprotokoll Leica HER2 FISH Staining Protocol ist in Tabelle 2

dargestellt.
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Fehlerbehebung

Problem

Wahrscheinliche Ursache

Fehlerbehebungsmalnahme

Kein(e) oder
schwache(s)
Fluoreszenzsignal/
Farbung

Deutsch I

Unzureichende Fixierung oder
Infiltration der Testprobe

Stellen Sie sicher, dass ein Fixiermittel auf
Formalinbasis verwendet wird und dass die
Verarbeitungsablaufe fur die zu testende Probe
geeignet sind.

Das Leica HER2 FISH System-
30 Test wird nach Ablauf des
Verfallsdatums verwendet.

Es ist darauf zu achten, dass das Verfallsdatum
des verwendeten Leica HER2 FISH System - 30
Test nicht Gberschritten wird.

Falsche Protokollauswahl

Stellen Sie sicher, dass im Farbeprotokollfeld
des Dialogs "OT hinzufligen" der Standardwert
*FISH Protocol A ausgewahlt ist.

Abgabe ungeeigneter
Vorratsreagenzien

Stellen Sie sicher, dass alle BOND-Reagenzien
den richtigen Vorratsbehéltern zugeordnet
und an den richtigen Positionen in das Gerat
eingesetzt wurden.

Unzureichende
Entparaffinierung von
Objekttragern

Stellen Sie sicher, dass der Modus *Dewax im
Feld "Preparation” des Dialogs "OT hinzufligen
ausgewadhlt ist.

Unzureichende Vorbehandlung

Stellen Sie sicher, dass die
Standardvorbehandlungsprotokolle (HIER
und Enzymatic Digestion) ausgewdhlt sind.
Gdf. ist das Vorbehandlungsprotokoll (HIER
oder Enzymatic Digestion) anzupassen.

Unzureichende Denaturierung

Stellen Sie sicher, dass eine geeignete
Standarddenaturierung *D10 ausgewahlt ist.

Unzureichende Hybridisierung

Stellen Sie sicher, dass eine geeignete
Standardhybridisierung *H12 ausgewahlt ist.
Gdf. ist die Hybridisierungsdauer zu erhéhen.

Zu langes Waschen nach der
Hybridisierung

Waschdauer nach der Hybridisierung
verringern.

Farbelauf vor dem Abschluss
abgebrochen

Priifen Sie mithilfe der BOND Software, ob
wahrend des Farbelaufs Fehler gemeldet
wurden, und beheben Sie sie nach den
von der BOND Software ausgegebenen
Anweisungen.

Ungeeignetes
Fluoreszenzmikroskopzubehor

. Ungeeigneter Filtersatz
Falsche Lampe
. Schwache Lampe

Falscher Oltyp

Stellen Sie sicher, dass fiir den
durchzufiihrenden Assay geeignetes
Fluoreszenzmikroskopzubehorverwendetwird:

. Geeigneter Filtersatz

. Geeignete Lampe

. Lampe mit ausreichender Leuchtstarke
. Fiir Olimmersionsmikroskopie

geeignetes Ol

Zu starke Einwirkung von
UV-Licht (Photobleichung)

Bewahren Sie die Objekttrager zum Erhalt

der Fluoreszenzsignale vor und nach der
Auswertungim Dunkeln auf. Zum langfristigen
Signalerhalt empfiehlt sich eine Lagerung bei
-20°C.
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Problem

Wahrscheinliche Ursache

FehlerbehebungsmafBnahme

Unspezifische(s)
Hintergrund-
fluoreszenzsignal/-
farbung

Unzureichendes Waschen nach
der Hybridisierung

Waschdauer nach der Hybridisierung erhéhen.

Abgabe ungeeigneter
Vorratsreagenzien

Stellen Sie sicher, dass alle BOND Reagenzien
den richtigen Vorratsbehéltern zugeordnet
und an den richtigen Positionen in das Gerat
eingesetzt wurden.

UnzureichendeEntparaffinierung

Stellen Sie sicher, dass der Modus Dewax im

von Objekttragern Feld "Preparation” des Dialogs "OT hinzuftigen"
ausgewahlt ist.
Unspezifische Stellen Sie sicher, dass ein Fixiermittel auf

Kreuzreaktion mit nekrotischen
Gewebebereichen

Formalinbasis verwendet wird und dass die
Verarbeitungsablaufe fiir die zu testende
Probe geeignet sind. Testen Sie den Fall nach
Mdglichkeit mit einem anderen Block erneut.
Falls dies nicht méglich ist, werten Sie die
Bereiche mit den besten Fixierungsmustern
mit einem entsprechenden mit H&E gefarbten
Schnitt aus.

Schnitte haften beiVerwendung
alternativer Klebemittel an den
Objekttragern

Verwenden Sie (BOND Plus Slides
Produktcode S21.2113 of Apex BOND
Slides -Produktcode 3800040)

Schlechter Erhalt
der Gewebemor-
phologie

Unzureichende
Gewebefixierung und
-infiltration

Stellen Sie sicher, dass ein Fixiermittel auf
Formalinbasis verwendet wird und dass die
Verarbeitungsablaufe fiir die zu testende
Probe geeignet sind. Testen Sie den Fall nach
Méoglichkeit mit einem anderen Block erneut.
Falls dies nicht moglich ist, werten Sie die
Bereiche mit den besten Fixierungsmustern
mit einem entsprechenden mit H&E gefarbten
Schnitt aus.

Unzureichende Vorbehandlung

Vorbehandlungsprotokollanpassen (HIER oder
Enzymatic Digestion).

Gewebe hat sich
von Patienten-/
Kontroll-
objekttrager(n)
gelost

Verwendung des falschen
Objekttragertyps oder
unzureichende Drdanage

Stellen Sie sicher, dass fiir Patienten-/
Kontrollschnitte die richtigen Objekttrager
verwendet werden (z. B. BOND Plus Slides
Produktcode S21.2113 of Apex BOND
Slides -Produktcode 3800040). Stellen
Sie sicher, dass die Objekttrager ausreichend
entwassert und 1 Stunde bei 60 °C inkubiert
werden.

Tabelle 7: Fehlerbehebungshinweise zum Leica HER2 FISH System - 30 Test

Falls bei Verwendung des Leica HER2 FISH System - 30 Test Probleme auftreten, die nicht durch
die Fehlerbehebungshinweise abgedeckt sind, wenden Sie sich bitte an den Kundendienst von
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Leica Biosystems oder an lhren Fachhandler.
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Lizenzvereinbarung

Dieses Produkt enthalt von Abbott Molecular Inc gelieferte PathVysion FISH-Sonden.
PathVysion, LS| und CEP sind Marken von Abbott Molecular Inc. Alle Rechte vorbehalten. Unter
Lizenz verwendet.

Anderungen gegeniiber der vorherigen Ausgabe
Magendaten hinzugefugt.
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Symbolidentifizierung
Chargen-
LoT
bezeichnung /&/ Lagerung Katalognummer

Ve /n.-wtro- ) ‘ Hersteller SN Seriennummer
Diagnostikum

E@ S;:::E;hs_ W Ausreichend fiir 8 Verwendbar bis
J <n>Tests JJ-MM-TT
beachten

Herceptin ist eine Marke von Genentech, Inc. und F. Hoffmann-La Roche Ltd.
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