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Leica HER2 FISH System - 30 Test
Kullanim Talimatlari

Leica Biosystems’ BOND-MAX and BOND-III System'de kullanim igin.

TA9217, 30 testin boyanmasi icin tasarlanmis bir flioresan in situ hibridizasyon trtinudur
(LSI HER2/CEP17 Dual Probe ile boyanmig 30 lam).
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Kullanim Amaci

in vitro diagnostik kullanimi igin

Leica HER2 FISH System - 30 Test formalinle fikse edilmis, parafine gdmuilmis insan meme
kanseri ve mide adenokarsinomlari (gastro6zofageal bilesim dahil) dokusu numunelerinde
flioresan in situ hibridizasyonu (FISH) ile HER2/neu geninin amplifikasyonunu tespit etmek
Uzere tasarlanmistir. Leica HER2 FISH System - 30 Test, Herceptin® (trastuzumab) tedavisinin
g6z Onune alindigi (bakiniz Herceptin prospektisti) hastalarin degerlendiriimesinde bir yardim
olarak belirtiimektedir. Leica HER2 FISH System - 30 Test, meme kanserini taramak veya teshis
etmek igin kullaniimak amaciyla tasarlanmigtir. Tumor boyutu, entegre lenf nodiillerinin sayisi
ve steroid reseptdr durumu gibi mevcut tim diger klinik bilgilerin de dikkate alinmasi gerekir.
Meme kanseri olan hastalar igin tedavi kararinda sadece HER2 geni amplifikasyon durumu baz
alinmamalidir.

Not: Herceptin klinik denemelerdeki hastalarin tumu, bir arastirma asamasindaki
immunositokimyasal Clinical Trial Assay (CTA) (Klinik Deneme Testi) kullanilarak secilmistir. Bu
denemelerdeki hastalarin higbiri, Leica HER2 FISH System - 30 Test kullanilarak segilmemistir.
Leica HER2 FISH System - 30 Test, bagimsiz bir 6rnek setinde Abbott Molecular PathVysion®
HER-2 DNA Probe Kit testi ile karsilastiriimis ve Klinik Konkordans Ozeti'nde belirtildigi gibi
kabul edilebilir uyumlu sonuglar sagladigr bulunmustur. Leica HER2 FISH System - 30 Test
sonuclarinin, klinik bulgulari ile gergek korelasyonu belirlenmemistir.

Herceptin ileri mide kanseri (ToGA) klinik denemelerindeki tim hastalar Dako Hercep Testi
kullanilarak segilmistir. Bu denemelerdeki hastalarin higbiri, Leica HER2 FISH System - 30 Test
kullanilarak segilmemistir. Leica HER2 FISH System - 30 Test, bagimsiz bir 6rnek setinde Abbott
Molecular PathVysion* HER-2 DNA Probe Kit testi ile karsilastiriimis ve Klinik Konkordans
Ozeti'nde belirtildigi gibi kabul edilebilir uyumlu sonuglar sagladigi bulunmustur. Leica HER2
FISH System - 30 Test sonuglarinin, klinik bulgulari ile gercek korelasyonu belirlenmemistir.

* Herceptin®, Genentech, Inc. ve F. Hoffmann-La Roche Ltd.'nin bir ticari markasidir. PathVysion® Abbott Molecular Inc'in bir
ticari markasidir. Tiim Haklar1 Saklidir. Lisansli olarak kullanilir.

Gerekli egitim
Leica Biosystems tiim kullanicilar i¢cin numune hazirligi, test prosediri ve HER2 geni FISH
testinin yorumlanmasi ile ilgili egitim saglayacaktir.

Ozet ve Agiklama

Arka Plan

HER2 geni, neu veya c-erbB2 olarak da bilinir, 17911-12 (1) bdlgesinde 17 no'lu kromozomun
uzun kolunda bulunur. HER2 geni ve 185 kD'lik kodlanan proteinin, meme kanserinin timor
progresyonunda ve malign dénisumuinde buyik rol oynadidi gosterilmektedir (2).

HER2, yiksek oranda hastalik tekrari ve daha ylksek 6lim oranina bagl gen amplifikasyonu
ve protein asir Uretimi ile bir prognostik isaretleyici olarak c¢alisir. HER2, segilen sistemik
kemoterapi ve hedeflenen tedaviler icin prediktif bir isaretleyici olarak da gérev alir (3). Ozellikle
HER2 geni amplifikasyonu, pozitif nodil meme kanserinde bir kdtli prognoz gdstergesi oldugu
belirtilmistir (4-8). Ayrica bir calisma, kemoterapi ile tedavi edilen hastalarda HER2 prognostik
degerinin daha glicli oldugu belirtilmistir (7). Bununla birlikte, minferit hastalarda hastaliksiz ve
toplam sagkalim silresinin 6ngdrilmesi igin timdr boyutu, pozitif lenf nodulleri sayisi ve steroid
reseptor durumu gibi belirlenen diger prognostik faktorlerin de dikkate alinmasi gerekir.

Meme kanseri hucrelerinde bulunan gen amplifikasyonunun bir sonucu olarak HER2
onkoproteinin asiri Gretimi, bir antikor bazli tedavi igin bir hedef olarak HER2'yi (3) 6nerir - ToGA
deneme sonuglari gastrik kanserde kemoterapi ile birlikte Herceptin® kullaniminin HER2 pozitif
olan gastrik kanserlerde genel kurtulma oranini artiran etkin bir tedavi oldugunu géstermektedir
(9). HER2 onkoproteine ylksek benzerlikle baglanan bir humanize monoklonal antikor (10)
olan Herceptin (trastuzumab), in vitro ve in vivo HER2 onkroproteini asiri Greten human timor
hicrelerinin proliferasyonunu inhibe ettigi belirtiimistir (11-13). Herceptin'in gelistiriimesiyle
HER2 geni ve proteinin tespit edilmesi, tedavi secimi ve sonraki hasta ydnetimi ile meme
timorlerinin degerlendirilmesinde baslica arag haline gelmistir (14,15).
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Human meme kanseri hiicre hatlarindan derive edilen interfaz ve metafaz hiicrelerinde FISH,
HER2 geni amplifikasyonunu gdstermek igin kullanilir (16-19). HER2 geni amplifikasyonunun
miktar olgimi icin FISH, HER2 gen amplifikasyon dizeyini dodrudan tumor hicrelerinde
degerlendirir. Minferit kiiltiri yapiimamisg primer meme kanserinde onkogen kopyalarin uzaysal
(spatial) dagilimi ve dokunun karakteristik morfolojisi muhafaza edilir. 17 kopya no'lu kromozomdaki
aberasyonlar (anésomi) da genelde meme timérlerinde bulunur. Bunlar, kromozom delesyonlari
veya gain'leri (polizomi) olarak belirtilebilir. Bu kromozal varyasyon, HER2 geni amplifikasyon
durumunun yorumlanmasinda ve raporlanmasinda kritik etkiye sahiptir. Bu nedenle 17 kopya
no'lu kromozomun HER?2 ile baglantili olarak 6lgtimu kritik Sneme sahiptir (4).

Leica HER2 FISH System - 30 Test, HER2 gen lokisi (17911.2-q12) igin bir 226 Kb
SpectrumOrange™ dogrudan etiketli flioresan DNA probu olan LS| HER2 DNA probunu ve 17
no'lu kromozomun (17p11.1-q11.1) senktromer boélgesinde yer alan alfa satelit DNA sekansi
icin spesifik bir 5.4 Kb SpectrumGreen™ dogrudan etiketli flioresan DNA probu olan CEP17
DNA probunu igerir. Prob soliisyonu, BOND-MAX and BOND-III System'inde kullaniimak tzere
ozellikle formile edilmis ve dogrulanmistir ve manuel bir ayarda kullanilmamali veya modifiye
edilmemelidir.

BOND-MAX System Klinik Konkordans Ozeti

Leica HER2 FISH System - 30 Test, HER2 geni amplifikasyon durumunun belirlenmesi icin
kullanilan mevcut metodolojilere karsilik olarak tamamen otomatik bir alternatif saglamak igin
gelistirilmisti. BOND-MAX System'da Leica HER2 FISH System - 30 Test performansi, 300
meme timord numunelerinde Leica HER2 FISH System - 30 Test Abbott Molecular PathVysion
300 meme timoru oOrneklerinde ve 109 mide adenokarcinonamasinda (gastrodzofageal
bilesim dahil) HER-2 DNA Prob Kit Testi. Bu tumdr numunelerinden higbiri, Herceptin
klinik calismalarindaki hastalardan elde edilmemisti. Meme dokusundaki sonuglar 2x2
analizinde %99,33 konkordans gdstermistir (%97,61-99,92 guvenli aralhiginda %95). Mide
adenokarsinomlari sonuglari (gastrodzofageal bilesim dokusu dahil) 2x2 analizinde %98,17
konkordans goéstermistir (%93,53—-99,78 glvenli araliginda %95). Konkordans verisi ayrica,
Leica HER2 FISH System - 30 Test ile pozitif bir sonucun blyik ihtimalle Abbott Molecular
PathVysion HER-2 DNA Probe Kit testindeki bir pozitif sonuca karsilik geldigini belirtir. Leica
HER2 FISH System - 30 Test, HER2 geni amplifikasyonu i¢cin HER2:CEP17 geni orani 2,0'dan
disuk oldugunda negatif ve HER2:CEP17 geni orani 2,0'dan bulyik veya esit oldugunda
pozitif olarak yorumlanir. HER2:CEP17 geni oraninin 1,8-2,2'arasinda veya esit oldugu belirsiz
(borderline) sonuglarin dikkatle yorumlanmasi gerekir. ilave 20 gekirdek sayin ve orani yeniden
hesaplayin.

BOND-IIl System Klinik Konkordans Ozeti

Leica HER2 FISH System - 30 Test, HER2 geni amplifikasyon durumunun belirlenmesi igin
kullanilan mevcut metodolojilere karsilik olarak tamamen otomatik bir alternatif saglamak
icin gelistirilmisti. BOND-III System'da Leica HER2 FISH System - 30 Test performansi,
300 meme tumorld numunelerinde Leica HER2 FISH System - 30 Test sonuglarini Abbott
Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit Testi ile karsilastiran bagimsiz bir calismada
degerlendirilmisti. Bu tumoér numunelerinden higbiri, Herceptin klinik ¢alismalarindaki
hastalardan elde edilmemistir. Sonuglar, bir 2x2 analizde bir % 99,67 konkordans gdstermistir
(% 98,16-99,99'luk % 95 glven araliklari). Konkordans verisi ayrica, Leica HER2 FISH
System - 30 Test ile pozitif bir sonucun buylk ihtimalle Abbott Molecular PathVysion HER-2
DNA Probe Kit testindeki bir pozitif sonuca karsilik geldigini belirtir. Leica HER2 FISH System
- 30 Test, HER2 geni amplifikasyonu igin HER2:CEP17 geni orani 2.0'dan dusik oldugunda
negatif ve HER2:CEP17 geni orani 2.0'dan blyik veya esit oldugunda pozitif olarak yorumlanir.
HERZ2:CEP17 geni oraninin 1.8-2.2'arasinda veya esit oldugu belirsiz (sinir) sonuglarin dikkatle
yorumlanmasi gerekir. ilave 20 gekirdek sayin ve orani yeniden hesaplayin.

Leica Biosystems Leica HER2 FISH System - 30 Test Kullanim Talimatlari TA9217 EU-TR-CE-Rev_G 26/02/2020 Page 4 of 25

Tiirkge I



Tiirkge I

Prosediir Prensibi

Leica HER2 FISH System - 30 Test formalinle fikse edilmis, parafine gdmulmus dokular icin
boyuma proseduriine dayanan bir flioresan in situ hibridizasyonunu tamamlamak igin gerekli
komponentler igerir. Uygun 6n tedavinin, kullanima hazir LS| HER2/CEP17 Dual Probe ve uygun
stringency yikamasi ile inkiibasyonun ardindan doku seksiyonlari dehidrate edilir ve DAPI ile
takilir. Sonuglar, uygun dalga boylarinda 6nerilen filtreler kullanilarak fliioresan mikroskopi ile
yorumlanir.

Leica HER2 FISH System - 30 Test sadece, BOND-MAX and BOND-III System'de kullaniimak
icindir.

Saglanan Komponentler

Asagida listelenen materyaller (Tablo 1), 30 testin (LS| HER2/CEP17 Dual Probe ile
boyanmis 30 lam) boyanmasi igin yeterlidir.

LSI HER2/CEP17 Probe Kullanima hazir LSI HER2/CEP17 Dual Probe icerir.

6.6 mL < % 60 (v/v) formamid icerir.

Post Hybridization Wash 2 Kullanima hazir hibridizasyon sonrasi yikama soliisyonu icerir.
9mL < % 50 (v/v) formamid icerir.

BOND Enzyme Concentrate 2 1.7 mg/mL Proteinase K sollsyonu icerir.
1mL

BOND Enzyme Diluent Enzim Seyreltici icerir.

65 mL

BOND Open Container BOND Open Container icin kullanilir Enzyme 5.
3x7mL

Tablo 1: Leica HER2 FISH System - 30 Test Komponentleri

Daha detayl urin glvenlik bilgileri icin www.LeicaBiosystems.com/TA9217-IFU sitesinden
miinferit MSDS'lere bakiniz

Kullanim Talimatlan

Saglanan tim reagent'ler, ozellikle bu test ile kullaniimak Uzere formile edilmistir ve lot
numaralari her Leica HER2 FISH System - 30 Test icin spesifiktir. Testin gegerli olmasi igin
degdisim yapiimamalidir.

Saklama ve Dayaniklilik

2-8 °C'de saklayin. Dondurmayin. Kullanimdan hemen sonra 2—8 °C'ye dénun. Bu kosullardan
sapma, testin gecgersiz olmasina neden olacaktir. Leica HER2 FISH System - 30 Test, belirtilen
son kullanma tarihine kadar kullanildigindan emin olun. Leica HER2 FISH System - 30 Test
kontaminasyon ve/veya instabilitesini belirten isaretler, koku gelisiminin ve sollsyonlarin
tirbiditesidir (prob sollsyonu i¢in harig). Kullanicinin, yukarida belirtilenlerin diginda saklama
kosullarini kontrol etmesi gerekir.
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Numune Hazirlhgi

Doku islemenin standart yontemleri, tim numuneler icin kullaniimalidir (20). Dokularin
formalinle fikse edilerek hazirlanmasi ve rutin olarak isleme alinmasi ve parafine gémulmesi
énerilir. Ornegin numuneler, 3—4 mm'lik bir kalinlkta érneklenmeli ve 18—24 saat igin % 10 nétr
tamponlu formalinde sabitlenmelidir. Dokular, bir alkol serisinde dehidrate edilmeli ve xylene
ile temizlenmeli, ardindan erimis parafin mumu ile impregnasyon yapilmali ve 60 °C'den daha
yuksek sicaklikta tutulmamalidir. Doku numuneleri, 4-6 ym arasinda seksiyonlanmalidir.

Sarjli lamlara (BOND Plus Slides — riin kodu S21.2113 veya Apex BOND Slides - Grin
kodu 3800040), takilan doku seksiyonlari, boyama isleminden dnce 2—-8 °C'de 12 aya kadar
muhafaza edilebilir. Seksiyonlamanin ardindan lamlarin bir saat igin 60 °C'de inkiibe edilmesi
onerilir. Boyanan seksiyonlarin, flioresan sinyalin muhafaza edilmesi ve fadingin énlenmesi igin
-20 °C'de saklanmasi gerekir. Okumadan 6nce saklanan lamlarin oda sicakligina erismesini
bekleyin.

Uyarilar ve Onlemler

Sadece profesyonel kullanicilar igin.

Uriindeki bir veya daha fazla komponent tehlikelidir ve dogmamis bebege zarar verebilir.

Kural olarak 18 yasin altindaki kisilerin bu triinG kullanmalarina izin verilmez. Kullanicilarin
dogru galisma prosedurd, Urinun tehlikeli 6zellikleri ve gerekli glivenlik talimatlari ile ilgili olarak
dikkatli bir sekilde bilgilendiriimeleri gerekir.

Fikse etme isleminden 6nce ve sonra numuneler ve bunlara maruz kalan tium materyaller,
enfeksiyon yayabilecek gibi ele alinmali ve dogru 6énlemler alinmalidir.

Reagent'la asla agizla pipetlenmemeli ve cildin ve mukoz mambranlarin reagent ve numunelerle
temasindan kaginiimalidir. Reagent veya numunelerin hassas alanlarla temas etmesi durumunda
bu alanlari bol su ile yikayin. Doktora bagvurun. Potansiyel tim toksik komponentlerin imhasi
icin federal, ulusal veya lokal diizenlemelere bagvurun.

Reagent'larin mikrobiyal kontaminasyonunu minimize edin, aksi durumda nonspesifik
boyamada bir artis ortaya ¢ikabilir.

Prosediir

A. Saglanmayan ancak gerekli reagent'ler
+ BOND Dewax Solution (AR9222)
* BOND Epitope Retrieval Solution 1 (AR9961)
+ BOND Wash Solution x10 Concentrate (AR9590)
» Testlere dayanan flioresan in situ hibridizasyonda kullanilan standart solventler (6rn.
etanol, absolut ve dereceli)
« Distile veya deiyonize su
» DAPI Karsit Boya
* Leica HER2 FISH Control Slides (TA9123)
» BOND Aspirating Probe Cleaning System (CS9100)

B. Saglanmayan ancak gerekli ekipman
» Pipetler (1-20 pL ve 100 — 1000 pL hacimleri 6lgebilen)
« Sarjli lamlar (BOND Plus Slides — trtin kodu S21.2113 veya Apex BOND Slides - riin
kodu 3800040)
+ BOND-MAX (21.0051) or BOND-III (21.2201)
+ BOND Universal Covertiles™ (S21.2001, S21.4583 veya S21.4611)
+ BOND Mixing Stations (S21.1971)
+ BOND Slide Label & Print Ribbon (S21.4564)
* Lameller
* Kurutma firini (60 °C sicakligi muhafaza edebilen)
* Uygun 1sik kaynagina sahip fliioresan mikroskop (60—100x objektif). Bulbun kullanildigi
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saat sayisini kaydedin ve nominal siireyi agsmadan bulbu degistirin. Lambanin diizgln
sekilde ayarlanmis oldugundan emin olun.

» Uygun Flioresan Filtre Seti (SpectrumOrange™ — 559nm'de Eksitasyon Piki, 588nm'de
Emisyon Piki, SpectrumGreen™ — 497nm'de Eksitasyon Piki, 524nm'de Emisyon Piki ve
DAPI — 367nm'de Eksitasyon Piki, 452nm'de Emisyon Piki). Leica HER2 FISH System
- 30 Test ile kullaniimak Uzere optimize edilmis multibant geciren flioresan mikroskop
filtre setleri, cogu mikroskop modelleri icin kullanilabilir. Leica HER2 FISH System - 30
Test igin onerilen filtre setleri, DAPI/9-Turuncu dual multibant gegiren, DAPI/Yesil dual
bant gegiren, Yesil/Turuncu(V.2) dual bant gegiren ve DAPI/Yesil/Turuncu (V.2) triple bant
gegiren.

C. Metodoloji

* Bu netodolojiyi izlemeden 6nce kullanicilarin, otomatik in situ flioresan tekniginde
uygun sekilde egitilmis olmalar1 gerekir.

* LSIHER2/CEP17 Dual Probe ile boyanmis her test seksiyonu, HER2 ve 17 no'lu
senktromer kromozom sinyallerinin ayni hiicre analizini etkinlestirir. 17 no'lu kromozom
sinyallerinin ardindan gelen bir oran, 6rnede atanacak ve negatif (gu¢lendiriimemis)
veya pozitif (gl¢lendiriimis) bir sonug belirten sayisal bir degeri etkinlestirecektir. Belirsiz
(borderline) sonuglarin (1.8-2.2) dikkatle yorumlanmasi gerekir. llave 20 gekirdek sayin
ve orani yeniden hesaplayin.

D. Tedavi Oncesi Bond Enzyme
Boyamadan 6nce saglanan BOND Enzyme Concentrate 2'yi 1:300 dillisyonda saglanan
BOND Enzyme Diluent ile saglanan BOND Open Container'larindan birinde dilie edin.
Ornegin, 10 lami boyamak igin 10 uL BOND Enzyme Concentrate 2'yi 2990 yL BOND
Enzyme Diluent icinde diliie ederek 3 mL galisma enzim sollsyonu hazirlayin. Enzimin,
her boyama caligtirmasindan 6nce ve her calistirma basina minimum 900 yL hacim
kullanilacak sekilde yeni hazirlanmasi onerilir.

E. Varsayilan Boyama Protokolii
Leica HER2 FISH System - 30 Test, asagdidaki Tablo 2'de gosterilen 6nerilen varsayilan
boyama protokoli ile kullaniimasi énerilir.

Protokol Tipi Protokol Adi

Boyama *FISH Protocol A

Hazirlik *Dewax

HIER *HIER 25 min with ER1 (97)
Enzim *Enzyme 5 for 25 min
Denaturasyon *D10

Hibridizasyon *ISH Hybridization (12Hr)

Tablo 2: Varsayilan Leica HER2 FISH System - 30 Test Boyama Protokolli

F. Prosediir Adimlan
Bu talimatlar, BOND-MAX and BOND-III System kullanim kilavuzu ile birlikte okunmalidir.
Her lam icin yeni bir BOND Universal Covertile kullaniimahdir.
Onceden immiinohistokimyasal veya in situ hibridizasyon boyama igin kullanilan BOND
Universal Covertile'lerin kullaniimasi, bu test ile dogrulanmamistir.

1. BOND-MAX and BOND-III System bulk ve tehlikeli atik konteynerlerinin, gerekli boyama
calistirmalarinin gerceklestirilmesi icin yeterli kapasitesi oldugundan emin olun.

2. Gerekli boyama calistirmalarinin gergeklestiriimesi icin bulk reagent konteynerlerinde
uygun alkol, distile veya deiyonize su, BOND Dewax Solution, BOND Epitope Retrieval
Solution 1 ve BOND Wash Solution oldugundan emin olun.

3. Temiz bir BOND Mixing Station'in yerlestirildiginden emin olun.

4. BOND-MAX and BOND-III System agin.
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12.
13.

14.
15.
16.

17.

18.
19.

20.
21.

22.

23.

24.

25.
26.
27.
28.

29.
30.

31.

. BOND-MAX and BOND-III System bagli PC'yi agin.
. BOND yazilimini agin.
. Yeni bir Leica HER2 FISH System - 30 Test kiti icin reagent tabla barkodunu, sistemi

BOND reagent envanterine (sadece tek bir barkod) sokmak icin el tarayicisi ile tarayin.

. BOND Enzyme 5'i saglanan BOND Open Container’da 1:300 dilisyon ile hazirlayin.

Ornegin, 10 lam igin 10uL BOND Enzyme Concentrate 2'yi 2990 uL BOND Enzyme
Diluent’e ekleyin.

. Saglanan BOND Open Container’da tarayin ve Bond Enzyme 5 olarak kaydedin.
10.
11.

Slide setup (Lam ayari) ekranina gidin ve Add case (Vaka ekle) tzerine tiklayin.

ik vaka icin detaylari girin. Dagitim hacminin 150 pL olarak ayarlandigindan ve hazirlik
protokolinin *Dewax oldugundan emin olun. OK (Tamam) Uizerine tiklayin.

Slide setup (Lam ayari) ekraninda vaka aktifken Add slide (Lam ekle) Gizerine tiklayin.

Oncelikle hasta test lamlari ekleyin. Doku tipinin Test tissue (Test dokusu) olarak
ayarlandigindan emin olun.

Single (Tek) boyama modunu segin.

ISH islemini segin.

Prob listesinden *LSI HER2/CEP17 Dual Probe - 30 Test opsiyonunu segin. Protocols
(Protokoller) sekmesinde varsayilan olarak dogru boyama protokolii (*FISH Protocol A),

HIER protokolli (*HIER 25 min with ER1 (97)), EIER protokolu (*Enzyme 5 for 25 min),
denaturasyon (*D10) ve hibridizasyon (*ISH Hybridization (12Hr)) mevcuttur.

Hasta test lamlari ve kontroller (Leica HER2 FISH Control Slides ve/veya dahili kontroller)
olusturulana kadar 10 - 16 adimlarini tekrarlayin. Lam etiketlerini yazdirin.

Lamlari uygun sekilde etiketleyin.

Tum Leica HER2 FISH System - 30 Test konteynerlerinin kapaklarini agin ve reagent
tablasini BOND-MAX and BOND-IIl System’a yukleyin.

Her lama yeni Covertile’ler uygulayin.

Lam tablasini BOND-MAX and BOND-III System’a yiikleyin ve Load/Unload (Yukle/
Kaldir) tusuna basin.

Lamlarin taranmis oldugunu kontrol edin ve galistirmayl hemen baslatmak igin System
durum ekranindaki Run (Play) (Calistir (Oynat)) tusuna tiklayin (Leica HER2 FISH
System - 30 Test igin bu testin, gecikmeli baglatma fonksiyonu kullanilarak gece
saatlerinde galistiriimasi énerilir).

Tabla g0Osterge alaninda Proc (OK) (Prok (Tamam)) ve seri numarasi ile sonlanma
saatinin gdruntulendiginden emin olun.

Calistirma tamamlandiginda Load/Unload (Yukle/Kaldir) tusuna basin ve lam tablasini
BOND-MAX and BOND-IIl System’den kaldirin.

Covertile’leri kaldirin ve lamlari deiyonize suda yikayin.
iki defa alkol degisiminde, hava kurumasinda hizlica dehidrate edin.
20pLl’lik DAPI'yi dogrudan drneklere dagitin.

Lamel uygulayin ve hava kabarciklarinin yok edilmesine dikkat ederek soltisyonun
tamamen dagiimasini saglayin.

Lamelin kenarini tirnak boyasiyla veya benzer bir materyalle yapistirin.

Flioresan mikroskop altinda goriintilemeden 6nce sinyal gelisimini kolaylastirmak igin
lamlari karanhga yerlestirin.

Sinyal intensitesini muhafaza etmek igin boyali lamlari -20 °C’de saklayin.

G. Lam Saklama

Boyali lamlari karanlikta -20 °C’de saklayin. -20 °C’den dlsus sonrasinda gorintileme
yapmadan 6nce lamlarin oda sicakhigina erismesini bekleyin.
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Sinyal Degerlendirmesi ve Sayimi

Sinyal kalitesini degerlendirmek ve HER2 ve CEP17 sinyallerini saymak icin asagidaki islemi
izleyin:

Tiirkge I

1. Lam Kalitesi-
nin Degerlen-
dirilmesi

- Prob Sinyal

Intensitesi

- Arka Plan

2. Hedef
Sinyallerinin
Taninmasi
- Dokuya Genel Bakis
- Odak Derinligi

A 4

1. Lam Kalitesinin Degerlendirilmesi

Lam kalitesini, asagidaki kriterleri kullanarak degerlendirin:

+ Prob Sinyal intensitesi: Sinyallerin, parlak olmasi ve degerlendirimesinin
kolay olmasi gerekir. Sinyaller parlak, kompakt oval sekillerde veya tel
gibi, difiiz oval sekillerde olmalidir.

« Arka Plan: Arka plan, géreceli olarak flioresan partikiillerden arindiriimis
olmali ve koyu veya siyah olarak gériinmelidir.

Yukaridaki 6zelliklerden herhangi birinin tatmin edici oimamasi durumunda

ariza giderme kilavuzuna bakin (Tablo 6) ve gerekiyorsa testi tekrarlayin.

3. Gekirdek
Uygunlugu
- Cekirdek Secimi

v

2. Hedef Sinyallerin Taninmasi

Analiz i¢in dogru filtrelerin kullanildigindan emin olun:

Dokuya Genel Bakis: Hibridizasyon sinyalleri sadece, invazif timor
hiicrelerinde sayilabilir. Timor hicreleri genelde, normal hicrelerden
boyutlari ile ayirt edilebili: Genelde bunlar normal hicrelerden,
lenfositlerden ve epitel hiicrelerden daha buyuktir. H & E boyama ile hedef
alanlarini belirleyin ve segin ve bu alanlari, lamel lzerinde FISH testinin
gergeklestiriimesinin ardindan isaretleyin.

Odak Derinligi: Odak plan derinligini belirlemek igin odak derinligini
ayarlayin ve ses (debri) ve hedef sinyallerinin sekli ve boyutunu égrenin.

4. Sinyal Sayimi
- Tumore Genel Bakis

- Sayim

A 4

3. Gekirdek Uygunlugu
Bir 20X objektifi kullanarak hibridize alani gézden gegirin:

« Cekirdek Segimi: ilgilenilen hedef alanin yerini belirleyin (H & E boyama
ile belirlenen timor hiicreleri). Cekirdek kenarlarinin belirsiz oldugu veya
hucrelerin nekrotik oldugu alanlardan kaginin.

Ayrica, zayif intensiteye sahip ve spesifik olmayan sinyaller, sesli arka
plan veya cekirdek kenarinin belirlenmesi igin yetersiz karsit boyanin
yok sayilmasi gerekir. Sadece diskret sinyallere sahip bu gekirdekler
sayillmalhdir.
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v

»

. Sinyal Sayimi

Tiimére Genel Bakig: Bir 40X objektif kullanarak olasi heterojenlik igin
sayllacak tlimér hiicrelerinin birden fazla alanini tarayin. Sinyallerin zayif oldugu
hedef alanlarindan kaginin ve iyi cekirdek dagitiminin oldugu bir alani segin.

Sayim: Analize segilen alanin Ust sol geyrek alaninda baslayin ve soldan
saga tarayarak gekirdek sinirlari icerisindeki sinyal sayisini, bir 100X objektif
kullanarak asagidaki ve Sekil 1'deki talimatlara uygun sekilde sayin.

Yukari ve asagl odaklanarak (Z ekseni) gekirdek iginde bulunan tim
sinyallerin yerini belirleyin.

Ayni boyutta olan ve sinyal ¢apina esit veya daha az bir mesafe ile ayrilan
iki sinyali bir sinyal olarak sayin.

Sinyale sahip olmayan veya tek renkli sinyallere sahip olan gekirdeklerin
sayllmamasi gerekir. Sadece her rengin bir veya daha fazla FISH sinyaline
sahip gekirdekleri sayin.

Her cekirdek igin HER2 sinyallerinin sayisini ve CEP17 sinyallerinin
sayisini sayin. Gerekli oldugunda her iki rengi goriintiilemek igin turuncu
(HER2), yesil (CEP17), yesil/turuncu ve DAPI/yesil/turuncu filtre setleri
arasinda gegis yapin.
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LSI HER2 igin CEP17 Oran Belirlemede Onerilen Yontem
LSI HER2'yi CEP17 oraninda belirlemek i¢in asagidaki yontemi kullanin:

1.

20 gekirdekte LS| HER2 ve CEP17 sinyallerinin sayisini kaydedin ve belirleyin (asagidaki
Sekil 2 Leica HER2 FISH System skor sayfasina bakiniz).

. Tum LSI HER2 sinyallerinin toplami. Bu, sayim i¢in toplam LSI HER2 sinyalini gosterir;

orn. 143.

3. Tum CEP17 sinyallerinin toplami. Bu, sayim igin toplam CEP17 sinyalini gdsterir; 6rn. 48.

. Final sonucu hesaplamak icin su hesaplamayi kullanin:Toplam CEP17 sinyaline bélinen

Toplam LSI HER2 sinyali; 6rn. 143/48, HER2 amplifikasyonu icin pozitif olan bir 2.98
oranina esittir.

Onemli Not: CEP17'ye LSI HER2 orani belirsiz ise (1.80 - 2.20), ilave 20 gekirdek sayin
ve orani yeniden hesaplayin.

Sonuglar, asagidaki sekilde raporlanmalidir:

1. Oran <2 ise HER2 geni amplifikasyonu incelenmemistir

. Oran 22 ise HER2 geni amplifikasyonu incelenmistir

Onemli Not: Cut-off'taki veya yakinindaki bir oranin (1.80 - 2.20), yukarida agiklandigi
gibi dikkatli sekilde yorumlanmasi gerekir.
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Leica HER2 FISH System - 30 Test Yorumlama

Kilavuzu

Sekil 1: Yorumlama Kilavuzu

Page 11 of 25

2 turuncu sinyal ve 1 yesil sinyal olarak sayin

Saymayin. Sinyale sahip olmayan veya tek renkli sinyallere
sahip olan gekirdeklerin sayilmamasi gerekir. Sadece her
rengin bir veya daha fazla FISH sinyaline sahip gekirdekleri
sayin

1 turuncu sinyal ve 2 yesil sinyal olarak sayin

3 turuncu sinyal ve 2 yesil sinyal olarak sayin

5 turuncu sinyal ve 4 yesil sinyal olarak sayin. 1 turuncu
sinyal diftizdiir ve 1 yesil sinyal diftizdiir

4 turuncu sinyal ve 2 yesil sinyal olarak sayin. 1 turuncu
sinyal diflizdir. Ayni boyutta olan ve sinyal gapina esit veya
daha az bir mesafe ile ayrilan iki sinyali bir sinyal olarak
sayin

5 turuncu sinyal ve 3 yesil sinyal olarak sayin. 1 turuncu
sinyal difiizdiir

2 turuncu sinyal ve 2 yesil sinyal olarak sayin. 1 turuncu
sinyal ve 1 yesil sinyal Ust Uste gelir

Saymayin. Gekirdekler st tiste gelir. Sinyallerin hangi
cekirdeklerde bulundugunu séylemek gok zordur

Yaklasik 16 turuncu sinyal ve 2 yesil sinyal olarak sayin
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Leica HER2 FISH System - 30 Test Ornek Skor Sayfasi

20 Gekirdek Sinyal Sayimi

Cekirdek #

HER2 Kopya
Numarasi

CEP17
Kopya
Numarasi

Cekirdek #

HER2 Kopya
Numarasi

CEP17
Kopya
Numarasi

11

12

13

14

15

16

17

18

O N | |[W|N |+

19

10

20

Toplam 1-10

Toplam 11-20

HER2

CEP17

HER2:CEP17 Amplifikasyon

orani

Toplam Skor 1-20

Hiicre Basina Ortalama

Sekil 2: Ornek Skor Sayfasi
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HER2 FISH Belirlemesi i¢in Otomatik Ariol Yontemi

Ariol PathVysion dijital puanlama uygulamasinin yorumlamaya yardimci olarak kullaniimasi
Leica HER2 FISH System - 30 Test ile kullanim igin farkli numune kohortlarinda bagimsiz olarak
dogrulanmistir. Ariol PathVysion® dijital puanlama uygulamasi, Leica HER2 FISH System - 30
Test ile birlikte kullanildiginda In Vitro Tanilama Kullanimi igindir. Leica HER2 FISH System -
30 Test ile kullanildigi zaman, Ariol PathVysion uygulamasi Leica HER2 FISH Control Slides
(TA9123) ile degil, doku kontrol slaytlari ile kullanim igin kalibre edilmelidir.

Tum tani kararlar nitelikli bir klinisyen tarafindan alinir.

Daha fazla bilgi i¢in litfen Ariol Operator kilavuzuna basvurun.

Kalite Kontrol

Kontrol Lamlarinin Kullaniimasi

Test performansini izlemek ve sinyal sayimi hassasiyetini degerlendirmek icin Leica HER2 FISH
Control Slide her test calistirmasinin igine dahil edilmesi 6nerilir. Kontrol lamlarinin, BOND-
MAX and BOND-III System'de ve her yeni reagent lotunda her boyama serisi igin galistiriimasi
gerekir. Ayrica munferit kullanicilar, kendi kontrol materyallerini kullanmay: secebilir.

Kontrol lami kalitesini degerlendirin ve Sinyal Degerlendirmesi ve Sayimi boélimundeki
talimatlara uygun olarak sinyal sayimini gerceklestirin. Lam kalitesi icin kriterlerin karsilanmasi
gerekir ve HER2:CEP17 orani sonuglari, kabul edilebilir test performansi igin belirlenen araliklar
arasinda olmalidir. Leica HER2 FISH Control Slides kabul kriterleri igin Tablo 3'e bakiniz.

Hiicre Hatti Bond Oracle | Hiicre Leica HER2 FISH System - 30 Test
HER2 IHC basina HER2 | HER2:CEP17 Kabul Kriteri
System Reseptor
Profili Yiiku*
SKBr-3 3+ 4.3 x 10° HER2 amplifikasyonu incelenmistir
MDA-MB-453 24 1.4 x 10° HER2/CEP17 gen oranlnln, 1.5-25
arasinda olmasi gerekir
MDA-MB-175 1+ 6.3 x 10* HER2 amplifikasyonu incelenmemistir
MDA-MB-231 0 9.3x10° HER2 amplifikasyonu incelenmemistir

*Akis sitometrisi tarafindan degderlendirildigi gibi HER2 reseptér yiik analizi
Tablo 3: Leica HER2 FISH Control Slide Yorumlamasi.

Test kontrollerinin basarisiz olmasi durumunda bu vaka igin FISH sonuclarinin raporlanmamasi
gerekir. Kontrol lamlarinin, lam kabul kriterlerini karsilamamasi durumunda Leica HER2 FISH
System - 30 Test yetersiz sekilde galisabilir. Bu durumda yeni kontrol lamlari ve hasta numune
lam(lar)i ile bir tekrar testi gerekli olacaktir. Sonuglarin, belirtilen araligin disinda olmasi ancak
kontrol lamlarinin kalite icin kabul kriterlerini karsilamasi durumunda ayni lamin taramasinin
tekrarlanmasi, sayim dogru sekilde yapilmamis olabileceginden uygun olacaktir. Numune veya
kontrol lam(lar)iyla hibridizasyonun basarisiz olmasi durumunda ariza giderme kilavuzuna
(Tablo 6) bakiniz.

Klinik numuneler igin hibridizasyon sinyalinin yorumlanmasi zor oldugunda ve tekrar testi icin
yetersiz numune 6rnedi oldugunda test bilgi verici degildir. Analiz igin yetersiz hiicre olmasi
durumunda test bilgi verici degildir.

Hasta numunelerinin, standart laboratuvar calistirma prosedirlerine uygun olarak kontrol edilmesi
gerekir. Sinyal kalitesi ve sayim sonuglarinin, uygun bir rapor formunda dokiimante edilmesi gerekir.
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Sinirlamalar

A. Genel Sinirlamalar

FISH, prosediriin (uygun reagent, doku, fikse etme, isleme ve lam hazirliginin segilmesi
dahil) ve yorumlamanin her durumunda uzmanlik egitimi gerektiren bir tekniktir. Doku boyama,
boyama isleminden 6nce dokunun ele alinmasi, fikse edilmesi ve isleme alinmasina baglidir.
Diger dokularla veya akiskanlarla hatali fikse etme, dondurma, eritme, yikama, kurutma,
Isitma, seksiyonlama veya kontaminasyon morfolojik artefaktlar, nikleik asit degradasyon, arka
plan flioresani veya yanls negatif sonuglar olusturabilir. Doku igerisinde fikse etme, gémme
yontemleri veya inherent aksakliklar nedeniyle tutarsiz sonuglar ortaya gikabilir (21). Asiri veya
yetersiz karsit boya da sonuglarin dogru yorumlanmasina engel olabilir.

Baglantisiz probun bir sonucu olarak spesifik olmayan boyama sagilan, granuler bir gérinime
sahiptir ve tahmin edilen hibridizasyon bdlgesinde veya bu bdlgeden uzakta goruntilenebilir.
Boyama sonuglarinin yorumlanmasi igin intakt hucreler kullanin. Nekrotik veya dejenere
hacreler, belirsiz sekilde boyanabilir (22). Beklenmedik FISH boyama veya boyamadaki
varyasyonlar, kodlama genlerinin ifade seviyelerindeki alterasyonlarin bir sonucu olabilir. Tahmin
edilen boyama paternlerindeki herhangi bir degisiklik, tim diger diagnostik tetkikleri ile birlikte
yorumlanmalidir. Boyama yorumlamasi, morfolojik ¢alismalarla ve uygun kontrol materyalinin
kullanimi ile tamamlanmalidir ve hastanin klinik gegmisi ve diger diagnostik testler kapsaminda
kalifiye bir patolojist tarafindan degerlendirilmelidir.

Testin performansi (yani kontrol materyallerinin uygunluk degerlendirmesi) ve boyama
olmasinin veya olamamasinin yorumlanmasi, uygun sekilde ruhsatlandiriimig/lisanslanmig bir
laboratuvarda in situ hibridizasyon testinin tim degerlendirmesinden ve yorumlanmasindan
sorumlu uygun vasiflara sahip ve deneyimli bir patolojistin gdézetiminde gerceklestiriimelidir.
Probun dider nikleik asit sekanslarina ve/veya nonspesifik badlamaya karsi reaktivitesi
nedeniyle FISH altinda yanlis pozitif sonuglar ortaya gikabilir. Uygun kontroller kullaniimali ve
dokiimante edilmelidir ve testler, gegerli tim son kullanma tarihlerini dikkate almalidir.

Teknik ve yorumsal varyasyon, FISH'in materyallerden derive edilen hiicre hattinda kullaniimasi
durumunda da gorulebilir (23).

B. Uriine Ozel Sinirlamalar

Bu Uruin, diger DNA bazli diagnostik testlerinde kullaniimak i¢in tasarlanmamistir.

Leica HER2 FISH System - 30 Test reagent'lerini, Leica Biosystems veya diger Ureticiler
tarafindan saglanan diger komponentlerle degistirmeyin. Bunun yapilmasi, testi gegersiz
kilacaktir. Kullanicinin, énerilen prosedurlerden her turlt sapmayi dogrulamasi gerekir.

Testte sadece formalinle fikse edilmis dokularin kullaniimasi énerilir. Bagka bir fikse etme tipinin
kullaniimasi, testi gecersiz kilabilir.

Onerilen kalinlik araiginin diginda kesilmis doku seksiyonlari dogrulanmamistir. Bagka bir
seksiyon kalinhginin kullaniimasi, testi gecersiz kilabilir.

Leica HER2 FISH System - 30 Test Abbott Molecular PathVysion
HER-2 DNA Probe Kit'e Klinik Konkordansi - Meme

Bu calisma, Leica HER2 FISH System - 30 Test Herceptin (trastuzumab) tedavisi igin tedavinin
belirlenmesinde bir yardimci olarak kullanilabilecegini ortaya koymustur. Calisma, Leica HER2
FISH System - 30 Test meme dokusundaki bu test igin ‘altin standart’ olarak degerlendirilir
ele alinan 6nceden onaylanmis Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit diagnostik
cihazinin arasindaki konkordansin incelenmesi igin tasarlanmistir. Test kabul kriteri, Leica HER2
FISH System - 30 Test ile manuel Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit arasinda
pozitif (gu¢lendiriimis) ve negatif (gliglendiriimemis) formalinle fikse edilmis, parafine gémulmus
(FFPE) invazif meme kanseri vakalarinda %95'lik tek tarafli guvenilirlik arahiginin %90'in
Gzerinde olmasidir.
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Calisma, klinik invazif meme kanseri 6rneklerinin ¢ bolgeli maskeli bir degerlendirmesi olarak
gerceklestirilmistir. Arastirma asamasindaki bolgelerin her biri, bilinen HER2 onkoprotein ifade
seviyeleri ile arsivlenmis formalinle fikse edilmis, parafine gomilmuis invazif meme kanseri doku
bloklari ile saglanir. Onceden karakterize edilmis 75, 0/1+; dnceden karakterize edilmis 150,
2+ ve Onceden karakterize edilmis 75, 3+ IHC vakalarindan olusan 300 numunelik bir kohort
secilmis ve ¢ arastirma asamasindaki deneme bdlgelerinin her birine esit sekilde ayriimistir.
Tum vakalar, manuel Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit testi ile prospektuste
belirtildigi gibi Ureticinin kullanim talimatlarina uygun sekilde boyanmistir. Her vakadan
sekansiyel seksiyonlar,BOND-MAX and BOND-III System Leica HER2 FISH System - 30 Test ile
boyanmistir. Tim boyanmig lamlar, t¢ arastirma asamasindaki deneme bdlgesinin her birinde
tek bir egitimli gézlemci tarafindan maskelenmis ve randomize bir sekilde sayilmistir. Skorlar,
hesaplanan HER2/CEP17 gen orani <2.0 oldugunda negatif ve hesaplanan HER2/CEP17 gen
orani 22.0 oldugunda pozitif olarak yorumlanmistir. Daha sonrasinda veri konkordans, pozitif
boyama anlagsmasi ve negatif boyama anlagmasi icin analiz edilmigtir.

BOND-MAX System 2x2 Konkordans Sonuglari - Meme

Veri, bir 2x2 analiz icin negatif (<2.00) veya pozitif (22.00) olarak gruplanmistir.
Bir 2x2 analizinde iki test arasinda 300 6rnek icin incelenen anlasma, BOND-MAX System icin
% 97.61-99.92'lik bir % 95 Cl ile % 99.33'lik (298/300) bir konkordans gdsterir

Pozitif S6zlesme orani (hassaslik) veya Leica HER2 FISH System - 30 Test Abbott Molecular
PathVysion HER-2 DNA Probe testi pozitif vakalarini dogru sekilde tanimlama yetenegi (Leica
HER2 FISH System - 30 Test ve manuel Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit
tarafindan tim Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit pozitif vakalarinin diginda
pozitif sayilan numunelerin orani) % 99.03 (102/103) olmustur.

Negatif S6zlesme orani (6zgtilliik) veya testin Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe
Kit negatif vakalarini dogru sekilde tanimlama yetenegi (Leica HER2 FISH System - 30 Test ve
manuel Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit tarafindan tim Abbott Molecular
PathVysion HER-2 DNA Probe Kit negatif vakalarinin disinda negatif sayilan numunelerin
orani) % 99.49 (196/197) olmustur. Bakiniz Tablo 4.

Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit

Negatif (<2.0) Pozitif (=2.0) Toplam
Leica HER2 FISH Negatif (<2.0) 196 1 197
System - 30 Test
BOND. MAX Pozitif (2.0) 1 102 103
Toplam 197 103 300

Toplam Konkordans (% 95 Cl) = % 99.33 (% 97.61 — 99.92)

Tablo 4. BOND-MAX System'de Leica HER2 FISH System - 30 Test Meme dokusunda Abbott Molecular PathVysion HER-2
DNA Prob Kiti ile BOND-MAX Sisteminde.
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BOND-IIl System 2x2 Konkordans Sonuglari - Meme

Veri, bir 2x2 analiz icin negatif (<2.00) veya pozitif (=2.00) olarak gruplanmistir.
Bir 2x2 analizinde iki test arasinda 300 6rnek igin incelenen anlasma, BOND-III System icin
% 98.16-99.99'luk bir % 95 Cl ile % 99.67'lik (299/300) bir konkordans gdsterir

Pozitif S6zlesme orani (hassaslik) veya Leica HER2 FISH System - 30 Test Abbott Molecular
PathVysion HER-2 DNA Probe Kit testi pozitif vakalarini dogru sekilde tanimlama yetenegi
(Leica HER2 FISH System - 30 Test ve manuel Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA
Probe Kit tarafindan tim Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit pozitif vakalarinin
disinda pozitif sayilan numunelerin orani) % 99.03 (102/103) olmustur.

Negatif S6zlesme orani (6zgtilliik) veya testin Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe
Kit negatif vakalarini dogru sekilde tanimlama yetenegi (Leica HER2 FISH System - 30 Test ve
manuel Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit tarafindan tim Abbott Molecular
PathVysion HER-2 DNA Probe Kit negatif vakalarinin disinda negatif sayilan numunelerin
orani) % 100 (197/197) olmustur. Bakiniz Tablo 5.

Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit

Negatif (<2.0) Pozitif (=2.0) Toplam
Leica HER2 FISH | Negatif (<2.0) 197 1 198
System-30Test | o iif (>2.0) 0 102 102
BOND-III
Toplam 197 103 300

Toplam Konkordans (% 95 Cl) = % 99.67 (% 98.16 — 99.99)

Tablo 5. BOND-III System'de Leica HER2 FISH System - 30 Test Meme dokusunda Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA
Prob Kiti ile BOND-IIl Sisteminde.

Sonug olarak bu galismada olusturulan veri, Leica HER2 FISH System - 30 Test bu gosterge
icin 6nceden onaylanmig bir diagnostik testi olan Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA
Probe Kit ile yiksek konkordansina bagli olarak Herceptin (trastuzumab) tedavisinin géz éniine
alindigi hastalarin tedavisinde bir yardimci olarak kullanilabildigini gdstermektedir.
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Leica HER2 FISH System - 30 Test'in Abbott Molecular PathVysion
HER-2 DNA Probe Kit'e Klinik Konkordansi - Gastrik

Bu calisma, Leica HER2 FISH System - 30 Test'in Herceptin (trastuzumab) tedavisi
icin tedavinin belirlenmesinde bir yardimci olarak kullanilabilecegini ortaya koymustur.
Calisma, Leica HER2 FISH System - 30 Test ile gastrik dokuda bu test icin 'altin
standart' olarak ele alinan dnceden onaylanmig Abbott Molecular PathVysion HER-
2 DNA Probe Kit diagnostik cihazinin arasindaki konkordansin incelenmesi igin
tasarlanmistir. Test kabul kriteri, Leica HER2 FISH System - 30 Test ile manuel Abbott
Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit arasinda pozitif (giiglendiriimis) ve
negatif (glclendiriimemis) formalinle fikse edilmis, parafine gdmilmus (FFPE) mide
adenokarsinomlarinda (gastro6zofageal bilesim dahil) %95'lik tek tarafli guvenilirlik
araliginin %90'in tzerinde olmasidir.

Calisma klinik invazif gastrik adenokarsinom 6rneklerinin degerlendiriimesi olarak
gerceklestiriimigtir. Test bilinen HER2 gen ifade seviyesine sahip formalin-sabit,
parafine gémulmuis gastrik adenokarsinom doku bloklarinda gergeklestirilmistir. 50
biyutilmis vakadan ve 59 blytilmemis vakadan olugan 109 numune toplulugu.
Tum vakalar, manuel Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit testi
ile prospektiste belirtildigi gibi Ureticinin kullanim talimatlarina uygun sekilde
boyanmigtir. Her vakadan sekansiyel seksiyonlar, BOND-MAX System'de Leica
HER2 FISH System - 30 Test ile boyanmistir.

Tum boyal slaytlar tek bir egitimli gbzlemci tarafindan rastgele bir gsekilde
skorlanmistir. Skorlar, hesaplanan HER2/CEP17 gen orani <2.0 oldugunda negatif
ve hesaplanan HER2/CEP17 gen orani 22.0 oldugunda pozitif olarak yorumlanmigtir.
Daha sonrasinda veri konkordans, pozitif boyama anlasmasi ve negatif boyama
anlasmasi icin analiz edilmistir.

2x2 Konkordans Sonugclari BOND-MAX Sistemi - Gastrik

Veri, bir 2x2 analiz i¢in negatif (<2.00) veya pozitif (=2.00) olarak gruplanmistir.
Bir 2x2 analizinde iki test arasinda 109 6rnek igin incelenen anlasma BOND-MAX
Sistemi icin %93.53-99.78 ile %95 Cl ile %98,17 (107/109) konkordans gostermistir.
Pozitif S6zlesme orani (hassaslik) veya Leica HER2 FISH System - 30 Test'in
Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe testi pozitif vakalarini dogru sekilde
tanimlama yetenegi (Leica HER2 - FISH System - 30 Test ve manuel Abbott Molecular
PathVysion HER-2 DNA Probe Kit tarafindan tim Abbott Molecular PathVysion HER-
2 DNA Probe Kit pozitif vakalarinin disinda pozitif sayilan numunelerin orani) %
96.00 (48/50) olmustur.

Negatif S6zlesme orani (6zglilliik) veya testin Abbott Molecular PathVysion HER-2
DNA Probe Kit negatif vakalarini dogru sekilde tanimlama yetenegi (Leica HER2
FISH System - 30 Test ve manuel Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit
tarafindan tim Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit negatif vakalarinin
disinda negatif sayilan numunelerin orani) % 100 (59/59) olmustur. Bakiniz Tablo 6.

Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit
Negatif (<2.0) Pozitif (22.0) Toplam
Leica HER2 Negatif (<2.0) 59 2 61
FISH Sistemi - i
Pozitif (2.0 0 48 48
30 Test ozitif (22.0)
BOND-MAX Toplam 59 50 109

Toplam Konkordans (%95 Cl) = %98.17 (%93.53-99.78)

Tablo 6. BOND-MAX System'de Leica HER2 FISH System - 30 Test'in gastrik dokuda Abbott Molecular PathVysion HER-2
DNA Probe Kit ile 2x2 konkordansi.
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Hassasiyet Testi — BOND-MAX System

A. Galistirma Igerisinde Hassasiyet Calismasi

Calistirma igerisinde hassasiyet galismasi, randomize ve karisik bir sekilde gergeklestirilmistir.
Leica HER2 FISH System - 30 Test galistirma igerisinde hassasiyet testi, tek bir arastirma
asamasindaki bolgede formalinle fikse edilmis parafine gomilmis meme kanseri vakalarini
iceren onceden karakterize edilmis 540 HER2 TMA o6rneginde deg@erlendiriimistir. Calistirma
icerisinde hassasiyetin belilenmesi icin TMA'larin kullaniimasi, tek bir ¢alistirma igerisinde tek bir
enstrimanda daha genis bir HER2 ifadesini iceren daha genis bir vaka hacmini etkinlestirmistir.
Calistirma Igerisinde Hassasiyet Calismasi'nda boyanan lamlarin sayiminda degerlendirilen
532/540 vaka, % 97.10'luk daha dusik bir % 95 Cl ile % 98.52'lik toplam bir konkordans
veren uyumlu bir sonug gostermistir.

B. Enstriiman igerisinde Hassasiyet Galismasi

Enstrimanigerisinde hassasiyet gcalismasi, randomize ve karisik bir sekilde gergeklestirilmistir.
Leica HER2 FISH System - 30 Test enstriman icerisinde hassasiyet testi, tek bir arastirma
asamasindaki bolgede formalinle fikse edilmis parafine gémilmus meme kanseri vakalarini
iceren oOnceden karakterize edilmis 1620 HER2 TMA 6rneginde degerlendiriimistir.
Enstriman icerisinde hassasiyetin belirlenmesi icin TMA'larin kullaniimasi, birden fazla
cahstirma igerisinde tek bir enstrimanda daha genis bir HER2 ifadesini iceren daha genis
bir vaka hacmini etkinlestirmistir.

Enstriiman igerisinde Hassasiyet Calismasi'nda boyanan lamlarin sayiminda degerlendirilen
1620/1620 vaka, % 99.82'lik daha dusiik bir % 95 Cl ile % 100'lik toplam bir konkordans
veren uyumlu bir sonug gostermistir.

C. Calistirma Arasinda Hassasiyet Calismasi

Calistirma arasinda hassasiyet galismasi, randomize ve karisik bir sekilde gerceklestirilmistir.
Leica HER2 FISH System - 30 Test calistirma arasinda hassasiyet testi, tek bir arastirma
asamasindaki bolgede formalinle fikse edilmis parafine gémilmus meme kanseri vakalarini
iceren 6nceden karakterize edilmis 900 HER2 TMA 6rneginde degerlendirilmistir. Gliinden
glne hassasiyet testi, calistirma arasinda hassasiyetin belirlenmesi icin  TMA'larin
kullaniimasi, farkli guinlerde birden fazla calistirmalar arasinda test edilecek daha genis bir
HER? ifadesini iceren daha genis bir vaka hacmini etkinlestirmistir.

Calistirma Arasinda Hassasiyet Calismasi'nda boyanan lamlarin sayiminda degerlendirilen
894/900 vaka, % 98.55'lik daha duguk bir % 95 Cl ile % 99.33'lik toplam bir konkordans
veren uyumlu bir sonug gostermistir.

D. Laboratuvar Arasinda Hassasiyet Calismasi

Laboratuvar arasinda hassasiyet calismasi, randomize ve Kkarisik bir sekilde
gerceklestirilmistir. Leica HER2 FISH System - 30 Test laboratuvar arasinda hassasiyet
testi, U¢ arastirma asamasindaki bolge arasinda formalinle fikse edilmis parafine gémulmus
meme kanseri vakalarini iceren dnceden karakterize edilmis 513 HER2 TMA &rneginde
degerlendirilmistir. Laboratuvar arasinda hassasiyet testinin belirlenmesi icin TMA'larin
kullaniimasi, birden fazla enstrimanda calistirmalar arasinda test edilecek daha genis bir
HER? ifadesini iceren daha genis bir vaka hacmini etkinlestirmistir.

Laboratuvar Arasinda Hassasiyet Calismasi'nda boyanan lamlarin sayiminda degerlendirilen
510/513 vaka, % 98.30'luk daha dusik bir % 95 Cl ile % 99.42'lik toplam bir konkordans
veren uyumlu bir sonug gdstermistir.

E. Gozlemci Arasinda Hassasiyet Calismasi

Gozlemci arasinda hassasiyet calismasi, randomize ve karisik bir sekilde gergeklestirilmistir.
Leica HER2 FISH System - 30 Test gézlemci arasinda tekrarlanabilirlik testi, G¢ arastirma
asamasindaki bolge arasinda degerlendirilmistir. Her arastirma asamasindaki bolgede tek bir
deneyimli goézlemci kullaniimistir. On sekiz seksiyon meme kanseri vakasinin timu, gézlemci
hassasiyeti arasinda klinik ayarda kullanilan 6rnek tiplerini yansitarak kullaniimak lzere
kullaniimistir.
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Gozlemci Arasinda Hassasiyet Calismasi'nda boyanan lamlarin sayiminda degerlendirilen
53/54 vaka, % 90.11'lik daha distk bir % 95 Cl ile % 98.15'lik toplam bir konkordans veren
uyumlu bir sonu¢ gdstermistir.

F. Lot'a Lot Hassasiyet Calismasi
Lot'a lot hassasiyet galismasi, randomize ve karisik bir sekilde gergeklestiriimistir. Lot'a lot
hassasiyet, Leica HER2 FISH System - 30 Test Good Manufacturing Practice (GMP) (lyi
imalat Uygulamalari) altinda bagimsiz olarak (retilmis (i lotunda belirlenmistir. Her lot, tek bir
arastirma asamasindaki bolgede formalinle fikse edilmis parafine gémulmus meme kanseri
vakalarini iceren 6nceden karakterize edilmis 540 HER2 TMA 6rneginde test edilmistir. Lot'a
lot tekrarlanabilirliginin belirlenmesi icin TMA'larin kullaniimasi, lotlar arasinda test edilecek
daha genis bir HER2 ifadesini iceren daha genis bir vaka hacmini etkinlestirmistir.
Lota Lot Hassasiyet Calismasi'nda boyanan lamlarin sayiminda degerlendirilen
534/540 vaka, % 97.60'lik daha dusik bir % 95 Cl ile % 98.89'luk toplam bir konkordans
veren uyumlu bir sonug gdstermistir.

Hassasiyet Testi — BOND-IIl System

G. Galistirma Igerisinde Hassasiyet Calismasi

Calistirma igerisinde hassasiyet galismasi, randomize ve karisik bir sekilde gerceklestiriimistir.
Leica HER2 FISH System - 30 Test calistirma igerisinde hassasiyet testi, tek bir arastirma
asamasindaki bolgede formalinle fikse edilmis parafine géomilmis meme kanseri vakalarini
iceren Onceden karakterize edilmis 540 HER2 TMA 6rneginde degerlendiriimistir. Calistirma
icerisinde hassasiyetin belirlenmesi igcin TMA'larin kullaniimasi, tek bir calistirma igerisinde tek bir
enstrimanda daha genis bir HER2 ifadesini iceren daha genis bir vaka hacmini etkinlestirmistir.
Calistirma Igerisinde Hassasiyet Calismasi'nda boyanan lamlarin sayiminda degerlendirilen
540/540 vaka, % 99.45'lik daha dustik bir % 95 Cl ile % 100'lik toplam bir konkordans veren
uyumlu bir sonug gdstermistir.

H. Enstriiman igerisinde Hassasiyet Galismasi

Enstriman igerisinde hassasiyet calismasi, randomize ve karigik bir sekilde gerceklestirilmistir.
Leica HER2 FISH System - 30 Test enstriman icgerisinde hassasiyet testi, tek bir arastirma
asamasindaki bolgede formalinle fikse edilmis parafine gémulmis meme kanseri vakalarini igeren
onceden karakterize edilmis 1620 HER2 TMA 6rneginde degerlendirilmistir. Enstriman igerisinde
hassasiyetin belirlenmesi igcin TMA'larin kullanilmasi, birden fazla galistirma igerisinde tek bir
enstrimanda daha genis bir HER2 ifadesini iceren daha genis bir vaka hacmini etkinlestirmistir.
Calistirma Igerisinde Hassasiyet Calismasi'nda boyanan lamlarin sayiminda degerlendirilen
1620/1620 vaka, % 99.82'lik daha disuk bir % 95 Cl ile % 100'lik toplam bir konkordans
veren uyumlu bir sonug gdstermistir.

I. Calistirma Arasinda Hassasiyet Calismasi

Calistirma arasinda hassasiyet calismasi, randomize ve karisik bir sekilde gergeklestirimistir.
Leica HER2 FISH System - 30 Test calistirma arasinda hassasiyet testi, tek bir arastirma
asamasindaki bolgede formalinle fikse edilmis parafine gdmulmis meme kanseri vakalarini
iceren onceden karakterize edilmis 900 HER2 TMA 6rneginde degerlendiriimistir. Glinden
gline hassasiyet testi, calistirma arasinda hassasiyetin belirlenmesi igin  TMA'larin
kullaniimasi, farkli glinlerde birden fazla galistirmalar arasinda test edilecek daha genis bir
HER? ifadesini iceren daha genis bir vaka hacmini etkinlestirmistir.

Calistirma Arasinda Hassasiyet Calismasi'nda boyanan lamlarin sayiminda degerlendirilen
891/900 vaka, % 98.11'lik daha dusiik bir % 95 Cl ile % 99.00'lik toplam bir konkordans veren
uyumlu bir sonug gostermistir.
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J. Laboratuvar Arasinda Hassasiyet Caligmasi

Laboratuvar arasinda hassasiyet ¢alismasi, randomize ve karisik bir sekilde gergeklestiriimistir.
Leica HER2 FISH System - 30 Test laboratuvar arasinda hassasiyet testi, ¢ arastirma
asamasindaki bolge arasinda formalinle fikse edilmis parafine gémuimis meme kanseri vakalarini
iceren dnceden karakterize edilmis 513 HER2 TMA 6rneginde degerlendirilmistir. Laboratuvar
arasinda hassasiyet testinin belirlenmesi icin TMA'larin kullanilmasi, birden fazla enstrimanda
calistirmalar arasinda test edilecek daha genis bir HER2 ifadesini iceren daha genis bir vaka
hacmini etkinlestirmistir.

Laboratuvar Arasinda Hassasiyet Calismasi'nda boyanan lamlarin sayiminda degerlendirilen
511/513 vaka, % 98.60'lik daha duslk bir % 95 Cl ile % 99.61'lik toplam bir konkordans veren
uyumlu bir sonug gostermistir.

K. Gozlemci Arasinda Hassasiyet Calismasi

Godzlemci arasinda hassasiyet calismasi, randomize ve karisik bir sekilde gercgeklestirilmistir.
Leica HER2 FISH System - 30 Test gézlemci arasinda tekrarlanabilirlik testi, G¢ arastirma
asamasindaki bolge arasinda degderlendirilmistir. Her arastirma asamasindaki bdlgede tek
bir deneyimli gézlemci kullaniimistir. On sekiz seksiyon meme kanseri vakasinin timu,
go6zlemci hassasiyeti arasinda klinik ayarda kullanilan 6rnek tiplerini yansitarak kullaniimak
Uzere kullaniimistir.

Gozlemci Arasinda Hassasiyet Calismasi'nda boyanan lamlarin sayiminda degerlendirilen
53/54 vaka, % 90.11'lik daha disuk bir % 95 Cl ile % 98.15'lik toplam bir konkordans veren
uyumlu bir sonug gdstermistir.

L. Lot'a Lot Hassasiyet Calismasi

Lot'a lot hassasiyet ¢alismasi, randomize ve karisik bir sekilde gergeklestiriimistir. Lot'a lot
hassasiyet, Leica HER2 FISH System - 30 Test Good Manufacturing Practice (GMP) (lyi
imalat Uygulamalari) altinda bagimsiz olarak (retilmis (i lotunda belirlenmistir. Her lot, tek bir
arastirma asamasindaki bolgede formalinle fikse edilmis parafine gémilmus meme kanseri
vakalarini iceren 6nceden karakterize edilmis 540 HER2 TMA 6rneginde test edilmistir. Lot'a
lot tekrarlanabilirliginin belirlenmesi icin TMA'larin kullaniimasi, lotlar arasinda test edilecek
daha genis bir HER2 ifadesini iceren daha genis bir vaka hacmini etkinlestirmistir.

Lota Lot Hassasiyet Calismasi'nda boyanan lamlarin sayiminda degerlendirilen
540/540 vaka, % 99.45'lik daha dustuk bir % 95 Cl ile % 100'lik toplam bir konkordans veren
uyumlu bir sonug gostermistir.
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Test Saglamhgi

Saglamlik calismalari, BOND-MAX and BOND-III System'de isi retrieval suresi ve sicaklik;
enzim retrieval suresi, sicaklik ve konsantrasyon; denaturasyon siresi ve sicaklik; hibridizasyon
slresi ve sicaklk; ve stringency yikama slresi ve sicaklk icin test tolerans araliginin
belirlenmesi amaciyla gergeklestiriimistir. Varsayilan BOND-MAX and BOND-III System
protokolinu kullanan saglamlik calismalari ayrica, sicaklik ve nemlilik icin ORA LAB5.3 Rev1.7
FDA/ORA kilavuz dokiimaninda tanimlandigi gibi 6nerilen sinirlarin disinda gergeklestirilmistir.
* Herisiya bagli adim igin varsayilan sicaklik, varsayilanla karsilastiriidiginda 4 °C arttirildiginda veya
4 °C azaltildiginda amplifikasyon durumunda farklilik gézlemlenmemistir Leica HER2 FISH System
protokoll. Varsayilan sicakliklarda enyiiksek kalitede oranlar gézlemlenmistir ve bu sicakliklar 6nerilir.
* Is1 induced epitop retrieval (HIER) suresi, 20 dakika ve 30 dakika igin 97 °C'de BOND ER1
soliisyonu ile gergeklestirildiginde amplifikasyon durumunda varsayilan Leica HER2 FISH
System - 30 Test protokoli ile karsilastiriidiginda farklilik gézlemlenmemistir. 25 dakikalik
varsayllan surede en yuksek kalite oranlari gézlemlenmistir ve bu inklibasyon stresi 6nerilir.

* Enzim induced epitop retrieval (EIER) suresi, 15 dakika ve 35 dakika igin 37 °C'de
gerceklestirildiginde amplifikasyon durumunda varsayilan Leica HER2 FISH System - 30 Test
protokolu ile karsilastirnldiginda farklilik gézlemlenmemistir. 25 dakikalik varsayilan surede en
yuksek kalite oranlari gézlemlenmistir ve bu inkiibasyon sturesi 6nerilir.

* Enzim induced epitop retrieval (EIER) enzim konsantrasyonu, varsayilan Leica HER2
FISH System - 30 Test protokoli kullanilarak 1:200 ve 1:500'lik enzim konsantrasyonu/
enzim dilisyonu oranlari ile gergeklestirildiginde amplifikasyon durumunda farkhhk
g6zlemlenmemistir. 1:300'lik varsayillan konsantrasyonda en yiksek kalite oranlari
g6zlemlenmistir ve bu dilisyon onerilir.

» Denaturasyon siresi, 5 dakika ve 15 dakika i¢in gergeklestirildiginde amplifikasyon durumunda
varsayllan Leica HER2 FISH System - 30 Test protokoll ile karsilastirildiginda farklilik
gozlemlenmemistir. 10 dakikalik varsayilan surede en yliksek kalite oranlari gézlemlenmistir
ve bu denaturasyon suresi 6nerilir.

» Hibridizasyon siiresi, 9 saat ve 15 saat icin gerceklestirildiginde amplifikasyon durumunda
varsayllan Leica HER2 FISH System - 30 Test protokoll ile karsilastiriidiginda farklilik
gozlemlenmemistir. 12 saatlik varsayilan surede en yiksek kalite oranlari gézlemlenmistir ve
bu hibridizasyon silresi dnerilir.

+ Hibridizasyon sonrasi yikama suresi 2 dakika, 5 dakika ve 7 dakika igin gerceklestirildiginde
amplifikasyon durumunda varsayilan Leica HER2 FISH System - 30 Test protokolu ile
karsilastirildiginda farkhlk goézlemlenmemistir. 4 dakikalik varsayilan strede en yiksek kalite
oranlari gézlemlenmistir ve bu hibridizasyon sonrasi yikama stresi 6nerilir.

+ Leica HER2 FISH System - 30 Test, 28 °C'de ve % 30 bagil nemde ve 16 °C'de ve % 80 bagil
nemde gerceklestirildiginde amplifikasyon durumunda ortam kosullarinda gergeklestirilen
varsayllan Leica HER2 FISH System - 30 Test protokoll ile karsilastirildiginda farklilik
gozlemlenmemistir.

Test edilen test saglamligina ait énerilen parametrelerin disinda gerceklestirilen iglemler
dogrulanmamistir. Bagka bir test parametresinin kullaniimasi, testi gegersiz kilabilir.

Yukaridaki metin, test edilen kosullari ve galisma sonuglarini agiklar. Leica'nin olabilecek tim
kosul kombinasyonlarini test etmedigini ve tim kosullar igin varsayilan diginda aralklarin
kullaniimasini 6nermedigini unutmayin. Varsayilan Leica HER2 FISH Boyama ProtokolU'niin
ana hatlar Tablo 2'de verilmistir.
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Sorun Giderme

Sorun

Olasi Neden

Diizeltici islem

FlGioresan sinyal/
boyama yok veya
zayif

Test numunesinin uygun
olmayan fiksasyonu ve islemi

Formalinle fikse etme tipinin
kullanildigindan ve isleme programlarinin
test edilen numune icin uygun oldugundan
emin olun.

Leica HER2 FISH System - 30
Test son kullanma tarihi
gecmistir

Leica HER2 FISH System - 30 Test,
belirtilen son kullanma tarihine kadar
kullanildigindan emin olun.

Hatali protokol se¢imi

Add slide iletisim kutusunun boyama
protokolii alaninda *FISH Protocol A'da
uygun varsayilan secimin oldugundan emin
olun.

Dagrtilan uygun olmayan bulk
reagent'leri

Tum BOND reagent'lerinin, uygun bulk
konteynerlerine dagitilmis oldugundan
ve enstrimanda uygun pozisyonlara
yerlestirilmis oldugundan emin olun.

Lamlarin uygun olmayan
deparafinizasyonu

Add slide iletisim kutusunun hazirlik
alaninda *Dewax modunun segili
oldugundan emin olun.

Uygun olmayan 6n tedavi

Varsayilan 6n tedavi (HIER ve Enzymatic
Digestion) protokollerini sectiginizden emin
olun. Gerekiyorsa 6n tedavi protokoliini
(HIER veya Enzymatic Digestion) ayarlayin.

Uygun olmayan denaturasyon

Uygun varsayilan *D10 denaturasyonunun
secildiginden emin olun.

Uygun olmayan hibridizasyon

Uygun varsayilan *H12 hibridizasyonunun
secildiginden emin olun. Gerekiyorsa
hibridizasyon suresini arttirin.

Asirt hibridizasyon sonrasi
yikama

Hibridizasyon sonrasi yikama inkiibasyon
stiresini azaltin.

Tamamlanmadancalistirmanin
durdurulmasi

BOND yazilimini kullanarak boyama calistirmasi
sirasinda raporlanabilir herhangi bir hata olup
olmadigini kontrol edin ve BOND yazilimi
tarafindan belirtildigi gibi bildirin.

Uygun olmayan flliorasan
mikroskopi ekipmani

« Uygun olmayan filtre seti
« Hatali lamba

« Gegmis lamba

- Hataliyag tipi

Kullanilan tiim fliorasan mikroskopi
ekipmanlarinin, gerceklestirilen test icin
uygun oldugundan emin olun ve asagidakileri
dogrulayin:

Uygun filtre seti

Uygun lamba

lyi lamba siddeti

Yagh mikroskopide kullanim i¢in uygun yag

UV isigina asir ekspoziir
(florisildama bozulmasi)

Fltioresan sinyallerini muhafaza etmek igin
lamlar degerlendirmeden sonra karanlikta
saklayin. Uzun sure saklama icin sinyali
muhafaza etmek amaciyla lamlari =20 °C'de
saklayin.
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Sorun

Olasi Neden

Diizeltici lem

Nonspesifik arka
plan flioresan
sinyali/boyama

Uygun olmayan hibridizasyon
sonrasl ylkama

Hibridizasyon sonrasi yikama inklbasyon
suresini arttirin.

Dagrtilan uygun olmayan bulk
reagent'leri

Tiim BOND reagent'lerinin, uygun bulk
konteynerlerine dagitilmis oldugundan
ve enstriimanda uygun pozisyonlara
yerlestirilmis oldugundan emin olun.

Lamlarin uygun olmayan
deparafinizasyonu

Add slide iletisim kutusunun hazirlik
alaninda Dewax modunun secili
oldugundan emin olun.

Nekroz doku alanlariile
nonspesifik capraz reaksiyon

Formalinle fikse etme tipinin
kullanildigindan ve isleme programlarinin
test edilen numune icin uygun oldugundan
emin olun. Mimkiinse baska bir blok
kullanarak vakayi tekrar test edin. Bu
mumkiin degilse boyanan ilgili H&E
seksiyonuna gore en iyi fikse etme
paternlerini gosteren alanlari degerlendirin
ve secin.

Seksiyonlar, lamlara alternatif
yapiskanlar kullanilarak
yapistiriimis

(BOND Plus Slides - trtin kodu $21.2113
veya Apex BOND Slides - tirtin kodu
3800040) kullanin.

Doku
morfolojisinin az
muhafazaedilmesi

Uygun olmayan doku
fiksasyonu ve islemesi

Formalinle fikse etme tipinin
kullanildigindan ve isleme programlarinin
test edilen numune i¢in uygun oldugundan
emin olun. Mimkiinse baska bir blok
kullanarak vakayi tekrar test edin. Bu
mumkiin degilse boyanan ilgili H&E
seksiyonuna gore en iyi fikse etme
paternlerini gosteren alanlari degerlendirin
ve segin.

Uygun olmayan 6n tedavi

On tedavi protokoliinii (HIER veya
Enzymatic Digestion) ayarlayin.

Hasta/kontrol
lam(lar)indan
kopan doku

Hatali tipte lam kullanilmasi
veya uygun olmayan seksiyon
bosaltmasi

Hasta/kontrol seksiyonlari igin uygun
lamlarin kullanildigindan emin olun (6rn.
BOND Plus Slides - tiriin kodu $21.2113
veya Apex BOND Slides - tirtin kodu
3800040). Lamlarda uygun bosaltma
yapildigindan ve lamlarin 1 saat boyunca
60 °C'de inklibe edildiginden emin olun.

Tablo 7: Leica HER2 FISH System - 30 Test Ariza Giderme Kilavuzu

Leica HER2 FISH System - 30 Test ile ilgili herhangi bir sorunun, ariza giderme kilavuzunun
kapsami disinda kalmasi halinde destek igin yerel Leica Biosystems Teknik Servis Departmani'niz
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veya Distributor ile irtibata gegin.
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Lisans Sozlesmesi

Bu Uriin, Abbott Molecular Inc. tarafindan saglanan PathVysion FISH problarini igerir.
PathVysion, LS| ve CEP, Abbott Molecular Inc.'in bir ticari markasidir. Tim Haklari Saklidir.
Lisansh olarak kullanilir.

Onceki baskiya gére degisiklikler

Mide veriler eklendi.

Yayim tarihi
26 Subat 2020

Sembol Tanima

Lor Seri Kodu /&/ Saklama Katalog numarasi

In vitro ‘
IVD . ) .. L. .
diagnostik Uretici SN Seri Numarasi

medikal cihaz

Kullanim
) W <n> test icin YYYY-AA-GG
Dﬂ S\;gitlarlna yeterli icerik g tarihinde kullanim

Herceptin, Genentech, Inc. ve F. Hoffmann-La Roche Ltd.'nin bir ticari markasidir.
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