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Rakovina prsu

1.

Ugel pouziti
Pro diagnostiku in vitro.

HercepTest™ mAb pharmDx (Dako Omnis) je semikvantitativni imunohistochemicky test zalozeny na primami krali¢i monoklonalini protilatce (klon DG44)
a vizualizacnim ¢inidlu, které je specifické pro tento test. Test stanovuje hyperexpresi proteinu HER2 ve tkanich s karcinomem prsu, které jsou fixované
ve formalinu, zalité v parafinu (FFPE) a zpracované pro histologické vySetfeni. HercepTest™ mAb pharmDx (Dako Omnis) je uréen jako pomUicka
k hodnoceni pacientd s rakovinou prsu, u kterych se zvazuje Ié¢ba prostfedkem Herceptin® (trastuzumab), (viz pfibalovy leték k vyrobku Herceptin®).

HercepTest™ mAb pharmDx (Dako Omnis) je pro automatizované barveni pomoci pfistroje Dako Omnis.

HercepTest™ a Herceptin® jsou ochranné znamky spole¢nosti Genentech, Inc. a/nebo F. Hoffmann-La Roche Ltd.; HercepTest™ podléha
vyhradni licenci k ochranné znamce spole¢nosti Agilent Technologies Singapore (International) Pte Ltd.

Protilatku chranénou licenci vytvofila spoleénost Epitomics Inc. (spolecnost Abcam) za pouZziti viastni technologie Abcam krali¢i monoklonalni
protilatky chranéné patenty ¢. 5,675,063 a 7,402,409.

Souhrn a vyklad

Lidsky gen HER2 (rovnéz nazyvan jako ERBB2 nebo NEU) kéduje protein oznacovany jako protein HER2 nebo p185HER2. Protein HER2 je
membréanovy receptor s tyrozin kinazovou aktivitou, ktery je homologni s receptorem epidermalniho rastového faktoru (EGFR nebo HER1).%®
Protein HER2 je normalni buné&¢na komponenta, exprimovana mnoha typy epitelialnich bunék.® U ¢asti pacientt s rakovinou prsu je protein
HER2 hyperexprimovan jako soucast procesu maligni transformace a progrese tumoru.* Hyperexprese proteinu HER2 na povrchu bunék
rakoviny prsu znamena, Zze se mGze jednat o cil terapie protilatkou.

Herceptin® (trastuzumab) je lidskd monoklonalni protilatka®, ktera se vysokou afinitou vaZze na protein HER2 a prokazalo se, Ze inhibuje
proliferaci lidskych rakovinnych bunék hyperexprimujicich protein HER2 in vitro a in vivo.®® Mnoho klinickych studii prokazalo, ze trastuzumab
je ucinny a bezpecny pii lé¢bé pacientd s HER2-pozitivni rakovinou prsu.®*2

HercepTest™ mAb pharmDx (Dako Omnis) se interpretuje pro hyperexpresi proteinu HER2 jako negativni (intenzita zabarveni 0 a 1+), slabé
pozitivni (intenzita zabarveni 2+) a silné pozitivni (intenzita zabarveni 3+). HercepTest™ mAb pharmDx (Dako Omnis) neni vhodny k poskytovani
informaci o prognéze pacientovi a Iékafi a nebyl pro tento tcel ovéren.

Princip metody

HercepTest™ mAb pharmDx (Dako Omnis) obsahuje ¢inidla a protokol nutny k dokonéeni zcela automatizovaného imunohistochemického postupu IHC
barveni vzorkti FFPE pomoci pfistroje Dako Omnis. Po inkubaci s primarni monoklonalni krali¢i protilatkou HER2 pfipravenou k pouziti (klon DG44) tato
souprava vyuziva na zakladé dextranové technologie bez biotinu vizualizacni €inidlo pfipravené k pouZziti, které je pro tento test specifické. Toto Cinidlo
obsahuje molekuly sekundéarniho koziho anti-krali¢iho imunoglobulinu i molekuly kfenové peroxidazy navazané na spolecny hlavni fetézec dextranového
polymeru, a tak eliminuje nutnost sekvenéni aplikace vazby protilatky a konjugatu peroxidazy. Enzymaticka pfeména nasledné pridaného chromogenu
DAB+ vede k vytvoreni viditelného reakéniho produktu v misté antigenu. Vzorek miize byt poté kontrastné podbarven a prekryt krycim sklickem. Vysledky
se vyhodnocuji pomoci mikroskopie ve svétlém poli. Obsazena jsou Control Slides pfipravena k pouziti (kontrolni sklicka s burikami), ktera obsahuji Ctyfi
linie lidskych bunék karcinomu prsu FFPE k ovéfeni vykonu ¢inidel vyhrazenych $arzi (primarni protilatka a vizualizaéni €inidlo) po vloZeni nebo
opétovném vloZeni &inidel vyhrazenych $arzi do pfistroje Dako Omnis. Ctyfi buné&né linie zobrazuji rozsah exprese proteinu HER2, a tedy Grovef
intenzity zabarveni, ktera zahrnuje zadné zabarveni HER2 (negativni), nizkou, stfedni a vysokou intenzitu zabarveni HER2.

Podrobné pokyny pro vkladani a vyjimani skli¢ek, reagencii, zasobnich roztok(l a pro manipulaci s odpadnimi latkami naleznete v Zakladni
uzivatelské pfiru¢ce Dako Omnis.

Dodané materialy

NiZze uvedené materidly staci na 50 testd: 50 sklicek na tkané, 10 Control Slides inkubovanych s primarni protilatkou proti proteinu HER2 a
10 sklicek inkubovanych s volitelnym Negative Control Reagent (viz kapitola 6: Volitelné ¢inidlo). Tato souprava je pfipravena pfimo k pouZiti
s pristrojem Dako Omnis. Dal$i informace naleznete v uzivatelské pfirucce k systému Dako Omnis.

Mnozstvi Popis
EnVision FLEX
1x22,5ml PEROXIDASE-BLOCKING
REAGENT
(Dako Omnis)

HercepTest™ mAb pharmDx

EnVision FLEX

Peroxidase-Blocking Reagent (Dako Omnis)

Fosfatovy pufr obsahujici peroxid vodiku, 15 mmol/l NaN; a detergent.

1x12ml RABBIT ANTI-HUMAN
HER2
(Dako Omnis)

HercepTest™ mAb pharmDx

Rabbit Anti-Human HER2 (Dako Omnis)

Monoklonalni protilatka pfipravena k pouziti, klon DG44. Dodava se 0,05 mol/l Tris/HCI,
0,1 mol/l NaCl, 15 mmol/l NaN3, obsahuje stabiliza¢ni roztok.

Imunogen: Synteticky C-terminalni fragment (cytoplazmaticka ¢ast) receptoru HER2.
Specificita: protein HER2. ZpUsob purifikace: Purifikace proteinu A.

1x22,5ml VISUALIZATION
REAGENT
(Dako Omnis)

HercepTest™ mAb pharmDx

Visualization Reagent (Dako Omnis)

Afinitné izolované molekuly koziho anti-krali¢iho imunoglobulinu a molekuly kfenové peroxidazy navazané na
dextranovy polymer. Dodava se v Tris-HCI pufru, ktery obsahuje stabilizujici protein a antimikrobialni ¢inidlo.
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Mnozstvi Popis

1x1ml EnVision FLEX
DAB+ CHROMOGEN
(Dako Omnis)

HercepTest™ mAb pharmDx

EnVision FLEX

Chromogen DAB+ (Dako Omnis)

3,3'-diaminobenzidin tetrahydrochlorid v organickém rozpoustédle. Barva ¢inidla mdze kolisat od silné fialové az po
bezbarvou; rozdily v barvé nemaji zadny vliv na vizualiza¢ni reakci.

2x26ml EnVision FLEX
SUBSTRATE BUFFER
(Dako Omnis)

HercepTest™ mAb pharmDx

EnVision FLEX

Substrate Buffer (Dako Omnis)

Pufrovy roztok s obsahem peroxidu vodiku a konzervaénim Cinidlem.

3x68ml EnVision FLEX

TARGET RETRIEVAL SOLUTION
LOW pH (50x)

(Dako Omnis)

HercepTest™ mAb pharmDx

EnVision FLEX

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

Citratovy pufr. Kazda lahev obsahuje 68 ml Cinidla, 50x koncentrovano. Objem je optimalizovan pro fedéni
v zasobnich lahvich Dako Omnis.

2 x 5 sklicek CONTROL SLIDES
(Dako Omnis)

HercepTest™ mAb pharmDx

Control Slides (Dako Omnis)

Kazdé kontrolni skli¢ko pfipravené k pouziti obsahuje Ctyfi linie lidskych bunék karcinomu prsu FFPE (kontrolni
bunécné linie) predstavujici rizné trovné exprese proteinu HER2: MDA-231 (negativni, bez exprese HER2),
MDA-175 (nizka exprese HER2), MDA-453 (stfedni exprese HER2 ) a SK-BR-3 (vysokéa exprese HER2).
Control Slides byla tepelné opracovana, aby se zlepsila pfilnavost vzorku ke sklim. Jakékoliv dalsi tepelné
o$etfeni Control Slides pred testovanim muze ohrozit vysledky barveni.

| Nizké exprese HER2 |
A

Vysoka exprese HER2 | | Stredni exprese HER2
A A

DAKO
GEO001 ‘ ‘ ‘
Sarze €. .

\ 4
Negativni HER2 |

POZNAMKA: Primarni protilatka (HercepTest™ mAb pharmDx Rabbit Anti-Human HER2 (Dako Omnis)), HercepTest™ mAb pharmDx
Visualization Reagent (Dako Omnis) a HercepTest™ mAb pharmDx Control Slides (Dako Omnis) byly vytvofeny specialné pro pouziti s timto
testem. Aby test odpovidal uvedené specifikaci, nelze pouzivat zadné substituty téchto komponent. Tyto tfi komponenty jsou vyhrazenych Sarzi,
cozZ znamena, Ze tyto tfi komponenty musi mit stejné Cislo SarZze. Mozné substituty Cinidel pro zbyvajici komponenty soupravy jsou uvedeny nize
v kapitole 7 Substituty komponent soupravy.

Dalsi potfebné materialy, které nejsou soucasti dodavky

Dako Omnis (kéd G1100)

Promyvaci pufr Wash Buffer (20x) (Dako Omnis) (k6d GC807)

Cefici prosttedek Clearify™ (Code GC810)

Hematoxylin (Dako Omnis), kdd GC808 nebo ekvivalentni

Dako Omnis kyselina sirova, 0,3 M (kéd GC203)

Mikroskopicka skli¢ka: mikroskopicka sklicka FLEX IHC (kéd K8020) nebo Control Slides SuperFrost Plus
Destilovana nebo deionizovana voda (voda v kvalité reagencie)

Susicka, schopna udrzovat teplotu nejvyse 60 °C

Etanol

Mikroskop ve svétlém poli (zvétSeni objektivu 4—-40x)

Materialy pro montovani; doporucuje se trvalé montovani, ale pfijatelné je i do€asné montovani
Pozitivni a negativni kontrolni tkané (viz kapitola 13: Kontrola kvality)

Casovad

Xylen, toluen nebo substituty xylenu

PD05116CZ_02/GE00111-2 str. 4/16
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6. Volitelné ¢inidlo

FLEX Universal Negative Control, Rabbit, Ready-to-Use (Dako Omnis), kéd GA600, v tomto dokumentu oznacované jako Negative Control
Reagent.

7. Substituty komponent soupravy

EnVision FLEX Peroxidase-Blocking Reagent (Dako Omnis), lahvicka DM841 (k6d GV800/GV823/GV900)
EnVision FLEX Target Retrieval Solution, Low pH (50x) (Dako Omnis), lahvicka DM849 (kod GV805).
EnVision FLEX DAB+ Chromogen (Dako Omnis), lahvicka DM847 (kéd GV800/GV823/GV825)

EnVision FLEX Substrate Buffer (Dako Omnis), lavicka DM843 (kéd GV800/GV823/GV825/GV900/GV925)

8. Bezpecnostni opatieni

1. Prodiagnostiku in vitro.

2. Ur€eno pro profesionalni uzivatele.

3. Tento vyrobek obsahuje azid sodny (NaNs), ktery je v Cisté formé vysoce toxicky. Koncentrace azidu sodného v produktu neni sice
klasifikovana jako nebezpecnd, nicméné slou¢enina mize reagovat s olovem a médi v odpadnim potrubi a vytvaret vysoce explozivni azidy
téchto kova. Pii likvidaci splachujte dostateénym mnoZstvim vody, aby nedochazelo k usazovani azidd kova v potrubi.*®

4. HercepTest™ mAb pharmDx Rabbit Anti-Human HER2 (Dako Omnis) a HercepTest™ mAb pharmDx Visualization Reagent (Dako Omnis)
obsahuji material zivoc¢iSného plvodu. Jako u kazdého vyrobku biologického plvodu je nutno dodrzovat fadna bezpeénostni opatfeni.

5.  Cinidla pFipravena k pouZiti jsou optimalné& nafedéna. Dal$i fedéni mizZe vést ke ztraté barveni protilatky.

6. S biologickymi vzorky a biologickymi vzorky pfed a po fixaci a se vSemi ostatnimi materidly, které s nimi pfijdou do styku, je nutno
manipulovat jako s potencialné infekénim materialem a je nutno je likvidovat s souladu s bezpec¢nostnimi opatfenimi.** Nikdy nenabirejte
reagencie do pipety Usty a zamezte kontaktu reagencii a vzorkl s kizi a sliznicemi. Jestlize se ¢inidla dostanou do kontaktu s citlivymi
oblastmi, omyjte je dostate€nym mnozstvim vody.

7. Control Slides byla tepelné opracovana, aby se zlepsila pfilnavost vzorkl ke sklim. Jakékoliv dal$i tepelné oSetfeni Control Slides mize
ohrozit vysledky barveni.

8. Nedodrzeni inkubaéni doby, objemu, teploty nebo metody muze vést k chybnym vysledkim. Nadmérné suseni skli¢ek po dobu delsi nez
jedna hodina pfi teploté 260 °C muzZe zpusobit vyrazné snizeni nebo ztratu specifické imunoreaktivity souvisejici s HER2.®

9. Jakakoliv odchylka od barveni a interpretace vysledk( barveni (kapitola 14) a doporuéenich pro interpretaci (kapitolal5.2) mize poskytnout
chybné vysledky.

10. Minimalizujte mikrobialni kontaminaci ¢inidel, jinak by mohlo dojit k zvySeni nespecifického zabarveni.

11. EnVision FLEX Peroxidase-Blocking Reagent (Dako Omnis), HercepTest™ mAb pharmDx Visualization Reagent (Dako Omnis), EnVision
FLEX DAB+ Chromogen (Dako Omnis) a EnVision FLEX Substrate Buffer (Dako Omnis) mohou byt v pfipadé vystaveni plGsobeni
intenzivniho svétla negativné ovlivnény. Neuchovavejte komponenty systému a neprovadéjte barveni za silného svétla, jako je napfiklad
pfimé slunecni svétlo.

12. Rezidua parafinu mohou vést k fale$né negativnim vysledkim.

13. Pouzivejte odpovidajici osobni ochranné prostfedky (PPE), aby nedo$lo k zasazeni o€i nebo pokozky.

14. Nespotfebované roztoky je nutno likvidovat v souladu s mistnimi a celostatnimi predpisy.

15. Obecné plati, ze osoby miladsi 18 let s timto pfipravkem nesméji pracovat. Uzivatelé musi byt fadné proskoleni co se tyCe spravného
pracovniho postupu, nebezpeénych vlastnosti produktu a nutnych bezpeénostnich opatfeni. DalSi informace viz bezpe€nostni list (Safety
Data Sheet, SDS).

16. Bezpecnostni datové listy jsou dostupné na vyZadani na strankach www.agilent.com.

17. Cinidlo HercepTest™ mAb pharmDx Visualization Reagent (Dako Omnis) je oznaceno:

Bezpecnostni datove listy jsou dostupné na vyzadani.

18. Cinidlo EnVision FLEX Peroxidase-Blocking Reagent (Dako Omnis) je oznadeno:
Bezpecnostni datove listy jsou dostupné na vyzadani.

19. EnVision FLEX DAB+ Chromogen (Dako Omnis) je oznacen:

Rizika
Obsahuje 3,3-diaminobenzidin tetrahydrochlorid
H350 Muze vyvolat rakovinu.
H341 Podezfeni na genetické poskozeni.
P201 Pfed pouzitim si obstarejte specialni instrukce.
P280 Pouzivejte ochranné rukavice. PouZivejte ochranu oci a obliCeje. Noste ochranny odév.
P308 + P313 PRI expozici nebo podezfeni na ni: Vyhledejte |ékaiské oSetfeni.
P405 Skladujte uzamcéené.
P501 Odstrarite obsah a obal v souladu se v§emi mistnimi, oblastnimi, narodnimi a mezinarodnimi predpisy.

20. Pufr EnVision FLEX Substrate Buffer (Dako Omnis) je oznacen:

Rizika
Obsahuje imidazol
H360 Muze poskodit reprodukéni schopnost nebo plod v téle matky.
P201 Pfed pouzitim si obstarejte specialni instrukce.
P280 PouZzivejte ochranné rukavice. PouZivejte ochranu oci a obliCeje. Noste ochranny odév.
P308 + P313 PRI expozici nebo podezfeni na ni: Vyhledejte |ékarské oSetreni.
P501 Odstrarite obsah a obal v souladu se v§emi mistnimi, oblastnimi, narodnimi a mezinarodnimi predpisy.

PD05116CZ_02/GE00111-2 str. 5/16


http://www.agilent.com/

Rakovina prsu

9.

10.

11.

21. EnVision FLEX Target Retrieval Solution, Low pH (50x) (Dako Omnis) je oznacen:

1 varovani

H319* ZpUsobuije vazné podrazdéni odi.

H411 Toxicky pro vodni organismy, s dlouhodobymi uginky.

P280 Pouzivejte ochranu o¢i a obli¢eje.

pP273 Zabrarite Uniku do Zivotniho prostredi.

P264 Po manipulaci si dikladné omyjte ruce.

P305 + P351 + P338 PRI ZASAZENI OCi: Né&kolik minut opatrné oplachujte vodou. Vyjméte kontaktni &o&ky, jsou-li nasazeny a
pokud je Ize vyjmout snadno. Pokracuijte ve vyplachovani.

P337 + P313 Pretrvava-li podrazdéni oci: Vyhledejte 1ékarské osetfeni.

P501 Odstrarite obsah a obal v souladu se v§emi mistnimi, oblastnimi, narodnimi a mezinarodnimi predpisy.

Obsahuje 5-bromo-5-nitro-1,3-dioxan. Mlze zplsobit alergické reakce.

IPiktogram rizika GHS07 (varovani) a H319 nejsou relevantni pro viechny regiony. Viz bezpe¢nostni datovy list na adrese on
www.agilent.com

Uchovavani

VSechny komponenty HercepTest™ mAb pharmDx (Dako Omnis), pokud je nepouzivate s pfistrojem Dako Omnis, skladujte pfi teploté 2—8 °C.
EnVision FLEX Peroxidase-Blocking Reagent (Dako Omnis), Visualization Reagent (Dako Omnis), EnVision FLEX Substrate Buffer (Dako
Omnis) a EnVision FLEX DAB+ Chromogen (Dako Omnis) skladujte v temnu. Béhem skladovani by méla byt vicka na jednotlivych lahvickach
uzaviena. Control Slides skladujte pfi teploté 2—8 °C.

Nepouzivejte soupravu po datu exspirace vytiSténém na vnéjsi strané obalu. Pokud se reagencie skladuji za jinych podminek, nez jaké
jsou uvedeny v pokynech k pouziti, musi uzivatel provést jejich kontrolu.

Ovérena aplikacni stabilita Cinidel HercepTest™ mAb pharmDx (Dako Omnis) k okamzitému pouziti €ini 240 hodin. Po dokon&eni barveni je
tfeba reagencie z Dako Omnis vyjmout, bezpecné vyménit uzavéry na lahvickach a skladovat je v temnu pfi teploté 2—8 °C. Aplikacni stabilita
zfedénych pracovnich roztokt Wash Buffer (Dako Omnis) a EnVision FLEX Target Retrieval Solution, Low pH (50x) (Dako Omnis) je 7 dni. Doba
aplikaéni stability je kontrolovana softwarem Dako Omnis, pro vice informaci viz Zakladni uzivatelska pfirucka Dako Omnis.

POZNAMKA: Pfipadné nespravné skladovani nebo manipulace s vyrobkem se b&hem doby pouZitelnosti vyrobku neprojevuje zadnymi
znamkami. Pozitivni a negativni kontrolni tkané je nutno provadét souasné se vzorky pacienta, nejlépe na stejném sklicku jako tkan pacienta,
a to pro ucely monitorovani vykonnosti vyrobku béhem jeho doby pouzitelnosti. Existuje-li podezfeni na problém s produktem béhem doby
pouzitelnosti, které nelze vysvétlit nespravnym skladovanim vyrobku ¢i manipulaci s nim, ani jinymi odchylkami v laboratornich postupech,
kontaktujte patologickou podporu spoleénosti Agilent. Vice informaci viz kapitola 19: Re$eni problémii a kapitola 13: Kontrola kvality.

POZNAMKA: Pro ovéfeni vykonu ¢inidel vyhrazenych $arzi (primami protilatka a vizualizaéni &inidlo) v cyklu pouzijte dodané HercepTest™
mAb pharmDx Control Slide (Dako Omnis) vzdy, kdyz se do pfistroje Dako Omnis vlozZi nebo opétovné vlozi ¢€inidla vyhrazenych Sarzi.

Priprava vzorku

Se vzorky se musi manipulovat tak, aby tkan pro IHC barveni zlstala chranéna. VSechny vzorky tkani by se mély zpracovavat podle standardnich
metod.® V8eobecné informace o pfipravé vzorki naleznete v pfiruéce pro vzdélavani Dako: Immunohistochemical Staining Methods.”

10.1 Rezy zalité v parafinu

K pouziti jsou vhodné tkané FFPE. Alternativni fixativa nebyla validovana a mohou vést k nespravnym vysledkdm. V neutrainim pufrovaném
formalinu (NBF) doporu€ujeme fixaéni dobu 6—48 hodin. Vzorky by mély mit tloustku 3 nebo 4 mm, mély by byt fixované ve formalinu,
dehydrované a vycisténé v sérii alkoholu a xylenu, po kterém nasleduje infiltrace s roztavenym parafinem. Teplota parafinu by neméla pfekrogit
60 °C. Pro fixacni doby mimo rozmezi 6-48 hodin musi uzivatel provést kontrolu. Pouziti testu HercepTest™ mAb pharmDx (Dako Omnis)
u odvapnénych tkani dosud nebylo ovéfeno a nedoporuduje se.

10.2 Tkanové rezy
Vzorky tkani FFPE je nutno rozfezat na fezy o tloustce 3—5 uym. Po vytvoreni fez( by tkarn méla byt pfipevnéna na mikroskopicka sklicka FLEX
IHC (kéd K8020) nebo sklicka SuperFrost Plus a po dobu na 1 hodiny suSena pfi teploté 60 °C.

UPOZORNENI: Nadmérné zahfivani po dobu > 1 hodiny pfi teploté =60 °C miiZe zpUsobit vyrazné snizeni nebo ztratu specifické imunoreaktivity
souvisejici s HER2.%®

Chcete-li zachovat antigenicitu, mély by se tkanové fezy umisténé na sklicka obarvit do 8 tydnli od provedeni fezl, pokud jsou uchovavany
v temnu pfi teploté 2—8 °C (preferovano) nebo pfi pokojové teploté do 25 °C. Teplota pfi skladovani nebo manipulaci by nikdy neméla prekrogit
25 °C, ato v zadném okamziku po umisténi na sklicka, aby se zajistila integrita a antigenicita tkané. Podlozni skla pozadovana pro vyhodnoceni
proteinu HER2 a ovéfeni pfitomnosti nadoru se musi pfipravovat sou¢asné.

Vzorky tkané je nutno namontovat na sklicko do definované oblasti zabarveni sklicka. Rozméry oblasti zabarveni sklicka naleznete v zakladni
uzivatelské pfiru¢ce Dako Omnis.

Priprava reagencie
Uzivatel musi dodrzovat pfislusné pozadavky PPE a pfed pouzitim se seznamit se vSemi sou¢astmi (viz kapitola 8: Bezpecnostni opatfeni).

Pfed barvenim se doporucuje pfipravit pracovni roztoky nasledujicich reagencii:

EnVision FLEX Target Retrieval Solution, Low pH (50x) (Dako Omnis) (k6d GEOO01).
Pripravte si dostateéné mnozstvi 1x Target Retrieval Solution, Low pH, a to tak, Ze EnVision FLEX Target Retrieval Solution, Low pH (50x)
zfedite destilovanou nebo deionizovanou vodou v poméru 1 : 50.

1. Zasobni lahev Dako Omnis 3,51, na svétle modrém Stitku oznacenou PTB, po rysku napliite destilovanou nebo deionizovanou vodou
(3,325 1). Dbejte, aby zasobni lahev pfed plnénim stala na vodorovném povrchu.
2. Nalijte do zasobni lahve jednu lahvi¢ku koncentratu 68 ml EnVision™ FLEX Target Retrieval Solution, Low pH (50x) (Dako Omnis).
3. Prelepte snimatelny Stitek z lahviCky koncentratu na zasobni lahev. Pfipevnéte vicko zasobni lahve a opatrné lahev 2-3krat obratte.
4.  Pomoci ruéni ¢tecky ¢arovych kédu Dako Omnis identifikujte Cinidlo (nactéte snimatelny Stitek a poté zasobni lahev).
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5. Zasobni lahev viozte do pfistroje Dako Omnis. Dalsi informace tykajici se pInéni a registrace Cinidla v pfistroji Dako Omnis naleznete
v Zakladni uzivatelské pfiru¢ce Dako Omnis.

Naredény roztok by se mél pouzit do 7 dnd, je-li ulozen v pristroji Dako Omnis. Aplika¢ni stabilitu sleduje software Dako Omnis. Nepouzity
nafedény roztok Ize skladovat jeden mésic pfi 2-8 °C. Pokud se cinidla skladuji za jakychkoli jinych nez uvedenych podminek, musi uzivatel tyto
podminky ovéfit. Po skladovani v chladnice dbejte, aby byl nafedény roztok vyvazen na teplotu nejméné 18 °C a teprve poté vlozen do pfistroje
Dako Omnis.

POZNAMKA: Nafedény roztok zlikvidujte, pokud je zakaleny.

Promyvaci pufr Wash Buffer (20x) (Dako Omnis) (kéd GC807)
Zredénim pufru Wash Buffer destilovanou nebo deionizovanou vodou v poméru 1 : 20 si pfipravte dostate¢né mnozstvi pufru Wash Buffer pro
myti.

1. Zasobni lahev Dako Omnis 3,5 |, na zeleném S&titku oznacenou WB, po rysku naplrite destilovanou nebo deionizovanou vodou (3,325 I).
Dbejte, aby zasobni lahev pfed pInénim stala na vodorovném povrchu.

Nalijte do zasobni lahve jednu lahvi¢ku koncentratu 175 mL Wash Buffer (20x) (Dako Omnis).

Prelepte snimatelny Stitek z lahvicky koncentratu na zasobni lahev. Pfipevnéte vicko zasobni Idhve a opatrné lahev 2-3krat obratte.
Pomoci ruéni étecky ¢arovych kédu Dako Omnis identifikujte €inidlo (nactéte snimatelny Stitek a poté zasobni lahev).

Zasobni lahev vlozte do pfistroje Dako Omnis. DalSi informace tykajici se plnéni a registrace €inidla v pfistroji Dako Omnis naleznete
v Zakladni uzivatelské pfiru¢ce Dako Omnis.

Narfedény roztok by se mél pouzit do 7 dnd, je-li ulozen v pfistroji Dako Omnis. Aplika¢ni stabilitu sleduje software Dako Omnis. Nepouzity
nafedény roztok Ize skladovat jeden mésic pfi 2-8 °C. Pokud se €inidla skladuji za jakychkoli jinych nez uvedenych podminek, musi uzivatel tyto
podminky ovéfit. Po skladovani v chladni¢ce dbejte, aby byl nafedény roztok vyvazen na teplotu nejméné 18 °C a teprve poté vlozen do pfistroje
Dako Omnis.

POZNAMKA: Nafedény roztok zlikvidujte, pokud je zakaleny.

Ghwn

EnVision FLEX Substrate Working Solution

Roztok EnVision FLEX Substrate Working Solution s obsahem DAB se pfipravuje v pfistroji Dako Omnis. Automatizovany proces smicha jeden
dil pfipravku EnVision FLEX DAB+ Chromogen (Dako Omnis) s 50 dily pufru EnVision FLEX Substrate Buffer (Dako Omnis). Pracovni
substratovy roztok se vzdy pfipravuje pro jeden stojan (s 1-5 skli¢ky) najednou.

Postup barveni pristrojem Dako Omnis

12.1 Poznamky k postupu

UzZivatel by si mél tyto pokyny pozorné precist a pred pouzitim se seznamit se vS§emi sou¢astmi a nastroji (viz kapitola 8: Bezpecnostni opatfeni).
Automatizovany postup barveni pro HercepTest™ mAb pharmDx (Dako Omnis) zahrnuje odparafinovani tkanovych fezl, odmaskovani a
barveni. Sklicka se vyjimaji ve vihkém vystupnim zasobniku. VSechny kroky protokolu jsou pfedem naprogramovany v softwaru Dako Omnis.
Protokol ,HercepTest™ mAb pharmDx" se pouziva s primarni protilatkou (HercepTest™ mAb pharmDx Rabbit Anti-Human HER2 (Dako Omnis)),
volitelné Negative Control Reagent FLEX Universal Negative Control, Rabbit, Ready-to-Use (Dako Omnis) (kdd GA600) se pouziva s protokolem
LHercepTest™ mAb pharmDx, Negative Control Reagent“. Dalsi informace o vkladani podloznich skel a plnéni ¢inidel naleznete v Zakladni
uzivatelské ptiru¢ce Dako Omnis.

Reagencie a navody dodané v této soupravé byly navrzeny pro optimalni u€innost. DalSi fedéni ¢inidel nebo zména protokolu barveni maze vést
k nespravnym nebo nesouhlasnym vysledkim. Rozdily v zpracovani tkani a v technickych postupech v laboratofi uzivatele mohou znehodnotit
vysledky studie.

POZNAMKA: Laboratofe umisténé ve vysSich nadmofskych vyskach musi béhem odmaskovani epitopu stanovit optimalni metodu udrzovani
potiebné teploty (95—99 °C). Uzivatel musi vyhodnotit jakékoli Upravy vyZzadované pro feseni probléma tykajicich se nadmorské vysky .

12.2 Postup pfed barvenim

1. Pro kazdy snimek ze softwaru Dako Link Omnis Workstation vyberte, zda bude pouzit protokol HercepTest™ mAb pharmDx nebo Negative
Control Reagent (volitelné).

2. Zkontrolujte, Ze je software Dako Link Omnis Workstation nakonfigurovan na tisk $titkt sklicek s uvedenym nazvem protokolu.
3. Vytisknéte Stitky sklicek a pfipevnéte je ke sklickm.

4. Ujistéte se, Ze kontrolni sklicko (Dako Omnis) je ze stejné Sarze jako ¢inidla vyhrazenych $arzi; Rabbit Anti-Human HER2 (Dako Omnis) a
Visualization Reagent (Dako Omnis).

5.  Vlozte sklicka do stojanu na sklicka. Do stojanu na sklicka Ize vlozit jedno az pét sklicek.

6. Ujistéte se, Ze jsou v pfistroji Dako Omnis vloZzeny a zaregistrovany lahve se zasobnimi tekutinami:
a. Clearify™(kod GC810)
b. EnVision FLEX Target Retrieval Solution, Low Ph, kdd GE001 nebo DM849 (k6d GV805) zfedény destilovanou nebo
deionizovanou vodou na 1x pracovni roztok
c.  Wash buffer, kdd GC807, zfedény destilovanou nebo deionizovanou vodou na 1x pracovni roztok

7. Prfed vloZzenim v8ech poZadovanych reagencii do modulu pro uchovavani reagencii se ujistéte, Ze jsou vSechna vicka lahvicek s oto¢nym
krytem oteviené a zajisténé na svém misté:

EnVision FLEX Peroxidase-Blocking Reagent (Dako Omnis), kéd GE001 nebo lahvicka DM841 (k6d GV800/GV823/GV900)

Rabbit Anti-Human HER2 (Dako Omnis), kéd GE001

Visualization Reagent (Dako Omnis), kéd GE0O1

EnVision FLEX Substrate Buffer (Dako Omnis), kdd GE001 nebo lahvicka DM843 (kod GV800/GV823/GV825/GV900/GV925)

EnVision FLEX DAB+ Chromogen (Dako Omnis), kod GE0O1 nebo lahvicka DM847 (k6d GV800/GV823/GV825)

Hematoxylin (Dako Omnis), kéd GC808 nebo ekvivalentni

Volitelné: FLEX Universal Negative Control, Rabbit, Ready-to-Use (Dako Omnis), kéd GA600

Dako Omnis kyselina sirova, 0,3 M, k6d GC203

8. Vlozte stojan na sklicka do pfistroje Dako Omnis.
9. Postupujte podle pokynu na dotykové obrazovce a klepnutim na moznost ,Done” (Hotovo) spustte postup barveni.
10. Zkontrolujte, zda je posuvny vystupni zasobnik naplnén destilovanou nebo deionizovanou vodou, aby se sklicka nevysusila.

S@~ooooTy

POZNAMKA: Dako Omnis automaticky pfifadi viozenym sklickdm dfive pouzité Gislo $arze HercepTest™ mAb pharmDx (Dako Omnis),
nedosahla-li tato $arze exspirace nebo neni-li prazdna. Chcete-li pouzit jinou $arzi pfed uplynutim data exspirace nebo vyprazdnénim dfive
pouzité Sarze, musi se pro kazdé sklicko Cislo nové Sarze vybrat ru¢né. Ujistéte se, Ze se Cislo nové Sarze vybrané pro Control Slides shoduji
s Cislem Sarze natisténym na Stitku Control Slides a shoduje se €inidly, ktera se maji pouzit (primarni protilatka a vizualiza¢ni €inidlo). Technické
podrobnosti naleznete v Zakladni uZivatelské pfiru¢ce Dako Omnis.
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12.3 Protokol barveni

Protokoly ,HercepTest™ mAb pharmDx* a ,HercepTest™ mAb pharmDx, Negative Control Reagent” na pfistroji Dako Omnis Ize monitorovat na
pracovni stanici Dako Link Omnis Workstation.

Sklicka by méla byt kontrastné podbarvovana hematoxylinem (Dako Omnis), kod GC808 nebo ekvivalentni. Protokol HercepTest™ mAb
pharmDx na pfistroji Dako Omnis zahrnuje krok kontrastniho podbarveni, ktery mize uzivatel upravovat. Pokud se upfednostnuji jina kontrastni
podbarveni, nez ta, ktera se doporucuji, mohou se pouzit, jsou-li potvrzena uzivatelem. DalSi informace o Upravé protokoll naleznete v PFiru¢ce
pro pokrocilé uzivatele Dako Omnis.

12.4 Postup po barveni

Nedopustte, aby fezy pfed montovanim uschly. Po provedeni barveni v pfistroji Dako Omnis se fezy musi dehydratovat, vycistit a namontovat.
Doporucuji se nevodné, permanentni metody montovani. Vodni montaz je vSak také pfipustna.

POZNAMKA: Podlozni skla Ize &ist, kdykoli je to vhodné. Pokud jsou vak podlozni skla zakryta vodnym montovacim médiem a/nebo vystavena
svétlu, mdze dojit k vyblednuti.

Kontrola kvality

Odchylky od doporuc¢enych postupl pro fixaci tkani, zpracovani a zaliti mohou vést ke znac¢né variabilité vysledkd ziskanych v laboratofi
uzivatele. Kontroly kvality jsou popsany nize a zahrnuiji: laboratofi dodané pozitivni a negativni kontrolni tkané a kontrolni skli¢ko. Prostudujte si
zasady kontroly kvality patologli z College of American Pathologists (CAP) Certification Program for Immunohistochemistry (certifikacni program
pro imunohistochemii), dalsi informace viz téz zajisténi kvality CLSI pro imunocytochemii, schvalené pokyny, druhé vydani?®,

13.1 Kontrolni sklicko (dodané), je tfeba ho pouzit pfi kazdém vioZeni nebo opétovném vioZeni &inidel vyhrazenych Sarzi do pristroje
Dako Omnis

Kazdé dodané Control Slides pfipravené k pouziti (Dako Omnis) obsahuje ¢tyfi peletované linie lidskych bunék karcinomu prsu FFPE se Ctyfmi
rdznymi irovnémi exprese proteinu HER2, a tedy Urovnémi intenzity barveni. Tyto Etyfi bunééné linie zobrazuji rizné urovné intenzity zabarveni
HER?2, tj. zadné zabarveni HER2 (negativni), nizkou, stfedni a vysokou intenzitu zabarveni HER2. Jedno sklicko by se mélo zabarvit v prvnim
cyklu po vlozZeni nebo opétovném vlozeni Cinidel vyhrazenych Sarzi (primarni protilatka a vizualizacni €inidlo) do pfistroje Dako Omnis.
Vyhodnoceni dodaného kontrolniho sklicka ovéfuje pouze vykon cinidla a neovéfuje pfipravu tkané. Dalsi informace o programovani Control
Slides naleznete v Zakladni uzivatelské pfiru€ce Dako Omnis

13.2 Tkan pro pozitivni kontrolu

Tkan pro pozitivni kontrolu by méla zahrnovat biopticky nebo chirurgicky odebrané vzorky, fixované, zpracované a zalité stejnym zpusobem jako
vzorky pacienta. Pozitivni kontrolni tkané indikuji spravné pfipravené tkané, spravnou techniku barveni a vykon &inidel. Vzorky zpracované jinak
nez pacientské vzorky ovéfuji vykon cinidel a neovéruji pfipravu tkané. Doporucujeme, aby pozitivni kontrolni tkan byla barveny na stejném
skli€ku jako tkan pacienta. Pozitivni kontrola by méla byt slabé pozitivné zabarvena, aby pomohla detekovat nepatrné zmény citlivosti primarni
protilatky (Rabbit Anti-Human HER2 (Dako Omnis)). Pro idealni tkan pro pozitivni kontrolu pouzijte dfive zjiStény protein HER2, 2+
hyperexprimujici invazivni (infiltrujici) lidskou tkarn karcinomu prsu.

POZNAMKA: Znamé tkané pro pozitivni kontrolu by mély byt pouzivany pouze ke sledovani spravné funkce zpracovanych tkani a reagencii,
NIKOLIV jako pomucka k formulaci specifické diagnézy vzorkl pacienta. Pokud se v pozitivnich kontrolnich tkanich neprojevi pfislusné pozitivni
zabarveni, je nutno povazovat vysledky pacientovych vzorkd za neplatné a test se musi zopakovat.

13.3 Tkan pro negativni kontrolu

Tkan pro negativni kontrolu by méla zahrnovat biopticky nebo chirurgicky odebrané vzorky, fixované, zpracované a zalité stejnym zplsobem
jako vzorky pacienta. Tkan pro negativni kontrolu by se méla pouzit k ovéfeni specificity primarni protilatky (Rabbit Anti-Human HER2
(Dako Omnis)) a k poskytnuti informaci o zabarveni pozadi. Doporuujeme, aby se negativni kontrola barvila na stejném snimku jako tkan
pacienta. Negativni kontrola by méla byt tkan, o které se vi, Ze nema expresi proteinu HER2, potencionalni tkané pro negativni kontrolu viz
tabulka 4. Rozmanitost riznych typd bunék, které se nachazeji ve vétsiné fezl tkani, nabizi vnitfni struktury pro negativni kontrolu, které by mél
ovéfit uzivatel. Pokud se v tkani pro negativni kontrolu nebo ve vnitfnich strukturach negativni kontroly objevi specifické zabarveni membrany,
je nutné vysledky pacientskych vzork(i povazovat za neplatné a test se musi zopakovat.

13.4 Nespecifické Negative Control Reagent (volitelné)

Pro ovéfeni nespecifického zabarveni a lepsi interpretaci specifického zabarveni v misté protilatky se mize s pacientskym vzorkem misto
primarni protilatky pouzit Negative Control Reagent, FLEX Universal Negative Control, Rabbit, Ready-to-Use (Dako Omnis) (kd GA600).
V pripadé skli€ek barvenych €inidlem pro negativni kontrolu pouzijte protokol Dako Omnis ,HercepTest™ mAb pharmDx, Negative Control
Reagent®.

13.5 Ovéreni stanoveni

Pfed prvnim pouzitim barviciho systému v ramci diagnostického postupu by mél uzivatel ovéfit provedeni rozboru tak, Ze jej otestuje na sérii
laboratofi dodanych pozitivnich a negativni tkanich se znamymi IHC charakteristikami. DalSi informace viz vySe uvedené postupy kontroly kvality
a pozadavky na kontrolu kvality CAP Certification Program for Immunohistochemistry (certifikacni program pro imunohistochemii), a/nebo

Zajisténi kvality CLSI pro imunocytochemii, schvalené pokyny8. Pro ovéfeni testu jsou vhodné karcinomy prsu se znamymi intenzitami zabarveni
proteinu HER2 od 0-3+ a negativni tkané (viz tabulka 4). Tyto postupy kontroly kvality by se mély opakovat vzdy, kdyz dojde ke zméné
v testovacich parametrech. MozZnosti feSeni potencialnich problémd, jejich pficiny a navrhovana napravna opatteni jsou uvedeny v tabulce 10.

Barveni a interpretace vysledkt barveni

Pro stanoveni hyperexprese proteinu HER2 by se mély vyhodnocovat intenzita a vzor pouze membranového zabarveni pomoci $kaly uvedené
v tabulce 1. Sklicka by mél vyhodnotit patolog za pouziti mikroskopu ve svétlém poli. Pro vyhodnoceni imunohistochemického barveni a jeho
hodnoceni je vhodné zvétSeni objektivu 10x. Pouziti zvétSeni objektivu 20—40x se doporucuje pro potvrzeni skoére. Cytoplazmatické zabarveni
by se mélo povazovat za nespecifické zabarveni a nemélo by byt zahrnovano do hodnoceni intenzity membranového zabarveni.®> Pomoc
s rozliSenim zabarveni 0, 1+, 2+ a 3+ viz ,Pfiruc¢ka interpretaci HercepTest™ mAb pharmDx (Dako Omnis) — rakovina prsu®, kde jsou uvedeny
priklady intenzity zabarveni, a kapitola 15.2, kde jsou uvedena dalSi doporuceni pro interpretaci zabarveni HercepTest™ mAb pharmDx.

Hodnoceny by mély byt pouze vzorky pacientd s karcinomem prsu. V pfipadé vyskytu karcinomu in situ a invazivniho karcinomu ve stejném
vzorku se hodnoti pouze invazivni komponenta.
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Tabulka 1: Kritéria intenzity barveni bunééné membrany

Barvici vzor

Skére
(Hlaseni osetrujicimu lékafri)

Hodnoceni exprese proteinu HER2
(Hlaseni oSetrujicimu Iékafri)

Nebylo pozorovano zadné zabarveni
nebo bylo pozorovano membranové
zbarveni u méné nez 10 % nadorovych
bunék

0

negativni

Nejasné / sotva znatelné membranové
zbarveni bylo zjisténo ve vice nez 10%
nadorovych bunék. Bunky byly zabarveny
pouze na Casti své membrany

1+

negativni

Slabé az stfedni Uplné membranové
zabarveni bylo pozorovano ve vice nez
10% nadorovych bunék

2+

Slabé pozitivni

Silné Uplné membranové zabarveni bylo
pozorovano ve vice nez 10% nadorovych
bunék

3+

Silné pozitivni

HercepTest™ mAb pharmDx (Dako Omnis) se interpretuje pro hyperexpresi proteinu HER2 jako negativni (intenzita zabarveni 0 a 1+), slabé
pozitivni (intenzita zabarveni 2+) a silné pozitivni (intenzita zabarveni 3+). HercepTest™ mAb pharmDx (Dako Omnis) neni vhodny k poskytovani
informaci o progn6ze pacientovi a Iékafi a nebyl pro tento ucel ovéren.

Hodnoceni tkané

Aby byl postupy barveni platny a aby bylo mozno uskute€nit semikvantitativni zkousku intenzity zabarveni tkané pacienta, je tfeba podlozni skla
testovat v nize uvedeném poradi. Podrobnosti viz tabulka 2.

1.
2.

o g~ w

Barveni vzorku tkané hematoxylinem a eosinem (H&E)

Kontrolni sklicko obsahujici ¢tyfi bunécné linie — zahrnuté pouze v prvnim cyklu po vloZeni nebo opétovném vioZeni ¢inidel

vyhrazenych Sarzi (primdrni protilatka a vizualizacni ¢inidlo) do pfistroje Dako Omnis

Tkan pro pozitivni kontrolu
Tkan pro negativni kontrolu

Tkan pacienta obarvena ¢inidlem pro negativni kontrolu (volitelné)

Tkan pacienta obarvena primarni protilatkou (HercepTest™ mAb pharmDx Rabbit Anti-Human HER2 (Dako Omnis))

Tabulka 2: Doporuéené poradi hodnoceni tkani

Vzorky Zdavodnéni

Pozadavky na vyhodnoceni

Barveni tkané pacienta H&E se
hodnoti jako prvni pro posouzeni
histologické a konzervaéni kvality
tkané.

1. Tkan pacienta
obarvena pomoci
H&E

o Test HercepTest™ mAb pharmDx (Dako Omnis) a barveni
H&E by se mély provadét na sériovych fezech ze stejného
parafinového blo¢ku vzorku.

o Tkanové vzorky by mély byt neporusené, dobfe zachovalé a
meély by potvrdit indikaci nadoru.

2. Kontrolni sklicko Mélo by se vysetfit kontrolni skliko,
aby se ovéfilo spravné plsobeni

(Dodéavano se ¢inidel vyhrazenych Sarzi.
soupravou)
Viz kapitola 15.1: Hodnoceni

Control Slides.

e Mélo by se zahrnout pouze do prvniho cyklu po vioZzeni nebo
opétovném vlozeni €inidel vyhrazenych Sarzi (primarni
protilatka a vizualiza¢ni ¢inidlo) do pfistroje Dako Omnis.

3. Tkan pro pozitivni
kontrolu

Dale by se méla otestovat slabé
pozitivni (2+) kontrolni tkan. Tato
kontrola ovéfuje metodu fixace,

(dodana laboratofi) techniku barveni a vykon ¢inidla.

¢ K interpretaci vysledkt pouzijte neporusené buriky, protoze
nekrotické a degenerované buriky se €asto zabarvuji
nespecificky.®

o Nadorova tkan by méla vykazovat hnédé zabarveni membrany.
Zabarveni cytoplazmy a negativnich struktur vzorku by nemélo
byt silnéjSi nez skoére intenzity zabarveni 1+.

e Pokud se ve tkani pro pozitivni kontrolu neprojevi pfislusné
pozitivni zabarveni, je nutno povazovat vysledky
pacientovych vzork( za neplatné.

4. Tkan pro negativni
kontrolu

Tkan pro negativni kontrolu je
nutno otestovat po tkani pro
pozitivni kontrolu, abychom ovéili
specificitu znaceni cilového
antigenu primarni protilatkou.

(dodana laboratoff)

o Nepfitomnost zabarveni membrany v tkani pro negativni
kontrolu potvrzuje nepfitomnost kfizové reaktivity sady
s burikami / ¢astmi bunék. Negativni podily tkani pro pozitivni
kontrolu mohou byt také pouzity jako tkan pro negativni
kontrolu, ale toto musi byt uzivatelem ovéfeno.

¢ Ve vétsiné normalni epitelialnich tkanich Ize pozorovat velmi
slabou reakci.® 2> 2 Potencionalni tkaf pro negativni kontrolu
viz tabulka 4.

e Pokud se vyskytne nespecifické zabarveni, bude difGzni.
Sporadické zabarveni pojivové tkané Ize také pozorovat
v fezech z tkani pfili§ fixovanych formalinem.

e Pokud na tkanich pro negativni kontrolu dojde ke specifickému
zbarveni (fale§nému pozitivnimu zbarveni), budou vysledky
tkani pacienta povazovany za neplatné.
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Vzorky Zdavodnéni Pozadavky na vyhodnoceni

5. Volitelné: Tkér’] Nepfitomnost membranového zbarveni ¢ Hnédé zabarveni cytoplazmy vzorku obarveného ¢inidlem pro
pacienta obarvena_ ) potvrzuje specifické znac€eni cilového negativni kontrolu, napfiklad pojivové tkané, leukocytd,
¢inidlem pro negativni antigenu primarni protilatkou. erytrocytl ¢i nekrotické tkané, by se mélo povazovat za
kontrolu nespecifické zabarveni pozadi.

(dodana laboratofi)

6. Tkan pacienta Naposledy otestujte vzorky pacientu e Jako u kazdého imunohistochemického testu negativni vysledek
] 5 obarvené HercepTest™ mAb pharmDx Znamena, Ze antigen nebyl detekovan, nikoli, Ze antigen neni
(dodana laboratofi) (Dako Omnis) a vyhodnotte tak stav v testovanych burikach / tkani pitomen.

proteinu HER2.

e Konkrétni informace ohledné imunoreaktivity HercepTest™
mAb pharmDx (Dako Omnis) viz Souhrn a vyklad, Omezeni a
Charakteristiky u¢innosti.

Podrobnosti o hodnoceni tkané
pacientu viz kapitola 14.

o Reflexni testovani se doporucuje v pfipadé nejasnych / slabé
pozitivnich vysledkd podle pokynti ASCO/CAP.??

15.1 Hodnoceni kontrolniho sklicka (dodavané)

Mélo by se otestovat kontrolni sklicko (kontrolni sklicka s burikami) obarvené HercepTest™ mAb pharmDx (Dako Omnis), aby se ovéfilo, ze
¢inidla vyhrazenych Sarzi (primarni protilatka a vizualizaéni €inidlo) funguji po vlozeni nebo po opétovném vlozeni do pfistroje Dako Omnis
spravné. PFfitomnost hnédé barvici reakce na membrané buriky indikuje pozitivni reaktivitu.

Ovéite, ze intenzita zabarveni Ctyf kontrolnich bunécnych linii od zadné exprese HER2 (zadné zabarveni, negativni) az po buné&cénou linii
s vysokou expresi proteinu HER2 (vysoka intenzita zabarveni) vykazuje postupné zvySovani intenzity zabarveni mezi tyfmi rdznymi kontrolnimi
buné&&nymi liniemi. Poté podle tabulky 3 vyhodnotte jednotlivé kontrolni bunééné linie.

Tabulka 3: Barvici vzor HercepTest™ mAb pharmDx Control Slides (Dako Omnis)

Uroveii intenzity zabarveni Uroven exprese proteinu HER2

Zadné barveni Negativni Zadna exprese proteinu HER2

Slabé az stfedni hnédé ¢astecné zabarveni bunééné Nizka exprese proteinu HER2

membrany*
Stfedni az silné hnédé zabarveni celé bunéné membrany Stfedni exprese proteinu HER2
Silné hnédé zabarveni celé bunécné membrany Vysoka exprese proteinu HER2

*Uréité vyjimky barviciho vzoru Ize pozorovat u kontrolni bunécné linie s nizkou expresi (nizka): 1) Lze pozorovat te¢kované
imunologické barveni oblasti Golgiho aparatu. 2) Mdze byt pfitomno malo bunék se zabarvenim celé bunécné membrany.

Pokud jakékoliv kontrolni bunééné linie na kontrolnim sklicku barvi mimo tato kritéria, méla by se €inidla vyhrazenych $arzi pouzita v cyklu
zlikvidovat a sklicka obarvena témito Cinidly by se méla povazovat za neplatna. Zlikvidovat by se méla sklicka obarvena po vlozeni / opétovném
vloZeni ¢inidel, ktera vedla k neschvalenym Control Slides.

15.2 Dalsi doporuceni pro interpretaci barveni HercepTest™ mAb pharmDx (Dako Omnis)
VétSina karcinomu prsu testovanych na hyperexpresi proteinu HER2 davala skére 0 nebo 3+. Zatimco vétSina téchto pfipadu je zcela jasnych,
malé procento vzorkU s intenzitou 1+ a 2+ se mlze zdat tézko interpretovatelné.

POZNAMKA: Vizualni kontrast mezi kontrastnim podbarvenim DAB a hematoxylinem m(iZze ovlivnit vnimani intenzity zabarveni membrany,
proto je dulezité se fidit doporu¢enymi pokyny pro interpretaci. Reprezentativni priklady viz ,Prirucka interpretaci HercepTest™ mAb pharmDx
(Dako Omnis) — rakovina prsu®

K interpretaci zabarveni HercepTest™ mAb pharmDx (Dako Omnis) ve vasi laboratofi pouzijte nasledujici dodate¢né pokyny.

1. Nejprve zhodnotte tkan pacienta obarvenou pro expresi proteinu HER2 pfi nizkém zvétSeni (10x). VétSina pozitivnich pfipadd bude zfetelna
jiz pfi malém zvétSeni.

2. Ke stanoveni procenta pozitivnich nadorovych bunék je tfeba pouzit dobfe uchovavané a barvené oblasti vzorku.

3. Kovéfeni pfitomnosti membranového zabarveni pouzijte zvétSeni objektivu 20—40x.

4. Jestlize vice nez 10 % nadorovych bunék vykazuje GUplné membranové zabarveni, je skére barveni 2+ nebo 3+. K potvrzeni skére pouzijte
zvétseni objektivu 20-40x. Je-li vétsina pfipadi 3+, je nejméné 80 % nadorovych bunék zabarveno a membranové zabarveni je silné a
kompletni.

5. Je-li vzorek blizko mezni hodnoté 10 % pozitivnich nadorovych bunék, doporu€uje se ke stanoveni procentualni hodnoty zabarvenych
bunék poditat minimalné 100 nadorovych bunék.

6. Je-li upIné membranové zabarveni slabé az stfedni intenzity ve vice nez 10 % nadorovych bunék, je skére vzorku 2+. To je obvykle
pravodnim jevem u nelipiného membranového zabarveni vétsiny zbyvajicich nadorovych bunék.

7. Jestlize méné nez 10% nadorovych bunék vykazuje uplné membranové zabarveni, ackoliv ostatni nadorové buriky mohou mit nedplné
membranové zabarveni, skore je 1+.

8. Skore 0 je definovano, jestlize ma méné nez 10 % nadorovych bunék Uplné nebo nelplné zabarveni membrany.

Omezeni

16.1 VsSeobecna omezeni

1. Imunohistochemie je vicekrokovy diagnosticky postup, ktery vyzaduje specializované zaskoleni ve vybéru vhodnych ¢inidel a tkané, fixaci
a zpracovani; pfipravé imunohistochemickych skli¢ek a interpretaci vysledk( barveni.

2. Barveni tkani zavisi na manipulaci a zpracovani tkané pred barvenim. Nespravna fixace, zmrazeni, rozmrazovani, myti, suseni, zahfivani,
fezani nebo kontaminace jinymi tkanémi nebo tekutinami maze zplGsobovat artefakty, zachyceni protilatky nebo faleSné negativni vysledky.
Nekonzistentni vysledky mohou vzniknout kvuli odchylkam v metodéach fixace a zaliti nebo v dusledku skrytych nepravidelnosti tkani.

3. Nadmérné nebo neuplné kontrastni podbarveni muize ohrozit spravnou interpretaci vysledku.
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4. Kilinicka interpretace pozitivniho barveni, nebo jeho nepfitomnosti, musi byt vyhodnocena v kontextu klinickych projev(, morfologie a jinych
histopatologickych kritérii. Klinicka interpretace jakéhokoli barveni, nebo jeho nepfitomnosti, musi byt doplnéna morfologickymi studiemi,
fadnymi kontrolami a dalSimi diagnostickymi testy. Za interpretaci barveného preparatu zodpovida kvalifikovany patolog, ktery zna pouzité
protilatky, €inidla a pouzité metody. Barveni se musi provadét v certifikované laboratofi s pfisluSnym opravnénim a pod dohledem
kvalifikovaného patologa zodpovédného za hodnoceni barvenych sklicek a zaru€eni adekvatnosti pozitivnich a negativnich kontrol.

5. Tkané osob infikovanych virem hepatitidy B, které obsahuji povrchovy antigen hepatitidy B (HBsAg), mohou s kfenovou peroxidazou
vykazovat nespecifické zabarveni.?®

6. Cinidla mohou u dfive neoSetfenych typl tkani vykazovat neotekavané reakce. Moznost neodekavané reakce nemdze byt vyloudena ani
u testovanych typu tkani, a to v dusledku biologické variability exprese antigenu v novotvarech nebo jinych patologickych tkanich.?* Pokud
zdokumentujete neoCekavané reakce, kontaktujte patologickou podporu spole¢nosti Agilent.

7. Fales$né pozitivni vysledky se mohou vyskytovat v disledku neimunologické vazby proteinti nebo produktl reakce se substratem. Mohou
byt také zpUsobeny aktivitou pseudoperoxidazy (erytrocyty) a endogenni aktivitou peroxidazy (cytochrom C).%”

8. Cinidla a navody dodané pro tento test byly navrzeny pro optimalni u&innost. Dali Fedéni &inidel nebo pozmé&néni astl inkubace nebo
teplot mize vést k chybnym nebo nesouhlasnym vysledkim.

9. Sklicka oznacena v protokolu sklicka na pracovni stanici Dako Link Omnis Workstation by mél proSetfit kvalifikovany personal. Viz Zakladni

uzivatelska pfirucka a Pfirucka pro pokrocilé uzivatele Dako Omnis Basic.

ZruSena sklicka oznacuji, Zze se béhem barveni vyskytl vyznamny problém a sklicko by nemélo byt pouzito. U vzorku bude nutné provést

opakované barveni. Dal$i podrobnosti naleznete v Pfirucce pro pokrocilé uzivatele Dako Omnis.

10.

16.2 Omezeni specificka pro tento produkt

1. Protilatka pfitomna v kontrolni bunééné linii s nizkou expresi proteinu HER2 podléha v pribéhu ¢asu degradaci. Vysledky Control Slides
posuzujte s odkazem na datum exspirace Control Slides Nedostate¢né zabarveni bunék kontrolnich bunéénych linii s nizkou expresi
proteinu HER2 mUze pouze oznacovat, Ze kontrolni sklicko degradovalo.

2. Falesné negativni vysledky mohou byt zpusobeny degradaci antigenu v tkanich, ke které mize po urcité dobé dochazet. Vzorky by mély
byt obarveny v souladu s doporuc¢enimi k uchovavani tkanovych fezud (viz kapitola 10: Pfiprava vzorku).

3. Cinidla: primarni protilatku, vizualizaéni &inidlo a Control Slides v soupravé nenahrazuijte jinymi &inidly s jinymi &isly $arze.

4.  Z hodnoceni cytoplazmatického zabarveni by se mohly ziskat fale$né negativni vysledky. Pfi interpretaci vysledk(i posuzuijte pouze intenzitu
membranového zabarveni.

5. Barvena Control Slides se musi pouzivat pouze k ovéfeni vykonu €inidel vyhrazenych $arzi a nesmi se pouzivat k hodnoceni reakce barveni
v tkanovych fezech.

6. Obcas Ize pozorovat silné fokalni zabarveni (3+), tj. ,aktivni body“. Doporu€uje se imunologické barveni druhého tkanového bloku ze
stejného vzorku.

7. Pouziti testu HercepTest™ mAb pharmDx (Dako Omnis) na vzorcich fixovanych jinymi fixanimi prostfedky nez neutralnim pufrovanym
formalinem dosud nebylo ovéfeno.

8. Slabé zabarveni normalniho epitelu v prsni tkani je pfijatelné. Je-li pozorovano silné zabarveni normalniho epitelu, je tfeba test zopakovat.

Charakteristiky ucinnosti

17.1 Analyticka citlivost

Analyticka citlivost HercepTest™ mAb pharmDx (Dako Omnis) byla testovana na vzorcich FFPE s karcinomem prsu s expresi HER2 v rozmezi
0-3+. Vyhodnoceni exprese HER2 napfi¢ sériového fedéni primarni protilatky ukazalo korelaci mezi koncentraci protilatky a intenzitou barveni
specifickou pro HER2.

17.2 Analyticka specifiénost
Normalni tkan: V tabulce 4 je uveden souhrnny prehled imunoreaktivity testu HercepTest™ mAb pharmDx (Dako Omnis) na doporu¢eném
panelu normalnich tkani obarvenych podle pokynd v tomto pfibalovém letdku. Na membrané a v cytoplazmé fady epitelidlnich bunék bylo

pozorovano velmi slabé nebo témeér Zadné zabarveni HER2.

Tabulka 4: Souhrn reaktivity normalni tkané v testu HercepTest™ mAb pharmDx (Dako Omnis). Procento (%) predstavuje frakci
pozitivnich bunék

Typ tkané Pozitivni membranové zabarveni; prvky Pozitivni cytoplazmatické zabarveni; prvky | Nespecifické
(Pocet testovanych) tkané (intenzita a % bunék) tkané (intenzita a % bunék) zabarveni
. 2/3 Retikularni buriky a Hassalova téliska
Brzlik (3) (velmi slabé / téméF 2adné zabarveni, 50 %) | O 0/
. 2/3 Epiteliaini buriky (velmi slabé / témér
Déloha (3) #4dné zabarveni, 10 %) 03 073
s 3/3 Glandulami epitelidini buriky (velmi slabé /
Délozni hrdlo (3) téméF 24dné zabarveni, 5-10 %) 053 053
Hypofyza (3) 0/3 0/3 0/3
. 2/3 Hepatocyty (velmi slabé / témér zadné
Jatra (3) 0/3 zabarveni, 2-5 %) 0/3
1/3 Epitelialni bufky srde¢ni komory (velmi
. slabé / témér Zadné zabarveni, 10 %)
Jicen (3) 213 Skvamézni epitelialni bufiky (velmi stabé /| ' 053
témér zadné zabarveni, 20 %)
Kosterni sval (3) 0/3 0/3 0/3
s 1/3 Myeloidni prekurzory (slabé az stfedni
Kostni dfen (3) 0/3 zabarveni, <1 %) 0/3
. 3/3 Epitelialni buriky (velmi slabé / témér
Kaze (3) #4dné zabarveni, 40-60 %) 073 073
Ledvina (3) 3/3 Tubularni epiteliaini buriky (velmi slabé / 3/3 Tubularni epitelialni buriky (velmi slabé / 0/3
témér Zadné zabarveni, 2-10 %) témér zadné zabarveni, 2-10 %)
Maly mozek (3) 0/3 0/3 0/3
Mandle (3) 3/3 Skvamdzni epitelialni buriky (velmi slabé/ | 3/3 Skvamozni epitelialni bunky (velmi slabé / 03
témér zadné zabarveni, 10-30 %) témér zadné zabarveni, 10-30 %)
Mezotel (3) 0/3 0/3 0/3
Mozek (3) 0/3 0/3 0/3
Nadledvina (3) 0/3 0/3 0/3
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Typ tkané Pozitivni membranové zabarveni; prvky Pozitivni cytoplazmatické zabarveni; prvky | Nespecifické
(Pocet testovanych) tkané (intenzita a % bunék) tkané (intenzita a % bunék) zabarveni
. . 1/3 Neuronové buriky (velmi slabé / témér

Nerv periferni (3) 0/3 #4dné zabarveni, 1 %) 0/3
3/3 Duktalni epitelialni buriky (velmi slabé /

Pankreas (3) témér zadné zabarveni, 5-10 %) 0/3 073

Plice (3) 0/3 0/3 0/3
2/3 Epitelialni buriky (od velmi slabého / témér

Prostata (3) zadného zabarveni po slabé / stfedni 0/3 0/3
zabarveni, 20 %)
3/3 Duktalni buriky (velmi slabé / téméf zadné

Prs (3) zabarveni, 5-80 %) 053 073

s ekt 3/3 Hlavni buriky (velmi slabé / témér zadné
PFistitna téliska (3) zabarvent, 5-40 %) 0/3 0/3
Slezina (3) 0/3 0/3 0/3
1/3 Acinitické epitelialni buriky, vazny typ
L wia (velmi slabé / téméf zadné zabarveni, 10 %)
Slinna zléza (3) 053 3/3 Duktaini epitelidini bufiky (velmi slabé / | O/
témér zadné zabarveni, 10-50 %)

Srdce (3) 0/3 0/3 0/3

Epie s | 3/3 Folikularni epitelialni buriky (velmi slabé /

Stitn Zlaza (3) témér zadné zabarveni, 5-30 %) 0/3 073

- 3/3 Epitelialni buriky (velmi slabé / témér 3/3 Epitelialni buriky (velmi slabé / téméf

Tenké stfevo (3) #4dné zabarveni, 2-50 %) #4dné zabarveni, 2-50 %) 073
3/3 Epiteliaini buriky tlustého stfeva (od velmi

Tlusté stfevo (3) slabého / téméf zadného zabarveni po slabé/ | 0/3 0/3
stfedni zabarveni, 40-80 %)

s 1/3 EpitelidIni buriky (velmi slabé / témér

Vajecnik (3) #4dné zabarveni, 40 %) 073 073

Varlata (3) 0/3 0/3 0/3

5 3/3 Epitelialni buriky (velmi slabé / témér

Zaludek (3) #4dné zabarveni, 10-30 %) 073 053

Abnormalni_tkan: V tabulce 5 je uveden souhrnny piehled imunoreaktivity testu HercepTest™ mAb pharmDx (Dako Omnis) na panelu
abnormalnich tkani obarvenych podle pokynt v tomto pfibalovém letaku.

Tabulka 5: Souhrn reaktivity abnormalni tkané (nadoru) v testu HercepTest™ mAb pharmDx (Dako Omnis). Procento (%) predstavuje
frakci pozitivnich nadorovych bunék

Typ nadoru Pozitivni membranové zabarveni Pozitivni cytoplazmatické zabarveni Nespecifické
(Pocet testovanych) (intenzita a % bunék) (intenzita a % bunék) zabarveni
Hepatocelularni
Karcinom (3) 0/3 0/3 0/3
Karcinoid (3) ZSS%elm slabé / témér zadné zabarveni, 03 03
Karcinom renalnich 2/3 (velmi slabé / téméf zadné zabarveni, 03 0/3
bunék (3) 20 %)
Leiomyom (3) 0/3 0/3 0/3
Lymfom (3) 0/3 0/3 0/3
Melanom (3) 0/3 0/3 0/3
Ned|_ferencovany 0/3 0/3 0/3
karcinom (3)
(R3‘3)‘k°"'”a pankreatu | 43 (sjahé a3 stfedni zabarveni, 50 %) 0/3 0/3
3/3 (od velmi slabého / téméf zadného
Rakovina plic (3) zabarveni po slabé / stfedni zabarveni, 0/3 0/3
5-40 %)
" 3/3 (velmi slabé / téméF zadné zabarveni,
Rakovina prostaty (3) 20-40 %) 0/3 0/3
3/3 invazivni a in situ (od velmi slabého /
Rakovina prsu (3) témeér zadného zabarveni po silné zabarveni, 0/3 0/3
20-100 %)
Rakovina &titné Zlazy 2/3 (velmi slabé / témér zadné zabarveni, 2/3 (velmi slabé / téméf zadné zabarveni, 03
[©)] <1-2 %) <1-2 %)
Rakovina tlustého 3/3 (velmi slabé / témér Zadné zabarveni, 03 0/3
stfeva (3) 5-30 %)
. S 2/3 (velmi slabé / téméf zadné zabarveni,
Rakovina vaje¢nik (3) 20-30 %) 0/3 0/3
L. 2/3 (velmi slabé / téméf zadné zabarveni, 2/3 (velmi slabé / téméf zadné zabarveni,
Rakovina zaludku (3) 5-15 06) 5-15 06) 0/3
Sarkom (3) 0/3 0/3 0/3

17.3 Presnost

Presnost testu HercepTest™ mAb pharmDx (Dako Omnis) byla hodnocena na jednom internim a na tfech externich testovacich pracovistich.
Vykonové parametry jsou uvedeny v tabulkach 6 a 7. Primérna procentualni shoda pozitivity (APA), primérna procentualni shoda negativity
(ANA) a celkova procentualni shoda (OPA) byly stanoveny s oboustrannymi 95% intervaly spolehlivosti za pouziti pfistupu bootstrap. U studii
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s vyslednou 100% shodou se intervaly spolehlivosti stanovily pomoci Wilsonova skére a opravené velikosti vzorku, aby se vzala v Gvahu korelace
mezi srovnanimi v ramci vzorku.

Tabulka 6: Presnost testu HercepTest™ mAb pharmDx (Dako Omnis) testovaného na jednom internim pracovisti

Studie presnosti

Plan studie

% shoda (95% IS)

Mezi pfistroji

V8ech 60 vzorkl rakoviny prsu (30 HER2-negativnich a 30 HER2-pozitivnich)
s rdznou expresi HER2 IHC bylo testovano ve tfech opakovanich na kazdém ze
tfi pFistroju Dako Omnis. Reprodukovatelnost mezi pfistroji byla stanovena na
zakladé celkem 180 parovych srovnani.

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

Mezi Sarzemi

V8ech 24 vzorkG (12 HER2-negativnich a 12 HER2-pozitivnich) s rdznou
expresi HER2 IHC bylo na pfistroji Dako Omnis testovano s kazdou ze t¥i Sarzi
soupravy a se tfemi Sarzemi nahraditelnych komponent. Reprodukovatelnost
mezi $arzemi byla stanovena na zakladé celkem 216 parovych srovnani.

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

V rdmci cyklu

V8ech 48 vzork( rakoviny prsu (24 HER2-negativnich a 24 HER2-pozitivnich)
s riznou expresi HER2 IHC bylo testovano v péti opakovanich v cyklu na
pfistroji Dako Omnis. Cyklus byl definovan jako nepferuSovana fada barveni
provedenych béhem 24 hodin. Reprodukovatelnost vramci cyklu byla
stanovena na zakladé celkem 480 parovych srovnani.

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

APA = Primérna pozitivni shoda;

Tabulka 7: Pfesnost testu

HercepTest™ mAb pharmDx (Dako Omnis) testovaného na tirech externich p

ANA = Primérna negativni shoda; OPA = Celkova procentualni shoda

racovistich

Studie presnosti

Plan studie

% shoda (95% IS)

Mezi laboratofemi

V8ech 40 vzork( rakoviny prsu (20 HER2-negativnich a 20 HER2-pozitivnich)
s rliznou expresi HER2 IHC bylo testovano v péti opakovanich po dobu péti dni,
které nenasledovaly za sebou. Analyza mezi laboratofemi byla provedena mezi
tfemi laboratofemi a spocivala v parovém srovnani celkem 75 hodnot na vzorek.

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

Mezi pozorovateli

V8ech 40 vzorkd rakoviny prsu (ze studie mezi laboratofemi) (20 HER2-
negativnich a 20 HER2-pozitivnich) s rdznou expresi HER2 IHC bylo testovano
v péti opakovanich po dobu péti dni, které nenasledovaly za sebou. Analyza
mezi pozorovateli byla provedena na zakladé celkem 75 parovych srovnani na
vzorek ve tfech laboratorich.

APA: 95,1 % (93,7-95,9 %)*
ANA: 95,3% (94,0-95,9 %)*

Mezi dny/cykly
(v rdmci laboratore),
vV rdmci pozorovatele

V8ech 40 vzork( rakoviny prsu (20 HER2-negativnich a 20 HER2-pozitivnich)
s rdznou expresi HER2 IHC bylo testovano v péti cyklech barveni na pfistroji
Dako Omnis po dobu péti dni, které nenasledovaly za sebou. Analyza v rdmci
laboratofe / mezi dny a v rdmci pozorovatele byla provedena na zakladé celkem
30 parovych srovnani na vzorek ve tfech laboratorich.

APA 95,2 % (94,3-95,6 %)
ANA 95,4 % (94,7-95,7 %)

APA = Primérna pozitivni shoda;

ANA = Primérna negativni shoda

*Odchylky APA a ANA kvuli statistické metodé

18. Klinické charakteristiky vykonnosti

VSichni pacienti U€astnici se klinickych zkousek s pfipravkem Herceptin® byli vybrani pomoci zkusebni imunocytochemické klinické studie (CTA).
Zadny z pacientt v téchto zkouskach nebyl vybran pomoci piivodniho testu HercepTest™ nebo HercepTest™ mAb pharmDx (Dako Omnis).
Originalni test HercepTest™ byl porovnan se studii CTA na nezavislé skupiné vzorkd a byl shledan jako vhodny k dosazeni pfijatelnych
souhlasnych vysledkl. Soucasny produkt HercepTest™ mAb pharmDx (Dako Omnis) (GE001) se vyvinul a porovnal s plivodnim HercepTest™.
Bylo zjisténo, Ze vSechna srovnani poskytla pfijatelné souhlasné vysledky.

Udaje o porovnani metod v kapitolach 18.1 a 18.2 poskytuji dilkazy o HercepTest™ mAb pharmDx (Dako Omnis) (GE001) v porovnani
s ptivodnim HercepTest™ (SK001) a HER2 IQFISH pharmDx (K5731). Soucasny vztah testu HercepTest™ mAb pharmDx (Dako Omnis) ke
klinickému vysledku Herceptin® nebyl zjistovan.

18.1 Hodnoceni vykonu, porovnani metod IHC versus IHC
Hodnotila se rovnocennost vykonnosti HercepTest ™ mAb pharmDx (Dako Omnis) (GE001) vs. HercepTest™ for Automated Link Platforms
(SKO001). Negativni procentualni shoda (NPA), pozitivni procentualni shoda (PPA) a celkova procentualni shoda (OPA) byly vypoc€itany
s oboustrannymi 95% intervaly spolehlivosti Wilsonova skére.

Tabulka 8: Studie porovnani metod HercepTest™ mAb pharmDx (Dako Omnis) (GE001) versus HercepTest™ for Automated Link

Platforms (SK001)

Studie porovnani metod

Plan studie

% shoda (95% IS)

IHC versus IHC

458 vzork(l karcinomu prsu s rozsahem exprese HER2 bylo kvuli srovnavaci
analyze obarveno pomoci HercepTest™ mAb pharmDx (Dako Omnis) (GE001) a
HercepTest™ for Automated Link Platform (SK001).

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

PPA = Pozitivni procentudlni shoda; NPA = Negativni procentudini shoda; OPA = Celkova procentualni shoda

18.2 Hodnoceni vykonu, porovnani metod IHC versus FISH
Hodnotila se rovnocennost vykonnosti HercepTest™ mAb pharmDx (Dako Omnis) (GE001) vs. HER2 IQFISH pharmDx (K5731). Negativni
procentualni shoda (NPA) a pozitivni procentualni shoda (PPA) byly vypogitany s oboustrannymi 95% intervaly spolehlivosti Wilsonova skére.

Tabulka 9: Studie porovnani metod HercepTest™ mAb pharmDx (Dako Omnis) (GE001) versus HER2 IQFISH pharmDx (K5731)

Studie porovnani metod

Plan studie

% shoda (95% IS)

IHC versus FISH

422 vzorku karcinomu prsu s rozsahem exprese HER2 bylo kvili srovnavaci
analyze obarveno pomoci HercepTest™ mAb pharmDx (Dako Omnis) (GE001) a
HER2 IQFISH pharmDx (K5731).

PPA: 93,1 %
(87,0~96,5 %)
NPA: 98,2 %

(95,4-99,3 %)

NPA = Negativni procentudini shoda; PPA = Pozitivni procentuélni shoda
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19. Reseni problémi
Informace o dal$ich Fe$enich naleznete v pfiruéce pro vzdélavani Dako: Immunohistochemical Staining Methods'’, v &asti Re$eni problémd,
nebo se obratte na patologickou podporu spoleénosti Agilent a nahlaste neobvyklé zabarveni.

Dako Omnis je automatizovany systém navrzeny tak, aby upozornil uzZivatele, pokud se v cyklu vyskytne jakykoliv parametr mimo specifikace.
Podrobnosti viz Zakladni uzivatelska pfirucka a PFirucka pro pokrocilé uzivatele Dako Omnis Basic. NiZe je uvedena pfirucka k feSeni problému
pro vysledky a stavy, které nelze snadno identifikovat prostfednictvim systému vystrah a upozornéni pfistroje Dako Omnis. Reseni problém( pii
pouzivani komponent vyhrazenych Sarzi v HercepTest™ mAb pharmDx (Dako Omnis) (primarni protilatka, vizualizaéni reagencie a Control
Slides) viz Zakladni uzivatelska pfiru¢ka Dako Omnis.

Uzivatel musi vzdy zajistit dodrzovani planu udrzby pfistroje Dako Omnis. Vzdy zajistéte pouziti pfisluSnych kontrol popsanych v ¢asti Kontrola
kvality.

Tabulka 10: Reseni problémd

Problém Pri¢ina problému Doporucené reseni
1. Podlozni skla nejsou| la.Vybér Spatného protokolu a Cinidel. 1a. Zkontrolujte historii podlozniho skla a ovéfte, zda byt zvolen
zabarvena nebo jsou spravny protokol.
zabarvena slabé 1b. Nadmé&mé zahfivani namontovanych 1b. Tkafové fezy suste pii teploté 60 °C po maximalné jednu
tkanovych fezd pred vlozenim do hodinu. Suseni tkafovych fezl pfi zvySené teploté se smi
pfistroje Dako Omnis mGze vést ke provadét pouze v kalibrované troubé s rovnomérnym
ztraté imunoreaktivity a morfologie. rozloZenim tepla.*®
1c. Nespravné skladovaci podminky pro 1c. Zkontrolujte, zda jsou reagencie spravné ulozené v souladu
reagencie nebo tkarnové fezy s uvedenymi podminkami skladovani.

Ujistéte se, Ze tkanové fezy jsou obarveny v ramci
doporucenich pro skladovani tkariovych fezl (kapitola 10).
1d. Byla pouzita nevhodna metoda fixace. 1d. Ujistéte se, Ze pacientska tkan neni fixovana po pfilis
kratkou nebo pfilis dlouhou dobu nebo Ze nebyl pouzit jiny
fixaéni prostfedek.

le. Byla pouzita reagencie po datu le. Zajistéte, aby se nepouzivala reagencie po datu exspirace.
exspirace.

1f. Byla pouzita reagencie s ukon¢enou 1f. Zajistéte, aby se nepouzivala reagencie s ukon¢enou
aplikacni stabilitou. aplikacni stabilitou.

1g. Nespravné umisténi dynamickych 1g. Zkontrolujte umisténi dynamickych vik.
vik barvicich moduld.

1h. PoSkozena dynamicka vika 1h. Zkontrolujte neporusenost dynamickych vik.

li. Ke zfedéni koncentratu Target Retrieval | 1li. Zajistéte, aby se k pfipravé roztoku 1x Target Retrieval
Solution se nepouziva voda Solution pouzivala voda (destilovana nebo deionizovana)
(destilovana nebo deionizovana) v kvalité reagencie. Prosim pozor, ne vSechny zdroje
v kvalité reagencie. destilované nebo deionizované vody maji dostate¢nou

kvalitu/Cistotu pro pFipravu reagencie IHC. Agilent
doporuduje, aby se k pfipravé reagencie pouZivala
destilovana nebo deionizovana voda v kvalité reagencie
nebo podobné Eista voda.

1j. Pouziva se nespravny roztok Target 1j. Zajistéte, aby se pouzival roztok Target Retrieval Solution
Retrieval Solution. specifikovany v ¢astech Dodané materialy, Substituty
komponent soupravy a/nebo Pfiprava reagencie.
2. Neschvalené barveni| 2a. Degradace kontrolniho sklicka nebo 2a. Pro potvrzeni vysledk( tkan pro pozitivni kontrolu /
tkané pro pozitivni ¢inidel nebo artefaktt cyklu kontrolni sklicko znovu obarvéte.
kontrolu nebo Zkontrolujte, zda se &inidla, véetné Control Slides, a tkar pro
kontrolniho sklicka pozitivni kontrolu, spravné skladovala podle uvedenych

skladovacich podminek. Ujistéte se, Ze se Control Slides
nepouzivaji po datu jejich exspirace.

Ujistéte se, ze Control Slides maji stejné Cislo Sarze jako
primarni protilatka a vizualiza¢ni €inidlo.

3. Nadmeérné zbarvené | 3a. K montazi fez na podlozni skla byly 3a. Pro lepeni fezl na podlozni skla nepouzivejte zadné
pozadi sklicek pouzity Skrobové prisady. pfisady. Mnohé pfisady jsou imunoreaktivni.

3b. Po provedeni barveni v pfistroji 3b. Zkontroluje, Ze je ve vystupnim zasobniku dostatec¢né
Dako Omnis fezy vyschly. mnozstvi vody.

3c. Pred pfilozeném krycich skel jsou 3c. Nedopustte, aby po vysunuti z pfistroje Dako Omnis a pfed
fezy vysuSeny. pfilozenim kryciho skla doslo k vysuSeni obarvenych

sklicek.

3d. Byla pouzita nevhodna metoda 3d. Zkontrolujte, zda bylo pouzito doporu¢ené fixativum. Jina
fixace. fixativa mohou zapficinit pfiliSné zabarveni pozadi.

3e. Parafin odstranén pouze ¢astecné. 3e. Zkontrolujte vzhled vazebného fedidla. Jemnym drhnutim

spojek odstrante necistoty. Po &isténi zkontrolujte
neporusenost spojek na zadni strané zasobnich lahvi.
Podrobnosti naleznete v zakladni uzivatelské pfiru¢ce Dako

Omnis.
3f. Nespecifick& vazba reagencii 3f. Ujistéte se, Zze se pouziva spravna metoda fixace vzorku,
k tkani. a vyhnéte se velkym oblastem nekrozy.
3g. Opakované pouziti michacich strip. 3g. Ujistéte se, Ze se pouzivaji nové michaci stripy.
4. Tkan je oddélena 4a. Pouziti nespravnych podloznich 4a. Pouzijte mikroskopicka sklicka FLEX IHC (k6d K8020) nebo
od sklicek skel. skli¢ka Superfrost Plus.
5a. Byla pouzita nevhodna metoda fixace. 5a. Prekontrolujte, Ze byla pouzita pouze spravna fixativa a

fixaéni metody.
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20.

Problém Pric¢ina problému Doporucené reseni
5. Nadmérné silné 5b. Ke zfedéni koncentratu Target Retrieval | 5b. Zajistéte, aby se k pfipravé roztoku 1x Target Retrieval
specifické Solution se nepouziva voda Solution pouzivala voda (destilovana nebo deionizovana)
barveni (destilovana nebo deionizovana) v kvalité reagencie. Prosim pozor, ne vSechny zdroje
v kvalité reagencie. destilované nebo deionizované vody maiji dostatecnou

kvalitu/Cistotu pro pfipravu reagencie IHC. Agilent
doporucuje, aby se k pfipravé reagencie pouzivala
destilovana nebo deionizovanéa voda v kvalité reagencie
nebo podobné gista voda.

6. Target Retrieval 6a. Roztok byl uchovavan nespravné nebo 6a. Zkontrolujte datum exspirace a podminky pro skladovani
Solution vyprselo datum jeho pouzitelnosti. soupravy vyti§téné na obalu. Target Retrieval Solution
(koncentrat nebo zlikvidujte.
pracovni roztok)
je pred vlozenim
do pristroje Dako
Omnis zakaleny

7. Sklicko je 7a. Byla pouzita reagencie po datu Ta—c. Oznacena sklicka musi vyhodnotit kvalifikovany
oznaceno exspirace. persondl. Jsou-li potfeba dalsi kroky, kontaktujte zastupce

7b. V piistroji Dako Omnis je uloZzena spolecnosti Dako.

reagencie vyhrazené Sarze
s ukonéenou ovérfenou aplikaéni
stabilitou.

7c. Uplynulo datum planované udrzby nebo
jiné faktory.

POZNAMKA: V pfipadé, Ze problém nelze pfipsat zadné z vy$e uvedenych pfigin, nebo pokud doporugené napravné opatieni nevyfesi problém,
zavolejte patologickou podporu spole¢nosti Agilent a pozadeijte o dalsi pomoc. Dal$i informace o technikach barveni a pfipravé vzork( naleznete
v pfiruce pro vzdélavani Dako: Immunohistochemical Staining Methods?’ (k dispozici na webu www.agilent.com), Atlas of Immunohistology®®
and Immunoperoxidase Techniques. A Practical Approach to Tumor Diagnosis (Prakticky pfistup k diagnoze nadoru).?
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21. Vysvétlivky k symbolim
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