\\.5 D Bruksanvisning

a bietechne brand

RNAscope™ ISH Probe High Risk HPV
200450

For anvandning vid in vitro-diagnostik.
Endast fér amerikansk export.

AVSEDD ANVANDNING

RNAscope ISH Probe High Risk HPV anvands vid analys av typen in situ-hybridisering (ISH) for kvalitativ
detektering av HPV E6/E7-mRNA i formalinfixerade, paraffininbaddade (FFPE) vavnadsprover med hjalp av
ljusmikroskop. Analysen detekterar hdgrisk-HPV av typerna 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58,
59, 66, 68, 73 och 82. RNAscope ISH Probe High Risk HPV ar avsedd fér anvandning i kliniska laboratorier
med BOND RNAscope brun detektering pa den automatiska fargningsmaskinen Leica Biosystems BOND-III.

RNAscope ISH Probe High Risk HPV indikeras for anvandning pa patienter diagnostiserade med
skivepitelkarcinom i huvud och hals (OPSCC) for att underlatta identifiering av hégrisk-HPV. Den kliniska
tolkningen av alla hybridiseringssignaler eller franvaro av dessa ska utféras av en kvalificerad patolog
med lampliga kontroller, och kompletteras med histologisk undersékning och relevant klinisk information.

PROCEDURSPRINCIP

RNAscope ISH Probe High Risk HPV innehaller oligonukleotidsonder utformade for att hybridisera
nukleinsyresekvenser med hogrisk-HPV E6/E7 i FFPE-vavnadssektioner." Sonden visualiseras med hjalp
av detekteringsreagenserna i BOND RNAscope brun detektering, vilket leder till en brun kromogen signal
som kan utvarderas med hjalp av ett ljusmikroskop.22® Positiva och negativa kontrollsonder anvands for att
utvardera RNA-integritet i provet och for att utvardera bakgrundsfargning och/eller icke-specifik fargning.

REAGENS SOM TILLHANDAHALLS

RNAscope ISH Probe High Risk HPV tillhandahalls som en fardig I6sning pa 14 mL med en
oligonukleotidsond i hybridiseringsbuffert innehallande formamid. Kvantiteten som tillhandahalls racker for
att utfora 30 tester. Ingen rekonstitution, blandning, spadning eller titrering kravs.

FORVARING OCH STABILITET

e Forvara sonden i 2-8 °C vid mottagande och omedelbart efter anvandning.

e Oodppnad sond ar stabil till och med utgangsdatumet som star tryckt pa flaskan. Far inte
anvandas efter utgangsdatumet.

e Sonden &r stabil i minst tre veckor efter dverforing till en BOND Open Container nar den
forvaras i 2—8 °C efter anvandning.

MATERIAL SOM KRAVS, MEN SOM INTE TILLHANDAHALLS

RNAscope ISH Probe UBC (Positive Control) (katalognummer 200460)
RNAscope ISH Probe dapB (Negative Control) (katalognummer 200470)
BOND RNAscope Brown Detection (Leica Biosystems, DS9815)

BOND Open Container 30 mL (Leica Biosystems, OP309700)

BOND Epitope Retrieval 2 (Leica Biosystems, AR9640)

BOND Dewax Solution (Leica Biosystems, AR9222)

10X BOND Wash (Leica Biosystems, AR9590)

BOND-III Slide Stainer (Leica Biosystems) med BOND-programvara v. 5.1 eller
senare och BDD v. 82 eller senare.
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Avsnittet "Using BOND Reagents” (Anvanda BOND-reagenser) i BOND-bruksanvisningen identifierar
vanliga material som kravs for att utféra proceduren pa BOND-instrumentet.

TESTPROVER

Prover maste vara formalinfixerad, paraffininbaddad (FFPE) human orofarynxkarcinomvavnad. Fixera
vavnader i 10% neutralbuffrad formalin (NBF) och sektionsvavnadsblock i 4—5 pym tjocklek. Farga proverna
inom tre veckor efter att de monterats pa objektglasen nar de férvaras i rumstemperatur (20-25 °C).

FARGNINGSPROCEDUR

Provfargning ska utféras av laboratoriepersonal som utbildats i histologiska procedurer och anvandning
av BOND-llI-instrumentet.

Positiva och negativa viavnadskontroller

Farga separata HPV-positiva och HPV-negativa FFPE-vavnadskontroller med RNAscope ISH Probe High
Risk HPV for varje korning av patientprover i den automatiska fargningsmaskinen. Kontrollvavnader
tillhandahalls av anvandaren baserat pa tidigare tester med RNAscope ISH Probe High Risk
HPVRNAscope ISH Probe High Risk HPV . Dessa kontroller verifierar att testet genererar forvantade
positiva och negativa resultat med kanda HPV-positiva och HPV-negativa prover som testas med HPV-
malsonden.

Positiva och negativa kontrollsonder med varje patientprov

Testa varje patientprov med positiva och negativa kontrollsonder pa angransande seriella sektioner fran
samma vavnadsblock som anvands for RNAscope ISH Probe High Risk HPV. Testet kraver tre objektglas
for varje patientprov. Ett for den positiva kontrollsonden, ett fér den negativa kontrollsonden och ett for
HPV-malsonden.

Positiv kontrollsond

Den positiva kontrollsonden utvarderar RNA-integriteten i provet genom att mata férekomsten av RNA
fran en vanlig essentiell gen. Den rekommenderade positiva kontrollsonden &r RNAscope ISH Probe
UBC (Positive Control) (katalognummer 200460), som riktar in sig pA mRNA-transkriptionen i den
humana ubikvitin C-genen (UBC) (342-1503, atkomstnummer NM_021009).

Negativ kontrollsond

Den negativa kontrollsonden utvarderar specificiteten foér all observerad fargning med sonden fér
hogrisk-HPV och anvands for att utvardera bakgrundsfargning och icke-specifik fargning i provet.

Den rekommenderade negativa kontrollsonden ar RNAscope ISH Probe dapB (Negative Control)
(katalognummer 200470), som riktar in sig p& mRNA-transkriptionen av dihydrodipikolinatreduktasgenen
(dapB) (414-862; atkomstnummer EF_191515) i Bacillus subtilis.

Forfarandet

1. Overfér RNAscope ISH-sonden till en ny, oanvand BOND Open Container (30 mL).

2. Fodlj instruktionerna for BOND-instrumentet for att registrera reagenser och sonder, skapa fall
och objektglas, marka objektglas, ladda reagenser, sonder och objektglas och starta kérningen.
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3. Anvand féljande protokoll fér fargning av HPV- och kontrollsonder:

Protokolltyp Protokollnamn

Fargning *RNAscope DAB ISH Protocol B
Forberedelse *Bake and Dewax

HIER *RNAscope Target Retrieval (95)
Enzym *RNAscope Enzyme
Denaturation ---

Hybridisering *RNAscope Hybridization

Obs! Asterisken "*” i varje protokollnamn inkluderas i BOND-programvaran for att beteckna
protokoll som tillhandahalls av Leica Biosystems.

4. Efter slutford korning ska objektglasen tas ut ur BOND-fargningsmaskinen, laggas att dra
i alkohol och xylen och forses med tackglas enligt faststalld laboratorieprocess.

TOLKNING AV RESULTATEN
Tolkning av prover ska utforas av en kvalificerad anatomipatolog.

Vavnadskoérningskontroller

Kdrningsvaliditet faststalls med hjalp av HPV-positiva och HPV-negativa vavnadskontroller enligt
algoritmen i figur 1.

1. Undersok det HPV-positiva objektglaset fér vavnadskontroll under en objektslins pa 20X eller
40X. Ett godkant resultat ar otvetydig fargning (stora nukleara, bruna prickar och/eller granulara,
nukleara/cytoplasmatiska bruna prickar) i tumorceller med fargning diffust dver tumoéren inom
kontexten fér angransande negativ fargning inom skvamaost epitel som inte &r tumdr och i
stromaceller, fibroblaster, lymfocyter och endotelceller som inte ar tumérer, samtidigt som
artefaktisk fargning tas med i berakningen.

2. Undersok det HPV-negativa objektglaset for vavnadskontroll under en objektslins pa 20X eller
40X. Ett godkant resultat ar franvaro av otvetydig fargning inuti tumdrceller.

3. Korningen ar giltig om bade det HPV-positiva och det HPV-negativa vavnadskontrollobjektglaset
ar godkant.

4. Korningen ar ogiltig om antingen det HPV-positiva eller det HPV-negativa
vavnadskontrollobjektglaset inte ar godkant.

Undersékning och tolkning av patientprovresultat:

Tolka resultat enligt poangsattningsalgoritmen i figur 2 for att avgéra om provet ar positivt eller negativt
for HPV. Beddmning av HPV-sondobjektglasresultat ska foljas av tolkning av de positiva och negativa
sondkontrollerna (UBC- och dapB-sonder) enligt beskrivningen.

1. Genom att anvanda en sa kallad H&E-farg (hematoxylin och eosin), bekrafta att provet ar
skivepitelkarcinom med som minst 50 tumorceller for att vara 1ampligt for testning med RNAscope
ISH Probe High Risk HPV .

2. Undersok objektglaset med malsonden (RNAscope ISH Probe High Risk HPV) under en objektiviins
pa 20X. Om fargning inte syns tydligt under 20X-objektivet, undersdk objektglaset under en
objektivlins pa 40X.
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Figur 1: Tolkning av positiva och negativa vavnadskontroller fargade med RNAscope ISH Probe High
Risk HPV .

3. Ett positivt ISH-resultat avseende hogrisk-HPV kraver att otvetydig fargning identifieras (stora
nukleara, bruna prickar och/eller granulara, nukleara/cytoplasmatiska bruna prickar) i tumérceller
med fargning diffust dver tumdren inom kontexten fér angransande negativ fargning inom skvamaost
epitel som inte ar tumor och i stromaceller, fibroblaster, lymfocyter och endotelceller som inte ar
tumorer, samtidigt som artefaktisk fargning tas med i berakningen. Avsevard artefaktisk fargning av
tumorceller och/eller icke-tumaorceller av epiteliskt eller icke-epiteliskt ursprung kan férsvara tolkning
ett positivt resultat.

Om otvetydig fargning forekommer pa objektglaset for hogrisk-HPV ska du utvardera dapB-
objektglaset enligt féljande:
i. Om ingen fargning férekommer, eller om endast svag och/eller fokal fargning i tumaorceller
férekommer, rapporteras provet som HPV-positivt.

ii. Om fargning férekommer i tumorceller dar aven signal forekommer diffust éver tumoren
rapporteras provet som obestambart for HPV.

4. Ett negativt ISH-resultat for hogrisk-HPV ar franvaro av otvetydig fargning (varken stora nukleara,
bruna prickar eller granulara, nukleara/cytoplasmatiska bruna prickar) i tumérceller, inom
kontexten for godkand provkvalitet som faststallts med hjalp av den positiva UBC-kontrollen.

Om otvetydig fargning férekommer pa objektglaset for hogrisk-HPV ska du utvardera UBC-
objektglaset enligt féljande:

i. Om fargning férekommer i tumorceller dar aven signal forekommer diffust dver tumoren
rapporteras provet som HPV-negativt.

ii. Om ingen fargning forekommer, eller om endast svag, fokal fargning i tumérceller
férekommer, rapporteras provet som obestambart féor HPV.
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Figur 2: Tolkning av RNAscope HPV-testet

PRESTANDAEGENSKAPER

Analytisk specificitet

Analytisk specificitet har testats for att mata analysens formaga att detektera undertyper av hogrisk-HPV
(16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 73 och 82), och inte detektera undertyper av
lagrisk-HPV (6, 11, 40, 42, 43 och 44). Plasmider innehallande E6/E7-regionen av HPV-genomet for varje
HPV-undertyp identifierades och tvarbands till objektglas. RNAscope ISH Probe High Risk HPV har
testats pa plasmidobjektglaset. Samtliga 18 hdgriskundertyper detekterades av RNAscope ISH Probe
High Risk HPV . Ingen korsreaktivitet observerades med undertyper av lagrisk-HPV.

Analytisk precision

Reproducerbarheten for fargningsprestanda fér RNAscope ISH Probe High Risk HPV har utvarderats
under flera dagar, pa olika instrument och med olika sondpartier.

Precisionen mellan dagar bedémdes 6ver fem dagar, med hjalp av ett sondparti och ett BOND-III-
instrument. Tre vavnadssektioner av fem fall av karcinom i huvud och hals (3 positiva, 2 negativa)
fargades varje dag. Den totala procentuella éverensstdmmelsen for ISH-signal mellan dagar berdknades
som 100% for 75 utvéarderade sektioner. Aven repeterbarhet mellan dagar underséktes. Den totala
procentuella éverensstammelsen for ISH-signal inom kdrningar beréknades som 100% for

75 utvarderade sektioner.

Precisionen mellan instrument beddmdes med hjalp av ett sondparti och tre BOND-Ill-instrument. Tre
vavnadssektioner av fem fall av karcinom i huvud och hals (3 positiva, 2 negativa) fargades pa varje
instrument. Den totala procentuella dverensstdmmelsen for ISH-signal mellan instrument berdknades
som 100% for 45 utvarderade sektioner.

Precisionen mellan partier bedémdes med hjalp av tre sondpartier. Tva vavnadssektioner av fem fall av
karcinom i huvud och hals (3 positiva, 2 negativa) fargades pa varje instrument. Den totala procentuella
Overensstdammelsen for ISH-signal mellan partier berédknades som 100% for 30 utvarderade sektioner.
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Diagnostisk sensitivitet och specificitet

RNAscope ISH Probe High Risk HPV har jamférts med p16-immunhistokemi (IHC) med hjalp av 48 fall
av karcinom i huvud och hals. Specifikt fargades seriella sektioner fran fall av tonsill, orofarynx, mjukgom,
bakre delen av svalget och tungbasen med RNAscope ISH Probe High Risk HPV och kontrollsonder,
samt p16-IHC. Ett prov uteslots pa grund av ej godkand RNA-integritet enligt UBC-kontrollsonden.
Jamférande RNAscope och p16-resultat summeras i féljande tabell:

p16-IHC
Positivt Negativt
RNAscope ISH Probe | Positivt 24 0
High Risk HPV Negativt 3 20

Procentandelen positiv dverensstdmmelse var 89% (24/27).
Procentandelen negativ dverensstdmmelse var 100% (20/20).

Den dverensstammelse som observerats mellan RNAscope ISH Probe High Risk HPV och p16-IHC
motsvarar forvantningarna pa att vissa p16-positiva fall ska vara negativa enligt ISH.*¢ De tre avvikande
fallen kan bero pa p16-aktivering genom en ej HPV-relaterad mekanism. p16 ar en indirekt surrogatmarkor
for HPV; andra mekanismer kan reglera upp p16-uttrycket for att ge ett p16-IHC-resultat vid franvaro av
HPV. ISH & andra sidan ar ett direkt matt pA HPV-mRNA och forvantas darfor inte generera positiva
resultat via banor som inte ar HPV-banor.

BEGRANSNINGAR

1. Metoden har optimerats fér anvandning pa Leica Biosystems BOND-III automatisk fargningsmaskin
med hjalp av BOND RNAscope brun detektering och BOND-hjalpreagenser. Anvandare maste
utbildas i hur BOND-IIl ska anvandas.

2. Andringar av procedurerna rekommenderas inte och kan ge felaktiga resultat.

3. Analysen har validerats med manskliga FFPE-vavnadsprover fran karcinom i huvud och hals.
Andra provtyper har inte utvarderats.

4. Anvandning av positiva och negativa kontrollsonder kravs for korrekt tolkning av analysen. Den
positiva kontrollsonden verifierar RNA-integriteten i provet. Den negativa kontrollsonden bekraftar
att provet ar fritt fran icke-specifik signal eller stérande substanser som férsvarar tolkningen.

5. Analysen utfor inte genotypning av undertyperna av hogrisk-HPV som detekteras.

6. Vavnads- och cellfargning ar beroende av hantering och bearbetning av vavnadsprovet fore fargning.
Felaktig fixering, frysning, tining, tvattning, torkning, uppvarmning, uppdelning eller kontamination med
andra vavnader eller vatskor kan generera artefakter, falska positiva eller falska negativa resultat.
Inkonsekventa resultat kan bero pa variationer i fixerings- och inbaddningsmetoder, eller pa
inneboende oregelbundenheter i vavnadsprovet.

7. Nedbrytning av mRNA i vavnaderna dver tid kan orsaka falskt negativa resultat. Farga proverna inom
tre veckor efter att vivnaderna monterats pa objektglasen nar de férvaras i rumstemperatur (20-25 °C).
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VARNINGAR OCH FORSIKTIGHETSATGARDER

Formamide (< 50%). Riskdeklaration(er)
H351 Misstanks kunna orsaka cancer.
H360 Kan skada fertiliteten eller det ofddda barnet.
H373 Kan orsaka skador pa lever, njure och blod.
Skyddsangivelse(r):

P201 Inh@mta sarskilda instruktioner fére anvandning.

P202 Anvand inte produkten innan du har last och forstatt
sakerhetsanvisningarna.

P281 Anvand foreskriven personlig skyddsutrustning.

P308+P313 Vid exponering eller misstanke om exponering:
Kontakta lakare.

P314 Sok lakarhjalp vid obehag.

P405 Forvaras inlast.

P501 Innehallet/behallaren lamnas till en godkand avfallsanlaggning i
enlighet med lokala/regionala/nationella/internationella bestdmmelser.

Signalord: Fara.

1. Undvik direkt kontakt med sonden. Anvand lamplig personlig skyddsutrustning fér att férhindra
exponering for dgon, hud och slemhinnor. Om exponering uppstar ska man skélja med rikligt
med vatten.

2. Sonden innehaller material av animaliskt ursprung. Betrakta allt material av humant och animaliskt
ursprung som en risk for dverforing av smitta. Vidta lampliga forsiktighetsatgarder fér hantering och
korrekt kassering.

3. Mikrobiell kontamination kan leda till felaktiga resultat.

4. Se sakerhetsdatabladet for ytterligare sakerhetsinformation pa www.bio-techne.com.

5. Réadfraga relevanta myndigheter och las relevanta férordningar gallande korrekt kassering av sonden.

FELSOKNING
Om forvantade resultat inte erhalls med kontrollvavnad ska testet upprepas.
For information om felsékning, kontakta teknisk support pa support.acd@bio-techne.com.

SYMBOLDEFINITIONER

= Medicinteknisk produkt for
rer|l Katalognummer /ﬂ/ Temperaturgrans in vitro-diagnostik
d Tillverkare Batchkod c € CE-markning
g Férbrukningsdatum EIE Las bruksanvisningen Auktoriserad representant
inom EU

Allvarlig halsorisk

IMMATERIELLA RATTIGHETER

ACD och RNAscope ar varumarken som tillhér Advanced Cell Diagnostics, Inc.
BOND éar ett varumarke som tillhér Leica Biosystems.
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