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Intended Use

The HER-2/neu ELISA is intended to quantitatively measure HER-2/neu protein in serum of women with metastatic
breast cancer. The use of the HER-2/neu ELISA is indicated for follow-up and monitoring of patients with metastatic
breast cancer whose initial serum HER-2/neu value is greater than 15 ng/mL. HER-2/neu values should be used in
conjunction with information available from clinical and other diagnostic procedures in the management of metastatic
breast cancer. The clinical utility of the serum measurement of HER-2/neu as a prognostic indicator for early recur-
rence and in the management of patients on immunotherapy regimens has not been fully established.

FOR IN VITRO DIAGNOSTIC USE

Solid Phase Sandwich ELISA
0 ng/mL to 35 ng/mL

Human Serum

10.0 microliters

1.5 ng p105/mL serum

Method Principle
Analytical Range
Specimen Type
Sample Test Volume
Sensitivity

Purchase of this kit licenses its use under the following patents: US patents 5,401,638 and 5,604,107;

EPO patents 0494135 and 0412116; Canadian patent 2,026,250-8
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Background

The HER-2/neu oncogene, also referred to as c-erbB-2, encodes a protein with a molecular weight of 185,000
Daltons (p185) and belongs to a family of epithelial growth factor receptors structurally related to the human
epidermal growth factor receptor [1]. The full-length p185 HER-2/neu protein is composed of a cytoplasmic
domain with tyrosine kinase activity, a transmembrane domain, and an extracellular domain (ECD) that is shed
from the surface of breast cancer cells [2,3]. Numerous studies have shown that the shed ECD of HER-2/neu
is a glycoprotein with a molecular weight between 97 and 115 kDa and is designated p105 [3,4]. The ECD
can be quantified accurately in serum with an assay [4] that uses monoclonal antibodies [5] that are directed
to the external epitopes of the HER-2/neu protein. Many publications show that the ECD is shed into the blood
of normal individuals and can be measured at high levels in women with metastatic breast cancer [4,6-26].
Many of these serum HER-2/neu studies have confirmed the substantial data from tissue studies that
increased expression of HER-2/neu is a marker of poor prognosis, shorter overall survival, and biological
aggressiveness.

Recent scientific studies suggest that quantitation of the ECD may have several important clinical appli-
cations such as monitoring breast cancer patients with metastatic disease and monitoring breast cancer
patients for early recurrence [6-10,12,15,17—-20,22—26]. These reports have shown that 30-50% of women
with positive HER-2/neu tumors at primary diagnosis develop elevated levels of serum HER-2/neu with pro-
gression to metastatic breast cancer [4,6-26]. These studies also have illustrated that monitoring serum ECD
levels post-surgery correlated with clinical course of disease and that serum HER-2/neu levels were observed
to increase with disease progression or to decrease with response to therapy [12,15,19,20,25,26]. Several
reports also show that elevated levels of serum HER-2/neu can occur in women with metastatic breast can-
cer who had primary breast tumors that were HER-2/neu negative by immunohistochemistry [6,11,18,21,27].
According to many immunohistochemistry and serum studies, the HER-2/neu protein is overexpressed in
many tumors of epithelial origin including lung [28], prostate [29], pancreatic [30], colon [31], stomach [32],
ovarian [33], and hepatocellular cancers [34].
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Patents have been granted related to the quantitation and detection of the ECD p105 domain (in the US,
patent #5,401,638; in Canada #2,026,250-8; and in Europe #0494135) as well as patents related to the quan-
titation and detection of the full-length p185 molecule (in the US, patent #5,604,107 and in Europe, patent
#0412116). Similar patents are pending in Japan.

Principle of the Assay

The HER-2/neu ELISA is a sandwich enzyme immunoassay that utilizes a mouse monoclonal antibody for capture
and a different biotinylated mouse monoclonal antibody for the detection of human HER-2/neu protein. Both cap-
ture and detector reagents specifically bind to the extracellular domain of HER-2/neu protein. The Capture
Antibody has been immobilized on the interior surface of microtiter plate wells. To perform the test, an appro-
priate volume of specimen is incubated in the coated well to allow binding of the antigen by the Capture
Antibody. The immobilized antigen is then reacted with the detector antiserum. The amount of Detector Antibody
bound to antigen is measured by binding it with a streptavidin/horseradish peroxidase Conjugate, which then
catalyzes the conversion of the chromogenic Substrate o-phenylenediamine (OPD) into a colored product. The
colored reaction product is quantitated by spectrophotometry and is related to the amount of HER-2/neu pro-
tein in the sample.

For instructions, see the Detailed Protocol and Evaluation of Results sections of this booklet.

Summary of Procedure

Steps Incubations

1. Add samples and Standards to wells 3 hours, 37°C
2. Wash

3. Add Detector Antibody to wells 1 hour, 37°C

4. Wash

5. Add Conjugate Antibody to wells 30 minutes, RT*
6. Wash

7. Add Substrate to wells 45 minutes, RT*
8. Add Stop Solution to wells

9. Read plate at 490 nm

*Room temperature

Standards Traceability
The HER-2/neu ELISA was developed and calibrated by WILEX Inc., Cambridge MA, 02140, USA.

The HER-2/neu ELISA standards are calibrated against a master calibrator stock material maintained in
Cambridge MA. This material is identified as HER-2/neu Master Calibrator lot R5345, and is a series of six
(6) liquid reagents, spanning the range of zero to 35 ng/mL HER-2/neu p105 protein. The mass determina-
tions for the HER-2/neu Master Calibrator have been assigned based on assay of the calibrator material in
direct comparison to three (3) highly purified HER-2/neu p105 protein samples. Mass equivalents (moles) of
the purified samples were determined by quantitative amino acid analysis.

Materials Provided

The following components are supplied.

Microtiter plate—Precoated microtiter plate supplied ready to use, with 96 wells (12 strips of eight) in foil zip-
lock bags with a desiccant pack. Wells are coated with monoclonal anti-HER-2/neu protein antibody.
HER-2/neu Standards—Six (6) separate vials of recombinant HER-2/neu p105. Standards are calibrated in
ng/mL and are labeled with values that are 50-fold greater than the actual vialed dosage. Assigning these
label values to a standard curve obviates the need to correct the reported dose for a 1:50 diluted sample
(2% serum in buffer). See Evaluation of Results for details.

Standard# ng/mL Volume
6 35.0 1 mL
5 25.0 1 mL
4 15.0 1 mL
3 7.5 1 mL
2 25 1 mL
1 0.0 1 mL



Sample Diluent—One (1) bottle containing BSA and 0.09% sodium azide.

Detector Antibody—One (1) bottle supplied ready to use, containing biotinylated mouse monoclonal
anti-HER-2/neu protein antibody in 0.01 M PBS (pH 7.4), protein stabilizer, and 0.09% sodium azide.

Conjugate Diluent—One (1) bottle containing 0.01 M PBS (pH 7.4), BSA, and 0.1% chloroacetamide.
Conjugate Concentrate—One (1) vial containing 50X streptavidin/horseradish peroxidase in buffer. Must be
diluted to 1X with Conjugate Diluent to make Working Conjugate. See Table 1.

Substrate Diluent—0.1 M citrate buffer (pH 5.0) and 0.01% H,O, (hydrogen peroxide).

Substrate—One (1) vial containing OPD tablets. Must be dissolved in Substrate Diluent (1 tablet/4 mL) to
make Working Substrate. See Table 1.

Stop Solution—One (1) bottle containing 2.5 N H,SO, (sulfuric acid).

Platewash Concentrate (20X)—One (1) bottle. Dilute one (1) part concentrate in 19 parts high-quality water
prior to use.

Safety and Warning Phrases

X

Harmful!

R22 — Harmful if swallowed.

S28 — After contact with skin, wash immediately with plenty of water.
Contains Sodium Azide

(Standards, Sample Diluent, Detector Antibody)

Harmful!

R40 — Possible risks of irreversible effects.

R43 — May cause sensitization by skin contact.
§36/37 — Wear suitable protective clothing and gloves.
Contains ortho-Phenylenediamine dihydrochlorite
(Substrate Tablets)

Irritant!

R36/38 — Irritating to eyes and skin.

S36/37/39 — Wear suitable protective clothing, gloves, and eye/face protection.
S26 — In case of contact with eyes, rinse immediately with plenty of water and seek medical advice.
Contains Sulfuric Acid

(Stop Solution)

Irritant!

R43 — May cause sensitization by skin contact.

S24 — Avoid contact with skin.

S37 — Wear suitable gloves.

Contains Chloroacetamide

(Conjugate Diluent and Conjugate Concentrate)

Materlals Required but Not Provided

Dry heat incubator capable of maintaining 37°C

Pipettors: 2-20 pL, 20-200 pL, and 200-1000 pL pipettors with disposable tips

Precision repeating pipettor

Automated 96-well microtiter plate washer

12 x 75 mm culture tubes for sample preparation

Vortex mixer

Microtiter plate reader capable of measuring absorbance in 96-well plates at a wavelength of 490 nm
500- or 1000-mL graduated cylinder

Reagent reservoirs

Deionized water

Plastic wrap or adhesive plate sealers

Liquid household bleach for inactivating clinical specimens and decontamination of plate washer
Disposable paper towels

Controls—HER-2/neu ELISA Controls consisting of recombinant p105 in Sample Diluent are available from
WILEX Inc. Refer to HER-2/neu ELISA Controls, Part No. 06489884, when ordering. Controls are diluted at
1:50 prior to assay. Volumes are 0.5 mL each. Store between 2-8°C.

Precautions and Recommendations

Store components at 2-8°C. Do not expose reagents to excessive light. Do not freeze any of the kit
components.

Do not use kit reagents past the expiration date.

Use only the microtiter wells provided with the kit.

Rinse all detergent residue from glassware.

Use deionized water of the highest quality.

Do not mix reagents from different kits.

The buffers and reagents used in this kit contain either sodium azide or chloroacetamide as
preservatives. Care should be taken to avoid direct contact with these reagents.

Do not mouth pipet or ingest any of the reagents.

Do not smoke, eat, or drink when performing the assay or where samples or reagents are handled.
Human samples may be contaminated with infectious agents. Do not ingest, expose to open wounds,
or breathe aerosols. Wear protective gloves and dispose of biological samples properly.

Do not handle the Substrate Tablets with fingers or permit contact with skin, metal, or oxidizing agents.
Dispose of OPD-containing solutions in compliance with local regulations.

Wear disposable gloves and eye protection when handling Stop Solution (2.5 N sulfuric acid).
Dispose of all working solutions (Platewash, Conjugate, Substrate) at the end of each day.

Prepare fresh working solutions for each subsequent assay.

CAUTION: This device contains material of human or animal origin and should be handled as a potential
carrier and transmitter of disease.

Sample Preparation

For samples (and Controls), an initial dilution of 1:50 into Sample Diluent must be prepared prior to assay.
Remove any flocculent material from samples by microcentrifugation prior to dilution. Label tubes and add
0.98 mL of Sample Diluent to each, followed by 0.02 mL of specimen/Control. Mix gently and avoid foaming
of the diluted sample. Diluted samples and Controls may be stored in capped tubes for up to one week at
2-8°C, and six months at —20°C. Protect from light exposure. Re-assay of some samples at a higher dilution
may be required. Discard any 2-8°C-stored samples showing signs of contamination. Redilute from serum.

Detailed Protocol

RECOMMENDED PROCEDURES

1. Addition of reagents must be in the order specified.

2. All six (6) Standards and test specimens should be run in duplicate.

3. Equilibrate all reagents to room temperature (15-30°C) before use.

4. Dispense only enough of each assay reagent for the number of wells being used. For every

8-well strip, dispense 1 mL of Detector Antibody, Conjugate, etc.

Prepare a plate map to use as a guide for location of samples, Standards, and Control wells.

6. Transfer of samples, Standards, and Controls from dilution tubes into wells can be simplified by using
semi-automated, multi-channel pipettors. Contact Technical Service for recommended devices.

7. Preparation of Platewash
a. If the Platewash Concentrate is cold, allow it to reach room temperature (15-30°C) before use. Make

sure all crystals are dissolved. If desired, warm at 37°C and mix well.

b. Dilute one (1) volume of Platewash Concentrate with 19 volumes of distilled or deionized water. Mix
well. This solution is Platewash. The total volume required will depend on the washing method/instru-
ment used. Approximately 1 L of this solution is required to prime an automated washer and run one
microtiter plate; about 700 mL is required for each microtiter plate when manual washing is performed.

c. Platewash must be freshly prepared each day. Do not store Platewash.

8. When using manual methods, use caution when inverting the microtiter plate to decant or blot; press the
side tabs of the frame inward to prevent the strips from falling out.

9. Microtiter plate washing is best performed by an automated plate washer. Plate washing equipment must
be properly adjusted, cleaned, and maintained. Automated washers with 96 ports are recommended.
Dummy 8-well strips can be used to fill the unused portion of the holder for assays using a partial plate.
Retain and label previously used strips for this purpose.

o
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10.

.

Set the fill volume to 300 pL/well. Prime the instrument with Platewash. For 96-port washers, use two
3-cycle washes. After the initial 3-cycle wash, rotate the plate 180 degrees and repeat. If a strip washer
is used, perform a single wash cycle across the plate, and repeat five more times.

After the final wash, invert the microtiter plate and strike it on an absorbent surface. Visually check that
all wells are empty.

Assay Procedure

1.

1.
12.

13.
14.

Remove the microtiter plate from the bag. From the number of specimens to be tested and replicate deter-
minations desired (duplicates recommended), calculate the number of strips needed. (Each Standard
requires two wells; one well is needed for Substrate blank determination.) Store unused strips in the zip-
lock bag with desiccant at 2-8°C (see Stability and Storage Information).

Dilute specimens and Controls 1:50 (2%) with Sample Diluent.

Mix the Standards, Controls, and specimens thoroughly and add 100 pL to duplicate wells. Set up one
well with 100 pL of Sample Diluent for use as Substrate blank. Set up duplicate wells for each of the
Controls.

Cover the plate (food wrap or adhesive plastic cover). Incubate for 3 hours at 37°C.

Carefully remove the plastic cover and wash the microtiter plate with Platewash.

Add 100 pL of Detector Antibody to all wells except the Substrate blank well. Cover and incubate at 37°C
for 1 hour.

During the incubation with Detector Antibody, prepare Working Conjugate by diluting the Conjugate
Concentrate with Conjugate Diluent. See Table 1 for the quantities to use for the number of strips being run.
Wash the microtiter plate with Platewash.

Add 100 pL of Working Conjugate to all wells except the Substrate blank well. Cover and incubate at room
temperature (15-30°C) for 30 minutes.

. During the incubation with Working Conjugate, prepare Working Substrate by dissolving Substrate Tablets in

Substrate Diluent. See Table 1 for the quantities to use for the number of strips being run. Vortex vigorously to
assure complete dissolution. Once prepared, Working Substrate should be used within 30 minutes. Avoid
exposure to light.

Wash the microtiter plate with Platewash.

Including the Substrate blank well, add 100 pL of Working Substrate to all wells. Cover with a fresh
plastic cover and incubate the plate in the dark at room temperature (15-30°C) for 45 minutes.

Add 100 pL of Stop Solution to each well to stop the reaction.

Read the absorbance at 490 nm within 30 minutes.

TABLE 1. HER-2/neu ASSAY—PREPARATION OF ASSAY REAGENTS

# Strips Used

Conj. Concentrate Conj. Diluent Substrate Tablets Substrate Diluent

1 20 pL 0.98 mL 1 4 mL
2 40 pL 1.96 mL 1 4 mL
3 60 pL 2.94 mL 1 4 mL
4 80 pL 3.92 mL 1 4 mL
5 100 pL 4.90 mL 2 8 mL
6 120 pL 5.88 mL 2 8 mL
7 140 pL 6.86 mL 2 8 mL
8 160 pL 7.84 mL 2 8 mL
9 180 pL 8.82 mL 3 12 mL
10 200 pL 9.80 mL 3 12 mL
11 220 L 10.78 mL 3 12 mL
12 240 pL 11.76 mL 3 12 mL
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Figure 1. Sample Standard Curve

0.D. 490

Evaluation of Results

CONCENTRATION OF STANDARDS

The antibodies used in this assay recognize the extracellular, ligand-binding domain of the HER-2/neu protein
[5]. This form of HER-2/neu has been identified with a molecular weight at or around 105 kDa. The Standards
in the kit are calibrated in nanograms, which take into account this molecular weight found in serum and are
prepared from a recombinant form of the 105 kDa fragment of HER-2/neu.

CONCENTRATION OF UNKNOWNS

1.

Average the absorbance values for each Standard, Control, and specimen dilution to obtain the mean
absorbances.

On graph paper, plot the mean absorbance for each Standard on the y-axis versus the concentration of
HER-2/neu protein (ng/mL) on the x-axis and connect points.

Determine the concentration of HER-2/neu protein for each specimen dilution by interpolation from the
standard curve. Software packages are available (such as SoftMax Pro™, Molecular Devices, Sunnyvale,
CA; KC4™ | Bio-Tek Instruments, Inc., Winooski, VT) which can simplify this process. Use a quadratic
curve fit (second order polynomial) algorithm.

Note: Do not assign “blank” wells using software. This will subtract the average blank readings from all
other wells. It is useful for quality control and troubleshooting purposes to be able to inspect the
absorbance values reported for all wells without adjustments applied to the raw data.

Results for samples are expressed in nanograms per mL by reading directly from the standard curve
values (ng/mL) as designated on the vials and in the Materials Supplied section of this booklet. For
convenience, no mathematical dilution correction is needed for 1:50 diluted samples since the actual con-
centration in the Standard preparations are at 2% of the labeled dosage (i.e., they have been prediluted
at 1:50).

DILUTION OF SAMPLES WITH HIGH CONCENTRATIONS

1.

2.

For samples that give absorbance (OD) values exceeding the range of the standard curve, subsequent
assay at greater dilutions will be necessary.

To prepare further dilutions, always begin with an initial 1:50 dilution (see Sample Preparation), and then
dilute serially 1:2 into Sample Diluent. Example:

Sample Dilution Volume of Previous Dilution Volume of Sample Diluent

4.

1:100 0.5 mL of 1:50 0.5 mL
1:200 0.5 mL of 1:100 0.5 mL
1:400 0.5 mL of 1:200 0.5 mL

If further diluted samples produce OD values of < 0.3, they must be re-assayed using less dilute
material. The Dilution Correction Factor (see Step 4 below), when multiplied by results from such a low
OD value, may result in an erroneously high HER-2/neu protein estimation.

Any results from further diluted samples will require correcting the values obtained from the assay for any
dilution beyond 1:50. Example:

Sample Dilution Dilution Correction Factor (multiply reported result by)

1:100 2
1:200 4
1:400 8



Assay Quality Control
It is recommended that each assay meet the following performance parameters:

« Examine the results for the Controls run in the assay to confirm that the recoveries fall within the
expected ranges (noted in the product insert) for each level.
Inspect the dynamic range of the standard curve. Level 1 standard should fall between 0.04 to 0.09 OD
and Level 6 standard should fall between 1.5 to 2.4 OD.
If curve fitting software is used, inspect the calculation for R2. This should fall between 0.997 and 1.0.
If any of these parameters are not met, consideration should be made to repeat sample testing in a
subsequent assay.

Expected Values

HEALTHY INDIVIDUALS

As with all tests, each laboratory should establish its own reference range. In a population of 241 healthy women,
95% of the serum HER-2/neu protein values were found to be less than 13.7 ng/mL. There was no significant
difference in HER-2/neu values between pre- and post-menopausal women. Based on this same population, the
upper limit of normal (mean + 2SD) was 14.7 ng/mL. ROC analysis confirms 15 ng/mL as the appropriate cut-
off between normal and elevated serum HER-2/neu protein levels. The distribution of serum HER-2/neu levels
for the entire population (n = 241) is shown in Figure 2.

Figure 2. Distribution of serum HER-2/neu protein in a population of healthy women.
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MONITORING OF METASTATIC BREAST CANCER PATIENTS

The clinical utility of the HER-2/neu ELISA in longitudinal monitoring of metastatic breast cancer patients was
evaluated using retrospective serum samples from patients with late-stage breast cancer, covering a 6- to 12-
month period, at three clinical sites in the United States. Fifty-six patients undergoing therapy whose initial
serum HER-2/neu oncoprotein level was elevated (15 ng/mL or greater) were evaluated for correspondence
of changes in their serum HER-2/neu levels with changes in their clinical courseof disease.

A visit-to-visit analysis of the study results is presented in Table 2. The changes in serum HER-2/neu level
from one visit to the next were calculated for each patient. These changes were separated into two groups: Group
| had changes in serum HER-2/neu which paralleled the clinical course of disease, and Group Il had changes
in serum HER-2/neu level that did not parallel the clinical course of disease. Clinical course or status was deter-
mined by the physician. Correspondence of HER-2/neu changes to clinical status was determined as follows: An
increase of 20% or greater from the previous visit was reflective of disease progression. If the change was less
than a 20% increase from the previous visit, this was reflective of a lack of disease progression during therapy
(including responding or stable disease). Stable and responding were consolidated since both reflect effective-
ness of a current therapy. The 20% criterion was derived from the longitudinal variability in normal patients
(determined from the serum HER-2/neu levels in six serial samples from each of 38 healthy women).

TABLE 2. CORRESPONDENCE OF METASTATIC BREAST CANCER PATIENT DISEASE
STATUS WITH CHANGES IN SERUM HER-2/neu LEVELS: VISIT-BY-VISIT

Change in Clinical Status

Change in HER-2/neu Progression No Progression Total
2 20% increase 52 33 85
< 20% increase 55 96 151
Total 107 129 236

Concordance = 62.7% (Cl = 56.4 to 68.6%)
Predictive Value:Lack of Progression = 63.6% (Cl = 55.7 to 70.8%)
Progression = 61.2% (Cl = 50.6 to 70.8%)

The following figures show typical examples of changes in serum HER-2/neu levels over time for two of
the 56 metastatic breast cancer patients from the clinical study. Figure 3 shows a patient whose disease is
responding and Figure 4 shows a patient with progressive disease.
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Figure 4. Monitoring of a 74-year-old
Stage IV breast cancer patient with the
HER-2/neu ELISA. Longitudinal changes
in serum HER-2/neu levels correlate with
changes in disease status.

Figure 3. Monitoring of a 38-year-old
Stage IV breast cancer patient with the
HER-2/neu ELISA. Longitudinal changes
in serum HER-2/neu levels correlate with
changes in disease status.

Nonclinical Performance Characteristics

IMPRECISION

Imprecision was determined by testing four control samples consisting of three buffer-based Controls and one
human serum pool. Three different kit lots were used at each of three different laboratories. Triplicate deter-
minations per run for each Control were determined in 130 runs. Within-run and total precision were calculated
for each Control based on the NCCLS EP-5A protocol. Within-run imprecision for three sites and kit lots were
at or below 10% CV with total imprecision across all kits and sites between 10 and 17.7% CV.

Control Sample # of Runs # of Replicates Mean (ng/mL)
Control 1 130 385 245
Control 2 131 390 9.8
Control 3 131 386 3.3
Serum 4 130 385 9.5

Within-Run Precision Total Precision
Control Sample Std Dev % CV Std Dev % CV
Control 1 1.46 6.0 2.62 10.7
Control 2 0.69 7.0 1.03 10.4
Control 3 0.34 10.2 0.59 17.7
Serum 4 0.65 6.9 1.02 10.8
SENSITIVITY

Minimal detectable concentration of analyte was determined by repeated measurement of a zero dose
sample (Sample Diluent). Mean and standard deviation of apparent recovery of HER-2/neu were calculated
for 230 determinations made over a period of 20 days between three different kit lots and three different lab-
oratories. After addition of two standard deviations to the mean recovered dose of HER-2/neu, the minimal
detectable concentration was determined to be 1.5 ng of p105/mL serum.

ANALYTICAL SPECIFICITY

Cross-reactivity. Epidermal growth factor receptor (EGFr) is a closely related molecule to the HER-2/neu
growth factor receptor at 88% homology with the intracellular domain and 44% homology with the extracellu-
lar domain.
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We challenged the HER-2/neu ELISA with EGFr at 850 ng/mL. This material produced no signal in the assay,
indicating that the immunoreagents in the device produce no cross-reaction with EGFr.

Interfering substances. Human anti-mouse antibody (HAMA), found in rare instances in some human
serum, has the potential to bind to the critical reagents in immunoassays, causing false positive or negative
signals. Several known HAMA-positive serum samples as well as rheumatoid-factor-positive samples were
tested in the device. No false signals were generated with these samples. Device reagents have been for-
mulated to block any such false reactivity.

Serum HER-2/neu measurements might be performed while patients are taking vitamins, over-the-
counter drugs, or undergoing chemotherapy. To test the possibility that such agents could interfere with accu-
rate HER-2/neu determinations, potential exogenous interferents were spiked into a Positive Control serum
containing a known concentration of HER-2/neu and were subsequently tested in the assay. Some common
serum constituents also were tested for their potential to act as endogenous interferents. None of the
compounds tested had an effect on analyte recovery. See Table 3.

ANALYTICAL RANGE

The HER-2/neu ELISA is capable of accurate quantitation of serum HER-2/neu levels in prediluted samples,
which provide an assay response in the range of 1.5 to 35 ng of p105 HER-2/neu protein per mL serum.
Samples that produce a signal in excess of the upper limit of the standard curve range (35 ng/mL) must be
further diluted with Sample Diluent and re-tested in the assay. Be certain to correct the reported recovery of
HER-2/neu protein for dilution preparations that are greater than the routine 1:50 dilution.

TABLE 3. POTENTIAL ELISA INTERFERENTS

POTENTIAL TEST POTENTIAL TEST
INTERFERENTS CONCENTRATIONS INTERFERENTS CONCENTRATIONS
ENDOGENOUS OTC DRUGS, ETC.
Triglycerides (intralipin-20%) 3000.0 mg/dL Acetaminophen 200.0 pg/mL
Hemoglobin 1.0 g/dL Aspirin 500.0 pg/mL
Immunoglobulin (gamma globulin) 6.0 g/dL Ibuprofen 400.0 pg/mL
Albumin 6.5 g/dL Caffeine 100.0 pg/mL
Bilirubin 25.0 mg/dL
Heparin 0.46 mg/mL CHEMOTHERAPEUTIC AGENTS
Aminoglutethamide 398.0 pg/mL
EXOGENOUS Bleomycin 0.16  U/mL
Vitamin A trans Retinol Acetate 10.0 1U/mL Cis-Platin 173.0 pg/mL
Vitamin B1 Thiamine 3.0 pg/mL Doxorubicin 51.8 pg/mL
Vitamin B2 Riboflavin 3.4 pg/mL Cyclophosphamide 800.0 pg/mL
Vitamin B6 Pyroxide HCL 4.0 pg/mL Diethylstilbesterol 23.0 pg/mL
Vitamin B12 12.0 ng/mL Estramustine 102.2 pg/mL
Vitamin C Ascorbic Acid 30.0 pg/mL Flutamide 10.0 pg/mL
Vitamin D2 Ergocalciferol 0.8 IU/mL 5-Fluorouracil 1600.0 pg/mL
Vitamin E Tocopherol Acetate 0.06 IU/mL Lupron 15.0 pg/mL
Folic Acid 0.8 pg/mL Methotrexate 450.0 pg/mL
Niacin 40.0 pg/mL Mitoxantrone 56.0 pg/mL
Mitomycin C 73.0 pg/mL
Megace 27.0 ng/mL
Tamoxifen 1.4 pg/mL
Vincristine 4.88 pg/mL
Vinblastine 16.3 pg/mL

Herceptin (Trastuzumab) 500 pg/mL

LIMITATIONS OF THE PROCEDURE

In performing steps in manual immunoassays, there is the potential of erroneous measurement (sample recov-
ery) as a result of variation in the incubation time that samples are subjected to in each of the incubation
steps. All wells should receive essentially the same incubation time required for each reagent step. In partic-
ular, when adding Standards, Controls, and samples to wells in the plate, the time between addition of the
first sample and the last should be within, at most, a 15-minute time frame. Prepare all samples in advance.
Use of semi-automated, multi-tip pipettors is highly recommended for shortening the times for these proce-
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dures. In order to prevent cross-contamination, be sure to use fresh tips for each sample addition.

Immunoassays using so-called sandwich configurations, such as this device, are subject to interference
and false results arising from samples that contain immunoreactive agents against mouse antibodies. HAMA
(human anti-mouse antibody), heterophilic antibody, and rheumatoid factor are the primary examples of these
interferents. Precautions have been taken by the manufacturer in formulating reagents contained in this device
to minimize or eliminate such interference. However, care should be taken when evaluating assay results that
may be inconsistent with the overall clinical status of the patient in light of this possible interference.

It is possible that a patient with confirmed breast cancer may have serum HER-2/neu protein levels with-
in the range of those observed in healthy individuals. Use caution in the interpretation of HER-2/neu results.
Serum HER-2/neu levels may not always indicate the presence or absence of malignant disease. The HER-
2/neu value should be used as part of an overall clinical assessment that includes additional clinical evaluation
and diagnostic tests.

Troubleshooting

A. Each assay must include the six (6) Standards tested in duplicate using the protocol described in the
Detailed Protocol. Incubation times or temperatures significantly different from those specified may give
erroneous results.

B. The shape of the standard curve is nonlinear and varies slightly from assay to assay. For data reduction
by hand, apply point-to-point graphing. If using ELISA software, apply a quadratic curve fit (second order
polynomial) algorithm.

C. Poor duplicates, if accompanied by elevated values for the zero Standard, indicate insufficient washing. If
all instructions in the Detailed Protocol were followed accurately, such results indicate a need for washer
maintenance. Also, avoid introducing bubbles into wells when pipetting samples and reagents.

D. The Substrate blank well should read less than or equal to 0.05 absorbance units. A possible cause of
higher values is exposure of the Working Substrate to light either before or during the incubation step.
Working Substrate should be used within 30 minutes of preparation.

E. Low signal may indicate 1) that drying of the plate has occurred between steps. Do not allow the plate to
dry out. Add the next reagent immediately after wash; or 2) that improper washing has been performed.
Be sure the microtiter plate washer has been properly primed with Platewash (See Detailed Protocol).

Stability and Storage Information

All of the reagents included in the HER-2/neu ELISA have been tested for stability. Reagents should not be
used beyond the stated expiration date. Kit reagents should be stored at 2-8°C, with the exception of
Platewash Concentrate, which may be stored at room temperature. Assay plates should be stored sealed in
the original foil bag with desiccant pack. Once opened, the device will perform within specifications for up to
4 weeks (30 days) within the expiration date period indicated on the label.

Technical Support

tel: +1 617 492 3900 x502
email: oncogenetech@wilex.com

I WILEX Inc.
Cambridge, MA 02140 USA

[ec]rer] EMERGO EUROPE
Molenstraat 15
2513 BH, The Hague
The Netherlands
Tel: +31 (0)70 345 8570
Fax: +31 (0)70 346 7299



Domaine d’utilisation

Le dosage ELISA HER-2/neu a pour objectif de mesurer quantitativement la protéine HER-2/neu dans le
sérum des femmes atteintes d’un cancer du sein métastatique. L'utilisation du dosage ELISA HER-2/neu est
indiquée pour le suivi et la surveillance des patientes atteintes d’'un cancer du sein métastatique dont la valeur
de protéine HER-2/neu sérique initiale est supérieure a 15 ng/mL. Les valeurs HER-2/neu doivent étre util-
isées conjointement avec les informations provenant de procédures cliniques et autres procédures
diagnostiques dans le traitement du cancer du sein métastatique. L'utilité clinique de la mesure de la protéine
HER-2/neu sérique en tant qu’indicateur pronostique d’une récurrence précoce et dans le cadre du traitement
des patientes suivant des régimes immunothérapeutiques n’a pas été démontrée avec certitude.

POUR UTILISATION DIAGNOSTIQUE IN VITRO

Principe de la méthode

Plage analytique

Type de spécimen

Volume du test des échantillons
Sensibilité

ELISA en sandwich en phase solide
0 ng/mL a 35 ng/mL

Sérum humain

10,0 microlitres

sérum 1,5 ng p105/mL

L'utilisation de cette trousse est soumise aux brevets suivants : brevets américains 5,401,638 et 5,604,
107 ; brevets OEB 0494135 et 0412116 ; brevet canadien 2,026,250-8
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Contexte

L’oncogéne HER-2/neu, également appelé c-erbB-2, encode une protéine avec un poids moléculaire de
185 000 daltons (p185) et appartient a une famille de récepteurs de facteur de croissance des cellules
épithéliales liés structurellement au récepteur de facteur de croissance de I'épiderme humain [1]. La protéine
HER-2/neu p185 de pleine longueur est composée d’un domaine cytoplasmique avec une activité de la tyro-
sine kinase, un domaine transmembraire et un domaine extracellulaire (ECD, extracellular domain) obtenu a
la surface des cellules du cancer du sein [2,3]. De nombreuses études ont montré que 'ECD obtenu de la
protéine HER-2/neu est une glycoprotéine avec un poids moléculaire compris entre 97 et 115 kDa désignée
sous le nom de p105 [3,4]. L'ECD peut étre quantifié avec précision dans le sérum a l'aide d’'un dosage [4]
utilisant des anticorps monoclonaux [5] dirigés contre les épitopes externes de la protéine HER-2/neu.
Plusieurs publications ont montré que 'ECD est libéré dans le sang des individus normaux et qu’il peut étre
mesuré a des niveaux élevés chez les femmes atteintes d’'un cancer du sein métastatique [4,6-26]. La plu-
part de ces études sur la protéine HER-2/neu sérique ont confirmé les données substantielles fournies par
des études de tissus selon lesquelles une expression accrue de HER-2/neu constitue un marqueur de pronos-
tic insuffisant, de survie globale plus courte et d’agressivité biologique.

Des études scientifiques récentes suggerent que la quantification de 'ECD peut avoir plusieurs applica-
tions cliniques importantes telles que la surveillance des patientes atteintes d'un cancer du sein métastatique
et la surveillance des patientes atteintes d’'un cancer du sein pour détecter toute récurrence précoce [6-10,
12,15,17-20,22-26]. Ces rapports ont montré que 30 a 50 % des femmes présentant des tumeurs HER-2/neu
positives lors du premier diagnostic développent des niveaux élevés de protéine HER-2/neu sérique
dégénérant en cancer du sein métastatique [4,6-26]. Ces études ont également indiqué que la surveillance
des niveaux de protéine ECD sérique aprés une intervention chirurgicale correspondait a I'évolution clinique
de la maladie et que les niveaux de protéine HER-2/neu sérique augmentaient avec la progression de la mal-
adie ou diminuaient en réponse au traitement [12,15,19,20,25,26]. Plusieurs rapports indiquent également que

des niveaux élevés de protéine HER-2/neu sérique peuvent survenir chez des femmes atteintes d’'un cancer
du sein métastatique qui présentaient des tumeurs du sein primaires négatives a la protéine HER-2/neu par
immunohistochimie [6,11,18,21,27]. Selon plusieurs études sériques et immunohistochimiques, la protéine
HER-2/neu est sur-exprimée dans plusieurs tumeurs d’origine épithéliale, y compris les cancers du poumon
[28], de la prostate [29], du pancréas [30], du colon [31], de I'estomac [32], des ovaires [33] et du foie [34].

Des brevets ont été accordés concernant la quantification et la détection du domaine p105 de 'ECD
(brevet américain 5,401,638 ; brevet canadien 2,026,250-8 et brevet européen 0494135) ainsi que des brevets
sur la quantification et la détection de la molécule p185 de pleine longueur (brevet américain 5,604,107 et
brevet européen 0412116). Des brevets similaires sont en attente au Japon.

Principe du dosage
Le dosage ELISA HER-2/neu est un dosage immuno-enzymatique en sandwich qui utilise un anticorps mon-
oclonal de souris et un anticorps monoclonal de souris biotinylé différent pour, respectivement, capturer et
détecter la protéine HER-2/neu humaine. Les deux réactifs de capture et de détection se
couplent spécifiquement au domaine extracellulaire de la protéine HER-2/neu. L’anticorps de capture a été
immobilisé sur la surface interne des puits de la plaque de microtitration. Pour effectuer le test, un volume
suffisant du spécimen est incubé dans le puits enrobé pour permettre le couplage de 'antigéne par I'anticorps
de capture. L'antigéne immobilisé est ensuite mis en contact avec 'antisérum de détection. La quantité d’anti-
corps de détection couplé a I'antigéne est mesurée en le couplant a un conjugué de streptavidine/peroxydase
de raifort qui catalyse ensuite la conversion du substrat chromogéne o-phénylénediamine (OPD) dans un pro-
duit coloré. Le produit réactif coloré est quantifié par spectrophotométrie et est li¢ a la quantité de protéine
HER-2/neu dans I'échantillon.

Pour des instructions, voir les sections Protocole détaillé et Evaluation des résultats de la présente
brochure.

Résumé de la procédure

Etapes Incubations

1. Ajouter des échantillons et des standards a des puits 3 heures, 37 °C
2. Laver

3. Ajouter un anticorps de détection aux puits 1 heure, 37 °C
4. Laver

5. Ajouter un anticorps conjugué aux puits 30 minutes, TA*
6. Laver

7. Ajouter un substrat aux puits 45 minutes, TA*
8. Ajouter une solution d’arrét aux puits

9. Lire la plaque a 490 nm

*Température ambiante

Tracabilité des standards
Le dosage ELISA HER-2/neu a été développé et calibré par WILEX Inc., Cambridge MA, 02140, Etats-Unis.
Les standards ELISA HER-2/neu sont calibrés sur le matériel de départ d’'un calibrateur maitre qui se
trouve sur le site de Cambridge MA. Ce matériel est identifié sous le lot R5345 du calibrateur maitre HER-
2/neu et se compose d’une série de six réactifs liquides couvrant la plage comprise entre zéro et 35 ng/mL
de protéine HER-2/neu p105. Les déterminations de la masse pour le calibrateur maitre HER-2/neu ont été
assignées en fonction du dosage du matériel du calibrateur par comparaison directe avec trois échantillons
de protéine HER-2/neu p105 extrémement purifiés. Les équivalents de la masse (moles) des échantillons puri-
fiés ont été déterminés par le biais d’'une analyse quantitative des acides aminés.

Produits fournis

Les composants suivants sont fournis.

Plaque de microtitration : plaque de microtitration pré-enrobée fournie préte a I'emploi, avec 96 puits
(12 bandes de huit) en aluminium, des sachets a fermeture par pression et glissiére avec un déshydratant.
Les puits sont enrobés d’anticorps monoclonal anti-protéine HER-2/neu.

Standards HER-2/neu : six (6) flacons séparés de HER-2/neu p105 recombinée. Les standards sont cali-
brés en ng/mL et sont étiquetés avec des valeurs qui sont 50 fois supérieures au dosage de flacon réel. Grace
a l'attribution de ces valeurs d’étiquette & une courbe standard, il ne faut plus corriger la dose signalée pour un
échantillon dilué au 1:50 (2 % sérum dans une solution tampon). Voir la section Evaluation des résultats pour
plus de détails.
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N© de standard ng/mL Volumes
6 35,0 1 mL
5 25,0 1 mL
4 15,0 1mL
3 75 1 mL
2 25 1 mL
1 0,0 1 mL

Diluant d’échantillons : une (1) bouteille contenant du BSA et 0,09 % d’azide de sodium.

Anticorps de détection : une (1) bouteille fournie préte a I'emploi, contenant un anticorps monoclonal de souris
biotinylé anti-protéine HER-2/neu dans 0,01 M de PBS (pH 7,4), un stabilisateur des protéines et
0,09 % d’azide de sodium.

Diluant de conjugué : une (1) bouteille contenant 0,01 M de PBS (pH 7,4), BSA et 0,1 % de chloroacétamide.
Concentré de conjugué : un (1) flacon contenant 50X de streptavidine/peroxydase de raifort dans une solution
tampon. A diluer & 1X avec un diluant de conjugué pour obtenir le conjugué de travail. Voir le tableau 1.
Diluant de substrat : 0,1 M de solution tampon citratée (pH 5,0) et 0,01 % d’H,0, (peroxyde d’hydrogene).
Substrat : un (1) flacon contenant des tablettes OPD. A dissoudre dans un diluant de substrat (1 tablette/4 mL)
pour obtenir le substrat de travail. Voir le tableau 1.

Solution d'arrét : une (1) bouteille contenant 2,5 N d'H,SO, (acide sulfurique).

Concentré de plaque de lavage (20X) : une (1) bouteille. Diluer une (1) part de concentré dans 19 parts d’eau
de haute qualité avant usage.

Phrases relatives a la sécurité et aux avertissements

X

Nocif !

R22 — Nocif en cas d’'ingestion.

S28 — Aprés contact avec la peau, se laver immédiatement et abondamment avec de I'eau.
Contient de I'azide de sodium

(standards, diluant d’échantillons, anticorps de détection)

Nocif !

R40 — Possibilité d’effets irréversibles.

R43 — Peut entrainer une sensibilisation par contact avec la peau.

S$36/37 — Porter un vétement de protection et des gants protecteurs appropriés.
Contient du dihydrochloride d’ortho-phénylénediamine

(tablettes de substrat)

Irritant !

R36/38 — Irritant pour les yeux et la peau.

S36/37/39 — Porter un vétement de protection approprié, des gants et un appareil de protection des
yeux/du visage.

S26 — En cas de contact avec les yeux, laver immédiatement et abondamment avec de I'eau et consulter un
spécialiste.

Contient de I'acide sulfurique

(solution d’arrét)

Irritant !

R43 — Peut entrainer une sensibilisation par contact avec la peau.

S24 — Eviter le contact avec la peau.

S37 — Porter des gants appropriés.

Contient du chloroacétamide

(diluent de conjugué et concentré de conjugué)
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Produits requis mais non fournis

+ Incubateur a chaleur séche capable de maintenir une température de 37 °C

+ Pipeteurs : pipeteurs 2-20 pL, 20-200 pL et 200-1 000 pL avec embouts jetables

» Pipeteur de précision

+ Dispositif de lavage automatisé de plaques a microtitration a 96 puits

+ Tubes a culture 12 x 75 mm pour la préparation des échantillons

« Agitateur vortex

+ Lecteur de plaques a microtitration capable de mesurer I'absorbance dans les plaques & 96 puits a une

longueur d’onde de 490 nm

* Cylindre gradué de 500 ou 1 000 mL

« Réservoirs de réactifs

+ Eau désionisée

+ Emballage en plastique ou bandes de plaque adhésives

« Eau de javel liquide pour désactiver les spécimens cliniques et décontaminer le dispositif de lavage de

plaques

« Serviettes en papier jetables
Contréles : Les contréles d’ELISA HER-2/neu qui consistent en une recombinaison de p105 dans le diluant
testé sont disponibles chez WILEX Inc.. Indiquer le No de la piéce 06489884 des Contrdles ELISA HER-2/neu
lors de la commande. Les controles sont dilués au 1:50 avant le dosage. Les volumes sont de 0,5 mL
chacun. Conserver a une température comprise entre 2 et 8 °C.

Précautions et recommandations

+ Conserver les composants a une température comprise entre 2 et 8 °C. Ne pas exposer les réactifs a
une lumiére trop forte. Ne pas congeler les composants de la trousse.

» Ne pas utiliser les réactifs de la trousse au-dela de leur date de péremption.

+ Utiliser uniquement les puits de microtitration fournis avec la trousse.

« Enlever tout résidu de détergent des articles en verre.

« Utiliser de I'eau désionisée de la plus haute qualité.

» Ne pas mélanger des réactifs issus de trousses différentes.

» Les solutions tampons et les réactifs utilisés dans cette trousse contiennent de I'azide de sodium ou
du chloroacétamide qui jouent le réle de conservateurs. Procéder avec soin pour éviter tout contact
direct avec ces réactifs.

» Ne pas pipeter a la bouche ou ingérer les réactifs.

« Ne pas fumer, manger ou boire lors du dosage ou de la manipulation des échantillons ou des réactifs.

* Les échantillons humains peuvent étre contaminés par des agents infectieux. Ne pas ingérer, exposer
a des blessures ouvertes ou respirer en aérosol. Porter des gants de protection et mettre les échan-
tillons biologiques au rebut selon la réglementation applicable.

+ Ne pas toucher les tablettes de substrat avec les doigts et ne pas laisser entrer en contact avec la
peau, le métal ou des agents oxydants. Mettre au rebut les solutions contenant de 'OPD conformé-
ment aux réglementations locales.

« Porter des gants jetables et un dispositif de protection oculaire lors de manipulation de la solution
d’arrét (2,5 N d’acide sulfurique).

* Mettre au rebut toutes les solutions de travail (lavage de plaque, conjugué, substrat) a la fin de la
journée.

« Préparer des solutions de travail fraiches pour chaque dosage suivant.

PRECAUTION : L'instrument contient des matériaux d’origine humaine ou animale et doit étre manipulé
comme s'il pouvait étre porteur de maladies et les transmettre.

Préparation des échantillons

Pour les échantillons (et les controles), une dilution initiale au 1:50 dans un diluant d’échantillons doit étre pré-
parée avant le dosage. Retirer tout matériel floculeux des échantillons par microcentrifugation avant dilution.
Etiqueter les tubes et ajouter 0,98 mL de diluant d’échantillons & chaque tube, puis 0,02 mL de spécimen/con-
tréle. Mélanger doucement et éviter de faire mousser I'échantillon dilué. Les échantillons et les contréles dilués
peuvent étre conservés dans des tubes fermés pendant une semaine a une température comprise entre 2 et
8 °C et pendant six mois a une température de —20 °C. Protéger de la lumiére. Le redosage de certains échan-
tillons a une dilution supérieure peut s’avérer nécessaire. Jeter tout échantillon conservé a une température
comprise entre 2 et 8 °C s'il montre des signes de contamination. Rediluer a partir du sérum.



Protocole détaillé
PROCEDURES RECOMMANDEES

1.

2.
3.
4

L’ajout de réactifs doit se faire dans I'ordre spécifié.

Les six (6) standards et spécimens de test doivent étre analysés en double.

Equilibrer tous les réactifs a température ambiante (entre 15 et 30 °C) avant utilisation.

Distribuer une quantité suffisante de chaque réactif de dosage pour le nombre de puits utilisés. Pour

chaque bande de 8 puits, distribuer 1 mL d’anticorps de détection, de conjugué, etc.

Préparer une carte de plaque qui servira de guide pour localiser les échantillons, les standards et les puits

de contrdle.

Le transfert des échantillons, des standards et des contréles des tubes de dilution dans les puits peut étre

simplifié grace a I'utilisation de pipeteurs multi-canaux semi-automatisés. Contacter le service technique

pour connaitre les appareils recommandés.

Préparation du lavage de plaque

a. Si le concentré de lavage de plaque est froid, le laisser atteindre la température ambiante (15 a 30 °C)
avant utilisation. Vérifier que tous les cristaux sont dissous. Si besoin est, réchauffer a 37 °C et bien
mélanger.

. Diluer un (1) volume de concentré de lavage de plaque avec 19 volumes d’eau distillée ou désionisée.
Bien mélanger. Cette solution est un lavage de plaque. Le volume total requis dépend de la méthode
de lavage et de l'instrument utilisé. Environ 1 L de cette solution est nécessaire pour amorcer un dis-
positif de lavage automatisé et analyser une seule plaque de microtitration et environ 700 mL sont
nécessaires pour chaque plaque de microtitration en cas de lavage manuel.

c. Le lavage de plaque doit étre préparé frais chaque jour. Ne pas conserver le lavage de plaque.

En cas dutilisation de méthodes manuelles, renverser avec prudence la plaque de microtitration pour

qu’elle décante ou qu’elle séche ; appuyer sur les languettes intérieures du cadre en poussant vers l'in-

térieur pour empécher les bandes de tomber.

Le lavage des plaques a microtitration est optimal avec un dispositif de lavage de plaques automatisé.

L’équipement de lavage de plaques doit étre correctement réglé, nettoyé et entretenu. Il est recommandé

d'utiliser des dispositifs de lavage automatisés avec 96 ports. Des bandes factices a 8 puits peuvent étre

utilisées pour remplir la partie inutilisée du support pour les dosages utilisant une plaque partielle.

Conserver et étiqueter les bandes déja utilisées a cet effet.

Définir le volume de remplissage sur 300 pL/puits. Amorcer l'instrument avec le lavage de plaque. Pour

les dispositifs de lavage a 96 ports, utiliser deux dispositifs de lavage a 3 cycles. Apres le lavage initial a

3 cycles, tourner la plaque de 180 degrés et répéter la procédure. En cas d'utilisation d’un dispositif de

lavage de bandes, réaliser un seul cycle de lavage sur la plaque et répéter la procédure cinqg fois.

o

. Apres le dernier lavage, renverser la plaque de microtitration et la tapoter sur une surface absorbante.

Vérifier que tous les puits sont vides.

Protocole du dosage

1.

8.

Retirer la plaque de microtitration de son sachet. A partir du nombre de spécimens & tester et de déter-
minations répliquées souhaitées (duplicats recommandés), calculer le nombre de bandes requises.
(Chaque standard utilise deux puits, dont un puits pour la détermination du blanc du substrat.) Conserver
les bandes inutilisées dans le sachet a fermeture par pression et glissiere avec un déshydratant entre 2
et 8 °C (voir la section Informations sur la stabilité et la conservation).

Diluer les spécimens et les controles au 1:50 (2 %) avec le diluant d’échantillons.

Mélanger les standards, les contrdles et les spécimens avec minutie et ajouter 100 pL aux puits dupliqués.
Préparer un puits avec 100 pL de diluant d’échantillons pour I'utiliser comme blanc de substrat. Préparer
les puits dupliqués pour chacun des contrdles.

Couvrir la plaque (emballage alimentaire ou couvercle en plastique adhésif). Incuber pendant 3 heures a 37 °C.
Retirer avec précaution le couvercle en plastique et laver la plaque de microtitration avec le lavage
de plaque.

Ajouter 100 pL d’anticorps de détection a tous les puits, excepté le puits du blanc du substrat. Couvrir et
incuber a 37 °C pendant 1 heure.

Lors de l'incubation avec I'anticorps de détection, préparer le conjugué de travail en diluant le concentré
du conjugué avec du diluant de conjugué. Voir le tableau 1 pour connaitre les quantités a utiliser en fonc-
tion du nombre de bandes analysées.

Laver la plaque de microtitration avec le lavage de plaque.

9. Ajouter 100 pL de conjugué de travail a tous les puits, excepté le puits du blanc du substrat. Couvrir et incu-
ber a température ambiante (entre 15 et 30 °C) pendant 30 minutes.

10. Lors de l'incubation avec le conjugué de travail, préparer le substrat de travail en dissolvant les tablettes
de substrat dans le diluant de substrat. Voir le tableau 1 pour connaitre les quantités a utiliser en fonc-
tion du nombre de bandes analysées. Agiter vigoureusement au vortex pour garantir une dissolution totale.
Une fois préparé, le substrat de travail doit étre utilisé dans les 30 minutes. Eviter toute exposition a la
lumiére.

11. Laver la plaque de microtitration avec le lavage de plaque.

12. Outre le puits de blanc de substrat, ajouter 100 pL de substrat de travail a tous les puits. Couvrir avec un
couvercle en plastique neuf et laisser incuber la plaque dans I'obscurité a température ambiante (entre
15 et 30 °C) pendant 45 minutes.

13. Ajouter 100 pL de solution d’arrét a chaque puits pour stopper la réaction.

14. Lire I'absorbance a 490 nm dans les 30 minutes.

TABLEAU 1. DOSAGE HER-2/neu : PREPARATION DES REACTIFS DE DOSAGE

Nb. de bandes Concentré de Diluant de Tablettes de Diluant de
utilisées conjugué conjugué substrat substrat
1 20 pL 0,98 mL 1 4 mL

2 40 pL 1,96 mL 1 4 mL

3 60 pL 2,94 mL 1 4 mL

4 80 pL 3,92 mL 1 4 mL

5 100 pL 4,90 mL 2 8 mL

6 120 pL 5,88 mL 2 8 mL

7 140 pL 6,86 mL 2 8 mL

8 160 pL 7,84 mL 2 8 mL

9 180 pL 8,82 mL 3 12 mL
10 200 uL 9,80 mL 3 12 mL
1 220 L 10,78 mL 3 12 mL
12 240 L 11,76 mL 3 12 mL

Figure 1. Courbe standard d’échantillons
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Evaluation des résultats

CONCENTRATION DES STANDARDS

Les anticorps utilisés dans ce dosage reconnaissent le domaine extracellulaire couplé a un ligand de la pro-
téine HER-2/neu [5]. Cette forme de protéine HER-2/neu a été identifiée avec un poids moléculaire avoisinant
105 kDa. Les standards contenus dans la trousse sont calibrés en nanogrammes, qui prennent en compte
ce poids moléculaire trouvé dans le sérum et qui sont préparés a partir d'une forme recombinée du fragment
105 kDa de la protéine HER-2/neu.
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CONCENTRATIONS INCONNUES

1. Calculer la moyenne des valeurs d’absorbance pour chaque standard, contréle et dilution de spécimen
afin d’obtenir les absorbances moyennes.

2. Sur papier millimétré, tracer 'absorbance moyenne pour chaque standard sur I'axe des y par opposition
a la concentration de la protéine HER-2/neu (ng/mL) sur I'axe des x, puis relier les points.

3. Déterminer la concentration de la protéine HER-2/neu pour chaque dilution de spécimen par interpolation
a partir de la courbe standard. Des logiciels (tels que SoftMax Pro™, Molecular Devices, Sunnyvale, CA,
Etats-Unis ; KC4™, Bio-Tek Instruments, Inc., Winooski, VT, Etats-Unis) peuvent simplifier ce processus.
Utiliser un algorithme pour courbe quadratique (polynomial du second ordre).

4. Remarque : ne pas assigner de puits de « blanc » a I'aide du logiciel car cela risquerait de soustraire les
lectures moyennes du blanc de tous les autres puits. Cet algorithme permet de contréler la qualité et de
résoudre les problemes afin de pouvoir examiner les valeurs d’absorbance reportées pour chaque puits
sans modifier les données brutes.

5. Les résultats des échantillons sont exprimés en nanogrammes par mL par lecture directe des valeurs de
la courbe standard (ng/mL) comme indiquées sur les flacons et dans la section Produits fournis de la
présente brochure. Pour des raisons de commodité, aucune correction mathématique de la dilution n’est
requise pour les échantillons dilués au 1:50 car la concentration réelle dans les préparations standards
se monte a 2 % du dosage étiqueté (c’est-a-dire qu’elles ont été prédiluées au 1:50).

DILUTION DES ECHANTILLONS AVEC DES CONCENTRATIONS ELEVEES

1. Pour les échantillons produisant des valeurs d’absorbance (OD) excédant la plage de la courbe standard,
il sera nécessaire de procéder a un dosage consécutif a des dilutions plus élevées.

2. Pour préparer les dilutions supplémentaires, toujours commencer avec une dilution initiale au 1:50 (voir
la section Préparation des échantillons), puis diluer en série au 1:2 dans le diluant d’échantillons. Exemple:
Dilution d’échantillons Volume de la dilution précédente Volume de diluant d’échantillons

1:100 0,5 mL au 1:50 0,5 mL
1:200 0,5 mL au 1:100 0,5 mL
1:400 0,5 mL au 1:200 0,5 mL

3. Sides échantillons ayant subi une dilution supplémentaire produisent des valeurs OD supérieures a 0,3,
ils doivent étre redosés en utilisant un matériel moins dilué. Le facteur de correction de la dilution (voir I'é-
tape 4 ci-dessous), lorsqu’il est multiplié par des résultats produits par une valeur OD faible, peut fausser
I'estimation de la protéine HER-2/neu en la notant comme élevée.

4. Les résultats produits par des échantillons ayant subi une dilution supplémentaire nécessiteront la cor-
rection des valeurs provenant du dosage pour toute dilution au-dela du 1:50. Exemple :

Dilution d’échantillons Facteur de correction de la dilution (multiplier le résultat reporté par)

1:100 2
1:200 4
1:400 8

Contréle de qualité du dosage
Veiller a ce que chaque dosage observe les paramétres de performance suivants.

« Examiner les résultats des contrdles analysés dans le dosage afin de confirmer que les pourcentages
de recouvrement se situent dans les plages attendues (notées dans la notice du produit) pour chaque
niveau.

« Inspecter la plage dynamique de la courbe standard. Le standard de niveau 1 doit étre compris entre
0,04 et 0,09 OD et le standard de niveau 6 entre 1,5 et 2,4 OD.

« Si le logiciel d’adaptation a la courbe est utilisé, vérifier le calcul de R2. Il doit se situer entre 0,997 et
1,0. Si ces paramétres ne sont pas remplis, répéter I'analyse des échantillons dans un dosage
consécultif.

Valeurs attendues

INDIVIDUS EN BONNE SANTE

Comme pour tous les tests, chaque laboratoire doit établir sa propre plage de valeurs de référence. Sur une
population de 241 femmes en bonne santé, 95 % des valeurs de la protéine HER-2/neu sérique représentent
moins de 13,7 ng/mL. Aucune différence significative n’a été constatée pour les valeurs de HER-2/neu entre
les femmes pré et post ménopausées. Pour cette méme population, la limite supérieure de la normale

FRANGCAIS — ELISA HER-2/neu

(moyenne + écart-type de 2) atteignait 14,7 ng/mL. L’analyse ROC confirme 15 ng/mL comme valeur seuil
appropriée entre les niveaux de protéine HER-2/neu sérique normaux et élevés. La distribution des niveaux
de protéine HER-2/neu sérique pour la population entiére (n = 241) est présentée a la figure 2.

Figure 2. Distribution de la protéine HER-2/neu sérique a une population de femmes en bonne santé.
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SURVEILLANCE DES PATIENTES ATTEINTES D’UN CANCER DU SEIN METASTATIQUE
L'utilité clinique du dosage ELISA HER-2/neu dans la surveillance longitudinale des patients atteintes d’un can-
cer du sein métastatique a été évaluée a 'aide d’échantillons de sérum rétrospectifs prélevés sur des patientes
atteintes d’'un cancer du sein en phase terminale, sur une période de 6 a 12 mois, dans trois sites cliniques
aux Etats-Unis. Cinquante-six patientes sous traitement dont le niveau d’oncoprotéines HER-2/neu sériques ini-
tial était élevé (15 ng/mL minimum) ont été soumises a des tests afin d’évaluer la correspondance des
modifications de leurs niveaux de protéine HER-2/neu sérique avec les modifications de I'évolution clinique de
leur maladie.

Une analyse visite aprés visite des résultats de I'étude est présentée dans le tableau 2. Les modifications
du niveau de protéine HER-2/neu sérique d’une visite a l'autre ont été calculées pour chaque patiente. Ces
modifications ont été réparties en deux groupes : le groupe | présentait des modifications de protéine
HER-2/neu sérique qui correspondaient a I'évolution clinique de la maladie, a l'inverse du groupe Il. L’état ou
I'évolution clinique ont été déterminés par le médecin. La correspondance entre les modifications de HER-
2/neu et I'état clinique a été déterminée comme suit : une augmentation de 20 % minimum depuis la derniére
visite reflétait la progression de la maladie. Une augmentation inférieure a 20 % depuis la derniére visite reflé-
tait I'absence de progression de la maladie au cours du traitement (y compris une maladie réactive ou stable).
Les maladies stables et réactives ont été consolidées car toutes deux reflétent I'efficacité du traitement en
cours. Le critére de 20 % était dérivé de la variabilité longitudinale chez les patientes normales (déterminé a
partir des niveaux de protéine HER-2/neu sérique dans six échantillons en série prélevés sur 38 femmes en
bonne santé).

TABLEAU 2. CORRESPONDANCE DE L’ETAT DE LA MALADIE DES PATIENTES
ATTEINTES D’UN CANCER DU SEIN METASTATIQUE AVEC DES MODIFICATIONS DES
NIVEAUX DE PROTEINE HER-2/neu SERIQUE : VISITE APRES VISITE

Modification de I'état clinique

Modification de HER-2/neu Progression Absence de progression Total
Augmentation 2 a 20 % 52 33 85
Augmentation < a 20 % 55 96 151
Total 107 129 236

Concordance = 62,7 % (Cl = 56,4 a 68,6 %)
Valeur prédictive : Absence de progression = 63,6 % (IC = 55,7 a 70,8 %)
Progression = 61,2 % (IC = 50,6 a 70,8 %)

Les figures suivantes présentent des exemples types de modifications des niveaux de protéine HER-2/neu
sérique au fil du temps pour deux des 56 patientes atteintes d’un cancer du sein métastatique participant a
I'étude clinique. La figure 3 présente une patiente dont la maladie est réactive et la figure 4 une patiente avec
une maladie progressive.
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Figure 3. Surveillance d’une patiente
de 38 ans atteinte d’un cancer du sein
en phase IV avec ELISA HER-2/neu.
Des modifications longitudinales des niveaux
de protéine HER-2/neu sérique correspondent
a des modifications de I’état de la maladie.

Figure 4. Surveillance d’une patiente de
74 ans atteinte d’un cancer du sein en
phase IV avec ELISA HER-2/neu.
Des modifi I dinales des
de protéine HER-2/neu sérique correspondent a
des modifications de I'état de la maladie.

Caractéristiques des performances non cliniques
IMPRECISION

L’imprécision a été déterminée en testant quatre échantillons de contréle composés de trois contréles basés
sur une solution tampon et un pool de sérum humain. Trois différents lots de trousse ont été utilisés dans les
trois laboratoires. Des déterminations triples par analyse pour chaque contrdle ont été déterminées dans 130
analyses. Une précision intra-série et totale a été calculée pour chaque contréle selon le protocole NCCLS
EP-5A. L'imprécision intra-série pour les trois sites et lots de trousse était égale ou inférieure a 10 % CV avec
une imprécision totale sur toutes les trousses et les sites comprise entre 10 et 17,7 % CV.

Echantillon de contrdle Nb. d’analyses Nb. de réplicats Moyenne (ng/mL)

Contrdle 1 130 385 24,5
Contréle 2 131 390 9,8
Controle 3 131 386 3,3
Serum 4 130 385 9,5
Précision intra-série Précision totale

Echantillon de contrle  Ecart-type % CV. Ecart-type % CV.
Controle 1 1,46 6,0 2,62 10,7
Contréle 2 0,69 7,0 1,03 10,4
Controle 3 0,34 10,2 0,59 17,7
Sérum 4 0,65 6,9 1,02 10,8

SENSIBILITE

Une concentration détectable minimale de I'analyte a été déterminée par une mesure répétée d’'un échantil-
lon de dose nul (diluant d’échantillons). L’écart moyen et I'écart-type du pourcentage de recouvrement
apparent de HER-2/neu ont été calculés pour 230 déterminations réalisées sur une période de 20 jours entre
trois différents lots de trousse et trois différents laboratoires. Aprées ajout de deux écarts-types a la dose recou-
vrée moyenne de HER-2/neu, la concentration détectable minimale a été déterminée a 1,5 ng de sérum
p105/mL.

SPECIFICITE ANALYTIQUE
Réactions croisées. Le récepteur de facteur de croissance de I'épiderme (EGFr) est une molécule étroitement
liée au récepteur de facteur de croissance HER-2/neu & une homologie de 88 % avec le domaine intracellu-
laire et de 44 % avec le domaine extracellulaire. Nous avons utilisé le dosage ELISA HER-2/neu avec un
EGFr de 850 ng/mL. Ce matériel n’a produit aucun signal dans le dosage, ce qui indique que les immunoréac-
tifs du systéme n’ont produit aucune réaction croisée avec 'EGFr.

Substances interférentes. L'anticorps humain anti-souris (HAMA, Human Anti-Mouse Antibody), trouvé
dans de rares instances dans le sérum humain, posséde le potentiel requis pour se coupler aux réactifs cri-
tigues dans les immunodosages, entrainant des signaux faussement positifs ou négatifs. Plusieurs

échantillons connus de sérum positifs a HAMA ainsi que des échantillons positifs au facteur rhumatoide ont
été testés dans le systeme. Aucun faux signal n’a été généré avec ces échantillons. Les réactifs du systeme
ont été formulés pour bloquer ce type de fausse réactivité.

Des mesures de protéine HER-2/neu sérique pourraient étre réalisées lorsque les patientes prennent des
vitamines, des médicaments sans ordonnance ou suivent un traitement par chimiothérapie. Pour tester la possibil-
it€ que ces agents puissent interférer avec des déterminations précises de protéine HER-2/neu, des interférents
exogénes potentiels ont été surchargés dans un sérum de contréle positif contenant une concentration con-
nue de protéine HER-2/neu et ont été testés par la suite dans le dosage. Certains constituants sériques
courants ont également été analysés pour leur potentiel d’action comme interférents endogénes. Aucun des
composants analysés n'a eu un effet sur le recouvrement de 'analyte. Voir le tableau 3.

PLAGE ANALYTIQUE

Le dosage ELISA HER-2/neu est capable de quantifier avec précision les niveaux de protéine HER-2/neu
sérique dans des échantillons prédilués qui fournissent une réponse au dosage dans la plage comprise entre
1,5 et 35 ng de protéine p105 HER-2/neu par mL de sérum. Les échantillons qui produisent un signal dépassant
la limite supérieure de la plage de courbe standard (35 ng/mL) doivent encore étre dilués avec un diluant d’échan-
tillons, puis retestés dans le dosage. Veiller a corriger le recouvrement reporté de protéine HER-2/neu pour
les préparations de dilution supérieures a la dilution de routine au 1:50.

TABLEAU 3. INTERFERENTS ELISA POTENTIELS

INTERFERENTS CONCENTRATIONS INTERFERENTS CONCENTRATIONS
POTENTIELS DES TESTS POTENTIELS DES TESTS
ENDOGENES MEDICAMENTS EN VENTE LIBRE, ETC.
Triglycérides (intralipine-20 %) 3 000,0 mg/dL Paracétamol 200,0 pg/mL
Hémoglobine 1,0 g/dL Aspirine 500,0 pg/mL
Immunoglobuline (gamma globuline) 6,0 g/dL Ibuprofene 400,0 pg/mL
Albumine 6,5 g/dL Caféine 100,0 pg/mL
Bilirubine 25,0 mg/dL
Héparine 0,46 mg/mL AGENTS CHIMIOTHERAPEUTIQUES
Aminoglutéthamide 398,0 ug/mL
EXOGENES Bléomycine 0,16 U/mL
Vitamine A acétate trans rétinol 10,0 Ul/mL Cisplatine 173,0 pg/mL
Vitamine B1 Thiamine 3,0 pg/mL Doxorubicine 51,8 pg/mL
Vitamine B2 Riboflavine 3,4 pg/mL Cyclophosphamide 800,0 pg/mL
Vitamine B6 Pyroxide Diéthylstilbestérol 23,0 pg/mL
Chlorure d’hydrogéne 4,0 pug/mL Estramustine 102,2 pug/mL
Vitamine B12 12,0 ng/mL Flutamide 10,0 pg/mL
Vitamine C Acide ascorbique 30,0 pg/mL 5-fluorouracile 1 600,0 pg/mL
Vitamine D2 Ergocalciférol 0,8 Ul/mL Lupron 15,0 pg/mL
Vitamine E Tocophérol Acétate 0,06 Ul/mL Méthotrexate 450,0 pg/mL
Acide folique 0,8 pg/mL Mitoxantrone 56,0 pg/mL
Niacine 40,0 pg/mL Mitomycine C 73,0 pg/mL
Megace 27,0 ng/mL
Tamoxifene 1,4 pg/mL
Vincristine 4,88 pg/mL
Vinblastine 16,3 pg/mL
Herceptin (Trastuzumab) 500 pg/mL

LIMITES DE LA PROCEDURE

Les immunodosages manuels comportent un risque de mesures erronées (recouvrement d’échantillons) suite
a une variation de la durée d’incubation a laquelle les échantillons sont soumis dans chacune des étapes d'in-
cubation. Tous les puits doivent bénéficier pour I'essentiel de la méme durée d’incubation nécessaire pour
chaque étape de réactif. Plus particuliérement, lors de I'ajout de standards, de contréles et d’échantillons a
des puits de la plaque, la durée entre I'ajout du premier échantillon et le dernier doit étre de 15 minutes.
Préparer tous les échantillons a I'avance. Il est vivement conseillé d'utiliser des pipeteurs semi-automatisés a
plusieurs embouts pour raccourcir les délais de ces procédures. Pour éviter toute contamination croisée, utilis-
er des embouts neufs a chaque ajout d’échantillon.
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Les immunodosages utilisant des configurations soi-disant en sandwich, comme le présent systéme, sont
soumis a des interférences et a de faux résultats engendrés par des échantillons contenant des agents
immunoréactifs dirigés contre les anticorps de souris. HAMA, I'anticorps hétérophile et le facteur rhumatoide
constituent les principaux exemples de ces interférents. Des précautions ont été prises par le fabricant lors
de la formulation des réactifs contenus dans ce systéme afin de réduire ou d’éliminer ces interférences.
Procéder toutefois avec soin lors de I'évaluation des résultats du dosage qui peuvent ne pas correspondre a
I'état clinique général de la patiente a la lumiére de ces interférences possibles.

Il est possible qu’une patiente atteinte d’un cancer du sein diagnostiqué puisse comporter des niveaux de
protéine HER-2/neu sérique situés dans la plage des niveaux observés chez des individus en bonne santé.
Procéder avec prudence lors de linterprétation des résultats de HER-2/neu. Les niveaux de protéine
HER-2/neu sérique n’indiquent pas toujours la présence ou I'absence de maladie maligne. La valeur HER-
2/neu doit étre utilisée dans le cadre d’une évaluation clinique globale qui inclut des tests d’évaluation clinique
et de diagnostic supplémentaires.

Résolution de problémes

A. Chaque dosage doit inclure les six (6) standards analysés en double a I'aide du protocole décrit dans la
section Protocole détaillé. Des durées ou les températures d’incubation sensiblement différentes de celles
spécifiées peuvent produire des résultats erronés.

B. La forme de la courbe standard n’est pas linéaire et varie Iégérement d’'un dosage a I'autre. Pour réduire
les données manuellement, appliquer une analyse point a point. En cas d'utilisation du logiciel ELISA,
appliquer un algorithme adapté aux courbes quadratiques (polynomial du second ordre).

C. Les duplicats de mauvaise qualité, s’ils sont accompagnés de valeurs élevées pour le standard zéro,
indiquent un lavage insuffisant. Si toutes les instructions de la section Protocole détaillé ont été suivies a
la lettre, ces résultats indiquent la nécessité de procéder a la maintenance du dispositif de lavage. Eviter
également d'introduire des bulles dans les puits en pipetant des échantillons et des réactifs.

D. Le puits du blanc du substrat doit afficher une valeur inférieure ou égale a 0,05 unités d’absorbance. Des valeurs
plus élevées peuvent s’expliquer en partie par I'exposition du substrat de travail a la lumiére avant ou pendant
I'étape d'incubation. Le substrat de travail doit étre utilisé dans les 30 minutes qui suivent la préparation.

E. Un signal faible peut indiquer 1) que la plaque a séché entre les étapes. Ne pas laisser sécher la plaque.
Ajouter le réactif suivant immédiatement aprés le lavage, ou 2) qu'un lavage incorrect a été effectué.
S’assurer que le dispositif de lavage de plaques a microtitration a été correctement amorcé avec le lavage
de plaque (voir la section Protocole détaillé).

Informations sur la stabilité et la conservation

Tous les réactifs inclus dans le dosage ELISA HER-2/neu ont été analysés pour tester leur stabilité. Les réac-
tifs ne doivent pas étre utilisés au-dela de leur date de péremption. Les réactifs de la trousse doivent étre
stockés entre 2 et 8 °C, a I'exception du concentré de lavage de plaque qui peut étre stocké a température
ambiante. Les plaques de dosage doivent étre conservées fermées hermétiquement dans le sachet en alu-
minium d’origine avec le déshydratant. Une fois ouvert, le systéme fonctionne selon les spécifications indiquées
pendant 4 semaines (30 jours) ou jusqu’a I'expiration de la date de péremption indiquée sur I'étiquette.

WILEX Inc.
Cambridge, MA 02140 USA

Support technique

Tél: +1 617 492 3900 x502
email: oncogenetech@wilex.com
EMERGO EUROPE
Molenstraat 15
2513 BH, The Hague
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Tel: +31 (0)70 345 8570
Fax: +31 (0)70 346 7299
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Verwendungszweck

Der HER-2/neu ELISA dient zur quantitativen Bestimmung des HER-2/neu Proteins im Serum von Frauen mit
metastatischem Mammakarzinom. Der HER-2/neu ELISA ist zur Nachsorge und Uberwachung von
Patientinnen mit metastatischem Mammakarzinom vorgesehen, bei denen die Anfangskonzentration von HER-
2/neu im Serum Uber 15 ng/mL liegt. Fiir das Management von metastatischem Mammakarzinom sind die
HER-2/neu Werte zusammen mit den Ergebnissen klinischer und anderer Diagnosemethoden zu verwenden.
Die klinische Verwendbarkeit der Messung von HER-2/neu im Serum als Prognoseindikator fiir ein friihes
Rezidiv und fiir das Management von Patientinnen in Immunotherapie ist noch nicht vollstandig etabliert.

IN VITRO DIAGNOSTIKUM

Verfahrensprinzip Solid Phase (Festphasen)-Sandwich ELISA
Analytischer Bereich 0 ng/mL bis 35 ng/mL

Probentyp Humanserum

Probentestvolumen 10,0 Mikroliter

Sensitivitat 1,5 ng p105/mL Serum

Mit diesem Kit wird die Lizenz zu seiner Verwendung unter folgenden Patenten erworben: US-Patente
5,401,638 und 5,604,107; EP-Patente 0494135 und 0412116; Kanadisches Patent 2,026,250-8
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Hintergrund

Das HER-2/neu Oncogen, auch als c-erbB-2 bezeichnet, kodiert ein Protein mit einem Molekulargewicht von
185.000 Dalton (p185) und gehért zu einer Familie der Epithel-Wachstumsfaktorrezeptoren, die von ihrer
Struktur her mit dem humanen Epidermis-Wachstumsfaktorrezeptor verwandt ist [1]. Das gesamte p185
HER-2/neu Protein besteht aus einer Cytoplasma-Domane mit Tyrosinkinase-Aktivitat, einer Transmembran-
Doméne und einer extrazellularen Doméne (ECD), die von der Oberflache von Brustkrebszellen abgegeben
wird [2,3]. Zahlreiche Studien haben gezeigt, dass die abgegebene ECD des HER-2/neu ein Glykoprotein mit
einem Molekulargewicht zwischen 97 und 115 kDa ist, das als p195 bezeichnet wird [3,4]. Mit einem Assay
[4], der gegen die externen Epitope des HER-2/neu Proteins gerichtete monoklonale Antikérper [5] verwendet,
kann die ECD im Serum genau quantifiziert werden. Viele Publikationen zeigen, dass die ECD in das Blut nor-
maler Individuen abgegeben wird und bei Frauen mit metastatischem Mammakarzinom in hohen
Konzentrationen gemessen werden kann [4,6-26]. Viele dieser Serum HER-2/neu Studien haben die
wesentlichen Daten von Gewebestudien bestatigt, dass erhohte Expression des HER-2/neu ein Marker fir
eine schlechte Prognose, geringere Gesamtiiberlebenschancen und biologische Aggressivitét ist.

Jungste wissenschaftliche Studien lassen erkennen, dass die ECD-Quantifizierung verschiedene wichtige
klinische Anwendungen haben kann, darunter das Monitoring von Patientinnen mit metastatischem Mammakarzinom
und das Monitoring von Brustkrebspatientinnen auf friihzeitiges Rezidiv [6-10,12,15,17-20,22—-26]. Diese Berichte
haben gezeigt, dass 30-50% der Frauen mit positiven HER-2/neu Tumoren bei der Erstdiagnose mit dem
Fortschreiten zu metastatischem Mammakarzinom erhéhte Konzentrationen des HER-2/neu im Serum entwickeln
[4,6-26]. Diese Studien haben auch gezeigt, dass im Monitoring die ECD-Serumkonzentrationen nach Operation
mit dem klinischen Kranksheitsverlauf korrelieren und die HER-2/neu Serumkonzentrationen mit Progression der
Erkrankung steigen bzw. mit Reaktion auf die Therapie sinken [12,15,19,20,25,26]. Mehrere Berichte zeigen auch,
dass erhdhte HER-2/neu Serumkonzentrationen bei Frauen mit metastatischem Mammakarzinom auftreten kon-
nen, deren primarer Brusttumor nach der Immunohistochemie HER-2/neu negativ war [6,11,18,21,27]. Nach
vielen immunohistochemischen und Serumstudien wird das HER-2/neu Protein in vielen Tumoren epithelischen
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Ursprungs, darunter Lungen- [28], Prostata- [29], Pankreas- [30], Dickdarm- [31], Magen- [32], Eierstock- [33] und
Leberzellkrebs [34], tGberexprimiert.

Patente zur Quantifizierung und Erkennung der ECD p105 Doméne (in den USA Patent-Nr. 5, 401 , 638;
in Kanada Nr. 2, 026, 250-8; und in Europa Nr. 0494135) sowie Patente fiir die Quantifizierung und Erkennung
des vollstandigen p185 Molekdls (in den USA Patent-Nr. 5, 604 ,107 und in Europa Patent-Nr. 0412116) wur-
den erteilt. Ahnliche Patente sind in Japan anhangig.

Testprinzip
HER-2/neu ELISA ist in Sandwich Enzym-Immunoassay, der einen monoklonalen Maus-Antikorper fiir das
Capture und einen anderen biotinylisierten monoklonalen Maus-Antikorper fiir die Detektion des humanen
HER-2/neu Proteins verwendet. Sowohl Capture- wie auch Detektor-Reagenz binden spezifisch an die
extrazellulare Doméne des HER-2/neu Proteins. Der Capture-Antikérper wurde auf der inneren Oberfléache der
Mikrotiterplattenmulden immobilisiert. Fir den Test wird ein entsprechendes Probenvolumen in der
beschichteten Mulde inkubiert, damit das Antigen vom Capture-Antikérper gebunden werden kann. Das immo-
bilisierte Antigen wird dann mit dem Detektor-Antiserum zur Reaktion gebracht. Zur Messung der an das
Antigen gebundenen Menge an Detektor-Antikérper wird dieser mit einem Streptavidin/Meerrettichperoxidase-
Konjugat gebunden, das dann die Umwandlung des chromogenen Substrats o-Phenylendiamin (OPD) zu
einem farbigen Produkt katalysiert. Das farbige Reaktionsprodukt wird spektrophotometrisch quantifiziert und
daraus die in der Probe enthaltene Menge an HER-2/neu Protein ermittelt.

Anweisungen hierzu finden Sie weiter unten in den Abschnitten Detailliertes Protokoll und Bewertung der
Ergebnisse.

Zusammenfassung des Verfahrens

Schritte Inkubation

1. Zugabe der Proben und Standards in die Testmulden 3 Stunden, 37°C
2. Waschung

3. Zugabe des Detektor-Antikorpers in die Testmulden 1 Stunde, 37°C

4. Waschung

5. Zugabe des Antikorper-Konjugats in die Testmulden 30 Minuten, RT*
6. Waschung

7. Zugabe des Substrats in die Testmulden 45 Minuten, RT*
8. Zugabe der Stoppldsung in die Testmulden

9. Ablesen der Platte bei 490 nm

*Raumtemperatur

Riickverfolgbarkeit der Standards
Der HER-2/neu ELISA wurde von WILEX Inc., Cambridge MA, 02140, USA entwickelt und kalibriert.

Die HER-2/neu ELISA-Standards werden gegen ein Master-Kalibratormaterial in Cambridge, MA kalibriert.
Dieses Material, die HER-2/neu Master Kalibrator Charge R5345, besteht aus sechs fliissigen Reagenzien im
Bereich von Null bis 35 ng/mL HER-2/neu p105 Protein. Die Massenbestimmungen fiir den HER-2/neu Master
Kalibrator wurden durch Test des Kalibratormaterials im direkten Vergleich mit drei hochgereinigten HER-2/neu
p105 Proteinproben vorgenommen. Die Massenaquivalente (Mol) der gereinigten Proben wurden durch quanti-
tative Aminosaureanalyse bestimmt.

Enthaltene Materialien

Die folgenden Komponenten sind enthalten.

Mikrotiterplatte — gebrauchsfertige vorbeschichtete Mikrotiterplatte, mit 96 Testmulden (12 Streifen zu je
8 Mulden), in Folientasche mit ReiBverschluss und Trockenmittelbeutel. Die Testmulden sind mit monok-
lonalem anti-HER-2/neu Proteinantikdrper beschichtet.

HER-2/neu Standards — sechs (6) einzelne Flaschchen mit rekombinantem HER-2/neu p105. Die Standards
sind in ng/mL kalibriert und etikettiert mit Werten, die das 50-fache der tatsachlichen Flaschchendosis betra-
gen. Durch Zuordnung dieser Etikettenwerte zu einer Standardkurve missen die angegebenen Werte nicht
mehr fiir eine 1:50 verdiinnte Probe (2% Serum in Puffer) korrigiert werden. Einzelheiten siehe Bewertung der
Ergebnisse.

Standard Nr. ng/mL \Volumina
6 35,0 1 mL
5 25,0 1 mL
4 15,0 1 mL
3 75 1 mL
2 2,5 1 mL
1 0,0 1 mL

Proben-Diluent — eine (1) Flasche mit BSA und 0,09% Natriumazid.

Detektor-Antikorper — eine (1) Flasche, gebrauchsfertig, enthalt biotinylisierten monoklonalen Maus-
anti-HER-2/neu-Proteinantikdrper in 0,01 M PBS (pH 7,4), Proteinstabilisator und 0,09% Natriumazid.
Konjugat-Diluent — eine (1) Flasche mit 0,01 M PBS (pH 7,4), BSA und 0,1% Chloracetamid.
Konjugat-Konzentrat — ein (1) Flaschchen mit 50X Streptavidin/Meerrettichperoxidase in Puffer. Muss fiir das
Arbeitskonjugat mit Konjugat-Diluent auf 1X verdiinnt werden. Siehe Tabelle 1.

Substrat-Diluent — 0,1 M Zitratpuffer (pH 5,0) und 0,01% H,0, (Wasserstoffperoxid).

Substrat — ein (1) Flaschchen mit OPD Tabletten. Muss in Substrat-Diluent (1 Tablette/4 mL) aufgeldst
werden, um das Arbeitssubstrat zu erhalten. Siehe Tabelle 1.

Stopplésung — eine (1) Flasche mit 2,5 N H,SO, (Schwefelsaure).

Plattenwaschkonzentrat (20X) — eine (1) Flasche. Vor der Verwendung einen (1) Teil Konzentrat in 19 Teilen
hochreinem Wasser verdinnen.

Sicherheits- und Warnhinweise

X

Mindergiftig!

R22 — Gesundheitsschadlich beim Verschlucken.

S$28 — Bei Beriihrung mit der Haut sofort mit viel Wasser abwaschen.

Enthalt Natriumazid

(Standards, Proben-Diluent, Detektor-Antikérper)

Mindergiftig!

R40 — Irreversibler Schaden maglich.

R43 — Sensibilisierung durch Hautkontakt méglich.

S36/37 — Bei der Arbeit geeignete Schutzkleidung und -handschuhe tragen.

Enthalt ortho-Phenylendiamindihydrochlorid

(Substrattabletten)

Reizend!

R36/38 — Reizt die Augen und die Haut.

S36/37/39 — Bei der Arbeit geeignete Schutzkleidung, Schutzhandschuhe und Schutzbrille/Gesichtsschutz
tragen.

S26 — Bei Beriihrung mit den Augen sofort mit Wasser abspiilen und Arzt konsultieren.
Enthalt Schwefelsaure

(Stoppldsung)

Reizend!

R43 — Sensibilisierung durch Hautkontakt méglich.

S24 — Beriihrung mit der Haut vermeiden.

S37 — Bei der Arbeit geeignete Schutzhandschuhe tragen.
Enthalt Chloracetamid.

(Konjugat-Diluent und Konjugat-Konzentrat)
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Nicht enthaltene, aber notwendige Materialien
« Trockenwarmeinkubator fiir konstant 37°C
«Pipettiervorrichtungen: 2—20 pL, 20-200 pL und 200—1000 pL Pipettiervorrichtungen mit Einwegspitzen
«Prazisions-Multistep-Pipettiervorrichtung
«Automatischer 96-Mulden-Mikrotiterplattenwascher
+12 x 75 mm Kulturréhrchen fiir die Probenvorbereitung
*Vortex-Mischer
«Mikrotiterplattenleser fiir die Messung der Extinktion in Platten mit 96 Mulden bei einer Wellenlange
von 490 nm
*500 mL oder 1000 mL Messzylinder
*Reagenzbehalter
+Entionisiertes Wasser
*Plastikumschlag oder selbstklebende Plattenhiillen
*Flissige Haushaltsbleiche zur Deaktivierung klinischer
Plattenwaschers
*Einweg-Papiertlicher
Kontrollen: HER-2/neu ELISA-Kontrollen, bestehend aus rekombinantem p105 in Proben-Diluent, sind von
WILEX Inc. erhaltlich. Bestellung: HER-2/neu ELISA Controls, Teile-Nr. 06489884. Vor der Verwendung im Assay
die Kontrollen 1:50 verdiinnen. Volumen: je 0,5 mL. Lagerung bei 2-8°C.

Vorsichtsmassnahmen und Empfehlungen

« Die Komponenten bei 2-8°C lagern. Die Reagenzien vor starken Lichteinfall schiitzen. Keine der Kit-
Komponenten darf gefrieren.
Nach Ablauf des Verfallsdatums Kit-Reagenzien nicht mehr verwenden.
Nur die mit dem Kit gelieferten Mikrotiter-Testmulden verwenden.
Alle Reinigungsmittelreste von Glasgeraten abspiilen.
Nur entionisiertes Wasser der hochsten Reinheitsstufe verwenden.
Reagenzien aus unterschiedlichen Kits nie mischen.
Die Puffer und Reagenzien in diesem Kit enthalten entweder Natriumazid oder Chloracetamid als
Konservierungsmittel. Direkten Kontakt mit diesen Reagenzien unbedingt vermeiden.
Die Reagenzien nicht mit dem Mund pipettieren oder verschlucken.
Wahrend der Tests oder beim Umgang mit Proben oder Reagenzien nicht rauchen, essen oder trinken.
Humanproben kénnen mit Infektionserregern kontaminiert sein. Nicht verschlucken, in offene Wunden
bringen, oder Aerosole einatmen. Schutzhandschuhe tragen und biologische Proben ordnungsgemaf
entsorgen.
Die Substrat-Tabletten nicht mit den Fingern beriihren oder in Kontakt mit Haut, Metall oder Oxidantien
bringen. OPD-haltige Lésungen den Vorschriften entsprechend entsorgen.
Beim Umgang mit der Stopplésung (2,5 N Schwefelséure) Einweghandschuhe und Augenschutz tragen.
Am Ende eines jeden Arbeitstages alle Arbeitslésungen (Plattenwaschlosung, Konjugat, Substrat)
entsorgen.
Fir jeden Assay frische Arbeitsldsungen ansetzen.

Probenvorbereitung

Vor dem Test muss flr Proben (und Kontrollen) eine Anfangsverdiinnung von 1:50 mit Proben-Diluent
angesetzt werden. Vor dem Verdiinnen ausgeflocktes Material durch Mikrozentrifugation aus den Proben ent-
fernen. Die Rohrchen etikettieren und in jedes zuerst 0,98 mL Proben-Diluent, dann 0,02 mL Probe bzw.
Kontrolle pipettieren. Sanft durchmischen; dabei darauf achten, dass die verdiinnte Probe nicht schaumt.
Verdlinnte Proben und Kontrollen kénnen in verschlossenen Rohrchen bis zu einer Woche bei 2-8°C, und
sechs Monate bei —20°C gelagert werden. Vor Licht schiitzen. Gegebenenfalls miissen manche Proben bei
héherer Verdiinnung erneut getestet werden. Proben, die bei 2-8°C gelagert wurden und Anzeichen von
Kontamination zeigen, entsorgen. Eine neue Verdiinnung aus Serum ansetzen.

Detailliertes Protokoll

EMPFOHLENES VORGEHEN

1. Die Reagenzien dirfen nur in der angegebenen Reihenfolge zugegeben werden.
2. Alle sechs (6) Standards und Testproben als Duplikate abarbeiten.

Proben und Dekontamination des
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3. Vor der Verwendung alle Reagenzien auf Raumtemperatur (15-30°C) aquilibrieren.

4. Von jedem Reagenz nur so viel entnehmen, wie flr die verwendeten Testmulden benétigt wird. Fir jeden
Streifen mit 8 Mulden 1 mL Detektor-Antikdrper, Konjugat usw. entnehmen.

. Ein Plattenbelegungsplan hilft dabei, die Mulden fiir Proben, Standards und Kontrollen festzulegen.

6. Der Transfer von Proben, Standards und Kontrollen aus den Verdiinnungsrohrchen in die Testmulden kann
durch halbautomatische Mehrkanal-Pipettiervorrichtungen vereinfacht werden. Gerateempfehlungen erhal-
ten Sie von Technischen Kundendienst.

7. Vorbereitung der Plattenwaschlésung
a. Vor der Verwendung kaltes Plattenwaschkonzentrat auf Raumtemperatur (15-30°C) aquilibrieren. Darauf

achten, dass alle Kristalle geldst sind. Wenn gewiinscht, auf 37°C erwéarmen und gut durchmischen.

. Einen (1) Teil Plattenwaschkonzentrat mit 19 Teilen destilliertem oder entionisiertem Wasser verdiinnen.
Gut durchmischen. Diese Losung ist die Plattenwaschlésung. Die bendtigte Gesamtmenge ist abhéngig
von der verwendeten Waschmethode bzw. dem verwendeten Waschgerat. Etwa 1 L dieser Losung ist
erforderlich, um einen Waschautomaten zu fiillen und eine Mikrotiterplatte zu waschen; bei manueller
Waschung werden fiir jede Mikrotiterplatte etwa 700 mL Lésung benétigt.

c. Die Plattenwaschlosung muss jeden Tag frisch angesetzt werden. Plattenwaschldsung nicht lagern.

8. Bei manueller Waschung die Mikrotiterplatte vorsichtig zum Abtropfen oder Abtupfen umdrehen; dabei die
seitlichen Nasen am Rahmen nach innen driicken, damit die Streifen nicht herausfallen.

9. Fir das Waschen der Mikrotiterplatten ist ein Plattenwaschautomat am besten geeignet. Die
Plattenwaschausriistung muss richtig eingestellt, gereinigt und gewartet werden. Empfohlen werden
Waschautomaten mit 96 Ports. Mit leeren 8-Mulden-Streifen kénnen bei Assays, die nur einen Teil der
Platte nutzen, nicht genutzte Teile des Halters gefiillt werden. Fir diesen Zweck kénnen frither verwen-
dete Streifen aufgehoben und entsprechend mit Etiketten versehen werden.

10. Das Fillvolumen auf 300 pL/Mulde einstellen. Das Gerdat mit Plattenwaschlésung fillen. Fir
Waschautomaten mit 96 Ports zwei Waschgénge mit je 3 Zyklen verwenden. Nach dem ersten 3-Zyklen-
Waschgang die Platte um 180 Grad drehen und den Waschvorgang wiederholen. Bei
Streifenwaschgeraten einen Waschzyklus tber die Platte durchfiihren und weitere 5 Mal wiederholen.

11. Nach dem letzten Waschgang die Mikrotiterplatte umdrehen und gegen eine absorbierende Flache
klopfen. Durch Augenschein Uberpriifen, dass alle Mulden leer sind.

Testverfahren

1. Die Mikrotiterplatte aus dem Beutel herausnehmen. Anhand der Zahl der zu testenden Proben und
gewiinschten Replikate (Duplikate werden empfohlen) die Zahl der benétigten Streifen ermitteln. (Jeder
Standard erfordert zwei Mulden; eine Mulde wird fir die Substrat-Leerbestimmung benétigt.) Nicht
bendtigte Streifen im Reifverschlussbeutel mit Trockenmittel bei 2-8°C aufgewahren (siehe Informationen
zu Stabilitat und Lagerung).

2. Proben und Kontrollen 1:50 (2%) mit Proben-Diluent verdiinnen.

3. Standards, Kontrollen und Proben griindlich durchmischen und 100 pL in zwei Mulden pipettieren. In eine
Mulde 100 pL Proben-Diluent fiir die Substrat-Leerbestimmung pipettieren. Fir jede Kontrolle zwei Mulden
vorsehen.

4. Die Platte abdecken (Frischhaltefolie oder selbstklebender Plastikdeckel). 3 Stunden bei 37°C inkubieren.

5. Vorsichtig den Plastikdeckel abnehmen und die Mikrotiterplatte mit Plattenwaschlésung waschen.

6. In alle Mulden mit Ausnahme der Substrat-Leerbestimmungs-Mulde 100 pL Detektor-Antikdrper pipet-
tieren. Abdecken und 1 Stunde lang bei 37°C inkubieren.

7. Wahrend der Inkubation mit Detektor-Antikorper das Arbeitskonjugat vorbereiten; dazu das Konjugat-
Konzentrat mit Konjugat-Diluent verdiinnen. Die fir die Anzahl der verwendeten Streifen benétigte Menge
entnehmen Sie bitte der Tabelle 1.

8. Die Mikrotiterplatte mit Plattenwaschldsung waschen.

9. In alle Mulden mit Ausnahme der Substrat-Leerbestimmungs-Mulde 100 pL Arbeitskonjugat pipettieren.
Abdecken und bei Raumtemperatur (15-30°C) 30 Minuten lang inkubieren.

10. Wahren der Inkubation mit Arbeitskonjugat das Arbeitssubstrat vorbereiten; dazu Substrattabletten
in Substrat-Diluent aufldsen. Die flrr die Anzahl der verwendeten Streifen benétigte Menge entnehmen Sie
bitte der Tabelle 1. Griindlich verwirbeln, um vollstandiges Aufldsen zu gewahrleisten. Nach dem Ansetzen
muss das Arbeitssubstrat innerhalb von 30 Minuten verwendet werden. Vor Licht schitzen.

11. Die Mikrotiterplatte mit Plattenwaschlésung waschen.
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12. In alle Mulden, auch die Substrat-Leerbestimmungs-Mulde, je 100 pL Arbeitssubstrat pipettieren. Mit
einem frischen Plastikdeckel abdecken und die Platte im Dunkeln bei Raumtemperatur (15-30°C) 45
Minuten lang inkubieren.

13. In jede Position 100 pL Stoppldésung pipettieren, um die Reaktion zu stoppen.

14. Innerhalb von 30 Minuten die Extinktion bei 490 nm messen.

TABELLE 1. HER-2/neu ASSAY — VORBEREITUNG DER ASSAY-REAGENZIEN

Anzahl verwendeter Streifen Konj. Konzentrat  Konj. Diluent Substrattabletten Substrat-Diluent
1 20 pL 0,98 mL 1 4 mL
2 40 pL 1,96 mL 1 4 mL
3 60 pL 2,94 mL 1 4 mL
4 80 pL 3,92 mL 1 4 mL
5 100 pL 4,90 mL 2 8 mL
6 120 pL 5,88 mL 2 8 mL
7 140 pL 6,86 mL 2 8 mL
8 160 uL 7,84 mL 2 8 mL
9 180 pL 8,82 mL 3 12 mL
10 200 uL 9,80 mL 3 12 mL
1 220 uL 10,78 mL 3 12 mL
12 240 uL 11,76 mL 3 12 mL

Abbild 1. Prok dardkurve
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Bewertung der Ergebnisse

KONZENTRATION DER STANDARDS

Die in diesem Assay verwendeten Antikorper erkennen die extrazellulare ligand-bindende Doméne des
HER-2/neu Proteins [5]. Bei dieser Form des HER-2/neu wurde ein Molekulargewicht von etwa 105 kDa gefun-
den. Die Standards im Kit sind in Nanogramm kalibriert — damit wird dieses im Serum gefundene Molekulargewicht
beriicksichtigt — und werden aus einer rekombinanten Form des 105 kDa Fragments des HER-2/neu hergestellt.

KONZENTRATION UNBEKANNTER PROBEN

1. Den Mittelwert der Extinktionswerte fiir jeden Standard, jede Kontrolle und jede Probenverdiinnung ermitteln.

2. Auf Diagrammpapier die mittlere Extinktion fiir jeden Standard auf der Y-Achse gegen die Konzentration
des HER-2/neu Proteins (ng/mL) auf der X-Achse auftragen und die Punkte verbinden.

3. Durch Interpolation von der Standardkurve die Konzentration des HER-2/neu Proteins fir jede
Probenverdiinnung bestimmen. Zur Vereinfachung dieses Verfahrens sind Softwarepakete erhaltlich (zum
Beispiel SoftMax Pro™, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA; KC4™, Bio-Tek Instruments, Inc.,
Winooski, VT, USA). Eine quadratische Gleichung (Polynom zweiter Ordnung) verwenden.

4. Hinweis: Bei Verwendung von Software keine "Leerbestimmungs"-Mulden zuweisen. Dadurch wiirde die
durchschnittliche Leermessung von allen anderen Mulden subtrahiert. Fir Qualitatskontrolle und
Fehlersuche ist es nitzlich, die fiir alle Mulden gemessenen Extinktionswerte ohne Korrekturen der
Rohdaten Uberpriifen zu kénnen.

5. Probenergebnisse werden in Nanogramm pro Milliliter direkt aus den Standardkurvenwerten (ng/mL), die
auf den Flaschchen und im Abschnitt Enthaltene Materialien angegeben sind, abgelesen. Eine mathema-
tische Verdiinnungskorrektur ist fir 1:50 verdinnte Proben nicht notwendig, da die tatsachliche
Konzentration in den Standardpréparationen 2% der auf dem Etikett angegebenen Konzentration betragt
(d.h. sie wurden 1:50 vorverdinnt).

VERDUNNUNG VON PROBEN MIT HOHEN KONZENTRATIONEN

1. Fir Proben mit Extinktionswerten (OD) Uber dem Bereich der Standardkurve ist ein weiterer Test mit
héherer Verdiinnung erforderlich.

2. Fir weitere Verdinnungen immer mit einer Anfangsverdiinnung 1:50 beginnen (siehe Probenvorbereitung)
und seriell 1:2 mit Proben-Diluent weiter verdiinnen. Beispiel:

Probenverdiinnung Volumen der vorherigen Verdiinnung Volumen an Proben-Diluent
1:100 0,5 mL von 1:50 0,5 mL
1:200 0,5 mL von 1:100 0,5 mL
1:400 0,5 mL von 1:200 0,5 mL

3. Starker verdinnte Proben, die OD-Werte kleiner als 0,3 liefern, miissen mit weniger stark verdiinntem
Material noch einmal getestet werden. Der Verdlinnungskorrekturfaktor (siehe unten, Schritt 4) kann, wenn
er mit dem Ergebnis so niedriger OD-Messungen multipliziert wird, eine falsch hohe HER-2/neu Protein-
Bewertung ergeben.

4. Die Ergebnisse von Tests mit einer Verdiinnung groRer als 1:50 missen rechnerisch korrigiert werden.
Beispiel:

Probenverdiinnung Verdinnungskorrekturfaktor (Messergebnis multiplizieren mit)
1:100 2
1:200 4
1:400 8

Assay-Qualitatskontrolle
Jeder Assay sollte die folgenden Leistungskriterien erfillen.

« Die Ergebnisse der im Assay abgearbeiteten Kontrollen dahin tberpriifen, dass die Wiederfindungsraten
fiir jeden Level innerhalb der Sollwertbereiche (in der Produktbeilage angegeben) liegen.
Den dynamischen Bereich der Standardkurve Uberprifen. Standard Level 1 sollte zwischen 0,04 und
0,09 OD, und Standard Level 6 zwischen 1,5 und 2,4 OD liegen.
Bei Verwendung von Kurvenanpass-Software die Berechnung von R? tberpriifen. Der Wert sollte
zwischen 0,997 und 1,0 liegen. Wenn eines dieser Kriterien nicht erfillt ist, sollte die Probe erneut
getestet werden.

Sollwerte

GESUNDE PERSONEN

Wie bei allen Tests sollte jedes Labor seine eigenen Referenzbereiche aufstellen. In einer Population aus 241
gesunden Frauen lagen 95% der Serum-HER-2/neu Proteinwerte unter 13,7 ng/mL. Es gab keinen nen-
nenswerten Unterschied in den HER-2/neu Werten zwischen Frauen vor und nach der Menopause. Auf der
Grundlage dieser Population lag der obere Grenzwert des Normalen (Mittelwert + 2SD) bei 14,7 ng/mL. Die
ROC-Analyse bestatigt 15 ng/mL als geeigneten Grenzwert zwischen normalen und erhéhten HER-2/neu
Serumproteinkonzentrationen. Abbildung 2 zeigt die Verteilung der HER-2/neu Serumkonzentrationen fiir die
gesamte Population (n = 241).

Abbildung 2. Verteilung des HER-2/neu Proteins im Serum in einer Population gesunder Frauen.
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MONITORING VON PATIENTINNEN MIT METASTATISCHEM MAMMAKARZINOM

Die klinische Bedeutung des HER-2/neu ELISA fiir das longitudinale Monitoring von Patientinnen mit metas-
tatischem Mammakarzinom wurde anhand retrospektiver Serumproben von Patientinnen mit Brustkrebs im
Spatstadium (iber eine 6- bis 12-monatige Periode an drei Kliniken in den Vereinigten Staaten bewertet. 56
Patientinnen in Therapie, bei denen zunachst die HER-2/neu Onkoproteinkonzentration im Serum erhéht war
(15 ng/mL oder hoéher), wurden daraufhin beobachtet, ob die Verdnderungen der HER-2/neu
Serumkonzentrationen mit dem klinischen Verlauf der Erkrankung korrelierten.

Eine visitenweise Analyse der Studienergebnisse ist in Tabelle 2 dargestellt. Die Verédnderungen der
HER-2/neu Serumkonzentrationen von einer Visite zur nachsten wurden fiir jede Patientin berechnet. Diese
Veranderungen wurden in zwei Gruppen eingeteilt: Bei Gruppe | verliefen die Veranderungen der HER-2/neu
Serumkonzentrationen parallel zum klinischen Verlauf der Erkrankung, bei Gruppe Il verliefen sie nicht paral-
lel. Der klinische Verlauf oder Status wurde vom behandelnden Arzt bestimmt. Die Korrelation der HER-2/neu
Veranderungen zum klinischen Status wurde wie folgt bestimmt: ein Anstieg um 20% oder mehr gegeniber
der letzten Visite spiegelte eine Progression der Erkrankung wider. Ein Anstieg um weniger als 20%
gegenuber der letzten Visite bedeutete fehlende Erkrankungsprogression wahrend der Therapie (ein-
schlieBlich Ansprechen auf die Therapie oder stabiler Status). Stabil und Ansprechen wurden
zusammengefasst, weil beide auf die Effektivitat einer laufenden Therapie zuriickzufiihren sind. Das 20%
Kriterium wurde aus der longitudinalen Variabilitdt in normalen Patienten abgeleitet (ermittelt aus den HER-
2/neu Serumkonzentrationen in 6 seriellen Proben von jeder der 38 gesunden Frauen).

TABELLE 2. ZUSAMMENHANG ZWISCHEN KRANKHEITSSTATUS VON PATIENTINNEN
MIT METASTATISCHEM MAMMAKARZINOM UND VERANDERUNGEN DER HER-2/neu
SERUMKONZENTRATIONEN: VISITE-ZU-VISITE

Veranderung des klinischen Status

HER-2/neu Veranderung Progression Keine Progression Gesamt
2 20% Erhohung 52 33 85
< 20% Erhdhung 55 96 151
Gesamt 107 129 236

Konkordanz = 62,7% (Cl = 56,4 bis 68,6%)
Vorhersagewert: fehlende Progression = 63,6% (Cl = 55,7 bis 70,8%)
Progression = 61,2% (Cl = 50,6 bis 70,8%)

Nachfolgend typische Beispiele fiir Veranderungen in HER-2/neu Serumkonzentrationen im Zeitverlauf fiir
zwei der 56 Patientinnen mit metastatischem Mammakarzinom aus der klinischen Studie. Abbildung 3 zeigt
eine Patientin mit Reaktion auf die Therapie, und Abbildung 4 eine Patientin mit progressiver Erkrankung.
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Abbildung 3. Monitoring einer 38-jahrigen Patientin
mit Brustkrebs Stadium IV mit dem HER-2/neu ELISA.
Longitudinale Veranderungen der HER-2/neu
Serumkonzentrationen korrelieren mit Anderungen
im Krankheitsstatus.

Abbildung 4. Monitoring einer 74-jahrigen
Patientin mit Brustkrebs Stadium IV mit dem
HER-2/neu ELISA. Longitudinale Verédnderungen der
HER-2/neu Serumkonzentrationen korrelieren mit
Anderungen im Krankheitsstatus.
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Nichtklinische Leistungsmerkmale
UNGENAUIGKEIT

Die Ungenauigkeit wurde durch Testen von vier Kontrollproben — drei Kontrollen auf Pufferbasis und einem
Humanserumpool — ermittelt. In jedem der drei Labors wurden drei unterschiedliche Kitchargen verwendet. In
130 Ansatzen wurden fiir jede Kontrolle Triplikate abgearbeitet. Fiir jede Kontrolle wurde die intra-Assay- und
die Gesamtprazision nach dem NCCLS EP-5A Protokoll berechnet. Die intra-Assay-Ungenauigkeit fiir alle drei
Labors und Kitchargen betrug 10% CV oder weniger, mit einer Gesamt-Ungenauigkeit tber alle Kits und
Labors zwischen 10 und 17,7% CV.
Kontrollprobe Anzahl Versuche

Anzahl Replikate Mittelwert (ng/mL)

Kontrolle 1 130 385 24,5

Kontrolle 2 131 390 9,8

Kontrolle 3 131 386 3,3

Serum 4 130 385 9,5

Intra-Assay-Prézision Gesamt-Prazision

Kontrollprobe Std Abw % CV Std Abw % CV
Kontrolle 1 1,46 6,0 2,62 10,7
Kontrolle 2 0,69 7,0 1,03 10,4
Kontrolle 3 0,34 10,2 0,59 17,7
Serum 4 0,65 6,9 1,02 10,8

SENSITIVITAT

Die nachweisbare Mindestkonzentration des Analyten wurde durch wiederholte Messung einer Null-Dosis-Probe
(Proben-Diluent) ermittelt. Die mittlere und die Standardabweichung der scheinbaren Wiederfindung von
HER-2/neu wurden flir 230 Messungen, die wahrend 20 Tagen mit drei verschiedenen Kitchargen in drei ver-
schiedenen Labors vorgenommen wurden, berechnet. Nach Addition von zwei Standardabweichungen zur
mittleren wiedergefundesnen HER-2/neu Dosis betrug die nachweisbare Mindestkonzentration 1,5 ng p105/mL
Serum.

ANALYTISCHE SPEZIFITAT

Kreuzreaktivitdt Der epidermale Wachstumsfaktorrezeptor (EGFr) ist ein dem HER-2/neu Wachstumsfaktorrezeptor
nahe verwandtes Molekiil mit 88% Homologie zur intrazelluldren Doméane und 44% Homologie zur extrazel-
lularen Domane. Wir priiften den HER-2/neu ELISA mit EGFr bei 850 ng/mL. Dieses Material ergab kein Signal
im Assay, was darauf hinweist, dass es keine Kreuzreaktion der Immunoreagenzien im Test mit EGFr gibt.

Stérende Substanzen. In seltenen Fallen findet man Human-Anti-Mause-Antikérper (HAMA) im
Humanserum, der an die kritischen Reagenzien in Immunoassays binden und dadurch falsch positive oder
falsch negative Signale auslésen kann. Mehrere bekannt HAMA-positive Serumproben, wie auch
Rheumafaktor-positive Proben wurden in dem Gerét getestet. Diese Proben lieferten keine falschen Signale.
Die Formulierung der Testreagenzien des Geréts wurden so gewahlt, dass derartige falsche Reaktivitaten
blockiert werden.

HER-2/neu Serummessungen konnen durchgefiihrt werden, wahrend die Patientin Vitamine oder frei
erhaltliche Medikamente einnimmt oder sich einer Chemotherapie unterzieht. Um die Méglichkeit der Stérung
genauer HER-2/neu Messungen durch solche Substanzen zu prifen, wurden mdgliche exogene stérende
Substanzen einem positiven Kontrollserum mit einer bekannten HER-2/neu Konzentration zugegeben und im
Assay getestet. Einige Ubliche Serumbestandteile wurden ebenfalls auf ihr Potential als endogene stérende
Substanzen untersucht. Keine der getesteten Substanzen hatte Auswirkungen auf die Analyt-Wiederfindung.
Siehe Tabelle 3.

ANALYTISCHER BEREICH

Der HER-2/neu ELISA ermdglicht die genaue Quantifizierung von HER-2/neu Serumkonzentrationen
in vorverdinnten Proben, die Testergebnisse im Bereich von 1,5 bis 35 ng p105 HER-2/neu Protein pro mL
Serum liefern. Proben, die ein Ergebnis oberhalb des oberen Grenzwertes des Standardkurvenbereiches (35
ng/mL) liefern, miissen mit Proben-Diluent weiter verdiinnt und erneut getestet werden. Bei Verdiinnungen
groRer als die routineméaBige Verdinnung von 1:50 muss die gemessene HER-2/neu Proteinwiederfindung
korrigiert werden.



TABELLE 3. MOGLICHE ELISA INTERFERENTIEN
MOGLICHE STORENDE TESTKONZENTRATIONEN ~MOGLICHE STORENDE TESTKONZENTRATIONEN

SUBSTANZ SUBSTANZ
ENDOGEN FREIE MEDIKAMENTE USW.
Triglyceride 3000,0 mg/dL Acetaminophen 200,0 pg/mL
(Intralipin-20%) Aspirin 500,0 pg/mL
Hamoglobin 1,0 g/dL Ibuprofen 400,0 pg/mL
Immunoglobulin 6,0 g/dL Koffein 100,0 pg/mL
(Gammaglobulin)
Albumin 6,5 g/dL CHEMOTHERAPEUTIKA
Bilirubin 25,0 mg/dL Aminoglutethamid 398,0 pg/mL
Heparin 0,46 mg/mL Bleomycin 0,16 U/mL
Cis-Platin 173,0 pg/mL
EXOGEN Doxorubicin 51,8 ug/mL
Vitamin A trans-Retinolacetat 10,0 1U/mL Cyclophosphamid 800,0 pg/mL
Vitamin B1 Thiamin 3,0 pg/mL Diethylstilbesterol 23,0 pg/mL
Vitamin B2 Riboflavin 3,4 pg/mL Estramustin 102,2 pg/mL
Vitamin B6 Pyroxid HCL 4,0 pg/mL Flutamid 10,0 pg/mL
Vitamin B12 12,0 ng/mL 5-Fluoruracil 1600,0 pg/mL
Vitamin C Ascorbinsaure 30,0 pg/mL Lupron 15,0 pg/mL
Vitamin D2 Ergocalciferol 0,8 IU/mL Methotrexat 450,0 pg/mL
Vitamin E Tocopherolacetat 0,06 1U/mL Mitoxantron 56,0 ug/mL
Folséure 0,8 pg/mL Mitomycin C 73,0 pg/mL
Niacin 40,0 pg/mL Megace 27,0 ng/mL
Tamoxifen 1,4 pg/mL
Vincristin 4,88 pg/mL
Vinblastin 16,3 pg/mL

Herceptin (Trastuzumab) 500 pg/mL

VERFAHRENSEINSCHRANKUNGEN
Bei manuell durchgefiihrten Immunoassays besteht die Gefahr falscher Messungen (Probenwiederfindung)
infolge unterschiedlicher Inkubationszeiten in den einzelnen Inkubationsschritten. Alle Testmulden sollten im
Wesentlichen die gleiche, fir den jeweiligen Schritt erforderliche Inkubationszeit erhalten. Insbesondere beim
Zugeben von Standards, Kontrollen und Proben in die Testmulden in der Platte muss darauf geachtet werden,
dass die Zugaben innerhalb von maximal 15 Minuten abgeschlossen ist. Alle Proben vorher vorbereiten.
Halbautomatische Multipetten werden dringend empfohlen, um die Pipettierzeiten so kurz wie méglich zu hal-
ten. Zur Vermeidung von Kreuzkontamination fiir jede Probenzugabe frische Spitzen verwenden.

Immunoassays mit Sandwich-Architektur wie dieser Assay sind empfindlich gegeniber stérenden
Substanzen und falschen Ergebnissen durch Proben, die immunoreaktive Substanzen gegen Maus-Antikérper
enthalten. HAMA, heterophile Antikrper und Rheumafaktoren sind die haufigsten Beispiele fiir solche stéren-
den Substanzen. Der Hersteller hat bei der Formulierung der in diesem Test verwendeten Reagentien jedoch
alles unternommen, um solche Stérungen auf ein Minimum zu reduzieren oder ganz zu eliminieren. Bei der
Bewertung von Testergebnissen, die mit dem klinischen Gesamtstatus der Patientin nicht libereinstimmen, ist
angesichts dieser mdglichen Stérungen Vorsicht geboten.

Es ist moglich, dass bei einer Patientin mit bestatigtem Brustkrebs die HER-2/neu Proteinkonzentrationen
im Serum in dem Bereich liegen, der bei gesunden Personen gemessen wird. HER-2/neu Ergebnisse mit sind
mit Vorsicht zu interpretieren. Die HER-2/neu Serumkonzentrationen belegen nicht immer Vorliegen oder
Fehlen einer malignen Erkrankung. Der HER-2/neu Wert sollte als Teil einer klinischen Gesamtbewertung ver-
wendet werden, die auch zusatzliche klinische Befunde und Diagnosetests beinhaltet.

Fehlersuche

A. Jeder Assay muss die sechs (6) Standards enthalten, die in doppelten Tests nach dem im Abschnitt
Detailliertes Protokoll beschriebenen Protokoll durchgefiihrt wurden. Deutlich von den Vorgaben abwe-
ichende Inkubationszeiten oder Temperaturen kdnnen zu falschen Ergebnissen fiihren.

B. Die Standardkurve verlauft nicht linear und variiert leicht von Assay zu Assay. Fir die Datenreduktion von
Hand Punkt-zu-Punkt-Graphiken anwenden. Bei der Verwendung von ELISA Software eine quadratische
Gleichung (Polynom zweiter Ordnung) anwenden.

C. Schlechte Duplikate, zumal wenn sie mit erhohten Werten fur den Null-Standard einhergehen, deuten auf
mangelhafte Waschung hin. Wenn alle Anweisungen des Abschnitts Detailliertes Protokoll genau befolgt
wurden, weisen solche Ergebnisse darauf hin, dass der Wascher gewartet werden muss. Bei der
Pipettierung von Proben und Reagenzien darauf achten, dass sich keine Blasen in den Testmulden bilden.

D. Das Messergebnis der Substrat-Leerbestimmungs-Mulde sollte hochstens 0,05 Extinktionseinheiten betragen.
Eine magliche Ursache fiir hdhere Werte ist Lichteinwirkung auf das Arbeitssubstrat vor oder wahrend der
Inkubation. Das Arbeitssubstrat muss nach der Vorbereitung innerhalb von 30 Minuten verwendet werden.

E. Ein geringes Signal weist darauf hin, 1) dass die Platte zwischen zwei Schritten trocken geworden ist. Die
Platte darf nicht austrocknen. Das nachste Reagenz unmittelbar nach der Waschung zugeben; oder 2)
dass die Platte nicht richtig gewaschen wurde. Darauf achten, dass der Mikrotiterplattenwascher richtig
mit Plattenwaschlésung gespiilt wurde (siehe Detailliertes Protokoll).

Informationen zu Stabilitat und Lagerung

Alle im HER-2/neu ELISA enthaltenen Reagenzien wurden auf Stabilitdt getestet. Reagenzien nicht nach Ablauf
des angegebenen Verfallsdatums verwenden. Kitreagenzien bei 2-8°C lagern, aufer dem Plattenwasch-
Konzentrat, das bei Raumtemperatur gelagert werden kann. Assayplatten im Original-Folienbeutel mit
Trockenmittel versiegelt lagern. Nach dem Offnen bleibt der Test bis zu 4 Wochen (30 Tage) innerhalb der
Spezifikation, sofern der auf dem Etikett angegebene Haltbarkeitszeitraum nicht (iberschritten wird.

Technischer Support

Tel: +1 617 492 3900 x502
E-mail: oncogenetech@wilex.com

WILEX Inc.
Cambridge, MA 02140 USA

EMERGO EUROPE

Molenstraat 15

2513 BH, The Hague
The Netherlands

Tel: +31 (0)70 345 8570
Fax: +31 (0)70 346 7299
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Uso previsto

ELISA HER-2/neu ha lo scopo di misurare quantitativamente la proteina HER-2/neu nel siero delle donne
affette da cancro metastatico al seno. L'utilizzo di ELISA HER-2/neu ¢ indicato per il follow-up e il monitor-
aggio di pazienti con cancro metastatico al seno il cui valore iniziale di HER-2/neu nel siero sia maggiore di
15 ng/mL. | valori di HER-2/neu vanno utilizzati assieme ad informazioni disponibili dalle procedure cliniche e
da altre procedure diagnostiche nel trattamento del cancro metastatico al seno. L'utilita clinica della misura di
HER-2/neu nel siero come indicatore prognostico di recidiva precoce e nel trattamento di pazienti in regimi
immunoterapici non & stata pienamente stabilita.

PER USO DIAGNOSTICO IN VITRO

ELISA sandwich in fase solida
Da 0 ng/mL a 35 ng/mL

Siero umano

10,0 microlitri

1,5 ng di p105/mL siero

Principio del metodo

Range analitico

Tipo di campione

Volume di test del campione
Sensibilita

L’acquisto di questo kit ne autorizza I'utilizzo in licenza nellambito dei seguenti brevetti: Brevetti USA

5.401.638 e 5.604.107; brevetti EPO 0494135 e 0412116; brevetto canadese 2.026.250-8
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Background

HER-2/neu, noto anche come c-erbB-2, codifica una proteina con un peso molecolare di 185 000 Dalton (p185)
e appartiene ad una famiglia di recettori del fattore di crescita epiteliale strutturalmente correlati al recettore del
fattore di crescita epidermico umano [1]. La proteina di lunghezza completa HER-2/neu p185 & composta da un
dominio citoplasmatico con attivita della tirosina chinasi, un dominio transmembrana e un dominio extracellulare
(extracellular domain, ECD) che é perso dalla superficie delle cellule cancerose del seno [2,3]. Numerosi studi
hanno mostrato che 'ECD perso di HER-2/neu & una glicoproteina con un peso molecolare compreso tra 97 e
115 kDa e viene denominata p105 [3,4]. L'ECD puo essere quantificato accuratamente nel siero con un dosag-
gio [4] che utilizza anticorpi monoclonali [5] che sono diretti contro gli epitopi esterni della proteina HER-2/neu.
Molte pubblicazioni mostrano che 'ECD & perso nel sangue di persone normali e pud essere misurato a livelli alti
in donne con cancro metastatico al seno [4,6-26]. Molti di questi studi su HER-2/neu nel siero hanno conferma-
to i dati sostanziali forniti da studi sui tessuti che indicavano che 'aumento dell’'espressione di HER-2/neu & un
marker di prognosi insoddisfacente, di minore sopravvivenza complessiva e di aggressivita biologica.

Recenti studi scientifici suggeriscono che la quantificazione del’lECD possa avere diverse importanti applicazioni
cliniche, quali ad esempio il monitoraggio di pazienti affette da cancro al seno con tumore metastatico e il monitoraggio
di pazienti affette da cancro al seno per rilevarne la recidiva precoce [6-10,12,15,17-20,22—26]. Questi rapporti hanno
mostrato che il 30-50% delle donne con tumori HER-2/neu positivi alla diagnosi primaria sviluppano livelli elevati
di HER-2/neu nel siero con progressione a cancro metastatico al seno [4,6—-26]. Questi studi hanno anche illustra-
to che il monitoraggio dei livelli di ECD nel siero dopo l'intervento chirurgico era correlato al decorso clinico della
malattia e che i livelli di HER-2/neu nel siero sono stati osservati crescere con la progressione della malattia o
decrescere con la risposta alla terapia [12,15,19,20,25,26]. Diversi rapporti mostrano anche che livelli elevati di
HER-2/neu nel siero possono manifestarsi in donne con cancro metastatico al seno che avevano presentato tumori
primari al seno negativi HER-2/neu mediante immunoistochimica [6,11,18,21,27]. Secondo molti studi immunois-
tochimici e sierologici, la proteina HER-2/neu & sovraespressa in molti tumori di origine epiteliale tra cui il
cancro al polmone [28], alla prostata [29], al pancreas [30], al colon [31], allo stomaco [32], alle ovaie [33] ed
epatocellulare [34].
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Sono stati rilasciati brevetti relativi alla quantificazione e al rilevamento del dominio p105 ECD (negli USA,
brevetto n. 5.401.638; in Canada n. 2.026.250-8; in Europa n. 0494135), nonché brevetti relativi alla quantifi-
cazione e al rilevamento della molecola p185 di lunghezza completa (negli USA, brevetto n. 5.604.107; in
Europa, brevetto n. 0412116). Brevetti simili sono in attesa di approvazione in Giappone.

Principio del dosaggio

ELISA HER-2/neu & un immunodosaggio enzimatico sandwich che utilizza un anticorpo monoclonale murino
per la cattura e un diverso anticorpo monoclonale murino biotinilato per il rilevamento della proteina HER-
2/neu umana. | reagenti, sia di cattura sia di rilevamento, si legano specificamente al dominio extracellulare
della proteina HER-2/neu. L’anticorpo di cattura & stato immobilizzato sulla superficie interna dei pozzetti della
piastra di microtitolazione. Per eseguire il test, un volume appropriato di campione € incubato nel pozzetto
rivestito per consentire il legame dell'antigene con I'anticorpo di cattura. L’antigene immobilizzato & quindi fatto
reagire con |'antisiero rilevatore. La quantita di anticorpo di rilevamento legato all’antigene & misurato legan-
dolo con un coniugato della streptavidina/perossidasi del rafano, che quindi catalizza la conversione del
substrato cromogenico o-fenilenediammina (OPD) in un prodotto colorato. Il prodotto di reazione colorato &
quantificato tramite spettrofotometria ed & correlato alla quantita di proteina HER-2/neu nel campione.

Per le istruzioni, vedere le sezioni Protocollo dettagliato e Valutazione dei risultati di questo opuscolo.

Sommario della procedura

Punti Incubazioni

1. Aggiungere campioni e standard ai pozzetti 3 ore, 37 °C
2. Lavare

3. Aggiungere anticorpo di rilevamento ai pozzetti 1 ora, 37 °C
4. Lavare

5. Aggiungere anticorpo coniugato ai pozzetti 30 minuti, TA*
6. Lavare

7. Aggiungere substrato ai pozzetti 45 minuti, TA*
8. Aggiungere soluzione di arresto ai pozzetti

9. Leggere la piastra a 490 nm

*Temperatura ambiente

Tracciabilita degli standard
ELISA HER-2/neu é stato sviluppato e calibrato da WILEX Inc., Cambridge MA, 02140, USA.

Gli standard ELISA HER-2/neu sono calibrati nei confronti di un materiale di supporto del calibratore master
conservato a Cambridge MA, USA. Questo materiale & identificato come lotto R5345 del Calibratore master
HER-2/neu ed & una serie di sei reagenti liquidi, che coprono il range da zero a 35 ng/mL della proteina p105
HER-2/neu. Le determinazioni di massa per il Calibratore master HER-2/neu sono state assegnate in base al
dosaggio del materiale del calibratore a confronto diretto con tre campioni di proteina p105 HER-2/neu altamente
purificati. Gli equivalenti di massa (moli) dei campioni purificati sono stati determinati tramite analisi degli ammi-
noacidi.

Materiali forniti

Sono forniti i seguenti componenti.

Piastra di microtitolazione: piastra di microtitolazione prerivestita fornita pronta per I'uso, con 96 pozzetti
(12 strisce di otto) in buste metallizzate, con chiusura lampo, con una confezione di essiccante. | pozzetti sono
rivestiti con anticorpo monoclonale anti-proteina HER-2/neu.

Standard HER-2/neu: sei (6) flaconi separati di p105 HER-2/neu ricombinante. Gli standard sono calibrati in
ng/mL e sono etichettati con valori maggiori di 50 volte rispetto al dosaggio effettivo con flaconi.
L’assegnazione di questi valori delle etichette ad una curva standard evita la necessita di correggere la dose
riportata per un campione diluito 1:50 (siero al 2% in soluzione tampone). Vedere Valutazione dei risultati per

dettagli.

N. standard ng/mL Volumi
6 35,0 1 mL
5 25,0 1mL
4 15,0 1mL
3 7.5 1 mL
2 2,5 1mL
1 0,0 1mL



Diluente campione: una (1) tanica contenente BSA e sodio azide allo 0,09%.

Anticorpo di rilevamento: un (1) flacone fornito pronto per l'uso, contenente anticorpo monoclonale anti-pro-
teina HER-2/neu murino biotinilato in 0,01 M di PBS (pH 7,4), stabilizzatore proteico e sodio azide allo 0,09%.
Diluente coniugato: un (1) flacone contenente 0,01 M di PBS (pH 7,4), BSA e 0,1% di cloroacetammide.
Concentrato coniugato: un (1) flacone contenente 50X streptavidina/perossidasi del rafano in soluzione tam-
pone. Deve essere diluito ad 1X con diluente coniugato per preparare coniugato di lavoro. Vedere Tabella 1.
Diluente substrato: 0,1 M di soluzione tampone citrato (pH 5,0) e 0,01% di H,O, (perossido di idrogeno).
Substrato: un (1) flacone contenente compresse di OPD. Deve essere disciolto in diluente substrato

(1 compressa/4 mL) per preparare substrato di lavoro. Vedere Tabella 1.

Soluzione di arresto: un (1) flacone contenente 2,5 N di H,SO, (acido solforico).

Concentrato di lavaggio piastre (20X): un (1) flacone. Diluire una (1) parte di concentrato in 19 parti di acqua
di alta qualita prima dell’'uso.

Frasi di sicurezza e di avviso

X

Nocivo!

R22 — Nocivo se ingerito.

S28 — In caso di contatto con la pelle, lavarsi immediatamente ed abbondantemente con acqua.
Contiene sodio azide

(standard, diluente campione, anticorpo di rilevamento)

Nocivo!

R40 — Possibilita di effetti irreversibili.

R43 — Puod provocare sensibilizzazione per contatto con la pelle.
S36/37 — Usare indumenti protettivi e guanti adatti.

Contiene orto-fenildiammina diidroclorito

(compresse di substrato)

Irritante!

R36/38 — Irritante per gli occhi e la pelle.

S36/37/39 — Usare indumenti protettivi e guanti adatti e proteggersi gli occhi/la faccia.

S26 — In caso di contatto con gli occhi, lavare immediatamente e abbondantemente con acqua e consultare
un medico.

Contiene acido solforico

(soluzione di arresto)

Irritante!

R43 — Puo provocare sensibilizzazione per contatto con la pelle.
S24 — Evitare il contatto con la pelle.

S37 — Usare guanti adatti.

Contiene cloroacetammide

(diluente coniugato e concentrato coniugato)

Materiali richiesti ma non forniti
 Incubatore a calore a secco in grado di mantenere 37 °C
Sistemi di pipettamento: Sistemi di pipettamento da 2—-20 pL, 20-200 pL e 200-1000 pL con puntali
monouso
Sistema di pipettamento di ripetizione di precisione
Lavatore automatizzato per piastra di microtitolazione da 96 pozzetti
Provette di coltura da 12 x 75 mm per la preparazione di campioni
Mescolatore a vortice
Lettore di piastre di microtitolazione in grado di misurare I'assorbanza in piastre da 96 pozzetti ad una
lunghezza d’onda di 490 nm
Cilindro graduato da 500 o 1000 mL
Serbatoi di reagente
Acqua deionizzata

 Involucro in plastica o isolanti adesivi per piastre
« Candeggiante domestico liquido per disattivare campioni clinici e per la decontaminazione di lavatori
per piastre

» Tovaglioli di carta monouso
Controlli: i controlli ELISA HER-2/neu composti da p105 ricombinante in diluente campione sono disponibili
presso WILEX Inc. Fare riferimento a Controlli ELISA HER-2/neu, n. di parte 06489884, per ordinare. | con-
trolli sono diluiti @ 1:50 prima del dosaggio. | volumi sono di 0,5 mL ciascuno. Conservare a temperature
comprese tra 2 e 8 °C.

Precauzioni e consigli
« Conservare i componenti a 2-8 °C. Non esporre i reagenti a luce eccessiva. Non congelare alcuno dei
componenti del kit.
« Non utilizzare i reagenti del kit oltre la loro data di scadenza.

Utilizzare solo i pozzetti di microtitolazione forniti assieme al kit.

« Sciacquare tutti i residui di detergente dagli articoli di vetro.

« Utilizzare acqua deionizzata della massima qualita.

« Non mescolare, inoltre, reagenti di kit diversi.

* Le soluzioni tampone e i reagenti utilizzati in questo kit contengono sodio azide o cloroacetammide
come conservanti. Va prestata attenzione ad evitare il contatto diretto con questi reagenti.

«+ Evitare il pipettaggio con la bocca o l'ingestione di qualsiasi reagente.

* Non fumare, mangiare o bere durante 'esecuzione del dosaggio o nei luoghi in cui i campioni o i reagen-
ti sono maneggiati.

| campioni umani potrebbero essere contaminati da agenti infettivi. Non ingerire, esporre a ferite aperte,
né respirare aerosol. Usare guanti protettivi e smaltire i campioni biologici nella maniera corretta.

« Non maneggiare le compresse di substrato con le dita, né permettere il contatto con la pelle, con
metalli o con agenti ossidanti. Smaltire le soluzioni contenenti OPD in conformita alle normative locali.

» Usare guanti monouso e protezioni per gli occhi quando si maneggia la soluzione di arresto (2,5 N di
acido solforico).

+ Smaltire tutte le soluzioni di lavoro (lavaggio piastre, coniugato, substrato) alla fine di ciascuna giornata.

» Preparare soluzioni di lavoro nuove per ciascun dosaggio successivo.

Preparazione dei campioni

Per campioni (e controlli), & necessario preparare una diluizione iniziale di 1:50 in diluente campione prima
del dosaggio. Rimuovere eventuale materiale fioccoso dai campioni per microcentrifugazione prima della
diluizione. Etichettare le provette e aggiungere 0,98 mL di diluente campione a ciascuna, seguito da 0,02 mL
di cam-pione/controllo. Miscelare delicatamente ed evitare la produzione di schiuma nel campione diluito. |
controlli e i campioni diluiti possono essere conservati in provette tappate per un periodo massimo di una set-
timana a 2-8 °C e di sei mesi a —20 °C. Proteggere dall'esposizione alla luce. Potrebbe essere richiesto un
nuovo dosaggio di alcuni campioni ad una diluizione piu elevata. Scartare eventuali campioni, conservati a
2-8 °C, che mostrino segni di contaminazione. Diluire nuovamente dal siero.

Protocollo dettagliato

PROCEDURE CONSIGLIATE

1. L’aggiunta di reagenti deve avvenire nell'ordine specificato.

2. Tutti i sei (6) standard e i campioni di test dovranno essere analizzati in duplicato.

3. Equilibrare tutti i reagenti alla temperatura ambiente (15-30 °C) prima dell’utilizzo.

4. Erogare ciascun reagente solo nella quantita sufficiente per il numero di pozzetti utilizzati. Per ogni striscia
da 8 pozzetti, erogare 1 mL di anticorpo di rilevamento, coniugato, ecc.

5. Preparare una mappa delle piastre da utilizzare come guida per la localizzazione dei campioni, degli stan-
dard e dei pozzetti di controllo.

6. |l trasferimento di campioni, standard e controlli dalle provette di diluizione nei pozzetti pud essere sem-
plificato utilizzando sistemi di pipettamento semiautomatici multicanali. Rivolgersi all’Assistenza tecnica
per i dispositivi consigliati.

7. Preparazione di lavaggio piastre
a. Se il concentrato di lavaggio piastre & freddo, lasciare che raggiunga la temperatura ambiente (15-30 °C) prima

dell'uso. Accertarsi che tutti i cristalli siano disciolti. Se lo si desidera, riscaldare a 37 °C e miscelare bene.
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10.

1.

b. Diluire un (1) volume di concentrato di lavaggio piastre con 19 volumi di acqua distillata o deionizza-
ta. Miscelare bene. Questa soluzione € di lavaggio piastre. Il volume totale richiesto dipende dal
metodo di lavaggio/dallo strumento utilizzato. E richiesto circa 1 L di questa soluzione per riempire un
lavatore automatizzato e analizzare una piastra di microtitolazione; circa 700 mL sono richiesti per
ciascuna piastra di microtitolazione; quando & eseguito il lavaggio manuale.

c. |l lavaggio piastre deve essere preparato nuovo ogni giorno. Non conservare il lavaggio piastre.
Quando si utilizzano metodi manuali, prestare attenzione quando si inverte la piastra di microtitolazione
per decantare o asciugare; premere le linguette laterali del telaio verso linterno per evitare che le
strisce cadano.

Il lavaggio della piastra di microtitolazione € eseguito al meglio da un lavatore automatizzato per piastre.
L’apparecchiatura per il lavaggio delle piastre deve essere correttamente regolata, pulita e sottoposta a
manutenzione. Si consigliano lavatori automatizzati con 96 porte. E possibile utilizzare strisce fittizie da
8 pozzetti per riempire la parte inutilizzata del contenitore per dosaggi che utilizzino una piastra parziale.
Conservare ed etichettare a tal fine strisce utilizzate in precedenza.

Impostare il volume di riempimento a 300 pL/pozzetto. Riempire lo strumento con lavaggio piastre. Per
lavatori a 96 porte, utilizzare due lavaggi a 3 cicli. Dopo il lavaggio iniziale a 3 cicli, ruotare la piastra di
180 gradi e ripetere. Se utilizza un lavatore di strisce, eseguire un singolo ciclo di lavaggio sulla piastra,
quindi ripetere altre cinque volte.

Dopo il lavaggio finale, invertire la piastra di microtitolazione e batterla su una superficie assorbente.
Controllare visivamente che tutti i pozzetti siano vuoti.

Procedura di analisi

1.

10.

1.
12.

13.
14.

Rimuovere dalla busta la piastra di microtitolazione. Calcolare il numero di strisce necessarie a partire dal
numero di campioni da testare e dalle determinazioni di replicato desiderate (duplicati consigliati) (cias-
cuno standard richiede due pozzetti; un pozzetto € necessario per la determinazione del bianco del
substrato). Conservare le strisce non utilizzate nella busta con chiusura lampo con essiccante a 2-8 °C
(vedere Informazioni sulla stabilita e sulla conservazione).

Diluire i campioni e i controlli 1:50 (2%) con diluente campione.

Miscelare a fondo gli standard, i controlli e i campioni e aggiungere 100 pL ai pozzetti duplicati. Impostare
un pozzetto con 100 pL di diluente campione da utilizzare come bianco del substrato. Impostare pozzetti
duplicati per ciascuno dei controlli.

Coprire la piastra (involucro per alimenti o coperchio adesivo in plastica). Incubare per 3 ore a 37 °C.
Rimuovere con cura il coperchio in plastica e lavare la piastra di microtitolazione con lavaggio piastre.
Aggiungere 100 pL di anticorpo di rilevamento a tutti i pozzetti eccetto il pozzetto del bianco del substrato.
Coprire e incubare a 37 °C per 1 ora.

Durante I'incubazione con anticorpo di rilevamento, preparare coniugato di lavoro diluendo il concentrato
coniugato con diluente coniugato. Vedere la Tabella 1 per le quantita da utilizzare per il numero di strisce
che si analizzano.

Lavare la piastra di microtitolazione con lavaggio piastre.

Aggiungere 100 pL di coniugato di lavoro a tutti i pozzetti eccetto il pozzetto del bianco del substrato.
Coprire e incubare a temperatura ambiente (15-30 °C) per 30 minuti.

Durante I'incubazione con coniugato di lavoro, preparare substrato di lavoro disciogliendo compresse di
substrato in diluente substrato. Vedere la Tabella 1 per le quantita da utilizzare per il numero di strisce
che si analizzano. Agitare vigorosamente con un moto vorticoso per garantire il completo discioglimento.
Una volta preparato, il substrato di lavoro va utilizzato entro 30 minuti. Evitare I'esposizione alla luce.
Lavare la piastra di microtitolazione con lavaggio piastre.

Includendo il pozzetto del bianco del substrato, aggiungere 100 pL di substrato di lavoro a tutti i pozzetti.
Coprire con un coperchio nuovo in plastica e incubare la piastra nel dark a temperatura ambiente
(1530 °C) per 45 minuti.

Aggiungere 100 pL di soluzione di arresto a ciascun pozzetto per arrestare la reazione.

Leggere I'assorbanza a 490 nm entro 30 minuti.
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TABELLA 1. DOSAGGIO HER-2/neu: PREPARAZIONE DI REAGENTI DEL DOSAGGIO

N. di strisce utilizzate Concentrato coniug. Diluente coniug.

Compresse di substrato Diluente substrato

1 20 pL 0,98 mL 1 4 mL
2 40 pL 1,96 mL 1 4 mL
3 60 L 2,94 mL 1 4 mL
4 80 pL 3,92 mL 1 4 mL
5 100 pL 4,90 mL 2 8 mL
6 120 pL 5,88 mL 2 8 mL
7 140 pL 6,86 mL 2 8 mL
8 160 pL 7,84 mL 2 8 mL
9 180 pL 8,82 mL 3 12 mL
10 200 pL 9,80 mL 3 12 mL
1" 220 pL 10,78 mL 3 12 mL
12 240 pL 11,76 mL 3 12 mL
Figura 1. Curva standard di un campione
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Valutazione dei risultati

CONCENTRAZIONE DEGLI STANDARD

Gli anticorpi utilizzati in questo dosaggio riconoscono il dominio extracellulare, con legame di legante, della proteina
HER-2/neu [5]. Questa forma di HER-2/neu ¢ stata identificata con un peso molecolare uguale o vicino a 105 kDa.
Gli standard nel kit sono calibrati in nanogrammi, che prendono in considerazione questo peso molecolare rilevato
nel siero e sono preparati a partire da una forma ricombinante del frammento da 105 kDa di HER-2/neu.

CONCENTRAZIONE DI SCONOSCIUTI

-

N

5

>

o

. Calcolare la media dei valori di assorbanza per ciascuna diluizione di standard, controllo e campione per

ottenere le assorbanze medie.

Su carta per grafici, rappresentare la relazione tra I'assorbanza media per ciascuno standard sull’asse Y e
la concentrazione della proteina HER-2/neu (ng/mL) sull'asse X e collegare i punti.

Determinare la concentrazione di proteina HER-2/neu per ciascuna diluizione di campione per interpo-
lazione dalla curva standard. Sono disponibili pacchetti software (quali ad esempio SoftMax Pro™,
Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA; KC4™, Bio-Tek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA) che pos-
sono semplificare questo processo. Utilizzare un algoritmo di regressione con curva quadratica (polinomio
di secondo ordine).

Nota: non assegnare pozzetti “in bianco” utilizzando il software. Cid sottrarrebbe le letture in bianco medie
da tutti gli altri pozzetti. E utile, a fini di controllo di qualita e di risoluzione dei problemi, essere in grado
di esaminare i valori di assorbanza riportati per tutti i pozzetti senza regolazioni applicate ai dati non
elaborati.

| risultati per i campioni sono espressi in nanogrammi per mL leggendo direttamente dai valori della curva
standard (ng/mL), come indicato sui flaconi e nella sezione Materiali forniti di questo opuscolo. Per como-
dita, non e necessaria alcuna correzione alla diluizione matematica per campioni diluiti 1:50, dal momento
che la concentrazione effettiva nelle preparazioni standard & al 2% del dosaggio etichettato (in altri termi-
ni, sono state prediluite a 1:50).



DILUIZIONE DI CAMPIONI CON CONCENTRAZIONI ELEVATE

1. Per campioni che forniscono valori di assorbanza (OD) superiori al range della curva standard, sara nec-
essario un dosaggio successivo a diluizioni maggiori.

2. Per preparare ulteriori diluizioni, iniziare sempre con una diluizione iniziale di 1:50 (vedere Preparazione
dei campioni), quindi diluire serialmente 1:2 in diluente campione. Esempio:
Diluizione del campione  Volume della diluizione precedente Volume del diluente campione

1:100 0,5 mL di 1:50 0,5 mL
1:200 0,5 mL di 1:100 0,5 mL
1:400 0,5 mL di 1:200 0,5 mL

3. Se campioni ulteriormente diluiti producono valori di OD < 0,3, questi devono essere dosati utilizzando
materiale meno diluito. Il fattore di correzione della diluizione (vedere punto 4 nel seguito), se moltiplica-
to per risultati da un valore di OD tanto basso, pudé comportare una stima erroneamente alta della proteina
HER-2/neu.

4. Eventuali risultati di campioni ulteriormente diluiti richiedono la correzione dei valori ottenuti dal dosaggio
per qualsiasi diluizione oltre 1:50. Esempio:

Diluizione del campione  Fattore di correzione della diluizione (per cui moltiplicare il risultato riportato)

1:100 2
1:200 4
1:400 8

Controllo di qualita del dosaggio
Si consiglia che ciascun dosaggio soddisfi i seguenti parametri di rendimento.
« Esaminare i risultati relativamente ai controlli eseguiti nel dosaggio per confermare che i recuperi rientrino
nei range attesi (pubblicati nell'inserto del prodotto) per ciascun livello.
« Esaminare il range dinamico della curva standard. Lo standard di livello 1 dovra essere compreso tra
0,04 e 0,09 OD e quello di livello 6 dovra essere compreso tra 1,5 e 2,4 OD.
+ Se si utilizza un software di regressione con curve, esaminare il valore di R? del calcolo: dovrebbe
essere compreso tra 0,997 e 1,0. Se uno di questi parametri non & soddisfatto, va presa in consider-
azione la ripetizione dei test di campioni in un dosaggio successivo.

Valori attesi

PERSONE SANE

Come per tutti i test, ciascun laboratorio dovra stabilire il proprio range di riferimento. In una popolazione di 241 donne
sane, il 95% dei valori di proteina HER-2/neu nel siero sono risultati essere minori di 13,7 ng/mL. Non esiste
alcuna differenza significativa nei valori di HER-2/neu tra donne in etd compresa tra quella pre e post-
menopausa. In base a questa stessa popolazione, il limite superiore del normale (media + 2 SD) era di 14,7
ng/mL. L’analisi ROC conferma 15 ng/mL come il cutoff appropriato tra livelli normali ed elevati di proteina HER-
2/neu nel siero. La distribuzione dei livelli di HER-2/neu nel siero per l'intera popolazione (n = 241) € mostrata
in Figura 2.

Figura 2. Distribuzione della proteina HER-2/neu nel siero in una popolazione di donne sane.
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MONITORAGGIO DI PAZIENTI AFFETTE DA CANCRO METASTATICO AL SENO

L'utilita clinica di ELISA HER-2/neu nel monitoraggio longitudinale di pazienti affette da cancro metastatico
al seno e stata valutata utilizzando campioni retrospettivi di siero prelevati da pazienti con cancro al seno in
fase avanzata, che coprivano un periodo da 6 a 12 mesi, presso tre siti clinici negli Stati Uniti. Cinquantasei

pazienti sottoposte a terapia il cui livello iniziale dell’oncoproteina HER-2/neu nel siero era elevato
(15 ng/mL o maggiore) sono state valutate per rilevare la corrispondenza dei cambiamenti nel loro
livelli di HER-2/neu nel siero con i cambiamenti nel decorso clinico della loro malattia.

Un’analisi visita per visita dei risultati dello studio € presentata nella Tabella 2. | cambiamenti nel livello di
HER-2/neu nel siero tra una visita e la successiva sono stati calcolati per ciascuna paziente. Questi cambia-
menti sono stati separati in due gruppi: il Gruppo | presentava cambiamenti nel livello di HER-2/neu nel siero,
che erano paralleli al decorso clinico della malattia, mentre il Gruppo Il presentava cambiamenti nel livello di
HER-2/neu nel siero che non erano paralleli al decorso clinico della malattia. Lo stato o il decorso clinico sono
stati determinati dal medico. La corrispondenza dei cambiamenti nel livello di HER-2/neu con lo stato clinico
& stata determinata come segue: un aumento non inferiore al 20% rispetto alla visita precedente era indica-
tivo di progressione nella malattia. Se il cambiamento presentava un aumento minore del 20% rispetto alla
visita precedente, era indicativo di una mancanza di progressione nella malattia durante la terapia (compre-
sa la risposta 0o una malattia stabile). | valori stabili e di risposta erano consolidati in quanto entrambi
rispecchiano l'efficacia di una terapia attuale. Il criterio del 20% & stato derivato dalla variabilita longitudinale
in pazienti normali (determinata dai livelli di HER-2/neu nel siero in sei campioni seriali da ciascuna di 38
donne sane).

TABELLA 2. CORRISPONDENZA DELLO STATO DELLA MALATTIA DI PAZIENTI AFFETTE
DA CANCRO METASTATICO AL SENO CON CAMBIAMENTI NEI LIVELLI DI HER-2/neu
NEL SIERO: VISITA PER VISITA

Cambiamento nello stato clinico

Cambiamento in HER-2/neu Progressione Assenza di progressione Totale
Aumento = 20% 52 33 85
Aumento < 20% 55 96 151
Totale 107 129 236

Concordanza = 62,7% (Cl = da 56,4 a 68,6%)
Valore predittivo: ~ Assenza di progressione = 63,6% (Cl = da 55,7 a 70,8%)
Progressione = 61,2% (Cl = da 50,6 a 70,8%)

Le figure seguenti mostrano esempi tipici di cambiamenti nei livelli di HER-2/neu nel siero nel tempo, per
due delle 56 pazienti affette da cancro metastatico al seno, dallo studio clinico. La Figura 3 mostra una
paziente la cui malattia sta rispondendo, mentre la Figura 4 mostra una paziente con una malattia ingraves-
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Figura 3. Monitoraggio di una paziente di
38 anni affetta da cancro al seno in Fase
IV con ELISA HER-2/neu. Cambiamenti
longitudinali nei livelli di HER-2/neu nel siero
sono correlati ai cambiamenti nello stato della malattia.

Figura 4. Monitoraggio di una paziente di

74 anni affetta da cancro al seno in Fase

IV con ELISA HER-2/neu. | cambiamenti
longitudinali nei livelli di HER-2/neu nel siero sono
correlati ai cambiamenti nello stato della malattia.
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Caratteristiche di rendimento non cliniche

IMPRECISIONE

L'imprecisione & stata determinata esaminando quattro campioni di controllo composti da tre controlli basati
su soluzione tampone e da una raccolta di siero umano. Tre diversi lotti di kit sono stati utilizzati presso cias-
cuno di tre laboratori diversi. Le determinazioni triplicate per analisi per ciascun controllo sono state
determinate in 130 serie. La precisione intra-serie e quella totale sono state calcolate per ciascun controllo in
base al protocollo NCCLS EP-5A. Le imprecisioni intra-serie per tre siti e lotti di kit erano non superiori al 10%
CV, mentre I'imprecisione totale fra tutti i kit e i siti era compresa tra 10 e 17,7% CV.

Campione di controllo N. di serie N. di repliche Media (ng/mL)
Controllo 1 130 385 24,5
Controllo 2 131 390 9,8
Controllo 3 131 386 33
Siero 4 130 385 9,5
Precisione intra-serie Precisione totale
Campione di controllo Dev std CV % Dev std CV %
Controllo 1 1,46 6,0 2,62 10,7
Controllo 2 0,69 7,0 1,03 10,4
Controllo 3 0,34 10,2 0,59 17,7
Siero 4 0,65 6,9 1,02 10,8

SENSIBILITA

La concentrazione rilevabile minima dell'analita & stata determinata da una misura ripetuta di un campione a
dose zero (diluente campione). La media e la deviazione standard del recupero apparente di HER-2/neu sono
state calcolate per 230 determinazioni eseguite in un periodo di 20 giorni fra tre diversi lotti di kit e tre laboratori
diversi. Dopo I'aggiunta di due deviazioni standard alla dose media recuperata di HER-2/neu, la concentrazione
rilevabile minima e risultata di 1,5 ng di p105/mL di siero.

SPECIFICITA ANALITICA

Cross-reattivita. Il recettore del fattore di crescita epidermico (epidermal growth factor receptor, EGFr) & una
molecola strettamente correlata al recettore del fattore di crescita HER-2/neu con omologia dell'88% col
dominio intracellulare e omologia del 44% col dominio extracellulare. Abbiamo provato ELISA HER-2/neu con
EGFr a 850 ng/mL. Questo materiale non ha prodotto alcun segnale nel dosaggio, ad indicare che gli
immunoreagenti nel dispositivo non producono alcuna reazione crociata con EGFr.

Sostanze interferenti. L’anticorpo umano anti-murino (human anti-mouse antibody, HAMA), rilevato in rari
casi nel siero umano, ha il potenziale di legarsi ai reagenti critici negli immunodosaggi, provocando segnali
falsamente positivi 0 negativi. Nel dispositivo sono stati esaminati diversi campioni di siero noti come positivi
HAMA nonché positivi al fattore reumatoide. Con questi campioni non € stato generato alcun falso segnale.
Sono stati formulati reagenti per il dispositivo per bloccare qualsiasi reattivita falsa di questo tipo.

Le misure di HER-2/neu nel siero potrebbero essere eseguite mentre le pazienti assumono vitamine o far-
maci da banco, oppure sono sottoposte a chemioterapia. Per esaminare la possibilita che tali agenti possano
interferire con determinazioni accurate di HER-2/neu, i potenziali interferenti esogeni sono stati forati in un
siero di controllo positivo contenente una concentrazione nota di HER-2/neu e sono stati successivamente
esaminati nel dosaggio. Alcuni costituenti comuni del siero sono stati esaminati anche per rilevarne il poten-
ziale di agire come interferenti endogeni. Nessuno dei composti esaminati aveva un effetto sul recupero
dell’analita. Vedere Tabella 3.

RANGE ANALITICO

ELISA HER-2/neu ¢ in grado di fornire una quantificazione accurata dei livelli di HER-2/neu nel siero in cam-
pioni prediluiti, che forniscono una risposta del dosaggio nel range da 1,5 a 35 ng di proteina HER-2/neu p105
per mL di siero. | campioni che producono un segnale superiore al limite superiore del range della curva stan-
dard (35 ng/mL) devono essere ulteriormente diluiti con diluente campione e riesaminati nel dosaggio.
Accertarsi di correggere il recupero riportato di proteina HER-2/neu per preparazioni di diluizione maggiori
della diluizione di routine 1:50.
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TABELLA 3. POTENZIALI INTERFERENTI ELISA

POTENZIALI CONCENTRAZIONI POTENZIALI CONCENTRAZIONI
INTERFERENTI DI TEST INTERFERENTI DI TEST
ENDOGENI FARMACI DA BANCO, ECC.
Trigliceridi (intralipina-20%) 3000,0 mg/dL Acetamminofenolo 200,0 pg/mL
Emoglobina 1,0 g/dL Aspirina 500,0 pg/mL
Immunoglobulina (gamma globulina) 6,0 g/dL Ibuprofen 400,0 pg/mL
Albumina 6,5 g/dL Caffeina 100,0 pg/mL
Bilirubina 25,0 mg/dL
Eparina 0,46 mg/mL AGENTI CHEMIOTERAPEUTICI
Amminoglutetammide 398,0 pg/mL
ESOGENI Bleomicina 0,16 U/mL
Vitamina A trans retinol acetato 10,0 1U/mL Cisplatino 173,0 pg/mL
Vitamina B1 tiamina 3,0 pg/mL Dossorubicina 51,8 pg/mL
Vitamina B2 riboflavina 3,4 pg/mL Ciclofosfammide 800,0 pg/mL
Vitamina B6 pirossido HCL 4,0 pg/mL Dietilstilbesterolo 23,0 pg/mL
Vitamina B12 12,0 ng/mL Estramustina 102,2 pg/mL
Vitamina C acido ascorbico 30,0 pg/mL Flutamide 10,0 pg/mL
Vitamina D2 ergocalciferol 0,8 IU/mL 5-Fluorouracile 1600,0 pg/mL
Vitamina E tocoferolo acetato 0,06 1U/mL Lupron 15,0 pg/mL
Acido folico 0,8 pg/mL Metotressato 450,0 pg/mL
Niacina 40,0 pg/mL Mitoxantrone 56,0 pg/mL
Mitomicina C 73,0 pg/mL
Megace 27,0 ng/mL
Tamossifene 1,4 pg/mL
Vincristina 4,88 ug/mL
Vinblastina 16,3 pg/mL
Herceptin (Trastuzumab) 500 pg/mL

LIMITAZIONI DELLA PROCEDURA

Nell'esecuzione della procedura negli immunodosaggi manuali, esiste la possibilita di misure erronee (recu-
pero di campioni) come conseguenza della variazione nel tempo di incubazione a cui i campioni sono soggetti
in ciascuna delle fasi di incubazione. Tutti i pozzetti dovranno ricevere essenzialmente lo stesso tempo di
incubazione richiesto per ciascuna fase di reagente. In particolare, quando si aggiungono standard, controlli
e campioni a pozzetti nella piastra, il tempo compreso tra 'aggiunta del primo campione e quella dell'ultimo
dovra rientrare, al massimo, entro un intervallo di tempo di 15 minuti. Preparare tutti i campioni in anticipo.
L'utilizzo di sistemi di pipettamento semiautomatizzati a pit puntali & altamente consigliato per ridurre il tempo
richiesto per queste procedure. Al fine di prevenire la contaminazione crociata, accertarsi di utilizzare puntali
nuovi per ciascuna aggiunta di campione.

Gli immunodosaggi che utilizzano le cosiddette configurazioni sandwich, come nel caso di questo dis-
positivo, sono soggetti ad interferenze e falsi risultati derivanti da campioni che contengono agenti
immunoreattivi contro anticorpi murini. HAMA, I'anticorpo eterofilo e il fattore reumatoide sono gli esempi pri-
mari di questi interferenti. |l produttore ha preso precauzioni nella formulazione di reagenti contenuti in questo
dispositivo per minimizzare o eliminare tale interferenza. Tuttavia, va prestata attenzione quando si valutano
risultati del dosaggio che potrebbero non essere coerenti con lo stato clinico complessivo della paziente alla
luce di questa possibile interferenza.

E possibile che una paziente con cancro al seno confermato possa avere livelli di proteina HER-2/neu nel
siero entro il range di quelli osservati in persone sane. Prestare attenzione nell'interpretazione dei risultati di
HER-2/neu. | livelli di HER-2/neu nel siero potrebbero non indicare sempre la presenza o I'assenza di tumore
maligno. Il valore di HER-2/neu va utilizzato come parte di una valutazione clinica complessiva che includa
una valutazione clinica aggiuntiva e altri test diagnostici.



RlsquZ|one dei problemi
Ciascun dosaggio deve comprendere i sei (6) standard esaminati in duplicato utilizzando il protocollo
descritto nel Protocollo dettagliato. Temperature o tempi di incubazione significativamente diversi da quelli
specificati potrebbero dare risultati erronei.

B. La forma della curva standard € non lineare e varia leggermente da un dosaggio all’altro. Per la riduzione
manuale dei dati, costruire un grafico da punto a punto. Se si utilizza il software ELISA, applicare un algo-
ritmo di regressione con curva quadratica (polinomio di secondo ordine).

C. Duplicati insoddisfacenti, se accompagnati da valori elevati per lo standard zero, indicano un lavaggio
insufficiente. Se tutte le istruzioni nel Protocollo dettagliato sono state seguite accuratamente, tali risultati
indicano la necessita di manutenzione del lavatore. Evitare inoltre di introdurre bolle nei pozzetti quando
si pipettano campioni e reagenti.

D. Il pozzetto di bianco del substrato dovra riportare un valore minore o uguale a 0,05 unita di assorbanza.
Una possibile causa di valori piu elevati & I'esposizione del substrato di lavoro alla luce, prima o durante
la fase di incubazione. Il substrato di lavoro va utilizzato entro 30 minuti dalla preparazione.

E. Un segnale basso potrebbe indicare 1) che I'essiccazione della piastra si & verificata tra le fasi. Non las-
ciare essiccare la piastra. Aggiungere il reagente successivo immediatamente dopo il lavaggio; oppure 2)
che é stato eseguito un lavaggio improprio. Accertarsi che il lavatore della piastra di microtitolazione sia
stato correttamente riempito con lavaggio piastre (vedere Protocollo dettagliato).

Informazioni sulla stabilita e sulla conservazione

Tutti i reagenti inclusi in ELISA HER-2/neu sono stati esaminati relativamente alla stabilita. | reagenti non
vanno utilizzati oltre la data di scadenza indicata. | reagenti del kit vanno conservati a 2-8 °C, con I'eccezione
del concentrato di lavaggio piastre, che pud essere conservato a temperatura ambiente. Le piastre di dosag-
gio vanno conservate sigillate nella busta metallizzata originale con confezione di essiccante. Una volta
aperto, il dispositivo opera all’interno delle specifiche per un periodo non superiore alle 4 settimane (30 giorni)
entro il periodo della data di scadenza indicato sull'etichetta.

Supporto tecnico
tel.: +1 617 492 3900 x502
posta elettronica: oncogenetech@wilex.com

u WILEX Inc.
Cambridge, MA 02140 USA

[ecTrer] EMERGO EUROPE
Molenstraat 15
2513 BH, The Hague
The Netherlands
Tel: +31 (0)70 345 8570
Fax: +31 (0)70 346 7299
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Uso previsto

El ensayo ELISA HER-2/neu estéa disefiado para la medicién cuantitativa de la proteina HER-2/neu sérica en
mujeres con cancer de mama con metastasis. El uso del ensayo ELISA HER-2/neu esta indicado para el con-
trol y seguimiento de pacientes que padecen cancer de mama con metastasis cuyo valor inicial de HER-2/neu
sérica sea superior a 15 ng/mL. Los valores de HER-2/neu deben emplearse en combinacién con la infor-
macién disponible procedente de otros procedimientos clinicos y de diagnéstico para el tratamiento del cancer
de mama con metastasis. La utilidad clinica de la medicién en suero de HER-2/neu como un indicador de
prondstico de la reproduccion temprana y en el tratamiento de pacientes con regimenes de inmunoterapia no
ha sido determinada plenamente.

PARA USO DIAGNOSTICO IN VITRO

Fase sdlida para ensayo ELISA tipo sandwich
de 0 ng/mL a 35 ng/mL

Suero humano

10,0 microlitros

1,5 ng p105/mL sérica

Principio del método

Rango analitico

Tipo de espécimen

Volumen de la muestra para la prueba
Sensibilidad

La adquisicion de este kit otorga licencia de uso bajo las patentes siguientes: Patentes de EE.UU.
5.401.638 y 5.604.107; patentes EPO 0494135 y 0412116; patente de Canada 2.026.250-8
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Historia

El oncogén HER-2/neu, también conocido como c-erbB-2, codifica una proteina con un peso molecular de
185.000 daltons (p185) y pertenece a una familia de receptores del factor de crecimiento epitelial relaciona-
dos estructuralmente con el receptor del factor de crecimiento epidermal humano [1]. La proteina p185
HER-2/neu de longitud completa esta compuesta por un dominio citoplasmatico con actividad tirosina kinasa,
un dominio transmembranal y un dominio extracelular (ECD) que se obtiene de la superficie de las células
mamarias cancerigenas [2,3]. Numerosos estudios han mostrado que el ECD obtenido de HER-2/neu es una
glicoproteina con un peso molecular entre 97 y 115 kDa denominada p105 [3,4]. EI ECD se puede cuantificar
en suero de una forma precisa mediante un ensayo [4] que emplea anticuerpos monoclonales [5] que se diri-
gen a los epitopos externos de la proteina HER-2/neu. Un gran nimero de publicaciones muestran que el
ECD se descarta en la sangre de individuos normales y puede medirse en niveles elevados en mujeres con
cancer de mama con metastasis [4,6—26]. Muchos de estos estudios de HER-2/neu sérica han confirmado datos
importantes de estudios de tejidos que afirman que la expresion elevada de HER-2/neu constituye un mar-
cador de pobre prognosis, supervivencia general mas corta y agresividad bioldgica.

Estudios recientes sugieren que la cuantificacion del ECD puede tener diversas aplicaciones clinicas impor-
tantes, como el control de pacientes con cancer de mama con metastasis y la supervisién de pacientes de
cancer de mama para detectar la reproduccién temprana [6-10,12,15,17-20,22-26]. Estos informes han
demostrado que el 30-50% de mujeres con tumores HER-2/neu positivos detectados en la diagnosis primaria
desarrollan niveles elevados de HER-2/neu sérica con progresion de cancer de mama con metastasis [4,6-26].
El seguimiento realizado en estos estudios también ha ilustrado que los niveles de ECD sérico tras la cirugia
se corresponden con la evolucion clinica de la enfermedad, y permitieron observar el aumento de los niveles
de HER-2/neu sérica con la progresiéon de la enfermedad y su reduccién con la respuesta a la terapia
[12,15,19,20,25,26]. Varios informes también han demostrado que los niveles elevados de HER-2/neu sérica
se pueden encontrar en mujeres con cancer de mama con metastasis que tuvieron tumores mamarios pri-
marios con resultados de HER-2/neu negativos en ensayos inmunoquimicos [6,11,18,21,27]. De acuerdo

Explicacién de simbolos
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con numerosos estudios séricos e inmunoquimicos, la proteina HER-2/neu se encuentra sobreexpresada en
muchos tumores de origen epitelial, incluidos los de pulmén [28], prostata [29], pancreas [30], colon [31], estomago
[32], ovarios [33] y células hepaticas [34].

Se han obtenido patentes relacionadas con la cuantificacion y deteccién del dominio p105 ECD (en EE.UU.,
patente nimero 5.401.638; en Canada, nimero 2.026.250-8; y en Europa, nimero 0494135), asi como patentes
relacionadas con la cuantificacién y deteccion de la molécula p185 de longitud completa (en EE.UU., patente
numero 5.604.107, y en Europa, patente nimero 0412116). Patentes similares estan pendientes en Japon.

Principio del ensayo
El ensayo ELISA HER-2/neu es un inmunoensayo enzimatico tipo sandwich que utiliza un anticuerpo mono-
clonal de ratén para la captura y un anticuerpo monoclonal de ratén biotinilado diferente para la deteccién de
la proteina HER-2/neu humana. Tanto los reactivos de captura como los de deteccion se unen especifica-
mente al dominio extracelular de la proteina HER-2/neu. El anticuerpo de captura se ha inmovilizado en la
superficie interior de los pocillos de la placa de microtitulacion. Para realizar la prueba, se incuba el volumen
adecuado de espécimen en el pocillo revestido para permitir la union del antigeno con el anticuerpo de
captura. Entonces, el antigeno inmovilizado reacciona con el antisuero de deteccion. La cantidad de
anticuerpo de deteccion unido al antigeno se mide uniéndolo con un conjugado de peroxidasa de rabano rus-
ticano/estreptavidina, que cataliza la conversion del sustrato cromogénico o-fenilendiamina (OPD) en un
producto coloreado. El producto reactivo coloreado se cuantifica mediante espectrofotometria y se relaciona
con la cantidad de proteina HER-2/neu de la muestra.

Para obtener instrucciones, consultar las secciones Detalles del protocolo y Evaluacién de resultados de
este documento.

Resumen del procedimiento

Pasos Incubaciones

1. Afadir muestras y estandares a los pocillos 3 horas, 37°C
2. Lavado

3. Afadir anticuerpo de deteccion a los pocillos 1 hora, 37°C

4. Lavado

5. Anadir anticuerpo conjugado a los pocillos 30 minutos, TA*
6. Lavado

7. Anadir sustrato a los pocillos 45 minutos, TA*
8. Anadir solucion de interrupcién a los pocillos

9. Leer placa a 490 nm

*Temperatura ambiente

Trazabilidad de estandares
El ensayo ELISA HER-2/neu ha sido desarrollado y calibrado por WILEX Inc., Cambridge MA, 02140, EE.UU.
Los Estandares ELISA HER-2/neu se han calibrado utilizando material de reserva de calibrador maestro
almacenado en Cambridge MA. Este material, identificado como el lote R5345 de calibrador maestro para
HER-2/neu, es una serie de seis reactivos liquidos, que abarca el rango de cero a 35 ng/mL de proteina p105
HER-2/neu. Las determinaciones de masa del calibrador maestro HER-2/neu se han asignado basandose en
el andlisis del calibrador, comparandolo directamente con tres muestras de proteina p105 HER-2/neu muy
pura. Los equivalentes de masa (moles) de las muestras purificadas se determinaron mediante analisis cuanti-
tativo de aminoécidos.

Materiales suministrados

Se suministran los componentes siguientes.

Placa de microtitulacién: placa de microtitulacion revestida previamente, suministrada lista para su uso, con
96 pocillos (12 tiras de ocho) en bolsas de papel metalizado con cierre hermético y un paquete desecante.
Los pocillos estan revestidos de anticuerpo monoclonal anti-proteina HER-2/neu.

Estandares HER-2/neu: seis (6) viales separados de p105 HER-2/neu recombinante. Los estandares se cal-
ibran en ng/mL y se etiquetan con valores que son 50 veces mayores que la dosis de vial real. Al asignar
estos valores de etiquetas a una curva estandar se obvia la necesidad de corregir la dosis obtenida para una
muestra diluida al 1:50 (2% de suero en tampodn). Ver la seccion Evaluacion de resultados para obtener
mas detalles.
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Num. de estandar ng/mL \olumenes
6 35,0 1 mL
5 25,0 1 mL
4 15,0 1 mL
3 75 1 mL
2 2,5 1mL
1 0,0 1 mL

Diluyente de muestras: una (1) botella que contiene BSA 'y 0,09% de azida sodica.

Anticuerpo de deteccién: una (1) botella suministrada lista para su uso, que contiene anticuerpo monoclonal
de raton anti-proteina HER-2/neu biotinilado en 0,01 M PBS (pH 7,4), estabilizante de proteinas y 0,09% de
azida sodica.

Diluyente conjugado: una (1) botella que contiene 0,01 M PBS (pH 7,4), BSAy 0,1% de cloroacetamida.
Concentrado conjugado: un (1) vial que contiene 50X de peroxidasa de rabano rusticano/estreptavidina en
tampén. Debe diluirse al 1X con diluyente conjugado para obtener conjugado de trabajo. Ver la Tabla 1.
Diluyente de sustrato: 0,1 M en tampén con citrato (pH 5,0) y 0,01% H,O, (peroxido de hidrégeno).
Sustrato: un (1) vial que contiene pastillas OPD. Debe disolverse en diluyente de sustrato (1 pastilla/4 mL)
para obtener sustrato de trabajo. Ver la Tabla 1.

Solucién de interrupcion: una (1) botella que contiene 2,5 N H,SO, (acido sulfurico).

Concentrado de lavado de placas (20X): una (1) botella. Diluir una (1) parte de concentrado en 19 partes de
agua de alta calidad antes de su uso.

Frases de seguridad y de advertencia

X

iNocivo!

R22 — Nocivo por ingestion.

S28 — En caso de contacto con la piel, lavese immediata y abundantemente con agua.
Contiene azida sédica (estandares, diluyente de muestra, anticuerpo de deteccion)

iNocivo!

R40 — Posibilidad de efectos irreversibles.

R43 — Posibilidad de sensibilizacién en contacto con la piel.
S36/37 — Usense indumentaria y guantes de proteccion adecuados.
Contiene dihidrocloruro de ortofenilendiamina (pastillas de sustrato)

ilrritante!

R36/38 — Irrita los ojos y la piel.

S36/37/39 — Usense indumentaria, guantes adecuados y proteccién para los ojos/la cara.

S26 — En caso de contacto con los ojos, lavenlos immediata y abundantemente con agua y actidase a un médico.
Contiene acido sulfarico (solucién de interrupcién)

ilrritante!

R43 — Posibilidad de sensibilizacion en contacto con la piel

S24 — Evitese el contacto con la piel.

S37 — Usense guantes adecuados.

Contiene cloroacetamida (diluyente conjugado y concentrado conjugado)



Materiales necesarios pero no provistos
« Incubadora de calor seco con capacidad para mantener una temperatura de 37°C
Dispositivos de pipeteo: dispositivos de pipeteo de 2-20 pL, 20-200 pL y 200-1000 pL con puntas
desechables
Dispositivo de pipeteo reiterativo de precision
Dispositivo automatico de lavado de placas de microtitulacion de 96 pocillos
Tubos de cultivo de 12 x 75 mm para preparacion de muestras
Mezclador Vortex
Lector de placas de microtitulacién con capacidad para medir la absorcién en las placas de 96 pocil-
los a una longitud de onda de 490 nm
Cilindro graduado de 500 mL o 1000 mL
Depositos de reactivos
Agua desionizada
Sellos de placas adhesivos o envoltorio de plastico
Lejia doméstica liquida para la inactivacion clinica de los especimenes y descontaminacién del dispositi-
vo de lavado de placas
Toallas de papel desechables
Controles: los controles ELISA HER-2/neu que estan compuestos de p105 recombinante en diluyente de
muestras estan disponibles en WILEX Inc. Para realizar pedidos, consultar los Controles ELISA HER-2/neu,
Ref. 06489884. Almacenar a una temperatura entre 2 y 8°C.

Precauciones y recomendaciones

« Almacenar los componentes a una temperatura entre 2 y 8°C. No exponer los reactivos a luz excesi-
va. No congelar ninguno de los componentes del kit.
No utilizar los reactivos del kit después de la fecha de caducidad.
Usar solo los pocillos de microtitulacion suministrados con el kit.
Enjuagar cualquier residuo de detergente de los elementos de cristal.
Usar agua desionizada de la mejor calidad.
No mezclar reactivos de kits diferentes.
Los tampones y los reactivos de este kit contienen conservantes, que pueden ser bien azida sédica o
bien cloroacetamida. Se debe tener cuidado de evitar el contacto directo con estos reactivos.
No llevarse a la boca las pipetas ni ingerir reactivos.
Cuando se realice el ensayo o cuando se manipulen reactivos o muestras, no fumar, comer ni beber.
Las muestras humanas pueden estar contaminadas con agentes infecciosos. No ingerir, no exponer a heri-
das ni inhalar aerosoles. Llevar guantes protectores y desechar las muestras biolégicas de manera adecuada.
No manipular las pastillas de sustrato con los dedos ni permitir el contacto con la piel, metal o agentes
oxidantes. Desechar las soluciones que contengan OPD conforme a lo estipulado por la normativa
local.
Llevar guantes desechables y proteccién para los ojos al manipular solucién de interrupcion (acido
sulfarico 2,5 N).
Desechar todas las soluciones de trabajo (lavado de placas, conjugado, sustrato) al final de cada dia.
Preparar soluciones de trabajo nuevas para cada ensayo subsecuente.

Preparacion de muestras

Para las muestras (y controles), se debe preparar una dilucién inicial de diluyente de muestras a 1:50 antes del
ensayo. Eliminar cualquier material floculento de las muestras mediante microcentrifugado antes de la dilucion.
Etiquetar los tubos y afadir 0,98 mL de diluyente de muestras a cada uno, seguido de 0,02 mL de espécimen/
control. Mezclar suavemente y evitar la formacién de espuma en la muestra diluida. Las muestras y los
controles diluidos se pueden almacenar en tubos tapados durante una semana a una temperatura entre 2 y
8°C, y durante seis meses a —20°C. Proteger de la exposicién a la luz. Puede ser necesario repetir el ensayo
de algunas muestras a un grado de dilucion mayor. Desechar las muestras almacenadas a una temperatura
entre 2 y 8°C que muestren signos de contaminacion. Volver a diluir a partir de suero.

Detalles del protocolo

PROCEDIMIENTOS RECOMENDADOS

1. La adicién de reactivos se debe realizar en el orden especificado.

2. Los seis (6) estandares y especimenes de pruebas deben analizarse por duplicado.

3. Equilibrar todos los reactivos a temperatura ambiente (15-30°C) antes de su uso.

4. Dispensar sélo la cantidad suficiente de cada reactivo de ensayo para el nimero de pocillos utilizado.
Para cada tira de 8 pocillos, dispensar 1 mL de anticuerpo de deteccién, conjugado, etc.

5. Preparar un mapa de la placa para usarlo como guia para la localizaciéon de muestras, estandares y pocil-
los de control.

6. La transferencia de muestras, estandares y controles desde los tubos de dilucién a los pocillos se puede
simplificar utilizando dispositivos de pipeteo semiautomatizados de varios canales. Para obtener informa-
cion de los dispositivos recomendados, ponerse en contacto con el Servicio técnico.

7. Preparacion de lavado de placas
a. Si el concentrado de lavado de placas esta frio, dejar que llegue a temperatura ambiente (15-30°C)

antes de su uso. Asegurarse de que todos los cristales se hayan disuelto. Si se desea, calentar a 37°C

y mezclar bien.

Diluir un (1) volumen de concentrado de lavado de placas con 19 volimenes de agua destilada o

desionizada. Mezclar bien. Esta solucion es lavado de placas. El volumen total necesario depende del

método o instrumento de lavado que se utilice. Se necesita aproximadamente 1 L de esta solucién para
cebar un dispositivo de lavado automatico y analizar una placa de microtitulacién; cuando se realiza el
lavado manual, se necesitan aproximadamente 700 mL para cada placa de microtitulacion.

c. El lavado de placas debe prepararse nuevo cada dia. No almacenar el lavado de placas.

8. Cuando se usen métodos manuales, tener precaucion al invertir la placa de microtitulaciéon para decantar
o secar; presionar las lengletas laterales del marco interior para evitar que se caigan las tiras.

9. Los dispositivos de lavado de placas automaticos obtienen los mejores resultados de lavado de placas
de microtitulacion. Los equipos de lavado de placas deben ajustarse, lavarse y mantenerse adecuada-
mente. Se recomiendan los dispositivos de lavado automaticos de 96 puertos. Las tiras de 8 pocillos de
prueba se pueden utilizar para rellenar las partes que no se utilicen del soporte de los ensayos que usen
una placa parcial. Retener y etiquetar las tiras ya usadas para este fin.

10. Establecer el volumen de llenado en 300 pL/pocillo. Cebar el instrumento con Lavado de placas. Para
dispositivos de lavado de 96 puertos, realizar dos lavados de 3 ciclos. Después del lavado inicial de 3
ciclos, girar la placa 180 grados y repetir. Si se usa un dispositivo de lavado de tiras, realizar un ciclo de
un solo lavado en la placa y repetirlo cinco veces.

11. Después del ultimo lavado, invertir la placa de microtitulaciéon y depositarla en una superficie absorbente.
Comprobar visualmente que los pocillos estén vacios.

Procedimiento del ensayo

1. Sacar la placa de microtitulaciéon de la bolsa. Calcular el nimero de tiras necesarias a partir del nimero
de especimenes que se van a analizar y de las determinaciones replicadas (se recomienda realizar
copias). (Cada estandar requiere dos pocillos; para la determinacién del sustrato blanco se necesita uno.)
Almacenar las tiras sin usar en la bolsa con cierre hermético y con paquete desecante a una temperatu-
ra entre 2 y 8°C (consultar Informacion de estabilidad y almacenamiento).

2. Diluir los especimenes y los controles a 1:50 (2%) con diluyente de muestras.

3. Mezclar bien los estandares, los controles y los especimenes y afiadir 100 pL a los pocillos duplicados.
Preparar un pocillo con 100 pL de diluyente de muestras para usarlo como sustrato blanco. Preparar pocil-
los duplicados para cada uno de los controles.

4. Cubrir la placa (con plastico para envolver alimentos o plastico adhesivo). Incubar durante 3 horas a 37°C.

5. Retirar cuidadosamente la cobertura de plastico y lavar la placa de microtitulacién con lavado de placas.

6. Anadir 100 pL de anticuerpo de deteccion a todos los pocillos excepto al pocillo de sustrato blanco. Cubrir
e incubar a 37°C durante 1 hora.

7. Durante la incubacién con anticuerpo de deteccion, diluir el concentrado conjugado con diluyente conju-
gado para preparar conjugado de trabajo. Consultar la Tabla 1 para obtener las cantidades a usar segn
el niumero de tiras que se analicen.

8. Lavar la placa de microtitulacion con lavado de placas.

=
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9. Afadir 100 pL de conjugado de trabajo a todos los pocillos excepto al pocillo de sustrato blanco. Cubrir
e incubar a temperatura ambiente (15-30°C) durante 30 minutos.

10. Durante la incubacién con conjugado de trabajo, disolver pastillas de Sustrato en Diluyente de sustrato
para preparar sustrato de trabajo. Consultar la Tabla 1 para obtener las cantidades a usar segun el nimero
de tiras que se analicen. Someter a vortex enérgicamente para garantizar la disoluciéon completa. Una vez
preparado, el sustrato de trabajo debe usarse antes de 30 minutos. Evitar la exposicion a la luz.

11. Lavar la placa de microtitulacién con Lavado de placas.

12. Afadir 100 pL de conjugado de trabajo a todos los pocillos, incluido el pocillo de sustrato blanco. Cubrir
con una cobertura de plastico nueva e incubar la placa en la oscuridad a temperatura ambiente (15-30°C)
durante 45 minutos.

13. Aiadir 100 pL de solucién de interrupcion a cada pocillo para interrumpir la reaccion.

14. Realizar la lectura de la absorcién a 490 nm antes de transcurridos 30 minutos.

TABLA 1. ENSAYO HER-2/neu: PREPARACION DE LOS REACTIVOS DEL ENSAYO
NUm. tiras usadas Concentrado conjugado Diluyente conjugado Pastillas de sustrato Diluyente de sustrato

1 20 pL 0,98 mL 1 4 mL
2 40 pL 1,96 mL 1 4 mL
3 60 L 2,94 mL 1 4 mL
4 80 L 3,92 mL 1 4 mL
5 100 pL 4,90 mL 2 8 mL
6 120 pL 5,88 mL 2 8 mL
7 140 pL 6,86 mL 2 8 mL
8 160 pL 7,84 mL 2 8 mL
9 180 uL 8,82 mL 3 12 mL
10 200 uL 9,80 mL 3 12 mL
1 220 L 10,78 mL 3 12 mL
12 240 pL 11,76 mL 3 12 mL
Figura 1. Curva estandar de muestra
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Evaluacién de resultados

CONCENTRACION DE ESTANDARES

Los anticuerpos usados en este ensayo reconocen el dominio extracelular de unién al ligando de la proteina
HER-2/neu [5]. Esta forma de HER-2/neu se identifica con un peso molecular aproximado de 105 kDa. Los
estandares del kit, que se calibran en nanogramos, tienen en cuenta este peso molecular detectado en suero
y se preparan a partir de una forma recombinante de un fragmento de 105 kDa de HER-2/neu.

CONCENTRACION DE VALORES DESCONOCIDOS

1. Obtener el promedio de los valores de absorciéon de cada estandar, control y dilucién de espécimen con
el fin de obtener la media de las absorciones.

2. En papel milimetrado, trazar la absorcién media de cada estandar en el eje Y, la concentracién de pro-
teina HER-2/neu (ng/mL) en el eje X y conectar los puntos.

3. Determinar la concentracion de proteina HER-2/neu de cada dilucion de espécimen mediante su interpolacion
en la curva estandar. Hay disponibles paquetes de software (como SoftMax Pro™, Molecular Devices,
Sunnyvale, CA EE.UU.; KC4™, Bio-Tek Instruments, Inc., Winooski, VT EE.UU.) que pueden simplificar
este proceso. Usar un algoritmo de calculo de la curva cuadratica (polinémico de segundo orden).
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4. Nota: no realizar la asignacion de pocillos “blancos” mediante programas de software. Esta accion restara
las lecturas en blanco medias de todos los demas pocillos. Para el control de calidad y la resolucion de
problemas es util poder inspeccionar los valores de absorcion obtenidos de todos los pocillos sin realizar
ajustes en los datos iniciales.

5. Los resultados de las muestras se expresan en nanogramos por mL mediante la lectura directa de los
valores de la curva estandar (ng/mL), tal como se indica en los viales y en la secciéon Materiales sumin-
istrados de este documento. Por comodidad, no es necesaria ninguna correcciéon matematica de la
dilucién para las muestras diluidas a 1:50, ya que la concentracion real de las preparaciones estandar es
el 2% de la dosis marcada (es decir, que se han prediluido a 1:50).

DILUCION DE MUESTRAS A CONCENTRACIONES ELEVADAS

1. Para las muestras que presenten valores de absorcion (OD) que excedan el rango de la curva estandar,
es necesario realizar ensayos subsecuentes a diluciones mayores.

2. Para preparar muestras mas diluidas, comenzar siempre con una dilucién inicial a 1:50 (consultar
Preparacién de muestras) y, a continuacion, diluir seriadamente a 1:2 en diluyente de muestras. Ejemplo:
Dilucién de muestra Volumen de dilucién previo Volumen de diluyente de muestras

1:100 0,5 mL a 1:50 0,5 mL
1:200 0,5 mL a 1:100 0,5 mL
1:400 0,5 mL a 1:200 0,5 mL

3. Silas muestras mas diluidas generan valores OD < 0,3, deben volver a analizarse usando menos mate-
rial de dilucién. Cuando se multiplica el factor de correccion de dilucién (consultar el Paso 4 a
continuacion) por resultados de un valor OD tan bajo, puede que se obtenga una estimacién de proteina
HER-2/neu erréneamente elevada.

4. Los resultados de muestras mas diluidas requeriran la correccion de los valores obtenidos a partir del
andlisis de cualquier dilucion superior a 1:50. Ejemplo:

Dilucién de muestra Factor de correccion de dilucion (multiplicar el resultado obtenido por)

1:100 2
1:200 4
1:400 8

Control de calidad del ensayo
Es recomendable que todos los ensayos cumplan los siguientes parametros de funcionamiento.
« Examinar los resultados de los andlisis de controles del ensayo para confirmar que las recuperaciones
se encuentren dentro de los rangos esperados (incluidos en el folleto del producto) para cada nivel.
« Inspeccionar el rango dindmico de la curva estandar. El estandar de Nivel 1 debe encontrarse entre 0,04
y 0,09 OD, y el estandar de Nivel 6 entre 1,5y 2,4 OD.
« Si se usa software de generacion de curvas, examinar el calculo de R? que debe encontrarse entre
0,997 y 1,0. Si no se cumple alguno de estos parametros, debe considerarse la posibilidad de repetir
el andlisis de la muestra en un ensayo subsecuente.

Valores esperados

INDIVIDUOS SANOS

Al igual que con todas las pruebas, cada laboratorio debe establecer su propio rango de referencia. En una
poblacion de 241 mujeres sanas, se detecté que el 95% de los valores de proteina HER-2/neu sérica eran
inferiores a 13,7 ng/mL. No existia una diferencia significativa entre los valores de HER-2/neu de mujeres pre
y postmenopausicas. Basandose en la misma poblacion, el limite superior de normalidad (media + 2SD) era
14,7 ng/mL. El andlisis ROC confirma el valor 15 ng/mL como el punto limite adecuado entre los niveles nor-
males y elevados de proteina HER-2/neu sérica. La distribucion de los niveles de HER-2/neu sérica para toda
la poblacion (n = 241) se muestra en la Figura 2.



Figura 2. Distribucién de proteina sérica HER-2/neu en una poblaciéon de mujeres sanas.
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SEGUIMIENTO DE PACIENTES CON CANCER DE MAMA CON METASTASIS
La utilidad clinica del ensayo ELISA HER-2/neu en la supervision longitudinal de las pacientes con cancer de
mama con metastasis se evalud utilizando muestras de suero retrospectivas procedentes de pacientes con
cancer de mama en la fase tardia, abarcando un periodo de 6 a 12 meses, en tres sitios clinicos de Estados
Unidos. Cincuenta y seis pacientes en terapia cuyo nivel inicial de oncoproteina HER-2/neu sérica era ele-
vado (15 ng/mL o superior) se evaluaron para obtener la correspondencia de los cambios en los niveles de
HER-2/neu sérica con los cambios en el curso clinico de la enfermedad.

En la Tabla 2 se presenta el andlisis de los resultados del estudio en cada visita. Los cambios del nivel
de HER-2/neu sérica en cada paciente se calcularon de una visita a otra. Estos cambios se separaron en
dos grupos: El grupo | tuvo cambios en el nivel de HER-2/neu sérica paralelos al curso clinico de la enfer-
medad, mientras que el grupo Il no tuvo cambios en el nivel de HER-2/neu sérica paralelos al curso clinico
de la enfermedad. El estado o curso clinico fue determinado por el médico. La correspondencia entre los cam-
bios de HER-2/neu y el estado clinico se determiné de la siguiente manera: un aumento del 20% o superior
con respecto a la visita anterior era indicativo de la progresion de la enfermedad. Si el cambio era un aumen-
to inferior al 20% con respecto a la visita anterior, indicaba la ausencia de progresion de la enfermedad
durante la terapia (incluida la respuesta a la terapia o la estabilidad de la enfermedad). Se consolidé la esta-
bilidad y la respuesta a la enfermedad, ya que ambas reflejaban la efectividad de la terapia actual. El criterio
del 20% esta basado en la variabilidad longitudinal en pacientes normales (determinada a partir de los nive-
les de HER-2/neu sérica en seis muestras seriadas de cada una de 38 mujeres sanas).

TABLA 2. CORRESPONDENCIA ENTRE EL ESTADO DE LA ENFERMEDAD DE
PACIENTES CON CANCER DE MAMA CON METASTASIS Y LOS NIVELES DE HER-2/neu
SERICA: DE UNA VISITA A OTRA

Cambio del estado clinico

Cambio de HER-2/neu Progresion Sin progresion Total
Aumento = 20% 52 33 85
Aumento < 20% 55 96 151
Total 107 129 236

Concordancia = 62,7% (Cl = de 56,4 a 68,6%)
Valor predictivo: Carencia de progresion = 63,6% (Cl = de 55,7 a 70,8%)
Progresion = 61,2% (Cl = de 50,6 a 70,8%)

En las figuras siguientes se muestran ejemplos tipicos de los cambios de los niveles de HER-2/neu séri-
ca a lo largo del tiempo en 56 pacientes con cancer de mama con metastasis obtenidos a partir del estudio
clinico. En la Figura 3 se muestra una paciente cuya enfermedad estd respondiendo, y en la Figura 4 se
muestra una paciente con enfermedad progresiva.
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Figura 3. Seguimiento de una paciente de
38 afios con cancer de mama en Fase IV
utilizando ELISA HER-2/neu. Los cambios

longitudinales de los niveles de HER-2/neu
sérica se corresponden con los cambios en el
estado de la enfermedad.

Figura 4. Seguimiento de una paciente
de 74 afos con cancer de mama en Fase IV
utilizando ELISA HER-2/neu. Los cambios
longitudinales de los niveles de HER-2/neu
sérica se corresponden con los cambios en
el estado de la enfermedad.

Caracteristicas de funcionamiento no clinicas

IMPRECISION

La imprecision se determind mediante el andlisis de cuatro muestras de control que contenian tres controles
basados en tampdn y un pool de suero humano. Se utilizaron tres lotes de kit diferentes en cada uno de los
tres laboratorios. Para cada control se establecieron determinaciones triplicadas por cada ensayo en un total
de 130 ensayos. La precision intraserie y la precision total de cada control se calcularon de acuerdo con el
protocolo NCCLS EP-5A. La imprecision intraserie para los tres sitios y lotes de kit mostraba un CV del 10%
o inferior, con un CV de imprecision total para todos los sitios y kits entre el 10 y el 17,7%.

Muestra control Num. de ensayos Num. de réplicas Media (ng/mL)

Control 1 130 385 24,5
Control 2 131 390 9,8
Control 3 131 386 3,3
Suero 4 130 385 9,5

Precision intraserie Precision total

Muestra control SD % CV SD % CV
Control 1 1,46 6,0 2,62 10,7
Control 2 0,69 7,0 1,03 10,4
Control 3 0,34 10,2 0,59 17,7
Suero 4 0,65 6,9 1,02 10,8

SENSIBILIDAD

La concentracion de analito detectable minima se determiné mediante la medicién repetida de una muestra
con dosis cero (diluyente de muestras). La media y la desviacion estandar de la recuperacion aparente de
HER-2/neu se calculé para 230 determinaciones realizadas durante un periodo de 20 dias entre tres lotes de
kit diferentes y tres laboratorios distintos. Tras la adicién de dos desviaciones estandar a la dosis media recu-
perada de HER-2/neu, la concentracion detectable minima se determiné en 1,5 ng de p105/mL sérica.

ESPECIFICIDAD ANALITICA
Reactividad cruzada. El receptor del factor de crecimiento epidermal (EGFr) es una molécula estrechamente
relacionada con el receptor del factor de crecimiento de la proteina HER-2/neu, con una homologia del
88% con el dominio intracelular y con una homologia del 44% con el dominio extracelular. El ensayo ELISA
HER-2/neu se excité6 con EGFr a 850 ng/mL. Este material no produjo ningun efecto en el ensayo, lo que
indica que los inmunorreactivos del dispositivo no producen reaccion cruzada con el EGFr.

Sustancias interferentes. El anticuerpo humano anti-raton (HAMA), que se encuentra en pocas casos en
el suero humano, tiene la capacidad de unirse a los reactivos cruciales en los inmunoensayos, dando como
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resultado sefiales positivas y negativas falsas. En el dispositivo se analizaron algunas muestras de suero con
resultados de HAMA positivos conocidos, asi como muestras con factor reumatoide positivo. Con estas mues-
tras no se generaron sefales falsas. Los reactivos del dispositivo se han formulado para que bloqueen
cualquier reactividad falsa de este tipo.

Las mediciones de HER-2/neu sérica pueden realizarse mientras que los pacientes estan ingiriendo vita-
minas, farmacos de automedicacién o recibiendo quimioterapia. Para probar la posibilidad de que estos
agentes pudieran interferir en las determinaciones precisas de HER-2/neu, los interferentes exdégenos poten-
ciales se excitaron en suero de control positivo que contenia una concentracién conocida de HER-2/neu y se
analizaron en el ensayo subsecuentemente. Algunos constituyentes del suero comunes también se analizaron
para conocer su potencial para actuar como interferentes endégenos. Ninguno de los compuestos analizado
tuvo un efecto en la recuperacién de analito. Ver la Tabla 3.

RANGO ANALITICO

El ensayo ELISA HER-2/neu tiene la capacidad de cuantificar con precision los niveles de HER-2/neu sérica
en muestras prediluidas, lo que proporciona una respuesta al ensayo que se encuentra en el rango de 1,5 a
35 ng de proteina p105 HER-2/neu por mL de suero. Las muestras que produzcan una sefial que supere el
limite superior del rango de la curva estandar (35 ng/mL) deben diluirse adicionalmente con diluyente de
muestras y volver a analizarse. Asegurarse de corregir la recuperacion obtenida de proteina HER-2/neu para
las preparaciones de dilucién superiores a la dilucion habitual a 1:50.

TABLA 3. INTERFERENTES POTENCIALES DE ELISA

INTERFERENTES CONCENTRACIONES INTERFERENTES CONCENTRACIONES
POTENCIALES DE PRUEBAS POTENCIALES DE PRUEBAS
ENDOGENOS FARMACOS DE VENTA LIBRE, ETC.
Triglicéridos (intralipina 20%) 3000,0 mg/dL Acetaminofeno 200,0 pg/mL
Hemoglobina 1,0 g/dL Aspirina 500,0 pg/mL
Inmunoglobulina (gammaglobulina) 6,0 g/dL Ibuprofeno 400,0 pg/mL
Albumina 6,5 g/dL Cafeina 100,0 pg/mL
Bilirrubina 25,0 mg/dL
Heparina 0,46 mg/mL AGENTES QUIMIOTERAPEUTICOS
Aminoglutetamida 398,0 pg/mL
EXOGENOS Bleomicina 0,16  U/mL
Vitamina A acetato trans-retinol 10,0 1U/mL Cisplatina 173,0 pg/mL
Vitamina B1 tiamina 3,0 pg/mL Doxorrubicina 51,8 pg/mL
Vitamina B2 riboflavina 3,4 pg/mL Ciclofosfamida 800,0 pg/mL
Vitamina B6 peroxido HCL 4,0 pg/mL Dietilestilbestrol 23,0 pg/mL
Vitamina B12 12,0 ng/mL Estramustina 102,2 pg/mL
Vitamina C éacido ascorbico 30,0 pg/mL Flutamida 10,0 pg/mL
Vitamina D2 ergocalciferol 0,8 IU/mL 5-Fluorouracil 1600,0 pg/mL
Vitamina E acetato de tocoferol 0,06 1U/mL Lupron 15,0 pg/mL
Acido folico 0,8 pg/mL Metotrexato 450,0 pg/mL
Niacina 40,0 pg/mL Mitoxantrona 56,0 pg/mL
Mitomicina C 73,0 pg/mL
Megace 27,0 ng/mL
Tamoxifeno 1,4 pg/mL
Vincristina 4,88 ug/mL
Vinblastina 16,3 pg/mL

Herceptin (Trastuzumab) 500 pg/mL

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

Al realizar los pasos de los inmunoensayos manuales, existe una posibilidad de medicion errénea (recu-
peracion de muestras) como resultado de la variacion en el tiempo de incubacién al que las muestras estan
sujetas en cada uno de los pasos de incubacion. Todos los pocillos deberian permanecer esencialmente el
mismo tiempo de incubacion requerido para cada paso de reactivo. En concreto, cuando se afiaden estan-
dares, controles y muestras a los pocillos de la placa, el tiempo entre la adicion de la primera muestra y la

25 ESPANOL — ELISA HER-2/neu

ultima deberia estar dentro de un intervalo maximo de tiempo de 15 minutos. Preparar todas las muestras
por adelantado. Se recomienda encarecidamente el uso de dispositivos de pipeteo de varias puntas semiau-
tomatizados con el fin de reducir los tiempos de estos procedimientos. Para evitar la contaminacioén cruzada,
asegurarse de usar puntas nuevas para afiadir cada muestra.

Los inmunoensayos que utilizan las configuraciones denominadas sandwich, como este dispositivo, estan
sujetos a interferencias y resultados falsos debidos a muestras que contienen agentes inmunorreactivos con-
tra anticuerpos de raton. El anticuerpo HAMA, el anticuerpo heterofilico y el factor reumatoide son los
principales ejemplos de estos interferentes. Los fabricantes han tomado precauciones en la formulacion de
los reactivos incluidos en este dispositivo con el fin de reducir al minimo o eliminar esas interferencias. No
obstante, a la luz de esta posible interferencia, se debe tener cuidado al evaluar los resultados del ensayo
que puedan ser incoherentes con el estado clinico general del paciente.

Es posible que una paciente con cancer de mama confirmado tenga niveles de proteina HER-2/neu séri-
ca dentro del rango de los niveles observados en individuos sanos. Ser precavido en la interpretacion de los
resultados de HER-2/neu. Los niveles de HER-2/neu sérica pueden no siempre indicar la presencia o ausen-
cia de enfermedad maligna. El valor de HER-2/neu debe usarse como parte de una valoracién clinica general
que incluya pruebas diagnésticas y evaluacion clinica adicionales.

Resolucion de problemas

A. Cada ensayo debe incluir los seis (6) estandares analizados por duplicado usando el protocolo descrito
en Detalles del protocolo. Los tiempos de incubacion o las temperaturas que difieren considerablemente
de aquellos especificados pueden generar resultados erréneos.

B. La forma de la curva estandar no es lineal y varia ligeramente de un ensayo a otro. Para la reduccion de
datos manualmente, aplicar los gréaficos unidos por puntos. Si se esta utilizando software ELISA, usar un
algoritmo de calculo de la curva cuadratica (polinémico de segundo orden).

C. Los duplicados pobres, si van acompafados de valores elevados para el estandar cero, indican un lava-
do insuficiente. Si se han seguido exactamente todas las instrucciones de Detalles del protocolo, esos
resultados indican la necesidad de realizar el mantenimiento del dispositivo de lavado. Ademas, evitar
introducir burbujas en los pocillos al pipetear muestras y reactivos.

D. El pocillo de sustrato blanco deberia tener una lectura inferior o igual a 0,05 unidades de absorcién. Una
causa posible de valores superiores es la exposicion a la luz del sustrato de trabajo, ya sea antes o durante
el paso de incubacion. Una vez preparado, el sustrato de trabajo debe usarse antes de 30 minutos.

E. Una sefal baja puede indicar 1) que la placa se haya secado entre los pasos. No permitir que se seque
la placa. Afadir el siguiente reactivo inmediatamente después del lavado; o 2) que el lavado se haya real-
izado incorrectamente. Asegurarse de que el dispositivo de lavado de la placa de microtitulaciéon se ha
cebado correctamente con lavado de placas (consultar Detalles del protocolo).

Informacion de estabilidad y almacenamiento

Se ha analizado la estabilidad de todos los reactivos incluidos en el ensayo ELISA HER-2/neu. Los reactivos
no deben usarse después de la fecha de caducidad indicada. Los reactivos del kit deben almacenarse a una
temperatura entre 2 y 8°C, excepto el concentrado de lavado de placas, que se puede almacenar a temper-
atura ambiente. Las placas de ensayo deben almacenarse selladas en la bolsa de papel metalizado original
y con paquete desecante. Una vez abierto, el dispositivo funcionara dentro de las especificaciones hasta 4
semanas (30 dias) dentro de la fecha de caducidad indicada en la etiqueta.

WILEX Inc.
Cambridge, MA 02140 USA

Servicio técnico
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Correo electronico: oncogenetech@wilex.com

EMERGO EUROPE
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Aplicagao

O ensaio HER-2/neu ELISA destina-se a medir quantitativamente a proteina HER-2/neu no soro de mulheres com can-
cro da mama metastatico. A utilizagdo do ensaio de imunoabsorgdo enzimatica HER-2/neu ELISA esta indicada para
o acompanhamento e controlo de doentes com cancro da mama metastatico cujo valor sérico inicial da HER-2/neu
seja superior a 15 ng/mL. Os valores da HER-2/neu devem ser utilizados em conjunto com as informagdes obtidas em
procedimentos clinicos e noutros procedimentos de diagnéstico para o tratamento do cancro da mama metastatico. A
utilidade clinica da medigéo do nivel sérico da HER-2/neu como indicador prognéstico de uma recaida precoce, bem
como no tratamento de doentes submetidas a regimes de imunoterapia, ainda néo esta totalmente estabelecida.

PARA USO EM DIAGNOSTICO IN VITRO

Principio do método

Intervalo analitico

Tipo de amostra

Volume da amostra de analise
Sensibilidade

A compra deste conjunto autoriza a sua utilizagdo nos termos das seguintes patentes: patentes dos EUA
5,401,638 e 5,604,107; patentes da OEP 0494135 e 0412116; patente canadiana 2,026,250-8

ELISA do tipo sanduiche de fase sélida
0 ng/mL a 35 ng/mL

Soro humano
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1,5 ng de p105/mL de soro
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Informagao de base

O oncogene HER-2/neu, também referido como c-erbB-2, codifica uma proteina com um peso molecular de
185.000 Daltons (p185) e pertence a uma familia de receptores do factor de crescimento epitelial estrutural-
mente relacionados com o receptor do factor de crescimento epidérmico humano [1]. A proteina HER-2/neu
p185 de comprimento total € composta por um dominio citoplasmatico com actividade da tirosina quinase,
um dominio transmembranar e um dominio extracelular (ECD) que ¢ libertado desde a superficie das célu-
las do cancro da mama [2,3]. Inimeros estudos tém demonstrado que o ECD (dominio extracelular) libertado
pela HER-2/neu é uma glicoproteina com um peso molecular entre 97 e 115 kDa, sendo designada por p105
[3,4]. O ECD pode ser quantificado com exactidao no soro através de um ensaio [4] que utilize anticorpos
monoclonais [5] direccionados para os epitopos externos da proteina HER-2/neu. Muitas publicagdes demon-
stram que o ECD ¢ libertado no sangue de individuos normais e que pode ser medido em niveis elevados
nas mulheres com cancro da mama metastatico [4,6—26]. Muitos destes estudos acerca da HER-2/neu séri-
ca confirmaram os dados substanciais obtidos em estudos em tecidos, que indicam que o aumento da
expressdo da HER-2/neu é um marcador de mau prognostico, de sobrevivéncia global mais curta e de agres-
sividade bioldgica.

Estudos cientificos recentes sugerem que a quantificacdo do ECD pode ter varias aplicagdes clinicas
importantes, tais como o controlo das doentes com cancro da mama com metastases e o controlo de uma
recaida precoce nas doentes com cancro da mama [6-10,12,15,17-20,22—26]. Estes relatérios demonstraram
que 30-50% das mulheres com tumores HER-2/neu positivos no primeiro diagnéstico desenvolveram niveis
elevados de HER-2/neu sérica com progressdo para cancro da mama metastatico [4,6-26]. Estes estudos
também ilustraram que o controlo dos niveis do ECD sérico apds a cirurgia estd correlacionado com a
evolugao clinica da doenca e que os niveis de HER-2/neu sérica aumentaram com a progressdo da doenga
ou diminuiram com a resposta ao tratamento [12,15,19,20,25,26]. Vérios relatérios também demonstram que
podem ocorrer niveis elevados da HER-2/neu sérica em mulheres com cancro da mama metastatico que

tiveram tumores mamarios primarios determinados como HER-2/neu negativos através de imunohistoquimi-
ca [6,11,18,21,27]. De acordo com varios estudos de imunohistoquimica e do soro, a proteina HER-2/neu tem
uma sobreexpressdo em muitos tumores de origem epitelial, incluindo os cancros do pulméo [28], prostata
[29], pancreas [30], colon [31], estdbmago [32], ovarios [33] e hepatocelular [34].

Foram concedidas patentes relacionadas com a quantificagdo e detecgado do dominio ECD p105 (nos EUA,
patente n.° 5,401,638; no Canada, n.° 2,026,250-8 e na Europa n.° 0494135), bem como patentes relacionadas
com a quantificagdo e detecgdo da molécula p185 de comprimento total (nos EUA, patente n.° 5,604,107 e na
Europa, patente n.° 0412116). Outras patentes semelhantes ainda estdo pendentes no Japao.

Principio do ensaio
O HER-2/neu ELISA é um imunoensaio enzimatico do tipo sanduiche que utiliza um anticorpo monoclonal de
rato para captura e outro anticorpo monoclonal de rato biotinilado para detecgdo da proteina humana
HER-2/neu. Tanto os reagentes de captura como os de detecgdo ligam-se especificamente ao dominio
extracelular da proteina HER-2/neu. O anticorpo de captura encontra-se imobilizado na superficie interna dos
pocos da placa de microtitulagdo. Para efectuar a andlise, um volume apropriado de amostra é incubado no
pogo revestido, por forma a permitir que o anticorpo de captura se ligue ao antigénio. O antigénio imobiliza-
do é entdo estimulado pelo anti-soro detector. A quantidade de anticorpo detector ligado ao antigénio é
medida através da ligagdo a um conjugado de estreptavidina/peroxidase de armoracia, que depois catalisa a
conversao do substrato cromogénico o-fenilenediamina (OPD) num produto colorido. O produto de reacg¢do
colorido é quantificado por meio de espectrofotometria e esta relacionado com a quantidade de proteina HER-
2/neu existente na amostra.

Para obter instrugdes, consulte as secgdes “Protocolo detalhado” e “Avaliagdo dos resultados” deste folheto.

Resumo do procedimento

Passos Incubacgdes

1. Adicionar amostras e padroes aos pogos 3 horas, 37°C
2. Lavar

3. Adicionar anticorpo detector aos pogos 1 hora, 37°C

4. Lavar

5. Adicionar anticorpo conjugado aos pogos 30 minutos, TA*
6. Lavar

7. Adicionar substrato aos pogos 45 minutos, TA*
8. Adicionar solugéo de paragem aos pogos

9. Ler a placa a 490 nm

*Temperatura ambiente

Tragabilidade dos padrées
O ensaio HER-2/neu ELISA foi desenvolvido e calibrado pela WILEX Inc., Cambridge MA, 02140, EUA.

Os padroes do HER-2/neu ELISA séo calibrados com um material de reserva do calibrador principal man-
tido em Cambridge, MA, EUA. Este material ¢ identificado como HER-2/neu Master Calibrator, lote R5345, e
é composto por uma série de seis reagentes liquidos, variando entre zero e 35 ng/mL de proteina HER-2/neu
p105. As determinagdes de massa do HER-2/neu Master Calibrator tém sido atribuidas com base no ensaio
do material calibrador em comparagdo directa com trés amostras de proteina HER-2/neu p105 altamente
purificadas. Os equivalentes de massa (moles) das amostras purificadas foram determinados por analise
quantitativa dos aminoacidos.

Materiais fornecidos

Séo fornecidos os seguintes componentes.

Placa de microtitulagdo — Placa de microtitulagdo previamente revestida, fornecida pronta a utilizar, com
96 pogos (12 tiras de oito pogos), em sacos de folha de aluminio com fecho, juntamente com um pacote de
dessecante. Os pogos estdo revestidos com anticorpo monoclonal anti-proteina HER-2/neu.

HER-2/neu Standards — Seis (6) frascos individuais de HER-2/neu p105 recombinante. Os padrdes séo cal-
ibrados em ng/mL e rotulados com valores 50 vezes superiores a dosagem real. A atribuicdo destes valores
de rétulo a uma curva padréo obvia a necessidade de corrigir a dose reportada para uma amostra diluida a
1:50 (soro a 2% em tampé&o). Consulte a secgdo “Avaliagdo dos resultados”, para obter mais detalhes.
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Padréo n.° ng/mL Volumes
6 35,0 1 mL
5 25,0 1 mL
4 15,0 1 mL
3 75 1 mL
2 2,5 1 mL
1 0,0 1 mL

Diluente de amostras — Um (1) frasco contendo BSA (albumina sérica bovina) e azida de sédio a 0,09%.
Anticorpo detector — Um (1) frasco fornecido pronto a utilizar, contendo anticorpo monoclonal de rato bio-
tinilado anti-proteina HER-2/neu em PBS (solugdo salina tamponada com fosfato) 0,01 M (pH 7,4),
estabilizador de proteinas e azida de sodio a 0,09%.

Diluente de conjugado — Um (1) frasco contendo PBS 0,01 M (pH 7,4), BSA e cloroacetamida a 0,1%.
Concentrado de conjugado — Um (1) frasco contendo estreptavidina/peroxidase de armoracia em tampao, numa
concentragdo de 50X. Deve ser diluido para uma concentracdo de 1X com diluente de conjugado para criar o
conjugado de trabalho. Consulte a tabela 1.

Diluente de substrato — Tampao de citrato 0,1 M (pH 5,0) e H,0, (perdxido de hidrogénio) a 0,01%.
Substrato — Um (1) frasco contendo comprimidos de OPD. Deve ser dissolvido no diluente de substrato
(1 comprimido/4 mL) para criar o substrato de trabalho. Consulte a tabela 1.

Solugéo de paragem — Um (1) frasco contendo H,SO, (acido sulfarico) 2,5 N.

Concentrado de lavagem da placa (20X) — Um (1) frasco. Dilua uma (1) parte de concentrado em
19 partes de agua de alta qualidade, antes de utilizar.

Expressoes de seguranga e aviso

X

Nocivo!

R22 — Nocivo se for ingerido.

S28 — Apos contacto com a pele, lavar imediata e abundantemente com agua.
Contém azida de sédio

(Padrbes, diluente de amostras, anticorpo detector)

Nocivo!

R40 — Possivel risco de efeitos irreversiveis.

R43 — Pode causar sensibilizagdo por contacto com a pele.
S36/37 — Utilize vestuario e luvas de protec¢do adequados.
Contém diidrocloreto de orto-fenilenediamina

(Comprimidos de substrato)

Irritante!

R36/38 — Irritante para os olhos e pele.

S36/37/39 — Usar luvas e equipamento protector para a vista/face adequados.
S26 — Em caso de contacto com os olhos, lavar imediata e abundantemente com agua e consultar um especialista.
Contém acido sulfurico

(Solugéo de paragem)

Irritante!

R43 — Pode causar sensibilizagdo por contacto com a pele.

S24 — Evite o contacto com a pele.

S37 — Utilize luvas adequadas.

Contém cloroacetamida

(Diluente de conjugado e concentrado de conjugado)
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Materiais necessarios, mas nao fornecidos
Incubadora de calor seco com capacidade para manter os 37°C
Pipetas: pipetas de 2—-20 pL, 20-200 pL e 200-1000 pL com pontas descartaveis
Pipeta de precisdo doseadora
Unidade de lavagem automatizada da placa de microtitulagdo de 96 pocos
Tubos de cultura de 12 x 75 mm para preparagdo das amostras
Agitador tipo vértice
Leitor de placas de microtitulagdo capaz de medir a absorvancia num comprimento de onda de 490
nm em placas de 96 pogos
Cilindro graduado de 500 ou 1000 mL
Depositos dos reagentes
Agua desionizada
Cobertura de plastico ou pelicula adesiva para cobrir as placas
Lixivia de uso doméstico liquida para inactivagdo das amostras clinicas e desinfecgdo da unidade de
lavagem das placas
« Lengos de papel descartaveis
Controlos—Os controlos do HER-2/neu ELISA, compostos por p105 recombinante em diluente de amostras,
estéo disponiveis através da WILEX Inc. Quando fizer uma encomenda, mencione a Ref* 06489884 dos HER-
2/neu ELISA Controls. Os controlos sao diluidos a 1:50 antes da realizagdo do ensaio. Cada um tem um volume
de 0,5 mL. Conserve a uma temperatura de 2 a 8°C.

Precaugodes e recomendagoes

« Conserve os componentes a uma temperatura de 2 a 8°C. N&o exponha os reagentes a uma luz excessiva-
mente forte. Ndo congele os componentes do conjunto.
Nao utilize os reagentes do conjunto para além do prazo de validade.
Utilize apenas os pogos de microtitulagdo fornecidos com o conjunto.
Lave todos os residuos de detergente dos utensilios de vidro.
Utilize agua desionizada da mais alta qualidade.
N&o misture reagentes de diferentes conjuntos.
Os tampdes e os reagentes utilizados neste conjunto contém azida de sddio ou cloroacetamida como con-
servantes. Deve ter-se o cuidado de evitar o contacto directo com estes reagentes.
Né&o pipete com a boca nem ingira qualquer um dos reagentes.
N&o deve fumar, comer ou beber quando realizar o ensaio nem no local onde sdo manuseadas as
amostras ou os reagentes.
As amostras humanas podem estar contaminadas com agentes infecciosos. Nao deve ingerir, respirar
aerossois ou expor feridas abertas. Utilize luvas de protecgdo e elimine as amostras biolégicas da
forma correcta.
N&o manuseie os comprimidos de substrato com os dedos nem permita o contacto com a pele, metal ou
agentes oxidantes. Elimine as solugdes que contenham OPD em conformidade com os regulamentos locais.
Utilize luvas descartaveis e protecgdo ocular quando manusear a solugéo de paragem (acido sulfarico 2,5 N).
Elimine todas as solugdes de trabalho (solugdo de lavagem da placa, conjugado, substrato) no final de
cada dia.
« Prepare novas solugdes de trabalho para cada ensaio a realizar.

Preparagao das amostras

Antes da realizagdo do ensaio, € necessario preparar uma diluicdo inicial das amostras (e controlos) de 1:50 com
o diluente de amostras. Antes de efectuar a diluigdo, remova qualquer material floculante das amostras através
de microcentrifugag&o. Identifique os tubos e adicione 0,98 mL de diluente de amostras a cada um, seguido de 0,02
mL de amostra/controlo. Misture com suavidade, evitando a formagao de espuma na amostra diluida. As amostras
e os controlos diluidos podem ser conservados em tubos fechados durante uma semana no maximo, a uma tem-
peratura de 2 a 8°C, e durante seis meses a uma temperatura de —20°C. Proteja-os da exposi¢do a luz. Podera
ser necessario repetir o ensaio de algumas amostras com uma diluicdo mais elevada. Elimine qualquer amostra
conservada a uma temperatura de 2 a 8°C que apresente sinais de contaminagao. Volte a diluir a partir do soro.



Protocolo detalhado
PROCEDIMENTOS RECOMENDADOS

1.

2.
3.
4

1.

A adigdo dos reagentes deve ser efectuada pela ordem especificada.

Os seis (6) padroes e amostras de analise devem ser executados em duplicado.

Deixe os reagentes atingir a temperatura ambiente (15 a 30°C) antes de os utilizar.

Distribua apenas o suficiente de cada reagente de ensaio para o nimero de pogos que pretende utilizar.

Por cada tira de 8 pocos, distribua 1 mL de anticorpo detector, conjugado, etc.

Prepare um esquema da placa para utilizar como guia, a fim de localizar os pogos das amostras, padroes

e controlos.

A transferéncia de amostras, padrées e controlos dos tubos de diluicéo para os pogos pode ser simplifi-

cada utilizando pipetas multicanal semi-automatizadas. Contacte a assisténcia técnica para se informar

acerca dos dispositivos recomendados.

Preparagao da solugéo de lavagem da placa

a. Se o concentrado de lavagem da placa estiver frio, deixe-o atingir a temperatura ambiente (15 a 30°C) antes
de o utilizar. Certifique-se de que todos os cristais estao dissolvidos. Se desejar, aquega-o até 37°C e mis-
ture bem.

. Dilua um (1) volume do concentrado de lavagem da placa com 19 volumes de agua destilada ou

desionizada. Misture bem. Esta solugdo é a solugdo de lavagem da placa. O volume total necessario

dependera do método ou instrumento de lavagem utilizado. E necessario aproximadamente 1 L desta

solugdo para purgar uma unidade de lavagem automatizada e executar uma placa de microtitulagao;

sdo necessarios cerca de 700 mL para cada placa de microtitulagdo quando se realiza uma lavagem

manual.

A solugao de lavagem da placa deve ser preparada todos os dias. Nao conserve a solugao de lavagem da

placa.

Quando utilizar métodos manuais, tenha cuidado ao inverter a placa de microtitulagédo para efeitos de

decantacéo ou absorgao; pressione as patilhas laterais da estrutura para dentro, de modo a impedir que

as tiras caiam.

A lavagem da placa de microtitulagdo é melhor realizada por uma unidade de lavagem de placas autom-

atizada. O equipamento de lavagem das placas deve ser devidamente ajustado, limpo e mantido.

Recomendam-se as unidades de lavagem automatizadas com 96 aberturas. Pode utilizar tiras ficticias de

8 pocos para encher a parte ndo utilizada do suporte nos ensaios que utilizem uma placa parcial. Guarde

e rotule as tiras previamente utilizadas para este efeito.

o

o

. Defina o volume de enchimento em 300 plL/pogo. Purgue o instrumento com solugdo de lavagem da

placa. Para as unidades de lavagem com 96 aberturas, utilize duas lavagens de 3 ciclos. Apds a primeira
lavagem de 3 ciclos, rode a placa 180 graus e repita a lavagem. Se utilizar uma unidade de lavagem de
tiras, realize um Unico ciclo de lavagem da placa e repita o procedimento cinco vezes.

Apos a lavagem final, inverta a placa de microtitulagdo e bata numa superficie absorvente. Verifique
visualmente se todos os pogos estdo vazios.

Procedimento do ensaio

1.

Retire a placa de microtitulagdo do saco. Com base no numero de amostras a analisar e no nimero pre-
tendido de determinagdes replicadas (recomendam-se amostras duplicadas), calcule o nimero de tiras
necessarias. (Cada padrao requer dois pocos; € necessario um pogo para determinagdo do substrato
branco.) Guarde as tiras ndo utilizadas dentro do saco com fecho com dessecante, a uma temperatura
de 2 a 8°C (consulte a sec¢do “Dados de estabilidade e conservagéo”).

Dilua as amostras e os controlos com diluente de amostras, para uma concentragéo de 1:50 (2%).
Misture bem os padrdes, controlos e amostras e adicione 100 uL aos pogos de duplicados. Prepare um
pogo com 100 pL de diluente de amostras para utilizar como substrato branco. Prepare pogos de dupli-
cados para cada um dos controlos.

Cubra a placa (cobertura de plastico ou pelicula adesiva). Incube durante 3 horas a uma temperatura
de 37°C.

Com cuidado, retire a cobertura de plastico e lave a placa de microtitulagdo com solugdo de lavagem
da placa.

Adicione 100 pL de anticorpo detector a todos os pocos, excepto o pogo do substrato branco. Cubra e
incube a uma temperatura de 37°C durante 1 hora.

Durante a incubagdo com o anticorpo detector, prepare o conjugado de trabalho diluindo o concentrado
de conjugado com o diluente de conjugado. Consulte a tabela 1 relativamente as quantidades a utilizar
de acordo com o numero de tiras a ser executado.

.
12.

Lave a placa de microtitulagdo com solugdo de lavagem da placa.
Adicione 100 pL de conjugado de trabalho a todos os pogos, excepto ao pogo do substrato branco. Cubra
e incube a temperatura ambiente (15 a 30°C) durante 30 minutos.

. Durante a incubagédo com o conjugado de trabalho, prepare o substrato de trabalho dissolvendo os com-

primidos de substrato em diluente de substrato. Consulte a tabela 1 relativamente as quantidades a
utilizar de acordo com o numero de tiras a ser executado. Agite no agitador de vértice, para assegurar
uma dissolugdo completa. Uma vez preparado, o substrato de trabalho deve ser utilizado num prazo max-
imo de 30 minutos. Evite a exposigdo a luz.

Lave a placa de microtitulagdo com a solu¢do de lavagem da placa.

Incluindo o pogo do substrato branco, adicione 100 pL de substrato de trabalho a todos os pogos. Cubra com
uma cobertura de plastico nova e incube a placa no escuro a temperatura ambiente (15 a 30°C), durante 45
minutos.

13. Adicione 100 pL de solugdo de paragem a cada pogo, para parar a reacgao.

14. Leia a absorvancia a 490 nm num periodo de 30 minutos.
TABELA 1. ENSAIO DE HER-2/neu — PREPARAGAO DOS REAGENTES DO ENSAIO
N.° de tiras Concentrado Diluente Comprimidos Diluente
utilizadas de conj. de conj. de substrato de substrato
1 20 pL 0,98 mL 1 4 mL
2 40 pL 1,96 mL 1 4 mL
3 60 pL 2,94 mL 1 4 mL
4 80 pL 3,92 mL 1 4 mL
5 100 pL 4,90 mL 2 8 mL
6 120 pL 5,88 mL 2 8 mL
7 140 pL 6,86 mL 2 8 mL
8 160 pL 7,84 mL 2 8 mL
9 180 pL 8,82 mL 3 12 mL
10 200 pL 9,80 mL 3 12 mL
1 220 L 10,78 mL 3 12 mL
12 240 pL 11,76 mL 3 12 mL
Figura 1. Curva padrao da amostra
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Avaliagao dos resultados

CONCENTRAGAO DOS PADROES

Os anticorpos utilizados neste ensaio reconhecem o dominio extracelular, de ligagdo aos ligandos, da protei-
na HER-2/neu [5]. Esta forma da HER-2/neu foi identificada com um peso molecular na ordem dos 105 kDa.
Os padrdes do conjunto s&o calibrados em nanogramas, tomam em consideragdo este peso molecular encon-
trado no soro e séo preparados a partir de uma forma recombinante do fragmento de 105 kDa da HER-2/neu.

CONCENTRA(}AO DOS DESCONHECIDOS
Faca a média dos valores de absorvancia para cada diluigdo de padrdo, controlo e amostra, por forma a
obter as absorvancias médias.

2. Em papel quadriculado, trace a absorvancia média para cada padréo no eixo y por oposigdo a concen-
tragao da proteina HER-2/neu (ng/mL) no eixo x e una os pontos.

PORTUGUES — HER-2/neu ELISA i



3. Determine a concentragdo da proteina HER-2/neu para cada diluigdo de amostra por interpolagdo com
base na curva padrao. Existem pacotes de software (tais como SoftMax Pro™, Molecular Devices,
Sunnyvale, CA, EUA; KC4™, Bio-Tek Instruments, Inc., Winooski, VT, EUA) que podem simplificar este
processo. Utilize um algoritmo de ajuste da curva quadratica (polinomial de segunda ordem).

4. Nota: Nao atribua pogos de “branco” utilizando o software. Isso ira subtrair as leituras médias dos bran-
cos dos restantes pogos. Para efeitos de controlo da qualidade e de resolugédo de problemas, é Util poder
exa-minar os valores de absorvancia reportados para todos os pogos, sem ajustes aplicados aos dados
em bruto.

5. Os resultados das amostras sdo expressos em nanogramas por mL, através da leitura directa com base
nos valores da curva padrdo (ng/mL), tal como designado nos frascos e na secgéo “Materiais fornecidos”
deste folheto. Por razdes de conveniéncia, ndo é necessaria qualquer correcgdo matematica na diluigao
para amostras diluidas a 1:50, dado que a concentragéo real nas preparagdes padrao corresponde a 2%
da dosagem indicada no rétulo (ou seja, foram previamente diluidas a 1:50).

DILUI(}AO DAS AMOSTRAS COM CONCENTRAQOES ELEVADAS

1. Para as amostras que apresentam valores de absorvancia (densidade o6ptica) para além dos limites da
curva padrdo, sera necessario realizar outro ensaio com diluigdes mais elevadas.

2. Para preparar outras diluicdes, comece sempre com uma diluicdo inicial de 1:50 (consulte a secgdo
“Preparagado das amostras”) e, em seguida, faca diluigbes de 1:2 em série com diluente de amostras.

Exemplo:

Diluicdo da amostra Volume da diluicdo anterior Volume de diluente de amostras
1:100 0,5 mL a 1:50 0,5 mL

1:200 0,5 mL a 1:100 0,5 mL

1:400 0,5 mL a 1:200 0,5 mL

3. Se as amostras com diluicdes subsequentes produzirem valores < 0,3 para a densidade 6ptica (DO),
deverdo ser novamente analisadas utilizando menos material de diluigdo. O factor de correcgdo da
diluicdo (consulte o passo 4 abaixo), quando multiplicado por resultados com valores de DO t&o baixos,
pode resultar numa estimativa erroneamente elevada da proteina HER-2/neu.

4. Quaisquer resultados de amostras com diluigdes subsequentes implicardo a correcgdo dos valores
obtidos com o ensaio para qualquer diluicdo além de 1:50. Exemplo:

Diluicdo da amostra Factor de correccéo da diluicdo (multiplicar resultado reportado por)

1:100 2
1:200 4
1:400 8

Controlo de qualidade do ensaio
Recomenda-se que cada ensaio cumpra os seguintes parametros de desempenho.
+ Examine os resultados dos controlos executados no ensaio para confirmar que as recuperagdes
recaem dentro dos limites esperados (indicados no folheto do produto) para cada nivel.
« Examine o intervalo dindmico da curva padrdo. O padrao de nivel 1 devera situar-se entre 0,04 e 0,09
de DO e o padrédo de nivel 6 devera situar-se entre 1,5 e 2,4 de DO.
« Se utilizar software de ajuste da curva, verifique o calculo de R2 Este valor devera situar-se entre
0,997 e 1,0. Se algum destes parametros nao for cumprido, devera considerar-se a repeticdo da
analise das amostras através de outro ensaio.

Valores esperados

INDIVIDUOS SAUDAVEIS

Como acontece com todas as andlises, cada laboratério devera estabelecer o seu préprio intervalo de referén-
cia. Numa populagdo de 241 mulheres saudaveis, 95% dos valores da proteina HER-2/neu no soro foram
determinados como sendo inferiores a 13,7 ng/mL. N&o se verificou qualquer diferenca significativa nos valores
da HER-2/neu entre as mulheres nos periodos pré-menopausa e pds-menopausa. Com base nesta mesma pop-
ulag@o, o limite superior normal (média + 2 DP) foi de 14,7 ng/mL. A anélise ROC confirma 15 ng/mL como o
limite apropriado entre niveis normais e elevados da proteina HER-2/neu no soro. A distribuigdo dos niveis séri-
cos da HER-2/neu para a totalidade da populagdo (n = 241) é apresentada na figura 2.
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Figura 2. Distribuicdo da proteina HER-2/neu no soro numa populagdo de mulheres saudaveis.
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CONTROLO DAS DOENTES COM CANCRO DA MAMA METASTATICO

A utilidade clinica do HER-2/neu ELISA no controlo longitudinal das doentes com cancro da mama metastati-
co foi avaliada utilizando amostras de soro retrospectivas de doentes com cancro da mama em estadio
avangado, abrangendo um periodo de 6 a 12 meses, em trés instituicdes nos Estados Unidos da América.
Cinquenta e seis doentes submetidas a tratamento, cujo nivel inicial da oncoproteina HER-2/neu no soro era
elevado (15 ng/mL ou superior), foram avaliadas quanto a correspondéncia entre as alteragbes nos seus
niveis de HER-2/neu no soro e as alteragdes na respectiva evolugado clinica da doenga.

A tabela 2 apresenta uma andlise dos resultados do estudo por cada consulta. Foram calculadas para
cada doente as alteragdes no nivel sérico da HER-2/neu de uma consulta para a outra. Estas alteragdes
foram separadas em dois grupos: o Grupo | apresentava alteragbes na HER-2/neu sérica que estavam em
paralelo com a evolugéo clinica da doenga e o Grupo Il apresentava alteragdes no nivel da HER-2/neu séri-
ca que ndo estavam em paralelo com a evolugdo clinica da doenca. A evolugdo ou estado clinico foi
determinado pelo médico. A correspondéncia entre as alteragdes na HER-2/neu e o estado clinico foi deter-
minada da seguinte forma: um aumento de 20% ou superior em relacdo a consulta anterior reflectia a
progressao da doenga. Se o aumento era inferior a 20% em relagéo a consulta anterior, tal era indicativo de
que a doenga ndo tinha progredido durante o tratamento (incluindo doenga em regressé@o ou estavel). Os
estados de regressao e de estabilidade foram consolidados, uma vez que ambos reflectem a eficacia de um
tratamento actual. O critério dos 20% foi derivado com base na variabilidade longitudinal verificada em
doentes normais (determinada com base nos niveis da HER-2/neu sérica em seis amostras consecutivas de
38 mulheres saudaveis).

TABELA 2. CORRESPONDENCIA ENTRE O ESTADO DA DOENGA DAS DOENTES COM
CANCRO DA MAMA METASTATICO E AS ALTERAGOES NOS NIVEIS SERICOS DA HER-
2/neu: POR CONSULTA

Alteragao no estado clinico

Alteracdo na HER-2/neu Progresséo Sem progresséo Total
Aumento = 20% 52 33 85
Aumento < 20% 55 96 151
Total 107 129 236

Concordancia = 62,7% (IC = 56,4 a 68,6%)
Valor preditivo: Auséncia de progressao = 63,6% (IC = 55,7 a 70,8%)
Progresséo = 61,2% (IC = 50,6 a 70,8%)

As figuras que se seguem mostram exemplos tipicos de alteragdes verificadas ao longo do tempo nos
niveis séricos da HER-2/neu relativamente a duas das 56 doentes com cancro da mama metastatico que par-
ticiparam no estudo clinico. A figura 3 mostra uma doente cuja doenga estd em regresséo e a figura 4 mostra
uma doente com doenga progressiva.
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Figura 3. Controlo de uma doente, de 38 anos,
com cancro da mama no Estadio IV,
através do ensaio HER-2/neu ELISA.

As alteragdes longitudinais nos niveis séricos

da HER-2/neu correlacionam-se com as
alteragdes no estado da doenca.

Figura 4. Controlo de uma doente, de 74 anos,
com cancro da mama no Estadio IV,
através do ensaio HER-2/neu ELISA.

As alteragdes longitudinais nos niveis séricos

da HER-2/neu correlacionam-se com as
alteragdes no estado da doenca.

Caracteristicas do desempenho nao clinico

IMPRECISAO

A imprecisao foi determinada pela analise de quatro amostras de controlo, consistindo em trés controlos a base
de tamp&do e uma mistura de soros humanos. Foram utilizados trés lotes de conjuntos nos trés laboratérios.
Foram estabelecidas em 130 execugdes as determinagdes em triplicado, por cada execugédo e para cada con-
trolo. A precisdo intra-execugao e a precisao total foram calculadas para cada controlo com base no protocolo
EP-5A do NCCLS. A impreciséo intra-execucéo das trés instituicdes e dos trés lotes de conjuntos foi igual ou
inferior a 10% do CV, sendo que a impreciséo total de todos os conjuntos e instituicdes situava-se entre 10 e
17,7% do CV.
Amostra de controlo Média (ng/mL)

N.° de execucdes N.° de replicados

Controlo 1 130 385 24,5
Controlo 2 131 390 9,8
Controlo 3 131 386 3,3
Soro 4 130 385 9,5
Preciséo intra-execucéo Precisao total

Amostra de controlo  Desv Padr % CV Desv Padr % CV
Controlo 1 1,46 6,0 2,62 10,7
Controlo 2 0,69 7,0 1,03 10,4
Controlo 3 0,34 10,2 0,59 17,7
Soro 4 0,65 6,9 1,02 10,8
SENSIBILIDADE

A concentragdo minima detectavel do analito foi determinada por medigdes repetidas de uma amostra de
dose zero (diluente de amostras). O desvio médio e o desvio padrdo de uma aparente recuperagédo da HER-
2/neu foram calculados para 230 determinacgdes realizadas num periodo de 20 dias entre trés lotes de
conjuntos e trés laboratérios. Apos a adicdo de dois desvios padrdo a dose de recuperagao média da HER-
2/neu, a concentragdo minima detectavel foi estabelecida em 1,5 ng de p105/mL de soro.

ESPECIFICIDADE ANALITICA
Reactividade cruzada. O receptor do factor de crescimento epidérmico (EGFr) € uma molécula intimamente
relacionada com o receptor do factor de crescimento da HER-2/neu, com uma homologia de 88% com o
dominio intracelular e uma homologia de 44% com o dominio extracelular. Experimentamos o HER-2/neu
ELISA com o EGFr a 850 ng/mL. Este material ndo produziu qualquer sinal durante o ensaio, indicando que
os imunoreagentes do dispositivo ndo produzem qualquer reacg¢ao cruzada com o EGFr.

Substancias interferentes. O anticorpo humano anti-murino (HAMA), encontrado em casos raros em soros
humanos, tem o potencial para se ligar aos reagentes criticos de imunoensaios provocando falsos positivos
ou falsos negativos. Varias amostras de soro HAMA-positivas conhecidas, bem como amostras positivas para

o factor reumatoide, foram analisadas com o dispositivo. Nenhum falso sinal foi gerado com estas amostras.
Os reagentes do dispositivo foram formulados por forma a bloquear qualquer reactividade falsa.

Poderéo efectuar-se medi¢des da HER-2/neu sérica em simultdneo com a administragéo de vitaminas,
farmacos de venda livre ou durante quimioterapia. Para testar a possibilidade de tais agentes interferirem na
exactidao das determinagdes da HER-2/neu, potenciais interferentes exégenos foram maximizados num soro
de controlo positivo, contendo uma concentragado conhecida de HER-2/neu, e foram posteriormente analisa-
dos com o ensaio. Alguns constituintes comuns do soro também foram analisados quanto ao seu potencial
para agir como interferentes endégenos. Nenhum dos compostos analisados teve efeito sobre a recuperacédo
do analito. Consulte a tabela 3.

INTERVALO ANALITICO

O ensaio HER-2/neu ELISA consegue quantificar com exactiddo os niveis séricos da HER-2/neu em amostras
previamente diluidas, que proporcionam uma resposta do ensaio dentro do intervalo de 1,5 a 35 ng da pro-
teina HER-2/neu p105 por cada mL de soro. As amostras que produzam um sinal superior ao limite superior
do intervalo da curva padrédo (35 ng/mL) devem ser subsequentemente diluidas com diluente de amostras e
novamente analisadas com o ensaio. Certifique-se de que corrige a recuperacéo reportada da proteina HER-
2/neu para preparacdes de diluigdo que sejam superiores a diluicdo rotineira de 1:50.

TABELA 3. POTENCIAIS INTERFERENTES NO ELISA

POTENCIAIS CONCENTRAGOES POTENCIAIS CONCENTRAGOES
INTERFERENTES DA ANALISE INTERFERENTES DA ANALISE
ENDOGENOS FARMACOS DE VENDA LIVRE, ETC.
Triglicéridos (intralipina-20%) 3000,0 mg/dL Acetaminofeno 200,0 pg/mL
Hemoglobina 1,0 g/dL Aspirina 500,0 pg/mL
Imunoglobulina (gamaglobulina) 6,0 g/dL Ibuprofeno 400,0 pg/mL
Albumina 6,5 g/dL Cafeina 100,0 pg/mL
Bilirrubina 25,0 mg/dL
Heparina 0,46 mg/mL AGENTES QUIMIOTERAPEUTICOS
Aminoglutetamida 398,0 pg/mL
EXOGENO Bleomicina 0,16  U/mL
Vitamina A, acetato trans retinol 10,0 Ul/mL Cis-Platina 173,0 pg/mL
Vitamina B1, tiamina 3,0 pg/mL Doxorubicina 51,8 pg/mL
Vitamina B2, riboflavina 3,4 pg/mL Ciclofosfamida 800,0 pg/mL
Vitamina B6, piridoxina HCL 4,0 pug/mL Dietilstilbesterol 23,0 pg/mL
Vitamina B12 12,0 ng/mL Estramustina 102,2 pg/mL
Vitamina C, acido ascérbico 30,0 pg/mL Flutamida 10,0 pg/mL
Vitamina D2, ergocalciferol 0,8 Ul/mL 5-fluorouracil 1600,0 pg/mL
Vitamina E, acetato de tocoferol 0,06 Ul/mL Lupron 15,0 pg/mL
Acido félico 0,8 pg/mL Metotrexato 450,0 pg/mL
Niacina 40,0 pg/mL Mitoxantrona 56,0 pg/mL
Mitomicina C 73,0 pg/mL
Megace 27,0 ng/mL
Tamoxifen 1,4 pg/mL
Vincristina 4,88 pg/mL
Vinblastina 16,3 pg/mL
Herceptin (Trastuzumab) 500 pg/mL

LIMITAGOES DO PROCEDIMENTO

Ao executar os varios passos dos imunoensaios manuais, existe a possibilidade de ocorrerem medigoes
erréneas (recuperacdo das amostras) em resultado da variagdo no tempo de incubagdo a que as amostras
sdo submetidas em cada uma das fases de incubagdo. Todos os pogos devem receber essencialmente o
mesmo tempo de incubagdo, necessario para cada um dos passos de reagente. Em particular, quando adi-
cionar os padrdes, os controlos e as amostras aos pogos que estdo na placa, o tempo entre a adicdo da
primeira amostra e a adi¢do da Ultima devera recair dentro de um periodo maximo de 15 minutos. Prepare
todas as amostras com antecedéncia. A utilizagcdo das pipetas multiponta semi-automatizadas é altamente
recomendada para encurtar os tempos destes procedimentos. Por forma a evitar a contaminagéo cruzada,
certifique-se de que utiliza uma ponta diferente para cada adicdo de amostra.
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Os imunoensaios que utilizam as chamadas configuragdes do tipo sanduiche, como é o caso deste dis-
positivo, estao sujeitos a interferéncias e a falsos resultados resultantes das amostras que contém agentes
imunoreactivos contra os anticorpos murinos. O HAMA, o anticorpo heterofilico e o factor reumatoide séo os
principais exemplos destes interferentes. O fabricante tomou as devidas precaugdes na formulagédo dos
reagentes contidos neste dispositivo, por forma a minimizar ou eliminar tal interferéncia. Contudo, a luz desta
possivel interferéncia, deve tomar-se os devidos cuidados na avaliagdo dos resultados do ensaio que pos-
sam ser inconsistentes com o estado clinico global da doente.

E possivel que uma doente com cancro da mama confirmado tenha niveis séricos da proteina HER-2/neu
que recaiam dentro do intervalo dos niveis observados em individuos saudaveis. Tenha cautela ao interpre-
tar os resultados da HER-2/neu. Os niveis séricos de HER-2/neu nem sempre indicarédo a presenga ou
auséncia de doenga maligna. O valor da HER-2/neu deve ser utilizado como parte integrante de uma avali-
agao clinica global, que inclui outros meios de avaliagéo clinica e testes de diagnéstico.

Resolugéao de problemas

A. Cada ensaio deve incluir os seis (6) padroes analisados em duplicado, utilizando o protocolo descrito na
secgdo “Protocolo detalhado”. Os tempos ou temperaturas de incubagéo que difiram significativamente
daqueles especificados poderdo originar resultados erréneos.

B. A forma da curva padrdo é no linear e varia ligeiramente de ensaio para ensaio. Para uma redugao
dos dados a mao, aplique graficos ponto a ponto. Se utilizar software para ensaios de imunoabsorgdo
enzimatica (ELISA), aplique um algoritmo de ajuste da curva quadratica (polinomial de segunda ordem).

C. Os duplicados de ma qualidade, quando acompanhados por valores elevados para o padrdo zero,
indicam uma lavagem insuficiente. Se todas as instrugdes indicadas na secgdo “Protocolo detalhado”
foram seguidas com exactidao, tais resultados indicam a necessidade de a unidade de lavagem ser sub-
metida a procedimentos de manutenc¢do. Além disso, evite introduzir bolhas nos pogos quando pipetar as
amostras e os reagentes.

D. O pogo do substrato branco deve ter uma leitura inferior ou igual a 0,05 unidades de absorvancia. Uma
possivel causa de valores mais elevados é a exposi¢do a luz do substrato de trabalho, antes ou durante
a fase de incubagdo. O substrato de trabalho deve ser utilizado num periodo de 30 minutos apds a
preparagao.

E. Um sinal baixo pode indicar: 1) que a placa secou entre os varios passos. Nao deixe que a placa seque.
Adicione o reagente seguinte imediatamente apds a lavagem; ou 2) que a lavagem néo foi devidamente
executada. Certifique-se de que a unidade de lavagem da placa de microtitulagcéo foi devidamente pur-
gada com a solucédo de lavagem da placa (consulte a sec¢do “Protocolo detalhado”).

Dados de estabilidade e conservagao

Todos os reagentes incluidos no HER-2/neu ELISA foram testados quanto a sua estabilidade. Os reagentes
nao devem ser utilizados para além do prazo de validade indicado. Os reagentes do conjunto devem ser con-
servados a uma temperatura de 2 a 8°C, com a excepgéo do Concentrado de lavagem da placa, que pode
ser conservado a temperatura ambiente. As placas de ensaio devem ser guardadas seladas dentro do saco
de aluminio original, juntamente com o pacote de dessecante. Uma vez aberto, o dispositivo funcionara de
acordo com as especificacdes até 4 semanas (30 dias), desde que esteja dentro do periodo de validade indi-
cado no rétulo.

Assisténcia técnica
Tel.: +1 617 492 3900 x502
E-mail: oncogenetech@wilex.com

WILEX Inc.
Cambridge, MA 02140 USA

EMERGO EUROPE

Molenstraat 15

2513 BH, The Hague
The Netherlands

Tel: +31 (0)70 345 8570
Fax: +31 (0)70 346 7299
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Tilsigtet anvendelse

HER-2/neu ELISA er beregnet til kvantitativ maling af HER-2/neu-protein i serum fra kvinder med metastatisk
brystkreeft. Brugen af HER-2/neu ELISA er indikeret til opfalgning og monitorering af patienter med metasta-
tisk brystkreeft, hvis forste serumveerdi af HER-2/neu er sterre end 15 ng/mL. HER-2/neu-vaerdierne skal
anvendes sammen med informationer, der fas fra kliniske og andre diagnostiske procedurer i forbindelse med
handteringen af metastatisk brystkreeft. Den kliniske nytteveerdi af serummalingen af HER-2/neu som en prog-
noseindikator for tidlig genopstaen og i handteringen af patienter, der behandles med immunoterapi, er ikke
blevet fuldt ud fastslaet.

TIL IN VITRO-DIAGNOSTISERING

Metodeprincip Fast fase sandwich-ELISA
Analytisk Interval 0 ng/mL til 35 ng/mL
Provetype Human serum
Provetestvolumen 10,0 mikroliter

Sensitivitet 1,5 ng p105/mL serum

Keb af dette kit autoriserer brugen af det i henhold til falgende patenter: USA-patenter 5,401,638 og
5,604,107; EPO-patenter 0494135 og 0412116; Canadisk patent 2,026,250-8
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Baggrund

HER-2/neu-onkogenet, som ogsa kaldes c-erbB-2, indkoder et protein med en molekylevaegt pa 185.000 Dalton
(p185) og tilherer en familie af epitele veegtfaktorreceptorer, der strukturelt er relaterede til den humane epider-
male vaegtfaktorreceptor [1]. Proteinet p185 HER-2/neu bestar i sin fulde lzengde af et cytoplasmadomaene
med tyrosinkinaseaktivitet, et transmembrandomaene og et ekstracelluleert domaene (ECD), der afstedes fra
brystkreeftcellers overflade [2,3]. Mange undersggelser har vist, at det afstedte ECD fra HER-2/neu er et glyko-
protein med en molekylevaegt mellem 97 og 115 kDa og betegnet p105 [3,4]. ECD’et kan ngjagtigt
kvantificeres i serum med en analyse [4], som anvender monoklonale antistoffer [5], der dirigeres til de
eksterne epitoper pa HER-2/neu-proteinet. Mange publikationer viser, at ECD’et afstedes ind i normale per-
soners blod, og det kan, nar niveauerne er hgje, males hos kvinder med metastatisk brystkraeft [4,6—26].
Mange af disse serumundersegelser af HER-2/neu har bekrzeftet de vaesentlige data fra undersegelser at
vaey, der viser, at gget ekspressivitet af HER-2/neu er en marker for darlig prognose, kortere samLet over-
levelse og biologisk aggression.

Friske videnskabelige undersggelser antyder, at kvantificering af ECD’et kan have flere vigtige kliniske
anvendelsesformal, sasom monitorering af brystkreeftpatienter med metastatisk sygdom og monitorering
af brystkreeftpatienter for at opdage hurtigt tilbagefald [6-10,12,15,17—20,22—26]. Disse rapporter har pavist,
at 30-50% af kvinder med positive HER-2/neu-tumorer ved den forste diagnose udvikler forhgjede serum-
niveauer af HER-2/neu med progression til metastatisk brystkreeft [4,6—-26]. Disse undersggelser har ligeledes
vist, at monitorering af ECD-niveauer i serum efter en operation var i overensstemmelse med sygdommens
kliniske forlgb, og det blev observeret, at serumniveauerne af HER-2/neu foregedes sammen med sygdom-
mens progression eller mindskedes, nar der blev reageret pa behandlingen [12,15,19,20,25,26]. Flere
rapporter viser desuden, at hgje serumniveauer af HER-2/neu kan forekomme hos kvinder med metastatisk
brystkreeft med primaere brysttumorer, der var HER-2/neu-negative via immunhistokemi [6,11,18,21,27]. Ifglge
mange immunhistokemi- og serumundersggelser udviser HER-2/neu-proteinet for stor ekspressivitet i mange
tumorer af epitel oprindelse, inklusive kreeft i lunger [28], prostata [29], pankreas [30], colon [31], mave [32],
ovarier [33] og leverceller [34].
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Patenter er blevet tildelt, der vedrgrer kvantificering og registrering af ECD’ets p105 domaene (i USA,
patent nr. 5,401,638; i Canada nr. 2,026,250-8 og i Europa nr. 0494135) samt patenter, der vedrgrer kvantifi-
cering og registrering af p185 molekylet i fuld leengde (i USA, patent nr. 5,604,107 og i Europa, patent nr.
0412116). Lignende patenter afventes i Japan.

Analysens princip
HER-2/neu ELISA er en sandwichenzymimmunanalyse, der udnytter et monoklonalt antistof fra mus til at ind-
fange og et andet biotinholdigt monoklonalt antistof fra mus til at finde frem til human HER-2/neu-protein. Bade
capture- og detektorreagenser binder specifikt til det ekstracelluleere domesene af HER-2/neu-proteinet.
Capture-antistoffet er blevet immobiliseret pa den indvendige overflade af mikrotiterpladers brgnde. For at
udfere testen inkuberes en passende prgvevolumen i den overfladebelagte brend, sa antigenet kan bindes af
capture-antistoffet. Det immobiliserede antigen reagerer dernsest sammen med detektorantiserummet. Den
maengde detektorantistof, som antigenet binder, males ved at binde det sammen med et streptavidin-/peber-
rodsperoxidasekonjugat, som dernzest katalyserer konversionen af kromogenisk substrat o-fenylenediamin
(OPD, o-phenylendiamin) til et farvet produkt. Det farvede reaktionsprodukt kvantificeres via spektrofotometri
og relateres til den meengde HER-2/neu-protein, der er i proven.

For at fa naermere instruktioner, lees afsnittene Detaljeret protokol og Evaluering af resultater i
denne vejledning.

Opsummering af proceduren

Trin Inkubationer

1. Heeld prever og standarder i brendene 3 timer, 37° C
2. Vask

3. Tilseet detektorantistof til brandene 1 time, 37° C

4. Vask

5. Tilseet konjugatantistof til brondene 30 minutter, ST*
6. Vask

7. Tilseet substrat til brendene 45 minutter, ST*
8. Tilsaet stopoplgsning til brendene

9. Aflees pladen ved 490 nm

*Stuetemperatur

Standarders sporbarhed
HER-2/neu ELISA blev udviklet og kalibreret af WILEX Inc., Cambridge MA, 02140, USA.

HER-2/neu ELISA-standarderne er kalibreret mod et lagermateriale af masterkalibratorer, der opretholdes
i Cambridge MA. Dette materiale er identificeret som HER-2/neu masterkalibrator batch R5345, og det er en
serie med 6 flydende reagenser, der gar fra 0 til 35 ng/mL HER-2/neu p105-protein. Massebestemmelserne
for HER-2/neu-masterkalibrator er blevet tildelt ud fra analysen af kalibratormaterialet i direkte sammenligning
med 3 meget rensede HER-2/neu p105-proteinprgver. De rensede prgvers masseaekvivalenter (moler) blev
fastsat ved hjeelp af kvantitativ analyse af aminosyre.

Medfelgende materialer

Folgende komponenter medfglger.

Mikrotiterplade: Allerede coatet mikrotiterplade leveres klar til brug, med 96 bregnde (12 strimLer & 8 stk.) i
folie, lynlaslukkede poser med en pakke terremiddel. Brendene er coatede med monoklonalt anti-HER-2/neu-
proteinantistof.

HER-2/neu-standarder: 6 stk. separate haetteglas med rekombinant HER-2/neu p105. Standarderne er kalibr-
erede i ng/mL og etiketterede med veerdier, der er 50 gange stgrre end den faktiske dosering i haetteglassene.
Ved at tildele disse etiketveerdier til en standardkurve undgar man behovet for at rette den rapporterede dosis
for en 1:50 fortyndet prove (2% serum i buffer). Laes Evaluering af resultater for nzermere oplysninger.

Standardnr. ng/mL Volumen
6 35,0 1 mL
5 25,0 1 mL
4 15,0 1 mL
3 7,5 1 mL
2 2,5 1 mL
1 0,0 1 mL

Provediluent: 1 stk. flaske, der indeholder BSA og 0,09% natriumazid.

Detektorantistof: 1 stk. flaske klar til brug, som indeholder biotinholdigt monoklonalt anti-HER-2/neu-
proteinantistof fra mus i 0,01 M PBS (pH 7.4), proteinstabilisator og 0,09% natriumazid.

Konjugatdiluent: 1 stk. flaske, der indeholder 0,01 M PBS (pH 7.4), BSA og 0,1% kloroacetamid.
Konjugatkoncentrat: 1 stk. haetteglas, der indeholder 50X streptavidin-/peberrodsperoxidase i buffer. Skal veere
fortyndet til 1X med konjugatdiluent for at danne arbejdskonjugat. Se Tabel 1.

Substratdiluent: 0,1 M citratbuffer (pH 5,0) og 0,01% H,O, (hydrogenperoxid).

Substrat: 1 stk. heetteglas, der indeholder OPD-tabletter. Skal veere oplgst i substratdiluent (1 tablet/4 mL) for
at danne et arbejdssubstrat. Se Tabel 1.

Stopoplesning: 1 stk. flaske, der indeholder 2,5 N H,SO, (svovisyre).

Pladevaskkoncentrat (20X): 1 stk. flaske. Fortynd 1 del koncentrat med 19 dele vand af bedste kvalitet
for brug.

Sikkerheds- og advarselssatninger

X

Farlig!

R22 — Farlig ved indtagelse.

S28 — Efter kontakt med huden vaskes der straks med rigeligt vand.
Indeholder natriumazid

(Standarder, prevediluent, detektorantistof)

Farlig!

R40 — Mulig fare for ikke reversible virkninger.

R43 — Kan forarsage sensibilisering ved kontakt med huden.
S36/37 — Brug seerligt arbejdstej og egnede beskyttelseshandsker.
Indeholder ortho-fenylendiamindihydroklorit

(Substrattabletter)

Irritationsmiddel!

R36/38 — Irriterende for gjne og hud.

S36/37/39 — Brug seerligt arbejdstej, egnede beskyttelseshandsker og —briller/ansigtsskaerm.
S26 — | tilfeelde af kontakt med @jnene, skyl gjeblikkeligt med rigeligt vand og seg leegehjeelp.
Indeholder svovisyre

(Stopoplesning)

Irritationsmiddel!

R43 — Kan forarsage sensibilisering ved kontakt med huden.

S24 — Undga kontakt med huden.

S37 — Brug egnede beskyttelseshandsker.

Indeholder kloroacetamid

(Konjugatdiluent og konjugatkoncentrat)

Nadvendlge materialer, der ikke falger med

Inkubator med ter varme, der kan holde en temperatur pa 37° C

Pipetter: 2-20 pL, 20-200 pL og 200—1000 pL pipetter med spidser til engangsbrug
Praecisionsgentagende pipette

Automatisk mikrotiterpladevasker med 96 bregnde

12 x 75 mm kulturrer til klargering af prever

Vortexmikser
Mikrotiterpladelzeser,
der er 490 nm

500- eller 1000-mL gradueret cylinder
Reagensreservoirer

Deioniseret vand

Plasticfolie eller klaebende pladepakninger

der kan male absorbans i plader med 96 brgnde ved en bglgeleengde,
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« Flydende blegemiddel til husholdningsbrug til at inaktivere kliniske prever og dekontaminere
pladevaskeren
« Papirservietter til engangsbrug
Kontroller—HER-2/neu  ELISA-kontrollerne bestar af rekombinant p105 i prevediluent, som fas fra WILEX Inc.
Henvis til HER-2/neu ELISA-kontroller, del nr. 06489884, nar der bestilles. Kontroller der fortyndes 1:50 fer
analysen. Volumen er 0,5 mL i hver. Opbevares mellem 2-8° C.

Forholdsregler og anbefalinger

* Opbevar komponenterne ved 2—-8° C. Reagenser ma ikke udseettes for kraftigt lys. Ingen af kittets kom-
ponenter ma dybfryses.
Kittets reagenser ma ikke anvendes efter udlgbsdatoen.
Anvend kun de mikrotiterbrgnde, der fglger med kittet.
Skyl alle vaskemiddelrester af glasartikler.
Benyt deioniseret vand af bedste kvalitet.
Reagenser fra forskellige kit ma ikke blandes.
De buffere og reagenser, der anvendes i dette kit, indeholder enten natriumazid eller kloroacetamid som
konserveringsmiddel. Pas pa ikke at komme direkte i kontakt med disse reagenser.
Ingen af reagenserne ma pipetteres med munden eller indtages.
Man ma ikke ryge, spise elle drikke, mens analysen udferes, eller der hvor prover eller reagenser
handteres.
Prover fra mennesker kan blive kontaminerede med inficerende stoffer. Ma ikke indtages, kommes pa
abne sar eller indandes fra spraydaser. Brug beskyttelseshandsker og bortskaf biologiske prgver pa
korrekt vis.
Substrattabletterne ma ikke handteres med fingrene eller komme i bergring med hud, metal eller
oxiderende stoffer. Bortskaf oplasninger, der indeholder OPD, i henhold til de lokale reglementer.
Brug engangshandsker og beskyttelsesbriller, mens der handteres stopoplgsning (2,5 N svovlisyre).
Kassér alle arbejdsoplgsninger (pladevask, konjugat, substrat), nar hver arbejdsdag er omme.
Klarger friske arbejdsoplasninger til hver efterfglgende analyse.

Klargering af prover

For prever (og kontroller) skal der klargeres en startfortynding pa 1:50 ind i prevediluent, for der analyseres.
Fjern eventuelt fnugget material fra proverne ved hjeelp af mikrocentrifugering, for der fortyndes. Saet etiket
pa rerene og tilseet 0,98 mL prevediluent i hver, efterfulgt af 0,02 mL af prgve/kontrol. Bland forsigtigt og undga
skumdannelse pa den fortyndede preve. Fortyndede prever og kontroller kan opbevares i rer med haette pa
i op til 1 uge ved 2-8° C, og i 6 maneder ved —20° C. Ma ikke udszettes for lys. Det kan vaere ngdvendigt at
analysere nogle prever igen med starre fortynding. Kassér alle prgver opbevaret ved 2-8° C, som udviser
tegn pa kontaminering. Fortynd igen fra serum.

Detaljeret protokol
ANBEFALEDE PROCEDURER
1. Tilseetning af reagenser skal geres i den specificerede raekkefelge.
2. Alle 6 standarder og testprgver skal keres i duplikat.
3. Bring alle reagenser til sekvilibrium ved stuetemperatur (15-30° C) fer brug.
4. Dispensér kun nok af hver analysereagens til det antal brgnde, der anvendes. For hver strimmel med 8
brende, dispenseres 1 mL detektorantistof, konjugat osv.
5. Udarbejd et pladekort, der kan bruges til at give overblik over placeringen af brende med prover, stan-
darder og kontroller.
6. Man kan forenkle overfgrslen af praver, standarder og kontroller fra fortyndingsrer til bronde ved at benytte
halvautomatiske pipetter med flere kanaler. Teknisk service kan oplyse om anbefalede anordninger.
7. Klargering af pladevask
a. Hvis koncentratet til pladevask er koldt, sa giv det tid til at na op pa stuetemperatur (15-30° C), for det
tages i brug. Se efter at alle krystaller er oplast Hvis det gnskes, opvarm til 37° C og bland grundigt.
b. Fortynd 1 volumen pladevaskkoncentrat med 19 volumener af destilleret eller deioniseret vand. Bland
grundigt. Denne oplgsning er pladevask. Den samLede volumen, der skal bruges, afheenger af anvendt
vaskemetode/-instrument. Der skal bruges ca. 1 L af denne oplgsning til at opspsede en automatisk
vasker og kere 1 mikrotiterplade. Der skal bruges ca. 700 mL til hver mikrotiterplade, nar der vaskes
manuelt.
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c. Pladevask skal klarggres pany hver dag. Pladevask ma ikke opbevares.

8. Nar der bruges manuelle metoder, skal der passes pa, mens mikrotiterpladen vendes om for at heelde ud
eller farve. Tryk rammens sidefaner indad, sa strimLerne ikke falder ud.

9. Vask af mikrotiterpladen geres bedst med en automatisk pladevasker. Udstyr til pladevask skal justeres,
renggres og vedligeholdes pa korrekt vis. Det anbefales at bruge automatiske vaskere med 96 porte. Der
kan bruges falske strimLer med 8 brgnde til at fylde den ubrugte del af analyseholderen ved hjeelp af en
delvis plade. Gem og saet etiket pa tidligere brugte strimLer med dette formal for gje.

10. Indstil pafyldningsvolumen til 300 pL/brgnd. Opspaed instrumentet med pladevask. Vask med 3 cyklusser for
vaskere med 96 porte. Efter forste 3-cyklusvask, roteres pladen 180 grader, og processen gentages.
Benyttes der en strimmelvasker, ud fores en enkelt vaskecyklus tveers over pladen, og der gentages 5 gange
mere.

11. Efter sidste vask vendes mikrotiterpladen om, og den stryges imod en absorberende overflade. Kontrollér
ved selvsyn, at alle brgnde er tomt.

Analyseprocedure

1. Tag mikrotiterpladen ud af posen. Beregn det fornedne antal strimLer ud fra det antal prever, der skal
testes, og de enskede replikatfastsaettelser (duplikater anbefales). (Der skal bruges 2 brende til hver stan-
dard — den ene brend skal bruges til fastseettelse af substrat-blankprave.) Opbevar ubrugte strimLer i pose
med lynlaslukning sammen med tgrremiddel ved 2—8° C (lees Stabilitets- og opbevaringsinformationer).

2. Fortynd prever og controller i forholdet 1:50 (2%) med prevediluent.

3. Bland standarder, kontroller og prever grundigt og tilseet 100 pL til duplikatbrendene. Disponér 1 brgnd
med 100 pL prevediluent, som anvendes til substrat-blankprgve. Disponér duplikatbrende til hver af kon-
trollerne.

4. Tildeek pladen (fedevarefolie eller klaebende plasticdaekke). Inkubér i 3 timer ved 37° C.

5. Tag forsigtigt plasticdeekket af og vask mikrotiterpladen med pladevask.

6. Heeld 100 pL detektorantistof i alle brende, undtagen brenden til substrat-blankprgve. Tildeek og inkubér
ved 37° Ci 1 time.

7. Mens der inkuberes med detektorantistof, geres arbejdskonjugat klar ved at fortynde konjugatkoncentratet
med konjugatdiluent. Se Tabel 1 for de maengder, der skal bruges til det antal strimLer, der kores.

8. Vask mikrotiterpladen med pladevask.

9. Heeld 100 pL arbejdskonjugat i alle brende, undtagen brenden med substrat-blankprove. Tildeek og
inkubér ved stuetemperatur (15-30° C) i 30 minutter.

10. Mens der inkuberes med arbejdskonjugat, geres arbejdssubstrat klar, ved at substrattabletter oplgses i
substratdiluent. Se Tabel 1 for de maengder, der skal bruges til det antal strimLer, der keres. Hvirvles hur-
tigt rundt for at sikre fuldsteendig opl@sning. Nar forst det er klargjort, skal arbejdssubstrat anvendes inden
for 30 minutter. Ma ikke udsaettes for lys.

11. Vask mikrotiterpladen med pladevask.

12. Heeld 100 pL arbejdssubstrat i alle brende, ogsa i brenden til substrat-blankpreve. Tildeek med et nyt
plasticdaekke og inkubér pladen i marke ved stuetemperatur (15-30° C) i 45 minutter.

13. Heeld 100 pL stopopl@sning i hver brend, sa reaktionen standses.

14. Aflees absorbans ved 490 nm inden for 30 minutter.

TABEL 1. HER-2/neu-ANALYSE: KLARGQGRING AF ANALYSEREAGENSER

Antal brugte strimLer Konj. koncentrat Konj. diluent Substrattabletter Substratdiluent
1 20 pL 0,98 mL 1 4 mL
2 40 pL 1,96 mL 1 4 mL
3 60 pL 2,94 mL 1 4 mL
4 80 uL 3,92 mL 1 4 mL
5 100 pL 4,90 mL 2 8 mL
6 120 pL 5,88 mL 2 8 mL
7 140 pL 6,86 mL 2 8 mL
8 160 pL 7,84 mL 2 8 mL
9 180 pL 8,82 mL 3 12 mL
10 200 pL 9,80 mL 3 12 mL
11 220 pL 10,78 mL 3 12 mL
12 240 pL 11,76 mL 3 12 mL



Figur 1. Proves standardkurve
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Evaluering af resultater
KONCENTRATION AF STANDARDER
De antistoffer, der bruges til denne analyse, genkender det ekstracellulzere, ligandbindende domaene af
HER-2/neu-protein [5]. Denne type HER-2/neu er blevet identificeret med en molekylevaegt pa eller teet pa 105
kDa. Kittets standarder er kalibrerede i nanogram, hvilket tager hensyn til denne molekylevaegt, som findes i
serum, og de er forberedt ud fra en rekombinant form af fragmentet 105 kDa i HER-2/neu.

KONCENTRATION AF UKENDTE STOFFER

. Find absorbansvzaerdiernes gennemsnit for hver standard, kontrol og preve for at finde frem til de gennem-

snitlige absorbanser.

Brug grafpapir til at plotte den gennemsnitlige absorbans for hver standard pa y-akslen versus koncentratio-

nen af HER-2/neu-protein (ng/mL) pa x-aksen og forbind punkterne.

. Fastsla koncentrationen af HER-2/neu-protein for hver prgvefortynding med interpolation fra standardkur-
ven. Der findes softwarepakker (f.eks. SoftMax Pro™, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA; KC4™,
Bio-Tek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA), som kan forenkle denne proces. Benyt en kvadratisk
kurvetilpasningsalgoritme (polynomium af anden orden).

. Bemeerk: Tildel ikke brgnde med blankprever ved hjeelp af software. Derved bliver de gennemsnitlige
blankpreveafleesninger trukket fra alle andre brende. | forbindelse med kvalitetskontrol og fejlfinding er det
nyttigt at kunne undersgge de absorbansveerdier, der er rapporteret for alle brgnde, uden at der er fore-
taget nogen justering af de ra data.

. Resultater for prgver udtrykkes i nanogram pr. mL ved direkte afleesning fra standardkurveveerdierne
(ng/mL), som er anfert pa hzetteglassene og i afsnittet Medfelgende materialer, som findes i denne vejled-
ning. For letheds skyld behgves der ingen matematisk korrigering af fortyndingen for prever, der er fortyndet
i forholdet 1:50, da den aktuelle koncentration i standardpraeparaterne er 2% af den dosering, der star pa
etiketten (dvs., de er allerede fortyndede med 1:50).

FORTYNDING AF PRGVER MED HGJE KONCENTRATIONER

1. | forbindelse med prover, som giver veerdier for absorbans (OD), der overskrider standardkurvens inter-
val, vil efterfalgende analyse med sterre fortyndinger veere pakraevet.

2. For at gore ekstra fortyndinger klar, skal der altid begyndes med en startfortynding pa 1:50 (lees Klargering
af prover), og dernzest fortyndes der i serier i forholdet 1:2 ind i prevediluent. Eksempel:

N

N

w

I

o

Prgvefortynding Volumen af tidligere fortynding Volumen af prevediluent
1:100 0,5 mL af 1:50 0,5 mL
1:200 0,5 mL af 1:100 0,5 mL
1:400 0,5 mL af 1:200 0,5 mL

3. Hvis de ekstra fortyndede prover frembringer OD-veerdier < 0,3, skal de igen analyseres med mindre
fortyndet materiale. Nar fortyndingens korrigeringsfaktor (se Trin 4 herunder) ganges med resultaterne af
en sadan lav OD-veerdi, kan den resultere i en vurdering af HER-2/neu-protein, der er fejlagtigt hoj.

4. Alle resultater fra ekstraordineert fortyndede prever kreever korrigering af de veerdier, der fas fra analyse
af enhver fortynding over 1:50. Eksempel:

Prgvefortynding Fortyndings korrigeringsfaktor (det rapporterede resultat skal ganges med)
1:100

1:200 4

1:400 8

Analysens kvalitetskontrol
Det anbefales, at hver analyse overholder falgende preestationsparametre.
» Undersgg resultaterne af de kontroller, der keres i analysen for at bekreefte, at genopretningerne falder
inden for de forventede omrader (noteret pa produktets indleegsseddel) for hvert niveau.
* Undersgg standardkurvens dynamiske interval. Niveau 1-standarden skal ligge mellem 0,04 til 0,09 OD
og niveau 6-standarden skal ligge mellem 1,5 til 2,4 OD.
+ Anvendes der software til kurvetilpasning, skal beregningen undersages for R2. Denne bar ligge mellem
0,997 og 1,0. Er der nogen af disse parametre, der ikke overholdes, skal det overvejes at gentage
provetesten i en efterfalgende analyse.

Forventede veerdier

SUNDE PERSONER

Hvert laboratorium skal fastszette sit eget referenceinterval, som det geres med alle test. | en population med
241 sunde kvinder fandt man, at 95% af serumveerdierne af HER-2/neu-protein var mindre end 13,7 ng/mL. Der
var ingen signifikant forskel i HER-2/neu-vaerdierne mellem kvinder for og efter menopausen. Ud fra samme pop-
ulation |& den gvre greense for normal (gennemsnit + 2SD) pa 14,7 ng/mL. ROC-analysen bekreefter, at 15 ng/mL
er den rette skeeringslinje mellem normale og forhgjede serumniveauer af HER-2/neu-protein. Fordelingen af
serumniveauer af HER-2/neu for hele populationen (n = 241) ses i Figur 2.

Figur 2. Fordeling af serum HER-2/neu-protein i en population af sunde kvinder.
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MONITORERING AF PATIENTER MED METASTATISK BRYSTKRAFT

Den kliniske nytteveerdi af HER-2/neu ELISA blev evalueret i l&engdemaessig monitorering af patienter med
metastatisk brystkreeft ved hjeelp af retrospektive serumprever fra patienter med brystkraeft i de sene
stadier, hvilket omfattede en periode pa 6 til 12 maneder og foregik pa 3 hospitaler i USA. Der var 56 patien-
ter i behandling, hvis ferste serumniveau af HER-2/neu-onkoprotein var forhgjet (15 ng/mL eller mere), og de
blev evaluerede for overensstemmelse mellem zendringer i deres serumniveauer af HER-2/neu og foran-
dringer, der indtraf i deres kliniske sygdomsforlgb.

En analyse af undersggelsens resultater fra konsultation til konsultation preesenteres i Tabel 2.
Andringerne i serumniveau af HER-2/neu fra den ene konsultation til den naeste blev udregnet for hver
patient. Disse aendringer blev delt i 2 grupper: Gruppe | havde sendringer i serum af HER-2/neu, der fulgte
parallelt med det kliniske sygdomsforlab, og gruppe Il havde zendringer i serum af HER-2/neu, der ikke fulgte
parallelt med det kliniske sygdomsforlgb. Laegen afgjorde det kliniske forlgb eller status. Overensstemmelsen
mellem eendringerne af HER-2/neu i forhold til klinisk status blev fundet pa falgende made: En stigning pa
20% eller mere i forhold til foregaende konsultation gav et billede af sygdommens progression. Hvis foran-
dringen var mindre end en stigning pa 20% i forhold til foregaende konsultation, fortalte det, at sygdommen
ikke var blevet mere fremskreden, mens behandlingen foregik (inklusive sygdom, der reagerede eller var sta-
bil). Stabil og reagerende sygdom blev konsolideret, da begge viste den nuveerende behandlings effektivitet.
Kriteriet pa 20% blev afledt af leengdevariationen hos normale patienter (fastslaet ud fra serumniveauet af
HER-2/neu i 6 serieprgver fra hver af de 38 sunde kvinder).
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TABEL 2. OVERENSSTEMMELSE MELLEM METASTATISKE BRYSTKRAFTPATIENTERS
SYGDOMSSTATUS OG ANDRINGER | SERUMNIVEAUER AF HER-2/neu: KONSULTATION
FOR KONSULTATION

AEndring af klinisk status

AEndring af HER-2/neu Progression Ingen progression Total
= 20% stigning 52 33 85
< 20% stigning 55 96 151
Total 107 129 236

Konkordans = 62,7% (CI = 56,4 til 68,6%)
Forudsagt veerdi: Manglende progression = 63,6% (Cl = 55,7 til 70,8%)
Progression = 61,2% (ClI = 50,6 til 70,8%)

Nedenstaende tal viser typiske eksempler pa gradvise forandringer af serumniveauer af HER-2/neu for 2
af de 56 metastatiske brystkraeftpatienter fra den kliniske undersggelse. Figur 3 viser en patient, hvor syg-
dommen reagerer, og Figur 4 viser en patient med en sygdom, der progressivt forvaerres.
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Figur 4. Monitorering af en 74-arig stadie IV
brystkraeftpatient med HER-2/neu ELISA.
Langdeforandringer i serumniveauer af

HER-2/neu stemmer overens med forandringer
i sygdommens status.

Figur 3. Monitorering af en 38-arig stadie IV
brystkraeftpatient med HER-2/neu
ELISA. Langdeforandringer i serumniveauer
af HER-2/neu stemmer overens med forandringer
i sygdommens status.

lkke-kliniske praestationskendetegn
UN@JAGTIGHED

Ungjagtighed blev fastslaet ved at teste 4 kontrolprgver, der bestod af 3 bufferbaserede kontroller og 1 human
serumpulje. Der blev brugt kit med 3 forskellige batchnumre ved hvert af de 3 forskellige laboratorier. Der blev
fundet frem til tredobbelte bestemmelser pr. kersel for hver kontrol blandt 130 kersler. For hver kontrol baseret
pa protokollen NCCLS EP-5A blev der udregnet inden for kerslen samt total ngjagtighed. Ungjagtighed inden
for kersel for 3 steder og kitbatch var pa eller under 10% CV med total ungjagtighed pa tveers af alle kit og
steder mellem 10 og 17,7% CV.
Kontrolprgve Antal kersler

Antal replikater Gennemsnit (ng/mL)

Kontrol 1 130 385 24,5
Kontrol 2 131 390 9,8
Kontrol 3 131 386 3,3
Serum 4 130 385 9,5
Ngjagtighed inden for kersel Total ngjagtighed
Kontrolprgve Std afv. % CV. Std afv. % CV.
Kontrol 1 1,46 6,0 2,62 10,7
Kontrol 2 0,69 7,0 1,03 10,4
Kontrol 3 0,34 10,2 0,59 17,7
Serum 4 0,65 6,9 1,02 10,8

k) DANSK — HER-2/neu ELISA

SENSITIVITET

Minimal registrerbar koncentration af analysand blev fundet ved gentaget maling af en O-dosisprove
(prevediluent). Gennemsnitlig og standardafvigelse af tilsyneladende genopretning af HER-2/neu blev bereg-
net for 230 fastsaettelser, der blev foretaget i labet af 20 dage mellem kit med 3 forskellige batchnumre og pa
3 forskellige laboratorier. Efter tilfgjelse af 2 standardafvigelser til den gennemsnitlige genoprettede dosis af
HER-2/neu, blev det fundet, at den minimale registrerbare koncentration var 1,5 ng ud af p105/mL serum.

ANALYTISK SPECIFICITET

Krydsreaktivitet. Epidermisk vaekstfaktorreceptor (EGFr) er et molekyle med neere relationer til HER-2/neus
veekstfaktorreceptor ved 88% homologi med det intracellulzere domaene og 44% homologi med det ekstracelluleere
domaene. Vi provokerede HER-2/neu ELISA med EGFr ved 850 ng/mL. Dette materiale producerede intet
signal i analysen, hvilke viste, at anordningens immunreagens ikke producerer nogen krydsreaktion med EGFr.

Interfererende stoffer. Humant anti-mus-antistof (HAMA), som i sjeeldne tilfeelde findes i human serum, kan
potentielt binde de kritiske reagenser i immunanalyser, hvilket udlgser positive eller negative signaler, der er
falske. Flere kendte HAMA-positive serumprever samt rheumatoidfaktorpositive prever blev testede i anord-
ningen. Ingen falske signaler blev frembragt med disse prever. Anordningens reagenser er formulerede, sa de
blokerer for enhver form for falsk reaktivitet af denne type.

Serummalinger af HER-2/neu kan udferes, mens patienterne far vitaminer, handkegbsmedicin eller behandles
med kemoterapi. For at teste muligheden for at sadanne agenser kan gribe forstyrrende ind i nejagtige
fastseettelser af HER-2/neu, blev potentielt exogene interfererende stoffer tilsat en positiv kontrolserum med
en kendt koncentration af HER-2/neu, som efterfalgende blev testet i analysen. Nogle almindelige bestand-
dele af serum blev ligeledes testede for deres potentiale til at fungere som endogene interfererende stoffer.
Ingen af de testede forbindelser havde nogen indvirkning pa analysandgenopretningen. Se Tabel 3.

ANALYTISK OMRADE

HER-2/neu ELISA kan ngjagtigt kvantificere serumniveauerne HER-2/neu i allerede fortyndede prever, om
giver en analysereaktion i intervallet fra 1,5 til 35 ng af p105 HER-2/neu-protein pr. mL serum. Prgver, der pro-
ducerer et signal, der overskrider den gvre greense for standardkurvens interval (35 ng/mL) skal fortyndes med
mere prgvediluent og igen testes i analysen. Sgrg endelig for at korrigere den rapporterede genopretning af
HER-2/neu-protein for fortyndede preeparater, der er mere end den rutinemaessige fortynding i forholdet 1:50.

TABEL 3. POTENTIELLE ELISA-INTERFERERENDE STOFFER

POTENTIELLE TEST POTENTIELLE TEST
INTERFERERENDE STOFFER  KONCENTRATIONER _ INTERFERERENDE STOFFERKONCENTRATIONER
ENDOGENT HANDK@BSMEDICIN OSV.
Triglycerider (intralipin-20%) 3000,0 mg/di Acetaminophen 200,0 pg/mL
Haemoglobin 1,0 g/di Aspirin 500,0 pg/mL
Immunoglobulin (gammaglobulin) 6,0 g/dl Ibuprofen 400,0 pg/mL
Albumin 6,5 g/dl Caffein 100,0 pg/mL
Bilirubin 25,0 mg/dL
Heparin 0,46 mg/mL KEMOTERAPEUTISKE AGENSER
Aminoglutethamid 398,0 pg/mL
EXOGENE Bleomycin 0,16  U/mL
Vitamin A transretinolacetat 10,0 1U/mL Cis-platin 173,0 pg/mL
Vitamin B1 aneurin 3,0 pg/mL Doxorubicin 51,8 pg/mL
Vitamin B2 riboflavin 3,4 pg/mL Cyclofosfamid 800,0 pg/mL
Vitamin B6 pyroxid HCL 4,0 pg/mL Dietylstilbesterol 23,0 pg/mL
Vitamin B12 12,0 ng/mL Estramustin 102,2 pg/mL
Vitamin C ascorbinsyre 30,0 pg/mL Flutamid 10,0 pg/mL
Vitamin D2 ergocalciferol 0,8 1U/mL 5-fluorouracil 1600,0 pg/mL
Vitamin E tocoferolacetat 0,06 IU/mL Lupron 15,0 pg/mL
Folinsyre 0,8 pg/mL Methotrexat 450,0 pg/mL
Niacin 40,0 pg/mL Mitoxantron 56,0 pg/mL
Mitomycin C 73,0 pg/mL
Megace 27,0 ng/mL
Tamoxifen 1,4 pg/mL
Vincristin 4,88 ug/mL
Vinblastin 16,3 pg/mL
Herceptin (Trastuzumab) 500 pg/mL



PROCEDURENS BEGRANSNINGER
Nar trin udferes i manuelle immunanalyser, kan malingerne (prgvegenopretning) veere forkerte som folge af
variation af den inkubationstid, som preverne udsaettes for i hvert af inkubationens trin. Alle brende skal have
stort set samme inkubationstid, der kreeves til hvert reagenstrin. Iseer skal tidsrummet mellem tilseetning af
forste og sidste preve ligge inden for en tidshorisont pa - hgjst - 15 minutter, nar der tilsaettes standarder,
kontroller og prever i pladens brgnde. Klarger alle prever pa forhand. Det anbefales i hgj grad at anvende
halvautomatiske pipetter med flere spidser, sa tiden til at foretage disse procedurer afkortes. Serg for at
anvende nye spidser til hver provetilseetning, sa krydskontaminering undgas.

Immunanalyser, der benytter sakaldte sandwichkonfigurationer, som denne anordning, udseettes for inter-
ferens og falske resultater, der kommer fra prgver, som indeholder immunreaktive agenser mod antistoffer fra
mus. HAMA, heterofilt antistof og rheumatoidfaktor er de umiddelbare eksempler pa disse interfererende stof-
fer. Producenten har taget forholdsregler ved formuleringen af de reagenser, der findes i denne anordning,
sa denne interferens minimeres eller fiernes. Der skal imidlertid udvises omhu, nar der evalueres analysere-
sultater, der kan vaere inkonsistente med patientens samLede kliniske status, set i lyset af, at denne form for
interferens er en reel mulighed.

Det er muligt, at en patient med bekreeftet brystkraeft kan have serumniveauer af HER-2/neu-protein, der
ligger inden for det interval, der ses hos sunde personer. Resultaterne af HER-2/neu skal fortolkes med for-
sigtighed. Serumniveauer af HER-2/neu indikerer ikke altid, om der forefindes malignant sygdom eller ikke.
Veerdien for HER-2/neu skal indga i den samLede kliniske vurdering, som omfatter flere kliniske evaluerings-
og diagnosetest.

Fejlfinding

A Hver analyse skal omfatte 6 standarder, der er testede i duplikat ved hjeelp af den protokol, der er
beskrevet i afsnittet Detaljeret protokol. Inkubationstider eller -temperaturer, der adskiller sig veesentligt
fra de specificerede, kan udlgse forkerte resultater.

B. Standardkurvens facon er ikke linezer og veksler en anelse fra analyse til analyse. Anvend punkt-til-punkt
graftegning, nar data reduceres manuelt. Hvis der benyttes ELISA-software, anvendes en kvadratisk
kurvetilpasningsalgoritme (polynomium af anden orden).

C. Darlige duplikater viser utilstraekkelig vask, forudsat de folges af forhgjede veerdier for O-standarden. Hvis
alle instrukser i afsnittet Detaljeret protokol blev fulgt til punkt og prikke, viser sadanne resultater, at
vaskeren skal vedligeholdes. Undga ligeledes at der kommer bobler i brendene, nar prgver og reagenser
tilseettes med pipette.

D. Bregnden med substrat-blankprgven skal afleeses med mindre end eller lig med 0,05 absorbansenheder.
En mulig arsag til hgjere veerdier er, at arbejdssubstratet er blevet udsat for lys - enten for eller i Igbet af
inkubationstrinnet. Arbejdssubstrat skal anvendes inden for 30 minutter fra klarggringen.

E. Lavt signal viser muligvis, 1) at pladen er blevet udtgrret mellem trinene. Pladen ma absolut ikke udterre.
Tilseet naeste reagens straks efter vask. Eller 2) at der er udfert forkert vask. Serg for at mikrotiterpladens
vasker er blevet ordentligt opspaedet med pladevask (lzes Detaljeret protokol).

Stabilitets- og opbevaringsinformationer

Alle de reagenser, der fglger med HER-2/neu ELISA, er blevet testede for stabilitet. Reagenser ma ikke
anvendes efter den anferte udlgbsdato. Kittets reagenser skal opbevares ved 2-8° C, med undtagelse af
pladevaskkoncentratet, som kan opbevares ved stuetemperatur. Analyseplader skal opbevares forseglede i
den originale foliepose med en pakke terremiddel. Nar den ferst er abnet, vil anordningen fungere inden for
specifikationerne i op til 4 uger (30 dage) inden for den udlgbsdatoperiode, der er anfert pa etiketten.
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DANSK — HER-2/neu ELISA

Anvandningsomraden

HER-2/neu ELISA ar avsett for kvantitativ matning av HER-2/neu-protein i serum hos kvinnor med metastatisk
brostcancer. HER-2/neu ELISA rekommenderas vid uppfdljning och monitorering av patienter med metastatisk
bréstcancer, vars initiala HER-2/neu-varde i serum &verstiger 15 ng/mL. HER-2/neu-vardena ska anvandas i
kombination med annan klinisk information och andra diagnostiska procedurer vid behandling av metastatisk
brostcancer. Den kliniska anvandningen av méatning av HER-2/neu i serum som en prognostisk indikator pa tidi-

ga recidiv, och vid behandling av patienter i immunterapiregimer, &r inte helt klarlagd.

FOR IN VITRO-DIAGNOSTIK

Metodprincip Solid Phase Sandwich ELISA
Analysintervall 0 ng/mL till 35 ng/mL
Provtyp Humant serum

Provtestvolym 10,0 mikroliter

Kanslighet 1,5 ng p105/mL serum

Inkop av detta kit ger licens for anvandning under féljande patent: USA-patent 5,401,638 och 5,604,107;
EPO-patent 0494135 och 0412116; kanadensiskt patent 2,026,250-8
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Bakgrund

HER-2/neu-onkogenen, som aven kallas c-erbB-2-genen, kodar for ett protein med en molekylvikt pa 185 000 Dalton
(p185) och tillhér en familj epiteliala tillvaxtfaktorreceptorer som ar strukturellt beslaktad med human epidermal
tillvaxtfaktorreceptor [1]. | sin fulla langd bestar p185 HER-2/neu-proteinet av en cytoplasmisk doman med
tyrosinkinasaktivitet, en transmembran doman och en extracellular doméan (ECD) som frigdrs fran brostcancercellernas
yta [2,3]. Ett flertal studier har visat att det ECD som frigjorts fran HER-2/neu &r ett glykoprotein med en
molekylvikt pa mellan 97 och 115 kDa och benamns p105 [3,4]. ECD kan kvantifieras exakt i serum med hjalp
av en analys [4] dar monoklonala antikroppar [5] riktas mot de yttre epitoperna i HER-2/neu-proteinet. Ett fler-
tal publikationer visar att ECD frigors i blodet hos normala individer och att hdga nivaer kan registreras hos
kvinnor med metastatisk brostcancer [4,6—-26]. Manga av dessa serum HER-2/neu-studier har bekréaftat omfat-
tande data fran vavnadsstudier som har visat att forh6jda HER-2/neu-nivaer ar en indikation pa dalig prognos,
kortare dverlevnad och biologisk aggressivitet.

Nyare forskning tyder pa att kvantifiering av ECD kan ha flera viktiga kliniska tillampningar, exempelvis
monitorering av brostcancerpatienter med metastatisk sjukdom och monitorering av bréstcancerpatienter for att
detektera tidiga recidiv [6-10,12,15,17-20,22-26]. Dessa rapporter har visat att 30-50 % av kvinnor med
HER-2/neu-positiva tumdrer vid primar diagnos, utvecklar forhéjda nivaer av serum HER-2/neu med progres-
sion till metastatisk brostcancer [4,6—26]. Dessa studier har aven visat att monitorering av serum ECD-nivaer
post-kirurgiskt ar korrelerat med det kliniska sjukdomsférioppet och att serum HER-2/neu-nivaerna héjdes vid
sjukdomsprogression eller sanktes som svar pa behandling [12,15,19,20,25,26]. Flera rapporter visar ocksa att
forhojda nivaer av serum HER-2/neu kan férkomma hos kvinnor med metastatisk bréstcancer vars primara
brosttumoér var HER-2/neu-negativa vid immunhistokemi [6,11,18,21,27]. Enligt manga immunhistokemiska
studier och serumstudier ar nivaerna av HER-2/neu-proteinet férhojt i manga tumérer av epitelialt ursprung,
inklusive cancer i lunga [28], prostata [29], pankreas [30], colon [31], magen [32], ovarier [33] samt hepatocel-
lular cancer [34].

SVENSKA — HER-2/neu ELISA £



Patent har beviljats relaterade till kvantifiering och detektering av ECD p105-doménen (i USA, patentnr
5,401,638; i Kanada nr 2,026,250-8; och i Europa nr 0494135) samt patent relaterade till kvantifiering och
detektering av p185-molekylens fulla langd (i USA, patentnr 5,604,107 och i Europa, patent nr 0412116).
Liknande patent ar sokta i Japan.

Analysprincip

HER-2/neu ELISA &r en sandwich-enzymimmunanalys som anvéander en musmonoklonal antikropp fér infangning
och en annan biotinylerad musmonoklonal antikropp for detektering av humant HER-2/neu-protein. Bade
reagenserna for infangning och detektering binder specifikt till HER-2/neu-proteinets extracelluldra doméan. Den
infangande antikroppen har fixerats invandigt i mikrotiterplattans brunnar. Vid testtillfallet inkuberas en lamplig
provvolym i den 6verdragna brunnen for att mojliggora bindning av antigenen till den infangande antikroppen. Den
fixerade antigenen reagerar sedan med detekteringsantiserum. Mangden detekterande antikroppar som har bun-
dits till antigen mats genom att det binds till ett streptavidin/pepparrotsperoxidaskonjugat, som sedan katalyserar
omvandling av kromogena substrat o-fenylendiamin (OPD) till en fargad produkt. Den fargade reaktionsprodukten
kvantifieras genom spektrofotometri och relateras till méngden HER-2/neu-protein i provet.

Instruktioner finns i avsnitten Detaljerat protokoll och Utvardering av resultat i detta hafte.

Procedursammanfattning

Steg Inkubationer

1. Placera prover och standarder i brunnarna 3 timmar, 37 °C
2. Tvatt

3. Tillsatt detekterande antikropp i brunnarna 1 timme, 37 °C
4. Tvatt

5. Tillsatt konjugerande antikropp i brunnarna 30 minuter, RT*
6. Tvatt

7. Tillsatt substrat i brunnarna 45 minuter, RT*
8. Tillsatt stopplosning i brunnarna

9. Avlas plattan vid 490 nm

*Rumstemperatur

Sparbarhet for standarder
HER-2/neu ELISA har framstallts och kalibrerats av WILEX Inc., Cambridge MA, 02140, USA.

HER-2/neu ELISA-standarderna ar kalibrerade mot ett stammaterial fér master-kalibrator som finns i
Cambridge MA. Detta material har beteckningen HER-2/neu master-kalibratorlot R5345, och bestar av en serie
med sex flytande reagenser, som omfattar intervallet 0 till 35 ng/mL HER-2/neu p105-protein.
Massbestamningarna for HER-2/neu master-kalibrator har faststéllts baserat pa analys av kalibratormaterialet i
direkt jamforelse med tre hégrenade HER-2/neu p105-proteinprover. Massekvivalenter (mol) i de renade prover-
na faststélldes genom kvantitativ aminosyraanalys.

Medféljande material

Féljande komponenter medféljer.

Mikrotiterplatta — Overdragen mikrotiterplatta som levereras klar att anvanda, med 96 brunnar (12 rader med
8 brunnar) i folie, aterforslutbara pasar med ett torkmedelspack. Brunnarna &r éverdragna med monoklonala
anti-HER-2/neu-proteinantikroppar.

HER-2/neu-standarder — Sex (6) separata ampuller med rekombinant HER-2/neu p105. Standarderna kalibreras
i ng/mL och ar markta med varden som ar 50-faldigt hdgre @n den faktiska ampulldosen. Dessa markningsvar-
den utgdr en standardkurva vilket undanréjer behovet att korrigera den rapporterade dosen for ett 1:50-utspatt
prov (2 % serum i buffert). Se Utvardering av resultat for mer information.

Standardnr ng/mL Volymer
6 35,0 1 mL
5 25,0 1mL
4 15,0 1mL
3 75 1mL
2 25 1mL
1 0,0 1mL
40
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Provspadningsmedel — En (1) flaska som innehaller BSA och 0,09 % natriumazid.

Detekterande antikropp — En (1) flaska, som levereras klar att anvanda, med biotinylerad musmonoklonal anti-
HER-2/neu-proteinantikropp i 0,01 M PBS (pH 7,4), proteinstabiliserare och 0,09 % natriumazid.
Konjugatspadningsmedel — En (1) flaska med 0,01 M PBS (pH 7,4), BSA och 0,1 % kloracetamid.
Konjugatkoncentrat — En (1) flaska med 50X streptavidin/pepparrotsperoxidas i buffert. Maste spadas till 1X
med konjugatspadningsmedel for att bilda arbetskonjugat. Se tabell 1.

Substratspadningsmedel — 0,1 M citratbuffert (pH 5,0) och 0,01 % H,0, (vateperoxid).

Substrat — En (1) flaska med OPD-tabletter. Maste I6sas upp i substratspadningsmedel

(1 tablett/4 mL) for att bilda arbetssubstrat. Se tabell 1.

Stopplésning — En (1) flaska med 2,5 N H,SO, (svavelsyra).

Plattvattkoncentrat (20X) — En (1) flaska. Spad en (1) del koncentrat med 19 delar vatten av hog kvalitet fore
anvandning.

Sakerhets- och varningsfraser

X

Farligt!

R22 — Farligt vid fortaring.

S28 — Vid kontakt med huden tvétta genast med mycket vatten.
Innehaller natriumazid

(Standarder, provspadningsmedel, detekterande antikropp)

Farligt!

R40 — Mgjlig risk for bestaende halsoskador.

R43 — Kan ge allergi vid hudkontakt.

S36/37 — Anvand lampliga skyddsklader och skyddshandskar.
Innehaller orto-fenylendiamin dihydrochlorite
(substrattabletter)

Irriterande!

R36/38 — Irriterar 6gonen och huden.

S36/37/39 — Anvand lampliga skyddsklader, skyddshandskar samt skyddsglasdgon eller ansiktsskydd.
S26 — Vid kontakt med 6gonen, spola genast med mycket vatten och kontakta lakare.
Innehaller svavelsyra

(Stoppldsning)

Irriterande!

R43 — Kan ge allergi vid hudkontakt.

S24 — Undvik kontakt med huden.

S37 — Anvand lampliga skyddshandskar.

Innehaller kloracetamid

(Konjugatspadningsmedel och konjugatkoncentrat)

Material som kravs men inte medfoljer
« Torrvarmeinkubator med kapacitet att halla en temperatur pa 37 °C
Pipetter: 2—20 pL-, 20-200 pL- och 200-1000 pL-pipetter med engangsspetsar
Precisionspipett
Automatiserad tvattare fér 96-brunnars mikrotiterplattor
12 x 75 mm odlingsrér fér provberedning
Vortexblandare
Avlasare for mikrotiterplattor med kapacitet att méta absorbans i 96-brunnarsplattor vid en vaglangd
pa 490 nm
500- eller 1 000 mL-matcylinder
Reagensbehallare
Avjoniserat vatten
Plastfilm eller sjalvhaftande plattférseglare



« Flytande blekmedel for inaktivering av kliniska prover och sanering av plattvattare

« Engangshanddukar i papper
Kontroller — HER-2/neu ELISA-kontroller som bestar av rekombinant p105 i provspadningsmedel kan rekvir-
eras fran WILEX Inc. Referera till HER-2/neu ELISA-kontroller, artikelnr 06489884, vid bestélining. Kontrollerna
spads i proportionerna 1:50 fére analys. Volymerna ar 0,5 mL per styck. Forvara vid 2-8 °C.

ForS|kt|ghetsatgarder och rekommendationer
Forvara komponenterna vid 2-8 °C. Utsatt inte reagenser for onddigt mycket ljus. Kitkomponenterna
far ej frysas.

« Anvand inte kitreagenserna efter utgangsdatumet.

« Anvand endast de mikrotiterbrunnar som medféljer kitet.

« Skolj bort allt rengéringsmedel fran glasytorna.

« Anvand avjoniserat vatten av hogsta kvalitet.

« Blanda inte reagenser fran olika kit.

+ De buffertar och reagenser som anvands i det har kitet innehaller antingen natriumazid eller klorac-
etamid som konserveringsmedel. Undvik direktkontakt med dessa reagenser.

« Anvéand aldrig munpipett till reagenserna.

« Fortar inte mat och dryck och rék inte under analysen eller i narheten av prover och reagenser.

« Provmaterial av humant ursprung kan vara kontaminerat med smittdmnen. Aerosoler far ej fortaras,
inandas eller komma i kontakt med 6ppna sar. Anvand skyddshandskar och kassera biologiska prover
enligt géllande riktlinjer.

< Vidrér inte substrattabletterna med fingrarna och undvik kontakt med huden, metall och oxidations-
medel. Kassera l6sningar som innehaller OPD i enlighet med lokala bestammelser.

+ Anvand engangshandskar och 6gonskydd vid hantering av stoppldsning (2,5 N svavelsyra).

« Kassera alla forbrukade I6sningar (plattvatt, konjugat, substrat) vid arbetsdagens slut.

« Gor i ordning farska I6sningar for varje analys.

Provberedning

Prover (och kontroller) maste initialt spaddas med provspadningsmedel i proportionerna 1:50 fére analysen.
Avlagsna eventuellt flockningsmedel fran proverna via mikrocentrifugering fore spadningen. Forse provréren
med etiketter och tillsatt 0,98 mL provspadningsmedel i vart och ett av roren, foljt av 0,02 mL av prov/kontroll.
Blanda forsiktigt och undvik skumbildning i det utspadda provet. Utspadda prover och kontroller kan forvaras
i forslutna ror i upp till en vecka vid 2-8 °C och i sex manader vid —20 °C. Skydda proverna fran ljus. Omanalys
av en del prover med hégre spadning kan vara nddvéndig. Kassera alla prover som har férvarats vid 2-8 °C
om de visar tecken pa kontamination. Spad igen fran serum.

Detaljerat protokoll

REKOMMENDERADE PROCEDURER

1. Tillsats av reagenser maste ske i angiven ordning.

2. Alla sex (6) standarder och testprover ska kéras dubbelt.

3. Lat alla reagenser anta rumstemperatur (15-30 °C) fére anvandning.

4. Dispensera endast den méngd som kravs av varje analysreagens for det antal brunnar som anvénds. For

varje 8-brunnsrad dispenserar du 1 mL detekterande antikropp, konjugat, etc.

Uppratta ett schema 6ver provernas, standardernas och kontrollbrunnarnas placering pa plattan.

6. Overféringen av prover, standarder och kontroller fran spadningsrér till brunnar kan underlattas med
halvautomatiska flerkanalspipetter. Kontakta Teknisk service for information om rekommenderad
utrustning.

7. Beredning av plattvatt
a. Om plattvattkoncentratet ar kallt later du det anta rumstemperatur (15-30 °C) fére anvandning.

Kontrollera att alla kristaller ar upplosta. Varm till 37 °C, om sa 6nskas, och blanda val.

. Spad en (1) del plattvattkoncentrat med 19 delar destillerat eller avjoniserat vatten. Blanda val. Detta
ar plattvattlosningen. Den totala volym som kréavs beror pa vilken tvattmetod och vilket instrument som
anvands. Omkring 1 L av denna I6sning kravs for att fylla en automatiserad tvattare och kéra en
mikrotiterplatta; omkring 700 mL kravs for varje mikrotiterplatta vid manuell tvatt.

. Ny plattvattidsning maste tillredas varje dag. Spara inte plattvattidsningen.

o

o

o

8. Vid manuella metoder ar det viktigt att vara forsiktig nar mikrotiterplattan ska vandas for att dekantera eller
blotta; tryck ramens sidoflikar inat for att férhindra att raderna faller ur.

9. Tvattning av mikrotiterplattor utfors lampligast i en automatiserad plattvattare. Utrustning for plattvatt
maste justeras, rengdras och underhallas korrekt. Automatiserade tvattare med 96 portar rekommenderas.
8-brunnars dummyrader kan anvandas for att fylla den oanvanda delen av hallaren vid analyser som
endast anvander delar av en platta. Spara och forse tidigare anvéanda rader med etiketter for detta
andamal.

10. Stall in fyllningsvolymen till 300 pL/brunn. Fyll instrumentet med plattvattiosning. | 96-portars tvattare ska
tva 3-cykeltvattar anvandas. Efter den forsta 3-cykeltvatten roterar du plattan 180 grader och upprepar. Om
en radtvattare anvands utfor du forst en tvattcykel for hela plattan och upprepar den sedan fem ganger till.

11. Efter den sista tvatten vander du mikrotiterplattan och stryker den mot en absorberande yta. Kontrollera
att alla brunnar ar tomma.

Analysprocedur
Avlagsna mikrotiterplattan fran pasen. Berakna hur manga rader som behdvs baserat pa antalet prover
som ska testas och hur manga upprepade bestdmningar som onskas (dubbletter rekommenderas). (For
varje standard behdvs tva brunnar; en brunn behdvs for substratkontroll.) Férvara oanvénda rader i den
aterforslutbara pasen med torkmedel vid 2-8 °C (se Information om stabilitet och forvaring).

2. Spéd prover och kontroller i proportionerna 1:50 (2 %) med provspadningsmedel.

3. Blanda standarderna, kontrollerna och proverna ordentligt och tillsatt 100 pL i dubbla brunnar. Gor i ord-
ning en brunn med 100 pL provspadningsmedel som ska anvandas som substratkontroll. Gér i ordning
dubbla brunnar f6r var och en av kontrollerna.

4. Tack over plattan (med plastfilm eller sjalvhaftande plastéverdrag). Inkubera i 3 timmar vid 37 °C.

5. Avlagsna forsiktigt plastoverdraget och tvatta mikrotiterplattan med plattvattiosning.

6. Tillsatt 100 pL detekterande antikropp i alla brunnar utom i brunnen med substratkontroll. Tack éver och
inkubera vid 37 °C i 1 timme.

7. Under inkuberingen med detekterande antikropp, tillreder du arbetskonjugat genom att spada
konjugatkoncentratet med konjugatspadningsmedel. Se tabell 1 angaende vilka kvantiteter som krévs for
det antal rader som kérs.

8. Tvatta mikrotiterplattan med plattvattiosning.

9. Tillsatt 100 pL arbetskonjugat i alla brunnar utom i brunnen med substratkontroll. Tack éver och inkubera
vid rumstemperatur (15-30 °C) i 30 minuter.

10. Under inkuberingen med arbetskonjugat, tillreder du arbetssubstratet genom att I6sa upp substrattabletterna i
substratspadningsmedlet. Se tabell 1 angaende vilka kvantiteter som kravs for det antal rader som kors.
Blanda kraftigt sa att tabletterna I6ses helt. Nar arbetssubstratet &r klart ska det anvandas inom 30 minut-
er. Skydda fran ljus.

11. Tvétta mikrotiterplattan med plattvattiosning.

12. Tillsatt 100 pL arbetssubstrat i alla brunnar, inklusive brunnen med substratkontrollen. Tack med ett rent
plastéverdrag och inkubera plattan i mérker vid rumstemperatur (15-30 °C) i 45 minuter.

13. Tillsatt 100 pL stopplésning i alla brunnar for att avbryta reaktionen.

14. Avlas absorbansen vid 490 nm inom 30 minuter.

TABELL 1. HER-2/neu-ANALYS — BEREDNING AV ANALYSREAGENSER

Antal anv. rader Konj.koncentrat Konj.spadmed Substrattabletter Substratspadningsmedel
1 20 L 0,98 mL 1 4 mL
2 40 pL 1,96 mL 1 4 mL
3 60 L 2,94 mL 1 4 mL
4 80 L 3,92 mL 1 4 mL
5 100 pL 4,90 mL 2 8 mL
6 120 pL 5,88 mL 2 8 mL
7 140 pL 6,86 mL 2 8 mL
8 160 pL 7,84 mL 2 8 mL
9 180 pL 8,82 mL 3 12 mL

10 200 L 9,80 mL 3 12 mL
11 220 pL 10,78 mL 3 12 mL
12 240 pL 11,76 mL 3 12 mL

SVENSKA — HER-2/neu ELISA U



Bild 1. Provstandardkurva

0.D. 490

Utvérdering av resultat

KONCENTRATION AV STANDARDER

De antikroppar som anvands i den har analysen kénner igen den extracelluléra ligand-bindningsdoméanen
i HER-2/neu-protein [5]. Denna form av HER-2/neu har identifierats med en molekylvikt pa eller omkring
105 kDa. Standarderna i kitet kalibreras i nanogram, vilket tar hansyn till molekylvikten i serum, och tillreds
fran en rekombinant form av 105 kDa-fragmentet i HER-2/neu.

KONCENTRATION AV OKANDA AMNEN.

. Berakna medelabsorbansvarden for varje standard-, kontroll- och provspadning for att fa fram medel—
absorbansen.

. Rita in medelabsorbansen for varje standard pa ett millimeterpapper pa y-axeln och koncentrationen av

HER-2/neu-protein (ng/mL) pa x-axeln och forbind punkterna.

Faststall koncentrationen av HER-2/neu-protein for varje provspadning genom interpolering fran standard-

kurvan. Det finns programvaror (t ex SoftMax Pro™, Molecular Devices, Sunnyvale, CA USA; KC4™,
Bio-Tek Instruments, Inc., Winooski, VT USA) som kan anvandas for att forenkla denna process. Anvand

en kvadratisk kurvanpassningsalgoritm (andragradspolynom).

. OBS! Ange inte brunnar for blankprov med hjalp av programvara. Da subtraheras medelvardet for
blankprovsavlasningar fran alla andra brunnar. Av kvalitetskontrolls- och felsokningsskal ar det viktigt att
kunna kontrollera de absorbansvarden som rapporteras for alla brunnar utan att géra nagra justeringar av
radata.

Resultat for prover uttrycks i nanogram per mL genom avlasningar direkt fran standardkurvsvardena
(ng/mL) i enlighet med markningen pa flaskorna och med informationen i avsnittet Medféljande material i

detta hafte. Det kravs ingen matematisk spadningskorrektion fér 1:50-spadda prover eftersom den faktiska
koncentrationen i standardberedningarna ar 2 % av den markta dosen (dvs de &r férspadda till 1:50).

SPADNING AV PROVER MED HOGA KONCENTRATIONER

1. FOr prover som ger absorbansvarden (OD) som o&verskrider standardkurvans omfang kan ytterligare
analyser med storre spadning bli nédvandig.

2. Nar du tillreder ytterligare spadningar ska du alltid bérja med en initial 1:50-spadning (se Provberedning)
och sedan fortldpande spada i proportionerna 1:2 i provspadningsmedel. Exempel:
Provspadning Volym av tidigare spadning Volym av provspadningsmedel

N

N

w

IS

o

1:100 0,5 mL av 1:50 0,5 mL
1:200 0,5 mL av 1:100 0,5 mL
1:400 0,5 mL av 1:200 0,5 mL

3. Om ytterligare utspadda prover ger OD-varden pa < 0,3 maste de analyseras pa nytt med svagare spad-
ningar. Om spadningkorrektionsfaktorn (se steg 4 nedan) multipliceras med resultatet fran ett sadant lagt
OD-varde kan det resultera i en felaktigt hdg HER-2/neu-proteinuppskattning.

4. Resultat fran ytterligare utspadda prover kraver att vardena fran analysen korrigeras infér varje ny spad-
ning 6ver 1:50. Exempel:

Provspadning Spadningskorrektionsfaktor (multiplicera rapporterat resultat med)

1:100 2
1:200 4
1:400 8

SVENSKA — HER-2/neu ELISA

Kvalitetskontroll av analys
Varje analys bor uppfylla foljande prestandaparametrar.

* Undersok resultaten for kontrollerna som har korts i analysen for att bekrafta att atervinningsgraden
faller inom de férvantade intervallen (finns angivna i produktens bipacksedel) for varje niva.
Kontrollera standardkurvans dynamiska omfang. Niva 1-standard ska hamna mellan 0,04 och 0,09 OD
och Niva 6-standard ska hamna mellan 1,5 och 2,4 OD.

Om programvara fér kurvanpassning anvands kontrollerar du berékningen fér R2. Den ska hamna
mellan 0,997 och 1,0. Om nagon av dessa parametrar inte uppfylls bor du dvervaga att upprepa testet
i annu en analys.

Forvantade véarden
FRISKA INDIVIDER
Precis som vid alla andra tester bor varje laboratorium upprétta sitt eget referensintervall. | en population pa
241 friska kvinnor befanns 95 % av serum HER-2/neu-proteinvardena vara mindre @n 13,7 ng/mL. Det fanns
ingen signifikant skillnad i HER-2/neu-vardet mellan pre- och postmenopausala kvinnor. | samma population
var den 6vre normalgransen (medelvarde + 2SD) 14,7 ng/mL. Vid ROC-analyser har 15 ng/mL definierats som
en lampligt granspunkt mellan normala och férhéjda serum HER-2/neu-proteinnivaer. Férdelningen av serum
HER-2/neu-nivaer i hela populationen (n = 241) visas i bild 2.

Bild 2. Férdelning av serum HER-2/neu-protein i en population friska kvinnor.
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MONITORERING AV PATIENTER MED METASTATISK BROSTCANCER

Den kliniska anvandningen av HER-2/neu ELISA i longitudinell monitorering av patienter med metastatisk
brostcancer utvarderades med hjalp av retrospektiva serumprover fran patienter med langt framskriden brost-
cancer, under en 6- till 12-manadersperiod, vid tre kliniska institutioner i USA. Femtiosex patienter under
behandling vars initiala serum HER-2/neu-oncoproteinnivaer var forhdjda (15 ng/mL eller hogre) utvarderades
avseende korrespondens mellan forandringar i deras serum HER-2/neu-nivaer och férandringar i deras
kliniska sjukdomsfériopp.

En analys av skillnader fran ett besok till ett annat presenteras i tabell 2. Forandringarna i serum
HER-2/neu-nivaerna mellan tva besok beréknades for varje patient. Férandringarna indelades i tva grupper:
Grupp | hade férandringar i serum HER-2/neu som korrelerade med det kliniska sjukdomsférloppet och grupp
Il hade foérandringar i serum HER-2/neu-nivan som inte korrelerade med det kliniska sjukdomsférioppet. Det
kliniska forloppet eller statusen avgjordes av lakaren. Korrelationen mellan HER-2/neu-férandringar och klinisk
status faststalldes enligt foljande: En 6kning pa 20 % eller mer fran féregaende besok speglade sjukdomspro-
gression. Om o©kningen var mindre &n 20 % sedan féregaende besok speglade detta avsaknad av
sjukdomsprogression under pagaende behandling (inklusive sjukdom som var stabil eller som gick tillbaka).
Stabil sjukdom och sjukdom som gick tillbaka konsoliderades eftersom bada speglar den aktuella behandlin-
gens effektivitet. Kriterienivan 20 % baserades pa den longitudinella variabiliteten hos normala patienter
(baserat pa serum HER-2/neu-nivaer i sex seriella prover fran vardera 38 friska kvinnor).



TABELL 2. KORRELATION MELLAN SJUKDOMSSTATUS HOS PATIENTER MED META S-
TATISK BROSTCANCER OCH FORANDRINGAR | SERUM HER-2/neu-NIVAER: MELLAN
TVA BESOK

Forandringar i klinisk status

Foréndringar i HER-2/neu Progression Ingen progression Totalt
2 20 % okning 52 33 85
< 20 % okning 55 96 151
Totalt 107 129 236

Konkordans = 62,7 % (Cl = 56,4 till 68,6 %)
Prediktionsvarde: Avsaknad av progress = 63,6 % (Cl = 55,7 till 70,8 %)
Progression = 61,2 % (Cl = 50,6 till 70,8 %)

Féljande bilder visar typiska exempel pa férandringar i serum HER-2/neu-nivaer 6ver tiden hos tva av de
56 patienterna med metastatisk brostcancer som ingick i den kliniska studien. Bild 3 visar en patient vars
sjukdom svarar och bild 4 visar en patient med progressiv sjukdom.
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Bild 3. Monitorering av en 38-arig patient med
stadie IV bréstcancer med HER-2/neu ELISA.
Longitudinella forandringar i serum HER-2/neu-nivaer-
na korrelerar med forandringarna i sjukdomsstatus.

Bild 4. Monitorering av en 74-arig patient med
stadie IV bréstcancer med HER-2/neu ELISA.
Longitudinella férandringar i serum HER-2/neu-nivaer
korrelerar med férandringarna i sjukdomsstatus.

Icke-klinisk prestatandakaraktaristik

OPRECISION

Oprecisionen faststéalldes genom testning av fyra kontrollprover bestaende av tre buffertbaserade kontroller
och en humanserumpool. Tre olika kitlot anvéndes vid de tre olika laboratorierna. 130 kdrningar trip-
pelbestamdes for varje enskild kontroll. Precision inom kdérning och total precision berédknades for varje kontroll
baserat pa NCCLS EP-5A-protokollet. Oprecision inom koérning for de tre instituten och kitloten var lika med
eller mindre @n 10 % CV med en total oprecision fér alla kit och institutioner pa mellan 10 och 17,7 % CV.
Kontrollprov Antal kérningar Antal replikat Medel (ng/mL)

Kontroll 1 130 385 245
Kontroll 2 131 390 9,8
Kontroll 3 131 386 3,3
Serum 4 130 385 9,5
Precision inom kdrning Total precision
Kontrollprov Std.avvik. % CV. Std.avvik. % CV
Kontroll 1 1,46 6,0 2,62 10,7
Kontroll 2 0,69 7,0 1,03 10,4
Kontroll 3 0,34 10,2 0,59 17,7
Serum 4 0,65 6,9 1,02 10,8

KANSLIGHET

Minsta pavisbara koncentration av analyt faststélldes genom upprepade matningar av ett nolldosprov
(provspadningsmedel). Medelvarde och standardavvikelse for atervinning av HER-2/neu berdknades for
230 bestamningar utférda under en period pa 20 dagar med tre olika kitlot och tre olika laboratorier. Efter tillagg
av tva standardavvikelser till medelatervinningsdosen av HER-2/neu faststélldes den minsta pavisbara kon-
centrationen till 1,5 ng av p105/mL serum.

ANALYTISK SPECIFICITET

Korsreaktivitet. Epidermal tillvaxtfaktorreceptor (EGFr) ar en molekyl néra beslaktad med HER-2/neu-tillvaxtfak-
torreceptorn vid 88 % homologi med den intracellulara doménen och 44 % homologi med den extracellulara
doméanen. Vi utmanade HER-2/neu ELISA med EGFr vid 850 ng/mL. Materialet producerade ingen signal i
analysen vilket indikerar att immunreagensen i utrustningen inte orsakade nagon korsreaktion med EGFr.

Interfererande substanser. Human antimus-antikropp (HAMA), som i séllsynta fall férekommer i humant
serum, har férmaga att binda till de kritiska reagenserna i immunanalyser, vilket orsakar felaktigt positiva eller
negativa signaler. Flera kdnda HAMA-positiva serumprover samt reumafaktorpositiva prover testades i utrust-
ningen. Inga falska signaler genererades med dessa prover. Utrustningsreagenserna har framstallts for att blockera
all sadan falsk reaktivitet.

Serum HER-2/neu-maétningar kan utféras dven om patienterna tar vitaminer, receptfria lakemedel eller
behandlas med kemoterapi. For att testa om sadana dmnen skulle kunna interferera med exakt HER-2/neu-
bestdmning, spetsades ett positivt kontrollserum, som innehdll en kand koncentration HER-2/neu, med potentiella
exogena interferenser och testades sedan i analysen. Vissa vanliga serumbestandsdelar testades ocksa for
deras potential att agera som endogena interferenser. Ingen av dessa foreningar hade nagon effekt pa analytater-
vinning. Se tabell 3.

ANALYSINTERVALL

HER-2/neu ELISA kan utféra exakt kvantifiering av serum HER-2/neu-nivaer i forspadda prover, vilket gér meto-
den anvandbar i intervallet 1,5 till 35 ng av p105 HER-2/neu-protein per mL serum. Prover som producerar
en signal som 6verskrider den dvre gransen av standardkurvans omfang (35 ng/mL) maste spadas ytterligare
med provspadningsmedel och analyseras pa nytt. Det ar viktigt att korrigera den rapporterade atervinningen
av HER-2/neu-protein for spadningsberedningar som &verstiger rutinspadningen pa 1:50.

TABELL 3. POTENTIELLA ELISA-INTERFERENSER

POTENTIELLA TEST- POTENTIELLA TEST-
INTERFERENSER KONCENTRATIONER _ INTERFERENSER KONCENTRATIONER
ENDOGENA RECEPTFRIA LAKEMEDEL, ETC.
Triglycerider (intralipin-20 %) 3 000,0 mg/dL Paracetamol 200,0 pg/mL
Hemoglobin 1,0 g/dL Acetylsalicylsyra 500,0 pg/mL
Immunglobulin (gammaglobulin) 6,0 g/dL Ibuprofen 400,0 pg/mL
Albumin 6,5 g/dL Koffein 100,0 pg/mL
Bilirubin 25,0 mg/dL
Heparin 0,46 mg/mL KEMOTERAPEUTIKUM
Aminoglutetimid 398,0 pg/mL
EXOGENA Bleomycin 0,16 U/mL
Vitamin A trans retinolacetat 10,0 1U/mL Cisplatin 173,0 pg/mL
Vitamin B1 tiamin 3,0 pg/mL Doxorubicin 51,8 pg/mL
Vitamin B2 riboflavin 3,4 pg/mL Cyklofosfamid 800,0 pg/mL
Vitamin B6 pyridoxin HCL 4,0 pg/mL Diethylstilbestrol 23,0 pg/mL
Vitamin B12 12,0 ng/mL Estramustin 102,2 pg/mL
Vitamin C askorbinsyra 30,0 pg/mL Flutamid 10,0 pg/mL
Vitamin D2 ergokalciferol 0,8 1U/mL 5-fluorouracil 1600,0 pg/mL
Vitamin E tokoferolacetat 0,06 1U/mL Lupron 15,0 pg/mL
Folsyra 0,8 pg/mL Metotrexat 450,0 pg/mL
Niacin 40,0 pg/mL Mitoxantron 56,0 pg/mL
Mitomycin C 73,0 pyg/mL
Megace 27,0 ng/mL
Tamoxifen 1,4 pg/mL
Vinkristin 4,88 pg/mL
Vinblastin 16,3 pg/mL
Herceptin (Trastuzumab) 500 pg/mL
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PROCEDURENS BEGRANSNINGAR

Vid manuella immunanalyser finns det en potentiell risk for felaktiga matningar (provatervinning) beroende pa
variationer i den inkuberingstid som proverna ar foremal for i de olika inkuberingsstegen. Alla brunnar ska i
princip inkuberas lika lange — den tid som kréavs for varje reagenssteg. Framfor allt bor tiden mellan tillsatsen
av det forsta provet och det sista inte vara langre an 15 minuter vid tillsats av standarder, kontroller och prover
i plattans brunnar. Gor i ordning alla prover i férvag. Anvandning av halvautomatiska flerkanalspipetter rek-
ommenderas for att forkorta tiderna for dessa procedurer. Fér att forhindra korskontamination ska en ny spets
anvandas for varje provtillsats.

Immunanalyser som anvander sa kallade sandwich-konfigurationer - som denna analys - ar féremal for
interferens och falska resultat fran prover som innehaller immunreaktiva &mnen mot musantikroppar. HAMA,
heterofil antikropp, och reumafaktor ar de framsta exemplen pa sadana interferenser. Atgarder har vidtagits
av tillverkaren vid framstéllningen av de reagenser som ingar i denna utrustning for att minimera eller elimin-
era sadan interferens. Dock ska sadana mdjliga interferenser beaktas vid utvardering av analysresultat som
kanske ar inkonsekventa i forhallande till patientens kliniska helhetsstatus.

Det ar mojligt att en patient med diagnostiserad brostcancer kan ha serum HER-2/neu-proteinnivaer
som faller inom samma intervall som har observerats hos friska individer. Var noggrann vid tolkningen av
HER-2/neu-resultat. Serum HER-2/neu-nivaer indikerar inte alltid narvaro eller franvaro av malign sjukdom.
HER-2/neu-vardet ska anvandas som en komponent i en klinisk helhetsbedémning som inkluderar ytterligare
kliniska utvarderingstester och diagnostiska tester.

Felsokning

A. Varje analys maste inkludera de sex (6) standarderna testade i dubbletter med hjélp av protokollet som
beskrivs i avsnittet Detaljerat protokoll. Inkuberingstider eller temperaturer som avsevart skiljer sig fran de
specificerade kan ge felaktiga resultat.

B. Formen pa standardkurvan ar icke-linjar och varierar nagot fran analys till analys. For manuell datare-
duktion anvand punkt-till-punkt-diagram. Om du anvander ELISA-programvara ska du anvénda en
kvadratisk kurvanpassningsalgoritm (andragradspolynom).

C. Skillnader inom dubblettvarden indikerar, tilsammans med férhdjda varden for nollstandarden, otillracklig
tvatt. Om alla instruktioner i avsnittet Detaljerat protokoll har foljts korrekt indikerar sadana resultat att det
kan vara dags for underhallsarbete pa tvattaren. Undvik ocksa att tillféra bubblor i brunnarna nér du pipet-
terar prover och reagenser.

D. Vardet for brunnen med substratkontroll ska var mindre an eller lika med 0,05 absorbansenheter. En
mojlig orsak till hdgre varden &r att arbetssubstratet har utsatts for ljus antingen fore eller under inkuber-
ingssteget. Arbetssubstratet ska anvandas inom 30 minuter efter tillredning.

E. Lag signal kan indikera 1) att plattan har torkat mellan stegen. Lat inte plattan torka ut. Tillsatt nasta
reagens direkt efter tvatt; eller 2) att tvatten som utforts har varit otillrécklig. Kontrollera att mikrotiter-
plattvattaren har fyllts ordentligt med plattvattiosning (se Detaljerat protokoll).

Information om stabilitet och forvaring

Alla reagenser som ingar i HER-2/neu ELISA har testats avseende stabilitet. Reagenser ska inte anvandas
efter det angivna utgangsdatumet. Kitreagenser ska forvaras vid 2—8 °C, med undantag for plattvattkoncen-
trat, som ska forvaras i rumstemperatur. Analysplattor ska forvaras forslutna i den ursprungliga foliepasen med
torkmedelspack. Efter 6ppnandet fungerar produkten inom ramen for specifikationerna i upp till 4 veckor
(30 dagar) fore utgangsdatumet som finns angivet pa etiketten.

Teknisk support
Tel: +1 617 492 3900 x502
E-post: oncogenetech@wilex.com

WILEX Inc.
Cambridge, MA 02140 USA

[ec]re] EMERGO EUROPE
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The Netherlands
Tel: +31 (0)70 345 8570
Fax: +31 (0)70 346 7299
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kat ot dlaxeipton acbevv mou uroBaAAovTtal oe aywyr) avoooBeparteiag dev £xel e§akpIBwOel TANPwWG.

IA IN VITRO AIAFNQZTIKH XPH>H

Apxr) TG peBodou
AVOAUTIKO EUPOG TILWOV
Turog detypatoq

‘Oykog dokipaoiag deiypatog
Euaiobnoia

2avToultq otepedg paong ELISA
0 ng/mL €wg 35 ng/mL
AvBphIvog 0pog

10,0 microliters

1,5 ng p105/mL opou

H ayopd Tou MapodvTog KIT EMTPEMEL TN XP0N Tou pe BAon Ta akoAouba dimApaTa eupeottexviag: AmA.
eupeottexviag HMA 5.401.638 kat 5.604.107, dinA. eupeottexviag EPO 0494135 kat 0412116, dimAwpa
eupeottexviag Kavada 2.026.250-8
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Yropabpo

To oykoyovidlo HER-2/neu, yvwoTd kal wg c-erbB-2, KwdIKomoLel ia TpwTeivn pe poplako Bapog 185.000 Dalton
(p185) Kal avnkel Og HIa OIKOYEVELA UTIOBOXEWY ETIBNAIAKOU QUENTIKOU TIAPAYOVTA PE SOUIKT) CUYYEVELD TIPOG
Tov avBpwrivo urodoxéa emdeppikol augnTikou mapayovta [1]. H mpwteivn mAnpoug prkoug p185 HER-2/neu
aroTeAeiTal arnod Pla KUTTAPOMAACUATIKY TIEPLOXT| HE SpaotelOTNTA TUPOCIVIKAG KIVAONG, KA SlapePBPAVIKN
Tieploxn Kat pia e§wkuttapta reploxn (ECD) n oroia arnoppéet arnoé Tnv em@avela Twv KUTTAPWY ToU KapKivou
Tou pactou [2,3]. MoAudpiBueg HEAETEG Exouv deiEel OTL N anoppéouoa nieploxr ECD g HER-2/neu eivat pia
YAUKoTpwTEivn pe poplako Bapog peta&u 97 kat 115 kDa kau eivat mpoodioptopévn p105 [3,4]. H meploxn ECD
HMopEl va TIoocoTIKOTIOINBEL EMAKPIBMSG OTOV 0PO e Hia avaAuon [4] mou XENOLUOTIOLEL HOVOKAWVIKA avTIo®HATA
[5] Ta omoia kateuBUvovTal 0TOUG EEWTEPIKOUG EMITOMOUG TNG MpwTeivng HER-2/neu. e diapopeg dnpocteloelq
£xel SetxBel 0TL n meploxn ECD ekpéel 0TO aipa TWV PUOLIOAOYIKGOV ATOUWV Kal Wropei va Petpndei oe uPnAd
£Mneda oTIG YUVAIKESG He HETAOTATIKG KAPKivo Tou HaoTou [4,6—26]. MoAAEG and auTég Tiq peAéteg HER-2/neu
opou éxouv emPBePaidoel Ta oucldN dedopéva amnod HEAETEQ IOTMV OTL N augnuévn ékppaon g HER-2/neu
eival SelkTng KaKNG MPOYvwong, BPaxUTePNG CUVOAIKNG mBiwong kat BIOAOYIKNG EMBETIKOTNTAG.

MpoéoPaTeE] EMOTNUOVIKEG HEAETEG Beixvouv OTL N ToooTikormoinon ¢ ECD propei va €xel dlapopeq
ONUAVTIKEG KALVIKEG EPAPHOYEG OTWG €ival 1) TIAPAKOAOUBNON aoBeV®V e HETAOTATIKO KAPKIVO TOU HAoTOU
Kal N mapakoAouBnon acBevmv PE KApPKivo TOU HaoToU yia TP®IUn urntotpor [6-10,12,15,17-20,22-26]. Ot
£KBEOEIG auTEG Exouv Bei&el 6TL 30-50% TwV Yuvalk®wv pe dykoug BeTikoug otnv HER-2/neu katd tnv apxikn
Siayvwon eppavifouv augnuéva enineda HER-2/neu opoU pe eEEAIEN O PETAOTATIKO KAPKIVO TOU HAOTOU
[4,6-26]. O1 peAéteq autéqg €xouv deiel emiong OTL N apakoAoubnon Twv emunédwv ECD opou, petd amod
XEPOUPYIKT|) EMEUBAOT), CUOXETICETAL PE TNV KAWVIKA Topeia TG vooou kal 0Tt ta emnineda HER-2/neu opou
TapatnenBnke 6Tl au§avovtal pe v MPoodo Tng vOoOoU 1 HELDVOVTAL PE TNV AMOKPLOn OTn Bepareia
[12,15,19,20,25,26]. Alapopeq ekBeoelg deixvouv emiong oTL auEnuéva enineda HER-2/neu opou propei va
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EUPAVIOTOUV O YUVAIKEG LE LETAOTATIKO KAPKIVO TOU HACTOU OTIG OTIoiEG £iXav dlayvwoTei apxIKa Oykol 0To
HaoTO yla Toug oroioug eixe dlarmoTtwlel 6Tl NTav apvntikoi otnv HER-2/neu pe avoooloTOXNUIKEG LEBOOOUG
[6,11,18,21,27]. ZUupwva pe S1APOPeq HEAETEG AvOOOIOTOXNMEIAG Kal opou, n mpwTteivn HER-2/neu
urepekppadetal oe dlAPopoug OYKOUG ermBNALAKNAG TPoéAeuong, HETAEU Twv omoiwv TeplAapBavovtal o
Kapkivog Tou nveupova [28], Tou npootdtn [29], Tou naykpéatog [30], Tou kdAou [31], Tou oTopdyou [32], Twv
woBNK®V [33] Kal 0 NMATOKUTTAPIKOG Kapkivog [34].

‘Exouv katoxupwBei dIMA®UATA gupeotTEXViag Ta omoia OxeTi(ovtal Pe TNV MOCOTIKOTOINON Kal TV
avixveuon tng nieptoxng ECD p105 (oTiq HIMA, ap. dinAwpartog eupeattexviag 5.401.638, otov Kavada ap.
dmAwpartog eupeattexviag 2.026.250 8 kat otnv Eupwrn ap. dinAwparog eupeottexviag 0494135), kabwg
Kal SUMAWMATA EUPECITEXVIAG TA OMoia OXeTiCovTal Pe TNV TIOCOTIKOTIOMON Kal TNV avixveuon Tou TIANpoug
urikoug p185 popiou (oTig HMA, ap. dinAwpatog eupeattexviag 5.604.107 kat otnv Eupann ap. SIMAOUATOG
eupeottexviag 0412116). Avtiotolxa SiMAwpata eupeottexviag Bpiokovtal 0To OTASIO TNG £YKPLONG OTNV
lanwvia.

Apxn TnG avaAuong
H HER-2/neu ELISA eival pia evfuuikr avoooavaAuon TUMou OCAVTOULTG N Oroid XPnolJorolel éva
HOVOKAWVIKO QVTICWHA TIOVTIKOU yia CUAANYN Kal £va SIapopPETIKO BIOTIVUALWHEVO HOVOKAWVIKO aVTiCWHA
TIOVTIKOU Yla TNV avixveuon g avBparmvng npwteivng HER-2/neu. Téoo ta avtidpacTtpia CUANYNG 600
Kal Ta avTIdPaoTrPIa-aviXVEUTEG CUVIEOVTaL EIBIKA He TNV eEwKUTTAPLA TIEPLOXT) TNG TpwTeivng HER-2/neu.
To avtiowpa CUAANYNG eival aKVNTOTOINUEVO OTNV E0WTEPIKN EMPAVEID TWV QPEATIWV TNG MAAKAG
HIKPOTITAODOTNONG. Ma va ekTteAéoete TN dOKWWaoia, o KaTtaAAnAog Oykog Oeiypatog emwaldeTal oTo
ETIOTPWHEVO PPEATIO WOTE va emiTeuxBei ouvdeon Tou avTlydvou amd To avtiowpa OUAANYNng. To
QKIVNTOTIONKEVO AVTLYOVO avTISPA OTn OUVEXEID PE TOV AVTIOPO-QVIXVEUTH. H mocdtnta aviio®uaTtog-
QVLXVEUTN TIOU CUVOEETAL HE TO AVTLYOVO PETPATAL e OUVOEDON TOU AVTIOMUATOG ME CULUYEG ONUACUEVO UE
otpentaBdiv/HRP, 1o omoio katomyv KataAUel Tn HETATPOMA TOU XPWHOYOVIKOU UMOOTPWHMATOG O-
patwvulevodiapivng (OPD) oe éva keXpwopévo TPoldV. To KeEXPWOMEVO TIPOlOV TNG avtidpaong
TIOCOTIKOTIOIE(TAL  PACHATOPWTOUETPIKA KAl OUOXETI(eTal HE TNV TMOOOTNTA NG TPWTEivng
HER-2/neu oto deiypa.

MNa odnyieg, deite TIg evoOTNTEG "AETITOUEPEG TPWTOKOAAO" Kal "AELOAOYNON ATMOTEAECUATWV" TOU
napoévTog puAAadiou.

MepiAnyn Tng dadikaciag

Brjuata Enwaoceig

1. MpooBnKn detypatwy Kat TPOTUN®WV SIOAUNATWY OTa GPEATIA 3 wpeg, 37°C
2. EkmAuon

3. MNpoobnkn avTIoOPATOG-AVIXVEUTH OTA PPEATIA 1 wpa, 37°C
4. 'EkrAuon

5. Mpoobrkn cufuyouqg avTIoOUATOG OTA PPEATIA 30 Aerttd, OA*
6. ExmAuon

7. MpocBnKn UMOCTPWHATOG OTA PPEATIA 45 \emtd, OA*
8. Mpoobrkn dlaAUNATOG AVACTOANG OTa PPedTIa

9. Avayvwon nAdkag ota 490 nm

*@eppoKpacia dwpatiou

IXNHAAZIMOTHTA MPOTYTQN AIAAYMATQN
H avaiuon HER-2/neu ELISA avartuxBnke kat BaBuovounenke and tn WILEX Inc., Cambridge MA, 02140,
USA.

Ta npotuna diaAvpata HER-2/neu ELISA eival BaBpovounuéva pe Baon to mpoTuro UAIKO amoBéuatog
Babuovount mou dwatnpeitat oto Cambridge MA. To UAIKO autd mpoodiopitetar wg HER-2/neu Master
Calibrator ap. maptidag R5345 kau eival pa oelpd 5L uyp@Vv avTidpactnpiwy, PE TIHEG TOU eKTeivovTal and
undév éwg 35 ng/mL mpwteivng HER-2/neu p105. Ot mpoodloplopoi Hagag yia Tov mpoTuro Babuovountr)
HER-2/neu Master Calibrator £€xouv ekxwpn6ei pe Baon Tnv avaAuorn Tou UAIKOU Tou BaBUovounTr oe Apeon
ouykplon pe Tpia deiypata mpwteivng HER-2/neu p105 uynAng kabapoétntag. Ta ooduvaua Hagag
(YPOUHOMOPIA) TWV KEKABAPPEVWY SELYHATWY MPOCSIOPIOTNKAV PE TIOCOTIKY AVAAUCT) AUVOEEWV.

Mapexoueva UAIka

Mapexovtal Ta akdAouBa ouoTaTikd oTolxeia.

MAGka pIKpoTITAODGTNONG—ITPOETIOTPWHEVT TTAAKA HIKPOTITAOSOTNONG 1 OTI0iA MAPEXETAL ETOLUN YLA XPT0N,
e 96 @peatia (12 Tawvieg Twv OXT®W) Oe OAKOUAA HE (peppoudp, padi pe Enpavtiko. Ta ¢gpedtia sival
ETIOTPWHEVA PE HOVOKAWVIKO avTiowua avTi-npwteivng HER-2/neu.

Mpotuna daAupata HER-2/neu—EE! (6) xwplota ¢laiidia avacuvduacpévng HER-2/neu p105. Ta mpotuna
SlaAupata eival Babpovounuéva oe ng/mL kal OTIG ETIKETEG TOUG avaypapovTal TIUEG Tou eival katd 50
POPEG HEYAAUTEPEG ATIO TNV TIPAYHATIKY) 00T TOU PLOALSioU. H ekX®MPNON QUTOV TWV TIHOV OE LA TIPOTUM
KAPTTUAN eEaAeipel TNV avaykn d10pOwong Tng avapepopevng d60ng yia apatwpévo deiyua 1:50 (2% opog oe
PUBLOTIKO SlaAupa). Ma Aemttopépeleg, deite TNV evotnTa "AEIOAGYNON AMOTEAECHATWV".

Ap. mpoTUMOU SLIAAUUATOG ng/mL '‘OyKoL
6 35,0 1mL
5 25,0 1mL
4 15,0 1mL
3 7,5 1mL
2 2,5 1mL
1 0,0 1mL

ApalwTikd detypatwv—Mia (1) @uaAn mou nepiéxet BSA kat agidio tou vatpiou 0,09%.
Avtiowpa-avixveutg—Mia (1) @LaAn £tolun yla xprion, n oroia nepexet ONUACHEVO e BLOTIVI HOVOKAWVIKO
avtiowya avti-npwteivng HER-2/neu movtikou oe PBS 0,01 M (pH 7,4), otaBeporontr) npwteivng kat aZidlo
Tou vatpiou 0,09%.

ApalwTikod oufuyoug—Mia (1) plaAn rmou niepiexet PBS 0,01 M (pH 7,4), BSA kat 0,1% xAwpoakeTapidn.
Supnukvopa ouluyoug—Eva (1) @aAidlo Tou meptéxetl otpemntaBdiv/HRP 50X o puBuloTiKd dlaAupa.
Mpénel va apawbei og 1X pe apatwTikd oufuyouq yla va dnuoupynoet culuyeg epyaciag. BA. Mivaka 1.
ApalwTIKO UMOOTPOHATOG—KITPIKO pUBIOTIKO StaAupa 0,1 M (pH 5,0) kat H202 0,01% (urepo&eidio Tou
udpoydvou).

Ynootpwpa—Eva (1) ¢laiidio mou meplexet dtokia OPD. Mpénel va dlaAubei oe apalwTikd UTIOCTPWHATOG

(1 dlokio/4 mL) yia dnuioupyia unooTpwpatog epyaciag. BA. Mivaka 1.

AldAhupa avacTtoAng—NMia (1) ¢uaAn nou neptéxet H2SO04 (Beukod o&u) 2,5 N.

Supnukvwpa €kmAuong TAdkag (20X)—Mia (1) @uaAn. Apawwvete éva (1) PEPOG CUMTIUKVOUATOG OF
19 pépn vepoU UPNATG MoLOTNTAG MPLV arod Tn XPHon.

dpdoelg acpaAelag kat poeldoroinong

X

ErupAaBeq!

R22 — EmBAaBeg av katarnoBei.

S28 — Meta ano enagr| Ye 1o dEpUA, EEMAUVTE apEows He apBovo vepo.
MeplExel agidlo Tou vatpiou

(MpoTuna SlaAupata, ApalwTiko delYHATwY, AVTIOWHA-QVIXVEUTNG)
ErupAaBeq!

R40 — MiBavoi kivouvol pun avaoTpePIuwy EMOPACEWV.

R43 — Mropei va mpokaAéaoel eualoBnTomnoinon pe dEPUATIKY enagn.
S36/37 — Na popdte KATAAANAA TIPOCTATEUTIKA pOUXA KAl YAVTIA.
MeplExel SldpoxAwpLOdN 0pBo-PaAVUAEVODLAIVN.

(Alokia uMooTPWOUATOG)

EpebloTiko!

R36/38 — EpebloTikd yia Ta MATIA Kal TO SEpaA.

S36/37/39 — Na @opdte KATAAANAQ TPOOTATEUTIKA pouxa, YAvTia Kal e&aptripata TmnpooTtaciaq
HATIOV/POCKOTIOU.

S26 — 3¢ MepimTwon enagrg Pe Ta patia, EEMAUVTE auéowg He apBovo vepd Kal avagntoTe laTpikn Borbela.
Meplexel Beukd o&u

(AtdAupa avaoTtoAng)
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EpebioTiko!

R43 — Mnopei va rpokaAéoel eualodnTormoinon He SEPUATIKNA ETAPT).
S24 — Na ano@eUyeTe TNV eNaQn) He 10 dEPUA.

S37 — Na gopaTte katdAAnAa yavria.

MeplExel XAWPOAKETAWUIDN

(ApawTiké ouduyoUq Kal ZUMMUKVWHA ouluyougs)

Anattoupeva UAIKA TIou dev TIapExovTal
+ Enwaotnpag &§npng BeppdtnTtag pe duvatotnrta va dlatnpei Beppokpacia 37°C
Mrétopeq: 2—20 pL, 20-200 pL kat 200—-1000 pL mureétopeq e avaAwotua puyxn
«  EnavaAnmrikog runétopag akpiBeiag
*  AuTOPATN CUOKEUN EKTIAUONG MAGKAG MIKPOTITAOSOTNONG 96 ppeatiwv
* ZwAnvapla kaAAgpyelag 12 x 75 mm yia rpoetollacia detypatwyv
+ Avadeutnpag
* AvayvoTng MAAKAG MIKPOTITAOSOTNONG Me dUvATOTNTA PHETPNONG TNG AMOPPOPNTIKOTNTAG OF TAAKES
Twv 96 Pppeatiov oe pNKog KUpatog 490 nm
« AaBabpiopévog KUALVOpog twv 500 1) 1000 mL
* Aoxeia avTidpaotnpinv
* AMIOVIOUEVO VEPO
* [AQOTIKO TIEPITUALYHA T) QUTOKOAANTA OPPAYLIOTIKA TIAAKAG
+ Ok XAwpivn og uypr) HOP@PN Yia areveEPYOMoinon TwV KAIVIKOV SELYMATWV KAl AarmoAupavon g
OUCKEUNG EKMAUONG TNG MAAKAg
*  AVOAQOLUEG XAPTOTIETOETEG
Maptupeg Ot paptupeqg HER-2/neu ELISA mou amoteAouvtal and avacuvduacpévo p105 oe apaiwTtikd
Selypatwy datiBevral ano T WILEX Inc. Avagépete toug paptupeg HER-2/neu ELISA, ap. kat. 06489884,
yia napayyeAia. Kabe paptupag €xet 6yko 0,5 mL. dUAagn oe Beppokpaocia 2—-8°C.

MpouAdelq kal cuoTaoelg

« OuAGooETE TA OUOTATIKA OToLXEla o€ Beppokpacia 2-8°C. Ta avTidpaoTnpla dev MPEMEL va ekTiBevTal
og UnepPOAIKO Ppwg. Mnv katayuxete kKavéva and Ta CUCTATIKA OTOLXEIQ TOU KIT.

* Mn Xpnotdoroleite avTidpacTAPLA TOU KIT, TWV OToiwV N nuepounvia ARENg €xet MapéABeL.

* XpnolomoleiTe HOVO TA PPEATIA UKPOTITAOSOTNONG TIOU TAPEXOVTAL HE TO KIT.

* ZemnhéveTe OAA TA UMOAEIUMATA aroppuTavTikoU arnod Ta YudAlva £idn.

*  XPNOLUOTOLEITE ATIOVIOUEVO VEPO BEATIOTNG TIOLOTNTAG.

* Mnv avagelyvUueTe avTidpaoTtrpla ano SIaPopeTIKA KIT.

* Ta pUBULOTIKA SLIAAUUATA KAl TA AVTIOPACTHAPLA TIOU XPNOLLOTOLOUVTAL OTO TAPOV KIT TIEPLEXOUV agidlo
TOU vaTtpiou N XAWPOAKETAUIdN WG ouvVINENTIKA. Oa Tpémel va 0o0Bel 1Blaitepn MPOooxT WOTe va
anogeuxBei n Apeon enagn e autd Ta avtidpaoTnpla.

+ Mn xpnotgoroleite To OTOUA 0AG YO VA AVAPPOPNOETE e TUMETA Kal PNV Katareite kavéva anod ta
avTIdpaoTnpLa.

« Aev TPEMEL va KamnviZeTe, va TpOTE 1) va Tivete 6tav ekTeAeite TV avaAuon 1) ota onueia omou
TIPAYHATOMOLEITAL O XEIPLONOG DELYHATWYV 1) avTIOpaoTNPiwy.

+ Ta avBpwriva deiypata prnopei va €xouv HOAUVBEeD pe poAuopatikolg nmapayovteq. Mnv katarivete,
Unv eKBETETE O€ AVOIKTEG TIANYEQ KAl PNV elomveéeTe agpoAupata. Na popdte MPOoTATEUTIKA YavTia
Kal va aroppirnTete Ta BLOAOYIKA delypata pe Tov katdAAnAo tpdro.

* Mn xelpiCeote ta dloKia UTIOOTPWHATOG HE Ta SAXTUAA KAl UNV Ta apnveTe va €pXOVTAL OE ETIAPT HE
TO d¢pua, METAAAA 1) OEEBWTIKOUG TapAayovTeq. Amoppintete Ta SlaAupata mou mepexouv OPD
OUPPWVA UE TOUG TOTILKOUG KAVOVIOHOUG.

+ Na @oparte avaA®olua yavTia Kal TPOooTATEUTIKA YUAAld Otav XelpileoTte TO SlGAUMA AVAOTOANG
(Beuxd o&U 2,5 N).

* Anoppintete 6Aa Ta SlaAupata epyaociag (EKMAUONG MAAKAG, ouluyouq, UMOCTP®UATOG) OTO TEAOG
KABe NuéEPaAg.

« Etolalete véa dlaAupata epyaciag yia kabe véa avaiuon.
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MpoeTolpacia detypdTwy

Mpwv ané tnv avdAuon, ta deiypata (kat ol papTupeqg) TPETEL va apawboulv apxlkad oe avaAoyia 1:50 pe
apalwTiKO delyddtwy. AQalpéoTe TUXOV UAIKO KPOKUdWONG Tou Tuxov umdpxel ota deiypara He
HIKPOPUYOKEVTPNON TPV amd v apaiwon. EMKOANNOTE £TIKETEG O0TA CwAnvapla, mpocbeote 0,98 mL
apalwTikou detypdtwy oe KaBe cwAnvaplo kat ouvexiote pe 0,02 mL deiypatog/uaptupa. AvapeiEte anaid
Kal ano@uUyeTe Tn dnuloupyia appou oTo apaiwpévo deiypa. Ta apawpéva deiypata kat ol papTupeg
HropoUv va arnoBnkevovTtal oe CWANVAPLA e KATIAKL Yia £wg Kal pia eBdopada otoug 2—-8°C Kat yia €§L prveg
otoug —20°C. Mnv erutpéPete TNV EKBeOT 0TO PpwG. Mnopei va anattnBei véa avaAuon OpLOHEVWYV SELYHATWV
og uPnAoTepn apaiwon. AnoppiPte Ta deiypata nmou puAdocovTtal oToug 2—-8°C Kal eppavifouv evoei&elq
HOAUvVONG. ApalwoTe TAAL arnd opo.

NETTOUEPEG TIPWTOKOAAO

2UVIOTMHEVEG BladIkaoieq

1. H mpoobnkn avtidpactnpiwy MPEMeEL va Yivel Ye TNV KaBoplopévn oelpd.

Ta €81 (6) mpotuna dlaAupata kat Ta deiypata Sokipaciag npénet va avaAubouv €1g SrmAouv.

Apriote OAa Ta avTIdpAcTpLa va anoktrioouv Beppokpacia dwuatiou (15-30°C) mpiv and tn xpron.

TomoBeTnoTE TNV ANApait ™ MOcOTNTA AVTIOPACTNPIOU TOU AVTIOTOIXEL OTOV aplBud Twv GPEeATiLV ToU

Xpnotporolouvtal. Ma kaBe tawia 8 ppeatiwyv, TormobetnoTe 1 ML AVTIOOHATOG-AVIXVEUTY), CULUYOUG, K.ATL.

5. ETtoluaocTte éva xdptn g MAAKAG Yla va TOV XPNOLUOTIOLEITE WG 0dNYO Yla TIG BE0ELG TwV PPeATiwV Ye Ta
Selypata, Ta MPOTUNA SIAAUMATA KAl TOUG HAPTUPES.

6. H petagopd Twv Selypatwy, MPOTUTILV SIGAUPATWY Kal HapTUpwy and ta cwAnvdpla apainvong ota
ppeatia priopei va armhoronBei av xenoldonoinBouv NUIAUTONATOL, TOAUKAVAAIKOL TITETOPEG.
Emkovwvnote pe To Tunpa Texvikng EEUMMPETNONG Yla Ta CUVICT®UEVA SlAyVWOTIKA Bondnuata.

7. Tpoetoacia Tou dSIAAUMATOG EKMAUCNG TTAAKAG
a. Av To oupnUKvwpa €kAuong MAAKag eival kpUo, agroTe TO va ArokTtroel Beppokpacia dwpatiou

(15-30°C) mptv aro6 Tn xpnon. BeBaiwbeite 0Tt £xouv SlaAubei 6AoL ol kpUaTaANoOL. Av BEAETE, PropeiTe
va Beppavete otoug 37°C Kat va avaueiEeTe KaAa.

. ApaiwoTe éva (1) HEPOG CUNMUKVMUATOG EKTIAUCNG MAGKAG He 19 pépn anooTaypévou 1 aroviopévou
vepoU. Avauei&te kaAd. Auto eival To dlaAupa EKMAuoNg TAAKag. O CUVOAIKOG OYKOG ToU anatteital
eEaptaral and 1 pEBOodo Kal To 6pyavo MAUONG Tou xpnotuorolouvtal. Mepimou 1 L ané autd 1o
SléAupa anatteital yia Tnv eKkivnon plag autTopaTtng CUCKEUNG EKMTAUONG KAl TNV £KMAUOT Hlag MAGKAG
HIKPOTITAOSOTNONG, ev® amattouvtal mepimou 700 mL yia kdBe TMAAKA MIKPOTITAODOTNONG 6TaV
EKTEAE(TAL PN QUTOUATN EKMAUOT).

Y. Mpénel va etodaletal véo SlAAuUpa €KMAUONG TAGKAG Kabnueptva. Mn ¢@uAdooete 10 dldAupa
EKTAUONG TIAGKAG.

8. 'Otav xpnoldoroleite Un autouateq HeBOdoUG, va €i0Te TIPOOEKTIKOL OTAV AVAOTPEPETE TNV TAGKA
HIKPOTITAOSOTNONG YLla €KXUON 1) arnotunwon. MEoTe TIg MAEUPIKEG TPOEEOXEG TOU TIAALGIOU MPOG Ta HECA
Yla va unv TéoouV ol Talvieg.

9. H ékrmAuon G MAAKAG HIKPOTITAODOTNONG EKTEAEITAL KAAUTEPA HE HIA QUTOHATN CUOKEUN EKTIAUONG
TIAGKaG. O eEomAlONOG €KMAUONG TMAGKAG TIPEMeEL va puBuideTal, va kabapidetal kal va cuvinpeital
KATAAANAQ. SUVIOTMOVTAL Ol QUTOUATEG CUCKEUEG EKTTAUONG e 96 uodoxEg. Mmopeite va xpnolpomnoleite
Yeudotalvieg Twv 8 ppeatiwv yla Vo CUNMANPMOVETE TO AXPNOUOTOINTO TUAKA TNG BrKNG Yla avaAuoelg
TIOU XPnolpomotoUv MAAKa mou dev €Xel Yeioel OAOKANEN. ' auTdv TO OKOTMO, KPATAOTE KAl ETIKOAAT|OTE
ETIKETEG O€ NON XPNOLUOTIONUEVEG TALVIEG.

10. KaBopiote tov 6 YKo MARpwong oe 300 pl/ppedtio. EKKIVAOTE TO OpYavo pe dIGAUPa EKMAUONG TAAKAG. Ma
TIG OUOKEUEG EKTTAUONG 96 UMODOXWV, XPNOLHOTOMOTE EKMAUCELG 3 KUKAWY. MeTA amod v apxikr| EKTTAUCH
3 KUKAWV, TEPLOTPEYTE TNV TIAAKA KaTtd 180 poipeg kat emavaldBeTe. Av XPNOLUOTIOLEITAL CUCKEUN EKTTAUONG
TAVIDY, EKTEAEDTE Evav KUKAO EKMAUONG 0 OAOKANPN TNV MAGKA Kal eMAVOAABETE TIEVTE AKOUN POPES.

11. Metd ané v TeAIKN EKMAUON, QVAOTPEYPTE TNV MAGKA HIKPOTITAOSOTNONG Kal TPIYTE TNV MAVW OE [Ia
anoppoPNTIKN ermpavela. BeBawwbeite, e omTikd EAeyX0, OTL OAA Ta ppedTia eival ddela.
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Awdikacia avaAuong

1.

Agpaipéote TNV TAAKA HIKPOTITAOSOTNONG amd Tn CakoUAd. Ao Tov aplBpd twv detypdtwv mou Ba
avaAuBouv Kat Toug TIOAAAMAOUG TIPOCJLOPIOHOUG TIOU ETIBUHEITE va €KTEAEOTOUV (OUVIOTOVTAL OL
TPOOSIoPIopOL €1G SUMAOUV), UTIOAOYIOTE TOV aplBpd Twv TAWIRV Tou arnattouvtal. (Kdbe mpoturno
dldAupa xpelaletal dUo (PeATIa, eV® ATAlTETal éva (PPEATIO YA TOV TIPOGJLOPIONO TUPAOU
UMoOTPWHATOG.) PUAGCCETE TIG AXPNOLLOTOINTEG Talvieq OTn OOKOUAQ HE (PEPUOUAP, HE ENPAVTIKO,
oToug 2-8°C (deite v evoTnNTa "TABEPOTNTA KAl TANPOPOPIEG PUAAENG").

2. Apawwote Ta Seiypata Kal Toug papTupeg o avaAoyia 1:50 (2%) pe apaiwTikd delypaTwv.

3. Avapei§te Ta mpoTuna SIaAUPATA, TOUG HAPTUPEG Kal Ta SelypaTa oX0AAOoTIKA Kal ipooBéote 100 pL ota
JIMAG ppedrtia. ETopuaote éva gpedtio pe 100 Pl apaiwTikoU detypATwy yia va XpnoLoTomneei wg TUGAO
unooTpwpa. ETopdote dimAd gppedtia yla kabévav and Toug HApTUPES.

4. KaAUuyTte TNV MAGKa (He TIEPITUALYHA TPOPIHWY 1) AUTOKOAANTO TIAQCTIKO KAAUUpa). EnwacTe yia 3 wpeg
otoug 37°C.

5. AQaIPEOTE TIPOOEKTIKA TO TIAQOTIKO KAAUMMA KAl EKTMAUVTE TNV TIAAKA HIKPOTITAOSOTNONG He SldAupa
EKTAUONG TTAGKAG.

6. MpocoBé¢ote 100 pL avTio®pATOG-QVIXVEUTH) O OAA Ta (PPedTia eKTOG arnd TO PPEATIO TUPAOU
unooTpWHATog. KaAuyTe kal enwdote otoug 37°C yia 1 wpa.

7. Kata nv enwaon pe avTiowpa-avixveuTr, ETONA0TE TO OULUYEG EPYACIAG APALOVOVTAG TO CUUTUKVWHUA
ouluyoug pe apalwTikd ouguyouq. Zuppouleuteite Tov [Mivaka 1 ywa TIg moodtnteq mou Ba
XPNOLUOTIONOETE PE BACT TOV APIBUO TAWVIDY TIOU avaAuovTal.

8. EKMAUVTE TNV TAAKA UIKPOTITAOSOTNONG HE SLAAUNA EKMAUONG TIAAKAG.

9. NMpooBéote 100 pL cufuyoug epyaciag oe OAA TA PPEATIA EKTOG Ad TO PPEATIO TUPAOU UTIOCTPWOHATOG.
Kahuyte kat enwdote oe Beppokpacia dwpatiou (15-30°C) yia 30 Aemtd.

10. Katd tnv enwaon Pe ouluyég epyaciag, €TOWAOTE TO UMOOTPWUA epyaciag SlaAuvovtag Slokia
UTIOOTPWHATOG O€ ApAlWTIKO UMOOTPWHATOG. ZUBouAeuTeite Tov lMivaka 1 yla T moodTnTeq Mou Ba
XPNOLUOTomoeTe pe BAON TOV apBpd TAVIOV Tou avaAuovtal. AvadeUoTe KAAA yla va SlacpaliceTe
mMAnen SdAuon. Metd Tnv etolpacia, TO UMOOTPWHA €PYACIAG TPEMEL va XPnoloronbel eviog
30 Aertwv. AnopuyeTe TNV €KBECN OTO PWG.

11. EKMAUVTE TNV MAGKA PIKPOTITAODOTNONG He SIAAUNA EKTTAUOG TTAGKAG.

12. MpooBéote 100 pL UMOOTPWHATOG £pyaciag oe OAA T PPEATIA, TIEPIAAUBAVONEVOU KAl TOU (PPeATiou
TUPAOU UTIOOTPOMATOG. KaAUWTE pe VEO TIAQOTIKO KAAUMUA Kal eMwAcTe TNV MAAKA OTO OKOTAdL Og
Bepuokpacia dwpatiou (15-30°C) yia 45 Aerrd.

13. MpooBéate 100 pL dLaAUPATOG AVAOTOANG OE KABE PPEATIO YIA VA TEPUATIOETE TNV avTidpaon.

14. AlaBaote v anoppodnTikoTNTa oTa 490 Nm evtodg 30 AemTwv.

Mivakag 1. Avahuon HER-2/neu—TIpoeTolpacia Twv aviidpaoctnpinv Tng avaAuong

Ap1BL6G TAVIOY Supnukvwpa ApalwTikd Awokia ApalwTikd

TIOU xpnolgorionénkav  ouluyoug ouluyoug UTTOOTPWHATOG UTTOOTPWHATOG
1 20 uL 0,98 mL 1 4 mL
2 40 pL 1,96 mL 1 4 mL
3 60 pL 2,94 mL 1 4 mL
4 80 uL 3,92 mL 1 4 mL
5 100 pL 4,90 mL 2 8 mL
6 120 pL 5,88 mL 2 8 mL
7 140 pL 6,86 mL 2 8 mL
8 160 pL 7,84 mL 2 8 mL
9 180 pL 8,82 mL 3 12 mL
10 200 pL 9,80 mL 3 12mL
1 220 pL 10,78 mL 3 12 mL
12 240 pL 11,76 mL 3 12 mL

Sxnua 1. MpdTurmn KauruAn deiypatog
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AEloAGYNON anoTeEAECUATWYV

SUYKEVTPWON TIPOTUTNIWY SLAAUNATWY

Ta avtio®uata mou XpenolornotouvTtal oTnv availuon avayvwpilouv v e§wKUTTapla, cuvOedUEVN HE TO
ouvdETN Meploxr) TNG mpwteivng HER-2/neu [5]. Auth n popen g HER-2/neu €xetl avayvwploTel He HOPLaKO
Bdpog mepinmou 105 kDa. Ta mpdtuna dlaAvpata oTo KIT eival Babpovounuéva oe nanogram, AauBavouv
unoYn auto To HopLakd BAPOG TIOU BPioKeETAL OTOV 0PO Kal MAPACKeUAZovTal and Pia avacuvOUACHEVT LOPPT)
Tou TUApaTog Twv 105 kDa tng HER-2/neu.

SUYKEVTPWON aYVOOTWV

1.

2.

YrioAoyioTe T0 HECO OPO TWV TIHAOV TNG ArnoppoPnTIKOTNTAG YLa TNV apaiwor kabe poTunou SIaAUNATOG,
HapTUPa Kat SelypaTog yla va MApeTe TIG HECEG TIMEG AMOPPOPNTIKOTNTAG.

e XapTl YPapIKOV MapacTACEWY, KATAYpAyTe Tn HECN AMOPPOPNTIKOTNTA Yia kaBe mpdTuro dldAupa
otov dEova y o OxEaNn He Tn ouykévipwon g npwteivng HER-2/neu (ng/mL) otov d&ova x kat evoTe
Ta onueia.

MpoodlopioTe TN oUYKEVTPWON TNG MpwTeivng HER-2/neu yla kabe apaiwon SeiypaTtog e mapepBoAn and
NV MPOTUMN KAUMUAN. YTIGpXouv dlaBEoiya nakeTa Aoytopikou (r.x. SoftMax Pro™, Molecular Devices,
Sunnyvale, CA USA — KC4™, Bio-Tek Instruments, Inc., Winooski, VT USA) Tta omoia propouv va
QArAOTIOIOOUV TN OUYKeEKPLUEVN dladikaoia. Xpnolgomomote €va deuTepoBdbulo  aAyoplbuo
TIPOCAPHOYNG KAUMUANG (MOAUWVULLKY deUTEPOU BaBuOU).

Snueiwon: pnv ekXwpeite "TUPAA" PPeATIA XPNOLLOTIOLOVTAG TO AOYIOMIKO. Me autdv Tov Tpomo Ba
apalpebolv oL HECEG TUPAEG PeTPNOELG amd OAa Ta AAAa gppedTia. Eival xpriolo, ylia Adyoug eAEyxou
ToLOTNTAG KAl AVTILETMITIONG MPOBANUATWY, VA UMOPEITE va EMBEWPEITE TIG TIHEG AMOPPOPNTIKOTNTAG
TIOU avag£povTal yia OAa Ta PPEATIA XWPIG TIG TPOCAPHOYEG TIOU eapudlovTal oTa PN enegepyacpéva
dedopéva.

Ta anoteAéopata yla ta Selypata ekppagovtal oe nanogram ava mL pe areubeiag avayvworn anod Tig
TIHEG TNG TPOTUMNG KAWMUANG (ng/mL) onwg autég kabopifovral ota (laAidia kat oty evotnta
"Mapexopeva UAIKA" Tou Ttapdvtog puAAadiou. Ma Adyoug eukoAiag, dev anatteitat aplBunTikn Slopbwon
mg apaiwong v ta apaiwpéva deiypata 1:50 epoooV n MPAYHATIKY OUYKEVTPWOT OTa MPoTuna
rnapackeudopata givat oto 2% Tng 6oNG Mou avaypagetal oty eTIKETA (SnA. gival dn apaiwuéva oe
avaAoyia 1:50).

Apaiwon delyddtwv e UPNAEQ CUYKEVTPWOELG

1,

Ma ta deiypata mou divouv TIHEG amoppo@nTkoTNTag (OD) ol omoieg Eemepvolv TO €UPOG TRV TNG
MPOTUNNG KAUMUANG, Ba XpelaoTel va enmakoAouBrioel véa avaiuon pe uPnAoTepn apaiwon.

2. Ta va eToAceTe MPOOBETEG APAIMOELS, VA EEKIVATE MAVTOTE PE aplkn apaiwon 1:50 (Seite TNV evotnTa
“MpoeTolpacia detyldTwy”) Kal HETA va apal@veTe Sladoxikd oe avaloyia 1:2 oe apawTikd SelyHaTwy.
Mapadetypa:

Apaiwon deiypatog ‘OyKog mponyoulevng apaiwong ‘OYKOG apalwTIKOU SELYUATWV
1:100 0,5 mL ano 1:50 0,5 mL
1:200 0,5 mL ano 1:100 0,5 mL
1:400 0,5 mL ané 1:200 0,5mL
3. Av Ta deiypata rou £xouv apawbei mepattépw divouv TiwéQ OD < 0,3, Ba mpémnel va avaAuBouv TAAL ue

XPHon Alyotepo apatwpévou UAKoU. O SlopBwTIKOG OUVTEAEOTNG apaiwaong (BA. Briua 4 napakdtw), étav
ToOAAanAaclaoTel e amoTeAéopata 1600 XAUNA®V THov OD evdéxetal va TMPOKAAECEL E0(PAAPEVA
uPnAn ektipnon g npwteivng HER-2/neu.

EAAHNIKA — HER-2/neu ELISA



4. 310 anoTteAéopata anod MepATEPWw apalwiéva deiyparta Ba xpelaoTei va yivel dlopBwon TwV TIH®V Tou
A@Bnkav arné Tnv avaAuon yia ornoladnnoTe apaiwon peyaikutepn arnd 1:50. Mapadetypa:
AlopBwTIKOG OUVTEAEOTNG apaiwong
Apaiwon deiypartog (MOAAQMAQOIAOPOG TOU QVAPEPOPEVOU AMOTEAECPATOG ETTH)

1:100 2
1:200 4
1:400 8

‘EAeyxog noldtntag avaAuong
ZuvioTatal Kabe avaAuon va IKavorioLel TIG akOAOUBEG MAPANETPOUG arddoong.
« EEeTdoTe TA AnoTteAéopATA TWV HAPTUPWYV TIOU XPNOLHOTIONBNKav oTnv avaiuon yia va Bepatwbeite otL
Ol avaKTNoelq PpiokovTal eviog TOU QVAUEVOHEVOU €UPOUG TIMMV (avapépetal oTo €vBeTo Tou
TPOLOVTOQ) Yia KABe erminedo.
« EmBewpnriote 1O duvaplkd €Upog TIHMV TNG TIPOTUMNG KAUMUANG. To mpotuno ddAupa ernédou
1 npénel va BpiokeTtal peTagu Twv TV 0,04 kat 0,09 OD kat To MPOTUNO dIGAUNA eTUMESOU 6 TIPETEL Va
Bpioketal PeTa&U Twv TWOV 1,5 kat 2,4 OD.
* AV XPNOLOTIOLEITAL AOYIOUIKO TIPOCAPHOYNG KAUMUANG, EAEYETE TOV UMOAOYLONS Yia To R2. H Tiur| autn 8a
Tipénel va eival heta&u 0,997 kat 1,0. Av dev Ikavoroleital oroladnmoTe anod autég TIQ TIAPAPETPOUG, Ba
TIpEMEL Va £E€TAOTEL TO evOEXOEVO va eNavaAn(Oei ) doKiacia Tou delylatoq oe eMOUEVN avaAuon.

AvapevOUEVEG TIUEG
Yy atopa
‘Onwg oupPaivel pe OAeg TIG doKIMaoieg, KABe epyaocTtnplo Ba mMPEMeEL va UMoAoyioel To dikd Tou €UPOg
avapopadg. 2& TANBUOHS 241 uyldv YUVaK®V, 95% Twv TIH®V TG npwTeivng HER-2/neu otov opd dlarmotaenke
OTL NTav HKpoTEPEG amnod 13,7 ng/mL. Aev mapatmprBnke onuavtikn dlagopd otig Tiweg HER-2/neu petagu
TIPOEUUNVOTIAUCIOKMY KAl UETEUUNVOTIAUCIAKOY YUvalk@v. Me Bdon tov idlo TMAnBuoud, 1o dvw Oplo Tou
@uololoykoU (péon TR + 2SD) ftav 14,7 ng/mL. H avéAuon ROC emBeBawwvel 6Tt n w15 ng/mL givat n
KATAAANAN T avapopdq METAEU (PUOLIOAOYIKOV Kkal augnuévov emnédwv mpwteivng HER-2/neu opou. H
katavour Twv emnedwyv HER-2/neu opoU yia 0AOkANpo Tov MANBuouod (n = 241) anekoviletal oTo Zxnua 2.
Zxnua 2. Katavopur| g npwteivng HER-2/neu opou oe TTANBUGHUO UYLV YUVAIKMV.
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[NapakoAoubnon acBevav Pe PETAOTATIKO KAPKIVO HaoTou
H KAk xpnowotta g avaiuong HER-2/neu ELISA oTn pakpoxpdvia mapakoAoubnon acbevov pe
HETAOTATIKO KAPKIVO TOU HAOTOU A§LOAOYNBNKE HE XPON avadpopk®V SelypdTwy opol amd acbeveiq pe
KAPKIVO TOU HAoToU TEAKOU 0Tadiou, Ta oroia KaAurtav mepiodo 6 £wg 12 UNvav, og Tpia KAWVIKA onpeia oTig
Hvwpéveg MoAteieq. Mevrvta €L aoBeveiq rou unoBaiAovTav oe Beparteia kat Twv omoiwv Ta apxIKa enineda
™g oykompwteivng HER-2/neu otov op6 nrav augnuéva (15 ng/mL 1 neplocdTepo) aglohoynénkav yia va
QVTIOTOLXIOTOUV oL aAAayég ota enineda HER-2/neu opou pe T aAAayEq otnv KAWVIKN TIopeia Tng vooou.
Mua "erntioken mpog eniokeyn" avaAuon Twv anoTeAEOPATWY TNG HEAETNG Napouctadetat otov Mivaka 2.
Ot aA\ayéqg ota ermineda HER-2/neu opou amoé n pia emiokeyn otnv GAAn uroAoyiotnkav yia kdBe acbevn.
Ot aAAayég auTég xwpiotnkav oe dUo opddeq: H Opdda | eixe aAlayég ot HER-2/neu opoU Tou
eEeAiooovtav MapdAAnAa mpog TNV KALVIKY Topeia Tng vooou, evd n Ouada Il eixe aAkayég ota enineda
HER-2/neu opou mou dev e&eAicoovTav mapaAAnAa mpog v KALVIKN Topeia TNG véoou. H kALVIKN Topeia i n
KATAoTAoN MPOoodloplloTav and tov latpo. H avrotolkia Twv aAAaywv tng HER-2/neu mpog v KALVIKY
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kataoTaon npoodlopliotav wg e&Ng: AUEnon 20% 1) HEYOAUTEPN OE OXEON ME TNV MPONYOUHEVN ETioKeyn
avtavakAouoe TNV mpoodo Tng vooou. Av n aAAayn ftav Pikpotepn and augnon 20% oe oxéon pe v
TIponyoupevn emiokeyn, autd avrtavakAouoe €ENAelPn TPoo6dou Tng voOoou Katd Tn Bepaneia
(mepthapBavopévng Tng amnokplong ot Bepareia 1) TG otabepng vooou). Ot acBeveig Tou amokpibnkav otn
Beparteia 1) eixav otabepr) KATAOTACN TNG VOOOU CUYXWVEUTNKAV EMELDN KAl OL dUO KaTnyopieg deixvouv OTL
n epappolouevn Beparieia eivar anoteAeopatikn. To Kputhpto 20% MPogkuPe amd Tn HaAKPoxXPovia
HeTaBANTOTNTA OTOUG (PUCIOAOYIKOUG acBeveig (kaBopiotnke amd ta enineda HER-2/neu opou oe €&L
Stadoxikd deiypata 38 UYLDY YUVAIKGDV).

Mivakag 2. AvTioTolia Kataotaong vOooU aoBevV e PETAOTATIKO KAPKiVO HAoTOU TPOQ TIQ
aAAayég Twv emnédwv HER-2/neu opou: EmniokeWn mpog emniokeyn

AANQYT) OTNV KALVIKY) KATAOTAON

AAAayr) otnv HER-2/neu Mpoodog Xwpig mpdodo 2Uvoho
> 20% augnon 52 33 85
< 20% augnon 55 96 151
3UvoAo 107 129 236

ZUPMTWTIKOTNTA = 62,7% (Cl = 56,4 £wg 68,6%)
T mpéPAeYng:  EAAewn npoodou = 63,6% (Cl = 55,7 £wg 70,8%)
Mpdodog = 61,2% (Cl = 50,6 ¢wg 70,8%)

>Ta OXAMATa Mou akoAouBouv napouctadovTal TUTIKA Tiapadeiypata aAAaywy ota ernineda HER-2/neu
opou e TNV nNapodo Tou Xpovou yia duo anod Ti§ 56 acbeveig pe HETAOTATIKO KAPKIVO HAOTOU ard TNV KALVIKN
HeAETN. To Zxnua 3 mapouctadel Pia acBevn Tou anokpivetal otn Beparneia kat To Zxnua 4 rapouctalel pia
aoBevn e TpoodeuTikn eEEAEN TNG vOOOU.
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Zxnua 4. MapakoAoubnon 74xpovng acBevoug pe
HETAOTATIKO KAPKivo Tou pacTou otadiou IV pe v
avaAiuon HER-2/neu ELISA. Ot pakpoxpdvieg aANayEég
ota enineda HER-2/neu opou cuoxeTiCovTat Ue Tig
aAAayéG 0TV KataoTaon g vOoou.

Zxnua 3. MapakoAoubnon 38xpovng acbevoug e
HETAOTATIKO KAPKiIVO TOU pactou otadiou IV pe v
avaiuon HER-2/neu ELISA. Ot pakpoxpdvieq aAhayeg
ota enineda HER-2/neu opou cuoxeTifovTatl pe Ti§ aAAayeg
OTNV KaTaoTaomn g VOoOouU.

Mn KALVIKA XOPAKTNPLOTIKA artod0o0nG

AvakpiBela

H avakpiBela mpoodlopiotnke e T SOKIACIa TECOAPWY SELYHATWY EAEYXOU TIOU aroTeAoUuvTav ano TPELg
HAPTUPEG pE BAON PUBIOTIKO BLAAUPA Kal ard pia Se§apevr) avBpwrivou opou. e kabéva anod ta Tpia
SLAPOPETIKA EPYAOTNPLA XPNOLUOTOWBNKAV TPELG SIAPOPETIKEG TAPTIOEG KIT. TpumAoi mpoodlopiopol ava
avaiuon yla kaBe paptupa ekteAéotnkav oe 130 avaAuoelq. H eviog TG avaAuong Kat n GUVOALKN akpiBela
urtoAoyiotnkav yla kabe paptupa pe Baon to npwtdkoAAo NCCLS EP-5A. H evtog Tng avaiuong avakpifela
yia Tpia onpeia kat maptideqg kit nTav 10% CV 1 AtyoTtepo, ue OUVOAIKN avakpiBela yia OAa Ta KIT Kal Ta onpeia
HeTa&u 10 kat 17,7% CV.



Aceiypa eAéyxou Ap. avaAuoewv Ap. avTlypapwy Méon Tin (ng/mL)

Maptupag 1 130 385 24,5
Maptupag 2 131 390 9,8
MapTtupag 3 131 386 3,3
Opog 4 130 385 9,5

AkpiBela evtog avaiuong

Turukr) anokAlon

2UVOAIKN akpiBela

Turukn anokAlon

Agiypa eAéyxou (Std Dev) % CV (Std Dev) % CV
Maptupag 1 1,46 6,0 2,62 10,7
Maptupag 2 0,69 7,0 1,03 10,4
Maptupag 3 0,34 10,2 0,59 17,7
Opog 4 0,65 6,9 1,02 10,8

Euvawobnoia

H eA@x10Tn avixveuolun CUYKEVTPWOT TNG AVAAUOUEVNG OUCIAG TTPOCBIOPIOTNKE e EMAVEIANUUEVT) HETPNON
£voq Seiydatog undevikng d6ong (ApatwTIKO delypdtwv). H PEON Kal n TUTIKN mOKALON TNG (atvouevng
avaktnong tg HER-2/neu unoAoyiotnkav yia 230 Tpoodloplopous oe [ia XPOVIKY mepiodo 20 nuepwv
HETAEU TPV SLAPOPETIKAOV MAPTIOWV KIT KAl TPIWV JIAPOPETIKMOY epyaotnpiwv. Apou mpootédnkav dUo
TUTIIKEG AMOKAIoElG 0T péon avaktnBeioa doon g HER-2/neu, n eAAXIOTN avixveUolun OUYKEVTPWON
Bpebnke otLfTav 1.5 ng g p105/mL opou.

AVOAUTIKY) €l8IKOTNTA

Alaotaupoupevn avtidpaoTikomta. O urnodoxéag emdeppikol augntikou napayovta (EGFr) eivat éva péplo mou
Tapouctddel OTevr) ouyyéveld Pe Tov urodoxéa aufntikou mapdayovia HER-2/neu oe opoAoyia 88% pe v
£VOOKUTTAPIA TIEPIOXN KAl Ot OUoAoYia 44% pe v eEwKuTTapla Teploxn. AoKIMAocaue v avaiuon
HER-2/neu ELISA pe EGFr ota 850 ng/mL. To UAKG autd dev maprjyaye onpa otnv avaAuor), YEYOVOG Mou OnUaivel
OTL TA AVOOOQVTIOPACTNPIA OTO JlAYVWOTIKO Bonenua dev napdyouv dSlacTaupwTIKN avTtidpaon pe To EGFT.

Mapepnodifouoeg ouoieq. To avBpwrivo avTtiowpa £vavil npwTteivv movtikou (HAMA), To oroio
£VTOTIGeTAL OE OTIAVIEG TIEPITTWOELS OTOV AvBPWIIVO 0pO, EXEL TN duUvATOTNTA VA CUVOEETAL HE TA KPioIUa
avTidpaoTnpla o avoooavaAUugoelg, TPOKAAWVTAG YPeUdwg BeTIKA 1) apvnTikd onupata. Aldgpopa yvwotd
delypata opou Betikd oe HAMA kaBwg kat delypata BeTikd oe peupatoeldn napdyovta SoKIHAoTNKav oTo
dlayvwoTikd Bonénua. Aev mapatnenénke mapaywyr) Yeudwv onpdtwv pe autd ta deiypata. Ta
avTIdpacTrpla Tou dlayvwoTIKoU Bontnuatog SlapopPrbnKav e TETOLOV TPOTO (MOTE VA ATOKAEOUV auTou
Tou €{douq TNV Yeudn) avtidpaoTikoTNTA.

Ou petprioelq HER-2/neu opou propouv va ektehouvtal 6Tav ol aoBeveiq maipvouv BITapiveg, Gpapuaka
Tou TwAoUvTal Xwpig ouvTayr 1 uroBailovtal oe xnueloBepareia. Ma va eAeyxBei n mbavomTta va
TIaPEUTOdI{oUV AUTOL Ol MAPAYOVTEG TOV aKpIR MPoodloplopd Tng HER-2/neu, evdexdueveq eEwyeveiq
napepnodifouoeq ouoieq TITAOSOTHBNKAV Og BETIKO 0pO EAEYXOU PE YVWOTNH OUykévTpwon HER-2/neu kat
KaToOmV SOKIMAoTNKAV oTnv avaAuon. EAEyxBnkav emiong oplopéva Kolva cuoTaTIKa Tou 0poU wg TPOog TN
duvaTtoTNTA TIOU €XOUV va dpouv wg evdoyeveig rnapepunodifouoeq ouoieq. Kavéva anod ta cuoTatikd mou
SoKIHaoTnkav dev enédpace OTnV avaktnon g avaiudpevng ouciag. BA. Mivaka 3.

AVOAUTIKO €UPOG TIHDV

H avaAuon HER-2/neu ELISA £xel T duvatotnTa akpiBoug moooTikomnoinong Twv emmnedwv HER-2/neu opou
o€ Tpoapalwpéva delypata, He anmoTEAECHA va Tapatnpeital anokplon Tng avaluong oto eupog 1,5 éwg
35 ng Tng npwrteivng p105 HER-2/neu avé mL opou. Aelypata ta ornoia rmapdyouv ofua rou urepBaivel To
Aavw 6p1o ToU EUPOUG TIHAV TNG MPOTUMNG KAUMUANG (35 ng/mL) mpénet va apaiwboUv MepaITEPW HE apalwTIKO
delyddtwy kal va avaAuBouv TdAL BeBawbeite OTL €xete SlopBWoel TNV avapepduevn avaktnon ng
npwteivng HER-2/neu yla apaiwoelg Tou eival peyaAuTtepeg and tn ouvnén apaiwon 1:50.

Mivakag 3. Evdexodueveg napeurnodifouoeg ouoieq ya tnv ELISA

Evdexoueveq SUYKEVTPWOELG Evdexoueveq ZUYKEVTPWOELG
Tapepnodifouceq ouaieq SoKIaoiag Tapepnodifouceg oucieq  dokiuaciag
ENAOIENEIZ SAPMAKA XQPIZ ZYNTAIH, K.AM.
TptyAukepidia (intralipin-20%) 3000,0 mg/dL AkeTapvopaivn 200,0 pg/mL
Awoopatpivn 1,0 g/dL Aorupivn 500,0 pg/mL
Avoocoopalpivn (Yappa opatpivn) 6,0 g/dL IBounpopévn 400,0 pg/mL
Aeukwpativn 6,5 g/dL Kageivn 100,0 pg/mL
XoAepubpivn 25,0 mg/dL
Hrapivn 0,46 mg/mL XHMEIOOEPAMEYTIKOI MAPAFONTEX
AuwvoyAouteBapion 398,0 pg/mL
EZQIrENEIZ BAeopukivn 0,16 U/mL
Birapivn A trans o&kr peTivoAn 10,0 IU/mL SlonAartivn 173,0 pg/mL
Birapivn B1 Belapivn 3,0 pg/mL Ao&opouPikivn 51,8 upg/mL
Birapivn B2 piBopAaivn 3,4 ug/mL Kukhopwopapidon 800,0 pg/mL
Birapivn B6 HCL mnupo&eidio 4,0 pg/mL AlaBUACTIABECTEPOAN 23,0 ug/mL
Birapivn B12 12,0 ng/mL Eotpapouativn 102,2 pg/mL
Birapivn C aockopBiko ogu 30,0 pg/mL ®AouTapidn 10,0 pg/mL
Birapivn D2 epyokaAoipepoAn 0,8 IU/mL 5-0Boploupakiin 1600,0 pg/mL
Birapivn E o0&k TokopepdAn 0,06 IU/mL Lupron 15,0 pg/mL
DUAAIKO OEU 0,8 pg/mL MeBoTpegatn 450,0 pg/mL
Nwaoivn 40,0 pg/mL Mito&avtpovn 56,0 ug/mL
Mutopukivn C 73,0 upg/mL
Megace 27,0 ng/mL
Tapo&ipaivn 1,4 pg/mL
Bivkplotivn 4,88 pg/mL
BivBAaoTivn 16,3 pg/mL
Epoertivn
(TpaoTtouZoupdpurn) 500 pg/mL

Meploptopoi Tng dadikaoiag

Katd v ektéAeon Twv BNUATWV OTIG KN QUTOUATEG AVOOOAVAAUCELG, UTIAPXEL TO EVOEXOUEVO EOPAAUEVNQ
HETPNONG (avaktnon deiypatog) AOYw TwV JLAPOPETIKOV XPOVWY EMMACNG OTNV ornoia urofaAiovtal ta
Seilypata oe kabe Pripa enwaong. ‘OAa Ta epedtia MPEMEL va UMoBAAAOVTAL OUCLAOTIKA OTNV Bla Slapkela
£MMAoNG mou anatteital ya kdbe Bripa avtidpactnpiou. Mo CUYKEKPLUEVA, KATA TNV TIPOCONKN TIPOTUTIWV
SlaAUpATWY, HapTUPWV Kal SELYHATWY OE PPEATIA OTNV TAGKA, 0 XPOVOG HETAEU TNG MPOCBNKNG TOU TIPWTOU
Kal Tou TeAeuTaiou Selypatog mpémnel va eival, To TIoAU, 15 Aentd. EToludote 0Aa Ta Seiypata mpokataBoAkd.
H Xprion nauTOaT®wV TUMeTopwV pe TIOAAAMAA pUYXN CUVIOTATAL e EUPAOT YIA VA CUVTOUEUTOUV oL XpdvoL
autwv Twv dladikactav. MNa va anopeuxBei n dlactaupoupevn empoAuvon, BeBawbeite OTL XpPnotlomoLeiTe
véa puyxn yla kaBe véa mpoodrkn delypatog.

Ol avoooavaAUoELG TIOU XPNOLUOTIOOUV TIG AEYOUEVEG SLAUOPPOOEL] CAVTOULTG, ONWG eival To Mapdv
SlayVWOTIKO BorBnua, UNOKeLVTAL 08 TIApeUNOdIon Kat epgpavidouv Peudn aroTeAéopata ta onoia opeilovrat
o€ delypata Mou MEPLEXOUV avoooavTIdPaoTIKOUG TIAPAYOVTEG EVAVTL TWV AVTIOWUATWY TToVTIKoU. To HAMA,
TO ETEPOPIAIKO QVTIOWHA KAl O PEUPATOELONG TIapAyovTaq eival Ta Kupla napadelypata napeunodi{oucmv
ouolwv. Exouv AngBei mpouAdEelg amd Tnv TAPACKEUAOTPlA eTAlpEia KATA TN OLApOPPWON TwV
avTidpaoTnPiwV Mou MEPLEXOVTAL OTO TIAPOV dlayvwaoTikO Bonenua woTte va eAaxlotornomnBei i va eEaAelpbei
autr) n napeunéddion. Maviwg, Ba mnpénet va dobei mpoooxr Katd tnv agloAdynon arnoTeAeopATWV NG
QavAaAuong Mou eVOEXETAL VA UNV eival CUVETT P0G T YEVIKT| KAWVIKT KatdoTtaon Tng acBevoug, AapBavovtag
uroyn v evOEXOUEV TIAPEUTIODION.

Eivair mBavé pia aobevig pe erBeBalwpévo Kapkivo paotou va éxel enineda npwteivng HER-2/neu opou
£VTOG TOU eUPOUG TILMV TIOU TIApATNPOUVTAL OTA UYL atoda. Na eioTe MPOOEKTIKOL KATA TNV epUnveia Twv
arnoteheopdtwy TN HER-2/neu. Ta enineda HER-2/neu opou uropei va un SnA®vouv MAavtoTe TV napoucia
1) TNV aroucia kakorBoug vooou. H tiur) tng HER-2/neu mpémnel va XpnoLoToLe{Tal wg TUAKA Uag CUVOALKNG
KAWVIKAG a§loAdynong rou meptAapBavel mpOoBeTn KAWVIKY agloAOYNnon Kal SlayVwOoTIKEG dOKIUACIEG.

EAAHNIKA — HER-2/neu ELISA



AVTILETOTIOT TIPORANUATWV

A

KaBe avaiuon mnipénet va nepthappavet ta &L (6) mpdtuna StaAupata oe SInAnR dokpaocia pe xpnon tou
TIPWTOKOAAOU TIOU TIePLypaPeTal OTNV evotnTa "AETTONEPEG TIPWTOKOAAO". Xpovol 1 Beppokpacieq
£MMAONG TOU SLAPEPOUV CNUAVTIKA ard TIG KABOPIOUEVEG AVTIOTOLXES TILEG WMOPEL va TIPOKAAECOUV
£0paApéva anoTeAéopata.

H pop@n g mpoTuTNG KaumuUANg eivat un Ypaupikn Kat MolkiAAel eAa@pag and avaiuon oe avaAuon. MNa
avaywyr OedopEVWV UE TO XEPL, ONMUIOUPYAOTE TN YPAPIKN TapdoTtacn onueio mpog onueio. Av
Xpnotdorioleite Aoylopikéd ELISA, xpnoonotrote éva deutepoBabio ahyoplBo Pocappoyn§ KAUMUANG
(moAuwvupikn deuTtepou Babuou).

Ta avenapkn aviiypaga, av cuvodeuovTtal ard au§nuéveg TILEG YA TO UNOEVIKO TPOTUTIO, deixvouv
Qavenapkr| EKMAUOT). Av €XeTe epapuoOoeL Pe akpiBela OAeq TIG odnyieg Mou avapépovtal oTnv evotnta
"AETTOUEPEG TIPWTOKOAANO", Ta aroTeAéopata deiXvouv OTL I CUOKEUN EKMAUONG XPELAZETAL CUVTHPNON.
Eniong, amoguyete T Snuoupyia QUOOAISWY OTA QPEATIA KATA TNV avappo®non delypdtwv Kat
QVTIdPACTNPIWY HE TITETA.

. To @pedTio TUPAOU UTIOOTPOUATOG TPETEL va divel 0,05 povadeg anoppoPnTikoTnTag N Atyotepo. Mibavn

attia UPNASTEPWY TGV gival n €KBEON TOU UMIOOTPWHATOG £PYACIAG OTO GG TPV 1) KATA TN SlapKela
Tou BripaTog enwaong. To undoTpwHa epyaciag MPEMeL va Xpnotpornotndei evtog 30 Aemtav and Ty wpa
TIoU 6a TMAPACKEUAOTEL.

To xaunA6 onua prnopei va onuaivet 6Tt 1) n mAdka €xet Enpaveei peTagu Twv nuatwy. Mnv apnvete v
TIAAKa va &npaveei. MpooBéote To emMOpevo AVTIOPAOTHPIO AUEOWG META TNV EKMAUON, 1) 2) €XEl
ekTeAeoTel akATAAANAN €kmAuon. BeBawwbeite OTL N OUOKEUT| EKMTAUONG TNG TAGKAG HIKPOTITAODOTNONG
éxel evepyoronBel Kat@AAnAa pe SlaAupa €kmAuong mAakag (deite Tnv evotnta "AeMTOHEPES
TIPWTOKOAAO").

2TaBepOTNTA KAl MANPOPOPieg PUAAENG

‘OAa Ta avtidpaotipla mou mepthapBavovtal otnv HER-2/neu ELISA €xouv eAeyxBei yia otaBepotnta. Ta
avTidpacTtipla dev TPEMEL va XPnoldorolouvTal otav €xel TapeéABel n nuepopnvia AREng toug. Ta
QvTIOPACTAPLA TOU KIT MPETMEL va puUAdooovTal otoug 2—-8°C, eKTdG amnd TO CUMTUKVWHA EKTIAUONG NG
TMAGKaG, TO oroio pmopei va puAacoeTal oe Beppokpacia dwpatiou. Ot MAGKeG TNG avaAuong TPEMeL va
(PUAAGCOOVTAL OPPAYLOHEVEG OTNV ApXIKr) ouokeuacia padi pe o Enpavtikd. AQou avolXTel, To dlayvwoTKO
Bonenua Ba Aettoupyei eviog Twv mpodlaypapav yia didotnua 4 eBdopddwv (30 nUepV) ePOCOV SeV EXEL
nap€ABeL N nuepopnvia ANENG mou avaypagpetal oTnV eTIKETA.

Texvikn YTootnpiEn WILEX Inc.
TnA.: +1 617 492 3900 x502 Cambridge, MA 02140 USA

e-mail: oncogenetech@wilex.com
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Bezpieczne stosowanie i ostrzezenia

X

Produkt szkodliwy!

R22 — Dziata szkodliwie po potknigciu.

S28 — Zanieczyszczong skore natychmiast przemy¢ duzg iloscig wody.
Zawiera azydek sodu

(Wzorce, rozcienczalnik do prébki, przeciwciato detekcyjne)

Produkt szkodliwy!

R40 — Mozliwe ryzyko powstania nieodwracalnych zmian w stanie zdrowia cztowieka.
R43 — Moze powodowaé uczulenie w kontakcie ze skora.

S36/S37 — Nosi¢ odpowiednig odziez ochronng i odpowiednie rgkawice ochronne.
Zawiera dichlorowodorek o-fenylenodiaminy

(Substrat w tabletkach)

Produkt draznigcy!
R36/38 — Dziata draznigco na oczy i skore.
S36/37/39 — Nosi¢ odpowiednig odziez ochronng, rekawice i okulary lub ostone twarzy.

S26 — Zanieczyszczone oczy przemy¢ natychmiast duzg iloscig wody i zasiegna¢ porady lekarza.

Zawiera kwas siarkowy
(Roztwér zatrzymujacy reakcje)

Produkt draznigcy!

R43 — Moze powodowaé uczulenie w kontakcie ze skora.
S24 — Unika¢ zanieczyszczenia skory.

S37 — Nosi¢ odpowiednie rekawice ochronne.

Zawiera chloroacetamid

(Rozcienczalnik do koniugatu i koncentrat koniugatu)

POLSKI — Bezpieczne stosowanie i ostrzezenia

Turvallisuus- ja varoituslausekkeet

X

Haitallinen!

R22 — Terveydelle haitallista nieltyna.

S28 — Roiskeet iholta huuhdeltava valittdmasti runsaalla vesimaaralla.
Siséltaa natriumatsidia

(Standardit, naytelaimenne, tunnistinvasta-aine)

Haitallinen!

R40 — Pysyvien vaurioiden vaara.

R43 — Ihokosketus voi aiheuttaa herkistymista.

S36/37 — Kaytettava sopivaa suojavaatetusta ja suojakasineita.
Sisaltaa o-fenyleenidiamiini-dihydrokloridia

(Substraattitabletit)

Arsyttaval

R36/38 — Arsyttaa silmia ja ihoa.

S36/37/39 — Kaytettava sopivaa suojavaatetusta, suojakasineita ja silmien- tai kasvonsuojainta.
S26 — Roiskeet silmistda huuhdeltava valittdmasti runsaalla vedella ja mentava ladkariin.
Sisaltaa rikkihappoa

(Pysaytysliuos)

Arsyttaval

R43 — Ihokosketus voi aiheuttaa herkistymista.
S24 — Varottava kemikaalin joutumista iholle.
S37 — Kéaytettava sopivia suojakasineita.
Sisaltaa klooriasetamidia

(Konjugoitu laimenne ja konjugoitu konsentraatti)

SUOMI — Turvallisuus- ja varoituslausekkeet



En: Standard 1-6: Six standards contain HER-2/neu

Explanation of Symbols c E @
En

Expllcatlon des SymbOIeS - CE Mark En: Microtiter Plate: 96 well plate pre-coated with

Erklarung der Symbole

monoclonal antibody. Serves as solid-phase

amente revestidos com anticorpo monoclonal.

in a dose range from 0 to 35 ng/mL in neutral

Fr: Marquage CE > !
Spiegazione dei simboli De: CE-Kennzeichen capture surfgce for assay reactlcfn step§. ) buffer. Standards fare used to calibrate eaclh
. ., , It Marchio CE r: Plaque de microtitration : plaque a 96 puits pré- assay and determine levels of HER-2/neu in

EXp“CECIOH de simbolos Es: Simbolo de la CE enrobée d'anticorps monoclonal. Sert de surface samples.
Explicagéo dos simbolos Pt: Marca CE de capture en phase solide pour les étapes de 1 Standard 1-6 : six standards contenant de la pro-
Symbolforklari Da: CE-meerke réaction du dosage. téine HER-2/neu dans une limite expérimentale

ymboliorkiaring Sv: CE-mérke e: Mikrotiterplatte: Platte mit 96 Testmulden, comprise entre 0 et 35 ng/mL dans une solution
Symbolférklaring El: SAua CE vorbeschichtet mit monoklonalem Antikdrper. tampon neutre. Les standards sont utilisés pour

, . . Dient als Festphasen- Capture-Flache fiir die calibrer chaque dosage et déterminer les niveaux
8°C

Emegnynon Tov OUHBONDV 2 J/ Reaktionsschritte des Tests. de HER-2/neu dans les échantillons.
. A o qo Piastra di microtitolazione: piastra a 96 pozzetti e: Standard 1-6: Sechs Standards mit HER-2/neu
En: In vitro di tic devi En 'Il_'emtp ere;turte I|m|’tat|ton (22:?8?(): pre-rivestita con anticorpo monoclonale. Serve in einem Konzentrationsbereich von 0 bis
Fr?. Sn vl‘ro '29”03 'Cf evuI:e it Dr'_ T|m| s te empera:r:l ( 8°C ) come superficie di cattura in fase solida nelle fasi 35 ng/mL in neutralem Puffer. Standards
Dr._ Gys e;n;e dl.agros_:queD.n vitro It-e- Lemtp tzr.a‘urgrenzte ( 2I°S—8° C) di reazione dei dosaggi. werden zur Kalibration jeden Tests und zur
Ite' Dlera .;J,r e ng{' ro- ?gngse it E's L:g:t;cilé:rgselz:at::p(eratura )(20 c-8°0) s: Placa de microtitulacién : placa de 96 pocillos Bestimmung der HER-2/neu Konzentrationen

i ISPOSIlVO per dlagnostica In Vitro 3 . . . .

. " e o o~ oo revestidos previamente con anticuerpo mono- in den Proben verwendet.
Ets BHSDOSH?VO para gfagn(')s:!co ?n V!IFO Et'_ .II'_Imltes dte t:mperatu@ (22?_; g ) clonal. Se utiliza como superficie de captura de Standard 1-6: sei standard contengono
D . | ISP,SSI 2{0 parat. ll(agnss[;co in vitro Sa_' F?mpgra u{ egraentsnlnzgu( 8"_0 ) la fase solida en los pasos reactivos del ensayo. HER-2/neu in un range di dosi da 0 a 35 ng/mL
S\?‘i gnzlarsc:-afsgeqriélfine\::trz diagnostik E;{‘ n‘;xir:gi;:;;i;;p(ucmq ()20 8°c) t: Placa de microtitulagao: Placa de 96 pogos previ- in soluzione tampone neutra. Gli standard sono

utilizzati per calibrare ciascun dosaggio e deter-

El: In Vitro SiayvwoTikd BonBnua A Serve como superficie de captura de fase sélida minare i livelli di HER-2/neu nei campioni.
REF ‘;; Temperature limitation (15°-27°C) para os passos de reacgéo do ensaio. s: Estandar 1-6: seis estandares que contienen
En: Catalog Number Fr'. LimitF;s de température (15°-27°C) a: Mikrotiterplade: Plade med 96 brgnde, der una dosis de HER-2/neu dentro del rango de 0 a
Fr: Numéro de référence catalogue Dé' Temperaturgrenze (15 bis 27°C) allerede er coatede med monoklonalt antistof. 35 ng/mL en tampon neutro. Los estandares se
De: Katalog-Nummer It . Limiti di temperatura (15°-27°C) Fungerer som fastfaset captureoverflade til usan para calibrar cada ensayo y para determi-
It Numero catalogo E-S' Limitacién de la temperatura (15°C—27°C) analyseraktionens trin. nar los niveles de HER-2/neu en las muestras.
Es: NGmero de referencia Pt'. Limites de temperatura (15°C—27°C) v: Mikrotiterplatta: 96-brunnarsplatta 6verdragen med : Padrdes 1-6: Os seis padrdes contém HER-
Pt Namero de catalogo Da;' Temperaturbegrzensning (15°—27°C) monoklonal antikropp. Fungerar som infangningsy- 2/neu num intervalo de dosagem de 0 a 35
Da: Kategorinummer Sv- Férvaringstemperatur (15°-27°C) ta i fast fas (solid phase) i analysreaktionssteg. ng/mL, em tampao neutro. Os padrées s&o uti-
Sv: Katalognummer EI'. Meploplopos Bepuokpacia (15°-27°C) I: MAdKa pikpoTiTA0SOTNONG: MAdKa 96 ppeatinv lizados para calibrar cada ensaio e determinar os
El: ApIBUOG KATAAGYOU . TIPOETIOTPWHEVT E HOVOKAWVIKO aVTIowHa. niveis de HER-2/neu nas amostras.

ToT Xpnotuoroleital wg erpavela GUANNYNG OTeEPEAg a: Standard 1-6: Der er 6 standarder, som indehold-
u En: Batch code GAoNG yla Ta BARATA avTidpaong g avaAuong. er HER-2/neu i et dosisinterval fra 0 til 35 ng/mL
En: Manufacturer Fr:l Numéro de code du lot i neutral buffer. Standarder benynes til at kali-
Fr- Fabricant De: Chargenbezeichnung . ) ) brere hver analyse og fastsla niveauerne af
De: Hersteller It ) Codice lotto : Sample Diluent: Reagent used to dilute speci- HER-2/neu i prover.
It Produttore E-S' Cédigo de lote mens prior to assay. v: Standard 1-6: Sex standarder innehaller
Es: Fabricante Pt'- Cédigo de lote : Diluant d’échantillons : réactif utilisé pour diluer HER-2/neu i doseringsintervall fran 0 till 35
Pt Fabricante D:;: Batchkode des spécimens avant le dosage. i ng/mL i neutral buffert. Standarder anvands for
Da: Producent Sv: Tillverkningskod : Proben-Diluent: Reagenz zur Verdiinnung der att

Sv: Tillverkare
El: Kataokeuaotg

%

n:

: Kwdikog naptidag

Exp.

Use by

@

Proben vor dem Test.

Diluente campione: reagente utilizzato per diluire
i campioni prima del dosaggio.

Diluyente de muestras: reactivo usado para diluir
especimenes antes del ensayo.

kalibrera varje analys och faststélla nivaer av
HER-2/neu i prover.

: Mpdturo dlaAupa 1-6: E&L mpdTuna dlahupata
neptexouv HER-2/neu oe éva eupog d0oEwV anod
0 €wg 35 ng/mL o€ oudETEPO PUBHIOTIKO DIAAUHAL.

En: Authorized Representative Fr: Utiliser avant . ) . , § )
) o . t: Diluente de amostras: Reagente utilizado para Ta npotuna SlaAUPATa XpnotoriolouvTal yia m

Fr: Représentant agréé De: Verwendbar bis . = I R . . .
De: Autorisierter Vertret it U " diluir amostras antes da realizagdo do ensaio. BaBpovopnon kabe avaluong kat Tov kaBopLopo

©: Autorisierter vertreter. - csareeno a: Provediluent: Reagens der anvendes til at fortyn- Twv emmnédwv HER-2/neu ota detypata.
It: Rappresentante autorizzato Es: Fecha de caducidad
Es: R tant torizad Pt U 6 de prover for analysen.
Pi- Representante autor!zado D N Bse a:,- v: Provspadningsmedel: Reagens som anvands for

: eprgsen ante autorizado a: ru? al att spéda prover fore analys.
Da: Autoriseret repraesentant Sv: Utgangsdatum ) . . ) 3

R . ) I: ApalwTIkO detypaTwy: AVTIOPACTHPLO TIOU

Sv: Auktoriserad representant El: Xpnon éwg

El:

E&ouc10d0Tnuévog avTimpoownog

XPNOUOTIOLEITAL YL TNV apaiwon SELYHATWY TPV
anod v avaiuon.

EXPLANATION OF SYMBOLS



En: Detector Antibody: Mouse monoclonal antibody
conjugated to biotin.

Fr: Anticorps de détection : anticorps monoclonal de
souris conjugué a de la biotine.
De: Detektor-Antikérper: Monoklonaler Maus-

Antikérper, konjugiert an Biotin.
It:  Anticorpo di rilevamento: anticorpo monoclonale
murino coniugato alla biotina.
: Anticuerpo de deteccion: anticuerpo monoclonal
de ratén conjugado con biotina.
: Anticorpo detector: Anticorpo monoclonal de rato
conjugado com biotina.
Da: Detektorantistof: Monoklonalt antistof fra mus
konjugeret til biotin.
Sv: Detekterande antikropp: Musmonoklonal
antikropp konjugerat till biotin.
El: Avticwpa-avixveutng: MovokAwvIKS avtiowua
TIOVTIKOU OUZEUYHEVO [e BLOoTivn.

En: Conjugate Concentrate: Streptavidin-horse
radish peroxidase at 50-fold concentration.

m
%)

)

Fr: Concentré de conjugué : streptavidine-peroxy-
dase de raifort & une concentration 50 fois
supérieure.

De: Konjugat-Konzentrat: Streptavidin-

Meerrettichperoxidase in 50-facher Konzentration.

It:  Concentrato coniugato: streptavidina-perossidasi
del rafano a una concentrazione di 50 volte.

: Concentrado conjugado: estreptavidina-peroxi-
dasa de rabano rusticano con una concentracion
50 veces mayor.

Concentrado de conjugado: Estreptavidina/peroxi-
dase de armoracia numa concentragao de 50
vezes.

: Konjugatkoncentrat: Streptavidin-peberrodsperoxi-
dase ved 50X koncentration.

: Konjugatkoncentrat: Streptavidin/pepparrots-
peroxidas med 50-faldig koncentration.

El: Zupnukvopa oufuyoug: Ztpemtafdivn-HRP oe

50mMAGOoLa CUYKEVTPWON.

En: Conjugate Diluent: Neutral buffer used to dilute
Conjugate Concentrate from 50X to 1X working
concentration.

Fr: Diluant de conjugué : solution tampon neutre
utilisée pour diluer du concentré de conjugué a
une concentration de travail de 50X a 1X.

De: Konjugat-Diluent: Neutraler Puffer zur
Verdlinnung des Konjugat-Konzentrats von 50X
auf Arbeitskonzentration 1X.

E

4]

Pt:

D

5]

[%2]
<

EXPLANATION OF SYMBOLS

It: Diluente coniugato: soluzione tampone neutra
utilizzata per diluire concentrato coniugato da 50
volte a 1 volta la concentrazione di lavoro.

Es: Diluyente conjugado: tampén neutro utilizado
para diluir concentrado conjugado de la concen-
tracién de trabajo de 50X a 1X.

Pt: Diluente de conjugado: Tampao neutro utilizado
para diluir o concentrado de conjugado, alterando
uma concentracdo de 50X para uma concen-
tragdo de trabalho de 1X.

Da: Konjugatdiluent: Neutral buffer der bruges til
at fortynde konjugatkoncentrat fra 50X til 1X
arbejdskoncentrationen.

Sv: Konjugatspadningsmedel: Neutral buffert som

anvands for att spada konjugatkoncentrat fran

50X till 1X arbetskoncentration.

ApalwTIkO culUYoUq: OUBETEPO PUBULOTIKO

SIGAUMA TTOU XPNOLHoTIoLETAL YIa TNV apaiwon

TOU CUMTUKVWHUATOG OUGUYOUG Ao CUYKEVTPWON

epyaoiag 50X og 1X.

En: Substrate: Tablets containing 2 mg each of
ortho-phenylenediamine.
Fr: Substrat : tablettes contenant 2 mg chacune
d’ortho-phénylénediamine.
De: Substrat: Tabletten mit je 2 mg ortho-
Phenylendiamin.
It:  Substrato: compresse contenenti 2 mg ciascuna
di orto-fenildiammina.
Es: Sustrato: pastillas con un contenido de 2 mg de
ortofenilendiamina cada una.
Pt: Substrato: Comprimidos contendo 2 mg de orto-
fenilenediamina.
: Substrat: Tabletter, der hver indeholder 2 mg
ortho-fenylendiamin.
Sv: Substrat: Tabletter som vardera innehaller 2 mg
orto-fenylendiamin.
El: Ynootpwpa: Awokia nou neptéxouv 2 mg opbo-
@avulevodlapivng To kabéva.

En: Substrate Diluent: Buffer used to dissolve
Substrate Tablets.
Fr: Diluant de substrat : solution tampon utilisée pour
dissoudre les tablettes de substrat.
De: Substrat-Diluent: Puffer zum Auflésen der
Substrat-Tabletten.
It: Diluente substrato: soluzione tampone utilizzata
per disciogliere compresse di substrato.
Es: Diluyente de sustrato: tampén usado para dis-
olver pastillas de sustrato.
Pt: Diluente de substrato: Tampao utilizado para
dissolver comprimidos de substrato.
: Substratdiluent: Buffer, der bruges til at oplgse
substrattabletter.

El:

D

o

D

Y

Sv:

E

Substratspadningsmedel: Buffert som anvands for
att I16sa substrattabletter.

1 ApalwTIKO UTIOOTPWHATOG: PUBULOTIKO SléAupa

TIOU XPNOLoToLeiTal Yia TNV apaiwon dlokiwv
UMOOTPWHATOG.

En:

Fr:

i

D

(]

E

»

Pt:

D

Y

S

<

El:

En:

Fr:

Platewash Concentrate: Solution used to wash
microtiter plate between steps. Dilute to 1X
working concentration prior to use.

Concentré de lavage de plaque : solution utilisée
pour laver la plaque de microtitration entre les
différentes étapes. Diluer a une concentration de
travail 1X avant utilisation.

: Plattenwaschkonzentrat. Lésung zum Waschen

der Mikrotiterplatte zwischen den einzelnen
Schritten. Vor Gebrauch auf Arbeitskonzentration
1X verdiinnen.

Concentrato di lavaggio piastre: soluzione utiliz-
zata per lavare la piastra di microtitolazione tra le
fasi. Diluire a 1 volta la concentrazione di lavoro
prima dell’utilizzo.

: Concentrado de lavado de placas: solucion

usada para lavar la placa de microtitulacion entre
un paso y otro. Diluir la concentracién de trabajo
a 1X antes de utilizarla.

Concentrado de lavagem da placa: Solugéo uti-
lizada para lavar a placa de microtitulagdo entre
os varios passos. Dilua para uma concentragéo
de trabalho de 1X antes de utilizar.

: Pladevaskkoncentrat: Oplgsning der bruges til at

vaske mikrotiterplader mellem hvert trin. Fortynd
til 1X arbejdskoncentrationen for brug.
Plattvattkoncentrat: Losning som anvands for att
tvatta mikrotiterplattan mellan stegen. Spad till 1X
arbetskoncentration fére anvandning.
SUPMUKVWUA EKAUoNG MAGkag: AlGAUpA TTIoU
XPnooroleital yla TnV EKMAUOT NG TAGKAG
HIKPOTITAODOTNONG HETAEU BHATWY. APALWOTE
OE OUYKEVTPWON epyaoiag 1X mptv arnoé n xprion.

Stop Solution: Reagent containing 2.5 N H,SO,
used to stop the enzymatic turnover of
Substrate.

Solution d’arrét : réactif contenant 2,5 N d’H,SO,
utilisé pour stopper la transformation enzymatique
du substrat.

: Stopplésung: Reagenz enthalt 2,5 N H,SO,4, zum

Stoppen der enzymatischen Umwandlung des
Substrats.

Soluzione di arresto: reagente contenente 2,5 N
di H,SO, utilizzato per arrestare il ricambio
enzimatico del substrato.

Es:

Pt:

[n}

El:

QO

Solucién de interrupcién: reactivo con un
contenido de 2,5 N H,SO, que se usa para inter-
rumpir la transformacion enzimatica del sustrato.
Solugdo de paragem: Reagente contendo H,SO,
2,5 N utilizado para parar a alteragéo enzimatica
do substrato.

: Stopoplesning: Reagens, der indeholder 2,5 N

H,SO,, som bruges til at standse substratets
enzymatiske omsaetning.

: Stopplésning: Reagens som innehaller 2,5 N

H,SO, som anvands for att avbryta den
enzymatiska substratomvandlingen.

Ald\upa avaoToAng: AvTIdpacTrplo TIOU TIEPLEXEL
H,S0, 2,5 N kat xpnotdoroleitat yia v
QvVaoTOAR TNG eVJUKIKAG HETATPOTMG TOU
UMOOTPWHATOG.
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