AV :
4 ®
TAv VENTANA

VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) Mouse Monoclonal
Primary Antibody

VENTANA MMR IHC Panel ile kullanim igin
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KULLANIM AMACI

VENTANA anti-BRAF V600E (VE1)
Mouse Monoclonal Primary Antibody
(VENTANA anti-BRAF V600E (VE1)
antikoru), formalinle sabitlenmis,
parafine gdmli doku kesitlerinde
BRAF V600E proteininin kalitatif sekilde
saptanmasina yoneliktir. VENTANA

: e ‘v) \ anti-BRAF V600E (VE1) antikoru
1ot s TR AR e BenchMark IHC/ISH cihazlari (izerinde

OptiView DAB IHC Detection Kit ve
yardimci reaktifler ile kullanima hazirdir.

VENTANA anti-BRAF V600E (VE1)
antikoru VENTANA anti-MLH1 (M1)
Mouse Monoclonal Primary Antibody,
VENTANA anti-PMS2 (A16-4) Mouse Monoclonal Primary Antibody, VENTANA anti-
MSH2 (G219-1129) Mouse Monoclonal Primary Antibody ve VENTANA anti-MSH6 (SP93)
Rabbit Monoclonal Primary Antibody trtinlerini igeren VENTANA MMR IHC Panel
urtintindin bir parcasidir. VENTANA MMR IHC Panel, kolorektal kanser (CRC) teshisi
konmus hastalarda Lynch sendromu riski altinda bulunan bireylerin tespitine yénelik bir
test olarak yanlig eslesme onarimi proteini eksikliginin saptanmasi igin ve BRAF V600E
durumu ile birlikte MLH1 proteini ekspresyonunun yoklugunda sporadik ile olasi Lynch
sendromu CRC'si arasinda ayrim yapmak icin yardime! olarak endikedir.

Bu Urtinler, uzman bir patolog tarafindan histolojik inceleme, ilgili klinik bilgiler ve dogru
kontrollerle birlikte yorumlanmalidir.

in vitro diagnostik (IVD) kullanim amaglidir.

OZET VE AGIKLAMA

Kolorektal kanser diinyadaki en yaygin kanserler arasinda iiglinci, en yaygin kanser
oliimii sebepleri arasinda ise dordiincii siradadir.” CRC vakalarinin gogu kromozomal
instabilite gostermektedir, ancak kanser vakalarinin yaklasik %15'i DNA yanlis eslesme
onarimi (MMR) sisteminin kusurlu iglev gostermesiyle karakterize edilen altematif bir yol
Uzerinden gelismektedir. MMR eksikliginin bir sonucu olarak, timdrler MMR proteinlerinin
DNA replikasyon hatalarini onaramamasindan kaynaklanan mikrosatellit instabilitesi (MSI)
sergiler.

MMR bozukluklari barindiran CRC'ler, eksik MMR (dMMR) tiimorleri olarak ifade edilir.
Bunun aksine, MMR bozukluklari barindirmayan CRC'ler yeterli MMR (pMMR) tlimérleri
olarak ifade edilir. dMMR kolorektal kanserleri siklikla iyi bir sekilde ayirt edilemez ve gogu
zaman proksimal kolon predominansi, miisindz, mediiller veya tasl yiizik histoloji
ozellikleri ve artmig miktarlarda tiimér infiltre edici lenfosit gdsterir.23 Genel olarak, MMR
eksikligi MMR genlerinden birinde germ hatti mutasyonlarinin ardindan genetik veya
epigenetik mekanizmalar vasitasiyla ilgili normal alelin kaybedilmesinden, alellerde
somatik mutasyonlardan veya metilasyon vasitasiyla MLH1 geninin epigenetik
inaktivasyonundan kaynaklanir.4

En yaygin mutasyon gegiren dért MMR geni MLH1, PMS2, MSH2 ve MSH6'dir. Normal
hiicrelerde MLH1 proteini, PMS2 proteini ile kompleks (heterodimer) olugtururken MSH2
proteini, MSH6 proteini ile kompleks olusturur.56 Yanlis DNA eslesmeleri gergeklestiginde
MSH2/MSHE heterodimeri yanlis eslesmis DNA'ya baglanarak uyusumsal bir degisiklige
neden olur. MLH1/PMS2 heterodimeri DNA'ya bagli MSH2/MSH6 kompleksini baglayarak
etkilenen DNA'nin eksizyon onarimiyla sonuglanir.

MLH1, PMS2, MSH2 ve MSH® proteinleri, Lynch sendromu olan ailelerde mutasyona
ugrayabilen genler tarafindan kodlanan, klinik agidan énemli MMR proteinleridir.7.8 Bu
mutasyonlarin tastyicilari, cogalan hiicrelerde DNA replikasyon hatalarinin birikmesi

$Sekil 1. Kolon kanseri dokusunda
neoplastik hiicrelerin VENTANA anti-
BRAF V600E (VE1) antikoru ile
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sebebiyle dmir boyu yiiksek bir kolorektal veya bagka tiir kansere yakalanma riski altinda
olur. Lynch sendromu tiim CRCllerin %1-6'sini temsil etmektedir. Bu timdrler dért MMR
geninden birinde bir germ hatti otozomal dominant mutasyonunun kalitimindan
kaynaklanir ve Lynch sendromuyla iligkili CRC'lerin cogunlugunda MLH1 kaybi
gerceklesir.5:9.10 Lynch sendromu olan hastalarda, MMR protein ailesinde 300'i agkin
farkl mutasyon tespit edilmistir. Genel olarak Lynch sendromuyla iligkili timor fenotipi
dzellikle MLH1, PMS2, MSH2 ve MSH6 olmak tizere MMR proteinlerinde
immiinohistokimyasal ekspresyon kaybi ile karakterizedir.0-13 MMR IHC testlerinin, bir
germ hatti degisikligi veya somatik degisiklik bulunmasinin en muhtemel oldugu spesifik
MMR geninin belirlenmesinde faydali oldugu gosterilmistir.14

BRAF geni, 734 kromozomu Uzerinde bulunur ve mitojenle etkinlesen protein kinazi
(MAPK) sinyal yolagindan asadi yonde hareket eden bir sitoplazmik serin-treonin kinazi
kodlar. BRAF geninde, her biri kinaz alaninda bulunan onkojenik mutasyonlar esas olarak
MAPK sinyal yolagini etkinlestirerek artan hiicre proliferasyonu ve apoptoz direncine yol
acar. Tum etkinlestirici BRAF mutasyonlarinin en yaygin olani (T1799A nokta mutasyonu),
amino asit sekansinin pozisyon 600 kisminda glutamik aside (E) valin (V) ikamesiyle
sonuglanir ve tiim CRC'lerin %12'sinde saptanir.15.16

VENTANA MMR IHC Panel drGiniiniin bir pargasi olarak, VENTANA anti-BRAF V600E
(VE1) antikoru MLH1 proteini ekspresyonunun yoklugunda sporadik ve olasi Lynch
sendromu CRC'sinin ayirt edilmesine yardimei olur.'7.18 CRC'de MLH1 proteininin kayb!
siklikla MLH1 promotérinin hipermetilasyonundan kaynaklanir ve sporadik bir olusuma
isaret eder.19 BRAF VB0OE proteininin varligi MLH1 promotdriiniin hipermetilasyonuyla
yakindan baglantilidir. Sonug olarak, VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) antikoru ile
pozitif boyama, sporadik CRC'ye isaret eder.

CRC'nin siniflandiriimasindaki roliinden ayri olarak, BRAF V600E mutasyonu
melanomlarin %43'U, papiller tiroit karsinomlarinin %39'u, seréz yumurtalik
karsinomlarinin %12'si, akciger kanserlerinin %2'si olmak (izere tim solid timdrlerin
yaklasik %8'inde ve diger kanserlerde saptanir.® Ayrica BRAF V600E mutasyonu son
donemde tiiylii hiicreli Idseminin molekiler bir belirteci olarak tanimlanmigtir.20

KLINIK ANLAMLILIK

Lynch sendromu 1960'larda tanimlanmis ve MMR islevinin kaybi ile kanser arasinda bir
baglantiyr tanimlamistir.2! MMR proteinlerinin (MLH1, PMS2, MSH2 veya MSH6) kaybi
MSlya ve yalnizca CRC ile sinirl kalmayip ayni zamanda mide, beyin, pankreas, deri,
endometriyum ve yumurtalik kanserleri igin de dmtir boyu daha yUksek riske yol acabilir.
Lynch sendromu olan hastalar CRC igin émiir boyu %50-%80 risk altindadir.5.22.23 Lynch
sendromu diger kalitimsal kanser sendromlarina gére benzersizdir ¢linkli dogrudan tlimér
dokusu uzerinde testler potansiyel Lynch sendromu agisindan risk altinda olan hastalarin
tespitine ve takip eden germ hatti genetik testleri icin bilgi edinilmesine yardimci
olmaktadir. Lynch sendromu olan aileler gelismis kanser tarama protokollerinden
yararlanir.

National Comprehensive Cancer Network (NCCN) yonergeleri dahil olmak tizere gesitli
yonergeler, ek genetik testlerden ve danismanliktan yararlanabilecek hastalarin ve
ailelerin tespit edilmesi igin tim CRC vakalarinin Lynch sendromu agisindan taranmasini
tavsiye etmektedir.21.24-27 VENTANA MMR IHC Panel kullanimi, CRC vakalarini intakt
veya MMR proteini ekspresyonu agisindan kayip olarak siniflandirma yoluyla MMR
durumunun belirlenmesine yardimcei olacaktir. Tumérde dért MMR proteininin hepsinin
saptanmasi normal veya intakt MMR'ye isaret eder. Neredeyse her zaman olmak iizere
MLH1 veya MSH2 ekspresyonunun kaybina bunun heterodimer partnerinin, yani sirasiyla
PMS2 veya MSH6'nin kaybi eslik eder. Bununla birlikte, PMS2 veya MSH6 kaybi MLH1
veya MSH2 kaybina yol agmaz. PMS2, MSH2 ve/veya MSH6 kaybi olasi Lynch
sendromuyla tutarlidir ve hastalar klinik uygulama ile tutarli ek testler ve danismanlik igin
yonlendirilmelidir.

MLH1 proteini kaybi sporadik bir olusuma veya potansiyel Lynch sendromuna isaret
edebilir. Sporadik CRC'nin %15'inde veya daha fazlasinda MLH1 proteininin kayb1 MLH1
promotdriiniin hipermetilasyonundan kaynaklanir.5-28,29 Onemli bir ayrinti olarak, BRAF
VV600E mutasyonu MLH1 promotdrii hipermetilasyonundan kaynaklit MLH1 ekspresyonu
kaybi bulunan tiimorlerin yaklasik tgte ikisinde gozlemlenmektedir. Buna karsin BRAF
VB00E mutasyonu, Lynch sendromu tiimérlerinde gok nadir gézlemlenmektedir.28
Dolayisiyla VENTANA anti-MLH1 (M1) Mouse Monoclonal Primary Antibody (VENTANA
anti-MLH1 (M1) antikoru) sonucunun MLH1 proteini kaybina isaret etmesi durumunda
VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) antikoru tlimor{i sporadik veya olasi Lynch sendromu
olarak siniflandirabilir.5:30 CRC'de, pozitif BRAF V600E durumuyla birlikte MLH1 proteini
kaybi, kuvvetli bir sekilde timériin sporadik olusum sonucu olduguna isaret eder ve
malignitenin altta yatan sebebi olarak Lynch sendromunu neredeyse eler.21.31 MLH1
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proteini kaybina negatif BRAF V600E durumu eslik ettiginde, MLH1 kaybi yiiksek bir
Lynch sendromu olasiligiyla tutarli olur.32

PROSEDUR PRENSIBI

VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) antikoru, amino asit 596-606 aras| (GLATEKSRWSG)
BRAF mutasyonlu amino asit sekansini temsil eden sentetik bir peptide kars! tretilen bir
fare monoklonal antikorudur (klon VE1). Bu mutasyona 6zgu antikor, bir sitoplazmik
boyama modeli sergiler. Bu antikor, BRAF proteinindeki V600E mutasyonunu yabani tip
BRAF proteininden ve diger mutasyonlu BRAF proteinlerinden ayirt eder.33,34

Potansiyel Lynch sendromu agisindan yanlis eslesme onarimi (MMR) IHC testleri
baglaminda, MLH1 kaybi vakalarinda BRAF V600E mutasyonunun saptanmasi sporadik
kolorektal kansere (CRC) isaret eder.32

VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) antikoru, formalinle sabitlenmis, parafine gémdilii
(FFPE) doku kesitlerinde 6zellikle BRAF V600E mutant proteinine baglanir. Antikor,
haptenli bir sekonder antikoru takiben multimer anti-hapten-HRP konjugati (OptiView DAB
IHC Detection Kit, Kat. No. 760-700 / 06396500001) kullanilarak lokalize edilebilir. Spesifik
antikor-enzim kompleksi, daha sonra bir ¢ékelme enzim reaksiyon iriinlyle gorsellestirilir.
Her bir adim belirli bir stire ve sicaklikta inktibe edilir. Her bir inkiibasyon adiminin
sonunda, reaksiyonun durdurulmasi ve takip eden adimlarda istenen reaksiyona engel
olacak baglanmamig materyalin gideriimesi amaciyla cihaz kesitleri yikar. Bu, akéz
reaktiflerin numune slaytindan buharlasmasini en aza indiren ULTRA LCS (Predilute)
(Kat. No. 650-210 / 05424534001) veya LCS (Predilute) (Kat. No. 650-010 /
05264839001) tiriini icin de gegerlidir.

URUNLE BIRLIKTE VERILEN MALZEME

VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) antikoru, 50 test iin yeterli miktarda reaktif igerir.

Bir adet 5 mL'lik VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) antikoru dagiticisi yaklasik 60 pg fare
monoklonal antikoru igerir.

Antikor, tastyici protein, Brij 35 ve bir koruyucu olan %0.05 ProClin 300 ile fosfat tamponu
(pH 7.3) iginde seyreltilir.

Spesifik antikor konsantrasyonu yaklasik 12 pg/mL'dir.

VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) antikoru, saflastiriimis hiicre kdiltiiri st fazi olarak
uretilen bir fare monoklonal antikorudur.

Su konularda ayrintili agiklamalar igin uygun VENTANA saptama kiti yontem tablosuna
bakin: Prosedur Prensibi, Materyal ve Metotlar, Numune Toplama ve Analiz igin
Hazirlama, Kalite Kontrol Prosedrleri, Sorun Giderme, Sonuglarin Yorumlanmasi ve
Kisitlamalar.

GEREKLI OLAN FAKAT URUNLE BIRLIKTE VERILMEYEN
MALZEMELER
VENTANA saptama kitleri gibi boyama reaktifleri ve negatif ve pozitif doku kontroli
slaytlarini da igeren yardimci bilesenler, rlinle birlikte verilmemektedir.
Yéntem tablosunda listelenen Uriinlerin hepsi tim bdlgelerde mevcut olmayabilir. Yerel
destek temsilcinizle iletisime gegin.
Asagdida yer alan reaktifler ve malzemeler boyama igin gerekli olabilir fakat Urtinle birlikte
verilmez:
1. Onerilen kontrol dokusu
2. Mikroskop slaytlari, pozitif yikli
3. VENTANA anti-MLH1 (M1) Mouse Monoclonal Primary Antibody
(Kat. No. 730-7159 / 09605584001 veya Kat. No. 760-5091 / 08033668001)
4. VENTANA anti-PMS2 (A16-4) Mouse Monoclonal Primary Antibody (Kat. No. 730-
7158 /09607161001 veya Kat. No. 760-5094 / 08033692001)
5. VENTANA anti-MSH2 (G219-1129) Mouse Monoclonal Primary Antibody
(Kat. No. 730-7160 / 09607137001 veya Kat. No. 760-5093 / 08033684001)
6. VENTANA anti-MSH6 (SP93) Rabbit Monoclonal Primary Antibody
(Kat. No. 730-7161 / 09606769001 veya Kat. No. 760-5092 / 08033676001)
Negative Control (Monoclonal) (Kat. No. 760-2014 / 05266670001)
Rabbit Monoclonal Negative Control Ig (Kat. No. 790-4795 / 06683380001)
OptiView DAB IHC Detection Kit (Kat. No. 760-700 / 06396500001)
VENTANA anti-PMS2 (A16-4) Mouse Monoclonal Primary Antibody igin OptiView
Amplification Kit (Kat. No. 760-099 / 06396518001 (50 test) veya Kat. No. 860-099 /
06718663001 (250 test))
11. EZ Prep Concentrate (10X) (Kat. No. 950-102 / 05279771001)
12.  Reaction Buffer Concentrate (10X) (Kat. No. 950-300 / 05353955001)
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13. ULTRALCS (Predilute) (Kat. No. 650-210 / 05424534001)

14.  LCS (Predilute) (Kat. No. 650-010 / 05264839001)

15. ULTRA Cell Conditioning Solution (ULTRA CC1) (Kat. No. 950-224 / 05424569001)
16.  Cell Conditioning Solution (CC1) (Kat. No. 950-124 / 05279801001)
17. Hematoxylin Il (Kat. No. 790-2208 / 05277965001)

18.  Bluing Reagent (Kat. No. 760-2037 / 05266769001)

19.  Kalici sabitleme ortami

20. Lamel

21.  Otomatik lamel yerlestirici

22.  Genel amagli laboratuvar ekipmani

23.  BenchMark IHC/ISH cihazi

SAKLAMA VE STABILITE

Alindiktan sonra ve kullanmadiginiz zamanlarda 2-8 °C'de saklayin. Dondurmayin.
Reaktifin uygun bir sekilde uygulandigindan ve antikor stabilitesinden emin olmak igin
dagitict kapagini her kullanimdan sonra yerine takin ve dagiticiyi derhal sogutucuya dikey
konumda yerlestirin.

Her antikor dagiticinin bir son kullanma tarihi vardir. Diizgiin bir sekilde saklanmasi
halinde, reaktif etikette belirtilen tarihe kadar stabil kalir. Reaktifi son kullanma tarihinden
sonra kullanmayin.

NUMUNE HAZIRLAMA

Rutin olarak iglenmis FFPE dokulari, OptiView DAB IHC Detection Kit ve BenchMark
IHC/ISH cihazlari ile birlikte kullanildiginda bu primer antikorla kullanim igin uygundur.
Onerilen doku sabitleyici %10 ndtr tamponlu formalindir.35

VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) antikoruna yénelik olarak, BRAF V600E ekspresyonu
igin pozitif olan A2058 (melanom) ve LS411N (CRC) insan hiicre dizilerinden olusturulan
ksenogreft modellerine dayali sekilde en az 12 saat boyunca %10 nétr tamponlu formalin
(NBF) igerisinde eksizyonu takip eden 2 saat icinde doku fiksasyonu tavsiye edilir.
Bununla beraber %10 NBF icerisinde 72 saate kadar fiksasyon sireleri esdeger BRAF
V/600E boyama sonuglari vermistir. Kabul edilebilir VENTANA anti-BRAF V600E (VE1)
antikor boyamasi ayni zamanda 12-72 saat sireyle ginko formalin sabitleyicide fiksasyon
ile de elde edilmigtir.

VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) antikoru ile alkol formalin (AFA), %95 Etanol Z-5 ve
PREFER sabitleyicilerin kullanimi tavsiye edilmemektedir. Alkol formalinde sabitlenen
ksenogreft dokulari boyama géstermemekte veya degisken boyama gostermektedir.
Kullanilan sabitleyici miktari, doku hacminin 15 ila 20 kati olmalidir. Higbir sabitleyici, solid
dokunun 2 ila 3 mm'sinden fazlasina veya gézenekli dokunun 5 mm'den fazlasina

24 saatlik bir stirede niifuz etmeyecektir. Fiksasyon oda sicakliginda (15-25 °C)
gerceklestirilebilir.35.36

Kesitler yaklasik 4 um kalinliginda kesilmeli ve pozitif yikli slaytlara yerlestiriimelidir.
Kesilmis doku kesitlerinin antijenisitesi zaman gegtikge azalacagi igin, slaytiar hemen
boyanmalidir. Bununla beraber, 8 haftaya kadar sireyle 5 + 3 °C veya 30 + 5 °C'de
saklanan boyanmamig CRC doku slaytlari, ayni bloktan hazirlanan ve 1. glinde VENTANA
anti-BRAF V600E (VE1) antikoru ile boyanan doku numunelerine kiyasla benzer
VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) antikor boyama yogunlugu sergilemistir. Daha fazla
bilgi igin, Roche temsilcinizden "Recommended Slide Storage and Handling" belgesinin bir
kopyasini isteyin.

UYARILAR VE ONLEMLER

1. invitro diagnostik (IVD) kullanima yoneliktir.
. Sadece profesyonel kullanim igindir.

3. DIKKAT: Amerika Birlesik Devletlerinde, Federal yasa bu cihazin satigini bir
doktora veya doktor siparisiyle yapilacak sekilde sinilamaktadir. (Rx Only)

4. Belirtilen test sayisinin tizerinde kullanmayn.

5. ProClin 300 ¢ozeltisi, bu reaktifte koruyucu olarak kullanilmistir. Tahris edici olarak

siniflandinimistir ve deriyle temas ettiginde hassasiyete yol acabilir. Kullanirken

uygun dnlemleri alin. Reaktiflerin gdz, deri ve mukoz membranlarla temas etmesini

onleyin. Koruyucu giysi ve eldiven kullanin.

Pozitif yiikli slaytlar, uygun olmayan boyamaya yol acan gevresel streslere yatkin

olabilir. Bu tir slaytlarin kullanimi hakkinda daha fazla bilgi almak igin Roche

temsilcinize danigin.

7. Insan veya hayvan kaynakli materyaller, biyotehlikeli materyaller olduklari
varsayilarak kullaniimali ve uygun 6nlemler alinarak atiimalidir. Maruz kalma
durumunda, sorumlu otoritelerin saglik direktifleri izlenmelidir.37.38
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8.  Reaktiflerin g6z ve mukoz membranlarla temas etmesini 6nleyin. Reaktifler hassas
bélgelerle temas ederse bu bdlgeleri bol suyla yikayin.

9. Yanlis sonuglar alinmasina neden olabilecegi igin reaktiflerin mikrobiyal
kontaminasyona maruz kalmasini 6nleyin.

10.  Bu cihazin kullanimi hakkinda daha fazla bilgi icin BenchMark IHC/ISH cihazi
Kullanicr Kilavuzuna ve tiim gerekli bilesenlerin navifyportal.roche.com adresinde
bulunan kullanim talimatlarina bakin.

11. Onerilen imha ydntemleri hakkinda bilgi almak igin yerel ve/veya resmi kurumlara
danigin.

12. Uriin giivenligi etiketi, dncelikli olarak EU GHS yénergelerini izler. Givenlik bilgi
formu profesyonel kullanict igin talep tizerine temin edilir.

13.  Bucihazla ilgili stiphelenilen ciddi olaylari raporlamak icin yerel Roche temsilcisi ve
kullanicinin bulundugu Uye Devlet veya Ulkenin yetkili makamiyla iletisime gegin.

Bu Uriin, Diizenleme (EC) No. 1272/2008 uyarinca asagidaki sekilde siniflandirilan

bilesenler icermektedir:

Tablo 1. Tehlike bilgileri.

Tehlike Kod Beyan

Uyan H317 Alerjik deri reaksiyonuna yol acabilir.
P261 Sis veya buhari solumaktan kaginin.
P72 Kirlenmis kiyafetlerin is yeri disina gikariimasina izin

vermeyin.

P280 Koruyucu eldiven takin.
P333 + Deride tahris veya kizariklik meydana gelirse tibbi
P313 tavsiye/yardim alin.
P362 + Kirlenmis giysilerinizi ¢ikarin ve yeniden kullanmadan
P364 6nce yikayin.
P501 ierigilkabi uygun bir atik imha tesisine atin.

Bu Uriin CAS No. 55965-84-9 icerir, reaksiyon kiitlesi: 5-kloro-2-metil-2H-izotiyazol-3-on
ve 2-metil-2H-izotiyazol-3-on (3:1).

BOYAMA PROSEDURU

VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) antikoru BenchMark IHC/ISH cihazlari izerinde
OptiView DAB IHC Detection Kit ve yardimei reaktifler ile kullanim igin geligtirilmistir.
Onerilen boyama protokolii igin bkz. Tablo 2.

Antijen aliminda degisen stre ve sicakliklarin tayin saglamhigi tizerindeki etkisi
bilinmemektedir. Dolayisiyla, boyama ile ilgili olarak listelenen protokolde antijen alimi igin
tavsiye edilen kosullardan sapmanin etkisi bilinmemektedir ve beklenen sonuglari gegersiz
kilabilir. Uygun kontroller kullaniimali ve belgelenmelidir. Listelenen protokolden sapan
kullanicilar, hasta sonuglarinin yorumlanmasina iliskin sorumlulugu kabul etmelidir.
Otomatik prosedrlere iliskin parametreler, cihazin Kullanici Kilavuzundaki prosediire gére
goriintiilenebilir, yazdirlabilir ve diizenlenebilir. immiinohistokimyasal boyama
prosedurleriyle ilgili ayrintili bilgi igin OptiView DAB IHC Detection Kit yéntem tablosuna
bakin.

Bu cihazin uygun kullanimina iligkin ayrintilar igin P/N 760-5095 ile iliskili olan i hat
dagitici yontem tablosuna bakin.

Tablo 2. BenchMark IHC/ISH cihazlarinda OptiView DAB IHC Detection Kit ile VENTANA
anti-BRAF V600E (VE1) antikoru igin 6nerilen boyama protokol.

Yontem
Prosediir Tipi ULTRA veya
GX XT ULTRA PLUS
Deparafinizasyon Segili Segili Segili
Hiicre Iyilestirme ULTRA CC1
(Antijen Ortaya s s 64 dakika,
Cikarma) 100 °C
On Primer Peroksidaz . . .
inhibitorii Segili Segili Segili
2023-08-16
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Yontem
Prosediir Tipi ULTRA veya
X XT ULTRA PLUS
. . 28 dakika, 16 dakika, 16 dakika,
Antikor (Primer) 37°C 37 °C 36 °C
OptiView HQ Linker 8 dakika (varsayilan)
OptiView HRP Multimer 8 dakika (varsayilan)
Kargit Boya Hematoxylin Il, 4 dakika
Karsit Boyama Sonrasi Bluing, 4 dakika

Listelenen protokolde &zellikle de antijen alimi igin tavsiye edilen kosullardan sapma
beklenen sonuglari gegersiz kilabilir. Genel laboratuvar cihazlari ve cevresel kosullarin
yani sira doku fiksasyonu ve islemesindeki degiskenlikler nedeniyle bagimsiz numunelere
ve okuyucu tercihlerine bagl olarak, primer antikor inkiibasyonunun artiriimasi veya
azaltimasi gerekebilir. Fiksasyon degiskenleri hakkinda daha fazla bilgi igin bkz.
"Immunohistochemistry: Principles and Advances."36

KALITE KONTROL PROSEDURLERI
Negatif Reaktif Kontrolu

VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) antikoruyla boyamaya ek olarak, ikinci bir slayt bir fare
monoklonal negatif reaktifi olan Negative Control (Monoclonal) ile boyanmalidir. Negatif
reaktif kontrolli nonspesifik boyamanin degerlendiriimesi icin kullanilir. Negatif reaktif
kontrol antikoruna yonelik boyama parametreleri, primer antikor boyama parametreleriyle
ayni olmalidir.

Pozitif Doku Kontroll

Gergeklestirilen her boyama prosedri icin bir pozitif doku kontrolii galistiriimalidir. En
uygun laboratuvar uygulamasi, hasta dokusuyla ayni slayt (izerinde bir pozitif kontrol kesiti
dahil etmektir. Bu, slayta reaktif uygulamadaki hatalari belirlemeye yardimci olur. Pozitif
boyamasi zayif doku, kalite kontrol agisindan en uygun olandir. Pozitif boyama doku
bilesenleri antikorun uygulandigini ve cihazin uygun sekilde islev gdsterdigini teyit etmek
i¢in kullanilir. Kontrol dokusu, hem pozitif hem de negatif boyama elementleri icerebilir ve
hem pozitif hem de negatif kontrol dokusu gorevi gérebilir. Kontrol dokulari, test kesitleriyle
ayni sekilde mimkin olan en kisa stirede hazirlanmis veya sabitienmis taze otopsi,
biyopsi numunesi veya cerrahi numune olmalidir. Bu gibi dokular, doku hazirigindan
boyamaya kadar prosediriin tim adimlarini izleyebilir. Test numunesinden farkli sekilde
sabitlenmis veya islenmis bir doku kesitinin kullaniimasi, tiim reaktifler ve fiksasyon ile
doku isleme harig yontem adimlari igin kontrol saglar.

Bilinen pozitif doku kontrolleri, hasta érneklerinin spesifik teshisinin belirlenmesinde bir
yardimel olarak degil, yalnizca islenen dokularin ve test reaktiflerinin dogru performansini
izlemek igin kullaniimalidir. Pozitif doku kontrolleri pozitif boyama ortaya koyamazsa test
numuneleri sonuglari gegersiz saylimalidir.

Uygun bir pozitif doku kontroli, VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) antikoru igin pozitif
olan, 6n yeterlilige sahip bir CRC vakasi olur. Pozitif doku kontrolii, arka planin izerindeki
canli timor hiicrelerinde herhangi bir yogunlukta sitoplazmik boyama sergilemelidir.
Negatif Doku Kontroli

Bir negatif doku kontrolt, VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) antikoru igin negatif olan, 6n
yeterlilige sahip bir CRC vakasi olur. Negatif doku kontrolii, hasta érneklerinin spesifik
teshisinin formilasyonunda bir yardimei olarak degil, yalnizca islenen dokularin, test
reaktiflerinin ve cihazlarin performansini izlemek igin kullaniimalidir.

Tayin Dogrulamasi

Diagnostik bir prosedrde bir antikor veya boyama sisteminin ilk kullanimindan énce,
antikorun spesifitesi BRAF V600E mutasyonu igin pozitif ve negatif dokulari temsil eden,
bilinen IHC performansi dzelliklerine sahip bir dizi doku Gizerinde testler yoluyla
dogrulanmalidir. Uriin prospektiistiniin bu béliimiinde énceden ana hatlariyla agiklanan
Kalite Kontrol Proseddrlerine ve College of American Pathologists Laboratory
Accreditation Program, Anatomic Pathology Checklist39 veya CLSI Approved Guideline.40
Kalite Kontrol belgelerine bakin.

BOYAMA YORUMLARI/ BEKLENEN SONUCLAR

VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) antikoru icin selliler boyama modeli timor
hiicrelerinde sitoplazmiktir. VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) antikoru ile boyanan CRC
numunelerine, egitimli bir patolog tarafindan tlimérde spesifik sitoplazmik boyama
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varliginin veya yoklugunun degerlendiriimesine dayali olarak bir Klinik Durum atanur.
Pozitif bir Klinik Durum, arka planin tizerindeki canli timér hiicrelerinde acik bir sekilde
herhangi bir yogunlukta sitoplazmik boyama barindiran vakalara atanir. Negatif bir Klinik
Durum, canli timér hiicrelerinde boyama barindirmayan veya agik olmayan bir sekilde
sitoplazmik boyama barindiran vakalara atanir. Nikleer boyama, izole canli timér
hiicrelerinde zayif ile gu¢lii arasi boyama ve/veya kiiglik timér gruplari negatif kabul
edilmelidir.

OZEL KISITLAMALAR

Boyama ile ilgili olarak listelenmis protokolden sapma bilinmemektedir ve beklenen
sonuglari gegersiz kilabilir. Asidik tamponlar yorumlanmasi zor olan, optimum alt boyama
ile sonuglanabilecegi igin kullanicilarin antijen aliminda bu tamponlari kullanmamasi
tavsiye edilir.4! Listelenen protokolden sapan kullanicilar, hasta sonuglarinin
yorumlanmasina iliskin sorumlulugu kabul etmelidir.

VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) antikoru ile boyanan vakalar tiim timdr alaninda
boyama varligina veya yokluguna gére Pozitif veya Negatif olarak kategorilendirilir.
Boyama yogunlugunun seviyesi degisebilir ve s6z konusu yogunluk timér genelinde
farklilik gdsterebilir ancak bu, BRAF V60OE Klinik Durumunu etkilememektedir.

Bazi vakalar agagidaki hususlar sebebiyle dzellikle gug olabilir:

e  VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) antikorunun diiz kasta, serebellumun Purkinje
hiicrelerinde, normal kolon epitelyal hiicrelerinde, enterositlerde, testis interstisyel
hiicrelerinde, adrenal bezde, hipofiz bezinde, pankreasin asinar yapilarinda,
bagirsak glandiiler hiicrelerinde ve bazi timér hiicrelerinde zaman zaman zayif
sitoplazmik ve nikleer boyama sergiledigi tespit edilmistir, ancak bu tur vakalar
BRAF VB00E igin pozitif kabul edilmemelidir.42 Ek olarak bu antikor, hipofiz
bezindeki néroendokrin hiicrelerinde orta seviye boyama gdstermistir. Ayrica s6z
konusu antikor, akcigerde siliay1 da boyamaktadir.

. Non-spesifik arka plan: Bazi numuneler tam olarak anlagilamayan nedenlerle non-
spesifik arka plan boyamasi sergileyebilir. Dolayisiyla VENTANA anti-BRAF V600E
(VE1) antikoru ile boyali bir slaytin degerlendirmesine, non-spesifik arka plan
boyamasinin seviyesini belileme amaciyla ilgili slaytin negatif reaktif kontrolii ile -
boyali slayt ile kargilagtiriimasi da dahil edilmelidir. Bazen timar hiicrelerinde
niikleer boyama gézlemlenmektedir, ancak bunun anlamliligr anlagiimamistir.

. Doku veya Boyama Artefakti: Omek islemesinden ve mikrotomi islemlerinden
kaynaklanan histolojik artefaktlar da VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) antikoru
Klinik Durumunun belirlenmesini karmasiklastirabilir. Bu artefaktlar; fiksasyon
gradyanlari ve kenar etkileri, DAB hapsolmasi, niikleer kabarciklanma, dokunun
bazi bélgelerinde boyama olmayisi, dokunun yirtilmasi veya katlanmasi ve doku
kesitinin kaybini igerir ancak bunlarla sinirli degildir. Bazi durumlarda, yeni kesitlerin
tekrar boyanmasi veya yeni bir numune ediniimesi gerekebilir.

Tim tayinler her cihaz lizerinde kayitl olmayabilir. Daha fazla bilgi igin litfen yerel Roche

temsilcinizle iletisime gegin.

PERFORMANS OZELLIKLERI

ANALITIK PERFORMANS

Hassasiyet, spesifite ve kesinlikle ilgili boyama testleri yriitiilmistiir ve sonuglari agsagida
listelenmistir.

Hassasiyet ve Spesifite

Ozel Kisitlamalar bolimiinde belirtilenler harig olmak {izere, VENTANA anti-BRAF V600E

(VE1) antikoru ile normal ve neoplastik dokular iizerinde beklenmedik boyama
gozlemlenmemistir.

Tablo 3. VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) antikorunun Hassasiyeti/Spesifitesi, FFPE
normal dokularin test edilmesiyle belirlenmistir.

Pozitifitoplam Pozitifitoplam
Doku vaka sayisi Doku vaka sayisi
Lenf diigiima 0/3 Dilltiikiiriik bezi 013
Hipofiz bezi ** 313 Bobrek 0/3
Testis * 213 Prostat 013
Tiroit 013 Mesane 0/3
Meme 013 Paratiroit bezi 013
Dalak 0/3 Endometriyum 0/3
Bademcik 073 Rahim boynu 073
Timiis 0/3 iskelet kasi 013
Kemik iligi 0/3 Deri 0/3
Akciger 073 Sinir 0/5
Kalp 0/3 Mezotelyum 0/3

* Serebellumun Purkinje hiicrelerinde, diiz kasta ve normal kolon epitelyal
hicrelerinde, badirsak glandiler hiicrelerinde, pankreasin asinar yapilarinda ve testis
interstisyel hiicrelerinde zayf sitoplazmik ve niikleer boyama.

** Hipofiz bezindeki ndroendokrin hiicrelerinde orta seviye boyama gézlemlenmistir.
Tim dokular igin, pozitifinegatif boyama dokuya 6zgii unsurlara yonelik olarak

belirlenmistir ve bu tir vakalar BRAF V600E Klinik Durumu igin pozitif kabul
edimemelidir.16

Tablo 4. VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) antikorunun Hassasiyeti/Spesifitesi, gesitli
FFPE neoplastik dokularin test ediimesiyle belirlenmistir.

Pozitifitoplam Pozitifitoplam
Doku vaka sayisi Doku vaka sayisi
Serebrum 013 Ozofagus 013
Serebellum * 13 Mide 0/3
Adrenal bez 013 ince bagirsak * 2/4
Yumurtalik 013 Kolon * 5/12
Pankreas * 213 Karaciger 0/3
2023-08-16
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Pozitif/toplam

Patoloji vaka sayisi
Gliyoblastom (Serebrum) 01
Menenjiyom (Serebrum) 0/1
Ependimom (Serebrum) 01
Oligodendrogliyom (Serebrum) 01
Serdz adenokarsinom (Yumurtalik) 0/1
Adenokarsinom (Yumurtalik) 0N
Noroendokrin neoplazma (Pankreas) 0/1
Seminom (Testis) 012
Mediiller karsinom (Tiroit) 0/1
Papiller karsinom (Tiroit) 21/28

in situ duktal karsinom (Meme) 01
Mikroinvaziv duktal karsinom (Meme) 01
invaziv duktal karsinom (Meme) 3131

B hiicreli lenfoma; NOS (Dalak) 01
Kigik hicreli karsinom (Akciger) 07
Skuamdz hiicreli karsinom (Akciger) 0/90
Adenokarsinom (Akciger) 1173
Néroendokrin karsinom (Ozofagus) 01
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AT
Pozitifltoplam Giinler Arasi Ara Kesinlik de 10 CRC numunesi (BRAF V600E Klinik Durumu igin 5 Pozitif
Patoloji vaka sayisi ve 5 Negatif) kuIIamIargk degerlendirilmistir. CRQ numunglerinin her birinden kopya
- slaytlar, VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) antikoru ile bir BenchMark ULTRA cihazi

Adenokarsinom (Ozofagus) 01 lizerinde, 5 ardil olmayan guiniin her birinde boyanmistir. Ek olarak her vakadan tek bir

. - slayt negatif reaktif kontroll ile boyanmigtir. Her bir VENTANA anti-BRAF VG00E (VE1)
Tagh ylizik hicreli karsinom (Mide) 0/t antikoru boyali slayt, ayni vakadan bir negatif reaktif kontrolii boyali slayt ile eslestirimistir.
Adenokarsinom (ince bagrsak) 0N Tim slayt setleri randomize hale getirilmis ve ardindan vaka teshisine kérlenmis tek bir

9 patolog tarafindan Pozitif veya Negatif olarak degerlendirilmistir.

Stromal sarkom (ince bagirsak) 7 Negatif reaktif kontrolti ile boyanan slaytlarin higbiri spesifik boyama géstermemis ve arka

- plan boyamasi < 0.5 olmustur. Mimkun olan tim eslesmelere ait havuzlanmis verilerin
Adenokarsinom (Kolon) 641234 kullanimiyla, hem Islem igi Tekrarlanabilirlik, hem de Giinler Arasi Ara Kesinlik calismalari

. . . %100 pozitif uyum ytizdesi (PPA), %100 negatif uyum ytizdesi (NPA) ve %100 genel
Gastrointesfinal stromal timar (GIST) (Kolon) ot uyum ytizdesi (OPA) sergilemistir. Sonuglarin 6zeti Tablo 5'de verilmigtir.
Adenokarsinom (Rektum) 0N Tablo 5. BenchMark ULTRA cihazi VI_ENTANA anti-BRAF V600E (VE1) antikorunun Klinik
Duruma (Pozitif/Negatif) gore 6igilen Islem Igi Tekrarlanabilirligi ve Giinler Arasi Ara
GIST (Rektum) 0/ Kesinlig.
01
Melanom (Rektum) Tekrar Edilebilirlik/|  Klinik Uyum
Hepatoseliller karsinom (Karaciger) on Kesinlik Durum —
Tipi n/N % %95 CI
g 01 "
Hepatoblastom (Karaciger) Pozitf PPA 25/25 100.0  |(86.7, 100.0)
Berrak hicreli karsinom (Bébrek) 01 islem Ii .

: - Tekraranabilirik Negatif NPA 25/25 100.0  [(86.7,100.0)
Adenokarsinom (Prostat) Toplam OPA 50/50 1000 (92,9, 100.0)
Adenokarsinom (Rahim) o Poxzitif PPA 50/50 100.0  |(92.9, 100.0)
Berrak hiicreli karsinom (Rahim) 01 Ginler Arasi Negatif NPA 50/50 100.0  (92.9, 100.0)

Ara Kesinlik . S
Skuamdz hiicreli karsinom (Rahim boynu) 012 Toplam OPA 100/100 100.0  |(96.3, 100.0)
Embriyonal rabdomiyosarkom (Cizgili kas) o Not: %95 Cl degerleri Wilson Puan yéntemi kullanilarak hesaplanmistir.
Melanom 10/24
Bazal hiicreli karsi Deri 0 Cihazlar Arasi Ara Kesinlik
azal hicreli karsinom (Deri) VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) antikorunun BenchMark ULTRA Cihazi Cihazlar Arasi
Skuaméz hiicreli karsinom (Deri) 0/1 Ara Kesinligi, 10 CRC numunesinin (BRAF V600E Klinik Durumu igin 5 Pozitif ve 5
Negatif) kopya slaytlarinin 3 BenchMark ULTRA cihazi iizerinde VENTANA anti-BRAF
Néroblastom (Retroperiton) 0/ VB00E (VE1) antikoru ile, OptiView DAB IHC Detection Kit kullanilarak boyanmasi
- lizerinden belirlenmistir. Ek olarak her vakadan tek bir slayt bir negatif reaktif kontrolii ile
Mezotelyom (Periton) 01 boyanmistrr.
i§ hiicreli rabdomiyosarkom (Periton) 01 Her bir VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) antikoru boyali slayt, ayni vakadan bir negatif
reaktif kontrolli boyali slayt ile eslestirilmistir. Tlim slayt setleri randomize hale getirilmis ve
B hiicreli lenfoma; NOS (Lenf diigiima) 012 ardindan vaka teshisine kérlenmis tek bir patolog tarafindan Klinik Duruma
- — (PozitifiNegatif) yonelik olarak degerlendirilmistir. Negatif reaktif kontrol ile boyanan
Hodgkin lenfoma (Lenf diguma) 11 slaytlarin higbiri spesifik boyama gdstermemis ve arka plan boyamasi < 0.5 olmustur.
Urotelyal karsinom (Mesane) 0/1 BenchMark ULTRA Cihazi Ciha;l;r Arasi Ara Kggipligine yonelik olarak, cihazlar arasinda
her bir numune icin slaytlarin Klinik Durumunun ikili kargilastirmalari yapilmis ve %100
Leyomiyosarkom (Mesane) 01 PPA, NPA ve OPA sergilemistir. Sonuglarin 6zeti Tablo 6 iginde gortilebilir.
- o Tablo 6. VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) antikorunun Klinik Duruma (Pozitif/Negatif)
Osteosarkom (Kemik) gore dlciilen BenchMark ULTRA Cihazi Cihazlar Arasi Ara Kesinlig.
Leyomiyosarkom (Diiz kas) 01
Uyum
Kesinlik Klinik Durum
Kesinlik Tipi n/N % %95 Cl
BenchMark ULTRA Cihazi Uzerinde Performans Ozellikleri Pozitif PPA 30/30 100.0  |(88.6, 100.0)
islem igi Tekrarlanabilirlik ve Giinler Arasi Ara Kesinlik Cihazll(ar Arﬁlfl Ara Negaif NPA 30130 1000  |(88.6,100.0)
VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) antikorunun tekrar edilebilirligi ve kesinligi BenchMark esini
ULTRA cihazi iizerinde OptiView DAB IHC Detection Kit ile degerlendirilmigtir. Toplam OPA 60/60 100.0  [(94.0,100.0)

islem ici Tekrarlanabilirlik, 10 CRC numunesi (BRAF V600E Klinik Durumu igin 5 Pozitif ve
5 Negatif) kullanilarak degerlendirilmistir. CRC numunelerinin her birinden bes kopya
slayt, VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) antikoru ile tek bir BenchMark ULTRA cihaz
lizerinde, tek bir glin iginde boyanmistir. Her bir VENTANA anti-BRAF V600E (VE1)
antikoru boyali slayt, ayni vakadan bir negatif reaktif kontrolii boyali slayt ile eslestirilmistir.
Tim slayt setleri randomize hale getirilmis ve ardindan vaka teshisine korlenmis tek bir
patolog tarafindan Pozitif veya Negatif olarak degerlendirilmistir.
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Not: %95 Cl degerleri Wilson Puan yontemi kullanilarak hesaplanmistir.

Ek olarak, VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) antikorunun Cihazlar Arasi Ara Kesinligi, 6
numunenin (BRAF V600E Klinik Durumu igin 2 CRC negatif ve 2 CRC ve 2 Tiroit kanseri
pozitif) kopya slaytlarinin 3 BenchMark XT ve 3 BenchMark GX cihazi tizerinde OptiView
DAB IHC Detection Kit kullanilarak VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) antikoru ile
boyanmasi tizerinden belirlenmistir.
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3 cihaz bir arada havuzlandiginda vaka basina 15 gézlem olmustur; her bir vaka icin
medyan deger bu 15 gdzlemden belirlenmistir. Ayni vakanin ayri gbzlemleri, 0.5 sinyal
yogunlugu dahilinde olmalari durumunda ortalama vaka sinyal yogunlugu ile uyumlu kabul
edilmistir. BenchMark XT ve BenchMark GX cihazi Cihazlar Arasi Ara Kesinligine yonelik
olarak, her bir numune igin slaytlarin boyama yogunlugu puanlarinin ikili karsilagtirmalari
yapiimis ve 3 BenchMark XT cihazi arasinda %98.9 OPA, 3 BenchMark GX cihazi
arasinda ise %100 OPA sergilemistir. Bir negatif reaktif kontroli ile boyanan slaytlarin
hicbiri spesifik boyama gdstermemis ve arka plan boyamasi hem BenchMark XT hem de
BenchMark GX cihazlari tizerinde < 0.5 olmustur.

BenchMark IHC/ISH Cihazi Uyumu

BenchMark IHC/ISH cihazlarinda VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) antikoru icin uyum,
CRC numunelerinin, tiroit kanseri ve melanom numunelerinin VENTANA anti-BRAF
VG00E (VE1) antikoru ile, OptiView DAB IHC Detection Kit kullanilarak boyanmasi
uzerinden belirlenmistir. Tim slaytlar Klinik Durum (Pozitif/Negatif) igin tek bir patolog
tarafindan degerlendirilmistir.

BenchMark GX ila BenchMark ULTRA cihazlari ve BenchMark XT ila BenchMark ULTRA
cihazlari arasinda toplam 228 numune (177 CRC, 27 tiroit kanseri ve 24 melanom) igin
Klinik Durumun ikili karsilastirmalari yapilmistir. BenchMark GX ila BenchMark ULTRA
cihazlar %98.0 ortalama pozitif uyum (APA), %99.0 ortalama negatif uyum (ANA) ve
%98.7 OPA sergilemistir. BenchMark XT ila BenchMark ULTRA cihazlari %96.6 APA,
%98.4 ANA ve %97.8 OPA sergilemistir. BenchMark GX ila BenchMark XT cihazlari igin,
platformlar arasinda toplam 230 numunenin (179 CRC, 27 tiroit kanseri ve 24 melanom)
ikili kargilastirmalari yapilmistir. BenchMark GX ila BenchMark XT cihazlari %98.7 APA,
%99.4 ANA ve %99.1 OPA sergilemistir.

Okuyucu Kesinligi Galigmalari

Okuyucu Igi ve Okuyucular Aras! kesinlik, bir BenchMark ULTRA cihazi iizerinde OptiView
DAB IHC Detection Kit kullanilarak VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) antikoru ile
boyanmis 20 CRC numunesi (BRAF VB600E mutasyonu icin pozitif olan 10 vaka ve BRAF
VB00E mutasyonu igin negatif olan 10 vaka) istiinde degerlendirilmistir. Her bir VENTANA
anti-BRAF V600E (VE1) antikoru boyali slayt, bir H&E ve ayni vakadan bir negatif reaktif
kontrolii boyali slayt ile eslestirilmistir.

Tim slayt setleri randomize hale getirilmis ve 3 patolog tarafindan Pozitif veya Negatif
BRAF V600E Kilinik Durumu igin degerlendirilmistir. Patologlar vaka teghisine kérlenmistir.
ki haftalik bir arinma siiresinin ardindan, VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) antikoru
boyali slaytlar 3 patologun her biri tarafindan BRAF V600E Klinik Durumunun ikinci bir
degerlendirmesi igin tekrar randomize edilmistir. Negatif reaktif kontrolii ile boyanan
slaytlarin higbiri spesifik boyama gdstermemis ve arka plan boyamasi < 0.5 olmustur.
Okuyucu Igi kesinlik, tek bir patologdan ilk ve son slayt degerlendirmelerini karsilastirarak
patolog basina 20 CRC slayt karsilastirmasi sunmustur. 3 patologdan karsilastirmalar
havuzlanmig ve Okuyucu gi kesinlik igin %100 APA, %100 ANA ve %100 OPA
sergilemistir. Sonuglarin 6zeti Tablo 7 iginde gortilebilir.

Okuyucular Arasi kesinlik, tim slayt degerlendirmelerini (20 CRC x 2 degerlendirme/vaka
x 3 patolog = 120 slayt degerlendirmesi) her bir CRC vakasi i¢in bir modal vaka durumuyla
karsilagtirmistir. Sonuglar, Okuyucular Arasi kesinlik iin %100 PPA, NPA ve OPA
sergilemektedir. Sonuglarin 6zeti Tablo 7 iginde goriilebilir.

Tablo 7. VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) antikorunun CRC Vakalarinda BRAF V600E
Klinik Durumuna (Pozitif/Negatif) gore lgiilen Okuyucu igi ve Okuyucular Arasi Kesinligi.

Kesinlik | Kiinik Durum Uyum
Tipi niN % %95 Cl

Pozitif APA 60/60 100.0  ](93.9, 100.0)

Okuyucu lgi Negatif ANA 60/60 100.0  [(93.9, 100.0)
Toplam OPA 60/60 100.0  |(94.0, 100.0)

Pozitif PPA 60/60 100.0  |(94.0, 100.0)

Okuyucular Arasi|  Negatif NPA 60/60 100.0  |(94.0,100.0)
Toplam OPA 120/120 100.0  |(96.9, 100.0)

Not: Okuyucu Igi igin, APA ve ANA %95 Cl degerleri Clopper-Pearson esasli yontem
kullanilarak, OPA %95 ClI degeri ise yiizdelik bootstrap yontemi kullanilarak
hesaplanmistir. Okuyucular Arasi igin, %95 Cl degerleri Wilson Puan yontemi
kullanilarak hesaplanmistir.
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Lotlar Arasi Kesinlik

VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) antikorunun Lotlar Arasi Kesinligi, VENTANA anti-
BRAF V600E (VE1) antikorunun 3 Uretim lotunun 10 CRC vakasinin (BRAF V600E
mutasyonu icin 5 Pozitif ve 5 Negatif) Glii slaytlari Gzerinde, bir BenchMark ULTRA
cihazinda OptiView DAB IHC Detection Kit kullanilarak test edilmesi (izerinden
belirlenmigtir.

Her bir VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) antikoru boyali slayt, ayni vakadan bir negatif
reaktif kontrolli boyali slayt ile eslestirilmistir. Tlim slayt setleri randomize hale getirilmis ve
vaka teshisi ile VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) antikor lot numarasina kdrlenmis tek
bir patolog tarafindan degerlendirilmistir. Negatif reaktif kontrolu ile boyanan slaytlarin
hicbiri spesifik boyama gdstermemis ve arka plan boyamasi < 0.5 olmustur.

VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) antikoru Lotlar Arasi Kesinligi iin, her bir slayt
degerlendirimesinde elde edilen BRAF V600E Klinik Durumu s6z konusu vakaya ydnelik
bir modal vaka durumuyla karsilastiriimistir. VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) antikor
lotlart igin OPA, PPA ve NPA %100 olarak VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) antikoru
boyamasinin antikor lotlari arasinda tekrarlanabilir oldugunu géstermistir.

VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) antikoru Lotlar Arasi Kesinli§i igin sonuglarin bir ézeti
Tablo 8 igerisinde gosterilmektedir.

Tablo 8. VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) antikorunun Klinik Duruma (Pozitif/Negatif)
gére 6lcllen Lotlar Arasi Kesinligi.

Uyum
Kesinlik  |Klinik Durum
Tipi n/N % %95 ClI
Pozitif PPA 45/45 100.0 (92.1, 100.0)
Lotlar Arasi Negatif NPA 45/45 100.0 (92.1,100.0)
Toplam OPA 90/90 100.0 (95.9, 100.0)

Not: %95 Cl degerleri Wilson Puan yéntemi kullanilarak hesaplanmistir.

Laboratuvarlar Arasi Tekrarlanabilirlik Caligmasi

Klinik Durumu belirlemek tizere her bir VENTANA MMR IHC Panel tayininin
tekrarlanabilirligini gdstermek icin VENTANA MMR IHC Panel Uriintine y6nelik bir
Laboratuvarlar Arasi Tekrarlanabilirlik Calismasi tamamlanmistir. Calisma, her bir MMR
proteini igin 6 CRC doku numunesini (3 Intakt ve 3 Kayip) ve BRAF V600E igin 16 CRC
doku numunesini (8 Pozitif ve 8 Negatif) kapsamis, bunlar iig harici laboratuvarda 21
gunltk bir stiregte 5 ardil olmayan giiniin her birinde 3 BenchMark ULTRA cihazinda
calistinimistir. Her bir antikor boyali slayt, bir H&E ve ayni vakadan negatif reaktif kontroli
boyali slayt ile eglestirilmistir. Tlim slayt setleri randomize hale getirimis ve galisma setinin
MMR Kilinik Durumuna kdrlenmis olan toplam 6 okuyucu (2 okuyucu/tesis) tarafindan
degerlendirilmistir. Calismadaki 40 vakanin her biri tiim giinlerde, tesislerde ve
okuyucularda 30 gézleme sahip olmustur. Modal vaka referans durumu, her bir vaka igin
30 gdzlemin en sik gézlemlenen durumuna dayali olarak tiretilmistir. Calismaya bes
proteinin tamami igin toplam 1200 gézlem dahil olmustur. Tim degerlendirilebilir vakalara
yonelik olarak, bu galismada morfoloji ve arka plan igin kabul edilebilirlik orani %100
olmustur. Modal vaka referans durumu ile ayri gozlemler arasindaki havuzlanmis (bes
proteinin tamami) uyum istatistiklerinin bir 6zeti Tablo 9 igerisinde mevcuttur.

Tablo 9. VENTANA MMR IHC Panel ile Modal Vaka Referans Durumu Arasindaki Uyum.

Laboratuvarlar Uyum
Arasi Klinik Durum
Tekrarlanabilirlik Tipi nIN % %95 Cl
intakt/Pozitif PPA 598/600 99.8 (98.7,100.0)
Tim Proteinler | Kayip/Negatif | NPA 593/600 98.9 (97.4,99.5)
Toplam OPA 1191/1200 994 (98.6,99.7)

Not: Klinik Durum, MMR proteinine yénelik olarak protein ekspresyonu igin intakt veya
Kayip, BRAF VB0OE proteinine yonelik olarak ise Pozitif veya Negatif olarak
tanimlanir. %95 Cl degerleri bir genellestirilmis lineer karigik model (GLMM) yaklasimi
kullanilarak hesaplanmistir.

Ek olarak, VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) antikoru icin Tesisler Arasi, Glnler Arasi ve
Okuyucular Arasi ikili karsilagtirmalar yapilmistir. BRAF V600E igin bu ¢alisma setine
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toplam 480 gdzlem dahil olmustur. Sonuglarin 6zeti Tablo 10 i¢inde gértilebilir. Veriler 5
giin, 3 tesis ve 6 okuyucu arasinda tayin tekrarlanabilirligini gdstermektedir.

Tablo 10. VENTANA anti-BRAF V60OE (VE1) antikoru iin Klinik Duruma (Pozitif/Negatif)
gore dl¢tilen Laboratuvarlar Arasi Tekrarlanabilirlik Ikili Uyum Oranlari.

Laboratuvarlar Arasi Uyum
Tekrarlanabilirlik
Tipi niN % %95 ClI
APA 960/972 98.8 (97.2,100.0)
Tesisler Arasi ANA 936/948 987 | (97.0,100.0)
(3 tesis)
OPA 948/960 98.8 (97.1,100.0)
APA 320/320 100.0 (98.8, 100.0)
TesisA ANA 320/320 100.0 (98.8, 100.0)
OPA 320/320 100.0 (98.8, 100.0)
. APA 320/320 100.0 (98.8, 100.0)
Glinler Arasi
(5ardl Tesis B ANA 320/320 100.0 (98.8, 100.0)
| ;
clmayan gin) OPA 320/320 100.0 (98.8, 100.0)
APA 320/332 96.4 (92.0, 100.0)
Tesis C ANA 296/308 96.1 (90.4, 100.0)
OPA 308/320 96.3 (91.3,100.0)
APA 2421243 99.6 (98.8, 100.0)
Okuyucular Arasi
(tesis bagina 2 patolog) ANA 2361237 996 (88.7,100.0)
OPA 239/240 99.6 (98.8, 100.0)

Not: %95 Cl degerleri yiizdelik bootstrap yontemi kullanilarak hesaplanmigtir; nokta
tahmininin %100 oldugu durumlarda Wilson Puan yontemi kullaniimigtir.

BenchMark ULTRA PLUS Cihazi Uzerinde Performans Ozellikleri
Giin igi Tekrar Edilebilirlik ve Giinler Arasi Kesinlik

Giin Igi (islem Igi) Tekrar Edilebilirlik, 10 CRC numunesi (BRAF VB00E Klinik Durumu igin
5 Pozitif ve 5 Negatif) kullanilarak degerlendirilmistir. CRC numunelerinin her birinden bes
kopya slayt, VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) antikoru ile tek bir BenchMark ULTRA
PLUS cihazi lizerinde, tek bir gtin iginde boyanmistir. Her bir VENTANA anti-BRAF V600E
(VE1) antikoru boyali slayt, ayni vakadan bir negatif reaktif kontrolii boyali slayt ile
eslestirilmistir. Tiim slayt ciftleri randomize hale getirilmis ve ardindan vaka teshisine
kérlenmis tek bir patolog tarafindan Pozitif veya Negatif olarak degerlendirilmistir.

Giinler Arasi (Glnler Arasi) Ara Kesinlik de 10 CRC numunesi (BRAF V600E Klinik
Durumu icin 5 Pozitif ve 5 Negatif) kullanilarak degerlendirilmistir. CRC numunelerinin her
birinden kopya slaytlar, VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) antikoru ile bir BenchMark
ULTRA PLUS cihazi lizerinde, 5 ardil olmayan gtintin her birinde boyanmistir. Ek olarak
her vakadan tek bir slayt negatif reaktif kontroll ile boyanmigtir. Her bir VENTANA anti-
BRAF V600E (VE1) antikoru boyali slayt, ayni vakadan bir negatif reaktif kontrolii boyali
slayt ile eslestiriimistir. TUm slayt ciftleri randomize hale getirilmis ve ardindan vaka
teshisine kérlenmis tek bir patolog tarafindan Pozitif veya Negatif olarak
degerlendirilmistir.

Negatif reaktif kontrolli ile boyanan slaytlarin higbiri spesifik boyama gostermemis ve arka
plan boyamasi < 0.5 olmustur. Mimkiin olan tim eslesmelere ait havuzlanmis verilerin
kullanimiyla, hem Giin igi Tekrar Edilebilirlik hem de Giinler Arasi Kesinlik galismalari
%100 pozitif uyum yiizdesi (PPA), %100 negatif uyum yiizdesi (NPA) ve %100 genel
uyum ytizdesi (OPA) sergilemistir. Verilerin 6zeti Tablo 11 igerisinde gosterilmektedir.
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Tablo 11. BenchMark ULTRA PLUS Cihazi VENTANA anti-BRAF V60OE (VE1)
antikorunun Klinik Duruma (Pozitif/Negatif) gére Olglilen Giin Igi Tekrar Edilebilirligi ve
Giinler Arasi Kesinligi

Tekra;f;:;i“ir“kl Kiinik Durum Uyum
Tipi n/N % %95 Cl

Pozitif PPA 25/25 100.0 |(86.7,100.0)
Giin Igi Tekrar Edilebilirlik Negatif NPA 25/25 100.0 |(86.7,100.0)
Toplam OPA | 50/50 | 100.0 [(92.9,100.0)
Pozitif PPA | 50/50 | 100.0 |(92.9,100.0)
Glinler Arasi Kesinlik Negatif NPA | 48/48 | 100.0 |(92.6,100.0)
Toplam OPA | 98/98 | 100.0 [(96.2,100.0)

Not: %95 Cl degerleri Puan (Wilson) yontemi kullanilarak hesaplanmistir.

BenchMark ULTRA PLUS Cihazlar Arasi Kesinlik

VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) antikorunun BenchMark ULTRA PLUS Cihazlar Arasi
Ara Kesinligi, 10 CRC numunesinin (BRAF V600E Klinik Durumu igin 5 Pozitif ve 5
Negatif) kopya slaytlarinin 3 BenchMark ULTRA PLUS cihazi (izerinde VENTANA anti-
BRAF V600E (VE1) antikoru ile, OptiView DAB IHC Detection Kit kullanilarak boyanmasi
tzerinden belirlenmistir. Ek olarak her vakadan tek bir slayt bir negatif reakif kontrolii ile
boyanmistir.

Her bir VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) antikoru boyali slayt, ayni vakadan bir negatif
reaktif kontrolli boyali slayt ile eslestirilmistir. Tiim slayt ciftleri randomize hale getirilmis ve
ardindan vaka teshisine kérlenmis tek bir patolog tarafindan Klinik Duruma
(PozitifNegatif) yonelik olarak degerlendirilmistir. Negatif reaktif kontrol ile boyanan
slaytlarin higbiri spesifik boyama gdstermemis ve arka plan boyamasi < 0.5 olmustur.
BenchMark ULTRA PLUS Cihazlar Arasi Kesinli§ine yonelik olarak, cihazlar arasinda her
bir numune igin slaytlarin Klinik Durumunun ikili kargilastirmalari yapilmis ve %100 PPA,
NPA ve OPA sergilemistir. Sonuglarin 6zeti Tablo 12'de verilmistir.

Tablo 12. VENTANA anti-BRAF VG00E (VE1) antikorunun Klinik Duruma (Pozitif/Negatif)
gore Olgllen BenchMark ULTRA PLUS Cihazlar Arasi Kesinligi

Uyum
Kesinlik Klinik Durum
Tipi n/N % %95 Cl
Pozitif PPA 30/30 100.0 |(88.6,100.0)
Cihazlar Arasi Negatif NPA 30/30 100.0 |(88.6,100.0)
Toplam OPA 60/60 100.0  [(94.0,100.0)

Not: %95 Cl degerleri Puan (Wilson) yontemi kullanilarak hesaplanmistir.

BenchMark ULTRA PLUS ve BenchMark ULTRA igin Platformlar
Arasi Uyum

VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) antikoru boyama performansini BenchMark ULTRA
PLUS cihazinda ve BenchMark ULTRA cihazinda OptiView DAB IHC Detection Kit
kullanarak karsilastirmak igin bir ¢alisma gerceklestirilmistir. Yiiz yirmi (120) kolorektal
karsinom vakasi (BRAF V600E icin 14 pozitif, BRAF V600E icin 13 negatif, durumu
bilinmeyen 93 MMR) boyanmistir ve boyanan slaytlar teshis durumunu belirleyen bir
patolog tarafindan degerlendirilmistir. Genel uyum ylizdesi %98.3 olmugtur. VENTANA
anti-BRAF V600E (VE1) antikoruyla boyanan tlim dokular, kabul edilebilir oranda
morfolojiye ve arka plan boyamasina sahiptir. Verilerin ézeti Tablo 13 igerisinde
gosterilmektedir.
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Tablo 13. VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) antikorunun Klinik Duruma (Pozitif/Negatif)
gore Olglilen BenchMark ULTRA cihazina kiyasla BenchMark ULTRA PLUS cihazi
Uizerindeki uyumu

Platformlar Uyum
Arasi
Uyum Tipi n/N % %95 Cl
ULTRA ila PPA 34/35 97.1 (85.5,99.5)
ULTRA PLUS
NPA 84/85 98.8 (93.6,99.8)
OPA 118/120 98.3 (94.1,99.5)

Not: %95 Cl degerleri Puan (Wilson) yontemi kullanilarak hesaplanmistir.

Dogruluk Galigmasi: VENTANA MMR IHC Panel Sonuglarinin
Molekiler Testlerle (DNA sekanslama ve MLH1 promotor
hipermetilasyonu) Yontem Acisindan Karsilastinimasi

VENTANA MMR IHC Panel performansinin (i) MMR eksikligi olan (dMMR) ve (i) BRAF
V600E mutasyonunu igeren CRC'lerin tespiti icin kapsamli bir DNA sekanslama kolon
paneli dahil olmak tizere molekiler testlerle karsilastiriimasi igin bir ¢alisma ydritiimustir.
DNA sekanslama kolon paneline MMR genlerinde (MLH1, PMS2, MSH2, MSH6, EPCAM),
BRAF igerisinde ve karsinogenez agisindan énemli olan diger genlerde bulunan (6.
PIK3CA, KRAS, NRAS, ERBB2 vb.) degiskenlerin genomik analizi de dahil olmustur.
Sekanslamaya tlim eksonlarin, intronik sekanslarin ve yan sekanslarin yani sira biyik
delesyonlar, duplikasyonlar ve mozaisizm dahil olmustur.

Galisma icin, sirali CRC vakalar H&E ile boyanmis ve seliiler unsurlarin (timér ve dahili
kontrol hicreleri) varligi dahil olmak iizere uygun fiksasyon ve morfoloji gostergeleri
agisindan degerlendirilmistir. Her bir vaka, numunenin molekdler testler igin tavsiye edilen
sekilde drnekte timér hicrelerinin yeterli derecede temsilini saglamak tizere minimum
%50 timér ierigi bulundurup bulundurmadigini belirlemek igin degerlendirilmistir.
incelemeyi takiben s6z konusu kriterleri kargilayan 105 sirali vaka calismaya katilmistir.
Ek olarak, IHC'ye gore Kayip Klinik durum gésteren 13 CRC vakasi, galismada her bir
belirtece yonelik Kaybin temsil edilmesini saglamak tizere dahil edilmistir. Calismadaki
tlim vakalarin kesitleri IHC yoluyla VENTANA MMR IHC Panel ve uygun negatif reaktif
kontrolleri ile boyanmistir. Ek kesitler DNA sekanslama kolon paneline tabi tutulmusgtur.
MLH1 promotér hipermetilasyonu, MLH1 proteini ekspresyonu kaybina yol agabilen
mekanizmalardan biridir ve potansiyel Lynch sendromu teshisinden gok sporadik CRC ile
baglantilidir. Dolayisiyla, galismada IHC ile tespit edilen tim MLH1 kaybi vakalar MLH1
promotériintin hipermetilasyonu agisindan test edilmistir.

118 vakadan olusan son galisma setinde, analize havuzlanan tim belirtegler igin PPA ve
NPA dahil olmustur, burada molekiiler testler IHC karsilastirmasi igin referans durum
olarak gérev gérmiistiir. Analize MMR protein durumunun (intakt/Kayip) Normal (patojenik
mutasyon yok, MLH1 promotdr hipermetilasyonu ve yabani tip BRAF (V600E mutasyonu
yok) agisindan negatif) veya Anormal (patojenik mutasyonlar var, MLH1 promot6r
hipermetilasyonu agisindan pozitif ve/veya BRAF V600E mutasyonu agisindan pozitif)
olarak tanimlanan molekiiler durumla bir karsilagtirmasi dahil edilmistir. Bu ¢alisma igin
timorde patojenik bir mutasyon, MMR proteini ekspresyonunun kaybiyla sonuglanmasi
ongdrilen bir germ hatti mutasyonu veya somatik mutasyon olarak tanimlanmaktadir.
Nokta tahminleri Tablo 14 igerisinde gdsterilen sekilde %99.4 PPA, %93.5 NPA ve %98.8
OPA olmustur.

Dort MMR IHC belirtecini (VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) antikoru olmadan)
molekiiler test sonuglariyla karsilastiran havuzlanmis bir analiz de gergeklestirilmistir.
Nokta tahminleri Tablo 15 icerisinde ézetlenen sekilde %99.3 PPA, %89.7 NPA ve %98.5
OPA olmustur.

Ek bir analiz, vaka seviyesindeki MMR genleri tim belirteglerin durumunu kapsayacak ve
iki yontem igin bir dMMR/pMMR sonucu olusturacak sekilde dért MMR IHC belirtecinin
sonuglarini molekler testlerin sonuglariyla karsilastirmistir. Bu analiz, Tablo 16 iginde
gosterilmekte ve iki yontem arasinda %97.4'liik bir OPA sergilemektedir.

Galismadaki ayri MMR belirtegleri igin ayni zamanda IHC MMR durumu ve molekiiler test
MMR durumu da karsilastirimistir. Her bir MMR belirtecinin OPA degeri, DNA
sekanslama kolon panelinin ve MLH1 promotér hipermetilasyonu testlerinin birlestirilmis
sonuglaryla karsilastiriidiginda VENTANA anti-MLH1 (M1) antikoru icin %100.0,
VENTANA anti-PMS2 (A16-4) Mouse Monoclonal Primary Antibody igin %99.1, VENTANA
anti-MSH2 (G219-1129) Mouse Monoclonal Primary Antibody icin %98.3 ve VENTANA
anti-MSH6 (SP93) Rabbit Monoclonal Primary Antibody igin %96.6 olmustur.
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CRC'lerde VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) antikoru kullanilarak IHC yoluyla elde
edilen BRAF VG600E Kilinik durumu da DNA sekanslama yoluyla belirlenen BRAF
mutasyon durumu sonuglariyla karsilastiriimistir. VENTANA anti-BRAF V600E (VE1)
antikoru kullanilarak yapilan ve DNA sekanslamanin referans oldugu IHC testlerinin PPA,
NPA ve OPA degerlerinin tamami %100 olmustur (Tablo 17). VENTANA anti-BRAF
V/600E (VE1) antikorunun bir MLH1 protein ekspresyonu kaybi gésteren CRC vakalarinda
ileri siniflandirma kabiliyetini dogrulamak igin ek testler gerceklestirilmistir. 23 pozitif BRAF
V/600E vakasi arasinda 20 vakada IHC yoluyla MLH1 proteini kaybi bulunmus ve bunlar
MLH1 promotér hipermetilasyonu agisindan pozitif olmustur. Bu veriler, BRAF V600E
pozitif durumunun MLH1 promotér hipermetilasyonu durumu ile yakin iligkisi agisindan
tutarlidir. Kalan ¢ vaka pMMR (tlim MMR proteinleri agisindan intakt) olmustur. Tim
BRAF V600E pozitif numuneler sporadik CRC olarak tespit edilmistir. Bu sonuglar,
VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) antikorunun BRAF V600E mutasyonuna sahip CRC'yi
dogru sekilde tespit ettigini dogrulamaktadir. Veriler ayni zamanda MLH1 ekspresyonu
olmayan durumlarda sporadik ile olasi Lynch sendromlu CRC arasinda ayrim yapmak icin
VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) antikoru kullanimini da desteklemistir.

Tablo 14. IHC ve molekiler testler arasinda VENTANA MMR IHC Panel uyumuna yénelik
havuzlanmig analiz.

Durum* Uyum
(Molekiiler/IHC) —
Tipi n/N % %95 Cl
Normal/intakt PPA 523/526 994 (98.7,100.0)
Anormal/Kayip NPA 58162 93.5 (87.1,98.6)
Toplam OPA 581/588 98.8 (98.0,99.7)

*IHC igin, MMR Durumu protein ekspresyonu agisindan intakt veya Kayip olur. Bu
analiz igin, BRAF VB00E negatif ve pozitif vakalar sirasiyla Intakt veya Kayip
kategorilerine dahil edilmistir. MolekUler testler potansiyel patojenik mutasyonlarin
veya MLH1 promotdr hipermetilasyonunun yoklugunu (Normal) ya da varligini
(Anormal) gosterir. %95 Cl degerleri yiizdelik bootstrap yontemi kullanilarak
hesaplanmistir.

Tablo 15. IHC ve molekiiler testler arasinda dért MMR IHC belirtecinin (VENTANA anti-
BRAF V600E (VE1) antikoru olmadan) uyumuna yénelik havuzlanmis analiz.

Durum* Uyum
(Molekiiler/ IHC)
Tipi n/N % %95 CI
Normal/intakt PPA 428/431 99.3 (98.4,100.0)
AnormaliKayip NPA 35/39 89.7 (79.4,97.7)
Toplam OPA 463/470 98.5 (97.3,99.6)

* IHC igin, Durum protein ekspresyonu agisindan intakt veya Kayip olur. Molekiler
testler potansiyel patojenik mutasyonlarin veya MLH1 promotér hipermetilasyonunun
yoklugunu (Normal) ya da varligini (Anormal) gosterir. %95 Cl degerleri yizdelik
bootstrap ydntemi kullanilarak hesaplanmistir.

Tablo 16. MMR durumuna (dAMMR/pMMR) yénelik olarak dért MMR IHC belirteci ve
molekiler test sonuglari arasinda uyum.

MMR Durumu* Uyum
Tipi n/N % %95 Cl
pMMR PPA 79/80 98.8 (93.3,99.8)
dMMR NPA 35/37 94.6 (82.3,98.5)
Toplam OPA 1141117 974 (92.7,99.1)

*IHC icin, bir vakaya yonelik pMMR durumu tim MMR proteinleri igin intakt durumu ile
temsil edilirken dMMR durumu bir veya daha fazla MMR proteininin Kayip durumu ile
temsil edilir. Molekiiler testler icin, pMMR durumu patojenik mutasyonlarin veya MLH1
promotor hipermetilasyonunun yokluguyla temsil edilirken dMMR durumu patojenik
mutasyonlarin veya MLH1 promotor hipermetilasyonunun varligiyla temsil edilir. %95
Cl degerleri Wilson Puan yontemi kullanilarak hesaplanmistir.
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Tablo 17. VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) antikoru kullanilan IHC ile molekuler testler
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arasinda uyum.

BRAF V600E

Uyum
Durumu

(Molekiiler/IHC)

Tipi niN % %95 Cl

PozitiffAnormal PPA 23123 100.0 (85.7,100.0)

Negatif/Normal NPA 95/95 100.0 (96.1, 100.0)

OPA 118/118 100.0

Toplam (96.8, 100.0)

BRAF V600E icin durum, Pozitif veya Negatif IHC sonuglari ve molekiiler testlere gére
Anormal (V600E mutasyonu varligi) veya Normal (yabani tip BRAF) sonuglar olarak
tanimlanmistir. %95 CI degerleri Wilson Puan yontemi kullanilarak hesaplanmisgtir.
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