AV :
4 ®
TAv VENTANA

CONFIRM anti-Estrogen Receptor (ER) (SP1) Rabbit
Monoclonal Primary Antibody

7904324 s,
05278406001

7904325 N/ 5
05278414001

KULLANIM AMACI

CONFIRM anti-Estrogen Receptor (ER)
(SP1) Rabbit Monoclonal Primary
Antibody (CONFIRM anti-ER (SP1)
antikoru), dstrojen reseptorii (ER)
antijeninin, VENTANA otomatik slayt
boyama aletinde VENTANA saptama
kitleri ve yardimci reaktifleriyle,
formalinle sabitlenmis, parafine gomdili
meme dokusu kesitlerinde kalitatif
saptanmasinda laboratuvar kullanimina
yoneliktir. CONFIRM anti-ER (SP1)
antikoru, ER pozitif normal ve
neoplastik hiicrelerin gekirdeginde
bulunan insan ER alfa proteinindeki bir
epitopu hedefler. CONFIRM anti-ER (SP1) antikoru, meme karsinomuna yénelik hormon
tedavisinin yonetimi, prognozu ve tahmininde yardimci olarak endikedir.

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

Yalnizca regeteyle kullanilir.
Bu antikor in vitro diagnostik (IVD) kullanima ydneliktir.

OZET VE ACIKLAMA

CONFIRM anti-ER (SP1) antikoru, insan dstrojen reseptorii (ER) alfayi taniyan bir tavsan
monoklonal antikorudur. ER, sirasiyla alfa ve beta izoformlarini kopyalayan ESR1 ve
ESR2 adli iki ayri gen tarafindan kodlanan bir niikleer hormon reseptériidiir.”.2 ER alfa,
meme dokusundaki liminal epitelyal hiicrelerde eksprese olan primer izoformdur.!2 ER
aktivitesi normal meme bezi gelisimini tetikler ve yetiskin meme epitelinin ayirt edilmesi ve
proliferasyonu igin gereklidir.34 Neoplastik hiicrelerde reseptriin agir ekspresyonu ile
tetiklenen upregiile ER aktivitesi, hiperproliferasyon ve timér olusumu ile sonuglanan bir
dizi seliiler olay! baslatir.5

Meme kanseri, kadinlarda kanser ile ilgili 8liimlerin énde gelen nedenidir.® Hastaligin
teshisi ve tedavisi erken saptamanin yani sira, prognostik ve prediktif faktorlere dayali
uygun bir tedavi stratejisine baglidir.”.8 ER, 1973'te meme kanserinde prognostik bir
gosterge olarak tanimlanmig ve endokrin tedavisine verilen yanitin tahmin edilmesi
y6niinden degeri, 1986'da kapsamli bir kohortta degerlendiriimistir.%:10 ER, 0 zamandan
bu yana, meme kanseri hastalarinin ydnetiminde paradigma tlimér belirteglerinden biri
haline gelmistir. Meme timoriinde ylksek ER konsantrasyonu, endokrin tedavisine verilen
daha giiglii yanitla iliskilidir.7:8 ER durumuna iliskin bilgi, hastaya yonelik tedavinin
segiminde énemli bir rol oynamakla birlikte tedavi segiminin tek dayanagi degildir.7.8 ER
varliginin olumlu bir uzun vadeli prognoz sagladigi bir dizi caligmada gésterilmistir. 1011
Klinik yonergeler ve en iyi uygulama &nerileri, endokrin tiiri tedavilere yanit verme olasiligi
en yiksek olan hastalarin belirlenmesinde, her primer invaziv meme kanseri vakasinda
ER durumunun degerlendiriimesi gerektigini ortaya koymaktadir.”:8 Segici strojen
reseptdrii modilatérleri, ER hiperaktivitesini azaltarak 6strojen aracili kanser blyimesini
engeller ve reseptoriin asir eksprese oldugu hastalarda endokrin (hormon) tedavisi olarak
kullanilir.8.12 Meveut durumda, ER poxzitif karsinomlar igin tercih edilen tedavi
tamoksifendir.7,8

Sekil 1. Meme lobiiler karsinomunun
CONFIRM anti ER (SP1) antikoru ile
boyanmasi.
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Yonergeler ve en iyi uygulama dnerileri, immunohistokimyanin (IHC), meme kanserinde
ER saptamas igin tercih edilen yontem oldugunu vurgulamaktadir.13 invaziv meme
kanseri vakalarindan olugan buyiik kohortlar tizerinde yapilan calismalarda, anti-ER clone
SP1 antikorunun, ER saptamasi igin 1D5 ve 6F11 fare monoklonal klonlarindan daha
hassas oldugu sonucuna variimigtir.'4.15 ER reseptériiniin CONFIRM anti-ER (SP1)
antikoruyla IHC bazli saptamasi, meme karsinomuna yénelik hormon tedavisinin yonetimi,
prognozu ve tahmininde yardimei olarak kullanilabilir.

PROSEDUR PRENSIBI

CONFIRM anti-ER (SP1) antikoru, formalinle sabitlenmis, parafine gémiilii (FFPE) doku
kesitlerinde ER reseptoriine badlanir. Spesifik antikor, tavsan immiinoglobinlerini taniyan
biyotin konjuge sekonder antikor formlasyonunun ardindan streptavidin yaban turbu
peroksidazi (HRP) konjugat (VIEW DAB Detection Kit) veya ikincil bir antikor HRP
konjugati (uftraView Universal DAB Detection Kit) eklenmesiyle lokalize edilebilir. Spesifik
antikor-enzim kompleksi, daha sonra bir gokelme enzim reaksiyon irlinlyle gorsellestirilir.
Klinik vakalar, uygun kontrollerin performansi baglaminda degerlendirilmelidir. Ventana,
hasta numunesiyle ayni sekilde sabitlenen ve islenen bir pozitif doku kontrolinin
eklenmesini dnerir (6regin, zayIf pozitif bir meme karsinomu veya uterus). CONFIRM
anti-ER (SP1) antikoruyla boyamaya ek olarak, ikinci bir slayt CONFIRM Negative Control
Rabbit Ig ile boyanmalidir. Testin gecerli sayilabilmesi igin pozitif kontrol dokusu, timor
hicreleri veya uterus bezleri ve stromada nukleer boyama sergilemelidir. Bu bilesenler,
CONFIRM Negative Control Rabbit Ig ile boyandiginda negatif olmalidir. Buna ek olarak,
bir negatif doku kontroli slaytinin (6rnegin, bir ER negatif meme karsinomu) islenen her
ornek partisi igin eklenmesi ve bir BenchMark IHC/ISH cihazinda galistirimasi énerilir. Bu
negatif doku kontroli, antijen artirma ve diger 6n tedavi prosedirlerinin yanlis pozitif
boyama olusturmadi§indan emin olmak igin CONFIRM anti-ER (SP1) antikoru ile
boyanmalidir.

URUNLE BIRLIKTE VERILEN MALZEME

CONFIRM anti-ER (SP1) antikoru (Kat. No. 790-4324), 50 test icin yeterli miktarda reaktif
igerir.

Bir adet 5 mL'lik CONFIRM anti-ER (SP1) antikoru dagiticisi, insan ER antijenini
hedefleyen yaklasik 5 pg tavsan monoklonal antikoru igerir.

CONFIRM anti-ER (SP1) antikoru (Kat. No. 790-4325), 250 test icin yeterli miktarda reaktif
igerir.

Bir adet 25 mL'lik CONFIRM anti-ER (SP1) antikoru dagiticisi, insan ER antijenini
hedefleyen yaklasik 25 ug tavsan monoklonal antikoru igerir.

Antikor, tastyici protein ve bir koruyucu olan %0.10 ProClin 300 igeren Tris-HCl iginde
seyreltilir. Stok ¢ozeltisinden Amerika Birlesik Devletleri orijinli bir fetal buzagi serumu izi
(~%0.2) bulunmaktadir.

Spesifik antikor konsantrasyonu yaklasik 1 pug/mL'dir. Bu Uriinde bilinen spesifik olmayan
herhangi bir antikor reaktivitesi yoktur.

CONFIRM anti-ER (SP1) antikoru, hiicre kiiltlirii Ust fazi olarak tretilen bir tavsan
monoklonal antikorudur.

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

GEREKLI OLAN FAKAT URUNLE BIRLIKTE VERILMEYEN
MALZEMELER

VENTANA saptama kitleri gibi boyama reaktifleri ve negatif ve pozitif doku kontrol
slaytlarini da igeren yardimci bilesenler triinle birlikte verilmemektedir.

Yontem tablosunda listelenen Urtinlerin hepsi tiim bdlgelerde mevcut olmayabilir. Yerel
destek temsilcinizle iletisime gegin.

Asagida yer alan reaktifler ve malzemeler boyama igin gerekli olabilir fakat Griinle birlikte
verilmez:

Onerilen kontrol dokusu

Mikroskop slaytlari, pozitif yiikli

CONFIRM Negative Control Rabbit Ig (Kat. No. 760-1029 / 05266238001)
ultraView Universal DAB Detection Kit (Kat. No. 760-500 / 05269806001)
VIEW DAB Detection Kit (Kat. No. 760-091 / 05266157001)

A/B Block (Endogenous Biotin Blocking Kit) (Kat. No. 760-050 / 05266092001)
EZ Prep Concentrate (10X) (Kat. No. 950-102 / 05279771001)

Reaction Buffer Concentrate (10X) (Kat. No. 950-300 / 05353955001)
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9. LCS (Predilute) (Kat. No. 650-010 / 05264839001)

10.  ULTRA LCS (Predilute) (Kat. No. 650-210 / 05424534001)

11. Cell Conditioning Solution (CC1) (Kat. No. 950-124 / 05279801001)

12. ULTRA Cell Conditioning Solution (ULTRA CC1) (Kat. No. 950-224 / 05424569001)
13. Hematoxylin Il (Kat. No. 790-2208 / 05277965001)

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

15. BenchMark IHC/ISH cihazi

16.  Genel amagli laboratuvar ekipmani

SAKLAMA VE STABILITE

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

Her antikor da@iticinin 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 islenen FFPE dokular, VENTANA saptama kitleri ve BenchMark IHC/ISH
cihazlari ile birlikte kullanildiginda bu primer antikorla kullanim igin uygundur. Numunelerin
islenmesi iin agagidaki adimlar énerilir:16

1. Numuneyi %10'luk nétr tamponlu formalin igine koyun. Kullanilan miktar, doku
hacminin 15 ila 20 katidir. Higbir sabitleyici, solid dokunun 2 ila 3 mm'sinden
fazlasina veya gdzenekli dokunun 5 mm'den fazlasina 24 saatlik bir siirede niifuz
etmeyecektir. Dokunun 3 mm'lik veya daha kuguk bir kesiti 4 saatten kisa ve
8 saatten uzun slreyle olmamak uzere sabitlenmelidir. Fiksasyon oda sicakliginda
(15-25 °C) gergeklestirilebilir.

2. Fiksasyondan sonra numune, gece boyu hazirlik igin bir doku igleme cihazina
yerlestirilir. Kisacasi bu iglem, numunenin alkoller ile dehidrasyonundan, ardindan
alkolleri gidermek icin temizlik reakiflerinin kullanimindan ve son olarak parafin ile
infiltrasyondan olusur.

3. Ornekler doku kasetleri iginde parafine gomiliir ve yaklagik 4 pm kalinliginda
kesitler kesilir, ortalanir ve cam slaytlar izerine konur. Slaytlar Superfrost Plus veya
muadili olmalidir. Doku, slaytlar gece boyu ortam sicakliginda birakilarak havada
kurutulmali veya 30 dakika boyunca 60 ° C sicakligindaki bir firna konmalidir.

Kesilmis doku kesitlerinin antijenisitesi zaman gegtikge azalacagi igin, slaytiar hemen

boyanmalidir.

Pozitif ve negatif doku kontrollerinin bilinmeyen numunelerle es zamanli olarak galisiimasi

onerilir.

UYARILAR VE ONLEMLER

1. invitro diagnostik (IVD) kullanima yoneliktir.

2. Sadece profesyonel kullanim igindir.

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

4. Belirtilen test sayisinin tizerinde kullanmayin.

5. ProClin 300 ¢ozeltisi, bu reaktifte koruyucu olarak kullanilmistir. Tahris edici olarak
siniflandiriimistir ve deriyle temas ettiginde hassasiyete yol agabilir. Kullanirken
uygun 6nlemleri alin. Reaktiflerin géz, deri ve mukoz membranlarla temas etmesini
onleyin. Koruyucu giysi ve eldiven kullanin.

6.  Pozitif yiiklu slaytlar, uygun olmayan boyamaya yol agan gevresel streslere yatkin
olabilir. Bu tir slaytlarin kullanimi hakkinda daha fazla bilgi almak i¢in Roche
temsilcinize danigin.

7. BuUrlin, antikor dretiminde kullanilan %1 veya daha az oranda bovin serumu igerir.

8.  Insan veya hayvan kaynakli materyaller, biyotehlikeli materyaller olduklari
varsayllarak kullaniimali ve uygun énlemler alinarak atiimalidir. Maruz kalma
durumunda, sorumlu otoritelerin saglik direktifleri izlenmelidir. 17,18

9. Reaktiflerin g6z ve mukoz membranlarla temas etmesini 6nleyin. Reaktifler hassas
bdlgelerle temas ederse bu bélgeleri bol suyla yikayin.

10.  Yanlig sonuglar alinmasina neden olabilecegi igin reaktiflerin mikrobiyal
kontaminasyona maruz kalmasini 6nleyin.

11.  Bu cihazin kullanimi hakkinda daha fazla bilgi icin BenchMark IHC/ISH cihazi
Kullanici Kilavuzuna ve tiim gerekli bilesenlerin dialog.roche.com adresinde bulunan
kullanim talimatlarina bakin.
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12. Onerilen imha ydntemleri hakkinda bilgi almak igin yerel ve/veya resmi kurumlara
danigin.

13. Uriin giivenligi etiketi, dncelikli olarak EU GHS ydnergelerini izler. Giivenlik bilgi
formu profesyonel kullanici igin talep Uzerine temin edilir.

14.  Bu cihazla ilgili stiphelenilen ciddi olaylar raporlamak igin 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
Uyar H317 Alerjik deri reaksiyonuna yol agabilir.

H412 Uzun stireli etkilerle su yagami igin zararlidir.
P261 Sis veya buhari solumaktan kaginin.
P273 Gevreye salinimindan kaginin.
P280 Koruyucu eldiven takin.
P333 + Deride tahris veya kizariklik meydana gelirse tibbi
P313 tavsiye/yardim alin.
P362 + Kirlenmis giysilerinizi ikarin ve yeniden kullanmadan
P364 once yikayin.
P501 ierigikabi 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 primer antikorlari, VENTANA saptama kitleri ve aksesuarlariyla birlikte
BenchMark IHC/ISH cihazlari tizerinde kullaniimak tizere gelistirilmistir. Onerilen boyama
protokolleri igin bkz. Tablo 2 ve Tablo 3.

Bu antikor spesifik inkiibasyon siireleri igin optimize edilmistir ancak kullanici reaktifle elde
edilen sonuglari dogrulamalidir.

Otomatik prosediirlere iliskin parametreler, cihazin Kullanici Kilavuzundaki prosediire gore
gorinttilenebilir, yazdirilabilir ve diizenlenebilir. IHC boyama prosedirleriyle ilgili ayrintili
bilgi icin ilgili VENTANA saptama kiti yéntem tablosuna bakin.

Bu cihazin uygun kullanimina iligkin ayrintilar igin P/N 790-4324 veya P/N 790-4325 ile
iliskin olarak i¢ hat dagitici ydntem tablosuna bakin.

Her bir saptama kiti igin dnerilen boyama prosediriinin dogrulama ve onayi, tasarim
kontrol testleri ve klinik calismalarin sonuglari araciligiyla ortaya konmaktadir.

Onerilen boyama prosediirii Gizerinde yapilan her tiirli degisiklik, bu yontem tablosunda
sunulan Performans Ozelliklerini gecersiz kilar. Kullanici, dnerilen boyama proseduri
lizerinde yapilan her turli degisikligin sorumlulugunu Ustlenmelidir.

Tablo 2. BenchMark IHC/ISH cihazlari iizerinde uftraView Universal DAB Detection Kit
kullanilarak CONFIRM anti-ER (SP1) antikoru igin énerilen boyama protokolleri.

Yontem
Prosediir Tipi XT ULTRA veya ULTRA
PLUS
Deparafinizasyon Segili Segili

Hiicre iyilestirme

(Antijen Ortaya CC1, Standart ULTRA CCH1, Standart
Gikarma)
Antikor (Primer) 16 dakika, 37 °C 16 dakika, 36 °C
Karsit Boya Hematoxylin Il, 4 dakika Hematoxylin 11, 4 dakika

Karsit Boyama Sonrasi Bluing, 4 dakika Bluing, 4 dakika
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Tablo 3. BenchMark IHC/ISH cihazlari iizerinde VIEW DAB Detection Kit kullanilarak
CONFIRM anti-ER (SP1) antikoru igin 6nerilen boyama protokolleri

Yontem
Prosediir Tipi XT ULTRA
Deparafinizasyon Segili Segili
Hiicre lyilegtirme
(Antijen Ortaya CC1, Standart ULTRA CCH1, Standart
Gikarma)
Antikor (Primer) 16 dakika, 37 °C 16 dakika, 36 °C
(Biyo?i/r?BBI:;gama) Gerekli Gerekli
Kargit Boya Hematoxylin II, 4 dakika Hematoxylin I, 4 dakika
Karsit Boyama Sonrasi Bluing, 4 dakika Bluing, 4 dakika

Genel laboratuvar cihazlari ve gevresel kosullarin yani sira doku fiksasyonu ve
islemesindeki degiskenlikler nedeniyle bagimsiz numunelere, kullanilan saptama kitine ve
okuyucu tercihlerine bagli olarak, primer antikor inkiibasyonu, hiicre iyilestirme veya
proteaz 6n islemesi surelerinin artirimasi veya azaltiimasi gerekebilir. Fiksasyon
degiskenleri hakkinda daha fazla bilgi igin, bkz. "Immunohistochemistry Principles and
Advances."19

POZITIF DOKU KONTROLU

Her boyama iglemine bir pozitif doku kontrolli dahil edilmelidir. College of American
Pathologists, hasta slaytinda bir pozitif doku kontrolii bulunmasini dnermektedir. 13
CONFIRM anti-ER (SP1) antikoru ile pozitif kontrol olarak kullanilacak dokularin bir érnegi
de, zayIf pozitif meme karsinomudur. Pozitif boyama hiicreleri veya doku bilesenleri
(timor hiicrelerinin nikleer boyamasi), CONFIRM anti-ER (SP1) antikorunun
uygulandigini ve cihazin diizgtin ¢alistigini dogrulamak icin kullanilir. Bu doku, hem pozitif
hem de negatif boyama hiicre veya doku bilesenleri ierebilir ve hem pozitif hem de
negatif kontrol dokusu gérevi gorebilir. Kontrol dokulari, test kesitleriyle ayni sekilde
muUmkin olan en kisa stirede hazirlanmig veya sabitlenmis taze otopsi, biyopsi numunesi
veya cerrahi numuneler olmalidir. Bu gibi dokular, doku hazirligindan boyamaya kadar
prosedirln tim adimlarini izleyebilir. Test numunesinden farkli sekilde sabitlenmis veya
islenmis bir doku kesitinin kullaniimasi, tiim reaktifler ve fiksasyon ile doku isleme harig
y6ntem adimlari igin kontrol saglar.

Optimum kalite kontrol saglamak ve ufak diizeyde reaktif bozulmalarini saptamak icin,
zayf pozitif boyamali bir doku, giiglii pozitif boyamali bir dokudan daha uygundur.
Sistemin az miktarda reaktif bozulmasina veya IHC metodolojisindeki sorunlara kars!
duyarli oldugundan emin olmak igin ideal olarak, zayif ancak pozitif boyamali oldugu
bilinen bir meme karsinomu dokusu tercih edilmelidir.

Alternatif olarak, pozitif kontrol olarak normal insan proliferatif endometriyumu kullanilabilir.

Pozitif boyama bilesenleri; glandiiler epitellerin ve stromal ve diiz kas hiicrelerinin niikleer
boyamasidir. Bununla birlikte endometriyal doku, az miktarda reaktif bozulmalarini veya
IHC metodolojisi ile ilgili sorunlari saptamak igin yeterince zayif diizeyde boyanmayabilir.

Uygun laboratuvar uygulamalari, test dokusuyla ayni slayt iizerinde pozitif kontrol kesiti
icermektedir. Bu, slayta reaktif uygulamadaki hatalari belirlemeye yardimei olur. Pozitif
boyamasi zayif doku, kalite kontrol agisindan en uygun olandir.

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

NEGATIF DOKU KONTROLU

ER gdsterimi ve spesifik arka plan boyamasina (yanlis pozitif boyama) dair bir gdsterge
saglamak igin CONFIRM anti-ER (SP1) antikorunun spesifitesini dogrulamak iizere, her
bir boyama isleminde, hasta drnekleriyle ayni sekilde sabitlendidi, islendigi ve gdmuldtigi
bilinen bir doku kontroli kullanin. Ayrica, CONFIRM anti-ER (SP1) antikorunun
performans dzelliklerini dogrulamak igin, dahili negatif kontrol olarak gogu doku kesitinde
bulunan gesitli farkli hiicre tiirleri de kullanilabilir. Ornegin, pozitif doku kontroli igin
kullanilan dokunun aynisi (endometriyum) negatif doku kontroli olarak kullanilabilir.
Boyanmayan bilesenler (sitoplazma, hiicre zari), boyanmasi beklenmeyen hiicrelerde
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spesifik boyamanin yoklugunu géstermeli ve spesifik arka plan boyamasina dair bir
gosterge saglamalidir. Negatif doku kontroli sonuglarin yorumlanmasinda yardimel olarak
da kullanilmalidir. Gogu doku kesitinde bulunan farkli hiicre tiirleri, negatif kontrol bolgeleri
saglar ancak bu, kullanici tarafindan dogrulanmalidir. Negatif doku kontrolii bolgelerinde,
spesifik boyamanin gergeklesmesi durumunda hasta numunelerinin sonuglari gegersiz
kabul edilmelidir.

NEGATIF REAKTIF KONTROLU

Her numune i¢in sonuglarin yorumlanmasina yardimel olacak bir negatif reaktif kontroli
calistinimalidir. Negatif reaktif kontroli, non-spesifik boyamayi degerlendirmek ve antijen
bélgesinde spesifik boyamanin daha iyi yorumlanmasini saglamak adina primer antikor
yerine kullanilir. Bu, her bir slayt icin non-spesifik arka plan boyamasina dair bir gésterge
saglar. Primer antikor yerine, slayti, insan numuneleriyle reaksiyona girmeyen
saflastinimig, immiin olmayan bir tavsan IgG antikoru olan CONFIRM Negative Control
Rabbit Ig ile boyayin. Alternatif bir negatif reaktif kontrolu kullaniliyorsa Antibody Diluent
kullanarak, primer antikor antiserumu ile ayni oranda seyreltin. CONFIRM anti-ER (SP1)
antikorunda yaklasik %0.2 fetal buzagi serumu tutulur. Spesifik olmayan negatif reaktif
kontrolu olarak kullanim igin Antibody Diluent igine %0.2 oraninda fetal buzagi serumu
eklenmesi de uygundur. Negatif reaktif kontroli igin inkiibasyon stiresi, primer antikora esit
olmaldir.

Seri kesitlerde birgok antikordan olusan paneller kullanildiginda, bir slayttaki negatif reaktif
kontrold, diger antikorlar igin negatif veya spesifik olmayan baglayici bir arka plan kontroli
gorevi gorebilir.

TAYIN DOGRULAMASI

Bu antikorun bir diagnostik prosediirde ilk kullanimindan 6nce veya lot numarasinda bir
degisiklik olmasi halinde, antikorun spesifitesi, performans 6zellikleri bilinen bir dizi pozitif
ve negatif doku boyanarak dogrulanmalidir. Uriin prospektiistiniin bu bdliimiinde 6nceden
ana hatlariyla agiklanan kalite kontrol prosediirlerine ve College of American Pathologists
Laboratory Accreditation Program, Anatomic Pathology Checklist veya CLSI Approved
Guideline ya da her iki belgede belirtilen kalite kontrol tavsiyelerine bakin.20.21 Bu kalite
kontrol prosedurleri, her yeni antikor lotu igin veya eslesen bir sette bulunan reaktiflerin
birinde lot numarasi degisikligi veya tayin parametrelerinde degisiklik oldugunda
tekrarlanmalidir. Kalite kontroli, izolasyon halindeki ayri bir reaktif tizerinde anlamli bir
sekilde yapilamaz iinki bir kit teghis amaciyla kullaniimadan 6nce, eslesen reaklifler,
tanimli bir tayin protokoliyle birlikte bir arada test edilmelidir. Beklenen Sonuglarin Ozeti
kisminda listelenen dokular, tayin dogrulamasi igin uygundur.

Tiim kalite kontrol gereklilikleri, yerel, eyalet ve federal diizenlemeler veya akreditasyon
gereklilikleri dogrultusunda yerine getiriimelidir.

BOYAMA YORUMLARI/ BEKLENEN SONUCLAR

VENTANA otomatik immuinoboyama prosediiri, CONFIRM anti-ER (SP1) antikoru
tarafindan lokalize edilen antijen bélgelerinde ¢kelecek renkli bir reaksiyon Uriniine
neden olur. immiinohistokimya prosediirlerinde deneyimli bir uzman patolog, sonuglarin
yorumlanmasindan énce pozitif ve negatif kontrolleri ve boyanmig Griini
degerlendirmelidir. Ostrojen reseptériniin durumu, boyali timdr hiicrelerinin yiizdesine
gore belirlenir. TUmar hicrelerinin %1'i veya daha fazlasinda gekirdekte boyanma varsa
vakanin ER pozitif oldugu kabul edilir.!3 Stroma ve lenfositlerde spesifik boyama
gézlemlenebilir. Bu slaytlar skorlanirken yalnizca timér hticrelerindeki nikleer boyamanin
dikkate alinmasi zorunludur.

Pozitif Doku Kontrolu

Tim reaktiflerin diizgin calistigindan emin olmak igin 6ncelikle CONFIRM anti-ER (SP1)
antikoru ile boyanan pozitif doku kontroli incelenmelidir. Hedef hiicrelerin gekirdeklerinde
kahverengi (3,3' diaminobenzidin tetraklortir, DAB) reaksiyon iriinlin{in varlig, pozitif
reaktivitenin gostergesidir. Pozitif kontrol olarak kullanilabilecek dokulara bir 6rek de,
bilinen bir zayif pozitif meme karsinomudur (6rn. iindeki timér hticrelerinin gekirdeklerinin
pozitif olmasi gereken = %1'lik). Normal insan endometriyumu da kullanilabilir. Normal
endometriyumda ER boyamasi, endometriyal bezlerin ve stromanin gekirdeklerinde
goruliir. Pozitif doku kontrolleri uygun pozitif boyama ortaya koyamazsa test numunelerinin
sonuglari gegersiz sayilmalidir.

Negatif Doku Kontrolu

Negatif doku kontroll, hedef antijenin primer antikor tarafindan spesifik etiketlenmesini
dogrulamak icin pozitif doku kontroliinden sonra incelenmelidir. Negatif doku kontroliinde
spesifik boyamanin bulunmamasi, hiicreler veya seliiler bilesenlerde antikor ¢apraz
reaksiyonunun yoklugunu dogrular. Pozitif kontrol olarak kullanilan meme karsinomu,
negatif kontrol dokusu olarak da kullanilabilir. Endotelyal hiicreler gibi ER negatif oldugu
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bilinen belirli stromal 6geler, niikleer boyama gdstermemelidir. Negatif doku kontroliinde
spesifik boyamanin gergeklesmesi durumunda hasta numunesinin sonuglari gegersiz
kabul edilmelidir.

Mevcutsa non-spesifik boyama daginik bir goriinime sahiptir. Formalinle agirn miktarda
sabitlenmis doku kesitlerinde, bag dokusunda sporadik hafif boyama da gézlemlenebilir.
Nekrotik veya dejenere hiicreler genellikle non-spesifik boyandig igin boyama sonuglarini
yorumlarken intakt hiicreler kullanimalidir.22

Hasta Dokusu

CONFIRM anti-ER (SP1) antikoru ile boyanmis hasta numuneleri en son incelenmelidir.
Pozitif boyama yogunlugu, negatif reaktif kontroliiniin herhangi bir non-spesifik arka plan
boyamasi baglaminda degerlendirilmelidir. ER, over ve endometriyum kanserleri gibi
baska neoplazmalar arasinda saptanabilir. '3 Herhangi bir immiinohistokimyasal sonucu
yorumlarken, her bir doku 6reginin morfolojisi, ayrica hematoksilin ve eozin boyali bir
kesit kullanilarak da incelenmelidir. Hastanin morfolojik bulgulari ve ilgili klinik verileri
uzman bir patolog tarafindan yorumlanmalidir. immi]nreaktivi;e hakkinda spesifik bilgiler
icin Ozet ve Agiklama, Kisitlamalar ve Beklenen Sonuglarin Ozeti kisimlarina bakin.

KISITLAMALAR
Genel Kisitlamalar

1. IHC, uygun reaktiflerin ve dokularin secimi, fiksasyon, isleme, imminohistokimya
slaytinin hazirlanmasi ve boyama sonuglarinin yorumlanmasi konusunda 6zel
egitim gerektiren cok adimli bir diagnostik iglemdir.

2. Doku boyamasi, dokunun boyanmadan énceki kullanimi ve iglenmesine baglidir.
Uygun olmayan fiksasyon, dondurma, ¢6zme, yikama, kurutma, isitma, kesit
cikarma veya baska doku ya da sivilarla kontaminasyon, artefaktlara, antikor
hapsolmasina veya yanlis negatif sonuglara yol agabilir. Tutarsiz sonuglar,
fiksasyon ve gémme yontemlerindeki farkliliklarin veya doku igindeki yapisal
diizensizliklerin bir sonucu olabilir.

3. Asiri veya eksik karsit boyama, sonugclarin uygun sekilde yorumlanmasina engel
olabilir.

4. Herhangi bir pozitif boyamanin veya pozitif boyama bulunmamasinin klinik
yorumlamasi, klinik gegmis, morfoloji ve diger histopatolojik kriterler baglaminda
degerlendirilmelidir. Her tiirli boyamanin veya boyama bulunmamasinin klinik
yorumlamasi, morfolojik galismalar ve uygun kontrollerin yani sira baska diagnostik
testler ile tamamlanmalidir. Bu antikor, bir antikor panelinde kullanima yoneliktir.
Boyali preparati hazirlamak icin kullanilan antikorlar, reaktifler ve yontemlere asina
olmak, uzman patologun sorumlulugundadir. Boyama, sertifikali ve ruhsatli bir
laboratuvarda, boyali slaytlarin incelenmesinden ve pozitif ve negatif kontrollerin
yeterliligini saglamaktan sorumlu bir patolog g6zetiminde gergeklestiriimelidir.

5. Ventana, verilen talimatlar izlendiginde, kullanim i¢in en uygun seyreltme oraninda
antikorlar ve reaktifler saglar. Onerilen test prosediirlerinden her tiirlii sapma,
beklenen sonuglari gegersiz kilabilir. Uygun kontroller kullaniimali ve
belgelenmelidir. Onerilen test prosediirlerinden sapan kullanicilar, hasta
sonuglarinin yorumlanmasina iliskin sorumlulugu kabul etmelidir.

6.  Buurln, akis sitometrisinde kullanima ydnelik degildir; performans ézellikleri
belirlenmemistir.

7. Reaktifler, dnceden test edilmemis dokularda beklenmedik reaksiyonlar
sergileyebilir. Neoplazmalardaki antijen ekspresyonunun veya diger patolojik
dokularin biyolojik degiskenligi nedeniyle, test edilmis doku gruplarinda dahi,
beklenmeyen reaksiyon goriilme olasili§i tamamen elimine edilemez.22
Beklenmeyen reaksiyonlari belgeleyerek yerel destek temsilciniz ile iletisime gegin.

8. Hepatit B virisl ile enfekte olan kisilerden alinan ve hepatit B yiizey antijeni
(HBsAg) igeren dokular, yaban turbu peroksidazi ile non-spesifik boyama
sergileyebilir.23

9.  Bloklama adimlarinda kullanildiginda, sekonder antiserum ile ayni hayvansal
kaynaktan elde edilen normal serum, otoantikorlar veya dogal antikorlar nedeniyle
yanlis negatif veya yanlis pozitif sonuglara neden olabilir.

10.  Yanlig pozitif sonuglar, proteinlerin veya substrat reaksiyon drtinlerinin
nonimmunolojik baglanmasi nedeniyle gorilebilir. Bunlar, kullanilan imminoboyanin
tipine bagl olarak, psédoperoksidaz aktivitesi (eritrositler), endojen peroksidaz
aktivitesi (sitokrom C) veya endojen biyotinden de (6rnegin: karacier, beyin, meme,
bobrek) kaynaklanabilir.24

11. Her IHC testinde oldugu gibi negatif bir sonug, antijenin test edilen hiicrelerde veya
dokularda bulunmadigr degil, antijenin saptanamadigi anlamina gelir.
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OZEL KISITLAMALAR

1. Antikor, VENTANA saptama kitleri ve aksesuarlari ile birlikte, formalin fiksasyonu,
doku isleme ve kesit gikarma sonrasinda kalan antijeni saptar. Onerilen test
prosedirlerinden sapan kullanicilar, hasta sonuglarinin yorumlanmasi ve
onaylanmasindan sorumludur.

2. CONFIRM anti-ER (SP1) antikorunun negatif sonug vermesi, ER varligini ihtimal
disi birakmaz. Meme karsinomunda gériilen negatif reaksiyonlar, antijen
ekspresyonunun kaybolmasindan veya ekspresyonda belirgin bir azalmadan
kaynakli olabilir. Dolayislyla, bu antikorun, progesteron reseptori igeren
antikorlardan olusan bir panelde kullaniimasi onerilir.

3. Tim testler her cihaz iizerinde kayitli olmayabilir. Daha fazla bilgi igin liitfen yerel
Roche temsilcinizle iletisime gegin.

PERFORMANS OZELLIKLERI

ANALITIK PERFORMANS

Spesifite, hassasiyet ve kesinlikle ilgili boyama testleri ytriitliimistir ve sonuglari agagida
listelenmistir.

Hassasiyet ve Spesifite

CONFIRM anti-ER (SP1) antikorunun immiinreaktivitesi, normal insan dokularindan

olusan birden fazla vakanin boyanmasiyla belirlenmistir. Sonuglar Tablo 4 iginde
listelenmigtir.

Tablo 4. CONFIRM anti-ER (SP1) antikorunun hassasiyeti/spesifitesi, FFPE dokularin test
edilmesiyle belirlenmistir.

Pozitifftoplam Pozitifitoplam

Doku vaka sayisi Doku vaka sayisi
Serebrum 0/5 Ozofagus 013
Serebellum 073 Mide 0/3
Adrenal bez 073 ince bagirsak 013
Yumurtalik 113 Kolon 013
Pankreas 0/3 Karaciger 073
Paratiroit bezi 0/4 Tukirik bezi 013
Hipofiz bezi 313 Bébrek 073
Testis 013 Prostat 23
Tiroit 115 Mesane 0/5
Meme @ 12112 Endometriyum 313
Dalak 0/3 Rahim boynu 13
Bademcik 113 iskelet kas 013
Timis 0/3 Deri b 0/5
Kemik iligi 073 Sinir 0/3
Akciger 0/3 Mezotelyum 013
Kalp 0/3

a Doku fibro yagli dokuyu igerir.
b Doku meme ucunu igerir.

CONFIRM anti-ER (SP1) antikorunun immiinreaktivitesi, neoplastik insan dokularindan
olusan birden fazla vakanin boyanmasiyla belilenmistir. invaziv timér hiicrelerinin en
az = %1'inde gekirdekte boyama gérillen vakalar ER pozitif olarak kabul edilmigtir.13
Sonuglar Tablo 5 iginde listelenmektedir.
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Tablo 5. CONFIRM anti-ER (SP1) antikorunun hassasiyeti/spesifitesi, gesitli FFPE

neoplastik dokularin test edilmesiyle belirlenmistir.

Pozitifitoplam
Patoloji vaka sayisi
Gliyoblastom (Serebrum) 01
Menenjiyom (Serebrum) 011
Ependimom (Serebrum) 01
Oligodendrogliyom (Serebellum) 011
Ser6z adenokarsinom (Yumurtalik) 01
Miisindz adenokarsinom (Yumurtalik) 01
Néroendokrin neoplazma (Pankreas) 011
Adenokarsinom (Pankreas) 01
Seminom (Testis) 0/1
Embriyonal karsinom (Testis) 01
Mediiller karsinom (Tiroit) 0/1
Papiller karsinom (Tiroit) 01
in situ duktal karsinom (Meme) 13
invaziv duktal karsinom (Meme) 9/20
invaziv lobiler karsinom (Meme) 2/3
Mediiller karsinom (Meme) 0/1
Papiller karsinom (Meme) 7
Meme karsinomu (Metastatik) 0/5
B hiicreli lenfoma; NOS (Dalak) 0/1
Kiiguk hicreli karsinom (Akciger) 01
Skuamdz hiicreli karsinom (Akciger) 01
Adenokarsinom (Akciger) 01
Skuaméz hiicreli karsinom (Ozofagus) 0N
Adenokarsinom (Ozofagus) 01
Miisindz adenokarsinom (Mide) 01
Adenokarsinom (Bagirsak) 0/1
Malign karisik mezenkimal neoplazma (ince bagirsak) 01
Adenokarsinom (Kolon) 0/1
Malign karigik mezenkimal neoplazma (Kolon) 01
Adenokarsinom (Rektum) 01
Malign karigik mezenkimal neoplazma (Rektum) 01
Melanom (Rektum) 01
Hepatoseliiler karsinom (Karaciger) 01
Hepatoblastom (Karaciger) 01
Berrak hticreli karsinom (Bobrek) 01
Adenokarsinom (Prostat) 7
2022-11-29 5/8
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Pozitifitoplam
Patoloji vaka sayisi
Urotelyal karsinom (Prostatik iiretra) 17
Leyomiyom (Rahim) il
Adenokarsinom (Rahim) 212
Berrak hiicreli karsinom (Rahim) 01
Skuamdz hiicreli karsinom (Rahim boynu) 01
Embriyonal rabdomiyosarkom (Cizgili kas) 0/1
Bazal hiicreli karsinom (Deri) 01
Skuaméz hiicreli karsinom (Cizgili kas) 01
Nérofibrom (Mediyastin) 0/1
Noroblastom (Retroperiton) 01
i§ hiicreli rabdomiyosarkom (Retroperiton) 0/1
Mezotelyom (Periton) 01
Hodgkin lenfoma (Lenf digtimd) 0/1
Lenfoma; NOS (Lenf digima) 012
B hiicreli lenfoma, NOS (Lenf digiimi) 0N
Urotelyal karsinom (Mesane) 0/1
Osteosarkom (Kemik) 0N
Leyomiyosarkom (Diiz kas) 0/1

Hassasiyet, antijenin korunmasina baglidir. Fiksasyon, kesit gikarma, gémme veya
saklama sirasinda, antijenisiteyi degistiren her tirlli uygunsuz doku kullanimi, CONFIRM
anti-ER (SP1) antikoru ile ER saptamasini olumsuz yonde etkiler ve yanlis negatif
sonuglara neden olabilir.

BenchMark XT ve BenchMark ULTRA Cihaz Kesinligi

Kesinlik testinin bir pargasi olarak alti ayri doku boyanmistir. Alti dokudan iki tanesinde
yiksek ER ekspresyonu, ik tanesinde distk ER ekspresyonu gériilmis ve iki tanesi,
disk ekspresyon igin %1-10 ve yiiksek ekspresyon icin > %10 olmak iizere, negatif

icin < %1'lik bir timér hiicresi boyama kesme noktasina dayali olarak ER negatif olmustur.
islem ici tekrarlanabilirlik testi igin, bir BenchMark XT cihazinda, her vakadan 9 slayt
CONFIRM anti-ER (SP1) antikoru ile boyanmis ve her bir vakadan birer slayt CONFIRM
Negative Control Rabbit Ig antikoru ile boyanmistir. Ayni test konfiglirasyonu bir
BenchMark ULTRA cihazinda da uygulanmistir. CONFIRM anti-ER (SP1) antikorunun
hem BenchMark XT hem de BenchMark ULTRA cihazlarindaki islem ici tekrarlanabilirligi,
alti vakadaki pozitif dokularin tiimdi igin %100 uyum sergilemistir. CONFIRM Negative
Control Rabbit Ig boyali slaytlar, sinyal ve arka plan i¢in kabul edilebilir olmustur.

Ginler aras! ara kesinlik testi igin, ayni BenchMark XT cihazinda, 20 giinliik bir siire
icinde, ardisik olmayan bes ayri ¢alisma halinde her vakadan dort slayt CONFIRM anti-ER
(SP1) antikoru ile boyanmis ve her bir vakadan birer slayt CONFIRM Negative Control
Rabbit Ig antikoru ile boyanmistir. Ayni test konfiglirasyonu bir BenchMark ULTRA
cihazinda da uygulanmigtir. CONFIRM anti-ER (SP1) antikorunun hem BenchMark XT
hem de BenchMark ULTRA cihazlarindaki ginler arasi ara kesinlii, alti vakadaki pozitif
dokularin timi igin %100 uyum sergilemistir. CONFIRM Negative Control Rabbit Ig boyali
slaytlar, sinyal ve arka plan igin kabul edilebilir olmustur.

BenchMark XT cihazlar aras! ara kesinlik testi igin alti vakadan 4 slayt, ti¢ ayri BenchMark
XT cihazinda CONFIRM anti-ER (SP1) antikoru ile boyanmistir. Her bir vakadan tek bir
slayt, CONFIRM Negative Control Rabbit Ig antikoru ile boyanmistir. CONFIRM anti-ER
(SP1) antikorunun {ig BenchMark XT cihazindaki cihazlar arasi ara kesinligi, alti vakanin
timuinde %100 uyum sergilemistir. CONFIRM Negative Control Rabbit Ig boyali slaytlar,
sinyal ve arka plan igin kabul edilebilir olmustur.
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BenchMark ULTRA cihazlar arasi ara kesinlik testi icin alti vakadan 4 slayt, ii¢ ayri
BenchMark ULTRA cihazinda CONFIRM anti-ER (SP1) antikoru ile boyanmigtir. Her bir
vakadan tek bir slayt, CONFIRM Negative Control Rabbit Ig antikoru ile boyanmistir.
CONFIRM anti-ER (SP1) antikorunun ti¢ BenchMark ULTRA cihazindaki cihazlar arasi
ara kesinligi, alti vakanin timinde %100 uyum sergilemistir. CONFIRM Negative Control
Rabbit Ig boyali slaytlar, sinyal ve arka plan igin kabul edilebilir olmustur.

BenchMark ULTRA PLUS Cihazi Kesinligi

Kesinlik testinin bir pargasi olarak dokuz ayri doku boyanmistir. Dokuz dokudan tig
tanesinde ytliksek ER ekspresyonu, U¢ tanesinde disik ER ekspresyonu goriimus ve Ug
tanesi, diisiik ekspresyon icin %1-10 ve yiiksek ekspresyon igin > %10 olmak tizere,
negatif igin < %1'lik bir timdr hiicresi boyama kesme noktasina dayali olarak ER negatif
olmusgtur.

islem ici tekrarlanabilirlik testi icin, bir BenchMark ULTRA PLUS cihazinda, her vakadan
bes slayt CONFIRM anti-ER (SP1) antikoru ile boyanmis ve her bir vakadan birer slayt
CONFIRM Negative Control Rabbit Ig antikoru ile boyanmistir. BenchMark ULTRA PLUS
cihazinda CONFIRM anti-ER (SP1) antikorunun iglem ici tekrarlanabilirligi %100 uyumlu
olmustur. CONFIRM Negative Control Rabbit Ig boyali slaytlar, sinyal ve arka plan igin
kabul edilebilir olmustur.

Giinler aras! ara kesinlik testi igin, ayni BenchMark ULTRA PLUS cihazinda, 20 gtinlik bir
stire icinde, ardisik olmayan bes ayri galisma halinde her vakadan iki slayt CONFIRM
anti-ER (SP1) antikoru ile boyanmis ve her bir vakadan birer slayt CONFIRM Negative
Control Rabbit Ig antikoru ile boyanmistir. CONFIRM anti-ER (SP1) antikorunun
BenchMark ULTRA PLUS cihazindaki glinler arasi ara kesinligi, %100 uyum sergilemistir.
CONFIRM Negative Control Rabbit Ig boyali slaytlar, sinyal ve arka plan igin kabul
edilebilir olmusgtur.

BenchMark ULTRA PLUS cihazlar arasi ara kesinlik testi icin her bir vakadan iki slayt, G¢
ayri BenchMark ULTRA PLUS cihazinda CONFIRM anti-ER (SP1) antikoru ile
boyanmistir. Her bir vakadan tek bir slayt, CONFIRM Negative Control Rabbit Ig antikoru
ile boyanmistir. Ug BenchMark ULTRA PLUS cihazinda CONFIRM anti-ER (SP1)
antikorunun cihazlar arasi ara kesinligi, %100 uyum sergilemistir.

Laboratuvarlar Arasi Tekrarlanabilirlik

CONFIRM anti-ER (SP1) antikoru igin 14 meme kanseri slayt (8 pozitif, 2 disiik pozitif, 4
negatif) islemi kullanilarak, 3 BenchMark XT cihazinda ve 3 BenchMark ULTRA cihazinda,
IVIEW DAB saptamasi ve ultraView DAB saptamasi kullanilarak, 3 harici laboratuvarda
minimum 20 gunlUk bir stire boyunca, ardisik olmayan 5 gliniin her birinde bir
Laboratuvarlar Arasi Tekrarlanabilirlik calismasi gerceklestirilmistir. Numuneler boyali
timdr hiicresi ylizdesi igin toplam 6 patolog (tesis basina 2 patolog) tarafindan randomize
edilmis ve degerlendirilmistir. invaziv timér hiicrelerinin en az %1'inde gekirdekte boyama
grillen vakalar ER pozitif olarak kabul edilmistir.3

Tesisler Arasi kesinlik icin, CONFIRM anti-ER (SP1) antikor klinik degerlendirmesi igin
ortalama pozitif uyum (APA) ve ortalama negatif uyum (ANA) oranlari, VIEW saptamasi
file BenchMark ULTRA cihazinda sirasiyla %94.3 ve %87.9; ultraView saptamasi ile
BenchMark ULTRA cihazinda sirasiyla %94.2 ve %85.8; VIEW saptamasi ile BenchMark
XT cihazinda sirasiyla %95.6 ve %90.9; uftraView saptamasi ile BenchMark XT cihazinda
sirastyla %94.2 ve %85.3 olmustur.

Giinler arast kesinlik igin, CONFIRM anti-ER (SP1) antikor klinik degerlendirmesi icin APA
ve ANA oranlari, IVIEW saptamasi ile BenchMark ULTRA cihazinda sirasiyla %97.9 ve
%95.5; uftraView saptamasi ile BenchMark ULTRA cihazinda sirasiyla %98.4 ve %96.2;
IVIEW saptamasi ile BenchMark XT cihazinda sirasiyla %98.0 ve %95.9 ve uftraView
saptamasi ile BenchMark XT cihazinda sirasiyla %98.2 ve %95.5 olmustur.

Okuyucular Arasi kesinlik igin, CONFIRM anti-ER (SP1) antikor klinik degerlendirmesi igin
APA ve ANA, VIEW saptamasi ile BenchMark ULTRA cihazinda sirasiyla %95.7 ve
%90.9; ultraView saptamasi ile BenchMark ULTRA cihazinda sirasiyla %94.1 ve %85.7;
IVIEW saptamasi ile BenchMark XT cihazinda sirasiyla %94.9 ve %89.6 ve uftraView
saptamasi ile BenchMark XT cihazinda sirasiyla %93.4 ve %83.6 olmustur.

BenchMark ULTRA ve BenchMark XT cihazlari arasinda platformlar arasi kesinlik igin
APA ve ANA oranlari, VIEW saptamasi igin sirasiyla %97.8 ve %95.5 ve uftraView
saptamasi igin sirasiyla %98.9 ve %97.4 olmustur.

Platform igi kesinlik igin APA ve ANA oranlari, BenchMark ULTRA cihazi igin sirasiyla
%97.9 ve %95.2 ve BenchMark XT cihazi iin sirasiyla %97.8 ve %95.0 olmustur.
CONFIRM anti-ER (SP1) antikoru kullanilarak iVIEW DAB Detection
Kit ve ufltraView Universal DAB Detection Kit karsilagtirmasi

CONFIRM anti-ER (SP1) antikoru iki cihazda (BenchMark XT ve BenchMark ULTRA
cihazlari), iVIEW DAB Detection Kit ve u/traView Universal DAB Detection Kit kullanilarak
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saptama karsilagtirma testi yapmak tizere kullaniimigtir. Testler kapsaminda ytiz doksan
dokuz (199) doku vakasi kullaniimistir. BenchMark ULTRA cihazi tarafindan belirlendigi
sekilde, boyall timdr hiicrelerinin yiizdesinin bir fonksiyonu olarak, degerlendirilebilir
vakalardan 111'i pozitif ve 83'l negatif olmustur. Boyali slaytlar, boyali timor hiicrelerinin
ylizdesini belirleyen patologlar tarafindan degerlendirilmistir. Timar hiicrelerinin en az
%1'inde cekirdekte boyama gortlen vakalar ER pozitif olarak kabul edilmistir.

Morfoloji ve arka plan kabul edilebilirlik oranlari, hem saptama kitleri hem de cihazlar igin
%100 olmustur. Her cihaz igin saptama kitleri arasindaki pozitif ve negatif klinik
degerlendirmenin dogrudan karsilagtirmalari, BenchMark ULTRA cihazi igin Tablo 6 iginde
ve BenchMark XT cihazi igin Tablo 7 iginde sunulmaktadr.

Tablo 6. BenchMark ULTRA cihaz! ile, uftraView Universal DAB Detection Kit ve VIEW
DAB Detection Kit kitlerinin karsilastirmali degerlendirmesi.

ulirdNiew Universal DAB VIEW DAB Detection Kit
Detection Kit Pozitif Negatif Toplam
Pozitif 108 3 111
Negatif 3 80 83
Toplam 1M 83 194
niN % (%95 Cl)
Pozitif uyum yiizdesi 108/111 97.3(92.4-99.1)
Negatif uyum ylizdesi 80/83 96.4 (89.9-98.8)
Genel uyum yiizdesi 188/194 96.6 (93.4-98.6)

Tablo 7. BenchMark XT cihazi ile, uftraView Universal DAB Detection Kit ve VIEW DAB
Detection Kit kitlerinin kargilagtirmali degerlendirmesi.

wlraNiew Universal DAB IVIEW DAB Detection Kit
Detection Kit Pozitif Negatif Toplam
Pozitif 106 5 111
Negatif 2 79 81
Toplam 108 84 192
niN % (%95 Cl)
Pozitif uyum yiizdesi 106/108 98.1 (93.5-99.5)
Negatif uyum ylizdesi 79/84 94.0 (86.8-97.4)
Genel uyum yiizdesi 185/192 96.4 (92.7-98.2)

Her iki platform icin saptama kitleri arasindaki genel degerlendirme uyumlari, sirasiyla
BenchMark ULTRA ve BenchMark XT cihazlari igin %96.9 (n=194) ve %96.4 (n=192)
olmustur. uftraView Universal DAB Detection Kit, VIEW DAB Detection Kit ile
karsilastirnildiginda %93.3 (n=194) ve %93.8 (n=192) boyama skoru uyum oranlari elde
edilmistir.

BenchMark XT Cihazi ile BenchMark ULTRA Cihazinin
karsilagtirmasi

CONFIRM anti-ER (SP1) antikorunun boyama performansini BenchMark ULTRA
cihazinda ve BenchMark XT cihazinda karsilastirmak igin randomize, gok tesisli, gok
okuyuculu bir galisma gerceklestirilmistir. Tayinin klinik arali§gini temsil eden yiiz yirmi
(120) ER negatif ve 132 ER pozitif meme kanseri vakas, her tesis esit sayida vaka kabul
edecek ve her tesis her bir klinik degerlendirme kategorisini temsil eden vakalar kabul
edecek sekilde U galisma tesisine rastgele olarak atanmistir. Her tesis kendisine atanmig
vakalari bir BenchMark ULTRA cihazinda CONFIRM anti-ER (SP1) antikoru ile ve bir
BenchMark XT cihazinda CONFIRM anti-ER (SP1) antikoru ile boyamistir. Boyal slaytlar,
boyali tiimor hiicrelerinin ylizdesini belirleyen patologlar tarafindan degerlendirilmistir.
invaziv timér hiicrelerinin en az = %1'inde gekirdekte boyama gériilen vakalar ER pozitif
olarak kabul edilmigtir. 13
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Tablo 8. BenchMark ULTRA cihazinda CONFIRM anti-ER (SP1) antikoru ve BenchMark
XT cihazinda CONFIRM anti-ER (SP1) antikoru.

BenchMark XT cihazi BenchMark ULTRA cihazi
Pozitif Negatif Toplam
Pozitif 99 8 107
Negatif 11 91 102
Toplam 110 99 209
n/N % (%95 Cl)
Pozitif uyum yiizdesi 99/107 92.5 (85.9-96.2)
Negatif uyum ylizdesi 91/102 89.2 (81.7-93.9)
Genel uyum yiizdesi 190/209 90.9 (86.2-94.1)

ve ardindan 5 yil boyunca adjuvan tamoksifen endokrin tedavisi (20 mg p.o./giin)
gormusse vakalar analizlere dahil edilmistir. Teghis amagli biyopsi veya primer cerrahi
doku numuneleri mevcut degilse, Gnceden konmus bir kanser teshisi varsa (melanom digl
cilt kanseri harig) veya hasta dnceden veya adjuvan kemoterapi gérmisse vakalar
analizlerin diginda birakilmigtir. Primer timériin bulundugu toplam 1907 doku mikrodizi
cekirdedi BenchMark ULTRA cihazinda boyanmistir. Boyali slaytlar, boyali timér
hiicrelerinin yiizdesini belirleyen (i bagimsiz patolog tarafindan degerlendirilmistir. invaziv
tmér hiicrelerinin en az > %1'inde ¢ekirdekte boyama gértilen vakalar ER pozitif olarak
kabul edilmigtir.13

Galismada, Ventana ER pozitif (ER+) durumuna sahip 441 hasta ve Ventana ER negatif
(ER-) durumuna sahip 18 hasta olmustur. Primer sagkalim analizi poplilasyonuna yonelik
olarak CONFIRM anti-ER (SP1) antikoru durumuna gére ¢izilen bir Kaplan-Meier sagkalim
grafigi, Ventana ER+ ve ER- vakalar arasinda guglii bir ayrim oldugunu géstermistir.
Tamoksifen tedavisi uygulandiginda, ER+ hastalarin sagkalim sireleri ER- hastalardan
daha uzun olmustur. ER+ ve ER- hastalar igin sagkalim surelerinin medyan degerleri
sirasiyla 101.6 ve 47.2 ay olmustur. Log sira testi, sagkalim grafikleri arasindaki farkin
istatistiksel olarak anlamli (P < 0.001) oldugunu gdstermistir.

Bu calismada boyanan tim slaytlar i¢in morfoloji kabul edilebilirligi oranlari BenchMark
ULTRA cihazi igin %100 (%95 C.I. %98.5-%100) ve BenchMark XT cihazi igin %94.0
(%95 C.I. %90.4-%96.4) olmustur. Arka plan kabul edilebilirlik oranlari BenchMark ULTRA
cihazi igin %94.8 (%95 C.I. %91.4-%97.0) ve BenchMark XT cihazi igin %90.9 (%95 C.1.
%86.7-%93.8) olmustur.

BenchMark ULTRA Cihazi ile BenchMark ULTRA PLUS Cihazinin
kargilagtirmasi

CONFIRM anti-ER (SP1) antikorunun boyama performansini BenchMark ULTRA PLUS
cihazinda ve BenchMark ULTRA cihazinda karsilastirmak icin bir calisma
gerceklestirilmistir. Tayinin klinik araliini temsil eden yiiz yirmi (120) meme karsinomu
dokusu vakasi (54 ER pozitif, 54 ER negatif ve 12 ER sinirda pozitif) boyanmistir. Boyali
slaytlar, boyali timdr hiicrelerinin yizdesini belirleyen patologlar tarafindan
degerlendirilmistir. Invaziv timér hiicrelerinin en az = %1'inde cekirdekte boyama griilen
bir vaka ER pozitif olarak kabul edilmistir.!3 Her bir cihazda boyanan vakalar arasindaki
uyum oranlari Tablo 9 iginde sunulmustur.

Tablo 9. BenchMark ULTRA PLUS cihazinda CONFIRM anti-ER (SP1) antikoru ve
BenchMark ULTRA cihazinda CONFIRM anti-ER (SP1) antikoru (sinirda pozitif vakalar
harig).

BenchMark ULTRA PLUS cihazi Senchiark ULTRA chaz:
Pozitif Negatif Toplam
Pozitif 53 0 53
Negatif 0 53 53
Toplam 53 53 106
niN % (%95 Cl)
Pozitif uyum yiizdesi 53/53 100.0 (93.2-100.0)
Negatif uyum yiizdesi 53/53 100.0 (93.2-100.0)
Genel uyum yiizdesi 106/106 100.0 (96.5-100.0)

Bu calismada boyanan tiim slaytlar igin morfoloji kabul edilebilirligi orani BenchMark
ULTRA PLUS cihazi igin %99.2 (%95 C.I. %95.4-%99.9) olmustur. Arka plan kabul
edilebilirlik orani BenchMark ULTRA PLUS cihaz! igin %100.0 (%95 C.I. %96.8-%100.0)
olmustur.

KLINIK PERFORMANS
Hasta Sonucu ile Karsilagtirma

820 invaziv meme kanseri hastasindan olugan bir klinik kohorttan alinan 511 invaziv
meme kanseri vakasindan numuneler kullanilarak, randomize, tek tesisli, gok okuyuculu
bir galisma gerceklestirilmistir. Hastalar icin ilerlemesiz sagkalim sonuglari, BenchMark
ULTRA cihazinda belirlenen farkli CONFIRM anti-ER (SP1) antikor durumlari igin
karsilastinimistir. Hastanin dogrulanmis bir invaziv meme karsinomu teshisi varsa ve
postoperatif lokal radyasyon tedavisi ile veya olmadan primer cerrahi miidahale ile tedavi
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SORUN GIDERME

1. Porzitif kontrol, beklenenden daha zayif boyama sergilerse sorunun primer
antikordan mi ortak sekonder reaktiflerin birinden mi kaynaklandigini belirlemek igin
diger pozitif kontrollerin es zamanli galistigini kontrol edin.

2. Pozitif kontrol negatifse slaytin uygun barkod etiketine sahip oldugundan emin olun.
Slayt uygun sekilde etiketlenmigse sorunun primer antikordan mi ortak sekonder
reaktiflerin birinden mi kaynaklandigini belilemek igin diger pozitif kontrollerin es
zamanli calistigini kontrol edin. Dokular uygun olmayan sekilde toplanmig,
sabitlenmis veya deparafinizasyona tabi tutulmus olabilir. Toplama, saklama ve
fiksasyon igin uygun prosedirii izleyin.

3. Asiri arka plan boyamasi gérisurse yiksek seviyede endojen biyotin meveut
olabilir. Bir biyotin bloklama adimi dahil edilmelidir.

4. Parafinin tamami giderilmemisse deparafinizasyon prosediiriini tekrarlayin.

5. Spesifik antikor boyamasi ¢ok yogunsa galistirmayi, primer antikor inkiibasyon
suresi istenen boyama yogunlugunu elde etmek adina 4 dakikalik araliklarla
kisaltiimig olarak tekrarlayin.

6.  Doku kesitleri slayttan gikarsa pozitif y(ikli olduklarindan emin olmak igin slaytlari
kontrol edin.

7. Dizeltici eylem igin cihazin Kullanici Kilavuzunda Adim Adim Prosedur kismina
bakin veya yerel destek temsilcinizle iletisime gegin.
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kullanmaktadir (ABD icin: kullanilan sembollerin tanimlari igin dialog.roche.com adresine
bakin):
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