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algu hastalarin degerlendiriimesinde yardimei olarak endikedir. Bu Uriin, kalifiye bir
patolog tarafindan histolojik inceleme, ilgili klinik bilgiler ve dogru kontrollerle birlikte
yorumlanmalidir.

Bu Uriin, in vitro diagnostik (IVD) kullanima ydneliktir.

Sekil 1.  VENTANA HER2 Dual ISH
DNA Probe Cocktail tayini ile amplifiye
HER2 durumu, Meme Karsinomu.

OZET VE AGIKLAMA

insan epidermal bilyime faktérii reseptorii 2 (HER2), hiicrelerin gogalmasi, farklilasmasi ve
sagkalimina aracilik eden transmembran reseptdr tirozin kinaz epidermal blytime faktori alt
ailesinin bir iiyesidir.!,2 Meme karsinomlarinin yaklasik yiizde 15 ila 30'u HER2 proteini agiri
ekspresyonu, HER2 geni amplifikasyonu (ERBB2) veya her ikisini sergilemektedir.34 invaziv
meme karsinomunda HER?2 geni ve/veya protein durumunun bilinmesi, klinisyenlerin séz
konusu hastalar igin genel saglik hizmeti yonetimini iyilestirmek tizere daha bilgili kararlar
almasini miimkin kilmaktadir.5 HER2 durumu, meme kanseri hastalarinda HER2 hedefli
tedaviye verilen yanita iliskin belilenmis bir prediktif faktordiir.56.7

Trastuzumab (Herceptin), HER2 ekstraselliler alanina karsi bir hiimanize monoklonal
antikor olup HER2 pozitif meme kanseri olan hastalara fayda sagladig gosterilmistir.8-13
HER?2 gen amplifikasyonunun ve/veya protein asiri ekspresyonunun gosterilmesi,
trastuzumab tedavisine uygun hastalarin segilmesinde son derece dnemlidir.5.14

Benzer sekilde, HER2 gen amplifikasyonu veya protein asiri ekspresyonu, gastrik ve
gastrodzofageal bileske adenokarsinomunda (toplu olarak gastrozofageal
adenokarsinom veya GEA olarak adlandirilir) meydana gelir.15.16,17 Yayinlanmis
calismalarda genis bir HER2 asiri ekspresyon sikligi araligi bildirilmistir. Bununla birlikte,
3,803 GEA hastasinin yer aldigi en biyiik tarama veri setlerinden birinde, hastalarin
ylizde 22'sinin HER2 protein ekspresyonu veya gen amplifikasyonu bakimindan pozitif test
sonucu verdigi raporlanmistir. '8 Calismalarin gogunlugu, HER2 hedefli tedavi yoklugunda,
HER? asiri ekspresyonunun olumsuz bir prognostik faktdr oldugunu ileri sirmektedir. 1
HER2 hedefli trastuzumab tedavisi, invaziv meme karsinomunun y6netiminde tedavi
temellerinden biridir ve reseptorii asiri eksprese eden mide/GEA kanseri hastalarinin
yonetiminde terapétik degere sahiptir.15.177 HER2 gen amplifikasyonunun ve/veya protein
asir ekspresyonunun gosterilmesi, trastuzumab tedavisine uygun hastalarin segilmesinde
son derece dnemlidir.15.19 Klinik calismalar, yiiksek HER2 protein agiri ekspresyonu
ve/veya gen amplifikasyonu olan meme veya mide/GEA kanseri hastalarinin trastuzumab
ile tedaviden en ok fayda saglayan hastalar oldugunu géstermistir.3,15

2025-02-09
FT0700-415n

1117

PROSEDUR PRENSIBI

VENTANA HER2 Dual ISH DNA Probe Cocktail, formamid bazli tamponda formiile edilmis
HER2 problari (hapten dinitrofenil veya DNP ile etiketli) ve Chromosome 17 problari
(hapten digoksigenin veya DIG ile etiketli) igerir. Problar, invaziv meme karsinomu ve
GEA'da HERZ geninin amplifikasyonunu tespit etmek Uzere tasarlanmigtir. HER2 DNA
Probe &zellikle insan Chromosome 17 (17q12) lzerinde bulunan HER2 genini (ayni
zamanda ERBB2 ve NEU olarak da bilinir) hedef alan bir oligo prob karigimidir.
Kromozom 17 probu sentromer bélgesindeki sekanslari hedef alan ve andsomi igin
referans olarak gérev géren bir oligo prob karigimidir. Her iki probun kopya sayilari timér
cekirdeklerinde sayilir ve sonuglar HER2 amplifikasyon durumunu belirlemek igin bir
HER2/Chromosome 17 orani olarak raporlanir (= 2.0 olan bir HER2/Chromosome 17
orani amplifiye iken < 2.0 olan bir oran amplifiye degildir). VENTANA HER2 Dual ISH DNA
Probe Cocktail, VENTANA Silver ISH DNP Detection Kit, VENTANA Red ISH DIG
Detection Kit ve bir BenchMark IHC/ISH cihazi (izerinde yardimci reaktiflerle birlikte
kullaniimak tizere en iyi sekilde tasarlanmistir.

Saptama kiti bir primer antikor ve kromojenik enzim olarak kullanilan yaban turpu
peroksidazi (HRP) veya alkalen fosfataz (AP) ile konjuge olan bir enzim etiketli ikincil
antikor igerir. Dual in situ hibridizasyon (Dual ISH) boyama siireci esnasinda DNP ve DIG
etiketli problar hiicre ¢ekirdekleri igerisinde ilgili spesifik hedef DNA sekanslarina ortak
olarak hibridize edilirler. Asagidaki dagrticilari iceren VENTANA Silver ISH (SISH) DNP
Detection Kit kullanimiyla ilk olarak DNP etiketli HER2 probunun saptanmasi gerceklesir:
hidroksikinoksalin (HQ) etiketli fare anti-DNP ana antikoru, yaban turpu peroksidazina
(HRP) konjuge fare anti-HQ ikincil antikoru, Chromogen A (Silver A), Chromogen B (Silver
B) ve Chromogen C (Silver C). HQ etiketli fare anti-DNP primer antikoru ve ardindan fare
anti-HQ HRP ikincil antikor konjugati ile inkiibasyonu takiben SISH reaksiyonu meydana
gelir. Kisaca agiklanmasi gerekirse bu reaksiyon Kromojenler A (giimis asetat), B
(hidrokinon) ve C (H202) triinlerinin sirali sekilde eklenmesiyle etkinlesir. Burada giimus
iyonlari (Ag*) hidrokinon tarafindan metalik giimiis atomlarina (Ag®) indirgenir. Bu
reaksiyon, HRP substrati hidrojen peroksitten (Chromogen C) gug alir. Glimis ¢okeltisi
cekirdeklerde olusur ve HER?2 geninin tek bir kopyasi siyah bir nokta olarak gérsellestirilir.
Sekil 2'de SISH reaksiyonu gosteriimektedir.

HER?2 igin SISH saptamasini takiben VENTANA Red ISH DIG Detection Kit ile DIG etiketli
Chromosome 17 probu saptanir. Bu kit su dagiticilari igerir: nitropirazol (NP) etiketli fare
anti-DIG ana antikoru, Alkalen Fosfataza (AP) konjuge fare anti-NP ikincil antikoru, pH
Enhancer, Naphthol ve Fast Red. SISH sinyalinin gelisimini takiben slayt,

Kromozom 17 probunda DIG haptenine baglanan NP etiketli fare anti-DIG primer

antikoru ile inkiibe edilir. Anti-hapten primer antikoru, AP enzimine konjuge olan fare anti-
NP ile saptanir. Slayt, optimum AP enzim performansi igin uygun tuz bilesenleri ve
konsantrasyonlari ve tamponlanmis pH saglayan pH Enhancer ¢dzeltisiyle inklibe edilir.
Ardindan, AP enzimi igin substrat gérevi gdren naftol fosfat uygulanir

(AP, naftolu defosforile eder). Ardindan slayda eklenen Fast Red, defosforile edilen naftol
ile birleserek, 151k mikroskobuyla kolayca gorsellestirilebilen kirmizi bir ¢okelti

olusturur. Sekil 3'te Red ISH reaksiyonu gdsterilimektedir. Ardindan numunede,

151k mikroskobuyla yorumlama igin Hematoxylin Il kullanilarak karsit boyama

yapllir.

Boyama protokoli, reaktiflerin belirli sicakliklarda dnceden belirlenmis strelerle inkiibe
edildigi gesitli adimlardan olugur. Her bir inkiibasyon adiminin sonunda BenchMark
IHC/ISH cihazi baglanmayan materyali gidermek igin kesitleri yikar ve slayttan akdz
reaktiflerin buharlagsmasini en aza indiren sivi bir lamel uygular. Sonuglar 20x, 40x ve/veya
60x objektifler kullanilarak bir 1sik mikroskobuyla yorumlanir.
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Sekil 3. Chromosome 17 igin VENTANA Red ISH DIG Saptamasi

URUNLE BIRLIKTE VERILEN MALZEME

VENTANA HER2 Dual ISH DNA Probe Cocktail daditicisi 30 test iin yeterli miktarda
reaktif igerir.

Bir adet 6 mL'lik VENTANA HER2 Dual ISH DNA Probe Cocktail daditicisi, formamid bazli
bir hibridizasyon tamponu igerisinde formiile edilmis halde yaklasik 14 ug/mL dinitrofenil
(DNP) etiketli HER2 probu ve 0.24 ug/mL digoksigenin (DIG) etiketli Chromosome 17
probu igerir. Her iki prob da HER2 gen durumunu (yani HER2/Chromosome 17 orani)
belirlemek igin kullanilir.

Asagdidaki konular hakkinda ayrintili bilgi icin ilgili VENTANA saptama kitinin yontem
tablolarina bakin: Prosedur Prensipleri, Materyaller ve Metotlar, Numune Toplama ve
Analiz igin Hazirlama, Kalite Kontrol Prosediirleri, Sorun Giderme, Sonuglarin
Yorumlanmasi ve Kisitiamalar.
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GEREKLI OLAN FAKAT URUNLE BIRLIKTE VERILMEYEN

MALZEMELER

VENTANA saptama kitleri ve yardimci bilesenler gibi boyama reaktifleri triinle birlikte

verilmez.

Yontem tablosunda listelenen Urtinlerin hepsi tiim bélgelerde mevcut olmayabilir. Yerel

destek temsilcinizle iletisime gegin.

Asagdida yer alan ve boyama igin gerekli olan reaktifler ve malzemeler iirlinle birlikte

verilmez:

VENTANA Silver ISH DNP Detection Kit (Kat. No. 760-516 / 08318883001)

VENTANA Red ISH DIG Detection Kit (Kat. No. 760-512 / 08318832001)

HybReady Solution (Kat. No. 780-4409 / 05917557001)

ISH Protease 3 (Kat. No. 780-4149 / 05273331001)

Hematoxylin I (Kat. No. 790-2208 / 05277965001)

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

Reaction Buffer Concentrate (10X) (Kat. No. 950-300 / 05353955001)

SSC (10X) (Kat. No. 950-110 / 05353947001)

. EZ Prep Concentrate (10X) (Kat. No. 950-102 / 05279771001)

10.  uftraView Silver Wash Il (Pre-dilute) (Kat. No. 780-003 / 05446724001)

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

12.  Cell Conditioning Solution (CC2) (Kat. No. 950-123 / 05279798001)

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

14.  ULTRALCS (Pre-dilute) (Kat. No. 650-210 / 05424534001)

15. ULTRA Cell Conditioning Solution (ULTRA CC1) (Kat. No. 950-224 / 05424569001)

16.  ULTRA Cell Conditioning Solution (ULTRA CC2) (Kat. No. 950-223 / 05424542001)

17. BenchMark IHC/ISH cihazi

18.  Mikroskop slaytlari, pozitif yiikli (Superfrost Plus veya muadili)

19.  Kalici sabitleme ortam*

20. Dokuyu kaplamak igin yeterli lamel

21.  Otomatik lamel yerlestirici

22.  HER2 Dual ISH 3-in-1 Xenograft Slides (Kat. No. 783-4422 / 05640300001)
gerekmesi halinde sorun giderme faaliyetleri igin kullanilabilir.

* Bu tayin ile uyumlu sabitleme ortami igin bkz. Tablo 30.

SAKLAMA VE STABILITE

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

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

NUMUNE HAZIRLAMA

Rutin olarak iglenmis, formalinle sabitienmis, parafine gomiilii (FFPE) dokular, bir
BenchMark IHC/ISH cihazi ile birlikte kullanildiginda bu probla kullanim igin uygundur.
Onerilen doku sabitleyici, 6 ila 72 saat boyunca uygulanan %10 nétr tamponlu formalindir
(NBF).20 VENTANA tayinlerinden ayri olarak, galismalar FISH araciligiyla kesin olmayan
HER?2 geni sonuglarinin gogunlugunun gereginden az ve fazla fiksasyonun2! yani sira
gecikmeli fiksasyon dahil olmak tizere analiz 6ncesi faktdrlerle iligkili oldugunu tespit
etmistir.22 Fiksasyon prosediirlerinin kat! bir sekilde uygulanmasi (6. 6zel bir isleyicinin
en az 6 saat fiksasyon saglamasi) %68.5'lik bir diisisle, kesin olmayan vakalarda
basarisizigin %10.8'den %3.4'e inmesiyle sonuglanmistir. < 6 saat formalinde sabitlenen
numuneler, soluk/zayif hematoksilin boyama ile gézlemlendigi Uizere sinyal kaybina ve
niikleer asiri sindirime neden olabilir. Bazi sabitleyiciler (Bouin’s sabitleyicisi ve Alkol
Formalin-Asetik Asit (AFA) dahil) ISH bazli tayinlerde degdisken boyama Urettigi igin
yalnizca %10 NBF'de fiksasyon tavsiye edilir.2!

Kesilen doku kesitlerinde niikleik asit hedeflerinin kalitesi zaman iginde azalabilecegi igin
slaytlar derhal boyanmalidir. Kurum igi galismalar 2-8 °C'de saklanan meme ve gastrik
kesim slaytlarinin 12 ay boyunca stabil olabildigini gdstermistir. Pozitif olarak yiiklenmis
slaytlar gevresel streslerden etkilenerek ISH tayinlerinin yanlis boyanmasina (6regin
dokuda boyama veya karsit boya yoklugu) neden olabilir. Bu tip slaytlarin nasil
kullanilacagini daha iyi anlamak igin Roche temsilcinizden "Impact of environmental stress
on various histology slide types" belgesinin bir kopyasini isteyin.
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Her bir kesit kullanilan tayin icin uygun kalinlikta (4 um) kesilmeli ve poxzitif yuklt
mikroskop slaytlarina (Superfrost Plus veya muadili) yerlestiriimelidir. Slayt ile doku
arasindaki fazla suyu gidermek icin slaytlar drene edilmeli veya kurutulmalidir.

4 um'den daha kalin kesitler, dnerilen kosuldan daha gliclii proteaz islemesi gerektirebilir
ve dokudaki fazla parafin nedeniyle ince kesitlere gére daha fazla nikleer kabarciklanma
sergileyebilir. Nikleer kabarciklanma, gekirdeklerdeki bliyik veya kiiglk kabarciklar veya
bosluklar olarak gériiniir. Niikleer kabarciklanma gergeklestiginde siklikla SISH ve Red
ISH sinyalleri izerinde 1) SISH ve Red ISH sinyallerinin genel olarak hala gekirdekte
merkezi olarak bulundugu niikleer kabarcikli gekirdekler ve 2) SISH ve Red ISH
sinyallerini periferiye iten nikleer kabarcikli gekirdekler ile karakterize edilen bir etki
spektrumu mevcut olur. Genellikle her iki durumda da, SISH ve Red ISH sinyalleri agikca
ayirt edilebiliyorsa, baska bir sekilde bozulmamigsa ve hala sayilabilir durumdaysa vaka
puanlanabilir. Bununla beraber zaman zaman siddetli nikleer kabarciklanma SISH ve Red
ISH sinyallerini dogru sayim miimkiin olmayacak sekilde bozabilir veya ayirt edilemez hale
getirebilir. Bu durum SISH ve Red ISH sinyalleri niikleer periferiye itildiginde daha sik
gerceklesir. Bu gergeklestiginde cogunlukla 6rnegin baska bir yerinde sayilabilir
cekirdekler bulunabilir ve vaka puanlanabilir. Nikleer kabarciklanmanin SISH ve Red ISH
sinyallerinin guvenilir bir sekilde sayilabilecegi yeterli miktarda gekirdek bulunamayacak
derecede siddetli olmasi durumunda vaka puanlanmamalidir. Nikleer kabarciklanma ayni
zamanda yetersiz fiksasyon (formalinle 1-3 saat) baglaminda da gergeklesebilir, bu
durumda daha belirsiz bir nikleer kabarciklanma olur. 3 saatlik fiksasyonda bu durum
degistirilmis hiicre iyilestirme/proteaz iglemi ile goziilebilir ancak 1 saatlik fiksasyon
muhtemelen ¢6zllemeyecek haldedir.

VENTANA HER2 Dual ISH DNA Probe Cocktail tayini, tayinin farkli laboratuvarlarda
optimize edilmesine ve belirli dokularda/optimumun altinda boyama sergileyen slaytlarda
takip eden sorun gidermeye yardimci olabilecek ek islem éncesi segeneklerle birlikte
gelistirilmistir. Her laboratuvarin, test edilecek klinik drneklerle ayni kosullar altinda
hazirlanmig temsili kontrol 6rekleri Gzerinde ilk islemleri gerceklestirmesi énerilir. Bu,
kesin numune hazirlama prosediirlerinde farklilik gésterebilecek bireysel laboratuvarlar
icin 6zel boyama kosullarinin optimize edilmesine yardimei olacaktir. Tavsiye edilenlerden
farkli analiz 6ncesi faktdrlerde degisken sonuglar meydana gelebilir. Tavsiye edilmeyen
kosullar kullanilarak analiz 6ncesi hazirligi yapilan numuneler tayinde higbir zaman uygun
sekilde boyanmayabilir.

UYARILAR VE ONLEMLER

1. nvitro diagnostik (IVD) kullanima yoneliktir.

2. Sadece profesyonel kullanim igindir.

3. Belirtilen test sayisinin lizerinde kullanmayin.

4 Uyari, Uriin Formamid igerir. Formamid solunum yoluyla toksik, yutma yoluyla ise
orta derecede toksiktir. Cilt, gézler ve mukoz membranlar igin tahris edici olup cilt
tarafindan emilir. Dogmamis gocuklar icin zararli olabilir. Reaktifleri kullanirken
onlemler alin. Kuskulanilan karsinojenleri veya toksik malzemeleri kullanirken tek
kullanimlik eldivenlerden yararlanin ve uygun koruyucu kiyafetler giyin.

5. Insan veya hayvan kaynakli materyaller, potansiyel agidan biyotehlikeli olduklari
varsayllarak kullaniimali ve uygun énlemler alinarak atiimalidir. Maruz kalma
durumunda, sorumlu otoritelerin saglik direktifleri izlenmelidir.23.24

6.  Reaktiflerin g6z ve mukoz membranlarla temas etmesini 6nleyin. Reaktifler hassas
bdlgelerle temas ederse bu bolgeleri bol suyla yikayin. Reaktiflerin solunmasindan
kaginin.

7. Cihazda bir islem baglatmadan énce atik kabinin bos oldugundan emin olun. Bu
onlemin alinmamasi durumunda atik kabi tasabilir ve kullanicr kayip dlisme riski
altinda olur.

8. Yanlis sonuglar Uretebilecegi igin reaktiflerin mikrobiyal kontaminasyonundan
kaginin.

9. Bucihazin kullanimi hakkinda daha fazla bilgi igin BenchMark IHC/ISH cihazi
Kullanici Kilavuzuna ve tiim gerekli bilesenlerin navifyportal.roche.com adresinde
bulunan kullanim talimatlarina bakin.

10.  Onerilen imha yéntemine karar vermek igin yerel ve/veya resmi kurumlara danisin.

11. Uriin giivenligi etiketi, dncelikli olarak EU GHS yénergelerini izler. Giivenlik bilgi
formu profesyonel kullanici igin talep tizerine temin edilir.

12.  Bu cihazla ilgili siphelenilen ciddi olaylari raporlamak igin yerel Roche temsilcisi ve
kullanicinin bulundugu Uye Devlet veya Ulkenin yetkili makamiyla iletisime gegin.
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Bu Uriin, Diizenleme (EC) No. 1272/2008 uyarinca asagidaki sekilde siniflandirilan
bilesenler icermektedir:

Tablo 1. Tehlike bilgileri.

Tehlike Kod Beyan
TEHLIKE | H351 Kansere yol agtigindan siiphelenilmektedir.
H360D Dogmamis gocuga zarar verebilir.
H373 Uzun stireli ve yinelenen maruz kalma sonucunda
organlarda hasara neden olabilir.
P201 Kullanimdan 6nce ézel talimatlari edinin.
Tim gtivenlik 6nlemleri okunup anlagilana kadar
P202
kullanmayn.
P260 Sis veya buharlari solumayin.
Koruyucu eldiven/koruyucu giysilkoruyucu gozliik/yiz
P280 e
korumasi/isitme korumasi kullanin.
P308 + Maruz kalmigsaniz veya endise duyarsaniz: Tibbi
P313 tavsiye/yardim alin.
P501 icerigilkabi uygun bir atik imha tesisine atin.

Bu tirlin CAS No. 75-12-7 igerir: formamid

BOYAMA PROSEDURU

VENTANA problari, VENTANA saptama kitleri ve aksesuarlariyla birlikte bir BenchMark
IHC/ISH cihazi iizerinde kullaniimak iizere gelistirimistir. VENTANA Silver ISH DNP
Detection Kit ve VENTANA Red ISH DIG Detection Kit ile BenchMark IHC/ISH cihazi igin
boyama prosediirleri Tablo 2 igerisinde listelenmistir. Tavsiye edilen boyama protokolleri
Tablo 3 igerisinde listelenmistir.

Otomatik prosediirlere iliskin parametreler, cihazin Kullanici Kilavuzundaki prosediire gore
gorunttilenebilir, yazdirilabilir ve diizenlenebilir. Daha ayrintili bilgi igin ilgili VENTANA
saptama kitinin yontem tablosuna bakin

Bu cihazin uygun kullanimina iligkin ayrintilar igin P/N 800-6043 ile iligkili olan i¢ hat
dagitici yontem tablosuna bakin.

Tablo 2. BenchMark IHC/ISH cihazlari izerinde VENTANA HER2 Dual ISH DNA Probe
Cocktail tayinini gerceklestirmek igin asagidaki boyama prosediirlerini kullanin.

Cihaz Platformu Boyama Prosediirii

BenchMark GX GX VENTANA HER2 DISH DNA PRB CKT
BenchMark XT XT VENTANA HER2 DISH DNA PRB CKT
BenchMark ULTRA veya

BenchMark ULTRA PLUS U VENTANA HER2 DISH DNA PRB CKT

Tablo 3. BenchMark IHC/ISH cihazlari iizerinde VENTANA HER2 Dual ISH DNA Probe
Cocktail tayini igin dnerilen boyama kosullari.

Boyama Kosulu Meme Gastrik

Firinlama Segili degil Segili degil

Cell Conditioning 1 16 dakika 16 dakika

Cell Conditioning 2 24 dakika 16 dakika

ISH Protease 3 20 dakika 16 dakika
BenchMark GX/XT BenchMark GX/XT
cihazlari i¢in 76 °C cihazlari igin 76 °C

Sikilik Yikama Sicakhigi BenchMark ULTRA veya | BenchMark ULTRA veya

ULTRA PLUS cihazlari ULTRA PLUS cihazlari
icin 74 °C igin 74 °C
1018383TR Rev C


https://navifyportal.roche.com/

V=NTANA

Genel laboratuvar cihazlari ve gevresel kogullarin yani sira doku fiksasyonu ve
islemesindeki degiskenlikler nedeniyle bagimsiz numunelere bagli olarak hiicre iyilestirme
veya proteaz 6n islemesi sirelerinin artiriimasi veya azaltiimasi gerekebilir.

BenchMark IHC/ISH Cihazlarinda islem Baslatma

1. Gergeklestirilecek prob protokoliine karsilik gelen slayt barkod etiketini uygulayin.
2. VENTANA HER2 Dual ISH DNA Probe Cocktail tayinini, VENTANA Red ISH DIG ve
VENTANA Silver ISH DNP Detection Kits irtnlerinin reaktiflerini ve gereken
aksesuar reaktiflerini reaktif tepsilerine veya déner sisteme yiikleyin. Reaktif
tepsisini/tepsilerini veya déner sistemi cihaz lizerine yerlestirin.

Hacimli sivilari ve atiklari kontrol edin.

Reaksiyon tamponu hacimli siseleri dolu olmalidir.

Atik kabi islemin baslatiimasindan énce bog olmalidir.

Slaytlari cihaza ytikleyin.

Boyama iglemini baglatin.

islem tamamlandiginda slaytlan cihazdan gikarin. Boyanan slaytlarda rezidtiel
tampon ve sivi lamel ¢dzeltisi bulunur. Durulama ve dehidrasyon ile devam edin
(asagiya bakin).

Dehidrasyon Prosediri

Not: Fast Red kromojeni alkol ve asetonda ¢dziiniirdiir. Boyali slaytlarin alkole ve/veya
asetona maruz birakiimasi spesifik sinyal kaybiyla sonuglanabilir.

1. Sivilamel gozeltisini gidermek igin slaytlar hafif bir bulasik deterjaninin 2 sirali
¢ozeltisinde yikayin (otomatik bulagik makineler igin tasarlanan deterjanlari
kullanmayin).

2. Slaytlan distile suyla yaklasik 1 dakika boyunca iyice durulayin. Silkeleyerek fazla
suyu giderin.

3. Slaytlar kurumasi igin bir firna (45-60 °C) yerlestirin veya ortam sicakliginda
havada kurutun. Firinda kuruma siireleri 10 dakikadan bir saate kadar farklilik
gosterir (boyanmis slaytlarin daha uzun sireligine kurutulmasinin boyama
sonuglarini etkilemedigi gorllmUstir). Lamel yerlestirmeden 6nce slaytlarin
tamamen kuru oldugundan emin olun ¢iinki slaytlar Gizerinde kalan su, lamel
yerlestirme islemini olumsuz yénde etkileyebilir ve kabarcik olusumuna neden
olabilir.

4. Slaytlari yaklasik 30 saniyeligine ksilen banyosuna aktarin.

Sabitleme ortamini slayt tizerine yerlestirin.

6.  Slayt lizerine lameli yerlestirin. Bazi sabitieme ortamlarinin tayinle uyumlu
olmadigini ve kullanilmamasi gerektigini unutmayin (Kisitlamalar ve Sorun Giderme
bélimlerine bakin).

KALITE KONTROL PROSEDURLERI
Pozitif Kontrol Numunesi

Normal HER2 ve Chromosome 17 sinyalleri (hiicre basina 1 ila 2 kopya) dahili pozitif
kontroller olarak hareket eder ve dmek igerisinde 20x, 40x ve/veya 60x objektiflerin
kullanimiyla gértintir olmalidir. Bununla beraber biyolojik heterojenite nedeniyle hlicrelerin
tamami tek gen kopyasi sergilemeyecektir. Cesitli hiicrelerde sunlar dahil olmak tzere
spesifik niikleer boyama bulunabilir: stromal fibroblastlar, endotelyal hiicreler, lenfositler ve
neoplastik olmayan epitelyal hiicreler. Pozitif kontrollerin pozitif boyama gdsterememesi
bir reaktif veya cihaz problemine isaret edebilir. Her bir numune bir dahili pozitif kontrole
sahip oldudu icin (yani normal hiicrelerde uygun ISH boyamasi) bu, gergek "pozitif kontrol"
olarak hareket eder.

Gergeklestirilen her boyama prosediiri ile laboratuvara 6zgii bir pozitif numune kontroli
kullanilabilir. Kontrol numuneleri, hasta numuneleri ile ayni sekilde hazirlanan numuneler
olabilir. Bu tlr kontroller, numune hazirigindan boyamaya kadar prosedirin tim
adimlarini izlemek igin faydalidir. Test numunelerinden farkli sekilde hazirlanan bir
numune kullanimi reaktifler, cihaz ve prosediirler igin bir kontrol saglayacak ancak
fiksasyon ve numune islemesi igin kontrol saglamayacaktir. Test numunelerinin sonuglari
ayni islemde analiz edilmelidir. Bu gibi kontroller, her bir hasta numunesinde dahili
kontrollerin uygun sekilde degerlendirimesinin yerini almamalidir.

Ksenogreft Numunesi

Ksenogreft slaytlari, VENTANA HER2 Dual ISH DNA Probe Cocktail tayini ile slayt
boyama icin kullanilan ydntemin 6n dogrulamasi igin yararli olabilir. Bunlar ayni zamanda
klinik 6rnekler iceren islemlerde kullanim s6z konusu oldugunda sorun giderme icin
yardimcilar olarak da onerilirler. Daha fazla bilgi igin ilgili ksenogreft slayti yontem
tablosuna bakin.
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Aciklanamayan Uyusmazliklar

Kontrollerde agiklanamayan uyusmazliklar derhal yerel destek temsilcisine
yonlendirilmelidir. Kalite kontrol sonuglarinin spesifikasyonlari kargilamamasi durumunda
hasta sonuglari gegersiz olur. Bu ydntem tablosunun Sorun Giderme kismina bakin.
Sorunu tespit edip diizeltin, ardindan hasta érneklerini tekrarlayin.

Tayin Dogrulamasi

Diagnostik bir prosedirde bir probun veya boyama sisteminin ilk kullanimindan once,
probun spesifitesi, probun bilinen ISH performans 6zellikleri ile bir dizi doku {izerinde test
edilmesi yoluyla dogrulanmalidir (prob yéntem tablosuna ve College of American
Pathologists Laboratory Accreditation Program, Anatomic Pathology Checklist,25 Kalite
Kontrol énerilerine veya CLSI Approved Guideline'a?6 ya da her iki belgeye bakin). Bu
kalite kontrol prosediirleri her yeni reaktif lotu icin veya tayin parametrelerinde her
degisiklik oldugunda tekrarlanmalidir.

BOYAMA YORUMLARI/BEKLENEN SONUCLAR

VENTANA HER2 Dual ISH DNA Probe Cocktail tayini iin selliler boyama modeli
nikleerdir.

Anatomik patoloji numunelerinin mikroskopik olarak yorumlanmasinda, ISH
prosedirlerinde ve tek ve amplifiye HER2 ve Chromosome 17 (Chr17) kopyalarinin (20x,
40x ve/veya 60x objektiflerin kullanimiyla mikroskopik inceleme gerektirirler) taninmasinda
deneyimli bir patolog sonuglari yorumlamadan énce kontrolleri degerlendirmelidir.

Not: 100x objekif kullanimi tavsiye edilmez. Tasarim dogrulama ve onay testleri

esnasinda okunan doku slaytlarinin tamami 20x, 40x ve/veya 60x objektiflerle yapilmistir.

VENTANA HER2 Dual ISH DNA Probe Cocktail, slayt degerlendirmesi igin Yorumlama

Kilavuzu VENTANA HER2 Dual ISH DNA Probe Cocktail [P/N 1018386] ile birlikte

kullaniimalidir.

Asagidaki bélumlerde slaytlarin nasil yorumlanacag ve puanlanacagi agiklanmaktadir.

Tablo 4 igerisinde ayri sinyallerin nasil sayilacagi gésterilmektedir.

Tanimlar

1. HER2 Geni Durumu. HER2 Geni durumu, invaziv bir meme karsinomu veya GEA
vakasinda hiicre bagina HER2 geni kopya sayisinin Chr17 kopya sayisina oraninin
bir fonksiyonudur. HER2 geni durumu asagidaki kilavuz ilkeler kullanilarak
siniflandirilir:

a.  HER2/Chr17 orani = 2.0 amplifiyedir

b.  HER2IChr17 orani < 2.0 amplifiye degildir

2. Slayt Yeterliligi. Bir VENTANA HER2 Dual ISH DNA Probe Cocktail slaydinin sayim
icin yeterli kabul edilmesi U¢ adet kriteri kargilamasini gerektirir, s6z konusu kriterleri
karsilamamasi durumunda slayt sayilamaz ve sonug yetersiz olur.

a.  Dahili Pozitif Kontrol. Normal HER2 ve Chr17 sinyalleri (hiicre bagina 1 ila 2
kopya) dahili pozitif kontroller olarak hareket eder ve dmek igerisinde goriiniir
olmalidir. Bu niikleer boyama cesitli neoplastik olmayan hticrelerde sunlar
dahil olmak Uizere bulunabilir: stromal fibroblastlar, endotelyal hiicreler,
lenfositler ve neoplastik olmayan epitelyal hiicreler.

b.  Neoplastik hiicreler. 20x, 40x ve/veya 60x objektifler kullanildi§inda tlimorin
invaziv yani sayllabilir bir SISH ve Red ISH sinyalleri sahasi sergilemelidir.

c.  Arka plan. SISH veya Red ISH saptama sistemlerinden kaynaklanan tiim arka
plan boyamalarinin, spesifik SISH veya Red ISH sinyallerinin sayimina
olumsuz etki edip etmediklerinin belirlenmesi agisindan degerlendirilmesi
gerekir. SISH arka plani genellikle belirli sinyalden ayirt edilebilen SISH "tozu"
olarak gériindr. Red arka plan, kirmizi bulaniklik veya nadir durumlarda
spesifik sinyale kiyasla yogunlugu daha belirsiz olan, spesifik olmayan
sinyaller seklinde belirebilir.

3. Sinyal Sayimi igin Hedef Alanlar. invaziv karsinom igerisinde kabul edilebilir bir
hedef alan, sayilabilir bir SISH ve Red ISH sinyalleri sahasi sergiler. Sinyal sayimi
zayif SISH veya Red ISH sinyali, sikistiriimis veya ist Uste binen cekirdekler ya da
nekroz igeren alanlarda gerceklestiriimemelidir. Sayim icin bir hedef alanin yetersiz
bulunmasi durumunda gogu zaman ayni slayt iizerinde yeterli olan baska hedef
alanlar bulmak mimkiindir. Bu, hedef alan igerisinde veya bunun bitisiginde uygun
SISH ve Red ISH boyamasi sergileyen normal hiicrelerin varligiyla belirlenebilir.

HER2 ve Chromosome 17 igin Ek Gozlemler

Diger g6zlemler patolog raporunda yorumlar olarak not edilebilir.

1. Heterojenite: Bazi vakalarda doku, HERZ2 kopya sayis! i¢in genetik agidan heterojen
olan karsinom alanlari igerebilir (yani amplifiye olan ve olmayan gekirdeklerin bir
karisimi veya cesitli HER2 kopyalari igeren cekirdeklerin bir karigimi mevecut
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olabilir). Bu durum hedef bolgenin icindeki karsinom hiicreleri arasinda veya iki farkl
hedef bélge arasinda gdzlemlenebilir.

2. Andsomi, bir organizmanin normalden fazla veya az spesifik kromozoma sahip
oldugu, yani belirli bir kromozomun (bu durumda Chromosome 17) sayisinin diploit
olmadigi her kosula verilen addir. Polizomi durumunda, beklenen iki kopya yerine Ug
veya daha fazla kromozom kopyasi bulunabilir. Monozomide tiimar hiicreleri,
yalnizca bir adet Chromosome 17 kopyasi sergileyebilir. Chromosome 17'de
gortnlr "amplifikasyon", gruplar veya polizomi (HER2 SISH gruplari ile veya bunlar
olmadan) raporlanmistir.2” HER2 ve Chromosome 17 gruplari olan vakalarda
bunlarin ~ 1.0 oranla degerlendiriimemesine dikkat edilmelidir. Bu vakalarda,
¢ogunlugun 3+ olma egiliminde olmasi nedeniyle, okuyucunun HER2 protein agiri
ekspresyon analizleri igin immUnohistokimya (IHC) sonuglarina bagvurmasi gerekir.

3. Monoallelik Silme: Timor hiicrelerinde Chromosome 17'den HER2 geninin silinmesi
HER?2IChr17 oraninin < 1.0 olmasiyla sonuglanir.

Sinyal Gorsellestirme
SISH ve Red ISH sinyalleri asagidaki sekillerde gorsellestirilir:

1. Tek Kopya. Kesikli siyah nokta (SISH), tek bir HER2 kopyasi olarak sayilir. Dahili
kontrol (neoplastik olmayan) gekirdeklerinde gorsellestirilen ayri tek noktalar SISH
(siyah) sinyali igin invaziv karsinom hiicrelerinde tek bir kopyanin boyutunu temsil
eder. Red ISH sinyalleri igin her bir ayri sinyal bir kopya olarak sayilir. Chr17'den
Red ISH sinyalinin SISH sinyallerine gére daha biiylik ve bazen de sekil olarak
uzamis halde gérinebilecegi unutulmamalidir. Pembe bir bulaniklik olugabilir ve
sinyalle karistinimamalidir. Dahili pozitif kontrol gekirdeklerindeki sinyale ve genel
boyama modeline kiyasla rengi ok agik olan Red sinyaller, spesifik
olmayabilecekleri icin sayiimamalidir. Spesifik kirmizi sinyaller Tablo 4'te gosterildigi
gibi belirgin kenarlara sahip olurlar.

2. Birden Fazla Kopya. Dahili pozitif kontrol cekirdeklerinde gérsellestirilen ayri tek
SISH sinyalleri invaziv karsinom hiicrelerinde tek bir HER2 kopyasinin boyutunu
temsil eder. Tek SISH sinyallerinin boyutu, kanser cekirdeklerinde amplifiye
kopyalarin bagil sayisini belirlemek icin bir referans olarak kullanilir. Red ISH
sinyalleri icin her bir ayr sinyal bir kopya olarak sayilir.

3. Gruplar. Gekirdeklerde sayilamayan coklu Ust tiste binen sinyallerin varligi. Grup,
cekirdeklerde teker teker ayirt edilemeyen gesitli tist iste binen SISH sinyalleri
olarak tanimlanir. HER2 gruplari yalnizca okuyucu tarafindan hesaplanabilir. Ornek
olarak birden fazla SISH sinyalinden olusan biiylk bir grup 12 kopya olarak
hesaplanirken daha kiiclk gruplar 6 kopya olarak hesaplanabilir. Hesaplama, dahili
pozitif kontrol hiicrelerinde mevcut olan tek SISH kopyalarinin referans olarak
kullaniimasiyla gergeklestirilir. HER2 gruplarinin varligi puan sayfasina not edilir.

4. Ust iste binen cekirdekler, tek rengin mevecut oldugu cekirdekler ve spesifik
olmayan boyama barindiran numuneler sayilimamalidir. Ust Uste binen ve ayirt
edilemeyen Red ISH ve SISH sinyallerine sahip tim cekirdekler iki sinyalin ayirt
edilebilmesi igin daha yiksek biyitme ile gorsellestirimeli veya saylimamalidir.
Kabarcikli goriinen gekirdekler sayiimamalidir.

HER? gen statiisiiniin belirlenmesi igin SISH ve Red ISH sinyallerinin

numaralandiriimasi

invaziv meme karsinomu veya gastroézofageal karsinom igeren alanlar tespit etmek igin

H&E boyali slaydini inceleyin. H&E'ye karsilik gelen HER2 Dual ISH boyali slaydi

inceleyin ve bir invaziv meme karsinomu veya gastrodzofageal karsinom hedef alani tespit

edin. HER2 geni durumunu belirlemek igin HER2 ve Chromosome 17 sinyalleri
sayllmadan 6nce invaziv hedef alanin (lezyonlu doku) yeterli sekilde boyanip
boyanmadigini ve slayt yeterliligi i¢in agiklanan kriterleri kargilayip karsilamadigini
belirlemek kritik dneme sahiptir (bkz. yukarida yer alan Tanimlar kismi, 2. Slayt Yeterliligi).

Tayin icin gelistirilen puanlama algoritmasi, saymadaki kesinlik ve verimliligi en st diizeye

cikarir. Her biri kirmizi (Red ISH) ve siyah (SISH) sinyaller iceren yirmi gekirdek

sayllmalidir.

Hiicre Segim Kriterleri

Yalnizca hedef alandaki ortalama invaziv karsinom gekirdekleri poptilasyonunu temsil eder

nitelikte caplara sahip gekirdekleri sayin. Asagidaki gibi cekirdeklerdeki sinyalleri

saymayin:

1. Gapi karsinom cekirdeklerinin ortalama boyutundan gok daha biiylk olanlar

2. Gapi karsinom gekirdeklerinin ortalama boyutundan ok daha kiigik olanlar

Yalnizca en yiiksek ortalama sinyal sayisina (hem SISH hem de Red ISH) sahip invaziv

karsinom cekirdekleri popllasyonunu temsil eder nitelikte gekirdekleri sayin.

HER2 kopya sayisina yonelik olarak genetik agidan heterojen olan hedef alanlarda,

yalnizca en ylksek ortalama sinyal sayisina (hem SISH hem de Red ISH) sahip invaziv
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karsinom gekirdekleri populasyonunu temsil eder nitelikte gekirdekleri sayin. Puan

sayfasinda heterojenitenin mevcut oldugunu unutmayin.
Tablo 4. Sinyal Gorsellestirme.

Cekirdekler Ust Uste biniyorsa saymayin.

Higbir sinyal mevcut degilse saymayin.

Yalnizca tek bir rengin sinyali mevcutsa saymayin.

Sinyaller gekirdeklerin digindaysa saymayin.

1 siyah (HER2) ve 1 kirmizi (Chr17) sinyal olarak sayn.

2 siyah (HER2) ve 2 kirmizi (Chr17) sinyal olarak sayin.

1 siyah (HER2) ve 2 kirmizi (Chr17) sinyal olarak sayn.
Siyah sinyal "ciftlidir". Ayni renkte iki bitisik sinyali yalnizca
sinyaller arasindaki mesafe tek bir sinyalin gapina esit veya
bundan blyukse sayin.

Kiiglik SISH gruplari yalnizca tek bir sinyalin boyutunun
referans olarak kullaniimasiyla hesaplanabilir. Sinyal
boyutunu hesaplamak igin stromal hlicrelerden yararlanin
(daha kilgiik hiicre). Ornegin bu grup 6 SISH sinyali olarak
hesaplanabilir, diger 2 tek sinyalin eklenmesiyle toplam sayi
8 olur. 2 kirmizi sinyal olarak sayin. Puanlama sayfasinda
HER?2 igin gruplar mevcut oldugunu not edin.

Bliylk grubu hesaplayin. Burada grup 12 siyah sinyal olarak
hesaplanabilir, diger 4 tek sinyalin eklenmesiyle toplam say!

.' % 16 olur. Kirmizi sinyalleri 2 adet Chr17 kopyasi olarak sayin.
Puanlama sayfasinda HER? icin gruplar mevcut oldugunu
not edin.

Siyah bir sinyale yakin olan kirmizi bir sinyal, bir adet
° o @ kirmizi sinyal ve bir adet siyah sinyal olarak sayiimalidir. Bu
‘¢ durum ayirt etme iin 60x objektifle sayim gerektirebilir.

Dolayisiyla, 4 siyah (HER?2) ve 2 kirmizi (Chr17) sinyal
olarak sayin. Ust Uste binen sinyallerin ayirt edilememesi
durumunda s6z konusu gekirdegi saymayin.

Kirmizi sinyalleri gizleyen siyah noktalar grubu. Kirmizi
sinyallerin varligini veya yoklugunu teyit etmek icin daha
yiksek biyiitmeden (60x) yararlanilabilir; aksi takdirde
saymayin: daima net kirmizi sinyallere sahip cekirdekleri
sayin. Puan sayfasina SISH gruplarinin varligini not edin.
Gorunur ve daha ylksek sayilarda kirmizi sinyale sahip
cekirdekler, SISH gruplarina sahip gekirdeklerde
puanlanmalidir.
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7 Cekirdeklerde arka plan SISH "tozu" olusmasi durumunda

ayirt edilebiliyorsa sayin.

® . yalnizca spesifik SISH sinyalleri arka plandan net bir sekilde

Pembe bir bulaniklik gdzlemlenebilir ve sinyalle

. ve Chr17 probunun diger kromozomlara spesifik olmayan

sinyal ve 2 siyah (HER?2) sinyal gostermektedir.

o karistinimamalidir. Ufak, soluk Red ISH sinyalleri gériilebilir

baglanmasini temsil edebilir. Gérintt, 2 ayri kirmizi (Chr17)

HER2 Geni Durumu: VENTANA HER2 Dual ISH DNA Probe Cocktail igin Puanlama

Algoritmasi

Yirmi gekirdek (her biri kirmizi (Chr17) ve siyah (HERZ) sinyaller igerir) sayilmalidir. HER2

durumu igin nihai sonuglar 20 ¢ekirdegin tamami icin HER2 sinyallerinin toplaminin
20 gekirdegin tamami igin Chromosome 17 sinyallerinin toplamina bélinmesiyle elde

edilen orana dayali olarak raporlanir. Amplifikasyon durumu HER2/Chr17 oraninin = 2.0
olmasi durumunda Amplifiye, HER2/Chr17 oraninin < 2.0 olmasi durumunda ise Amplifiye
Degil olarak tanimlanir. HER2/Chr17 oraninin 1.8 ile 2.2 arasinda olmasi durumunda ek
bir 20 ¢ekirdek daha sayilmalidir. Ardindan 40 gekirdegin tamamina dayali olarak yeni bir
oran elde edilmeli ve amplifikasyon durumu halihazirda agiklanan sekilde raporlanmalidir.

HER2/Chr17
Baslaym Boyali Slayt

Slayt
Yeterli mi?

Yetersiz.

Yeni slaytla
boyamay tekrarlayin

Hedef Alan Tespit Edin ve Secin

v

20 gekirdekte HER2 ve Chromosome 17 Sinyallerini
sayin

v

Hedef Alan 1'deki toplam HER2 sinyalleri sayisini
Hedef Alan 1'deki toplam Chr17 sinyalleri sayisina
bolerek HER2/Chr17 oranini hesaplayin

1.8 < HER2/Chr17
<2.2midir?

Ek bir 20 gekirdek daha
sayin

Rapor Sonuglar
Amplifye [’;egil ¢ Hedef Alan 1 ve 2'deki toplam HER2
< sinyalleri sayisini Hedef Alan 1 ve 2'deki
HER?/ChrW <20 toplam Chr17 sinyalleri sayisina bélerek
Amplifiye HER2IChr17 oranini hesaplayin
HER2/Chr17 22.0

Kontroller

Hedef alan igerisinde veya buna bitigik bulunan normal hiicreler, boyamanin dahili
kontrolleri olarak gorev gorir. Hedef alanin yeterli kabul edilebilmesi igin normal hiicre

cekirdeklerinin en az %50'sinin en az bir SISH sinyali ve en az %50'sinin en az bir Red

ISH sinyali icermesi gerekir (SISH ve Red ISH sinyallerinin ayni hiicrelerde olmasi

gerekmez). islemdeki herhangi bir slaytta, normal hiicrelerde yeterli sinyal saptanmamasi,

ilgili slaydin sayim igin yetersiz olduguna isaret eder. Pozitif kontrol 6rneklerinin veya
ksenogreft slaytlarinin kullanimi potansiyel cihaz ve/veya reaktif problemleri igin sorun
gidermede yardim saglar.
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KISITLAMALAR
Genel Kisitlamalar

1. ISH; uygun reaktiflerin segimi, numune hazirlama, isleme, ISH slaydinin
hazirlanmasi ve sonuglarin yorumlanmasi konusunda 6zel egitim gerektiren gok
adiml bir diagnostik islemdir.

2. Doku boyamasi, dokunun boyanmadan dnceki kullanimi ve islenmesine baglidir.
Uygun olmayan fiksasyon, dondurma, ¢dzme, yikama, kurutma, isitma, kesit
¢ikarma veya baska doku ya da sivilarla kontaminasyon, artefaktlara, reaktif
hapsolmasina, yanlis negatif veya yanlis pozitif sonuglara yol agabilir. Tutarsiz
sonuglar, fiksasyon ve gdmme yontemlerindeki farkliliklarin veya doku icindeki
yapisal diizensizliklerin bir sonucu olabilir.

3. Asini veya eksik kargit boyama, sonuglarin uygun sekilde yorumlanmasini
engelleyebilir.

4. Boyamanin klinik yorumlamasi, klinik gegmis, morfoloji ve diger histopatolojik
kriterler baglaminda degerlendirilmelidir. Boyali preparati hazirlamak igin kullanilan
reaktifler ve ydntemlere asina olmak uzman patologun sorumluluundadir. Boyama,
sertifikall ve ruhsatli bir laboratuvarda, boyali slaytlarin incelenmesinden ve
kontrollerin yeterliligini saglamaktan sorumlu bir patolog gézetiminde
gerceklestiriimelidir.

5. VENTANA reakdifleri, verilen talimatlar izlendiginde kullanim igin optimum
seyreltmede sagjlanir. Onerilen test prosedtirlerinden her tiirlii sapma, beklenen
sonuglari gecersiz kilabilir. Onerilen test prosedirlerinden sapan kullanicilar, hasta
sonuglarinin yorumlanmasina iligkin sorumlulugu kabul etmelidir.

6.  Numune islemesindeki varyasyonlar nedeniyle ISH proteaz islemi siiresinin
artirimasi veya azaltiimasi gerekebilir. Ayrica, hiicre iyilestirmenin artirlmasi veya
azaltiimasi boyama sonuglarini etkiler. Bu tir degisiklikler kullanici tarafindan
dogrulanmalidir. Onerilen test prosediirlerinden sapan kullanicilar, s6z konusu
kosullar altinda hasta sonuglarinin yorumlanmasindan sorumludur.

7. Reaktifler, 6nceden test edilmemis dokularda beklenmedik reaksiyonlar
sergileyebilir. Dokularin biyolojik dediskenligi nedeniyle, test edilmis doku
gruplarinda dahi, beklenmeyen reaksiyon gértilme olasiligi tamamen elimine
edilemez. Belgelenmis beklenmedik reaksiyon durumunda yerel destek temsilcinizle
iletisime gegin.

OZEL KISITLAMALAR

1. Butayin ile biitiin sabitleyiciler uyumlu degildir. Onerilen sabitleyici, 6 ila 72 saat
sireyle uygulanan %10 NBF'dir.

2. VENTANA HER2 Dual ISH DNA Probe Cocktail tayini ~ 4 ym kalinlikta kesilen doku
kesitlerinin boyanmasi icin gelistirilmistir.20 4 um (izeri kalinliga sahip kesitlerde
doku kayb1 yaganabilir.

3. Tum tayinler her cihaz iizerinde kayitli olmayabilir. Daha fazla bilgi icin liitfen yerel
destek temsilcinizle iletisime gegin.

4. Oksidasyon, solma ve/veya SISH sinyalinin kaybolmasi, gesitli sabitleme ortami
markalarindan kaynakli olabilir. Sabitleme ortami uyumlulugu igin Tablo 30'a bakin.

5. Red ISH sinyalinin kaybolmasini 6nlemek igin boyanmis slaytlar dehidrasyon
amaclyla alkol veya aseton banyolarina daldirimamalidir. Havada kurutma veya
firnda kurutma énerilmez. Boyanmis slaytlar lamel yerlestirmeden énce tamamen
kuru olmalidir.

6.  Her testte oldugu gibi negatif bir sonug, spesifik hedefin test edilen hiicrelerde veya
dokularda bulunmadigi degil, saptanamadigi anlamina gelir.

7. Buprob BenchMark IHC/ISH cihazlari iizerinde VENTANA reaktifleri ile kullanim igin
optimize edilmistir. Onerilen test prosediirlerinden sapan kullanicilar, séz konusu
kosullar altinda hasta sonuglarinin yorumlanmasindan sorumludur.

PERFORMANS OZELLIKLERI

VENTANA HER2 Dual ISH DNA Probe Cocktail performansi; analitik ve klinik calismalar
lizerinden degerlendirilmistir. Aksi belirtilmedikge tlim boyamalar BenchMark IHC/ISH
cihazlari Gizerinde Tablo 3 ile belirtilen sekilde VENTANA HER2 Dual ISH DNA Probe
Cocktail protokolu kullanilarak gerceklestirilmistir.

Tablo 5 ve Tablo 6'da bu galigmalarin performans verileri 6zetlenmektedir: Uyum
Galismalari, Tekrar Edilebilirlik ve Kesinlik, Okuyucu Igi ve Okuyucular Arasi Kesinlik,
Lotlar Arasi Kesinlik, Cihazin Laboratuvarlar Arasi Kesinligi, Analitik Hassasiyet ve
Spesifite, Tayin Karakterizasyonu ve Stabilite. Bu galismalarin bir alt seti asagidaki
bdlimlerde daha ayrintili olarak agiklanmaktadir.
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Tablo 5. Analitik ve klinik ¢alismalarda meme igin performans sonuglarinin dzeti.

Basarisizlik Modlar

Tablo 7. Birinsan meme karsinomu numune kohortunda VENTANA HER2 Dual ISH
DNA Probe Cocktail ve Abbott/Vysis PathVysion HER-2 DNA Probe Kit arasindaki uyum.

Ba-
Ba- | sa- | Top- Zayiflsifir
sarih | n- lam HER2/Chr17
sz (dahili kontrol | A™k@P1an | povok | Diger
Hatalari
veya hedef
hiicreler)
2893 | 127 | 3020 113 (%3.74) 5(%0.17) | 6(%0.20) | 3(%0.10)

Tablo 6. Analitik ve klinik ¢alismalarda gastrik igin performans sonuglarinin 6zeti.

Basarisizlik Modlari

PathVysion HER-2 FISH Sonucu

VENTANA HER2
Dual ISH DNA Probe

Cocktail Sonucu Amplifiye Amplifiye Degil Toplam
Amplifiye 270 12 282
Amplifiye Degil 32 291 323
Toplam 302 303 605

niN % (%95 Puan Cl)
Pozitif Uyum Yiizdesi | 270/302 89.4 (854, 92.4)
Negatif Uyum Yiizdesi | 291/303 96.0 (93.2,97.7)
Tablo 8. insan meme karsinomu numunelerinde VENTANA HER2 Dual ISH DNA Probe

Cocktail ve Abbott/Vysis PathVysion HER-2 DNA Probe Kit icin tesise gore negatif, pozitif
ve genel uyum oranlarinin ézeti.

Ba-
Ba- | sa- | Top- Zay/f/sifir
sarll [ n- [ lam HER2/Chr17
sz (dahili kontrol Alg';ia'r;fln Dokuyok | Diger
veya hedef
hiicreler)
1340 17 1357 17 (%1.25) 0 (%0) 0 (%0) 0 (%0)
KLINIK PERFORMANS

PathVysion Tayini ile Uyum Galismasi: BenchMark ULTRA Cihazi Uzerinde
VENTANA HER2 Dual ISH DNA Probe Cocktail ve Abbott/Vysis PathVysion HER-2
DNA Probe Kit Kargilagtirmasi

invaziv meme karsinomunda HER?2 geni durumunun belirlenmesi icin VENTANA HER2
Dual ISH DNA Probe Cocktail tayininin, karsilagtirma cihazi Abbott/Vysis PathVysion
HER-2 FISH Kit ile uyumunu degerlendirmek amaciyla ok tesisli bir uyum galismasi
gerceklestiriimistir. VENTANA HER2 Dual ISH DNA Probe Cocktail tayin testi icin G¢
merkezi laboratuvar katilmistir. Daha énce IHC ile elde edilen HER2 protein
ekspresyonuna dayali galismaya potansiyel dahil etme igin Ug klinik katilim tesisinden alti
yliz otuz alti insan invaziv meme karsinomu vakasi saglanmistir. Calisma sponsoru 133
vaka ile destek saglamistir. VENTANA HER2 Dual ISH DNA Probe Cocktail tayini ve
PathVlysion HER-2 FISH tayinini yiiriten merkezi laboratuvarlar numunelerin
degerlendiriimesinde yanlihigin énlenmesi igin IHC durumuna ve orijinal vaka
tanimlayicisina kérlenmistir. Ek analizler igin merkezi bir laboratuvar, PATHWAY anti-
HER-2/neu (4B5) Rabbit Monoclonal Primary Antibody (PATHWAY anti-HER2 (4B5)
antikoru) kullanarak tiim érneklerde IHC boyamasi gerceklestirmistir. FISH ve VENTANA
HER?2 Dual ISH DNA Probe Cocktail tayin boyama sonuglari her numunede en az 20
cekirdek sayilarak saylimistir. Sonuglar asagidaki gibi raporlanmistir: HER2/Chr 17 orani
> 2.0 amplifiye olarak; HER2/Chr 17 < 2.0 amplifiye degil olarak. FISH ve VENTANA
HER2 Dual ISH DNA Probe Cocktail tayinlerinin her ikisi tarafindan boyanan 678 vaka
icerisinde 605 numune her iki tayin tarafindan sayilabilir olmus ve dolayisiyla uyum
oranlari analizine dahil edilmistir.

Birincil Sonuglar

Birincil analiz, meme karsinomunda VENTANA HER2 Dual ISH DNA Probe Cocktail ve
PathVlysion HER-2 FISH tayinleri arasindaki uyumu degerlendirmek lizere pozitif ve
negatif uyum ytizdelerini karsilagtirmistir. Her bir tayin icin amplifiye ve amplifiye olmayan
klinik degerlendirmelere ait veriler, tim tesislerden verilerle birlestirilerek, pozitif ylizde ve negatif
ylizde uyum oranlariyla birlikte agagidaki 2x2'lik tabloda sunulmaktadir; burada PathVysion
HER-2 FISH referans tayindir. BenchMark ULTRA cihazi kullanildiginda bu iki tayin ynteminin
es deger performansinin gésterilmesine yonelik kabul kriterleri, (ic tesisin her birinden veriler bir
araya getirildiginde iki tarafli %95 puan gliven arali§i alt sinirarinin %85 veya daha yiksek
olmasini gerektirmistir. Bu kabul kriterleri karsilanmistir (Tablo 7). Ek olarak tesise gore pozitif ve
negatif uyum oranlarinin tamami %85'ten yiksek olmustur (Tablo 8).

2025-02-09
FT0700-415n

7117

VENTANA HER2

Dual ISH DNA

Probe Cocktail ve

PathVysion Pozitif Uyum Negatif Uyum Genel Uyum
HER-2 FISH Yiizdesi Yiizdesi Yiizdesi

Tesis A: n/N (%) 92/100 (%92.0) | 92/93 (%98.9) 184/193 (%95.3)
(%95 Cl) (85.0, 95.9) (94.2,99.8) (91.4,97.5)
Tesis B: n/N (%) 93/103 (%90.3) | 108/119 (%90.8) 201/222 (%90.5)
(%95 Cl) (83.0, 94.6) (84.2,94.8) (86.0,93.7)
Tesis C: n/N (%) 85/99 (%85.9) 91/91 (%100.0) 176/190 (%92.6)
(%95 Cl) (77.7,91.4) (95.9, 100.0) (88.0,95.6)

Bu veriler insan meme karsinomu numunelerinde HER2 geni durumunun belirlenmesine
yonelik olarak VENTANA HER2 Dual ISH DNA Probe Cocktail tayini ve PathVysion HER-
2 FISH Kit arasinda mikemmel uyuma isaret etmektedir.

ikincil Sonuglar

VENTANA HER2 Dual ISH DNA Probe Cocktail ve PathVysion HER-2 FISH Kit ve bunun
iki tarafli %95 puan Cl degeri arasindaki genel uyum ylizdesi tiim klinik tesislerden
verilerin havuzlanmasiyla %92.7 (90.4, 94.5) olmustur.

ikincil Sonuglar: HER2 durumu iin IHC ve ISH karsilagtirmasi

VENTANA HER2 Dual ISH DNA Probe Cocktail ile PathVysion FISH karsilastirmasinin
yapildigi uyum calismasi, ayni zamanda vakalari HER2 protein seviyeleri bakimindan IHC
puanlarina dayali olarak degerlendirmek (izere tasarlanmistir (bkz. PATHWAY anti-HER2
(4B5) antikor yontem tablosu [P/N 14427EN], IHC puanlama igin). Bu, PATHWAY anti-
HER2 (4B5) antikoru ile VENTANA HER2 Dual ISH DNA Probe Cocktail tayini arasindaki
ve PATHWAY anti-HER2 (4B5) antikoru ile PathVysion FISH tayini arasindaki uyum
oranlarini karsilastirmak igin ikincil bir analizi miimkiin kilmistir. Bu galismada 2+/3+ [HC
puanlari HER2 asir ekspresyonu igin pozitif kabul edilmistir. PathVysion HER-2 FISH
tayini ve PATHWAY HER2/neu (4B5) antikoru icin uyum verileri Tablo 9 iginde
gosterilmigtir. VENTANA HER2 Dual ISH DNA Probe Cocktail tayini ve PATHWAY
HER2/neu (4B5) antikoru igin uyum verileri Tablo 10 iginde gdsterilmistir.
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Tablo 9. BenchMark ULTRA cihazi lizerinde IHC ve FISH Karsilagtirmasi: Tim
Tesislerden Havuzlanan Veriler.

Tablo 12. Insan GEA numunelerinde VENTANA HER2 Dual ISH DNA Probe Cocktail ve
Dako HER2 IQFISH pharmDx™ igin negatif, pozitif ve genel uyum oranlarinin 6zeti.

PathVysion HER-2 FISH Sonucu
Amplifiye
Amplifiye Degil Toplam
PATHWAY Pozitif 277 63 340
HER2 (4B5) | (2+/3+
antikor vakalar)
Sonuglan e satif 114) | 27 238 265
Toplam 304 301 605
niN % (%95 Puan Cl)
Pozitif Uyum Yizdesi 277/304 91.1(87.4,93.8)

Tablo 10. BenchMark ULTRA cihazi tizerinde IHC ve VENTANA HER2 Dual ISH DNA
Probe Cocktail tayini Karsilastirmasi: Tiim Tesislerden Havuzlanan Veriler.

VENTANA HER2 Dual ISH DNA Probe Cocktail
Sonucu
Amplifiye
Amplifiye Degil Toplam
PATHWAY Pozitif 248 78 326
HER2 (4B5) | (2+/3+
antikor vakalar)
Sonuglar 1 ™\ecatf (0/1+) | 18 253 271
Toplam 266 331 597
n/N % (%95 Puan Cl)
Pozitif Uyum Yizdesi 248/266 93.2(89.6,95.7)

Uyum Galismasi: BenchMark ULTRA cihazi iizerinde VENTANA HER2 Dual ISH DNA
Probe Cocktail ve Dako HER2 IQFISH pharmDx™ Kit tayini kargilagtirmasi

VENTANA HER2 Dual ISH DNA Probe Cocktail tayinini, GEA'daki HER2 geni durumunun
belirlenmesinde floresan in situ hibridizasyon (FISH) bakimindan Dako HER2 IQFISH
pharmDx™ Kit ile karsilastirmali olarak degerlendirmek tizere bir uyum galismasi
gerceklestirilmistir. GEA numuneleri tizerinde tayinin karsilastirilabilirligi, iki tayinden elde
edilen boyama sonuglarinin karsilastirimasiyla belilenmistir (Tablo 11). Yiz otuz dért
(134) insan GEA numunesi (amplifiye olan ve olmayan vakalarin bir karigimi) VENTANA
HER2 Dual ISH DNA Probe Cocktail kullanilarak boyanmistir. Ayni kohort Dako HER2
IQFISH pharmDx™ tayini kullanilarak boyanmistir. Bu kohorttaki hem Dako HER2 IQFISH
pharmDx™ tayini hem de VENTANA HER2 Dual ISH DNA Probe Cocktail tayini ile
sayllabilen 146 érnege yonelik negatif, pozitif ve genel uyum oranlarinin ayrintili sonuglari
Tablo 11 ve Tablo 12 lizerinde gdsterilmektedir.

Tablo 11. Birinsan GEA numuneleri kohortunda VENTANA HER2 Dual ISH DNA Probe
Cocktail ve Dako HER2 IQFISH pharmDx™ tayini arasindaki uyum.

VENTANA HER2 Dual Dako HER2 IQFISH pharmDx™ tayini
ISH DNA Probe Cocktail Amplifikasyon Durumu
Amplifikasyon Durumu Ampl. Ampl. Degil
Ampl. 49 8

Ampl. Degil 5 84

2025-02-09 8/17
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Negatif Pozitif Genel
Uyum Orani Uyum Orani Uyum Orani
Ham Yiizde Ham Yiizde Ham Yiizde
Veril | (%95 Puan | Veril | (%95Puan | Veri/ | (%95Puan
Vaka cl) Vaka cl) Vaka cl)
Sayisi Sayisi Sayisi
VENTANA
HER2 Dual 91.3 90.7 91.1
ISH DNA 842 (83.8-95.5) 40/54 (80.1-96.0) 133/146 (85.4-94.7)
Probe Cocktail

ANALITIK PERFORMANS

Meme Karsinomu ile BenchMark IHC/ISH Cihazinin Tekrarlanabilirligi ve
Kesinligi

VENTANA HER2 Dual ISH DNA Probe Cocktail tekrar edilebilirligi ve kesinligi
BenchMark IHC/ISH cihazlari iizerinde VENTANA Silver ISH DNP Detection Kit ve
VENTANA Red ISH DIG Detection Kit ile birlikte degerlendirilmistir.

islem igi Tekrarlanabilirlik, 28 meme karsinomu numunesi kullanilarak
degerlendirilmigtir. Her bir numuneden iki kopya slayt tek bir BenchMark ULTRA,
BenchMark XT veya BenchMark GX cihazi izerinde VENTANA HER2 Dual ISH DNA
Probe Cocktail ile boyanmistir. BenchMark XT ve GX cihaz verilerinin analizi igin 1.5
ila 2.5 arasinda oranlara sahip vakalar, prevalanslarina gére agirliklandiriimistir.

Ginler Arasi Ara Kesinlik ayrica meme karsinomu numuneleri kullanilarak
degderlendirilmistir. 28 numunenin her birinden kopya slaytlar ardisik olmayan 5
glinde BenchMark IHC/ISH cihazlari (izerinde VENTANA HER2 Dual ISH DNA Probe
Cocktail ile boyanmistir. BenchMark XT ve BenchMark GX cihaz verilerinin analizi
icin 1.5 ila 2.5 arasinda oranlara sahip vakalar, prevalanslarina gore
agirliklandiriimistir.

islem igi Tekrarlanabilirlik ortalama pozitif uyum (APA), ortalama negatif uyum
(ANA)ve genel uyum yiizdesi (OPA) ile belirlenmistir. Giinler Arasi Ara Kesinlik
degerlendirilebilir populasyondaki tim gézlemlerde pozitif uyum yizdesi (PPA),
negatif uyum yiizdesi (NPA) ve genel uyum yiizdesi (OPA) ile belirlenmistir. Her iki
calismanin sonuglarinin bir ézeti Tablo 13'te yer almaktadir.

Tablo 13. BenchMark IHC/ISH Cihazi islem igi Tekrarlanabilirligi ve Giinler Arasi Ara
Kesinligi.

Tekrar A Uyum
Platform | Edilebiliriik/ | <inik Y
Kesinlik | Purm [~ . .
Tiir n/N % %95 Cl
Amplifiye | APA | 1941194 | 100 | (98.1,100)
Islem [ Ampliiye
ULTRA | Tekrarianabi- | goF ANA | 1861186 | 100 | (98.0,100)
lrik
Toplam | oPA | 190190 | 100 | (98.0,100)
Ampifiye | PPA | 1301139 [ 100 | (97.3,100)
Giinler Arasi | Amplifiye
utRa | i | o NPA | 135135 | 100 | (97.2,100)
Toplam | OPA | 2741274 | 100 | (986, 100)
- 1288/
Ampliiye | APA 1288 100 (97.1, 100)
islem lgi =
XT | Tekrarlanabi- | ATPIYe | ana | 11204 400 | (975, 100)
ltlk Degil 151.2
1400/
Toplam [ OPA [ 1900 | 100 | (973, 100)
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Tekrar - Uyum - Uyum
Platform | Edilebilirii/ | A< Platiorm | Kesiniik | fI"%
Kesinlik Tir | nN % %95 Cl Tir | N [ % [ %9sc
o 128.8/ Amplifi- 90.7/ 10
Amplifiye | PPA 1288 100 (97.1, 100) Cihazlar e Degi NPA 90.7 0 (95.9, 100)
Glnler A Amplifi 151.2/ prasi Ara
tnler Arasi mplifiye . Kesinlik 166.9/ 10
XT | AraKesinlk | Degi NPA | 4512 | 100 [ (97:5,100) | Toplam | OPA | qorg | o | (67:8,100)
Toplam OPA 5288/ 100 (98.6, 100) Not: %95 CI degerleri ylizdelik bootstrap yontemi kullanilarak hesaplanmistir; nokta
: tahmininin %100 oldugu durumlarda Wilson Puan yontemi kullaniimistir. Calismaya
128.8/ ISH oranlari 1.5 ile 2.5 arasinda olan dért vaka dahil edilmistir.
Amplifiye | APA 128'8 100 (97.1,100)
islem lgi Amolifive 1512/ Meme Karsinomu ile Okuyucu igi ve Okuyucular Arasi Kesinlik
GX | Tekrarlanabi- Degpu e | ana 1512 100 | (97.5,100) | VENTANA HER2 Dual ISH DNA Probe Cocktail tayininin BenchMark IHC/ISH cihazi ile
lirlik : okuyucu ici ve okuyucular arasi kesinligi, tic okuyucunun BenchMark ULTRA cihazi
Toolam OPA 140.0/ 100 973 100 lizerinde VENTANA HER2 Dual ISH DNA Probe Cocktail ile birlikte VENTANA Silver
opla 140.0 (97:3,100) | |sH DNP Detection Kit ve VENTANA Red ISH DIG Detection Kit kullanimiyla boyanmis
60 meme karsinomu numunesini degerlendirmesi lizerinden belirlenmistir. Okuyucu i¢
Amplifiye | PPA lggg/ 100 (97.1,100) kesinlik igin ayni slayt seti, okumalar arasinda en az iki hafta arayla iki kez okunmustur.
: Okuyucu igi ve okuyucular arasi kesinlik, degerlendirilebilir poptilasyondaki tim
Giinler Arasi | Amplifiye 1512/ gozlgmlerde A'PA, ANA ve OPA ile belirlenmistir. Bu ¢alismaya yonelik sonuglarin bir
GX | AraKesinlik Degl NPA | 1515 100 | (97.5,100) | zeti Tablo 15'te yer almaktadir. .
Tablo 15. BenchMark ULTRA Cihazi Okuyucu Igi ve Okuyucular Arasi Kesinligi.
Toplam | opa | 28907 | 400 | (986, 100)
280.0 Klinik Uyum
- ini
Not: %95 Cl degerleri yiizdelik bootstrap yontemi kullanilarak hesaplanmistir; nokta WETLS Durum -
tahmininin %100 oldugu durumlarda Wilson Puan yéntemi kullaniimistir. Galismaya Tar niN % %95 Cl
ISH oranlari 1.5 ile 2.5 arasinda olan dort vaka dahil edilmistir. Amplifye | APA 1781181 | 983 (96.3, 100)
Meme Karsinomu ile Cihazlar Arasi Ara Kesinlik Aol
VENTANA HER?2 Dual ISH DNA Probe Cocktail tayininin BenchMark IHC/ISH cihaz ile Okuyucu lgi Dgg’”' Ve [ AnA 1741177 | 983 (96.1, 100)
cihazlar arasi ara kesinligi, 3 BenchMark IHC/ISH cihazi iizerinde VENTANA HER2 Dual
ISH DNA Probe Cocktail ile birlikte VENTANA Silver ISH DNP Detection Kit ve VENTANA Toplam OPA 176/179 | 983 (96.1, 100)
Red ISH DIG Detection Kit kullanimiyla 28 meme karsinomu numunesinin kopya
slaytlarinin boyanmas iizerinden belirlenmistir. Cihazlar arasi ara kesinlik, Amplifiye [ APA 350/362 | 96.7 (93.2,994)
degerlendirilebilir poplilasyondaki tim gézlemlerde PPA, NPA ve OPA ile belirlenmistir. Ok | Aol
Oranlari 1.5 ile 2.5 arasinda olan vakalar prevalanslarina gore agirliklandiriimistir A uyucutar Dm“p'll Ve | ANA 342/354 | 96.6 (92.8,99.4)
(BenchMark XT/BenchMark GX cihazlari). Bu galismaya yonelik sonuglarin bir 6zeti asl egi
Tablo 14t yer almaktadir. Toplam | OPA | 346/358 | 966 (92.8,99.4)

Tablo 14. BenchMark IHC/ISH Cihazlar Arasi Ara Kesinligi.

Not: %95 Cl degerleri ylzdelik bootstrap yéntemi kullanilarak hesaplanmistir.
- Uyum Galismaya ISH oranlari 1.5 ile 2.5 arasinda olan alti vaka dahil edilmigtir.
Platf Kesiniik | Klinik Y
SNy cSint Durum - Meme Karsinomu ile Platformlar Arasi Kesinlik
Tir N % | %95Cl VENTANA HER2 Dual ISH DNA Probe Cocktail tayininin BenchMark IHC/ISH cihazi ile
Amplifiy 10 platformlar arasi kesinligi, BenchMark IHC/ISH cihazlari (izerinde VENTANA HER2 Dual
A PPA | 84/84 0 (95.6, 100) ISH DNA Probe Cocktail ile birlikte VENTANA Silver ISH DNP Detection Kit ve VENTANA
Cihazlar Red ISH DIG Detection Kit kullanimiyla boyanmis 28 meme karsinomu numunesinin
Amplifiy 10 degerlendirilmesi {izerinden belirlenmistir. Platformlar arasi kesinlik, degerlendirilebilir
ULTRA ArasiAra | e | NPA | 84184 | o7 | (956,100) | popiiasyonda tiim gozlemerde PPA, NPA ve OPA le belrlenmistr. Oranlari 1.5 le 2.5
Kesinlik arasinda olan vakalar prevalanslarina gére agirliklandiriimistir. Bu ¢alismaya yonelik
Toplam | OPA 168/168 (1)0 (97.8,100) sonuglarin bir 6zeti Tablo 16'da yer almaktadir.
Tablo 16. BenchMark IHC/ISH Cihazi Platformlar Arasi Kesinlik.
Amplifiy 77.3/ 10
e PPA 1773 |0 [ ®3100 - Klinik Uyum
. Kesinlik
Cihazlar (- opii 07 |10 Durum i - P
XT ArasiAra | PP | NPA ' (95.9, 100) Tir | nN & %95 Cl
Kesinik | D9 7|0
168.0/ 10 Amplifiye PPA gggg/ 100 (98.4, 100)
Toplam | OPA 168.0 0 (97.8, 100) Platformlar Arasi :
i Kesinlik e
Amplifiye 2711.0/
& - NPA 99.6 (98.3, 100)
GX Amplifiy PPA 76.2/ 10 (95.2,100) Degil 2722
e 76.2 0
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- Klinik Uyum
Kesinlik Durum
Tiir niN % %95 Cl
501.8/
Toplam OPA 502.9 99.8 (99.2, 100)

Not: %95 Cl degerleri yiizdelik bootstrap yontemi kullanilarak hesaplanmistir; nokta
tahmininin %100 oldugu durumlarda Wilson Puan ydntemi kullaniimistir. Galismaya
ISH oranlari 1.5 ile 2.5 arasinda olan dort vaka dahil edilmistir.

BenchMark IHC/ISH Cihazi: Gastrik Adenokarsinom ile Tekrar Edilebilirligi ve
Kesinligi

VENTANA HER2 Dual ISH DNA Probe Cocktail tekrar edilebilirligi ve kesinligi BenchMark
IHC/ISH cihazlar izerinde VENTANA Silver ISH DNP Detection Kit ve VENTANA Red
ISH DIG Detection Kit ile birlikte degerlendirilmistir.

islem lci Tekrarlanabilirlik, on dért gastrik adenokarsinom numunesi kullanilarak
degerlendirilmistir. Gastrik adenokarsinom numunelerinin her birinden iki kopya slayt tek
bir BenchMark IHC/ISH cihaz (izerinde VENTANA HER2 Dual ISH DNA Probe Cocktail
ile boyanmigtir. Oranlari 1.5 ile 2.5 arasinda olan vakalar prevalanslarina gore
agirliklandinimistir.

Ginler Arasi Ara Kesinlik ayrica gastrik adenokarsinom numuneleri kullanilarak
degerlendirilmistir. On dort numunenin her birinden kopya slaytlar ardisik olmayan 5
ginde BenchMark IHC/ISH cihazlari Gzerinde VENTANA HER2 Dual ISH DNA Probe
Cocktail ile boyanmistir. Oranlari 1.5 ile 2.5 arasinda olan vakalar prevalanslarina gore
agrliklandinimigtir.

islem lci Tekrarlanabilirlik ortalama poxzitif uyum (APA), ortalama negatif uyum (ANA)ve
genel uyum ylizdesi (OPA) ile belirlenmistir. Glinler Arasi Ara Kesinlik degerlendirilebilir
popiilasyondaki tiim gdzlemlerde pozitif uyum ylizdesi (PPA), negatif uyum yiizdesi (NPA)
ve genel uyum yiizdesi (OPA) ile belirlenmistir. Her iki ¢alismanin sonuglarinin bir 6zeti
Tablo 17'de yer almaktadir.

Tablo 17. BenchMark IHC/ISH Cihazi: islem igi Tekrarlanabilirlik ve Giinler Arasi Ara
Kesinlik.

Tekrar < Uyum
Platform | Edilebilirii/ | A< Y
Kesinlik Tiir niN % %95 CI
Topam | OPA | 120% | 100 | (97.3,100)
ampiiye | APA | S8 1 g0t | (959,100)
islem Ici -
oX | Tekrarlanabi- | ATPYe f ana [ 70001 995 | (952, 100)
lilik Degil 70.6
Topam | 0PA | 73 1992 | (969,100)
ampiiye | PPA | 573 1992 | (965, 100)
Giinler Arasi | Amplifiye 70.0/
CX | AraKesinlk | Degi NPA 1 700 100 (948,100)
Topam | OPA | 1573 | 996 | (985,100)

Not: %95 Cl degerleri yiizdelik bootstrap yontemi kullanilarak hesaplanmistir; nokta
tahmininin %100 oldugu durumlarda Wilson Puan yéntemi kullaniimigtir. Calismaya
ISH oranlari 1.5 ile 2.5 arasinda olan iki vaka dahil edilmistir.

Gastrik Adenokarsinom ile Cihazlar Arasi Ara Kesinlik

VENTANA HER2 Dual ISH DNA Probe Cocktail tayininin BenchMark IHC/ISH cihazi ile
cihazlar arasi ara kesinligi, 3 BenchMark IHC/ISH cihazi izerinde VENTANA HER2 Dual
ISH DNA Probe Cocktail ile birlikte VENTANA Silver ISH DNP Detection Kit ve VENTANA
Red ISH DIG Detection Kit kullanimiyla on dort gastrik adenokarsinomu numunesinin
kopya slaytlarinin boyanmasi tizerinden belirlenmistir. Cihazlar arasi ara kesinlik,
degderlendirilebilir poplilasyondaki tlim gézlemlerde PPA, NPA ve OPA ile belirlenmistir.
Oranlari 1.5 ile 2.5 arasinda olan vakalar prevalanslarina gére agirliklandiriimistir. Bu
calismaya ydnelik sonuglarin bir 6zeti Tablo 18'de yer almaktadir.

Tablo 18. BenchMark IHC/ISH Cihazlar Arasi Ara Kesinligi.

- Klinik Uyum
Platform| Kesinlik Durum
Tar | nN % | %oesci
.. 420/
Amplifiye | PPA 420 100 (91.6, 100)
Cihazlar -
ULTRA | Arasira | AmPlfive  npa [ 42004 400 | (916, 100)
. Degil 420
Kesinlik
84.0/
Toplam | OPA | g4 100 | (95.6,100)
Amplfiye | PPA jgg’ 986 | (94.1,100)
Cihazlar -
xT | Arasiara | AmPlfiye | pa | 40900 | (914, 100)
- Degil 40.9
Kesinlik
813/
Toplam | OPA | o1 993 | (97.5,100)
.. 409/
Ampliiye | PPA 409 100 | (91.4,100)
Cihazlar -
oX | Arasiara | AmPlfive fnpa [ 42004400 | (916, 100)
. Degil 42.0
Kesinlik
82.9/
Toplam | OPA | 500 100 | (956,100)

Tekrar - Uyum
Platform | Edilebilirlik/ [')‘l:'r"u':; y
Kesinlik Tiir niN % %95 Cl
Amplfiye | APA ;88’ 100 | (943, 100)
islem Igi —
ULTRA | Tekrarlanabi- g’;‘gﬁ:'ﬂye ana | 100100 | (048, 100)
ik :
Toplam | OPA ;88/ 100 | (943, 100)
Amplfiye | PPA ;88’ 100 | (943, 100)
Giinler Arasi | Amplifiye 70.0/
ULTRA | Ava Kesinlik | Degil NPA I 700 100 | (248,100)
Toplam | OPA 1188/ 100 | (97.3,100)
Amplfiye | APA ;83’ 100 | (943, 100)
islem lgi —
XT | Tekrarlanabi- gg‘gﬁ:'ﬂy‘* ana [ 1800100 | (048, 100)
il :
700/
Toplam | oPA | 700 100 | (948, 100)
amplifiye | PPA | 799 | 100 | (948, 100)
XT Glnler Arasi 700
Ara Kesinlik Amplifiye 70.0/
benl NPa | 100 100 | (948, 100)
2025-02-09 10117
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Not: %95 Cl degerleri yiizdelik bootstrap yéntemi kullanilarak hesaplanmistir; nokta
tahmininin %100 oldugu durumlarda Wilson Puan yéntemi kullaniimigtir. Calismaya
ISH oranlari 1.5 ile 2.5 arasinda olan iki vaka dahil edilmistir.
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Gastrik Adenokarsinom ile Okuyucu igi ve Okuyucular Arasi Kesinlik

VENTANA HER2 Dual ISH DNA Probe Cocktail tayininin BenchMark IHC/ISH cihazi ile
okuyucu igi ve okuyucular arasi kesinligi, ti¢ okuyucunun BenchMark ULTRA cihazi
uzerinde VENTANA HER2 Dual ISH DNA Probe Cocktail ile birlikte VENTANA Silver ISH
DNP Detection Kit ve VENTANA Red ISH DIG Detection Kit kullanimiyla boyanmig 28
gastrik adenokarsinom numunesini degerlendirmesi tizerinden belirlenmistir. Tim slaytlar
randomize edilmistir ve vaka tanisina gére maskelenmistir. Okuyucu i kesinlik igin ayni
slayt seti, okumalar arasinda en az iki hafta arayla iki kez okunmustur. Okuyucu igi kesinlik
ve okuyucular arasi kesinlik, degerlendirilebilir populasyondaki tim gozlemlerde APA,
ANA ve OPA ile belirlenmistir. Bu galismaya yonelik sonuglarin bir 6zeti Tablo 19'da yer
almaktadir.

Tablo 19. BenchMark ULTRA Cihazi Okuyucu igi ve Okuyucular Arasi Kesinligi.

ini Uyum
Kesinik [ ik Y
urum
Tiir niN % %95 Cl
Amplifiye | APA 80/84 95.2 (90.5, 100)
Okuyucular Amplifiye 80/84 95.2 (90.5, 100)
. ANA
Arasi Degil
Toplam OPA 80/84 95.2 (90.5, 100)
Amplifiye | APA 82/84 97.6 (95.2, 100)
Okuyucy lci Amvp'lmye ANA 82/84 97.6 (95.2, 100)
Degil
Toplam OPA 82/84 97.6 (95.2, 100)

Not: %95 Cl degerleri yiizdelik bootstrap yontemi kullanilarak hesaplanmigtir.
Galismaya ISH oranlari 1.5 ile 2.5 arasinda olan iki vaka dahil edilmistir.

Gastrik Adenokarsinom ile Platformlar Arasi Kesinlik

VENTANA HER2 Dual ISH DNA Probe Cocktail tayininin BenchMark IHC/ISH cihazi ile
platformlar arasi kesinligi, BenchMark IHC/ISH cihazlari Gizerinde VENTANA HER2 Dual
ISH DNA Probe Cocktail ile birlikte VENTANA Silver ISH DNP Detection Kit ve VENTANA
Red ISH DIG Detection Kit kullanimiyla boyanmis on dort gastrik adenokarsinom
numunesinin degerlendirilmesi Gizerinden belirlenmistir. Platformlar arasi kesinlik,

Tablo 21. Lotlar Arasi Kesinlik.

- Klinik Uyum
Kesinlik Durum
Tiir niN % %95 CI
Amplifiye | PPA 121121 | 100 (96.9, 100)
Lotlar Arasi gg‘g:mye NPA 1231123 | 100 (97.0, 100)
Toplam | OPA 2441244 | 100 (985, 100)

Not: %95 Cl degerleri yiizdelik bootstrap yontemi kullanilarak hesaplanmistir; nokta
tahmininin %100 oldugu durumlarda Wilson Puan yéntemi kullaniimistir. Galismaya
ISH oranlari 1.5 ile 2.5 arasinda olan dért vaka dahil edilmistir.

Meme Karsinomu ve Gastrik Adenokarsinom ile BenchMark ULTRA Cihazinin
Laboratuvarlar Arasi Tekrarlanabilirlik Caligmasi

VENTANA Silver ISH DNP Detection Kit ve VENTANA Red ISH DIG Detection Kit ile
birlikte BenchMark ULTRA cihazi tizerinde boyanan meme karsinomu ve gastrik
adenokarsinom dokusundaki HER2 geni durumunu belirlemeye yonelik VENTANA HER2
Dual ISH DNA Probe Cocktail tayininin tekrarlanabilirligini degerlendirmek icin bir
laboratuvarlar arasi tekrarlanabilirlik (ILR) ¢alismasi yiritilmustir.

Yirmi sekiz FFPE meme ve gastrik adenokarsinom doku numunesi kullaniimistir ve bu
vakalarin yaklasik yarisi HER2 ekspresyon durumu igin amplifiye edilmis ve yarisi HER2
durumu igin amplifiye edilmemistir.

Her numuneden birden fazla doku kesiti alinmis ve 3 harici ¢alisma tesisine gonderilmistir.
Her bir tesis en az 20 gunlUk bir siirede ardigik olmayan 5 giiniin her birinde 28 meme
vakas| ve 28 gastrik vaka boyamistir. BenchMark ULTRA cihazi izerinde boyamay!
takiben bir okuyucu HER2 gen durumu atamak Uzere her bir slaydi degerlendirmistir.
Calismanin sonuglari asagidaki Tablo 22 ve Tablo 23'te 6zetlenmistir. Veriler tim
gbzlemler genelinde PPA ve NPA igin analiz edilmistir. Her vakada, tum degerlendirilebilir
gozlemler (amplifiye ila amplifiye degil) her vaka icin modal sonugla karsilastiriimistir.
Oranlari 1.5 ile 2.5 arasinda olan vakalar prevalanslarina gére agirliklandinimistir. Bu
karsilagtirmalar tesislerde ve glinlerde havuzlanmis, ardindan sonuglar vakalarda toplu
hale getirilmistir.

Tablo 22. ILR: Meme Karsinomu igin BenchMark ULTRA cihazi Uzerinde Uyum Oranlari.

degerlendirilebilir poplilasyondaki tim gézlemlerde PPA, NPA ve OPA ile belirlenmistir.
Orlanlan 1.5"|Ie I2k5 arasTda otl)gn"valtg_lrarbpl)re;/gl(\janslar|nla gc;;e dzaglrllkland|r|Im|§t|r. Bu Laboratuvarlar Arasi Uyum
calismaya yonelik sonuglarin bir 6zeti Tablo 20'de yer almaktadir. Tekrarlanabilirlik
Tablo 20. BenchMark IHC/ISH Cihazi: Platformlar Arasi Kesinlik. Tiir n/N % %95 CI
- Uyum PPA 208.9/208.9 100 (98.2,100.0)
Kesinlik Al Tesisler Arasi 96.8. 100.0
Durum - N ” rrET (3 tesis) NPA 198.1/200.3 98.9 (96.8, 100.0)
ur n (] (1
123312 OPA 407.0/409.3 99.5 (98.4,100.0)
Ampliiye | PPA | 34 995 (98.1,100) PPA | 7274 973 (92.3,100.0)
Platformlar Amplifiye 124.9/12 Tesis
arasiKesiic | Degi | NPA | 49 100 (7.0,100) A NPA_ | 0959 @ (843,109
218,224 OPA 135/137 98.5 (95.6, 100.0)
Toplam | OPA | g4 98 (89.2,100) Giinler Aras| PPA | 7070 100 (94.8,100.0)
Not: %95 Cl degerleri yiizdelik bootstrap yontemi kullanilarak hesaplanmistir; nokta (?rd'§'k EGS'S NPA 63/64 98.4 (95.8, 100.0)
tahmininin %100 oldugu durumlarda Wilson Puan yontemi kullaniimistir. Calismaya g mayan
ISH oranlari 1.5 ile 2.5 arasinda olan iki vaka dahil edilmistir. giin) OPA 133/134 99.3 (97.8,100.0)
PPA 70170 100 (94.8,100.0)
Meme Karsinomu ile Lotlar Arasi Kesinlik Tesis NPA 69/69 100 (94.7,100.0)
Lotlar Arasi Kesinlik BenchMark ULTRA cihazlari {izerinde 3 VENTANA HER2 Dual ISH ¢ —
DNA Probe Cocktail, VENTANA Silver ISH DNP Detection Kit ve VENTANA Red ISH DIG OPA 139/139 100 (97.3,100.0)

Detection Kit Uretim lotunun test edilmesiyle belirlenmistir. Her bir prob ve saptama kiti ile
yirmi sekiz meme karsinomu vakasi boyanmistir. Tayinin Lotlar Arasi Kesinligine yénelik
sonuglarin bir 6zeti Tablo 21'de gdsteriimektedir.

2025-02-09
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Not: %95 Cl degerleri yiizdelik bootstrap yontemi kullanilarak hesaplanmistir; nokta
tahmininin %100 oldugu durumlarda Wilson Puan yéntemi kullaniimistir. Galismaya
ISH oranlari 1.5 ile 2.5 arasinda olan dért vaka dahil edilmistir.
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Tablo 23. ILR: Gastrik Adenokarsinom icin BenchMark ULTRA cihazi tizerinde Uyum
Oranlari.

Laboratuvarlar Arasi Uyum
Tekrarlanabilirlik
Tiir n/IN % %95 CI
PPA 206.8/206.8 100 (98.2,100.0)
Tesisler Arasi
(3 tesis) NPA 208.4/208.9 99.7 (99.2,100.0)
OPA | 415.1/415.7 99.9 (99.6, 100.0)
PPA 70/70 100 (94.8, 100.0)
Tesis A NPA 69/70 98.6 (96.0, 100.0)
OPA 139/140 99.3 (97.9, 100.0)
Giinler Arasi PPA 67/67 100 (94.6, 100.0)
(ardisik .
olmayan Tesis B NPA 69/69 100 (94.7,100.0)
5 giin) OPA 136/136 100 (97.3,100.0)
PPA 70/70 100 (94.8, 100.0)
Tesis C NPA 70/70 100 (94.8, 100.0)
OPA 1401140 100 (97.3,100.0)

Not: %95 Cl degerleri yiizdelik bootstrap yontemi kullanilarak hesaplanmistir; nokta
tahmininin %100 oldugu durumlarda Wilson Puan yéntemi kullaniimistir. Calismaya
ISH oranlari 1.5 ile 2.5 arasinda olan dort vaka dahil edilmistir.

BenchMark ULTRA PLUS Cihazi iizerinde VENTANA HER2 Dual ISH DNA Probe
Cocktail Performansi

Meme Karsinomu i¢in BenchMark ULTRA PLUS ile BenchMark ULTRA Cihazlar
arasindaki Uyum

Amerika Birlesik Devletleri'nde yer alan ayri kurumlardan g laboratuvar, BenchMark
ULTRA PLUS cihazi/BenchMark ULTRA cihazi arasinda bir uyum galismasina katiimigtir.
HER? ile amplifiye ve HERZ ile amplifiye olmayan vakalar arasinda yaklasik esit dagilim
ile VENTANA HER2 Dual ISH Cocktail tayininin boyama araligini temsil eden

193 benzersiz FFPE invaziv meme karsinomu vakasi vardir. Tim vakalardan doku
slaytlari, H&E ve Roche sirketine ait VENTANA HER2 Dual ISH Cocktail ile BenchMark
ULTRA cihazinda, 6nerilen boyama protokoli kullanilarak boyanmistir. Tim vakalardan
boyanmamis doku slaytlari randomize edilmistir ve dnerilen VENTANA HER2 Dual ISH
Cocktail boyama protokolii kullanilarak bir BenchMark ULTRA PLUS cihazinda boyama
icin calisma tesislerine esit olarak dagitilmistir (64-65 vaka/tesis basina). Patologlar, vaka
durumunu bilmeden bir BenchMark IHC/ISH cihazinda boyali slaytlar degerlendirmis ve
HER?2 gen durumunu belirlemistir. iki haftalik bir siireden sonra, patologlar ikinci
BenchMark IHC/ISH cihazinda boyali slaytlari degerlendirmistir. HER2 geni durumu,
tlimor hicresi gekirdeginde HER2 geni sinyallerinin kromozom 17 (Chr17) sinyallerine
orani (yani HER2:Chr17 orani) kullanilarak belirlenmistir. Oran 2.0 veya daha buyikse,
vaka HER? ile amplifiye olarak kabul edilmistir; 2.0'dan dustikse, HERZ ile amplifiye
olmayan olarak kabul edilmistir. Sonuglar Roche tarafindan analiz edilmistir. OPA, PPA ve
NPA oranlari sirasiyla %97.1 (535/551), %97.3 (248/255) ve %97.0 (287/296) olmustur.
Sonuglar Tablo 24'te 6zetlenmistir.

Tablo 24. BenchMark ULTRA PLUS/BenchMark ULTRA Cihazi iizerinde VENTANA
HER2 Dual ISH Cocktail ile Boyali Meme Karsinomu Vakalari igin HER2 Gen Durumunun
Havuzlanan Uyumu

BenchMark ULTRA HER2 Geni
Durumu
BenchMark ULTRA PLUS
HER2 Geni Durumu Amplifiye Amplifiye Degil Toplam
Amplifiye 248 9 257
Amplifiye Degil 7 287 294
2025-02-09 12/17
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BenchMark ULTRA HER2 Geni
Durumu
BenchMark ULTRA PLUS
HER2 Geni Durumu Amplifiye Amplifiye Degil Toplam
Toplam 255 296 551
n/N % (%95 Cl)
PPA 248/255 97.3(95.0,99.2)
NPA 287/296 97.0 (94.8, 99.0)
OPA 535/551 97.1(95.5, 98.6)

Not: Vaka secimi sirasinda kullanilan 4 diagnostik skor grubunda tabakalandirma ile
segilen 2000 kopya ile iki tarafll %95 Cl degerleri ylzdelik bootstrap yontemi
kullanilarak hesaplanmistir [amplifiye (sinirda degil), amplifiye degil (sinirda degil),
sinirda amplifiye, sinirda amplifiye degil]

Meme Karsinomu ile BenchMark ULTRA PLUS Cihazi Laboratuvarlar Arasi
Tekrarlanabilirlik Galigmasi

VENTANA Silver ISH DNP Detection Kit ve VENTANA Red ISH DIG Detection Kit ile
birlikte BenchMark ULTRA PLUS cihazi lizerinde boyanan meme karsinomu dokusundaki
HER?2 geni durumunu belirlemeye ydnelik VENTANA HER2 Dual ISH DNA Probe Cocktail
tayininin tekrarlanabilirligini degerlendirmek icin bir laboratuvarlar arasi tekrarlanabilirlik
(ILR) galigmas yiritilmastir.

HER2 ile amplifiye ve HER?Z ile amplifiye olmayan vakalar arasinda yaklasik esit dagilim
ile VENTANA HER2 Dual ISH Cocktail tayininin boyama araligini temsil eden yirmi sekiz
benzersiz FFPE invaziv meme karsinomu vakasi kullaniimigtir.

Her numuneden birden fazla doku kesiti alinmis ve 3 harici calisma tesisine gonderilmistir.
Her tesiste minimum 20 glinliik bir sire boyunca ardisgik olmayan 5 glinde BenchMark
ULTRA PLUS cihazinda 28 vakanin tamami boyanmistir. Okuyucular slaytlari
degerlendirmis ve HER2 geni durumunu belirlemistir.

Sonuglar Tablo 25 ve Tablo 26'da ézetlenmistir. Veriler tim gézlemlerde PPA, NPA ve
OPA i¢in Tablo 25 icinde ve APA, ANA ve OPA igin Tablo 26 iginde analiz edilmistir. Her
vakada, tiim degerlendirilebilir gozlemler (amplifiye ila amplifiye degil) her vaka igin modal
sonugla karsilastinimistir. Bu karsilastirmalar tesislerde ve giinlerde havuzlanmig,
ardindan sonuglar vakalarda toplu hale getirilmistir.

Tablo 25. ILR: Meme Karsinomu igin BenchMark ULTRA PLUS cihazi (izerinde Modal
Durum ile Uyum Oranlari.

Laboratuvarlar Arasi Uyum
Tekrarlanabilirlik

Tiir n/N % %95 Cl
Genel PPA 372/381 97.6 (95.3,100.0)
NPA 421/440 95.7 (91.1,99.3)
OPA 793/821 96.6 (94.3,98.5)
Tesisler Arasi PPA 380/389 97.7 (95.3,100.0)
(3 tesis) NPA | 4211432 | 975 | (95.3,993)
OPA 801/821 97.6 (96.3,98.7)
Okuyucular Arasi PPA 383/389 98.5 (97.1,99.5)
NPA 424]432 98.1 (97.1,99.0)
OPA 807/821 98.3 (97.5,99.0)

Not: Iki tarafli %95 Cl degerleri yiizdelik bootstrap yéntemi kullanilarak hesaplanmistir.
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Tablo 26. ILR: Meme Karsinomu i¢in BenchMark ULTRA PLUS cihazi (izerinde Cift Uyum
Oranlari

Laboratuvarlar Arasi Uyum
Tekrarlanabilirlik

Tiir n/N % %95 CI

Tesisler Arasl (3 tesis) APA 7204/7652 | 94.1 (91.1,96.9)

ANA 7968/8416 | 94.7 (91.5,974)

OPA 7586/8034 | 94.4 (91.5,97.1)

Okuyucular Arasi APA 370/390 94.9 (92.5,97.1)

ANA 408/428 95.3 (92.7,97.5)

OPA 389/409 95.1 (92.7,97.3)

Glnler Arasl APA 1472/1519 | 96.9 (95.5,98.2)
(ardisik olmayan 5 giin)

ANA 1642/1689 | 97.2 (95.8,98.5)

OPA 1557/1604 | 97.1 (95.7,98.3)

Not: iki tarafli %95 CI degerleri yiizdelik bootstrap yontemi kullanilarak hesaplanmigtir.

Gastrik Karsinom igin BenchMark ULTRA PLUS ile BenchMark ULTRA Cihazlari
Arasindaki Uyum

HER? ile amplifiye ve HERZ ile amplifiye olmayan vakalar arasinda yaklasik esit dagilim
ile VENTANA HER2 Dual ISH Cocktail tayininin boyama araligini temsil eden

109 benzersiz FFPE invaziv gastrik karsinom vakasi vardir. Doku slaytlari, énerilen
boyama protokolii kullanilarak BenchMark ULTRA PLUS cihazi ve BenchMark ULTRA
cihazi Uizerinde boyanmigtir. Boyali slaytlar bir patolog tarafindan puanlanmistir. HER2
geni durumuna (HER2 ile amplifiye, HERZ2 ile amplifiye degil) dayali olarak VENTANA
HER?2 Dual ISH Cocktail boyamasi igin genel uyum yiizdesi %92.4 olmustur. %84.4—
%96.5 olmak tizere iki tarafli %95 gliven araliklari Wilson skor yontemi kullanilarak
hesaplanmistir. Arka plan ve morfoloji kabul edilebilirligi oranlari tim vakalar icin
BenchMark ULTRA PLUS cihazi igin %100 olmustur.

Gastrik Karsinom igin BenchMark ULTRA PLUS Cihazi Kesinlik Galigmalari

VENTANA HER2 Dual ISH Cocktail tayininin boyama araligini temsil eden on iki gastrik
karsinom doku vakasi, BenchMark ULTRA PLUS cihazinda test edilmistir. Vakalar HER2
ile amplifiye ve HER2 ile amplifiye olmayan HERZ2 geni durumu arasinda yaklasik esit
dagilima sahip olmustur. Boyali slaytlar bir patolog tarafindan degerlendirilmistir. Tlim
uyum oranlari yiizdelik bootstrap yéntemi kullanilarak iki tarafli %95 gliven araliklari
kullanilarak hesaplanmistir.

islem lci Tekrarlanabilirlik iin, vaka bagina bes slayt BenchMark ULTRA PLUS cihazinda
boyanmistir. HER2 geni durumuna (HER?Z ile amplifiye, HER?2 ile amplifiye olmayan)
dayali olarak VENTANA HER2 Dual ISH Cocktail boyamasi igin genel uyum

ylizdesi %91.7 (%95 Cl: 81.7, 100.0) olarak sonuglanmistir.

Giinler Arasi Ara Kesinlik igin, vaka basina iki slayt, ardisik olmayan bes guinlik bir siire
icinde gergeklestirilen bes boyama isleminde BenchMark ULTRA PLUS cihazi iizerinde
boyanmistir. HER2 geni durumuna (HER?Z ile amplifiye, HER?2 ile amplifiye olmayan)
dayali olarak VENTANA HER2 Dual ISH Cocktail boyamasi igin genel uyum

ylizdesi %90.8 (%95 CI: (80.8, 100.0) olarak sonuglanmistir.

Cihazlar Arasi Ara Kesinlik igin, vaka basina iki slayt Gi¢ BenchMark ULTRA PLUS
cihazinin her birinde boyanmistir. HER2 geni durumuna (HER2 ile amplifiye, HERZ ile
amplifiye olmayan) dayali olarak VENTANA HER2 Dual ISH Cocktail boyamasi igin genel
uyum yiizdesi %92.6 (%95 Cl: 84.5, 100.0) olarak sonuglanmistir.

Hassasiyet ve Spesifite

VENTANA HER2 Dual ISH DNA Probe Cocktail tayininin analiz spesifitesi (hibridizasyon
etkililigi) bir BenchMark ULTRA cihazi izerinde normal insan metafaz yayilimlarinin
boyanmasiyla belirlenmistir. Analiz edilen 100 metafaz yayiliminin %100'G hem HER2,
hem de Kromozom 17 problarina yénelik olarak spesifik kolokalizasyon sergilemistir.
Analiz hassasiyeti probun spesifik hedefini saptama kabiliyetini dlger, spesifite ise probun
hedefi numunedeki diger sekanslardan ayirt etme kabiliyetidir. Tayin her bir insan
dokusunda dahili olan bir analiz hassasiyeti ve spesifite kontroliine sahiptir. Normal insan
hiicrelerinin (stromal fibroblastlar, endotelyal hiicreler, lenfositler ve neoplastik olmayan
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meme epitelyal hiicreleri dahil) 1-2 HER2 ve Chr17 kopyas! igermesi gerekir. Dolayisiyla,
normal insan hicrelerinde 1-2 HER2 ve Chr17 kopyasi problarin spesifik hedeflerini
saptadigina isaret eder (bir hassasiyet 6lgiimii). Normal insan hiicrelerinde bir ila iki HER2
ve Chr17 kopyasi ayni zamanda probun yalnizca spesifik hedeflerini saptadigina isaret
eder (bir spesifite 6igtimt). VENTANA HER2 Dual ISH DNA Probe Cocktail tayini igin
ASCO CAP kilavuz ilkeleri uyarinca sabitlenmis (6 ila 72 saat siireyle %10 NBF) 40 meme
drnegi dsttinde ilk gegis orani BenchMark ULTRA cihazlari tizerinde %97.5 (87.1-99.6),
BenchMark XT cihazlari Uzerinde %100 (91.2-100) ve BenchMark GX cihazlari izerinde
%97.5 (87.1-99.6) olmustur. Prob kontroli olmadan ayni 40 meme émeginde spesifite,
BenchMark ULTRA cihazlarinda %100 (91.2-100) olmustur.

VENTANA HER2 Dual ISH DNA Probe Cocktail tayini igin ASCO CAP kilavuz ilkeleri
uyarinca sabitienmis (6 ila 72 saat stireyle %10 NBF) 39 gastrik drnek (istiinde ilk gegis
orani BenchMark ULTRA cihazlari Uizerinde %97.4 (86.8-99.5), BenchMark XT cihazlari
lizerinde %97.4 (86.8-99.5) ve BenchMark GX cihazlari lizerinde %100 (91-100)
olmustur.

Analiz hassasiyeti ve spesifite, birden fazla normal ve neoplazmik insan dokusu vakasinin
VENTANA HER2 Dual ISH DNA Probe Cocktail tayini, VENTANA Silver ISH DNP
Detection Kit ve VENTANA Red ISH DIG Detection Kit ile boyanmasiyla da
degerlendirilmistir. Sonuglar, Tablo 27 ve Tablo 28'de listelenmektedir. Normal ve
neoplastik dokular izerinde VENTANA HER2 Dual ISH DNA Probe Cocktail tayini ile
hicbir beklenmedik boyama gézlemlenmemistir.

Tablo 27. VENTANA HER2 Dual ISH DNA Probe Cocktail tayininin hassasiyeti/spesifitesi,
FFPE normal dokularinin test edilmesiyle belirlenmistir.

kabul kabul

edilebilir/ edilebilir/

toplam vaka toplam vaka
Doku sayisi Doku sayis|
Adrenal bez 313 Akciger 313
Mesane 313 Lenf digimi 313
Kemik iligi 313 Mezotelyum 313
Yumurtalik 3/3 Pankreas 33
Meme 3/3 Paratiroit bezi 33
Serebellum 3/3 Periferik sinir 33
Serebrum 313 Prostat 313
Rahim boynu 3/3 iskelet Kasi 3/3
Kolon 33 Deri 33
Endometriyum 3/3 Dalak 3/3
(Ozofagus 3/3 Mide 3/3
Kalp 3/3 Testis 3/3
Hipofiz (Pituiter) 313 Timiis 313
Bagirsak 313 Tiroit 313
Bdbrek 313 Dil/Tikiirik bezi 313
Karaciger 313 Bademcik 313

Tablo 28. VENTANA HER2 Dual ISH DNA Probe Cocktail tayininin hassasiyeti/spesifitesi,
cesitli FFPE neoplastik dokularinin test edilmesiyle belirlenmistir.

kabul
edilebilir/
toplam vaka
Patoloji sayisl
Gliyoblastom (Serebrum) 313
1018383TR Rev C
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kabul kabul
edilebilir/ edilebilir/
toplam vaka toplam vaka

Patoloji sayIs| Patoloji sayisl
Menenjiyom (Serebrum) 17 Néroblastom (Retroperiton) 17
Oligodendrogliyom (Serebrum) 11 Mezotelyom (Periton) n
Endometroid Karsinom (Yumurtalik) 10 B hilcreli lenfoma; NOS (Lenf digtimd) 212
Adenokarsinom (Yumurtalik) 17 Hodgkin lenfoma (Lenf duguma) 313
Pankreatik ndroendokrin neoplazma (Pankreas) 11 Anaplastik biyik hicreli lenfoma (Lenf digtima) n
Adenokarsinom (Pankreas) 11 Leyomiyosarkom (Mesane) n
Seminom (Testis) 11 Urotelyal karsinom (Mesane) 7
Embriyonal karsinom (Testis) 11 Osteosarkom (Kemik) n
Mediiller karsinom (Tiroit) 17 Mezotelyom (Periton) 11
Papiller karsinom (Tiroit) 11 Leyomiyosarkom (Diiz kas) 1N
in situ duktal karsinom (Meme) 11
invaziv duktal karsinom (Meme) 22 SORUN GIDERME
B hiicreli lenfoma; NOS (Dalak) N1 Tablo 29. Sorun Giderme Goziimleri.
Kilgiik hiicreli karsinom (Akciger) 11 Sorun Goziim

. - ~ SISH 1. Reaktif dagiticilarinin dogru islev gosterdiginden (yani tikali

Skuamdz hiicreli karsinom (Akciger) " Boyamasi Yok veya bos olmadigindan) ve hacimli gézeltilerin

. ~~ veya Zayif dolduruldugundan emin olun. Reaktif daditicis| hazirlama
Adenokarsinom (Ozofagus) " haznesinde veya meniskiiste lif ya da gokelti gibi yabanci
Skuaméz hiicreli karsinom (Ozofagus) 111 maddeler veya partikiiller olup olmadigini kontrol edin.

Dagitici tikanmigsa dagiticiy kullanmayin ve yerel destek

Adenokarsinom (Mide) 17 temsilcinizle irtibat kurun. Aksi takdirde dagiticiyi bir atik kabi

- - - Uzerine getirerek, nozil kapagini ¢ikararak ve dagiticinin st
Adenokarsinom (Gastro6zofageal bileske) " kismina bastirarak tekrar hazirlayin. Boyama hala zayifsa

) ) . 1 veya mevcut degilse asagidaki 2. adima gegin.
Adenokarsinom (Ince bagirsak) 2. Fiksasyon tipinin, strenin ve kesit kalinliginin ISH bazli
Gastrointestinal stromal timér (GIST) (ince bagirsak) 17 tayinler igin uygun oldugundan emin olun.

e — 3. SISH sinyalini korumak icin SISH ile uyumlu sabitleme
Gastrointestinal stromal tlmor (GIST) (Kolon) LL ortamlari (bkz. Tablo 30) kullanildigindan emin olun. Boyama
Adenokarsinom (Kolon) 111 hala zayifsa veya mevcut degilse asagidaki 4. adima gegin.

- 4. CC1 siresini > 16 dakikaya gikarin.
Adenokarsinom (Rektum) n 5. CC2 siiresini gastrik karsinom/GEA igin > 16 dakikaya veya

. ) . 11 meme karsinomu igin > 24 dakikaya ¢ikarin.

Gastrointestinal stromal timr (GIST) (Rektum) 6.  Nikleer morfoloji intakt ise ISH Protease 3 siiresini gastrik
Hepatoblastom (Karaciger) 11 karsinom igin > 16 dakikaya veya meme karsinomu igin
- : = > 20 dakikaya ¢ikarin.
Hepatoseliller karsinom (Karaciger) I Red ISH 1. Reaktif dagiticilarinin dogru islev gosterdiginden (yani tikali
Berrak hiicreli karsinom (Bobrek) 1M Boyama Yok veya bos olmadigindan) ve hacimli ¢bzeltilerin
veya Zayif dolduruldugundan emin olun. Boyama hala zayifsa veya
Adenokarsinom (Prostat) 212 mevcut degilse asagidaki 2. adima gegin.

- - 2. Red ISH sinyallerinin degrade olmasina yol agacag igin

Leyomiyom (Rahim) " boyali slaytlarin dehidre edilmesinde alkol banyolarindan ve
" ) . uzatilmis ksilen yikamalarindan yararlaniimadigina emin

Endomefrioid adenokarsinom (Rahim) i olun. Boyama hala zayifsa veya mevcut degilse asagidaki 3.
Berrak hiicreli karsinom (Rahim) n adima gegin.

3. Fiksasyon tipinin, stirenin ve kesit kalinliginin ISH bazli
Skuaméz hiicreli karsinom (Rahim boynu) 212 tayinler igin uygun oldugundan emin olun.

. . - 4. CC1 siresini > 16 dakikaya ¢ikarin.

Embriyonal rabdomiyosarkom (Gizgil kas) " 5. CC2 siresini gastrik karsinom igin > 16 dakikaya veya meme
Skuaméz hiicreli karsinom (Deri) 11 karsinomu iin > 24 dakikaya gikarin.

6.  Nikleer morfoloji intakt ise ISH Protease 3 siiresini gastrik
Bazal hticreli karsinom (Deri) " karsinom icin > 16 dakikaya veya meme karsinomu igin
Norofibrom (Lumbar) 1M > 20 dakikaya gkarin.
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Sorun Goziim

Spesifik 1. Pozitif yiklu slaytiar kullanildiindan ve numunenin ISH bazli

olmayan Red tayinler igin uygun sekilde sabitlendiginden ve kesitlere

ISH Arka Plan ayrildigindan emin olun.

2. RedISH arka plani spesifik Red ISH sinyalinden ayirt
edilebiliyorsa slaydi sayin ancak spesifik olmayan Red ISH
sinyallerini saymayn.

3. Cekirdekteki Red ISH arka plani sayima olumsuz etki
ediyorsa 76 °C veya 78 °C sikilik yikama sicakligindan
yararlanarak boyamay tekrarlayin. Proteaz veya hiicre
iyilestirme suresini azaltmak da kirmizi arka plani hafifletir.

Spesifik 1. Pozitif yikli slaytiar kullanildigindan ve numunenin ISH bazli

Olmayan SISH tayinler igin uygun gekilde sabitlendiginden ve kesitlere

Arka Plani ayrildigindan emin olun.

2. SISH arka plani spesifik SISH sinyalinden ayirt edilebiliyorsa
slaydi sayin ancak spesifik olmayan sinyalleri saymayin.

3. Cekirdekteki SISH arka plani sayima olumsuz etki ediyorsa
daha disUk proteaz islemi veya daha dusUk hicre iyilestirme
suresi ile boyamayi tekrarlayin.

Cokelme 1. Gokelme artefakti sayima olumsuz etki ediyorsa boyamay!
tekrarlayin. SISH arka plani spesifik SISH sinyalinden ayirt
edilebiliyorsa slaydi sayin ancak spesifik olmayan sinyalleri
saymayin.

2. Barkod slayt etiketlerinin ortalandigindan ve cam slayda
etiket sarkmasi olmayacak sekilde uygulandigindan emin
olun. Gift etiketleme yapmayin veya barkod etiketlerini tekrar
uygulamayin.

Kabarciklanma | 1. Kabarciklanma sayima olumsuz etki ediyorsa analiz 6ncesi
proseddrlerin ve drnek kalinhiginin tavsiye edilen sekilde
oldugundan emin olun.

Doku 1. Pozitif yiklu slaytiarin kullanildigindan emin olun.

slaytlardan

cikiyor.

Tablo 30. Sabitleme Ortaminin SISH tabanli tayinlerle uyumlulugu.
. o Tip (Ksilen, SISH ile
Sabitleme Ortamlari Uretici alkol, akéz) Uyumluluk

Entellan Merck Ksilen Hayir

Entellan New Merck Ksilen Hayir

Eukitt EMS Ksilen Hayir

HSR Sysmex Ksilen Hayir

Malinol Muto Chemical Ksilen Hayir

Acrytol SurgiPath Ksilen Evet

Alcolmount Diapath Alkol Evet

BioMount 2 BBInternational Ksilen Evet

Cytoseal 60 Richard Allan Scientific | Ksilen Evet

Cytoseal XYL Richard Allan Scientific | Ksilen Evet

Diamount Diapath Ksilen Evet

DPX BDH: Raymond Lamb Ksilen Evet

FloTexx Lerner Labs Ksilen Evet

Gel Mount Biomeda Akéz Evet

Histomount Raymond Lamb Ksilen Evet
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Sabitleme Ortamlan Uretici Zlil'(,o(ll,(::(IEZi Ui::sml-lll.illlzk
MicroMount SurgiPath Ksilen Evet
MM24 SurgiPath Ksilen Evet
Mountex Histolab Ksilen Evet
MountQuick Daido Sangyo Co. Akoz Evet
Paramount Protags Quartett: Dako | Ksilen Evet
Permount Fisher Ksilen Evet
Pertex Cell Path Ksilen Evet
Shandon Consul mount | Thermo Scientific Ksilen Evet
Softmount WAKO Lemasol A Evet
SureMount Triangle Biomedical Ksilen Evet

Sciences
Thermo EZ Mount Thermo Scientific Ksilen Evet
Ultramount Dako Ksilen Evet
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V=NTANA' Ek A: VENTANA HER2 Dual ISH DNA Probe Cocktail Puanlama Formu

1. Vaka Kimligi/Hasta Kimligi: 2. Bu vaka sayilabilir mi?  2a. [_] Evet-No. 3'e gegin 3. Tiimér heterojenitesi mevcut mu?  3a. [_] Evet, No. 4'ii atlayin. No. 5'¢ gegin.
2b. [_] Hayir- No. 3'i atlayin. No. 4'e 3b. ] Hayir, No. 4'ii atlayin. No. 5% gegin.
gegin

4. Bu vaka sayilamaz ¢iinkii 4a. [_]ISH boyali slaydinda doku | 4b. [_]ISH boyali slaydindaki 4c. [_] Niikleer Morfoloji kabul edilemez; 4d. [] Arka plan kabul edilemez, ISH

(TUM gegerli siklari igaretleyin): | kalmamisti dokuda invaziv karsinom yoktu | normal hiicrelerin doku yapi unsurlari hedef | boyali slaydinin puanlanmasina olumsuz

karsinom hiicrelerinkinden ayirt edilemiyor. | etki ediyor

[ IHER2  []Chr 17

4e. [] Dahili Pozitif Kontrol 4f. [[] Hedef hiicrelerde 4g. [] Diger (belirtin):
sinyali saptanamiyor zayif/mevcut olmayan ISH
[JHER2 []Chr 17 boyamasi, puanlanamiyor
[IHER2 []Chr 17

5. Hedef Alan 1'i Sayin: 20 gekirdegin her birinde HER2 sinyalini ve Chr17 sinyalini sayin. HER2 sinyal sayilarini toplayin. Chr 17 sayilarini toplayin. TOPLAM HER2 sinyal sayisini TOPLAM Chr 17
sinyal sayisina bolerek gen durumu oranini olusturun. 1 ondalik basamak olacak sekilde yuvarlayin. Sinyal gruplarinin sayilip sayilmadigini belgelendirin.

HEDEF ALAN 1 SINYAL SAYISI - 20 gekirdek
5a | 5b | 5¢ | 5d | 5e | 5f | 53 | 5h | &i 5 | 5 | 5 | 5m | 51 | S50 | 5p | 5q | &r | 5s | &t 5u 5v 5w 5x Yorumlari
01 02|03 |04 05|06 |07 |08 (09|10 |11 |12 |13 |14 |15 |16 |17 |18 | 19 | 20 | TOPLAM | ORAN | Gruplar Mevcut
mu?
HER2 ] Evet [_] Hayrr
Chr17 (] Evet [] Hayrr
6. 20 gekirdekten sonug: 6a. ] Amplifiye degil: HER2/Chr17 < 2.0 veya 6b. ] Amplifiye: HER2/Chr17 = 2.0

HER2/Chr17 oraninin 1.8 ile 2.2 arasinda olmasi durumunda ek 20 ¢ekirdek daha sayiimalidir.

7. Hedef Alan 2'yi Sayin: 20 cekirdegin her birinde HER2 sinyalini ve Chr17 sinyalini sayin. HER2 sinyal sayilarini toplayin. Chr 17 sayilarini toplayin. Sinyal gruplarinin sayilip sayiimadigini
belgelendirin.

. HEDEF ALAN 2 SINYAL SAYISI - 2. 20 gekirdek  (hedef alan 1 orani 1.8-2.2 arasinda ise)
7a | 7Tb | 7c | 7d | Te 7 | 79 | 7h 7i 7j 7k 7N 7m | 7n | 70 | 7p | 7q m | 7s 7t 7u 8w 8x Yorumlari
01 |02 |03 |04 05|06 07 08 (09 |10 |11 |12 13 (14 |15 |16 |17 |18 |19 | 20 | TOPLAM | Gruplar Mevcut mu?
HER2 [] Evet [] Hayrr
Chr17 (] Evet [] Hayrr
8. 40 cekirdegin tiimiinden sonug:
8a. Hedef Alan 1 HER2 Toplam + Hedef Alan 2 HER2 Toplam = Toplam HER2 sayisi 8c. oran: Toplam HER2/Toplam Chr17
(5u kutucugundan) (7u kutucugundan)
8h. Hedef Alan 1 Chr17 Toplam + Hedef Alan 2 Chr17 Toplam = Toplam Chr17 sayis|
(5u kutucugundan) (7u kutucugundan)

8d. 40 gekirdekten Nihai Sonug: [ ] Amplifiye degil: HER2/Chr17 <20 veya [] Amplifiye: HER2/Chr = 2.0

Puanlayan: Tarih:
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