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AVSEDD ANVANDNING

CONFIRM anti-Estrogen Receptor (ER)
(SP1) Rabbit Monoclonal Primary
Antibody (CONFIRM anti-ER (SP1)-
antikropp) &r avsedd for laboratoriebruk
vid kvalitativ detektion av
dstrogenreceptor (ER)-antigen i snitt av
formalinfixerad, paraffininbdddad
brostvavnad pa ett automatiserat
fargningsinstrument for objektglas fran
VENTANA med VENTANA-
detektionskit och tillbehérsreagens.
CONFIRM anti-ER (SP1)-antikropp &r
riktad mot en epitop som finns pa
humant ER-alfa-protein belaget i krnan
i ER-positiva normala och neoplastiska celler. CONFIRM anti-ER (SP1)-antikropp
indikeras som ett hjalpmedel for hantering, prognos och forutsagelse av
hormonbehandling av bréstkarcinom.

Denna produkt bdr tolkas av en kvalificerad patolog i samband med en histologisk
undersokning, relevant klinisk information och lampliga kontroller.

Endast receptbelagd anvandning.
Denna antikropp &r avsedd for anvandning vid in vitro-diagnostik (VD).

SAMMANFATTNING OCH FORKLARING

CONFIRM anti-ER (SP1)-antikropp &r en monoklonal kaninantikropp som kanner igen
human 6strogenreceptor (ER) alfa. ER ar en nukledr hormonreceptor som ar kodad av tva
distinkta gener, ESR1 och ESR2, som transkriberar alfa- och beta-isoformer.2 ER-alfa &r
den priméra isoformen uttryckt i luminala epitelceller i bréstvavnad.!-2 ER-aktivitet driver
normal brostkortelutveckling och kravs for differentiering och proliferation i brostepitel hos
vuxna.34 | neoplastiska celler initierar uppreglerad ER-aktivitet, inducerad av éveruttryck
av receptorn, en kaskad av celluldra handelser som resulterar i hyperproliferation och
tumérbildning.

Brostcancer &r den framsta orsaken till cancerrelaterad déd hos kvinnor.6 Diagnosen och
behandlingen av sjukdomen bygger pa tidig upptackt i kombination med en lamplig
behandlingsstrategi baserad péa prognostiska och prediktiva faktorer.”.8 ER identifierades
som en prognostisk indikator for brostcancer 1973 och dess vérde for att forutsdga svar
pé endokrin terapi utvarderades i en stor kohort 1986.9.10 ER har sedan dess blivit en av
paradigmtumdrmarkorerna for hantering av patienter med bréstcancer. En hég ER-
koncentration i brosttuméren korrelerar med stdrre respons pa endokrin terapi.7.8
Kunskapen om ER-status spelar en viktig roll i valet av behandling for patienten, men ar
inte den enda grunden for val av behandling.”:8 Det har visat sig i ett antal studier att
forekomsten av ER ger en gynnsam langsiktig prognos. 10,11

Kliniska riktlinjer och rekommendationer om bésta praxis foreskriver att ER-status ska
utvarderas i alla fall av primarinvasiv bréstcancer for att identifiera patienter som sannolikt
kommer att svara pa endokrina former av behandling.”:8 Selektiva
dstrogenreceptormodulatorer blockerar 6strogenmedierad cancertillvéxt genom att mildra
ER-hyperaktivitet och anvénds som endokrin (hormon) terapi for patienter som
dveruttrycker receptorn.8,12 For narvarande &r valet av behandling fér ER-positiva
karcinom tamoxifen.”-8
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Fig. 1. CONFIRM anti ER (SP1)-

antikropp fargning av lobulart
brostkarcinom.
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Riktlinjer och rekommendationer om bésta praxis betonar att immunhistokemi (IHC) &r den
foredragna metoden for att upptécka ER i brostcancer. '3 Studier av stora kohorter av
invasiva fall av brstcancer har visat att anti-ER klon SP1 ar mer kanslig for ER-detektion
an monoklonala kloner 1D5 och 6F11 fran mus. 4,15 IHC-baserad detektion av ER med
CONFIRM anti-ER (SP1)-antikropp kan anvandas som ett hjalpmedel vid hantering,
prognos och férutsagelse av hormonbehandling for bréstkarcinom.

PRINCIPER FOR PROCEDUREN

CONFIRM anti-ER (SP1)-antikropp binder till ER i formalinfixerade, paraffininbdddade
(FFPE) vavnadssnitt. Den specifika antikroppen kan lokaliseras genom antingen en
biotinkonjugerad sekundar antikroppsformulering som kénner igen kaninimmunglobuliner,
foljt av tillsats av ett streptavidin pepparrotsperoxidaskonjugat (HRP) (VIEW DAB
Detection Kit) eller ett sekundérantikropp-HRP-konjugat (u/traView Universal DAB
Detection Kit). Det specifika antikropp-enzymkomplexet visualiseras sedan med en
enzymreaktionsprodukt som falls ut. Kliniska fall bor utvarderas inom ramen for hur
lampliga kontroller presterar. Ventana rekommenderar att en positiv vavnadskontroll
inkluderas, som fixeras och bearbetas pa samma satt som patientprovet (till exempel ett
svagt positivt brost- eller livmoderkarcinom). Forutom att farga med CONFIRM anti-ER
(SP1)-antikropp, ska ett andra objektglas fargas med CONFIRM Negative Control Rabbit
lg. Fér att testet ska anses giltigt bor den positiva kontrollvdvnaden uppvisa nuklear
fargning av tumérceller eller livmoderkértlar och stroma. Dessa komponenter bor vara
negativa nar de fargas med CONFIRM Negative Control Rabbit Ig. Dessutom
rekommenderas att ett negativt vavnadskontrollobjektglas (till exempel ett ER-negativt
brostkarcinom) inkluderas for varje uppsattning av prover som bearbetas och kérs pa ett
BenchMark IHC/ISH-instrument. Denna negativa vévnadskontroll bér fargas med
CONFIRM anti-ER (SP1)-antikropp for att sakerstalla att antigenforstarkningen och andra
forbehandlingsprocedurer inte skapar falsk positiv fargning.

MEDFOLJANDE MATERIAL

CONFIRM anti-ER (SP1)-antikropp (kat. nr. 790-4324) innehaller tillrdckligt med reagens
for 50 tester.

En 5 mL dispenser av CONFIRM anti-ER (SP1)-antikropp innehaller ca 5 g av en kanin
monoklonal antikropp riktad mot humant ER-antigen.

CONFIRM anti-ER (SP1)-antikropp (kat. nr. 790-4325) innehaller tillrackligt med reagens
for 250 tester.

En 25 mL dispenser av CONFIRM anti-ER (SP1)-antikropp innehaller ca 25 g av en
kanin monoklonal antikropp riktad mot humant ER-antigen.

Antikroppen ar utspadd i Tris- HCl med bérarprotein och 0.10 % ProClin 300, ett
konserveringsmedel. Det finns spér (~ 0.2 %) av fetalt kalvserum med amerikanskt
ursprung fran stamldsningen.

Specifik antikroppskoncentration ar ca 1 pg/mL. Ingen kand icke-specifik
antikroppsreaktivitet i denna produkt.

CONFIRM anti-ER (SP1)-antikroppen &r en monoklonal kaninantikropp som tillverkas som
en cellodlingssupernatant.

Se metodblad for respektive detektionskit fran VENTANA for detaljerad beskrivning av:
Principer for proceduren, Material och metoder, Provinsamling och beredning for analys,
Procedurer for kvalitetskontroll, Felsdkning, Tolkning av resultaten och Begransningar.

NODVANDIGT MATERIAL SOM INTE MEDFOLJER

Férgningsreagens som VENTANA-detektionskit och tillhérande komponenter, inklusive
objektglas med negativa och positiva vavnadskontroller, medféljer inte.

Eventuellt &r inte alla produkter i metodbladet tillgéngliga i alla lander. Radfraga din lokala
supportrepresentant.

Féljande reagenser och material kan behévas vid fargning men medfdljer ej:
Rekommenderad kontrollvavnad

Objektglas for mikroskop, positivt laddade

CONFIRM Negative Control Rabbit Ig (kat. nr 760-1029 / 05266238001)
ultraView Universal DAB Detection Kit (kat. nr 760-500 / 05269806001)

VIEW DAB Detection Kit (kat. nr 760-091 / 05266157001)

A/B Block (Endogenous Biotin Blocking Kit) (kat. nr 760-050 / 05266092001)

EZ Prep Concentrate (10X) (kat. nr 950-102 / 05279771001)

Reaction Buffer Concentrate (10X) (kat. nr 950-300 / 05353955001)

LCS (Predilute) (kat. nr 650-010 / 05264839001)

ULTRA LCS (Predilute) (kat. nr 650-210 / 05424534001)

Cell Conditioning Solution (CC1) (kat. nr 950-124 / 05279801001)
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12. ULTRA Cell Conditioning Solution (ULTRA CC1) (kat. nr 950-224 / 05424569001)
13. Hematoxylin Il (kat. nr 790-2208 / 05277965001)

14.  Bluing Reagent (kat. nr 760-2037 / 05266769001)

15. BenchMark IHC/ISH-instrument

16. Laboratorieutrustning for allmant bruk

FORVARING OCH STABILITET

Forvaras i 2-8 °C vid mottagandet och nar den inte anvands. Far ej frysas.

For att garantera korrekt reagenstillforsel och antikroppens stabilitet maste locket pa
dispensern séttas pa igen efter varje anvandning, och dispensern omedelbart placeras i
kylskap i uppratt lage.

Varje antikroppsdispenser &r markt med utgangsdatum. Vid korrekt forvaring &r reagenset
stabilt fram till det datum som anges pa etiketten. Anvand inte reagenset efter detta
utgangsdatum.

PROVBEREDNING

Rutinmassigt bearbetade FFPE-vavnader lampar sig for anvandning med denna
primarantikropp nar de anvands med VENTANA-detektionskit och BenchMark IHC/ISH-
instrument. Féljande steg rekommenderas for bearbetning av prover: 16

1. Placera proveti 10 % neutralt buffrat formalin. Den anvanda méngden &r 15 ill
20 ganger vavnadens volym. Inget fixeringsmedel kommer att trdnga igenom mer
an 2 till 3 mm av fast vavnad eller 5 mm av pords vavnad under en period av 24
timmar. Ett vavnadssnitt pa 3 mm eller mindre bor fixeras i minst 4 timmar och hogst
8 timmar. Fixering kan utforas i rumstemperatur (15-25 °C).

2. Efterfixering placeras provet i ett instrument for vdvnadsbearbetning for beredning
over natten. Kortfattat bestar denna bearbetning av uttorkning av provet med
alkoholer féljt av rensning av reagenser for att avliagsna alkoholer och slutligen
infiltrering med paraffin.

3. Prover arinbaddade med paraffin i vavnadskassetter och cirka 4 um tjocka
sektioner skars, centreras och plockas upp pa objektglas. Objektglasen ska vara
Superfrost Plus eller motsvarande. Vavnaden bor lufttorkas genom att man placerar
objektglasen i rumstemperatur éver natten eller i en 60 °C ugn i 30 minuter.

Objektglasen ska fargas omedelbart eftersom antigeniciteten hos vavnadssnitten kan

minska med tiden.

Det rekommenderas att positiva och negativa vavnadskontroller kdrs samtidigt som

okénda prover.

VARNINGAR OCH FORSIKTIGHETSATGARDER

1. Féranvandning vid in vitro-diagnostik (IVD).

2. Endast for yrkesmassigt bruk.

3. FORSIKTIGHET: Enligt federal lag i USA far enheten endast siljas av likare, eller
enligt Iakares ordination. (Rx Only)

4. Anvénd inte fler ganger &n det angivna antalet tester.

5. ProClin 300-l6sning anvands som konserveringsmedel i detta reagens. Det har
klassificerats som ett irriterande &mne och kan orsaka sensibilisering genom
hudkontakt. laktta rimliga forsiktighetsatgarder vid hantering. Undvik att reagenser
kommer i kontakt med dgon, hud och slemhinnor. Anvéand skyddsklader och
handskar.

6.  Positivt laddade objektglas kan vara kansliga for miljiopaverkan viket kan leda till
felaktig fargning. Be din servicerepresentant fran Roche om mer information om hur
denna typ av objektglas ska anvandas.

7. Denna produkt innehaller 1 % eller mindre av bovinserum som anvénds vid
tillverkningen av antikroppen.

8. Material av humant eller animaliskt ursprung ska hanteras som biologiskt farligt
avfall och omhandertas i enlighet med tillampliga forsiktighetsatgarder. Vid
exponering ska de ansvariga myndigheternas halsodirektiv foljas. 718

9. Undvik att reagenser kommer i kontakt med 6gon och slemhinnor. Om reagenser
kommer i kontakt med kansliga omraden ska dessa skéljas med stora méngder
vatten.

10.  Undvik mikrobiell kontaminering av reagenser eftersom det kan orsaka felaktiga
resultat.

11.  For ytterligare information om anvandningen av den har enheten, se
anvandarhandboken f6r BenchMark IHC/ISH-instrumentet och bruksanvisningarna
for alla nddvandiga komponenter pa dialog.roche.com.
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12.  Kontakta lokala och/eller statliga myndigheter angaende rekommenderad metod for
avfallshantering.

13.  Produktsakerhetsmarkningen foljer framst EU:s GHS-vagledning.
Sékerhetsdatablad finns tillgangligt for professionella anvandare pa begéran.

14.  For att rapportera misstankta allvarliga handelser relaterade till den har enheten ska
man kontakta den lokala Roche-representanten och den behériga myndigheten i
den medlemsstat eller land dér anvandaren &r etablerad.

Denna produkt innehaller komponenter som klassificeras enligt foljande i enlighet med

Férordning (EG) nr 1272/2008:

Tab. 1. Information om risker.

Risk Kod Betydelse
Varning H317 Kan orsaka allergisk hudreaktion.
Skadligt for vattenlevande organismer med langvariga
H412
effekter.
P261 Undvik att andas in dimma eller angor.
pP273 Undvik utsl&pp i miljén.
P280 Anvénd skyddshandskar.
Egﬁ’g * | Vid hudirritation eller utslag: sok Iakarhjélp.
P362 + Ta av nedsténkta klader och tvétta dem innan de
P364 anvands igen.
P501 Innehéllet/behallaren lamnas till en godkand
avfallsanlaggning.

Denna produkt innehaller CAS nr 55965-84-9, reaktionsmassa av 5-klor-2-metyl-2H-
isotiazol-3-on och 2-metyl-2H-isotiazol-3-on (3:1).

FARGNINGSPROCEDUR

VENTANA primarantikroppar har utvecklats for anvandning pa BenchMark IHC/ISH-
instrument i kombination med VENTANA-detektionskit och tillbehdr. Se vidare i Tab. 2 och
Tab. 3 for rekommenderade fargningsprotokoll.

Denna antikropp har optimerats for specifika inkubationstider, men anvandaren maste
validera resultat som erhalls med detta reagens.

Parametrara for de automatiserade procedurema kan visas, skrivas ut och redigeras i
enlighet med metoden i instrumentets anvandarhandbok. Se lampligt metodblad for
VENTANA-detektionskit for ytterligare information om IHC fargningsprocedurer.

Mer information om korrekt anvandning av denna enhet finns i metodbladet for inline
dispensern om medf6ljer art. nr 790-4324 eller 790-4325.

Verifiering och validering av den rekommenderade fargningsproceduren for varje
detektionskit demonstreras genom designkontrolltestning och resultat fran kliniska studier.
All modifiering av det rekommenderade fargningsforfarandet upphaver de
prestandaegenskaper som anges i detta metodblad. Anvandaren maste ta ansvar for alla
&ndringar av den rekommenderade fargningsproceduren.

Tab. 2. Rekommenderade fargningsprotokoll for CONFIRM anti-ER (SP1)-antikropp med
ultraView Universal DAB Detection Kit pa BenchMark IHC/ISH-instrument.

Metod
Procedurtyp . ULTRA eller ULTRA
PLUS
Avparaffinering Vald Vald
(ag::tzg‘::l'gglfg'r'l‘gg) CC1, Standard ULTRA CC1, Standard
Antikropp (primar) 16 minuter, 37 °C 16 minuter, 36 °C
Kontrastférg Hematoxylin Il, 4 minuter Hematoxylin Il, 4 minuter
Efter kontrastféarg Bluing, 4 minuter Bluing, 4 minuter
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Tab. 3. Rekommenderade fargningsprotokoll for CONFIRM anti-ER (SP1)-antikropp med
VIEW DAB Detection Kit p4 BenchMark IHC/ISH-instrument

Metod
Procedurtyp XT ULTRA
Avparaffinering Vald Vald
Cellkonditionering
(antigendemaskering) CC1, Standard ULTRA CCH1, Standard
Antikropp (primar) 16 minuter, 37 °C 16 minuter, 36 °C
A/B-blockering . . . .
(biotinblockering) Obligatorisk Obligatorisk
Kontrastféarg Hematoxylin II, 4 minuter Hematoxylin I, 4 minuter
Efter kontrastfarg Bluing, 4 minuter Bluing, 4 minuter

Pa grund av variationer i vavnadsfixering och -bearbetning samt generella
laboratorieinstrument och omgivningsforhallanden, kan man behéva 6ka eller minska
inkubationen med primarantikroppen, cellkonditionering eller proteasfdrbehandlingen,
baserat pa individuella prover, den detektion som anvands och lasarpreferens. Ytterligare
information om fixeringsvariabler finns i "Immunohistochemistry Principles and
Advances”.19

POSITIV VAVNADSKONTROLL

En positiv vavnadskontroll maste inkluderas med varje utford fargningskdming. College of
American Pathologists rekommenderar att en positiv vavnadskontroll ska finnas pa
patientens objektglas. 13 Ett exempel pa vévnad som ska anvandas som en positiv kontroll
med CONFIRM anti-ER (SP1)-antikropp &r ett svagt positivt brostkarcinom. De positivt
fargade cellerna eller vavnadskomponenterna (nuklear fargning av tumdrceller) anvands
for att bekrafta att CONFIRM anti-ER (SP1)-antikropp applicerades och instrumentet
fungerade korrekt. Denna vavnad kan innehalla bade positivt och negativt fargade celler
eller vavnadskomponenter och fungera som bade positiv och negativ kontrollvavnad.
Kontrollvavnad bér utgdras av farska obduktions-, biopsi- eller kirurgiska prover, vilka
preparerats eller fixerats sa tidigt som mjligt pa ett sétt som &r identiskt med
behandlingen av testsnitten. Sadana vavnader kan kontrollera alla steg i proceduren, fran
vavnadsberedning till fargning. Anvandning av ett vavnadssnitt som &r fixerat eller
bearbetat pa ett annat sétt &n testprovet kommer att ge kontroll for alla reagens- och
metodsteg utom fixering och vavnadsbearbetning.

En vévnad med svag positiv fargning &r mer ldmplig an stark positiv fargning for optimal
kvalitetskontroll och for att detektera lagre nivaer av reagensnedbrytning. Helst bor en
bréstkarcinomvavnad, som &r kand for att ha svag men positiv fargning, valjas for att
sékerstalla att systemet ar kansligt for sma méngder reagensnedbrytning eller problem
med IHC-metoden.

Alternativt kan normalt humant proliferativt endometrium anvandas for en positiv kontroll.
De positiva fargningskomponenterna ar nuklear fargning av kértelepitel och tvérstrimmiga
och glatta muskelceller. Endometriell vavnad kanske emellertid inte fargar tillrackligt svagt
for att detektera sma mangder reagensnedbrytning eller problem med IHC-metoden.
Optimal laboratoriepraxis anvénder ett positivt kontrollsnitt pa samma objektglas som
testvavnad. Detta bidrar till att identifiera eventuella fel som galler for reagenserna i

objektglaset. Vavnad med svag positiv fargning ar mer lampad for optimal kvalitetskontroll.

Kanda positiva vavnadskontroller bor endast anvandas for att kontrollera korrekt
prestanda hos bearbetade vavnader och testreagenser och inte som hjalpmedel vid
faststéllande av specifika diagnoser i testprov. Om de positiva vavnadskontrollerna inte
uppvisar positiv fargning, bor testprovernas resultat anses ogiltiga.

NEGATIV VAVNADSKONTROLL

Anvand en vavnadskontroll som ar kand for att vara fixerad, bearbetad och inbaddad pa
ett satt som ar identiskt med patientprovet/-proverna for varje fargningskoming for att
verifiera specificiteten for CONFIRM anti-ER (SP1)-antikropp for demonstration av ER och
for att ge en indikation av specifik bakgrundsfargning (falsk positiv fargning). Manga olika
celltyper i de flesta vavnadssnitt kan ocksa anvandas som intern negativ kontroll for att
verifiera prestandaspecifikationer for CONFIRM anti-ER (SP1)-antikropp. Exempelvis kan
samma vavnad (endometrium) som anvands fér den positiva vavnadskontrollen anvéndas
som den negativa vavnadskontrollen. Komponenterna som inte fargar (cytoplasma,
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cellmembran) bér visa franvaro av specifik fargning i celler som inte férvéantas farga och
ge en indikation pa specifik bakgrundsfargning. Den negativa vavnadskontrollen bor ockséa
anvandas som ett hjdlpmedel vid tolkning av resultat. De manga olika celltyper som finns i
de flesta vavnadssnitt erbjuder ofta negativa kontrollplatser, men detta bor verifieras av
anvéndaren. Om specifik fargning intréffar pa de negativa vavnadskontrollplatserna, bor
resultaten med patientproverna betraktas som ogiltiga.

NEGATIV REAGENSKONTROLL

En negativ reagenskontroll maste koras for varje prov for att underlatta tolkningen av
resultaten. En negativ reagenskontroll anvénds i stallet for primarantikroppen for att
utvardera icke-specifik fargning och méjliggéra battre tolkning av specifik fargning vid
antigenplatsen. Detta ger en indikation pa icke-specifik bakgrundsfargning for varje
objektglas. | stallet for primarantikroppen fargar du objektglaset med CONFIRM Negative
Control Rabbit Ig, ett renat icke-immunt kanin-IgG som inte reagerar med humana prover.
Om en alternativ negativ reagenskontroll anvands, spad till samma utspadning som det
priméra antikroppsantiserumet med Antibody Diluent. Ungefér 0.2 % fetalt kalvserum
kvarhalls i CONFIRM anti-ER (SP1)-antikropp. En tillsats av 0.2 % fetalt kalvserum i
Antibody Diluent &r ocksa lampligt for anvandning som en icke-specifik negativ
reagenskontroll. Inkubationsperioden for den negativa reagenskontrollen bor vara
densamma som primarantikroppens.

Nar paneler med flera antikroppar anvands vid seriell snittning kan en negativ
reagenskontroll pa ett objektglas fungera som en negativ eller ospecifik bindningskontroll
for andra antikroppar.

ANALYSVERIFIERING

Fére forsta anvandningen av denna antikropp i ett diagnostiskt forfarande, eller om det
sker en forandring av lotnummer, bor antikroppens specificitet verifieras genom fargning
av ett antal positiva och negativa vavnader med kanda prestandaegenskaper. Se de
kvalitetskontrollfdrfaranden som tidigare beskrivits i detta avsnitt av produktangivelsen och
rekommendationerna av kvalitetskontroller fran College of American Pathologists
Laboratory Accreditation Program, Anatomic Pathology Checklist, eller CLSI Approved
Guideline eller bada dokumenten.20.21 Dessa kvalitetskontrollférfaranden bér upprepas
for varje ny méangd av antikroppar eller nér det finns en fordndring av mangdstorleken for
en av reagenserna i en matchad uppsattning eller en férandring av analysparametrar.
Kvalitetskontroll kan inte utféras pa ett meningsfullt sétt pa en enskild isolerad reagens
eftersom de matchade reagenserna, tillsammans med ett definierat analysprotokoll, maste
testas tillsammans innan ett kit for diagnostiska &ndamal anvénds. Vavnader angivna i
sammanfattningen av férvantade resultat &r lampliga for analysverifiering.

Alla krav pa kvalitetskontroll bor utforas i enlighet med lokala, statliga och federala
bestdmmelser eller ackrediteringskrav.

TOLKNING AV FARGNINGSRESULTAT / FORVANTADE RESULTAT

VENTANA-automatiserad immunfargningsprocedur gér att en fargad reaktionsprodukt
falls ut vid antigenplatserna som lokaliserade av CONFIRM anti-ER (SP1)-antikropp. En
kvalificerad patolog med erfarenhet av immunhistokemiska procedurer maste utvardera
positiva och negativa kontroller och kvalificera den fargade produkten innan resultaten
tolkas. Ostrogenreceptorstatus bestdms av procentandelen fargade tumérceller. Ett fall
anses vara ER-positivt om det finns nukleér fargning som &r lika med eller stérre an 1 %
av tumdrcellerna. 13 Specifik frgning av stroma och lymfocyter kan komma att observeras.
Det &r absolut nddvandigt att endast nuklear fargning i tumorceller beaktas nar dessa
objektglas bedéms.

Positiv vavnadskontroll

Den positiva vavnadskontrollen fargad med CONFIRM anti-ER (SP1)-antikropp bér
undersokas forst for att sékerstalla att alla reagenser fungerar korrekt. Forekomst av en
brun (3.3 tum diaminobensidin tetraklorid, DAB) reaktionsprodukt i malcellens kamor ar en
indikation pa positiv reaktivitet. Ett exempel pa en vévnad som kan anvandas som en
positiv kontroll &r ett ként svagt positivt brostkarcinom, t.ex. = 1 % dér kdmorma i
tumdrcellerna ska vara positiva. Normalt humant endometrium kan ocksa anvandas. |
normalt endometrium ses ER-fargning i kérnor i endometrialkértlarna och stroma. Om de
positiva vavnadskontrollerna inte uppvisar Idmplig positiv fargning, bor alla testprovernas
resultat anses ogiltiga.

Negativ vavnadskontroll

Den negativa vavnadskontrollen bor undersékas efter den positiva vavnadskontrollen for
att verifiera den specifika markningen av malantigenet med priméarantikroppen. Franvaron
av specifik fargning i den negativa vavnadskontrollen bekréftar avsaknad av korsreaktivitet
for antikropp for celler eller cellulara komponenter. Brostkarcinom som anvands som en
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positiv kontroll kan ocksé anvandas som en negativ kontrollvévnad. Vissa stromala
element som &r kanda for att vara ER-negativa, sasom endotelceller, bor inte visa nagon
nuklear fargning. Om specifik fargning intraffar pa den negativa vévnadskontrollen, bor
resultaten med patientprovera betraktas som ogiltiga.

Icke-specifik fargning, om sadan forekommer, kommer att ha ett diffust utseende.
Sporadisk ljus fargning av bindvav kan ocksa observeras i vavnadssnitt som ar alltfor
formalinfixerade. Intakta celler ska anvandas for tolkning av fargningsresultaten, eftersom
nekrotiska eller nedbrutna celler ofta kommer att férgas ospecifikt.22

Patientvavnad

Patientprover fargade med CONFIRM anti-ER (SP1)-antikropp bor undersokas sist.
Positiv fargningsintensitet bor bedémas inom ramen fér eventuell icke-specifik
bakgrundsfargning av den negativa reagenskontrollen. ER kan detekteras bland andra
neoplasmer, sdsom cancer i ggstockarna och endometrium. 13 Morfologin for varje
véavnadsprov bor ocksa undersokas med hjélp av en hematoxylin- och eosinfargad sektion
vid tolkning av eventuella immunhistokemiska resultat. Patientens morfologiska resultat
och relevanta kliniska data maste tolkas av en kvalificerad patolog. Mer specifik
information om immunreaktivitet finns i Sammanfattning och forklaring, Begransningar och
Sammanfattning av forvantade resultat.

BEGRANSNINGAR
Allméanna begransningar

1. IHC &r en diagnostisk process i flera steg som kraver specialutbildning i valet av
lampliga reagenser och vavnader, fixering, bearbetning, beredning av
immunhistokemiobjektglaset och tolkning av fargningsresultaten.

2. Vévnadsfargning ar beroende av hantering och bearbetning av vavnaden fére
fargning. Felaktig fixering, frysning, upptining, tvattning, torkning, uppvarmning,
snittning eller kontaminering med andra vavnader eller vatskor kan ge artefakter,
bindande antikroppar eller falska negativa resultat. Inkonsekventa resultat kan vara
en konsekvens av variationer i fixerings- och inbaddningsmetoder eller fran
inneboende oregelbundenheter i vavnaden.

3. Overdriven eller ofullstandig kontrastfargning kan leda till felaktig tolkning av
resultaten.

4, Den Kliniska tolkningen av positiv fargning eller franvaro dérav, maste utvarderas
inom ramen for klinisk historik, morfologi och andra histopatologiska kriterier. Den
kliniska tolkningen av eventuell fargning eller franvaro darav, maste kompletteras
med morfologiska studier och korrekta kontroller samt andra diagnostiska tester.
Denna antikropp &r avsedd att anvandas i en panel av antikroppar. Det ar en
kvalificerad patologs ansvar att kanna till antikropparna, reagenserna och
metoderna som anvands for att producera det fargade preparatet. Fargning maste
utforas i ett certifierat, licensierat laboratorium under éverinseende av en patolog
som ansvarar for att granska de fargade objektglasen och sékerstalla att de positiva
och negativa kontrollerna ar tillrackliga.

5. Ventana tillhandahéller antikroppar och reagenser med optimal utspadning for
anvandning nar de medfdljande instruktionema foljs. Avvikelser fran
rekommenderade testforfaranden kan ogiltigforklara forvantade resultat. Lampliga
kontroller maste anvéndas och dokumenteras. Anvandare som avviker fran
rekommenderade testforfaranden maste ta ansvar for tolkningen av
patientresultaten.

6.  Denna produkt ar inte avsedd for anvandning i flédescytometri,
prestandaegenskaper har inte faststallts.

7. Reagenser kan visa ovéntade reaktioner i tidigare otestade vévnader. Risken for
ovantade reaktioner &ven i testade vavnadsgrupper kan inte elimineras fullstandigt
pa grund av biologisk variation av antigenuttryck i neoplasmer eller andra
patologiska vavnader.2? Kontakta din lokala supportrepresentant med
dokumenterade ovéntade reaktioner.

8. Vavnader fran personer som ar infekterade med hepatit B-virus och som innehaller
hepatit B-ytantigen (HBsAg) kan uppvisa icke-specifik fargning med
pepparrotsperoxidas.23

9. Vid anvandning i blockeringssteg kan normala serum fran samma djurkalla som
sekundara antiserum orsaka falska negativa eller falska positiva resultat pa grund
av autoantikroppar eller naturliga antikroppar.

10. Falska positiva resultat kan ses pa grund av icke-immunologisk bindning av
proteiner eller substratreaktionsprodukter. De kan ocksa orsakas av

pseudoperoxidasaktivitet (erytrocyter), endogen peroxidasaktivitet (cytokrom C) eller

endogent biotin (till exempel: lever, hjérna, brdst, njure) beroende pa vilken typ av
immunfargning som anvénts.24
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11. Som med alla IHC-test betyder ett negativt resultat att antigenet inte detekterades,
inte att antigenet inte fanns i cellerna eller analyserad vévnad.

SPECIFIKA BEGRANSNINGAR

1. Antikroppen, i kombination med VENTANA-detektionskit och tillbehdr, detekterar
antigen som dverlever en rutin av formalinfixering, vavnadsbearbetning och
snittning. Anvéndare som avviker fran rekommenderade testforfaranden ar
ansvariga for tolkningen och valideringen av patientresultaten.

2. Ettnegativt resultat for CONFIRM anti-ER (SP1)-antikropp utesluter inte narvaron
av ER. Negativa reaktioner i brostkarcinom kan bero pa forlust eller markant
minskat uttryck av antigen. Dérfor rekommenderas att denna antikropp anvands i en
panel av antikroppar inklusive progesteronreceptor.

3. Alla analyser kanske inte registreras pa varje instrument. Kontakta din lokala
Roche-representant fér mer information.

PRESTANDAEGENSKAPER

ANALYTISK PRESTANDA

Fargningstester for sensitivitet, specificitet och precision utférdes och resultaten
sammanfattas nedan.

Sensitivitet och specificitet

Immunreaktivitet av CONFIRM anti-ER (SP1)-antikropp bestdmdes genom fargning av
flera fall av normala humana vévnader. Resultaten anges i Tab. 4.

Tab. 4. Sensitivitet/specificitet for CONFIRM anti-ER (SP1)-antikropp bestdmdes genom
att testa normala FFPE-véavnader.

Antal positiva/ Antal positiva/

Véavnad totala fall Vavnad totala fall
Cerebrum 0/5 Esofagus/Matstrupe 013
Cerebellum 013 Magsack 013
Binjure 013 Tunntarm 013
Aggstock 13 Kolon 0/3
Bukspottkortel 013 Lever 073
Biskoldkortel 0/4 Spottkortel 0/3
Hypofys 313 Njure 0/3
Testikel 013 Prostata 23
Skoldkortel 115 Urinblasa 0/5
Brost @ 1212 Endometrium 313
Mjélte 013 Cervix 13
Tonsill 13 Skelettmuskulatur 013
Thymus 0/3 Hud b 0/5
Benmérg 013 Nerv 013
Lunga 013 Mesotel 013
Hjérta 013

a\Vavnaden omfattar fiberfettvavnad.
b Vavnaden omfattar brostvarta.

Immunreaktivitet av CONFIRM anti-ER (SP1)-antikropp bestdmdes genom fargning av
flera fall av neoplastiska humana vavnader. Fall ansags vara ER-positiva om det fanns
nukledr fargning i &tminstone = 1 % av invasiva tumérceller.!3 Resultaten anges i Tab. 5.
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Tab. 5. Sensitivitet/specificitet for CONFIRM anti-ER (SP1)-antikropp bestdmdes genom
att testa olika neoplastiska FFPE-vavnader.

Antal positiva/
Patologi totala fall
Glioblastom (cerebrum) 01
Meningiom (cerebrum) 011
Ependymom (cerebrum) 01
Oligodendrogliom (cerebellum) 011
Serost adenokarcinom (&ggstock) 01
Mucindst adenokarcinom (&ggstock) 01
Neuroendokrin neoplasi (bukspottkortel) 011
Adenokarcinom (bukspottkortel) 01
Seminom (testikel) 0/1
Embryonalt karcinom (testikel) 01
Medullart karcinom (skéldkortel) 0/1
Papillart karcinom (skéldkortel) on
Duktalt karcinom in situ (brost) 13
Invasivt duktalt karcinom (brést) 9/20
Invasivt lobulart karcinom (brost) 2/3
Medullart karcinom (brost) 0/1
Papillart karcinom (brost) 7
Brdstcarcinom (metastasiskt) 0/5
B-cellslymfom; NOS (mjélte) 0/1
Smacelligt karcinom (lunga) 01
Skvamést cellkarcinom (lunga) 0/1
Adenokarcinom (lunga) 01
Skvamdst cellkarcinom (esofagus) 0/1
Adenokarcinom (esofagus) 01
Mucindst adenokarcinom (mage) 01
Adenokarcinom (tarm) 0/1
Malign blandad mesenkymal neoplasi (tarm) 01
Adenokarcinom (kolon) 0/1
Malign blandad mesenkymal neoplasi (kolon) 01
Adenokarcinom (rektum) 01
Malign blandad mesenkymal neoplasi (rektum) 0/1
Melanom (rektum) 01
Hepatocellulart karcinom (lever) 01
Hepatoblastom (lever) 01
Klarcellskarcinom (njure) 01
Adenokarcinom (prostata) 7
2022-11-29 5/8
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Antal positiva/
Patologi totala fall
Urotelialt karcinom (prostatisk uretra) 17
Leiomyom (livmoder) il
Adenokarcinom (livmoder) 212
Klarcellskarcinom (livmoder) 01
Skvamést cellkarcinom (cervix) 01
Embryonalt rabdomyosarkom (striated muskulatur) 071
Basalcellskarcinom (hud) 01
Skvamést cellkarcinom (striated muskulatur) 01
Neurofibrom (mediastinum) 0/1
Neuroblastom (retroperitoneum) 0N
Spindelcellsrabdomyosarkom (retroperitoneum) 0/1
Mesoteliom (bukhinna) 0N
Hodgkins lymfom (lymfkdrtel) 0/1
Lymfom, NOS (lymfkortel) 0/2
B-cellslymfom, NOS (lymfkortel) 0N
Urotelialt karcinom (urinblasa) 0/1
Osteosarkom (ben) 0N
Leiomyosarkom (glatt muskulatur) 0/1

Sensitiviteten ar beroende av bevarandet av antigenet. All felaktig hantering av vavnader
under fixering, snittning, inb&ddning eller lagring som forandrar antigenicitet forsvagar
ER-detektion med CONFIRM anti-ER (SP1)-antikropp och kan generera falska negativa
resultat.

Instrumentprecision hos BenchMark XT och BenchMark ULTRA

Sex enskilda vavnadsfall fargades som en del av precisionstestningen. Av de sex
vévnadema hade tva hogt ER-uttryck, tva hade lagt ER-uttryck och tva var ER-negativa
baserat pa en grans pa < 1 % tumdrcellsférgning for negativt, 1-10 % for lagt och > 10 %
for hogt uttryck.

For testning vid kdmingar av repeterbarhet fargades 9 objektglas fran varje fall med
CONFIRM anti-ER (SP1)-antikropp, och ett objektglas fran varje fall fargades med
CONFIRM Negative Control Rabbit Ig-antikropp pa ett BenchMark XT-instrument. Samma
testkonfiguration utfordes ocksa pa ett BenchMark ULTRA-instrument. Repeterbarhet vid
komingar av CONFIRM anti-ER (SP1)-antikropp pa bade BenchMark XT- och BenchMark
ULTRA-instrument var 100 % 6verensstdmmande for alla positiva vavnader i sex fall.
CONFIRM Negative Control Rabbit Ig-fargade objekiglas var acceptabla for signal och
bakgrund.

For mellanliggande precision mellan olika dagar, fargades fyra objektglas fran varje fall
med CONFIRM anti-ER (SP1)-antikropp, och ett objektglas fran varje fall fairgades med
CONFIRM Negative Control Rabbit Ig-antikropp i fem olika, ej pa varandra foljande
komingar under en 20-dagarsperiod pa ett BenchMark XT-instrument. Samma
testkonfiguration utférdes ocksa pa ett BenchMark ULTRA-instrument. Mellanliggande
precision mellan olika dagar av CONFIRM anti-ER (SP1)-antikropp pa bade BenchMark
XT- och BenchMark ULTRA-instrument var 100 % dverensstammande for alla positiva
véavnader i sex fall. CONFIRM Negative Control Rabbit Ig-fargade objektglas var
acceptabla for signal och bakgrund.

For testning av BenchMark XT fér mellanliggande precision mellan olika instrument
fargades 4 objektglas fran sex fall med CONFIRM anti-ER (SP1)-antikropp pa tre separata
BenchMark XT-instrument. Ett enda objektglas fran varje fall fargades med CONFIRM
Negative Control Rabbit Ig-antikroppen. Mellanliggande precision mellan olika instrument
av CONFIRM anti-ER (SP1)-antikropp pa tre BenchMark XT-instrument var 100 %
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dverensstdmmande i alla sex fallen. CONFIRM Negative Control Rabbit Ig-fargade
objektglas var acceptabla for signal och bakgrund.

For testning av BenchMark ULTRA for mellanliggande precision mellan olika instrument,
fargades 4 objektglas fran sex fall med CONFIRM anti-ER (SP1)-antikropp pa tre separata
BenchMark ULTRA-instrument. Ett enda objektglas fran varje fall fargades med CONFIRM
Negative Control Rabbit Ig-antikroppen. Mellanliggande precision mellan olika instrument
av CONFIRM anti-ER (SP1)-antikropp pa tre BenchMark ULTRA-instrument var 100 %
dverensstdmmande i alla sex fallen. CONFIRM Negative Control Rabbit Ig-fargade
objektglas var acceptabla for signal och bakgrund.

Precision for BenchMark ULTRA PLUS-instrument

Nio enskilda vavnadsfall forgades som en del av precisionstestningen. Av de nio
vévnaderna hade tre hogt ER-uttryck, tre hade lagt ER-uttryck och tre var ER-negativa
baserat pa en grans pa < 1 % tumdrcellsfargning for negativt, 1-10 % for lagt och > 10 %
for hogt uttryck.

For testning av repeterbarhet vid kdrning fargades fem objektglas fran varje fall med
CONFIRM anti-ER (SP1)-antikropp, och ett objektglas fran varje fall fargades med
CONFIRM Negative Control Rabbit Ig-antikropp pa ett BenchMark ULTRA PLUS-
instrument. Repeterbarhet vid kérning for CONFIRM anti-ER (SP1)-antikropp pa
BenchMark ULTRA PLUS-instrument var 100 % Gverensstdmmande. CONFIRM Negative
Control Rabbit Ig-fargade objektglas var acceptabla for signal och bakgrund.

For mellanliggande precision mellan olika dagar, fargades tva objektglas fran varje fall
med CONFIRM anti-ER (SP1)-antikropp, och ett objektglas fran varje fall fargades med
CONFIRM Negative Control Rabbit Ig-antikropp i fem olika, ej pa varandra féljande
komingar under en 20-dagarsperiod pa samma BenchMark ULTRA PLUS-instrument.
Intermediar precision mellan olika dagar for CONFIRM anti-ER (SP1)-antikropp pa
BenchMark ULTRA PLUS-instrument var 100 % Gverensstdmmande. CONFIRM Negative
Control Rabbit Ig-fargade objektglas var acceptabla for signal och bakgrund.

Fér testning av mellanliggande precision mellan instrument for BenchMark ULTRA PLUS
fargades tva objektglas fran varje fall med CONFIRM anti-ER (SP1)-antikropp pa tre
separata BenchMark ULTRA PLUS-instrument. Ett enda objektglas fran varje fall fargades
med CONFIRM Negative Control Rabbit Ig-antikroppen. Mellanliggande precision mellan
olika instrument for CONFIRM anti-ER (SP1)-antikropp pa tre BenchMark ULTRA PLUS-
instrument var 100 %.

Reproducerbarhet mellan laboratorier

En studie av reproducerbarhet mellan laboratorier for CONFIRM anti-ER (SP1)-antikropp
utfordes med 14 objektglas for brostcancer (8 positiva, 2 lagt positiva, 4 negativa) pa

3 BenchMark XT- och 3 BenchMark ULTRA-instrument, med /VIEW DAB-detektion och
ultraVliew DAB-detektion, pa var och en av 5 icke pa varandra foljande dagar under en
period pa minst 20 dagar vid 3 externa laboratorier. Proverna randomiserades och
utvarderades av totalt 6 patologer (2 stycken per plats) for procentandel av fargade
tumorceller. Ett fall ansags vara ER-positivt om det fanns nuklear fargning i atminstone

1 % av de invasiva tumérceller.3

For precision mellan olika platser var graden av genomsnittlig positiv éverensstammelse
(APA) och genomsnittlig negativ dverensstdmmelse (ANA) for klinisk bedémning med
CONFIRM anti-ER (SP1)-antikroppen 94.3 % respektive 87.9 %, pa BenchMark ULTRA-
instrumentet med VIEW-detektion 94.2 % respektive 85.8 %, pa BenchMark ULTRA-
instrument med wuftraView-Detektion; 95.6 % respektive 90.9 %, pa BenchMark XT-
instrument med VIEW-detektion; och 94.2 % respektive 85.3 %, pa BenchMark XT-
instrument med wu/traView-detektion.

Fér precision mellan olika dagar var APA- och ANA-frekvensen for klinisk beddmning med
CONFIRM anti-ER (SP1)-antikroppen 97.9 % respektive 95.5 % pa BenchMark ULTRA-
instrument med VIEW-detektion, 98.4 % respektive 96.2 % pa BenchMark ULTRA-
instrument med wuftraView-Detektion; 98.0 % respektive 95.9 %, pa BenchMark XT-
instrument med VIEW detektion; och 98.2 % respektive 95.5 %, pa BenchMark XT-
instrument med wu/traView-detektion.

Precision mellan lasare var for APA och ANA vid klinisk bedémning med CONFIRM
anti-ER (SP1)-antikropp 95.7 % respektive 90.9 %, pa BenchMark ULTRA-instrument med
IVIEW-detektion, 94.1 % respektive 85.7 %, pa BenchMark ULTRA-instrument med
ultraView- Detektion; 94.9 % respektive 89.6 %, pa BenchMark XT-instrument med
VIEW-detektion; och 93.4 % respektive 83.6 %, pa BenchMark XT-instrument med
ultraVliew-Detektion.

Fér precision mellan olika plattformar éver BenchMark ULTRA- och BenchMark
XT-instrument, var APA- och ANA-frekvensen 97.8 % respektive 95.5 %, for
IVIEW-detektion, och 98.9 % respektive 97.4 % for ultraView-detektion.
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Fér precision inom plattformar var APA- och ANA-frekvenserna 97.9% respektive 95.2%
for BenchMark ULTRA-instrument och 97.8% respektive 95.0% for BenchMark
XT-instrument.

Jamférelse av iVIEW DAB Detection Kit och uftraView Universal DAB
Detection Kit med CONFIRM anti-ER (SP1)-antikropp

CONFIRM anti-ER (SP1)-antikropp anvéandes for att utfora jamforelsetest for detektion
over tva instrument (BenchMark XT- och BenchMark ULTRA-instrumenten), med VIEW
DAB Detection Kit och uftraView Universal DAB Detection Kit. Hundranittionio (199)
véavnadsfall anvandes som en del av testningen. Av de utvérderbara fallen som
bestdmdes av BenchMark ULTRA-instrumentet var 111 positiva och 83 negativa som en
funktion av procentandelen fargade tumdrceller. De fargade objektglasen utvarderades av
patologer som bestamde andelen fargade tumérceller. Ett fall ansags vara ER-positivt om
det fanns nuklear fargning hos atminstone 1 % av tumérceller.

Acceptabilitet fér morfologi och bakgrund var 100 % for bade detektionskit och instrument.
Direkta jamforelser for positiv och negativ klinisk beddmning mellan detektionskit for varje
instrument presenteras i Tab. 6 for BenchMark ULTRA-instrumentet och i Tab. 7 for
BenchMark XT-instrumentet.

Tab. 6. Beddmning for u/traView Universal DAB Detection Kit jamfort med VIEW DAB
Detection Kit pa BenchMark ULTRA-instrumentet.

uliraView Universal DAB IVIEW DAB Detection Kit
Detection Kit Positivt Negativt Totalt
Positivt 108 3 1M1
Negativt 3 80 83
Totalt 1M 83 194
niN % (95 % Cl)
Positiv 6verensstammelse i procent 108/111 97.3(92.4-99.1)
Negativ dverensstammelse i procent 80/83 96.4 (89.9-98.8)
F(?r\:)iregnritpande Gverensstammelse i 188/194 96.6 (93.4-98.6)

Tab. 7. Bedémning fér u/traView Universal DAB Detection Kit jamfort med VIEW DAB
Detection Kit pa BenchMark XT-instrumentet.

liraVliew Universal DAB IVIEW DAB Detection Kit
Detection Kit Positivt Negativt Totalt
Positivt 106 5 111
Negativt 2 79 81
Totalt 108 84 192
niN % (95 % Cl)
Positiv 6verensstammelse i procent 106/108 98.1(93.5-99.5)
Negativ dverensstdmmelse i procent 79/84 94.0 (86.8-97.4)
r(')')r\(/)ecrg]r:itpande dverensstammelse i 185/192 96.4 (92.7-98.2)

Overgripande beddmningsavtal mellan detektionskit fér bada plattformarna var 96.9 % (n
= 194) respektive 96.4 % (n = 192) for BenchMark ULTRA- och BenchMark XT-
instrumenten. Ett u/traView Universal DAB Detection Kit i jamférelse med VIEW DAB
Detection Kit hade dverensstdmmelsegrader for fargning pa 93.3 % (n = 194) och 93.8 %
(n=192).

Jamforelse av BenchMark XT-instrument med BenchMark
ULTRA-instrument

En randomiserad studie pa flera platser med flera lasare genomfordes for att jamfora
fargningsprestanda for CONFIRM anti-ER (SP1)-antikropp pa BenchMark ULTRA-
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instrument jdmfort med BenchMark XT-instrument. Hundratjugo (120) ER-negativa och
132 ER-positiva fall av brostcancer, som representerar analysens kliniska intervall,
tilldelades slumpmassigt till tre studieplatser sa att varje plats fick lika manga fall och varje
plats fick fall som representerade varje klinik beddmningskategori. Varje plats fargade sina
tilldelade fall med CONFIRM anti-ER (SP1)-antikropp pa ett BenchMark ULTRA-
instrument och CONFIRM anti-ER (SP1)-antikropp pa ett BenchMark XT-instrument. De
fargade objektglasen utvarderades av patologer som bestamde andelen fargade
tumdrceller. Ett fall ansags vara ER-positivt om det fanns nukleér fargning i atminstone =

1 % av de invasiva tumérceller. 13

Tab. 8. CONFIRM anti-ER (SP1)-antikropp pa BenchMark ULTRA-instrument och
CONFIRM anti-ER (SP1)-antikropp pa BenchMark XT-instrument.

BenchMark ULTRA-instrument
BenchMark XT-instrument
Positivt Negativt Totalt
Positivt 99 8 107
Negativt 11 91 102
Totalt 110 99 209
niN % (95 % CI)

Positiv dverensstammelse i 99/107 925 (85.9-96.2)
procent
Negativ dverensstdmmelse i
procent 91/102 89.2 (81.7-93.9)
Overgripande dverensstammelse i
procent 190/209 90.9 (86.2-94.1)

Den morfologiska godtagbara vardet for alla fargade objektglas i den hér studie var 100%
(95 % C.1. 98.5 %—100 %) for BenchMark ULTRA-instrument och 94.0 % (95 % C.1.

90.4 %-96.4 %) for BenchMark XT-instrument. Den godtagbara graden for bakgrund var
94.8% (95 % C.1. 91.4 %-97.0 %) for BenchMark ULTRA-instrument och 90.9 % (95 %
C.l. 86.7 %-93.8 %) for BenchMark XT-instrument.

Jamférelse av BenchMark ULTRA-instrument med BenchMark
ULTRA PLUS-instrument

En studie genomfordes for att jamfora fargningsprestanda for CONFIRM anti-ER (SP1)-
antikroppen pa BenchMark ULTRA PLUS-instrumentet jamfort med BenchMark ULTRA-
instrumentet. Etthundratjugo (120) fall av brostkarcinomvévnad (54 ER-positiva, 54 ER-
negativa och 12 pa gransen till ER-positiva), vilka representerar analysens kliniska
intervall, fargades. De fargade objektglasen utvarderades av patologer som bestdémde
andelen fargade tumorceller. Ett fall ansags vara ER-positivt om det fanns nuklear
fargning hos minst = 1 % av invasiva tumérceller. '3 Overensstammelsegrader mellan fall
som fargats pa varje instrument anges i Tab. 9.

Tab. 9. CONFIRM anti-ER (SP1)-antikropp pa BenchMark ULTRA PLUS-instrument och
CONFIRM anti-ER (SP1)-antikropp pa BenchMark ULTRA-instrument (exklusive fall som
gransade till positiva).

BenchMark ULTRA PLUS- BenchMark ULTRA-instrument
instrument Positivt Negativt Totalt
Positivt 53 0 53
Negativt 0 53 53
Totalt 53 53 106
nIN % (95 % Cl)

Positiv 6verensstammelse i 5353 100.0 (93.2-100.0)
procent

Negativ dverensstdmmelse i 53/53 100.0 (93.2-100.0)
procent
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BenchMark ULTRA PLUS- BenchMark ULTRA-instrument
instrument Positivt Negativt Totalt
Overgripande Gverensstammelse i
procent 106/106 100.0 (96.5-100.0)

Acceptabilitet for morfologi for alla fargade objektglas i den hér studien var 99.2% (95 %
C.I. 95.4%-99.9%) for BenchMark ULTRA PLUS-instrumentet. Bakgrundsgodtagbarheten
var 100.0 % (95 % C.I. 96.8%-100.0 %) fér BenchMark ULTRA PLUS-instrumentet.

KLINISK PRESTANDA
Jamforelse med patientresultat

En randomiserad studie pa en plats med flera l&sare utférdes med hjélp av exemplar fran
511 invasiva brostcancerfall som hamtats fran en klinisk kohort av 820 invasiva
brostcancerpatienter. Resultat for progressionsfri dverlevnad jamférdes for patienter med
olika CONFIRM anti-ER (SP1)-antikroppsstatus faststéllda pa Benchmark ULTRA-
instrumentet. Fall inkluderades i analyserna om patienten hade en bekraftad diagnos av
invasivt brostkarcinom och fick behandling med primért kirurgiskt ingrepp med eller utan
postoperativ lokal stralbehandling, foljt av adjuvant endokrin behandling med tamoxifen
(20 mg p.o./dag) i 5 ar. Fall utesléts fran analyser om diagnostisk biopsi eller priméra
kirurgiska vavnadsprover inte var tillgangliga, om det hade férekommit en tidigare
cancerdiagnos (utom icke-melanom hudcancer), eller om patienten fatt tidigare eller
adjuvant kemoterapi. Totalt 1907 vavnadsmikroarraykérnor med primar tumér fargades pa
BenchMark ULTRA-instrumentet. De fargade objektglasen utvarderades av tre oberoende
patologer som bestdmde andelen fargade tumdrceller. Ett fall anségs vara ER-positivt om
det fanns nukledr fargning i &tminstone > 1 % av de invasiva tumérceller. 13

| studien fanns det 441 patienter med Ventana ER-positiv (ER+)-status och 18 patienter
med Ventana ER-negativ (ER-)-status. En Kaplan-Meier-skattning av 6verlevnadskurvan
med CONFIRM anti-ER (SP1)-antikroppsstatus bland den priméra 6verlevnadsanalysens
population visade en stark uppdelning mellan fall av Ventana ER+ och ER-. Patienter med
ER+ hade langre dverlevnadstid &n patienter med ER- nar tamoxifenbehandling gavs.
Mediandverlevnadstiderna hos patienter med ER+ och ER- var 101.6 respektive

47.2 manader. Log-rank-testet visade att skillnaden i dverlevnadskurvor var statistiskt
signifikant (P <0.001).

Product-Limit Survival Estimates
07
0.8
£
2
8 06
[
1
o
2
=1
@ g2
0.0
T T T T T T T
0 25 50 75 100 125 150
Progression Free Survival (months)
[STATUS Ventana ER+ — — — Ventana ER- |

Fig. 2. Kaplan-Meier-skattning av 6verlevnadskurvan med Ventana ER-status.

FELSOKNING

1. Omden positiva kontrollen uppvisar svagare fargning &n vantat, ska de andra
positiva kontrollerna som kérs samtidigt kontrolleras for att avgora om det beror pa
primérantikroppen eller en av de vanliga sekundara reagenserna.

2. Kontrollera att objektglaset har ratt streckkodsetikett om den positiva kontrollen &r
negativ. Om objektglaset ar markt ordentligt, kontrollera de andra positiva
kontrollerna som kérs samtidigt for att avgéra om det beror pa den priméra
antikroppen eller en av de vanliga sekundara reagenserna. Vavnader kan ha
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samlats in pa fel sétt, fixerats eller avparaffinerats. Folj ratt procedur fér insamling,
lagring och fixering.

Om 6verdriven bakgrundsfargning sker, kan héga nivaer av endogent biotin
forekomma. Ett biotinblockeringssteg bor inkluderas.

Om allt paraffin inte har tagits bort upprepar du avparaffiniseringsproceduren.

Om specifik antikroppsfargning ar for intensiv, upprepar du kérningen med
inkubationstiden for primérantikroppen forkortad med 4 minuters intervall for att
uppna 6nskad fargningsintensitet.

Om vavnadssnitt skoljs av objektglaset, kontrollerar du objektglasen for att se till att
de ar positivt laddade.

Mer information om korrigerande atgérder hittar du i avsnittet om stegvis procedur i
instrumentets anvandarhandbok eller genom att kontakta din lokala
supportrepresentant.
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ANTECKNING: Punkt (hel punkt/stopp) anvands alltid i detta dokument som

decimalavskiljare for att markera gransen mellan heltal och brakdelar i ett decimaltal.

Tusentalsavgransare anvands inte.

Sammanfattning av sékerhet och prestanda finns har:

https://ec.europa.eu/tools/eudamed
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