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KULLANIM AMACI

VENTANA anti-HER2/neu (4B5)
Rabbit Monoclonal Primary Antibody
(VENTANA HER2 (4B5)), VENTANA
otomatik IHC/ISH slayt boyama
cihazinda formalinle fikse edilip
parafine gdmulmus normal ve
neoplastik meme dokusu ve gastrik
doku kesitlerinde HER2 antijeninin yari
kantitatif olarak saptanmasinda
kullanilmak tizere tasarlanmigtir.
Herceptin tedavisinin distnGldigi
meme kanseri ve gastrik kanser
hastalarinin degerlendirimesinde ve Kadcyla (trastuzumab emtansin) veya Perjeta
(pertuzumab) tedavileri icin meme kanseri hastalarinin degerlendiriimesinde yardimel bir
arag olarak endike edilmektedir.

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

Bu antikor in vitro tani amagli kullanima yoneliktir.

OZET VE AGCIKLAMA

VENTANA HER? (4B5) bir tavsan monoklonal antikordur (clone 4B5) ve cerbB2
onkoprotein (HER2) internal domain’ine karsi yonlendirilmistir. c-erbB-2 onkoprotein
Akiyama et al tarafindan 1986 yilinda klonlanmis ve karakterize edilmistir.! Yapisal
olarak epidermal biiylime faktdri reseptdriine (EGFR) benzeyen yaklasik 185 kD
transmembran glikoproteindir. Protein, bircok bilylime faktdrui reseptdriinde ve src
ailesinin donistirlci proteinlerinde gériilene benzer bir tirozin kinaz etkinligi ile
iliskilendirilmektedir. Kodlama dizisi, ekstraselliler baglanma alani ve intrasellliler kinaz
alani ile tutarlidir. Bu durum, HER2'nin sinyal iletiminde ve mitojenik etkinlik
stimiilasyonunda rol oynayabilecegini géstermektedir.1

Clone 4B5'in, SK-BR-3 hiicre lizatindan bir 185 kD protein ile reaksiyona girdigi Western
blotting ydntemi kullanilarak gésterilmistir. SK-BR-3, HER2 mRNA'nin 128 kat agiri
ekspresyonuna sahip bir meme karsinomu hiicre dizisidir.2 Tespit edilen bandin boyutu,
HER2 proteini (185 kD) icin rapor edilenle iyi korele edilmektedir.! Transfekte edilmis
hiicre dizileriyle (HEK293) yapilan immiinohistokimya deneyleri, clone 4B5'in HER? ile
transfekte edilmis hicreleri ve HER4 ile transfekte edilmis hiicreleri boyadigini
gostermistir. HER1 veya HERS3 ile transfekte edilmis hiicrelerin boyanmadigi
gbzlemlenmistir. Rekombinant HER4 proteini ile elde edilen Western blot verileri ayrica,
Clone 4B5'in bir HER4 epitopunu tanidigini gostermistir.

Meme karsinomunda HER?2 proteini, degisik bolgelerden alinan adenokarsinomlarin
%20'sine varan bir oraninda immiinohistokimya ile saptanabilen bir diizeyde eksprese
edilir. invazif duktal karsinomlarin %15 ile %30 aras! bir orani HER2 agisindan pozitiftir.3
Meme Paget hastaligi vakalarinin neredeyse tiimii4 ve komedo tipinde in situ duktal
karsinom vakalarinin %90'a varan bir orani pozitiftir.3 Gastrik karsinomda HER2 proteini,
gastrik kanserlerin intestinal tipinde %30'a, karma tipinde %15'e ve yaygin tipinde %5'e
varan oranlarda immiinohistokimya ile saptanabilen bir diizeyde eksprese edilir. HER2
proteini asir ekspresyonunun immiinohistokimyasal olarak saptanmasi ayrica, HER2'yi
hedefleyen tedavinin endike oldugu hastalarin belirlenmesinde de yardimci olarak
kullaniimaktadir.>,31-35

Normal dokularda, neoplastik dokularda ve Clone 4B5'i ieren 322 meme karsinomu
vakasinda boyama sonuglari Ventana tarafindan degerlendirilmistir. Test edilen normal
dokularda, ekspresyon, asagidaki istisnalar hari¢ olmak kaydiyla, beklenmedik spesifik
sitoplazmik/membran boyama olmamasi yoniinden yayimlanan literattirle tutarliydi:
epitelyal hiicre membrani boyamasi gésteren iki tonsil vakas, bir paratiroid vakasi ve bir
0zofageal epitel vakasl. Test edilen neoplastik dokulardan, meme, kolon ve over kanser
hiicrelerinde sitoplazmik/membran boyama gériilimistiir. Ug yiiz yirmi iki (322) meme

Sekil 1. VENTANA gastrik karsinomda
anti-HER2/neu (4B5) 3+ boyama.
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karsinomu, PATHWAY HER-2/neu (CB11) ile karsilastirmali bir ydntem kullanilarak
Clone 4B ile degerlendirilmistir. Bu iki test arasinda anlamli bir boyama korelasyonu
bulunmaktadir. Daha fazla bilgi igin Beklenen Sonuglarin Ozeti bdlimiine bakin. Clone
4B5 hakkinda daha fazla bilgi ise Referanslar balimiinde bulunabilir. 24-30

Onceden seyreltimis VENTANA HER2 (4B5) ile kullanima hazir iVIEW DAB Detection
Kit ve ultraView Universal DAB Detection Kit'in bir VENTANA otomatik IHC/ISH slayt
boyama cihazi ile kombine olarak kullaniimasi, bireysel reaktif seyreltme, manuel
pipetleme ve manuel reaktif uygulamasindan kaynaklanan insan hatasi olasiligini ve
yapisal degiskenligi azaltir.

KLINiK ONEMI

Meme kanseri kadinlarda meydana gelen en yaygin kanser tiiridir ve ikinci en yaygin
kanserle iligkili lim nedenidir. Kuzey Amerika'da, bir kadinin meme kanserine
yakalanma olasiligi sekizde birdir.8 Erken saptama ve dogru tedavi terapileri genel
sagkalimi dnemli dlgiide etkileyebilir.” Gastrik kanser en yaygin dérdiincii kanser tiriidiir
ve dlinya gapinda kanser 6limlerinin ikinci dnde gelen nedenidir. Mide kanseri igin en
yaygin tedavi cerrahidir. Ancak, cogu gastrik kanser vakasi ilerlemis bir asamada teshis
edilmekte ve cogu zaman cerrahinin yapilmasi gii¢ olmaktadir. Kanser hastalarinin
sagkalim orani gok dlsUk olsa bile ilerlemis gastrik kanserin tedavisi igin kemoterapi
kullaniimaktadir. Kiiglik doku érneklerinin rutin immiinohistokimyada (IHC) kolaylikla
kullanilabilir olmasi, bu teknigi, karsinomun yorumlanmasi agisindan énemli antijenleri
saptayan antikorlarla kombine olarak kullanildiginda patolog icin hastalik tanisinda ve
prognozunda etkili bir arag kilmaktadir. Giinumiizde meme kanserinde ve gastrik
kanserde 6nemli bir isaret c-erbB-2 onkoproteinidir (HER2).

HER2 bir transmembran proteindir.8 EGFR ile yakindan ilgilidir ve EGFR gibi, tirozin
kinaz aktivitesine sahiptir.l Meme ve gastrik karsinomlar dahil gesitli timérlerde gen
amplifikasyonu ve buna karsilik gelen c-erbB-2 asiri ekspresyonu bulunmustur.8.9

HER2'nin hedeflendigi tedavilerin bazi meme karsinomu ve gastrik karsinom hastalarina
fayda sagladi§i kanitlanmistir. HER2'nin hedeflendigi tedaviden yalnizca HER2 pozitif
meme ve gastrik karsinomu olan hastalar yararlanmalidir. Meme karsinomunda ve
gastrik karsinomda HER2 durumunun belirlenmesine yonelik in vitro tanilar, HER2'nin
hedeflendigi tedaviler igin uygun olan hastalara karar vermesinde klinisyene yardimei
olmasi itibariyle énemlidir.

HER2 igin her tirli belirleme sistemi sonuglarinin yorumlanmasi esnasinda HER2'nin
her ne kadar farkli seviye ve farkli paternlerde olsa da hem meme kanseri ve gastrik
kanser tiimrlerinde hem de saglikl dokuda gériildiigii goz dniinde tutulmalidir.10
Histolojik doku haziri§inin saglam doku morfolojisi avantaji vardir ve bu durum
numunenin HER2 pozitifligini yorumlamada yardimcidir.

PROSEDURUN ILKELERI

VENTANA HER2 (4B5), parafine gdmulmis doku kesitlerinde HER2'ye baglanan bir
tavsan monoklonal antikorudur. Spesifik antikor, tavsan immiinoglobulinlerini taniyan
biyotin konjugatli bir sekonder antikor formiilasyonu uygulanip ardindan streptavidin
horseradish peroksidaz (HRP) konjugati (iVIEW DAB Detection Kit) ya da bir sekonder
antikor-HRP konjugati (ultraView Universal DAB Detection Kit) eklenerek lokalize
edilebilir. Bu sayede, spesifik antikor-enzim kompleksi, ¢6kelen bir enzim reaksiyon
Uriintiyle goruntlenir. Her bir adim, belirli bir sicaklikta ve kesin bir siire boyunca inklibe
edilir. Her inklibasyon adiminin sonunda, VENTANA otomatik IHC/ISH slayt boyama
cihazi reaksiyonu durdurmak ve miiteakip adimlarda istenilen reaksiyonun elde
edilmesini dnleyebilecek badli olmayan materyali temizlemek amaciyla kesitleri yikar.
Ayni zamanda sulu reaktiflerin numune slayttan buharlagsmasini minimize etmek igin
Liquid Coverslip uygulanir.

Klinik vakalar ilgili kontrollerin gerceklestiriimesi baglaminda degerlendirilmelidir.
Ventana, hasta numunesiyle (6megin, zayif bir sekilde pozitif meme karsinomu veya
gastrik karsinom gibi) ayni bigimde fikse edilmis ve islenmis bir pozitif doku kontroliiniin
dahil edilmesini tavsiye etmektedir. (VENTANA) HER2 (4B5) ile boyamaya ek olarak,
ikinci bir slayt CONFIRM Negative Control Rabbit Ig ile boyanmalidir. Testin gegerli
kabul edilmesi icin, pozitif kontrol dokusunun timér hiicrelerinde membran boyama
gostermesi gerekir. Bu bilesenler CONFIRM Negative Control Rabbit Ig ile boyandiginda
negatif olmalidir. Ayrica, VENTANA otomatik IHC/ISH slayt boyama cihazinda islemi
yapilan ve yiriitiilen her numune serisi igin negatif bir doku kontrol slaydina (6rnegin,
HER2 negatif meme karsinomu veya gastrik karsinom) yer verilmesi dnerilir. Antijen
guclendirme ve diger n islem prosediirlerinin yanlis pozitif boyamaya neden
olmadigindan emin olmak igin bu negatif doku kontrolli VENTANA HER2 (4B5) ile
boyanmalidir.
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URUNLERLE BIRLIKTE VERILEN REAKTIFLER

VENTANA HER? (4B5) dispenseri 50 test icin yeterli reaktif icerir.

Bir adet 5 mL'lik VENTANA HER? (4B5) dispenseri insan c-erbB-2 antijenine kars!
yonlendirilmis yaklasik 30 pg tavsan monoklonal antikoru icermektedir.

Antikor, %0,3 tagiyici protein ve %0,05 koruyucu sodyum azit iceren 0,05 M Tris
tamponlu salin, 0,01 M EDTA ve %0,05 Brij-35'te seyreltilir. Stok ¢ozeltiden yaklagik
%0,25 oraninda fetal kalf serumu izi bulunmaktadir.

Reaktifin toplam protein konsantrasyonu yaklasik 16 mg/mL'dir. Spesifik antikor
konsantrasyonu yaklasik 6 pg/mL'dir. VENTANA HER2 (4B5) doku kiiltirli Ust fazindan
seyreltilmis bir tavsan IgG'dir.

Asagidaki konular hakkinda ayrintili bilgi iin ilgili VENTANA saptama kitinin
prospektiistine bakin: (1) Prosediir Prensipleri, (2) Gerekli Olan Fakat Urinle Birlikte
Verilmeyen Malzemeler ve Reaktifler, (3) Analiz Igin Numune Toplama ve Hazirlama,
(4) Kalite Kontrol Prosediirleri, (5) Sorun Giderme, (6) Sonuglarin Yorumlanmasi ve
(7) Genel Kisitlamalar.

GEREKEN ANCAK SAGLANMAYAN MALZEMELER

VENTANA saptama kitleri gibi boyama reaktifleri ve negatif ve pozitif doku kontrol
slaytlar da dahil yan bilesenler saglanmamistir.

Pakette listelenen tim Uriinler her bélgede bulunmayabilir. Yerel destek temsilcinize
danigin.

SAKLAMA

2-8°C'de saklayin. Dondurmayin.

Her galismadan sonra antikorun diizgiin bir sekilde uygulandi§indan ve reaktif
stabilitesinden emin olmak icin, kapak yerine takilmali ve dispenser derhal bir
sogutucuya dikey konumda yerlestirilmelidir.

Her antikor kabinin bir son kullanim tarihi vardir. Diizglin bir sekilde saklanmasi halinde,
reakif etikette belirtilen tarihe kadar stabil kalir. Reakifi son kullanma tarihinden sonra
kullanmayn.

NUMUNE HAZIRLAMA

Rutin olarak islenmis, formalinle sabitlenip parafine gémulmus dokular, VENTANA
saptama kitleri ve VENTANA BenchMark, BenchMark GX, BenchMark XT ve de
BenchMark ULTRA otomatik slayt boyama cihazlariyla birlikte kullanildiginda bu primer
antikorla kullanim igin uygundur. Onerilen doku fiksatifi, %10 nétr tamponlu formalindir.2
Yaklasik 4 um kalinhiginda bélimler kesiimeli ve cam slaytlarin izerine alinmalidir.
Slaytlar Superfrost Plus veya dengi olmalidir. Ventana tarafindan yapilan galismalar,
hava etkisiyle kurutulan kesilmis doku ve hiicre dizisi kesitlerinin 2-8°C'de saklanmasi
halinde en az 6 ay stabil kaldigini géstermektedir. Her bir laboratuar kesilmis slaytin
stabilitesini kendi prosedurleri ve saklama ortami kosullarina gére valide etmelidir.

UYARILAR VE ONLEMLER

1. In vitro tani amagli (IVD) kullanima yénelikir.

2. Kadcyla veya Perjeta tedavilerine yonelik uygun olan hastalarin segimi igin bu
Urtindin kullanimi tim bélgelerde mevcut olmayabilir. Belirli bolgelerde meveut
olma durumunu dogrulamak igin litfen yerel Roche temsilcinize danigin.

3. Reaktiflerin g6z ve mukozayla temas etmesini engelleyin. Reaktifler hassas
bolgelerle temas ederse, bu bdlgeleri bol suyla yikayin.

4. Insan veya hayvan kokenli materyaller, biyolojik olarak zararli materyaller olduklari
varsayilarak kullaniimali ve uygun 6nlemler alinarak atimalidir.

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

6.  Talimatlar dogrultusunda kullanildiginda, bu Urtin tehlikeli madde olarak
siniflandirimaz. Reaklifteki koruyucu, sodyum azittir. Sodyum azide asir maruz
kalma semptomlari arasinda ciltte, gozlerde, mukozada ve st solunum yolunda
meydana gelen tahris sayilabilir. Sodyum azidin bu triindeki konsantrasyonu
9%0,05'tir ve OSHA tehlikeli madde kriterlerini karsilamamaktadir. NaNg birikimi,
kursun ve bakir tesisat ile reaksiyona girerek son derece patlayici metal azitler
olusturabilir. Attiktan sonra tesisatta azid akiimilasyonunu énlemek icin bol su ile
sifonu gekin.12 Hassas bireylerde sistematik alerjik reaksiyonlar goriilebilir.

7. Onerilen atma ybntemleri hakkinda bilgi almak igin yerel veya resmi makamlara
danigin.

8. Ekbilgiicin Griin Glvenlik Veri Sayfasi'na bakin.
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BOYAMA PROSEDURU

VENTANA primer antikorlari, VENTANA saptama kitleri ve aksesuarlariyla birlikte
VENTANA BenchMark, BenchMark GX, BenchMark XT ve BenchMark ULTRA otomatik
slayt boyama cihazi iizerinde kullanilmak iizere gelistirilmistir. Onerilen boyama
protokolleri igin bkz. Tablo 1 ve Tablo 2.

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

Otomatik prosedtir parametreleri, cihazin Kullanici Kilavuzu'nda agiklanan prosedir
izlenerek gortntilenebilir, yazdirilabilir ve diizenlenebilir. Imminohistokimyasal boyama
prosedurleriyle ilgili ayrintili bilgi icin ilgili VENTANA saptama kiti prospektistine bakin.

Tablo 1. Bir BenchMark, BenchMark GX, BenchMark XT cihazi ve BenchMark ULTRA
cihazi tizerindeki iVIEW DAB Detection Kit ile VENTANA HER2 (4B5) icin Onerilen
Boyama Protokoli.

Yontem

BenchMark ve

BenchMark GX | BenchMarkXT | rrear
Prosed(ir Tipi cihazi cihazi
Deparafinizasyon | Segcili Segili Segili
Hiicre Hazirlama Cell Cell
(Antijen Ortaya Conditioning 1, Conditioning 1, LJ;‘f-iI;RA ccl,
Gikarma) Standart Standart

. ) . o 32 dakika, 24 dakika,
Antikor (Primer) 32 dakika, 37°C 37°C 36°C
A/B Blok (Biotin - " .
Bloklama) Secilmedi Segili Segili
Karsit Boya Hematoxylin I, Hematoxylin I, Hematoxylin I,
(Hematoxylin) 4 dakika 4 dakika 4 dakika
Karsit Boya Bluing, ddakika | Bluing, 4dakika | Bluing, 4 dakika
onrasi

Tablo 2. Bir cihaz! (izerindeki ultraView ile VENTANA HER?2 (4B5) igin Onerilen Boyama
Protokoli. BenchMark, BenchMark GX, BenchMark XT cihazi ve BenchMark ULTRA cihazi.

Yontem

BenchMark,

BenchMark GX ve BenchMark ULTRA
Prosedur Tipi BenchMark XT cihazi cihazi
Deparafinizasyon Segili Segili

Hiicre Hazirlama Cell Conditioning 1,

) ULTRA CC1, hafif
(Antijen Ortaya Gikarma) Hafif all

Antikor (Primer) 16 dakika, 37°C 12 dakika, 36°C

ultraWash Segili Segili
Hematoxylin I, Hematoxylin I,

Ters Boya 4 dakika 4 dakika

Karsit Boya Sonrasi Bluing, 4 dakika Bluing, 4 dakika

KALITE KONTROL PROSEDURLERI
Hicre Dizisi Sistem Kontrolleri

Ventana ayri bir tirlin olarak, parafine gémulmiis, bolimlenmis ve tek yikli bir slayt
lizerine yerlestirilmis, formaline fikse edilmis dort hiicre dizisi kontroliine sahiptir.
PATHWAY HER-2 4 in 1 Control Slides riini (katalog # 781-2991) VENTANA HER2
(4B5) ile slaytlari boyamada kullanilan yéntemin ilk dogrulamasi olarak faydali olabilir.
Bu dort hicre dizisi kontrolii, gen kopya sayisi icin in situ hibridizasyon ile karakterize
edilmistir. Uygun islenip, boyandiginda, hiicre gizgilerinin Tablo 4'te gésterildigi sekilde
boyanmasi gerekir. Eger belirtilen boyama uygun ¢ekirdeklerde dzellikle 1+ ve 2+
kontrollerde zahir degil ise dokularin boyanma isleminin tekrarlanmasi gerekir.
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Tablo 3. PATHWAY HER-2 4 in 1 Control Slides Ozellikleri

HER2 IHC Skoru Hticre Dizisi HER2/Chr17 Orani*
0 MDA-MB-231 111
1+ T47D 1,12
2+ MDA-MB-453 2,66
3+ BT-474 5,53

* HER2/Chr17 oranl, fllioresan in situ hibridizasyon (FISH) kullanilarak belirlenen U¢
PATHWAY HER-2 4 in 1 Control Slides lotunun ortalamasidir.

Pozitif Doku Kontrolii

Her bir test kosullari seti ve gergeklestirilen her VENTANA HER2 (4B5) boyama
prosedurd igin, hasta numunesiyle ayni bigimde fikse edilmis ve islenmis bir pozitif
kontrol dokusu galisiimalidir. Bu doku hem pozitif boyanan hiicre/doku bilesenlerini hem
de negatif hlicre dokusu bilesenlerini icerebilir ve hem pozitif hem de negatif kontrol
dokusu olarak gorev yapabilir. Kontrol dokusu, test kesitleriyle ayni sekilde en kisa
stirede hazirlanmis ve fikse edilmis yeni otopsi/biyopsi/cerrahi numuneleri olmalidir.
Boyle bir doku, doku hazirlamadan boyama asamasina kadar analizin tiim adimlarini
izleyebilir. Test numunesinden farkli sekilde fikse edilen veya islenen doku kesitinin
kullanim, fiksasyon ve doku hazirlama diginda tiim reaktifler ve yontem adimlari igin
kontrol saglar. Optimum kalite kontrolii ve kiiiik diizeydeki reaktif bozunmalarini
saptamak icin yetersiz pozitif boyama gésteren bir doku giicli pozitif boyama gdsteren
dokulardan daha elveriglidir. Sistemin kiiglik orandaki reaktif bozunmalarina veya IHC
metodolojisi sorunlarina duyarli oldugundan emin olmak igin ideal olarak zayif fakat
pozitif boyama gdsterdigi bilinen bir doku segilmelidir. Bununla birlikte, genelde HER2
acisindan pozitif olan neoplastik doku, patolojinin niteligi (asiri ekspresyon) nedeniyle
kuvvetli bir sekilde pozitiftir. HER2 (4B5) igin pozitif kontrole drnek olarak, bilinen bir zayf
HER?2 pozitif invazif meme karsinomu veya zayif sekilde pozitif gastrik karsinom
numunesi verilebilir. Pozitif boyama doku bilesenleri (neoplastik hiicrelerin membran
boyamasi), antikorun uygulandigini ve cihazin fonksiyonunu diizgiin sekilde yerine
getirdigini dogrulamak igin kullanilir.

Bilinen pozitif doku kontrolleri, yalnizca iglenen dokularin ve test reaktiflerinin dogru
performansini izlemek igin kullaniimalidir; hasta numuneleri igin herhangi bir tani
belirlemeye yardimci olarak kullaniimamalidir.

Negatif Doku Kontroli

Pozitif kontrol dokusu icin kullanilan ayni slayt (invazif duktal veya lobuler meme
karsinomu veya gastrik karsinom), negatif kontrol dokusu olarak kullanilabilir.
Boyanmayan bilesenler (gevreleyen stroma, lenfoid hiicreler ve kan damarlari), spesifik
boyama olmadigini gdstermeli ve primer antikor ile spesifik arka plan boyamasi (yanlis
pozitif) igin bir gosterge saglamalidir. Hasta numunesi/numuneleri ile ayni sekilde fikse
edilmis, islenmis ve gdmiilmis bir bilinen negatif doku kullanin.

Negative Reagent Control

Her numune i¢in sonuglarin yorumlanmasina yardimci olacak bir negatif reaktif kontroli
yurittilimelidir. Spesifik olmayan boyamayi degerlendirmek igin primer antikorun yerine
bir negatif reaktif kontrolii kullanilir. Slayt, CONFIRM Negative Control Rabbit Ig ile
boyanmalidir. Negatif reaktif kontroli icin inkiibasyon dénemi, primer antikor inkiibasyon
donemine esit olmalidir.

Aciklanamayan Uyusmazliklar

Kontrollerdeki agiklanamayan uyusmazliklar, derhal yerel destek temsilcinize
yonlendirilmelidir. Kalite kontrol sonuglari teknik ézelliklerle drtlismiyorsa, hasta
sonuglari gegersizdir. Bu prospektiistin Sorun Giderme bélimiine bakin. Problemi
belirleyin ve diizeltin ve ardindan hasta numunelerini tekrarlayin.

Tahlil Dogrulamasi

Tani amagl prosediirde bir antikor veya boyama sistemi ilk kez kullaniimadan énce
primer antikorun spesifitesi, bilinen pozitif ve negatif dokulari temsil eden bilinen
immiinohistokimyasal performans 6zelliklerine sahip bir dizi doku tizerinde test edilerek
dogrulanmalidir (Giriin prospektistiniin bu bdlimiinde daha 6nce belirtilen Kalite Kontrol
Prosediirlerine, College of American Pathologists Laboratory Accreditation Program’in
Kalite Kontrol énerilerine, Anatomik Patoloji Denetim Listesinel3 ya da CLSI Approved
Guideline’al4 veya her iki belgeye bakin). Bu kalite kontrol prosediirleri her yeni antikor
lotu igin veya tahlil parametrelerinde bir degisiklik oldugunda tekrarlanmalidir. HER2
durumlari bilenen meme kanseri ve gastrik kanser dokulari tahlil dogrulama islemi igin
uygundur.
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SONUCLARIN YORUMLANMASI

VENTANA otomatik immiinohistokimyasal boyama prosediirii, kahverengi (DAB) bir
reaksiyon trintintin, VENTANA HER2 (4B5) tarafindan lokalize edilen antijen
bolgelerinde ¢bkmesine neden olur. Sonuglar yorumlanmadan 6nce,
immunohistokimyasal prosediirlerde deneyimli bir uzman patolog tarafindan kontroller
degerlendirmeli ve boyanan iriinin yeterliligi belirlenmelidir.

Pozitif Kontroller

Tiim reaktiflerin diizglin galistigindan emin olmak igin ilk olarak, boyanmis pozitif doku
kontrolii incelenmelidir. Hedef huicrelerin membraninda dogru sekilde renklendirilmis bir
reaksiyon {riiniiniin bulunmas!, pozitif reaktiviteye yénelik bir isarettir. inkiibasyon
uzunluguna ve kullanilan hematoksilin potensisine bagl olarak, kargit boyama iglemi
sonucunda hiicre gekirdekleri soluk ve koyu mavi bir renk alacaktir. Asir veya yetersiz
karsit boyama, sonuglarin dogru yorumlanmasini engelleyebilir.

Pozitif doku kontrolleri, pozitif boyamayi ortaya koyamazsa, test numuneleri ile ilgili tiim
sonuglar gegersiz sayllmalidir.

Negatif Doku Kontrolleri

Negatif doku kontroll, primer antikor tarafindan hedef antijenin spesifik etiketlenmesini
dogrulamak icin pozitif doku kontroliiniin ardindan incelenmelidir. Negatif doku
kontroliinde spesifik boyama olmamasi, antikorun hiicrelere ve seliiler bilesenlere ¢apraz
reaktivitesinin olmadigini onaylar. Negatif doku kontroliinde spesifik boyama varsa,
hasta numunesi sonucu gegersiz saylimalidir.

Negative Reagent Controls

Spesifik olmayan boyama (varsa) yayilmis bir goriiniime sahiptir. Bag dokusunun
sporadik hafif boyanmasi, asir diizeyde formalinle fikse edilmis doku kesitlerinde de
gdzlemlenebilir. Nekrotik veya dejenere hiicreler genellikle spesifik olmayan boyama
sonuglari verdigi igin, boyama sonuglarini yorumlarken bozulmamis hticreler
kullaniimalidir.

Hasta Dokusu

Hasta numuneleri en son sirada incelenmelidir. Pozitif boyama yogdunlugu, negatif reaktif
kontroliindeki tiim arka plan boyamasi baglaminda degerlendirilmelidir. Tim
immunohistokimyasal testlerde oldugu gibi, negatif sonug ilgili antijenin saptanmadig
anlamina gelir, degerlendirilen hucrelerde veya dokularda antijenin olmadigi anlamina
gelmez. Herhangi bir immUnohistokimyasal sonug yorumlanirken, bir hematoksilin ve
eozin boyamali kesit kullanilarak her bir doku numunesinin morfolojisi de incelenmelidir.
Hastanin morfolojik bulgulari ve ilgili klinik veriler, uzman bir patolog tarafindan
yorumlanmalidir.

BOYAMA YORUMLARI

Meme Karsinomunda VENTANA HER2 (4B5) Yorumlamasi igin Skorlama Kurallari

HER?2 protein asiri ekspresyonu agisindan pozitif olarak degerlendirilen meme
karsinomlari, boyama yogunlugu (0 ila 3+ dlcedinde 2+ veya daha biiyik) ve pozitif
tlmar hiicrelerinin yiizdesine (buytiktir %10) iliskin esik kriterlerini kargilamalidir.
Boyama ayrica selliiler membran ile lokalize olmalidir. Sitoplazmik boyama hala
bulunabilir, fakat bu boyama pozitifligin belirlenmesi islemine dahil edilmez. Yalnizca iyi
korunmus ve iyi boyanmis alanlarda skorlamayi saglamak icin, tim doku kesitini tarayin.
Sitoplazmik membrani tamamen gevreleyen boyama, “2+” or “3+” yogunluk derecesiyle
skorlanmalidir. Kismi membran boyamasi, “1+” olarak skorlanmalidir. “1+” ile “2+”
yogunluk degerleri arasinda ayrim yapabilmek icin, sinir olgularinin 40X veya daha
yliksek bilyiitme oraninda incelenmesi gerekebilir. 3+ yogunluk derecesiyle
skorlandirilan vakalarin aksine, 2+ derecesiyle skorlandirilan boyama daha net ve daha
belirgin ¢izilmis bir halka gésterir. Bununla birlikte, 3+ derecesiyle skorlandirilan vakalar
cok kalin bir dis ¢izgi sergiler. Asagida boyama kriterleri igin bir hizli bagvuru tablosu
verilmistir. VENTANA HER2 (4B5) ile boyama fotograflari da igeren daha ayrintili bir
aciklama igin meme karsinomu ve gastrik karsinomun boyanmasi VENTANA anti-
HER2/neu (4B5) Rabbit Monoclonal Primary AntibodyYorumlama Kilavuzu’na bagvurun.
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Tablo 4. Meme Karsinomunda VENTANA HER?2 (4B5) ile Hiicre Membrani Boyama
Yogunlugu ve Modeli Kriterleri.

Skor (Tedavi Eden
Doktora Bildirin)

HER2 Boyama

Boyama Modeli Degerlendirmesi

Membran boyamasi

gozlemlenmemistir 0 Negatif

Kanser hiicrelerinin herhangi
bir bélimuinde belli belirsiz, 1+
kismi membran boyamasi

Negatif

Membranda zayif tam
boyama, kanseri hiicrelerinin 2+
%10'undan fazla bir oranda

Supheli*

Membranda yogun tam
boyama, kanseri hiicrelerinin 3+
%10'undan fazla bir oranda

Pozitif

*|SH icin dneri refleksi

Gastrik Karsinomda VENTANA HER2 (4B5) Yorumlamasi igin Skorlama Kurallari

HER?2 protein asiri ekspresyonu agisindan pozitif olarak degerlendirilen gastrik
karsinomlar, membran boyama yogunlugu ve modeli (0 ila 3+ digeginde 2+ veya daha
biyik) ve pozitif tlimér hiicrelerinin ylzdesine iliskin esik kriterlerini kargilamalidir.
Boyama hiicre membranina lokalize olmalidir, ancak tamamen gevresel olmasi
gerekmez; diizenli olarak bazolateral boyama gézlemlenir ve skorlama icin dikkate
alinmalidir. Sitoplazma ve/veya gekirdek boyanmasi mevcut olabilir, ancak bu boyama
pozitiflik belirlemesine dahil olmaz. Gastrik karsinomda, pozitif timér hiicrelerinin yiizdesi
numunenin bir biyopsi numunesi (=5 kohezif hiicre) ya da rezeksiyon numunesi (2%10)
olmasina gore degisir.

Gastrik kanserde HER?2 immiinohistokimyasi igin skorlama kilavuzlari belirlenirken, 15
kuvvetli membran boyama neoplastik hiicrelerde HER2 proteini asiri ekspresyonunun
kaniti olmakla birlikte, tamamen gevresel olmasi gerekmedigini unutmayin.

Ruschoff ve ark., gastrik kanserde cekirdek boyamayla veya ¢ekirdek boyama olmadan
daginik sitoplazmik boyama rapor etmistir.16 Gastrik kanserde HER2 proteini
ekspresyonunun belilenmesinde yalnizca membran boyama kullaniimalidir.

Clone 4BS5 ile immiinohistokimyasal boyama, normal gastrik mukozada sitoplazma ve
cekirdek boyanmasini ve daha seyrek olarak da gastrik karsinom ve gastrik 6zofageal
karsinomda neoplastik hticrelerin boyanmasini saglayabilir. Bu sitoplazmik ve
cekirdeksel boyamanin dogasi su an icin bilinmemektedir. Bu boyama modeli ayri
membran boyama ile karistirimamalidir; bu ikincisi neoplastik hiicrelerde HER2
pozitifliginin gdstergesidir.

VENTANA HER?2 (4B5) ile boyama fotomikrograflari da igeren daha ayrintili bir agiklama
icin meme karsinomu ve gastrik karsinomun boyanmasi VENTANA anti-HER2/neu (4B5)
Rabbit Monoclonal Primary Antibody Yorumlama Kilavuzu'na bagvurun.
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Tablo 5. Gastrik Karsinomda VENTANA HER2 (4B5) ile Hiicre Membrani Boyama
Yogunlugu ve Modeli Kriterleri.

Skor
Boyama Modeli - (Isteyen
Rezeksiyon Boyama Modeli - hekime HER2 Boyama
Numunesi Biyopsi Numunesi rapor edin) | Degerlendirmesi
Tumar hicrelerinin Tumar hicrelerinin
<%10'unda hig higbirinde hig
reaktivite veya reaktivite veya 0 Negatif
membrandz reaktivite membrandz reaktivite
yok yok
TUmor hiicrelerinin Boyanan timor
2%10'unda belirsiz/cok | hiicrelerinin sayisina
zor fark edilen bakilmaksizin,
membrandz aktivite; belirsiz/gok zor fark .
. . N 1+ Negatif
hiicreler yalnizca edilen membranéz
membranlarinin bir reaktiviteye sahip
kisminda reaktiftir tumar hiicresi
kimesi*
TUmor hiicrelerinin Boyanan timor
2%10'unda zayif ila hiicrelerinin sayisina
orta, tam, bazolateral bakilmaksizin, zayif
veya lateral ila orta, tam, .
membrandz reaktivite bazolateral veya 2+ Siipheli
lateral membranéz
reaktiviteye sahip
tumdr hticresi kiimesi
TUmor hiicrelerinin Boyanan timor
2%10'unda kuvvetl, hiicrelerinin sayisina
tam, bazolateral veya bakilmaksizin,
Iatera}l _membranoz kuvvetli, tam, N Pozitf
reaktivite bazolateral veya
lateral membrandz
reaktiviteye sahip
timér hiicresi kiimesi

*25 kohezif hiicreler
**|SH igin 6neri refleksi

KISITLAMALAR
Genel Kisitlamalar

1. immiinohistokimya; uygun reaktiflerin, doku segimlerinin, fiksasyonun, islemenin
belirlenmesinde, immiinohistokimya slaytinin hazirlanmasinda ve boyama
sonuglarinin yorumlanmasinda uzmanlik egitimi gerektiren cok asamali bir teshis
stirecidir.

2. Doku boyama, boyama dncesi dokunun ele alinmasina ve islenmesine baglidir.
Uygun olmayan fiksasyon, dondurma, gzme, yikama, kurutma, 1sitma, kesit alma
veya diger dokular ve sivilarla kontaminasyon, artefaktlara, antikor
tuzaklanmasina veya yanlig negatif sonuglara neden olabilr. Istikrarsiz sonuglar
sabitleme ve gémme y6ntemlerinden veya doku icerisinde var olan
duzensizliklerden kaynaklanabilir.

3. Asiri veya yetersiz karsit boyama, sonuglarin dogru yorumlanmasini engelleyebilir.

4. Herhangi bir pozitif boyamanin varligi veya yokluguyla ilgili klinik yorumlar, Klinik
hikaye, morfoloji ve diger histopatolojik kriterler baglaminda degerlendirilmelidir.
Herhangi bir boyamanin bulunmasi veya bulunmamasiyla ilgili yapilan klinik
yorumlar, morfolojik incelemeler ve dogru kontrollerin yani sira diger tani amagli
testler de yapilarak tamamlanmalidir. Boyanan preparati yorumlamak igin
kullanilan antikorlari, reaktifleri ve yontemleri bilmek uzman bir Patologun
sorumlulugundadir. Boyama islemi, boyanan slaytlari incelemekten ve pozitif ve
negatif kontrollerin yeterliligini saglamaktan sorumlu bir Patologun gézetimi altinda
onayl ve lisansli bir laboratuarda gergeklestiriimelidir.
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Ventana, verilen talimatlarin izlenmesi halinde antikorlari ve reaktifleri kullanim igin

en uygun diizeyde seyreltilmis olarak saglamaktadir. Onerilen test
prosediirlerinden sapmak, beklenen sonuglari gegersiz kilabilir. Uygun kontroller
uygulanmali ve belgelenmelidir. Onerilen test prosediirlerinden sapan kullanicilar,
hasta sonuglarinin yorumlanmasiyla ilgili sorumlulugu tistlenmelidir.

Bu Uirlin, akis sitometrisinde kullanima ydnelik degildir; performans dzellikleri
belirlenmemistir.

Reaktifler, énceden test edilmemis dokularda beklenmedik reaksiyonlar
gosterebilir. Neoplazmalar veya diger patolojik dokulardaki antijen
ekspresyonunun biyolojik gesitliligi nedeniyle, test edilen doku gruplarinda bile
beklenmedik reaksiyon olasiligi tamamen ortadan kaldirlamaz.17 Belgelenen
beklenmedik reaksiyonlarla birlikte yerel destek temsilcinize bagvurun.

Hepatit B viriistiyle enfekte olan ve hepatit B ylizey antijenini (HBsAg) tasiyan
kisilerden alinan dokular, horseradish peroksidaz ile spesifik olmayan boyama
sergileyebilir.18

Proteinlerin veya substrat reaksiyonu Uriinlerinin immiinolojik olmayan sekilde
baglanmasi nedeniyle hatali pozitif sonuglar gérilebilir. Bunlar ayrica, kullanilan
immiinohistokimyasal boyanin tiriine bagl olarak psédoperoksidaz aktivitesi
(eritrositler), endojendz peroksidaz aktivitesi (sitokrom C) veya endojendz
biotinden de kaynaklanabilirler (6rn. karaciger, beyin, meme, bébrek).19

Tim immUinohistokimya testlerinde oldugu gibi, negatif sonug ilgili antijenin
saptanmadigi anlamina gelir, degerlendirilen hiicrelerde veya dokularda antijenin
olmadigi anlamina gelmez.

OZEL KISITLAMALAR

1.

Antikor, tablo 1 ve 2'de belirtildigi Gzere VENTANA platformlari ve saptama
kimyasallari icin optimize edilmistir. Doku fiksasyonu ve islemesindeki
degiskenlikler nedeniyle, bagimsiz numunelerde primer antikor inkilbasyon
stiresinin arttinimasi veya azaltiimasi gerekebilir. Fiksasyon degiskenleri hakkinda
daha fazla bilgi icin, bkz. “lmmunohistochemistry Principles and Advances”.20
VENTANA saptama kitleri ve aksesuarlariyla birlikte kullanilan antikor, rutin
formalin fiksasyonu, doku igleme ve kesitlere ayirma iglemlerinde geri kalan
antijenleri saptar. Onerilen test prosedirlerinden sapan kullanicilar, hasta
sonuglarinin yorumlanmasi ve validasyonuyla ilgili sorumlulugu Ustlenir.

Kemik iligi, spesifite igin test edilmemistir. Kullanici, boyama bilgilerini
yorumlamadan dnce yukarida belirtilen dokulardaki uygun boyamayi belirlemelidir.
Clone 4BS5 ile immiinohistokimyasal boyama, normal gastrik mukozada sitoplazma
ve gekirdek boyanmasini ve daha seyrek olarak da gastrik karsinom ve
gastrik/dzofageal karsinomda neoplastik hiicrelerin boyanmasini saglayabilir.

Bu sitoplazmik ve gekirdeksel boyamanin dogasi su an igin bilinmemektedir.

Bu boyama modeli ayri membran boyama ile karistiriimamalidir; bu ikincisi
neoplastik hicrelerde HER2 pozitifliginin gdstergesidir.

PERFORMANS OZELLIKLERI

VENTANA HER?2 (4B5) antikorunun performansi, spesifiklik, tekrar edilebilirlik ve yontem
karsilastirma calismalariyla degerlendirilmistir. Aksi belirtimedikge tim boyamalar, bir
Benchmark XT otomatik slayt boyama cihazinda, yukarida listelenen iVIEW DAB
Detection Kit protokolu kullanilarak gerceklestirilmistir. Veriler 6nce meme karsinomu ve
sonra da gastrik karsinom igin sunulmaktadir.

1.

Spesifite: Clone 4B5'in spesifikligi, cogu normal doku icin hicbir spesifik membran
boyamasi g6stermeyen bir ¢alismayla belirlenmistir. Boyama sonuglari su
sekildedir: adrenal (0/3), meme (0/3), serebellum (0/3), serebrum (0/3), serviks
(013), kolon (0/3), 6zofagus (1/3), kalp (0/2), bébrek (0/3), karaciger (0/3), akciger
(0/3), mezotelyal hiicreler (0/3), over (0/3), pankreas (0/3), paratiroid (1/3, fokal
membran boyama), periferal sinir (1/3), hipofiz (0/2), prostat (1/3), tukurtik bezi
(0/3), iskelet kasi (0/3), deri (0/3), ince bagdirsak (0/3), dalak (0/3), mide (0/3), testis
(013), timus (0/2), tiroid (0/3), tonsil (2/3 yuzey epitelyal hiicrelerinde fokal boyama)
ve uterus (0/3).

Clone 4B5'in spesifikligi ayrica, gogu neoplastik dokuda higbir spesifik membran
boyamasi gostermeyen bir galismayla da belirlenmistir. Boyama sonuglari su
sekildedir: meme kanseri (1/4), karsinoid (0/2), kolon kanseri (1/3), hepatoselliler
kanser (0/5), leyomiyom (0/2), akciger kanseri (0/2), lenfoma (0/3), melanom (0/2),
over kanseri (1/2), pankreas kanseri (0/3), prostat kanseri (0/3), renal hiicreli
kanser (0/5), sarkom (0/2), mide kanseri (0/3), tiroid kanseri (0/3) ve indiferansiye
kanser (0/1).

Bademcik epitelyumu, 6zofageal epitelyum, prostat, periferal sinir, paratiroid,
meme kanseri, kolon ve over kanserinde pozitif boyama, HER2 ekspresyonu
bakimindan yayimlanmis literattir ile tutarlidir.
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Hassasiyet: Hassasiyet Tablo 9 ve 11'de gosterilmigtir: FISH ile
Karsllastiridiginda Ug Patologun Konsensis Clone 4B5 IHC Skorlari.

BenchMark ve BenchMark XT boyama cihazi platformlarinda boyamanin galisma
ici tekrar edilebilirligi, bes meme kanseri dokusunun iger slaydinin boyanmasi ve
0, 1+, 2+ ve 3+ HER2 ekspresyonu skoru ile belirlenmistir. Her vaka icin, 3
slayttan Ugii tek bir calismada ve test edilen tiim cihaz platformlarinda uygun
sekilde boyandi. Kullanicilar tek bir islemde diisik, orta ve yiksek antijen
yogunluguyla farkli seri kesit gruplarini boyayarak galisma ici tekrar elde
edilebilirligi dogrulamalidiriar.

Boyamanin galismalar arasi ve platformlar arasi tekrar edilebilirligi, BenchMark ve
BenchMark XT cihaz platformlari genelinde, ¢ farkli cihaz galismasinda, bes
meme kanseri dokusunun uger slaydinin boyanmasi ve 0, 1+, 2+ ve 3+ HER2
ekspresyonu skorlari ile belirlenmistir. Her vaka igin, 9 slayttan dokuzu i cihaz
calismasinda ve test edilen tiim cihaz platformlarinda uygun sekilde boyandi.
BenchMark XT cihazinin laboratuvarlar arasi boyama ve okuyucular arasi
skorlama tekrar edilebilirligi: Laboratuvarlar arasi tekrar edilebilirlik calismasina tg
laboratuvar katilmistir. 40 n6tr tamponlu formaline fikse edilmis invazif meme
karsinomu vakasinin kesik slaytlari [her bir HER2 gruplama kategorisinden 10'ar
adet (0-1+, 2+, 3+)] ve alti (6) PATHWAY HER-2 4 in 1 Control Slides 6nerilen
boyama protokolii kullanilarak, VENTANA BenchMark XT otomatik slayt boyama
platformunda boyanmak tizere her bir merkeze génderilmistir. Kontroller
PATHWAY HER-2 4'te 1 Control Slides'i ve her vakadan negatif Ig reaktifi ile
boyanmis ikinci bir slaydi igeriyordu. Tesislerden higbirinde kontrollerin
performansina bagl gegersiz bir galisma olmadi. Sonuglar Ventana tarafindan
analiz edildi. Kirk slayttan otuz dordii (34/40), tim boyama tesislerinde benzer
boyama yogunlugu sergiledi. Alti numune (6/40 veya %15) maksimum 1 yogunluk
duizeyinde degiskenlik gésterdi. U¢ (3/6) numune, her ikisi de negatif kabul edilen
0iila 1+ diizeyleri arasinda degiskenlik gdsterdi. Iki numune (2/40 veya %5) 2+ ve
3+ arasinda degiskenlik gosterdi ve bir numune (1/40) 1+ ve 2+ arasinda
degiskenlik gosterdi.

BenchMark XT cihazi okuyucular arasi skorlama tekrar edilebilirligi: 40 vakanin
timiinde (%100), 3 patologdan en az 2'si hemfikirdi.

Lotlar arasi tekrar elde edilebilirlik, HER2 ekspresyonu skoru 0, 1+, 2+, ve 3+ olan
5 meme kanseri dokusunun 3 lot HER2 (4B5) ile otomatik olarak boyanmasiyla
belirlendi. Boyanan dokular, ti¢ uzman okuyucu tarafindan 0 ila 3+ arasindaki bir
6lcekle skorlandi. Boyanan 3 slayt ve 5 doku icin lotlar ve okuyucular arasinda
%100 uyum vardi.

Clone 4B5 tavsan monoklonal antikor ile klon PATHWAY HER-2/neu (CB11) fare
monoklonal antikor arasindaki karsilastirma galismalari: Yapilan Galismalarin
Ozeti. clone 4B5'in her ikisi de énceden onaylanmig FDA tani testleri olan
PATHWAY HER-2/neu (CB11) ve PathVysion Her-2 FISH ile korelasyonunu
incelemek amaciyla bir yontem kargilastirma galismasi yapildi. Alti arastirmaci
calismaya katildi. Ug farkli arastirmacidan olusan iki grup, iki bagimsiz kohortu
(Kohort 1: n=178, Kohort 2: n=144) PATHWAY HER-2/neu (CB11) ve clone 4B5
ile boyanan gogis kanserli vakalari kullanarak degerlendirdi. FISH verileri, hasta
hikayesinden elde edildi. HER2 skorlama ile ilgili okuyucular arasindaki bilinen
degiskenligi azaltmak adina her vaka icin ii¢ okuyucudan her antikor bagina ortak
bir skor alind1.21.22.23 Toplam 322 vaka degerlendirildi. PATHWAY HER-2/neu
(CB11) ile boyanan slaytlar PATHWAY HER-2/neu (CB11) paket insertinde
belirtilen dretici talimatlarina gére islendi ve boyandi. PATHWAY HER-2/neu
(CB11) ile boyanan slaytlarin boyanmasi ve okunmasi arasinda ortalama yaklasik
bir yillik bir stire vardi. Alti okuyucunun birinden gelen skorlarin gtiven araliginin
(Cl) diginda olmasi nedeniyle, ik kohorta ait veriler agsagidaki sekilde sunulmusgtur:
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Kargilagtirma Galigmasi Numunelerinin Patologlar Arasi Tekrar Elde Edilebilirligi
Tablo 6. Kohort 1: Ug Patologun Konsensis IHC Skorlari.

Clone 4B5 PATHWAY HER-2/neu (CB11) Skoru

Skoru 3+ 2+ 0,1+ Toplam
3+ 29 24 5 58

2+ 2 13 17 32

0, 1+ 0 0 53 53
Toplam 31 37 75 143

Kohort 1: 3 x 3 Sunum igin performans 6zellikleri.
Toplam uyum 29+13+53/143 = %66,4 (%95 Cl = %38,6, %59,7).
Kohort 1: 2 x 2 Sunum i¢in performans &zellikleri (HER-2 antikoru pozitif (2+ ve 3+) ve
negatif (0+ ve 1+) skorlari birlestirilmistir).
Pozitif yiizde uyum 29+2+24+13/31+37 = %100 (%95 CI = %97,5 — %100).
Negatif yiizde uyum 53/75 = %70,7 (%95 Cl = %58,5 — %80,1).
Toplam uyum 29+24+2+13+53/143 = %84,7 (%95 Cl = %78,2 - 90,0).

Tablo 7. Kohort 2: Ug Patologun Konsensiis IHC Skorlari.

PATHWAY HER-2/neu (CB11) Skoru
Clone 4B5 Skoru 3+ 2+ 0,1+ Toplam
3+ 72 1 0 73
2+ 1 12 5 18
0,1+ 0 7 80 87
Toplam 73 20 85 178

Kohort 2: 3 x 3 Sunum i¢in performans 6zellikleri.
Toplam uyum 72+12+80/178 = %92,1 (%95 Cl = %80,1, %93,1).

Kohort 2: 2 x 2 Sunum igin performans 6zellikleri (HER2 antikor pozitif (2+ ve 3+) ve
negatif (0+ ve 1+) skorlari birlestirilmistir).

Pozitif yiizde uyum 72+12+1+1/73+20 = %92,5 (%95 Cl = %85,2 — %96,9).
Negatif ylizde uyum 80/85 = %94,1 (%95 Cl = %86,8 — %98,1).
Toplam uyum 72+12+1+1+80/178 = %93,3 (%95 CI = %88,5 — %96 4).

Tablo 8. Kohort 1: Ug Patologun FISH'e Kiyasla Konsensus PATHWAY HER-2/neu
(CB11) IHC Skorlari

PATHWAY HER- | 151 Sonucu

2/neu (CB11) Skoru | Pozitif Negatif Toplam
3+ 32 0 32

2+ 32 5 37
0,1+ 22 53 75
Toplam 86 58 144

Kohort 1: PATHWAY HER-2/NEU (CB11) ve FISH, 2 x 2 Sunum i¢in performans
6zellikleri (2 ve 3'Uin skorlari pozitif kabul edilmistir).

Pozitif yiizde uyum 32+32/ 86 = %74,4 (%95 Cl = %63,8 — %83,2).
Negatif ylizde uyum 53/58 = %91,4 (%95 CI = %80,9 — %97,1).
Toplam uyum 32+32+53/144 = %81,2 (%95 Cl = %73,9 - %87,2).

Tablo 9. Kohort 1: FISH ile Karsilastirildiginda Ug Patologun Konsensiis Clone 4B5 IHC
Skorlari

FISH Sonucu
Pozitif

Clone 4B5 Skoru

Negatif Toplam
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3+ 55 3 58
2+ 25 8 33
0, 1+ 6 47 53
Toplam 86 58 144

Kohort 1: Clone 4B5 ve FISH 2 x 2 Sunum i¢in performans 6zellikleri
(burada, 2 ve 3'in skorlari pozitif kabul ediimektedir).

Pozitif yiizde uyum 55+25/86 = %93,0 (%95 CI = %87,9 - %96,3).
Negatif yiizde uyum 47/58 = %81,0 (%95 CI = %734 - %86,0).
Genel uyum 55+25+47/144 = %88,2 (%95 CI = %82,1 - %92,2).

Tablo 10. Kohort 2: Ug Patologun FISH’e Kiyasla Konsensus PATHWAY HER-2/neu
(CB11) IHC Skorlari

PATHWAY HER- FISH Sonucu

2/neu (CB11) Skoru Pozitif Negatif Toplam
3+ 72 1 73

2+ 13 7 20
0,1+ 8 77 85
Toplam 93 85 178

Kohort 2: PATHWAY HER-2/neu (CB11) ve FISH, 2 x 2 Sunum i¢in performans
ozellikleri (2 ve 3'Uin skorlar pozitif kabul edilmistir).

Pozitif yiizde uyum 72+13/93 = %91,3 (%95 Cl = %85,0 — %96,7).
Negatif ylizde uyum 77/85 = %90,6 (%95 Cl = %83,9 — %96,3).
Genel uyum 72+13+77/178 = %91,0 (%95 Cl = %86,5 — %94,9).

Tablo 11. Kohort 2: FISH ile Karsilastiridiginda Ug Patologun Konsensiis Clone 4B5
IHC Skorlari

FISH Sonucu
Clone 4B5 Skoru Pozitif Negatif Toplam
3+ 72 1 73
2+ 11 7 18
0,1+ 10 77 87
Toplam 93 85 178

Kohort 2: Clone 4B5 ve FISH 2 x 2 Sunum i¢in performans 6zellikleri
(burada, 2 ve 3'lin skorlari pozitif kabul ediimektedir).

Pozitif yiizde uyum 72+11/93 = %89,2 (%95 CI = %82,5 - %95,1).
Negatif yiizde uyum 77/85 = %90,6 (%95 CI = %84,0 — %96 4).
Genel uyum 72+11477/178 = %90,0 (%95 CI = %854 — %93,6).

Kargilagtirma Galigmasi Numunelerinin Patologlar Arasi Tekrar Elde Edilebilirligi
immiinohistokimya slaytlarinin farkli patologlar tarafindan farkli yorumlanabilecegi
gerceginden yola cikilarak, iki kohorttan her biri igin ii¢ patolog tim numuneleri okumakla
gorevlendirildi (toplam 6 patolog). Nihai sonuglar karara baglamak igin ticte iki kurali
uygulandi. Asagida her bir kohortun karsilastirma calismasi numuneleriyle ilgili G
patolog tarafindan elde edilen degisken sonuglarin bir 6zeti verilmistir.
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Tablo 12. Kohort 1: Ug Patolog icin Clone 4B5 Skorlamas!.

Roche)

Tablo 15. Kohort 2: Ug Patolog igin PATHWAY HER-2/neu (CB11) Skorlamasl.

Clone 4B5 Skoru
HER?2 Skoru Aragtirmaci 1 Arastirmaci 2 Arastirmaci 3
3+ 72 70 73
2+ 22 19 18
0,1+ 80 89 87
Toplam 174 178 178

Not: Toplam 3 numune (g Patolog tarafindan degerlendirildiginde bir derece
seviyeden daha fazla degiskenlik gdsterdi (6rn. 0, 2+).

Numune 2: Bir patolog 0+ olarak skorlarken, iki patolog 2+ olarak skorlamigtir.
Numune 3: Bir patolog 0+, ikincisi 1+ ve Ugtinciisti de 2+ olarak skorlamistir.

Numune 1: Bir patolog 2+ olarak skorlandirdi, iki patolog 0+ olarak skorlandirdi.

Tablo 13. Kohort 1: Ug Patolog icin PATHWAY HER-2/neu (CB11) Skorlamasi.

PATHWAY HER-2/neu (CB11) Skoru
HER2 Skoru Aragtirmaci 1 Aragtirmaci 2 Aragtirmaci 3
3+ 72 75 73
2+ 22 22 18
0,1+ 80 81 87
Toplam 174 178 178

skorlandirdi.

Not: Ug patolog tarafindan degerlendirildiginde, toplam 1 numune bir
derecenin tizerinde bir diizeyde (yani, 1 - 3+) farklilik gostermigtir.

Numune 1: Bir patolog 1+, ikinci patolog 2+, ve Uglincl patolog 3+ ile

Tablo 14. Kohort 2: Ug Patolog icin Clone 4B5 Skorlamas!.

Clone 4B5 Skoru
HER?2 Skoru Aragtirmaci 4 Aragtirmaci 5 Aragtirmaci 6
3 59 65 50
2 30 28 39
01 52 51 55
Toplam 141 144 144

skorlamigtir.

skorlamigtir.

Not: Toplam 6 numune, U patolog tarafindan degerlendirildiginde birden
fazla derece diizeyince (6rn., 0, 3+) degiskenlik gésterdi.

Numune 1; Bir patolog 0+, ikincisi 0+ ve (iglinclisii de 2+ olarak skorlamistir.
Numune 2: Bir patolog 1+, ikincisi 1+ ve gtinclsl de 3+ olarak skorlamigtir.
Numune 3: Bir patolog 0+, ikincisi 2+ ve (iglincil patolog da 2+ olarak

Numune 4 ve 5: Bir patolog 0+, ikincisi 2+ ve giinclisu de 2+ olarak

Numune 6: Bir patolog 0+, ikincisi 3+ ve gtinclisi de 3+ olarak skorlamigtir.

2013-10-09
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PATHWAY HER-2/neu (CB11) Skoru

HER2 Skoru Arastirmaci 4 Aragtirmaci 5 Aragtirmaci 6
3+ 31 37 28

2+ 38 32 47

0,1+ 75 75 69

Toplam 144 144 144

Not: Toplam 8 numune, U Patolog tarafindan degerlendirildiginde bir
derecenin (izerinde bir diizeyde (yani 0 - 2+) farklilik gdstermistir.
Numune 1-6: Bir patolog 0+, ikincisi 1+ ve Ugiincusii de 2+ olarak
skorlamigtir.

Numune 7 ve 8: Bir patolog 0+, ikincisi 2+ ve tiglinclisti de 2+ olarak
skorlamigtir.

Asagidaki tabloda, patolog ciftleri (her kohort igin (g ¢ift) arasindaki yliizde uyumlarinin

araliklari verilmistir.

Tablo 16. Araliklar 2X2*. Ug Patologun Uyum Durumlari.

Toplam Yizde Pozitif Yiizde Negatif Yiizde
Uyumu Uyumu Uyumu
Clone 4B5 - PATHWAY HER-2/neu (CB11)
Kohort 1 82,6 — %86,9 97,3 -%100,0 68,0 - %754
Kohort 2 88,2 -%95,5 87,6 — %95,6 86,1 - %95,4
Clone 4B5 - FISH
Kohort 1 86,8 — %88,2 90,7 - %94,2 79,3 -%81,0
Kohort 2 87,4 - %89,9 88,2 - %90,0 84,5-%91,8
PATHWAY HER-2/neu (CB11) - FISH
Kohort 1 79,9 - %84,0 73,3 - %80,2 89,7 - %89,7
Kohort 2 84,8 - %93,3 86,7 - %92,5 82,7-%94,1

*0, 1+ = Negatif. 2+ ve 3+ = Pozitif.

Sonug: Bu galismalardan elde edilen veriler, clone 4B5 primer antikorunun, normal ve
neoplastik dokular igin uygun membran boyamayi bulma kabiliyeti bakimindan tekrar
edilebilir ve spesifik oldugunu gostermistir. Yontem karsilastirmasi verileri, clone 4B5
primer antikorunun, Herceptin tedavisinin disiinildiigi meme kanseri hastalarinin
degderlendirilmesinde yardimci bir arag olarak endike oldugunu kanitiamigtir.

9. iVIEW DAB Detection Kit veya ultraView Universal DAB Detection Kit
kullanimiyla BenchMark ULTRA cihazinda performans &zellikleri:

BenchMark ULTRA cihazinin laboratuvarlar arasi boyama ve gunler arasi tekrar
edilebilirligi: Laboratuvarlar arasi tekrar elde edilebilirlik calismasina, Amerika
Birlesik Devletleri'ndeki ti¢ ayri enstitliden ii¢ laboratuvar katildi. 48 FFPE invazif
meme karsinomu vakasinin kesik slaytlari [her bir HER2 gruplama kategorisinden
12'ser adet (0, 1+, 2+, 3+)] ve 12 boyama galismasinin her biri igin 1 gift
PATHWAY HER-2 4 in 1 Control Slides, 6nerilen boyama protokolil ve ultraView
Universal DAB Detection Kit kullanilarak VENTANA BenchMark ULTRA otomatik
slayt boyama cihazinda boyanmak Uizere galisma merkezlerine dagitiimistir.
Kontroller PATHWAY HER-2 4'te 1 Control Slides'i ve her vakadan negatif Ig
reaktifi ile boyanmis ikinci bir slaydi iceriyordu. Vaka durumu hakkinda
korlestirilmis olan patologlar, slaytlari degerlendirdi ve bir Klinik skor (0, 1+, 2+, 3+)
verdi. Sonuglar Ventana tarafindan analiz edildi. 2x2'lik tablolar icin standart
nomenklatir kullanimiyla, merkezler capinda ortalama pozitif uyum (APA)
[2a/(2a+b+c)] olarak ve ortalama negatif uyum (ANA) da j[2d/(2d+b+c)] olarak
hesaplanmistir. Tiim tesisler genelinde, klinik degerlendirmeye dayanan tesisler
aras! APA (pozitif, negatif) %90,0'di (108/120) ve ANA %92,9'du (156/168).
Tesislerin giftler agisindan karsilastirimasinda, APA a/(a+c) olarak hesaplandi ve
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ANA d/(b+d) olarak hesapland!. Tesisler arasi APA oranlari; Tesis A'ya kargi Tesis
B, Tesis A'ya karsi Tesis C ve Tesis B'ye kargi Tesis C icin sirasiyla %93,0
(40/43), %87,2 (34/39) ve %89,5 (34/38) olarak gergeklestirmistir. Tesisler arasi
ANA oranlari; Tesis A'ya karsi Tesis B, Tesis A'ya karsi Tesis C ve Tesis B'ye
karsi Tesis C igin sirasiyla %94,3 (50/53), %91,2 (52/57) ve %93,1 (54/58) olarak
gerceklestirmistir.

Asagdidaki tablolarda, 2+ ve 3+ skorlarinin ayri tutuldugu Klinik skora dayali tek tek
okuyucu sonuglarinin 3x3'luk sunumlari verilmektedir.

Tablo 17. Merkez A — Merkez B Laboratuvarlar Arasi Uyum Oranlari, 3x3 Analizi-clone
4B5 BenchMark ULTRA ile birlikte ultraView Universal DAB Detection Kit.

Tesis B
Tesis A 3+ 2+ 0, 1+ Toplam
3+ 12 2 0 14
2+ 0 6 2 8
0,1+ 0 1 25 26
Toplam 12 9 27 48
Toplam yiizde uyumu (OPA): n/N (%) 43/48 (89,6)

Tablo 18. Merkez A — Merkez C Laboratuvarlar Arasi Uyum Oranlari, 3x3 Analizi- Clone
4B5 BenchMark ULTRA cihaziyla birlikte ultraView Universal DAB Detection Kit.

Tesis C
Tesis A 3+ 2+ 0,1+ Toplam
3+ 12 1 1 14
2+ 0 4 4 8
0,1+ 0 0 26 26
Toplam 12 5 31 48
Toplam yiizde uyumu (OPA): n/N (%) 42148 (87,5)

Tablo 19. Merkez B — Merkez C Laboratuvarlar Arasi Uyum Oranlari, 3x3 Analizi- Clone
4B5 BenchMark ULTRA cihaziyla birlikte ultraView Universal DAB Detection Kit.

Tesis C
Tesis B 3+ 2+ 0,1+ Toplam
3+ 12 0 0 12
2+ 0 5 4 9
0,1+ 0 0 27 27
Toplam 12 5 31 48
Toplam yiizde uyumu (OPA): n/N (%) 44/48 (91,7)

10.

11.

2013-10-09

BenchMark ULTRA cihazi giinler arasi boyama tekrar edilebilirligi:

Galismanin giinler aras! tekrar edilebilirlik (IDR) kisminda, her bir klinik skorda

(0, 1+, 2+, 3+) yaklasik Ug (3) vakanin amaglanan dagilimiyla 12 vaka yer almigtir.
Toplamda, ¢alismanin IDR kisminin yariitlildugu tek bir kurumdaki (Merkez C)
BenchMark ULTRA cihazinda yiriitiilen bes galisma, kesinlikle ardi ardina iki
boyama guinii olmayacak sekilde en az 20 giinlik bir siirede gerceklesmistir. Tim
gunler genelinde Merkez C'de Clone 4B5 boyamasinin klinik degerlendirmesine
dayall IDR APA ve ANA oranlarinin ikisi de %100'dir. Glnler arasi
karsilastirmalar igin klinik skorlara dayanan toplam yiizde uyumu oranlari (OPA),
glinden gtine karsilastirmalardan her biri icin ve birlesik olarak tim gunler igin
%100'dd.

BenchMark ULTRA boyama platformunu BenchMark XT boyama
platformlariyla kargilagtirma ¢aligmasi:
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Platform karsilastirma calismasina, Amerika Birlesik Devletleri'ndeki iki boyama
laboratuvari ve ii¢ okuma tesisi katildi. 280 FFPE invazif meme karsinomu
vakasinin kesik slaytlari [her bir HER2 gruplama kategorisinden yaklasik 70 vaka
(0, 1+, 2+, 3+)], ilgili 6nerilen boyama protokolleri ve ultraView Universal DAB
Detection Kit kullanilarak bir BenchMark XT cihazinda ve bir BenchMark ULTRA
cihazinda boyanmak Uzere iki boyama merkezine (her bir merkeze 140 vaka)
rasgele olarak dagitilmistir. Kontroller PATHWAY HER-2 4'te 1 Control Slides'i ve
her vakadan negatif Ig reaktifi ile boyanmis ikinci bir slaydi igeriyordu. Merkez 1 ve
Merkez 2'den alinan boyanmis vakalar dort slayt kimesine bollinmUs ve Merkez
1'den bir, Merkez 2'den bir ve Merkez 3'den bir okuyucu seklinde her seferinde bir
kiime olmak tizere g farkli uzman okuyucuya (patolog) verilmistir. Vaka durumu
ve boyama platformu igin korlestirilmis kosullarin uygulandigi patologlar dért slayt
kiimesinin timUnd degerlendirmis ve her vaka igin bir klinik skor vermiglerdir (yani,
0, 1+, 2+, 3+). Sonuglar Ventana tarafindan analiz edildi. BenchMark XT cihazina
karsl BenchMark ULTRA cihazindaki clone 4B5 antikor boyama islemi icin klinik

degerlendirmeye dayali (pozitif, negatif) PPA oranlari (ve cift tarafli %95 gliven
araliklarinin alt sinirt) A, B ve C okuyuculari igin sirasiyla %91,6 (85,9), %91,2
(85,3) ve %94,9 (89,3) bulunmustur. BenchMark XT cihazina kargl BenchMark
ULTRA cihazindaki Clone 4B5 antikor boyama iglemi icin klinik degerlendirmeye
dayali (pozitif, negatif) NPA oranlari (ve it tarafli % 95 gliven araliklarinin alt
sinir) A, B ve C okuyuculari igin sirasiyla %91,9 (85,8), %93,8 (88,3), ve %99,3
(96,3) bulunmustur. BenchMark XT cihazina karsi BenchMark ULTRA cihazi
kullanimiyla yapilan Clone 4B5 boyama islemleri arasindaki OPA, klinik
degerlendirmenin (pozitif, negatif) 2x2 analizine dayali olarak, A, B ve C
okuyuculari igin sirasiyla %91,8, %92,5 ve %97,4 bulunmustur. Klinik skora (0/1+,
2+, 3+) gore her bir okuyucu igin platformlar arasi uyumun 3x3 sunumu asagidaki
tablolarda gosterilmektedir:

Tablo 20. BenchMark ULTRA cihazina karsilik BenchMark XT cihazi; Platformlar Arasi
Uyum Oranlari, 3x3 Analizi-Okuyucu A.

BenchMark ULTRA

cihazi BenchMark XT cihazi

Okuyucu A 3+ 2+ 0,1+ Toplam
3+ 84 11 1 96

2+ 8 28 9 45
0,1+ 4 8 114 126
Toplam 9% 47 124 267

Toplam yiizde uyumu:

nIN (%) (%95 Cl)

226/267 (84,6) (79,8 - 88,5)

Tablo 21. BenchMark ULTRA cihazina karsilik BenchMark XT cihazi; Platformlar Aras|
Uyum Oranlari, 3x3 Analizi-Okuyucu B.

BenchMark ULTRA

cihazi BenchMark XT cihazi

Okuyucu B 3+ 2+ 0,1+ Toplam

3+ 64 2 1 67

2+ 3 56 7 66

0,1+ 2 10 122 134
Toplam 69 68 130 267
Toplam yiizde uyumu: niN (%) (%95 Cl) 2421267 (90,6) (86,5 — 93,6)
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Tablo 22. BenchMark ULTRA cihazina karsilik BenchMark XT cihazi; Platformlar Arasi
Uyum Oranlari, 3x3 Analizi-Okuyucu C.

BenchMark ULTRA

cihazi BenchMark XT cihazi

Okuyucu C 3+ 2+ 0,1+ Toplam
3+ 64 1 0 65

2+ 2 45 1 48

0,1+ 0 6 148 154
Toplam 66 52 149 267
Toplam yiizde uyumu: n/N (%) (%95 Cl) 257/267 (96,3) (93,2 - 98,0)

12.

13.

2013-10-09

Platform karsilagtirma ¢aligsmalari numunelerinin patologlar arasi tekrar
edilebilirligi:

Her platform igin okuyucular arasinda alti olasi ikili kargilastirmaya iliskin pozitif ve
negatif uyum oranlariyla birlikte iki tarafli skor %95 giiven araliklar hesaplanmistir.

BenchMark ULTRA cihaziyla ilgili, Okuyucu A'ya karsi B, A'ya karsi C, B'ye karsi
C, B'ye karsi A, C'ye karsi A ve C'ye karsi B igin PPA oranlari sirasiyla %94,7
(126/133), %98,2 (111/113), %98,2 (111/113), %89,4 (126/141), %78,7 (111/141)
ve %83,5'i (111/133). Okuyucu A'ya karsi B, A'ya karsi C, B'ye karsi C, B'ye kars|
A, C'ye karsi A ve C'ye kars! B icin NPA oranlari sirasiyla %88,8 (119/134), %80,5
(124/154), %85,7 (132/154), %94,4 (119/126), %98,4 (124/126) ve %98 5'i
(132/134). OPA orani Okuyucu A ve Okuyucu B arasinda en yiiksek (%91,8)
degerdeydi ve Okuyucu B ve Okuyucu C (%91,0) ile Okuyucu A ve Okuyucu C
(%88,8) arasinda daha diistik degerdeydi.

BenchMark XT cihaziyla ilgili, Okuyucu A'ya karsi B, A'ya karsi C, B'ye karsi C,
B'ye karsi A, C'ye karsi A ve C'ye karsi B igin PPA oranlari sirasiyla %94,9
(130/137), %98,3 (116/118), %98,3 (116/118), %90,9 (130/143), %81,1 (116/143)
ve %84,7'ydi (116/137). Okuyucu A'ya karsi B, A'ya karsi C, B'ye karsi C, B'ye
karsi A, C'ye karsi A ve C'ye karsi B igin NPA oranlari sirasiyla %90,0 (117/130),
%81,9 (122/149), %85,9 (128/149), %94,4 (117/124), %98,4 (122/124) ve %98,5'ti
(128/130). OPA orani Okuyucu A ve Okuyucu B arasinda en yiksek (%92,5)
degerdeydi ve Okuyucu B ve Okuyucu C (%91,4) ile Okuyucu A ve Okuyucu C
(%89,1) arasinda daha disik degerdeydi.

iVIEW DAB Detection Kit ile ultraView Universal DAB Detection

Kit kargilagtirma galigmasi:

140 FFPE invazif meme karsinomu vakasindan olusan Merkez 1 kohortu [her bir
HER-2 gruplama kategorisinden yaklasik 35 vaka (0, 1+, 2+, 3+)], BenchMark
ULTRA otomatik slayt boyama cihazinda Clone 4B5 ile boyama yaparken iVIEW
DAB Detection Kit ile ultraView Universal DAB Detection Kit kitlerinin karsilastirma
calismasinda kullanilmigtir. Saptama kiti karsilastirma galismasina, Amerika
Birlesik Devletleri'ndeki bir boyama laboratuvari ve ti¢ okuma tesisi katildi.
BenchMark ULTRA cihazinda Clone 4B5 antikor boyamasinda, iVIEW DAB
Detection Kit ve ultraView Universal DAB Detection Kit yontemleri kullanilarak
elde edilen sonuglar arasindaki PPA oranlari klinik degerlendirmeye (pozitif,
negatif) gére Okuyucu A, B ve C igin sirasiyla %95,8 (68/71), %96,9 (63/65) ve
%96,5 (55/57) ve saptama yontemleri arasindaki NPA oranlari da yine Okuyucu A,
B ve C igin sirasiyla %90,8 (59/65), %91,5 (65/71) ve %97,5 (77/79) bulunmustur.
Saptama kitleri arasinda OPA oranlari, Okuyucu A, B ve C igin sirasiyla %934
(127/136), %94,1 (128/136) ve %97,1 (132/136) cikmistir. Klinik skora (0/1+, 2+,
3+) gdre her bir okuyucu igin saptama karsilagtirmasi uyumunun 3x3 sunumu
asagidaki tablolarda gdsterilmektedir:
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Tablo 23. Okuyucu A, iVIEW DAB Detection Kit ile ultraView Universal DAB Detection
Kit Uyum Oranlari, 3x3 Analizi- BenchMark ULTRA cihazinda Clone 4B5 Boyamasi.

iVIEW DAB

Detection Kit ultraView Universal DAB Detection Kit

Okuyucu A 3+ 2+ 0, 1+ Toplam
3+ 43 5 0 48

2+ 3 17 6 26

0,1+ 0 3 59 62
Toplam 46 25 65 136
Toplam yiizde uyumu: n/N (%) (%95 Cl) 119/136 (87,5) (80,9 -92,0)

Tablo 24. Okuyucu B, iVIEW DAB Detection Kit ile ultraView Universal DAB Detection
Kit Uyum Oranlari 3x3 Analizi- BenchMark ULTRA cihazinda clone 4B5 Boyamasi.

iVIEW DAB

Detection Kit | ultraView Universal DAB Detection Kit

Okuyucu B 3+ 2+ 0, 1+ Toplam
3+ 32 0 0 32

2+ 0 31 6 37
0,1+ 1 1 65 67
Toplam 33 32 71 136

Toplam yiizde uyumu: n/N (%) (%95 Cl) 128/136 (94,1) (88,8 - 97,0)

Tablo 25. Okuyucu C, iVIEW DAB Detection Kit ile ultraView Universal DAB Detection
Kit Uyum Oranlari 3x3 Analizi-BenchMark ULTRA cihazinda Clone 4B5 Boyamasi.

14,

iVIEW DAB

Detection Kit | ultraView Universal DAB Detection Kit

Okuyucu C 3+ 2+ 0,1+ Toplam
3+ 32 0 0 32

2+ 0 23 2 25
0,1+ 0 2 77 79
Toplam 32 25 79 136

Toplam yiizde uyumu: n/N (%) (%95 Cl) 132/136 (97,1) (92,7 - 98,9)

Saptama karsilagtirmasi galigmalari numunelerinin patologlar arasi tekrar
edilebilirligi:

Her bir ydntemin okuyuculari arasindaki alti olasi ¢ift karsilagtirmasi igin iki tarafli
skor %95 gliven araliklariyla pozitif ve negatif uyum oranlari hesapland.

iVIEW DAB Detection Kit ile ilgili, Okuyucu A'ya karsi B, A'ya karsi C, B'ye karsi C,
B'ye karsi A, C'ye karsi A ve C'ye karsi B igin PPA oranlari sirasiyla %100,0
(69/69), %98,2 (56/57), %96,5 (55/57), %93,2 (69/74), %75,7 (56/74) ve %79,7'ydi
(55/69). Okuyucu A'ya karsi B, A'ya karsi C, B'ye karsi C, B'ye karsi A, C'ye karsl
Ave C'ye karsl B igin NPA oranlari sirasiyla %92,5 (62/67), %77,2 (61/79), %82,3
(65/79), %100,0 (62/62), %98,4 (61/62) ve %97,0'ydi (65/67). Genel uyum orani
Okuyucu A ve Okuyucu B arasinda en yiiksek (%96,3) degerdeydi ve Okuyucu A
ve Okuyucu C (%86,0) ile Okuyucu B ve Okuyucu C (%88,2) arasinda daha disik
degerdeydi.

ultraView Universal DAB Detection Kit ile ilgili, Okuyucu A'ya karsi B, A'ya karsi C,
B'ye karsi C, B'ye karsi A, C'ye kargl A ve C'ye karsi B icin PPA oranlari sirasiyla
9%96,9 (63/65), %98,2 (56/57), %98,2 (56/57), %88,7 (63/71), %78,9 (56/71) ve
%86,2'ydi (56/65). Okuyucu A'ya karsi B, A'ya karsi C, B'ye karsi C, B'ye karsi A,
C'ye karsi A ve C'ye karsi B igin NPA oranlari sirasiyla %88,7 (63/71), %81,0
(64/79), %88,6 (70/79), %96,9 (63/65), %98,5 (64/65) ve %98,6'yd1 (70/71). Her
okuyucu ¢ifti igin genel uyum oranlari benzerdi ve Okuyucu A'ya karsi B, Okuyucu
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A'ya karsi C ve Okuyucu B'ye karsi C igin sirasiyla %92,6 (126/136), %88,2
(120/136) ve %92,6 (126/136) olarak gergeklestirmistir.

GASTRIK VAKALARDA PERFORMANS OZELLIKLERI

1.

BenchMark XT cihazinda galismalar arasi tekrar edilebilirlik, 5 gunliik bir ddnemde
(ardisik olmayan) bes calisma halinde gerceklestirilmistir. 0, 1+, 2+ ve 3+ HER2
ekspresyonu skorlari ile ii¢ gastrik doku vakasi igeren bes slayt, her doku igin
pozitifinegatif deger dahilinde %100 uyum géstermistir.

BenchMark XT cihazinda galisma ici tekrar edilebilirlik, 0, 1+, 2+ ve 3+ HER2
ekspresyonu skorlari ile ii¢ gastrik doku vakasi igeren 28 slayt tizerinde
yapilmigtir. Tlm vakalar, her bir doku tiirii igin pozitifinegatif deger dahilinde
esdeger skorlanmigtir.

Platform igi tekrar edilebilirlik, G¢ BenchMark XT cihazinda yapilmistir. Bu
calismalarda, 0, 1+, 2+ ve 3+ HER2 ekspresyonu skorlari ile U¢ gastrik doku
vakasi igeren iki farkli gok dokulu blogun her birinden alinan 30 slayt, her doku
tiirll igin pozitiffnegatif deger dahilinde esdeger skorlanmistir.

Platform ici tekrar edilebilirlik, i¢ BenchMark ULTRA cihazinda test edilmistir.

Bu calismalarda, tek bir cok dokulu bloktan alinan 15 slaydin timi her doku tirl
icin pozitifinegatif deger dahilinde esdeger skorlanmistir.

Platformlar aras! tekrar edilebilirlik, Gig BenchMark XT ve (ig BenchMark ULTRA
cihazinda test edilmistir. Bu galismalarda, tek bir ¢ok dokulu bloktan alinan

30 slaydin tlimd her doku tiirli igin pozitifinegatif deger dahilinde esdeger
skorlanmistir.

Gastrik Vakalar kullanilarak iVIEW DAB Detection Kit ile ultraView Universal
DAB Detection Kit kargilagtirmasi:

iVIEW DAB Detection Kit ve ultraView Universal DAB Detection Kit kullanimiyla iki
cihaz (BenchMark XT cihazi ve BenchMark ULTRA cihazi) genelinde saptama kiti
karsilastirma testi yapmak igin Clone 4B5 kullaniimistir. Testin bir parcasi olarak
iki yliz on doku vakasi kullaniimistir. Boyanan slaytlar pozitifinegatif klinik
skorlama agisindan degerlendirilmistir.

Morfoloji ve arka plan kabul edilebilirlik oranlari, hem saptama kitleri hem de
cihazlar igin %100 bulunmustur. Saptama kitleri arasinda pozitif ve negatif klinik
degerlendirmeye iliskin dogrudan karsilastirmalar, asagidaki tablolarda her bir
cihaz igin sunulmaktadir.

Tablo 26. BenchMark XT Cihazinda ultraView Universal DAB Detection Kit ile iVIEW
DAB Detection Kit klinik degerlendirmesi.

ultraView Universal DAB JHIIELY DS DG o (!
Detection Kit Pozitif Negatif Toplam
Pozitif 21 0 21
Negatif 0 189 189
Toplam 21 189 210
n/N %
Pozitif ylizde uyumu 2121 100
Negatif ylizde uyumu 189/189 100
Toplam yiizde uyumu 210/210 100
2013-10-09 10/15

FT0700-410g

Tablo 27. ultraView Universal DAB Detection Kit kullanimiyla BenchMark XT ve
BenchMark ULTRA boyama platformlarinda klinik degerlendirme karsilastirmasi

!3en(_:h_Mark ULTRA Boyama Platformu
BenchMarI_< XTBoyama gi gtl;ltlikotﬁ Ilili:ranw Universal DAB
Platformu ile birlikte ultraView
Universal DAB Detection Kit Pozitif Negatif Toplam
Pozitif 20 1 21
Negatif 0 189 189
Toplam 20 190 210

niN % (%95 CI)
Pozitif ylizde uyumu 2020 100 (83,9-100)
Negatif ylizde uyumu 189/190 99,5 (97,1-99,9)
Toplam yiizde uyumu 209/210 99,5 (97,4-99,9)

4.  insan Gastrik Kanserinde Clone 4B5 ile HercepTest Karsilagtirmasi:

Clone 4B5'in BenchMark XT cihazindaki boyama performansini Dako HercepTest
ile karsilastirmak igin korlestirilmis bir harici calisma yirtttiimustir. Calisma igin
yaklasik 239 gastrik kanser vakasinin yani sira Herceptin ile tedavi edilen
hastalarda HER2 durumunun ve klinik sonuglarin arastirildigi ToGA galismasindan
159 TARGOS laboratuvari vakas! test edilmistir. Laboratuvar vakalari Clone 4B5
ve HercepTest ile boyamistir. Bir patolog vakalari 0/1+, 2+ ve 3+ dlgeginde
skorlamistir. Pozitif vakalar 2+ ve 3+ skorlarindan olusurken, negatif vakalar 0 ve
1+ skorlarina sahiptir.

Tablo 28 ve 29'te, Clone 4B5 ile HercepTest arasindaki uyum oranlari doku
kaynagina gore ayrilmis olarak verilmektedir. Tablo 28'te pozitif ile negatif
sonuglar karsilastirilirken, Tablo 29'te 0/1+, 2+ ve 3+ skorlarindan olusan 3
kategorili bir IHC 6lgegi kullaniimaktadir. Tablo 28 ve 29'te tiim dokular igin genel
uyum sirastyla %91,0 ve %95,3'tir.

Tablo 28. Clone 4B5 (IHC) ile HercepTest igin doku kaynagina gdre ayrilmis olarak
Yiizde Uyum Oranlari ve %95 CI. Her iki IHC testi de pozitif ile negatif karsilastirma
(0/1+ ile 2+/3+) olarak skorlandirilmistir.

Toplam Yiizde Pozitif Yiizde Negatif Yuzde
Uyum Uyum Uyum
n (%95 ClI) n (%95 CI) n (%95 CI)
362/ 46/ 316/
208 91,0 (87,7-934) 56 82,1(70,2-90,0) 342 92,4 (89,1-94,8)

Tablo 29. Clone 4B5 (IHC) ile HercepTest icin doku kaynagina gdre ayrilmis olarak
Toplam Yiizde Uyum ve %95 CI. IHC testleri 0/1+, 2+ veya 3+ olarak skorlanmistir.

Toplam Yiizde Uyum
Doku Kaynagi n (%95 CI)

TMA ve ToGA 355/398 89,2 (85,8-91,9)

5. Clone 4B5'in laboratuvarlar arasi tekrar edilebilirligi: Calisma ¢ test merkezinde
yuritilmastur. Calismaya dahil edilmek tizere numuneler, yaklasik olarak esit
saylda pozitif (3+) ve negatif (0, 1+) vaka olacak sekilde Clone 4B5 IHC klinik
skoruna gore segilmistir. Ayrica, dort vakaya kadar 2+ olarak nitelendirilen gastrik
kanser vakas! incelenmigtir.

Ug merkezin her birinde bir BenchMark XT platformu ve bir BenchMark ULTRA
platformu kullanilarak platform bagina dort boyama calismasi ydrtittiimistr.
Vakalari, her ¢alismanin gastrik kanserde HER2 icin tim skor kategorilerini temsil
eden vakalari icerecegi sekilde atayan bir stratifiye edilmis randomizasyon
proseduriiniin kullanimiyla, vakalar boyanmak iizere randomize edilmistir. Her
merkezdeki her bir cihazdaki calismalar ayni vakalari igermistir. Her merkezde, her
vakadan bir slayt Clone 4B5 ile boyanmis ve ayni vakadan bir diger slayt da
CONFIRM Negative Control Rabbit Ig ile boyanmistir (BenchMark ULTRA
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platformunda). Ayni vakadan ikinci bir slayt ifti, her bir merkezde BenchMark XT
platformunda benzer sekilde boyanmistir. Vaka slaytlari, her bir merkezde, tek tek
numunelere ait énceden belirlenmis IHC klinik skorlarina karsi korlestirilmis bir
uzman okuyucu tarafindan skorlanmistir.

Merkezler arasi Ug karsilagtirmanin gl icin de tim degerlendirilebilir vakalara
iliskin genel uyum, hem BenchMark ULTRA platformunda hem de BenchMark XT
platformunda %100 bulunmustur. Degerlendirilebilir vakalar icin BenchMark
ULTRA platformu ile BenchMark XT platformu arasindaki genel uyum t¢ merkezin
her birinde %100 bulunmustur. Tim vakalara iligkin arka plan ve morfoloji kabul
edilebilirlik oranlari, Merkez A ve C'deki her iki platform i¢in %100 ve Merkez
B'deki her iki platform igin de >%95 bulunmustur. Asagidaki tablolara bakin.

Tablo 30. Merkezler Arasinda Genel Klinik Degerlendirme Uyumu: Tiim

Degerlendirilebilir Vakalar.

BenchMark ULTRA cihazi

Genel Uyum Yuzdesi

Merkez A — Merkez B: n/N (%) (%95 CI)

30/30 (%100) (88,6 — 100)

Merkez A — Merkez C: n/N (%) (%95 CI)

30/30 (%100) (88,6 — 100)

Merkez B — Merkez C: n/N (%) (%95 CI)

30/30 (%100) (88,6 — 100)

BenchMark XT cihazi

Genel Uyum Yuzdesi

Merkez A — Merkez B: n/N (%) (%95 CI)

31/31 (%100) (89,0 - 100,0)

Roche)

Klinik degerlendirmeye (pozitif, negatif) gore Clone 4B5 antikor boyama islemi igin
genel uyum oranlari (ve Gift tarafli %95 giiven araliklarinin alt siniri) séyledir:
BenchMark cihazina kargi BenchMark XT cihazi (ultraView Universal DAB
Detection Kit ile) %98,0 (94,2 — 99,3), BenchMark GX cihazina karsi BenchMark
XT cihazi (ultraView Universal DAB Detection Kit ile) %97,4 (93,6 — 99,0),
BenchMark cihazina karsi BenchMark XT cihazi (iVIEW DAB Detection Kit ile)
%96,6 (92,7 — 98,4), BenchMark GX cihazina karsi BenchMark XT cihaz (i\VIEW
DAB Detection Kit ile) %95,9 (91,8 — 98,0).

Klinik degerlendirmeye (pozitif, negatif) gére Clone 4B5 antikor boyama islemi igin
pozitif uyum oranlari (ve gift tarafli %95 giiven araliklarinin alt sinir) séyledir:
BenchMark cihazina karsi BenchMark XT cihazi (ultraView Universal DAB
Detection Kit ile) %91,7 (64,4 — 98,5), BenchMark GX cihazina karsl BenchMark
XT cihazi (ultraView Universal DAB Detection Kit ile) %78,6 (52,4 — 92,4),
BenchMark cihazina karsi BenchMark XT (i\VIEW DAB Detection Kit ile) %80,0
(54,8 - 93,0), BenchMark GX cihazina karsi BenchMark XT (i\VIEW DAB Detection
Kitile) %73,3 (48,0 — 89,1).

Klinik degerlendirmeye (pozitif, negatif) gére Clone 4B5 boyama islemi igin negatif
uyum oranlari (ve ift tarafli %95 glven araliklarinin alt sinir) sdyledir: BenchMark
cihazina kargl BenchMark XT cihazi ultraView Universal DAB Detection Kit ile
%98,5 (94,8 — 99,6), BenchMark GX cihazina kargi BenchMark XT cihazi
ultraView Universal DAB Detection Kit ile %99,3 (96,1 — 99,9), BenchMark
cihazina karsl BenchMark XT cihazi iVIEW DAB Detection Kit ile %98,1

(94,6 — 99,4), BenchMark GX cihazina karsi BenchMark XT cihazi iVIEW DAB
Detection Kit ile %98,1 (94,5 — 99,3). Klinik degerlendirmeye (pozitif, negatif) gore
her bir karsilagtirma igin uyum oranlarinin 2x2 sunumu asagidaki tablolarda

Merkez A — Merkez C: n/N (%) (%95 CI)
Merkez B — Merkez C: n/N (%) (%95 CI)

31/31 (%100) (89,0 - 100,0)
31/31 (%100) (89,0 - 100,0)

Tablo 31. Platformlar Arasinda Genel Klinik Degerlendirme Uyumu: Tim
Degerlendirilebilir Vakalar.

BenchMark ULTRA cihazina karsi

BenchMark XT cihazi e Wimn ek

Merkez A: n/N (%) (%95 CI)
Merkez B: n/N (%) (%95 CI)
Merkez C: niN (%) (%95 CI)

40/40 (%100) (91,2 - 100)
34/34 (%100) (89,8 - 100)
32/32 (%100) (89,3 — 100)

Tablo 32. Arka Plan Boyama ve Morfoloji Kabul Edilebilirlik Oranlari: Tlim Vakalar.

gosterilmektedir.

Tablo 33. BenchMark cihazina karsilik BenchMark XT cihazi; Platformlar Arasi Uyum
Oranlari (ultraView Universal DAB Detection Kit ile) 2x2 Analizi.

Clone 4B5 ile birlikte ultraView Universal DAB Detection Kit
BenchMark XT cihazi
BenchMark cihazi Pozitif Negatif Toplam
Pozitif 11 2 13
Negatif 1 133 134
Toplam 12 135 147
niN % (%95 Cl)

Toplam yiizde uyumu 144147 %98,0 (94,2 - 99,3)

Pozitif ylizde uyumu 11/12 %91,7 (64,6 — 98,5)

Negatif yuizde uyumu 133/135 %98,5 (94,8 — 99,6)

Tablo 34. BenchMark GX cihazina karsilik BenchMark XT cihazi; Platformlar Arasi
Uyum Oranlari (ultraView Universal DAB Detection Kit ile) 2x2 Analizi.

BenchMark ULTRA cihazi Tesis A Tesis B Tesis C
Morfoloji Kabul Edilebilirlik 44/44 (%100) 43/44 (%97,7) 44/44 (%100)
Oranlari

Arka Plan Kabul Edilebilifik | 44/44 (%100) 42144 (%95,5) 44/44 (%100)
Oranlari

BenchMark XT cihazi Tesis A Tesis B Tesis C
Morfoloji Kabul Edilebilirlik 44/44 (%100) 43/44 (%97,7) 44144 (%100)
Oranlari

Arka Plan Kabul Edilebilirlik | 44/44 (%100) 43/44 (%97,7) | 44144 (%100)
Oranlari

6.  BenchMarkboyama platformunu ve BenchMark GX boyama
platformunu BenchMark XT boyama platformu ile kargilagtirma ¢aligmasi:
FFPE gastrik karsinom vakalari iceren 3 TMA'nin kesik slaytlari [TMA basina
yaklasik 50 vaka] ultraView Universal DAB Detection Kit ve iVIEW DAB Detection
Kit ile ilgili olarak onerilen boyama protokollerinin kullanimiyla bir BenchMark XT
cihazinda, BenchMark cihazinda ve BenchMark GX cihazinda boyanmistir.
Kontroller PATHWAY HER-2 4 in 1 Control Slides'i ve negatif Ig reaktifi ile
boyanmis her TMA'nin ikinci bir slaytini igeriyordu. Boyanan slaytlar tek bir
okuyucu (patolog) tarafindan skorlanmistir.

2013-10-09
FT0700-410g
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Clone 4B5 ile birlikte ultraView Universal DAB Detection Kit
BenchMark XT cihazi
BenchMark GX cihazi Pozitif Negatif Toplam
Pozitif 11 1 12
Negatif 3 140 143
Toplam 14 141 155
niN % (%95 Cl)
Toplam yiizde uyumu 151/155 %97,4 (93,6 — 99,0)
Pozitif ylizde uyumu 11/14 %78,6 (52,4 -92,4)
Negatif yuizde uyumu 140/141 %99,3 (96,1 -99,9)
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Tablo 35. BenchMark cihazina karsilik BenchMark XT cihazi; Platformlar Arasi Uyum
Oranlari (iVIEW DAB Detection Kit ile) 2x2 Analizi.

Clone 4B5 ile birlikte iVIEW DAB Detection Kit

BenchMark XT cihazi
BenchMark cihazi Pozitif Negatif Toplam
Pozitif 12 3 15
Negatif 3 156 159
Toplam 15 159 174
niN % (%95 CI)

Toplam yuzde 168/174 %96,6 (92,7 — 98.4)
uyumu

Pozitif ylizde 12/15 %80,0 (54,8 - 93,0)
uyumu

Negatif yiizde 156/159 %98,1 (94,6 - 99,4)
uyumu

Tablo 36. BenchMark GX cihazina karsilik BenchMark XT cihazi; Platformlar Arasi
Uyum Oranlari (iVIEW DAB Detection Kit ile) 2x2 Analizi.

Clone 4B5 ile birlikte iVIEW DAB Detection Kit
BenchMark GX BenchMark XT cihazi
cihazi Pozitif Negatif Toplam
Pozitif 11 3 14
Negatif 4 154 158
Toplam 15 157 172
n/N % (%95 Cl)
Toplam yiizde 165/172 %495, (91.8 - 98,0)
uyumu
Pozitif yiizde 11/15 %733 (48.0 - 89.1)
uyumu
Negatif yiizde 154/157 %98,1 (945 - 99,3)
uyumu

Roche)

Varilan Sonug: Bu galismalardan elde edilen veriler, VENTANA HER2 (4B5) tirGintinin,
meme ve gastrik neoplastik dokularini uygun sekilde boyama kabiliyeti bakimindan
tekrar edilebilir ve spesifik oldugunu gdstermistir. Yontem karsilastirma ve laboratuvarlar
aras! tekrar edilebilirlik verileri, VENTANA HER2 (4B5) Urtiniiniin, Herceptin tedavisinin
dUslnldigu meme ve gastrik kanseri hastalarinin degerlendiriimesinde yardimei bir
arag olarak endike oldugunu kanitlamaktadir.

PERFORMANS OZELLIKLERI — PERJETA VE KADCYLA

HER2 Meme - Meme karsinomunda Perjeta ve Kadcyla galigmalan Kayit Testi igin
Yontem Kargilatirma Galigmasi

Perjeta ve Kadcyla galismalari icin kayit testlerinin esdegerligi, calisma numunelerinin
VENTANA anti-HER2/neu (4B5) Tavsan Monoklonal Primer Antikor testi ile
boyanmasiyla belirlenmistir. Perjeta calismasi igin degerlendirilen 2753 numune ve
Kadcyla galismasi igin degerlendirilen 99 numune VENTANA anti-HER2/neu (4B5)
Rabbit Monoclonal Primary Antibody (VENTANA HER2 (4B5)) ile boyanmustir. Pozitif
(PPA), Negatif (NPA) ve Toplam (OPA) Yiizde Uyum Oranlari belirlenmistir. %95 CI

(2 tarafll %95 giiven araligi) skor yontemi kullanilarak hesaplanmistir.

Tablo 37. Tiim Degerlendirilebilir HER2 Denekleri igin HER2 Durumuyla ligili Clone 4B5 ve Dako Testleri Uyumu Degerlendirilebilir IHC Deneklerinin Clone 4B5 ve kayit IHC testi ile

belirlenen Pozitif veya Negatif HER2 durumu séz konusudur.

DAKO HER?2 Durumu [a] [b]

Calisma Clone 4B5 Skoru [b] Pozitif Negatif Toplam
Perjeta ve 3+ 2380 15 2395
Kadcyla
2+ 140 122 262
01+ 38 135 173
Toplam 2558 272 2830
Pozitif Yiizde Uyumu (PPA) n/N (%) (%95 Cl) 2380/2558 (93,0)
(92,0-94,0)
Negatif Yiizde Uyumu (NPA) n/N (%) (%95 CI) 2571272 (94,5)
(91,1-96,6)
Toplam Yiizde Uyumu (OPA) n/N (%) (%95 CI) 2637/2830 (93,2)
(92,2-94,1)

[a] Pozitif = IHC Pozitif ve/veya ISH Amplifiye. Negatif = IHC Negatif ve Amplifiye ISH degil veya ISH Amplifiye Olmamis ve IHC Pozitif degil.

[b] IHC: Pozitif = 3+; Negatif = 0, 1+ veya 2+.

2013-10-09 12715
FT0700-410g
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Tablo 38. Degerlendirilebilir tiim IHC Denekleri igin IHC Durumuyla Iigili Clone 4B5 ve Dako Testlerinin Uyumu. Degerlendirilebilir IHC Deneklerinin Clone 4B5 ve kayit IHC testi ile
belirlenen Pozitif veya Negatif HER2 durumu séz konusudur.

Dako HercepTest Durumu [a]

Calisma Clone 4B5 Durumu [a] Pozitif Negatif Toplam

Perjeta ve Kadcyla Pozitif 2330 65 2395
Negatif 21 414 435
Toplam 2351 479 2830
Pozitif Yizde Uyumu (PPA) n/N (%) (%95 CI) 2330/2351 (99,1) (98,6 — 99,4)
Negatif Yiizde Uyumu (NPA) n/N (%) (%95 CI) 414/479 (86,4) (83,1 - 89,2)
Toplam Yiizde Uyumu (OPA) n/N (%) (%95 CI) 274412830 (97,0) (96,3 - 97,5)

Perjeta Pozitif 2267 63 2330
Negatif 10 399 409
Toplam 2277 462 2739
Pozitif Yizde Uyumu (PPA) n/N (%) (%95 CI) 2267/2277 (99,6) (99,2 - 99,8)
Negatif Yiizde Uyumu (NPA) n/N (%) (%95 CI) 399/462 (86,4) (82,9 - 89,2)
Toplam Yiizde Uyumu (OPA) n/N (%) (%95 CI) 2666/2739 (97,3) (96,7 - 97,9)

Kadcyla Pozitif 63 2 65
Negatif 11 15 26
Toplam 74 17 91

Pozitif Yizde Uyumu (PPA) n/N (%) (%95 CI)
Negatif Yiizde Uyumu (NPA) n/N (%) (%95 CI)
Toplam Yiizde Uyumu (OPA) n/N (%) (%95 CI)

[a] Pozitif = 3+; Negatif = 0, 1+ veya 2+.

6374 (85,1) (75,3 - 91,5)
15/17 (88,2) (65,7 - 96,7)
78/91 (85,7) (77,1 - 91,5)

Tablo 39. Degerlendirilebilir tiim IHC Denekleri igin IHC Skoruyla ligili Clone 4B5 ve Dako Testlerinin Uyumu. Degerlendirilebilir IHC Deneklerinin Clone 4B5 ve kayit IHC testi ile
belirlenen Pozitif veya Negatif HER2 durumu séz konusudur.

Dako HercepTest Skoru

Calisma Clone 4B5 Skoru 3+ 2+ 0/1+ Toplam

Perjeta ve Kadcyla 3+ 2330 64 1 2395
2+ 12 235 15 262
0/1+ 9 26 138 173
Toplam 2351 325 154 2830
Toplam Yiizde Uyumu (OPA) n/N (%) (%95 ClI) 2703/2830 (95,5)

(94,7-96,2)

Perjeta 3+ 2267 62 1 2330
2+ 9 226 13 248
0/1+ 1 24 136 161
Toplam 2277 312 150 2739
Toplam Yiizde Uyumu (OPA) n/N (%) (%95 ClI) 2629/2739 (96,0)

(95,2-96,7)

Kadcyla 3+ 63 2 0 65
2+ 3 9 2 14
0/1+ 8 2 2 12
Toplam 74 13 4 91
Toplam Yiizde Uyumu (OPA) n/N (%) (%95 ClI) 74/91 (81,3) (72,1 - 88,0)
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Tablo 40. Clone 4B5 Boyama Kabul Edilebilirligi. IHC Testi Yapiimig Denekler. Gegerli bir IHC skoru (0, 1+, 2+ veya 3+) belirlenebilirse IHC boyama kabul edilebilir olarak
degerlendirilir. Kabul edilemez boyama nedenleri kabul edilemez negatif kontrol, doku kayb, yetersiz tlimér, kabul edilemez arka plan ve kabul edilemez morfolojiyi igerir.

Parametre

Perjeta

Kadcyla Perjeta ve Kadcyla

Baslangig IHC Testlerinin Sayisi
Baslangi¢ Boyama Kabul Edilebilirligi n/N (%) (%95 Cl)

2753

IHC Tekrar Testlerinin Sayisi 40

Nihai Boyama Kabul Edilebilirigi n/N (%) (%95 Cl)

270812753 (98,4) (97,8, 98.8)

274612753 (99,7) (99,5, 99,9)

99 2852
92/99 (92,9) (86,1, 96,5) 280012852 (98,2) (97,6, 98,6)

0 40
92/99 (92,9) (86,1, 96,5) 283812852 (99,5) (99,2, 99,7)
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