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Bond™ Oracle™ HER2 IHC System
Kullanim Talimatlari

Tamamen otomatiklestiriimis, gelistirilmis boyama sistemi Leica Biosystems’ BOND'de ullanim
icin.

TA9145 Uriin Kodu, 60 testin (150 lam) boyanmasi igin tasarlanmigtir:

HER2 Primary Antibody'li 60 test lami

HER2 Negative Control'li 60 test lami

15 HER2 Primary Antibody'li HER2 Control Slides

15 HER2 Primary Antibody'li pozitif dahili doku kontroli
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Kullanim Amaci
in vitro diagnostik kullanimi igin

Bond Oracle HER2 IHC System, histolojik degerlendirme igin islenen meme kanseri dokusundaki
HER2 (Human Epidermal Growth Factor Receptor 2) onkoprotein durumunu belirlemek icin bir
yari sayisal immunohistokimyasal (IHC) testtir. Bond Oracle HER2 IHC System, Herceptin®
(trastuzumab) tedavisinin géz 6nline alindigi (bakiniz Herceptin® prospektiisti) hastalarin
degerlendiriimesinde bir yardim olarak belirtiimektedir.

Not: Herceptin® klinik denemelerdeki hastalarin timi, bir arastirma asamasindaki
immunositokimyasal Clinical Trial Assay (CTA) (Klinik Deneme Testi) kullanilarak segilmistir.
Bu denemelerdeki hastalarin higbiri, Bond Oracle HER2 IHC System kullanilarak segilmemistir.
Bond Oracle HER2 IHC System, bagimsiz bir 6rnek setinde Dako HercepTest™ ile
karsilastirimis ve Klinik Konkordans Ozeti'nde belirtildigi gibi kabul edilebilir uyumlu sonuglar
sagladigi bulunmustur. Bond Oracle HER2 IHC System'in klinik bulgulari ile gergek korelasyonu
belirlenmemisgtir.

Ozet ve Agiklama

Arka Plan

Bond Oracle HER2 IHC System, mouse monoklonal anti-HER2 antikor, clone CB11 igerir.
Corbett ve dig. (1) tarafindan gelistirilen ve Novocastra Laboratories Ltd (simdi Leica
Biosystems Newcastle Ltd) tarafindan Uretilen clone CB11, HER2 onkoproteinin dahili alanina
kargi yonlendirilir.

Meme kanseri hastalarinin oranina gére HER2 onkoprotein, malign dénusima ve timor
progresyonu isleminin bir parcasi olarak asiri Uretilir (2). Meme kanseri huicrelerinde bulunan
HER2 onkoproteinin asiri Uretimi, bir antikor bazli tedavi igin bir hedef olarak HER2'yi 6nerir.
Herceptin®, HER2 onkoproteine ylksek benzerlikle baglanan bir humanize monoklonal
antikordur (3) ve in vitro ve in vivo HER2 onkroproteini asiri Greten human timér hdcrelerinin
proliferasyonunu inhibe ettigi belirtiimistir (4—6).

ilk immiinperoksidaz tekniginden itibaren Nakane ve Pierce (7) tarafindan rapor edildigi gibi
yuksek hassaslikla sonuclanan pek ¢ok gelisme, immunohistokimya alaninda gézlemlenmistir.
En son gelisme, polimerik etiketlemenin kullaniimasi olmustur. Bu teknoloji, primer antikorlara
ve immuinohistokimyasal tespit etme sistemlerine uygulanmistir(8). Bond Oracle HER2 IHC
System tarafindan kullanilan Compact Polymer™ tespit etme sistemi, ¢zellikle polimerik HRP
baglantili antikor konjugatlarin hazirlanmasi icin gelistirilmis kontrollt polimerizasyon teknolojileri
yeniliklerinin bir pargasidir. Bu polimer teknolojisi, Oracle Urlin yelpazesinde kullanildigindan
streptavidin/biotin tespit etme sistemleri ile gorilebilen nonspesifik endojen biotin boyama
sorunu ortaya ¢ikmaz.

HER2 ekspresyonu

HER?2 onkoprotein, ¢esitli bolgelerden adenokanserlerinin % 20'sine kadar immunohistokimya
tarafindan tespit edilebilen diizeylerde ifade edilir. Meme invazif duktal kanserlerinin % 10 ile
% 20'si arasi HER2 onkoprotein icin pozitiftir (9). Komedo tipi duktal kanser in situ (DCIS)
vakalarinin % 90", meme paget hastaliginin hemen tim vakalari ile birlikte (11) pozitiftir (10).

Klinik Konkordans Ozeti

Bond Oracle HER2 IHC System, Herceptin® klinik ¢alismalarinda kullanilan arastirma
asamasindaki Klinik Deneme Testi (CTA)'ya alternatif olarak saglanmak igin gelistirilmistir. HER2
onkoprotein asiri Uretiminin belirlenmesi icin Bond Oracle HER2 IHC System'in performansi,
431 meme timori numunelerinde Bond Oracle HER2 IHC System sonuglarini Dako HercepTest
ile karsilastiran bagimsiz bir galismada degerlendiriimistir. Bu timor numunelerinden higbiri,
Herceptin® klinik denemelerindeki hastalardan elde edilmemistir. Sonuglar, iki testten sonuglar
arasinda bir 2x2 analizde % 92.34 konkordans (% 89.42-94.67'lik % 95 glven araliklari) ve bir
3x3 analizde % 86.54 konkordans (% 82.95-89.62'lik % 95 gliven araliklari) gostermistir.
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Prosediir Prensibi

Bond Oracle HER2 IHC System formalinle fikse edilmis, parafine gémuilmis dokular icin
bir immunohistokimyasal boyuma prosedurini tamamlamak igin gerekli komponentleri igerir.
Kullanima hazir HER2 Primary Antibody (clone CB11) ile inklibasyonun ardindan bu sistem,
kullanima hazir Compact Polymer teknolojisini kullanir. Art arda eklenen kromojenin enzimatik
konversiyonu, antijenik bolgede gorinur bir reaksiyon Urininin formasyonu ile sonuglanir.
Sonrasinda doku seksiyonlari karsit boyanir, dehidrate edilir, temizlenir ve takilir. Sonuglar, 11k
mikroskopi kullanilarak yorumlanir. Dort formalinle fikse edilmis, parafine gdmulmis human
meme kanseri hucresi hattina sahip kontrol lamlari, boyama g¢alistirmalarini dogrulamak igin
sadlanir. Dort hucre hatti 0, 1+, 2+ ve 3+ intensitelerinde HER2 onkoprotein ekspresyonunu
belirtir. Bu hiicre hatlarinin boyama intensitesi, hiicre basina HER2 onkoprotein reseptor yiki
ve HER2 geni amplifikasyon durumu ile baglantilidir.

Bond Oracle HER2 IHC System (TA9145 Uriin kodu) tamamen otomatiklestiriimis, gelistiriimis
boyama sistemi Leica Biosystems’ BOND'da kullanim igindir.

Saglanan Komponentler

Asagida listelenen materyaller (Tablo 1), 150 lamin boyanmasi igin yeterlidir (HER2 Primary
Antibody ile inkiibe edilmis 60 testlami, HER2 Negative Control ile inkiibe edilmis 60 ilgili test lami,
HER2 Primary Antibody ile inkiibe edilmis 15 HER2 Control Slides ve HER2 Primary Antibody
ile inkiibe edilmis 15 dahili pozitif doku kontrolu). Test sayisi, lam basina 150 pL'lik bir otomatik
dagitimin kullanilmasina dayanir. Kit, maksimum 15 munferit BOND boyama calistirmasi igin
yeterli materyal saglar.

i HER2 onkoprotein ekspresyonunu, saglanan protokol ile uyumlu
HER2 Control Slides, | 5312k boyandiginda 0, 1+, 2+ ve 3+ boyama intensitelerinde
(x15) gosteren formalinle fikse edilmis, parafine gémulmus, human
meme kanseri hiicre hatlarinin seksiyonlari. Bu seksiyonlar
tamamen yapismistir ve firinlamaya gerek yoktur.

HER2 Primary
Antibody, 13.5 mL

Kullanima hazir, afinite purifiye, mouse monoclonal IgG antikor,
clone CB11 ve % 0.035 2-metilizotiazol-3(2H)-on igerir.

HER2 Negative
Control, 9 mL

HER2 Primary Antibody ve % 0.035 2-metilizotiazol-3(2H)-on'ye
esit bir konsantrasyonda kullanima hazir mouse IgG igerir.

Peroxide Block,
22.5mL

% 3-4 hidrojen peroksid igerir.

Post Primary, 22.5 mL

% 10 (v/v) animal serum ve % 0.01 2-metilizotiazol-3(2H)-on
iceren Tris-buffer salin igerisinde Rabbit anti-mouse 1gG (<10 pg/
mL).

Polymer, 22.5 mL

% 10 (v/v) animal serum ve % 0.01 2-metilizotiazol-3(2H)-on
iceren Tris-buffer salin igerisinde Poly-HRP goat anti-rabbit IgG
(<25 pg/mL).

DAB Part 1, 2.25 mL

Bir stabilizator solisyonda 66 mM 3,3’-diaminobenzidin
tetrahidroklorid igerir.

DAB Part B (x2),
22.5mL

<% 0.1 (v/v) hidrojen peroksid igerir.

Hematoxylin, 22.5 mL

<% 0.1 hematoksilin icerir.

Tablo 1. Bond Oracle HER2 IHC System komponentleri
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Kullanim Talimatlar

Saglanan tim reagent'ler, ¢zellikle bu test ile kullaniimak Utzere formule edilmistir ve lot
numaralari her Bond Oracle HER2 IHC System igin spesifiktir. Testin gegerli olmasi igin degisim
yapilmamalidir.

Saklama ve Dayaniklilik

2-8 °C'de saklayin. Dondurmayin. Kullanimdan hemen sonra 2—-8 °C'ye donun. Bu kosullardan
sapma, testin gegersiz olmasina neden olacaktir. Kullanilan Bond Oracle HER2 IHC System'in,
belirtilen son kullanma tarihleri arasinda oldugundan emin olun. Bond Oracle HER2 IHC
System'in kontaminasyon ve/veya instabilitesini belirten isaretler: solisyon turbiditesi, koku
gelisimi ve presipitatin mevcut olmasi. Yukarida belirtilenlerin disindaki saklama kosullarinin
kullanici tarafindan kontrol edilmesi gerekir.

Numune Hazirligi

Tum numuneler, immunohistokimyasal boyama i¢in dokunun muhafaza edilmesi amaciyla
hazirlanmalidir. Doku islemenin standart yontemleri, tim numuneler icin kullaniimalidir (12).
Dokularin formalinle fikse edilerek hazirlanmasi ve rutin olarak isleme alinmasi ve parafine
gémiilmesi énerilir. Ornegin rezeksiyon numuneler, 3-4 mm'lik bir kalinlikla sinirlandiriimal
ve 18-24 saat icin % 10 notr tamponlu formalinde sabitlenmelidir. Dokular, bir alkol serisinde
dehidrate edilmeli ve xylene ile temizlenmeli, ardindan erimis parafin mumu ile impregnasyon
yapilmali ve 60 °C'den daha yuksek sicaklikta tutulmamalidir. Doku numuneleri, 3-5 pm
arasinda seksiyon halinee getirmelidir.

HER2 onkoprotein degerlendirmesi ve tumoér dogrulamasi icin gerekli lamlarin ayni anda
hazirlanmasi gerekir. Antijenligi muhafaza etmek icin lamlara takilan doku seksiyonlari (Leica
BOND Plus Slides — Urin kodu S21.2113 veya Apex BOND Slides - Grin kodu 3800040),
oda sicakliginda (18-24 °C) seksiyonlamanin 4-6 haftasinda boyanmalidir. Seksiyonlamanin
ardindan lamlarin 37 °C'de 12-18 saat (gece) igin inkiibe edilmesi &nerilir. ilave adherans
gerektiren seksiyonlar, bir saat daha 60 °C'de inkube edilebilir.

ABD'de 1988'de getirilen Clinical Laboratory Improvement Act, 42 CFR 493.1259(b) altinda
"Laboratuvar tetkik tarihinden itibaren en az on yil boyunca boyali lamlari muhafaza etmeli ve
tetkik tarihinden itibaren en az iki yil boyunca numune bloklarini muhafaza etmelidir".

Uyarilar ve Onlemler

Sadece profesyonel kullanicilar igin.

Uriindeki bir veya daha fazla komponent tehlikelidir.

Kural olarak 18 yasin altindaki kisilerin bu Griini kullanmalarina izin verilmez. Kullanicilarin
dogru galisma prosedurd, Grinun tehlikeli 6zellikleri ve gerekli glivenlik talimatlari ile ilgili olarak
dikkatli bir sekilde bilgilendirilmeleri gerekir.

ProClin™ 950 asiri ekspozur semptomlari, Oracle reagent'larda kullanilan prezervatif cilt ve gz
iritasyonu ve mukéz membranlarda ve Ust solunum yolunda iritasyon icerebilir. Bu urtindeki
ProClin™ 950 konsantrasyonu, maksimum % 0.35 degerindedir. Bu soliisyonlar, tehlikeli bir
madde igin OSHA kriterlerini karsilamaz. Talep Uzerine veya www.LeicaBiosystems.com'dan bir
Material Safety Data Sheet kullanilabilir.

Fikse etme isleminden 6nce ve sonra numuneler ve bunlara maruz kalan tim materyaller,
enfeksiyon yayabilecek gibi ele alinmali ve dogru 6énlemler alinmalidir.

Reagent'la asla agizla pipetlenmemeli ve cildin ve mukéz membranlarin reagent ve numunelerle
temasindan kaginiimalidir. Reagent veya numunelerin hassas alanlarla temas etmesi durumunda
bu alanlari bol su ile yikayin. Doktora bagvurun. Potansiyel tim toksik komponentlerin imhasi
icin federal, ulusal veya lokal diizenlemelere bagvurun.

Reagent'larin mikrobiyal kontaminasyonunu minimize edin, aksi durumda nonspesifik boyamada
bir artis ortaya ¢ikabilir.

Sayfa 24'e 5

Leica Biosystems Bond Oracle HER2 IHC System Kullanim Talimatlari TA9145 ROW-TR-CE-Rev_D 16/07/2020



Prosediir

A. Saglanmayan ancak gerekli reagent'ler

BOND Dewax Solution (liriin kodu AR9222)

BOND Epitope Retrieval Solution 1 (lirin kodu AR9961)

BOND Wash Solution x10 Concentrate (irtin kodu AR9590)

immiinohistokimyada kullanilan standart solventler (6rn. etanol, absolut ve dereceli)
Xylene (veya xylene benzerleri)

Takma ortami

Distile veya deiyonize su

B. Saglanmayan ancak gerekli ekipman

Tamamen otomatiklestiriimis Leica Biosystems’ BOND-MAX ve BOND-III, gelismis
boyama sistem(ler)i

BOND Universal Covertiles (urtin kodu S21.2001, S21.4583 veya S21.4611)

BOND Mixing Stations (urtin kodu S21.1971)

Kurutma firini, 60 °C sicakligi muhafaza edebilen

Isik mikroskobu (4-40x objektif biiytitme)

Lamlar (Leica BOND Plus Slides — triin kodu S21.2113 veya Apex BOND Slides - trun
kodu 3800040)

Lameller

BOND Slide Label & Print Ribbon (lrtin kodu S21.4564)

BOND Aspirating Probe Cleaning System (liriin kodu CS9100)

C. Metodoloji

Bu metodolojiyi izlemeden 6nce kullanicilarin, tamamen otomatik BOND
immunohistokimyasal tekniklerde egitilmis olmalari gerekir.

HER2 Primary Antibody ile boyanacak her test seksiyonu, HER2 Negative Control ile
boyama icin ayni seksiyonu gerektirecektir. Negatif kontrol seksiyonu, antijen bdlgesinde
spesifik ve nonspesifik boyama arasinda diferansiyasyon saglar. Her BOND boyama
gahistirmasi, bir HER2 Control Slide icermelidir. Boyama protokolliniin sonunda hicre
hatlarinin, dogru boyama paternlerini géstermemesi durumunda (bakiniz Bond Oracle
HER2 IHC System Interpretation Guide) ¢alistirma gegersiz olarak sayiimalidir.

D. Lam Duizeni
Her lam igin yeni bir BOND Universal Covertile (Urin kodu S21.2001, S21.4583 veya
$21.4611) kullaniimalidir. Onceden immiinohistokimyasal veya in situ hibridizasyon boyama
icin kullanilan Leica BOND Universal Covertile'lerin kullaniimasi, bu test ile dogrulanmamistir.
Lam tablasi dizeni (Tablo 2), optimal Bond Oracle HER2 IHC System performansi ve elde
edilecek tam 60 test saglar.
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Lam Lam Agiklamas1 | Reagent Doku Lam ikonu
Pozisyonu Tipi
1 Vaka 1 *HER2 Negative Test 7w
Control R
2 Vaka 2 *HER2 Negative Test e
Control w20 e
3 Vaka 3 *HER2 Negative Test 7w
Control cu o e e
4 Vaka 4 *HER2 Negative Test -
Control -
5 Vaka 1 *HER2 Primary Test Z &=
Antibody e
6 Vaka 2 *HER2 Primary Test 7 =
Antibody TR
7 Vaka 3 *HER2 Primary Test 7@
Antibody R
8 Vaka 4 *HER2 Primary Test 7 -
Antibody e 5 e Wi
9 HER2 Control *HER2 Primary Pozitif  [[5 =
Slide Antibody e - e
10 Dahili Doku *HER2 Primary Pozitif o
Kontroll Antibody b 5 - e

Tablo 2. Doku tipini ve reagent'i gosteren lam tablasi diizeni

E. Prosediir Adimlari
Tablo 2'de agiklanan dizenle bir lam tablasi olusturmak igin asagidaki adimlari izleyin. Bu
talimatlar, BOND System User Manual ile birlikte okunmalidir.

1. BOND enstrimaninda bulk ve tehlikeli atik konteynerlerinin, gerekli boyama
calistirmalarinin gergeklestiriimesi icin yeterli kapasitesi oldugundan emin olun.

2. Gerekli boyama galistirmalarinin gergeklestiriimesi igin bulk reagent konteynerlerinde
uygun alkol, distile veya deiyonize su, BOND Dewax Solution (kullanima hazir olarak
saglanir), BOND Epitope Retrieval Solution 1 (kullanima hazir olarak saglanir) ve BOND
Wash Solution (x10 konsantre sekilde saglanir) oldugundan emin olun.

3. Temiz bir BOND Mixing Station'in yerlestirildiginden emin olun.

4. Tamamen otomatik gelismis boyama sistemi BOND'u agin.

5. Tam otomatik BOND, gelismis boyama sisteme bagli BOND kontrol6r agin.

6. BOND yazilimini agin.

7. Yeni bir BOND Oracle HER2 BOND IHC System igin reagent tabla barkodlarini, sistemi
BOND reagent envanterine sokmak icin el tarayicisi ile tarayin.

8. Slide setup ekranina gidin ve Add case uzerine tiklayin.

9. ik vaka igin detaylari girin. Dagitim hacminin 150 uL olarak ayarlandigindan ve hazirlik
protokoliiniin *Dewax oldugundan emin olun. OK uzerine tiklayin.
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10.Slide setup ekraninda vaka aktifken Add slide lizerine tiklayin.

11.Oncelikle hasta test lamlari ekleyin. Doku tipinin Test tissue olarak ayarlandigindan emin
olun.

12.Dagitim hacminin 150 pL olarak ayarlandigini ve hazirlik protokoltnin *Dewax oldugunu
kontrol edin.

13.Single ve Oracle boyama modu degerlerini secin (Oracle control lizerine tiklamayin).
14.1HC islemini segin.

15.Isaretleyici listesinden *HER2 Negative Control opsiyonunu segin. Protocols sekmesinde
varsayilan olarak dogru boyama protokoll (*IHC Protocol H) ve HIER protokolu (*HIER
25 min with ER1 (97)) mevcuttur.

16.Add slide Ulzerine tiklayin. Negatif kontrol reagent lami olusturulur.

17.Add slide iletisim kutusunda isaretleyici listesinden *HER2 Primary Antibody opsiyonunu
secin. Varsayilan protokoller ve tim diger ayarlar degismez olarak kalir.

18.Add slide uzerine tiklayin. Test lami olusturulur.
19.TUm vakalar ve hasta test lamlari olugturulana kadar 8 - 18 adimlarini tekrarlayin.

20.Sonrasinda HER2 Control Slide'l olusturun. Bunu son vakaya ekleyin veya standart
laboratuvar pratiklerinize bagh olarak kontrol lamlari icin yeni bir vaka olusturun.

Onemli not: Testin onaylanmasi igin Bond Oracle HER2 IHC System igin her calistirmaya
(yani lam tablast) bir HER2 Control Slide dahil edilmesi bir gerekliliktir.

21.Add slide iletisim kutusunda doku tipini Positive tissue olarak ayarlayin.
22.0racle control uzerine tiklayin.

23.Lot No listesinde HER2 Control Slide lot numarasini segin. Lot numarasi, lamin etiket
alanina yazilidir.

Onemli not: HER2 Control Slide, kullanilacak ayni Bond Oracle HER2 IHC System'den
gelmelidir.

24 Isaretleyici listesinden *HER2 Primary Antibody opsiyonunu segin. Dagitim hacmini,
boyama modunu, islem ve protokol ayarlarini muhafaza edin.

25.HER2 Control Slide eklemek igin Add slide lzerine tiklayin.
26.Son olarak, bir pozitif dahili doku kontrol lami ekleyin.
27.0racle control segimini kaldirin.

28.Isaretleyici listesinden *HER2 Primary Antibody opsiyonunu segin. Dagitim hacmini,
boyama modunu, islem ve protokol ayarlarini muhafaza edin. Doku tipi Positive tissue
olarak kalir.

29.Add slide uzerine tiklayin. Bu, lam olusumunu tamamlar.

30.Lam etiketlerini yazdirin. Tim Oracle lam etiketlerinin lzerinde "OC" yazilidir. HER2
Control Slide etiketi, Bond Oracle HER2 IHC System lot numarasini da igerir.

31.Lamlari uygun sekilde etiketleyin.

32.Tum Bond Oracle HER2 IHC System konteynerlerinin kapaklarini agin ve reagent
tablasini BOND'a yikleyin.

33.Lamlari D bolumul, Tablo 2'de belirtilen sirada lam tablasi Uzerine yerlestirin. Yeni
Covertiles uygulayin.

Sayfa 24'e 8

Leica Biosystems Bond Oracle HER2 IHC System Kullanim Talimatlari TA9145 ROW-TR-CE-Rev_D 16/07/2020

Tiirkge I



Tiirkge I

34.Lam tablasini BOND'a yikleyin ve Load/Unload tusuna basin.

35.Lamlarin taranmis oldugunu kontrol edin ve Sistem durum ekranindaki Run (Play) tusuna
tiklayin.

36.Tabla gosterge alaninda Proc (OK) ve seri numarasi ile sonlanma saatinin

gorintilendiginden emin olun.
37.Calistirma tamamlandiginda Load/Unload tusuna basin ve lam tablalarini BOND'dan
kaldirin.

38.Covertiles kaldirin ve lamlar deiyonize suda yikayin.
39.Seksiyonlari dehidrate edin, temizleyin ve takin.

Kalite Kontrol

Kullanici laboratuvarinda doku fikse etme, isleme ve gémme islemlerindeki farkliliklar, sonuglarda
da belirgin farkliliklara neden olabilir ve bu nedenle Bond Oracle HER2 IHC System'de Leica
Biosystems’ tarafindan saglanan HER2 Control Slides'a ek olarak dahili kontrollerin dizenli
performansini gerektirir. College of American Pathologists (CAP) Certification Program for
Immunohistochemistry kalite kontrol talimatlarina basvurun; ayrica bakiniz CLSI (6nceden
NCCLS)Quality Assurance for Immunocytochemistry, Approved Guideline (12) ve Special
Report: Quality Control in Immunohistochemistry (13). Ayrica, imminohistokimyasal kalite

kontrol tipleri ve amaclari i¢in asagidaki Tablo 3'e bakin.

Ornek* Aciklama HER2 Primary Antibody | HER2 Negative
Boyama Control Boyama
HER2 Bond Oracle HER2 IHC Boyama prosedurinu
Control Slide | System'de saglandigi gibi. | kontrol eder ve reagent
performansinin gegerliligini
belirtir.
Dahili Pozitif | Hedef antijeni iceren Analizdeki tim adimlari
Kontrol doku. ideal kontrol, primer | kontrol eder. Doku
Dokusu antikor hassasligindaki hazirlamayi ve Bond
hafif degisiklikleri Oracle HER2 IHC System | Nonspesifik arka
belirleyecek sekilde zayif | boyama performansini plan boyamanin
pozitif boyama dokusudur. | dogrular. tespit edilmesi
Dahili Negatif | Negatif olmasi beklenen Hucreler/selller
Kontrol dokular veya hucreler komponentlerle gapraz
Dokusu (hasta dokusunda veya reaksiyonlu nonspesifik
Komponenti | pozitif/negatif kontrol antikorun tespit edilmesi.
dokusu komponentlerinde
yer alabilir).

*Hasta érnegi basina fikse edilmis ve islenmis

Tablo 3. Immiinohistokimyasal kalite kontrolleri ve amaglari

Kontrol dokusu, mimkiin olan en kisa sirede ve hasta 6rnegi (6rnekleri) ile ayni sekilde
formalinle fikse edilmis, islenmis ve parafine gémulmus biyopsi veya cerrahi numune olmalidir.
Numuneler, uygun sekilde immunohistokimyasal boyama icin doku antijenliginin muhafaza
edilmesi amaciyla ele alinmalidir. Doku islemenin standart yontemleri, tim numuneler igin
kullaniimalidir (12).
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HER2 Control Slide - HER2 Primary Antibody

Saglanan HER2 Control Slides her biri 0, 1+, 2+ ve 3+ boyama intensite skorlarina sahip dort
formalinle fikse edilmis, parafine gémilmis human meme kanseri hiicre hatti gekirdegi igerir.
Bir lam, her test ¢alistirmasina (yani lam tablasi) dahil edilmelidir. Leica Biosystems’ tarafindan
sadlanan dogru HER2 Control Slide degerlendirmesi, testin gecerliligini belirtir (bakiniz Bond
Oracle HER2 IHC System Interpretation Guide). Bu sistemle saglanan HER2 Control Slides,
sadece reagent performansini dogrular ve doku hazirligini kontrol etmez.

Dahili Pozitif Kontrol Dokusu — HER2 Primary Antibody

Dahili pozitif kontrol dokusu komponentleri kullaniimigsa bunlar, mimkun olan en kisa strede
ve hasta ornegi (6rnekleri) ile ayni sekilde formalinle fikse edilmis, islenmis ve gémilmuis
biyopsi veya cerrahi numune olmaldir. Pozitif doku kontrolleri, dogru sekilde hazirlanmig
dokular ve gegerli boyama teknikleri icin belirleyicidir. Her test calistirma igin en az bir pozitif
kontrol komponenti dahil edilmelidir. Pozitif kontrol seksiyonu, primer antikor hassashgindaki
hafif degisiklikleri belirleyecek sekilde zayif pozitif boyamayi gostermelidir.

Not: Bilinen pozitif kontrol dokusu komponentleri sadece, test reagent'leri ile birlikte islenen
dokularin dogru performansinin izlenmesi igin kullaniimalidir ANCAK hasta 6érneklerinin spesifik
yorumlanmasinin formile edilmesine bir yardimci olarak kullanilmaz. Pozitif kontrol dokusu,
uygun pozitif boyamayi géstermezse hasta numuneleri ile elde edilen sonuclar gegersiz olarak
ele alinmaldir.

Tumu 4 HER2 derecelerini gosteren timaérlerden olusan bir multi doku kontrol blogu da, dahili
kontrol materyaline uygun sekilde etkin olarak kullanilabilir.

Dahili Negatif Kontrol Dokusu Komponenti — HER2 Primary Antibody

Dahili negatif kontrol komponentleri kullaniimigsa bunlar, mimkin olan en kisa surede ve hasta
ornegi (6rnekleri) ile ayni sekilde formalinle fikse edilmis, islenmis ve gémilmus taze biyopsi
veya cerrahi numune olmalidir. HER2 onkoprotein negatif olarak bilinen kontrol dokusunun her
boyama calistirmasi ile kullanilimasi, primer antikorun spesifitesini kontrol eder ve nonspesifik
arka plan boyamasi igin bir bildirim saglar. Pek ¢ok doku seksiyonunda bulunan farkl hicre
tiplerinin gesitliligi, dahili negatif kontrol bdlgeleri saglar (bu, kullanici tarafindan kontrol
edilmelidir). Tumorle baglantili olmayan normal meme kanallari, testin gecerliligi igin bir referans
sagdlayabilir. Spesifik boyamanin, dahili negatif kontrol dokusunda ortaya ¢ikmasi durumunda
hasta numuneleri ile elde edilen sonuglar gegersiz olarak ele alinmalidir.

Tum dort HER2 gradi gosteren multi doku kontrol blogunun kullaniimasi, negatif ve pozitif
kontrol dokusu amaciyla kullanilabilir.

Hasta Dokusu — HER2 Negative Control

Antijenik bdlgede nonspesifik boyamanin degerlendiriimesi ve spesifik HER2 onkoprotein
boyamanin kesin yorumlanmasini saglamak amaciyla her hasta testi igin ilgili bir seksiyonda
HER2 Primary Antibody'nin yerine saglanan HER2 Negative Control'G kullanin.

Hasta Dokusu — HER2 Primary Antibody

Pozitif boyama intensitesi, HER2 Negative Control ile nonspesifik arka plan boyama kapsaminda
degerlendiriimelidir. Herhangi bir immunohistokimyasal test ile negatif bir sonug, antijenin tespit
edilmedigi anlamina gelir; antijenin test edilen hiicrelerde/dokuda mevcut olmadigi anlamina
gelmez. Bond Oracle HER2 IHC System immdunreaktivitesi ile ilgili spesifik bilgiler icin Lam
Tarama Sirasi Rasyoneli, Sinirlamalar, Performans Degerlendirmesi ve immiinreaktivite'ye
bakiniz.
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Test Dogrulamasi

Bir diagnostik proseduriinde herhangi bir antikor veya boyama sisteminin ilk kullanimindan
once kullanicinin, antikor spesifitesini bilinen immunohistokimyasal pozitif ve negatif profilleri
ile bir dahili doku serisinde test ederek kontrol etmesi gerekir. Onceden ana hatlari gizilen
Kalite Kontrol'e ve CAP Certification Program for Immunohistochemistry ve/veya CLSI
(6nceden NCCLS) Quality Assurance for Immunocytochemistry, Approved Guideline (12) kalite
kontrol gereksinimlerine bakiniz. Bu kalite kontrol proseduirleri, her yeni antikor lotu igin veya
test parametrelerinde degisiklik oldugunda tekrarlanmalidir. O - 3+ bilinen HER2 onkoprotein
boyama intensitelerine sahip human invazif (infiltratif) duktal meme kanseri ve diger uygun
negatif dokular, test dogrulamasi igin uygundur.

Boyamanin Yorumlanmasi

HER2 onkoprotein ekspresyonunun belirlenmesi igin sadece membran boyama paterni
ve intensitenin, Tablo 4'te verilen skala kullanilarak degerlendiriimesi gerekir. Bir aydinlk
alan mikroskobu kullanan bir patolojistin, lam degerlendirmesini gergeklestirmesi gerekir.
immiinohistokimyasal boyama ve skorlamanin degerlendirilmesi igin 10x biiylitmeye sahip bir
objektif uygundur. 20—-40x objektif blyutmesinin kullaniimasi, skorun onaylanmasinda gereklidir.
Sitoplazmik boyama, nonspesifik boyama olarak ele alinmali ve membran boyama intensitesi
degerlendirmesine dahil edilmemelidir (14). 0, 1+, 2+ ve 3+ boyama diferansiyasyonuna
yardim amaciyla boyama intensitelerinin temsili imajlari igin Bond Oracle HER2 IHC System
Interpretation Guide'a bakiniz. Sadece invazif meme kanserli hastalardan alinan numuneler
sayllmalidir. Ayni numunede in situ kanserli ve invazif kanserli vakalarda sadece invazif
komponent sayilmalidir.

immiinohistokimyasal Boyama Paterni Skor Degerlendirme

Boyama gézlemlenmez veya membran boyama, timaor

hticrelerinin % 10'undan daha az oranda goézlemlenir. 0 Negatif

Soluk/zor fark edilebilir membran boyama, timor
hticrelerinin % 10'undan daha fazla oranda tespit edilir. 1+ Negatif
Hucreler sadece, membran kisimlarinda boyanir.

Zayif - moderat komplet membran boyama, timor Belirsiz
htcrelerinin % 10'undan fazlasinda gézlemlenir. (Zayif Pozitif)

Guglu komplet membran boyama, timér hicrelerinin

% 10'undan daha fazla oranda gézlemlenir. 3+ Glicli Pozitif

Tablo 4. HER2 boyamanin yorumlanmasi

Bond Oracle HER2 IHC System boyama sonuglari, 0 ve 1+ boyama intensitesi skorlarina sahip
HER2 onkoprotein ekspresyonu i¢in negatif, 2+ boyama intensitesi skoru ile belirsiz (zayif
pozitif) ve 3+ boyama intensitesi skoru ile glicli pozitif olarak yorumlanir. Bond Oracle HER2
IHC System, hasta ve/veya hekime prognostik bilgi saglamak icin tasarlanmamistir ve bu amagla
dogrulanmamigtir. Her boyama degerlendirmesi icin lamlarin, boyama calistirmasi gegerliliginin
belirlenmesi ve 0Ornek dokunun boyama intensitesinin yari sayisal degerlendirmesinin
etkinlestiriimesi icin asagida yer alan sirada incelenmesi gerekir.
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Lam Tarama Sirasi Rasyoneli
Lamlarin, asagidaki sirada taranmasi gerekir:

1. HER2 Control Slide — HER2 Primary Antibody
Oracle HER2 Control Slide ile gegerli bir test asagidakileri gosterir:

» 3+ Kontrol Hicresi Hatti SK-BR-3'te gligli kararmis komplet hiicre membrani boyamasinin
mevcut olmasi.

» 2+ Kontrol Hiicre Hatti, MDA-MB-453'te zayif - moderat kararmig, komplet hiicre membran
boyamasinin mevcut olmasi.

* 1+ Kontrol Hlicre Hatti, MDA-MB-175'te soluk/zor fark edilebilir kararmis, inkomplet hiicre
membran boyamanin mevcut olmasi.

* 0 Kontrol Hicresi Hattt MDA-MB-231'de boyama yok.

OGnemli not: MDA-MB-175 1+ kontrol hiicresi hattinin bir ézelligi, hiicre formu yigihmlarinin
oldugu karakteristik bir blyime paternidir. Bu yidilimlar, hiicre yigihmi boyunca surekli bir
luminal firgamsi kenarli bélgede artis saglar. Bu firgamsi kenarli boyama, hiicre membraninin
geri kalanindan daha gui¢lu olacaktir. Dogru HER2 onkoprotein 1+ boyama paterni, soluk/
zor fark edilebilir inkomplet hiicre membrani boyamasidir. Sitoplazma igerisindeki golgi
bdlgesinin dot-like immunohistokimyasal boyamasi, bu hiicre hattinda da gézlemlenebilir.

2. Dahili Pozitif Kontrol Dokusu — HER2 Primary Antibody
Kararmis membran boyamanin MEVCUT OLMASI, secilen pozitif kontroliin bilinen HER2
onkoprotein durumuna gore gézlemlenmelidir.

3. Dahili Negatif Kontrol Dokusu Komponenti — HER2 Positive Control
Membran boyamanin MEVCUT OLMAMASI gozlemlenmelidir. Bir negatif kontrol dokusu
komponenti, ¢zellikle hedeflenen hiicre/selliler komponentlerle ¢apraz reaksiyonlu tespit
etme sisteminin eksikligini onaylar. Membran boyamanin, bir negatif kontrol dokusu
komponentinde ortaya gikmasi durumunda hasta numunesi ile elde edilen sonuglar gegersiz
olarak ele alinmalidir.

4. Hasta Dokusu — HER2 Negative Control kullanilarak boyanmis
Membran boyamanin MEVCUT OLMAMASI, primer antikor tarafindan hedef antijenin spesifik
etiketlemesini dogrular. HER2 Negative Control ile tedavi edilmis numunenin sitoplazmasinda
olusan diger kararmis boyama, 6rn. bag dokusunda, |6kositlerde, eritrositlerde veya nekrotik
dokuda, nonspesifik arka plan boyamasi olarak ele alinmali ve not edilmelidir.

5. Hasta Dokusu — HER2 Primary Antibody kullanilarak boyanmig
HER2 onkoprotein ekspresyon seviyeleri, Tablo 4 ve Bond Oracle HER2 IHC System
Interpretation Guide altinda belirlenen kriterler tarafindan belirlenir.

Sinirlamalar

A. Genel Sinirlamalar

immiinohistokimya, histopatolojik &zelliklerin yorumlanmasi ve belirlenmesine yardimci
olmak igin kullanilan laboratuvar tabanl bir multi adimli tekniktir. Bu, prosedurin (uygun
reagent, doku, fikse etme, isleme ve IHC lam hazirhginin segilmesi dahil) ve yorumlamanin
her durumunda uzmanlik egitimi gerektiren bir tekniktir.

Dokunun immunohistokimyasal boyamasi, boyama isleminden énce dokunun ele alinmasi,
fikse edilmesi ve isleme alinmasina bagldir. Diger dokularla veya akiskanlarla hatali fikse
etme, dondurma, eritme, yikama, kurutma, isitma, seksiyonlama veya kontaminasyon
artefak, antikor trapping veya yanlis negatif sonuglar olusturabilir. Doku icerisinde fikse etme,
goémme yontemleri veya inherent aksakliklar nedeniyle tutarsiz sonuglar ortaya cikabilir (15).
Asiri veya yetersiz karsit boya da sonuglarin dogru yorumlanmasina engel olabilir.
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Mevcutsa nonspesifik boyama, genelde bir difiz goriinime sahiptir. Bag dokusu sporadik
boyama, asiri formalinle fikse edilmis dokulardan seksiyonlarda da gézlemlenebilir. Boyama
sonugclarinin yorumlanmasi icin intakt hucreler kullanin. Nekrotik veya dejenere hucreler,
genelde belirsiz sekilde boyanir (16). Yanls pozitif sonuglar, substrat reaksiyon trlnleri veya
proteinlerin immunolojik olmayan protein baglanmasi nedeniyle gérulebilir. Bunlar, kullanilan
immunohistokimyasal boyamanin tipine bagh olarak psddoperoksidaz (eritrositler) veya
endojen peroksidaz (sitokrom C) gibi endojen enzimler nedeniyle de ortaya cikabilir.

Hepatit B virlisu ile enfekte hastalardan alinan ve Hepatit B virlisi ylzey antijeni (HBsAg)
iceren dokular, horseradish peroksidazli nonspesifik boyama (17) ortaya koyabilir.
Beklenmedik immunohistokimyasal boyama veya boyamadaki varyasyonlar, kodlama
genlerinin veya antijenlerin ekspresyon seviyelerindeki alterasyonlarin bir sonucu olabilir.
Tahmin edilen boyama paternlerindeki herhangi bir degisiklik, tim diger diagnostik tetkikleri
ile birlikte yorumlanmalidir.

immiinohistokimyasal boyamanin yorumlanmasi, morfolojik galismalarla ve uygun kontrol
materyalinin kullanimi ile tamamlanmalidir ve hastanin klinik gegmisi ve diger diagnostik
testler kapsaminda kalifiye bir patolojist tarafindan degerlendirilmelidir.

Testin performansi (yani pozitif ve negatif kontrollerin uygunluk degerlendirmesi) ve boyama
olmasinin veya olamamasinin yorumlanmasi, uygun sekilde ruhsatlandiriimig/lisanslanmis bir
laboratuvarda immiinohistokimyasal testin tim degerlendirmesinden ve yorumlanmasindan
sorumlu uygun vasiflara sahip ve deneyimli bir patolojistin gézetiminde gergeklestirilmelidir.

B. Uriine Ozel Sinirlamalar
Bu Urin, akis sitometrisinde kullaniimak Gzere tasarlanmamistir. Performans 6zellikleri, akis
sitometrisi igin belirlenmemistir.
Yanlis negatif sonuglar, doku seksiyonunda antijen degradasyonunun bir sonucu olarak
gOrulebilir. HER2 onkoprotein degerlendirmesi ve timoér dogrulamasi icin gerekli lamlarin
ayni anda hazirlanmasi gerekir. Antijenligi muhafaza etmek icin lamlara takilan doku
seksiyonlari (Leica BOND Plus Slides — iriin kodu S21.2113 veya Apex BOND Slides - triin
kodu 3800040), oda sicakhginda (18—24 °C) seksiyonlamanin 4-6 haftasinda boyanmalidir.
Seksiyonlamanin ardindan lamlarin 37 °C'de 12—18 saat icin inkibe edilmesi onerilir. Daha
fazla adherans gerektiren seksiyonlar, bir saat daha 60 °C'de inklibe edilebilir.
immiinohistokimyasal profilin minimum naturel varyasyonu, Bond Oracle HER2 IHC
System'de kullanilan hiicre hatlarinin blylme serileri arasinda gorulecektir. Bu naturel
varyasyon, biyolojik bir entitinin kabul edilebilir tolerans seviyeleri arasindadir ve sistemin
performansini veya yorumlamayi etkilemez.
Tablo 5'te belirtilen akis sitometrisi ve in situ hibridizasyonu kullanan hicre hatti
karakterizasyonu da naturel biyolojik varyasyona konudur. FlUoresan in situ hibridizasyonu
tarafindan degerlendirildigi gibi kontrol hiicre hatlarinin teknik ve yorumsal varyasyonu da
rapor edilir (18).
HER2 Control Slides degerlendirmesi, tim ilgili son kullanma tarihlerini dikkate almalidir.
Bond Oracle HER2 IHC System'i 2—8 °C'de saklayin. Dondurmayin. Kullanimdan hemen
sonra 2-8 °C'ye donln. Bu kosullardan sapma, testin gegersiz olmasina neden olacaktir.
Bond Oracle HER2 IHC System reagent'lerini, Leica Biosystems veya diger ureticiler
tarafindan saglanan diger komponentlerle degistirmeyin. Bunun yapilmasi, testi gecersiz
kilacaktir.
C - E (Prosedir) bolumlerinde genel hatlan gizilen adimlarin timundn, belirtilen sirada
gerceklestiriimesi 6nemlidir. Bu siradan sapma, testin gegersiz olmasina neden olacaktir.
Testte sadece formalinle fikse edilmis dokularin kullaniimasi énemlidir. Baska bir fikse etme
tipinin kullaniimasi, testi gegersiz kilacaktir.
Onerilen kalinlik araliginin disinda kesilmis doku seksiyonlari dogrulanmamistir. Bagka bir
seksiyon kalinliginin kullaniimasi, testi gecersiz kilabilir.
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Hiicre Hatti Verisi

Hiicre Hatti BOND Oracle Hiicre basina HER2 Geni Amplifikasyon
HER2 IHC HER2 Durumu*
System Profili | Reseptor HER2 Kopya | HER2:Chr17
Yiki Numarasi Gen Orani
SK-BR-3 3+ 4.3x10° 13.35 3.55
MDA-MB-453 2+ 1.4x10° 5.73 2.05
MDA-MB-175 1+ 6.3x10* 3.33 1.20
MDA-MB-231 0 9.3x103 3.15 1.13

Tiirkge I

*Akis sitometrisi tarafindan degerlendirildigi gibi HER2 resept6r yiik analizi. * FISH dual prob tarafindan degeriendirildigi gibi HER2
Geni Amplifikasyon Durumu (HER2: Kromozom 17).

Tablo 5. HER2 Control Slide profili

Bond Oracle HER2 IHC System v Dako HercepTest Klinik Konkordansi

Calismanin birinci kismi, Bond Oracle HER2 IHC System'in Herceptin® (trastuzumab) tedavisi
ile tedavinin belirlenmesinde bir yardimci olarak kullanilabilecegini ortaya koymustur. Calisma,
bu test igin 'altin standart' olarak ele alinan Dako HercepTest ve Bond Oracle HER2 IHC
System arasinda konkordansin incelenmesi igin tasarlanmistir. Kabul kriteri, % 95'lik bir
gliven araliginda (Cl) iki test arasinda toplam % 75 konkordanstan daha buyik olacak sekilde
belirlenmistir.

Calisma iki bolgeli, US tabanli, karisik bir dederlendirme olarak gergeklestirilmistir. Her
arastirma asamasindaki bolge, bilinen HER2 durumunun formalinle fikse edilmis, parafine
goémulmis meme kanseri 6rnekleri ile birlikte saglanir. Vakalar, klinik test igin bir histopatoloji
departmanina dogru art arda vaka akisi gosteren klinik arsivlerden art arda tersi sirada secilmis
ve diger prognostik ve/veya prediktif faktdrlerden bagimsiz sekilde kohorta bias olmadan test
edilmistir. 160 ve 292 numunelik kohortlar, sirasiyla Bélge 1 ve Bolge 2'de test edilmistir. Her
kohort, 452 drnekten olusan bir toplam g¢alisma populasyonu ile sonuglanan énceden atanmis
HER' IHC skorlarina dayanan esit bir belirsiz/pozitif (2+, 3+) ve negatif (0, 1+) vakalarin bir
gbsterimine sahip olmustur. Yirmi érnek, yeterli invazif timér olmamasi nedeniyle uygunsuz
olarak ele alinmis ve galismadan kaldiriimistir. Diger dokuz drnek, lam ylzeyinden kaldirilan
dokunun bir sonucu olarak sayilamamistir ve 431 6rnekten olusan bir galisma populasyonu ile
sonuclanmigtir.

Tdm vakalar, prospektiste belirtilen Uretici talimatlarina uygun sekilde HercepTest ile
boyanmistir. Her vakadan sekansiyel seksiyonlar, tamamen otomatik gelismis boyama sistemi
Leica Biosystems’ BOND'daki Bond Oracle HER2 IHC System ile boyanmistir. Tum vakalar,
benzersiz hasta tanimlama bilgisi ile baglantisi kesilmis ve timoér boyutu, timér evresi, tumor
derecesi ve 6strojen reseptdr durumu ile ilgili klinik veriler ile birlikte olmustur.

Boyanan tim lamlar, iki bolgede egitimli gézlemciler tarafindan randomize bir sekilde sayilmig
ve maskelenmistir. 2x2 konkordans analizi igin skorlar, boyama intensitesinin 0 veya 1+ olmasi
durumunda negatif ve 2+ veya 3+ skorlari igin pozitif olarak yorumlanmistir. 3x3 konkordans
analizi i¢in skorlar, boyamanin 0 veya 1+ olmasi durumunda negatif, 2+ skorlari igin belirsiz ve
3+ skorlari igin pozitif olarak yorumlanmistir. Daha sonrasinda veri pozitif boyama anlagsmasi ve
negatif boyama anlagmasi i¢in analiz edilmistir.
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2x2 Konkordans Sonuglari

Bu primer analizde iki testten (Bond Oracle HER2 IHC System ve Dako HercepTest) alinan
test sonuclari, negatif (0,1+) veya pozitif (2+, 3+) olarak kategorize edilmistir. Olasi dort
kombinasyonun frekanslari, bir 2x2 tablo formatinda gorintulenir (bakiniz Tablo 6). Sonrasinda
bu 2x2 tablosunu baz alan toplam konkordans orani, tam bir % 95 gliven araligi ile hesaplanmistir
(binom dagihmi baz alinir).

Basari kriterlerinin zit oldugu sifir hipotezinde (H,) konkordans % 75'ten biy(k degildir.

Bir 2x2 analizde iki test arasindaki 431 drnek igin goézlemlenen sézlesme, % 89.42 - % 94.67'lik
bir % 95 ClI ile % 92.34'ltk (398/431) bir konkordans gosterir. Bu veri, s6zlesmenin bir p
degeri<0.0001 ile % 75'ten daha blyik olmadidi sifir hipotezinin (H ) reddedilmesini destekler.
Pozitif S6zlesme (hassaslik) ylzdesi veya Bond Oracle HER2 IHC System'in HercepTest
pozitif vakalarini dogru sekilde tanimlama yetenegi (tum HercepTest pozitif vakalari disinda
Bond Oracle HER2 IHC System ve HercepTest tarafindan pozitif olarak sayiimis numunelerin
ylizdesi) % 78.17 - % 90.16'lik bir % 95 Cl ile % 84.87 (129/152) idi. Negatif Sozlesme (spesifite)
yuzdesi veya testin HercepTest negatif pozitif vakalarini dogru sekilde tanimlama yetenegi (tim
HercepTest negatif vakalari disinda Bond Oracle HER2 IHC System ve HercepTest tarafindan
negatif olarak sayllmis numunelerin ylzdesi) % 93.51 - % 98.27'lik bir % 95 Cl ile % 96.42
(269/279) idi.

HercepTest
Negatif Pozitif Toplam
Bond Oracle Negatif 269 23 292
HER2 IHC Pozitif 10 129 139
System
Toplam 279 152 431

2x2 Konkordans (% 95 Cl) = % 92.34 (% 89.42 - 94.67); p<0.0001

Tablo 6. Hercep Test'li Bond Oracle HER2 IHC System 2x2 Konkordansi

3x3 Konkordans Sonuglari

Veri, 3x3 analiz igin negatif (0 veya 1+), belirsiz (2+) veya pozitif (3+) olarak gruplanmis ve
% 82.95 - % 89.62'lik bir % 95 CI ile % 86.54'lik (373/431) bir konkordans gdstermistir. Bu
nedenle, s6zlegmenin bir p dederi<0.0001 ile % 75'ten daha blyuk olmadigi sifir hipotezi (H,)
reddedilmistir.

3+ icin Pozitif S6zlesme ylizdesi (tim 3+ HercepTest pozitif vakalari disinda Bond Oracle HER2
IHC System ve HercepTest tarafindan 3+ pozitif olarak sayiimis numunelerin ylizdesi) % 62.97
- % 82.11'lik bir % 95 Cl ile % 73.33 (66/90) idi. Negatif S6zlesme yuzdesi, % 93.51 - 98.27'lik
bir % 95 Cl ile % 96.42 (269/279) idi. Bakiniz Tablo 7.

HercepTest
Negatif 2+ 3+ Toplam
(0 veya 1+)
Bond Oracle | Negatif 269 23 0 292
HER2 IHC (0 veya 1+)
System 2+ 10 38 24 72
3+ 0 1 66 67
Toplam 279 62 90 431

3x3 Konkordans (% 95 Cl) = % 86.54 (% 82.95 - 89.62); p<0.0001
Tablo 7. Hercep Test'li Bond Oracle HER2 IHC System 3x3 Konkordansi
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Sonug olarak bu galismada olusturulan veri, Bond Oracle HER2 IHC System'in HercepTest ile
ylksek konkordansina dayanarak Herceptin® (trastuzumab) tedavisi igin tedavi belirlemede bir
yardimci olarak kullanilabilecegini gdsterir.

Bond Oracle HER2 IHC System - PathVysion HER-2 DNA Probe Kit
Klinik Konkordansi

Calismanin 2. kismi, Bond Oracle HER2 IHC System ile HER2 immUinohistokimya ile baglantili
olarak kullanilan gen degerlendirmesi refleks testi igin 'altin standart' olarak ele alinan Abbott
Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe Kit arasindaki konkordansin incelenmesi igin
tasarlanmistir.

Bu gcalisma, arastirma asamasindaki ayni bolgelerde gerceklestiriimistir ve Kisim 1'deki ile ayni
calisma kohortunu kullanmistir. TUm vakalar Abbott Molecular PathVysion HER-2 DNA Probe
Kit ile prospektiste belirtildigi gibi Ureticinin kullanim talimatlarina uygun sekilde boyanmistir.
Her vakadan sekansiyel seksiyonlar, tamamen otomatik gelismis boyama sistemi BOND'daki
Bond Oracle HER2 IHC System ile boyanmistir (klinik galismanin Kisim 1'inden). Boyanan 431
vakadan yetersiz prob hibridizasyonu nedeniyle li¢ okazyonda sonug elde edilmemistir ve 428
vakanin toplam bir kohortu ortaya ¢ikmistir.

Boyanan tim lamlar, iki arastirma asamasindaki bdlgede egitimli goézlemciler tarafindan
sayllmistir. 3x2 konkordans analizi i¢in skorlar, 20'lik bir timér hicresi sayiminin ardindan
HER2/CEP17 gen amplifikasyon oraninin (<) 2.0'dan distk olmasi durumunda negatif ve (>)
2.0'dan buyuk veya esit olmasi durumunda pozitif olarak yorumlanmustir.

3x2 Konkordans Sonuglari

Bir 3x2 analizde iki test arasindaki 428 6rnek igin gézlemlenen sézlesme, % 84.1 - % 90.6'lik bir
% 95 Cl ile % 87.6'lik (375/428) bir konkordans gosterir.

Pozitif So6zlesme (hassaslik) ylzdesi veya Bond Oracle HER2 IHC System'in PathVysion
pozitif vakalarini dogru sekilde tanimlama yetenegi (tim PathVysion pozitif vakalar disinda
Bond Oracle HER2 IHC System ve PathVysion tarafindan pozitif olarak sayillmis numunelerin
ylizdesi) % 86.8 - % 97.4'lik bir % 95 Cl ile % 93.8 (61+30/97) idi.

Negatif Sézlesme (spesifite) ylzdesi veya testin PathVysion negatif pozitif vakalarini dogru
sekilde tanimlama yetenegi (tum PathVysion negatif vakalari digsinda Bond Oracle HER2
IHC System ve PathVysion tarafindan negatif olarak sayilmis numunelerin yuzdesi) % 81.6 -
% 89.2'lik bir % 95 Cl ile % 85.8 (284/331) idi. Bakiniz Tablo 8.

PathVysion HER-2 DNA Probe Kit
Negatif Pozitif Toplam
Bond Oracle 0/1+ 284 6 290
HER2 IHC 2+ 41 30 71
System
3+ 6 61 67
Toplam 331 97 428

Toplam Konkordans (% 95 Cl) = % 87.6 (% 84.1 — 90.6)

Tablo 8. Bond Oracle HER2 IHC System boyama v PathVysion HER-2 DNA Probe kit 3x2 konkordansi.
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immiinreaktivite — Normal Paneli

Normal Doku Tipi

Boyama Paterni

HER2 Primary Antibody

HER2 Negative Control

Adrenal Negatif Negatif
Beyin, Serebellum Negatif Negatif
Beyin, Serebrum Negatif Negatif
Meme Negatif Negatif
Kemik Iligi Negatif Negatif
Kolon Negatif Negatif
Ozofagus Negatif Negatif
Goz Negatif Negatif
Hipofiz bezi Hipofizeal hiicrelerde gézlemlenen Negatif
moderat sitoplazmik boyama (1/3)
Bobrek Negatif Negatif
Larenks Negatif Negatif
Karaciger Negatif Negatif
Akciger Negatif Negatif
Mezotelyum Negatif Negatif
Over Negatif Negatif
Pankreas Negatif Negatif
Paratiroid Negatif Negatif
Periferik Sinir Negatif Negatif
Prostat Negatif Negatif
Tukurik Bezi Negatif Negatif
Cilt Negatif Negatif
ince Bagirsak Negatif Negatif
Dalak Negatif Negatif
Mide Hipofizeal hiicrelerde gézlemlenen Negatif
zay|f sitoplazmik boyama (2/3)
Cizgili Kas Negatif Negatif
Testis Negatif Negatif
Timus Negatif Negatif
Tiroid Negatif Negatif
Tonsil Negatif Negatif
Uterin Serviks Negatif Negatif
Uterus Negatif Negatif

Tablo 9. Normal Panel Boyama
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Tekrarlanabilirlik Calismasi

icinde ve Arasinda Hassasiyet Testi

Hassasiyet testi Leica Biosystems, Newcastle Ltd'de gergeklestiriimistir. Kullanilan doku, Isu
Abxis (Yonsei University Medical Center 134 Shinchon-dong, Seoul, 120-752 Korea) tarafindan
sadlanan ve 20, 4mm capta invazif meme kanseri dokusu cekirdeklerini iceren formalinle fikse
edilmis, parafine gémiilmiis kompozit doku mikro dizisidir (TMA). Onceden atanan HER2
skorlari baz alinarak 20 vaka segilmistir. Bu bazda x5 HER2 3+ vaka, x5 HER2 2+ vaka, x5
HER2 1+ vaka ve x5 HER2 0 vaka dahil edilmistir.

A. Galistirma Igerisinde Hassasiyet Testi

Bond Oracle HER2 IHC System'in calistirma igerisinde hassasiyet testi, 20 invazif meme
timorinden ve 40 HER2 Control Slides'dan olusan bir TMA'dan art arda toplam 40 seksiyonda
degerlendirilir. Tim lamlar, tamamen otomatik gelismis boyama sistemi BOND'da Bond
Oracle HER2 IHC System ile boyanmistir. Seksiyonlar, ayni Uretici serisinden bir Bond
Oracle HER2 IHC System kullanilarak surekli bir periyot stiresince boyanmistir. Boyanan
seksiyonlar, galistirma icerisinde hassasiyeti belirlemek amaciyla tek bir deneyimli gdzlemci
tarafindan randomize bir sekilde karistiriimis ve degerlendirilmistir.

Calistirma igerisinde tetkikten lamlarin degerlendiriimesi, 733/800 (% 91.63) test verisi
puaninin yorumlanabildigini gostermistir. 40 veri puani, sadece DCIS'nin mevcut olmasi
nedeniyle hari¢ tutulmustur ve sonraki 27 veri puani, bir invazif timdr kaybi nedeniyle
yorumlanamamistir (3 ¢ekirdege 6zel). Boyamada varyasyon, olasi 733 boyama olayinin
61'inde (% 8.32) gerceklesmistir. 37 okazyonda 3+'den 2+'ye (n = 20) ve 1+'den 0'a (n = 17)
varyasyon goOzlemlenmistir ve bu nedenle bir 2x2 veri degerlendirmesinde klinik olarak
pozitiften klinik olarak negatife bir degisiklik veya tam tersi goéstermemistir. Kalan 24 (% 3.27)
okazyon, klinik olarak negatiften (0 veya 1+) klinik olarak pozitife (2+ veya 3+) bir degisiklik
gostermistir. Gegis degeri = % 96.7 (% 95 Cl = % 95.15 - % 97.81).

B. Calistirma Arasinda Hassasiyet Testi
Bond Oracle HER2 IHC System'in ¢alistirma arasinda hassasiyet testi, 20 invazif meme
timoriinden ve 24 HER2 Control Slides'dan olugan bir TMA'dan alinan art arda toplam
24 seksiyonda degerlendirili. Tum lamlar, tamamen otomatik gelismis boyama sistemi
BOND'da Bond Oracle HER2 IHC System ile boyanmistir. Lamlar, ayni Uretici serisinden bir
Bond Oracle HER2 IHC System kullanilarak ¢ ayri okazyonda ayni laboratuvar icerisinde
gerceklestiriimis 8 bagimsiz c¢alistirmada degerlendirilmistir. Boyanan lamlar, calistirma
arasinda hassasiyeti belilemek amaciyla tek bir deneyimli gézlemci tarafindan randomize
bir sekilde karistiriimis ve degerlendirilmistir.
Calistirma arasinda tetkikten lamlarin degerlendirilmesi, 456/480 (% 95.00) test verisi
puaniin yorumlanabildigini géstermistir. 24 veri puani, bir invazif timér kaybi nedeniyle
yorumlanamamistir (5 ¢ekirdege 6zel). Boyamada varyasyon, olasi 456 veri puaninin
42'sinde (% 9.21) gergeklesmistir. 30 okazyonda 3+'ten 2+'ye (n = 10) ve 1+'den 0'a (n
= 20) varyasyon gozlemlenmistir ve bu nedenle bir 2x2 veri degerlendirmesinde klinik
olarak pozitiften klinik olarak negatife bir degisiklik veya tam tersi géstermemistir. Kalan 12
(% 2.63), klinik olarak negatiften (0 veya 1+) klinik olarak pozitife (2+ veya 3+) bir degisiklik
gostermistir. Gegis degeri = % 97.37 (% 95 Cl = % 95.90 - % 98.77).

C. Lot'a Lot Tekrarlanabilirligi
Lot'a lot tekrarlanabilirligini belirlemek icin Bond Oracle HER2 IHC System'in 3 lotu, 3 ayri
okazyonda GMP altinda Uretilmis ve dort farkli formalinle fikse edilmis, parafine gémulmus
doku blogundan (0, 1+, 2+ ve 3+ HER2 boyama intensitesini gésteren) ve ti¢c HER2 Control
Slides'dan (12 kontrol verisi puani) alinan 24 meme timori seksiyonunda (24 test veri puant)
degerlendirilmistir. Bagimsiz t¢ ¢alistirma, her biri bir Bond Oracle HER2 IHC System'in ayri
bir Uretici lotu kullanilarak U¢ ayri okazyanda ayni laboratuvar icerisinde gerceklestirilmigtir.
Tim lamlar, tamamen otomatik gelismis boyama sistemi BOND'da Bond Oracle HER2 IHC
System ile boyanmigtir. Boyanan lamlar, lot'a lot tekrarlanabilirligini belirlemek amaciyla tek
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bir egitimli gézlemci tarafindan randomize bir sekilde maskelenmis ve degerlendirilmistir.
Lot'a lot tetkikten lamlarin degerlendiriimesi (testler ve kontroller), 36/36 veri puaninin
yorumlanabildigini gostermistir. Bond Oracle HER2 IHC System'in Ug¢ farkl Uretici lotu
arasinda 36 veri puaninda boyamada varyasyon olmamistir. Bond Oracle HER2 IHC System
ile boyama, Uretici serilerinin timunde tutarhdir.

D. LaboratuvarArasinda Tekrarlanabilirlik
Bond Oracle HER2 IHC System'in laboratuvar arasinda tekrarlanabilirlik testi, 20 invazif
meme timortinden ve 24 HER2 Control Slides'dan olusan bir TMA'dan alinan 192 seksiyonda
3 bolgede, Leica Biosystems Newcastle Ltd (Bolge A) ve iki bagimsiz laboratuvarda (Bolge
B ve C) deg@erlendirilir. Boyanan 192 TMA seksiyonundan 96'si, HER2 Primary Antibody ile
ve 96'st HER2 Negative Control reagent ile boyanmistir. Tim lamlar, tamamen otomatik
gelismis boyama sistemi BOND'da Bond Oracle HER2 IHC System ile boyanmistir.
Lamlar, ayni uretici serisinden bir BOND Oracle 3 HER2 IHC System kullanilarak tg¢ farkl
arastirma asamasindaki bolgelerin her birinde gergeklestirimis 8 bagimsiz galistirmada
degerlendiriimigtir. Boyanan lamlar, laboratuvar arasinda tekrarlanabilirligi belirlemek
amacliyla Leica Biosystems, Newcastle Ltd'de tek bir deneyimli gézlemci tarafindan
randomize bir sekilde karistiriimis ve degerlendirilmistir.
Laboratuvar arasinda tekrarlanabilirlik tetkikinden lamlarin degerlendiriimesi, 1477/1920
(% 76.93) test verisi puaninin yorumlanabildigini gostermistir. 443 test verisi puani, agagidaki
nedenlerden 6tiird yorumlanamamistir:
a) 2 calistirma/160 test verisi puaninin kaldiriimasiyla sonuglanan 2/24 okazyonda HER2
Control Slide'in uygun olmayan performansi. Bu olay, bir defa Bélge A'da ve bir defa Bolge
B'de olusmustur (kaldirilan arastirma asamasindaki bélge basina 80 veri testi puani).
b) igerisinde toplam 24 lamin manuel olarak Bond Oracle HER2 IHC System boyama ve
ardindan hematoksilin ile karsit boyandigi Bolge C'deki test planindan sapma. Bu, HER2
control slides ve TMA test verisi puaninin asiri karsit boyanmasi ve 240 veri puaninin
kaldiriimasiyla ile sonuglanmistir.
c) 23 test verisi puaninin kaldiriimasiyla sonuglanan invazif timér kaybi. Bu olay, Bolge
A'da 23 okazyonda olugsmustur ve bu tetkikin tamamlanmasi igin gerekli art arda 192 TMA
seksiyonunun Uretilmesinde TMA blogunda dogrudan doku kaybi ile sonuclanmistir.
d) 20 veri puaninin kaldiriimasiyla sonuglanan tamamen otomatik gelismis boyama sistemi
BOND ile uygun olmayan yikama nedeniyle yorumlanamayan boyama.
Laboratuvar arasinda hassasiyet tetkiki, boyamada varyasyonun olasi 1477 boyama
olayindan 79'unda (% 5.28) gergeklestigini gdstermistir. Bunlardan 14/1477 (% 0.95)
okazyonda 0'dan 1+'e veya 2+'den 3+'ya varyasyon gozlemlenmistir ve ayni sekilde bir 2x2
veri degerlendirmesinde klinik olarak pozitiften klinik olarak negatife bir degisiklik veya tam
tersi gostermemistir. Gegis degeri = % 99.05 (% 95 Cl = % 98.42 - % 99.46). 14 boyama
olayindan 5/1477 (% 0.34) boyama olayi, Leica Biosystems, Newcastle, Ltd (Bolge A)'da,
8/1477 (% 0.54) boyama olay1 Bolge B'de ve 1/1477 (% 0.07) boyama olayi Bdlge C'de
olugsmustur.
Kalan 65/1477 (% 4.40) boyama olayi, 2+'dan 1+'e veya 2+'den 0'a varyasyon gostermistir
ve bu nedenle bir 2x2 veri degerlendirmesinde klinik olarak pozitiften klinik olarak negatife bir
degisiklik veya tam tersi gostermistir. Gegis degeri = % 95.6 (% 95 Cl = % 94.42 - % 96.54).
Klinik olarak belirgin 65 degisiklikten 11/65 (% 16.9) degisiklik Leica Biosystems, Newcastle,
Ltd (Bolge A)'da, 24/65 (% 36.9) degisiklik Bolge B'de ve 30/65 (% 46.1) degisiklik Bolge
C'de olusmustur. Klinik olarak belirgin degisikliklerden hi¢bir okazyonda bir 3+ degisikligi bir
negatif (0 veya 1+) sonug veya tam tersi ortaya ¢ikarmamistir.

E. Gozlemciler Arasinda Tekrarlanabilirlik

HER2 IHC derecelerinden (rezeksiyon numuneleri) her birine esit dagihm saglayan rastgele
secilen 40 invazif meme kanseri vakasi, art arda seksiyonlandir ve boyama ve yorumlama
icin Leica Biosystems, Newcastle Ltd (Bolge A), Bolge B ve Bolge C'ye saglanir. Seksiyonlar,
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skorlama éncesinde her bélgede karistirimis ve randomize edilmistir. Iki bagimsiz klinik
bélgesi, Bolge B ve Bolge C, arasindaki gézlemciler arasinda sézlesme % 87.5 (% 95 ClI
=% 73.3 - % 95.8) idi. Bolge B ve Bolge C ve Leica Biosystems Newcastle, Ltd arasindaki
sOzlesme art arda % 92.5 (% 95 Cl = % 79.6 - % 98.4) ve % 85 (% 95 Cl =% 70.1 - % 94.29)
idi. Ug gézlemci (A, B, C) arasindaki toplam es zamanlilik analizi % 82.50'dir.

F. Enstriiman Arasinda Hassasiyet (BOND-MAX - BOND-III)

Bond Oracle HER2 IHC System’i kullanan enstriman arasinda hassasiyet testi, bagimsiz
bir arastirma asamasindaki Avrupa bdlgesinde gerceklestirilmistir. Test edilen 6rnekler
formalinle fikse edilmis, parafine gdmulmus timu yiz otuz sekiz (138) invazif meme kanseri
vakalarindan (igne cekirdek ve rezeksiyon numuneleri) olan seksiyonlardan elde edilmistir.
Enstriimanlar arasinda test, muhtemel sekilde arastirma asamasindaki bolge igerisinde
BOND-MAX ve BOND-III platformlarinda art arda seksiyonlar boyanarak gergeklestiriimistir.
Ug vaka, galismadan kaldirilan érnek/timér nedeniyle uygunsuz olarak ele alinmistir.

Her enstrimanda Bond Oracle HER2 IHC System ve yardimci BOND enstrimani igin ayni
lot numaralar kullaniimistir. Boélimler geriye donlk olarak boyandi. Lamlar, enstriman
arasinda hassasiyeti belirlemek amaciyla tek bir deneyimli gézlemci tarafindan randomize
arastirma asamasindaki boélgede yorumlanmistir.

Enstriiman arasinda hassasiyetten lamlarin degerlendirmesi, % 88.9 - 97.5'luk bir % 95 CI
ile % 94.2’lik (130/138) pozitif (2+, 3+) ve negatif (0, 1+) arasinda bir 2x2 konkordans ve
% 80.2 - 92.1’lik bir % 95 Cl ile % 87.0’lik (120/138) pozitif (3+), belirsiz (2+) ve negatif (0,
1+) konkordans arasinda bir 3x3 konkordans géstermistir.

BOND-MAX
Negatif (0/1+) Pozitif (2/3+) Toplam
Negatif (0/1+) 80 1 81
BOND-III Pozitif (2/3+) 7 50 57
Toplam 87 51 138

Toplam Konkordans (% 95 Cl) = % 94.2 (% 88.9 - 97.5)

Tablo 10. BOND-MAX v BOND-III platformlarinda Bond Oracle HER2 IHC System boyama 2x2 konkordansi.

BOND-MAX
Negatif (0/1+) | Belirsiz (2+) Pozitif (3+) Toplam
Negatif (0/1+) | 80 1 0 81
BOND-III Belirsiz (2+) 6 5 1 12
Pozitif (3+) 1 9 35 45
Toplam 87 15 36 138

Toplam Konkordans (% 95 Cl) = % 87.0 (% 80.2 - 92.1)

Tablo 11. BOND-MAX v BOND-III platformlarinda Bond Oracle HER2 IHC System boyama 3x3 konkordansi.

Sonug olarak bu galismada olusturulan veri, Bond Oracle HER2 IHC System kullanilarak
degerlendirildiginde Leica Biosystems’ BOND-MAX ile BOND-III Systems arasinda yuksek
seviyede bir konkordans oldugunu goéstermektedir.
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Ariza Giderme

Sorun

Olasi Neden

Diizeltici islem

immiinohistokimyasal

Tamamlanmadan

BOND yazilimini kullanarak boyama

boyama yok calistirmanin durdurulmasi | calistirmasi sirasinda raporlanabilir herhangi
bir hata olup olmadigini kontrol edin ve
BOND yazilimi tarafindan belirtildigi gibi
bildirin.

Hatali protokol segimi Add slide iletisim kutusunun boyama
protokolli alaninda *IHC Protocol H'de
uygun varsayilan segimin oldugundan emin
olun.

Lamlarin uygun olmayan | Add slide iletisim kutusunun hazirlik alaninda

deparafinizasyonu *Dewax modunun segili oldugundan emin
olun.

Dagitilan uygun olmayan | Tim BOND reagent'lerinin, uygun bulk

bulk reagent'leri konteynerlerine dagitiimis oldugundan
ve enstrimanda uygun pozisyonlara
yerlestirilmis oldugundan emin olun.

Sodyum azidli BOND Wash| Uygun ¢alisma siddeti i¢in hazirlanmis yeni

Solution kontaminasyonu | BOND Wash Solution kullanin.

Zayif spesifik Uygun olmayan epitop Uygun BOND Epitope Retrieval

imminohistokimyasal
boyama

retrieval

reagent'lerinin dogru bulk konteynerlerine
dagitildigindan ve BOND yaziliminin uygun
epitop retrieval protokolline,

*HIER 25 min with *ER1 (97), ayarlanmig
oldugundan emin olun.

Test numunesinin uygun
olmayan fiksasyonu ve
islemi

Formalinle fikse etme tipinin kullanildigindan
ve isleme programlarinin test edilen numune
icin uygun oldugundan emin olun.

Bond Oracle HER2 IHC
System'in son kullanma
tarihi gegmistir

Kullanilan Bond Oracle HER2 IHC System'in,
belirtilen son kullanma tarihleri arasinda
oldugundan emin olun.

Asiri spesifik
immunohistokimyasal
boyama

Uygun olmayan epitop
retrieval

Uygun BOND Epitope Retrieval
reagent'lerinin dogru bulk konteynerlerine
dagitildigindan ve BOND yaziliminin
*HIER 25 min with *ER1 (97) protokoline
ayarlanmis oldugundan emin olun.

Fikse etmede varyasyon

Formalinle fikse etme tipinin kullanildigindan
ve isleme programlarinin test edilen

numune igin uygun oldugundan emin olun.
Mimkinse baska bir blok kullanarak vakayi
tekrar test edin. Bu mimkin degilse boyanan
ilgili H&E seksiyonuna gore en iyi fikse etme
paternlerini gdsteren alanlari degerlendirin.
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Sorun Olasi Neden Diizeltici iglem
Nonspesifik arka plan Dagitilan uygun olmayan | Tim BOND reagent'lerinin, uygun bulk
boyama bulk reagent'eri konteynerlerine dagitiimis oldugundan

ve enstrimanda uygun pozisyonlara
yerlestiriimis oldugundan emin olun.

Add slide iletisim kutusunun hazirlik alaninda

immunohistokimyasal
capraz reaksiyon

Lamlarin uygun olmayan U . [r—
deparafinizasyonu *Dewax modunun segili oldugundan emin ®
olun. o
Dokuda nonspesifik Normal doku gapraz reaksiyonunun 5
|_

BOND Oracle HER2 BOND IHC System
aciklamasina bakiniz (bakiniz Tablo 9).

Nekroz doku alanlari
ile nonspesifik
immunohistokimyasal
capraz reaksiyon

Formalinle fikse etme tipinin kullanildigindan
ve isleme programlarinin test edilen

numune igin uygun oldugundan emin olun.
Mimkiinse baska bir blok kullanarak vakayi
tekrar test edin. Bu mimkin degilse boyanan
ilgili H&E seksiyonuna gore en iyi fikse etme
paternlerini gdsteren alanlari degerlendirin.

Bir boyama galistirmasinin
tamamlanmasinin ardindan
kurulama artefakti

Lamlar, bir gece calistirmasina
yerlestirilecekse BOND gecikmeli baglatma
fonksiyonunun kullaniimasi 6nerilir. Lamlarin
kurumasini 6nlemek amaciyla bu periyotta
lamlara dagitilacak uygun miktarda distile
veya deiyonize su oldugundan emin olun.

Kolall katki maddesi
yardimiyla lamlara yapisan
seksiyonlar

Kolasiz lamlar kullanin (Leica BOND Plus
Slides — trtin kodu S21.2113 veya Apex
BOND Slides - uriin kodu 3800040).

Hasta/kontrol lam(lar)
indan kopan doku

Hatal tipte lam kullaniimasi
veya uygun olmayan
seksiyon bosaltmasi

Hasta/kontrol seksiyonlari igin uygun lamlarin
kullanildigindan emin olun (Leica BOND

Plus Slides — Grlin kodu S21.2113 veya
Apex BOND Slides - irin kodu 3800040).
Lamlarda uygun bosaltma yapildigindan ve
lamlarin 12—18 saat boyunca 37 °C'de (gece)
inkiibe edildiginden emin olun. Daha fazla
adherans gerektiren seksiyonlar, bir saat
daha 60 °C'de inkibe edilebilir.

Tablo 12. Bond Oracle HER2 IHC System Ariza Giderme Kilavuzu.
Bond Oracle HER2 IHC System ile ilgili herhangi

bir sorunun, ariza giderme kilavuzunun

(bakiniz Tablo 12) kapsami diginda kalmasi halinde destek icin yerel Leica Biosystems Teknik
Servis Departmani'niz veya Distribitor ile irtibata gegin.
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Onceki baskiya gore degisiklikler
Saglanan Komponentler, Sembol Tanima.

Yayim tarihi
16 Temmkuz 2020

Sembol Tanima

or Seri Kodu /ﬂ( Saklama Katalog numarasi
In vitro Uretici Hassas
v diagnostik ‘ !
medikal cihaz
<n> test igin yeterli YYYY-AA-GG

(13

elFU - kullanim
talimatlarina
basvur

\/

icerik

tarihinde kullanim

SN

Seri Numarasi

B( Only

Sadece regete

HercepTest™ DakoCytomation, Denmark A/S'nin bir ticari markasidir ve lisansina tabidir
Herceptin® Genentech, Inc. ve F. Hoffmann-La Roche Ltd'nin bir ticari markasidir.
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