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Resultaten EKE IHC 2021-2
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30 mei 2022
OLV Ziekenhuis Aalst




Procedure panelbeoordeling

e Literatuurstudie m.b.t. antilichaam: NordiQC website,
datasheets, guidelines, ...
— Wat moet / kan aankleuren?
— Wat mag zeker niet aankleuren?

e Vastleggen criteria aankleuring per AS

e Beoordeling
— Consensus binnen het panel
— Reden voor afwijkend resultaat bij borderline/onvoldoende

— Evt. aanbevelingen protocol

- eindbeoordeling

Top in Zorg.




EKE IHC 2021-2

Antistoffen:
v’ Redo 2021-1 CD117: n=60
v' Reassessment S100: n=9
v' Reassessment E-Cadherine: n=9

Panel:
v Scoring 22/11/2021 (ZNA)
v Onafhankelijk, in consensus

v’ 3 pathologen: zelfde panel als 2021-1
= Dr. M. Luijks (ZNA)
= Dr. W. Buffet (ZNA)

Top in Zorg.




Antistof CD117 -

e Scoringscriteria: overwegend membranaire aankleuring a

— Appendix:
= Minstens matige aankleuring van de Cajal cellen in muscularis propia
(zwakke expressor 2> sensitiviteit)
= Zwakke tot matige aankleuring van verspreide epitheliale cellen in de basale
zone van de crypten
— Leiomyoom:
= sterke aankleuring van mastcellen (sterke expressor)
= geen aankleuring in de neoplastische cellen (controle specificiteit)

— Kiemceltumor testis:

= minstens matig aankleuring van bijna alle neoplastische cellen

(controle analytische sensitiviteit)

— GIST:

= Sterke aankleuring van bijna alle neoplastische cellen (sterke expressor)
- Alle weefsels :
= Matig/sterke aankleuring van mastcellen
= zwakke tot matige aankleuring van neovasculaire endotheliale structuren
= geen aankleuring van de gladde spiercellen (controle specificiteit)

(0] AV

Bron: NordiQC Run 56 2019 Top in Zorg.




Antistof CD117: overzicht

. Leica YR145 conc. op Ventana optiView. A AR : ;
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Antistof CD117: overzicht

CD117 by NordiQC




Antistof CD117: overzicht
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Antistof CD117: clone 9.7 - EP10 RTU

+ gevoeliger detectiesysteem




Antistof CD117: clone 9.7 - EP10 RTU

zwakke tot matige aankleuring van verspreide epitheliale celle
minstens matige aankleuring van bijna alle Cajal cellen in de




Antistof CD117: clone 9.7 - EP10 RTU

Criterium: sterke aankleuring van bijna alle neoplastische cellen

+ gevoeliger detectiesysteem o V

Top in Zorg.




Antistof CD117: clone 9.7 - EP10 RTU

+ gevoeliger detectiesysteem



Antistof CD117: clone 9.7 - EP10 RTU

Besluit:

{é e (Geslaagd: 100% ; 83% optimaal

e OV:

O  Datasheet: CC1 32" en AS 16’

Q  2/3 gebruiken datasheet - beiden optimaal

O  Gewijzigde IVD: langere HIER én AS (+amp) - optimaal
e UV

O  Datasheet: CC1 64’ en AS 32’

Q  2/3 gebruiken datasheet - beiden geslaagd (1 optimaal)

O  Gewijzigde IVD: langere AS - optimaal

(0] AV
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Antistof CD117: poly > EP10 RTU




Antistof CD117: poly > EP10 RTU

Criterium:
ellen » geen aankleuring in de neoplastische cellen



Antistof CD117: poly > EP10 RTU




Antistof CD117: poly > EP10 conc.

geen:HIER CCL32 4OV,

Analytische sensitiviteit: LOD- OK




Antistof CD117: poly > EP10

Besluit:

;{é e (Geslaagd: 100% ; 40% optimaal

e QV: enkel conc. AS
QO uv->ov
O  Dako Poly > EP10 Leica 1/100
a Geen HIER - CC1 32’
- Optimaal

e UV :enkel RTU

Dako Poly = EP10 Cell Marque
AS 32’ of 96’ +- amplifier

HIER : enkel CC1 64’

U0 0

- EP10 RTU: geen NordiQC data

—

2

e 9 Nordic Immunohistochemical Quality Control
Nord l . C Institute of Patalogy, Aalborg Lniversity Hosgital, Ladegasidsgade 3, P.0.Bax 561, DK-9100 Aslarg, Denmark
Recommended protocol for CD117
Obtained in run 56
14 Feb 2019

Immunostainer

Type: Ventana Benchmark Ultra
Primary antibody

Clone: EP10

Producer: Epitomics

Product no. / lot no.: AC-0029 /| EN093005

Diluent: Antibody Diluent

Dilution factor:

Incubation time / temperature:

Epitope retrieval, HIER
Device:
Buffer:
Heating time at max. temp.:
Maximum heating temp.:

Visualization system
Producer:
Product / no:
Incubation time linker:
Incubation time polymer:
Incubation temperature:

- 4/4 geslaagd, 1 optimaal --> enkel indien voldoende amplifier

1:100
24 min. / 37°C

On Board / On Machine
Ventana CC1

48 min.

100°C

Ventana

OptiView DAB IHC Detection Kit / 760-700
8 min.

8 min.

37*c

(0] AV

Top in Zorg.




Antistof CD117: poly > YR145

Besluit:

e Dako Omnis:
Q  Dako Poly > Cell Marque YR145 RTU
O  HIER pH9 30’ en AS tijd 20’ RT: ongewijzigd

appehdbeSarsiivie; NOK

Anaiy‘ﬁische Sensitivitelt NOI Adalytische sensitiviteitrOK



Antistof CD117: 9.7

Besluit:

e Ventana Ultra: 2-staps detectiekit
Q AS: 12" > 32'; amplifier geschrapt
O CC18 > 64

Optimaal = 3-stap detectie

. Slerkh ByprossnP NOK - Sterke expressar JOK

appendix.sensitiviteit NOK

Jnvoldoend

Analytische sensitiviteit NOK _' ) Analytische sensitiviteit NOK

Bron NordiQC




Antistof CD117: polyclonaal gewijzigd




Antistof CD117: polyclonaal gewijzigd




Antistof CD117: polyclonaal conc. gewijzigd

Besluit:
ié e (Geslaagd (alle stainers): globaal 69% ; 23% optimaal

e Dako Omnis:

Q  HIER:
Q 1 deelnemer pH6 > pHI én Flex+
Q 1 deelnemer 10’ > 30’

Q AS
Q  Verdunning 2021-1: 1/200 — 1/1000 - enkel 1/200 (1 deelnemer 1/400)
Q Tijd 20" : ongewijzigd
Q  89% incubatie bij 32° C

O  Resultaten Omnis: 78% geslaagd
O Optimaal: 22%
QO Goed: 56%
Q Borderline: 22%
O Onvoldoende: geen

(0] AV
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Antistof CD117: polyclonaal conc. gewijzigd

Besluit:

e Dako Autostainer (1)
O  Detectiesysteem: Flex+ > Flex
Q  HIER:
a  pHY9 > Geen
Q 1 deelnemer 10" > 30’
a AS
Q  Verdunning: 1/500 - 1/750 ??
Q Tijd 20" : ongewijzigd
Q  Temperatuur: 32° C-> RT
O  Resultaten Autostainer: onvoldoende (technisch probleem?)

(0] AV
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Antistof CD117: polyclonaal conc. gewijzigd

Besluit:

5 .

e Ventana Ultra (3)
a Detectiesysteem: 1/3 OV
a HIER:

Ventana protocols: 2/3 geslaagd ; 1 optimaal

Aaiborg University Hosital, Ladegaandsgade 3. PO Sox 551, DK-9100 Aatorg. Denmark

E% Nordic Immunohistochemical Quality Control
NOrdIQG e

Recommended protocol for CD117
Obtained in run 56

07 Feb 2019

D CC]‘ 36, 9 CC]‘ 64, Im?yupl;?mjmr Ventana Benchmark Ultra

O 1 deelnemer geen HIER (GIST protocol) Pebeory segtoody P
D AS i::ﬁr;ﬂ {lot no: E:gz 1 10138471

O Verdunning: 1/100 - 1/500 > 1/100 — 1/200 Duent: poy i

- r_ r_ 7 Incubation time / temperature: 40 min. / 60°C
Q Tijd 28'-32"-40 St
ifi vice: On Board / On Machine

a Met/zonder amplifier i OR e O

O  Resultaten Ventana: o e -

O  Optimaal mogelijk met 2-stap detectie Visualization systom
Producer: \iantana
> Zorgvukjige calibratie nodig r'rod;lac;ln:: = ;)pu_wew DAB |HC Detection Kit / 760-700
O  Onvoldoende (ook in GIST): o.w.v. geen HIER i g il
Incubation temperature: 37°C
Chromogen
Producer: Ventana
Product / no: OptiView DAB IHC Detection Kit / 760-700

Incubation time / temperature:

Frnhanremant:

8 min. | 21°C

(0] AV

CusnNd
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Antistof CD117:

Besluit:

e 63% van niet geslaagde labo’s heeft protocol aangepast
e 16% is na protocol set up niet geslaagd

Wijziging N | Optimaal Goed Border- Onvol- | Aanvaard-

&
l Klocn 11 7 Ll 0 0 100% l
— S—

_—
Enkel verdunning
{geconcentreend 5 2 2 1 0 80%
antilichaam)
Enkel incubatietijd van
het ALS 2 2 0 0 0 272
Enkel incubatietem- 3 1
peratuur van het AL
Enkel pretreatment 2 1 1
Enkel detectie 1 0 1
Enkel amplificatie
(toegevoegd of 3 2 1 1] 0 I3
geschrapt)
Combinatie van
verdunning enfof
incubatietijd enfof
incubatistemp. enfof ] 1] 2 1 3 33%
pretreatment enfof
detectie enfof
amplificatie
(") optimaaligoed
{%) antilichaam

1 0 0 212

0 212
0 111

= [ =]

OolV

Optimalisatie loont ! Topin Zorg




Antistof CD117: niet gewijzigde protocols

Besluit:

e Algemeen:
O 23 deelnemers geen wijzigingen
Q 47% geslaagd ; 12% optimaal
e (Clone EP10
Q  2/3 geslaagd ; 1 optimaal
O  Borderline: algemeen te zwak ; zelfde protocolsettings = ‘goed, matige aankleuring’

e Polyclonaal

O  Dako Omnis : 2/7 borderline ( kiemceltumor )
HIER: pH9 30’

AS 1/400 20’ (gelijk protocol= ‘goed, matige aankleuring”)
1/100-1/200 = geslaagd
AS tijd + Linker bepalend voor optimaal resultaat

OO0 OD

=\ Dako poly-conc. ' 1/200 20" :RT ;. pH 30" Omnis - -, Dako poly conc.. 1/200 12'30” RT ; pH 30’; Omnis
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Antistof CD117: niet gewijzigde protocols

Besluit:

e Polyclonaal Ko nﬁc Nordic Immunohistochemical Quality Control
Q  Dako Autostainer: 2/2 niet geslaagd ' , e e
Q  HIER: pHI 10’ (vs Omnis 30") e omE ey~ ™

O AS 1/500 20" RT o 07 Mar 2019
-

leiomyoom: analytische sensitiviteit OK Producer:

Heating time at max. temp.:
Maximum heating temp.:

Analytische sensitiviteit NOK

Analytische- sensitiviteit NOK




Antistof CD117: niet gewijzigde protocols

Besluit:

e Polyclonaal

O Leica: 1/1 geslaagd
Voldaan aan alle criteria maar...
‘goed’ 0.w.v. achtergrond
HIER: pH9 20’
AS 1/200 15" RT

oo0Oo




Antistof CD117: niet gewijzigde protocols

Besluit:

e Polyclonaal
4  Ventana:
a OV Detectiesysteem: geen HIER ; AS 1/300 72’
a UV Detectiesysteem: HIER: CC1 36" > CC1 52" ; AS 1/150 - 1/250 ; 16™-36" ; +- ampl
O  Resultaten
O ' geslaagd: voldoende lange HIER én AS tijd + optimaal gecalibreerde verdunning
O  Niet geslaagd:
- geen HIER
- te grote verdunning gecombineerd met te korte HIER, te korte tijd (zelfs met amp)

s Analvtische' SenditivitgitNER

Analyiischessensitivite=NOiC

(0] 4V
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Antistof CD117: niet gewijzigde protocols
Besluit:

e Polyclonaal
O  Ventana:

0 Nordic Immunohistochemical Quality Control
INGIIIGUD ot gy ot i i e g it Recommended protocol for CD117
Obtained in run 56
Recommended protocol for CD117 11 Feb 2019
Obtained in run 56 Immunostainer
07 Feb 2019 Type: Ventana Benchmark Ultra
Immunostainer Primary antibody
Type: Ventana Benchmark Ultra Clone: Paolyclonal
Producer: Dako
Erinantentiody Product no. / lot no.: A4502 [ 10105509
e Pitonsl Diluent Antibody Diluent
= teee ) Delay Dilution factor: 1:400
Producting: ik no:z AN} A0I5BATA Incubation time / temperature: 32 min. / 36°C
Diluent: Antibody Diluent
Dilution factor: 1:200 Epitope retrieval, HIER
Incubation time / tlemperature: 40 min. { 60°C Device: On Board / On Machine

Epitope retrieval, HIER
Device:

On Board / On Machine

Buffer:
Heating time at max. temp.:
Maximum heating temp.:

\entana Ultra CCA1

in.
100°C

Buffer: Ventana CC1
Healing time at max. temp.: B4 min Visualization system
Maximum heating temp.: a5 Producer: Ventana
Product / no: Optiview DAB IHC Detection Kit / 700
Visualization system Incubation time linker: & min.
Producer: Ventana Incubation time polymer: 8 min.
Product / no: OptiView DAB IHG Detection Kit / 760-700 Amplifier: OptiView Amplification
Incubation time amplifier: 4 min.
Incubation temperature: 36°C

One Iabnratury used the biotin-based detection system iView

amplification) obtained an optimal staining result. In the remaining protocols assessed either as good or
insufficient (borderline or poor), only 29% (8/28) of the laboratories used OptiView (+/- amplification) and
in this group, the vast majority of protocols were based on Ultraview (+/- amplification) as detectlan
system typlcall-,‘ prcwldmg weaker sl'alnlng |r1t|=_~n5|ty and/or background pmblemS ELI?&H prol

Top in Zorg.




Resultaatbespreking CD117

e Algemeen
— n=60

= 2021-1 : suff. 18 % -> herhaling EKE

j! = 2021-2: suff. 77%

EKE
2021-2
n
Optimaal 24 (3)
Goed 22 (8) 37%
Borderline 7 (6) 11,5%
Onvoldoende (45) 11,5%

= Less challenging weefsel

EKE oLV NQC
2021-1 2013-2" 2019
suff suff % suff % suff
5% 50% 48%
77% {1 18% 58% 87%
13% 8% 39%
10% 25% 12%
23% 82%
72% 17% 2%

* slechts 24 labs

NordiQC resultaat t.o.v. vorige Run 51 (2017): 37% niet geslaagd
= Meer gebruik van robuustere clones (EP10 en YR145 ) vs minder gebruik van Dako polyclonaal
= Zorgvuldige calibratie én hoger gebruik 3-stap detectie

samenstelling blok verschillend: appendix, GIST, desmoid, geen zwak pos carcinoom
Cajal cellen zelfde kritisch criterium

(0] AV
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Resultaatbespreking CD117

o Opgesplitst per clone producent
— RTU: 60% optimaal ; suff. 92%

n=25 Ventana % Ventana % Leica % C.Marque %
9.7 * suff EP10 suff EP10 suff YR145 suff
(nieuw)
n=1 (7) n=20 (10) n=2 (2) n=2 (0)
optimaal 0 - 12 48% 1 - 2 -
goed 0 - 7 28% 1 - (/) -
borderline 0 - 1 4% 0 - 0 -
onvoldoende 1 - 0 - 0 - 0 =
Totaal suff 0% 76% 2/2 2/2
NQC 2019 93% (n=40) Geen data 100% (=16) 100% (n=20)

* discontinued by Roche

Table 4. Proportion of sufficient and optimal results for CD117 for the most commonly used RTU IHC

systems
RTU systems Recommended Laboratory modified
protocol settings*® protocol settings**
Sufficient [ Optimal Sufficient [ Optimal

Lelca BUND MAX/11L
rm EP10 100% (10/10) 100% (10/10) 100% (6/6) 83% (5/6) o v
PADOOZ
VMS Ultra/XT .
rm 9.7 {0/1) (0/1) 79% (31/39) 38% (15/39) Tomeorg.
790-2951

* Protoco! settings recommended by vendor = Retrieval method and duration, Ab incubation times, detection kit, IHC stainer/eguipment.
** Significant modifications: retrieval method, retrieval duration and Ab incubation time altered >25%, detection kit - only protocols
performed on the specified wendor IHC stainer were included. Bron NordiQC




Resultaatbespreking CD117

Opgesplitst per clone producent
— Concentrated: 20% optimaal ; suff. 67%

n=35 Dako %
polyclonaal suff
n=30 (37)
optimaal 6 20%
goed 14 47%
borderline 6 20%
onvoldoende 5 17%
Totaal suff. 67%

NQC 2019 86% (n=146)

Table 3. Proportion of optimal results for CD117 for the most commonly used antibodies as concentrate on

the four main IHC systems*

YR145
C.Marque
Immunologic

n=2 (3)
2

o
0

0
2/2

% EP10
Leica /

suff

%
suff

Epitomics

n=2 (1)

- 1/2

98% (n=52)

1
o
0
1

100% (n=23)

** [mumber of optimal results/number of laboratories using this buffer)

Dako Ventana

Concenirated Autostainer Dubo BenchMark Luics

antibodies Link/Classic Omnis GX /XT/ Ultra Bond III / Max

TRS pH TRS pH TRS pH TRS pH CC1 pH CC2 pH ER2 pH ER1 pH
8.0 6.1 9.0 6.1 B.5 6.0 8.0 6.0

pAb 9f30** or24 14742 4/11
A4502 ‘ (30%) 0/1 (38%) o/ (33%) bya (36%) b
rmAb clone 100% = 100%: s 24f38 172 11
YR145 {5/5) (6/6) {B6% )
rmab clone 100%: 63% 374
EP10 = = (5/5) = (5/8) /
* Antibody concentration applied as listed above, HIER buffers and detection kits used as provided by the vendors of the respective
systems.

Bron NordiQC

(0] AV
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Resultaatbespreking CD117

Besluit:

5

2021-2: suff. 77%

58% conc. AS (49% Dako poly)

Niet geslaagd: 79% afkomstig van polyclonaal AS

Dako poly (Dako en Ventana): verdunning 1/100 — 1/750

Mordic Immunohistochemical Quality Contral, CD117 run 56 2019
Concentrated Suff.!  Suff.
e n Vendor |npﬁmal Good Borderline Poor ops?
pAb A4502 146 Dako/Agilent 40 B0 22 4 B82% 86%
9.7 clone (n=1): niet geslaagd
EP10: 14% niet geslaagd
Concentrated Suff.!  Suff.
antibodies n Vendor Optimal Good Borderline Poor ops?
8 Biocare Medical
& Epitomics
5 Leica/Movocastra
rmab clone EP10 5 Nordic Biosite 16 7 0 0 100% @ 100%
1 Diagnostic Biosystem
1 PathnSitu Biotechnologies

Mordic Immunohistochemical Quality Contral, CD117 run 56 2019

Top in Zorg.




Resultaatbespreking CD117

Besluit:
e Resultaat groep ‘optimaal’ (24)

O Met alle AS mogelijk
=  YR145 en poly: op Dako en Ventana platform
=  EP10: Leica en Ventana platform

O Volgens type detectiekit
= 3 staps: 82% geslaagd ; 48% optimaal
= 2 staps: 73% geslaagd ; 24% optimaal

O Volgens HIER:
=  pH9 noodzakelijk ; Geen HIER = niet geslaagd
=  Ventana: optimaal: OV= CC1 32" vs UV CC1 64’ nodig

O Volgens verdunning:
= Range 1/50 — 1/200
= 1/200 niet geslaagd = te korte HIER en/of 2 stap detectie
=  Grotere verdunning = meestal matig = niet geslaagd O V

Top in Zorg.




Resultaatbespreking CD117

Besluit:
e Resultaat groep ‘goed’

0 63% met polyclonaal AS
O 50% 2-stap detectie

O Downgrade: eerder (algemeen) matige aankleuring mastcellen en/of
kiemceltumor

O RTU:
= 88% gebruikt 2-staps detectie
= Langere HIER en amplifier/linker kan kleuring versterken

O Conc. (alle AS):
= 30% 2-stap detectie
= 50% AS verdunning en -tijd lijkt OK maar... amplifier/linker kan kleuring

versterken O v

Top in Zorg.




Resultaatbespreking CD117

Besluit:
» Resultaat groep ‘niet geslaagd’
O RTU:

O EP10 Ventana stainers:
O 2-stap detectie: voldoende HIER ; geen amp
O 3-stap detectie: HIER mild ; AS gemiddeld +/- amp

a 9.7 - uit productie
O Geen geslaagd, optimaal mogelijk (NQC 38%)
O Voldoende HIER
O AS gemiddeld/lang +/- amp. maar...
O Slechts 14% gebruikt 3-staps detectie

(0] AV

Top in Zorg.




Resultaatbespreking CD117

Besluit:
» Resultaat ‘niet geslaagd’

O EP10: HIER verkort CC1 16" > 4’

O Conc. YR145:
O Optimaal mogelijk: NQC 92% vs EKE 1/3 OK
O OV protocol cf NordiQC = goed <> UV kit = onvoldoende
- 2021/2 : beiden optimaal resultaat o V

Top in Zorg.




Resultaatbespreking CD117

Besluit:

» Resultaat ‘niet geslaagd’

a Conc. Dako Poly:
O 42% minder sensitievere 2-stap detectiesysteem

Noré%C St of Pty Ay syt

Nordic Immunohistochemical Quality Control

3.P.0Box 881 5 Oerman

Recommended protocol for CD117
Obtained in run 56

07 Mar 2019
O AS range vrij hoog: 1/100- 1/750 . I ———
\ Primary antibody
Clone: Polycional
QO Autostainer (3) s i -
Q 1 labo geen HIER vk
I jon time /

Q 2labo 1/500 ; HIER 10" = kort

Epitope retrieval, HIER

- langere HIER en/of linker?? vy e i N
Heating time at max. temp.: 20 min.
Maximum heating temp.: 97°C
Visualization system
Q 2/3 GIST te zwak oo i
Product / no: EnVision FLEX+ / KB002/SM802
O Meerdere weefsels NOK Lo s
Incubation time linker: 15 min.
Incubation time polymer: 20 min.
Incubation temperature: 20°C
Chromogen
Producer: Dako
Product / no: DAB+ / DM827 / DM823 / K800
bation time / temperature: 10 min. / 20°C
Enhancement: None
Dikution: Polyconal Rabbit Anti-Human CD117, c-kit {Code A4502) may be used at a dilution range - e applied on formakin- O v
fiwed, paraffin-embedded sections of gastrointestinal stromal tumor and using 20 minutes heat-indiTed-estepeTelteval in Target Retrieval

Solution (code S1700) and 30 minutes incubation at room temperature with the primnary antibody. The rnwndad negative control is Rabbit
Immunoglobulin Fraction. Solid-Phase Absorbed (Code X0936), diluted to a protein concentration identical to the concentration of the primary
antibody.

Bron Agilent Technologies

Top in Zorg.




Resultaatbespreking CD117

Besluit:
» Resultaat ‘niet geslaagd’

a Conc. Poly:
Q Omnis (4):
2021-1: range 1/200 — 1/1000
2021-2 : 1/200 - 1/400
AS tijd gestandaardiseerd (20")
HIER gestandaardiseerd (geen pH6 meer)
Geen linker

I R Ry Oy W

GIST allen OK maar...
Allen kiemceltumor onvoldoende

(M

fixed, pa parafﬁn-amheﬁdad sachnm of gasunlnl:nsurm] stromal tumor and using 20 minutes heat-in

antibody.
Rewvision 202007

Bron Agilent Technologies

Nordic lmmunohlstochemlcal Quality Control

Nord‘l(.)C i

1, PO Box 561, DX-9100 Aaborg. Derrmark

Recommended protocol for CD117

Immunostainer
Type:

Primary antibody
Clone:
Producer:
Product no. / lot no.:
Diluent:
Dilution factor:

Incubation time / temperature®

Epitope retrieval, HIER

Obtained in run 56
05 Mar 2019

Dako Omnis

Polyclonal
Dako
A4502 /10133133

Device: On Board / On Machine
Buffer: Naka Nmnis Target Retrieval Solution, High pH
Heating time at max. temp.: 30 min.
Maximum heating temp.: 97°C
Visualization system
Producer: Dako Omnis
Product / no: EnVision Flex / GVI .00/GV823
Linker: Rabbit LINKER
Incubation time linker: 10 min.
Incubation time polymer: 20 min,
Incubation temperature: 20°C
Chromogen
Producer: Dako Omnis
Product / no: DAB+ Substrate Chromogen System / GV825
Incubation time / p e: 5 min. /20°C
Enhancement: None
an applied on formalin-

i .. al In Target Retrieval
Solution (code S1700) and 30 minutes incubation at room temperature with the primary antibody, The racmmrdad negative control is Rabbit
Immunoglobulin Fraction, Solid-Phase Absorbed (Code X0936), diluted to a protein concentration identical to the concentration of the primary

Top in Zorg.




Resultaatbespreking CD117

Besluit:

» Polyclonaal op Ventana platformen:

n=5 (2021-1: n=10)

2021-1: AS 1/150-1/600 > 1/100-1/300 = OK

2/5 gebruiken signaalversterker (tot 16" met UV kit) - voldoende HIER is nodig
HIER CC1: geen > 36’

3-stap detectie (OV): geen/te korte HIER

I Iy Iy oy By I

2'Sta p d etectie (UV) . VO| doe n de H I E R + am pl iﬁ er Nordic Immunohistochemical Quality Control

NOMCIIQUG e e st ety ot Lseparizace . 7.0 1o 1 B

Recommended protocol for CD117
Obtained in run 56

11 Feb 2019
Immunostainer
Type: Ventana Benchmark Ultra
I i 5 . . .. Primary antibody
: Zorgvuldige calibratie is noodzakelijk Clone: Polyclonal
. S Producer: Dako
s Product no. { lot no.: A4502 ( 10105509
- 2 Diluent: Antibody Diluent
- _ Dilution factor: 1400 < Qr—
S g JIagR [ Incubation time / temperature: 32 min. / 36°C
Sensitief detéctie systeem =0
’ : j“ Y 4 o Epitope retrieval, HIER
: P o, : ) . Device: On Board / On Machine
’ & et %
¥oldoende lange HIER Buffer, Ventana Uttra CC1
" 4 T, oy Heating time at max. temp.: 64 min.
iy ol ﬂ . Maximum heating temp.: 100°C
. - AS optimaal \”/erdug]en +/- ¢ Visualization system
! %% 4
Vaeg .o W » f Producer: Manbans
b, WA T Bt v e : Product / no: Optiview DAB IHC Detection Kit { 760-700
; - . e £ » ¥ Incubation time linker: f i
b § ” i ¥ Incubation time polymer: 8 min
. 100 Feby | Amplifier: OptiView Amplification Kit
’ 7 y 3 || Incubation time amplifier: 4 m
¥, { s \‘ Incubation temperature: 36°C
e 7 4 X ¥
- @ 4 4 *| Producer: \entana
b B “ T Product / no: OptiView DAB IHC Detection Kit / 760-700
e " e Incubation time { temperature: § min. / 36°C
¥ 2 ,_‘0' ‘.; 5 T ® Enhancement: CuS04
“eh z! >




Resultaatbespreking CD117

Besluit:

e Aanbevolen controle: appendix

Q  59% gebruikt controle (2021-1: 56%)
Q  Cajal cells, mastcellen, neovasculaire structuren : zo sterk als mogelijk
O  Opgelet specificiteit: geen aankleuring gladde spier lamina musc.propria / bloedvaten

Description

Example

CD117 -CD117
Positive tissue control Positive tissue control
High expression level Low expression levels
Appendix/colon Appendix/colon

All mast cells must show a
strong predominantly
membranous but also

cytoplasmic staining reaction.

Virtually all Cajal cells in the
appendiceal muscularis propria
must show a distinct and at
least moderate, predominantly
membranous but also
cytoplasmic staining reaction.

Negative tissue control

Appendix/colon

No staining reaction in smooth
muscle cells in e.g. lamina
muscularis propria or vessels
should be seen.

s - .
g o f Vi

R o

OolV

Top in Zorg.

Click to enlarge

Click to enlarge I

Bron NordiQC

Click to enlarge




Reassessment S100

e
e Scoringscriteria: kern/cytoplasma aankleuring
— Appendix

e sterke aankleuring van bijna alle Schwann cellen van de perifere zenuwen en ganglion
satellietcellen in de muscularis propria en de submucosa (controle sensitiviteit)

e geen aankleuring van gladde spiercellen en columnair epitheel (controle specificiteit)
— Tonsil
e geen aankleuring van het plaveiselcelepitheel (controle specificiteit)
e Langerhanscellen squameus epitheel sterk positief
— Schwannoom
o sterke aankleuring van bijna alle neoplastische cellen (sterke expressor: controle analytische
sensitiviteit)
— Leiomyoom
e geen aankleuring in de neoplastische cellen (controle analytische specificiteit)
— Melanomen
o sterke aankleuring van bijna alle neoplastische cellen (sterke expressor: controle analytische
sensitiviteit)
— Alle weefsels

e matig tot sterke aankleuring van de meeste macrofagen

e minstens zwakke tot matige aankleuring van de meeste adipocyten (lage expressor: control
analytische sensitiviteit)

e geen aankleuring in alle andere celtypes O V

Top in Zorg.

Bron: NordiQC Run 59




Reassessment S100

Algemeen

n=9 reassess
n % Suff
optimaal 6 67%
100%
goed 3 34%
borderline 0 -
onvoldoende 0 -

EKE N@C NQC
2021-1 2020 2017
n suff % suff % suff

Geslaagd : 82% - 96%

optimaal 38 56% 48% 23%
82.5%
goed i8 26,5% 34%0 82% 5990 82%
borderline 11 16% 16% 16% o v
onvoldoende 1 1,5% 2% 2%

Top in Zorg.

* Gewijzigde ICAPC (adipocyten vs follikels)




Reassessment S100

Ventana 4C4.9 RTU 8 36° C; GEEN HIER ; UV Ultra

VOOR

Ventana 4C4.9 RTU8' 42° C;CC18; UV Ultra

-

I = e Ty 2
e ‘ ;
. ; [ '
ki ) ;
o specificiteit/sensitiviteit OK
: DSz (:;‘; o

| 5 mm

NA | 5 mm




Reassessment S100




Reassessment S100

Ventana 4C4.9 RTU 8 36° C:; GEEN HIER ;

™

UV Ultra

i

Ventana 4C4.9 RTUS8 42° C;CC18;

UV Ultra

Schwannoom = sterke expressor: kleine impact




Reassessment S100

VOOR

S UVUItra L

Melanoom 1 = sterke expressor: matige impact

e

Ventana 4C4.9 RTU 8 42° C; CC1 8 ; UV Ultra




Reassessment S100

Ventana 4C4.9 RTU 8 36° C; GEEN HIER ; UV Ultra

(0] 4V

Top in Zorg.

Melanoom 2 OK?



Reassessment S100

Ventana 4C4.9 RTU 8 42° C;CC18 ; UV Ultra

(0] 4V

Melanoom 2 = sterke expressor: klinische impact

Top in Zorg.




Reassessment S100

Leica poly RTU 15 RT ; HIER enzym 10'; Bond Max Leica EP32 RTU 15 RT ; HIER pH6 30’ ; Bond Max

R

v‘"
R
s B
7 ' 837 .. specificiteit/sensitiviteit OK
Algemeen te zwak P R " 5

5 mm

VOOR NA

(0] AV

Top in Zorg.




Reassessment S100




_Reassessment 5100




Reassessment S100

=

Leica poly RTU,

Schwannoom = sterke expressor: kleine impact




Reassessment S100

Melanoom 1 = sterke expressor: matige impact




Reassment S100




Reassessment S100

Besluit:

» 9/12 niet geslaagde labo’s hebben een reassessment aangevraagd (niet verplichtend)

>  Aktieplan:
= 7/9 protocolwijziging
=  AS clonewijziging (poly=> mono 2/9) en/of format (conc.-> RTU 1/9)
=  AStijd (RTU) > lager
= geen HIER - HIER (2/9)
. Enzymatisch - HIER (1/9)
= 3 geen ruwe data
>  Resultaten:
=  Gewijzigde protocols: 7/7 geslaagd (5 optimaal)
=  Geen data: 2/2 geslaagd (1 optimaal)

»  Oorzaakanalyse:
=  Goed : o.a. schwannoom eerder matig (verlengd datasheet protocol)
=  Goed: aanwezigheid achtergrond (o0.a. amplifier ): blocking reeds toegepast

Besluit:
=  HIER (ipv geen of enzym) is onmisbaar voor geslaagd resultaat

(0] AV

Top in Zorg.




Reassessment S100

o
OiC
NordiQC $100 - S-100 protein

Positive tissue control Pasitive tissue control
Soutsol tee High expression level Low expression levels PRalhe Seae curitrol
Tissue Appendix/colan Tonsil Appendix/colon

Virtually all Schwann cells and The majority of follicular Mo  staining reaction in
ganglionic satellite cells of dendritic cells must show a epithelial cells in the epithelial
peripheral nerves must show a weak to moderate, cytoplasmic Mucosa.
moderate to strong, and nuclear staining reaction
cytoplasmic and nuclear {only seen for pAbs
staining reaction. crossreacting  with  S100

Alpha).

No reliable low expression
tissue/cells have been
identified for 5100 antibodies
only reacting with the 5100
Beta chain. Lipocytes might be
used but at present not
confirmed.

Example

OolV

Click to enlarge TOp in Zorg.

Click to enlarge




Reassessment E-Cadherine ~

N | | %
e Scoringscriteria: membranaire aankleuring ..

— Lever

e sterke aankleuring in de epitheliale cellen van de galwegen

e minstens matige aankleuring van de hepatocyten (controle sensitiviteit)
— Colon

e sterke aankleuring van bijna alle columnair epitheel

e geen aankleuring van stromale cellen (bv. lymfocyten en plasmacellen in de lamina propria van
de mucosa, gladde spiercellen in de lamina muscularis mucosae (controle specificiteit)

— Borst ductaal Ca (2)

e matig tot sterke aankleuring van bijna alle neoplastische cellen (analytische sensitiviteit)

— Borst lobulair Ca

e geen (of maximaal focaal en zwakke) aankleuring van de neoplastische cellen (analytische
specificiteit)

— Alle weefsels
e Stromale cellen negatief (controle specificiteit)

(0] AV

Bron: NordiQC Run 53 ;
Top in Zorg.




Reassessment E-Cadherine

Algemeen
n=9 reassess
n % Suff
optimaal 3 33%
66%
goed 3 33%
borderline 1 11%
onvoldoende 2 22%
EKE NQC NQC é
2021-1 2018 2013
n Ssuff %  suf % Suff
optimaal 41 64% 65% 43% Geslaagd - 84% > 94%
goed 13 20% g4% 24% g2% 39% §2%

Borderline 3 5% 10% 17%

Onvoldoende 7 11% 9% 1% o v

Top in Zorg.




Reassessment E-Cadherine

C18'; UV Ultra

&

Ventana 36 RTU 20 36° C; C
P I O R e
AT Sl S 2y Xy
iR <
Seae




Reassessment E-Cadherine

Ventana EP700Y RTU 24’ 36° C; CC136”; UV Ultra Ventana 36 RTU 20’ 36° C; CC18'; UV Ultra




Reassessment E-Cadherine

Ventana EP700Y conc. 40’ 36° C; CC164”; UV Ultra Ventana 36 RTU 28’ 36° C; CC1 64 ; UV Ultra




Reassessment E-Cadherine

Ventana EP700Y conc. 40’ 36° C; CC164”; UV Ultra Ventana 36 RTU 28 36° C; CCl1 64 ; UV Ultra




Reassessment E-Cadherine

Besluit:

» 9/10 niet geslaagde labo’s hebben een reassessment aangevraagd (niet verplichtend)

>  Aktieplan:
=  4/9 gekende protocolwijziging
= Allen: wijziging clone EP700Y - clone 36
=  Clone 36 : geen conc. AS meer
=  En/of wijziging HIER tijd
= 5/9 geen ruwe data ontvangen

»  Resultaten:
=  Gewijzigde protocols: allen geslaagd (1 optimaal)
=  Geen data: slechts 2/5 geslaagd (2 optimaal)

Norrfﬁc

Nordic Immunohistochemical Quality Control
insshuie of Pathology, Aaiborg Uinivessity Hospetal, Ladegaardsgade 3, P 0 Sox 581, BK-8100 Aakorg. Denmark

Recommended protocol for ECAD

Immunostainer
Type:

Primary antibody
Clone:
Producer:
Product no. { lot no.:
Format:

Incubation time / temperature:

Epitope retrieval, HIER
Device:
Buffer:
Heating time at max. temp.:
Maximum heating temp.:

Visualization system
Producer:
Product / no:
Incubation time linker:
Incubation time polymer:
Incubation temperature:

Chromogen
Producer:
Product [ no:

Ineubation time [ temperature:

Enhancement:

Obtained in run 53

18 Apr 2018

Ventana Benchmark Ultra

36

Ventana Roche

T90-4497 (Y 14381
Ready-To-Use (prediluted)
12 min. / 36°C

On Board /| On Machine
Wentana Ultra CC1

32 min.

100°C

Ventana

OptiView DAB IHC Detection Kit / 760-700
B min.

8 min.

38°C

Ventana

OptiView DAB IHC Detection Kit / 760-700
8 min. / 36°C

CuS0O4

(0] AV

Top in Zorg.




Reassessment E-Cadherine

I\'OI’GIQU Inssiuse of Paihoicay 5 ity Hasgital, | 3P0 B 561, DX-8100 Adlbery, Derirark

Recommended protocol for ECAD

Besluit: Obtained in run 53

14 Feb 2018
»  Oorzaakanalyse: immunostainer
) Type: Ventana Benchmark Ultra
= Borderline: RS
i Clone: NCH-38
= algemeen te zwakke kleuring (NCH38 conc. AS 1/200) 2> k2
i Prod ~Llot no.: M3612/ 10120354
= achtergrond in cytoplasma en rode bloedcellen e Rt Bl

Dilution factor: 1:100
Incubation time / temperature: 32 min. / 3§°C

Epitope retrieval, HIER

Device: On Board / On Machine
Heating time at max. temp.: 48 min.
Maximum heating temp.: 99°C
Visualization system
Producer: Ventana
Product / no: OptiView DAB IHC Detection Kit / 760-700

= Onvoldoende: vals positieve (cytoplasmatische) aankleuring in alle weefsels

n Vendor [Upl:in'lal Good Borderiine Poor |5'“"°'r'1 g'g-'l_g;
rmAb clone EP700Y | : ' ' ' '

760-4440 17 Roche/Ventana 2 15 L§] I 13% =

The RTU system 760-4440 based on the rmAb clone EP700Y (Ventana), provided a low pass rate of 13%
(2 of 17) and none was assessed as optimal. Poor signal-to-noise ratio or false positive staining (e.g. weak
membranaus staining of plasma cells In lamina propria mucosa of the colon) were the prevalent reatures
of an insufficient result. The same problem has been observed in run B16 (2013). It is strongly
recommended for participants using this assay to change to a more specific primary Ab (see above).

> Besluit:
= Behouden van EP700Y = geen optimaal mogelijk
= Wijziging naar clone 36 = geslaagd, robuuste clone

(0] AV

Top in Zorg.




Reassessment E-Cadherine

NordiQC ECAD - E-cadherin

Control Paositive tissue control Positive tissue control & trol
type High expression level Low expression levels hegative
Tissue Liver Liver Appendix/colon

Virtually all epithelial cells of Virtually all hepatocytes must No staining reaction in stromal
bile ducts must show a strong  show an at least weak to  cells such as lymphocytes,

membranous staining reaction. moderate, distinct smooth muscle cells and
membranous staining reaction. endothelial cells should be
seen.

Dispersed plasma cells can
Description show a weak membranous
staining reaction,

Note, epithelial cells should
show a strong membranous
staining reaction.

Example

2 ] ; L

CI'n:to enlarge Click to enlarge Click to enlarge o V

Top in Zorg.




EKE planning

Externe EKE EKE EKE EKE EKE
kwaliteitsevaluatie 2022-1 2022-2 2022-3 2023-1 2023-2
ER AMACR PR / Her2 ER EMA
Her2 MLH1 ER reassess Her2 CD31
CD5 2022-1 CEA
Rondzending coupes 17/02/2022  16/05/2022 09/2022

Beoordeling panel

29/03/2022 07/2022 10/2022
Doorsturen
individueel resultaat 04/2022 10/2022 01/2023
Resultaatbespreking /
symposium 30/05/2022 - 16/12/2022
Doorsturen globaal . 5 .

rapport

TeRte Yoo &




A.MENARINI
diaghostics

Adama:S) E DReAMPATH

Instrumenten bv Agilent Technologies =~ diagnostics

HELIDUS
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