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EKE IHC 2022-3 

Antistoffen: semi-kwantitatieve EKE
 PR: n=62
 Her2: n=59

Panel: 
 Scoring 29/03/2022 (Sciensano, Brussel)
 Extra anonimisatie m.b.v. volgnummer
 Onafhankelijk, in consensus
 2 pathologen



Procedure panelbeoordeling 

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

• Vastleggen criteria aankleuring per AS

• Beoordeling
– Consensus binnen het panel
– Reden voor afwijkend resultaat bij borderline/onvoldoende 

– Evt. aanbevelingen protocol

 eindbeoordeling



Antistof HER2 
Samenstelling EQA blok
 Doel: evaluatie analytische accuraatheid Her2 analyse voor het aantonen en vaststellen van 

het eiwit expressie niveau in borstcarcinomen
 Hoe: 5 borstcarcinomen met dynamische en kritisch relevante expressieniveaus
 Weefsel en cellijn



Beoordelingscriteria HER2

• Optimaal : 
de kleuring van biopt 1 komt overeen met een score 2+
de kleuring van biopt 3 komt overeen met een score 1+ of 2+ 
er is geen of maximaal zwakke cytoplasmatische aankleuring die niet interfereert met de interpretatie van de 
membranaire aankleuring

• Goed : 
vals positieve aankleuring (bv. de kleuring van biopt 2 komt overeen met een score 2+)
of de kleuring van biopt 4 komt overeen met een score 2+ 
of algemeen weinig intense membranaire aankleuring
of er is cytoplasmatische aankleuring die interfereert met de interpretatie van de membranaire aankleuring
of te zwakke tegenkleuring

• Borderline : 
één van de cellijnen is vals negatief optimalisatie van het protocol is nodig

• Onvoldoende : 
de kleuring van biopt 1 of biopt 4 komt overeen met een score 0 of 1+  optimalisatie van het protocol is 
dringend nodig



Protocol HER2      
n= 59   

Conc.: blijvende daling (n=23  19  18)

 Dako: polyclonaal: n=18
 CellMarque clone SP3 : n=1

RTU: n=41
 Dako Herceptest rm (DG44): n=6
 Roche: rm 4B5: n=34
 Leica/Novocastra: clone CB11 : n=1 



Protocol HER2 

Polyclonaal conc. Dako

 Dako datasheet  Autostainer
 pH6: 1/600-1/800 20’ 
 pH9: 1/1000-1/1200 ;  20min RT

 op Autostainer: 4
 Inc. tijd : 20-25min RT
 Verdunningen:

 2019-1: 10 verdunningen: 1/150 - 1/800
 2022-1: 3 verdunningen: 1/150 tot 1/300   
 2022-3: idem

 HIER 
 2019-1: 2/14 pH9  rest pH6
 2019-3: enkel pH6
 2020-1: 2/7 pH9 , rest pH6
 2020-3 : 3/7 pH9 , rest pH6 
 2022-1: pH6 en pH9
 2022-3: idem



Protocol HER2 

Polyclonaal conc. Dako

 op Omnis: 11 
 Verdunningen

 2019-1: 5 verdunningen 1/100 - 1/600
 2019-2: 6 verdunningen: 1/100 – 1/400
 2020-1: 7 verdunningen: 1/100 tot 1/1000 ;  1/4 gebruikt 1/200
 2020-3 : idem (7 verdunningen) ; 1/3 gebruikt 1/200 

 2022-1: 7 verdunningen: 1/100 tot 1/1000
 2022-3: 6 verdunningen: 1/100 tot 1/1000 (~30% gebruikt 1/200 of 1/1000)

 Inc.tijd : 12 - 30 min RT/32°C    (82% gebruikt 20’)  ongewijzigd
 HIER 

 2019-1: enkel pH6 
 2020-3: 70% pH6
 2022-1: 64% pH6  2022-3: ongewijzigd

 Dako AS op Roche stainers: 2 (ongewijzigd)
 1/200 32’ bij 36°C  of  1/400 20’ bij 36°C  UV/OV ; HIER CC1 mild 

 Dako AS op Bond III: 1 (ongewijzigd)
 1/500 15’ bij RT ; HIER pH9 20’



Protocol HER2 

Clone 4B5  RTU Ventana

 BMK Ultra UltraView (n=33)
 25% datasheet: AS12’ ; CC1 mild
 AS: 8’ - 12’ - 32’ bij 36°C/RT           (~30%: 12’ ) ongewijzigd 
 + amplifier (20% !): 4’ - 16’ 
 HIER: CC1  8’ - 64’  ! (~85% CC1 mild) ongewijzigd 

 BMK  Ultra: optiView (n=1)
 Geen datasheet
 AS: 20’ bij 36°C
 HIER CC 36’



Protocol HER2 
Herceptest Dako RTU

 6 deelnemers Omnis platform
 Gestandaardiseerd: AS inc. enkel 10’  bij 32°C  ; HIER allen pH6 30’
 ongewijzigd

Clone CB11 Leica

 RTU: Leica Bond III: AS  inc. 15’  RT; HIER pH9 20’ ongewijzigd



Antistof HER2

Ventana 4B5 12’ 36°C ; CC1  36’; Ventana Ultra = datasheet

3+



Antistof HER2

3+  te zwak?

3+ OK

Dako poly A0485 1/1000 20’ RT ; pH9 30’; Flex + Dako Omnis

Ventana 4B5 12’ 36°C ; CC1  36’; Ventana Ultra = datasheet



Antistof HER2

2+ A   onvoldoende

Ventana 4B5 12’ 36°C ; CC1  36’; Ventana Ultra = datasheet 2+



Antistof HER2

2+ A  optimaal

Dako poly A0485 1/1000 20’ RT ; pH9 30’; Flex + Dako Omnis 2+



Antistof HER2

detail

Dako poly A0485 1/1000 20’ RT ; pH9 30’; Flex + Dako Omnis

Ventana 4B5 12’ 36°C ; CC1  36’; Ventana Ultra = datasheet

2+ A  optimaal

2+ A   onvoldoende



Antistof HER2

2+ GA  DCIS component  optimaal?

Ventana 4B5 12’ 36°C ; CC1  36’; Ventana Ultra = datasheet



Antistof HER2

Dako poly A0485 1/1000 20’ RT ; pH9 30’; Flex + Dako Omnis

2+ GA  DCIS component  optimaal



Antistof HER2

Eerder 1+ ipv 2+ : toegestaan wegens geen klinische impact  (geen amplificatie)

Ventana 4B5 12’ 36°C ; CC1  36’; Ventana Ultra = datasheet

2+ GA invasief Ca

2+



Antistof HER2

Dako poly A0485 1/1000 20’ RT ; pH9 30’; Flex + Dako Omnis

2+

2+ GA invasief Ca :  optimaal



Antistof HER2

Ventana 4B5 12’ 36°C ; CC1  36’; Ventana Ultra = datasheet

1+

1+ GA   onvoldoende



Antistof HER2

Dako poly A0485 1/1000 20’ RT ; pH9 30’; Flex + Dako Omnis

1+ GA   optimaal

1+



Antistof HER2: type HIER

2+ GA DCIS   en  3+

Dako poly A0485 1/200 20’ 32°C ; pH6 30’; Flex + Dako Omnis

Onvoldoende 

2+ GA invasief Ca
Eerder 1+ ipv 2+ : toegestaan wegens geen klinische impact

Effect ander pH type Omnis



Antistof HER2

Effect ander pH type

2+ GA DCIS   en  3+

Optimaal 

Dako poly A0485 1/400 12’ 32°C ; pH9 30’; Flex + Dako Omnis

2+ GA invasief Ca



Antistof HER2

Effect ander pH type

Dako poly A0485 1/400 12’ 32°C ; pH9 30’; Flex + Dako Omnis

Optimaal 

2+ A invasief Ca



Antistof HER2

Effect ander pH type

Dako poly A0485 1/200 20’ 32°C ; pH6 30’; Flex + Dako Omnis

Onvoldoende 

2+ A invasief Ca



Antistof HER2

Effect ander pH type Autostainer

2+ A invasief Ca

Onvoldoende 

Dako poly A0485 1/250 20’ RT ; pH6 10’; Flex + Dako Autostainer

Dako poly A0485 1/300 20’ RT ; pH9 10’; Flex + Dako Autostainer

3+

3+

Optimaal 



Antistof HER2 

Ventana 4B5 RTU 12’ 36°C ; CC1 mild; ultraView BMK Ultra = datasheet

2+ A invasief Ca

Optimaal 

Onvoldoende 

3+

3+

Zelfde protocol : verschillend resultaat



Resultaatbespreking HER2

Algemeen resultaat
n=59 2022-3 2022-1 2020-3 2020-1 NQC   

run 
B33

n % suff % suff. % suff. n suff. n=324 suff.

optimaal 37 63%

83%

88%

100%

62,5%

67 %

86 %

90%

58%

84 %
goed 12 20% 12% 3 % 4% 26%

borderline 0 0 - 8 % 2% 3%

onvoldoende 10 17%
-

26,5% 7% 13%



Resultaatbespreking HER2

LDT

> 90%



Resultaatbespreking HER2

Opgesplitst per clone : conc.

Eerdere NQC runs: B32 86% suff. / 42% optimaal
B31 88% suff. / 56% optimaal 
B30 95% suff. / 77% optimaal  
B29 85% suff. / 44% optimaal

n=18 polyclonal
Dako

2022-3

suff
2022-3

polyclonal
Dako

2022-1

suff
2022-1

polyclonal
Dako

2020-3

suff
2020-3

polyclonal
Dako

2020-1*

suff
2020-1* 2019-3 suff

2019-3

n=18 n=18 n=22 n=21

optimaal 11 61% 13 72% 21 95% 18 85% 6 26%

goed 4 22% 5 28% 0 - 1 5% 9 39%

borderline 0 - 0 - 0 - 1 5% 0 -

onvoldoende 3 17% 0 - 1 5% 1 5% 8 35%

Totaal suff 83% 100% 95% 90% 65%

NQC B33     
2022

86% geslaagd                
42% optimaal



Resultaatbespreking HER2

Opgesplitst per clone: RTU

VRPS = vendor recommended protocol settings
LMPS = lab modified protocol settings

n=6 Herceptest Dako (poly+rm)

2022-3 2022-1 2020-3 2020-1 2019-3 2019-1

optimaal 5 6 2 1 1 0

goed 1 0 0 0 0 0

borderline 0 0 0 0 0 0

onvoldoende 0 0 0 0 0 1

Totaal suff 100% 100% 2/2 1/1 1/1 0/1

NQC  B33    2022
Poly (VRPS)  85% suff. ; 54% optimaal    

rm DG44 (enkel VRPS) 100% suff. ; 35% optimaal 



Resultaatbespreking HER2

Opgesplitst per clone: RTU

VRPS = vendor recommended protocol settings
LMPS = lab modified protocol settings

n=34 4B5 Ventana

2022-3 2022-1 2020-3 2020-1 2019-3 2019-1

optimaal 21 32 36 40 26 27

goed 6 2 3 0 11 7

borderline 0 0 0 0 1 3

onvoldoende 7 0 0 0 0 0

Totaal suff 79% 100% 100% 100% 86% 92%

NQC  B33 2022
Pathway® (VRPS+LMPS)  90% suff. ; 74% optimaal   

4B5   (VRPS+LMPS)  90% suff. ; 73% optimaal 



Resultaatbespreking HER2

Opgesplitst per clone: RTU

VRPS = vendor recommended protocol settings
LMPS = lab modified protocol settings

n=1 CB11 Leica Novocastra

2022-3 2022-1 2020-3 2020-1 2019-3 2019-1

optimaal 0 1 0 1 0 0

goed 1 0 1 0 1 0

borderline 0 0 0 0 0 1

onvoldoende 0 0 0 0 0 0

Totaal suff 1/1 1/1 1/1 1/1 1/1 0/1

NQC  B323 2022 VRPS (1) poor ;  LMPS 4/7 geslaagd, 1/7 optimaal



Resultaatbespreking HER2

Besluit:  

 83% deelnemers geslaagd ; 63% optimaal 
 maar beduidend lager 2022-1
 2+ amplified core: 10 labo’s niet geslaagd

 Per AS
 31% conc. (enkel poly AS Dako) vs 69% RTU 
 Herceptest: 6 gebruikers, allen Omnis ~10% EKE ~NQC 
 gebruik poly AS Dako: 31% <> NQC B33: 13%
 58% EKE gebruikt 4B5 clone <> NQC B33: 67%



Resultaatbespreking HER2

Besluit:  

 Per toesteltype: 
 Dako Autostainer: allen poly AS Dako: 3/3 optimaal ; 1 onvoldoende (vals neg. 2+ amp casus)

 Dako Omnis: 
 35% gebruikt Herceptest : 5/6 optimaal 
 Conc.: globaal 71% geslaagd (opm. downgrade ‘goed’ owv zwakkere membraan intensiteit)
 grote spreiding in verdunning (1/100-> 1/1000)  2 onvoldoendes (vals negatieve 2+ amp

casus) : in meest conc. verdunningen, HIER keuze (pH6) reden??  

 Maar… verdunning 1/1000 allen optimaal : allen pH 9 gebruikt
 Indien toch pH6: optimaal mogelijk mits kleinere verdunning (~1/150)

 Ventana platformen: 
 2/34 poly AS Dako ; resultaat ‘optimaal’ of ‘goed’ ( owv te zwakke 3+, ook in eigen controle)
 RTU Ventana: 

 7 onvoldoendes (vals negatieve 2+ amp casus), enkelen ook cellijn 3+ te zwak
= allen datasheet protocol (??)

 6 ‘goed’: datasheet of lichte aanpassingen: langere AS en/of ampl. , langere HIER
 21 ‘optimaal’: slechts 4 datasheet, rest wijziging obv langere HIER en/of AS tijd
 1 lab (3-stap detectie) optiView kit  optimaal resultaat



Resultaatbespreking HER2

Besluit:  
 Vraag naar beoordeling Her 2 kleuring

 Globaal OK: de 3 niet geamplifieerde stalen werden niet als pos. beschouwd, geen overinterpretatie, maar
 2+ amp core: 

 10 deelnemers: 1+ interpretatie (hoewel technisch OK)   bemerking in individueel rapport
 10 deelnemers: 1+ interpretatie maar ook technisch niet geslaagd   onvoldoende

Bron: Sciensano globaal rapport

OKInitieel 2+ NA

Consensus beoordeling in vet = beoogde resultaat

Impact kwaliteit IHC

Opgesplitst per fabrikant



Resultaatbespreking HER2

Besluit:  

 Gebruik controles: 
 Verplichting EKE, conform dagelijks gebruik
 Controle: 97% OK  (2022-1: 93% ; 2020-3: 98%; 2020-1: 92% ; 2019-2: 98,5% ; 2019-1: 55%)
 Conformiteit?

 Perfecte controle = dynamic range
 0, 1+ en/of 2+ (voorkeur amplified), 3+
 Conform guidelines : 96% (2022-1: 100% ; 2020-3: 94% ; 2020-1: 93% ; 2019-3: 83% 

Controls

Inclusion of 2+ tumours with and without HER-2 gene amplification in the control material 
for both EQA and  internal quality control is essential to evaluate precision and performance stability of the IHC HER-2 assay. 
(bron NordiQC)



Resultaatbespreking besluit 
geslaagd 2022-3 2022-1 2020-3 2020-1 2019 NQC globaal

PR 98% - 87% 
(93,5%*) - 92%* 91% 2022

HER2 83% 100% 98% 96,5% 86% 84% 2022

ER - - 94% - 81 % (88%*) 84 % 89% 2022

* Na reassessment
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