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Fig. 2. VENTANA HER?2 (4B5) Rabbit

Monoclonal Primary Antibody RxDx
3+ farvning i gastrisk karcinom.

Fig. 1. VENTANA HER2 (4B5) Rabbit
Monoclonal Primary Antibody RxDx-
farvning i brystkarcinom.

TILSIGTET ANVENDELSE

VENTANA HER2 (4B5) Rabbit Monoclonal Primary Antibody RxDx er beregnet til
semikvantitativ detektion af HER2-antigen ved immunhistokemi i vaevssnit af
formalinfikseret og paraffinindstebt brystveev og gastrisk vaev, der er farvet pa et
BenchMark IHC/ISH-instrument.

Denne IHC-enhed er indiceret som ledsagende diagnosticering til identifikation af
brystkreeftpatienter, der er kvalificerede til behandling med trastuzumab (IHC 3+ eller IHC
2+/ISH-amplificeret), pertuzumab (IHC 3+ eller IHC 2+/ISH-amplificeret), trastuzumab
emtansin (IHC 3+ eller IHC 2+/ISH-amplificeret) eller trastuzumab deruxtecan (IHC 1+
eller IHC 2+/ISH ikke-amplificeret). Derudover er denne IHC-enhed indiceret som en
ledsagende diagnostik til identifikation af patienter med gastrisk cancer, for hvem
trastuzumab-behandling overvejes (IHC 3+ eller IHC 2+/ISH-amplificeret).

Dette produkt skal fortolkes af en kvalificeret patolog og sammenholdes med histologisk
undersggelse, relevante kliniske oplysninger og egnede kontroller.

Dette antistof er beregnet til in vitro diagnostisk (IVD) brug.

RESUME OG FORKLARING

VENTANA HER2 (4B5) Rabbit Monoclonal Primary Antibody RxDx (VENTANA HER2
(4B5) RxDx-analyse) indeholder et monoklonalt kanin-antistof (klon 4B5), der er rettet mod
det interne domaene i den humane epidermale veekstfaktorreceptor 2 (HER2). HER2 blev
klonet og beskrevet.1 Klon 4B5 har vist sig at reagere med et 185-kDa protein fra SK-BR-
3-cellelysater via Western blot. SK-BR-3 er en cellelinje i brystkarcinomer med 128-gange
overekspression af HER2 mRNA.2 Stairelsen af det identificerede band stemmer overens
med det, der blev rapporteret for HER2 protein (185 kDa).1 Immunhistokemiske (IHC)
forsag med transfekterede cellelinjer (HEK293) har vist, at klon 4B5 farver celler, der er
transfekteret med HER2 og celler transfekteret med HER4, dog ingen farvning af celler
transfekteret med HER1 eller HER3 blev observeret, og data for Western-blot med
rekombinant HER4-protein indikerede desuden, at klon 4B5 genkender en HER4-epitop.3
Pa trods af dette er det ikke blevet observeret, at HER2 (4B5) krydsreagerer med HER4 i
IHC-farvning af formalinfikseret og paraffinindstgbt (FFPE) brystvaev.4

HER?2 er en transmembranreceptor tyrosinkinase med en struktur, der minder om den
epidermale vaekstfaktorreceptor.5:6 Der er konstateret genamplifikation og tilsvarende
overekspression af HER2 i en raekke tumorer, herunder brystkarcinomer.56,7
Proteinoverekspression pa grund af amplifikation af HER2-genet er den primeere &rsag til HER2-
medieret tumorigenese.5 Genamplifikation resulterer typisk i en markant stigning i HER2-
receptorer ved cellemembranen. 5.8 Overekspression af HER?2 gger signaltransduktionen og
opregulerer proliferation og differentiering, hvilket i sidste ende forarsager tumordannelse.5:6

Et spektrum af HER2-proteinekspression er blevet observeret i fraveer af
genamplifikation.8 Adskillige faktorer er blevet foresl&et for at forklare mellemniveauer af
HER2-proteinekspression i tilfeelde af brystkreeft i fraveer af genamplifikation, herunder
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krydstale mellem HER2-signalvejen og @strogenreceptorens signalvej.8,9 HER2-
proteinekspression, der ikke betragtes som overekspression, kan klassificeres som HER2-
lav ekspression.8,10,11

HER2-proteinoverekspression og/eller genamplifikation forekommer i gastrisk adenokarcinom og
adenokarcinom i gastroesophageal junction.12.13,14 | de forskellige publicerede undersggelser
er der rapporteret meget forskelligartet hyppighed af HER2-overekspression. | et af de starste
screeningsdataseet, som omfattede 3803 patienter med gastrisk adenokarcinom og
adenokarcinom i gastroesophageal junction, rapporteredes imidlertid, at 22 procent af
patienteme testede positive for HER2-proteinoverekspression eller genamplifikation.15

KLINISK SIGNIFIKANS

Brystkreeft er den mest almindelige diagnosticerede kreeft hos kvinder i verden.16 Tidlig
detektion og korrekt behandling kan have en vaesentlig effekt pa den samlede
overlevelse.7,17 Ca. 15til 30 procent af invasive duktale former for brystkreeft er positive for
HER2.7,10 Neesten samtlige tilfselde af Pagets sygdom og op til 90 procent af alle tilfeelde af
duktal karcinom in situ af komedotypen er positive.18,19 HER2-positiv status har defineret en
undergruppe af brystkreeftpatienter, som har gavn af HER2-malrettet terapi i over 20 &r.7,17
Den HER2-positive population er historisk blevet defineret som de patienter, som paviser
HER2-proteinoverekspression vurderet ved immunhistokemi (IHC) baseret pé et
semikvantitativt IHC-scoringssystem (0, 1+, 2+ and 3+) og/eller genamplifikation vurderet ved
in situ-hybridisering (ISH).17 HER2-positivitet haenger kraftigt sammen med
proteinoverekspression (IHC-score pa 3+). | tilfeelde med graensetilfeelde af overekspression
(IHC-score 2+, tvetydig) kan en bekraeftende reflekstest for at vurdere genamplifikation veere
pakreevet ifglge den etablerede HER2-vurderingsalgoritme. 17

Leegemidler p& markedet, herunder Herceptin (trastuzumab), PERJETA (pertuzumab) og
KADCYLA (ado-trastuzumab emtansin/trastuzumab emtansin) har pavist Klinisk effekt i
HER2-positiv brystkraeftpatienter ved at haemme og i nogle tilfselde reducere
tumorveeksten.20-24 Trastuzumab og pertuzumab er humaniserede monoklonale
antistoffer, der binder sig til HER2-proteinet pa celleoverfladen og bryder HER2-medieret
signaltransduktion.20.24,25 Trastuzumab emtansin er et antistofkonjugat sammensat af
trastuzumab og det cytotoksiske middel DM1 konjugeret gennem en ikke-spaltbar linker.23
Kun patienter med HER2-positiv brystkreeft (IHC-score 3+ eller 2+ med en bekraeftet
HER2-amplificeret status) bar have fordel af behandling med trastuzumab (Herceptin),
pertuzumab (PERJETA) eller trastuzumab emtansin (KADCYLA).16,18

Cirka 40-50 procent af brystkreeftpatienter har tumorer, der ikke viser amplifikation af
HER2-genet og ikke overeksprimerer receptoren, men der detekteres dog lave niveauer af
HER2-ekspression.8:10 Tilfeelde med HER2-lav-ekspression (IHC-score 1+ eller 2+ (med
en bekreeftet HER2-status af ikke-amplificeret)) betragtes typisk som HER2-negative og
ekskluderes fra HER2-rettede behandlingsvalg.8 For nylig er der observeret fordele ved
anti-HER2-behandlingen trastuzumab deruxtecan (ENHERTU®) hos brystkreeftpatienter
med lave niveauer af HER2-ekspression.26:27 Trastuzumab deruxtecan er et antistof-
leegemiddelkonjugat, der indeholder en base af HER2-rettet monoklonalt antistof
(trastuzumab), en spaltelig linker og et cellemembranpermeabelt exatecanderivat (en
payload af topoisomerase |-haemmer).10

In vitro-diagnostik til evaluering af HER2-status hos brystkreeftpatienter er vigtig for at
hjeelpe klinikeren med at bestemme behandling med trastuzumab (Herceptin), pertuzumab
(PERJETA), trastuzumab emtansin (KADCYLA) eller trastuzumab deruxtecan
(ENHERTU®).17 Den IHC-haserede detektion af HER2-proteinekspression anvendes som
hjeelpemiddel ved vurdering af brystkreeftpatienter, til hvem de HER2-rettede behandlinger
trastuzumab (Herceptin), pertuzumab (PERJETA), trastuzumab emtansin (KADCYLA)
eller trastuzumab deruxtecan (ENHERTU®) overvejes.

Gastrisk cancer er den femtehyppigste kraeftsygdom og en af de primeere arsager il
kreeftrelateret ded pa verdensplan.13 Kirurgi er den mest almindelige behandling for
gastrisk cancer.14.28 De fleste tilfzelde af gastrisk cancer opdages dog pé et fremskredent
stadium, og operationen er ofte vanskelig at udfare.14,28 Kemoterapi anvendes til
behandling af fremskreden gastrisk cancer, selvom overlevelsen blandt disse patienter er
meget lav.14,28 Den HER2-rettede terapi trastuzumab er en grundpille i behandlingen af
invasiv brystkreeft og har terapeutisk vaerdi i behandlingen af patienter med gastrisk
cancer, hvor receptoren overeksprimeres.12.14 Demonstration af HER2-genamplifikation
og/eller -proteinoverekspression er afgarende for udveelgelse af patienter til trastuzumab-
behandling.12,24 Kliniske undersggelser har vist, at patienter med brystkreeft eller gastrisk
cancer med hgj HER2-proteinoverekspression og/eller -genamplifikation har starst gavn af
trastuzumab.12.21 Den IHC-baserede pavisning af HER2-proteinekspression bruges som
en hjeelp til vurdering af patienter med gastrisk cancer, til hvem behandling med
trastuzumab (Herceptin) overvejes.
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PROCEDURENS PRINCIP

VENTANA HER2 (4B5)-analyse er et monoklonalt kanin-antistof, der binder sig til HER2 i
FFPE-veevssnit. Det specifikke antistof kan lokaliseres ved hjeelp af et sekundzert antistof-
HRP-konjugat (ultraView Universal DAB Detection Kit). Det specifikke antistof-
enzymkompleks visualiseres derefter med et udfeeldende enzymreaktionsprodukt. Der
inkuberes pa hvert trin for at opnd ngjagtig tid og temperatur. Ved afslutningen af hvert
inkubationstrin skyller instrumentet vaevssnittene for at stoppe reaktionen og fierne
ubundet materiale, der ville hindre den gnskede reaktion pa de efterfglgende trin.
Instrumentet anvender ogsé Liquid Coverslip, der minimerer fordampning af de vandige
reagenser fra preeparatobjektglasset.

Kliniske tilfeelde skal evalueres inden for rammerne af ydeevnen af passende kontroller.
Det anbefales at medtage en positiv vaevskontrol, der er fikseret og behandlet pd samme
made som patientpreeparatet (for eksempel et svagt positivt brystkarcinom). Ud over
farvning med VENTANA HER2 (4B5)-analyse skal et andet objektglas farves med
CONFIRM Negative Control Rabbit Ig. For at testen kan betragtes som gyldig, skal det
positive kontrolveev udvise membranfarvning af tumorceller. Disse komponenter skal veere
negative, nar de farves med CONFIRM Negative Control Rabbit Ig. Derudover anbefales
det, at der medtages et negativt veevskontrolobjektglas (for eksempel et HER2-negativt
brystkarcinom eller gastrisk karcinom) for hver batch af praver, der behandles og keres pa
et BenchMark IHC/ISH-instrument. Denne negative vaevskontrol skal farves med
VENTANA HER2 (4B5) RxDx for at kontrollere, at antigenforbedringen og andre
forbehandlingsprocedurer ikke dannede falsk positiv farvning.

LEVERET MATERIALE

VENTANA HER?2 (4B5)-analyse indeholder tilstraekkeligt reagens til 50 tests.

En 5 mL-dispenser med VENTANA HER2 (4B5)-analyse indeholder cirka 30 pg
monoklonale kanin-antistoffer rettet mod humant HER2-antigen.

Antistoffet er fortyndet i 0.05 M tris-bufret saltvandsoplgsning, 0.01 M EDTA, 0.05 % Brij-
35 med 0.3 % beererprotein og 0.05 % natriumazid, som er et konserveringsmiddel. Der er
spor af kalvefosterserum, cirka 0.25 %, fra stamoplgsningen.

Specifik antistofkoncentration er cirka 6 pg/mL.

VENTANA HER?2 (4B5)-analyse indeholder et kanin-IgG fortyndet fra
vaevskultursupernatanter.

Se det relevante metodeark til VENTANA-detektionskit for at f& yderligere oplysninger om
immunhistokemiske farvningsprocedurer: Procedurens princip, Materiale og metoder,
Pravetagning og forberedelse til analyse, Metoder til kvalitetskontrol, Fejlfinding,
Fortolkning af resultater og Begraensninger.

NZDVENDIGE MATERIALER, SOM IKKE MEDF@LGER
Farvereagenser sdsom VENTANA-detektionskits og hjeelpekomponenter, herunder
objektglas med negative og positive kontrolveev, medfalger ikke.
Det er ikke alle produkter, der er naevnt i metodearket, som kan fas i alle geografiske
omréder. Indhent oplysninger hos den lokale supportrepreesentant.
Nedenstaende reagenser og materialer kan veere pakreevet ved farvning, men medfalger
ikke:
1. Anbefalet kontrolvaev
Objektglas, positivt ladede
3. CONFIRM Negative Control Rabbit Ig (kat.nr. 760-1029 / 05266238001)
4 ultraView DAB Detection Kit (kat.nr. 760-500 / 05269806001)
5. EZ Prep Concentrate (10X) (kat.nr. 950-102 / 05279771001)
6.  Reaction Buffer Concentrate (10X) (kat.nr. 950-300 / 05353955001)
7. LCS (Predilute) (kat.nr. 650-010 / 05264839001)
8. ULTRALCS (Predilute) (kat.nr. 650-210 / 05424534001)
9. Cell Conditioning Solution (CC1) (kat.nr. 950-124 / 05279801001)
10.  ULTRA Cell Conditioning Solution (ULTRA CC1) (kat.nr. 950-224 / 05424569001)
11, Hematoxylin Il (kat.nr. 790-2208 / 05277965001)
12.  Bluing Reagent (kat.nr. 760-2037 / 05266769001)
13.  Generelt laboratorieudstyr
14, BenchMark IHC/ISH-instrument

OPBEVARING OG STABILITET
Opveares ved 2-8 °C efter modtagelsen, og nar de ikke anvendes. Ma ikke nedfryses.
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For at sikre korrekt reagenstilfgrsel og antistoffets stabilitet skal kapslen szettes pa
dispenseren igen efter hver brug, og dispenseren skal omgaende anbringes i kgleskab i
opret position.

Hver antistofdispenser er meerket med udlgbsdato. Ved korrekt opbevaring er reagenset
stabilt indtil den dato, der er angivet pa etiketten. Brug ikke reagenset efter udlgbsdatoen.

PRAPARATFORBEREDELSE

Rutinemaessigt behandlede FFPE-vav er egnede til brug med dette primeere antistof, nar
det anvendes med VENTANA-detektionskits og BenchMark IHC/ISH-instrumenter. Det
anbefalede vavsfiksativ er 10 % neutral buffer-formalin.29 Objektglassene skal farves
omgaende, da skarme vaevssnits antigenicitet muligvis mindskes over tid.

Det anbefales, at der kares positive og negative kontroller samtidig med ukendte preeparater.
Cirka 4 um tykke snit skeeres og samles op pé objektglas. Objektglassene skal vaere af
typen Superfrost Plus eller tilsvarende. Undersggelser viser, at lufttarrede udskarne
vaevsshit og cellelinjer, der opbevares ved en temperatur pa 2-8 °C, er holdbare i mindst
45 dage. Det enkelte laboratorium skal validere stabiliteten af objektglasset med
vaevssnittet ud fra deres egne procedurer og opbevaringsbetingelser.

ADVARSLER OG FORSIGTIGHEDSREGLER

1. Tilin vitro diagnostisk (IVD) brug.

2. Kuntil faglig anvendelse.

3. Brug ikke efter det angivne antal tests.

4 Positivt ladede objektglas kan vaere modtagelige over for stressfaktorer i det omgivende
miljg, hvilket kan medfgre uhensigtsmaessig farvning. Bed din Roche-repraesentant om
yderligere oplysninger om, hvordan denne type objektglas skal anvendes.

5. Materialer af human eller animalsk oprindelse skal handteres som biologisk farligt
materiale og bortskaffes i henhold til geeldende forholdsregler. | tilfeelde af
eksponering skal de ansvarlige myndigheders sundhedsdirektiver fglges.30:31

6. Undga, at reagenser kommer i kontakt med gjne og slimhinder. Vask med rigelige
maengder vand, hvis reagenserne kommer i kontakt med falsomme omrader.

7. Undga mikrobiel kontamination af reagenserne, da det kan forarsage fejlbehaeftede
resultater.

8. Nar det anvendes i henhold til vejledningen, er dette produkt ikke klassificeret som
et farligt stof. Konserveringsmidlet i reagenset er natriumazid. Symptomer pa
overeksponering for natriumazid omfatter hud- og gjenirritation og irritation af
slimhinder og gvre luftveje. Koncentrationen af natriumazid i dette produkt er 0.05 %
og opfylder ikke kriterierne for et farligt stof. Ophobning af NaN3 kan reagere med
bly- og kobber-VVS-rar og danne meget eksplosive metalazider. Skyl med store
maengder vand efter bortskaffelse for at forhindre azidakkumulering i VVS-rgrene.32
Systemiske allergiske reaktioner kan forekomme hos fglsomme individer.

9. Foryderligere information om brugen af denne enhed henvises til BenchMark
IHC/ISH-instrumentets brugervejledning og brugsanvisningerne til alle ngdvendige
komponenter, som findes pa navifyportal.roche.com.

10.  Indhent oplysninger hos lokale og/eller statslige myndigheder vedrarende den
anbefalede metode til bortskaffelse.

11.  Meerkning af produktsikkerhed falger primeert EU's GHS-vejledning.
Sikkerhedsdatablade er tilgaengelige efter anmodning for faglige brugere.

12.  For at rapportere mistanke om alvorlige haendelser i forbindelse med denne enhed,
skal du kontakte den lokale Roche-repraesentant og den kompetente myndighed i
den medlemsstat eller det land, hvor brugeren har etableret sig.

FARVNINGSPROCEDURE

VENTANA primaere antistoffer er blevet udviklet til brug pd BenchMark IHC/ISH-
instrumenter i kombination med VENTANA-detektionskits og -tilbehar. Se nedenstaende
tabeller vedrarende anbefalede farvningsprotokoller.

Dette antistof er optimeret til specifikke inkubationstider, men brugeren skal validere
resultater, der opnds med dette reagens.

Parametrene for de automatiserede procedurer kan vises, udskrives og redigeres i
henhold til den procedure, der er beskrevet i instrumentets brugervejledning. Se det
relevante metodeark til ultraView DAB Detection Kit for at fa yderligere oplysninger om
IHC-farvningsprocedurer.

For yderligere oplysninger om korrekt brug af denne enhed henvises til inline-
dispenserens metodeark, som harer til P/N 790-7167.

BEM/ERK: Farvningsprocedurer er sammenfattet i Tab. 1 (For vurdering af HER2-positivitet
og HER2-lav i brystkreefttilfeelde) og Tab. 2 (For vurdering af HER2-positivitet kun i
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brystkreefttilfeelde) og Tab. 3 (For vurdering af HER2-positivitet i tilfeelde med gastrisk cancer).
Trinnene i den anbefalede farvningsprotokol, herunder celleforbehandling og

antistofinkubation, er de samme for al HER2-brystkraeftscreening, men

farvningsprocedurerne har forskellige niveauer af brugeraendringer. Ved screening af
patienter for potentiel HER2-lav-vurdering, skal farvningsproceduren i Tab. 1 anvendes. Hvis
hensigten omfatter at udelukke HER2-lav status (defineret som IHC-score 1+ eller 2+ (med
en bekreeftet HER2-kke-amplificeret status)), sa skal farvningsproceduren angivet i Tab. 1
anvendes. Hvis hensigten kun er at rapportere HER2-status af positiv (defineret som IHC-
score 3+ eller 2+ med en bekraeftet HER2-status af amplificeret), kan procedurerne i Tab. 1
eller Tah. 2 anvendes. For at sikre den mest omfattende udnyttelse af resultaterne for enten
HER2-status af lav eller HER2-status af positiv i brystkreefttilfeelde, anbefales det kraftigt at

bruge farvningsproceduren, der er anfert i Tab. 1.

Farvningsprocedure for al HER2-vurdering inklusive potentiel
vurdering af HER2-lav i brystpreeparater

Farvningsprotokollen og -proceduren angivet i dette afsnit og Tab. 1 kan bruges ved alle
HER2-screeninger for brystkarcinomtilfeelde og skal anvendes ved vurdering af patientpraver
for potentiel HER2-lav terapi. Afvigelse fra den anbefalede farvningsprotokol kan give
uacceptable HER2-farvede praver med en aendret HER2-score, iseer i tilfeelde med lav
HER2-ekspression (IHC 1+). Iseer faldende eller sgede celleforbehandlingstider vil
sandsynligvis producere HER2-farvede praver med sendrede HER2-scorer, hvilket kan
resultere i beslutninger om uhensigtsmaessige behandlinger til patienter. Den
farvningsprocedure, der er anfart i Tab. 1, tillader ikke sendring af celleforbehandling eller
antistofinkubationstid i forsgg pé at mindske denne risiko, da dette er den eneste

farvningsprotokol, der er valideret til brug ved vurdering af potentielle HER2-lav-patientpraver.
Farvningsprotokol for VENTANA HER2 (4B5)-analyse for al HER2-vurdering i

Tab. 1.

brystpraeparater inklusive vurdering af potentiel HER2-lav pa et BenchMark IHC/ISH-

Tab. 2.  Anbefalet farvningsprotokol for VENTANA HER2 (4B5)-analyse med ultraView
DAB Detection Kit i preeparater af brystveev pa et BenchMark IHC/ISH-instrument.
Metode
Procedurety BenchMark
roceduretype
P BenchMark GX BenchMark XT TS
BenchMark
ULTRA PLUS
ultraView DAB- ultraView DAB- ultraView DAB-
Farvningsprocedure | farvningsproced | farvningsproced | farvningsproced
uren uren uren
Afparaffinering Valgt Valgt Valgt
Cell Conditioning CC1, CC1, ULTRA CC1,
(Antigenafmaskning) Mild Mild Mild
Antistof (primzert) 16 minutter, 16 minutter, 12 minutter,
P 37°C 37°C 3%°C
ultraWash Valgt
Kontrastfarve Hematoxylin Il, 4 minutter
Efterfalgende . .
Kontrastfarve Bluing, 4 minutter

inst ; Tab. 3.  Anbefalet farvningsprotokol for VENTANA HER2 (4B5)-analyse med ultraView
Instrument. DAB Detection Kit i preeparater af gastrisk veev pa et BenchMark IHC/ISH-instrument.
Metode Metode
BenchMark Proceduretype
Proceduretype BenchMark
typ BenchMark GX | BenchMark XT ULTRA eller BenchMark GX | Benchmark XT ULTRA
BenchMark
ULTRA PLUS ultraView DAB- ultraView DAB- ultraView DAB-
ULTRA Farvningsprocedure | farvningsproced | farvningsproced | farvningsproced
Farvningsprocedure G)ISI\E/FEQI ZQSN A XLZFE?E@EA VENTANA uren uren uren
HER2 4B5 Afparaffinering Valgt Valgt Valgt
VENTANA VENTANA VENTANA Cell Conditioning CC1, CC1, ULTRA CC1,
HER?2 4B5 Ab- HER?2 4B5 Ab- HER?2 4B5 Ab- (Antigenafmaskning) Mild Mild Mild
Antistof (primzrt) 16 min. eller 16 min. eller 12 min. eller - - -
P CONFIRM Neg CONFIRM Neg CONFIRM Neg Antistof (primaer) 16 minutter, 16 minutter, 12 minutter,
Cti Rbt Ig- Cti Rbt Ig- Cti Rbt Ig- P 37°C 37°C 36°C
16 min. 16 min. 12 min.
min min min ultraWash Valgt
Kontrastfarve Hematoxylin Il, 4 minutter - -
Kontrastfarve Hematoxylin Il, 4 minutter
Efterfalgende . .
kontrastfarve Bluing, 4 minutter Efterfalgende Bluing, 4 minutter
kontrastfarve

* Dette er en forprogrammeret tilstand og ikke et trin, brugeren kan vaelge.

Alternative farvningsprocedurer kun relevante for potentiel HER2-

positivitet vurdering i brystprgver og gastrikpraver.

Farvningsprocedurere og -protokollerne angivet i Tab. 2 og Tab. 3 er beregnet til at blive
anvendt i vurderingen af HER2-positivitet (defineret som proteinoverekspression, IHC-
score 3+ eller 2+ (med en bekraeftet HER2-amplificeret status)) og ikke i vurdering af
HER2-lav ekspression (defineret som IHC-score 1+ eller 2+ (med en bekreeftet HER2-
ikke-amplificeret status)). De anbefalede celleforbehandlings- og antistofinkubationstider,
der er beskrevet i Tab. 2 og Tab. 3, er ikke I&st og kan endres af brugeren. Potentielle
arsager til aendring af parametre omfatter variation i vaevsfiksering og -behandling
(afvigelse fra anbefalet fiksering eller behandling af praver), laboratorieinstrumenter og -
miljg samt leeserpreeferencer. Se "Immunohistochemistry Principles and Advances" for
yderligere information om fikseringsvariabler.33 Brugere, der afviger fra anbefalede
farvningsprotokoller, er ansvarlige for fortolkning og validering af patientresultater.
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METODER TIL KVALITETSKONTROL
Cellelinjekontroller

Som et separat produkt har Ventana fire formalinfikserede cellelinjekontroller indstahbt i
paraffin, udskaret og placeret pa et enkelt ladet objektglas. PATHWAY HER-2 4 in 1
Control Slides (P/N 781-2991) kan bruges til forelgbig validering af instrumentet eller
behandlingsmetoden til farvning af objektglas med VENTANA HER2 (4B5)-analyse. Disse
fire cellelinjekontroller kendetegnes ved in situ-hybridisering for genkopinummer, Tab. 4.
Hvis cellelinjerne behandles og farves korrekt, antager de farve som beskrevet pd
metodearket til PATHWAY HER-2 4 in 1 Control Slide. Hvis den indikerede farvning ikke
er tydelig i de relevante kerner, iseer kontrol 1+ og 2+, skal vaevsfarvningerne gentages.
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Tab. 4.  Karakteristika for PATHWAY HER-2 4 in 1 Control Slides.
IHC-score for HER2 Cellelinje HER2/Chr17-forhold*
0 MDA-MB-231 111
1+ T47D 1.12
2+ MDA-MB-453 2.66
3+ BT-474 5.53

* HER2/Chr17-forholdet er gennemsnittet af tre lots med PATHWAY HER-2 4in 1
Control Slides, der er bestemt ved hjeelp af fluorescerende in situ-hybridisering (FISH).

POSITIV VEVSKONTROL

Positivt kontrolveev, der fikseres og behandles pd samme made som patientpraveme, skal
kares for hvert seet af testforhold og med hver VENTANA HER2 (4B5)-
analysefarvningsprocedure. Bedst mulig laboratoriepraksis skal omfatte et positivt
kontrolsnit pA samme objektglas som testveevet. Dette hjaelper med at identificere fejl i
forbindelse med pafaringen af reagens pé objektglasset. Vaev med svag positiv farvning er
bedst egnet til kvalitetskontrol. Kontrolvaev kan indeholde bade positive og negative
farvningselementer og kan benyttes bade som positiv og negativ kontrol. Kontrolvaev skal
veere en ny obduktionsprave, biopsiprave eller kirurgisk preeparat, der er klargjort eller
fikseret s& hurtigt som muligt pa en made, der er identisk med testsnittene.

Dette veev kan overvage alle trin i analysen fra vaevsforberedelse til farvning. Brug af et
veevssnit, der er fikseret eller behandlet p& en anden made end testpreeparatet, kan
bruges som kontrol for alle reagenser og metodetrin undtagen fiksering og forberedelse af
veev. |deelt set bar veev, der vides at have svag, men positiv farvning, veelges for at sikre,
at systemet er fglsomt over for sm& maengder reagensnedbrydning eller problemer med
IHC-metoden. Neoplastisk veev, der er HER2-positivt, er dog generelt staerkt positivt pa
grund af dets patologiske natur (overekspression).

Kendte positive vaevskontroller ma udelukkende benyttes til overvagning af reagensernes
og instrumenternes funktion, og ikke som hjeelp til at formulere en specifik diagnose for
testpraver. Hvis de positive vaevskontroller ikke udviser positiv farvning, skal resultaterne
for testpraeparaterne anses for ugyldige.

Et eksempel pa en positiv kontrol for VENTANA HER?2 (4B5)-analyse er et kendt, svagt
HER2-positivt invasivt brystkarcinom eller et svagt positivt gastrisk karcinompreeparat.
Vaevskomponenterne i positiv farvning (membrangs farvning af neoplastiske celler) bruges
til at bekreefte, at antistoffet blev pafart, og at instrumentet fungerede korrekt.

Negativ veevskontrol

Det samme objektglas, der anvendes til den positive vaevskontrol (duktalt eller lobuleert
invasivt brystkarcinom eller gastrisk karcinom), kan anvendes som negativ vaevskontrol.
Ikke-farvningskomponenterne (omgivende stroma, lymfoide celler og blodkar) viser typisk
fraveer af specifik farvning og indikerer en specifik baggrundsfarvning (falsk positiv) med
det primaere antistof. Brug et kendt negativt vaev, der er fikseret, behandlet og indstabt pa
samme made som patientpreven.

Negativ reagenskontrol

Der skal kares en negativ reagenskontrol for hvert praeparat som en hjeelp til fortolkning af
resultaterne. En negativ reagenskontrol anvendes i stedet for det primaere antistof til at
evaluere uspecifik farvning. Objektglasset skal farves med CONFIRM Negative Control
Rabbit Ig. Inkubationstiden for den negative reagenskontrol skal vaere den samme som
inkubationstid for primeert antistof.

Uforklarede uoverensstemmelser

Uforklarede uoverensstemmelser i kontroller skal straks rapporteres til den lokale
supportrepraesentant. Hvis resultaterne af kvalitetskontrol ikke overholder
specifikationerne, er patientresultaterne ugyldige. Der henvises til afsnittet Fejlfinding. Find
og korriger problemet, og gentag derefter patientprgverne.

Analyseverifikation

Far den farste anvendelse af et antistof eller farvningssystem i en diagnostisk procedure
ber antistoffets specificitet verificeres ved at teste det pé en reekke veev med kendte
immunhistokemiske praestationskarakteristika, der repraesenterer kendt positivt og
negativt vaev (se de Metoder til kvalitetskontrol, der blev beskrevet tidligere i dette afsnit
indleegssedlen, og kvalitetskontrolanbefalingerne fra College of American Pathologists
Laboratory Accreditation Program, Anatomic Pathology Checklist,34 eller CLSI Approved
Guideline35 eller begge dokumenter). Disse kvalitetskontrolprocedurer skal gentages for

2024-10-04
FT0700-410v

4120

hvert nyt antistoflot, eller nar der er en &endring i analyseparametre. Brystkreeftvaev og
gastrisk cancervaev med kendt HER2-status er egnet til analyseverifikation.

FORTOLKNING AF FARVNINGEN / FORVENTEDE RESULTATER

Den automatiserede immunfarvningsprocedure med VENTANA fér et brunt (DAB)
reaktionsprodukt til at udfeeldes pa de antigensteder, der lokaliseres af VENTANA HER2
(4B5)-analyse. En kvalificeret patolog, som har erfaring med immunhistokemiprocedurer,
skal evaluere kontrollerne og kvalificere det farvede produkt, far resultaterne fortolkes.

Positive kontroller

Den farvede positive veevskontrol skal farst undersages for at sikre, at alle reagenser fungerer
korrekt. Tilstedeveerelsen af et relevant farvet reaktionsprodukt i membranen pa malcellemes
kemer er tegn pa positiv reaktivitet. Afhaengigt af inkubationstiden og styrken af det anvendte
hematoxylin vil kontrastfarvningen resultere i en lys- il mgrkeblé farvning af cellekemerne. For
kraftig eller ufuldsteendig modfarvning kan bringe korrekt fortolkning af resultater i fare.

Hvis den positive vaevskontrol ikke fremviser positiv farvning, skal alle resultater med
testpraeparaterne anses for ugyldige.

Negative vaevskontroller

Den negative vaevskontrol skal undersgges efter den positive veevskontrol for at verificere
den specifikke maerkning af malantigenet med det primeere antistof. Fraveeret af specifik
farvning i den negative vaevskontrol bekraefter manglen pa antistofkrydsreaktivitet over for
celler eller cellebestanddele. Hvis vaevet er kontrastfarvet, forekommer der muligvis
farvning uden om cellen, dvs. i det interstitielle rum. Hvis der opstér specifik farvning pa
den negative vaevskontrol, skal patientpraeparatets resultater anses som ugyldige.

Negative reagenskontroller

Uspecifik farvning vil, hvis den er til stede, have et diffust udseende. Sporadisk let farvning
af hindevaev kan ogsa observeres i vaevssnit, der er formalinfikseret for kraftigt. Intakte
celler bar anvendes til fortolkning af farvningsresultater, da nekrotiske eller degenererede
celler ofte farves uspecifikt.

Patientvaev

Patientpreeparater skal undersgges sidst. Positiv farvningsintensitet bar vurderes inden for
rammerne af baggrundsfarvning af den negative reagenskontrol. Som ved enhver
immunhistokemitest betyder et negativt resultat, at det pdgeeldende antigen ikke blev
detekteret, og ikke, at antigenet er fraveerende i de analyserede celler eller vaev. Nér
ethvert immunhistokemisk resultat fortolkes, bar morfologien for hver veevsprave ogsa
undersgges ved brug af et hematoxylin- og eosinfarvet snit. Patientens morfologiske fund
og relevante kliniske data skal fortolkes af en kvalificeret patolog.

En kvalificeret patolog med erfaring i immunhistokemiprocedurer skal evaluere positive og
negative kontroller og kvalificere det farvede produkt, far resultaterne fortolkes.
Scoringsregler for fortolkning af VENTANA anti-HER2 (4B5)
AntiBody i brystkarcinom

Falgende tabeller opstiller farvningskriterier. Se VENTANA HER2 (4B5) Rabbit
Monoclonal Primary Antibody RxDx-fortolkningsvejledningen for brystkarcinom eller
gastrisk karcinom (P/N 1021957DA) for at fa flere oplysninger med billeder af farvning
med VENTANA HER2 (4B5)-analyse.

Tab. 5.  Kiriterier for intensitet og manster for cellemembranfarvning med VENTANA
HER?2 (4B5)-analyse i brystkarcinom ved brug af farvningsproceduren i Tab. 1.

HER2 (4B5)- | Anvendelse af
score (rapport | farvningsprocedur Klinisk
Farvningsmanster til eiTab. 1: .
behandlende Anbefalet
leege) rapporteringstatus
Ingen membranfarvning
observeret
eller .
' 0 HER2-negat Ingen
Svag, delvis farvning af gatv 9
membranen i 10 % eller
feerre af cancercellerne
Svag, delvis farvning af HER?-lav ENHERTU®
membranen i mere end 10 % 1+ . (trastuzumab
ekspression
af cancercellerne deruxtecan)
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* Anbefalet reflekstest til at vurdere genamplifikation i henhold til ASCO/CAP-vejledning

Tab. 6.  Kiriterier for intensitet og manster for cellemembranfarvning med VENTANA
HER?2 (4B5) RxDx-analyse i brystkarcinom ved brug af farvningsproceduren i Tab. 2.
HER2 (4B5)- | Anvendelse af
score (rapport | farvningsprocedur Klinisk
Farvningsmgnster til eiTab. 2: AT
behandlende Anbefalet
leege) rapporteringstatus
Ingen membranfarvning
observeret
eller, .
Svag, delvis farvning af 0 HERZ-negativ
membranen i 10 % eller
feerre af cancercellerne
Ingen

Svag, delvis farvning af
membranen i mere end 10 % 1+
af cancercellerne

HER2-negativ

*
Svag til moderat fuldsteendig R flzl:t "
farvning af membranen i over HeEFfzs'kis ’ HER2-negativ
10 % af cancercellerne < IkKe-
amplificeret

Tab. 7.

HER2 (4B5)- | Anvendelse af HER2 (4B5)- | Anvendelse af
score (rapport | farvningsprocedur - score (rapport | farvningsprocedur -
. . . . Klinisk . . . . Klinisk
Farvningsmgnster til eiTab. 1: P Farvningsmgnster til eiTab. 2: P
behandlende Anbefalet behandlende Anbefalet
leege) rapporteringstatus leege) rapporteringstatus
2+* 2+* HER?- HERCEPTIN
Reflekgtest: HER2-Igv Reflekstest: positivioverekspre (trastuzumab),
) ) HER? ikke- ekspression HER2 Ssion PERJETA
Svag til moderat fuldsteendig amplificeret amplificeret (pertuzumab),
farvning af membranen i over - -
9 2+* HERCEPTIN Intens, fuldsteendig farvning HER2- KADCYLA
10 % af cancercellerne HER2- . »
Reflekstest: itivioverekspre | (trastuzumab), af membranen i over 10 % af 3+ positiv/overekspre [~ (trastuzumab
HER2 posi Nssion p PERJETA cancercellerne ssion emtansin)
amplificeret (pertuzumab), * Anbefalet reflekstest til at vurdere genamplifikation i henhold til ASCO/CAP-vejledning
Intens, fuldsteendig farvning HER2- KADCYLA
af membranen i over 10 % af 3+ positiv/overekspre | (trastuzumab Scoringsregler for fortolkning af VENTANA anti-HER2 (4B5)-antistof i
cancercellerne ssion emtansin)

gastrisk karcinom

Gastriske karcinomer, der testes positive for overekspression af HER2-protein, skal
opfylde greensekriterierne for intensitet og manster af cellemembranfarvning (min. 2+ pa
en skala fra 0 til 3+) og procentdel af positive tumorceller. Farvning skal lokaliseres til
cellemembranen, men behgver ikke veere fuldsteendig periferisk, da baso-lateral farvning
regelmaessigt observeres og bgr tages i betragtning ved scoring. Farvning af cytoplasmaet
ogleller kernen kan forekomme, men denne farvning er ikke medregnet i bestemmelsen af
positivitet. | gastrisk karcinom afhaenger procentdelen af positive tumorceller af, om
praven er en biopsiprave (= 5 kohaesive celler) eller en resektionsprgve (= 10 %).

Ved etableringen af scoringsretningslinjerne for HER2-immunhistokemi i gastrisk cancer,
skal du veere opmaerksom pa, at selvom kraftig membrangs farvning er tegn pi HER2-
proteinoverekspression i neoplastiske celler, behaver den ikke veere helt omkransende.36
| gastrisk cancer er der rapporteret diffus cytoplasmisk farvning med eller uden
kermefarvningfarvning.37 Ved gastrisk cancer ma der kun anvendes membrangs farvning
til bestemmelse af HER2-proteinoverekspression.

Immunhistokemisk farvning med klonet 4B5 kan producere cytoplasmisk farvning og kernefarvning
af normale gastriske slimhinder og mindre ofte af neoplastiske celler i gastrisk karcinom og GEJ-
karcinom (gastroesophageal junction-karcinom). Karakteren af denne cytoplasmiske farvning og
kemefarvning er p.t. ukendt. Dette farvningsmanster ma ikke forveksles med den diskrete
membrangse farvning, da denne er tegn pd HER2-positivitet i neoplastiske celler.

Se fortolkningsvejledningen for VENTANA HER2 (4B5) Rabbit Monoclonal Primary
Antibody RxDx fortolkningsvejledningen for brystkarcinom og gastrisk karcinom (p/n
1021957DA) for at fa flere oplysninger med fotomikrografier af farvning med VENTANA
HER?2 (4B5)-analyse.

Kriterier for intensitet og manster for cellemembranfarvning med VENTANA HER2 (4B5)-analyse i gastrisk karcinom ved brug af farvningsproceduren i Tab. 3.

Score (rapport HER2- Klinisk
Farvningsmgnster — resektionspraeparat Farvningsmgnster — biopsipreeparat til behandlende | farvningsvurde anvendelse
leege) ring
Ingen reaktivitet eller membrangs reaktivitet i < 10 % af Ingen reaktivitet eller membrangs reaktivitet i nogen af 0 HER?2-negativ
tumorcellerne tumorcellerne g
Svag/knapt synlig membrangs reaktivitet i = 10 % af N .
tumorcellerne; cellerne er kun reaktive i en del af deres Tumorge]leklynge med en svaglknapt synlig membranas 1+ HER2-negativ
reaktivitet uanset procentdelen af farvede tumorceller
membran Ingen
2+~k*
Reflekstest: .
T lleklynge* med til moderat, fuldsteendi HER? ikke rERne
Svag til moderat, fuldstaendig baso-lateral eller lateral umorcetiekynge* med en svag ti moderal, luldstaenaig amplificeret
S baso-lateral eller lateral membrangs reaktivitet uanset
membrangs reaktivitet i = 10 % af tumorcellerne Dxk
procentdelen af farvede tumorceller HER2-
Re{_l;eEszetzest. positiv/overeksp
amplificeret fession HERCEPTIN
- - (trastuzumab)
Kratftig, fuldsteendig baso-lateral eller lateral membrangs Tumorcelleklynge* med en krafti, fuldsteendig baso-lateral HER2-
' reaktivitet i = 10 % af tumorcellerne eller lateral membrangs reaktivitet uanset procentdelen af 3+ positiv/overeksp
- ° farvede tumorceller ression
* 2 5 kohaesive celler
** Anbefal refleks til ISH
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BEGRANSNINGER
Generelle begraensninger

1. Immunhistokemi er en diagnosticeringsproces i flere trin, der kreever specialuddannelse i
udveelgelsen af de passende reagenser, veevsvalg, fiksering, behandling, klargaring af
immunhistokemiske objektglas og fortolkning af farvningsresultaterne.

2. Veevsfarvning er athaengig af handtering og behandling af veevet fer farvning. Forkert
fiksering, nedfrysning, optaning, vask, tarring, opvarmning, udskeering eller kontamination
med andet veev eller vaesker kan fremkalde artefakter, antistofbinding eller falsk negative
resultater. Uoverensstemmende resultater kan veere et resultat af forskelle i fikserings- og
indstabningsmetoder eller naturlige uregelmaessigheder i selve veevet.

3. For kraftig eller ufuldsteendig modfarvning kan bringe korrekt fortolkning af resultater
i fare.

4. DenKkliniske fortolkning af en positiv farvning, eller dens fraveer, skal evalueres pa
baggrund af anamnese, morfologi og andre histopatologiske kriterier. Den kliniske
fortolkning af enhver farvning, eller dens fravaer, skal suppleres af morfologiske
undersggelser med korrekte kontroller samt andre diagnostiske tests. Det er en
kvalificeret patologs ansvar at veere fortrolig med antistoffer, reagenser og metoder, der
anvendes til fortolkning af det farvede preeparat. Farvning skal udfares i et certificeret,
licenseret laboratorie under tilsyn af en patolog, der er ansvarlig for at gennemga de
farvede objektglas og sikre tilstreekkeligheden af positive og negative kontroller.

5. VENTANA-antistoffer og -reagenser leveres med optimal fortynding til brug, nér de
medfglgende instruktioner falges. Enhver afvigelse fra anbefalede testprocedurer
kan ugyldiggare forventede resultater. Passende kontroller skal anvendes og
dokumenteres. Brugere, der afviger fra anbefalede testprocedurer, vil veere
ansvarlige for fortolkningen af patientresultater.

6.  Dette produkt er ikke beregnet til brug i flowcytometri, da preestationskarakteristika
ikke er fastlagt.

7. Reagenserne kan fremvise uventede reaktioner i tidligere utestet vaev. Muligheden
for uventede reaktioner selv i testede veevsgrupper kan ikke helt udelukkes pa
grund af den biologiske variabilitet i antigenekspressionen i neoplasmer eller andre
patologiske vaev.38 Kontakt din lokale supportrepraesentant med dokumenterede
uventede reaktioner.

8. Veev fra personer inficeret med hepatitis B-virus og indeholdende hepatitis B-
overfladeantigen (HBsAg) kan udvise uspecifik farvning med
peberrodsperoxidase.39

9. Falsk positive resultater kan ses pa grund af ikke-immunologisk binding af proteiner
eller substratreaktionsprodukter. De kan ogsé veere forarsaget af
pseudoperoxidaseaktivitet (erytrocytter), endogen peroxidaseaktivitet (cytochrom C)
eller endogent biotin (eksempel: lever, hjerne, bryst, nyre) afhaengigt af den
anvendte type immunfarvning.40

10.  Som ved enhver immunhistokemitest betyder et negativt resultat, at antigenet ikke
blev detekteret, og ikke, at antigenet var fravaerende i de analyserede celler eller
veev.

Specifikke begraensninger

1. Dette antistof er optimeret som beskrevet i Tab. 1 og Tab. 2 for BenchMark-
instrumenter og detektionskemi. Afvigelse fra de anbefalede farvningsprotokoller i
Tab. 1 og Tab. 2 kan producere uacceptable Negative Reagent Control (NRC)-
praver og VENTANA HER? (4B5)-analysefarvede praver med en gndret HER2-
score. @get antistofinkubationstid vil sandsynligvis producere uacceptabel farvning i
NRC, hvilket i sé fald vil forhindre evaluering af VENTANA HER2 (4B5)-
analyseprgven. Reducerede eller foragede celleforbehandlingstider vil sandsynligvis
producere VENTANA HER2 (4B5)-analysepraver med eendrede HER2-scorer
hvilket kan resultere i uhensigtsmaessige beslutninger om patientbehandling. Der
henvises til "Immunohistochemistry Principles and Advances" for yderligere
information om fikseringsvariabler.33

2. Antistoffet i kombination med VENTANA-detektionskits og tilbehar detekterer
antigen, der overlever rutinemaessig formalinfiksering, veevsbehandling og -
udskaering. Brugere, der afviger fra anbefalede testprocedurer, er ansvarlige for
fortolkning og validering af patientresultater.

3. Objektglassene skal farves straks, da udskarne vaevssnits antigenicitet kan falde
over tid og kan blive gdelagt af omgivende faktorer som fglge af langvarig
opbevaring. Lufttarrede objektglas skal udtarres og opbevares ved 2-8°C.
Undersggelser understatter antigenstabilitet p& ufarvede objektglas i mindst 45
dage. Laboratorier skal godkende udlgbsdateringen i deres eget miljg, hvis der
gnskes en datering efter 45 dage.
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4. Knoglemarv blev ikke testet for specificitet. Brugeren skal fastsla passende farvning
i ovenstaende vaev inden fortolkning af farvningsoplysninger.

5. Immunhistokemisk farvning med klon 4B5 kan producere cytoplasmisk farvning og
kernefarvning af normale gastriske slimhinder og mindre ofte af neoplastiske celler i
gastrisk karcinom og karcinom af gastroesophageal junction. Karakteren af denne
cytoplasmiske farvning og kerefarvning er p.t. ukendt. Dette farvningsmenster ma
ikke forveksles med den diskrete membrangse farvning denne er tegn pd HER2-
positivitet i neoplastiske celler.

6.  Alle analyser er ikke ngdvendigvis registreret pa alle instrumenter. Kontakt den
lokale Roche-repraesentant for yderligere oplysninger.

7. /Endringer i HER2-status er blevet rapporteret til at forekomme med metastatisk
progression eller efter neoadjuverende kemoterapi. Baseret pa disse observationer kan
det eventuelt anbefales at indhente en frisk prave til bestemmelse af HER2-status pa
behandlingstidspunktet i stedet for at veere afheengig af historisk HER2-status.41

YDEEVNEKARAKTERISTIKA

Farvningspraver for sensitivitet, specificitet og praecision blev udfart, og resultaterne er
anfart nedenfor.

ANALYTISK YDEEVNE

Sensitivitet og specificitet

Sensitivitet/specificitet for VENTANA HER2 (4B5)-analyse blev bestemt ud fra en
undersggelse, der ikke viste nogen specifik membranfarvning for de fleste typer
normalvaev. Farvningsresultaterne er anfart i Tab. 8. Sensitivitet og specificitet for
VENTANA HER? (4B5)-antistof blev ogsé bestemt ud fra en undersggelse, der ikke viste
nogen specifik membranfarvning for de fleste neoplastiske vaev. Farvningsresultaterne er
anfart i Tab. 9. Farvning for sensitivitet og specificitet blev udfert ved hjeelp af iVIEW DAB
Detection Kit-protokollen pé et BenchMark XT-instrument eller ultraView Universal DAB
Detection Kit-protokollen pé et BenchMark ULTRA-instrumenter.

Positiv farvning i tonsilepitel, spiserarsepitel, prostata, bleere, perifer nerve,
parathyreoidea, brystkreeft, adenokarcinom fra mave-, colon- og ovariecancer stemmer
overens med den publicerede litteratur hvad angar ekspression af HER2.

Tab. 8. Sensitivitet/specificitet for VENTANA HER2 (4B5)-analyse blev fastlagt ved test
af normale FFPE-vaev.

Antal Antal
positive positive
tilfeelde / tilfeelde /

Veev tilfeldeialt | Veev tilfeelde i alt
Cerebrum 0/6 Tyndtarm 0/6
Cerebellum 0/6 Colon 0/46
Binyre 0/6 Lever 0/6
Ovarie 0/6 Spytkirtel 0/3
Pancreas 0/6 Tunge 0/3
Lymfeknude 0/12 Nyre 0/6
Glandula pituitaria 0/5 Prostata 1/6
Testis 0/6 Blaereb 313
Thyroidea 0/6 Rektum 0/6
Bryst 0/14 Glandula 4/6
parathyroidea®
Milt 0/6 Endometrium 03
Tonsila 3/6 Uterus 0/3
Thymus 0/5 Cervix 0/5
Knoglemarv 0/3 Endocervix 01
Lunge 0/6 Skeletmuskulatur 0/6
Hjerte 0/5 Hud 0/6
Perikardium 03 Nerve 2/6
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Antal Antal Antal positive
positive positive tilfeelde /
tilfeelde / tilfeelde / Patologi tilfeelde i alt
L5 I LR DI Gastrointestinal stromal tumor (rektum) 01
@sofagus 1/6 Mesothelium 0/3 Melanom (rektum) o1
Mavesaek 0/11 Ikke relevant Ikke relevant Hepatocellulzert karcinom (lever) 03
Z ;ZﬁLIZLV;ln;:n?:;tjfc EEZ;T:;:Liie;araplycelIer Hepaonlasion (even e
¢ fokal membranfarvning Karcinom, ikke specificeret yderligere (lever) 0/3
Clear cell-karcinom (nyre) 01
Tab.9. Sensitivitet/specificitet for VENTANA HER2 (4B5)-analyse blev fastlagt ved test | Karcinom, ikke specificeret yderligere (nyre) 0/5
af en reekke forskellige neoplastiske FFPE-vaev. Adenokarcinom (prostata) 012
AnttinlaE&s;t/ive Karcinom, ikke specificeret yderligere (prostata) 0/3
Patologi tilfeelde i alt Leiomyom 03
Glioblastom (cerebrum) 012 Adenokarcinom (uterus) 0n
Meningiom (cerebrum) 0n Clear cell-karcinom (uterus) 01
Oligodendrogliom (cerebrum) 0/1 Pladecellekarcinom (cervix) 012
Sergst adenokarcinom (ovarie) 0/2 Embryonalt rhabdomyosarkom (tveerstribet muskulatur) 0n
Karcinom, ikke specificeret yderligere (ovarie) 12 Basalcellekarcinom (hud) 0n
Neuroendokrint neoplasme (pancreas) 0/1 Pladecellekarcinom (hud) 11
Adenokarcinom (pancreas) 0/1 Neurofibrom (lumbalt) 0n
Karcinom, ikke specificeret yderligere (pancreas) 0/3 Neuroblastom (retroperitoneum) 0n
Seminom (testis) 0/1 Mesotheliom (peritoneum) 0/1
Embryonalt karcinom (testis) 0/1 Pleomorft rhabdomyosarkom (peritoneum) 0n
Medulleert karcinom (thyroidea) 0/1 Lymfom, ikke specificeret yderligere 0/3
Papilleert karcinom (thyroidea) 0n B-cellelymfom, ikke specificeret yderligere (milt) 0n
Karcinom, ikke specificeret yderligere (thyroidea) 03 B-cellelymfom, ikke specificeret yderligere (lymfeknude) 012
Mikroinvasivt duktalt karcinom (bryst) 212 Hodgkin lymfom (lymfeknude) 0/1
Invasivt duktalt karcinom (bryst) 44/98 Urotelkarcinom (blaere) 11
Karcinom, ikke specificeret yderligere (bryst) 1/4 Leiomyosarkom (bleere) 0n
Smacellet karcinom (lunge) 0/1 Osteosarkom (knogle) 0/1
Pladecellekarcinom (lunge) 0/1 Leiomyosarkom (glat muskulatur) 0/1
Karcinom, ikke specificeret yderligere (lunge) 0/2 Rektumadenokarcinom (metastatisk) 0n
Adenokarcinom (lunge) 0n Colon-adenokarcinom (metastatisk) or7
Pladecellekarcinom (gsofagus) 0n Mucingst adenokarcinom i colon (metastatisk) 01
Adenokarcinom (gsofagus) 0n Melanom 012
Mucingst adenokarcinom (mavesaek) 0/4 Neuroendokrint neoplasme, ikke specificeret yderligere 012
Adenokarcinom (maveseek) 8/88 Sarkom, ikke specificeret yderligere 0/2
Signetringcellekarcinom (maveszek) 0/4 Udifferentieret karcinom, ikke specificeret yderligere 0n
Karcinom, ikke specificeret yderligere (mavesaek) 0/3
Adenokarcinom (tyndtarm) 01 Analytisk ydeevne i HER2-lav brystkraeft
Gastrointestinal stromal tumor (tyndtarm) o Gentagelighed og mellempreecision for HER2-lav p& BenchMark ULTRA
24 tilfeelde med brystkarcinom over HER2 IHC-farvningsomrédet blev inkluderet i
Adenokarcinom (colon) 0/32 undersggelsen for gentagelighed og mellempraecision. Undersggelsens design bekraeftede
Gastrointestinal stromal tumor (colon) o1 farvningspraecisionen pa brystkarcinomvaev farvet med VENTANA HER2 (4B5)-analyse.
Kainom, e spcicretydrgere (o) 8 | e meduaew DAB 1O Dlsion i (e detkionst
Adenokarcinom (rektum) 15 I lgbet af tre dage (mellem dage)
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Tre BenchMark ULTRA-instrumenter (mellem instrumenter)

Pa tveers af alle mellempreecisionsforhold (indenfor samme kearsel)

Hver prave blev tildelt et typetal baseret pa de indsamlede praver efter testforhold for
mellem antistof-lot, mellem detektionskit-lot, mellem instrumenter og mellem dag. For
tilstanden indenfor samme karsel blev hver prgve sammenlignet inden for dets ens praver
pr. testkarsel. Alle objektglas blev blindet og randomiseret og derefter evalueret ved hjeelp
af kriterierne for intensitet og manster for cellemembranfarvning med VENTANA HER2
(4B5)-analysefarvning (Tab. 5) Resultaterne er sammenfattet i Tab. 10.

Tab. 10. Gentagelighed og mellempreecision for VENTANA HER2 (4B5)-analyse pa
brystkreeftvaev med HER2-lav scoring

Gentagelighed/ Overensstemmelse
Preecision Type niN % 95 % Cl
PPA 96/96 100.0 (96.2, 100.0)
Mellem antistof-lot NPA 48/48 100.0 (92.6, 100.0)
OPA 1441144 100.0 (97.4, 100.0)
PPA 93/96 96.9 (92.2, 100.0)
Mellem detektion-kit NPA 48/48 100.0 (92.6, 100.0)
OPA 141/144 97.9 (94.4, 100.0)
PPA 95/96 99.0 (96.7, 100.0)
?"Bilmﬂt;“ﬂ?gir) NPA 48/48 1000 | (926, 100.0)
OPA 143/144 99.3 (97.9, 100.0)
PPA 94/96 97.9 (93.3, 100.0)
Mellem dage NPA 48/48 100.0 (92.6, 100.0)
OPA 1421144 98.6 (95.8 100.0)
PPA 1421144 98.6 (96.5, 100.0)
L';drigor samme NPA 72072 1000 | (949, 100.0)
OPA 2141216 99.1 (97.7, 100.0)

Bemeerk: Positiv procentoverensstemmelse (PPA), negativ
procentoverensstemmelse (NPA), samlet procentvis overensstemmelse (OPA).
Bemeerk: Tosidet 95 %-konfidensinterval (Cl) blev beregnet med percentil-
bootstrap-metoden ud fra 2000 bootstrap-praver. Cl'er for 100 % PPA, NPA og OPA
blev beregnet ud fra Wilson-scoringsmetoden.

Bemeerk: | fglge hensigten med undersggelsesanalysen blev HER2-score 0 og 3+
grupperet sammen som negative tilfeelde, da de var uegnede til HER2-lav terapi i
henhold til designet pa det kliniske forsgg, og HER2-score 1+ og 2+ blev grupperet
sammen som positive tilfeelde, da de var egnede eller potentielt egnede til HER2-lav
malretttet terapi i henhold til forsggets design.

Sammenligningsundersggelse af BenchMark ULTRA med Benchmark XT og
Benchmark GX for HER2-lav

Tilfeelde med brystkarcinom over HER2 IHC-farvningsomradet blev inkluderet i
undersggelsen for mellempraecision. Undersggelsens design bekreeftede
farvningspreecisionen pa brystkarcinomvaev farvet med VENTANA HER2 (4B5)-analyse
pa tveers af flere instrumenter og flere platforme.

Hver prave blev tildelt et typetal baseret pé de indsamlede praver efter testforhold. Hver
prave blev sammenlignet inden for dets ens praver pr. testkarsel. Alle objektglas blev
blindet og randomiseret og derefter evalueret ved hjeelp af kriterierne for intensitet og
mgnster for cellemembranfarvning med VENTANA HER?2 (4B5)-analysefarvning (Tab. 5)
Resultaterne er sammenfattet i Tab. 11.
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Tab. 11. Gentagelighed og mellempreecision for VENTANA HER2 (4B5)-analyse pa
brystkreeftvaev med HER2-lav scoring

Gentagelighed/ Overensstemmelse
Preecision Type niN % 95 % Cl
PPA 90/90 100.0 (95.9, 100.0)
XJQL”TQF:" A?ggf;;")e NPA 90190 1000 | (959, 100.0)
OPA 180/180 100.0 (97.9, 100.0)
Mellem PPA 30/30 100.0 (88.6, 100.0)
(Benchark NPA 30/30 1000 | (886, 100.0)
ULTRA) OPA 60/60 100.0 (94.0, 100.0)
Meller PPA 30/30 100.0 (88.6, 100.0)
instrumenter NPA 30/30 100.0 (88.6, 100.0)
(BenchMark GX)
OPA 60/60 100.0 (94.0, 100.0)
Meller PPA 30/30 100.0 (88.6, 100.0)
instrumenter NPA 30/30 100.0 (88.6, 100.0)
(BenchMark XT)
OPA 60/60 100.0 (94.0, 100.0)

Bemeerk: Positiv procentoverensstemmelse (PPA), negativ procentoverensstemmelse
(NPA), samlet procentvis overensstemmelse (OPA).

Bemeerk: Tosidet 95 %-konfidensinterval (Cl) blev beregnet med percentil-
bootstrap-metoden ud fra 2000 bootstrap-praver. Cl'er for 100 % PPA, NPA og OPA
blev beregnet ud fra Wilson-scoringsmetoden.

Bemeerk: | fglge hensigten med undersggelsesanalysen blev HER2-score 0 og 3+
grupperet sammen som negative tilfeelde, da de var uegnede til HER2-lav terapi i
henhold til designet pa det kliniske forsgg, og HER2-score 1+ og 2+ blev grupperet
sammen som positive tilfeelde, da de var egnede eller potentielt egnede til HER2-lav
malretttet terapi i henhold til forsggets design.

Laeserpreecision for HER2-lav pd BenchMark ULTRA

Mellem lzeser- og inden for leeserpraecision blev vurderet ved at evaluere konkordans for HER2-lav
status mellem tre lzesere og inden for tre individuelle lzesere. Undersggelsen inkluderede 100
tifeelde med brystkarcinom over HER2 IHC-farvningsomrédet. Praver blev blindet og randomiseret
inden evaluering for HER2-lav status i henhold til manster for cellemembranfarvning med
VENTANA HER?2 (4B5)-analysefarvning (Tab. 5). Leesermne scorede alle preeparater to gange, og
der var mindst to uger mellem lzesningerne. Overensstemmelsen for mellem laeser- og inden for
leeserpraecision er sammenfattet i Tab. 12.

Tab. 12. Inden for og mellem lzeserpraecision for VENTANA HER2 (4B5)-analyse med

HER2-lav scoring
Overensstemmelse
Preecision
Type n/N % 95 % CI

APA 312/333 93.7 (90.9, 96.4)

For samme laeser ANA 2461267 92.1 (88.0, 95.6)

OPA 279/300 93.0 (90.0, 96.0)

APA 300/332 90.4 (85.8, 94.3)

Fra leeser il laeser ANA 236/268 88.1 (82.1, 93.0)

OPA 268/300 89.3 (84.7, 94.0)
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Overensstemmelse

Preecision

n/N % 95 % CI

Type

Bemeerk: Gennemsnitlig positiv overensstemmelse (APA), gennemsnitlig negativ
overensstemmelse (ANA), samlet procentvis overensstemmelse (OPA).

Bemeerk: Tosidet 95 %-konfidensinterval (Cl) blev beregnet med percentil-bootstrap-
metoden ud fra 2000 bootstrap-praver.

Bemeerk: | fglge hensigten med undersggelsesanalysen blev HER2-score 0 og 3+
grupperet sammen som negative tilfeelde, da de var uegnede til HER2-lav terapi i
henhold til designet pa det kliniske forsgg, og HER2-score 1+ og 2+ blev grupperet
sammen som positive tilfeelde, da de var egnede eller potentielt egnede til HER2-lav
malretttet terapi i henhold til forsggets design.

Undersggelse af reproducerbarhed mellem laboratorier for HER2-lav pd BenchMark
ULTRA

En undersggelse af reproducerbarhed mellem laboratorier for VENTANA HER2 (4B5)-
analysen blev fuldfart for at pavise analysens reproducerbarhed med henblik pa
bestemmelse af HER2-lav status for tilfeelde med brystkarcinom. Undersggelsen
omfattede 28 afidentificerede, arkiverede FFPE-brystkarcinomvaevspreeparater, der blev
kert pé tre forskellige BenchMark ULTRA-instrumenter pa fem ikke-fortlabende dage i
lgbet af 20 dage pa tre eksterne laboratorier. Praverne repraesenterede farvningsomréadet
for VENTANA HER? (4B5)-analysen.

Hvert seet med 5 farvede objektglas pr. prave pr. farvningsdag blev randomiseret og
evalueret af i alt 6 laesere (2 leesere pr. laboratorie) med henblik pa en HER2-lav status.
HER2-lav statusresultaterne for alle leesere, laboratorier og dage for praverne blev
kombineret og analyseret i forhold til leesertypetallene for de samme praver med henblik
pa at bestemme den samlede reproducerbarhed af HER2-lav statussen.
Sammenfatningen af overensstemmelsesraterne for alle evaluerbare observationer, hvor
afleesningstilstandene pa praveniveau for HER2-lav-status blev anvendt som reference,
kan findes i Tab. 13.

Tab. 13. Reproducerbarhed mellem laboratorier for samlede overensstemmelsesrater
for VENTANA HER? (4B5)-analyse med HER2-lav scoring

Reproducerbarhed Overensstemmelse

mellem laboratorier Type nIN % 95 % CI
PPA 407/416 97.8 (96.2, 99.3)
Samlet NPA 416/418 99.5 (98.8, 100.0)
OPA 823/834 98.7 (97.7,99.4)
PPA 407/416 97.8 (96.2, 99.3)
Inden for laboratorium NPA 416/418 99.5 (98.8, 100.0)
OPA 823/834 98.7 (97.7,99.4)
PPA 407/416 97.8 (96.2, 99.3)
For samme laeser NPA 416/418 99.5 (98.8, 100.0)
OPA 823/834 98.7 (97.7,99.4)

Bemeerk: Positiv procentoverensstemmelse (PPA), negativ procentoverensstemmelse
(NPA), samlet procentvis overensstemmelse (OPA).

Bemeerk: Tosidede 95 %-Cl'er blev beregnet med percentil-bootstrap-metoden ud
fra 2000 ens objektglas.

Bemeerk: Ifalge hensigten med undersggelsesanalysen blev HER2-score 0 og 3+
grupperet sammen som negative tilfeelde, da de var uegnede til HER2-lav terapi i
henhold til designet pa det kliniske forsgg, og HER2-score 1+ og 2+ blev grupperet
sammen som positive tilfeelde, da de var egnede eller potentielt egnede til HER2-lav
malrettet terapi i henhold til forsagets design.

Derudover blev der foretaget parvise sammenligninger mellem centre, mellem lzesere og
mellem dage for HER2-lav-status. Der findes et sammendrag af resultaterne i Tab. 14.
Dataene indikerer reproducerbarhed af analysen pa 5 forskellige dage, 3 centre og 6
leesere.
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Tab. 14. Reproducerbarhed mellem laboratorier for parvise overensstemmelsesrater for
VENTANA HER2 (4B5)-analysen med HER2-lav scoring

Reproducerbarhed Overensstemmelse

mellem laboratorier Type n/N % 95 % ClI
APA 7884/8102 97.3 (95.4, 98.8)
Mellem forskellige ANA 8240/8458 97.4 (95.7, 98.8)

centre

OPA 8062/8280 974 (95.5, 98.8)
APA 398/409 97.3 (95.4, 98.8)
Fra leeser il laeser ANA 414/425 97.4 (95.6, 98.8)
OPA 406/417 974 (95.5, 98.8)
APA 1580/1620 97.5 (95.9, 98.9)
Mellem dage ANA 1652/1692 97.6 (96.2, 98.9)
OPA 1616/1656 97.6 (96.1, 98.9)

Bemeerk: Gennemsnitlig positiv overensstemmelse (APA), gennemsnitlig negativ
overensstemmelse (ANA), samlet procentvis overensstemmelse (OPA)

Bemeerk: Tosidede 95 %-Cl'er blev beregnet med percentil-bootstrap-metoden ud
fra 2000 ens objektglas

Bemeerk: | fglge hensigten med undersggelsesanalysen blev HER2-score 0 og 3+
grupperet sammen som negative tilfeelde, da de var uegnede til HER2-lav terapi i
henhold til designet pa det kliniske forsgg, og HER2-score 1+ og 2+ blev grupperet
sammen som positive tilfeelde, da de var egnede eller potentielt egnede til HER2-lav
malretttet terapi i henhold til forsggets design.

Analytisk ydeevne i HER2-lav brystkreefttilfeelde

Konkordans mellem BenchMark ULTRA- og BenchMark ULTRA PLUS-instrumenter
for HER2-lav

Tre laboratorier deltog i undersggelsen af konkordans for at evaluere ydeevnen mellem
BenchMark ULTRA-instrumentet og BenchMark ULTRA PLUS-instrumentet. Med henblik
pa statistisk analyse af HER2-lav blev 160 (80 positive og 80 negative, inklusive 16
greensetilfeelde) af tilfeeldene pé forhénd udvalgt til analyse forud for patologlaesninger.
Objektglas fra alle tilfeelde blev farvet med negativ reagenskontrol samt VENTANA HER2
(4B5)-analyse pa et internt Roche-laboratorie pa et BenchMark ULTRA-instrument ved
hjeelp af den anbefalede farvningsprotokol. Ufarvede objektglas med veev fra alle tilfeelde
blev randomiseret og ligeligt fordelt med henblik pa farvning pa et BenchMark ULTRA
PLUS-instrument ved brug af den anbefalede VENTANA HER2 (4B5)-farvningsprotokol.
Blindet for sagsstatus laeste én lzeser pa hvert anleeg de BenchMark ULTRA PLUS-
farvede objektglas fra deres anlaeg og bestemte HER2 (4B5)-statussen. Resultaterne blev
analyseret af Roche. Resultaterne er sammenfattet i Tab. 15.

Tab. 15. Poolet overensstemmelse af HER2-lav status for tilfeelde farvet med VENTANA
HER2 (4B5) pa BenchMark ULTRA-instrumentet sammenlignet med BenchMark ULTRA
PLUS-instrumentet.

BenchMark ULTRA
Roche- Roche- Roche- Roche-
BenchMark | leser = leeser = leeser = leeser =

ULTRAPLUS | positiv, positiv, negativ, | negativ, | alt

ekstern ekstern ekstern ekstern

leeser = leeser = leeser = leeser =

positiv negativ positiv negativ
Positive 272 13 25 11 321
Negativ 8 9 2 298 317
| alt 280 22 27 309 638
Positivprocent 97.1 59.1 92.6 3.6 lkke
% (n/N) (272/280) (13/22) (25/27) (11/309) relevant

n/N % (95 % Cl)
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BenchMark ULTRA
Roche- Roche- Roche- Roche-
BenchMark | leeser = leeser = leeser = leeser =
ULTRAPLUS | positiv, positiv, negativ, negativ, | alt
ekstern ekstern ekstern ekstern
leeser = leeser = leeser = leeser =
positiv negativ positiv negativ
PPA 285/302 94.4 (91.6, 96.8)
NPA 300/336 89.3 (84.3, 94.4)
OPA 585/638 91.7 (88.5, 94.6)

Bemaerk: PPA = positiv procentoverensstemmelse, NPA = negativ
procentoverensstemmelse, OPA = samlet procentvis overensstemmelse.

Bemeerk: Tosidede 95 %-Cl'er blev beregnet med percentil-bootstrap-metoden ud fra
2000 ens objektglas stratificeret efter IHC-kvalifikationsscoresortering.

Bemeerk: Den poolede overensstemmelse indeholdt alle tilfeelde og alle ULTRA
PLUS-leesere.

Bemeerk: Ifalge hensigten med undersggelsesanalysen blev HER2-score 0 og 3+
grupperet sammen som negative tilfselde, da de var uegnede til det kliniske forsag,
der undersggte HER2-lav brystkreeft. HER2-scorer 1+ og 2+ blev grupperet sammen
som positive tilfeelde, da de var egnede eller potentielt egnede til det kliniske forsgg.

Undersggelse af reproducerbarhed mellem laboratorier pa
BenchMark ULTRA PLUS for HER2-lav

En undersggelse af reproducerbarhed mellem laboratorier for VENTANA HER2 (4B5)-
analysen blev fuldfart for at pavise analysens reproducerbarhed med henblik pa
bestemmelse af HER2-lav status for tilfeelde med brystkarcinom.

Undersggelsen omfattede 28 afidentificerede, arkiverede FFPE-

brystkarcinomveevspreeparater, der blev kert pa tre forskellige BenchMark ULTRA PLUS-
instrumenter p& fem ikke-fortigbende dage i labet af 20 dage pa tre eksterne laboratorier.

Praverne repraesenterede farvningsomradet for VENTANA HER2 (4B5)-analysen.

Hvert seet med 5 farvede objektglas pr. prave pr. farvningsdag blev randomiseret og
evalueret af i alt 6 laesere (2 leesere pr. anleeg) med henblik pa en HER2-lav status.
HER2-lav statusresultaterne for alle leesere, laboratorier og dage for praverne blev
kombineret og analyseret i forhold til leesertypetallene for de samme praver med henblik
pa at bestemme den samlede reproducerbarhed af HER2-lav statussen.
Sammenfatningen af overensstemmelsesraterne for alle evaluerbare observationer, hvor
afleesningstilstandene pa praveniveau for HER2-lav-status blev anvendt som reference,
kan findes i Tab. 16.

Tab. 16. Reproducerbarhed mellem laboratorier for samlede overensstemmelsesrater
for VENTANA HER?2 (4B5)-analyse i brystkarcinom med HER2-lav scoring.

Reproducerbarhed Overensstemmelse
mellem laboratorier
Type n/N % 95 % CI
PPA 407/420 96.9 (93.6,99.3)
Primeer analyse/samlet NPA 405/420 96.4 (92.2, 100.0)
OPA 812/840 96.7 (94.0, 98.9)
PPA 407/420 96.9 (93.6,99.3)
Stratificeret efter NPA 405/420 964 | (922, 100.0)
laboratorie
OPA 812/840 96.7 (94.0, 98.9)
PPA 412/425 96.9 (94.8,98.7)
Stratificeret efter laeser NPA 405/415 97.6 (94.9, 100.0)
OPA 817/840 97.3 (95.2, 98.9)
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Reproducerbarhed Overensstemmelse

mellem laboratorier

Type n/N %

Bemeerk: Tosidede 95 %-Cl'er blev beregnet med percentil-bootstrap-metoden ud
fra 2000 ens objektglas stratificeret efter kvalifikationsscoresortering for tilfeelde.
Bemeerk: Ifalge hensigten med undersggelsesanalysen blev HER2-score 0 og 3+
grupperet sammen som negative tilfselde, da de var uegnede til det kliniske forsag,
der undersggte HER2-lav brystkreeft. HER2-scorer 1+ og 2+ blev grupperet sammen
som positive tilfeelde, da de var egnede eller potentielt egnede til det kliniske forsgg.

95 % CI

Derudover blev der foretaget parvise sammenligninger af HER2 (4B5)-status mellem
laboratorier, leesere og dage. Som opsummeret i Tab. 17 var analysen reproducerbar pa 5
forskellige dage, 3 laboratorier og 6 leesere.

Tab. 17. Reproducerbarhed mellem laboratorier for parvise overensstemmelsesrater for
VENTANA HER2 (4B5)-analyse i brystkarcinom med HER2-lav scoring.

Reproducerbarhed Overensstemmelse
mellem laboratorier
Type n/N % 95 % Cl
APA 7982/8440 94.6 (90.3,97.9)
Mellem forskellige centre ANA 7902/8360 94.5 (90.6, 98.0)
OPA 7942/8400 94.5 (90.5, 98.0)
APA 402/422 95.3 (91.7,98.1)
Fra leeser il laeser ANA 398/418 95.2 (91.8,98.1)
OPA 400/420 95.2 (91.9,98.1)
APA 1608/1688 95.3 (915, 98.2)
Mellem dage ANA 1592/1672 95.2 (91.8,98.2)
OPA 1600/1680 95.2 (91.8,98.2)

Bemeerk: Tosidede 95 %-Cl'er blev beregnet med percentil-bootstrap-metoden ud
fra 2000 ens objektglas stratificeret efter kvalifikationsscoresortering for tilfeelde.

Bemeerk: Ifalge hensigten med undersggelsesanalysen blev HER2-score 0 og 3+
grupperet sammen som negative tilfselde, da de var uegnede til det kliniske forsag,
der undersggte HER2-lav brystkreeft. HER2-scorer 1+ og 2+ blev grupperet sammen
som positive tilfeelde, da de var egnede eller potentielt egnede til det kliniske forsgg.

Analytisk ydeevne i HER2-positiv brystkreaefttilfeelde

Konkordans mellem BenchMark ULTRA- og BenchMark ULTRA PLUS-instrumenter
for HER2-positiv

Tre laboratorier deltog i undersggelsen af konkordans for at evaluere ydeevnen mellem
BenchMark ULTRA-instrumentet og BenchMark ULTRA PLUS-instrumentet. Ved en
HER2-positiv analyse er en HER2 IHC-score pa 2+ eller 3+ defineret som HER2-positiv,
0g en score pa 0 eller 1+ er defineret som HER2-negativ. Med henblik p statistisk
analyse af HER2-positiv blev 160 (80 positive og 80 negative, inklusive 16 graensetilfselde)
af tilfeeldene pa forh&nd udvalgt til analyse forud for patologleesninger. Objektglas fra alle
tilfeelde blev farvet med negativ reagenskontrol samt VENTANA HER2 (4B5)-analyse pa
et internt Roche-laboratorie pa et BenchMark ULTRA-instrument ved hjeelp af den
anbefalede farvningsprotokol. Ufarvede objektglas med vaev fra alle tilfeelde blev
randomiseret og ligeligt fordelt med henblik pa farvning pa et BenchMark ULTRA PLUS-
instrument ved brug af den anbefalede VENTANA HER2 (4B5)-farvningsprotokol. Blindet
for sagsstatus leeste én leeser pé hvert anleeg de BenchMark ULTRA PLUS-farvede
objektglas fra deres anlaeg og bestemte HER2 (4B5)-statussen. Resultaterne blev
analyseret af Roche. Resultaterne er sammenfattet i Tab. 18.
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Tab. 18. Poolet overensstemmelse af HER2-positiv status for tilfeelde farvet med
VENTANA HER?2 (4B5) pa BenchMark ULTRA-instrumentet sammenlignet med Reproducerbarhed Overensstemmelse
BenchMark ULTRA PLUS-instrumentet. mellem laboratorier
T N % 95 % Cl
BenchMark ULTRA ype ! 2 2
PPA 413/420 98.3 96.9, 99.5
Roche- Roche- Roche- Roche- ( )
BenchMark | leeser = leeser= | leeser= | laeser = Stratificeret efter laeser NPA 4121420 98.1 (95.8, 100.0)
ULTRA PLUS | positiv, positiv, negativ, | negativ,
ekstern ekstern | ekstern | ekstern Vel OPA 825/840 9.2 (96.9, 99.4)
Iees_etr_ = Ieese:_: Iees_etr_ = Ieese:_: Bemeerk: Tosidede 95 %-Cl'er blev beregnet med percentil-bootstrap-metoden ud
ROSTY peoany ROSTY peoany fra 2000 ens objektglas stratificeret efter kvalifikationsscoresortering for tilfeelde.
Positive 245 18 11 13 287 Bemeerk: Ifalge hensigten med undersggelsesanalysen blev HER2 IHC-score 0 og
Negativ 6 13 5 397 351 1+ grupperet sammen som negative, og HER2 IHC-score 2+ og 3+ blev grupperet
sammen som positive.
| alt 251 31 16 340 638
Positivprocent 97.6 58.1 68.8 3.8 Ikke Derudover blev der foretaget parvise sammenligninger af HER2 (4B5)-status mellem
% (n/N) (245/251) | (18/31) | (11/16) | (13/340) | relevant | laboratorier, leesere og dage. Som opsummeret i Tab. 20 var analysen reproducerbar pé 5
n/N % (95 % Cl) forskellige dage, 3 laboratorier og 6 leesere.
PPA (263/282) 93.3 (89.3, 96.6) Tab. 20. Reproducerbarhed mellem laboratorier for parvise overensstemmelsesrater for
NPA (332/356) 93.3 (89.7, 96.5) VENTANA HER2 (4B5)-analyse i brystkarcinom med HER2-positiv farvning.
OPA (595/638) 93.3(90.8, 95.6) Re e OvErEnssEmmEEE
Bemeerk: Tosidede 95 %-Cl'er blev beregnet med percentil-bootstrap-metoden ud fra mellem laboratorier
2000 ens objektglas stratificeret efter IHC-kvalifikationsscoregruppe (0, 1+, 2+, 3+). Type n/N % 95 % Cl
Bemeerk: Den poolede overensstemmelse indeholdt alle tilfeelde og alle ULTRA APA 8074/8420 95.9 (92.8, 98.6)
PLUS-leesere.
Bemaerk: PPA = positiv procentoverensstemmelse, NPA = negativ Mellem forskellige centre[ — ANA 8034/8380 95.9 (92.5, 98.7)
procentoverensstemmelse, OPA = samlet procentvis overensstemmelse. OPA 8054/8400 95.9 (92.7, 98.6)
. APA 402/421 95.5 92.0, 98.6
Undersggelse af reproducerbarhed mellem laboratorier pa ( )
BenchMark ULTRA PLUS for HER2-positiv Fra laeser til leeser ANA 400/419 95.5 (91.6, 98.6)
En undersggelse af reproducerbarhed mellem laboratorier for VENTANA HER2 (4B5)- OPA 401/420 955 (919, 98.6)
analysen blev fuldfart for at pavise analysens reproducerbarhed med henblik pa . R
bestemmelse af HER2-positiv status for tilfaelde med brystkarcinom. Undersggelsen APA 1634/1684 97.0 (95.0, 98.9)
omfattede 28 afidentificerede, arkiverede FFPE-brystkarcinomvaevspreeparater, der blev
kert pa tre forskellige BenchMark ULTRA PLUS-instrumenter pa fem ikke-fortlzbende Mellem dage ANA 1626/1676 97.0 (94.8, 98.9)
dage i lgbet af 20 dage pa tre eksterne laboratorier. Prgveme repreesenterede
farvningsomrédet for VENTANA HER2 (4B5)-analysen. OPA 1630/1680 70 (95.0,98.9)

Hvert seet med 5 farvede objektglas pr. prave pr. farvningsdag blev randomiseret og
evalueret af i alt 6 laesere (2 leesere pr. anleeg) med henblik pa en HER2-positiv status.
HER2-positiv statusresultaterne for alle leesere, laboratorier og dage for prgverne blev
kombineret og analyseret i forhold til leesertypetallene for de samme praver med henblik
pa at bestemme den samlede reproducerbarhed af HER2-positiv statussen.
Sammenfatningen af overensstemmelsesraterne for alle evaluerbare observationer, hvor
afleesningstilstandene pa praveniveau for HER2-positiv-status blev anvendt som
reference, kan findes i Tab. 19.

Tab. 19. Reproducerbarhed mellem laboratorier for samlede overensstemmelsesrater
for VENTANA HER? (4B5)-analyse i brystkarcinom med HER2-positiv scoring.

Reproducerbarhed Overensstemmelse
mellem laboratorier
Type n/N % 95 % CI
PPA 411/420 97.9 (95.7, 99.5)
Primeer analyse/samlet NPA 410/420 97.6 (94.3, 100.0)
OPA 821/840 97.7 (96.0, 99.3)
PPA 411/420 97.9 (95.7, 99.5)
Stratificeret efter NPA 410/420 97.6 | (943, 100.0)
laboratorie
OPA 821/840 97.7 (96.0, 99.3)
2024-10-04 11/20
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Bemeerk: Tosidede 95 %-Cl'er blev beregnet med percentil-bootstrap-metoden ud
fra 2000 ens objektglas stratificeret efter kvalifikationsscoresortering for tilfeelde.

Bemeerk: Ifalge hensigten med undersggelsesanalysen blev HER2 IHC-score 0 og
1+ grupperet sammen som negative, og HER2 IHC-score 2+ og 3+ blev grupperet
sammen som positive.

Preestationskarakteristika pa BenchMark ULTRA-instrument ved brug af iVIEW DAB
Detection Kit eller ultraView Universal DAB Detection Kit

BenchMark ULTRA-instrumentets farvning mellem laboratorier og farvning pa forskellige
dage: Tre laboratorier i forskellige institutioner i USA deltog i undersggelsen af
reproducerbarhed mellem laboratorier. Udskarne snit af 48 tilfzelde af invasive FFPE-
brystkarcinomtilfeelde [12 hver fra hver HER2-sorteringskategori (0, 1+, 2+, 3+)] og 1 par
PATHWAY HER-2 4 in 1 Control Slides pr. hver af de 12 farvningskarsler blev sendt til
farvning pé laboratorierne med et BenchMark ULTRA-instrument og den anbefalede
farvningsprotokol og ultraView Universal DAB Detection Kit. Kontrollerne inkluderede
PATHWAY HER-2 4 in 1 Control Slides og et andet objektglas med hvert tilfselde, der var
farvet med negativ Ig-reagens. Patologer, der ikke kendte veevssnittets status, evaluerede
og scorede objektglassene (dvs. 0, 1+, 2+, 3+). Resultaterne blev analyseret af Ventana.
Ud fra standardnomenklaturen for 2x2-tabeller blev den gennemsnitlige positive
overensstemmelse (APA) pa alle laboratorier beregnet [2a/(2a+b+c)], mens den
gennemsnitlige negative overensstemmelse (ANA) blev beregnet [2d/(2d+b+c)]. APA
mellem laboratorier baseret pa klinisk vurdering (positiv/negativ) var 90.0 % (108/120) p&
alle laboratorier, mens ANA var 92.9 % (156/168). Ved de parvise sammenligninger af
laboratorierne blev APA beregnet til a/(a+c), mens ANA blev beregnet d/(b+d). APA
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mellem laboratorierne var 93.0 % (40/43), 87.2 % (34/39) og 89.5 % (34/38) mellem
henholdsvis laboratorie A og B; A og C; og B og C. ANA mellem laboratorierne var 94.3 %
(50/53), 91.2 % (52/57) 0g 93.1 % (54/58) mellem henholdsvis laboratorie A og B; A og C;
ogBogC.

Tabellerne nedenfor er 3x3-preesentationer af resultaterne for hver laeser baseret p& den
kliniske score, hvor 2+ og 3+ er adskilt.

Tab. 21. 3x3-analyse af overensstemmelsesrater mellem laboratorie A og B — klon 4B5
BenchMark ULTRA-instrument med ultraView Universal DAB Detection Kit.

Forsggscenter B
Forsggsce
nter A 3+ 2+ 0, 1+ | alt
3+ 12 2 0 14
2+ 0 6 2 8
0, 1+ 0 1 25 26
| alt 12 9 27 48
Samlet procentvis overensstemmelse (OPA): n/N
(%) (95 % CI) 43/48 (89.6) (77.8-95.5)

Tab. 22. 3x3-analyse af overensstemmelsesrater mellem laboratorie A og C —klon 4B5
BenchMark ULTRA-instrument med ultraView Universal DAB Detection Kit.

Forsggscenter C
Forsggscenter 3+ 2+ 0, 1+ | alt
A
3+ 12 1 1 14
2+ 0 4 4 8
0, 1+ 0 0 26 26
| alt 12 5 31 43
(Soz)m(lgé &:’(g;&ntws overensstemmelse (OPA): n/N 42148 (87.5) (75.3-94.1)

Tab. 23. 3x3-analyse af overensstemmelsesrater mellem laboratorie B og C — klon 4B5
BenchMark ULTRA-instrument med ultraView Universal DAB Detection Kit.

Forsggscenter C
Forsggscenter 3+ 2+ 0, 1+ | alt
B
3+ 12 0 0 12
2+ 0 5 4 9
0, 1+ 0 0 27 27
| alt 12 5 31 48

Samlet procentvis overensstemmelse (OPA): n/N

%) (95 % CI) 44/48 (91.7) (80.4-96.7)

Reproducerbarhed af farvning mellem dage for BenchMark ULTRA-instrument

Undersggelsens andel af reproducerbarhed mellem dage (IDR) udgjorde 12 tilfeelde med
en tilsigtet fordeling pa cirka 3 (tre) tilfeelde pr. klinisk score (0, 1+, 2+, 3+). Samlet set blev
de fem kersler p BenchMark ULTRA-instrumentet pa det ene laboratorie (C), der udferte
IDR-andelen af undersggelsen, udfert i lgbet af minimum 20 dage, saledes at der ikke
forekom to pa hinanden felgende farvningsdage. IDR APA- og ANA-frekvenserne baseret
pa klinisk vurdering af klon 4B5-farvning pa Center C mélt pa alle dage var begge 100 %.
Den samlede procentvise overensstemmelse (OPA) for sammenligningerne mellem dage
og baseret pé kliniske scorer var 100 % for hver dag til dag-sammenligning og for alle
dage tilsammen.

2024-10-04
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Sammenligningsundersggelse af BenchMark ULTRA- og BenchMark XT-
instrumenterne

To farvningslaboratorier og tre aflaesningssteder i USA deltog i den komparative
platformsundersagelse. Udskarme FFPE-vaevssnit af 280 tilfeelde af invasivt brystkarcinom
[cirka 70 tilfeelde fra hver HER2-sorteringskategori (0, 1+, 2+, 3+)] blev fordelt tilfeeldigt
mellem to farvningslaboratorier (140 tilfeelde pr. anleeg) for farvning pa et BenchMark XT-
og et BenchMark ULTRA-instrument med de anbefalede farvningsprotokoller og ultraView
Universal DAB Detection Kit. Kontrollerne inkluderede PATHWAY HER-2 4 in 1 Control
Slides og et andet objektglas med hvert tilfeelde, der var farvet med negativ Ig-reagens.
Tilfeelde med farvning fra laboratorie 1 og 2 blev derefter opdelt i fire seet af objektglas og
leveret ét seet ad gangen til tre forskellige kvalificerede leesere (patologer), en laeser pa
laboratorie 1, en pé laboratorie 2 og en pé laboratorie 3. Patologerne kendte hverken
tilfeeldets status eller farvningsplatformen. De evaluerede alle fire seet af objektglas og gav
en klinisk score (dvs. 0, 1+, 2+, 3+) for hvert tilfeelde. Resultaterne blev analyseret af
Ventana. PPA-raterne (og de nederst bundne af de tosidede 95 %-konfidensintervaller) for
klon 4B5-antistoffarvning p& BenchMark ULTRA-instrumentet versus BenchMark XT-
instrumentet baseret pa positiv versus negativ klinisk vurdering var henholdsvis 91.6 %
(85.9), 91.2 % (85.3) 0g 94.9 % (89.3) for henholdsvis lzeser A, B og C. NPA-raterne (og
de nederst bundne af de tosidede 95 %-konfidensintervaller) for klon 4B5-antistoffarvning
pa BenchMark ULTRA-instrumentet versus BenchMark XT-instrumentet baseret pa positiv
versus negativ klinisk vurdering var henholdsvis 91.9 % (85.8), 93.8 % (88.3) 0g 99.3 %
(96.3) for henholdsvis lzeser A, B og C. OPA mellem klon 4B5-farvning ved brug af
BenchMark ULTRA-instrument versus BenchMark XT-instrument baseret pa 2x2-analyse
af klinisk vurdering (positiv eller negativ) var 91.8 %, 92.5 % og 97.4 % ifglge henholdsvis
leeser A, B og C. 3x3-praesentation af raterne for overensstemmelse mellem platforme for
hver leeser baseret pé klinisk score (0/1+, 2+, 3+) fremgar af nedenstaende tabeller:

Tab. 24. 3x3-analyse af overensstemmelsesrater mellem platforme, BenchMark ULTRA
versus BenchMark XT - leeser A.

BenchMark ULTRA-
instrument BenchMark XT-instrument

Laeser A 3+ 2+ 0, 1+ | alt

3+ 84 11 1 96

2+ 8 28 9 45
0, 1+ 4 8 114 126
| alt 96 47 124 267

Samlet procentvis overensstemmelse: n/N (%) 226/267 (84.6) (79.8-88.5)

(95 % Cl)

Tab. 25. 3x3-analyse af overensstemmelsesrater mellem platforme, BenchMark ULTRA
versus BenchMark XT - leeser B.

BenchMark ULTRA-
instrument BenchMark XT-instrument

Leeser B 3+ 2+ 0, 1+ | alt

3+ 64 2 1 67

2+ 3 56 7 66
0, 1+ 2 10 122 134
| alt 69 68 130 267

Samlet procentvis overensstemmelse: n/N (%) 242/267 (90.6) (86.5-93.6)

(95 % Cl)

Tab. 26. 3x3-analyse af overensstemmelsesrater mellem platforme, BenchMark ULTRA
versus BenchMark XT - leeser C.

BenchMark ULTRA-
instrument BenchMark XT-instrument
Leeser C 3+ 2+ 0, 1+ | alt
3+ 64 1 0 65
2+ 2 45 1 43
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BenchMark ULTRA-
instrument BenchMark XT-instrument
Leeser C 3+ 2+ 0, 1+ | alt
0, 1+ 0 6 148 154
| alt 66 52 149 267
Samlet procentvis overensstemmelse: n/N (%) 257/267 (96.3) (93.2-98.0)
(95 % CI)

Reproducerbarhed mellem patologer for preeparater i komparativ
instrumentundersggelse

Positive og negative overensstemmelsesrater med tosidede 95 %-konfidensintervaller
blev beregnet for de seks potentielt parvise sammenligninger mellem leesere for hver
platform.

PPA-raterne for BenchMark ULTRA-instrumentet for leeser A versus B, A versus C,

B versus C, B versus A, C versus A og C versus B var henholdsvis 94.7 % (126/133),
98.2 % (111/113), 98.2 % (111/113), 89.4 % (126/141), 78.7 % (111/141) og 83.5 %
(112/133). NPA-raterne for laeser A versus B, A versus C, B versus C, B versus A,

C versus A og C versus B var henholdsvis 88.8 % (119/134), 80.5 % (124/154), 85.7 %
(132/154), 94.4 % (119/126), 98.4 % (124/126) og 98.5 % (132/134). OPA-raten var hgjest
mellem leeser A og leeser B (91.8 %) og lavere mellem lzeser B og leeser C (91.0 %) og
mellem leeser A og leeser C (88.8 %).

PPA-raterne for BenchMark XT-instrumentet for leeser A versus B, A versus C,

B versus C, B versus A, C versus A og C versus B var henholdsvis 94.9 % (130/137),
98.3 % (116/118), 98.3 % (116/118), 90.9 % (130/143), 81.1 % (116/143) og 84.7 %
(116/137). NPA-raterne for laeser A versus B, A versus C, B versus C, B versus A,

C versus A og C versus B var henholdsvis 90.0 % (117/130), 81.9 % (122/149), 85.9 %
(128/149), 94.4 % (117/124), 98.4 % (122/124) og 98.5 % (128/130). OPA-raten var hgjest
mellem leeser A og leeser B (92.5 %) og lavere mellem lzeser B og leeser C (91.4 %) og
mellem leeser A og leeser C (89.1 %).

Komparativ undersggelse af iVIEW DAB Detection Kit og ultraView Universal DAB
Detection Kit

Anleeg 1's kohorte af 140 FFPE-vaevssnit med tilfeelde af invasivt brystkarcinom [cirka

35 tilfeelde fra hver HER-2-sorteringskategori (0, 1+, 2+, 3+)] indgik i en komparativ
undersggelse af iVIEW DAB Detection Kit og ultraView Universal DAB Detection Kit ved
farvning med klon 4B5 pa BenchMark ULTRA-instrumentet. Et enkelt farvningslaboratorium
og tre afleesningssteder i USA deltog i detektionssammenligningsundersagelsen. PPA-
raterne mellem resultaterne for klon 4B5-antistoffarvning p& BenchMark ULTRA-instrumentet,
der blev indsamlet med iVIEW DAB Detection Kit- og ultraView Universal DAB Detection Kit-
metoder baseret pé Kliniske vurderinger (positive/negative), var 95.8 % (68/71), 96.9 %
(63/65) 0g 96.5 % (55/57) for henholdsvis lzeser A, B og C, og NPA-raterne mellem
detektionsmetoderne var 90.8 % (59/65), 91.5 % (65/71) og 97.5 % (77/79) for henholdsvis
lzeser A, B og C. OPA-raterne mellem detektionskit var 93.4% (127/136), 94.1% (128/136) og
97.1% (132/136) for henholdsvis A, B og C. 3x3-praesentation af overensstemmelsesrateme
for detektionssammenligning for hver leeser baseret pa klinisk score (0/1+, 2+, 3+) fremgar af
nedenstaende tabeller

Tab. 27. 3x3-analyse af overensstemmelsesrater for leeser A, iVIEW DAB Detection Kit
versus ultraView Universal DAB Detection Kit — klon 4B5-farvning p& BenchMark ULTRA-
instrument.

iVIEW DAB Detection Kit ultraView Universal DAB Detection Kit
Leeser A 3+ 2+ 0, 1+ | alt
3+ 43 5 0 43
2+ 3 17 6 26
0, 1+ 0 3 59 62
| alt 46 25 65 136

Samlet procentvis overensstemmelse: n/N (%)

105 % Cl) 119/136 (87.5) (80.9-92.0)

2024-10-04
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Tab. 28. 3x3-analyse af overensstemmelsesrater for leeser B, iVIEW DAB Detection Kit
versus ultraView Universal DAB Detection Kit — klon 4B5-farvning p& BenchMark ULTRA-
instrument.

iVIEW DAB Detection Kit ultraView Universal DAB Detection Kit
Leeser B 3+ 2+ 0, 1+ | alt
3+ 32 0 0 32
2+ 0 31 6 37
0, 1+ 1 1 65 67
| alt 33 32 71 136

Samlet procentvis overensstemmelse: n/N (%)

(95% Cl) 128/136 (94.1) (88.8-97.0)

Tab. 29. 3x3-analyse af overensstemmelsesrater for leeser C, iVIEW DAB Detection Kit
versus ultraView Universal DAB Detection Kit — klon 4B5-farvning p& BenchMark ULTRA-
instrument.

iVIEW DAB Detection Kit ultraView Universal DAB Detection Kit
Leeser C 3+ 2+ 0, 1+ | alt
3+ 32 0 0 32
2+ 0 23 2 25
0, 1+ 0 2 7 79
| alt 32 25 79 136

Samlet procentvis overensstemmelse: n/N (%)

105 % Cl) 132/136 (97.1) (92.7-98.9)

Reproducerbarhed mellem patologer for preeparater i komparativ
detektionsundersggelse:

Positive og negative overensstemmelsesrater med tosidede 95 %-konfidensintervaller
blev beregnet for de seks potentielt parvise sammenligninger mellem laesere for hver
metode.

For iVIEW DAB Detection Kit, PPA-raterne for leeser A versus B, A versus C, B versus C,
B versus A, C versus A og C versus B henholdsvis 100.0 % (69/69), 98.2 % (56/57),
96.5 % (55/57), 93.2 % (69/74), 75.7 % (56/74) 0g 79.7 % (55/69). NPA-raterne for
leeser A versus B, A versus C, B versus C, B versus A, C versus A og C versus B var
henholdsvis 92.5 % (62/67), 77.2 % (61/79), 82.3 % (65/79), 100.0 % (62/62), 98.4 %
(61/62) 0g 97.0 % (65/67). OPA-raten var hgjest mellem leeser A og leeser B (96.3 %) og
lavere mellem laeser A og leeser C (86.0 %) og mellem laeser B og laeser C (88.2 %).

For ultraView Universal DAB Detection Kit var PPA-raterne for leser A versus B,
Aversus C, B versus C, B versus A, C versus A og C versus B henholdsvis 96.9 %
(63/65), 98.2 % (56/57), 98.2 % (56/57), 88.7 % (63/71), 78.9 % (56/71) og 86.2 %
(56/65). NPA-raterne for leeser A versus B, A versus C, B versus C, B versus A,

C versus A og C versus B var henholdsvis 88.7 % (63/71), 81.0 % (64/79), 88.6 % (70/79),
96.9 % (63/65), 98.5 % (64/65) 0g 98.6 % (70/71). Den samlede
procentoverensstemmelse mindede om hvert par af laesere, 92.6 % (126/136), 88.2 %
(120/136) 0g 92.6 % (126/136) for henholdsvis laeser A versus B, A versus C og

B versus C.

Analytisk ydeevne i tilfeelde af gastrisk cancer

Preecisionsundersggelser af BenchMark ULTRA- og BenchMark XT-instrumentet:
Gentageligheden mellem kersler pd BenchMark XT-instrumentet blev undersegt i fem
kersler over en periode pa 5 dage (ikke sammenhaengende). Fem objektglas
indeholdende tre vaevssnit af gastrisk veev med scorerne 0, 1+, 2+ og 3+ for HER2-
ekspression demonstrerede 100 % overensstemmelse inden for den positive/negative
veerdi for hvert veev.

Gentageligheden inden for samme kersel pa BenchMark XT-instrumentet blev undersggt
pa 28 objektglas indeholdende tre veevssnit af gastrisk veev med scoreme 0, 1+, 2+ og 3+
for HER2-ekspression. Alle tilfeeldene scorede akvivalent inden for den positive/negative
vaerdi for hver vavstype.
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Gentageligheden inden for samme platform blev undersggt pa tre forskellige BenchMark
XT-instrumenter. | disse karsler scorede alle 30 objektglas fra hver af de to
multiveevsblokke indeholdende tre vaevssnit af gastrisk vaev med scorerne 0, 1+, 2+ og 3+
for HER2-ekspression akvivalent inden for den positive/negative vaerdi for hver vaevstype.
Gentageligheden inden for samme platform blev testet pa tre BenchMark ULTRA-
instrumenter. | disse karsler scorede alle 15 objektglas fra én multiveevsblok aekvivalent
inden for den positive/negative vaerdi for hver vaevstype.

Gentageligheden mellem platforme blev testet pa tre BenchMark XT- og tre BenchMark
ULTRA-instrumenter. | disse karsler scorede alle 30 objektglas fra én multiveevsblok
akvivalent inden for den positive/negative vaerdi for hver vaevstype.

Sammenligning af iVIEW DAB Detection Kit og ultraView Universal DAB Detection
Kit ved brug af tilfeelde af gastrisk cancer

Klon 4B5 blev anvendt til at udfare sammenligningstest af detektionskit pa to forskellige
instrumenter (BenchMark XT og BenchMark ULTRA-instrumenter) ved brug af iVIEW DAB
Detection Kit og ultraView Universal DAB Detection Kit. Tohundredeogti veevstilfeelde blev
brugt som en del af testen. De farvede objektglas blev evalueret for positiv/negativ klinisk
scoring.

Morfologien og baggrundsacceptkriterierne var 100 % for bade detektionskits og
instrumenter. Direkte sammenligninger for positiv og negativ klinisk vurdering mellem
detektionskits for hvert instrument fremgar af nedenstaende tabeller.

Tab. 30. Kilinisk vurdering for ultraView Universal DAB Detection Kit versus iVIEW DAB

De tre laboratorier brugte alle et BenchMark XT-instrument og et BenchMark ULTRA-
instrument til at fare fire farvekarsler pr. instrument. Veevssnittene blev randomiseret til
farvning ved brug af en stratificeret randomiseringsprocedure, som tildelte vaevssnit, s&
hver karsel indeholdt veevssnit med alle scoringskategorier for HER2 i gastrisk cancer.
Karslerne pa hvert instrument pa hvert laboratorium indeholdt de samme vaevssnit. P&
hvert laboratorium blev ét objektglas fra hvert vaevssnit farvet med klon 4B5, og et andet
objektglas fra samme vaevssnit blev farvet med CONFIRM Negative Control Rabbit Ig pa
BenchMark ULTRA-instrumentet. P& hvert forsggscenter blev der p samme made farvet
et andet par objektglas fra samme tilfeelde pd BenchMark XT-instrumentet.
Objektglassene med vaevssnit blev bedgmt af en kvalificeret leeser pé hvert laboratorium

blindet for tidligere bestemte kliniske IHC-scorer for hver prave.

Den samlede overensstemmelse for alle evaluerbare veevssnit var 100 % for alle tre
sammenligninger mellem laboratorier pd bade BenchMark ULTRA-instrumentet og
BenchMark XT-instrumentet. Den samlede overensstemmelse mellem BenchMark
ULTRA-instrumentet og BenchMark XT-instrumentet for evaluerbare vaevssnit var 100 %
pa hvert af de tre laboratorier. Raterne for baggrundsacceptabilitet og morfologisk
acceptabilitet for alle vaevssnit var 100 % for begge instrumenter pd laboratorierne A og C
0g > 95 % for begge instrumenter pa laboratorium B. Se nedenstaende tabeller.

Tab. 32. Samlet overensstemmelse mellem klinisk vurdering mellem laboratorier:
gastrisk karcinom, alle evaluerbare vaevssnit.

Samlet procentvis

Samlet procentvis

Detection Kit & BenchMark XT-inst et BenchMark ULTRA- overensstemmelse overensstemmelse
etection Ait pa Senchiviark A7-Instrumentet. instrument (positive og negative (inklusive tvetydige
i ion Ki tilfeeld tilfeeld
ultraView Universal DAB = AR e L : : ilfeelde) ilfeelde)
Detection Kit Positive Negative | alt Laboratorie A sammenlignet 30/30 (100%) 38/42 (90.5%)
— med laboratorie B: n/N (%) (77.9-96.2)
Positive 21 0 21 (95 % Cl) (88.6 - 100) ' :
Negativ 0 189 189 Laboratorie A §ammen|igg1et 30/30 (100%) 35/42 (83.3%)
I alt 21 189 210 med laboratorie C: n/N (%) (88.6 - 100) (69.4 -91.7)
(95%Cl) :
o %5 %Ch Lab ie B l 31/42 (73.8%)
— aboratorie B sammenlignet 30/30 (100% 8%
Positiv 21/21 100 (84.5-100) med laboratorie C: n/N (%) (100%) (58.9 - 84.7)
procentoverensstemmelse (95 % Cl) (88.6 — 100)
Negativ 189/189 100 (98.0-100) Samlet procentvis Samlet procentvis
procentoverensstemmelse BenchMark XT-instrument overensstemmelse overensstemmelse
Samlet procentvis 210/210 100 (98.2-100 (posmv_e 0g negative (|nk|us_|ve tvetydige
overensstemmelse (98.2-100) tilfeelde) tilfeelde)
Laboratorie A sammenlignet 31/31 (100%) 36/43 (83.7%)
- - N med laboratorie B: n/N (%) (70.0 - 91.9)
Tab. 31.  Sammenligning af klinisk vurdering pa BenchMark XT- og BenchMark ULTRA- : :

instrumenter ved brug af ultraView Universal DAB Detection Kit.

(95 % CI)

(89.0 - 100.0)

- Laboratorie A sammenlignet 36/43 (83.7%)
. N 31/31 (100%
BenchMark XT-instrument med BenchMark ULTRA-instrument med med laboratorie C: n/N (%) (100%) (70.0 - 91.9)
ultraView Universal DAB Detection ultraView Universal DAB Detection Kit (95 % Cl) (89.0-100.0)
Kit Positive Negative lalt Laboratorie B sammenlignet 31/31 (100%) 35/43 (81.4%)
iti med laboratorie C: n/N (%
Positive 20 1 21 o5 401 (%) (89.0 - 100.0) (67.4-90.3)
Negativ 0 189 189
| alt 20 190 210 Tab. 33. Samlet overensstemmelse mellem klinisk vurdering mellem platforme: gastrisk
n/N % (95 % Cl) karcinom alle evaluerbare veaevssnit.
Positiv procentoverensstemmelse 20/20 100 (83.9-100) BenchMark ULTRA- Samlet procentvis Samlet procentvis
- instrument sammenlignet overensstemmelse overensstemmelse
Negativ procentoverensstemmelse 189/190 99.5 (97.1-99.9) med BenchMark XT- (positive og negative (inklusive tvetydige
Samlet procentvis overensstemmelse 209/210 99.5 (97.4-99.9) instrument tilfeelde) tilfeelde)
Laboratorie A: n/N (%) 40/40 (100%) 42/44 (95.5%)
Reproducerbarhed mellem laboratorier for klon 4B5 i gastrisk karcinom: (95%CI) (91.2-100) (84.9-98.7)
Undersggelsen blev udfﬂort pétrel tgstlaboratorier. Praver blev udvalgtotil inklusion i Laboratorie B: /N (%) 34/34 (100%) 37142 (88.1%)
undersggelsen bggeret pa den kI|n|§ke IHC-score for klon 4B5 IHC, saledes at der var ca. (95 % Cl) (89.8 - 100) (75.0 - 94.8)
samme antal positive (3+) og negative (0, 1+) veevssnit. Der blev desuden undersggt op til
fire veevssnit af 2+ kvalificerede vaevssnit med gastrick cancer. Laboratorie C: n/N (%) 32/32 (100%) 38/44 (86.4%)
(95% Cl) (89.3 - 100) (73.3-93.6)
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I;rbc._n304r.n ;laetera;ors Eﬁ?grundsacceptabilitet og morfologisk acceptabilitet: gastrisk Clone 4B5 med ultraView Universal DAB Detection Kit
inom, alle vaevssni
BenchMark ULTRA-instrument | Forsggscenter | Forsggscenter | Forsggscenter L QAR U
A B © BenchMark-instrument Positive Negative | alt
Rater for morfologisk 44]44 (100%) | 43/44 (97.7%) | 44/44 (100%) n/N % (95 % Cl)
acceptabiltet Samlet procentvis overensstemmelse 144/147 98.0 % (94.2-99.3)
0 0 0,
baggrundsf aF:VEﬁ;rgfs; coeptabilitet 44/44 (100%) | 42144 (95.5%) | 44/44 (100%) Positiv procentoverensstemmelse 11/12 91.7% (64.6-98.5)
Rater for morfologisk 4444 (100%) | 43/44 (97.7%) | 44/44 (100%) Negativ procentoverensstemmelse 133/135 98.5% (94.8-99.6)
acceptabilitet
Rater for 44/44 (100%) | 43/44 (97.7%) | 44/44 (100%) | Tab.36. 2x2-analyse af overensstemmelsesrater mellem platforme for BenchMark GX-
baggrundsfarvningsacceptabilitet instrument sammenlignet med BenchMark XT-instrument med ultraView Universal DAB

Sammenligningsundersggelse af BenchMark-instrument og BenchMark GX-
instrument i forhold til BenchMark XT-instrument: Gastrisk karcinom

Objektglas med udskeering af 3 TMA'er indeholdende FFPE-veevssnit med tilfeelde af
gastrisk karcinom [ca. 50 veevssnit pr. TMA] blev farvet pa et BenchMark XT-instrument,
et BenchMark-instrument og et BenchMark GX-instrument ved brug af de respektive
anbefalede farvningsprotokoller for ultraView Universal DAB Detection Kit og iVIEW DAB
Detection Kit. Kontrollerne inkluderede PATHWAY HER-2 4 in 1 Control Slides og et
andet objektglas med hvert TMA farvet med negativ |g-reagens. Farvede objektglas blev
bedemt af en leeser (en patolog).

De samlede overensstemmelsesrater (og de nederst bundne af de tosidede 95 %-
konfidensintervaller) for klon 4B5-antistoffarvning baseret pa klinisk vurdering (positiv,
negativ) var som falger: BenchMark-instrumentet sammenlignet med BenchMark XT-
instrumentet med ultraView Universal DAB Detection Kit 98.0 % (94.2-99.3), BenchMark
GX-instrumentet sammenlignet med BenchMark XT-instrumentet med ultraView Universal
DAB Detection Kit 97.4 % (93.6-99.0), BenchMark-instrumentet sammenlignet med
BenchMark XT-instrumentet med iVIEW DAB Detection Kit 96.6 % (92.7-98.4),
BenchMark GX-instrumentet med BenchMark XT-instrumentet med iVIEW DAB Detection
Kit 95.9 % (91.8-98.0).

De positive overensstemmelsesrater (og de nederst bundne af de tosidede 95 %-
konfidensintervaller) for klon 4B5-antistoffarvning baseret pa klinisk vurdering (positiv,
negativ) var som falger: BenchMark-instrumentet sammenlignet med BenchMark XT-
instrumentet med ultraView Universal DAB Detection Kit 91.7 % (64.4-98.5), BenchMark
GX-instrumentet sammenlignet med BenchMark XT-instrumentet med ultraView Universal
DAB Detection Kit 78.6 % (52.4-92.4), BenchMark-instrumentet sammenlignet med
BenchMark XT-instrumentet med iVIEW DAB Detection Kit 80.0 % (54.8-93.0),
BenchMark GX -instrumentet med BenchMark XT-instrumentet med iVIEW DAB Detection
Kit 73.3 % (48.0-89.1).

De negative overensstemmelsesrater (og de nederst bundne af de tosidede 95 %-
konfidensintervaller) for klon 4B5-farvning baseret pa klinisk vurdering (positiv, negativ)
var som falger: BenchMark-instrumentet sammenlignet med BenchMark XT-instrumentet
med ultraView Universal DAB Detection Kit 98.5 % (94.8-99.6), BenchMark GX-
instrumentet sammenlignet med BenchMark XT-instrumentet med ultraView Universal
DAB Detection Kit 99.3 % (96.1-99.9), BenchMark-instrumentet sammenlignet med
BenchMark XT-instrumentet med iVIEW DAB Detection Kit 98.1 % (94.6-99.4),
BenchMark GX-instrumentet med BenchMark XT-instrumentet med iVIEW DAB Detection
Kit 98.1 % (94.5-99.3). 2x2-praesentationen af overensstemmelsesraterne for hver
sammenligning baseret pa klinisk vurdering (positiv, negativ) er vist i tabellerne nedenfor.
Tab. 35. 2x2-analyse af overensstemmelsesrater mellem platforme for BenchMark-
instrument sammenlignet med BenchMark XT-instrument med ultraView Universal DAB
Detection Kit: gastrisk karcinom.

Clone 4B5 med ultraView Universal DAB Detection Kit

BenchMark XT-instrument
BenchMark-instrument Positive Negative | alt
Positive 11 2 13
Negativ 1 133 134
| alt 12 135 147
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Detection Kit: gastrisk karcinom.

Clone 4B5 med ultraView Universal DAB Detection Kit
BenchMark XT-instrument
BenchMark GX-instrument Positive Negative | alt
Positive 11 1 12
Negativ 3 140 143
| alt 14 141 155
niN % (95 % ClI)
;aerr”;itsgtrg;enqg'sse 151/155 97.4% (93.6-99.0)
Positiv procentoverensstemmelse 11/14 78.6% (52.4-92.4)
Negativ procentoverensstemmelse 140/141 99.3% (96.1-99.9)

Tab. 37. 2x2-analyse af overensstemmelsesrater mellem platforme for BenchMark-
instrument sammenlignet med BenchMark XT-instrument med iVIEW DAB Detection Kit:
gastrisk karcinom.

Clone 4B5 med iVIEW DAB Detection Kit
BenchMark XT-instrument
BenchMark-instrument Positive Negative | alt
Positive 12 3 15
Negativ 3 156 159
| alt 15 159 174
niN % (95 % CI)
;aerr”;itsgtrg;enqg'sse 168/174 96.6% (92.7-98.4)
Positiv procentoverensstemmelse 12/15 80.0% (54.8-93.0)
Negativ procentoverensstemmelse 156/159 98.1% (94.6-99.4)

Tab. 38. 2x2-analyse af overensstemmelsesrater mellem platforme for BenchMark GX-
instrument sammenlignet med BenchMark XT-instrument med iVIEW DAB Detection Kit:
gastrisk karcinom.

Clone 4B5 med iVIEW DAB Detection Kit
BenchMark XT-instrument
BenchMark GX-instrument Positive Negative | alt
Positive 11 3 14
Negativ 4 154 158
| alt 15 157 172
1021867DA Rev C
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Clone 4B5 med iVIEW DAB Detection Kit
BenchMark XT-instrument
BenchMark GX-instrument Positive Negative | alt
n/N % (95 % Cl)
el e
Positiv procentoverensstemmelse 11/15 73.3% (48.0-89.1)
Negativ procentoverensstemmelse 154/157 98.1% (94.5-99.3)

KLINISK PRASTATION
HER2-lav brystkraeft

Undersggelse af klinisk udfald - DESTINY-BREAST04

DESTINY-BREASTO4 var et randomiseret, dbent, aktivt kontrolleret multicenterforseg i
fase Ill, som evaluerede sikkerheden og effektiviteten af trastuzumab deruxtecan
(ENHERTU®) i ikke-resektable og/eller metastatiske forsagspersoner med brystkreeft, der
udtrykker lave niveauer af HER2.

For at veere egenet til inklusion i undersggelsen skulle tumorerne udvise lave niveauer af
HER2-ekspression bestemt vha. IHC med anti-HER?2 (4B5)-antistoffet.

En tumor med en HER2 IHC-score pé 1+ blev betragtet som at indikere en HER2-lav
status. En tumor blev ogsa betragtet som HER2-lav, hvis HER2 IHC-scoren var 2+ og
reflekstesten med INFORM HER2 Dual ISH-analysen indikerede fraveeret af HER2-
genamplifikation (ISH-). De indskrevne patienter blev randomiseret i et 2:1-forhold til
behandling med trastuzumab deruxtecan (ENHERTU®) eller til kemoterapibehandling
efter laegens valg. Den centralt indhentede HER2-lav score (IHC 1+ eller IHC 2+/ISH-) var
en af tre stratifikationsfaktorer anvendt til patientrandomisering i den undersggelse.

Der blev udfart effektivitetsanalyser i det komplette analysesaet og positiv population for
hormonreceptor (positiv for gstrogenreceptor og/eller progesteronreceptor).

| den primaere analyse blev progressionsfri overlevelse (PFS) baseret p en vurdering
efter blindet uathaengig central gennemgang (BICR) analyseret i det positive underseet for
hormonreceptor med stratifikation efter centralt vurderet HER2-lav status/score (IHC 1+
eller IHC 2+/ISH-), antal tidligere linjer af kemoterapi (1 eller 2) og tidligere cyclinafhaengig
behandling med (CDK)4/6-haemmere (ja eller nej). Behandling med trastuzumab
deruxtecan (ENHERTU®) var forbundet med en statistisk signifikant og klinisk
meningsfuld stigning i PFS sével som den samlede overlevelse (OS) i denne population
sammenlignet med leegens valgte behandling.

Tab. 39. PFS og OS ifglge BIRC i den hormonreceptor-positive population og komplet
analyseseet (DESTINY-BREAST04)

Positiv population for
hormonreceptor Komplet analyseseet
Trastuzuma Trastuzuma
b b
deruxtecan Leaegens deruxtecan Leaegens
(ENHERTU® | standardbehandlin | (ENHERTU® | standardbehandlin
) g ) g
Parameter N=331 N =163 N =373 N =184
Fareforhol 0.64 (0.48, 0.86) 0.64 (0.49, 0.84)
db (95%
Cl)
P-veerdi ¢ 0.0028 0.0010

Cl = konfidensinterval, FPS = progressionsfri overlevelse, OS = samlet overlevelse

a Median PFS og OS er estimater fra Kaplan-Meier analyse. Tosidede 95 Cl'er for
median FPS og OS blev beregnet ved hjeelp af Brookmeyer-Crowley metoden.

b Baseret pé stratificeret Cox-proportional faremodel. Stratifikationsfaktorer var HER2-
lav score, antal tidligere linher af kemoterapi og enten tidligere cyclinafhaengig
behandling med kinaseinhibitor 4/6 (for komplet analysesaet og positiv hormonreceptor)
eller hormonreceptor/cyclinafhaengig kinasestatus (for komplet analysesaet).

C Tosidet P-veerdi fra stratificeret log-rank-test.

HER2-positiv brystkraeft

Sammenligningsundersggelser af klon 4B5-monoklonalt kanin-antistof og
PATHWAY anti-HER2 (CB11) Mouse Monoclonal Antibody ved brystkreeft

Der blev foretaget en metodesammenligningsundersggelse af sammenhaengen mellem
klon 4B5 og PATHWAY anti-HER2 (CB11) Mouse Monoclonal Antibody (PATHWAY anti-
HER2 (CB11)-antistof) og PathVysion HER2 FISH, der begge er tidligere godkendte
diagnosticeringstests. Seks investigatorer deltog i undersggelsen. To uafhaengige kohorter
af invasive brystkreeftpraver blev anvendt i undersggelsen: en med 178 praver fra
Cleveland Clinic Foundation (kohorte 1) og en med 144 praver indsamlet af IMPATH
Predictive Oncology fra flere internationale laboratorier (kohorte 2). To st a tre forskellige
investigatorer evaluerede de to uatheaengige kohorter (kohorte 1: n = 178, kohorte 2:

n = 144) med kendte tilfeelde af brystkreeft farvet med PATHWAY anti-HER2 (CB11)-
antistof og klon 4B5. FISH-data blev indhentet fra patienterne anamnese. Der blev oprettet
en konsensusscore fra de tre laesere for hvert antistof for hvert tilfeelde for at reducere
variabilitet mellem lzeserne, som den kendes ved HER2-scoring.42:43,44 | alt 322 tilfzelde
blev evalueret. Objektglassene, der var farvet med PATHWAY anti-HER2 (CB11)-antistof,
blev behandlet og farvet i henhold til producentens instruktioner som anfgrt i metodearket
til PATHWAY anti-HER2 (CB11)-antistof. | gennemsnit gik der cirka et ar mellem farvning
og leesning af farvede objektglas med PATHWAY anti-HER2 (CB11)-antistof. Klinisk
betydningsfulde resultater (positive/negative) fra HER2 (4B5) IHC-analysen og PATHWAY

Positiv population for
hormonreceptor Komplet analysesaet
Trastuzuma Trastuzuma
b b
deruxtecan Leaegens deruxtecan Leaegens
(ENHERTU® | standardbehandlin | (ENHERTU® | standardbehandlin
) g ) g
Parameter N=331 N =163 N =373 N =184
Median 10.1 5.4 9.9 5.1
PFSa | (95, 115) 4.4,7.1) (9.0, 11.3) (4.2,6.8)
(95% Cl)
Fareforhol 0.51 (0.40, 0.64) 0.50 (0.40, 0.63)
db(95%
Cl)
P-vaerdi ¢ <0.0001 <0.0001
Samlet overlevelse (OS)
Median 23.9 175 234 16.8
OSa | (208, 24.8) (15.2, 22.4) (20.0, 24.8) (14.5, 20.0)
(95% Cl)
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anti-HER2 (CB11) IHC-analysen i de to kohorter vises nedenfor:
Tab. 40. Kilinisk signifikante scorer: IHC-analyser for kohorte 1

PATHWAY anti-HER2 (CB11)-antistof
HER? (4B5)-antistof Positive Negative | alt
Positive 86 5 91
Negativ 7 80 87
| alt 93 85 178
n/N % (95 % konfidensinterval)
Positv 86/93 92.5 (85.2-96.9)
procentoverensstemmelse
Negativ 80/85 94.1 (86.8-98.1)
procentoverensstemmelse
Samlet procentvis 166/178 93.3 (88.5-96.4)
overensstemmelse
Klinisk betydningsfulde resultater blev betragtet IHC-positive (2+ og 3+) og negative
(0+ og 1+).
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Tab. 41. Kilinisk signifikante scorer: IHC-analyser for kohorte 2

Tab. 44. Overensstemmelse mellem klon 4B5- og Dako-analyserne for HER2-statussen

- - for alle HER2-evaluerbare forsagspersoner. IHC-evaluerbare forsggspersoner har enten
: PATHWAY anti-HER2 (CB11)-antistof en positiv eller en negativ HER2-status, hvilket bestemmes af bade klon 4B5- og
HER2 (4B5)-antistof Positive Negative | alt inkluderings-IHC-analysen.
Positive 69 22 91 Klon 4B5-score b Dako HER2-status &b
Undersgg
Negativ 0 53 53 else Positive Negative | alt
| alt 69 75 144 PERJETA 3+ 2380 15 2395
- - og
0 0
n/N % (95 % konfidensinterval) KADCYLA 2+ 140 122 262
Positiv 69/69 100 (97.5-100) 0/1+ 38 135 173
procentoverensstemmelse Lat 2558 272 2830
Negativ 53/75 70.6 (58.5-80.1) —
procentoverensstemmelse Positiv 238012558
procentoverensstemmelse (93.0)
Samlet procentvis 122/144 84.7 (78.2-90.0) niN (%) (95 % Cl) (92.0-94.0)
overensstemmelse Negativ 2571272
Klinisk betydningsfulde resultater blev betragtet IHC-positive (2+ og 3+) og negative procentoverensstemmelse (94.5)
(0+ og 1+). niN (%) (95 % Cl) (91.1-96.6)
Samlet procentvis 2637/2830
De IHC-baserede resultater fra HER2 (4B5) IHC-analysen blev ogsa sammenlignet med overensstemmelse (93.2)
resultaterne fra PathVysion HER2 FISH-analysen. IHC-positive resultater svarer il tilfselde n/N (%) (95 % ClI) (92.2-94.1)

med en IHC-score pa 2+ eller 3+ og FISH-positive resultater svarer til tifelde, det paviste
amplifikation af HER2-genet. Overensstemmelsesdata for klon 4B5 IHC-analysen
sammenlignet med FISH-resultater i de to kohorter vises nedenfor:

Tab. 42. Kilinisk signifikant overensstemmelse: IHC og FISH for kohorte 1

HER2 (4B5)-antistof n/N Yo fiodA]eEmgsE;r:ferval)
Positiv procentoverensstemmelse 83/93 89.2 (82.5-95.1)
Negativ procentoverensstemmelse 77185 90.6 (84.0-96.4)
Samlet procentvis overensstemmelse 160/178 90.0 (85.4-93.6)

Tab. 43. Kilinisk signifikant overensstemmelse: IHC og FISH for kohorte 2

% (95 %

HER?2 (4B5)-antistof n/N konfidensinterval)
Positiv procentoverensstemmelse 80/86 93.0 (87.9-96.3)
Negativ procentoverensstemmelse 47/58 81.0 (73.4-86.0)
Samlet procentvis overensstemmelse 127144 88.2 (82.1-92.2)

Konklusion: Denne undersagelse paviste, at der er signifikant konkordans (samlet
overensstemmelse mellem positive/negative resultater) mellem klon 4B5-analysen og
PATHWAY anti-HER2 (CB11)-analysen, hvilket paviser, at VENTANA HER2 (4B5)-
analysen er et acceptabelt alternativ til PATHWAY anti-HER2 (CB11)-analysen til brug
som hjeelp til at vurdere brystkreeftpatienter, for hvem behandling med trastuzumab
(Herceptin) overvejes. Denne undersggelse viste ogsa, at HER2-ekspressionsresultater,
der er opnéet med klon 4B5 IHC-analysen, er sammenlignelige med resultater af HER2-
genstatus bestemt ved FISH-analyse.

Sammenligning til inkludering for undersggelserne PERJETA (pertuzumab) og
KADCYLA (trastuzumab emtansin) vedrgrende brystkarcinom

Der blev konstateret overensstemmelse mellem kohorterne fra PERJETA- og KADCYLA-
undersggelseme ved brug af farvning af forsegspraver med VENTANA HER2 (4B5)-
analyse. | alt 2753 praver, der blev evalueret i forbindelse med PERJETA-forsgget, og 99
praver, der blev evalueret i forbindelse med KADCYLA-forsgget, blev farvet med
VENTANA HER2 (4B5)-analyse. Overensstemmelsesraterne (PPA, NPA og OPA) blev
bestemt. 95 % ClI (tosidet 95 %-konfidensinterval) blev beregnet ved brug af
scoringsmetoden.

2024-10-04
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a Positiv = IHC-positiv og/eller ISH-amplificeret. Negativ = IHC-negativ og ikke ISH-
amplificeret eller ikke ISH-amplificeret og ikke IHC-positiv.

b IHC: Positiv = 3+; negativ = 0, 1+ eller 2+.

Tab. 45. Overensstemmelse mellem klon 4B5- og Dako-analyserne vedrgrende IHC-
status for alle IHC-evaluerbare forsagspersoner. IHC-evaluerbare forsagspersoner har
enten en positiv eller en negativ HER2-status, hvilket bestemmes af bade klon 4B5- og
inkluderings-IHC-analysen.

Dako HercepTest-status @
Undersggel
se Klon 4B5-status @ Positive Negative | alt
PERJETA Positive 2330 65 2395
og -
KADCYLA Negativ 21 414 435
| alt 2351 479 2830
Positiv 2330/2351
procentoverensstem (99.1)
melse (98.6-99.4)
niN (%) (95 % Cl)
Negativ 4141479
procentoverensstem (86.4)
melse (83.1-89.2)
niN (%) (95 % Cl)
Samlet procentvis 274412830
overensstemmelse (97.0)
niN (%) (95 % Cl) (96.3-97.5)
PERJETA Positive 2267 63 2330
Negativ 10 399 409
| alt 2277 462 2739
Positiv 2267/2277
procentoverensstem (99.6)
melse (99.2-99.8)
niN (%) (95 % Cl)
1021867DA Rev C



V=NTANA

Dako HercepTest-status @ Dako HercepTest-score
Undersggel Undersgg Klon 4B5-
se Klon 4B5-status 2 Positive Negative | alt else score 3t 2+ 0/1+ | alt
Negativ 399/462 KADCYLA 3+ 63 2 0 65
procentoverensstem (86.4)
melse (82.9-89.2) 2 3 s 2 1
niN (%) (95 % Cl) 0/1+ 8 2 2 12
Samlet procentvis 2666/2739 | alt 74 13 4 91
overensstemmelse 97.3)
Samlet 74191
0 0 -
niN (%) (95 % Cl) (96.7-97.9) procentyis (81.3)
KADCYLA Positive 63 2 65 overensstem | (72.1-88.0)
- melse
Negativ 11 15 26 N (%)
| alt 74 17 91 (95% Cl)
Positiv 63/74
procentoverensstem (85.1) Tab. 47.  Klon 4B5-farvningsacceptabilitet. IHC-testede forsagspersoner. IHC-farvning
melse (75.3-91.5) anses som veerende acceptabel, hvis der kunne bestemmes en gyldig IHC-score (0, 1+,
niN (%) (95 % CI) 2+ eller 3+). Arsager til uacceptabel farvning inkluderer uacceptabel negativ kontrol,
Negativ 15117 vaevstab, utilstreekkelig tumor, uacceptabel baggrund og uacceptabel morfologi.
procentoverensstem (88.2) PERJETA og
melse (65.7-96.7) Parameter PERJETA KADCYLA KADCYLA
niN (%) (95 % Cl) -
Antal indledende 2753 99 2852
Samlet procentvis 78/91 IHC-tests
overensstemmelse (85.7)
farvningsacceptab (98.4) (92.9) (98.2)
a Positiv = 3+; negativ = 0, 1+ eller 2+. ilitet n/N (%) (97.8, 98.8) (86.1, 96.5) (97.6, 98.6)
(95% Cl)
Antal gentagne 40 0 40
Tab. 46. Overensstemmelse mellem klon 4B5- og Dako-analyserne vedrgrende IHC- IHC-tests
score for alle IHC-evaluerbare forsggspersoner. IHC-evaluerbare forsggspersoner har Endelig 2746/2753 92/99 2838/2852
enten en positiv eller en negativ HER2-status, hvilket bestemmes af bade klon 4B5- og farvningsacceptab (99.7) (92.9) (99.5)
inkluderings-IHC-analysen. ilitet /N (%) (99.5, 99.9) (86.1, 96.5) (99.2, 99.7)
Dako HercepTest-score (95 %Cl)
Undersgg Klon 4B5-
else score 3+ 2+ 0/1+ | alt Undersggelse af klinisk udfald - KATHERINE
Funktionen af HER2klon 4B5 og INFORM HER2 Dual ISH DNA Probe Cocktail INFORM
PERJETA +
og 5 2830 o4 ! 2% HER2 Dual ISH-analyse) blev undersagt i KATHERINE (BO27938), et randomiseret,
2+ 12 235 15 262 abent multicenterforsag i fase |1l med det formal at evaluere effektiviteten og sikkerheden
KADCYLA ° ; '
0Lt 9 % 138 173 af trastuzumab emtansin (KADCYLA) versus trastuzumab (Herceptin) som adjuverende
behandling til patienter med HER2-positiv primaer brystkreeft og residual tumor patologisk i
| alt 2351 325 154 2830 et bryst eller i aksillymfeknuderne efter praeoperativ behandling (NCT01772472).
Patientprgverne blevet farvet med klon 4B5 og/eller INFORM HER2 Dual ISH og evalueret
Samlet 2703/2830 . o
procentvis (95.5) for farvningsacceptabilitet og HER2-status. Samlet set var starstedelen af praverne
overensstem | (94.7-96.2) preeoperative biopsier (80.9 %), indsamlet primaert som biopsier (75.3 %) eller via
T kirurgiske indgreb (24.3 %). Flere praeparater udviste en duktal neoplastisk undertype
melse 0 o . 0
nIN (%) (95.4 %), og starstedelen blev ikke indsamlet fra en metastatisk prave (96.2 %).
(95 % Cl) | KATHERINE deltog 1486 patienter med HER2-positiv tidlig brystkraeft og residual invasiv
tumor i et bryst og/eller aksillymfeknuderne efter taxan- og trastuzumabbaseret behandling
PERJETA 3+ 2267 62 1 2330 som del af et neoadjuverende regime far deltagelse i undersggelsen. Patienterne modtog
24 9 226 13 248 strélebehandling og/eller hormonbehandling samtidig med undersggelsesbehandling i
henhold til lokale retningslinjer. Praver af brystkraefttumorer var ngdvendige for at pavise
0/1+ 1 24 136 161 HER2-overekspression defineret som 3+ IHC eller ISH-amplifikationsforhold = 2.0 bestemt
pa et centralt laboratorie. Patienterne blev randomiseret (1:1) med henblik pa behandling
fal 2217 312 150 2739 med trastuzumab eller KADCYLA. Randomiseringen blev stratificeret efter klinisk stadie
Samlet 2629/2739 ved praesentation, hormonreceptorstatus, preeoperativ HER2-orienteret behandling
procentvis (96.0) (trastuzumab, trastuzumab plus ekstra HER2-orienterede middel/midler), og den
overensstem | (95.2-96.7) patologiske knudestatus blev evalueret efter den preeoperative behandling.
melse Det primeere effektivitetsslutpunkt for KATHERINE-undersggelsen var sygdomsfri
n/N (%) overlevelse af invasiv sygdom (IDFS). IDFS blev defineret som tiden fra
(95%Cl) randomiseringsdatoen til farste tilfeelde af tilbagevendende ipsilateral invasiv brysttumor,
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tilbagevendende ipsilateral lokal eller regional invasiv brystkreeft, fiern tilbagevendelse,
kontralateral invasiv brystkreeft eller dgdsfald uanset arsag.

Der blev observeret en klinisk meningsfuld og statistisk vaesentlig forbedring i IDFS hos
patienter, hvis brystkreeftpraver blev identificeret som HER2-positive med klon 4B5 IHC-
analysen, der modtog trastuzumab emtansin (KADCYLA) sammenlignet med trastuzumab
(Herceptin) (HR =0.43, 95 % CI (0.32, 0.58)), svarende til en 57 % lavere risiko for en
IDFS-haendelse. Effektivitetsresultaterne for den IHC-positive undergruppe er praesenteret
i Tab. 48.

Dataanalysen viser desuden, at midlets effektivitet uanset justering for differentiel
pravetagning i undersggelsespopulationen pa grund af lokal testscreening er tilsvarende.

Tab. 48. Effektivitetsresultaterne fra KATHERINE for den IHC-positive undergruppe.

KADCYLA
N =573

Trastuzumab
N =559

Primeert slutpunkt Fri overlevelse af invasiv sygdom (IDFS) @

Antal (%) patienter med haendelse 64 (11.2%) | 130 (23.3%)
HR [95 % CI] 0.43[0.32, 0.58]
Frekvens af 3-&r uden haendelser % b 89.0 | 75.7

a Data fra farste mellemanalyse
b Frekvens af 3 &r uden haendelser stammer fra Kaplan-Meier-estimater

Data fra KATHERINE-undersggelsen viser, at adjuverende trastuzumab emtansin
(KADCYLA) udviste en tydelig behandlingsfordel sammenlignet med adjuverende
trastuzumab (Herceptin) hos patienter med HER2-positiv tidlig brystkreeft og residual
sygdom efter feerdiggarelse af neoadjuverende behandling. HER2-klon- 4B5 og INFORM
HER?2 Dual ISH-analyserne er nyttige til at identificere de patienter, som sandsynligvis vil
have gavn af behandling med trastuzumab emtansin (KADCYLA).

Gastrisk cancer

Sammenligning af klon 4B5 og HercepTest i human gastrisk cancer

Der blev foretaget en blindet ekstern undersagelse for at sammenligne
farvningseffektiviteten af klon 4B5 pd BenchMark XT-instrumentet med
farvningseffektiviteten af Dako HercepTest. Der blev undersggt to kohorter af praver, (1)
nykonstruerede veevsmikroarrays (TMA'er) omfattende 248 tilfselde af gastrisk cancer
(seks tilfeelde viste sig senere at veere dubletter og blev fiernet), og (2) en undergruppe af
183 praver fra kliniske forsgg fra ToGA-forsaget (Trastuzumab for Gastric Cancer), hvor
man undersggte HER2-status og Klinisk behandlingsresultat hos patienter, der fik
behandling med Herceptin (trastuzumab). Laboratoriet farvede vaevssnittene med klon
4B5 og HercepTest. | alt 431 tilfeelde blev farvet ved begge analyser, og (efter fiernelse af
dubletter) 398 unikke tilfeelde blev inkluderet i sammenligningen. En patolog bedamte
veevsshittene pa en skala mellem 0/1+, 2+ og 3+. Scoreme 2+ og 3+ blev anset som
vaerende positive, og scorerne 0 og 1+ blev anset som veerende negative.
Overensstemmelsesrater mellem klon 4B5 og HercepTest, for begge undersagte kohorter
vises i nedenstaende tabel.

Tab. 49. Overensstemmelsesdata for klon 4B5 (IHC) sammenlignet med HercepTest i
gastrisk karcinom.

Samlet procentvis Positiv Negativ
overensstemmels | procentoverensst | procentoverensstem
e emmelse melse
Veevskilde (95 % ClI) (95 % ClI) (95 % ClI)
TMAag& 91.0 82.1 924
ToGA D (87.7-93.4) (70.2-90.0) (89.1-94.8)
n 362 /398 46/ 56 316/ 342

IHC-resultater 2+ og 3+ blev anset som veerende antistofpositive, og IHC-resultater 0+
og 1+ blev anset som veerende antistofnegative.

aTMA: veevsmikroarraypraver
b ToGA: praver fra kliniske forsgg fra ToGA-forsgget
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FEJLFINDING

1. Huvis den positive kontrol udviser svagere farvning end forventet, skal de andre
positive kontroller, der blev kart under samme instrumentkarsel, kontrolleres for at
afgare, om det skyldes det primeere antistof eller et af de feelles sekundeere
reagenser.

2. Huvis den positive kontrol er negativ, skal det kontrolleres, om objektglasset har den
rigtige stregkodeetiket. Hvis objektglasset er maerket korrekt, skal du kontrollere de
andre positive kontroller, der blev kert p& det samme instrument, for at afgare, om
det skyldes det primeere antistof eller et af de feelles sekundzere reagenser. Veevene
kan veere forkert indsamlet, fikseret eller afparaffineret. Den korrekte procedure for
indsamling, opbevaring og fiksering skal falges.

3. Hovis al paraffin ikke er fiernet, vil der muligvis ikke veere nogen farvning.
Afparaffineringsprocessen skal gentages.

4. Hvis veevssnit vaskes af objektglasset, skal objektglassene kontrolleres for at sikre,
at de er positivt ladede.

5. Huvis kemefarvning og cytoplasmisk farvning er til stede i normale slimhinder taet p&
tumoromradet i det gastriske karcinom og forstyrrer fortolkningen af resultatet af
membranfarvningen, kan det pageeldende vaevssnit testes via ISH.

6.  Se afsnittet Farvningsprocedure i instrumentets brugervejledning for at fé flere
oplysninger om afhjeelpning, eller kontakt din lokale supportrepraesentant.
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