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URCENE POUZITIE

Protilatka VENTANA anti-ALK (D5F3)
Rabbit Monoclonal Primary Antibody je
uréena na laboratérne pouzitie na
kvalitativnu detekciu proteinu kinaza
anaplastického lymfomu (ALK)

v tkanive nemalobunkového karcindmu
plic (NSCLC) fixovanom formalinom,
zaliatom v parafine a farbenom na
pristroji BenchMark IHC/ISH. Je
indikovana ako pomédcka pri
identifikovani pacientov, ktori spifiaj
podmienky na lie€bu liekmi XALKORI®
(krizotinib), ZYKADIA® (ceritinib),
ALECENSA® (alektinib) alebo lorlatinib.
Tento produkt ma interpretovat kvalifikovany patoldg v spojeni s histologickym
vySetrenim, relevantnymi klinickymi informéaciami a spravnymi kontrolami.

Tato protilatka je urena na diagnostické pouZzitie in vitro (IVD).

SUHRN A VYSVETLENIE

Protein kindza anaplastického lymfému (ALK) patri do inzulinovej receptorovej
superrodiny receptorov tyrozinkinaz. ALK je membranovy glykoprotein typu |, ktory sa
bezne exprimuje v nervovom systéme.? Gén ALK sa nachadza na chromozéme 2p23 a
tvoria ho 2 velké introny a 26 exénov.! Molekulama patogenéza s ALK sa zagina
chromozomalnymi prestavbami, ktoré sa paruju s kddujdcimi sekvenciami 3' pre
intracelularmnu signalizaénti doménu ALK s prométorovymi prvkami a kédujdcimi
sekvenciami 5' inych génov. Prométorove prvky a koduijlice sekvencie 5' riadia nadmemnd
expresiu a oligomerizaciu chimerickych proteinov nezavisl na ligandoch, €o st vlastnosti
bezné v ludskych neoplaziach fizneho proteinu tyrozinkinazy.

V roku 2007 bola v bunkovych linidch NSCLC a archivovanych klinickych vzorkach
objavena inverzia v ramci chromozému 2p, ktora viedla k vytvoreniu fizneho génu
zlozeného z &asti génu podobného proteinu 4 asociovaného s ostnatymi mikrotubulmi
(EML4) a génu ALK.3 Nésledna séria publikovanych $tudii naznatila, Ze inverzie EML4-
ALK vytvorili najmenej 9 katalyticky aktivnych variantov flzneho proteinu kinaza, z ktorych
kazdy obsahuje rovnakui Gast kinazovej domény C-konca ALK.4-8 Tak ako pri fuziach
génov ALK prvykrat identifikovanych v anaplastickom velkobunkovom lymféme (ALCL), aj
fazny protein EML4-ALK preukazal transformacnu aktivitu. V sulade s tymito informaciami
bola expresia EML4-ALK v plicnych alveolarnych epitelovych bunkach u transgénnych
mysi hlasen4 ako silny onkogénny faktor.9

KLINICKY VYZNAM

NSCLC je najbeznejsi druh rakoviny pltc. ALK je v si¢asnosti uznavany ako kltic¢ovy
onkogénny faktor NSCLC a hoci je protein EML4 prevladajtcim partnerom pri fizii, boli
identifikované aj iné partnerské gény.10.11 Incidencia prestavieb génu ALK sa pohybuje v
rozmedzi od 2 - 7 %, o v prepocte predstavuje priblizne 6000 pacientov pozitivnych z
hladiska génu ALK ro¢ne v Spojenych Statoch americkych (USA) a 40000 pacientov ro¢ne
na celom svete.34.7

Prevazna vacsina prestavieb génov ALK v pripade rakoviny pluc sa vyskytovala skor vo
vzorkach adenokarcindmu nez vo vzorkéach so skvaméznou alebo malobunkovou
histologiou.3-8 Niektoré dokazy naznadujl korelaciu medzi prestavbami génov ALK a
NSCLC u pacientov, ktori boli nefajciari alebo len lahki fajéiari, hoci nemusi ist o
Statisticky vjznamny kofaktor.3:4.7.9 Délezité je, Ze prestavby génu ALK sa zriedkavo
zhoduju s mutaciami EGFR, HER2 alebo KRAS, ¢o preukazuje, Ze je pozitivita na
ALKodligny podtyp ochorenia.?

i AN ..
Obrazok 1. Expresia analyzy VENTANA
anti-ALK (D5F3) na nemalobunkovom
karcinome pl'c.
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XALKORI® je selektivny malomolekulovy ATP-kompetitivny inhibitor tyrozinkindz ALK,
ROS1 a c-Met/Hepatocyte Growth Factor Receptor (HGFR) a ich onkogénnych variantov
(napr. faznych proteinov ALK alebo ROS1 alebo mutantnych variantov c-Met/HGFR).
XALKORI® preukazal inhibiciu ALK zavislu od koncentracie a fosforylaciu c-Met v
analyzach zalozenych na bunkéch s vyuzitim nadorovych bunkovych linii. Zaroveri
preukazal protingdorovu aktivitu u mysi so tepom tumoru exprimujucim flzne proteiny
EML4, alebo NPM-ALK alebo Met.12.13,14

ZYKADIA® je inhibitor kinazy. K cielom inhibicie liekom ZYKADIA® uréenym v
biochemickej alebo bunkovej analyze pri klinicky relevantnych koncentraciach patri gén
ALK, receptor rastového faktora 1 podobny inzulinu (IGF-1R), inzulinovy receptor (InsR) a
ROS1. ZYKADIA® z nich posobi najaktivnejSie proti ALK. ZYKADIA® inhibovala
autofosforylaciu ALK, preukazovala inhibiciu fosforylacie nadvazujlceho signalneho
proteinu STAT3 sprostredkovani génom ALK a proliferaciu rakovinovych buniek zavislych
od ALK v analyzach in vitro a in vivo.

ZYKADIA® inhibovala in vitro proliferaciu bunkovych linii exprimujlcich fizne proteiny
EML4-ALK a NPM-ALK a preukazala inhibiciu rastu $tepu NSCLC pozitivneho na EML4-
ALK zavisli od davky u mysi a potkanov. 15

Klinicky vyznam preskupenia génov ALK bol preukazany v randomizovanych, aktivne
kontrolovanych, klinickych ski$aniach lieku XALKORI® vykonavanych spoloénostou
Pfizer a lieku ZYKADIA® vykonavanych spolocnostou Novartis. 14,15

ALECENSAR® je vysokoselektivny a silny inhibitor tyrozinkindzy ALK a RET, ktory inhibuje
intracelulare signaine drahy zapojené do proliferacie a prezivania nadorovych buniek, a
preto podporuje smrt rakovinovych buniek a inhibuje rast a proliferaciu nadorovych
buniek.16 Na zaklade predklinickych Gdajov nie je ALECENSA® substratom efluxnych
transportérov (PGP alebo BCRP) v hematoencefalickej bariére, a preto sa moéze
distribuovat do centralneho nervového systému a uchovavat sa v iom. Regresia tumoru
vyvolana liekom ALECENSA® v predklinickych modeloch $tepov z cudzieho tkaniva u
mysi vratane protinadorovej aktivity v mozgu a predizené preZivanie v modeloch
intrakranialnych nadorov u zvierat.!” ALECENSA® je dobre tolerovany a poskytuje
ovladatelny bezpecnostny profil.18 20

Lorlatinib je selektivny malomolekulovy adenozintrifosfat (ATP)-kompetitivny do mozgu
prenikajuci inhibitor tyrozinkinazy ALK tretej generacie. Je uréeny na prekonanie alebo
prevenciu hlavnych mechanizmov rezistencie, ktoré sa vyvinu po predchadzajtcej liecbe
inhibitorom ALK a na preniknutie cez hematoencefalickll bariéru. Lorlatinib je tiez silny
inhibitor tyrozinkinazy ROS1.2! In vitro lorlatinib silne inhibuje katalyticku aktivitu
nezmutovanej ALK a Sirokej Skaly klinicky relevantnych mutantnych kindz ALK vratane
tych, ktoré davajii rezistenciu inhibitorom tyrozinkinazy ALK prvej a druhej generacie.22
Lorlatinib preukazal vyraznu protinadorovu aktivitu pri nizkych nanomolamych
koncentréciach volnej plazmy na zvieracich modeloch ukryvajlcich mutécie ALK, vratane
tych, ktoré davaju rezistenciu inhibitorom ALK prvej a druhej generéacie. Lorlatinib viedol k
zmen3eniu nadoru a prediZeniu preZitia tym, Ze prenikol cez hematoencefalickd bariéru a
dosiahol Gi¢innu expoziciu mozgu na ortotopickych zvieracich modeloch.23.24

Zhoda protilatky VENTANA anti-ALK (D5F3) Rabbit Monoclonal Primary Antibody
(analyza VENTANA anti-ALK (D5F3)) bola preukézana pomocou supravy Abbott Vysis
ALK Break Apart FISH Probe Kit (ALK FISH) pri uréovani stavu ALK v NSCLC u pacienta.
Suprava ALK FISH moZe predstavovat technické problémy pri hodnoteni vysledkov
farbenia. Intrachromozomaline prestavby moZzu viest k jemnému deleniu signalu, ¢o méze
spdsobit potencialne falo$né negativne vysledky25 Nedavne $tudie naznaduju, ze IHC je
citliva a Specificka na ur€ovanie stavu ALK a predstavuje Zivotaschopnu alternativu
stpravy ALK FISH.10,11.25,26,27 Analyza VENTANA anti-ALK (D5F3) a jej pridruzeny
algoritmus hodnotenia bola vytvorena na uréenie stavu ALK vo vzorkadch NSCLC.

V beznej imunohistochémii (IHC) mozno jednoducho pouzit malé vzorky tkaniva, vdaka
¢omu je tato technika v kombinacii s protilatkami na detekciu antigénov dolezitych pri
interpretacii karcinomu U€innym nastrojom patoléga pri diagnéze a prognéze ochorenia.
Jednym z délezitych markerov v NSCLC je ALK.

Interpretaciu vysledkov farbenia vzoriek tkaniva analyzou VENTANA anti-ALK (D5F3) je
potrebné vykonat pomocou odportcaného algoritmu hodnotenia. Histologické tkanivové
preparaty majl vyhodu neporusenej morfoldgie tkaniva, o poméha pri interpretécii
pozitivity ALK danej vzorky. VSetky histologické testy musi interpretovat patol6g a
vysledky sa musia doplnit morfologickymi Studiami a riadnymi kontrolami a pouzivat

v spojeni s inymi klinickymi a laboratérnymi Gdajmi. Na cielové antigény IHC analyz ma
vplyv ¢as fixacie, typ fixativu a vek skli¢ok s rezmi, preto je potrebné postupovat opatrme
pri zabezpeceni kompatibility pripravy vzoriek pred farbenim (pozrite si pokyny na
interpretaciu primamnej protilatky VENTANA anti-ALK (D5F3) Rabbit Monoclonal Primary
Antibody v pripade nemalobunkového karcinému pluc (NSCLC) (P/N 1011879) a Cast
Specifické obmedzenia uveden( dalej).
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PRINCIP POSTUPU

Analyza VENTANA anti-ALK (D5F3) je kralicia monoklonaina primarna protilatka, ktora sa
viaze na gén ALK v tkanivovych rezoch zaliatych v parafine. Specifickd protilatku je
mozné vizualizovat pomocou OptiView DAB IHC Detection Kit (kat. &. 760-700 /
06396500001) a potom OptiView Amplification Kit (kat. ¢. 760-099 / 06396518001

(50 testov) alebo 860-099 / 06718663001 (250 testov)). DalSie informéacie najdete

v prisluSnych metodickych listoch k detekénym stpravam OptiView DAB IHC Detection Kit
a OptiView Amplification Kit.

DODAVANY MATERIAL

Analyza VENTANA anti-ALK (D5F3) obsahuije dostatok reagencii na 50 testov.

Jeden 5 mL davkovac analyzy VENTANA anti-ALK (D5F3) obsahuje priblizne 70 pg
kralicej monoklonalnej protilatky (D5F3).

Protilatka sa riedi v PBS proteinovym nosi¢om a 0.05 % konzervacnou latkou ProClin 300.
Koncentracia Specifickej protilatky je priblizne 14 pg/mL.

Analyza VENTANA anti-ALK (D5F3) je rekombinantna krali¢ia monoklonalna protilatka,
ktora sa vyraba ako purifikovany supernatant bunkovej kultdry.

Pokyny na interpretaciu primamej protilatky VENTANA anti-ALK (D5F3) Rabbit
Monoclonal Primary Antibody pre nemalobunkovy karciném pfuc (NSCLC) (P/N 1011879).
Podrobné informacie o postupoch najdete v prislusnom metodickom liste k detekénej
suprave VENTANA: Princip postupu, Material a metody, Ziskavanie a priprava vzoriek na
analyzu, Postupy kontroly kvality, RieSenie problémov, Interpretacia vysledkov a
Obmedzenia.

POTREBNE MATERIALY, KTORE NIE SU SUCASTOU DODAVKY
Farbiace reagencie, napr. detekéné stpravy VENTANA, a pomocné komponenty vratane
skli€ok na negativnu a pozitivnu kontrolu tkaniva nie st si¢astou dodavky.

Nie vSetky produkty uvedené v metodickom liste musia byt dostupné vo vetkych
regiénoch. Obréatte sa na miestneho zastupcu podpory.

Nasledujuce reagencie a materialy mozu byt potrebné na farbenie, nie su vak suc¢astou
dodavky:

1. Vzorky ludského apendixu alebo ALK-pozitivneho a ALK-negativneho
nemalobunkového karcinomu pltc na pouZitie ako kontrolné tkanivo

Rabbit Monoclonal Negative Control Ig (kat. &. 790-4795 / 06683380001)

Kladne nabité mikroskopické sklicka

OptiView DAB IHC Detection Kit (kat. ¢. 760-700 / 06396500001)

OptiView Amplification Kit (kat. €. 760-099 / 06396518001 (50 testov) alebo

kat. €. 860-099 / 06718663001 (250 testov))

EZ Prep Concentrate (10X) (kat. €. 950-102 / 05279771001)

Reaction Buffer Concentrate (10X) (kat. €. 950-300 / 05353955001)

LCS (Predilute) (kat. €. 650-010 / 05264839001)

9. ULTRALCS (Predilute) (kat. €. 650-210 / 05424534001)

10.  Cell Conditioning Solution (CC1) (kat. &. 950-124 / 05279801001)

11. ULTRA Cell Conditioning Solution (ULTRA CC1) (kat. €. 950-224 / 05424569001)
12. Hematoxylin Il (kat. &. 790-2208 / 05277965001)

13.  Bluing Reagent (kat. €. 760-2037 / 05266769001)

14.  Permanentné montaZne médium

15.  Krycie sklicko

16.  Automat na krycie sklicka

17.  Univerzélne laboratorne vybavenie

18.  Pristroj BenchMark IHC/ISH

SKLADOVANIE A STABILITA
Po prijati a vtedy, ked sa nepouziva, skladujte pri teplote 2 — 8 °C. Nezmrazuite.

Po kazdom pouZiti je nutné opétovne nasadit uzaver davkovaca a davkova¢ umiestit
hned do chladnicky vo vertikélnej polohe, aby ste zaistili spravnu dodavku reagencie
a stabilitu protilatky.

Na kazdom davkovaci protilatky je uvedeny datum exspirécie. Ak sa Cinidlo spravne
skladuje, zachovava svoje vlastnosti az do datumu uvedeného na Stitku. Nepouzivajte
Cinidlo po datume exspiracie.

PRIPRAVA VZORIEK

BeZne spracované, fixované formalinom a zaliate v parafine (FFPE) tkaniva sl vhodné na
pouZitie s touto primarnou protilatkou, ak sa pouZiji spolu s detekénymi sipravami
VENTANA a pristrojmi BenchMark IHC/ISH.
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Na zaklade modelov Stepov z cudzieho tkaniva vytvorenych z fudskej bunkovej linie
NSCLC NCI-H2228 pozitivnej na ALK sa na fixaciu tkaniva odporica 10 % neutralny
pufrovany formalin (NBF) na najmenej 6 hodin. Cas fixacie kratsi ako 6 hodin vedie k
znacnej strate intenzity farbenia v pripade ALK. Prijatelnym fixativom v priebehu ¢asu
fixacie najmenej 6 hodin je aj zinok-formalin. Pouzité mnozstvo ma byt 15- az 20-
nasobkom objemu tkaniva. Ziadny fixativ neprenikne v priebehu 24 hodin viac ako 2 a2
3 mm do pevného tkaniva alebo 5 mm do pérovitého tkaniva. Fixaciu mozno vykonat pri
izbovej teplote (15 - 25 °C).28.29

Fixativy ako alkohol-formalin-kyselina octova (AFA), PREFER, B5 a iné fixativy s
obsahom kyseliny a/alebo alkoholu preukazali stratu intenzity farbenia pre ALK vo
vSetkych testovacich ¢asoch fixacie (1 az 72 hodin). Neodporuca sa pouzivat tieto fixativa
s touto analyzou. Stdie o oneskoreni fixacie zarovefi odhalili stratu intenzity farbenia pri
ALK, ked vzorky s preparatmi Stepu z cudzieho tkaniva neboli fixované do 6 hodin od
excizie. Pozri navod na interpretaciu pre dalSie zvazenie vplyvu pripravy vzoriek na
intenzitu farbenia ALK.

NareZte rezy hrubé priblizne 4 ym a ulozte ich na kladne nabité sklenené sklicka. Sklicka
sa maju zafarbit urychlene, pretoze antigénnost rezanych tkanivovych rezov sa méze
¢asom znizovat a je naruSend 3 mesiace po narezani z parafinového bloku (pozri nizSie
pokyny na interpretaciu a kapitolu Charakteristika vykonu).

VAROVANIA A BEZPECNOSTNE OPATRENIA
1. UrCené na diagnostické pouzitie in vitro (IVD).

2. Urcené len pre odbornikov.

3. Nepouzivajte po vykonani stanoveného poctu testov.

4. UPOZORNENIE: V Spojenych Statoch americkych federalny zakon povoluje predaj
tejto pomdcky iba prostrednictvom alebo na objednavku lekara. (Rx Only)

5. Roztok ProClin 300 sa pouziva ako konzerva¢na latka v tejto reagencii. Tato latka je

zaradena ako drazdiva latka a pri kontakte s koZou méZze spdsobit senzibilizaciu. Pri
manipulacii dodrZiavajte primerané bezpe¢nostné opatrenia. Zabrante kontaktu
reagencii s oami, kozou a so sliznicami. PouZivajte ochranny odev a rukavice.

6.  Kladne nabité sklicka moZu byt citlivé na vplyvy okolitého prostredia, ¢o vedie k
nevhodnému farbeniu. O dalSie informécie o tom, ako pouzivat tieto typy sklicok,
poZiadajte z&stupcu spoloénosti Roche.

7. S materialmi ludského alebo Zivo¢isneho pdvodu je potrebné zaobchadzat ako
s biologicky nebezpenym materidlom a ich likvidacia musi zahffiat nalezité
bezpeénostné opatrenia. V pripade expozicie je potrebné dodrziavat zdravotné
pokyny zodpovednych organov.30.31

8.  Zabrante kontaktu reagencii s o€ami a sliznicami. Ak sa reagencie dostanu do
kontaktu s citlivymi oblastami, zmyte ich velkym mnozstvom vody.

9. Zabrarite mikrobialnej kontaminacii reagencii, pretoZe to moze sposobit nespravne
vysledky.

10.  DalSie informacie o pouzivani tohto zariadenia najdete v pouZivatelskej prirucke
k pristroju BenchMark IHC/ISH a v navodoch na pouzitie vSetkych potrebnych
komponentov na stranke dialog.roche.com.

11.  Informacie o spdsobe likvidacie ziskate od miestnych a/alebo Statnych organov.

12.  Oznadenie bezpeénosti produktov v prvom rade zodpoveda usmemeniu GHS EU.
Na poziadanie mozno profesionalnemu pouzivatelovi poskytnit kartu
bezpe€nostnych Udajov.

13.  Pri hl&seni podozrenia na zavazné incidenty spojené s touto poméckou sa obratte
na miestneho zastupcu spoloénosti Roche a kompetentny organ ¢lenského Statu
alebo krajiny, v ktorej ma pouzivatel sidlo.

Tento produkt obsahuje komponenty klasifikované v sulade s nariadenim (ES)

€. 1272/2008 takto:

Tabufka 1. Informécie o nebezpeénosti.

Nebezpecnost’ Kod Upozornenie
Varovanie H317 Mbze vyvolat alergickl koznd reakciu.
P261 Predchadzajte vdychovaniu hmly alebo vyparov.
P79 Kontaminovany pracovny odev nie je povolené
pouzivat mimo pracoviska.
P280 Noste ochranné rukavice.
P333 + V pripade podrazdenia koZe: Vyhladajte lekéarsku
P313 pomoc/starostlivost.
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Nebezpecnost’ Kod Upozornenie Typ postupu Metoda
P362 + Kontaminovany odev vyzle¢te a pred dal$im pouzitim Inhibitor preprimarnej peroxidazy Zvolené
P364 | vyperte. Ventana anti-ALK (D5F3) [-4794]
P501 Zneskodnite obsah/nadobu v schvalenom zariadeni Protilétka (primama) alebo
ikvidac rotilatka (primarna
na likvidaciu odpadu. p Rabbit Mono Neg [-4795]
Tento produkt obsahuje CAS ¢&. 55965-84-9, reakéna zmes 5-chloro-2-metyl-2H-izotiazol- 16 minat, 37 °C
3-6nu a 2-metyl-2H-izotiazol-3-6nu (3:1). OptiView HQ Univ Linker 12 mindt
POSTUP FARBENIA OptiView HRP Multimer 12 mindt
Analyza VENTANA anti-ALK (D5F3) bola vyvinuta na pouzitie v pristrojoch BenchMark OotiView Amplificati Zvolend
IHC/ISH v kombinacii s detekénymi supravami Rabbit Monoclonal Negative Control Ig, ptiview Amplification volene
OptiView DAB IHC Detection Kit, OptiView Amplification Kit a pomocnymi reagenciami. OV AMP H202, OV Amplifier 8 minut
dporic¢ané protokoly farbenia uvadzaju tabulky nizsie.
O' porucz?m'e prpo oly a'r enia }JVﬁ zaju ta ,uv yn|I23|e B o OV AMP Multimer 8 mindt
Této protilatka je optimalizovana na uvedené Casy inkubécie, ale pouzivatel musi vysledky
ziskané pomocou tejto reagencie overit. Odchylenie od protokolu farbenia v Tabulka 2, Kontrastné farbivo Hematoxylin I, 4 minaty
Tabulka 3 alebo Tabulka 4 méze viest k faloSne pozitivnym alebo falo$ne negativnym Nasledné kontrastné farbivo Bluing. 4 mindt
vysledkom. Pre pristroj BenchMark ULTRA bol vytvoreny postup farbenia Specificky pre 9. y

ALK, U VENTANA ALK (D5F3). Pred vyberom podmienok protokolu farbenia z postupu
farbenia Specifického pre ALK musi mat pristroj BenchMark ULTRA softvér VSS 12.3 s
postupom farbenia OptiView v5 alebo vy$Sou verziou.

Parametre automatizovanych postupov sa mdZu zobrazit, tlacit a editovat podia postupu
uvedeného v pouzivatelskej prirucke k pristroju. Podrobné informacie o postupoch
farbenia v imunohistochémii najdete v prislusnom metodickom liste k detekénej suprave
VENTANA.

Dal3ie podrobnosti o spravnom pouZivani tejto pomacky néjdete v metodickom liste inline
davkovaca spojenom s P/N 790-4794.

Tabufka 2. Odportcany protokol farbenia pre analyzu VENTANA anti-ALK (D5F3) a
Rabbit Monoclonal Negative Control Ig s detekénou stipravou OptiView DAB IHC
Detection Kit a OptiView Amplification Kit v pristrojoch BenchMark ULTRA alebo
BenchMark ULTRA PLUS.

Postup farbenia

U VENTANA ALK (D5F3)
Zadanie parametrov

VENTANA ALK AB - 16 min.

(Ak nie je vybrana Ziadna reagencia, predvolena bude
4794)

-4794
-4796
-7155
Protilatka (primarna) -7157

(VySSie vyberte reagenciu na zéklade oblasti
distribucie.)

Krok protokolu

alebo
Negative Control

Kontrastné farbivo Hematoxylin II, 4 minaty

Nasledné kontrastné

farbivo Bluing, 4 minaty

Tabufka 3. Odportcany protokol farbenia pre analyzu VENTANA anti-ALK (D5F3) a

a Tento volitelny krok sa uplatfiuje iba pri pouziti s detekénou stipravou XT OptiView
DAB v4 a neplati pre predchadzajlice verzie softvéru.

Tabufka 4. Odporacany protokol farbenia pre analyzu VENTANA anti-ALK (D5F3)a
Rabbit Monoclonal Negative Control Ig s detekénou stipravou OptiView DAB IHC
Detection Kit a OptiView Amplification Kit v pristrojoch BenchMark GX.

(Odmaskovanie antigénu)

Typ postupu Metoda
Odstranenie parafinu Zvolené
Uprava buniek cc1,

92 minut, 100 °C

Inhibitor preprimarnej peroxidazy

Zvolené

Protilatka (primarna)

Ventana anti-ALK (D5F3) [-4794]
alebo

Rabbit Mono Neg [-4795]
16 minat, 37 °C

OptiView HQ Univ Linker 12 minat
OptiView HRP Multimer 12 minut
OptiView Amplification Zvolené

OV AMP H202, OV Amplifier 8 minut
OV AMP Multimer 8 minat

Kontrastné farbivo

Hematoxylin I, 4 minaty

Nasledné kontrastné farbivo

Bluing, 4 minaty

Vizhfadom na variéciu vo fixacii a spracovani tkaniva a vSeobecné laboratome pristroje
a podmienky prostredia mdZe byt nutné zvysit alebo zniZit inkubaciu primémych
protilatok, Upravu buniek alebo predupravu proteaz na zaklade individualnych vzoriek,
pouZitej detekcie a preferencie Gitatela. Dalsie informacie o premennych fixacie uvadza
Immunohistochemistry Principles and Advances*.32

POSTUPY KONTROLY KVALITY

Rabbit Monoclonal Negative Control Ig

Rabbit Monoclonal Negative Control Ig s detekénou stipravou OptiView DAB IHC
Detection Kit a OptiView Amplification Kit v pristrojoch BenchMark XT.

Typ postupu Metoda
Moznost synchronizacie IHC Zvolené @
Odstranenie parafinu Zvolené
Uprava buniek cCt,
(Odmaskovanie antigénu) 92 minat, 100 °C

2022-11-07
FT0700-410t

3/14

Spolu s kazdou vzorkou je nutné merat aj prislusny preparat negativneho kontrolného
¢inidla, ¢o sluzi ako pomédcka pri interpretacii vysledkov. Rabbit Monoclonal Negative
Control Ig, protilatka negativneho kontrolného €inidla pre tito analyzu a pouziva sa
namiesto primarnej protilatky s cielom vyhodnotit neSpecifické farbenie. Postup farbenia
negativnej kontrolnej reagencie sa musi rovnat inkubacnej dobe primarnej protilatky.
Pouzitie odliSného negativneho kontrolného €inidla alebo nepouZitie odporicaného
negativneho kontrolného Cinidla mdze viest k nespravnym vysledkom.
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Kontroly na Grovni systému

Kontroly na drovni systému je potrebné vykonavat so vzorkami pacienta. Méze ist bud o
vzorky tkaniva fudského apendixu33, alebo vzorky tkaniva NSCLC, pri ktorych je zname,
¢i st ALK pozitivne alebo negativne.

Kontrolné tkanivo musi byt autopsia, biopsia alebo chirurgicka vzorka pripravena a
zafixovana ¢o najskér rovnakym spdsobom ako testované rezy. Takéto tkanivo moze
monitorovat vSetky kroky analyzy od pripravy tkaniva po farbenie. Pouzitie tkanivového
rezu fixovaného alebo spracovaného odliSne od testovacej vzorky zabezpecuje kontrolu
v3etkych reagencii a krokov metody okrem fixacie a pripravy tkaniva.

Kontroly tkaniva apendixu alebo tkaniva NSCLC pozitivneho alebo
negativneho na ALK

Kontrolné tkanivo pozitivne na ALK a negativne na ALK musi byt spracované s kazdym
vykonanym postupom farbenia analyzou VENTANA anti-ALK (D5F3).

Pripady NSCLC s farbenim reprezentujucim klinicky ALK pozitivne a klinicky ALK
negativne vysledky st vhodné na optimalnu kontrolu kvality vratane detekcie malej
degradacie reagencie alebo problémov s nedodrzanim Specifikacie suvisiacej s pristrojom.

Tkanivo fudského apendixu obsahuje pozitivne a negativne sa sfarbujlice prvky pre
protein ALK a je vhodné aj na pouZitie ako kontrola na Urovni systému. Pozitivne sa
sfarbujlice komponenty tkaniva sa pouzivaju na potvrdenie toho, Ze bola protilatka
aplikovana a pristroj spravne fungoval. Negativne sa sfarbujuce prvky sa pouzivaju na
detekciu malej degradacie reagencie alebo problémov s nedodrzanim Specifikacie
suvisiacej s pristrojom.

Vhodné farbenie tkaniva NSCLC pozitivneho alebo negativneho na ALK a komponenty
tkaniva apendixu st opisané v Tabulka 5 a Tabulka 6 a v pokynoch na interpretaciu.
Znéame pozitivne a zname negativne kontrolné tkanivo, ktoré sa pouZiva na monitorovanie
ucinnosti analyzy ALK na vzorkéch pacientov, musi byt fixované a spracované podobnym
spbsobom ako vzorka pacienta. V opaénom pripade mozno kontrolné tkaniva pouzivat iba
na monitorovanie spravneho fungovania testovacich reagencii. Kontrolné tkaniva sa
nemaju pouzivat ako pomdcka pri diagnostikovani vzoriek pacientov.

Overenie analyzy

Pred pociatoénym pouzitim protilatky alebo systému farbenia pri diagnostickom postupe je
potrebné overit Specifickost protilatky jej otestovanim na sérii tkaniv so znamymi
charakteristikami IHC vykonu, ktory predstavuje pozitivne a negativne tkaniva ALK (pozri
Postupy kontroly kvality, ktoré boli odporucané v tejto Casti pribalového letaku a
odportéania Kontroly kvality zo strany College of American Pathologists Laboratory
Accreditation Program, Anatomic Pathology Checklist34 alebo CLSI Approved
Guideline35). Tieto postupy kontroly kvality je potrebné zopakovat pri kazdej novej $arzi
protilatky, pripadne ak dojde k zmene parametrov analyzy. Na overenie analyzy su
vhodné tkaniva NSCLC so znamym stavom ALK alebo vzorky [udského apendixu.

INTERPRETACIA FARBENIA / OCAKAVANE VYSLEDKY

Automatizovany postup imunofarbenia VENTANA spdsobuije zrazenie do hneda
zafarbeného reakéného produktu DAB v miestach antigénu lokalizovanych analyzou
VENTANA anti-ALK (D5F3). Skor ako sa budu vysledky interpretovat, musi kvalifikovany
patoldg so skusenostami s IHC postupmi vyhodnotit negativne kontrolné reagencie,
kontroly na Urovni systému a urcit zafarbeny produkt.

Pozitivne/negativne kontroly tkaniva na Grovni systému

Farbené pozitivne a negativne kontroly tkaniva je potrebné preskiumat s cielom zaistit, Ze
vietky reagencie funguju spravne. Pritomnost spravne sfarbeného produktu reakcie na
pozitivnom kontrolnom tkanive v ramci cytoplazmatického farbenia cielovych buniek
indikuje pozitivnu reaktivitu.

Ak pozitivna kontrola alebo negativna kontrola nepreukaze vhodné farbenie alebo
preukaze zmenu v klinickej diagnostickej interpretacii, akékolvek vysledky testovacich
vzoriek treba povaZovat za neplatné.

Tabulka 5. Kritéria hodnotenia kontroly tkaniva apendixu. Reprezentativne obrazky su
uvedené v pokynoch na interpretaciu.

Prijatelné Neprijatelné

Pritomnost silného granulovaného
cytoplazmatického farbenia v
gangliénovych bunkach. (Pozrite si
poznamku)

Nepritomnost silného granulovaného
cytoplazmatického farbenia v
gangliénovych bunkach.
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Neprijatelné

Prijatefné

Nepritomnost silného granulovaného
cytoplazmatického farbenia v bunkach
zlazového epitelu, svale a lymfoidnom
tkanive (nedostatocné alebo riedke
farbenie lymforetikulamych buniek v
lymfoidnych agregatoch).

Nadmerné neSpecifické farbenie pozadia
zlazovych epitelovych buniek, svalu
alebo lymfoidného tkaniva, ktoré
ovplyviiuj hodnotenie.

Poznamka: Nerv vo svalovych vrstvach apendixu vykazuje pozitivne farbenie.

Negativna kontrolna reagencia

Nespecifické farbenie, ak je pritomné, bude mat difizny vzhlad. Je ho mozné vyhodnotit
pomocou sklicka s negativnou kontrolnou reagenciou zafarbenou pomocou stpravy
Rabbit Monoclonal Negative Control Ig. Na interpretaciu vysledkov zafarbenia treba pouzit
intakiné bunky, pretoZe nekrotické alebo degenerované bunky maju ¢asto neSpecifické
zafarbenie. Ak je farbenie pozadia nadmerné, vysledky testovanej vzorky treba povazovat
za neplatné. Priklady farbenia pozadia na prijatelnej Urovni pre tito analyzu najdete v
pokynoch na interpretaciu.

Tkanivo pacienta

Tkanivo pacienta musi byt hodnotené podfa algoritmu hodnotenia analyzy VENTANA anti-
ALK (D5F3), ktory uvadza Tabulka 6. Pozrite si pokyny na interpretaciu.

Tabufka 6. Algoritmus hodnotenia analyzy VENTANA anti-ALK (D5F3). Reprezentativne
obrazky su uvedené v pokynoch na interpretéciu.

Klinicka
interpretacia

Popis zafarbenia

Pritomnost silného granulovaného cytoplazmatického

farbenia v nadorovych bunkach (akékolvek percento

pozitivnych nadorovych buniek). Ur¢ité prvky farbenia je

potrebné vylucit vratane:

e  [ahkého cytoplazmatického bodkovania v alveolarnych
makrofagoch,

e buniek neuralneho pdvodu (nervové a ganglionové
bunky),

e farbenia zlazového epitelu a

. roztrisenych lymforetikularnych buniek s
lymfocytickymi infiltratmi.

Pozitivne na ALK

Ur¢ité farbenie pozadia mozno pozorovat aj v normainej
sliznici pri NSCLC (vratane mucinu) a v nekrotickych
oblastiach nadoru, ktoré je potrebné vylucit z klinického
hodnotenia.

Nepritomnost silného granulovaného cytoplazmatického

Negativne na ALK farbenia v nadorovych bunkach.

SPECIFICKE OBMEDZENIA

1. Této analyza nebola potvrdena na pouzivanie s cytologickymi stermi alebo
dekalcifikovanymi vzorkami.

2. Tkanivo pacienta sa musi zafarbit do 3 mesiacov od rezu z bloku tkaniva. Pri
analyze VENTANA anti-ALK (D5F3) bola na rezoch uloZenych pri izbovej teplote
dihsie ako 3 mesiace pozorovana strata U¢innosti farbenia.

3. Sanalyzou VENTANA anti-ALK (D5F3) boli pozorované ur¢ité artefakty farbenia.
Na farbenych sklickach kontrolnej reagencie anti-ALK aj negativnej kontrolne;
reagencie mdze byt v alveolarnych makrofagoch pritomné ahké granulované
cytoplazmatické bodkovanie, ktoré naznaduje, Ze ide o artefakt systému detekcie a
nemalo by sa hodnotit ako pozitivne farbenie anti-ALK. Okrem toho bolo
pozorované bodové farbenie v nekrotickych oblastiach nadoru. Ani takéto farbenie
by sa po¢as hodnotenia vzorky pacienta nemalo zohladfovat. S analyzou
VENTANA anti-ALK (D5F3) bolo pozorované aj farbenie nervového tkaniva vratane
nervu a prilezitostnych lymforetikularnych buniek v ramci lymfocytického infiltratu.
Dalsiu diskusiu najdete v pokynoch na interpretaciu.

4. Na kontrolnych tkanivach mozno pozorovat miernu variabilitu celkovej intenzity
farbenia sposobenu stpravou OptiView Amplification Kit. Priklady prijatenej
Uc¢innosti farbenia najdete v pokynoch na interpretaciu.
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CHARAKTERISTIKA VYKONU Pocet
ANALYTICKA UCINNOST Batole pozitivnychévéetkych
atoldgia
Vykonali sa testy farbenia na zistenie citlivosti, Specifickosti, presnosti a metédy zrovnania g pripadov
a vysledky st uvedené nizsie. Medularny karciném (3titna Zlaza) 0N
Citlivost'a Specifickost Papilarny karciném (8titna Zlaza) on
Tabufka 7. Citlivost/Specifickost analyzy VENTANA anti-ALK (D5F3) sa stanovila
testovanim FFPE normalnych tkaniv. Duktalny karciném in situ (prsnik) oM
Poget Poget Invazivny duktalny karcinom (prsnik) 02
pozitivnych/ pozitivnych/
vsetkych vsetkych Lymfém B-buniek, NOS (slezina) 0/3
Tkanivo pripadov Tkanivo pripadov Malobunkovy karcinom (plica) o
M a 0/3 Tymus 0/3
0709 y Karcinm skvaméznych buniek (pltca) 0N
Mozotek o3 Myeloidn (kostna dre) o8 Adenokarcinom (plica) o1
Nadoblick 0/3 PIU 0/3
adoree b Karciném skvaméznych buniek (pazerak) 0N
jecnil 0/3 0/3
Vajecnlk Srdce Adenokarcindm (pazerak) 0n
Panki 0/3 Pazerak 0/3
amees azera Mucindzny adenokarciném (zalidok) 0N
iti i 0/3 Zali 0/3
Pristine telesko Zalldok Adenokarciném (gastrointestinalny) 0N
3 3laza b 0/3 5 Grevo © 0/3
Podmozgové aza Tenké crevo Gastrointestinalny stromalny tumor (GIST) (hrubé revo) on
Semenni o8 Hrube crevo © 03 Adenokarcindm (konecnik) 0N
Stitna zlaza 03 Peced 03 Gastrointestinalny stromalny tumor (GIST) (kone¢nik) on
Prsnik 03 Slinna Zfaza 03 Hepatocelulary karciném (peceri) 0N
Slezina 03 Oblitka 0r3 Hepatoblastom (pecefi) 1"
Mandra 03 Prostata 03 Jasnobunkovy karcinom (oblicka) o
Endometrium 03 Kréok maternice 03 Adenokarcinom (prostata) 02
Kostrovy sval 04 Koza 0i Leiomyém (maternica) 0n
Nerv (rozptyleny) 0/3 Mezotel 03 Adenokarciném (matemica) on
a 2/3 Niekolko gliovych buniek v mozgu vykazalo slabu az miemu pozitivitu. Jasnobunkovy karcinom (matemica) on
b 3/3 Podmozgova Zlaza vykazala slabé farbenie. w . ) )
L . ; . o Karciném skvaméznych buniek (maternica) 0/2
¢ Gangliénové bunky v rdmci 4/6 Erevnych tkaniv sa zafarbili pozitivne na ALK v
roznej intenzite. Embryonalny rabdomyosarkém 0N
Tabulka 8. Citlivost/Specifickost analyzy VENTANA anti-ALK (D5F3) sa stanovila Melaném (anus) 0N
testovanim roznych FFPE tkaniv.
" Karciném z bazalnych buniek (koza) 0N
Pocet
’ pozitivnych/vsetkych Karcinom skvamdznych buniek (koza) on
Patologia pripadov
Neurofibrém (lumbarn; 0N
Glioblastom (mozog) 0/ (umbarmy)
Meningedm (mozog) oA Neuroblastom (retroperitoneum) 1N
. Mezoteliom 0N
Ependymoém (mozog) 0/1
Hodgkinov lymfém (lymfaticka uzlina 0N
Oligodendrogliém (mozog) 01 9 y (y )
Anaplasticky velkobunkovy lymfém (lymfaticka uzli on
Ser6zny adenokarciném (vajecnik) 17 P y vy (v ina)
Urotelovy karciném (moCovy mechur, 0N
Adenokarciném (vajecnik) 0N y ( y )
o . Leiomyosarkom 072
Neuroendokrinna neoplazia (pankreas) 0N
Osteosarkém 0N
Adenokarcindém (pankreas) 0/1
Rabdomyosarkém vretenovitych buniek VAl
Seminém (semennik) 01 y Y
Embryonainy karciném (semennik) 0/1
2022-11-07 57114 1021030SK Rev B
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Zhoda platforiem (Premost'ovacia studia)

Analyza VENTANA anti-ALK (D5F3) bola najprv vydana v pristrojoch BenchMark XT a
GX. Na preukazanie rovnakého vykonu analyzy medzi pristrojmi BenchMark ULTRA a
BenchMark XT bola vykonané premostovacia Studia. Této Studia hodnotila klinicky stav
ALK (na zaklade algoritmu hodnotenia ALK, ktory uvadza Tabulka 6) v 184 jedine¢nych
vzorkach NSCLC farbenych analyzou VENTANA anti-ALK (D5F3) v oboch platforméach.
Vysledné zafarbené sklicka boli zaslepené a randomizované a potom ich vyhodnotili traja
patolégovia. Vysledky zhody platforiem v ramci tejto Studie uvadza Tabulka 9 a

Tabulka 10.

Tabufka 9. Zhoda vysledkov medzi pristrojmi BenchMark XT a BenchMark ULTRA .

Zhoda analyzy VENTANA anti-ALK (D5F3) medzi pristrojmi
BenchMark ULTRA a BenchMark XT

BenchMark BenchMark XT
ULTRA Pozitivne Negativne Celkom
Pozitivne 85 1 86
Negativne 1 97 98
Celkom 86 98 184

Tabulka 10. Zhoda stavu ALK medzi pristrojmi BenchMark XT a BenchMark ULTRA.

Percento Percento Percento
Miera zhody tykajiica sa pozitivnej negativnej celkovej
zhody medzi platformami zhody zhody zhody

(95 % ClI) (95 % CI) (95 % CI)
é';gm’;ﬁz)'g”s""lm' 98.8 % 99.0 % 98.9 %
a BenchMark ULTRA (93.7-99.8%) | (94.4-99.8%) | (96.1-99.7 %)

Hribka tkaniva

Hrabka tkaniva bola hodnotena s pouZitim 4 jedinecnych pripadov ludského NSCLC
(3 ALK pozitivne a 1 ALK negativne) a 4 jedinecnych pripadov fudského apendixu.
Tkaniva boli narezané a testované duplicitne vo velkostiach 3, 4, 5, 6 a 7 mikronov.
V3etky hrabky tkaniva vykazovali vhodné Specifické farbenie pre ALK a vhodné trovne
pozadia pre analyzu VENTANA anti-ALK (D5F3). V rozsahu tejto hrubky nevykazovali
Ziadne vzorky zmenu klinického stavu ALK. Vzorky na analyzu sa maju rezat na

4 — 6 mikrénov.

Stadie opakovatelnosti a strednej presnosti

Opakovatelnost a stredna presnost analyzy VENTANA anti-ALK (D5F3) boli hodnotené v
pristrojoch BenchMark ULTRA, XT a GX v kombinacii so stipravami OptiView DAB IHC
Detection a OptiView Amplification.

Desat jedine¢nych vzoriek tkaniva NSCLC (5 ALK pozitivnych a 5 ALK negativnych) bolo
hodnotenych v pristrojoch BenchMark XT a BenchMark ULTRA. Pri testovani presnosti v
ramci diia sa 5 replik skli¢ok z kazdej zo vzoriek NSCLC farbilo v jednom pristroji
BenchMark XT alebo jednom pristroji BenchMark ULTRA. Pri testovani presnosti v ramci
pristroja sa 3 repliky sklicok kazdej zo vzoriek NSCLC zafarbili analyzou VENTANA
anti-ALK (D5F3) v troch pristrojoch BenchMark XT a 2 repliky skli¢ok kazdej zo vzoriek
NSCLC sa zafarbili v troch pristrojoch BenchMark ULTRA. V pripade presnosti medzi
dnami sa 2 repliky skli¢ok z kazdej zo vzoriek NSCLC zafarbili analyzou VENTANA
anti-ALK (D5F3) v jednom pristroji BenchMark XT alebo BenchMark ULTRA pocas 5 po
sebe nenasledujucich dni. Vetky sklicka boli zaslepené a randomizované v ramci kohorty
tkaniv kazdého pristroja. Kazdu kohortu hodnotil individualne patolég pomocou algoritmu
hodnotenia analyzy VENTANA anti-ALK (D5F3) (uvadza Tabulka 6). Kazda replikovana
vzorka NSCLC dosiahla rovnaké vysledky IHC farbenia ALK. Zhmutie vysledkov
opakovatelnosti a strednej presnosti pre pristroje BenchMark XT a BenchMark ULTRA
najdete jednotlivo v Tabulka 11 a Tabulka 12.

Bola vykonana $tuidia presnosti medzi platformami, ktora porovnavala vykon analyzy
VENTANA anti-ALK (D5F3) v pristrojoch BenchMark XT a BenchMark GX. V tejto $tudii
boli hodnotené dva viactkanivové bloky, z ktorych kazdy obsahoval 8 vzoriek NSCLC
(3 ALK pozitivne, 1 ALK negativna na kazdy blok). Pri tomto porovnani bolo 5 replik
skli¢ka farbenych v troch pristrojoch BenchMark XT a troch pristrojoch BenchMark GX.
Tieto sklicka boli hodnotené z hladiska vhodného farbenia na zéklade IHC algoritmu
hodnotenia VENTANA anti-ALK (D5F3), ktory uvadza Tabulka 6. Kazda replikovana
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vzorka NSCLC dosiahla rovnaké vysledky IHC farbenia ALK medzi danymi dvomi

platformami. Sthrn vysledkov uvadza

Taburka 13.

Okrem toho bola hodnotena opakovatelnost farbenia analyzou VENTANA anti-ALK
(D5F3) na fudskom apendixe (kontrola na systémovej Grovni). V tejto tudii bolo pouZitych
osem jedinecnych tkaniv fudského apendixu. Pri testovani presnosti v rdmci dria bolo
zafarbenych 13 replik skli€ok z dvoch viactkanivovych blokov so 4 vzorkami apendixu v
jednom pristroji BenchMark XT. V pripade presnosti medzi pristrojmi bolo farbenych

5 replik sklicok z dvoch viactkanivovych blokov so 4 vzorkami apendixu, pri¢om kazda
bola farbena analyzou VENTANA anti-ALK (D5F3) v troch pristrojoch BenchMark XT. V
pripade presnosti medzi diiami sa 5 replik skli¢ok z kazdého z dvoch viactkanivovych
blokov so 4 vzorkami apendixu farbilo analyzou VENTANA anti-ALK (D5F3) v jednom
pristroji BenchMark XT pocas 5 po sebe nenasledujucich dni. Vetky sklicka vyhodnotil
patoldg pomocou prirucky na hodnotenie analyzy VENTANA anti-ALK (D5F3) pre
kontrolné tkanivo apendixu (uvedené v Tabulka 5). Kazda replikovana vzorka apendixu
dosiahla rovnaké vysledky IHC farbenia ALK. Percento celkovej zhody pri opakovatelnosti
v ramci diia a medzi pristrojmi (v 3 pristrojoch) bolo 100 % a opakovatelnost medzi diiami
(v priebehu 5 po sebe nenasledujtcich dni) dosiahlo 98 %.

Tabufka 11. Opakovatelnost a stredna presnost analyzy VENTANA anti-ALK (D5F3) pri
individualnych vzorkach NSCLC farbenych v pristroji BenchMark XT.

WIEEL ) FO Percento celkovej
Opakovatelnost/presnost’ na sklicok . /
) v zhody pri stave ALK
tkanive NSCLC hodnotenych v (95 % Cl)
kohorte :
Opakovatelnost v ramci diia 50 100 % (97.5-100 %)
Presnost v ramci platformy
. 60 100 % (97.9 - 100 %)
(v 3 pristrojoch BenchMark XT)
Presnost medzi diami
o ; 100 100 % (98.7 - 100 %)
(5 po sebe nenasledujicich dni)

Tabulka 12. Opakovatelnost a stredn

individudlnych vzorkach NSCLC farbenych v pristroji BenchMa

4 presnost analyzy VENTANA anti-ALK (D5F3) pri
rk ULTRA.

N = Celkovy pocet

Percento celkovej

(5 po sebe nenasledujucich dni)

Opakovatefnost/presnost na sklicok .
tkanive NSCLC hodnotenychy | Znody pristave ALK
(95 % CI)
kohorte
e e 100 %
Opakovatelnost v ramci diia 50 (92.9-100.0 %)
Presnost v ramci platform:
o P y 60 100 %
(v 3 pristrojoch BenchMark (94.0 - 100.0 %)
ULTRA)
Presnost medzi diami 9
100 100 %

(96.3 - 100.0 %)

viactkanivovom bloku vzoriek NSCLC
GX.

Tabufka 13. Presnost analyzy VENTANA anti-ALK (D5F3) me

dzi platformami na
s pouZitim pristrojov BenchMark XT a BenchMark

N = Celkovy pocet

, . sklicok Percento celkovej
ProsniostinaitkaniveiNsCLC hodnotenych v zhody pri stave ALK
kohorte
Presnost medzi platformami
pristrojov BenchMark XT a 0
BenchMark GX 30 100 %
(v 3 pristrojoch)
Reprodukovatelnost’ medzi Sarzami

Reprodukovatelnost medzi S8arzami analyzy VENTANA anti-ALK (D5F3) bola uréena
testovanim troch $arzi analyzy VENTANA anti-ALK (D5F3) na 38 jedine¢nych pripadoch
NSCLC (21 ALK pozitivnych vzoriek (z 18 jedineénych pripadov) a 20 ALK negativnych
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vzoriek tkaniva NSCLC) v pristroji BenchMark XT pomocou detekénych stprav OptiView
DAB IHC Detection a OptiView Amplification. V3etky pripady sa zafarbili duplicitne s
kazdou z troch Sarzi primarnej protilatky. Sklicka boli zaslepené a randomizované pred
vyhodnotenim klinického stavu podla algoritmu hodnotenia analyzy VENTANA anti-ALK
(D5F3) (uvedeny v Tabulka 6). VSetky tri Sarze protilatky preukazali viac ako na 90 %
zhodné vysledky farbenia pri stave ALK v 41 hodnotenych vzorkach tkaniva NSCLC.
Vysledky st uvedené ako percento celkovej zhody, miera priemernej pozitivnej zhody a
priemernej negativnej zhody. Miera celkového percenta zhody medzi $arzami bola

99.2 %, a preto je analyza VENTANA anti-ALK (D5F3) opakovatelnd, pokial ide o
vysledky farbenia v Sarziach protilatky. Vysledky uvadza Tabulka 14.

Reprodukovatelnost analyzy VENTANA anti-ALK (D5F3) medzi $arzami pomocou
pristroja BenchMark ULTRA bola urené testovanim troch Sarzi analyzy VENTANA anti-
ALK (D5F3) na 30 jedine¢nych pripadoch NSCLC (15 ALK pozitivnych vzoriek a 15 ALK
negativnych vzoriek tkaniva NSCLC) pomocou detekénych suprav OptiView DAB IHC
Detection a OptiView Amplification. VSetky pripady sa zafarbili duplicitne s kazdou z troch
Sarzi primarnej protilatky. Sklicka boli zaslepené a randomizované pred vyhodnotenim
klinického stavu podra algoritmu hodnotenia analyzy VENTANA anti-ALK (D5F3) (uvedeny
v Casti Tabulka 6) patolégom. V3etky tri Sarze protilatky preukézali viac ako na 90 %
zhodné vysledky farbenia pri stave ALK v 30 hodnotenych vzorkach tkaniva NSCLC.
Vysledky st uvedené ako percento celkovej zhody, miera priemernej pozitivnej zhody a
priemernej negativnej zhody. Miera celkového percenta zhody medzi $arzami bola

99.1 %, a preto je analyza VENTANA anti-ALK (D5F3) opakovatelna, pokial ide o
vysledky farbenia v Sarziach protilatky. Vysledky uvadza Tabulka 15.

Hodnotena bola aj reprodukovatelnost analyzy VENTANA anti-ALK (D5F 3) medzi $arzami
pomocou 12 jedineénych vzoriek tkaniva ludského apendixu. Reprodukovatelnost bola
uréena testovanim troch Sarzi protilatky v kombin&cii s tromi Sarzami stprav OptiView
DAB IHC Detection a OptiView Amplification v troch pristrojoch BenchMark XT. Celkova
miera zhody pri prvkoch vhodného pozitivneho a negativneho farbenia apendixu pomocou
analyzy VENTANA anti-ALK (D5F3) bola 100 %.

Tabulka 14. Miery zhody reprodukovatelnosti medzi $arzami medzi 41 vzorkami tkaniva

Tabulka 16. Studia presnosti medzi gitatelmi &. 1 v pristroji BenchMark XT

Priemerna Priemerna Percento
e ; KKovei
Presnost medzi ¢itatefmi p:;l:&l: a nez%i:’t:jvana czh o(:;,; )
(95 % ClI) (95 % CI) (95 % Cl)
Priemer porovnani vSetkych 98.8 % 99.0 % 98.9 %
troch Citatefov (97.3-100 %) | (97.7-100%) | (97.4-100 %)

Studia presnosti medzi Gitatelmi &. 2 na pristroji BenchMark XT bola vykonana na kohorte
pripadov z randomizovane; klinickej Stidie vzoriek pacientov s ALK pozitivnym NSCLC
zaradenych pomocou stpravy Abbott Vysis ALK Break Apart FISH Probe Kit. Priblizne
300 pripadov bolo farbenych analyzou VENTANA anti-ALK (D5F3) v pristroji BenchMark
XT. Pripady boli zaslepené z hiadiska stavu ALK FISH, randomizované a poskytnuté trom
Citatelom, ktori hodnotili vysledky IHC farbenia ALK pod'a algoritmu hodnotenia analyzy
VENTANA anti-ALK (D5F3), ktory uvadza Tabulka 6. Vysledky, ktoré uvadza Tabulka 17,
odrézaju miery presnosti medzi Citatelmi z tejto kohorty klinického skusania.

V pripade $tudie presnosti medzi ¢itatelmi na pristroji BenchMark ULTRA bola hodnotena
kohorta 184 jedinecnych pripadov NSCLC. Kohorta pozostavala z 90 ALK pozitivnych a
94 ALK negativnych pripadov farbenych analyzou VENTANA anti-ALK (D5F3) v pristroji
BenchMark ULTRA. Pripady boli zaslepené, randomizované a poskytnuté trom Citatelom,
ktori hodnotili vysledky IHC farbenia ALK podra algoritmu hodnotenia analyzy VENTANA
anti-ALK (D5F3), ktory uvadza Tabulka 6. Tabulka 18 odraza mieru presnosti medzi
Citate/mi z tejto Studie.

Tabulka 17. Stidia presnosti medzi &itatelmi &. 2 z hladiska stavu ALK vo vzorkach
NSCLC ziskanych z kohorty €. 1 klinického porovnania metdd farbenych analyzou
VENTANA anti-ALK (D5F3) v pristroji BenchMark XT.

NSCLC v pristroji BenchMark XT. Testovanych bolo 21 ALK pozitivnych vzoriek (z
18 jedineénych pripadov) a 20 ALK negativnych vzoriek.

porovnani medzi Sarzami

(97.4 - 100 %)

(96.8 - 100.0 %)

Mi h Priemerna Priemerna Percento
|erydz I? gy Posti pozitivna negativna celkovej
S :a:’z‘:‘::l* e zhoda zhoda zhody
(95 % Cl) (95 % Cl) (95 % Cl)
Priemer vSetkych troch 99.2 % 991 % 99.2 %

(975100 %)

Priemerna Priemerna Percento
it ti kovei
Presnost medzi Citatefmi pgﬁ‘ﬂ: a ni%::,:jvana c:h:(;/; :
(95 % Cl) (95 % CI) (95 % CI)
Priemer porovnani vSetkych 97.6 % 99.5 % 991 %
troch Citatelov (95.0-99.5%) | (98.9-99.9%) | (98.2-99.8 %)
X o o o 99.1 % 99.8 % 99.7 %
Citatel 1 verzus Citatel 2 (97.1-100%) | (99.4-100%) | (98.2-99.9 %)
X o o o 96.3 % 99.2 % 98.6 %
Citatel 1 verzus Gitatel 3 | 953 992 %) | (98.3-99.8%) | (96.6-99.5%)
o o 972 % 99.4 % 99.0 %
Citatel 2 verzus Ciatel 3 (g3.5100%) | (98.6-100%) | (97.1-99.7 %)

Tabulka 15. Miery zhody reprodukovatelhosti medzi Sarzami medzi 30 vzorkami tkaniva
NSCLC v pristroji BenchMark ULTRA. Testovanych bolo 15 ALK pozitivnych vzoriek a
15 ALK negativnych vzoriek.

Tabulka 18. Studia presnosti medzi &itatelmi z hfadiska stavu ALK vo vzorkach NSCLC

: Percento Percento Percento
Miery zhody L pozitivnej negativnej celkovej
:252?2:2;?;?‘ nosti zhody zhody zhody

(95 % Cl) (95 % Cl) (95 % Cl)
Priemer vSetkych troch 98.9% 99.3 % 991 %
porovnani medzi $arzami (96.8-99.6 %) | (97.3-99.8%) | (97.9-99.6 %)

Stiudie presnosti medzi éitatelmi

Bolo vykonanych niekolko Studii presnosti medzi Citatelmi: dve tudie v pristroji
BenchMark XT a jedna v pristroji BenchMark ULTRA.

V §tadii presnosti medzi Eitatelmi v pristroji BenchMark XT hodnotili traja patolégovia
celkovo 185 jedinecnych pripadov. 185 pripadov korelovalo so 100 ALK pozitivnymi a
100 ALK negativnymi blokmi, ktoré boli farbené analyzou VENTANA anti-ALK (D5F3).
Pripady boli pred vyhodnotenim vysledkov IHC farbenia pre ALK zaslepené a
randomizované podfa algoritmu hodnotenia analyzy VENTANA anti-ALK (D5F3), ako
uvadza Tabulka 6. Vysledky, ktoré uvadza Tabulka 16 nizSie, odraZaju miery presnosti
Citatela a presnosti medzi Citatelmi pre jedinecné pripady z kohorty Studie.
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farbenych analyzou VENTANA anti-ALK (D5F3) v pristroji BenchMark ULTRA.

Priemerna Priemerna Percento
it i ovel
Presnost medzi ¢itatefmi pgﬁlol(‘;: @ nez%a:’:ivana czh:(;/; :
(95% CI) (95%Cl) (95% CI)
Priemer porovnani vSetkych 98.4 % 98.6 % 98.5 %
troch itatelov (96.5-99.6%) | (96.9-99.7%) | (96.7-99.6 %)
Citatel 1 verzus Gitatel 2 989 % 98.9 % 989 %
(96.8-100%) | (97.0-100%) | (96.0—99.7 %)
X i o T 98.8 % 99.0 % 98.9 %
Cltatel 1 verzus Gitatel 3 | 957 400 95) | (97.2-100%) | (96.0-99.7 %)
X i o T 97.6 % 97.9 % 97.8 %
Cltatel 2 verzus Gitatel 3| o4 7 "a9.495) | (95.4-995%) | (94.4-99.1 %)

Zhoda s ALK FISH

Tri kohorty boli pouZité na porovnanie vysledkov farbenia z analyzy VENTANA anti-ALK
(D5F3) s ALK FISH z hladiska klinického stavu ALK. Tieto kohorty zahffiali $kalu vzoriek
[udského tkaniva NSCLC z primarnych a metastatickych nadorov aj z resekcii, ihlovych
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biopsii, bronchialnych biopsii a blokov buniek FFPE z FNA. V3etky Studie boli hodnotené
pomocou algoritmu hodnotenia (opisany v Tabulka 6).

Stadia zhody &. 1

V externom laboratériu bola vykonana Stidia porovnavajica analyzu VENTANA anti-ALK
(D5F3) s retrospektivnymi udajmi stipravy Abbott Vysis ALK Break Apart FISH Probe Kit.
Na externom pracovisku bolo zafarbenych priblizne 100 pripadov NSCLC pomocou
analyzy VENTANA anti-ALK (D5F3) v pristroji BenchMark XT. Analyza VENTANA anti-
ALK (D5F3) preukazala > 98 % celkovej zhody s retrospektivnymi tdajmi stpravy Abbott
Vysis ALK Break Apart FISH Probe Kit v tejto kohorte vzoriek NSCLC. Podrobné vysledky
uvadza Tabulka 19 a Tabulka 20. VSimnite si, Ze v 86 zo 100 pripadov boli k dispozicii
Udaje FISH a bol pritomny dostato¢ny nador na porovnanie s IHC vysledkom ALK.
Tabufka 19. Analyza VENTANA anti-ALK (D5F3) v porovnani so stpravou od spolo¢nosti
Abbott Vysis ALK Break Apart FISH Probe Kit.

Porovnanie analyzy VENTANA anti-ALK (D5F3) so
supravou Abbott Vysis ALK Break Apart FISH Probe Kit
Analy Abbott Vysis ALK Break Apart FISH
nalyza Probe Kit Celkom
VENTANA
anti-ALK (D5F3) Pozitivne Negativne
Pozitivne 10 0 10
Negativne 1 75 76
Celkom 1 75 86

Tabufka 20. Percento celkovej, miera pozitivnej a miera negativnej zhody pri analyze
VENTANA anti-ALK (D5F3) v porovnani so stipravou Abbott Vysis Break Apart FISH

Probe Kit.
Percento celkovej, miera pozitivnej a miera negativnej zhody

Miera n/N % 95%Cla
Percento 85/86 98.8 937,998
celkovej zhody

Percento

pozitivnej zhody 10/11 90.9 62.3,98.4
Percento

negativnej zhody 75/75 100.0 95.1,100.0

295 % obojstranné intervaly spolahlivosti boli vypocitané pomocou metody

hodnotenia.

Upozorfiujeme, Ze priprava vzorky tkaniva z tejto Studie nebola overend z hladiska

Tabufka 22. Percento celkovej, miera pozitivnej a miera negativnej zhody pri analyze
VENTANA anti-ALK (D5F3) v porovnani so stipravou Abbott Vysis Break Apart FISH
Probe Kit.

Percento celkovej, miera pozitivnej a miera negativnej zhody

Miera nIN % 95%Cla
Percento

celkovej zhody 58/62 93.5% 84.6-97.5
Percento

pozitivnej zhody 22 100 % 34.2-100.0
Percento 56/60 93% 84.1-97.4
negativnej zhody

395 % obojstranné intervaly spolahlivosti boli vypocitané pomocou metddy
hodnotenia.

Zo Styroch nezhodujucich sa pripadov (FISH negativny, ALK IHC pozitivny) boli dalSie
nezafarbené sklicka testované dalSim ALK (iny klon a systém detekcie). Tri zo Styroch
pripadov sa zhodovali s analyzou VENTANA anti-ALK (D5F3) z hladiska zisteného IHC
farbenia ALK.

Vyskytlo sa aj 10 pripadov, v ktorych neboli urCené vysledky alebo vykonana analyza
FISH. Styri z tychto pripadov boli pozitivne podla analyzy VENTANA anti-ALK (D5F3) a s
inym klonom ALK a Sest bolo negativnych podla IHC ALK. Jeden pripad bol pozitivny
podla FISH, avSak vzorka bola nedostatoéna na farbenie pomocou IHC.

Stadia zhody é. 3

V tejto Stadii bolo priblizne 300 pripadov z prebiehajlcej celosvetovej klinickej Studie
pacientov s NSCLC pozitivnym na ALK zaradenych pomocou stpravy Abbott Vysis ALK
Break Apart FISH Probe Kit farbenych analyzou VENTANA anti-ALK (D5F3). Ide o
rovnaku kohortu, ktora bola rozoberana v ¢asti o $tudiach presnosti medzi itatelmi. Z
priblizne 300 pripadov boli niektoré charakterizované ako ,neinformativne” podfa FISH
alebo ,analyza FISH nebola vykonana“ a dané pripady boli zafarbené a hodnotené iba na
informacné ucely.

Pripady boli zaslepené z hladiska stavu FISH, randomizované a poskytnuté dvom
Citatelom, ktori hodnotili vysledky farbenia. Vysledky boli porovnané so stavom FISH
ziskanym z celosvetovej klinickej tudie.

Vlysledky porovnania ALK IHC s ALK FISH uvadza Tabulka 23.

Tabufka 23. Zhoda analyzy VENTANA anti-ALK (D5F3) so stpravou Abbott Vysis ALK
Break Apart FISH Probe Kit hodnotena 2 patologmi.

dodrZiavania postupov pripravy vzoriek odpor¢anych pre tlto analyzu.

Stadia zhody &. 2

V druhom externom laboratériu bola vykonana $tidia porovnavajuca analyzu VENTANA
anti-ALK (D5F3) s (idajmi stpravy Abbott Vysis ALK Break Apart FISH Probe Kit na

73 pripadoch NSCLC (narezané v priebehu jedného tyzdia od farbenia). Na externom
pracovisku boli zafarbené pripady pomocou analyzy VENTANA anti-ALK (D5F3) v pristroji
BenchMark XT. Analyza VENTANA anti-ALK (D5F3) preukazala > 93 % celkovej zhody s
retrospektivnymi Gdajmi stpravy Abbott Vysis ALK Break Apart FISH Probe Kit v tejto
kohorte vzoriek NSCLC. Podrobné vysledky uvadza Tabulka 21 a Tabulka 22.

Tabufka 21. Analyza VENTANA anti-ALK (D5F3) v porovnani so stpravou Abbott Vysis
ALK Break Apart FISH Probe Kit.

Porovnanie analyzy VENTANA anti-ALK (D5F3)
so stpravou Abbott Vysis ALK Break Apart FISH
Probe Kit
Analyza VENTANA anti-ALK Abbott Vysis ALK Break
(D5F3) Apart FISH Probe Kit Celkom
Citatel Pozitivne Negativne
Pozitivne 37 13 50
Citatel 1 Negativne 1 223 234
Celkom 48 236 284
Pozitivne 37 12 49
Citatel 2 Negativne 1 225 236
Celkom 48 237 285

Porovnanie analyzy VENTANA anti-ALK (D5F3) so
supravou Abbott Vysis ALK Break Apart FISH Probe Kit
Analy Abbott Vysis ALK Break Apart FISH
nayza Probe Kit Celkom
VENTANA

anti-ALK (D5F3) Pozitivne Negativne

Pozitivne 2 4 6
Negativne 0 56 56
Celkom 2 60 62

2022-11-07 8/14

FT0700-410t

Upozorfiujeme, Ze priprava vzoriek tkaniva z tejto Stidie nebola overena z hladiska
dodrziavania postupov pripravy vzoriek odpor¢anych pre tuto analyzu.
Nezhodujuce sa pripady, ktoré boli z hladiska analyzy VENTANA anti-ALK (D5F3)
pozitivne na ALK, negativne na ALK FISH:

e 4 pripady hodnotil najmenej jeden Citatel' ako ALK IHC pozitivne a FISH negativne.
Na zaklade preskiimania zhody bolo uréené, Ze by sa mali hodnotit ako IHC
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negativne. Tieto pripady mali fokalne cytoplazmatické/membranové farbenie a st
vysvetlené v pokynoch na interpretaciu.

e 9 ALKIHC pozitivnych a ALK FISH negativnych pripadov bolo povazovanych za
skutocne nezhodujuce sa.

Z 9 nezhodujucich sa pripadov malo 7 nezafarbené sklicka, ktoré boli k dispozicii na

dalSie diagnostické testovanie ALK (molekulame testovanie a testovanie IHC pomocou

iného klonu a systému detekcie). Tieto vysledky dopinkového testovania naznacili, ze

vacsina nezhodujucich sa pripadov uprednostnila pri stave ALK pozitivne hodnotenie IHC,

ked bola ALK FISH negativna. (VSimnite si, Ze narezané sklicka z tychto pripadov

presiahli odporu¢ané 3 mesiace).

Nezhodujuce sa pripady, ktoré boli z hfadiska analyzy VENTANA anti-ALK (D5F3)

negativne a ALK FISH pozitivne:

. 11 pripadov bolo pozitivnych podfa FISH, ale negativnych podfa analyzy VENTANA
anti-ALK (D5F3). 10 pripadov malo nezafarbené sklicka, ktoré boli k dispozicii na
dalSie diagnostické testovanie ALK pomocou molekularnych technik a IHC. Tieto
vysledky doplnkového testovania naznadili, ze vacsina pripadov, ktoré boli
negativne podla analyzy VENTANA anti-ALK (D5F3), boli negativne aj podra iného
systému ALK IHC, no podla jednej alebo viacerych molekularnych analyz boli
pozitivne. VSimnite si, Ze sklicka s rezmi z tychto pripadov presiahli odporu¢ané
3 mesiace pre ALK IHC.

e Anazaver, 14 pripadov v kohorte bolo podla FISH neinformativnych (neboli
ziskané Ziadne vysledky). Z nich 3 hodnotili obaja ¢itatelia ako pozitivne podfa
analyzy VENTANA anti-ALK (D5F3). Okrem toho, v 19 pripadoch nebolo mozné
analyzu FISH vykonat na zaklade skli¢ka H&E (zvycajne z dovodu nedostatoéného
obsahu nadoru). Z nich obaja ¢itatelia vyhodnotili vysledky IHC farbenia ALK ako
pozitivne v 4 pripadoch. Preto malo priemerne 21 % pripadov, v ktorych neboli
ziskané vysledky FISH, pozitivny stav ALK podla analyzy VENTANA anti-ALK
(D5F3).

Stadia reprodukovatelnosti medzi laboratériami v pristroji
BenchMark XT

Bola realizovana Studia reprodukovatelnosti medzi laboratériami v pripade analyzy
VENTANA anti-ALK (D5F3) na preukazanie reprodukovatelnosti analyzy pri uréovani
klinického stavu ALK v pristroji BenchMark XT s pouzitim vzoriek tkaniva NSCLC (6 ALK
pozitivnych a 6 ALK negativnych) spracovanych na 1 arzi reagencie, 3 pristrojoch a 5 po
sebe nenasledujucich dni v troch externych laboratériach. Vzorky boli randomizované a
hodnotilo ich celkovo 6 Citatelov (2 Citatelia/pracovisko), ktori nepoznali klinicky stav ALK
kohorty. Této kohorta obsahovala 180 sklicok generovanych z 12 pripadov NSCLC
pozitivnych a negativnych z hladiska expresie ALK podla IHC a FISH. Tieto pripady boli
farbené v replikach v priebehu 21 dni v 3 laboratériach. Vysledky uvadza Tabulka 24. V
tychto $tudiach dosiahla miera prijatelnosti v pripade morfoldgie a pozadia 100 %. Stidia
reprodukovatelnosti medzi laboratériami (ILR) pre analyzu VENTANA anti-ALK (D5F3) v
pristroji BenchMark XT poskytla priemernt pozitivnu zhodu (APA) a priemernu negativnu
zhodu (ANA) pri (dennych) porovnaniach medzi pracoviskami, medzi Citate/mi a medzi
cyklami vykonanymi v paroch s vyuZzitim hodnotitelnych pozorovani.

Tabufka 24. ILR: Miery zhody pre analyzu VENTANA anti-ALK (D5F3) v pristroji

urCovani klinického stavu ALK v pristroji BenchMark ULTRA s pouZitim vzoriek tkaniva
NSCLC (7 ALK pozitivnych a 7 ALK negativnych) spracovanych na 1 SarZi reagencii,

3 pristrojoch a 5 po sebe nenasledujucich dni v troch externych laboratériach v pristroji
BenchMark ULTRA. Vzorky boli randomizované a hodnotilo ich celkovo 6 citatelov

(2 Citatelia/pracovisko), ktori nepoznali klinicky stav ALK kohorty. Tato kohorta obsahovala
210 skliéok generovanych z 14 pripadov NSCLC pozitivnych a negativnych z hladiska
expresie ALK podla IHC a FISH. Tieto pripady boli farbené v replikach v priebehu 21 dni v
3 laboratoriach. Vysledky uvadza Tabulka 25. Celkova konecna miera prijatelnosti
farbenia pre vSetky zoskupené tdaje bola 99 %. V tychto Studiach dosiahla miera
prijatelnosti v pripade morfologie a pozadia 100 %. Vysledky uvadza Tabulka 26.

Studia ILR pre analyzu VENTANA anti-ALK (D5F3) v pristroji BenchMark ULTRA poskytla
percento pozitivnej zhody (PPA) a percento negativnej zhody (NPA) vo vSetkych
hodnotitelnych pozorovaniach ziskanych zo $tudie zoskupenim vSetkych pracovisk,
Citatelov a dni pri pouZiti konsenzualneho skére ako referenéného Standardu.

Tabufka 25. ILR: Miery zhody pre analyzu VENTANA anti-ALK (D5F3) v pristroji

BenchMark ULTRA (n =210 hodnotenych sklicok).

Miery zhody pre Percento Percento Percento
reprodukovatelnost’ medzi pozitivnej negativnej celkovej
laboratériami (Klinicky stav | zhody (95 % zhody (95 % zhody (95 %
ALK) Cl) Cl) Cl)

Vo v8etkych hodnotitelnych 92.8 % 100.0 % 96.4 %
pozorovaniach (88.4,95.6 %) | (98.2,100.0 %) | (94.1,97.8 %)

Tabufka 26. Reprodukovatelnost medzi laboratériami: Miery zhody medzi Eitatelmi pre
analyzu VENTANA anti-ALK (D5F3) v pristroji BenchMark ULTRA (n = 210 hodnotenych

sklicok).
:2':3;3::‘2?;?" ost medzi Priemerna Priemerna Percento
laboratériami (klinicky pozitivha negativna celkovej
stav ALK) miery zhody zhoda (95 % zhoda (95 % zhody (95 %
medzi itatefmi e cl) cl)
Citatel' A1 verzus A2 97.0 % 97.3% 97.1%
(87.5-100%) | (89.5-100%) | (90.2-99.2 %)
Citatel B1 verzus B2 93.5% 94.7% 94.2%
(71.4-100%) | (81.0-100%) | (86.0-97.7 %)
Citatel C1 verzus C2 923 % 932 % 92.8 %
(66.7-100%) | (74.7-100%) | (84.1-96.9 %)
Celkovo 94.3 % 95.1 % 94.7 %
(75.6-100%) | (81.6-100%) | (84.1-100 %)

BenchMark XT (n = 180 hodnotenych skli¢ok).

(3 pracoviska)

(76.2 - 100 %)

(79.2- 100 %)

Miery zhody pre Priemerna Priemerna Percento
reprodukovatelnost' medzi | pozitivna negativna celkovej
laboratdriami (Klinicky stav | zhoda (95 % zhoda (95 % zhody (95 %
ALK) Cl) Cl) Cl)

Medzi pracoviskami 93.8 % 94.9 % 94.4 %

(83.3- 100 %)

Medzi diiami

(5 po sebe nenasledujucich
dni)

99.1%
(96.4 - 100 %)

992 %
(96.9 - 100 %)

992 %
(97.5- 100 %)

Medzi Eitatelmi
(2 Citatelia/pracovisko)

98.8 %
(95.2-100 %)

99.0 %
(95.8 - 100 %)

98.9 %
(96.7 - 100 %)

Stadia reprodukovatelnosti medzi laboratériami v pristroji

BenchMark ULTRA

Bola realizovana dodato¢na $tudia reprodukovatenosti medzi laboratériami v pripade
analyzy VENTANA anti-ALK (D5F3) na preukazanie reprodukovatelnosti analyzy pri
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Stadia reprodukovatelnosti medzi laboratériami a medzi éitatelmi na
pristroji BenchMark ULTRA PLUS pomocou suprav OptiView DAB
IHC Detection a OptiView Amplification.

Bola realizovana $tudia reprodukovatelnost medzi laboratériami na pristroji BenchMark
ULTRA PLUS pre analyzu VENTANA anti-ALK (D5F3) Assay na preukazanie
reprodukovatelnosti analyzy pri urovani klinického stavu ALK na pristroji BenchMark
ULTRA PLUS s pouzitim vzoriek tkaniva NSCLC (14 ALK pozitivnych a 14 ALK
negativnych) spracovanych na $arzi reagencii a pristroji v kazdom troch externych
laboratérii pocas 5 po sebe nenasledujucich dni. Vzorky boli randomizované a hodnotilo
ich celkovo 6 ¢itatelov (2 Citatelia/pracovisko). Pre kazdy pripad sa vSetky dostupné
pozorovania Citatelov porovnali s modalnym stavom pripadu. Prijatelnost sklicka s
negativnou kontrolnou reagenciou a sklicka farbeného pomocou ALK bola vyhodnotena
ako 100 % pre vSetkych 420 sklicok (140 na jedno pracovisko). Vysledky najdete v
Tabulka 27, Tabulka 28 a Tabulka 29

Analyza ILR VENTANA anti-ALK (D5F3) BenchMark ULTRA PLUS poskytla percento

pozitivnej zhody (PPA) a percento negativnej zhody (NPA) vo vSetkych hodnotitelnych
pozorovaniach ziskanych zo $tudie zoskupenim vSetkych pracovisk, Citatelov a dni pri
pouziti modalneho stavu ALK na urovni pripadu ako referenéného Standardu.
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Tabufka 27. Reprodukovatelnost medzi laboratériami: Miery zhody pre analyzu
VENTANA anti-ALK (D5F3) Assay v pristroji BenchMark ULTRA PLUS (n =420

hodnotenych sklicok).

Reprodukovatefnost Percento Percento Percento

inr’I)ického stavu ALK pozitivnej negativnej celkovej

medzi laboratériami zhody (95 % zhody (95 % zhody (95 %
Cl) Cl) Cl)

o 98.6 % 99.5 % 99.0%

pozorovanigch (97.3,99.7) (98.7-100 %) | (98.3-99.7 %)

na klinické vyhodnotenie. Okrem toho jeden interny patoldg skontroloval v3etky sklicka
Studie a bol zaradeny ako treti patolog pre kazdé z pracovisk. Spoloénost Ventana
analyzovala vysledky, pricom zistovala ALK pozitivny alebo negativny klinicky stav. Miera
OPA bola 95.4 % (412/432), miera PPA 93.5 % (202/216) a miera NPA 97.2 % (210/216).
Obojstranné 95 % Cls boli vypocitané pomocou percentilovej metddy bootstrap. Miery
prijatelnosti pozadia a morfoldgie pre v3etky pripady boli 100 % pre oba pristroje.
Vlysledky uvadza Tabulka 30.

Tabufka 30. Zoskupena zhoda pripadov ALK NSCLC farbenych analyzou VENTANA
anti-ALK (D5F3) Assay v pristroji BenchMark ULTRA PLUS v porovnani s pristrojom
BenchMark ULTRA .

ok 2y oristuod mod&ineho stavt na drovni orioadu boll fiez vvkonané analt Stav BenchMark ULTRA Stav BenchMark ULTRA ALK
Krem analyzy pristupu modaineho stavu na drovni pripadu boll ez vykonane analyzy PLUS ALK Pozitivne Negativne Celkom
pristupu v paroch a vysledky priemernej pozitivnej zhody (APA), priemernej negativnej
zhody (ANA) su uvedené nizSie. Pozitivne 202 6 208
Tabufka 28. Reprodukovatel’nost’ med’zi IatlJloratériami: Miery zhody pre analyzu Negativne 14 210 294
VENTANA anti-ALK (D5F3) Assay v pristroji BenchMark ULTRA PLUS (n =420
hodnotenych sklicok). Celkom 216 216 432
Miery zhody pre Priemerna Priemerna Percento n/N % (95 % Cllal)
reprodukovatelnost’ pozitivna negativna celkovej e
medzi laboratériami zhoda (95% | zhoda(95% | zhody(95% | | Percento pozitivnejzhody 202216 935 (895, 97.2)
(Klinicky stav ALK) Cl) Cl) Cl) Percento negativnej zhody 210/216 97.2 (94.5, 99.5)
Medzi pracoviskami 98.1% 98.1 % 98.1 % Percento celkovej zhody 412/432 95.4 (92.8, 97.5)

(3 pracoviska)

(96.6 - 99.4 %)

(96.8-99.4 %)

(96.7 - 99.4 %)

Medzi driami
(5 po sebe nenasledujucich
dni)

98.3 %
(96.9 - 99.4 %)

98.3 %
(97.2-99.5 %)

98.3 %
(97.1-99.5 %)

Tabufka 29. Reprodukovatelnost medzi laboratériami: Miery zhody medzi Citatefmi pre
analyzu VENTANA anti-ALK (D5F3) Assay v pristroji BenchMark ULTRA PLUS (n = 420

hodnotenych sklicok).

Reprodukovatelnost’ Priemerna Priemerna Percento
klinického stavu ALK pozitivna negativna celkovej
medzi laboratériami zhoda (95 % zhoda (95 % zhody (95 %
medzi Gitatefmi cl) cl) cl)
) 99.3 % 99.3 % 99.3 %
itatel A1 A2
Citatel A1 verzus 97.7-100%) | (98.0-100%) | (97.9-100%)
) 94.8 % 95.2 % 95.0 %
itatel B1 B2
Citatel B verzus (90.5-986%) | (914-986%) | (91.1-98:6 %)
) 100.0 % 100.0 % 100.0 %
Sitatel C1 c2
falet 1 verzus (97.3-100%) | (97.3-100%) | (97.3-100%)
Colkoro 98.1 % 98.1 % 98.1 %
(96.6-99.4 %) | (96.7-99.4%) | (96.7-99.4 %)

Zhoda medzi pristrojmi BenchMark ULTRA PLUS a BenchMark

ULTRA

Tri laboratéria zo samostatnych institdcii v Spojenych Statoch sa zucastnili tudie zhody
medzi pristrojmi BenchMark ULTRA PLUS a BenchMark ULTRA. Na pouZitie v tejto $tudii
bolo vybranych stostyridsatStyri pripadov reprezentujlcich rozsah farbenia populécie
uréeného pouzitia analyzy VENTANA anti-ALK (D5F3). VSetkych 144 pripadov bolo
farbenych v spoloénosti Ventana v pristroji BenchMark ULTRA pomocou supravy
OptiView DAB IHC Detection Kit sparovanej so stipravou OptiView Amplification Kit.
Sklicka s rezmi z tych istych pripadov boli randomizované a rovnomerne rozdelené

(48 pripadov na pracovisko) medzi pracoviskami podielajicimi sa na $tdii na farbenie v
pristroji BenchMark ULTRA PLUS pomocou odportc¢aného protokolu farbenia s jednou
$arzou stiprav OptiView DAB IHC Detection a OptiView Amplification. Dvaja patolégovia
na jedno pracovisko, ktori neboli informovani o stave pripadu, hodnotili zafarbené sklicka
v prisludnom pristroji BenchMark ULTRA PLUS a poskytli klinicky stav. Po 2-tyZdfiovom
obdobi vymyvania boli prislu$né sklicka pripadu, ktoré boli predtym zafarbené v
spolo¢nosti Ventana v pristroji BenchMark ULTRA, distribuované na prislusné pracoviska
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[a] Obojstranné 95 % Cls boli vypocitané pomocou percentilovej metddy bootstrap s
2000 replikatmi vybranymi so stratifikaciou podfa kvalifikaéného koSa [ALK pozitivne, ALK
negativne, problematické ALK pozitivne, problematické ALK negativne].

KLINICKA UCINNOST

Stadia porovnavajlica metédy v pristroji BenchMark XT

Kohorty $tudie porovnavajlcej metddy boli generované z dvoch nezavislych
randomizovanych klinickych skusani krizotinibu (oznacené ako skusanie €. 1 a skuSanie
€. 2), do ktorych boli zaradeni pacienti s ALK pozitivnym NSCLC. Stav ALK v pripade
tychto pacientov bol uréeny pomocou analyzy klinického skuSania Vysis ALK Break Apart
FISH Probe Kit vo viacerych centrélnych laboratériach. Platné vysledky Vysis ALK FISH
boli ziskané z celkovo 1644 vzoriek tkaniva NSCLC (1018 vzoriek pre skusanie &. 1 a
626 vzoriek pre skusanie €. 2).

V §tadii porovnanim metéd s analyzou VENTANA anti-ALK (D5F3) boli vzorky od
pacientov vySetrenych do skuSania €. 1 a €. 2 odoslané do centralneho laboratéria na
farbenie analyzou VENTANA anti-ALK (D5F3) a vyhodnotenie IHC stavu ALK na zaklade
kritérii algoritmu hodnotenia analyzy VENTANA anti-ALK (D5F3) (Tabulka 6). Zo vzoriek,
ktoré mali platné vysledky Vysis ALK FISH pri vySetreni v ramci klinického skd$ania, malo
933 vzoriek zo skuSania €. 1 (Tabulka 31) a 598 vzoriek zo skusania €. 2 (Tabulka 33)
platné vysledky aj pre analyzu VENTANA anti-ALK (D5F3).

Pocty vzoriek, ktoré mali ALK pozitivne a ALK negativne vysledky pri kazdej analyze su
uvedené v tabulkach €. 31 a 33 jednotlivo pre kohorty ski$ania €. 1 a €. 2. Miery zhody
medzi dvomi analyzami st uvedené v tabulkéch 32 a 34 jednotlivo pre kohorty skusania
¢. 1a¢. 2. Ohlasené miery percent pozitivnej a negativnej zhody boli jednotlivo 86.0 % a
96.3 % pre skuSanie €. 1 (Tabulka 32) a 92.7 % a 94.8 % pri skuSani €. 2 (Tabulka 34).
Tabufka 31. Porovnanie stavu ALK vo vzorkach NSCLC (kohorta zo sku$ania €. 1)
uréeného pomocou analyzy VENTANA anti-ALK (D5F3) verzus Vysis ALK Break Apart
FISH Probe Kit.

Vysis ALK Break Apart FISH Probe Kit
Stav ALK
Pozitivne Negativne Celkom
Pozitivne 154 28 182
Analyza VENTANA .
anti-ALK (D5F3) Negativne 25 726 751
Celkom 179 754 933
1021030SK Rev B



4V .,
4 ®
TAv VENTANA

Tabufka 32. Miery zhody medzi analyzou VENTANA anti-ALK (D5F3) a stpravou Vysis
ALK Break Apart FISH Probe Kit v skusani €. 1.

Tabufka 35. Klinicka vyhoda krizotinibu (prezivanie bez progresie) u pacientov
zaradenych do skuSania €. 1.

Percento Percento Percento
Miery zhody medzi pozitivnej negativnej celkovej
analyzami ALK zhody zhody zhody

(95 % ClI) (95 % CI) (95 % CI)
Protilatka VENTANA
anti-ALK (D5F3)
a 86.0 % 96.3 % 94.3%

) (80.2-90.4 %) | (94.7-97.4%) | (92.6-95.6 %)

Vysis ALK Break-Apart FISH
Probe Kit

Tabulka 33. Kohorta porovnania stavu ALK zo skusania €. 2 vo vzorkach NSCLC

uréeného pomocou analyzy VENTANA anti-ALK (D5F3) verzus suprava Vysis ALK Break

Apart FISH Probe Kit.

Vysis ALK Break Apart FISH Probe Kit
Stav ALK
Pozitivne Negativne Celkom
Pozitivne 179 21 200
Protilatka
VENTANA anti-ALK | Negativne 14 384 398
(D5F3)
Celkom 193 405 598

Tabufka 34. Miery zhody medzi analyzou VENTANA anti-ALK (D5F3) a stpravou Vysis
ALK Break Apart FISH Probe Kit v skisani €. 2.

Velkost vzorky
Stav ALK HRa |[sea |95¢%cla | Rameno Ran]enc?
s chemote- | s krizoti-
rapiou nibom
Celkovo
zara- | FISH+ 0454 | 0.139 %’ggg) 171 172
denych '
b (0.267,
FISH+ 0.407 | 0.214 0.618) 82 90
Tes-
tovana | FISH+HC+| 0401 | 0.237 %’5592) 63 78
ALK IHC .
) (0.431,
FISH+/IHC- | 1.711 | 0.703 6.789) 17 8

a Pozorovana miera rizika (HR) v pripade prezivania bez progresie (PFS) lieku

krizotinib verzus chemoterapia, Standardna odchylka (SE) a 95 % 2-stranny interval
spolahlivosti (Cl). Vysledky boli odhadnuté pomocou stratifikovaného modelu Cox s
nasledujucimi vrstvami: rasa, metastazy v mozgu a skore ECOG.

b U dvoch pacientov ALK FISH+ v ramene s chemoterapiou a 4 pacientov v ramene s
krizotinibom nebol ziskany ziaden ALK pozitivny alebo negativny IHC vysledok.

Na zaradenie pacientov s chybajucim alebo neplatnym vysledkom testu analyzy
VENTANA anti-ALK (D5F3) a na vyhodnotenie dokladnosti zaverov Stidie boli vykonané
dodato€né imputacné zavery. Statisticka analyza pacientov bez zhody, ktori neboli
zaradeni do skusania €. 1, zahffala simulaciu Skaly moznych vysledkov u tychto
pacientov. Vysledky zo v3etkych hypotetickych analyz boli vo vSeobecnosti podobné
vysledkom z primarnej analyzy U¢innosti.

Nezhodujuce sa pripady FISH+/IHC- zo skds$ania €. 1:

Percento Percento Percento
Miery zhody medzi pozitivnej negativnej celkovej
analyzami ALK zhody zhody zhody

(95 % CI) (95 % CI) (95 % Cl)
Analyza VENTANA anti-ALK
(D5F3)

92.7 % 94.8 % 94.1%

@ . (88.2-95.6 %) | (92.2-96.6 %) | (92.0-95.8 %)
Vlysis ALK Break Apart FISH
Probe Kit

VSimnite si, ze vzorky tkaniva pouzité v skiSani €. 1 a skiSani €. 2 neboli overené z
hradiska pripravy podia postupov pripravy vzoriek odpora¢anych pre analyzu VENTANA
anti-ALK (D5F3).

Stadia potvrdzujuca klinické vysledky krizotinibu

Analyza klinickej t€innosti pre analyzu VENTANA anti-ALK (D5F3) ako diagnosticku
pomadcku pri vybere pacientov, pre ktorych méZe byt vyhodna liecba krizotinibom, teda
Cinidlom zameranym na ALK, bola zaloZen& na skuSani €. 1. Tito pacienti boli testovani
analyzou VENTANA anti-ALK (D5F3) v ramci $tudie porovnavajucej metody, ako aj
doplnkove;j $tudie. Skusanie €. 1 bola multicentrickd medzinarodna randomizovana
otvorena $tudia Ucinnosti a bezpecnosti fazy 3 lieku krizotinib v porovnani s
chemoterapiou v prvej linii (pemetrexed/cisplatina alebo pemetrexed/karboplatina) u
predtym nelieCenych pacientov s ALK pozitivnym pokrogilym neskvaméznym NSCLC.
Suprava Vysis ALK Break Apart FISH Probe Kit (ALK FISH) bola pouzita na uréenie ALK
pozitivity a vhodnosti na skiSanie €. 1. Na zaklade vysledkov analyzy Vysis ALK FISH
bolo v randomizovanom stbore 343 pacientov (172 v ramene s krizotinibom a 171 v
ramene s chemoterapiou). V §tidii potvrdzujucej klinické vysledky analyzy VENTANA
anti-ALK (D5F3) boli vzorky tkaniva zo skuSania €. 1 retrospektivne testované s analyzou
VENTANA anti-ALK (D5F3). Z 343 pacientov zaradenych do ski$ania €. 1, bolo

133 testovanych s analyzou VENTANA anti-ALK (D5F3) v ramci protokolu $tudie
porovnavania metdd a dalSich 39 pacientov bolo testovanych v ramci samostatného
protokolu Studie, takze celkovo bolo analyzou VENTANA anti-ALK (D5F3) testovanych
172 pacientov. Z tychto pacientov bolo 166 ALK pozitivnych alebo ALK negativnych podia
ALK (D5F3) IHC. Vysledky celkovej icinnosti u tychto pacientov sl zosumarizované podfa
vysledkov analyzy VENTANA anti-ALK (D5F3) v Tabulka 35.

2022-11-07
FT0700-410t

11/14

Stadia porovnavajlica metoédy

V §tadii porovnavajlucej metody (Tabulka 35), 25 pacientov zo skuSania €. 1 bolo
hodnotenych ako FISH+/IHC-. Stredné skdre Vysis ALK FISH (% nadorovych buniek
pozitivnych na prestavbu génu ALK) pri tychto pripadoch bolo 20 % (priemer 31.6 %, SD
21.58 %) a pri 14 z tychto pripadov bolo skére FISH 25 % alebo menej. Hoci vo vSetkych
tychto pripadoch bolo skoére Vysis ALK FISH nad 15 % hraniénou hodnotou pozitivity ALK,
ich skore bolo v nejednoznacnej zone FISH (10 % - 50 %). Naopak, stredné skére FISH
pozorované u vSetkych zaradenych pacientov testovanych s IHC bolo 58 % (priemer
56.9 %, SD 21.97 %).

Stadia potvrdzujuca klinické vysledky

V §tadii potvrdzujucej klinické vysledky bolo 25 pacientov zaradenych do skiania €. 1
hodnotenych ako FISH+/IHC- (pozrite si posledny riadok v Tabulka 35). Osem z tychto
pripadov bolo randomizovanych do ramena klinickej Studie s krizotinibom. P&t z tychto
pacientov malo skére FISH velmi blizko pri hrani¢nej hodnote FISH (15 % - 18 %
nadorovych buniek pozitivnych na preskupenie génov ALK) a preukazalo aj objektivnu
progresiu alebo stabilné ochorenie/ziadnu odpoved. Dvaja z 8 pacientov mali skére FISH
mimo nejednoznaéného pasma FISH (66 % a 72 % nadorovych buniek pozitivnych na
preskupenie génov ALK) a vykazalo ¢iastone objektivnu nadorovi odpoved. Osmy IHC-
pacient bol FISH- a bol zaradeny do ski$ania omylom. Tento pacient preukazal
nejednoznacnu odpoved.

Nezhodujuce sa pripady FISH-/IHC+ zo skusania €. 1

V Studii porovnavajucej metody pri analyze VENTANA anti-ALK (D5F3) bolo 28 pripadov
vySetrenych na skusanie €. 1 hodnotenych ako FISH-/IHC+. KedZe FISH predstavovala
analyzu klinického ski$ania a do ski$ania €. 1 boli zaradené iba pripady FISH+, nie st
pre nezhodujuce sa pripady FISH-/IHC+ k dispozicii Ziadne vysledky.

Stadia potvrdzujica klinické vysledky Ceritinibu

Analyza klinickej G¢innosti v pripade analyzy VENTANA anti-ALK (D5F3) ako
diagnostickej pomdcky na vyber pacientov, pre ktorych moze byt vyhodna liecba
ceritinibom, bola zaloZzena na otvorenej randomizovanej aktivne kontrolovane;j
multicentrickej Studii fazy 3 (skuSanie €. 3) oralneho ceritinibu. Tato Studia porovnavala
klinickl Gi¢innost a bezpeénost liecby ceritinibom s lie¢bou chemoterapiou (dublet na baze
platiny s pemetrexedom nasledovanom udrZiavanim pemetrexedu u pacientov bez
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progresie ochorenia po 4 cykloch) u predtym nelieCenych dospelych pacientov s ALK
pozitivnym, lokélne pokroCilym alebo metastatickym neskvaméznym NSCLC. Analyza
VENTANA anti-ALK (D5F3) bola pouzita v pristroji BenchMark XT na testovanie celkovo
1778 pacientov na uréenie vhodnosti na skisanie €. 3, ktoré si vyzadovalo pozitivny stav
ALK. V randomizovanom subore bolo 376 pacientov, ktori mali vysledky s pozitivnym ALK
z analyzy (189 v ramene s ceritinibom a 187 v ramene chemoterapie). Vysledky celkovej
Gcinnosti u pacientov lieGenych ceritinibom uvadza Tabulka 36. Ceritinib preukazal
Statisticky a klinicky vyznamnu vyhodu oproti chemoterapii so 45 % znizenim rizika
prezivania bez progresie podla BIRC (HR = 0.55; 95 % CI: 0.42, 0.73; p <.001) u
pacientov vybranych pomocou analyzy VENTANA anti-ALK (D5F3). Priemer PFS podla
hodnotenia BIRC bol v pripade ramena s ceritinibom 16.6 mesiaca (95 % Cl: 12.6, 27.2) a

v pripade ramena chemoterapie 8.1 mesiaca (95 % Cl: 5.8, 11.1).
Tabufka 36. Klinicka vyhoda ceritinibu (prezivanie bez progresie) u pacientov zaradenych

do skusania €. 3.

Prezivanie bez progresie il s S e
(N =189) (N=187)
Priemer, mesiace (95 % Cl) @ 16.6 (12.6, 27.2) 8.1(5.8,11.1)

HR (95 % CI)b

0.55 (0.42, 0.73)

p-hodnota ¢

<0.001

HR = miera rizika; Cl = interval spolahlivosti; BIRC = zaslepena nezavisla hodnotiaca
komisia; NR = nedosiahnuté; NE = neodhadnutelné

a Odhadnuté pomocou metédy Kaplan-Meier.

b Na odhad miery rizika PFS sa pouZil Cox regresny model stratifikovany
stratifikacnym faktorom randomizécie (stav i¢innosti podfa WHO: 0 verzus 1 - 2;
pritomnost alebo absencia BM, pritomnost alebo absencia predchadzajlicej neo-
/adjuvantnej chemoterapie) spolu s 95 % intervalom spolahlivosti na zaklade testu

Wald.

¢ Na zaklade stratifikovaného log-rank testu (rovnaka stratifikacia ako v Poznamke b).

Miery prijatelnosti farbenia pri analyze VENTANA anti-ALK (D5F3) u populacie uréenej na
diagnostiku (1778 pacientov testovanych analyzou) uvadza Tabulka 37. Hiasené boli aj
miery prijatelnej morfoldgie a prijateného pozadia v pripade skli¢ok farbenych analyzou
VENTANA anti-ALK (D5F3). V pripade 122 vzoriek bol pdvodny pokus o farbenie analyzy
VENTANA anti-ALK (D5F3) netispesny a bol vykonany dalSi pokus o farbenie. Pri
poslednom pokuse o farbenie zostalo 48 zo 122 vzoriek neprijatelnych (1 z dévodu
neplatnej kontroly cyklu, 30 z dévodu neprijatelného farbenia H&E a 12 z dévodu
neprijatelnej negativnej kontrolnej reagencie, 1 z dévodu neprijate/ného pozadia, 2 z
dévodu neprijatelného pozadia a morfoldgie a 2 z ddvodu nehodnotitelnej IHC sklicka).
Analyza VENTANA anti-ALK (D5F3) preukézala vysoku povodnu a koneénu celkovi
mieru prijate/nosti farbenia v hodnote jednotlivo 93.1 % a 97.3 %. Kone¢na miera
prijatelnosti morfoldgie a pozadia bola 99 % alebo vysSia.
Tabufka 37. Pociatoéna a koneéna charakteristika vykonu farbenia analyzy VENTANA
anti-ALK (D5F3) pri vzorkach $tudie o NSCLC vySetrenych na zaradenie do skusania ¢. 3.

% miery prijatefnosti (n/N) (95 % Cl)
Hodnotenie atributov farbenia Pociatoény pokus o [ Koneény pokus o
farbenie farbenie
0, 0,
Celkova miera prijatelnosti IHC (1:\%}1 4)78) (1?:370?17/078)
farbenia ALK
arbena (91.9-942%) (96.4 - 98.0 %)
99.0 % 99.8 %
Farbenie pozadia (1655/1672) (172711730)
(98.4-99.4 %) (99.5-99.9 %)
99.0 % 99.9%
Morfologia (1657/1674) (1728/1730)
(98.4-99.4 %) (99.6 — 100 %)
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Stadia potvrdzujica klinické vysledky alektinibu

Analyza klinickej G¢innosti v pripade analyzy VENTANA anti-ALK (D5F3) ako
diagnostickej pomdcky na vyber pacientov, pre ktorych mdze byt vyhodna liecba
alektinibom, bola zaloZen4 na otvorenej randomizovanej aktivne kontrolovane;
multicentrickej Studii fazy 3 (skiSanie ¢. BO28984) oralneho alektinibu. Tato Studia
porovnavala klinickd G¢innost a bezpe¢nost liecby alektinibom s klinickou t¢innostou a
bezpecnostou krizotinibu u predtym nelieenych dospelych pacientov s ALK pozitivnym,
lokalne pokrocilym alebo metastatickym NSCLC. Analyza VENTANA anti-ALK (D5F3)
bola pouzita v pristroji BenchMark XT na testovanie celkovo 1239 pacientov na uréenie
vhodnosti na ski$anie ¢. BO28984, ktoré si vyzadovalo pozitivny stav ALK pri centralnom
testovani. Celkovo bolo 303 pacientov, ktorych nadory mali ALK pozitivne vysledky z
analyzy, randomizovanych a analyzovanych z hladiska ucinnosti (152 v ramene s
alektinibom a 151 v ramene s krizotinibom). Sthm vysledkov celkovej G€innosti uvadza
Tabulka 38. Alektinib preukazal Statisticky vyznamnu a klinicky zmyslupint vyhodu pred
krizotinibom s 53 % znizenim rizika PFS podfa hodnotenia skusajuceho (HR = 0.47,95 %
Cl: 0.34, 0.65; p < 0.0001) a 50 % znizenim rizika PFS podra IRC (HR = 0.50, 95 % Cl:
0.36, 0.7; p <0.0001) u pacientov vybratych pomocou analyzy VENTANA anti-ALK
(D5F3). Priemerné PFS podla hodnotenia skusajuceho nebolo dosiahnuté v ramene
alektinibu a podla hodnotenia IRC bolo 25.7 mesiaca (95 % CI: 19.9, NE) pre rameno
alektinibu a 10.4 mesiaca (95 % Cl: 7.7, 14.6) pre rameno krizotinibu.

Tabufka 38. Klinicka vyhoda alektinibu (prezivanie bez progresie) u pacientov
zaradenych do ski$ania ¢. BO28984.

Krizotinib
(N=151)

11.1(9.1,13.1 %)

Alektinib
(N=152)

NE (17.7, % NE)

Prezivanie bez progresie hodnotené
skusajucim

Priemer, mesiace (95 % CI) @

HR (95 % CI)b 0.47 (0.34, 0.65 %)
p-hodnota ¢ <0.0001

Prezivanie bez progresie hodnotené Alektinib Krizotinib
podfa IRC (N =152) (N=151)

Priemer, mesiace (95 % CI) @ 25.7(19.9,% NE) | 10.4(7.7,14.6 %)

HR (95 % CI) b 0.50 (0.36, 0.70 %)

<0.0001

p-hodnota ©

HR = miera rizika; Cl = interval spolahlivosti; IRC = nezavisla hodnotiaca komisia;
NE = neodhadnutelné

a Odhadnuté pomocou metddy Kaplan-Meier.

b Pomer rizika bol odhadnuty Cox regresiou stratifikovanou na zagiatku na kovariaty
rasy (azijska verzus neazijska) a metastazy CNS (pritomnost/absencia) podla IRC

¢ Na zaklade stratifikovaného log-rank testu (rovnaka stratifikacia ako v bode [b]).

Miery prijatelnosti farbenia pri analyze VENTANA anti-ALK (D5F3) u populacie uréenej na
diagnostiku (1239 pacientov testovanych analyzou) boli porovnatelné s vysledkami v
skusani A2301.

Vysledok klinickej studie Lorlatinibu

Uginnost lorlatinibu na lietbu pacientov s ALK pozitivnymi vzorkami NSCLC, ktori predtym
nedostali systémovu lieCbu metastatického ochorenia, bola stanovena v otvorenej,
randomizovanej, aktivne kontrolovanej multicentrickej $tadii ($tadia B7461006;
NCT03052608; CROWN). Pacienti museli mat' stav vykonnosti ECOG 0 — 2 a ALK
pozitivnu vzorku NSCLC podfa zisteni analyzy VENTANA anti-ALK (D5F3). Neurologicky
stabilni pacienti s lieGenymi alebo nelie¢enymi asymptomatickymi metastazami
centralneho nervového systému (CNS), vratane leptomeningeélnych metastéz, spifali
podmienky.

Celkovo 296 pacientov bolo randomizovanych v pomere 1:1, aby dostavali lorlatinib

100 mg peroralne jedenkrat denne (n = 149) alebo krizotinib 250 mg peroraine dvakrat
denne (n = 147). Randomizacia bola stratifikovana podla etnického pévodu (&zijsky alebo
neazijsky) a pritomnosti alebo nepritomnosti metastaz CNS na zaciatku Studie. Lieba v
oboch skupinach pokracovala aZ do progresie ochorenia alebo neprijatelnej toxicity.
Hlavnym parametrom vysledku t¢innosti bolo preZivanie bez progresie ochorenia (PFS)
postidené zaslepenym nezavislym centralnym hodnotenim (BICR) podla verzie 1.1
(RECIST v1.1).
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Vysledky Studie preukézali podstatné a Statisticky vyznamné zlepSenie PFS v skupine s
lorlatinibom v porovnani so skupinou s krizotinibom so 72 % znizenim rizika progresie
ochorenia alebo imrtia podfa BICR (HR = 0.28; 95 % Cl: 0.19, 0.41; p < 0.0001;
Tabulka 39). Udaje OS boli v éase medznej hodnoty klinickych udajov nedostatocné.

Analyzy podskupiny u U¢astnikov s metastazami na mozgu alebo bez nich na zaciatku

Studie priniesli vysledky konzistentné s primarmym vysledkom PFS. Pravdepodobnost, ze

CNS bude prvym miestom progresie ochorenia, samostatne alebo so stbeznou
systémovou progresiou, bola vyrazne nizSia v skupine, ktora dostavala lorlatinib (2.7 %)
nez v skupine, ktora dostavala krizotinib (23.8 %), pri¢om stratifikovana hodnota HR
Specificka pre pricinu bola 0.06 (95 % Cl: 0.02, 0.18).36

Tabufka 39. Celkové vysledky Ucinnosti v $tudii B7461006 (CROWN).

Prezivanie bez progresie Lorlatinib Krizotinib

(hodnotené podfa BIRC) (N =149) (N =147)

Pocet udalosti, n (%) 41(27.5 %) 86 (58.5 %)
Progresivne ochorenie, n (%) 32(21.5%) 82 (55.8 %)
Umrtia, n (%) 9(6.0 %) 4(2.7 %)

Pravdepodobnost PFS po
12 mesiacoch

(95 % Clya

0.78(0.70,0.84) | 0.39(0.30,0.48)

Pravdepodobnost rizika (95 % Cl) b 0.28 (0.19, 0.41)

<0.0001

p-hodnota ¢

Skratky: Cl = interval spolahlivosti; NE = neodhadnutelné; PFS = preZivanie bez
progresie.

a Cls boli odvodené pomocou transforméacie log-log so spatnou transformaciou do
pdvodnej mierky.

b Stratifikovany pomer nebezpe&nosti zalozeny na modeli Cox proporcionainych
nebezpecenstiev.

¢ Jednostranna p-hodnota zaloZena na stratifikovanom teste log-rank.

Testovanie analyzy VENTANA anti-ALK (D5F3) 232 skriningovych vzoriek Studie
B7461006 v centralnych laboratériach prinieslo miery prijatelnosti farbenia, ktoré boli
takmer totozné s mierami pozorovanymi v skusani A2301.

ZAVER

Vysledky farbenia analyzy VENTANA anti-ALK (D5F3) st reprodukovatelné z hfadiska

klinického stavu ALK v pristrojoch BenchMark IHC/ISH. Binarny algoritmus hodnotenia je
vysoko reprodukovatelny medzi Citatelmi. Tato analyza sa zhoduje so stpravou Vysis ALK
Break Apart FISH Probe Kit, pokial ide o stav ALK. Analyzu VENTANA anti-ALK (D5F3)

mozno pouzivat na identifikaciu pacientov vhodnych na lie¢bu liekmi XALKORI®
(krizotinib), ZYKADIA® (ceritinib), ALECENSA® (alektinib) alebo lorlatinib.

RIESENIE PROBLEMOV

Ak bolo pozorované nevhodné farbenie na fudskych kontrolnych tkanivach NSCLC alebo

apendixu na Urovni systému alebo na vzorkach pacienta, zaistite, aby sa nasledne

v pristroji BenchMark IHC/ISH vykonali postupy udrzby. Ak potom nezistite Ziadne
technické problémy alebo odchylky, pred vykonanim opakovaného cyklu sa obratte na
miestneho zéstupcu podpory.
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POZNAMKA: Na oznacenie hranice medzi celym ¢islom a zlomkovymi ¢astami desatinnej

Cislice sa v celom tomto dokumente namiesto desatinnej Ciarky vzdy pouZziva bodka. Na

oddelenie tisicov sa nepouzivaju Ziadne znaky.

Suhrn informacii o bezpe€nosti a vykone najdete tu: https://ec.europa.eu/tools/eudamed

Symboly

Spoloénost Ventana pouziva okrem znaciek uvedenych v norme ISO 15223-1 aj

nasledujice symboly a znacky (definicie pouzivanych znagiek v USA: pozri

dialog.roche.com):
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