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PRZEZNACZENIE

Przeciwciato VENTANA HER2 (4B5) Rabbit Monoclonal Primary Antibody RxDx jest
przeznaczone do pdfilosciowej, immunohistochemicznej (IHC) detekcji antygenu HER2 w
skrawkach tkanek sutka i zotadka utrwalonych w formalinie i zatopionych w parafinie,
wybarwionych w aparacie BenchMark IHC/ISH.

Ten wyréb do detekgji IHC jest przeznaczony do stosowania jako towarzyszacy test
diagnostyczny do identyfikacji pacjentow z rakiem sutka kwalifikujacych sie do
zastosowania terapii z uzyciem trastuzumabu (ocena IHC 3+ lub ocena

IHC 2+/amplifikacja metodg ISH), pertuzumabu (ocena IHC 3+ lub ocena IHC
2+/amplifikacja metoda ISH), trastuzumabu emtanzyny (ocena IHC 3+ lub ocena
IHC 2+/amplifikacja metodg ISH) lub trastuzumabu derukstekanu (ocena IHC 1+ lub
ocena IHC 2+/brak amplifikacji metoda ISH). Ponadto ten wyréb do detekcji IHC jest
przeznaczony do stosowania jako towarzyszacy test diagnostyczny do identyfikacji
pacjentéw z rakiem zotadka kwalifikujacych sie do zastosowania terapii z uzyciem
trastuzumabu (ocena IHC 3+ lub ocena IHC 2+/amplifikacja metoda ISH).

Wyniki uzyskane przy uzyciu tego produktu powinny zosta¢ zinterpretowane przez
wykwalifikowanego patomorfologa na podstawie badan histopatologicznych,
odpowiednich danych klinicznych i wiasciwych kontroli.

To przeciwcialo jest przeznaczone do stosowania w diagnostyce in vitro (IVD).

STRESZCZENIE | INFORMACJE OGOLNE

Przeciwciato VENTANA HER2 (4B5) Rabbit Monoclonal Primary Antibody RxDx (test
VENTANA HER?2 (4B5)) to krélicze przeciwciato monoklonalne (klon 4B5) skierowane
przeciwko wewnetrznej domenie ludzkiego receptora nabtonkowego czynnika wzrostu
typu 2 (HER2). Antygen HER2 sklonowano i opisano.! Wykazano, ze klon 4B5 reaguje w
metodzie Western blot z biatkiem o masie czasteczkowej 185 kDa obecnym w lizatach
komérek SK-BR-3. SK-BR-3 to linia komorkowa raka sutka ze 128-krotng nadekspresjq
mRNA biatka HER2.2 Rozmiar zidentyfikowanego prazka jest dobrze skorelowany z
prazkiem odpowiadajacym biatku HER2 (185 kDa).! Badania immunohistochemiczne
(IHC) na transfekowanych liniach komérkowych (HEK293) wykazaty, ze klon 4B5 barwi
komorki transfekowane materiatem genetycznym kodujacym biatko HER2 oraz komérki
transfekowane materiatem genetycznym kodujacym biatko HER4, natomiast nie barwi
komorek transfekowanych materiatem genetycznym kodujacym biatko HER1 lub biatko
HER3. Dane uzyskane metoda Western blot przy uzyciu rekombinowanego biatka HER4
wskazujg rowniez, ze klon 4B5 rozpoznaje epitop biatka HER4.3 Mimo to nie
zaobserwowano, aby podczas immunohistochemicznego (IHC) barwienia tkanek sutka
utrwalonych w formalinie i zatopionych w parafinie (FFPE) doszio do reaktywnosci
krzyzowej pomiedzy biatkiem HER2 (4B5) a biatkiem HER4.4
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Biatko HER2 to receptor $rodbtonowy o aktywnosci kinazy tyrozynowej, ktérego budowa
strukturalna jest podobna do receptora nabtonkowego czynnika wzrostu.5.6 Amplifikacje
genu i odpowiadajaca jej nadekspresje biatka HER2 zaobserwowano w réznych typach
guzéw, w tym rakach sutka.5.6,7 Nadekspresja biatka spowodowana amplifikacja genu
HER2 jest gtownym czynnikiem napedzajacym onkogeneze zwigzang z biatkiem HER2.5
Amplifikacja genu zazwyczaj skutkuje znaczacym wzrostem ilosci receptorow HER2 w
btonie komérkowej.5.6 Nadekspresja biatka HER2 nasila transdukcje sygnatu, co prowadzi
do wzrostu intensywnosci proliferacii i réznicowania komorek, a ostatecznie powoduje
powstawanie guza.56

Zaobserwowano spektrum ekspresji biatka HER2 przy braku amplifikacji genu.8 W celu
wyjasnienia przyczyny wystepowania posrednich pozioméw ekspresiji biatka HER2 w
przypadkach raka sutka przy braku amplifikacji genu zaproponowano kilka czynnikow, w
tym transaktywacje (ang. crosstalk) pomiedzy szlakami sygnatowymi receptora HER2 i
receptora estrogenowego.8.9 Ekspresja biatka HER2, ktéra nie jest uznawana za
nadekspresije, jest klasyfikowana jako niska ekspresja HER2.8,10,11

Nadekspresja biatka HER2 i/lub amplifikacja genu zachodza w gruczolakorakach zotadka i
polaczenia przetykowo-zotadkowego.'2.13,14 W publikacjach dotyczacych badan nad
rakami tego typu wskazywano na szeroki zakres czestosci wystepowania nadekspres;ji
HER2. Z jednego z najwigkszych zestawow danych przesiewowych, obejmujacego 3803
pacjentéw z gruczolakorakiem zotadka i potaczenia przetykowo-zotadkowego, wynika
jednak, ze 22 procent pacjentéw otrzymato dodatni wynik testu pod katem nadekspresji
biatka HER2 lub amplifikacji genu.15

ZNACZENIE KLINICZNE

Rak sutka jest najczesciej rozpoznawanym typem raka wéréd kobiet na catym $wiecie. 6
Weczesna detekcja i wdrozenie odpowiedniego leczenia moga znaczaco wptynaé na
przezycie catkowite.”.17 Okoto 15-30 procent przypadkdw inwazyjnego przewodowego
raka sutka jest HER2-dodatnich.7.10 Status dodatni obserwuije sie w niemalze kazdym
przypadku choroby Pageta brodawki sutkowej i do 90 procent przypadkéw czopiastego
raka przewodowego in situ.18,19 Status HER2-dodatni od ponad 20 lat jest
wykorzystywany do definiowania podgrupy pacjentéw z rakiem sutka, ktérzy odnosza
korzysci z terapii celowanej przeciwko receptorowi HER2.7:17 Populacja HER2-dodatnia
byta historycznie definiowana jako pacjenci z nadekspresjg biatka HER2, oceniang,
metoda immunohistochemiczna (IHC) w oparciu o system pétilosciowych wynikéw IHC (0,
14, 2+ i 3+), i/lub amplifikacjg genu kodujacego to biatko, oceniang metoda hybrydyzacji in
situ (ISH).17 Wykazano silng korelacje statusu HER2-dodatniego z nadekspresja biatka
kodowanego przez ten gen (ocena IHC 3+). W przypadku nadekspres;ji granicznej (ocena
IHC 2+ lub ocena niejednoznaczna) w celu oceny amplifikacji genu zgodnie z ustalonym
algorytmem oceny biatka HER2 moze by¢ wymagane wykonanie dodatkowego testu
potwierdzajacego. !

Wykazano, ze stosowanie dostepnych na rynku lekéw terapeutycznych, takich jak
Herceptin (trastuzumab), PERJETA (pertuzumab) czy KADCYLA (ado-trastuzumab
emtanzynaltrastuzumab emtanzyna), ma korzystny wptyw na pacjentéw z HER2-dodatnim
rakiem sutka, poniewaz prowadzi do zatrzymania wzrostu guza, a w niektdrych
przypadkach zmniejszenia masy guza.20-24 Trastuzumab i pertuzumab to humanizowane
przeciwciata monoklonalne, ktére przytaczajq sie do biatka HER2 na powierzchni komérki i
zaklocajg transdukcje sygnatu, w ktérej posredniczy biatko HER2.20.24.25 Trastuzumab
emtanzyna to koniugat przeciwciata i leku sktadajacy sie z trastuzumabu i $rodka
cytotoksycznego DM1 skoniugowanych poprzez nierozszczepialny tacznik.23 Leczenie
przy uzyciu trastuzumabu (Herceptin), pertuzumabu (PERJETA) lub trastuzumabu
emtanzyny (KADCYLA) moze by¢ skuteczne jedynie w przypadku pacjentéw z HER2-
dodatnim rakiem sutka (ocena IHC 3+ lub 2+ z potwierdzong amplifikacja genu
HER2).16.18

U okoto 40-50 procent pacjentow z rakiem sutka wystepuja guzy, ktére nie wykazujq
amplifikacji genu HER2 oraz nadekspresji receptora, lecz mimo to wykrywana jest u nich
niska ekspresja biatka HER2.8.10 Przypadki wykazujace niska ekspresje biatka HER2
(ocena IHC 1+ lub 2+ (z potwierdzonym brakiem amplifikacji genu HER2)) zazwyczaj sq
uznawane za HER2-ujemne i klasyfikowane jako nienadajace sie do leczenia celowanego
przeciwko receptorowi HER2.8 Niedawno zaobserwowano korzystny wplyw stosowania
leczenia trastuzumabem derukstekanem (ENHERTU®) skierowanego przeciwko
receptorowi HER2 u pacjentéw z rakiem sutka o niskim poziomie ekspres;ji biatka
HER2.26.27 Trastuzumab derukstekan to koniugat przeciwciata i leku zawierajacy
przeciwciato monoklonalne skierowane przeciwko biatku HER2 (trastuzumab) z dodatkiem
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rozszczepialnego tacznika i pochodnej eksatekanu przenikajacej przez bfong komérkowq
(fadunek w postaci inhibitora topoizomerazy 1).10

Diagnostyka in vitro w celu oceny statusu HER2 w tkankach rakdw sutka wspomaga
lekarzy podejmujacych decyzje o zastosowaniu terapii z uzyciem trastuzumabu
(Herceptin), pertuzumabu (PERJETA), trastuzumabu emtanzyny (KADCYLA) lub
trastuzumabu derukstekanu (ENHERTU®).!7 Detekcja ekspresji biatka HER2
wykonywana metoda IHC jest wykorzystywana pomocniczo podczas oceny pacjentoéw z
rakiem sutka, w przypadku ktérych rozwaza sie zastosowanie leczenia trastuzumabem
(Herceptin), pertuzumabem (PERJETA), trastuzumabem emtanzyng (KADCYLA) lub
trastuzumabem derukstekanem (ENHERTU®), ukierunkowanego przeciwko receptorowi
HER2.

Rak zotadka jest piatym najczesciej wystepujacym rakiem i gléwna przyczyna zgondw z
powodu raka na $wiecie.'3 Najczestsza metoda leczenia raka zotadka jest interwencja
chirurgiczna. 14,28 Wiekszo$¢ przypadkow raka zotadka zostaje jednak wykrytych w
zaawansowanym stadium, przez co przeprowadzenie operacii jest czgsto bardzo
trudne.428 W leczeniu zaawansowanego raka zotadka stosuje sie chemioterapie, mimo
e przezywalnoé¢ pacjentdw chorujacych na raka tego typu jest bardzo niska.14.28
Leczenie trastuzumabem w ramach terapii celowanej przeciwko receptorowi HER2
stanowi podstawe w leczeniu inwazyjnego raka sutka i ma warto$¢ terapeutyczng w
leczeniu pacjentdw z rakiem zoladka z nadekspresja tego receptora. 12,14 Stwierdzenie
amplifikacji genu HER2 i/lub nadekspres;ji biatka jest kluczowe podczas kwalifikacii
pacjentéw do leczenia trastuzumabem. 1214 W badaniach Klinicznych wykazano, ze
stosowanie trastuzumabu szczegdlnie korzystnie wplywa na pacjentéw z rakiem sutka lub
rakiem zotadka o wysokim poziomie nadekspresji biatka HER2 i/lub amplifikacji genu.12.21
Detekcja ekspresiji biatka HER2 wykonywana metoda IHC jest wykorzystywana
pomocniczo podczas oceny pacjentow z rakiem zotadka, w przypadku ktorych rozwaza
sig zastosowanie leczenia trastuzumabem (Herceptin).

ZASADA DZIALANIA

Test VENTANA HER?2 (4B5) zawiera krélicze przeciwciato monoklonalne, ktére przytacza
sie do biatka HER2 w skrawkach tkanek FFPE. To swoiste przeciwciato mozna
zlokalizowac przy uzyciu koniugatu przeciwciata drugorzedowego i HRP (zestawu
ultraView Universal DAB Detection Kit). Powstaly swoisty kompleks przeciwciato-enzym
jest wowczas widoczny pod postacig wytraconego osadu, bedacego enzymatycznym
produktem reakcji. Kazdy krok obejmuije inkubacje przez okreslony czas w okreslonej
temperaturze. Pod koniec kazdego kroku inkubacji skrawki sg przeptukiwane przez aparat
w celu zatrzymania reakgji i usuniecia niezwigzanego materiatu, ktory utrudniatby zajscie
zadanej reakcji w kolejnych krokach. Aparat réwniez nanosi roztwor Liquid Coverslip, ktory
minimalizuje parowanie odczynnikéw wodnych z preparatu z prébka.

Przypadki kliniczne powinny by¢ oceniane w kontek$cie wynikéw otrzymanych dla
odpowiednich kontroli. Zaleca si¢ wigczenie do badania tkanki do kontroli dodatniej
utrwalonej i poddanej obrébce w taki sam sposéb jak probka pacjenta (np. tkanka raka
sutka o stabym barwieniu dodatnim). Poza barwieniem przy uzyciu testu VENTANA HER2
(4B5) nalezy przeprowadzi¢ barwienie drugiego preparatu przy uzyciu przeciwciata
CONFIRM Negative Control Rabbit Ig. Aby test zostat uznany za wazny, w dodatniej
kontroli tkankowej musi wystapi¢ barwienie blonowe komédrek guza. Komérki te powinny
wykazywa¢ barwienie ujemne podczas barwienia przy uzyciu przeciwciata CONFIRM
Negative Control Rabbit Ig. Dodatkowo jest zalecane, aby ujemny kontrolny preparat
tkankowy (np. tkanka raka sutka lub raka zotadka o ujemnym statusie HER2) byt
uwzgledniany dla kazdej partii probek poddawanych obrébce i wybarwianych w aparacie
BenchMark IHC/ISH. Aby upewni¢ sig, ze nie doszto do fatszywie dodatniego barwienia
spowodowanego wzmacnianiem antygenu lub innymi procedurami wstepnej obrobki
preparatu, nalezy wybarwi¢ ujemng tkanke kontrolng przy uzyciu przeciwciata VENTANA
HER?2 (4B5) RxDx.

DOSTARCZONE MATERIALY

Test VENTANA HER?2 (4B5) zawiera odczynnik w ilo$ci wystarczajacej do
przeprowadzenia 50 testow.

Jeden dozownik 5 mL testu VENTANA HER2 (4B5) zawiera okoto 30 ug kroliczego
przeciwciata monoklonalnego skierowanego przeciwko ludzkiemu antygenowi HER2.
Przeciwciato jest rozcieficzone w soli fizjologicznej buforowanej 0.05 M Tris z dodatkiem
0.01 M EDTA, $rodka Brij-35 w stezeniu 0.05%, biatka no$nikowego w stezeniu 0.3% i
azydku sodu w stezeniu 0.05%, bedacego konserwantem. Odczynnik zawiera $ladowe
ilosci ptodowej surowicy cielecej w stezeniu okoto 0.25%, pochodzacej z roztworu
podstawowego.

Stezenie swoistego przeciwciata wynosi okoto 6 pg/mL.
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Test VENTANA HER?2 (4B5) zawiera krélicza immunoglobuling IgG pozyskiwang poprzez
rozcienczenie supernatantéw z hodowli komérkowe;.

Szczegbtowy opis nastepujacych kwestii znajduje sie w arkuszu metody odpowiedniego
zestawu detekcyjnego firmy VENTANA: Zasada dziatania, Materiaty i metody, Pobieranie
probek i przygotowanie ich do analizy, Procedury kontroli jako$ci, Rozwigzywanie
problemow, Interpretacja wynikéw i Ograniczenia metody.

MATERIALY WYMAGANE, ALE NIEDOSTARCZANE

W sktad dostarczonego zestawu nie wchodzg odczynniki do barwienia, takie jak zestawy
detekeyjne firmy VENTANA, ani elementy pomocnicze, takie jak dodatnie i ujemne
kontrolne preparaty tkankowe.

Nie wszystkie produkty przedstawione w arkuszu metody sg dostepne we wszystkich
regionach geograficznych. Odpowiednich informaciji udzieli lokalny przedstawiciel dziatu
pomocy technicznej.

Wymienione nizej odczynniki i materialy moga by¢ potrzebne do przeprowadzenia
barwienia, ale nie sg dostarczane:

1. Zalecana tkanka kontrolna

Szkietka mikroskopowe, natadowane dodatnio

CONFIRM Negative Control Rabbit Ig (nr kat. 760-1029 / 05266238001)
ultra\liew DAB Detection Kit (nr kat. 760-500 / 05269806001)

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

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

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

ULTRA LCS (Predilute) (nr kat. 650-210 / 05424534001)

9. Cell Conditioning Solution (CC1) (nr kat. 950-124 / 05279801001)

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

12, Bluing Reagent (nr kat. 760-2037 / 05266769001)

13.  Sprzet laboratoryjny do ogdlnego uzytku

14.  Aparat BenchMark IHC/ISH

PRZECHOWYWANIE | STABILNOSC

Produkt, bezpo$rednio po odebraniu i zawsze, gdy nie jest uzywany, nalezy
przechowywac¢ w temperaturze 2-8°C. Nie zamrazac.

W celu zapewnienia wlasciwego dozowania odczynnika i stabilno$ci przeciwciata

po kazdym uzyciu na dozownik nalezy zatozy¢ zatyczke i niezwlocznie umiesci¢ go

w lodéwce w pozycji pionowe;.

Na kazdym dozowniku przeciwciata podana jest data waznosci. Prawidtowo
przechowywany odczynnik zachowuje stabilno$¢ do daty podanej na etykiecie. Nie nalezy
uzywac odczynnika po uptywie daty waznosci.

PRZYGOTOWANIE PROBEK

Do stosowania z tym przeciwciatem pierwszorzedowym nadajq sie rutynowo
przygotowane tkanki FFPE pod warunkiem stosowania zestawow detekcyjnych firmy
VENTANA i aparatéw BenchMark IHC/ISH. Zalecanym $rodkiem do utrwalania tkanek jest
obojetna zbuforowana formalina w stezeniu 10%.29 Preparaty nalezy niezwlocznie
wybarwi¢, poniewaz antygenowo$c¢ cietych skrawkow tkanek moze z czasem ulegaé
ostabieniu.

W przypadku badania nieznanych prébek zalecane jest jednoczesne przeprowadzanie
kontroli dodatniej i ujemne;.

Prébki tkanek nalezy pocia¢ na skrawki o grubosci okoto 4 ym i umiescic je na szkietkach
podstawowych. Wskazane jest uzywanie szkietek Superfrost Plus lub ich odpowiednika.
Badania wskazujg, ze wysuszone na powietrzu skrawki tkanek i skrawki z linii
komorkowych przechowywane w temperaturze 2-8°C pozostajq stabilne przez co
najmniej 45 dni. Kazde laboratorium powinno walidowa¢ stabilno$¢ preparatow cietych
skrawkow tkanek zgodnie z wewnetrznymi procedurami i Srodowiskowymi warunkami
przechowywania preparatow.

OSTRZEZENIA | SRODKI OSTROZNOSCI

1. Do stosowania w diagnostyce in vitro (IVD).

2. Wytacznie do uzytku profesjonalnego.

3. Nie wykonywac wiekszej liczby testéw niz liczba okre$lona na etykiecie.

4. Natadowane dodatnio szkietka podstawowe moga by¢ podatne na czynniki
Srodowiskowe powodujace niewtasciwe barwienie. Aby uzyska¢ wiecej informacji na
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temat postepowania ze szkietkami tego typu, nalezy skontaktowac sie z lokalnym
przedstawicielem firmy Roche.

5. Materialy pochodzenia ludzkiego lub zwierzgcego nalezy traktowac jako materiaty
stanowigce zagrozenie biologiczne i usuwac je z zachowaniem wiasciwych $rodkow
ostroznosci. W przypadku narazenia nalezy przestrzega¢ wytycznych okre$lonych w
dyrektywach wydanych przez wtasciwe organy.30.31

6.  Unika¢ kontaktu odczynnikéw z oczami i btonami $luzowymi. W przypadku kontaktu
odczynnikéw z wrazliwymi miejscami sptukiwac obficie duza iloscig wody.

7. Unika¢ skazenia mikrobiologicznego odczynnikéw ze wzgledu na mozliwo$¢
otrzymania nieprawidtowych wynikéw.

8. Produkt ten nie jest klasyfikowany jako substancja niebezpieczna, jesli jest uzywany
zgodnie z instrukcja. Konserwantem wchodzacym w sktad produktu jest azydek
sodu. Objawami nadmiernej ekspozycji na azydek sodu moga by¢ podraznienia
skory i oczu oraz podraznienia bton $luzowych i gérnych drég oddechowych.
Stezenie azydku sodu w tym produkcie wynosi 0.05%, a wiec produkt ten nie jest
klasyfikowany jako substancja niebezpieczna. Nagromadzony NaN3 moze
reagowac z ofowiang i miedziang instalacjq wodociggowa, tworzac silnie
wybuchowe azydki metali. Po wylaniu odczynnika nalezy sptuka¢ go duzg iloscig
wody, aby zapobiec gromadzeniu sie azydku w instalacji wodociagowej.32 Istnieje
mozliwo$¢ wystapienia ogdlnoustrojowych reakcji alergicznych u oséb wrazliwych.

9. Aby uzyska¢ wiecej informacji dotyczacych stosowania tego wyrobu, nalezy
zapoznac sie z przewodnikiem uzytkownika aparatu BenchMark IHC/ISH oraz
instrukcjami obstugi wszystkich wymaganych elementéw. Instrukcje te mozna
znalez¢ pod adresem navifyportal.roche.com.

10. W celu uzyskania informacji na temat zalecanej metody utylizacji produktu nalezy
skontaktowaé sie z wiadzami lokalnymi i/lub krajowymi.

11. Oznakowanie dotyczace bezpieczenstwa produktu jest przede wszystkim zgodne z
wytycznymi GHS UE. Karta charakterystyki jest dostepna na zyczenie
profesjonalnego uzytkownika.

12. W celu zgtoszenia podejrzenia wystapienia powaznych incydentéw zwigzanych z
tym wyrobem nalezy skontaktowa¢ si¢ z lokalnym przedstawicielem firmy Roche i
wiasciwym organem paristwa cztonkowskiego lub kraju, ktérego rezydentem jest
uzytkownik.

PROCEDURA BARWIENIA

Przeciwciata pierwszorzedowe firmy VENTANA opracowano do stosowania w aparatach
BenchMark IHC/ISH razem z zestawami detekcyjnymi i akcesoriami firmy VENTANA.
Zalecane protokoly barwienia przedstawiono w ponizszych tabelach.

Niniejsze przeciwciato zostato zoptymalizowane pod katem okreslonych czaséw inkubacii,
jednak uzytkownik jest zobowigzany do walidacji wynikéw uzyskanych z zastosowaniem
tego odczynnika.

Parametry procedur zautomatyzowanych moga by¢ wy$wietlane, drukowane i edytowane
zgodnie z procedura opisang w przewodniku uzytkownika aparatu. Wigcej informacji na
temat procedur barwienia metoda IHC podano w arkuszu metody zestawu uftraView DAB
Detection Kit.

Aby uzyskaé wiecej informacji dotyczacych prawidiowego uzytkowania tego wyrobu,
nalezy zapozna¢ si¢ z arkuszem metody dozownika wbudowanego powigzanym z P/IN
790-7167.

UWAGA: Podsumowanie procedur barwienia zawiera Tab 1 (ocena pod katem statusu
HER2-dodatniego i niskiego poziomu ekspresji HER2 dla przypadkéw raka sutka), Tab 2
(ocena wytacznie pod katem statusu HER2-dodatniego dla przypadkéw raka sutka) i

Tab 3 (ocena pod katem statusu HER2-dodatniego dla przypadkéw raka zotadka).
Zalecane etapy protokotu barwienia, w tym kondycjonowanie komérek i inkubacja z
przeciwciatami, sg takie same dla wszystkich badan przesiewowych pod katem receptora
HER2 w raku sutka; procedury barwienia réznig si¢ jednak pod wzgledem mozliwosci ich
modyfikacji przez uzytkownika. W przypadku badania przesiewowego pacjentéw pod
katem potencjalnego niskiego poziomu ekspresji HER2 nalezy zastosowa¢ procedure
barwienia podang w Tab 1. Jesli celem badania moze by¢ zgloszenie statusu
wskazujacego na niski poziom ekspresji HER2 (zdefiniowanego jako ocena IHC 1+ lub 2+
(z potwierdzonym statusem braku amplifikacji genu HER2)), nalezy wykona¢ procedure
barwienia podang w Tab 1. Jesli celem badania jest zgtoszenie wytacznie statusu HER2-
dodatniego (zdefiniowanego jako ocena IHC 3+ lub 2+ z potwierdzonym statusem
amplifikacji genu HER2), mozna wykona¢ procedure podang w Tab 1 lub Tab 2. Aby
zapewni¢ jak najlepsze wykorzystanie wynikdw, zaréwno na potrzeby zgtaszania niskiego
poziomu ekspresji HER2, jak i statusu HER2-dodatniego w przypadkach raka sutka,
zdecydowanie zalecane jest wykorzystanie procedury barwienia podanej w Tab 1.
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Procedura barwienia odpowiednia dla wszystkich ocen ekspresji
biatka HER2, w tym oceny potencjalnej niskiej ekspresji biatka HER2
w probkach tkanki sutka

Protokét i procedura barwienia, ktdrych opis zawiera niniejsza sekcja i Tab 1, sg,
odpowiednie do stosowania we wszystkich badaniach przesiewowych dotyczacych
receptora HER2 w przypadkach raka sutka i musza by¢ przeprowadzane podczas oceny
prébek pacjentow pod katem mozliwo$ci wdrozenia leczenia w zwigzku z potencjalnym
niskim poziomem ekspresji HER2. Odstepstwa od zalecanego protokotu barwienia moga,
doprowadzi¢ do uzyskania probek o nieakceptowalnym barwieniu biatka HER2 ze
zmieniong oceng HER2, szczegdlnie w przypadkach o niskiej ekspresji biatka HER2
(ocena IHC 1+). W szczegdlnosci skrocenie lub wydtuzenie czasu kondycjonowania
komérek podczas barwienia probek w celu oceny ekspresji biatka HER2 moze
doprowadzi¢ do zmiany ocen HER2, co moze przetozy¢ si¢ na podjecie nieodpowiednich
decyzji w kwestii leczenia pacjentow. Aby ograniczy¢ ryzyko wystapienia takiej sytuacji, w
przypadku procedury barwienia podanej w Tab 1 zmiana czasu kondycjonowania komérek
lub inkubaciji z przeciwciatem jest niemozliwa, poniewaz jest to jedyny protokdt barwienia,
ktory zostat zwalidowany do wykorzystania na potrzeby oceny probek pacjentéw o
potencjalnie niskim poziomie ekspres;ji biatka HER2.

Tab1.  Protokét barwienia probek tkanek sutka przy uzyciu testu VENTANA HER2
(4B5) Assay i aparatu BenchMark IHC/ISH, odpowiedni dla wszystkich ocen ekspresji
biatka HER2, w tym oceny potencjalnej niskiej ekspresji biatka HER2.

Metoda
Typ procedury BenchMark
ULTRA lub
BenchMark GX | BenchMark XT BenchMark
ULTRA PLUS
ULTRA
Procedura barwienia | CXYEITANA | XTYENTANA 1 venTana
HER2 4B5
VENTANA VENTANA VENTANA
HER2 4B5 Ab HER2 4B5 Ab HER2 4B5 Ab
Przeciwciato — 16 min lub — 16 min lub — 12 min lub
(pierwszorzedowe)* CONFIRM Neg CONFIRM Neg CONFIRM Neg
Ctl Rbtlg — Ctl Rbtlg — CtlRbtIg —
16 min 16 min 12 min
Barwienie i ,
kontrastowe Hematoxylin Il, 4 minuty
Po barwieniu . .
kontrastowym Bluing, 4 minuty

* Jest to warunek zaprogramowany wstepnie i nie jest krokiem dostepnym do
wyboru przez uzytkownika.

Alternatywne procedury barwienia przeznaczone wylacznie do oceny
pod katem potencjalnego statusu HER2-dodatniego w prébkach
sutka i zotgdka

Tab 2 i Tab 3 przedstawiaja procedury i protokoty barwienia przeznaczone do oceny pod
katem statusu HER2-dodatniego (definiowanego jako nadekspresja biatka, ocena IHC 3+
lub 2+ (z potwierdzonym statusem amplifikacji genu HER2)) i nie sg przeznaczone do
oceny pod katem niskiego poziomu ekspresji HER2 (definiowanego jako ocena IHC 1+ lub
2+ (z potwierdzonym statusem braku amplifikacji genu HER?2)). Zalecane czasy
kondycjonowania komérek i inkubaciji z przeciwciatami podane w Tab 2 i Tab 3 nie sq,
zablokowane i mogg zosta¢ zmienione przez uzytkownika. Do potencjalnych powodéw
zmiany parametrow naleza réznice w utrwalaniu i obrébce tkanek (odstepstwa od
zalecanej metody utrwalania lub obrobki prébek), ogdlne warunki zwigzane z aparatem i
Srodowiskiem laboratoryjnym oraz preferencje badacza. Wigcej informacji na temat
zmiennych zwigzanych z utrwalaniem mozna znalez¢ w dokumencie
JImmunohistochemistry Principles and Advances”.33 Uzytkownicy, ktérzy odstepuja od
zalecanych protokotéw barwienia, sa odpowiedzialni za interpretacije i walidacje wynikow
badan pacjentow.
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Tab 2.

Zalecany protokot barwienia prébek tkanek sutka dla testu VENTANA HER2

(4B5) przy uzyciu zestawu uftraView DAB Detection Kit w aparacie BenchMark IHC/ISH.

Metoda
T d BenchMark
rocedu
YP proceciy BenchMark GX | BenchMarkxT | ULTRAIUD
BenchMark
ULTRA PLUS
Procedura Procedura Procedura
barwienia z barwienia z barwienia z
Procedura barwienia uzyciem uzyciem uzyciem
zestawu zestawu zestawu
ultraView DAB ultraView DAB ultraView DAB
Odparafinowanie Wybrane Wybrane Wybrane
Ce;l §°I“d'_t'°f"“9 cet, cet, ULTRA CC1,
odstoniecie
antygenu) tagodne tagodne tagodne
Przeciwciato 16 minut, 16 minut, 12 minut,
(pierwszorzedowe) 37°C 37°C 36°C
ultraWash Wybrane
Barwienie . .
kontrastowe Hematoxylin II, 4 minuty
Po barwieniu ) )
kontrastowym Bluing, 4 minuty
Tab 3.  Zalecany protokot barwienia probek tkanek zotadka dla testu VENTANA HER2

(4B5) przy uzyciu zestawu uftraView DAB Detection Kit w aparacie BenchMark IHC/ISH.

Metoda
Typ procedury BenchMark
BenchMark GX Benchmark XT ULTRA
Procedura Procedura Procedura
barwienia z barwienia z barwienia z
Procedura barwienia uzyciem uzyciem uzyciem
zestawu zestawu zestawu
ultraView DAB ultraView DAB ultra\iew DAB
Odparafinowanie Wybrane Wybrane Wybrane
ce;' S°I"d'_"°f““9 cei, cet, ULTRA CC1,
odstoniecie
antygenu) tagodne tagodne tagodne
Przeciwciato 16 minut, 16 minut, 12 minut,
(pierwszorzedowe) 37°C 37°C 36°C
ultraWash Wybrane
Barwienie . .
kontrastowe Hematoxylin Il, 4 minuty
Po barwieniu ) )
kontrastowym Bluing, 4 minuty

PROCEDURY KONTROLI JAKOSCI
Kontrolne linie komérkowe

Firma Ventana oferuje sprzedawany oddzielnie produkt — cztery kontrolne linie
komarkowe utrwalone w formalinie, zatopione w parafinie, pocigte na skrawki i
umieszczone na pojedynczym dodatnio natadowanym szkietku. Preparaty PATHWAY
HER-2 4 in 1 Control Slides (P/N 781-2991) moga by¢ przydatne podczas wstepnej
walidacji dziatania aparatu lub metod obrobki tkanek wykorzystywanych podczas
barwienia preparatéw przy uzyciu testu VENTANA HER2 (4B5). Liczba kopii genu
wystepujaca w tych czterech kontrolnych liniach komdrkowych zostata oznaczona za
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pomoca hybrydyzacji in situ (Tab 4). Linie komérkowe powinny barwi¢ sie w sposéb
opisany w arkuszu metody preparatéw PATHWAY HER-2 4 in 1 Control Slides, pod
warunkiem ze zostang poddane obrébce i wybarwione w prawidtowy sposob. Jesli
wskazane wybarwienie nie jest widoczne w odpowiednich rdzeniach tkankowych,
szczegolnie w kontrolach 1+ i 2+, nalezy ponownie wybarwi¢ tkanki.

Tab4.  Charakterystyka preparatow PATHWAY HER-2 4 in 1 Control Slides.
Wynik HER2 IHC Linia komérkowa Stosunek HER2/Chr17*
0 MDA-MB-231 1.11
1+ T47D 1.12
2+ MDA-MB-453 2.66
3+ BT-474 5.53

* Stosunek HER2/Chr17 jest $rednig obliczong na podstawie wynikow
fluorescencyjnej hybrydyzaciji in situ (FISH) przeprowadzonej na trzech partiach
preparatow PATHWAY HER-2 4 in 1 Control Slides.

TKANKA DO KONTROLI DODATNIEJ

Dodatnia kontrola tkankowa, utrwalona i poddana obrébce w taki sam sposéb jak probki
pobrane od pacjenta, musi zosta¢ wigczona do badania w przypadku kazdego zestawu
warunkéw testowych oraz podczas przeprowadzania kazdej procedury barwienia przy
uzyciu testu VENTANA HER?2 (4B5). Zgodnie z optymalna praktyka laboratoryjng na
preparat, na ktorym jest tkanka badana, nalezy doda¢ skrawek tkanki bedacy kontrolg
dodatnia. To pomoze zidentyfikowa¢ wszelkie niepowodzenia zwigzane z natozeniem
odczynnikéw na preparat. Dla optymalnej kontroli jako$ci najbardziej odpowiednia jest
tkanka ze stabym barwieniem dodatnim. Tkanki kontrolne moga zawiera¢ zaréwno
elementy dajace odczyn dodatni, jak i ujemny, a zatem moga by¢ stosowane jednoczesnie
jako dodatnia i ujemna préba kontrolna. Tkanki kontrolne powinny by¢ probkami $wiezo
pobranymi z autopsji, biopsji lub chirurgicznie i powinny zosta¢ przygotowane lub
utrwalone jak najszybciej w identyczny sposob jak skrawki badane.

Takie tkanki moga by¢ wykorzystywane do monitorowania wszystkich krokdw procedury,
od przygotowania tkanki po jej barwienie. Uzycie skrawka tkanki utrwalonego lub
poddanego obrébce w sposéb inny niz probka badana umozliwia kontrole wszystkich
odczynnikdw oraz krokow metody z wyjatkiem utrwalania i obrobki tkanki. Aby
zagwarantowac czuto$¢ systemu nawet na niewielki stopien rozktadu odczynnika lub
nieznaczne problemy z metoda IHC, najlepiej wybra¢ tkanke o potwierdzonym stabym, ale
dodatnim barwieniu. Zazwyczaj jednak tkanka nowotworowa o dodatnim statusie HER2
wykazuije silne barwienie dodatnie ze wzgledu na charakter wystepujacej w niej patologii
(nadekspresja).

Znane dodatnie kontrole tkankowe powinny by¢ stosowane wytgcznie w celu
monitorowania jakosci dziatania odczynnikéw i aparatow, a nie pomocniczo do okreslania
swoistej diagnozy dla tkanek badanych. Jezeli nie udaje sie potwierdzi¢ dodatniego
wybarwienia w preparatach dodatnich kontroli tkankowych, nalezy uzna¢, ze wyniki probki
testowej sg niewazne.

Przyktadem dodatniej kontroli dla testu VENTANA HER2 (4B5) jest tkanka inwazyjnego
raka sutka o znanym stabym dodatnim barwieniu pod katem biatka HER2 lub stabo
dodatnia tkanka raka zotadka. Sktadnikéw tkankowych dajacych odczyn dodatni
(barwienie btonowe komorek nowotworowych) uzywa sie w celu potwierdzenia naniesienia
przeciwciata na preparat oraz prawidtowego dziatania aparatu.

Tkanka do kontroli ujemnej

Ten sam preparat, ktory stuzyt jako tkanka do kontroli dodatniej (inwazyjny rak
przewodowy lub zrazikowy sutka lub rak zotadka), moze by¢ réwniez uzywany do kontroli
ujemnej. Podczas barwienia przeciwciatem pierwszorzedowym sktadniki, ktére nie ulegajg
barwieniu (otaczajace podscielisko, komérki limfoidalne i naczynia krwiono$ne), nie
powinny wykazywac swoistego barwienia, powinny natomiast wskazywa¢ na obecno$é
swoistego barwienia tta (barwienia fatszywie dodatniego). Nalezy uzywac tkanek o
znanym odczynie ujemnym, ktére zostaty utrwalone, poddane obrébce i zatopione w taki
sam sposob jak probki pacjentow.

Odczynnik do kontroli ujemnej

Z kazda probka nalezy stosowa¢ odczynnik do kontroli ujemnej, aby wspoméc
interpretacje wynikéw. W celu oceny barwienia nieswoistego zamiast przeciwciata
pierwszorzedowego uzywany jest odczynnik do kontroli uiemnej. Preparat nalezy
wybarwi¢ przeciwcialem CONFIRM Negative Control Rabbit Ig. Okres inkubacji
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z odczynnikiem do kontroli ujemnej powinien by¢ taki sam jak okres inkubacji z
przeciwciatem pierwszorzedowym.

Niewyjasnione rozbieznosci

Niewyjasnione rozbieznosci w tkankach kontrolnych nalezy niezwtocznie zgtosi¢
lokalnemu przedstawicielowi dziatu pomocy technicznej. Jesli kontrola jakoSci nie spetnia
wymogow, wyniki pacjenta sg niewazne. Nalezy zapoznac sie z czescig ,Rozwigzywanie
problemoéw”. Zidentyfikowac i rozwigza¢ problem, a nastepnie powtdrzy¢ test dla prébek
pacjenta.

Weryfikacja badania

Przed pierwszym uzyciem przeciwciata lub systemu do barwienia w procedurze
diagnostycznej nalezy zweryfikowaé swoisto$¢ przeciwciata poprzez wybarwienie serii
tkanek dodatnich i ujemnych, dla ktérych znana jest charakterystyka wynikéw badan
immunohistochemicznych (patrz ,Procedury kontroli jakosci” wyszczegélnione wezesnie;
w tej cze$ci ulotki dotaczonej do produktu, zalecenia dotyczace kontroli jakosci
opracowane w ramach programu College of American Pathologists Laboratory
Accreditation Program, zalecenia zawarte w dokumencie Anatomic Pathology Checklist34
ilub wytyczne CLSI Approved Guideline35). Te procedury kontroli jakosci nalezy
powtarza¢ dla kazdej nowej partii przeciwciata oraz przy kazdej zmianie parametrow testu.
Tkanki raka sutka i raka zotadka o znanym statusie HER2 sg odpowiednie do weryfikacji
badania.

INTERPRETACJA WYBARWIENIA/OCZEKIWANE WYNIKI

Zautomatyzowana procedura barwienia immunohistochemicznego firmy VENTANA
prowadzi do wytracania brazowego produktu reakcji (DAB) w miejscach wystepowania
antygenow zlokalizowanych przez przeciwciato testu VENTANA HER2 (4B5). Przed
przystapieniem do interpretacji wynikéw wykwalifikowany patomorfolog z doswiadczeniem
w procedurach immunohistochemicznych musi dokona¢ oceny odczynéw kontroli
tkankowych i zakwalifikowa¢ produkt barwienia do badania.

Kontrole dodatnie

Wybarwiong tkanke do kontroli dodatniej nalezy ocenic jako pierwsza, aby upewni¢ sie, ze
wszystkie odczynniki dziataja prawidtowo. Obecno$¢ produktu reakcji o odpowiedniej
barwie w btonie komérkowej komorek docelowych wskazuje dodatnig reaktywno$¢ tkanki.
W zaleznosci od czasu inkubacji i mocy stosowanej hematoksyliny, w wyniku barwienia
kontrastowego jadra komdrek przybiora barwe od bladoniebieskiej do ciemnoniebieskiej.
Nadmierne lub niepetne wybarwienie kontrastowe moze uniemozliwi¢ wtasciwg,
interpretacje wynikow.

Jesli nie udaje sie potwierdzi¢ dodatniego barwienia w preparacie tkanki do kontroli
dodatniej, nalezy uznaé, ze wyniki probek badanych sg niewazne.

Tkanki do kontroli ujemnej

Po ocenie tkanki do kontroli dodatniej nalezy oceni¢ tkanke do kontroli ujemnej w celu
weryfikacji swoistego wyznakowania docelowego antygenu przez przeciwciato
pierwszorzedowe. Brak swoistego barwienia w tkance do kontroli uiemnej $wiadczy o
braku reaktywnosci krzyzowej przeciwciata z komérkami lub sktadnikami komérkowymi.
Jesli tkanka zostanie wybarwiona kontrastowo, wokdt komérki moze wystapi¢ barwienie
tzw. przestrzeni $rodmigzszowej. Jesli w tkance do kontroli ujemnej zachodzi swoiste
barwienie, wyniki uzyskane dla prébek pacjentow nalezy uzna¢ za niewazne.

Odczynniki do kontroli ujemnej

Nieswoiste barwienie, jesli wystepuje, bedzie mie¢ wyglad rozlany. W skrawkach tkanek,
ktére zostaty nadmiernie utrwalone w formalinie, moze by¢ réwniez obserwowane
sporadyczne, lekkie wybarwienie tkanki tacznej. W celu interpretaciji wynikow barwienia
nalezy sie postuzy¢ nienaruszonymi komadrkami; komérki nekrotyczne lub zdegenerowane
czesto barwig sig nieswoiscie.

Tkanka pobrana od pacjenta

Prébki pacjentéw nalezy oceniac jako ostatnie. Intensywno$¢ wybarwienia dodatniego
nalezy ocenia¢ wzgledem barwienia tta odczynnikiem do kontroli ujemnej. Jak w
przypadku kazdego testu immunohistochemicznego, wynik ujemny oznacza, ze docelowy
antygen nie zostat wykryty — nie mozna jednak wykluczy¢ obecnosci antygenu w
badanych komoérkach lub tkankach. Przy interpretacji wynikéw badan
immunohistochemicznych nalezy réwniez oceni¢ cechy morfologiczne kazdej prébki tkanki
na podstawie skrawka wybarwionego hematoksyling i eozyng. Cechy morfologiczne
prébki pacjenta i wtasciwe dane kliniczne muszg zosta¢ zinterpretowane przez
wykwalifikowanego patomorfologa.

2024-10-04
FT0700-410v

5/23

Przed przystapieniem do interpretacji wynikéw wykwalifikowany patomorfolog z
doswiadczeniem w procedurach immunohistochemicznych musi dokonaé¢ oceny dodatnich
i uiemnych kontroli i zakwalifikowa¢ wybarwiony preparat do badania.

Zasady oceniania przyjete na potrzeby interpretacji wynikow
barwienia tkanek raka sutka przy uzyciu przeciwciala VENTANA anti-
HER2 (4B5) Antibody

Kryteria barwienia przedstawiono w tabelach ponizej. Bardziej szczegdtowe opisy wraz ze
zdjeciami wynikow barwienia przy uzyciu testu VENTANA HER2 (4B5) mozna znalez¢ w
Podreczniku interpretacji barwienia tkanek raka sutka i zotadka przeciwciatem VENTANA

HER2 (4B5) Rabbit Monoclonal Primary Antibody RxDx (P/N 1021957PL).

Tab 5.

Kryteria dla intensywno$ci i wzoru barwienia btony komérkowej w przypadku

tkanek raka sutka przy uzyciu testu VENTANA HER2 (4B5) i procedury barwienia

przedstawionej w Tab 1.

Wykorzystanie
Ocena HER2 procedury
Wb " (4B5) (zgtosic barwienia Zastosowanie
z6r barwienia | : — AT
ekarzowi | przedstawionej w kliniczne
prowadzacemu)| Tab 1: zalecany
zgtaszany status
Nie zaobserwowano
wybarwienia btony
lub
Blade, czg$ciowe 0 HER2-negatywny Brak
wybarwienie btony w
maksymalnie 10% komorek
rakowych
Blade, cze$ciowe . .
wybarwienie btony w ponad 1+ Niska ekspresja
10% komorek rakowych HER2
ENHERTU®
2+* (trastuzumab
Test dodatkowy: | Niska ekspresja | ~ derukstekan)
Kompletne wybarwienie | prak amplifikacji HER2
btony o intensywnosci od genu HER2
stabej do umiarkowanej w
ponad 10% komérek 2+ HERCEPTIN
rakowych Test dodatkowy: | HER2-dodatni/ (trastuzumab),
amplifikacja nadekspresja PERJETA
genu HER2 (pertuzumab),
Intensywne, kompletne ) KADCYLA
wybarwienie blony w ponad 3+ Hnizgg"?:?;/ (trastuzumab
10% komorek rakowych pres) emtanzyna)

* Zaleca sie przeprowadzenie testu dodatkowego w celu oceny pod katem
amplifikacji genu zgodnie z wytycznymi ASCO/CAP

Tab 6.

Kryteria dla intensywno$ci i wzoru barwienia btony komérkowej w przypadku

tkanek raka sutka przy uzyciu testu VENTANA HER2 (4B5) RxDx i procedury barwienia

przedstawionej w Tab 2.

Wykorzystanie
Ocena HER2 procedury
W26 A (4B5) (zgtosic barwienia Zastosowanie
z6r barwienia | : - L
ekarzowi  |przedstawionej w kliniczne

prowadzacemu)| Tab 2: zalecany

zglaszany status
Nie zaobserwowano

wybarwienia bfony
lub Brak

Blade, czesciowe 0 HER2-negatywny

wybarwienie blony w
maksymalnie 10% komorek
rakowych
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* Zaleca sie przeprowadzenie testu dodatkowego w celu oceny pod katem
amplifikacji genu zgodnie z wytycznymi ASCO/CAP

Zasady oceniania przyjete na potrzeby interpretacji wynikow
barwienia tkanek raka zotadka przy uzyciu przeciwciata VENTANA

anti-HER2 (4B5)

Tkanki raka zotadka, ktore zostaty uznane za dodatnie pod wzgledem nadekspresji biatka

HER2, musza spetnia¢ kryteria progowe dla intensywnosci i wzoru barwienia bfony

komorkowej (wynik co najmniej 2+ w skali od 0 do 3+) oraz procentowej zawarto$ci
dodatnich komérek nowotworowych. Barwienie musi by¢ zlokalizowane w obrebie btony
komoérkowej, ale nie musi by¢ catkowicie obwodowe, poniewaz regulamie obserwowane
jest barwienie podstawno-boczne, ktore nalezy uwzgledni¢ w ocenie. Wybarwienie
cytoplazmy illub jadra komérkowego moze by¢ obecne, lecz nie jest uwzgledniane
podczas oceny dodatniego wybarwienia preparatu. W tkankach raka zotgdka procentowa
zawarto$¢ dodatnich komérek nowotworowych jest rézna w przypadku probek biopsyjnych
(= 5 przylegajacych komorek) i probek z resekcji (= 10%).

Podczas ustalania wytycznych oceny immunohistochemicznego barwienia tkanek raka
zotadka na potrzeby okreslenia statusu HER2 nalezy pamigtac, ze chociaz silne barwienie
btonowe wskazuje na nadekspresje biatka HER2 w komérkach nowotworowych, nie musi

Odnotowywano przypadki tkanek raka zotadka wykazujace rozproszony odczyn

cytoplazmatyczny z towarzyszacym barwieniem jadrowym lub bez barwienia tego typu.37
Do oceny nadekspresji biatka HER2 w raku Zotadka nalezy wykorzystywac jedynie

W ramach barwienia immunohistochemicznego przy uzyciu klonu 4B5 komarki
prawidtowej bfony Sluzowej zotadka oraz rzadziej komorki nowotworowe raka zotadka i
raka potaczenia przetykowo-zotadkowego moga wykazywa¢ wzér barwienia
cytoplazmatycznego i jadrowego. Przyczyna i znaczenie barwienia cytoplazmatycznego i
jadrowego tych komérek sg obecnie nieznane. Opisanego wzoru barwienia nie nalezy
myli¢ z odrebnym barwieniem btonowym, ktére wskazuje na dodatni status HER2 w
komérkach nowotworowych.

Bardziej szczegdtowe opisy wraz ze zdjgciami mikroskopowymi wynikéw barwienia przy
uzyciu testu VENTANA HER?2 (4B5) mozna znalez¢ w Podreczniku interpretacii barwienia
tkanek raka sutka i zotadka przeciwcialem VENTANA HER2 (4B5) Rabbit Monoclonal
Primary Antibody RxDx (P/N 1021957PL).

Wykorzystanie
Ocena HER2 procedury
Wb " (4B5) (zgtosic barwienia Zastosowanie
z6r barwienia . L L
lekarzowi | przedstawionej w kliniczne
prowadzacemu)| Tab 2: zalecany
zglaszany status
Blade, czgSciowe
wybarwienie btony w ponad 1+ HER2-negatywny
10% komorek rakowych
2+
Test dodatkowy: ono by¢ catkowicie obwodowe. 36
Kompletne wybarwienie prak amplifikac}]{i HERZ-negatywny
btony o intensywnosci od genu HER2
stabej do umiarkowanej w o
ponad 10% komorek + HERCEPTIN cen
rakowych Test dodatkowy: [ HER2-dodatni/ | (trastuzumab), barwienie blonowe.
amplifikacja nadekspresja PERJETA
genu HER2 (pertuzumab),
Intensywne, kompletne ) KADCYLA
wybarwienie blony w ponad 3+ Hni};{ggo?:g/ (trastuzumab
10% komérek rakowych pres] emtanzyna)

Tab7. Kryteria dla intensywnosci i wzoru barwienia bfony komérkowej w przypadku tkanek raka zotadka przy uzyciu testu VENTANA HER2 (4B5) i procedury barwienia
przedstawionej w Tab 3.
Ocena (zgtosic¢ Ocena .
Wzor barwienia — prébka z resekcji Wzoér barwienia — prébka z biopsji lekarzowi barwienia Zai}; sig::eme
prowadzacemu) HER2
Brak reaktywnosci lub reaktywno$¢ btonowa w < 10% Brak reaktywnosci lub reaktywno$¢ btonowa w jakichkolwiek 0 HER2-
komérek guza komérkach guza negatywny
Staballedwie dostrzegalna reaktywnos$¢ btonowa w = 10% Skupisko komoérek guza* ze staba/ledwie dostrzegalng
p . ” ) - . ! o HER2-
komérek guza; reaktywnos¢ wystepuije tylko w czesci bfony reaktywnoscig btonowg niezaleznie od odsetka 1+
R ’ ) . negatywny
komorkowej wybarwionych komérek guza Brak
2+**
Test dodatkowy: HER?2-
i 6 * - brak amplifikacji negatywny
Kompletna, podstawno-boczna lub boczna reaktywno$c Skupisko komorek guza z kompletqq, podstawpq boczng ’ enu HER2
. e . . ) lub boczna reaktywnoscia btonowa o intensywnosci od stabej | 9
btonowa o intensywnosci od stabej do umiarkowanej w ARV C f ]
o ! do $redniej niezaleznie od odsetka wybarwionych komérek Pl
= 10% komérek rakowych
guza Test dodatkowy: | HER2-dodatni /
amplifikacja nadekspresja HERCEPTIN
- - - genu HER? (trastuzumab)
Silna, kompletna, podstawno-boczna lub boczna bSkuplsko komorek guza® z 5"?% kompletnaul podstg wno- HER2-dodatni /
o o . oczng lub boczng reaktywnoscig btonowa niezaleznie od 3+ .
reaktywnos¢ btonowa w = 10% komérek rakowych ) R nadekspresja
odsetka wybarwionych komoérek guza

* 2 5 przylegajacych komérek
** Zaleca sie poréwnanie z metodg ISH

OGRANICZENIA METODY
Ograniczenia ogdlne

1. Metoda immunohistochemiczna to wieloetapowy proces diagnostyczny, ktory
wymaga odbycia specjalistycznego szkolenia w zakresie doboru odpowiednich
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odczynnikéw, doboru tkanek, utrwalania, obrébki, przygotowania preparatu do
badania immunohistochemicznego oraz interpretacji wynikéw barwienia.
2. Wybarwienie tkanki zalezy od sposobu postepowania z tkanka i obrobki tkanki

6/23

przed barwieniem. Nieprawidiowe utrwalanie, zamrazanie, rozmrazanie,
przemywanie, suszenie, podgrzewanie, wykonywanie skrawkéw lub
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zanieczyszczenie probki innymi tkankami lub ptynami moze prowadzi¢ do powstania
artefaktow, wychwytywania przeciwciat lub uzyskania fatszywie ujemnych wynikéw.
Niespdjne wyniki moga by¢ skutkiem réznic w metodach utrwalania i zatapiania lub
naturalnych nieregularnosci w obrebie tkanki.

Nadmierne lub niepetne wybarwienie kontrastowe moze uniemozliwi¢ wtasciwg,
interpretacje wynikow.

Interpretacja kliniczna kazdego dodatniego wybarwienia lub jego braku musi by¢
dokonywana w kontekscie danych z wywiadu klinicznego, cech morfologicznych
tkanki oraz innych kryteriéw histopatologicznych. Interpretacja kliniczna kazdego
wybarwienia lub jego braku musi by¢ uzupetniona badaniami morfologicznymi i
wiasciwymi kontrolami, jak réwniez innymi testami diagnostycznymi.
Wykwalifikowany patomorfolog ma obowigzek zapozna¢ sie z dziataniem
przeciwciat i odczynnikéw oraz metodami interpretaciji wzoru barwienia w
wybarwionych preparatach. Barwienie musi by¢ wykonywane w certyfikowanym,
licencjonowanym laboratorium pod nadzorem patomorfologa odpowiedzialnego za
ocene wybarwionych preparatow i zapewnienie adekwatnoéci kontroli dodatnich i
ujemnych.

Przeciwciata i odczynniki firmy VENTANA sg dostarczane w rozcienczeniu
optymalnym do uzytku, gdy przestrzegane sg dostarczone instrukcje. Wszelkie
odchylenia od zalecanych procedur badawczych mogg doprowadzi¢ do
uniewaznienia oczekiwanych wynikéw. Do badania nalezy wiaczy¢ odpowiednie
kontrole i udokumentowac ten fakt. Uzytkownicy, ktérzy odstepujg od zalecanych
procedur badawczych, musza przyjaé odpowiedzialno$¢ za interpretacje wynikow
badan pacjenta.

Produkt ten nie jest przeznaczony do stosowania w cytometrii przeptywowej; nie
okreslono charakterystyki wynikéw dla takiego zastosowania.

Odczynniki moga wykazywaé nieoczekiwane reakcje w uprzednio niebadanych
tkankach. Nie mozna catkowicie wyeliminowa¢ mozliwosci wystapienia
nieoczekiwanych reakcji nawet w przebadanych grupach tkanek ze wzgledu na
biologiczng zmienno$¢ ekspresiji antygenu w nowotworach lub innych tkankach
patologicznych.38 W przypadku wystapienia nieoczekiwanych reakgji nalezy
udokumentowac ten fakt i skontaktowa¢ sie z lokalnym przedstawicielem dziatu
pomocy techniczne;.

Tkanki pochodzace od oséb zakazonych wirusem zapalenia watroby typu B

i zawierajace antygen powierzchniowy wirusa zapalenia watroby typu B (HBsAg)
moga wykazywac nieswoiste barwienie peroksydaza chrzanowa.39

Fatszywie dodatnie wyniki moga by¢ obserwowane z powodu nieimmunologicznego
wigzania biatek lub produktéw reakcji substratow. Moga by¢ one réwniez
spowodowane aktywno$cig pseudoperoksydazy (erytrocyty), aktywno$cia,
endogennej peroksydazy (cytochrom C) lub obecnoscig biotyny endogennej (na
przyktad: watroba, moézg, sutek, nerka) w zaleznosci od typu zastosowanego
barwnika immunologicznego.40

Jak w przypadku kazdego testu immunohistochemicznego, wynik ujemny oznacza,
ze docelowy antygen nie zostat wykryty — nie mozna jednak wykluczy¢ obecnosci
antygenu w badanych komoérkach lub tkankach.

Szczegolne ograniczenia

1.

2024-10-04

To przeciwciato zostato zoptymalizowane zgodnie ze wskazaniami, ktére
przedstawiajg Tab 1 i Tab 2 dla aparatéw BenchMark i odczynnikéw
wykorzystywanych do detekcji. Odstepstwa od zalecanych protokotéw barwienia,
ktore przedstawiaja Tab 1 i Tab 2, mogg doprowadzi¢ do uzyskania probek o
nieakceptowalnym wybarwieniu odczynnikiem Negative Reagent Control (NRC) i
probek wybarwionych przy uzyciu testu VENTANA HER2 (4B5) ze zmieniong oceng
HER2. Wydtuzenie czasu inkubacji z przeciwciatem prawdopodobnie spowoduje
nieakceptowalne wybarwienie przy uzyciu odczynnika NRC, ktére uniemozliwitoby
oceng probki wybarwionej przy uzyciu testu VENTANA HER2 (4B5). Skrocenie lub
wydtuzenie czasu kondycjonowania komérek podczas barwienia probek przy uzyciu
testu VENTANA HER2 (4B5) najprawdopodobniej doprowadzi do zmiany ocen
HER?2, co moze przetozy¢ sie na podjecie nieodpowiednich decyzji w kwestii
leczenia pacjentéw. Wiecej informacji na temat zmiennych zwigzanych z
utrwalaniem mozna znalez¢ w dokumencie ,Immunohistochemistry Principles and
Advances”.33

Przeciwciato stosowane w potaczeniu z zestawami detekcyjnymi i akcesoriami firmy
VENTANA umozliwia detekcje antygenu, ktory przetrwa rutynowe procesy
utrwalania w formalinie, obrébki tkanek i wykonywania skrawkow. Uzytkownicy,
ktorzy odstepuja od zalecanych procedur badawczych, sa odpowiedzialni za
interpretacje i walidacje wynikoéw badan pacjenta.

7123
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3. Preparaty nalezy niezwtocznie wybarwi¢, poniewaz antygenowos$¢ cigtych
skrawkow tkanek moze z czasem ulegaé ostabieniu, a takze pogorszy¢ sie w
wyniku dziatania czynnikow $rodowiskowych podczas dtugotrwatego
przechowywania. Preparaty wysuszone na powietrzu nalezy osuszy¢ za pomocq,
$rodka suszacego i przechowywac w temperaturze 2-8°C. Wyniki badan
przemawiajg za tym, ze na niewybarwionych preparatach antygen pozostaje
stabilny przez co najmniej 45 dni. Laboratoria powinny zweryfikowa¢ ten okres
trwato$ci we wtasnym $rodowisku, jesli wymagane jest korzystanie z preparatow
starszych niz 45 dni.

4. Szpik kostny nie zostat zbadany pod katem swoisto$ci. Przed interpretacja wynikéw
uzytkownik powinien okresli¢, czy powyzsze tkanki zostaty wybarwione w
odpowiedni sposob.

5. W ramach barwienia inmunohistochemicznego przy uzyciu klonu 4B5 komorki
prawidtowej btony $luzowej zotadka oraz rzadziej komorki nowotworowe raka
zotadka i raka potaczenia przetykowo-zotadkowego moga wykazywac wzor
barwienia cytoplazmatycznego i jadrowego. Przyczyna i znaczenie barwienia
cytoplazmatycznego i jadrowego tych komdrek sa obecnie nieznane. Opisanego
wzoru barwienia nie nalezy myli¢ z odrebnym barwieniem btonowym, ktére
wskazuje na dodatni status HER2 w komérkach nowotworowych.

6.  Niektore testy moga nie by¢ zarejestrowane na kazdym aparacie. Aby uzyska¢
wiecej informacii, nalezy skontaktowac sie z lokalnym przedstawicielem firmy
Roche.

7. Zgtaszano, Ze progresja do choroby przerzutowej lub chemioterapia
neoadiuwantowa prowadzg do zmiany statusu HER2. W oparciu o te obserwacje
uzasadnione moze by¢ uzyskanie $wiezej probki w celu okreslenia statusu HER2 w
czasie leczenia, a nie poleganie na historycznym statusie HER2.41

CHARAKTERYSTYKA WYNIKOW

Przeprowadzono badania barwienia pod katem jego czutosci, swoistosci i precyzji. Wyniki
tych badan zamieszczono ponize;j.

SKUTECZNOSC ANALITYCZNA

Czutos¢ i swoistos¢

Czutos¢/swoistosé testu VENTANA HER2 (4B5) okreslono na podstawie badania,
podczas ktérego nie wykazano swoistego zabarwienia blony w wigkszo$ci prawidtowych
tkanek. Wyniki barwienia przedstawiono w Tab 8. Czuto$¢ i swoisto$¢ testu VENTANA
HER?2 (4B5) okreslono rowniez na podstawie badania, podczas ktérego nie wykazano
swoistego zabarwienia btony w wiekszosci tkanek nowotworowych. Wyniki barwienia
przedstawiono w Tab 9. Barwienie w celu okreslenia czutosci i swoisto$ci testu
przeprowadzono, uzywajac protokotu zestawu /VIEW DAB Detection Kit w aparacie
BenchMark XT lub protokotu zestawu u/ftraView Universal DAB Detection Kit w aparacie
BenchMark ULTRA.

Wystapienie dodatniego barwienia w komérkach nabtonka migdatkéw, nabtonka przetyku,
gruczotu krokowego, pecherza moczowego, nerwu obwodowego, przytarczycy, raka
sutka, gruczolakoraka zotadka, okreznicy oraz raka jajnika jest zgodne z wynikami
dotyczacymi ekspresji biatka HER2 opisanymi w literaturze.

Tab8.  Czuto$¢/swoistosc testu VENTANA HER2 (4B5) wyznaczono, wykonujac
badania na probkach prawidtowych tkanek FFPE.

Liczba Liczba
dodatnich/ dodatnich/
wszystkich wszystkich

Tkanki przypadkéw | Tkanki przypadkéw
Mézg 0/6 Jelito cienkie 0/6
Mézdzek 0/6 Okreznica 0/46
Nadnercze 0/6 Watroba 0/6
Jajnik 0/6 Gruczot $linowy 0/3
Trzustka 0/6 Jezyk 0/3
Wezet chfonny 0/12 Nerka 0/6
Przysadka mézgowa 0/5 Gruczot krokowy 1/6
Jadro 0/6 Pecherz moczowy b 33
Tarczyca 0/6 Odbytnica 0/6
1021867PL Rev C
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Liczba Liczba Liczba
dodatnich/ dodatnich/ dodatnich/
wszystkich wszystkich wszystkich

Tkanki przypadkéw | Tkanki przypadkow Nowotwor przypadkow
Sutek 0/14 Gruczot przytarczowy ¢ 4/6 Gruczolakorak $luzowy (zotadka) 0/4
Sledziona 0/6 Endometrium 013 Gruczolakorak (zotadka) 8/88
Migdatek @ 3/6 Macica 0/3 Rak z komoérek sygnetowatych (zotadka) 0/4
Grasica 0/5 Szyjka macicy 05 Rak, BNO (zotadka) 03
Szpik kostny 03 Sluzéwka kanatu szyjki on Gruczolakorak (jelita cienkiego) 01
macicy Guz podscieliska przewodu pokarmowego (jelita cienkiego) on
Pluco 0/6 Miesien szkieletowy 0/6 Gruczolakorak (okreznicy) 0/32
Serce 055 Skéra 056 Guz podscieliska przewodu pokarmowego (okreznicy) 0N
Osierdzie 0/3 Nerw 216 Rak, BNO (oerZnicy) 1/3
Przetyk 116 Mezotelium 03 Gruczolakorak (odbytnicy) 1/5
Zoladek ot Nd. Nd. Guz podscieliska przewodu pokarmowego (odbytnicy) 0N
a Barwienie ogniskowe powierzchni komérek nabtonkowych Czemiak (odbytnicy) 0/1
b Barwienie btonowe powierzchniowych komérek baldaszkowatych Rak watrobowokomorkowy (watroby) 0/3
¢ Ognisk ienie b
Ogniskowe barwienie bionowe Watrobiak ptodowy (watroby) 0/1
Tab9.  Czulosc/swoistosé testu VENTANA HER2 (4B5) wyznaczono, wykonujac Rak, BNO (watroby) 03
badania na réznych probkach nowotworowych tkanek FFPE. Rak jasnokomérkowy (nerki) 0/
Liczba Rak, BNO (nerki) 0/5
dodatnich/
wszystkich Gruczolakorak (gruczotu krokowego) 02
Nowotwér przypadkow Rak, BNO (gruczotu krokowego) 03
Clejak (mzgu) 072 Miesniak gtadkokomorkowy 03
Oponiak (mzgu) ort Gruczolakorak (macicy) 0/
Skapodrzewiak (mézgu) ort Rak jasnokomérkowy (macicy) 0/1
Gruczolakorak SUrOWiCZy (Jajnlka) 012 Rak p+aSk0nab|0nk0Wy (SZkal maCiCy) 02
Rak, BNO (blizej nieokreslony) (jajnika) 112 Migsniakomiesak prazkowanokomorkowy zarodkowy (miesnia on
Nowotwor neuroendokrynny (trzustki) 01 prazkowanego)
Gruczolakorak (trzustki) 0/1 Rak podstawnokomadrkowy (skory) 0N
Rak, BNO (trzustki) 0/3 Rak ptaskonabtonkowy (skory) 1M
Nasieniak (jader) 0/1 Nerwiakowtokniak (ledzwiowy) 01
Rak zarodkowy (jader) 0/1 Nerwiak zarodkowy (przestrzeni zaotrzewnowe;) 0/1
Rak rdzeniasty (tarczycy) 0 Migdzybloniak (otrzewnej) 0
Rak brodawkowaty (tarczycy) 0/1 Migsniakomigsak prazkowanokomorkowy wielopostaciowy 0
otrzewnej
Rak, BNO (tarczycy) 0/3 ( )
— - Chioniak, BNO 013
Mikroinwazyjny rak przewodowy (sutka) 22
- Chtoniak z komérek B, BNO ($ledziony) 01
Inwazyjny rak przewodowy (sutka) 44/98
Chtoniak z komérek B, BNO (wezta chionnego) 02
Rak, BNO (sutka) 1/4
- Chtoniak Hodgkina (wezta chfonnego) 01
Rak drobnokomoérkowy (ptuca) 0/1
Rak nabtonka drég moczowych (pgcherza moczowego) 11
Rak ptaskonabtonkowy (ptuca) 01
Mie$niakomiesak gtadkokomérkowy (pecherza moczowego) 0/1
Rak, BNO (ptuca) 0/2
Kostniakomiesak (kosci) 01
Gruczolakorak (ptuca) 0/1
Mie$niakomiesak gtadkokomadrkowy (migsnia gtadkiego) 0/1
Rak ptaskonabtonkowy (przetyku) 01
Gruczolakorak odbytnicy (przerzutowy) 0/1
Gruczolakorak (przetyku) 01
Gruczolakorak okreznicy (przerzutowy) 07
2024-10-04 8/23 1021867PL Rev C
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Liczba
dodatnich/
wszystkich

Nowotwor przypadkéw
Gruczolakorak $luzowy okreznicy (przerzutowy) 01
Czerniak 02
Nowotwor neuroendokrynny, BNO 02
Miesak, BNO 0/2
Rak niezréznicowany, BNO 0/1

Skutecznos¢ analityczna — rak sutka o niskim poziomie ekspresji
HER2

Powtarzalnos¢ i precyzja posrednia dla badania pod katem niskiego poziomu
ekspresji HER2 w aparacie BenchMark ULTRA

Do badania powtarzalnosci i precyzji posredniej wykorzystano dwadziescia cztery
przypadki raka sutka obejmujace caty zakres barwienia HER2 IHC. Badanie zostato
zaprojektowane w celu weryfikacji precyzji barwienia tkanek raka sutka przy uzycia testu
VENTANA HER2 (4B5) w nastepujacych warunkach.

Trzy partie testu VENTANA HER2 (4B5) (migdzy partiami przeciwciata)

Trzy partie zestawu uftraView DAB IHC Detection Kit (miedzy partiami zestawu
detekcyjnego)

W trzech dniach (miedzy dniami)

W trzech aparatach BenchMark ULTRA (miedzy aparatami)

Dla wszystkich warunkéw testowanych w badaniu precyzji posredniej (w ramach cyklu)
Na podstawie zagregowanych prébek kazdej prébce przypisano jedng warto§¢ modalng
na kazdy warunek badania, taki jak ,miedzy partiami przeciwciata”, ,migdzy partiami
zestawu detekcyjnego”, ,miedzy aparatami” i ,migdzy dniami”. W przypadku warunku ,w
ramach cyklu” kazda prébke poréwnywano z jej powtorzeniami dla danego cyklu.
Wszystkie preparaty zostaty za$lepione i poddane randomizacii, a nastepnie ocenione
zgodnie z kryteriami dla intensywnosci i wzoru barwienia bfony komérkowej przy uzyciu
testu VENTANA HER?2 (4B5) (Tab 5). Podsumowanie wynikéw zawiera Tab 10.

Tab 10. Powtarzalno$¢ i precyzja posrednia barwienia tkanek raka sutka z uzyciem
testu VENTANA HER2 (4B5) wraz z oceng pod katem niskiego poziomu ekspresji HER2
Powtarzalnosc/ Zgodnose o
Precyzja Typ N s  pProgentony
PPA 96/96 100.0 (96.2, 100.0)
er'ffczlmlaagam' NPA 4848 1000 | (9256,100.0)
OPA 144/144 100.0 (97.4,100.0)
PPA 93/96 96.9 (92.2,100.0)
Zﬂfgfgyjzneys;ﬁwami NPA 48/48 1000 | (92.6,100.0)
OPA 1411144 97.9 (94.4,100.0)
PPA 95/96 99.0 (96.7, 100.0)
?ngzryn\igﬁ:ﬁ% A NPA 48/48 1000 | (92.6,100.0)
OPA 143/144 99.3 (97.9, 100.0)
PPA 94/96 97.9 (93.3,100.0)
Miedzy dniami NPA 48/48 100.0 (92.6,100.0)
OPA 1421144 98.6 (95.8 100.0)
PPA 142144 98.6 (96.5, 100.0)
W ramach cyklu NPA 7272 100.0 (94.9, 100.0)
OPA 214/216 99.1 (97.7,100.0)
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Zgodnos¢

Powtarzalnos¢/
Precyzja Typ niN 4
Uwaga: Procentowa zgodno$¢ wynikéw dodatnich (PPA), procentowa zgodno$¢
wynikéw ujemnych (NPA), procentowa zgodno$¢ wszystkich wynikéw ogdtem
(OPA).
Uwaga: Dwustronny 95-procentowy przedziat ufnosci (ClI) obliczono przy uzyciu
metody percentylowej bootstrap, korzystajac z 2000 prébek typu bootstrap.
Przedziaty ufnosci dla 100-procentowej PPA, NPA i OPA obliczono przy uzyciu
metody oceny Wilsona.

Uwaga: Na potrzeby analizy badawczej oceny HER2 rdwne 0 i 3+ zgrupowano
razem jako przypadki ujemne, poniewaz zgodnie z projektem badania klinicznego
nie pozwalaly one na kwalifikacje pacjentéw do leczenia odpowiedniego dla
przypadkéw z niska ekspresjq HER2, a oceny HER2 réwne 1+ i 2+ zgrupowano
razem jako przypadki dodatnie, poniewaz zgodnie z projektem badania klinicznego
pozwalaty one na kwalifikacje pacjentéw do leczenia celowanego odpowiedniego
dla przypadkéw z niskq ekspresjq HER2.

% |95-procentowy

Badanie poréwnywania aparatéw BenchMark ULTRA, Benchmark XT i Benchmark
GX — niski poziom ekspresji HER2

Do badania precyzji po$redniej wykorzystano dziesig¢ przypadkow raka sutka
obejmujacych caty zakres barwienia HER2 IHC. Badanie zostato zaprojektowane w celu
weryfikacji precyzji barwienia tkanek raka sutka przy uzycia testu VENTANA HER2 (4B5)
wykonywanego w wielu aparatach i na wielu platformach.

Na podstawie zagregowanych prébek kazdej prébce przypisano jedng warto$¢ modalng
na kazdy z warunkéw badania. Kazda probke poréwnywano z jej powtdrzeniami dla
danego cyklu. Wszystkie preparaty zostaty zaslepione i poddane randomizacji, a
nastepnie ocenione zgodnie z kryteriami dla intensywno$ci i wzoru barwienia bfony
komoérkowej przy uzyciu testu VENTANA HER2 (4B5) (Tab 5). Podsumowanie wynikéw
zawiera Tab 11.

Tab 11. Powtarzalno$¢ i precyzja posrednia barwienia tkanek raka sutka z uzyciem
testu VENTANA HER2 (4B5) wraz z oceng pod katem niskiego poziomu ekspresji HER2
Zgodnos¢
Powtarzalnosc/ = "
Precyzja 0 -procentowy|
¥Z) Typ niN % cl
. PPA 90/90 100.0 (95.9, 100.0)
Miedzy
platformami NPA 90/90 100.0 (95.9, 100.0)
(ULTRA/GXIXT)
OPA 180/180 100.0 (97.9, 100.0)
) . PPA 30/30 100.0 (88.6, 100.0)
Miedzy aparatami
(BenchMark NPA 30/30 100.0 (88.6, 100.0)
ULTRA)
OPA 60/60 100.0 (94.0, 100.0)
PPA 30/30 100.0 (88.6, 100.0)
Miedzy aparatami
(BenchMark GX) NPA 30/30 100.0 (88.6, 100.0)
OPA 60/60 100.0 (94.0, 100.0)
PPA 30/30 100.0 (88.6, 100.0)
Miedzy aparatami
(BenchMark XT) NPA 30/30 100.0 (88.6, 100.0)
OPA 60/60 100.0 (94.0, 100.0)

Uwaga: Procentowa zgodno$¢ wynikow dodatnich (PPA), procentowa zgodno$é
wynikéw ujemnych (NPA), procentowa zgodno$¢ wszystkich wynikéw ogdtem
(OPA).

Uwaga: Dwustronny 95-procentowy przedziat ufnosci (CI) obliczono przy uzyciu
metody percentylowej bootstrap, korzystajac z 2000 probek typu bootstrap.
Przedziaty ufnosci dla 100-procentowej PPA, NPA i OPA obliczono przy uzyciu
metody oceny Wilsona.
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Zgodnos¢

Powtarzalnos$¢/

Precyzja Typ niN =

Uwaga: Na potrzeby analizy badawczej oceny HER2 rdwne 0 i 3+ zgrupowano
razem jako przypadki ujemne, poniewaz zgodnie z projektem badania klinicznego
nie pozwalaly one na kwalifikacje pacjentéw do leczenia odpowiedniego dla
przypadkéw z niska ekspresjq HER2, a oceny HER2 réwne 1+ i 2+ zgrupowano
razem jako przypadki dodatnie, poniewaz zgodnie z projektem badania klinicznego
pozwalaty one na kwalifikacje pacjentéw do leczenia celowanego odpowiedniego
dla przypadkéw z niska ekspresjq HER2.

% |95-procentowy

Precyzja badacza dla badania pod katem niskiego poziomu ekspresji HER2 w
aparacie BenchMark ULTRA

Okreslono precyzje badacza oraz precyzjg miedzy badaczami poprzez ocene zgodnosci
statuséw wskazujacych na niski poziom ekspresji HER2 wyznaczonych przez trzech
badaczy (precyzja miedzy badaczami) oraz przez poszczegélnych badaczy (precyzja
badacza). Do badania wykorzystano 100 przypadkéw raka sutka obejmujacych caty
zakres barwienia HER2 IHC. Probki zostaty zaslepione i poddane randomizacji, a
nastepnie ocenione pod katem niskiego poziomu ekspresji HER2 zgodnie ze wzorem
barwienia blony komérkowej przy uzyciu testu VENTANA HER2 (4B5) (Tab 5). Badacze
oceniali wszystkie probki dwukrotnie, a odstep miedzy odczytami wynosit co najmniej dwa
tygodnie. Tab 12 przedstawia podsumowanie zgodnosci wynikoéw okreslanych w
badaniach precyzji badacza oraz precyzji miedzy badaczami.

Tab12. Precyzja badacza i precyzja migdzy badaczami dla barwienia z uzyciem testu
VENTANA HER?2 (4B5) wraz z oceng pod katem niskiego poziomu ekspresji HER2
Zgodnos¢
Precyzja Typ N % 95-pro<(::7ntowy
APA 312/333 93.7 (90.9, 96.4)
Badacza ANA 246/267 92.1 (88.0, 95.6)
OPA 279/300 93.0 (90.0, 96.0)
APA 300/332 90.4 (85.8,94.3)
Miedzy badaczami ANA 236/268 88.1 (82.1,93.0)
OPA 268/300 89.3 (84.7,94.0)

Uwaga: Srednia zgodno$é wynikéw dodatnich (APA), $rednia zgodnos$é wynikow
ujemnych (ANA), procentowa zgodno$¢ wszystkich wynikéw ogdtem (OPA).
Uwaga: Dwustronny 95-procentowy przedziat ufnosci (Cl) obliczono przy uzyciu
metody percentylowej bootstrap, korzystajac z 2000 prébek typu bootstrap.

Uwaga: Na potrzeby analizy badawczej oceny HER2 réwne 0 i 3+ zgrupowano
razem jako przypadki ujemne, poniewaz zgodnie z projektem badania klinicznego nie
pozwalaty one na kwalifikacje pacjentéw do leczenia odpowiedniego dla przypadkow
z niskq ekspresja HER2, a oceny HER2 réwne 1+ i 2+ zgrupowano razem jako
przypadki dodatnie, poniewaz zgodnie z projektem badania klinicznego pozwalaty one
na kwalifikacje pacjentéw do leczenia celowanego odpowiedniego dla przypadkéw z
niskq ekspresjq HER2.

Badanie odtwarzalno$ci miedzylaboratoryjnej podczas oceny pod katem niskiego
poziomu ekspresji HER2 przy uzyciu aparatu BenchMark ULTRA

Przeprowadzono badanie odtwarzalno$ci migdzylaboratoryjnej z uzyciem testu VENTANA
HER2 (4B5) w celu wykazania odtwarzalnosci testu wykonywanego w celu okreslenia
statusu niskiego poziomu ekspresji HER2 w przypadkach raka sutka. W badaniu
wykorzystano 28 archiwalnych prébek tkanek FFPE raka sutka, z ktérych usunigto dane
identyfikacyjne, a nastepnie barwiono w trzech aparatach BenchMark ULTRA kazdego
dnia w ciggu pieciu nienastepujacych bezposrednio po sobie dni w okresie 20 dni w trzech
zewnetrznych laboratoriach. Probki reprezentowaty zakres barwienia przy uzyciu testu
VENTANA HER2 (4B5).

Kazdy zestaw 5 wybarwionych preparatéw przypadajacy na probke oraz na dzien
barwienia zostat poddany randomizaciji i oceniony wzgledem statusu niskiego poziomu
ekspresji HER2 przez tacznie 6 badaczy (2 badaczy na o$rodek). Wyniki dotyczace
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statusu niskiego poziomu ekspresji HER2 uzyskane dla probek przez wszystkich badaczy,
we wszystkich osrodkach i dniach zostaty potaczone i przeanalizowane, a nastepnie
poréwnane z warto$ciami modalnymi uzyskanymi przez badaczy dla tych samych probek
w celu okre$lenia ogdlnej odtwarzalno$ci wynikéw dotyczacych statusu niskiego poziomu
ekspresji HER2. Podsumowanie zgodnosci wynikéw wszystkich obserwaciji mozliwych do
oceny pod katem niskiej ekspres;ji biatka HER2 przy uzyciu wartosci modalnych
uzyskanych przez badaczy na poziomie probki jako odniesienia przedstawia Tab 13.

Tab 13. Odtwarzalno$¢ miedzylaboratoryjna zgodnosci wszystkich wynikéw ogétem dla
barwienia z uzyciem testu VENTANA HER2 (4B5) wraz z oceng pod katem niskiego
poziomu ekspresji HER2

Odtwarzalno$¢ Zgodnogé
miedzylaboratoryjna|  Typ N % 95-prog¢|entowy

PPA 407/416 97.8 (96.2,99.3)

Ogotem 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)

W obrebie osrodka 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)

Badacza NPA 416/418 99.5 (98.8, 100.0)
OPA 823/834 98.7 (97.7,99.4)

Uwaga: Procentowa zgodnos$¢ wynikéw dodatnich (PPA), procentowa zgodno$é
wynikéw ujemnych (NPA), procentowa zgodno$¢ wszystkich wynikéw ogdtem
(OPA).

Uwaga: Dwustronne 95-procentowe Cl obliczono przy uzyciu metody percentylowej
bootstrap, korzystajac z 2000 powtorzen.

Uwaga: Na potrzeby analizy badawczej oceny HER2 réwne 0 i 3+ zgrupowano
razem jako przypadki ujemne, poniewaz zgodnie z projektem badania klinicznego
nie pozwalaly one na kwalifikacje pacjentoéw do leczenia odpowiedniego dla
przypadkéw z niska ekspresjq HER2, a oceny HER2 réwne 1+ i 2+ zgrupowano
razem jako przypadki dodatnie, poniewaz zgodnie z projektem badania klinicznego
pozwalaty one na kwalifikacje lub potencjalng kwalifikacje pacjentéw do leczenia
celowanego odpowiedniego dla przypadkow z niska ekspresjg HER2.

Dodatkowo uzyskane statusy niskiej ekspresji biatka HER2 poréwnywano parami miedzy
o$rodkami, badaczami i dniami. Podsumowanie wynikow tego badania zawiera Tab 14.
Uzyskane dane wskazujg na odtwarzalno$¢ testu w 5 dniach i 3 orodkach oraz wérod 6
badaczy.

Tab 14.  Zgodno$¢ poréwnywanych parami wynikéw w ramach badania odtwarzalno$ci
miedzylaboratoryjnej dla barwienia z uzyciem testu VENTANA HER2 (4B5) wraz z oceng,
pod katem niskiego poziomu ekspresji HER2

Odtwarzalnos$¢ Zgodnose
miedzylaboratoryjna|  Typ N % 95'P’°g‘l*"t°wy
APA 7884/8102 97.3 (95.4,98.8)
Migdzy o$rodkami ANA 8240/8458 974 (95.7,98.8)
OPA 8062/8280 974 (95.5, 98.8)
APA 398/409 97.3 (95.4,98.8)
Miedzy badaczami ANA 414/425 97.4 (95.6, 98.8)
OPA 406/417 974 (95.5, 98.8)
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Zgodnos¢
Odtwarzalno$¢
miedzylaboratoryjna|  Typ nIN % 95'P"°‘é‘l*"t°wy
APA 1580/1620 97.5 (95.9, 98.9)
Miedzy dniami ANA 1652/1692 97.6 (96.2, 98.9)
OPA 1616/1656 97.6 (96.1, 98.9)

Uwaga: Srednia zgodno$¢ wynikéw dodatnich (APA), $rednia zgodno$¢ wynikow
ujemnych (ANA), procentowa zgodno$¢ wszystkich wynikow ogétem (OPA).
Uwaga: Dwustronne 95-procentowe Cl obliczono przy uzyciu metody percentylowej
bootstrap, korzystajac z 2000 powtorzen.

Uwaga: Na potrzeby analizy badawczej oceny HER2 réwne 0 i 3+ zgrupowano
razem jako przypadki ujemne, poniewaz zgodnie z projektem badania klinicznego
nie pozwalaly one na kwalifikacje pacjentéw do leczenia odpowiedniego dla
przypadkéw z niska ekspresjq HER2, a oceny HER2 réwne 1+ i 2+ zgrupowano
razem jako przypadki dodatnie, poniewaz zgodnie z projektem badania klinicznego
pozwalaty one na kwalifikacje pacjentow do leczenia celowanego odpowiedniego
dla przypadkoéw z niskq ekspresjq HER2.

Skutecznos$¢ analityczna — przypadki tkanek sutka o niskim
poziomie ekspresji HER2

Zgodnos¢ migdzy aparatami BenchMark ULTRA i BenchMark ULTRA PLUS — niski
poziom ekspresji HER2

W badaniu zgodnosci wzigty udziat trzy laboratoria w celu oceny réwnowaznosci
skuteczno$ci aparatéw BenchMark ULTRA i BenchMark ULTRA PLUS. W przypadku
analizy statystycznej niskich pozioméw ekspresji HER2 160 (80 dodatnich i 80 ujemnych
przypadkéw, w tym 16 przypadkéw granicznych) przypadkéw zostato wstepnie wybranych
do analizy przed odczytami patomorfologéw. Preparaty tkankowe przygotowane ze
wszystkich przypadkow wybarwiono przy uzyciu odczynnika do kontroli ujemnej i testu
VENTANA HER?2 (4B5) w wewngtrznym laboratorium firmy Roche. Zastosowano aparat
BenchMark ULTRA i zalecany protokdt barwienia. Niewybarwione preparaty tkankowe ze
wszystkich przypadkow zostaty poddane randomizacii i podzielone na zestawy o takiej
samej liczebnosci w celu wybarwienia w aparacie BenchMark ULTRA PLUS przy uzyciu
zalecanego protokotu barwienia VENTANA HER2 (4B5). W kazdym z o$rodkéw jeden
badacz, ktory nie znat statuséw przypadkéw, oceniat preparaty wybarwione w aparacie
BenchMark ULTRA PLUS i ustalat status biatka HER2 (4B5). Wyniki zostaty
przeanalizowane przez firme Roche. Podsumowanie wynikéw zawiera Tab 15.

Tab 15. Warto$ci zgodnosci statusow niskiego poziomu ekspresii biatka HER2,
rozpatrywanych zbiorczo; dla przypadkéw wybarwionych przy uzyciu testu VENTANA
HER?2 (4B5) w aparatach BenchMark ULTRA i BenchMark ULTRA PLUS.

BenchMark ULTRA
Badacz Badacz Badacz Badacz
Roche = Roche = Roche = Roche =
BenchMark | ik wynik wynik wynik
ULTRA dodatni, dodatni, ujemny, ujemny, Lacznie
PLUS badacz badacz badacz badacz 2
zewnetrzn | zewnetrzn | zewnetrzn | zewnetrzn
y = wynik y = wynik y = wynik y = wynik
dodatni ujemny dodatni ujemny
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)

Uwaga: PPA = procentowa zgodno$¢ wynikéw dodatnich; NPA = procentowa
zgodno$¢ wynikéw ujemnych; OPA = procentowa zgodno$¢ wszystkich wynikow
ogotem.

Uwaga: Dwustronne 95-procentowe Cl obliczono przy uzyciu metody percentylowej
bootstrap, korzystajac z 2000 powtérzen wybranych ze stratyfikacjg wedtug grup
kwalifikacyjnych ocen IHC.

Uwaga: Podczas zbiorczej analizy zgodno$ci uwzgledniono wszystkie przypadki oraz
wszystkie odczyty badaczy oceniajacych wyniki barwienia w aparacie ULTRA PLUS.

Uwaga: Na potrzeby analizy badawczej oceny HER2 réwne 0 i 3+ zgrupowano
razem jako przypadki ujemne, poniewaz nie kwalifikowaty sie do badania klinicznego
dotyczacego raka sutka o niskim poziomie ekspresji HER2. Oceny HER2 réwne 1+ i
2+ zgrupowano razem jako przypadki dodatnie, poniewaz kwalifikowaty sig lub
potencjalnie kwalifikowaly si¢ do badania klinicznego.

Badanie odtwarzalnosci miedzylaboratoryjnej aparatu BenchMark
ULTRA PLUS — niski poziom ekspresji HER2

Przeprowadzono badanie odtwarzalno$ci migdzylaboratoryjnej z uzyciem testu VENTANA
HER?2 (4B5) w celu wykazania odtwarzalnosci testu wykonywanego w celu okreslenia
statusu niskiego poziomu ekspresji HER2 w przypadkach raka sutka.

W badaniu wykorzystano 28 archiwalnych prébek tkanek FFPE raka sutka, z ktérych
usunigto dane identyfikacyjne, a nastepnie barwiono w trzech aparatach BenchMark
ULTRA PLUS kazdego dnia w ciagu pigciu nienastepujacych bezposrednio po sobie dni w
okresie 20 dni w trzech zewnetrznych laboratoriach. Prébki reprezentowaty zakres
barwienia przy uzyciu testu VENTANA HER2 (4B5).

Kazdy zestaw 5 wybarwionych preparatéw przypadajacy na probke oraz na dzien
barwienia zostat poddany randomizacji i oceniony wzgledem statusu niskiego poziomu
ekspresji HER2 przez tacznie 6 badaczy (2 badaczy na o$rodek). Wyniki dotyczace

statusu niskiego poziomu ekspresji HER2 uzyskane dla probek przez wszystkich badaczy,
BenchMark ULTRA we wszystkich osrodkach i dniach zostaty potaczone i przeanalizowane, a nastepnie
Badacz Badacz Badacz Badacz poréwnane z warto$ciami modalnymi uzyskanymi przez badaczy dla tych samych probek
Roche = Roche = Roche = Roche = w celu okreslenia ogdinej odtwarzalnosci wynikéw dotyczacych statusu niskiego poziomu
BenchMark |y ik wynik wynik wynik ekspresji HER2. Podsumowanie zgodnosci wynikéw wszystkich obserwacji mozliwych do
ULTRA | dodatni, dodatni, ujemny, ujemny, Lacanie | ©°6NY Pod katem niskie] ekspresi biatka HER? przy uzyciu wartosci modalnych
PLUS badacz badacz badacz badacz CGZIIE uzyskanych przez badaczy na poziomie probki jako odniesienia przedstawia Tab 16.
zewnetrzn | zewnetrzn | zewnetrzn | zewnetrzn Tab 16. Odtwarzalno$¢ miedzylaboratoryjna zgodnosci wszystkich wynikow ogdtem dla
y=wynik | y=wynik [ y=wynik | y=wynik barwienia tkanek raka sutka z uzyciem testu VENTANA HER?2 (4B5) wraz z oceng pod
dodatni ujemny dodatni ujemny katem niskiego poziomu ekspresji HER2
Wynik 272 13 25 11 321 .,
dodatni Zgodnos¢
- Odtwarzalnos¢
Wynik 8 9 2 298 37 miedzylaboratoryjna 95-
ujemny Typ n/IN % procentowy
tacznie 280 22 27 309 638 c
Odsetek 97.1 5.1 926 36 Nd. . PPA 4077420 %9 | (936,993)
wynikc’)w (272/280) (13/22) (25/27) (1 1/309) Analiza NPA 405/420 96.4 (92 2100 0)
dodatnich, pierwszorzedowa/ogdtem . -
% (n/N) OPA 812/840 96.7 (94.0,98.9)
n/N | % (95-procentowy Cl) PPA 407/420 96.9 (93.6,99.3)
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Zgodnos¢

Odtwarzalnosé %

miedzylaboratoryjna -
Typ niN % procentowy

cl
Stratyfikacja wediug NPA 405/420 96.4 (92.2,100.0)
osrodka OPA 812/840 9.7 (94.0,98.9)
PPA 412/425 96.9 (94.8,98.7)
Stratyfikacia wedlug NPA 405/415 976 | (94.9,100.0)

badacza

OPA 817/840 97.3 (95.2,98.9)

Uwaga: Dwustronne 95-procentowe Cl obliczono przy uzyciu metody percentylowej
bootstrap, korzystajac z 2000 powtérzen wybranych ze stratyfikacjq wedtug grup
kwalifikacyjnych ocen przypadkow.

Uwaga: Na potrzeby analizy badawczej oceny HER2 réwne 0 i 3+ zgrupowano
razem jako przypadki ujemne, poniewaz nie kwalifikowaty sie do badania klinicznego
dotyczacego raka sutka o niskim poziomie ekspresji HER2. Oceny HER2 réwne 1+ i
2+ zgrupowano razem jako przypadki dodatnie, poniewaz kwalifikowaty sig lub
potencjalnie kwalifikowaly si¢ do badania klinicznego.

Dodatkowo uzyskane statusy HER2 (4B5) poréwnywano parami miedzy osrodkami,
badaczami i dniami. Zgodnie z danymi, ktére przedstawia Tab 17, wyniki testu byty
odtwarzalne w 5 dniach i 3 o$rodkach oraz wérod 6 badaczy.

Tab 17. Odtwarzalno$¢ migdzylaboratoryjna zgodno$ci wynikéw poréwnywanych
parami dla barwienia tkanek raka sutka z uzyciem testu VENTANA HER2 (4B5) wraz z
oceng pod katem niskiego poziomu ekspresji HER2.

Zgodnosé

migidzt)\/‘r:l:f;mzfyéjna 95-
Typ niN % procentowy

cl
APA 7982/8440 94.6 (90.3,97.9)
Migdzy osrodkami 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)
Migdzy badaczami ANA 398/418 95.2 (91.8,98.1)
OPA 400/420 95.2 (91.9,98.1)
APA 1608/1688 95.3 (91.5,98.2)
Migdzy dniami ANA 1592/1672 95.2 (91.8,98.2)
OPA 1600/1680 95.2 (91.8,98.2)

Uwaga: Dwustronne 95-procentowe Cl obliczono przy uzyciu metody percentylowej
bootstrap, korzystajac z 2000 powtorzen wybranych ze stratyfikacjg wedtug grup
kwalifikacyjnych ocen przypadkéw.

Uwaga: Na potrzeby analizy badawczej oceny HER2 réwne 0 i 3+ zgrupowano
razem jako przypadki ujemne, poniewaz nie kwalifikowaty sie do badania klinicznego
dotyczacego raka sutka o niskim poziomie ekspresji HER2. Oceny HER2 réwne 1+ i
2+ zgrupowano razem jako przypadki dodatnie, poniewaz kwalifikowaty sig lub
potencjalnie kwalifikowaty si¢ do badania klinicznego.

Skutecznos¢ analityczna — przypadki tkanek sutka HER2-dodatnie
Zgodno$¢ miedzy aparatami BenchMark ULTRA i BenchMark ULTRA PLUS —
status HER2-dodatni

W badaniu zgodnosci wzigty udziat trzy laboratoria w celu oceny réwnowaznosci
skuteczno$ci aparatéw BenchMark ULTRA i BenchMark ULTRA PLUS. Na potrzeby
analizy statuséw HER2-dodatnich oceny HER2 IHC wynoszace 2+ lub 3+ definiowano
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jako HER2-dodatnie, natomiast oceny wynoszace 0 lub 1+ definiowano jako HER2-
ujemne. W przypadku analizy statystycznej statusow HER2-dodatnich 160 (80 dodatnich i
80 ujemnych przypadkow, w tym 16 przypadkéw granicznych) przypadkéw zostato
wstepnie wybranych do analizy przed odczytami patomorfologéw. Preparaty tkankowe
przygotowane ze wszystkich przypadkéw wybarwiono przy uzyciu odczynnika do kontroli
ujemne;j i testu VENTANA HER2 (4B5) w wewnetrznym laboratorium firmy Roche.
Zastosowano aparat BenchMark ULTRA i zalecany protokét barwienia. Niewybarwione
preparaty tkankowe ze wszystkich przypadkéw zostaty poddane randomizaciji i podzielone
na zestawy o takiej samej liczebno$ci w celu wybarwienia w aparacie BenchMark ULTRA
PLUS przy uzyciu zalecanego protokotu barwienia VENTANA HER2 (4B5). W kazdym z
osrodkdw jeden badacz, ktory nie znat statuséw przypadkéw, oceniat preparaty
wybarwione w aparacie BenchMark ULTRA PLUS i ustalat status biatka HER2 (4B5).
Wyniki zostaly przeanalizowane przez firmg Roche. Podsumowanie wynikow zawiera
Tab 18.

Tab 18. Wartosci zgodnosci statusow HER2-dodatnich, rozpatrywanych zbiorczo; dla

przypadkéw wybarwionych przy uzyciu testu VENTANA HER2 (4B5) w aparatach
BenchMark ULTRA i BenchMark ULTRA PLUS.

BenchMark ULTRA
Badacz Badacz Badacz Badacz
Roche = Roche = Roche = Roche =
BenchMark | ik wynik wynik wynik
ULTRA dodatni, dodatni, ujemny, ujemny, Lacznie
PLUS badacz badacz badacz badacz 2
zewnetrzn | zewnetrzn | zewnetrzn | zewnetrzn
y = wynik y = wynik y = wynik y = wynik
dodatni ujemny dodatni ujemny
Wynik 245 18 11 13 287
dodatni
Wynik 6 13 5 327 351
ujemny
tacznie 251 31 16 340 638
Odsetek 97.6 58.1 68.8 3.8 Nd.
wynikow (245/251) (18/31) (11/16) (13/340)
dodatnich,
% (n/N)
n/N % (95-procentowy Cl)
PPA (263/282) 93.3 (89.3, 96.6)
NPA (332/356) 93.3 (89.7, 96.5)
OPA (595/638) 93.3 (90.8, 95.6)

Uwaga: Dwustronne 95-procentowe Cl obliczono przy uzyciu metody percentylowej
bootstrap, korzystajac z 2000 powtérzen wybranych ze stratyfikacjg wedtug grup
kwalifikacyjnych ocen IHC (0, 1+, 2+, 3+).

Uwaga: Podczas zbiorczej analizy zgodnosci uwzgledniono wszystkie przypadki oraz
wszystkie odczyty badaczy oceniajacych wyniki barwienia w aparacie ULTRA PLUS.
Uwaga: PPA = procentowa zgodno$¢ wynikéw dodatnich; NPA = procentowa
zgodno$¢ wynikéw ujemnych; OPA = procentowa zgodno$¢ wszystkich wynikow
ogotem.

Badanie odtwarzalnosci miedzylaboratoryjnej aparatu BenchMark
ULTRA PLUS — status HER2-dodatni

Przeprowadzono badanie odtwarzalno$ci migdzylaboratoryjnej z uzyciem testu VENTANA
HER2 (4B5) w celu wykazania odtwarzalnosci testu wykonywanego w celu okreslenia
statusu HER2-dodatniego w przypadkach raka sutka. W badaniu wykorzystano 28
archiwalnych prébek tkanek FFPE raka sutka, z ktérych usunieto dane identyfikacyjne, a
nastepnie barwiono w trzech aparatach BenchMark ULTRA PLUS kazdego dnia w ciagu
pieciu nienastepujacych bezposrednio po sobie dni w okresie 20 dni w trzech
zewnetrznych laboratoriach. Probki reprezentowaty zakres barwienia przy uzyciu testu
VENTANA HER2 (4B5).

Kazdy zestaw 5 wybarwionych preparatéw przypadajacy na probke oraz na dzien
barwienia zostat poddany randomizacji i oceniony wzgledem statusu HER2-dodatniego
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przez tacznie 6 badaczy (2 badaczy na osrodek). Wyniki dotyczace statusu HER2-
dodatniego uzyskane dla probek przez wszystkich badaczy, we wszystkich osrodkach i
dniach zostaly potaczone i przeanalizowane, a nastepnie poréwnane z warto$ciami
modalnymi uzyskanymi przez badaczy dla tych samych probek w celu okre$lenia ogdinej
odtwarzalnosci wynikow dotyczacych statusu HER2-dodatniego. Podsumowanie
zgodnosci wynikéw wszystkich obserwacji mozliwych do oceny pod katem statusu HER2-
dodatniego przy uzyciu warto$ci modalnych uzyskanych przez badaczy na poziomie
probki jako odniesienia przedstawia Tab 19.

Tab 19. Odtwarzalno$¢ migdzylaboratoryjna zgodnosci wszystkich wynikéw ogétem dla
barwienia tkanek raka sutka z uzyciem testu VENTANA HER?2 (4B5) wraz z oceng pod
katem statusu HER2-dodatniego.

Zgodnos¢
Odtwarzalnos¢
migdzylaboratoryjna 95-
Typ nIN % procentowy
cl
PPA 4111420 97.9 (95.7, 99.5)
_ Analiza NPA 4101420 976 | (943, 100.0)
pierwszorzgdowal/ogétem
OPA 821/840 977 (96.0,99.3)
PPA 4111420 979 (95.7,99.5)
Stratyfikacja wediug NPA 410/420 97.6 (94.3, 100.0)
o$rodka
OPA 821/840 977 (96.0,99.3)
PPA 413/420 983 (96.9, 99.5)
Stratyfikacja wedtug NPA 4121420 981 | (95.8,100.0)
badacza
OPA 825/840 98.2 (96.9,99.4)

Uwaga: Dwustronne 95-procentowe Cl obliczono przy uzyciu metody percentylowej
bootstrap, korzystajac z 2000 powtérzen wybranych ze stratyfikacjg wedtug grup
kwalifikacyjnych ocen przypadkéw.

Uwaga: Na potrzeby analizy badawczej oceny HER2 IHC réwne 0 i 1+ zgrupowano
razem jako przypadki ujemne, a oceny HER2 IHC réwne 2+ i 3+ zgrupowano razem
jako przypadki dodatnie.

Dodatkowo uzyskane statusy HER2 (4B5) pordwnywano parami migdzy osrodkami,
badaczami i dniami. Zgodnie z danymi, ktore przedstawia Tab 20, wyniki testu byty
odtwarzalne w 5 dniach i 3 o$rodkach oraz wérdd 6 badaczy.

Tab 20. Odtwarzalno$¢ miedzylaboratoryjna zgodnosci wynikéw poréwnywanych
parami dla barwienia tkanek raka sutka z uzyciem testu VENTANA HER2 (4B5) wraz z
oceng pod katem statusu HER2-dodatniego.

Zgodnos¢
Odtwarzalnos¢ %
miedzylaboratoryjna -
Typ niN % procentowy
cl

Uwaga: Dwustronne 95-procentowe Cl obliczono przy uzyciu metody percentylowej
bootstrap, korzystajac z 2000 powtérzen wybranych ze stratyfikacjg wedtug grup
kwalifikacyjnych ocen przypadkéw.

Uwaga: Na potrzeby analizy badawczej oceny HER2 IHC réwne 0 i 1+ zgrupowano
razem jako przypadki ujemne, a oceny HER2 IHC réwne 2+ i 3+ zgrupowano razem
jako przypadki dodatnie.

Charakterystyka wynikéw uzyskanych w aparacie BenchMark ULTRA przy uzyciu
zestawu iVIEW DAB Detection Kit lub u/traView Universal DAB Detection Kit

Miedzylaboratoryjna odtwarzalno$¢ barwienia i odtwarzalno$¢ pomiedzy dniami w
aparacie BenchMark ULTRA: W badaniu odtwarzalno$ci miedzylaboratoryjnej wzigty
udziat trzy laboratoria z réznych instytuciji na terenie Standw Zjednoczonych. Preparaty
cietych skrawkow tkanek FFPE z 48 przypadkow inwazyjnego raka sutka [12 przypadkow
na kazda kategorie oceniania HER2 (0, 1+, 2+, 3+)] i 1 pare preparatéw PATHWAY
HER-2 4 in 1 Control Slides na kazdy z 12 cykldw barwienia dostarczono do o$rodkéw
badawczych w celu wybarwienia w aparacie BenchMark ULTRA przy uzyciu zalecanego
protokotu barwienia i zestawu uftraView Universal DAB Detection Kit. Jako kontroli
uzywano preparatow PATHWAY HER-2 4 in 1 Control Slides oraz drugiego preparatu z
kazdego przypadku wybarwionego odczynnikiem ujemnym pod wzgledem immunoglobulin
(Ig). Patomorfolodzy, nieznajacy statusu przypadku, zbadali preparaty oraz przypisali
kazdemu z nich ocene kliniczna (1. 0, 1+, 2+, 3+). Wyniki zostaly przeanalizowane przez
firme Ventana. Uzywajac standardowej nomenklatury dla tabel 2x2, $rednig zgodno$¢
wynikéw dodatnich (APA) miedzy osrodkami obliczono ze wzoru [2a/(2a+b+c)], a $rednig,
zgodno$¢ wynikéw ujemnych (ANA) obliczono ze wzoru [2d/(2d+b+c)]. Gdy wzieto pod
uwage wszystkie osrodki, warto$¢ APA miedzy o$rodkami obliczona na podstawie oceny
klinicznej (dodatnia, ujemna) wynosita 90.0% (108/120), a warto$¢ ANA 92.9% (156/168).
W przypadku poréwnania o$rodkéw parami wartos¢ APA zostata obliczona ze wzoru
al(a+c), a warto$¢ ANA ze wzoru d/(b+d). Wartosci APA miedzy osrodkami wynosity
odpowiednio 93.0% (40/43), 87.2% (34/39) i 89.5% (34/38) dla nastepujacych par:
o$rodek A — o$rodek B, osrodek A — osrodek C i oérodek B — osrodek C. Wartosci ANA
migdzy o$rodkami wynosity odpowiednio 94.3% (50/53), 91.2% (52/57) i 93.1% (54/58)
dla nastepujacych par: osrodek A — o$rodek B, osrodek A — osrodek C i o$rodek B —
osrodek C.

Ponizsze tabele przedstawiajg wyniki analizy 3x3 uzyskane dla kazdego badacza. Analize
przeprowadzono, opierajac si¢ na ocenie klinicznej, w ktérej oceny 2+ i 3+ byly
rozpatrywane oddzielnie.

Tab 21. Analiza 3x3 warto$ci zgodno$ci miedzylaboratoryjnej dla osrodkéw AiB —
przy uzyciu klonu 4B5 z zestawem u/traView Universal DAB Detection Kit w aparacie
BenchMark ULTRA.

Zgodnos¢ Osrodek B
Odtwarzalnos¢ Osrodek A 3+ 2+ 0,1+ Lacznie
miedzylaboratoryjna 95-
Typ nIN % procentowy 3+ 12 2 0 14
: 2 0 6 2 8
APA 8074/8420 95.9 (92.8, 98.6) 0.1+ 0 1 25 26
Migdzy osrodkami ANA | 8034/8380 | 959 | (925,98.7) Lacznie m S 27 18
OPA 8054/8400 95.9 (92.7, 98.6) Procentowa zgodno$¢ wszystkich wynikoéw ogétem 43/48 (89.6) (77.8-95.5)
APA 402/421 95.5 (92.0,98.6) (OPA): niN (%) (95-procentowy Cl) ST
Migdzy badaczami ANA 400/419 95.5 (91.6,98.6) | Tab22. Analiza 3x3 wartosci zgodnosci miedzylaboratoryjnej dia osrodkow A i C —
przy uzyciu klonu 4B5 z zestawem u/traView Universal DAB Detection Kit w aparacie
OPA 401/420 95.5 (91.9, 98.6) BenchMark ULTRA.
APA 1634/1684 97.0 (95.0, 98.9) 0Osrodek C
Miedzy dniami ANA 1626/1676 97.0 (94.8,98.9) Osrodek A 3+ 2+ 0,1+ Lacznie
OPA 1630/1680 97.0 (95.0, 98.9) 34 12 y y 14
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3x3 wartosci zgodnosci miedzy platformami dla kazdego badacza obliczonych na
podstawie oceny klinicznej (0/1+, 2+, 3+) przedstawiajq tabele ponizej.

Tab 24. Analiza 3x3 wartosci zgodnosci miedzy platformami w aparatach BenchMark
ULTRA i BenchMark XT — badacz A.

Osrodek C
Osrodek A 3+ 2+ 0,1+ tacznie
2+ 0 4 4 8
0, 1+ 0 0 26 26
tacznie 12 5 31 48
T ' 42M(@15153-041

Tab 23. Analiza 3x3 wartosci zgodno$ci migdzylaboratoryjnej dla osrodkéw B i C —
przy uzyciu klonu 4B5 z zestawem u/traView Universal DAB Detection Kit w aparacie
BenchMark ULTRA.

Aparat BenchMark ULTRA Aparat BenchMark XT
Badacz A 3+ 2+ 0,1+ tacznie
3+ 84 1 1 96
2+ 8 28 9 45
0, 1+ 4 8 114 126
tacznie 96 47 124 267
Procentowa zgodno$¢ wszystkich wynikow 226/267 (84.6) (79.8-88.5)
ogotem: n/N (%) (95-procentowy CI)

Osrodek C
Osrodek B 3+ 2+ 0,1+ tacznie
3+ 12 0 0 12
2+ 0 5 4 9
0, 1+ 0 0 27 27
tacznie 12 5 31 48
ok w15 0170045

Odtwarzalno$¢ barwienia miedzy dniami w aparacie BenchMark ULTRA

Czg$¢ badania dotyczaca odtwarzalno$ci migdzy dniami (IDR) obejmowata 12
przypadkow, wérdd ktdrych po okoto trzy (3) przypadki miaty przypadac na kazda ocene
kliniczng (0, 1+, 2+, 3+). W sumie w ramach czesci badania dotyczacej odtwarzalnosci
miedzy dniami (IDR) przeprowadzono 5 cykléw barwienia w aparacie BenchMark ULTRA
w jednym o$rodku (o$rodek C) w nienastepujacych po sobie dniach w ciggu minimum 20
dni. Warto$ci APA i ANA uzyskane w cze$ci badania dotyczacej IDR i obliczone na
podstawie oceny klinicznej barwienia klonem 4B5 w o$rodku C we wszystkich dniach
wynosity po 100%. Warto$¢ procentowej zgodnosci wszystkich wynikéw ogétem (OPA) dla
poréwnan migdzy dniami obliczona na podstawie ocen klinicznych wynosita 100% dla
kazdego poréwnania miedzy dniami oraz dla wszystkich dni tacznie.

Badanie poréwnywania aparatéw BenchMark ULTRA i BenchMark XT

W badaniu poréwnywania platform wziety udziat dwa laboratoria wykonujace barwienia i
trzy os$rodki dokonujace odczytéw znajdujace sie na terenie Stanéw Zjednoczonych.
Preparaty cietych skrawkow tkanek FFPE z 280 przypadkéw inwazyjnego raka sutka
[okoto 70 przypadkéw z kazdej kategorii oceniania HER2 (0, 1+, 2+, 3+)] dostarczono
losowo do dwdch osrodkéw wykonujacych barwienia (140 przypadkéw na osrodek) w celu
wybarwienia w aparatach BenchMark XT i BenchMark ULTRA przy uzyciu odpowiednich
zalecanych protokotéw barwienia i zestawu u/traView Universal DAB Detection Kit. Jako
kontroli uzywano preparatéw PATHWAY HER-2 4 in 1 Control Slides oraz drugiego
preparatu z kazdego przypadku wybarwionego odczynnikiem ujemnym pod wzgledem
immunoglobulin (Ig). Wybarwione przypadki z osrodka 1 i o$rodka 2 rozdzielono na cztery
zestawy preparatow, a nastepnie kazdy zestaw pojedynczo dostarczono do trzech
réznych wykwalifikowanych badaczy (patomorfologéw); jednego badacza w osrodku 1,
jednego w o$rodku 2 i jednego w o$rodku 3. Patomorfolodzy, nieznajacy statusu
przypadku oraz platformy wykorzystanej do barwienia, zbadali wszystkie cztery zestawy
preparatow, a nastepnie kazdemu przypadkowi przypisali ocene kliniczna (tj. 0, 1+, 2+,
3+). Wyniki zostaly przeanalizowane przez firme Ventana. Wartosci PPA (i dolna granica
dwustronnych 95-procentowych przedziatéw ufnosci) dla barwienia przy uzyciu klonu 4B5
przeciwciata w poréwnywanych aparatach BenchMark ULTRA i BenchMark XT obliczone
na podstawie poréwnania ocen Klinicznych (dodatnich i ujemnych) wynosity odpowiednio
91.6% (85.9), 91.2% (85.3) i 94.9% (89.3) dla badaczy A, B i C. Warto$ci NPA (i dolna
granica dwustronnych 95-procentowych przedziatoéw ufnosci) dla barwienia przy uzyciu
klonu 4B5 przeciwciata w porownywanych aparatach BenchMark ULTRA i BenchMark XT
obliczone na podstawie poréwnania ocen klinicznych (dodatnich i ujemnych) wynosity
odpowiednio 91.9% (85.8), 93.8% (88.3) i 99.3% (96.3) dla badaczy A, B i C. Wartosci
OPA dla barwienia przy uzyciu klonu 4B5 w porownywanych aparatach BenchMark
ULTRA i BenchMark XT obliczone na podstawie analizy 2x2 ocen klinicznych (dodatnich i
ujemnych) wynosity odpowiednio 91.8%, 92.5% i 97.4% dla badaczy A, B i C. Prezentacje
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Tab 25. Analiza 3x3 wartosci zgodnosci miedzy platformami w aparatach BenchMark
ULTRA i BenchMark XT — badacz B.
Aparat BenchMark ULTRA Aparat BenchMark XT

Badacz B 3+ 2+ 0,1+ Lacznie

3+ 64 2 1 67

2+ 3 56 7 66

0, 1+ 2 10 122 134

tacznie 69 68 130 267

Procentowa zgodno$¢ wszystkich wynikow
ogotem: niN (%) (95-procentowy Cl)

242267 (90.6) (86.5-93.6)

Tab 26. Analiza 3x3 wartosci zgodnosci miedzy platformami w aparatach BenchMark
ULTRA i BenchMark XT — badacz C.

Aparat BenchMark ULTRA Aparat BenchMark XT
Badacz C 3+ 2+ 0,1+ tacznie
3+ 64 1 0 65
2+ 2 45 1 48
0,1+ 0 6 148 154
tacznie 66 52 149 267

Procentowa zgodno$¢ wszystkich wynikow
ogotem: niN (%) (95-procentowy CI)

257/267 (96.3) (93.2-98.0)

Odtwarzalno$¢ wynikéw miedzy patomorfologami oceniajacymi preparaty z badania
poréwnywania aparatow

Warto$ci zgodno$ci wynikdw dodatnich i ujemnych z dwustronnymi 95-procentowymi
przedziatami ufnosci obliczono dla sze$ciu mozliwych poréwnan parami pomiedzy
badaczami dla kazdej platformy.

Dla aparatu BenchMark ULTRA warto$ci PPA wynosity odpowiednio 94.7% (126/133),
98.2% (111/113), 98.2% (111/113), 89.4% (126/141), 78.7% (111/141) 1 83.5% (111/133)
dla nastepujacych par badaczy: A—B; A—C;B—C;B—A; C—AorazC—B.
Wartosci NPA wynosity odpowiednio 88.8% (119/134), 80.5% (124/154), 85.7% (132/154),
94.4% (119/126), 98.4% (124/126) i 98.5% (132/134) dla nastepujacych par badaczy: A —
B;A—C;B—C;B—A; C— Aoraz C —B. Warto$¢ OPA byta najwyzsza migdzy
badaczem A i badaczem B (91.8%), a nizsza miedzy badaczem B i badaczem C (91.0%)
oraz migdzy badaczem A i badaczem C (88.8%).

Dla aparatu BenchMark XT warto$ci PPA wynosity odpowiednio 94.9% (130/137), 98.3%
(116/118), 98.3% (116/118), 90.9% (130/143), 81.1% (116/143) i 84.7% (116/137) dla
nastepujacych par badaczy: A— B; A— C; B— C; B—A; C — A oraz C — B. Wartosci
NPA wynosity odpowiednio 90.0% (117/130), 81.9% (122/149), 85.9% (128/149), 94.4%
(117/124), 98.4% (122/124) i 98.5% (128/130) dla nastepujacych par badaczy: A — B; A
—C;B—C;B—A; C— Aoraz C — B. Warto$¢ OPA byta najwyzsza miedzy badaczem
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Aibadaczem B (92.5%), a nizsza migdzy badaczem B i badaczem C (91.4%) oraz
miedzy badaczem A i badaczem C (89.1%).

Badanie poréwnywania zestawow iVIEW DAB Detection Kit i uraView Universal
DAB Detection Kit

Kohorta 140 tkanek FFPE z przypadkéw inwazyjnego raka sutka z osrodka 1 [okoto 35
przypadkéw z kazdej kategorii oceniania HER-2 (0, 1+, 2+, 3+)] zostata wykorzystana w
badaniu poréwnywania dziatania zestawéw VIEW DAB Detection Kit i uftraView Universal
DAB Detection Kit podczas barwienia przy uzyciu klonu 4B5 w aparacie BenchMark
ULTRA. W badaniu poréwnywania detekcji wziety udziat jedno laboratorium wykonujace
barwienia i trzy o$rodki dokonujace odczytéw znajdujace sie na terenie Stanéw
Zjednoczonych. Wartosci PPA miedzy wynikami uzyskanymi przy uzyciu zestawéw VIEW
DAB Detection Kit i uftraView Universal DAB Detection Kit podczas barwienia klonem 4B5
przeciwciata w aparacie BenchMark ULTRA obliczone na podstawie oceny klinicznej
(dodatnia, ujemna) wynosity odpowiednio 95.8% (68/71), 96.9% (63/65) i 96.5% (55/57)
dla badaczy A, B i C, a wartosci NPA pomiedzy metodami detekcji wynosity odpowiednio
90.8% (59/65), 91.5% (65/71) i 97.5% (77/79) dla badaczy A, B i C. Warto$ci OPA miedzy
wynikami uzyskanymi przy uzyciu zestawow detekcyjnych wynosity odpowiednio 93.4%
(127/136), 94.1% (128/136) i 97.1% (132/136) dla badaczy A, B i C. Prezentacje 3x3
warto$ci zgodnosci poréwnan detekeji dla kazdego badacza obliczonych na podstawie
oceny klinicznej (0/1+, 2+, 3+) przedstawiajq tabele ponize;.

Tab 27.  Analiza 3x3 warto$ci zgodnosci migdzy zestawem VIEW DAB Detection Kit a
zestawem ultraView Universal DAB Detection Kit dla badacza A — barwienie przy uzyciu
klonu 4B5 w aparacie BenchMark ULTRA.

IVIEW DAB Detection Kit ultraView Universal DAB Detection Kit
Badacz A 3+ 2+ 0,1+ Lacznie
3+ 43 5 0 48
2+ 3 17 6 26
0,1+ 0 3 59 62
tacznie 46 25 65 136
s iSO 1135 1.5 0-220)

Tab 28. Analiza 3x3 warto$ci zgodno$ci miedzy zestawem iVIEW DAB Detection Kit a
zestawem wftraView Universal DAB Detection Kit dla badacza B — barwienie przy uzyciu
klonu 4B5 w aparacie BenchMark ULTRA.

IVIEW DAB Detection Kit ultraView Universal DAB Detection Kit
Badacz B 3+ 2+ 0,1+ Lacznie
3+ 32 0 0 32
2+ 0 31 6 37
0,1+ 1 1 65 67
tacznie 33 32 71 136
o R MO s 1) 8670

Tab 29. Analiza 3x3 wartosci zgodnosci miedzy zestawem VIEW DAB Detection Kit a
zestawem w/traView Universal DAB Detection Kit dla badacza C — barwienie przy uzyciu
klonu 4B5 w aparacie BenchMark ULTRA.

VIEW DAB Detection Kit ultraView Universal DAB Detection Kit
Badacz C 3+ 2+ 0,1+ Lacznie
3+ 32 0 0 32
2+ 0 23 2 25
0,1+ 0 2 77 79
Lacznie 32 25 79 136
2024-10-04 15/23
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iVIEW DAB Detection Kit ultraView Universal DAB Detection Kit
Badacz C 3+ | 2+

| 0,1+ |chznie

Procentowa zgodno$¢ wszystkich wynikow

ogodtem: niN (%) (95-procentowy Cl) 132/136 (97.1) (92.7-98.9)

Odtwarzalno$¢ wynikow miedzy patomorfologami oceniajacymi preparaty z badania
poréwnywania detekcji:

Warto$ci zgodnosci wynikoéw dodatnich i ujemnych z dwustronnymi 95-procentowymi
przedziatami ufnosci obliczono dla sze$ciu mozliwych poréwnan parami pomiedzy
badaczami dla kazdej metody.

Dla zestawu VIEW DAB Detection Kit wartosci PPA wynosity odpowiednio 100.0%
(69/69), 98.2% (56/57), 96.5% (55/57), 93.2% (69/74), 75.7% (56/74) i 79.7% (55/69) dla
nastepujacych par badaczy: A—B; A— C; B — C; B—A; C — A oraz C — B. Wartosci
NPA wynosity odpowiednio 92.5% (62/67), 77.2% (61/79), 82.3% (65/79), 100.0% (62/62),
98.4% (61/62) i 97.0% (65/67) dla nastepujacych par badaczy: A—B; A— C;B—C; B
— A; C— A oraz C — B. Warto$¢ procentowej zgodno$ci wszystkich wynikéw ogdtem
byta najwyzsza migdzy badaczem A i badaczem B (96.3%), a nizsza migdzy badaczem A
i badaczem C (86.0%) oraz migdzy badaczem B i badaczem C (88.2%).

Dla zestawu uftraView Universal DAB Detection Kit wartosci PPA wynosity odpowiednio
96.9% (63/65), 98.2% (56/57), 98.2% (56/57), 88.7% (63/71), 78.9% (56/71) i 86.2%
(56/65) dla nastepujacych par badaczy: A—B; A— C;B—C;B—A;C—AorazC—
B. Warto$ci NPA wynosity odpowiednio 88.7% (63/71), 81.0% (64/79), 88.6% (70/79),
96.9% (63/65), 98.5% (64/65) i 98.6% (70/71) dla nastepujacych par badaczy: A— B; A
—C;B—C;B—A; C— Aoraz C — B. Wartosci procentowej zgodnosci wszystkich
wynikoéw ogdtem byly podobne dla wszystkich par badaczy i wynosity odpowiednio 92.6%
(126/136), 88.2% (120/136) i 92.6% (126/136) dla nastepujacych par: badacz A — B,
badacz A— Cibadacz B — C.

Skutecznos¢ analityczna — przypadki raka zotagdka
Badania precyzji aparatow BenchMark ULTRA i BenchMark XT:

Powtarzalno$¢ migdzy cyklami barwienia wykonywanymi w aparacie BenchMark XT
zostata okreslona na podstawie pieciu cykli barwienia wykonywanych przez 5
(nienastepujacych bezposrednio po sobie) dni. Pig¢ preparatdw wykonanych z trzech
przypadkow tkanek raka Zotadka o ekspres;ji biatka HER2 ocenionej na 0, 1+, 2+ i 3+
wykazywato 100-procentowa zgodno$¢ z wartoscig dodatnia/ujemna przypisana kazdej z
tych tkanek.

Powtarzalno$¢ w ramach cyklu barwienia w aparacie BenchMark XT zostata okreslona
poprzez wybarwienie 28 preparatdw wykonanych z trzech przypadkéw tkanek zotadka o
ekspres;ji biatka HER2 ocenionej na 0, 1+, 2+ i 3+. Dla wszystkich przypadkéw uzyskano
oceny zgodne z dodatnig/ujemng wartoscig przypisang poszczegélnym typom tkanek.

Powtarzalno$¢ w ramach platformy zostata okre$lona przy uzyciu trzech aparatoéw
BenchMark XT. Dla wszystkich 30 preparatéw wykonanych z dwéch bloczkéw
wielotkankowych sktadajacych sie z trzech przypadkéw tkanek Zotadka o ekspres;ji biatka
HER2 ocenionej na 0, 1+, 2+ i 3+ uzyskano oceny zgodne z dodatnia/ujemng warto$cig
przypisang kazdemu z tych typow tkanek.

Powtarzalno$¢ w ramach platformy zostata zbadana przy uzyciu trzech aparatéw
BenchMark ULTRA. Dla wszystkich 15 preparatéw wykonanych z jednego bloczka
wielotkankowego uzyskano oceny zgodne z dodatnia/ujemng warto$cia przypisang,
poszczegoélnym typom tkanek.

Powtarzalno$¢ miedzy platformami zostata zbadana przy uzyciu trzech aparatéow
BenchMark XT i trzech aparatow BenchMark ULTRA. Dla wszystkich 30 preparatow
wykonanych z jednego bloczka wielotkankowego uzyskano oceny zgodne z
dodatnia/ujemng warto$cig przypisang poszczegdlnym typom tkanek.

Poréwnanie zestawow detekcyjnych iVIEW DAB Detection Kit i ufzraView Universal
DAB Detection Kit z wykorzystaniem tkanek zotadka

Klon 4B5 wykorzystano do przeprowadzenia badania poréwnania zestawow detekcyjnych
w dwoch aparatach (aparaty BenchMark XT i BenchMark ULTRA) przy uzyciu zestawéw
detekeyjnych VIEW DAB Detection Kit i u/traView Universal DAB Detection Kit. Do badan
wykorzystano dwiescie dziesie¢ przypadkow tkanek. Wybarwione preparaty zostaty
ocenione pod katem dodatniej/ujemnej oceny klinicznej.

Wskazniki akceptowalno$ci morfologii i tta wynosity 100% dla obu zestawow detekcyjnych
i obu aparatow. Ponizsze tabele zawieraja wyniki bezposrednich poréwnar ocen
dodatnich i ujemnych migdzy zestawami detekcyjnymi przeprowadzanych dlia
poszczegoinych aparatow.
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Tab 30. Zgodnosc ocen klinicznych okreslonych przy uzyciu zestawdw ultraView
Universal DAB Detection Kit i iVIEW DAB Detection Kit stosowanych w aparacie
BenchMark XT.

Zgodnos$¢ wszystkich wynikéw ogétem uzyskanych dla wszystkich mozliwych do oceny
przypadkow wyniosta 100% dla pordwnan migdzy wszystkimi trzema o$rodkami zaréwno
w przypadku aparatu BenchMark ULTRA, jak i aparatu BenchMark XT. Zgodno$¢
wszystkich wynikéw ogétem uzyskanych dla mozliwych do oceny przypadkéw migdzy

IVIEW DAB Detection Kit aparatami BenchMark ULTRA i BenchMark XT wyniosta 100% dla wszystkich trzech
ultraVliew Universal DAB Wynik Wynik ) oérodkéw. Wskazniki akceptowalnosci morfologii oraz tfa wynosity 100% dla obu aparatéw
Detection Kit dodatni ujemny Lacznie w oérodkach A i C oraz > 95% dla obu aparatéw w osrodku B. Wiecej informacji zwieraja
Wynik dodatni 21 0 Y tabele ponizej.
ynik dodatni Tab 32.  Zgodno$¢ wszystkich ocen klinicznych ogétem — miedzy o$rodkami, rak
Wynik ujemny 0 189 189 zofadka, wszystkie przypadki mozliwe do oceny.
tacznie 21 189 210 Procentowa Procentowa zgodnos¢
zgodnosé wszystkich wynikow
N % (95-procentowy Cl) Aparat BenchMark ULTRA | wszystkich wynikéw ogotem (w tym
Procentowa zgodno$é wynikow 21121 100 (84.5-100) ogotem (przypadki przypadki
dodatnich dodatnie i ujemne) niejednoznaczne)
Procentowa zgodno$é wynikow 189/189 100 (98.0~100) Osrodek A i o$rodek B: n/N 30/30 (100%) 38/42 (90.5%)
ujemnych (%) (95-procentowy Cl) (88.6-100) (77.9-96.2)
Procgntowa .zglodnoé’é 210/210 100 (98.2-100) Osrodek A i o$rodek C: n/N 30/30 (100%) 35/42 (83.3%)
wszystkich wynikéw ogdtem (%) (95-procentowy Cl) (88.6-100) (69.4-91.7)
Osrodek B i oérodek C: n/N 30/30 (100%) 31/42 (73.8%)
Tab 31.  Poréwnanie ocen klinicznych okreslonych przy uzyciu zestawu u/traView (%) (95-procentowy Cl) (88.6-100) (58.9-84.7)
Universal DAB Detection Kit miedzy aparatami BenchMark XT i BenchMark ULTRA.
Procentowa Procentowa zgodnos¢é
Zestaw ultraView Universal DAB zgodnosé wszystkich wynikow
Zestaw uftraView Universal DAB Detection Kit stosowany w aparacie Aparat BenchMark XT wszystkich wynikéw ogétem (w tym
Detection Kit stosowany w aparacie BenchMark ULTRA ogdtem (przypadki przypadki
BenchMark XT Wynik Wynik Lacanie dodatnie i ujemne) niejednoznaczne)
dodatni ujemny Osrodek A i osrodek B: n/N 31/31 (100%) 36/43 (83.7%)
Wynik dodatni 20 1 21 (%) (95-procentowy Cl) (89.0-100.0) (70.0-91.9)
Wynik ujemny 0 189 189 Osrodek A i osrodek C: n/N 31/31 (100%) 36/43 (83.7%)
%) (95- towy Cl — .
Lacznie 20 190 210 (%) (86-procentowy C) (89.0-100.0) (7100-919)
Osrodek B i oérodek C: n/N 31/31 (100%) 35/43 (81.4%)
n/N % (95-procentowy ClI
i vl (%) (95-procentowy Cl) (89.0-100.0) (67.4-90.3)
Procentowa zgodno$¢ wynikéw 20/20 100 (83.9-100)
dodatnich
. Tab 33.  Zgodno$¢ wszystkich ocen klinicznych ogétem — miedzy platformami, rak
Procentowijzeﬁ:;;}sc wynikow 189/190 99.5 (97.1-99.9) sotadka, wszystkie przypadki mozliwe do oceny.
| P $¢
Procentowa zgodno$¢ wszystkich 209/210 995 (97.4-99.9 Procentowa zgodnos¢ vl;(;ze:::;::’; zgc::lr(lg;c
wynikow ogétem 5 (97:4-99.9) Aparat BenchMark ULTRA | wszystkich wynikow Oy e (xvvytym
i aparat BenchMark XT ogotem (przypadki 9 -
dodatnie i ujemne) . ‘p;zypadkl
Miedzylaboratoryjna odtwarzalnosé barwienia tkanek raka zotadka przy uzyciu niejednoznaczne)
klonu 4B5: Osrodek A: n/N (%) (95- 40/40 (100%) 42/44 (95.5%)
Badanie zostato przeprowadzone w trzech o$rodkach badawczych. Probki zostaty procentowy Cl) (91.2-100) (84.9-98.7)
wigczone do badania na podstawie klinicznej oceny barwienia IHC przy uzyciu klonu 4B5. - " S
Probki wybierano w taki sposob, aby liczba przypadkow dodatnich (3+) i ujemnych (0, 1+) Osrodek B: n/N (%) (95- 34/34 (100%) 37142 (88.1%)
byta mniej wiecej réwna. Dodatkowo zbadano do czterech kwalifikujacych sig do badania procentowy Cl) (89.8-100) (75.0-94.8)
Przyp‘adkow raka zo+a'1dka 9 ocenie 2+. o Osrodek C: niN (%) (95- 32/32 (100%) 38/44 (86.4%)
W kazdym z trz&_-zch osrodkow przeprowadzono.po cztery cykle barwienia w a_paratach procentowy Cl) (89.3-100) (73.3-93.6)
BenchMark XT i BenchMark ULTRA. Przypadki przeznaczone do wybarwienia zostaty

poddane randomizacii stratyfikowanej w taki sposob, aby w kazdym cyklu barwienia
uwzglednia¢ przypadki reprezentujace wszystkie kategorie oceny ekspresiji biatka HER2 w
tkankach raka zotadka. Podczas cykli barwienia w poszczegoinych aparatach, w
poszczegolnych osrodkach uwzgledniano te same przypadki. W kazdym z o$rodkéw dla
kazdego przypadku barwiono po jednym preparacie przy uzyciu klonu 4B5 i po jednym
preparacie przy uzyciu odczynnika CONFIRM Negative Control Rabbit Ig. Wszystkie
preparaty barwiono w aparacie BenchMark ULTRA. Druga para preparatéw z tego
samego przypadku byta barwiona w taki sam sposéb w aparacie BenchMark XT w
kazdym o$rodku. W kazdym z osrodkéw jeden wykwalifikowany badacz oceniat
wybarwienie preparatéw, nie znajac ocen klinicznych, ktére zostaly im przypisane
wcze$niej za pomoca metody IHC.

2024-10-04
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Tab 34. Wspotczynniki akceptowalnosci barwienia ta i morfologii: wszystkie przypadki
raka zotadka.
Aparat BenchMark . . 2
ULTRA Osrodek A Osrodek B Osrodek C
Wspotczynniki 44/44 (100%) 43/44 (97.7%) 44/44 (100%)
akceptowalnosci morfologii
Wspotczynniki 44/44 (100%) 42/44 (95.5%) 44/44 (100%)
akceptowalnosci tta
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Aparat BenchMark . . .
ULTRA Osrodek A Osrodek B Osrodek C
Aparat BenchMark XT Osrodek A Osrodek B Osrodek C
Wspétczynniki 44/44 (100%) 43/44 (97.7%) 44/44 (100%)
akceptowalnosci morfologii
Wspétczynniki 44/44 (100%) 43/44 (97.7%) 44/44 (100%)
akceptowalnosci tta

Badanie poréwnywania aparatéw BenchMark i BenchMark GX z aparatem
BenchMark XT: rak zotadka

Preparaty cietych skrawkéw z 3 mikromacierzy TMA zawierajacych przypadki tkanek
FFPE raka zotadka [okoto 50 przypadkow na TMA] zostaty wybarwione w aparatach
BenchMark XT, BenchMark i BenchMark GX przy uzyciu zalecanych protokotéw barwienia
dla zestawdw u/traView Universal DAB Detection Kit i iVIEW DAB Detection Kit. Jako
kontroli uzywano preparatéw PATHWAY HER-2 4 in 1 Control Slides oraz drugiego
preparatu z kazdej z mikromacierzy TMA wybarwionego odczynnikiem ujemnym pod
wzgledem immunoglobulin (Ig). Wybarwione preparaty zostaly ocenione przez jednego
badacza (patomorfologa).

Wartosci zgodnosci wszystkich wynikéw ogotem (i dolna granica dwustronnych 95-
procentowych przedziatow ufno$ci) dla barwienia przy uzyciu klonu 4B5 przeciwciata
obliczone na podstawie poréwnania ocen klinicznych (dodatnich i ujemnych) byly
nastepujace: 98.0% (94.2-99.3) w przypadku aparatéw BenchMark i BenchMark XT, w
ktorych zastosowano zestaw uftraView Universal DAB Detection Kit; 97.4% (93.6-99.0) w
przypadku aparatéw BenchMark GX i BenchMark XT, w ktorych zastosowano zestaw
ultraView Universal DAB Detection Kit; 96.6% (92.7-98.4) w przypadku aparatow
BenchMark i BenchMark XT, w ktorych zastosowano zestaw iVIEW DAB Detection Kit;
oraz 95.9% (91.8-98.0) w przypadku aparatéw BenchMark GX i BenchMark XT, w ktérych
zastosowano zestaw iVIEW DAB Detection Kit.

Wartosci zgodnosci wynikéw dodatnich (i dolna granica dwustronnych 95-procentowych
przedziatéw ufnosci) dla barwienia przy uzyciu klonu 4B5 przeciwciata obliczone na
podstawie poréwnania ocen klinicznych (dodatnich i ujemnych) byty nastepujace: 91.7%
(64.4-98.5) w przypadku aparatéw BenchMark i BenchMark XT, w ktérych zastosowano
zestaw wuftraView Universal DAB Detection Kit; 78.6% (52.4-92.4) w przypadku aparatow
BenchMark GX i BenchMark XT, w ktérych zastosowano zestaw u/traView Universal DAB
Detection Kit; 80.0% (54.8-93.0) w przypadku aparatéw BenchMark i BenchMark XT, w
ktérych zastosowano zestaw iVIEW DAB Detection Kit; oraz 73.3% (48.0-89.1) w
przypadku aparatéw BenchMark GX i BenchMark XT, w ktérych zastosowano zestaw
iVIEW DAB Detection Kit.

Warto$ci zgodno$ci wynikdw ujemnych (i dolna granica dwustronnych 95-procentowych
przedziatéw ufnosci) dla barwienia przy uzyciu klonu 4B5 obliczone na podstawie
poréwnania ocen klinicznych (dodatnich i ujemnych) byly nastepujace: 98.5% (94.8-99.6)
w przypadku aparatéw BenchMark i BenchMark XT, w ktorych zastosowano zestaw
ultraVliew Universal DAB Detection Kit; 99.3% (96.1-99.9) w przypadku aparatow
BenchMark GX i BenchMark XT, w ktérych zastosowano zestaw u/traView Universal DAB
Detection Kit; 98.1% (94.6-99.4) w przypadku aparatéw BenchMark i BenchMark XT, w
ktérych zastosowano zestaw iVIEW DAB Detection Kit; oraz 98.1% (94.5-99.3) w
przypadku aparatow BenchMark GX i BenchMark XT, w ktorych zastosowano zestaw
VIEW DAB Detection Kit. Prezentacje 2x2 warto$ci zgodno$ci poszczegoinych poréwnan
opartych na ocenach klinicznych (dodatnich i ujemnych) przedstawiaja tabele ponizej.
Tab 35. Analiza 2x2 warto$ci zgodno$ci wynikéw miedzy platformami dla aparatéw
BenchMark i BenchMark XT podczas wykonywania barwienia tkanek raka zotadka przy
uzyciu zestawu u/traView Universal DAB Detection Kit.

Klon 4B5 stosowany razem z zestawem w/traView Universal DAB Detection Kit
Aparat BenchMark XT
Wynik Wynik
Aparat BenchMark dodatni ujemny tacznie
Wynik dodatni 1" 2 13
Wynik ujemny 1 133 134
tacznie 12 135 147
2024-10-04 17123
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Klon 4B5 stosowany razem z zestawem w/traView Universal DAB Detection Kit
Aparat BenchMark XT
Wynik Wynik
Aparat BenchMark dodatni ujemny Lacznie
n/N % (95-procentowy Cl)
Procentowa Izg'odnosrc wszystkich 144147 98.0% (94.2-99.3)
wynikéw ogdtem

Procentowa zgodrjosc wynikéw 112 91.7% (64.6-98.5)
dodatnich

Procentowa .zgodnosc wynikéw 133/135 98.5% (94.8-99.6)
ujemnych

Tab 36. Analiza 2x2 warto$ci zgodno$ci wynikéw miedzy platformami dla aparatéw
BenchMark GX i BenchMark XT podczas wykonywania barwienia tkanek raka zotadka
przy uzyciu zestawu ultraView Universal DAB Detection Kit.

Klon 4B5 stosowany razem z zestawem w/traView Universal DAB Detection Kit
Aparat BenchMark XT
Wynik Wynik
Aparat BenchMark GX dodatni ujemny Lacznie
Wynik dodatni 1 1 12
Wynik ujemny 3 140 143
tacznie 14 141 155
n/N % (95-procentowy Cl)
Procentowa _zg'odnostc wszystkich 151155 97.4% (93.6-99.0)
wynikéw ogdtem
Procentowa zgodno$¢ wynikéw
dodatnich 11114 78.6% (52.4-92.4)
Procentowa_zgodnosc wynikow 140/141 99.3% (96.1-99.9)
ujemnych

Tab 37.  Analiza 2x2 warto$ci zgodno$ci wynikdw miedzy platformami dla aparatéow
BenchMark i BenchMark XT podczas wykonywania barwienia tkanek raka zotadka przy
uzyciu zestawu iVIEW DAB Detection Kit.

Klon 4B5 stosowany razem z zestawem iVIEW DAB Detection Kit
Aparat BenchMark XT
Wynik Wynik
Aparat BenchMark dodatni ujemny Lacznie
Wynik dodatni 12 3 15
Wynik ujemny 3 156 159
tacznie 15 159 174
n/N % (95-procentowy CI)
Procentowa _zg'odnostc wszystkich 168174 96.6% (92.7-98.4)
wynikéw ogdtem
Procentowa zgodposc wynikow 12115 80.0% (54.8-93.0)
dodatnich
Procentowa_zgodnosc wynikow 156/159 98.1% (94.6-99.4)
ujemnych
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Tab 38. Analiza 2x2 warto$ci zgodno$ci wynikéw miedzy platformami dla aparatow
BenchMark GX i BenchMark XT podczas wykonywania barwienia tkanek raka zotadka
przy uzyciu zestawu iVIEW DAB Detection Kit.

Tab 39.

Warto$ci PFS i OS wg BIRC w populacji dodatniej wzgledem receptora

hormonalnego oraz peinym zestawie analitycznym (DESTINY-BREAST04)

Populacja dodatnia wzgledem

Klon 4B5 stosowany razem z zestawem iVIEW DAB Detection Kit receptora hormonalnego Peten zestaw analityczny
Aparat BenchMark XT Trastuzumab Leczenie Trastuzumab Leczenie
Wynik Wynik derukstekan | dobrane przez | derukstekan | dobrane przez
Aparat BenchMark GX dodatni ujemny Lacznie 5 " (ENNHE}:;:J@) :leka;; (ENNHE::I’-;@) :ka;;i
arametr = = = =
Wynik dodatni 1 3 14 -
Wynik ujemny 4 154 158 anedana o |20 54 99 51
Lacznie 15 157 172 (95-procentony (9.5,11.5) (4.4,7.1) (9.0,11.3) (4.2,6.8)
niN % (95-procentowy Cl) Cl)
Procentowa zgodno$¢ wszystkich 165/172 95.9% (91.8-98.0) Wspotczynnik 0.51(0.40, 0.64) 0.50 (0.40, 0.63)
wynikéw ogdtem ryzyka ® (95-
56 wyniké rocentowy Cl
Procentow:; zgotdr_lohsc wynikow 11115 73.3% (48.0-89.1) p y Cl)
odatnic Wartosé p © <0.0001 <0.0001
Pr"ce"t"wfjjz%:’:y";]“ wynikow 154/157 98.1% (94.5-99.3) Przezycie calkowite (OS)

x Mediana OS a 23.9 17.5 234 16.8
SKUTECZNOSC KLINICZNA (95-procentowy | (20.8,24.8) | (152,224) | (20.0,248) | (145 20.0)
Niski poziom ekspresji HER2 w przypadku raka sutka Cl)

Badanie rezultatu klinicznego — DESTINY-BREAST04 Wspotczynnik 0.64 (048 086) 0.64 (049 084)
Badanie DESTINY-BREAST04 byto wieloo$rodkowym, randomizowanym, otwartym ryzyka b (95-

badaniem Il fazy prowadzonym z grupg kontrolng otrzymujaca aktywne leczenie, ktorego
celem byfa ocena bezpieczenistwa i skuteczno$ci stosowania trastuzumabu derukstekanu
(ENHERTU®) u 0sdb z nieoperacyjnym i/lub przerzutowym rakiem sutka z niskim
poziomem ekspresji biatka HER2.

Aby kwalifikowa¢ sie do wiaczenia do badania, guzy musiaty wykazywac niski poziom
ekspres;ji biatka HER2 okre$lany metoda IHC przy uzyciu przeciwciata anti-HER2 (4B5).
Guz o ocenie HER2 IHC wynoszacej 1+ byt uznawany za guz z niska ekspresja biatka
HER2. Guz byt réwniez uznawany za guz z niskg ekspresja biatka HER2, jesli ocena
HER2 IHC byta réwna 2+, a wynik testu dodatkowego, polegajacego na przeprowadzeniu
testu INFORM HER2 Dual ISH, wskazywat brak amplifikacji genu HER2 (ISH-). Pacjentéw
wigczonych do badania przydzielono poprzez randomizacje w stosunku 2:1 do grupy
przyjmujacej trastuzumab derukstekan (ENHERTU®) albo grupy poddawane;j
chemioterapii dobranej przez lekarza. Uzyskana w laboratorium centralnym ocena HER2
wskazujaca na niska ekspresje (IHC 1+ lub IHC 2+/ISH-) byta jednym z 3 czynnikéw
stratyfikacji wykorzystywanych do randomizacji pacjentéw na potrzeby tego badania.

Analizy skutecznoci przeprowadzono na petnym zestawie analitycznym i populacji
dodatniej wzgledem receptora hormonalnego (dodatni wynik badania pod katem
obecnosci receptora estrogenowego iflub receptora progesteronowego).

W ramach analizy pierwszorzedowej analizowano przezycie bez progresji choroby (PFS)
okreslane na podstawie niezaleznej analizy centralnej przeprowadzanej w warunkach
zaslepienia (BICR) w podgrupie dodatniej wzgledem receptora hormonalnego ze
stratyfikacjq wedtug ocenionych w laboratorium centralnym statuséw/ocen wskazujacych
na niski poziom ekspresji HER2 (IHC 1+ lub IHC 2+/ISH-), liczby wczesniejszych linii
leczenia chemioterapeutycznego (1 lub 2) oraz informacji dotyczacej wczesniejszego
leczenia inhibitorami kinaz zaleznych od cyklin (CDK)4/6 (wczesniejsze leczenie lub brak
wczesniejszego leczenia). Leczenie trastuzumabem derukstekanem (ENHERTU®) byto
powigzane ze statystycznie istotnym i klinicznie znaczacym wzrostem wartosci PFS, a
takze wzrostem wartosci przezycia catkowitego (OS) w tej populacji w poréwnaniu z
leczeniem wybranym przez lekarza.
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procentowy Cl)

0.0028 0.0010

Cl = przedziat ufnosci, PFS = przezycie bez progresji choroby, OS = przezycie
catkowite
a Mediana PFS i mediana OS sg warto$ciami oszacowanymi na podstawie analizy

Kaplana-Meiera. Dwustronne 95-procentowe przedziaty ufnosci dla mediany warto$ci
PFS i mediany wartosci OS obliczono przy uzyciu metody Brookmeyera-Crowleya.

Wartos¢ p ©

b Na podstawie modelu proporcjonalnego hazardu Coxa ze stratyfikacja. Stratyfikacje
przeprowadzano w oparciu o nastepujace czynniki: ocena wskazujaca na niski poziom
ekspresji HER2, liczba wcze$niejszych linii leczenia chemioterapeutycznego oraz
informacja dotyczaca wcze$niejszego leczenia inhibitorami kinaz zaleznych od cyklin
4/6 (w przypadku petnego zestawu analitycznego i populacji dodatniej wzgledem
receptora hormonalnego) lub status receptora hormonalnego/kinaz zaleznych od cyklin
(w przypadku petnego zestawu analitycznego).

¢ Dwustronna warto$¢ p oparta na stratyfikowanym logarytmicznym tescie rang.

HER2-dodatni rak sutka

Badania poréwnania skutecznosci klonu 4B5 kréliczego przeciwciata
monoklonalnego z przeciwciatem PATHWAY anti-HER2 (CB11) Mouse Monoclonal
Antibody w przypadku raka sutka

Przeprowadzono badanie poréwnania metod majace na celu zbadanie korelacji wynikow
uzyskanych przy uzyciu klonu 4B5 z wynikami uzyskanymi przy uzyciu dwoch
zatwierdzonych testéw diagnostycznych: testu wykorzystujacego przeciwciato PATHWAY
anti-HER2 (CB11) Mouse Monoclonal Antibody (przeciwciato PATHWAY anti-HER2
(CB11)) oraz testu PathVysion HER2 FISH. W badaniu wzieto udziat sze$ciu badaczy. W
badaniu uwzgledniono dwie niezalezne kohorty prébek inwazyjnego raka sutka: jedna z
nich obejmowata 178 probek uzyskanych z placéwki Cleveland Clinic Foundation

(kohorta 1), a druga obejmowata 144 probki pobrane przez firme IMPATH Predictive
Oncology z wielu migdzynarodowych o$rodkéw (kohorta 2). Dwie grupy, kazda ztozona z
trzech réznych badaczy, ocenity dwie niezalezne kohorty (kohorta 1: n = 178, kohorta 2:

n = 144). Ocenie poddawano przypadki raka sutka o znanej charakterystyce barwienia
przy uzyciu przeciwciata PATHWAY anti-HER2 (CB11) i klonu 4B5. Z wywiadu klinicznego
pacjenta uzyskano dane dotyczace metody FISH. Dla kazdego przypadku wybarwionego
kazdym przeciwciatem, na podstawie oceny trzech badaczy, utworzono jedna uzgodniong,
ocene w celu zredukowania zmiennosci oceny dokonywanej przez jednego badacza, ktéra
wystepowata podczas oceny biatka HER2.42:43,44 } acznie ocenie poddano 322
przypadki. Preparaty wybarwione przy uzyciu przeciwciata PATHWAY anti-HER2 (CB11)
zostaty poddane obrébce i wybarwione zgodnie z instrukcjami producenta zawartymi w
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arkuszu metody przeciwciata PATHWAY anti-HER2 (CB11). Przerwa pomiedzy
wybarwieniem a odczytem preparatéw wybarwionych przy uzyciu przeciwciata PATHWAY
anti-HER2 (CB11) wynosita $rednio okoto rok. Ponizej przedstawiono klinicznie istotne
wyniki (dodatnie/ujemne) uzyskane za pomoca testu IHC HER2 (4B5) i testu IHC
PATHWAY anti-HER2 (CB11) w dwéch kohortach:

Tab 40. Oceny istotne klinicznie: testy IHC wykonywane w kohorcie 1
Przeciwciato PATHWAY anti-HER2 (CB11)
Przeciwciato HER2 Wynik Wynik ujemny Lacznie
(4B5) dodatni
Wynik dodatni 86 5 91
Wynik ujemny 7 80 87
tacznie 93 85 178
% (95-procentowy przedziat
n/N L
ufnosci)
Procentowa zgodno$¢
wynikéw dodatnich 86/93 925 (85.2-96.9)
Procentowa zgodnose 80/85 94.1 (86.8-08.1)
wynikéw ujemnych
Procentowa zgodno$¢
wszystkich wynikow 166/178 93.3 (88.5-96.4)
ogotem

Za klinicznie istotne wyniki uznawane byty dodatnie (2+ i 3+) i ujemne (0+ i 1+) wyniki
testu IHC

Tab 41.  Oceny istotne klinicznie: testy IHC wykonywane w kohorcie 2

Przeciwciato PATHWAY anti-HER2 (CB11)
Przeciwciato HER2 Wynik Wynik ujemny Lacznie
(4B5) dodatni
Wynik dodatni 69 22 91
Wynik ujemny 0 53 53
tacznie 69 75 144
% (95-procentowy przedziat
n/N -
ufnosci)
Procentowa zgodno$¢ 69/69 100 (97.5-100)
wynikéw dodatnich
Procentowa zgodno$¢ 53/75 70.6 (58.5-80.1)
wynikéw ujemnych
Procentowa zgodno$¢ 1221144 84.7 (78.2-90.0)
wszystkich wynikow
ogbtem

Za klinicznie istotne wyniki uznawane byty dodatnie (2+ i 3+) i ujemne (0+ i 1+) wyniki
testu IHC

Wyniki testu IHC HER2 (4B5) wykonywanego metoda IHC poréwnano réwniez z wynikami
testu PathVysion HER2 FISH. Dodatnie wyniki testu IHC odnosity si¢ do przypadkow z
oceng IHC réwna 2+ lub 3+, a dodatnie wyniki testu FISH odnosity sig do przypadkéw, w
ktorych wykryto amplifikacje genu HER2. Dane dotyczace zgodnos$ci wynikéw testu IHC z
uzyciem klonu 4B5 w poréwnaniu z wynikami testu FISH dla dwdch kohort przedstawiono
ponizej:
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Tab 42. Zgodno$c¢ istotna klinicznie: pordwnanie wynikéw testu IHC i testu FISH
wykonywanych w kohorcie 1

Lo % (95-procentowy
Przeciwciato HER2 (4B5) n/N przedziat ufnosci)
Procentowa zgodnosc wynikéw 83/93 89.2 (82.5-95.1)
dodatnich
Procentowa .zgodnosc wynikéw 77/85 90.6 (84.0-96.4)
ujemnych
Procentowa zgodno$¢ wszystkich 160178 90.0 (85.4-93.6)

wynikéw ogdtem

Tab 43. Zgodno$c¢ istotna klinicznie: poréwnanie wynikéw testu IHC i testu FISH
wykonywanych w kohorcie 2

9 =]
Przeciwcialo HER2 (4B5) niN ol R
przedziat ufnosci)
Procentowa zgodnosc wynikéw 80/86 93.0 (87.9-96.3)
dodatnich
Procentowa Izgodnosc wynikéw 47/58 81.0 (73.4-86.0)
ujemnych
Procentowa zgodno$¢ wszystkich 127/144 88.2 (82.1-92.2)

wynikéw ogdtem

Whiosek: W badaniu wykazano, ze istnieje istotna zgodno$¢ (zgodnos¢ wszystkich
wynikéw dodatnich i ujemnych rozpatrywanych ogétem) miedzy testem wykorzystujacym
klon 4B5 a testem wykorzystujacym przeciwciato PATHWAY anti-HER2 (CB11), co
wskazuje, ze test VENTANA HER2 (4B5) jest dopuszczalng alternatywa dla testu
wykorzystujacego przeciwciato PATHWAY anti-HER2 (CB11) w celu wspomagania oceny
pacjentéw z rakiem sutka, w przypadku ktérych rozwaza sie zastosowanie terapii
trastuzumabem (Herceptin). W badaniu rowniez wykazano, ze wyniki dotyczace ekspres;ji
biatka HER2 uzyskane za pomocg barwienia IHC przy uzyciu testu wykorzystujacego klon
4B5 sg poréwnywalne do wynikéw dotyczacych statusu genu HER2 uzyskanych przy
uzyciu analizy metoda FISH.

Poréwnanie z testem kwalifikujacym do badan preparatow PERJETA (pertuzumab) i
KADCYLA (trastuzumab emtanzyna) w przypadku raka sutka

Zgodnos¢ z testami kwalifikujgcymi do poszczegolnych kohort w badaniach preparatow
PERJETA i KADCYLA zostata okreslona poprzez wybarwienie probek z badan klinicznych
przy uzyciu testu VENTANA HER2 (4B5). 2753 prdbki ocenione na potrzeby badania
klinicznego preparatu PERJETA i 99 prébek ocenionych na potrzeby badania klinicznego
preparatu KADCYLA wybarwiono przy uzyciu testu VENTANA HER2 (4B5). Okreslono
wartosci zgodnosci (PPA, NPA i OPA). 95-procentowy Cl (dwustronny 95-procentowy
przedziat ufnosci) obliczono przy uzyciu metody oceny.

Tab 44. Wartosci zgodnosci klonu 4B5 i testow firmy Dako w kontekscie okreslania
statusu HER2 dla wszystkich preparatéw mozliwych do oceny pod katem statusu HER2.
Mozliwe do oceny preparaty wybarwione metoda IHC mialy status HER2 dodatni lub
ujemny okreslony na podstawie barwienia przy uzyciu klonu 4B5 oraz testu IHC
kwalifikujacego do badania klinicznego.

Ocena barwienia klonem
4B5b Status HER2 wg testu Dako ab
Wynik Wynik Laczni
Badanie dodatni ujemny e
PERJETA 3+ 2380 15 2395
i
KADCYLA 2+ 140 122 262
0/1+ 38 135 173
tacznie 2558 272 2830
Procentowa zgodno$¢ 2380/2558
wynikéw dodatnich (93.0)
n/N (%) (95-procentowy Cl) (92.0-
94.0)
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Ocena barwienia klonem Status wg testu Dako HercepTest 2
4B5b Status HER2 wg testu Dako ab - -
Status wg klonu Wynik Wynik
Wynik Wynik | taczni Badanie 4B52 dodatni ujemny tacznie
Badanie dodatni ujemn e
ey Procentowa 2666/2739
Procentowa zgodno$¢ 257/272 zgodno$é (97.3)
wynikéw ujemnych (94.5) wszystkich wynikéw | (96.7-97.9)
n/N (%) (95-procentowy Cl) 91.1- ogétem
96.6) nN (%) (95-
Procentowa zgodnosé 2637/2830 procentowy C1)
wszystkich wynikow ogdtem (93.2) KADCYLA Wynik dodatni 63 2 65
n/N (%) (95-procentowy Cl) (92.2- —
94.1) Wynik ujemny 1" 15 26
a Dodatni = wynik dodatni metoda IHC i/lub amplifikacja metodg ISH. Ujemny = wynik Lacznie 74 7 I
ujemny metoda IHC i brak amplifikacji metoda ISH albo brak amplifikacji metodg Procentowa 63/74
ISH i wynik niedodatni metoda IHC. zgodno$¢ wynikow (85.1)
b IHC: dodatni = 3+; ujemny = 0, 1+ lub 2+. dodatnich (75.3-91.5)
n/N (%) (95-
procentowy Cl)
Tab 45. Warto$ci zgodnosci klonu 4B5 i testow firmy Dako w kontekscie okreslania
statusu barwienia IHC dla wszystkich preparatéw mozliwych do oceny pod katem Procentowa 15/17
barwienia IHC. Mozliwe do oceny preparaty wybarwione metoda IHC mialy status HER2 zgodnosc wynikéw (88-2)
dodatni lub ujemny okreslony na podstawie barwienia przy uzyciu klonu 4B5 oraz testu UJeT"VCh (65.7-96.7)
IHC kwalifikujacego do badania klinicznego. N (%) (95-
procentowy Cl)
a
Status wg testu Dako HercepTest Procentowa 78/91
Status wg klonu Wynik Wynik zgodno$¢ (85.7)
Badanie 4B53 dodatni ujemny tacznie wszystkich wynikow | (77.1-91.5)
: ] . ogotem
I';iTJJ(EJLA AI Wynik dodatni 2330 65 2395 nIN (%) (95-
Wynik ujemny 21 414 435 procentowy Cl)
tacznie 2351 479 2830 a Dodatni = 3+; ujemny = 0, 1+ lub 2+.
Procentowa 2330/2351
zgodno$¢ wynikow (99.1)
dodatnich (98.6-99.4) Tab 46. Wartosci zgodnosci klonu 4B5 i testow firmy Dako w kontekscie oceny
niN (%) (95- barwienia IHC dla wszystkich preparatéw mozliwych do oceny pod katem barwienia IHC.
procentowy Cl) Mozliwe do oceny preparaty wybarwione metoda IHC miaty status HER2 dodatni lub
Procentowa 414/479 ujemny okreslony na podstawie barwienia przy uzyciu klonu 4B5 oraz testu IHC
2godnosé wynikow (86.4) kwalifikujacego do badania klinicznego.
ujemnych (83.1-89.2) Ocena Dako HercepTest
n/N (%) (95-
procentowy Cl) Ocena
barwienia
Procentowa 27442830 Badanie klonem 4B5 3+ 2+ 0M+ | Lacznie
zgodno$¢ (97.0) -
wszystkich wynikow | (96.3-97.5) PERJETA| 3+ 2330 64 1 2395
ogolem KADCYLA 2+ 12 235 15 262
niN (%) (95-
procentowy Cl) 011+ 9 26 138 173
PERJETA Wynik dodatni 2267 63 2330 tacznie 2351 325 154 2830
Wynik ujemny 10 399 409 Procentowa 2703/2830
- zgodnosé (95.5)
chzme 2277 462 2739 WSZyStleh (947—962)
Procentowa 2267/2277 wynikow
zgodnosé wynikow (99.6) ogdtem
dodatnich (99.2-99.8) N (%)
niN (%) (95- (9-
procentowy Cl) procentowy
Cl
Procentowa 399/462 )
zgodnosé wynikow (86.4) PERJETA 3+ 2267 62 1 2330
ujemnych (82.9-89.2) 2+ 9 226 13 248
niN (%) (95-
procentowy Cl) 011+ 1 24 136 161
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Ocena Dako HercepTest

Ocena
barwienia
klonem 4B5 3+ 2+

2277 312

2629/2739
(96.0)
(95.2-96.7)

0/1+
150

Badanie Lacznie

2739

tacznie

Procentowa
zgodnosé
wszystkich
wynikéw
ogotem
n/N (%)
(95-
procentowy
Cl)

KADCYLA 3+ 63 2
2+ 3 9
0/1+ 8 2
tacznie 74 13

74/91
(813)
(72.1-88.0)

65
14
12
91

E= B BLCE K=l

Procentowa
zgodnosé
wszystkich
wynikéw
ogotem
n/N (%)
(95-
procentowy
Cl)

Tab 47.  Akceptowalno$¢ barwienia klonem 4B5. Badane preparaty wybarwione metoda,
IHC. Barwienie IHC uznawano za akceptowalne, je$li dla preparatu mozna byto okresli¢
wazna oceng barwienia IHC (0, 1+, 2+ lub 3+). Przyczyny nieakceptowalnego
wybarwienia byly nastepujace: nieakceptowalne wybarwienie kontroli ujemnej, utrata
tkanki, niewystarczajaca ilo$¢ guza, nieakceptowalne wybarwienie tta oraz
nieakceptowalna morfologia.

PERJETA i
Parametr PERJETA KADCYLA KADCYLA
Liczba wstepnych 2753 99 2852
testow IHC
Akceptowalno$¢ 2708/2753 92/99 2800/2852
barwienia (98.4) (92.9) (98.2)
wstepnego n/N (97.8,98.8) (86.1, 96.5) (97.6, 98.6)
(%) (95-
procentowy Cl)
Liczba 40 0 40
powtornych
testow IHC
Akceptowalno$¢ 2746/2753 92/99 2838/2852
barwienia (99.7) (92.9) (99.5)
koncowego n/N (99.5,99.9) (86.1, 96.5) (99.2,99.7)
(%) (95-
procentowy Cl)

Badanie rezultatu klinicznego — KATHERINE

Dziatanie klonu 4B5 skierowanego przeciwko biatku HER?2 i testu INFORM HER2 Dual
ISH DNA Probe Cocktail (test INFORM HER2 Dual ISH) zostato zbadane w
randomizowanym, wieloosrodkowym, otwartym badaniu fazy Il KATHERINE (BO27938)
w celu oceny skuteczno$ci i bezpieczenstwa stosowania trastuzumabu emtanzyny
(KADCYLA) i trastuzumabu (Herceptin) jako terapii adiuwantowej wéréd pacjentow z
pierwotnym rakiem sutka o dodatnim statusie HER2, u ktorych po zastosowaniu terapii
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przedoperacyjnej (NCT01772472) w sutku lub weztach chfonnych pachowych
patologicznie wystepuje guz resztkowy.

Proébki pacjentéw zostaty wybarwione przy uzyciu klonu 4B5 i/lub testu INFORM HER2
Dual ISH, a nastepnie ocenione pod katem dopuszczalno$ci barwienia i statusu HER2.
Wiekszo$¢ z nich to probki biopsyjne uzyskane przed rozpoczeciem leczenia (80.9%),
pobrane gtéwnie w formie biopsji (75.3%) lub metodami chirurgicznymi (24.3%). Wigcej
probek wykazywato podtyp nowotworu przewodowego (95.4%) i wiekszosci z nich nie
pozyskano z probki guza przerzutowego (96.2%).

Do badania KATHERINE wigczono 1486 pacjentéw ze wczesnym rakiem sutka o
dodatnim statusie HER2 z resztkowym guzem inwazyjnym zlokalizowanym w sutku i/lub
weztach chtonnych pachowych, ktdrzy zostali poddani terapii taksanem i trastuzumabem,
bedacej czescig leczenia z zastosowaniem neoadiuwantowej chemioterapii przed
wigczeniem do badania. Réwnolegle do terapii zastosowanej w ramach badania pacjenci
zostali poddani radioterapii i/lub terapii hormonalnej zgodnie z lokalnymi wytycznymi.
Prébki guza sutka musialy wykazywa¢ nadekspresje HER2 definiowana jako ocena IHC
3+ lub wspdtczynnik amplifikacji okreslony metoda ISH o wartosci = 2.0 wyznaczone w
laboratorium centralnym. Pacjentdw przydzielano losowo (w stosunku 1:1) do grup
otrzymujacych preparat trastuzumab lub KADCYLA. Randomizacja byta stratyfikowana
wedtug stadium klinicznego w momencie rozpoznania, statusu receptora hormonu, terapii
przedoperacyjnej skierowanej przeciwko biatku HER2 (trastuzumab, trastuzumab z
dodatkowymi $rodkami skierowanymi przeciwko biatku HER2) i statusu patologicznych
weztdw chtonnych ocenionych po zastosowaniu terapii przedoperacyjnej.
Pierwszorzedowym punktem koricowym okreslajacym skuteczno$¢ w badaniu
KATHERINE byto przezycie wolne od choroby inwazyjnej (IDFS). Warto$¢ IDFS
zdefiniowano jako czas od daty randomizaciji do pierwszego wystapienia nawrotu
inwazyjnego guza sutka wystepujacego po tej samej stronie, nawrotu miejscowego lub
regionalnego inwazyjnego raka sutka wystepujacego po tej samej stronie, wznowy
odlegtej, przeciwstronnego inwazyjnego raka sutka lub $mierci z jakiejkolwiek przyczyny.

Wsréd pacjentéw, ktorych prébki raka sutka zidentyfikowano jako dodatnie wzgledem
biatka HER2 za pomoca barwienia IHC przy uzyciu testu wykorzystujacego klon 4B5,
poddanych terapii trastuzumabem emtanzyng (KADCYLA) zaobserwowano statystycznie
istotng i klinicznie znaczaca poprawe wartosci IDFS w poréwnaniu do terapii
trastuzumabem (Herceptin) (HR = 0.43, 95-procentowy CI [0.32, 0.58]), co odpowiada 57-
procentowej redukcji ryzyka wystapienia zdarzenia IDFS. Wyniki skutecznosci dla
podgrupy pacjentéw o dodatnim wyniku barwienia IHC zawiera Tab 48.

Analiza danych wskazuje réwniez, ze zaréwno z dostosowaniem pod katem probkowania
zroznicowanego w populacji badanej ze wzgledu na lokalne wstepne testy przesiewowe,
jak i bez niego oszacowania skutecznoci lekow sa podobne.

Tab 48. Wyniki skutecznosci z badania KATHERINE dla podgrupy pacjentéw o
dodatnim wyniku barwienia IHC.
KADCYLA Trastuzumab
N =573 N =559
Przezycie wolne od choroby inwazyjnej
Pierwszorzedowy punkt koricowy (IDFS) @
Liczba (%) pacjentow ze zdarzeniem 64 (11.2%) | 130 (23.3%)

HR [95-procentowy CI] 0.43[0.32, 0.58]

Wspbtczynnik procentowy ,3 lata bez

zdarzenia” P 89.0 75.7

a Dane z pierwszej analizy okresowej
b Wspotczynnik ,3 lata bez zdarzenia” obliczony z estymatoréw Kaplana-Meiera

Dane z badania KATHERINE wskazuja, ze wérdd pacjentéw z wezesnym rakiem sutka o
dodatnim statusie HER2, z choroba resztkowa pozostatg po ukonczone;j terapii
neoadiuwantowej, preparat adiuwantowy trastuzumab emtanzyna (KADCYLA) wykazywat
wyrazne korzysci w leczeniu w poréwnaniu z preparatem adiuwantowym trastuzumab
(Herceptin). Test wykorzystujacy klon 4B5 skierowany przeciwko biatku HER2 oraz test
INFORM HER2 Dual ISH sg przydatne podczas identyfikacji pacjentéw, ktorzy
najprawdopodobniej odniosa korzy$¢ z terapii trastuzumabem emtanzyng (KADCYLA).
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Rak zotadka

Poréwnanie dziatania klonu 4B5 do dziatania testu HercepTest podczas barwienia
tkanek ludzkiego raka zotadka

Przeprowadzono zewnetrzne, zaslepione badanie w celu poréwnania skutecznosci
barwienia przy uzyciu klonu 4B5 i aparatu BenchMark XT z barwieniem przy uzyciu testu
Dako HercepTest. W badaniu testowano dwie kohorty probek; kohorta 1 obejmowata
nowo utworzone mikromacierze tkankowe (TMA) sktadajace si¢ z 248 przypadkow raka
zotadka (szes$¢ przypadkéw pozniej uznano za duplikaty i zostaty usuniete); kohorta 2
sktadata sie z zestawu 183 probek z badania klinicznego ToGA (Trastuzumab for Gastric
Cancer), podczas ktérego badano status biatka HER2 i wyniki kliniczne wéréd pacjentow
leczonych preparatem Herceptin (trastuzumab). W laboratorium preparaty wybarwiono
przy uzyciu klonu 4B5 i testu HercepTest. Lacznie 431 przypadkéw wybarwiono za
pomocag obu testéw, a w poréwnaniu uwzgledniono 398 odrebnych przypadkéw (po
usunieciu przypadkéw zduplikowanych). Patomorfolog oceniat przypadki, stosujac skale
ocen 0/1+, 2+ i 3+. Przypadki z oceng 2+ lub 3+ uznawano za dodatnie, natomiast
przypadki z oceng 0 lub 1+ uznawano za ujemne. Wartosci zgodno$ci migdzy klonem 4B5
i testem HercepTest dla obu badanych kohort przedstawiono w ponizszej tabeli.

Tab 49. Dane dotyczace zgodnosci wynikéw uzyskanych przy uzyciu klonu 4B5 (IHC) i
testu HercepTest w przypadku probek raka zotadka.
Procentowa Procentowa
zgodnosé zgodnosé
wszystkich wynikow Procentowa
wynikéw ogétem dodatnich zgodnos¢ wynikow
Pochodzeni (95-procentowy (95-procentowy ujemnych
e tkanki Cl) Cl) (95-procentowy Cl)
TMA3j 91.0 82.1 924
ToGA b (87.7-93.4) (70.2-90.0) (89.1-94.8)
n 362/398 46/56 316/342

Wyniki barwienia IHC byly okreslane jako dodatnie (2+ i 3+) i ujemne (0+ i 1+).
a TMA: probki z mikromacierzy tkankowej
b ToGA: prébki Kliniczne z badania klinicznego ToGA

ROZWIAZYWANIE PROBLEMOW

1.

Jesli kontrola dodatnia wykazuije stabsze wybarwienie niz oczekiwano, nalezy
sprawdzi¢ barwienie w innych kontrolach dodatnich wybarwionych podczas tego
samego cyklu barwienia, aby okresli¢, czy problem jest spowodowany
przeciwciatem pierwszorzedowym, czy jednym z powszechnie stosowanych
odczynnikéw drugorzedowych.

Jedli dla kontroli dodatniej otrzymano wynik ujemny, nalezy upewnic sig, ze preparat
jest oznaczony odpowiednig etykieta z kodem kreskowym. Je$li preparat jest
oznaczony prawidiowg etykieta, nalezy sprawdzi¢ barwienie w innych kontrolach
dodatnich wybarwionych podczas tego samego cyklu barwienia, aby okresli¢, czy
problem jest spowodowany przeciwciatem pierwszorzedowym, czy jednym z
powszechnie stosowanych odczynnikéw drugorzedowych. Tkanki mogty zosta¢
niewtasciwie pobrane, utrwalone lub odparafinowane. Przestrzega¢ odpowiednich
procedur pobierania, przechowywania i utrwalania.

Jedli nie usunieto catej parafiny, moze nie doj$¢ do wybarwienia preparatu. Nalezy
powtdrzy¢ procedure odparafinowania.

Jesli skrawki tkanek sg wyptukiwane ze szkietek, nalezy sprawdzi¢, czy szkietka sg
natadowane dodatnio.

Jesli w tkance raka zotgdka w prawidtowej btonie $luzowej znajdujacej sie w bliskim
sasiedztwie obszaru guza, wystepuje barwienie jadrowe i odczyn cytoplazmatyczny
utrudniajace interpretacje zabarwienia btony, tkanke te mozna zbada¢ przy uzyciu
metody ISH.

Aby uzyska¢ informacje o $rodkach zaradczych nalezy zapozna¢ sig z cze$cig
,Procedura barwienia” lub przewodnikiem uzytkownika aparatu albo skontaktowa¢
si¢ z lokalnym przedstawicielem dziatu pomocy technicznej.
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Firma Ventana stosuje okreslone ponizej symbole i oznaczenia dodatkowo do symboli
wymienionych w normie ISO 15223-1 (dotyczy USA: wigcej informacji mozna znalez¢ pod
adresem elabdoc.roche.com/symbols).
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C Zaktualizowano informacje zawarte w czesci Procedura barwienia oraz
zasady oceniania tkanek raka zotadka w Tabeli 7. Poprawki dotyczace
terminologii i interpunkcji. Dodano informacje dotyczace aparatu BenchMark
ULTRA PLUS.
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