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ANVANDNINGSOMRADE

VENTANA anti-ALK (D5F3) Rabbit
Monoclonal Primary Antibody
(VENTANA anti-ALK (D5F3)) &r avsedd
for laboratorieanvandning for detektion
av det anaplastiska lymfomkinasproteinet
(ALK) i formalinfixerad, paraffininbaddad
icke-smacellig lungcarcinomvavnad
(NSCLC), som fargats med BenchMark
IHC/ISH-instrumenten. Produkten &r
avsedd som ett hjalpmedel for att

Figur 1. VENTANA anti-ALK (D5F3)
analys av antikroppsuttryck pa icke- identifiera patienter som uppfyller

smacelligt lungcarcinom. kriterierna for behandling med
XALKORI® (crizotinib), ZYKADIA® (ceritinib), eller ALECENSA® (alectinib).

Denna produkt ska tolkas av en kvalificerad patolog och kombineras med en histologisk
undersokning, relevant klinisk information och lampliga kontroller.

Denna antikropp &r avsedd for in vitro-diagnostisk anvandning (VD).

SAMMANFATTNING OCH FORKLARING

Det anaplastiska lymfomkinasproteinet (ALK) tillhdr insulinreceptorsuperfamilien
receptortyrosinkinaser.! ALK &r ett membranglykoprotein av typ | som vanligtvis uttrycks i
nervsystemet.2 ALK-genen finns i kromosom 2p23 och bestar av 2 stora introner och 26 exoner.!
Den molekylara patogenesen for ALK bdrjar med kromosomféréndringar som gér ihop med 3'
kodningssekvenser for den ALK-intracelluléra signaldomanen med 5’ promotorelementen och
kodningssekvenserna i andra gener. 5’ promotorelementen och kodningssekvensema driver
dveruttryck och de chiméra proteinemas ligandoberoende oligomerisering, funktioner som ar
vanliga for de humana neoplasmema i proteintyrosinkinaset av fusionstyp.

En inversion i kromosom 2p, som resulterade i bildningen av en fusionsgenprodukt
bestaende av delar av den ekinodermmikrotubulusassocierade proteinliknande 4-genen
(EML4) och ALK-genen, upptacktes 2007 i NSCLC-cellinjer och arkiverade kliniska prover.?
En efterfoljande serie av publicerade studier visade att EML4-ALK-inversionhandelser
producerade minst 9 katalytiskt aktiva kinasfusionsproteinvarianter, dér var och en bestod av
samma delar av den ALK C-terminala kinasdomanen. Liksom vid ALK-genfusioner som
forst identifierades i anaplastiska storcelliga lymfom (ALCL), pavisades att EML4-ALK
fusionsproteinet hade transformerande aktivitet. | Gverensstdmmelse med detta har EML4-
ALK-uttrycket i alveolara epitelceller i lungorna pa transgena mdss rapporterats vara en
potent onkogen faktor.?

KLINISK SIGNIFIKANS

Icke-smacelligt lungcarcinom (NSCLC) &r den vanligaste typen av lungcancer. Det finns
tre vanliga typer av NSCLC: adenocarcinom, skivepitelcarcinom och storcelligt carcinom.
ALK erkanns nu som en viktig onkogen drivkraft i NSCLC, och dven om EML4 &r den
dominerande fusionspartnem, sa har andra fusionspartnergener identifierats. 0"t
Forekomsten av ALK-genforandringar tycks variera fran 2-7 %, vilket innebar cirka 6 000
ALK-positiva patienter/ar i USA och 40 000 patienter/ar Gver hela jorden.347

Sma véavnadsprover kan latt anvandas i rutinmassig immunhistokemi (IHC) och gor,
tilsammans med antikroppar som upptécker antigener som ar viktiga for carcinomtolkning,
denna teknik till ett viktigt verktyg for patologen vid diagnos av och prognos av sjukdomen.
ALK é&r en viktig markor i NSCLC.
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Den stora majoriteten av ALK-genforandringar observerades i lungadenocarcinomprover
jamfort med skivepitelcancer eller smacelliga histologier.3- Vissa bevis antyder en
korrelation mellan ALK-genférandringar och NSCLC hos patienter som har rokarstatus
“aldrig eller 1att", men det har &r eventuellt inte en statistiskt signifikant kofaktor.347.9
Viktigt nog sammanfaller ALK-genforandringar sallan med EGFR-, HER2- eller KRAS-
mutationer, vilket visar att ALK-positivitet &r en distinkt sjukdomssubtyp.® XALKORI® &r en
selektiv ATP-kompetitiv smamolekylar hdammare av ALK, ROS1 och tyrosinkinaser for
receptorn for hepatocyttillvaxtfaktorn (c-Met/HGFr) och deras onkogena varianter (t.ex.
ALK- eller ROS1-fusionsproteiner eller c-Met-/HGFr-mutantvarianter). XALKORI® har visat
koncentrationsheroende inhibering av ALK och c-Met-fosforylering i cellbaserade analyser
med anvandning av tumércellinjer. Det har ocksa visat antitumdraktivitet hos moss med
tumérxenografter som uttrycker EML4- eller NPM-ALK-fusionsproteiner eller Met.1213.14

ZYKADIA® &r en kinashammare. Mal for ZYKADIA®-inhibering identifierade i antingen
biokemiska eller celluldra analyser vid kliniskt relevanta koncentrationer inkluderar ALK,
insulinliknande tillvaxtfaktor 1-receptor (IGF-1R), insulinreceptor (InsR) och ROS1. Bland
dessa ar ZYKADIA® mest aktiv mot ALK. ZYKADIA®-inhiberade autofosforylering av ALK,
ALK-férmedlad fosforylering av nedstrémssignalerande proteinet STAT3 och proliferation
av ALK-beroende cancerceller i in vitro- och in vivo-analyser.

ZYKADIA® inhiberade in vitro-proliferation av cellinjer som uttrycker EML4-ALK och NPM-
ALK-fusionsproteiner och visade dosberoende inhibering av EML4-ALK-positiv NSCLC-
xenograft tillvéxt hos mdss och rattor.'s

Den kliniska betydelsen av ALK-genférandringar har visats i randomiserade, aktivt
kontrollerade kliniska tester med XALKORI®, utférda av Pfizer, och med ZYKADIA®,
utférda av Novartis. 415

ALECENSA® &r en mycket selektiv och potent ALK- och RET-tyrosinkinashdmmare, som
hammar intracelluldra signalvagar som &r involverade i tumércellsproliferation och 6verlevnad
och darfor framjar cancercelldéd och hammar tumércelltillvaxt och proliferation. ' Baserat pa
prekliniska data, &r ALECENSA® inte ett substrat av effluxtransportdrema (PGP eller BCRP) i
blod-hjémbarridren och kan darfor distribuera in i och bibehallas i det centrala nervsystemet.
ALECENSA®-inducerad tumdrregression i prekliniska xenograft-modeller frdn mus, inklusive
antituméraktivitet i hjaman, och forlangd 6verlevnad i djurmodeller med intrakraniell tumdr."
ALECENSA® tolereras val och ger en hanterbar sékerhetsprofil.1820

Ventana har visat 6verensstammelse av VENTANA anti-ALK (D5F3) antikroppsanalys
med Abbott Vysis ALK Break Apart FISH Probe Kit (ALK FISH) for att bestdmma ALK-
status for en patients NSCLC. ALK FISH kan presentera tekniska utmaningar vid
vérdering av fargningsresultaten. Intrakromosomala férandringar kan framkalla svaga
signaldelningar, vilket leder till potentiellt falskt negativa resultat.2 Studier som nyligen
gjorts indikerar att IHC ar kénsligt och specifikt vid bestdmning av ALK-status och &r ett
dugligt alternativ till ALK FISH.'0.1.21-23 Ventana har utvecklat antikroppsanalysen
VENTANA anti-ALK (D5F3) och dess tillhérande poéngséttningsalgoritm for att bestamma
ALK-status i NSCLC-prover.

Tolkning av resultaten av en fargning med VENTANA anti-ALK (D5F3) antikroppsanalys
pa vavnadsprover bor utféras med den rekommenderade poéngsattningsalgoritmen.
Histologiska vavnadspreparat har fordelen av intakt vdvnadsmorfologi, som hjalper till vid
tolkning av ALK-positivitet for provet. Alla histologiska tester ska tolkas av en patolog, och
resultaten ska kompletteras med morfologiska studier och 1ampliga kontroller och
anvandas tillsammans med 6vriga kliniska data och laboratoriedata. IHC-analysens
malantigener paverkas av fixeringstid, typ av fixeringsmedel och alder pa snitt/objektglas.
Darfor maste forsiktighet iakttas for att sékerstélla provpreparationens kompatibilitet fore
fargning (se Tolkningsguiden fér VENTANA anti-ALK (D5F3) Rabbit Monoclonal Primary
Antibody for icke-smacelligt lungcarcinom (NSCLC) P/N 1011879 och avsnittet Specifika
begréansningar nedan).

PROCEDURPRINCIP

VENTANA anti-ALK (D5F3) Rabbit Monoclonal Primary Antibody &r en monoklonal, primar
kaninantikropp som binder till ALK i paraffininbdddade vévnadssnitt. Den specifika
antikroppen kan visualiseras med hjalp av OptiView DAB IHC Detection Kit (kat. nr 760-
700/06396500001) foljt av OptiView Amplification Kit (kat. nr 760-099/06396518001

(50 test) eller 860-099/06718663001 (250 test)). Se relevanta produktblad for OptiView
DAB IHC Detection Kit och OptiView Amplification Kit for mer information.
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MEDFOLJANDE REAGENS

VENTANA anti-ALK (D5F3)-antikroppen innefattar en rekombinant monoklonal
kaninantikropp och innehaller tillrackligt med reagens for fargning av 50 objektglas.

En 5 mL dispenser med VENTANA anti-ALK (D5F3)-antikropp innehaller ca 70 ug av den
monoklonala D5F3-kaninantikroppen.

Antikroppen &r spadd i 0,08 M PBS med 3 % bérarprotein och 0,05 % ProClin 300 som
konserveringsmedel.

Reagensets totala proteinkoncentration &r cirka 10 mg/mL. Specifik antikroppskoncentration
&rcirka 14 pug/ml.

MATERIAL SOM BEHOVS MEN INTE MEDFOLJER

1. Ménniskans blindtarm eller ALK-positiva och ALK-negativa, icke-smacelliga
lungcarcinomprover for anvandning som kontrollvavnad

Rabbit Monoclonal Negative Control Ig (kat. nr 790-4795/06683380001)
Objektglas fér mikroskop, positivt laddade

Torkugn som kan halla en temperatur pa 60°C + 5 °C

Streckkodsetiketter

Xylen (for histologi)

Etanol eller reagensalkohol (for histologi)

. 100 % losning: outspadd etanol eller reagensalkohol

e 95% lésning: blanda 95 delar etanol eller reagensalkohol med 5 delar
avjoniserat vatten
o 80 % lésning: blanda 80 delar etanol eller reagensalkohol med 20 delar
avjoniserat vatten
8.  Avjoniserat eller destillerat vatten
9. OptiView DAB IHC Detection Kit (kat. nr 760-700/06396500001)
10.  OptiView Amplification Kit (kat. No. 760-099 / 06396518001 (50 tester) eller 860-099 /
06718663001 (250 tester))
11.  EZ Prep Concentrate (10X) (Cat. nr 950-102/05279771001)
12.  Reaction Buffer Concentrate (10X) (kat. nr 950-300/05353955001)
13.  LCS (Predilute) (kat. nr 650-010/05264839001)
14.  ULTRALCS (Predilute) (kat. nr 650-210/05424534001)
15.  Cell Conditioning 1 (CC1) (kat. nr 950-124/05279801001)
16.  ULTRA Cell Conditioning Solution (ULTRA CC1) (kat. nr 950-224/05424569001)
17. Hematoxylin Il (kat. nr 790-2208/05277965001)
18.  Bluing Reagent (kat. nr 760-2037/05266769001)
19.  Permanent monteringsmedium (Permount Fisher kat. nr SP15-500 eller motsvarande)
20. Tackglas (tillrackligt for att tacka vavnad, t.ex. VWR kat. nr 48393-060)
21.  Automatiserat tackningsmedel (t.ex. Tissue-Tek SCA Automated Coverslipper)
22.  Ljusmikroskop
23.  Absorberande torkdukar
Fargningsreagens sasom VENTANA detection kit och tillhdrande komponenter, inklusive
negativa och positiva vavnadskontrollobjektglas, medfdljer inte.
Eventuellt &r inte alla produkter i produktbladet tillgangliga i alla lander. Radfraga din
lokala support.

FORVARING

Forvaras vid 2-8 °C vid mottagandet och nér den inte anvénds. Far ej frysas.

For att sakerstélla ratt reagensleverans och antikroppens stabilitet maste dispensems lock séttas
pa igen efter varje kdming och dispensem omedelbart placeras i kylskap i upprétt lage.

Varje antikroppsdispenser &r markt med utgangsdatum. Vid korrekt forvaring ar reagenset
stabilt fram till det datum som anges pa etiketten. Anvand inte reagenset efter detta
utgangsdatum.

PROVBEREDNING

Rutinméssigt bearbetade, formalinfixerade, paraffininbaddade vavnader ar lampliga for
anvandning med denna priméara antikropp nar den anvands med VENTANA detection kit
och BenchMark IHC/ISH-instrument.

Pa grundval av xenograftmodeller genererade fran méanniskans NCI-H2228 NSCLC-cellinje
som ar positiv for ALK, rekommenderar Ventana vavnadsfixering i 10 % neutralt buffrat
formalin (NBF) under minst 6 timmar.2 Fixeringstider under 6 immar resulterar i en
betydande forlust av fargningsintensitet for ALK. Zinkformalinfixeringsmedel &r ocksa

Noakowbd

2017-12-21
FT0700-4101

2/13

Roche)

godtagbart for en fixeringstid pa minst 6 timmar. Mangden som anvands bor vara 15 till

20 ganger volymen pa vavnaden. Inget fixativ tranger igenom mer an 2 till 3 mm tat vavnad
eller 5 mm poros vévnad under en 24-timmarsperiod. Fixering kan goras vid rumstemperatur
(15-25°C).»

Fixativ som t.ex. attiksyra med alkoholformalin (AFA), PREFER-fixativ, B5 och andra
fixeringsmedel som innehaller syra och/eller alkohol har pavisat en forlust av fargningsintensitet
for ALK vid alla testade fixeringstider (1 till 72 timmar). De rekommenderas inte for anvandning
med denna analys. Fordréjning till fixeringsstudier pavisade ocksa en foriust av
fargningsintensitet for ALK nér xenograftprover som inte faststalls inom 6 timmar efter
bortskdming. Se Tolkningsguide for VENTANA anti-ALK (D5F3) Rabbit Monoclonal Primary
Antibody for icke-smacelligt lungcarcinom (NSCLC) PIN 1011879) for ytterligare diskussioner om
effekten av provpreparation pa ALK-fargningsintensitet.

Snitt ska skaras med en ungefarlig tjocklek av 4 um och monteras pa positivt laddade
objektglas. Objektglasen ska fargas omedelbart eftersom antigeniciteten for de skumna
vavnadssnitten kan minska med tiden och aventyras om det gar mer &n 3 manader efter
utskarning fran paraffinblocket (se Tolkningsguide for VENTANA anti-ALK (D5F3) Rabbit
Monoclonal Primary Antibody for icke-smacelligt lungcarcinom (NSCLC) P/N 1011879 och
avsnittet Prestandaegenskaper nedan).

VARNINGAR OCH FORSIKTIGHETSATGARDER

1. Forin vitro-diagnostiskt (VD) bruk.

2. Endast for yrkesmassigt bruk.

3. Observera att positivt laddade objektglas kan vara kansliga for miljppaverkan som
resulterar i olamplig fargning av IHC-analyser (till exempel, brist pa primar antikropp
eller motfargning pa vavnaden). Se vitboken N4629_0313B-Impact of environmental
stress on various histology slide types for att battre forsta effekterna av miljépaverkan
pa IHC-positivt laddade objektglas.

4. ProClin 300 Iésning anvands som konserveringsmedel i detta reagens. Det har
klassificerats som ett retande @mne och kan orsaka sensibilisering genom hudkontakt.
laktta Iampliga forsiktighetsatgérder vid hantering. Undvik att reagens kommer i kontakt
med 6gon, hud och slemhinnor. Anvand skyddsklader och handskar.

5. Material av humant eller animaliskt ursprung ska hanteras som biologiskt riskavfall
och omhandertas i enlighet med tillampliga forsiktighetsatgarder.

6. Undvik att reagens kommer i kontakt med 6gon och slemhinnor. Om reagens kommer i
kontakt med kénsliga omraden ska dessa skéljas med stora mangder vatten.

. Undvik mikrobiell kontaminering av reagens eftersom det kan orsaka felaktiga resultat.

8.  Kontakta lokala och/eller statliga myndigheter angaende rekommenderad metod for
avfallshantering.

9. For ytterligare sakerhetsinformation, se sékerhetsdatabladet for produkten samt
symbol- och riskfrasguiden pa www.ventana.com.

FARGNINGSPROCEDUR

VENTANA anti-ALK (D5F3) antikroppsanalys har utvecklats for anvandning med
BenchMark IHC/ISH-instrument i kombination med Rabbit Monoclonal Negative Control
lg, OptiView DAB IHC Detection Kit, OptiView Amplification Kit och tillhdrande reagenser.
Se Tabell 1, Tabell 2 och Tabell 3 for rekommenderade fargningsprotokoll for varje
fargningsmaskin.

Denna antikropp har optimerats for specifika inkubationstider, men anvandaren maste
validera resultat som erhalls med detta reagens. Avvikelser fran fargningsprotokollet i
Tabell 1, Tabell 2 eller Tabell 3 kan ge falskt positiva eller falskt negativa resultat. Nar det
galler BenchMark ULTRA-instrument har en ALK-specifik fargningsprocedur tagits fram,
U VENTANA ALK (D5F3). Innan du véljer protokollforhallanden fran den ALK-specifika
fargningsproceduren sa maste BenchMark ULTRA-instrumentet ha VSS 12.3-
programvara med OptiView v5-fargningsproceduren eller hogre.

Parametrarma for de automatiserade procedurema kan visas, skrivas ut och redigeras
enligt proceduren i instrumentets anvandarhandbok. Se lampligt produktblad till VENTANA
detection kit for ytterligare information om immunhistokemiska fargningsprocedurer.
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Tabell 1. Rekommenderat fargningsprotokoll for VENTANA anti-ALK (D5F3)
antikroppsanalys och Rabbit Monoclonal Negative Control Ig med OptiView DAB IHC
Detection Kit och OptiView Amplification Kit pa ett BenchMark ULTRA-instrument.

Fargningsprocedur: U VENTANA ALK (D5F3)

Protokollsteg

Parameterinmatning

Antikropp (primar)

VENTANA ALK AB - 16 Min\ (Valj sedan USA eller

EU/Annan) eller Negative Control

Motfargning

Hematoxylin I, 4 minuter

Efter motfargning

Bluing, 4 minuter

Tabell 2. Rekommenderat fargningsprotokoll for VENTANA anti-ALK (D5F3)
antikroppsanalys och Rabbit Monoclonal Negative Control Ig med OptiView DAB IHC
Detection Kit och OptiView Amplification Kit pa ett BenchMark XT-instrument.

Procedurtyp Metod
IHC-synkroniseringsalternativ Vald*
Avparaffinering Vald

Cellkonditionering
(antigenavkodning)

Cell Conditioning 1,
92 minuter, 100 °C

Pre-primar peroxidashammare

Vald

Antikropp (primar) Ventana anti-ALK (D5F3) eller Rabbit
Mono Neg 16 minuter, 37 °C
OptiView HQ Univ Linker 12 minuter
OptiView HRP Multimer 12 minuter
OptiView Amplification Vald
OV AMP H202, OV Amplifier 8 minuter
OV AMP Multimer 8 minuter
Motféargning Hematoxylin II, 4 minuter

Efter motfargning

Bluing, 4 minuter

* Detta steg ar endast valbart nar XT OptiView DAB v4 anvands och &r inte tillgangligt for

tidigare programvaruversioner.

Tabell 3. Rekommenderat fargningsprotokoll for VENTANA anti-ALK (D5F3)
antikroppsanalys och Rabbit Monoclonal Negative Control Ig med OptiView DAB IHC
Detection Kit och OptiView Amplification Kit pa ett BenchMark GX-instrument.

Procedurtyp

Metod

Avparaffinering

Vald

Cellkonditionering
(antigenavkodning)

Cell Conditioning 1,
92 minuter, 100 °C

Pre-primar peroxidashdmmare

Vald

Antikropp (primar) Ventana anti-ALK (D5F3) eller Rabbit
Mono Neg 16 minuter, 37 °C
OptiView HQ Univ Linker 12 minuter
OptiView HRP Multimer 12 minuter
OptiView Amplification Vald
OV AMP H202, OV Amplifier 8 minuter
OV AMP Multimer 8 minuter
Motfargning Hematoxylin I, 4 minuter
Efter motfargning Bluing, 4 minuter
2017-12-21

FT0700-4101

3/13

Roche)

Pa grund av variationer i vavnadsfixering och -bearbetning samt generella labbinstrument-
och omgivningsforhallanden, kan man behdva oka eller minska inkubationen av
primarantikroppen, cellkonditioneringen eller proteasférbehandlingen, baserat pa individuella
prover, den detektion som anvands och avldsarens preferens. Yiterligare information om
fixeringsvariabler finns i "Immunohistochemistry Principles and Advances”.%

KONTROLLER

KVALITETSKONTROLLPROCEDURER
Rabbit Monoclonal Negative Control Ig

Ett matchat objektglas med negativ reagenskontroll maste kéras for varje prov

for att underlatta tolkningen av resultat. Rabbit Monoclonal Negative Control Ig

(kat. nr 790-4795/06683380001), en antikropp for negativ reagenskontroll, ar speciellt
matchad fér denna analys och anvénds istéllet for den primara antikroppen for utvardering
av icke-specifik fargning. Fargningsproceduren for den negativa reagenskontrollen ska
motsvara inkubationsperioden for den priméra antikroppen. Anvéndning av ett annat
negativt kontrollreagens eller underlatenhet att anvanda det rekommenderade negativa
kontrollreagenset kan leda ill falska resultat.

Systemnivakontroller

Systemnivakontroller maste kéras med patientprover. De kan antingen vara human
blindtarm?s eller kdnda ALK-positiva/negativa NSCLC-vévnadsprover.

Kontrollvavnader bér utgdras av farska obduktions-, biopsi- eller kirurgiska prover, vilka
preparerats och fixerats sa tidigt som majligt pa ett satt som &r identiskt med behandlingen
av testsnitten. Sadana vavnader kan dvervaka alla analyssteg, fran vavnadspreparering till
fargning. Anvandning av vavnadssnitt, som fixerats eller beretts pa annat satt an
testprovet, fungerar som kontroll for alla reagens- och metodsteg utom fixering och
vavnadsberedning.

Blindtarm eller ALK-positiva/negativa NSCLC-vavnadskontroller

En ALK-positiv och ALK-negativ kontrollvdvnad maste kéras med varje VENTANA anti-
ALK- (D5F3) analysfargningsprocedur som utfors.

NSCLC-fall med férgning som &r representativ for ett kliniskt ALK-positivt savél som ett
kliniskt ALK-negativt resultat &r [ampade for optimal kvalitetskontroll, t.ex. for att detektera
sma mangder reagensdegradering eller instrumentrelaterade specifikationsproblem.

Human blindtarmsvavnad innehéller positiva och negativa fargningselement for ALK-
proteinet och ar &ven lamplig att anvanda som en systemnivakontroll. De positiva
vavnadfargningskomponenterna anvands for att bekréafta att antikroppen applicerats ratt
och att instrumentet fungerar pa ratt stt; de negativa vavnadfargningskomponentema
anvands for att detektera sma mangder reagensdegradering eller instrumentrelaterade
specifikationsproblem.

Lamplig fargning av ALK-positiva och -negativa NSCLC och blindtarmvavnadskomponenter
beskrivs i Tabell 4 och Tabell 5 och i Tolkningsguide for VENTANA anti-ALK (D5F3) Rabbit
Monoclonal Primary Antibody for icke-smacelligt lungcarcin (NSCLC) P/N 1011879.

Kénda positiva och kanda negativa vavnadskontroller, som anvands for att dvervaka
prestandan av ALK-analysen pa patientprover, maste fixeras och behandlas pa ett
liknande satt som patientprovet. Annars kan kontrollvdvnaderna endast anvandas fér att
dvervaka for korrekt prestanda av testreagenserna. Vavnadskontrollerna bér inte
anvandas som hjalp vid diagnostisering av patientprover.

Analysverifiering

Fore forsta anvandning av en antikropp eller ett fargningssystem under en diagnostisk
procedur, ska antikroppens specificitet verifieras genom att den testas pa en serie
vavnader med kénda prestandaegenskaper for IHC som representerar ALK-positiva och -
negativa vavnader (se Kvalitetskontrollprocedurer som anges i detta avsnitt av
produktbladet och rekommendationerna for kvalitetskontroll fran College of American
Pathologists Laboratory Accreditation Program, Anatomic Pathology Checklist?” eller
godkanda riktlinjer fran CLSI). Dessa kvalitetskontrollprocedurer ska upprepas for varje
ny sats med antikroppar eller nér analysparametrarna andras. NSCLC-vavnader med
kénd ALK-status eller humana blindtarmsprover ar Iampliga for analysverifiering.

TOLKNING AV RESULTAT

VENTANA automatisk immunfargningsprocedur orsakar utféllining av en brunférgad DAB-
reaktionsprodukt pa de antigenstallen som lokaliseras med VENTANA anti-ALK (D5F3)-
antikropp. En kvalificerad patolog med erfarenhet av IHC-procedurer maste utvardera
negativa reagenskontroller och systemnivakontroller samt kvalificera den fargade
produkten innan resultaten tolkas.
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Positiva/negativa vavnadskontroller pa systemniva

De fargade positiva och negativa vavnadskontrollerna ska undersokas for att sékerstalla
att samtliga reagenser fungerar pa rétt sétt. Forekomst av ratt fargad reaktionsprodukt pa
den positiva kontrollvavnaden inom cytoplasman i mélcellerna anger en positiv reaktivitet.
Om den positiva eller negativa vavnadskontrollen inte pavisar lamplig fargning eller pavisar
en forandring i klinisk diagnostolkning ska resultat med testproverna anses som ogiltiga.
Tabell 4. Utvarderingskriterier vid tarmvévnadskontroll. Representativa bilder finns i
tolkningsguiden fér VENTANA anti-ALK (D5F3) Rabbit Monoclonal Primary Antibody for
icke-smécelligt lungcarcinom (NSCLC) P/N 1011879.

Acceptabelt

Oacceptabelt

Franvaro av kraftig granular
cytoplasmisk fargning i ganglieceller.

Nérvaro av kraftig granuldr cytoplasmisk
fargning i ganglieceller. (Se anmérkning)

Franvaro av stark granular cytoplasmisk
fargning i glandulara epitelceller, muskel-
och lymfatisk vavnad (ringa eller séllsynt
fargning av lymforetikuldra celler kan
observeras i lymfoida aggregat).

Overdriven, icke-specifik
bakgrundsfargning av glandulara
epitelceller, muskel- eller lymfatisk
vavnad som stdr podngséttning.

Obs: Nerven i blindtarmsmuskelskikt visar positiv fargning.

Negativ reagenskontroll

Ospecifik fargning, om sadan forekommer, har ett diffust utseende och kan utvarderas
med hjélp av det negativa kontrollobjektglaset som fargats med Rabbit Monoclonal
Negative Control Ig. Intakta celler ska anvandas fér tolkning av fargningsresultaten,
eftersom nekrotiska eller nedbrutna celler ofta fargas ospecifikt. Om bakgrundsfargningen
ar stark ska resultaten fran testprovet betraktas som ogiltiga. Exempel pa acceptabla
nivaer av bakgrundsfargning for denna analys kan hittas i VENTANA ALK
poangbeddémningsguide for smacellig lungcarcinomvavnad P/N 1011879.

Patientvavnad

Patientvavnaden maste utvérderas enligt podngséattningsalgoritmen for VENTANA
anti-ALK (D5F3) som anges i Tabell 5. Se tolkningsguiden for VENTANA anti-ALK (D5F3)
Rabbit Monoclonal Primary Antibody for icke-smacelligt lungcarcinom (NSCLC)

P/N 1011879.

Tabell 5. Poangsattningsalgoritm for analysen VENTANA anti-ALK (D5F3).
Representativa bilder finns i tolkningsguiden for VENTANA anti-ALK (D5F3) Rabbit
Monoclonal Primary Antibody for icke-sméacelligt lungcarcinom (NSCLC) P/N 1011879.

Klinisk tolkning Fargningsbeskrivning

Narvaron av kraftig granular cytoplasmisk fargning i
tumdrceller (procentandelar positiva tumdrceller). Har maste
man bortse fran vissa fargningselement, som exempelvis:

+ 1t cytoplasmisk marmorering i alveoldra makrofager,
« celler av neuralt ursprung (nerv- och ganglieceller),

« glandular epitelfargning,

+ spridda lymforetikuléra celler bland infiltrerande lymfocyter.

Viss bakgrundsfargning kan ocksa observeras i normal
slemhinna i NSCLC (inklusive mucin) och i nekrotiska
tumdromraden, som ska exkluderas fran den kliniska
utvérderingen.

Positivt for ALK

Franvaro av kraftig granular cytoplasmisk fargning i

Negativt for ALK .
tumorceller.
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ALLMANNA BEGRANSNINGAR

1. Immunhistokemi &r en diagnostisk process i flera steg som kréver specialutbildning i
valen av lampliga reagenser, vavnadsval, fixering, bearbetning, preparering av det
immunhistokemiska objektglaset och tolkning av fargningsresultat.

2. Vavnadsfargning &r beroende av hanteringen och bearbetningen av vavnaden fore
fargning. Felaktig fixation, frysning, upptining, tvattning, torkning, varmning, snittning eller
kontaminering med andra vavnader eller vétskor kan ge artefakter, antikroppsinfangning
eller falska negativa resultat. Inkonsekventa resultat kan bero pa variationer i fixations- och
inbaddningsmetoder eller pa naturliga oregelbundenheter i vavnaden.

3. Stark eller ofullstdndig motfargning kan aventyra en korrekt tolkning av resultat.

4. DenKliniska tolkningen av positiv fargning, eller franvaro av sédan, maste
utvarderas inom ramen for klinisk anamnes, morfologi och andra histopatologiska
kriterier. Den kliniska tolkningen av fargning, eller franvaro av sadan, maste
kompletteras med morfologiska undersdkningar och systemnivakontroller samt
andra diagnostiska tester. Det &r den kvalificerade patologens ansvar att vara
fortrogen med de antikroppar, reagenser och metoder som anvands for att tolka det
fargade preparatet. Fargning maste utforas i ett certifierat och licensierat
laboratorium under dverinseende av en patolog som ansvarar for granskning av
fargade objektglas och for att de positiva och negativa kontrollerna ar adekvata.

5. Ventana Medical Systems, Inc. levererar antikroppar och reagens med optimal
spadning, forutsatt att de bifogade instruktionerna féljs. Eventuella avvikelser fran
rekommenderade testprocedurer kan ogiltiggora forvantade resultat. Lampliga
kontroller maste implementeras och dokumenteras. Anvandare som avviker fran
rekommenderade testprocedurer maste ta ansvar for tolkningen av patientresultat.

6.  Denna produkt ar inte avsedd for anvandning vid flédescytometri, eftersom
prestandaegenskaperna inte har faststallts.

7. Reagens kan uppvisa ovantade reaktioner i tidigare otestade vavnader. Méjligheten
for icke forvantade reaktioner &ven i testade vavnadsgrupper kan inte fullstandigt
elimineras beroende pa biologisk varians i antigenuttryck, neoplasmer eller andra
patologiska vavnader.®

8. Vavnader fran personer infekterade med hepatit B-virus och med hepatit-B-

ytantigen (HBsAg) kan uppvisa icke-specifik fargning med pepparrotsperoxidas.

Falska positiva resultat kan uppsta pa grund av icke-immunologisk bindning av

proteiner eller substratreaktionsprodukter. De kan aven orsakas av

pseudoperoxidasaktivitet (erytrocyter), endogen peroxidasaktivitet (cytokrom C) eller
endogent biotin (t.ex. lever, hjama, brost, njure), beroende pa vilken typ av
immunfargning som anvands.3!

Ett negativt resultat betyder, som vid alla IHC-test, att antigenet i fraga inte detekterades,

inte att antigenet &r franvarande i de analyserade cellema eller vavnadema.

SPECIFIKA BEGRANSNINGAR

1. VENTANA anti-ALK (D5F3) antikroppsanalys har optimerats pa IHC/ISH automatisk
objektglasfargare fran BenchMark IHC/ISH-instrument i kombination med OptiView
DAB IHC Detection Kit under 16 minuters primar antikroppsinkubationstid med
OptiView Amplification-alternativet valt i protokollet.

2. Patientprovsobjektglaset ska fargas med Rabbit Monoclonal Negative Control Ig
(kat. nr 790-4795/06683380001). Andra negativa kontrollreagenser &r inte Iampliga
for den har analysen.

3. Denna analys har inte validerats for anvandning med cytologiska prover eller
avkalkade prover.

4. Patientvdvnad maste fargas inom 3 manader efter snittning fran vavnadsblocket.
Férlust av fargningsprestanda har observerats med VENTANA anti-ALK (D5F3)
antikroppsanalys pa snitt som forvarats i rumstemperatur langre &n 3 manader.

5. Ventana rekommenderar att prover fixeras i minst 6 timmari 10 % NBF eller
zinkformalin. Anvandning av andra fixationstider eller typer av fixativ &n de
rekommenderade kan leda till falska negativa resultat. Fixativ sasom AFA, PREFER
fixative, BS och andra syra- och/eller alkoholinnehallande fixativ har uppvisat forlust
av specifik ALK-proteinfargning. Se tolkningsguiden for VENTANA anti-ALK (D5F3)
Rabbit Monoclonal Primary Antibody for icke-smacelligt lungcarcinom (NSCLC) P/N
1011879 for ytterligare diskussioner.

6.  Vissa fargningsartefakter har uppméarksammats med VENTANA anti-ALK (D5F3)
antikroppsanalys. Latt cytoplasmisk marmorering i alveolara makrofager kan finnas
pa objektglas fargade med anti-ALK eller med negativ reagenskontroll, som
indikerar att det &r en artefakt i detektionssystemet som inte ska varderas som anti-
ALK positiv fargning. Dessutom har punktvis fargning observerats pa nekrotiska
tumdromraden; sadan fargning bor ocksa ignoreras under utvardering av

©
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patientprovet. Fargning av nervvavnad, inklusive nerv och enstaka lymforetikulara
celler inom lymfocytiska infiltrat, har observerats med VENTANA anti-ALK (D5F3)
antikroppsanalys. Se tolkningsguiden for VENTANA anti-ALK (D5F3) Rabbit
Monoclonal Primary Antibody for icke-sméacelligt lungcarcinom (NSCLC)
P/N 1011879 for ytterligare diskussioner.
7. Enviss variation i generell fargningsintensitet kan observeras pa vavnadskontroller
pa grund av OptiView Amplification Kit. Se Tolkningsguiden for exempel pa
acceptabel fargningsprestanda.

FELSOKNING
Om otillracklig fargning observeras pa antingen humana NSCLC- eller

blindtarmvavnadskontroller pa systemniva, eller patientproverna, méste man sékerstalla
att underhéallsprocedurerna har foljts f6r BenchMark ULTRA-, BenchMark XT- eller
GX-instrumentet. Om inga tekniska problem eller avvikelser forekommer ska du kontakta
din lokala representant innan ytterligare en kdrning genomférs.

RESULTATKARAKTERISTIKA

Analytisk specificitet och kanslighet bestdmdes genom fargning av multipla fall av normal
och neoplastisk human vavnad med VENTANA anti-ALK (D5F3) antikroppsanalys.
Resultaten sammanfattas i Tabell 6 och Tabell 7.

Specificitet

Tabell 6. Specificitet/sensitivitet for VENTANA anti-ALK (D5F3) antikroppsanalys i normal
véavnad. Vid testning anvandes formalinfixerade, paraffininbdddade normala vavnader.

Antal Antal

positival positival
Véavnad totala fall Vavnad totala fall
Cerebrum 0/3* Tymus 013
Cerebellum 013 Myeloid (benmérg) 073
Binjure 013 Lunga 073
Aggstock 0/3 Hjérta 013
Bukspottkértel 013 Esofagus 073
Biskoldkortel 0/3 Magséck 013
Hypofys 073 Tunntarm 073"
Testikel 0/3 Kolon 073
Skoldkortel 0/3 Lever 0/3
Brost 013 Spottkortel 073
Mjélte 013 Njure 0/3
Tonsill 013 Prostata 013
Endometrium 0/3 Cervix 013
Skelettmuskel 0/4 Hud 0/3
Nerv (spridd) 013 Mesotel och lunga 073

*2/3 Fa gliaceller i storhjarnan visade svag till mattlig positivitet.
**3/3 Hypofysen fargas svagt.
***Ganglieceller inom 4/6 tarmvévnader fargades positivt for ALK vid varierande intensitet.
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Tabell 7. Specificitet/sensitivitet for VENTANA anti-ALK (D5F3) antikroppsanalys
i neoplastiska vavnader. Vid testning anvandes en méangd olika formalinfixerade,

paraffininbdddade neoplastiska vavnader.

Patologi Antal positivaltotala fall
Glioblastom 01
Atypiskt meningiom 0/1
Malignt ependymom 01
Malignt oligodendrogliom 0/1
Serdst ovarialt adenocarcinom 7
Adenocarcinom i &ggstock 01
Ocellscarcinom on
Adenocarcinom (bukspottkdrtel) 01
Seminom 01
Embryonalt carcinom 0/1
Medullért carcinom 01
Papillart carcinom 0/1
Intraduktalt carcinom i brost 01
Invasivt duktalt brostcarcinom 012
Diffust B-cellslymfom 0/3
Smacelligt odifferentierat carcinom i lunga 01
Skivepitelcarcinom i lunga 0N
Adenocarcinom i lunga 01
Skivepitelcarcinom i matstrupe 01
Adenocarcinom i matstrupe 01
Gastriskt mukdst adenocarcinom 01
Gastrointestinalt adenocarcinom 01
Malignt interstitialom 0/1
Rektalt adenocarcinom 01
Rektalt malignt interstitialom 0/1
Hepatocellulart carcinom 0/1
Hepatoblastom 1M
Klarcellscarcinom i njure 01
Adenocarcinom i prostata 0/2
Leiomyom 0/1
Endometrialt adenocarcinom 01
Endometrialt klarcellscarcinom 0/1
Skivepitelcarcinom i livmoder 0/2
Embryonalt rabdomyosarkom 01
Analt malignt melanom 0/1
1011623SV Rev J
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Patologi Antal positivaltotala fall
Basalcellscarcinom 011
Skivepitelcarcinom 01
Neurofibrom 01
Retroperitonealt neuroblastom 1N
Malignt mesoteliom 01
Hodgkins lymfom 011
Anaplastiska storcelliga lymfom 01
Overgangscellcarcinom i urinblasa 0/1
Léaggradigt leiomyosarkom 011
Osteosarkom 01
Spindelcellsrabdomyosarkom 0N
Medelgradigt leiomyosarkom 01

Plattformsoverensstammelse (6verbryggande studie)

VENTANA anti-ALK (D5F3) antikroppsanalys slépptes ursprungligen pa BenchMark XT-
och GX-instrumenten. En 6verbryggande studie utférdes i syfte att visa motsvarande
prestanda hos analysen mellan BenchMark ULTRA- och BenchMark XT-instrumenten.
Denna studie utvarderade klinisk ALK-status (baserat pa ALK-poangséttningsalgoritmen
som finns i tabell 5) i 184 unika NSCLC-prover som fargats med VENTANA anti-ALK
(D5F3) antikroppsanalys dver bada plattformarna. De efterfoljande fargade glasen doldes
och randomiserades och utvarderas dérefter av tre patologer. Resultat fran
plattformsdverensstdmmelse for denna studie finns i Tabell 8 och Tabell 9.

Tabell 8. Overensstammelseresultaten mellan BenchMark XT- och BenchMark ULTRA -
instrument.

Overensstammelse for VENTANA anti-ALK (D5F3) mellan BenchMark
ULTRA- och BenchMark XT-instrumenten
BenchMark XT
BenchMark ULTRA Positivt Negativt Totalt
Positivt 85 1 86
Negativt 1 97 98
Totalt 86 98 184

Tabell 9. Overensstammelse for ALK-status mellan BenchMark XT- och BenchMark
ULTRA-instrument.

o " Positiv Negativ Overgripande
v«lere?si 2Ly 6 overensstam- Overensstam- overensstam-
"::t?fi::\ P melse i procent | melse i procent | melse i procent

P (95 % KI) (95 % Ki) (95 % Ki)
Overensstammelse

mellan BenchMark 98.8 % 990 % 989 %
XT-instrument och ' . ' . ' .
BenchMark ULTRA- (93,7-99,8 %) (94,4-99,8 %) (96,1-99,7 %)
instrument

Vavnadstjocklek

Vavnadstjocklek utvarderades med anvandning av 4 unika fall av human NSCLC (3 ALK-
positiva och 1-ALK negativ) och 4 unika fall av human blindtarm. Vévnaderna snittades
och testades i duplikat vid 3, 4, 5, 6, och 7 mikroner. Alla vavnadstjocklekar pavisade
lamplig specifik fargning for ALK och lampliga bakgrundsnivaer med VENTANA anti-ALK
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(D5F3) antikroppsanalys. Inga prover uppvisade en forandring i klinisk ALK-status inom
detta intervall av tjocklekar. Ventana rekommenderar att prover snittas till 4-6 mikroner for
analysen.

Repeterbarhet och intermediéra precisionsstudier

Repeterbarhet och intermediar precision hos VENTANA anti-ALK (D5F3) antikroppsanalys
utvarderades pa BenchMark ULTRA-, XT- och GX-instrument i kombination med OptiView
DAB IHC Detection- och OptiView Amplification-kiten.

Tio unika NSCLC-vavnadsprover (5 ALK-positiva och 5 ALK-negativa) utvarderades pa bade
BenchMark XT- och BenchMark ULTRA-instrument. Fér intradagsprecision fargades fem
likadana objektglas fran var och en av NSCLC-proverna dver ett enda BenchMark XT- eller
eft enda BenchMark ULTRA-instrument. For precisionstestning intra-instrument fargades tre
likadana glasobjekt fran var och en av NSCLC-provena med VENTANA anti-ALK (D5F3)
antikroppsanalys dver tre BenchMark XT-instrument medan 2 objektglasreplikat fran

vart och ett av NSCLC-proverna fargades 6ver tre Benchmark ULTRA-instrument. Fér
interdagsprecision fargades tva likadana objektglas fran var och en av NSCLC-proverna med
VENTANA anti-ALK (D5F3) antikroppsanalys pa en enda BenchMark XT eller BenchMark
ULTRA objektglasfargare dver fem spridda dagar. Alla objektglas doldes och randomiserades
inom varje instrumentvavnadskohort. Varje kohort utvérderades individuellt av en patolog
med poangsattningsalgoritmen for VENTANA anti-ALK (D5F3) antikroppsanalys (anges i
Tabell 5). Alla likadana NSCLC-prover producerade motsvarande ALK IHC-fargningsresultat.
En sammanfattning av resultaten for repeterbarhet och intermediér precision fér BenchMark
XT- och BenchMark ULTRA-instrument kan hittas i Tabell 10 respektive Tabell 11.

En studie mellan plattformar utférdes som jamfor prestandan hos VENTANA anti-ALK
(D5F3) antikroppsanalys pa BenchMark XT- och BenchMark GX-instrument. | denna
studie utvarderades tva multivdvnadsblock som vardera innehaller atta NSCLC-prover
(3 ALK-positiva, 1 ALK-negativt per block). | den har jamforelsen fargades fem likadana
objektglas pa tre BenchMark XT- och tre BenchMark GX-instrument. Dessa objektglas
utvarderades for Iamplig fargning baserat pa poangséttningsalgoritmen for VENTANA
anti-ALK (D5F3) IHC som finns i Tabell 5. Alla likadana NSCLC-prover producerade
motsvarande ALK IHC-fargningsresultat mellan de tva plattformama. En sammanfattning
av resultaten finns i Tabell 12.

Dessutom utvarderades aven repeterbarheten hos VENTANA anti-ALK (D5F3)
antikroppsanalysfargning pa human blindtarm (systemnivakontroll). Atta unika humana
blindtarmsvavnader anvandes for denna studie. For precisionen intradag fargades tretton
likadana objektglas fran tva multi-vavnadsblock innehallande fyra blindtarmsprover pa ett
enda BenchMark XT-instrument. For precisionen mellan instrument fargades fem likadana
objektglas fran tva multi-vavnadsblock innehallande fyra blindtarmsprover med VENTANA
anti-ALK (D5F3) antikroppsanalys 6ver tre BenchMark XT-instrument. For precisionen mellan
dagar fargades fem likadana objektglas fran tva multi-vavnadsblock innehallande fyra
blindtarmsprover med VENTANA anti-ALK (D5F3) antikroppsanalys, pa ett enda BenchMark
XT-instrument Gver fem spridda dagar. Alla objektglas utvarderades av en patolog med
anvéndning av poangséattningsguiden for VENTANA anti-ALK (D5F3) antikroppsanalys for
blindtarmvavnadskontroll (i Tabell 4). Alla likadana blindtarmsprover producerade
motsvarande ALK IHC-fargningsresultat. Den totala dverensstdmmelseprocenten for inom
samma dag och mellan instrument (6ver tre instrument) var 100 %, medan repeterbarheten
mellan dagar (6ver fem spridda dagar) var 98 %.

Tabell 10. Repeterbarhet och intermediér precision hos VENTANA anti-ALK (D5F3)
antikroppsanalys pa individuella, fargade NSCLC-prover pa BenchMark XT-instrument.

_ Overgripande
Repeterbarhet/Precision b ]’otalt iz overensstdmmelse
N m utvarderade . A
pa NSCLC-vavnad obiektalas i kohorten | | procent for ALK-status
Jextg (95 % CI)

Intradagsrepeterbarhet 50 100 % (97,5-100 %)
Intraplattformsprecision
(6ver tre BenchMark XT- 60 100 % (97,9-100 %)
instruments)
Intradagsprecision

- 100 100 % (98,7-100 %)
(5 €j intilliggande dagar)
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Tabell 11. Repeterbarhet och intermediér precision hos VENTANA anti-ALK (D5F3)
antikroppsanalys pa individuella NSCLC-prover pa BenchMark ULTRA-instrument.

N= Totalt antal Overgripande
Repeterbarhet/Precision pa utvarderade overensstammelse
NSCLC-vavnad objektglas i procent for ALK-

i kohorten status (95 % Cl)
Intradagsrepeterbarhet 50 100 % (92,9-100,0 %)
Intraplattformsprecision
(dver tre BenchMark ULTRA- 60 100 % (94,0-100,0 %)
instrument)
Intradagsprecision

. glp o 100 100 % (96,3-100,0 %)

(5 €j intilliggande dagar)

Tabell 12. Intraplattformsprecision hos VENTANA anti-ALK (D5F3) antikroppsanalys pa
multivavnadsblock i NSCLC-prover med BenchMark XT- och BenchMark GX-instrument.

N= Totalt antal Overgripande
- . utvarderade overensstammelse
Pt AR B i objektglas i procent for ALK-
i kohorten status
Intraplattformsprecision fran
BenchMark XT- till BenchMark .
GX-instrument 30 100 %
(6ver 3 instrument)

Reproducerbarhet mellan olika satser

Sats-till-sats-reproducerbarheten hos VENTANA anti-ALK (D5F3) antikroppsanalys
bestdmdes genom att testa tre satser av VENTANA anti-ALK (D5F3) antikroppsanalys
over 38 unika NSCLC-fall (21 ALK-positiva prover (fran 18 unika fall) och 20 ALK-negativa
NSCLC-vavnadsprover) pa BenchMark XT-instrument med OptiView DAB IHC Detection-
och OptiView Amplification Kits. Alla fall fargades i duplikat med vart och ett av de tre
satserna av primar antikropp. Objektglasen blindades och randomiserades fére
utvardering for klinisk status sasom faststallts med poéngsattningsalgoritmen for
VENTANA anti-ALK (D5F3) antikroppsanalys (som anges i Tabell 5) av tre patologer. Alla
tre satser av antikropp uppvisade mer &n 90 % Gverensstdmmande fargningsresultat for
ALK-status éver de 41 NSCLC-vavnadsprover som utvarderats. Resultaten rapporteras
som total procentuell dverensstammelse, genomsnittlig positiv verensstdmmelse och
genomshnittlig negativ 6verensstammelsefrekvens. Den totala procentuella
dverensstammelsefrekvensen mellan satser var 99,2 %; darfor ar fargningsresultat for
VENTANA anti-ALK (D5F3) antikroppsanalys reproducerbart éver satser av antikroppar.
Resultaten finns i Tabell 13.

Sats-till-sats-reproducerbarheten hos VENTANA anti-ALK (D5F3) antikroppsanalys, med
anvandning av BenchMark ULTRA-instrument, bestdmdes genom att testa tre satser av
VENTANA anti-ALK (D5F3) antikroppsanalys 6ver 30 unika NSCLC-fall (15 ALK-positiva
prover och 15 ALK-negativa NSCLC-vévnadsprover) med OptiView DAB IHC Detection- och
OptiView Amplification Kits. Alla fall fargades i duplikat med vart och ett av de tre satserna av
primér antikropp. Objektglasen blindades och randomiserades fore utvardering for klinisk
status sasom faststallts med poangsattningsalgoritmen for VENTANA anti-ALK (D5F3)
antikroppsanalys (som anges i Tabell 5) av en patolog. Alla tre satser av antikropp uppvisade
mer an 90 % Gverensstammande fargningsresultat for ALK-status 6ver de 30 NSCLC-
vavnadsprover som utvarderats. Resultaten rapporteras som total procentuell
dverensstammelse, genomshittlig positiv dverensstdmmelse och genomsnittlig negativ
dverensstammelsefrekvens. Den totala procentuella dverensstdmmelsefrekvensen mellan
satser var 99,1 %; darfor ar fargningsresultat for VENTANA anti-ALK (D5F3)
antikroppsanalys reproducerbart dver satser av antikroppar. Resultaten finns i Tabell 14.
Sats-till-sats-reproducerbarhet for VENTANA anti-ALK (D5F3) antikroppsanalys
utvarderades ocksa med anvandning av 12 unika, humana blindtarmvavnadsprover.
Reproducerbarheten faststalldes genom att testa tre satser med antikroppar i kombination
med tre satser av OptiView DAB IHC Detection- och OptiView Amplification Kit Gver tre
BenchMark XT-instrument. Den genomsnittiiga éverensstammelsefrekvensen for Iampliga
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positiva och negativa fargningselement av blindtarmen med anvéandning av VENTANA
anti-ALK (D5F3) antikroppsanalys var 100 %.

Tabell 13. Overensstammelsefrekvens for reproducerbarhet mellan olika satser dver

41 NSCLC-véavnadsprover pa BenchMark XT-instrumentet. Tjugoett ALK-positiva prover
(frén 18 unika fall) och 20 ALK-negativa prover testades.

= . Genomsnittlig Genomsnittlig A 3

Overensstammelse- positiv I Overgripande

frekvens —for -- o . negatv overensstam-

Overensstam- o6verensstam- "

reproducerbarhet melse melse melse i procent
llan olik 9

mellan olika satser (95 % KI) (95 % KI) (95 % KI)

oIikJa satser (97,4-100 %) (96,8-100 %) (97,5-100 %)

Tabell 14. Overensstimmelsefrekvens for reproducerbarhet mellan olika satser éver 30
NSCLC-vavnadsprover pa BenchMark ULTRA-instrumentet. Femton ALK-positiva prover
och femton ALK-negativa prover testades.

Overensstimmelse- Positiv Negativ Overgripande
frekvens —for overensstam- overensstam- overensstam-
reproducerbarhet melse i procent | melseiprocent | melse i procent
mellan olika satser (95 % KI) (95 % KI) (95 % KI)
olika satser (96,8-99,6 %) (97,3-99,8 %) (97,9-99,6 %)

7113

Studier for precision mellan avlasare

Flera studier for precision mellan avldsare utfordes: tva studier p4 BenchMark XT-
instrumentet och en pa BenchMark ULTRA-instrumentet.

| BenchMark XT-studien for precision mellan avlasare utvarderade tre patologer totalt 185
unika fall. De 185 fallen korrelerade med 100 ALK-positiva och 100 ALK-negativa block
som var fargade med VENTANA anti-ALK (D5F3) antikroppsanalys. Fallen blindades och
randomiserades fore utvardering for ALK IHC-fargning enligt poéngsattningsalgoritmen for
VENTANA anti-ALK (D5F3) antikroppsanalys i Tabell 5. Resultaten som tillhandahalls i
Tabell 15 nedan aterspeglar precisionsfrekvenserna mellan avlasare for unika fall fran
studiekohorten.

Tabell 15. Studie 1 om precision mellan avldsare pa BenchMark XT-instrument

Genomshnittlig Genomsnittlig (I'.)vergrlpagde
. . " . overensstam-
Precision mellan positiv negativ -
avlasare overensstdmmelse | overensstimmelse procent
0, 0,
(95 % Ki) (95 % KI) (95 % KI)
- 0 . 0, R 0,
olika avlsare (97,3-100 %) (97,7-100 %) (97,4-100 %)

BenchMark XT studie 2 for precision mellan avldsare utfordes pa en kohort av fall fran en
randomiserad klinisk studie av ALK-positiva NSCLC-patientprover inskrivna med Abbott Vysis
ALK Break Apart FISH Probe Kit. Cirka 300 fall fargades med VENTANA anti-ALK (D5F3)
antikroppsanalys pa BenchMark XT-instrument. Fallens ALK FISH-status doldes,
randomiserades och tilldelades ill tre Iasare, som utvarderade ALK IHC-fargningsresultaten
enligt poéngsattningsalgoritmen for VENTANA anti-ALK (D5F3) antikroppsanalys som finns i
Tabell 5. Resultaten som tillhandahalls i Tabell 16 aterspeglar de precisionsfrekvenserna
mellan aviasare fran denna kliniska prévningskohorten.

| studien om precision mellan avldsare for BenchMark ULTRA-instrument utvarderades en
kohort pa 184 unika NSCLC-fall. Kohorten bestod av 90 ALK-positiva och 94 ALK-negativa
fall som fargades med VENTANA anti-ALK (D5F3) antikroppsanalys pa BenchMark ULTRA-
instrument. Fallen doldes, randomiserades och tilldelades till tre ldsare, som utvarderade ALK
IHC-fargningsresultaten enligt poangsattningsalgoritmen for VENTANA anti-ALK (D5F3)
antikroppsanalys som finns i Tabell 5. Tabell 16 aterspeglar precisionsfrekvenserna mellan
avidsare fran den har studien.
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Tabell 16. Precisionen mellan avldsare i studie 2, for ALK-status i NSCLC-prover, erhallen  Tabell 18. VENTANA anti-ALK (D5F3) antikroppsanalys jamfort med Abbott’s Vysis ALK
via klinisk jamforelse av kohort nr 1 som fargats med VENTANA anti-ALK (D5F3)
antikroppsanalys pa BenchMark XT-instrument.

Break Apart FISH Probe Kit.

VENTANA anti-ALK (D5F3) antikroppsanalys jamfort med Abbott Vysis ALK

Break Apart FISH Probe Kit.
VENTANA anti- Abbott Vysis |{,\rlz)lzeB'r(eitak Apart FISH
ALK (D5F3)
antikropp Positivt Negativt Totalt
Positivt 10 0 10
Negativt 1 75 76
Totalt 1 75 86

Tabell 19. Procentandel total, positiv och negativ 6verensstammelsefrekvens for VENTANA
anti-ALK (D5F3) antikroppsanalys jamfort med Abbott Vysis Break Apart FISH Probe Kit.

Procent total, positiv och negativ 6verensstaémmelsefrekvens

Genomsnittlig Genomshittlig gvergrlpagde
. i . overensstam-
Precision mellan positiv negativ melse i
avldsare overensstdmmelse | dverensstimmelse procent
0, 0,
(95 % Ki) (95 % KI) (95 % KI)
Medglvérdet avalla t're 97,6 % 99,5 % 99,1%
jamforelser mellan olika
|3sare (95,0-99,5 %) (98,9-99,9 %) (98,2-99,8 %)
. . 99,1 % 99,8 % 99,7 %
Avlasare 1 vs Avlasare 2
(97,1-100 %) (99,4-100 %) (98,2-99,9 %)
. . 96,3 % 99,2 % 98,6 %
Avlasare 1 vs Aviasare 3
(92,3-99,2 %) (98,3-99,8 %) (96,6-99,5 %)
. . 972 % 99,4 % 99,0 %
Avlasare 2 vs Avlasare 3
(93,5-100 %) (98,6-100 %) (97,1-99,7 %)

Frekvens

niN

%

95 % Cl [a]

Tabell 17. Precisionen mellan avlasare for ALK-status i NSCLC-prover som fargats med
VENTANA anti-ALK (D5F3) antikroppsanalys p& BenchMark ULTRA-instrument.

Genomsnittlig Genomsnittlig Overgripande
Precision mellan | positiv negativ édverensstimmelse
avlisare overensstdmmelse | 6verensstimmelse | i procent

(95 % KI) (95 % KI) (95 % KI)
t?eenomsnitt for alla 98.4 % 98,6 % 98.5%

- 0 X 0, - 0,

Avissaramidrelser (96,5-99,6 %) (96,9-99,7 %) (96,7-99,6 %)
Avlésare 1 vs 98,9 % 98,9 % 98,9 %
Avlasare 2 (96,8-100 %) (97,0100 %) (96,0-99,7 %)
Avlasare 1 vs 98,8 % 99,0 % 98,9 %
Avldsare 3 (96,7-100 %) (97,2100 %) (96,0-99,7 %)
Avldsare 2 vs 97,6 % 97,9 % 97.8%
Aviasare 3 (94,7-99,4 %) (95,4-99,5 %) (94,4-99,1 %)

Overensstammelse med ALK FISH

Tre kohorter anvandes for att jamfora fargningsresultaten fran VENTANA anti-ALK (D5F3)
Rabbit Monoclonal Primary Antibody med ALK FISH betréffande klinisk ALK-status.
Kohorterna inkluderade en serie av humana NSCLC-vavnadsprover fran primara och
metastaserande tumdrer, inklusive resektioner, nalbiopsier, bronkiala biopsier och
formalinfixerade, paraffininbaddade (FFPE) cellblock fran FNA:er. Alla studier podngsattes
med hjélp av poéngsattningsalgoritmen (beskrivs i Tabell 5).
Overensstammelsestudie 1
En studie utfordes i ett externt laboratorium, for att jamféra VENTANA anti-ALK (D5F3)
Rabbit Monoclonal Primary Antibody med retrospektiv Abbott Vysis ALK Break Apart FISH
Probe Kit-data. Det externa laboratoriet fargade cirka 100 NSCLC-fall med VENTANA
anti-ALK (D5F3) Rabbit Monoclonal Primary Antibody pa ett BenchMark XT-instrument.
VENTANA anti-ALK (D5F3) antikroppsanalys uppvisade >98 % total dverensstammelse
med den retrospektiva Abbott Vysis ALK Break Apart FISH Probe Kit-datamangden pa
denna NSCLC-provkohort. Resultaten beskrivs i detalj i Tabell 18 och Tabell 19.
Observera att 86 av de 100 fallen hade tillgangliga FISH-data och tillracklig tumérnarvaro
for jamforelse med ALK IHC-resultatet.
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Overgripande
overensstammelse
i procent

85/86

98,8

93,7,99,8

Positiv
overensstammelse
i procent

10/11

90,9

62,3,984

Negativ
overensstammelse

i procent

75/75

100,0

95,1, 100,0

[a] Tvasidigt 95-procentigt konfidensintervall beraknat med hjélp av podngmetoden.

Observera att det inte har verifierats att preparationen av vavnadsprover i denna studie
har foljt provpreparationsprocedurerna som rekommenderas for denna analys.
Overensstammelsestudie 2
En studie utfordes i ett andra externt laboratorium, for att jamféra VENTANA anti-ALK
(D5F3) Rabbit Monoclonal Primary Antibody med Abbott Vysis ALK Break Apart FISH
Probe Kit-data pa 73 NSCLC-fall (skurna inom en vecka fore fargning). Det externa
laboratoriet fargade fallen med VENTANA anti-ALK (D5F3) Rabbit Monoclonal Primary
Antibody pa ett BenchMark XT-instrument. VENTANA anti-ALK (D5F3) antikroppsanalys
uppvisade >93 % total dverensstdmmelse med den retrospektiva Abbott Vysis ALK Break
Apart FISH Probe Kit-datamangden pa denna NSCLC-provkohort. Resultaten beskrivs i
detalj i Tabell 20 och Tabell 21.
Tabell 20. VENTANA anti-ALK (D5F3) antikroppsanalys jamfort med Abbott Vysis ALK
Break Apart FISH Probe Kit.

VENTANA anti-ALK (D5F3) antikroppsanalys jamfort med Abbott Vysis ALK

Break Apart FISH Probe Kit
VENTANA anti- Abbott Vysis :«rI;IEeBIr(eitak Apart FISH
ALK (D5F3)
antikropp Positivt Negativt Totalt
Positivt 2 4 6
Negativt 0 56 56
Totalt 2 60 62
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Tabell 21. Procentandel total, positiv och negativ Gverensstammelsefrekvens for VENTANA
anti-ALK (D5F3) antikroppsanalys jamfort med Abbott Vysis Break Apart FISH Probe Kit.

Procent total, positiv och negativ 6verensstammelsefrekvens
Frekvens niN % 95 % Cl [a]
Overgripande
overensstammelse i procent 58/62 93,5% 84,6-97,5
Positiv 6verensstaimmelse
i procent 22 100 % 34,2-100,0
Negativ 6verensstimmelse
i procent 56/60 93 % 84,1-97 4

[a] Tvasidigt 95-procentigt konfidensintervall beraknat med hjélp av poangmetoden.

Av de fyra icke 6verensstdmmande (FISH-negativa, ALK IHC-positiva) fallen testades
ytterligare oférgade objektglas med en annan ALK (annan klon och annat
detektionssystem). Tre av de fyra fallen Gverensstdmde med VENTANA anti-ALK (D5F3)
antikroppsanalys gallande detekterad ALK IHC-fargning.

Det fanns ocksa 10 fall dér FISH-resultaten var obestdmda eller inte utfordes. Fyra av
dessa fall var positiva med VENTANA anti-ALK (D5F 3) antikroppsanalys och den andra
ALK-klonen, och sex var negativa med ALK IHC. Det fanns ett fall som var positivt med
FISH men det fanns inte tillrackligt med tillgéngligt provmaterial att farga med IHC.
Overensstammelsestudie 3

| denna studie fargades cirka 300 fall fran en pagaende global klinisk studie av ALK-
positiva NSCLC-patienter som registrerats med Abbott Vysis ALK Break Apart FISH
Probe Kit med VENTANA anti-ALK (D5F 3) Rabbit Monoclonal Antibody-analys. Det har &r
samma kohort som tidigare diskuterades i studien om precision mellan avldsare pa sida
7 i det har produktbladet. Av de cirka 300 fallen blev vissa kategoriserade som "icke
informativa” av FISH eller "FISH-analys ej utférd” och fargades och utvarderades enbart
i informativt syfte.

Fallens FISH-status doldes, de ordnades slumpmassigt och gavs ill tva avlasare vilka
utvarderade fargningsresultaten. Resultaten jamfordes med den FISH-status som erhallits
fran den globala kliniska studien.

Resultaten av jamforelsen mellan ALK IHC och ALK FISH visas i Tabell 22 nedan.
Tabell 2. Overensstimmelse mellan VENTANA anti-ALK (D5F3) antikroppsanalys och
Abbott Vysis ALK Break Apart FISH Probe Kit, som utvarderats av 2 patologer.

VENTANA anti-ALK (D5F3) antikroppsanalys jamfort med Abbott Vysis ALK
Break Apart FISH Probe Kit
VENTANA anti-ALK (D5F3) Abbott Vysis ALK Break
antikropp Apart FISH Probe Kit
Avlésare Positivt Negativt Totalt
Avlasare 1 Positivt 37 13 50
Negativt 1 223 234
Totalt 48 236 284
Avlasare 2 Positivt 37 12 49
Negativt 1 225 236
Totalt 48 237 285

Observera att det inte har verifierats att preparationen av vavnadsprover i denna studie
har foljt provpreparationsprocedurerna som rekommenderas for denna analys.
Awvikande fall som var VENTANA anti-ALK (D5F3) antikroppsanalys ALK-positiva,
ALK FISH-negativa:

e 4 fall utvarderades av minst en aviasare som ALK IHC-positiva, FISH-negativa.
Vid en samstdmmig granskning bestdmdes det att de skulle varderas som IHC-
negativa. Dessa fall hade fokal cytoplasmisk/membranfargning och beskrivs
i tolkningsguiden for VENTANA anti-ALK (D5F3) Rabbit Monoclonal Primary
Antibody for icke-smacelligt lungcarcinom (NSCLC) P/N 1011879.
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. Det fanns 9 ALK IHC-positiva, ALK FISH-negativa fall som ansags vara akta
awvikande fall.

Av de 9 avvikande fallen hade 7 ofargade objektglas som var tillgangliga for ytterligare
ALK-diagnostisk testning (molekylar testning och IHC-testning med en annan klon och
annat detektionssystem). Dessa extra testresultat indikerade att majoriteten av de
avvikande fallen gynnade den positiva IHC-utvérderingen for ALK-status nar ALK FISH
var negativ. (Observera att snitt/objektglas fran dessa fall Gverskrider de rekommenderade
3 manaderna).

Awvikande fall som var VENTANA anti-ALK (D5F3) antikroppsanalys ALK-negativa, ALK
FISH positiva:

. Det fanns 11 fall som var positiva med FISH men negativa med VENTANA anti-ALK
(D5F3) antikroppsanalys. 10 fall hade oférgade objektglas som var tillgangliga for
ytterligare ALK-diagnostisk testning med molekylar teknik och IHC. Dessa extra
testresultat indikerade att majoriteten av fallen som var negativa med VENTANA
anti-ALK (D5F3) antikroppsanalysen ocksa var negativa med ett annat ALK IHC-
system, men var positiva med en eller flera molekyléra analyser. Observera att
snitt/objektglas fran dessa fall Gverskrider de rekommenderade 3 manaderna for
ALK IHC.

e Slutligen fanns det 14 fall i kohorten som var icke-informativa med FISH (inget
resultat erholls). Av dessa vérderades 3 som positiva av bada aviasara med
VENTANA anti-ALK (D5F3) antikroppsanalys. Dessutom fanns det 19 fall dar FISH-
analysen inte kunde utforas, baserat pa H&E-objektglaset (framst pa grund av att
tumdrinnehallet var for 1agt). Av dessa vérderade bada avidsarna ALK IHC-
fargningsresultaten som positiva i 4 fall. | medeltal hade darfor 21 % av fallen en
positiv ALK-status med VENTANA anti-ALK (D5F3) antikroppsanalys dar FISH-
resultat inte erhélls.

En reproducerbarhetsstudie mellan olika laboratorier p4 BenchMark
XT-Instrumentet

En reproducerbarhetsstudie mellan olika laboratorier for VENTANA anti-ALK (D5F 3)
antikroppsanalys slutfordes for att demonstrera reproducerbarheten av analysen vid
bestamning av klinisk ALK-status pa BenchMark XT-instrumentet, med anvéndning av
NSCLC-vavnadsprover (6 ALK-positiva och 6 ALK-negativa) som kordes pa 3
reagenssatser, pa 3 instrument och under 5 spridda dagar pa tre externa laboratorier.
Proverna randomiserades och utvérderades av totalt 6 avlasare (2 avlésare/laboratorium)
och blindades for kohortens kliniska ALK-status. Denna kohort innehdll 180 objektglas,
som genererats fran 12 NSCLC-fall, positiva och negativa for ALK-uttryck av IHC och
FISH. Dessa fall fargades i replikat 6ver 21 dagar vid de tre laboratorierna. Se Tabell 23
for resultat. Acceptansgraden fér morfologi och bakgrund i dessa studier var 100 %.
Reproducerbarhetsstudien mellan olika laboratorier (ILR) for VENTANA anti-ALK (D5F3)
antikroppsanalys pa Benchmark XT-instrumentet tillhandahdll jamforelser for genomsnittlig
positiv 6verenskommelse (APA) och genomsnittlig negativ dverenskommelse (ANA) for
mellan-plats, mellan-lasare, och mellan-kérning (dag) utférda parvis med anvandning av
utvarderbara observationer.

Tabell 23. ILR: Overensstammelsefrekvenser for VENTANA anti-ALK (D5F3)
antikroppsanalys pa BenchMark XT-instrumentet (n = 180 utvarderade objektglas).

9/13

(3 laboratorier)

(76,2100 %)

Overensstimmelse- Genomsnittlig | Genomsnittlig | Total
frekvenser for positiv negativ procentuell
reproducerbarhet overensstam- overensstam- overensstdm-
mellan laboratorier melse melse melse
(klinisk ALK-status) (95 % KI) (95 % KI) (95 % Ki)
Mellan-plats 93,8 % 94,9 % 94,4 %

(79,2100 %)

(83,3-100 %)

(2 avlasare/laboratorium)

(95,2100 %)

Mellan-dag 99,1 % 99,2 % 99,2 %
(5 €j intilliggande dagar) (96,4-100 %) (96,9-100 %) (97,5-100 %)
Mellan-avlasare 98,8 % 99,0 % 98,9 %

(95,8-100 %)

(96,7-100 %)
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En reproducerbarhetsstudie mellan olika laboratorier pd BenchMark

ULTRA-instrument

En ytterligare reproducerbarhetsstudie mellan olika laboratorier for VENTANA anti-ALK
(D5F3) antikroppsanalys slutférdes for att demonstrera reproducerbarheten av analysen
vid bestdmning av klinisk ALK-status pa BenchMark ULTRA-instrumentet, med
anvandning av NSCLC-vavnadsprover (7 ALK-positiva och 7 ALK-negativa) som kordes

pa 3 reagenssatser, 3 instrument och under 5 spridda dagar pa tre externa laboratorier pa

BenchMark ULTRA-instrument. Proverna randomiserades och utvérderades av totalt 6

avlasare (2 avlasare/laboratorium) och blindades for kohortens kliniska ALK-status. Denna

kohort innehdll 210 objektglas, som genererats fran 14 NSCLC-fall, positiva och negativa
for ALK-uttryck av IHC och FISH. Dessa fall fargades i replikat 6ver 21 dagar vid de tre
laboratorierna. Se Tabell 24 for resultat. Den slutliga acceptansfrekvensen for all
sammanslagen data var 99 %. Acceptansgraden for morfologi och bakgrund i dessa
studier var 100 %. Se Tabell 25 fér resultat.
ILR-studien for VENTANA anti-ALK (D5F3) antikroppsanalys p& BenchMark ULTRA-
instrumentet tillhandah6ll positiv, procentuell dverensstammelse (PPA) och negativ,
procentuell dverensstdmmelsen (NPA) i alla utvarderingsbara observationer som erhallits
fran studien genom att samla alla laboratorier, avldsare och dagar, vid anvandning av
konsensuspoédng som referensstandard.
Tabell 24. ILR: Overensstammelsefrekvenser for VENTANA anti-ALK (D5F3)
antikroppsanalys pa BenchMark ULTRA-instrument (n = 210 utvérderade objekiglas).

Duerensstammelse: | positiv Negativ Total
reoroducerbarhet overensstdmm | overensstdmm | procentuell
mgllan laboratorier else i procent else i procent overensstamm
(Klinisk ALK-status) (95 % KI) (95 % KI) else (95 % KI)
St\\j?i:;;lréi‘n sbara 928% 1000% % %
observatio%er (88,4, 95,6 %) (98,2, 100,0 %) (94,1,97,8 %)

Tabell 25. Reproducerbarhet mellan laboratorier: Overensstammelsefrekvenser for
precisionen mellan aviasare for VENTANA anti-ALK (D5F3) antikroppsanalys pa
BenchMark ULTRA-instrument (n = 210 utvarderade objektglas).

Overensstimmelse-

frekvenser for

reproducerbarhet Genomsnittlig Genomsnittlig Total

mellan laboratorier positiv negativ procentuell

(klinisk ALK-status) overensstam- overensstam- overensstam-

overensstammelse- melse (95 % KI) | melse (95 % KI) | melse (95 % KiI)

frekvenser mellan

avlasare

Avlasare A1 vs A2 97,0 % 97,3% 97,1 %
(87,5-100 %) (89,5-100 %) (90,2-99,2 %)

Avlasare B1 vs B2 93,5% 94,7 % 94,2 %
(71,4-100 %) (81,0-100 %) (86,0-97,7 %)

Aviasare C1vs C2 92,3 % 932 % 92,8 %
(66,7-100 %) (74,7-100 %) (84,1-96,9 %)

Totalt 94,3 % 95,1 % 94,7 %
(75,6-100 %) (81,6-100 %) (84,1-100 %)

Metodjamforelsestudie p& BenchMark XT-instrument

Metodjamférelsestudiekohorterna genererades fran tva oberoende, randomiserade
kliniska prévningar av crizotinib (betecknade studie nr 1 och studie nr 2) som omfattade
patienter med ALK-positiv NSCLC. ALK-status for dessa patienter bestdmdes med
anvandning av Vysis ALK Break Apart FISH Probe Kit klinisk provningsanalys vid multipla
centrallaboratorier. Giltiga Vysis ALK FISH-resultat erhdlls for totalt 1644 NSCLC-
vavnadsprover (1018 och 626 prover for studie nr 1 respektive studie nr 2).

| metodjamforelsestudien med VENTANA anti-ALK (D5F3) antikroppsanalys séndes
prover fran patienter som var screenade for studie nr 1 och nr 2 till ett centralt
laboratorium fér infargning med VENTANA anti-ALK (D5F3) antikroppsanalys och
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utvardering for ALK IHC-status baserat pa kriterier for poangsattningsalgoritmen for
VENTANA anti-ALK (D5F3) antikroppsanalys (Tabell 5). Av proverna som gav giltiga
Vysis ALK FISH-resultat i klinisk prévningsscreening, gav 933 prover fran studie nr 1
(Tabell 26) och 598 prover fran studie nr 2 (Tabell 28) ocksa giltiga resultat for VENTANA
anti-ALK (D5F3) antikroppsanalys.

Antalet prover som gav ALK-positiva och ALK-negativa resultat for varje analys visas i
tabellerna 26 och 28 for studiekohort nr 1 respektive nr 2. Overensstammelsefrekvenserna
mellan de tva analysema visas i tabell 27 och 29 fér studiekohort nr 1 respektive nr 2. De
rapporterade positiva och negativa procentuella dverensstammelsefrekvenserna var

86,0 % respektive 96,3 %, for studie nr 1 (Tabell 27) och 92,7 % respektive 94,8 %, for

studie nr 2 (Tabell 29).

Tabell 26. ALK-statusjamforelse i NSCLC-prover (kohort fran studie nr 1) bestdmdes med
anvandning av VENTANA anti-ALK (D5F3) antikroppsanalys kontra Vysis ALK Break

Apart FISH Probe Kit.

Vysis ALK Break Apart FISH Probe Kit
ALK-status
Positivt Negativt Totalt
Positivt 154 28 182
VENTANA anti-ALK .
(D5F3) antikropp Negativt 726 751
Totalt 179 754 933
Tabell 27. Overensstimmelsefrekvenser mellan VENTANA anti-ALK (D5F3)
antikroppsanalys och Vysis ALK Break Apart FISH Probe Kit i studie nr 1.
8 ) g Positiv Negativ Overgripande
verensstammelsefre | 4\ oronsstimm | overensstamm | overensstimm
Ia(;gr?;rme"a" ALK- else i procent else i procent else i procent
v (95 % Ki) (95 % Ki) (95 % Ki)
VENTANA anti-ALK
(D5F3) antikropp
och 86,0 % 96,3 % 94,3 %
) (80,2-90,4 %) (94,7-97 4 %) (92,6-95,6 %)
Vysis ALK Break-Apart
FISH Probe Kit

Tabell 28. Jamforelsekohorten for ALK-status fran studie nr 2 i NSCLC-prover bestdmdes
med anvandning av VENTANA anti-ALK (D5F3) antikroppsanalys kontra Vysis ALK Break

Apart FISH Probe Kit.

Vysis ALK Break Apart FISH Probe Kit
ALK-status
Positivt Negativt Totalt

Positivt 179 21 200
VENTANA anti-ALK .
(D5F3) antikropp Negativt 14 384 398

Totalt 193 405 598

Tabell 29. Overensstimmelsefrekvenser mellan VENTANA anti-ALK (D5F3)
antikroppsanalys och Vysis ALK Break Apart FISH Probe Kit i studie nr 2.
& . Isef Positiv Negativ Overgripande
K verensstar:me Seire | gverensstimm | 6verensstimm | overensstimm
e elseiprocent | elseiprocent | elseiprocent
ALK-analyser
(95 % KI) (95 % Ki) (95 % Ki)
VENTANA anti-ALK
(D5F3) antikropp
och 92,7 % 94,8 % 94,1 %
) (88,2-95,6 %) (92,2-96,6 %) (92,0-95,8 %)
Vlysis ALK Break Apart
FISH Probe Kit
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Observera att det inte verifierats att vavnadsprover som anvéandes i studie nr 1 och studie
nr 2 framstéllts enligt de provframstaliningsforfaranden som rekommenderas for
VENTANA anti-ALK (D5F3) antikroppsanalys.

Klinisk resultatstudie for Crizotinib

Den Kliniska effektanalysen for VENTANA anti-ALK (D5F3) antikroppsanalys som en
diagnostisk anordning for val av patienter som kan dra nytta av behandling med crizotinib,
ett ALK-malinriktat medel, baserades pa studie nr 1. Dessa patienter testades med
VENTANA anti-ALK (D5F3) antikroppsanalys under metodjamforelsestudien samt en
ytterligare studie. Studie nr 1 var en multicenter, multinationell, randomiserad, dppen,

fas 3 effekt- och s&kerhetsstudie av crizotinib kontra forsta linjens kemoterapi
(pemetrexed/cisplatin eller pemetrexed/karboplatin) hos tidigare obehandlade patienter
med ALK-positiv, framskriden icke-skvamds NSCLC. Vysis ALK Break Apart FISH Probe
Kit (ALK FISH) anvéndes for att bestdmma ALK-positivitet och lamplighet for studie nr 1.
Baserat pa analysresultaten for Vysis ALK FISH hamnade 343 patienter i den
randomiserade uppsattningen (172 i crizotinib-gruppen och 171 i kemoterapi-gruppen).

| den Kliniska resultatstudien for VENTANA anti-ALK (D5F3) antikroppsanalys testades
vavnadsprover fran studie nr 1 i efterhand med VENTANA anti-ALK (D5F3)
antikroppsanalys. Av de 343 patienter som ingick i studie nr 1 hade 133 testats med
VENTANA anti-ALK (D5F3) antikroppsanalys under metodjamforelsestudieprotokollet och
ytterligare 39 patienter hade testats under ett separat studieprotokoll, for totalt 172
patienter testade med VENTANA anti-ALK (D5F3) antikroppsanalys. Av dessa patienter
diagnosticerades 166 som ALK-positiva eller ALK-negativa av ALK (D5F3) IHC. Det totala
effektresultatet for dessa patienter sammanfattas enligt resultaten fran VENTANA anti-
ALK (D5F3) antikroppsanalys i Tabell 30.

Tabell 30. Klinisk nytta av crizotinib (progressionsfri dverlevnad) for patienter inskrivna
i studie nr 1.

Provstorlek
95 % CI
ALK-status HR [a] | SE [a] [a] Kemoteraniaruop | CFZ0tNb-
PIGRUPP f oiop
Totalt antal (0,346;
inskrivna FISH+ 0,454 10,139 0,506) 171 172
(0,267;
FISH+ [b] 0,407 0,214 0618) 82 90
ALK IHC- (0,252;
testade FISH+/IHC+ | 0,401 0,237 0,639) 63 78
(0,431;
FISH+/IIHC- | 1,711 0,703 6,789) 17 8

[A] Observerat riskforhallande (HR) for progressionsfri dverlevnad (PFS) av crizotinib
kontra kemoterapi; standardavvikelse (SE) och 2-sidigt 95 % konfidensintervall (CI).
Resultat uppskattades med hjalp av en skiktad Cox-modell med foljande skikt: ras,
hjarnmetastaser och ECOG-poang.

[B] For tva ALK FISH-positiva patienter i kemoterapi-gruppen och 4 patienter i
crizotinib-gruppen erhélls inget positivt eller negativt ALK-resultat.

Ytterligare imputeringsanalyser utfordes for att inkludera patienter med saknade eller
ogiltiga VENTANA anti-ALK (D5F3) antikroppsanalystestresultat och for att utvardera
studieslutsatsernas robusthet. Statistisk analys av avvikande patienter som inte var
inskrivna i studie nr 1 involverade simulering av en rad méjliga utfall for dessa patienter.
Resultat fran alla hypotetiska analyser var i allménhet liknande resultaten fran den primara
effektanalysen.

FISH+/IHC- avvikande fall fran studie nr 1:

Metodjamférelsestudie

| metodjamforelsestudien (tabell 26 och 27) utvarderades 25 patienter fran studie nr 1 som
FISH+/IHC-. Medianpoéngen for Vysis ALK FISH (% tumdrceller positiva for ALK-
genforandringar) var 20 % (medelvarde 31.6 %, SD 21,58 %) och for 14 av dessa fall var
FISH-poangen 25 % eller Iagre. Aven om alla dessa fall hade Vysis ALK FISH-poang éver
15 %-gransen for ALK-positivitet, var deras podng inom den osékra FISH-zonen (10 %-
50 %). Déremot observerades att FISH-medelpoéngen for alla inskrivna patienter som
testades med IHC var 58 % (medel 56,9 %, SD 21,97 %).

Klinisk resultatstudie
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| den Kliniska resultatstudien utvarderades 25 patienter inskrivna i studie 1 som FISH+/IHC-
(se sista raden i tabell 30). Atta av dessa fall randomiserades il den Kiiniska studiens
crizotinib-grupp. Av dessa patienter hade fem FISK-poéng som lag mycket nara FISH-
gransvardet (15 %-18 % av tumdrceller positiva fér ALK-genfdrandringar) och uppvisade
aven objektiv progression eller stabil sjukdom/inget svar. Tva av de 8 patienterna hade FISH-
poang utanfor den osékra FISH-zonen (66 % och 72 % av tumérceller positiva for ALK-
genférandringar) och uppvisade en partiell tumérrespons. Den attonde IHC-patienten var
FISH- och felaktigt inskriven; denna patient uppvisade ett obestamt svar.

FISH-/IHC+ avvikande fall fran studie nr 1

| metodjamforelsestudien for VENTANA anti-ALK (D5F3) antikroppsanalys utvarderades
28 fall som screenats for studie nr 1 som FISH-/IHC+. Eftersom FISH var den kliniska
studieanalysen och endast fall med FISH+ var inskrivna i studie nr 1, finns inga tillgangliga
utfallsdata for avvikande fall fran FISH-/IHC+.

Klinisk resultatstudie for ceritinib

Den kliniska effektanalysen for VENTANA anti-ALK (D5F3) antikroppsanalys som en
diagnostisk anordning for val av patienter som kan dra nytta av behandling med ceritinib
baserades pa en dppen, randomiserad, aktivt-kontrollmulticenter, fas 3 studie (studie nr 3)
med oralt ceritinib. Denna studie jamforde den kliniska effekten och sékerheten vid
ceritinib-behandling med den fér kemoterapi (platinabaserad dubblett med pemetrexed
folit av pemetrexed-underhall hos patienter utan progressiv sjukdom efter 4 cykler) hos
tidigare obehandlade vuxna patienter med ALK-positiv, lokalt framskriden eller
metastaserande, icke-skvamds NSCLC. VENTANA anti-ALK (D5F3) antikroppsanalys
anvéndes pa BenchMark XT-instrumentet for att testa totalt 1778 patienter for studie 3-
lamplighet, vilket krdvde en positiv ALK-status. Totalt 376 patienter vars tumérer gav ALK-
positiva resultat fran analysen var i den randomiserade uppsattningen (189 i ceritinib-
gruppen och 187 i kemoterapi-gruppen). Det totala effektresultatet for de ceritinib-
behandlade patienterna sammanfattas i Tabell 31. Ceritinib visade en statistiskt signifikant
och Kliniskt meningsfull férdel jamfort med kemoterapi, med en riskreduktion pa 45 % i
PFS per BIRC (HR=0,55; 95 % Cl: 0,42, 0,73; p < 0,001), for patienter som valts med
VENTANA anti-ALK (D5F3) antikroppsanalys. Median PFS per BIRC-bedémning var 16,6
manader (95 % Cl: 12,6, 27,2) och 8,1 manader (95 % Cl: 5,8, 11,1) for ceritinib-
respektive kemoterapi-grupper.

Tabell 31. Klinisk nytta av ceritinib (progressionsfri dverlevnad) for patienter inskrivna

i studie 3.

Progressionsfri 6verlevnad
Median, manader (95 % Cl) &
HR (95 % Cl) !

ZYKADIA (N = 189)
16,6 (12,6; 27,2)
0,55 (0,42; 0,73)
<0,0001

Kemoterapi (N = 187)
8,1(58;11,1)

p-varde

HR = riskforhallande; Cl = konfidensintervall; BIRC = Blindad, fristaende
granskningskommitté; NR = ej uppnadd; NE = ej uppskattningsbart

[a] Uppskattades med Kaplan-Meier-metoden.

[b] En Cox-regressionsmodell stratifierat efter randomiseringstratifieringsfaktorer
(allméntillstand enligt WHO: 0 kontra 1-2; nérvaro eller franvaro av BM, narvaro eller
franvaro av foregaende neo-/adjuvant kemoterapi) anvandes for att uppskatta
riskkvot for PFS, tillsammans med 95 % Cl baserat pa Wald-testet.

[c] Baserat pa stratifierat log rank-test (samma skiktning som [b]).

Godtagbara fargningsfrekvenser for VENTANA anti-ALK (D5F3) antikroppsanalys i
populationen som man hade for avsikt att diagnostisera (de 1778 patienter som testats
med analysen) rapporteras i Tabell 32. Aven frekvensen av acceptabel morfologi och
acceptabel bakgrund for objektglas fargade med VENTANA anti-ALK (D5F3)
antikroppsanalys rapporteras ocksa. For 122 prover misslyckades det initiala
fargningsforsoket med VENTANA anti-ALK (D5F3) antikroppsanalys och ett andra
fargningsforsok utfordes. Vid det slutliga fargningsforsoket forblev 48 av de 122 proverna
oacceptabla (1 pa grund av ogiltig kdrningskontroll, 30 pa grund av oacceptabel H&E, och
12 pa grund av oacceptabel negativ reagenskontroll, 1 pa grund av oacceptabel bakgrund,
2 pa grund av bade oacceptabel bakgrund och morfologi, och 2 pa grund av e
utvarderbara IHC-objektglas). VENTANA anti-ALK (D5F3) antikroppsanalys uppvisade
hdg initial och slutlig total acceptansfrekvens for fargning; 93,1 % respektive 97,3 %.
Slutlig acceptansfrekvens for morfologi och bakgrund var 99 % eller hogre.
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Tabell 32. Initiala och slutliga fargningsprestandaegenskaper fér VENTANA anti-ALK

(D5F3) antikroppsanalys for NSCLC-studieprover screenade for inskrivning i studie nr 3.

Acceptansfrekvens % (n/N) (95 % ClI)
Utvarderade fargningsattribut
Initial* Slutlig*
" 93,1% 97,3 %
Total ALK IHC-acceptansfrekvens for (1656/1778) (173011778)
Frani
aranng (91,9-94,2 %) (96,4-98,0 %)
99,0 % 99,8 %
Bakgrundsféargning (1655/1672) (1727/1730)
(98,4-99,4 %) (99,5-99,9 %)
99,0 % 99,9 %
Morfologi (1657/1674) (1728/1730)
(98,4-99,4 %) (99,6-100 %)

Roche)

Godtagbara fargningsfrekvenser for VENTANA ALK (D5F3) antikropp i populationen som
man hade for avsikt att diagnostisera (de 1239 patienter som testats med analysen) var
jamférbara med resultat i studie A2301.

Slutsats

VENTANA anti-ALK (D5F3) antikroppsanalys ar reproducerbar med sina fargningsresultat
for klinisk ALK-status pa BenchMark ULTRA-, BenchMark XT-, och BenchMark GX-
instrumenten. Den binéra poéngséttningsalgoritmen &r i hdg grad reproducerbar mellan
avlasare. Analysen dverensstdmmer med Vysis ALK Break Apart FISH Probe Kit for ALK-
status. VENTANA anti-ALK (D5F3) antikroppsanalys kan anvandas vid identifiering av
patienter som ar Idmpade for behandling med XALKORI® (crizotinib), ZYKADIA®
(ceritinib), eller ALECENSA® (alectinib).
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