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Fig 1. Colorarea cu VENTANA HER2
(4B5) Rabbit Monoclonal Primary
Antibody RxDx in carcinomul mamar.

HER?2 (4B5) Rabbit Monoclonal
Primary Antibody RxDx in
carcinomul gastric.

DOMENIU DE UTILIZARE

VENTANA HER2 (4B5) Rabbit Monoclonal Primary Antibody RxDx este destinat utilizarii
pentru detectia semicantitativa prin imunohistochimie (IHC) a antigenului HER2 in sectiuni
de tesut mamar si gastric fixat in formalina, inglobat in parafind, colorat pe un instrument
BenchMark IHC/ISH.

Acest dispozitiv IHC este indicat ca diagnostic auxiliar pentru identificarea pacientelor cu
cancer mamar care sunt eligibile pentru tratament cu trastuzumab (IHC 3+ sau IHC
2+/ISH amplificat), pertuzumab (IHC 3+ sau IHC 2+/ISH amplificat), trastuzumab
emtansine (IHC 3+ sau IHC 2+/ISH amplificat) sau trastuzumab deruxtecan (IHC 1+ sau
IHC 2+//ISH neamplificat). In plus, acest dispozitiv IHC este indicat ca diagnostic auxiliar
pentru identificarea pacientelor cu cancer gastric pentru care se ia in considerare
tratamentul cu trastuzumab (IHC 3+ sau IHC 2+/ISH amplificat).

Acest produs trebuie interpretat de un patolog calificat impreuna cu examinarea
histologica, informatiile clinice relevante si controalele adecvate.

Acest anticorp este destinat pentru diagnosticarea in vitro (IVD).

REZUMAT $I1 EXPLICATIE

VENTANA HER2 (4B5) Rabbit Monoclonal Primary Antibody RxDx (VENTANA HER2
(4B5) Assay) contine un anticorp monoclonal de iepure (clona 4B5) directionat Tmpotriva
domeniului intern al receptorului 2 al factorului de crestere epidermic uman (HER2). HER2
a fost clonata si caracterizata.l S-a demonstrat ca clona 4B5 reactioneaza cu o proteina
de 185 kDa din lizatele celulare SK-BR-3 prin capacitatea de absorbtie Western. SK-BR-3
este o linie celulara de carcinom mamar care prezinta o supraexprimare de 128 de ori a
ARNm HER2.2 Dimensiunea benzii identificate este bine corelatd cu cea raportata pentru
proteina HER2 (185 kDa).1 Experimentele de imunohistochimie (IHC) cu liniile celulare
transfectate (HEK293) au demonstrat ca clona 4B5 coloreaza celulele transfectate cu
HER?2 si celulele transfectate cu HER4, desi nu a fost observata colorarea celulelor
transfectate cu HER1 sau HER3, iar datele obtinute prin capacitatea de absorbtie Western
cu proteina HER4 recombinantd au indicat, de asemenea, cé clona 4B5 recunoaste un
epitop al HER4.3 Tn ciuda acestui fapt, nu s-a observat ca HER2 (4B5) ar prezenta o
reactie incrucisata cu HER4 n colorarea IHC a tesutului mamar fixat in formaling, inglobat
in parafind (FFPE).4

HER? este o tirozinkinaza a receptorului transmembranar, care este structural similara cu
receptorul factorului de crestere epidermic.5.6 Amplificarea genei si supraexprimarea
corespunzatoare a HER2 au fost identificate intr-o varietate de tumori, inclusiv carcinoame
mamare.5.6:7 Supraexprimarea proteinelor, din cauza amplificérii genei HER2, este
factorul primar al tumorigenezei mediate de HER2.5 Amplificarea genei duce de obicei la
o crestere semnificativa a receptorilor HER2 la nivelul membranei celulare.>.6
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Supraexprimarea HER2 imbuné&tateste transductia semnalului si regleaza in sens
crescator proliferarea si diferentierea, provocand in cele din urma formarea tumorii. .6

Un spectru de exprimare a proteinei HER2 a fost observat in absenta amplificérii genelor.8
Au fost propusi mai multi factori pentru a explica nivelurile intermediare ale exprimarii
proteinei HER2 in cazurile de cancer mamar in absenta amplificarii genelor, inclusiv
interferenta ntre caile de semnalizare a HER?2 si a receptorilor de estrogen.8.9
Exprimarea proteinei HER2 care nu este considerata supraexprimare poate fi clasificata
ca exprimare scazuta a HER2.8:10,11

Supraexprimarea proteinei HER2 si/sau amplificarea genei are loc in adenocarcinomul
gastric si cu jonctiune gastroesofagiana.12.13.14 O gama larga de frecventa de
supraexprimare a HER? a fost raportata n studiile publicate. Cu toate acestea, unul dintre
cele mai mari seturi de date de screening, care a inclus 3803 de pacienti cu
adenocarcinom de jonctiune gastrica si gastroesofagiana, a raportat c& 22% dintre
pacienti au fost testati pozitivi pentru supraexprimarea proteinei HER2 sau amplificarea
genei.15

SEMNIFICATIE CLINICA

Cancerul mamar este tipul de cancer cel mai frecvent diagnosticat la femei, in toata
lumea.16 Detectia timpurie si selectarea adecvata a tratamentului pot influenta
semnificativ rata de supravietuire generala.”17 Aproximativ 15 pana la 30 de cazuri de
cancer mamar ductal invaziv sunt pozitive pentru HER2.7:10 Aproape toate cazurile de
boala Paget a sanului si pana la 90% dintre cazurile de carcinom ductal in situ de tip
comedon sunt pozitive.18:19 De peste 20 de ani, statutul pozitiv pentru HER2 defineste un
subgrup de pacienti cu cancer mamar care prezinta beneficii in urma tratamentului care
tinteste HER2.7.17 Categoria de pacienti cu rezultat pozitiv pentru HER? a fost definita
istoric ca acei pacienti care demonstreaza supraexprimarea proteinei HER2 evaluata prin
imunohistochimie (IHC) pe baza unui sistem de evaluare IHC semicantitativa pentru
stabilirea scorului (0, 1+, 2+ si 3+) si/sau amplificarea genei evaluata prin hibridizare in
situ (ISH).17 Pozitivitatea HER2 a fost corelata puternic cu supraexprimarea proteinelor
(scorul IHC de 3+). In cazurile cu supraexprimare de limita (scor IHC 2+, echivoc), poate fi
necesar un test reflex de confirmare pentru a evalua amplificarea genei conform
algoritmului de evaluare HER2 stabilit.17

Medicamentele terapeutice de pe piata, inclusiv Herceptin (trastuzumab), PERJETA
(pertuzumab) si KADCYLA (ado-trastuzumab emtansine/trastuzumab emtansine) au
demonstrat beneficii clinice la pacientii cu HER2 prin oprirea pozitiva si, in unele cazuri,
inversarea dezvoltarii cancerului de san.20-24 Trastuzumab si pertuzumab sunt anticorpi
monoclonali umanizati care se leaga de proteina HER2 de la suprafata celulei si perturba
transductia semnalului mediata de HER2.20.24.25 Trastuzumab emtansine este un
conjugat anticorp-medicament compus din trastuzumab si agentul citotoxic DM1 conjugat
printr-un agent de legare neclivabil.23 Numai pacientii cu cancer mamar pozitiv pentru
HER2 (scor IHC 3+ sau 2+) cu un statut confirmat de HER2 amplificat) ar trebui sa
beneficieze de tratament cu trastuzumab (Herceptin), pertuzumab (PERJETA) sau
trastuzumab emtansine (KADCYLA).16,18

Aproximativ 40-50% dintre pacientii cu cancer mamar au tumori care nu demonstreaza
amplificarea genei HER2 si nu supraexprima receptorul; cu toate acestea, sunt detectate
niveluri scazute de exprimare a HER2.8:10 Cazurile cu exprimare scizuta a HER2 (scor
IHC 1+ sau 2+ (cu un statut confirmat de HER2 neamplificatd)) sunt de obicei considerate
negative pentru HER2 si excluse din optiunile de tratament tintit cu HER2.8 Recent, au
fost observate beneficii cu tratamentul anti-HER2 trastuzumab deruxtecan (ENHERTU®)
la pacientele cu cancer mamar cu niveluri scazute de exprimare a HER2.26:27
Trastuzumab deruxtecan este un conjugat anticorp-medicament care contine o baza de
anticorp monoclonal HER2 (trastuzumab), un agent de legare clivabil si un derivat de
exatecan permeabil al membranei celulare (un inhibitor al topoizomerazei).10
Diagnosticele in vitro pentru evaluarea statutului HER2 la pacientele cu cancer mamar
sunt importante pentru a ajuta clinicianul la determinarea terapiei cu trastuzumab
(Herceptin), pertuzumab (PERJETA), trastuzumab emtansine (KADCYLA) sau
trastuzumab deruxtecan (ENHERTU®).17 Detectia pe baza de IHC a exprimarii proteinei
HER?2 este folosité ca ajutor la evaluarea pacientilor cu cancer mamar pentru care HER2
a vizat tratamentele cu trastuzumab (Herceptin), pertuzumab (PERJETA), trastuzumab
emtansine (KADCYLA) sau trastuzumab deruxtecan (ENHERTU®) sunt luate in
considerare.

Cancerul gastric este al cincilea cel mai frecvent cancer si o cauza principala de deces
legat de cancer la nivel global.13 Interventiile chirurgicale reprezinta cel mai frecvent
tratament pentru cancerul gastric.14.28 Cu toate acestea, majoritatea cazurilor de cancer
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gastric sunt detectate intr-un stadiu avansat si interventia chirurgicald este adesea dificil
de efectuat.14,28 Chimioterapia este utilizata pentru tratarea cancerului gastric avansat,
chiar daca supravietuirea acestor pacienti este foarte scazuta.14,28 Tratamentul tintit cu
HER?2 trastuzumab este un element de baza in gestionarea cancerului mamar invaziv i
are valoare terapeutica Tn gestionarea pacientilor cu cancer gastric care supraexprima
receptorul.12,14 Demonstrarea amplificarii genei HER2 si/sau a supraexprimarii proteinelor
este esentiala pentru selectarea pacientilor pentru terapia cu trastuzumab.12,14 Studiile
clinice au aratat c& pacientii cu cancer de san sau gastric cu supraexprimare ridicata a
proteinelor HER?2 si/sau amplificare a genei beneficiaza cel mai mult de trastuzumab.12,21
Detectia bazata pe IHC a exprimarii proteinei HER2 este folosita ca ajutor la evaluarea
pacientilor cu cancer gastric pentru care se ia in considerare tratamentul cu trastuzumab
(Herceptin).

PRINCIPIUL PROCEDURII

Testul VENTANA HER2 (4B5) contine un anticorp monoclonal de iepure care se leaga de
HER?2 in sectiunile de tesut FFPE. Anticorpul specific poate fi localizat cu ajutorul unui
conjugat anticorp HRP secundar (ultraView Universal DAB Detection Kit). Complexul
specific anticorp-enzima este apoi vizualizat cu un produs de reactie enzimatica
precipitanta. Fiecare pas este incubat la un interval de timp si o temperatura precise. La
finalul fiecarui pas de incubare, instrumentul spala sectiunile pentru a opri reactia si pentru
a Indeparta materialul nelegat care ar putea impiedica reactia dorita in etapele ulterioare.
De asemenea, acest instrument aplica Liquid Coverslip, care reduce la minimum
evaporarea reactivilor aposi de pe lama cu proba.

Cazurile clinice trebuie evaluate in contextul performantei controalelor adecvate. Se
recomanda includerea unui control de tesut pozitiv fixat si prelucrat in acelasi mod ca si
proba de la pacient (de exemplu, un carcinom mamar slab pozitiv). In plus fata de
colorarea cu testul VENTANA HER2 (4B5), o a doua lama trebuie coloratda cu CONFIRM
Negative Control Rabbit Ig. Pentru ca testul s& fie considerat valid, tesutul de control
pozitiv trebuie sa prezinte colorarea membranei celulelor tumorale. Aceste componente
trebuie sa fie negative la colorarea cu CONFIRM Negative Control Rabbit Ig. in plus, se
recomanda ca un control de tesut negativ (de exemplu, un carcinom mamar sau gastric
negativ pentru HER?2) s fie inclus pentru fiecare serie de probe prelucrate si testate pe un
instrument BenchMark IHC/ISH. Acest control de tesut negativ trebuie colorat cu
VENTANA HER?2 (4B5) RxDx, pentru a va asigura ca imbogatirea cu antigen si alte
proceduri de tratament prealabil nu au dus la colorarea fals pozitiva.

MATERIALE FURNIZATE

Testul VENTANA HER2 (4B5) contine reactiv suficient pentru 50 de teste.

Un dozator de 5 mL de test VENTANA HER?2 (4B5) contine aproximativ 30 pg de anticorp
monoclonal de iepure orientat impotriva antigenului HER2 uman.

Anticorpul este diluat Tn solutie salina tamponata cu 0.05 M Tris, 0.01 M EDTA, 0.05%
Brij-35 cu proteina transportatoare 0.3% si azida de sodiu 0.05%, un conservant. Exista o
cantitate neglijabila de ser fetal bovin, aproximativ 0.25%, prezenta inca din solutia stoc.
Concentratia specifica a anticorpului este de aproximativ 6 pg/mL.

Testul VENTANA HER2 (4B5) contine 19G de iepure diluat din supernatant de cultura
celulara.

Consultati fisa adecvata de descriere a metodei din kitul de detectie VENTANA pentru
descrieri detaliate ale: Principiul procedurii, Materiale si metode, Colectarea si pregatirea
probelor pentru analiza, Proceduri de control de calitate, Depanare, Interpretarea
rezultatelor si Limitari.

MATERIALE NECESARE, DAR CARE NU SUNT FURNIZATE
Reactivii de colorare, cum ar fi kiturile de detectie VENTANA si componentele auxiliare,
inclusiv lamele de control de tesut negativ si pozitiv, nu sunt pusi la dispozitie.

Este posibil s& nu fie disponibile in toate zonele geografice toate produsele mentionate in
fisa de descriere a metodei. Consultati reprezentantul de asistenta local.

Reactivii si materialele de mai jos pot fi necesari pentru colorare, dar nu sunt furnizati:
Tesutul de control recomandat

Lame de microscop, incarcate pozitiv

CONFIRM Negative Control Rabbit Ig (nr. cat. 760-1029 / 05266238001)
ultraView DAB Detection Kit (nr. cat. 760-500 / 05269806001)

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

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

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

ULTRA LCS (Predilute) (nr. cat. 650-210 / 05424534001)
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9. Cell Conditioning Solution (CC1) (nr. cat. 950-124 / 05279801001)

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

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

13.  Echipament de laborator de uz general

14.  Instrument BenchMark IHC/ISH

DEPOZITARE S| STABILITATE

La primire, si atunci cand nu este in uz, a se depozita la 2-8 °C. A nu se congela.

Pentru a asigura administrarea corecta a reactivului si stabilitatea anticorpului, inlocuiti
capacul dozatorului dupa fiecare utilizare si introduceti imediat dozatorul in frigider, in
pozitie verticala.

Fiecare dozator de anticorpi are marcata data expirarii. Daca este stocat in mod adecvat,
reactivul este stabil pana la data trecuta pe etichetd. Nu utilizati reactivul dupa data
expirarii.

PREGATIREA PROBELOR

Tesuturile FFPE prelucrate de obicei sunt adecvate utilizarii cu acest anticorp primar la
utilizarea cu kiturile de detectie VENTANA si instrumentele BenchMark IHC/ISH. Fixatorul
de tesut recomandat este formalina neutra tamponata 10%.29 Lamele trebuie colorate
imediat, deoarece antigenicitatea sectiunilor de tesut taiate se poate reduce in timp.

Se recomanda testarea controalelor pozitive si negative simultan cu probele necunoscute.
Taiati sectiuni cu grosimea de aproximativ 4 pum si preluati-le pe lame din sticla. Lamele
trebuie sa fie Superfrost Plus sau echivalente. Studiile indica faptul ca sectiunile de tesut
si linii celulare taiate si uscate la aer pastrate la 2-8 °C sunt stabile timp de minimum 45
de zile. Fiecare laborator ar trebui sa valideze stabilitatea lamei taiate pentru propriile
proceduri si conditiile mediului de depozitare.

AVERTIZARI S| MASURI DE PRECAUTIE

1. Pentru diagnosticarea in vitro (IVD).

2. Doar pentru uz profesional.

3. Anu se depési numarul de teste specificat.

4 Lamele incarcate pozitiv pot fi susceptibile la factori de mediu care duc la colorarea
inadecvata. Cereti reprezentantului dvs. Roche mai multe informatii privind modul
de utilizare a acestor tipuri de lame.

5. Materialele de origine umana sau animala trebuie considerate materiale care
prezinté pericol biologic si eliminate cu masurile de precautie adecvate. In cazul
expunerii, trebuie respectate instructiunile de sanatate comunicate de autoritatile
responsabile.30,31

6.  Evitati contactul reactivului cu ochii si membranele mucoase. Daca reactivii intra in
contact cu zonele sensibile, spalati-le cu apa din abundenta.

7. Evitati contaminarea microbiana a reactivilor, deoarece aceasta poate duce la
obtinerea unor rezultate incorecte.

8. Cand este utilizat conform instructiunilor, acest produs nu este clasificat drept
substanta periculoasa. Conservantul din reactiv este azida de sodiu. Simptomele
supraexpunerii la azida de sodiu includ iritarea pielii si a ochilor, precum si iritarea
membranelor mucoase si a cdii respiratorii superioare. Concentratia de azida de
sodiu din acest produs este de 0.05% si nu indeplineste criteriile pentru a fi
considerata substanta periculoasa. Depunerile de NaN3 pot reactiona cu plumbul si
cuprul din instalatiile sanitare, formand azide metalice puternic explozive. Pentru
eliminare, clatiti cu apa din abundenta pentru a preveni acumularea de azida in
instalatiile sanitare.32 La persoanele sensibile pot aparea reactii alergice sistemice.

9. Pentru mai multe informatii privind utilizarea acestui dispozitiv, consultati ghidul de
utilizare a instrumentului BenchMark IHC/ISH si instructiunile de utilizare a tuturor
componentelor necesare de la navifyportal.roche.com.

10.  Consultati autoritatile locale si/sau de stat cu privire la metoda de eliminare
recomandata.

11.  Etichetarea de securitate a produsului respecta in principal instructiunile GHS din
UE. Fisa cu date de securitate este disponibila utilizatorilor profesionisti la cerere.

12. Pentru a raporta suspiciunile privind incidentele grave referitoare la acest dispozitiv,
contactati reprezentantul local Roche si autoritatea competenta a Statului Membru
sau a Tarii In care este stabilit utilizatorul.
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PROCEDURA DE COLORARE

Anticorpii primari VENTANA au fost dezvoltati pentru a fi utilizati pe instrumentele
BenchMark IHC/ISH Tmpreuna cu kiturile de detectie si accesoriile VENTANA. Consultati
tabelele de mai jos pentru protocoalele de colorare recomandate.

Acest anticorp a fost optimizat pentru timpi de incubare specifici, dar utilizatorul trebuie sa
valideze rezultatele obtinute cu acest reactiv.

Parametrii pentru procedurile automate pot fi afisati, tipariti si editati conform procedurii din
ghidul de utilizare a instrumentului. Consultati fisa adecvata de descriere a metodei
aferentd ultraView DAB Detection Kit pentru mai multe detalii referitoare la procedurile de
colorare din IHC.

Pentru mai multe detalii referitoare la utilizarea adecvata a acestui dispozitiv, consultati
fisa de descriere a metodei pentru dozatorul in linie asociat cu P/N 790-7167.

NOTA: Procedurile de colorare sunt prezentate Tn Tab 1 (pentru pozitivitatea HER2 si
evaluarea nivelului scazut al HER2 n cazurile cu cancer mamar), Tab 2 (pentru evaluarea
pozitivitatii HER2 doar Tn cazurile cu cancer mamar) si Tab 3 (pentru evaluarea pozitivitatii
HER2 in cazurile de cancer gastric). Etapele protocolului de colorare recomandat, inclusiv
conditionarea celulei si incubarea anticorpului, sunt aceiasi pentru screeningul cancerului
mamar cu toate tipurile de statut HER2; cu toate acestea, procedurile de colorare ofera
diferite posibilitati de modificare disponibile pentru utilizator. Tn timpul screeningului
pacientilor pentru o evaluare a nivelului potential scazut al HER2, trebuie utilizata
procedura de colorare din Tab 1. Daca intentia include raportarea statutului de nivel
scazut al HER2 (definit ca un scor IHC 1+ sau 2+ cu un statut confirmat pentru HER2
neamplificata), trebuie sa se utilizeze procedura de colorare din Tab 1. Daca intentia este
doar raportarea statutului pozitiv pentru HER2 (definit ca un scor IHC 3+ sau 2+ cu un
statut amplificat confirmat pentru HER2), pot fi utilizate procedurile din Tab 1 sau Tab 2.
Pentru a asigura utilizarea cat mai cuprinzatoare a rezultatelor fie pentru statutul de nivel
scazut al HER?, fie pentru statutul pozitiv pentru HER2 in cazurile de cancer mamar, se
recomanda insistent sa utilizati procedura de colorare enumerata in Tab 1.

Procedura de colorare pentru toate evaluarile HER2, inclusiv
evaluarea potentiala scazuta a HER2 in probele de sén

Protocolul si procedura de colorare prezentate Tn aceasta sectiune si Tab 1 sunt adecvate
pentru utilizarea Tn screeningul cazurilor cu cancer mamar cu toate tipurile de statut HER2
si trebuie sa fie utilizate cand se evalueaza probele pacientilor pentru tratamentul cazurilor
cu nivel potential scazut al HER2. Abaterea de la protocolul de colorare recomandate
poate produce probe inacceptabile colorate cu HER2 cu un scor HER2 modificat, in
special Tn cazurile cu exprimare scazutad a HER2 (IHC 1+). Scaderea sau cresterea
timpilor de conditionare a celulei, in special, este probabil s& produca probe colorate cu
HER2 cu scoruri HER2 modificate, ceea ce poate duce la decizii de tratament neadecvate
pentru pacienti. Procedura de colorare enumerata in Tab 1 nu permite modificarea
conditionarii celulelor sau a timpului de incubare a anticorpilor pentru a ajuta la reducerea
acestui risc, deoarece acesta este singurul protocol de colorare validat pentru utilizare Tn
evaluarea probelor de la pacienti scazute in HER2 potentiale.

Tab 1.  Protocol de colorare pentru testul VENTANA HER2 (4B5) pentru toate
evaludrile HER2 n probele de s&n, inclusiv evaluarea potentiala scazuta a HER2 pe un
instrument BenchMark IHC/ISH.

Metoda
S W BenchMark
1pul de proceaura ULTRA sau
BenchMark GX | BenchMark XT BenchMark
ULTRA PLUS
Procedura de GX VENTANA XT VENTANA VILE“I\]E\S A
colorare HER2 4B5 HER2 4B5 HER? 4B5
VENTANA VENTANA VENTANA
HER2 4B5 Ab - | HER24B5Ab- | HER2 4B5Ab -
Anticorp (Primar)* 16 min. sau 16 min. sau 12 min. sau
P CONFIRM Neg CONFIRM Neg CONFIRM Neg
Ctl Rbt Ig - 16 Ctl Rbt Ig - 16 Ctl Rbt Ig - 12
min. min. min.
Contracoloratie Hematoxylin II, 4 minute
Post-contracolorare Bluing, 4 minute

* Aceasta este o conditie programata in prealabil si nu este o etapa selectabila
pentru utilizator.
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Proceduri de colorare alternative aplicabile doar pentru evaluarea
pozitivitatii HER2 potentiale a probelor de tesut mamar si gastric

Procedurile si protocoalele de colorare prezentate in Tab 2 si Tab 3 sunt destinate pentru
utilizarea in evaluarea pozitivitatii HER2 (definita ca supraexprimarea proteinelor, scor IHC
3+ sau 2+ cu un statut confirmat de HER2 amplificata) si nu pentru utilizarea in evaluarea
exprimarii scazute a HER2 (definita ca scor IHC 1+ sau 2+ (cu un statut confirmat de
HER2 neamplificata). Timpii recomandati de conditionare a celulei si de incubare a
anticorpilor, detaliati in Tab 2 si Tab 3 nu sunt blocati si pot fi modificati de utilizator.
Posibilele motive pentru modificarea parametrilor includ variatia in fixarea si prelucrarea
tesutului (abaterea de la recomandarile privind fixarea sau prelucrarea probelor), conditii
generale privind instrumentele de laborator si conditiile de mediu, precum si preferinta
cititorului. Pentru mai multe informatii privind variabilele de fixare, consultati
JJmmunohistochemistry Principles and Advances”.33 Utilizatorii care nu respecta
procedurile de colorare recomandate raspund de interpretarea si validarea rezultatelor
pacientului.

Tab 2.  Protocolul de colorare recomandat pentru testul VENTANA HER2 (4B5) cu
ultraView DAB Detection Kit in probe de san pe un instrument BenchMark IHC/ISH.
Metoda
S W BenchMark
1pul de procedura ULTRA sau
BenchMark GX BenchMark XT BenchMark
ULTRA PLUS
Procedura de Procedura de Procedura de Procedura de
colofare colorare colorare colorare
ultraView DAB ultraView DAB ultraView DAB
Deparafinare Selectat(a) Selectat(a) Selectat(a)
Cell Conditioning ccl, ccl, ULTRA CCL
(Demascarea < < <
- . Usoarad Usoarad Usoara
antigenului) ’ ’ ’
. ) 16 minute, 16 minute, 12 minute,
Anticorp (primar)
37°C 37°C 36°C
ultraWash Selectat(a)
Contracoloratie Hematoxylin II, 4 minute
Post-contracolorare Bluing, 4 minute

Tab 3.  Protocolul de colorare recomandat pentru testul VENTANA HER2 (4B5) cu
ultraView DAB Detection Kit ih probe gastrice pe un instrument BenchMark IHC/ISH.
Metoda
Tipul de procedura BenchMark
BenchMark GX | Benchmark XT ULTRA
Procedura de Procedura de Procedura de Procedura de
colofare colorare colorare colorare
ultraView DAB ultraView DAB ultraView DAB
Deparafinare Selectat(a) Selectat(a) Selectat(a)
Cell Conditioning ccl, ccl, ULTRA CCL
(Demascarea < < <
- . Usoarad Usoarad Usoara
antigenului) ’ ’ ’
. ) 16 minute, 16 minute, 12 minute,
Anticorp (primar)
37°C 37°C 36°C
ultraWash Selectat(a)
Contracoloratie Hematoxylin II, 4 minute
Post-contracolorare Bluing, 4 minute
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PROCEDURI DE CONTROL DE CALITATE
Controale de linie celulara

Ventana furnizeaza, ca produs separat, patru controale de linie celulara fixate in
formalind, inglobate in parafind, sectionate si montate pe o singura lama incércata.
PATHWAY HER-2 4 in 1 Control Slides (P/N 781-2991) pot fi utile pentru o validare
preliminara a instrumentului sau a metodei de prelucrare utilizate pentru colorarea lamelor
cu testul VENTANA HER? (4B5). Aceste patru controale de linie celulara sunt
caracterizate prin hibridizarea in situ pentru numarul copiilor genei, Tab 4. Cand sunt
prelucrate si colorate corespunzator, liniile celulare trebuie sa se coloreze conform
descrierii din fisa de descriere a metodei PATHWAY HER-2 4 in 1 Control Slides. in cazul
in care colorarea indicata nu este evidenta in nucleele corespunzatoare, in special pentru
controalele 1+ si 2+, colorarea acestor tesuturi trebuie repetata.

Tab4.  Caracteristicile PATHWAY HER-2 4 in 1 Control Slides.
Scor HER2 IHC Linie celulara Raport HER2/Chr17*
0 MDA-MB-231 111
1+ T47D 1.12
2+ MDA-MB-453 2.66
3+ BT-474 5.53

* Raportul HER2/Chr17 este o medie a trei loturi de PATHWAY HER-2 4 in 1 Control
Slides determinata cu ajutorul hibridizarii fluorescente in situ (FISH).

CONTROL DE TESUT POZITIV

Un tesut de control pozitiv fixat si preparat Tn acelasi mod ca probele de la pacienti trebuie
testat pentru fiecare set de conditii de test si la fiecare procedura de colorare cu testul
VENTANA HER2 (4B5) care este efectuata. Practica de laborator optima este aceea de a
include o sectiune de control pozitiv pe aceeasi lama cu tesutul de test. Acest lucru ajuta
la identificarea oricaror esecuri prin aplicarea reactivului pe lama. Tesutul cu colorare
pozitiva slaba este cel mai bun pentru controlul de calitate. Tesutul de control poate
contine elemente de colorare atét pozitive cat si negative si serveste in calitate de control
pozitiv dar si negativ. Tesutul de control trebuie sa fie o proba obtinuta prin autopsie,
biopsie sau interventie chirurgicala recenta, preparaté sau fixata cat mai repede posibil, in
mod identic cu sectiunile de testare.

Acest tesut poate fi prezent in toate etapele de analiza, de la prepararea tesutului pana la
colorare. Utilizarea unei sectiuni de tesut fixat sau prelucrat diferit de probele de test ofera
control pentru toti reactivii si etapele metodei, cu exceptia fixérii si a prepararii tesutului. Tn
mod ideal, trebuie ales un tesut cunoscut ca avand o colorare slaba, dar pozitiva, pentru a
asigura faptul ca sistemul este sensibil la nivelurile minore de degradare a reactivului sau
la problemele aparute in metodologia IHC. Cu toate acestea, Tn general, tesutul neoplazic
care este pozitiv pentru HER2 este puternic pozitiv din cauza naturii patologiei
(supraexprimare).

Controalele de tesut pozitiv cunoscut pot fi utilizate doar pentru monitorizarea
performantelor reactivilor si instrumentelor, nu ca mijloc auxiliar de determinare a
diagnosticelor specifice ale probelor de testare. Daca controalele de tesut pozitiv nu
demonstreaza colorarea pozitiva, rezultatele probei de testare trebuie considerate
nevalide.

Un exemplu de control pozitiv pentru testul VENTANA HER2 (4B5) este un carcinom
mamar invaziv cunoscut ca slab pozitiv pentru HER2 sau o proba de carcinom gastric slab
pozitivd. Componentele tesutului de colorare pozitiv (coloratie membranoasa a celulelor
neoplazice) sunt utilizate pentru a confirma ca anticorpul a fost aplicat si ca instrumentul a
functionat adecvat.

Control de tesut negativ

Aceeasi lama utilizata pentru controlul de tesut pozitiv (carcinom mamar invaziv ductal sau
lobular sau carcinom gastric) poate fi utilizat drept control de tesut negativ. Componentele
necolorate (stroma inconjuratoare, celule limfoide si vase de sange) trebuie sa
demonstreze absenta colorarii specifice si sa ofere o indicatie privind colorarea de fond
specifica (fals pozitiva) cu anticorpul primar. Utilizati un tesut negativ cunoscut, fixat,
prelucrat si inglobat in mod identic cu probele de la pacienti.

Control cu reactiv negativ

Pentru fiecare proba, trebuie sa testati un control cu reactiv negativ, ca auxiliar pentru
interpretarea rezultatelor. Un control cu reactiv negativ este utilizat in locul anticorpului
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primar pentru a evalua colorarea nespecifica. Lama trebuie sa fie colorata cu CONFIRM
Negative Control Rabbit Ig. Perioada de incubare pentru controlul cu reactiv negativ
trebuie sa fie egala cu perioada de incubare a anticorpului primar.

Discrepante nejustificate

Discrepantele nejustificate din controale trebuie comunicate imediat reprezentantului de
asistenta local. Daca rezultatele controlului de calitate nu corespund specificatiilor,
rezultatele pacientului nu sunt valide. Consultati sectiunea Depanare. |dentificati si
corectati problema, apoi repetati probele pacientului.

Verificarea testului

Tnainte de utilizarea initiala a unui anticorp sau a unui sistem de colorare intr-o procedura
de diagnostic, specificitatea anticorpului trebuie verificata prin testarea acesteia pe o serie
de tesuturi cu caracteristici de performanta imunohistochimica cunoscute, reprezentand
tesuturi pozitive si negative cunoscute (consultati Procedurile de control de calitate
mentionate anterior in aceasta sectiune a prospectului si recomandarile privind controlul
de calitate din partea College of American Pathologists Laboratory Accreditation Program,
Anatomic Pathology Checklist,34 sau CLSI Approved Guideline35 sau ambele
documente). Aceste proceduri de control al calitatii trebuie repetate pentru fiecare lot nou
de anticorpi sau ori de céte ori existd o modificare a parametrilor de analiza. Tesuturile de
cancer mamar si gastric cu statut HER2 cunoscut sunt adecvate pentru verificarea
testului.

INTERPRETAREA COLORARII/REZULTATE PRECONIZATE

Procedura de imunocolorare automata VENTANA determind precipitarea unui produs de
reactie (DAB) de culoare maro la locurile antigenului, localizate de testul VENTANA HER2
(4B5). Un patolog cu experienta Tn domeniul procedurilor imunohistochimice trebuie sa
evalueze controalele si sa califice produsul colorat Tnainte de interpretarea rezultatelor.

Controale pozitive

Controlul cu tesut pozitiv colorat trebuie examinat mai ntai pentru a confirma ca toti
reactivii functioneaza corect. Prezenta unui produs de reactie colorat adecvat in
membrana celulelor tinté indica o reactivitate pozitiva. Tn functie de durata incubarii si de
potenta hematoxilinei utilizate, contracolorarea va conduce la o colorare n albastru
deschis pana la albastru inchis a nucleelor celulare. Contracolorarea excesiva sau
incompleta poate compromite interpretarea corecta a rezultatelor.

Daca controlul de tesut pozitiv nu demonstreaza colorarea pozitiva, orice rezultat cu
probele de test trebuie considerat nevalid.

Controale de tesut negative

Controlul de tesut negativ trebuie examinat dupa controlul de tesut pozitiv, pentru a
verifica marcarea specifica a antigenului tinta de catre anticorpul primar. Absenta colorarii
specifice a controlului de tesut negativ confirma lipsa reactivitatii incrucisate a anticorpilor
cu celulele sau componentele celulare. Daca tesutul este contracolorat, poate exista
colorare n jurul celulei, Tn exteriorul acesteia, adica in spatiile interstitiale. Dacé se
produce colorarea specifica in controlul de tesut negativ, rezultatele cu probele pacientului
trebuie considerate nevalide.

Controale cu reactiv negativ

Colorarea nespecifica, daca este prezenta, va avea un aspect difuz. De asemenea,
colorarea lejera sporadica a tesutului conjunctiv poate fi observata in sectiunile de tesut
care sunt fixate excesiv in formalind. Pentru interpretarea rezultatelor colorarii trebuie
utilizate celule intacte, deoarece celulele necrotice sau degenerate prezinta adesea o
colorare nespecifica.

Tesutul de la pacient

Probele de la pacienti trebuie examinate ultimele. Intensitatea coloratiei pozitive trebuie
evaluata in contextul oricarei colorari de fond a controlului de reactiv negativ. Ca in cazul
oricarui test de imunohistochimie, un rezultat negativ inseamna ca nu a fost detectat
antigenul respectiv, nu ca antigenul lipseste din celulele sau tesutul supuse testului. De
asemenea, morfologia fiecrei probe de tesut trebuie examinata utilizand o sectiune
colorata cu hematoxilina si eozina la interpretarea oricarui rezultat imunohistochimic.
Rezultatele morfologice ale pacientului si datele clinice pertinente trebuie interpretate de
un patolog calificat.

Un patolog cu experienta in domeniul procedurilor de imunohistochimie trebuie sa
evalueze controalele pozitive si negative si sa califice produsul colorat inainte de
interpretarea rezultatelor.
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Conventii de stabilire a scorului pentru interpretarea colorarii cu
VENTANA anti-HER2 (4B5) Antibody in carcinomul mamar

Urmétoarele tabele furnizeaza criterii de colorare. Consultati Ghidul de interpretare
VENTANA HER2 (4B5) Rabbit Monoclonal Primary Antibody RxDx pentru cancer mamar
si gastric (P/N 1021957R0) pentru o descriere mai detaliata, cu imagini ale colorarii cu

testul VENTANA HER2 (4B5).
Tab 5.

Criteriile pentru intensitatea si modelul colorarii membranei celulare cu testul

VENTANA HER2 (4B5) in carcinomul mamar atunci cand se utilizeaza procedura de

colorare din Tab 1.

Utilizarea
Scorul HER2 | procedurii de
(4B5) (raportul |colorare in Tab 1: U
Model de colorare catre medicul Statut de Aplicatie clinica
curant) raportare
recomandat
Nu se observa colorarea
membranei
sau Negativ pentru -
Colorare slaba, partiala a 0 HER? Niciuna
membranei Th 10% sau mai
putin dintre celulele
canceroase
Colorare slaba, partiala a
membranei Th mai mult de 1+ Exprimare scazuta
10% dintre celulele a HER2
canceroase ENHERTU®
(trastuzumab
2+*
) deruxtecan)
Test reflex: | Exprimare scazuta
Colorare completa slaba HER2 a HER2
pana la moderaté a neamplificata
membranei, in mai mult -
de 10% dintre celulele g Pozitiv pentru |  HERCEPTIN
canceroase Te;tEr;f;ex: HER2/supraexprim|  (trastuzumab),
amplificata ae PERJETA
(pertuzumab),
de 10% diﬁtre celulele 3 HER2/supraexprim (trastuzu_mab
are emtansine)
canceroase

* Se recomanda efectuarea testului reflex pentru evaluarea amplificarii genei

conform ghidului ASCO/CAP
Tab 6.

Criteriile pentru intensitatea si modelul colorarii membranei celulare cu testul

VENTANA HER2 (4B5) RxDx in carcinomul mamar atunci cand se utilizeaza procedura

de colorare din Tab 2.

Model de colorare

Scorul HER2
(4B5) (raportul

Utilizarea
procedurii de
colorare in Tab 2:

Aplicatie clinica

catre medicul Statut de
curant) raportare
recomandat
Nu se observa colorarea
membranei
SaLf . Negativ pentru Niciuna
Colorare slabd, partiala a 0 HER?2
membranei in 10% sau mai
putin dintre celulele
canceroase
2024-10-04 5/21
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Utilizarea
Scorul HER2 | procedurii de
(4B5) (raportul | colorare in Tab 2: T
Model de colorare i e Statut de Aplicatie clinica
curant) raportare
recomandat
Colorare slaba, partiala a
membranei Th mai mult de 1+ Negativ pentru
10% dintre celulele HER2
canceroase
2+*
L Test reflex: Negativ pentru
Colorare completa slaba HER2 HER2
pana la moderaté a neamplificata
membranei, in mai mult o
- +
de 10% dintre celulele | Pozitivpentru | HERCEPTIN
canceroase Te;tErsféex. HER2/supraexprim|  (trastuzumab),
are
amplificata PERJETA
— . (pertuzumab),
Colorare com_plfta intensa a Pozitiv pentru KADCYLA
membranei, in mai mult ) (trastuzumab
de 10% dintre celulele 3t HER2/supraexprim B
are emtansine)
canceroase

* Se recomanda efectuarea testului reflex pentru evaluarea amplificarii genei
conform ghidului ASCO/CAP

Conventii de stabilire a scorului pentru interpretarea colorarii cu
VENTANA anti-HER2 (4B5) Antibody in carcinomul gastric

Carcinoamele gastrice care sunt considerate pozitive pentru supraexprimarea proteinelor
HER?2 trebuie sa indeplineasca criteriile de prag pentru intensitatea si modelul colorarii
membranei (2+ sau mai mult pe o scara de la 0 la 3+) si pentru procentajul de celule
tumorale pozitive. Colorarea trebuie sa se localizeze pe membrana celulara, dar nu
trebuie sa fie complet circumferentiald, deoarece colorarea bazo-laterala este observata in
mod regulat si ar trebui luaté in considerare pentru scor. Colorarea citoplasmatica si/sau a
nucleului poate fi inca prezenta, insa aceasta colorare nu este inclusa in determinarea
statutului pozitiv. In carcinomul gastric, procentajul de celule tumorale pozitive depinde de
faptul daca proba este obtinuta prin biopsie (= 5 celule coezive) sau este proba de
rezectie (= 10%).

In elaborarea recomandarilor pentru stabilirea scorurilor pentru imunohistochimia HER2 in
cancerul gastric, retineti cd, desi coloratia membranoasa puternica este o dovada a
supraexprimarii proteinei HER2 in celulele neoplazice, aceasta nu trebuie neaparat sa fie
complet circumferentiald. 36

S-a raportat coloratia citoplasmatica difuza cu sau fara colorare nucleara in cancerul
gastric.37 Doar coloratia membranoasé trebuie utilizata pentru a determina exprimarea
proteinei HER2 Tn cancerul gastric.

Colorarea imunohistochimica cu clona 4B5 poate produce colorarea citoplasmatica si
nucleara a mucoasei gastrice normale si, mai putin frecvent, a celulelor neoplazice, in
carcinomul gastric si carcinomul cu jonctiune gastroesofagiana. Natura acestei colorari
citoplasmatice si nucleare este in prezent necunoscuta. Acest model de colorare nu
trebuie confundat cu coloratia membranoasa discretd, deoarece aceasta indica
pozitivitatea HER2 n celulele neoplazice.

Consultati Ghidul de interpretare pentru VENTANA HER2 (4B5) Rabbit Monoclonal
Primary Antibody RxDx Ghidul de interpretare pentru cancer mamar si gastric

(PIN 1021957RO0) pentru o descriere mai detaliata, cu microfotografii ale colorarii cu testul
VENTANA HER2 (4B5).
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Tab 7. Criteriile pentru intensitatea si modelul colordrii membranei celulare cu testul VENTANA HER2 (4B5) Tn carcinomul gastric atunci cand se utilizeaza procedura de colorare
din Tab 3.
Scor (raportati Evaluarea Aplicatie
Model de colorare — proba de rezectie Model de colorare - proba de biopsie medicului coloratiei i
curant) HER2
Nicio reactivitate sau reactivitate membranoasa in < 10% Nicio reactivitate sau reactivitate membranoasa in orice 0 Negativ pentru
dintre celulele tumorale celulad tumorala HER2
Reactivitate membranoasa slaba/slab perceptibila in = 10% Grup de celule tumorale* cu reactivitate membranoasa .
. ) ) . p R . Negativ pentru
dintre celulele tumorale; celulele sunt reactive doar la nivelul | slaba/slab perceptibild, indiferent de procentajul de celule 1+ HER?
unei parti a membranei lor tumorale colorate Niciuna
2+~k*
Test reflex: Negativ pentru
HER2 HER2
Reactivitate membranoasa bazolaterala sau laterala Grup de celule tumorale* cu reactivitate membranoasa neamplificata
completd, slaba pana la moderatd, in = 10% dintre celulele | bazolaterald sau laterald completa, slaba pana la moderata,
. . . 2+~k* .
tumorale indiferent de procentajul de celule tumorale colorate . o Pozitiv pentru
eatEr; Zex. HER2/supraexp
i rimare HERCEPTIN
amplificata
(trastuzumab)
- < < < Grup de celule tumorale* cu reactivitate membranoasa Pozitiv pentru
Reactivitate membranoasa bazolaterala sau laterala < < < S
< A ) bazolaterala sau laterald completa puternica, indiferent de 3+ HER2/supraexp
completa puternica in = 10% dintre celulele tumorale . ;
procentajul de celule tumorale colorate rimare

* 25 celule coezive
** Recomandati un test reflex ISH

LIMITARI
Limitari generale

1.

2024-10-04

Imunohistochimia este un proces de diagnostic cu pasi multipli care presupune
formarea specializata Tn selectarea reactivilor si sectiunilor de tesut adecvate,
fixarea, prelucrarea, pregatirea lamei de imunohistochimie si interpretarea
rezultatelor colorarii.

Colorarea tesuturilor depinde de manipularea si prelucrarea tesutului Tnainte de
colorare. Fixarea inadecvata, congelarea, decongelarea, spalarea, uscarea,
incalzirea, sectionarea sau contaminarea cu alte tesuturi sau fluide poate produce
artefacte, fixarea anticorpilor sau rezultate fals negative. Rezultatele contradictorii
pot fi 0 consecinta a variatiilor din metodele de fixare si inglobare sau a
neregularitatilor inerente din cadrul tesutului.

Contracolorarea excesiva sau incompleta poate compromite interpretarea corecta a
rezultatelor.

Interpretarea clinicé a oricarei colorari pozitive sau absenta acesteia trebuie
evaluate n contextul istoricului clinic, al morfologiei si al altor criterii histopatologice.
Interpretarea clinicé a oricérui rezultat sau a absentei acestuia trebuie s fie
completata de studii morfologice si controale adecvate, precum si de alte teste de
diagnostic. Tine de responsabilitatea unui patolog calificat s& cunoasca anticorpii,
reactivii si metodele utilizate pentru a interpreta preparatul colorat. Colorarea trebuie
efectuata intr-un laborator certificat, autorizat, sub supravegherea unui patolog care
este responsabil de analiza lamelor colorate si de asigurarea caracterului adecvat al
controalelor pozitive si negative.

Anticorpii si reactivii VENTANA sunt furnizati la dilutia optima pentru utilizare, atunci
céand se respecta instructiunile puse la dispozitie. Orice abatere de la procedurile de
testare recomandate poate invalida rezultatele asteptate. Trebuie implementate si
documentate controalele adecvate. Utilizatorii care se abat de la procedurile de
testare recomandate trebuie sa accepte responsabilitatea privind interpretarea
rezultatelor pacientului.

Acest produs nu este destinat utilizarii in citometria in flux, deoarece nu s-au stabilit
caracteristicile de performanta.

Reactivii pot demonstra reactii neasteptate in tesuturi netestate anterior.
Posibilitatea unor reactii neprevazute, chiar si in grupurile de tesuturi testate, nu
poate fi complet eliminata, din cauza variabilitatii biologice a exprimarii antigenilor in
neoplasme sau alte tesuturi patologice.38 Adresati-va reprezentantului de asistenta
local, furnizandu-i reactiile neprevazute documentate.
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10.

Tesuturile de la persoane infectate cu virusul hepatitei B si care contin antigenul de
suprafata al hepatitei B (HBsAg) pot prezenta colorare nespecifica cu peroxidaza
din hrean.39

Rezultatele fals pozitive pot fi observate din cauza legarii neimunologice a
proteinelor sau a produsilor de reactie din substrat. De asemenea, acestea pot fi
determinate si de activitatea pseudoperoxidazei (eritrocite), de activitatea
peroxidazei endogene (citocromul C) sau de biotina endogena (exemplu: ficat,
creier, sn, rinichi), In functie de tipul de imunocoloratie utilizat.40

Ca in cazul oricarui test de imunohistochimie, un rezultat negativ inseamna ca nu a
fost detectat antigenul respectiv, nu ca antigenul a lipsit din celulele sau tesutul
supuse testului.

LIMITARI SPECIFICE

1.

Acest anticorp a fost optimizat dupa cum este indicat in Tab 1 si Tab 2 pentru
instrumentele BenchMark si chimiile de detectie. Abaterea de la protocoalele de
colorare recomandate Tn Tab 1 si Tab 2 poate conduce la obtinerea unor probe
inacceptabile de Negative Reagent Control (NRC) si a unor probe colorate cu testul
VENTANA HER2 (4B5) cu un scor HER2 modificat. Timpul crescut de incubare a
anticorpilor este probabil s& produca o colorare inacceptabila in NRC, ceea ce ar
impiedica evaluarea probei din testul VENTANA HER2 (4B5). Scaderea sau
cresterea timpilor de conditionare a celulei ar putea obtine probe colorate cu
VENTANA HER2 (4B5) Assay care prezinta scoruri HER2 modificate, ceea ce
poate conduce la decizii de tratament neadecvate pentru pacienti. Pentru mai multe
informatii privind variabilele de fixare, consultati ,/mmunohistochemistry Principles
and Advances”.33

Anticorpul, impreuna cu kiturile de detectie si accesorile VENTANA, detecteaza
antigenul care supravietuieste fixarii obisnuite in formalina, prelucrarii i sectionarii
tesutului. Utilizatorii care nu respecta procedurile de testare recomandate raspund
de interpretarea si validarea rezultatelor pacientului.

Lamele trebuie colorate imediat, deoarece antigenicitatea sectiunilor de tesut taiate
se poate reduce Tn timp si poate fi compromisa din cauza factorilor de mediu, n
cazul depozitarii extinse. Lamele uscate la aer trebuie deshidratate si pastrate la
2-8 °C. Studiile sustin o perioada minima de 45 de zile de stabilitate a antigenului
pe lamele necolorate. Dacé se doreste pastrarea timp de mai mult de 45 de zile,
laboratoarele trebuie sa valideze data de expirare Tn propriul mediu.

Maduva osoasa nu a fost testata pentru specificitate. Utilizatorul trebuie sa
determine colorarea adecvata a tesuturilor de mai sus, inainte de interpretarea
informatiilor privind colorarea.
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5. Colorarea imunohistochimica cu clona 4B5 poate produce colorarea citoplasmatica
si nucleara a mucoasei gastrice normale si, mai putin frecvent, a celulelor
neoplazice, in carcinomul gastric si carcinomul cu jonctiune gastroesofagiana.
Natura acestei colorari citoplasmatice si nucleare este in prezent necunoscuta.
Acest model de colorare nu trebuie confundat cu coloratia membranoasa discreta,
care indica pozitivitatea HER2 in celulele neoplazice.

6.  Este posibil sa nu fie inregistrate toate testele pe fiecare instrument. Pentru mai
multe informatii, contactati reprezentantul dvs. local Roche.

7. S-auraportat modificari ale statutului HER2 aparute in evolutia metastatica sau
dupa chimioterapia neoadjuvanta. Pe baza acestor observatii, ar putea fi justificata
obtinerea unei probe proaspete pentru stabilirea statutului HER2 la momentul
tratamentului, n loc ca acesta sa fie bazat pe statutul HER2 din antecedente.41

Roche)

Nr. cazuri Nr. cazuri

pozitive/ pozitive/
Tesut total cazuri | Tesut total cazuri
Stomac 011 N/A N/A

Tab 9.

a Colorarea focala a celulelor epiteliale superficiale

b Coloratia membranoasa a celulelor umbrels superficiale

¢ Colorarea focala a membranei

Sensibilitatea/specificitatea testului VENTANA HER2 (4B5) a fost stabilita prin
testarea unei varietati de tesuturi neoplazice FFPE.

CARACTERISTICILE DE PERFORMANTA Nr. cazuri
Au fost desfasurate teste de colorare pentru sensibilitate, specificitate si precizie, _ pozitive/total
rezultatele fiind mentionate mai jos. Patologie cazuri
PERFORMANTA ANALITICA Glioblastom (Creierul mare) 0/2
Sensibilitate si specificitate Meningiom (Creierul mare) 0/1
Sensibilitatea/specificitatea testului VENTANA HER2 (4B5) a fost determinata printr-un Oligodendrogliom (Creierul mare) 01
studiu care nu a indicat nicio colorare specificd a membranei pentru majoritatea tesuturilor -
normale. Rezultatele colorrii sunt prezentate in Tab 8. Sensibilitatea si specificitatea Adenocarcinom seros (Ovar) 0/2
testu[ui yENTA_NA HER2 (485)_ guvfost determingEe, delaslemenea, priqtr-un studiu_ care Carcinom, NOS (nespecificat altfel) (Ovar) 12
nu a indicat nicio colorare specifica a membranei in majoritatea tesuturilor neoplazice. -
Rezultatele colorarii sunt prezentate in Tab 9. Colorarea pentru sensibilitate si specificitate | Neoplasm neuroendocrin (Pancreas) 0/1
a fost efectuata utlllzandlprotocplul iVIEW DAB De_tecthn Kit pe un instrument BenchMark Adenocarcinom (Pancreas) o
XT sau protocolul ultraView Universal DAB Detection Kit pe un instrument BenchMark
ULTRA. Carcinom, NOS (Pancreas) 0/3
Colorarea pozitiva in epiteliul amigdalian, epiteliul esofagian, prostata, vezica urinara, Seminom (Testicul) 01
nervul periferic, paratiroida, cancer mamar, adenocarcinom de stomac, colon si cancer - - -
ovarian este Tn concordant cu literatura publicatd cu privire la exprimarea HER2. Carcinom embrionar (Testicul) o
Tab 8.  Sensibilitatea/specificitatea testului VENTANA HER2 (4B5) a fost stabilita prin Carcinom medular (Tiroida) 0/1
testarea tesuturilor normale FFPE. Carcinom papllar (Tiroids) o1
Nr. cazuri Nr. cazuri - I
pozitive/ pozitive/ Carcinom, NOS (Tiroida) 0/3
Tesut total cazuri | Tesut total cazuri Carcinom ductal microinvaziv (San) 22
Creierul mare 0/6 Intestinul subtire 0/6 Carcinom ductal invaziv (San) 44/98
Creierul mic 0/6 Intestinul gros 0/46 Carcinom, NOS (Sén) 1/4
Glanda suprarenald 0/6 Ficat 0/6 Carcinom cu celule mici (Plaman) 0/1
Ovar 0/6 Glanda salivara 013 Carcinom cu celule scuamoase (Plaman) 01
Pancreas 0/ Limba 073 Carcinom, NOS (Plaman) 012
Ganglion limfatic 0/12 Rinichi 0/6 Adenocarcinom (Plaman) 0/1
Glanda pituitara 0/5 Prostata 16 Carcinom cu celule scuamoase (Esofag) 0/1
Testicul 0/6 Vezica b 313 Adenocarcinom (Esofag) 0/1
Tiroida 0/6 Rect 0/6 Adenocarcinom mucinos (Stomac) 0/4
Sén 0114 Glanda paratiroida ¢ 416 Adenocarcinom (Stomac) 8/88
Splin 0/6 Endometru 0/3 Carcinom cu celule inel-cu-pecete (Stomac) 0/4
Amigdala @ 3/6 Uter 0/3 Carcinom, NOS (Stomac) 0/3
Timus 0/5 Col uterin 0/5 Adenocarcinom (Intestin subtire) 0/1
M3duva osoasa 0/3 Endocervix o1 Tumoré stromala gastrointestinald (Intestin subtire) 0/1
Pl&man 0/6 Muschi scheletic 0/6 Adenocarcinom (Intestin gros) 0/32
Cord 05 Piele 0/6 Tumora stromala gastrointestinala (Intestin gros) 0n
Pericard 0/3 Nerv 2/6 Carcinom, NOS (Intestin gros) 13
Esofag 1/6 Mezoteliu 03 Adenocarcinom (Rect) 1/5
Tumora stromala gastrointestinala (Rect) 01
2024-10-04 7121 1021867RO Rev C
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Performanta analitica in cancerul mamar cu nivel scazut al HER2
Repetabilitate si precizie intermediara pentru nivelul scézut al HER2 pe BenchMark
ULTRA

Tn studiul privind repetabilitatea si precizia intermediaré au fost incluse dougzeci si patru
de cazuri de carcinom mamar care acopera tot intervalul de colorare HER2 IHC.
Configuratia studiului a verificat precizia de colorare pe tesuturile de carcinom mamar
colorate cu testul VENTANA HER2 (4B5).

Trei loturi de VENTANA HER2 (4B5) Assay (intre loturi de anticorpi)
Trei loturi de ultraView DAB IHC Detection Kit (intre loturi de kituri de detectie)

2024-10-04
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Nr. cazuri Pe durata a trei zile (intre zile)
pozitive/total Trei instrumente BenchMark ULTRA (intre instrumente)
Patologie cazuri Tn toate conditiile de precizie intermediara (in cadrul aceleiasi testéri)
Melanom (Rect) o1 Fiecarei probe i s-a atribuit un mod, pe baza probelor agregate pentru fiecare conditie de
- - testare, respectiv intre loturi de anticorpi, intre loturile de kituri de detectie, intre
Carcinom hepatocelular (Ficat) 0/3 instrumente si intre zile. Pentru conditia din cadrul aceleiasi testari, fiecare proba a fost
Hepatoblastom (Ficat) o1 comparata in limitele probelor sale duplicate per testare. Toate lamele au fost studiate Tn
- - orb si randomizate, iar apoi evaluate utilizand criteriile pentru intensitatea si modelul de
Carcinom, NOS (Ficat) 03 colorare a membranei celulare cu testul VENTANA HER?2 (4B5) (Tab 5). Rezultatele sunt
Carcinom cu celule clare (Rinichi) 01 rezumate in Tab 10.
- — Tab 10. Repetabilitate si precizie intermediara pentru testul VENTANA HER2 (4B5) pe
Carcinom, NOS (Rinichi) 0/5 tesutul de cancer mamar cu scor scazut al HER2
Adenocarcinom (Prostata) 02 Repetabilitate/ Acord
Carcinom, NOS (Prostata) 0/3 Precizie Tip nIN % 95% Cl
Leiomiom 03 PPA 96/96 1000 | (962, 100.0)
Adenocarcinom (Uter) 0/1 Ia?r:triitl)?:;im'e de NPA 48/48 100.0 (92.6, 100.0)
Carcinom cu celule clare (Uter) 01 OPA 144144 1000 (97.4, 100.0)
Carcinom cu celule scuamoase (Col uterin 012
i u celule scu (Col uterin) PPA 93/96 96.9 (92.2, 100.0)
Rabdomiosarcom embrionar (Muschi striati 0n i ituri
(s D L”ettfc':.';“”'e de NPA 48148 1000 | (9256, 100.0)
Carcinom bazocelular (Piele) 01 f
- - OPA 141/144 97.9 (94.4, 100.0)
Carcinom cu celule scuamoase (Piele) 11
Newrofiorom (Lomban) oL PPA 95/96 99.0 (96.7, 100.0)
eurofibrom (Lombar Tt
- intre Instrumente NPA 48/48 1000 | (926, 1000)
Neuroblastom (Retroperitoneu) 0n (BenchMark ULTRA)
Mezoteliom (Peritoneu) 01 OPA 143144 993 (97.9, 100.0)
Rabdomiosarcom pleomorfic (Peritoneu) 01 PPA 94/96 97.9 (933, 100.0
Limfom, NOS 03 Tntre zile NPA 48/48 100.0 (92.6, 100.0)
Limfom cu celule B, NOS (Spliné) 01 OPA 1421144 98.6 (95.8, 100.0)
Limfom cu celule B, NOS (Ganglion limfatic) 02 i PPA 142/144 98.6 (96.5, 100.0)
Limfom Hodgkin (Ganglion limfatic) o1 igsctgﬂr“' aceleiasi NPA 72172 1000 | (949, 100.0)
Carcinom urotelial (Vezica) 11 OPA 214/216 99.1 (97.7, 100.0)
Leiomiosarcom (Vezicd) 0/1 Nota: Acord procentual pozitiv (PPA), acord procentual negativ (NPA), acord
Osteosarcom (0s) 01 procentual general (OPA).

— - Nota: Intervalul de ncredere bilateral de 95% (Cl) a fost calculat cu ajutorul
Leiomiosarcom (Muschi neted) 0/1 metodei buclei functiei de repartitie cu 2000 probe de bucle de repartitie. Intervalele
Adenocarcinom al rectului (Metastatic) o1 de ncredere pentru 100% PPA, NPA si OPA au fost calculate cu metoda

- - — - punctajului Wilson.
Adenocarcinom al intestinului gros (Metastatic) o Nota: Tn scopul analizei studiului, scorurile HER2 0 si 3+ au fost grupate impreun
Adenocarcinom mucinos al intestinului gros (Metastatic) il ca negative, deoarece au fost neeligibile pentru tratamentul cazurilor cu nivel scazut
al HER2, conform designului studiului clinic, iar scorurile HER2 1+ si 2+ au fost
Melanom 0/2 grupate fmpreuna ca pozitive, deoarece au fost eligibile sau potential eligibile pentru
Neoplasm neuroendocrin, NOS 02 tratamentul tintit in cazurile cu nivel scazut al HER2, conform designului studiului
. clinic.
Sarcom, NOS 012
Carcinom nediferentiat, NOS 0n Studiu pentru compararea instrumentului BenchMark ULTRA cu Benchmark XT si

Benchmark GX pentru nivelul scazut al HER2

Zece cazuri de carcinom mamar care acopera tot intervalul de colorare HER2 IHC au fost
incluse in studiul privind precizia intermediara. Configuratia studiului a verificat precizia de
colorare pe tesuturile de carcinom mamar colorate cu testul VENTANA HER2 (4B5), pe
mai multe instrumente si mai multe platforme.

Fiecarei probe i s-a atribuit un mod, pe baza probelor agregate pentru fiecare conditie de
testare. Fiecare proba a fost comparata in limitele probelor sale duplicate per testare.
Toate lamele au fost studiate Tn orb si randomizate, iar apoi evaluate utilizand criteriile
pentru intensitatea si modelul de colorare a membranei celulare cu testul VENTANA
HER2 (4B5) (Tab 5). Rezultatele sunt rezumate in Tab 11.
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Tab 11. Repetabilitate si precizie intermediara pentru testul VENTANA HER2 (4B5) pe
tesutul de cancer mamar cu scor scazut al HER2
Repetabilitate/ Acord
Precizie Tip niN % 95% Cl

PPA 90/90 100.0 (95.9, 100.0)

Intre platforme

(ULTRAIGX/XT) NPA 90/90 100.0 (95.9, 100.0)
OPA 180/180 100.0 (97.9, 100.0)

N PPA 30/30 100.0 (88.6, 100.0)

Intre instrumente

(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)

Intre instrumente

(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)

Intre instrumente

(BenchMark XT) NPA 30/30 100.0 (88.6, 100.0)
OPA 60/60 100.0 (94.0, 100.0)

Nota: Acord procentual pozitiv (PPA), acord procentual negativ (NPA), acord

procentual general (OPA).

Nota: Intervalul de incredere bilateral de 95% (Cl) a fost calculat cu ajutorul
metodei buclei functiei de repartitie cu 2000 probe de bucle de repartitie. Intervalele
de incredere pentru 100% PPA, NPA si OPA au fost calculate cu metoda
punctajului Wilson.

Nota: Tn scopul analizei studiului, scorurile HER2 0 si 3+ au fost grupate impreuna
ca negative, deoarece au fost neeligibile pentru tratamentul cazurilor cu nivel scazut
al HER2, conform designului studiului clinic, iar scorurile HER2 1+ si 2+ au fost
grupate Tmpreuna ca pozitive, deoarece au fost eligibile sau potential eligibile pentru
tratamentul tintit in cazurile cu nivel scazut al HER2, conform designului studiului
clinic.

Precizia cititorului pentru nivelul scazut al HER2 pe BenchMark ULTRA

Precizia Tntre cititori si precizia in cazul aceluiasi cititor au fost evaluate prin evaluarea
concordantei statutului de nivel scazut al HER2 intre trei cititori si in cazul a trei cititori
individuali. Studiul a inclus 100 de cazuri de cancer mamar care au acoperit intervalul de
colorare HER2 IHC. Probele au fost studiate in orb si randomizate Tnainte de evaluarea
pentru statutul de nivel scazut al HER2 in functie de modelul de colorare a membranei
celulare cu testul VENTANA HER?2 (4B5) (Tab 5). Cititorii au stabilit scoruri pentru toate
probele de doua ori, cu minimum doua saptamani intre citiri. Acordul privind precizia intre
cititori si acordul privind precizia in cazul aceluiasi cititor sunt prezentate in Tab 12.

Tab 12.
cazurile cu scor scazut al HER2

Precizia cititorului si precizia intre cititori pentru testul VENTANA HER2 (4B5) Tn

Precizie Acord

Tip niN % 95% ClI
APA 312/333 93.7 (90.9, 96.4)
n Cazé‘i'ti?gf'”i”i ANA 2461267 92.1 (88.0, 95.6)
OPA 279/300 93.0 (90.0, 96.0)
APA 300/332 90.4 (85.8, 94.3)
Intre cititori ANA 236/268 88.1 (82.1, 93.0)
OPA 268/300 89.3 (84.7, 94.0)

Nota: Acord procentual pozitiv mediu (APA), Acord procentual negativ mediu (ANA),
Acord procentual general (OPA).
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Acord

Tip N | % 95% Cl
Nota: Intervalul de incredere bilateral de 95% (Cl) a fost calculat cu ajutorul metodei
buclei functiei de repartitie cu 2000 probe de bucle de repartitie.

Nota: Tn scopul analizei studiului, scorurile HER2 0 si 3+ au fost grupate impreuna ca
negative, deoarece au fost neeligibile pentru tratamentul cazurilor cu nivel scazut al
HER2, conform designului studiului clinic, iar scorurile HER2 1+ si 2+ au fost grupate
impreund ca pozitive, deoarece au fost eligibile sau potential eligibile pentru
tratamentul tintit in cazurile cu nivel scazut al HER2, conform designului studiului
clinic.

Precizie

Studiu de reproductibilitate intre laboratoare pentru nivelul scazut al HER2 pe
BenchMark ULTRA

S-a efectuat un studiu de reproductibilitate Tntre laboratoare pentru testul VENTANA
HER?2 (4B5) pentru a demonstra reproductibilitatea testului pentru determinarea statutului
de nivel scazut al HER2 n cazurile cu cancer mamar. Studiul a inclus 28 de probe de
tesut de carcinom mamar FFPE anonimizate, arhivate, testate pe trei instrumente
BenchMark ULTRA in fiecare dintre cele cinci zile neconsecutive timp de 20 de zile la trei
laboratoare externe. Probele au reprezentat intervalul de colorare a testului VENTANA
HER2 (4B5).

Fiecare set de 5 lame colorate pentru fiecare proba in fiecare zi de colorare a fost
randomizat si evaluat de un numar total de 6 cititori (2 cititori/centru) pentru un statut de
nivel scazut al HER2. Rezultatele privind statutul de nivel scazut al HER2 pentru toti
cititorii, centrele si zilele pentru probe au fost combinate si analizate comparativ cu
modurile cititorului pentru aceleasi probe, in vederea stabilirii reproductibilitatii totale a
statutului de nivel scazut al HER2. Rezumatul ratelor de acord pentru toate observatiile
evaluabile, folosind modurile de cititor la nivel de proba pentru statutul de nivel scazut al
HER?2 ca referinta, poate fi gasit in Tab 13.

Tab 13. Reproductibilitatea intre laboratoare pentru ratele de acord general pentru
testul VENTANA HER?2 (4B5) cu scor scazut pentru HER2
Reproductibilitatea Acord
intre laboratoare Tip n/N % 95% Cl
PPA 407/416 97.8 (96.2, 99.3)
Generala NPA 416/418 99.5 (98.8, 100.0)
OPA 823/834 98.7 (97.7,99.4)
A PPA 407/416 97.8 (96.2, 99.3)
n Cadgg;:ie'“i”i NPA 416/418 995 (98.8, 100.0)
OPA 823/834 98.7 (97.7,99.4)
PPA 407/416 97.8 (96.2, 99.3)
n Cazgi'ti?gf'”ia$i NPA 416/418 99.5 (98.8, 100.0)
OPA 823/834 98.7 (97.7,99.4)

Nota: Acord procentual pozitiv (PPA), acord procentual negativ (NPA), acord
procentual general (OPA).

Nota: Intervalele de incredere bilaterale de 95% (Cl) au fost calculate cu ajutorul
metodei buclei functiei de repartitie cu 2000 de replicari.

Nota: Tn scopul analizei studiului, scorurile HER2 0 si 3+ au fost grupate impreuna
ca negative, deoarece au fost neeligibile pentru tratamentul cazurilor cu nivel scazut
al HER2 conform designului studiului clinic, iar scorurile HER2 1+ si 2+ au fost
grupate Tmpreuna ca pozitive, deoarece au fost eligibile sau potential eligibile pentru
tratamentul tintit in cazurile cu nivel scazut al HER2, conform designului studiului
clinic.

Tn plus, comparatiile pe perechi au fost efectuate intre centre, Intre cititori si intre zile
pentru statutul scazut al HER2. Puteti gasi un rezumat al rezultatelor in Tab 14. Datele
indica reproductibilitatea testului pe o perioada de 5 zile, la 3 centre si 6 cititori.
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Tab 14. Reproductibilitatea intre laboratoare pentru ratele de acord pe perechi pentru BenchMark ULTRA
testul VENTANA HER2 (4B5) cu scor scazut pentru HER2
Cititor Cititor Cititor Cititor
Reproductibilitatea Acord BenchMark | Roche= | Roche= [ Roche= | Roche=
intre laboratoare Tip niN % 95% ClI ULTRA PLUS | pozitiv, pozitiv, negativ, negativ, Total
cititor cititor cititor cititor
APA 7884/8102 97.3 (95.4, 98.8) extern = | extern= extern = | extern =
fntre centre ANA 8240/8458 97.4 (95.7, 98.8) pozitv | negativ | pozitiv | negativ
Procentaj 97.1 59.1 92.6 3.6 N/A
OPA 8062/8280 97.4 (95.5, 98.8) pozitiv % (WN) | (272/280) | (13122) @527) | (11/309)
APA 398/409 97.3 (95.4, 98.8) n/N % (95% Cl)
Intre cititori ANA 414/425 974 (95.6, 98.8) PPA 285/302 94.4 (91.6, 96.8)
OPA 406/417 97.4 (95.5, 98.8) NPA 300/336 89.3 (84.3, 94.4)
APA 1580/1620 975 (95.9, 98.9) OPA 585/638 91.7 (88.5, 94.6)
intre zile ANA 1652/1692 976 (96.2, 98.9) Nota: PPA =acord procentual pozitiv; NPA = acord procentual negativ; OPA = acord
procentual general.
OPA 1616/1656 97.6 (96.1, 98.9) Nota: Intervalele de incredere bilaterale de 95% (Cl) au fost calculate cu ajutorul

Nota: Acord procentual pozitiv mediu (APA), Acord procentual negativ mediu
(ANA), Acord procentual general (OPA)

Nota: Intervalele de incredere bilaterale de 95% (Cl) au fost calculate cu ajutorul
metodei buclei functiei de repartitie cu 2000 de replicéri

Nota: Tn scopul analizei studiului, scorurile HER2 0 si 3+ au fost grupate impreuna
ca negative, deoarece au fost neeligibile pentru tratamentul cazurilor cu nivel scazut
al HER2, conform designului studiului clinic, iar scorurile HER2 1+ si 2+ au fost
grupate Tmpreuna ca pozitive, deoarece au fost eligibile sau potential eligibile pentru
tratamentul tintit in cazurile cu nivel scazut al HER2, conform designului studiului
clinic.

Performanta analitica in cazurile de cancer mamar cu un nivel scazut
al HER2

Concordanta intre instrumentele BenchMark ULTRA si BenchMark ULTRA PLUS
pentru un nivel scazut al HER2

Trei laboratoare au participat la un studiu de concordanta pentru a evalua echivalenta
performantei intre instrumentul BenchMark ULTRA si instrumentul BenchMark ULTRA
PLUS. Pentru analiza statistica a nivelului scazut de HER2, 160 (80 de cazuri pozitive si
80 de cazuri negative, inclusiv 16 cazuri la limitd) dintre cazuri au fost preselectate pentru
analiza anterior citirilor de catre patologi. Lamele de tesut din toate cazurile au fost
colorate cu un control de reactiv negativ si testul VENTANA HER2 (4B5) la un laborator
Roche intern pe un instrument BenchMark ULTRA utilizand protocolul de colorare
recomandat. Lamele de tesut necolorate din toate cazurile au fost randomizate si
distribuite egal pentru colorarea pe un instrument BenchMark ULTRA PLUS utilizand
protocolul de colorare VENTANA HER2 (4B5) recomandat. Necunoscand statutul cazului,
un cititor per centru a citit lamele colorate cu BenchMark ULTRA PLUS de la centrul sau si
a stabilit statutul HER2 (4B5). Rezultatele au fost analizate de Roche. Rezultatele sunt
prezentate in Tab 15.

Tab 15.  Acordul cumulat al nivelului scazut de HER2 pentru cazurile colorate cu testul
VENTANA HER?2 (4B5) pe instrumentul BenchMark ULTRA comparativ cu instrumentul
BenchMark ULTRA PLUS.

BenchMark ULTRA
Cititor Cititor Cititor Cititor
BenchMark | Roche= | Roche = Roche= | Roche =

ULTRAPLUS | pozitiv, pozitiv, negativ, | negativ, Total

cititor cititor cititor cititor

extern= | extern= extern= | extern =

pozitiv negativ pozitiv negativ
Pozitiva 272 13 25 11 321
Negativa 8 9 2 298 317
Total 280 22 27 309 638
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metodei buclei functiei de repartitie cu 2000 de replicari stratificate dupa intervalul
punctajului de calificare IHC.

Nota: Acordul cumulat a inclus toate cazurile si cititorii ULTRA PLUS.

Nota: Tn scopul analizei studiului, scorurile HER2 0 si 3+ au fost grupate impreuna ca
negative, deoarece au fost neeligibile pentru studiul clinic care investigheaza cancerul
mamar cu nivel scazut al HER2. Scorurile HER2 1+ si 2+ au fost grupate impreund ca
pozitive, deoarece au fost eligibile sau potential eligibile pentru studiul clinic.

Studiu de reproductibilitate intre laboratoare — BenchMark ULTRA
PLUS pentru un nivel scazut al HER2

S-a efectuat un studiu de reproductibilitate Tntre laboratoare pentru testul VENTANA
HER?2 (4B5) pentru a demonstra reproductibilitatea testului pentru determinarea statutului
de nivel scazut al HER2 in cazurile cu cancer mamar.

Studiul a inclus 28 de probe de tesut de carcinom mamar FFPE anonimizate, arhivate,
testate pe trei instrumente BenchMark ULTRA PLUS in fiecare dintre cele cinci zile
neconsecutive timp de 20 de zile la trei laboratoare externe. Probele au reprezentat
intervalul de colorare a testului VENTANA HER2 (4B5).

Fiecare set de 5 lame colorate pentru fiecare proba in fiecare zi de colorare a fost
randomizat si evaluat de un numar total de 6 cititori (2 cititori/centru) pentru un statut de
nivel scazut al HER2. Rezultatele privind statutul de nivel scazut al HER2 pentru toti
cititorii, centrele si zilele pentru probe au fost combinate si analizate comparativ cu
modurile cititorului pentru aceleasi probe, in vederea stabilirii reproductibilitatii totale a
statutului de nivel scazut al HER2. Rezumatul ratelor de acord pentru toate observatiile
evaluabile, folosind modurile de cititor la nivel de proba pentru statutul de nivel scazut al
HER?2 ca referinta, poate fi gasit in Tab 16.

Tab 16. Reproductibilitatea intre laboratoare pentru ratele de acord general pentru
testul VENTANA HER2 (4B5) in carcinomul mamar cu scor scazut al HER2.
Reproductibilitatea intre Acord
laboratoare
Tip niN % 95% CI
PPA 407/420 96.9 (93.6, 99.3)
Analiza primara/generala NPA 405/420 96.4 (92.2, 100.0)
OPA 812/840 96.7 (94.0, 98.9)
PPA 407/420 96.9 (93.6, 99.3)
Stratificat pe centre NPA 405/420 96.4 (92.2, 100.0)
OPA 812/840 96.7 (94.0, 98.9)
PPA 412/425 96.9 (94.8,98.7)
Stratificat pe cititor NPA 405/415 97.6 (94.9, 100.0)
OPA 817/840 97.3 (95.2, 98.9)
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Reproductibilitatea intre Acord

laboratoare

n/N % 95% Cl

Nota: Intervalele de incredere bilaterale de 95% (Cl) au fost calculate cu ajutorul
metodei buclei functiei de repartitie cu 2000 de replicari stratificate dupa intervalul
punctajului de calificare al cazurilor.

Nota: Tn scopul analizei studiului, scorurile HER2 0 si 3+ au fost grupate impreuna
ca negative, deoarece au fost neeligibile pentru studiul clinic care investigheaza
cancerul mamar cu nivel scazut al HER2. Scorurile HER2 1+ si 2+ au fost grupate
impreund ca pozitive, deoarece au fost eligibile sau potential eligibile pentru studiul
clinic.

Tip

In plus, comparatiile pe perechi ale stérii HER2 (4B5) au fost efectuate ntre centre, intre
cititori si intre zile. Conform celor rezumate in Tab 17, testul a fost reproductibil pe o
perioada de 5 zile, la 3 centre si 6 cititori.

Tab 17. Reproductibilitatea intre laboratoare pentru ratele de acord pe perechi pentru
testul VENTANA HER2 (4B5) in carcinomul mamar cu scor scazut pentru HER2.
Reproductibilitatea intre Acord
laboratoare
Tip n/N % 95% ClI
APA 7982/8440 94.6 (90.3,97.9)
Intre centre ANA 7902/8360 94.5 (90.6, 98.0)
OPA 7942/8400 94.5 (90.5, 98.0)
APA 402/422 95.3 (91.7,98.1)
Intre cititori ANA 398/418 95.2 (91.8,98.1)
OPA 400/420 95.2 (91.9,98.1)
APA 1608/1688 95.3 (915, 98.2)
Intre zile ANA 1592/1672 95.2 (91.8,98.2)
OPA 1600/1680 95.2 (91.8,98.2)

Nota: Intervalele de incredere bilaterale de 95% (Cl) au fost calculate cu ajutorul
metodei buclei functiei de repartitie cu 2000 de replicari stratificate dupa intervalul
punctajului de calificare al cazurilor

Nota: Tn scopul analizei studiului, scorurile HER2 0 si 3+ au fost grupate impreuna
ca negative, deoarece au fost neeligibile pentru studiul clinic care investigheaza
cancerul mamar cu nivel scazut al HER2. Scorurile HER2 1+ si 2+ au fost grupate
impreund ca pozitive, deoarece au fost eligibile sau potential eligibile pentru studiul
clinic.

Performanta analitica in cazurile de cancer mamar cu statut pozitiv
pentru HER2

Concordanta intre instrumentele BenchMark ULTRA PLUS si BenchMark ULTRA n
ceea ce priveste statutul pozitiv pentru HER2

Trei laboratoare au participat la un studiu de concordanta pentru a evalua echivalenta
performantei intre instrumentul BenchMark ULTRA si instrumentul BenchMark ULTRA
PLUS. Pentru analiza statutului pozitiv pentru HER2, scorul IHC HER2 de 2+ sau 3+ este
definit drept pozitiv pentru HER2 si un scor de 0 sau 1+ este definit drept negativ pentru
HER2. Pentru analiza statistica a statutului pozitiv pentru HER2, 160 (80 de cazuri pozitive
si 80 de cazuri negative, inclusiv 16 cazuri la limita) dintre cazuri au fost preselectate
pentru analiza anterior citirilor de catre patologi. Lamele de tesut din toate cazurile au fost
colorate cu un control de reactiv negativ si testul VENTANA HER2 (4B5) la un laborator
Roche intern pe un instrument BenchMark ULTRA utilizand protocolul de colorare
recomandat. Lamele de tesut necolorate din toate cazurile au fost randomizate si
distribuite egal pentru colorarea pe un instrument BenchMark ULTRA PLUS utilizand
protocolul de colorare VENTANA HER2 (4B5) recomandat. Necunoscand statutul cazului,
un cititor per centru a citit lamele colorate cu BenchMark ULTRA PLUS de la centrul sau si
a stabilit statutul HER2 (4B5). Rezultatele au fost analizate de Roche. Rezultatele sunt
prezentate in Tab 18.
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Tab 18.  Acordul cumulat al statutului pozitiv pentru HER2 al cazurilor colorate cu testul
VENTANA HER2 (4B5) pe instrumentul BenchMark ULTRA comparativ cu instrumentul
BenchMark ULTRA PLUS.

BenchMark ULTRA
Cititor Cititor Cititor Cititor
BenchMmark | Roche = Roche= | Roche= | Roche =

ULTRA PLUS | pozitiv, pozitiv, negativ, negativ, Total

cititor cititor cititor cititor

extern = extern = extern= | extern =

pozitiv negativ pozitiv negativ
Pozitiva 245 18 11 13 287
Negativa 6 13 5 327 351
Total 251 31 16 340 638
Procentaj 97.6 58.1 68.8 3.8 N/A
pozitiv % (245/251) (18/31) (112/16) (13/340)
(n/IN)

n/N % (95% ClI)

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)

Nota: Intervalele de incredere bilaterale de 95% (Cl) au fost calculate cu ajutorul
metodei buclei functiei de repartitie cu 2000 de replicari stratificate dupa intervalul
punctajului de calificare IHC (0, 1+, 2+, 3+).

Nota: Acordul cumulat a inclus toate cazurile si cititorii ULTRA PLUS.

Nota: PPA =acord procentual pozitiv; NPA = acord procentual negativ; OPA = acord
procentual general.

Studiu de reproductibilitate intre laboratoare - BenchMark ULTRA
PLUS Tn ceea ce priveste statutul pozitiv pentru HER2

S-a efectuat un studiu de reproductibilitate Tntre laboratoare pentru testul VENTANA
HER?2 (4B5) pentru a demonstra reproductibilitatea testului pentru determinarea statutului
pozitiv pentru HER2 Tn cazurile cu cancer mamar. Studiul a inclus 28 de probe de tesut de
carcinom mamar FFPE anonimizate, arhivate, testate pe trei instrumente BenchMark
ULTRA PLUS in fiecare dintre cele cinci zile neconsecutive timp de 20 de zile la trei
laboratoare externe. Probele au reprezentat intervalul de colorare a testului VENTANA
HER2 (4B5).

Fiecare set de 5 lame colorate pentru fiecare proba in fiecare zi de colorare a fost
randomizat si evaluat de un numar total de 6 cititori (2 cititori/centru) In ceea ce priveste
statutul pozitiv pentru HER2. Rezultatele privind statutul pozitiv pentru HER2 al tuturor
cititorilor, centrelor si zilelor pentru probe au fost combinate si analizate comparativ cu
modurile cititorului pentru aceleasi probe, in vederea stabilirii reproductibilitatii totale a
statutului pozitiv pentru HER2. Rezumatul ratelor de acord pentru toate observatiile
evaluabile, folosind modurile de cititor la nivel de proba in ceea ce priveste statutul pozitiv
pentru HER2 ca referinta, poate fi gasit in Tab 19.

Tab 19. Reproductibilitatea intre laboratoare pentru ratele de acord general pentru
testul VENTANA HER2 (4B5) in carcinomul mamar cu scor pozitiv pentru HER2.

Reproductibilitatea intre Acord
laboratoare
Tip n/N % 95% Cl
PPA 411/420 97.9 (95.7, 99.5)
Analiza primara/generala NPA 410/420 97.6 (94.3, 100.0)
OPA 821/840 97.7 (96.0, 99.3)
PPA 411/420 97.9 (95.7, 99.5)
Stratificat pe centre NPA 410/420 97.6 (94.3, 100.0)
OPA 821/840 97.7 (96.0, 99.3)
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93.0% (40/43), 87.2% (34/39) si 89.5% (34/38) pentru Centrul A comparativ cu Centrul B,
Centrul A comparativ cu Centrul C si respectiv Centrul B comparativ cu Centrul C. Ratele
ANA ntre centre au fost de 94.3% (50/53), 91.2% (52/57) si 93.1% (54/58) pentru Centrul

Reproductibilitatea intre Acord
laboratoare
Tip n/N % 95% ClI
PPA 413/420 98.3 (96.9, 99.5)
Stratificat pe cititor NPA 412/420 98.1 (95.8, 100.0)
OPA 825/840 98.2 (96.9, 99.4)

Nota: Intervalele de incredere bilaterale de 95% (Cl) au fost calculate cu ajutorul
metodei buclei functiei de repartitie cu 2000 de replicari stratificate dupa intervalul

punctajului de calificare al cazurilor

Nota: n scopul analizei studiului, scorurile IHC HER2 0 si 1+ au fost grupate
impreund ca negative si scorurile IHC HER2 2+ si 3+ au fost grupate Tmpreuna ca

pozitive.

In plus, comparatiile pe perechi ale stérii HER2 (4B5) au fost efectuate ntre centre, intre
cititori si intre zile. Conform celor rezumate in Tab 20, testul a fost reproductibil pe o

perioada de 5 zile, la 3 centre si 6 cititori.
Reproductibilitatea intre laboratoare pentru ratele de acord pe perechi pentru

Tab 20.

testul VENTANA HER2 (4B5) in carcinomul mamar cu colorare pozitivda HER2

Reproductibilitatea intre Acord
laboratoare
Tip niN % 95% CI
APA 8074/8420 95.9 (92.8, 98.6)
Intre centre ANA 8034/8380 95.9 (925, 98.7)
OPA 8054/8400 95.9 (92.7, 98.6)
APA 402/421 95.5 (92.0, 98.6)
Intre cititori ANA 400/419 95.5 (91.6, 98.6)
OPA 401/420 95.5 (91.9, 98.6)
APA 1634/1684 97.0 (95.0, 98.9)
Intre zile ANA 1626/1676 97.0 (94.8, 98.9)
OPA 1630/1680 97.0 (95.0, 98.9)

A comparativ cu Centrul B, Centrul A comparativ cu Centrul C si respectiv Centrul B

comparativ cu Centrul C.

Urmatoarele tabele sunt prezentari 3x3 ale rezultatelor pentru fiecare cititor pe baza

scorului clinic unde au fost separate 2+ si 3+.
Analiza 3x3 a ratelor de acord intre laboratoare pentru Centrul A comparativ cu

Tab 21.

Centrul B - clona 4B5 pe instrumentul BenchMark ULTRA cu ultraView Universal DAB

Detection Kit.

Centrul B
Centrul A 3+ 2+ 0, 1+ Total
3+ 12 2 0 14
2+ 0 6 2 8
0, 1+ 0 1 25 26
Total 12 9 27 43
Acord procentual general (OPA): n/N (%) (95% ClI) 43/48 (89.6) (77.8-95.5)

Tab 22.

Analiza 3x3 a ratelor de acord intre laboratoare pentru Centrul A comparativ cu

Centrul C - clona 4B5 pe instrumentul BenchMark ULTRA cu ultraView Universal DAB

Detection Kit.

Centrul C
Centrul A 3+ 2+ 0, 1+ Total
3+ 12 1 1 14
2+ 0 4 4 8
0, 1+ 0 0 26 26
Total 12 5 31 43
Acord procentual general (OPA): n/N (%) (95% ClI) 42/48 (87.5) (75.3-94.1)

Tab 23.

Rate de acord ntre laboratoare pentru Centrul B comparativ cu Centrul C,

analiza 3x3-clona 4B5 pe instrumentul BenchMark ULTRA cu ultraView Universal DAB

Detection Kit.

Nota: Intervalele de incredere bilaterale de 95% (Cl) au fost calculate cu ajutorul
metodei buclei functiei de repartitie cu 2000 de replicari stratificate dupa intervalul

punctajului de calificare al cazurilor

Nota: n scopul analizei studiului, scorurile IHC HER2 0 si 1+ au fost grupate
impreund ca negative si scorurile IHC HER2 2+ si 3+ au fost grupate Tmpreuna ca

pozitive.

Caracteristicile de performanta pe instrumentul BenchMark ULTRA utilizand iVIEW
DAB Detection Kit sau ultraView Universal DAB Detection Kit

Colorarea cu instrumentul BenchMark ULTRA intre laboratoare si reproductibilitatea intre
zile: Trei laboratoare din institutii separate din Statele Unite au participat la studiul de
reproductibilitate intre laboratoare. Lamele taiate pentru 48 de cazuri FFPE de carcinom
mamar invaziv [12 din fiecare categorie de grupare pentru HER2 (0, 1+, 2+, 3+)] si 1
pereche de PATHWAY HER-2 4 in 1 Control Slides pentru fiecare dintre cele 12 cicluri de
colorare au fost distribuite Tn centrele de studiu pentru colorarea pe un instrument
BenchMark ULTRA utilizand protocolul de colorare recomandat si ultraView Universal
DAB Detection Kit. Controalele au inclus PATHWAY HER-2 4 in 1 Control Slides sio a
doua lama din fiecare caz colorata cu reactiv Ig negativ. Patologi care nu cunosteau
statutul cazurilor au evaluat lamele si au furnizat un scor clinic (0, 1+, 2+, 3+). Rezultatele
au fost analizate cu Ventana. Utilizand nomenclatura standard pentru tabele 2x2, acordul
procentual pozitiv mediu (APA) intre centre a fost calculat ca [2a/(2a+b+c)], iar acordul
procentual negativ mediu (ANA) a fost calculat ca [2d/(2d+b+c)]. in toate centrele, APA
intre centre bazat pe evaluarea clinica (pozitiv, negativ) a fost de 90.0% (108/120), iar
ANA a fost de 92.9% (156/168). Pentru comparatiile pe perechi ale centrelor, APA a fost
calculat ca a/(a+c), iar ANA a fost calculat ca d/(b+d). Ratele APA intre centre au fost de
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Centrul C
Centrul B 3+ 2+ 0, 1+ Total
3+ 12 0 0 12
2+ 0 5 4 9
0, 1+ 0 0 27 27
Total 12 5 31 43
Acord procentual general (OPA): n/N (%) (95% ClI) 44/48 (91.7) (80.4-96.7)

Reproductibilitatea intre zile a colorarii cu instrumentul BenchMark ULTRA

Portiunea studiului privind reproductibilitatea Tntre zile (IDR, inter-day reproductibility) a
inclus 12 cazuri cu o distributie preconizata de aproximativ trei (3) cazuri pentru fiecare
scor clinic (0, 1+, 2+, 3+). In total, cele cinci testari pe instrumentul BenchMark ULTRA la
singura institutie (Centrul C) care a efectuat portiunea IDR a studiului s-au desfasurat pe o
perioada de minimum 20 de zile, astfel incat nu au existat doua zile de colorare
consecutive. Ratele APA si ANA pentru IDR pe baza evaluérii clinice a colorérii clonei 4B5
la centrul C in toate zilele au fost ambele 100%. Ratele de acord procentual general
(OPA) pentru comparatiile intre zile bazate pe scorurile clinice au fost 100% pentru fiecare
dintre comparatiile intre zile si pentru toate zilele combinate.
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Studiu pentru compararea instrumentului BenchMark ULTRA cu instrumentul
BenchMark XT

La studiul pentru compararea platformelor au participat doua laboratoare de colorare si
trei centre de citire din Statele Unite. Lamele pentru 280 de cazuri FFPE de carcinom
mamar invaziv [aproximativ 70 de cazuri din fiecare categorie de grupare pentru HER2

(0, 1+, 2+, 3+)] au fost distribuite aleatoriu Tn doua centre de colorare (140 de cazuri in
fiecare centru) pentru colorarea pe un instrument BenchMark XT si un instrument
BenchMark ULTRA utilizénd protocoalele de colorare respective recomandate si
ultraView Universal DAB Detection Kit. Controalele au inclus PATHWAY HER-2 4 in 1
Control Slides si 0 a doua lama din fiecare caz colorata cu reactiv Ig negativ. Cazurile
colorate din Centrul 1 si Centrul 2 au fost imparite in patru seturi de lame si trimise, cate
un set o data, catre trei cititori calificati diferiti (patologi), un cititor in Centrul 1, unul in
Centrul 2 si unul in Centrul 3. Patologii care nu cunosteau statutul cazului si platforma de
colorare au evaluat toate cele patru seturi de lame si au furnizat un scor clinic (0, 1+, 2+,
3+) pentru fiecare caz. Rezultatele au fost analizate cu Ventana. Ratele PPA (si limita
inferioara a intervalelor de incredere bilaterale de 95%) pentru colorarea cu anticorpul
clonei 4B5 pe instrumentul BenchMark ULTRA comparativ cu instrumentul BenchMark XT
pe baza evaluarii clinice (pozitivd, negativa) au fost de 91.6% (85.9), 91.2% (85.3) si
94.9% (89.3) pentru Cititorul A, Cititorul B si respectiv Cititorul C. Ratele NPA (si limita
inferioara a intervalelor de incredere bilaterale de 95%) pentru colorarea cu anticorpul
clonei 4B5 pe instrumentul BenchMark ULTRA comparativ cu instrumentul BenchMark XT
pe baza evaluarii clinice (pozitiva, negativa) au fost de 91.9 (85.8), 93.8% (88.3) si 99.3
(96.3) pentru Cititorul A, Cititorul B si respectiv Cititorul C. OPA dintre colorarea clonei 4B5
folosind instrumentul BenchMark ULTRA comparativ cu instrumentul BenchMark XT bazat
pe analiza 2x2 a evaludrii clinice (pozitiv, negativ) a fost de 91.8%, 92.5% si 97.4% pentru
Cititorul A, Cititorul B si, respectiv, Cititorul C. Prezentarea 3x3 a ratelor de acord intre
platforme pentru fiecare cititor pe baza scorului clinic (0/1+, 2+, 3+) se gaseste in tabelele
de mai jos:

Tab 24.  Analiza 3x3 a ratelor de acord intre platforme cu instrumentul BenchMark
ULTRA comparativ cu instrumentul BenchMark XT — Cititorul A.

Instrumentul BenchMark
ULTRA Instrumentul BenchMark XT

Cititor A 3+ 2+ 0, 1+ Total

3+ 84 11 1 96

2+ 8 28 9 45

0, 1+ 4 8 114 126

Total 96 47 124 267

Acord procentual general: n/N (%) (95% ClI) 226/267 (84.6) (79.8-88.5)

Tab 25. Analiza 3x3 a ratelor de acord intre platforme cu instrumentul BenchMark
ULTRA comparativ cu instrumentul BenchMark XT - Cititorul B.
Instrumentul BenchMark
ULTRA Instrumentul BenchMark XT
Cititor B 3+ 2+ 0, 1+ Total
3+ 64 2 1 67
2+ 3 56 7 66
0, 1+ 2 10 122 134
Total 69 68 130 267
Acord procentual general: n/N (%) (95% ClI) 242/267 (90.6) (86.5-93.6)
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Tab 26. Analiza 3x3 a ratelor de acord intre platforme cu instrumentul BenchMark
ULTRA comparativ cu instrumentul BenchMark XT - Cititorul C.
Instrumentul BenchMark
ULTRA Instrumentul BenchMark XT
Cititor C 3+ 2+ 0, 1+ Total
3+ 64 1 0 65
2+ 2 45 1 43
0, 1+ 0 6 148 154
Total 66 52 149 267
Acord procentual general: n/N (%) (95% ClI) 257/267 (96.3) (93.2-98.0)

Reproductibilitatea intre patologi pentru probele din studiul de comparare a
instrumentelor

Ratele de acord pozitiv si negativ cu intervalele de incredere bilaterale de 95% ale
scorurilor au fost calculate pentru cele sase posibile comparatii pe perechi intre cititori
pentru fiecare platforma.

Pentru instrumentul BenchMark ULTRA, ratele PPA pentru Cititorul A comparativ cu B, A
comparativ cu C, B comparativ cu C, B comparativ cu A, C comparativ cu A si C
comparativ cu B au fost de 94.7% (126/133), 98.2% (111/113), 98.2% (111/113), 89.4%
(126/141), 78.7% (111/141) si respectiv 83.5% (111/133). Ratele NPA pentru Cititorul A
comparativ cu B, A comparativ cu C, B comparativ cu C, B comparativ cu A, C comparativ
cu A si C comparativ cu B au fost de 88.8% (119/134), 80.5% (124/154), 85.7% (132/154),
94.4% (119/126), 98.4% (124/126) si respectiv 98.5% (132/134). Rata OPA a fost cea mai
ridicata intre Cititorul A si Cititorul B (91.8%) si mai scazuta intre Cititorul B si Cititorul C
(91.0%) si intre Cititorul A si Cititorul C (88.8%).

Pentru instrumentul BenchMark XT, ratele PPA pentru Cititorul A comparativ cu B, A
comparativ cu C, B comparativ cu C, B comparativ cu A, C comparativ cu A si C
comparativ cu B au fost de 94.9% (130/137), 98.3% (116/118), 98.3% (116/118), 90.9%
(130/143), 81.1% (116/143) si respectiv 84.7% (116/137). Ratele NPA pentru Cititorul A
comparativ cu B, A comparativ cu C, B comparativ cu C, B comparativ cu A, C comparativ
cu A si C comparativ cu B au fost de 90.0% (117/130), 81.9% (122/149), 85.9% (128/149),
94.4% (117/124), 98.4% (122/124) si respectiv 98.5% (128/130). Rata OPA a fost cea mai
ridicata intre Cititorul A si Cititorul B (92.5%) si mai scazuta intre Cititorul B si Cititorul C
(91.4%) si intre Cititorul A si Cititorul C (89.1%).

Studiu pentru compararea iVIEW DAB Detection Kit cu ultraView Universal DAB
Detection Kit

Cohorta Centrului 1 de 140 de cazuri FFPE de carcinom mamar invaziv [aproximativ 35
de cazuri din fiecare categorie de grupare HER-2 (0, 1+, 2+, 3+)] a fost utilizata intr-un
studiu de comparare ntre iVIEW DAB Detection Kit si ultraView Universal DAB Detection
Kit la colorarea cu clona 4B5 pe instrumentul BenchMark ULTRA. La studiul pentru
compararea detectiei au participat un singur laborator de colorare si trei locuri de citire din
Statele Unite. Pentru colorarea cu anticorpul clonei 4B5 pe instrumentul BenchMark
ULTRA, ratele PPA intre rezultatele obtinute utilizand metodele iVIEW DAB Detection Kit
si ultraView Universal DAB Detection Kit bazate pe evaluarea clinica (pozitiva, negativa)
au fost de 95.8% (68/71), 96.9% (63/65) si 96.5% (55/57) pentru Cititorul A, B si respectiv
C, iar ratele NPA intre metodele de detectie au fost de 90.8% (59/65), 91.5% (65/71) si
97.5% (77/79) pentru Cititorul A, B si respectiv C. Ratele OPA dintre kiturile de detectie au
fost 93.4% (127/136), 94.1% (128/136) si, respectiv, 97.1% (132/136) pentru Cititorii A, B
si C. Prezentarea 3x3 a ratelor de acord pentru compararea detectiei pentru fiecare cititor
pe baza scorului clinic (0/1+, 2+, 3+) se gaseste in tabelele de mai jos:

Tab 27.  Analiza 3x3 a ratelor de acord cu Cititorul A, iVIEW DAB Detection Kit
comparativ cu ultraView Universal DAB Detection Kit - colorarea cu clona 4B5 pe
instrumentul BenchMark ULTRA.

iVIEW DAB Detection Kit ultraView Universal DAB Detection Kit
0, 1+ Total

3+ 43 5 0 48

Cititor A 3+ 2+
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iVIEW DAB Detection Kit ultraView Universal DAB Detection Kit
Cititor A 3+ 2+ 0, 1+ Total
2+ 3 17 6 26
0, 1+ 0 3 59 62
Total 46 25 65 136

Acord procentual general: n/N (%) (95% ClI) 119/136 (87.5) (80.9-92.0)

Tab 28. Analiza 3x3 a ratelor de acord cu Cititorul B, iVIEW DAB Detection Kit
comparativ cu ultraView Universal DAB Detection Kit - colorarea cu clona 4B5 pe
instrumentul BenchMark ULTRA.

iVIEW DAB Detection Kit ultraView Universal DAB Detection Kit
Cititor B 3+ 2+ 0, 1+ Total
3+ 32 0 0 32
2+ 0 31 6 37
0, 1+ 1 1 65 67
Total 33 32 71 136
Acord procentual general: n/N (%) (95% ClI) 128/136 (94.1) (88.8-97.0)

Tab 29. Analiza 3x3 a ratelor de acord cu Cititorul C, iVIEW DAB Detection Kit
comparativ cu ultraView Universal DAB Detection Kit — colorarea cu clona 4B5 pe
instrumentul BenchMark ULTRA.

iVIEW DAB Detection Kit ultraView Universal DAB Detection Kit
Cititor C 3+ 2+ 0, 1+ Total
3+ 32 0 0 32
2+ 0 23 2 25
0, 1+ 0 2 7 79
Total 32 25 79 136
Acord procentual general: n/N (%) (95% ClI) 132/136 (97.1) (92.7-98.9)

Reproductibilitatea intre patologi pentru probele din studiul de comparare a
detectiei:

Ratele de acord pozitiv si negativ cu intervalele de incredere bilaterale de 95% ale
scorurilor au fost calculate pentru cele sase posibile comparatii pe perechi intre cititori
pentru fiecare metoda.

Pentru iVIEW DAB Detection Kit, ratele PPA pentru Cititorul A comparativ cu B, A
comparativ cu C, B comparativ cu C, B comparativ cu A, C comparativ cu A si C
comparativ cu B au fost de 100.0% (69/69), 98.2% (56/57), 96.5% (55/57), 93.2% (69/74),
75.7% (56/74) si respectiv 79.7% (55/69). Ratele NPA pentru Cititorul A comparativ cu B,
A comparativ cu C, B comparativ cu C, B comparativ cu A, C comparativ cu A si C
comparativ cu B au fost de 92.5% (62/67), 77.2% (61/79), 82.3% (65/79), 100.0% (62/62),
98.4% (61/62) si respectiv 97.0% (65/67). Rata de acord general a fost cea mai ridicata
intre Cititorul A si Cititorul B (96.3%) si mai mica intre Cititorul A si Cititorul C (86.0%) si
Cititorul B si Cititorul C (88.2%).

Pentru ultraView Universal DAB Detection Kit, ratele PPA pentru Cititorul A comparativ cu
B, A comparativ cu C, B comparativ cu C, B comparativ cu A, C comparativ cu A si C
comparativ cu B au fost de 96.9% (63/65), 98.2% (56/57), 98.2% (56/57), 88.7% (63/71),
78.9% (56/71) si respectiv 86.2% (56/65). Ratele NPA pentru Cititorul A comparativ cu B,
A comparativ cu C, B comparativ cu C, B comparativ cu A, C comparativ cu A si C
comparativ cu B au fost de 88.7% (63/71), 81.0% (64/79), 88.6% (70/79), 96.9% (63/65),
98.5% (64/65) si respectiv 98.6% (70/71). Ratele de acord general au fost similare pentru
fiecare pereche de cititori, 92.6% (126/136), 88.2% (120/136) si 92.6% (126/136) pentru
Cititorul A comparativ cu Cititorul B, Cititorul A comparativ cu Cititorul C si, respectiv,
Cititorul B comparativ cu Cititorul C.

2024-10-04
FT0700-410v

14721

Performanta analitica in cazurile gastrice

Studii privind precizia instrumentelor BenchMark ULTRA si BenchMark XT:
Repetabilitatea intre teste pe instrumentul BenchMark XT a fost efectuata cu cinci testari
efectuate pe o perioada de 5 zile (neconsecutive). Cinci lame care contin trei cazuri de
tesut gastric cu scorurile 0, 1+, 2+ si 3+ ale exprimarii HER2 au demonstrat un acord de
100% in ceea ce priveste valoarea pozitivd/negativa pentru fiecare tesut.

Repetabilitatea in cadrul aceleiasi testari pe instrumentul BenchMark XT a fost efectuata
pe 28 de lame contin&nd trei cazuri de tesut gastric cu scorurile 0, 1+, 2+ si 3+ ale
exprimarii HER2. Toate cazurile au avut un scor echivalent in valoarea pozitiva/negativa
pentru fiecare tip de tesut.

Repetabilitatea in cadrul aceleiasi platforme a fost efectuata cu trei instrumente
BenchMark XT. Tn aceste testari, toate cele 30 de lame cu fiecare dintre cele doud blocuri
diferite de tesuturi multiple contin&nd trei cazuri de tesut gastric cu scoruri de 0, 1+, 2+ si
3+ ale exprimarii HER2 au prezentat scoruri echivalente in ceea ce priveste valoarea
pozitiva/negativa pentru fiecare tip de tesut.

Repetabilitatea in cadrul aceleiasi platforme a fost testata pe trei instrumente BenchMark
ULTRA. n aceste testari, toate cele 15 de lame dintr-un bloc de tesuturi multiple au
prezentat scoruri echivalente in ceea ce priveste valoarea pozitiva/negativa pentru fiecare
tip de tesut.

Repetabilitatea intre platforme a fost testata pe trei instrumente BenchMark XT si trei
instrumente BenchMark ULTRA. Tn aceste testari, toate cele 30 de lame dintr-un bloc de
tesuturi multiple au prezentat scoruri echivalente in ceea ce priveste valoarea
pozitiva/negativa pentru fiecare tip de tesut.

Comparatie intre iVIEW DAB Detection Kit si ultraView Universal DAB Detection Kit
utilizand cazuri gastrice

Clona 4B5 a fost utilizata pentru compararea kiturilor de detectie intre doud instrumente
(instrumentul BenchMark XT si instrumentul BenchMark ULTRA), utilizand iVIEW DAB
Detection Kit si ultraView Universal DAB Detection Kit. Doua sute si zece cazuri de tesut
au fost utilizate ca parte a testarii. Lamele colorate au fost evaluate pentru stabilirea
scorului clinic pozitiv/negativ.

Ratele de acceptabilitate morfologica si de fond au fost de 100% pentru ambele kituri de
detectie si instrumente. Comparatiile directe pentru evaluarea clinica pozitiva si negativa
intre kiturile de detectie pentru fiecare instrument sunt prezentate in urmatoarele tabele.

Tab 30. Evaluarea clinica pentru ultraView Universal DAB Detection Kit comparativ cu
iVIEW DAB Detection Kit pe instrumentul BenchMark XT.
ultraView Universal DAB FNS DB DeEaien K
Detection Kit Pozitiva Negativa Total
Pozitiva 21 0 21
Negativa 0 189 189
Total 21 189 210
niN % (95% Cl)
Acord procentual pozitiv 21/21 100 (84.5-100)
Acord procentual negativ 189/189 100 (98.0-100)
Acord procentual general 210/210 100 (98.2-100)

Tab 31. Comparatia evaluarii clinice pe instrumentele BenchMark XT si BenchMark
ULTRA utilizand ultraView Universal DAB Detection Kit.

Instrumentul BenchMark XT cu Instrumentul BenchMark ULTRA cu
ultraView Universal DAB Detection ultraView Universal DAB Detection Kit

Kit Pozitiva Negativa Total

Pozitiva 20 1 21

Negativa 0 189 189

Total 20 190 210

niN % (95% CI)
Acord procentual pozitiv 20/20 100 (83.9-100)
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Instrumentul BenchMark ULTRA cu
ultraView Universal DAB Detection Kit

Instrumentul BenchMark XT cu
ultraView Universal DAB Detection

Kit Pozitiva Negativa Total
Acord procentual negativ 189/190 99.5 (97.1-99.9)
Acord procentual general 209/210 99.5 (97.4-99.9)

Reproductibilitatea intre laboratoare a clonei 4B5 in carcinomul gastric:

Studiul a fost efectuat in trei centre de testare. Probele au fost selectate pentru includerea
in studiu pe baza scorului clinic IHC pentru clona 4B5, astfel incét sa existe un numar
aproximativ egal de cazuri pozitive (3+) si negative (0, 1+). In plus, au fost studiate pana la
patru cazuri de cancer gastric calificate ca 2+.

Cele trei centre au utilizat fiecare cate un instrument BenchMark XT si un instrument
BenchMark ULTRA pentru a efectua patru cicluri de colorare pe fiecare instrument.
Cazurile au fost randomizate pentru colorare utilizand o procedura de stratificare
randomizata care a alocat cazurile, astfel incét fiecare testare sa contind cazuri care sa
reprezinte toate categoriile de scoruri pentru HER2 in cancerul gastric. Ciclurile pe fiecare
instrument de la fiecare centru au continut aceleasi cazuri. In fiecare centru, cate o lama
pentru fiecare caz a fost coloraté cu clona 4B5, iar o alta lama pentru acelasi caz a fost
coloratd cu CONFIRM Negative Control Rabbit Ig pe instrumentul BenchMark ULTRA. O a
doua pereche de lame din acelasi caz a fost colorata in mod similar pe instrumentul
BenchMark XT la fiecare centru. Scorurile pentru lamele cazurilor au fost stabilite de un
cititor calificat la fiecare centru care nu cunostea scorurile clinice IHC determinate anterior
pentru fiecare proba.

Acordul general pentru toate cazurile evaluabile a fost de 100% pentru toate cele trei
comparatii intre centre pe instrumentul BenchMark ULTRA si instrumentul BenchMark XT.
Acordul general intre instrumentul BenchMark ULTRA si instrumentul BenchMark XT
pentru cazurile evaluabile a fost de 100% la fiecare dintre cele trei centre. Ratele de
acceptabilitate de fond si acceptabilitate morfologicé au fost de 100% pentru ambele
instrumente la Centrele A si C si > 95% pentru ambele instrumente la Centrul B.
Consultati tabelele de mai jos.

Tab 32.  Acordul general al evaluarilor clinice Tntre centre: carcinom gastric, toate
cazurile evaluabile.

Acord procentual
general (cazuri
pozitive si negative)

Acord procentual
general (inclusiv
cazurile echivoce)

Instrumentul BenchMark
ULTRA

Centrul A comparativ cu 30/30 (100%) 38/42 (90.5%)
Centrul B: n/N (%) (95% Cl) (88.6-100) (77.9-96.2)

Centrul A comparativ cu 30/30 (100%) 35/42 (83.3%)
Centrul C: n/N (%) (95% Cl) (88.6-100) (69.4-91.7)

Centrul B comparativ cu 30/30 (100%) 31/42 (73.8%)
Centrul C: n/N (%) (95% Cl) (88.6-100) (58.9-84.7)

Acord procentual
general (cazuri
pozitive si negative)

31/31 (100%)

Acord procentual
general (inclusiv
cazurile echivoce)

36/43 (83.7%)

Instrumentul BenchMark XT

Centrul A comparativ cu

Centrul B: /N (%) (95% Cl) (89.0-100.0) (70.0-91.9)
Centrul A comparativ cu 31/31 (100%) 36/43 (83.7%)

Centrul C: /N (%) (95% CI) (89.0-100.0) (70.0-91.9)
Centrul B comparativ cu 31/31 (100%) 35/43 (81.4%)

Centrul C: N (%) (95% CI) (89.0-100.0) (67.4-90.3)
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Tab 33.  Acordul general al evaluarilor clinice Tntre platforme: carcinom gastric, toate
cazurile evaluabile.

Instrumentul BenchMark Acord procentual

Acord procentual

ULTRA comparativ cu general (cazuri general (inclusiv
|nstrument;ITBenchMark pozitive si negative) cazurile echivoce)
40/40 (100% 42/44 (95.5%
Centrul A: /N (%) (95% CI) (100%) (95.5%)
(91.2-100) (84.9-98.7)
Centrul B: 1N (%) (95% C1) 34/34 (100%) 37142 (88.1%)
SRS (89.8-100) (75.0-94.8)
32/32 (100% 38/44 (86.4%
Centrul C: /N (%) (95% Cl) (100%) (86.4%)
(89.3-100) (73.3-93.6)
Tab 34. Rate de colorare de fond si acceptabilitate morfologica: carcinom gastric, toate
cazurile.
InstrumeBEJ_ll_FI;_’;AenchMark Centrul A Centrul B Centrul C
Rate de acceptabilitate 44/44 (100%) 43144 (97.7%) 44/44 (100%)
morfologica
Rate de acceptabilitate de 44/44 (100%) 42/44 (95.5%) 44/44 (100%)
fond
Instrument;ITBenchMark Centrul A Centrul B Centrul C
Rate de acceptabilitate 44/44 (100%) 43144 (97.7%) 44/44 (100%)
morfologica
Rate de acceptabilitate de 44/44 (100%) 43144 (97.7%) 44/44 (100%)
fond

Studiu pentru compararea instrumentelor BenchMark si BenchMark GX cu
instrumentul BenchMark XT: Carcinom gastric

Lame taiate cu 3 TMA ce contin cazuri FFPE de carcinom gastric [aproximativ 50 de
cazuri pentru fiecare TMA] au fost colorate pe un instrument BenchMark XT, un
instrument BenchMark si un instrument BenchMark GX, utilizand protocoalele de colorare
recomandate respective pentru ultraView Universal DAB Detection Kit si iVIEW DAB
Detection Kit. Controalele au inclus PATHWAY HER-2 4 in 1 Control Slides si 0 a doua
lama din fiecare TMA colorata cu reactiv Ig negativ. Scorurile lamelor colorate au fost
stabilite de un cititor (patolog).

Ratele de acord general (si limita inferioara a intervalelor de Tncredere bilaterale de 95%)
pentru colorarea cu anticorpul clonei 4B5 pe baza evaludrii clinice (pozitiv, negativ) au fost
dupa cum urmeaza: Instrumentul BenchMark comparativ cu instrumentul BenchMark XT
cu ultraView Universal DAB Detection Kit 98.0% (94.2-99.3), instrumentul BenchMark GX
comparativ cu instrumentul BenchMark XT cu ultraView Universal DAB Detection Kit
97.4% (93.6-99.0), instrumentul BenchMark comparativ cu instrumentul BenchMark XT cu
iVIEW DAB Detection Kit 96.6% (92.7-98.4), instrumentul BenchMark GX comparativ cu
instrumentul BenchMark XT cu iVIEW DAB Detection Kit 95.9% (91.8-98.0).

Ratele de acord pozitiv (i limita inferioara a intervalelor de Tncredere bilaterale de 95%)
pentru colorarea cu anticorpul clonei 4B5 pe baza evaludrii clinice (pozitiv, negativ) au fost
dupa cum urmeaza: Instrumentul BenchMark comparativ cu instrumentul BenchMark XT
cu ultraView Universal DAB Detection Kit 91.7% (64.4-98.5), instrumentul BenchMark GX
comparativ cu instrumentul BenchMark XT cu ultraView Universal DAB Detection Kit
78.6% (52.4-92.4), instrumentul BenchMark comparativ cu instrumentul BenchMark XT cu
iVIEW DAB Detection Kit 80.0% (54.8-93.0), instrumentul BenchMark GX comparativ cu
instrumentul BenchMark XT cu iVIEW DAB Detection Kit 73.3% (48.0-89.1).

Ratele de acord negativ (si limita inferioara a intervalelor de incredere bilaterale de 95%)
pentru colorarea clonei 4B5 pe baza evaluarii clinice (pozitiv, negativ) au fost dupa cum
urmeaza: Instrumentul BenchMark comparativ cu instrumentul BenchMark XT cu
ultraView Universal DAB Detection Kit 98.5% (94.8-99.6), instrumentul BenchMark GX
comparativ cu instrumentul BenchMark XT cu ultraView Universal DAB Detection Kit
99.3% (96.1-99.9), instrumentul BenchMark comparativ cu instrumentul BenchMark XT cu
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iVIEW DAB Detection Kit 98.1% (94.6-99.4), instrumentul BenchMark GX comparativ cu
instrumentul BenchMark XT cu iVIEW DAB Detection Kit 98.1% (94.5-99.3). Prezentarea
2x2 a ratelor de acord pentru fiecare comparare bazata pe evaluarea clinica (pozitiva,
negativa) sunt prezentate in tabelele de mai jos.

Tab 35. Analiza 2x2 a ratelor de acord intre platforme pentru instrumentul BenchMark
comparativ cu instrumentul BenchMark XT cu ultraView Universal DAB Detection Kit:
carcinom gastric.

Clona 4B5 cu ultraView Universal DAB Detection Kit
Instrumentul BenchMark XT
Instrumentul BenchMark Pozitiva Negativa Total
Pozitiva 11 2 13
Negativa 1 133 134
Total 12 135 147
niN % (95% CI)
Acord procentual general 144/147 98.0% (94.2-99.3)
Acord procentual pozitiv 11/12 91.7% (64.6-98.5)
Acord procentual negativ 133/135 98.5% (94.8-99.6)

Tab 36. Analiza 2x2 a ratelor de acord intre platforme pentru instrumentul BenchMark
GX comparativ cu instrumentul BenchMark XT cu ultraView Universal DAB Detection Kit:
carcinom gastric.

Clona 4B5 cu ultraView Universal DAB Detection Kit

Instrumentul BenchMark XT
Instrumentul BenchMark GX Pozitiva Negativa Total
Pozitiva 11 1 12
Negativa 3 140 143
Total 14 141 155
niN % (95% CI)
Acord procentual general 151/155 97.4% (93.6-99.0)
Acord procentual pozitiv 11/14 78.6% (52.4-92.4)
Acord procentual negativ 140/141 99.3% (96.1-99.9)

Tab 37. Analiza 2x2 a ratelor de acord intre platforme pentru instrumentul BenchMark
comparativ cu instrumentul BenchMark XT cu iVIEW DAB Detection Kit: carcinom gastric.

Clona 4B5 cu iVIEW DAB Detection Kit

Instrumentul BenchMark XT
Instrumentul BenchMark Pozitiva Negativa Total
Pozitiva 12 3 15
Negativa 3 156 159
Total 15 159 174
niN % (95% CI)
Acord procentual general 168/174 96.6% (92.7-98.4)
Acord procentual pozitiv 12/15 80.0% (54.8-93.0)
Acord procentual negativ 156/159 98.1% (94.6-99.4)
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Tab 38. Analiza 2x2 a ratelor de acord intre platforme pentru instrumentul BenchMark
GX comparativ cu instrumentul BenchMark XT cu iVIEW DAB Detection Kit: carcinom
gastric.

Clona 4B5 cu iVIEW DAB Detection Kit
Instrumentul BenchMark XT
Instrumentul BenchMark GX Pozitiva Negativa Total
Pozitiva 11 3 14
Negativa 4 154 158
Total 15 157 172
niN % (95% CI)
Acord procentual general 165/172 95.9% (91.8-98.0)
Acord procentual pozitiv 11/15 73.3% (48.0-89.1)
Acord procentual negativ 154/157 98.1% (94.5-99.3)

PERFORMANTA CLINICA
Cancer mamar cu nivel scazut al HER2

Studiu privind rezultatul clinic - DESTINY-BREASTO04

DESTINY-BREASTO4 a fost un studiu de faza lll, randomizat, multicentric, in regim
deschis, controlat cu substanta activa, pentru evaluarea sigurantei si eficacitatii
trastuzumab deruxtecan (ENHERTU®) la subiecti cu cancer mamar inoperabil si/sau
metastatic cu nivel scazut de exprimare a HER2.

Pentru a fi eligibile pentru includerea n studiu, a fost necesar ca tumorile sa demonstreze
niveluri scazute de exprimare a HER2 determinate folosind IHC cu anticorpul anti-HER2
(4B5).

A fost luata Tn considerare o tumora cu un scor HER2 IHC de 1+ pentru a indica un statut
scazut al HER2. De asemenea, 0 tumora a fost considerata ca avand un nivel scazut al
HER2 dacé scorul HER2 IHC a fost 2+ si testul reflex efectuat cu testul INFORM HER2
Dual ISH a indicat absenta amplificérii genei HER2 (ISH-). Pacientii inscrisi au fost
randomizati intr-un raport de 2:1 la tratamentul cu trastuzumab deruxtecan (ENHERTU®)
sau cu tratamentul chimioterapic la alegerea medicului. Scorul scazut al HER2 (IHC 1+
sau IHC 2+/ISH-) obtinut la nivel central a fost unul dintre cei 3 factori de stratificare
utilizati pentru randomizarea pacientilor in studiul mentionat.

Analizele privind eficacitatea au fost efectuate pe esantionul complet pentru analiza si
populatia pozitiva pentru receptorul hormonal (pozitiva pentru receptor de estrogen si/sau
receptorul de progesteron).

Tn aceasta analiza primara, supravietuirea fara progresie (PFS) bazaté pe evaluarea prin
revizuirea independenta la nivel central in orb (BICR) a fost analizata Tn cadrul subsetului
cu rezultat pozitiv pentru receptorul hormonal, cu stratificare pe baza statutului/scorului de
nivel scazut al HER2 (IHC 1+ sau IHC 2+/ISH-), numarul de linii de chimioterapie
anterioare (1 sau 2) si tratamentul anterior cu un inhibitor dependent de ciclina (CDK)4/6
(da sau nu). Tratamentul cu trastuzumab deruxtecan (ENHERTU®) a fost asociat cu o
crestere semnificativa statistic si clinic a PFS, precum si a ratei de supravietuire generala
(OS) la aceasta populatie, in comparatie cu tratamentul ales de catre medic.

Tab 39. PFS si OS per BIRC in populatia pozitiva pentru receptorul hormonal si
esantionul complet pentru analiza (DESTINY-BREAST04)
Populatia pozitiva pentru Esantion complet pentru
receptorul hormonal analiza
Trastuzumab Trastuzumab
deruxtecan Tratamentul deruxtecan Tratamentul
(ENHERTU®) | decis de medic | (ENHERTU®) | decis de medic
Parametru N=331 N =163 N =373 N =184
PFS mediana a 101 54 9.9 5.1
(95% ClI) (9.5, 11.5) (4.4,7.1) (9.0,11.3) (4.2,6.8)
Rata de risc b 0.51 (0.40, 0.64) 0.50 (0.40, 0.63)
(95% ClI)
Valoare p ¢ <0.0001 <0.0001
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Populatia pozitiva pentru Esantion complet pentru
receptorul hormonal analiza
Trastuzumab Trastuzumab
deruxtecan Tratamentul deruxtecan Tratamentul
(ENHERTU®) | decis de medic | (ENHERTU®) | decis de medic
Parametru N =331 N =163 N =373 N =184
Rata de supravietuire generala (OS)
OS mediana a 23.9 175 234 16.8
(95% ClI) (20.8, 24.8) (15.2, 22.4) (20.0, 24.8) (14.5, 20.0)
Rata de risc b 0.64 (0.48, 0.86) 0.64 (0.49, 0.84)
(95% ClI)
Valoare p ¢ 0.0028 0.0010

Cl = interval de Tncredere, PFS = supravietuire fara progresie, OS = rata de
supravietuire generala

aPFS mediand si OS mediana au fost estimate pe baza analizei Kaplan-Meier.
Intervalele de incredere bilaterale de 95% pentru mediana PFS si OS au fost calculate
pe baza metodei Brookmeyer-Crowley.

b Pe baza modelului de risc proportional stratificat Cox. Factorii de stratificare au fost
scorul scazut al HER2, numarul de linii de chimioterapie anterioare si tratamentul
anterior cu inhibitori de kinaza dependenta de cicling 4/6 (pentru esantionul complet
pentru analiza si cazurile pozitive pentru receptori hormonali) sau statutul de receptor
hormonal/kinazé dependenta de ciclina (pentru esantionul complet pentru analiza).

C Valoare p bilaterala pe baza testului log-rank stratificat.

Cancer mamar pozitiv pentru HER2

Studii pentru compararea anticorpului monoclonal de iepure al clonei 4B5 cu
PATHWAY anti-HER2 (CB11) Mouse Monoclonal Antibody in cancerul mamar

S-a efectuat un studiu pentru compararea metodelor pentru a examina corelatia dintre
clona 4B5 si PATHWAY anti-HER2 (CB11) Mouse Monoclonal Antibody (anticorpul
PATHWAY anti-HER2 (CB11)) si PathVysion HER2 FISH, ambele fiind teste de diagnostic
aprobate anterior. La studiu au participat sase investigatori. In studiu au fost utilizate doud
cohorte independente de probe de cancer mamar invaziv: una cu 178 de probe de la
Cleveland Clinic Foundation (Cohorta 1) si una cu 144 de probe recoltate de IMPATH
Predictive Oncology din mai multe centre internationale (Cohorta 2). Doua seturi a cate
trei investigatori diferiti au evaluat doua cohorte independente (Cohorta 1: n = 178,
Cohorta 2: n = 144) utilizand cazuri de cancer mamar colorate cu anticorpul PATHWAY
anti-HER2 (CB11) si clona 4B5. Datele FISH au fost obtinute din istoricul pacientului. Un
scor de consens al celor trei cititori pentru fiecare anticorp a fost creat pentru fiecare caz,
pentru a reduce variabilitatea in cazul aceluiasi cititor, cunoscuta in stabilirea scorurilor
HER2.4243,44 Ay fost evaluate in total 322 de cazuri. Lamele colorate cu anticorpul
PATHWAY anti-HER2 (CB11) au fost procesate si colorate conform instructiunilor
producatorului specificate in fisa de descriere a metodei pentru anticorpul PATHWAY anti-
HER2 (CB11). A existat o medie de aproximativ un an intre colorarea si citirea lamelor
colorate cu anticorpul PATHWAY anti-HER2 (CB11). Mai jos sunt prezentate rezultatele
semnificative clinic (pozitive/negative) ale testului HER2 (4B5) IHC si ale testului
PATHWAY anti-HER2 (CB11) IHC pentru cele doua cohorte:

Tab 40.  Scoruri semnificative clinic: Teste IHC pentru Cohorta 1
Anticorp PATHWAY anti-HER2 (CB11)
Anticorp HER? (4B5) Pozitivé Negativa Total
Pozitiva 86 5 91
Negativa 7 80 87
Total 93 85 178
n/N % (interval de incredere de 95%)
Acord procentual pozitiv 86/93 92.5% (85.2-96.9)
Acord procentual negativ 80/85 94.1 (86.8-98.1)
Acord procentual general 166/178 93.3 (88.5-96.4)
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Anticorp PATHWAY anti-HER2 (CB11)

Anticorp HER? (4B5) Pozitivé Negativa Total
Rezultatele semnificative clinic au fost considerate pozitive (2+ si 3+) si negative (0+
si 1+) prin IHC
Tab 41.  Scoruri semnificative clinic: Teste IHC pentru cohorta 2
Anticorp PATHWAY anti-HER2 (CB11)
Anticorp HER? (4B5) Pozitivé Negativa Total
Pozitiva 69 22 91
Negativa 0 53 53
Total 69 75 144
n/N % (interval de incredere de 95%)
Acord procentual pozitiv 69/69 100 (97.5-100)
Acord procentual negativ 53/75 70.6 (58.5-80.1)
Acord procentual general 122/144 84.7 (78.2-90.0)

Rezultatele semnificative clinic au fost considerate pozitive (2+ si 3+) si negative (0+
si 1+) prin IHC

Rezultatele bazate pe IHC din testul HER2 (4B5) IHC au fost comparate si cu rezultatele
testului PathVysion HER2 FISH. Rezultatele IHC pozitive corespund cazurilor cu un scor
IHC egal cu 2+ sau 3+, iar rezultatele FISH pozitive corespund cazurilor care au
demonstrat amplificarea genei HER2. Mai jos sunt prezentate datele privind acordul
pentru testul IHC al clonei 4B5 prin comparatie cu rezultatele FISH pentru cele doua
cohorte:

Tab 42.  Acord semnificativ clinic: IHC cu FISH pentru Cohorta 1
o >
Anticorp HER? (4B5) niN % ('mer‘(’jae' g;,/:);‘credere
Acord procentual pozitiv 83/93 89.2 (82.5-95.1)
Acord procentual negativ 77185 90.6 (84.0-96.4)
Acord procentual general 160/178 90.0 (85.4-93.6)

Tab 43.  Acord semnificativ clinic: IHC cu FISH pentru Cohorta 2
. % (interval de incredere
Anticorp HER2 (4B5) n/N de 95%)
Acord procentual pozitiv 80/86 93.0 (87.9-96.3)
Acord procentual negativ 47/58 81.0 (73.4-86.0)
Acord procentual general 127144 88.2 (82.1-92.2)

Concluzie: Acest studiu a demonstrat ca exista o concordanta semnificativa (acord
general intre rezultatele pozitive/negative) intre testul clonei 4B5 si testul PATHWAY anti-
HER?2 (CB11), demonstrand ca testul VENTANA HER2 (4B5) este o alternativa
acceptabila a testului PATHWAY anti-HER2 (CB11) pentru utilizarea ca auxiliar in
evaluarea pacientilor cu cancer mamar pentru care se ia in considerare tratamentul cu
trastuzumab (Herceptin). Acest studiu a demonstrat, de asemenea, ca rezultatele
exprimarii HER2 obtinute din testul clonei 4B5 IHC sunt comparabile cu rezultatele
statutului genei HER2 determinate prin analiza FISH.

Compararea cu testul de inscriere in studiile PERJETA (pertuzumab) si KADCYLA
(trastuzumab emtansine) in carcinomul mamar

Concordanta cu testele de inscriere pentru cohortele din studiile PERJETA si KADCYLA a
fost determinata prin colorarea probelor de studiu cu testul VENTANA HER2 (4B5). Un
total de 2753 de probe evaluate pentru studiul PERJETA si 99 de probe evaluate pentru
studiul KADCYLA au fost colorate cu testul VENTANA HER2 (4B5). Au fost determinate
ratele de acord (PPA, NPA si OPA). 95% ClI (intervalul de Tncredere de 95% bilateral) a
fost calculat utilizand metoda scorului.

1021867RO Rev C



V=NTANA

Tab 44.  Acordul dintre clona 4B5 si testele Dako cu privire la statutul HER2 pentru toti a
subiectii HER2 evaluabili. Subiectii evaluabili IHC au un statut HER2 pozitiv sau negativ Statutul Dako HercepTest
determinat atat de clona 4B5, cat si de testul IHC pentru inscriere. Studiu Statutul clonei 4B5 @ Pozitiva Negativa Total
Scorul clonei 4B5 b Statutul Dako HER2 ab Acord procentual 2666/2739
. P — eneral 97.3
Studiu Pozitiva Negativd | Total N (% (95% Cl) (96(7—9; 9)
PERIETA S 2380 15 239 KADCYLA Pozitiva 63 2 65
KADCYLA al 140 122 262 Negativa 11 15 2
0/1+ 38 135 173 Total 74 17 a1
Total 2558 2r2 2830 Acord procentual 63/74
Acord procentual pozitiv 2380/2558 pozitiv (85.1)
niN (%) (95% CI) (93.0) n/N (%) (95% Cl) (75.3-91.5)
(gi‘g_ Acord procentual 15/17
0) negativ (88.2)
Acord procentual negativ 257/272 n/N (%) (95% ClI) (65.7-96.7)
N (%) (95% CI) (94.5) Acord procentual 78/91
(gé‘é_ general (85.7)
) niN (%) (95% Cl) (77.1-91.5)
Acord procentual general 2637/2830 L o
nIN (%) (95% Cl) (93.2) a Pozitiv = 3+; Negativ = 0, 1+ sau 2+.
(92.2-
94.1)

a Pozitiv = IHC pozitiv si/sau ISH amplificat. Negativ = IHC negativ si neamplificat ISH
sau neamplificat ISH si nepozitiv IHC.

b IHC: Pozitiv = 3+; Negativ = 0, 1+ sau 2+.

Tab 45.  Acordul dintre clona 4B5 si testele Dako cu privire la statutul IHC pentru toti
subiectii IHC evaluabili. Subiectii evaluabili IHC au un statut HER2 pozitiv sau negativ
determinat atat de clona 4B5, cat si de testul IHC pentru inscriere.

Statutul Dako HercepTest @
Studiu Statutul clonei 4B5 @ Pozitiva Negativa Total
PERJETA si Pozitiva 2330 65 2395
KADCYLA Negativa 21 414 435
Total 2351 479 2830
Acord procentual 2330/2351
pozitiv (99.1)
niN (%) (95% CI) (98.6-99.4)
Acord procentual 4141479
negativ (86.4)
niN (%) (95% CI) (83.1-89.2)
Acord procentual 2744/2830
general (97.0)
niN (%) (95% CI) (96.3-97.5)
PERJETA Pozitiva 2267 63 2330
Negativa 10 399 409
Total 2277 462 2739
Acord procentual 2267/2277
pozitiv (99.6)
niN (%) (95% CI) (99.2-99.8)
Acord procentual 399/462
negativ (86.4)
niN (%) (95% Cl) (82.9-89.2)
2024-10-04 18/21
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Tab 46.  Acordul dintre clona 4B5 si testele Dako cu privire la scorul IHC pentru toti
subiectii evaluabili prin IHC. Subiectii evaluabili IHC au un statut HER2 pozitiv sau negativ
determinat atat de clona 4B5, cat si de testul IHC pentru inscriere.

Scorul Dako HercepTest
Scorul
Studiu clonei 4B5 3+ 2+ 0/1+ Total
PERJETA 3+ 2330 64 1 2395
si
KADCYLA 2+ 12 235 15 262
0/1+ 9 26 138 173
Total 2351 325 154 2830
Acord 2703/2830
procentual (95.5)
general (94.7-96.2)
niN (%)
(95% Cl)
PERJETA 3+ 2267 62 1 2330
2+ 9 226 13 248
0/1+ 1 24 136 161
Total 2277 312 150 2739
Acord 2629/2739
procentual (96.0)
general (95.2-96.7)
niN (%)
(95% Cl)
KADCYLA 3+ 63 2 0 65
2+ 3 9 2 14
0/1+ 8 2 2 12
Total 74 13 4 91
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Roche)

57% a riscului unui eveniment IDFS. Rezultatele eficacitatii pentru subgrupul IHC pozitiv
sunt prezentate in Tab 48.

Analiza datelor arata, de asemenea, ca fie cu, fie fara ajustarea esantionarii diferentiale a
populatiei de studiu datorita preselectiei locale pentru test, estimarile privind eficacitatea
medicamentului sunt similare.

Scorul Dako HercepTest
Scorul
Studiu clonei 4B5 3+ 2+ 0/1+ Total

Acord 74191

procentual (81.3)
general (72.1-88.0)
niN (%)

(95% Cl)

Tab 47.  Acceptabilitatea colorarii clonei 4B5. Subiecti testati IHC. Colorarea IHC este

considerata acceptabila daca s-a putut stabili un scor IHC valid (0, 1+, 2+ sau 3+).
Motivele pentru o colorare inacceptabild includ un control negativ inacceptabil, pierderea
de tesut, insuficienta tumorii, un fond inacceptabil si 0 morfologie inacceptabila.

PERJETA si
Parametru PERJETA KADCYLA KADCYLA
Numarul de teste 2753 99 2852
IHC initiale
Acceptabilitatea 2708/2753 92/99 2800/2852
initiald a colorarii (98.4) (92.9) (98.2)
n/N (%) (95% ClI) (97.8, 98.8) (86.1, 96.5) (97.6, 98.6)
Numarul de teste 40 0 40
IHC repetate
Acceptabilitatea 274612753 92/99 2838/2852
finala a colorarii (99.7) (92.9) (99.5)
n/N (%) (95% ClI) (99.5, 99.9) (86.1, 96.5) (99.2,99.7)

Studiul privind rezultatele clinice - KATHERINE

Performanta clonei 4B5 a HER2 si INFORM HER2 Dual ISH DNA Probe Cocktail (testul
INFORM HER2 Dual ISH) a fost investigata in KATHERINE (B027938), un studiu
randomizat, multicentric, in regim deschis, de faza lll, pentru a evalua eficacitatea si

siguranta medicamentului trastuzumab emtansine (KADCYLA) comparativ cu trastuzumab

(Herceptin) ca tratament adjuvant la pacientii cu cancer mamar primar pozitiv pentru
HER2 care au tumora reziduala prezenta patologic la nivelul sénului sau ganglionilor
limfatici axilari dupa tratamentul preoperator (NCT01772472).
Probele de la pacienti au fost colorate cu clona 4B5 si/sau INFORM HER2 Dual ISH si
evaluate pentru acceptabilitatea colorarii si statutul HER2. In general, cele mai multe

probe au fost de biopsie anterioara tratamentului (80.9%), colectate in principal ca biopsie

(75.3%) sau prin metode chirurgicale (24.3%). Mai multe probe au prezentat subtipul
neoplazic ductal (95.4%) si majoritatea nu au fost obtinute dintr-o proba metastatica

(96.2%).

KATHERINE a inscris 1486 de pacienti cu cancer mamar pozitiv pentru HER2, cancer

mamar timpuriu cu tumora invaziva reziduald la nivelul sanului si/sau al ganglionilor
limfatici axilari in urma tratamentului pe baza de taxan si trastuzumab ca parte a unui
tratament neoadjuvant Tnainte de inscriere. Pacientii au primit radioterapie si/sau terapie

hormonala concomitent cu tratamentul din studiu, conform ghidurilor locale. A fost necesar

ca probele de tumora mamara sa prezinte supraexprimarea HER2 definita ca raport de
amplificare 3+ IHC sau ISH = 2.0, determinat de un laborator central. Pacientii au fost

Tab 48. Rezultatele eficacitatii din studiul KATHERINE pentru subgrupul IHC pozitiv.
KADCYLA Trastuzumab
N =573 N =559
Rata de supravietuire fara boala invaziva
Punct final primar (IDFS) 2
Numaérul (%) de pacienti cu
evenimentul respectiv 64 (11.2%) 130 (23.3%)

HR [95% CI]

Rata de supravietuire % fara
evenimente la 3 ani b 89.0 75.7

0.43[0.32, 0.58]

a Date din prima analiza intermediara
b Rata de supravietuire fara evenimente la 3 ani, derivaté din estimarile Kaplan-Meier

Datele din studiul KATHERINE arata ca tratamentul adjuvant cu trastuzumab emtansine
(KADCYLA) a demonstrat un beneficiu clar al tratamentului comparativ cu tratamentul
adjuvant cu trastuzumab (Herceptin) la pacientii cu cancer mamar timpuriu pozitiv pentru
HER?2 cu boala reziduala dupa incheierea tratamentului neoadjuvant. Clona HER2 4B5 si
testele INFORM HER2 Dual ISH sunt utile la identificarea pacientilor care ar putea avea
beneficii Tn urma tratamentului cu trastuzumab emtansine (KADCYLA).

Cancerul gastric
Compararea clonei 4B5 cu HercepTest in cancerul gastric uman

S-a efectuat un studiu extern, in orb, pentru a compara performanta de colorare a clonei
4B5 pe instrumentul BenchMark XT cu cea a Dako HercepTest. Au fost studiate doua
cohorte de probe, (1) microarray-uri de tesut (TMA) nou construite care contin 248 de
cazuri de cancer gastric (sase cazuri au fost identificate ulterior ca fiind duplicate si
eliminate) si (2) un subset de 183 probe din studiul clinic Trastuzumab pentru cancerul
gastric (ToGA), care a investigat statutul HER2 si rezultatul clinic la pacientii tratati cu
Herceptin (trastuzumab). Laboratorul a colorat cazurile cu clona 4B5 si HercepTest. Un
numar total de 431 de cazuri au fost colorate cu ambele teste si (dupa eliminarea cazurilor
in duplicat) 398 de cazuri unice au fost incluse in comparatie. Un patolog a stabilit scorul
cazurilor pe o scara de 0/1+, 2+ si 3+. Cazurile pozitive au scorurile 2+ si 3+, iar cazurile
negative au scorurile 0 si 1+. Ratele de acord dintre clona 4B5 si HercepTest pentru
ambele cohorte studiate sunt furnizate n tabelul de mai jos.

Tab 49. Datele de acord pentru clona 4B5 (IHC) comparativ cu HercepTest in
carcinomul gastric.

Acord procentual | Acord procentual Acord procentual
Sursa general pozitiv negativ
tesutului (95% CI) (95% CI) (95% ClI)
TMAag& 91.0 82.1 924
ToGA D (87.7-93.4) (70.2-90.0) (89.1-94.8)
n 362/398 46/56 316/342

randomizati (1:1) pentru tratamentul cu trastuzumab sau KADCYLA. Randomizarea a fost
stratificata Tn functie de stadiul clinic la prezentare, statutul receptorului hormonal,
tratamentul preoperator orientat asupra HER2 (trastuzumab, trastuzumab plus
agent/agenti orientat/orientati asupra HER2) si statutul patologic al ganglionilor limfatici
evaluat dupa tratamentul preoperator.

Punctul final de eficacitate primara a studiului KATHERINE a fost rata de supravietuire
fara boala invaziva (IDFS). IDFS a fost definitd ca intervalul de la data randomizarii pana
la prima aparitie a recurentei tumorii mamare invazive ipsilaterale, recurentei cancerului
mamar invaziv ipsilateral local sau regional, cancerului mamar invaziv contralateral sau
decesului din orice cauza.

O ameliorare semnificativa clinic si statistic a IDFS a fost observata la pacientii ai caror
probe de cancer mamar au fost identificate ca pozitive pentru HER2 cu testul IHC al clonei
4B5 carora li s-a administrat trastuzumab emtansine (KADCYLA) comparativ cu
trastuzumab (Herceptin) (HR = 0.43, 95% CI [0.32, 0.58]), corespunzator cu o reducere de

2024-10-04
FT0700-410v
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Rezultatele IHC au fost considerate pozitive (2+ si 3+) si negative pentru anticorp (0+
si 14).

aTMA: probe de tesut preparate prin tehnica microarray

b ToGA: probe din studiul clinic TOGA

DEPANARE

1. Tncazulin care controlul pozitiv prezinta o colorare mai slaba decat cea
preconizata, trebuie sa verificati celelalte controale pozitive testate in cadrul
aceleiasi testari pe instrument, pentru a determina daca acest lucru se datoreaza
anticorpului primar sau unuia dintre reactivii secundari uzuali.

2. Incazul in care controlul pozitiv este negativ, acesta trebuie verificat pentru a va
asigura ca lama are eticheta cu codul de bare corect. Daca lama este etichetata
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corect, trebuie sa verificati celelalte controale pozitive testate in cadrul aceleiasi
testari pe instrument, pentru a determina daca acest lucru se datoreaza anticorpului
primar sau unuia dintre reactivii secundari uzuali. Este posibil ca tesuturile sa fie
prelevate, fixate sau deparafinate incorect. Trebuie sa urmati procedura adecvata
pentru prelevare, depozitare si fixare.

Daca parafina nu a fost indepartata in totalitate, este posibil sa nu aiba loc nicio
colorare. Procedura de deparafinare trebuie repetata.

Daca sectiunile de tesut sunt spalate de pe lama, lamele trebuie verificate pentru a
va asigura ca sunt incarcate pozitiv.

Tn cazul in care colorarea nucleara si citoplasmaticd sunt prezente in mucoasa
normala in vecinatatea apropriaté a zonei tumorale in carcinomul gastric i
influenteaza interpretarea colorarii membranei, cazul poate fi testat cu ISH.

Pentru actiuni corective, consultati sectiunea Procedura de colorare din Ghidul de
utilizare a instrumentului sau contactati reprezentantul de asistenta local.
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Ventana utilizeaza urmatoarele simboluri si semne in plus fata de cele mentionate Tn
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