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VERWENDUNGSZWECK

VENTANA anti-HER2/neu (4B5)
Rabbit Monoclonal Primary Antibody
(VENTANA HER2 (4B5)) ist fur den
semi-quantitativen Nachweis des
HER2-Antigens in normalen und
neoplastischen formalinfixierten,

in Paraffin eingebetteten Brust- und
Magengewebeschnitten in einem
VENTANA IHC/ISH-Férbeautomaten
bestimmt.

Der Antikdrper ist als Hilfsmittel bei
der Bewertung von Brust- und
Magenkrebspatienten indiziert, fir die eine Herceptin-Behandlung in Betracht gezogen
wird, sowie fir Brustkrebspatienten, bei denen eine Behandlung mit Kadcyla
(Trastuzumab-Emtansine) oder Perjeta (Pertuzumab) in Betracht gezogen wird.

Das Produkt sollte von einem qualifizierten Pathologen in Verbindung mit einer
histologischen Untersuchung, klinisch relevanten Informationen und geeigneten
Kontrollen interpretiert werden.

Dieser Antikérper ist fiir die Verwendung in der In-vitro-Diagnostik bestimmt.

ZUSAMMENFASSUNG UND ERKLARUNG

VENTANA HER? (4B5) ist ein gegen die innere Domane des c-erbB-2-Onkoproteins
(HER?2) gerichteter monoklonaler Kaninchen-Antikdrper (Klon 4B5). Das c-erbB-2-
Onkoprotein wurde im Jahr 1986 von Akiyama et al. geklont und beschrieben.! Es
handelt sich um ein Transmembran-Glykoprotein von ca. 185 kD, das in seiner Struktur
dem Rezeptor des epidermalen Wachstumsfaktors (EGFR) ahnlich ist. Das Protein wird
mit einer Tyrosinkinase-Aktivitat assoziiert, die der mehrerer Wachstumsfaktor-
Rezeptoren und transformierender Proteine der Src-Familie &hnelt. Die
Kodierungssequenz stimmt mit einer extrazellularen Bindungsdoméane und einer
intrazellularen Kinasedomane Uberein. Dies legt den Schluss nahe, dass HER2 an der
Signaliibertragung und Stimulierung der mitogenen Aktivitét beteiligt sein kénnte.

Mittels Westernblotting wurde gezeigt, dass der Klon 4B5 mit einem 185-kD-Protein aus
SK-BR-3-Zelllysaten reagiert. SK-BR-3 ist eine Brustkarzinom-Zelllinie, die Uber eine
128fache Uberexprimierung der HER2-mRNA verfiigt.2 Die GroRe der identifizierten
Bande korreliert gut mit der fiir das HER2-Protein (185 kD) berichteten Bande.!
Immunhistochemische Experimente mit transfizierten Zelllinien (HEK293) haben gezeigt,
dass der Klon 4B5 Zellen farbt, die mit HER2 oder HER4 transfiziert sind. Bei Zellen, die
mit HER1 oder HERS3 transfiziert waren, wurde keine Farbung beobachtet. Western-Blot-
Daten mit rekombinantem HER4-Protein wiesen aulerdem darauf hin, dass der Klon
4B5 ein HER4-Epitop erkennt.

Bei Brustkrebs wird das HER2-Protein auf einem Niveau exprimiert, das
immunhistochemisch in bis zu 20 % der Adenokarzinome aus verschiedenen Stellen
nachweisbar ist. Zwischen 15 bis 30 % der invasiven duktalen Krebsarten sind flir HER2
positiv.3 Fast alle Falle von Pagets-Karzinom der Brust4 und bis zu 90 % der Falle von
duktalem Karzinom in situ des Comedo-Typs sind positiv.3 Bei Magenkrebs wird das
HER2-Protein auf einem Niveau exprimiert, das immunhistochemisch in bis zu 30 % der
Félle von intestinalem Typ, 15 % der Falle von gemischtem Typ und 5 % der Falle von
diffusem Typ nachweisbar ist. Der immunhistochemische Nachweis der HER2-
Proteiniberexprimierung wird zudem als Hilfsmittel bei der Entscheidung herangezogen,
ob bei einem Patienten eine auf HER2 abzielende Therapie indiziert ist.5.31-35

Die Farbungsergebnisse bei gesundem Gewebe, neoplastischem Gewebe und in 322
Féallen von Brustkrebs mit Klon 4B5 wurden von Ventana ausgewertet. Bei den
getesteten normalen Geweben stimmte die Expression mit der Fachliteratur insofern
Uberein, als es keine unerwarteten spezifischen Zytoplasma-/Membranférbungen gab,
mit den folgenden Ausnahmen: zwei Tonsillen-Falle, die eine Farbung der

Abbildung 1. VENTANA anti-HER2/neu
(4B5) 3+-Farbung bei Magenkrebs
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Epithelzellmembran zeigten, ein Nebenschilddriisen-Fall und ein Osophagusepithel-Fall.
Bei den getesteten neoplastischen Geweben wurde in Krebszellen aus Brust, Kolon und
Eierstdcken eine Zytoplasma-/Membranfarbung beobachtet. 322 Brustkarzinome wurden
mit Klon 4B5 in einer Methodenvergleichsstudie mit PATHWAY HER-2/neu (CB11)
ausgewertet. Bezlglich der Férbung gibt es eine signifikante Korrelation zwischen
diesen beiden Tests. Siehe auch: ,Zusammenfassung der erwarteten Ergebnisse*.
Zusitzliche Informationen iiber den Klon 4B5 siehe Literaturangaben.24-30

Der Einsatz von vorverdiinntem VENTANA HER? (4B5) und gebrauchsfertigen iVIEW
DAB Detection Kit und ultraView Universal DAB Detection Kit in Kombination mit einem
VENTANA IHC/ISH-Farbeautomaten verringert das Risiko menschlichen Versagens und
der inh&renten Variabilitdt, die aufgrund der jeweiligen Reagenzverdiinnung sowie
aufgrund des Pipettierens und der manuellen Reagenzapplikation entsteht.

KLINISCHE BEDEUTUNG

Brustkrebs ist bei Frauen das am haufigsten auftretende Karzinom und die
zweithdufigste Todesursache im Zusammenhang mit Krebs. In Nordamerika liegt das
Risiko, dass eine Frau an Brustkrebs erkrankt, bei 1:8.8 Fritherkennung und geeignete
Therapien zur Behandlung kénnen das Gesamtiiberleben signifikant beeinflussen.”
Magenkrebs ist der vierthdufigste Krebs und die zweith&ufigste Ursache fur Tod durch
Krebs weltweit. Eine Operation ist die haufigste Behandlung bei Magenkrebs. Die
meisten Magenkrebsfalle werden jedoch erst im fortgeschrittenen Stadium entdeckt,
und die Ausfiihrung der Operation ist haufig sehr schwierig. Auch wenn die
Uberlebenschancen der Krebspatienten sehr gering sind, wird Chemotherapie zur
Behandlung bei fortgeschrittenem Magenkrebs angewandt. Kleine Gewebeproben
kénnen in der Routineimmunhistochemie (IHC) einfach verwendet werden, wodurch
diese Technik in Kombination mit Antikdrpern, die fiir die Interpretation von Karzinomen
relevante Antigene nachweisen, zu einem effektiven Hilfsmittel fur den Pathologen bei
der Diagnose und Prognose von Krankheiten wird. Ein wichtiger Marker von Brust- und
Magenkrebs ist heute das c-erbB-2-Onkoprotein (HER2).

HER? ist ein transmembrandses Protein.8 Es ist eng mit dem EGFR verwandt und zeigt,
wie auch der EGFR, Tyrosinkinase-Aktivitat.1 Eine Genamplifikation mit der
entsprechenden Uberexpression von c-erbB-2 wurde bei verschiedenen Tumoren
festgestellt, darunter Mamma- und Magenkarzinomen.8:9

Auf HER2 abzielende Therapien haben bei manchen Patienten mit Mamma- oder
Magenkarzinom zu Verbesserungen gefihrt. Lediglich bei Patienten mit HER2-positivem
Mamma- oder Magenkarzinom ist zu erwarten, dass sie von einer Behandlung mit HER2
profitieren. In-vitro-Diagnostik zur Bestimmung des HER2-Status bei Brust- und
Magenkrebs stellt fiir den Kliniker eine wichtige Hilfe bei der Entscheidung dar, ob bei
einem Patient eine auf HER2 abzielende Therapie indiziert ist.

Bei der Interpretation der Ergebnisse eines jeden Nachweissystems fiir HER2 muss
berticksichtigt werden, dass HER2 sowohl bei Mamma- und Magenkarzinomen als auch
in gesundem Gewebe exprimiert wird, wenn auch unterschiedlich stark und mit
unterschiedlichen Expressionsmustern.10 Histologische Gewebepraparate haben den
Vorteil einer intakten Gewebemorphologie, was bei der Interpretation der HER2-
Positivitat der Probe hilft.

VERFAHRENSPRINZIP

VENTANA HER?2 (4B5) ist ein monoklonaler Kaninchen-Antikdrper, der an HER2 in
Paraffin-eingebetteten Gewebeschnitten bindet. Der spezifische Antikdrper kann
entweder durch eine Biotin-konjugierte Formulierung aus sekundéren Antikdrpern,

die Kaninchen-Immunglobuline erkennt, und anschlieBender Zugabe von Streptavidin-
Meerrettichperoxidase(HRP)-Konjugat (iVIEW DAB Detection Kit) oder durch ein
sekundares Antikérper-HRP-Konjugat lokalisiert werden (ultraView Universal DAB
Detection Kit). Der spezifische Antikdrper-Enzym-Komplex wird dann mit einem
préazipitierenden Enzymreaktionsprodukt sichtbar gemacht. Bei jedem Schritt wird mit
genau festgelegten Zeitrdumen und Temperaturen bebriitet. Am Ende eines jeden
Inkubationsschrittes werden die Schnitte mit dem VENTANA IHC/ISH-Férbeautomaten
gespiilt, um die Reaktion zu stoppen und ungebundenes Material zu entfernen, das
andernfalls in den folgenden Schritten den Eintritt der gewtiinschten Farbreaktion
verhindern kdnnte. Er wendet auch Liquid Coverslip an, das die Verdampfung der
wassrigen Reagenzien vom Probenobjekitrdger minimiert.

Klinische Félle sollten im Rahmen angemessener Kontrollen bewertet werden. Ventana
empfiehlt zusétzlich eine positive Gewebekontrolle, die in derselben Art und Weise fixiert
und bearbeitet wird wie die Patientenprobe (beispielsweise eines schwach positiven
Mamma- oder Magenkarzinoms). Zusétzlich zur Farbung mit VENTANA HER2 (4B5)
sollte ein zweites Praparat mit CONFIRM Negative Control Rabbit Ig gefarbt werden.
Damit der Test als giltig betrachtet werden kann, sollte das positive Kontrollgewebe
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eine Membranférbung der Tumorzellen aufweisen. Diese Komponenten sollten bei einer
Férbung mit CONFIRM Negative Control Rabbit Ig negativ ausfallen. AuRerdem
empfiehlt es sich, einen Kontrollobjekttréger mit negativem Gewebe (zum Beispiel eines
HER2-negativen Mamma- oder Magenkarzinoms) fiir jeden verarbeiteten Probenstapel
und Durchlauf im VENTANA IHC/ISH-Féarbeautomaten einzubeziehen. Dieses negative
Kontrollgewebe sollte mit VENTANA HER?2 (4B5) geférbt werden, um sicherzustellen,
dass die Antigenaufbereitung und andere VorbehandlungsmaBnahmen keine falsch
positiven Farbungen bewirkt haben.

IM LIEFERUMFANG ENTHALTENE REAGENZIEN

VENTANA HER2 (4B5) Der Spender enthalt ausreichend Reagenz fiir 50 Tests.

Ein 5-ml-Spender VENTANA HER2 (4B5) enthélt ca. 30 ug eines gegen das
menschliche c-erbB-2-Antigen gerichteten monoklonalen Kaninchen-Antikérpers.

Der Antikérper wird mit 0,05 M Tris-gepufferter Kochsalzlésung, 0,01 M EDTA, 0,05 %
Brij-35 mit 0,3 % Tragerprotein und 0,05 % Natriumazid, einem Konservierungsstoff,
verdiinnt. Es finden sich Spuren fetalen Kélberserums, etwa 0,25 %, aus der
Stammlésung.

Die Gesamtproteinkonzentration des Reagenzes betrégt ca. 16 mg/ml. Die spezifische
Antikdrperkonzentration betrégt ca. 6 pg/ml. VENTANA HER2 (4B5) ist ein aus
Gewebekulturiberstand geldstes Kaninchen-IgG.

Ausfihrliche Angaben sind in der entsprechenden Packungsbeilage des VENTANA-
Detektionskits erhéltlich: (1) Prinzipien des Verfahrens, (2) Nicht im Lieferumfang
enthaltene erforderliche Materialien und Reagenzien, (3) Entnahme und Vorbereitung
der Proben zur Analyse, (4) Verfahren zur Qualitatskontrolle, (5) Fehlerbehebung,

(6) Interpretation der Ergebnisse und (7) Allgemeine Einschrankungen.

ERFORDERLICHE, ABER NICHT MITGELIEFERTE MATERIALIEN

Farbereagenzien wie die VENTANA-Nachweiskits und Zusatzkomponenten,
einschlieRRlich der Objekttrager mit negativen und positiven Gewebekontrollen, werden
nicht mitgeliefert.

Méglicherweise sind nicht alle in der Packungsbeilage aufgefiihrten Produkte in allen
Regionen verfigbar. Wenden Sie sich an den zustandigen Kundendienstvertreter.

LAGERUNG

Bei 2 — 8 °C lagern. Nicht einfrieren.

Um die ordnungsgemale Abgabe der Reagenzien und die Stabilitat des Antikdrpers zu
erhalten, nach Gebrauch Spender-Verschlusskappe wieder aufsetzen und den Spender
sofort in aufrechter Position in den KiihIschrank stellen.

Jeder Antikérper-Spender ist mit einem Verfallsdatum versehen. Bei ordnungsgemaRer
Aufbewahrung ist das Reagenz bis zu dem auf dem Etikett angegebenen Verfallsdatum
stabil. Das Reagenz nicht iiber das Verfallsdatum hinaus verwenden.

PROBENPRAPARATION

Entsprechend der Laborroutinemethode aufgearbeitete, formalinfixierte, in Paraffin
eingebettete Gewebeproben sind zur Verwendung mit diesem priméren Antikérper
geeignet, wenn sie in Verbindung mit VENTANA-Detektionskits und den VENTANA
BenchMark-, BenchMark GX-, BenchMark XT- und BenchMark ULTRA-Férbeautomaten
eingesetzt werden. Das empfohlene Gewebefixiermaterial ist 10 % neutral-gepuffertes
Formalin.2

Ungefahr 4 um dicke Schnitte auf Glasobjekttrager aufbringen. Bei den Trégern sollte
es sich um Superfrost Plus oder um ein gleichwertiges Produkt handeln. Studien von
Ventana deuten darauf hin, dass luftgetrocknete Gewebeschnitte und Zelllinienschnitte,
die bei 2 bis 8 °C aufbewahrt werden, mindestens 6 Monate stabil sind. Jedes Labor
sollte die Stabilitat der Schnitte auf den Objekttragern fir seine eigenen Verfahren und
Aufbewahrungsbedingungen validieren.

WARNHINWEISE UND VORSICHTSMASSNAHMEN

1. Firdie In-vitro-Diagnostik (IVD) bestimmt.

2. Dieses Produkt zur Auswahl von Patienten, die fur Kadcyla- oder Perjeta-
Therapien infrage kommen, ist mglicherweise nicht in allen Regionen verflighar.
Bitte wenden Sie sich an Ihren Roche-Vertreter vor Ort, um die Verfiigharkeit in
bestimmten Regionen zu erfahren.

3. Kontakt der Reagenzien mit Augen und Schleimh&uten vermeiden. Bei Kontakt
der Reagenzien mit empfindlichen Kérperteilen diese mit reichlich Wasser
abspiilen.
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4. Materialien menschlichen oder tierischen Ursprungs miissen als biologische
Gefahrenstoffe behandelt und mit den notwendigen VorsichtsmaRnahmen
entsorgt werden.

5. Mikrobielle Kontamination der Reagenzien vermeiden, da dies zu fehlerhaften
Versuchsergebnissen fiihren kann.

6.  Beivorschriftsgemaler Anwendung ist dieses Produkt nicht als Gefahrenstoff
klassifiziert. Der Konservierungsstoff im Reagenz ist Natriumazid. Zu den
Symptomen einer ibermaRigen Exposition gegeniiber Natriumazid gehdren Haut-
und Augenreizung sowie Reizung der Schleimhdute und der oberen Atemwege.
Die Natriumazid-Konzentration in diesem Produkt betrégt 0,05 % und erfilllt nicht
die OSHA-Kriterien fiir gefahrliche Substanzen. Ablagerungen von NaN3 kdnnen
mit Blei- und Kupferabflussrohren reagieren und hochexplosive Metallazide bilden.
Bei der Entsorgung mit groRer Menge Wasser spiilen, um die Ansammlung von
Aziden in den Abflussrohren zu vermeiden.12 Bei empfindlichen Personen sind
systemische allergische Reaktionen mdglich.

7. Informationen Uber die ordnungsgeméaRe Entsorgung sind bei den zustandigen
Behdrden erhaltlich.

8. Nahere Informationen entnehmen Sie dem Sicherheitsdatenblatt des Produkts.

FARBEVERFAHREN

VENTANA-Primérantikérper wurden zur Verwendung auf VENTANA BenchMark-,
BenchMark GX-, BenchMark XT- und BenchMark ULTRA-Farbeautomaten in
Kombination mit VENTANA-Detektionskits und Zubehér entwickelt. Siehe Tabelle 1 und
Tabelle 2 fur die empfohlenen Férbeprotokolle.

Dieser Antikorper wurde fiir spezifische Inkubationszeiten optimiert, der Benutzer sollte
jedoch die mit diesem Reagenz erzielten Ergebnisse Uberpriifen.

Die Parameter fiir die automatisierten Verfahren kénnen entsprechend dem im
Benutzerhandbuch des Geréts beschriebenen Verfahren angezeigt, gedruckt und
bearbeitet werden. Weitere Informationen zu immunhistochemischen Férbeverfahren
kénnen der Packungsbeilage des entsprechenden VENTANA-Detektionskits entnommen
werden.

Tabelle 1. Empfohlenes Férbeprotokoll fir VENTANA HER2 (4B5) mit dem iVIEW DAB
Detection Kit auf einem BenchMark-, BenchMark GX-, BenchMark XT- oder
BenchMark ULTRA-Gerét.

Methode

BenchMark- und

BenchMark GX- BenchMark XT- BenchMark
Verfahrenstyp Gerét Gerét ULTRA-Gerat
Entparaffinierung | Ausgewéhlt Ausgewahlt Ausgewahlt
Zellaufbereitung - L

. Cell Conditioning 1, | Cell Conditioning 1, .
(Antigen- Standard e Standard o ULTRACC1, mid
Demaskierung)
Primérantikorper | 32 Minuten, 37 °C 32Minuten, 37°C | 24 Minuten, 36 °C
A/B Block ) .. ) x
(Biotin Blocking) Nicht ausgewahlt Ausgewahlt Ausgewahlt
Gegenfarbung Hematoxylin I, Hematoxylin I, Hematoxylin I,
(Hematoxylin) 4 Minuten 4 Minuten 4 Minuten
AbschlieRende . . . . Bluing,
Gegenfarbung Bluing, 4 Minuten Bluing, 4 Minuten 4 Minuten
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Tabelle 2. Empfohlenes Féarbeprotokoll fir VENTANA HER2 (4B5) mit ultraView DAB
Detection Kit auf einem BenchMark-, BenchMark GX-, BenchMark XT- oder
BenchMark ULTRA -Gerét.

Methode

BenchMark-,

BenchMark GX- und BenchMark ULTRA-
Verfahrenstyp BenchMark XT-Gerat Geréat
Entparaffinierung Ausgewahlt Ausgewahlt

Zellaufbereitung

(Antigen-Demaskierung) Cell Conditioning 1, mild

ULTRA CC1, mild

Primérantikdrper 16 Minuten, 37 °C 12 Minuten, 36 °C
ultraWash Ausgewahlt Ausgewahlt

" . Hematoxylin I, Hematoxylin II,
Gegenfarbemittel 4 Minuten 4 Minuten

AbschlieRende

Gegenfarbung Bluing, 4 Minuten

Bluing, 4 Minuten

VERFAHREN ZUR QUALITATSKONTROLLE

Zelllinien-Systemkontrollen

Ventana bietet als eigensténdige Produkte vier formalinfixierte, in Paraffin eingebettete,
geschnittene und auf einzelne geladene Objekttrager aufgebrachte Zelllinienkontrollen.
PATHWAY HER-2 4 in 1 Control Slides (Katalog-Nr. 781-2991) kdnnen fiir eine
Vorabvalidierung der fir gefarbte Objekttrédger gewahlten Verarbeitungsmethode mit
VENTANA HER2 (4B5) nutzlich sein. Diese vier Kontroll-Zelllinien zeichnen sich durch
In-situ-Hybridisierung fiir die Genkopiezahl aus. Bei richtiger Aufbereitung und Farbung
sollte die Anfarbung dieser Zelllinien den Angaben in Tabelle 4 entsprechen. Wenn sich
die angegebene Férbung in den jeweiligen Kernen nicht zeigt, besonders im Hinblick auf
die Kontrollen 1+ und 2+, sollte die Gewebefarbung wiederholt werden.

Tabelle 3. Eigenschaften der PATHWAY HER-2 4 in 1 Control Slides

HER2/Chr17-
HER2 IHC-Score Zelllinie Verhéltnis*
0 MDA-MB-231 111
1+ T47D 1,12
2+ MDA-MB-453 2,66
3+ BT-474 5,53

* Das HER2/Chr17-Verhdltnis ist der Durchschnitt der drei Chargen von PATHWAY
HER-2 4 in 1 Control Slides, die mit Hilfe der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH)
bestimmt wurden.

Positive Gewebekontrolle

Fir jede Gruppe von Prifbedingungen und bei jedem Férbevorgang mit VENTANA
HER?2 (4B5) muss ein in derselben Weise wie die Patientenproben fixiertes und
aufbereitetes positives Kontroligewebe gepriift werden. In diesem Gewebe kénnen Zell-
oder Gewebebestandteile enthalten sein, die sich sowohl positiv als auch negativ farben
und damit als Positiv- wie auch als Negativkontrolle verwendet werden kdnnen. Als
Kontrollgewebe ist frisches Sektions-/Biopsiematerial oder Material aus einem
chirurgischen Eingriff geeignet. Das Gewebe muss so schnell wie maglich auf identische
Weise wie das Probengewebe prapariert und fixiert werden. Mit diesem Gewebe kdnnen
alle Analyseschritte von Gewebepréparation bis Farbung kontrolliert werden. Bei
Verwendung eines Gewebeschnitts, der anders als die Testprobe fixiert oder prapariert
worden ist, kdnnen nur Reagenzien und Verfahrensschritte kontrolliert werden, nicht
aber die Fixierung und Gewebepréparation. Eine Probe mit schwach positiver Farbung
ist zur optimalen Qualitatskontrolle und zum Aufspliren geringergradiger
Reagenzabschwéchung besser geeignet. Idealerweise sollte ein Gewebe gewahlt
werden, von dem eine schwache, aber positive Farbung bekannt ist, um sicherzustellen,
dass das System auf geringgradigen Reagenzabbau oder Probleme mit der IHC-
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Methodik reagiert. Im Allgemeinen ist aber ein neoplastisches Gewebe, das fiir HER2
positiv ist, aufgrund der Natur seiner Pathologie (Uberexprimierung) stark positiv. Ein
Beispiel fiir eine positive Kontrolle fir HER2 (4B5) ist eine bekanntermafBen schwach
HER2-positive Probe eines invasiven Mammakarzinoms oder eine schwach positive
Magenkarzinomprobe. Die positiv gefarbten Gewebekomponenten (Membranférbung
von neoplastischen Zellen) dienen zur Bestétigung, dass der Antikdrper aufgebracht
wurde und das Geréat ordnungsgemaR funktioniert.

Nachweislich positive Gewebekontrollen diirfen nur zur Kontrolle der korrekten Leistung
von verarheitetem Gewebe und Testreagenzien verwendet werden und nicht als Hilfe bei
der Erstellung einer spezifischen Diagnose von Patientenproben.

Negative Gewebekontrolle

Der gleiche Objekttréger, der fiir die positive Gewebekontrolle (duktaler oder lobulérer
Brustkrebs oder Magenkrebs) verwendet wurde, kann auch als negative Gewebekontrolle
verwendet werden. Die nichtfarbenden Komponenten (umgebendes Stroma, lymphatische
Zellen und BlutgeféRe) miissen das Fehlen einer spezifischen Farbung zeigen und einen
Hinweis auf die spezifische Hintergrundférbung (falsch-positiv) mit dem priméren Antikérper
zeigen. Ein bekanntes negatives Gewebe verwenden, das auf die gleiche Weise fixiert,
verarbeitet und eingebettet wurde wie die Patientenproben.

Negative Reagenzkontrolle

Fir jede Probe muss eine negative Reagenzkontrolle durchgefiihrt werden, um die
Interpretation der Ergebnisse zu unterstitzen. Eine negative Reagenzkontrolle wird
anstelle des Primarantikdrpers zur Bewertung von unspezifischer Farbung durchgefiihrt.
Der Objekttrager sollte mit CONFIRM Negative Control Rabbit Ig gefarbt werden.

Die Inkubationsdauer fir die negative Reagenzkontrolle sollte der fur die
Primérantikérper geltenden Inkubationsdauer entsprechen.

Unerklérliche Abweichungen

Abweichungen bei Kontrollergebnissen, fir die es keine stichhaltige Erklarung gibt, bitte
umgehend der zustandigen Kundendienstvertretung melden. Wenn die Ergebnisse der
Qualitatskontrolle die Spezifikationen nicht erfiillen, sind die Patientenergebnisse
ungiiltig. Siehe Abschnitt ,Fehlerbehebung* in dieser Packungsbeilage. Nach Auffinden
des Fehlers und Beheben der Fehlerursache den Test mit Patientenproben wiederholen.

Assay-Verifizierung

Vor der ersten Verwendung eines Primérantikdrper- oder Farbesystems in einem
Diagnoseverfahren muss die spezifische Wirksamkeit des Antikérpers iiberpriift werden.
Zu diesem Zweck wird der Primérantikorper auf einer Reihe von Gewebeproben mit
bekannten IHC-Merkmalen getestet, die bekannte positive und negative Gewebe
enthalten missen (siehe dazu den Abschnitt ,Positive Gewebekontrolle” in der
Packungsbeilage des Primé&rantikdrpers und die Empfehlungen zur Qualitétskontrolle
des College of American Pathologists Laboratory Accreditation Program, der Anatomic
Pathology Checklist!3 oder der CLSI Approved Guidelinel4 oder beide Dokumente).
Diese Verfahren zur Qualitatskontrolle miissen fiir jede neue Antikérpercharge und bei
jeder Anderung der Assayparameter wiederholt werden. Brust- und Magenkrebsgewebe
mit bekanntem HER2-Status sind firr die Assay-Verifizierung geeignet.

INTERPRETATION DER ERGEBNISSE

Der automatisierte VENTANA-Immunfarbungsvorgang filhrt dazu, dass sich an den von
VENTANA HER? (4B5) lokalisierten Antigenregionen ein braun geférbtes Reaktionsprodukt
(DAB) ablagert. Ein qualifizierter, mit immunhistochemischen Verfahren vertrauter
Pathologe muss erst die Kontrollen auswerten und das gefarbte Produkt qualifizieren, bevor
die Ergebnisse interpretiert werden kénnen.

Positive Kontrollen

Die gefarbte positive Gewebekontrolle muss zuerst untersucht werden, um sicherzustellen,
dass alle Reagenzien ordnungsgemaR funktionieren. Ein ordnungsgemén geférbtes
Reaktionsprodukt in der Membran der Zielzellen ist Anzeichen fir eine positive
Reaktionsfahigkeit. Abhéngig von der Inkubationszeit und der Wirkungsstérke des
verwendeten Hamatoxylins filhrt die Gegenfarbung zu einer hell- bis dunkelblauen
Farbung der Zellkerne. UberméRige oder unvollsténdige Gegenférbung kann die korrekte
Interpretation der Ergebnisse beeintrachtigen.

Wenn mit der positiven Gewebekontrolle keine entsprechende positive Farbung
nachgewiesen werden kann, missen alle Ergebnisse mit den Testpraparaten als
ungliltig bewertet werden.

Negative Gewebekontrollen

Die negative Gewebekontrolle wird nach der positiven Gewebekontrolle untersucht, um
zu (iberpriifen, ob die spezifische Anfarbung des Zielantigens mit dem Primérantikdrper
korrekt erfolgt ist. Nicht vorhandene spezifische Farbung in der negativen
Gewebekontrolle bestétigt die fehlende unspezifische Kreuzreaktivitat mit Zellen oder

1012688DE Rev B



4V
4 &
7A‘_.VENTAN/\

Zellkomponenten. Bei spezifischer Farbung der negativen Gewebekontrolle miissen die
mit den Patientenproben erzielten Ergebnisse als ungiiltig bewertet werden.

Negative Reagenzkontrollen

Bei Auftreten von unspezifischer Férbung ist das Erscheinungsbild diffus. In
Gewebeschnitten mit exzessiver Formalinfixierung kann es zum sporadischen Auftreten
von leichter Farbung von Bindegewebe kommen. Fir die Interpretation der
Férbeergebnisse sollten intakte Zellen verwendet werden, da nekrotische oder
degenerierte Zellen haufig eine unspezifische Farbung annehmen.

Patientengewebe

Die Untersuchung der Patientenproben erfolgt zum Schluss. Die Intensitét der positiven
Farbung muss unter Beriicksichtigung jeglicher Hintergrundfarbungen der negativen
Reagenzkontrolle bewertet werden. Wie bei jedem immunhistochemischen Test
bedeutet ein negatives Ergebnis lediglich, dass das fragliche Antigen nicht
nachgewiesen wurde, nicht jedoch, dass das Antigen in den untersuchten
Zellen/Geweben nicht vorhanden ist. Bei der Interpretation aller immunhistochemischen
Ergebnisse sollte die Morphologie aller Gewebeproben zusétzlich auch mit Hilfe eines
mit Hamatoxylin und Eosin gefarbten Schnittes untersucht werden.

Die morphologischen Resultate und die entsprechenden klinischen Daten des Patienten
mussen von einem qualifizierten Pathologen interpretiert werden.

AUSWERTUNG DER FARBUNG

Bewertungskonventionen flr die Interpretation von VENTANA HER?2 (4B5) bei
Mammakarzinom

Brustkarzinome, die bei einer HER2-Protein-Uberexpression positiv beurteilt werden,
mussen folgende Schwellenwertkriterien beziiglich der Intensitét der Farbung (2+ oder
groRer auf einer Skala von 0 bis 3+) und dem prozentualen Anteil an positiven
Tumorzellen (groRRer 10 %) erfillen. Die Farbung muss auch im Bereich der
Zellmembran zu finden sein. Es kann noch eine Farbung des Zytoplasmas vorliegen,
diese jedoch spielt bei der Entscheidung, ob das Ergebnis positiv ist, keine Rolle. Den
gesamten Gewebeschnitt untersuchen, um sicherzustellen, dass die Bewertung nur in
gut konservierten und gut gefarbten Bereichen vorgenommen wird. Eine Férbung, die
die Zytoplasmamembran komplett umgibt, sollte mit einer Intensitat von ,2+“ oder ,3+*
bewertet werden. Eine teilweise Farbung der Membran sollte die Bewertung ,1+"
erhalten. Es kann erforderlich sein, dass Grenzfalle mit einer 40fachen oder hoheren
VergréRerung untersucht werden miissen, um zwischen den Intensitaten von ,1+* und
,2+ unterscheiden zu kénnen. Im Gegensatz zu mit ,3+* bewerteten Féllen weist eine
mit ,2+" bewertete Farbung einen frischeren und klarer abgegrenzten Ring

auf, wohingegen mit ,3+* bewertete Falle eine sehr dicke AuRRenlinie zeigen. Weiter
unten finden Sie eine Kurziibersicht der Farbekriterien. Siehe hierzu die Interpretation
Guide for VENTANA anti-HER2/neu (4B5) Rabbit Monoclonal Primary Antibody staining
of breast and gastric carcinoma, die eine detailliertere Beschreibung mit Abbildungen
von Férbungen mit VENTANA HER?2 (4B5) enthalt.

Tabelle 4. Kriterien fiir die Intensitat und die Muster der Zellmembranférbung mit
VENTANA HER? (4B5) bei Brustkrebs.

Score (zur

Weiterleitung an den Beurteilung der
Farbemuster behandelnden Arzt) HER2-Féarbung
Keine Membranfarbung .
beobachtet 0 Negativ
Blasse, teilweise Farbung
der Membran in jedem 1+ Negativ
Bereich der Krebszellen
Schwache, vollstandige
Farbung der Membran, mehr 2+ Nicht eindeutig*
als 10 % der Krebszellen
Intensive, vollstdndige
Farbung der Membran, mehr 3+ Positiv
als 10 % der Krebszellen

* Riickgriff auf ISH empfohlen
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Bewertungskonventionen fiir die Interpretation von VENTANA HER2 (4B5) bei

Magenkarzinome, die bei einer HER2-Protein-Uberexprimierung positiv beurteilt werden,
mussen folgende Schwellenwertkriterien beziiglich der Intensitat der Farbung (2+ oder
grolRer auf einer Skala von 0 bis 3+) und des prozentualen Anteils an positiven
Tumorzellen erfilllen. Die Farbung muss sich in der Zellmembran befinden, aber braucht
nicht den gesamten Umfang zu belegen, da die basolaterale Farbung regelmaRig
beobachtet wird und fiir die Wertung berticksichtigt werden sollte. Die Farbung des
Zytoplasmas bzw. des Zellkerns kann vorliegen, aber diese Farbung wird fiir eine
positive Bestimmung nicht herangezogen. Bei Magenkrebs héngt der Prozentsatz der
positiven Tumorzellen davon ab, ob die Probe einer Biopsie (= 5 kohésive Zellen) oder
Resektion (= 10 %) entstammt.

Beim Aufstellen der Wertungsrichtlinien fiir die HER2-Immunhistochemie bei Magenkrebs!5
solite beachtet werden, dass trotz einer starken Membranfarbung als Nachweis einer
HER2-Uberexprimierung in neoplastischen Zellen diese nicht vollstandig umlaufend sein

muss.

Ruschoff et al. berichteten tber diffuse Zytoplasma-Farbungen mit oder ohne
Zellkernfarbung bei Magenkrebs.16 Nur die Membranfarbung darf fiir die Bestimmung

der HER2-Protein-Exprimierung von Magenkrebs herangezogen werden.

Die immunhistochemische Farbung mit dem Klon 4B5 kann Zytoplasma- und
Zellkernfarbungen der gesunden Magenschleimhaut und seltener der neoplastischen
Zellen bei Magenkrebs und Magen-/Speiseréhrenkrebs erzeugen. Die Natur dieser
Zytoplasma- und Zellkernfarbung ist gegenwartig unbekannt. Dieses Farbungsmuster
sollte nicht mit der diskreten Membranfarbung verwechselt werden, da es fiir einen
positiven Nachweis fur HER2 in neoplastischen Zellen indikativ ist.
Siehe hierzu die Interpretation Guide for VENTANA anti-HER2/neu (4B5) Rabbit
Monoclonal Primary Antibody staining of breast and gastric carcinoma,
die eine detailliertere Beschreibung mit Fotomikrografien von Féarbungen mit VENTANA

HER? (4B5) enthalt.

Tabelle 5. Kriterien fiir die Intensitat und die Muster der Zellmembranférbung mit
VENTANA HER?2 (4B5) bei Magenkrebs.

Score (Bericht
an den Beurteilung

Farbungsmuster — Farbungsmuster — anfordernden |der HER2-
Resektionsproben Biopsieproben Arzt) Farbung
Keine Reaktivitat oder  |Keine Reaktivitat oder
Membranreaktivitat bei | Membranreaktivitat in 0 Negativ
<10 % der Tumorzellen [den Tumorzellen
Schwache/kaum Tumorzell-Cluster*
wahrnehmbare mit schwacher/kaum
Membranreaktivitdt bei  [wahrehmbarer
210 % der Tumorzellen; |Membranreaktivitét, 1+ Negativ
Zellen sind nur bei einem |ungeachtet des
Teil ihnrer Membran reaktiv | prozentualen Anteils an

gefarbten Tumorzellen
Schwach bis méRig Tumorzell-Cluster mit
vollsténdige, basolaterale | einer schwach bis méRig
oder laterale vollstandigen,
Membranreaktivitét bei basolateralen oder 24 Nicht
=10 % der Tumorzellen | lateralen eindeutig**

Membranreaktivitét,

ungeachtet des Anteils

an gefarbten Tumorzellen
Starke und vollstédndige, | Tumorzell-Cluster mit einer
basolaterale oder laterale |starken und vollstdndigen,
Membranreaktivitdt bei  [basolateralen oder
=10 % der Tumorzellen | lateralen 3+ Positiv

Membranreaktivitat,

ungeachtet des Anteils

an gefarbten Tumorzellen
* 2 5 kohdsive Zellen
** Ruckgriff auf ISH empfohlen
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EINSCHRANKUNGEN
Allgemeine Einschrankungen

1.

10.

Die Immunhistochemie ist ein aus mehreren Schritten bestehendes
Diagnoseverfahren, das hinsichtlich der Wahl der geeigneten Reagenzien und
Gewebeproben sowie beziiglich Fixierung, Aufbereitung und Préparation der
immunhistochemischen Objekttrager und der Interpretation der Farbeergebnisse
eine besondere Schulung erfordert.

Die Gewebefarbung ist von sachgemaRer Behandlung und Aufbereitung des
Gewebes vor dem Férben abhéngig. UnsachgeméRes Fixieren, Einfrieren,
Auftauen, Waschen, Trocknen, Erhitzen, Schneiden oder die Kontamination mit
anderen Geweben oder Fliissigkeiten kann zu Artefakten, Antikérper-Trapping
oder falsch-negativen Ergebnissen fiihren. Inkonsistente Ergebnisse kénnen die
Folge von Abweichungen bei Fixierungs- und Einbettungsmethoden oder von
inhérenten UnregelmaRigkeiten innerhalb des Gewebes sein.

UberméRige oder unvollstandige Gegenfarbung kann die korrekte Interpretation
der Ergebnisse beeintréchtigen.

Die klinische Interpretation jeglicher positiver Gewebeférbung oder deren Fehlen
muss anhand der Krankengeschichte, der Morphologie und sonstiger
histopathologischer Kriterien erfolgen. Die klinische Interpretation der
Gewebefarbung oder deren Fehlen muss durch morphologische Untersuchungen
und korrekte Kontrollen sowie andere diagnostische Tests vervollstandigt werden.
Es liegt in der Verantwortung des qualifizierten Pathologen, zur Auswertung der
eingefarbten Préparate mit den zur Farbung verwendeten Antikdrpern,
Reagenzien und Methoden vertraut zu sein. Die Farbung muss in einem
zertifizierten, lizenzierten Labor unter der Aufsicht eines Pathologen durchgefiihrt
werden, der fiir die Uberpriifung der gefarbten Objekttrager sowie die
Sicherstellung adaquater positiver und negativer Kontrollen verantwortlich ist.
Ventana-Antikérper und -Reagenzien werden in der optimalen Konzentration zur
Verwendung entsprechend der Gebrauchsanweisung geliefert. Abweichungen von
den empfohlenen Testverfahren kdnnen die erwarteten Ergebnisse ungiiltig
machen. Es miissen entsprechende Kontrollen durchgefiihrt und dokumentiert
werden. Anwender, die von den empfohlenen Testverfahren abweichen, tragen
die Verantwortung fir die Interpretation der Patientenergebnisse.

Dieses Produkt ist nicht firr die Anwendung in der Durchflusszytometrie ausgelegt,
und es liegen keine Leistungsmerkmale vor.

Bei Gewebe, das im Vorfeld nicht getestet wurde, kdnnen unerwartete Reaktionen
mit den verwendeten Reagenzien auftreten. Aufgrund der biologischen
Schwankungen bei Antigenexpression in Neoplasmen oder anderem
pathologischen Gewebe kénnen unerwartete Reaktionen auch bei getesteten
Gewebegruppen nicht vollkommen ausgeschlossen werden.17 Bei dokumentierten
unerwarteten Reaktionen den zusténdigen Kundendienstmitarbeiter versténdigen.
Gewebeproben von Personen mit Hepatitis-B-Infektion und mit dem Hepatitis-B-
Oberflachenantigen (HBsAg) kénnen mit Meerrettichperoxidase zu unspezifischer
Farbung fiihren.18

Falsch positive Ergebnisse kdnnen durch nicht immunologische Bindung von
Proteinen oder Substratreaktionsprodukten entstehen. Je nach Art der
verwendeten Immunférbung kénnen sie ebenfalls durch Pseudoperoxidase-
Aktivitat (Erythrozyten), endogene Peroxidase-Aktivitat (Cytochrom C) oder
endogenes Biotin (z. B. Leber, Hirn, Brust, Niere) verursacht werden.19

Wie bei jedem immunhistochemischen Test bedeutet ein negatives Ergebnis
lediglich, dass das fragliche Antigen nicht nachgewiesen wurde, nicht jedoch,
dass das Antigen in den untersuchten Zellen/Geweben nicht vorhanden ist.

SPEZIFISCHE EINSCHRANKUNGEN

1

Der Antikérper wurde wie in den Tabellen 1 und 2 angegeben fiir VENTANA-
Plattformen und -Nachweismittel optimiert. Durch unterschiedliche Gewebefixierung
und -aufbereitung kann es erforderlich sein, die Inkubationszeit der Primarantikorper
je nach Probe nach oben oder unten zu variieren. Weiterfihrende Informationen tiber
Fixierungsvariablen siehe ,Jmmunohistochemistry Principles and Advances".20

In Kombination mit VENTANA-Detektionskits und- zubeh6r weist der Antikrper
Antigene nach, die eine ubliche Formalinfixierung, Gewebeaufbereitung und -
sektionierung tiberleben. Benutzer, die von den empfohlenen Testverfahren
abweichen, tragen die Verantwortung fiir die Interpretation und Validierung der
Patientenergebnisse.

Knochenmark wurde nicht auf Spezifitat getestet. Der Benutzer muss sich vor der
Interpretation der Farberesultate von der ordnungsgeméfen Farbung der oben
genannten Gewebe Uberzeugen.
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Die immunhistochemische Farbung mit dem Klon 4B5 kann Zytoplasma- und
Zellkernfarbungen der gesunden Magenschleimhaut und seltener der
neoplastischen Zellen bei Magenkrebs und Magen-/Speiserdhrenkrebs erzeugen.
Die Natur dieser Zytoplasma- und Zellkernfarbung ist gegenwartig unbekannt.
Dieses Farbemuster sollte nicht mit der diskreten Membranfarbung verwechselt
werden, die ein Hinweis auf HER2-Positivitat von neoplastischen Zellen ist.

LEISTUNGSMERKMALE

Die Leistungsfahigkeit des VENTANA HER2 (4B5)-Antikdrpers wurde in Vergleichsstudien
zu Spezifitét, Wiederholbarkeit und Methode tberpriift. Die gesamte Férbung erfolgte unter
Einhaltung des oben aufgefiihrten iVIEW DAB Detection Kit-Protokolls auf einem
Benchmark XT-Farbeautomaten, sofern nicht anderweitig angegeben. Die Daten wurden
zuerst fiir Brustkrebs, anschlie3end fiir Magenkrebs vorgestellt.

1.

Spezifitat: Die Spezifitat von Klon 4B5 wurde durch eine Studie bestimmt, die keine
spezifische Membranfarbung fiir die meisten gesunden Gewebe zeigte.

Es wurden die folgenden Farberesultate erzielt: Nebenniere (0/3), Brust (0/3),
Kleinhirm (0/3), Gehirn (0/3), Zervix (0/3), Kolon (0/3), Osophagus (1/3), Herz (0/2),
Niere (0/3), Leber (0/3), Lunge (0/3), Mesothelzellen (0/3), Eierstocke (0/3), Pankreas
(0/3), Nebenschilddriise (1/3, fokale Membranfarbung), peripherer Nerv (1/3),
Hypophyse (0/2), Prostata (1/3), Speicheldriise (0/3), Skelettmuskel (0/3), Haut (0/3),
Diinndarm (0/3), Milz (0/3), Magen (0/3), Hoden (0/3), Thymus (0/2), Schilddriise
(0/3), Tonsille (2/3 fokale Farbung der Oberflachenepithelzellen) und Uterus (0/3).
Die Spezifitat von Klon 4B5 wurde auch durch eine Studie bestimmt, die keine
spezifische Membranférbung bei den meisten neoplastischen Geweben zeigte.
Es wurden die folgenden Férberesultate erzielt: Brustkrebs (1/4), Karzinoid (0/2),
Kolonkrebs (1/3), hepatozellularer Krebs (0/5), Leiomyom (0/2), Lungenkrebs (0/2),
Lymphom (0/3), Melanom (0/2), Eierstockkrebs (1/2), Pankreaskrebs (0/3),
Prostatakrebs (0/3), Nierenzellkrebs (0/5), Sarkom (0/2), Magenkrebs (0/3),
Schilddriisenkrebs (0/3) und undifferenzierter Krebs (0/1).

Positive Farbungen bei Mandelepithel, Speiseréhrenepithel, Prostata, Nerven,
Nebenschilddriise, Brustkrebs, Dickdarm und Eierstockkrebs sind konsistent mit
der verdffentlichten Literatur zur Exprimierung von HER2.

Empfindlichkeit: Die Empfindlichkeit wird in den Tabellen 9 und 11 aufgezeigt:
Klon-4B5-IHC-Konsenswerte von drei Pathologen im Vergleich zu FISH.

Die Reproduzierbarkeit innerhalb eines Farbedurchlaufs auf den Férbeinstrument-
Plattformen BenchMark und BenchMark XT wurde durch die Férbung von jeweils
drei Objekttragern von funf Brustkrebsgeweben mit einer Bewertung von 0, 1+, 2+
und 3+ der HER2-Expression ermittelt. In jedem der Félle farbten sich drei von
drei Objekttragern in angemessener Weise innerhalb eines Laufs und bei allen
getesteten Instrumentenplattformen. Benutzern wird empfohlen, die
Wiederholprézision der Ergebnisse innerhalb von L&ufen zu tberpriifen, indem sie
verschiedene Sétze serieller Schnitte mit niedrigen, mittleren und hohen
Antigenkonzentrationen in einem Lauf farben.

Die Reproduzierbarkeit der Farbung zwischen Férbelaufen und Plattformen wurde
durch Férbung von jeweils drei Objekttrdgern von fiinf Brustkrebsgeweben mit einer
Bewertung von 0, 1+, 2+ und 3+ der HER2-Expression in drei verschiedenen L&ufen
auf den Geréateplattformen BenchMark und BenchMark XT ermittelt. In jedem der
Falle farbten sich neun von neun Objekttrdgern in angemessener Weise innerhalb
von drei Gerételaufen und bei allen getesteten Geréateplattformen.

Inter-Labor- und Inter-Ausleser-Bewertungsreproduzierbarkeit des BenchMark XT-
Geréts: Drei Labors nahmen an der Inter-Labor-Reproduzierbarkeitsstudie teil.
Objekttrager mit neutral gepufferten, formalinfixierten Gewebeschnitten von 40 Féllen
invasiver Mammakarzinome [jeweils 10 aus jeder HER2-Kategorieklasse (0-1+, 2+,
3+)] und sechs (6) PATHWAY HER-2 4 in 1 Control Slides wurden an jedes der
Labors zum Férben auf einem VENTANA BenchMark XT-Férbeautomaten mit Hilfe
des empfohlenen Férbeprotokolls gesandt. Die Kontrollen umfassten PATHWAY
HER-2 4 in 1 Control Slides und einen zweiten Objekttrager fiir jeden Fall, der mit
einem negativen Ig-Reagenz gefarbt war. In keiner der Einrichtungen gab es im
Rahmen der durchgefiihrten Kontrollen ungiiltige L&ufe. Die Ergebnisse wurden von
Ventana analysiert. VierunddreiR3ig von vierzig (34/40) Objekttragern zeigten tiber die
Einrichtungen hinweg eine &hnlich starke Farbeintensitét. Sechs Proben (6/40 oder
15 %) wichen um nicht mehr als einen Intensitatsschritt ab. Drei (3/6) Proben wichen
um einen Wert zwischen 0 und 1+ ab, beide Werte werden als negativ angesehen.
Zwei Proben (2/40 oder 5 %) wichen um einen Wert zwischen 2+ und 3+ ab, und ein
Probe (1/40) um einen Wert zwischen 1+ und 2+.
Inter-Ausleser-Bewertungsreproduzierbarkeit des BenchMark XT-Gerats: In allen
40 Féllen (100 %) stimmten mindestens zwei von drei Pathologen iberein.
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7. Die Charge-zu-Charge-Reproduzierbarkeit wurde durch automatische Férbung
von finf Brustkrebsgeweben mit HER2-Exprimierungs-Scores von 0, 1+, 2+, and
3+ anhand von drei Chargen HER2 (4B5) bestimmt. Die gefarbten Gewebeproben
wurden von drei qualifizierten Pathologen auf einer Skala von 0 bis 3+ bewertet.
Es gab eine 100 %ige Ubereinstimmung zwischen den Chargen und den
Auslesern bezuglich der drei Objekttrager und der finf gefarbten Gewebe.

8.  Vergleichsstudien von Klon 4B5 eines monoklonalen Kaninchen-Antikdrpers mit
dem Klon des monoklonalen Maus-Antikdrpers PATHWAY HER-2/neu (CB11):
Zusammenfassung der durchgefiihrten Studien. Es wurde eine
Methodenvergleichsstudie durchgefihrt, um die Korrelation von Klon 4B5 mit
PATHWAY HER-2/neu (CB11) und PathVysion Her-2 FISH zu priifen, beides
friiher bereits von der FDA zugelassene Diagnostik-Tests. Sechs Priifer nahmen
an der Studie teil. Zwei Gruppen bestehend aus drei verschiedenen Priifern
bewerteten zwei unabhéngige Kohorten (Kohorte 1: n=178, Kohorte 2: n=144)
unter Verwendung von bekannten Brustkrebsfallen, die mit PATHWAY HER-2/neu
(CB11) und dem Klon 4B5 geférbt wurden. Die FISH-Daten wurden der
Patientengeschichte entnommen. Ein Konsenswert der drei Ausleser wurde fiir
jeden Antikdrper und jeden Fall erzeugt, um die Variabilitat innerhalb der Ausleser,
die bei der Bewertung von HER2 bekannt war, zu reduzieren.2122.23 Es wurden
insgesamt 322 Félle bewertet. Die mit PATHWAY HER-2/neu (CB11) gefarbten
Objekttrager wurden gemaR den in der Packungsbeilage von PATHWAY
HER-2/neu (CB11) angegebenen Herstelleranweisungen verarbeitet und gefarbt.
Es lag im Durchschnitt ein Jahr zwischen der Farbung und der Priifung der mit
PATHWAY HER-2/neu (CB11) gefarbten Objekttréger. Da die Bewertungen eines
der sechs Ausleser auRerhalb des Konfidenzintervalls (KI) lagen, wurden die
Daten der beiden Kohorten wie folgt vorgestellt:

Reproduzierbarkeit der Proben der Vergleichsstudie zwischen den Pathologen
Tabelle 6. Kohorte 1: Konsens-IHC-Scores der drei Pathologen.

PATHWAY HER-2/neu (CB11)-Score
Klon 4B5-Score | 3+ 2+ 0,1+ Gesamt
3+ 29 24 5 58
2+ 2 13 17 32
0,1+ 0 0 53 53
Gesamt 31 37 75 143

Kohorte 1: Eigenschaften der Ergebnisse fiir die 3x3-Darstellung.
Gesamtiibereinstimmung ist 29+13+53/143 = 66,4 % (95 % Kl = 38,6 %, 59,7 %).

Kohorte 1: Leistungsmerkmale fiir die 2x2-Présentation (die Bewertungen HER-2-
Antikérper-positiv (2+ und 3+) und -negativ (0+ und 1+) sind zusammengefasst).

Positive prozentuale Ubereinstimmung ist 29+2+24+13/31+37 = 100 %
(95 % KI = 97,5 % — 100 %).
Negative prozentuale Ubereinstimmung ist 53/75 = 70,7 %
(95 % Kl = 58,5 % — 80,1 %).
Gesamtiibereinstimmung ist 20+24+2+13+53/143 = 84,7 % (95 % Kl = 78,2 % — 90,0 %).

Tabelle 7. Kohorte 2: Konsens-IHC-Scores der drei Pathologen.

PATHWAY HER-2/neu (CB11)-Score
Klon 4B5-Score 3+ 2+ 0,1+ Gesamt
3+ 72 1 0 73
2+ 1 12 5 18
0, 1+ 0 7 80 87
Gesamt 73 20 85 178

Kohorte 2: Eigenschaften der Ergebnisse fiir die 3x3-Darstellung.
Gesamtiibereinstimmung ist 72+12+80/178 = 92,1 % (95 % Kl = 80,1 % - 93,1 %).
Kohorte 2: Eigenschaften der Ergebnisse fir die 2x2-Darstellung (Werte fir HER2-
Antikdrper positiv (2+ und 3+) und negativ (0+ und 1+) sind kombiniert).
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Positive prozentuale Ubereinstimmung ist 72+12+1+1/73+20 = 92,5 %
(95 % KI = 85,2 % — 96,9 %).
Negative prozentuale Ubereinstimmung ist 80/85 = 94,1 %
(95 % KI = 86,8 % — 98,1 %).
Gesamtibereinstimmung ist 72+12+1+1+80/178 = 93,3 % (95 % KI = 88,5 % — 96,4 %).

Tabelle 8. Kohorte 1: Konsens fiir PATHWAY HER-2/neu (CB11)-IHC-Scores der
drei Pathologen im Vergleich zu FISH.

PATHWAY HER- FISH-Ergebnis

2/neu (CB11)-Score | Positiv Negativ Gesamt
3+ 32 0 32

2+ 32 5 37

0, 1+ 22 53 75
Gesamt 86 58 144

Kohorte 1: Eigenschaften der Ergebnisse fiir PATHWAY HER-2/neu (CB11) und FISH,
2x2-Darstellung (in der die Werte 2 und 3 als positiv erachtet wurden).

Positive prozentuale Ubereinstimmung ist 32+32/86 = 74,4 %
(95 % KI = 63,8 % — 83,2 %).

Negative prozentuale Ubereinstimmung ist 53/58 = 91,4 %
(95% KI=80,9%-97,1%).
Gesamtubereinstimmung ist 32+32+53/144 = 81,2 % (95 % Kl = 73,9 % - 87,2 %).

Tabelle 9. Kohorte 1: Klon-4B5-IHC-Konsenswerte von drei Pathologen im Vergleich zu FISH.

FISH-Ergebnis
Klon 4B5-Score Positiv Negativ Gesamt
3+ 55 3 58
2+ 25 8 33
0, 1+ 6 47 53
Gesamt 86 58 144

Kohorte 1: Eigenschaften der Ergebnisse fiir Klon 4B5 und FISH, 2x2-Darstellung
(in der die Werte 2 und 3 als positiv erachtet wurden).

Positive prozentuale Ubereinstimmung ist 55+25/86 = 93,0 %
(95 % KI = 87,9 % — 96,3 %).
Negative prozentuale Ubereinstimmung ist 47/58 = 81,0 %
(95 % KI = 73,4 % — 86,0 %).
Gesamtilbereinstimmung ist 55+25+47/144 = 88,2 % (95 % Kl = 82,1 % — 92,2 %).

Tabelle 10. Kohorte 2: Konsens fiir PATHWAY HER-2/neu (CB11)-IHC-Scores der
drei Pathologen im Vergleich zu FISH.

PATHWAY HER- FISH-Ergebnis

2/neu (CB11)-Score Positiv Negativ Gesamt
3+ 72 1 73

2+ 13 7 20

0,1+ 8 77 85
Gesamt 93 85 178

Kohorte 2: Eigenschaften der Ergebnisse fiir PATHWAY HER-2/neu (CB11) und FISH,
2x2-Darstellung (in der die Werte 2 und 3 als positiv erachtet wurden).

Positive prozentuale Ubereinstimmung ist 72+13/93 = 91,3 %
(95 % Kl =85,0 % - 96,7 %).

Negative prozentuale Ubereinstimmung ist 77/85 = 90,6 %
(95 % KI = 83,9 % — 96,3 %).

Gesamtibereinstimmung ist 72+13+77/178 = 91,0 % (95 % KI = 86,5 % — 94,9 %).
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Tabelle 11. Kohorte 2: Klon-4B5-IHC-Konsenswerte von drei Pathologen im Vergleich
zu FISH.

FISH-Ergebnis
Klon 4B5-Score Positiv Negativ Gesamt
3+ 72 1 73
2+ 11 7 18
0, 1+ 10 7 87
Gesamt 93 85 178

Kohorte 2: Eigenschaften der Ergebnisse fiir Klon 4B5 und FISH, 2x2-Darstellung
(in der die Werte 2 und 3 als positiv erachtet wurden).

Positive prozentuale Ubereinstimmung ist 72+11/93 = 89,2 %
(95 % Kl = 82,5 % - 95,1 %).
Negative prozentuale Ubereinstimmung ist 77/85 = 90,6 %
(95 % Kl = 84,0 % — 96,4 %).
Gesamtibereinstimmung ist 72+11+77/178 = 90,0 % (95 % Kl = 85,4 % — 93,6 %).

Reproduzierbarkeit der Proben der Vergleichsstudie zwischen den Pathologen

Da bekannt ist, dass verschiedene Pathologen beziiglich der immunhistologischen
Préparate zu unterschiedlichen Interpretationen gelangen kdnnen, arbeiteten in jeder der
beiden Kohorten jeweils drei Pathologen (insgesamt also 6 Pathologen), um alle Proben
auszulesen. Es wurde eine Zwei-von-Drei-Regel angewandt, um uber die Endergebnisse
zu entscheiden. Unten finden Sie eine Zusammenfassung der von den drei Pathologen
erarbeiteten variablen Ergebnisse der Vergleichsstudienproben nach Kohorte.

Tabelle 12. Kohorte 1: Klon 4B5-Score fiir die drei Pathologen.

Klon 4B5-Score
HER2-Score Prifer 1 Prifer 2 Prifer 3
3+ 72 70 73
2+ 22 19 18
0,1+ 80 89 87
Gesamt 174 178 178

Hinweis: Insgesamt drei Proben variierten um mehr als eine Stufe (d. h. 0, 2+),
als sie von den drei Pathologen bewertet wurden.

Probe 1: Ein Pathologe vergab 2+, zwei Pathologen vergaben 0+.
Probe 2: Ein Pathologe vergab 0+, zwei Pathologen vergaben 2+.
Probe 3: Ein Pathologe vergab 0+, der zweite 1+ und der dritte 2+.

Tabelle 13. Kohorte 1: PATHWAY HER-2/neu (CB11)-Bewertung der drei Pathologen.

PATHWAY HER-2/neu (CB11)-Score
HER2-Score Prifer 1 Priifer 2 Prifer 3
3+ 72 75 73
2+ 22 22 18
0,1+ 80 81 87
Gesamt 174 178 178

Hinweis: Insgesamt eine Probe variierte um mehr als eine Stufe
(d. h. 1-3+), als sie von den drei Pathologen bewertet wurde.

Probe 1: Ein Pathologe vergab 1+, der zweite 2+ und der dritte 3+.

2013-10-09 7116
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Tabelle 14. Kohorte 2; Klon 4B5-Score fiir die drei Pathologen.

Klon 4B5-Score
HER2-Score Prifer 4 Prifer 5 Priifer 6
3 59 65 50
2 30 28 39
0,1 52 51 55
Gesamt 141 144 144

Hinweis: Insgesamt sechs Proben wichen bei der Bewertung durch die drei
Pathologen um mehr als einen Einheitenschritt (z. B. 0, 3+) ab.

Probe 1: Ein Pathologe vergab 0+, der zweite 0+ und der dritte 2+.
Probe 2: Ein Pathologe vergab 1+, der zweite 1+ und der dritte 3+.
Probe 3: Ein Pathologe vergab 0+, der zweite 2+ und der dritte 2+.
Proben 4 und 5: Ein Pathologe vergab 0+, der zweite 2+ und der dritte 2+.
Probe 6: Ein Pathologe vergab 0+, der zweite 3+ und der dritte 3+.

Tabelle 15. Kohorte 2: PATHWAY HER-2/neu (CB11)-Score fiir die drei Pathologen.

PATHWAY HER-2/neu (CB11)-Score
HER2-Score Prifer 4 Priifer 5 Priifer 6
3+ 31 37 28
2+ 38 32 47
0,1+ 75 75 69
Gesamt 144 144 144

Hinweis: Insgesamt acht Proben variierten um mehr als eine Stufe

(d. h. 0, 2+), als sie von den drei Pathologen bewertet wurden.

Proben 1 - 6: Ein Pathologe vergab 0+, der zweite 1+ und der dritte 2+.
Proben 7 und 8: Ein Pathologe vergab 0+, der zweite 2+ und der dritte 2+.

Im Folgenden finden Sie eine Aufstellung der Bereiche der Prozentiibereinstimmungen
Uber die Paare der Pathologen hinweg (drei Paare pro Kohorte).

Tabelle 16. Bereiche der 2x2*-Ubereinstimmungen fiir die drei Pathologen.

Gesamtibereinstimmung I?ositi\_/e . l}legati_ve .
in Prozent pberelnstlmmung _Uberelnstlmmung
in Prozent in Prozent

Klon 4B5 im Vergleich zu PATHWAY HER-2/neu (CB11)
Kohorte 1: 82,6 - 86,9% 97,3 - 100,0% 68,0% - 75,4%
Kohorte 2: 88,2 - 95,5% 87,6 - 95,6% 86,1 - 95,4%
Klon 4B5 im Vergleich zu FISH
Kohorte 1: 86,8 — 88,2% 90,7 -94,2% 79,3 -81,0%
Kohorte 2: 87,4 -89,9% 88,2 - 90,0% 84,5-91,8%
Vergleich zwischen PATHWAY HER-2/neu (CB11) und FISH
Kohorte 1: 79,9 - 84,0% 73,3-80,2% 89,7 -89,7%
Kohorte 2: 84,8% - 93,3% 86,7 - 92,5% 82,7-94,1%

*0, 1+ = negativ. 2+ und 3+ = positiv.

Schlussfolgerung: Die Daten aus diesen Studien weisen darauf hin, dass der
Primérantikérper von Klon 4B5 bei der Auffindung der richtigen Membranfarbung fiir
gesunde und neoplastische Gewebe spezifisch und reproduzierbar war. Die Daten des
Methodenvergleichs zeigten, dass der Antikrper von Klon 4B5 als Hilfe bei der
Beurteilung von Brustkrebspatienten indiziert ist, fiir die eine Behandlung mit Herceptin
in Betracht gezogen wird.
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Leistungsmerkmale des BenchMark ULTRA-Geréts unter Verwendung
des iVIEW DAB Detection Kit oder ultraView Universal DAB Detection Kit:

Inter-Labor- und Inter-Tag-Reproduzierbarkeit der Farbung des BenchMark ULTRA-
Geréts: Drei Laboratorien in verschiedenen Einrichtungen in den Vereinigten Staaten
haben an der Studie zur Inter-Labor-Wiederholprézision teilgenommen. Objekttrager
mit formalinfixierten, in Paraffin eingebetteten Gewebeschnitten von 48 Féllen
invasiver Mammakarzinome [12 aus jeder HER2-Klassifikationskategorie (0, 1+, 2+,
3+)]und 1 Paar PATHWAY HER-2 4 in 1 Control Slides fiir jeden der 12 Férbeldufe
wurden an die Studieneinrichtungen zum Férben in einem VENTANA BenchMark
ULTRA-Farbeautomaten unter Verwendung des empfohlenen Farbeprotokolls und
des ultraView Universal DAB Detection Kit verteilt. Die Kontrollen umfassten
PATHWAY HER-2 4 in 1 Control Slides und einen zweiten Objekttréger fiir jeden
Fall, der mit einem negativen Ig-Reagenz geférbt war. Pathologen, die gegentiber
dem Fallstatus verblindet waren, bewerteten die Objekttrdger und gaben einen
Klinischen Score ab (d. h. 0, 1+, 2+, 3+). Die Ergebnisse wurden von Ventana
analysiert. Mit Hilfe einer Standardnomenklatur fiir 2x2-Tafeln wurde die
durchschnittliche positive Ubereinstimmung (APA) iiber die Einrichtungen als
[2a/(2a+b+c)] und die durchschnittliche negative Ubereinstimmung (ANA) als
[2d/(2d+b+c)] berechnet. Uber alle Einrichtungen hinweg betrug die APA zwischen
den Einrichtungen auf der Basis der klinischen Bewertungen (positiv, negativ) 90,0 %
(108/120), und die ANA betrug 92,9 % (156/168). Fiir einen paarweisen Vergleich der
Einrichtungen wurde die

APA als a/(a+c) und die ANA als d/(b+d) berechnet. Die APA-Raten zwischen den
Einrichtungen betrugen 93,0 % (40/43), 87,2 % (34/39) und 89,5 % (34/38) fiir
Einrichtung A vs. Einrichtung B, Einrichtung A vs. Einrichtung C beziehungsweise
Einrichtung B vs. Einrichtung C. Die ANA-Raten zwischen den Einrichtungen
betrugen 94,3 % (50/53), 91,2 % (52/57) und 93,1 % (54/58) fir Einrichtung A vs.
Einrichtung B, Einrichtung A vs. Einrichtung C beziehungsweise Einrichtung B vs.
Einrichtung C.

Die folgenden Tabellen sind 3x3-Darstellungen der Ergebnisse fiir jeden Ausleser,
basierend auf den klinischen Scores, in denen 2+ und 3+ getrennt waren.

Tabelle 17. 3x3-Analyse der Inter-Labor-Ubereinstimmungsrate von Einrichtung A und
Einrichtung B fiir Klon 4B5 im BenchMark ULTRA mit dem ultraView Universal DAB
Detection Kit.

Einrichtung B
Einrichtung A 3+ 2+ 0,1+ Gesamt
3+ 12 2 0 14
2+ 0 6 2 8
0,1+ 0 1 25 26
Gesamt 12 9 27 48
Prozentuale Gesamtiibereinstimmung (OPA): n/N (%) 43/48 (89,6)

Tabelle 18. 3x3-Analyse der Inter-Labor-Ubereinstimmungsrate von Einrichtung A und
Einrichtung C fiir Klon 4B5 im BenchMark ULTRA mit dem ultraView Universal DAB
Detection Kit.

Roche)

Tabelle 19. 3x3-Analyse der Inter-Labor-Ubereinstimmungsrate von Einrichtung B und
Einrichtung C fur Klon 4B5 im BenchMark ULTRA mit dem ultraView Universal DAB
Detection Kit.

Einrichtung C
Einrichtung B 3+ 2+ 0,1+ Gesamt
3+ 12 0 0 12
2+ 0 5 4 9
0, 1+ 0 0 27 27
Gesamt 12 5 31 48
Prozentuale Gesamtubereinstimmung (OPA): n/N (%) 44/48 (91,7)

Einrichtung C
Einrichtung A 3+ 2+ 0,1+ Gesamt
3+ 12 1 1 14
2+ 0 4 4 8
0,1+ 0 0 26 26
Gesamt 12 5 31 48
Prozentuale Gesamtiibereinstimmung (OPA): n/N (%) 42/48 (87,5)

2013-10-09
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10.

11.

BenchMark ULTRA Inter-Tag-Reproduzierbarkeit der Farbung des Gerats:

Der Anteil der Inter-Tag-Reproduzierbarkeit (IDR) der Studie umfasste 12 Félle

mit einer gewollten Streuung von ungefahr drei (3) Fallen fiir jeden klinischen Wert
(0, 1+, 2+, 3+). Die insgesamt finf Durchldufe auf dem BenchMark ULTRA-Gerét
dauerten in der einzelnen Einrichtung (Standort C), die den IDR-Anteil der Studie
durchfiihrte, etwas Uiber 20 Tage, so dass keine zwei Farbetage aufeinander folgten.
Die IDR-APA und -ANA-Raten waren, basierend auf dem klinischen

Score der Farbung von Klon 4B5 am Standort C, beide Uber alle Tage 100 %.

Die prozentualen Gesamtiibereinstimmungsraten (OPA) fir die Inter-Tag-Vergleiche,
basierend auf den klinischen Scores, betrugen fiir jeden der Tag-zu-Tag-Vergleiche
und fir alle Tage zusammengenommen 100 %.

Vergleichsstudie der BenchMark ULTRA-Farbeplattform mit den BenchMark
XT-Farbeplattformen:

Zwei férbende Laboratorien und drei ablesende Einrichtungen in den Vereinigten
Staaten nahmen an der Plattform-Vergleichsstudie teil. Objekttrager mit
formalinfixierten, in Paraffin eingebetteten Gewebeschnitten von 280 Fallen invasiver
Mammakarzinome [ungeféhr 70 Félle aus jeder HER2-Klassifikationskategorie (0, 1+,
2+, 3+)] wurden nach dem Zufallsprinzip an die beiden farbenden Einrichtungen (140
Falle fir jede Einrichtung) zum Férben auf einem BenchMark XT-Gerat und einem
BenchMark ULTRA-Gerat mit den jeweils empfohlenen Farbeprotokollen und dem
ultraView Universal DAB Detection Kit verteilt. Die Kontrollen umfassten PATHWAY
HER-2 4 in 1 Control Slides und einen zweiten Objekttrager fiir jeden Fall, der mit
einem negativen Ig-Reagenz gefarbt war. Die gefarbten Fallproben aus Einrichtung 1
und Einrichtung 2 wurden in vier Objekttragersets unterteilt und drei verschiedenen
qualifizierten Auslesern (Pathologen) vorgelegt (jeweils nur ein Set): einem Ausleser
in Einrichtung 1, einem in Einrichtung 2 und einem in Einrichtung 3. Die Pathologen,
die gegeniber dem Fallstatus und der Farbeplattform verblindet waren, bewerteten
alle vier Objekttragersets und gaben einen klinischen Score fiir jeden Fall ab (d. h. 0,
1+, 2+, 3+). Die Ergebnisse wurden von Ventana analysiert. Die PPA-Raten (und die
unteren Grenzen der zweiseitigen 95%-Konfidenzintervalle) fiir die Antikdrperfarbung
von Klon 4B5 im BenchMark ULTRA-Geréat gegeniiber dem BenchMark XT-Gerét
betrugen, basierend auf der klinischen Bewertung (positiv, negativ), 91,6 % (85,9),
91,2 % (85,3) und 94,9 % (89,3) fiir die Ausleser A, B bzw. C. Die NPA-Raten (und
die unteren Grenzen der zweiseitigen 95%-Konfidenzintervalle) fir die
Antikorperfarbung von Klon 4B5 im BenchMark ULTRA-Gerat gegentiber dem
BenchMark XT-Gerat waren basierend auf der klinischen Bewertung (positiv, negativ)
91,9 % (85,8), 93,8 % (88,3) und 99,3 % (96,3) fiir die Ausleser A, B bzw. C. Die
OPA zwischen der Farbung mit dem Klon 4B5 mit Hilfe des BenchMark ULTRA-
Geréts gegentiber dem BenchMark XT-Gerat betrug, basierend auf der 2x2-Analyse
der klinischen Bewertung (positiv, negativ), 91,8 %, 92,5 % und 97,4 % fir die
Ausleser A, B bzw. C. Die 3x3-Darstellung der Inter-Plattform-
Ubereinstimmungsraten fiir jeden einzelnen Ausleser sind basierend auf der
klinischen Wertung (0/1+, 2+, 3+) in den nachfolgenden Tabellen dargestellt:
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Tabelle 20. 3x3-Analyse der Inter-Plattform-Ubereinstimmungsraten — Ausleser A —
beim BenchMark ULTRA-Gerét im Vergleich zum BenchMark XT-Gerat.

BenchMark

ULTRA-Gerat BenchMark XT-Gerat

Ausleser A 3+ 2+ 0,1+ Gesamt

3+ 84 11 1 96

2+ 8 28 9 45

0,1+ 4 8 114 126
Gesamt 96 47 124 267
Prozentuale Gesamtiibereinstimmung: 226/267 (84,6) (79.8-88.5)

niN (%) (95 % KI)

Tabelle 21. 3x3-Analyse der Inter-Plattform-Ubereinstimmungsraten — Ausleser B —
beim BenchMark ULTRA-Gerét im Vergleich zum BenchMark XT-Gerat.

BenchMark

ULTRA-Gerat BenchMark XT-Gerat

Ausleser B 3+ 2+ 0,1+ Gesamt
3+ 64 2 1 67

2+ 3 56 7 66

0,1+ 2 10 122 134
Gesamt 69 68 130 267
Prozentuale Gesamtubereinstimmung: 2421267 (90,6) (86,5-93,6)

niN (%) (95 % KI)

Tabelle 22. 3x3-Analyse der Inter-Plattform-Ubereinstimmungsraten — Ausleser
C - beim BenchMark ULTRA-Gerat im Vergleich zum BenchMark XT-Gerét.

13.
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Vergleichsstudie mit dem iVIEW DAB Detection Kit und dem ultraView
Universal DAB Detection Kit:

Die Kohorte fiir Einrichtung 1 mit formalinfixierten, in Paraffin eingebetteten
Gewebeschnitten von 140 Fallen invasiver Mammakarzinome [ungefahr 35 Félle aus
jeder HER-2-Klassifikationskategorie (0, 1+, 2+, 3+)] wurde in einer Vergleichsstudie
mit dem iVIEW DAB Detection Kit und dem ultraView Universal DAB Detection Kit
bei der Farbung mit Klon 4B5 im BenchMark ULTRA-Férbeautomaten verwendet.
Ein farbendes Labor und drei ablesende Einrichtungen in den Vereinigten Staaten
nahmen an der Nachweis-Vergleichsstudie teil. Fir die Antikérperfarbung mit Klon
4B5 im BenchMark ULTRA-Gerét lagen die PPA-Raten der Ergebnisse, die mit den
Methoden des iVIEW DAB Detection Kit und des ultraView Universal DAB Detection
Kit erhalten wurden, basierend auf der klinischen Bewertung (positiv, negativ), bei
95,8 % (68/71), 96,9 % (63/65) und 96,5 % (55/57) fiir die Ausleser A, B bzw. C,

und die NPA-Raten der Nachweismethoden bei 90,8 % (59/65), 91,5 % (65/71) und
97,5 % (77/79) fiir die Ausleser A, B bzw. C. Die OPA-Raten zwischen den
Detektionskits betrugen 93,4 % (127/136), 94,1 % (128/136) und 97,1 % (132/136)
fiir die Ausleser A, B bzw. C. Die 3x3-Darstellung der Ubereinstimmungsraten des
Nachweisvergleichs firr jeden einzelnen Ausleser sind, basierend auf den klinischen
Scores (0/1+, 2+, 3+), in den nachfolgenden Tabellen dargestellt:

Tabelle 23. Ausleser A, Ubereinstimmungsraten fiir iVIEW DAB Detection Kit vs.
ultraView Universal DAB Detection Kit, 3x3-Analyse — Klon 4B5, Farbung auf dem

BenchMark ULTRA-Gerét.
iVIEW DAB
Detection Kit ultraView Universal DAB Detection Kit
Ausleser A 3+ 2+ 0,1+ Gesamt
3+ 43 5 0 48
2+ 3 17 6 26
0, 1+ 0 3 59 62
Gesamt 46 25 65 136
E/rﬁz(s/gtt(ge Djch(sl?mt'L]berelnsnmmung: 119/136 (87 5) (80,9-92,0)

Tabelle 24. Ausleser B, Ubereinstimmungsraten fiir iVIEW DAB Detection Kit vs.
ultraView Universal DAB Detection Kit, 3x3-Analyse — Klon 4B5, Farbung auf dem
BenchMark ULTRA-Gerét.

BenchMark

ULTRA-Gerat BenchMark XT-Gerat

Ausleser C 3+ 2+ 0, 1+ Gesamt
3+ 64 1 0 65

2+ 2 45 1 48

0,1+ 0 6 148 154
Gesamt 66 52 149 267
Prozentuale Gesamtiibereinstimmung: 2571267 (96,3) (93,2-98,0)
n/N (%) (95 % KI)

12.
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Inter-Pathologen-Reproduzierbarkeit der Proben in Plattformvergleichsstudien:

Positive und negative Ubereinstimmungsraten mit zweiseitigen 95%-
Konfidenzintervallen der Werte wurden fir die sechs méglichen paarweisen
Vergleiche zwischen den Auslesern firr jede Plattform berechnet.

Fir das BenchMark ULTRA-Gerét betrugen die PPA-Raten fiir die Ausleser A vs.
B,Avs.C,Bvs.C,Bvs. A, Cvs. Aund Cvs. B 94,7 % (126/133), 98,2 %
(111/113), 98,2 % (111/113), 89,4 % (126/141), 78,7 % (111/141) bzw. 83,5 %
(111/133). Die NPA-Raten fiir die Ausleser Avs. B, Avs. C,Bvs. C,Bvs. A, Cvs.
Aund C vs. B betrugen 88,8 % (119/134), 80,5 % (124/154), 85,7 % (132/154),
94,4 % (119/126), 98,4 % (124/126) und 98,5 % (132/134). Am hdchsten war die
OPA-Rate zwischen Ausleser A und Ausleser B (91,8 %), niedriger zwischen
Ausleser B und Ausleser C (91,0 %) sowie Ausleser A und Ausleser C (88,8 %).

Fur das BenchMark XT-Gerdt betrugen die PPA-Raten fiir die Ausleser A vs. B, A
vs.C,Bvs.C,Bvs. A, Cvs. Aund C vs. B 94,9 % (130/137), 98,3 % (116/118),
98,3 % (116/118), 90,9 % (130/143), 81,1 % (116/143) bzw. 84,7 % (116/137). Die
NPA-Raten fiir Ausleser Avs. B, Avs.C,Bvs.C,Bvs.A,Cvs.Aund Cvs. B
betrugen 90,0 % (117/130), 81,9 % (122/149), 85,9 % (128/149), 94,4 % (117/124),
98,4 % (122/124) beziehungsweise 98,5 % (128/130). Am hdchsten war die OPA-
Rate zwischen Ausleser A und Ausleser B (92,5 %), niedriger zwischen Ausleser B
und Ausleser C (91,4 %) sowie Ausleser A und Ausleser C (89,1 %).

9/16
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iVIEW DAB

Detection Kit | ultraView Universal DAB Detection Kit

Ausleser B 3+ 2+ 0,1+ Gesamt

3+ 32 0 0 32

2+ 0 il 6 37

0, 1+ 1 1 65 67

Gesamt 33 32 71 136

Prozentuale Gesamtiibereinstimmung:

nIN (%) (95 % KI) 128/136 (94,1) (88,8-97,0)
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Tabelle 25. Ausleser C, Ubereinstimmungsraten fiir iVIEW DAB Detection Kit vs.
ultraView Universal DAB Detection Kit, 3x3-Analyse — Klon 4B5, Férbung auf dem

BenchMark ULTRA-Gerét.
iVIEW DAB
Detection Kit | ultraView Universal DAB Detection Kit
Ausleser C 3+ 2+ 0,1+ Gesamt
3+ 32 0 0 32
2+ 0 23 2 25
0,1+ 0 2 77 79
Gesamt 32 25 79 136
i;ﬁz(%ttj;;e 0ji-e;(sl.;lmtuberemstlmmung: 1321136 (97,1) (92,7-98,9)

14,

Inter-Pathologen-Reproduzierbarkeit der Proben in Nachweisvergleichsstudien:

Positive und negative Ubereinstimmungsraten mit zweiseitigen 95%-
Konfidenzintervallen der Werte wurden fir die sechs mdglichen paarweisen
Vergleiche zwischen den Auslesern firr jede Methode berechnet.

Fir das iVIEW DAB Detection Kit-Gerét betrugen die PPA-Raten fir die Ausleser
Avs.B,Avs.C,Bvs.C,Bvs. A, Cvs.Aund Cvs. B 100,0 % (69/69), 98,2 %
(56/57), 96,5 % (55/57), 93,2 % (69/74), 75,7 % (56/74) bzw. 79,7 % (55/69). Die
NPA-Raten fiir Ausleser Avs. B, Avs. C,Bvs.C,Bvs. A,Cvs, Aund Cvs. B
betrugen 92,5 % (62/67), 77,2 % (61/79), 82,3 % (65/79), 100,0 % (62/62), 98,4 %
(61/62) und 97,0 % (65/67). Am hdchsten war die Gesamtilbereinstimmungsrate
zwischen Ausleser A und Ausleser B (96,3 %), niedriger zwischen Ausleser A und
Ausleser C (86,0 %) sowie Ausleser B und Ausleser C (88,2 %).

Fir das ultraView Universal DAB Detection Kit-Gerat, betrugen die PPA-Raten fiir
Ausleser Avs. B, Avs.C,Bvs.C,Bvs. A, Cvs. Aund C vs. B 96,9 % (63/65),
98,2 % (56/57), 98,2 % (56/57), 88,7 % (63/71), 78,9 % (56/71) beziehungsweise
86,2 % (56/65). Die NPA-Raten fiir Ausleser Avs. B, Avs.C,Bvs.C,Bvs. A, C
vs. Aund C vs. B betrugen 88,7 % (63/71), 81,0 % (64/79), 88,6 % (70/79),

96,9 % (63/65), 98,5 % (64/65) beziehungsweise 98,6 % (70/71). Die
Gesamtiibereinstimmungsraten waren fiir jedes Paar von Auslesern &hnlich,

92,6 % (126/136), 88,2 % (120/136) und 92,6 % (126/136) fiir Ausleser A vs. B,
Ausleser A vs. C beziehungsweise Ausleser B vs. C.

LEISTUNGSMERKMALE BEI MAGENKREBSFALLEN

1.

2013-10-09

Die Inter-Lauf-Wiederholbarkeit des Geréts BenchMark XT wurde in funf
Durchldufen tiber fiinf (nicht aufeinander folgende) Tage durchgefiihrt. Finf
Objekttrager, die Magengewebe von drei Fallen mit Werten von 0, 1+, 2+ und 3+
der HER2-Exprimierung enthielten, zeigten 100 % Ubereinstimmung innerhalb
des positiven bzw. negativen Werts fir jedes Gewebe.

Die Intra-Lauf-Wiederholbarkeit im Gerat BenchMark XT wurde mit 28
Objekttragern durchgefiihrt, die Magengewebe von drei Fallen mit Werten von 0,
1+, 2+ und 3+ fiir die HER2-Exprimierung enthielten. Alle Félle wurden innerhalb
des positiven bzw. negativen Werts fiir den jeweiligen Gewebetyp &quivalent
bewertet.

Die Intra-Plattform-Wiederholbarkeit wurde tber drei BenchMark XT-Geréte
hinweg durchgefiihrt. Bei diesen Laufen wurden alle 30 Objekttrager aus jeweils
zwei verschiedenen Multi-Gewebebldcken, die Magengewebe von drei Fallen mit
den Werten 0, 1+, 2+ und 3+ fiir die HER2-Exprimierung enthielten, mit dem
positiven bzw. negativen Wert fiir jeden Gewebetyp &quivalent bewertet.

Die Intra-Plattform-Wiederholbarkeit wurde tber drei BenchMark ULTRA-Gerate
hinweg durchgefiihrt. In diesen Laufen wurden alle 15 Objekttrager von einem
Multi-Gewebeblock mit dem positiven bzw. negativen Wert fiir jeden Gewebetyp
&quivalent bewertet.

Die Inter-Plattform-Wiederholbarkeit wurde tber drei BenchMark XT-Geréte und
drei BenchMark ULTRA-Geréte hinweg durchgefiihrt. In diesen L&ufen wurden
alle 30 Objekttrager von einem Multi-Gewebeblock mit dem positiven bzw.
negativen Wert fiir jeden Gewebetyp dquivalent bewertet.
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Vergleich des iVIEW DAB Detection Kit und des ultraView Universal DAB
Detection Kit anhand von Magenkrebsfallen:

Klon 4B5 wurde zur Durchfiihrung von Vergleichstests mit den Detektionskits
iVIEW DAB Detection Kit und ultraView Universal DAB Detection Kit auf zwei
Geréten (BenchMark XT-Gerét und BenchMark ULTRA-Gerét) verwendet. 210
Gewebefélle wurden in diesem Test verwendet. Die gefarbten Objekttrager
wurden in Hinblick auf positive und negative klinische Wertung ausgewertet.
Die Morphologie- und Hintergrundakzeptanzrate lagen bei 100 % sowohl fiir die
Detektionskits als auch die Gerate. Direkte Vergleiche fiir positive und negative
klinische Bewertung zwischen diesen Detektionskits sind fiir jedes Gerat in den
folgenden Tabellen dargestellt.

Tabelle 26. Klinische Bewertung fiir das ultraView Universal DAB Detection Kit im
Vergleich zum iVIEW DAB Detection Kit auf dem BenchMark XT-Gerat.

ultraView Universal DAB M3 YL/ 8 et L

Detection Kit Positiv Negativ Gesamt

Positiv 21 0 21

Negativ 0 189 189

Gesamt 21 189 210
n/N %

Positive Ubereinstimmung in 2121 100

Prozent

Negative Ubereinstimmung in 189/189 100

Prozent

Gesamtilbereinstimmung in Prozem|210/210 100

Tabelle 27. Klinischer Bewertungsvergleich mit den Férbeplattformen BenchMark XT
und BenchMark ULTRA unter Verwendung des ultraView Universal DAB Detection Kit.

Benchark T Fabeplator e i ) Brection ki
Detection Kit Positiv Negativ Gesamt
Positiv 20 1 21
Negativ 0 189 189
Gesamt 20 190 210

niN % (95 % KI)
Positive Ubereinstimmung in Prozent |20/20 100 (83.9-100)
Negative Ubereinstimmung in Prozent|189/190 99.5 (97.1-99.9)
Gesamtibereinstimmung in Prozent |209/210 99.5 (97.4-99.9)

4.

Vergleich von Klon 4B5 mit HercepTest bei humanem Magenkrebs:

Eine verblindete externe Studie wurde durchgefiihrt, um die Férbeergebnisse von
Klon 4B5 im Gerét BenchMark XT mit dem des Dako HercepTest zu vergleichen.
Ungefahr 239 Falle von Magenkrebs wurden fiir diese Studie zusammen mit 159
Fallen des TARGOS-Labors getestet, und zwar aus der ToGA-Studie, die den
HER2-Status und das klinische Ergebnis bei Patienten untersuchte, die mit
Herceptin behandelt wurden. Das Labor férbte die Praparate der Félle mit dem
Klon 4B5 und dem HercepTest. Ein Pathologe bewertete die Félle auf einer Skala
von 0/1+, 2+ und 3+. Die positiven Falle bestehen aus den Scores 2+ und 3+,
wahrend negative Félle die Scores 0 und 1+ haben.

Die Tabellen 28 und 29 enthalten die Raten der Ubereinstimmung zwischen dem
Klon 4B5 und dem HercepTest, unterteilt nach Gewebequelle. Tabelle 28 vergleicht
positive und negative Ergebnisse, wohingegen Tabelle 29 eine IHC-Skala mit den 3
Kategorien 0/1+, 2+ und 3+ verwendet. Die Gesamtiibereinstimmung fiir alle Gewebe
in Tabelle 28 und 29 betragt 91,0 % bzw. 95,3 %.
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Tabelle 28. Die prozentuale Ubereinstimmung und das 95%-Konfidenzintervall fiir den

Klon 4B5 (IHC) im Vergleich zum HercepTest wurden nach Gewebequelle unterteilt.

Beide IHC-Tests wurden positiv vs. negativ (0/1+ und 2+/3+) bewertet.

Roche)

Tabelle 31. Gesamtibereinstimmung der klinischen Bewertung zwischen den
Plattformen: Alle auswertbaren Félle.

BenchMark ULTRA-Gerét im Vergleich
zum BenchMark XT-Gerét

Prozentuale
Gesamtiibereinstimmung

Einrichtung A: n/N (%) (95 % KI) 40/40 (100%) (91,2 - 100)

Prozentuale Prozentuale Prozentuale
Gesamtilberein- positive negative
stimmung Ubereinstimmung Ubereinstimmung
n | (95%KI) n | (95%KI) n | (95%KI
362/ 46/ 316/
308 91,0 (87,7-93,4) 56 82,1 (70,2-90,0) 342 92,4 (89,1-94,8)

Einrichtung B: n/N (%) (95 % KI)

34/34 (100%) (89,8 - 100)

Tabelle 29. Die prozentuale Gesamtiibereinstimmung und das 95%-Konfidenzintervall
fir den Klon 4B5 (IHC) und den HercepTest wurden nach Gewebequelle unterteilt. Die

Einrichtung C: n/N (%) (95 % Ki)

3232 (100%) (89,3 - 100)

IHC-Tests wurden mit 0/1+, 2+ oder 3+ bewertet.

Tabelle 32. Hintergrundfarbungs- und Morphologie-Akzeptanzraten: Alle Félle.

Prozentuale
Gesamtiibereinstimmung
Gewebequelle n (95 % KI)
TMA & ToGA 355/398 89,2 (85,8-91,9)

Inter-Labor-Reproduzierbarkeit den Klons 4B5: Die Studie wurde an drei
Teststandorten durchgefiihrt. Die Proben wurden fiir die Einbeziehung in die
Studie basierend auf dem klinischen IHC-Wert von Klon 4B5 ausgewahlt, so dass
es eine etwa gleich grole Anzahl an positiven (3+) und negativen (0, 1+) Fallen
gab. Zusatzlich wurden bis zu vier Falle untersucht, die mit Magenkrebs des
Scores 2+ qualifiziert waren.

In allen drei Einrichtungen wurde jeweils eine BenchMark XT-Plattform und eine
BenchMark ULTRA-Plattform zur Durchfiihrung von vier Farbelaufen pro Plattform
verwendet. Die Félle wurden zum Farben mit Hilfe eines gestaffelten
Randomisierungsverfahrens randomisiert, so dass die Félle, die einem Lauf
zugeordnet wurden, alle Bewertungskategorien fir HER2 bei Magenkrebs
enthielten. Die Laufe auf den einzelnen Geraten in jeder Einrichtung enthielten die
gleichen Félle. In jeder Einrichtung wurde ein Objekttrager pro Fall mit dem Klon
4B5 und ein anderer desselben Falls mit CONFIRM Negative Control Rabbit Ig
auf der BenchMark ULTRA-Plattform geférbt. Dartber hinaus wurde in jeder
Einrichtung ein zweites Paar Objekttrager desselben Falls auf der BenchMark
XT-Plattform geféarbt. Die Fallobjekttrager wurde in jeder Einrichtung von einem
qualifizierten Ausleser bewertet, der gegenuber den zuvor bestimmten klinischen
IHC-Scores fiir die einzelnen Proben verblindet worden war.

Die Gesamtiibereinstimmung lag fir alle auswertbaren Falle und alle drei
Vergleiche zwischen Einrichtungen sowohl bei der Plattform BenchMark ULTRA
als auch der Plattform BenchMark XT bei 100 %. Die Gesamtiibereinstimmung
zwischen der BenchMark ULTRA-Plattform und der BenchMark XT-Plattform lag
filr die auswertbaren Félle in den drei Einrichtungen bei 100 %. Die Hintergrund-
und Morphologie-Akzeptanzraten lagen bei 100 % fiir die beiden Plattformen in
den Einrichtungen A und C und > 95 % fiir beide Plattformen in der Einrichtung B.
Siehe nachfolgende Tabellen.

BenchMark ULTRA-Gerét | Einrichtung A Einrichtung B | Einrichtung C
Morphologie- 44/44 (100%) 43/44 (97,7%) 44/44 (100%)
Akzeptanzraten
Hintergrund- 44/44 (100%) 42/44 (95,5%) 44/44 (100%)
Akzeptanzraten
BenchMark XT-Gerat Einrichtung A Einrichtung B | Einrichtung C
Morphologie- 44/44 (100%) 43/44 (97,7%) 44/44 (100%)
Akzeptanzraten
Hintergrund- 44/44 (100%) 43/44 (97,7%) 44/44 (100%)
Akzeptanzraten

Studie zum Vergleich der BenchMark-Férbeplattform und der BenchMark
GX-Férbeplattform mit der BenchMark XT-Farbeplattform:

Objekttrager aus drei TMAs mit formalinfixierten, in Paraffin eingebetteten
Gewebeschnitten von Magenkarzinomen [ungefahr 50 Falle pro TMA] wurde im
BenchMark XT-Gerét, BenchMark-Gerét und BenchMark GX-Gerét geférbt. Dazu
wurde jeweils das empfohlene Farbeprotokoll fir das ultraView Universal DAB
Detection Kit und das iVIEW DAB Detection Kit verwendet. Die Kontrollen
umfassten PATHWAY HER-2 4 in 1 Control Slides und einen zweiten Objekttrager
jedes TMA, der mit einem negativen Ig-Reagenz geférbt war. Die gefarbten
Objekttrager wurden von einem Ausleser (Pathologen) bewertet.

Die Gesamtiibereinstimmungsraten (und die untere Grenze der zweiseitigen 95%-
Konfidenzintervalle) fiir die Antikdrperfarbung von Klon 4B5 lauteten, basierend
auf der klinischen Bewertung (positiv, negativ), wie folgt: BenchMark-Gerét versus
BenchMark XT-Gerat mit ultraView Universal DAB Detection Kit 98,0 % (94,2 -
99,3), BenchMark GX-Gerat versus BenchMark XT-Gerat mit ultraView Universal
DAB Detection Kit 97,4 % (93,6 — 99,0), BenchMark-Gerat versus BenchMark XT-
Gerat mit iVIEW DAB Detection Kit 96,6 % (92,7 - 98,4), BenchMark GX-Geréat
versus BenchMark XT-Geréat mit iVIEW DAB Detection Kit 95,9 % (91,8 - 98,0).
Die positiven Ubereinstimmungsraten (und die untere Grenze der zweiseitigen 95%-
Konfidenzintervalle) fiir die Antikérperfarbung von Klon 4B5 lauteten, basierend auf

Tabelle 30. Gesamtiibereinstimmung der klinischen Bewertung zwischen den

Einrichtungen: Alle auswertbaren Falle.

BenchMark ULTRA-Gerét

Prozentuale
Gesamtiibereinstimmung

Vergleich zwischen Einrichtung A und
Einrichtung B: n/N (%) (95 % KI)

30/30 (100%) (88,6 - 100)

Vergleich zwischen Einrichtung A und
Einrichtung C: n/N (%) (95 % KI)

30/30 (100%) (88,6 - 100)

Vergleich zwischen Einrichtung B und
Einrichtung C: n/N (%) (95 % Kl)

30/30 (100%) (88,6 - 100)

BenchMark XT-Gerat

Prozentuale
Gesamtiibereinstimmung

Vergleich zwischen Einrichtung A und
Einrichtung B: n/N (%) (95 % KI)

31/31 (100%) (89,0 - 100,0)

Vergleich zwischen Einrichtung A und
Einrichtung C: n/N (%) (95 % Kl)

31/31 (100%) (89,0 - 100,0)

Vergleich zwischen Einrichtung B und
Einrichtung C: n/N (%) (95 % KI)

31/31 (100%) (89,0 - 100,0)

2013-10-09
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der klinischen Bewertung (positiv, negativ), wie folgt: BenchMark-Gerét versus
BenchMark XT-Gerét mit ultraView Universal DAB Detection Kit 91,7 % (64,4 —
98,5), BenchMark GX-Gerat versus BenchMark XT-Gerat mit ultraView Universal
DAB Detection Kit 78,6 % (52,4 — 92,4), BenchMark-Gerat versus BenchMark XT mit
IVIEW DAB Detection Kit 80,0 % (54,8 — 93,0), BenchMark GX-Gerét versus
BenchMark XT mit iVIEW DAB Detection Kit 73,3 % (48,0 — 89,1).

Die negativen Ubereinstimmungsraten (und die untere Grenze der zweiseitigen
95%-Konfidenzintervalle) fiir die Antikdrperfarbung von Klon 4B5 lauteten,
basierend auf der klinischen Bewertung (positiv, negativ), wie folgt: BenchMark-
Gerét versus BenchMark XT-Gerét mit ultraView Universal DAB Detection Kit
98,5% (94,8 — 99,6), BenchMark GX-Gerat versus BenchMark XT-Gerat mit
ultraView Universal DAB Detection Kit 99,3% (96,1 — 99,9), BenchMark-Gerat
versus BenchMark XT-Gerat mit iVIEW DAB Detection Kit 98,1% (94,6 — 99,4),
BenchMark GX-Gerat versus BenchMark XT-Geréat mit iVIEW DAB Detection Kit
98,1% (94,5 — 99,3). Die 2x2-Darstellung der Ubereinstimmungsraten fiir jeden
Vergleich sind, basierend auf der klinischen Bewertung (positiv, negativ), in der
nachfolgenden Tabelle dargestelit.
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Tabelle 33. BenchMark-Gerét vs. BenchMark XT-Gerét, Inter-Plattform-
Ubereinstimmungsraten mit dem ultraView Universal DAB Detection Kit, 2x2-Analyse.

Roche)

Tabelle 35. BenchMark-Gerét vs. BenchMark XT-Gerat, Inter-Plattform-
Ubereinstimmungsraten mit dem iVIEW DAB Detection Kit, 2x2-Analyse.

Klon 4B5 mit dem ultraView Universal DAB Detection Kit

Klon 4B5 mit dem iVIEW DAB Detection Kit

BenchMark XT-Gerat
BenchMark-Gerét Positiv Negativ Gesamt
Positiv 11 2 13
Negativ 1 133 134
Gesamt 12 135 147
n/N % (95 % KI)
Gesamtyberemstlmmung 144/147 98,0% (94,2-99.3)
in Prozent
. Positive
Ubereinstimmung in 11/12 91,7% (64,6-98,5)
Prozent
Negative
Ubereinstimmung in 133/135 98,5% (94,8-99,6)
Prozent

Tabelle 34. BenchMark GX-Gerdt vs. BenchMark XT-Gerat, Inter-Plattform-
Ubereinstimmungsraten mit dem ultraView Universal DAB Detection Kit, 2x2-Analyse.

Klon 4B5 mit dem ultraView Universal DAB Detection Kit

BenchMark XT-Gerat
BenchMark-Gerét Positiv Negativ Gesamt
Positiv 12 3 15
Negativ 3 156 159
Gesamt 15 159 174
niN % (95 % KI)
Gesamtiibereinstimmung
in Prozent 168/174 96,6% (92,7-98,4)
. Positive
Ubereinstimmung in 12/15 80,0% (54,8-93,0)
Prozent
. Negative
Ubereinstimmung in 156/159 98,1% (94,6-99,4)
Prozent

Tabelle 36. BenchMark GX-Gerat vs. BenchMark XT-Gerat, Inter-Plattform-
Ubereinstimmungsraten mit dem iVIEW DAB Detection Kit, 2x2-Analyse.

Klon 4B5 mit dem iVIEW DAB Detection Kit

BenchMark XT-Gerat
BenchMark GX-Geréat Positiv Negativ Gesamt
Positiv 11 3 14
Negativ 4 154 158
Gesamt 15 157 172
n/N % (95 % KI)
Gesamt_uberelnstlmmung 165/172 95,9% (91,8-98,0)
in Prozent
i Positive 11/15
Ubereinstimmung in 73,3% (48,0-89,1)
Prozent
Negative 154/157
Ubereinstimmung in 98,1% (94,5-99,3)
Prozent

BenchMark XT-Gerat
BenchMark GX -Gerét Positiv Negativ Gesamt
Positiv 11 1 12
Negativ 3 140 143
Gesamt 14 141 155
n/N % (95 % KI)
Gesamtiibereinstimmung
in Prozent 151/155 97,4% (93,6-99,0)
_ Positive
Ubereinstimmung in 11/14 78,6% (52,4-92,4)
Prozent
_ Negative
Ubereinstimmung in 140/141 99,3% (96,1-99,9)
Prozent
2013-10-09 12/16
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Schlussfolgerung: Die Daten aus diesen Studien weisen darauf hin, dass VENTANA
HER?2 (4B5) bei der ordnungsgeméfen Farbung von neoplastischen Brust- und
Magengeweben spezifisch und reproduzierbar war. Die Methodenvergleichs- und Inter-
Labor-Reproduzierbarkeitsdaten zeigten, dass VENTANA HER?2 (4B5) als Hilfsmittel bei
der Bewertung von Brust- und Magenkrebspatienten indiziert ist, fur die eine Herceptin-
Behandlung in Betracht gezogen wird.

LEISTUNGSMERKMALE — PERJETA UND KADCYLA

HER2 Breast — Methodenvergleichsstudie zum Aufnahmetest fiir eine Studie zur
Anwendung von Perjeta und Kadcyla bei Mammakarzinomen

Die Aquivalenz zu Aufnahmetests fiir Kohorten von Perjeta- und Kadcyla-Studien wurde
durch Farben von Priifproben mit dem VENTANA anti-HER2/neu (4B5) Rabbit
Monoclonal Primary Antibody-Test ermittelt. Mit VENTANA anti-HER2/neu (4B5) Rabbit
Monoclonal Primary Antibody (VENTANA HER2 (4B5)) wurden 2753 Proben gefarht, die
fir eine Perjeta-Studie ausgewertet wurden, und 99 Proben, die fiir eine Kadcyla-Studie
ausgewertet wurden. Ermittelt wurden die Raten fir die prozentuale positive (PPA),
negative (NPA) und Gesamtiibereinstimmung (OPA). Das 95% Kl (zweiseitiges 95%-
Konfidenzintervall) wurde mit der Score-Methode berechnet.
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Tabelle 37. Ubereinstimmung des Klon 4B5 und der Dako Assays in Bezug auf den HER2-Status bei allen HER2-auswertbaren Probanden. IHC-auswertbare Probanden haben einen
HER?2-Status von ,Positiv* oder ,Negativ*, der sowohl mit dem Klon 4B5 als auch mit dem IHC-Aufnahmeassay nachgewiesen wurde.

DAKO HER?2-Status [a] [b]

Studie Klon 4B5-Score [b] Positiv Negativ Gesamt
Perjeta nd 3+ 2380 15 2395
Kadcyla
2+ 140 122 262
0/1+ 38 135 173
Gesamt 2558 272 2830
Positive prozentuale Ubereinstimmung (PPA) n/N (%) 2380/2558 (93,0)
(95 % KI) (92,0-94,0)
Negative prozentuale Ubereinstimmung (NPA) n/N (%) 2571272 (94,5)
(95 % KI) (91,1-96,6)
Prozentuale Gesamtiibereinstimmung (OPA) n/N (%) 2637/2830 (93,2)
(95 % KI) (92,2-94,1)

[a] Positiv = IHC-positiv und/oder ISH-amplifiziert. Negativ = IHC-negativ und nicht ISH-amplifiziert oder nicht ISH-amplifiziert und nicht IHC-positiv.

[b] IHC: Positiv = 3+; negativ = 0, 1+ oder 2+.

Tabelle 38. Ubereinstimmung von Klon 4B5 und Dako Assays in Bezug auf den IHC-Status fiir alle IHC-auswertbaren Probanden. IHC-auswertbare Probanden haben einen HER2-
Status von ,Positiv* oder ,Negativ*, der sowohl mit dem Klon 4B5 als auch mit dem IHC-Aufnahmeassay nachgewiesen wurde.

Dako HercepTest-Status [a]

Studie Klon 4B5-Status [a] Positiv Negativ Gesamt

Perjeta und Kadcyla Positiv 2330 65 2395
Negativ 21 414 435
Gesamt 2351 479 2830
Positive prozentuale Ubereinstimmung (PPA) n/N (%) 2330/2351 (99,1) (98,6-99,4)
(95 % KI) .
Negative prozentuale Ubereinstimmung (NPA) n/N (%) 414/479 (86,4) (83,1-89,2)
(95 % KI)
Prozentuale Gesamtiibereinstimmung (OPA) n/N (%) 2744/2830 (97,0) (96,3-97,5)
(95 % KI)

Perjeta Positiv 2267 63 2330
Negativ 10 399 409
Gesamt 2277 462 2739
Positive prozentuale Ubereinstimmung (PPA) n/N (%) 2267/2277 (99,6) (99,2-99,8)
(95 % KI) .
Negative prozentuale Ubereinstimmung (NPA) n/N (%) 399/462 (86,4) (82,9-89,2)
(95 % KI)
Prozentuale Gesamtiibereinstimmung (OPA) n/N (%) 2666/2739 (97,3) (96,7-97,9)
(95 % KI)

Kadcyla Positiv 63 2 65
Negativ 11 15 26
Gesamt 74 17 91
Positive prozentuale Ubereinstimmung (PPA) niN (%) 63/74 (85,1) (75,3-91,5)
(95 % KI) )
Negative prozentuale Ubereinstimmung (NPA) n/N (%) 15/17 (88,2) (65,7-96,7)
(95 % KI)
Prozentuale Gesamtiibereinstimmung (OPA) n/N (%) 78/91 (85,7) (77,1-91,5)
(95 % KI)

[a] Positiv = 3+; negativ = 0, 1+ oder 2+.
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Tabelle 39. Ubereinstimmung von Klon 4B5 und Dako Assays in Bezug auf den IHC-Score fiir alle IHC-auswertbaren Probanden. IHC-auswertbare Probanden haben einen HER2-
Status von ,Positiv* oder ,Negativ*, der sowohl mit dem Klon 4B5 als auch mit dem IHC-Aufnahmeassay nachgewiesen wurde.

Dako HercepTest-Score

Studie Klon 4B5-Score 3+ 2+ 0/1+ Gesamt

Perjeta und Kadcyla 3+ 2330 64 1 2395
2+ 12 235 15 262
0/1+ 9 26 138 173
Gesamt 2351 325 154 2830
Prozentuale Gesamtiibereinstimmung (OPA) n/N (%) 2703/2830 (95,5) (94,7-96,2)
(95 % KI)

Perjeta 3+ 2267 62 1 2330
2+ 9 226 13 248
0/1+ 1 24 136 161
Gesamt 2277 312 150 2739
Prozentuale Gesamtiibereinstimmung (OPA) n/N (%) 2629/2739 (96,0) (95,2-96,7)
(95 % KI)

Kadcyla 3+ 63 2 0 65
2+ 3 9 2 14
0/1+ 8 2 2 12
Gesamt 74 13 4 91
Prozentuale Gesamtilbereinstimmung (OPA) n/N (%) 74/91 (81,3) (72,1-88,0)

(95 % KI)

Tabelle 40. Klon 4B5-Féarbeakzeptanz. IHC-getestete Probanden. Die IHC-Féarbung gilt als akzeptabel, wenn ein gltiger IHC-Score (0, 1+, 2+ oder 3+) ermittelt werden konnte. Zu
den Griinden fir eine inakzeptable Féarbung gehdren eine inakzeptable negative Kontrolle, Gewebeverlust, unzureichendes Tumormaterial, inakzeptabler Hintergrund und inakzeptable

Morphologie.
Parameter Perjeta Kadcyla Perjeta und Kadcyla
Anzahl anfanglicher IHC-Tests 2753 99 2852

Anféngliche Farbeakzeptanz n/N (%) (95 % KI)

Anzahl IHC-Wiederholungstests
Abschlieende Farbeakzeptanz n/N (%) (95 % KI)

2013-10-09
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270812753 (98,4) (97,8, 98,8) 92/99 (92,9) (86,1, 96,5) 280012852 (98,2) (97,6, 98,6)

40 0 40
274612753 (99,7) (99,5, 99,9 ) 92/99 (92,9) (86,1, 96,5) 283812852 (99,5) (99,2, 99,7)
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MOGLICHE FEHLERURSACHEN UND IHRE BEHEBUNG

1.

Wenn bei der Positivkontrolle eine zu schwache Féarbung auftritt, miissen andere
Positivkontrollen desselben Laufs tiberpriift werden, um festzustellen, ob es an dem
Primérantikdrper oder an einem der Ublichen Sekundérreagenzien liegt.

Falls die positive Kontrolle negativ ist, sollte sie tberpruft werden, um
sicherzugehen, dass der Objekttrager das korrekte Barcode-Etikett aufweist. Wenn
der Objekttrager richtig etikettiert ist, miissen andere Positivkontrollen desselben
Férbelaufs gepruft werden, um festzustellen, ob es an dem Primérantikérper oder
an einem der ublichen Sekundérreagenzien liegt. Gewebe kénnen unsachgemar
gewonnen, fixiert oder entparaffiniert worden sein. Entnahme, Aufbewahrung und
Fixierung der Gewebeproben miissen sachgeméaR ausgefiihrt werden.

Wenn das Paraffin nicht vollstandig entfernt wurde, kann die Férbung ausbleiben.
Das Entparaffinierungsverfahren sollte in diesem Fall wiederholt werden.

Bei zu intensiver Antikdrperfarbung den Lauf mit gekrzter Inkubationsdauer
wiederholen, bis die gewiinschte Farbeintensitét erreicht ist.

Wenn die Gewebeschnitte vom Objekitrager abflieRen, Objekttrager priifen, um
sicherzustellen, dass sie positiv geladen sind.

Wenn eine Zellkern- oder Zytoplasmafarbung in gesundem Schleimhautgewebe in
direkter N&he des Tumorbereichs des Magenkarzinoms vorliegt und die Interpretation
der Membranférbung beeintrachtigt, kann dieser Fall mit ISH getestet werden.
Hinweise zur Fehlerbehebung sind im Abschnitt ,Verfahrensschritte” und im
Benutzerhandbuch des Farbeautomaten enthalten oder kdnnen beim zusténdigen
Kundendienstvertreter erfragt werden.
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