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USO PREVISTO

PATHWAY anti-HER-2/neu (4B5)
Rabbit Monoclonal Primary Antibody
(PATHWAY HER?2 (4B5)) de Ventana
Medical Systems, Inc. (Ventana) es un
anticuerpo monoclonal de conejo
destinado a su uso en laboratorio para
la deteccion semicuantitativa del
antigeno HER2 en secciones de tejido
normal y neoplasico fijado con formol y
embebido en parafina con una tincion
posterior mediante un instrumento
BenchMark IHC/ISH. Esta indicado
como ayuda para la evaluacion de pacientes con cancer de mama para las que se esta
planteando la aplicacién de un tratamiento con Herceptin® (trastuzumab) o KADCYLA®
(ado-trastuzumab emtansina).

La interpretacion de este producto debe correr a cargo de un anatomopatologo cualificado
junto con un examen histolégico, la informacion clinica pertinente y los controles
adecuados.

Este anticuerpo esta destinado para uso diagndstico in vitro (IVD).

Nota: Todas las pacientes que formaban parte de ensayos clinicos con Herceptin se
seleccionaron mediante un ensayo clinico. No se seleccion6 a ninguna paciente en los
ensayos mediante PATHWAY anti-HER-2/neu (4B5). Se llevd a cabo una comparacion
entre PATHWAY anti-HER-2/neu (4B5) y PATHWAY HER-2 (clone CB11) Primary
Antibody en un conjunto de muestras independientes que confirmé la obtencion de
resultados de concordancia aceptables. La correlacion real de PATHWAY anti-HER-2/neu
(4B5) con los resultados clinicos no se ha establecido hasta el momento.

RESUMEN Y EXPLICACION

El anticuerpo PATHWAY anti-HER-2/neu (4B5) Rabbit Monoclonal Primary Antibody
(anticuerpo PATHWAY anti-HER2 (4B5)) es un anticuerpo monoclonal de conejo
generado contra el dominio interno del receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico
humano transmembrana (HER2). La clonacion y la caracterizacion de HER2
corresponden a Akiyama , et al en el afio 1986." El clon 4B5 ha demostrado su reaccion a
la proteina de 185 kD de los lisados celulares de SK-BR-3 mediante la técnica Western
blotting. SK-BR-3 es una estirpe celular del carcinoma de mama con una sobreexpresion
de 128 del mRNA de HER2.2 El tamario de la banda que se ha identificado se
corresponde adecuadamente con el confirmado por Akiyama et al en el caso de la
proteina HER2 (185 kD). Los experimentos de inmunohistoquimica (IHC) con lineas
celulares transfectadas (HEK293) han demostrado que el clon 4BS5 tifie las células
transfectadas con HER2 y con HER4. No se ha observado la tincion de células
transfectadas con HER1 ni con HER3. Los datos de la técnica Westem blotting con una
proteina recombinante HER4 también sugieren que el clon 4B5 detecta el epitopo HER4.
HER?2 es un receptor transmembrana de tirosina quinasa de unos 185 kDa con una
estructura parecida a la del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR).34 La
amplificacion del gen y la correspondiente sobreexpresion de HER2 se ha observado en
una variedad de tumores, como los carcinomas de mama.3:4.5 La sobreexpresion de
proteina, inducida por la amplificacion del gen HER2, es la causa principal de la
carcinogénesis inducida por HER2.3 El exceso de la expresion de la proteina HER2 en la
membrana celular aumenta la sefial de transduccion, con la consecuente hiperactivacion
de la proliferacién y la diferenciacion que, en ultimo término, provoca la formacién de
tumores.34

Entre el 15 y el 30 por ciento de los casos de cancer ductal invasivo de mama obtienen
resultados positivos a la sobreexpresion de proteina HER2 y/o la amplificacion del gen.67

Figura 1. Tincion del carcinoma de
mama con el anticuerpo PATHWAY
HER2 (4B5).
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En casi todos los casos de enfermedad de Paget de mama'y en hasta un 90 por ciento de
los casos de carcinoma ductal in situ de tipo comedo el resultado es positivo.5:8

IMPORTANCIA CLINICA

El cancer de mama es el carcinoma mas habitual en mujeres y es la segunda causa de
mortalidad por cancer.46 En Norteamérica, la probabilidad de una mujer de desarrollar
céncer de mama es de una entre ocho.4 La deteccién temprana y los tratamiento
adecuados tienen una importante repercusion en la supervivencia global 910 Las
muestras pequefias de tejido se pueden utilizar facilmente en los analisis mediante IHC
rutinarios, lo que aporta a esta técnica, junto con los anticuerpos que detectan los
antigenos, suma importancia en la interpretacion del carcinoma y la convierte en una
herramienta eficaz para el anatomopatologo a la hora de llevar a cabo el diagnéstico y el
pronéstico de la enfermedad. HER2 es un marcador crucial actualmente para el cancer de
mama.11-14

Los farmacos terapéuticos Herceptin (trastuzumab) y KADCYLA (ado-trastuzumab
emtansina/trastuzumab emtansina) han demostrado buenos resultados en algunas
pacientes con carcinoma de mama al detener, y en algunos casos revertir, el crecimiento
del cancer.9.14 Los farmacos son anticuerpos monoclonales humanizados que se unen a
la proteina HER2 en las células cancerosas.!!,13,14 Los tratamientos con Herceptin o
KADCYLA unicamente dan resultado con pacientes que han demostrado positividad a
HER2.11-14 El diagnéstico in vitro dirigido a evaluar el estado de HER2 en los carcinomas
de mama es de suma importancia para ayudar al médico a decidirse por el tratamiento
con Herceptin o KADCYLA.11,12,14 | a deteccion mediante IHC de la expresion de la
proteina HER2 sirve como ayuda en la evaluacion de las pacientes con cancer de mama
para las que se plantean los tratamientos con Herceptin 0 KADCYLA.

En la interpretacion de los resultados de cualquier sistema de deteccion de HER2 se debe
tener en cuenta el hecho de que la expresion de HER2 se observa tanto en los tumores
del cancer de mama como en el tejido sano, aunque con diferentes niveles y distintos
patrones de expresion. !5 La preparacion de los tejidos histoldgicos deja la morfologia del
tejido intacta, lo que supone una ventaja que contribuye a la interpretacion de la
positividad a HER2 de la muestra. La interpretacion de todas las pruebas histologicas
deberia estar a cargo de especialistas en la morfologia del cancer de mama o
anatomopatologos y los resultados deberian complementarse con otros estudios
morfoldgicos y los controles correspondientes, asi como con otros datos clinicos y de
laboratorio.

PRINCIPIO DEL PROCEDIMIENTO

El anticuerpo PATHWAY anti-HER2 (4B5) es un anticuerpo monoclonal de conejo que se
une a HER2 en secciones de tejido fijado con formol y embebido en parafina (FFPE). El
anticuerpo especifico se puede localizar mediante una formulacion de anticuerpo
secundario conjugado con biotina que detecte inmunoglobulinas de conejo seguida de la
incorporacién de peroxidasa de rabano picante conjugada con estreptavidina (VIEW DAB
Detection Kit) o mediante un conjugado de anticuerpo secundario y HRP (uftraView
Universal DAB Detection Kit). EI complejo anticuerpo-enzima especifico se puede
visualizar a través del precipitado del producto de la reaccién enzimatica. En cada paso
deben aplicarse con precision tanto el tiempo como la temperatura de incubacion. Cuando
finaliza cada uno de los pasos de incubacion, las secciones se enjuagan en el
instrumento con el fin de detener la reaccion y eliminar el material que no se ha ligado y
que podria impedir la reaccion que se quiere lograr en los pasos posteriores. En el
instrumento se aplica el Liquid Coverslip, que reduce al maximo la evaporacién de los
reactivos acuosos del portaobjetos que contiene la muestra.

Los casos clinicos se deberian evaluar dentro del contexto del rendimiento de los
controles correspondientes. Se recomienda la incorporacion de un control de tejido
positivo fijado y procesado con el mismo método que la muestra de la paciente (por
ejemplo, un carcinoma de mama positivo débil). Ademas de la tincién con el anticuerpo
PATHWAY anti-HER2 (4B5), se debe tefiir un segundo portaobjetos con CONFIRM
Negative Control Rabbit Ig. Para que la prueba tenga validez, el tejido de control positivo
debe presentar tincion de membrana en las células tumorales. Todos estos componentes
deben dar resultado negativo en la tincion con CONFIRM Negative Control Rabbit Ig.
Ademas, se recomienda incluir un portaobjetos de control tisular negativo (como un
carcinoma de mama negativo en HER2) en cada lote de muestras que se procesen y se
analicen en el instrumento BenchMark IHC/ISH. Este control tisular negativo deberia
tefiirse con el anticuerpo PATHWAY anti-HER2 (4B5) para garantizar que la ampliacion
del antigeno y el resto de procedimientos previos al tratamiento no generan falsos
positivos en las tinciones. El uso del anticuerpo prediluido VENTANA PATHWAY anti-
HER2 (4B5) junto con los kits de deteccion IVIEW DAB, que se suministra preparado para
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su uso, y uftraView Universal DAB Detection, junto con un instrumento BenchMark
IHC/ISH, reduce la posibilidad de cometer errores humanos y la variabilidad inherente que
dan como resultado una dilucion individual del reactivo, el pipeteado manual y la
aplicacion manual del reactivo.

MATERIAL SUMINISTRADO

El anticuerpo PATHWAY anti-HER2 (4B5) contiene reactivo suficiente para 50 pruebas.
Un dispensador de 5 mL de anticuerpo PATHWAY anti-HER2 (4B5) contiene
aproximadamente 30 pg de anticuerpo monoclonal de conejo dirigido contra el antigeno
HER2 humano.

El anticuerpo se diluye en un tampén salino formado por 0.05 M Tris, 0.01 MEDTAy
Brij-35 al 0.05 % con una proteina transportadora al 0.3 % y acida sédica al 0.05 %, un
conservante. Existen trazas de aproximadamente un 0.25 % de suero bovino fetal de la
solucion de partida.

La concentracion del anticuerpo especifico es aproximadamente de 6 pg/mL.

El anticuerpo PATHWAY anti-HER2 (4B5) es un IgG de conejo diluido de sobrenadantes
de cultivo tisular.

Consulte en la hoja de datos correspondiente del kit de deteccion de VENTANA las
descripciones detalladas de: Principio del procedimiento, Material y métodos, Recogida y
preparacion de muestras para analisis, Procedimientos de control de calidad, Resolucion
de problemas, Interpretacion de los resultados y Limitaciones.

MATERIALES NECESARIOS PERO NO SUMINISTRADOS

No se suministran reactivos de tincion como los kits de deteccion de VENTANA ni

componentes auxiliares, incluyendo portaobjetos de control de tejido negativos y

positivos.

No todos los productos que aparecen en la hoja de datos estan disponibles en todos los

lugares. Consulte al representante local de asistencia técnica de Roche.

No se suministran los reactivos y materiales siguientes, pero pueden ser necesarios para

la tincién:

1. Tejido de control recomendado

2. Portaobjetos para microscopio, Superfrost Plus (VWR, n.° de cat. 48311-703 o
equivalentes)

3. CONFIRM Negative Control Rabbit Ig (n.° cat. 760-1029 / 05266238001)

4. VIEW DAB Detection Kit (n.° cat. 760-091 / 05266157001)

5. uftraView Universal DAB Detection Kit (n.° cat. 760-500 / 05269806001)

6.  EZ Prep Concentrate (10X) (n.° cat. 950-102 / 05279771001)

7 Reaction Buffer Concentrate (10X) (n.° cat. 950-300 / 05353955001)

8. LCS (Predilute) (n.° cat. 650-010 / 05264839001)

9. ULTRALCS (Predilute) (n.° cat. 650-210 / 05424534001)

10.  Cell Conditioning Solution (CC1) (n.° cat. 950-124 / 05279801001)

11. ULTRA Cell Conditioning (ULTRA CC1) (n.° cat. 950-224 / 05424569001)

12. Hematoxylin Il (n.° cat. 790-2208 / 05277965001)

13.  Bluing Reagent (n.° cat. 760-2037 / 05266769001)

14.  Medio de montaje permanente

15.  Cubreobijetos de cristal

16.  Montador automatico

17. Equipo de laboratorio de uso general

18.  Instrumento BenchMark IHC/ISH

ALMACENAMIENTO Y ESTABILIDAD

Tras la recepcion y cuando no se utilice, consérvese entre 2 y 8 °C. No lo congele.

Para garantizar una dispensacion adecuada del reactivo y la estabilidad del anticuerpo,
vuelva a poner el tapén del dispensador después de cada uso y almacene
inmediatamente el dispensador en la nevera, en posicion vertical.

Todos los dispensadores de anticuerpos tienen una fecha de caducidad. Si se almacena
correctamente, el reactivo se mantendra estable hasta la fecha indicada en la etiqueta. No
usar el reactivo después de la fecha de caducidad.

PREPARACION DE MUESTRAS

De forma habitual, los tejidos FFPE que se procesan, resultan adecuados para su uso
con este anticuerpo primario cuando se utilizan con los kits de deteccion de VENTANA y
el instrumento BenchMark IHC/ISH. Los portaobjetos deben tefiirse inmediatamente, ya
que la antigenicidad de los cortes de tejido puede disminuir con el tiempo. El fijador de
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tejido recomendado es formol tamponado neutro al 10 %.!6 La cantidad que debe
utilizarse es de entre 15y 20 veces el volumen de tejido. NingUn fijador se infiltrara en
tejido solido de més de 2 0 3 mm ni en tejido poroso de 5 mm durante un periodo de 24
horas. Las secciones de tejido de 3 mm o de tamafio inferior deben fijarse durante al
menos 4 horas y un méaximo de 8 horas. La fijacion se puede llevar a cabo a temperatura
ambiente (entre 15y 25 °C).16

Los tejidos con expresion del antigeno que se han fijado y embebido correctamente
conservaran su estabilidad durante al menos 2 afios si se almacenan en un lugar fresco
(entre 15y 25 °C). En la ley Clinical Laboratory Improvement Act (CLIA) de 1988,
42CFR493.1259 (b), se exige que «El laboratorio debe conservar los portaobjetos tefiidos
durante al menos diez afios desde la fecha de estudio y los bloques de muestras durante
al menos dos afios a partir de la fecha de estudio».

Es necesario cortar secciones de tejido de un grosor aproximado de 5 ym y recogerlas en
el portaobjetos de vidrio. Los portaobjetos deberan ser del tipo Superfrost Plus o
equivalente. El tejido deber4 dejarse secar al aire colocando los portaobjetos a
temperatura ambiente durante la noche.!” Los estudios de Ventana sugieren que las
secciones de tejido y las de lineas celulares que se dejan secar al aire y se conservan a
una temperatura de entre 2 y 8 °C se mantienen estables durante al menos 6 meses. En
cada laboratorio se deberé validar la estabilidad del corte del portaobjetos en funcién de
sus propios procedimientos y de sus condiciones del entorno de conservacion.

Se recomienda que los controles positivos y negativos se ejecuten simultaneamente con
muestras desconocidas.

ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

1. Para uso diagnostico in vitro (IVD).

2. Solo para uso profesional.

3. PRECAUCION: En Estados Unidos, las normas nacionales restringen la venta de
este dispositivo a médicos autorizados o por orden de estos. (Rx Only)

4. No utilizar por encima del nimero especificado de ensayos.

Los portaobjetos con carga positiva pueden verse afectados por presiones
ambientales, dando lugar a una tincién incorrecta. Péngase en contacto con su
representante de servicio de Roche para obtener mas informacion sobre el uso de
este tipo de portaobjetos.

6.  Los materiales de origen animal o humano deben manipularse como materiales
biopeligrosos para el medio ambiente y eliminarse con las precauciones
adecuadas. En caso de exposicion, deberan seguirse las directivas sanitarias de las
autoridades responsables. 8,19

7. Evite el contacto de los reactivos con los o0jos y las membranas mucosas. Si los
reactivos entran en contacto con zonas sensibles, lavelas con agua abundante.

8.  Evite la contaminacion microbiana de los reactivos, dado que podria dar lugar a
resultados incorrectos.

9.  Sise utiliza tal y como se indica en las instrucciones, este producto no se clasifica
como una sustancia biopeligrosa. El conservante del reactivo es &cida sddica. Los
indicios de sobreexposicion a esta sustancia pueden ser, entre otros, irritacion en la
piel y los ojos e irritacion en las membranas mucosas y las vias respiratorias altas.
La concentracion de &cida sodica que contiene este producto es 0.05 % y no
cumple los criterios necesarios para clasificarla como sustancia peligrosa. La
acumulacion de NaN3 puede reaccionar con los componentes de plomo y cobre de
las tuberias y generar acidas metalicas extremadamente explosivas. Cuando se
vaya a eliminar, afiada grandes cantidades de agua para evitar la acumulacion de
4cidas en las tuberias.20 Es posible que se presenten reacciones alérgicas
sistémicas en personas con mayor sensibilidad.

10.  Para obtener mas informacién sobre el uso de este dispositivo, consulte el Manual
del usuario del instrumento BenchMark IHC/ISH y las instrucciones de uso de todos
los componentes necesarios que puede encontrar en dialog.roche.com.

11.  Consulte a las autoridades locales o nacionales sobre el método de eliminacion
recomendado.

12.  El etiquetado de seguridad de los productos sigue principalmente las directrices del
SGA de la UE. Esta disponible bajo peticion la hoja de datos de seguridad para los
usuarios profesionales.

13.  Para comunicar la sospecha de incidentes graves relacionados con este dispositivo,
pdngase en contacto con su representante local de servicio Roche y con las
autoridades competentes del Estado o Pais Miembro de residencia del usuario.
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PROCEDIMIENTO DE TINCION

Los anticuerpos primarios VENTANA se han desarrollado para su uso en los instrumentos
BenchMark IHC/ISH junto con los kits de deteccion de VENTANA y sus accesorios.
Consulte las tablas que aparecen a continuacion para ver los protocolos de tincion
recomendados. El anticuerpo PATHWAY anti-HER2 (4B5) se ha homologado para su uso
en EE. UU. con el procedimiento de tincion PATHWAY en los protocolos recomendados.
Este anticuerpo se ha optimizado para periodos de incubacion especificos, pero el
usuario debe validar los resultados obtenidos con este reactivo. El anticuerpo PATHWAY
anti-HER?2 (4B5) deberia permanecer, al menos, 30 minutos a temperatura ambiente
antes de su uso.

Los parametros de los procedimientos automatizados se pueden mostrar, imprimir y editar
segun el procedimiento descrito en el Manual del usuario de los instrumentos. Consulte
en la hoja de datos correspondiente del kit de deteccion de VENTANA correspondiente
para obtener mas detalles sobre los procedimientos de tincién de inmunohistoquimica
(IHC).

Para obtener méas informacion sobre el uso correcto de este dispositivo, consulte la hoja
de datos del dispensador en linea asociado con P/N 790-2991.

Tabla 1. Protocolo de tincién recomendado para el anticuerpo PATHWAY anti-HER2
(4B5) con VIEW DAB Detection Kit en instrumentos BenchMark IHC/ISH.

Tipo de Método
procedimiento BenchMark XT ULTRA
Horneado Ninguno Ninguno Ninguno
Desparafinado Seleccionado Seleccionado Seleccionado
Acondicionamiento
celular CC1, CC1, ULTRA CC1,
(desenmascaramient Estandar Estandar Suave
o del antigeno)
Anticuerpo (Primario) 32 minutos, 32 minutos, 24 minutos,
P 37°C 37°C 36°C
A/B Blocking Necesario
(Biotin Blocking)
Contratincion Hematoxylin I, 4 minutos
Post-contratincion Bluing, 4 minutos

Tabla 2. Protocolo de tincién recomendado para el anticuerpo PATHWAY anti-HER2
(4B5) con uftraView Universal DAB Detection Kit en instrumentos BenchMark IHC/ISH
mediante el procedimiento de tincion PATHWAY.

TiPO de Método
procedimiento XT ULTRA o ULTRA PLUS
Procedimiento de XT uftraView PATHWAY U ultraView PATHWAY
tincion: HER2 4B5 HER2 4B5
Desparafinado Seleccionado Seleccionado
Acondicionamiento
lul
oellar CC1, Suave ULTRA CCH1, Suave
(desenmascaramient
o del antigeno)
Enzima (Proteasa) No es necesario No es necesario
Anticuerpo (Primario) 16 minutos, 37 °C 12 minutos, 36 °C

Contratincion Hematoxylin Il, 4 minutos

Post-contratincion Bluing, 4 minutos
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Tabla 3. Protocolo de tincién recomendado para el anticuerpo PATHWAY anti-HER2
(4B5) con wuftraView Universal DAB Detection Kit en instrumentos BenchMark IHC/ISH
mediante el procedimiento de tincion uftraView.

Tipo de Método
procedimiento XT ULTRA o ULTRA PLUS
Procedimiento de XT ultraView v3 U ultraView DAB
tincion:
Desparafinado Seleccionado Seleccionado

Acondicionamiento
celular
(desenmascaramiento
del antigeno)

Cell Conditioning 1, Suave ULTRA CC1, Suave

No es necesario
12 minutos, 36 °C

Seleccionado

No es necesario
16 minutos, 37 °C

Seleccionado

Enzima (Proteasa)

Anticuerpo (Primario)
ultraWash

Contratincion Hematoxylin Il, 4 minutos

Post-contratincion

Bluing, 4 minutos

Debido a variaciones en la fijacion y el procesamiento del tejido, asi como a las
condiciones generales de los instrumentos y del entorno del laboratorio, puede que sea
necesario aumentar o disminuir el tiempo de incubacién del anticuerpo primario, el
acondicionamiento celular o tratamiento previo de la proteasa en funcién de las muestras
particulares, de la deteccion que se haya utilizado y de las preferencias del lector. Para
obtener mas informacion sobre las variables de fijacion, consulte «Immunohistochemistry
Principles and Advances».2!

PROCEDIMIENTOS DE CONTROL DE CALIDAD

La practica de laboratorio 6ptima consiste en incluir una seccion de control positivo en el
mismo portaobjetos que el tejido de la prueba. Esto contribuye a identificar fallos al aplicar
los reactivos al portaobjetos. Un tejido con una tincién débil positiva es mas adecuado
para el control de calidad. El tejido de control puede contener elementos de tincion tanto
positiva como negativa y ambos sirven como control positivo y negativo. El tejido de
control debe ser una muestra de autopsia reciente, biopsia o cirugia preparada o fijada
con la mayor brevedad con un proceso idéntico al de las secciones de prueba.

Los controles de tejido positivos conocidos solo se deben usar para monitorizar el
comportamiento correcto de los reactivos y los instrumentos, y no como ayuda para
establecer un diagndstico especifico de las muestras de prueba. Si los controles de tejido
positivos no muestran una tincion positiva, los resultados de las muestras de la prueba se
deben considerar no validos.

Como ejemplos de tejidos de control positivo para este anticuerpo se encuentran los
tejidos de carcinoma de mama positivo débil.

Controles del sistema de lineas celulares

Ventana pone a su disposicién, por separado, cuatro controles de lineas celulares fijados
con formol y embebidos en parafina, cortados y colocados en un Unico portaobjetos
cargado (num. de ref. 781-2991). PATHWAY HER-2 4 in 1 Control Slides pueden resultar
(tiles a la hora de llevar a cabo la validacion preliminar del método de procesamiento que
se utiliza para la tincién de los tejidos con el anticuerpo PATHWAY anti-HER2 (4B5). Los
cuatro controles de lineas celulares se caracterizan por la hibridacién in situ para obtener
el nimero de copias del gen, tal y como se muestra en la Tabla 4. Cuando se procesan y
se tifien adecuadamente, la tincion de las lineas celulares deberia aparecer tal y como se
describe en la hoja de datos de PATHWAY Her-2 4 in 1 Control Slide. Si la tincién
indicada no es evidente en las secciones correspondientes, concretamente en los
controles 1+ y 2+, deberia repetirse la tincion de los tejidos.
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Tabla 4. Caracteristicas de PATHWAY HER-2 4 in 1 Control Slides.

P”"‘“aljlis"’é‘z""c el Estirpe celular Proporcién HER2/Chr17*
0 MDA-MB-231 111
1+ T47D 112
2 MDA-MB-453 2.66
3+ BT-474 553

* La proporcién HER2/Chr17 es la media de tres lotes de PATHWAY HER-2 4 in 1 Control
Slides obtenida mediante hibridacion in situ con fluorescencia (FISH)

Control de tejido positivo

Se debe utilizar un tejido de control positivo que se haya fijado y procesado de la misma
forma que las muestras del paciente con cada conjunto de condiciones de la prueba y en
cada uno de los procedimientos de tincion con el anticuerpo PATHWAY anti-HER2 (4B5)
que se lleven a cabo. El tejido de control puede contener células o componentes de
tincién tanto positiva como negativa del tejido y ambos sirven como tejidos de control
positivo y negativo. El tejido de control debe ser una muestra extraida recientemente de
autopsia, biopsia o cirugia preparada o fijada con la mayor brevedad con un proceso
idéntico al de las secciones de prueba. Estos tejidos se utilizan para hacer un seguimiento
de todos los pasos que conlleva el proceso, desde la preparacion del tejido hasta la
tincion. El uso de una seccién de tejido fijada o procesada de forma diferente a la muestra
de la prueba actta como control en todos los pasos de reactivo y del método, salvo en los
de fijacién y preparacion de tejidos. Para conseguir un control de calidad 6ptimo y
detectar niveles sin importancia de degradacion del reactivo es mas recomendable utilizar
un tejido con tincién positiva débil que uno con tincion positiva fuerte. La opcién mas
idénea es elegir un tejido que se caracterice por una tincion débil pero positiva, para
garantizar que el sistema es sensible a pequefios niveles de degradacion de reactivos 0 a
problemas con la metodologia IHC. Sin embargo, habitualmente los tejidos neoplasicos
positivos en HER2 suelen dar como resultado una tincion positiva fuerte dada la
naturaleza de la patologia (sobreexpresion). Como ejemplo de tejido de control positivo
para el anticuerpo PATHWAY anti-HER2 (4B5) se encuentra el tejido de carcinoma de
mama invasivo con positividad débil conocida en HER2 (como el ductal o lobulillar). Los
componentes de tincién positiva del tejido (membranas de células neoplasicas) sirven
para comprobar que el anticuerpo se ha aplicado y el instrumento ha funcionado
correctamente.

El tejido de carcinoma de mama invasivo con positividad débil conocida en HER2 puede
contener células o elementos de tincion tanto positiva como negativa y ambos sirven
como tejidos de control positivo y negativo.

Los controles de tejido positivos conocidos solo se deben usar para monitorizar el
comportamiento correcto de los reactivos de la prueba y los tejidos procesados y no como
ayuda para establecer un diagndstico especifico de las muestras del paciente.

Control tisular negativo

El mismo portaobjetos de tejido que se utiliza como control de tejido positivo (carcinoma
de ductal o lobulillar invasivo de mama) puede servir como control tisular negativo. En los
componentes sin tincidn (como el estroma, las células linfaticas y los vasos sanguineos
circundantes) deberia observarse una absoluta ausencia de tincion especifica y deberian
ofrecer una indicacion sobre la tincién de fondo especifica con el anticuerpo primario. Con
un control tisular que se haya fijado, procesado y embebido de la misma forma que las
muestras de la paciente se puede verificar en cada sesién de tincion la especificidad del
anticuerpo PATHWAY anti-HER2 (4B5), asi como proporcionar una indicacién sobre una
tincion de fondo especifica (falsos positivos en la tincién).

Control de reactivo negativo

Se debe utilizar el control de reactivo negativo de cada muestra en cada sesién como
ayuda para la interpretacion de los resultados. Para evaluar la tincién no especifica se
utiliza un control de reactivo negativo en lugar del anticuerpo primario. La tincion del
portaobjetos deberia realizarse con CONFIRM Negative Control Rabbit Ig. El periodo de
incubacion del control de reactivo negativo debe ser idéntico al del periodo de incubacion
del anticuerpo primario.

Discrepancias no explicadas

Las discrepancias no explicadas en los controles deberian comunicarse al representante
local de asistencia técnica de Roche de forma inmediata. Si los resultados de los
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controles de calidad no cumplen las especificaciones, los resultados del paciente no
seran vélidos. Consulte la seccion Resolucion de problemas. Identifique el problema y
corrijalo; a continuacion, repita las muestras del paciente.

Verificacion del ensayo

Antes de comenzar a utilizar un anticuerpo o un sistema de tincion en un procedimiento
diagnostico, se debe comprobar la especificidad del anticuerpo mediante pruebas en una
serie de tejidos que contengan caracteristicas de rendimiento en inmunohistoquimica
conocidas y que reflejen tejidos positivos y negativos conocidos (consulte la seccion
Procedimientos de control de calidad que se ha mencionado anteriormente y que se
encuentra en la hoja de datos del producto y las recomendaciones sobre control de
calidad de College of American Pathologists Laboratory Accreditation Program, Anatomic
Pathology Checklist?2, CLSI Approved Guideline?3 o todos ellos). Estos procedimientos
de control de calidad se deberian repetir con cada lote nuevo de anticuerpo o siempre
que se cambien los parametros del ensayo. Los tejidos de cancer de mama con un
estado de HER2 conocido son adecuados para la verificacion del ensayo.

INTERPRETACION DE LAS TINCIONES Y RESULTADOS PREVISTOS

El procedimiento de inmunotincion automatizada VENTANA provoca que un producto de
reaccion con color marrén (DAB) se precipite en los puntos del antigeno que localiza el
anticuerpo PATHWAY anti-HER2 (4B5). Un anatomopatélogo cualificado con experiencia
en procedimientos de inmunohistoquimica debe evaluar los controles y calificar el
producto con tincion antes de interpretar los resultados.

Controles positivos

Debe examinarse el control de tejido positivo con tincién en primer lugar para comprobar
que todos los reactivos han funcionado correctamente. La existencia de un producto de
reaccion con el color adecuado en las membranas de las células diana indica una
reactividad positiva. En funcién de la duracién de la incubacion y de la potencia de la
hematoxilina que se haya utilizado, la contratincion puede dar como resultado una
coloracion azul, mas clara o méas oscura, en los nucleos celulares. Una contratincion
excesiva o incompleta puede poner en riesgo la interpretacion correcta de los resultados.

Si el control de tejido positivo no muestra una tincion positiva, los resultados de las
muestras de la prueba se deben considerar no validos.

Controles tisulares negativos

El control tisular negativo se debe estudiar después del control de tejido positivo para
comprobar el etiquetado especifico del antigeno diana mediante el anticuerpo primario. La
ausencia de una tincion especifica en el control de tejido negativo confirma la falta de
reactividad cruzada del anticuerpo con las células o los componentes celulares. Si se
lleva a cabo una contratincion del tejido, es posible que se observe tincidn alrededor de la
parte exterior de la célula, como en los espacios intersticiales. Si se presenta una tincién
especifica en el control tisular negativo, deberan considerarse no validos los resultados
en la muestra del paciente.

Controles de reactivo negativo

De presentarse tincidn no especifica, tendra una apariencia difusa. También es posible
observar una ligera tincién esporadica en el tejido conjuntivo en aquellas secciones de
tejido que se han fijado excesivamente con formol. Se deben utilizar células intactas para
la interpretacion de los resultados de tincién, ya que la tincion de las células necréticas o
degeneradas suele ser no especifica.

Tejido del paciente

Las muestras del paciente se deben examinar en Ultimo lugar. La intensidad de la tincion
positiva debera evaluarse en contexto junto con la tincién de fondo del control de reactivo
negativo. Como ocurre en todas las pruebas de inmunohistoquimica, un resultado
negativo significa que no se ha detectado el antigeno en concreto, no necesariamente
que este no esté presente en las células o en el tejido que se ha usado para el ensayo.
Siempre que se vaya a interpretar un resultado de inmunohistoquimica. deberia
examinarse también la morfologia de cada muestra de tejido mediante una seccion de
tejido con tincion de hematoxilina y eosina. La interpretacion de las conclusiones
morfologicas del paciente y los datos clinicos pertinentes deben dejarse en manos de un
anatomopatdlogo cualificado.

Un anatomopatélogo cualificado con experiencia en procedimientos de
inmunohistoquimica debe evaluar los controles positivos y negativos y calificar el producto
con tincion antes de interpretar los resultados.
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Convenciones de puntuacién para la interpretacion del anticuerpo
PATHWAY anti-HER2 (4B5)

Para que los carcinomas de mama se consideren positivos en la sobreexpresion de
proteina HER2, deben cumplir los criterios limite en cuanto a la intensidad de la tincién
(2+ o superior en una escala de 0 a 3+) y al porcentaje de células tumorales positivas
(superior al 10 %). La tincién debe localizarse, ademas, en la membrana celular. Podria
observarse una tincion citoplasmatica, pero esta tincion no debe incluirse en los criterios
de establecimiento de la positividad. La region del tejido con una tincién adecuada y bien
conservada debe estudiarse para evaluar la intensidad de la tincion y determinar la
integridad de la tincion de membrana. A una tincién que rodea por completo la membrana
citoplasmatica deberia asignarse una puntuacion de intensidad de «2+» o de «3+». Ala
tincion parcial de la membrana se deberia asignar la puntuacion «1+». Es posible que sea
necesario estudiar los casos limite con un aumento de 40x o superior para poder discernir
entre las intensidades de «1+» y «2+». A diferencia de los casos con una puntuacion de
intensidad «3+», las puntuaciones de tincion «2+» contienen un anillo con una delineacion
muy clara y nitida, mientras que los casos con puntuaciones «3+» presentan un perfil
mucho mas grueso. A continuacion, en la Tabla 5, se encuentra una referencia rapida
sobre los criterios de tincion. Consulte la Guia de interpretacion de PATHWAY anti-HER2
(4B5) Rabbit Monoclonal Primary Antibody para obtener una descripcion mas detallada
con imagenes de la tincion con el anticuerpo PATHWAY anti-HER2 (4B5).

Tabla 5. Criterios de intensidad y patron de la tincién de membrana celular con el
anticuerpo PATHWAY anti-HER2 (4B5).

Puntuacion Evaluacion de la
(para informar al tincion HER2
facultativo

responsable del

tratamiento del
Patron de tincion paciente)
No se observa tincion de 0 Neqativa
membrana 9
Tincién difusa y parcial de la
membrana en cualquier .

- . +

proporcion de células ! Negativa
cancerosas
Tincion débil completa de la
membrana con un porcentaje de e
células cancerosas superior al 2 Positivo debil
10 %
Tincion intensa completa de la
m'embrana con un porcen}aje de 3+ Positiva
células cancerosas superior al
10 %

*Se recomienda reflejar en ISH

LIMITACIONES
Limitaciones generales

1. Lainmunohistoquimica es un proceso de diagndstico que comprende varios pasos
y requiere una formacion especializada en cuanto a la correcta eleccién de los
tejidos y los reactivos, la fijacion, el procesamiento, la preparacion de portaobjetos
de inmunohistoquimica y la interpretacion de los resultados de la tincion.

2. Latincién del tejido depende del manejo y el procesamiento del tejido antes de
llevar a cabo la tincién. Una fijacion, congelacion, descongelacion, lavado, secado,
calentamiento y seccionado incorrectos o la contaminacion con otros tejidos o
liquidos puede provocar la aparicién de artefactos, el enmascaramiento de
anticuerpos o resultados falsos negativos. La existencia de resultados incoherentes
puede ser el resultado de la introduccion de variaciones en los métodos de fijacién
e inclusion o puede derivarse de las irregularidades caracteristicas del tejido.

3. Una contratincion excesiva o incompleta puede poner en riesgo la interpretacion
correcta de los resultados.

4. Lainterpretacion clinica de cualquier tincién positiva, al igual que su ausencia, es
algo que se debe evaluar en funcion del contexto del historial médico, la morfologia
y otros criterios histopatologicos. La interpretacion clinica de todas las tinciones, o
la ausencia de estas, se debe complementar con los estudios morfolégicos y los
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controles correspondientes, asi como con otras pruebas diagnésticas. Es
responsabilidad del anatomopatologo cualificado estar familiarizado con los
anticuerpos, los reactivos y los métodos que se utilizan para interpretar la
preparacion de la tincion. La tincion se debe llevar a cabo en un laboratorio
certificado y con licencia y bajo la supervisién de un anatomopatélogo, que seré el
responsable de revisar los portaobjetos tefiidos y de garantizar la idoneidad de los
controles positivos y negativos.

VENTANA proporciona anticuerpos y reactivos con una dilucion éptima para su uso
siempre que se respeten las instrucciones que se suministran. Cualquier diferencia
en la forma de llevar a cabo los procedimientos de prueba recomendados pueden
invalidar los resultados previstos. Deben emplearse los controles adecuados y
documentarlos. Los usuarios que no sigan los procedimientos de prueba
recomendados deberan hacerse responsables de la interpretacion de los resultados
de la paciente.

6.  Este producto no se ha concebido para su uso en citometria de flujo; sus
caracteristicas de rendimiento no se han definido.

7. Los reactivos pueden mostrar reacciones imprevistas en tejidos que no se hayan
probado previamente. Existe la posibilidad, aunque sea remota, de encontrarse con
reacciones no previstas incluso en los grupos de tejidos probados no se puede
eliminar por completo, dada la variabilidad biologica de la expresion del antigeno en
neoplasias u otros tejidos anatomopatoldgicos.24 Pongase en contacto con su
representante local de asistencia técnica de Roche si cuenta con reacciones
imprevistas documentadas.

8. Enlos tejidos de pacientes contagiados con el virus de la hepatitis B 0 que
contienen antigeno de superficie de hepatitis b (HBsAg) es posible que se presente
una tincion no especifica con la peroxidasa de rabano.25

9. Los resultados falsos positivos se pueden observar por la unién de proteinas no
inmunoldgicas o por los productos de reaccion con sustratos. También es posible
que aparezcan como consecuencia de la actividad pseudoperoxidasa (eritrocitos),
de la actividad peroxidasa enddgena (citocromo C) o de la biotina enddgena (como
en el caso del higado, del cerebro, de la mama o del rifién) en funcion del tipo de
inmunotincién que se haya utilizado.26

10.  Como ocurre en todas las pruebas de inmunohistoquimica, un resultado negativo
significa que no se ha detectado el antigeno, no necesariamente que este no esté
presente en las células o en el tejido que se ha usado para el ensayo.

LIMITACIONES ESPECIFICAS

Este anticuerpo se ha optimizado, tal y como se indica en las tablas Tabla 1, Tabla 2 y
Tabla 3, para los instrumentos BenchMark IHC/ISH y las sustancias quimicas de
deteccion. Es posible que sea necesario incrementar o reducir el tiempo de incubacion del
anticuerpo primario en muestras individuales por las variaciones que se dan en la fijacion
y el procesamiento de los tejidos. Para obtener mas informacion sobre las variables de
fijacién, consulte «Immunohistochemistry Principles and Advances».2!

El anticuerpo, cuando se utiliza junto con los kit de deteccion y los accesorios VENTANA,
detecta el antigeno que permanece una vez se han llevado a cabo la fijacién en formol, el
procesamiento del tejido y el corte. Los usuarios que no sigan los procedimientos de
prueba recomendados deberan hacerse responsables de la interpretacion y validacion de
los resultados del paciente.

Los portaobjetos deberian tefiirse inmediatamente, dado que la antigenicidad de las
secciones de los cortes de tejido puede disminuir con el tiempo y es posible que se dafien
debido a los factores ambientales si se almacenan durante un periodo prolongado.

Es posible que no estén todos los ensayos registrados en cada instrumento. Péngase en
contacto con el representante local de servicio Roche para obtener mas informacion.

CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO

RENDIMIENTO DE ANALISIS

Se realizaron pruebas de tincion para evaluar la sensibilidad, especificidad y precision y
los resultados se indican a continuacion.

Sensibilidad y especificidad

La sensibilidad y especificidad del anticuerpo PATHWAY anti-HER2 (4B5) se determin6
mediante un estudio que presentaba tincién de membrana no especifica en la mayor
parte de los tejidos normales. Los resultados de la tincién se muestran en la Tabla 6. La
sensibilidad y especificidad del anticuerpo PATHWAY anti-HER2 (4B5) también se
determind mediante un estudio que presentaba tincion de membrana no especifica en la
mayor parte de los tejidos neoplasicos. Los resultados de la tincion se muestran en la
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Tabla 7. La tincién para comprobar la sensibilidad y la especificidad se llevé a cabo con el N.° de casos
protocplo VIEW DAB De_tection Kit en un instrumento BenchMark XT o con el protocolo Patologia positivos/total
ultraView en el caso del instrumento BenchMark ULTRA que se han mencionado
anteriormente. Carcinoma, sin especificar (ovario) 12
La 'Fir)c.ién positiva.en_ el epiteli? amigdalino, el epitelio esofagico, ]a prostata, el nervio Neoplasia neuroendocrina (pancreas) 0/
periférico, la paratiroideo, el cancer de mama, de colon y de ovario es coherente con la
documentacion publicada al respecto sobre la expresion de HER2. Adenocarcinoma (pancreas) 0/1
La sensibilidad depende de la conservacion del antigeno. El manejo incorrecto del tejido - - - -
durante el fijado, el corte, la inclusion o el almacenamiento que modifica la antigenicidad, | Carcinoma, sin especificar (pancreas) 013
debilita la capacidad de deteccion de la proteina HER2 que tiene el anticuerpo PATHWAY Seminoma (testiculos) 0
anti-HER2 (4B5), lo que puede dar lugar a resultados falsos negativos.
Tabla 6. La sensibilidad/especificidad del anticuerpo PATHWAY anti-HER2 (4B5) se Carcinoma embrionario (testiculos) 0/1
determiné analizando tejidos normales FFPE.
Carcinoma medular (tiroides) 0/1
N.° de casos N.° de casos
Tejido positivos/total | Tejido positivos/total Carcinoma papilar (tiroides) 01
Cerebro 0/6 Intestino delgado 0/6 Carcinoma, sin especificar (tiroides) 03
Cerebelo 0/6 Colon 0/46 Carcinoma ductal microinvasivo (mama) 212
Glandula suprarrenal | 0/6 Higado 0/6 Carcinoma ductal invasivo (mama) 42/99
Ovario 0/6 Glandula salival 013 Carcinoma, sin especificar (mama) 1/4
Péncreas 0/6 Lengua 013 Carcinoma de células pequefias (pulmon) on
Ganglio linfatico 0112 Rifion 0/6 Carcinoma de células escamosas (pulmén) 0N
Glandula pituitaria 0/5 Préstata 116 Adenocarcinoma (pulmén) 0/1
Testiculos 0/6 Vejiga b 313 Carcinoma, sin especificar (pulmén) 0/2
Tiroides 0/6 Recto 0/6 Carcinoma de células escamosas (es6fago) 01
Mama 0/14 Glandula paratiroidea ¢ |4/6 Adenocarcinoma (es6fago) on
Bazo 0/6 Endometrio 0/3 Adenocarcinoma mucinoso (estémago) 0/4
Amigdala a 3/6 Utero 03 Adenocarcinoma (estémago) 8/88
Timo 0/5 Cuello del tero 0/5 Carcinoma de células en anillo de sello (Estémago) 0/4
Médula ésea 0/3 Endocérvix 01 Carcinoma, sin especificar (estémago) 0/3
Pulmén 0/6 Musculo esquelético | 0/6 Adenocarcinoma (intestino delgado) on
Corazon 0/5 Piel 0/6 Tumor estromal gastrointestinal (intestino delgado) 01
Pericardio 03 Nervio 2/6 Adenocarcinoma (colon) 0/32
Esofago 1/6 Mesotelio 0/3 Tumor estromal gastrointestinal (colon) 01
Estomago 0/11 Carcinoma, sin especificar (colon) 13
aTincion focal de la superficie de células epiteliales Adenocarcinoma (recto) 15
b Tincién membranosa de células superficiales en paraguas Tumor estromal gastrointestinal (recto) 0/
€ Tincion focal de membrana
Melanoma (recto) 0/1
Tabla7. La Sensibi|idad/eSpeCifiCidad del antiCUerpO PATHWAY anti-HER2 (485) se Carcinoma hepatoce|u|ar (higado) 0/3
determiné analizando una variedad de tejidos neoplasicos FFPE.
N° de casos Hepatoblastoma (higado) 0/1
Patologia positivos/total Carcinoma, sin especificar (higado) 013
Glioblastoma (cerebro) 072 Carcinoma de células claras (rifion) 0/1
Meningioma (cerebro) 0/1 Carcinoma, sin especificar (rifion) 0/5
Oligodendroglioma (cerebro) 0/1 Adenocarcinoma (préstata) 0/2
Adenocarcinoma seroso (ovario) 012 Carcinoma, sin especificar (prostata) 0/3
2022-10-26 6/16 14427ES Rev H
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N.° de casos

Patologia positivos/total
Leiomioma (utero) 011
Adenocarcinoma (Utero) 0/1
Carcinoma de células claras (Utero) 011
Carcinoma de células escamosas (cuello uterino) 0/2
Rabdomiosarcoma embrionario (misculo estriado) 0/1
Carcinoma de células basales (piel) 011
Carcinoma de células escamosas (piel) gl
Neurofibroma (lumbar) 011
Neuroblastoma (retroperitoneo) on
Mesotelioma (peritoneo) 0/1
Rabdomiosarcoma polimorfo (peritoneo) on
Linfoma, sin especificar 013
Linfoma de linfocitos B, sin especificar (bazo) on
Linfoma de linfocitos B, sin especificar (ganglio linfatico) 0/2
Linfoma de Hodgkin (ganglio linfatico) 0/1
Carcinoma urotelial (vejiga) 11
Leiomiosarcoma (vejiga) 0/1
Osteosarcoma (hueso) on
Leiomiosarcoma (musculo liso) 0/1
Adenocarcinoma rectal (metastasico) on
Adenocarcinoma de colon (metastasico) 07
Adenocarcinoma mucinoso de colon (metastésico) 0/1
Neoplasia neuroendocrina, sin especificar 02
Leiomioma 012
Melanoma 012
Sarcoma, sin especificar 0/2
Carcinoma no diferenciado, sin especificar 0/1

Repetibilidad y reproducibilidad
Estudios de repetibilidad y precision intermedia

La reproducibilidad en una sola sesion de la tincion del instrumento BenchMark XT se
determiné mediante la tincidn de tres portaobjetos, cada uno con cinco tejidos de cancer
de mama cuyas puntuaciones de la expresion de HER-2 eran 0, 1+, 2+ y 3+. En cada uno
de los casos, tres de los tres portaobjetos se tifieron adecuadamente en una sola sesion y
en todos los instrumentos de la prueba. Los usuarios deben comprobar los resultados de
reproducibilidad en una sesién mediante la tincion de varios conjuntos de secciones en
serie con una densidad del antigeno baja, media y alta en una sola sesion.

La reproducibilidad entre sesiones y entre plataformas de la tincion se determind
mediante la tincién de tres portaobjetos, cada uno con cinco tejidos de cancer de mama,
cuyas puntuaciones de la expresion de HER-2 eran 0, 1+, 2+ y 3+ en tres sesiones
diferentes en el instrumento BenchMark XT. En cada uno de los casos, nueve de los
nueve portaobjetos se tifieron adecuadamente en las tres sesiones y en todos los
instrumentos de la prueba. Los usuarios deben comprobar los resultados de
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reproducibilidad entre sesiones mediante la tincion de varios conjuntos de secciones en
serie con una densidad del antigeno baja, media y alta en diferentes dias.

Reproducibilidad entre lotes

La reproducibilidad entre lotes se determind mediante una tincién automatizada de 5
tejidos de cancer de mama cuyas puntuaciones de la expresion de HER2 eran 0, 1+, 2+y
3+ con tres lotes del anticuerpo PATHWAY anti-HER2 (4B5). Tres lectores cualificados
asignaron una puntuacion a los tejidos con tincién con una escala de 0 a 3+. Hubo una
concordancia del 100 % entre los lotes y entre los lectores de los tres portaobjetos y los
cinco tejidos con tincién.

Estudios de reproducibilidad entre laboratorios y entre lectores en
un instrumento BenchMark XT

Reproducibilidad de las puntuaciones entre laboratorios y entre lectores de la tincién con
el instrumento BenchMark XT: Tres laboratorios, pertenecientes a instituciones diferentes
de EE. UU., participaron en el estudio de reproducibilidad entre laboratorios. Se enviaron
los portaobjetos con secciones de 40 casos de carcinoma de mama invasivo fijados con
formol tamponado neutro [10 unidades de cada una de las categorias de agrupamiento
HER-2 (0, 14, 2+, 3+)] y seis (6) PATHWAY HER-2 4 in 1 Control Slides a cada uno de
los centros para llevar a cabo la tincién con un instrumento BenchMark XT junto con el
protocolo de tincién recomendado. Entre los controles figuraban PATHWAY HER-2 4 in 1
Control Slides y un segundo portaobjetos de cada caso tefiido con el reactivo Ig negativo.
Ninguno de los centros se encontré con sesiones no validas segun el rendimiento de los
controles. Los resultados se analizaron en Ventana. De los 40 portaobjetos, 34
presentaron intensidades de tincion parecidas en todos los centros de tincion. Seis de las
muestras (6/40 o el 15 %) contenian una variacion no superior a un nivel de intensidad.
Tres de las muestras (3/6) contenian una variacion entre 0 y 1+, en cuyo caso ambas se
considerarian negativas. Dos de las muestras (2/40 o el 5 %) contenian una variacion
entre 2+ y 3+ y una sola muestra (1/40), una variacion entre 1+ y 2+. En los 40 casos
(100 %) un minimo de 2 de los 3 anatomopatdlogos estaban de acuerdo.

Caracteristicas de rendimiento en el instrumento BenchMark ULTRA
con VIEW DAB Detection Kit y uftraView Universal DAB Detection Kit.

Reproducibilidad entre laboratorios y entre dias de la tincién con el
instrumento BenchMark ULTRA

Tres laboratorios, pertenecientes a instituciones diferentes de EE. UU., participaron en el
estudio de reproducibilidad entre laboratorios. Se distribuyeron portaobjetos con
secciones de 48 casos de carcinoma de mama invasivo FFPE [12 unidades de cada una
de las categorias de agrupamiento HER-2 (0, 1+, 2+, 3+)] y un par de PATHWAY HER-2
4in 1 Control Slides en cada una de las 12 sesiones de tincion para estudiar la tincién en
los centros con un instrumento BenchMark ULTRA'y el protocolo de tincién recomendado,
junto con uftraView Universal DAB Detection Kit. Entre los controles figuraban PATHWAY
HER-2 4 in 1 Control Slides y un segundo portaobjetos de cada caso tefiido con el
reactivo Ig negativo. Los anatomopatdlogos, con los estados de casos enmascarados,
evaluaron los portaobjetos y facilitaron una puntuacion clinica (como 0, 1+, 2+ y 3+). Los
resultados se analizaron en Ventana. Con la nomenclatura estandar para las tablas de
2x2, el promedio de concordancia positiva (APA) en todos los sitios se calculd a través de
la formula [2a/(2a+b+c)] y el promedio de concordancia negativa (ANA) se calculd a
través de la formula [2d/(2d+b+c)]. En todos los sitios, el APA entre sitios, con base en la
evaluacion clinica (positivo/negativo), fue del 90.0 % (108/120) y el ANA fue del 92.9 %
(156/168). En las comparaciones entre pares de los sitios, se calculd el APA mediante
al(a+c) y el ANA mediante d/(b+d). Los porcentajes de APA entre sitios fueron del 93.0 %
(40/43), del 87.2 % (34/39) y del 89.5 % (34/38) entre el sitio A y el sitio B, entre el sitio A
y el sitio C y entre el sitio B y el sitio C, respectivamente. Los porcentajes de ANA entre
sitios fueron del 94.3 % (50/53), del 91.2 % (52/57) y del 93.1 % (54/58) entre el sitio A y
el sitio B, entre el sitio A y el sitio C y entre el sitio B y el sitio C, respectivamente.

Las tablas Tabla 8, Tabla 9 y Tabla 10 que aparecen a continuacion son presentaciones
de 3x3 de los resultados de cada lector con base en la puntuacion clinica, en la que se
separaron 2+y 3+:

Tabla 8. Andlisis 3x3 de los indices de concordancia entre laboratorios entre el sitio Ay el
sitio B: anticuerpo PATHWAY anti-HER2 (4B5) en un instrumento BenchMark ULTRA con
ultraView Universal DAB Detection Kit.

Sitio B
Sitio A 3+ 2+ 0,1+ Total
3+ 12 2 0 14
2+ 0 6 2 8
14427ES Rev H



v )
-}‘ S VENTANA

AT
Sitio B
Sitio A 3+ 2+ 0,1+ Total
0,1+ 0 1 25 26
Total 12 9 27 48
Porcentaje de concordancia global (OPA): n/N (%) | 43/48 (89.6)

Tabla 9. Analisis 3x3 de los indices de concordancia entre laboratorios entre el centro Ay

el centro C: anticuerpo PATHWAY anti-HER2 (4B5) en un instrumento BenchMark
ULTRA con ultraView Universal DAB Detection Kit.

Sitio C
Sitio 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 48
Porcentaje de concordancia global (OPA): n/N (%) | 42/48 (87.5)

Tabla 10. Andlisis 3x3 de los indices de concordancia entre laboratorios entre el centro B

y el centro C: anticuerpo PATHWAY anti-HER?2 (4B5) en un instrumento BenchMark
ULTRA con ultraView Universal DAB Detection Kit.

Sitio C
Sitio 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 48
Porcentaje de concordancia global (OPA): n/N (%) | 44/48 (91.7)

Reproducibilidad entre dias de la tincién con el instrumento
BenchMark ULTRA

En la parte del estudio correspondiente a la reproducibilidad entre dias (IDR) se
incluyeron 12 casos con una distribucion prevista de aproximadamente tres (3) casos de
cada puntuacion clinica (0, 1+, 2+y 3+). En total se llevé a cabo la parte del estudio
correspondiente a la IDR mediante cinco sesiones en un instrumento BenchMark ULTRA
en un solo centro (Sitio C) y en un periodo minimo de 20 dias, de forma que las tinciones
no se realizaran en dos dias consecutivos. Los porcentajes de APA y ANA de la IDR, con
base en la evaluacion clinica de la tincion con el anticuerpo PATHWAY anti-HER2 (4B5)
en el sitio C en todos los dias, fue en ambos casos del 100 %. Los indices de los indices
de concordancia global (OPA) de las comparaciones entre dias, con base en las
puntuaciones clinicas, fueron del 100 % en cada una de las comparaciones entre dias y
en la combinacién de todos los dias.

Estudios de reproducibilidad entre laboratorios y entre lectores en
un instrumento BenchMark ULTRA PLUS con ufraView Universal
DAB Detection Kit

Tres laboratorios, pertenecientes a instituciones diferentes de EE. UU., participaron en el
estudio de reproducibilidad entre laboratorios. Se distribuyeron a cada sitio de estudio
portaobjetos con secciones de 28 casos de carcinoma de mama invasivo FFPE [7
unidades de cada una de las categorias de agrupamiento HER2 (0, 1+, 2+, 3+)] y un par
de portaobjetos de control (un PATHWAY HER-2 4 in 1 Control Slide y un caso de tejido
de carcinoma de mama de control) en cada una de las 10 sesiones de tincién para su
tincion con un instrumento BenchMark ULTRA PLUS y el protocolo de tincion
recomendado, junto con uftraView Universal DAB Detection Kit. Entre los controles
figuraban PATHWAY HER-2 4 in 1 Control Slides, un caso de tejido de carcinoma de
mama de control y un segundo portaobjetos de cada prueba de caso tefiido con el
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reactivo Ig negativo. Los anatomopatologos, con los estados de casos enmascarados,
evaluaron los portaobjetos y facilitaron una puntuacion clinica (como 0, 1+, 2+ y 3+). Los
resultados se analizaron en Ventana.

Se evalud la reproducibilidad del estado de HER2 (positivo o negativo) de todos los
portaobjetos de casos que se podian evaluar con el estado HER2 modal a nivel de caso
como referencia para cada uno de ellos. A efectos del calculo de los indices de
concordancia, una puntuacion HER2 de 0 o de 1+ se consideraba negativa y una
puntuacion HER2 de 2+ o 3+ se consideraba positiva. El estado HER2 modal de cada
caso se determind como el resultado del lectorque se observaba con mayor frecuencia
(positivo o negativo) en el caso en cuestion. Todas las observaciones que se obtuvieron
mediante la combinacion de todos los sitios, los lectores, los dias y los casos de la
poblacién de portaobjetos de casos que se podian evaluar se compararon con los
resultados del estado HER2 modal. Los PPA, NPA y OPA de la combinacién de analisis
fueron del 97.9 % (411/420), del 97.6 % (410/420) y del 97.7 % (821/840)
respectivamente. También se evalud la reproducibilidad del estado HER2 como los
porcentajes de APA, ANA y OPA de todas las posibles comparaciones entre pares entre
los sitios y de todas las comparaciones entre sitios combinadas. En el caso de la
reproducibilidad entre sitios, los resultados de APA, ANA y OPA fueron del 95.9 %, del
95.9 % y del 95.9 % respectivamente. En el caso de la reproducibilidad entre lectores, los
resultados de APA, ANA y OPA fueron del 95.5 %, del 95.5 % y del 95.5 %. En el caso de
la reproducibilidad entre dias, los resultados de APA, ANA y OPA fueron del 97.0 %, del
97.0 %y del 97.0 %. Los intervalos de confianza (Cl) bilaterales del 95 % se calcularon
mediante el método bootstrap percentil.

En las tablas 11-14 se encuentran las presentaciones de estos resultados.

Tabla 11. Concordancia combinada del estado HER2 con el estado modal a nivel de caso
de los casos de carcinoma de mama tefiidos con el anticuerpo PATHWAY anti-HER2
(4B5) en el instrumento BenchMark ULTRA PLUS.

Estado modal
BenchMark ULTRA PLUS

Estado HER2 Positiva Negativa Total
Positiva 411 10 421
Negativa 9 410 419
Total 420 420 840

niN % (Cl del 95 %)

Portl:e_entaje de concordancia 411/420 97.9(95.7, 99.5)
positiva
Porce.ntaje de concordancia 410/420 976 (94.3, 100.0)
negativa
Porcentaje de concordancia
global 821/840 97.7 (96.0, 99.3)

Tabla 12. indice de concordancia combinada del sitio de las comparaciones entre pares
del estado HER2 de los casos de carcinoma de mama tefiidos con el anticuerpo
PATHWAY anti-HER2 (4B5) en un instrumento BenchMark ULTRA PLUS.

Estado HER2 del Sitio j
Estado HER2 del Sitio i Positiva Negativa Total
Positiva 4037 163 4200
Negativa 183 4017 4200
Total 4220 4180 8400
N % (Cl del 95 %)
Promedio de concordancia 807418420 959 (92.8,98.6)
positiva
:;;’;f‘j‘: de concordancia 8034/8380 95.9 (92,5, 98.7)
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Estado HER2 del Sitio i

Estado HER2 del Sitio j

Positiva

Negativa Total

Porcentaje de concordancia
global

8054/8400

95.9 (92.7, 98.6)

Nota: Los Sitios i y j son los sitios (Sitio A, Sitio By Sitio C) que se emplearon en el
estudio. El indice de concordancia combinado se calcula combinando todas las posibles
comparaciones entre todos los sitios (Sitio A frente a B, A frente a C y B frente a C).

Tabla 13. indices de concordancia combinada entre lectores de las comparaciones entre
pares del estado HER2 de los casos de carcinoma de mama tefiidos con el anticuerpo
PATHWAY anti-HER2 (4B5) en el instrumento BenchMark ULTRA PLUS.

global

Estado HER2 del Lector 2
Estado HER2 del Lector 1 Positiva Negativa Total
Positiva 201 9 210
Negativa 10 200 210
Total 211 209 420
n/N % (Cl del 95 %)
Promedio de concordancia
positiva 402/421 95.5 (92.0, 98.6)
Promedio de concordancia
negativa 400/419 95.5(91.6, 98.6)
Porcentaje de concordancia 401/420 955 (91.9, 98.6)

Nota: Los Lectores 1y 2 son los lectores del mismo sitio del estudio (Sitio A, Sitio B o
Sitio C) que se emplearon en el estudio. El indice de concordancia combinado se calcula
mediante la combinacion de las concordancias entre lectores de un sitio en todos los

sitios del estudio.

Tabla 14. indices de concordancia combinada entre dias de las comparaciones entre
pares del estado HER2 de los casos de carcinoma de mama tefiidos con el anticuerpo
PATHWAY anti-HER2 (4B5) en el instrumento BenchMark ULTRA PLUS.

global

Estado HER2 del Dia j
Estado HER2 del Dia i Positiva Negativa Total
Positiva 817 15 832
Negativa 35 813 848
Total 852 828 1680
niN % (Cl del 95 %)
Promedio de concordancia 1634/1684 97.0(95.0, 98.9)
positiva
Promedio de concordancia 16261676 97.0 (948, 98.9)
negativa
Porcentaje de concordancia 1630/1680 97.0(95.0,98.9)

Nota: Los Dias i y j son los dias (del Dia 1 al Dia 5) de las sesiones de tincion del estudio.
El indice de concordancia combinado se calcula mediante la combinacion de todas las
posibles comparaciones entre dos dias cualquiera de cada lector en cada sitio.

Estudio de comparacion entre los instrumentos BenchMark ULTRA y

BenchMark XT

Dos laboratorios de tincion Unicos y tres sitios de lectura de EE. UU. participaron en el
estudio de comparacion de plataformas. Se distribuyeron aleatoriamente portaobjetos con
secciones de 280 casos de carcinoma de mama invasivo FFPE [aproximadamente 70
unidades de cada una de las categorias de agrupamiento HER2 (0, 1+, 2+, 3+)] a dos
centros de tincion (140 casos a cada sitio) para que se llevara a cabo la tincién con los

2022-10-26
FT0700-410t

9/16

instrumentos BenchMark XT y BenchMark ULTRA con el protocolo de tincion
recomendado y uftraView Universal DAB Detection Kit. Entre los controles figuraban
PATHWAY HER-2 4 in 1 Control Slides y un segundo portaobjetos de cada caso tefiido
con el reactivo Ig negativo. Los casos con tincion del Sitio 1 y el Sitio 2 se dividieron en
cuatro conjuntos de portaobjetos que se facilitaron, de uno en uno, a los tres lectores
cualificados (anatomopatologos), un lector en el Sitio 1, otro en el Sitio 2y, el dltimo, en el
Sitio 3. Tanto los estados de los casos como la plataforma de tincion estaban
enmascarados y los anatomopatdlogos evaluaron en estas condiciones los cuatro
conjuntos de portaobjetos y proporcionaron una puntuacion clinica en cada caso (0, 1+,
2+, 3+). Los resultados se analizaron en Ventana. Los porcentajes de PPA (y el limite
inferior de los intervalos de confianza del 95 % bilaterales) de la tincién con el anticuerpo
PATHWAY anti-HER2 (4B5) en el instrumento BenchMark ULTRA frente al instrumento
BenchMark XT, basados en la evaluacion clinica positiva frente a la negativa, fueron del
91.6 % (85.9), 91.2 % (85.3) y del 94.9 % (89.3) en el caso del Lector A,By C,
respectivamente. Los porcentajes de NPA (y el limite inferior de los intervalos de
confianza del 95 % bilaterales) de la tincion con el anticuerpo PATHWAY anti-HER2 (4B5)
en el instrumento BenchMark ULTRA frente al instrumento BenchMark XT, basados en la
evaluacion clinica positiva frente a la negativa, fueron del 91.9 % (85.8), 93.8 % (88.3) y
del 99.3 % (96.3) en el caso del Lector A, B y C, respectivamente. EI OPA del anticuerpo
PATHWAY anti-HER2 (4B5) con el instrumento BenchMark ULTRA frente al instrumento
BenchMark XT, basado en un andlisis 2x2 de la evaluacion clinica positiva frente a la
negativa, fue de 91.8 %, 92.5 % y de 97.4 % en el caso del Lector A, By C,
respectivamente. En las tablas Tabla 15, Tabla 16 y Tabla 17 se muestran la presentacion
3x3 de los indices de concordancia entre plataformas de cada lector, con base en las
puntuaciones clinicas (0/1+, 2+, 3+).

Tabla 15. Analisis 3x3 de los indices de concordancia entre plataformas del instrumento
BenchMark ULTRA frente al instrumento BenchMark XT: Lector A.

Instrumento
BenchMark ULTRA Instrumento BenchMark XT
Lector 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

Porcentaje de concordancia global:

N (%) (C1 del 95 %) 226/267 (84.6) (79.8-88.5)

Tabla 16. Analisis 3x3 de los indices de concordancia entre plataformas del instrumento
BenchMark ULTRA frente al instrumento BenchMark XT: Lector B.

Instrumento
BenchMark ULTRA Instrumento BenchMark XT

Lector 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

:/‘,’\l’?;:;‘(aéel g:l g‘s”l/co;”da“c'a global: 242/267 (90.6) (86.5-93.6)

Tabla 17. Analisis 3x3 de los indices de concordancia entre plataformas del instrumento
BenchMark ULTRA frente al instrumento BenchMark XT: Lector C.

Instrumento
BenchMark ULTRA Instrumento BenchMark XT
Lector C 3+ 2+ 0,1+ Total
3+ 64 1 0 65
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Instrumento
BenchMark ULTRA Instrumento BenchMark XT
Lector C 3+ 2+ 0,1+ Total
2+ 2 45 1 48
0,1+ 0 6 148 154
Total 66 52 149 267
Porcentaje de concordancia global: y
AN (%) (CI del 95 %) 257/267 (96.3) (93.2-98.0)

Estudio de comparacion entre los instrumentos BenchMark ULTRA
PLUS y BenchMark ULTRA

Tres laboratorios de diferentes instituciones de Estado Unidos participaron en un estudio
de concordancia entre el instrumento BenchMark ULTRA PLUS y el instrumento
BenchMark ULTRA. Se tifieron en Ventana portaobjetos con secciones de 122 casos de
carcinoma de mama invasivo FFPE de cada una de las categorias de agrupamiento
HER-2 (0, 1+, 2+, 3+) con el instrumento BenchMark ULTRA y el protocolo de tincion
recomendado, junto a uftraView Universal DAB Detection Kit. Entre los controles se
encontraban un portaobjetos PATHWAY HER-2 4 in 1 Control Slide y un tejido de control
positivo de carcinoma de mama por sesion de tincion. Ademas, se tifio un segundo
portaobjetos de cada caso de prueba con un reactivo Ig negativo. Los portaobjetos con
secciones de los mismos casos se aleatorizaron y se distribuyeron de forma equitativa
(40-41 casos por sitio) en los sitios del estudio para su tincion en un instrumento
BenchMark ULTRA PLUS con el protocolo de tincion recomendado y uftraView Universal
DAB Detection Kit. Entre los controles se encontraban un portaobjetos PATHWAY HER-2
4.in 1 Control Slide y un tejido de control positivo de carcinoma de mama por sesién de
tincién. Ademas, se tifid un segundo portaobjetos de cada caso de prueba con un reactivo
Ig negativo. Los anatomopatdlogos, con los estados de casos enmascarados, evaluaron
los portaobjetos tefiidos en un instrumento BenchMark IHC/ISH y facilitaron una
puntuacién clinica (como 0, 1+, 2+ y 3+). Tras un periodo de reposo de dos semanas, los
anatomopatdlogos evaluaron los portaobjetos tefiidos en el segundo instrumento
BenchMark IHC/ISH. Los resultados se analizaron en Ventana. Una puntuacién HER2 de
IHC de 0+ o de 1+ se consideraba negativa y una puntuacién HER2 de IHC de 2+ o de 3+
se consideraba positiva. Los porcentajes de OPA, PPA y NPA fueron del 91.0%
(333/366), del 93.3% (154/165) y del 89.1% (179/201) respectivamente. Los intervalos de
confianza (Cl) bilaterales del 95 % se calcularon mediante el método bootstrap percentil.
Los indices de aceptabilidad de fondo y morfologia de todos los casos fueron del 100 %
en ambos instrumentos. En la tabla 18 se encuentran las presentaciones de estos
resultados.

Tabla 18. Concordancia combinada del estado HER2 de los casos de carcinoma de
mama tefiidos con el anticuerpo anti-HER?2 (4B5) en los instrumentos BenchMark ULTRA
PLUS frente a BenchMark ULTRA

Reproducibilidad entre anatomopat6logos de las muestras del
estudio de comparacion de plataformas

Los indices de concordancia positiva y negativa con intervalos de confianza del 95 %
bilateral se calcularon con base en las seis posibles comparaciones entre pares de todos
los lectores en cada plataforma.

En el instrumento BenchMark ULTRA, los porcentajes de PPA de los lectores A frente a
B, Afrente a C, B frente a C, B frente a A, C frente a Ay C frente a B fueron del 94.7 %
(126/133), del 98.2 % (111/113), del 98.2 % (111/113), del 89.4 % (126/141), del 78.7 %
(111/141) y del 83.5 % (111/133) respectivamente. Los porcentajes de NPA de los
lectores A frente a B, A frente a C, B frente a C, Bfrentea A, Cfrentea Ay C frente a B
fueron del 88.8 % (119/134), del 80.5 % (124/154), del 85.7 % (132/154), del 94.4 %
(119/126), del 98.4 % (124/126) y del 98.5 % (132/134) respectivamente. El porcentaje de
OPA mas elevado se dio entre el lector Ay el lector B (91.8 %) y algo més bajo entre el
lector B y el lector C (91.0 %) y el lector Ay el lector C (88.8 %).

En el instrumento BenchMark XT, los porcentajes de PPA de los lectores A frente a B, A
frente a C, B frente a C, B frente a A, C frente a Ay C frente a B fueron del 94.9 %
(130/137), del 98.3 % (116/118), del 98.3 % (116/118), del 90.9 % (130/143), del 81.1 %
(116/143) y del 84.7 % (116/137) respectivamente. Los porcentajes de NPA de los
lectores A frente a B, A frente a C, B frente a C, B frente a A, C frente a A y C frente a B
fueron del 90.0 % (117/130), del 81.9 % (122/149), del 85.9 % (128/149), del 94.4 %
(117/124), del 98.4 % (122/124) y del 98.5 % (128/130) respectivamente. El porcentaje de
OPA mas elevado se dio entre el lector Ay el lector B (92.5%) y algo mas bajo entre el
lector By el lector C (91.4 %) y el lector Ay el lector C (89.1%).

Estudio de comparacion entre iVIEW DAB Detection Kit y uftraView
Universal DAB Detection Kit

Para llevar a cabo el estudio comparativo entre el VIEW DAB Detection Kit y uftraView
Universal DAB Detection Kit de las tinciones con anticuerpo PATHWAY anti-HER2 (4B5)
con un instrumento BenchMark ULTRA, se utilizé en el Centro 1 una cohorte de 140
casos de carcinoma de mama invasivo FFPE [aproximadamente 35 casos de cada
categoria de agrupamiento HER-2 (0, 1+, 2+, 3+)]. Un laboratorio de tincién Unico y tres
centros de lectura de EE. UU. participaron en el estudio de comparacién de la deteccion.
En el caso de la tincion con el anticuerpo PATHWAY anti-HER2 (4B5) en el instrumento
BenchMark ULTRA, los porcentajes de PPA entre los resultados obtenidos mediante los
métodos /VIEW DAB Detection Kit y uftraView Universal DAB Detection Kit, con base en
la evaluacién clinica (positiva, negativa), fueron del 95.8 % (68/71), del 96.9 % (63/65) y
del 96.5 % (55/57) en el caso de los lectores A, B y C, respectivamente, y los porcentajes
de NPA entre los métodos de deteccion fueron del 90.8 % (59/65), del 91.5 % (65/71) y
del 97.5 % (77/79) en el caso de los lectores A, B y C, respectivamente. Los porcentajes
de OPA entre los kits de deteccion fueron del 93.4 % (127/136), 94.1 % (128/136) y del
97.1 % (132/136) en el caso de los lectores A, B y C, respectivamente. En las tablas
Tabla 19, Tabla 20 y Tabla 21 se muestran las presentaciones 3x3 de los indices de
concordancia de la comparacion de la deteccion de cada lector, con base en las
puntuaciones clinicas (0/1+, 2+, 3+).

Tabla 19. Analisis 3x3 de los indices de concordancia entre VIEW DAB Detection Kit y
ultraView Universal DAB Detection Kit del Lector A: tincion con el anticuerpo PATHWAY

Estado de BenchMark ULTRA HER?2 (4B5) en un instrumento BenchMark ULTRA.
Estado de BenchMark HER2 VIEW DAB Detection
ULTRA PLUS HER2 Positiva Negativa Total Kit ultraView Universal DAB Detection Kit

Positiva 154 22 176 Lector A 3+ 2+ 0,1+ Total
Negativa 1 179 190 3+ 43 5 0 48
Total 165 201 366 2+ 3 17 6 26

niN % (Cl del 95 %) 0,1+ 0 3 59 62
Porcentaje de concordancia 154/165 933 (89.5,96.9) Total 46 2 65 136
positiva . . .

Porcentaje de concordancia global: 119/136 (87.5) (80.9-92.0)
Porcentaje de concordancia n/N (%) (Cl del 95 %) ’ e
negativa 179/201 89.1(85.1,93.0)
Porcentaje de concordancia 333/366 910 (885,93.7)
global
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Tabla 20. Anélisis 3x3 de los indices de concordancia entre IVIEW DAB Detection Kit y
ultraView Universal DAB Detection Kit del Lector B: tincién con el anticuerpo PATHWAY
anti-HER2 (4B5) en un instrumento BenchMark ULTRA.

IVIEW DAB Detection
Kit ultraView Universal DAB Detection Kit
Lector 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
0 e oy e globel 1281136 (94.1) (88.6-97.0)

Tabla 21. Andlisis 3x3 de los indices de concordancia entre VIEW DAB Detection Kit y
ultraView Universal DAB Detection Kit del Lector C: tincién con el anticuerpo PATHWAY
anti-HER2 (4B5) en un instrumento BenchMark ULTRA.

VIEW DAB Detection
Kit ultraView Universal DAB Detection Kit
Lector C 3+ 2+ 0,1+ Total
3+ 32 0 0 32
2+ 0 23 2 25
0,1+ 0 2 77 79
Total 32 25 79 136
:&’?&“;;‘g g; gg'lz;”da"c'a global: 132/136 (97.1) (92.7-98.9)

Reproducibilidad entre anatomopatélogos de las muestras del
estudio de comparacion de deteccion

Los indices de concordancia positiva y negativa con intervalos de confianza del 95 %
bilateral se calcularon con base en las seis posibles comparaciones entre pares de todos
los lectores con cada método.

En el caso de VIEW DAB Detection Kit, los porcentajes de PPA de los lectores A frente a
B, Afrente a C, B frente a C, B frente a A, C frente a A y C frente a B fueron del 100.0 %
(69/69), del 98.2 % (56/57), del 96.5 % (55/57), del 93.2 % (69/74), del 75.7 % (56/74) y
del 79.7 % (55/69) respectivamente. Los porcentajes de NPA de los lectores A frente a B,
Afrente a C, Bfrentea C, B frente a A, C frente a Ay C frente a B fueron del 92.5 %
(62/67), del 77.2 % (61/79), del 82.3 % (65/79), del 100.0 % (62/62), del 98.4 % (61/62) y
del 97.0 % (65/67) respectivamente. El indice de concordancia global més elevado se dio
entre el lector Ay el lector B (96.3 %) y algo méas bajo entre el lector Ay el lector C

(86.0 %) y el lector B y el lector C (88.2 %).

En el caso de uftraView Universal DAB Detection Kit, los porcentajes de PPA de los
lectores A frente a B, A frente a C, B frente a C, B frente a A, C frente a Ay C frente a B
fueron del 96.9 % (63/65), del 98.2 % (56/57), del 98.2 % (56/57), del 88.7 % (63/71), del
78.9 % (56/71) y del 86.2 % (56/65) respectivamente. Los porcentajes de NPA de los
lectores A frente a B, A frente a C, B frente a C, B frente a A, C frente a Ay C frente a B
fueron del 88.7% (63/71), del 81.0% (64/79), del 88.6% (70/79), del 96.9% (63/65), del
98.5% (64/65) y del 98.6% (70/71) respectivamente. Los indices de concordancia global
fueron parecidos entre cada par de lectores, con resultados de 92.6 % (126/136), 88.2 %
(120/136) y de 92.6 % (126/136) en el caso de los lectores Ay B, los lectores Ay Cy los
lectores B y C, respectivamente.

RENDIMIENTO CLINICO

Estudios comparativos entre el anticuerpo PATHWAY anti-HER2
(4B5) y PATHWAY anti-HER2 (CB11) Mouse Monoclonal Antibody
Se llevo a cabo un estudio comparativo del método para evaluar la relacion de los
resultados entre el anticuerpo PATHWAY anti-HER2 (4B5) y el anticuerpo PATHWAY
anti-HER2 (CB11) con PathVysion HER2 FISH, siendo ambos pruebas diagnésticas
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homologadas previamente por la FDA. En el estudio participaron seis investigadores.
Dos conjuntos de tres investigadores diferentes evaluaron dos cohortes independientes
(Cohorte 1: n = 144, Cohorte 2: n = 178) mediante casos conocidos de cancer de mama
tefiidos con HER2 CB11 y HER2 4B5. Los datos de FISH se obtuvieron de la historia
clinica del paciente. Se cre6 una puntuacion de consenso entre los tres lectores en cada
anticuerpo para evitar la conocida variabilidad del lector que se produce en la puntuacion
de HER2.27,28,29 S evaluaron un total de 322 casos. Los portaobjetos con tincion del
anticuerpo PATHWAY anti-HER2 (CB11) se procesaron y se tifieron segun las
instrucciones del fabricante que se especificaban en la hoja de datos del anticuerpo
CB11. Habia transcurrido un periodo medio de aproximadamente un afio entre la tincion y
la lectura de los portaobjetos con tincion CB11. Dado que las puntuaciones de uno de los
seis lectores se encontraban fuera del intervalo de confianza, los datos de las dos
cohortes se presentan a continuacion.

Reproducibilidad entre anatomopatélogos de las muestras de los estudios de
comparacion

Tabla 22. Cohorte 1: puntuaciones consensuadas de IHC de tres anatomopatologos.

Puntuacion CB11
Puntuacion 4B5 3+ 2+ 0,1+ Total
3+ 29 24 5 58
2+ 2 13 17 32
0,1+ 0 0 53 53
Total 31 37 75 143

Cohorte 1: Caracteristicas de rendimiento en la presentacion 3x3.
Concordancia global: (29+13+53)/143 = 66.4 % (Cl del 95 % = 38.6 %, 59.7 %).

Cohorte 1: Caracteristicas de rendimiento en la presentacion 2x2 (las puntuaciones
positivas (2+y 3+) y negativas (0+ y 1+) del anticuerpo HER2 se presentan
combinadas).

. Porcentaje de concordancia positiva: (29+2+24+13)/(31+37) = 100 %

e (%deCldel95 % =975 %-100 %).

. Porcentaje de concordancia negativa: 53/75 = 70.7 % (Cl del 95 % = 58.5 %-
80.1 %).

e Concordancia global: (29+24+2+13+53)/143 = 84.7 % (Cl del 95 % = 78.2 %-
90.0).

Tabla 23. Cohorte 2: puntuaciones consensuadas de IHC de tres anatomopatélogos.

Puntuacion CB11
Puntuacion 4B5 3+ 2+ 0,1+ Total
3+ 72 1 0 73
2+ 1 12 5 18
0,1+ 0 7 80 87
Total 73 20 85 178

Cohorte 2: Caracteristicas de rendimiento en la presentacion 3x3.

Concordancia global: (72+12+80)/178 = 92.1 % (Cl del 95 % = 80.1 %, 93.1 %).

Cohorte 2: Caracteristicas de rendimiento en la presentacion 2x2 (las puntuaciones

positivas (2+y 3+) y negativas (0+ y 1+) del anticuerpo HER2 se presentan

combinadas).

e Porcentaje de concordancia positiva: (72+12+1+1)/(73+20) = 92.5 % (Cl del
95 % =85.2 %-96.9 %).

e Porcentaje de concordancia negativa: 80/85 = 94.1 % (Cl del 95 % = 86.8 %-
98.1 %).

e  Concordancia global: (72+12+1+1+80)/178 = 93.3 % (Cl del 95 % = 88.5 %-
96.4 %).
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Tabla 24. Cohorte 1: puntuaciones consensuadas de IHC CB11 de tres
anatomopat6logos en comparacion con FISH.

Tabla 27. Cohorte 2: puntuaciones consensuadas de IHC 4B5 de tres anatomopatélogos:
comparacion con FISH.

Resultado FISH Resultado FISH
Puntuacion CB11 Positiva Negativa Total Puntuacion 4B5 Positiva Negativa Total
3+ 32 0 32 3+ 72 1 73
2+ 32 5 37 2+ 11 7 18
0,1+ 22 53 75 0,1+ 10 77 87
Total 86 58 144 Total 93 85 178

Cohorte 1: Caracteristicas de rendimiento de CB11y FISH en presentacion de 2x2
(en la que las puntuaciones de 2 y 3 se consideran positivas).
. Porcentaje de concordancia positiva (32+32)/86 = 74.4 % (Cl del
95 % =63.8 %-83.2 %).
e Porcentaje de concordancia negativa: 53/58 = 91.4 % (Cl del 95 % = 80.9 %-
97.1 %).
e Concordancia global: (32+32+53)/144 = 81.2 % (Cl del 95 % = 73.9 %-87.2 %).

Cohorte 2: Caracteristicas de rendimiento de 4B5 y FISH en presentacion de 2x2
(en la que las puntuaciones de 2 y 3 se consideran positivas).
. Porcentaje de concordancia positiva (72+11)/93 = 89.2 % (Cl del
95 % =82.5 %-95.1 %)
e Porcentaje de concordancia negativa: 77/85 = 90.6 % (Cl del 95 % = 84.0 %-
96.4 %)
e Concordancia global: (72+11+77)/178 = 90.0 % (Cl del 95 % = 85.4 %-93.6 %)

Tabla 25. Cohorte 1: puntuaciones consensuadas de IHC 4B5 de tres anatomopatélogos
en comparacién con FISH.

Resultado FISH
Puntuacion 4B5 Positiva Negativa Total
3+ 55 3 58
2+ 25 8 33
0,1+ 6 47 53
Total 86 58 144

Cohorte 1: Caracteristicas de rendimiento de 4B5 y FISH en presentacion de 2x2

(en la que las puntuaciones de 2 y 3 se consideran positivas).

. Porcentaje de concordancia positiva (55+25)/86 = 93.0 % (Cl del
95 % = 87.9 %-96.3 %).

. Porcentaje de concordancia negativa: 47/58 = 81.0 % (Cl del 95 % = 73.4 %-
86.0 %).

. Concordancia global: (55+25+47)/144 = 88.2 % (Cl del 95 % = 82.1 %-92.2 %).

Reproducibilidad entre anatomopatdlogos de las muestras de los estudios de
comparacion

Dado que es un hecho que los diferentes anatomopatélogos pueden llevar a cabo
distintas interpretaciones de los portaobjetos de IHC, tres anatomopatélogos analizaron
cada una de las dos cohortes (un total de 6 anatomopatologos) para proceder a la lectura
de todas las muestras. Se adjudicaron los resultados definitivos mediante una regla de
dos de tres. A continuacién se expone un resumen de los resultados variables que se
obtuvieron por parte de los tres anatomopatoélogos en cuanto a las muestras del estudio
comparativo de cada cohorte (Cohorte 1: n = 178, Cohorte 2: n = 144).

Tabla 28. Cohorte 1: Puntuacién 4B5 de los tres anatomopatologos.

Tabla 26. Cohorte 2: puntuaciones consensuadas de IHC CB11 de tres
anatomopatdlogos en comparacion con FISH.

Puntuacion 4B5
Puntuacion
HER2 Investigador 1 Investigador 2 Investigador 3
3+ 72 70 73
2+ 22 19 18
0,1+ 80 89 87
Total 174 178 178

Resultado FISH
Puntuacion CB11 Positiva Negativa Total
3+ 72 1 73
2+ 13 7 20
0,1+ 8 77 85
Total 93 85 178

Cohorte 2: Caracteristicas de rendimiento de CB11y FISH en presentacion de 2x2
(en la que las puntuaciones de 2 y 3 se consideran positivas).

e  Porcentaje de concordancia positiva (72+13)/93 = 91.3 % (Cl del
95 % = 85.0 %-96.7 %).

e  Porcentaje de concordancia negativa: 77/85 = 90.6 % (Cl del 95 % = 83.9 %-
96.3 %).

e Concordancia global: (72+13+77)/178 = 91.0 % (Cl del 95 % = 86.5 %-94.9 %).
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Nota: Segun la evaluacion de tres anatomopatélogos, en un total de tres muestras
existia una variacién en mas de un nivel de graduacion (por ejemplo, 0, 2+).

Muestra 1: Un anatomopatdlogo asignd una puntuacion de 2+, dos
anatomopat6logos asignaron la puntuacion 0+.

Muestra 2: Un anatomopatdlogo asignd una puntuacion de 0+, dos
anatomopat6logos asignaron la puntuacion 2+.

Muestra 3: Un anatomopatdlogo asignd la puntuacion 0+, el segundo asigné 1+ y el
tercero, 2+.
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Tabla 29. Cohorte 1: Puntuacién CB11 de los tres anatomopato6logos.

. Puntuacion CB11
Puntuacion
HER2 Investigador 1 Investigador 2 Investigador 3
3+ 72 75 73
2+ 22 22 18
0,1+ 80 81 87
Total 174 178 178

tercero, 3+.

Nota: Segun la evaluacion de tres anatomopatologos, en un total de una muestra
existia una variacién en mas de un nivel de graduacion (por ejemplo, 1-3+).

Muestra 1: Un anatomopatélogo asigné la puntuacion 1+, el segundo asigné 2+ y el

Tabla 30. Cohorte 2: Puntuacién 4B5 de los tres anatomopatologos.

Puntuacion 4B5
Puntuacion
HER2 Investigador 4 Investigador 5 Investigador 6
3+ 59 65 50
2+ 30 28 39
0,1+ 52 51 55
Total 141 144 144

tercero, 2+.

tercero, 3+.

y el tercero, 2+.

tercero, 3+.

Nota: Segun la evaluacion de tres anatomopatoélogos, en un total de seis muestras
existia una variacion en mas de un nivel de graduacion (por ejemplo, 0, 3+).

Muestra 1: Un anatomopatdlogo asignd la puntuacion 0+, el segundo asigné 0+ y el
Muestra 2: Un anatomopatdlogo asignd la puntuacion 1+, el segundo asigné 1+ y el
Muestra 3: Un anatomopatdlogo asignd la puntuacion 0+, el segundo asigné 2+ y el
tercer anatomopatdlogo asigné 2+.

Muestras 4 y 5: Un anatomopatologo asign6 la puntuacion 0+, el segundo asigné 2+

Muestra 6: Un anatomopatdlogo asignd la puntuacion 0+, el segundo asigné 3+ y el

Tabla 31. Cohorte 2: Puntuacién CB11 de los tres anatomopatologos.

Puntuacion CB11
Puntuacion HER2 Investigador 4 Investigador 5 Investigador 6
3+ 31 37 28
2+ 38 32 47
0,1+ 75 75 69
Total 144 144 144

el tercero, 2+.

y el tercero, 2+.

Nota: Segun la evaluacion de tres anatomopatoélogos, en un total de ocho muestras
existia una variacion en mas de un nivel de graduacion (por ejemplo, 0-2+).

Muestras 1-6: Un anatomopatologo asigno la puntuacion 0+, el segundo asigné 1+y

Muestras 7 y 8: Un anatomopatologo asign6 la puntuacion 0+, el segundo asigné 2+
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A continuacién se propone un computo de los rangos de porcentajes de concordancia de
los pares entre anatomopatélogos (tres pares por cada cohorte).

Tabla 32. Rangos en 2x2* de la concordancia de los tres anatomopatologos.

Porcentaje de Porcentaje de Porcentaje de
concordancia concordancia concordancia
global positiva negativa
4BS5 frente a CB11
Cohorte 1 82.6-86.9 % 97.3-100.0 % 68.0 %-75.4 %
Cohorte 2 88.2-95.5 % 87.6-95.6 % 86.1-95.4 %
4B5 frente a FISH
Cohorte 1 86.8-88.2 % 90.7-94.2 % 79.3-81.0 %
Cohorte 2 87.4-89.9 % 88.2-90.0 % 84.5-91.8 %
CB11 frente a FISH
Cohorte 1 79.9-84.0 % 73.3-80.2 % 89.7-89.7 %
Cohorte 2 84.8 %-93.3 % 86.7-92.5 % 82.7-94.1 %

*0, 1+ = Negativo. 2+ y 3+ = Positivo

Estudio de los resultados clinicos: KATHERINE

Se investigo el rendimiento del anticuerpo PATHWAY anti-HER2 (4B5) y de INFORM
HER2 Dual ISH DNA Probe Cocktail (ensayo INFORM HER2 Dual ISH) en KATHERINE
(BO27938), un estudio clinico multicéntrico, abierto y aleatorizado de fase Ill para evaluar
la seguridad y la eficacia de trastuzumab emtansina (KADCYLA) frente a trastuzumab
como tratamiento adyuvante en pacientes con cancer de mama primario positivo en
HER2 que padecian un tumor residual patolégico presente en la mama o los ganglios
linfaticos axilares tras un tratamiento preoperatorio (NCT01772472).

Las muestras de las pacientes se tifieron con el anticuerpo PATHWAY anti-HER2 (4B5) y
con el ensayo INFORM HER2 Dual ISH y se evaluaron la aceptabilidad de la tincion y el
estado de HER2. En general, la mayoria de las muestras consistian en biopsias previas al
tratamiento (80.9 %), extraidas principalmente como biopsias (75.3 %) o a través de
métodos quirdrgicos (24.3 %). La mayor parte de las muestras presentaban subtipo
neoplésico ductal (95.4 %) y la mayoria no se habian obtenido de una muestra
metastasica (96.2 %).

En la Tabla 33 se encuentra la descripcion del indice global de aceptabilidad de la tincion
del anticuerpo PATHWAY anti-HER2 (4B5) entre la poblacién con intencion de
diagnosticar (ITD) a nivel de paciente. En la poblacion ITD PATHWAY [TD Population, de
un total de 1788 pacientes, 55 se consideraron no aptos en el intento inicial de tincién con
el anticuerpo PATHWAY anti-HER2 (4B5). Durante la repeticion de la tincion de estos
pacientes, se llevé a cabo una tincién adecuada de todas las muestras, salvo cuatro. Los
indices globales de aceptabilidad de la tincion inicial y final del anticuerpo PATHWAY anti-
HER2 (4B5) fueron del 96.9 % y del 99.8 %, respectivamente. Los indices de
aceptabilidad de la tincion de fondo y de aceptabilidad de la morfologia de los
portaobjetos con tincion de anticuerpo PATHWAY anti-HER2 (4B5) también se incluyeron
en el informe. Los indices globales de aceptabilidad de la tincion de fondo inicial y final de
la poblacion ITD (ITD Population) fueron del 99.6 % y del 99.9 %, respectivamente. Los
indices de aceptabilidad de la morfologia inicial y final fueron del 99.2 % y del 99.9 %,
respectivamente.

Tabla 33. Caracteristicas de rendimiento de la tincién con el anticuerpo PATHWAY anti-
HER?2 (4B5).

indice de porcentaje de aceptabilidad (n/N)
(Cl del 95 %)
Atributos Inicial* Final**
indice global de aceptabilidad de 96.9 (1733/1788) 99.8 (1784/1788)
la tincion (96.0, 97.6) (99.4,99.9)
Fondo 99.6 (1768/1775) 99.9 (1786/1787)
(99.2,99.8) (99.7, 100.0)
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indice de porcentaje de aceptabilidad (n/N)
(Cl del 95 %)
Atributos Inicial* Final*
. 99.2 (1762/1776) 99.9 (1787/1788)
Morfologia (987, 99.5) (99.7,100.0)

* El intento de la tincién inicial es el primer intento de tincion del paciente
** El intento final de tincion es el intento de tincion que se ha utilizado en la decision
de la incorporacién al estudio BO27938

En el estudio KATHERINE se incluyeron 1486 pacientes cuyos resultados mostraban
positividad en HER2, con cancer de mama en etapa temprana con un tumor invasivo
residual en la mama o en los ganglios linfaticos axilares y que habian llevado a cabo un
tratamiento con taxano y trastuzumab como parte del régimen neoadyuvante antes de la
incorporacion al ensayo. Los pacientes recibieron radioterapia y/o tratamiento hormonal
de forma simultanea al tratamiento del estudio, de acuerdo con las directrices locales. Las
muestras de tumor de mama debian presentar sobreexpresion de HER2, definida como
una puntuacién 3+ en IHC o una proporcion de amplificacién = 2.0 de ISH, que se habia
establecido en un laboratorio central. Se aleatorizaron los pacientes (1:1) para recibir
trastuzumab o KADCYLA. La aleatorizacion se estratificd por la fase clinica de su
presentacion, por el estado del receptor de hormona, por la terapia preoperatoria dirigida
contra HER2 (trastuzumab, trastuzumab con otros agentes dirigidos contra HER2) y por el
estado patolégico nodal evaluados con posterioridad al tratamiento preoperatorio.

Se administrd KADCYLA por via intravenosa en dosis de 3.6 mg/kg en el primer dia de un
ciclo de 21 dias. Se administré trastuzumab por via intravenosa en dosis de 6 mg/kg en el
primer dia de un ciclo de 21 dias. Se trat6 a los pacientes con KADCYLA o trastuzumab
durante un total de 14 ciclos a menos que surgiera una recidiva de la enfermedad, una
revocacion del consentimiento o una toxicidad inaceptable, lo que sucediera en primer
lugar. En el momento del anélisis principal, la mediana de la duracién del tratamiento era
de 10 meses (rango: 1-12) en el caso de KADCYLA y de 10 meses (rango: 1-13) en el
caso de trastuzumab. Los pacientes que dejaron de recibir la administracion de
KADCYLA pudieron finalizar la duracién del tratamiento del estudio previsto con hasta 14
ciclos de tratamiento dirigido contra HER2 con trastuzumab si se consideraba adecuada,
en base a las consideraciones de toxicidad y a la discrecion del investigador.

El criterio de valoracion de la eficacia principal del estudio KATHERINE era la
supervivencia sin cancer invasivo (IDFS). IDFS se definié como el periodo de tiempo
desde la fecha de la aleatorizacion a la primera presentacion de una recidiva de un tumor
ipsilateral invasivo de mama, una recidiva del cancer de mama invasivo ipsilateral local o
regional, una metastasis a distancia, un cancer de mama contralateral invasivo o la
muerte por cualquier motivo.

Los datos demograficos de los pacientes y las caracteristicas iniciales del tumor estaban
bien equilibrados entre los brazos del estudio. La edad media era de aproximadamente
49 afios (rango de entre 23 y 80 afios), un 72.8 % eran pacientes blancos, el 8.7 % eran
asiaticos y el 2.7 % eran de raza negra o afroamericana. Todos los pacientes, salvo 5,
eran mujeres. El 22.5 por ciento de los pacientes se incorporaron al estudio en
Norteamérica, el 54.2 % en Europa y el 23.3 % procedian del resto del mundo. Entre las
caracteristicas prondsticas del tumor figuraban el estado del receptor hormonal (positivo:
72.3 %, negativo: 27.7 %), la fase clinica durante la presentacion (inoperable: 25.3 %,
operable: 74.8 %) y el estado nodal patolégico tras el tratamiento preoperatorio (nodo
positivo: 46.4 %, nodo negativo sin evaluar: 53.6 %) y eran parecidas en todos los brazos
del estudio.

A la mayor parte de los pacientes (76.9 %) se les habia administrado el régimen de
quimioterapia neoadyuvante con contenido de antraciclina. Al 19.5 % se le habia
administrado otro agente dirigido contra HER2 ademas de trastuzumab como un
componente del tratamiento neoadyuvante. Pertuzumab habia sido el segundo
tratamiento administrado al 93.8 % de los pacientes, que habian recibido un segundo
agente neoadyuvante dirigido contra HER2.

Se observé una mejoria clinica y estadisticamente significativa en la IDFS en los
pacientes cuyas muestras de cancer de mama se identificaron como positivas en HER2
con el ensayo PATHWAY anti-HER2 (4B5), que recibieron trastuzumab emtansina
(KADCYLA) en comparacion con trastuzumab (Herceptin) (HR = 0.43, Cl del 95 % [0.32,
0.58]), lo que corresponde a una reduccion del 57 % del riesgo de un evento de IDFS. Los
resultados de eficacia en el subgrupo positivo mediante IHC se muestran en la Tabla 34 y
en la Figura 2.
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El andlisis de los datos también demuestra que, con o sin el ajuste por muestreo
diferencial en la poblacién del estudio debido a la preseleccion local de las pruebas, las
estimaciones de eficacia del farmaco son similares.

Tabla 34. Resultados de eficacia de KATHERINE en el subgrupo positivo mediante IHC.

KADCYLA Trastuzumab
N.°=573 N.° =559
Criterio de valoracioén primario Supervivencia sin cancer invasivo (IDFS) !
Namero (%) de pacientes con evento 64 (11.2 %) | 130 (23.3 %)
HR[CI del 95 %)] 0.43[0.32, 0.58]
. s .
Indice en porce~ntajg (%) de casos sin 89.0 757
eventos en 3 afios

1. Datos recogidos del primer analisis provisional
2. El indice de casos sin eventos en 3 afios se calculé mediante estimaciones Kaplan-
Meier

Los datos del estudio KATHERINE indican que el tratamiento adyuvante con trastuzumab
emtansina (KADCYLA) demostré ser claramente beneficioso en comparacion con el
tratamiento con trastuzumab (Herceptin) en pacientes con cancer de mama en etapa
temprana positivos a HER2 y enfermedad residual tras la finalizacion de un tratamiento
neoadyuvante. Los ensayos PATHWAY anti-HER2 (4B5) y INFORM HER2 Dual ISH
resultan Utiles a la hora de identificar a aquellos pacientes que tienen mas probabilidades
de mejorar con el tratamiento de trastuzumab emtansina (KADCYLA).

RESOLUCION DE PROBLEMAS

Si el control positivo presenta una tincién mas débil de lo previsto, compruebe el
resto de la sesioén de control positivo que se han analizado en la misma sesion y el
mismo instrumento para establecer si el problema se debe al anticuerpo primario o
a alguno de los reactivos secundarios comunes.

2. Siel control positivo es negativo, debe asegurarse de que el portaobjetos lleva la
etiqueta de codigo de barras correcta. Si se ha etiquetado correctamente el
portaobjetos, compruebe el resto de los controles positivos que se han analizado en
la misma sesién y el mismo instrumento para establecer si el problema se debe al
anticuerpo primario o a alguno de los reactivos secundarios comunes. Es posible
que los tejidos se hayan recogido, fijado o desparafinado de forma incorrecta. Siga
el procedimiento apropiado para llevar a cabo la recogida, la conservacion y la
fijacion.

Si no se ha eliminado toda la parafina, es posible que no se presente la tincion. El
procedimiento de desparafinado deberia repetirse.

4. Silatincién de anticuerpo especifica es demasiado intensa, se debe repetir la
sesion reduciendo el tiempo de incubacidn en intervalos de 4 minutos para obtener
la intensidad de tincion deseada.

5. Silas secciones de tejido se pierden en el portaobjetos, debe comprobar que los
portaobjetos tienen carga positiva.

6.  Sinecesita llevar a cabo acciones correctivas, consulte la seccion Procedimiento
paso a paso, el Manual del usuario del instrumento o péngase en contacto con su
representante local de asistencia técnica de Roche.
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Figura 2. Curva de Kaplan-Meier de la supervivencia sin cancer invasivo en KATHERINE. (T-DM1: trastuzumab emtansina (KADCYLA))
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NOTA: En este documento se ha usado el punto como separador decimal para marcar el

borde entre la parte entera y la parte fraccionaria de los numerales con decimales. No se

han usado separadores para las unidades de millar.

El resumen de los aspectos de seguridad y rendimiento se puede ver a continuacion:

https://ec.europa.eu/tools/eudamed
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Ventana usa los siguientes simbolos y signos ademas de los indicados en la norma
ISO 15223-1 (para EE. UU.: consulte en dialog.roche.com la definicion de los simbolos
usados):

GTIN Numero mundial de articulo comercial
Identificacion Unica del dispositivo
Indica la entidad que ha importado el producto sanitario en la Unién
Europea
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