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URCENE POUZITI

Protilatka VENTANA anti-BRAF V600E
(VE1) Mouse Monoclonal Primary
Antibody (protilatka VENTANA anti-
BRAF V600E (VE1)) je uréena ke
kvalitativni detekci proteinu BRAF
VBO0OE v fezech tkané fixovanych
formalinem, zalitych parafinem.
Protilatka VENTANA anti-BRAF V600E
(VE1) je pfipravena k pouZiti

v piistrojich BenchMark IHC/ISH

s detekéni soupravou OptiView DAB
IHC Detection Kit a pfidavnymi
reagenciemi.

Protilatka VENTANA anti-BRAF V600E
(VE1) je soucasti panelu VENTANA MMR IHC Panel, obsahujiciho protilatky VENTANA
anti-MLH1 (M1) Mouse Monoclonal Primary Antibody, VENTANA anti-PMS2 (A16-4)
Mouse Monoclonal Primary Antibody, VENTANA anti-MSH2 (G219-1129) Mouse
Monoclonal Primary Antibody a VENTANA anti-MSH6 (SP93) Rabbit Monoclonal Primary
Antibody. Panel VENTANA MMR IHC Panel je indikovan pro detekci deficience proteinu
opravy zamény bazi jako test pro identifikaci jedinci s rizikem Lynchova syndromu

u pacientt s diagnostikovanym kolorektalnim karcinomem (CRC) a se stavem BRAF
V600E jako pomticka pro diferencovani mezi sporadickym a pravdépodobnym CRC

s Lynchovym syndromem za nepfitomnosti exprese proteinu MLH1.

Tyto produkty museji byt interpretovany kvalifikovanym patologem v kombinaci

s histologickym vySetfenim, relevantnimi klinickymi informacemi a patfiénymi kontrolami.
Uréeno pro diagnostické pouziti in vitro (IVD).

SOUHRN A VYSVETLENI

Kolorektalni karcinom je tfeti nejcastéj$i karcinom a v pofadi ¢tvrta z nejprevalentnéjSich
pficin Gmrti na rakovinu na svété.! Vétsina kolorektalnich karcinomd vykazuje
chromosomalni nestabilitu, avsak piiblizné 15 % karcinomu se vyviji alternativni cestou,
charakterizovanou vadnou funkci systému opravy zamény bazi DNA (mismatch repair,
MMR). V disledku deficience MMR vykazuji nadory mikrosatelitni nestabilitu (MSI),
vzniklou v disledku neschopnosti proteind MMR opravit chyby replikace DNA.
Kolorektalni karcinomy s defekty MMR jsou oznacovany jako MMR deficientni (dAMMR)
nadory. Oproti tomu jsou kolorektalni karcinomy bez defektd MMR oznacovany jako MMR
proficientni (PMMR) nadory. Kolorektalni karcinomy dMMR jsou €asto $patné
diferencované a Casto vykazuji predominanci proximainiho tlustého stfeva, mucindzni
nebo medularni histologické charakteristiky nebo histologické charakteristiky typu
pedetniho prstenu a zvyseny podet lymfocytdl infiltrujicich nador.2:3 Obecné maze byt
deficience MMR zplsobena bud mutacemi zarode¢né linie v jednom z gend MMR

s naslednou ztratou odpovidajici normalni alely prostfednictvim genetického nebo
epigenetického mechanismu, somatickych mutaci v alelach, anebo epigenetickou
inaktivaci genu MLH1 metylaci.4

CtyHi nejcastsji zmutované geny MMR jsou MLH1, PMS2, MSH2 a MSH6. VV normélnich
burikach tvofi protein MLH1 komplex (heterodimer) s proteinem PMS2, zatimco protein
MSH2 tvofi komplex s proteinem MSHB.5.8 Pokud dojde k zaméné bazi DNA, heterodimer
MSH2/MSHS se vaze na DNA se zaménénymi bazemi a indukuje konformaéni zménu.
Heterodimer MLH1/PMS2 vaze komplex MSH2/MSH6 vazany na DNA, coz mé za
nasledek excizni opravu dotéené DNA.

Proteiny MLH1, PMS2, MSH2 a MSHS jsou klinicky vyznamné proteiny MMR kddované
geny, které mohou byt mutovany v rodinéch s Lynchovym syndromem.”-8 Nositelé téchto

Obr. 1. Barveni neoplastickych bunék
ve tkani karcinomu tlustého streva
protilatkou VENTANA anti-BRAF V600E
(VE1).
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mutaci eli vysokému celoZivotnimu riziku vyvoje kolorektalniho nebo jinych karcinomd
v dusledku akumulace chyb replikace DNA v proliferujicich bufikach. Lynchv syndrom
predstavuje 1-6 % vSech karcinom( CRC. Tyto nadory jsou dlisledkem dédicnosti
zarodecné linie autosomalni dominantni mutace jednoho ze ¢tyf gend MMR, kde ztrata
MLH1 nastava u vétsiny téchto kolorektalnich karcinomd spojenych s Lynchovym
syndromem.59:10 U pacientii s Lynchovym syndromem bylo identifikovano vice nez
300 réiznych mutaci v rodiné proteini MMR. Fenotyp nadoru spojeny s Lynchovym
syndromem je obecné charakterizovan imunohistochemickou ztratou exprese v proteinech
MMR, zejména MLH1, PMS2, MSH2 a MSH6.10-13 Bylo prokazéno, Ze IHC testovani
MMR je uZite¢né pri identifikaci specifického genu MMR, v némz existuje nejvétsi
pravdépodobnost nalezeni alterace zarodeéné linie nebo somatické alterace. 4

Gen BRAF je umistén na chromosomu 7q34 a koduje cytoplazmatickou serin-threonin
kinazu, pasobici v nasledné kaskadé mitogenem aktivované proteinkinazové (mitogen-
activated protein kinase, MAPK) signalni draze. Onkogenni mutace v genu BRAF,
vSechny v kindzové doméné, konstitutivné aktivuji signaini dréhu MAPK, coz méa za
nasledek zvySenou proliferaci bunék a rezistenci vici apoptéze. Nejcastéjsi ze vech
mutaci aktivujicich BRAF (bodova mutace T1799A) ma za nasledek substituci valinu (V)
kyselinou glutamovou (E) na pozici 600 aminokyselinové sekvence a je detekovana

u 12 % véech kolorektélnich karcinomd. 15,16

Jakozto sou¢ast panelu VENTANA MMR IHC Panel pomaha protilatka VENTANA anti-
BRAF V600E (VE1) diferencovat sporadicky a pravdépodobny karcinom CRC spojeny

s Lynchovym syndromem za nepFitomnosti exprese proteinu MLH1.17.18 U karcinomu
CRC je ztrata proteinu MLH1 ¢asto dlisledkem hypermetylace promotoru MLH1 a indikuje
sporadicky vyskyt.19 Pritomnost proteinu BRAF V600E je tésné spojena s hypermetylaci
promotoru MLH1. V dlisledku toho pozitivni vysledek barveni protilatkou VENTANA anti-
BRAF V600E (VE1) indikuje sporadicky kolorektalni karcinom.

Bez ohledu na to, jakou roli hraje ve stratifikaci kolorektalniho karcinomu, je mutace BRAF
V600E detekovana pfiblizné u 8 % vSech solidnich nadord, véetné 43 % melanom(, 39 %
plic a u dal$ich zhoubnych nador(. '8 Navic byla mutace BRAF V600E nedavno popséana
jako molekularni marker leukémie viasovych bunék.20

KLINICKY VYZNAM

LynchGv syndrom byl popsan v 60. letech 20. stoleti a identifikovan jako spojeni mezi
ztratou funkce MMR a rakovinou.2! Ztrata proteind MMR (MLH1, PMS2, MSH2 nebo
MSH6) mize vést k MSI a vy$§imu celozivotnimu riziku nejen CRC, ale také rakoviny
Zaludku, mozku, slinivky, kiize, endometria a vaje¢nikd. Pacienti s Lynchovym syndromem
maji 50% az 80% celozivotni riziko vzniku kolorektélniho karcinomu.5.22.23 Lynchiv
syndrom je jedine¢ny oproti jinym dédiénym rakovinovym syndromdm, protoze pfimé
testovani nadorové tkané pomaha pfi identifikaci pacientd, ktefi jsou potenciélné ohrozeni
Lynchovym syndromem, a pomaha informovat o nasledném genetickém testovani
zarode¢né linie. Rodiny s Lynchovym syndromem maji vyhodu v pokro€ilych protokolech
screeningu rakoviny.

RUzné pokyny, véetné pokynl National Comprehensive Cancer Network (NCCN),
doporuduiji, aby bylo u véech karcinomd CRC provedeno vy$etfeni na Lynchlv syndrom
pro identifikaci pacientt a rodin, které budou mit prospéch z dal$iho genetického testovani
a poradenstvi.21, 24-27 Pouziti panelu VENTANA MMR IHC Panel pom(ize stanovit stav
MMR karcinomu CRC jeho klasifikaci jako intaktniho nebo se ztratou exprese proteinu
MMR. Detekce vSech ¢tyf MMR proteind v nadoru indikuje normaini nebo intaktni MMR.
Ztrata exprese MLH1 nebo MSH2 je téméf vzdy provéazena ztrétou jejich heterodimerniho
partnera PMS2, respektive MSH6. Ztrata PMS2 nebo MSH6 vSak nevede ke ztraté MLH1
nebo MSH2. Ztrata PMS2, MSH2 a/nebo MSH6 je konzistentni s pravdépodobnym
Lynchovym syndromem a pacienty je tfeba doporuit k dalSimu vySetfeni a poradenstvi
v souladu s Klinickou praxi.

Ztrata proteinu MLH1 mUze indikovat sporadicky nebo pravdépodobny vyskyt Lynchova
zpisobena hypermetylaci promotoru MLH1.5.28,29 Je vyznamné, Ze je pozorovéna
mutace BRAF V600E pfiblizné u dvou tfetin nadord se ztratou exprese MLH1

z hypermetylace promotoru MLH1. Oproti tomu je mutace BRAF V600E pozorovana

u nadorti s Lynchovym syndromem velmi zfidka.28 Pokud tedy vysledek protilatky
VENTANA anti-MLH1 (M1) Mouse Monoclonal Primary Antibody (protilatky VENTANA
anti-MLH1 (M1)) indikuje ztratu proteinu MLH1, protilatka VENTANA anti-BRAF V600E
(VE1) m0ze stratifikovat nador jako sporadicky nebo pravdépodobny Lynchiv
syndrom.5.30 V karcinomu CRC ztrata proteinu MLH1 s pozitivnim stavem BRAF V600E
silné indikuje, Ze nador je vysledkem sporadického vyskytu s virtualni eliminaci Lynchova
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syndromu jako vychozi pficiny malignity.21:31 Kdyz je ztrata proteinu MLH1 provéazena
negativnim stavem BRAF V600E, je ztrata MLH1 konzistentni s vysokou
pravdépodobnosti Lynchova syndromu.32

PRINCIP POSTUPU

Protilatka VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) je mySi monoklonalni protilatka (klon VE1)
produkovana proti syntetickému peptidu pfedstavujicimu zmutovanou aminokyselinovou
sekvenci BRAF z aminokyselin 596 az 606 (GLATEKSRWSG). Tato protilatka specificka
pro mutaci vykazuje cytoplazmaticky vzor barveni. Tato protilatka rozliSuje mutaci V600E
v proteinu BRAF od proteinu BRAF divokého typu a dalSich zmutovanych proteind

BRAF 33,34

V kontextu IHC testovani opravy zamény bazi (MMR) na potencialni Lynchiv syndrom je
identifikace mutace BRAF V60OE v pfipadech ztraty MLH1 indikativni pro sporadicky
kolorektalni karcinom (CRC).32

Protilatka VENTANA anti-BRAF VG600E (VE1) se vaze specificky na mutantni protein
BRAF V600E v tkanovych fezech fixovanych formalinem, zalitych parafinem (FFPE).
Protilatku Ize lokalizovat s pouzitim haptenované sekundarni protilatky s néslednym
multimernim konjugatem anti-hapten-HRP (OptiView DAB IHC Detection Kit, kat. €. 760-
700/ 06396500001). Specificky komplex protilatky a enzymu je poté vizualizovan
produktem precipitaéni enzymové reakce. Kazdy krok se inkubuje po pfesnou dobu a pfi
pfesné teploté. Na konci kaZdého inkubaéniho kroku pfistroj promyje fezy, aby zastavil
reakci a odstranil nenavazany material, ktery by branil zadouci reakci v naslednych
krocich. To plati také pro ULTRA LCS (Predilute) (kat. €. 650-210 / 05424534001) nebo
LCS (Predilute) (kat. €. 650-010 / 05264839001), ktery minimalizuje odpafovani vodnych
reagencii ze sklicka se vzorkem.

DODAVANY MATERIAL

Protilatka VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) obsahuje dostateéné mnozstvi reagencie
pro 50 testd.

Jeden 5mL davkovaé protilatky VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) obsahuije pfiblizné
60 ug mysi monoklonalni protilatky.

Protilatka je nafedéna ve fosforeénanovém pufru (pH 7.3) s obsahem nosic¢ového
proteinu, Brij 35 a 0.05 % konzervacniho prostfedku ProClin 300.

Koncentrace specifické protilatky je priblizné 12 pg/mL.

Protilatka VENTANA anti-BRAF VB0OE (VE1) je mysi monoklonaini protilatka
produkovana jako purifikovany supernatant bunééné kultury.

V metodickém listu k pfisluSné detekéni soupravé VENTANA naleznete podrobné popisy:
principu postupu, materialu a metod, odbéru vzorkl a pfipravy pro analyzu, postupli
kontroly kvality, fe$eni problémd, interpretace vysledkli a omezeni.

POTREBNE MATERIALY, KTERE NEJSOU SOUCASTi DODAVKY

Barvici reagencie, napfiklad detekéni soupravy VENTANA a pomocné materialy, véetné

sklicek pro negativni a pozitivni kontrolu tkané, nejsou soucasti dodavky.

VSechny produkty uvedené v metodickém listu nemuseji byt dostupné ve véech

zemépisnych oblastech. Obratte se na mistni servisni zastoupeni.

Nasledujici reagencie a materialy mohou byt pfi barveni potfebné, nejsou vSak soucasti

dodavky:

1. Doporucena kontrolni tkan

2. Mikroskopicka sklicka, kladné nabita

3. VENTANA anti-MLH1 (M1) Mouse Monoclonal Primary Antibody (kat. ¢. 730-7159 /
09605584001 nebo kat. €. 760-5091 / 08033668001)

4. VENTANA anti-PMS2 (A16-4) Mouse Monoclonal Primary Antibody (kat. €. 730-
7158 /09607161001 nebo kat. ¢. 760-5094 / 08033692001)

5. VENTANA anti-MSH2 (G219-1129) Mouse Monoclonal Primary Antibody
(kat. €. 730-7160 / 09607137001 nebo kat. &. 760-5093 / 08033684001)

6.  VENTANA anti-MSH6 (SP93) Rabbit Monoclonal Primary Antibody

(kat. &. 730-7161 / 09606769001 nebo kat. ¢. 760-5092 / 08033676001)

7. Negative Control (Monoclonal) (kat. ¢. 760-2014 / 05266670001)

8. Rabbit Monoclonal Negative Control Ig (kat. €. 790-4795 / 06683380001)

9. OptiView DAB IHC Detection Kit (kat. €. 760-700 / 06396500001)

1 Pro protilatku VENTANA anti-PMS2 (A16-4) Mouse Monoclonal Primary Antibody —

amplifikaéni souprava OptiView Amplification Kit (kat. ¢. 760-099 /

06396518001(50 testd) nebo kat. ¢. 860-099 / 06718663001(250 testd))

11. EZ Prep Concentrate (10X) (kat. €. 950-102 / 05279771001)
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12.  Reaction Buffer Concentrate (10X) (kat. ¢. 950-300 / 05353955001)
13.  ULTRALCS (Predilute) (kat. ¢. 650-210 / 05424534001)

14.  LCS (Predilute) (kat. ¢. 650-010 / 05264839001)

15.  ULTRA Cell Conditioning Solution (ULTRA CC1) (kat. €. 950-224 / 05424569001)
16.  Cell Conditioning Solution (CC1) (kat. &. 950-124 / 05279801001)
17. Hematoxylin Il (kat. €. 790-2208 / 05277965001)

18.  Bluing Reagent (kat. €. 760-2037 / 05266769001)

19.  Trvalé fixani médium

20. Kryci sklo

21.  Automatizovany podavac krycich sklicek

22.  Obecné laboratorni vybaveni

23.  Pristroj BenchMark IHC/ISH

SKLADOVANI A STABILITA

Po prijeti a mezi pouzitimi uchovavejte pfi teploté 2-8 °C. Nezmrazuijte.

Aby byla zajisténa spravna funkénost reagencie a stabilita protilatky, musi se davkovac po
kazdém pouZiti uzavfit vickem a okamZité umistit ve svislé poloze do chladnicky.

Kazdy davkovac protilatky méa stanovenou dobu exspirace. Pfi fadném skladovani zlistane
reagencie stabilni do data uvedeného na Stitku. Po uplynuti data exspirace reagencii
nepouzivejte.

PRIPRAVA VZORKU

Pro pouziti této primarni protilatky s detekénimi soupravami OptiView DAB IHC Detection
Kit a pfistroji BenchMark IHC/ISH jsou vhodné tkané zpracované béznym zplisobem
FFPE. Doporuéenym vhodnym fixativem na tkéané je 10% neutrélni pufrovany formalin.35
Pro protilatku VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) se doporu€uje fixace tkané do 2 hodin
od excize v 10% neutralnim pufrovaném formalinu (NBF) po dobu nejméné 12 hodin na
zakladé modell $tépu cizi tkdné generovanych z lidskych bunéénych linii A2058
(melanom) a LS411N (CRC), které jsou pozitivni na expresi BRAF V600E. Doby fixace do
72 hodin v 10% NBF v3ak poskytovaly ekvivalentni vysledky barveni BRAF V600E.
Pfijatelné barveni protilatkou VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) bylo také dosazeno pfi
fixaci ve fixativu Zinc formalin po dobu 12-72 hodin.

Fixativa AFA (alkohol — formalin - kyselina octova), 95% etanol, Z-5 a PREFER se pro
pouZiti s protilatkou VENTANA anti-BRAF VB0OE (VE1) nedoporuduji. Stépy z cizi tkané
fixované v alkoholu—formalinu nevykazuji zadné barveni nebo vykazuji proménlivé
barveni.

Pouzité mnozstvi fixativu by mélo odpovidat 15- aZ 20nasobku objemu tkang. Zadny
fixativ nepronikne za 24 hodin vice nez 2 az 3 mm pevné tkané nebo 5 mm porézni tkané.
Fixaci Ize provadét pi pokojové teploté (15-25 °C).35.36

Rezy maji mit tloustku pFiblizng 4 um a maji byt fixovany na kladné nabitych sklickach.
Sklicka je tieba obarvit neprodlené, nebot antigennost pripravenych tkarovych fezl se
mize postupem Casu snizovat. AvSak nebarvena sklicka s tkani karcinomu CRC,
uchovavana pfi teploté 5 + 3 °C nebo 30 + 5 °C po dobu az 8 tydnu, vykazovala
podobnou intenzitu barveni protilatkou VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) jako u vzorku
tkané, pfipravenych ze stejného bloku a barvenych protilatkou VENTANA anti-BRAF
V600E (VE1) 1. den. Pro vice informaci pozadejte mistniho z&stupce spole¢nosti Roche
o kopii dokumentu ,Recommended Slide Storage and Handling“ (Doporucené postupy pro
skladovani sklicek a manipulace s nimi).

UPOZORNENI A BEZPECNOSTNI OPATRENI

1. Ur€eno k diagnostickému pouziti in vitro (IVD).

2. Pouze k odbornému poutZiti.

3. UPOZORNENI: Federalni zakony USA omezuji prodej tohoto prostfedku pouze
Iékarim nebo na jejich objednavku. (Rx Only)

4. Nepouzivejte nad ramec specifikovaného poCtu testd.

5. Roztok ProClin 300 se pouziva v této reagencii jako konzervaéni prostfedek. Je
klasifikovan jako drazdivy a pfi styku s kiizi mize zpUsobit senzibilizaci. Pfi
manipulaci dodrzuijte pfislusna bezpeénostni opatfeni. Zamezte kontaktu reagencii
s o¢ima, kiZi a sliznicemi. PouZivejte ochranny odév a rukavice.

6.  Kladné nabita sklicka mohou byt citliva na zatéz prostredi, coz ma za nasledek
nevhodné zbarveni. Pozadejte z&stupce spolecnosti Roche o dalsi informace o tom,
jak pouzivat tyto typy sklicek.

7. S materidlem lidského nebo Zivocisného plivodu je tfeba nakladat jako s biologicky
nebezpecnym materialem a likvidovat jej v souladu s platnymi bezpeénostnimi
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opatfenimi. V pfipadé expozice je potfeba se Fidit zdravotnickymi smémicemi
odpovédnych organ(. 37,38

8.  Zabrante kontaktu reagencii s o¢ima a sliznicemi. Jestlize se reagencie dostanou do
kontaktu s citlivymi oblastmi, omyjte zasazené oblasti vydatnym mnoZstvim vody.

9.  Zabrante mikrobialni kontaminaci reagencii, mohla by zpUsobit nepfesnost
vysledku.

10.  DalSi informace o pouzivani tohoto prostfedku obsahuje uzivatelska pfirucka
pfistroje BenchMark IHC/ISH a navody k pouziti vech nezbytnych soucasti, které
naleznete na internetovych strankach navifyportal.roche.com.

11.  Doporu¢ené metody likvidace jsou uvedeny v celostatnich a/nebo mistnich
predpisech.

12. Oznaceni produktu bezpeénostnimi Stitky se Fidi hlavné pokyny GHS EU. Pro
profesionalni uzivatele je na vyzadani k dispozici bezpecnostni list.

13.  Pro nahlaseni podezfelych zavaznych incidentu tykajicich se tohoto prostfedku se
obratte na mistniho zastupce spolecnosti Roche a kompetentni organy ¢lenského
statu nebo zemé, ve které uzivatel provozuje €innost.

Tento produkt obsahuje soucasti klasifikované nasledovné podle smémice (ES) €.

1272/2008:

Tab. 1. Informace o rizicich.

Riziko Kéd Véta
Varovani | H317 Muze vyvolat alergickou kozni reakci.
P261 Zamezte vdechovani mlhy a par.
Kontaminovany pracovni odév neodnasejte
p272 e
Z pracovisté.
P280 PouZivejte ochranné rukavice.
P333 + Pfi podrazdéni kize nebo vyrazce: Vyhledejte
P313 |ékafskou pomoc/oSetfeni.
P362 + Kontaminovany odév sviéknéte a pfed opétovnym
P364 pouZitim vyperte.
Odstrarite obsah/obal pfedanim do schvaleného
P501 PETRAA
zafizeni k likvidaci odpadu.

Tento produkt obsahuje latku s ¢. CAS 55965-84-9, reakéni smés 5-chlor-2-methyl-2H-
isothiazolin-3-onu a 2-methyl-2H-isothiazol-3-onu (3 : 1).

POSTUP BARVENI

Protilatka VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) byla vyvinuta pro pouziti v pfistrojich
BenchMark IHC/ISH spole¢né s detekéni soupravou OptiView DAB IHC Detection Kit
a pfidavnymi reagenciemi. Doporugeny barvici protokol uvadi Tab. 2.

Vliv proménného ¢asu a teploty znovuziskavani antigenu na robustnost testu neni znam.
Odchylka od doporucenych podminek pro znovuziskavani antigenu, poskytnutych

v uvedeném protokolu barveni, je neznama, a mize tedy zneplatnit oéekavané vysledky.
Je tfeba pouZit a zdokumentovat vhodné kontroly. UzZivatelé, ktefi se odchyluji od
uvedeného protokolu, museji prijmout odpovédnost za interpretaci vysledkl u pacient.
Parametry automatickych procesti Ize zobrazit, vytisknout a upravovat podle postupl
uvedenych v uzivatelské pfirucce pfistroje. Dal$i podrobné informace o postupech
imunohistochemického barveni naleznete v metodickém listu k detekéni soupravé
OptiView DAB IHC Detection Kit.

Dal$i podrobnosti o spravném pouzivani tohoto prostfedku najdete v metodickém listu ke
vkladacimu davkovaci (P/N 760-5095).

Tab. 2. Doporuceny barvici protokol pro protilatku VENTANA anti-BRAF V600E (VE1)

s detekéni soupravou OptiView DAB IHC Detection Kit na pfistrojich BenchMark IHC/ISH.

Metoda
Typ postupu ULTRA nebo
22 XT ULTRA PLUS
Odparafinovani Zvoleno Zvoleno Zvoleno
2023-08-16
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Metoda
Typ postupu ULTRA nebo
o XT ULTRA PLUS
Uprava bunék ULTRA CC1
(odmaskovani 64Cr(rii1nut an(i:nut 64 minut,
antigenu) 100 °C
Preprimarn} i,n hibitor Zvoleno Zvoleno Zvoleno
peroxidazy
. NP 28 minut, 16 minut, 16 minut,
Protilatka (primarni) 37°C 37°C 36°C
OptiView HQ Linker 8 minut (standardné)
OptiView HRP Multimer 8 minut (standardné)
Kontrastni barvivo Hematoxylin Il, 4 minuty
Po kontrastnim barveni Bluing, 4 minuty

Odchylka od doporucenych podminek, zejména pro znovuziskavani antigenu,
poskytnutych v uvedeném protokolu, mize zneplatnit oéekavané vysledky. Vzhledem

k rznym zpUsobtim fixace a zpracovani tkani, jakoz i obecnému stavu pfistroje

a podminkam laboratorniho prostiedi miize byt potieba prodlouzit nebo zkratit dobu
inkubace s primarni protilatkou v zavislosti na jednotlivych vzorcich a vlastni preferenci.
Dal$i informace o rliznych fixacich naleznete v pfirucce ,Immunohistochemistry: Principles
and Advances" (Zasady a postupy imunohistochemie).36

POSTUPY KONTROLY KVALITY
Negativni reagencni kontrola

Kromé obarveni protilatkou VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) by mélo byt provedeno
obarveni druhého sklicka mySi monoklonalni negativni reagenéni kontrolou Negative
Control (Monoclonal). Negativni reagenéni kontrola se pouziva k posouzeni
nespecifického barveni. Parametry barveni pro negativni reagencni kontrolu protilatky by
mély byt stejné jako u primami protilatky.

Pozitivni kontrola tkané

S kazdym provedenym postupem barveni musi byt provedena pozitivni kontrola tkané.
Nejvhodnéjsim laboratornim postupem je ulozit fez pro pozitivni kontrolu na stejné sklicko
jako tkan pacienta. Pfi nana3eni reagencie na sklicko pak Ize snaze zjistit pfipadné
zavady. Pro kontrolu kvality je nejvhodnéjsi tkan se slabym pozitivnim zbarvenim. Slozky
tkané s pozitivnim zabarvenim se pouzivaji k potvrzeni, ze byla pouzita protilatka a ze
pfistroj spravné fungoval. Kontrolni tkan mize obsahovat pozitivné i negativné zabarvené
prvky a slouZit jako tk& pro pozitivni i negativni kontrolu. Kontrolnimi tkdnémi by mél byt
Cerstvy vzorek z pitvy, biopsie nebo operace, zpracované nebo fixované co nejdfive
stejnym zplisobem jako testované fezy. Takové tkané mohou sledovat véechny kroky
postupu, od pfipravy tkané az po barveni. Pouziti tkafiového fezu fixovaného nebo
zpracovaného odli$né od testovaného vzorku poskytne kontrolu vSech reagencii a kroku
metody kromé fixace a zpracovani tkané.

Znamé pozitivni kontroly tkani je nutno pouzivat pouze ke sledovani spravné funkce
zpracovanych tkani a testovacich reagencii, nikoli jako pomlicku ke stanoveni konkrétni
diagnézy pacientskych vzorkd. Pokud pozitivni kontroly tkéni pozitivni zbarveni
nevykazuji, je tfeba povazovat vysledky u testovanych vzorkl za neplatné.

Vhodné pozitivni kontrola tk&né by byla prekvalifikovanym pfipadem kolorektalniho
karcinomu, ktery je pozitivni na protilatku VENTANA anti-BRAF V600E (VE1). Pozitivni
kontrola tkdné by méla vykazovat cytoplasmatické zabarveni jakékoli intenzity prevySujici
pozadi v Zivotaschopnych nadorovych burkach.

Negativni kontrola tkané

Negativni kontrola tkané by byla prekvalifikovanym pripadem kolorektalniho karcinomu,
ktery je negativni na protilatku VENTANA anti-BRAF V600E (VE1). Negativni kontrolu
tkané je nutno pouzivat pouze ke sledovani funkce zpracovanych tkani a testovacich
reagencii a pfistrojd, nikoli jako pom(icku ke stanoveni konkrétni diagndzy pacientskych
vzorkd.

Ovéreni testu

Pfed poCateCnim pouZitim protilatky nebo systému barveni v diagnostickém postupu by
méla byt specificita protilatky ovéfena barvenim fady tkani se zndmymi IHC funkénimi
charakteristikami reprezentujici tkané pozitivni a negativni na mutaci BRAF V600E. Viz
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postupy kontroly kvality uvedené vySe v této ¢asti pribalové informace a doporuceni pro
kontrolu kvality z programu College of American Pathologists Laboratory Accreditation

Tab. 3. Senzitivita/specificita protilatky VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) byla stanovena
testovanim béznych tkani FFPE.

Program, Anatomic Pathology Checklist3% nebo pokyny CLSI Approved Guideling.40

INTERPRETACE BARVENi / OCEKAVANE VYSLEDKY
Bunéény vzor barveni u protilatky VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) je v nadorovych

burikach cytoplazmaticky. Vzorky kolorektalniho karcinomu barvené protilatkou VENTANA

anti-BRAF V600E (VE1) maji klinicky stav urceny vySkolenym patologem na zékladé jeho
hodnoceni pfitomnosti nebo absence cytoplazmatického zabarveni v nadoru. Pozitivni

klinicky stav je pfifazen pfipadiim s jednoznaénym cytoplazmatickym zabarvenim jakékoli
intenzity prevySujici pozadi v Zivotaschopnych nadorovych burikach. Negativni klinicky

stav je pfifazen pfipad(im bez zabarveni nebo s nejednoznaénym cytoplazmatickym
zabarvenim v Zivotaschopnych nadorovych burikéach. Jaderné zbarveni, slabé az silné

barveni izolovanych Zivotaschopnych nadorovych bunék a/nebo malych nadorovych

shlukd je tfeba povaZovat za negativni.

SPECIFICKA OMEZENI

Odchylka od uvedeného protokolu barveni je nezndma a muze tedy zneplatnit ocekavané
vysledky. UZivatellim se nedoporucuje pouzivat kyselé pufry ke znovuziskavani antigenu,

protoze tyto pufry mohou zplisobovat suboptimalni barveni, které se obtizné
interpretuje.4! Uzivatelg, ktefi se odchyluji od uvedeného protokolu, museji pfijmout

odpovédnost za interpretaci vysledki u pacientu.

Pfipady barvené protilatkou VENTANA anti-BRAF V60OE (VE1) jsou kategorizovany jako
pozitivni nebo negativni podle pfitomnosti nebo absence barveni po celé oblasti nédoru.

Barveni se mlze liSit Grovni intenzity a tato intenzita se mize v ramci nadoru liSit, nema to
vSak vliv na klinicky stav BRAF V600E.

Nékteré pfipady mohou byt zvIasté obtizné kvili nasledujicim problémdm:

Bylo zji$téno, Ze protilatka VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) v nékterych

pfipadech vykazuje slabé cytoplazmatické a jaderné zbarveni v hladkém svalu,
Purkyniovych burikach v mozecku, normainich epitelovych burikéach tlustého steva,
enterocytech, intersticialnich burikach varlat, nadledvince, hypofyze, acinamich

strukturach slinivky, Zldzovych bufkach tenkého stfeva a v nékterych nadorovych

burikach; takové piipady viak nelze povazovat za pozitivni na BRAF V600E.42

Pocet pozitivnich Pocet pozitivnich
pripadu / celkovy pripadt / celkovy

Tkan pocet piipadl Tkan pocet pripadu
Velky mozek 0/3 Jicen 0/3
Mozedek* 113 Zaludek 0/3
Nadledvinka 0/3 Tenké stfevo* 2/4
Vajeénik 0/3 Tlusté stievo* 5/12
Slinivka* 213 Jatra 013
Lymfaticka 0/3 Lingvalni/slinna 0/3

uzlina Zlaza

Hypofyza** 313 Ledvina 013

Varle* 213 Prostata 0/3

Stitna Zl4za 013 Mocovy méchyr 03

Prs 03 Pristitné télisko 013
Slezina 013 Endometrium 013
Mandle 013 Délozni hrdlo 0/3

Brzlik 073 Kosterni sval 0/3

Kostni dfefi 013 Kuze 013

Plice 073 Nerv 0/5

Srdce 013 Mezotel 013

Navic tato protilatka vykazovala mimé barveni neuroendokrinnich bunék hypofyzy.

Navic tato protilatka barvi také plicni Fasinky.

Nespecifické pozadi: Nékteré vzorky mohou vykazovat nespecifické barveni pozadi
z divodd, které nejsou dobfe pochopeny. Proto mé hodnoceni sklicka barveného
protilatkou VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) zahmovat srovnani tohoto sklicka se
sklickem obarvenym s negativni reagencni kontrolou pro stanoveni irovné
nespecifického barveni pozadi. V nadorovych burikach je nékdy pozorovano
jaderné zbarveni, jeho vyznamnost vSak neni objasnéna.

Artefakt tkané nebo barveni: Histologické artefakty pochazejici z postupt

zpracovani vzorkl a mikrotomie mohou také komplikovat stanoveni klinického stavu
protilatky VENTANA anti-BRAF V600E (VE1). Tyto artefakty mohou mimo jiné

* Slabé cytoplazmatické a jaderné zbarveni v Purkyfiovych bufikach v mozecku,
hladkém svalu a epitelovych burikach normainiho tlustého stfeva, zlazovych buiikach
tenkého stfeva, acinamich strukturach slinivky a intersticialnich buiikach varlat.

** Stfedni zabarveni pozorované v neuroendokrinnich burikach hypofyzy.
Pro vSechny tkané bylo stanoveno pozitivniinegativni barveni pro prvky specifické pro
tkan a takové pfipady nemaji byt posuzovany jako pozitivni pro klinicky stav BRAF
VBOOE. 16

Tab. 4. Senzitivita/specificita protilatky VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) byla stanovena
testovanim rliznych neoplastickych tkani FFPE.

zahrnovat fixacni gradienty a efekty okraju, zachyty DAB, bubliny v jadru,
nedostateéné barveni nékterych regiond tkané, roztrzeni a prelozeni tkané a ztratu
tkariového fezu. V nékterych pipadech mize byt pozadovano barveni novych fezl
nebo akvizice nového vzorku.
V8echny testy nemuseji byt registrovany na kazdém pfistroji. Pro vice informaci
kontaktujte mistniho zastupce spole¢nosti Roche.

FUNKCNi CHARAKTERISTIKY

ANALYTICKA VYKONNOST

NiZe jsou uvedeny vysledky provedenych testd barveni tykajicich se senzitivity, specificity
a preciznosti.
Senzitivita a specificita

Nebylo pozorovano zadné neocekavané barveni protilatkou VENTANA anti-BRAF V600E
(VE1) na béznych a neoplastickych tkanich s vyjimkou téch, které jsou uvedeny v ¢asti
Specifickd omezeni.

2023-08-16 4710

FT0700-410u

Pocet pozitivnich pfipadt /

Patologie celkovy pocet pfipadl
Glioblastom (mozek) 01

Meningiom (mozek) 01
Ependymom (mozek) 01
Oligodendrogliom (mozek) 01

Ser6zni adenokarcinom (vajecnik) 01
Adenokarcinom (vajecnik) 0/1
Neuroendokrinni novotvar (slinivka) 01

Seminom (varle) 012

Medulami karcinom (3titna Zlaza) 01

Papilarni karcinom (titna zlaza) 21128

Duktalni karcinom in situ (prs) 01

1015767CS Rev F



4V .,
4 ®
TAv VENTANA

2023-08-16
FT0700-410u

Pocet pozitivnich pfipadu / Pocet pozitivnich pfipadu /
Patologie celkovy pocet pripadi Patologie celkovy pocet pripadl
Mikroinvazivni duktalni karcinom (prs) 071 Leiomyosarkom (hladky sval) 0/1
Invazivni duktélni karcinom (prs) 3131
Lymfom z B-bunék; NOS (slezina) 071 Preciznost
Funkéni charakteristiky na pristroji BenchMark ULTRA
Malobunécny karcinom (plice) 07 Opakovatelnost v ramci cyklu a mezilehla preciznost mezi dny
Karcinom ze skvaméznich bunék (plice) 0/90 Opakovatelnost a preciznost protilatky VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) byla
vyhodnocovana na pfistroji BenchMark ULTRA s detekéni soupravou OptiView DAB IHC
Adenokarcinom (plice) 1173 Detection Kit.
Neuroendokrinni karcinom (jicen) 0N Opakovatelnost v ramei cyklu byla vyhodnocovéna na 10 vzorcich kolorektalniho
karcinomu (5 pozitivnich a 5 negativnich pro klinicky stav BRAF V600E). Pét replikatd
Adenokarcinom (jicen) 0/1 sklicek z kazdeho ze vzorkd karcinomu CRC bylo obarveno protilatkou VENTANA anti-
BRAF V600E (VE1) na jednom piistroji BenchMark ULTRA v pribéhu jednoho dne.
Karcinom z prstenéitych bunék (Zaludek) 0N Kazdé sklicko obarvené protilatkou VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) bylo parovano se

- — sklickem barvenym negativni reagen¢ni kontrolou ze stejného pfipadu. VSechny sady
Adenokarcinom (tenkeé stfevo) on sklicek byly randomizovany jako pozitivni nebo negativni jednim patologem se zaslepenou
Stromalni sarkom (tenké stfevo) n dlagn?vzou pripadu. . o ) ) .

Rovnéz byla vyhodnocovana mezilehla preciznost mezi dny na 10 vzorcich kolorektalniho
Adenokarcinom (tlusté stfevo) 64/234 karcinomu (5 pozitivnich a 5 negativnich pro klinicky stav BRAF V600E). Replikaty sklicek
—— — z kazdého ze vzorkd karcinomu CRC byly barveny protilatkou VENTANA anti-BRAF
Gastrointestinaini stromaini tumor (GIST) on VBOOE (VE1) na pfistroji BenchMark ULTRA v kazdém z 5 na sebe nenavazujicich dni.
(tlusté stievo) Navic bylo jedno sklicko z kazdého pfipadu obarveno negativni reagenni kontrolou.

. L 0/1 KaZzdé sklicko obarvené protilatkou VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) bylo parovano se
Adenokarcinom (konecnik) sklickem barvenym negativni reagenéni kontrolou ze stejného pripadu. Véechny sady
GIST (konecnik) 0N sklicek byly randomizovany jako pozitivni nebo negativni jednim patologem se zaslepenou

diagndzou pfipadu.
Melanom (konecnik) 01 Z4adné ze sklicek obarvenych negativni reagenéni kontrolou nevykazovalo specifické
. ~ o1 barveni a barveni pozadi bylo < 0.5. PouZiti sdruzenych dat ze vech moznych pérovani

Hepatocelulami karcinom (jatra) ve studiich opakovatelnosti v ramci cyklu a mezilehlé preciznosti mezi dny prokazalo

. 100% pozitivni procentualni shodu (PPA), 100% negativni procentudini shodu (NPA)

01

Hepatoblastom (jtra) 2 100% celkovou procentudini shodu (OPA). Souhm vysledkd je uveden v tabulce 5.
Karcinom z jasnych bunék (ledvina) 01 Tab. 5. Opakovatelnost v ramci cyklu a mezilehla preciznost mezi dny na pfistroji

- BenchMark ULTRA u protilatky VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) méfena jako klinicky

Adenokarcinom (prostata) 072 stav (pozitivni/negativni).
Adenokarcinom (d&loha) 01
Opakovatelnost/ Klinicky st Shoda
Karcinom z jasnjch bungk (d&loha) 0/ Preciznost S CtySIaY
Typ n/N % 95% CI
Karcinom ze skvamoznich bunék (Cipek) 012 —
Pozitivni PPA 25/25 100.0  |(86.7,100.0)
Embryonalini rhabdomyosarkom (pfi¢né on Opakovatelnost -
pruhovany sval) v ramei cyklu Negativni NPA 25125 100.0  |(86.7,100.0)
Melanom 1024 Celkem OPA 50/50 100.0  |(92.9, 100.0)
Karcinom z bazalnich bunak (kiize) o el ecinc Pozitivni PPA 50/50 100.0  |(92.9, 100.0)
: Negativni X . X
Karcinom ze skvaméznich bunék (kiize) 0/1 mezi dny 9 NPA 50150 1000 |(82:9,1000)
- Celkem OPA 100/100 100.0  |(96.3,100.0)
Neuroblastom (retroperitoneum) 01
- - Poznamka: 95% intervaly spolehlivosti (Cl) byly vypo€itany metodou Wilsonova
Mezoteliom (peritoneum) 071 skore.
Rhabdomyosarkom z vietenovitych bunék 01
(peritoneum) Mezilehla preciznost mezi pristroji
Lymfom z B-bunék; NOS (lymfatick uzlina) 02 Mezilehla preciznost mezi pfistroji pfistroje BenchMark ULTRA pro protilatku VENTANA
. anti-BRAF V600E (VE1) byla stanovovéna barvenim replikatd sklicek 10 vzorku
HodgkinGv lymfom (lymfatické uzlina) n kolorektalniho karcinomu (5 pozitivnich a 5 negativnich na klinicky stav BRAF V600E) na
— — 3 pfistrojich BenchMark ULTRA s protilatkou VENTANA anti-BRAF V600E (VE1)
Urotelialni karcinom (mocovy méchyr) o s pouzitim detekéni soupravy OptiView DAB IHC Detection Kit. Navic bylo jedno skligko
Leiomyosarkom (mogovy méchyf) 0 z kazdého pfipadu obarveno negativni reagencni kontrolou.
y y y KaZzdé sklicko obarvené protilatkou VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) bylo parovano se
Osteosarkom (kost) on sklickem barvenym negativni reagencni kontrolou ze stejného pfipadu. VSechny sady

skli¢ek byly randomizovany a pak vyhodnocovany z hlediska klinického stavu
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(pozitivniinegativni) jednim patologem se zaslepenou diagnézou pfipadu. Zadné ze
skliCek obarvenych s negativni reagencni kontrolou nevykazovalo specifické barveni

a barveni pozadi bylo < 0.5.

Pro uréeni mezilehlé preciznosti mezi pfistroji BenchMark ULTRA byla provadéna parova
srovnani klinického stavu skli¢ek pro kazdy vzorek a prokazala 100% PPA, NPA a OPA.
Souhm vysledk{ uvadi Tab. 6.

Tab. 6. Mezilehla preciznost mezi pfistroji BenchMark ULTRA pro protilatku VENTANA
anti-BRAF V600E (VE1) méfena jako klinicky stav (pozitivni/negativni).

Shoda
Preciznost Klinicky stav
Typ n/N % 95% CI
o Pozitivni PPA 30/30 100.0  |(88.6,100.0)
Mezilehld
preciznost mezi Negativni NPA 30/30 100.0  |(88.6, 100.0)
fistroji
pristrol Celkem OPA 60060 | 1000 |(94.0,100.0)

Poznamka: 95% intervaly spolehlivosti (Cl) byly vypocitany metodou Wilsonova
skore.

Navic byla mezilehla preciznost mezi pfistroji pro protilatku VENTANA anti-BRAF V600E
(VE1) stanovovana barvenim replikatt sklicek 6 vzorkd (2 negativnich na CRC,

2 pozitivnich na CRC a 2 pozitivnich na karcinom §titné zlazy pro klinicky stav BRAF
VB00E) na 3 pfistrojich BenchMark XT a 3 pfistrojich BenchMark GX pro protilatku
VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) s pouzitim detekéni soupravy OptiView DAB IHC
Detection Kit.

Bylo provedeno 15 pozorovani na pfipad pfi spojeni 3 pfistroji; median pro kazdy pfipad
byl stanoven z téchto 15 pozorovéni. Jednotliva pozorovani stejného pfipadu byla
povazovana za shodna s medianem intenzity signalu pfipadu, pokud byla v rdmci
0.5nasobku intenzity signalu. Pro uréeni mezilehlé preciznosti mezi pfistroji pro pfistroje
BenchMark XT a BenchMark GX byla provadéna parova srovnani skére intenzity barveni
skliéek pro kazdy vzorek a prokazala 98.9% OPA mezi 3 pfistroji BenchMark XT a 100%
OPA mezi 3 pistroji BenchMark GX. Zadné ze sklidek obarvenych negativni reagenéni
kontrolou nevykazovalo specifické barveni a barveni pozadi bylo < 0.5 na obou pfistrojich
BenchMark XT i BenchMark GX.

Shoda pristroja BenchMark IHC/ISH

Shoda mezi pfistroji BenchMark IHC/ISH pro protilatku VENTANA anti-BRAF V600E
(VE1) byla stanovovana barvenim vzork{ kolorektalniho karcinomu, karcinomu §titné
Zl4zy a melanomu protilatkou VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) s pouZitim detekéni
soupravy OptiView DAB IHC Detection Kit. VVSechna sklicka byla vyhodnocovana na
klinicky stav (pozitivni/negativni) jednim patologem.

Parova srovnani klinického stavu pro celkem 228 vzork( (177 kolorektélnich karcinomd,
oproti BenchMark ULTRA a BenchMark XT oproti BenchMark ULTRA. Pfistroje
BenchMark GX oproti BenchMark ULTRA vykazovaly prdmémou 98.0% pozitivni shodu
(APA), 99.0% primérnou negativni shodu (ANA) 98.7% OPA. Pfistroje BenchMark XT
oproti BenchMark ULTRA vykazovaly 96.6% APA, 98.4% ANA a 97.8% OPA. Pro
srovnani pfistroje BenchMark GX s pfistrojem BenchMark XT byla provedena parova
melanomu) mezi platformami. Pfistroje BenchMark GX oproti BenchMark XT vykazovaly
98.7% APA, 99.4% ANA a 99.1% OPA.

Studie preciznosti hodnotitele

Preciznost u jednoho hodnotitele a mezi hodnotiteli byla vyhodnocovana na 20 vzorcich
kolorektalniho karcinomu (10 pfipad pozitivnich na mutaci BRAF VB00E a 10 pfipadl
negativnich na mutaci BRAF V600E) barvenych protilatkou VENTANA anti-BRAF V600E
(VE1) s pouzitim detekéni soupravy OptiView DAB IHC Detection Kit na pfistroji
BenchMark ULTRA. Kazdé sklicko barvené protilatkou VENTANA anti-BRAF V600E
(VE1) bylo parovano se sklickem barvenym H&E a skli¢kem barvenym negativni
reagencni kontrolou ze stejného pfipadu.

VSechny sady skli¢ek byly randomizovany a vyhodnocovany 3 patology na klinicky stav
BRAF V600E pozitivni nebo negativni. Patologové nebyli obeznameni s diagnézou
pfipadd. Po dvoutydennim eliminacnim obdobi byla sklicka barvena protilatkou VENTANA
anti-BRAF V600E (VE1) znovu randomizovana pro druhé vyhodnoceni klinického stavu

2023-08-16
FT0700-410u

6/10

BRAF VB00E kazdym ze 3 patologt. Zadné ze skligek obarvenych s negativni reagencni
kontrolou nevykazovalo specifické barveni a barveni pozadi bylo < 0.5.

Preciznost hodnotitele srovnavala poc¢atecni a konecné hodnoceni sklicka jednim
patologem a srovnani 20 sklicek s kolorektalnim karcinomem na patologa. Srovnani od

3 patologUi byla shruta a vykazovala 100% APA, 100% ANA a 100% OPA pro preciznost
v ramci hodnotitele. Souhrn vysledkd uvadi Tab. 7.

Preciznost mezi hodnotiteli srovnavala vSechna hodnoceni skliek (20 kolorektalnich
karcinom0 x 2 hodnocenilpfipad x 3 patologové = 120 hodnoceni sklicek) na modalni stav
pfipadu pro kazdy pfipad kolorektalniho karcinomu. Vysledky vykazuji 100% PPA, NPA

a OPA pro preciznost mezi hodnotiteli. Souhrn vysledkd uvadi Tab. 7.

Tab. 7. Preciznost u jednoho hodnotitele a mezi hodnotiteli pro protilatku VENTANA anti-
BRAF V600E (VE1) na pfipadech karcinomu CRC dle méfeni klinického stavu BRAF
V/600E (pozitivni/negativni).

Shoda
Preciznost | Klinicky stav
Typ n/N % 95% CI
Pozitivni APA 60/60 100.0  |(93.9, 100.0)
U jednoho -
hodnotitele Negativni ANA 60/60 100.0  |(93.9, 100.0)
Celkem OPA 60/60 100.0  |(94.0, 100.0)
Pozitivni PPA 60/60 100.0  |(94.0, 100.0)
Mezi hodnotiteli | Negativni NPA 60/60 100.0  |(94.0, 100.0)
Celkem OPA 120/120 100.0  |(96.9, 100.0)

Poznamka: Pro preciznost u jednoho hodnotitele byly vypogitany intervaly
spolehlivosti 95% Cl pro APA a ANA, a to s pouzitim metody podle Cloppera—
Pearsona; 95% Cl pro OPA byl vypoditan metodou percentilovy bootstrap. Pro
preciznost mezi hodnotiteli byly 95% intervaly spolehlivosti CI vypogitany metodou
Wilsonova skore.

Preciznost mezi Sarzemi

Preciznost mezi Sarzemi protilatky VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) byla stanovena
testovanim 3 vyrobnich Sarzi protilatky VENTANA anti-BRAF V600E (VE1), a to

v triplikatech skli¢ek 10 pfipadd karcinomu CRC (5 pozitivnich a 5 negativnich na mutaci
BRAF V600E) na pfistroji BenchMark ULTRA s pouzitim detekéni soupravy OptiView DAB
IHC Detection Kit.

KaZzdé sklicko obarvené protilatkou VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) bylo parovano se
sklickem barvenym negativni reagencni kontrolou ze stejného pfipadu. VSechny sady
sklicek byly randomizovany a hodnoceny jednim patologem se zaslepenou diagnézou
pFipadu a &islem $arze protilatky VENTANA anti-BRAF V60OE (VE1). Zadné ze sklidek
obarvenych s negativni reagencni kontrolou nevykazovalo specifické barveni a barveni
pozadi bylo < 0.5.

Pro stanoveni preciznosti mezi $arzemi protilatky VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) byla
hodnoceni klinického stavu BRAF V600E z hodnoceni kazdého sklicka srovnavéna

se stavem modalniho pfipadu pro dany pfipad. Hodnota OPA, PPA a NPA pro Sarze
protilatky VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) byla 100 % a bylo tim prokazano, Ze barveni
protilatkou VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) je reprodukovatelné napfi¢ Sarzemi
protilatky.

Shrnuti vysledkd pro preciznost mezi Sarzemi protilatky VENTANA anti-BRAF V600E
(VE1) uvadi Tab. 8.

Tab. 8. Preciznost mezi Sarzemi pro protilatku VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) dle
méfeni klinického stavu (pozitivni/negativni).

Preciznost |Klinicky stav S
Typ n/N % 95% ClI
Pozitivni PPA 45/45 100.0 (92.1,100.0)
Mezi Sarzemi | Negativni NPA 45/45 100.0 (92.1,100.0)
Celkem OPA 90/90 100.0 (95.9, 100.0)

Poznamka: 95% intervaly spolehlivosti (Cl) byly vypogitany metodou Wilsonova
skore.
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Studie reprodukovatelnosti mezi laboratoremi

Byla provedena studie reprodukovatelnosti mezi laboratofemi pro test VENTANA MMR
IHC Panel k prokazani reprodukovatelnosti kazdého testu VENTANA MMR IHC Panel ke
stanoveni klinického stavu. Do studie bylo zafazeno 6 vzorki tkané kolorektalniho
karcinomu (3 intaktni a 3 pfipady ztraty) pro kazdy protein MMR a 16 vzorkd tkané
kolorektalniho karcinomu (8 pozitivnich a 8 negativnich) pro cyklus BRAF V60OE na

3 pristrojich BenchMark ULTRA v kazdém z 5 na sebe nenavazujicich dnd v pribéhu

21 dni ve tfech externich laboratofich. Kazdé sklicko barvené protilatkou bylo parovéano se
sklickem barvenym H&E a negativni reagenéni kontrolou ze stejného pripadu. VSechny
sady sklicek byly randomizovany a vyhodnoceny celkem 6 hodnotiteli (2 hodnotitelé na
pracovisté), pro které byl zaslepen klinicky stav MMR studované sady. Pro kazdy ze

40 pfipadd ve studii se uskutecnilo 30 pozorovani ve vSech dnech, na vSech pracovistich
a vSemi hodnotiteli. Referenéni stav modalniho pfipadu byl pro kazdy pfipad odvozen na
zakladé nejcastéji pozorovaného stavu ze 30 pozorovani. Studie obsahovala celkem 1200
pozorovani pro vSech pét proteinli. Pro véechny hodnotitelné pfipady byla mira
pfijatelnosti pro morfologii a pozadi v této studii 100 %. Statistiku souhrmné shody (vSech
péti proteint) mezi referenénim stavem modalniho pfipadu a individualnim pozorovanim
uvadi Tab. 9.

Tab. 9. Shoda mezi testem VENTANA MMR IHC Panel a referenénim stavem modalniho
pfipadu.

Reprodukovatelnost| .. . . . Shoda
; .. | Klinicky stav
mezi laboratofemi
Typ n/N % 95% CI
Intaktni/pozitivni] PPA | 598/600 99.8 [(98.7,100.0)
Vechny proteiny |Ztrata/negativni|f NPA | 593/600 98.9 (97.4,99.5)
Celkem OPA | 1191/1200 994 (98.6,99.7)

Poznamka: Klinicky stav je definovany jako intaktni nebo ztrata pro expresi protein(
MMR a jako pozitivni nebo negativni na protein BRAF V600E. 95% intervaly
spolehlivosti (Cl) byly vypocitany s pouzitim zobecnéného linearniho smiseného
modelu (GLMM).

Navic byla pro protilatku VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) provedena parova srovnani
mezi pracovisti, mezi dny a mezi hodnotiteli. Pro BRAF V600E obsahoval tento studovany
soubor celkem 480 pozorovani. Souhrn vysledkd uvadi Tab. 10. Tato data indikuji
reprodukovatelnost testu v 5 dnech, na 3 pracovitich a pro 6 hodnotiteld.

Tab. 10. Reprodukovatelnost mezi laboratofemi miry shody pard pro protilatku VENTANA
anti-BRAF V600E (VE1) méfena jako klinicky stav (pozitivni nebo negativni).

Reprodukovatelnost Shoda
mezi laboratoremi
Typ niN % 95% CI
APA 960/972 98.8 (97.2,100.0)
Mezi pracovisti
(3 pracovistd) ANA 936/948 98.7 (97.0, 100.0)
OPA 948/960 98.8 (97.1,100.0)
APA 320/320 1000 | (98.8,100.0)
Praci’\v'é‘é ANA 3201320 1000 | (98.8,100.0)
OPA 320/320 1000 | (98.8,100.0)
Mezi dny APA 320/320 1000 | (98.8,100.0)
(5nasebe |PracoviStel — \\ 3201320 1000 | (98.8,100.0)
nenavazujicich B
dnd) OPA 320/320 100.0 (98.8, 100.0)
APA 320/332 96.4 (92.0,100.0)
Prac‘év's“’ ANA 296/308 96.1 (90.4,100.0)
OPA 308/320 96.3 (913, 100.0)
APA 242/243 996 (98.8,100.0)
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Reprodukovatelnost Shoda
mezi laboratoremi
Typ n/N % 95% CI
Mezi hodnotiteli ANA 236/237 99.6 (98.7,100.0)
(2 patologové na
pracovits) OPA 239/240 99.6 (98.8,100.0)

Poznamka: 95% intervaly spolehlivosti (Cl) byly vypocitany s pouZitim metody
percentilovy bootstrap; v pfipadech, kdy byl bodovy odhad 100 %, byla pouzita
metoda Wilsonova skore.

Funkéni charakteristiky na pristroji BenchMark ULTRA PLUS
Opakovatelnost v ramci jednoho dne a preciznost mezi dny

Opakovatelnost v ramci jednoho dne (v rdmci cyklu) byla vyhodnocovana na 10 vzorcich
karcinomu CRC (5 pozitivnich a 5 negativnich pro klinicky stav BRAF V600E). Pét
replikatd skli¢ek z kazdého ze vzorkd karcinomu CRC bylo obarveno protilatkou
VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) na jednom pfistroji BenchMark ULTRA PLUS

v pribéhu jednoho dne. Kazdé sklicko obarvené protilatkou VENTANA anti-BRAF V600E
(VE1) bylo parovano se sklickem barvenym negativni reagencni kontrolou ze stejného
pfipadu. VSechny pary sklicek byly randomizovany jako pozitivni nebo negativni jednim
patologem se zaslepenou diagndzou pfipadu.

Rovnéz byla vyhodnocovana mezilehla preciznost mezi (jednotlivymi) dny na 10 vzorcich
karcinomu CRC (5 pozitivnich a 5 negativnich pro klinicky stav BRAF V600E). Replikaty
sklicek z kazdého ze vzorkl karcinomu CRC byly obarveny protilatkou VENTANA anti-
BRAF V600E (VE1) na pfistroji BenchMark ULTRA PLUS v kazdém z 5 na sebe
nenavazujicich dnd. Navic bylo jedno sklicko z kazdého pfipadu obarveno negativni
reagencni kontrolou. Kazdé sklicko obarvené protilatkou VENTANA anti-BRAF V600E
(VE1) bylo parovano se sklickem barvenym negativni reagencni kontrolou ze stejného
pfipadu. VSechny pary sklicek byly randomizovany jako pozitivni nebo negativni jednim
patologem se zaslepenou diagndzou pfipadu.

Z4dné ze sklicek obarvenych s negativni reagenéni kontrolou nevykazovalo specifické
barveni a barveni pozadi bylo < 0.5. PouZiti sdruzenych dat ze vech moznych pérovani
ve studiich opakovatelnosti v ramci jednoho dne a preciznosti mezi dny prokazalo 100%
pozitivni procentualni shodu (PPA), 100% negativni procentualni shodu (NPA) a 100%
celkovou procentudlni shodu (OPA). Shrnuti vysledkl uvadi tabulka 11.

Tab. 11. Opakovatelnost v rdmci jednoho dne a preciznost mezi dny na pfistroji
BenchMark ULTRA PLUS u protilatky VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) méfena jako
klinicky stav (pozitivni/negativni).

Shoda
Opakov.atelnostl Klinicky stav
Preciznost
Typ | nN % | 95%cCl

Pozitivni PPA 25/25 100.0 |(86.7,100.0)

Opakovatelnost v ramel [ neoativni [ Npa | 25025 | 1000 [(86.7,100.0)
jednoho dne

Celkem OPA 50/50 100.0 {(92.9,100.0)

Pozitivni PPA 50/50 100.0 {(92.9,100.0)

Preciznost mezi dny Negativni NPA | 48/48 | 100.0 |(92.6,100.0)

Celkem OPA 98/98 100.0 1(96.2,100.0)

Poznamka: 95% intervaly spolehlivosti (Cl) byly vypo€itany metodou Wilsonova
skore.

Preciznost mezi jednotlivymi néastroji BenchMark ULTRA PLUS

Mezilehla preciznost mezi jednotlivymi nastroji (mezi pristroji) u pfistroje BenchMark
ULTRA PLUS pro protilatku VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) byla stanovovana
barvenim replikatd sklicek 10 vzorkd karcinomu CRC (5 pozitivnich a 5 negativnich na
klinicky stav BRAF V600E) na 3 pfistrojich BenchMark ULTRA PLUS s protilatkou
VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) s pouzitim detekéni soupravy OptiView DAB IHC
Detection Kit. Navic bylo jedno skli¢ko z kazdého pfipadu obarveno negativni reagenéni
kontrolou.

KaZzdé sklicko obarvené protilatkou VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) bylo parovano se
sklickem barvenym negativni reagencni kontrolou ze stejného pfipadu. VSechny pary
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skli€ek byly randomizovany a pak vyhodnocovany z hlediska klinického stavu
(pozitivniinegativni) jednim patologem se zaslepenou diagnézou pfipadu. Zadné ze
skli€ek obarvenych s negativni reagencni kontrolou nevykazovalo specifické barveni

a barveni pozadi bylo < 0.5.

Pro ur€eni preciznosti mezi jednotlivymi nastroji BenchMark ULTRA PLUS byla provadéna
parova srovnani klinického stavu skli¢ek pro kazdy vzorek mezi jednotlivymi pfistroji

a prokazala 100% PPA, NPA a OPA. Souhrn vysledkd je uveden v tabulce 12.

Tab. 12. Preciznost mezi jednotlivymi nastroji BenchMark ULTRA PLUS pro protilatku
VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) méfena jako Klinicky stav (pozitivni/negativni)

Shoda
Preciznost Klinicky stav
Typ n/N % 95% ClI
Pozitivni PPA 30/30 100.0 ((88.6,100.0)
Mezi jednotlivymi .
nastroj Negativni NPA 30/30 100.0 ((88.6,100.0)
Celkem OPA 60/60 100.0  [(94.0,100.0)

Poznamka: 95% intervaly spolehlivosti (Cl) byly vypocitany metodou Wilsonova
skore.

Shoda mezi platformami pro pristroje BenchMark ULTRA PLUS
a BenchMark ULTRA

Byla provedena studie, ktera srovnavala icinnost barveni protilatky VENTANA anti-BRAF
VB00E (VE1) pomoci detekéni soupravy OptiView DAB IHC Detection Kit na pfistroji
BenchMark ULTRA PLUS oproti barveni na pfistroji BenchMark ULTRA. Sto dvacet
(120) pfipadu tkané kolorektalniho karcinomu (14 pozitivnich na BRAF V600E,

13 negativnich na BRAF V600E, 93 neznamého stavu MMR) bylo obarveno a obarvena
sklicka byla hodnocena patologem, ktery urcil diagnosticky stav. Celkova procentualni
shoda byla 98.3 %. VSechny tkané obarvené protilatkou VENTANA anti-BRAF V600E
(VE1) mély pfijatelnou morfologii a barveni na pozadi. Shrnuti vysledkd uvadi tabulka 13.

Tab. 13. Shoda pro protilatku VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) na pfistroji BenchMark
ULTRA PLUS ve srovnani s pfistrojem BenchMark ULTRA méfena podle klinického stavu
(pozitivni/negativni)

Mezi Shoda
platformami
Shoda Typ n/N % 95% Cl
ULTRA PPA 34/35 97.1 (85.5,99.5)
k ULTRA
PLUS NPA 84/85 98.8 (93.6,99.8)
OPA 118/120 98.3 (94.1,99.5)

Poznamka: 95% intervaly spolehlivosti (Cl) byly vypogitany metodou Wilsonova
skore.

Studie pfesnosti: metoda srovnani vysledkd panelu VENTANA MMR
IHC Panel s molekularnim testovanim (sekvenovani DNA
a hypermetylace promotoru MLH1)

Byla provedena studie pro srovnani vykonu testu s panelem VENTANA MMR IHC Panel
s molekularnim testovanim véetné komplexniho panelu sekvenovani DNA z tlustého
stfeva pro identifikaci kolorektalnich karcinomu, které (i) jsou MMR deficientni (dAMMR) a
(ii) obsahuji mutaci BRAF V600E. Panel pro sekvenovani DNA tlustého stfeva zahmoval
genomovou analyzu variant pfitomnych v genech MMR (MLH1, PMS2, MSH2, MSH,
EPCAM), BRAF a dalSich genech dulezitych v karcinogenezi (napf. PIK3CA, KRAS,
NRAS, ERBB2 atd.). Sekvenovani zahrnovalo vSechny exony, intronické a pfilehlé
sekvence a rovnéz velké delece, duplikace a mozaicismus.

Pro studii byly sekvenéni pfipady kolorektalniho karcinomu barvené H&E vyhodnocovany
z hlediska indikace Fadné fixace a morfologie véetné pfitomnosti bunéénych prvkl
(nadorové buriky a buriky vnitfni kontroly). Kazdy pfipad byl vyhodnocovan pro stanoveni,
zda vzorek obsahoval minimalné 50% nadorovy obsah pro poskytnuti dostate¢né
reprezentace nadorovych bunék ve vzorku, jak je doporu¢ovano pro molekularni
testovani. Po prozkoumani bylo do studie zafazeno 105 sekvenénich pfipadd splfiujicich
tato kritéria. Navic bylo do studie zafazeno 13 pfipad kolorektalniho karcinomu
vykazujicich stav ztrata podle IHC, aby bylo zaji$téno, Ze byl do studie zafazen kazdy
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marker. Rezy véech pFipadu ve studii byly barveny IHC metodou s pouZitim testu
VENTANA MMR IHC Panel a patfiénymi negativnimi reagenénimi kontrolami. Dal3i fezy
byly podrobeny panelu sekvenovani DNA tlustého stfeva. Hypermetylace promotoru
MLH1 je jednim z mechanism0, ktery mlze vést ke ztraté exprese proteinu MLH1 a je
spojen spiSe se sporadickym kolorektalnim karcinomem neZz s potenciélni diagnézou
Lynchova syndromu. Proto byly vSechny pfipady ztraty MLH1 identifikované metodou IHC
ve studii testovany na hypermetylaci promotoru MLH1.

V kone¢ném souboru studie 118 pfipadl analyza zahmovala PPA a NPA pro viechny
sdruzené markery (t. vSechna sdruzena pozorovani), kde molekulami testovani fungovalo
jako referenéni stav pro srovnani IHC. Analyza zahrnovala srovnani stavu proteinu MMR
(intaktni/ztrata) s molekularnim stavem definovanym jako normalni (zadné patogenni
mutace, negativni na hypermetylaci promotoru MLH1 a BRAF divokého typu (zadna
mutace V600E)) nebo abnormaini (pfitomnost patogenni(ch) mutace(i), pozitivni na
hypermetylaci promotoru MLH1 a/nebo pozitivni na mutaci BRAF V600E). Pro tuto studii
je patogenni mutace v ramci nadoru definovana jako mutace zarodeéné linie nebo
somaticka mutace s predikovanym vysledkem ztraty exprese proteinu MMR. Bodové
odhady byly 99.4% PPA, 93.5% NPA a 98.8% OPA, jak uvadi Tab. 14.

Rovnéz byla provedena sdruzena analyza srovnavajici ¢tyfi markery IHC MMR (bez
protilatky VENTANA anti-BRAF V600E (VE1)) s vysledky molekularniho testovani.
Bodové odhady byly 99.3% PPA, 89.7% NPA a 98.5% OPA, jak shrnuje Tab. 15.

Dal$i analyza srovnavala vysledky ctyf markerti IHC MMR s vysledky molekulamiho
testovani pro geny MMR na Grovni piipadu pro zahmuti stavu véech markert a vytvoreni
vystupu dMMR/pMMR pro dvé metody. Tuto analyzu uvadi Tab. 16 a analyza vykazuje
97.4% OPA mezi obéma metodami.

V ramci studie byl rovnéz porovnan stav MMR u IHC a stav MMR z molekulamiho
testovani pro jednotlivé markery MMR. Hodnota OPA kazdého markeru MMR v porovnani
s kombinovanymi vysledky panelu pro sekvenovani DNA z tlustého stfeva a testovanim
hypermetylace promotoru MLH1 byla 100.0 % pro protilatku VENTANA anti-MLH1 (M1),
99.1 % pro protilatku VENTANA anti-PMS2 (A16-4) Mouse Monoclonal Primary Antibody,
98.3 % pro protilatku VENTANA anti-MSH2 (G219-1129) Mouse Monoclonal Primary
Antibody a 96.6 % pro protilatku VENTANA anti-MSH6 (SP93) Rabbit Monoclonal Primary
Antibody.

Rovnéz byl srovnavan klinicky stav BRAF V600E v kolorektalnich karcinomech ziskanych
IHC metodou s pouzitim protilatky VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) s vysledky stavu
mutace BRAF, stanovenymi sekvenovanim DNA. VSechny vysledky PPA, NPA a OPA pro
IHC testovani s pouzitim protilatky VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) se sekvenovanim
DNA jako referenéni metody byly 100 % (Tab. 17). Bylo provedeno dalSi testovani pro
ovéfeni schopnosti protilatky VENTANA anti-BRAF V60OE (VE1) dale stratifikovat pfipady
CRC vykazujici ztratu exprese proteinu MLH1. Z 23 pfipadd pozitivnich na BRAF V600E
vykazovalo 20 pfipadu ztratu proteinu MLH1 dle IHC stanoveni a bylo pozitivnich na
hypermetylaci promotoru MLH1. Tyto Udaje jsou konzistentni s tésnym spojenim
pozitivniho stavu BRAF V600E se stavem hypermetylace promotoru MLH1. Zbyvajici tfi
pfipady byly pMMR (intaktni pro vSechny proteiny MMR). VSechny vzorky pozitivni na
BRAF V600E byly identifikovany jako sporadicky kolorektalni karcinom. Vysledky ovéfily,
Ze protilatka VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) spravné identifikuje kolorektalni
karcinomy s mutaci BRAF V600E. Udaje také podpofily pouZiti protilatky VENTANA anti-
BRAF V600E (VE1) k rozliSeni mezi sporadickym a pravdépodobnym kolorektalnim
karcinomem s Lynchovym syndromem za nepfitomnosti exprese MLH1.

Tab. 14. Sdruzena analyza pro shodu testu VENTANA MMR IHC Panel mezi IHC
metodou a molekularnim testovanim.

Stav* Shoda
(molekularni/lHC) Tve N % 5% Cl
Normalnifintaktni PPA 523/526 99.4 (98.7,100.0)
Abnormalni/ztrata NPA 58/62 935 (87.1,98.6)
Celkem OPA 581/588 98.8 (98.0,99.7)

* Pro IHC je stav MMR intaktni nebo ztrata pro expresi proteinu. Pro tuto analyzu byly
pfipady negativni na BRAF V600E zafazeny do kategorie intakini a pozitivni pfipady
do kategorie ztrata. Molekulamni testovani indikuje absenci (normaini) nebo pfitomnost
(abnormalni) potenciélnich patogennich mutaci nebo hypermetylace promotoru
MLH1. 95% intervaly spolehlivosti (CI) byly vypocteny pomoci metody percentilovy
bootstrap.
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Tab. 15. Sdruzen4 analyza shody ¢tyf marker(i IHC MMR (bez protilatky VENTANA anti-
BRAF V600E (VE1)) mezi IHC a molekularnim testovanim.

Stav* Shoda
(molekularni/lHC)
Typ n/N % 95% Cl
Normalni/intaktni PPA 428/431 99.3 (98.4,100.0)
Abnormalni/ztrata NPA 35/39 89.7 (79.4,97.7)
Celkem OPA 463/470 98.5 (97.3,99.6)
* Pro IHC je stav intaktni nebo ztrata pro expresi proteinu. Molekularni testovani
indikuje absenci (normélni) nebo pfitomnost (abnormalni) potencialnich patogennich
mutaci nebo hypermetylace promotoru MLH1. 95% intervaly spolehlivosti (CI) byly
vypocteny pomoci metody percentilovy bootstrap.
Tab. 16. Shoda mezi vysledky étyf markerd MMR dle IHC a molekularnim testovanim
stavu MMR (dMMR/pMMR).
Shoda
Stav MMR*

Typ n/N % 95% CI
pMMR PPA 79/80 98.8 (93.3,99.8)
dMMR NPA 35/37 94.6 (82.3,98.5)
Celkem OPA 1141117 974 (92.7,99.1)

*Pro IHC je stav pMMR pro pfipad reprezentovan intaktnim stavem pro vSechny
proteiny MMR, zatimco stav dMMR je reprezentovan ztratou jednoho nebo vice
proteini MMR. Pro molekulami testovani je stav pMMR reprezentovan absenci
patogennich mutaci nebo hypermetylace promotoru MLH1, zatimco stav dMMR je
reprezentovan pfitomnosti patogennich mutaci nebo hypermetylace promotoru MLH1.
95% intervaly spolehlivosti (CI) byly vypoéitany metodou Wilsonova skére.
Tab. 17. Shoda mezi IHC s pouzitim protilatky VENTANA anti-BRAF V600E (VE1)
a molekularnim testovanim.
Stav Shoda
BRAF V600E
(moIekuIérnilIHC) Typ nIN % 95% Cl
Pozitivni/abnormalni PPA 23/23 100.0 (85.7,100.0)
Negativni/normalini NPA 95/95 100.0 (96.1, 100.0)
Celkem OPA 118/118 100.0 (96.8, 100.0)
Stav pro BRAF V600E byl definovan jako pozitivni nebo negativni vysledky IHC
a abnormalni (pfitomnost mutace V600E) nebo norméalni (BRAF divokého typu)
vysledky molekularniho testovani. 95% intervaly spolehlivosti (CI) byly vypocitany
metodou Wilsonova skore.
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Symboly

Spole¢nost Ventana pouziva nasledujici symboly a znaky nad rdmec uvedeny v normé
ISO 15223-1 (pro USA: dalsi informace naleznete na internetovych strankach
elabdoc.roche.com/symbols):
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