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PASKIRTIS

,VENTANA anti-BRAF V600E (VE1)
Mouse Monoclonal Primary Antibody*
(,VENTANA anti-BRAF V600E (VE1)"
antikdinas) skirtas BRAF V600E
baltymo kokybiskam aptikimui formaline
fiksuotuose, parafine jterptuose audiniy,
pjaviuose. ,VENTANA anti-BRAF
V600E (VE1)" antikdinas yra paruostas
naudoti ,BenchMark IHC/ISH*
prietaisuose su ,OptiView DAB IHC
Detection Kit* ir pagalbiniais reagentais.

,VENTANA anti-BRAF V600E (VE1)"
antikinas yra ,VENTANA MMR IHC
Panel*, kur sudaro ,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* ir ,VENTANA anti-MSH6 (SP93) Rabbit Monoclonal Primary Antibody*,
dalis. ,VENTANA MMR IHC Panel” skirtas neatitikimy taisymo baltymo trikumui aptikti
kaip testas pacientams, kuriems diagnozuotas gaubtinés zamos vézys (GZV), asmenims,
kuriems yra rizika susirgti Lynch sindromu, ir, esant BRAF V600E buklei, kaip pagalbiné
priemoné atskirti sporadinj ir tikéting Lynch sindromo GZV, kai néra MLH1 baltymo
ekspresijos.

Naudojant Siuos gaminius gaunama rezultata turi vertinti kvalifikuotas patologas,
atsizvelgdamas { histologinj tyrima, susijusig kliniking informacija ir tinkamas kontrolines
medziagas.

Skirta in vitro diagnostikai (IVD).

SANTRAUKA IR PAAISKINIMAS

Gaubtinés zamos vézys yra tre¢ias pagal daznuma ir ketvirta pagal paplitimg mirties nuo
véZio prieastis pasaulyje.! Dauguma GZV atvejy pasizymi chromosominiu nestabilumu,
taciau mazdaug 15 % véZzio atvejy vystosi alternatyviu bidu, kuriam badinga sutrikusi
DNR nesutapimo atkarimo (MMR) sistemos funkcija. Dél MMR trakumo navikams
biidingas mikrosatelitinis nestabilumas (MSI), atsirandantis dél MMR baltymy negebéjimo
iStaisyti DNR replikacijos klaidy.

GZV su MMR defektais zymimi kaip MMR (dMMR) navikai su defektais. Priesingai, GZV,
neturintys MMR defekty, Zymimi kaip proficientiniai MMR (pMMR) navikai. Sis dMMR
gaubtinés Zarnos vézys daznai biina prastai diferencijuotas, daznai vyrauja
proksimaliojoje gaubtinés zarnos dalyje, pasizymi mucininiais, meduliniais arba signetinio
Ziedo histologiniais pozymiais ir padidéjusiu navika infiltruojangiy limfocity skaigiumi.2:3
Apskritai MMR trikuma gali sukelti vieno i§ MMR geny gemalo linijos mutacijos, kai dél
genetiniy ar epigenetiniy mechanizmy prarandamas atitinkamas sveikas alelis, somatinés
aleliy mutacijos arba MLH1 geno epigenetiné inaktyvacija dél metilinimo.4

Keturi dazniausiai mutave MMR genai yra MLH1, PMS2, MSH2 ir MSH6. Sveikose
lastelése baltymas MLH1 sudaro kompleksa (heterodimera) su baltymu PMS2, o baltymas
MSH2 sudaro kompleksa su baltymu MSH6.5.6 Atsiradus DNR neatitikimams,
MSH2/MSHS heterodimeras prisijungia prie nesutampancios DNR, sukeldamas
konformacijos pokycius. MLH1/PMS2 heterodimeras prisijungia prie DNR prijungto
MSH2/MSH6 komplekso, todél pazeista DNR yra pataisoma ekscizijos badu.

MLH1, PMS2, MSH2 ir MSH6 baltymai yra kliniSkai svarbds MMR baltymai, kuriuos
koduoja genai, galintys mutuoti Lynch sindromu sergandiose $eimose.”-8 Siy mutacijy
nesiotojams dél DNR replikacijos klaidy kaupimosi besidauginanciose lastelése kyla
didelé rizika per visg gyvenima susirgti gaubtinés zarnos ir kitomis vézio formomis. Lynch
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sindromas sudaro 1-6 % visy GZV atvejy. Sie navikai atsiranda paveldéjus autosoming
dominuojanéig vieno i$ keturiy MMR geny mutacija, o daugumoje su Lynch sindromu
susijusiy GZV atvejy prarandamas MLH1.5.8.10 Lynch sindromu sergantiems pacientams
nustatyta daugiau kaip 300 skirtingy MMR $eimos baltymy mutacijy. Su Lynch sindromu
susijusiam naviko fenotipui jprastai badingas imunohistocheminis MMR baltymy, ypa¢
MLH1, PMS2, MSH2 ir MSH6, ekspresijos praradimas.!0-13 Jrodyta, kad MMR IHC testas
yra naudingas nustatant konkrety MMR gena, kuriame grei¢iausiai aptinkama gemalo
linija arba somatinis pakitimas. 4

BRAF genas yra 7q34 chromosomoje ir koduoja citoplazming serino-treonino kinaze, kuri
veikia mitogeno aktyvuotos baltymy kinazés (MAPK) signaly grandinéje. Onkogeninés
BRAF geno mutacijos, visos esancios kinazés domene, esmingai aktyvuoja MAPK
signalinj kelia, todél padidéja Iasteliy proliferacija ir atsparumas apoptozei. Dazniausia i$
visy aktyvuojanciy BRAF mutacijy (taskiné mutacija T1799A) sukelia valino (V) pakeitima,
glutamo ragstimi (E) aminoriig$¢iy sekos 600 padétyje ir yra aptinkama 12 % visy,
GZV.15,16

Kaip ,VENTANA MMR IHC Panel“ dalis, ,VENTANA anti-BRAF V600E (VE1)" antiktinas
padeda atskirti sporadinj ir tikéting Lynch sindromo GZV, kai néra MLH1 baltymo
ekspresijos.17.18 GZV atveju MLH1 baltymo praradimas daznai yra MLH1 aktyvatoriaus
hipermetilinimo pasekmé ir rodo sporadinj pasireigkima,'® BRAF V600E baltymo buvimas
glaudZiai susijes su MLH1 aktyvatoriaus hipermetilinimu. Todél teigiamas daZzymo
rezultatas naudojant ,VENTANA anti-BRAF VB0OE (VE1)* antikiing rodo sporadin{ GZV.

BRAF V600E mutacija aptinkama ne tik GZV stratifikacijoje, bet ir mazdaug 8 % visy
kietyjy naviku, jskaitant 43 % melanomu, 39 % papiliniy skydliaukés karcinomu, 12 %
seroziniy kiausidziy karcinomu, 2 % plaugiy véZio ir kity véZio formy.'6 Be to, BRAF
V600E mutacija neseniai buvo apraSyta kaip plaukuotyjy lasteliy leukemijos molekulinis
7ymuo.20

KLINIKINE REIKSME

Lynch sindromas buvo apraSytas XX-ojo amziaus septintajame deSimtmetyje ir nustatytas
rydys tarp MMR funkcijos praradimo bei véZio.2! MMR baltymy (MLH1, PMS2, MSH2 arba
MSH6) praradimas gali lemti MS! ir didesne ne tik GZV, bet ir skrandzio, smegenu, kasos,
odos, endometriumo ir kiausidziy véZio rizikg per visg gyvenima. Pacientams, sergantiems
Lynch sindromu, rizika susirgti GZV yra 50-80 % per visg gyvenima.5-22.23 Lynch
sindromas iSsiskiria i$ kity paveldimy, véZio sindromy, nes tiesioginis naviko audinio
tyrimas padeda nustatyti pacientus, kuriems gresia rizika sirgti Lynch sindromu, ir
informuoti apie vélesnius gemalo linijos genetinius tyrimus. Lynch sindromu sergancioms
Seimoms naudingi pazangis véZio patikros protokolai.

|vairiose gairése, {skaitant Nacionalinio i§samaus véZio tinklo (,National Comprehensive
Cancer Network“, NCCN) gaires, rekomenduojama visus GZV tirti dél Lynch sindromo,
kad baty galima nustatyti pacientus ir $eimas, kuriems bus naudingi tolesni genetiniai
tyrimai ir konsultacijos.21,24-27 Naudojant ,VENTANA MMR IHC Panel*, bus lengviau
nustatyti MMR bikle GZV, klasifikuojant juos kaip nepazeistus arba prarastus MMR
baltymo ekspresijos atzvilgiu. Visy keturiy MMR baltymy aptikimas navike rodo sveikq,
arba nepazeista MMR. MLH1 arba MSH2 ekspresijos praradimas beveik visada susijes su
jo heterodimerinio partnerio, atitinkamai PMS2 arba MSH6, praradimu. Taciau netekus
PMS2 arba MSH6, MLH1 arba MSH2 neiSnyksta. PMS2, MSH2 ir (arba) MSH6
praradimas atitinka tikéting Lynch sindroma, todél pacientai turi bati siunciami
papildomiems tyrimams ir konsultacijoms pagal kliniking praktika.

MLH1 baltymo praradimas gali rodyti sporadinj atvejj arba galimg Lynch sindroma. 15 %
ar daugiau sporadinio GZV atvejy MLH1 baltymas prarandamas dél MLH1 aktyvatoriaus
hipermetilinimo.5.28,29 Svarbu tai, kad BRAF V600E mutacija nustatoma mazdaug
dviejuose tre¢daliuose naviku, kuriy MLH1 ekspresija prarandama dél MLH1 aktyvatoriaus
hipermetilinimo. PrieSingai, BRAF V600E mutacija labai retai aptinkama Lynch sindromo
navikuose.28 Todél, jei ,VENTANA anti-MLH1 (M1) Mouse Monoclonal Primary Antibody
(,VENTANA anti-MLH1 (M1)" antik@ino) tyrimo rezultatas rodo MLH1 baltymo praradima,
,VENTANA anti-BRAF V600E (VE1)" antikiinas gali stratifikuoti auglj kaip sporadinj arba
galima Lynch sindroma,5.30 GZvV atveju MLH1 baltymo praradimas ir teigiamas BRAF
V600E statusas aiskiai rodo, kad navikas atsirado sporadiskai, todél Lynch sindromas
prakti$kai eliminuojamas kaip pagrindiné piktybinio naviko priezastis.21.31 Kai MLH1
baltymo praradimas yra kartu su neigiama BRAF V600E bakle, MLH1 praradimas atitinka
didele Lynch sindromo tikimybe.32

PROCEDUROS PRINCIPAS

,VENTANA anti-BRAF V600E (VE1)" yra pelés monokloninis antikiinas (klonas VE1),
pagamintas prie$ sintetinj peptida, atspindintj mutavusios BRAF aminorigsciy seka nuo
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596 iki 606 aminortigsties (GLATEKSRWSG). Siam mutacijai specifiniam antikanui
bdingas citoplazminis dazymo tipas. Sis antikiinas atskiria BRAF baltymo V600E
mutacija nuo laukinio tipo BRAF baltymo ir kity mutavusiy BRAF baltymy,33.34
Atliekant nesutapimy taisymo (MMR) IHC tyrimus dél galimo Lynch sindromo, BRAF
VB600E mutacijos nustatymas MLH1 praradimo atvejais rodo sporadinj gaubtinés Zarnos
vez| (G2V).32

L,VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) antikiinas specifiskai jungiasi su BRAF V600E
mutavusiu baltymu formaline fiksuotuose, parafine jterptuose (FFPE) audiniy pjaviuose.
Antikiing galima lokalizuoti naudojant haptenuotq antrinj antikiing, paskui — multimerinj
antihapteno ir HRP konjugata (,OptiView DAB IHC Detection Kit*, kat. Nr. 760-700 /
06396500001). Specifinis antikiino ir fermento kompleksas vizualizuojamas stebint
fermentinés reakcijos produkto nuosédas. Kiekvienas etapas inkubuojamas tiksliai
nustatyta laikg ir konkrecioje temperatdroje. Kiekvieno inkubacijos etapo pabaigoje
prietaisas iSplauna pjavius, kad sustabdyty reakcijq ir pasalinty nesuristas medziagas,
kurios trukdyty norimai reakcijai vélesniuose etapuose. Jame taip pat naudojamas
LULTRA LCS (Predilute)* (kat. Nr. 650-210 / 05424534001) arba ,LCS (Predilute)" (kat.
Nr. 650-010 / 05264839001), kuris sumazina vandeniniy reagenty garavima i$ méginio
objektinio stiklelio.

RINKINYJE ESANTI MEDZIAGA
,VENTANA anti-BRAF V600E (VE1)" antikiino sudétyje yra pakankamai reagento 50-Ciai
tyrimy.
Viename 5 mL ,VENTANA anti-BRAF V600E (VE1)" antikiino dozatoriuje yra mazdaug
60 pg pelés monokloninio antikaino.
Antikainas atskiedZiamas fosfatiniu buferiniu tirpalu (pH 7.3) su neSanciuoju baltymu ,Brij*
35ir0.05 % ,ProClin 300" (konservantu).
Specifinio antikiino koncentracija yra mazdaug 12 pg/mL.
,VENTANA anti-BRAF V600E (VE1)" antikiinas yra pelés monokloninis antikiinas,
gaminamas kaip iSgrynintas lasteliy kultaros supernatantas.
Prireikus i$samiy proceddros principo, medziagos ir metody, méginiy paémimo ir
paruoSimo analizei, kokybés kontrolés procedury, trik¢iy diagnostikos, rezultaty
interpretavimo ir apribojimy apraSymy, zr. atitinkama VENTANA aptikimo rinkinio metodo
lapa.
REIKALINGOS, TACIAU | RINKIN] NEJEINANCIOS MEDZIAGOS
Dazymo reagentai, tokie kaip VENTANA aptikimo rinkiniai ir pagalbiniai komponentai,
iskaitant neigiama ir teigiama audinio kontrolinius stiklelius,  rinkinj nejeina.
Kai kurie metodo lape iSvardyti gaminiai gali bati neprieinami visuose regionuose.
Kreipkités | vietin{ pagalbos tarnybos atstova.
Toliau iSvardytos medZiagos ir reagentai nejeina | rinkinj, taciau gali bati reikalingi dazymui
atlikti:
1. Rekomenduojamas kontrolinis audinys
2. Mikroskopo objektiniai stikleliai, teigiamo kravio
3. ,VENTANA anti-MLH1 (M1) Mouse Monoclonal Primary Antibody*

(kat. Nr. 730-7159 / 09605584001 arba kat. Nr. 760-5091 / 08033668001)
4. VENTANA anti-PMS2 (A16-4) Mouse Monoclonal Primary Antibody*

(kat. Nr. 730-7158 / 09607161001 arba kat. Nr. 760-5094 / 08033692001)
5. ,VENTANA anti-MSH2 (G219-1129) Mouse Monoclonal Primary Antibody*

(kat. Nr. 730-7160 / 09607137001 arba kat. Nr. 760-5093 / 08033684001)
6. ,VENTANA anti-MSH6 (SP93) Rabbit Monoclonal Primary Antibody*
(Kat. Nr. 730-7161 / 09606769001 arba kat. Nr. 760-5092 / 08033676001)
,Negative Control (Monoclonal)* (kat. Nr. 760-2014 / 05266670001)
,Rabbit Monoclonal Negative Control Ig* (kat. Nr. 790-4795 / 06683380001)
,OptiView DAB IHC Detection Kit* (kat. Nr. 760-700 / 06396500001)
0. Tik ,VENTANA anti-PMS2 (A16-4) Mouse Monoclonal Primary Antibody*,

,OptiView Amplification Kit* (kat. Nr. 760-099 / 06396518001 (50 tyrimu) arba
kat. Nr. 860-099 / 06718663001 (250 tyrimy))

11. ,EZ Prep Concentrate (10X)“ (kat. Nr. 950-102 / 05279771001)
12.  ,Reaction Buffer Concentrate (10X)“ (kat. Nr. 950-300 / 05353955001)
13.  ,ULTRALCS (Predilute)* (kat. Nr. 650-210 / 05424534001)
14. ,LCS (Predilute)* (kat. Nr. 650-010 / 05264839001)
15.  ,ULTRA Cell Conditioning Solution (ULTRA CC1)" (kat. Nr. 950-224 / 05424569001)
16. ,Cell Conditioning Solution (CC1)* (kat. Nr. 950-124 / 05279801001)
17. ,Hematoxylin Il (kat. Nr. 790-2208 / 05277965001)
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18. ,Bluing Reagent" (kat. Nr. 760-2037 / 05266769001)
19.  Nuolatiné paruoSimo terpé

20. Dengiamasis stiklelis

21.  Automatinis dengiamujy stikleliy uZdéjimo jtaisas
22. Bendrosios paskirties laboratoriné jranga

23. ,BenchMark IHC/ISH" prietaisas

LAIKYMAS IR STABILUMAS

Po pristatymo ir nenaudojant, gaminj reikia laikyti 2-8 °C temperatiroje. NeuzSaldyti.
Norédami uztikrinti tinkama reagento tiekima ir antikiino stabiluma, pakeiskite dozatoriaus
kamstelj po kiekvieno naudojimo ir nedelsdami jdékite dozatoriy | Saldytuvg vertikalioje
padétyje.

Kiekvienas antikiino dozatorius turi galiojimo terming. Tinkamai laikomas reagentas yra
stabilus iki etiketéje nurodytos dienos. Nenaudokite reagento, jei jo galiojimo terminas yra
pasibaiges.

MEGINIO PARUOSIMAS

|prastai apdorotus FFPE audinius tinka naudoti su iuo pirminiu antikdnu, jei jie naudojami
su ,OptiView DAB IHC Detection Kit* ir ,BenchMark IHC/ISH* prietaisais.
Rekomenduojamas audinio fiksatyvas yra 10 % neutralus buferinis formalinas.3

,VENTANA anti-BRAF V600E (VE1)" antikiinui audinius rekomenduojama fiksuoti per

2 valandas po iSpjovimo 10 % neutraliame buferiniame formalino tirpale (NBF) maZiausiai
12 valandy, remiantis ksenografty modeliais, gautais i§ A2058 (melanomos) ir LS411N
(GZV) zmogaus Iasteliy linijy, kuriy BRAF VBOOE ekspresija teigiama. Taciau fiksavimo
laikas iki 72 valandy 10 % NBF davé lygiavercius BRAF V600E dazymo rezultatus.
Priimtinas ,VENTANA anti-BRAF V600E (VE1)" antikliny dazymas taip pat buvo pasiektas
fiksuojant ,Zinc* formalino fiksatoriuje 12-72 valandas.

Su ,VENTANA anti-BRAF V600E (VE1)" antiktinu nerekomenduojama naudoti alkoholio
formalino (AFA), 95 % etanolio, Z-5 ir PREFER fiksatoriy. Alkoholio formaline fiksuoti
ksenografty audiniai nerodo jokio arba rodo kintama dazyma.

Naudojamas fiksatyvo kiekis turi bati 15-20 karty didesnis uz audinio tarj. Fiksatyvas per
24 valandas neprasiskverbs daugiau nei 2-3 mm | kietajj audinj arba 5 mm | akytg audini.
Fiksavima galima atlikti kambario temperatiroje (15-25 °C).35.36

Audiniai turi bati padalyti | 4 um storio pjavius ir uzdéti ant teigiamo kraivio objektiniy
stikleliy. Objektiniai stikleliai turéty bati nudazyti nedelsiant, nes audiniy pjaviy,
antigeniSkumas laikui bégant gali sumazéti. Taciau 5 + 3 °C arba 30 £ 5 °C temperatiroje
iki 8 savaiciy laikytuose nedaZytuose GZV audiniy objektiniuose stikleliuose ,VENTANA
anti-BRAF V600E (VE1)“ antikino démiy intensyvumas buvo panasus, palyginti su
audiniy méginiais, paruostais i$ to paties bloko ir nudazytais ,VENTANA anti-BRAF V600E
(VE1)“ antikiinu 1 diena. Norédami gauti daugiau informacijos, paprasykite

,Roche" atstovo pateikti ,Recommended Slide Storage and Handling“ dokumento kopija.

|SPEJIMAI IR ATSARGUMO PRIEMONES

1. Skirta in vitro diagnostikai (IVD).

2. Gali naudoti tik profesionalai.

3. |SPEJIMAS. Jungtinése Amerikos Valstijose pagal federalinius jstatymus &

prietaisg galima parduoti tik gydytojui arba jo uzsakymu. (,Rx Only*)

NevirSykite nurodyto tyrimy skaiciaus.

,ProClin 300* tirpalas Siame reagente naudojamas kaip konservantas. Jis

klasifikuojamas kaip dirginamoji medziaga ir patekes ant odos gali sukelti padidéjusj

odos jautruma, Dirbdami su Siuo reagentu imkités reikiamy atsargumo priemoniy.

Venkite reagento patekimo | akis, ant odos ir gleiviniy. Dévékite apsauginius

drabuzius ir pirstines.

6.  Teigiamo krdivio objektiniai stikleliai gali bati jautris aplinkos poveikiui, dél to
dazymas gali bt netinkamas. Daugiau informacijos apie tai, kaip naudoti tokio tipo
stiklelius, klauskite ,Roche” atstovo.

7. Zmogaus ar gyvinings kilmés medziagos turi bati laikomos biologiskai
kenksmingomis ir jas reikia alinti taikant atitinkamas atsargumo priemones.
MedZiagoms paveikus Zmogaus organizma, reikia vadovautis atsakingujy institucijy
pateiktomis sveikatos direktyvomis.37.38

8. Venkite reagento patekimo  akis ir gleivines. Jei reagento pateko | jautrias vietas,
plaukite dideliu kiekiu vandens.

9. Saugokite reagentus nuo uzterSimo mikrobais, nes dél jy gali bati gauti klaidingi
rezultatai.
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10.  Prireikus daugiau informacijos apie $io gaminio naudojima, zr. ,BenchMark
IHC/ISH* prietaiso naudotojo vadova ir visy reikiamy komponenty naudojimo
instrukcijas, kurias galite rasti navifyportal.roche.com.

11.  Dél rekomenduojamy $alinimo metody kreipkités { vietos ir (arba) valstybés
institucijas.

12.  Gaminio saugos etiketés daugiausia paremtos ES GHS gairémis. Saugos duomeny,
lapai pateikiami profesionaliems naudotojams paprasius.

13. Norédami pranesti apie pavojingus incidentus, susijusius su $iuo gaminiu,
susisiekite su vietiniu ,Roche” atstovu ir valstybés narés ar Salies, kurioje gyvena
naudotojas, kompetentinga institucija.

Gaminyje gali bati komponentu, pagal reglamenta (EB) Nr. 1272/2008 klasifikuojamy taip:

1. lent. Informacija apie pavojus.

Pavojus Kodas Frazé
Ispéjimas | H317 Gali sukelti alerging odos reakcijg.
P261 Neikvépkite riko ar gary.
UZtersty darbo drabuziy negalima iSnesti i$ darbo
p272 .
vietos.
P280 Mavéti apsaugines pirstines.
P333 + Jeigu sudirginama oda arba jg iSberia: kreiptis |
P313 gydytoja.
P362 + Nusivilkti uzterStus drabuZius ir iSskalbti pries vél
P364 apsivelkant.
P501 Turinj/ pakuote Salinti patvirtintoje atlieky surinkimo
istaigoje.

Siame gaminyje yra CAS Nr. 55965-84-9, reakcijos masés, kurig sudaro 5-chlor-2-metil-
2H-izotiazol-3-onas ir 2-metil-2H-izotiazol-3-onas (3:1).

DAZYMO PROCEDURA

L,VENTANA anti-BRAF V600E (VE1)" antikiinas sukurtas naudoti ,BenchMark IHC/ISH*
prietaisuose kartu su ,OptiView DAB IHC Detection Kit ir pagalbiniais reagentais.
Rekomenduojami dazymo protokolai nurodyti 2. lent.

Kintangio antigeno i§gavimo laiko ir temperatiros poveikis tyrimo patikimumui neZinomas.
Todél nukrypimas nuo rekomenduojamy antigeno iSgavimo salygu, pateikty nurodytame
dazymo protokole, yra nezinomas ir gali anuliuoti tikétinus rezultatus. Batina naudoti ir
dokumentuoti tinkamas kontrolines medziagas. Naudotojai, kurie nesilaiko
rekomenduojamy, tyrimo proceddry, turi prisiimti atsakomybe uz paciento rezultaty,
interpretavima,

Automatizuotos procediros parametrus galima perziréti, iSspausdinti ir taisyti pagal
prietaiso naudotojo vadove pateikta procediirg. Daugiau informacijos apie
imunohistocheminio dazymo procedras Zzr. ,OptiView DAB IHC Detection Kit* metodo
lape.

Prireikus daugiau informacijos apie tinkama $io prietaiso naudojima, zr. jtaisyto
dozatoriaus metodo lapa, kuriam priskirtas dalies Nr. 760-5095.

2. lent. Rekomenduojamas ,VENTANA anti-BRAF V600E (VE1)* antikiino dazymo
protokolas su ,OptiView DAB IHC Detection Kit* naudojant ,BenchMark IHC/ISH*
prietaisus.

Metodas
Proceduros tipas ULTRA arba
o XT ULTRA PLUS
Deparafinavimas Pasirinkta Pasirinkta Pasirinkta
Lasteliy
kondicionavimas cc cc URAcet
- h X min.,
(antigeno 64 min. 64 min. o
- 100 °C
demaskavimas)
Pries$pirminis
peroksidazés Pasirinkta Pasirinkta Pasirinkta
inhibitorius
2023-08-16
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Metodas
Proceduros tipas ULTRA arba
e 24 ULTRA PLUS
Antikiinas (pirminis) 237@8" 137”38" 126@8.,

OptiView HQ Linker
OptiView HRP Multimer

Kontrastinis dazymas

8 min. (numatytasis)

8 min. (numatytasis)

,Hematoxylin II, 4 min.

Apdorojimas po

kontrastinio dazymo ,Bluing’, 4 min.

Nukrypus nuo rekomenduojamy, salygy, ypa¢ antigeno isgavimo, nurodyty protokole,
laukiami rezultatai gali bti neteisingi. Dél audinio fiksavimo, apdorojimo, bendry,
laboratorijos prietaisy ir aplinkos salygy kintamumo gali prireikti padidinti arba sumazZinti
pirminio antikiino inkubacijos, Iasteliy kondicionavimo intensyvuma pagal atskirus
méginius, naudojama aptikimo metoda ir vertintojo poreikius. Prireikus daugiau
informacijos apie fiksavimo kintamuosius, Zr. leidinj ,/mmunohistochemistry: Principles and
Advances".36

KOKYBES KONTROLES PROCEDUROS
Neigiama reagento kontrolé

Be dazymo antikdnu ,VENTANA anti-BRAF V600E (VE1)", taip pat reikia naudoti antrg
objektinj stiklelj, nudazyta pelés monokloniniu neigiamu reagentu ,Negative Control
(Monoclonal)“. Neigiama reagento kontroliné medZiaga naudojama nespecifiniam dazymui
jvertinti. Neigiami reagento kontrolinio antikiino dazymo parametrai turi bati tokie patys
kaip ir pirminio antikaino.

Teigiama audinio kontrolé

Atliekant kiekvieng daZzymo procedira btina atlikti teigiamos audinio kontrolés tyrima.
Remiantis optimalia laboratorine praktika, tame paciame objektiniame stiklelyje kaip
paciento audinys reikia naudoti teigiama kontrolin pjavj. Jis padeda identifikuoti netinkamo
reagenty uZlasinimo ant stiklelio atvejus. Atitikties kontrolei geriausia naudoti audinj,
kuriam pasireiSkia silpna teigiamo nusidazymo reakcija. Teigiami dazomo audinio
komponentai naudojami siekiant patvirtinti, kad antikdinas buvo panaudotas ir kad
prietaisas veikia tinkamai. Kontroliniame audinyje gali bati tiek teigiamu, tiek neigiamy,
dazymo elementy ir jis gali bti naudojamas kaip teigiamas arba neigiamas kontrolinis
audinys. Kontroliniai audiniai turi bati neseniai atliktos autopsijos, biopsijos ar chirurginiu
badu paimti méginiai, paruo$ti arba uZfiksuoti kuo greiiau, tokiu pat badu kaip tiriami
pjaviai. Tokie audiniai gali bati naudojami visiems procediros etapams stebéti, nuo
audiniy paruoSimo iki dazymo. Audiniy pjaviai, fiksuoti arba apdoroti kitaip negu tiriami
méginiai, uztikrins visy reagenty ir metodo veiksmuy, iSskyrus fiksavima,ir audiniy,
apdorojima, kontrole.

Zinomus teigiamus kontrolinius méginius reikia naudoti tik kaip apdorojamy audiniy, ir
tyrimo reagenty tinkamo veiksmingumo stebéjimo priemone, o ne kaip pagalbine
priemone pacienty méginiy diagnozei nustatyti. Jeigu teigiami kontroliniai audiniai nerodo
teigiamo dazymo, tiriamy méginiy rezultatai turi bati laikomi negaliojanciais.

Tinkama teigiama audinio kontrolé bty i$ anksto kvalifikuotas GZV atvejis, kuriam
nustatytas teigiamas ,VENTANA anti-BRAF V600E (VE1)* antikino rezultatas. Teigiama
audinio kontrolé turi pasizyméti bet kokio intensyvumo gyvybingy naviko Iasteliy,
citoplazminiu dazymu, vir§ijan€iu fona.

Neigiama audinio kontrolé

Neigiama audinio kontrolé bty i$ anksto kvalifikuotas GZV atvejis, kuriam ,VENTANA
anti-BRAF V600E (VE1)* antikiinas yra neigiamas. Neigiama audiniy kontroling medziaga,
reikia naudoti tik kaip apdorojamy audiniy, tyrimy reagenty, ir prietaisy veikimo stebéjimo
priemong, o ne kaip pagalbing priemone pacienty méginiy diagnozei nustatyti.

Tyrimo patikra

Prie$ pirma kartg naudojant antikiing arba dazymo sistema diagnostinéje proceddroje,
antikaino specifiSkumas turi bti patikrintas tiriant serijg audiniy su Zinomomis IHC
efektyvumo charakteristikomis, atspindinciomis teigiama ir neigiama BRAF V600E
mutacija. Vadovaukités anksciau Siame gaminio lapelio skyriuje apraSytomis kokybés
kontrolés proceddromis ir ,College of American Pathologists Laboratory Accreditation
Program*, ,Anatomic Pathology Checklist3? arba ,CLS| Approved Guideline*40
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DAZYMO INTERPRETAVIMAS / TIKETINI REZULTATAI

,VENTANA anti-BRAF V600E (VE1)" antikdino Iasteliy daZzymo tipas yra citoplazminis
naviko Igstelése. GZV méginiams, nudaZytiems antikiinu ,VENTANA anti-BRAF V600E
(VE1)*, kliniking bakle priskiria kvalifikuotas patologas, {vertines, ar navike yra specifinis
citoplazminis dazymas, ar jo néra. Teigiama klinikiné baklé priskiriama tiems atvejams, kai
gyvybingose auglio Iastelése vir$ fono yra bet kokio intensyvumo nedviprasmiskas
citoplazminis daZzymas. Neigiama klinikiné baklé suteikiama tiems atvejams, kai gyvybingy
naviko lasteliy citoplazminis daZzymas yra neigiamas arba neai$kus. Branduolinis
dazymas, silpnas arba stiprus atskiry gyvybingy naviko Iasteliy dazymas ir (arba) nedideli
naviko telkiniai turi bati laikomi neigiamais.

SPECIFINIAI APRIBOJIMAI

Nukrypimas nuo nurodyto dazymo protokolo nezinomas ir gali anuliuoti tikétinus
rezultatus. Naudotojai jspéjami nenaudoti ragstiniy buferiniy tirpaly antigenui iSgauti, nes
dél $iy buferiniy tirpaly gali atsirasti neoptimalus dazymas, kurj sunku interpretuoti.41
Naudotojai, kurie nesilaiko rekomenduojamy, tyrimo proceddry, turi prisiimti atsakomybe
uz paciento rezultaty interpretavima.

,VENTANA anti-BRAF V600E (VE1)" antikiiny nudazyti atvejai skirstomi | teigiamus arba
neigiamus, atsizvelgiant  tai, ar dazymas yra ar néra visame naviko plote. Dazymo
intensyvumo lygis gali skirtis ir intensyvumas gali bati skirtingas visame navike; taciau tai
neturi jtakos BRAF V60OE klinikinei baklei.

Kai kurie atvejai gali bati ypa€ sudétingi dél Siy priezas€iy;

Nustatyta, kad ,VENTANA anti-BRAF V600E (VE1)" antikiinas retkarciais pasizymi
silpnu citoplazminiu ir branduoliniu dazymu lygiuosiuose raumenyse, smegenéliy,
Purkinjé Iastelése, sveikose gaubtinés Zamnos epitelio lastelése, enterocituose,
séklidziy intersticinése Iastelése, antinksciuose, hipofizéje, acinusinése kasos
struktdrose, zarnyno liaukinése Iastelése ir kai kuriose auglio Iastelése; taciau tokie
atvejai neturi biti laikomi teigiamais BRAF VB00E atzvilgiu.42 Be to, $is antikiinas
pasizyméjo vidutiniSku dazymu neuroendokrininése hipofizés Iastelése. Be to, Sis
antikiinas taip pat nudazo blakstienéles plauciuose.

Nespecifinis fonas: kai kurie méginiai dél ne visai suprantamy priezas€iy gali
pasizyméti nespecifiniu foniniu dazymu. Todél vertinant ,VENTANA anti-BRAF
VB00E (VE1)" antikinu nudaZytg objektinj stiklelj reikia palyginti §j objektin stiklelj
su neigiamu reagentu nudazytu kontroliniu objektiniu stikleliu, kad baty nustatytas
nespecifinio foninio dazymo lygis. Kartais pastebimas branduolinis dazymas naviko
lastelése; taciau Sio reiskinio reikSmé néra suprantama.

Audiniy arba dazymo artefaktas: histologiniai artefaktai, atsirandantys dél méginio
apdoraojimo ir mikrotomijos proceso, taip pat gali apsunkinti ,VENTANA anti-BRAF
VB0OE (VE1)* antikano klinikinés baklés nustatyma. Sie artefaktai gali apimti
fiksavimo gradientus ir briauny efektus, DAB sulaikyma, branduolio burbuliuky
susidaryma, dazymo trikuma kai kuriose audinio srityse, audinio jplySima arba
sulankstyma ir audinio pjavio praradima, bet tuo neapsiriboti. Kai kuriais atvejais gali
reikéti pakartotino naujy pjaviy dazymo arba gauti naujg mégin;.

Ne visuose prietaisuose gali bati uzregistruoti visi tyrimai. Dél daugiau informacijos
kreipkités | vietinj ,Roche" atstova,

EFEKTYVUMO CHARAKTERISTIKOS

ANALITINIS EFEKTYVUMAS
Buvo atlikti dazymo jautrumo, specifiSkumo ir tikslumo tyrimai; rezultatai iSvardyti toliau.

Jautrumas ir specifiSkumas

Naudojant ,VENTANA anti-BRAF V600E (VE1)* antikiing ant sveiky ir neoplastiniy audiniy
nepastebéta jokiy netikéty dazymuy, i§skyrus nurodytus skyriuje ,Specifiniai apribojimai*.

3. lent. ,VENTANA anti-BRAF V600E (VE1)" antikdno jautrumas / specifiSkumas buvo
nustatytas tiriant FFPE sveikus audinius.

Teigiamy Teigiamy
atvejy atvejy
skaicius / skaicius /
bendras bendras
atvejy atvejy
Audinys skaicius Audinys skaicius
Smegenys 073 Stemplé 013
Smegenélés * 1/3 Skrandis 013
2023-08-16 4710
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Teigiamy Teigiamy
atvejy atvejy
skaicius / skaicius /
bendras bendras
atvejy atvejy
Audinys skaicius Audinys skaicius
Antinksciai 073 Plonoji zarna * 2/4
Kiaugidé 073 Gaubtiné Zarna * 5/12
Kasa * 213 Kepenys 03
Limfmazgis 073 Liezuvis / seiliy liauka 013
Hipofizé ** 3/3 Inkstas 0/3
Seklide * 2/3 Prostata 013
Skydliauké 0/3 Slapimo pisle 03
Krtis 073 Prie$skydiné liauka 013
Bluznis 073 Endometriumas 013
Tonzile 073 Gimdos kaklelis 013
Uzkrgio liauka 073 Skeletinis raumuo 013
Kauly Ciulpai 0/3 Oda 0/3
Plautis 073 Nervas 0/5
Sirdis 0/3 Mezotelis 03

* Silpnas citoplazmos ir branduolio dazymas smegenéliy Purkinjé lastelése, sveikos
gaubtinés Zarnos lygiujy raumenu,ir epitelio Igstelése, Zaryno liaukinése lastelése,
kasos acinusinése struktirose ir seklidziy intersticinése Iastelése.

** Vidutinio stiprumo dazymas pastebétas hipofizés neuroendokrininése lastelése.

Visuose audiniuose buvo nustatytas teigiamas / neigiamas dazymas pagal audiniams

badingus elementus, todél tokie atvejai neturi biti laikomi teigiamais dél BRAF V600E
Klinikinés bukles.6

4. lent. VENTANA anti-BRAF V600E (VE1)* antikino jautrumas / specifiSkumas buvo
nustatytas tiriant jvairius FFPE neoplastinius audinius.

Teigiamy
atvejy
skaicius /
bendras
atvejy
Patologija skaicius
Glioblastoma (smegeny) 0/1
Meningioma (smegeny) 0/1
Ependimoma (smegenu) 0/1
Oligodendroglioma (smegenu) on
Seroziné adenokarcinoma (kiausidziy) 0/1
Adenokarcinoma (kiausidziy) 0/1
Neuroendokrininé neoplazma (kasos) 01
Seminoma (séklidés) 0/2
Meduliné karcinoma (skydliaukés) 01
Papiliné karcinoma (skydliaukés) 21/28
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Teigiamy Teigiamy
atvejy atvejy
skaicius / skaicius /
bendras bendras
atvejy atvejy
Patologija skaicius Patologija skaicius
Duktaling karcinoma in situ (kraties) 01 Osteosarkoma (kaulo) 01
Mikroinvaziné duktaling karcinoma (krities) 0/1 Lejomiosarkoma (lygiojo raumens) 0/1
Invaziné duktaliné karcinoma (kraties) 3131
B Igsteliy limfoma, neapibréZiama (bluznies) 0/1 Tikslumas
,BenchMark ULTRA“ prietaiso efektyvumo charakteristikos
Smulkiy lgsteliy karcinoma (plauciy) 07 Pakartojamumas serijoje ir tarpinis antikiino tikslumas skirtingomis dienomis
P|0k§é|ujq |qste||q karcinoma (p|aué|u) 0/90 ,,VENTANA anti-BRAF V600E (VE’])“ antikiino pakartojamumas ir tikslumas buvo
jvertintas naudojant ,BenchMark ULTRA* prietaisg su ,OptiView DAB IHC Detection Kit".
Adenokarcinoma (plauciy) 1773 Pakartojamumas serijoje buvo jvertintas naudojant 10 GZV méginiy (5 teigiami ir 5
Neuroendokrininé karcinoma (stemplés) on neigiami BRAF V600E Klinikinei baklei). Per viena diena vienu ,BenchMark
P ULTRA" prietaisu buvo nudazyti penki kiekvieno GZV méginio objektiniai stikleliai su
Adenokarcinoma (stemplés) 0/ ,,VENTANA anti-BRAlf VGOOE. (VI.ED“ aptikgnu. Kiekvienas ,,VENTANA anti-BRAF V600E
- (VE1)* antikiinu nudazytas objektinis stiklelis buvo suporuotas su neigiamu reagentu
Ziediniy lasteliy karcinoma (skrandzio) 01 nudazytu kontroliniu objektiniu stikleliu i$ to paties atvejo. Visi objektiniy stikleliy rinkiniai
buvo atsitiktinés atrankos ir tada jvertinti kaip teigiami arba neigiami vieno patologo, kuris
Adenokarcinoma (plonosios zarmnos) 01 nezinojo atvejo diagnozes.
Stromos sarkoma (plonosios zamos) 1M Taip pa_t puyo '[vert.inltas _tgrpinisl alntiklﬂno tikslumas sk?rt.inlgor_nis: die:non_ﬂs, naudojqnt 10
GZV méginiy (5 teigiami ir 5 neigiami BRAF V600E klinikinei baklei). Kiekvieno GZV
Adenokarcinoma (gaubtinés zarmnos) 64/234 méginio objektiniai stikleliai buvo nudazyti ,VENTANA anti-BRAF VB00E (VE1)* antikanu,
—— : - naudojant ,BenchMark ULTRA" prietaisa, kiekviena i$ 5 ne i$ eilés einanciy dieny. Be to,
Virskinimo trakto stromos navikas (GIST) (gaubtinés zamos) 0/1 po viena kiekvieno atvejo objektinj stiklelj nudaZyta neigiamu kontroliniu reagentu.

- . o1 Kiekvienas ,VENTANA anti-BRAF V600E (VE1)“ antikinu nudazytas objektinis stiklelis
Adenokarcinoma (tiesiosios zarnos) buvo suporuotas su neigiamu reagentu nudazytu kontroliniu objektiniu stikleliu i to paties
GIST (tiesiosios zamos) 0/ atygjo. yisi objelfti.niqlstilkleliq rinkiniai buvp atsivtliktir)és atrgnkps ir tafia jvertinti kaip

teigiami arba neigiami vieno patologo, kuris nezinojo atvejo diagnozés.
Melanoma (tiesiosios zarnos) on Né viename objektiniame stiklelyje, nudaZzytame neigiamu kontroliniu reagentu,

. ) o nenustatytas specifinis dazymas, o dazymo fonas buvo < 0.5. Naudojant apibendrintus

Hepatoceliuliné karcinoma (kepenu) visy galimy pory duomenis, tiek pakartojamumo serijoje, tiek tarpinio antikiino tikslumo

0N skirtingomis dienomis tyrimy rezultatai parodé 100 % teigiama atitiktj procentais (PPA),
Hepatoblastoma (kepeny) 100 % neigiama atitiktj procentais (NPA) ir 100 % bendra atitiktj procentais (OPA).
Sviesiujy lasteliy karcinoma (inksto) 01 Rezultaty santrauka pateikta 5. lent.

- 5. lent. ,,BenchMark ULTRA" prietaiso ,VENTANA anti-BRAF V600E (VE1)“ antikiino
Adenokarcinoma (prostatos) 012 pakartojamumas serijoje ir tarpinis antikaino tikslumas skirtingomis dienomis, vertinant
Adenokarcinoma (gimdos) 0/1 pagal kliniking bakle (teigiamas / neigiamas).

Sviesiujy lasteliy karcinoma (gimdos) 0/1 Pakartojamumas / | Klinikiné Atitikimas
. . . ; . Tiksl baklé
Ploks¢iujy lasteliy karcinoma (gimdos kaklelio) 02 HSlmas Tipas niN % 95 % Cl
Embrioniné rabdomiosarkoma (skersaruoZzio raumens) 0/1 Teigiamas PPA 25/25 100.0  |(86.7, 100.0)
Melanoma 1024 Paka;te"rli?;‘e“mas Neigiamas | NPA 25/25 100.0  |(86.7, 100.0)
Baziniy Iasteliy karcinoma (odos) 0/1 I$ viso OPA 50/50 100.0  |(92.9, 100.0)
Ploksciujy lasteliy karcinoma (odos) 01 Tarpinis tislomas Teigiamas PPA 50/50 100.0  |(92.9, 100.0)
Neuroblastoma (retroperitoneumo) on sg;ﬁ;g;?;is Neigiamas NPA 50/50 1000 [(92.9,100.0)
Mezotelioma (pilvapléves) 0/1 I$ viso OPA 100/100 100.0  |(96.3, 100.0)
Verpstés pavidalo lasteliy rabdomiosarkoma (pilvapléves) 0/1 ;ist})e:j? 95 % pasikliautinyjy intervaly (Cl) buvo apskaiciuoti taikant Wilsono baly,
B Iasteliy limfoma; neapibréziama (limfmazgio) 012
Hodzkino limfoma (limfmazgio) 11 Tarpinis tikslumas naudojant skirtingus prietaisus
: - — — ,BenchMark ULTRA" prietaiso tarpinis tikslumas tarp prietaisy ,VENTANA anti-BRAF
Urotelio karcinoma (Slapimo pslés) o VB00E (VE1)* antikainui buvo nustatomas dazant pakartotinius 10 GZV méginiy (5 teigiami
Leiomiosark Xlapi aslé 0/1 ir 5 neigiami BRAF V600E klinikinés baklés atzvilgiu) objektinius stiklelius 3 ,BenchMark
ejomiosarkoma (Slapimo pUsles) ULTRA prietaisais ,VENTANA anti-BRAF V600E (VE1)" antikanu, naudojant ,OptiView
2023-08-16 5/10 1015767LT Rev F
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DAB IHC Detection Kit*. Be to, po vieng kiekvieno atvejo objektinj stiklelj nudazyta
neigiamu kontroliniu reagentu.

Kiekvienas ,VENTANA anti-BRAF V600E (VE1)" antikinu nudazytas objektinis stiklelis
buvo suporuotas su neigiamu reagentu nudazytu kontroliniu objektiniu stikleliu i$ to paties
atvejo. Visus objektiniy stikleliy rinkinius atsitiktinés atrankos tvarka atrinko ir klinikine
biikle (teigiama / neigiama) jvertino vienas patologas, nezinojgs atvejo diagnozés. Né
viename objektiniame stiklelyje, nudazytame neigiamu kontroliniu reagentu, nenustatytas
specifinis dazymas, o dazymo fonas buvo < 0.5.

,BenchMark ULTRA" prietaiso tarpiniam tikslumui tarp prietaisy kiekvieno méginio
objektiniy stikleliy klinikinés biklés poriniai palyginimai buvo atlikti tarp prietaisu, rodanéiy
100 % PPA, NPA ir OPA. Rezultaty santrauka pateikiama 6. lent.

6. lent. ,BenchMark ULTRA" prietaiso ,VENTANA anti-BRAF V600E (VE1)" antikiino
tarpinis tikslumas tarp prietaisy, matuojamas pagal kliniking bakle (teigiamas / neigiamas).

Klinikiné Atitikimas
Tikslumas L
buklé
Tipas n/N % 95 % Cl
Tarpinis tikslumas | Teigiamas PPA 30/30 100.0  |(88.6, 100.0)
naudojant Neigiamas |  NPA 30/30 1000 |(88.6,100.0)
skirtingus
prietaisus I$ viso OPA 60/60 100.0  [(94.0, 100.0)

Pastaba. 95 % pasikliautinyjy intervaly (Cl) buvo apskaiciuoti taikant Wilsono baly
metoda.

Be to, ,VENTANA anti-BRAF V600E (VE1)" antikaino tarpinis tikslumas tarp skirtingy,
prietaisy buvo nustatytas dazant 6 méginiy (2 G2V neigiami ir 2 GZV bei 2 skydliaukés
vézio teigiami BRAF V60OE Klinikinés biiklés atzvilgiu) pakartotinius objektinius stiklelius 3
,BenchMark XT“ir 3 ,BenchMark GX" prietaisais su ,VENTANA anti-BRAF V600E (VE1)"
antikiinu, naudojant ,OptiView DAB IHC Detection Kit".

Susumavus visus 3 prietaisus, kiekvienu atveju buvo 15 stebéjimu; kiekvieno atvejo
mediana buvo nustatyta i$ Siy 15 stebéjimy. Atskiri to paties atvejo stebéjimai buvo laikomi
sutampanciais su atvejo signalo intensyvumo mediana, jei jy signalo intensyvumas
nevirsijo 0.5 signalo intensyvumo. ,BenchMark XT* ir ,BenchMark GX" prietaisy tarpiniam
tikslumui tarp prietaisy buvo atlikti kiekvieno méginio objektiniy stikleliy démiy
intensyvumo baly poriniai palyginimai, kurie parodé 98.9 % OPA tarp 3 ,BenchMark XT* ir
100 % OPA 3 tarp ,BenchMark GX* prietaisu. Né viename objektiniame stiklelyje,
nudazytame neigiamu kontroliniu reagentu, nenustatytas specifinis dazymas, o fono
dazymas buvo < 0.5 tiek ,BenchMark XT, tiek ,BenchMark GX* prietaisais.

»BenchMark IHC/ISH* prietaisy suderinamumas

,VENTANA anti-BRAF V600E (VE1)" antikiino suderinamumas ,BenchMark IHC/ISH*
prietaisuose buvo nustatytas dazant GZV, skydliaukés véZio ir melanomos méginius
L,VENTANA anti-BRAF V600E (VE1)" antikiinu, naudojant ,OptiView DAB IHC Detection
Kit". Visy objektiniy stikleliy kliniking bakle (teigiama / neigiama) vertino vienas patologas.
Buvo atlikti 228 visy méginiy (177 G2V, 27 skydliaukeés véZio ir 24 melanomu) Klinikines
biklés poriniai palyginimai tarp ,BenchMark GX“ ir ,BenchMark ULTRA" prietaisy ir
,BenchMark XT*ir ,BenchMark ULTRA" prietaisy. ,BenchMark GX* ir ,BenchMark
ULTRA" prietaisai parodé 98.0 % teigiamos atitikties vidurkj (APA), 99.0 % neigiamos
atitikties vidurkj (ANA) ir 98.7 % OPA. ,BenchMark XT*ir ,BenchMark ULTRA" prietaisai
parodé 96.6 % APA, 98.4 % ANA ir 97.8 % OPA. Naudojant ,BenchMark GX* ir
,BenchMark XT* prietaisus, buvo atliktas porinis palyginimas tarp visy 230 méginiy (179
G2V, 27 skydliaukés véZio ir 24 melanomos). ,BenchMark GX“ ir ,BenchMark XT*
prietaisai parodé 98.7 % APA, 99.4 % ANA ir 99.1 % OPA.

Vertintojo tikslumo tyrimai

To paties ir skirtingy vertintojy tikslumas buvo ivertintas naudojant 20 GZV méginiy (10
BRAF V600E mutacijos teigiamy atvejy ir 10 BRAF V600E mutacijos neigiamy atveju),
nudazyty ,VENTANA anti-BRAF V600E (VE1)" antikdnu, naudojant ,OptiView DAB IHC
Detection Kit" su ,BenchMark ULTRA" prietaisu. Kiekvienas ,VENTANA anti-BRAF V600E
(VE1)" antikiinu nudazytas objektinis stiklelis buvo suporuotas su H&E ir neigiamu
reagentu nudazytu kontroliniu objektiniu stikleliu i$ to paties atvejo.

Visus objektiniy stikleliy rinkinius atsitiktinés atrankos tvarka atrinko ir jvertino 3 patologai,
nustatydami teigiamaq arba neigiama BRAF VG00E kliniking bakle. Patologai nezinojo
atvejy diagnoziy. Praéjus dviejy savaiciy plovimo laikotarpiui, ,VENTANA anti-BRAF
V600E (VE1)* antikiinais nudazyti objektiniai stikleliai buvo i§ naujo atrinkti atsitiktinés
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atrankos tvarka, kad kiekvienas i§ 3 patology antra kartg {vertinty BRAF V60OE Kliniking
bakle. Né viename objektiniame stiklelyje, nudaZytame neigiamu kontroliniu reagentu,
nenustatytas specifinis dazymas, o dazymo fonas buvo < 0.5.

Vertintojo tikslumu buvo lyginami vieno patologo atlikti pradiniai ir galutiniai objektiniy,
stikleliy vertinimai, vienam patologui atliekant 20 GZV objektiniy stikleliy palyginimy. 3
patology, atlikti palyginimai buvo sujungti ir nustatyta, kad skirtingy vertintojy tikslumas
buvo 100 % APA, 100 % ANA ir 100 % OPA. Rezultaty santrauka pateikiama 7. lent.
Vertintojy tikslumas palygintas su visy objektiniy stikleliy vertinimy (20 GZV x 2 vertinimai
atvejui x 3 patologai = 120 objektiniy, stikleliy vertinimy) su modaline atvejo bakle
kiekvienam GZV atvejui. Rezultatai rodo, kad PPA, NPA ir OPA vertintojy tikslumas yra
100 %. Rezultaty santrauka pateikiama 7. lent.

7. lent. To paties ir skirtingy vertintojy tikslumas ,VENTANA anti-BRAF V600E (VE1)*
antikano GZV atvejy atvilgiu, vertinant pagal BRAF VB0OE Klinikine bikle (teigiama /
neigiama).

. Klinikiné Atitikimas
Tikslumas bikle
Tipas n/N % 95 % Cl
Teigiamas APA 60/60 1000 |(93.9,100.0)
Tas pats Neigiamas ANA 60/60 1000  {(93.9, 100.0)
vertintojas
15 viso OPA 60/60 1000 |(94.0,100.0)
Teigiamas PPA 60/60 1000 |(94.0,100.0)
skiingl I\ oiiamas | NPA 60/60 1000 |(94.0,100.0)
vertintojai
I3 viso OPA 120120 1000 [(96.9, 100.0)

Pastaba. To paties vertintojo APA ir ANA 95 % PI buvo apskaiciuoti, taikant Clopper-
Pearson paremtg metoda; OPA 95 % CI buvo apskaiciuoti, taikant procentilio
savirankos metoda. Tarp vertintojy 95 % CI buvo apskaiciuoti taikant Wilsono baly,
metoda.

Tikslumas tarp skirtingy partijy

L,VENTANA anti-BRAF V600E (VE1)" antikaino tikslumas tarp skirtingy partijy buvo
nustatytas tiriant 3 ,VENTANA anti-BRAF V600E (VE1)" antikiino serijas su 10 GZV atvejy
(5 teigiamy, ir 5 neigiamy BRAF V600E mutacijai) trijy serijy objektiniuose stikleliuose,
naudojant ,BenchMark ULTRA* prietaisg su ,OptiView DAB IHC Detection Kit".

Kiekvienas ,VENTANA anti-BRAF V600E (VE1)" antikiinu nudaZytas objektinis stiklelis
buvo suporuotas su neigiamu reagentu nudazytu kontroliniu objektiniu stikleliu i$ to paties
atvejo. Visus objektiniy stikleliy rinkinius atsitiktinés atrankos tvarka parinko ir vertino
vienas patologas, nezinojes atvejo diagnozés ir ,VENTANA anti-BRAF V600E (VE1)*
antikino partijos numerio. Né viename objektiniame stiklelyje, nudaZytame neigiamu
kontroliniu reagentu, nenustatytas specifinis dazymas, o dazymo fonas buvo < 0.5.
L,VENTANA anti-BRAF V600E (VE1)" nustatant antikainy tiksluma tarp skirtingy partiju,
BRAF V600E klinikiné biklé, gauta jvertinus kiekvieng objektinj stiklelj, buvo lyginama su
to atvejo modaline bakle. ,VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) * antikdiny partijy OPA, PPA
ir NPA buvo 100 %, o tai rodo, kad ,VENTANA anti-BRAF V600E (VE1)“ antikdny,
dazymas yra atkuriamas visose antikiiny partijose.

,VENTANA anti-BRAF V600E (VE1)* antikainy, tikslumo tarp skirtingy partijy rezultaty,
santrauka pateikta 8. lent.

8. lent. ,VENTANA anti-BRAF V600E (VE1)* antikiiny tikslumas tarp skirtingy partijy
pagal kliniking bukle (teigiamas / neigiamas).

Klinikiné Atitikimas
Tikslumas biikle
Tipas n/N % 95 % CI
Teigamas |  PPA 45/45 1000 [(921,1000)
Tarp sKtingu |y siiamas | NPA 4545 1000  [(92.1,1000)
partily
1§ viso OPA 90/90 1000  [(95.9,100.0)

Pastaba. 95 % pasikliautinujy intervaly (Cl) buvo apskaiciuoti taikant Wilsono baly
metoda.
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Tarplaboratorinis atkuriamumo tyrimas

Siekiant jrodyti kiekvieno ,VENTANA MMR IHC Panel* tyrimo atkuriamuma klinikinei
biiklei nustatyti buvo atliktas ,VENTANA MMR IHC Panel“ tarplaboratorinis atkuriamumo
tyrimas. Tyrimas apémé 6 kiekvieno MMR baltymo GZV audiniy méginius (3 nepaZeistus
ir 3 praradimus) ir 16 BRAF V600E GZV audiniy méginiy (8 teigiamus ir 8 neigiamus),
kurie buvo tiriami 3 ,BenchMark ULTRA" prietaisais 5 ne i$ eilés einancias dienas 21
dienos laikotarpyje trijose iSorinése laboratorijose. Kiekvienas antikinais nudaZytas
objektinis stiklelis buvo suporuotas su H&E ir neigiamu reagentu nudazytu kontroliniu
objektiniu stikleliu i$ to paties atvejo. Visus objektiniy stikleliy rinkinius atsitiktinés atrankos
tvarka atrinko ir vertino i§ viso 6 vertintojai (po 2 vertintojus i$ kiekvienos vietos), kurie
nebuvo informuoti apie tiriamojo rinkinio MMR kliniking bakle. Kiekvienas i$ 40 tyrime
dalyvavusiy atvejy buvo stebimas 30 dieny, visose tyrimo vietose ir visy vertintojuy.
Kiekvieno atvejo modaliné referenciné biiklé buvo nustatyta pagal dazniausiai stebétq
bakle i$ 30 stebéjimy. Tyrime i$ viso atlikta 1200 visy penkiy baltymy stebéjimy. Visy
vertinamy atvejy morfologijos ir fono priimtinumo daznis Siame tyrime buvo 100 %.
Apibendrintg (visy penkiy baltymy) modalinio atvejo atskaitos biklés ir atskiry stebejimy,
suderinamumo statistikg zr. 9. lent.

9. lent. ,VENTANA MMR IHC Panel ir modalinio atvejo atskaitos biklés atitiktis.

Tarplaboratorinis| Klinikiné Atitikimas
atkuriamumas baklée
Tipas niN % 95 % Cl
N‘fp.a.ze's"“/ PPA 598/600 99.8  |(98.7, 100.0)
elglamas
Visibaltymai | Prarastas/ | 5 593/600 989 | (97.4,99.5)
neigiamas
15 viso oPA | 11911200 | 994 | (986,99.7)

Pastaba. Klinikiné baklé apibréZiama kaip nepaZeista arba prarasta MMR baltymo
ekspresija ir teigiama arba neigiama BRAF V600E baltymo ekspresija. 95 % CI buvo
apskaiciuoti taikant apibendrinta tiesinj misryji modelj (GLMM).

Be to, buvo atliktas ,VENTANA anti-BRAF V600E (VE1)“ antikiiny porinis palyginimas tarp
skirtingy tyrimo staigu, dieny ir vertintoju. BRAF V600E tyrimo rinkinyje i$ viso buvo 480
stebéjimy. Rezultaty santrauka pateikiama 10. lent. Duomenys rodo tyrimo atkuriamumg,
per 5 dienas, 3 tyrimo vietose ir tarp 6 vertintoju.

10. lent. ,VENTANA anti-BRAF V600E (VE1)" antikiiny porinio tarplaboratorinio
atkartojamumo reikSmés, iSmatuotos pagal klinikine bikle (teigiama arba neigiama).

Tarplaboratorinis Atitikimas
atkuriamumas
Tipas n/iN % 95 % CI
Tarp vertintojy ANA 236/237 99.6 (98.7, 100.0)
(2 patologai kiekvienoje
tyrimo vietoje) OPA 239/240 99.6 (98.8, 100.0)

Pastaba. 95 % CI buvo apskaiciuoti taikant procentilio savirankos metoda; tais
atvejais, kai baly jvertis buvo lygus 100 %, taikytas Wilsono baly metodas.

»BenchMark ULTRA PLUS*“ prietaiso efektyvumo charakteristikos
Pakartojamumas tg pac€ig dieng ir tikslumas skirtingomis dienomis

Pakartojamumas t pacia diena (serijoje) buvo jvertintas naudojant 10 G2V méginiy (5
teigiami ir 5 neigiami BRAF V600E pagal klinikine bakle). Per vieng dieng vienu
,BenchMark ULTRA PLUS* prietaisu buvo nudaZyti penki kiekvieno G2V méginio
objektiniai stikleliai su ,VENTANA anti-BRAF V600E (VE1)“ antikiinu. Kiekvienas
,VENTANA anti-BRAF V600E (VE1)" antikiinu nudazytas objektinis stiklelis buvo
suporuotas su neigiamu reagentu nudazytu kontroliniu objektiniu stikleliu i$ to paties
atvejo. Visos objektiniy stikleliy poros buvo atsitiktinés atrankos ir tada jvertintos kaip
teigiamos arba neigiamos vieno patologo, kuris nezinojo atvejo diagnozés.

Taip pat buvo {vertintas tarpinis antikiino tikslumas skirtingomis dienomis, naudojant 10
GZV méginiy (5 teigiami ir 5 neigiami BRAF VB0OE pagal Kliniking bikle). Kiekvieno GZV
méginio objektiniai stikleliai buvo nudazyti ,VENTANA anti-BRAF V600E (VE1)" antikdnu,
naudojant ,BenchMark ULTRA PLUS" prietaisa, kiekviena i§ 5 ne i§ eilés einanciy dienu.
Be to, po vieng kiekvieno atvejo objektinj stiklelj nudazyta neigiamu kontroliniu reagentu.
Kiekvienas ,VENTANA anti-BRAF V600E (VE1)* antikinu nudazytas objektinis stiklelis
buvo suporuotas su neigiamu reagentu nudazytu kontroliniu objektiniu stikleliu i$ to paties
atvejo. Visos objektiniy stikleliy poros buvo atsitiktines atrankos ir tada jvertintos kaip
teigiamos arba neigiamos vieno patologo, kuris nezinojo atvejo diagnozés.

Né viename objektiniame stiklelyje, nudaZytame neigiamu kontroliniu reagentu,
nenustatytas specifinis dazymas, o dazymo fonas buvo < 0.5. Naudojant apibendrintus
visy galimy pory duomenis, tiek pakartojamumo tg pacig diena, tiek tikslumo skirtingomis
dienomis tyrimy rezultatai parodé 100 % teigiama atitiktj procentais (PPA), 100 %
neigiama atitiktj procentais (NPA) ir 100 % bendra atitiktj procentais (OPA). Rezultaty
santrauka pateikta 11. lent.

11. lent. ,BenchMark ULTRA PLUS" prietaiso ,VENTANA anti-BRAF V600E (VE1)*
antikiino pakartojamumas tg pacia dienq ir tikslumas skirtingomis dienomis, vertinant
pagal kliniking bkle (teigiamas / neigiamas)

Ta:ﬁlal_aoratorinis Atitikimas Pakartojamumas / Klinikiné Atitikimas
atkuriamumas . ikl
Tipas niN % 95 % CI Tikslumas P s | o | % | s%a
APA 960/972 98.8 (97.2,100.0) Teigiamas | PPA | 25/25 | 100.0 [(86.7,100.0)
Skirtingose tyrimo vietose i i
13 i visto) ANA 936/948 9.7 | (97.0,1000) Pakamla’gii'::s @paca | Neigiamas | NPA | 25125 | 1000 [(86.7,100.0)
OPA 948/960 98.8 (97.1,100.0) 13 viso OPA | 5050 | 100.0 {(92.9,100.0)
APA 320/320 100.0 (98.8,100.0) Teigiamas PPA 50/50 100.0 ](92.9,100.0)
Awimo [ ana | a0m20 | 1000 | (o8 1000) | | Tikslumas skiringomis - [Fngiamas | Npa | 4gis | 1000 [(926,1000)
vieta dienomis
OPA 320/320 100.0 (98.8, 100.0) I$ viso OPA 98/98 100.0 1(96.2,100.0)
Skirtingornis APA 3201320 1000 [ (98.8,100.0) [  Pastaba. 95 % pasikliautinujy intervaly (CI) buvo apskaiiuoti taikant (Wilsono) baly
dienomis B tyrimo metoda,
(5neis eiles Y ANA 320/320 100.0 (98.8, 100.0)
einancios vieta
dienos) OPA 320/320 100.0 (98.8,100.0) | | BenchMark ULTRA PLUS* tikslumas tarp skirtingy prietaisy
APA 320/332 96.4 (92.0,100.0) | ,BenchMark ULTRA PLUS" prietaiso tarpinis tikslumas tarp skirtingy prietaisy ,VENTANA
C tyrimo anti-BRAF V600E (VE1)" antikiinui buvo nustatomas dazant pakartotinius 10 GZV méginiy
vieta ANA 296/308 96.1 (90.4,100.0) | (5 teigiami ir 5 neigiami BRAF V600E klinikinés baklés atzvilgiu) objektinius stiklelius 3
,BenchMark ULTRA PLUS" prietaisais ,VENTANA anti-BRAF V600E (VE1)* antiktnu,
OPA 308/320 %3 (91.3,1000) naudojant ,OptiView DAB IHC Detection Kit". Be to, po vieng kiekvieno atvejo objektinj
APA 242/243 99.6 (98.8, 100.0) stiklelj nudazyta neigiamu kontroliniu reagentu.
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Kiekvienas ,VENTANA anti-BRAF V600E (VE1)“ antikinu nudazytas objektinis stiklelis
buvo suporuotas su neigiamu reagentu nudazytu kontroliniu objektiniu stikleliu i$ to paties
atvejo. Visas objektiniy stikleliy poras atsitiktinés atrankos tvarka atrinko ir klinikine biikle
(teigiama / neigiama) jvertino vienas patologas, nezinojes atvejo diagnozés. Né viename
objektiniame stiklelyje, nudazytame neigiamu kontroliniu reagentu, nenustatytas specifinis
dazymas, o dazymo fonas buvo < 0.5.

,BenchMark ULTRA PLUS" prietaiso tikslumui tarp skirtingy prietaisy kiekvieno méginio
objektiniy stikleliy klinikinés buklés poriniai palyginimai buvo atlikti tarp prietaisy, rodanciy
100 % PPA, NPA ir OPA. Rezultaty santrauka pateikta 12. lent.

12. lent. ,BenchMark ULTRA PLUS" prietaiso ,VENTANA anti-BRAF V600E (VE1)*
antikdno tikslumas tarp skirtingy prietaisy, matuojamas pagal klinikine bakle (teigiamas /
neigiamas)

Klinikine Atitikimas
Tikslumas biikle
Tipas niN % 959%Cl
Teigiamas | PPA 3030 | 1000 [(88.6,100.0)
Tarp skirtingy [y oiiamas | NPA 30130 1000  |(88.6,100.0)
prietaisy,
1§ viso OPA 60060 | 1000 |(94.0,100.0)

Pastaba. 95 % pasikliautinujy intervaly (CI) buvo apskaiciuoti taikant (Wilsono) baly
metoda.

,BenchMark ULTRA PLUS* ir ,BenchMark ULTRA* prietaisy atitiktis
tarp skirtingy platformy

Buvo atliktas tyrimas, kurio tikslas buvo palyginti ,VENTANA anti-BRAF V600E (VE1)"
antikiino dazymo rezultatus naudojant ,OptiView DAB IHC Detection Kit* prietaise
,BenchMark ULTRA PLUS", palyginus su prietaisu ,BenchMark ULTRA". Buvo nudazyta
Simtas dvideSimt (120) gaubtinés zarnos karcinomos audinio atvejy (14 ,BRAF V600E"
teigiamy, 13 ,BRAF V600E" neigiamy, 93 MMR visy dalyvavusiujy), o nudazytus
objektinius stiklelius vertino patologas, kuris nustaté diagnostine bikle. Bendra atitiktis
procentais buvo 98.3 %. Visi audiniai, nudazyti ,VENTANA anti-BRAF V600E (VE1)"*
antikdnu, pasizyméjo priimtina morfologija ir foniniu nusidazymu. Rezultaty santrauka
pateikta 13. lent.

13. lent. ,VENTANA anti-BRAF V600E (VE1)" antikiino suderinamumas su ,BenchMark
ULTRA PLUS* prietaisu, palyginti su ,BenchMark ULTRA" prietaisu, iSmatuotas pagal
kliniking bukle (teigiamas / neigiamas).

Skirtingos Atitikimas
platformos
Atitiktis Tipas n/N % 95 % CI
ULTRAir PPA 34/35 97.1 (85.5,99.5)
ULTRA PLUS
NPA 84/85 98.8 (93.6,99.8)
OPA 118/120 98.3 (94.1,99.5)

Pastaba. 95 % pasikliautinujy intervaly (CI) buvo apskaiciuoti taikant (Wilsono) baly
metoda.

Tikslumo tyrimas: ,VENTANA MMR IHC Panel“ rezultaty palyginimas
su molekuliniais tyrimais (DNR sekoskaita ir MLH1 aktyvatoriaus
hipermetilinimas)

Buvo atliktas tyrimas, kurio tikslas — palyginti ,VENTANA MMR IHC Panel” rezultatus su
molekuliniais tyrimais, jskaitant i§samig gaubtinés Zarnos DNR sekoskaitos grupe, siekiant
nustatyti G2V, kuriame (i) triksta MMR (dMMR) ir (i) yra BRAF V600 mutacija. Atiiekant
DNR sekoskaitg gaubtinés Zarnos grupéje, buvo analizuojami MMR geny (MLH1, PMS2,
MSH2, MSH6, EPCAM), BRAF ir kity kancerogenezei svarbiy geny (pvz., PIK3CA, KRAS,
NRAS, ERBB?2 ir kt.) variantai. Sekoskaita apémé visus egzonus, intronines ir gretimas
sekas, taip pat dideles delecijas, dubliacijas ir mozaikiskuma,

Atliekant tyrima, nuosekliis GZV atvejai buvo dazomi H&E metodu ir vertinami siekiant
nustatyti tinkamos fiksacijos ir morfologijos indikacijas, iskaitant Iasteliy elementy (naviko
ir vidiniy kontroliniy lasteliy) buvima. Kiekvienas atvejis buvo vertinamas siekiant nustatyti,
ar méginyje yra ne maziau kaip 50 % naviko kiekio, kad méginyje baty pakankamai naviko
lasteliy, kaip rekomenduojama molekuliniams tyrimams. Po perzidros | tyrima buvo jtraukti
105 Siuos kriterijus atitinkantys nuoseklds atvejai. Be to, siekiant uztikrinti, kad kiekvieno
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7ymens praradimas biity atspindétas tyrime, buvo jtraukta 13 GZV atvejy, rodangiy
kliniking IHC netekties bakle. Visy tyrime dalyvavusiy atvejy pjtviai buvo nudazyti IHC su
,VENTANA MMR IHC Panel" ir atiinkamomis neigiamomis reagenty kontrolinémis
medZziagomis. Papildomiems pjaviams buvo atlikta DNR sekoskaita gaubtinés Zarnos
grupéje. MLH1 aktyvatoriaus hipermetilinimas yra vienas i§ mechanizmy, dél kurio gali
isnykti MLH1 baltymo ekspresija, ir jis yra susijes su sporadiniu GZV, o ne su galima
Lynch sindromo diagnoze. Todél visi MLH1 praradimo atvejai, tyrime nustatyti IHC
metodu, buvo istirti dél MLH1 aktyvatoriaus hipermetilinimo.

Galutinéje 118 atvejy tyrimo aibéje analizé apémé PPA ir NPA pagal visus Zymenis (t. y.
visi stebéjimai buvo sujungti), kai molekuliniai tyrimai buvo naudojami kaip IHC palyginimo
atskaitos biklé. Analizé apémé MMR baltymo buklés (nepazeistas / prarastas) ir
molekulinés baklés, apibréztos kaip sveikas (néra patogeninés (-iy) mutacijos (-y),
neigiama MLH1 aktyvatoriaus hipermetilinimo reakcija ir laukinio tipo BRAF (néra V600E
mutacijos)) arba nesveikas (yra patogeniné (-és) mutacija (-os), teigiama MLH1
aktyvatoriaus hipermetilinimo ir (arba) teigiama BRAF V600E mutacija), palyginima.
Atliekant §j tyrima, patogeniné mutacija navike apibréZiama kaip generatyvinés linijos arba
somatiné mutacija, dél kurios, kaip prognozuojama, sumazés MMR baltymo ekspresija.
Tasky jverciai buvo 99.4 % PPA, 93.5 % NPA ir 98.8 % OPA, kaip parodyta 14. lent.

Taip pat atlikta jungtiné analizé, kurioje keturiy MMR IHC Zymeny (be ,VENTANA anti-
BRAF V600E (VE1)* antikiino) rezultatai buvo palyginti su molekulinio tyrimo rezultatais.
Apibendrinti tasky jverciai buvo 99.3 % PPA, 89.7 % NPA ir 98.5 % OPA, kaip
apibendrinta 15. lent.

Atlikus papildoma analize, keturiy MMR IHC Zymeny rezultatai buvo palyginti su MMR
geny molekuliniy tyrimy rezultatais atvejo lygmeniu, siekiant jtraukti visy zymeny baklg ir
sukurti AMMR/pMMR rezultatus pagal abu metodus. Si analizé parodyta 16. lent
paveikslélyje, kuriame matyti, kad abiejy metody OPA yra 97.4 %.

IHC MMR biiklé ir molekuliniy tyrimy MMR baklé taip pat buvo lyginama pagal atskirus
MMR Zymenis tyrimo metu. Kiekvieno MMR Zymens OPA, lyginant su bendrais DNR
sekoskaitos gaubtinés Zamnos grupéje ir MLH1 aktyvatoriaus hipermetilinimo tyrimo
rezultatais, buvo 100.0 % ,VENTANA anti-MLH1 (M1)" antikainui, 99.1 % ,VENTANA anti-
PMS2 (A16-4) Mouse Monoclonal Primary Antibody*, 98.3 % ,VENTANA anti-MSH2
(G219-1129) Mouse Monoclonal Primary Antibody* ir 96.6 % ,VENTANA anti-MSH6
(SP93) Rabbit Monoclonal Primary Antibody*.

GZV BRAF V600E Kliniking baklé, gauta IHC metodu naudojant ,VENTANA anti-BRAF
V600E (VE1)* antikiing, taip pat buvo palyginta su BRAF mutacijos baklés rezultatais,
nustatytais DNR sekoskaitos metodu. Atliekant IHC tyrimg naudojant ,VENTANA anti-
BRAF V600E (VE1)" antikiing ir kaip atskaita naudojant DNR sekoskaita, PPA, NPA ir
OPA buvo 100 % (17. lent). Buvo atlikti papildomi tyrimai, siekiant patikrinti ,VENTANA
anti-BRAF VBOOE (VE1)* antikiino gebejima toliau stratifikuoti GZV atvejus, rodangius
MLH1 baltymo ekspresijos praradima, 1§ 23 teigiamy BRAF V600E atvejy 20 atvejy buvo
nustatytas teigiamas MLH1 baltymo praradimas pagal IHC ir MLH1 aktyvatoriaus
hipermetilinima. Sie duomenys atitinka glaudy BRAF V60OE teigiamos biiklés rysj su
MLH1 aktyvatoriaus hipermetilinimo bakle. Likusieji trys atvejai buvo pMMR (nepakite visi
MMR baltymai). Visi BRAF V60OE teigiami méginiai identifikuoti kaip sporadiniai GZV.
Gauti rezultatai patvirtino, kad ,VENTANA anti-BRAF V600E (VE1)" antiklinas teisingai
identifikuoja GZV, turingius BRAF V600F mutacija. Duomenys taip pat patvirtino, kad
L,VENTANA anti-BRAF V600E (VE1)" antikiing galima naudoti sporadiniam ir tikétinam
Lynch sindromo GZV atskirti, kai néra MLH1 ekspresijos.

14. lent. ,VENTANA MMR IHC Panel” jungtiné analizé IHC ir molekuliniy testy
suderinamumas.

Bukle* Atitikimas
(Molekulinis / IHC) -
Tipas niN % 95 % CI
Sveikas / nepaliestas PPA 523/526 99.4 (98.7, 100.0)
Nesvelkas / NPA 58/62 935 (87.1,98.6)
praradimas
1$ viso OPA 581/588 98.8 (98.0,99.7)

* IHC atveju MMR baklé yra ,nepazeista“ arba baltymy ekspresija ,prarasta“. Atliekant
$ig analizg, BRAF V60OE neigiami ir teigiami atvejai buvo priskirti atitinkamai
nepakitusios arba prarastos biklés kategorijoms. Molekuliniai tyrimai rodo, kad galimy,
patogeniniy mutacijy arba MLH1 aktyvatoriaus hipermetilinimo néra (sveikas) arba yra
(nesveikas). 95 % Cl buvo apskaiciuoti taikant procentilio savirankos metoda.
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15. lent. Keturiy MMR IHC Zymeny, (be ,VENTANA anti-BRAF V600E (VE1)" antikino)
jungtiné analizé, IHC ir molekuliniy testy suderinamumas.
Biklé* Atitikimas
(Molekulinis / IHC)
Tipas niN % 95 % CI
Sveikas / nepaliestas PPA 428/431 99.3 (98.4, 100.0)
Nesvelkas / NPA 35/39 89.7 (794,97.7)
praradimas
18 viso OPA 463/470 98.5 (97.3,99.6)
* IHC atveju baltymy ekspresijos biklé yra nepazeista arba prarasta. Molekuliniai
tyrimai rodo, kad galimy patogeniniy mutacijy arba MLH1 aktyvatoriaus
hipermetilinimo néra (sveikas) arba yra (nesveikas). 95 % Cl buvo apskaiciuoti taikant
procentilio savirankos metoda.
16. lent. Keturiy MMR IHC zymeny, ir molekuliniy testy rezultaty, kuriais nustatoma MMR
buklé (AMMR/pMMR), atitikimas.
Atitikimas
MMR bikle*

Tipas niN % 95 % CI
pMMR PPA 79/80 98.8 (93.3,99.8)
dMMR NPA 35/37 94.6 (82.3,98.5)
I1$ viso OPA 1141117 974 (92.7,99.1)

* IHC atveju pMMR buklé reikia visy MMR baltymy nepazeista bakle, o dMMR baklé
reiSkia vieno ar daugiau MMR baltymy praradima. Atliekant molekulinius tyrimus,
pMMR baklé reiSkia, kad néra patogeniniy mutacijy arba MLH1 aktyvatoriaus
hipermetilinimo, o dMMR buklé reiSkia, kad yra patogeniniy mutacijy arba MLH1
aktyvatoriaus hipermetilinimo. 95 % pasikliautinyjy intervaly (CI) buvo apskaiciuoti
taikant Wilsono baly metoda.
17. lent. Atitikimas tarp IHC naudojant ,VENTANA anti-BRAF V600E (VE1)“ antikanus ir
molekulinj testa.
BRAF V600E Atitikimas
Bukle
(Molekulinis / IHC) Tipas nIN % 95 % ClI
Teigiamas / PPA 23123 100.0 (85.7,100.0)
nesveikas
Neigiamas / sveikas NPA 95/95 100.0 (96.1, 100.0)
18 viso OPA 118/118 100.0 (96.8, 100.0)
BRAF V600E baklé buvo apibréZiama kaip teigiami arba neigiami IHC rezultatai ir
nenormalls (yra V600E mutacija) arba normalds (laukinio tipo BRAF) molekulinio
testo rezultatai. 95 % pasikliautinyjy intervaly (Cl) buvo apskaiCiuoti taikant Wilsono
baly metoda.
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PASTABA. Siame dokumente deSimtainés trupmenos visada skiriamos tasku. Jis atskiria
sveikajq deSimtainio skaiciaus dalj nuo trupmeninés dalies. Tkstan¢iy skirtukai
nenaudojami.

Saugos ir veiksmingumo santraukg galima rasti Cia:
https://ec.europa.eu/tools/eudamed
Simboliai

Be ISO 15223-1 standarte pateikty simboliy ir zenkly (JAV: daugiau informacijos zr.
elabdoc.roche.com/symbols), ,Ventana* taip pat naudoja toliau nurodytus simbolius ir
Zenklus.
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PERZIUROS ISTORIJA
Red.

Atnaujinimai

F Atnaujintas skyrius ,Reikalingos, taciau su rinkiniu netiekiamos medziagos*,
pridéjus papildomus ,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“ ir ,VENTANA anti-MSH6 (SP93) Rabbit Monoclonal Primary
Antibody“ daliy numerius.
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VENTANA, BENCHMARK, OPTIVIEW ir VENTANA logotipas yra ,Roche" prekiy Zenklai.
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