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URCENE POUZITI

Test VENTANA pan-TRK (EPR17341)
Assay je urcen pro laboratorni pouziti pfi
kvalitativni imunohistochemické detekci
oblasti C konce proteind A, B a C kinazy
tropomyozinového receptoru (TRK)
pomoci svételné mikroskopie v fezech
tkané fixované formalinem, zalité
parafinem, které jsou barveny na pfistroji
BenchMark IHC/ISH.

Tento produkt musi byt interpretovan
kvalifikovanym patologem v kombinaci

s histologickym vy3etfenim, relevantnimi
klinickymi informacemi a spravnymi
kontrolami.

Tato protilatka je uréena pro
diagnostické pouZziti in vitro (IVD).

SOUHRN A VYSVETLENI

Test VENTANA pan-TRK (EPR17341)
Assay pfedstavuje krali¢i monoklonalni
primarni protilatku namifenou proti
oblasti C konce proteint A, B a C TRK,
znamych také jako pan-TRK. Rodina
TRK se sklada ze ffi
transmembranovych proteinovych
receptorl (TRKA, TRKB, TRKC), které jsou kédovany geny neurotrofnich receptorovych
tyrozinkinaz (NTRK) (NTRK1, NTRK2, NTRK3).1-5 Sekvence téchto ¢lend rodiny TRK
jsou vysoce konzervované, ale jsou aktivovany riznymi neurotrofiny.!,2.3 V normalni
fyziologii jsou receptory TRK pfednostné exprimovany v tkanich neuralniho pivodu

a pomahaji regulovat diferenciaci a peziti bunék; hraji také fyziologickou roli ve vyvoji
centralniho a periferniho nervového systému. -4

Zmény genu NTRK, véetné bodovych mutaci, sestfihovych variant, amplifikaci a fuzi, jsou
detekovany u riiznych typt nadorl.’-5 Nejéastsjsimi zménami NTRK jsou chimérické flze
zahrnujici NTRK1, NTRK2 nebo NTRK3."-5 Bylo zaznamenano vice nez 80 fiizi NTRK

a mezi chimérické partnery patfi ETV6, EML4, LMNA a TPM3.1.2.3 V/ysledkem t&chto fiizi
jsou onkogeny, které jsou aberantné exprimovany. -5 Zachovani kinazové domény TRK
v téchto fuzich NTRK fidi karcinogenezi prostfednictvim konstitutivni aktivace drah, které
reguluji prezivani, proliferaci, invazi a angiogenezi bunék. -5

Exprese proteinu TRK divokého typu je u vétsiny solidnich nadorl obecné minimaini
amalo &asta.45 V nékterych tkanich neuroendokrinnich nador(i véak miize byt exprese
proteinu TRK divokého typu podstatna.4.5 Naopak detekce chimérickych pfipadu fize
NTRK je vzacna a jejich variabilni prevalence napfi¢ mnoha typy nadort (celkové < 0.5-
1.0 % z celkovych nadort) &ini detekei flznich proteint TRK narognou.4-8 Vzhledem

k nediskriminacni povaze IHC pan-TRK pii detekci protein(i divokého typu a chimérickych
proteini TRK by tedy nadory vykazujici jakoukoli pozitivitu mély byt dale charakterizovany
molekulami a/nebo cytogenetickou metodou ke stanoveni stavu NTRK.5.7.8

Barveni pomoci testu VENTANA pan-TRK (EPR17341) Assay bylo pozorovano ve vice
lokalizacich (jadro, cytoplazma a membrana).

PRINCIP POSTUPU

Test VENTANA pan-TRK (EPR17341) Assay se vaze na epitop TRK v fezech tkané
FFPE. Specifickou protilatku je mozné zobrazit pomoci detekéni soupravy OptiView DAB
IHC Detection Kit (kat. . 760-700 / 06396500001). DalSi informace naleznete

v metodickém listu k detekéni soupravé OptiView DAB IHC Detection Kit.

Obr. 1. Barveni fuze EML4-NTRK1
u kolorektalniho karcinomu (nahore)
a fiize ETV6-NTRK3 u mamarniho
analogického sekreéniho karcinomu
(dole) pomoci testu VENTANA pan-
TRK (EPR17341) Assay.
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DODAVANY MATERIAL

Test VENTANA pan-TRK (EPR17341) Assay obsahuje dostatek reagencie pro 50 testu.
Jeden 5mL davkovac testu VENTANA pan-TRK (EPR17341) Assay obsahuije asi 140 ug
kralici monoklonalni protilatky.

Protilatka je nafedéna ve fyziologickém roztoku s pufrem Tris, EDTA, Brij-35 s obsahem
nosicového proteinu a azidem sodnym jako konzervaénim prostfedkem.

Koncentrace specifické protilatky je pfiblizné 28 pg/mL. Pro tento produkt neni zndma
z4dna nespecificka reaktivita protilatky.

Test VENTANA pan-TRK (EPR17341) Assay se vyrabi jako rekombinantni kralici
monoklonalni protilatka purifikovana Protein A.

V metodickém listu k detekéni soupravé OptiView DAB IHC Detection Kit naleznete
podrobné popisy: principu postupu, materidlu a metod, odbéru vzorku a pfipravy pro
analyzu, postupt kontroly kvality, feSeni problému, interpretace vysledki a omezeni.

POTREBNE MATERIALY, KTERE NEJSOU SOUCASTI DODAVKY
Barvici reagencie, napfiklad detekéni soupravy VENTANA a pomocné materidly, véetné
sklicek pro negativni a pozitivni kontrolu tkané, nejsou soucasti dodavky.

V8echny produkty uvedené v metodickém listu nemuseji byt dostupné ve viech
zemépisnych oblastech. Obratte se na mistni servisni zastoupeni.

Nasledujici reagencie a materidly mohou byt pfi barveni potfebné, nejsou vSak soucasti
dodavky:

1. Doporucena kontrolni tkan

2. Mikroskopicka sklicka, kladné nabita

3. Rabbit Monoclonal Negative Control Ig (kat. €. 790-4795 / 06683380001)
4. OptiView DAB IHC Detection Kit (kat. €. 760-700 / 06396500001)

5. EZ Prep Concentrate (10X) (kat. €. 950-102 / 05279771001)

6.  Reaction Buffer Concentrate (10X) (kat. €. 950-300 / 05353955001)

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

8. ULTRALCS (Predilute) (kat. ¢. 650-210 / 05424534001)

9. Cell Conditioning Solution (CC1) (kat. €. 950-124 / 05279801001)

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

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

13. Obecné laboratorni vybaveni

14.  Pfistroj BenchMark IHC/ISH

SKLADOVANI A STABILITA

Po pfijeti a mezi pouzitimi uchovavejte pfi teploté 2-8 °C. Nezmrazujte.

Aby byla zajisténa spravna funk&nost reagencie a stabilita protilatky, musi se davkovac po
kazdém pouziti uzavfit vickem a okamzité umistit ve svislé poloze do chladnicky.

KaZzdy davkovaé protilatky mé stanovenou dobu exspirace. Pfi fFadném skladovani z(istane

reagencie stabilni do data uvedeného na $titku. Po uplynuti data exspirace reagencii
nepouzivejte.

PRIPRAVA VZORKU

Pro pouziti této primami protilatky s detekénimi soupravami VENTANA a pfistroji
BenchMark IHC/ISH jsou vhodné tk&né FFPE zpracované béznym zplisobem.
Doporugenym vhodnym fixativem na tkané je 10 % neutrélni pufrovany formalin.9 Je tfeba
pfipravit fezy o tloustce pfiblizné 3-6 um a fixovat je na kladné nabita sklicka. Sklicka je
tfeba obarvit neprodlené, nebot antigennost pfipravenych tkafovych fezli se mize
postupem Casu snizovat. Pro vice informaci pozadejte mistniho zastupce spole¢nosti
Roche o kopii dokumentu ,Recommended Slide Storage and Handling” (Doporuéené
postupy pro skladovani skli¢ek a manipulace s nimi).

Vysetfeni neznamych vzork(i doporucujeme provadét soubézné s pozitivnimi

a negativnimi kontrolnimi vzorky.

UPOZORNENi A BEZPECNOSTNi OPATRENI
1. Urceno k diagnostickému pouZiti in vitro (IVD).

2. Pouze k odbornému poutZiti.
3. UPOZORNENI: Federalni zakony USA omezuji prodej tohoto prostfedku pouze
lékarim nebo na jejich objednavku. (Rx Only)
4. Nepouzivejte nad ramec specifikovaného poctu testd.
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5. Kladné nabita sklicka mohou byt citliva na z4téz prostredi, coz ma za nasledek
nevhodné zbarveni. PoZadejte z&stupce spolecnosti Roche o dalsi informace o tom,
jak pouzivat tyto typy sklicek.

S materialem lidského nebo Zivocisného plivodu je tfeba nakladat jako s biologicky
nebezpeCnym materidlem a likvidovat jej v souladu s platnymi bezpe€nostnimi
opatrenimi. V pfipadé expozice je potfeba se Fidit zdravotnickymi smérnicemi
odpovédnych organd. 10,11

Zabranite kontaktu reagencii s ocima a sliznicemi. Jestlize se reagencie dostanou do
kontaktu s citlivymi oblastmi, omyjte zasazené oblasti vydatnym mnoZstvim vody.
Zabrarite mikrobialni kontaminaci reagencii, mohla by zpusobit nepfesnost
vysledk.

Dalsi informace o pouzivani tohoto prostfedku obsahuje uZivatelska pfirucka
pristroje BenchMark IHC/ISH a n&vody k pouziti vech nezbytnych soucasti, které
naleznete na internetovych strankach dialog.roche.com.

Doporuéené metody likvidace jsou uvedeny v celostatnich a/nebo mistnich
predpisech.

Oznaceni produktu bezpecnostnimi stitky se fidi hlavné pokyny GHS EU. Pro
profesionalni uzivatele je na vyzadani k dispozici bezpeénostni list.

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

POSTUP BARVENI

Primami protilatky VENTANA byly vyvinuty pro pouZiti v pfistrojich BenchMark IHC/ISH
spole¢né s detekEnimi soupravami a pfislusenstvim VENTANA. Doporucené barvici
protokoly naleznete v Tab. 1.

Tato protilatka byla optimalizovana pro specifické inkubacni doby, uzivatel vSak musi
vysledky ziskané pomoci této reagencie validovat.

Parametry automatickych procest Ize zobrazit, vytisknout a upravovat podle postupu
uvedeného v uzivatelské pFirucce pfistroje. DalSi podrobné informace o postupech
imunohistochemického barveni naleznete v metodickém listu k detekéni soupravé
OptiView DAB IHC Detection Kit.

DalSi podrobnosti o spravném pouzivani tohoto prostfedku najdete v metodickém listu ke
vkladacimu davkovaci (P/N 790-7026).

Tab. 1. Doporuéeny barvici protokol pro test VENTANA pan-TRK (EPR17341) Assay

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

NEGATIVNi REAGENCNi KONTROLA

Kromé obarveni s testem VENTANA pan-TRK (EPR17341) Assay by mélo byt provedeno
barveni druhého sklicka s kontrolou Rabbit Monoclonal Negative Control Ig.

POZITIVNi KONTROLA TKANE

NejvhodnéjSim laboratornim postupem je ulozit fez pro pozitivni kontrolu na stejné sklicko
jako testovanou tkan. Pri nanaseni reagencie na sklicko pak Ize snaze zjistit pfipadné
zavady. Pro kontrolu kvality je nejvhodnéjsi tkan se slabym pozitivnim zbarvenim.
Kontrolni tkan mize obsahovat pozitivné i negativné zabarvené prvky a slouzit pro
pozitivni i negativni kontrolu. Kontrolni tkani by mél byt erstvy vzorek z pitvy, biopsie
nebo operace, pfipraveny a fixovany co nejdfive.

Znamé pozitivni kontroly tkéani je nutno pouzivat pouze ke sledovani spravné funkce
reagencii a pfistrojl, nikoli jako pomucku ke stanoveni konkrétni diagnézy testovanych
vzorkd. Pokud pozitivni kontroly tkani pozitivni zbarveni nevykazuiji, je tfeba povazovat
vysledky testovanych vzorku za neplatné.

Priklady tkané pro pozitivni kontrolu této protilatky jsou mozecek nebo apendix.

INTERPRETACE BARVENI / OCEKAVANE VYSLEDKY

Barveni pomoci testu VENTANA pan-TRK (EPR17341) Assay bylo pozorovano ve vice
lokalizacich (jadro, cytoplazma a membrana).

SPECIFICKA OMEZENI

Test VENTANA pan-TRK (EPR17341) Assay nebyl optimalizovan pro rozlieni mezi
proteiny divokého typu a chimérickymi faznimi proteiny TRK.

Tato protilatka byla optimalizovana pro 16minutovou inkubaci na pfistroji VENTANA
BenchMark ULTRA a 32minutovou inkubaci na pfistrojich BenchMark GX a BenchMark
XT v kombinaci s detekéni soupravou OptiView DAB IHC Detection Kit, ale uzivatel musi
vysledky ziskané pomoci této reagencie validovat.

VSechny 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 specificity, senzitivity
a opakovatelnosti.

Senzitivita a specificita

Metoda Tab. 2. Senzitivita/specificita testu VENTANA pan-TRK (EPR17341) Assay byla
Typ postupu ULTRA nebo stanovena testovanim béznych tkani FFPE.
X XT ULTRAPLUS @ Pocet Pocet
. pozitivnich pozitivnich
Odparafinovani Zvoleno Zvoleno Zvoleno pFipada / pFipadi /
Uprava bunék cct, cct, ULTRA CCT, el LG
(odmaskovani antigenu) 92 minut 92 minut 88 minut, st pocet
9 100 °C Tkan pfipadu Tkan pripadu
Protllatkz_a (primarni) nebo 32 minut, 32 minut, 16 minut, Velky mozek 33 Plice 0/3
Rabbit Monoclonal 37°C 37°C 36 °C
Negative Control Ig Mozedek 313 Lymfaticka uzlina 0/2
Preprimarni inhibitor Zvoleno Nadledvinka 03 Srdce 013
peroxidazy
—— . . Vajeénik 072 Srdecni perikard 0/1
Kontrastni barvivo Hematoxylin Il, 4 minuty
Po kontrastnim barveni Bluing, 4 minuty Slinivka os Jicen o3
a Shoda mezi pfistroji BenchMark ULTRA a BenchMark ULTRA PLUS byla prokézana Piistitné 8lisko 03 Zaludek 03
pomoci reprezentativnich testd. Podvések mozkovy 3/3 Tenké stfevo 0/3
Vzhledem k riiznym zptisob(im fixace a zpracovani tkani, jakoz i obecnému stavu pristroje | Ve 073 Tlusté stfevo 0/15
a podmmkaml Iapor’atorn}r}o prostfedi muze byt pchtreba prodlouzlt netv>cv) z,krat|t dobu . Stitna 3laza 013 Jatra 0/3
inkubace s primarni protilatkou, dobu Upravy bunék nebo dobu pfedbézného zpracovani
proteazou v zavislosti na jednotlivych vzorcich, pouzité metodé detekce a preferenci Prs 0/3 Slinna zlaza 013
hodnotitele. Dal$i informace o riznych fixacich naleznete v pfirucce
L,Jmmunohistochemistry Principles and Advances* (Z&sady a postupy Slezina 013 Ledvina 0/3
i i ie).12
imunohistochemie). Mandle 03 Prostata 0/4
2022-09-06 215 1017533CS Rev B
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Pocet Pocet
pozitivnich pozitivnich
pripadu / pripadu /
celkovy celkovy
pocet pocet
Tkan pripadu Tkan pripadu
Endometrium 0/2 Délozni hrdlo 0/1
Kostemi sval on Mogovy méchyF 0/23
Nerv 0/2 Kuze 02
Brzlik 0/3 Mezotel 0/1
Kostni dfefi 073

Tab. 3. Senzitivita/specificita testu VENTANA pan-TRK (EPR17341) Assay byla

stanovena testovanim fady neoplastickych tkani FFPE.

Pocet
pozitivnich
pripadu /
celkovy pocet

Patologie pripadd
Glioblastom (mozek) 112
Meningiom (mozek) 17
Serdzni papilami adenokarcinom (vajecnik) 0/1
Mucindzni adenokarcinom (vajecnik) 0/1
Neuroendokrinni novotvar (slinivka) 0/1
Adenokarcinom (slinivka) 0/1
Seminom (varle) 0N
Embryonalini karcinom (varle) 0/1
Medularni karcinom (8titna zlaza) 0N
Papilarni karcinom (8titna zlaza) 1/45
Folikularni karcinom (Stitna zlaza) 0/19
Nediferencovany karcinom (§titna Zlaza) 0/6
Duktalni karcinom in situ (prs) 0/1
Invazivni duktalni karcinom (prs) 012
Lymfom z B-bunék; NOS (slezina) 0/1
Malobunégny karcinom (plice) 0/1
Karcinom ze skvaméznich bunék (plice) 0/1
Adenokarcinom (plice) 0N
Karcinom ze skvaméznich bunék (jicen) 0/1
Adenokarcinom (jicen) 01
Mucinézni adenokarcinom (Zaludek) 0N
Adenokarcinom (tenké stfevo) 0N
Gastrointestinalni stromalni tumor (GIST) (tenkeé stfevo) 1M
Adenokarcinom (kolorektalni) 0/98
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Pocet
pozitivnich
pripadu /
celkovy pocet
Patologie pripadu
Gastrointestinalni stromalni tumor (GIST) (kolorektalni) 0/2
Mucindzni adenokarcinom (kolorektalni) 017
Papilarni adenokarcinom (kolorektalni) 0/2
Karcinom z prstencitych bunék (kolorektalni) 0/2
Hepatoblastom (jatra) on
Hepatocelularni karcinom (jatra) oM
Karcinom z jasnych bunék (ledvina) on
Adenokarcinom (prostata) 0/2
Endometrioidni adenokarcinom (déloha) oM
Karcinom z jasnych bunék (déloha) on
Karcinom ze skvaméznich bunék (Cipek) 0/2
Embryonalini rhabdomyosarkom (pfi¢né pruhovany sval) 11
Liposarkom (tukovy) 0/18
Karcinom z bazalnich bunék (kize) oM
Névus (klze) on
Smiseny névus (kize) 0/8
Dermatofibrosarkom protuberans (fibrézni tkar) 0/10
Fibrosarkom (fibrozni tkar) 0/8
Intradermaini névus (k(ize) 0/6
Mazovy névus (kiize) on
Karcinom ze skvamoznich bunék (kize) oM
Melanom (jicen) 0/2
Melanom (kone¢nik) 0/13
Melanom (k(ize) 0/42
Melanom (zaludek) 0/2
Melanom (vulva) 0/4
Neurofibrom (nerv) on
Neuroblastom (retroperitoneum) 17
Mezoteliom (peritoneum) on
Lymfom z B-bunék; NOS (lymfatick4 uzlina) 0/2
HodgkinGv lymfom (lymfaticka uzlina) oM
Metastaticky melanom (lymfaticka uzlina) 0/21
Adenokarcinom (mocovy méchyr) 0/2
Leiomyosarkom (mocovy méchyr) oM
Karcinom ze skvamoznich bunék (mocovy méchyr) 0n
1017533CS Rev B
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AT
Pocet
pozitivnich
pfipadi /
celkovy pocet

Patologie pripadt
Uroteliaini karcinom (mocovy méchyr) 0/58
Pleomorfni rhabdomyosarkom (retroperitoneum) 0/1
Rhabdomyosarkom (kosterni sval) 2119
Leiomyosarkom (hladky sval) 119

Tab. 4. Exprese proteinu detekovana pomoci testu VENTANA pan-TRK (EPR17341)

Assay v bunécénych liniich odvozenych od nadort obsahujicich fuze TRK.
Detekovano testem
Patologie 2 Bunécna linie (Typ fuze) VENTANA pan-TRK

(EPR17341) Assay

Kolorektalni

Karcinom KM-12 (TPM3-NTRK1) @ v

Akutni

myeloidni MO-91 (ETV6-NTRK3) b v

leukémie

a Publikovana literatura popisujici KM-12 (TPM3-NTRK1).13-16
b Publikovana literatura popisujici MO-91 (ETV6-NTRK3).16,17

Tab. 5. Exprese proteinu detekovana pomoci testu VENTANA pan-TRK (EPR17341)

Assay v nadorech obsahujicich fuze TRK. Sekvenovani nové generace hlasené z externi

laboratofe, vyvinuté pomoci testu Oncomine Focus Assay.18-21
Detekovano testem
Patologie Typ flze VENTANA pan-TRK
(EPR17341) Assay
TPM3-NTRK1
Kolorektalni karcinom v
EML4-NTRK1
Mamarni analogicky sekrecni
karcinom (Mammary ' v
Analogue Secretory ETVE-NTRK3
Carcinoma, MASC)

Preciznost

Studie preciznosti pro test VENTANA pan-TRK (EPR17341) Assay byly provedeny za
Ucelem prokazani:

. Preciznosti vysledkd protilatky mezi Sarzemi.

. Preciznosti béhem jednoho cyklu a mezi dny na pfistroji BenchMark GX,
BenchMark XT, BenchMark ULTRA.

. Preciznosti mezi pfistroji na pfistrojich BenchMark GX, BenchMark XT, BenchMark

ULTRA.

. Preciznosti mezi platformami mezi pfistroji BenchMark GX, BenchMark XT,
BenchMark ULTRA.

VSechny studie splnily kritéria pfijatelnosti.

Preciznost na pfistroji BenchMark ULTRA PLUS byla prokazana pomoci reprezentativnich
testd. Studie zahrnovaly opakovatelnost v ramci cyklu, mezilehlou preciznost mezi dny

a mezi cykly. Vechny studie splnily kritéria prijatelnosti.

KLINICKA VYKONNOST
Udaje o klinické vykonnosti relevantni pro zamygleny Géel testu VENTANA pan-TRK

(EPR17341) Assay byly hodnoceny systematickou literami reSersi. Shromazdéné Udaje

podporuji pouziti prostfedku v souladu s jeho zamySlenym Gcelem.
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