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VENTANA anti-MSH2 (G219-1129) Mouse Monoclonal
Primary Antibody
Za uporabo z VENTANA MMR IHC Panel
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PREDVIDENA UPORABA

VENTANA anti-MSH2 (G219-1129)
Mouse Monoclonal Primary Antibody
(protitelo VENTANA anti-MSH2 (G219-
1129)) je namenjeno kvalitativnemu
zaznavaniju beljakovine MSH2 v
rezinah tkiva, fiksiranih v formalinu in
vklopljenih v parafin. Protitelo
VENTANA anti-MSH2 (G219-1129) je
pripravljeno za uporabo na
instrumentih BenchMark ULTRA, XT in
GX s priborom za zaznavanje OptiView
DAB IHC Detection Kit in pomoznimi

‘ N reagenti.

0 i N Protitelo VENTANA anti-MSH2 (G219-
2 AN ~ | 1129) je del VENTANA MMR IHC
A R PR “| Panel, ki vkljuéuje VENTANA anti-

W Y MLH1 (M1) Mouse Monoclonal Primary
Antibody, VENTANA anti-PMS2 (A16-
4) Mouse Monoclonal Primary
Antibody, VENTANA anti-MSH6
(SP93) Rabbit Monoclonal Primary
Antibody in VENTANA anti-BRAF
V600E (VE1) Mouse Monoclonal
Primary Antibody. VENTANA MMR IHC
Panel je indiciran za zaznavanje
pomanjkanja neujemanja beljakovine

hat {1 A i |
Sl. 1. Barvanje s protitelesom
VENTANA anti-MSH2 (G219-1129)
Mouse Monoclonal Primary Antibody z
Nedotaknjenim (zgoraj) ali Izgubljenim
(spodaj) izvraianjem v tkivu raka za popravijanje kot test za
debelega Crevesa. prepoznavanje posameznikov, ki jim
grozi Lynchov sindrom, pri bolnikih z diagnozo kolorektalnega raka (CRC) in pri statusu
BRAF V600E, kot pripomocek za razlikovanje med sporadicnim in verjetnim Lynchovim
sindromom CRC v odsotnosti izrazanja beljakovine MLH1.
Rezultate, pridobljene s temi izdelki, mora interpretirati usposobljen patolog, skupaj s
histolo3kim pregledom, relevantnimi klini€nimi informacijami in ustreznimi kontrolami.

Namenjeno za diagnostiéno uporabo in vitro (IVD).

POVZETEK IN OBRAZLOZITEV

Kolorektalni rak je tretji najpogostejSi rak in Cetrti najpogostejsi vzrok smrti zaradi raka na
svetu.! Vegina CRC kaze na kromosomsko nestabilnost, vendar se priblizno 15 % raka
razvije po alternativni poti, za katero je znacilna okvara funkcije sistema za popravilo
neusklajenosti DNA (MMR). Kot posledica pomanjkanja MMR imajo tumoriji
mikrosatelitsko nestabilnost (MSI), ki je posledica nezmoznosti beljakovin MMR, da
popravijo napake replikacije DNA.

CRC z napakami MMR so oznaceni kot pomanjkljivi tumorji MMR (dMMR). Nasprotno pa
50 CRC brez napak MMR oznaceni kot izkuSeni tumorji MMR (pMMR). Kolorektalni rak
dMMR je pogosto slabo diferenciran in pogosto kaze prevlado proksimalnega debelega
Crevesa, mucinozne, medularne ali histoloSke znadilnosti obrogastega karcinoma in
pove&ano Stevilo limfocitov, ki infiltrirajo tumor.2:3 Na splo$no lahko pomanjkanje MMR
povzrocijo mutacije zarodnih linij v enem od genov MMR s poznejSo izgubo ustreznega
normalnega alela z genetskimi ali epigenetskimi mehanizmi, somatske mutacije alelov ali
epigenetska inaktivacija gena MLH1 z metilacijo.4

Stirje geni MMR, ki najpogosteje mutirajo, so MLH1, PMS2, MSH2 in MSHS. V normalnih
celicah beljakovina MLH1 tvori kompleks (heterodimer) z beljakovino PMS2, medtem ko
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beljakovina MSH2 tvori kompleks z beljakovino MSH6.56 Ko pride do neusklajenosti DNA,
se heterodimer MSH2/MSH6 veZe na neusklajeno DNA in povzro€i konformacijske
spremembe. Heterodimer MLH1/PMS2 veZe na DNA-vezani kompleks MSH2/MSH®, kar
povzroCi ekscizijsko popravilo prizadete DNA.

Beljakovine MLH1, PMS2, MSH2 in MSH6 so klinicno pomembne beljakovine MMR,
kodirane z geni, ki so lahko mutirale v druzinah z Lynchovim sindromom.”:8 Nosilci teh
mutacij imajo veliko Zivljenjsko tveganje za razvoj kolorektalnega in drugih vrst raka zaradi
kopicenja napak replikacije DNA v proliferirajo¢ih celicah. Lynchov sindrom predstavija 1-
6 % vseh CRC. Ti tumorji so posledica dedovanja zarodne avtosomno dominantne
mutacije v enem od $tirih genov MMR, pri ¢emer se izguba MLH1 pojavi pri vecini teh
CRC, povezanih z Lynchovim sindromom.5.9.10 Veg kot 300 razliénih mutacij v druzini
beljakovin MMR so ugotovili pri bolnikih z Lynchovim sindromom. Za fenotip tumorja, ki je
povezan z Lynchovim sindromom, je na splo$no znacilna imunohistokemijska izguba
izrazanja v beljakovinah MMR, zlasti MLH1, PMS2, MSH2 in MSH6.10,11,12,13 MMR IHC
testiranje se je izkazalo za koristno pri identifikaciji specificnega gena MMR, pri katerem je
najverjetneje, da bomo nasli zarodno linijo ali somatsko spremembo. 14

Kot del VENTANA MMR IHC Panel, VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) Mouse
Monoclonal Primary Antibody (protitelo VENTANA anti-BRAF V600E (VE1)) pomaga pri
razlikovanju sporadi¢nega in verjetnega Lynchovega sindroma CRC v odsotnosti izraZanja
beljakovin MLH1.15.16 Pri CRC je izguba beljakovin MLH1 pogosto posledica
hipermetilacije promotorja MLH1 in kaZe na sporadiéno pojavnost.!” Prisotnost
beljakovine BRAF VG00E je tesno povezana s hipermetilacijo promotorja MLHT.
Poslediéno pozitiven rezultat barvanja s protitelesom VENTANA anti-BRAF VG00E (VE1)
kaZe na sporadi¢en CRC.

KLINIENA POMEMBNOST

Lynchov sindrom je bil opisan v 1960-tih letih in je ugotovil povezavo med izgubo funkcije
MMR in rakom. "8 Izguba beljakovin MMR (MLH1, PMS2, MSH2 ali MSH6) lahko privede
do MSI in vegje Zivljenjske nevarnosti ne le CRC, tudi rak Zelodca, mozganov, trebusne
slinavke, koZe, endometrija in jajénikov. Bolniki z Lynchovim sindromom imajo 50-80 %
Zivljenjskega tveganja za CRC.519:20 Lynchov sindrom je povsem drugaden od drugih
dednih sindromov raka, saj neposredno testiranje tumorskih tkivnih pripomockov pri
prepoznavanju bolnikov, ki jim grozi Lynchov sindrom, in pomaga pri nadaljnjem
genetskem testiranju na zarodnih linijah. DruZine z Lynchovim sindromom imajo koristi od
naprednih protokolov za presejanje raka.

Razliéne smemice, vkljuéno s smemicami National Comprehensive Cancer Network
(NCCN), priporocajo, da se vse CRC pregledajo na potencialni Lynchov sindrom, da se
identificirajo bolniki in druzine, ki bodo imeli koristi od nadaljnjih genetskih testiranj in
svetovanja.8.21,22,23,24 yENTANA MMR IHC Panel bo pomagal dologiti status MMR
CRC, tako da jih bo razvrstil kot nedotaknjene ali z izgubo izrazanja beljakovin MMR.
Zaznavanije vseh $tirih beljakovin MMR v tumorju kaze na normalen ali nedotaknjen MMR.
Izgubo izrazanja MLH1 oziroma MSH2 skoraj vedno spremlja izguba heterodimernega
partnerja, PMS2 oziroma MSH6. Vendar izguba PMS2 ali MSH6 ne vodi do izgube MLH1
ali MSH2. Izguba PMS2, MSH2 in/ali MSH6 je skladna z verjetnim Lynchovim sindromom,
zato je treba bolnike napotiti na dodatna testiranja in svetovanja v skladu s klini¢no
prakso.

Izguba beljakovine MLH1 lahko kaZe na sporadi¢no pojavnost ali potencialni Lynchov
sindrom. Pri 15 % ali ve€ sporadi¢nih CRC je izguba beljakovine MLH1 posledica
hipermetilacije promotorja MLH1.5.25.26 Pomembno je, da mutacijo BRAF V600E opazimo
pri priblizno dveh tretjinah tumorjev z izgubo izrazanja MLH1 iz hipermetilacije promotorja
MLH1. 'V nasprotju s tem pri tumorjih Lynchovega sindroma zelo redko opazimo mutacijo
BRAF V600E.25 Ce torej rezultat VENTANA anti-MLH1 (M1) Mouse Monoclonal Primary
Antibody (protitelo VENTANA anti-MLH1 (M1)) kaze na izgubo beljakovine MLH1, lahko
protitelo VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) stratificira tumor kot sporadi¢no ali verjetni
Lynchov sindrom.527 V CRC izguba beljakovine MLH1 s pozitivnim statusom BRAF
V600E moéno kaze na to, da je tumor posledica sporadicne pojavnosti, ki dejansko
odpravlja Lynchov sindrom kot osnovni vzrok za malignost.!7:28 Kadar izgubo beljakovine
MLH1 spremlja negativni status BRAF V60OE, je izguba MLH1 skladna z veliko
verjetnostjo Lynchovega sindroma.29

NACELO DELOVANJA

Protitelo VENTANA anti-MSH2 (G219-1129) je mi$je monoklonsko protitelo, proizvedeno
proti rekombinantni ¢loveski beljakovini MSH2. Protitelo VENTANA anti-MSH2 (G219-
1129) se veze na beljakovino MSH2 v rezinah tkiva (FFPE), ki so fiksirane v formalinu in
vklopliene v parafin. Protitelo je mogoce lokalizirati z uporabo hapteniranega
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sekundamega protitelesa, ki mu sledi multimerni konjugat antihapten-HRP (OptiView DAB
IHC Detection Kit, kat. §t. 760-700 / 06396500001). Nato se specificni kompleks
protitelesa in encima vizualizira z sproZenim produktom encimske reakcije. Vsak korak se
inkubira za natancen ¢as in temperaturo. Na koncu vsakega koraka inkubacije instrument
spere rezine, da ustavi reakcijo in odstrani nevezani material, ki bi v naslednjih korakih
oviral Zeleno reakcijo. Uporablja se tudi ULTRA LCS (Predilute) (kat. §t. 650-210 /
05424534001) ali LCS (Predilute) (kat. $t. 650-010 / 05264839001), ki zmanjSuje
izhlapevanje vodnih reagentov s preparata vzorca.

PRILOZENI MATERIALI

Protitelo VENTANA anti-MSH2 (G219-1129) vsebuje dovolj reagenta za 50 testov.

En 5-mL dispenzer za protitelo VENTANA anti-MSH2 (G219-1129) vsebuije priblizno

100 pg miSjega monoklonskega protitelesa.

Protitelo je razredeno v 0.1 M fosfatnem pufru (pH 7.3) z 0.3 % nosilne beljakovine,
0.05 % Brij 35 in 0.05 % konzervansa ProClin300.

Skupna koncentracija beljakovin v reagentu je priblizno 3 mg/mL. Koncentracija
specificnih protiteles je priblizno 20 pg/mL. Pri tem izdelku ni bila opaZena znana
reaktivnost nespecificnih protiteles.

Protitelo VENTANA anti-MSH2 (G219-1129) je miSje monoklonsko protitelo, proizvedeno
kot precis¢en supernatant celine kulture.

Za podrobnejSe opise naslednjega si preberite ustrezen pregled metod pribora za
zaznavanje VENTANA: nacelo delovanja, material in metode, odvzem vzorcev in priprava
na analizo, postopki kontrole kakovosti, odpravljanje tezav, interpretacija rezultatov in
sploSne omejitve.

POTREBNI MATERIALI, KI NISO PRILOZENI
Reagenti za barvanje, kot so pribori za zaznavanje in pomozne komponente VENTANA,
vkljuéno s preparati za kontrolo z negativnimi in pozitivnimi tkivi, niso priloZeni.
Vsi izdelki, navedeni v prilozenem pregledu metod, morda niso na voljo na vseh obmocjih.
Obrnite se na svojega lokalnega predstavnika za podporo.
Za barvanje bodo morda potrebni naslednji reagenti in materiali, ki niso prilozeni:
1. Priporogeno kontrolno tkivo
2. Mikroskopski preparati s pozitivnim nabojem
3. VENTANA anti-MLH1 (M1) Mouse Monoclonal Primary Antibody (kat. §t. 760-5091 /
08033668001)
4. VENTANA anti-PMS2 (A16-4) Mouse Monoclonal Primary Antibody
(kat. 3t. 760-5094 / 08033692001)
5. VENTANA anti-MSH6 (SP93) Rabbit Monoclonal Primary Antibody
(kat. §t. 760-5092 / 08033676001)
6.  VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) Mouse Monoclonal Primary Antibody
(kat. §t. 760-5095 / 08033706001)
Negative Control (Monoclonal) (kat. t. 760-2014 / 05266670001)
Rabbit Monoclonal Negative Control Ig (kat. §t. 790-4795 / 06683380001)
OptiView DAB IHC Detection Kit (kat. 8t. 760-700 / 06396500001)
OptiView Amplification Kit (kat. §t. 760-099 / 06396518001 (50 testov) ali
kat. 8t. 860-099 / 06718663001 (250 testov))
11.  EZ Prep Concentrate (10X) (kat. §t. 950-102 / 05279771001)
12.  Reaction Buffer Concentrate (10X) (kat. §t. 950-300 / 05353955001)
13.  ULTRALCS (Predilute) (kat. §t. 650-210 / 05424534001)
14. LCS (Predilute) (kat. §t. 650-010 / 05264839001)
15. ULTRA Cell Conditioning Solution (ULTRA CC1) (kat. §t. 950-224 / 05424569001)
16.  Cell Conditioning Solution (CC1) (kat. §t. 950-124 / 05279801001)
17. Hematoxylin Il (kat. §t. 790-2208 / 05277965001)
18. Bluing Reagent (kat. §t. 760-2037 / 05266769001)
19.  Trajno fiksiro sredstvo
20.  Krovno stekelce
21, Avtomatski pripomocek za names¢anje krovnih stekelc
22. Laboratorijska oprema za splo$no rabo
23.  Instrument BenchMark IHC/ISH
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SHRANJEVANJE IN STABILNOST

Ko izdelek prejmete in kadar ga ne uporabljate, ga hranite pri temperaturi 2-8 °C. Ne
zamrzujte.

Da bi zagotovili ustrezno dostavo reagenta in stabilnost protitelesa, po vsaki uporabi
znova namestite pokrovéek dispenzerja, dispenzer pa takoj postavite nazaj v hladilnik v
pokonénem polozaju.

Na vsakem dispenzerju za protitelesa je naveden datum poteka roka uporabnosti. Ce je
pravilno shranjen, je reagent stabilen do datuma, navedenega na etiketi. Reagenta ne
uporabljajte po datumu izteka roka uporabnosti.

PRIPRAVA VZORCA

Pri uporabi pribora za zaznavanje OptiView DAB IHC Detection Kit in instrumentov
BenchMark IHC/ISH so za uporabo s tem primamnim protitelesom primerna rutinsko
obdelana tkiva FFPE.

Rezine je treba odrezati na debelino priblizno 4 ym in namestiti na preparate s pozitivnim
nabojem. Za barvanje je treba uporabiti sveze odrezane preparate, saj se lahko antigenost
odrezanih rezin tkiva séasoma zmanjSa. Priporo¢amo, da z neznanimi vzorci hkrati
izvedete pozitivne in negativne kontrole.

Za VENTANA MMR IHC Panel je priporo€ljivo, da se tkivo fiksira v roku 6 ur po izrezu v
10 % nevtralno pufranem formalinu (NBF) za 6-24 ur na podlagi barvanja tonzila.
Sprejemljivo barvanje je bilo dosezeno tudi s fiksacijo v cinkovem formalinu in fiksirnih
sredstvih Z-5 za 6-24 ur. Ocetna kislina alkoholnega formalina (AFA), 95 % etanol in
fiksirma sredstva PREFER niso priporocljivi za uporabo s VENTANA MMR IHC Panel, saj
tkiva ne kazejo barvanja ali pa kaZejo spremenljivo obarvanje.

Uporabljena kolicina fiksirnega sredstva bi morala biti od 15- do 20-krat ve¢ja od volumna
tkiva. Noben fiksimo sredstvo v 24 urah ne bo prodrlo v ve¢ kot 2 do 3 mm trdnega tkiva
ali 5 mm poroznega tkiva. Fiksacija se lahko izvede pri sobni temperaturi (15-25 °C).30,31

OPOZORILA IN VARNOSTNI UKREPI

1. Zadiagnosti¢no uporabo in vitro (IVD).

2. Samo za profesionalno uporabo.

3. SVARILO: Zvezna zakonodaja ZDA dovoljuje prodajo tega izdelka zgolj na osnovi
zdravniSkega recepta. (Rx Only)

4. Ne uporabljajte, ko dosezete doloCeno Stevilo testov.

5. Vtemreagentu se kot konzervans uporablja raztopina ProClin 300. Razvr§¢ena je
kot draZljiva snov in lahko ob stiku s koZo povzroi preobCutljivost. Pri delu
upostevajte previdnostne ukrepe. Izogibajte se stiku reagentov z omi, koZo in
sluznicami. Uporabljajte zaCitna oblacila in rokavice.

6.  Pozitivno napolnjeni preparati so lahko izpostavljeni okoljskim obremenitvam, kar
povzrodi neprimerno barvanje. Za ve¢ informacij o uporabi teh vrst preparatov se
obrnite na svojega predstavnika druzbe Roche.

7. Z materiali CloveSkega ali Zivalskega izvora je treba ravnati kot z biolosko nevarnimi
materiali in jih zavre€i ob upoStevanju ustreznih previdnostnih ukrepov. V primeru
izpostavljenosti je treba upostevati zdravstvene smernice pristojnih organov.32,33

8.  Izogibaite se stiku reagentov z oémi in sluznicami. Ce reagenti pridejo v stik z

9.  lIzogibajte se mikrobni kontaminaciji reagentov, saj lahko povzroi nepravilne
rezultate.

10.  Za dodatne informacije o uporabi te naprave glejte uporabniski prirocnik instrumenta
BenchMark IHC/ISH, in navodila za uporabo vseh potrebnih komponent, ki so na
voljo na dialog.roche.com.

11. O priporo¢enem nacinu odstranjevanja se posvetuijte z lokalnimi in/ali drzavnimi
organi.

12. Vamo oznacevanie izdelka je temelji predvsem na smernicah EU GHS. Varnostni
list za profesionalnega uporabnika je na voljo na zahtevo.

13.  Ce Zelite prijaviti domnevane resne incidente, povezane s to napravo, se obrnite na
lokalnega predstavnika druzbe Roche in pristojni organ drzave ¢lanice ali drzave, v
kateri ima uporabnik sedez.

Ta izdelek vsebuje sestavne dele, ki so v skladu z Uredbo (ES) §t. 1272/2008 razvrééeni

na naslednji nacin:
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Pregl. 1. Podatki o ogrozenosti.

Ogrozenost Koda Izjava
Opozorilo | H317 Lahko povzroci alergijski odziv koze.
P261 Preprecite vdihavanje
prahu/dima/plina/meglice/hlapov/razprsila.
Kontaminirana delovna oblacila niso dovoljena zunaj
p272
delovnega mesta.
P280 Nosite zas¢itne rokavice.
P333 + Ce nastopi drazenje koze ali se pojavi izpu$éaj:
P313 Poiscite zdravnisko pomoc/oskrbo.
P362 + Takoj sleci kontaminirana oblacila in jih oprati pred
P364 ponovno uporabo.
Odstraniti vsebino/posodo v odobrenem obratu za
P501 S
odstranjevanje odpadkov.

Ta izdelek vsebuje CAS §t. 55965-84-9, meSanico: 5-kloro-2-metil-4-izotiazolin-3-ona in 2-
metil-2H-izotiazol-3-ona (3:1).

POSTOPEK BARVANJA

Protitelo VENTANA anti-MSH2 (G219-1129) je bilo razvito za uporabo na instrumentih
BenchMark IHC/ISH v kombinaciji s priborom za zaznavanje OptiView DAB IHC Detection
Kit in pomoZnimi reagenti. Za priporo¢en protokol barvanja glejte Pregl. 2.

Ucinek spreminjanja ¢asa in temperature pridobivanja antigena na robustnost testa ni
znan. Tako lahko odstopanje od priporoCenih pogojev za pridobivanje antigenov iz
navedenega protokola razveljavi priCakovane rezultate. Uporabiti in dokumentirati je treba
ustrezno kontrolo. Uporabniki, ki odstopajo od navedenega protokola, morajo sprejeti
odgovornost za razlago rezultatov bolnikov. To protitelo je bilo optimizirano za specificne
inkubacijske ¢ase, vendar pa mora rezultate, pridobljene s tem reagentom, uporabnik
oceniti.

Parametre za samodejne postopke lahko prikazete, natisnete in urejate v skladu s
postopkom v navodilih za uporabo instrumenta. Za ve¢ podrobnosti o postopkih barvanja
imunohistokemije glejte pregled metod pribora za zaznavanje OptiView DAB IHC
Detection Kit.

Za ve¢ informacij o pravilni uporabi te naprave si oglejte pregled metod za linijski
dispenzer, povezan s §t. dela 760-5093.

Pregl. 2. Priporogen protokol barvanja za protitelo VENTANA anti-MSH2 (G219-1129) s
priborom za zaznavanje OptiView DAB IHC Detection Kit na instrumentih BenchMark
[HC/ISH.

Metoda
Vrsta postopka
GX XT ULTRA
Deparafinizacija Izbrano Izbrano Izbrano
Pri li
"p':‘fa celie cet cet, ULTRA CC1,
(razkrivanje 40 minut, 40 minut 40 minut, 100 °C
antigena)
Predhodni
primarni zaviralec Izbrano Izbrano Izbrano
peroksidaze
Protitelo 12minut, 37°C | 12minut,37°C | 12 minut, 36 °C
(primarno)
OptiView HQ . .
Linker 8 minut (privzeto)
OptiView HRP . .
Multimer 8 minut (privzeto)
Kontra§tno Hematoxylin II, 4 minute
barvilo
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ULTRA

Metoda
GX XT

Bluing, 4 minute

Vrsta postopka

Po kontrastiranju

Odstopanje od priporoenih pogojev za pridobivanje antigenov iz navedenega protokola
lahko razveljavi priCakovane rezultate. Zaradi razlik v fiksaciji in obdelavi tkiv ter splosnih
laboratorijskih instrumentov in okoljskih pogojev bo morda treba povecati ali zmanjSati
inkubacijo primarnih protiteles na podlagi posameznih vzorcev in Zelja ocenjevalca. Za
nadaljnje informacije o spremenljivkah fiksacije si oglejte »Immunohistochemistry:
Principles and Advances.«34

POSTOPKI KONTROLE KAKOVOSTI
Kontrola z negativnim reagentom

Poleg barvanja s protitelesom VENTANA anti-MSH2 (G219-1129) je treba drug preparat
obarvati z misjim monoklonskim negativnim reagentom, Negative Control (Monoclonal).
Negativni kontrolni reagenta se uporablja za oceno nespecifiénega barvanja. Parametri
barvanja za protitelo z negativnim kontrolnim reagentom bi morali biti enaki kot za
primarno protitelo.

Kontrola s pozitivnim tkivom

Pri vsakem opravljenem postopku barvanja je treba izvesti kontrolo s pozitivnim tkivom.
Optimalna laboratorijska praksa je, da pozitivno kontrolno rezino nanesete na preparat s
tkivom bolnika. Tako boste prepreili morebitne napake pri nanasanju reagentov na
preparat. Za kontrolo kakovosti je primernejSe tkivo s Sibkim pozitivnim barvanjem. S
pozitivnim barvanjem komponente tkiva se potrdi, da je bilo protitelo uporablieno in je
instrument pravilno deloval. Kontrolno tkivo lahko vsebuije tako pozitivne kot negativne
elemente barvanja ter se uporablja kot pozitivno in negativno kontrolno tkivo. Kontrolna
tkiva naj se pridobijo s sveZo avtopsijo, biopsijo ali kirurSkim odvzemom vzorca in naj se
pripravijo oziroma fiksirajo kakor hitro je mogoce na nacin, ki je identi¢en testnim
preparatom. TakSna tkiva lahko spremljajo vse korake postopka priprave tkiva do
barvanja. Uporaba rezin tkiv, fiksiranih ali obdelanih drugace od testnega vzorca, bo
zagotovila nadzor nad vsemi reagenti in postopki metod, razen fiksacije in obdelave tkiva.

Poznane kontrole s pozitivnim tkivom je treba uporabiti samo za spremljanje pravilnega
delovanja obdelanih tkiv in testnih reagentov, ne kot pomo¢ pri ugotavijanju specifitne
diagnoze za vzorce bolnice. Ce kontrole s pozitivnim tkivom ne pokaZejo pozitivnega
barvanja, se morajo rezultati testnih vzorcev $teti za neveljavne.

Kot kontrola s pozitivnim tkivom se lahko uporablja tkivo CRC Kliniénim statusom MSH2
Nedotaknjenega ali normalnega tkiva debelega Crevesa predhodno kvalificiranega s
protitelesom VENTANA anti-MSH2 (G219-1129). Normalno debelo érevo se bo barvalo
nedotaknjeno za MSH2 z uporabo protitelesa VENTANA anti-MSH2 (G219-1129).
Kontrola s pozitivnim tkivom mora kazati nedvoumno jedrsko barvanje v vitalnih tumorskih
celicah ob prisotnosti notranjih pozitivnih kontrol (jedrsko barvanje limfocitov, fibroblastov
ali normalnega epitelija v blizini tumorja).

Kontrola z negativnim tkivom

Ker so beljakovine MLH1, PMS2, MSH2 in MSH6 izrazene v vseh tkivih, za te biomarkerje
ne obstaja normalna kontrola z negativnim tkivom. Vendar se lahko tkivo CRC Klini¢nim
statusom lzgube MSH2, predhodno kvalificirano s protitelesom VENTANA anti-MSH2
(G219-1129) uporabi kot kontrola z negativnim tkivom. Kontrolo z negativnim tkivom je
treba uporabljati samo za spremljanje pravilne ucinkovitosti obdelanih tkiv, testnih
reagentov in instrumentov in ne kot pomo¢ pri oblikovanju posebne diagnoze vzorcev
bolnikov.

Preverjanje testa

Pred prvo uporabo protitelesa ali sistema za barvanje v diagnosticnem postopku je treba
preveriti specificnost protitelesa s testiranjem na seriji tkiv z znanimi znacilnostmi
delovanja IHC, ki predstavljajo tkiva Nedotaknjena za Klini¢ni status MSH2. Glejte
postopke kontrole kakovosti, ki so bili predhodno opisani v tem pregledu metod in
priporocila za nadzor kakovosti v College of American Pathologists Laboratory
Accreditation Program, Anatomic Pathology Checklist35 ali CLSI Approved Guideline.3'

INTERPRETACIJA BARVANJA / PRICAKOVANI REZULTATI

Vzorci celiénega barvanja za protitelo VENTANA anti-MSH2 (G219-1129) je jedrski v
aktivno razmnoZzujocih se celicah. Vzorci CRC, obarvani s protitelesom VENTANA anti-
MSH2 (G219-1129), prejmejo Klinicni status s strani usposobljenega patologa na podlagi
ocene prisotnosti ali odsotnosti specifiénega jedrskega barvanja v tumorju. Kliniéni status
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Nedotaknjeno se dodeli primerom z nedvoumnim jedrskim barvanjem v vitalnih tumorskih
celicah ob prisotnosti sprejemljivih notranjih pozitivnih kontrol (jedrsko barvanje limfocitov,
fibroblastov ali normalnega epitelija v blizini tumorja). Klini¢ni status lzguba se dodeli
primerom z nedvoumno izgubo jedrskega barvanja ali Zari$¢nim Sibkim dvoumnim
jedrskim barvanjem v vitalnih tumorskih celicah ob prisotnosti notranjih pozitivnih kontrol,
kot je prikazano v Pregl. 3.

Ce nedvoumnega jedrskega barvanja ni v notranjih pozitivnih kontrolah in/ali barvanje
ozadja ovira interpretacijo, je treba test Steti za nesprejemljiv in ga je treba ponoviti.
Punktatno jedrsko barvanje tumorskih celic je treba Steti za negativno (Izguba). V primerih
zariS¢nega barvanja tumorskih celic mora biti intenzivnost jedrskega barvanja najman;
enaka intenzivnosti notranjih pozitivnih kontrol skupaj s sotocnim/neprekinjenim jedrskim
barvanjem v nekaj epitelijskih Zlezah ali skupkih, da bo primer dobil Klinini status
Nedotaknjen. Ce teh pogojev ni, se za primer navede Kliniéni status Izguba.

Pregl. 3. Interpretacija barvanja za protitelo VENTANA anti-MSH2 (G219-1129).

Roche)

ZNACILNOSTI DELOVANJA

ANALITICNA UCINKOVITOST

Izvedeni so bili testi barvanja za ob&utljivost, specifinost in natanénost, rezultati pa so
navedeni v nadaljevanju.

Obcutljivost in specificnost

Pozitivno barvanije je jedrsko, e ni drugace dolo¢eno. Pri normalnem in neoplasticnem
tkivu niso opazili nepri¢akovanega barvanja s protitelesom VENTANA anti-MSH2 (G219-
1129). Kot je bilo pricakovano, ker je popravilo neusklajenosti prisotno v vseh aktivno
razmnozujocih se celicah, je vecina normalnih in neoplasticnih tkiv pokazala pozitivno
barvanje.

Pregl. 4. Obcutljivost/specifiCnost protitelesa VENTANA anti-MSH2 (G219-1129) je bila
dologena s testiranjem normalnih tkiv FFPE.

— - St. pozitivnih/ $t. pozitivnih/
Klinicni status Opis Tkivo vseh primerov Tkivo vseh primerov
Nedvoumno jedrsko barvanje v vitalnih tumorskih celicah ob . -
Nedotaknjeno prisotnosti notranjih pozitivnih kontrol (jedrsko barvanje Veliki mozgani 33 Poiralnik 33
izrazanje MSH2 limfocitov, fibroblastov ali epitelija normalnega debelega Mali mozgani 33 Zelodec 313
¢revesa v blizini tumorja)
Nedvoumna izguba jedrskega barvanja ali zari§¢no Sibko Nadledvicna Zleza 33 Tanko érevo 33
lzguba izrazanja dvoumno jedrsko barvanje v vitalnih tumorskih celicah ob Jajénik 5/5 Debelo ¢revo 3/3
MSH2 prisotnosti notranjih pozitivnih kontrol. Punktatno jedrsko
barvanje se bo $telo za negativno. Trebusna slinavka 313 Jetra 313
Bezgavka 313 Jezikizleza 213
Primeri, obarvani s protitelesom VENTANA anti-MSH2 (G219-1129), so razvr3¢eni kot slinavka
Nedotaknjeni ali Izguba glede na prisotnost ali odsotnost specificnega barvanja v tumorju.
MoZganski privesek 313 Ledvica 313
POSEBNE OMEJITVE
Odstopanje od priporo¢enih pogojev za pridobivanje antigenov iz navedenega protokola Modo 33 Prostata 33
razveljavi priakovane rezultate. Uporabiti je treba ustrezno kontrolo in jo dokumentirati. S¢itnica 3/3 Secni mehur 3/3
Uporabniki, ki odstopajo od navedenega protokola, morajo sprejeti odgovornost za razlago
rezultatov bolnikov. Dojka 3/3 Obégitnica 313
Nekateri pr|m(ler|vso Iahkol Se posebelj zahtejvm zarad|v nlaslednjlh Itevzav. . N Vranica 33 Endometri 3
. Nespecifi€no ozadje: Nekateri vzorci lahko kazejo nespecifitno barvanje ozadja iz
razlogov, ki niso dobro razumljeni. Zato bi morala ocena preparata, obarvanega s Tonzila 33 Matemniéni vrat 3/3
protitelesom VENTANA anti-MSH2 (G219-1129) vkljuCevati primerjavo tega
preparata s preparatom z negativnim kontrolnim reagentom, da se dologi stopnja Prizelic 33 Skeletna misica 33
nespecifitnega barvanja ozadja. Ce je prisotno citoplazemsko barvanje pri . 33 S 3
interpretaciji IHC se protitelo VENTANA anti-MSH2 (G219-1129) ne upoéteva. Kostni mozeg Koza
e Zari§éno barvanje: Nekateri vzorci lahko kaZejo Zaris&no barvanje v tumorskih Pliuca 313 Zivec 5/5
celicah, intenzivnost barvanja pa se lahko razlikuje od Sibke do mo¢ne. Na podlagi
algoritma za tockovanje IHC protitelesa VENTANA anti-MSH2 (G219-1129) je treba | Srce 113 Mezotelj 33

zaris¢no Sibko dvoumno jedrsko barvanje v vitalnih tumorskih celicah ob prisotnosti
notranjih pozitivnih kontrol razvrstiti kot Izguba. Barvanje se lahko razlikuje glede na
intenzivnost in ta intenzivnost se lahko razlikuje po celotnem tumorju; vendar to ne
vpliva na Kliniéni status MSH2.

. Punktatno barvanje: Nekateri vzorci lahko kaZejo lo¢eno punktatno barvanje znotraj
nekaj jeder tumorja; intenzivnost barvanja se lahko razlikuje od Sibke do mocne. Ta
vzorec barvanja je treba prezreti in ¢e ima primer samo to vrsto vzorca barvanja, mu
je treba dati Klini¢ni status Izguba.

e Artefakt tkiva ali barvanja: Tudi histolo$ki artefakti, ki izvirajo iz postopkov obdelave
vzorcev in mikrotomije, lahko oteZijo dolocitev Kliniénega statusa IHC protitelesa
VENTANA anti-MSH2 (G219-1129). Ti artefakti lahko vklju€ujejo, vendar niso
omejeni na, gradiente fiksacije in ucinke robov, ujemanje DAB, jedrsko nastajanje
mehur¢kov, pomanjkanje barvanja v nekaterih predelih tkiva, trganje ali zlaganje
tkiva in izgubo rezin tkiva. V nekaterih primerih bo morda potrebno veckratno
barvanje novih rezin ali pridobitev novega vzorca.

Na vsakem instrumentu morda niso registrirane vse analize. Za ve¢ informacij se obrnite

na lokalnega predstavnika druzbe Roche.
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Opomba: Beljakovine za popravilo neujemanja, kot je MSH2, so prisotni v vseh
aktivno razmnozujocih se celicah. Za vsa tkiva je bilo doloCeno pozitivno/negativno
barvanje za elemente, specifi¢ne za tkivo, ob prisotnosti pozitivnega barvanja v
normalnih kontrolnih celicah (limfociti, fibroblasti in epitelne celice).

Pregl. 5. Obcutljivost/specificnost protitelesa VENTANA anti-MSH2 (G219-1129) je bila
dolo¢ena s testiranjem razli¢nih neoplasticnih tkiv FFPE.

St. pozitivnih/
Patologija vseh primerov
Glioblastom (veliki moZgani) 7
Meningiom (veliki moZgani) 17
Ependimom (veliki mozgani) 17
Oligodendrogliom (veliki mozgani) 17
Serozni adenokarcinom (jajénik) 17
Adenokarcinom (jajénik) 7
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Patologija

St. pozitivnih/
vseh primerov

Nevroendokrina neoplazma (trebusna slinavka) 17
Adenokarcinom (trebusna slinavka) 17
Seminom (modo) 212
Medularni karcinom (¢itnica) 17
Papilarni karcinom (§€itnica) 11
Mikroinvazivni duktalni karcinom (dojka) 17
Duktalni karcinom in situ (dojka) 17
Invazivni duktalni karcinom (dojka) 17
Limfom celic B, ki ni drugace opredeljen (vranica) n
Drobnoceliéni karcinom (pljuca) 17
PloS&atocelicni karcinom (pljuca) 11
Adenokarcinom (pljuca) 11
Nevroendokrini karcinom (poziralnik) 17
Adenokarcinom (poziralnik) 11
Pecatnocelicni karcinom (Zelodec) 17
Adenokarcinom (tanko ¢revo) 11
Stromalni sarkom (tanko ¢revo) 17
Adenokarcinom (debelo ¢revo) 17
Adenokarcinom (rektum) 11
Gastrointestinalni stromalni tumor (GIST) (rektum) 17
Hepatoblastom (jetra) 11
Svetlocelicni karcinom (ledvica) 17
Adenokarcinom (prostata) 2/2
Leiomiom (maternica) 11
Plos¢atocelicni karcinom (maternicni vrat) 212
Embrionalni rabdomiosarkom (skeletna misica) 17
Plos¢atocelicni karcinom (koza) 17
Nevroblastom (retroperitonej) 11
Mezoteliom (potrebusnica) 17
Limfom celic B; ki ni drugace opredelien (bezgavka) 212
Hodgkinov limfom (bezgavka) 17
Leiomiosarkom (se¢ni mehur) 17
Osteosarkom (kost) 17
Leiomiosarkom (gladka miSica) 17

Opomba: Beljakovine za popravilo neujemanja, kot je MSH2, so prisotni v vseh
aktivno razmnozujocih se celicah. Za vsa tkiva je bilo dolo¢eno pozitivno/negativno
barvanje tumorskih celic ob prisotnosti pozitivnega barvanja v normalnih kontrolnih

celicah (limfociti, fibroblasti in epitelne celice).
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Natanénost
Ponovljivost znotraj postopka in vmesna natanénost med dnevi

Ponovljivost in natanénost protitelesa VENTANA anti-MSH2 (G219-1129) sta bili ocenjeni
na instrumentu BenchMark ULTRA v kombinaciji s priborom za zaznavanje OptiView DAB
IHC Detection Kit.

Ponovljivost znotraj postopka je bila ocenjena z uporabo 11 vzorcev CRC

(6 Nedotaknjenih vzorcev in 5 vzorcev z lzgubo za izrazanje MSH2). Pet podvojenih
preparatov vsakega vzorca CRC je bilo obarvanih s protitelesom VENTANA anti-MSH2
(G219-1129) na enem instrumentu BenchMark ULTRA v enem dnevu. Vsak preparat,
obarvan s protitelesom VENTANA anti-MSH2 (G219-1129), je bil zdruZen s preparatom,
obarvanim z negativnim kontrolnim reagentom, iz istega primera. Vsi kompleti preparatov
so bili randomizirani, nato pa jih je en patolog, slep za diagnozo primera, ocenil kot
Nedotaknjene ali z Izgubo.

VVmesna natanénost med dnevi je prav tako bila ocenjena z uporabo 11 vzorcev CRC

(6 Nedotaknjenih vzorcev in 5 vzorcev z |zgubo za izrazanje MSH2). Podvojeni preparati
vsakega vzorca CRC so bili obarvani s protitelesom VENTANA anti-MSH2 (G219-1129)
na instrumentu BenchMark ULTRA v vsakem od 5 nezaporednih dni. Vsak preparat,
obarvan s protitelesom VENTANA anti-MSH2 (G219-1129), je bil zdruZen s preparatom,
obarvanim z negativnim kontrolnim reagentom, iz istega primera. Vsi kompleti preparatov
so bili randomizirani, nato pa jih je en patolog, slep za diagnozo primera, ocenil kot
Nedotaknjene ali z Izgubo.

Noben preparat, obarvan z negativnim kontrolnim reagentom, ni pokazal specifiénega
barvanja, obarvanje ozadja pa bilo < 0.5. Z uporabo zdruZenih podatkov o vseh moznih
zdruzitvah, sta Studiji za ponovljivost znotraj postopka in vmesno natanénost med dnevi
pokazali 100-odstotno ujemanije pozitivnega rezultata v odstotkih (PPA), 100-odstotno
ujemanje negativnega rezultata v odstotkih (NPA) in 100-odstotno skupno ujemanje v
odstotkih (OPA). Povzetek rezultatov je prikazan v Preglednici 6.

Pregl. 6. Ponovljivost znotraj postopka in vmesna natancnost med dnevi protitelesa
VENTANA anti-MSH2 (G219-1129), izmerjena s Klini¢nim statusom

(Nedotaknjen/lzguba).
Ponovljivost/ Klinicni Ujemanje
Natancnost status
Vrsta n/N % 95 % CI
Nedotaknjen PPA 30/30 100.0 | (88.6,100.0)
Ponovljivost znotraj
postopka Izguba NPA 25/25 100.0 | (86.7,100.0)
Skupaj OPA 55/55 100.0 | (93.5,100.0)
Nedotaknjen PPA 60/60 100.0 | (94.0,100.0)
Vmesna natancnost )\ o NPA | 5050 | 1000 | (929,100.0)
med dnevi
Skupaj OPA | 110/110 | 100.0 | (96.6, 100.0)

Opomba: 95 % Cl je bilo izraéunanih z metodo Wilson Score.

Vmesna natan¢nost med instrumenti

VVmesna natanénost med instrumenti BenchMark ULTRA protitelesa VENTANA anti-MSH2
(G219-1129) je bila doloCena z barvanjem podvojenih preparatov 11 vzorcev CRC

(6 Nedotaknjeni vzorci in 5 vzorcev z Izgubo za izrazanje MSH2) na 3 instrumentih
BenchMark ULTRA s protitelesom VENTANA anti-MSH2 (G219-1129) in uporabo pribora
za zaznavanje OptiView DAB IHC Detection Kit.

Vsak preparat, obarvan s protitelesom VENTANA anti-MSH2 (G219-1129), je bil zdruzen
s preparatom, obarvanim z negativnim kontrolnim reagentom, iz istega primera. Vsi
kompleti preparatov so bili randomizirani, nato pa jih je en patolog, slep za diagnozo
primera, ocenil glede njihovega Klinicnega statusa (Nedotaknjen/lzguba). Noben preparat,
obarvan z negativnim kontrolnim reagentom, ni pokazal specifiénega barvanja, obarvanje
ozadja pa bilo < 0.5.

Za instrument BenchMark ULTRA je bila vmesna natanénost med instrumenti izvedena
kot parna primerjava Kliniénega statusa preparatov za vsak vzorec med instrumenti in je
prikazovala 100 % PPA, NPA in OPA. Povzetek rezultatov je prikazan v Pregl. 7.
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Pregl. 7. Vmesna natancnost med instrumenti BenchMark ULTRA protitelesa VENTANA
anti-MSH2 (G219-1129), izmerjena s Kliniénim statusom (Nedotaknjen/Izguba).

Ujemanje
Natanénost Klinicni status
Vrsta n/iN % 95 % CI
Nedotaknjen PPA | 36/36 100.0 | (90.4,100.0)
Vmesna natancnost lzguba NPA | 30530 | 1000 [ (88.6,100.0)
med instrumenti
Skupaj OPA | 66/66 100.0 | (94.5,100.0)

Opomba: 95 % Cl je bilo izratunanih z metodo Wilson Score.

Poleg tega je bila vmesna natanénost med instrumenti protitelesa VENTANA anti-MSH2
(G219-1129) dolocena z barvanjem podvojenih preparatov 6 vzorcev CRC

(4 Nedotaknjeni vzorci in 2 vzorca z Izgubo za izrazanje MSH2) na 3 instrumentih
BenchMark XT in 3 instrumentih BenchMark GX s protitelesom VENTANA anti-MSH2
(G219-1129) in uporabo pribora za zaznavanje OptiView DAB IHC Detection Kit.

Pri zdruZevanju 3 instrumentov je bilo 15 opaZanj na primer; mediana za vsak primer je
bila dologena iz teh 15 opazanj. Posamezna opazanja istega primera so bila skladna z
mediano intenzivnostjo signala primera, e so bila znotraj intenzitete 0.5 signala. Za
instrument BenchMark XT in BenchMark GX je bila vmesna natanénost med instrumenti
izvedena kot parna primerjava rezultatov intenzivnosti barvanja tumorja za vsak vzorec, ki
je pokazala 100 % OPA med 3 instrumenti BenchMark XT in 100 % OPA med

3 instrumenti BenchMark GX. Za vse preparate je bilo barvanje ozadja sprejemljivo (< 0.5)
na obeh instrumentih BenchMark XT in BenchMark GX.

Skladnost instrumentov BenchMark IHC/ISH

Skladnost med instrumenti BenchMark IHC/ISH za protitelo VENTANA anti-MSH2 (G219-
1129) je bila doloéena z barvanjem vzorcev CRC s protitelesom VENTANA anti-MSH2
(G219-1129) z uporabo pribora za zaznavanje OptiView DAB IHC Detection Kit. Vse
preparate je glede Kliniénega statusa (Nedotaknjen/lzguba) ocenil en patolog.

Parna primerjava vzorcev CRC je bila izvedena med platformami, vkljuéno z instrumenti
BenchMark GX do BenchMark ULTRA (136 Nedotaknjenih primerov in 23 primerov z
Izgubo), instrumenti BenchMark GX do BenchMark XT (134 Nedotaknjenih primerov in
23 primerov z lzgubo) in instrumenti BenchMark ULTRA do BenchMark XT

(137 Nedotaknjenih primerov in 23 primerov z Izgubo). Vse pame primerjave, izvedene
med platformami so pokazale 100 % povpre¢no ujemanije pozitivnega rezultata (APA),
povpreéno ujemanije negativnega rezultata (ANA) in OPA.

Studije natanénosti ocenjevalca

Natancnost pri enem ocenjevalcu in natancnost med ocenjevalci je bila ocenjena na

20 vzorcih CRC (12 Nedotaknjenih primerov in 8 primerov z lzgubo), obarvanih s
protitelesom VENTANA anti-MSH2 (G219-1129) in priborom za zaznavanje OptiView DAB
IHC Detection Kit. Vsak preparat, obarvan s protitelesom VENTANA anti-MSH2 (G219-
1129), je bil zdruzen z H&E in s preparatom, obarvanim z negativnim kontrolnim
reagentom, iz istega primera.

Vsi kompleti preparatov so bili randomizirani in ocenjeni s strani 3 patologov Klini¢nega
statusa MSH2 Nedotaknjen ali Izguba. Patologi so bili slepi za diagnozo primera. Po
dvotedenskem ¢akalnem obdobju so bili preparati, obarvani s protitelesom VENTANA
anti-MSH2 (G219-1129), ponovno randomizirani za drugo ocenjevanje Kliniénega statusa
MSH?2 s strani vsakega od 3 patologov. Noben preparat, obarvan z negativnim kontrolnim
reagentom, ni pokazal specificnega barvanja, obarvanje ozadja pa bilo < 0.5.

Natancnost pri enem ocenjevalcu je primerjala zagetno in konéno oceno preparatov enega
patologa, ki je zagotovila 20 primerjav preparata CRC na patologa. Primerjave 3 patologov
s0 bile zbrane in so pokazale 100.0 % APA, 100.0 % ANA in 100.0 % OPA za natanénost
pri enem ocenjevalcu. Povzetek rezultatov je prikazan v Pregl. 8.

Natanénost med ocenjevalci je primerjala ocene preparatov (20 CRC x 2

oceni/primer x 3 patologi = 120 ocen preparatov) s statusom modalnega primera za vsak
primer CRC. Rezultati kazejo 100.0 % PPA, NPA in OPA za natan¢nost med ocenjevalci.
Povzetek rezultatov je prikazan v Pregl. 8.
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Pregl. 8. Natannost pri enem ocenjevalcu in natanénost med ocenjevalci protitelesa
VENTANA anti-MSH2 (G219-1129) na primerih CRC, izmerjena s Klini¢nim statusom
MSH2 (Nedotaknjen/lzguba).

inicni Ujemanje
Natannost Kliniéni | J]
status
Vrsta n/IN % 95 % CI
Nedotaknjen APA 72[72 100.0  ](94.9, 100.0)
Pri enem

ocenjevalcu lzguba ANA 48/48 100.0  ](92.3,100.0)
Skupaj OPA 60/60 100.0  |(94.0,100.0)
Nedotaknjen PPA 72[72 100.0  |(94.9, 100.0)
Med ocenjevalci lzguba NPA 48/48 100.0  |(92.6, 100.0)
Skupaj OPA 120/120 100.0  ](96.9, 100.0)

Opomba: Pri enem ocenjevalcu so bili APA in ANA 95 % Cl izraunani z uporabo
metode na osnovi Clopper-Pearson, OPA 95 % Cl pa je bil izratunan z uporabo
metode ponovnega vzorcenja v percentilih. Med ocenjevalci so bili 95 % Cl izraCunani
z metodo Wilson Score.

Natancnost med serijami

Natanénost med serijami protitelesa VENTANA anti-MSH2 (G219-1129) je bila doloCena s
testiranjem 3 proizvodnih serij protitelesa VENTANA anti-MSH2 (G219-1129) na
potrojenih preparatih 10 preparatov CRC (5 Nedotaknjenih in 5 z Izgubo za izrazanje
MSH2) na instrumentu BenchMark ULTRA, z uporabo pribora za zaznavanje OptiView
DAB IHC Detection Kit.

Vsak preparat, obarvan s protitelesom VENTANA anti-MSH2 (G219-1129), je bil zdruzen
s preparatom, obarvanim z negativnim kontrolnim reagentom, iz istega primera. Komplete
preparatov je randomiziral in ocenil en patolog, slep za diagnozo primera in Stevilko serije
protitelesa VENTANA anti-MSH2 (G219-1129). Noben preparat, obarvan z negativnim
kontrolnim reagentom, ni pokazal specificnega barvanja, obarvanje ozadja pa bilo < 0.5.
Za natan¢nost med serijami protitelesa VENTANA anti-MSH2 (G219-1129) so bile vse
ocene preparatov primerjane s statusom modalnega primera za vsak primer CRC. OPA
med serijami protitelesa VENTANA anti-MSH2 (G219-1129) je bila 100 %; kar kaze na to,
da je za barvanie s protitelesom VENTANA anti-MSH2 (G219-1129) mozna obnovljivost
med serijami protiteles.

Povzetek natanénosti med serijami protitelesa VENTANA anti-MSH2 (G219-1129) je
prikazan v preglednici 9.

Pregl. 9. Natan¢nosti med serijami protitelesa VENTANA anti-MSH2 (G219-1129),
izmerjena s Kliniénim statusom (Nedotaknjen/Izguba).

i Ujemanje
Natanénost Al ! :
status
Vrsta n/N % 95 % ClI
Nedotaknjen PPA 45/45 100.0  [(92.1,100.0)
Med serijami lzguba NPA 45/45 100.0  [(92.1,100.0)
Skupaj OPA 90/90 100.0  [(95.9, 100.0)

Opomba: 95 % Cl je bilo izra¢unanih z metodo Wilson Score.

Studija obnovljivosti med laboratoriji

Studija obnovljivosti med laboratoriji VENTANA MMR IHC Panel je bila zaklju¢ena za
prikaz obnovljivosti vsakega testa VENTANA MMR IHC Panel za dolo¢anje Klinicnega
statusa. Studija je vkljudevala 6 vzorcev tkiva CRC (3 Nedotaknjene in 3 z lzgubo) za
vsako beljakovino MMR in 16 vzorcev tkiva CRC (8 pozitivnih in 8 negativnih) za postopek
BRAF V600E, ki je bil opravljen na 3 instrumentih BenchMark ULTRA v vsakem od

5 Nezaporednih dni v 21 dneh v treh zunanjih laboratorijih. Vsak preparat, obarvan s
protitelesom, je bil zdruzen z H&E in s preparatom, obarvanim z negativnim kontrolnim
reagentom, iz istega primera. V/se komplete preparatov je nakljuéno randomiziralo in
ocenilo skupno 6 ocenjevalcev (2 ocenjevalca/lokacijo), ki so bili slepi za Kliniéni status
MMR kompleta $tudije. Vsak od 40 primerov v $tudiji je imel 30 opazanj v vseh dnevih,
lokacijah in ocenjevalcih. Referenéni status modalnega primera je bil izpeljan za vsak
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primer na podlagi najpogosteje opazenega statusa 30 opazan;. Studija je vkljucevala
skupno 1200 opazanj za vseh pet beljakovin. Za vse ocenljive primere je bila stopnja
sprejemljivosti za morfologijo in ozadje v tej Studiji 100 %. Povzetek zdruZenih statistik
(vseh petih beljakovin) med referenénim statusom modalnega primera in posameznimi
opazanji je prikazan v preglednici 10.

Pregl. 10. Ujemanje med VENTANA MMR IHC Panel referenénim statusom modalnega
primera.

Obnovljivost A Ujemanije
... | Klinicni status
med laboratoriji
Vrsta n/N % 95 % CI
Nedotaknjenof | ppp | sogigoo | 998  |(98.7, 100.0)
pozitivno
V/se beljakovine Izguba/
negativno NPA 593/600 98.9 (97.4,99.5)
Skupaj OPA 1191/1200 99.4 (98.6,99.7)

Opomba: Kiliniéni status je opredeljen kot Nedotaknjen ali z Izgubo za izrazanje
beljakovin za beljakovine MMR in pozitiven ali negativen za beljakovino BRAF V60OE.
95 % Cl je bilo izradunanih s pristopom sploSnega linearnega mesanega modela
(GLMM).

Poleg tega so bile za protitelo VENTANA anti-MSH2 (G219-1129) izvedene parne
primerjave med lokacijami, med dnevi in med ocenjevalci. Za MSH2 je ta komplet Studij
vkljuCeval skupno 180 opazanj. Povzetek rezultatov je prikazan v Pregl. 11. Podatki
kaZejo obnovljivost testa v 5 dneh, na 3 lokacijah in pri 6 ocenjevalcih.

Pregl. 11. Stopnje parnega ujemanja obnovljivosti med laboratoriji za protitelo VENTANA
anti-MSH2 (G219-1129), izmerjena s Kliniénim statusom (Nedotaknjen ali Izguba).

Obnovljivost med Ujemanje
laboratoriji
Vrsta niN % 95 % CI
APA 3601364 989 | (96.8,100.0)
Mfg lz’lf:;}j:)mi ANA 352/356 989 | (966,100.0)
OPA 356/360 989 | (96.7,100.0)
APA 1201120 1000 | (96.9,100.0)
Lokeclal A 1201120 1000 | (96.9,100.0)
OPA 1201120 1000 | (96.9,100.0)
e APA 1201120 1000 | (96.9,100.0)
(5nezgﬁic;rednih 2 ANA 1201120 1000 | (96.9,100.0)
OPA 1201120 1000 | (96.9,100.0)
APA 1201124 %8 | (90.9,100.0)
LoKaclal A 1121116 966 | (889 100.0)
OPA 1161120 %7 | (90.0,100.0)
APA 90/91 989 | (96.8,100.0)
o p’\:t?)(ljogcae?ael\gallaclzijo) ANA 88/89 98.9 (96.6, 100.0)
OPA 89/90 989 | (96.7,100.0)

Opomba: 95 % Cl je bilo izracunanih z metodo ponovnega vzorcenja v percentilih v
primerih, ko je bila ocena tocke 100 %, je bila uporabliena metoda Wilson Score.
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Studija toénosti: Primerjava metod rezultatov VENTANA MMR IHC
Panel z molekularnim testiranjem (zaporedje DNA in hipermetilacija
promotorja MLH1)

Izvedena je bila Studija za primerjavo u¢inkovitosti VENTANA MMR IHC Panel z
molekularnim testiranjem, ki vkljuuje celovito plo$¢o za sekvenciranje DNA debelega
Crevesa za identifikacijo CRC, ki (i) nimajo MMR (dMMR) in (ii) vsebujejo mutacijo BRAF
V600E. PloS¢a za sekvenciranje DNA debelega Crevesa je vkljuCevala genomsko analizo
razli¢ic, ki so prisotne v genih MMR (MLH1, PMS2, MSH2, MSH6, EPCAM), BRAF in
drugih genih, pomembnih za rakotvornost (npr. PIK3CA, KRAS, NRAS, ERBB2 itd.).
Sekvenciranje je vkljucevalo vse eksone, intronske in bocne sekvence, pa tudi velike
izbrise, podvajanja in mozaic¢nost.

Za $tudijo je H&E obarval sekvenéne primere CRC in jih ocenil glede znakov pravilne
fiksacije in morfologije, vkljuéno s prisotnostjo celicnih elementov (tumor in celice notranje
kontrole). Vsak primer so ovrednotili, da bi ugotovili, ali je vzorec vseboval najman;j 50 %
vsebnosti tumorja, da bi zagotovil zadostno zastopanost tumorskih celic v vzorcu, kot je
priporoceno za molekulamo testiranje. Po pregledu je bilo v Studijo vkljuéenih

105 sekvencnih primerov, ki ustrezajo tem merilom. Poleg tega je bilo vkljucenih

13 primerov CRC, ki kazejo Klini¢ni status lzgube zaradi IHC, da se zagotovi, da je bila v
Studiji predstavljena Izguba vsakega oznacevalca. IHC je rezine vseh primerov v Studiji
obarval s plos¢o VENTANA MMR IHC Panel in ustreznimi reagenti za negativno kontrolo.
Dodatne rezine so bile izpostavljene plo3ci za sekvenciranje DNA debelega Erevesa.
Hipermetilacija promotorja MLH1 je eden od mehanizmov, ki lahko privede do izgube
izrazanja beljakovine MLH1, in je bolj povezana s sporadi¢no CRC kot z morebitno
diagnozo Lynchovega sindroma. Zato so bili vsi primeri izgube MLH1, ki jih je IHC odkril v
Studiji, testirani glede hipermetilacije promotorja MLH1.

V/ konénem kompletu Studije z 118 primeri je analiza vkljuevala PPA in NPA za vse
zdruzene oznacevalce (4. vsa opazanja), kjer je molekulamo testiranje delovalo kot
referenéni status za primerjavo IHC. Analiza je vkljuCevala primerjavo statusa beljakovine
MMR (Nedotaknjeno/lzguba) z molekularnim statusom, opredeljenim kot Normalno (brez
patogenih mutacij), Negativen za hipermetilacijo promotorja MLH1 in divji tip BRAF (brez
mutacije V60OE) ali Nenormalen (prisotnost patogene mutacije/patogenih mutacij,
pozitivnih na hipermetilacijo promotorja MLH1 in/ali pozitivnih na mutacijo BRAF V600E).
V tej Studiji je patogena mutacija znotraj tumorja opredeliena kot zarodna ali somatska
mutacija, za katero se predvideva, da bo povzro€ila izgubo izraZanja beljakovin MMR.
Tockovne ocene so bile 99.4 % PPA, 93.5 % NPA in 98.8 % OPA, kot je prikazano v
Pregl. 12.

Opravljena je bila tudi zdruZena analiza, ki je primerjala tiri oznacevalce MMR IHC (brez
protitelesa VENTANA anti-BRAF V600E (VE1)) z rezultati molekularnega testiranja.
Tockovne ocene so bile 99.3 % PPA, 89.7 % NPA in 98.5 % OPA, kot je povzeto v
Pregl. 13.

Dodatna analiza je primerjala rezultate $tirih oznacevalcev MMR IHC z rezultati
molekularnega testiranja genov MMR na ravni primera, da bi vkljucila status vseh
oznacevalcev in ustvarila rezultat d(MMR/pMMR za obe metodi. Ta analiza je prikazana v
Pregl. 14, in prikazuje OPA 97.4 % med obema metodama.

V Studiji so primerjali tudi MMR-status IHC in MMR-status molekularnega testiranja za
posamezne MMR-oznadevalce. OPA vsakega MMR-oznaéevalca je bila v primerjavi s
kombiniranimi rezultati testiranja plo3¢e za sekvenciranje DNA debelega Crevesa in
hipermetilacije promotorja MLH1 je bil 100.0 % za protitelo VENTANA anti-MLH1 (M1),
99.1 % za VENTANA anti-PMS2 (A16-4) Mouse Monoclonal Primary Antibody, 98.3 % za
VENTANA anti-MSH2 (G219-1129) Mouse Monoclonal Primary Antibody in 96.6 % za
VENTANA anti-MSH6 (SP93) Rabbit Monoclonal Primary Antibody.

Kliniéni status BRAF V600E pri CRC, pridobljenih z IHC z uporabo protitelesa VENTANA
anti-BRAF V600E (VE1) je bil prav tako primerjan z rezultati statusa mutacije BRAF, kot
jih dologa sekvenciranje DNA. PPA, NPA in OPA testiranja IHC z uporabo protitelesa
VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) in sekvenciranja DNA, ki je sluZilo kot referenca, so
bili 100 % (Pregl. 15). Izvedeno je bilo dodatno testiranje, da se preveri sposobnost
protitelesa VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) za nadaljnje razslojevanje primerov CRC,
ki kazejo na izgubo izrazanja beljakovine MLH1. Od 23 pozitivnih primerov BRAF V600E
je 20 primerov izgubilo beljakovino MLH1 zaradi IHC, prav tako so ti primeri bili pozitivni
na hipermetalizacijo promotorja MLH1. Ti podatki so v skladu s tesno povezanostjo
pozitivnega statusa BRAF V600E s statusom hipermetilacije promotorja MLH1. Preostali
trije primeri so bili pMMR (nedotaknjen za vse beljakovine MMR). Vsi pozitivni vzorci
BRAF V600E so bili identificirani kot sporadiéni CRC. Rezultati so potrdili, da protitelo
VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) pravilno identificira CRC, ki imajo mutacijo BRAF
V600E. Podatki so podpirali tudi uporabo protitelesa VENTANA anti-BRAF V600E (VE1)
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za razlikovanje med sporadicnim in verjetnim Lynchovim sindromom CRC v odsotnosti

izrazanja MLH1.

Pregl. 12. Zdruzena analiza ujemanja VENTANA MMR IHC Panel med IHC in

molekularnim testiranjem.

Roche)

Pregl. 15. Ujemanje med IHC z uporabo protitelesa VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) in
molekularnega testiranja.

BRAF V600E Ujemanje
Status
(Molekularni/llHC) Vrsta n/N % 95 % CI
Pozitiven/
nenormalen PPA 23/23 100.0 (85.7,100.0)
Negativen/
normalen NPA 95/95 100.0 (96.1,100.0)
Skupaj OPA 118/118 100.0 (96.8, 100.0)

Status* Ujemanje
(Molekularni/lHC)
Vrsta niN % 95 % Cl
Normalen/
Nedotaknjen PPA 523/526 994 (98.7,100.0)
Nenormalen/
lzguba NPA 58/62 935 (87.1,98.6)
Skupaj OPA 581/588 98.8 (98.0,99.7)

* Pri IHC je status MMR Nedotaknjen ali Izguba za izraZanje beljakovine. Za to
analizo so bili BRAF V600E negativni in pozitivni primeri vkljuéeni v kategorijo
Nedotaknjen ali Izguba. Molekularno testiranje kaze na odsotnost (normalno) ali
prisotnost (nenormalno) potencialnih patogenih mutacij ali hipermetilacije promotorja
MLH1. 95 % Cl je bilo izracunanih z metodo ponovnega vzorcenja v percentilih.

Pregl. 13. Zdruzena analiza za §tiri oznacevalce MMR IHC (brez protitelesa VENTANA
anti-BRAF V600E (VE1)) glede ujemanja med IHC in molekularnim testiranjem.

Status* Ujemanje
(Molekularni/lHC)
Vrsta n/IN % 95 % Cl
Normalen/
Nedotaknjen PPA 428/431 99.3 (98.4,100.0)
Nenormalen/
lzguba NPA 35/39 89.7 (79.4,97.7)
Skupaj OPA 463/470 985 (97.3,99.6)

* Pri IHC je status Nedotaknjen ali Izguba za izraZanje beljakovine. Molekulamo
testiranje kaze na odsotnost (normalno) ali prisotnost (nenormalno) potencialnih
patogenih mutacij ali hipermetilacije promotorja MLH1. 95 % Cl je bilo izraCunanih z
metodo ponovnega vzor¢enja v percentilih.

Pregl. 14. Ujemanje med &tirimi oznacevalci MMR IHC in rezultati molekularnih testiranj
za status MMR (dMMR/pMMR).

Ujemanje
Status MMR*

Vrsta n/IN % 95 % Cl
pMMR PPA 79/80 98.8 (93.3,99.8)
dMMR NPA 35/37 94.6 (82.3,98.5)
Skupaj OPA 1141117 974 (92.7,99.1)

* Za IHC je status pMMR za posamezen primer predstavljen s statusom Nedotaknjen
za vse beljakovine MMR, medtem ko je status dMMR predstavljen s statusom Izguba
ene ali ve€ beljakovin MMR. Za molekularno testiranje status pMMR predstavlja
odsotnost patogenih mutacij ali hipermetilacije promotorja MLH1, medtem ko status
dMMR predstavlja prisotnost patogenih mutacij ali hipermetilacijo promotorja MLH1.
95 % Cl je bilo izraéunanih z metodo Wilson Score.
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Status za BRAF V600E je bil definiran kot Pozitiven ali Negativen rezultat IHC in
Nenormalen (prisotnost mutacije V600E) ali Normalen (divja vrsta BRAF) rezultat z
molekularnim testiranjem. 95 % Cl je bilo izraunanih z metodo Wilson Score.
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OPOMBA: Tocka (pika/locilo) se v tem dokumentu vedno uporablja kot decimalni

loCevalnik za oznacevanje meje med integralnimi in delnimi deli decimalne Stevilke.

Locevalniki za tisoCice se ne uporabljajo.

Povzetek vamnosti in u€inkovitosti je na voljo tukaj:

https://ec.europa.eu/tools/eudamed

Simboli

Ventana poleg tistih, navedenih v standardu ISO 15223-1, uporablja naslednje simbole in
znake (za ZDA: za opredelitev uporabljenih simbolov glejte dialog.roche.com):
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GTIN

Globalna trgovinska Stevilka izdelka

INTELEKTUALNA LASTNINA

VENTANA, BENCHMARK, OPTIVIEW, in logotip VENTANA so blagovne znamke druzbe
Roche. Vse druge blagovne znamke so last njihovih lastnikov.

Dodajanije, brisanje ali spremembe so oznacene z vrstico za spremembe na robu.
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