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TILSIKTET BRUK

VENTANA anti-HER2/neu (4B5)
Rabbit Monoclonal Primary Antibody
(VENTANA HER2 (4B5)) er beregnet
pé semikvantitativ pavisning av HER2-
antigen i formalinfikserte,
parafininnstepte normale og
neoplastiske bryst- og magevevssnitt
pé en VENTANA automatisert
IHC/ISH-fargemaskin til objektglass.

Det indiseres som et hjelpemiddel i
evalueringen av pasienter med bryst-
o0g magekreft, som behandling med
Herceptin vurderes for og for brystkreftpasienter som man vurderer behandling for med
Kadcyla (trastuzumab emtansine) eller Perjeta (pertuzumab).

Dette produktet skal tolkes av en kvalifisert patolog sammen med histologisk
undersgkelse som er relevant for klinisk informasjon og egnede kontroller.

Dette antistoffet er beregnet for bruk i forbindelse med in vitro-diagnostikk.

SAMMENDRAG OG FORKLARING

VENTANA HER? (4B5) er et monoklonalt antistoff fra kanin (Clone 4B5) rettet mot det
interne domenet til c-erbB-2-onkoproteinet (HER2). C-erbB-2-onkoproteinet ble klonet og
karakterisert av Akiyama et al i 1986.1 Det er et ca. 185 kD transmembrant glykoprotein
som er strukturelt likt epidermal vekstfaktorreseptor (EGFR). Proteinet er forbundet med
tyrosinkinaseaktivitet som ligner pa den til en rekke vekstfaktorreseptorer og pa den til de
transformerende proteinene i src-familien. Kodesekvensen er konsekvent med et
ekstracelluleert bindingsdomene og et intracelluleert kinasedomene. Dette antyder at
HER?2 kan veere involvert i signaltransduksjon og stimulering av mitogen aktivitet.1

Clone 4B5 er pavist & reagere med 185 kD-proteinet fra SK-BR-3-cellelysater via
Western blotting. SK-BR-3 er en brystkarsinom-cellelinje som har en 128 ganger
overuttrykking av HER2 mRNA.2 Starrelsen pé det identifiserte bandet samsvarer godt
med det som er rapportert for HER2-protein (185 kD). Immunhistokjemiske
eksperimenter med transfekterte cellelinjer (HEK293) har vist at Clone 4B5 farger celler
transfektert med HER2 og celler transfektert med HER4. Det ble ikke observert farging
av celler transfektert med HER1 eller HER3. Western blot-data med rekombinant HER4-
protein indikerte ogsa at Clone 4B5 gjenkjenner et HER4-epitop.

| brystkarsinom uttrykkes HER2-proteinet pa et niva som kan pévises med
immunhistokjemi i opptil 20 % av adenokarsinomer fra forskjellige steder. Mellom

15 - 30 % av invasive typer duktalkreft er positive for HER2.3 Nesten alle tilfeller av
Pagets sykdom i brystet4 og opptil 90 % av tilfeller av duktalt karsinom in situ av typen
comedo er positive.3 | magekarsinom uttrykkes HER2-proteinet pa et niva som kan
pavises med immunhistokjemi i opptil 30 % av intestinal type, 15 % blandet type og 5 %
diffus type magekreft. Den immunhistokjemiske pavisningen av HER2-
proteinoveruttrykking brukes ogsa som et hjelpemiddel for & fastsla hvilke pasienter
behandling med HER?2 er beregnet for.5.31-35

Resultater fra farging i normalt vev, neoplastisk vev og 322 tilfeller av brystkarsinom med
Clone 4B5 ble vurdert av Ventana. | de normale testede vevene var uttrykking
konsekvent med publisert litteratur i at det ikke fantes noen uventet spesifikk
cytoplasmisk/membranfarging, med falgende unntak: to tilfeller av tonsill som utviste
farging av epitelcellemembran, ett tilfelle av skjoldbruskjertel og ett tilfelle av gsofagealt
epitel. Av de testede neoplastiske vevene ble cytoplasmisk/membranfarging observert i
kreftceller i bryst, kolon og eggstokk. Tre hundre og tjueto (322) brystkarsinomer ble
vurdert med Clone 4B5 i en metodesammenligningsstudie med PATHWAY HER-2/neu
(CB11). Det finnes betydelig samsvar av farging mellom disse to testene. Se avsnittet
Sammendrag av forventede resultater for mer informasjon. Du finner mer informasjon
om Clone 4B5 i referansene.24-30

Figur 1. VENTANA anti-HER2/neu (4B5)
3+-farging i magekasinom.
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Bruken av forhéndsfortynnet VENTANA HER?2 (4B5) og bruksklar iVIEW DAB Detection
Kit og ultraView Universal DAB Detection Kit, i kombinasjon med en VENTANA
automatisert IHC/ISH-fargemaskin for objektglass, reduserer faren for menneskelige feil
0g naturlig variasjon som fglge av individuell reagensfortynning, manuell pipettering og
manuell pafering av reagens.

KLINISK SIGNIFIKANS

Brystkreft er det vanligste karsinomet hos kvinner og den nest starste arsaken til
kreftrelatert dgd. | Nord-Amerika har kvinner en 1/8 risiko for & rammes av brystkreft.6
Tidlig p&visning og egnet behandling kan pavirke den totale overlevelsen betraktelig.”
Magekreft er den fierde mest utbredte krefttypen og den nest starste arsaken til
kreftrelatert ded pa verdensbasis. Kirurgi er den mest utbredte behandlingen mot
magekreft. De fleste typer magekreft pavises imidlertid pa et avansert stadium, og kirurgi
er ofte vanskelig & giennomfare. Kjemoterapi brukes til behandling av avansert
magekreft selv om overlevelsen for kreftpasientene er sveert lav. Sma vevspraver kan
lett brukes i rutinemessig immunhistokjemi (IHC) slik at denne teknikken, kombinert med
antistoffer som detekterer antigener som er viktige for tolkning av karsinom, blir et
effektivt verktay for patologen i diagnosen og prognosen av sykdom. En viktig marker
ved bryst- og magekreft i dag er c-erbB-2-onkoprotein (HER2).

HER? er et transmembranprotein.8 Det er neert beslektet med EGFR og har, i likhet
med EGFR, tyrosinkinaseaktivitet.! Genamplifikasjon og tilsvarende overutrykking av
c-erbB-2 er pavist i en rekke tumorer, deriblant brystkarsinomer.8.9

HER2-terapier er pavist & hjelpe enkelte pasienter med bryst- og magekarsinom. Kun
pasienter med HER2-positive bryst- og magekarsinomer skal derfor fa uthytte av
behandling med HER2 In vitro-diagnostikk for & bestemme HER2-status for bryst- og
magekarsinomer er viktig for & hjelpe legen med & bestemme behandling med HER2-
terapier.

Tolkning av resultatene fra ethvert deteksjonssystem for HER2 ma ta i betraktning at
HER?2 uttrykkes i bade bryst- og magekrefttumorer og friskt vev, men pa ulike nivaer og
med ulike uttrykkingsmanstre.10 Histologiske vevsprepareringer har fordelen med intakt
vevsmorfologi for & bidra til tolkningen av HER2-positivitet i praven.

PROSEDYREPRINSIPP

VENTANA HER?2 (4B5) er et monoklonalt antistoff fra kanin som bindes til HER2 i
parafininnstapte vevssnitt. Det spesifikke antistoffet kan lokaliseres enten med et biotin-
konjugert sekundeert antistoff som gjenkjenner immunglobuliner av hare, etterfulgt av
tilsetning av et konjugat av streptavidin pepperrotperoksidase (i\VIEW DAB Detection Kit)
eller et sekundzert antistoff-HRP-konjugat (ultraView Universal DAB Detection Kit).

Det spesifikke antistoff-enzym-komplekset visualiseres deretter med et utfellende
enzymreaksjonsprodukt. Hvert trinn inkuberes i en ngyaktig tid og temperatur. P& slutten
av hvert inkubasjonstrinn vasker VENTANA automatisert IHC/ISH-fargemaskin for
objektglass snittene for & stanse reaksjonen og fiemne ubundet materiale som vil hindre
gnsket reaksjon i pafelgende trinn. Den pafarer ogsa Liquid Coverslip, som reduserer
fordamping og de vannholdige reagensene fra praveobjektglasset.

Kliniske tilfeller skal vurderes i lys av ytelsen til egnede kontroller. Ventana anbefaler &
inkludere en positiv vevskontroll som er fiksert og behandlet p& samme méte som
pasientprgven (for eksempel et svakt positivt bryst- eller magekarsinom). | tillegg il
farging med VENTANA HER2 (4B5), bar et sekundeert objektglass farges med
CONFIRM Negative Control Rabbit Ig. Hvis testen skal anses som gyldig, ma det
positive kontrollvevet utvise membranfarging av tumorcellene. Disse komponentene bar
veere negative ved farging med CONFIRM Negative Control Rabbit Ig. | tillegg anbefales
det at et negativt objektglass (for eksempel et HER2-negativt bryst- eller magekarsinom)
inkluderes for hvert praveparti som behandles og kjares pd VENTANA automatisert
IHC/ISH-fargemaskin for objektglass. Denne negative vevskontrollen bgr farges med
VENTANA HER?2 (4B5) for & sikre at antigenforsterkningen og andre
forbehandlingsprosedyrer ikke ga falskt positiv farging.

MEDFZLGENDE REAGENSER

VENTANA HER? (4B5) -dispenser inneholder tilstrekkelig reagens til 50 tester.

En 5 ml-dispenser VENTANA HER2 (4B5) inneholder ca. 30 pg med et monoklonalt
antistoff av hare rettet mot humant c-erbB-2-antigen.

Antistoffet er fortynnet i 0,05 M Tris-bufret saltigsning, 0,01 M EDTA, 0,05 % Brij-35 med
0,3 % beererprotein og 0,05 % natriumazid som konserveringsmiddel. Det finnes
spormengder av fgtalt kalveserum, ca. 0,25 %, fra standardopplasningen.

Total proteinkonsentrasjon for reagensen er omkring 16 mg/mL. Spesifikk
antistoffkonsentrasjon er ca. 6 pg/ml. VENTANA HER2 (4B5) er en kanin-IgG fortynnet
fra vevskultur-supernatanter.
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Se pakningsvedlegget for det aktuelle VENTANA-deteksjonssettet for detaljerte
beskrivelser av: (1) Prosedyreprinsipper, (2) Ngdvendige materialer og reagenser som
ikke fulger med, (3) Pravetakning og preparering for analyse, (4) Prosedyrer for
kvalitetskontroll, (5) Feilsgking, (6) Tolking av resultater og (7) Generelle begrensninger.

N@DVENDIG MATERIALE SOM IKKE ER INKLUDERT

Fargereagenser, slik som VENTANA detection kits og tilbehar, herunder negative og
positive kontrollobjektglass for vev, falger ikke med.

Ikke alle produkter som stér oppfert i pakningen er tilgjengelig i alle omrader. Ta kontakt
med din lokale stetterepresentant.

OPPBEVARING

Oppbevares ved 2 til 8 °C. Skal ikke fryses.

For & sikre korrekt tilfarsel av reagenser og stabilitet av antistoffet, skal lokket settes pa
igien og dispenseren umiddelbart settes i kjgleskapet i stéende posisjon etter hver
kjgring.

Alle antistoffdispensere har holdbarhetsdato. Nar den oppbevares pé forsvarlig méte,

vil reagensen vaere stabil fram til datoen som er angitt pa etiketten. Reagensen skal ikke
brukes etter utlgpsdatoen.

PROVEPREPARERING

Rutinemessig behandlet, formalinfiksert, parafininnstapt vev er egnet til bruk med dette
primeere antistoffet ved bruk sammen med VENTANA deteksjonssett og VENTANA
BenchMark, BenchMark GX, BenchMark XT og BenchMark ULTRA automatiserte
fargemaskiner. Anbefalt vevfiksativ er 10 % ngytralt bufret formalin.2

Ca. 4 um tykke snitt skal skjeeres og plukkes opp pa objektglass. Objektglassene skal
veere Superfrost Plus eller tilsvarende. Studier ved Ventana viser at lufttarkede vevssnitt
og cellelinjesnitt som oppbevares ved 2 - 8 °C er stabile i minst 6 maneder. Hvert
laboratorium skal validere snittobjektglassenes stabilitet med sine egne prosedyrer og
miljgmessige oppbevaringsforhold.

ADVARSLER OG FORHOLDSREGLER

1. Beregnet for bruk i forbindelse med in vitro-diagnostikk (IVD).

2. Bruk av dette produktet for utvelgelse av pasienter som er kvalifisert for
behandling med Kadcyla eller Perjeta, er ikke ngdvendigvis tilgjengelig i alle
markeder. Radfer deg med din lokale Roche-representant for & bekrefte
tilgjengelighet pa spesifikke steder.

3. Unnga at reagenser kommer i kontakt med gyne og slimhinner. Hvis reagenser
kommer i kontakt med sensitive omrader, ma du skylle med rikelige mengder vann.

4. Materiale som stammer fra mennesker eller dyr, skal handteres som smittefarlig
materiale og deponeres i henhold til korrekt prosedyre.

5. Unnga mikrobiologisk forurensning av reagenser da det kan gi gale resultater.

6.  Nar dette produktet brukes i samsvar med instruksjonene, er det ikke Klassifisert
som en farlig substans. Konserveringsmidlet i reagensen er natriumazid.
Symptomene pa overeksponering av natriumazid inkluderer irritasjon i hud og
gyne samt irritasjon i slimhinnene og de gvre luftveiene. Konsentrasjonene av
natriumazid i dette produktet er 0,05 % og oppfyller ikke OSHA-kriteriene for en
farlig substans. Oppsamling av NaN3 kan reagere med bly- og kobberrar og danne
svaert eksplosive metallazider. Ved kassering ma man skylle med rikelige mengder
vann for & forhindre oppsamling av azider i rarene.12 Systemiske allergiske
reaksjoner kan inntreffe hos falsomme personer.

7. Takontakt med lokale eller nasjonale myndigheter for & fa informasjon om
anbefalt deponeringsmetode.

8. Se produktets sikkerhetsdatablad for ytterligere informasjon.

FARGINGSPROSEDYRE

VENTANA primeerantistoffer er utviklet til bruk pa en VENTANA BenchMark, BenchMark
GX, BenchMark XT og BenchMark ULTRA automatisert fargemaskin for objektglass med
VENTANA deteksjonssett og tilbehar. Se Tabell 1 og Tabell 2 for anbefalte
fargingsprotokoller.

Dette antistoffet er optimert for spesifikke inkubasjonstider, men brukeren ma validere
resultatene som oppnds med denne reagensen.

Parametrene for automatiserte prosedyrer kan vises, skrives ut og redigeres i henhold til
prosedyren i brukerhéndboken for instrumentet. Se pakningsvedlegget for det aktuelle
VENTANA-deteksjonssettet for mer informasjon om immunhistokjemiske
fargingsprosedyrer.
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Tabell 1. Anbefalt fargingsprotokoll for VENTANA HER2 (4B5) med iVIEW DAB
Detection Kit p& et BenchMark, BenchMark GX, BenchMark XT-instrument og
BenchMark ULTRA-instrument.

Metode
BenchMark- og BenchMark
BenchMark GX- BenchMark XT- ULTRA-
Prosedyretype instrument instrument instrument
Deparafinisering Valgt Valgt Valgt
Cellekondisjonerin
slonering | Cell =~ Cell = ULTRA CCL,
(avmaskering av Conditioning 1, Conditioning 1, mild
antigen) standard standard
. . 32 minutter, 32 minutter, 24 minutter,
Antistoff (primeert) 37°C 37°C 36 °C
A/B-blokk (Biotin-
blokkering) Ikke valgt Valgt Valgt
Kontrastfarging Hematoxylin I, Hematoxylin I, Hematoxylin I,
(hematoksylin) 4 minutter 4 minutter 4 minutter
. ) . Bluing, Bluing,
Etter motfarging Bluing, 4 minutter 4 minutter 4 minutter

Tabell 2. Anbefalt fargingsprotokoll for VENTANA HER2 (4B5) med ultraView DAB-
Detection Kit pa et. BenchMark, BenchMark GX, BenchMark XT-instrument og
BenchMark ULTRA-instrument.

Metode

BenchMark-,

BenchMark GX- og

BenchMark XT- BenchMark ULTRA-
Prosedyretype instrument instrument
Deparafinisering Valgt Valgt

Cellekondisjonering Cell Conditioning 1,

ULTRA CC1, mild

(avmaskering av antigen) mild
Antistoff (primeert) 16 minutter, 37 °C 12 minutter, 36 °C
ultraWash Valgt Valgt

Hematoxylin I, Hematoxylin I,
Kontrastfarge 4 minutter 4 minutter

Etter motfarging Bluing, 4 minutter Bluing, 4 minutter

PROSEDYRER FOR KVALITETSKONTROLL

Kontroller for cellelinjesystem

Ventana tilbyr, som et separat produkt, fire formalinfikserte cellelinjekontroller som er
innstapt i parafin, oppdelt og plassert pa ett enkelt ladet objektglass. PATHWAY HER-2
4in 1 Control Slides (katalognr. 781-2991) kan veere nyttige for en preliminger validering
av behandlingsmetoden brukt for farging av objektglass med VENTANA HER2 (4B5).
Disse fire cellelinjekontrollene karakteriseres av in situ hybridisering for genkopinummer.
Nér cellelinjene behandles og farges riktig, skal de farges som beskrevet i tabell 4. Hvis
den angitte fargingen ikke vises i de relevante kjernene, spesielt kontrollene 1+ og 2+,
bar fargingen av vevspravene gjentas.

1012688NO Rev B



4V
4 &
7,\‘_.VENTANA

Tabell 3. Egenskaper for PATHWAY HER-2 4 i 1 kontrollobjektglass.

HER2 IHC-score Cellelinje HER2/Chr17-forhold*
0 MDA-MB-231 111
1+ T47D 1,12
2+ MDA-MB-453 2,66
3+ BT-474 5,53

* HER2/Chr17-forhold er et gjennomsnitt av tre partier av PATHWAY HER-2 4 1
kontroll-objektglass bestemt ved bruk av fluorescerende in situ-hybridisering (FISH).

Positiv vevskontroll

En positiv kontrollvevsprave fiksert og behandlet pA samme mate som pasientpregvene
mé kjares for hvert sett testbetingelser og med hver utfarte VENTANA HER2 (4B5)-
fargingsprosedyre. Dette vevet kan inneholde bade positivt fargede celle-/
vevskomponenter og negative celle/-vevskomponenter og kan tiene som béde positivt-
0g negativt kontrollpravevev. Kontrollvev bar veere praver fra nylig utfert obduksjon,
biopsi eller kirurgi, preparert og fiksert s snart som mulig pa identisk méte som
pravesnittene. Slikt vev kan overvake alle trinn i analysen fra vevspreparering frem til
farging. Bruk av vevssnitt som er fiksert eller prosessert pa en annen mate enn
testpraven, vil gi kontroll for alle reagenser og metodetrinn bortsett fra fiksering og
vevspreparering. En vevsprgve med svak positiv farging er bedre egnet enn sterk positiv
farging for optimal kvalitetskontroll og for & pavise lave nivaer av reagensforringelse.
Helst ber man velge et vev som er kjent for & ha svak men positiv farging for & sikre at
systemet er falsomt overfor smd mengder reagensforringelse eller problemer med IHC-
metodologien. Neoplastisk vev som er positivt for HER2 er imidlertid som regel sterkt
positivt pa grunn av patologiens natur (overuttrykking). Et eksempel pa en positiv kontroll
for HER2 (4B5) er et kjent svakt HER2-positivt invasivt brystkarsinom, eller en svak
positiv magekarsinomprgve. De positivt fargende vevskomponentene (membran farging
av neoplastiske celler) brukes for & bekrefte at antistoffet ble benyttet og at instrumentet
fungerte riktig.

Vevskontroller som er kjent positive bar bare brukes ved overvaking av korrekt resultat
for behandlede vev og testreagenser, og ikke som hjelp til & bestemme spesifikk
diagnose i pasientpraver.

Negativ vevskontroll

Objektglasset som brukes til den positive vevskontrollen (duktalt eller lobuleert invasivt
brystkarsinom, eller magekarsinom), kan ogsa brukes som en negativ vevskontroll. De
ikke-fargende komponentene (omgivende stroma, lymfoide celler og blodkar) skal utvise
fraveer av spesifikk farging og gi en indikasjon pa spesifikk bakgrunnsfarging (falsk
positiv) med det primeere antistoffet. Bruk et kjent negativt vev, fiksert, behandlet og
innstept pa en mate som er identisk med pasientpraven(e).

Negativ reagenskontroll

En negativ reagenskontroll ma kjgres for hver prave for & bidra til tolkning av resultatene.
En negativ reagenskontroll ma brukes i stedet for det primeere antistoffet for & evaluere
ikke-spesifikk farging. Objektglasset skal farges med CONFIRM Negative Control Rabbit
Ig. Inkubasjonsperioden for den negative reagenskontrollen skal tilsvare
inkubasjonsperioden for det primeere antistoffet.

Uforklarlige avvik

Uforklarlige avvik i kontroller skal henvises til din lokale representant umiddelbart. Hvis
resultater fra kvalitetskontrollene ikke oppfyller spesifikasjonene, vil pasientresultatene
veere ugyldige. Se avsnittet Feilsgking i dette pakningsvedlegget. Identifiser og korriger
problemet, og gjenta deretter pasientpravene.

Analysebekreftelse

Far farste gangs bruk av et primeerantistoff eller fargingssystem i en diagnostisk
prosedyre, bar spesifisiteten til det primaere antistoffet bekreftes ved & teste det pa en
rekke vevsprgver med kjente immunhistokjemiske egenskaper som kan representere
kjente positive og negative vev (se avsnittet Kvalitetskontrollprosedyrer som ble
beskrevet tidligere i dette avsnittet i produktvedlegget og kvalitetskontrollanbefalingene
fra College of American Pathologists Laboratory Accreditation Program, Anatomic
Pathology Checklist!3 eller CLSI Approved Guidelinel4 eller begge disse dokumentene).
Disse kvalitetskontrollprosedyrene bgr gjentas for hver ny produksjonsserie av et
antistoff eller hver gang det gjares en endring i analyseparametrene. Bryst- og
magekreftvev med kjent HER2-status er egnet for analysebekreftelse.
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TOLKNING AV RESULTATER

Den VENTANA automatiserte immunfargingsprosedyren forérsaker utfelling av et brunt
(DAB) reaksjonsprodukt p& antigenstedende lokalisert av VENTANA HER2 (4B5).

En kvalifisert patolog med erfaring fra immunhistokjemiske rutiner ma evaluere kontroller
og kontrollere fargingsproduktet far resultatene tolkes.

Positiv kontroller

Den fargede positive vevskontrollen bar farst undersgkes for & bekrefte at alle reagenser
fungerer riktig. Hvis det finnes et reaksjonsprodukt med riktig farge i membranen til
mélcellene, vil dette vaere tegn pa positiv reaktivitet. Avhengig av inkubasjonstiden og
styrken til det benyttede hematoksylinet, vil kontrastfarging gi en blek til markebla farging
av cellekjernen. Overdreven eller ufullstendig kontrastfarging kan forvanske riktig
tolkning av resultater.

Hvis den positive vevskontrollen ikke gir positiv farging, ber alle resultater med
testprgvene betraktes som ugyldige.

Negative vevskontroller

Den negative vevskontrollen skal undersgkes etter den positive vevskontrollen for &
verifisere den spesifikke merkingen av mélantigenet med det primeere antistoffet. Fraveer
av spesifikk farging i den negative vevskontrollen bekrefter manglende kryssreaktivitet
for antistoff til celler eller cellekomponenter. Hvis det forekommer spesifikk farging i den
negative vevskontrollen, skal resultater med pasientprgven betraktes som ugyldige.

Negative regenskontroller

Ikke-spesifikk farging, hvis dette forekommer, har diffust utseende. Sporadisk lys farging
i bindevev vil ogsé kunne observeres i vevssnitt som er fiksert i for mye formalin. Intakte
celler bar brukes til tolkning av fargingsresultater, siden nekrotiske eller degenererte
celler ofte gir ikke-spesifikk farging.

Pasientvev

Pasientpraver bar undersgkes sist. Positiv fargingsintensitet bar vurderes i lys av
eventuell bakgrunnsfarging i den negative reagenskontrollen. P& samme mate som for
alle andre immunhistokjemiske tester betyr et negativt resultat at det aktuelle antigenet
ikke ble pavist, ikke at antigenet ikke er til stede i cellene eller det analyserte vevet.
Morfologien til enhver vevsprave skal ogsa undersgkes med et snitt farget med
hematoksylin og eosin nar et immunhistokjemisk resultat skal tolkes. Pasientens
morfologiske funn og relevante, kliniske data ma tolkes av en kvalifisert patolog.

FARGINGSTOLKNING
Scoringskonvensjoner for tolkning av VENTANA HER? (4B5) i brystkarsinom

Brystkarsinomer som anses som positive for overuttrykking av HER2-protein ma oppfylle
terskelkriteriene for fargingsintensitet (2+ eller mer pa en skala pa 0 til 3+) og
prosentandel positive tumorceller (mer enn 10 %). Farging ma ogsa lokalisere til
cellemembranen. Cytoplasmisk farging kan fremdeles veere til stede, men denne
fargingen inngdr ikke i bestemmelsen av positivitet. Skann hele vevssnittet for & serge
for at kun godt konserverte og godt fargede omrader scores. Farging som omringer den
cytoplasmiske membranen fullstendig skal scores som en intensitet p& “2+” eller “3+".
Delvis farging av membranen skal scores som “1+". Det kan bli ngdvendig & undersake
grensetilfeller med en 40X forstarrelse eller mer for & diskriminere mellom intensitetene
“1+" 0g “2+". | motsetning til tilfeller som scores med intensiteten 3+ har farging scoret
som 2+ en renere og mer tydelig tegnet ring, mens tilfeller scoret som 3+ har et sveert
tykt omriss. Nedenfor er et hurtigreferansediagram for fargingskriterier. Se Interpretation
Guide for VENTANA anti-HER2/neu (4B5) Rabbit Monoclonal Primary Antibody staining
of breast and gastric carcinoma for en mer detaljert beskrivelse med fotografier av
farging med VENTANA HER2 (4B5).
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Tabell 4. Kriterier for intensitet og manster for cellemembranfarging med VENTANA
HER? (4B5) i brystkarsinom.

Score (rapporter til Evaluering av
Fargingsmanster behandlende lege) HER2-farging
Ingen membranfarging er 0 Negativ
observert
Svak, delvis farging av
membranen i en hvilken som 1+ Negativ
helst del av kreftcellene
Svak, fullstendig farging av
membranen, mer enn 10 % 2+ Tvetydig*
for kreftceller
Intens, fullstendig farging av
membranen, mer enn 10 % 3+ Positiv
for kreftceller

*Anbefal refleks til ISH

Scoringskonvensjoner for tolkning av VENTANA HER2 (4B5) i magekarsinom

Magekarsinomer som anses som positive for overuttrykking av HER2-protein, ma
oppfylle et terskelkriterium mht. intensitet og menster av membranfarging (2+ eller mer
pa en skala pa 0 til 3+) og prosentandel positive tumorceller. Farging ma lokaliseres il
cellemembranen, men trenger ikke & ha en fullstendig omkrets, siden basolateral farging
observeres jevnlig og skal vurderes for scoring. Farging av cytoplasma og/eller kjernen
kan veere tilstede, men denne fargingen inngar ikke i bestemmelsen av positivitet. |
magekarsinom avhenger prosentandelen av positive tumorceller av om hvorvidt praven
er en biopsiprave (=5 sammenhengende celler) eller en reseksjonsprave (=10 %).

Nar du fastslér scoringsretningslinjene for HER2-immunhistokjemi | magekreft'> ma du
veere klar over at selv om sterk membran farging er et bevis pa overuttrykking av HER2-
protein i neoplastiske celler, trenger den ikke & ha fullstendig omkrets.

Ruschoff et al rapporterte diffus cytoplasmisk farging med eller uten nuklezer farging ved
magekreft.16 Kun membran farging skal brukes til & bestemme uttrykking av HER2-
protein ved magekreft.

Immunhistokjemisk farging med Clone 4B5 kan produsere cytoplasmisk og nukleger
farging av normale mageslimhinner og sjeldnere av neoplastiske celler i magekarsinom
0g mage-/@sofaguskarsinom. Egenskapene til denne cytoplasmiske og nukleaere
fargingen er for gyeblikket ukjent. Dette fargemansteret ma ikke forveksles med den
diskré membrane fargingen, siden dette er en indikasjon pa HER2-positivitet i
neoplastiske celler.

Se Interpretation Guide for VENTANA anti-HER2/neu (4B5) Rabbit Monoclonal Primary
Antibody staining of breast and gastric carcinoma for en mer detaljert beskrivelse med
fotomikrografer av farging med VENTANA HER? (4B5).
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Tabell 5. Kriterier for intensitet og manster for cellemembranfarging med VENTANA

Score
(rapport til Evaluering

Fargemgnster — Fargemgnster — anvisende av HER2-
reseksjonsprave biopsiprave lege) farging
Ingen reaktivitet eller Ingen reaktivitet eller
membran reaktivitet i membran reaktivitet i 0 Negativ
<10 % av tumorceller en hvilken som helst

tumorcelle
Svak/naermest umerkelig | Gruppe av tumorceller*
membran reaktivitet i med svak / neermest
210 % av tumorceller. umerkelig membran .
Celler er kun reaktive i reaktivitet uavhengig av o Negativ
deler av membranen prosentandelen fargede

tumorceller
Svak til moderat Gruppe av tumorceller
fullstendig, basolateral med svak til moderat
eller lateral membran fullstendig, basolateral
reaktiviteti 210 % av eller lateral membran 2+ Tvetydig*
tumorceller reaktivitet uavhengig av

prosentandelen fargede

tumorceller.
Sterk fullstendig, Gruppe av tumorceller
basolateral eller lateral med sterk fullstendig,
membran reaktivitet i basolateral eller lateral
210 % av tumorceller membran reaktivitet 3+ Positiv

uavhengig av

prosentandelen fargede

tumorceller.

*25 sammenhengende celler

** Anbefalt refleks til ISH

BEGRENSNINGER

Generelle begrensninger
1. Immunhistokjemi er en diagnostisk prosess i flere trinn som krever spesialisert
oppleering i valg av egnede reagenser og vev, fiksering, behandling, preparering
av det immunhistokjemiske objektglasset, samt tolkning av fargingsresultatene.
2. Vevsfargingen er avhengig av handteringen og behandlingen av vevet far det

farges. Uriktig fiksering, frysing, tining, vasking, terking, oppvarming, snitting eller
kontaminasjon med annet vev eller vaesker kan frembringe artefakter, fanging av
antistoff eller falskt negative resultater. Inkonsekvente resultater kan oppsta som
falge av variasjoner i fikserings- og innstapingsmetodene, eller p& grunn av
naturlige uregelmessigheter i vevet.

3. Overdreven eller ufullstendig kontrastfarging kan forvanske riktig tolkning av
resultater.

4. Klinisk tolkning av positiv farging, eller fravaeret av dette, ma evalueres i lys av
sykehistorie, morfologi og andre histopatologiske kriterier. Klinisk tolkning av
farging, eller fraveeret av dette, ma suppleres med morfologiske undersgkelser og
riktige kontroller i tillegg til andre diagnostiske tester. Det er ansvaret til en
kvalifisert patolog & ha grundig kunnskap om antistoffene, reagensene og
metodene som brukes for & tolke det fargede preparatet. Farging skal utfgres i et
sertifisert, akkreditert laboratorium under oppsyn av en patolog som har ansvar for
a gjennomga de fargede objektglassene og sikre at de negative og positive
kontrollene er adekvate.

5. Ventana leverer antistoffer og reagenser ved optimal fortynning til bruk néar de
medfalgende anvisningene felges. Avvik fra anbefalte testprosedyrer kan
ugyldiggjare forventede resultater. Egnede kontroller ma benyttes og
dokumenteres. Brukere som awviker fra anbefalte testprosedyrer, ma selv ta
ansvaret for tolkning av pasientresultater.

6.  Dette produktet er ikke beregnet pa bruk i flowcytometri, da ytelsesegenskaper
ikke er fastslatt.
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7. Reagensene vil kunne vise uventede reaksjoner i vev som tidligere ikke har veert kjgring ved & farge flere sett med etterfalgende snitt med lav, medium og hgy
testet. Muligheten for uventede reaksjoner i selv i testede vevsgrupper kan ikke antigentetthet i én enkelt kjaring.
elimineres helt p& grunn av biologisk variabilitet av antigenuttrykk i neoplasmer, Reproduserbarhet av farging mellom kjgringer og mellom plattformer ble fastslatt
eller annet patologisk vev.17 Kontakt din lokale supportrepresentant med ved 4 farge tre objektglass, hver med fem brystkreftvev med scoringer pa 0, 1+, 2+
dokumenterte, uventede reaksjoner. 0g 3+ HER2-uttrykking, pa tre ulike instrumentkjgringer pa tvers av BenchMark- og

8. Vev fra personer som er infisert med hepatitt B-virus og som har hepatitt B- BenchMark XT-instrumentplattformene. For hvert tilfelle ble ni av 9 objektglass
overflateantigen (HBsAg), vil kunne utvise ikke-spesifikk farging med peroksidase farget riktig over tre instrumentkjgringer og pa tvers av alle testede
fra pepperrot.18 instrumentplattformer.

9. Falskt positive resultater kan sees pa grunn av ikke-immunologisk proteinbinding BenchMark XT-instrumentets farging mellom laboratorier og reproduserbarhet av
eller substratreaksjonsprodukter. De kan vaere forarsaket av pseudoperoksidase- scoring mellom lesere: Tre laboratorier deltok i studien av reproduserbarhet
aktivitet (erytrocytter), endogen peroksidaseakivitet (cytrokrom C) eller endogent mellom Igboratlorler.lObJekthas; med snitt fra 40 ngytralt bufrede tllfeller med .
biotin (eksempel: lever, hjeme, bryst, nyre) avhengig av typen anvendt formalinfiksert invasivt brystkarsinom [10 hver frg hver HERZTsorterlngskategon
immunologisk farging. 19 (0-1+, 2+, 3fr)] ogﬂseks (6) PATHWAY HER-24i 1 Contrql Slides ble se_ndt til hvert

10. P4 samme mate som for alle andre immunhistokjemiske tester, betyr et negativt sted for farging pa en VENTANA BenchMark XT automatisk fargemaskin-plattform

resultat at antigenet ikke ble pavist, og ikke at antigenet ikke var til stede i cellene
eller det analyserte vevet.

SPESIFIKKE BEGRENSNINGER

ved bruk av den anbefalte fargingsprotokollen. Kontroller inkluderte PATHWAY
HER-2 4 in 1 Control Slides og et andre objektglass med hvert tilfelle farget med
negativ Ig-reagens. Ingen steder opplevde ugyldige kjeringer basert pa
kontrollenes ytelse. Resultatene ble analysert av Ventana. Trettifire av farti (34/40)
objektglass viste lignende fargingsintensitet pa tvers av fargingsstedene. Seks

1. Antistoffet er optimalisert som angitt i tabell 1 og 2 for VENTANA-plattformer og . . . . >
N 2 . . _— . rgver (6/40 eller 15 %) varierte med maksimalt 1 intensitetsniva. Tre (3/6) praver
deteksjonsigemier. Pa grunn av vanasjoner innen vev§f|k5§r|ng od b ehandl!ng, Earierte(mellom 0o 102 som begge anses som negative. To praver (2(/40)eFI)Ier
kan det veere ngdvendig a gke eller redusere inkubasjonstiden til primeerantistoffet 5 %) varierte meIIor?l 2+’ and 3+ %gg én prove (L1 40)gvarieﬁe mpellom 1+ 0g 2+
a enkelte prgver. For mer informasjon om fikseringsvariabler, se ' :
‘F‘)Immunohisptochemistry Principles ar]1d Advances” 290 BenchMark XT-instrumentets reproduserbarhet av scoring mellom lesere: | alle
2. Antistoffet, i kombinasjon med VENTANA—deteksjé)nssett og -tilbehar, paviser 40 tlfeller (100 %), var minst 2 av 3 patologer enige.

' : ' : : I - Reproduserbarhet mellom partier ble fastslatt ved automatisert farging av 5
antigen som overlever rutinemessig formalinfiksering, vevsbehandling og . bryztkreftvev med scoringerr) 040, 1+, 2+ 0g 3+ HER2-uttrykking m%e dga partier av
sekSJlonenng. Brgkerg som aW|lker fra anbefalte testprosedyrer er ansvarlige for HER? (485). Fargede vev ble scéret’pé en skala fra 0 til 3+ av e kvalifiserte
tolkning og qukjenmng av pa5|e'r?trlesultatene. - lesere. Det fantes 100 % overensstemmelse mellom partier og lesere for de

3. Benmarg ble ikke testet for spesifisitet. Brukeren bar bestemme egnet farging i fargede 3 objekiglassene og 5 vevspravene
4 :/evenehg\/terllfor fﬂrkffarg|p gsmfodrné?spnzgstoklkes. d lasmisk Sammenligningsstudier av Clone 4B5 monoklonalt antistoff til PATHWAY

- Immunhistokjemisk farging med Clone 485 kan produsere cytoplasmisk og . HER-2/ neu (CB11) monoklonalt antistoff fra mus: Sammendrag av utfarte studier.
nuklecer fqrgmg av normale magesllmh!nner 0g sjeldnere av lneoplasnske celleri En metodesammenligningsstudie ble utfart for & undersgke korrelasjonen av
magelkars'.”im og mﬁﬁe'/”sfofagus“ars'”fom' Eg;f‘kskkipekr.‘e tt" gert‘t”e Clone 4B5 til PATHWAY HER-2/neu (CB1L) og PathVysion Her-2 FISH, begge
;:ytop asmlf € tog Dqkkea?re akrgllngen Zr dor %Yek Ikke uden ) fe € id tidligere godkjente FDA-diagnostiske tester. Seks forskere deltok i studien. To sett
dargemﬂns .erg.km IKKe ?_{EEZS €s T.e.t tgn IS lre tmim rzillne argingen, siden med tre ulike forskere evaluerte to uavhengige kohorter (Kohort 1: n=178, Kohort

elte er en indikasjon pa -pOSHivtel I NEOpIAsUSKe celler. 2: n=144) ved hjelp av kjente tilfeller av brystkreft farget med PATHWAY HER-
YTELSESEGENSKAPER 2/neu (CB11) og Clone 4B5. FISH-data ble samlet inn fra pasientanamnese. En

Ytelsen til VENTANA HER? (4B5)-antistoffet ble vurdert ved hjelp av studier av
spesifisitet, reproduserbarhet og metodesammenligning. All farging ble utfart ved hjelp
av iVIEW DAB Detection Kit-protokollen oppfart ovenfor pd en Benchmark XT
automatisert fargemaskin, med mindre annet er angitt. Data presenteres farst for
brystkarsinom, deretter for magekarsinomer.

1.

Spesifisitet: Clone 4B5-spesifisitet ble fastslatt av en studie som viste ikke-
spesifikk membran farging for de fleste normale vev. Fargingsresultater var som
falger: binyre (0/3), bryst (0/3), cerebellum (0/3), cerebrum (0/3), cervix (0/3),
tykktarm (0/3), spiserar (1/3), hjerte (0/2), nyre (0/3), lever (0/3), lunge (0/3),
mesotelceller (0/3), eggstokk (0/3), bukspyttkjertel (0/3), biskjoldbruskjertel (1/3,

konsensus-score fra de tre leseme for hvert antistoff ble opprettet for hvert tilfelle
for & redusere variasjoner innen én leser, noe som eksisterer ved HER2-
scoring.21.22,23 Totalt 322 tilfeller ble vurdert. Objektglassene farget med
PATHWAY HER-2/neu (CB11) ble behandlet og farget i henhold til produsentens
instruksjoner som er spesifisert i PATHWAY HER-2/neu (CB11)
pakningsvedlegget. Det var i gjennomsnitt ca. ett & mellom farging og avlesing av
de PATHWAY HER-2/neu (CB11)-fargede objektglassene. Siden score fra én av
de seks leserne 1a utenfor konfidensintervallet (Cl), presenteres data fra de to
kohortene som falger:

Reproduserbarhet mellom patologer av praver fra sammenligningsstudier
Tabell 6. Kohort 1: Konsensus IHC-scoringer fra tre patologer.

fokal membranfarging), perifer nerve (1/3), hypofyse (0/2), prostata (1/3),
spyttkjertel (0/3), skjelettmuskel (0/3), hud (0/3), tynntarm (0/3), milt (0/3), mage

(0/3), testikkel (0/3), thymus (0/2), skjoldbruskkjertel (0/3), tonsill (2/3 fokal farging } i

av overflateepitelceller) og livmor (0/3). Clone 4B5- PATHWAY HER-2/neu (CB11)-skér

Clone 4B5-spesifisitet ble ogsa fastslatt av en studie som viste ikke-spesifikk score 3+ 2+ 0,1+ Total
membran farging for de fleste neoplastiske vev. Fargingsresultater var som fglger: 3+ 29 24 5 58
brystkreft (1/4), karsinoid (0/2), tykktarmkreft (1/3), hepatocelluleer kreft (0/5),

leiomyom (0/2), lungekreft (0/2), lymfom (0/3), melanom (0/2), eggstokkreft (1/2), 2+ 2 13 17 32
bukspyttkjertelkreft (0/3), prostatakreft (0/3), nyrecellekreft (0/5), sarkom (0/2),

magekreft (0/3), skjoldbruskkjertelkreft (0/3) og udifferensiert kreft (0/1). 0,1+ 0 0 53 53
Positiv farging i tonsillepitel, gsofagusepitel, prostata, perifer nerve, parathyroidea, Total 31 37 75 143
brystkreft, tykktarm og eggstokkreft er konsekvent med publisert litteratur om

uttrykking av HER2.

2. Sensitivitet: Fglsomhet demonstreres i tabell 9 og 11: Konsensus Clone 4B5 IHC-
scoringer fra tre patologer sammenlignet med FISH.

3. Reproduserbarhet av farging innen én kjgring pa BenchMark og BenchMark XT-
instrumentplattformene for farging ble fastslatt ved 4 farge tre objektglass hver fra
fem brystkreftvev med en score pa 0, 1+, 2+ og 3+ HER2-uttrykking. For hvert
tilfelle ble tre av 3 objektglass farget riktig innen en kjgring og for alle testede
instrumentplattformer. Brukere ber bekrefte resultater fra reproduserbarhet innen

Kohort 1: Ytelsesegenskaper for 3x3 presentasjon.
Total overensstemmelse er 29+13+53/143 = 66,4 % (95 % Cl = 38,6 %, 59,7 %).

Kohort 1: Ytelsesegenskaper for 2x2 presentasjon (HER-2-antistoffpositive (2+ og 3+) og
-negative (0+ og 1+) score er kombinert).

Positiv overensstemmelse i prosent er 29+2+24+13/31+37 = 100 %

(95 % CI=97,5% — 100 %).

Negativ overensstemmelse i prosent er 53/75 = 70,7 %
(95% CI1 =585 % - 80,1 %).

2013-10-09 5/15
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Total overensstemmelse er 29+24+2+13+53/143 = 84,7 % (95 % Cl = 78,2 % — 90,0 %).

Tabell 7. Kohort 2: Konsensus IHC-scoringer fra tre patologer.

PATHWAY HER-2/neu (CB11)-skar
Clone 4B5-score 3+ 2+ 0,1+ Total
3+ 72 1 0 73
2+ 1 12 5 18
0, 1+ 0 7 80 87
Total 73 20 85 178

Kohort 2: Ytelsesegenskaper for 3x3 presentasjon.
Total overensstemmelse er 72+12+80/178 = 92,1 % (95 % Cl = 80,1 % - 93,1 %).

Kohort 2: Ytelsesegenskaper for 2x2 presentasjon (positive (2+ og 3+) og negative
(0+ og 1+) scoringer for HER2-antistoff er kombinert).

Positiv overensstemmelse i prosent er 72+12+1+1/73+20 = 92,5 %
(95 % CI =85,2 % — 96,9 %).
Negativ overensstemmelse i prosent er 80/85 = 94,1 %
(95% CI = 86,8 % — 98,1 %).
Total overensstemmelse er 72+12+1+1+80/178 = 93,3 % (95 % Cl = 88,5 % — 96,4 %).

Tabell 8. Kohort 1: Konsensus PATHWAY HER-2/neu (CB11) IHC-skarer for tre
patologer sammenlignet med FISH

PATHWAY HER- FISH-resultat

2/neu (CB11)-skar Positiv Negativ Total
3+ 32 0 32
2+ 32 5 37

0, 1+ 22 53 75
Total 86 58 144

Kohort 1: Ytelsesegenskaper for PATHWAY HER-2/NEU (CB11) og FISH,
2x2-presentasjon (der score pa 2 og 3 anses som positive).

Positiv overensstemmelse i prosent er 32+32/86 = 74,4 %
(95% CI = 63,8 % — 83,2 %).
Negativ overensstemmelse i prosent er 53/58 = 91,4 %
(95% CI =80,9 % - 97,1 %).
Total overensstemmelse er 32+32+53/144 = 81,2 % (95 % Cl = 73,9 % — 87,2 %).

Tabell 9. Kohort 1: Konsensus Clone 4B5 IHC-scoringer fra tre patologer sammenlignet
med FISH.

FISH-resultat
Clone 4B5-score Positiv Negativ Total
3+ 55 3 58
2+ 25 8 33
0, 1+ 6 47 53
Total 86 58 144

Kohort 1: Ytelsesegenskaper for Clone 4B5 og FISH, 2x2 presentasjon
(der scoringer pa 2 og 3 anses som positive).

Positiv overensstemmelse i prosent er 55+25/86 = 93,0 %

(95% CI =87,9 % - 96,3 %).

Negativ overensstemmelse i prosent er 47/58 = 81,0 % (95 % Cl = 73,4 % — 86,0 %).
Total overensstemmelse er 55+25+47/144 = 88,2 % (95 % Cl = 82,1 % - 92,2 %).

Tabell 10. Kohort 2: Konsensus PATHWAY HER-2/neu (CB11) IHC-skarer for tre
patologer sammenlignet med FISH
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PATHWAY HER- FISH-resultat

2/neu (CB11)-skar Positiv Negativ Total
3+ 72 1 73
2+ 13 7 20

0, 1+ 8 7 85
Total 93 85 178

Kohort 2: Ytelsesegenskaper for PATHWAY HER-2/neu (CB11) og FISH,
2x2 presentasjon (der score pa 2 og 3 anses som positive).

Positiv overensstemmelse i prosent er 72+13/93 = 91,3 %
(95 % CI=85,0% - 96,7 %).
Negativ overensstemmelse i prosent er 77/85 = 90,6 %
(95 % CI =839 % - 96,3 %).
Total overensstemmelse er 72+13+77/178 = 91,0 % (95 % Cl = 86,5 % — 94,9 %).

Tabell 11. Kohort 2: Konsensus Clone 4B5 IHC-scoringer fra tre patologer
sammenlignet med FISH.

FISH-resultat
Clone 4B5-score Positiv Negativ Total
3+ 72 1 73
2+ 11 7 18
0, 1+ 10 7 87
Total 93 85 178

Kohort 2: Ytelsesegenskaper for Clone 4B5 og FISH, 2x2 presentasjon
(der scoringer pa 2 og 3 anses som positive).
Positiv overensstemmelse i prosent er 72+11/93 = 89,2 %
(95% CI1=82,5% - 95,1 %).
Negativ overensstemmelse i prosent er 77/85 = 90,6 %
(95% CI=84,0% - 96,4 %).
Total overensstemmelse er 72+11+77/178 = 90,0 % (95 % Cl = 85,4 % — 93,6 %).

Reproduserbarhet mellom patologer av prgver fra sammenligningsstudier

Siden det er godt kjent at ulike patologer kan ha ulike tolkninger avimmunhistokjemiske
objektglass, ble tre patologer benyttet for hver av de to kohortene (sa totalt 6 patologer)
for & lese alle pravene. En to-av-tre-regel ble brukt til & bedemme de endelige
resultatene. Nedenfor er et sammendrag av de forskjellige resultatene oppnédd av de tre
patologene med sammenligningsstudiepravene for hver kohort.

Tabell 12. Kohort 1: Clone 4B5-scoring for de tre patologene.

Clone 4B5-score
HER2-score Forsker 1 Forsker 2 Forsker 3
3+ 72 70 73
2+ 22 19 18
0,1+ 80 89 87
Total 174 178 178

Merk: Totalt 3 praver varierte med mer enn ett graderingsniva (dvs. 0, 2+) nar
evaluert av de tre patologene.

Prave 1: En patolog scoret 2+, to patologer scoret 0+,
Prave 2: En patolog scorte 0+, to patologer scorte 2+.
Prave 3: En patolog scorte 0+, den andre scorte 1+ og den tredje scorte 2+.
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Tabell 13. Kohort 1: PATHWAY HER-2/neu (CB11)-skéring for de tre patologene.

PATHWAY HER-2/neu (CB11)-skar
HER2-score Forsker 1 Forsker 2 Forsker 3
3+ 72 75 73
2+ 22 22 18
0,1+ 80 81 87
Total 174 178 178

Merk: Totalt 1 preve varierte med mer enn ett gradniva (f.eks. 1, 3+) nar de
ble vurdert av de tre patologene.

Prave 1: En patolog scoret 1+, den andre scoret 2+ og den tredje scoret 3+.

Tabell 14. Kohort 2: Clone 4B5-scoring for de tre patologene.

Clone 4B5-score
HER2-score Forsker 4 Forsker 5 Forsker 6
3 59 65 50
2 30 28 39
01 52 51 55
Total 141 144 144

Merk: Totalt 6 prever varierte med mer enn ett graderingsniva (f.eks. 0, 3+)
nér evaluert av de tre patologene.

Prave 1: En patolog scorte 0+, den andre scorte 0+ og den tredje scorte 2+.
Prave 2: En patolog scorte 1+, den andre scorte 1+ og den tredje scorte 3+.

Prave 3: En patolog scorte 0+, den andre scorte 2+ og den tredje patologen
scorte 2+.

Prave 4 og 5: En patolog scorte 0+, den andre scorte 2+ og den tredje
scorte 2+.

Prave 6: En patolog scorte 0+, den andre scorte 3+ og den tredje scorte 3+.

PATHWAY HER-2/neu (CB11)-skar
HER2-score Forsker 4 Forsker 5 Forsker 6
3+ 31 37 28
2+ 38 32 47
0,1+ 75 75 69
Total 144 144 144

Merk: Totalt 8 prever varierte med mer enn ett graderingsniva (dvs. 0 — 2+)
nér evaluert av de tre patologene.

Prave 1-6: En patolog scorte 0+, den andre scorte 1+ og den tredje scorte 2+.

Prave 7 og 8: En patolog scorte 0+, den andre scorte 2+ og den tredje
scorte 2+.

Tabell 15. Kohort 2: PATHWAY HER-2/neu (CB11)-skéring for de tre patologene.

Falgende er en tabell over omradene for prosentmessig overensstemmelse pa tvers av

patologparene (tre par for hver kohort).
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Tabell 16. Omréader pa 2X2* overensstemmelse for de tre patologene.

BRI Positiv prosent Negativ prosent
rs):r):s\gr samsvar samsvar
Clone 4B5 kontra PATHWAY HER-2/neu (CB11)
Kohort 1 82,6 -86,9 % 97,3-100,0 % 68,0-75,4 %
Kohort 2 88,2-955% 87,6 -95,6 % 86,1-954%
Clone 4B5 vs. FISH
Kohort 1 86,8 -88,2 % 90,7-94,2% 79,3-81,0%
Kohort 2 87,4-89,9% 88,2-90,0% 845-918%
PATHWAY HER-2/neu (CB11) kontra FISH
Kohort 1 79,9-84,0% 73,3-80,2% 89,7-89,7%
Kohort 2 84,8-93,3% 86,7-92,5% 82,7-94,1%

*0, 1+ = Negativ. 2+ og 3+ = Positiv.

Konklusjon: Data fra disse studiene indikerte at det primeere Clone 4B5-antistoffet var
spesifikt og reproduserbart mht. dets evne til & finne egnet membran farging for normait
0g neoplastisk vev. Data fra metodesammenligning demonstrerte at det primeere Clone
4B5-antistoffet er indisert som et hjelpemiddel ved vurdering av brystkreftpasienter der

behandling med Herceptin overveies.

9.  VYtelsesegenskaper pa BenchMark ULTRA-instrumentet ved bruk av iVIEW
DAB Detection Kit eller ultraView Universal DAB Detection Kit:

BenchMark ULTRA-instrumentets farging mellom laboratorier og reproduserbarhet
mellom dager: Tre laboratorier fra ulike institusjoner i USA deltok i
reproduserbarhetsstudien mellom laboratorier. Objektglass med snitt fra 48 tilfeller
med FFPE invasivt brystkarsinom [12 hver fra hver HER2-sorteringskategori

(0, 1+, 2+, 3+)] og 1 par PATHWAY HER-2 4 in 1 Control Slides for hver av 12
fargekjeringer ble distribuert til studiesteder for farging pa en VENTANA
BenchMark ULTRA automatisert fargemaskin ved hjelp av anbefalt
fargingsprotokoll og ultraView Universal DAB Detection Kit. Kontroller inkluderte
PATHWAY HER-2 4 in 1 Control Slides og et andre objektglass med hvert tilfelle
farget med negativ Ig-reagens. Patologer, blindet for tilfellets status, evaluerte
objektglassene og oppga en klinisk score (dvs. 0, 1+, 2+, 3+). Resultatene ble
analysert av Ventana. Ved hjelp av standard nomenklatur for 2x2 tabeller, ble
giennomsnittlig positiv overensstemmelse (APA) pa tvers av steder beregnet som
[2a/(2a+b+c)], og gjennomsnittlig negativ overensstemmelse (ANA) beregnet som
[2d/(2d+b+c)]. P& tvers av alle steder var APA mellom stedene basert pa Klinisk
vurdering (positiv, negativ) 90,0 % (108/120), og ANA var 92,9 % (156/168).

For parvise sammenligninger av steder ble APA beregnet som a/(a+c), og ANA ble
beregnet som d/(b+d). APA-rater mellom stedene var 93,0 % (40/43), 87,2 (34/39)
09 89,5 % (34/38) for henholdsvis sted A vs. sted B, sted A vs. sted C og sted B
vs. sted C. ANA-rater mellom stedene var 94,3 % (50/53), 91,2 % (52/57) og

93,1 % (54/58) for henholdsvis sted A vs. sted B, sted A vs. sted C og sted B vs.
sted C.

Falgende tabeller er 3x3 presentasjoner av resultater for hver leser basert pa
klinisk score der 2+ og 3+ var separert.

Tabell 17. 3x3 analyse av overensstemmelsesrater mellom laboratorier for sted A vs.
sted B — Clone 4B5 BenchMark ULTRA med ultraView Universal DAB Detection Kit.

Sted B
Sted A 3+ 2+ 0,1+ Total
3+ 12 2 0 14
2+ 0 6 2 8
0, 1+ 0 1 25 26
Total 12 9 27 48
Total overensstemmelse i prosent (OPA): n/N (%) 43/48 (89,6)
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Tabell 18. 3x3 analyse av overensstemmelsesrater mellom laboratorier for sted A vs.
sted C — Clone 4B5 BenchMark ULTRA-instrument med ultraView Universal DAB
Detection Kit.

Roche)

B og C. Den 3x3-presentasjonen av overensstemmelsesrater mellom plattformer
for hver leser basert pa klinisk score (0/1+, 2+, 3+) vises i tabellene nedenfor:

Sted C
Sted A 3+ 2+ 0,1+ Total
3+ 12 1 1 14
2+ 0 4 4 8
0,1+ 0 0 26 26
Total 12 5 31 48
Total overensstemmelse i prosent (OPA): n/N (%) 42/48 (87,5)

Tabell 19. 3x3 analyse av overensstemmelsesrater mellom laboratorier for sted B vs.
sted C — Clone 4B5 BenchMark ULTRA-instrument med ultraView Universal DAB

Detection Kit.

Tabell 20. Overensstemmelsesgrader mellom plattformene BenchMark ULTRA-
instrument vs. BenchMark XT-instrument med 3x3 analyse — leser A.

BenchMark

ULTRA-instrument BenchMark XT-instrument
Leser A 3+ 2+ 0,1+ Total
3+ 84 11 1 96
2+ 8 28 9 45
0,1+ 4 8 114 126
Total 96 47 124 267

(95 % Cl)

Total overensstemmelse i prosent: n/N (%)

2261267 (84,6) (79,8 - 88,5)

Tabell 21. Overensstemmelsesgrader mellom plattformene BenchMark ULTRA-
instrument vs. BenchMark XT-instrument med 3x3 analyse — leser B.

Sted C
Sted B 3+ 2+ 0, 1+ Total
3+ 12 0 0 12
2+ 0 5 4 9
0,1+ 0 0 27 27
Total 12 5 31 48
Total overensstemmelse i prosent (OPA): n/N (%) 44/48 (91,7)

10.

11.

BenchMark ULTRA -instrumentets reproduserbarhet av farging mellom
dager:

Delen av studien med reproduserbarhet mellom dager (IDR) inkluderte 12 tilfeller
med en tiltenkt distribusjon av ca. tre (3) tilfeller ved hver kliniske score (0, 1+, 2+,
3+). Totalt ble de fem kjgringene p& BenchMark ULTRA-instrumentet ved den
enkelte institusjonen (sted C) som utfgrte IDR-delen av studien, gjennomfart i
lgpet av minst 20 dager, slik at det ikke ble utfert farging to dager pa rad. IDR
APA- og ANA-rater basert pa Klinisk vurdering av Clone 4B5-farging ved sted C pa
tvers av alle dager var begge 100 %. Totale overensstemmelsesnivaer i prosent
(OPA) for sammenligninger mellom dager basert pé kliniske score var 100 % for
hver av sammenligningene fra dag til dag og for alle dagene kombinert.
Sammenligningsstudie av BenchMark ULTRA-fargingsplattform

og BenchMark XT-fargingsplattform:

To fargingslaboratorier og tre avlesningssentre i USA deltok i
plattformsammenligningsstudien. Objektglass med snitt fra 280 tilfeller av FFPE
invasivt brystkarsinom [ca. 70 tilfeller fra hver HER2-sorteringskategori (0, 1+, 2+,
3+)] ble tilfeldig distribuert til to fargingssteder (140 tilfeller til hvert sted) for farging
pa et BenchMark XT-instrument og et BenchMark ULTRA-instrument ved hjelp av
de respektive anbefalte fargingsprotokollene ultraView Universal DAB Detection
Kit. Kontroller inkluderte PATHWAY HER-2 4 in 1 Control Slides og et andre
objektglass med hvert tilfelle farget med negativ Ig-reagens. Fargede tilfeller fra
sted 1 og sted 2 ble delt inn i fire objektglassett og levert, ett sett om gangen, til tre
ulike kvalifiserte lesere (patologer), én leser ved sted 1, én ved sted 2 og én ved
sted 3. Patologene, blindet for tilfellets status og fargeplattform, evaluerte alle fire

BenchMark

ULTRA-instrument BenchMark XT-instrument
Leser B 3+ 2+ 0,1+ Total
3+ 64 2 1 67
2+ 3 56 7 66
0,1+ 2 10 122 134
Total 69 68 130 267

(95 % Cl)

Total overensstemmelse i prosent: n/N (%)

2421267 (90,6) (86,5 - 93,6)

Tabell 22. Overensstemmelsesgrader mellom plattformene BenchMark ULTRA-
instrument vs. BenchMark XT-instrument med 3x3 analyse — leser C.

BenchMark

ULTRA-instrument BenchMark XT-instrument

Leser C 3+ 2+ 0,1+ Total

3+ 64 1 0 65

2+ 2 45 1 48

0,1+ 0 6 148 154

Total 66 52 149 267

Total overensstemmelse i prosent: n/N (%) 257/267 (96,3) (93,2 — 98,0)
(95 % Cl)

12.  Reproduserbarhet mellom patologer av prgver fra sammenligningsstudier av

plattformer:

Positive og negative overensstemmelsesrater med tosidig score pa 95 %

objektglassett og oppga en klinisk score (dvs. 0, 1+, 2+, 3+) for hvert tilfelle
Resultatene ble analysert av Ventana. PPA-ratene (og nedre grense for de
tosidige 95 % konfidensintervallene) for farging av Clone 4B5-antistoffet pa
BenchMark ULTRA-instrumentet vs. BenchMark XT-instrumentet basert pa Klinisk
vurdering (positiv, negativ) var 91,6 % (85,9), 91,2 % (85,3) og 94,9 % (89,3) for
henholdsvis leser A, B og C. NPA-ratene (og nedre grense for de tosidige 95 %
konfidensintervallene) for farging av Clone 4B5-antistoffet p& BenchMark ULTRA-
instrumentet vs. BenchMark XT-instrumentet basert pa Klinisk vurdering (positiv,
negativ) var 91,9 % (85,8), 93,8 % (88,3) 0g 99,3 % (96,3) for henholdsvis leser A,
B og C. OPA mellom Clone 4B5-farging ved hjelp av BenchMark ULTRA-
instrumentet vs. BenchMark XT-instrumentet basert pa 2x2 analyse av klinisk
vurdering (positiv, negativ) var 91,8 %, 92,5 % og 97,4 % for henholdsvis leser A,

2013-10-09 8/15
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konfidensintervaller ble beregnet for de seks mulige parvise sammenligningene
mellom lesere for hver plattform.

For BenchMark ULTRA-instrumentet var PPA-nivaer for leser Avs. B, Avs. C, B
vs. C, B vs. A, Cvs. Aog C vs. B henholdsvis 94,7 % (126/133), 98,2 %
(111/113), 98,2 % (111/113), 89,4 % (126/141), 78,7 % (111/141) og 83,5 %
(111/133).

NPA-nivaer for leser Avs. B, Avs. C,Bvs. C,Bvs. A, Cvs. Aog C vs. B var
henholdsvis 88,8 % (119/134), 80,5 % (124/154), 85,7 % (132/154), 94,4 %
(119/126), 98,4 % (124/126) 0g 98,5 % (132/134). OPA-raten var hayest mellom
leser A og leser B (91,8 %) og lavere mellom leser B og leser C (91,0 %) og leser
A og leser C (88,8 %).
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For BenchMark XT-instrumentet var PPA-nivaer for leser Avs. B, Avs. C, B vs. C,
Bvs. A, Cvs. Aog C vs. B henholdsvis 94,9 % (130/137), 98,3 % (116/118), 98,3 %
(116/118), 90,9 % (130/143), 81,1 % (116/143) og 84,7 % (116/137). NPA-rater for
leser Avs. B, Avs. C,Bvs. C,Bvs. A Cvs. Aog C vs. B var henholdsvis 90,0%
(117/130), 81,9 % (122/149), 85,9 % (128/149), 94,4 % (117/124), 98,4 % (122/124)
0g 98,5 % (128/130). OPA-raten var hgyest mellom leser A og leser B (92,5%) og
lavere mellom leser B og leser C (91,4 %) og leser A og leser C (89,1 %).

Sammenligningsstudie av iVIEW DAB Detection Kit- til ultraView Universal
DAB Detection Kit:

Sted 1-kohorten med 140 tilfeller av FFPE invasivt brystkarsinom [ca. 35 tilfeller
fra hver HER-2 sorteringskategori (0, 1+, 2+, 3+)] ble bruktien
sammenligningsstudie av iVIEW DAB Detection Kit og ultraView Universal DAB
Detection Kit ved farging med Clone 4B5 pé& en BenchMark ULTRA automatisert
fargemaskin. Et enkelt fargingslaboratorium og tre avlesningssentre i USA deltok i
deteksjonssammenligningsstudien. For farging av Clone 4B5-antistoff pa
BenchMark ULTRA-instrumentet var PPA-ratene mellom resultater oppnadd med
iVIEW DAB Detection Kit og ultraView Universal DAB Detection Kit-metoder
basert pa klinisk vurdering (positiv, negativ) 95,8 % (68/71), 96,9 % (63/65) og
96,5 % (55/57) for henholdsvis leser A, B og C, og NPA-ratene mellom
deteksjonsmetoder var 90,8 % (59/65), 91,5 % (65/71) og 97,5 % (77/79) for
henholdsvis leser A, B og C. OPA-ratene mellom deteksjonssett var 93,4 %
(127/136), 94,1 % (128/136) og 97,1 % (132/136) for henholdsvis leser A, B og C.
Den 3x3 presentasjonen av overensstemmelsesrater for
deteksjonssammenligning for hver leser basert pa klinisk score (0/1+, 2+, 3+)
vises i tabellene nedenfor:

Tabell 23. Leser A, iVIEW DAB Detection Kit vs. ultraView Universal DAB Detection Kit
overensstemmelsesrater 3x3 analyse — Clone 4B5-farging pa BenchMark ULTRA-

instrument.
iVIEW DAB
Detection Kit ultraView Universal DAB Detection Kit
Leser A 3+ 2+ 0, 1+ Total
3+ 43 5 0 48
2+ 3 17 6 26
0,1+ 0 3 59 62
Total 46 25 65 136
;I;)c;t%k%vlizrensstemmelse i prosent: n/N (%) 119/136 (87,5) (80,9 — 92,0)

Tabell 24. Leser B, iVIEW DAB Detection Kit vs. ultraView Universal DAB Detection Kit
overensstemmelsesrater 3x3 analyse — Clone 4B5-farging pd BenchMark ULTRA-

instrument.

iVIEW DAB

Detection Kit | ultraView Universal DAB Detection Kit

Leser B 3+ 2+ 0, 1+ Total

3+ 32 0 0 32

2+ 0 31 6 37

0,1+ 1 1 65 67

Total 33 32 71 136

Total overensstemmelse i prosent: n/N (%)

(95 % Cl) 128/136 (94,1) (88,8 - 97,0)
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Tabell 25. Leser C, iVIEW DAB Detection Kit vs. ultraView Universal DAB Detection Kit
overensstemmelsesrater 3x3 analyse — Clone 4B5-farging pa BenchMark ULTRA-

instrument.
iVIEW DAB
Detection Kit | ultraView Universal DAB Detection Kit
Leser C 3+ 2+ 0,1+ Total
3+ 32 0 0 32
2+ 0 23 2 25
0,1+ 0 2 77 79
Total 32 25 79 136
(Tgost%;)ocvlc)arensstemmelse i prosent: n/N (%) 1321136 (97,1) (92,7 - 98.9)

14,

Reproduserbarhet mellom patologer av praver fra sammenligningstudier av
deteksjon:

Positive 0g negative overensstemmelsesnivaer med tosidig score 95 %
konfidensintervaller ble beregnet for de seks mulige parvise sammenligningene
mellom lesere for hver metode.

For iVIEW DAB Detection Kit var PPA-rater for leser Avs. B, Avs. C,Bvs. C, B
vs. A, Cvs. Aog C vs. B henholdsvis 100,0 % (69/69), 98,2 % (56/57), 96,5 %
(55/57), 93,2 % (69/74), 75,7 % (56/74) 0g 79,7 % (55/69). NPA-nivaer for leser A
vs. B,

Avs.C,Bvs.C,Bvs. A Cvs,Aog Cvs. Bvar92,5 % (62/67), 77,2 % (61/79),
82,3 % (65/79), 100,0 % (62/62), 98,4 % (61/62) og 97,0 % (65/67). Det totale
overensstemmelsesnivéet var hgyest mellom leser A og leser B (96,3 %) og
lavere mellom leser A og leser C (86,0 %) og leser B og leser C (88,2 %).

For ultraView Universal DAB Detection Kit var PPA-rater for leser Avs. B, Avs. C,
Bvs.C,Bvs. A, Cvs. Aog C vs. B henholdsvis 96,9 % (63/65), 98,2 % (56/57),
98,2 % (56/57), 88,7 % (63/71), 78,9 % (56/71) og 86,2 % (56/65). NPA-rater for
leser Avs. B, Avs.C,Bvs.C,Bvs. A Cvs.Aog C vs. B var henholdsvis 88,7 %
(63/71), 81,0 % (64/79), 88,6 % (70/79), 96,9 % (63/65), 98,5 % (64/65) og 98,6 %
(70/71). De totale overensstemmelsesnivaene var lignende for hvert leserpar,
henholdsvis 92,6 % (126/136), 88,2 % (120/136) og 92,6 % (126/136) for leser A
vs. B, leser Avs. C og leser B vs. C.

YTELSESEGENSKAPER | MAGETILFELLER

1.

Repeterbarhet mellom kjgringer pa BenchMark XT-instrumentet ble utfert i fem
kjgringer utfert i lapet av en 5-dagers (ikke sammenhengende) periode. Fem
objektglass med tre tilfeller av magevev med scoringer pa 0, 1+, 2+ og 3+ HER2-
uttrykking demonstrerte 100 % overensstemmelse innenfor den positive/negative
verdien for hvert vev.

Repeterbarhet mellom kjgringer pa BenchMark XT-instrumentet ble utfart pa

28 objektglass med tilfeller av magevev med scoringer pa 0, 1+, 2+ og 3+ HER2-
uttrykking. Alle tilfeller hadde tilsvarende score innenfor den positive/negative
verdien for hver vevstype.

Repeterbarhet innen én plattform ble utfart pa tvers av tre BenchMark XT-
instrumenter. | disse kjgringene oppnéadde alle 30 objektglassene fra hver av de to
ulike multivevshlokkene med tre tilfeller av magevev med scoringer pa 0, 1+, 2+
o0g 3+ HER2-uttrykking tilsvarende score innenfor den positive/negative verdien for
hver vevstype.

Repeterbarhet innen én plattform ble testet pa tvers av tre BenchMark ULTRA-
instrumenter. | disse kjgringene oppnadde alle 15 objektglassene fra én
multivevsblokk tilsvarende score innenfor den positive/negative verdien for hver
vevstype.

Repeterbarhet mellom plattformer ble testet pa tvers av tre BenchMark XT- og tre
BenchMark ULTRA-instrumenter. | disse kjgringene oppnadde alle 30
objektglassene fra én multivevsblokk tilsvarende score innenfor den
positive/negative verdien for hver vevstype.
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Sammenligning av iVIEW DAB Detection Kit og ultraView Universal DAB
Detection Kit ved bruk av magetilfeller:

Clone 4B5 ble brukt til & utfare sammenligningstesting av deteksjonssett pa tvers
av to instrumenter (BenchMark XT-instrument og BenchMark ULTRA-instrument)
ved bruk av iVIEW DAB Detection Kit og ultraView Universal DAB Detection Kit.

Tabell 28. Overensstemmelsesrater i prosent og 95 % konfidensintervaller for Clone
4B5 (IHC) vs. HercepTest, angitt etter vevskilde. Begge IHC-tester ble scoret som
positive vs. negative (0/1+ vs. 2+/3+).

To hundre og ti vevstilfeller ble brukt som en del av testingen. De fargede
objektglassene ble vurdert for positiv/negativ klinisk scoring.

Ratene for morfologi- og bakgrunnsakseptabilitet var 100 % for bade
deteksjonssett og instrumenter. Direkte sammenligninger for positiv og negativ

klinisk vurdering mellom deteksjonssett for hvert instrument presenteres i fglgende

tabeller.

Tabell 26. Klinisk vurdering av ultraView Universal DAB Detection Kit versus iVIEW
DAB Detection Kit p& BenchMark XT-instrumentet.

ultraView Universal DAB 1T EEE e (N

Detection Kit Positiv Negativ Total

Positiv 21 0 21

Negativ 0 189 189

Total 21 189 210
n/N %

Positiv prosent samsvar 2121 100

Negativ prosent samsvar 189/189 100

Helhetlig prosent samsvar 210/210 100

Tabell 27. Sammenligning av klinisk vurdering pa BenchMark XT og BenchMark
ULTRA-fargingsplattformene ved bruk av ultraView Universal DAB Detection Kit.

BenchMark ULTRA fargingsplattform
BenchMark_ XT far_gingsplattform Q:ti ﬂltgzv}l?r/ CU DA
med ultraView Universal DAB
Detection Kit Positiv Negativ Total
Positiv 20 1 21
Negativ 0 189 189
Total 20 190 210
niN % (95 % CI)
Positiv prosent samsvar 2020 100 (83,9-100)
Negativ prosent samsvar 189/190 99,5 (97,1-99,9)
Helhetlig prosent samsvar 209/210 99,5 (97,4-99,9)

Generell Negativ
Total overensst. overensst. i overensst. i
i prosent prosent prosent
n (95 % Cl) n | (95%Cl) n (95 % Cl)

362/ 46/ 316/

308 91,0 (87,7-934) 56 82,1(70,2-90,0) 34 92,4 (89,1-94)
Tabell 29. Generell overensstemmelsesrater i prosent og 95 % konfidensintervaller for
Clone 4B5 (IHC) vs. HercepTest, angitt etter vevskilde. IHC-tester ble scoret som 0/1+,
2+ eller 3+.

Total overensst. i prosent
Vevskilde n (95 % CI)

TMA og ToGA 355/398 89,2 (85,8-91,9)

5. Reproduserbarhet av Clone 4B5 mellom laboratorier: Studien ble utfgrt ved tre

teststeder. Praver ble valgt for inklusjon i studien basert pa Clone 4B5 IHC Klinisk
score, slik at det var et omtrentlig likt antall av positive (3+) og negative (0, 1+)
tilfeller. | tillegg ble opptil fire tilfeller av 2+ kvalifiserte tilfeller av magekreft
undersgkt.

Hvert av de tre stedene brukte en BenchMark XT-plattform og en BenchMark
ULTRA-plattform til & utfere fire fargekjeringer per plattform. Tilfeller ble
randomisert for farging ved bruk av en stratifisert randomiseringsprosedyre som
distribuerte tilfeller slik at hver kjgring inneholdt tilfeller som representerer alle
scoringskategorier for HER2 i magekreft. Kjgringene pa hvert instrument ved hvert
sted inneholdt de samme tilfellene. Ved hvert sted ble ett objektglass fra hvert
tilfelle farget med Clone 4B5 og et annet objektglass fra samme tilfelle farget med
CONFIRM Negative Control Rabbit Ig p4 BenchMark ULTRA-plattformen. Et
sekundzert par objektglass fra samme tilfelle ble farget pd samme mate pa
BenchMark XT-plattformen ved hvert sted. Objektglass med tilfeller ble scoret av
én kvalifisert leser ved hvert sted, blindet til tidligere fastslatte IHC kliniske
scoringer for hver prave.

Den totale overensstemmelsen for alle evaluerbare tilfeller var 100 % for alle tre
sammenligninger mellom steder p& bade BenchMark ULTRA-plattformen og
BenchMark XT-plattformen. Den totale overensstemmelsen mellom BenchMark
ULTRA-plattformen og BenchMark XT-plattformen for evaluerbare tilfeller var

100 % ved hvert av de tre stedene. Rater for bakgrunns- og morfologiakseptabilitet
for alle tilfeller var 100 % for begge plattformer ved sted A og C, og >95 % for
begge plattformer ved sted B. Se tabellene nedenfor.

Tabell 30. Total overensstemmelse for klinisk vurdering mellom steder: Alle evaluerbare
tilfeller.

Ben

Total overensstemmelse i

chMark ULTRA-instrument
prosent

2013-10-09
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Sammenligning av Clone 4B5 med HercepTest ved human magekreft:

En blindet, ekstern studie ble giennomfert for & sammenligne fargingsytelsen til Clone
4B5 pa BenchMark XT-instrumentet med den til Dako HercepTest. Ca. 239 tilfeller av
magekreft ble testet i studien sammen med 159 tilfeller fra TARGOS-laboratoriet, fra
ToGa-forsgket som undersgkte HER2-status og kliniske resultater hos pasienter
behandlet med Herceptin. Laboratoriet farget tilfellene med Clone 4B5 og
HercepTest. En patolog scorte tilfellene pa en skala p& 0/1+, 2+ og 3+. Positive
tilfeller bestar av scoringer p& 2+ and 3+, mens negative tilfeller er 0 og 1+.

Tabell 28 og 29 inkluderer overensstemmelsesrater mellom Clone 4B5 og
HercepTest, angitt etter vevskilde. Tabell 28 sammenligner positive vs. negative
resultater, mens tabell 29 bruker en 3-kategoriers IHC-skala p& 0/1+, 2+ og 3+.
Den totale overensstemmelsen for alle vev i tabell 28 og 29 er henholdsvis 91,0 %
0g 95,3 %.

10/15

Sted A vs. sted B: n/N (%) (95 % ClI)

30/30 (100 %) (88,6 — 100)

Sted A vs. sted C: n/N (%) (95 % CI)

30/30 (100 %) (88,6 — 100)

Sted B vs. sted C: n/N (%) (95 % Cl)

30/30 (100 %) (88,6 — 100)

BenchMark XT-instrument

Total overensstemmelse i
prosent

Sted A vs. sted B: n/N (%) (95 % ClI)

31/31 (100 %) (89,0 - 100,0)

Sted A vs. sted C: n/N (%) (95 % Cl)

31/31 (100 %) (89,0 - 100,0)

Sted B vs. sted C: n/N (%) (95 % Cl)

31/31 (100 %) (89,0 - 100,0)
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Tabell 31. Total overensstemmelse for klinisk vurdering mellom plattformer: Alle
evaluerbare tilfeller.

BenchMark ULTRA-instrument vs. Total overensstemmelse i
BenchMark XT-instrument prosent

Sted A: n/N (%) (95 % CI) 40/40 (100 %) (91,2 — 100)
Sted B: n/N (%) (95 % CI) 34/34 (100 %) (89,8 — 100)
Sted C: n/N (%) (95 % Cl) 32/32 (100 %) (89,3 — 100)

Tabell 32. Rater for bakgrunnsfargings- og morfologiakseptabilitet: Alle tilfeller.

BenchMark ULTRA- Sted A Sted B Sted C
instrument

Rater for 44/44 (100 %) 43/44 (97,7 %) | 44144 (100 %)
morfologiakseptabilitet

Rater for 44/44 (100 %) 42/44 (95,5%) | 44/44 (100 %)
bakgrunnsakseptabilitet

BenchMark XT-

T —— Sted A Sted B Sted C
Rater for 44/44 (100 %) 43/44 (97,7 %) 44/44 (100 %)
morfologiakseptabilitet

Rater for 44/44 (100 %) 43/44 (97,7 %) | 44144 (100 %)
bakgrunnsakseptabilitet

6.  Sammenligningsstudie av BenchMark-fargeplattform og BenchMark GX-
fargeplattform og BenchMark XT-fargeplattform:

Objektglass med snitt fra 3 TMA-er som inneholder tilfeller med FFPE-
magekarsinom [ca. 50 tilfeller pr. TMA], ble farget pa et BenchMark XT-instrument,
BenchMark-instrument og BenchMark GX-instrument ved bruk av de respektive
anbefalte fargingsprotokollene for ultraView Universal DAB Detection Kit og iVIEW
DAB Detection Kit. Kontroller inkluderte PATHWAY HER-2 4 in 1 Control Slides og
et andre objektglass med hvert TMA farget med negativ Ig-reagens. Fargede
objektglass ble scoret av én leser (patolog).

De totale overenstemmelsesratene (og nedre grense for de tosidige 95 %
konfidensintervallene) for Clone 4B5-antistoffarging basert pa Kiinisk vurdering
(positiv, negativ) var som fglger: BenchMark-instrument vs. BenchMark XT-
instrument med ultraView Universal DAB Detection Kit 98,0 % (94,2 — 99,3),
BenchMark GX-instrument vs. BenchMark XT-instrument med ultraView
Universal DAB Detection Kit 97,4 % (93,6 — 99,0), BenchMark-instrument vs.
BenchMark XT-instrument med iVIEW DAB Detection Kit 96,6 % (92,7 - 98,4),
BenchMark GX-instrument vs. BenchMark XT-instrument med iVIEW DAB
Detection Kit 95,9 % (91,8 - 98,0).

De positive overenstemmelsesratene (og nedre grense for de tosidige 95 %
konfidensintervallene) for Clone 4B5-antistoffarging basert pa Klinisk vurdering
(positiv, negativ) var som fglger: BenchMark-instrument vs. BenchMark XT-
instrument med ultraView Universal DAB Detection Kit 91,7 % (64,4 — 98,5),
BenchMark GX-instrument vs. BenchMark XT-instrument with ultraView Universal
DAB Detection Kit 78,6 % (52,4 — 92,4), BenchMark-instrument vs. BenchMark XT
med iVIEW DAB Detection Kit 80,0 % (54,8 — 93,0), BenchMark GX-instrument vs.
BenchMark XT med iVIEW DAB Detection Kit 73,3 % (48,0 — 89,1).

De negative overenstemmelsesratene (og nedre grense for de tosidige 95 %
konfidensintervallene) for Clone 4B5-farging basert pa klinisk vurdering (positiv,
negativ) var som fglger: BenchMark-instrument vs. BenchMark XT-instrument med
ultraView Universal DAB Detection Kit 98,5 % (94,8 — 99,6), BenchMark GX-
instrument vs. BenchMark XT-instrument med ultraView Universal DAB Detection
Kit 99,3 % (96,1-99,9), BenchMark-instrument vs. BenchMark XT-instrument med
iVIEW DAB Detection Kit 98,1 % (94,6-99,4), BenchMark GX-instrument vs.
BenchMark XT-instrument med iVIEW DAB Detection Kit 98,1 % (94,5 — 99,3).
Den 2x2 presentasjonen av overensstemmelsesratene for hver sammenligning
basert pa klinisk vurdering (positiv, negativ) vises i tabellene nedenfor.
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Tabell 33. Overensstemmelsesrater mellom plattformene BenchMark-instrument vs.
BenchMark XT-instrument med ultraView Universal DAB Detection Kit 2x2 analyse.

Clone 4B5 med ultraView Universal DAB Detection Kit

BenchMark XT-instrument

BenchMark-
instrument Positiv Negativ Total
Positiv 11 2 13
Negativ 1 133 134
Total 12 135 147
niN % (95 % Cl)
Helhetlig prosent 1441147 98,0 % (94,2-99,3)
Ssamsvar
Positiv prosent 1112 91,7 % (64,6-98,5)
Ssamsvar
Negativ prosent 0 i
D 133/135 98,5 % (94,8-99,6)

Tabell 34. Overensstemmelsesrater mellom plattformene BenchMark GX-instrument vs.
BenchMark XT-instrument med ultraView Universal DAB Detection Kit 2x2 analyse.

Clone 4B5 med ultraView Universal DAB Detection Kit

BenchMark XT-instrument

BenchMark GX -
instrument Positiv Negativ Total
Positiv 11 1 12
Negativ 3 140 143
Total 14 141 155
niN % (95 % CI)
Helhetlig prosent 151/155 97,4 % (93,6 - 99,0)
Samsvar
Positlv prosent 1114 78,6% (524 - 92.4)
Samsvar
Negativ prosent 140/141 99,3% (96,1 - 99,9)
samsvar

Tabell 35. Overensstemmelsesrater mellom plattformene BenchMark-instrument vs.
BenchMark XT-instrument med iVIEW DAB Detection Kit, 2x2 analyse.

Clone 4B5 med iVIEW DAB Detection Kit

BenchMark XT-instrument

BenchMark-
instrument Positiv Negativ Total
Positiv 12 3 15
Negativ 3 156 159
Total 15 159 174
niN % (95 % CI)
Helhetlig prosent 168/174 96,6 % (92,7 - 98,4)
samsvar
Positiv prosent 12115 80,0 % (54,8 — 93,0)
samsvar
Negaliv prosent 156/159 98,1% (94,6 - 99.4)
samsvar
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Tabell 36. Overensstemmelsesrater mellom plattformene BenchMark GX-instrument vs. Konklusjon:Data fra disse studiene indikerer at VENTANA HER? (4B5) var spesifikk og
BenchMark XT-instrument med iVIEW DAB Detection Kit, 2x2 analyse. reproduserbar mht. dets evne til & farge neoplastisk bryst- og magevev pa en passende
Clone 4B5 med iVIEW DAB Detection Kit mate. Metodesammenligning og reproduserbarhetsdata mellom laboratoriene viste at
: VENTANA HER?2 (4B5) er indisert som hjelpemiddel i vurderingen av pasienter med
BenchMark GX- BenchMark XT-instrument bryst- og magekreft der behandling med Herceptin overveies.
IS ey NEEY Tl YTELSESEGENSKAPER — PERJETA OG KADCYLA
Positiv 1 3 14 HER?2 Breast - Metodesammenligningsstudie med registreringsanalyse av studier
Negativ 4 154 158 av Perjeta og Kadcyla i brystkarsinom
Ekvivalens til registreringsanalyse for kohorter fra Perjeta- og Kadcyla-studier ble
Total 15 157 172 bestemt av farging av studiepraver med VENTANA anti-HER2/neu (4B5) monoklonalt,
niN % (95 % Cl) primeert antistoff fra kanin. 2753 praver evaluert for en Perjeta-studie og 99 praver
- evaluert for en Kadcyla-studie ble farget med VENTANA anti-HER2/neu (4B5) Rabbit
Helhetlig prosent | 00y, 95,9 9% (91,8 - 98,0) Monoclonal Primary Antibody (VENTANA HER? (4B5)). Positive (PPA), Negative (NPA)
samsvar og Generelle (OPA) prosentoverensstemmelsesnivaer ble bestemt. Konfidensintervallet
Positiv prosent 11/15 73.3% (48,0 - 89,1) pé 95 % (2-sidig 95 % konfidensintervall) ble beregnet med scoringsmetoden.
samsvar
Negativprosent | 454,57 98,1 % (94,5 - 99,3)
samsvar

Tabell 37. Overensstemmelse mellom Clone 4B5 og Dako-analysen pa HER2-status for alle testpersoner som kan evalueres for HER2. Testpersoner som kan evalueres for IHC har
positiv eller negativ HER2-status bestemt av bade Clone 4B5-analysen og registrerings-IHC-analysen.

DAKO HER2-status [a] [b]

Studie Clone 4B5-skar [b] Positiv Negativ Total
Perjeta og
Kadcyla 3+ 2380 15 2395
2+ 140 122 262
01+ 38 135 173
Total 2558 272 2830
Positiv prosentoverensstemmelse (PPA) n/N (%) 2380/2558 (93,0)
(konfidensintervall p& 95 %) (92,0-94,0)
Negativ prosentoverensstemmelse (PPA) n/N (%) 2571272 (94,5)
(konfidensintervall pa 95 %) (91,1-96,6)
Generell prosentoverensstemmelse (OPA) n/N (%) 2637/2830 (93,2)
(konfidensintervall pa 95 %) (92,2-94,1)

[a] Positiv = IHC-positiv ogleller ISH-forsterket. Negativ = IHC-negativ og ikke ISH-forsterket eller ISH ikke-forsterket og ikke IHC-positiv.
[b] IHC: Positiv = 3+; Negativ = 0, 1+ eller 2+.
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Tabell 38. Overensstemmelse med Clone 4B5- og Dako-analyser med IHC-status for alle testpersoner som kan evalueres for IHC. Testpersoner som kan evalueres for IHC har positiv

eller negativ HER2-status bestemt av bade Clone 4B5-analysen og registrerings-IHC-analysen.

Dako HercepTest-status [a]

Studie Clone 4B5-status [a] Positiv Negativ Total

Perjeta og Kadcyla Positiv 2330 65 2395
Negativ 21 414 435
Total 2351 479 2830
Positiv prosentoverensstemmelse (PPA) n/N (%) 2330/2351 (99,1) (98,6-99,4)
(konfidensintervall p& 95 %)
Negativ prosentoverensstemmelse (PPA) n/N (%) 414/479 (86,4) (83,1-89,2)
(konfidensintervall pa 95 %)
Generell prosentoverensstemmelse (OPA) n/N (%) 27442830 (97,0) (96,3-97,5)
(konfidensintervall p& 95 %)

Perjeta Positiv 2267 63 2330
Negativ 10 399 409
Total 2277 462 2739
Positiv prosentoverensstemmelse (PPA) n/N (%) 2267/2277 (99,6) (99,2-99,8)
(konfidensintervall pa 95 %)
Negativ prosentoverensstemmelse (PPA) n/N (%) 399/462 (86,4) (82,9-89,2)
(konfidensintervall p& 95 %)
Generell prosentoverensstemmelse (OPA) n/N (%) 2666/2739 (97,3) (96,7-97,9)
(konfidensintervall pa 95 %)

Kadcyla Positiv 63 2 65
Negativ 11 15 26
Total 74 17 91
Positiv prosentoverensstemmelse (PPA) n/N (%) 63/74 (85,1) (75,3-91,5)
(konfidensintervall p& 95 %)
Negativ prosentoverensstemmelse (PPA) n/N (%) 15/17 (88,2) (65,7-96,7)
(konfidensintervall pa 95 %)
Generell prosentoverensstemmelse (OPA) n/N (%) 78/91 (85,7) (77,1-91,5)
(konfidensintervall p& 95 %)

[a] Positiv = 3+; Negativ = 0, 1+ eller 2+.
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Tabell 39. Overensstemmelse av Clone 4B5-analyser og Dako-analyser med IHC-scor for alle testpersoner som kan evalueres for IHC. Testpersoner som kan evalueres for IHC har
positiv eller negativ HER2-status bestemt av bade Clone 4B5-analysen og registrerings-IHC-analysen.

Dako HercepTest-scor

Studie Clone 4B5-skér 3+ 2+ 0/1+ Total

Perjeta og Kadcyla 3+ 2330 64 1 2395
2+ 12 235 15 262
0/1+ 9 26 138 173
Total 2351 325 154 2830
Generell prosentoverensstemmelse (OPA) n/N (%) 2703/2830 (95,5)
(konfidensintervall pa 95 %) (94,7-96,2)

Perjeta 3+ 2267 62 1 2330
2+ 9 226 13 248
0/1+ 1 24 136 161
Total 2277 312 150 2739
Generell prosentoverensstemmelse (OPA) n/N (%) 2629/2739 (96,0)
(konfidensintervall pa 95 %) (95,2-96,7)

Kadcyla 3+ 63 2 0 65
2+ 3 9 2 14
0/1+ 8 2 2 12
Total 74 13 4 91
Generell prosentoverensstemmelse (OPA) n/N (%) 74/91 (81,3) (72,1-88,0)

(konfidensintervall p& 95 %)

Tabell 40. Clone 4B5 fargeakseptabilitet. Testpersoner testet for IHC. IHC-farging anses som akseptabel hvis en gyldig IHC-scor (0, 1+, 2+ eller 3+) kan bestemmes. Arsaker for
uakseptabel farging inkluderer uakseptabel negativ kontroll, vevstap, utilstrekkelig tumor, uakseptabel bakgrunn og uakseptabel morfologi.

Parameter Perjeta Kadcyla Perjeta og Kadcyla
Antall farste IHC-tester 2753 99 2852

Farste fargingsakseptabilitet n/N (%) (95 % Cl) 2708/2753 (98,4) (97,8, 98,8) 92/99 (92,9) (86,1, 96,5) 2800/2852 (98,2) (97,6, 98,6)
Antall gjentatte IHC-tester 40 0 40

Siste fargingsakseptabilitet n/N (%) (95 % Cl) 274612753 (99,7) (99,5, 99,9) 92/99 (92,9) (86,1, 96,5) 2838/2852 (99,5) (99,2, 99,7)
FEILS@KING 7. Du finner korrigerende tiltak i avsnittet Trinnvis prosedyre, i brukerhandboken for

1. Huvis den positive kontrollen har svakere farging enn forventet, skal andre positive

instrumentet eller ved & kontakte din lokale representant.

kontroller som ble kjgrt under samme instrumentkjgring, kontrolleres for & fastsla om  REFERANSER

dette skyldes det primeere antistoffet eller en av de vanlige sekundaere reagensene. 1
2. Hvis den positive kontrollen er negativ, skal den kontrolleres for & sikre at

objektglasset har korrekt strekkodeetikett. Hvis objektglasset har riktig

strekkodeetikett, bar andre positive kontroller som kjgres pa samme tid, sjekkes for

& fastsla om det skyldes primeerantistoffet eller en av de vanlige

sekundzerreagensene. Vev vil kunne veere innsamlet, fiksert eller avparafinisert p&

uriktig méte. Riktig prosedyre ma felges ved innsamling, oppbevaring og fiksering.

3. Huvis ikke all parafin er fiernet, er det mulig at det ikke finnes noe farging. 4
Avparafiniseringsprosedyren bar gjentas. '
4. Hvis spesifikk antistoffarging er for intens, skal kjgringen gjentas med kortere 5

inkubasjonstid til @nsket fargingsintensitet er oppnadd.

5. Hvis vevssnitt vaskes av objektglasset, skal objektglassene kontrolleres for & sikre
at de er positivt ladet.

6. Huvis det finnes nuklezer og cytoplasmisk farging i normale slimhinner i neerheten av
tumoromradet i magekarsinom, og dette forvirrer tolkningen av membranfarging,
kan tilfellet testes med ISH.
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