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PRZEZNACZENIE

Przeciwciato VENTANA anti-ALK
(D5F3) Rabbit Monoclonal Primary
Antibody jest przeznaczone do uzytku
laboratoryjnego do jako$ciowej detekcji
biatka — kinazy chtoniaka
anaplastycznego (anaplastic lymphoma
kinase, ALK) — w utrwalonej w
formalinie i zatopionej w parafinie
tkance niedrobnokomérkowego raka
ptuc (non-small cell lung carcinoma,
NSCLC) wybarwionej w aparacie
BenchMark IHC/ISH. Stosowanie
przeciwciata jest wskazane pomocniczo
podczas identyfikacji pacjentéw kwalifikujacych sie do terapii preparatami XALKORI®
(kryzotynib), ZYKADIA® (cerytynib), ALECENSA® (alektynib) lub lorlatynib.

Wynik powinien zosta¢ zinterpretowany przez wykwalifikowanego patomorfologa na
podstawie badan histopatologicznych, odpowiednich danych klinicznych i badan
kontrolnych.

To przeciwciato jest przeznaczone do stosowania w diagnostyce in vitro (IVD).

STRESZCZENIE | INFORMACJE OGOLNE

Kinaza chioniaka anaplastycznego (ALK) to biatko bedace receptorem o aktywnosci
kinazy tyrozynowej i nalezace do nadrodziny receptoréw insuliny. ALK jest glikoproteing
btonowa, typu |, ktdrej ekspresja w prawidiowych warunkach zachodzi w uktadzie
nerwowym.2 Gen kodujacy ALK znajduje sie na chromosomie 2p23 i obejmuje 2 duze
introny i 26 eksonéw.! W ramach patogenezy molekularnej obejmujacej biatko ALK
dochodzi najpierw do przegrupowari chromosomalnych, na skutek ktérych sekwencje
kodujace wewnatrzkomorkowg domene sygnatowa ALK na koricu 3’ tacza sie z
elementami promotorowymi i sekwencjami kodujacymi innych genéw na korcu 5'.
Elementy promotorowe i sekwencje kodujace na koricu 5 stymulujg nadekspresje chimer
biatkowych oraz powstawanie oligomeréw w sposéb niezalezny od ligandéw — procesy te
wystepuja powszechnie w ludzkich nowotworach obejmujacych ekspresje fuzyjnej kinazy
tyrozynowe;.

Inwersje w obrebie chromosomu 2p, prowadzacg do powstania genu fuzyjnego
zawierajacego fragmenty genéw EML4 (ang. echinoderm microtubule associated protein-
like 4) i ALK, odkryto w roku 2007 w liniach komorkowych NSCLC i archiwalnych prébkach
klinicznych.3 Opublikowane wyniki dalszych badan prowadzonych w tym zakresie
wskazuja, ze w wyniku inwersji, za sprawa ktorej dochodzi do fuzji EML4-ALK, powstaje
co najmniej 9 katalitycznie aktywnych wariantéw fuzyjnej kinazy, a kazdy z tych wariantéw
zawiera ten sam fragment C-koricowej domeny kinazy ALK.4-8 Podobnie jak w przypadku
fuzji genu ALK odkrytych najpierw w chtoniaku anaplastycznym z duzych komérek
(anaplastic large-cell lymphoma, ALCL), wykazano, Ze biatko fuzyjne EML4-ALK ma
aktywno$¢ transformujaca. Jest to zgodne z obserwacjg poczyniong w przypadku
transgenicznych myszy, u ktérych ekspresja biatka EML4-ALK w nabtonkowych
komérkach pecherzykow ptuc jest istotnym czynnikiem onkogennym.9

ZNACZENIE KLINICZNE

NSCLC jest najczestszym typem raka ptuc. Gen ALK jest obecnie uznawany za kluczowy
czynnik stymulujacy onkogeneze w NSCLC. W wigkszosci przypadkéw to gen EML4
tworzy z nim fuzje, jednak zidentyfikowano takze inne geny, ktére moga by¢ jego
partnerem w ramach genu fuzyjnego. 0.1 Obserwowana czesto$¢ wystepowania
przegrupowan genu ALK wynosi 2-7%, co przektada sie na okoto 6000 pacjentow ALK-

Rys. 1. Tkanka niedrobnokomérkowego
raka ptuc wybarwiona przy uzyciu testu
VENTANA anti-ALK (D5F3).
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dodatnich rocznie w Stanach Zjednoczonych (USA) i 40000 takich pacjentéw rocznie na
calym $wiecig.34.7

Poréwnujac prébki tkanki gruczolakoraka ptuc oraz rakow o histologiach
ptaskonabtonkowych i drobnokomérkowych, to wtasnie w przypadku gruczolakoraka
obserwowano znaczaca wiekszo$¢ przegrupowan genu ALK w raku phuc.3-8 Istniejg
dowody sugerujace korelacje miedzy przegrupowaniami genu ALK a rakiem NSCLC u
pacjentow, ktorzy ,nigdy nie palili tytoniu lub palili niewiele”, jednak wspotwystepowanie
tego czynnika moze nie byé istotne statystycznie.34.7.9 Nalezy zwrdci¢ uwage, ze
przegrupowania genu ALK rzadko wystepuja jednoczesnie z mutacjami genéw EGFR,
HER?2 lub KRAS, co wskazuje, ze status dodatni wzgledem ALK jest cechg osobnego
podtypu tej choroby.9

Preparat XALKORI® to selektywny, drobnoczasteczkowy, ATP-kompetycyjny inhibitor
kinaz tyrozynowych ALK, ROS1 i c-Met/Hepatocyte Growth Factor Receptor (HGFR) oraz
ich wariantéw onkogennych (np. biatek fuzyjnych ALK lub ROS1 albo wariantow
mutacyjnych c-Met/HGFR). Wykazano, ze XALKORI® powoduje zalezng od stezenia
inhibicje fosforylacji kinazy ALK i c-Met w testach komérkowych wykorzystujacych linie
komérek nowotworowych. Ma réwniez udowodniong aktywno$¢ przeciwnowotworowa u
myszy z ksenograftami guzéw wykazujacych ekspresije biatek fuzyjnych EML4- lub NPM-
ALK albo Met.12.13,14

Preparat ZYKADIA® to inhibitor kinazy. Do celéw dziatania inhibitora ZYKADIA®
rozpoznanych w testach biochemicznych lub komérkowych w stezeniach istotnych
klinicznie nalezg ALK, receptor insulinopodobnego czynnika wzrostu 1 (IGF-1R), receptor
insuliny (InsR) oraz ROS1. Sposérad tych receptoréw preparat ZYKADIA® jest najbardziej
aktywny przeciwko ALK. W badaniach prowadzonych in vitro i in vivo preparat ZYKADIA®
powodowat inhibicje autofosforylacji ALK, fosforylacji dalszego biatka sygnatowego STAT3
zachodzacej pod wptywem ALK oraz proliferacji komorek rakowych zaleznych od ALK.
Preparat ZYKADIA® prowadzit do inhibicji proliferacii in vitro linii komorkowych
wykazujacych ekspresije biatek fuzyjnych EML4-ALK i NPM-ALK oraz do zaleznej od
dawki inhibicji wzrostu EML4-ALK-dodatnich ksenograftow NSCLC u myszy i szczuréw. 15

Znaczenie kliniczne przegrupowan genu ALK zostato wykazane w randomizowanych
badaniach klinicznych prowadzonych z grupg kontrolng otrzymujaca aktywne leczenie
(badanie dotyczace preparatu XALKORI® zostato przeprowadzone przez firme Pfizer,
natomiast badanie dotyczace preparatu ZYKADIA® przeprowadzita firma Novartis). 14,15

Preparat ALECENSA® jest wysoce selektywnym i silnie dziatajgcym inhibitorem kinazy
tyrozynowej ALK i RET, ktory powoduje inhibicje wewnatrzkomérkowych szlakéw
sygnalowych zaangazowanych w proliferacje i przezycie komérek nowotworowych, a
zatem przyczynia sie do $mierci komorek rakowych i powoduije inhibicje wzrostu i
proliferacji tych komérek.'6 Na podstawie danych przedklinicznych ustalono, ze preparat
ALECENSA® nie jest substratem transporteréw wyptywu (PGP ani BCRP) w barierze
krew-mdzg, dzigki czemu moze przenika¢ do osrodkowego uktadu nerwowego i by¢ tam
zatrzymywany. W badaniach przedklinicznych prowadzonych na ksenografcie w modelu
mysim preparat ALECENSA® powodowat regresje nowotworu, co obejmowato aktywno$¢
przeciwnowotworowg w mézgu i przediuzenie przezycia modeli zwierzecych z
nowotworem $rodczaszkowym. 7 Preparat ALECENSA® jest dobrze tolerowany i
zapewnia fatwy do kontrolowania profil bezpieczenstwa. 18-20

Lorlatynib to selektywny, drobnoczasteczkowy, kompetycyjny wzgledem
adenozynotrifosforanu (ATP) inhibitor kinazy tyrozynowej ALK trzeciej generacii, ktory
moze przenikac przez bariere krew-mdzg. Zostat opracowany w taki sposob, aby przenikat
przez bariere krew-mézg oraz przezwyciezat gidwne mechanizmy opornosci, ktére
rozwijaja sie po wezesniejszym leczeniu inhibitorem ALK, albo im zapobiegat. Lorlatynib
jest réwniez silnie dziatajacym inhibitorem kinazy tyrozynowej ROS1.21 In vitro lorlatynib
silnie hamuje aktywnos¢ katalityczng niezmutowanej ALK i szerokiego zakresu klinicznie
istotnych zmutowanych kinaz ALK, w tym tych, ktére odpowiadaja za opomo$¢ na
inhibitory kinazy tyrozynowej ALK pierwszej i drugiej generacji.22 Lorlatynib wykazuje
znaczng aktywno$¢ przeciwnowotworowa przy niskich nanomolarnych wolnych stezeniach
w osoczu modeli zwierzecych bedacych nosicielami mutaciji ALK, w tym mutacji, ktore
odpowiadaja za oporno$¢ na inhibitory ALK pierwszej i drugiej generacji. U modeli
zwierzecych z wszczepami ortotopowymi lorlatynib powodowat kurczenie sig guza i
przediuzat przezycie poprzez penetracije bariery krew-mézg i osiagniecie skutecznej
ekspozycji mozgu.23,24

Wykazano zgodnos¢ testu VENTANA anti-ALK (D5F3) Rabbit Monoclonal Primary
Antibody (VENTANA anti-ALK (D5F3)) z testem Abbott Vysis ALK Break Apart FISH
Probe Kit (ALK FISH) w zakresie ustalania statusu ekspres;ji biatka ALK w tkankach raka
NSCLC pobranych od pacjentow. W przypadku testu ALK FISH moga wystepowaé
trudnosci techniczne w ocenie wynikéw barwienia. Przegrupowania
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wewnatrzchromosomalne moga powodowaé nieznaczne dzielenie sygnatu, potencijalnie
prowadzace do uzyskania wynikw falszywie ujemnych.25 Ostatnie badania wykazaly, ze
metoda IHC jest czuta i pozwala na swoiste okreslenie statusu ekspres;ji biatka ALK,
stanowiac obiecujaca alternatywe dla testu ALK FISH.10.11,25,26,27 Test VENTANA anti-
ALK (D5F3) i powigzany z nim algorytm oceniania opracowano, aby ustala¢ status
ekspres;ji biatka ALK w probkach raka NSCLC.

Do standardowych testéw immunohistochemicznych (IHC) wystarczajace sg mate probki
tkanki, dzigki czemu technika ta — stosowana wraz z przeciwciatami wykrywajacymi
antygeny wspomagajace diagnostyke raka — jest dla patomorfologa efektywnym
narzedziem diagnostycznym i prognostycznym. Obecnie jednym z wazniejszych
markeréw raka NSCLC jest biatko ALK.

Interpretacja wynikow barwienia probek tkanki z uzyciem testu VENTANA anti-ALK
(D5F3) powinna by¢ wykonywana za pomocg rekomendowanego algorytmu oceniania.
Zaleta histologicznych preparatéw tkankowych jest zachowanie morfologii tkanki, co
utatwia interpretacje dodatniego odczynu w tescie na obecno$¢ ALK. Wyniki wszystkich
testow histologicznych powinny by¢ interpretowane przez patomorfologa. Wyniki te nalezy
uzupetni¢ badaniami morfologicznymi i wtasciwymi kontrolami oraz uzywac ich w
potaczeniu z innymi danymi klinicznymi i laboratoryjnymi. Na antygeny docelowe w
testach IHC wplywa czas utrwalania, rodzaj $rodka utrwalajacego oraz wiek
przygotowanych skrawkow tkanek, dlatego nalezy zadbac o to, by sposéb przygotowania
probek przed rozpoczeciem barwienia byt zgodny z metoda testowa (patrz podrecznik
interpretacji wynikéw barwienia przeciwcialem VENTANA anti-ALK (D5F3) Rabbit
Monoclonal Primary Antibody w kierunku niedrobnokomérkowego raka ptuc (NSCLC) (P/N
1011879) oraz sekcja ,Szczegdine ograniczenia” ponizej).

ZASADA DZIALANIA

W tescie VENTANA anti-ALK (D5F3) wykorzystywane jest monoklonalne krélicze
przeciwciato pierwszorzedowe, ktore przytacza sie do biatka ALK w skrawkach tkanek
zatopionych w parafinie. To swoiste przeciwciato mozna uwidoczni¢, uzywajac najpierw
zestawu OptiView DAB IHC Detection Kit (nr kat. 760-700 / 06396500001), a nastepnie
zestawu OptiView Amplification Kit (nr kat. 760-099 / 06396518001 (50 testéw) lub 860-
099 /06718663001 (250 testow)). Wiecej informacji mozna znalez¢ w ulotkach
dotaczonych do opakowan zestawéw OptiView DAB IHC Detection Kit i OptiView
Amplification Kit.

DOSTARCZONE MATERIALY

Odczynnik VENTANA anti-ALK (D5F3) dostarczany jest w ilosci wystarczajacej do
przeprowadzenia 50 testow.

Jeden dozownik 5 mL odczynnika VENTANA anti-ALK (D5F 3) zawiera okoto 70 ug
kréliczego przeciwciata monoklonalnego (D5F3).

Przeciwciato jest rozciefczone w buforze PBS z dodatkiem biatka no$nikowego i $rodka
ProClin 300 w stezeniu 0.05%, bedacego konserwantem.

Stezenie swoistego przeciwciata wynosi okoto 14 pg/mL.

Odczynnik VENTANA anti-ALK (D5F3) to rekombinowane krolicze przeciwciato
monoklonalne otrzymywane jako oczyszczony supernatant z hodowli komérkowej.
Podrecznik interpretacji wynikéw barwienia przeciwciatem VENTANA anti-ALK (D5F3)
Rabbit Monoclonal Primary Antibody w kierunku niedrobnokomérkowego raka ptuc
(NSCLC) (P/N 1011879).

W arkuszu metody odpowiedniego zestawu detekcyjnego firmy VENTANA podano wigcej
informaciji na nastepujace tematy: zasada dziatania, materialy i metody, pobieranie prébek
i przygotowanie ich do analizy, procedury kontroli jako$ci, rozwigzywanie probleméw,
interpretacja wynikéw i ograniczenia metody.

MATERIALY WYMAGANE, ALE NIEDOSTARCZANE

W sktad dostarczonego zestawu nie wchodza odczynniki do barwienia, takie jak zestawy

detekcyjne firmy VENTANA, ani elementy pomocnicze, takie jak dodatnie i ujemne

kontrolne preparaty tkankowe.

Nie wszystkie produkty przedstawione w arkuszu metody sg dostepne we wszystkich

regionach geograficznych. Odpowiednich informacji udzieli lokalny przedstawiciel dziatu

pomocy techniczne;j.

Wymienione nizej odczynniki i materiaty moga by¢ potrzebne do przeprowadzenia

barwienia, ale nie sg dostarczane:

1. Tkanka ludzkiego wyrostka robaczkowego lub niedrobnokomérkowego raka ptuc
ALK-dodatniego i ALK-ujemnego do stosowania jako tkanka kontrolna

2. Rabbit Monoclonal Negative Control Ig (nr kat. 790-4795 / 06683380001)

2022-11-07
FT0700-410t

2/17

3. Szkietka mikroskopowe, natadowane dodatnio

4. OptiView DAB IHC Detection Kit (nr kat. 760-700 / 06396500001)

5. OptiView Amplification Kit (nr kat. 760-099 / 06396518001 (50 testow) lub nr kat.
860-099 / 06718663001 (250 testow))

6.  EZ Prep Concentrate (10X) (nr kat. 950-102 / 05279771001)

7. Reaction Buffer Concentrate (10X) (nr kat. 950-300 / 05353955001)

8. LCS (Predilute) (nr kat. 650-010 / 05264839001)

9. ULTRALCS (Predilute) (nr kat. 650-210 / 05424534001)

10.  Cell Conditioning Solution (CC1) (nr kat. 950-124 / 05279801001)

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

13.  Bluing Reagent (nr kat. 760-2037 / 05266769001)

14.  Srodek do ostatecznego zatapiania

15.  Szkietko nakrywkowe

16. Zautomatyzowany aparat do naklejania szkietek nakrywkowych

17.  Sprzet laboratoryjny do ogdlnego uzytku

18.  Aparat BenchMark IHC/ISH

PRZECHOWYWANIE | STABILNOSC

Produkt, bezposrednio po odebraniu i zawsze, gdy nie jest uzywany, nalezy
przechowywaé w temperaturze 2-8°C. Nie zamrazac.

W celu zapewnienia wiasciwego dozowania odczynnika i stabilno$ci przeciwciata

po kazdym uzyciu na dozownik nalezy zatozy¢ zatyczke i niezwiocznie umiescic¢ go

w lodéwce w pozycji pionowe;.

Na kazdym dozowniku przeciwciata podana jest data wazno$ci. Prawidtowo
przechowywany odczynnik zachowuje stabilno$¢ do daty podanej na etykiecie. Nie nalezy
uzywac odczynnika po uptywie daty waznosci.

PRZYGOTOWANIE PROBEK

Do stosowania z tym pierwszorzedowym przeciwciatem nadaja sie rutynowo
przygotowane tkanki utrwalone w formalinie i zatopione w parafinie (formalin-fixed,
paraffin-embedded, FFPE) pod warunkiem stosowania zestawéw detekcyjnych firmy
VENTANA i aparatéw BenchMark IHC/ISH.

Na podstawie modeli ksenograftowych utworzonych z ludzkiej linii komérkowej NCI-H2228
raka NSCLC, ktora jest dodatnia wzgledem ALK, ustalono, ze zalecanym $rodkiem do
utrwalania tkanek jest obojetna zbuforowana formalina (neutral buffered formalin, NBF) w
stezeniu 10%, przy czasie utrwalania wynoszacym co najmniej 6 godzin. Utrwalanie
trwajace krécej niz 6 godzin powoduje znaczne obnizenie intensywno$ci wybarwienia
ALK. W przypadku utrwalania przez co najmniej 6 godzin jako $rodka utrwalajacego
mozna rowniez uzy¢ formaliny cynkowej. Stosowana objetos¢ srodka powinna by¢ od 15
do 20 razy wieksza niz objeto$¢ tkanki. Srodek utrwalajacy w ciggu 24 godzin moze
przenikna¢ maksymalnie 2-3 mm w gtab tkanki litej lub 5 mm w gtab tkanki porowate;.
Utrwalanie moze odbywaé sie w temperaturze pokojowej (15-25°C).28:29

Srodki utrwalajace takie jak AFA (ang. alcohol-formalin-acetic acid), PREFER, B5 i inne
$rodki utrwalajace zawierajace kwas i/lub alkohol powoduijg utrate intensywnosci
wybarwienia ALK w przypadku wszystkich testowanych czaséw utrwalania (od 1 do 72
godzin). Nie zaleca sig stosowania tych $rodkéw utrwalajacych z tym testem. Badania
opdznienia rozpoczecia utrwalania wykazaly réwniez utrate intensywno$ci wybarwienia
ALK, gdy probki ksenograftowe nie zostaty utrwalone w ciggu 6 godzin od wyciecia.
Wiecej informacii dotyczacych wptywu zastosowanej metody przygotowania prébki na
intensywno$¢ barwienia biatka ALK mozna znalez¢ w podreczniku interpretacii.

Tkanki nalezy pocia¢ na skrawki o grubosci okoto 4 pm i umiescic je na dodatnio
natadowanych szkietkach podstawowych. Preparaty nalezy wybarwi¢ niezwtocznie,
poniewaz antygenowo$c¢ cigtych skrawkéw tkanek moze z czasem ulega¢ ostabieniu, a po
uptywie 3 miesiecy od wyciecia z bloczka parafinowego moze nie pozwala¢ na skuteczne
przeprowadzenie barwienia (informacje na ten temat znajdujq sie w podreczniku
interpretaciji oraz w sekcji ,Charakterystyka wynikéw” zamieszczonej ponizej).

OSTRZEZENIA | SRODKI OSTROZNOSCI

1. Do stosowania w diagnostyce in vitro (IVD).

2. Wylacznie do uzytku profesjonalnego.

3. Nie wykonywac¢ wiekszej liczby testéw niz liczba okre$lona na etykiecie.

4. PRZESTROGA: W Stanach Zjednoczonych prawo federalne zezwala na sprzedaz
tego wyrobu wytacznie lekarzowi lub na zlecenie lekarza. (Rx Only)
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5. Wtym odczynniku jako $rodek konserwujacy zastosowano roztwér ProClin 300.
Uznano go za $rodek draznigcy, a jego kontakt ze skorg moze powodowac
uczulenie. Podczas pracy z produktem nalezy stosowac uzasadnione $rodki
ostroznosci. Unika¢ kontaktu odczynnikéw z oczami, skora i bonami $luzowymi.
Stosowa¢ odpowiednig odziez i rekawice ochronne.

6.  Naladowane dodatnio szkietka podstawowe moga by¢ podatne na czynniki

potrzeby procedury barwienia wlasciwej dla ALK, musi by¢ wyposazony w

oprogramowanie VSS 12.3 z procedurg barwienia OptiView v5 lub nowsza.

Parametry procedur zautomatyzowanych moga by¢ wyswietlane, drukowane i edytowane

zgodnie z procedura opisang w przewodniku uzytkownika aparatu. Wigcej informacji na
temat procedur barwienia immunohistochemicznego podano w arkuszu metody
odpowiedniego zestawu detekcyjnego firmy VENTANA.

Srodowiskowe powodujace niewlasciwe barwienie. Aby uzyska¢ wiecej informacji na Aby uzyskaé wigcej informacji dotyczacych prawidlowego uzytkowania tego wyrobu,

temat postepowania ze szkietkami tego typu, nalezy skontaktowac si¢ z lokalnym
przedstawicielem firmy Roche.

7. Materialy pochodzenia ludzkiego lub zwierzecego nalezy traktowaé jako materiaty
stanowigce zagrozenie biologiczne i usuwac je z zachowaniem wiasciwych $rodkow
ostroznosci. W przypadku narazenia nalezy przestrzega¢ wytycznych okreslonych w
dyrektywach wydanych przez wiasciwe organy.30.31

8. Unika¢ kontaktu odczynnikéw z oczami i blonami $luzowymi. W przypadku kontaktu
odczynnikéw z wrazliwymi miejscami sptukiwac obficie duzq iloscig wody.

9. Unika¢ skazenia mikrobiologicznego odczynnikéw ze wzgledu na mozliwosé
otrzymania nieprawidtowych wynikéw.

10.  Aby uzyskac¢ wigcej informacji dotyczacych stosowania tego wyrobu, nalezy
zapoznac sie z przewodnikiem uzytkownika aparatu BenchMark IHC/ISH oraz
instrukcjami obstugi wszystkich wymaganych elementow. Instrukcje te mozna
znalez¢ pod adresem dialog.roche.com.

11. W celu uzyskania informacji na temat zalecanej metody utylizacji produktu nalezy
skontaktowa¢ sie z wtadzami lokalnymi i/lub krajowymi.

12. Oznakowanie dotyczace bezpieczenstwa produktu jest przede wszystkim zgodne z
wytycznymi GHS UE. Karta charakterystyki jest dostepna na zyczenie
profesjonalnego uzytkownika.

13. W celu zgtoszenia podejrzenia wystapienia powaznych incydentoéw zwigzanych z
tym wyrobem nalezy skontaktowac sie z lokalnym przedstawicielem firmy Roche i
wiasciwym organem panistwa czlonkowskiego lub kraju, ktérego rezydentem jest
uzytkownik.

Ten produkt zawiera elementy sklasyfikowane w okreslony ponizej sposéb zgodnie z

rozporzadzeniem (WE) nr 1272/2008:

Tab. 1. Informacje o zagrozeniach.

Zagrozenie Kod Zwrot
Ostrzezenie | H317 Moze powodowac reakcje alergiczng skory.
P261 Unika¢ wdychania mgty lub par.
P79 Zanieczyszczonej odziezy ochronnej nie wynosi¢ poza
miejsce pracy.
P280 Stosowac rekawice ochronne.
W przypadku wystapienia podraznienia skéry lub
P333 + A i ot )
P313 wysypki: zasiegna¢ porady/zgtosi¢ sie pod opieke
lekarza.
P362 + Zdjac zanieczyszczong odziez i wypra¢ przed
P364 ponownym uzyciem.
P501 Zawarto$¢/pojemnik usuwaé, przekazujac je do
zatwierdzonej placdwki utylizacji odpadéw.

Ten produkt zawiera substancje o numerze CAS 55965-84-9, mase reakcyjna; 5-chloro-2-
metylo-2H-izotiazol-3-onu i 2-metylo-2H-izotiazol-3-onu (3:1).

PROCEDURA BARWIENIA

Test VENTANA anti-ALK (D5F3) opracowano do stosowania w aparatach BenchMark
IHC/ISH w potaczeniu z produktami Rabbit Monoclonal Negative Control Ig, OptiView DAB
IHC Detection Kit, OptiView Amplification Kit i odczynnikami pomocniczymi. Zalecane
protokoty barwienia przedstawiono w ponizszych tabelach.

Niniejsze przeciwciato zostato zoptymalizowane pod katem okreslonego czasu inkubacji,
jednak uzytkownik jest zobowigzany do walidacji wynikéw uzyskanych z zastosowaniem
tego odczynnika. Postepowanie niezgodne z protokotami barwienia przedstawionymi w
tabelach (Tab. 2, Tab. 3 i Tab. 4) moze spowodowa¢ uzyskanie wynikéw fatszywie
dodatnich lub fatszywie ujemnych. Opracowano procedure barwienia wiasciwg dla ALK, o
nazwie U VENTANA ALK (D5F3), przeznaczong do stosowania w aparacie BenchMark
ULTRA. Aparat BenchMark ULTRA, w ktérym wybierane bedg warunki protokotu na
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nalezy zapozna¢ sig z arkuszem metody dozownika wbudowanego powigzanym z P/IN
790-4794.

Tab. 2. Zalecany protokét barwienia dla testu VENTANA anti-ALK (D5F3) i odczynnika
Rabbit Monoclonal Negative Control Ig w potaczeniu z zestawami detekcyjnymi OptiView
DAB IHC Detection Kit i OptiView Amplification Kit w aparatach BenchMark ULTRA

i BenchMark ULTRA PLUS.

Procedura barwienia U VENTANA ALK (D5F3)

Etap protokotu Wprowadzany parametr

VENTANA ALK AB — 16 minut

(jesli nie wybrano odczynnika, ustawieniem domy$inym
jest 4794)

-4794
-4796
-7155
-7157
(wybrac jeden z powyzszych odczynnikéw w
zalezno$ci od miejsca dystrybucii)

Przeciwciato
(pierwszorzedowe)

lub
Negative Control

Barwienie kontrastowe Hematoxylin I, 4 minuty

Po barwieniu Bluing, 4 minuty

kontrastowym

Tab. 3. Zalecany protokét barwienia dla testu VENTANA anti-ALK (D5F3) i odczynnika
Rabbit Monoclonal Negative Control Ig w potaczeniu z zestawami detekcyjnymi OptiView
DAB IHC Detection Kit i OptiView Amplification Kit w aparacie BenchMark XT.

Rodzaj procedury Metoda
Opcja synchronizacji IHC Wybrane @
Odparafinowanie Wybrane
Kondycjonowanie komérek CC1,

(odstoniecie antygenu)

92 minuty, 100°C

Inhibitor peroksydazy przed

przeciwcialem pierwszorzedowym

Wybrane

Ventana anti-ALK (D5F3) [-4794]

A . lub
Przeciwciato (pierwszorzedowe) )
Rabbit Mono Neg [-4795]
16 minut, 37°C
OptiView HQ Univ Linker 12 minut
OptiView HRP Multimer 12 minut
OptiView Amplification Wybrane
OV AMP H202, OV Amplifier 8 minut
OV AMP Multimer 8 minut

Barwienie kontrastowe

Hematoxylin I, 4 minuty
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Rodzaj procedury Metoda

Po barwieniu kontrastowym Bluing, 4 minuty

2 Ten etap ma zastosowanie tylko w przypadku oprogramowania XT OptiView DAB
V4 i jest niedostepny z wcze$niejszymi wersjami oprogramowania.

Tab. 4. Zalecany protokét barwienia dla testu VENTANA anti-ALK (D5F3) i odczynnika
Rabbit Monoclonal Negative Control Ig w potaczeniu z zestawami detekcyjnymi OptiView
DAB IHC Detection Kit i OptiView Amplification Kit w aparacie BenchMark GX.

Rodzaj procedury Metoda
Odparafinowanie Wybrane
Kondycjonowanie komérek CC1,

(odstonigcie antygenu) 92 minuty, 100°C

Inhibitor peroksydazy przed
przeciwciatem pierwszorzedowym

Wybrane

Ventana anti-ALK (D5F3) [-4794]

i . lub
Przeciwciato (pierwszorzedowe) )
Rabbit Mono Neg [-4795]
16 minut, 37°C
OptiView HQ Univ Linker 12 minut
OptiView HRP Multimer 12 minut
OptiView Amplification Wybrane
OV AMP H202, OV Amplifier 8 minut
OV AMP Multimer 8 minut

Barwienie kontrastowe Hematoxylin II, 4 minuty

Po barwieniu kontrastowym Bluing, 4 minuty

Ze wzgledu na zmienno$¢ utrwalania i obrébki tkanek, a takze rézne ogdine warunki
Srodowiskowe i w zakresie wyposazenia laboratoryjnego konieczne moze by¢ wydtuzenie
lub skrécenie inkubacji z przeciwciatem pierwszorzedowym, kondycjonowania komérek
albo wstepnej obrébki proteaza dla poszczegolnych probek, w zaleznosci od
zastosowanej metody detekciji i preferencji badacza. Wiecej informacji na temat
zmiennych zwigzanych z utrwalaniem mozna znalez¢ w dokumencie
iImmunohistochemistry Principles and Advances”.32

PROCEDURY KONTROLI JAKOSCI
Rabbit Monoclonal Negative Control Ig

Z kazda probka nalezy stosowa¢ odpowiedni preparat do kontroli ujemnej utatwiajacy
interpretacje wynikéw. Odczynnik do kontroli ujemnej Rabbit Monoclonal Negative Control
Ig w postaci przeciwciata zostat dopasowany konkretnie do tego testu i nalezy go uzywaé
zamiast przeciwciata pierwszorzedowego w celu oceny nieswoistego barwienia. Czas
procedury barwienia z odczynnikiem do kontroli ujemnej powinien by¢ réwny czasowi
inkubacji z przeciwciatem pierwszorzedowym. Uzycie innego odczynnika do kontroli
ujemne;j lub postuzenie sie niezalecanym odczynnikiem do kontroli ujemnej moze
doprowadzi¢ do otrzymania zafatszowanych wynikéw.

Kontrole systemowe

Wraz z prébkami pacjentéw nalezy poddawa¢ analizie réwniez kontrole systemowe. Moga
to by¢ prébki tkanki ludzkiego wyrostka robaczkowego33 lub probki NSCLC, o ktérych
wiadomo, ze sg dodatnie/ujemne wzgledem ALK.

Tkanki kontrolne powinny by¢ probkami pobranymi z autops;ji, biopsji lub chirurgicznie i
powinny zosta¢ przygotowane lub utrwalone jak najszybciej, w identyczny sposéb jak
skrawki badane. Takie tkanki moga by¢ wykorzystywane do monitorowania wszystkich
krokéw procedury, od przygotowania tkanki po jej barwienie. UZycie skrawka tkanki
utrwalonego lub poddanego obrébce w sposéb inny niz prébka badana umozliwia kontrolg
wszystkich odczynnikéw oraz krokow metody z wyjatkiem utrwalania i obrébki tkanki.
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Tkanka kontrolna wyrostka robaczkowego lub raka NSCLC
dodatniego/ujemnego wzgledem ALK

W ramach kazdej procedury barwienia wykonywanej przy uzyciu testu VENTANA anti-
ALK (D5F3) nalezy uwzglednia¢ tkanki kontrolne: ALK-dodatnig i ALK-ujemna.

Przypadki raka NSCLC reprezentujace wyniki klinicznie ALK-dodatnie i wyniki klinicznie
ALK-ujemne sg odpowiednie do optymalnej kontroli jakosci, w tym do detekcji nawet
nieznacznego rozktadu odczynnika lub probleméw dotyczacych nietypowego dziatania
aparatu.

Tkanka ludzkiego wyrostka robaczkowego zawiera zaréwno sktadniki wykazujace
barwienie dodatnie, jak i sktadniki wykazujace barwienie ujemne wzgledem biatka ALK,
zatem moze réwniez by¢ stosowana jako kontrola systemowa. Sktadnikéw tkankowych
dajacych odczyn dodatni uzywa sie w celu potwierdzenia naniesienia przeciwciata na
preparat oraz prawidtowego dziatania aparatu; sktadniki dajace odczyn ujemny sg,
uzywane do wykrycia nawet nieznacznego rozktadu odczynnika lub probleméw
dotyczacych nietypowego dziatania aparatu.

Opisy odpowiedniego barwienia tkanki raka NSCLC ALK-dodatniego i ALK-ujemnego oraz
skfadnikéw tkankowych wyrostka robaczkowego zawierajg Tab. 5 i Tab. 6 oraz podrecznik
interpretacii.

Tkanki kontrolne, o ktérych wiadomo, ze sg dodanie/ujemne, uzywane do monitorowania
dziatania testu ALK wzgledem probek pacjentéw, musza zosta¢ utrwalone i poddane
obrébce w taki sam sposdb jak probki pacjentéw. W przeciwnym wypadku tkanki kontrolne
moga by¢ uzywane tylko do monitorowania poprawnosci dziatania odczynnikow
testowych. Tkanki kontrolne nie powinny by¢ stosowane jako pomoc w okreslaniu
diagnozy dotyczacej probek pacjentow.

Weryfikacja badania

Przed pierwszym uzyciem przeciwciata lub systemu do barwienia w procedurze
diagnostycznej nalezy zweryfikowac swoisto$¢ przeciwciata poprzez wybarwienie serii
tkanek dodatnich i tkanek ujemnych wzgledem biatka ALK, dla ktérych znana jest
charakterystyka wynikow badan metoda IHC (patrz ,Procedury kontroli jakosci”
wyszczegdlnione wezesniej w tej czesci ulotki dotaczonej do produktu, zalecenia
dotyczace kontroli jako$ci opracowane w ramach programu College of American
Pathologists Laboratory Accreditation Program i zawarte w dokumencie Anatomic
Pathology Checklist34 lub wytyczne CLSI Approved Guideline35). Te procedury kontroli
jakosci nalezy powtarzaé dla kazdej nowej partii przeciwciata oraz kazdorazowo w
przypadku zmiany parametréw testu. Tkanki raka NSCLC ze znanym statusem ekspresji
biatka ALK lub prébki ludzkiego wyrostka robaczkowego s odpowiednie do weryfikacji
badania.

INTERPRETACJA WYBARWIENIA / OCZEKIWANE WYNIKI

Zautomatyzowana procedura barwienia immunohistochemicznego opracowana przez
firmg VENTANA prowadzi do wytracania brazowego produktu reakcji (DAB) w miejscach
wystepowania antygenéw zlokalizowanych przez test VENTANA anti-ALK (D5F3). Przed
przystapieniem do interpretacji wynikéw wykwalifikowany patomorfolog z doswiadczeniem
w procedurach IHC musi dokona¢ oceny wynikéw barwienia przy uzyciu odczynnika do
kontroli ujemnej i kontroli systemowych oraz zakwalifikowa¢ wybarwiony preparat do
badania.

Tkanki kontrolne do systemowej kontroli dodatniej/ujemnej
Wybarwione tkanki do kontroli dodatniej i ujemnej nalezy oceni¢, aby upewnic sie, ze
wszystkie odczynniki dziataja prawidtowo. Obecnos¢ produktu reakcji o odpowiedniej
barwie i wybarwieniu cytoplazmatycznym w komérkach docelowych w dodatniej kontroli
tkankowej wskazuje dodatnig reaktywnos¢ tkanki.

Jesli nie udaje sie potwierdzi¢ odpowiedniego wybarwienia w tkance do kontroli dodatniej
lub ujemnej badz taka tkanka wykazuje zmiang klinicznej interpretaciji diagnostycznej,
nalezy uzna¢, ze wyniki prébek badanych sg niewazne.
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Tab. 5. Kryteria oceny barwienia tkanki kontrolnej wyrostka robaczkowego. Przykladowe
obrazy mozna znalez¢ w podreczniku interpretacii.

Dopuszczalne Niedopuszczalne

Obecnos¢ silnego ziarnistego barwienia
cytoplazmatycznego komérek
zwojowych. (Patrz uwaga)

Brak silnego ziarnistego barwienia
cytoplazmatycznego komérek
zwojowych.

Brak silnego ziarnistego barwienia
cytoplazmatycznego w komérkach
nabfonka gruczotowego, mieéniach i
tkance limfoidalnej (znikome
wybarwienie lub wybarwienie rzadkich
komérek uktadu limfatyczno-
siateczkowego moze by¢ obserwowane
w agregatach limfoidalnych).

Nadmierne nieswoiste barwienie tta
komérek nabtonka gruczotowego, migsni
i tkanki limfoidalnej, ktére utrudnia
ocene.

Uwaga: nerwy w warstwach mig$niowych wyrostka robaczkowego wykazujg
barwienie dodatnie.

Odczynnik do kontroli ujemnej

Barwienie nieswoiste, jezeli wystepuje, moze mie¢ wyglad rozproszony i mozna je ocenic¢
przy uzyciu preparatu wybarwionego odczynnikiem Rabbit Monoclonal Negative Control Ig
stuzacym do kontroli ujemnej. W celu interpretaciji wynikow barwienia nalezy sie postuzy¢
nienaruszonymi komérkami; komarki nekrotyczne lub zdegenerowane czesto barwig sie
nieswoiscie. Jesli barwienie tfa jest nadmierne, wyniki oceny probek testowych nalezy

3. W przypadku testu VENTANA anti-ALK (D5F3) zaobserwowano pewne artefakty
barwienia. Jasne, nakrapiane, ziamiste barwienie cytoplazmatyczne w makrofagach
pecherzykowych moze by¢ obecne zaréwno na preparatach barwionych
przeciwciatem anti-ALK, jak i preparatach barwionych odczynnikiem do kontroli
ujemnej, co 0znacza, ze jest to artefakt systemu detekcji, ktory nie powinien by¢
oceniany jako dodatnie barwienie przeciwciatem anti-ALK. Oprécz tego
obserwowano barwienie punktowe w martwiczych obszarach nowotworu; takie
barwienie réwniez nalezy zignorowa¢ podczas oceny prébek pacjentow. W
przypadku testu VENTANA anti-ALK (D5F3) obserwowano barwienie tkanki
nerwowej, w tym nerwéw, oraz sporadycznie komérek ukfadu limfatyczno-
siateczkowego w naciekach limfocytowych. Wigcej informacji na ten temat mozna
znalez¢ w podreczniku interpretacii.

4. W zwigzku z zastosowaniem zestawu OptiView Amplification Kit mozna
zaobserwowac niewielkg zmienno$¢ ogoinej intensywnosci wybarwienia na
tkankach kontrolnych. Przyktady dopuszczalnego barwienia zawiera podrecznik
interpretacii.

CHARAKTERYSTYKA WYNIKOW

SKUTECZNOSC ANALITYCZNA

Przeprowadzono badania barwienia pod katem jego czutosci, swoistosci i precyzji oraz
badania poréwnania metod. Wyniki tych badan zamieszczono ponizej.

Czulos¢ i swoistosé
Tab. 7. Czuto$¢/swoistos¢ testu VENTANA anti-ALK (D5F3) wyznaczono, wykonujac
badania na prébkach prawidtowych tkanek FFPE.

uzna¢ za niewazne. Przyktady dopuszczalnych poziomdw barwienia tta uzyskane przy Liczba Liczba
uzyciu tego testu przedstawiono w podreczniku interpretacji. dodatnich/ dodatnich/
Tkanka pobrana od pacjenta wszystkitfh wszystki(fh
Tkanka pobrana od pacjenta musi zostaé oceniona zgodnie z algorytmem oceniania Tkanka przypadkéw | Tkanka przypadkéw
wynikéw testu VENTANA anti-ALK (D5F3), ktéry przedstawia Tab. 6. Wigcej informacji Mozg @ 0/3 Grasica 0/3
zawiera podrecznik interpretacji.
Tab. 6. Algorytm oceniania wynikow testu VENTANA anti-ALK (D5F3). Przyktadowe Mozdzek 0/3 Szpik kostny 013
obrazy mozna znalez¢ w podreczniku interpretacii.
A pocre prerad Nadnercze 013 Pluco 013
Interpretacja Obis barwieni
kliniczna RiSavienia Jajnik 013 Serce 073
Obecno$c silnego ziamistego barwienia cytoplazmatycznego Trzustka 013 Przetyk 0/3
w komérkach nowotworowych (jakikolwiek procent dodatnich -
komarek nowotworowych). Niektore sktadniki wykazujace Gruczof przytarczowy 073 Zotadek 073
banN|e.n|e nalezy wlykluczyc. Nalezg do nich miedzy innymi: Praysadka mézgowa b 03 Jelito cienkie ¢ 03
e jasny nakrapiany odczyn cytoplazmatyczny w
makrofagach pecherzykowych, Jadro 03 Okreznica © 073
e komorki pochodzenia nerwowego (nerwy i komorki
Dodatni wynik testu zwojowe), Tarczyca 073 Watroba 013
na obecnos¢ ALK e barwienie nablonka gruczotowego oraz Sutek 03 Gruczot slinowy 0/3
e rozproszone komorki uktadu limfatyczno- -
siateczkowego w naciekach limfocytowych. Sledziona 0R Nerka 0R
Pewne barwienie tha moze by¢ rowniez obserwowane w Migdatek 013 Gruczot krokowy 013
prawidtowej btonie $luzowej w obszarach objetych rakiem - - -
NSCLC (dotyczy to réwniez mucyny) | martwiczych Endometrium 013 Szyjka macicy 073
obszarach nowotworu — barwienie to nalezy wykluczy¢ z R .
oceny klinicznej. Migsien szkieletowy 0/4 Skéra 03
Ujemny wynik testu | Brak silnego ziarnistego barwienia cytoplazmatycznego w Nerwy (nieliczne) 03 Mezatelium 03

na obecno$¢ ALK komérkach nowotworowych.

SZCZEGOLNE OGRANICZENIA

1. Dziatanie tego testu nie zostato zwalidowane dla wymazéw cytologicznych ani
prébek odwapnionych.

2. Skrawek tkanki pacjenta musi zosta¢ wybarwiony w ciggu 3 miesiecy od wyciecia z
bloku tkankowego. Zaobserwowano spadek wydajno$ci barwienia przy uzyciu testu
VENTANA anti-ALK (D5F3) w skrawkach tkanek przechowywanych w temperaturze
pokojowe;j przez okres dtuzszy niz 3 miesiace.
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a W 2 z 3 przypadkéw nieliczne komérki glejowe w mozgu wykazywaty barwienie
dodatnie o intensywnosci od stabej do umiarkowane;.

b W 3 z 3 przypadkéw przysadka mozgowa wykazywata stabe barwienie.

¢ Komorki zwojowe w 4 z 6 tkanek jelita wykazywaly dodatnie wzgledem ALK
barwienie o réznych intensywnosciach.
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Tab. 8. Czuto$¢/swoistosc testu VENTANA anti-ALK (D5F3) wyznaczono, wykonujac Liczba
badania na prébkach réznych tkanek FFPE. dodatnichiwszystkich
Liczba Nowotwor przypadkow
. dodatnichlwszystkich Czerniak (odbytu) on
Nowotwor przypadkow
Glejak (m6zgu) 0N Rak podstawnokomaérkowy (skory) 0N
Oponiak (mozgu) 01 Rak ptaskonabtonkowy (skéry) oM
Wyscidlezak (mozgu) o Nerwiakowtokniak (ledzwiowy) 0N
Skapodrzewiak (mézqu) 01 Nerwiak zarodkowy (przestrzeni zaotrzewnowej) 17
Gruczolakorak surowiczy (jajnika) 11 Migdzybtoniak 0/t
Gruczolakorak (jajnika) 0N Chioniak Hodgkina (wezta chfonnego) 0N
Nowotwar neuroendokrynny (trzustki) o Chtoniak anaplastyczny z duzych komérek (wezta 0N
chionnego)
i 01
Gruczolakorak (trzustk) Rak nabtonka drég moczowych (pecherza moczowego) 0N
ieniak (j 0/1
Nasieniak (ader) Miesniakomiesak gtadkokomorkowy 0/2
j 0/1
Rak zarodkowy (ader) Kostniakomigsak 0/
i 01
Rak rdzeniasty (tarczycy) Miesniakomiesak prazkowanokomérkowy oM
Rak brodawkowaty (tarczycy) 0/1 wrzecionowatokomaérkowy
Rak przewodowy in situ (sutka) 0/1
| - c g " 02 Zgodnos¢ miedzy platformami (badanie z analiza pomostowa)
nwazyjny rak przewodowy (sutka) Test VENTANA anti-ALK (D5F3) zostat poczatkowo udostepniony z przeznaczeniem dla
Chtoniak z komorek B; BNO ($ledziony) 0/3 aparatow BenchMark XT i GX. W celu wykazania réwnowaznej skuteczno$ci tego testu w
aparatach BenchMark ULTRA i BenchMark XT przeprowadzono badanie z analizg,
Rak drobnokomérkowy (ptuca) 01 pomostowa. To badanie oceniato status kliniczny ekspres;ji biatka ALK (na podstawie
o algorytmu oceniania ALK, ktéry przedstawia Tab. 6) w 184 odrebnych probkach raka
Rak ptaskonabionkowy (ptuca) NSCLC barwionych przy uzyciu testu VENTANA anti-ALK (D5F3) na obu platformach.
Gruczolakorak (pluca) o Wynikowe wybarwione preparaty zostaty za$lepione i poddane randomizaciji, a nastepnie
P byly oceniane przez trzech patomorfologéw. Wyniki oceny zgodnosci miedzy platformami
Rak ptaskonablonkowy (przetyku) 01 w tym badaniu przedstawiaja Tab. 9 i Tab. 10.
Tab. 9. Wyniki oceny zgodno$ci migdzy aparatami BenchMark XT i BenchMark ULTRA .
Gruczolakorak (przetyku) 0/1
Zgodnos¢ wynikow testu VENTANA anti-ALK (D5F3) miedzy
Gruczolakorak $luzowy (zotadka) 0/1 aparatami BenchMark ULTRA i BenchMark XT
Gruczolakorak (przewodu pokarmowego) 0/1 BenchMark BenchMark XT
Guz podcieliska przewodu pokarmowego (GIST) o/ ULTRA Dodatni Ujemny Lacznie
(okreznicy) Dodatni 85 1 86
Gruczolakorak (odbytnicy) 01 Ujemny 1 97 98
Guz podscieliska przewodu pokarmowego (GIST) 0/1 tacznie 86 98 184
(odbytnicy)
Rak watrobowokomérkowy (watroby) 0N Tab. 10. Zgodno$¢ statusu ekspresji biatka ALK migdzy aparatami BenchMark XT
i BenchMark ULTRA.
Watrobiak ptodowy (watroby) 17 Drocentowa
Procentowa Procentowa dnosé
Rak jasnokomorkowy (nerki) 0N 2godnosé 2godnosé zgodnos¢
wynikéw wynikew i el
Gruczolakorak (gruczotu krokowego) 012 Wspétczynniki zgodnosci dodatnich ujemnych wyn'lkow
. ] ) migdzy platformami ogotem
Miesniak gtadkokomérkowy (macicy) 0N (95- (95- (95-
procentowy procentowy
Gruczolakorak (macicy) 0/1 cl) cl) procgl:)towy
j ¢ i 01 . .
Rak jasnokomérkowy (macicy) Zgodnodt mig dgy aparatami 08.8% 09.0% 05.0%
Rak plaskonablonkowy (macicy) 02 penchark XTBenchMark | 037-90.8%) | (944-99.8%) | (96.1-99.7%)
Mies$niakomigsak prazkowanokomorkowy zarodkowy 0/1
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Grubos¢ tkanki

Grubos¢ tkanki oceniano przy uzyciu 4 odrebnych przypadkéw ludzkiego raka NSCLC (3
ALK-dodatnie i 1 ALK-ujemny) oraz 4 odrebnych przypadkow ludzkiego wyrostka
robaczkowego. Tkanki pocieto na skrawki o grubo$ciach 3, 4, 5, 6 i 7 mikronéw i zbadano
kazda z tych grubosci w dwdch powtdrzeniach. Tkanki o wszystkich grubo$ciach barwione
przy uzyciu testu VENTANA anti-ALK (D5F3) wykazywaty odpowiednie swoiste barwienie
biatka ALK oraz barwienie tta na odpowiednim poziomie. Nie odnotowano zmian w
klinicznym statusie ekspresji biatka ALK w badanym zakresie grubosci skrawkow. W celu
wykonania testu probki powinny by¢ ciete na skrawki o grubosci 4-6 mikronéw.

Badania powtarzalnosci i precyzji posredniej

Powtarzalno$¢ i precyzje posrednia wynikow otrzymywanych przy uzyciu testu VENTANA
anti-ALK (D5F3) oceniono w aparatach BenchMark ULTRA, XT i GX w potaczeniu z
zestawami OptiView DAB IHC Detection i OptiView Amplification.

Dziesig¢ odrebnych probek raka NSCLC (5 ALK-dodatnich i 5 ALK-ujemnych) oceniono w
aparatach BenchMark XT i BenchMark ULTRA. W celu okreslenia precyzji w ramach dnia
5 powtorzen preparatu z kazdej z prébek raka NSCLC wybarwiono w jednym aparacie
BenchMark XT lub jednym aparacie BenchMark ULTRA. W celu okreslenia precyzji w
ramach aparatu 3 powtdérzenia preparatu z kazdej z probek raka NSCLC barwiono z
uzyciem testu VENTANA anti-ALK (D5F3) w trzech aparatach BenchMark XT, a 2
powtorzenia preparatu z kazdej z probek raka NSCLC barwiono w trzech aparatach
BenchMark ULTRA. W celu okre$lenia precyzji miedzy dniami 2 powtérzenia preparatu z
kazdej z prébek raka NSCLC barwiono z uzyciem testu VENTANA anti-ALK (D5F3) w
jednym aparacie BenchMark XT lub aparacie BenchMark ULTRA w 5 nienastepujacych
bezposrednio po sobie dniach. Wszystkie preparaty zostaty zaslepione i poddane
randomizacji w ramach kohorty probek dla kazdego aparatu. Kazda kohorta byta oceniana
osobno przez patomorfologa przy uzyciu algorytmu oceniania wynikow testu VENTANA
anti-ALK (D5F3) (przedstawia go Tab. 6). Kazda powtorzona probka raka NSCLC
zwracata réwnowazne wyniki barwienia IHC na obecno$¢ ALK. Podsumowanie wynikow
oceny powtarzalno$ci i precyzji posredniej dla aparatéw BenchMark XT i BenchMark
ULTRA zawierajg (odpowiednio) Tab. 11 i Tab. 12.

Badanie poréwnujace platformy przeprowadzono, poréwnujac dziatanie testu VENTANA
anti-ALK (D5F3) w aparatach BenchMark XT i aparatach BenchMark GX. W tym badaniu
oceniono dwa bloczki wielotkankowe, z ktérych kazdy zawierat 8 probek raka NSCLC (3
ALK-dodatnie, 1 ALK-ujemna na bloczek). Na potrzeby tego poréwnania 5 powtdrzen
preparatu wybarwiono w trzech aparatach BenchMark XT i trzech aparatach BenchMark
GX. Akceptowalno$¢ barwienia tych preparatéw oceniano na podstawie algorytmu
oceniania IHC dla testu VENTANA anti-ALK (D5F3), ktory przedstawia Tab. 6. Kazda
powtorzona prébka raka NSCLC zwracata réwnowazne wyniki barwienia biatka ALK
metodg IHC na obu platformach. Podsumowanie wynikéw zawiera Tab. 13.

Dodatkowo oceniono powtarzalno$¢ barwienia z uzyciem testu VENTANA anti-ALK
(D5F3) w przypadku ludzkiego wyrostka robaczkowego (kontrola systemowa). Do tego
badania uzyto o$miu odrebnych tkanek ludzkiego wyrostka robaczkowego. W celu
okreslenia precyzji w ramach dnia 13 powtérzen preparatu z dwoch bloczkéw
wielotkankowych zawierajacych 4 prébki wyrostka robaczkowego barwiono w jednym
aparacie BenchMark XT. W celu okreslenia precyzji miedzy aparatami 5 powtdrzen
preparatu z dwoch bloczkow wielotkankowych, z ktorych kazdy zawierat 4 probki wyrostka
robaczkowego, barwiono z uzyciem testu VENTANA anti-ALK (D5F3) w trzech aparatach
BenchMark XT. W celu okreslenia precyzji miedzy dniami 5 powtorzen preparatu z
kazdego z dwach bloczkéw wielotkankowych zawierajacych 4 probki wyrostka
robaczkowego barwiono z uzyciem testu VENTANA anti-ALK (D5F3) w jednym aparacie
BenchMark XT w 5 nienastepujacych bezposrednio po sobie dniach. Wszystkie preparaty
byly oceniane przez patomorfologa za pomoca wytycznych dotyczacych oceny barwienia
tkanki kontrolnej wyrostka robaczkowego przy uzyciu testu VENTANA anti-ALK (D5F3)
(wytyczne te zawarto w Tab. 5). Kazda powtérzona probka wyrostka robaczkowego
zwracata réwnowazne wyniki barwienia biatka ALK metodg IHC. Procentowa zgodnos¢
wszystkich wynikow ogétem w badaniu powtarzalno$ci w ramach dnia i miedzy aparatami
(w 3 aparatach) wynosita 100%, a powtarzalno$¢ migdzy dniami (w 5 nienastepujacych
bezpo$rednio po sobie dniach) wynosita 98%.
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Tab. 11. Powtarzalno$¢ i precyzja po$rednia testu VENTANA anti-ALK (D5F3) dla
odrebnych prébek raka NSCLC barwionych w aparacie BenchMark XT.

N =1aczna liczba

Procentowa
zgodnos¢ wszystkich
wynikow ogétem w

po sobie dni)

Powtarzalno$é/precyzja dla preparatow odniesieniu do
tkanek raka NSCLC ocenionych w K "
kohorcie statqsu ekspresji
biatka ALK
(95-procentowy Cl)
Powtarzalno$¢ w ramach dnia 50 100% (97.5-100%)
Precyzja w ramach platform
yzia wramach piatiormy 60 100% (97.9-100%)
(dla 3 aparatéw BenchMark XT)
Precyzja pomiedzy dniami
(5 nienastepujacych bezposrednio 100 100% (98.7-100%)

odrebnych prébek raka NSCLC w apa

Tab. 12. Powtarzalno$¢ i precyzja posrednia testu VENTANA anti-ALK (D5F3) dla
racie BenchMark ULTRA.

N =taczna liczba

Procentowa
zgodnos$¢ wszystkich
wynikéw ogdétem w

po sobie dni)

Powtarzalno$é/precyzja dla preparatow s

tkanek raka NSCLC ocenionych w el TR
kohorcie statl.!su ekspresji

biatka ALK
(95-procentowy Cl)

Powtarzalno$¢ w ramach dnia 50 100% (92.9-100.0%)

Precyzja w ramach platformy

(dla 3 aparatow 60 100% (94.0-100.0%)

BenchMark ULTRA)

Precyzja pomiedzy dniami

(5 nienastepujacych bezposrednio 100 100% (96.3-100.0%)

Tab. 13. Precyzja miedzy platformami w przypadku testu VENTANA anti-ALK (D5F3) na
probkach raka NSCLC w wielotkankowym bloczku z uzyciem aparatéw BenchMark XT i

BenchMark GX.

N =1aczna liczba

Procentowa
zgodnos$¢ wszystkich

i BenchMark GX
(dla 3 aparatow)

Precyzja dla tkanek raka preparatow wynikéw ogétem w
NSCLC ocenionych w odniesieniu do
kohorcie statusu ekspresji
biatka ALK
Precyzja miedzy platformami z
uzyciem aparatéw BenchMark XT
30 100%

Odtwarzalno$¢ miedzy partia

mi

Odtwarzalno$¢ wynikow testu VENTANA anti-ALK (D5F3) migdzy partiami oceniono,

badajac trzy partie testu VENTANA anti-ALK (D5F3) na 38 odrebnych przypadkach raka
NSCLC (21 prébek ALK-dodatnich (z 18 odrebnych przypadkéw) i 20 probek raka NSCLC
ALK-ujemnych) w aparacie BenchMark XT przy uzyciu zestawéw OptiView DAB IHC
Detection i OptiView Amplification. Wszystkie przypadki barwiono w dwdch powtérzeniach
przy uzyciu kazdej z trzech partii przeciwciata pierwszorzedowego. Preparaty zostaty
za$lepione, poddane randomizacji, a nastepnie ocenione pod katem statusu klinicznego
przy uzyciu algorytmu oceniania wynikow testu VENTANA anti-ALK (D5F3) (patrz Tab. 6).
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Zgodno$¢ wynikow barwienia 41 prébek tkanki raka NSCLC pod katem statusu biatka ALK
dla wszystkich trzech partii przeciwciata byta wyzsza niz 90%. Wyniki zostaty podane jako
procentowa zgodno$¢ wszystkich wynikow ogdtem, Srednia zgodno$¢ wynikéw dodatnich
oraz $rednia zgodno$¢ wynikéw ujemnych. Procentowa zgodno$¢ wszystkich wynikéw
ogotem migdzy partiami wyniosta 99.2%; oznacza to, ze test VENTANA anti-ALK (D5F3)
jest odtwarzalny pod wzgledem wynikéw barwienia migdzy réznymi partiami przeciwciata.
Wyniki przedstawia Tab. 14.

Odtwarzalno$¢ wynikow testu VENTANA anti-ALK (D5F3) miedzy partiami w aparacie
BenchMark ULTRA oceniono, badajac trzy partie testu VENTANA anti-ALK (D5F3) na 30
odrebnych przypadkach raka NSCLC (15 prébek ALK-dodatnich i 15 probek raka NSCLC
ALK-ujemnych) przy uzyciu zestawdw OptiView DAB IHC Detection i OptiView
Amplification. Wszystkie przypadki barwiono w dwoch powtérzeniach przy uzyciu kazdej z
trzech partii przeciwciata pierwszorzedowego. Preparaty zostaly zaslepione, poddane
randomizacji, a nastepnie ocenione pod katem statusu klinicznego przy uzyciu algorytmu
oceniania wynikow testu VENTANA anti-ALK (D5F3) (patrz Tab. 6). Oceny dokonywat
patomorfolog. Zgodno$¢ wynikow barwienia 30 probek tkanki raka NSCLC pod katem
statusu biatka ALK dla wszystkich trzech partii przeciwciata byta wyzsza niz 90%. Wyniki
zostaly podane jako procentowa zgodno$¢ wszystkich wynikéw ogdtem, Srednia zgodnos$é
wynikéw dodatnich oraz $rednia zgodno$¢ wynikéw ujemnych. Procentowa zgodno$¢
wszystkich wynikéw ogdtem miedzy partiami wyniosta 99.1%; oznacza to, ze test
VENTANA anti-ALK (D5F3) jest odtwarzalny pod wzgledem wynikéw barwienia miedzy
rdznymi partiami przeciwciata. Wyniki przedstawia Tab. 15.

Odtwarzalno$¢ wynikow testu VENTANA anti-ALK (D5F3) migdzy partiami oceniono takze
z uzyciem 12 odrebnych probek tkanki ludzkiego wyrostka robaczkowego. Odtwarzalno$é
zostata wyznaczona poprzez zbadanie trzech partii przeciwciata w potaczeniu z trzema
partiami zestawdw OptiView DAB IHC Detection i OptiView Amplification w trzech
aparatach BenchMark XT. Procentowa zgodno$¢ wszystkich wynikéw ogétem dla
sktadnikéw wykazujacych odpowiednie barwienie dodatnie i sktadnikéw wykazujacych
odpowiednie barwienie ujemne w przypadku wyrostka robaczkowego po barwieniu z
uzyciem testu VENTANA anti-ALK (D5F3) wyniosta 100%.

Tab. 14. Wspotczynniki zgodnosci dla odtwarzalno$ci miedzy partiami na 41 prébkach
tkanek raka NSCLC w aparacie BenchMark XT. Przebadano dwadzie$cia jeden probek
ALK-dodatnich (z 18 odrebnych przypadkéw) i 20 probek ALK-ujemnych.

W badaniu precyzji miedzy badaczami w aparacie BenchMark XT trzech patomorfologow
oceniato tacznie 185 odrebnych przypadkéw. Te 185 przypadkéw korelowato ze 100
bloczkami ALK-dodatnimi i 100 bloczkami ALK-ujemnymi, ktére zostaty wybarwione z
uzyciem testu VENTANA anti-ALK (D5F3). Preparaty zostaty zaslepione, poddane
randomizacji, a nastepnie ocenione pod katem wybarwiania immunohistochemicznego na
obecno$¢ ALK za pomoca algorytmu oceniania wynikow testu VENTANA anti-ALK (D5F3)
(Tab. 6). Wyniki, ktére przedstawia Tab. 16 ponizej, odzwierciedlaja wspotczynniki precyzji
miedzy badaczami dla odrebnych przypadkéw z kohorty badania.

Tab. 16. Badanie 1 precyzji miedzy badaczami w aparacie BenchMark XT

Srednia Srednia Sz el
s 3a zgodnos¢
zgodnosé zgodnosé .
. g wszystkich
wynikow wynikow gy
S . - . wynikow
Precyzja migdzy badaczami dodatnich ujemnych ogétem
(95- (95- (95-
procentowy procentowy procentowy
Cl) Cl) )
Srednia ze wszystkich trzech 98.8% 99.0% 98.9%
poréwnan miedzy badaczami (97.3-100%) (97.7-100%) (97.4-100%)

Badanie 2 precyzji miedzy badaczami w aparacie BenchMark XT wykonano z uzyciem
kohorty przypadkéw z randomizowanego badania klinicznego probek raka NSCLC ALK-
dodatnich od pacjentéw, ktdrzy zostali wiaczeni do tego badania na podstawie wynikow
uzyskanych przy uzyciu zestawu Abbott Vysis ALK Break Apart FISH Probe Kit. Okoto
300 przypadkéw wybarwiono z uzyciem testu VENTANA anti-ALK (D5F3) w aparacie
BenchMark XT. Przypadki te zostaty za$lepione pod wzgledem statusu ALK FISH,
poddane randomizacji, a nastepnie przekazane trzem badaczom, ktérzy oceniali wyniki
barwienia IHC na obecno$¢ ALK zgodnie z algorytmem oceniania wynikéw testu
VENTANA anti-ALK (D5F3), ktory przedstawia Tab. 6. Wyniki, ktore przedstawia Tab. 17,
odzwierciedlajg wspotczynniki precyzji miedzy badaczami dla kohorty tego badania

klinicznego.

Celem oceny precyzji miedzy badaczami w aparacie BenchMark ULTRA oceniono kohorte

5 . & . Procentowa
Srednia Srednia oy
zgodnosé zgodnosé ;g:dsqﬁiﬁ]
Wspétczynniki zgodnosci wynikéw wynikow wy¥1ik6w
dla odtwarzalnosci migdzy dodatnich ujemnych ogélem
partiami (95- (95- (95-
rocento rocento
P cl) wy p ) Wy procentowy
Cl)
Srednia ze wszystkich trzech 99.2% 99.1% 99.2%
poroéwnan migdzy partiami (97.4-100%) | (96.8-100.0%) (97.5-100%)

Tab. 15. Wspotczynniki zgodnosci dla odtwarzalno$ci miedzy partiami na 30 prébkach

tkanek raka NSCLC w aparacie BenchMark ULTRA. Przebadano pigtnascie probek ALK-

dodatnich i 15 prébek ALK-ujemnych.

Procentowa Procentowa Pzrogg:t;;v;a
zgodnosé zgodnosé wgz stich
Wspétczynniki zgodnosci wynikow wynikow ¥1ik6w
dla odtwarzalno$ci migdzy dodatnich ujemnych ‘?; olem
partiami (95- (95- (95-
proczrll)towy procgr;)towy procentowy
Cl)
Srednia ze wszystkich trzech 98.9% 99.3% 99.1%
poréwnan migdzy partiami (96.8-99.6%) (97.3-99.8%) (97.9-99.6%)

Badania precyzji miedzy badaczami

Wykonano kilka badan precyzji migdzy badaczami: dwa badania w aparacie BenchMark
XT i jedno w aparacie BenchMark ULTRA.
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184 odrebnych przypadkéw raka NSCLC. Kohorta obejmowata 90 przypadkéw ALK-
dodatnich i 94 przypadki ALK-ujemne, ktére wybarwiono z uzyciem testu VENTANA anti-
ALK (D5F3) w aparacie BenchMark ULTRA. Przypadki te zostaly zaslepione, poddane
randomizacji, a nastepnie przekazane trzem badaczom, ktérzy oceniali wyniki barwienia
IHC na obecno$¢ ALK zgodnie z algorytmem oceniania wynikéw testu VENTANA anti-
ALK (D5F3), ktéry przedstawia Tab. 6. Wyniki, ktére przedstawia Tab. 17, odzwierciedlajg
wspétczynniki precyzji migdzy badaczami uzyskane w tym badaniu.
Tab. 17. Badanie 2 precyzji miedzy badaczami pod katem statusu ALK w prébkach raka
NSCLC z przeznaczonej do poréwnania metod kohorty nr 1, ktre zostaty wybarwione z

uzyciem testu VENTANA anti-ALK (D5F3) w aparacie BenchMark XT.

& . & . Procentowa
Sredmg' Srednrf\' 2godnosé
zgodnosé zgodnos¢ 5
gy g wszystkich
wynikéw wynikéw wynikéw
Precyzja migdzy badaczami | dodatnich ujemnych ogélem
(95- (95- (95-
procentowy procentowy procentowy
Cl) Cl)
Cl)
Srednia ze wszystkich trzech 97.6% 99.5% 99.1%
poréwnan miedzy badaczami | (95.0-99.5%) (98.9-99.9%) (98.2-99.8%)
Poréwnanie migdzy 99.1% 99.8% 99.7%
badaczem 1 a badaczem 2 (97.1-100%) (99.4-100%) (98.2-99.9%)
Poréwnanie migdzy 96.3% 99.2% 98.6%
badaczem 1 a badaczem 3 (92.3-99.2%) (98.3-99.8%) (96.6-99.5%)
Poréwnanie migdzy 97.2% 99.4% 99.0%
badaczem 2 a badaczem 3 (93.5-100%) (98.6-100%) (97.1-99.7%)
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Tab. 18. Precyzja migdzy badaczami pod katem statusu ALK w probkach raka NSCLC
wybarwionych z uzyciem testu VENTANA anti-ALK (D5F3) w aparacie BenchMark
ULTRA.

< . < . Procentowa
Sredmg' Sredma’:' 2godnosé
zgodnos¢ zgodnos¢ .
oy gy wszystkich
wynikéw wynikéw gy
S . . - wynikéw
Precyzja migdzy badaczami dodatnich ujemnych ogélem
(95- (95- (95-
procentowy procentowy procentowy
Cl) Cl)
Cl)
Srednia ze wszystkich trzech 98.4% 98.6% 98.5%
poroéwnan migdzy badaczami | (96.5-99.6%) (96.9-99.7%) (96.7-99.6%)
Poréwnanie miedzy 98.9% 98.9% 98.9%
badaczem 1 a badaczem 2 (96.8-100%) (97.0-100%) (96.0-99.7%)
Poréwnanie migdzy 98.8% 99.0% 98.9%
badaczem 1 a badaczem 3 (96.7-100%) (97.2-100%) (96.0-99.7%)
Poréwnanie migdzy 97.6% 97.9% 97.8%
badaczem 2 a badaczem 3 (94.7-99.4%) (95.4-99.5%) (94.4-99.1%)

Zgodnos$¢ z wynikami badania ALK FISH

W celu poréwnania wynikéw barwienia z uzyciem testu VENTANA anti-ALK (D5F3) z
wynikami badania ALK FISH pod wzgledem klinicznego statusu ekspres;ji biatka ALK
uzyto trzech kohort. Kohorty obejmowaty rézne prébki ludzkiej tkanki raka NSCLC z
guzdw pierwotnych i przerzutowych, w tym prébki uzyskane za pomoca resekcji, biopsji
igtowej i biopsji oskrzeli, a takze bloczki komérek FFPE z materiatu FNA. W kazdym
badaniu na potrzeby oceny korzystano z algorytmu oceniania (patrz Tab. 6).

Badanie zgodnosci 1

W laboratorium zewnetrznym przeprowadzono badanie majace na celu poréwnanie
wynikéw testu VENTANA anti-ALK (D5F3) z retrospektywnymi danymi uzyskanymi w
teScie wykonanym za pomoca zestawu Abbott Vysis ALK Break Apart FISH Probe Kit. W
osrodku zewnetrznym wybarwiono okoto 100 przypadkéw raka NSCLC z uzyciem testu
VENTANA anti-ALK (D5F3) w aparacie BenchMark XT. W przypadku tej kohorty probek
raka NSCLC test VENTANA anti-ALK (D5F3) wykazat > 98-procentowa zgodno$¢
wszystkich wynikéw ogotem z retrospektywnymi danymi uzyskanymi w tescie wykonanym
za pomoca zestawu Abbott Vysis ALK Break Apart FISH Probe Kit. Szczegoty wynikow
przedstawiajg Tab. 19 i Tab. 20. Dla 86 z tych 100 przypadkow dostepne byty dane
dotyczace metody FISH, a ilo$¢ tkanki guza byta wystarczajaca do poréwnania z wynikiem
uzyskanym wzgledem biatka ALK przy uzyciu metody IHC.

Tab. 19. Poréwnanie pomiedzy testem VENTANA anti-ALK (D5F3) a zestawem Abbott
Vysis ALK Break Apart FISH Probe Kit.

Poréwnanie pomigdzy testem VENTANA anti-ALK
(D5F3) a zestawem Abbott Vysis ALK Break Apart FISH
Probe Kit
Abbott Vysis ALK Break Apart FISH
Test VENTANA Probe Kit Lacznie
anti-ALK (D5F3) Dodatni Ujemny
Dodatni 10 0 10
Ujemny 1 75 76
Lacznie 1 75 86
2022-11-07 9717
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Tab. 20. Procentowa zgodno$¢ wszystkich wynikéw ogétem, wynikéw dodatnich i
wynikéw ujemnych dla testu VENTANA anti-ALK (D5F3) w poréwnaniu do zestawu Abbott
Vlysis Break Apart FISH Probe Kit.

Procentowa zgodnos¢ wszystkich wynikow ogétem, wynikow dodatnich i
wynikéw ujemnych

niN %

95-procentowy
cla

Wspotczynnik

Procentowa
zgodnosé
wszystkich
wynikéw ogoétem

85/86 98.8 93.7,99.8

Procentowa
zgodnosé
wynikow
dodatnich

10/11 90.9 62.3,98.4

Procentowa
zgodnosé
wynikow
ujemnych

75/75 100.0 95.1,100.0

a Dwustronny 95-procentowy przedziat ufno$ci obliczono przy uzyciu metody oceny.

Uwaga: nie sprawdzano, czy probki z tego badania zostaty przygotowane zgodnie z
procedurami przygotowania zalecanymi dla tego testu.

Badanie zgodnosci 2

W drugim laboratorium zewnetrznym przeprowadzono badanie majace na celu
poréwnanie wynikow testu VENTANA anti-ALK (D5F3) z danymi z testu wykonanego za
pomoca zestawu Abbott Vysis ALK Break Apart FISH Probe Kit wzgledem 73 przypadkéw
raka NSCLC (skrawki zostaty wyciete w ciagu jednego tygodnia przed barwieniem). W
o$rodku zewnetrznym wybarwiono te przypadki z uzyciem testu VENTANA anti-ALK
(D5F3) w aparacie BenchMark XT. W przypadku tej kohorty probek raka NSCLC test
VENTANA anti-ALK (D5F3) wykazat > 93-procentowg zgodnos¢ wszystkich wynikow
ogoétem z retrospektywnymi danymi uzyskanymi w tescie wykonanym za pomocg zestawu
Abbott Vysis ALK Break Apart FISH Probe Kit. Szczegdly wynikow przedstawiajg Tab. 21 i
Tab. 22.

Tab. 21. Poréwnanie pomiedzy testem VENTANA anti-ALK (D5F3) a zestawem Abbott
Vysis ALK Break Apart FISH Probe Kit.

Poréwnanie pomigdzy testem VENTANA anti-ALK
(D5F3) a zestawem Abbott Vysis ALK Break Apart FISH
Probe Kit
Abbott Vysis ALK Break Apart FISH

Test VENTANA Probe Kit Lacznie

anti-ALK (D5F3) Dodatni Ujemny
Dodatni 2 4 6
Ujemny 0 56 56
Lacznie 2 60 62
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Tab. 22. Procentowa zgodno$¢ wszystkich wynikéw ogétem, wynikéw dodatnich i
wynikéw ujemnych dla testu VENTANA anti-ALK (D5F3) w poréwnaniu do zestawu Abbott
Vysis Break Apart FISH Probe Kit.

Tab. 23. Zgodno$¢ wynikow testu VENTANA anti-ALK (D5F3) z wynikami uzyskanymi
przy uzyciu zestawu Abbott Vysis ALK Break Apart FISH Probe Kit na podstawie oceny 2
patomorfologdw.

Procentowa zgodnos¢ wszystkich wynikéw ogoétem, wynikow dodatnich i
wynikéw ujemnych

niN %

Wspotezynnik 95-procentowy

Cla

Procentowa
zgodnos¢
wszystkich
wynikéw ogétem

58/62 93.5% 84.6-97.5

Procentowa
zgodnosé
wynikow
dodatnich

212 100% 34.2-100.0

Procentowa
zgodnos$¢
wynikow
ujemnych

56/60 93% 84.1-97.4

a Dwustronny 95-procentowy przedziat ufno$ci obliczono przy uzyciu metody oceny.

Dla czterech przypadkéw niezgodnych (w ktérych metoda FISH data wynik ujemny, a
barwienie IHC na obecno$¢ ALK dato wynik dodatni) dodatkowe niebarwione preparaty
przebadano z uzyciem innego przeciwciata przeciwko ALK (inny klon i system detekgji). W
trzech z tych czterech przypadkow uzyskano wyniki zgodne z barwieniem z uzyciem testu
VENTANA anti-ALK (D5F3) pod katem wykrytego barwienia IHC na obecno$¢ ALK.

Byto rowniez 10 przypadkow, dla ktdrych wyniki uzyskane za pomocg metody FISH byly
nieokreslone lub ta metoda nie byla uzywana. Cztery z tych przypadkéw daty wynik
dodatni w tescie VENTANA anti-ALK (D5F3) i z uzyciem innego klonu przeciwciata
przeciwko ALK, a sze$¢ dato wynik ujemny w teScie metoda IHC na obecno$¢ ALK. Byt
jeden przypadek, ktéry dat wynik dodatni w teScie metoda FISH, ale ilo$¢ prébki byta zbyt
mala, aby przeprowadzi¢ barwienie metoda IHC.

Badanie zgodnosci 3

W tym badaniu okoto 300 przypadkéw z trwajacego, globalnego badania klinicznego z
udziatem pacjentéw z rakiem NSCLC dodatnim wzgledem biatka ALK, ktérzy zostali
wigczeni do tego badania na podstawie wynikéw uzyskanych za pomoca zestawu Abbott
Vysis ALK Break Apart FISH Probe Kit, wybarwiono z uzyciem testu VENTANA anti-ALK
(D5F3). Jest to ta sama kohorta, ktéra byta wcze$niej omawiana w czesci dotyczacej
badan precyzji miedzy badaczami. Niektdre sposrdd okoto 300 przypadkéow
sklasyfikowano jako ,brak jednoznacznych informacji” uzyskanych na podstawie testu
metoda FISH albo jako ,nie wykonano testu metodg FISH” — te przypadki byly barwione i
oceniane tylko w celach informacyjnych.

Badane przypadki zostaty zaslepione pod wzgledem statusu z badania metoda FISH,
poddane randomizacji i przekazane dwom badaczom, ktorzy oceniali wyniki barwienia.
Wyniki poréwnano ze statusem uzyskanym metoda FISH w ramach globalnego badania
klinicznego.

Wyniki poréwnania badania metoda IHC pod katem obecnosci ALK z wynikami ALK FISH
przedstawia Tab. 23.
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Poréwnanie pomigdzy testem VENTANA anti-
ALK (D5F3) a zestawem Abbott Vysis ALK Break
Apart FISH Probe Kit
Abbott Vysis ALK Break
Test VENTANA anti-ALK (D5F3) Apart FISH Probe Kit Lacznie

Badacz Dodatni Ujemny
Dodatni 37 13 50
Badacz 1 Ujemny 1" 223 234
Lacznie 48 236 284
Dodatni 37 12 49
Badacz 2 Ujemny 1 225 236
Lacznie 48 237 285

Uwaga: nie sprawdzano, czy probki z tego badania zostaty przygotowane zgodnie z
procedurami przygotowania zalecanymi dla tego testu.

Przypadki niezgodne, ktore daty wyniki dodatnie na obecno$é ALK w tescie z
wykorzystaniem przeciwciata VENTANA anti-ALK (D5F3) i wyniki ujemne w te$cie ALK
FISH:

e 4 przypadki zostaly ocenione przez co najmniej jednego badacza jako dodatnie w
badaniu IHC na obecno$¢ ALK i ujemne w badaniu metoda FISH. Po ocenie
uzgadniajacej ustalono, ze powinny byly zosta¢ ocenione jako ujemne w badaniu
metoda IHC. W tych przypadkach wystapito ogniskowe barwienie
cytoplazmatyczne/btonowe — kwestie jego interpretacji objasniono w podreczniku
interpretacii.

Byto 9 przypadkow dodatnich w badaniu metodg IHC na obecno$é ALK i ujemnych
w tescie ALK FISH, ktdre uznano za przypadki rzeczywiscie niezgodne.

Sposrdd tych 9 niezgodnych przypadkéw w 7 dostepne byly niebarwione preparaty, ktére
mozna byto wykorzystaé na potrzeby dodatkowych testéw diagnostycznych na obecnosé
ALK (testy molekularne i testy IHC z uzyciem innego klonu i systemu detekcji). Wyniki tych
dodatkowych badar w wiekszosci niezgodnych przypadkéw, dla ktérych w badaniu ALK
FISH otrzymano wynik ujemny, potwierdzaty dodatni wynik pod katem statusu ALK
otrzymany w badaniu IHC. (Uwaga: wiek preparatéw przygotowanych z tych przypadkéw
przekraczat zalecane 3 miesigce).

Przypadki niezgodne, ktére daty wyniki ujemne w tescie VENTANA anti-ALK (D5F3) i
wyniki dodatnie w tescie ALK FISH:

e Bylo 11 przypadkéw dodatnich w ocenie metodg FISH, ale ujemnych w ocenie z
uzyciem testu VENTANA anti-ALK (D5F3). W 10 przypadkach dostepne byty
niebarwione preparaty, ktére mozna byto wykorzysta¢ na potrzeby dodatkowych
testow diagnostycznych na obecno$¢ ALK przy uzyciu metod molekularnych i IHC.
Wyniki tych dodatkowych testow wskazywaty, ze wiekszo$¢ przypadkéw ujemnych
w tescie VENTANA anti-ALK (D5F3) byta takze ujemna w innym systemie IHC do
badania na obecnos$¢ ALK, ale co najmniej jeden test molekularny zwrdcit dla nich
wynik dodatni. Uwaga: wiek preparatow przygotowanych z tych przypadkéw
przekraczat zalecane 3 miesigce dla badania metodg IHC na obecno$¢ ALK.

e W kohorcie byto tez 14 przypadkéw, dla ktorych nie uzyskano jednoznacznych
informacji metoda FISH (brak dostepnego wyniku). Sposrad nich 3 zostaty ocenione
jako dodatnie przez obu badaczy po barwieniu z uzyciem testu VENTANA anti-ALK
(D5F3). Dodatkowo byto 19 przypadkéw, dla ktérych wykonanie testu FISH byto
niemozliwe na podstawie preparatu wybarwionego H&E (zwykle z powodu
niewystarczajacej ilosci tkanki guza). Obaj badacze ocenili 4 z tych przypadkéw jako
dodatnie na podstawie barwienia IHC na obecno$¢ ALK. Wynika z tego, ze $rednio
21% przypadkow, dla ktérych nie uzyskano wynikéw metoda FISH, wykazato
dodatni status ekspresji biatka ALK w tescie VENTANA anti-ALK (D5F3).

Badanie odtwarzalnosci miedzylaboratoryjnej w aparacie BenchMark
XT

Aby wykaza¢ odtwarzalno$¢ wynikow testu VENTANA anti-ALK (D5F3) w zakresie
ustalania statusu klinicznego ekspres;ji biatka ALK w aparacie BenchMark XT,
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przeprowadzono badanie miedzylaboratoryjnej odtwarzalno$ci wynikéw tego testu. W
badaniu wykorzystano probki tkanki raka NSCLC (6 ALK-dodatnich i 6 ALK-ujemnych),
ktore analizowano z uzyciem odczynnikéw z 1 partii, w 3 aparatach, w 5 nienastepujacych
bezposrednio po sobie dniach, w trzech laboratoriach zewnetrznych. Wszystkie probki
zostaly poddane randomizaciji, a nastepnie ocenione przez tacznie 6 badaczy (2
badaczy/osrodek) nieznajacych statusu klinicznego ekspres;ji biatka ALK dla tej kohorty.
Kohorta obejmowata 180 preparatéw wykonanych z 12 przypadkéw raka NSCLC
dodatnich i ujemnych wzgledem ekspresji ALK w testach metoda IHC i metoda FISH.
Przypadki te byly barwione w powtérzeniach w okresie 21 dni w 3 laboratoriach. Wyniki
przedstawia Tab. 24. Wspétczynnik akceptowalnosci dla morfologii i tta w tych badaniach
wynosit 100%. Badanie odtwarzalno$ci migdzylaboratoryjnej (inter-laboratory
reproducibility, ILR) wynikow testu VENTANA anti-ALK (D5F3) w aparacie BenchMark XT
dostarczyto warto$ci $redniej zgodno$ci wynikow dodatnich (APA) i $redniej zgodnosci
wynikéw ujemnych (ANA) dla poréwnar miedzy o$rodkami, badaczami i cyklami (w
ramach dnia); poréwnania wykonywano parami, wykorzystujac obserwacje odpowiednie
do oceny.

Tab. 24. ILR: wspétczynniki zgodnosci wynikow testu VENTANA anti-ALK (D5F3) w
aparacie BenchMark XT (n = 180 ocenionych preparatow).

Tab. 25. ILR: wspétczynniki zgodno$ci wynikow testu VENTANA anti-ALK (D5F3) w
aparacie BenchMark ULTRA (n =210 ocenionych preparatéw).

Procentowa
Procentowa Procentowa 200dn05é
Wspotezynniki zgodnosci zgodno$é zgodnosé wgz stkich
dla odtwarzalnosci wynikow wynikow W !r/\ikéw
miedzylaboratoryjnej dodatnich ujemnych oy lem
(status kliniczny ekspresji (95- (95- %95_
biatka ALK) procentowy procentowy t
¢l cl) procentowy
Cl)
Ze wszystkich obserwacii 92.8% 100.0% 96.4%
odpowiednich do oceny (88.4,95.6%) | (98.2,100.0%) | (94.1,97.8%)

Tab. 26. Odtwarzalno$¢ miedzylaboratoryjna: wspotczynniki zgodnosci wynikéw testu
VENTANA anti-ALK (D5F3) miedzy badaczami w aparacie BenchMark ULTRA (n =210
ocenionych preparatéw).

Srednia Srednia :rgzzr:)t:g;a
Wspoétczynniki zgodnosci zgodnos¢ zgodnos¢ V\?sz stkich
dla odtwarzalnosci wynikow wynikow n)i’kéw
miedzylaboratoryjnej dodatnich ujemnych ‘:yélem
(status kliniczny ekspresji (95- (95- (995_
biatka ALK rocento rocento
: ) gl) Wy gl) wy procentowy
Cl)
Miedzy o$rodkami 93.8% 94.9% 94.4%
(3 osrodki) (76.2-100%) (79.2-100%) (83.3-100%)
('\g'eszy drt"am_' X 99.1% 99.2% 99.2%
nienastepujacyc 0 1009 00
bezposredio po sobie dh) (96.4-100%) (96.9-100%) (97.5-100%)
Miedzy badaczami 98.8% 99.0% 98.9%
(2 badaczy/osrodek) (95.2-100%) (95.8-100%) (96.7-100%)

Badanie odtwarzalnosci miedzylaboratoryjnej w aparacie BenchMark

ULTRA

badaczem B1 a
badaczem B2

(71.4-100%)

& . 4 . Procentowa
Wspoétczynniki zgodnosci zs;?:;lzé ZS;Z(:::Z& zgodnos¢
dla odtwarzalnosci g nikéw g nikéw wszystkich
miedzylaboratoryjnej t::)}(liatnich :’lgmn ch wynikow
(status kliniczny ekspres;ji (95- | (95¥ ogodtem
biatka ALK) miedzy (95-
badaczami R IS rocento
cl) cl) P Wy
Cl)
E;’ggg‘:;‘iq‘fdzy 97.0% 97.3% 97.1%
badaczem A2 (87.5-100%) (89.5-100%) (90.2-99.2%)
Porbwnanie migdzy 93.5% 94.7% 94.2%

(81.0-100%)

(86.0-97.7%)

Poréwnanie migdzy
badaczem C1a
badaczem C2

92.3%
(66.7-100%)

93.2%
(74.7-100%)

92.8%
(84.1-96.9%)

Ogdtem

94.3%
(75.6-100%)

95.1%
(81.6-100%)

94.7%
(84.1-100%)

Aby wykaza¢ odtwarzalno$¢ wynikdw testu VENTANA anti-ALK (D5F3) w zakresie
ustalania statusu klinicznego ekspres;ji biatka ALK w aparacie BenchMark ULTRA,
przeprowadzono dodatkowe badanie miedzylaboratoryjnej odtwarzalnosci wynikow tego
testu. W badaniu wykorzystano prébki tkanki raka NSCLC (7 ALK-dodatnich i 7 ALK-
ujemnych), ktére analizowano z uzyciem odczynnikéw z 1 partii, w 3 aparatach
BenchMark ULTRA, w 5 nienastepujacych bezposrednio po sobie dniach, w trzech
laboratoriach zewnetrznych. Wszystkie prébki zostaty poddane randomizaciji, a nastepnie
ocenione przez tacznie 6 badaczy (2 badaczy/osrodek) nieznajacych statusu klinicznego
ekspres;ji biatka ALK dla tej kohorty. Kohorta obejmowata 210 preparatéw wykonanych z
14 przypadkow raka NSCLC dodatnich i ujemnych wzgledem ekspresji ALK w testach
metoda IHC i metoda FISH. Przypadki te byly barwione w powtérzeniach w okresie 21 dni
w 3 laboratoriach. Wyniki przedstawia Tab. 25. OgoIna ostateczna akceptowalno$¢
barwienia dla wszystkich zebranych danych wynosita 99%. Wspdtczynnik akceptowalno$ci
dla morfologii i tra w tych badaniach wynosit 100%. Wyniki przedstawia Tab. 26.

Na podstawie badania ILR dotyczacego testu VENTANA anti-ALK (D5F3) w aparacie
BenchMark ULTRA otrzymano wartosci procentowej zgodnosci wynikéw dodatnich (PPA)
i procentowej zgodnosci wynikow ujemnych (NPA) ze wszystkich uzyskanych podczas
tego badania i odpowiednich do oceny obserwaciji poprzez potaczenie wynikow ze
wszystkich osrodkéw i dni oraz od wszystkich badaczy. Jako standardu referencyjnego
uzyto oceny konsensusowe;.
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Badanie odtwarzalnosci miedzylaboratoryjnej i migdzy badaczami w
przypadku aparatu BenchMark ULTRA PLUS, przeprowadzone przy
uzyciu zestawow OptiView DAB IHC Detection i OptiView
Amplification.

Aby wykaza¢ odtwarzalnos$¢ wynikéw testu VENTANA anti-ALK (D5F3) Assay w zakresie
ustalania statusu klinicznego ekspres;ji biatka ALK w aparacie BenchMark ULTRA PLUS,
przeprowadzono badanie miedzylaboratoryjnej odtwarzalnosci wynikéw tego testu
wykonywanego w aparacie BenchMark ULTRA PLUS. W badaniu wykorzystano probki
tkanki raka NSCLC (14 ALK-dodatnich i 14 ALK-ujemnych), ktére analizowano z uzyciem
odczynnikdéw z jednej partii w aparacie w kazdym z trzech laboratoriéw zewnetrznych, w 5
nienastepujacych bezposrednio po sobie dniach. Probki zostaty poddane randomizacii i
ocenione przez tacznie 6 badaczy (2 badaczy/o$rodek). Wszystkie obserwacje dostepne
dla kazdego przypadku poréwnano wzgledem statusu modalnego danego przypadku.
Akceptowalnos¢ wybarwienia wszystkich 420 preparatow (140 preparatow na osrodek)
przy uzyciu odczynnika do kontroli ujemnej oraz przeciwciata do barwienia ALK miata
warto$¢ 100%. Wyniki zawierajg Tab. 27, Tab. 28 i Tab. 29.

Na podstawie analizy ILR dotyczacej testu VENTANA anti-ALK (D5F3) w aparacie
BenchMark ULTRA PLUS otrzymano warto$ci procentowej zgodnosci wynikéw dodatnich
(PPA) i procentowej zgodnosci wynikéw ujemnych (NPA) ze wszystkich uzyskanych
podczas tego badania i odpowiednich do oceny obserwacji poprzez potaczenie wynikow
ze wszystkich osrodkow i dni oraz od wszystkich badaczy. Jako standardu referencyjnego
uzyto statusu modalnego ekspresji ALK na poziomie przypadku.
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Tab. 27. Odtwarzalno$¢ miedzylaboratoryjna: wspétczynniki zgodno$ci wynikow testu
VENTANA anti-ALK (D5F3) Assay w aparacie BenchMark ULTRA PLUS (n = 420
ocenionych preparatow).

Procentowa Procento'vga
Procentowa 2godnosé zgodnos$é
Odtwarzalnos¢ zgodnosé nikéw wszystkich
miedzylaboratoryjna wynikéw :’Zmn ch wynikow
statusu klinicznego dodatnich | (953’ ogotem
ekspresji biatka ALK (95- t (95-
procentowy Cl) procgrlm) owy procentowy
Cl)
Ze wszystkich obserwacji 98.6% 99.5% 99.0%
odpowiednich do oceny (97.3,99.7) (98.7-100%) (98.3-99.7%)

Oprocz analizy z wykorzystaniem statusu modalnego na poziomie kazdego przypadku
uzyskane wyniki porownywano réwniez parami. Wartosci $redniej zgodnosci wynikow
dodatnich (APA) i $redniej zgodno$ci wynikow ujemnych (ANA) przedstawiono ponize;.
Tab. 28. Odtwarzalno$¢ miedzylaboratoryjna: wspotczynniki zgodno$ci wynikéw testu
VENTANA anti-ALK (D5F3) Assay w aparacie BenchMark ULTRA PLUS (n = 420
ocenionych preparatow).

Zgodnos¢ migdzy aparatami BenchMark ULTRA PLUS i BenchMark
ULTRA

W badaniu zgodnosci miedzy aparatami BenchMark ULTRA PLUS i BenchMark ULTRA
wziely udziat trzy laboratoria z réznych instytucji na terenie Stanéw Zjednoczonych. Do
uzytku w tym badaniu wybrano sto czterdziesci cztery przypadki reprezentujace zakres
barwienia prébek z populaciji zgodnej z zamiarem zastosowania testu VENTANA anti-ALK
(D5F3). Wszystkie 144 przypadki zostaty wybarwione w firmie Ventana przy uzyciu
zestawu detekcyjnego OptiView DAB IHC Detection Kit stosowanego razem z zestawem
OptiView Amplification Kit w aparacie BenchMark ULTRA. Preparaty cietych skrawkéow z
tych samych przypadkow zostaty poddane randomizacii i rowno rozdzielone (48
przypadkow na oérodek) migdzy osrodkami bioracymi udziat w badaniu w celu
wybarwienia ich w aparacie BenchMark ULTRA PLUS przy uzyciu zalecanego protokotu
barwienia i zestawdw OptiView DAB IHC Detection i OptiView Amplification pochodzacych
z tej samej partii. W kazdym z o$rodkéw po dwoch patomorfologéw, ktérzy nie znali
statusow przypadkow, oceniato preparaty wybarwione w aparacie BenchMark ULTRA
PLUS i przypisato kazdemu z nich status kliniczny. Po 2-tygodniowej przerwie wybarwione
wczesniej przy uzyciu aparatu BenchMark ULTRA w firmie Ventana preparaty z
przypadkéw zostaty dostarczone do odpowiednich o$rodkéw w celu ich oceny klinicznej.
Dodatkowo jeden patomorfolog wewnetrzny przejrzat wszystkie badane preparaty, a jego
ocena zostata dotgczona do ocen pozostatych patomorfologéw z poszczegolnych
osrodkdw jako ocena ,trzeciego patomorfologa”. Wyniki przeanalizowano w firmie
Ventana pod katem ALK-dodatnich i ALK-ujemnych statusow klinicznych. Wartosci OPA,

- - Procentowa PPA i NPA wyniosty odpowiednio 95.4% (412/432), 93.5% (202/216) i 97.2% (210/216).
Srednia Srednia 200dn05¢ Dwustronne 95-procentowe przedziaty ufnosci (Cl) obliczono przy uzyciu metody
Wspotczynniki zgodnosci zgodnos$é zgodnos$¢ wgz stkich percentylowej bootstrap. Wskazniki akceptowalno$ci morfologii oraz tta wynosity 100% dla
dla odtwarzalnosci wynikow wynikow wa1ik6w wszystkich przypadkow i obu aparatéw. Wyniki przedstawia Tab. 30.
migdzylaboratoryjnej [ dodatnich ujemnych ogélem Tab. 30. Zgodnoé¢ migdzy aparatami BenchMark ULTRA PLUS i BenchMark ULTRA pod
(status kliniczny ekspresji (95- (95- (95- katem statusow ALK uzyskanych w ramach barwienia przypadkéw NSCLC przy uzyciu
biatka ALK) procgrll)towy procgl:)towy procentowy | testu VENTANA anti-ALK (D5F3) Assay. Uzyskane dane rozpatrywano tacznie.
Cl) Status ALK w aparacie Status BenchMark ULTRA ALK
(hgieqzydis)rodkami 5 ‘28-91;/040/ 5 28-91;/040/ " 5;3;9“/040/ BenchMark ULTRA PLUS Dodatni Ujemny Lacznie
osrodki — _ _
(96.6-994%) | (968-994%) | (%6.7-994%) Dodatni 202 6 208
("f,')‘?]‘iﬁ’a‘i’t‘;?j‘qcych 98.3% 98.3% 98.3% Ujemny 14 210 224
bezposrednio po sobie dni) (96.9-99.4%) (97.2-99.5%) (97.1-89.5%) Lacznie 216 216 432
niN % (95-procentowy Cllal)
Tab. 29. Odtwarzalno$¢ miedzylaboratoryjna: wspotczynniki zgodnosci wynikow testu Procentowa zqodnosé 202/216
VENTANA anti-ALK (D5F3) Assay miedzy badaczami w aparacie BenchMark ULTRA wynikow dodatnich 935 (895,972)
PLUS (n =420 ocenionych preparatow).
Procentowa zgodnosé 210/216
. . A 97.2(94.5,99.5
miedzylaboratoryjna zqo:ir:(gz:: 290:;;23:: wszystkich Procentowa zgodnos$é 412/432 95.4 (928, 97.5)
miedzy badaczami (:(?(’:Ia tnich L‘I'jlgmnych wynikow wszystkich wynikoéw ogétem . 8, 97.
ptm:czasktizllr(]l:es:‘anla (95- (95- ogglsem [a] Dwustronne 95-procentowe przedziaty ufnosci (Cl) obliczono przy uzyciu metody
ska usu L";; ‘?I?K procentowy procentowy ( t percentylowej bootstrap, korzystajac z 2000 powt6rzen wybranych ze stratyfikacjgq wedtug
exspresji biatka Cl) Cl) procgr; owy przedziatu kwalifikujacego [ALK-dodatni, ALK-ujemny, ALK-dodatni, trudny do oznaczenia;
) ALK-ujemny, trudny do oznaczenia].
Poréwnanie miedzy 99.3% 99.3% 99.3%
badaczem Al a 1009 1008 1008 SKUTECZNOSC KLINICZNA
badaczem A2 (97.7-100%) (98.0~100%) (97.9-100%)
Badanie poréwnania metod w aparacie BenchMark XT
Porownanie migdzy 94.8% 95.2% 95.0% Kohorty na potrzeby badania poréwnania metod zostaty wygenerowane z dwéch
badaczem B1 a (90.5-986%) | (914-986%) | (91.1-98.6%) niezaleznych, randomizowanych badan klinicznych kryzotynibu (oznaczonych jako
badaczem B2 badanie kliniczne nr 1 i badanie Kliniczne nr 2), do ktérych zostali wiaczeni pacjenci z
: I ALK-dodatnim rakiem NSCLC. Status ALK dla tych pacjentéw zostat okreslony za pomoca,
Eggc;\g;:;%r:fdzy 100.0% 100.0% 100.0% testu Vysis ALK Break Apart FISH Probe Kit, bedacego testem stosowanym w badaniu
badaczem C2 (97.3-100%) (97.3-100%) (97.3-100%) klinicznym, wykonywanego w wielu laboratoriach centralnych. Wazne wyniki testu Vysis
ALK FISH uzyskano tacznie dla 1644 preparatow tkankowych raka NSCLC (odpowiednio
Oabl 98.1% 98.1% 98.1% 1018 i 626 prébek w badaniu klinicznym nr 1 i w badaniu klinicznym nr 2).
gorem (06.6-994%) | (96.7-994%) | (96.7-994%) | W badaniu poréwnania metod dotyczacym testu VENTANA anti-ALK (DSF3) probki od
pacjentow poddawane badaniom przesiewowym w ramach badania klinicznego nr 1 inr 2
zostaly wystane do laboratorium centralnego w celu wybarwienia ich przy uzyciu testu
VENTANA anti-ALK (D5F3) i oceny metoda IHC pod wzgledem statusu ekspres;ji biatka
2022-11-07 12/17 1021030PL Rev B
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ALK w oparciu o kryteria algorytmu oceny testu VENTANA anti-ALK (D5F3) (Tab. 6).

przesiewowych w ramach badania klinicznego, 933 prébki z badania klinicznego nr 1
(Tab. 31) i 598 probek z badania klinicznego nr 2 (Tab. 33) zwrécito réwniez wazne wyniki
z uzyciem testu VENTANA anti-ALK (D5F3).

Liczby prébek zwracajacych wyniki ALK-dodatnie i ALK-ujemne w przypadku kazdego
testu przedstawiono w Tabelach 31 i 33 — odpowiednio dla kohort z badania klinicznego
nr 1 i badania klinicznego nr 2. Wspdtczynniki zgodnosci miedzy tymi dwoma testami
pokazano w Tabelach 32 i 34 odpowiednio dla kohort z badania klinicznego nr 1 i badania
klinicznego nr 2. Odnotowana procentowa zgodno$¢ wynikéw dodatnich i wynikéw
ujemnych wynosita odpowiednio 86.0% i 96.3% dla badania klinicznego nr 1 (Tab. 32)
oraz odpowiednio 92.7% i 94.8% dla badania klinicznego nr 2 (Tab. 34).

Tab. 31. Poréwnanie statusu ekspres;ji biatka ALK w probkach raka NSCLC (kohorta z
badania klinicznego nr 1) uzyskanego za pomoca testu VENTANA anti-ALK (D5F3) i za
pomocq zestawu Vysis ALK Break Apart FISH Probe Kit.

Vysis ALK Break Apart FISH Probe Kit
Status ekspresji biatka ALK
Dodatni Ujemny Lacznie
Dodatni 154 28 182
Test VENTANA .
ant-ALK (D5F3) Ujemny 25 726 751
tacznie 179 754 933

Tab. 32. Wspétczynniki zgodnosci miedzy wynikami testu VENTANA anti-ALK (D5F3) a
wynikami testu Vysis ALK Break Apart FISH Probe Kit w badaniu klinicznym nr 1.

Procentowa
Procentowa Procentowa s
zgodnosé zgodnosé wgzystkich
Wspéiczynniki zgodnosci wynikéw wynikéw wyhikéw
miedzy wynikami testow dodatnich ujemnych ogélem
ALK (95- (95- (95-
rocento! rocento
P cl wy P cl) wy procentowy
Cl)
Przeciwciato VENTANA anti-
ALK (D5F3)
i 86.0% 96.3% 94.3%
) (80.2-90.4%) (94.7-97 .4%) (92.6-95.6%)
Vlysis ALK Break-Apart FISH
Probe Kit

Tab. 33. Poréwnanie statusu ekspresji biatka ALK w prébkach raka NSCLC (kohorta z
badania klinicznego nr 2) uzyskanego za pomocg testu VENTANA anti-ALK (D5F3) i za
pomoca zestawu Vysis ALK Break Apart FISH Probe Kit.

Vysis ALK Break Apart FISH Probe Kit
Status ekspresji biatka ALK
Dodatni Ujemny tacznie
Dodatni 179 21 200
Przeciwciato
VENTANA anti-ALK | Ujemny 14 384 398
(D5F3) -
tacznie 193 405 598
2022-11-07 13/17
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Tab. 34. Wspétczynniki zgodnosci miedzy wynikami testu VENTANA anti-ALK (D5F3) a
Sposrod probek, dla ktorych uzyskano wazne wyniki testu Vysis ALK FISH podczas badan  wynikami testu Vysis ALK Break Apart FISH Probe Kit w badaniu klinicznym nr 2.

Procentowa Procentowa Pzrozzr;:,oévza
zgodnos¢ zgodnos¢ wgz stkich
Wspoétczynniki zgodnosci wynikow wynikéw )r,ﬂkéw
migdzy wynikami testéw dodatnich ujemnych v:)‘ééiem
ALK (95- (95- (95-
rocento rocento
P cl) Wy P cl) wy procentowy
Cl)
Test VENTANA anti-ALK
(D5F3)
i 92.7% 94.8% 94.1%
) (88.2-95.6%) | (92.2-96.6%) | (92.0-95.8%)
Vysis ALK Break Apart FISH
Probe Kit

Uwaga: nie sprawdzono, czy preparaty tkankowe uzyte w badaniu klinicznym nr 1 i
badaniu klinicznym nr 2 zostaty przygotowane zgodnie z procedurami przygotowania
probek zalecanymi dla testu VENTANA anti-ALK (D5F3).

Badanie rezultatu klinicznego — kryzotynib

Analiza skutecznoéci klinicznej testu VENTANA anti-ALK (D5F3) jako wyrobu
diagnostycznego stuzacego do wyboru pacjentow, ktorzy mogliby odnies¢ korzysci z
leczenia kryzotynibem, czyli preparatem skierowanym przeciwko biatku ALK, byfa oparta
na badaniu klinicznym nr 1. Pacjentéw przebadano przy uzyciu testu VENTANA anti-ALK
(D5F3) w ramach badania poréwnania metod oraz badania dodatkowego. Badanie
kliniczne nr 1 byto wieloosrodkowym, randomizowanym, prowadzonym metoda otwartej
préby i w wielu krajach badaniem fazy I, ktére miato na celu ocene skutecznosci i
bezpieczenstwa stosowania kryzotynibu w poréwnaniu do chemioterapii pierwszego rzutu
(pemetreksed/cisplatyna lub pemetreksed/karboplatyna) u wczesniej nieleczonych
pacjentow z ALK-dodatnim, zaawansowanym, nieptaskonabtonkowym rakiem NSCLC.
Aby ustali¢ status ALK i okresli¢ kwalifikacje do badania klinicznego nr 1, uzyto zestawu
Vlysis ALK Break Apart FISH Probe Kit (ALK FISH). Na podstawie wynikow testu Vysis
ALK FISH 343 pacjentéw znalazto sie w zbiorze poddanym randomizacji (172 osoby
przydzielono do grupy otrzymujacej kryzotynib, a 171 osdb — do grupy otrzymuijacej
chemioterapie). W badaniu rezultatu klinicznego z uzyciem testu VENTANA anti-ALK
(D5F3) probki tkanek z badania klinicznego nr 1 byly retrospektywnie badane z uzyciem
testu VENTANA anti-ALK (D5F3). Sposrod 343 pacjentéw wiaczonych do badania
klinicznego nr 1 prébki od 133 pacjentéw przebadano z uzyciem testu VENTANA anti-ALK
(D5F3) zgodnie z protokotem badania poréwnania metod, a prébki od 39 dodatkowych
pacjentow przebadano w ramach osobnego protokotu badania, co dato tacznie 172
pacjentéw, ktorych probki przebadano z uzyciem testu VENTANA anti-ALK (D5F3).
Sposréd tych przypadkéw 166 rozpoznano jako ALK-dodatnie lub ALK-ujemne metodg
IHC ALK (D5F3). Podsumowanie ogdinych wynikéw skutecznosci w przypadku tych
pacjentéw okre$lone na podstawie wynikéw testu VENTANA anti-ALK (D5F 3) zawiera

Tab. 35.
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Tab. 35. Korzysci kliniczne stosowania kryzotynibu (przezycie bez progresji choroby) u
pacjentow wiaczonych do badania klinicznego nr 1.

- Rozmiar préby
S_tatus ekspresiji HR2 |sEa | procentowy | Grupa Grupa
biatka ALK cla otrzymujaca | otrzymujaca
chemioterapie | kryzotynib

Ogotem
pacienci | FISH+ | 0.454]0.139 %)ggg 171 172
wiaczeni '

FISH+b | 0407 [ 0.214 %)gfg) 82 )
Badani z :
uzyciem | FISH+/ (0.252,
testu He | HC+ 0.40110.237 0.639) 63 78
ALK FISH+/ (0.431

HC- 1.711]0.703 6.789; 17 8

a Zaobserwowany wspdtczynnik hazardu (HR) dla przezycia bez progresji choroby
(PFS) w przypadku otrzymywania kryzotynibu w poréwnaniu do otrzymywania
chemioterapii; btad standardowy (SE); i dwustronny 95-procentowy przedziat ufno$ci
(Cl). Wyniki zostaty oszacowane przy uzyciu modelu Coxa stratyfikowanego wedtug
rasy, przerzutéw do mézgu i wyniku w skali ECOG.

b W przypadku dwéch pacjentéw ALK FISH+ z grupy otrzymujacej chemioterapig i 4
pacjentow z grupy otrzymujacej kryzotynib nie uzyskano dodatniego ani ujemnego
wyniku dotyczacego statusu ALK przy uzyciu metody IHC.

Przeprowadzono dodatkowe analizy z zastosowaniem metod imputacji, aby uwzglednic¢
pacjentow z brakujacymi lub niewaznymi wynikami testu VENTANA anti-ALK (D5F3) oraz
aby oceni¢ wiarygodno$¢ wnioskow z badania. Analiza statystyczna dotyczaca pacjentow
z niezgodnymi wynikami, ktérzy nie zostali wigczeni do badania klinicznego nr 1,
obejmowata symulacje mozliwych wynikéw dla tych pacjentéw. Wyniki wszystkich analiz
hipotetycznych byly na og6t podobne do tych z analizy dotyczacej pierwszorzedowych
punktéw w zakresie skutecznosci.

Przypadki z niezgodnymi wynikami testow FISH+ / IHC- z badania
klinicznego nr 1:

badanie poréwnania metod

W badaniu poréwnania metod (Tab. 35) 25 pacjentéw z badania klinicznego nr 1 zostato
ocenionych jako FISH+/IHC-. Mediana wynikéw testu Vysis ALK FISH (% komérek
nowotworowych dodatnich wzgledem przegrupowan genu ALK) dla tych przypadkéw
wynosita 20% (Srednia 31.6%, SD 21.58%), a dla 14 z tych przypadkéw wynik testu FISH
wynosit 25% lub mniej. Wszystkie z tych przypadkéw miaty wyniki testu Vysis ALK FISH
powyzej progu odcigcia na poziomie 15% okre$lajacego dodatni status ekspresji biatka
ALK, ale ich wyniki znajdowaly sie w strefie niejednoznacznych wynikéw FISH (10-50%).
Z kolei mediana wynikéw testu FISH zaobserwowana dla wszystkich wigczonych
pacjentow, dla ktdrych dostepne byty wyniki testu metodg IHC, wynosita 58% ($rednia
56.9%, SD 21.97%).

Badanie rezultatu klinicznego

W badaniu rezultatu klinicznego 25 pacjentéw wiaczonych do badania klinicznego nr 1
zostalo ocenionych jako FISH+/IHC- (patrz ostatni wiersz w Tab. 35). O$miu z tych
pacjentéw w wyniku randomizaciji trafito do grupy badania klinicznego otrzymujacej
kryzotynib. Sposrdd tych pacjentéw pigciu miato wyniki FISH bardzo zblizone do progu
odciecia w metodzie FISH (15-18% komdrek nowotworowych dodatnich wzgledem
przegrupowan genu ALK) i wykazywato obiektywna progresje albo chorobe stabilng/brak
odpowiedzi. Dwéch z tych 8 pacjentéw miato wyniki FISH poza stref niejednoznacznych
wynikow FISH (66% i 72% komarek nowotworowych dodatnich wzglgdem przegrupowan
genu ALK) i wykazywato czeSciowa obiektywna odpowiedz nowotworu. Osmy pacjent z
wynikiem [HC- miat wynik FISH- i zostat wigczony do badania btednie; u tego pacjenta
wystepowata odpowiedZ nieokre$lona.
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Przypadki z niezgodnymi wynikami testéw FISH-/ IHC+ z badania
klinicznego nr 1

W badaniu poréwnania metod z uzyciem testu VENTANA anti-ALK (D5F3) 28 przypadkéw
poddanych badaniom przesiewowym w ramach badania klinicznego nr 1 zostato
ocenionych jako FISH-/IHC+. Poniewaz testem stosowanym w badaniu klinicznym byt
FISH, a do badania klinicznego nr 1 wiaczano tylko przypadki FISH+, nie sg dostepne
dane dotyczace rezultatu w odniesieniu do przypadkow niezgodnych, dla ktorych
otrzymano wyniki FISH-/IHC+.

Badanie rezultatu klinicznego — cerytynib

Analiza skutecznosci klinicznej testu VENTANA anti-ALK (D5F3) jako wyrobu
diagnostycznego stuzacego do wyboru pacjentéw, ktorzy mogliby odnie$¢ korzysc z
leczenia cerytynibem, byta oparta na wieloo$rodkowym, randomizowanym, prowadzonym
metoda otwartej proby i z grupg kontrolng otrzymujaca aktywne leczenie badaniu
klinicznym fazy Il (badanie kliniczne nr 3) cerytynibu podawanego doustnie. To badanie
poréwnywato leczenie cerytynibem z chemioterapig (dublet platyny z pemetreksedem, a
nastepnie leczenie podtrzymujace pemetreksedem u pacjentéw bez progresji choroby po
4 cyklach) pod wzgledem skutecznosci klinicznej i bezpieczehstwa u wezesniej
nieleczonych pacjentéw dorostych z miejscowo zaawansowanym lub przerzutowym, ALK-
dodatnim, nieptaskonabtonkowym rakiem NSCLC. Test VENTANA anti-ALK (D5F3) byt
uzywany w aparacie BenchMark XT w celu przetestowania prébek od facznie

1778 pacjentéw, aby sprawdzi¢, czy kwalifikujg sie oni do badania klinicznego nr 3 — na
potrzeby kwalifikacji wymagany byt dodatni status ekspresji biatka ALK. Lacznie

376 pacjentéw, w przypadku ktorych na podstawie tego testu stwierdzono ALK-dodatni
status nowotworu, trafito do zbioru poddanego randomizaciji (189 oséb przydzielono do
grupy otrzymujacej cerytynib, a 187 oséb — do grupy otrzymujacej chemioterapie).
Podsumowanie ogélnych wynikéw dotyczacych skutecznosci w przypadku pacjentow
leczonych cerytynibem przedstawia Tab. 36. W poréwnaniu do chemioterapii cerytynib
wykazywat statystycznie istotng i klinicznie znaczacq korzy$¢ — na podstawie analizy
zaslepionej niezaleznej komisji oceniajacej (BIRC) odnotowano 45-procentowe
zmniejszenie ryzyka dotyczacego przezycia bez progresji choroby (PFS) (HR = 0.55; 95-
procentowy Cl: 0.42, 0.73; p <.001) w przypadku pacjentéw wybranych za pomocg testu
VENTANA anti-ALK (D5F3). Mediana PFS zgodnie z analiza BIRC wynosita 16.6
miesigca (95-procentowy Cl: 12.6, 27.2) oraz 8.1 miesigca (95-procentowy Cl: 5.8, 11.1)
odpowiednio dla grupy otrzymujacej cerytynib i grupy otrzymujacej chemioterapie.

Tab. 36. Korzysci kliniczne stosowania cerytynibu (przezycie bez progresji choroby) u
pacjentow wigczonych do badania klinicznego nr 3.

Przezycie bez progresji choroby ((:;rztm;l)) Ch?,:‘" LO:%';a)p'a
Mediana, w miesigcach (95-
orocentowy Cl) @ 16.6 (12.6, 27.2) 8.1(58,11.1)

HR (95-procentowy Cl) b 0.55 (0.42, 0.73)

Wartos¢ p © <0.001

HR = wspétczynnik hazardu; Cl = przedziat ufnosci; BIRC = zaslepiona niezalezna
komisja oceniajaca; NR = nie osiggnieto; NE = nie do oszacowania

a Oszacowano za pomoca metody Kaplana-Meiera.

b W celu oszacowania wspéiczynnika hazardu PFS wraz z 95-procentowym Cl na
podstawie testu Walda zastosowano model regresji Coxa z uwzglednieniem
czynnikéw stratyfikacji z randomizacii (stan sprawnosci wg WHO: 0 lub 1-2;
obecnos¢ lub brak przerzutéw do mdzgu, obecnos¢ lub brak wczesniejszej
chemioterapii neoadiuwantowej/adiuwantowej).

¢ Na podstawie stratyfikowanego logarytmicznego testu rang (stratyfikacja taka sama,
jak w Uwadze b).

Wspétczynniki akceptowalnosci barwienia z uzyciem testu VENTANA anti-ALK (D5F3) w
populacji z zamiarem rozpoznania (1778 pacjentéw przebadanych przy uzyciu tego testu)
przedstawia Tab. 37. Podano réwniez wspéiczynniki dopuszczalno$ci morfologii i
dopuszczalnego barwienia tta dla preparatéw barwionych z uzyciem testu VENTANA anti-
ALK (D5F3). W przypadku 122 prébek pierwsza préba barwienia z uzyciem testu
VENTANA anti-ALK (D5F3) nie powiodta sie i wykonano kolejng probe barwienia. Po
ostatecznej probie barwienia 48 ze 122 probek pozostato niedopuszczalnych (1 z powodu
niewaznej kontroli cyklu, 30 z powodu nieakceptowalnego barwienia H&E, 12 z powodu
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nieakceptowalnego barwienia odczynnikiem do kontroli ujemnej, 1 z powodu
niedopuszczalnego tta, 2 z powodu niedopuszczalnego tta i niedopuszczalnej morfologii, a
2 z powodu niemoznosci oceny preparatu IHC). Test VENTANA anti-ALK (D5F3)
charakteryzowat sie wysokim ogélnym wspétczynnikiem akceptowalno$ci pierwszego i
ostatecznego barwienia — odpowiednio 93.1% i 97.3%. Ostateczne wspotczynniki
akceptowalnosci morfologii i tta wyniosty 99% lub wiece;.
Tab. 37. Charakterystyka pierwszego i ostatecznego barwienia z uzyciem testu
VENTANA anti-ALK (D5F3) w przypadku prébek raka NSCLC poddawanych badaniom

Tab. 38. Korzysci kliniczne stosowania alektynibu lub kryzotynibu (przezycie bez progresji
choroby) u pacjentéw wigczonych do badania klinicznego nr BO28984.

Przezycie bez progresji choroby w
ocenie badacza

Alektynib
(N=152)

Kryzotynib
(N=151)

Mediana, w miesigcach (95-procentowy
Cla

NE (17.7, NE%)

11.1(9.1,13.1%)

przesiewowym na potrzeby wiaczenia do badania klinicznego nr 3.

Procentowy wspétczynnik
akceptowalnosci (n/N)

Ocenione atrybuty barwienia (95-procentowy Cl)

HR (95-procentowy Cl) b 0.47 (0.34, 0.65%)

Pierwsza proba

Ostateczna préba

barwienia barwienia
Og6lny wspotczynnik akceptowalnosci | 93.1% (1656/1778) | 97.3% (1730/1778)
barwienia ALK metoda IHC (91.9-94.2%) (96.4-98.0%)
Barwienie ta 99.0% (1655/1672) | 99.8% (1727/1730)
(98.4-99.4%) (99.5-99.9%)
0 0,
Morfologia 99.0% (1657/1674) | 99.9% (1728/1730)

(98.4-99.4%)

(99.6-100%)

Warto$¢ p © <0.0001
Przezycie bez progresji choroby w Alektynib Kryzotynib
ocenie IRC (N =152) (N=151)

Mediana, w miesigcach (95-procentowy
Cl)a

25.7 (19.9, NE%) 104 (7.7, 14.6%)

HR (95-procentowy Cl) b

0.50 (0.36, 0.70%)

Warto$¢ p ©

<0.0001

HR = wspétczynnik hazardu; Cl = przedziat ufnosci; IRC = komisja bioetyczna;

Badanie rezultatu klinicznego — alektynib

Analiza skutecznoci klinicznej testu VENTANA anti-ALK (D5F3) jako wyrobu
diagnostycznego stuzacego do wyboru pacjentow, ktorzy mogliby odnie$¢ korzys¢ z
leczenia alektynibem, byta oparta na wieloo$rodkowym, randomizowanym, prowadzonym
metodg otwartej préby i z grupg kontrolng otrzymujaca aktywne leczenie badaniu
klinicznym fazy Il (badanie kliniczne nr BO28984) alektynibu podawanego doustnie. To
badanie poréwnywato leczenie alektynibem z leczeniem kryzotynibem pod wzgledem
skutecznoéci klinicznej i bezpieczenstwa u wczesniej nieleczonych pacjentow dorostych z
miejscowo zaawansowanym lub przerzutowym, ALK-dodatnim rakiem NSCLC. Test
VENTANA anti-ALK (D5F3) byt uzywany w aparacie BenchMark XT w celu
przetestowania probek od tacznie 1239 pacjentow, aby sprawdzi¢, czy kwalifikujq sie oni
do badania klinicznego nr BO28984 — na potrzeby kwalifikacji wymagany byt dodatni
status ekspres;ji biatka ALK potwierdzony testami wykonanymi centralnie. tacznie 303
pacjentow, w przypadku ktérych na podstawie tego testu stwierdzono ALK-dodatni status
nowotworu, zostato poddanych randomizacji i analizie pod wzgledem skutecznosci (152
osoby przydzielono do grupy otrzymujacej alektynib, a 151 os6b — do grupy otrzymujacej
kryzotynib). Podsumowanie ogélnych wynikéw dotyczacych skuteczno$ci przedstawia
Tab. 38. Alektynib — w poréwnaniu do kryzotynibu — wykazywat statystycznie istotng i
klinicznie znaczaca korzy$¢; na podstawie oceny badacza odnotowano 53-procentowe
zmniejszenie ryzyka dotyczacego przezycia bez progres;ji choroby (PFS) (HR = 0.47, 95-
procentowy Cl: 0.34, 0.65; p < 0.0001), a na podstawie oceny komisji bioetycznej (IRC)
odnotowano 50-procentowe zmniejszenie ryzyka dotyczacego PFS (HR = 0.50, 95-
procentowy Cl: 0.36, 0.7; p < 0.0001) w przypadku pacjentéw wybranych za pomoca testu
VENTANA anti-ALK (D5F3). Mediana PFS zgodnie z oceng badacza nie zostata
osiagnieta w grupie otrzymuijacej alektynib, a w ocenie IRC wynosita 25.7 miesigca (95-
procentowy Cl: 19.9, NE) i 10.4 miesigca (95-procentowy Cl: 7.7, 14.6) — odpowiednio
dla grupy otrzymuijacej alektynib i grupy otrzymujacej kryzotynib.
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NE = nie do oszacowania
a Oszacowano za pomoca metody Kaplana-Meiera.

b Wspéiczynnik hazardu oszacowano za pomoca regresji Coxa, przy uwzglednieniu
stratyfikacji pod wzgledem wspétzmiennych rasy (rasa zétta lub inna) oraz przerzutow
do OUN w punkcie wyjsciowym (obecno$é/brak), ocenianych przez IRC.

¢ Na podstawie stratyfikowanego logarytmicznego testu rang (stratyfikacja taka sama,
jak w [b]).

Wspétczynniki akceptowalnosci barwienia z uzyciem testu VENTANA anti-ALK (D5F3) w
populacji z zamiarem rozpoznania (1239 pacjentéw przebadanych przy uzyciu tego testu)
byly poréwnywalne do wynikéw w badaniu klinicznym A2301.

Wynik badania klinicznego lorlatynibu

Skuteczno$¢ lorlatynibu wéréd pacjentéw z rakiem NSCLC ALK-dodatnim, ktérzy
wczesniej nie otrzymywali leczenia ogdlnoustrojowego w kierunku choroby przerzutowe;j,
zostata okreslona w randomizowanym, wieloosrodkowym badaniu prowadzonym metodg
otwartej préby z grupg kontrolng otrzymujaca aktywne leczenie (badanie B7461006;
NCT03052608; CROWN). Wymogami do wiaczenia do badania byly stan sprawnosci w
skali ECOG réwny 0-2 oraz rak NSCLC ALK-dodatni zidentyfikowany przy uzyciu testu
VENTANA anti-ALK (D5F3). Do badania kwalifikowali sie pacjenci stabilni neurologicznie
z leczonymi lub nieleczonymi bezobjawowymi przerzutami do o$rodkowego uktadu
nerwowego (OUN), w tym przerzutami do opon miekkich.

Lacznie 296 pacjentow przydzielono losowo w stosunku 1:1 do grupy otrzymujacej
lorlatynib: 100 mg doustnie raz na dobe (n = 149) lub kryzotynib: 250 mg doustnie dwa
razy na dobe (n = 147). Randomizacja byta stratyfikowana wediug pochodzenia
etnicznego (rasa zotta lub inna) oraz przerzutow do OUN w punkcie wyj$ciowym
(obecnosc/brak). W obu grupach lek byt podawany do wystapienia progres;ji choroby lub
niedopuszczalnej toksycznosci. Glwng miarg wyniku badania skutecznosci byto
przezycie bez progresji choroby (PFS) okre$lane na podstawie niezaleznej analizy
centralnej przeprowadzanej w warunkach zaslepienia (BICR) przy uzyciu kryteriow oceny
odpowiedzi na podstawie guzéw litych, wersja 1.1 (RECIST v1.1).

W badaniu wykazano, ze — w poréwnaniu z grupa przyjmujaca kryzotynib — w grupie
przyjmujacej lorlatynib nastapit istotny statystycznie i znaczacy wzrost wartosci PFS przy
72-procentowym obnizeniu ryzyka progresji choroby lub $mierci wg BICR (HR = 0.28; 95-
procentowy ClI: 0.19, 0.41; p < 0.0001; Tab. 39). W momencie odciecia danych klinicznych
dane dotyczace OS nie byly wystarczajace.

Dodatkowe analizy podgrup uczestnikéw z przerzutami do mézgu lub bez przerzutow w
fazie wyjsciowej badania daty wyniki zgodne z pierwotnym wynikiem PFS.
Prawdopodobieristwo, ze OUN bedzie pierwszym miejscem progresji choroby,
samodzielnie lub z jednoczesna progresja ogdlnoustrojowa, byto znacznie nizsze w grupie
przyjmujacej lorlatynib (2.7%) niz w grupie przyjmujacej kryzotynib (23.8%), z HR
stratyfikowanym wg przyczyny wynoszacym 0.06 (95-procentowy Cl: 0.02, 0.18).36
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Tab. 39. Ogoine wyniki dotyczace skutecznosci w badaniu B7461006 (CROWN).
Przezycie bez progresji choroby Lorlatynib Kryzotynib
(wg oceny BICR) (N =149) (N =147)
Liczba zdarzen, n (%) 41(27.5%) 86 (58.5%)
Progresja choroby, n (%) 32 (21.5%) 82 (55.8%)
Zgony, n (%) 9 (6.0%) 4(2.7%)

Prawdopodobienstwo PFS w ciagu
12 miesiecy
(95-procentowy Cl) @

0.78(0.70,0.84) | 0.39 (030, 0.48)

Wspétczynnik hazardu (95-

procentowy Cl) b 028(0.19,0.41)

<0.0001

Wartos¢ p ©

Skroty: Cl = przedziat ufnosci; NE = nie do oszacowania; PFS = przezycie bez
progresji choroby.

a Przedzialy ufnosci (Cl) zostaly wyprowadzone przy uzyciu transformacii
podwadjnie logarytmicznej z transformacjg wsteczng do oryginalnej skali.

b Stratyfikowany wspétczynnik hazardu oparty na modelu proporcjonalnego
hazardu Coxa.

¢ Jednostronna warto$¢ p oparta na stratyfikowanym logarytmicznym tescie rang.

Na podstawie testéw wykonywanych przy uzyciu przeciwciata VENTANA anti-ALK (D5F3)

w laboratoriach centralnych na 232 probkach przesiewowych z badania B7461006
uzyskano wspotczynniki akceptowalno$ci barwienia utrzymujace sie na niemalze
identycznym poziomie jak te z badania klinicznego A2301.

WNIOSEK

Wyniki testu VENTANA anti-ALK (D5F3) sg odtwarzalne pod wzgledem rezultatow
barwienia pod katem klinicznego statusu ekspres;ji biatka ALK w aparatach BenchMark

IHC/ISH. Wyniki uzyskiwane z wykorzystaniem binarnego algorytmu oceniania sg wysoce
odtwarzalne miedzy badaczami. Pod wzgledem statusu ekspresji biatka ALK wyniki tego
testu s zgodne z wynikami testu Vysis ALK Break Apart FISH Probe Kit. Test VENTANA
anti-ALK (D5F3) moze by¢ uzywany do identyfikacji pacjentéw kwalifikujacych sie do
terapii preparatem XALKORI® (kryzotynib), ZYKADIA® (cerytynib), ALECENSA®
(alektynib) lub lorlatynib.

ROZWIAZYWANIE PROBLEMOW

Jesli w probkach od pacjenta albo w tkankach do kontroli systemowej pochodzacych z
ludzkiego raka NSCLC lub ludzkiego wyrostka robaczkowego wystapi nieprawidtowe
wybarwienie, nalezy upewnic sie, czy przeprowadzono wiasciwe procedury
konserwacyjne aparatu BenchMark IHC/ISH. W przypadku stwierdzenia probleméw
technicznych lub nieprawidtowos$ci przed powtérzeniem cyklu nalezy skontaktowa¢ sie z
lokalnym przedstawicielem dziatu pomocy techniczne;.
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Podsumowanie dotyczace bezpieczenstwa i skutecznosci mozna znalez¢ pod adresem:

https://ec.europa.eu/tools/eudamed
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Firma Ventana stosuje okreslone ponizej symbole i 0znaczenia dodatkowo do symboli
wymienionych w normie 1SO 15223-1 (dotyczy Stanéw Zjednoczonych: definicje
stosowanych symboli mozna znalez¢ pod adresem dialog.roche.com):
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