AV
4 ®
TAv VENTANA

PATHWAY anti-HER-2/neu (4B5) Rabbit Monoclonal
Primary Antibody

790-2991

05278368001

V7 50

URCENE POUZITIE

PATHWAY anti-HER-2/neu (4B5)
Rabbit Monoclonal Primary Antibody
(PATHWAY HER?2 (4B5)) od
spolo¢nosti Ventana Medical Systems,
Inc. (Ventana) je krali¢ia monoklonaina
protilatka uréena na laboratérne
N T o s S8 o £5  pouZitie na semikvantitativnu detekciu
LS ISR S § HER2 a’ntigénu v re;och fprmalinom
Obrazok 1. Farbenie protilatky ﬂxova'neho, v parafine .Za“,a teho .
PATHWAY HER?2 (4B5) pri karcinome normalneho a neoplasfickeho tkaniva
prsnika. po farbeni na pristroji I'3enchMarkA
IHC/ISH. Je indikovana ako pomécka
pri hodnoteni pacientov s rakovinou prsnika, u ktorych sa zvazuje liecba liekom
Herceptin® (trastuzumab) prip. KADCYLA® (ado-trastuzumab emtanzin).
Tento produkt ma interpretovat kvalifikovany patoldg v spojeni s histologickym
vySetrenim, relevantnymi klinickymi informéaciami a spravnymi kontrolami.
Tato protilatka je urena na diagnostické pouZitie in vitro (IVD).
Poznamka: V3etci pacienti v klinickych $tudiach zahfiiajlcich Herceptin boli vybrani na
zéklade analyzy klinickej $tldie. Ziadny z pacientov v tychto $tidiach nebol vybrany na
zaklade PATHWAY anti-HER-2/neu (4B5). PATHWAY anti-HER-2/neu (4B5) bol
porovnavany s PATHWAY HER-2 (clone CB11) Primary Antibody na nezavislom stbore
vzoriek a zistilo sa, ze poskytuje prijatelne zhodné vysledky. Reélna korelacia klinického
vysledku PATHWAY anti-HER-2/neu (4B5) nebola stanovena.

SUHRN A VYSVETLENIE

PATHWAY anti-HER-2/neu (4B5) Rabbit Monoclonal Primary Antibody (protilatka
PATHWAY anti-HER2 (4B5)) je krali¢éia monoklonalna protilatka uréena proti internej
doméne transmembranového ludského receptora epidermalneho rastového faktora 2
(HER2). HER2 naklonoval a charakterizoval Akiyama a kol. v roku 1986.1 Preukazalo sa,
Ze klon 4B5 reaguje s proteinom 185 kD z SK-BR-3 bunkovych lyzatov cez Western
blotting. SK-BR-3 je bunkova linia karcinému prsnika, ktora vykazuje 128-nasobnl
nadmern( expresiu HER2 mRNA.2 Velkost identifikovaného pasu tizko koreluje s
velkostou hldsenou Akiyamom a kol. v pripade proteinu HER2 (185 kD).
Imunohistochemické (IHC) experimenty s transfekovanymi bunkovymi liniami (HEK293)
preukazali, Ze klon 4B5 farbi bunky transfekované s HER2 a bunky transfekované s
HER4. Nebolo pozorované Ziadne farbenie buniek transfekovanych s HER1 alebo HERS.
Udaje pre Western blot s rekombinantnym HER4 proteinom tieZ signalizovali, ze klon 4B5
rozpoznava epitop HER4.

HER2 je priblizne 185 kDa transmembranova receptorova tyrozinkinaza, ktora je
$trukturalne podobna receptoru epiderméineho rastového faktora (EGFR).34 Génova
amplifikécia a zodpovedajica nadmerna expresia HER2 bola zistena v réznych nadoroch
vratane karcindmov prsnika.34:5 Nadmema expresia proteinov v dosledku amplifikécie
génu HER2, je primarnou hnacou silou tumorigenézy, ktort sprostredkiiva HER2.3
Nadmerna expresia HER2 proteinu na bunkovej membrane zvySuije signalnu transdukciu,
ktora upreguluje proliferaciu a diferenciaciu a v kone¢nom désledku spdsobuje tvorbu
nadoru.34

15 az 30 percent invazivnych duktalnych karcinémov prsnika je pozitivnych na nadmernu
expresiu HER2 proteinu a/alebo amplifikaciu génu.8.7 Takmer vSetky pripady Pagetovej
choroby prsnika a az 90 percent pripadov duktalneho karcinému in situ komedézneho
typu je pozitivnych.6:8

KWL
“.Q\?'n“.l‘é

2022-10-26 1/15

FT0700-410t

KLINICKY VYZNAM

Rakovina prsnika je najcastejSim karcinémom vyskytujicim sa u Zien a druhou
najéastej$ou pricinou Umrti svisiacich s rakovinou.46 VV Severnej Amerike je
pravdepodobnost, Ze Zena dostane rakovinu prsnika, jedna k 6smim.# V&asné detekcia a
vhodné lieebné postupy mézu vjznamne ovplyvnit mieru celkového prezivania.%10 Malé
vzorky tkaniva mozno fahko pouzit pri rutinnej IHC, vdaka ¢omu je tato technika v
kombinacii s protilatkami, ktoré deteguju antigény dolezité pre interpretaciu karcinému,
Gcinnym nastrojom pre patoldgov pri diagnostike a prognostike ochorenia. Jednym z
dolezitych markerov rakoviny prsnika v siéasnosti je HER2.11-14

Terapeutické lieky Herceptin (trastuzumab) a KADCYLA (ado-trastuzumab
emtanzin/trastuzumab emtanzin) sa ukazali byt prinosom pri niektorych pacientoch s
karcindmom prsnika tym, Ze zastavuju a v niektorych pripadoch dokazu zvrétit Sirenie
rakoviny.14 Tieto ligky si humanizované monoklonaine profilatky, ktoré sa viazu na
HER? protein na rakovinovych bunkéch.1!.13,14 Iba pacienti s HER2 pozitivnymi
karcinomami prsnika by mali benefitovat z lie¢by liskom Herceptin alebo KADCYLA.11-14
In vitro diagnostika na vyhodnotenie stavu génu HER2 pri karcinémoch prsnika je dolezita,
pretoZe pomaha lekarovi pri uréovani terapie liekom Herceptin alebo KADCYLA.11.12,14
Detekcia zalozena na IHC expresie HER2 proteinu sa pouZiva ako pomdcka pri hodnoteni
pacientov s rakovinou prsnika, u ktorych sa zvazuje nasadenie lie¢by liekom Herceptin
alebo KADCYLA.

Interpretécia vysledkov akéhokolvek detekéného systému pre HER2 musi brat do tvahy
skutoCnost, Ze HER2 sa exprimuje v nadoroch rakoviny prsnika aj v zdravom tkanive, aj
ked na roznych Grovniach a s réznymi vzormi expresie. ! Histologické tkanivové preparaty
majl vyhodu intaktnej morfoldgie tkaniva, o pomaha pri interpretacii HER2 pozitivity
vzorky. VSetky histologické testy musi interpretovat Specialista na morfologiu rakoviny
prsnika a/alebo patoldgiu, a vysledky sa musia doplinit morfologickymi Stidiami a riadnymi
kontrolami a pouzivat v spojeni s inymi klinickymi a laboratérnymi tdajmi.

PRINCIP POSTUPU

PATHWAY anti-HER2 (4B5) je krali¢ia monoklonalna protilatka, ktora sa viaze na HER2 v
tkanivovych rezoch fixovanych formalinom, zaliatych v parafine (FFPE). Specifickd
protilatku mozno lokalizovat bud’ pomocou formulacie sekundarnej protilatky konjugovanej
s biotinom, ktora rozpoznava krali¢ie imunoglobuliny, po ktorej nasleduje pridanie
konjugatu (HRP) streptavidin-chrenovej peroxidazy (\VIEW DAB Detection Kit), alebo
sekundamnej protilatky konjugovanej HRP (uftraView Universal DAB Detection Kit).
Specificky komplex protilatky a enzymu sa potom vizualizuje s produktom zréZania
enzymovej reakcie. Kazdy krok sa inkubuje v priebehu presného ¢asu a pri presnej
teplote. Na konci kazdého inkubacného kroku pristroj premyje rezy, aby sa zastavila
reakcia a odstranil nenaviazany material, ktory by zabranil pozadovanej reakcii v
nasledujucich krokoch. Pristroj aplikuje tekuté krycie skli¢ko Liquid Coverslip, ktoré
minimalizuje odparovanie vodnych reagencii zo skli¢ka so vzorkou.

Klinické pripady sa maju hodnotit v kontexte vykonnosti prislusnych kontrol. Odporica sa
zahrnutie pozitivnej kontroly tkaniva fixovanej a spracovanej rovnakym spdsobom ako
vzorka pacienta (napriklad slabo pozitivny karciném prsnika). Okrem farbenia pomocou
protilatky PATHWAY anti-HER2 (4B5) sa ma druhé sklicko farbit' s negativnou kontrolou
CONFIRM Negative Control Rabbit Ig. Aby sa test povazoval za platny, musi pozitivne
kontrolné tkanivo vykazat membranové farbenie nadorovych buniek. Tieto komponenty
maju byt pri farbeni s CONFIRM Negative Control Rabbit Ig negativne. Okrem toho sa
odportca, aby sa s negativne kontrolné tkanivo (napr. HER2-negativny karciném prsnika)
zaradilo pre kazdu davku vzoriek, ktoré sa spractvaju a analyzuju v pristroji BenchMark
IHC/ISH. Negativne kontrolné tkanivo je potrebné farbit' protilatkou PATHWAY anti-HER2
(4B5) s ciefom zabezpeit, Ze zvySenie antigénu a iné postupy predbezného oSetrenia
nevytvoria falo$ne pozitivne farbenie. PouZitie spoloénostou VENTANA vopred zriedenej
protilatky PATHWAY anti-HER?2 (4B5) a detekénych stprav VIEW DAB a uftraView
Universal DAB Detection na priame pouzitie v kombinacii s pristrojom BenchMark IHC/ISH
znizuje pravdepodobnost [udskej chyby a inherentnej variability vyplyvajicej z
individualneho riedenia €inidla, manualneho pipetovania a manualnej aplikacie Cinidla.

DODAVANY MATERIAL

Protilatka PATHWAY anti-HER2 (4B5) obsahuje dostatok ¢inidla na 50 testov.

Jeden 5 mL davkovag protilatky PATHWAY anti-HER2 (4B5) obsahuije priblizne 30 pg
krali¢ej monoklonalnej protilatky zameranej proti antigénu ludského HER2.

Tato protilatka sa riedi v 0.05 solnom roztoku pufrovanom M Tris, 0.01 M EDTA, 0.05 %
Brij-35 a 0.3 % proteinovom nosici a 0.05 % azide sodnom, ktory je konzervacnou latkou.
Obsahuije stopy telacieho fetalneho séra, priblizne 0.25 %, pochadzajiceho zo
zakladného roztoku.
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Koncentracia Specifickej protilatky je priblizne 6 pg/mL.

Protilatka PATHWAY anti-HER2 (4B5) je krali€i IgG zriedeny zo supematantov
tkanivovych kultdr.

Podrobné informacie o postupoch najdete v prislusnom metodickom liste k detekénej
stprave VENTANA: Princip postupu, Material a metody, Ziskavanie a priprava vzoriek na
analyzu, Postupy kontroly kvality, RieSenie problémov, Interpretacia vysledkov a
Obmedzenia.

POTREBNE MATERIALY, KTORE NIE SU SUCASTOU DODAVKY
Farbiace reagencie, napr. detekéné stpravy VENTANA, a pomocné komponenty vratane
skli€ok na negativnu a pozitivnu kontrolu tkaniva nie si si¢astou dodavky.
Nie v3etky produkty uvedené v metodickom liste musia byt dostupné vo vetkych
regiénoch. Obréatte sa na miestneho zastupcu podpory.
Nasledujuce reagencie a materialy mézu byt potrebné na farbenie, nie su v3ak sucastou
dodavky:
1. Odporti&ané kontrolné tkanivo
Mikroskopické sklicka, Superfrost Plus (VWR kat. &. 48311-703 alebo ekvivalent)
3. CONFIRM Negative Control Rabbit Ig (kat. €. 760-1029 / 05266238001)
4. VIEW DAB Detection Kit (kat. ¢. 760-091 / 05266157001)
5. ultraView Universal DAB Detection Kit (kat. €. 760-500 / 05269806001)
6.  EZ Prep Concentrate (10X) (kat. ¢. 950-102 / 05279771001)
7. Reaction Buffer Concentrate (10X) (kat. ¢. 950-300 / 05353955001)
8. LCS (Predilute) (kat. €. 650-010 / 05264839001)
9. ULTRALCS (Predilute) (kat. ¢. 650-210 / 05424534001)
10.  Cell Conditioning Solution (CC1) (kat. &. 950-124 / 05279801001)
11. ULTRA Cell Conditioning (ULTRA CC1) (kat. €. 950-224 / 05424569001)
12. Hematoxylin Il (kat. ¢. 790-2208 / 05277965001)
13.  Bluing Reagent (kat. €. 760-2037 / 05266769001)
14, Permanentné montazne médium
15.  Krycie sklicko
16.  Automat na krycie sklicka
17.  Univerzalne laboratérne vybavenie
18.  Pristroj BenchMark IHC/ISH

SKLADOVANIE A STABILITA
Po prijati a vtedy, ked sa nepouziva, skladujte pri teplote 2 - 8 °C. Nezmrazuijte.

Po kazdom pouZiti je nutné opétovne nasadit uzaver davkovaca a davkovac umiestnit
hned do chladnicky vo vertikélnej polohe, aby ste zaistili spravnu dodavku reagencie

a stabilitu protilatky.

Na kaZdom davkovaci protilatky je uvedeny datum exspiracie. Ak sa reagencia spravne
skladuje, zachovava svoje vlastnosti az do datumu uvedeného na Stitku. Nepouzivajte
¢inidlo po datume exspiracie.

PRIPRAVA VZORIEK

Bezne spracované FFPE tkaniva sl vhodné na pouzitie s touto primamnou protilatkou, ak
sa pouziju spolu s detekénymi supravami VENTANA a pristrojom BenchMark IHC/ISH.
Sklicka sa maju farbit ihned, kedZe s postupom ¢asu méze dochadzat k poklesu
antigénnosti tkanivovych rezov. Odpordcané ¢inidlo na fixaciu tkaniva je 10 % neutralny
pufrovany formalin. 16 Pouziva sa mnoZstvo, ktoré je 15- az 20-nasobkom objemu tkaniva.
Ziadny fixativ neprenikne v priebehu 24 hodin viac ako 2 aZ 3 mm do pevného tkaniva
alebo 5 mm do pérovitého tkaniva. Rez tkaniva v hribke 3 mm a menej sa ma fixovat
najmenej 4 hodiny a najviac 8 hodin. Fixaciu mozno vykonat pri izbovej teplote
(15-25°C).16

Spréavne fixované a zaliate tkaniva exprimujlce antigén zostanu stabilné aspo 2 roky, ak
sa skladuju v chlade (15 - 25 °C). Zakon o zdokonaleni klinickych laboratérii The Clinical
Laboratory Improvement Act (CLIA) z roku 1988, 42CFR493.1259 (b) pozaduje, aby
Jaboratérium uchovavalo farbené sklicka najmenej desat rokov od datumu vySetrenia a
bloky vzoriek najmenej dva roky od datumu vySetrenia.”

Maju sa odrezat a na sklicka zachytit rezy v hribke priblizne 5 um. Sklicka maju byt
Superfrost Plus alebo ekvivalentné. Tkanivo by sa malo vysusit na vzduchu umiestnenim
skligok pri teplote okolia cez noc.17 Studie spolognosti Ventana naznadujd, Ze rezy tkaniva
a bunkovych linii suSené na vzduchu a skladované pri teplote 2 — 8 °C su stabilné az

6 mesiacov. Kazdé laborat6rium ma validovat stabilitu rezanych sklicok pre svoje viastné
postupy a podmienky skladovania v prostredi.
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Odport¢ame spracovat pozitivnu a negativnu kontrolu su¢asne s neznamymi vzorkami.

VAROVANIA A BEZPECNOSTNE OPATRENIA

1. Ur€ené na diagnostické pouzitie in vitro (IVD).

2. Urcené len pre odbornikov.

UPOZORNENIE: V Spojenych Statoch americkych federalny zakon povoluje predaj
tejto pomdcky iba prostrednictvom alebo na objednavku lekara. (Rx Only)
. Nepouzivajte po vykonani stanoveného poctu testov.

5. Kladne nabité sklicka moZu byt citlivé na vplyvy okolitého prostredia, ¢o vedie k
nevhodnému farbeniu. O dal3ie informéacie o tom, ako pouzivat tieto typy sklicok,
poziadajte zastupcu spolocnosti Roche.

6. S materidlmi [udského alebo zivo¢isneho pdvodu je potrebné zaobchadzat ako
s biologicky nebezpenym materidlom a ich likvidacia musi zahffiat nalezité
bezpecnostné opatrenia. V pripade expozicie je potrebné dodrziavat zdravotné
pokyny zodpovednych organov.18.19

7.  Zabrante kontaktu reagencii s ocami a sliznicami. Ak sa reagencie dostant do
kontaktu s citlivymi oblastami, zmyte ich velkym mnozstvom vody.

Zabrarite mikrobialnej kontaminacii reagencii, pretoZe to moze spdsobit nespravne
vysledky.

9. Ak sa tento produkt pouziva podfa pokynov, nie je klasifikovany ako nebezpeéna
latka. Konzervacna latka v reagencii je azid sodny. K priznakom nadmerného
vystavenia pdsobeniu azidu sodného patri podrazdenie pokozky a o¢i, podrazdenie
sliznic a homnych dychacich ciest. Koncentracia azidu sodného v tomto produkte je
0.05 % a nespina kritéria pre nebezpecné latky. Nanosy NaN3 mdzu reagovat s
olovenym alebo medenym potrubim a vytvarat vysoko vybusné azidy kovov. Pri
likvidacii oplachnite velkym mnozstvom vody, aby ste zabranili hromadeniu azidu
sodného v potrubi.20 U citlivjch osob méze dojst k systémovym alergickym
reakciam.

10.  Dalsie informacie o pouzivani tohto zariadenia najdete v pouzivatelskej prirucke
k pristroju BenchMark IHC/ISH a v navodoch na pouzitie vSetkych potrebnych
komponentov na stranke dialog.roche.com.

11.  Informacie o sposobe likvidacie ziskate od miestnych a/alebo $tatnych organov.

12.  Oznadenie bezpetnosti produktov v prvom rade zodpoveda usmemeniu GHS EU.
Na poziadanie mozno profesionalnemu pouzivatelovi poskytnut kartu
bezpe€nostnych Udajov.

13.  Pri hldseni podozrenia na zavazné incidenty spojené s touto pomdckou sa obratte
na miestneho zastupcu spoloénosti Roche a kompetentny organ ¢lenského Statu
alebo krajiny, v ktorej ma pouzivatel sidlo.

POSTUP FARBENIA

Primame protilatky VENTANA boli vyvinuté na pouZitie v pristrojoch BenchMark IHC/ISH
v kombinacii s detekénymi stipravami VENTANA a prislu§enstvom. Odporti¢ané protokoly
farbenia uvadzaju tabulky nizSie. Protilatka PATHWAY anti-HER?2 (4B5) je schvalena na
pouZitie v Spojenych tatoch s uplatnenim postupu farbenia PATHWAY pre odpori¢ané
protokoly farbenia.

Tato protilatka je optimalizovana na uvedené Casy inkubacie, ale pouzivatel musi vysledky
ziskané pomocou tejto reagencie overit. Protilatka PATHWAY anti-HER2 (4B5) by sa
mala pred pouZitim nechat odstat aspori 30 mindt pri izbovej teplote.

Parametre automatizovanych postupov sa mozu zobrazit, tlacit a editovat podla postupu
uvedeného v pouzivatelskej prirucke k pristroju. Podrobné informéacie o postupoch IHC
farbenia najdete v prislusnom metodickom liste k detekénej siprave VENTANA.

Dalsie podrobnosti o spravnom pouZivani tejto pomdcky najdete v metodickom liste inline
davkovaca spojenom s P/N 790-2991.

Tabufka 1. Odportcany protokol farbenia pre protilatku PATHWAY anti-HER2 (4B5)

s detekénou stpravou VIEW DAB Detection Kit na pristrojoch BenchMark IHC/ISH.

T . Metoda
ostupu
e BenchMark XT ULTRA
Susenie Ziadne Ziadne Ziadne
Odstranenie parafinu Zvolené Zvolené Zvolené
Upra"a:”"'e!‘ et e, ULTRA CCH,
(Odma_s ‘ovanie Standard Standard miema
antigénu)
14427SK Rev H
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T ; Metdda
ostupu
YP POSHP BenchMark XT ULTRA
- . 32 minut, 32 minut, 24 minut,
Protilatka (primarna) 37°C 37°C 36°C

A/B Blocking Vyzaduie sa
(Biotin Blocking) yzadd
Kontrastné farbivo Hematoxylin I, 4 minuty

Nasledné kontrastné

farbivo Bluing, 4 minaty

Tabufka 2. Odporacany protokol farbenia pre protildtku PATHWAY anti-HER2 (4B5) s
detekénou stipravou uftraView Universal DAB Detection Kit na pristrojoch BenchMark
IHC/ISH s pouzitim protokolu farbenia PATHWAY.

Metdoda

Typ postupu XT ULTRA alebo
ULTRA PLUS
Postup farbenia: XT uftraView PATHWAY U ultraView PATHWAY
P ' HER2 4B5 HER2 4B5
Odstranenie parafinu Zvolené Zvolené
Uprava buniek
(Odmaskovanie CC1, miema ULTRA CC1, mierna
antigénu)
Enzym (proteaza) Nevyzaduje sa Nevyzaduje sa
Protilatka (primarna) 16 mintt, 37 °C 12 minat, 36 °C

Kontrastné farbivo Hematoxylin I, 4 minuty

Nasledné kontrastné

farbivo Bluing, 4 minaty

Tabufka 3. Odportcany protokol farbenia pre protilatku PATHWAY anti-HER2 (4B5) s
detekénou supravou uftraView Universal DAB Detection Kit na pristrojoch BenchMark
IHC/ISH s pouzitim protokolu farbenia uftraView.

Metoda

Typ postupu XT ULTRA alebo
ULTRA PLUS
Postup farbenia: XT ultraView v3 U ultraView DAB
Odstranenie parafinu Zvolené Zvolené

Uprava buniek

(Odmaskovanie
antigénu)

Cell Conditioning 1,

. ULTRA CC1, mierna
mierna

Enzym (proteaza) Nevyzaduje sa Nevyzaduje sa

Protilatka (primarna) 16 mintt, 37 °C 12 mindt, 36 °C

ultraWash Zvolené Zvolené

Kontrastné farbivo Hematoxylin I, 4 minuty

Nasledné kontrastné

farbivo Bluing, 4 minaty

Vzhladom na varigciu vo fixacii a spracovani tkaniva a vSeobecné laboratéme pristroje a
podmienky prostredia moze byt nutné zvysit alebo znizit inkubaciu primarnych protilatok,
Upravu buniek alebo predipravu proteaz na zaklade individualnych vzoriek, pouzitej
detekcie a preferencie Gitatela. Dal3ie informacie o premennych fixacie uvadza
Immunohistochemistry Principles and Advances.“2!
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POSTUPY KONTROLY KVALITY

Optimélna laboratérna prax ma zahffat pozitivny kontrolny rez na tom istom skli¢ku, ako
je testované tkanivo. Tato prax pomaha identifikovat pochybenia pri nanaSani reagencii
na skli¢ko. Na kontrolu kvality je najvhodnejSie tkanivo so slabym pozitivnym farbenim.
Kontrolné tkanivo mdZe obsahovat pozitivne alebo negativne sa farbiace prvky a moze
slizit ako tkanivo na pozitivnu aj negativnu kontrolu. Kontrolné tkanivo musi byt nova
autopsia, biopsia alebo chirurgicka vzorka pripravena ¢i zafixovana €o najskor rovnakym
spdsobom ako testované rezy.

Zname pozitivne kontroly tkaniva sa maju pouzivat len na sledovanie funkcie reagencii

a pristrojov, nie ako pomédcka pri stanoveni konkrétnej diagndzy testovacich vzoriek. Ak
pozitivne kontroly tkaniva nepreukazu pozitivne farbenie, vysledky testovacej vzorky treba
povazovat za neplatné.

Prikladmi pozitivneho kontrolného tkaniva pre tuto protilatku su tkaniva slabo pozitivneho
karcinomu prsnika.

Systémové kontroly bunkovej linie

Spolo¢nost Ventana ma k dispozicii ako samostatny produkt Styri kontroly bunkovej linie
fixované formalinom a zaliate v parafine, narezané a umiestnené na jedno nabité sklicko
(P/N 781-2991). Sklicka PATHWAY HER-2 4 in 1 Control Slides m6Zu byt uzitoéné na
predbezn( validaciu metddy spracovania pouzivanej na farbenie skliok s protilatkou
PATHWAY anti-HER2 (4B5). Tieto Styri kontroly bunkovych linii sa vyzna€uju in situ
hybridizaciou pre poet génovych kopii, Tabulka 4. Pri spravnom spracovani a farbeni by
sa bunkové linie mali zafarbit tak, ako je opisané v metodickom liste kontrolného sklicka
PATHWAY Her-2 4 in 1 Control Slide. Ak uvedené farbenie nie je zrejmé v prisluSnych
blokoch, najma v kontrolach 1+ a 2+, farbenie tkaniv by sa malo zopakovat.

Tabufka 4. Charakteristika kontrolnych skli¢ok PATHWAY HER-2 4 in 1 Control Slides.

IHC hodnotenie HER2 Bunkova linia Pomer HER2/Chr17 *
0 MDA-MB-231 1.11
1+ T47D 1.12
2+ MDA-MB-453 2.66
3+ BT-474 5.53

* Pomer HER2/Chr17 predstavuje priemer troch $arzi sklicok PATHWAY HER-2 4 in 1
Control Slides uréeny pomocou fluorescenénej hybridizacie in situ (FISH)

Pozitivna kontrola tkaniva

Pozitivne kontrolné tkanivo fixované a spracované rovnakym spdsobom ako vzorky
pacienta sa musi pouzit pre kazdu stpravu testovacich podmienok a pri kazdom
realizovanom postupe farbenia protilatky PATHWAY anti-HER?2 (4B5). Takéto tkanivo
mdze sucasne obsahovat pozitivne sa sfarbujice bunky/komponenty tkaniva a negativne
sa sfarbujiice bunky/komponenty tkaniva a moZze slizit ako pozitivne aj negativne
kontrolné tkanivo. Kontrolné tkanivo musi byt nova autopsia/biopsia/chirurgicka vzorka
pripravena a fixovana ¢o najskor rovnakym spdsobom ako testované rezy. Takéto tkanivo
mdze monitorovat vSetky kroky analyzy od pripravy tkaniva po farbenie. PouZitie
tkanivového rezu fixovaného alebo spracovaného odliSne od testovacej vzorky
zabezpecuje kontrolu vSetkych reagencii a krokov metody okrem fixacie a pripravy
tkaniva. Tkanivo so slabym pozitivnym farbenim je vhodnejSie na optimainu kontrolu
kvality a detekciu malej degradacie reagencie ako tkanivo so silnym pozitivnym farbenim.
V/ idealnom pripade by sa malo vybrat tkanivo, o ktorom je zndme, Ze ma slabé, ale
pozitivne farbenie, aby sa zabezpecila citlivost systému na malu degradaciu ¢inidla alebo
problémy s metodikou IHC. Vo vSeobecnosti vSak neoplastické tkanivo, ktoré je pozitivne
na HER2, je silne pozitivne vzhladom na povahu patolégie (nadmerna expresia).
Prikladom pozitivnej kontroly pre protilatku PATHWAY anti-HER2 (4B5) je znamy na
HER?2 slabo pozitivny invazivny karcindm prsnika (napriklad duktalny alebo lobulamy).
Pozitivne sa sfarbujuce komponenty tkaniva (membrana neoplastickych buniek) sa
pouzivaju na potvrdenie toho, ze bola protilatka aplikovana a pristroj fungoval spravne.
Zname na HER? slabo pozitivne tkanivo invazivneho karcinému prsnika mdze obsahovat
pozitivne aj negativne farbiace bunky alebo tkanivové komponenty a moze slizit ako
pozitivne aj negativne kontrolné tkanivo.

Zname pozitivne kontroly tkaniva je potrebné pouzivat iba na monitorovanie spravnej
Ucinnosti spracovanych tkaniv a testovacich reagencii, a nie ako pomdcku na uréenie
konkrétnej diagndzy zo vzoriek pacientov.
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Negativna kontrola tkaniva

Rovnakeé tkanivové sklicko, ktoré bolo pouZité pre pozitivnu kontrolu tkaniva (duktalny
alebo lobulamy invazivny karciném prsnika), mdze byt pouZité ako tkanivo na negativnu
kontrolu. Nefarbiace zloZky (okolita stroma, lymfoidné bunky a krvné cievy) by mali
vykazovat nepritomnost Specifického zafarbenia a mali by poskytovat indikaciu
Specifického zafarbenia pozadia s primarnou protilatkou. Pri kazdom cykle farbenia
pouzite tkanivo, o ktorom je zname, Ze je fixované, spracované a zaliate rovnakym
spdsobom ako vzorka pacienta, aby sa overila Specifickost protilatky PATHWAY anti-
HER?2 (4B5) a aby sa poskytol Uidaj o Specifickom farbeni pozadia (faloSne pozitivne
farbenie).

Negativna kontrolna reagencia

Spolu s kazdou vzorkou sa ma analyzovat aj negativna kontrolna reagencia, ¢o slizi ako
pomdcka pri interpretacii vysledkov. Negativna kontrolna reagencia sa pouziva na mieste
primamej protilatky pri hodnoteni neSpecifického farbenia. Sklicko by sa malo farbit
pomocou negativnej kontroly CONFIRM Negative Control Rabbit Ig. Inkuba¢né doba
negativnej kontrolnej reagencie sa musi rovnat inkubacnej dobe primamej protilatky.

Nevysvetlené rozpory

Nevysvetlené rozpory pri kontrolach je potrebné okamzite oznamit' miestnemu zastupcovi
podpory. Ak vysledky kontroly kvality nespifiaji Specifikacie, vysledky pacientov st
neplatné. Pozrite si ¢ast RieSenie problémov. Zistite a opravte problém, potom zopakuijte
postup so vzorkami pacientov.

Overenie analyzy

Pred pocCiatocnym pouzitim protilatky alebo systému farbenia pri diagnostickom postupe je
potrebné overit Specifickost protilatky jej otestovanim na sérii tkaniv so znamou
charakteristikou imunohistochemickéhoj vykonu, ktory predstavuje zname pozitivne a
negativne tkaniva (pozri Postupy kontroly kvality, ktoré boli odpori¢ané v tejto Casti
pribalového letaku a odporacania Kontroly kvality programu College of American
Pathologists Laboratory Accreditation Program, Anatomic Pathology Checklist, 22 alebo
usmemenie CLSI Approved Guideline?3 alebo oba dokumenty). Tieto postupy kontroly
kvality je potrebné zopakovat pri kazdej novej Sarzi protilatky, pripadne ak dojde k zmene
parametrov analyzy. Tkaniva rakoviny prsnika so znamym stavom HER2 st vhodné na
overenie analyzy.

INTERPRETACIA FARBENIA / OCAKAVANE VYSLEDKY

Automatizovany postup imunofarbenia VENTANA spdsobuje zrazenie do hneda
zafarbeného reakéného produktu (DAB) v miestach antigénu lokalizovanych protilatkou
PATHWAY anti-HER2 (4B5). Skér nez sa budd vysledky interpretovat, musi kvalifikovany
patoldg so skusenostami s imunohistochemickymi postupmi vyhodnotit kontroly

a kvalifikovat farbeny produkt.

Pozitivne kontroly

Najprv je potrebné preskumat farbené pozitivne kontroly tkaniva s cielom zaistit, ze
vSetky reagencie funguju spravne. Pritomnost spravne farbeného produktu reakcie v
membrane cielovych buniek signalizuje pozitivnu reaktivitu. V zavislosti od inkubaéného
¢asu a Ucinku pouzitého hematoxylinu spdsobi kontrastné farbenie bledomodré az
tmavomodré farbenie bunkovych jadier. Nadmemé alebo nelpiné kontrastné farbenie
mdze ohrozit' interpretaciu vysledkov.

Ak pozitivna kontrola tkaniva nepreukaze pozitivne farbenie, vysledky testovacich vzoriek
treba povazovat za neplatné.

Negativne kontroly tkaniva

Negativna kontrola tkaniva sa ma vy3etrit po pozitivnej kontrole tkaniva na Ucely overenia
Specifického znacenia cielového antigénu primamou protilatkou. Nepritomnost
Specifického farbenia v negativnej kontrole tkaniva potvrdzuje nedostatocnu skrizenu
reaktivitu protilatky s bunkami alebo bunkovymi komponentmi. Ak je tkanivo kontrastne
farbené, mdze dojst k farbeniu okolo vonkajsej strany bunky, t. j. v intersticialnych
priestoroch. Ak v negativnej kontrole tkaniva dojde k Specifickému farbeniu, vysledky
vzorky pacienta sa maji povazovat za neplatné.

Negativne kontrolné reagencie

Ak dojde k neSpecifickému farbeniu, bude mat difizny (rozptyleny) vzhlad. Zriedkavé
lahkeé farbenie spojovacieho tkaniva mozno pozorovat aj na tkanivovych rezoch, ktoré su
nadmerne fixované formalinom. Na interpretaciu vysledkov zafarbenia treba pouZit
intaktné bunky, pretoZe nekrotické alebo degenerované bunky maju ¢asto nespecifické
zafarbenie.
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Tkanivo pacienta

Vzorky pacientov je potrebné preskimat ako posledné. Intenzitu pozitivneho farbenia je
potrebné vyhodnotit v kontexte akéhokolvek farbenia pozadia negativnej kontrolnej
reagencie. Ako pri kazdom imunohistochemickom teste negativny vysledok znamena, Zze
dany antigén nebol zaznamenany, nie Ze antigén nie je v testovanych bunkach alebo
tkanive pritomny. Pri interpretacii akéhokolvek imunohistologického vysledku je potrebné
preskimat aj morfoldgiu kazdej vzorky tkaniva pomocou rezov farbenych hematoxylinom
a eozinom. Morfologické zistenia pacientov a prislusné klinické udaje musi interpretovat
kvalifikovany patolég.

Skor nez sa budu vysledky interpretovat, musi kvalifikovany patolég so skisenostami
s imunohistochemickymi postupmi vyhodnotit pozitivne a negativne kontroly a kvalifikovat
farbeny produkt.

Konvencie hodnotenia pre interpretaciu protilatky PATHWAY
anti-HER2 (4B5)

Karcinomy prsnika, ktoré sa povazujii za pozitivne na nadmernu expresiu HER2 proteinu,
musia spliiat prahové kritéria pre intenzitu farbenia (2+ alebo viac na stupnici od 0 do 3+)
a percento pozitivnych nadorovych buniek (vy$Sie ako 10 %). Farbenie sa musi tiez
lokalizovat na bunkovej membrane. Cytoplazmatické farbenie moze byt stale pritomné,
ale toto farbenie nie je zahmuté do stanovenia pozitivity. Dobre zachovana a dobre
farbend oblast tkaniva by sa mala preskimat z hladiska intenzity farbenia a uréenia
Uplnosti membranového farbenia. Farbenie, ktoré pine obklopuje cytoplazmaticku
membranu, by malo byt hodnotené ako intenzita ,2+* alebo ,3+“. Ciastoéné farbenie
membrany by malo byt hodnotené ako ,1+". Mdze byt potrebné preskimat hrani¢né
pripady pri 40-ndsobnom alebo vy§Som zvé&&Seni, aby sa rozliSila intenzita ,1+“ a ,2+*. Na
rozdiel od pripadov hodnotenych ako intenzita 3+ ma farbenie hodnotené ako 2+ ostrejSi a
jasnejSie ohraniceny prstenec, zatial ¢o pripady hodnotené ako 3+ vykazuju velmi hruby
obrys. NizSie je uvedena kratka referencna tabulka pre kritéria farbenia, Tabulka 5.
Pozrite si vykladového sprievodcu pre protilatku PATHWAY anti-HER2 (4B5) Rabbit
Monoclonal Primary Antibody, kde najdete podrobnejsi popis s fotografiami farbenia s
protilatkou PATHWAY anti-HER2 (4B5).

Tabufka 5. Kritéria intenzity a vzoru farbenia bunkovej membrany s protilatkou
PATHWAY anti-HER2 (4B5).

el I
Vzor farbenia lekérovi) il
Nepozorovalo sa Ziadne 0 Negativne
farbenie membrany
Slabé, ¢iastocné farbenie 1+ Negativne
membrany v akejkolvek Casti
rakovinovych buniek
Slabé UpIné farbenie membrany, 2+ Slabo pozitivne *
viac ako 10 % rakovinovych
buniek
Intenzivne UpIné farbenie 3+ Pozitivne
membrany, viac ako 10 %
rakovinovych buniek

* Odporuca sa reflex k ISH

OBMEDZENIA
Vseobecné obmedzenia

1. Imunohistochémia je viackrokovy diagnosticky proces, ktory si vyZzaduje
Specializované Skolenie v oblasti vyberu vhodnych reagencii a tkaniv, fixacie,
spracovania, pripravy imunohistochemického skli¢ka a interpretacie vysledkov
farbenia.

2. Farbenie tkaniva zavisi od manipulacie a spracovania tkaniva pred farbenim.
Nespravna fixacia, zmrazenie, rozmrazenie, premyvanie, suenie, zohrievanie,
rezanie alebo kontamin&cia inymi tkanivami alebo tekutinami méZe viest k
vytvoreniu artefaktov, zachyteniu protilatok alebo k faloSne negativnym vysledkom.
Nekonzistentné vysledky méZzu byt désledkom rozdielov v metddach fixacie a
zalievacich metdd, pripadne inherentnych nepravidelnosti tkaniva.

3. Nadmemé alebo nelpiné kontrastné farbenie moze ohrozit interpretaciu vysledkov.
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4. Klinicku interpretaciu akéhokolvek pozitivneho farbenia alebo jeho absencie je
potrebné vyhodnotit v suvislosti s klinickou anamnézou, morfolégiou a inymi
diagnostickymi testami. Klinicku interpretaciu akéhokolvek farbenia alebo absencie
farbenia je nutné doplnit morfologickymi Sttdiami a spravnymi kontrolami aj
diagnostickymi testami. Kvalifikovany patolég je zodpovedny za oboznamenie sa s
protilatkami, reagenciami a metédami pouZivanymi na interpretéciu zafarbeného
preparatu. Farbenie sa musi vykonat v certifikovanom licencovanom laboratériu pod
dohladom patoldga, ktory je zodpovedny za kontrolu farbenych sklicok a
zabezpecenie vhodnosti pozitivnych a negativnych kontrol.

5. Spolognost VENTANA dodava optimalne zriedené protilatky a reagencie na
pouzivanie za dodrziavania poskytnutych pokynov. Akakolvek odchylka od
odporacanych postupov testovania moze sposobit neplatnost o€akavanych
vysledkov. Je potrebné vyuZit a zdokumentovat vhodné kontroly. PouZivatelia, ktori
sa odklonia od odporiéanych testovacich postupov, musia prijat zodpovednost za
interpretaciu vysledkov pacientov.

6.  Tento produkt nie je uréeny na pouzitie v prietokovej cytometrii — charakteristiky
vykonu sa nestanovili.

7. Reagencie mdzu v tkanivach, ktoré este neboli testované, preukazat neocakévané
reakcie. Moznost neocakavanych reakcii nie je mozné Uplne eliminovat dokonca
ani v pripade otestovanych skupin tkaniv, a to z dovodu biologicke;j variability
expresie antigénu v neoplaziach alebo v inych patologickych tkanivach.24 So
zaznamenanymi neo¢akavanymi reakciami sa obréatte na miestneho zéastupcu
podpory.

8. Tkaniva od ludi infikovanych virusom hepatitidy typu B a tkaniva obsahujlce
povrchovy antigén hepatitidy typu B (HBsAg) mdZu s chrenovou peroxidazou
vykazovat nespecifické farbenie.25

9.  Falone pozitivne vysledky sa mozu vyskytnit v dosledku neimunologickej vazby
proteinov alebo produktov reakcie so substratom. M6Zu byt tiez spdsobené
pseudoperoxidazovou aktivitou (erytrocyty), endogénnou aktivitou peroxidazy
(cytochrém C) alebo endogénnym biotinom (priklad: peceri, mozog, prsnik, oblicka)
v zavislosti od typu pouzitého imunofarbiva.2

10.  Negativny vysledok znamena ako pri kazdom imunohistochemickom teste, Ze
antigén nebol zaznamenany, nie Ze antigén nie je v testovanych bunkach/tkanive
pritomny.

SPECIFICKE OBMEDZENIA

Tato protilatka bola optimalizovana, ako uvadza Tabulka 1, Tabulka 2 a Tabulka 3 pre
pristroje BenchMark IHC/ISH a detek&nu chémiu. Kvéli rozdielom vo fixacii a spracovani
tkaniva moZe byt nevyhnutné prediZit alebo skratit ¢as inkubacie primarnej protilatky na
jednotlivych vzorkach. DalSie informacie o premennych fixacie uvadza
JImmunohistochemistry Principles and Advances*.2!

Protilatka v kombinacii s detekénymi supravami VENTANA a prisluSenstvom deteguje
antigén, ktory prezije beznu fixaciu formalinom, spracovanie a rezanie tkaniva.
PouZivatelia, ktori sa odklonia od odpori¢anych testovacich postupov, st zodpovedni za
interpretaciu a validaciu vysledkov pacientov.

Sklicka je potrebné farbit okamzite, pretoze antigénnost' tkanivovych rezov sa moze v
priebehu ¢asu zmen3ovat a pocas dihSieho skladovania by mohla byt ohrozend vplyvmi
prostredia.

V3etky analyzy sa nemusia zaregistrovat na kazdom pristroji. Ak chcete ziskat dalSie
informacie, kontaktujte miestneho zastupcu spoloénosti Roche.

CHARAKTERISTIKA VYKONU

ANALYTICKA UCINNOST
Vykonali sa testy farbenia na zistenie citlivosti, Specifickosti a presnosti a vysledky st

Citlivost’ a Specifickost’

Citlivost/Specifickost protilatky PATHWAY anti-HER2 (4B5) bola stanovena $tadiou, ktora
neukazala ziadne Specifické membranové farbenie u vaésiny normainych tkaniv. Vysledky
farbenia uvadza Tabulka 6. Citlivost/Specifickost' protilatky PATHWAY anti-HER2 (4B5)
bola tiez stanovena $tldiou, ktora nepreukazala Ziadne Specifické membranové farbenie
vo vacSine neoplastickych tkaniv. Vysledky farbenia uvadza Tabulka 7. Farbenie z
hladiska Specifickosti a citlivosti sa uskuto¢fiovalo pomocou protokolu VIEW DAB
Detection Kit na pristroji BenchMark XT alebo protokolu u/traView na pristroji BenchMark
ULTRA uvedenom vysSie.
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Pozitivne farbenie tonzilarneho epitelu, epitelu pazeraka, prostaty, perifémeho nervu,
pristitnych teliesok, rakoviny prsnika, hrubého creva a rakoviny vajecnikov je v sulade s
publikovanou literatdrou tykajicou sa expresie HER2.

Citlivost z&visi od zachovania antigénu. Akakolvek nespravna manipulacia s tkanivom
pocas fixacie, rezania, zaliatia alebo skladovania, ktorda méze pozmenit antigénnost,
oslabuje detekciu HER2 pomocou protilatky PATHWAY anti-HER2 (4B5) a méZze viest ku
generovaniu falodne negativnych vysledkov.

Tabufka 6. Citlivost/Specifickost protilatky PATHWAY anti-HER2 (4B5) bola stanovena
pomocou normalnych FFPE tkaniv.

Pocet Pocet

pozitivnych/ pozitivnych/

vsetkych vsetkych
Tkanivo pripadov Tkanivo pripadov
Mozog 0/6 Tenké crevo 0/6
Mozocek 0/6 Hrubé Erevo 0/46
Nadoblicka 0/6 Peceri 0/6
Vajecnik 0/6 Slinn4 Zlaza 0/3
Pankreas 0/6 Jazyk 0/3
Lymfaticka uzlina 0/12 Oblicka 0/6
Podmozgova zlaza 0/5 Prostata 1/6
Semennik 0/6 Mo&ovy mechur b 3/3
Stitna zlaza 0/6 Kone&nik 0/6
Prsnik 0/14 Pristitne teliesko ¢ 416
Slezina 0/6 Endometrium 0/3
Mandfa @ 3/6 Maternica 0/3
Tymus 0/5 Kréok maternice 0/5
Kostna dref 0/3 Endocervix 01
Plica 0/6 Kostrovy sval 0/6
Srdce 0/5 Koza 0/6
Perikard 0/3 Nerv 2/6
Pazerak 1/6 Mezotel 0/3
Zalidok 0/11

afokalne farbenie povrchovych epiteliainych buniek
b membranové farbenie povrchovych dazdnikovych buniek
¢ fokalne farbenie membrany

Tabufka 7. Citlivost/Specifickost protilatky PATHWAY anti-HER2 (4B5) bola stanovena
testovanim roznych neoplastickych FFPE tkaniv.

Pocet
pozitivnych/
vsetkych

Patologia pripadov
Glioblastém (mozog) 012
Meningeém (mozog) 01
Oligodendrogliém (mozog) 01
Serézny adenokarcindm (vaje¢nik) 012
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Pocet Pocet
pozitivnych/ pozitivnych/
vsetkych vsetkych

Patologia pripadov Patologia pripadov
Karciném, inak nespecifikovany (NOS) (vaje¢nik) 112 Karciném, NOS (prostata) 073
Neuroendokrinna neoplazia (pankreas) 071 Leiomyom (maternica) 0/1
Adenokarciném (pankreas) 071 Adenokarciném (maternica) 0/1
Karciném, NOS (pankreas) 013 Jasnobunkovy karciném (matemnica) 0/1
Seminém (semennik) 071 Karcindm skvamoznych buniek (kréok maternice) 012
Embryonalny karciném (semennik) 0/1 Embryonalny rabdomyosarkém (prieéne pruhovany sval) 0/1
Medularny karcindm (3titna zlaza) 071 Karciném z bazalnych buniek (koza) 0/1
Papilarny karcinom (3titna zlaza) 01 Karcindm skvamoznych buniek (koza) n
Karcinm, NOS (3titna Zlaza) 013 Neurofibrém (lumbarny) 01
Mikroinvazivny duktalny karciném (prsnik) 212 Neuroblastém (retroperitoneum) 0/1
Invazivny duktalny karcinom (prsnik) 42/99 Mezoteliom (peritoneum) 01
Karciném, NOS (prsnik) 1/4 Pleomorfny rabdomyosarkém (peritoneum) 0/1
Malobunkovy karciném (plica) 01 Lymfém, NOS 013
Karciném skvamoznych buniek (pltca) 0/1 Lymfom B-buniek, NOS (slezina) 0/1
Adenokarcinom (plica) 071 Lymfom B-buniek, NOS (lymfaticka uzlina) 0/2
Karcinm, NOS (pluca) 012 Hodgkinov lymfém (lymfaticka uzlina) 01
Karciném skvamoznych buniek (pazerak) 071 Urotelovy karcinom (mocovy mechdr) n
Adenokarciném (pazerak) 01 Leiomyosarkom (mo&ovy mechdr) 01
Mucin6zny adenokarciném (zalidok) 0/4 Osteosarkom (kost) 011
Adenokarciném (Zalidok) 8/88 Leiomyosarkém (hladky sval) 01
Karcindm z prstencovych buniek (Zalidok) 0/4 Adenokarciném konecnika (metastaticky) 01
Karcindm, NOS (Zal(idok) 013 Adenokarciném hrubého Ereva (metastaticky) 07
Adenokarcindm (tenké Grevo) 01 Mucindzny adenokarciném hrubého &reva (metastaticky) 01
Gastrointestinalny stromalny tumor (tenké Grevo) 01 Neuroendokrinna neoplazia, NOS 0/2
Adenokarciném (hrubé revo) 0/32 Leiomyém 072
Gastrointestinalny stromalny tumor (hrubé ¢revo) 01 Melaném 0/2
Karciném, NOS (hrubé ¢revo) 113 Sarkém, NOS 0/2
Adenokarciném (konecnik) 115 Nediferencovany karcinom, NOS 01
Gastrointestinalny stromalny tumor (konegnik) 071
Melaném (konenik) 0/1 ?pakovatel’nost’ a reprodukovatelnost’

Studie opakovatelnosti a strednej presnosti
Hepatocelulérny karcindm (peceri) 03 Reprodukovatelnost farbenia v ramci cyklu na pristroji BenchMark XT bola uréena
s i) | i s tn ok oy i, 1.2
Karciném, NOS (peceri) 0/3 cyklu a pri vSetkych testovanych pristrojoch. Pouzivatelia musia overit vysledky

reprodukovatelnosti v ramci cyklu farbenim niekolkych stiborov sériovych rezov s nizkou,
Jasnobunkovy karcindm (oblicka) on strednou a vysokou hustotou antigénu v jednom cykle.
oeron 105
Adenokarcinom (prostata) 012 expresiu HER-2 v troch roznych pristrojovych cykloch na pristroji BenchMark XT. V

kazdom pripade sa 9 z 9 skliok primerane zafarbilo v troch pristrojovych cykloch a na
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v3etkych testovanych pristrojoch. Pouzivatelia musia overit vysledky reprodukovatelnosti
medzi cyklami farbenim niekofkych suborov sériovych rezov s nizkou, strednou a vysokou
hustotou antigénu v réznych dioch.

Reprodukovatelnost’ medzi Sarzami

Reprodukovatelnost medzi S8arzami bola stanovena automatickym farbenim 5 tkaniv
rakoviny prsnika s hodnotenim 0, 1+, 2+ a 3+ pre expresiu HER2 s 3 Sarzami protilatky
PATHWAY anti-HER2 (4B5). Farbené tkaniva boli hodnotené na stupnici od 0 do 3+ tromi
kvalifikovanymi Citatelmi. Pri 3 sklickach a 5 farbenych tkanivach bola dosiahnuta 100 %
zhoda medzi Sarzami a Citatemi.

Stidie reprodukovatelnosti medzi laboratériami a medzi gitatefmi na
pristroji BenchMark XT

Reprodukovatelnost hodnotenia farbenia medzi laboratériami a medzi Citatelmi na pristroji
BenchMark XT: Studie reprodukovatelnosti medzi laboratériami sa zic€astnili tri laboratéria
zo samostatnych institdcii v Spojenych Statoch. Sklicka s rezmi 40 neutralnych
pufrovanych pripadov invazivneho karcindmu prsnika fixovaného formalinom [po 10 z
kazdej kategdrie triedenia podlfa HER-2 (0 — 1+, 2+, 3+)] a Sest (6) kontrolnych sklicok
PATHWAY HER-2 4 in 1 Control Slides bolo odoslanych na kazdé z pracovisk farbenia na
Ucely farbenia pristroji BenchMark XT s uplatnenim odpori¢aného protokolu farbenia.
Kontroly zahffiali kontrolné sklicka PATHWAY HER-2 4 in 1 Control Slides a druhé sklicko
kazdého pripadu farbené negativnym Ig &inidlom. Ziadne pracoviska nezaznamenali
neplatné cykly na zaklade postdenia Ucinnosti kontrol. Vysledky boli analyzované
spolocnostou Ventana. Tridsat$tyri zo Styridsiatich (34/40) sklicok vykazovalo podobnu
intenzitu farbenia naprie¢ pracoviskami farbenia. Sest vzoriek (6/40 alebo 15 %) sa
neliSilo o viac ako 1 droven intenzity. U troch (3/6) vzoriek bola zaznamenana variacia
medzi 0 a 1+, priom obe sa povazuju za negativne. U dvoch vzoriek (2/40 alebo 5 %) sa
zaznamenala variacia medzi 2+ a 3+ a u jednej vzorky (1/40) variacia medzi 1+ a 2+. Vo
vSetkych zo 40 pripadov (100 %) dospeli k zhode minimaine 2 z 3 patologov.

Charakteristika vykonu na pristroji BenchMark ULTRA pri pouziti
detekénej supravy iVIEW DAB Detection Kit a ufraView Universal
DAB Detection Kit.

Reprodukovatelnost’ farbenia medzi laboratériami a diiami na
pristroji BenchMark ULTRA

Na Studii reprodukovatelnosti medzi laboratériami sa podiefali ri laboratéria zo
samostatnych institdcii v Spojenych Statoch. Sklicka s rezmi 48 pripadov invazivneho
karcinému prsnika FFPE [po 12 z kazdej kategérie triedenia podfa HER-2 (0, 1+, 2+, 3+)]
a 1 par kontrolnych skli¢ok PATHWAY HER-2 4 in 1 Control Slides na kazdy z 12 cyklov
farbenia boli distribuované do pracovisk Studie na farbenie na pristroji BenchMark ULTRA
s pouzitim odport¢aného protokolu farbenia a detekénej stpravy u/ftraView Universal DAB
Detection Kit. Kontroly zahffiali kontrolné sklicka PATHWAY HER-2 4 in 1 Control Slides a
druhé sklicko kazdého pripadu farbené negativnym Ig Einidlom. Patolégovia, zaslepeni k
stavu pripadu, vyhodnotili sklicka a poskytli klinické hodnotenie (t. j. 0, 1+, 2+, 3+).
Vysledky boli analyzované spolo¢nostou Ventana. Pri pouZiti Standardnej nomenklatiry
pre tabulky 2x2, priemerna pozitivna zhoda (APA) naprie¢ pracoviskami bola vypocitana
ako [2a/(2a+b+c)] a priemema negativna zhoda (ANA) bola vypocitana ako [2d/(2d+b+c)].
Naprie¢ vSetkymi pracoviskami dosahovalo APA medzi pracoviskami na zéklade
klinického hodnotenia (pozitivne, negativne) hodnotu 90.0 % (108/120) a ANA hodnotu
92.9 % (156/168). Pre parové porovnanie pracovisk sa APA vypocitalo ako a/(a+c) a ANA
sa vypocitalo ako d/(b+d). Miery APA medzi pracoviskami dosiahli 93.0 % (40/43), 87.2 %
(34/39) a 89.5 % (34/38) pre pracovisko A vs. pracovisko B, pracovisko A vs. pracovisko C
resp. pracovisko B vs. pracovisko C. Miery ANA medzi pracoviskami dosiahli 94.3 %
(50/53), 91.2 % (52/57) a 93.1 % (54/58) pre pracovisko A vs. pracovisko B, pracovisko A
vs. pracovisko C resp. pracovisko B vs. pracovisko C.

Nasledujuca Tabulka 8, Tabulka 9 a Tabulka 10 uvadza 3x3 prezentacie vysledkov pre
kaZdého Citatela na zaklade klinického hodnotenia, pri€om 2+ a 3+ boli oddelené:

Tabulka 8. Miery zhody medzi laborat6riami, pracovisko A vs. pracovisko B, analyza
3x3 - protilatka PATHWAY anti-HER2 (4B5) na pristroji BenchMark ULTRA s detekénou
sUpravou uftraView Universal DAB Detection Kit.

Pracovisko B
Pracovisko A 3+ 2+ 0,1+ Celkom
3+ 12 2 0 14
2+ 0 6 2 8
0,1+ 0 1 25 26
2022-10-26 7115
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Pracovisko B
Pracovisko A 3+ 2+ 0,1+ Celkom
Celkom 12 9 27 48
Percento celkovej zhody (OPA): n/N (%) 43/48 (89.6)

Tabufka 9. Miery zhody medzi laboratdriami, pracovisko A vs. pracovisko C, analyza
3x3 — protilatka PATHWAY anti-HER2 (4B5) na pristroji BenchMark ULTRA s detekénou
supravou ultraView Universal DAB Detection Kit.

Pracovisko C
Pracovisko A 3+ 2+ 0,1+ Celkom
3+ 12 1 1 14
2+ 0 4 4 8
0,1+ 0 0 26 26
Celkom 12 5 31 48
Percento celkovej zhody (OPA): n/N (%) 42/48 (87.5)

Tabufka 10. Miery zhody medzi laboratériami, pracovisko B vs. pracovisko C, analyza
3x3 — protilatka PATHWAY anti-HER2 (4B5) na pristroji BenchMark ULTRA s detekénou
sUpravou uftraView Universal DAB Detection Kit.

Pracovisko C
Pracovisko B 3+ 2+ 0,1+ Celkom
3+ 12 0 0 12
2+ 0 5 4 9
0,1+ 0 0 27 27
Celkom 12 5 31 48
Percento celkovej zhody (OPA): n/N (%) | 44/48 (91.7)

Reprodukovatelnost’ farbenia medzi diiami na pristroji BenchMark
ULTRA

Cast $tdie zamerana na reprodukovatelnost medzi ditami (IDR) zahffiala 12 pripadov
so zamyslanou distribuciou priblizne troch (3) pripadov v kazdom klinickom hodnoteni
(0, 14, 2+, 3+). Celkovo pat cyklov na pristroji BenchMark ULTRA v jednej instittcii
(pracovisko C) vykonavajlcej ¢ast IDR $tudie prebiehalo po¢as minimalne 20 dni
takym spdsobom, Ze Ziadne dva dni farbenia nenasledovali po sebe. Miery IDR APA a
ANA na zéklade klinického hodnotenia farbenia protilatky PATHWAY anti-HER2 (4B5)
na pracovisku C po€as vSetkych dni dosahovali 100 %. Percento celkovej zhody (OPA)
pre porovnania medzi diiami zaloZené na klinickom hodnoteni dosahovalo 100 % pre
kaZdé z porovnani medzi diiami a pre v3etky dni spolu.

Studie reprodukovatelnosti medzi laboratériami a medzi éitatelmi na
pristroji BenchMark ULTRA PLUS pomocou detekénej stipravy
ultra\iew Universal DAB Detection Kit

Na $tudii reprodukovatelnosti medzi laboratériami sa podiefali tri laboratoria zo
samostatnych intitdcii v Spojenych tatoch. Sklicka s rezmi 28 pripadov invazivneho
karcinému prsnika FFPE [po 7 z kategorii triedenia podfa HER2 (0, 1+, 2+, 3+)] a par
kontrolnych skli¢ok (jedno kontrolné sklicko PATHWAY HER-2 4 in 1 Control Slide a jeden
pripad kontrolného tkaniva karcinému prsnika) na kazdy z 10 cyklov farbenia boli
distribuované do pracovisk $tidie na farbenie na pristroji BenchMark ULTRA PLUS s
pouzitim odpori¢aného protokolu farbenia a detekénej stipravy uliraView Universal DAB
Detection Kit. Kontroly zahffiali kontrolné sklicka PATHWAY HER-2 4 in 1 Control Slides,
pripad kontrolného tkaniva karcindmu prsnika a druhé sklicko kazdého pripadu farbené
negativnym Ig Cinidlom. Patolégovia, zaslepeni k stavu pripadu, vyhodnotili sklicka a
poskytli klinické hodnotenie (t. j. 0, 1+, 2+, 3+). Vysledky boli analyzované spoloénostou
Ventana.

Reprodukovatelnost stavu HER2 (pozitivny alebo negativny) sa vyhodnotila pre v3etky
hodnotite/né sklicka pripadov pomocou modalneho stavu HER2 na trovni pripadu ako
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referencie pre kazdy pripad. Na Ucely vypoctu miery zhody sa hodnotenie HER2 0 alebo
1+ povaZovalo za negativne, zatial ¢o hodnotenie HER2 2+ alebo 3+ sa povazovalo za
pozitivne. Modalny stav HER2 pre kazdy pripad bol stanoveny ako najéastejSie
pozorovany vysledok Citatefla (pozitivny alebo negativny) pre dany pripad. VSetky
pozorovania ziskané zdruzenim vSetkych pracovisk, Citatelov, dni a pripadov pre
populaciu vietkych hodnotitelnych pripadov sa porovnavali s vysledkami modalneho stavu
HER2. PPA, NPA a OPA pre zdruZend analyzu bolo 97.9 % (411/420), 97.6 % (410/420),
resp. 97.7 % (821/840). Reprodukovatelnost stavu HER2 bola hodnotené aj ako miera
APA, ANA a OPA pre v3etky mozné parové porovnania medzi pracoviskami a pre v3etky
porovnania medzi pracoviskami dohromady. Pokial ide o reprodukovatelnost medzi
pracoviskami, dosiahnuté boli miery APA, ANA a OPA 95.9 %, 95.9 % resp. 95.9 %.
Pokial ide o reprodukovatelnost medzi Citatefmi, vysledky pre APA, ANA a OPA boli

95.5 %, 95.5 % resp. 95.5 %. Pokial ide o reprodukovatelnost medzi diiami, miery APA,
ANA a OPA dosahovali 97.0 %, 97.0 % resp. 97.0 %. Obojstranné 95 % CI boli
vypocitané pomocou percentilovej metody bootstrap.

Tabulky 11 — 14 predstavuju prezentécie tychto vysledkov.

Tabulka 11. ZdruZena zhoda stavu HER2 s modalnym stavom na drovni pripadu pre
pripady karcinému prsnika farbené s protilatkou PATHWAY anti-HER2 (4B5) na pristroji

Stav HER2 od ¢itatefa 2
Stav HER2 od citatela 1 Pozitivne Negativne Celkom
Celkom 21 209 420
niN % (95 % Cl)
Priemerna pozitivna zhoda 402/421 95.5 (92.0, 98.6)
Priemerna negativna zhoda 400/419 95.5 (91.6, 98.6)
Percento celkovej zhody 401/420 95.5(91.9, 98.6)

Poznamka: Citatel 1 a 2 st ¢itatelia z rovnakého pracoviska $tlidie (pracovisko A,
pracovisko B alebo pracovisko C) pouzivani v ramci Studie. Zdruzena miera zhody sa
vypoditava zdruzenim zhdd medzi Citatelmi v ramci jedného pracoviska naprie¢ vSetkymi

pracoviskami $tldie.

Tabufka 14. Zdruzené miery zhody medzi dfiami pre parové porovnania stavu HER2 pre
pripady karcinému prsnika farbené s protilatkou PATHWAY anti-HER2 (4B5) na pristroji

BenchMark ULTRA PLUS.
Stav HER2 zo dna j
Stav HER2 zo dia i Pozitivne Negativne Celkom
Pozitivne 817 15 832
Negativne 35 813 848
Celkom 852 828 1680
niN % (95 % Cl)
Priemerna pozitivna zhoda 1634/1684 97.0 (95.0, 98.9)
Priemerna negativna zhoda 1626/1676 97.0 (94.8, 98.9)
Percento celkovej zhody 1630/1680 97.0(95.0, 98.9)

BenchMark ULTRA PLUS.
Modalny stav BenchMark
ULTRA PLUS
Stav HER2 Pozitivne Negativne Celkom
Pozitivne 411 10 41
Negativne 9 410 419
Celkom 420 420 840
niN % (95 % CI)
Percento pozitivnej zhody 411/420 97.9 (95.7,99.5)
Percento negativnej zhody 410/420 97.6 (94.3, 100.0)
Percento celkovej zhody 821/840 97.7 (96.0, 99.3)

Tabulka 12. Miery zhody zdruZené na Urovni pracoviska pre parové porovnania stavu

HER?2 pre pripady karcinému prsnika farbené s protilatkou PATHWAY anti-HER2 (4B5) na

pristroji BenchMark ULTRA PLUS.

Stav HER2 z pracoviska j
Stav HER2 z pracoviska i Pozitivne Negativne Celkom
Pozitivne 4037 163 4200
Negativne 183 4017 4200
Celkom 4220 4180 8400
niN % (95 % Cl)
Priemerna pozitivna zhoda 8074/8420 95.9 (92.8, 98.6)
Priemerna negativna zhoda 8034/8380 95.9 (92.5,98.7)
Percento celkovej zhody 8054/8400 95.9(92.7, 98.6)

Poznamka: Pracovisko i a j st pracoviska (pracovisko A, pracovisko B a pracovisko C)

pouZité v ramci Studie. Zdruzena miera zhody sa vypocitava zdruzenim vSetkych moznych

porovnani medzi vetkymi pracoviskami (pracovisko A vs. B, Avs. CaBvs. C).

Tabulka 13. ZdruZené miery zhody medzi Citatelmi pre parové porovnania stavu HER2
pre pripady karcinému prsnika farbené s protilatkou PATHWAY anti-HER2 (4B5) na

pristroji BenchMark ULTRA PLUS.

Stav HER2 od ¢itatefa 2
Stav HER2 od ¢itatela 1 Pozitivne Negativne Celkom
Pozitivne 201 9 210
Negativne 10 200 210
2022-10-26 8/15

FT0700-410t

Poznamka: Defi i a j st dni (defl 1 aZ defi 5) z dni farbenia Stidie. ZdruZena miera zhody
sa vypoCitava spojenim vSetkych moznych porovnani medzi akymikolvek dvoma driami v
ramci kaZdého Citatela z kaZdého pracoviska.

Porovnavacia studia pristroja BenchMark ULTRA a pristroja
BenchMark XT

Na porovnavace;j Studii platforiem sa zucastnili dve laboratéria farbenia a tri pracoviska
vykonavajlce od€itanie v Spojenych Statoch. Sklicka s rezmi 280 pripadov invazivneho
karcinému prsnika FFPE [priblizne 70 pripadov z kaZdej kategérie triedenia podia HER2
(0, 1+, 2+, 3+)] boli néhodne rozdelené medzi dve pracoviska farbenia (140 pripadov na
kazdé pracovisko) na ucely farbenia na pristroji BenchMark XT a pristroji BenchMark
ULTRA uplatnenim prislusnych odporacanych protokolov farbenia a detekénej stipravy
ultraView Universal DAB Detection Kit. Kontroly zahffiali kontrolné sklicka PATHWAY
HER-2 4 in 1 Control Slides a druhé skli¢ko kazdého pripadu farbené negativnym Ig
Cinidlom. Farbené pripady z pracoviska 1 a pracoviska 2 sa rozdelili do $tyroch stprav
skliGok a poskytli sa po jednom trom roznym kvalifikovanym éitatefom (patolégom),
jednému Citatelovi na pracovisku 1, jednému na pracovisku 2 a jednému na pracovisku 3.
Patologovia zaslepeni k stavu pripadu a farbiacej platforme, vyhodnotili vietky Styri
stpravy skli¢ok a poskytli klinické hodnotenie (t. j. 0, 1+, 2+, 3+) pre kazdy pripad.
Vysledky boli analyzované spoloénostou Ventana. Miery PPA (a spodné hranica
obojstranného 95 % intervalu spolahlivosti) pre farbenie klonu protilatky PATHWAY anti-
HER2 (4B5) na pristroji BenchMark ULTRA v porovnani s pristrojom BenchMark XT na
zéklade pozitivneho verzus negativneho klinického hodnotenia dosahovali 91.6 % (85.9),
91.2 % (85.3) a 94.9 % (89.3) pre Citatela A, B resp. C. Miery NPA (a spodna hranica
obojstranného 95 % intervalu spolahlivosti) pre farbenie klonu protilatky PATHWAY anti-
HER2 (4B5) na pristroji BenchMark ULTRA v porovnani s pristrojom BenchMark XT na
zéklade pozitivneho verzus negativneho klinického hodnotenia dosahovali 91.9 % (85.8),
93.8 % (88.3), 2 99.3 % (96.3) pre Citatela A, B resp. C. OPA medzi protilatkou PATHWAY
anti-HER2 (4B5) s pouzitim pristroja BenchMark ULTRA v porovnani s pristrojom
BenchMark XT na zaklade 2x2 analyzy pozitivneho verzus negativneho klinického
hodnotenia 91.8 %, 92.5 % a 97.4 % pre Citatela A, B resp. C. 3x3 prezentaciu miery
zhody medzi platformami pre kazdého Citatela na zaklade klinického hodnotenia (0/1+, 2+,
3+) uvadza Tabulka 15, Tabulka 16 a Tabulka 17.
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Tabufka 15. Miery zhody medzi platformami pri analyze 3x3, BenchMark ULTRA v
porovnani s pristrojom BenchMark XT - itatel A.

Pristroj BenchMark
ULTRA Pristroj BenchMark XT

Citatel A 3+ 2+ 0,1+ Celkom

3+ 84 11 1 96

2+ 8 28 9 45

0,1+ 4 8 114 126

Celkom 96 47 124 267
Percento celkovej zhody: n/N (%) (95 % Cl) 226/267 (84.6) (79.8-88.5)

Tabufka 16. Miery zhody medzi platformami pri analyze 3x3, BenchMark ULTRA v
porovnani s pristrojom BenchMark XT - ¢itatel B.

Pristroj BenchMark
ULTRA Pristroj BenchMark XT

Citatel B 3+ 2+ 0,1+ Celkom

3+ 64 2 1 67

2+ 3 56 7 66

0,1+ 2 10 122 134

Celkom 69 68 130 267
Percento celkovej zhody: n/N (%) (95 % CI) 242/267 (90.6) (86.5-93.6)

Tabufka 17. Miery zhody medzi platformami pri analyze 3x3, BenchMark ULTRA v
porovnani s pristrojom BenchMark XT - itatel C.

Pristroj BenchMark
ULTRA Pristroj BenchMark XT
Citatef C 3+ 2+ 0,1+ Celkom
3+ 64 1 0 65
2+ 2 45 1 48
0,1+ 0 6 148 154
Celkom 66 52 149 267
Percento celkovej zhody: n/N (%) (95 % Cl) 257/267 (96.3) (93.2-98.0)

Porovnavacia studia pristrojov BenchMark ULTRA PLUS a
BenchMark ULTRA

Tri laboratéria zo samostatnych instit(cii v Spojenych Statoch sa zacastnili tudie zhody
medzi pristrojmi BenchMark ULTRA PLUS a BenchMark ULTRA. Sklicka s rezmi FFPE
122 pripadov invazivneho karcinému prsnika z kazdej kategoérie triedenia podla HER-2 (0,
1+, 2+, 3+) boli farbené spolo¢nostou Ventana na pristroji BenchMark ULTRA s pouzitim
odportcéaného protokolu farbenia a detekénej supravy uftraView Universal DAB Detection
Kit. Kontroly obsahovali jedno kontrolné sklicko PATHWAY HER-2 4 in 1 Control Slide a
jeden pripad pozitivneho kontrolného tkaniva karcindmu prsnika na jeden cyklus farbenia.
Navyse, druhé sklicko z kazdého testovaného pripadu bolo farbené negativnym Ig
¢inidlom. Sklicka s rezmi z tych istych pripadov boli randomizované a rovnomemne
rozdelené (40 — 41 pripadov na jedno pracovisko) medzi pracoviska Studie na farbenie na
pristroji BenchMark ULTRA PLUS s pouzitim odpori¢aného protokolu farbenia a
detekénej stpravy uftraView Universal DAB Detection Kit. Kontroly obsahovali jedno
kontrolné sklicko PATHWAY HER-2 4 in 1 Control Slide a jeden pripad pozitivneho
kontrolného tkaniva karcindmu prsnika na jeden cyklus farbenia. NavySe, druhé sklicko z
kazdého testovaného pripadu bolo farbené negativnym Ig €inidlom. Patolégovia,
zaslepeni k stavu pripadu, vyhodnotili skli¢ka farbené na jednom pristroji BenchMark
IHC/ISH a poskytli klinické hodnotenie (t. j. 0, 1+, 2+, 3+). Po 2-tyzdfiovom vymyvacom
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obdobi patolégovia vyhodnotili sklicka zafarbené na druhom pristroji BenchMark IHC/ISH.
Vysledky boli analyzované spolo¢nostou Ventana. Hodnotenie HER2 IHC 0 alebo 1+ sa
povazovalo za negativne, zatial ¢o hodnotenie HER2 IHC 2+ alebo 3+ sa povaZovalo za
pozitivne. Miery OPA, PPA a NPA dosahovali 91.0 % (333/366), 93.3 % (154/165) resp.
89.1 % (179/201). Obojstranné 95 % ClI boli vypocitané pomocou percentilovej metody
bootstrap. Miery prijatefnosti pozadia a morfolégie dosiahli vo vSetkych pripadoch a na
oboch pristrojoch 100 %. Tabulka 18 prezentuje tieto vysledky.

Tabufka 18. Zdruzena zhoda stavu HER2 pre pripady karcinému prsnika farbené s
protilatkou anti-HER?2 (4B5) na pristroji BenchMark ULTRA PLUS v porovnani s pristrojom
BenchMark ULTRA

Stav BenchMark ULTRA Stav BenchMark ULTRA HER2
PLUS HER2 Pozitivne Negativne Celkom
Pozitivne 154 22 176
Negativne 1 179 190
Celkom 165 201 366
niN % (95 % Cl)
Percento pozitivnej zhody 154/165 93.3 (89.5, 96.9)
Percento negativnej zhody 179/201 89.1(85.1,93.0)
Percento celkovej zhody 333/366 91.0 (88.5,93.7)

Reprodukovatelnost’ medzi patolégmi u vzoriek komparativnych
stadii platforiem

Miery pozitivnej a negativnej zhody s obojstrannymi 95 % intervalmi spolahlivosti boli
vypoditané pre Sest moznych parovych porovnani medzi Eitatelmi pre kazdu platformu.

Na pristroji BenchMark ULTRA boli PPA miery pri Citatelovi A vs. B, Avs. C, B vs. C, B vs.
A,Cvs.AaCvs.B94.7 % (126/133), 98.2 % (111/113), 98.2 % (111/113), 89.4 %
(126/141), 78.7 % (111/141) resp. 83.5 % (111/133). Miery NPA pri Citatelovi A vs. B, A
vs.C,Bvs.C,Bvs. A, Cvs,AaCvs.Bboli88.8 % (119/134), 80.5 % (124/154), 85.7 %
(132/154), 94.4 % (119/126), 98.4 % (124/126) resp. 98.5 % (132/134). Miera OPA bola
najvySSia medzi Citatefom A a Citatelom B (91.8 %) a nizSia medzi ¢itatelom B a ¢itatelom
C (91.0 %) a Citatefom A a Citatefom C (88.8 %).

Na pristroji BenchMark XT boli PPA miery pri Citatelovi A vs. B, Avs. C, B vs. C, B vs. A,
Cvs.AaCvs.B94.9 % (130/137), 98.3 % (116/118), 98.3 % (116/118), 90.9 %
(130/143), 81.1 % (116/143) resp. 84.7 % (116/137). Miery NPA pri Citatelovi A vs. B, A
vs.C,Bvs.C,Bvs. A, Cvs,AaCvs.Bboli90.0 % (117/130), 81.9 % (122/149), 85.9 %
(128/149), 94.4 % (117/124), 98.4 % (122/124) a 98.5 % (128/130). Miera OPA bola
najvy$Sia medzi Citatefom A a Citatelom B (92.5 %) a nizSia medzi ¢itatefom B a Citatefom
C (91.4 %) a Citatefom A a Citatefom C (89.1 %).

Porovnavacia studia detekénych suprav V/IEW DAB Detection Kit a
ultraView Universal DAB Detection Kit

Kohorta pracoviska 1 so 140 pripadmi FFPE invazivneho karcinému prsnika [priblizne 35
pripadov z kazdej kategdrie triedenia podla HER-2 (0, 1+, 2+, 3+)] bola pouzita v
porovnavacej $tadii suprav IVIEW DAB Detection Kit a u/traView Universal DAB Detection
Kit pri farbeni s protilatkou PATHWAY anti-HER2 (4B5) na pristroji BenchMark ULTRA.
Na porovnavace;j $tidii detekcie sa zi€astnilo jedno laboratérium farbenia a tri pracoviska
vykonavajlce od¢itanie v Spojenych Statoch. Pri farbeni protilatkou PATHWAY anti-HER2
(4B5) na pristroji BenchMark ULTRA miery PPA medzi vysledkami ziskanymi pomocou
metdd VIEW DAB Detection Kit a uftraView Universal DAB Detection Kit zaloZzené na
klinickom hodnoteni (pozitivne, negativne) dosahovali 95.8 % (68/71), 96.9 % (63/65), a
96.5 % (55/57) pri Citatefoch A, B resp. C, zatial' ¢o miery NPA medzi metédami detekcie
dosahovali 90.8 % (59/65), 91.5 % (65/71) a 97.5 % (77/79) pri Citateloch A, B resp. C.
Miery OPA medzi detekénymi siipravami dosahovali 93.4 % (127/136), 94.1 % (128/136)
a 97.1 % (132/136) pri Citateloch A, B resp. C. 3x3 prezentaciu miery zhody komparacie
detekcie pre kazdého Citatela na zaklade klinického hodnotenia (0/1+, 2+, 3+) uvadza
Tabulka 19, Tabulka 20 a Tabulka 21.
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Tabulka 19. Citatel A, miery zhody VIEW DAB Detection Kit vs. uftraView Universal DAB
Detection Kit, analyza 3x3 — farbenie protilatky PATHWAY HER2 (4B5) na pristroji
BenchMark ULTRA.

VIEW DAB Detection
Kit uftraView Universal DAB Detection Kit
Citatel A 3+ 2+ 0,1+ Celkom
3+ 43 5 0 48
2+ 3 17 6 26
0,1+ 0 3 59 62
Celkom 46 25 65 136
Percento celkovej zhody: n/N (%) (95 % Cl) 119/136 (87.5) (80.9-92.0)

Tabulka 20. Citatel B, miery zhody VIEW DAB Detection Kit vs. uftraView Universal DAB
Detection Kit, analyza 3x3 - farbenie protilatky PATHWAY anti-HER2 (4B5) na pristroji
BenchMark ULTRA.

VIEW DAB Detection
Kit ultraView Universal DAB Detection Kit
Citatef B 3+ 2+ 0,1+ Celkom
3+ 32 0 0 32
2+ 0 3 6 37
0,1+ 1 1 65 67
Celkom 33 32 7 136
Percento celkovej zhody: n/N (%) (95 % Cl) 128/136 (94.1) (88.8-97.0)

Tabufka 21. Citatel C, miery zhody MIEW DAB Detection Kit vs. uftraView Universal DAB
Detection Kit, analyza 3x3 — farbenie protilatky PATHWAY anti-HER2 (4B5) na pristroji

(120/136) a 92.6 % (126/136) pri Citatelovi A vs. B, pri Citatelovi A vs. C resp. pri Citatelovi
Bvs.C.

KLINICKA UCINNOST

Stadie porovnania protilatky PATHWAY anti-HER2 (4B5) s
protilatkou PATHWAY anti-HER2 (CB11) Mouse Monoclonal
Antibody

Bola uskutoénena porovnavacia Stidia metod na preskimanie korelacie vysledkov medzi
protilatkou PATHWAY anti-HER?2 (4B5) a protilatkou PATHWAY anti-HER2 (CB11) a
PathVysion HER2 FISH, pri¢om v oboch pripadoch ide o diagnostické testy so schvalenim
FDA. Na §tadii sa z(¢astnilo Sest patolégov. Dve stpravy troch réznych vyskumnikov
hodnotili dve nezavislé kohorty (kohorta 1: n = 144, kohorta 2: n = 178) s pouzitim
znamych pripadov rakoviny prsnika farbenych s HER2 CB11 a HER2 4B5. Udaje FISH
boli ziskané z anamnézy pacienta. Pre kazdy pripad sa ziskalo konsenzudlne hodnotenie
od troch Citatelov pre kazdu protilatku, aby sa znizila variabilita jedného Citatela, o ktorej je
znéme, Ze vzniké pri hodnoteniach HER2.27:28,29 Celkovo bolo hodnotenych 322
pripadov. Sklicka farbené s protilatkou PATHWAY anti-HER2 (CB11) boli spracované a
farbené podla indtrukcii vyrobcu Specifikovanych v metodickom liste protilatky CB11.
Medzi farbenim a €itanim sklicok farbenych s protilatkou CB11 bol odstup v priemere
priblizne jeden rok. KedZe hodnotenie od jedného zo Siestich Citatelov bolo mimo intervalu
spolahlivosti, idaje z dvoch kohort st prezentované takto.

Reprodukovatelnost medzi patologmi pri vzorkach komparativnych Studii
Tabufka 22. Kohorta 1 — Konsenzualne IHC hodnotenie troch patoldgov.

Hodnotenie CB11
Hodnotenie 4B5 3+ 2+ 0,1+ Celkom
3+ 29 24 5 58
2+ 2 13 17 32
0,1+ 0 0 53 53
Celkom 31 37 75 143

BenchMark ULTRA.

VIEW DAB Detection
Kit uftraView Universal DAB Detection Kit
Citatef C 3+ 2+ 0,1+ Celkom
3+ 32 0 0 32
2+ 0 23 2 25
0,1+ 0 2 77 79
Celkom 32 25 79 136
Percento celkovej zhody: n/N (%) (95 % ClI) 132/136 (97.1) (92.7-98.9)

Kohorta 1: charakteristika vykonu pre prezentéciu 3 x 3.
Celkova zhoda je (29+13+53)/143 = 66.4 % (95 % Cl = 38.6 %, 59.7 %).

Kohorta 1: charakteristika vykonu pre prezentaciu 2 x 2 (pozitivne (2+ a 3+) a
negativne (0+ a 1+) hodnotenia protilatky HER2 st skombinované).

e Percento pozitivnej zhody je (29+2+24+13)/(31+37) = 100 %

o (95%Cl%=97.5%-100 %).

e Percento negativnej zhody je 53/75 = 70.7 % (95 % Cl = 58.5 % - 80.1 %).

e Celkova zhoda je (29+24+2+13+53)/143 = 84.7 % (95 % Cl = 78.2 % - 90.0).

Tabufka 23. Kohorta 2 — Konsenzualne IHC hodnotenie troch patolégov.

Reprodukovatelnost’ medzi patolégmi u vzoriek komparativnych
Studii detekcie

Miery pozitivnej a negativnej zhody s obojstrannymi 95 % intervalmi spolahlivosti boli
vypocitané pre Sest moznych parovych porovnani medzi Citate/mi pre kazdd metédu.

Pri detekénej stiprave IVIEW DAB Detection Kit boli miery PPA pri Citatelovi A vs. B, A vs.
C,Bvs.C,Bvs.A,Cvs.AaCvs.B 100.0 % (69/69), 98.2 % (56/57), 96.5 % (55/57),
93.2 % (69/74), 75.7 % (56/74) resp. 79.7 % (55/69). Miery NPA pri ¢itatelovi A vs. B, A
vs.C,Bvs.C,Bvs. A Cvs,AaCvs.Bboli92.5 % (62/67), 77.2 % (61/79), 82.3 %
(65/79), 100.0 % (62/62), 98.4 % (61/62) resp. 97.0 % (65/67). Miera vieobecnej zhody
bola najvyssia medzi ¢itatelom A a itatelom B (96.3%) a nizsia medzi ¢itatefom A a
Citatelom C (86.0 %) a Citatelom B a Citatelom C (88.2 %).

Pri detekénej stiprave ultraView Universal DAB Detection Kit boli miery PPA pri Citatelovi
Avs.B,Avs.C,Bvs.C,Bvs. A, Cvs.AaCvs.B96.9 % (63/65), 98.2 % (56/57),

98.2 % (56/57), 88.7 % (63/71), 78.9 % (56/71) resp. 86.2 % (56/65). Miery NPA pri
Citatefovi Avs. B, Avs. C,Bvs. C,Bvs. A, Cvs,Aa Cvs.Bboli88.7 % (63/71), 81.0 %
(64/79), 88.6 % (70/79), 96.9 % (63/65), 98.5 % (64/65) resp. 98.6 % (70/71). Celkova
miera zhody bola podobna pri vSetkych dvojiciach Citatelov, 92.6 % (126/136), 88.2 %
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Hodnotenie CB11
Hodnotenie 4B5 3+ 2+ 0,1+ Celkom
3+ 72 1 0 73
2+ 1 12 5 18
0,1+ 0 7 80 87
Celkom 73 20 85 178

Kohorta 2: charakteristika vykonu pre prezentéciu 3 x 3.
Celkova zhoda je (72+12+80)/178 = 92.1% (95 % CI = 80.1 %, 93.1 %).

Kohorta 2: charakteristika vykonu pre prezentaciu 2 x 2 (pozitivne (2+ a 3+) a
negativne (0+ a 1+) hodnotenia protilatky HER2 sl skombinované).

e Percento pozitivnej zhody je (72+12+1+1)/(73+20) = 92.5 % (95 % Cl =
85.2 % —96.9 %).

. Percento negativnej zhody je 80/85 = 94.1 % (95 % Cl = 86.8 % — 98.1 %).
e  Celkova zhoda je (72+12+1+1+80)/178 = 93.3 % (95 % Cl = 88.5 % — 96.4 %).
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Tabufka 24. Kohorta 1: konsenzus IHC hodnoteni CB11 troch patolégov v porovnani s

FISH.
Vysledok FISH
Hodnotenie CB11 Pozitivne Negativne Celkom
3+ 32 0 32
2+ 32 5 37
0,1+ 22 53 75
Celkom 86 58 144

Kohorta 1: charakteristika vykonu pre CB11 a FISH, prezentéacia 2 x 2 (kde
hodnotenie 2 a 3 sa povazuje za pozitivne).

e Percento pozitivnej zhody je (32+32)/ 86 = 74.4 % (95 % Cl = 63.8 % — 83.2%).
e Percento negativnej zhody je 53/58 = 91.4 % (95 % Cl = 80.9 % - 97.1 %).
e Celkova zhoda je (32+32+53)/144 = 81.2 % (95 % Cl = 73.9 % - 87.2 %).

Tabufka 25. Kohorta 1: konsenzus IHC hodnoteni 4B5 troch patolégov v porovnani s

FISH.
Vysledok FISH
Hodnotenie 4B5 Pozitivne Negativne Celkom
3+ 55 3 58
2+ 25 8 33
0,1+ 6 47 53
Celkom 86 58 144

Kohorta 1: charakteristika vykonu pre 4B5 a FISH, prezentacia 2 x 2 (kde hodnotenie
2 a 3 sa povazuije za pozitivne).
e Percento pozitivnej zhody je (55+25)/86 = 93.0 % (95 % Cl = 87.9 % — 96.3%).
. Percento negativnej zhody je 47/58 = 81.0 % (95 % Cl = 73.4% - 86.0 %).
e Celkova zhoda je (55+25+47)/1144 = 88.2 % (95 % Cl = 82.1 % - 92.2 %).

Tabufka 26. Kohorta 2: konsenzus IHC hodnoteni CB11 troch patolégov v porovnani s

FISH.
Vysledok FISH
Hodnotenie CB11 Pozitivne Negativne Celkom
3+ 72 1 73
2+ 13 7 20
0,1+ 8 77 85
Celkom 93 85 178

Kohorta 2: charakteristika vykonu pre CB11 a FISH, prezentacia 2 x 2 (kde
hodnotenie 2 a 3 sa povazuje za pozitivne).

e Percento pozitivnej zhody je (72+13)/93 = 91.3 % (95 % Cl = 85.0 % — 96.7 %).
e Percento negativnej zhody je 77/85 = 90.6 % (95 % Cl = 83.9 % — 96.3 %).
e Celkova zhoda je (72+13+77)/178 = 91.0% (95 % Cl = 86.5 % — 94.9 %).

Hodnotenie 4B5

Vysledok FISH

Pozitivne

Negativne

Celkom

Celkom

93

85

178

Kohorta 2: charakteristika vykonu pre 4B5 a FISH, prezentacia 2 x 2 (kde hodnotenie
2 a 3 sa povazuje za pozitivne).
e Percento pozitivnej zhody je (72+11)/ 93 = 89.2 % (95 % Cl = 82.5 % — 95.1 %)
. Percento negativnej zhody je 77/85 = 90.6 % (95 % Cl = 84.0 % - 96.4%)
e Celkova zhoda je (72+11+77)/178 = 90.0 % (95 % Cl = 85.4 % — 93.6 %)

Reprodukovatelnost medzi patologmi pri vzorkach komparativnych Studii

KedZe je dobre zname, Ze rozni patolégovia mdzu mat rozne interpretécie IHC sklicok,
traja patolégovia analyzovali kazdu z dvoch kohort (celkovo 6 patoldgov), aby doSlo k
odCitaniu v3etkych vzoriek. Na postdenie koneénych vysledkov sa uplatnilo pravidio dva z
troch. NizSie je uvedeny suhrn variabilnych vysledkov ziskanych tromi patologmi vzoriek
porovnavacej tudie pre kazdu kohortu (kohorta 1: n = 178, kohorta 2: n = 144).

Tabulka 28. Kohorta 1: hodnotenie 4B5 tromi patologmi.

Hodnotenie 4B5
Hodnotenie
HER2 Vyskumnik 1 Vyskumnik 2 Vyskumnik 3
3+ 72 70 73
2+ 22 19 18
0,1+ 80 89 87
Celkom 174 178 178

stupen (t.j. 0 — 2+).

Poznamka: Celkovo 3 vzorky sa pri hodnoteni tromi patologmi liSili o viac ako jeden

Vzorka 1: Jeden patoldg udelil hodnotenie 2+, dvaja patolégovia udelili hodnotenie 0+.
Vzorka 2: Jeden patolég udelil hodnotenie 0+, dvaja patoldgovia udelili hodnotenie 2+.
Vzorka 3: Jeden patoldg udelil hodnotenie 0+, druhy 1+ a treti 2+.

Tabufka 29. Kohorta 1: hodnotenie CB11 tromi patolégmi.

. Hodnotenie CB11
Hodnotenie
HER2 Vyskumnik 1 Vyskumnik 2 Vyskumnik 3
3+ 72 75 73
2+ 22 22 18
0,1+ 80 81 87
Celkom 174 178 178

stupen (t. . 1-3+).

Poznamka: Celkovo 1 vzorka sa pri hodnoteni tromi patoldgmi liSila o viac ako jeden

Vzorka 1: Jeden patolég udelil hodnotenie 1+, druhy 2+ a treti 3+.

Tabulka 30. Kohorta 2: hodnotenie 4B5 tromi patologmi.

Hodnotenie 4B5
Tabulka 27. Kohorta 2 - konsenzus IHC hodnoteni 4B5 troch patoldgov: v porovnani s Hodnotenie
FISH. HER2 Vyskumnik 4 Vyskumnik 5 Vyskumnik 6
Vysledok FISH 3+ 59 65 50
Hodnotenie 4B5 Pozitivne Negativne Celkom 2+ 30 28 39
3+ 72 1 73 0,1+ 52 51 55
2+ 11 7 18 Celkom 141 144 144
0,1+ 10 77 87
2022-10-26 11715 14427SK Rev H
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Hodnotenie 4B5
Hodnotenie
HER2 Vyskumnik 4 Vyskumnik 5 Vyskumnik 6

Poznamka: Celkovo 6 vzoriek sa pri hodnoteni tromi patologmi liSilo o viac ako jeden
stupeni (napr. 0, 3+).

Vizorka 1: Jeden patoldg udelil hodnotenie 0+, druhy 0+ a treti 2+.

Vizorka 2: Jeden patoldg udelil hodnotenie 1+, druhy 1+ a treti 3+.

Vzorka 3: Jeden patolég udelil hodnotenie 0+, druhy 2+ a treti patolog 2+.
Vzorka 4 a 5: Jeden patol6g udelil hodnotenie 0+, druhy 2+ a treti 2+.
Vizorka 6: Jeden patoldg udelil hodnotenie 0+, druhy 3+ a treti 3+.

vykazovalo duktalny neoplasticky podtyp (95.4 %) a vacSina nebola ziskana zo vzorky
metastazy (96.2 %).

Tabulka 33 opisuje celkov mieru prijatelnosti farbenia pre protilatku PATHWAY anti-
HER2 (4B5) v populacii uréenej na diagnostiku (ITD) na Urovni subjektu. Z celkového
poctu 1788 subjektov v populacii PATHWAY ITD Population bolo 55 pokusov o Gvodné
farbenie protilatkou PATHWAY anti-HER2 (4B5) netispeSnych. Ked' sa farbenie pri tychto
subjektoch opakovalo, Uspesné farbenie sa dosiahlo u vSetkych okrem Styroch z nich.
Pociatotna a kone€néa celkova miera prijatelnosti farbenia pre protilatku PATHWAY anti-
HER2 (4B5) dosahovala 96.9 % resp. 99.8 %. Miery prijatelnosti farbenia pozadia a
prijatelnosti morfolégie pre sklicka farbené protilatkou PATHWAY anti-HER2 (4B5) su tiez
uvedené. Miera pociatocnej a konecnej prijatelnosti farbenia pre populaciu ITD Population
boli 9.6 %, resp. 99.9 %. Miera pociatoénej a kone¢nej morfologickej prijatelnosti bola
99.2 % a99.9 %.

Tabufka 33. Charakteristika vykonu farbenia protilatky PATHWAY anti-HER2 (4B5).

Tabufka 31. Kohorta 2: hodnotenie CB11 tromi patolégmi. % miery prijatefnosti (n/N) (35 % CI)
Hodnotenie CB11 Atribat Pociatocné* Konecné**

Hodnotenie HER2 Vyskumnik 4 Vyskumnik 5 Vyskumnik 6 Celkova miera prijatelnosti 96.9 (1733/1788) 99.8 (1784/1788)
3+ 31 37 28 farbenia (96.0, 97.6) (99.4,99.9)

> m @ v Pozatc s (o) | o9 (e

0.1+ 75 75 69 Vorfolsgia 99.2 (176211776) 99.9 (1787/1789)
Celkom 144 144 144 (98.7,99.5) (99.7,100.0)

Poznamka: Celkovo 8 vzoriek sa pri hodnoteni tromi patoldgmi liSilo o viac ako jeden
stupen (t.j. 0 — 2+).

Vzorky 1 - 6: jeden patolég udelil hodnotenie 0+, druhy 1+ a treti 2+.

Vzorky 7 a 8: Jeden patolog udelil hodnotenie 0+, druhy 2+ a treti 2+.

Nasleduje tabulka rozsahov percentuainej zhody medzi parmi patolégov (tri pary pre
kazdu kohortu).

Tabufka 32. Rozsahy 2X2* zhdd pre troch patolégov.

Percento Percento pozitivnej Percento
celkovej zhody zhody negativnej zhody

4B5 vs. CB11

Kohorta 1 82.6-86.9 % 97.3-100.0 % 68.0% —-754 %

Kohorta 2 88.2-95.5% 87.6-95.6 % 86.1-95.4 %
4B5 vs. FISH

Kohorta 1 86.8-88.2% 90.7-94.2% 79.3-81.0%

Kohorta 2 87.4-89.9% 88.2-90.0 % 845-918%
CB11 vs. FISH

Kohorta 1 79.9-84.0% 733-80.2% 89.7-89.7%

Kohorta 2 84.8%-933% 86.7-92.5% 82.7-94.1%

*0, 1+ = negativne. 2+ a 3+ = pozitivne

Studia potvrdzujica klinické vysledky — KATHERINE

Uginnost protilatky PATHWAY anti-HER2 (4B5) a INFORM HER2 Dual ISH DNA Probe
Cocktail (analyza INFORM HER2 Dual ISH) bola skumané v randomizovanej,
multicentrickej, otvorenej §tudii fazy Ill KATHERINE (BO27938) na vyhodnotenie Géinnosti
a bezpeCnosti trastuzumab emtanzinu (KADCYLA) v porovnani s trastuzumabom ako
adjuvantnej liecby u pacientov s HER2-pozitivnym primarnym karcinémom prsnika, ktori
maju rezidualny nador patologicky pritomny v prsnych alebo axilamych lymfatickych
uzlinach po predoperaénej terapii (NCT01772472).

Vzorky pacientov boli farbené s protilatkou PATHWAY anti-HER2 (4B5) a/alebo analyzou
INFORM HER2 Dual ISH a hodnotené z hladiska prijatelnosti farbenia a stavu HER2.
Celkovo vécsina vzoriek pochadzala z biopsie pred lie¢bou (80.9 %), pricom boli odobraté
primame ako biopsia (75.3 %) alebo chirurgickymi metédami (24.3 %). Viac vzoriek
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* Pociatoény pokus o farbenie je prvy pokus o farbenie pre dany subjekt

** Konecny pokus o farbenie je pokus o farbenie, ktory sa pouzil na rozhodnutie o
zaradeni do Studie BO27938

Do Studie KATHERINE bolo zaradenych 1486 pacientov s HER2-pozitivnym ranym
karcindmom prsnika s rezidualnym invazivnym tumorom v prsniku a/alebo axilamych
lymfatickych uzlinach po lie¢be taxdnom a trastuzumabom ako sii¢astou neoadjuvantného
rezimu pred zaradenim do $tldie. Pacienti dostavali radioterapiu a/alebo hormonainu
terapiu subezne so ski$anou lie¢bou podla lokalnych usmerneni. Vzorky nadoru prsnika
museli preukazat nadmernu expresiu HER2 definovanu ako pomer amplifikacie 3 IHC
alebo ISH = 2.0 stanoveny v centralnom laboratériu. Pacienti boli randomizovani (1:1) na
lie€bu trastuzumabom alebo liekom KADCYLA. Randomizécia bola stratifikovana podla
klinického Stadia pri prezentacii, stavu hormonalnych receptorov, predoperacnej na HER2-
cielenej terapie (trastuzumab, trastuzumab plus dalSie na HER2-cielené latky) a
patologického stavu uzlin vyhodnoteného po predoperacnej terapii.

Liek KADCYLA bol podany intravendzne v davke 3.6 mg/kg v 1. defl 21-dfiového cyklu.
Liek Trastuzumab bol podany intravenézne v davke 6 mg/kg v 1. defi 21-dfiového cyklu.
Pacienti boli lie¢eni lickom KADCYLA alebo trastuzumab pocas celkovo 14 cyklov, pokial
nedoslo k recidive ochorenia, odvolaniu sthlasu alebo neprijatelnej toxicite, podla toho, ¢o
nastalo skor. V ¢ase primarnej analyzy bol median trvania lie€by 10 mesiacov (rozsah:
1-12) pre liek KADCYLA, zatial ¢o median trvania liecby trastuzumabom dosahoval 10
mesiacov (rozsah: 1 - 13). Pacienti, ktori prerusili liecbu liekom KADCYLA, mohli dokongit
dizku uréenej lie¢by v rami $tidie do 14 cyklov na HER2-cielenej lie¢by trastuzumabom,
ak to bolo vhodné na zaklade hladisk toxicity resp. podia uvazenia vyskumnika.

Primamym cielovym ukazovatelom U¢innosti Studie KATHERINE bolo preZivanie bez
vyskytu invazivnych chordb (IDFS). IDFS bol definovany ako ¢as od datumu randomizécie
do prvého vyskytu recidivy ipsilateralneho invazivneho nadoru prsnika, recidivy
ipsilateralneho lokalneho alebo regionalneho invazivneho karcindmu prsnika, vzdialenej
recidivy, kontralateralneho invazivneho karcinému prsnika alebo Umrtia z akejkolvek
priciny.

Demografické charakteristiky pacienta a vychodiskové charakteristiky tumoru boli medzi
vetvami liecby vyvazené. Stredny vek bol priblizne 49 rokov (rozsah 23 — 80 rokov),

72.8 % tvorili belosi, 8.7 % Azijci a 2.7 % ¢ernosi alebo Afroamerigania. Vietci pacienti
okrem 5 boli Zeny. 22.5 percenta pacientov bolo zaradenych v Severnej Amerike, 54.2 %
v Eurdpe a 23.3 % vo zvySku sveta. Prognostické charakteristiky nadoru vratane stavu
hormonalnych receptorov (pozitivne: 72.3 %, negativne: 27.7 %), klinického Stadia pri
prezentacii (neoperovatelné: 25.3 %, operovatelné: 74.8 %) a patologického stavu uzlin
po predoperacnej terapii (pozitivne uzliny: 46.4 %, negativne uzliny nehodnotené: 53.6 %)
boli v jednotlivych vetvach Stidie podobné.

Vacsina pacientov (76.9 %) podstupovala rezim neoadjuvantnej chemoterapie
obsahujlcej antracyklin. 19.5 % pacientov dostalo dal$iu na HER2-cielend latku popri
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trastuzumabe ako zlozku neoadjuvantnej lie¢by. Pertuzumab bol druhou terapiou u 93.8 %

pacientov, ktori dostavali druhé neoadjuvantné liecivo cielené na HER2.

Klinicky vyznamné a Statisticky vyznamné zlepSenie IDFS sa pozorovalo u pacientov,
ktorych vzorky rakoviny prsnika boli identifikované ako HER2-pozitivne s analyzou
PATHWAY anti-HER2 (4B5), ktori dostavali trastuzumab emtanzin (KADCYLA) v

porovnani s trastuzumabom (Herceptin) (HR = 0.43, 95 % CI [0.32, 0.58]), ¢o zodpoveda

57 % znizeniu rizika prihod IDFS. Vysledky U¢innosti pre IHC pozitivnu podskupinu
uvadza Tabulka 34 a obrazok 2.

Analyza Udajov tieZ naznacuije, ze s korekciou alebo bez korekcie za rozdielny odber
vzoriek v populdcii $tudie v dosledku predbezného skriningu lokalneho testu su odhady
Ucinnosti lieku podobné.

Tabulka 34. Uginnost je vystupom zo $ttidie KATHERINE pre IHC pozitivnu podskupinu.
KADCYLA Trastuzumab
N =573 N =559
Prezivanie bez vyskytu invazivnych
Primémy koncovy bod choréb (IDFS) 1
Podiel ( %) pacientov s udalostou 64 (11.2 %) | 130 (23.3 %)
HR[95 % CI] 0.4310.32, 0.58]
3-roéna miera bez prihod 2 % 89.0 | 75.7

1. Udaje z prvej priebeznej analyzy
2. 3-rona miera bez prihod odvodena z Kaplan-Meierovych odhadov

Udaje zo $tlidie KATHERINE naznaéujd, Ze adjuvantny trastuzumab emtanzin
(KADCYLA) preukazal jasny prinos v ramci liecby v porovnani s adjuvantnym

trastuzumabom (Herceptin) u pacientov s HER2-pozitivnym ranym karcinémom prsnika s

rezidualnym ochorenim po ukonCeni neoadjuvantnej liecby. Analyzy PATHWAY

anti-HER2 (4B5) a INFORM HER2 Dual ISH su prinosné pri identifikacii tych pacientov, u

ktorych je pravdepodobné, ze budu benefitovat z lie¢by trastuzumab emtanzinom
(KADCYLA).
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RIESENIE PROBLEMOV

1.

Ak pozitivna kontrola vykazuije slabSie farbenie, nez sa o¢akava, pocas rovnakého
cyklu pristroja skontrolujte ostatné siibezne analyzované pozitivne kontroly a
stanovte, ¢i to sUvisi s primamou protilatkou alebo jednou z beznych sekundarnych
reagencii.

Ak je pozitivna kontrola negativna, je potrebné skontrolovat, ¢i méa sklicko spravny
Stitok s Ciarovym kédom. Ak je sklicko oznaCené spravne, skontrolujte ostatné
subezne analyzované pozitivne kontroly v rovnakom pristroji, aby ste stanovili, &i to
suvisi s primarnou protilatkou alebo s jednou z beznych sekundarnych reagencii.
Tkaniva mohli byt nespravne odobraté, fixované alebo mohol byt nespravne
odstraneny parafin. DodrZiavajte spravny postup na odber, skladovanie a fixaciu.
Ak sa neodstranil vSetok parafin, mdZe sa stat, ze vobec neddjde k farbeniu.
Zopakujte postup odstranenia parafinu.

Ak je Specifické farbenie protilatkou prili§ intenzivne, zopakuite cyklus s ¢asom
inkubacie skratenym o 4-minttové intervaly, aby sa tak dosiahla pozadovana
intenzita farbenia.

Ak sU zo sklicka zmyté tkanivové rezy, sklicka je potrebné skontrolovat, aby sa
zabezpecilo, ze su kladne nabité.

Napravné opatrenia su uvedené v ¢asti Podrobny postup v pouzivatelskej prirucke
pristroja alebo vam ich poskytne miestny zastupca podpory.
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Obrazok 2: Kaplan-Meierova krivka prezivania bez vyskytu invazivneho ochorenia v ramci $tidie KATHERINE. (T-DM1: trastuzumab emtanzin (KADCYLA))
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POZNAMKA: Na oznagenie hranice medzi celym &islom a zlomkovymi ¢astami desatinne]

Cislice sa v celom tomto dokumente namiesto desatinnej Ciarky vzdy pouZziva bodka. Na

oddelenie tisicov sa nepouzivaju Ziadne znaky.

Suhrn informéacii o bezpe€nosti a vykone néjdete tu:

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

SYMBOLY

Spoloénost Ventana pouziva okrem symbolov a znaciek uvedenych v norme ISO 15223-1
aj nasledujuce symboly a znacky (definicie pouzivanych znaciek v USA: pozri
dialog.roche.com):

GTIN Globalne c¢islo obchodnej polozky

Jedine¢na identifikacia pomdcky

@ Oznacuije subjekt, ktory importoval zdravotnicku pomdcku do Eurépskej
Unie

DUSEVNE VLASTNICTVO

VENTANA, BENCHMARK, CONFIRM, INFORM, PATHWAY, uftraView a logo VENTANA
su ochranné znamky spolo¢nosti Roche. V3etky ostatné ochranné znamky su majetkom
ich prislunych vlastnikov.

© 2022 Ventana Medical Systems, Inc.
KONTAKTNE UDAJE

ud

Ventana Medical Systems, Inc.
1910 E. Innovation Park Drive
Tucson, Arizona 85755

USA

+1520 887 2155

+1 800 227 2155 (USA)

www.roche.com

[=T=] &

Roche Diagnostics GmbH
Sandhofer Strasse 116
D-68305 Mannheim
Germany

+800 5505 6606

q3

2022-10-26 15/15
FT0700-410t

14427SK Rev H


https://ec.europa.eu/
https://dialog.roche.com/
http://www.roche.com/

