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PRZEZNACZENIE

Przeciwciato VENTANA anti-ALK (D5F3)
Rabbit Monoclonal Primary Antibody
(VENTANA anti-ALK (D5F3)) (krdlicze
pierwotne przeciwciato monoklonalne
anty-ALK) jest przeznaczone do uzytku
laboratoryjnego i stuzy do wykrywania
biatka kinazy chtoniaka anaplastycznego
(biatka ALK, ang. anaplastic lymphoma
kinase) w utrwalonej w formalinie

i zatopionej w parafinie tkance
niedrobnokomérkowego raka ptuca (non-
small cell lung carcinoma, NSCLC)
wybarwionej w automatach BenchMark
IHC/ISH. Stosowanie tego produktu jest wskazane w celu utatwienia identyfikacji pacjentow
kwalifikujgcych sie do leczenia preparatami XALKORI® (crizotinib), ZYKADIA® (ceritinib) lub
ALECENSA® (alectinib).

Wynik powinien zostac zinterpretowany przez wykwalifikowanego histopatologa na podstawie
badan histopatologicznych, odpowiednich danych klinicznych i badan kontrolnych.

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

PODSUMOWANIE | OBJASNIENIA

Kinaza chioniaka anaplastycznego (biatko ALK) nalezy do nadrodziny receptoréw insuliny

0 aktywnosci receptorowej kinazy tyrozynowej.! ALK jest glikoproteing blonowa | typu, ktéra
w prawidtowych warunkach ulega ekspresji w uktadzie nerwowym.2 Gen ALK zlokalizowany
jest w regionie chromosomowym 2p23. Jest on zbudowany z dwéch duzych intronéw

i 26 egzondw.! Patogeneze molekularng ALK rozpoczyna rearanzacja chromosomalna,
wskutek ktorej sekwencje kodujace wewnatrzkomérkowg domene sygnalizacyjng na koficu 3'
tacza sie z elementami promotorowymi i sekwencjami kodujacymi innych genéw na koricu 5'.
Elementy promotorowe i sekwencje kodujace na koricu 5' powodujg nadekspresje
powstatych biatek chimerycznych oraz oligomeryzacje niezalezng od liganddw, co jest czesto
spotykang cechg ludzkich nowotworéw zwigzanych z biatkami fuzyjnymi o aktywnosci kinazy
tyrozynowe;.

W roku 2007 w liniach komérkowych NSCLC i zarchiwizowanych prébkach klinicznych
odkryto inwersje w obrebie ramienia krétkiego chromosomu 2 (2p), skutkujacq
powstaniem genu fuzyjnego zawierajacego fragmenty gendéw EML4 [echinoderm
microtubule associated protein-like 4 (EML4) gene] i ALK.3 Wyniki opublikowanych potem
badan wskazujg na to, ze inwersja EML4-ALK prowadzi do powstania co najmniej
dziewieciu aktywnych katalitycznie wariantéw fuzyjnych kinazy, z ktérych kazdy zawiera
ten sam fragment C-koricowej domeny kinazy ALK .48 Podobnie jak w przypadku fuzji
obejmujacych gen ALK, odkrytych po raz pierwszy w chtoniaku anaplastycznym z duzych
limfocytéw (anaplastic large-cell lymphoma, ALCL), takze biatko fuzyjne EML4-ALK
wykazuje aktywnos¢ transformujaca. Réwniez ekspresja EML4-ALK w komérkach
nabtonka pecherzykdw ptucnych u myszy transgenicznych okazuje sig by¢ silnym
czynnikiem onkogennym.®

ISTOTNOSC KLINICZNA

NSCLC to najczesciej wystepujacy rodzaj raka ptuca. Wyréznia sig trzy czesto wystepujace
typy NSCLC: gruczolakoraka, raka ptaskonablonkowego i raka wielkokomarkowego.

ALK obecnie uznaje sie za kluczowy czynnik onkogenny w NSCLC. EML4 jest
przewazajacym partnerem fuzji, zidentyfikowano jednak réwniez inne geny petniace te
role.'0.1" Czesto$¢ wystepowania rearanzacji w genie ALK wydaje si¢ miesci¢ w zakresie
2-7%, co przektada sie na okoto 6 000 pacjentéw z pozytywnym wynikiem badania pod
katem ALK na rok w Stanach Zjednoczonych (USA) i 40 000 pacjentéw rocznie

na $wiecie 347

Rysunek 1. Test ekspresiji przeciwciat
VENTANA anti-ALK (D5F3)

w niedrobnokomérkowym raku pluca
(non-small cell lung carcinoma).
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W rutynowym badaniu immunohistochemicznym (IHC) mozna uzywa¢ niewielkich
skrawkow tkanek, co - w potaczeniu z przeciwciatami wykrywajacymi antygeny wazne
w oznaczaniu nowotwordw - czyni te technike skutecznym narzedziem, utatwiajacym
histopatologom postawienie rozpoznania i okre$lenie rokowania. Jednym z waznych dla
NSCLC markeréw jest ALK.

Przewazajacq wigkszos¢ rearanzacji w genie ALK obserwowano w probkach
histopatologicznych gruczolakoraka ptuca w poréwnaniu z prébkami raka
ptaskonabtonkowego lub drobnokomérkowego.3# Istniejg dowody sugerujace korelacje
pomiedzy rearanzacjg w genie ALK a NSCLC u pacjentow, ktorzy nigdy nie palili lub palili
niewiele, jednak ten czynnik towarzyszacy moze nie by¢ istotny statystycznie.347.¢ Co
wazne, rearanzacja w genie ALK rzadko wspdtwystepuje z mutacjami w genach EGFR,
HER2 lub KRAS, co $wiadczy o tym, ze pozytywny wynik badania statusu ALK
charakteryzuje odmienny podtyp choroby.® XALKORI® to selektywny, kompetycyjny
wzgledem ATP, drobnoczasteczkowy inhibitor kinaz tyrozynowych ALK, ROS1

i c-Met/Hepatocyte Growth Factor Receptor (HGFR) oraz ich wariantéw onkogennych
(np. biatek fuzyjnych ALK lub ROS1 lub wariantéw zmutowanych c-Met/HGFR). Dla
preparatu XALKORI® wykazano zalezng od stezenia inhibicje fosforylacji ALK i c-Met

w testach komérkowych z wykorzystaniem linii komérek nowotworowych. Wykazano réwniez
aktywno$¢ przeciwnowotworowg u myszy z przeszczepami obcogatunkowymi nowotworu,
u ktérych zachodzi ekspresja biatek fuzyjnych EML4- lub NPM-ALK albo Met.12.13.14

ZYKADIA® jest inhibitorem kinazy. Inhibicja preparatem ZYKADIA® ukierunkowana jest
m.in. na zidentyfikowane w testach biochemicznych lub komérkowych w klinicznie
znaczacych stezeniach biatka: ALK, receptor insulinopodobnego czynnika wzrostu 1
(IGF-1R), receptor insulinowy (InsR) oraz ROS1. Sposrad tych biatek najwiekszq,
aktywnosc¢ preparat ZYKADIA® wykazuje wobec ALK. ZYKADIA® hamuje autofosforylacje
ALK, zalezng od ALK fosforylacje biatka sygnatowego dziatajacego w dét szlaku STAT3
oraz proliferacje zaleznych od ALK komérek nowotworowych w testach in vitro i in vivo.

ZYKADIA® hamuje proliferacje in vitro linii komérkowych, w ktérych zachodzi ekspresja
biatek fuzyjnych EML4-ALK i NPM-ALK; oraz wykazuje zalezng od dawki inhibicje wzrostu
guza przeszczepu obcogatunkowego NSCLC z pozytywnym wynikiem badania pod katem
EML4-ALK u myszy i szczuréw. 1

Istotno$¢ kliniczng rearanzacji w genie ALK wykazano w randomizowanych badaniach
klinicznych z grupa kontrolng otrzymujacq substancje czynng dotyczacych preparatu
XALKORI®, prowadzonych przez firme Pfizer, oraz preparatu ZYKADIA®, prowadzonych
przez firme Novartis. 415

Preparat ALECENSA® jest wysoce selektywnym i silnym inhibitorem kinazy tyrozynowej
ALK i RET, ktéry powoduije inhibicje wewnatrzkomérkowych szlakow przekazywania
sygnalu bioracych udziat w proliferacji i przezyciu guza i dlatego sprzyja $mierci komérek
raka oraz powoduije inhibicje wzrostu i proliferacji komérek guza.'® Z danych
przedklinicznych wynika, ze preparat ALECENSA® nie jest substratem transporterow
wyrzucajacych (PGP lub BCRP) w barierze krew-mozg i dlatego moze ulegaé dystrybucji
oraz pozostawac¢ w o$rodkowym uktadzie nerwowym. Preparat ALECENSA® indukowat
regresje guza w przedklinicznych modelach przeszczepéw obcogatunkowych u myszy,
w tym aktywno$¢ przeciwnowotworowa w mézgu i przedtuzone przezycie w zwierzecych
modelach guza $rédczaszkowego.!” Preparat ALECENSA® jest dobrze tolerowany

i zapewnia dajacy sie kontrolowa¢ profil bezpieczenstwa. 1820

Firma Ventana wykazata zgodno$¢ testu z zastosowaniem przeciwciat VENTANA
anti-ALK (D5F3) z testem Abbott Vysis ALK Break Apart FISH Probe Kit (ALK FISH) pod
wzgledem mozliwosci okreslenia statusu ALK u pacjentéw z NSCLC. W przypadku testu
ALK FISH moga pojawiac sig trudnosci techniczne w zakresie oceny wynikéw barwienia.
Rearanzacje wewnatrzchromosomowe moga powodowac nieznaczne rozdzielenie
sygnatu, prowadzac do potencjalnie fatszywie negatywnych wynikéw testu.2! Najnowsze
badania wskazujg na to, ze analiza immunohistochemiczna (IHC) jest czutg i swoista,
metoda okreslania statusu ALK i stanowi realng alternatywe dla testu ALK FISH.10.11.21-23
Firma Ventana opracowata test z zastosowaniem przeciwciat VENTANA anti-ALK (D5F3)
i zwigzany z nim algorytm oceny majacy na celu okreslenie statusu ALK w prébkach
NSCLC.

Dokonujac interpretaciji wynikow barwienia prébek tkanek w tescie z zastosowaniem
przeciwciat VENTANA anti-ALK (D5F3) nalezy przestrzegaé zalecanego algorytmu oceny.
Zaleta histologicznych preparatéw tkankowych jest nienaruszona morfologia tkanek,
pomocna w interpretacji dodatniego wyniku badania prébki w kierunku ALK. Wszystkie
badania histopatologiczne powinny by¢ interpretowane przez histopatologa, a wyniki
powinny zosta¢ uzupetnione badaniami morfologicznymi oraz odpowiednimi kontrolami

i wykorzystane wspolnie z innymi danymi klinicznymi oraz laboratoryjnymi. Na docelowe
antygeny testow IHC wptywa czas utrwalania, rodzaj utrwalacza i wiek wycietych
skrawkow, nalezy zatem dochowaé ostroznosci, aby zapewni¢ zgodno$¢ sposobu
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przygotowania probek przed wybarwianiem (patrz wytyczne dotyczace interpretacii
Interpretation Guide for VENTANA anti-ALK (D5F3) Rabbit Monoclonal Primary Antibody
w przypadku niedrobnokomérkowego raka ptuc (NSCLC) P/N 1011879 oraz rozdziat
,Ograniczenia szczegdlne” ponizej).

ZASADY PRZEPROWADZANIA PROCEDURY

VENTANA anti-ALK (D5F3) Rabbit Monoclonal Primary Antibody jest kréliczym
pierwotnym przeciwciatem monoklonalnym, ktére wigze sie z ALK w skrawkach
tkankowych zatopionych w parafinie. To swoiste przeciwciato mozna wykry¢ za pomocg
zestawu detekcyjnego OptiView DAB IHC Detection Kit (nr kat. 760-700 / 06396500001),
a nastepnie zestawu OptiView Amplification Kit (nr kat. 760-099 / 06396518001

(50 testow) lub 860-099 / 06718663001 (250 testow)). Wiecej informacji mozna znalez¢
w ulotkach dotgczonych do opakowan zestawow OptiView DAB IHC Detection Kit

i OptiView Amplification Kit.

DOSTARCZANY ODCZYNNIK

Preparat przeciwciat VENTANA anti-ALK (D5F3) to preparat rekombinowanego
monoklonalnego przeciwciata kréliczego, ktéry zawiera odczynnik w ilosci wystarczajacej
do wybarwienia 50 skrawkow.

Jeden dozownik preparatu przeciwciat VENTANA anti-ALK (D5F3) o pojemnosci 5 ml
zawiera okoto 70 pg monoklonalnego przeciwciata kréliczego (D5F3).

Przeciwciato to jest rozcieiczone w 0,08 M roztworze PBS z dodatkiem 3% biatka
no$nikowego oraz 0,05% ProClin 300 jako konserwantu.

Catkowite stezenie biatka w odczynniku wynosi okoto 10 mg/ml. Stezenie swoistego
przeciwciata wynosi okoto 14 pg/ml.

MATERIALY WYMAGANE, ALE NIEDOSTARCZANE

1. probkiludzkiego wyrostka robaczkowego lub ALK-pozytywne i ALK-negatywne

niedrobnokomorkowego raka ptuc do stosowania jako tkanka kontrolna;

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

szkietka mikroskopowe (dodatnio natadowane);

suszarka umozliwiajaca utrzymanie temperatury 60°C + 5°C;

etykiety z kodem kreskowym;

ksylen (klasy histologicznej);

alkohol do odczynnikéw lub etanol (klasy histologicznej);

e roztwér 100%: nierozcieficzony etanol lub alkohol do odczynnikéw;

. roztwér 95%: wymieszac 95 czesci etanolu lub alkoholu do odczynnikéw
i 5 czesci wody dejonizowanej;

. roztwér 80%: wymieszac 80 czesci etanolu lub alkoholu do odczynnikéw
i 20 czeSci wody dejonizowane;

8. woda dejonizowana lub destylowana;

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

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

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

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

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

14.  ULTRA LCS (Predilute) (nr kat. 650-210 / 05424534001);

15.  Cell Conditioning 1 (CC1) (nr kat. 950-124 / 05279801001);

16.  ULTRA Cell Conditioning Solution (ULTRA CC1) (nr kat. 950-224 / 05424569001);

17. Hematoxylin Il (nr kat. 790-2208 / 05277965001);

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

19.  $rodek do trwatego nakrywania preparatéw (Permount Fisher nr kat. SP15-500 lub
odpowiednik);

20. szkietka nakrywkowe (o wielko$ci wystarczajacej do pokrycia tkanki, jak np. VWR
nr kat. 48393-060);

21. aparat do nakrywania szkietkami nakrywkowymi (taki jak Tissue-Tek SCA
Automated Coverslipper);

22.  mikroskop $wietiny;

23.  Sciereczki wchtaniajace.

Nie dotaczono odczynnikéw do barwienia, takich jak zestawy do detekcji firmy VENTANA,

ani elementéw pomocniczych, takich jak pozytywne i negatywne kontrolne preparaty

tkankowe.
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Nie wszystkie produkty przedstawione w ulotce dotaczonej do opakowania sg dostepne
we wszystkich rejonach geograficznych. Nalezy skonsultowa¢ sie z lokalnym
przedstawicielem odpowiedzialnym za wsparcie techniczne.

PRZECHOWYWANIE
Po otrzymaniu preparat nieuzywany przechowywa¢ w temperaturze 2-8°C. Nie zamrazac.

W celu zapewnienia wtasciwego dostarczenia odczynnika i stabilno$ci przeciwciata

po kazdym uzyciu, nalezy zatozy¢ zatyczke i niezwtocznie umiescic dozownik w lodéwce
W pozycji pionowe;j.

Na kazdym dozowniku przeciwciata podana jest data waznosci. Prawidiowo
przechowywany odczynnik zachowuje trwato$¢ do daty okreslonej na etykiecie. Nie nalezy
stosowac odczynnika po uptywie terminu waznosci.

PRZYGOTOWANIE PROBKI

Do stosowania z tym pierwotnym przeciwciatem nadaja si¢ rutynowo przygotowane tkanki
utrwalone w formalinie i zatopione w parafinie, pod warunkiem stosowania zestawow
detekeyjnych firmy VENTANA i automatéw BenchMark IHC/ISH.

Na podstawie modeli przeszczepéw obcogatunkowych z linii komérkowej ludzkiego NSCLC
NCI-H2228, wykazujgcych pozytywny wynik badania pod katem ALK, firma Ventana zaleca
utrwalanie tkanek 10% obojetng zbuforowana formaling (NBF) przez co najmniej 6 godzin.2*
Czas utrwalania krétszy niz sze$¢ godzin skutkuje znacznym zmniejszeniem intensywnosci
barwienia ALK. Akceptowalne jest takze utrwalanie w formalinie z dodatkiem cynku, przez co
najmniej sze$¢ godzin. Srodek utrwalajacy nalezy stosowac w ilosci wynoszacej 15- do
20-krotnosci objetosci tkanek. Zaden utrwalacz nie jest w stanie w ciagu 24 godzin
penetrowac gtebiej niz na 2-3 mm tkanki litej lub 5 mm tkanki porowatej. Utrwalanie mozna
przeprowadza¢ w temperaturze pokojowej (15-25°C).%

Wykazano, ze utrwalacze takie jak alkohol-formalina-kwas octowy (AFA), PREFER,

B5 i inne utrwalacze na bazie kwasu lub alkoholu prowadza do utraty intensywnosci
barwienia ALK w przypadku wszystkich testowanych czaséw utrwalania (od jednej

do 72 godzin). Nie zaleca sig ich stosowania z przedmiotowym testem. Badania
opoznienia utrwalania réwniez wykazaty utrate intensywnoéci barwienia ALK w przypadku,
gdy prébki przeszczepu obcogatunkowego nie zostaty utrwalone w ciggu szesciu godzin
od wyciecia. Wiecej informacji na temat wptywu sposobu przygotowania prébki

na intensywnos¢ barwienia ALK znajduje sie w wytycznych dotyczacych interpretacii
Interpretation Guide for VENTANA anti-ALK (D5F3) Rabbit Monoclonal Primary Antibody
w przypadku niedrobnokomérkowego raka ptuc (NSCLC) P/N 1011879.

Tkanki nalezy pocia¢ na skrawki o grubosci okoto 4 pm i umiescic je na dodatnio
natadowanych szkietkach mikroskopowych. Szkietka nalezy niezwlocznie wybarwic,
poniewaz antygenowo$c¢ cietych skrawkéw tkanek moze zmniejszac sie z czasem i ulega
ostabieniu w ciagu trzech miesiecy od wyciecia z bloczka parafinowego (patrz wytyczne
dotyczace interpretacii Interpretation Guide for VENTANA anti-ALK (D5F 3) Rabbit
Monoclonal Primary Antibody w przypadku niedrobnokomérkowego raka ptuc (NSCLC)
P/N 1011879 oraz rozdziat ,Charakterystyka wynikéw” ponizej).

OSTRZEZENIA | SRODKI OSTROZNOSCI

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

2. Wylgcznie do zastosowania profesjonalnego.

3. Nalezy pamietac, ze dodatnio natadowane szkietka moga by¢ podatne na czynniki
Srodowiskowe, co moze spowodowaé nieodpowiednie wybarwianie testéw IHC
(na przyktad brak w tkance przeciwciata pierwotnego lub barwienia kontrastowego).
Omowienie niekorzystnego wptywu czynnikéw Srodowiskowych na dodatnio
natadowane szkietka do badan IHC znajduje sie w publikacji N4629_0313B - Impact
of environmental stress on various histology slide types (Niekorzystny wptyw
czynnikow $rodowiskowych na réznego rodzaju wycinki histopatologiczne).

4. W tym preparacie jako konserwant zastosowano roztwér ProClin 300. Uznano go
za $rodek draznigey i jego kontakt ze skdrg moze powodowaé uczulenie. Podczas
pracy z produktem nalezy w uzasadnionym stopniu stosowa¢ $rodki ostrozno$ci.
Unika¢ kontaktu odczynnikéw z oczami, skéra i btonami $luzowymi. Stosowac
odziez i rekawice ochronne.

5. Materialy pochodzenia ludzkiego lub zwierzecego nalezy traktowa¢ jak materiaty
niebezpieczne biologicznie i utylizowa¢ z zachowaniem wiasciwych Srodkow
ostroznosci.

6.  Unika¢ kontaktu odczynnikéw z oczami i btonami sluzowymi. W przypadku kontaktu
odczynnikéw z wrazliwymi miejscami sptukiwac¢ obfitg iloscig wody.

7. Unika¢ skazenia mikrobiologicznego odczynnikéw, gdyz moze ono skutkowac
otrzymaniem nieprawidtowych wynikéw.
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8. W celu uzyskania informacji na temat zalecanej metody utylizacji produktu nalezy
skontaktowac sie z wtadzami lokalnymi i/lub krajowymi.

9. Dodatkowe informacje na temat bezpieczerstwa mozna znalez¢ w Karcie
charakterystyki produktu oraz w Przewodniku po symbolach i zwrotach dotyczacych
zagrozen, dostepnych w witrynie www.ventana.com.

PROCEDURA BARWIENIA

Test z zastosowaniem przeciwciata VENTANA anti-ALK (D5F3) jest przeznaczony

do stosowania w automatach BenchMark IHC/ISH wraz z odczynnikiem Rabbit
Monoclonal Negative Control Ig, zestawem OptiView DAB IHC Detection Kit, zestawem
OptiView Amplification Kit oraz odczynnikami pomocniczymi. Opis zalecanego protokotu
barwienia dla kazdego z automatéw zawierajg Tabela 1, Tabela 2 i Tabela 3.

Te przeciwciata zoptymalizowano do okreslonego czasu inkubacji, jednak uzytkownik jest
obowigzany dokona¢ walidacji wynikéw uzyskanych z zastosowaniem tego odczynnika.
Nieprzestrzeganie protokotu barwienia (Tabela 1, Tabela 2 lub Tabela 3) moze prowadzi¢
do wynikow fatszywie pozytywnych lub fatszywie negatywnych. Dla automatu BenchMark
ULTRA opracowano procedure barwienia swoistego dla ALK, U VENTANA ALK (D5F3).
Przed wyborem warunkéw protokotu dla procedury barwienia swoistego dla ALK nalezy
zaktualizowac oprogramowanie automatu BenchMark ULTRA do wersji VSS 12.3

z procedurg barwienia OptiView w wersji 5 lub nowszej.

Parametry proceséw zautomatyzowanych moga by¢ wyswietlane, drukowane i edytowane
zgodnie z procedurg opisang w Instrukcji obstugi urzadzenia. Wiecej informacji na temat
procedur barwienia immunohistochemicznego znajduje sig w ulotce dotgczone;j

do opakowania odpowiedniego zestawu detekcyjnego firmy VENTANA.

Tabela 1. Zalecany protokét barwienia dla testu z zastosowaniem przeciwciat VENTANA
anti-ALK (D5F3) i Rabbit Monoclonal Negative Control Ig z zestawami OptiView DAB IHC
Detection Kit i OptiView Amplification Kit w automacie BenchMark ULTRA.

Procedura barwienia: U VENTANA ALK (D5F3)
Krok protokotu

Wprowadzany parametr

VENTANA ALK AB - 16 min
(nastepnie wybra¢ US lub EU/Other)
lub
kontrola negatywna

Przeciwciato (pierwotne)

Barwienie kontrastowe Hematoxylin II, 4 minuty

Po barwieniu kontrastowym Bluing, 4 minuty

Tabela 2. Zalecany protokét barwienia dla testu z zastosowaniem przeciwciat VENTANA
anti-ALK (D5F3) i Rabbit Monoclonal Negative Control Ig z zestawami OptiView DAB IHC
Detection Kit i OptiView Amplification Kit w automacie BenchMark XT

Roche)

Tabela 3. Zalecany protokét barwienia dla testu z zastosowaniem przeciwciat VENTANA
anti-ALK (D5F3) i Rabbit Monoclonal Negative Control Ig z zestawami OptiView DAB IHC
Detection Kit i OptiView Amplification Kit w automacie BenchMark GX.

Rodzaj procedury Metoda

Odparafinowanie Wybrana

Kondycjonowanie komérek
(odstanianie antygenu)

Cell Conditioning 1,
92 minuty, 100°C

Inhibitor peroksydazy przed
przeciwcialem pierwszorzedowym

Wybrana

Przeciwciato (pierwotne) Ventana anti-ALK (D5F3) lub Rabbit

Mono Neg, 16 minut, 37°C

OptiView HQ Univ Linker 12 minut
OptiView HRP Multimer 12 minut
OptiView Amplification Wybrana

OV AMP H202, OV Amplifier 8 minut
OV AMP Multimer 8 minut

Barwienie kontrastowe Hematoxylin II, 4 minuty

Po barwieniu kontrastowym Bluing, 4 minuty

Rodzaj procedury Metoda
Opcja synchronizacji IHC Wybrana*
Odparafinowanie Wybrana

Kondycjonowanie komérek
(odstanianie antygenu)

Cell Conditioning 1,
92 minuty, 100°C

Inhibitor peroksydazy przed
przeciwcialem pierwszorzedowym

Wybrana

Przeciwciato (pierwotne)

Ventana anti-ALK (D5F3) lub Rabbit
Mono Neg 16 minut, 37°C

OptiView HQ Univ Linker 12 minut
OptiView HRP Multimer 12 minut
OptiView Amplification Wybrana

OV AMP H202, OV Amplifier 8 minut
OV AMP Multimer 8 minut

Barwienie kontrastowe

Hematoxylin Il, 4 minuty

Po barwieniu kontrastowym

Bluing, 4 minuty

* Ten etap (z metodg do wyboru) mozna zastosowac¢ tylko wowczas, gdy uzywa sig
oprogramowania XT OptiView DAB wer. 4. Nie jest on dostepny w poprzednich wersjach

oprogramowania.
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Ze wzgledu na zmienno$¢ utrwalania i obrobki tkanek, jak rowniez zmienno$¢ miedzy
poszczegolnymi urzadzeniami i warunkami srodowiska laboratoryjnego, konieczne moze
by¢ wydtuzenie lub skrdcenie czasu inkubacji przeciwciata pierwotnego i kondycjonowania
komorek (cell conditioning) lub ich wstepnej obrébki proteaza, zaleznie od probki,
zastosowanej metody detekcji i preferenciji uzytkownika. Wigcej informacji na temat
zmiennych zwigzanych z utrwalaniem mozna znalez¢ w pracy ,Jmmunohistochemistry
Principles and Advances” (Podstawy i postepy immunohistochemii).2s

KONTROLA

PROCEDURY KONTROLI JAKOSCI
Rabbit Monoclonal Negative Control Ig

Z kazda probka nalezy stosowac odpowiedni preparat do kontroli negatywnej, co pozwala
uzupetni¢ interpretacje wynikéw. Rabbit Monoclonal Negative Control Ig (nr kat 790-4795 /
06683380001), odczynnik do kontroli negatywnej z uzyciem przeciwciata, jest specjalnie
dostosowany do przedmiotowego testu i stosowany zamiast przeciwciat pierwotnych,

co umozliwia ocene barwienia nieswoistego. Procedura wybarwiania z uzyciem odczynnika
do kontroli negatywnej powinna trwac tyle, ile wynosi czas inkubacji z przeciwciatem
pierwotnym. UzZycie innego odczynnika do kontroli negatywnej lub postuzenie si¢
niezalecanym odczynnikiem do kontroli negatywnej moze dac fatszywe wyniki.

Kontrole na poziomie systemowym

Réwnocze$nie z probkami pochodzacymi od pacjentéw nalezy oznacza¢ kontrole
na poziomie systemowym. Mozna w tym celu stosowa¢ preparaty ludzkiego wyrostka
robaczkowego? lub znane prébki tkanek NSCLC z pozytywnym/negatywnym statusem ALK.

Tkanki kontrolne powinny by¢ pobrane podczas sekgji/biopsiji/zabiegéw chirurgicznych.
Nalezy je jak najszybciej podda¢ obrébce i utrwali¢ w identyczny sposob, jak skrawki
badane. Tkanki takie pozwalaja na monitorowanie wszystkich etapéw analizy, od
momentu przygotowania tkanki az do barwienia. Zastosowanie skrawkow tkankowych
utrwalonych lub przygotowanych w inny sposéb niz preparaty badane zapewnia kontrole
dziatania wszystkich odczynnikéw i etapéw postepowania, z wyjatkiem utrwalania

i przygotowania tkanek.

Kontrole tkankowe z tkanek wyrostka robaczkowego lub tkanek
NSCLC o pozytywnym/negatywnym statusie ALK

W kazdej procedurze barwienia testu VENTANA anti-ALK (D5F3) musi by¢ oznaczana
ALK-pozytywna i ALK-negatywna tkanka kontrolna.

Przypadki NSCLC wykazujace barwienie reprezentatywne dla wynikéw klinicznie
pozytywnych i klinicznie negatywnych pod wzgledem statusu ALK nadaja si¢

do stosowania w celu optymalnej kontroli jakosci, w tym wykrywania nieznacznego stopnia
degradacji odczynnika, a takze przypadkéw odbiegania automatu od specyfikacji.
Tkanka ludzkiego wyrostka robaczkowego zawiera elementy wybarwiane pozytywnie

i negatywnie na obecnos¢ biatka ALK i moze by¢ réwniez stosowana jako kontrola
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na poziomie systemowym. Tkanki barwigce sie pozytywnie uzywane sg do potwierdzania,
ze przeciwciato zostalo zastosowane, a automat dziata prawidtowo; tkanki wybarwiane
negatywnie stuza do wykrywania nieznacznego stopnia degradacji odczynnika lub
przypadkow odbiegania automatu od specyfikacji.

Odpowiednie barwienie elementow tkanki NSCLC pozytywnej i negatywnej pod wzgledem
statusu ALK oraz tkanki wyrostka robaczkowego opisuja Tabela 4 i Tabela 5 oraz
wytyczne dotyczace interpretacii Interpretation Guide for VENTANA anti-ALK (D5F3)
Rabbit Monoclonal Primary Antibody w przypadku niedrobnokomérkowego raka piuc
(NSCLC) P/N 1011879.

Znane kontrole tkanek pozytywnych i negatywnych wykorzystywane do monitorowania
wydajnosci testu ALK na probkach pacjenta musza by¢ utrwalane i przetwarzane w podobny
sposob jak probki pacjenta. W innym przypadku kontrole tkankowe mogq by¢ stosowane
wylacznie do monitorowania prawidtowego dziatania odczynnikéw testu. Kontrole tkankowe
nie powinny by¢ stosowane jako uzupetnienie w diagnostyce prébek pacjenta.

Weryfikacja oznaczenia

Przed pierwszym uzyciem przeciwciat lub systemu barwienia w procedurze
diagnostycznej nalezy zweryfikowac swoisto$¢ przeciwciat w drodze testow na szeregu
tkanek o znanej charakterystyce IHC stanowigcych pozytywna i negatywng kontrole ALK
(zob. Procedury kontroli jakosci opisane wczes$niej w tej sekcji ulotki oraz zalecenia
College of American Pathologists Laboratory Accreditation Program w zakresie kontroli
jakosci, dokument Anatomic Pathology Checklist?” (Lista kontrolna anatomopatologii) lub
CLSI Approved Guideline?). Te procedury kontroli jako$ci nalezy powtarza¢ dla kazdej
nowej partii przeciwciata lub za kazdym razem, gdy nastepuje zmiana parametréw testu.
Do weryfikacji testu odpowiednie sg tkanki NSCLC o znanym statusie ALK lub tkanki
ludzkiego wyrostka robaczkowego.

INTERPRETACJA WYNIKOW

Zautomatyzowana procedura barwienia immunologicznego firmy VENTANA prowadzi

do wytracenia sie brazowego (DAB) produktu reakcji w migjscach wystepowania antygenéw
Zlokalizowanych przez przeciwciato VENTANA anti-ALK (D5F3). Przed przystapieniem

do interpretacji wynikow wykwalifikowany histopatolog z do$wiadczeniem w procedurach IHC
musi dokonac oceny odczynnikéw do kontroli negatywnej oraz odczynnikéw do kontroli

na poziomie systemowym i zatwierdzi¢ wybarwiony preparat do badania.

Kontrole pozytywne/negatywne tkanek na poziomie systemowym

Nalezy oceni¢ wybarwione pozytywne i negatywne kontrole tkankowe w celu upewnienia
sie, ze wszystkie odczynniki dziatajg prawidtowo. Obecno$¢ odpowiednio zabarwionego
produktu reakcji w pozytywnej kontroli tkankowej w obrebie cytoplazmy docelowych
komoérek wskazuje na reaktywnos¢ pozytywna.

Jezeli nie udaje sie potwierdzi¢ poprawnego wybarwienia w preparatach pozytywnych lub
negatywnych kontroli tkankowych albo ich kliniczna interpretacja diagnostyczna bedzie
odmienna, wszystkie wyniki oceny badanych probek nalezy uzna¢ za niewazne.

Tabela 4. Kryteria oceny tkanki kontrolnej wyrostka robaczkowego. Reprezentatywne
obrazy przedstawiono w wytycznych dotyczacych interpretacji Interpretation Guide for
VENTANA anti-ALK (D5F3) Rabbit Monoclonal Primary Antibody w przypadku
niedrobnokomdrkowego raka ptuc (NSCLC) P/N 1011879.

Niedopuszczalne

Dopuszczalne

Brak silnego ziarnistego odczynu
cytoplazmatycznego w komorkach
zwojowych

Silny ziarnisty odczyn cytoplazmatyczny
w komdrkach zwojowych (patrz uwaga)

Brak silnego ziarnistego odczynu
cytoplazmatycznego w komorkach
nabtonka gruczotowego, w tkance
miesniowe; i limfatycznej (w skupiskach
komérek limfoidalnych mozna
obserwowaé stabo wybarwione lub
nieliczne wybarwione komérki uktadu
limforetikularego)

Nadmierne, nieswoiste wybarwienie
tta komédrek nabtonka gruczotowego,
tkanki miesniowej lub limfatycznej
przeszkadzajace w ocenie wynikéw

Uwaga: Nerwy w warstwie migniowej wyrostka robaczkowego wykazujg
barwienie pozytywne.

Odczynnik do kontroli ujemnej

Barwienie nieswoiste, jezeli wystepuje, ma wyglad rozproszony i mozna je oceni¢ przy
uzyciu preparatu do kontroli negatywnej barwionego odczynnikiem Rabbit Monoclonal
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Negative Control Ig. W celu interpretacji wynikow barwienia nalezy postuzy¢ sie
nienaruszonymi komérkami; komarki nekrotyczne lub zdegenerowane czesto barwig sie
nieswoiscie. Jesli barwienie tfa jest nadmierne, wyniki oceny preparatow testowych nalezy
uzna¢ za niewazne. Przyktady barwienia tta na akceptowalnym poziomie dla tego testu
podano w wytycznych dotyczacych interpretacji oceny VENTANA ALK Scoring
Interpretation Guide w przypadku niedrobnokomérkowego raka ptuc P/N 1011879.

Tkanka pobrana od pacjenta

Tkanka pacjenta musi by¢ oceniona wedtug algorytmu oceny testu VENTANA anti-ALK
(D5F3), ktory zawiera Tabela 5. Patrz wytyczne dotyczace interpretacii Interpretation
Guide for VENTANA anti-ALK (D5F3) Rabbit Monoclonal Primary Antibody w przypadku
niedrobnokomorkowego raka ptuc (NSCLC) P/N 1011879.

Tabela 5. Algorytm oceny dla testu VENTANA anti-ALK (D5F3). Reprezentatywne obrazy
przedstawiono w wytycznych dotyczacych interpretacii Interpretation Guide for VENTANA
anti-ALK (D5F3) Rabbit Monoclonal Primary Antibody w przypadku
niedrobnokomadrkowego raka ptuc (NSCLC) P/N 1011879.

Interpretacj
akliniczna

Opis barwienia

Silny ziarnisty odczyn cytoplazmatyczny w komérkach
nowotworowych (dowolny odsetek pozytywnych komérek
nowotworowych). Nalezy wykluczy¢ pewne elementy barwienia,
takie jak:

« jasne kropki w cytoplazmie makrofagéw pecherzykéw ptucnych,
+ komérki pochodzenia nerwowego (komérki nerwowe i zwojowe),
+ barwienie nabtonka gruczotowego

+ rozsiane komorki tkanki limforetikularej z naciekami
limfocytarnymi.

Pewien stopien barwienia tta mozna zaobserwowac takze

w obrebie prawidtowej btony $luzowej (takze mucyny)

w wycinkach NSCLC oraz w martwiczych obszarach nowotworu,
ktore takze nalezy wykluczy¢ z oceny kliniczne;.

Wynik ALK-
pozytywny

Wynik ALK-
negatywny

Brak silnego ziarnistego odczynu cytoplazmatycznego
w komdrkach nowotworowych.

4715

OGRANICZENIA OGOLNE

1. Analiza immunohistochemiczna jest wieloetapowym procesem diagnostycznym,
wymagajacym specjalistycznego przeszkolenia w doborze odpowiednich
odczynnikéw, wyborze tkanek, sposobach utrwalania i obrobki tkanek,
przygotowaniu preparatu IHC i interpretacji wynikow barwienia.

2. Wybarwienie tkanek zalezy od traktowania i przygotowania tkanek przed
barwieniem. Nieprawidtowe utrwalanie, zamrazanie, rozmrazanie, przemywanie,
suszenie, ogrzewanie, skrawanie lub zanieczyszczenie domieszka innych tkanek
albo ptynéw moze powodowac artefakty, przechwytywanie przeciwciata lub wyniki
fatszywie ujemne. Niespéjne wyniki moga by¢ konsekwencja zmian w metodach
utrwalania i zatapiania albo wynika¢ z nieprawidtowos$ci samej tkanki.

3. Nadmierne lub niecatkowite barwienie kontrastowe moze utrudnia¢ prawidtowg
interpretacje wynikéw.

4. Interpretacje kliniczng dodatniego lub ujemnego wyniku trzeba prowadzi¢
w kontekscie historii klinicznej, morfologii i innych kryteriéw histopatologicznych.
Interpretacja kliniczna kazdego barwienia pozytywnego lub jego braku musi by¢
uzupetniona badaniami morfologicznymi, oznaczeniem odpowiednich kontroli
na poziomie systemowym i innymi badaniami diagnostycznymi. Do obowigzkéw
wykwalifikowanego histopatologa nalezy zapoznanie sie z rodzajami przeciwciat,
odczynnikéw i metodami interpretaciji wybarwionych preparatéw. Barwienie nalezy
wykona¢ w akredytowanej pracowni histopatologicznej, pod nadzorem histopatologa
odpowiedzialnego za przegladanie i oceng wybarwionych preparatéw oraz wtasciwe
wykonanie pozytywnych i negatywnych prob kontrolnych.

5. Firma Ventana Medical Systems, Inc. udostepnia przeciwciata i odczynniki
w rozcienczeniu optymalnym, pod warunkiem przestrzegania dostarczonych
instrukcji. Wszelkie odstepstwa od zalecanych procedur wykonywania testéw mogq,
spowodowaé uniewaznienie oczekiwanych wynikow. Nalezy oznaczy¢
i udokumentowa¢ odpowiednie kontrole. Uzytkownicy stosujacy procedury
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odbiegajace od zalecanych odpowiadaja za interpretacje wynikéw badania probek  uzytkownik nie zauwazy zadnych odchylen ani probleméw technicznych, przed ponownym

6.  Ninigjszy produkt nie jest przeznaczony do uzycia w cytometrii przeptywowej; jego <
charakterystyka dziatania w takim zastosowaniu nie zostata okreslona. CHARAKTERYSTYKA WYNIKOW

7. W tkankach, ktérych uprzednio nie przetestowano, odczynniki moga wykazywac Swoistoéé i cquoéé apalityc;qq 0ZNaczono w drodze IbanNienialwie'Iu probek zdrowej
nieoczekiwane reakcje. Nie mozna wykluczy¢ wystapienia nieoczekiwanych reakcji | nowotworoqu tkankl Iydzklej w tescie z zastosowaniem przeciwciat VENTANA anti-ALK
w przetestowanych grupach tkanek z uwagi na zmiennos¢ biologiczna ekspresji (D5F3). Wyniki wymieniono w Tabela 6 i Tabela 7.
antygenéw w tkankach nowotworéw i innych tkankach zmienionych chorobowo.2 Swoistosé

8. Tkanki pochodzace od 0sob z zakazeniem wirusem zapalenia waroby typu B i Tabela 6. Swoistosé/czutosé testu z zastosowaniem przeciwciat VENTANA anti-ALK
zawierajace antygen powierzchniowy wirusa zapalenia watroby typu B (HBsAg) (D5F3) w zdrowych tkankach. Badanie utrwalonych w formalinie i zatopionych w parafinie
moga wykazywac nieswoiste barwienie w reakcji z peroksydaza chrzanowg.3 probek zdrowych tkanek.

9. Wigzanie biatek lub produktow reakcji na drodze mechanizméw innych niz - -
immunologiczne, moze by¢ przyczyna wynikow fatszywie pozytywnych. Wyniki Liczba Liczba
fatszywie pozytywne moga rowniez wystapi¢ na skutek aktywnosci podobnej pozytywnych/ pozytywnych/
do peroksydazy (erytrocyty) i aktywnosci endogennej peroksydazy (cytochrom C) wszystklc’h wszystklc'h
lub endogennej biotyny (np. watroba, mozg, sutek, nerka) - w zaleznosci od typu Tkanka przypadkow Tkanka przypadkow
zastosowanego barwnika immunologicznego.®! Mézg 0/3* Grasica 013

10.  Tak jak we wszystkich testach IHC, wynik negatywny oznacza, Ze nie wykryto
antygenu, nie za$ jego brak w badanych komérkach lub tkankach. Mozdzek 013 Szpik kostny 0/3

OGRANICZENIA SZCZEGOLNE Nadnercze 03 Pluco 03

1. Testz zastosowaniem przeciwciat VENTANA anti-ALK (D5F3) zoptymalizowano inik 0/3 013
do stosowania w automatach BenchMark IHC/ISH wraz z zestawem OptiView DAB Jajni Serce
IHC Detection Kit dla 16-minutowego czasu inkubacji z przeciwciatem pierwotnym Trzustka 0/3 Przelyk 0/3
przy wyborze opciji protokotu OptiView Amplification.

2. Do barwienia probki tkanek pacjenta nalezy uzyé odczynnika Rabbit Monoclonal Przytarczyce 013 Zotadek 0/3
Negative Control Ig (nr kat. 790-4795 / 06683380001). Inne odczynniki do kontroli — —— —
negatywnej nie nadajg sie do tego testu. Przysadka 073 Jelito cienkie 03

3. Test nie zostat zatwierdzony do stosowania z wymazami cytologicznymi ani Jadra 03 Okrgznica 013+
prébkami odwapnionymi.

4. Barwienie tkanek pochodzacych od pacjenta nalezy przeprowadzi¢ w ciggu trzech Tarczyca 0/3 Watroba 0/3
miesiecy od wyciecia skrawkéw z bloku tkankowego. Obserwowano utrate -
skutecznosci barwienia dla testu z zastosowaniem przeciwciat VENTANA anti-ALK Sutek 073 Slinianka 073
(D5F3) w przypadku uzycia skrawkow, ktére przechowywano w temperaturze .
pokojowej przez ponad trzy miesiace. Sledziona 03 Nerka 03

5. Firma Ventana zaleca utrwalanie probek przez co najmniej sze$¢ godzin w 10% Migdatek 0/3 Gruczot krokowy 0/3
NBF lub w formalinie z dodatkiem cynku. Zastosowanie innego niz zalecany czasu
utrwalania lub rodzaju utrwalacza moze prowadzi¢ do wynikow fatszywie Endometrium 013 Szyjka macicy 013
negatywnych. Wykazano, ze utrwalacze takie jak AFA, PREFER, B5 i inne
utrwalacze na bazie kwasu lub alkoholu prowadza do utraty swoistego barwienia Migsnie szkieletowe 0/4 Skora 073
biatka ALK. Wigcej informacji podano w wytycznych dotyczacych interpretacii " .

Interpretation guidje for VENJTpANA anti-ALyKy(DSES) Ragbit?wgnoclona? PrimJary Nerwy (nieliczne) 03 Mezotalium i phuco 03

Antibody w przypadku niedrobnokomdrkowego raka piuc (NSCLC) P/N 1011879. * 2/3 Dla niewielkiej liczby komérek glejowych w mézdzku zaobserwowano odczyn
6.  Obserwowano pewne artefakty barwienia podczas badania z uzyciem testu pozytywny o intensywnosci stabej do $redniej.

z zastosowaniem przeciwciat VENTANA anti-ALK (D5F3). Zaréwno w preparatach - la

poddawanych dziataniu przeciwciat anti-ALK, jak i dziafaniu odczynnika do kontroli 313 Przysadka wybarwiata sig stabo. N o ,

negatywnej obserwowano w makrofagach pecherzykow plucnych stabe ziamiste *** Komorki zwojowe w 4/6 przypadkow tkanek jelita wybarwialy sig pozytywnie

wybarwienie w cytoplazmie, co wskazuje, ze jest to artefakt systemu detekcyjnego, W tescie statusu ALK z r6zng intensywnoscia

ktorego nie nalezy interpretowac jako pozytywnego barwienia przeciwciatami anti-

ALK. Obserwowano ponadto punktowe barwienie w martwiczych rejonach guza, .

ktore rowniez nalezy ignorowa podczas oceny probek pochodzacych od pacjenta. ~ CZUt0S€

Przy uzyciu testu z zastosowaniem przeciwciat VENTANA anti-ALK (D5F3) Tabela 7. Swoisto$c/czuto$¢ testu z zastosowaniem przeciwciat VENTANA anti-ALK

obserwowano barwienie tkanki nerwowej, w tym nerwdw, i obecno$¢ nielicznych (D5F3) w tkankach nowotworowych. Badanie utrwalonych w formalinie i zatopionych

komérek tkanki limforetikulamej w nacieku limfocytarnym. Wiecej informacji podano ~ w parafinie probek réznych tkanek nowotworowych.

\(waty)cznych dotyczacych interpretacji Interpretation Guide for VENTANA anti-ALK Liczba

D5F3) Rabbit Monoclonal Primary Antibody w przypadku niedrobnokomérkowego .

raka pluc (NSCLC) PIN 1011879. Nowotwér g:’zz;g‘(""l'(‘z;h'wszyﬂk'ch

7. W tkankach kontrolnych mozna obserwowa¢ pewna zmienno$¢ intensywnosci
barwienia zwigzang z zastosowaniem zestawu OptiView Amplification Kit. Przyktady | Glejak 0N
zadowalajgcego wyniku barwienia zawiera instrukcja Interpretation Guide.

} Oponiak atypowy 0/1

ROZWIAZYWANIE PROBLEMOW

W przypadku stwierdzenia nieprawidtowego wybarwiania preparatow zawierajacych tkanki WyScidtczak Ziosliwy on

ludzkiego NSCLC lub wyrostka robaczkowego do kontroli na poziomie systemowym albo Skapodrzewiak ziogliwy 0/

probki pochodzace od pacjenta nalezy sprawdzi¢, czy przestrzegano odpowiednich procedur

konserwacji automatu BenchMark ULTRA, BenchMark XT lub BenchMark GX. Jesli Surowiczy gruczolakorak jajnika 1N
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Liczba Liczba
pozytywnych/wszystkich pozytywnych/wszystkich
Nowotwor przypadkow Nowotwor przypadkow
Gruczolakorak jajnika 0/1 Chioniak anaplastyczny wielkokomorkowy 0/1
Rak z komérek wysp trzustki (wyspiak) 0/1 Rak przejsciowokomorkowy pecherza moczowego 0n
Gruczolakorak trzustki 0/1 Miesak gtadkokomorkowy o niskim stopniu 0n
zto$liwosci
Nasieniak 01
Kostniakomigsak 0n
Rak zarodkowy 0/1
Miesniakomigsak z komorek wrzecionowatych 0/1
Rak rdzeniasty tarczycy 0N
Miesak gtadkokomorkowy o umiarkowanym stopniu 0/1
Rak brodawkowaty 0n Zogliwosci
Rak wewnatrzprzewodowy sutka 01
Inwazyjny rak przewodowy sutka 0/2 Zgodnos$¢ migdzyplatformowa (badanie pomostowe)
- - - Test z zastosowaniem przeciwciat VENTANA anti-ALK (D5F 3) byt poczatkowo
Chioniak rozlany z limfocytow B 053 przeznaczony do automatow BenchMark XT i GX. Aby wykaza¢ rownowazno$¢ dziatania
. . . testu pomigdzy automatami BenchMark ULTRA i BenchMark XT, przeprowadzono
0/1
Niskozréznicowany rak drobnokomorkowy phuca badanie pomostowe. W badaniu oceniano status kliniczny ALK (na podstawie algorytmu
Rak ptaskonablonkowy piuca 01 oceniania statusu ALK podanego w Tabeli 5) w 184 roznych prébkach tkanek NSCLC
wybarwionych przy uzyciu testu z zastosowaniem przeciwciat VENTANA anti-ALK (D5F3)
Gruczolakorak ptuca 0/1 na obu platformach. Powstate wybarwione preparaty zostaly przebadane przez trzech
histopatologéw metoda $lepej préby i po randomizacji. Wyniki dotyczace zgodnosci
Rak ptaskonablonkowy przetyku o miedzyplatformowej w tym badaniu zawiera Tabela 8 | Tabela 9.
Gruczolakorak przetyku 01 Tabela 8. Wyniki dotyczace zgodnosci miedzy automatami BenchMark XT i BenchMark
ULTRA.
Gruczolakorak sluzowy Zoladka o Zgodnosé wynikéw testu VENTANA anti-ALK (D5F3) pomiedzy automatami
Gruczolakorak przewodu pokarmowego 0/1 BenchMark ULTRA i BenchMark XT
Nowotwer Ziogliwy z komorek $rédmiazszowych 0N BenchMark XT
(quz podscieliskowy) BenchMark Wynik Wynik Oaélem
- ULTRA pozytywny negatywny g
Gruczolakorak odbytnicy 0/1
Wynik 8 1 86
Ziosliwy guz podécieliskowy odbytnicy 0/1 pozytywny
Rak watrobowokomdrkowy on Wynik 1 97 98
/1 negatywny
i 1
Watrobiak zarodkowy Ogolem %6 % 164
Rak jasnokomérkowy nerek 0/1
Gruczolakorak gruczotu krokowego 02 Tabela 9. Zgodno$¢ stwierdzonego statusu ALK migdzy automatami BenchMark XT
o i BenchMark ULTRA.
Migsniak gtadkokomork
teshiak gadkoromortowy Procentowa | Procentowa Calkowita
Rak gruczotowy endometrium on Stopnie zgodnosci :fy%?:g;c :g‘:‘(i’;g;c zgodnosé
Rak jasnokomérkowy endometrium 0/1 migdzyplatformowej pozytywnych | negatywnych procentowa
(95% CI) (95% CI) )
Rak ptaskonablonkowy macicy 0/2
. . . Zgodno$¢ wynikoéw pomiedz
Miggniakomigsak prazkowany zarodkowy 0/1 aStomatami)IIB en chNFI) ark ;?(T Y (9:?;8;599 - ?:4;0:/099 - ?;69:/099 -
Czemiak ztosliwy odbytu on i BenchMark ULTRA EER EEER R
Rak podstawnokomdrkowy 0/1
o Grubos¢ tkanki
Rak ptaskonablonkowy Grubos¢ tkanki oceniono przy uzyciu tkanek z czterech réznych przypadkow ludzkiego
Nerwiakowlokniak 0/1 NSCLC (trzy o pozytywnym statusie ALK i jeden o negatywnym statusie ALK) oraz
czterech réznych tkanek ludzkiego wyrostka robaczkowego. Tkanki cigto i badano
Nerwiak zarodkowy przestrzeni zaotrzewnowe; 1M w powtdrzeniu przy 3, 4, 5, 6 i 7 mikronach. Dla wszystkich grubosci tkanki wykazano
- - — odpowiednie swoiste barwienie dla ALK i odpowiednie poziomy tta przy uzyciu testu
Migdzybtoniak ztosliwy on z zastosowaniem przeciwciat VENTANA anti-ALK (D5F3). W zadnym ze skrawkéw w tym
Chioniak Hodgkina (ziamica ziodliwa) /1 zakresie grubosci nie wykazano zmiany statusu klinicznego ALK. Firma Ventana zaleca,

aby prébki ciete do testu miaty grubo$¢ 4-6 mikrondw.
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Badania powtarzalnosci i precyzji posredniej

Powtarzalno$¢ i precyzje posrednia testu z zastosowaniem przeciwciat VENTANA
anti-ALK (D5F3) oceniono na automatach BenchMark ULTRA, XT i GX wraz z zestawem
do wykrywania OptiView DAB IHC Detection oraz zestawem OptiView Amplification Kit.
Dziesig¢ roznych probek tkanki NSCLC (pie¢ o pozytywnym statusie ALK i pie¢

o0 negatywnym statusie ALK) oceniono na automatach BenchMark XT i BenchMark
ULTRA. Aby zbada¢ precyzje w ciagu dnia, pie¢ powtorzen preparatéw z kazdej probki
NSCLC barwiono na jednym automacie BenchMark XT lub jednym automacie BenchMark
ULTRA. Aby zbada¢ precyzje w ramach tego samego automatu, przeprowadzono
barwienie trzech powtdrzen preparatéw pochodzacych z kazdej z probek NSCLC przy
uzyciu testu z zastosowaniem przeciwciat VENTANA anti-ALK (D5F3) na trzech
automatach BenchMark XT, oraz barwienie dwoch powtérzen preparatéw pochodzacych
z kazdej z probek NSCLC na trzech automatach BenchMark ULTRA. Aby zbada¢ precyzje
miedzy dniami, dwa powtorzenia preparatow z kazdej probki NSCLC barwiono za pomocg
testu z zastosowaniem przeciwciat VENTANA anti-ALK (D5F3) na jednym automacie
BenchMark XT lub BenchMark ULTRA przez pigé nienastepujacych po sobie dni.

W kazdej kohorcie tkanek dla danego automatu preparaty zostaty zrandomizowane,

a badacze nie znali ich statusu. Kazda kohorte oceniat oddzielnie histopatolog, stosujac
algorytm oceny dla testu z zastosowaniem przeciwciat VENTANA anti-ALK (D5F3)
(zawiera go Tabela 5). Dla kazdej repliki wycinka NSCLC uzyskano réwnowazne wyniki
barwienia w tescie IHC statusu ALK. Podsumowanie wynikow dotyczacych powtarzalnosci
i precyzji posredniej dla automatéw BenchMark XT i BenchMark ULTRA zawierajq,
odpowiednio Tabela 10 i Tabela 11.

Badanie miedzyplatformowe przeprowadzono poprzez poréwnanie wynikéw uzyskanych
z uzyciem testu z zastosowaniem przeciwciat VENTANA anti-ALK (D5F3) na automatach
BenchMark XT i BenchMark GX. W tym badaniu oceniano dwa zestawy wielotkankowe
zawierajace po osiem probek NSCLC (trzy o pozytywnym statusie ALK i jedna

o0 negatywnym statusie ALK w kazdym bloku). Do celéw tego poréwnania 5 powtorzen
preparatow wybarwiono na trzech automatach BenchMark XT i trzech automatach
BenchMark GX. Preparaty te oceniono pod katem odpowiedniego wybarwienia

na podstawie algorytmu oceny immunohistochemicznej VENTANA anti-ALK (D5F3), ktory
przedstawia Tabela 5. Dla kazdej repliki wycinka NSCLC uzyskano réwnowazne
pomiedzy obiema platformami wyniki barwienia w tescie IHC statusu ALK. Podsumowanie
wynikéw zawiera Tabela 12.

Dodatkowo oceniono réwniez powtarzalno$¢ barwienia w tecie z zastosowaniem
przeciwciat VENTANA anti-ALK (D5F3) na komérkach ludzkiego wyrostka robaczkowego
(kontrola na poziomie systemowym). Do tego badania zastosowano osiem réznych tkanek
ludzkiego wyrostka robaczkowego. Aby zbadac precyzje w ciagu dnia, 13 powtorzen
preparatow z dwoch zestawow wielotkankowych zawierajacych po cztery probki tkanek
wyrostka robaczkowego barwiono na jednym automacie BenchMark XT. Aby zbada¢
precyzje miedzy automatami, pie¢ powtdrzen preparatow z dwdch zestawdw
wielotkankowych zawierajacych po cztery probki tkanek wyrostka robaczkowego barwiono
przy uzyciu testu z zastosowaniem przeciwciat VENTANA anti-ALK (D5F3) na trzech
automatach do barwienia BenchMark XT. Aby zbada¢ precyzje miedzy dniami, pie¢
powtdrzen preparatow z kazdego z dwoch zestawéw wielotkankowych zawierajacych

po cztery probki tkanek wyrostka robaczkowego barwiono za pomoca testu

z zastosowaniem przeciwciat VENTANA anti-ALK (D5F3) na jednym automacie
BenchMark XT przez pie¢ nienastepujacych po sobie dni. Wszystkie preparaty oceniat
histopatolog przy uzyciu wytycznych dotyczacych punktacji dla testu z zastosowaniem
przeciwciat VENTANA anti-ALK (D5F3) (podanych w Tabeli 4). Dla kazdej repliki prébki
wyrostka robaczkowego uzyskano réwnowazne wyniki barwienia w tescie IHC statusu
ALK. Catkowita zgodno$¢ procentowa dla powtarzalno$ci w ciggu dnia i migdzy
automatami (dla trzech automatéw) wynosita 100%, za$ dla powtarzalnosci miedzy dniami
(przez pie¢ nienastepujacych po sobie dni) wynosita 98%.
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Tabela 10. Badanie powtarzalnosci i precyzji posredniej testu z zastosowaniem
przeciwciat VENTANA anti-ALK (D5F3) na poszczegdlnych probkach NSCLC barwionych
w automacie BenchMark XT.

N = Catkowita Catkowita zgodnos¢
» . . liczba procentowa dla
ngcvtfézalnosclprecyqa dla tkanki preparatow statusu ALK
ocenionych (przedziat ufnosci
w kohorcie 95%)
Powtarzalno$¢ w ciagu dnia 50 100% (97,5-100%)
Precyzja w ramach platform
yaa piattormy 60 100% (97,9-100%)
(na trzech automatach BenchMark XT)
Precyzja miedzy dniami
. ,yz! N Zy. am o 100 100% (98,7-100%)
(pie¢ nienastepujacych po sobie dni)

Tabela 11. Badanie powtarzalnosci i precyzji posredniej testu z zastosowaniem
przeciwciat VENTANA anti-ALK (D5F3) na poszczegdlnych probkach NSCLC
w automacie BenchMark ULTRA.

N = Catkowita Catkowita zgodnos¢
Powtarzalnos¢/precyzja dla liczba preparatow 2{:& es'Lttzlv_T(dla
tkanki NSCLC ocenionych dziat ufnosci
T . o (przedziat ufnosci
95%)
Powtarzalno$¢ w ciagu dnia 50 100% (92,9-100,0%)

Precyzja w ramach platformy
(na trzech automatach BenchMark | 60 100% (94,0-100,0%)

ULTRA)

Precyzja miedzy dniami

(pie¢ nienastepujacych po sobie
dni)

100 100% (96,3-100,0%)

Tabela 12. Badanie precyzji miedzyplatformowej testu z zastosowaniem przeciwciat
VENTANA anti-ALK (D5F3) na prébkach NSCLC z zestawu wielotkankowego
w automatach BenchMark XT i BenchMark GX.

N = Catkowita . o
. n Catkowita zgodnos¢
Precyzja dla tkanki NSCLC :;zzl:n?o‘r)\re:: L] procentowa dla
- kohorZie statusu ALK
Precyzja migdzyplatformowa -
poréwnanie automatu BenchMark .
XT z BenchMark GX 30 100%
(dla trzech automatéw)

Odtwarzalnos$¢ miedzy partiami produktu

Odtwarzalno$¢ miedzy partiami testu z zastosowaniem przeciwciat VENTANA anti-ALK
(D5F3) okreslono przez badanie trzech partii testu z zastosowaniem przeciwciat VENTANA
anti-ALK (D5F3) na 38 réznych przypadkach NSCLC (21 probek tkanek NSCLC

z pozytywnym statusem ALK (sposrod 18 réznych przypadkéw) i 20 z negatywnym statusem
ALK) na automacie BenchMark XT, z wykorzystaniem zestawu do wykrywania OptiView DAB
IHC Detection i zestawu OptiView Amplification Kit. Wszystkie przypadki barwiono

w powtdrzeniu za pomoca kazdej z trzech partii przeciwciata pierwotnego. Status kliniczny
preparatéw ocenito trzech histopatologéw metoda $lepej proby i po randomizacii, przy uzyciu
algorytmu oceny testu z zastosowaniem przeciwciat VENTANA anti-ALK (D5F3) (ktory
zawiera Tabela 5). Dla wszystkich trzech partii przeciwciata wykazano ponad 90% zgodnos$¢
wynikéw barwienia pod wzgledem statusu ALK dla 41 ocenianych probek tkanek NSCLC.
Wyniki przedstawiono jako wspotczynniki catkowitej zgodnosci procentowej, Sredniej
zgodnosci wynikow pozytywnych i Sredniej zgodno$ci wynikéw negatywnych. Wspétczynnik
catkowitej zgodnosci procentowej pomiedzy partiami wynosit 99,2%, zatem wyniki uzyskane
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w tedcie z zastosowaniem przeciwciat VENTANA anti-ALK (D5F3) sg odtwarzalne, jesli
chodzi o wyniki barwienia dla poszczegdlnych partii przeciwciat. Wyniki zawiera Tabela 13.

Odtwarzalno$¢ miedzy partiami testu z zastosowaniem przeciwciat VENTANA anti-ALK
(D5F3) okreslono przez badanie trzech partii testu z zastosowaniem przeciwciat
VENTANA anti-ALK (D5F3) na 30 réznych przypadkach NSCLC (15 probek tkanek
NSCLC z pozytywnym statusem ALK i 15 z negatywnym statusem ALK) na automacie
BenchMark ULTRA z wykorzystaniem zestawu do wykrywania OptiView DAB IHC
Detection i zestawu OptiView Amplification Kit. Wszystkie przypadki barwiono

w powtérzeniu za pomoca kazdej z trzech partii przeciwciata pierwotnego. Status Kliniczny
preparatéw oceniat histopatolog metoda $lepej proby i po randomizacji, przy uzyciu
algorytmu oceny testu z zastosowaniem przeciwciat VENTANA anti-ALK (D5F3) (ktory
zawiera Tabela 5). Dla wszystkich trzech partii przeciwciata wykazano ponad 90%
zgodno$¢ wynikow barwienia pod wzgledem statusu ALK dla 30 ocenianych prébek
tkanek NSCLC. Wyniki przedstawiono jako wspétczynniki catkowitej zgodnosci
procentowej, $redniej zgodnosci wynikow pozytywnych i $redniej zgodnosci wynikow
negatywnych. Wspétczynnik catkowitej zgodnosci procentowej pomigdzy partiami wynosit
99,1%, zatem wyniki uzyskane w tescie z zastosowaniem przeciwciat VENTANA anti-ALK
(D5F3) sg odtwarzalne, jesli chodzi o wyniki barwienia dla poszczegdlnych partii
przeciwciat. Wyniki zawiera Tabela 14.

Odtwarzalno$¢ migdzy partiami testu z zastosowaniem przeciwciat VENTANA anti-ALK
(D5F3) oceniono réwniez przy uzyciu 12 réznych probek tkanki ludzkiego wyrostka
robaczkowego. Odtwarzalno$¢ okreslono, badajac trzy serie przeciwciata w skojarzeniu
z frzema partiami zestawu do wykrywania OptiView DAB IHC Detection Kit i zestawu

do amplifikacji OptiView Amplification Kit na trzech automatach do barwienia BenchMark
XT. Wspdtczynnik zgodnosci catkowitej dla odpowiednich elementéw barwienia
pozytywnego i negatywnego wyrostka robaczkowego przy uzyciu testu z zastosowaniem
przeciwciat VENTANA anti-ALK (D5F3) wynosit 100%.

Tabela 13. Wspdtczynniki zgodno$ci odtwarzalno$ci miedzy partiami produktu

na 41 prébkach tkanek NSCLC badanych w automacie BenchMark XT. Przebadano

21 prébek o pozytywnym statusie ALK (z 18 réznych przypadkow) i 20 prébek

0 negatywnym statusie ALK.

Roche)

Tabela 15. Badanie precyzji pomigdzy diagnostami 1 na automacie BenchMark XT.

Srednia Srednia :

. . zgodnos¢ zgodnos¢ CaIkown'te'a
Precyzja pomigdzy wynikow wynikéw zgodnosé
diagnostami pozytywnych | negatywnych prc;cst;nzwa

(95% Cl) (95% Cl) (95%Cl)
Srednia dla porownan dla 98,8% 99,0% 98,9%
wszystkich trzech diagnostow (97,3-100%) (97,7-100%) (97,4-100%)

Badanie precyzji pomigdzy diagnostami 2 na automacie BenchMark XT wykonano dla
kohorty przypadkéw pochodzacych z randomizowanego badania klinicznego probek
NSCLC o pozytywnym statusie ALK pochodzacych od pacjentéw, zbadanych przy uzyciu
zestawu Abbott Vysis ALK Break Apart FISH Probe Kit. Probki z okoto 300 przypadkow
wybarwiono za pomoca testu z zastosowaniem przeciwciat VENTANA anti-ALK (D5F3)
w automacie BenchMark XT. Zrandomizowane wycinki zostaty udostepnione trzem
diagnostom, ktorzy oceniali wyniki wybarwiania ALK IHC za pomocg algorytmu oceny
testu z zastosowaniem przeciwciat VENTANA anti-ALK (D5F3) (Tabela 5), nie znajac
wezesniejszych rezultatow badan statusu ALK FISH. Wyniki, ktére zawiera Tabela 16,
odzwierciedlaja wspotczynniki precyzji pomiedzy diagnostami z tej kohorty badania
klinicznego.

Do celéw badania precyzji pomiedzy diagnostami na automacie BenchMark ULTRA
ocenie poddano kohorte 184 réznych przypadkéw NSCLC. Kohorta skiadata sig

2 90 przypadkdw o pozytywnym statusie ALK i 94 przypadkow o negatywnym statusie
ALK, ktére wybarwiono za pomocg testu z zastosowaniem przeciwciat VENTANA anti-
ALK (D5F3) w automacie BenchMark ULTRA. Zrandomizowane wycinki zostaty
udostepnione trzem diagnostom, ktérzy oceniali wyniki wybarwiania ALK IHC za
pomoca algorytmu oceny testu z zastosowaniem przeciwciat VENTANA anti-ALK (D5F3)
(Tabela 5), nie znajac wczesniejszych rezultatéw badan. Tabela 16 odzwierciedla
wspotczynniki precyzji pomiedzy diagnostami z tego badania.

Srednia Srednia ) Tabela 16. Badanie precyzji pomigdzy diagnostami 2 pod katem statusu ALK w probkach
Wspotczynniki zgodnosci zgodnosé zgodnosé Catkowita NSCLC otrzymanych z poréwnania metod Kiinicznych; Kohorta 1 wybarwiana za pomoca
dtwarzalnosci mied nikéw nikow 2godnosé testu z zastosowaniem przeciwciat VENTANA anti-ALK (D5F3) w automacie BenchMark XT.
odtwarzalnosci miedzy wy wy procentowa
partiami produktu pozytywnych | negatywnych . Srednia Srednia
(95% Cl) (95% Cl) (95%Cl) zgodnosé zgodnosé CELELTE
p Precyzja pomiedzy nikéw nikéw zgodnos¢
Srednia porownania 99.2% 99,1% 99.2% diagnostami ‘;')vgzytywny ch :gg S procentowa
wszystkich trzech serii 97,4-100% 96,8-100,0% 97,5-100% 9
¥ ( o) | ( o) | ( o) (95% CI) (95% CI) (95% Cl)
Tabela 14. Wspétczynniki zgodnosci odtwarzalnosci migdzy partiami produktu stednia dia poréwna dia 97,6% 99,5% 99,1%
wszystkich trzech
na 30 probkach tkanek NSCLC badanych w automacie BenchMark ULTRA. Przebadano diagnosts (95,099,5%) | (98,9-99,9%) (98,2-99,8%)
15 prébek o pozytywnym statusie ALK i 15 probek o negatywnym statusie ALK. lagnostow
99,1% 99,8% 99,7%

n - o Procento’v\{a Procentoy\fa Catkowita Diagnosta 1 vs Diagnosta 2 ’ ’ °
Wspétczynniki zgodnosci zgodnos¢ zgodnos¢ 2godnosé (97,1-100%) (99,4-100%) (98,2-99,9%)
odtwarzalnosci miedzy wynikéw wynikéw rocentowa

rtiami produkt ozytywnych | negatywnych P i ) 96,3% 99,2% 98,6%
partiami produktu pozy v 9 v (95% CI) Diagnosta 1 vs Diagnosta 3
(95% CI) (95% CI) (92,3-99,2%) | (98,3-99,8%) (96,6-99,5%)
Srednia_poréwnania ) 98,9% 99,3% 99,1% o a2 s Di a3 97.2% 99.4% 99.0%
wszysikich trzech seri (96,8-996%) | (97.3-998%) | (97,9996%) Anosia SYSEIANOSES 1 (93 5-100%) | (98.6-100%) | (97,199.7%)

Wyniki oceny precyzji pomigedzy diagnostami
Przeprowadzono kilka badan precyzji pomiedzy diagnostami: dwa na automacie
BenchMark XT i jedno na automacie BenchMark ULTRA.

W badaniu precyzji pomiedzy diagnostami na automacie BenchMark XT trzech
histopatologéw oceniato facznie 185 réznych przypadkéw. Badanym 185 przypadkom

odpowiadato 100 blokéw o pozytywnym statusie ALK i 100 blokéw o negatywnym statusie

ALK barwionych za pomocg testu z zastosowaniem przeciwciat VENTANA anti-ALK

(D5F3). Przypadki oceniono metoda $lepej proby i po randomizacji pod katem barwienia
w tescie IHC statusu ALK za pomocg algorytmu oceny testu z zastosowaniem przeciwciat

VENTANA anti-ALK (D5F3), ktory zawiera Tabela 5. Wyniki, ktére zawiera Tabela 15
ponizej, odzwierciedlajg wspdtczynniki precyzji pomiedzy diagnostami dla réznych

przypadkow z kohorty badania.
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Tabela 17. Badanie precyzji pomigdzy diagnostami pod katem statusu ALK w prébkach
NSCLC wybarwianych za pomocg testu z zastosowaniem przeciwciat VENTANA anti-ALK
(D5F3) w automacie BenchMark ULTRA.

Srednia Srednia .
. aa Catkowita
. . zgodnosé zgodnosé 200dn05¢
Precyzja pomigdzy wynikow wynikow Erlocentowa
diagnostami pozytywnych [ negatywnych p95o/ ol
(95% CI) (95% CI) b el
Srednia dla wszystkich 98,4% 98,6% 98,5%
trzech diagnostow (96,5-99,6%) | (96,9-99,7%) (96,7-99,6%)
Diagnosta 1 vs Diagnosta 2 9,9% 98.5% 98,9%
9 9 (96,8-100%) | (97.0-100%) | (96,0-09,7%)
) ) 98,8% 99,0% 98,9%
Diagnosta 1 vs Diagnosta 3
(96,7-100%) | (97,2-100%) | (96,0-09,7%)
) ) 97,6% 97,9% 97,8%
Diagnosta 2 vs Diagnosta 3
(94,7994%) | (954-995%) | (94,4-09,1%)

Zgodnos¢ z testem FISH statusu ALK

Poréwnano wyniki barwienia preparatem VENTANA anti-ALK (D5F3) Rabbit Monoclonal
Primary Antibody z wynikami testu FISH pod wzgledem statusu klinicznego ALK w trzech
kohortach. Kohorty obejmowaly szereg preparatow tkankowych ludzkiego NSCLC

z guzéw pierwotnych i przerzutowych, w tym wycinki usuniete chirurgicznie, bioptaty
igtowe, bioptaty z oskrzeli, a takze utrwalone w formalinie i zatopione w parafinie (FFPE)
bloczki cytologiczne (pobrane metoda cienkoigtowa). Wszystkie badania oceniano,
korzystajac z algorytmu oceny (opisanego w Tabela 5).

Badanie zgodnosci 1

W zewnetrznym laboratorium przeprowadzono badanie, w ktorym poréwnano dziatanie
testu VENTANA anti-ALK (D5F3) Rabbit Monoclonal Primary Antibody z danymi
retrospektywnymi dotyczacymi zestawu Abbott Vysis ALK Break Apart FISH Probe Kit.
W tym o$rodku zewnetrznym wykonano barwienie prébek z okoto 100 przypadkéw
NSCLC przy uzyciu testu VENTANA anti-ALK (D5F3) Rabbit Monoclonal Primary
Antibody w automacie BenchMark XT. Przy uzyciu w tej kohorcie probek NSCLC testu
z zastosowaniem przeciwciat VENTANA anti-ALK (D5F3) wykazano >98% catkowitg
zgodno$¢ procentowg z danymi retrospektywnymi dotyczacymi badar prowadzonych

z uzyciem zestawu Abbott Vysis ALK Break Apart FISH Probe Kit. Szczegétowe wyniki
zawiera Tabela 18 i Tabela 19. W 86 ze 100 przypadkéw dostepne byty wyniki badan
metoda FISH, a ilos¢ tkanki nowotworowej wystarczata do przeprowadzenia poréwnania
z wynikami testu IHC statusu ALK.

Tabela 18. Pordwnanie wynikéw badar wykonanych za pomocg testu z zastosowaniem
przeciwciat VENTANA anti-ALK (D5F3) i zestawu Abbott Vysis ALK Break Apart FISH
Probe Kit.

Poréwnanie wynikow badan wykonanych za pomoca testu z zastosowaniem
przeciwciat VENTANA anti-ALK (D5F3) i zestawu Abbott Vysis ALK Break
Apart FISH Probe Kit
Zestaw Abbott Vysis ALK Break
_— Apart FISH Probe Kit
Przeciwciato
VENTANA anti-ALK Wynik Wynik Oadlem
(D5F3) pozytywny negatywny 9
Wynik pozytywny 10 0 10
Wynik negatywny 1 75 76
Ogotem 1 75 86
2017-12-21
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Tabela 19. Procentowe wspdtczynniki zgodnosci wynikéw pozytywnych, wynikow
negatywnych i wszystkich wynikow ogdtem w testach z zastosowaniem przeciwciat
VENTANA anti-ALK (D5F3) w poréwnaniu z testami wykonanymi z zastosowaniem
zestawu Abbott Vysis Break Apart FISH Probe Kit.

Procentowe wspotczynniki zgodnosci wynikow pozytywnych, negatywnych
i wszystkich wynikow ogotem

Wspoétczynnik n/N % 95% Cl [a]
Catkowita
zgodnosé 85/86 98,8 93,7,99,8
procentowa
Procentowa
zgodnosé 1011 90,9 62,3; 98,4
wynikow
pozytywnych
Procentowa
zgodnosé 75/75 100,0 95,1; 100,0
wynikow
negatywnych

[a] Dwustronny 95% przedziat ufnosci obliczony przy uzyciu metody oceny.

Sposob przygotowania preparatéw tkankowych do tego badania nie zostat zweryfikowany
jako zgodny z procedurami przygotowania zalecanymi dla tego testu.

Badanie zgodnosci 2

W drugim laboratorium zewnetrznym przeprowadzono badanie, w ktérym poréwnano
dziatanie testu VENTANA anti-ALK (D5F3) Rabbit Monoclonal Primary Antibody z danymi
dotyczacymi analizy 73 przypadkéw NSCLC (wycietych w ciagu tygodnia od barwienia)
przeprowadzonej za pomoca zestawu Abbott Vysis ALK Break Apart FISH Probe Kit.

W tym o$rodku zewnetrznym wykonano barwienie preparatéw przy uzyciu testu
VENTANA anti-ALK (D5F3) Rabbit Monoclonal Primary Antibody w automacie
BenchMark XT. Przy uzyciu w tej kohorcie probek NSCLC testu z zastosowaniem
przeciwciat VENTANA anti-ALK (D5F3) wykazano >93% catkowitg zgodno$¢ procentowg
z danymi retrospektywnymi dotyczacymi badan prowadzonych z uzyciem zestawu

Abbott Vysis ALK Break Apart FISH Probe Kit. Szczegdtowe wyniki zawiera Tabela 20 i
Tabela 21.

Tabela 20. Poréwnanie wynikéw badan wykonanych za pomocag testu z zastosowaniem
przeciwciat VENTANA anti-ALK (D5F3) i zestawu Abbott Vysis ALK Break Apart FISH
Probe Kit.

Poréwnanie wynikow badan wykonanych za pomoca testu z zastosowaniem
przeciwciat VENTANA anti-ALK (D5F3) i zestawu Abbott Vysis ALK Break
Apart FISH Probe Kit
Zestaw Abbott Vysis ALK Break

_— Apart FISH Probe Kit

Przeciwciato
VENTANA anti- Wynik Wynik Oaélem

ALK (D5F3) pozytywny negatywny g
Wynik 2 4 6
pozytywny
Wynik 0 56 56
negatywny
Ogotem 2 60 62
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Tabela 21. Procentowe wspdtczynniki zgodnosci wynikow pozytywnych, wynikow
negatywnych i wszystkich wynikow ogdtem w testach z zastosowaniem przeciwciat
VENTANA anti-ALK (D5F3) w poréwnaniu z testami wykonanymi z zastosowaniem

Roche)

Tabela 22. Zgodno$¢ wynikéw badan wykonanych przy uzyciu testu z zastosowaniem
przeciwciat VENTANA anti-ALK (D5F3) i zestawu Abbott Vysis ALK Break Apart FISH
Probe Kit wedtug oceny przeprowadzonej przez dwdch histopatologow.

zestawu Abbott Vysis Break Apart FISH Probe Kit. . X e X -
Poréwnanie wynikéw badan wykonanych za pomoca testu z zastosowaniem
Procentowe wspotczynniki zgodnosci wynikéw pozytywnych, negatywnych przeciwciat VENTANA anti-ALK (D5F3) i zestawu Abbott Vysis ALK Break
i wszystkich wynikéw ogdtem Apart FISH Probe Kit
Wspotczynnik niN % 95% Cl [a] Zestaw Abbott Vysis ALK
Calkowita Przeciwciato VENTANA Break Apart FISH Probe
2g0dnosé 58/62 93.5% 84,6975 anti-ALK (DSF3) Kit
procentowa Diagnosta Wynik Wynik Ogotem
Procentowa pozytywny | negatywny
zgodnos¢ 2 100% 34,2-100,0 Diagnosta | Wynik 37 13 50
wynikéw pozytywny
pozytywnych -
Wynik 11 223 234
Procentowa negatywny
zgodnos$é 0 i} X
wynikew 56/60 93% 84,1-97 4 Ogotem 48 236 284
negatywnych
[a] Dwustronny 95% przedziat ufnoci obliczony przy uzyciu metody oceny. Diagnosta 2 Wynik 37 12 49
pozytywny
W przypadku czterech przypadkoéw, dla ktorych wyniki byly rozbiezne (negatywne w tescie Wynik 1 295 236
FISH, pozytywne w tescie IHC statusu ALK), przeprowadzono dodatkowe testy negatywny
niebarwior_1ych preparatow z zastosowanierr] innego testu ALK (ir!r]y klon | syst_em Ogétem 48 237 285
wykrywania). W trzech z czterech przypadkéw uzyskano zgodno$¢ z wynikami testu

z zastosowaniem przeciwciat VENTANA anti-ALK (D5F3) pod wzgledem wykrytego
barwienia w tescie IHC statusu ALK.

W 10 innych przypadkach wyniki testu FISH nie zostaty ustalone lub test nie zostat
przeprowadzony. W czterech z tych przypadkéw uzyskano pozytywny wynik barwienia
w tecie z zastosowaniem przeciwciat VENTANA anti-ALK (D5F3) z innym klonem ALK,
a w sze$ciu negatywny wynik barwienia w tescie IHC statusu ALK. W jednym przypadku
stwierdzono pozytywne barwienie metoda FISH, ale ilo$¢ probki byta niewystarczajaca
do przeprowadzenia barwienia metodg immunohistochemiczng (IHC).

Badanie zgodnosci 3

W tym badaniu probki z okoto 300 przypadkéw pochodzacych z trwajacego badania
klinicznego o zasiegu globalnym prowadzonego z udziatem pacjentéw z NSCLC

i pozytywnym wynikiem badania pod katem ALK, ktérych rekrutowano na podstawie wynikéw
testu z uzyciem zestawu Abbott Vysis ALK Break Apart FISH Probe Kit, zostaty poddane
barwieniu w tescie VENTANA anti-ALK (D5F3) Rabbit Monoclonal Antibody. Jest to ta sama
kohorta, ktéra omawiano poprzednio w kontekcie badania precyzji pomigdzy diagnostami
na stronie 8 niniejszej ulotki dotaczonej do opakowania. Niektére sposrdd okoto

300 przypadkow sklasyfikowano jako przypadki o niewielkiej wartosci informacyjnej

na podstawie wynikéw testu FISH albo jako przypadki, w ktérych préby FISH nie wykonano.
Te preparaty zostaly wybarwione i ocenione wytacznie w celach informacyjnych.

Wybarwione preparaty udostepniono metoda randomizacji dwém badaczom, ktérzy
oceniali wyniki barwienia, ale nie znali wczes$niejszych rezultatéw badan statusu metodg,
FISH. Uzyskane wyniki poréwnano ze statusem FISH oznaczonym w ramach
wspomnianego badania klinicznego o zasiegu globalnym.

Wyniki poréwnania testu IHC z testem FISH statusu ALK zawiera Tabela 22 nizej.
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Sposob przygotowania preparatéw tkankowych do tego badania nie zostat zweryfikowany
jako zgodny z procedurami przygotowania zalecanymi dla niniejszego testu.

Przypadki rozbiezno$ci wynikow, ktore byty pozytywne w te$cie z zastosowaniem
przeciwciat VENTANA anti-ALK (D5F3) i negatywne w tescie FISH statusu ALK:

e Cztery przypadki zostaly ocenione przez co najmniej jednego diagnoste jako
pozytywne w tescie IHC statusu ALK, a negatywne w tescie FISH. Uzgodniono, ze
nalezy je uzna¢ za IHC-negatywne. W tych przypadkach odnotowano punktowe
wybarwienie cytoplazmatyczne/blonowe i zostaty one objasnione w wytycznych
dotyczacych interpretacii Interpretation Guide for VENTANA anti-ALK (D5F3) Rabbit
Monoclonal Primary Antibody w przypadku niedrobnokomdrkowego raka ptuc
(NSCLC) P/N 1011879.

e Stwierdzono dziewie¢ przypadkéw o statusie pozytywnym w tescie IHC statusu ALK
i statusie negatywnym w tescie FISH statusu ALK, ktére potraktowano jako
rzeczywiscie rozbiezne.

Dla siedmiu z dziewigciu rozbieznych przypadkéw dostepne byty niebarwione preparaty,

ktére wykorzystano w dodatkowych testach diagnostycznych ALK (testy molekularne

i testy IHC z uzyciem innego klonu i systemu detekcji). Podczas testéw dodatkowych

ujawniono, ze w wigkszosci przypadkdw rozbieznych lepsza metoda oceny statusu ALK

bylo zastosowanie pozytywnej kontroli IHC, jesli wynik testu ALK FISH byt ujemny.

(Nalezy zaznaczy¢, ze w tych przypadkach skrawki przygotowano po okresie diuzszym niz

zalecane trzy miesiace.)

Przypadki rozbiezno$ci wynikow, ktore byty negatywne w tescie z zastosowaniem
przeciwciat VENTANA anti-ALK (D5F3) i pozytywne w tescie FISH statusu ALK:

e W11 przypadkach stwierdzono wynik pozytywny w tescie FISH, ale negatywny
w tedcie z zastosowaniem przeciwciat VENTANA anti-ALK (D5F3). Dla
10 przypadkow dostepne byly niebarwione preparaty, ktére wykorzystano
w dodatkowych testach diagnostycznych statusu ALK technikami molekularnymi
i metoda immunohistochemiczng. Podczas tych testéw dodatkowych wykazano, ze
wiekszos¢ przypadkéw negatywnych dla testu z zastosowaniem przeciwciat
VENTANA anti-ALK (D5F3) byta réwniez negatywna w innym systemie oznaczen
IHC statusu ALK, ale uzyskano wyniki pozytywne w jednym lub wiekszej liczbie
testéw molekularnych. Nalezy zaznaczyé, ze w tych przypadkach skrawki
przygotowano po okresie dtuzszym niz trzy miesigce, zalecanym dla testow IHC
statusu ALK.
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e Wkohorcie stwierdzono 14 przypadkéw, w ktérych test metoda FISH miat niewielkg
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warto$¢ informacyjna (nie udato sie uzyska¢ zadnego wyniku). Sposréd tych
przypadkow trzy zostaty ocenione przez obydwu diagnostéw jako pozytywne
w tescie z zastosowaniem przeciwciat VENTANA anti-ALK (D5F3). W kolejnych

19 przypadkach wykonanie badania preparatéw barwionych H&E metodg FISH byto

niemozliwe (zwykle ze wzgledu na zbyt matq zawarto$¢ tkanki nowotworowej).

Obydwaj badacze ocenili wyniki barwienia w tescie IHC statusu ALK jako pozytywne

w czterech przypadkach. Dlatego $rednio w 21% przypadkéw, w ktérych nie
uzyskano wynikow testu FISH, stwierdzono pozytywny status ALK na podstawie
barwienia w tescie z zastosowaniem przeciwciat VENTANA anti-ALK (D5F3).

Badanie odtwarzalnosci miedzylaboratoryjnej na automacie

BenchMark XT

Badanie odtwarzalno$ci migdzylaboratoryjnej dla testu z zastosowaniem przeciwciat
VENTANA anti-ALK (D5F3) przeprowadzono w celu wykazania odtwarzalno$ci testu

w okreslaniu statusu klinicznego ALK w automacie BenchMark XT przy uzyciu prébek tkanki
NSCLC (sze$¢ o pozytywnym statusie ALK i sze$¢ o negatywnym statusie ALK) badanych
z wykorzystaniem trzech partii odczynnika i trzech automatéw przez pie¢ nienastepujacych
po sobie dni w trzech laboratoriach zewnetrznych. Probki byty randomizowane i oceniane
tacznie przez 6 diagnostéw (2 diagnostow na osrodek), ktrzy nie znali statusu klinicznego
ALK prébek w kohorcie. Kohorta ta obejmowata 180 preparatéw sporzadzonych z tkanek
12 przypadkdw NSCLC o pozytywnym i negatywnym statusie ekspresji ALK w testach IHC

i FISH. Preparaty te byty barwione w powtdrzeniach przez 21 dni w trzech laboratoriach. ) v ,
Wyniki zawiera Tabela 23. Wspdlczynnik akceptowalnosci dia morfologii i barwienia tta w tych W automacie BenchMark ULTRA (n=210 ocenionych preparatow).
badaniach wynosit 100%. Badanie odtwarzalno$ci migdzylaboratoryjnej (Inter-Laboratory
Reproducibility, ILR) dla testu z zastosowaniem przeciwciat VENTANA anti-ALK (D5F3)
w automacie Benchmark XT wykazato $rednig zgodno$¢ wynikéw pozytywnych (average
positive agreement, APA) i $rednig zgodno$¢ wynikow negatywnych (average negative
agreement, ANA) dla poréwnan pomigdzy osrodkami, pomiedzy diagnostami i pomiedzy
cyklami (w ciggu dnia) wykonywanych w parach z uzyciem obserwacji nadajacych sie

do oceny.

Tabela 23. ILR: Wspdtczynniki zgodno$ci dla testu z zastosowaniem przeciwciat

VENTANA anti-ALK (D5F3) w automacie BenchMark XT (n=180 ocenionych preparatéw).

(2 diagnostéw/osrodek)

(95,2-100%)

) o .. | Srednia Srednia .
Wriemmbizaotes | pocoic | soirose | Soke
miedzylaboratoryjnej ;Ig:;lt(;v‘\'llnych :Z;::;vvllnych procentowa

- 0
(status kliniczny ALK) (95% Cl) (95% CI) (95% CI)
Pomiedzy osrodkami 93,8% 94,9% 94,4%
(trzy oérodki) (76,2-100%) | (79,2-100%) | (83,3-100%)
Pomigdzy dniarmi 99,1% 99.2% 99.2%
é;ge;g:gndansi;epmacych (96,4-100%) | (96,9-100%) | (97,5-100%)
Pomiedzy diagnostami 98,8% 99,0% 98,9%

(95,8-100%)

(96,7-100%)

Badanie odtwarzalnosci miedzylaboratoryjnej na automacie

BenchMark ULTRA

Dodatkowe badanie odtwarzalno$ci migdzylaboratoryjnej dla testu z zastosowaniem

przeciwciat VENTANA anti-ALK (D5F3) przeprowadzono w celu wykazania odtwarzalnosci

testu w okreslaniu statusu klinicznego ALK na automacie BenchMark ULTRA przy uzyciu
probek tkanki NSCLC (siedmiu o pozytywnym statusie ALK i siedmiu o negatywnym
statusie ALK) badanych z wykorzystaniem trzech partii odczynnika i trzech automatéw
przez pie¢ nienastepujacych po sobie dni w trzech laboratoriach zewnetrznych. Prébki
byly randomizowane i oceniane tacznie przez 6 diagnostow (2 diagnostéw na osrodek),
ktorzy nie znali statusu klinicznego ALK prébek w kohorcie. Kohorta ta obejmowata

210 preparatéw sporzadzonych z tkanek 14 przypadkéw NSCLC o pozytywnym

Roche)

Badanie ILR testu z zastosowaniem przeciwciat VENTANA anti-ALK (D5F3) na automacie
BenchMark ULTRA wykazato procentowg zgodnos$¢ wynikéw pozytywnych (positive
percent agreement, PPA) i procentowg zgodnos$¢ wynikéw negatywnych (negative percent
agreement, NPA) dla wszystkich nadajacych sig do oceny obserwacji uzyskanych

w badaniu poprzez potaczenie danych ze wszystkich osrodkéw, od wszystkich diagnostow
i ze wszystkich dni, przy czym standardem odniesienia byt wynik uzgodniony.

Tabela 24. ILR: Wspétczynniki zgodnosci dla testu z zastosowaniem przeciwciat
VENTANA anti-ALK (D5F3) w automacie BenchMark ULTRA (n=210 ocenionych

preparatow).

o ™ A Procentowa | Procentowa q
Wspétczynniki zgodnosci Py Y Catkowita
dla odtwarzalnosci zgo@nf:sc zgoc'ingsc zgodnos¢
miedzylaboratoryjnej :gzlt(;\:nych l:lggr;:t(;vv:nych procentowa

L o
(status kliniczny ALK) (95% Cl) (95% CI) (95% ClI)
Dla wszystkich obserwaciji 92,8% 100,0% 96,4%
nadajacych sie do oceny (88,4;95,6%) | (98,2;100,0%) | (94,1;97,8%)

Tabela 25. Odtwarzalno$¢ migdzylaboratoryjna: wspétczynniki zgodnosci pomiedzy
diagnostami dla testu z zastosowaniem przeciwciat VENTANA anti-ALK (D5F3)

Wspétczynniki zgodnosci < . 5 .

dla odtwarzalnosci frzﬂ:':éé friz::éé Catkowita

miedzylaboratoryjnej goch goch zgodnos¢

o ) wynikow wynikow
(status kliniczny ALK) procentowa
" o - pozytywnych | negatywnych 0

wspéitczynniki zgodnosci 3 2 (95% ClI)

pomiedzy diagnostami Tl Lo

Diagnosta A1 vs A2 97,0% 97,3% 97,1%
(87,5-100%) (89,5-100%) (90,2-99,2%)

Diagnosta B1 vs B2 93,5% 94,7% 94,2%
(71,4-100%) (81,0-100%) (86,0-97,7%)

Diagnosta C1 vs C2 92,3% 93,2% 92,8%
(66,7-100%) (74,7-100%) (84,1-96,9%)

Ogotem 94,3% 95,1% 94,7%
(75,6-100%) (81,6-100%) (84,1-100%)

Badanie poréwnania metod na automacie BenchMark XT

Kohorty do badania poréwnania metod dobrano z dwoch niezaleznych, randomizowanych
badan klinicznych dotyczacych stosowania leku crizotinib (0znaczonych Badanie 1

i Badanie 2), do ktérych wigczano pacjentéw z NSCLC o pozytywnym statusie ALK.
Status ALK dla tych pacjentéw okreslono przy pomocy testu do badan klinicznych Vysis
ALK Break Apart FISH Probe Kit w wielu laboratoriach na szczeblu centralnym. Wazne
wyniki testu Vysis ALK FISH otrzymano tacznie dla 1644 prébek tkanki NSCLC (1018

i 626 probek odpowiednio dla Badan 11 2).

W badaniu poréwnania metod dla testu z zastosowaniem przeciwciat VENTANA anti-ALK
(D5F3) probki pobrane od pacjentéw poddanych badaniom przesiewowym w Badaniach

1 2 przestano do laboratorium centralnego w celu wykonania barwienia w tescie

z zastosowaniem przeciwciat VENTANA anti-ALK (D5F3) i oceny IHC statusu ALK

na podstawie kryteriéw algorytmu oceny testu z zastosowaniem przeciwciat VENTANA
anti-ALK (D5F3) (Tabela 5). Sposrod probek, dla ktdrych uzyskano wazne wyniki testu
Vysis ALK FISH w badaniach przesiewowych do badania klinicznego, dla 933 probek

z Badania 1 (Tabela 26) i 598 probek z Badania 2 (Tabela 28) réwniez uzyskano wazne
wyniki w tescie z zastosowaniem przeciwciat VENTANA anti-ALK (D5F3).

Liczbe probek, dla ktérych uzyskano wynik pozytywnego i negatywnego statusu ALK dla
kazdego testu, przedstawiono odpowiednio w Tabelach 26 i 28 dla kohort Badania 1 i 2.

i negatywnym statusie ekspresji ALK w testach IHC i FISH. Preparaty te byly barwione

w powtdrzeniach przez 21 dni w trzech laboratoriach. Wyniki zawiera Tabela 24.
Wspo6tczynnik koricowej akceptowalno$ci barwienia dla wszystkich danych tacznie wynosit
99%. Wspétczynnik akceptowalnosci dla morfologii i barwienia tta w tych badaniach
wynosit 100%. Wyniki zawiera Tabela 25.
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Wspodiczynniki zgodnosci miedzy dwoma testami przedstawiono odpowiednio w Tabelach
27129 dla kohort Badania 1 i 2. Uzyskane procentowe zgodnosci wynikow pozytywnych

i negatywnych wyniosty odpowiednio 86,0% i 96,3% dla Badania 1 (Tabela 27) oraz
92,7% i94,8% dla Badania 2 (Tabela 29).
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Tabela 26. Poréwnanie wynikéw badan statusu ALK w prébkach NSCLC (kohorta
z Badania 1) wykonanych za pomoca testu z zastosowaniem przeciwciat VENTANA anti-
ALK (D5F3) i zestawu Vysis ALK Break Apart FISH Probe Kit.

Vysis ALK Break Apart FISH Probe Kit
Status ALK f f
Wynik Wynik Ogélem
pozytywny | negatywny
Wynik 154 28 182
- pozytywny
Przeciwciato
VENTANA anti-ALK | Wynik
(D5F3) negatywny % 726 751
Ogotem 179 754 933

Tabela 27. Wspotczynniki zgodnosci wynikéw badan wykonanych za pomoca testu
z zastosowaniem przeciwciat VENTANA anti-ALK (D5F3) i zestawu Vysis ALK Break

Apart FISH Probe Kit w Badaniu 1.

Procentowa Procentowa Calkowita
Wspétczynniki zgodnosci z\g;)ﬁirll(gz:: Z\S;r):irll(g:: zgodnos¢
pomiedzy testami ALK pozytywnych | negatywnych prt;cst;ngwa
(95% Cl) (95% Cl) )
Przeciwciato VENTANA anti-
ALK (D5F3)
oraz 86,0% 96,3% 94,3%
. (80,2-90,4%) (94,7-97,4%) (92,6-95,6%)
Vysis ALK Break Apart FISH
Probe Kit

Tabela 28. Poréwnanie wynikéw badan statusu ALK w prébkach NSCLC (kohorta
z Badania 2) wykonanych za pomoca testu z zastosowaniem przeciwciat VENTANA anti-
ALK (D5F3) i zestawu Vysis ALK Break Apart FISH Probe Kit.

Vysis ALK Break Apart FISH Probe Kit
Status ALK - -
Wynik Wynik Ogélem
pozytywny | negatywny
Wynik 179 21 200
pozytywny
Przeciwciato
VENTANA anti-ALK | Wynik
(D5F3) negatywny 1 384 398
Ogotem 193 405 598

Tabela 29. Wspdtczynniki zgodnoéci wynikéw badar wykonanych za pomoca testu
z zastosowaniem przeciwciat VENTANA anti-ALK (D5F3) i zestawu Vysis ALK Break

Apart FISH Probe Kit w Badaniu 2.

Roche)

Nalezy pamigtac, ze sposob przygotowania preparatow tkankowych w Badaniu 1
i Badaniu 2 nie zostat zweryfikowany jako zgodny z procedurami przygotowania
zalecanymi dla testu z zastosowaniem przeciwciat VENTANA anti-ALK (D5F3).

Badanie rezultatu klinicznego stosowania leku crizotinib

Analize skutecznosci klinicznej uzywania testu z zastosowaniem przeciwciat VENTANA
anti-ALK (D5F3) jako urzadzenia diagnostycznego do selekgji pacjentow, ktorzy mogliby
odnies¢ korzysci z leczenia crizotinibem, Srodkiem dziatajacym na ALK, oparto

na wynikach Badania 1. Pacjentow tych przebadano przy uzyciu testu z zastosowaniem
przeciwciat VENTANA anti-ALK (D5F3) w ramach badania poréwnania metod, jak réwniez
w ramach badania dodatkowego. Badanie 1 byto wieloosrodkowym, miedzynarodowym,
randomizowanym badaniem fazy |ll prowadzonym metodg otwartej préby, majacym

na celu ocene skuteczno$ci i bezpieczenstwa stosowania crizotinibu w poréwnaniu

z chemoterapeutykami pierwszej linii (pemetreksed/cisplatyna lub
pemetreksed/karboplatyna) u nieleczonych wczesniej pacjentéw z zaawansowanym,
nieptaskonabtonkowym NSCLC o pozytywnym statusie ALK. Do okreslenia pozytywnego
statusu ALK i spetniania kryteriéw kwalifikacyjnych do Badania 1 wykorzystano zestaw
Vlysis ALK Break Apart FISH Probe Kit (test ALK FISH). Na podstawie wynikow testu
Vlysis ALK FISH do zbioru pacjentéw zrandomizowanych wigczono 343 osoby (172

do grupy przyjmujacej crizotinib i 171 do grupy przyjmujacej chemoterapeutyki).

W badaniu rezultatéw klinicznych dla testu z zastosowaniem przeciwciat VENTANA anti-
ALK (D5F3) probki tkanek pobrane od pacjentéw w Badaniu 1 przebadano
retrospektywnie przy uzyciu testu z zastosowaniem przeciwciat VENTANA anti-ALK
(D5F3). Sposrad 343 pacjentow wiaczonych do Badania 1 dla 133 przeprowadzono
badanie przy uzyciu testu z zastosowaniem przeciwciat VENTANA anti-ALK (D5F3)

w ramach protokotu badania poréwnania metod, a dla dodatkowych 39 wykonano takie
badanie w ramach oddzielnego protokotu badania; tacznie dla 172 pacjentéw wykonano
test z zastosowaniem przeciwciat VENTANA anti-ALK (D5F3). Spo$rod tych pacjentow
u 166 zdiagnozowano pozytywny lub negatywny status ALK w badaniu IHC

z zastosowaniem przeciwciata anti-ALK (D5F3). Wyniki ogdinej oceny skutecznosci dla
tych pacjentéw w podziale na wyniki testu z zastosowaniem przeciwciat VENTANA anti-
ALK (D5F3) zawiera Tabela 30.

Tabela 30. Korzysci kliniczne ze stosowania crizotinibu (czas przezycia bez progresji
choroby) dla pacjentéw wigczonych do Badania 1.

Liczebnos$¢ proby
0,
Status ALK HR | SE gf/" Grupa Grupa
[a] [a] [al | przyjmujaca przyjmujac
chemoterapeutyki | a crizotinib
Wiaczeni
do bada- FISH+ 0,454 | 0,139 (0,346, 171 172
) 0,596)
nia razem
(0,267,
Przeba- FISH+ [b] 0,407 | 0,214 0618) 82 90
dani
testem (0,252,
HC FISH+/IHC+ | 0,401 | 0,237 0,639) 63 78
statusu
ALK (0,431,
FISH+/IHC- 1,711 | 0,703 6,789) 17 8

[a] Obserwowany wspdtczynnik hazardu (hazard ratio, HR) dla czasu przezycia bez
progresji choroby (progression-free survival, PFS) przy stosowaniu crizotinibu
w poréwnaniu z chemoterapeutykami; btad standardowy (standard error, SE);

Procentowa Procentowa Catkowita dwustronny 95% przedziat ufnosci (confidence interval, Cl). Wyniki oszacowano przy
Wsnélczynniki zaodnosci zgodnos¢é zgodnosé 2g0dnosé uzyciu modelu Coxa ze stratyfikacjg wzgledem nastepujacych kategorii: pochodzenie
posn’::;;z telstlazmgi%th(,sm wynikéw wynikéw procentowa rasowe, obecnos¢ przerzutow do mdzgu i punktacja w skali ECOG.

ozytywnych | negatywnych
p (gyst;w CI); (ggstoy/ c|y) (95% Cl) [b] W przypadku dwojga pacjentéw z pozytywnym wynikiem w tescie FISH statusu
2 2 ALK w grupie przyjmujacej chemoterapeutyki i czworga pacjentow w grupie
Przeciwciato VENTANA anti- przyjmujace;j crizotinib nie uzyskano pozytywnego ani negatywnego wyniku w tescie
ALK (D5F3) IHC statusu ALK.
oraz 92,7% 94,8% 94,1%
_ (88,2:956%) | (92,2-96,6%) | (92,0-95.8%)
Vysis ALK Break Apart FISH
Probe Kit
2017-12-21 12115 1011623PL Rev J
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Przeprowadzono dodatkowe analizy imputacji, aby uwzgledni¢ pacjentéw, dla ktorych
brakowato wynikow testu z zastosowaniem przeciwciat VENTANA anti-ALK (D5F3) lub
byly one niewazne, oraz aby ocenic rzetelno$¢ wnioskow z badania. Analiza statystyczna
dla pacjentéw z niezgodnymi wynikami niewtaczonych do Badania 1 obejmowata
symulacje zakresu mozliwych wynikéw leczenia dla tych pacjentow. Wyniki wszystkich
hipotetycznych analiz byly zasadniczo podobne do wynikéw gtéwnej analizy skutecznosci.

Przypadki niezgodnos$ci FISH+/IHC- z Badania 1:
Badanie poréwnania metod

W badaniu poréwnania metod (Tabele 26 i 27) oceniono 25 pacjentéw z Badania 1 jako
FISH+/IHC-. Mediana wyniku w tescie Vysis ALK FISH (% komérek nowotworowych

z wynikiem pozytywnym pod katem rearanzacji genu ALK) dla tych przypadkéw wynosita
20% ($rednia 31,6%, odchylenie standardowe 21,58%), a dla 14 z tych przypadkéw wynik
w tescie FISH wynosit 25% Iub mniej. We wszystkich tych przypadkach wyniki w tescie
Vysis ALK FISH byly powyzej 15% progu dla pozytywnego wyniku badania statusu ALK,
jednak miescity si¢ w zakresie niejednoznacznosci testu FISH (10%-50%). Z drugiej
strony mediana wyniku w teécie FISH odnotowana dla wszystkich wigczonych do badania
pacjentéw przebadanych testem IHC wynosita 58% ($rednia 56,9%, odchylenie
standardowe 21,97%).

Badanie rezultatu klinicznego

W badaniu rezultatu klinicznego 25 pacjentow wiaczonych do Badania 1 oceniono jako
FISH+/IHC- (patrz ostatni wiersz Tabeli 30). Sposrod nich o$mioro zostato
zrandomizowanych do grupy przyjmujacej crizotinib w badaniu klinicznym. Spo$réd tych
pacjentow dla pieciorga wynik w tecie FISH byt bardzo zblizony do progu FISH (15%-
18% komarek nowotworowych z wynikiem pozytywnym pod katem rearanzacji genu ALK),
wykazywali oni réwniez obiektywng progresje choroby lub chorobe stabilng/brak
odpowiedzi. Dla dwéjki sposrod o$miorga pacjentow wyniki w tescie FISH nie miescity sie
w zakresie nigjednoznacznosci testu (66% i 72% komorek nowotworowych z wynikiem
pozytywnym pod katem rearanzacji genu ALK) i wystapita u nich czgsciowa odpowiedz
obiektywna nowotworu. Osmy pacjent ze statusem IHC- miat réwniez status FISH- i zostat
do badania wigczony przez pomyltke; wystapita u niego odpowiedz nieokre$lona.

Przypadki niezgodnosci FISH-/IHC+ z Badania 1

W badaniu poréwnania metod z uzyciem testu z zastosowaniem przeciwciat VENTANA
anti-ALK (D5F3) w 28 przypadkach pacjentéw poddanych badaniom przesiewowym

do Badania 1 stwierdzono status FISH-/IHC+. Poniewaz testem stosowanym w badaniu
klinicznym byt FISH i tylko pacjenci o statusie FISH+ byli wiaczani do Badania 1, nie ma
dostepnych danych dotyczacych rezultatéw dla przypadkéw niezgodnosci FISH-/IHC+.

Badanie rezultatu klinicznego stosowania leku ceritinib

Analize skutecznosci klinicznej uzywania testu z zastosowaniem przeciwciat VENTANA
anti-ALK (D5F3) jako urzadzenia diagnostycznego do selekgji pacjentow, ktorzy mogliby
odnies$¢ korzysci z leczenia ceritinibem, oparto na wynikach prowadzonego metodg
otwartej proby, randomizowanego, wieloosrodkowego badania fazy 1l z grupg kontrolng
otrzymujaca substancje czynng dotyczacego stosowania ceritinibu podawanego doustnie
(Badanie 3). Badanie miato na celu poréwnanie skutecznosci klinicznej i bezpieczenstwa
leczenia ceritinibem w poréwnaniu z chemoterapeutykami (dublet oparty na zwigzkach
platyny i pemetreksedzie, a nastepnie leczenie podtrzymujace pemetreksedem

u pacjentéw, u ktorych po czterech cyklach nie nastapita progresja choroby)

u nieleczonych wczeséniej pacjentdw dorostych z miejscowo zaawansowana, lub
przerzutowg postacia nieptaskonabtonkowego NSCLC o pozytywnym statusie ALK. Test
z zastosowaniem przeciwciat VENTANA anti-ALK (D5F3) wykorzystano w automacie
BenchMark XT do przetestowania tacznie 1778 pacjentéw pod katem kwalifikacji

do Badania 3, ktéra wymagata pozytywnego statusu ALK. Lacznie 376 pacjentow, ktérych
nowotwory wykazaty w tescie pozytywny status ALK, wigczono do zbioru
zrandomizowanego (189 do grupy przyjmujacej ceritinib i 187 do grupy przyjmujacej
chemoterapeutyki). Wyniki dotyczace skutecznosci ogélnej dla pacjentéw leczonych
ceritinibem przedstawia Tabela 31. Wykazano, ze stosowanie ceritinibu przyniosto istotne
statystycznie i znaczace klinicznie korzys$ci w poréwnaniu z chemoterapeutykami, przy
45% zmniejszeniu ryzyka pod wzgledem PFS wedtug oceny BIRC (HR=0,55; 95%

Cl: 0,42, 0,73; p < 0,001), dla pacjentéw wybranych przy uzyciu testu z zastosowaniem
przeciwciat VENTANA anti-ALK (D5F3). Mediana PFS wedtug oceny BIRC wyniosta

16,6 miesigca (95% Cl: 12,6; 27,2) i 8,1 miesigca (95% CI: 5,8; 11,1) odpowiednio

w grupie przyjmujace;j ceritinib i chemoterapeutyki.

2017-12-21
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Tabela 31. Korzysci kliniczne ze stosowania ceritinibu (czas przezycia bez progresji
choroby) dla pacjentow wiaczonych do Badania 3.

Czas przezycia bez progresji choroby (ZJmE)IA &h;rg;:)terapla
Mediana, w miesiacach (95% Cl) ! 16,6 (12,6; 27,2) 8,1(58;11,1)
HR (95% CI) &l 0,55 (0,42; 0,73)

Warto$¢ p ¢l <0,0001

HR= wspotczynnik hazardu (hazard ratio); Cl=przedziat ufnosci (confidence interval);
BIRC=niezalezna komisja weryfikacyjna, nieznajaca szczegotéw leczenia (Blinded
Independent Review Committee); NR=nie osiagnieto (not reached); NE=niemozliwe
do oszacowania (not estimable)

[a] Oszacowano metodg Kaplana-Meiera.

[b] Model regresji Coxa ze stratyfikacjg ze wzgledu na czynniki stratyfikacyjne
randomizacji (stan sprawnosci pacjenta wg skali WHO: 0 vs 1-2; obecnosc¢ lub brak
przerzutéw do mozgu, wezesniejsze stosowanie lub niestosowanie chemoterapeutykéw
adiuwantowych/neadiuwantowych)) zostat uzyty do oceny wspéiczynnika hazardu PFS
wraz z 95% przedziatem ufno$ci na podstawie testu Walda.

[c] W oparciu o logarytmiczny test rang ze stratyfikacjg (taka sama jak w punkcie [b]).

Wskazniki akceptowalnej jakosci barwienia dla testu z zastosowaniem przeciwciat
VENTANA anti-ALK (D5F3) w populacji zgodne;j z intencjg rozpoznania (1778 pacjentow
przebadanych przy uzyciu testu) przedstawia Tabela 32. Podano réwniez odsetek
przypadkow akceptowalnej morfologii | akceptowalnego ta preparatéw barwionych

w tescie z zastosowaniem przeciwciat VENTANA anti-ALK (D5F3). Dla 122 prébek
pierwsze barwienie przy uzyciu testu z zastosowaniem przeciwciat VENTANA anti-ALK
(D5F3) byto nieudane i przeprowadzono kolejne barwienie. Po ostatecznej probie
barwienia jako$¢ 48 z 122 preparatéw okazata sie niemozliwa do zaakceptowania
(jednego ze wzgledu na nieprawidlowg kontrole cyklu, 30 ze wzgledu na nieakceptowalne
barwienie H&E (hematoksyling i eozyna) i 12 z powodu nieakceptowalnego odczynnika
do kontroli negatywnej, jednego z powodu nieakceptowalnego tta, dwoch z powodu
nieakceptowalnego tta i morfologii oraz dwéch ze wzgledu na nienadajacy sie do oceny
preparat IHC). Dla testu z zastosowaniem przeciwciat VENTANA anti-ALK (D5F3)
wykazano wysoki faczny odsetek przypadkdw barwienia wstepnego i ostatecznego

0 akceptowalnej jakosci wynoszacy odpowiednio 93,1% oraz 97,3%. Ostateczny odsetek
przypadkow akceptowalnej morfologii i tta wynosit ponad 99%.

Tabela 32. Charakterystyka wynikéw wstepnego i ostatecznego barwienia probek NSCLC
z badan przesiewowych przy rekrutacji do Badania 3, wykonanego przy uzyciu testu
z zastosowaniem przeciwciat VENTANA anti-ALK (D5F3).

Wspotczynnik akceptowalnosci % (n/N)
(95% ClI)
Oceniane cechy barwienia
Barwienie Barwienie
wstepne* ostateczne**
Ogolny wskaznik akceptowalnej jakosci | 93,1% (1656/1778) | 97,3% (1730/1778)
barwienia w tescie IHC statusu ALK (91,9-94,2%) (96,4-98,0%)
- 99,0% (1655/1672) | 99,8% (1727/1730)
Barwienie tta
(98,4-99,4%) (99,5-99,9%)
) 99,0% (1657/1674) | 99,9% (1728/1730)
Morfologia
(98,4-99,4%) (99,6-100%)

13715

* Wstepna préba barwienia ** Ostateczna préba barwienia

Badanie rezultatu klinicznego stosowania leku alectinib

Analize skutecznosci klinicznej VENTANA ALK (D5F3) jako wyrobu diagnostycznego

do selekcji pacjentéw, ktorzy mogliby odnies¢ korzysci z leczenia alectinibem, oparto

na wynikach prowadzonego metoda otwartej préby, randomizowanego, wieloosrodkowego
badania fazy Il z grupa kontrolng otrzymujaca substancje czynna dotyczacego
stosowania alectinibu podawanego doustnie (Badanie BO28984). Badanie to
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poréwnywato skuteczno$¢ kliniczng i bezpieczenstwo leczenia alectinibem

oraz crizotinibem u wczeéniej nieleczonych pacjentow dorostych z ALK-pozytywnym,
miejscowo zaawansowanym lub przerzutowym NSCLC. Przeciwciato VENTANA ALK
(D5F3) stosowano na automacie BenchMark XT w celu zbadania tacznie 1239 pacjentow
pod katem kwalifikowalnosci do badania BO28984, co wymagato pozytywnego statusu
ALK w badaniu centralnym. tacznie 303 pacjentow, ktdrych guzy dawaty wyniki ALK-
pozytywne w badaniu randomizowano i analizowano pod katem skutecznosci (152

w grupie alectinibu i 151 w grupie crizotinibu). Wyniki dotyczace skutecznosci ogélne;
przedstawia Tabela 33. Wykazano, e stosowanie alectinibu przyniosto istotne
statystycznie i znaczace klinicznie korzysci w poréwnaniu z crizotinibem, przy 53%
zmniejszeniu ryzyka pod wzgledem PFS wedtug badacza (HR=0,47; 95% ClI: 0,34, 0,65;
p < 0,0001) i 50% zmniejszeniu ryzyka pod wzgledem PFS wg IRC (HR= 0,50, 95% ClI:
0,36, 0,7; p <0,0001) w przypadku pacjentéw wybranych przy uzyciu testu

z zastosowaniem przeciwciata VENTANA ALK (D5F3). Mediana PFS wg oceny badacza
nie zostata osiagnieta w grupie alectinibu i wg oceny IRC wynosita 25,7 miesiaca (95%
CI: 19,9, NE) i 10,4 miesiaca (95% Cl: 7,7, 14,6) odpowiednio dla grup alectinibu

i crizotinibu.

Tabela 33. Korzysci kliniczne ze stosowania alectinibu lub crizotinibu (czas przezycia bez
progresji choroby) dla pacjentéw wigczonych do Badania BO28984.

Alectinib Crizotinib

(N=152) (N=151)

Ocenione przez badacza przezycie
bez progresji

Mediana, w miesigcach (95% Cl)t! NE (17,7, NE%) 11,1(9,1,13,1%)

HR (95% Cl)®! 0,47 (0,34, 0,65%)

Warto$¢ pl <0,0001

Alectinib
(N=152)

Crizotinib

Przezycie bez progresji wg IRC (N=151)

Mediana, w miesigcach (95% Cl) [a] 25,7 (19,9,NE%) | 10,4 (7,7, 14,6%)

HR (95% Cl) [b] 0,50 (0,36, 0,70%)

Wartosé p [c] <0,0001

HR=wspdtczynnik hazardu (hazard ratio); Cl=przedziat ufnosci (confidence interval);
IRC=niezalezna komisja weryfikacyjna (Independent Review Committee);
NE=niemozliwe do oszacowania (not estimable)

[a] Oszacowano metodg Kaplana-Meiera.

[b] Wspétczynnik hazardu oszacowano przy uzyciu regresji Coxa, stratyfikowanego
pod wzgledem zmiennych towarzyszacych rasy (Azjaci wobec nie-Azjatéw) oraz
wyjsciowych przerzutéw do OUN (obecnosé/brak) wg IRC.

[c] W oparciu o logarytmiczny test rang ze stratyfikacjq (takg sama jak w punkcie [b]).

Wskazniki akceptowalnej jakosci barwienia VENTANA ALK (D5F3) w populacji zgodnej
z intencjg rozpoznania (1239 pacjentéw przebadanych przy uzyciu testu) byty
poréwnywalne do badania A2301.

Whniosek

Wyniki oceny statusu klinicznego ALK na podstawie barwienia w tescie z zastosowaniem
przeciwciat VENTANA anti-ALK (D5F3) na automatach BenchMark ULTRA, BenchMark
XT i BenchMark GX sg odtwarzalne. Binarny algorytm oceny zapewnia wysoka,
odtwarzalno$¢ wynikow miedzy diagnostami. Wyniki dotyczace statusu ALK uzyskane

w tym teScie sg zgodne z wynikami testéw przeprowadzonych za pomoca zestawu Vysis
ALK Break Apart FISH Probe Kit. Test z zastosowaniem przeciwciat VENTANA anti-ALK
(D5F3) moze byé wykorzystywany do identyfikacji pacjentéw kwalifikujacych sie

do leczenia preparatem XALKORI® (crizotinib), ZYKADIA® (ceritinib), lub ALECENSA®
(alectinib).
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