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KULLANIM AMACI

VENTANA anti-ALK (D5F3) Rabbit
Monoclonal Primary Antibody, bir
BenchMark IHC/ISH cihazinda
boyanmis, formalinle sabitlenmis,
parafine gémdill, kiiglk hticreli olmayan
akciger karsinomu (NSCLC) dokusunda
anaplastik lenfoma kinaz (ALK)
proteininin kalitatif saptamasinda
laboratuvar kullanimina ydneliktir.
XALKORI® (krizotinib), ZYKADIA®
(seritinib), ALECENSA® (alektinib) veya
lorlatinib ile tedaviye uygun hastalarin
tanimlanmasinda yardimei olarak

$Sekil 1. Kiigiik hiicreli olmayan akciger
karsinomunda VENTANA anti-ALK
(D5F3) tayini ekspresyonu.

endikedir.

Bu Uriin, uzman bir patolog tarafindan histolojik inceleme, ilgili klinik bilgiler ve dogru
kontrollerle birlikte yorumlanmalidir.

Bu antikor in vitro diagnostik (IVD) kullanima ydneliktir.

OZET VE AGIKLAMA

Anaplastik lenfoma kinaz (ALK) proteini, reseptor tirozin kinazlarin instilin reseptori st
ailesinin bir tiyesidir.! ALK, sinir sisteminde normal sartlarda eksprese edilen bir tip |
membran glikoproteinidir.2 ALK geni kromozom 2p23 iginde bulunur ve 2 bilyiik intron ve
26 eksondan olugur.! ALK'nin dahil oldugu molekiiler patogenez, ALK intraseliiler
sinyalizasyon alanina yonelik 3' kodlama sekanslari ile diger genlerin 5' promotér
elementleri ve kodlama sekanslari arasinda baglanti kuran kromozomal yeniden
dizenlemeler ile baslar. 5' promotor elementleri ve kodlama sekanslari, fiizyon tipi protein
tirozin kinaz insan neoplazmlarindaki genel 6zellikler olarak kimerik proteinlerin agiri
ekspresyonunu ve liganddan bagimsiz oligomerizasyonunu tetikler.

2007 yilinda NSCLC hiicre hatlarinda ve arsivienmis klinik numunelerde kromozom 2p
icerisinde, ekinoderm mikrotiibil ile ilikili protein benzeri 4 (EML4) geninin bazi
kisimlarini ve ALK genini igeren bir fiizyon gen Uriinii olusumu ile sonuglanan bir
inversiyon kesfedilmistir.3 Yayinlanmis galismalarin sonraki dizisinde, EML4-ALK
inversiyon olaylarinin, her biri ALK C terminal kinaz alaninin ayni kismini igeren en az

9 katalitik olarak aktif kinaz fiizyon proteini varyanti olusturdugu belirtilmistir.4-8 ilk olarak
anaplastik blyiik hiicreli lenfomada (ALCL) tanimlanan ALK geni fiizyonlarinda oldugu
gibi, EML4-ALK fiizyon proteininin transforme edici aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir.
Bu bulgu ile tutarli olarak, transgenik farelerde akciger alveolar epitelyal hiicrelerinde
EML4-ALK ekspresyonunun giiclil bir onkojenik faktdr oldugu bildirilmistir.9

KLINIK ANLAMLILIK

NSCLC en yaygin akciger kanseri tiiridir. ALK mevcut durumda NSCLC'de kilit bir
onkojenik uyarici olarak kabul edilmektedir ve baskin fiizyon partneri EML4 olmasina
ragmen, baska fiizyon partner genleri de tanimlanmistir.10.11 ALK gen yeniden
diizenlemelerinin insidansinin %2-7 araliginda degistigi gérilmektedir, bu ise Birlesik
Devletlerde (ABD) yaklasik 6000 ALK pozitif hastalyil ve diinya genelinde 40000
hastalyila karsilik gelmektedir.3:4.7

Akciger kanserinde ALK geni yeniden dlizenlemelerinin blylk ¢ogunlugu, skuamdéz veya
kiiglik hticreli histolojiler yerine adenokarsinom numunelerinde yer almistir.3-8 Bazi
deliller, "hi¢ sigara icmemis" veya "az sigara tiiketen" durumdaki hastalarda ALK geni
yeniden dizenlemeleri ile NSCLC arasinda bir korelasyon ileri sirmektedir, ancak bu
durum, istatistiksel olarak anlamli bir kofaktdr olmayabilir.3:4.7.9 Daha da 6nemlisi, ALK
geni yeniden diizenlemeleri EGFR, HER2 veya KRAS mutasyonlari ile nadiren
kesismektedir; bu da ALK pozitifliginin farkli bir hastalik alt tiirii oldugunu gdstermektedir.9
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XALKORI®; ALK, ROS1 ve c-Met/Hepatocyte Growth Factor Receptor (HGFR) tirozin
kinazlarin ve bunlarin onkojenik varyantlarinin (6rnegin ALK veya ROS1 fiizyon proteinleri
veya c-Met/HGFR mutant varyantlari) segici, ATP ile yarigan, kiigiik molekilli bir
inhibitoriidir. XALKORI®, timor hiicre hatlarini kullanarak hiicre temelli tayinlerde
konsantrasyona bagl ALK inhibisyonu ve c-Met fosforilasyonu géstermistir. Ayrica, EML4
veya NPM-ALK fiizyon proteinlerini veya Met'i eksprese eden timér ksenogreftleri olan
farelerde antitimor aktivitesi gostermigtir. 12,1314

ZYKADIA® bir kinaz inhibitdridr. Klinik olarak ilgili konsantrasyonlarda biyokimyasal
veya seltiler tayinlerde tanimlanan ZYKADIA® inhibisyonu hedefleri arasinda ALK, insiilin
benzeri biylime faktori 1 reseptdri (IGF-1R), insilin reseptori (InsR) ve ROS1 yer alir.
Bunlar iginden ZYKADIA®, ALK'ye karsi en aktif olandir. ZYKADIA®, ALK'nin
otofosforilasyonunu inhibe etmistir, asagi yonde sinyalizasyon proteini STAT3'lin ALK
aracili fosforilasyonunda ve in vitro ve in vivo tayinlerde ALK'ye bagli kanser hiicrelerinin
proliferasyonunda inhibisyon sergilemistir.

ZYKADIA®, EML4-ALK ve NPM-ALK fiizyon proteinlerini eksprese eden hiicre hatlarinin
in vitro proliferasyonunu inhibe etmistir ve farelerde ve sicanlarda EML4-ALK pozitif
NSCLC ksenogreft biiyiimesinde doza bagi inhibisyon sergilemistir. !5

ALK geni yeniden diizenlemelerinin klinik anlamliligi, Pfizer tarafindan yirittilen
XALKORI® ilacina yénelik ve Novartis tarafindan yiiritilen ZYKADIA® ilacina yonelik
randomize, aktif kontrollii klinik caligmalarda gésterilmistir.14.15

ALECENSA®, tiimor hiicresi proliferasyonunda ve sagkaliminda rol oynayan intraseltiler
sinyal yolaklarini inhibe eden ve dolayisiyla kanser hiicresi 6liminu artiran ve timor
hiicresi gogalmasi ve proliferasyonunu inhibe eden yuksek oranda segici ve giiclii bir ALK
ve RET tirozin kinaz inhibitoriidtir. 16 Preklinik verilere dayali olarak, ALECENSA® kan
beyin bariyerindeki disari akis transportérlerinin (PGP veya BCRP) bir substrati degildir ve
dolayisiyla merkezi sinir sistemi igine dagilabilir ve burada tutulabilir. ALECENSA®,
beyinde antitimér aktivitesi ve intrakraniyal timdr hayvan modellerinde uzatiimis sagkalim
dahil olmak Uzere preklinik fare ksenogreft modellerinde tiimér regresyonunu
indiiklemistir.1” ALECENSA® iyi tolere edilir ve yonetilebilir bir giivenlik profili sunar.18-20

Lorlatinib, Ggiincii nesil, segici, adenozin trifosfat (ATP) ile yarisan, beyne niifuz eden,
kliglik molekiilli bir ALK tirozin kinaz inhibitdriidir. Daha dnceki ALK inhibitér tedavisini
takiben gelisen temel direng mekanizmalarini asmak veya engellemek ve kan-beyin
bariyerine niifuz etmek (izere tasarlanmistir. Lorlatinib ayni zamanda guiglii bir ROS1
tirozin kinaz inhibitdriidir.21 Lorlatinib in vitro olarak, mutasyona ugramamis ALK'nin ve
birinci ve ikinci nesil ALK tirozin kinaz inhibitérlerine direnc gésterenler dahil olmak Uzere,
klinik olarak ilgili cok gesitli mutant ALK kinazlarin katalitik aktivitesini etkili bir sekilde
inhibe eder.22 Lorlatinib, birinci ve ikinci nesil ALK inhibitdrlerine direng gésterenler dahil
olmak tizere ALK mutasyonlari barindiran hayvan modellerinde, diisiik nanomolar serbest
plazma konsantrasyonlarinda belirgin antitimér aktivitesi sergilemistir. Lorlatinib, ortotopik
hayvan modellerinde kan-beyin bariyerine niifuz ederek ve etkili beyin maruziyeti elde
ederek tiimér kiiglilmesi saglamis ve sagkalim uzatmigtir.23.24

VENTANA anti-ALK (D5F3) Rabbit Monoclonal Primary Antibody (VENTANA anti-ALK
(D5F3) tayini), bir hastanin NSCLC'si igin ALK durumunun belirlenmesinde Abbott Vysis
ALK Break Apart FISH Probe Kit (ALK FISH) ile uyum sergilemistir. ALK FISH, boyama
sonuglarinin dederlendiriimesinde teknik zorluklara yol agabilir. Intrakromozomal yeniden
diizenlemeler, ufak sinyal ayrilmas saglayarak potansiyel yanlis negatiflere yol acabilir.25
Son caligmalar, IHC'nin ALK durumunu belirlemede hassas ve spesifik oldugunu ve ALK
FISH icin gegerli bir alternatif oldugunu belirtmektedir.10.11,25,26,27 VENTANA anti-ALK
(D5F3) tayini ve iliskili puanlama algoritmasi, NSCLC numunelerindeki ALK durumunu
belirlemek igin gelitirilmistir.

Kiiglk doku érnekleri, rutin immiinohistokimya (IHC) icin kolaylikla kullanilabilir ve bu
teknidi, karsinom yorumlamasi igin dnemli antijenleri saptayan antikorlar ile birlikte,
patolog agisindan hastalik tanisi ve prognozu igin etkili bir arag haline getirir. ALK,
NSCLC'nin 6nemli bir belirtecidir.

Doku 6rneklerinin VENTANA anti-ALK (D5F3) tayini boyama sonuglarinin yorumlanmasi,
dnerilen puanlama algoritmasi kullanilarak yapiimalidir. Histolojik doku preparatlari,
érnegin ALK pozitiflik durumunun yorumlanmasina yardimei olmak icin intakt doku
morfolojisi avantajina sahiptir. Tlim histolojik testler bir patolog tarafindan yorumlanmali ve
sonuglar, morfolojik calismalarla ve uygun kontrollerle tamamlanip diger klinik ve
laboratuvar verileriyle birlikte kullaniimalidir. IHC tayinlerinin hedef antijenleri fiksasyon
siiresinden, sabitleyici tipinden ve kesilen slaytlarin siiresinden etkilenir; bu nedenle
boyama 6ncesinde numune hazirli§inin uyumlulugunu saglamaya dikkat edilmelidir
(Kuiguk Hicreli Olmayan Akciger Karsinomu (NSCLC) igin VENTANA anti-ALK (D5F3)
Rabbit Monoclonal Primary Antibody Yorumlama Kilavuzuna (P/N 1011879) ve asagidaki
Ozel Kisitlamalar bélimiine bakin).
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PROSEDUR PRENSIBI

VENTANA anti-ALK (D5F3) tayini, parafine gémiili doku kesitlerinde ALK'ye baglanan bir
tavsan monoklonal primer antikorudur. Antikor, OptiView DAB IHC Detection Kit (Kat. No.
760-700 / 06396500001) ve ardindan OptiView Amplification Kit (Kat. No 760-099 /
06396518001 (50 test) veya 860-099 / 06718663001 (250 test)) kullanilarak
gorsellestirilebilir. Daha fazla bilgi igin uygun OptiView DAB IHC Detection Kit ve OptiView
Amplification Kit ydntem tablolarina bakin.

URUNLE BIRLIKTE VERILEN MALZEME

VENTANA anti-ALK (D5F3) tayini, 50 test icin yeterli miktarda reaktif icerir.

Bir adet 5 mL'lik VENTANA anti-ALK (D5F3) tayini dagitici, yaklasik 70 g tavsan
monoklonal (D5F3) antikoru igerir.

Antikor, tastyici protein ve bir koruyucu olan %0.05 ProClin 300 igeren PBS iginde
seyreltilir.

Spesifik antikor konsantrasyonu yaklasik 14 pug/mL'dir.

VENTANA anti-ALK (D5F3) tayini, saflagtiriimis hiicre kiiltiirl Ust fazi olarak Gretilen bir
rekombinant tavsan monoklonal antikorudur.

Kiiglk Hucreli Olmayan Akciger Karsinomu (NSCLC) icin VENTANA anti-ALK (D5F3)
Rabbit Monoclonal Primary Antibody Yorumlama Kilavuzu (P/N 1011879).

Su konularda ayrintili agiklamalar icin uygun VENTANA saptama kiti yontem tablosuna
bakin: Prosediir Prensibi, Materyal ve Metotlar, Numune Toplama ve Analiz igin
Hazirlama, Kalite Kontrol Prosedurleri, Sorun Giderme, Sonuglarin Yorumlanmasi ve
Kisitlamalar.

GEREKLI OLAN FAKAT URUNLE BIRLIKTE VERILMEYEN
MALZEMELER

VENTANA saptama kitleri gibi boyama reaktifleri ve negatif ve pozitif doku kontrol
slaytlarini da iceren yardimci bilesenler triinle birlikte verilmemektedir.

Ydntem tablosunda listelenen Urinlerin hepsi tim bélgelerde mevcut olmayabilir. Yerel
destek temsilcinizle iletisime gegin.

Asagida yer alan reaktifler ve malzemeler boyama igin gerekli olabilir fakat Grinle birlikte
verilmez:

1. Kontrol dokusu olarak kullaniimak tzere insan apandisi veya ALK pozitif ve ALK
negatif kiigiik hiicreli olmayan akciger karsinomu numuneleri

Rabbit Monoclonal Negative Control Ig (Kat. No. 790-4795 / 06683380001)
Mikroskop slaytlari, pozitif yikli

OptiView DAB IHC Detection Kit (Kat. No. 760-700 / 06396500001)

OptiView Amplification Kit (Kat. No. 760-099 / 06396518001 (50 test) veya 860-099
/06718663001 (250 test))

EZ Prep Concentrate (10X) (Kat. No. 950-102 / 05279771001)

Reaction Buffer Concentrate (10X) (Kat. No. 950-300 / 05353955001)

LCS (Predilute) (Kat. No. 650-010 / 05264839001)

9. ULTRALCS (Predilute) (Kat. No. 650-210 / 05424534001)

10.  Cell Conditioning Solution (CC1) (Kat. No. 950-124 / 05279801001)

11. ULTRA Cell Conditioning Solution (ULTRA CC1) (Kat. No. 950-224 / 05424569001)
12. Hematoxylin Il (Kat. No. 790-2208 / 05277965001)

13.  Bluing Reagent (Kat. No. 760-2037 / 05266769001)

14.  Kalici sabitieme ortami

15.  Lamel

16.  Otomatik lamel yerlegtirici

17.  Genel amagli laboratuvar ekipmani

18.  BenchMark IHC/ISH cihazi

SAKLAMA VE STABILITE

Alindiktan sonra ve kullanmadiginiz zamanlarda 2-8 °C'de saklayin. Dondurmayin.
Reaktifin uygun bir sekilde uygulandi§indan ve antikor stabilitesinden emin olmak igin
dagitici kapagini her kullanimdan sonra yerine takin ve dagiticiyi derhal sogutucuya dikey
konumda yerlestirin.

Her antikor dagiticinin bir son kullanma tarihi vardir. Diizguin bir sekilde saklanmasi
halinde, reaktif etikette belirtilen tarihe kadar stabil kalir. Reaktifi son kullanma tarihinden
sonra kullanmayin.

oW
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NUMUNE HAZIRLAMA

Rutin olarak iglenmis, formalinle sabitlenmis, parafine gémiilii (FFPE) dokular, VENTANA
saptama kitleri ve BenchMark IHC/ISH cihazlar ile birlikte kullanildiginda bu primer
antikorla kullanim iin uygundur.

ALK icin pozitif olan NCI-H2228 insan NSCLC hiicre hattindan olusturulan ksenogreft
modellerine bagli olarak énerilen doku fiksasyonu, en az 6 saat boyunca %10 nétr
tamponlu formalindir (NBF). 6 saatten daha kisa fiksasyon siireleri ALK igin énemli
miktarda boyama yogunlugu kaybi ile sonuglanir. Cinko formalin sabitleyici de en az

6 saatlik bir fiksasyon stiresi igin kabul edilebilirdir. Kullanilan miktar, doku hacminin 15 ila
20 kati olmalidir. Higbir sabitleyici, solid dokunun 2 ila 3 mm'den fazlasina veya gdzenekli
dokunun 5 mm'den fazlasina 24 saatlik bir siirede niifuz etmeyecektir. Fiksasyon oda
sicakliginda (15-25 °C) gergeklestirilebilir. 28,29

Alkol formalin asetik asit (AFA), PREFER sabitleyici, B5 gibi sabitleyiciler ve diger asit
ve/veya alkol igeren sabitleyiciler, test edilen tim fiksasyon sirelerinde (1 ila 72 saat) ALK
i¢in boyama yogunlugu kaybi sergilemistir. Bu sabitleyicilerin bu tayinle kullaniimasi
onerilmez. Fiksasyonda gecikme galismalari da, ksenogreft numuneleri eksizyonun
ardindan 6 saat iginde sabitienmediginde ALK boyama yogunlugunda bir azalma ortaya
koymustur. Numune hazirlamanin ALK boyama yogunlugu tizerindeki etkisine dair daha
ayrintili tartisma igin yorumlama kilavuzuna bakin.

Kesitler yaklasik 4 um kalinliginda kesilmeli ve poxzitif yiiklii cam slaytlara yerlestirimelidir.
Kesilen doku kesitlerinin antijenisitesi zaman iginde azalabileceginden ve parafin
blogundan kesildikten sonra 3 ay iginde bozulacagindan slaytiar hemen boyanmalidir
(yorumlama kilavuzuna ve asagidaki Performans Ozellikleri bélimine bakin).

UYARILAR VE ONLEMLER

1. Invitro diagnostik (IVD) kullanima yéneliktir.

2. Sadece profesyonel kullanim icindir.

3. Belirtilen test sayisinin lizerinde kullanmayin.

4 DIKKAT: Amerika Birlesik Devletlerinde, Federal yasa bu cihazin satisini bir
doktora veya doktor siparisiyle yapilacak sekilde sinirlamaktadir. (Rx Only)

5. ProClin 300 gozeltisi, bu reaktifte koruyucu olarak kullanilmistir. Tahris edici olarak
siniflandinimistir ve deriyle temas ettiginde hassasiyete yol acabilir. Kullanirken
uygun onlemleri alin. Reaktiflerin géz, deri ve mukoz membranlarla temas etmesini
dnleyin. Koruyucu giysi ve eldiven kullanin.

6.  Pozitif yiikli slaytlar, uygun olmayan boyamaya yol agan gevresel streslere yatkin
olabilir. Bu tir slaytlarin kullanimi hakkinda daha fazla bilgi almak i¢in Roche
temsilcinize danigin.

7. Insan veya hayvan kaynakli materyaller, biyotehlikeli materyaller olduklari
varsayllarak kullanilmali ve uygun dnlemler alinarak atiimalidir. Maruz kalma
durumunda, sorumlu otoritelerin saglik direktifleri izlenmelidir.30.31

8.  Reaktiflerin g6z ve mukoz membranlarla temas etmesini 6nleyin. Reaktifler hassas
bdlgelerle temas ederse bu bélgeleri bol suyla yikayin.

9. Yanlis sonuglar alinmasina neden olabilecegi igin reaktiflerin mikrobiyal
kontaminasyona maruz kalmasini 6nleyin.

10.  Bu cihazin kullanimi hakkinda daha fazla bilgi icin BenchMark IHC/ISH cihazi
Kullanici Kilavuzuna ve tim gerekli bilesenlerin dialog.roche.com adresinde bulunan
kullanim talimatlarina bakin.

11. Onerilen imha yntemleri hakkinda bilgi almak igin yerel ve/veya resmi kurumlara
danigin.

12. Uriin giivenligi etiketi, dncelikli olarak EU GHS yénergelerini izler. Giivenlik bilgi
formu profesyonel kullanici icin talep Uzerine temin edilir.

13.  Bucihazla ilgili stiphelenilen ciddi olaylari raporlamak icin yerel Roche temsilcisi ve
kullanicinin bulundugu Uye Devlet veya Ulkenin yetkili makamiyla iletisime gegin.

Bu Uriin, Diizenleme (EC) No. 1272/2008 uyarinca asagidaki sekilde siniflandirilan

bilesenler icermektedir:

Tablo 1. Tehlike bilgileri.

Tehlike Kod Beyan
Uyari H317 Alerjik deri reaksiyonuna yol agabilir.
P261 Sis veya buhari solumaktan kaginin.
P72 Kontamine olmgs is klyafe_ztlerinin is yeri digina
cikariimasina izin vermeyin.
P280 Koruyucu eldiven takin.
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Tehlike Kod Beyan Prosediir Tipi Yontem
P333 + Deride tahris veya kizariklik meydana gelirse tibbi Ventana anti-ALK (D5F3) [-4794]
P313 tavsiyelyardim alin. . . veya
Antikor (Primer) )
P362 + Kirlenmis giysilerinizi ¢ikarin ve yeniden kullanmadan Rabbit Mono Neg [-4795]
P364 dnce yikayin. 16 Dakika, 37 °C
P501 ierigilkabi uygun bir atik imha tesisine atin. OptiView HQ Univ Linker 12 Dakika
Bu iirin CAS No. 55965-84-9 igerir, reaksiyon kiitlesi: 5-kloro-2-metil-2H-izotiyazol-3-on OptiView HRP Multimer 12 Dakika
ve 2-metil-2H-izotiyazol-3-on (3:1). OptiView Amplification Seil
BOYAMA PROSEDURU OV AMP H202, OV Amplifier 8 Dakika
VENTANA anti-ALK (D5F3) tayini BenchMark IHC/ISH cihazlarinda Rabbit Monoclonal - -
Negative Control Ig, OptiView DAB IHC Detection Kit, OptiView Amplification Kit ve OV AMP Multimer 8 Dakika
yardimel reaktifler ile kullanim igin gelistirilmistir. Onerilen boyama protokolleri igin Karsit Boya Hematoxylin Il, 4 dakika

asagidaki tablolara bakin.

Bu antikor spesifik inkiibasyon stireleri igin optimize edilmistir ancak kullanici reaktifle elde
edilen sonuglari dogrulamalidir. Tablo 2, Tablo 3 veya Tablo 4'teki boyama protokoltnin
disina gikilmasi yanlis pozitif veya yanlis negatif sonuglara neden olabilir. BenchMark
ULTRA cihazi igin U VENTANA ALK (D5F3) adli bir ALK'ye 6zgii boyama prosediirii
gelistirilmistir. ALK'ye 6zgui boyama proseduriinden protokol kosullari segilmeden 6nce,
BenchMark ULTRA cihazinda OptiView v5 boyama prosediirii olan VSS 12.3 veya daha
ust stirim yazilim bulunmalidir.

Otomatik prosedtirlere iligkin parametreler, cihazin Kullanict Kilavuzundaki prosedire gére
gorunttilenebilir, yazdirilabilir ve diizenlenebilir. Inmunohistokimyasal boyama
prosedurleriyle ilgili ayrintili bilgi igin ilgili VENTANA saptama kiti yontem tablosuna bakin.
Bu cihazin uygun kullanimina iligkin ayrintilar igin P/N 790-4794 ile iliskili olan i¢ hat
dagitic yontem tablosuna bakin.

Tablo 2. BenchMark ULTRA veya BenchMark ULTRA PLUS cihazinda OptiView DAB
IHC Detection Kit ve OptiView Amplification Kit ile VENTANA anti-ALK (D5F3) tayini ve
Rabbit Monoclonal Negative Control Ig igin énerilen boyama protokol.

Karsit Boyama Sonrasi

Boyama Prosediirii U VENTANA ALK (D5F3)

Protokol Basamagi Parametre Girigi

VENTANA ALK AB - 16 Dk

(Hicbir reaktif secilmedigi takdirde varsayilan 4794
olacaktir)

-4794
-4796
-7155
-71157
(Yukaridaki reaktifi dagitim bélgesine gore segin.)

Antikor (Primer)

Veya
Negative Control

Kargit Boya Hematoxylin Il, 4 dakika

Karsit Boyama Sonrasi Bluing, 4 Dakika

Tablo 3. BenchMark XT cihazinda OptiView DAB IHC Detection Kit ve OptiView
Amplification Kit ile VENTANA anti-ALK (D5F3) tayini ve Rabbit Monoclonal Negative
Control Ig igin 6nerilen boyama protokoli.

Prosediir Tipi Yontem
IHC Senkronizasyon Segenegi Segilia
Deparafinizasyon Segili
Hiicre lyilestirme cct,
(Antijen Ortaya Gikarma) 92 Dakika, 100 °C
On Primer Peroksidaz inhibitorii Segili
2022-11-07 3/14
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Bluing, 4 Dakika

a Bu segilebilir adim, yalnizca XT OptiView DAB v4 galistiriidiginda kullanilabilir ve

onceki yazilim suriimlerinde bulunmamaktadir.

Tablo 4. BenchMark GX cihazlarinda OptiView DAB IHC Detection Kit ve OptiView
Amplification Kit ile VENTANA anti-ALK (D5F3) tayini ve Rabbit Monoclonal Negative

Control Ig igin dnerilen boyama protokoli.

Prosediir Tipi Yontem
Deparafinizasyon Segili
Hiicre lyilegtirme cc1,

(Antijen Ortaya Gikarma) 92 Dakika, 100 °C
On Primer Peroksidaz inhibitorii Segili
Ventana anti-ALK (D5F3) [-4794]
Antikor (Primer) Rabbit Mo\rllzysleg [-4795]
16 Dakika, 37 °C
OptiView HQ Univ Linker 12 Dakika
OptiView HRP Multimer 12 Dakika
OptiView Amplification Segili
OV AMP H202, OV Amplifier 8 Dakika
OV AMP Multimer 8 Dakika
Karsit Boya Hematoxylin 11, 4 dakika

Karsit Boyama Sonrasi

Bluing, 4 Dakika

Genel laboratuvar cihazlari ve gevresel kosullarin yani sira doku fiksasyonu ve
islemesindeki degiskenlikler nedeniyle bagimsiz numunelere, kullanilan saptama kitine ve
okuyucu tercihlerine bagli olarak, primer antikor inkiibasyonu, hiicre iyilestirme veya
proteaz 6n iglemesi surelerinin artiriimasi veya azaltiimasi gerekebilir. Fiksasyon
degiskenleri hakkinda daha fazla bilgi igin bkz. "Immunohistochemistry Principles and

Advances" 32

KALITE KONTROL PROSEDURLERI

Rabbit Monoclonal Negative Control Ig

Her numune igin sonuglarin yorumlanmasina yardimci olacak eslestirilmis bir negatif
reaktif kontrol slayti calisiimalidir. Rabbit Monoclonal Negative Control Ig bir negatif
kontrol reaktifidir, bu tayin igin 6zel olarak eslestirimistir ve non-spesifik boyamayi
degerlendirmek igin primer antikor yerine kullanilir. Negatif reaktif kontroli igin boyama
prosediirli primer antikor inkiibasyon siresine esit olmalidir. Farkl bir negatif kontrol
reaktifinin kullaniimasi veya onerilen negatif kontrol reaktifinin kullaniimamasi hatali

sonuglara yol agabilir.
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Sistem Diizeyinde Kontroller

Sistem diizeyinde kontroller hasta émekleri ile caligilmalidir. Bunlar insan apandisi33 veya
ALK pozitifinegatif oldugu bilinen NSCLC doku 6rnekleri olabilir.

Kontrol dokusu, test kesitleriyle ayni sekilde, mimkiin olan en kisa stirede hazirlanmig ve
sabitlenmis otopsi, biyopsi veya cerrahi numuneler olmalidir. Bu gibi dokular, doku
hazirligindan boyamaya kadar analizin tim adimlarini izleyebilir. Test numunesinden farkli
sekilde sabitlenmis veya islenmis bir doku kesitinin kullaniimasi, tiim reaktifler ve
fiksasyon ile doku hazirligi hari¢ yontem adimlari igin kontrol saglar.

Apandis veya ALK Pozitif/Negatif NSCLC Doku Kontrolleri

Bir ALK pozitif ve ALK negatif kontrol dokusu, gerceklestirilen her VENTANA anti-ALK
(D5F3) tayini boyama prosediiri ile ¢aligiimalidir.

Klinik ALK pozitif ve klinik ALK negatif kontrol dokusunu temsil eden boyamasi olan
NSCLC vakalari, diistik seviyelerde reaktif degradasyonunu veya cihazin spesifikasyon
disi sorunlarini saptama dahil olmak Uzere optimum kalite kontrole uygundur.

insan apandis dokulari, ALK proteini igin pozitif ve negatif boyama elementlerini igerir ve
dolayisiyla bir sistem diizeyinde kontrol olarak kullanima uygundur. Pozitif boyama doku
bilesenleri, antikorun uygulandigini ve cihazin dogru sekilde calistigini dogrulamak igin
kullanilir; negatif boyama elementleri ise dusiik seviyelerde reaktif degradasyonunu veya
cihazin spesifikasyon digi sorunlarini saptamak igin kullanilir

ALK pozitif ve negatif NSCLC ve apandis doku bilesenlerinin uygun sekilde boyanmasi,
Tablo 5 ve Tablo 6'da ve yorumlama kilavuzunda agiklanmigtir.

ALK tayininin hasta numuneleri iizerindeki performansini izlemek icin kullanilan bilinen
pozitif ve bilinen negatif doku kontrolleri, hasta numunesi ile ayni sekilde sabitlenmeli ve
islenmelidir. Aksi takdirde doku kontrolleri yalnizca, test reaktiflerinin dogru performansini
izlemek igin kullanilabilir. Doku kontrolleri, hasta érneklerinin tanilanmasina yardimel
olarak kullaniimamalidir.

Tayin Dogrulamasi

Diagnostik bir prosedurde bir antikorun veya boyama sisteminin ilk kullanimindan dnce,
antikorun spesifitesi, bunun, ALK pozitif ve negatif dokulari temsil eden bilinen IHC
performans 6zelliklerine sahip bir dizi doku tizerinde test edilmesi yoluyla dogrulanmalidir
(Urtin prospektlstniin bu kisminda daha énce belirtilen Kalite Kontrol Prosed(irlerine ve
College of American Pathologists Laboratory Accreditation Program, Anatomic Pathology
Checklist34 veya CLSI Approved Guideline35 Kalite Kontrol tavsiyelerine bakin). Bu kalite
kontrol prosedrleri her yeni antikor lotu igin veya tayin parametrelerinde her degisiklik
oldugunda tekrarlanmalidir. Bilinen ALK durumuna sahip NSCLC dokulari veya insan
apandis érnekleri tayin dogrulamasina uygundur.

BOYAMA YORUMLARI/ BEKLENEN SONUGCLAR

VENTANA otomatik immUinoboyama prosediirii, kahverengi bir DAB reaksiyon Grtintintin
VENTANA anti-ALK (D5F3) tayini ile lokalize edilmis antijen bolgelerinde ¢okelmesine
neden olur. IHC prosediirlerinde deneyimli bir uzman patolog, sonuglarin
yorumlanmasindan énce negatif reaktif kontrollerini, sistem diizeyinde kontrolleri
degerlendirerek boyanmis Griini degerlendirmelidir.

Pozitif / Negatif Sistem Duzeyinde Doku Kontrolleri
Tim reaktiflerin uygun sekilde islev gdsterdiginden emin olmak igin boyali pozitif ve negatif

doku kontrolleri incelenmelidir. Hedef hiicrelerin sitoplazmasinda pozitif kontrol dokusunda
uygun sekilde renklendirilmis reaksiyon Griinii bulunmasi pozitif reaktiviteye isaret eder.

Pozitif veya negatif doku kontrolleri uygun boyama sergilemezse veya klinik tani
yorumlamasinda bir degisiklik sergilerse, test numunelerinin tiim sonuglari gegersiz
sayllmalidir.
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Tablo 5. Apandis doku kontrolii degerlendirme kriterleri. Temsili gérinttiler yorumlama
kilavuzunda verilmistir.

Kabul Edilebilir

Kabul Edilemez

Ganglion hiicrelerinde gligli graniler
sitoplazmik boyama bulunmasi. (Nota
bakin)

Ganglion hiicrelerinde gligli graniler
sitoplazmik boyama bulunmamasi.

Glandiiler epitel hiicreleri, kas ve lenfoid
dokuda giclii graniiler sitoplazmik
boyama bulunmamasi (lenfoid
agregatlarda lenforetikiler hiicrelerin az
veya nadir boyamasi gozlenebilir).

Puanlamaya miidahale eden glandiiler
epitel hiicreleri, kas veya lenfoid
dokunun asiri non-spesifik arka plan
boyamasi.

Not: Apandis kas tabakalarindaki sinir pozitif boyama gdsterir.

Negatif Reaktif Kontrolu

Non-spesifik boyama varsa daginik goriinime sahip olacaktir ve Rabbit Monoclonal
Negative Control Ig ile boyanmis negatif reakif kontrol slayti kullanilarak
degerlendirilebilir. Nekrotik veya dejenere hiicreler genellikle spesifik olmayan boyama
sonuglari verdigi igin boyama sonuglarini yorumlarken intakt hticreler kullaniimalidir. Arka
plan boyamasi ¢ok fazla ise, test numunesine ait sonuglar gegersiz sayilmalidir. Bu tayin
i¢in arka plan boyamasinin kabul edilebilir seviyelerinin 6rnekleri yorumlama kilavuzunda
bulunabilir.

Hasta Dokusu

Hasta dokusu, Tablo 6'da saglanan VENTANA -ALK (D5F3) tayini puanlama
algoritmasina gore degerlendiriimelidir. Yorumlama kilavuzuna bakin.

Tablo 6. VENTANA anti-ALK (D5F3) tayini puanlama algoritmasi. Temsili gorunttiler
yorumlama kilavuzunda verilmistir.

Klinik Yorumlama Boyama Agiklamasi

Timor hiicrelerinde (pozitif timor hlicrelerinin herhangi bir
ylizdesinde) gigli grandler sitoplazmik boyama bulunmasi.
Belirli boyama elementleri diglanmalidir, drnegin:

. alveolar makrofajlarda hafif sitoplazmik noktalanma,
. néral kdkenli hiicreler (sinir ve ganglion hiicreleri),
ALK icin pozitif e glandiiler epitelyal boyama ve

e lenfositik infiltratlar icinde daginik lenforetikiiler
hiicreler.

NSCLC'de (misin dahil) normal mukoza iginde ve klinik
degerlendirmeden ¢ikariimasi gereken nekrotik timaor
alanlarinda da bir miktar arka plan boyamasi gézlenebilir.

Tuamor hucrelerinde glicli grandler sitoplazmik boyama

ALK icin negatif bulunmamas.

OZEL KISITLAMALAR

1. Butayin, sitoloji smear'leri veya dekalsifiye numuneler ile kullanim igin
dogrulanmamistir.

2. Hasta dokusu, doku blogundan kesit ¢ikarilarak alindiktan sonra 3 ay iginde
boyanmalidir. Oda sicakliginda 3 ayr askin sireyle saklanmis kesitlerde VENTANA
anti-ALK (D5F3) tayini ile boyama performansinda kayip gozlemlenmistir.

3. VENTANA anti-ALK (D5F3) tayini ile bazi boyama artefaktlari belirtilmistir. Anti-ALK
ve negatif reaktif kontrolii ile boyali slaytlarda alveolar makrofajlarda hafif grantiler
sitoplazmik noktalanma bulunabilir. Bu durum bunun, saptama sisteminin bir
artefakti oldugunu gosterir ve anti-ALK pozitif boyamasi olarak
degderlendirilmemelidir. Ek olarak, nekrotik timdr alanlarinda noktali boyama
gozlemlenmistir; boyle bir boyama da hasta 6rnegi degerlendirmesi sirasinda gz
ardi edilmelidir. VENTANA anti-ALK (D5F3) tayini ile sinir dahil olmak tizere néral
dokuda ve lenfositik infiltrat iginde bazi lenforetikiiler hiicrelerde boyama
gozlenmistir. Daha ayrintili tartisma igin yorumlama kilavuzuna bakin.

4. OptiView Amplification Kit nedeniyle doku kontrollerinde genel boyama
yogunlugunda ufak degiskenlikler gézlemlenebilir. Kabul edilebilir boyama
performansi érnekleri igin yorumlama kilavuzuna bakin.
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PERFORMANS OZELLIKLERI

. PozitifToplam
ANALITIK PERFORMANS Patoloji Vaka Sayis!
Hassasiyet, spesifisite, kesinlik ve yontem karsilastirmasina yonelik boyama testleri Mediiller karsinom (Tiroit) oM
ylritliimistir ve sonuglari asagida listelenmistir. - - —
Hassasiyet ve Spesifite Papiller karsinom (Tiroit) 0N
Tablo 7. VENTANA anti-ALK (D5F3) tayininin hassasiyeti/spesifitesi, FFPE normal in situ duktal karsinom (Meme) on
dokularin test edilmesiyle belirlenmistir. .,
Invaziv duktal karsinom (Meme) 012
PozitifToplam PozitifToplam
Doku Vaka Sayisi | Doku Vaka Sayisi B hiicreli lenfoma; NOS (Dalak) 013
Serebrum @ 013 Timiis 03 Kilgiik hiicreli karsinom (Akciger) on
Serebellum 013 Miyeloid (kemik iligi) 0/3 Skuamdz hiicreli karsinom (Akciger) 0N
Adrenal bez 0/3 Akciger 0/3 Adenokarsinom (Akciger) oM
Yumurtalik 073 Kalp 0/3 Skuamdz hiicreli karsinom (Ozofagus) on
Pankreas 0/3 Ozofagus 0/3 Adenokarsinom (Ozofagus) 0/
Paratiroit bezi 0/3 Mide 0/3 Miisindz adenokarsinom (Mide) on
Hipofiz bezi b 0/3 ince bagirsak ¢ 0/3 Adenokarsinom (Gastrointestinal) 0N
Testis 073 Kolon © 0/3 Gastrointestinal stromal tlimér (GIST) (Kolon) 0N
Tiroit 0/3 Karaciger 0/3 Adenokarsinom (Rektum) 0N
Meme 0/3 Tiikiirik bezi 03 Gastrointestinal stromal timér (GIST) (Rektum) 0N
Dalak 0/3 Bébrek 0/3 Hepatoseller karsinom (Karaciger) 0N
Bademcik 0/3 Prostat 0/3 Hepatoblastom (Karaciger) 7
Endometriyum 0/3 Rahim boynu 0/3 Berrak hiicreli karsinom (B6brek) 0N
iskelet kasi 0/4 Deri 0/3 Adenokarsinom (Prostat) 02
Sinir (seyrek) 0/3 Mezotelyum 0/3 Leyomiyom (Rahim) on
a2/3 Serebrumdaki baz gliyal hiicreler zayif ila orta pozitifiik gostermistir. Adenokarsinom (Rahim) ot
b 3/3 Hipofiz bezi zayif boyanmigtrr. Berrak hiicreli karsinom (Rahim) 0N
; g}/lf;rir:;?;ttlirnal dokularda gangliyon hticreleri ALK igin degisen yogunluklarda pozitif Skuaméz hiicreli karsinom (Rahim) 0/2
Embriyonal rabdomiyosarkom 0N
Tablo 8. VENTANA anti-ALK (D5F3) tayininin hassasiyeti/spesifitesi, gesiti FFPE Melanom (Anis) 0n
dokularin test edilmesiyle belirlenmigtir.
PozitifiToplam Bazal hiicreli karsinom (Deri) 0N
Patoloji Vaka Sayisi Skuamdz hiicreli karsinom (Deri) 01
Gliyoblastom (Serebrum) 01 Nérofibrom (Lumbar) on
Menenjiyom (Serebrum) on Noroblastom (Retroperiton) 17
Ependimom (Serebrum) 0N Mezotelyom on
Oligodendrogliyom (Serebrum) o Hodgkin lenfoma (Lenf diigiim) o1
Serbz adenokarsinom (Yumurtalik) 1 Anaplastik biyiik hicreli lenfoma (Lenf diigiim) o1
Adenokarsinom (Yumurtalik) 0N Urotelyal karsinom (Mesane) on
Noroendokrin neoplazma (Pankreas) 0/1 Leyomiyosarkom 02
Adenokarsinom (Pankreas) 01 Osteosarkom on
Seminom (Tesfis) on ig hiicreli rabdomiyosarkom VAl
Embriyonal karsinom (Testis) 01
2022-11-07 5/14 1021030TR Rev B
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Platform Uyumu (Kopriileme Galigsmasi)

VENTANA anti-ALK (D5F3) tayini ilk olarak BenchMark XT ile GX cihazlarinda ortaya
konmustur. BenchMark ULTRA ile BenchMark XT cihazlari arasinda tayinin esdeger
performansini gostermek igin bir kdprileme galismasi gergeklestirilmistir. Bu galismada,
her iki platformda VENTANA anti-ALK (D5F3) tayini ile boyanmis 184 benzersiz NSCLC
numunesinde ALK klinik durumu (Tablo 6 iginde bulunan ALK puanlama algoritmasina
baglidir) degerlendirilmistir. Ortaya ¢ikan boyali slaytlar kérlenmistir ve randomize
edilmistir, ardindan ug¢ patolog tarafindan degerlendirilmistir. Bu calismaya yonelik
platform uyumu sonuglari Tablo 9 ve Tablo 10'da bulunabilir.

Tablo 9. BenchMark XT ile BenchMark ULTRA cihazlari arasindaki uyum sonuglari.

BenchMark ULTRA ile BenchMark XT cihazlari arasindaki
VENTANA anti-ALK (D5F3) tayini uyumu

BenchMark BenchMark XT
ULTRA Pozitif Negatif Toplam
Pozitif 85 1 86
Negatif 1 97 98
Toplam 86 98 184

Tablo 10. BenchMark XT ile BenchMark ULTRA cihazlari arasindaki ALK uyumu.

Pozitif Uyum | Negatif Uyum Genel Uyum
z‘;‘:]‘l’;:‘ Uyumu Uyum Yiizdesi Yiizdesi Yiizdesi
(%95 CI) (%95 CI) (%95 Cl)
BenchMark XT cihazi ile 0 0 0
BenchMark ULTRA cihazi %98.8 %99.0 %98.9
arasindaki uyum (%93.7-99.8) (%94.4-99.8) (%96.1-99.7)

Doku Kalinhgi

Doku kalinligi, 4 benzersiz insan NSCLC vakasi (3 ALK pozitif ve 1 ALK negatif) ve

4 benzersiz insan apandis vakas! kullanilarak degerlendirilmistir. Dokular 3, 4, 5, 6 ve

7 mikronluk kesitlere ayrilmistir ve iki kopya halinde test edilmistir. Tim doku kalinliklari,
ALK icin uygun spesifik boyama ve VENTANA anti-ALK (D5F3) tayini igin kabul edilebilir
arka plan seviyeleri gostermistir. Higbir numune, bu kalinlik araligi dahilinde klinik ALK
durumunda bir degisim gdstermemistir. Numuneler, tayin igin 4-6 mikron boyutunda
kesilmelidir.

Tekrar Edilebilirlik ve Ara Kesinlik Galigmalan

VENTANA anti-ALK (D5F3) tayininin tekrar edilebilirligi ve ara kesinligi, OptiView DAB IHC
Detection ve OptiView Amplification kitleri ile birlikte BenchMark ULTRA, XT ve GX
cihazlarinda degerlendirilmistir.

On benzersiz NSCLC doku numunesi (5 ALK pozitif ve 5 ALK negatif), BenchMark XT ve
BenchMark ULTRA cihazlarinda degerlendirilmistir. Giin Igi kesinlik igin, NSCLC
numunelerinin her birinden 5 kopya slayt, tek bir BenchMark XT veya tek bir BenchMark
ULTRA cihazinda boyanmistir. Cihaz igi kesinlik testi icin, NSCLC numunelerinin her
birinden 3 kopya slayt, Gi¢ BenchMark XT cihazinda VENTANA anti-ALK (D5F3) tayini ile
boyanirken NSCLC numunelerinin her birinden 2 kopya slayt i BenchMark ULTRA
cihazinda boyanmigtir. Ginler arasi kesinlik icin, NSCLC numunelerinin her birinden

2 kopya slayt, ardisik olmayan 5 giin boyunca tek bir BenchMark XT veya BenchMark
ULTRA cihazinda VENTANA anti-ALK (D5F3) tayini ile boyanmistir. Tlim slaytlar
korlenmistir, her bir cihaz dokusu kohortunda randomize edilmistir. Her bir kohort,
VENTANA anti-ALK (D5F3) tayini puanlama algoritmasi (Tablo 6'da verilmigtir)
kullanilarak bir patolog tarafindan ayri olarak degerlendirilmistir. Her bir kopya NSCLC
numunesi esdeger ALK IHC boyama sonucu ortaya koymustur. BenchMark XT ve
BenchMark ULTRA cihazlarinin tekrarlanabilirlik ve ara kesinlik sonuglarinin bir 6zeti,
sirastyla Tablo 11 ve Tablo 12'de bulunabilir.

BenchMark XT ve BenchMark GX cihazlarinda VENTANA anti-ALK (D5F3) tayini
performansini karsilastiran bir platformlar arasi galisma gergeklestirilmistir. Bu calismada,
her biri 8 NSCLC numunesi igeren iki goklu doku blogu (blok basina 3 ALK pozitif, 1 ALK
negatif) degerlendirilmistir. Bu karsilastirma igin, 5 kopya slayt Gi¢ BenchMark XT cihazi ve
¢ BenchMark GX cihazinda boyanmistir. Bu slaytlar, Tablo 6'da bulunan VENTANA
anti-ALK (D5F3) IHC Puanlama Algoritmasina gére uygun boyama agisindan
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degerlendirilmistir. Her bir kopya NSCLC numunesi, iki platform arasinda esdeger ALK
IHC boyama sonucu ortaya koymustur. Sonuglarin ézeti Tablo 13 iginde bulunabilir.

Ek olarak, insan apandisi (sistem diizeyinde kontrol) izerinde VENTANA anti-ALK (D5F3)
tayini boyamasinin tekrar edilebilirligi de degerlendirilmistir. Bu calisma igin sekiz
benzersiz insan apandis dokusu kullaniimigtir. Giin igi kesinlik igin, 4 apandis numunesini
iceren iki coklu doku blogundan 13 kopya slayt, tek bir BenchMark XT cihazinda
boyanmistir. Cihazlar Arasi kesinlik icin, her biri 4 apandis numunesi iceren iki coklu doku
blogundan 5 kopya slayt, Gi¢ BenchMark XT cihazinda VENTANA anti-ALK (D5F3) tayini
ile boyanmigtir. Glnler Arasi kesinlik icin, 4 apandis numunesi igeren iki goklu doku
blogunun her birinden 5 kopya slayt, ardisik olmayan 5 giin boyunca tek bir BenchMark
XT cihazinda VENTANA anti-ALK (D5F3) tayini ile boyanmistir. Tiim slaytlar, bir patolog
tarafindan apandis kontrol dokusu igin VENTANA anti-ALK (D5F3) tayini puanlama
kilavuzu kullanilarak degerlendirilmistir (Tablo 5'te verilmistir). Her bir kopya apandis
numunesi esdeder ALK IHC boyama sonucu ortaya koymustur. Giin ici ve cihazlar arasi
(3 cihazda) tekrar edilebilirlik icin genel uyum ytizdesi %100 olmus, giinler aras tekrar
edilebilirlik (ardisik olmayan 5 giinde) ise %98 olmustur.

Tablo 11. BenchMark XT cihazinda boyanan ayri NSCLC numunelerinde VENTANA anti-
ALK (D5F3) tayininin tekrar edilebilirligi ve ara kesinligi.

N = Kohortta ALK Durumu igin
:gi(lzeli)(i:lilrjl?'kirK:Zli(r::[i Degerlendirilen Genel Uyum Yiizdesi
9 9 Toplam Slayt (%95 CI)
Giin Igi Tekrar Edilebilirlik 50 %100 (%97.5-100)
Platform Igi Kesinlik
g fesiniix 60 %100 (%97.9-100)
(3 BenchMark XT cihazinda)
Giinler Arasi Kesinlik
100 %100 (%98.7-100)

(ardisik olmayan 5 giin)

Tablo 12. BenchMark ULTRA cihazinda ayrt NSCLC numuneleri Gzerinde VENTANA anti-
ALK (D5F3) tayininin tekrar edilebilirligi ve ara kesinligi.

N = Kohortta ALK Durumu igin
:gitl:eli)(izlilgl?“kirKZ:Ii(r:zr“i Degerlendirilen Genel Uyum Yiizdesi
9 9 Toplam Slayt (%95 CI)
Giin Igi Tekrar Edilebilirlik 50 %100 (%92.9-100.0)
Platform Igi Kesinlik 6 95100 (%494.0-1000)
(3 BenchMark ULTRA cihazinda) AR
Giinler Arasi Kesinlik
100 %100 (%96.3-100.0)

(ardisik olmayan 5 giin)

Tablo 13. BenchMark XT ve BenchMark GX cihazlari kullanilarak ¢oklu doku blogu
NSCLC numuneleri Gizerinde VENTANA anti-ALK (D5F3) tayininin Platformlar Arasi
Kesinligi.

N = Kohortta i
NSCLC Doku Kesinligi Degerlendirilen | ACKDurum e
Toplam Slayt y
BenchMark XT ila BenchMark GX
cihazinin Platformlar Arasi 0
Kesinligi 30 %100
(3 cihazda)

Lotlar Arasi Tekrarlanabilirlik

VENTANA anti-ALK (D5F3) tayininin lotlar arasi tekrarlanabilirligi, OptiView DAB IHC
Detection ve OptiView Amplification kitleri kullanilarak BenchMark XT cihazinda

38 benzersiz NSCLC vakasinda (21 ALK pozitif numune (18 benzersiz vakadan) ve

20 ALK negatif NSCLC doku numunesi) Gig VENTANA anti-ALK (D5F3) tayini lotunun test
edilmesiyle belirlenmistir. Tim vakalar, G¢ primer antikor lotunun her biriyle iki kopya
halinde boyanmistir. Slaytlar, VENTANA anti-ALK (D5F3) tayini puanlama algoritmasi
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(Tablo 6'da verilmistir) kullanilarak belirlenen sekilde Klinik durum degerlendirmesi
dncesinde korlenmis ve randomize edilmistir. Ug antikor lotunun hepsi, degerlendirilen
41 NSCLC doku numunesinde ALK durumu icin %90'dan daha fazla uyumlu boyama
sonucu sergilemistir. Sonuglar, genel uyum yiizdesi, ortalama pozitif uyum ve ortalama
negatif uyum oranlari seklinde bildirilmistir. Lotlar arasindaki genel uyum yiizdesi orani
%99.2'dir; dolayisiyla, VENTANA anti-ALK (D5F3) tayini antikor lotlarinda boyama
sonuglari agisindan tekrarlanabilirdir. Sonuglar Tablo 14'te bulunabilir.

BenchMark ULTRA cihazi kullanilarak VENTANA anti-ALK (D5F3) tayininin lotlar arasi
tekrarlanabilirligi, OptiView DAB IHC Detection ve OptiView Amplification kitleri
kullanilarak 30 benzersiz NSCLC vakasinda (15 ALK pozitif numune ve 15 ALK negatif
NSCLC doku numunesi) tic VENTANA anti-ALK (D5F3) tayini lotunun test edilmesiyle
belirlenmigtir. Tlim vakalar, ¢ primer antikor lotunun her biriyle iki kopya halinde
boyanmistir. Slaytlar, VENTANA anti-ALK (D5F3) tayini puanlama algoritmasi (Tablo 6'da

BenchMark XT Okuyucular Arasi Kesinlik Calismasi 2, Abbott Vysis ALK Break Apart
FISH Probe Kit igin kaydedilen ALK pozitif NSCLC hasta numunelerinin bir randomize
klinik calismasindan vakalarin bir kohortu Gizerinde gergeklestirilmistir. Yaklasik 300 vaka
BenchMark XT cihazinda VENTANA anti-ALK (D5F3) tayini ile boyanmistir. Vakalar, ALK
FISH durumu agisindan kdrlenmis, randomize edilmis ve Tablo 6'da verilmis olan
VENTANA anti-ALK (D5F3) tayini puanlama algoritmasina uygun olarak ALK IHC boyama
sonuglarini degerlendiren U¢ okuyucuya saglanmistir. Tablo 17'de verilen sonuglar, bu
klinik caligma kohortundan okuyucular arasi kesinlik oranlarini yansitmaktadir.
BenchMark ULTRA cihazi Okuyucular Arasi Kesinlik Calismasi igin 184 benzersiz NSCLC
vakasindan olusan bir kohort degerlendirilmistir. Kohort, BenchMark ULTRA cihazinda
VENTANA anti-ALK (D5F3) tayini ile boyanmis 90 ALK pozitif ve 94 ALK negatif vakadan
olusmustur. Vakalar, kérlenmis, randomize edilmis ve Tablo 6'da verilmis olan VENTANA
anti-ALK (D5F3) tayini puanlama algoritmasina uygun olarak ALK IHC boyama sonuglarini

verilmistir) kullanilarak belirlenen sekilde, Klinik durum icin degerlendirme éncesinde bir
patolog tarafindan kérlenmis ve randomize edilmistir. Ug antikor lotunun hepsi,
degerlendirilen 30 NSCLC doku numunesinde ALK durumu igin %90'dan daha fazla
uyumlu boyama sonucu sergilemistir. Sonuglar, genel uyum yiizdesi, ortalama pozitif
uyum ve ortalama negatif uyum oranlari seklinde bildirilmistir. Lotlar arasindaki genel
uyum yiizdesi orani %99.1'dir; dolayisiyla, VENTANA anti-ALK (D5F3) tayini antikor
lotlarinda boyama sonuglari agisindan tekrarlanabilirdir. Sonuglar Tablo 15'te bulunabilir.
VENTANA anti-ALK (D5F3) tayininin lotlar arasi tekrarlanabilirligi, 12 benzersiz insan
apandis doku numunesi kullanilarak degerlendirilmistir. Tekrarlanabilirlik, i¢ BenchMark
XT cihazinda OptiView DAB IHC Detection ve OptiView Amplification Kitlerin (i¢ lotu ile
birlikte Ug antikor lotunun test edilmesiyle belilenmistir. VENTANA anti-ALK (D5F3) tayini
kullanilarak apandisin uygun pozitif ve negatif boyama elementlerinin genel uyum orani

%100 olmustur.

Tablo 14. BenchMark XT cihazinda 41 NSCLC doku numunesinde lotlar aras|
tekrarlanabilirlik uyum oranlari. Yirmi bir ALK pozitif numune (18 benzersiz vakadan) ve
20 ALK negatif numune test edilmistir.

Lotlar Arasi Ortalama Ortalama Genel Uyum
Tekrarlanabilirlik Uyum Pozitif Uyum Negatif Uyum Yiizdesi
Oranlari (%95 Cl) (%95 Cl) (%95 Cl)
Lotlar arasi (i %99.2 %99.1 %99.2
karsilagtirmanin ortalamasi (%97.4-100) (96.8-100.0) (%97.5-100)

Tablo 15. BenchMark ULTRA cihazinda 30 NSCLC doku numunesinde lotlar arasi

tekrarlanabilirlik uyum oranlari. On bes ALK pozitif numune ve 15 ALK negatif numune test

edilmistir.
Lotlar Arasi Pozitif Uyum | Negatif Uyum | Genel Uyum
Tekrarlanabilirlik Uyum Yiizdesi Yiizdesi Yiizdesi
Oranlari (%95 ClI) (%95 Cl) (%95 Cl)
Lotlar aras U¢ %98.9 %99.3 %99.1
kargilagtirmanin ortalamasi (%96.8-99.6) (%97.3-99.8) (%97.9-99.6)

Okuyucular Arasi Kesinlik Caligmalan

degerlendiren ii¢ okuyucuya saglanmistir. Tablo 18'de bu calismadan okuyucular arasi

kesinlik oranlar yer almaktadir.

Tablo 17. BenchMark XT cihazinda VENTANA anti-ALK (D5F3) tayini ile boyanmis klinik
yontem karsilastirmasi Kohort #1'den elde edilen NSCLC numunelerinde ALK durumu igin
Okuyucular Arasi Kesinlik Calismasi 2.

Okuyucu 2 / Okuyucu 3

(%93.5-100)

(%98.6-100)

Ortalama Ortalama Genel Uyum
Okuyucular Arasi Kesinlik Pozitif Uyum Negatif Uyum Yiizdesi
(%95 Cl) (%95 Cl) (%95 Cl)
(g okuyucy %976 %995 %99.1
karsilastirmasinin ortalamasi (%95.0-99.5) (%98.9-99.9) (%98.2-99.8)
%99.1 %99.8 %99.7
Okuyuou 1/ Okuyucu 2 (%971400) | (%99.4-100) | (%98.2-99.9)
%96.3 %99.2 %986
Okuyuou 1/ Okuyucu 3 (%923992) | (%983-99.8) | (%96.6-99.5)
%97.2 %99.4 %99.0

(%97.1-99.7)

Tablo 18. BenchMark ULTRA cihazinda VENTANA
NSCLC numunelerinde ALK durumu igin Okuyucula

r Arasi Kesinlik.

anti-ALK (D5F3) tayini ile boyanmig

Ortalama Ortalama Genel Uyum
Okuyucular Aras Kesinlik Pozitif Uyum | Negatif Uyum Yiizdesi
(%95 Cl) (%95 Cl) (%95 Cl)
Ug Okuyucu %98.4 %98.6 %98.5
karsilagtirmasinin ortalamasi (%96.5-99.6) (%96.9-99.7) (%96.7-99.6)
%98.9 %98.9 %98.9
Okuyuou 1/ Okuyucu 2 (%96.8100) |  (%97.0-100) | (%96.0-99.7)
%98.8 %99.0 %98.9
Okuyueu 1/ Okuyucu 3 (%96.7-100) | (%97.2-100) | (%96.0-99.7)
%97.6 %97.9 %97.8
Okuyucu 2/ Okuyucu 3 (%947-994) | (4954-09.5) | (%94.4-99.1)

Bazi okuyucular arasi kesinlik calismalari gergeklestirilmistir: BenchMark XT cihazinda iki
calisma ve BenchMark ULTRA cihazinda bir ¢alisma.

BenchMark XT'de Okuyucular Arasi Kesinlik Calismasinda, (i¢ patolog toplam

185 benzersiz vakayi degerlendirmistir. VENTANA anti-ALK (D5F3) tayini ile boyanmig
100 ALK pozitif ve 100 ALK negatif blok ile iligkili 185 vaka. Vakalar, Tablo 6'da verilmis
olan VENTANA anti-ALK (D5F3) tayini puanlama algoritmasina uygun olarak ALK IHC
boyama sonuglarinin degerlendirilmesinden énce korlenmis ve randomize edilmistir.
Asagidaki Tablo 16'da verilen sonuglar, galisma kohortundan benzersiz vakalar igin

okuyucular aras! kesinlik oranlarini yansitmaktadir.

Tablo 16. BenchMark XT cihazinda Okuyucular Arasi Kesinlik Galismasi 1

Ortalama Ortalama Genel Uyum
Okuyucular Arasi Kesinlik Pozitif Uyum | Negatif Uyum Yiizdesi

(%95 CI) (%95 Cl) (%95 CI)
Ug okuyucu kargilastirmasinin %98.8 %99.0 %98.9
ortalamasi (%97.3-100) (%97.7-100) (%97.4-100)
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ALK FISH ile Uyum

VENTANA anti-ALK (D5F3) tayini boyama sonuglarini ALK klinik durumu agisindan ALK
FISH ile karsilastirmak igin ¢ kohort kullaniimistir. Kohortlar; rezeksiyonlar, igne
biyopsileri, brongiyal biyopsiler ve FNA'lardan FFPE hiicre bloklari dahil olmak iizere
primer ve metastatik tlimdrlerden bir dizi insan NSCLC doku érnegini igermistir. Tim
calismalar, puanlama algoritmasi (Tablo 6'da verilmistir) kullanilarak puanlanmistir.

Uyum Calismasi 1

VENTANA anti-ALK (D5F3) tayini ile retrospektif Abbott Vysis ALK Break Apart FISH
Probe Kit verisi karsilastirmasi yapan bir harici laboratuvarda bir ¢alisma
gerceklestiriimistir. Harici tesis, bir BenchMark XT cihazinda VENTANA anti-ALK (D5F3)
tayini kullanarak yaklasik 100 NSCLC vakasini boyamistir. VENTANA anti-ALK (D5F3)
tayini, bu NSCLC &rnek kohortunda retrospektif Abbott Vysis ALK Break Apart FISH Probe
Kit verileri ile > %98 genel uyum ylizdesi gostermistir. Sonuglar Tablo 19 ve Tablo 20
icinde detaylandiriimistir. 100 vaka iginden 86'sinin kullanilabilir FISH verisine ve ALK IHC
sonucu ile karsilagtirma igin mevcut yeterli timére sahip oldugunu unutmayin.
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Tablo 19. VENTANA anti-ALK (D5F3) tayini ila Abbott Vysis ALK Break Apart FISH Probe  Tablo 22. VENTANA anti-ALK (D5F3) tayininin Abbott Vysis Break Apart FISH Probe Kit

Kit. ile kargilastinimas igin genel, pozitif ve negatif uyum ylizdesi oranlari.
VENTANA anti-ALK (D5F3) tayini ile Abbott Vysis ALK Genel, Pozitif ve Negatif Uyum Yiizdesi Oranlari
Break Apart FISH Probe Kit Karsilagtirmasi
Oran niN % %95 Cl a
Abbott Vysis ALK Break Apart FISH
VENTANA . Genel Uyum
anti-ALK (D5F3) Probe Kit Toplam Yiizdesi 58/62 %93.5 84.6-97.5
tayini Pozitif Negatif Pozitif U
ozitif Uyum
Pozitif 10 0 10 Yiizdesi 212 %100 34.2-100.0
Negatif 1 75 76 i
coa Hegetf Uyum 56/60 %93 841974
Toplam 11 75 86

Tablo 20. VENTANA anti-ALK (D5F3) tayininin Abbott Vysis Break Apart FISH Probe Kit
ile karsilastirimas igin genel, pozitif ve negatif uyum ylizdesi oranlari.

Genel, Pozitif ve Negatif Uyum Yiizdesi Oranlari

Oran nIN % %95 Cl a

Genel Uyum

Sone 85/86 98.8 937,998
Pozitif Uyum 1011 90.9 623,984
Yiizdesi

Negatif Uyum 75175 100.0 95.1,100.0
Yiizdesi

a Puan yontemi kullanilarak hesaplanan iki tarafli %95 giiven aralig.

Bu calismada doku numunesi hazirli§inin, bu tayin igin 6nerilen numune hazirlama
prosedurlerini izleyip izlemediginin dogrulanmadigr belirtilmelidir.

Uyum Caligmasi 2

73 NSCLC vakas! (boyandiktan sonra bir hafta iginde kesilmistir) tizerinde VENTANA
anti-ALK (D5F3) tayini ile Abbott Vysis ALK Break Apart FISH Probe Kit verisi
karsilastirmasi yapan ikinci bir harici laboratuvarda bir ¢alisma gerceklestiriimistir. Harici
tesis, bir BenchMark XT cihazinda VENTANA anti-ALK (D5F3) tayini kullanarak vakalari
boyamistir. VENTANA anti-ALK (D5F 3) tayini, bu NSCLC 6rnek kohortunda retrospektif
Abbott Viysis ALK Break Apart FISH Probe Kit verileri ile > %93 genel uyum yiizdesi
gostermistir. Sonuglar Tablo 21 ve Tablo 22 icinde detaylandiriimigtir.

Tablo 21. VENTANA anti-ALK (D5F3) tayini ila Abbott Vysis ALK Break Apart FISH Probe
Kit.

VENTANA anti-ALK (D5F3) tayini ile Abbott Vysis ALK
Break Apart FISH Probe Kit Karsilagtirmasi
VENTANA Abbott Vysis Fl;\rI:)Il()flrg?k Apart FISH
anti-ALK (D5F3) Toplam
tayini Pozitif Negatif
Pozitif 2 4 6
Negatif 0 56 56
Toplam 2 60 62
2022-11-07 8/14
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a Puan yontemi kullanilarak hesaplanan iki tarafli %95 giiven aralig.

Dort uyumsuz (FISH negatif, ALK IHC pozitif) vakada, baska bir ALK (farkli klon ve
saptama sistemi) ile ek boyanmamis slaytlar test edilmistir. Dort vakadan g, saptanan
ALK IHC boyamasi agisindan VENTANA anti-ALK (D5F3) tayinine uygun gikmistir.

FISH sonuglarinin belirlenemedigi veya elde edilmedigi 10 vaka daha olmustur. Bu
vakalardan dordli, VENTANA anti-ALK (D5F3) tayini ve diger ALK klonu ile pozitif ve altisi
ALK IHC ile negatif cikmistir. FISH ile pozitif olan, ancak IHC ile boyama icin yeterli drnegi
bulunmayan bir vaka vardr.

Uyum Galismasi 3

Bu calismada, Abbott Vysis ALK Break Apart FISH Probe Kit icin kaydolmus ALK pozitif
NSCLC hastalarinin devam eden, global bir klinik galismasindan yaklasik 300 vaka
VENTANA anti-ALK (D5F3) tayini ile boyanmistir. Bu kohort, Okuyucular Arasi Kesinlik
Galismasinda daha dnce tartigilan kohorttur. Yaklagik 300 vakadan bazilari, FISH ile
"aydinlatic olmayan" veya"FISH tayini gergeklestiriimedi" seklinde kategorize edilmistir ve
yalnizca bilgi amagli olarak boyanarak degerlendirilmistir.

Vakalar FISH durumu agisindan kérlenmis, randomize edilmis ve boyama sonuglarini
degerlendiren iki okuyucuya saglanmistir. Sonuglar, genel klinik calismadan elde edilen
FISH durumu ile karsgilastirimistir.

ALK IHC ile ALK FISH karsilastirmasinin sonuglari Tablo 23'te gdsterilmistir.

Tablo 23. 2 patolog tarafindan degerlendirilen VENTANA anti-ALK (D5F3) tayini ile Abbott
Vysis ALK Break Apart FISH Probe Kit uyumu.

VENTANA anti-ALK (D5F3) tayini ile Abbott
Vysis ALK Break Apart FISH Probe Kit
Karsilagtirmasi
Abbott Vysis ALK Break
VENTANA anti-ALK (D5F3) tayini Apart FISH Probe Kit Toplam

Okuyucu Pozitif Negatif
Pozitif 37 13 50
Okuyucu 1 Negatif 1 223 234
Toplam 48 236 284
Pozitif 37 12 49
Okuyucu 2 Negatif 1 225 236
Toplam 48 237 285

Bu ¢alismada doku numuneleri hazirliginin, bu tayin i¢in énerilen numune hazirlama

proseddrlerini izleyip izlemediginin dogrulanmadigi belirtiimelidir.

VENTANA anti-ALK (D5F3) tayini ALK pozitif, ALK FISH negatif olan uyumsuz vakalar:

. En az bir okuyucu tarafindan ALK IHC pozitif ve FISH negatif olarak degerlendirilen
4 vaka olmustur. KonsensUs incelemesi tizerine, bunlarin IHC negatif olarak
degderlendirilmesi gerektigine karar verilmistir. Bu vakalarda fokal
sitoplazmik/membran boyama gortiimisttir ve bunlar yorumlama kilavuzunda
aciklanmistir.

e Gergekten uyumsuz vaka olarak kabul edilen 9 ALK IHC pozitif, ALK FISH negatif
vaka olmustur.
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9 uyumsuz vaka iginden 7'sinde, ek ALK diagnostik testi (molekdiler test ve farkli bir klon
ve saptama sistemi kullanarak IHC testi) igin kullanilabilir boyanmamis slaytlar vardir. Bu
ek test sonuglari, uyumsuz vakalarin cogunun, ALK FISH negatif oldugunda ALK durumu
icin pozitif IHC degerlendirmesi lehine oldugunu gostermistir. (Bu vakalardan elde edilen
kesilmis slaytlarin 6nerilen 3 ay1 gectigi belirtiimelidir).

VENTANA anti-ALK (D5F3) tayini negatif, ALK FISH pozitif olan uyumsuz vakalar:

e FISH ile pozitif, ancak VENTANA anti-ALK (D5F3) tayini ile negatif olan 11 vaka
vardir. 10 vakada, molekiler teknikler ve IHC ile ek ALK diagnostik testi igin
kullanilabilir boyanmamis slaytlar olmustur. Bu ek test sonuglari, VENTANA anti-
ALK (D5F3) tayini ile negatif olan vakalarin cogunun bagka bir ALK IHC sistemiyle
de negatif oldugunu ancak bir veya biden fazla molekiler tayin ile pozitif oldugunu
gostermistir. Bu vakalardan elde edilen kesilmis slaytlarin ALK IHC igin 6nerilen 3
ay1 gectigi belirtimelidir.

e Son olarak, kohortta FISH ile aydinlatici olmayan 14 vaka olmustur (sonug elde
edilmemigtir). Bunlarin 3'U, VENTANA anti-ALK (D5F3) tayini ile her iki okuyucu
tarafindan pozitif olarak degerlendirilmistir. Ayrica, H&E slaytina dayali olarak FISH
tayininin gergeklestirilemedidi (genel olarak timor igeriginin yetersiz olmasindan
dolay1) 19 vaka olmustur. Bunlar iginden her iki okuyucu, 4 vakada ALK IHC
boyama sonuglarini pozitif olarak degerlendirmistir. Bu nedenle, ortalama olarak,
FISH sonuglarinin elde edilmedigi vakalarin %21'inde VENTANA anti-ALK (D5F3)
tayini ile pozitif ALK durumu elde edilmistir.

BenchMark XT Cihazinda Laboratuvarlar Arasi Tekrarlanabilirlik
Calismasi

VENTANA anti-ALK (D5F3) tayini iin bir Laboratuvarlar Arasi Tekrarlanabilirik Calismasi,
U harici laboratuvarda 1 reaktif lotu, 3 cihaz ve ardisik olmayan 5 giinde galisilan NSCLC
(6 ALK pozitif ve 6 ALK negatif) doku numuneleri kullanilarak BenchMark XT cihazinda
ALK klinik durumunun belirlenmesinde tayin tekrarlanabilirligini géstermek tizere
tamamlanmistir. Numuneler randomize edilmistir ve kohortun ALK klinik durumu agisindan
kérlenmis toplam 6 okuyucu (2 okuyucultesis) tarafindan degerlendirilmistir. Bu kohort,
IHC ve FISH ile ALK ekspresyonu igin pozitif ve negatif olan 12 NSCLC vakasindan
olusturulan 180 slayti icermistir. Bu vakalar, 3 laboratuvarda 21 glinde kopya halinde
boyanmistir. Sonuglar igin bkz. Tablo 24. Bu galismalarda morfoloji ve arka plan igin kabul
edilebilirlik orani %100 olmustur. BenchMark XT cihazinda VENTANA anti-ALK (D5F3)
tayini igin Laboratuvarlar Arasi Tekrarlanabilirlik (ILR) ¢alismasi, degerlendirilebilir
gozlemler kullanilarak ¢ift olarak gergeklestirilen tesisler arasi, okuyucular arasi ve
calismalar arasi (giin) karsilagtirmalar igin ortalama pozitif uyum (APA) ve ortalama
negatif uyum (ANA) sa§lamistir.

Tablo 24. ILR: BenchMark XT cihazinda VENTANA anti-ALK (D5F3) tayini igin uyum
oranlari (degerlendirilen slayt n = 180).

Laboratuvarlar Arasi

Tekrarlanabilirlik igin Uyum gna.l.aija gnala.rfna $gngl l.!yum
Oranlan (ALK Klinik ozitif Uyum egatif Uyum uzdesi
Durumu) (%95 ClI) (%95 CI) (%95 CI)
Tesisler arasi %93.8 %94.9 %94.4

(3 tesis) (%76.2-100) (%79.2-100) (%83.3-100)
Giinler arasi %99.1 %99.2 %99.2
(ardisik olmayan 5 giin) (%96.4-100) (%96.9-100) (%97.5-100)
Okuyucular arasi %98.8 %99.0 %98.9

(2 okuyucultesis) (%95.2-100) (%95.8-100) (%96.7-100)

BenchMark ULTRA Cihazinda Laboratuvarlar Arasi Tekrarlanabilirlik
Calismasi

VENTANA anti-ALK (D5F3) tayini igin ek bir Laboratuvarlar Arasi Tekrarlanabilirlik
Galismasi, BenchMark ULTRA cihazinda (i¢ harici laboratuvarda 1 reakif lotu, 3 cihaz ve
ardisik olmayan 5 giinde ¢alisilan NSCLC (7 ALK pozitif ve 7 ALK negatif) doku
numuneleri kullanilarak BenchMark ULTRA cihazinda ALK klinik durumunun
belirlenmesinde tayin tekrarlanabilirligini géstermek tizere tamamlanmigtir. Numuneler
randomize edilmistir ve kohortun ALK klinik durumu agisindan kérlenmis toplam 6 okuyucu
(2 okuyucultesis) tarafindan degerlendirilmistir. Bu kohort, IHC ve FISH ile ALK
ekspresyonu igin pozitif ve negatif olan 14 NSCLC vakasindan olusturulan 210 slayti
icermistir. Bu vakalar, 3 laboratuvarda 21 glinde kopya halinde boyanmistir. Sonuglar igin

2022-11-07
FT0700-410t

9/14

bkz. Tablo 25. Havuzlanan tiim veriler igin toplam nihai boyama kabul edilebililigi orani
%99 olmustur. Bu calismalarda morfoloji ve arka plan igin kabul edilebilirlik orani %100
olmustur. Sonuglar igin bkz. Tablo 26.

BenchMark ULTRA cihazinda VENTANA anti-ALK (D5F3) tayini igin ILR galismasi,
referans standardi olarak konsensus puani kullanildiginda, tiim tesislerin, okuyucularin ve
gunlerin havuzlanmasiyla calismadan elde edilen tiim degerlendirilebilir gozlemlerde
pozitif uyum ylizdesi (PPA) ve negatif uyum yiizdesi (NPA) saglamistir.

Tablo 25. ILR: BenchMark ULTRA cihazinda VENTANA anti-ALK (D5F3) tayini igin uyum
oranlari (degerlendirilen slayt n = 210).

Laboratuvarlar Arasi o .

Tekrarlanabilik igin Uyum | 21 deym Ne%‘.‘.":luy.”m G‘;}‘P';’yﬁ"“
Oranlari (ALK Klinik e zcess zcess
Durumu) (%95 CI) (%95 Cl) (%95 Cl)
Tiim degerlendirilebilir %92.8 %100.0 %96.4

g6zlemlerde (%88.4,95.6) | (%98.2,100.0) | (%94.1,97.8)

Tablo 26. Laboratuvarlar Arasi Tekrarlanabilirlik: BenchMark ULTRA cihazinda VENTANA
anti-ALK (D5F3) tayini igin okuyucular arasi uyum oranlari (degerlendirilen slayt n = 210).

Okuyucu uyum oranlari

arasinda Laboratuvarlar Ortalama Ortalama Genel Uyum
Arasi Tekrarlanabilirlik Igin Pozitif Uyum | Negatif Uyum Yiizdesi
Uyum Oranlan (ALK Klinik (%95 Cl) (%95 Cl) (%95 Cl)
Durumu)
Okuyucu A1/ A2 %97.0 %97.3 %97.1
(%87.5-100) (%89.5-100) (%90.2-99.2)
Okuyucu B1/B2 %93.5 %94.7 %94.2
(%71.4-100) (%81.0-100) (%86.0-97.7)
Okuyucu C1/C2 %92.3 %93.2 %92.8
(%66.7-100) (%74.7-100) (%84.1-96.9)
Genel %94.3 %95.1 %94.7

(%756-100) | (%81.6-100) | (%84.1-100)

BenchMark ULTRA PLUS Cihazinda OptiView DAB IHC Detection ve
OptiView Amplification Kit'ler Kullanilarak Laboratuvarlar Arasi ve
Okuyucular Arasi Tekrarlanabilirlik Caligmasi.

VENTANA anti-ALK (D5F3) Assay igin BenchMark ULTRA PLUS Cihazi Laboratuvarlar
Arasi Tekrarlanabilirlik Calismasi, BenchMark ULTRA PLUS cihazinda, bir reaktif lotu
genelinde ve ardisik olmayan 5 guin boyunca ug harici laboratuvarin her birindeki cihazda
calisilan NSCLC (14 ALK pozitif ve 14 ALK negatif) doku numuneleri kullanilarak, ALK
klinik durumunun belilenmesinde tayin tekrarlanabilirligini gdstermek tizere
tamamlanmistir. Numuneler randomize edilmis ve toplam 6 okuyucu (2 okuyucu/tesis)
tarafindan degerlendirilmistir. Her vakada, tiim kullanilabilir okuyucu gézlemleri, vakanin
modal durumu ile karsilastiriimistir. Negatif reaktif kontrol slaytinin ve ALK boyali slaytin
kabul edilebilirligi degerlendirilen 420 slaytin (tesis bagina 140) hepsi igin %100 olmustur.
Sonuglar igin bkz. Tablo 27, Tablo 28 ve Tablo 29

VENTANA anti-ALK (D5F3) BenchMark ULTRA PLUS ILR analizi, referans standardi
olarak vaka diizeyinde modal ALK durumu kullanildiginda, tiim tesislerin, okuyucularin ve
gunlerin havuzlanmasiyla ¢alismadan elde edilen tim deg@erlendirilebilir gdzlemlerde
pozitif uyum ylizdesi (PPA) ve negatif uyum yiizdesi (NPA) saglamistir.

Tablo 27. Laboratuvarlar Arasi Tekrarlanabilirlik: BenchMark ULTRA PLUS cihazinda
VENTANA anti-ALK (D5F3) Assay igin Uyum oranlari (degerlendirilen slayt n = 420).

ALK Klinik Durumunun Pozitif Uyum Negatif Uyum | Genel Uyum

Laboratuvarlar Arasi Yiizdesi Yiizdesi Yiizdesi

Tekrarlanabilirligi (%95 CI) (%95 CI) (%95 CI)

Tiim degerlendirilebilir %98.6 %99.5 %99.0

gozlemlerde (97.3,99.7) (%98.7-100) (%98.3-99.7)
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de gergeklestirilmistir ve ortalama pozitif uyum (APA), ortalama negatif uyum (ANA)

sonuglarl asagida sunulmustur.

Tablo 28. Laboratuvarlar Arasi Tekrarlanabilirlik: BenchMark ULTRA PLUS cihazinda
VENTANA anti-ALK (D5F3) Assay i¢in uyum oranlari (degerlendirilen slayt n=420).

Laboratuvarlar Arasi

Tekrarlanabilirlik igin Uyum POr.tt.afI%ma N Orts:al;n a GeYnflt:Jyl.'m
Oranlari (ALK Klinik ozitit Lyum - Regatil Lyum tzdest
Durumu) (%95 Cl) (%95 Cl) (%95 CI)
Tesisler arasi %98.1 %98.1 %98.1

(3 tesis) (%96.6-99.4) | (%96.8-99.4) | (%96.7-99.4)
Giinler arasi %98.3 %98.3 %98.3
(ardistk olmayan 5 gtin) (%96.9-99.4) | (%97.2-995) | (%97.1-99.5)

Tablo 29. Laboratuvarlar Arasi Tekrarlanabilirlik: BenchMark ULTRA PLUS cihazinda
VENTANA anti-ALK (D5F3) Assay igin okuyucular arasi uyum oranlari (degerlendirilen

slayt n = 420).
gt;y;ﬁ:il:roﬁ:ﬁ]mau = Ortalama Ortalama Genel Uyum
Laboratuvarlar Arasi Pozitif Uyum Negatif Uyum Yiizdesi
Tekrarlanabilirligi Y sl iecl
%99.3 %99.3 %99.3
kuyucu A1/ A2
Okuyueu AT/ (%97.7-100) | (%980-100) | (%979-100)
%94.8 %95.2 %95.0
Okuyucu B1/82 (%905-986) | (%914-986) | (%91.1-08.6)
%100.0 %100.0 %100.0
k 11¢2
Okuyucu C1/C (%97.3-100) | (%97.3-100) | (%97.3-100)
Sonel %98.1 %98.1 %98.1
(%96.6-99.4) | (%967-99.4) | (%96.7-09.4)

BenchMark ULTRA PLUS ile BenchMark ULTRA cihazlari arasindaki

uyum

Birlesik Devletler'de yer alan ayri kurumlardan Ug laboratuvar, BenchMark ULTRA PLUS
cihazi ile BenchMark ULTRA cihazi arasindaki uyuma iligkin bir ¢alismaya katilmistir. Bu
calismada kullanilmak tizere, VENTANA anti-ALK (D5F3) tayininin kullanim amaci
popllasyonunun boyama araligini temsil eden yiiz kirk dért vaka segilmistir. 144 vakanin
tlimu Ventana'da, OptiView Amplification Kit ile eslestirilen OptiView DAB IHC Detection
Kit kullanilarak bir BenchMark ULTRA cihazinda boyanmigtir. Ayni vakalardan kesilen
slaytlar, OptiView DAB IHC Detection ve OptiView Amplification Kit'lerin bir lotu ile 6nerilen
boyama protokolli kullanilarak bir BenchMark ULTRA PLUS cihazinda boyanmak Uizere
randomize edilmis ve galisma tesisleri genelinde esit olarak dagitiimistir (48 vaka/tesis).
Vaka durumu agisindan kdrlenmis olan tesis bagina iki patolog, karsilik gelen BenchMark
ULTRA PLUS cihazinda boyanmis olan slaytlari degerlendirmis ve bir klinik durum
belirtmistir. 2 haftalik bir arinma suresinin ardindan, Ventana'da énceden BenchMark
ULTRA cihazinda boyanmis karsilik gelen vaka slaytlari, klinik degerlendirme igin uygun
tesislere dagitimistir. Ayrica, bir kurum ici patolog tim galisma slaytlarini incelemis ve
tesislerin her biri igin dgiincl bir patolog olarak dahil edilmistir. Sonuglar, Ventana
tarafindan ALK pozitif veya negatif klinik durum bakimindan analiz edilmistir. OPA, PPA ve
NPA oranlari sirasiyla %95.4 (412/432), %93.5 (202/216) ve %97.2 (210/216) olmusgtur. iki
tarafli %95 Cl'lar, yiizdelik bootstrap yontemi kullanilarak hesaplanmistir. Tim vakalar igin
arka plan ve morfoloji kabul edilebilirlik oranlari her iki cihazda %100 olmustur. Sonuglar
Tablo 30'da bulunabilir.
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Tablo 30. BenchMark ULTRA PLUS / BenchMark ULTRA Cihazlarinda VENTANA anti-

ALK (D5F3) Assay ile Boyanmis ALK NSCLC Vakalarinin Havuzlanmig Uyumu.

BenchMark ULTRA ALK
BenchMark ULTRA PLUS Durumy
ALK Durumu Pozitif Negatif Toplam
Pozitif 202 6 208
Negatif 14 210 224
Toplam 216 216 432
niN % (%95 Cllal)
Pozitif Uyum Yiizdesi 202/216 93.5(89.5,97.2)
Negatif Uyum Yiizdesi 210/216 97.2 (94.5,99.5)
Genel uyum yiizdesi 412/432 95.4(92.8, 97.5)

[a] Iki tarafli %95 Cl'ar, nitelendirme grubuna gére sinflandirma [ALK poxzitif, ALK negatif,
zorlu ALK pozitif, zorlu ALK negatif] ile secilen 2000 kopya ile yiizdelik bootstrap yontemi
kullanilarak hesaplanmistir.

KLINIK PERFORMANS
BenchMark XT Cihazinda Yontem Karsilagtirmasi Galismasi

Yontem Karsilastirma Galismasi kohortlari, ALK pozitif NSCLC hastalarinin kaydedildigi iki
bagimsiz, randomize, krizotinib klinik calismasindan (Calisma #1 ve Calisma #2 olarak
belirtilmistir) olusturulmustur. Bu hastalar igin ALK durumu, birgok merkez laboratuvarda
Vlysis ALK Break Apart FISH Probe Kit klinik ¢alisma tayini kullanilarak belirlenmistir.
Gegerli Vysis ALK FISH sonuglar, toplamda 1644 NSCLC doku numunesi (Galisma #1 ve
#2 icin sirastyla 1018 ve 626) elde edilmistir.

VENTANA anti-ALK (D5F3) tayini Yontem Karsilastirmasi Calismasinda, Calisma #1 ve
#2 icin taranan hastalarin numuneleri, VENTANA anti-ALK (D5F3) tayini ile boyama ve
VENTANA anti-ALK (D5F3) tayini puanlama algoritmasi kriterlerine (Tablo 6) dayali ALK
IHC durumuna ydnelik degerlendirme icin bir merkez laboratuvara génderilmistir. Klinik
calisma taramasinda gegerli Vysis ALK FISH sonuglari veren numuneler iginden,
Galisma #1'den 933 numune (Tablo 31) ve Calisma #2'den 598 numune (Tablo 33) de
VENTANA anti-ALK (D5F3) tayini igin gegerli sonuglar vermistir.

Her bir tayin icin ALK pozitif ve ALK negatif sonuglar veren numune sayisi, Galisma #1 ve
#2 kohortlari igin sirasiyla Tablo 31 ve 33'de gdsterilmektedir. iki tayin arasindaki uyum
oranlari, Galisma #1 ve #2 kohortlari igin sirasiyla Tablo 32 ve 34'da gésterilmektedir.
Raporlanan pozitif ve negatif uyum yiizdesi oranlari, sirasiyla Galisma #1 icin %86.0 ve
%96.3 (Tablo 32) ve sirasiyla Calisma #2 igin %92.7 ve %94.8 (Tablo 34) olmustur.

Tablo 31. NSCLC numunelerinde ALK durumu karsilastirmasi (Calisma #1'den kohort)
VENTANA anti-ALK (D5F3) tayini / Vysis ALK Break Apart FISH Probe Kit kullanilarak
belirlenmigtir.

Vysis ALK Break Apart FISH Probe Kit
ALK Durumu
Pozitif Negatif Toplam
Pozitif 154 28 182
VENTANA anti-ALK .
(D5F3) tayini Negatif 25 726 751
Toplam 179 754 933
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Tablo 32. Calisma #1'de VENTANA anti-ALK (D5F3) tayini ile Vysis ALK Break Apart
FISH Probe Kit arasindaki uyum oranlari.

Tablo 35. Calisma #1'e kaydolan hastalar igin krizotinib Klinik faydasi (ilerlemesiz
sagkalim).

L . Pozitif Uyum | Negatif Uyum | Genel Uyum
ﬁ'-l'l‘r:g’::r"‘f;:’as'"dak' Yilizdesi Yilizdesi Yiizdesi
y (%95 CI) (%95 CI) (%95 ClI)
VENTANA anti-ALK (D5F3)
antikoru
ve %86.0 %96.3 %94.3
. (%80.2-90.4) (%94.7-97 4) (%92.6-95.6)
Vlysis ALK Break-Apart FISH
Probe Kit

Tablo 33. NSCLC numunelerinde Galisma #2'den ALK durumu karsilagtirma kohortu,
VENTANA anti-ALK (D5F3) tayini / Vysis ALK Break Apart FISH Probe Kit kullanilarak
belirlenmistir.

Vysis ALK Break Apart FISH Probe Kit
ALK Durumu
Pozitif Negatif Toplam
Pozitif 179 21 200
VENTANA anti-ALK .
(D5F3) antikoru Negatif 14 384 398
Toplam 193 405 598

Tablo 34. Calisma #2'de VENTANA anti-ALK (D5F3) tayini ile Vysis ALK Break Apart
FISH Probe Kit arasindaki uyum oranlari.

. . Pozitif Uyum | Negatif Uyum | Genel Uyum
GLEJ?::II‘T;:QS'"““ Yiizdesi Yiizdesi Yiizdesi
y (%95 CI) (%95 CI) (%95 CI)
VENTANA anti-ALK (D5F3)
tayini
ve %92.7 %94.8 %94.1
) (%88.2-95.6) (%92.2-96.6) (%92.0-95.8)
Vlysis ALK Break Apart FISH
Probe Kit

Galisma #1 ve Galisma #2'de kullanilan doku numunelerinin, VENTANA anti-ALK (D5F3)
tayini igin 6nerilen numune hazirlama prosediirlerine gére hazirlandiginin dogrulanmadig
belirtilmelidir.

Krizotinib Klinik Sonug¢ Calismasi

VENTANA anti-ALK (D5F3) tayininin bir ALK hedeflenmis ajan olan krizotinib ile tedaviden
fayda saglayabilecek hastalarin segimi icin bir diagnostik arag olarak klinik etkililik analizi
Galisma #1'e dayanmaktadir. Bu hastalar, Yontem Karsilagtirmasi Calismasi ve bir ek
calisma kapsaminda VENTANA anti-ALK (D5F3) tayini ile test edilmistir. Calisma #1, ALK
pozitif, ileri skuamdz olmayan NSCLC'li daha énce tedavi gormemis hastalarda krizotinib
ila birinci basamak kemoterapi (pemetreksed/sisplatin veya pemetreksed/karboplatin) igin
cok merkezli, gok uluslu, randomize, agik etiketli, Faz 3 etkililik ve glivenlik calismasidr.
ALK pozitiflik durumunu ve Calisma #1 igin calisma uygunlugunu belirlemek iizere Vysis
ALK Break Apart FISH Probe Kit (ALK FISH) kullanilmistir. Vysis ALK FISH tayini
sonuglarina dayali olarak 343 hasta randomize kiimede (172 hasta krizotinib kolunda ve
171 hasta kemoterapi kolunda) yer almistir. VENTANA anti-ALK (D5F3) tayini Klinik
Sonug Galismasinda, Calisma #1'den doku numuneleri VENTANA anti-ALK (D5F3) tayini
ile retrospektif olarak test edilmistir. Calisma #1'e katilan 343 hastadan 133'G, Yontem
Karsilastirmasi Galismasi kapsaminda VENTANA anti-ALK (D5F3) tayini ile test edilmistir
ve 39 hasta daha, ayri bir galisma protokolli kapsaminda test edilmistir; VENTANA
anti-ALK (D5F3) tayini ile toplamda 172 hasta test edilmistir. ALK (D5F3) IHC ile, bu
hastalardan 166'sina ALK pozitif veya ALK negatif teshisi konulmustur. Bu hastalar igin
genel etkililik sonuglari Tablo 35'te yer alan VENTANA anti-ALK (D5F3) tayini sonuglarina
gore Gzetlenmektedir.
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Orneklem Boyutu
ALK Durumu HR2 [SE2 |%95CI2 | Kemoterapi Krizotinib
Kolu Kolu
Toplam (0.346,
Kayith FISH+ 0.454 | 0.139 0.596) 171 172
A (0.267,
FISH+ 0.407 | 0.214 0618) 82 90
ALK IHC
ile Test | FISH+IHC+ | 0.401 | 0.237 %’5355) 63 78
Edilen .
] (0431,
FISH+/IHC- | 1.711 | 0.703 6.789) 17 8

a Kemoterapi ile karsilastirmali olarak krizotinibde ilerlemesiz sagkalim (PFS) igin
gozlemlenen tehlike orani (HR); standart hata (SE) ve 2 tarafli %95 gtiven araligi (Cl).
Sonuglar, su katmanlara gore siniflandiriimig Cox modeli kullanilarak tahmin
edilmistir: irk, beyin metastazi ve ECOG puani.

b Kemoterapi kolundaki iki ALK FISH+ hasta ve krizotinib kolundaki 4 hasta icin pozitif
veya negatif ALK IHC sonucu elde edilmemistir.

Eksik veya gegersiz VENTANA anti-ALK (D5F3) tayini test sonuglarina sahip hastalar
dahil etmek ve galisma sonuglarinin saglamligini degerlendirmek igin ek veri atama
analizleri gergeklestirilmistir. Calisma #1'e kaydedilmemis uyumsuz hastalarin istatistiksel
analizi, bu hastalar igin bir dizi olasI sonug simllasyonunu i¢ermigtir. Varsayimsal
analizlerin tamamindan elde edilen sonuglar, genel olarak birincil etkililik analizinden elde
edilenlere benzerdir.

Calisma #1'den FISH+/IHC- Uyumsuz Vakalari:
Yontem Karsilagtirmasi Galigmasi

Yontem Karsilastirmasi Calismasinda (Tablo 35), Calisma #1'den 25 hasta FISH+/IHC-
olarak degerlendirilmistir. Bu vakalar igin medyan Vysis ALK FISH puani

(ALK geni yeniden diizenlemesi bakimindan pozitif %timér hiicresi) %20 olmustur
(ortalama %31.6, SD %21.58) ve bu vakalarin 14'i igin FISH puani %25 veya altinda
olmustur. Tiim vakalarda Vysis ALK FISH puanlari ALK pozitifligi iin %15 esiginin
lizerinde olmasina ragmen bunlarin puanlari FISH icin belirsiz bélgededir (%10-%50).
Bunun aksine IHC ile test edilen kayitli hastalarin tamami igin gézlemlenen medyan FISH
puani %58 olmustur (ortalama %56.9, SD %21.97).

Klinik Sonug¢ Galigsmasi

Klinik Sonug Calismasinda, Galisma #1'e kayitl 25 hasta FISH+/IHC- olarak
degerlendirilmistir (Tablo 35'un son satirina bakin). Bu vakalardan sekizi, klinik calismanin
krizotinib koluna randomize edilmistir. Bu hastalardan besinde, FISH puanlari FISH
esigine (timar hiicrelerinin %15-%18'i ALK geni yeniden diizenlemesi bakimindan pozitif)
cok yakindir ve bu hastalar ayrica objektif ilerleme veya stabil hastalik/yanit yok durumu
sergilemistir. 8 hastadan ikisinde FISH puanlari FISH igin belirsiz bdlge (timdr hiicrelerinin
%66 ve %72'si ALK geni yeniden diizenlemesi bakimindan pozitif) disindadir ve bu
hastalar, kismi bir objektif timér yaniti sergilemistir. Sekizinci IHC- hasta FISH- bir
hastadir ve hatali sekilde kaydedilmistir; bu hasta belirsiz yanit sergilemistir.

Calisma #1'den FISH-/IHC+ Uyumsuz Vakalari

VENTANA anti-ALK (D5F3) tayini Yontem Karsilastirmasi Calismasinda, Galisma #1 igin
taranan 28 vaka FISH-/IHC+ olarak degerlendirilmistir. FISH klinik calisma tayini
oldugundan ve Calisma #1'e yalnizca FISH+ vakalar kaydedildiginden, FISH-/IHC+
uyumsuz vakalarina dair sonug verileri mevcut degildir.

Seritinib Klinik Sonu¢ Caligmasi

VENTANA anti-ALK (D5F3) tayininin seritinib ile tedaviden fayda saglayabilecek hastalarin
segimi igin bir diagnostik arag olarak klinik etkililik analizi, oral seritinibin bir agik etiketli,
randomize, aktif kontrollii, gok merkezli, Faz 3 (Calisma #3) calismasina dayalidir. Bu
calismada, ALK pozitif, lokal olarak ileri veya metastatik, skuaméz olmayan NSCLC'li daha
dnce tedavi gérmemis yetiskin hastalarda seritinib ila kemoterapinin (pemetreksed ile
platinyum bazli Giftli ve ardindan 4 kiriin ardindan ilerleyici hastaligi olmayan hastalarda
pemetreksed bakimi) klinik etkililigi ve givenligi karsilastiriimistir. VENTANA anti-ALK
(D5F3) tayini, bir pozitif ALK durumu gerektiren Calisma #3 uygunludu igin toplamda
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1778 hastayi test etmek i¢in BenchMark XT cihazinda kullaniimigtir. Timérleri tayinden
ALK pozitif sonuglar elde eden toplamda 376 hasta randomize kiimesinde (189 seritinib
kolunda ve 187 kemoterapi kolunda) yer almistir. Seritinib ile tedavi edilen hastalarin
genel etkililik sonuglar Tablo 36'de 6zetlenmektedir. Seritinib, VENTANA anti-ALK (D5F3)
tayini kullanilarak segilen hastalar igin BIRC'ye gére PFS'de %45 risk diisisi (HR = 0.55;
%95 Cl: 0.42, 0.73; p < .001) ile kemoterapiye gore istatistiksel olarak anlamli ve Klinik
olarak anlamli bir fayda gdstermistir. BIRC degerlendirmesine gére medyan PFS, seritinib
kolu igin 16.6 ay (%95 Cl: 12.6, 27.2) ve kemoterapi kolu 8.1 ay (%95 Cl: 5.8, 11.1)
olmustur.

Tablo 36. Calisma #3'e kaydolan hastalar igin seritinibin klinik faydasi (ilerlemesiz
sagkalim).

; o (g Seritinib Kemoterapi
llerlemesiz Sagkalim (N =189) (N =187)
Medyan, ay (%95 CI) 2 16.6 (12.6, 27.2) 8.1(58,11.1)

HR (%95 CI) b 0.55 (042, 0.73)

p degerli © <0.001

HR = tehlike orani; Cl = giiven arali§i; BIRC = Kérlenmis Bagimsiz inceleme
Komitesi; NR = ulagilamadi; NE = tahmin edilemez

a Kaplan-Meier yontemi kullanilarak tahmin edilmistir.

b Randomizasyon siniflandirma faktdrlerine gore siniflandirilan bir Cox regresyon
modeli (WHO performans durumu: 0/ 1-2; BM varli§i veya yoklugu, daha 6nceki
neo/adjuvan kemoterapi varligi veya yoklugu), Wald testine dayali %95 Cl ile birlikte
PFS'nin tehlike oranini tahmin etmek igin kullanimigtir.

¢ Siniflandirimis log sira testine dayalidir (Not b ile ayni siniflandirma).

Tedavi amagli popilasyonda (tayin ile 1778 hasta test edilmistir) VENTANA anti-ALK
(D5F3) tayini igin boyama kabul edilebilirligi oranlari Tablo 37'te bildirilmistir. VENTANA
anti-ALK (D5F3) tayiniyle boyanmis slaytlar icin kabul edilebilir morfoloji ve kabul edilebilir
arka plan oranlari da bildiriimektedir. 122 numune igin ilk VENTANA anti-ALK (D5F3)
tayini boyama galismasi basarisiz olmustur ve bagka bir boyama galismasi
gerceklestiriimistir. Son boyama calismasinda, 122 numuneden 48'i kabul edilemez olarak
(1'i gegersiz galisma kontroli, 30'u kabul edilebilir olmayan H&E, 12'si kabul edilebilir
olmayan negatif reaktif kontrolii, 1'i kabul edilebilir olmayan arka plan, 2'si kabul edilebilir
olmayan arka plan ve morfoloji ve 2'si degerlendirilebilir olmayan IHC slayti nedeniyle)
kalmistir. VENTANA anti-ALK (D5F3) tayini, sirasiyla %93.1 ve %97.3 olmak izere
yliksek ilk ve son toplam boyama kabul edilebilirligi oranlari sergilemistir. Son morfoloji ve
arka plan kabul edilebilirlik oranlari %99 veya daha fazla olmustur.

Tablo 37. Calisma #3'e kayit igin taranan NSCLC calisma numunelerinin ilk ve son
VENTANA anti-ALK (D5F3) tayini boyama performansi ozellikleri.

Kabul Edilebilirlik Orani % (n/N)

. (%95 CI)
Degerlendirilen Boyama Ozellikleri =
Ilk Boyama Son Boyama
Caligmasi Calismasi
Genel ALK IHC boyama kabul %93.1 (1656/1778) | %97.3 (1730/1778)
edilebilirligi orani (%91.9-94.2) (%96.4-98.0)
Arka olan bovamasi %99.0 (1655/1672) | %99.8 (1727/1730)
pian boy (%98.4-99.4) (%99.5-99.9)
Morfoloii %99.0 (1657/1674) | %99.9 (1728/1730)
) (%98.4-99.4) (%99.6-100)

Alektinib Klinik Sonug¢ Galismasi

VENTANA anti-ALK (D5F3) tayininin alektinib ile tedaviden fayda saglayabilecek
hastalarin secimi igin bir diagnostik arag olarak klinik etkililik analizi, oral alektinibin bir agik
etiketli, randomize, aktif kontrollii, gok merkezli, Faz 3 (Calisma #B028984) calismasina
dayalidir. Bu galismada, ALK poxzitif, lokal olarak ilerlemis veya metastatik NSCLC'li, daha
dnce tedavi gérmemis yetiskin hastalarda alektinib tedavisi ile krizotinib tedavisinin klinik
etkililigi ve glivenligi karsilastirnimistir. VENTANA anti-ALK (D5F3) tayini, bir merkezi test
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ile bir pozitif ALK durumu gerektiren Galisma #B028984 uygunlugu igin toplamda

1239 hastayi test etmek igin BenchMark XT cihazinda kullaniimigtir. Timérleri tayinden
ALK pozitif sonuglar elde eden toplamda 303 hasta randomize edilmistir ve etkililik icin
analiz edilmistir (152 alektinib kolunda ve 151 krizotinib kolunda). Genel etkililik sonuglari
Tablo 38'te 6zetlenmektedir. Alektinib, VENTANA anti-ALK (D5F3) tayini kullanilarak
segilen hastalar igin aragtirmaci degerlendirmesine gore PFS'de %53 risk distist

(HR =0.47, %95 CI: 0.34, 0.65; p < 0.0001) ve IRC'ye gore PFS'de %50 risk diisiisii
(HR =0.50, %95 Cl: 0.36, 0.7; p < 0.0001) ile krizotinibe gére istatistiksel olarak anlamli
ve klinik olarak anlamli bir fayda géstermistir. Alektinib kolunda arastirmaci
degerlendirmesine gore medyan PFS'ye ulagilamamistir ve IRC degerlendirmesine gore
bu deger, alektinib ve krizotinib kollari igin sirasiyla 25.7 ay (%95 CI: 19.9, NE) ve 10.4 ay
(%95 Cl: 7.7, 14.6) olmustur.

Tablo 38. Calisma #B028984'e kaydolan hastalar icin alektinib veya krizotinibin klinik
faydasi (ilerlemesiz sagkalim).

Alektinib
(N=152)

NE (%17.7, NE)

Krizotinib
(N=151)

111 (%9.1,13.1)

ilerlemesiz Sagkalim Arastirmaci
degerlendirmeli

Medyan, ay (%95 Cl) @

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

p degerli © <0.0001

ilerlemesiz Sagkalim IRC Alektinib Krizotinib
degerlendirmeli (N =152) (N=151)

Medyan, ay (%95 Cl) @ 25.7 (%19.9,NE) | 104 (%7.7,1456)

HR (%95 CI) b 0.50 (%0.36, 0.70)

p degerli <0.0001

HR = tehlike orani; CI = giiven araligi; IRC = Bagimsz inceleme Komitesi;
NE = tahmin edilemez

a Kaplan-Meier yontemi kullanilarak tahmin edilmistir.

b Tehlike orani, IRC tarafindan Irk (Asya ve Asya disi) ve baslangigtaki CNS
metastazlari (var/yok) ortak degiskenleri igin siniflandiriimis Cox regresyonu ile
tahmin edilmigtir

a Sinflandinimig log sira testine dayalidir ([b] ile ayni siniflandirma).

Tedavi amagli popiilasyonda (tayin ile 1239 hasta test edilmistir) VENTANA anti-ALK
(D5F3) tayini icin boyama kabul edilebilirligi oranlari galisma A2301 sonuglarina benzerdir.

Lorlatinib Klinik Galigma Sonucu

Lorlatinibin, daha 6nce metastatik hastalik igin sistemik tedavi gérmemis, ALK pozitif
NSCLC hastalarinin tedavisindeki etkililigi, acik etiketli, randomize, aktif kontrollli, ok
merkezli bir calismada (Calisma B7461006; NCT03052608; CROWN) belirlenmistir.
Hastalarin 0-2 degerinde ECOG performans durumuna ve VENTANA anti-ALK (D5F3)
tayini ile belirlendigi sekilde ALK pozitif NSCLC'ye sahip olmalari sart kosulmustur.
Leptomeningeal metastazlar dahil olmak tzere, tedavi edilmis veya edilmemis
asemptomatik merkezi sinir sistemi (CNS) metastazlari gériilen norolojik olarak stabil
hastalar ¢alisma igin uygun kabul edilmistir.

Glinde bir kez oral yoldan 100 mg lorlatinib (n = 149) veya giinde iki kez oral yoldan

250 mg krizotinib (n = 147) almak lizere toplam 296 hasta 1:1 oraninda randomize
edilmistir. Randomizasyon, etnik kokene (Asya / Asya disi) ve baslangigta CNS
metastazlarinin varligi veya yokluguna gore siniflandirimistir. Her iki kolda tedavi, hastalik
ilerlemesine veya kabul edilemez toksisiteye kadar strdirilmisttr. Temel etkililik sonucu
olglti, versiyon 1.1'e (RECIST v1.1) gére Kérlenmis Bagimsiz Merkezi inceleme (BIRC)
ile belirlendigi sekilde ilerlemesiz sagkalim (PFS) olmustur.

Galisma sonuglari, lorlatinib kolunda krizotinib koluna gére, BICR'ye gore hastalik
ilerlemesi veya 6lum riskinde %72 disus (HR = 0.28; %95 Cl: 0.19, 0.41; p < 0.0001;
Tablo 39) ile PFS'de 6nemli ve istatistiksel olarak anlamli bir iyilesme ortaya koymustur.
OS verileri, klinik veri esiginde yeterli olgunluga ulagmamigtir.

Baslangigta beyin metastazi goriilen veya gorilmeyen katilimeilar Gzerinde yapilan alt
grup analizleri, birincil PFS sonucuyla tutarl sonuglar vermistir. CNS'nin, tek basina veya
es zamanli sistemik ilerleme ile, hastalik ilerlemesinin ilk blgesi olma olasiligi, lorlatinib
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kolunda (%2.7) krizotinib koluna gére (%23.8), 0.06 (%95 CI: 0.02, 0.18) degerinde
nedene 6zgii siniflandinimis HR ile belirgin 8lglide daha diisiik olmustur.36
Tablo 39. Calisma B7461006'da (CROWN) Genel Etkililik Sonuglari.

ilerlemesiz Sagkalim Lorlatinib Krizotinib

(BICR ile Degerlendirilmis) (N =149) (N =147)

Olay sayisl, n (%) 41 (%27.5) 86 (%58.5)
ilerleyici hastalik, n (%) 32 (%21.5) 82 (%55.8)
Olam, n (%) 9 (%6.0) 4(%2.7)

zozgg‘fl;“ olasilg 0.78(0.70,0.84) | 0.39(0.30,0.48)

Tehlike orani (%95 Cly b 0.28 (0.19, 0.41)

p degeri ¢ <0.0001

Kisaltmalar: CI = giiven araligi; NE = tahmin edilemez; PFS = ilerlemesiz
sagkalim.

a Cl'lar, orijinal élgege geri donlsiim ile log-log doniislimi kullanilarak tiiretilmistir.
b Cox orantili tehlike modeline dayall olarak siniflandinimis tehlike orani.
¢ Siniflandiriimig log sira testine dayali tek tarafli p degeri.

232 Calisma B7461006 tarama numunesinin merkezi laboratuvarlarda VENTANA
anti-ALK (D5F3) tayini ile test edilmesiyle, neredeyse Galisma A2301'de gbzlemlenen
degerlerle ayni olan boyama kabul edilebilirligi oranlari elde edilmistir.

SONUC

VENTANA anti-ALK (D5F3) tayini, BenchMark IHC/ISH cihazlarinda klinik ALK durumu
igin boyama sonuglari agisindan tekrarlanabilirdir. ikili puanlama algoritmasi okuyucular
arasinda yiiksek oranda tekrarlanabilirdir. Tayin ALK durumu igin Vysis ALK Break Apart
FISH Probe Kit ile uyumludur. VENTANA anti-ALK (D5F3) tayini; XALKORI® (krizotinib),
ZYKADIA® (seritinib), ALECENSA® (alektinib) veya lorlatinib ile tedaviye uygun hastalarin
tanimlanmasinda kullanilabilir.

SORUN GIDERME

Sistem diizeyinde insan NSCLC veya apandis doku kontrollerinde veya hasta
numunelerinde uygun olmayan boyama gézlenirse, BenchMark IHC/ISH cihazi igin cihaz
bakim prosedurlerine uyuldugundan emin olun. Higbir teknik sorun veya sapma
bildirilmemisse, bu durumda bir tekrar galismasi gergeklestirmeden dnce litfen yerel
destek temsilciniz ile iletisime gegin.
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olarak her zaman nokta kullaniimigtir. Binlik basamaklar igin ayirici
imamigtir.

Giivenlik ve performans 6zetini burada bulabilirsiniz:
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