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URCENE POUZITI

VENTANA anti-HER2/neu (4B5)
Rabbit Monoclonal Primary Antibody
(VENTANA HER?2 (4B5)) je protilétka
uréend k semikvantitativni detekci
antigenu HER2 ve formalinem
fixovanych a v parafinu zalitych fezech
normalnich a neoplastickych tkani prsu
a zaludku na barvicim automatu pro
IHC/ISH spole¢nosti VENTANA.
Indikuje se jako pomicka pfi
posuzovani stavu rakoviny prsu a
Zaludku u pacientd, u nichZ se zvazuje
lécba piipravkem Herceptin, a stavu rakoviny prsu u pacientd, u nichZ se zvazuje lé¢ba
pfipravkem Kadcyla (trastuzumab emtansin) nebo Perjeta (pertuzumab).

Hodnoceni musi provadét kvalifikovany patolog, ktery pfitom musi vzit v Gvahu vysledky
histologického vySetfeni, pfislusné klinické informace a patfiéné kontroly.

Protilatka je ur€ena k diagnostice in vitro.

SOUHRN A VYKLAD

VENTANA HER2 (4B5) je kralici monoklonalni protilatka (klon 4B5) zamérena proti
interni doméné onkoproteinu c-erbB-2 (HER2). Onkoprotein c-erbB-2 naklonoval a
popsal v roce 1986 Akiyama a kol.1 Jedna se o transmembranovy glykoprotein o
piiblizné molekulové hmotnosti 185 kD, ktery se svou strukturou podoba receptoru
epidermélniho rlistového faktoru (EGFR). Tento protein je spojovan s tyrozinkinazovou
aktivitou, ktera je podobna jako u mnohych receptord ristovych faktor( a u proteind
rodiny src majici transformujici aktivitu. Kodujici sekvence odpovida extracelularni
vazebné doméné a intracelulami kindzové doméné. To naznacuje, ze HER2 mlze byt
zapojen v signalni transdukci a stimulaci mitogenni akivity.1

Bylo Zjisténo, Ze klon 4B5 reaguje pfi metodé Western blot s proteinem 185 kD z lyzatu
bunék SK-BR-3. Linie SK-BR-3 je bunécéna linie karcinomu prsu, ktera ma 128 nasobné
zvy3enou expresi MRNA proteinu HER2.2 Velikost identifikovaného pasma dobie
koreluje s velikosti pAsma uvadéného pro protein HER2 (185 kD).! Imunohistochemické
experimenty s transfekovanymi bunéénymi liniemi (HEK293) prokazaly, Ze protilatka klon
4B5 barvi buriky transfekované HER2 a buriky transfekované HER4. U bunék
transfekovanych HER1 nebo HER3 nebylo pozorovano zadné obarveni. Z udaji metody
Western blot s rekombinantnim proteinem HER4 také vyplyva, Ze protilatka klon 4B5
rozpoznava epitop HERA4.

U karcinomu prsu je protein HER2 exprimovan na hladiné detekovatelné
imunohistochemickymi metodami aZ u 20 % adenokarcinom( z rdznych mist. Na HER2

je pozitivnich 15 — 30 % invazivnich duktalnich karcinom.3 Pozitivni jsou téméf véechny
pfipady Pagetovy nemoci prsu# a aZ 90 % pipadi duktalniho karcinomu in situ
komedonového typu.3 U karcinomu Zaludku je protein HER2 exprimovan na hlading
detekovatelné imunohistochemickymi metodami az u 30 % pfipadu stfevniho typu, u 15 %
pfipadu smiSeného typu a 5 % karcinom( zaludku difizniho typu. Imunohistochemicka
detekce zvySené exprese proteinu HER2 se rovnéz pouziva jako pomticka pfi urcovani
pacientd, u nichZ je indikovana cilena terapie pomoci HER2.5:31-35

Spole¢nost Ventana hodnotila vysledky barveni protilatkou klon 4B5 u normalnich tkéni,
neoplastickych tkani a 322 pfipadd karcinomu prsu. V normélnich testovanych tkanich
byla exprese v souladu s publikovanou literaturou, kde se neobjevilo zadné
neocekavané specifické cytoplazmatické/membranové zbarveni, s vyjimkou dvou
pfipadd mandli, kdy se projevilo membranové zbarveni epitelialnich bunék, jednoho
pfipadu pfistitné Zlazy a jednoho pfipadu epitelu jicnu. Mezi testovanymi neoplastickymi
tkanémi se objevilo cytoplazmatické/membranové zbarveni v burikach rakoviny prsu,
traéniku a vajecniku. V jedné srovnavaci studii s PATHWAY HER-2/neu (CB11) bylo
pomoci protilatky klon 4B5 hodnoceno tfi sta dvacet dva (322) karcinomt prsu. Mezi

Obr. 1. VENTANA anti-HER2/neu (4B5)
3+ k barveni pfi karcinomu zaludku
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témito dvéma testy byla prokdzana vyznamna korelace. Dalsi informace naleznete
v ¢asti Souhrn ocekavanych vysledk. Dalsi informace o protilatce klon 4B5 viz
Literatura.24-30

Pouzitim jiz nafedéné protilatky VENTANA HER2 (4B5) a souprav iVIEW DAB Detection
Kit a ultraView Universal DAB Detection Kit pfipravenych k pouziti, v kombinaci s
barvicim automatem IHC/ISH spolecnosti VENTANA, se snizuje moznost lidské chyby a
nevyhnutelné variability, k nimz dochézi b&éhem fedéni jednotlivych reagencii, ruéniho
pipetovani a ruéniho davkovani reagencii.

KLINICKY VYZNAM

Rakovina prsu je nejcastéjsi karcinom vyskytujici se u zen a je druhou nejcastéjsi pficinou
Umrti v souvislosti s rakovinou. V Severni Americe je onemocnéni Zen karcinomem prsu s
pravdépodobnosti jedné ku osmi.8 Celkové preZiti miiZe vyznamné ovlivnit véasné detekce
a vhodna é¢ba.” Karcinom Zaludku je étvrtym nejéast&jsim nadorovym onemocnénim a
celosvétové druhou nejcastéjsi pri¢inou umrti na karcinom. Nejbéznéjsi Iécbou karcinomu
zaludku je chirurgicky zakrok. Vétsina pfipadd karcinomu zaludku je vSak zjiSténa az v
pokrocilém stadiu a operace je Casto obtizna. K 1é¢bé pokrogilych pripadd karcinomu
Zaludku se pouzivéa chemoterapie, mira preZiti pacientd s karcinomem je vSak velmi nizka.
V rutinni imunohistochemii (IHC) Ize snadno pouZzivat malé vzorky tkani, diky éemuz se z
této metody pii pouziti protilatek, jeZ detekuji antigeny vyznamné pro interpretaci karcinomu,
stava Ucinny nastroj pro patology pfi stanovovani diagndzy a prognézy onemocnéni.
Jednim z dlleZitych markerd karcinomu prsu a Zaludku je v sou¢asnosti onkoprotein
c-erbB-2 (HER2).

HER2 je transmembranovy protein,8 ktery je spFiznény s EGFR a podobné jako EGFR
vykazuje tyrozinkinazovou aktivitu.1 U fady nadord, véetng karcinomu prsu a Zaludku,
byla zjisténa genova amplifikace a odpovidajici nadméma exprimace c-erbB-2.8.9
Ukazalo se, ze nékterym pacientlim s karcinomem prsu nebo Zaludku mize pomoci
|écba cilena na HER2. Lécba cilend na HER2 je G¢inna pouze u pacientli s karcinomem
prsu nebo Zaludku pozitivnim na HER2. In vitro diagnostika s cilem zji$téni stavu HER2
u karcinomu prsu nebo Zaludku je pro klinické pracovniky duleZitou pom(ckou pfi
stanovent, pro které pacienty je terapie cilena na HER2 vhodna.

Interpretace vysledkd jakéhokoli systému detekce HER2 musi zohlednit skute¢nost,
ze HER2 je exprimovan jak v nadorovych burkach karcinomu prsu nebo Zaludku,
tak ve zdravé tkani, i kdyz v riznych hladinach a s riznymi vzory exprese.10
Histologické tkanoveé preparaty maji tu vyhodu, ze je morfologie tkani neporusena,
coz usnadnuje interpretaci pozitivity vzorku na HER2.

PRINCIPY METODY

VENTANA HER?2 (4B5) je krali¢i monoklonalni protilatka, ktera se vaze na HER2 v
tkanovych fezech zalitych do parafinu. Tato specificka protilatka mize byt lokalizovana bud
pfipravkem s biotinem konjugovanou sekundami protilatkou, ktera dokaze rozpoznat kralici
imunoglobuliny, a naslednym pfidanim konjugétu streptavidinu s kfenovou peroxidazou
(HRP) (iVIEW DAB Detection Kit), nebo konjugatem sekundarni HRP pratilatky (ultraView
Universal DAB Detection Kit). Specificky komplex protilatky a enzymu je vizualizovan
srazejicim se produktem reakce s enzymem. Kazdy krok zahmuje inkubaci po pfesné
stanovenou dobu pfi pfesné stanovené teploté. Na konci kazdého inkubacniho kroku barvici
automat VENTANA IHC/ISH Fezy promyje, aby se reakce zastavila a odstranil se
nenavazany material, ktery by v dalSich krocich poZzadované reakci branil. Automat rovnéz
pfida roztok k zakryti sklicka Liquid Coverslip, ktery minimalizuje odpafovani vodnych
reagencii z preparatu.

Klinické pfipady je tfeba hodnotit s ohledem na vysledek prisluSnych kontrol. Spole¢nost
Ventana doporucuje zaclenit pozitivni kontrolni tkané fixované a zpracované stejnym
zplsobem jako vzorky pacientt (napfiklad slabé pozitivni karcinom prsu nebo Zaludku).
Vedle barveni protilatkou VENTANA HER2 (4B5) by se mél druhy preparat barvit protilatkou
CONFIRM Negative Control Rabbit Ig. Aby mohl byt test povazovan za platny, musi tkan
pro pozitivni kontrolu vykézat membranové zbarveni nadorovych bunék. Pfi barveni pomoci
CONFIRM Negative Control Rabbit Ig maji byt tyto komponenty negativni. Dale se
doporucuje, aby kazda zpracovavana davka vzork( barvena na automatu spole¢nosti
VENTANA zahmovala preparat s negativni kontrolni tkani (napfiklad karcinom prsu nebo
Zaludku negativni na HER2). Tato negativni kontrolni tkan by se méla barvit protilatkou
VENTANA HER2 (4B5), aby bylo zajisténo, Ze zesileni antigenu ani jiné postupy predbézné
Upravy nevedly k faleSné pozitivnimu obarveni.

DODANA REAGENCIE
Davkova¢ VENTANA HER2 (4B5) obsahuje mnoZstvi reagencie postacujici na 50 testd.

Jeden 5ml davkovaé VENTANA HER2 (4B5) obsahuije pfiblizné 30 pg kraliéi monoklonalni
protilatky nasmérované proti lidskému antigenu c-erbB-2.
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Protilatka je nafedéna ve fyziologickém roztoku pufrovaném 0,05 M Tris obsahujicim
0,01 M EDTA, 0,05 % Brij-35 s 0,3 % proteinového nosice a 0,05 % azidu sodného jako
konzervacni latky. Ze zasobniho roztoku je zde pfitomno stopové mnozstvi — asi 0,25 %
fetélniho teleciho séra.

Celkova koncentrace proteinu v reagencii je pfiblizné 16 mg/ml. Koncentrace specifické
protilatky ¢ini pfiblizné 6 pg/ml. VENTANA HER?2 (4B5) je krali¢i IgG nafedény ze
supematantt tkanovych kultur.

Podrobné popisy naleznete v pfibalové informaci k pfislusné detekéni soupravé VENTANA:
(1) Princip metody, (2) Potfebny material a reagencie, které nejsou soucasti dodavky,

(3) Odbér vzork(i a pFiprava pro analyzu, (4) Postup fizeni jakosti, (5) ReSeni problém,

(6) Interpretace vysledku a (7) Obecna omezeni.

POTREBNE MATERIALY, KTERE NEJSOU SOUCASTi DODAVKY

Soucasti dodavky nejsou barvici reagencie, jako jsou detekéni soupravy VENTANA a
pomocné materialy, véetné negativnich a pozitivnich kontrolnich tkanovych preparétu.
Ve v8ech zemépisnych oblastech nemuseji byt vSechny produkty uvedené v pfibalové
informaci dostupné. Obratte se na své mistni servisni zastoupeni.

UCHOVAVANI

Uchovaveite pfi teploté 2 az 8 °C. Chrarite pfed mrazem.

K zajisténi spravného nadavkovani reagencie a stability protilatky po kazdém cyklu
je nutno davkovad uzavfit vickem a okamZité uloZit ve svislé poloze do chladnicky.
Kazdy davkovac s protilatkou ma stanovenou dobu expirace. Pfi fadném skladovani
zlstane reagencie stabilni do data uvedeného na $titku. Po uplynuti data expirace
reagencie nepouzivejte.

PRIPRAVA VZORKU

Pro pouZiti této primarni protilatky s detekénimi soupravami VENTANA v barvicich
automatech VENTANA BenchMark, BenchMark GX, BenchMark XT a BenchMark
ULTRA jsou vhodné tkané zpracované béznym zplisobem, fixované ve formalinu a zalité

v parafinu. Doporugenym fixativem je 10 % neutralni pufrovany formalin.2

Rezy pro podlozni skla by mély byt fezany pfiblizné na tloustku 4 um. Skligka by méla
byt Superfrost Plus nebo ekvivalentni. Studie provedené ve spolecnosti Ventana ukazuii,
ze tkanové fezy vysusené na vzduchu a fezy bunéénych linii uchovavané pfi teploté

2 -8 °C jsou stabilni nejméné 6 mésicl. Kazda laboratof by si méla sama ovéfit
stabilitu tkanovych fezd u svych postupt a podminek skladovani.

UPOZORNENI A BEZPECNOSTNi OPATRENI

4. Kdiagnostice in vitro (IVD).

5. Poutziti tohoto produktu k vybéru pacient ro lé¢bu pripravkem Kadcyla nebo
Perjeta nemusi byt ve vSech zemépisnych oblastech k dispozici. Dostupnost ve
vasem konkrétnim misté si ovéfte u mistniho zastoupeni firmy Roche.

6.  Zabrarite kontaktu reagencii s ogima a sliznicemi. Jestlize se reagencie dostanou
do kontaktu s citlivymi oblastmi, omyjte je vydatnym mnoZstvim vody.

7. S materialy lidského nebo zvifeciho plvodu je nutno zachazet jako s biologicky
nebezpecnymi materialy a likvidovat je v souladu s pfislusnymi pfedpisy.

8.  Zabrante mikrobialni kontaminaci reagencii, mohla by zpUsobit nespravné vysledky.

9. Pridodrzeni ndvodu k pouZiti neni tento vyrobek klasifikovan jako nebezpeéna
latka. Konzervacnim prostfedkem v reagencii je azid sodny. Symptomy nadmérné
expozice azidem sodnym zahrnuji podrazdéni kize a o€i a podrazdéni sliznic a
hornich cest dychacich. Koncentrace azidu sodného ve vyrobku je 0,05 % a
nenapliuje tak kritéria OSHA pro nebezpecnou latku. Usazeniny NaN3 mohou
reagovat s olovem a médi v potrubi a vytvaret vysoce explozivni azidy kovd. Pfi
likvidaci splachujte dostate¢nym mnoZzstvim vody, aby nedochézelo k usazovani
azidu v potrubi.12 U citlivych jedinc se mohou projevit systémové alergické reakce.

10. Doporu¢ené metody likvidace jsou uvedeny v celostatnich a mistnich predpisech.

11.  BlizSi informace naleznete v bezpe¢nostnim listé vyrobku.

POSTUP BARVENI

Primami protilatky VENTANA byly vyvinuty k pouZiti v barvicich automatech VENTANA
BenchMark, BenchMark GX, BenchMark XT a BenchMark ULTRA ve spojeni s
detekénimi soupravami a pfisluSenstvim VENTANA. Doporuéené barvici protokoly jsou
uvedeny v Tabulka 1 a Tabulka 2.

Tato protilatka byla optimalizovana pro uvadéné inkubacni doby, uzivatel vSak musi
vysledky ziskané pomoci této reagencie ovéfit.

Parametry automatizovanych postup( Ize zobrazovat, tisknout a upravovat postupem
uvedenym v navodu k obsluze pfistroje. Dalsi podrobné informace o postupech
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imunohistochemického barveni naleznete v pfibalové informaci k pfislusné detekéni
soupravé VENTANA.

Tabulka 1. Doporu¢eny barvici protokol pro VENTANA HER2 (4B5) s iVIEW DAB
Detection Kit na pfistrojich BenchMark, BenchMark GX, BenchMark XT a
BenchMark ULTRA.

Metoda
Pristroj Pristroj
BenchMark a Pristroj BenchMark
Typ postupu BenchMark GX BenchMark XT ULTRA
Odstrlanovanl Zvolena Zvolena Zvolena
parafinu
] bunék
pravabunck 1 o) conditioning 1, | S8 ULTRA CCL,
(odmaskovani standardni Conditioning 1, mirné
antigenu) standardni
Protilatka . o . o . o
(primarni) 32 minut, 37 °C 32 minut, 37 °C 24 minut, 36 °C
A/B Blok
(blokovani Nezvolena Zvolena Zvolena
biotinu)
E;)rr:/ti:/aostm Hematoxylin I, Hematoxylin I, Hematoxylin I,
(Hematoxylin) 4 minuty 4 minuty 4 minuty
Po kontrastnim . . . . . .
barveni Bluing, 4 minuty Bluing, 4 minuty Bluing, 4 minuty

Tabulka 2. Doporugeny barvici protokol pro VENTANA HER2 (4B5) s detekni soupravou
ultraView DAB na piistrojich BenchMark, BenchMark GX, BenchMark XT a
BenchMark ULTRA.

Metoda

Pristroje BenchMark,

BenchMark GX a Pristroj BenchMark
Typ postupu BenchMark XT ULTRA
Odstrariovani parafinu Zvolena Zvolena

Uprava bunék
(odmaskovani antigenu)

Cell Conditioning 1,

mima ULTRA CC1, mimé&

Protilatka (primarni) 16 minut, 37 °C 12 minut, 36 °C

ultraWash Zvolena Zvolena

Kontrastni barvivo Hematoxylln Il, Hematoxylm Il,
4 minuty 4 minuty

Po kontrastnim barveni Bluing, 4 minuty Bluing, 4 minuty

POSTUPY KONTROLY KVALITY

Systémové kontrolni bunécné linie

Spoleénost Ventana dodava jako samostatny vyrobek ¢tyfi formalinem fixované kontrolni
bunécné linie zalité do parafinu, nafezané a ulozené na jednom spole¢ném sklicku. K
pfedbéznému ovéfeni zpracovaci metody pouzivané pro barveni preparatu protilatkou
VENTANA HER?2 (4B5) mohou byt vhodné kontrolni preparaty PATHWAY HER-2 4in 1
Control Slides (kat. €. 781-2991). Tyto Ctyfi kontrolni bunécné linie byly charakterizované
hybridizaci in situ na pocet genovych kopii. Pokud se bunééné linie spravné zpracuiji a
obarvi, maji se zbarvit tak, jak je popsano v tabulce 4. Jestlize indikované zbarveni neni
v pfislusnych jadrech zjevné, zejména u kontrol 1+ a 2+, je tfeba barveni tkani
zopakovat.
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Tabulka 3. Charakteristiky kontrolnich preparata PATHWAY HER-2 4 in 1 Control Slides

Skére HER2 IHC Bunécna linie Pomér HER2/Chr17*
0 MDA-MB-231 111
1+ T47D 1,12
2+ MDA-MB-453 2,66
3+ BT-474 5,53

* Pomér HER2/Chr17 je primér ze tfi Sarzi kontrolnich preparati PATHWAY HER-2
4.in 1 Control Slides stanoveny pomoci fluorescenéni in situ hybridizace (FISH).

Tkan pro pozitivni kontrolu

Pro kazdy soubor zkuSebnich podminek a pfi kazdém barveni protilatkou VENTANA
HER?2 (4B5) je tfeba analyzovat tkar pro pozitivni kontrolu, fixovanou a zpracovanou
stejnym zplisobem, jako vzorky pacientd. Tkan muze obsahovat jak pozitivné se barvici
buriky nebo soucasti tkané, tak negativni soucasti bunécné tkané, a slouZit jako tkar pro
pozitivni i negativni kontrolu. Kontrolni vzorky by mély byt Cerstvé fixované vzorky z
pitvy, biopsie nebo operace, zpracované co nejdfive a zalité stejnym zplsobem jako
testované fezy. Tyto fezy mohou slouZit ke sledovani vSech kroku analyzy, od pfipravy
tkané az po jeji barveni. Tkanové fezy fixované nebo zpracované jinym postupem nez
testovany vzorek mohou slouZit ke kontrole vSech reagencii a krokd metody kromé
fixace a zpracovani tkané. Pro optimalni kontrolu kvality a zji$téni nizSich drovni
degradace reagencie je vhodnéjsi tkan se slabym pozitivnim zbarvenim nez se silnym
pozitivnim zbarvenim. Nejvhodnéjsi je zvolit tkaf, o niz je znamo, ze poskytuje slabé, ale
pozitivni barveni, aby byla zajisténa citlivost systému na slabou degradaci reagencie
nebo problémy s imunohistochemickou metodikou. Obecné vSak neoplasticka tkan, ktera
je pozitivni na HER2, byva v disledku povahy patologie (nadmémé exprese) silné
pozitivni. Pfikladem pozitivni kontroly pro HER2 (4B5) je znamy vzorek invazivniho
karcinomu prsu slabé pozitivni na HER2 nebo slabé pozitivni vzorek karcinomu Zaludku.
Pozitivné se zbarvujici tkafové slozky (membranové barveni neoplastickych bunék) se
pouzivaji k potvrzeni pouziti protilatky a spravné funkce pfistroje.

Znamé pozitivni tkafové kontroly se maji pouzivat pouze ke sledovani spravné funkce
zpracovanych tkani a testovych reagencii, nikoliv jako pomucka pfi stanovovani
konkrétni diagndzy vzork( pacient.

Tkan pro negativni kontrolu

Jako negativni tkariovou kontrolu |ze pouZit tyz preparat, ktery se pouziva pro pozitivni
tkarovou kontrolu (duktalni nebo lobulami invazivni karcinom prsu nebo karcinom
Zaludku). Nezbarvujici se soucasti (okolni stroma, lymfoidni buriky a cévy) by mély
prokazat absenci specifického zbarveni a ukazat specifické (faleSné pozitivni) zbarveni
pozadi s primamni protilatkou. Pouzijte zndmou negativni tkari, zpracovanou a zalitou
stejnym zplisobem jako vzorky pacient.

Negativni reagencni kontrola

K usnadnéni interpretace vysledki je tfeba provést pro kazdy vzorek cyklus s negativni
reagencni kontrolou. Negativni reagenéni kontrola misto primarni protilatky slouzi k
vyhodnoceni nespecifického zbarveni. Preparat by se mél barvit protilatkou CONFIRM
Negative Control Rabbit Ig. Inkubacni doba negativni reagencni kontroly by méla
odpovidat inkubacni dobé primami profilatky.

Nevysvétlitelné rozpory

Nevysvétlitelné rozpory v kontrolach oznamte neprodlené pracovnikovi vaSeho mistniho
zastoupeni. Pokud vysledky kontrol nevyhovuiji specifikacim, jsou vysledky pacienta
neplatné. Viz ¢ast ReSeni problémd v této pfibalové informaci. Zjistéte problém a
zjednejte ndpravu; potom analyzu vzorku pacientl zopakuite.

Ovéfeni testu

Pred prvnim pouZitim protilatky nebo barviciho pfistroje v diagnostické procedufe by

méla byt ovéfena specificita protilatky testovanim na fadé dostupnych tkani se znamymi
imunohistochemickymi ucinky, které predstavuji zndmé pozitivni a negativni tkané
(prostuduite si Postupy kontroly kvality popsané vy3e v této €asti pfibalové informace a
poZadavky pro kontrolu kvality akreditacniho programu College of American Pathologists
Laboratory Accreditation Program, Anatomic Pathology Checkiist,13 nebo schvélenou
smémici CLSI14 nebo oba dokumenty). Tyto postupy kontroly kvality museji byt provedeny
vzdy, kdyz se zméni Sarze protilatky nebo kdyz se zméni parametry testu. Pro ovéreni testu
jsou vhodné tkané karcinomu prsu a Zaludku, u nichZ je znam status HER2.
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INTERPRETACE VYSLEDKU

Pfi automatizovaném postupu imunologického barveni VENTANA vznika hnédé
zbarveny reakéni produkt (DAB), ktery se vysrazi v mistech s antigenem, nalezenych
pomoci VENTANA HER?2 (4B5). Dfive nez budou vysledky interpretovany, musi
kvalifikovany patolog se zkuSenostmi s imunohistochemickymi postupy vyhodnotit
kontroly a kvalitu barevnych produktd.

Pozitivni kontroly

Nejprve je nutné otestovat obarvenou pozitivni tkanovou kontrolu k ovéfeni spravnosti
funkce vSech reagencii. Pfitomnost spravné zbarveného reakéniho produktu uvniti
membrany cilovych bunék indikuje pozitivni reaktivitu. V zavislosti na délce inkubaéni
doby a potenci pouzitého hematoxylinu zplisobi kontrastni barveni bledémodré az
tmavomodré zbarveni bunéénych jader. Nadmémé nebo neuplné kontrastni barveni
mUze spravnou interpretaci vysledkd narusit.

Pokud se u pozitivnich kontrolnich tk&ni neprojevi pozitivni zbarveni, je nutno povazovat
vysledky testovanych vzorku za neplatné.

Tkan pro negativni kontrolu

K ovéfeni specifického znaceni cilového antigenu primarni protilatkou je tfeba po tkani
pro pozitivni kontrolu otestovat tkar pro negativni kontrolu. Nepfitomnost specifického
zbarveni v tkani pro negativni kontrolu potvrzuje nepfitomnost zkfizené reaktivity s
burikami nebo ¢astmi bunék. Pokud se ve tkéni pro negativni kontrolu projevi specifické
zbarveni, je nutno povazovat vysledky vzorka pacienta za neplatné.

Negativni reagencni kontroly

Nespecifické zbarveni, pokud je pfitomné, je vétSinou difuzni. V fezech z tkani
nadmémé fixovanych formalinem se muze také objevit sporadické slabé zbarveni
pojivové tkané. K interpretaci vysledkl pouzivejte pouze intaktni buriky, jelikoz
nekrotické nebo degenerované buriky mohou Easto barvit nespecificky.

Tkan pacienta

Vzorky pacienta se vy3etfuiji jako posledni. Intenzitu pozitivniho zbarveni je tfeba hodnotit
s ohledem na pfipadné zbarveni pozadi negativni reagencni kontroly. Jako u kazdého
imunohistochemického testu znamena negativni vysledek pouze to, Ze pfislusny antigen
nebyl detekovan, nikoli, Ze neni v testovanych burikach nebo tkani pritomen. Ke spravné
interpretaci kazdého imunohistochemického vysledku je tfeba také pomoci fezil barvenych
hematoxylinem a eozinem zkoumat morfologii kazdého tkarového vzorku. Pacientovy
morfologické nalezy a pfislusné klinické idaje musi interpretovat kvalifikovany patolog.

INTERPRETACE ZBARVENI

Konvence pro vyhodnocovani vysledki pfi interpretaci barveni protilatkou
VENTANA HER2 (4B5) u karcinomu prsu

Karcinomy prsu, které se pokladaji za pozitivni na zvySenou expresi proteinu HER?2,
museji spliovat prahova kritéria intenzity obarveni (2+ nebo vy33i na stupnici od 0 do 3+)
a procentudlniho podilu pozitivnich nadorovych bunék (vice nez 10 %). Zbarveni se musi
nachazet také na bunééné membrané. Cytoplazmatické zbarveni mize byt také pfitomno,
ve stanoveni pozitivity vSak neni zahmuto. Prohlédnéte cely tkanovy fez, aby bylo
zaruceno, ze se budou vyhodnocovat pouze dobfe zachovalé a dobfe zbarvené oblasti.
Zbarveni, které zcela obklopuje cytoplazmatickou membranu, se hodnoti stupném intenzity
,2+*nebo ,3+*. Castecné zbarveni membrany se hodnoti stupném ,1+“. Mezni pfipady
miZe byt nutno pro rozliSeni mezi intenzitami ,1+“ a ,2+* vy3etfit pfi 40nasobném nebo
vy$$im zvétdeni. Oproti pfipadim hodnocenym intenzitou 3+ ma zbarveni o intenzité 2+
ostrejSi a jasnéji vyznaceny kruh, zatimeo pfipady vyhodnocené jako 3+ vykazuiji velmi
silnou konturu. Kritéria barveni pro rychlou orientaci jsou uvedena nize v tabulce.
Podrobnéjsi popis a fotografie zbarveni ziskaného pomoci protilatky VENTANA HER2
(4B5) naleznete v pfirucce Interpretacni prirucka pro barveni VENTANA anti-HER2/neu
(4B5) Rabbit Monoclonal Primary Antibody pfi karcinomu prsu a Zaludku.
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Tabulka 4. Kritéria intenzity a vzoru obarveni bunétné membrany protilatkou VENTANA
HER? (4B5) u karcinomu prsu

Hodnoceni
obarveni HER2

Skore (hlasené

Vzor zbarveni oSetrujicimu lékafi)

Nebylo pozorovano Zadné

L. . 0 Negativni
membranové zbarveni

Bledé, astecné obarveni
membrany u jakéhokoli podilu 1+
rakovinnych bunék

Negativni

Slabé celkové zbarveni
membrany, vice nez 10 % 2+
rakovinovych bunék

Nejednoznaéné*

Intenzivni celkové zbarveni
membrany, vice nez 10 % 3+
rakovinovych bunék

Pozitivni

*Doporucena reflexni hybridizace in situ (ISH)

Konvence pro vyhodnocovani vysledku pfi interpretaci barveni protilatkou
VENTANA HER2 (4B5) u karcinomu Zaludku

Karcinomy Zaludku, které se povazuji za pozitivni na zvySenou expresi proteinu HER2,
museji spifovat prahova kritéria intenzity a vzoru obarveni membrany (2+ nebo vice na
stupnici od 0 do 3+) a procentualniho podilu pozitivnich nadorovych bunék. Zbarveni se
musi lokalizovat na bunééné membrané, ale nemusi byt zcela obvodové, protozZe je
pravidelné pozorovano bazolateralni zbarveni, které by se pfi vyhodnoceni vysledki
mélo zohlednit. MiZe dojit ke zbarveni cytoplazmy a/nebo jadra, toto zbarveni se v8ak
pfi uréovani pozitivity nebere v Gvahu. U karcinomu Zaludku zavisi procento pozitivnich
nadorovych bunék na tom, zda se jedna o vzorek z biopsie (= 5 koheznich bunék) nebo
zresekee (=10 %).

V ramci pokynt pro vyhodnoceni vysledku pro imunohistochemické testy na HER2 u
karcinomu ZaludkulS je nutno upozomit, e i kdy? je silné zbarveni membran znamkou
zvySené exprese proteinu HER2 v neoplastickych burikach, nemusi byt zcela obvodové.
Ruschoff a kol. popsali u karcinomu Zaludku difuzni zbarveni cytoplazmy s obarvenim
jadra i bez n&j.16 Pfi uréeni exprese proteinu HER2 u karcinomu Zaludku by se mélo
pouZivat pouze zbarveni membran.

Imunohistochemické barveni protilatkou klon 4B5 mize vést k obarveni cytoplazmy i
jader normalni zalude¢ni sliznice a vzacnéji u neoplastickych bunék karcinomu Zaludku a
karcinomu Zaludku/jicnu. Povaha tohoto obarveni cytoplazmy a jader neni dosud znama.
Tento vzor obarveni by se nemél zaménovat s diskrétnim obarvenim membrany, které je
znamkou pozitivity na HER2 u neoplastickych bunék.

Podrobnéjsi popis a fotografie zbarveni ziskaného pomaci protilatky VENTANA HER2
(4B5) naleznete v pfirucce Interpretacni pfirucka pro barveni VENTANA anti-HER2/neu
(4B5) Rabhit Monoclonal Primary Antibody pfi karcinomu prsu a Zaludku.
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Tabulka 5. Kritéria intenzity a vzoru obarveni bunééné membrany protilatkou VENTANA
HER?2 (4B5) u karcinomu Zaludku

Vzor obarveni -
vzorek z resekce

Vzor obarveni -
vzorek z biopsie

Skare
(hlaSené
lékafi, ktery si
vyzadal test)

Hodnoceni
obarveni HER2

reaktivita membran u

Z4dn reaktivita nebo

Z4dn4 reaktivita
nebo reaktivita

nadorovych bunék

<10 % nadorovych membran u viech 0 Negativni
bunék nadorovych bunék
Bledé/sotva patrna Shluk nadorovych
reaktivita membrén bunék* s
u =10 % nadorovych bledousotva patrmou
bunék; buriky jsou reaktivitou membran 1+ Negativni
reaktivni pouze v bez ohledu na
¢asti svych membran procento obarvenych
nadorovych bunék
Slaba az stfedni Shluk nadorovych
UpIn4, bazolateraini bunék se slabou
nebo lateralni az stfedni Uplnou,
reaktivita membran u bazolateralni nebo
> 10 % nadorovych lateralni reaktivitou 2+ Nejednoznaéné**
bunék membrén bez ohledu
na procento
obarvenych
nadorovych bunék
Silna dplna, Shiuk nddorovych
bazolateraini nebo bunék se silnou
lateraIni reaktivita Uplnou, bazolateralni
membran u =10 % nebo lateralni N Pozitivni
nadorovych bunék reaktivitou membran
bez ohledu na
procento obarvenych

* 2 5 koheznich bunék

** Doporucena reflexni hybridizace in situ (ISH)

OMEZENI

VS§eobecna omezeni

12.  Imunohistochemie je vicestupriovy diagnosticky proces, ktery vyzaduje specializované
vySkoleni ve vybéru vhodnych reagencii a tkani, ve fixaci a zpracovani, v pfipravé

imunohistochemického preparatu a v interpretaci vysledkd zbarveni.

13.  Zbarveni tkéné zavisi na manipulaci s tkani a na jejim zpracovani pfed barvenim.
Nespravna fixace, zmrazeni, rozmrazeni, oplach, suseni, zahfivani, fezani nebo
kontaminace jinymi tkanémi nebo tekutinami mdze vést ke vzniku artefaktd,
zachytu protilatky nebo k fale$né negativnim vysledkim. V disledku odchylek
pfi fixaci a metodach zalévani ¢i nasledkem stavajicich nerovnomérnosti ve tkani
mohou byt vysledky nekonzistentni.

14.  Nadmérné nebo nelpIné kontrastni barveni muze narusit spravnou interpretaci

vysledku.

15.  Klinickou interpretaci pfipadného pozitivniho zbarveni nebo jeho nepfitomnosti je
tfeba provadét s ohledem na klinickou historii, morfologii a dal3i histopatologicka
kritéria. Klinickou interpretaci pozorovaného nebo naopak nezjisténého zbarveni je
vzdy tfeba doplnit morfologickym vySetfenim a fadnymi kontrolami a také dal$imi
diagnostickymi testy. Je véci kvalifikovaného patologa, aby byl dobfe obeznameny
s protilatkami, reagenciemi a metodami pouzivanymi pfi interpretaci barveného
preparatu. Barveni se musi provadét v certifikované laboratofi s pfislusnym
opravnénim a pod dohledem patologa zodpovédného za hodnoceni obarvenych
preparatt a vhodnost pouzivanych pozitivnich a negativnich kontrol.

16. Spoleénost Ventana dodava protilatky a reagencie, které jsou pro pouZziti
optimalné nafedéné, pokud jsou dodrzeny pokyny, které jsou soucasti produktu.
Jakéakoli odchylka od doporucenych postupti testu miize vést k tomu, Ze
ocekavané vysledky budou neplatné. Je nutno pouzivat a dokumentovat pfislusné
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kontroly. UZivatel, ktery se od doporuéenych postupl odchyli, musi na sebe vzit
odpovédnost za interpretaci vysledkd pacientd.

Tento vyrobek neni uréen pro pritokovou cytometrii, charakteristiky ucinnosti
zatim nejsou znamy.

U tkani, které nebyly pfedem testovany, mohou reagencie vykazovat neoekavané
reakce. V dusledku biologické variability exprese antigenu v neoplazmé nebo jinych
patologickych tkanich nelze dokonce zcela vyloucit moznost neoéekavanych reakci
ani v testovanych skupinéch tkéni.17 Se zdokumentovanymi neogekavanymi
reakcemi se obratte na mistni zastoupeni spolec¢nosti Ventana.

Tkané osob infikovanych virem hepatitidy B, které obsahuji povrchovy antigen
(HBsAg) hepatitidy B, mohou s kfenovou peroxidazou vykazovat nespecifické
zbarven.18

Fale$né negativni vysledky se mohou vyskytovat v diisledku neimunologické
vazby protein(i nebo produktd reakce se substratem. Mohou byt také zpsobeny
aktivitou pseudoperoxidazy (erytrocyty) a aktivitou endogenni peroxidazy
(cytochrom C) nebo endogennim biotinem (pfiklad: jatra, mozek, prs, ledvina)

v zavislosti na typu pouZitého imunohistochemického barviva.19

Jako u kazdého imunohistochemického testu znamena negativni vysledek pouze
to, Ze antigen nebyl detekovan, nikoli, Ze antigen neni v testovanych burikach
nebo tkani pfitomen.

SPECIFICKA OMEZENI

1.

Protilatka musi byt optimalizovana, jak je pro platformy a detekéni materialy
spolecnosti VENTANA uvedeno v tabulkach 1 a 2. Vzhledem k riiznym zpUsobdm
fixace a zpracovani tkani mlize byt zapotfebi zvysit nebo sniZit na jednotlivych
vzorcich inkubacni dobu primami protilatky. DalSi informace o proménnych fixace
naleznete v pfiruéce ,Immunohistochemistry Principles and Advances*.20
Protilatka ve spojeni s detek&nimi soupravami a pfislusenstvim VENTANA
detekuje antigen, ktery pfeZiva v béznym zplisobem zpracované a nafezané tkani,
fixované ve formalinu. UZivatelé, ktefi nedodrzi doporucené postupy, nesou
odpovédnost za interpretaci vysledki pacienta.

Na specificitu byla testovana kostni dreri. Dfive nez budou interpretovany vysledky
zbarveni, musi uZivatel stanovit pfislu$né zbarveni ve tkanich.
Imunohistochemické barveni protilatkou klon 4B5 mize vést k obarveni cytoplazmy i
jader u normalni Zaludegni sliznice a vzacnéji u neoplastickych bunék karcinomu
Zaludku a karcinomu Zaludku/jicnu. Povaha tohoto obarveni cytoplazmy a jader neni
dosud znama. Tento vzor obarveni se nesmi zamériovat s diskrétnim obarvenim
membrany, které je u neoplastickych bunék zndmkou pozitivity na HER2.

FUNKCNi CHARAKTERISTIKY

Funkce protilatky VENTANA HER2 (4B5) byla hodnocena na zakladé studii specificity,
reprodukovatelnosti a porovnani metod. Veskeré barveni probihalo podle vySe uvedeného
protokolu detekéni soupravy iVIEW DAB Detection Kit na barvicim automatu Benchmark
XT, pokud neni uvedeno jinak. Nejprve jsou uvedeny tdaje pro karcinom prsu a poté pro
karcinomy Zaludku.

1.

Specificita: Specificita protilatky klon 4B5 byla stanovena ve studii, ktera u vétSiny
normalnich tkani nevykézala zadné specifické obarveni membran. Vysledky byly
nasledujici: nadledvina (0/3), prs (0/3), maly mozek (0/3), mozek (0/3), délozni
hrdlo (0/3), traénik (0/3), jicen (1/3), srdce (0/2), ledvina (0/3), jatra (0/3), plice
(0/3), mesotelidini buriky (0/3), vajeénik (0/3), slinivka bfini (0/3), pfistitna zlaza
(1/3, fokalni membranové zbarveni), periferni nerv (1/3), hypofyza (0/2), prostata
(1/3), slinna Zlaza (0/3), skeletalni sval (0/3), kize (0/3), tenké stfevo (0/3), slezina
(0/3), Zaludek (0/3), varlata (0/3), brzlik (0/2), &titna Zlaza (0/3), mandle (2/3 fokalni
zbarveni epitelialnich bunék povrchu) a déloha (0/3).

Specificita protilatky klon 4B5 byla stanovena také ve studii, ktera u vétsiny
neoplastickych tkani nevykézala Zzadné specifické obarveni membréan. Vysledky
byly nésledujici: rakovina prsu (1/4), karcinoid (0/2), rakovina traéniku (1/3),
hepatocelularni rakovina (0/5), leiomyom (0/2), rakovina plic (0/2), lymfom (0/3),
melanom (0/2), rakovina vaje¢niku (1/2), rakovina slinivky bfini (0/3), rakovina
prostaty (0/3), rakovina rendlnich bunék (0/5), sarkom (0/2), rakovina zaludku (0/3),
Pozitivni obarveni epitelu mandli, jicnu, prostaty, periferniho nervu, pfistitného
téliska, karcinomu prsu, tlustého stfeva a karcinomu vajecniku je shodné

s vysledky uvadénymi v dostupné odborné literatufe pojednavajici o expresi HER2.

2. Senzitivita: senzitivitu ukazuji tabulky 9 a 11: Konsenzuélni imunohistochemicka
(IHC) skére pratilatky klon 4B5 od tfi patologli v porovnani s metodou FISH.
2013-10-09 5/15

FT0700-410g

Roche)

Reprodukovatelnost barveni v ramci cyklu na barvicich platformach pfistroji
BenchMark a BenchMark XT byla stanovena metodou barveni po tfech
preparatech z péti tkani karcinomu prsu, jejichz skére exprese HER2 €inilo 0, 1+,

2+, a 3+. U kazdého pfipadu se v rdmci cyklu a na vSech testovanych platformach
spravné zbarvily tfi preparaty ze 3. Uzivatel musi ovéfit reprodukovatelnost
vysledkd v ramci jednoho cyklu barvenim rlznych setl sériovych fezl s nizkou,
stfedni a vysokou hustotou antigenu v jednom cyklu.

Reprodukovatelnost barveni mezi cykly a mezi platformami byla stanovena
metodou barveni po tfech preparatech z péti tkani karcinomu prsu, jejichZ skére
exprese HER2 ¢inilo 0, 1+, 2+, a 3+, ve tfech rGznych cyklech na platformach
pfistrojti BenchMark a BenchMark XT. U kazdého pfipadu se ve vSech tfech
cyklech a na viech testovanych platformach spravné zbarvilo devét preparatli z 9.
Reprodukovatelnost barveni mezi laboratofemi a reprodukovatelnost
vyhodnocovani vysledk mezi odecitateli na pfistroji BenchMark XT: Do studie
mezilaboratorni reprodukovatelnosti se zapojily tfi laboratofe. Na kazdé pracovisté
byly k barveni na automatickém barvicim pfistroji VENTANA BenchMark XT podle
doporuceného barviciho protokolu odeslany preparaty ze 40 pfipadl invazivniho
karcinomu prsu, fixované v neutralnim pufrovaném formalinu [VZdy 10 z kazdé
kategorie HER2 (0-1+, 2+, 3+)] a Sest (6) kontrolnich preparati PATHWAY HER-2
4.in 1 Control Slides. Kontroly zahrnovaly kontrolni preparaty PATHWAY HER-2
4.in 1 Control Slides a druhy preparat barveny negativni Ig reagencii. Posuzovano
podle kontrol nemélo zadné pracovisté Zadny neplatny cyklus. Vysledky
analyzovala spole¢nost Ventana. Ticet Ctyfi preparaty ze Ctyficeti (34/40)
vykazovaly na véech pracovistich podobnou intenzitu zbarveni. Sest pipadt (6/40
nebo 15 %) se liSilo maximainé o jednu droven. Tfi (3/6) vzorky se liSily mezi 0 a
1+, coz bylo v obou pfipadech povazovano za negativni. Dva vzorky (2/40 ¢ili 5 %)
se liSily mezi 2+ a 3+ a jeden vzorek (1/40) lezel v rozmezi od 1+ do 2+.
Reprodukovatelnost vyhodnoceni vysledk( mezi odecitateli na pfistroji BenchMark
XT: U vSech Ctyficeti pfipadu (100 %) se na hodnoceni shodli minimainé 2 ze 3
patologu.

Reprodukovatelnost mezi Sarzemi byla stanovena metodou automatizovaného
barveni 5 tkani z karcinomu prsu, jejichz skore exprese HER2 €inilo 0, 1+, 2+ a 3+,
za pouziti 3 Sarzi protilatky HER2 (4B5). Obarvené tkané byly hodnoceny tremi
kvalifikovanymi hodnotiteli stupnici 0 az 3+. Mezi hodnotiteli bylo dosazeno 100 %
shody mezi Sarzemi pro 3 preparaty a 5 obarvenych tkani.

Srovnavaci studie mezi krali¢i monoklonalni protilatkou klon 4B5 a mysi
monoklonalni protilatkou PATHWAY HER-2/neu (CB11): Souhrn z provedenych
studii. Srovnavaci studie metod byla provedena za ucelem zjisténi vzajemného
vztahu mezi protilatkou klon 4B5 a protilatkami PATHWAY HER-2/neu (CB11)

a PathVysion Her-2 FISH, coZ jsou diagnostické testy schvalené FDA. Studie se
Ucastnilo Sest hodnotiteld. Dvé skupiny ti hodnotitelll hodnotily dvé nezavislé
skupiny (skupina 1: n = 178, skupina 2: n = 144), za pouZiti znamych pfipadl
karcinomu prsu barvenych pomoci PATHWAY HER-2/neu (CB11) a klon 4B5.
Udaje FISH byly ziskany z anamnézy pacientii. U kaZdého pFipadu bylo pro
kazdou protilatku stanoveno konsenzualni skére od tfi odecitatelt za Ucelem
omezeni variability mezi odeitateli, ktera je popsana u vyhodnoceni vysledki
HER?2.21,22,23 Byly hodnoceny celkem 322 pfipady. Preparaty barvené pomoci
PATHWAY HER-2/neu (CB11) byly zpracovény a obarveny podle navodu vyrobce
uvedeného v pfibalové informaci k tomuto pfipravku. Hodnoceni preparéti
barvenych pomoci PATHWAY HER-2/neu (CB11) bylo provedeno v rozmezi asi
jednoho roku od barveni. JelikoZ skore od jednoho z Sesti odecitatell byla mimo
interval spolehlivosti, jsou data z obou skupin prezentovana takto:

Reprodukovatelnost vzorkil ze srovnavacich studii mezi jednotlivymi patology
Tabulka 6. Skupina 1: Konsensualni imunohistochemicka (IHC) skére od ffi patologl

Skore protilatky Skare protilatky PATHWAY HER-2/neu (CB11)
klon 4B5 3+ 2+ 0,1+ Celkem
3+ 29 24 5 58

2+ 2 13 17 32
0,1+ 0 0 53 53
Celkem 31 37 75 143

Skupina 1: Funkéni charakteristiky pro prezentaci 3 x 3.
Celkové shoda je 29 + 13 + 53/143 = 66,4 % (95 % interval spolehlivosti = 38,6 %, 59,7 %).
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Skupina 1: Funkéni charakteristiky pro prezentaci 2 x 2 [pozitivni (2+ a 3+) a negativni
skore (0+ a 1+) protilatky HER-2 jsou sdruzena].
Pozitivni procentualni shoda je 29 + 2 + 24 + 13/31 + 37 = 100 %
(95 % interval spolehlivosti = 97,5 % — 100 %).
Negativni procentudini shoda je 53/75 = 70,7 % (95 % interval spolehlivosti =
58,5 % - 80,1 %)
Celkova shoda je 29 + 24 + 2 + 13 + 53/143 = 84,7 % (95 % interval spolehlivosti =
78,2 % - 90,0 %).

Tabulka 7. Skupina 2: Konsensualni imunohistochemicka (IHC) skore od tfi patologd

Skére protilatiy Skoére protilatky PATHWAY HER-2/neu (CB11)
klon 4B5 3+ 2+ 0,1+ Celkem
3+ 72 1 0 73

2+ 1 12 5 18

0, 1+ 0 7 80 87
Celkem 73 20 85 178

Skupina 2: Funkéni charakteristiky pro prezentaci 3 x 3.
Celkova shoda je 72 + 12 + 80/178 = 92,1 % (95 % interval spolehlivosti = 80,1 %, 93,1 %).
Skupina 2: Funkéni charakteristiky pro prezentaci 2 x 2 [pozitivni (2+ a 3+) a negativni
skore (0+ a 1+) protilatky HER2 jsou sdruZena).
Pozitivni procentualni shoda je 72 +12 + 1+ 1/73 +20=92,5%
(95 % interval spolehlivosti = 85,2 % — 96,9 %).
Negativni procentudini shoda je 80/85 = 94,1 % (95 % interval spolehlivosti =
86,8 % - 98,1 %)
Celkova shoda je 72 + 12 + 1 + 1 + 80/178 = 93,3 % (95 % interval spolehlivosti =
88,5% - 96,4 %).

Tabulka 8. Skupina 1: Konsenzudlni IHC hodnoceni PATHWAY HER-2/neu (CB11)
fi patolog oproti FISH.

Skore protilatky Vysledek metody FISH

;/ﬁl-: \?(I;/EYIT)ER Pozitivni Negativni Celkem
3+ 32 0 ~

2+ 32 5 37
0,1+ 22 53 75
Celkem 86 58 144

Skupina 1: Charakteristiky U¢innosti pro PATHWAY HER-2/NEU (CB11) a FISH,
prezentace 2 x 2 (kde hodnoceni 2 a 3 jsou povaZovana za pozitivni)

Pozitivni procentualni shoda je 32 +32/86 = 74,4 % (95 % interval spolehlivosti =
63,8 % - 83,2 %).
Negativni procentudini shoda je 53/58 = 91,4 % (95 % interval spolehlivosti =
80,9 % - 97,1 %)

Celkova shoda je 32 + 32 + 53/144 = 81,2 % (95 % interval spolehlivosti = 73,9 % - 87,2 %).

Tabulka 9. Skupina 1: Konsenzudlni imunohistochemicka (IHC) skére protilatky klon
4B5 od tfi patologli v porovnani s metodou FISH

Skore protilatky Vysledek metody FISH
klon 4B5 Pozitivni Negativni Celkem
3+ 55 3 58
2+ 25 8 33
0, 1+ 6 47 53
Celkem 86 58 144
2013-10-09 6/15
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Skupina 1: Funkéni charakteristiky pro protilatku klon 4B5 a metodu FISH, prezentace

2 x 2 (kde jsou skdre 2 a 3 pokladana za pozitivni).
Pozitivni procentudlni shoda je 55 + 25/86 = 93,0 % (95 % interval spolehlivosti =
87,9 % — 96,3 %).
Negativni procentualni shoda je 47/58 = 81,0 % (95 % interval spolehlivosti =
73,4 % — 86,0 %)

Celkova shoda je 55 + 25 + 47/144 = 88,2 % (95 % interval spolehlivosti = 82,1 % — 92,2 %).

Tabulka 10. Skupina 2: Konsenzualni IHC hodnoceni PATHWAY HER-2/neu (CB11)
tfi patologU oproti FISH.

Skore protilatky Vysledek metody FISH

;ﬁlﬂ\z\é\g{l;m Pozitivni Negativni Celkem
3+ 72 1 73

2+ 13 7 20

0, 1+ 8 7 85
Celkem 93 85 178

Skupina 2: Charakteristiky G¢innosti pro PATHWAY HER-2/neu (CB11) a FISH,
prezentace 2 x 2 (kde hodnoceni 2 a 3 jsou povaZovana za pozitivni).

Pozitivni procentudlni shoda je 72 +13/93 = 91,3 % (95 % interval spolehlivosti =
85,0 % - 96,7 %).
Negativni procentudlni shoda je 77/85 = 90,6 % (95 % interval spolehlivosti =
83,9 % - 96,3 %)

Celkova shoda je 72 + 13 + 77/178 = 91,0 % (95 % interval spolehlivosti =

86,5 % — 94,9 %).

Tabulka 11. Skupina 2: Konsenzualni imunohistochemicka (IHC) skére protilatky klon
4B5 od tfi patologli v porovnani s metodou FISH

Skére protilitky klon |_/YStedek metody FISH

4B5 Pozitivni Negativni Celkem
3+ 72 1 73

2+ 11 7 18
0,1+ 10 77 87
Celkem 93 85 178

Skupina 2: Funkéni charakteristiky pro protilatku klon 4B5 a metodu FISH, prezentace
2 x 2 (kde jsou skore 2 a 3 pokladana za pozitivni).
Pozitivni procentudlni shoda je 72 + 11/93 = 89,2 % (95 % interval spolehlivosti =
82,5 % —95,1 %).
Negativni procentudlni shoda je 77/85 = 90,6 % (95 % interval spolehlivosti =
84,0 % - 96,4 %)
Celkova shoda je 72 + 11 + 77/178 = 90,0 % (95 % interval spolehlivosti = 85,4 % — 93,6 %).

Reprodukovatelnost vzorkii ze srovnavacich studii mezi jednotlivymi patology
Jelikoz je zndmo, Ze rlizni patologové mohou interpretovat imunohistochemické
preparaty rizné, byli k hodnoceni preparatli pfizvani v kazdé z téchto dvou skupin tfi
patologové (celkem tedy 6 patologu). K vysloveni koneéného vysledku bylo pouzito
pravidlo dva ze tfi. Nize je uveden souhrn vysledkd ziskanych z hodnoceni tfi patologli
ve srovnavaci studii vzork{ pro kazdou skupinu.
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Tabulka 12. Skupina 1: Skore protilatky klon 4B5 od tfi patologd

Roche)

Tabulka 15. Skupina 2: Hodnoceni PATHWAY HER-2/neu (CB11) tfemi patology.

Skore protilatky klon 4B5
Skore HER2 Hodnotitel 1 Hodnotitel 2 Hodnotitel 3
3+ 72 70 73
2+ 22 19 18
0,1+ 80 89 87
Celkem 174 178 178

Poznamka: Pfi hodnoceni tfemi patology se o vice nez jednu uroven ({j. 0, 2+)
liSily celkem 3 vzorky.

Vzorek 1: Jeden patolog hodnotil jako 2+, dva patologové jako 0+.
Vzorek 2: Jeden patolog pridélil skore 0+, dva patologové skore 2+.

Vizorek 3: Jeden patolog pfidélil skore 0+, druhy skore 1+ a tfeti skore 2+.

Tabulka 13. Skupina 1: Hodnoceni PATHWAY HER-2/neu (CB11) tfemi patology.

Skare protilatky PATHWAY HER-2/neu (CB11)
Skore HER2 Hodnotitel 1 Hodnotitel 2 Hodnotitel 3
3+ 72 75 73
2+ 22 22 18
0,1+ 80 81 87
Celkem 174 178 178

Poznamka: Pfi hodnoceni tfemi patology se o vice nez jednu uroven
(. 1-3+) liSil celkem 1 vzorek.

Vzorek 1: Jeden patolog pridélil skore 1+, druhy skére 2+ a tfeti skdre 3+.

Tabulka 14. Skupina 2: Skére protilatky klon 4B5 od tfi patolog.

Skore protilatky klon 4B5
Skore HER2 Hodnotitel 4 Hodnotitel 5 Hodnotitel 6
3 59 65 50
2 30 28 39
0,1 52 51 55
Celkem 141 144 144

Poznamka: Pfi hodnoceni tfemi patology se o vice nez jeden stupefi
(napt. 0, 3+) lisilo 6 vzorkd.

Vzorek 1: Jeden patolog pridélil skore 0+, druhy skére 0+ a tfeti skore 2+.
Vizorek 2: Jeden patolog pfidélil skore 1+, druhy skore 1+ a tfeti skore 3+.
Vzorek 3: Jeden patolog pridélil skore 0+, druhy skore 2+ a tfeti patolog skére 2+.
Vzorky 4 a 5: Jeden patolog pfidélil skore 0+, druhy skore 2+ a tfeti skore 2+.
Vzorek 6: Jeden patolog pfidélil skore 0+, druhy skére 3+ a tfeti skdre 3+.

2013-10-09
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Skore protilatky PATHWAY HER-2/neu (CB11)
Skore HER2 Hodnotitel 4 Hodnotitel 5 Hodnotitel 6
3+ 31 37 28
2+ 38 32 47
0,1+ 75 75 69
Celkem 144 144 144

Poznamka: Pfi hodnoceni tfemi patology se o vice nez jednu Uroven (j. 0-2+)
lisilo celkem 8 vzorkd.

Vizorky 1-6: Jeden patolog pfidélil skore 0+, druhy skore 1+ a tfeti skore 2+.
Vizorky 7 a 8: Jeden patolog pridélil skore 0+, druhy skore 2+ a tfeti skore 2+.

Nasleduje srovnani rozsahl procentuaini shody napfi¢ pary patologu (tfi pary pro
kazdou skupinu).

Tabulka 16. Rozsahy shody 2X2* u tfech patologu

Celkova Pozitivni Negativni
procentudlni procentualni procentudlni
shoda shoda shoda
Protilatka klon 4B5 vs. PATHWAY HER-2/neu (CB11)
Skupina 1 82,6 -86,9 % 97,3-100,0 % 68,0-75,4 %
Skupina 2 88,2-95,5% 87,6 -95,6 % 86,1-954%
Clon 4B5 vs. metoda FISH
Skupina 1 86,8 - 88,2 % 90,7-94,2% 79,3-81,0%
Skupina 2 87,4-89,9% 88,2-90,0% 845-918%
PATHWAY HER-2/neu (CB11) vs. FISH
Skupina 1 79,9-84,0% 73,3-80,2% 89,7-89,7%
Skupina 2 84,8-93,3% 86,7-92,5% 82,7-94,1%

*0, 1+ = negativni. 2+ a 3+ = pozitivni.

Zavér: Z Udajli ziskanych z téchto studii vyplyva, ze primamni protilatka klon 4B5 byla ve své
schopnosti lokalizovat pfislusné membranové barveni u normalnich a neoplastickych tkani
specifické a reprodukovatelné. Udaje z porovnani metod prokazaly, Ze primami protilatka
klon 4B5 je indikovana jako pomdcka pfi hodnoceni pacientd s karcinomem prsu, u nichZ je
zvazovana terapie pfipravkem Herceptin.

9. Funkéni charakteristiky na pfistroji BenchMark ULTRA za pouziti detekénich
souprav iVIEW DAB Detection Kit nebo ultraView Universal DAB Detection Kit:

Reprodukovatelnost barveni na pfistroji BenchMark ULTRA mezi laboratofemi a mezi
dny: Na studii mezilaboratorni reprodukovatelnosti se podilely tfi laboratofe z riiznych
instituci ve Spojenych statech. Na jednotliva pracovisté studie byly k barveni na
barvicich automatech VENTANA BenchMark ULTRA podle doporu¢eného barviciho
protokolu a za pouZiti soupravy ultraView Universal DAB Detection Kit distribuovany
preparaty s formaldehydem fixovanymi a v parafinu zalitymi fezy ziskanymi od 48
pfipad invazivniho karcinomu prsu [po 12 z kazdé kategorie HER2 (0, 1+, 2+, 3+)] a
1 par kontrolnich preparatd PATHWAY HER-2 4 in 1 Control Slides. Kontroly
zahrnovaly kontrolni preparaty PATHWAY HER-2 4 in 1 Control Slides a druhy
preparat barveny negativni Ig reagencii. Patologové, pro které byl status piipad
zaslepeny, preparaty vyhodnotili a pfiradili jim klinické skore (0, 1+, 2+, 3+). Vysledky
analyzovala spole¢nost Ventana. Za pouZiti standardni nomenklatury pro tabulky 2x2
byla vypoctena primérna pozitivni shoda (APA) mezi pracovisti jako [2a/(2a+b+c)] a
primérna negativni shoda (ANA) jako j [2d/(2d+b+c)]. Prdméma pozitivni shoda na
zakladé klinického hodnoceni (pozitivniho, negativniho) mezi vdemi pracovisti Cinila
90,0 % (108/120) a primérna negativni shoda mezi vSemi pracovisti dosahla 92,9 %
(156/168). V/ pfipadé porovnani pracovist v parech byla priméma pozitivni shoda
vypoctena jako a/(a+c) a primérna negativni shoda jako d/(b+d). Hodnota primémé
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pozitivni shody €inila 93,0 % (40/43) mezi pracovisti A vs. B, 87,2 % (34/39) mezi
pracovisti A vs. C a 89,5 % (34/38) mezi pracovisti B vs. C. Hodnota primémé
negativni shody Cinila 94,3 % (50/53) mezi pracovisti A vs. B, 91,2 % (52/57) mezi

pracovisti A vs. C a 93,1 % (54/58) mezi pracovisti B vs. C.

Nésledujici tabulky uvadéji ve formatu 3 x 3 vysledky kazdého odeitatele na
zakladé klinického skore, pfiemz skore 2+ a 3+ jsou oddélena.

Tabulka 17. Analyza hodnot mezilaboratorni shody mezi pracovisti A vs. B ve formatu
3 x 3 - protilatka klon 4B5 na pfistroji BenchMark ULTRA s detekéni soupravou
ultraView Universal DAB Detection Kit.

Pracovisté B
Pracovisté A 3+ 2+ 0,1+ Celkem
3+ 12 2 0 14
2+ 0 6 2 8
0,1+ 0 1 25 26
Celkem 12 9 27 48
Celkovéa procentuélni shoda (OPA): n/N (%) 43/48 (89,6)

Tabulka 18. Analyza mezilaboratorni shody mezi pracovisti A vs. C ve formatu 3 x 3 —
protilatka klon 4B5 na pfistroji BenchMark ULTRA s detekéni soupravou ultraView
Universal DAB Detection Kit

11.

Roche)

dny na zakladé klinickych skore €inily 100 % pro kazdé vzajemné porovnani dnd
i pro vSechny kombinace dnd.

Studie porovnavajici barvici platformu BenchMark ULTRA s barvicimi
platformami BenchMark XT:

Do srovnavaci studie platforem byly zapojeny dvé laboratofe provadéjici barveni

a dvé pracovisté provadéjici odecitani, vSechny v USA. Na dvé pracovisté
provadgjici barveni byly k barveni na pfistrojich BenchMark XT a BenchMark
ULTRA podle pfislusnych doporuéenych barvicich protokoll za pouziti detekéni
soupravy ultraView Universal DAB Detection Kit nahodné distribuovany preparaty
s formaldehydem fixovanymi a v parafinu zalitymi fezy ziskanymi od 280 pfipadt
invazivniho karcinomu prsu [pfiblizné 70 pfipadu z kazdé kategorie HER2 (0-1+,
2+, 3+), 140 pfipadl na kazdé pracovisté]. Kontroly zahrnovaly kontrolni preparaty
PATHWAY HER-2 4 in 1 Control Slides a druhy preparét barveny negativni Ig
reagencii. Obarvené pfipady z pracovisté 1 a pracovisté 2 byly rozdéleny do ¢tyF
sad preparatli a tyto sady byly po jedné pfedany tfem riiznym kvalifikovanym
odegitatellim (patologdim), jednomu odegitateli na pracovisti 1, jednomu na
pracovisti 2 a jednomu na pracovisti 3. Patologové, ktefi neznali status pripadu ani
platformu barveni, vyhodnotili véechny ctyii sady preparatli a kazdému pfipadu
pfifadili klinické skére (4. 0, 1+, 2+, 3+). Vysledky analyzovala spole¢nost Ventana.
Hodnoty pozitivni procentudini shody (a spodni hranice oboustrannych 95 %
intervall spolehlivosti) pro barveni protilatkou klon 4B5 na pfistroji BenchMark
ULTRA oproti pfistroji BenchMark XT na zakladé klinického hodnoceni
(pozitivniho, negativniho) €inily 91,6 % (85,9) u odegitatele A, 91,2 % (85,3) u
odecitatele B a 94,9 % (89,3) u odecitatele C. Hodnoty negativni procentudini
shody (a spodni hranice oboustrannych 95 % intervalt spolehlivosti) pro barveni
protilatkou klon 4B5 na pfistroji BenchMark ULTRA oproti pfistroji BenchMark XT
na zakladé klinického hodnoceni (pozitivniho, negativniho) €inily 91,9 % (85,8) u

Pracovisté C
Pracovisté A 3+ 2+ 0,1+ Celkem
3+ 12 1 1 14
2+ 0 4 4 8
0,1+ 0 0 26 26
Celkem 12 5 31 48
Celkova procentudlni shoda (OPA): n/N (%) 42148 (87,5)

Tabulka 19. Analyza mezilaboratorni shody mezi pracovisti B vs. C ve formatu 3 x 3 —
protilatka klon 4B5 na pfistroji BenchMark ULTRA s detekéni soupravou ultraView
Universal DAB Detection Kit

Pracovisté C
Pracovisté B 3+ 2+ 0,1+ Celkem
3+ 12 0 0 12
2+ 0 5 4 9
0,1+ 0 0 27 27
Celkem 12 5 31 48
Celkové procentudlni shoda (OPA): n/N (%) 44/48 (91,7)

10.

2013-

BenchMark ULTRA Reprodukovatelnost barveni na pfistroji mezi
jednotlivymi dny:

Cast studie hodnotici reprodukovatelnost mezi jednotlivymi dny zahrnovala 12
pfipadl se zdmémym rozdélenim na piiblizné tfi (3) pfipady z kazdého klinického
skore (0, 1+, 2+, 3+). V jedné instituci (pracovisté C) provadéjici Cast studie
hodnotici reprodukovatelnost mezi jednotlivymi dny probéhlo na pfistroji
BenchMark ULTRA celkem pét cykld v ¢asovém intervalu nejméné 20 dni tak,

Ze zadné dva dny, kdy se provadélo barveni, nenasledovaly po sobé&. Hodnoty
primémé pozitivni shody i primémé negativni shody pro €ast studie hodnotici
reprodukovatelnost mezi jednotlivymi dny zalozené na klinickém hodnoceni
barveni protilatkou klon 4B5 na pracovisti C mezi vSemi dny ¢inily 100 %. Hodnoty
celkové procentuélni shody (OPA) pro porovnani mezi jednotlivymi

10-09 8/15

FT0700-410g

odecitatele A, 93,8 % (88,3) u odecitatele B a 99,3 % (96,3) u odecitatele C.
Celkova procentuélni shoda mezi barvenim protilatkou klon 4B5 na piistroji
BenchMark ULTRA oproti pfistroji BenchMark XT na zakladé analyzy klinického
hodnoceni (pozitivniho, negativniho) ve formétu 2 x 2 ¢inila 91,8 % u odecitatele A,
92,5 % u odecitatele B a 97,4 % u odeitatele C. V nasledujicich tabulkéch jsou
uvedeny hodnoty shody mezi platformami ve formatu 3 x 3 pro kazdého
odecitatele na zakladé klinického skore (0/1+, 2+, 3+):

Tabulka 20. Analyza hodnot shody mezi platformami pro pfistroj BenchMark ULTRA
versus BenchMark XT ve formétu 3 x 3 — odegitatel A.

Pristroj BenchMark

ULTRA Pristroj BenchMark XT

Odecitatel A 3+ 2+ 0,1+ Celkem

3+ 84 11 1 96

2+ 8 28 9 45

0,1+ 4 8 114 126
Celkem 96 47 124 267
Celkové procentudlni shoda: 226/267 (84,6) (79,8-88,5)
n/N (%) (95 % interval spolehlivosti)

Tabulka 21. Analyza hodnot shody mezi platformami pro pfistroj BenchMark ULTRA
versus BenchMark XT ve formétu 3 x 3 - odegitatel B.

Pristroj BenchMark

ULTRA Pristroj BenchMark XT

Odecitatel B 3+ 2+ 0,1+ Celkem
3+ 64 2 1 67

2+ 3 56 7 66

0, 1+ 2 10 122 134
Celkem 69 68 130 267
Celkové procentudlini shoda: 2421267 (90,6) (86,5-93,6)
n/N (%) (95 % interval spolehlivosti)
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Tabulka 22. Analyza hodnot shody mezi platformami pro pfistroj BenchMark ULTRA
versus BenchMark XT ve formatu 3 x 3 — odecitatel C.

Pristroj BenchMark

ULTRA Pristroj BenchMark XT

Odecitatel C 3+ 2+ 0,1+ Celkem
3+ 64 1 0 65

2+ 2 45 1 48

0,1+ 0 6 148 154
Celkem 66 52 149 267
Celkova procentudlni shoda: 257/267 (96,3) (93,2-98,0)
n/N (%) (95 % interval spolehlivosti)

12.  Reprodukovatelnost mezi patology u vzorku ze srovnavaci studie platforem:

Pro kazdou platformu byly pro Sest moznych parovych kombinaci mezi odecitateli
vypocteny hodnoty pozitivni a negativni shody s oboustrannymi 95 % intervaly
spolehlivosti.

Pro pfistroj BenchMark ULTRA €inily hodnoty pozitivni procentuaini shody 94,7 %
(126/133) pro odecitatele A vs. B, 98,2 % (111/113) pro odeitatele A vs. C,
98,2 % (111/113) pro odeitatele B vs. C, 89,4 % (126/141) pro odecitatele B vs.
A, 78,7 % (111/141) pro odecitatele C vs. A a 83,5 % (111/133) pro odecitatele C
vs. B. Hodnoty negativni procentudini shody ¢inily 88,8 % (119/134) pro
odecitatele A vs. B, 80,5 % (124/154) pro odecitatele A vs. C, 85,7 % (132/154)
pro odecitatele B vs. C, 94,4 % (119/126) pro odecitatele B vs. A, 98,4 %
(124/126) pro odecitatele C vs. A a 98,5 % (132/134) pro odecitatele C vs. B.
Hodnota celkové procentualni shody byla nejvy$si mezi odecitateli A a B (91,8 %)
a niz8i mezi odecitateli B a C (91,0 %) a odecitateli A a C (88,8 %).
Pro pfistroj BenchMark XT €inily hodnoty pozitivni procentuaini shody 94,9 %
(130/137) pro odecitatele A vs. B, 98,3 % (116/118) pro odecitatele A vs. C,
98,3 % (116/118) pro odecitatele B vs. C, 90,9 % (130/143) pro odeditatele
Bvs. A, 81,1 % (116/143) pro odecitatele C vs. A a 84,7 % (116/137) pro
odegitatele C vs. B. Hodnoty negativni procentuaini shody €inily 90,0 % (117/130)
pro odecitatele A vs. B, 81,9 % (122/149) pro odeitatele A vs. C, 85,9 %
(128/149) pro odegitatele B vs. C, 94,4 % (117/124) pro odeitatele B vs. A,
98,4 % (122/124) pro odecitatele C vs. A a 98,5 % (128/130) pro odecitatele C vs.
B. Hodnota celkové procentudlni shody byla nejvy3Si mezi odecitateli A a B
(92,5 %) a nizsi mezi odecitateli B a C (91,4 %) a odecitateli A a C (89,1 %).

13.  Studie porovnavajici detekéni soupravy iVIEW DAB Detection Kit a ultraView
Universal DAB Detection Kit:

Skupina pracovidté 1 zahrnujici 140 formalinem fixovanych a v parafinu zalitych
pfipadd invazivniho karcinomu prsu [pfiblizné 35 pfipadu z kazdé kategorie HER-2
(0, 1+, 2+, 3+)] byla pouzita ve srovnavaci studii detekénich souprav iVIEW DAB
Detection Kit versus ultraView Universal DAB Detection Kit pfi barveni protilatkou
klon 4B5 na barvicim automatu BenchMark ULTRA. Srovnavaci studie detekénich
souprav se Ucastnila jedina laboratof provadgjici barveni a tfi pracovisté
provadgjici odecitani v USA. Pro barveni protilatkou klon 4B5 na pfistroji
BenchMark ULTRA byly zjistovany hodnoty pozitivni procentuaini shody mezi
vysledky ziskanymi za pouziti detekéni soupravy iVIEW DAB Detection Kit

a detekéni soupravy ultraView Universal DAB Detection Kit na zakladé klinického
hodnoceni (pozitivniho, negativniho) a tyto hodnoty €inily 95,8 % (68/71) u
odecitatele A, 96,9 % (63/65) u odeitatele B a 96,5 % (55/57) u odecitatele C.
Hodnoty negativni procentualni shody mezi detekénimi metodami €inily 90,8 %
(59/65) u odecitatele A, 91,5 % (65/71) u odecitatele B a 97,5 % (77/79) u
odecitatele C. Hodnoty celkové procentudini shody mezi detekénimi soupravami
Cinily 93,4 % (127/136) u odecitatele A, 94,1 % (128/136) u odecitatele B a 97,1 %
(132/136) u odegitatele C. V nasledujicich tabulkach jsou uvedeny hodnoty shody
pii porovnani detekce ve formatu 3 x 3 pro kazdého odecitatele na zakladé
klinického skore (0/1+, 2+, 3+):

2013-10-09 9/15
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Tabulka 23. Odecitatel A, analyza hodnot shody pfi porovnani detekéni soupravy iVIEW
DAB Detection Kit vs. ultraView Universal DAB Detection Kit ve formatu 3 x 3 - barveni
protilatkou klon 4B5 na pfistroji BenchMark ULTRA

iVIEW DAB

Detection Kit ultraView Universal DAB Detection Kit

Odegitatel A 3+ 2+ 0,1+ Celkem
3+ 43 5 0 48

2+ 3 17 6 26

0,1+ 0 3 59 62
Celkem 46 25 65 136

AN 0465 % tenval spoleivost) 1197136 (87.5) (80,9-92.0)

Tabulka 24. Odecitatel B, analyza hodnot shody pfi porovnani detekéni soupravy iVIEW
DAB Detection Kit vs. ultraView Universal DAB Detection Kit ve formatu 3 x 3 - barveni
protilatkou klon 4B5 na pfistroji BenchMark ULTRA

iVIEW DAB

Detection Kit | ultraView Universal DAB Detection Kit

Odegitatel B | 3+ 2+ 0,1+ Celkem
3+ 32 0 0 32

2+ 0 31 6 37

0,1+ 1 1 65 67
Celkem 33 32 71 136
ﬁﬁ\m/)a(gsmg ?rftuearlxyzils;?(ﬂzhlivosti) 128/136 (34.1) (88,8-97.0)

Tabulka 25. Odecitatel C, analyza hodnot shody pfi porovnani detekéni soupravy iVIEW
DAB Detection Kit vs. ultraView Universal DAB Detection Kit ve formétu 3 x 3 — barveni
protilatkou klon 4B5 na pfistroji BenchMark ULTRA

14.

iVIEW DAB

Detection Kit | ultraView Universal DAB Detection Kit

Odecitatel C 3+ 2+ 0,1+ Celkem
3+ 32 0 0 32

2+ 0 23 2 25

0,1+ 0 2 77 79
Celkem 32 25 79 136
ﬁ/er\:k(%a(géo% ?r:tjeaxehs::c?lghlivosti) 132/136 (97,1) (92,7-98,9)

Reprodukovatelnost mezi patology u vzorki ze srovnavaci studie detekcnich
souprav:

Pro kazdou metodu byly pro Sest moznych parovych kombinaci mezi odecitateli
vypocteny hodnoty pozitivni a negativni shody s oboustrannymi 95 % intervaly
spolehlivosti.

Pro detekéni soupravu iVIEW DAB Detection Kit Cinily hodnoty pozitivni
procentudlni shody 100,0 % (69/69) pro odecitatele A vs. B, 98,2 % (56/57) pro
odecitatele A vs. C, 96,5 % (55/57) pro odecitatele B vs. C, 93,2 % (69/74) pro
odecitatele B vs. A, 75,7 % (56/74) pro odecitatele C vs. A a 79,7 % (55/69) pro
odecitatele C vs. B. Hodnoty negativni procentuélini shody inily 92,5 % (62/67)
pro odecitatele A vs. B, 77,2 % (61/79) pro odecitatele A vs. C, 82,3 % (65/79)
pro odecitatele B vs. C, 100,0 % (62/62) pro odecitatele B vs. A, 98,4 % (61/62)
pro odecitatele C vs. A a 97,0 % (65/67) pro odecitatele C vs. B. Hodnota celkové
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shody byla nejvy3si mezi odecitateli A a B (96,3 %) a nizSi mezi odecitateli Aa C
(86,0 %) a odecitateli B a C (88,2 %).

Pro detekéni soupravu ultraView Universal DAB Detection Kit €inily hodnoty
pozitivni procentualni shody 96,9 % (63/65) pro odecitatele A vs. B, 98,2 % (56/57)
pro odecitatele A vs. C, 98,2 % (56/57) pro odecitatele B vs. C, 88,7 % (63/71)
pro odecitatele B vs. A, 78,9 % (56/71) pro odecitatele C vs. A a 86,2 % (56/65)
pro odeitatele C vs. B. Hodnoty negativni procentualni shody Cinily 88,7 % (63/71)
pro odecitatele A vs. B, 81,0 % (64/79) pro odecitatele A vs. C, 88,6 % (70/79)
pro odecitatele B vs. C, 96,9 % (63/65) pro odecitatele B vs. A, 98,5 % (64/65)
pro odecitatele C vs. A a 98,6 % (70/71) pro odecitatele C vs. B. Hodnoty celkové
shody byly u vSech pari odecitateld podobné, Cinily 92,6 % (126/136) mezi
odecitateli A a B, 88,2 % (120/136) mezi odecitateli A a C a 92,6 % (126/136)
mezi odecitateli Ba C.

FUNKCNi CHARAKTERISTIKY U ZALUDECNICH PRIPADU

1.

Reprodukovatelnost mezi cykly na pfistroji BenchMark XT byla stanovena v péti
cyklech provedenych béhem 5 dnli (nenasledujicich po sobé). Pét sklicek
obsahuijicich tfi pfipady Zaludeéni tkané, jejichz skore exprese HER2 €inilo 0, 1+,
2+ a 3+, prokézalo 100 % shodu pozitivni/negativni hodnoty pro kazdou tkan.
Reprodukovatelnost v ramci cyklu na pfistroji BenchMark XT byla stanovena na
28 sklickach obsahujicich tfi pfipady zalude¢ni tkané, jejichz skére exprese
HER2 ¢inilo 0, 1+, 2+ a 3+. VSechny pfipady mély pro kazdy typ tkané stejné
pozitivni/negativni skore.
Reprodukovatelnost v ramci platformy byla stanovena na tfech pfistrojich BenchMark
XT. V&ech 30 sklicek z kazdého ze dvou riznych vicetkarovych blokd obsahujicich
tfi pfipady Zaludecni tkang, jejichz skore exprese HER2 €inilo 0, 1+, 2+ a 3+,
vykazalo v téchto cyklech pro kazdy typ tkané stejné pozitivni/negativni hodnoceni.
Reprodukovatelnost v rémci platformy byla testovana na tfech pfistrojich
BenchMark ULTRA. V téchto cyklech vSech 15 skliek z jednoho vicetkariového
bloku vykazalo pro kazdy typ tkané stejné pozitivnilnegativni hodnoceni.
Reprodukovatelnost mezi platformami byla testovana na tfech pfistrojich
BenchMark XT a tfech pfistrojich BenchMark ULTRA. V téchto cyklech viech
30 sklicek z jednoho vicetkanového bloku vykazalo pro kazdy typ tkané stejné
pozitivni/negativni hodnocen.
Porovnani detekénich souprav iVIEW DAB Detection Kit a ultraView
Universal DAB Detection Kit u Zaludecnich pfipadu:
K porovnani detekénich souprav na dvou pfistrojich (pfistroji BenchMark XT a
pfistroji BenchMark ULTRA) za pouziti detekénich souprav iVIEW DAB Detection
Kit a ultraView Universal DAB Detection Kit byla pouZzita protilatka klon 4B5. V
ramci testovani bylo pouZito 210 pfipadd tkané. Obarvena sklicka byla hodnocena
podle pozitivniho/negativniho skére.
Jak u detekénich souprav, tak u pfistroji byly hodnoty pro morfologii i pozadi
100 % pfijatelné. Nasledujici tabulky uvadéji pfimé porovnani pozitivniho a
negativniho klinického hodnoceni mezi detekénimi soupravami pro kazdy pfistroj.

Tabulka 26. Klinické hodnoceni pro detekéni soupravy ultraView Universal DAB
Detection Kit versus iVIEW DAB Detection Kit na pfistroji BenchMark XT.

ultraView Universal DAB JHIIELY DS DG o (!

Detection Kit Pozitivni  [Negativni Celkem

Pozitivni 21 0 21

Negativni 0 189 189

Celkem 21 189 210
n/N %

Pozitivni procentualni shoda 2121 100

Negativni procentudini shoda 189/189 100

Celkova procentudlni shoda 210/210 100
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Tabulka 27. Porovnani klinického hodnoceni na barvicich platforméach BenchMark XT a
BenchMark ULTRA za pouziti detekéni soupravy ultraView Universal DAB Detection Kit.

BenchMark XT barvici platforma

BenchMark ULTRA barvici platforma s
detekéni soupravou ultraView Universal

s detekéni soupravou ultraView DAB Detection Kit

Universal DAB Detection Kit Pozitivni  |Negativni Celkem

Pozitivni 20 1 21

Negativni 0 189 189

Celkem 20 190 210
N % (95 % interval

spolehlivosti)

Pozitivni procentualni shoda 20/20 100 (83,9-100)
Negativni procentudini shoda 189/190 99,5 (97,1-99,9)
Celkova procentudlni shoda 209/210 99,5 (97,4-99,9)
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Porovnani protilatky klon 4B5 s testem HercepTest u lidského karcinomu
Zaludku:

Byla provedena zaslepena externi studie s cilem porovnani G¢innosti barveni
protilatkou klon 4B5 na pfistroji BenchMark XT s Gc¢innosti barveni pomoci

testu Dako HercepTest. Ve studii bylo testovano pfiblizné 239 pfipadi karcinomu
Zzaludku spolu se 159 pfipady z laboratofe TARGOS, z klinické studie ToGA,
kterd zkoumala status HER2 a Klinické vysledky u pacientl lé¢enych pfipravkem
Herceptin. Laboratof barvila pfipady protilatkou klon 4B5 a za pouZiti testu
HercepTest. Patolog piifadil pfipadim skére na stupnici 0/1+, 2+ a 3+. Pozitivni
pfipady mély skére 2+ a 3+, negativni pfipady mély skére 0 a 1+.

Tabulky 28 a 29 obsahuji hodnoty shody mezi protilatkou klon 4B5 a testem
HercepTest v ¢lenéni podle zdroje tkéné. Tabulka 28 porovnava pozitivni versus
negativni vysledky, zatimco tabulka 29 vyuZiva imunohistochemickou stupnici pro
3 kategorie, 0/1+, 2+ a 3+. Celkova shoda u vSech tkani ¢ini 91,0 % v tabulce 28 a
95,3 % v tabulce 29.

Tabulka 28. Hodnoty procentualni shody a 95 % intervaly spolehlivosti pro protilatku klon
4B5 (IHC) a test HercepTest v ¢lenéni podle zdroje tkané. Oba imunohistochemickeé testy
byly hodnoceny jako pozitivni versus negativni (0/1+ versus 2+/3+).

Celkova Pozitivni Negativni

procentualni procentudlni procentudlni

shoda shoda shoda

(95 % interval (95 % interval (95 % interval

spolehlivosti) n | spolehlivosti) n spolehlivosti)
362\ o1 (87,7-93.4) gg’ 82,1 (70.2-90,0) g}é’ 92,4 (89,1-94,8)

Tabulka 29. Hodnoty procentudlni shody a 95 % intervaly spolehlivosti pro protilatku
klon 4B5 (IHC) a test HercepTest v ¢lenéni podle zdroje tkané. Imunohistochemickym
testum bylo pfifazeno skore 0/1+, 2+ nebo 3+.

Celkova procentuélni shoda

Zdroj tkané n (95 % interval spolehlivosti)

TMA a ToGA

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

5.

Mezilaboratomi reprodukovatelnost pro protilatku klon 4B5: Studie byla provadéna na
tfech vyzkumnych pracovistich. Vzorky byly do studie vybrany na zakladé
imunohistochemického klinického skore podle protilatky kion 4B5 v takovém slozent,
aby byl pocet pozitivnich (3+) a negativnich (0, 1+) pfipadu piiblizné stejny. Navic
byly zkoumany dalsi az Ctyfi pfipady karcinomu Zaludku zafazené jako 2+.
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VSechna tfi pracovisté pouzivala platformu BenchMark XT i platformu BenchMark
ULTRA a na kazdé platformé uskutecnila Ctyfi barvici cykly. Pfipady byly pro
barveni nahodné rozdéleny za pouziti stratifikovaného randomizacniho postupu,
ktery pfidélil pfipady tak, aby kazdy cyklus obsahoval pfipady zastupuijici vSechny
kategorie skore HER2 u karcinomu zaludku. Cykly na kazdém pfistroji na kazdém
pracovisti obsahovaly stejné piipady. Na kazdém pracovisti bylo od kazdého
pfipadu barveno jedno sklicko protilatkou klon 4B5 a jiné sklicko od téhoz pfipadu
kontrolnim imunoglobulinem CONFIRM Negative Control Rabbit Ig na platformé
BenchMark ULTRA. Podobné byl na kazdém pracovisti barven druhy par sklicek
od téhoz pfipadu na platformé BenchMark XT. Sklicka hodnotil na kazdém
pracovisti jeden kvalifikovany odeitatel, ktery neznal pfedem stanovena
imunohistochemicka (IHC) klinicka skore zadného ze vzorku.

Celkova shoda mezi véemi hodnotitelnymi pfipady Cinila 100 % pro vSechna tfi
vzéjemna porovnani mezi pracovisti jak pro platformu BenchMark ULTRA, tak pro
platformu BenchMark XT. Celkovéa shoda mezi platformou BenchMark ULTRA a
platformou BenchMark XT €inila pro vSechny hodnotitelné pfipady v kazdém ze tfi
pracovist 100 %. Hodnoty pfijatelnosti morfologie i pozadi dosahly u v&ech pfipadd
a u obou platforem na pracovistich A a C 100 % a na pracovisti B > 95 %, viz
nasledujici tabulky.

Tabulka 30. Celkova shoda Klinického hodnoceni mezi pracovisti: vSechny hodnotitelné
pfipady

Pristroj BenchMark ULTRA Celkové procentuéini shoda

Pracovisté A vs. pracovisté B: n/N (%)

0, -
(95 % interval spolehlivosti) 30/30 (100 %) (88,6 - 100)

Pracovisté A vs. pracovisté C: n/N (%)

0 -
(95 % interval spolehlivosti) 30/30 (100 %) (88,6 - 100)

Pracovisté B vs. pracovisté C: n/N (%)

0, -
(95 % interval spolehlivosti) 30/30 (100 %) (88,6 - 100)

Pristroj BenchMark XT Celkové procentuéini shoda

Pracovisté A vs. pracovisté B: n/N (%)

0, -
(95 % interval spolehlivosti) 31/31 (100 %) (89,0 -100,0)

Pracovisté A vs. pracovisté C: n/N (%)

0 -
(95 % interval spolehlivosti) 31/31 (100 %) (89,0-100,0)

Pracovisté B vs. pracovisté C: n/N (%)

0, -
(95 % interval spolehlivosti) 31/31 (100 %) (89,0 -100,0)

Tabulka 31. Celkova shoda Klinického hodnoceni mezi platformami: vSechny
hodnotitelné pfipady

Pristroj BenchMark ULTRA vs.

BenchMark XT Celkové procentuélini shoda

Pracovisté A: n/N (%)

0, -
(95 % interval spolehlivosti) 40/40 (100 %) (91,2 - 100)

Pracovisté B: n/N (%)

0 -
(95 % interval spolehlivosti) 34/34 (100 %) (89,8 - 100)

Pracovisté C: n/N (%)

0, -
(95 % interval spolehlivosti) 32132 (100 %) (89,3 - 100)
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Tabulka 32. Hodnoty pfijatelnosti barveni pozadi a morfologie: vSechny pripady

Pristroj BenchMark e e s
ULTRA Pracovisté A Pracovisté B Pracovisté C
Hodnoty pfijatelnosti 44/44 (100 %) 4344 (97,7 %) | 44/44 (100 %)
morfologie

Hodnoty pfijatelnosti 44/44 (100 %) 42/44 (95,5 %) 44/44 (100 %)
pozadi

Pristroj BenchMark XT Pracovisté A Pracovisté B Pracovisté C
Hodnoty piijatelnosti 4444 (100 %) 43/44 (97,7 %) | 44/44 (100 %)
morfologie

Hodnoty piijatelnosti 4444 (100 %) 43/44 (97,7%) | 44/44 (100 %)
pozadi

11/15

Studie porovnavajici barvici platformy BenchMark a BenchMark GX s barvici
platformou BenchMark XT:

Sklicka s fezy ze 3 TMA obsahujici formalinem fixované a v parafinu zalité
pfipady karcinomu Zaludku [pfiblizné 50 piipad na TMA] byla obarvena na
pfistroji BenchMark XT, pfistroji BenchMark a pfistroji BenchMark GX podle
pfislusnych doporucenych barvicich protokoll pro detekéni soupravy ultraView
Universal DAB Detection Kit a iVIEW DAB Detection Kit. Kontroly zahrmovaly
kontrolni sklicka PATHWAY HER-2 4 in 1 Control Slides a druhé skli¢ko vzdy

s pfipadem barvenym negativni Ig reagencii. Obarvena sklicka vyhodnotil jeden
odeditatel (patolog).

Hodnoty celkové shody (a spodni hranice oboustrannych 95 % intervalil spolehlivosti)
byly pro barveni protilatkou klon 4B5 na zakladé klinického hodnoceni (pozitivniho,
negativniho) nasledujici: pfistroj BenchMark versus pfistroj BenchMark XT s detekéni
soupravou ultraView Universal DAB Detection Kit 98,0 % (94,2 — 99,3), pfistroj
BenchMark GX versus pfistroj BenchMark XT s detekéni soupravou ultraView
Universal DAB Detection Kit 97,4 % (93,6 — 99,0), pfistroj BenchMark versus pfistroj
BenchMark XT s detekéni soupravou iVIEW DAB Detection Kit 96,6 % (92,7 — 98,4),
piistroj BenchMark GX versus piistroj BenchMark XT s detekéni soupravou iVIEW
DAB Detection Kit 95,9 % (91,8 - 98,0).

Hodnoty pozitivni shody (a spodni hranice oboustrannych 95 % interval(i
spolehlivosti) pro barveni protilatkou klon 4B5 byly na zakladé klinického hodnoceni
(pozitivniho, negativniho) nasleduijici: pfistroj BenchMark versus pfistroj BenchMark
XT s detekéni soupravou ultraView Universal DAB Detection Kit 91,7 % (64,4 - 98,5),
pfistroj BenchMark GX versus piistroj BenchMark XT s detekéni soupravou
ultraView Universal DAB Detection Kit 78,6 % (52,4 - 92,4), pfistroj BenchMark
versus pfistroj BenchMark XT s detekéni soupravou iVIEW DAB Detection Kit 80,0 %
(54,8 - 93,0), pristroj BenchMark GX versus pfistroj BenchMark XT s detekéni
soupravou iVIEW DAB Detection Kit 73,3 % (48,0 - 89,1).

Hodnoty negativni shody (a spodni hranice oboustrannych 95 % intervald
spolehlivosti) pro barveni protilatkou klon 4B5 byly na zakladé klinického hodnoceni
(pozitivniho, negativniho) nasleduijici: pfistroj BenchMark versus BenchMark XT

s detekéni soupravou ultraView Universal DAB Detection Kit 98,5 % (94,8-99,6),
pristroj BenchMark GX versus BenchMark XT s detekéni soupravou ultraView
Universal DAB Detection Kit 99,3 % (96,1-99,9), pfistroj BenchMark versus
BenchMark XT s detekéni soupravou iVIEW DAB Detection Kit 98,1 % (94,6-99,4),
pfistroj BenchMark GX versus BenchMark XT s detekéni soupravou iVIEW DAB
Detection Kit 98,1 % (94,5-99,3). V nasledujicich tabulkach jsou uvedeny prezentace
hodnot shody pro vSechna porovnani ve formatu 2 x 2 na zakladé klinického
hodnoceni (pozitivniho, negativniho).
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Tabulka 33. Analyza hodnot shody mezi platformami pro pfistroj BenchMark versus
BenchMark XT za pouziti detekéni soupravy ultraView Universal DAB Detection Kit
ve formatu 2 x 2

Roche)

Tabulka 36. Analyza hodnot shody mezi platformami pro pfistroj BenchMark GX versus
BenchMark XT za pouZiti detekéni soupravy iVIEW DAB Detection Kit ve forméatu 2 x 2

Protilatka klon 4B5 s detekéni soupravou ultraView Universal DAB Detection Kit

Pristroj BenchMark XT
Pristroj BenchMark Pozitivni Negativni Celkem
Pozitivni 11 2 13
Negativni 1 133 134
Celkem 12 135 147
niN % (95 % interval spolehlivosti)
Celkové procentudlni 144/147 98,0 % (94,2-99.3)
shoda
Pozitivni procentudlni 0
shoda 1112 91,7 % (64,6-98,5)
Negativni 133/135 98,5 % (94,8-99,6)
procentudlni shoda

Tabulka 34. Analyza hodnot shody mezi platformami pro pfistroj BenchMark GX versus
BenchMark XT za pouziti detekéni soupravy ultraView Universal DAB Detection Kit ve
formétu 2 x 2

Protilatka klon 4B5 s detekéni soupravou iVIEW DAB Detection Kit
Pistroi Pristroj BenchMark XT
fistroj
BenchMark GX Pozitivni Negativni Celkem
Pozitivni 11 3 14
Negativni 4 154 158
Celkem 15 157 172
niN % (95 % interval spolehlivosti)
Celkova 165/172
procentualni 95,9 % (91,8-98,0)
shoda
Pozitivni 11/15
procentudlini 73,3 % (48,0-89,1)
shoda
Negativni 154/157
procentualni 98,1 % (94,5-99,3)
shoda

Protilatka klon 4B5 s detekéni soupravou ultraView Universal DAB Detection Kit

Pfistroj BenchMark Pristroj BenchMark XT
GX Pozitivni Negativni Celkem
Pozitivni 11 1 12
Negativni 3 140 143
Celkem 14 141 155
n/N % (95 % interval spolehlivosti)
Celkova procentualni 151/155 97,4% (93,6-99,0)
shoda
Pozitivni procentudlni 0
shoda 11/14 78,6 % (52,4-92,4)
Negativni 140/141 99,3 % (96,1-99,9)
procentudlini shoda

Tabulka 35. Analyza hodnot shody mezi platformami pro pfistroj BenchMark versus
BenchMark XT za pouziti detekéni soupravy iVIEW DAB Detection Kit ve formatu 2 x 2

Protilatka klon 4B5 s detekéni soupravou iVIEW DAB Detection Kit
Pristroj BenchMark XT
Pristroj BenchMark Pozitivni Negativni Celkem
Pozitivni 12 3 15
Negativni 3 156 159
Celkem 15 159 174
niN % (95 % interval spolehlivosti)
celkova 1681174 96,6 % (92,7-98.4)
procentudlini shoda
Pozitivni 12/15 80,0 % (54,8-93,0)
procentudini shoda
Negativni 156/159 98,1 % (94,6-99,4)
procentudlini shoda
2013-10-09 12/15
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Zaveér: Z udajl ziskanych z téchto studii vyplyva, ze protilatka VENTANA HER2 (4B5)
byla ve své schopnosti pfislu$ného barveni neoplastickych tkani prsu a zaludku
specifické i reprodukovatelna. Udaje z porovnani metod a hodnoceni mezilaboratorni
reprodukovatelnosti prokazaly, Ze protilatka VENTANA HER2 (4B5) je indikovana jako
pomUcka pfi hodnoceni pacientd s karcinomem prsu a zaludku, u nichz je zvazovana
terapie pfipravkem Herceptin.

FUNKCNi CHARAKTERISTIKY — PERJETA A KADCYLA

Studie porovnavajici metodu HER2 Breast se vstupnim testem pro ucast ve
studiich pfipravki Perjeta a Kadcyla u rakoviny prsu

Rovnocennost se vstupnimi testy pro ucast ve studiich pfipravki Perjeta a Kadcyla byla
stanovena barvenim zkusebnich vzork( za pouziti testu VENTANA anti-HER2/neu (4B5)
Rabbit Monoclonal Primary Antibody. Protilatkou VENTANA anti-HER2/neu (4B5) Rabbit
Monoclonal Primary Antibody (VENTANA HER?2 (4B5)) bylo obarveno 2753 vzorki
hodnocenych pro studii Perjeta a 99 vzorkd hodnocenych pro studii Kadcyla. Byla
stanovena pozitivni (PPA), negativni (NPA) a celkova (OPA) procentudlni shoda.
Metodou pfifazeni skore byl stanoven 95 % oboustranny interval spolehlivosti (Cl).
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Tabulka 37. Shoda mezi stanovenimi protilatky klon 4B5 a Dako v hodnoceni stavu HER2 u vSech subjektd hodnotitelnych na HER2. U subjektl hodnotitelnych postupem IHC byl
status HER? jako pozitivni nebo negativni stanoven jak testem protilatky klon 4B5, tak vstupnim IHC testem.

Status podle testu DAKO HER? [a] [b]

Studie Skdre protilatky klon 4B5 [b] Pozitivni Negativni Celkem
Perjeta a 3+ 2380 15 2395
Kadcyla
2+ 140 122 262
0/1+ 38 135 173
Celkem 2558 272 2830
Pozitivni procentudlni shoda (PPA) n/N (%) 2380/2558 (93,0)
(95 % interval spolehlivosti) (92,0-94,0)
Negativni procentudini shoda (NPA) n/N (%) 2571272 (94,5)
(95 % interval spolehlivosti) (91,1-96,6)

Celkova procentuélni shoda (OPA) n/N (%)
(95 % interval spolehlivosti)

2637/2830 (93,2)

(92,2-94,1)

[a] Pozitivni = IHC pozitivni a/nebo ISH amplifikované. Negativni = IHC negativni a ne ISH amplifikované nebo ISH neamplifikované a ne IHC pozitivni.

[b] IHC: pozitivni = 3+; negativni = 0, 1+ nebo 2+.

Tabulka 38. Shoda mezi testy protilatky klon 4B5 a Dako u IHC Statusu u v8ech IHC hodnotitelnych subjektd hodnoceni. U subjektt hodnotitelnych postupem IHC byl status HER2

jako pozitivni nebo negativni stanoven jak testem protilatky klon 4B5, tak vstupnim IHC testem.

Status podle testu Dako HercepTest [a]

Studie Status podle testu protilatky klon 4B5 [a] Pozitivni Negativni Celkem

Perjeta a Kadcyla Pozitivni 2330 65 2395
Negativni 21 414 435
Celkem 2351 479 2830
Pozitivni procentualni shoda (PPA) n/N (%) (95 % interval 2330/2351 (99,1) (98,6-99,4)
spolehlivosti)
Negativni procentudlni shoda (NPA) n/N (%) 414/479 (86,4) (83,1-89,2)
(95 % interval spolehlivosti)
Celkové procentudlni shoda (OPA) n/N (%) 2744/2830 (97,0) (96,3-97,5)
(95 % interval spolehlivosti)

Perjeta Pozitivni 2267 63 2330
Negativni 10 399 409
Celkem 2277 462 2739
Pozitivni procentudlni shoda (PPA) n/N (%) 2267/2277 (99,6) (99,2-99,8)
(95 % interval spolehlivosti)
Negativni procentudlni shoda (NPA) n/N (%) 399/462 (86,4) (82,9-89,2)
(95 % interval spolehlivosti)
Celkovéa procentudini shoda (OPA) n/N (%) 2666/2739 (97,3) (96,7-97,9)
(95 % interval spolehlivosti)

Kadcyla Pozitivni 63 2 65
Negativni 11 15 26
Celkem 74 17 91
Pozitivni procentudlni shoda (PPA) n/N (%) 63/74 (85,1) (75,3-91,5)
(95 % interval spolehlivosti)
Negativni procentudlni shoda (NPA) n/N (%) 15/17 (88,2) (65,7-96,7)
(95 % interval spolehlivosti)
Celkové procentudlni shoda (OPA) n/N (%) 78/91 (85,7) (77,1-91,5)
(95 % interval spolehlivosti)

[a] pozitivni = 3+; negativni = 0, 1+ nebo 2+.
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Tabulka 39. Shoda mezi testy protilatky klon 4B5 a Dako pro IHC skére u vSech subjektld hodnotitelnych IHC postupem. U subjektd hodnotitelnych postupem IHC byl status HER2 jako

pozitivni nebo negativni stanoven jak testem protilatky klon 4B5, tak vstupnim IHC testem.

Skdre v testu Dako HercepTest

Studie Skare protilatky klon 4B5 3+ 2+ 0/1+ Celkem

Perjeta a Kadcyla 3+ 2330 64 1 2395
2+ 12 235 15 262
0/1+ 9 26 138 173
Celkem 2351 325 154 2830
Celkovéa procentudlini shoda (OPA) n/N (%) 2703/2830 (95,5) (94,7-96,2)
(95 % interval spolehlivosti)

Perjeta 3+ 2267 62 1 2330
2+ 9 226 13 248
0/1+ 1 24 136 161
Celkem 2277 312 150 2739
Celkovéa procentudlini shoda (OPA) n/N (%) 2629/2739 (96,0) (95,2-96,7)
(95 % interval spolehlivosti)

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

(95 % interval spolehlivosti)

Tabulka 40. Prijatelnost barveni protilatkou klon 4B5. Subjekty hodnoceni testované postupem IHC. Barveni IHC se povaZuje za piijatelné, jestlize bylo mozno stanovit platné IHC
skore (0, 1+, 2+ nebo 3+). K divodim nepfijatelnosti barveni patfi nepfijatelna negativni kontrola, ztrata tkané, nedostatecny nador, nepfijatelné pozadi a nepfijatelna morfologie.

Parametr Perjeta Kadcyla Perjeta a Kadcyla
Pocet pocate¢nich IHC testl 2753 99 2852

270812753 (98,4) (97,8, 98,8) 92/99 (92,9) (86,1, 96,5) 280012852 (98,2) (97,6, 98,6)

Pocatecni pfijatelnost barveni: n/N (%)
(95 % interval spolehlivosti)

Pocet opakovacich IHC testl 40 0 40

Konegna pfijatelnost barveni: n/N (%) 27462753 (99,7) (99,5, 99,9) 92/99 (92,9) (86,1, 96,5) 283812852 (99,5) (99,2, 99,7)

(95 % interval spolehlivosti)

Pokud je u karcinomu Zaludku pfitomno obarveni jader a cytoplazmy normalni
sliznice v t&sné blizkosti oblasti nadoru, které znesnadfuje interpretaci obarveni
membran, pfipad |ze analyzovat za pouziti hybridizace in situ (ISH).

Néapravna opatreni jsou uvedena v ¢asti Jednotlivé kroky postupu a v navodu k
obsluze pfistroje; pfipadné se obratte na své mistni servisni zastoupeni.

RESENi PROBLEMU 6.

1. Jestlize pozitivni kontroly vykazuiji slabsi zbarveni, nez se oCekava, mély by byt
zkontrolovany béhem stejného cyklu na automatu dalsi cykly s pozitivni kontrolou, 7
aby se dalo stanovit, zda je to zplisobeno primami protilatkou nebo nékterym z '
béznych sekundéarnich antigend.

2. Jestlize je pozitivni kontrola negativni, je tfeba zkontrolovat, zda je preparat opatfen LITERATURA
spravnym Carovym kodem. Jestlize je sklicko opatfeno spravnym stitkem, je tfeba 1 Akiyama T, et al. The product of the human c-erbB-2 Gene: A 185-kilodalton
béhem stejného cyklu na automatu zkontrolovat dalsi cykly s pozitivni kontrolou, glycoprotein with tyrosine kinase activity. Science. 1986:232; 1644-1646.
aby bylo mozné stanovit, zda je uvedené zpisobeno primarni protilatkou nebo 2. Kraus MH, Popescu NC, Amsbaugh C, King RC. Overexpression of EGF receptor-

”éktf,“",m ?kt?é?nycpl s%lsundérn(ijch antigem’i. O’dbér,wfixe;)ce nesbbq og(s’trelhp\{,épi related proto-oncogene erbB-2 in human mammary tumor cell lines by different
parafind z tkani mohlo byt provedeno nespravnym zplisobem. Shér tkané, jeji fixace molecular mechanisms. EMBO. 1987: 6: 605-610.

a skladovaru mus! p.mblhfﬂ Ve. spravpem p?stupu. . . . 3. Dickson RB, and Lippman ME. Genes, Oncogenes, and Hormones. Boston:
3. Pokud neni odstranén veskery parafin, tkan se nemusi obarvit. Je tfeba opakovat Kluwer Academic Publishers: 1992
postup odstranéni parafinu z tiani. 4. Keatings, L. et al. c-erbB-2 oncoprotein expression in mammary and extramammary

4. Pokud je barveni specifickou protilatkou pfili§ intenzivni, cyklus je tfeba zopakovat Paget's disease: an immunohistochemical study. Histopathology. 1990:17: 234-247.
se zkracenou inkubacni dobou, dokud neni dosazeno pozadované intenzity barveni. '

5. Jestlize dochazi ke smyvani fez(i tkani ze sklicka, zkontrolujte, zda jsou podlozni
sklicka nabita kladnym nabojem.
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