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AVSEDD ANVANDNING

VENTANA anti-HER2/neu (4B5) Rabbit
Monoclonal Primary Antibody &r avsedd
for semikvantitativ detektion av HER2-
antigen i snitt av formalinfixerad,
paraffininbdddad normal och
neoplastisk bréstvavnad och gastrisk
vévnad som fargats pa ett BenchMark
IHC/ISH-instrument.

Denna produkt &r indikerad som en
hjalp vid bedémning av patienter med
bréstcancer och gastrisk cancer for
vilka behandling med Herceptin®
(trastuzumab) dvervags och for
patienter med bréstcancer for vilka
behandling med KADCYLA® (ado-trastuzumab emtansin) eller PERJETA® (pertuzumab)
dvervags.

Denna produkt bor tolkas av en kvalificerad patolog i samband med en histologisk
undersokning, relevant klinisk information och lampliga kontroller.

Denna antikropp &r avsedd for anvandning vid in vitro-diagnostik (VD).

SAMMANFATTNING OCH FORKLARING

VENTANA anti-HER2/neu (4B5) Rabbit Monoclonal Primary Antibody (VENTANA anti-
HER2 (4B5)-antikropp) ar en kanin monoklonal antikropp (klon 4B5) som &r riktad mot den
inre domanen hos human epidermal tillvaxtfaktorreceptor 2 (HER2). HER2 klonades och
karaktériserades av Akiyama, et al 1986." Klon 4B5 har visat sig reagera med ett 185 kD-
protein fran SK-BR-3-cellysat via Western blotting. SK-BR-3 &r en brostkarcinomeellinje
som har ett 128-faldigt éveruttryck av HER2 mRNA.2 Storleken hos det identifierade
bandet korrelerar val med det som rapporterats for HER2-protein (185 kD).
Immunhistokemi (IHC)-experiment med transfekterade cellinjer (HEK293) har visat att klon
4B5 fargar celler som transfekterats med HER2 och celler som transfekterats med HER4.
Ingen fargning av celler som transfekterats med HER1 eller HER3 observerades. Western
blot-data med rekombinant HER4-protein indikerade ocksa att klon 4B5 kanner igen en
HER4-epitop.

HER2 &r en transmembran tyrosinkinasreceptor pa cirka 185 kD som strukturellt liknar
epidermal tillvéxtfaktorreceptor.34 Genamplifiering och motsvarande éveruttryck av HER2
har funnits i en méngd olika tumérer, inklusive bréstkarcinom och gastriskt karcinom.3:4.5
Proteindveruttryck pa grund av amplifiering av HER2-genen &r den primara drivkraften for
HER2-medierad tumdrgenes.3 Overdrivet stort HER2-proteinuttryck vid cellmembranet
forbattrar signaltransduktionen, vilket uppreglerar proliferering och differentiering och
slutligen orsakar tumérbildning.3:4,5

Mellan 15 och 30 % av invasiv duktal cancer ar positiv for Gveruttryck av HER2-protein
och/eller genamplifiering.6.7 Nastan alla fall av Pagets sjukdom i bréstet och upp till 90 %
av fallen av duktalt karcinom in situ av comedo-typ &r positiva.6:8 Overuttryck av HER2-
protein och/eller genamplifiering forkommer vid adenokarcinom i gastriska och
gastroesofageala forbindningen.910.11 Ett brett intervall av HER2-8veruttrycksfrekvens
har rapporterats i publicerade studier. En av de strsta screeningdatauppséttningama som
omfattade 3803 patienter med adenokarcinom i gastriska och gastroesofageala
forbindningen rapporterade dock att 22 % av patienterna testade positivt for dveruttryck av
HER2-protein eller genamplifiering. 12

antikropp 3+-fargning av gastriskt
karcinom.
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KLINISK SIGNIFIKANS

Brdstcancer ar det vanligaste karcinom som férekommer hos kvinnor och den nést storsta
orsaken till cancerrelaterad déd.46 | Nordamerika &r kvinnans risk att utveckla
brostcancer en pa atta.4 Tidig upptackt och lémplig behandling kan avsevért paverka den
totala éverlevnaden. 3,14 Sma vévnadsprover kan enkelt anvéndas i rutinmassig IHC,
vilket gor denna teknik, i kombination med antikroppar som detekterar antigener viktiga for
karcinomtolkning, till ett effektivt verktyg for patologer i deras diagnos och prognos for
sjukdom. En viktig marker for brostcancer idag ar onkoproteinet HER2.15-18 Lakemedlen
Herceptin (trastuzumab), PERJETA (pertuzumab) and KADCYLA (ado-trastuzumab
emtansin/trastuzumab emtansin) har visat sig gynna vissa patienter med brostkarcinom
genom att stoppa, och i vissa fall tillbakabilda tillvaxten av deras cancer.15-19
Lakemedlem ar humaniserade monoklonala antikroppar som binder till HER2-protein i
cancerceller.7.15,18,19 |n vitro-diagnostik fér bedémning av HER2-status hos
brostcancerpatienter ar viktigt for att hjélpa klinikern vid beslut om HER2-riktad
behandling.5-18 IHC-baserad detektion av HER2-proteinuttryck anvénds som en hjalp vid
beddmning av bréstcancerpatienter for vilka HER2-riktad behandling Herceptin
(trastuzumab), PERJETA (pertuzumab) eller KADCYLA (trastuzumab emtansin) dvervags.
Gastrisk cancer ar den femte vanligaste cancerformen och en ledande orsak till
cancerrelaterade dodsfall vériden éver.10 Kirurgi &r den vanligaste behandlingen vid
gastrisk cancer.11,20 De flesta fall av gastrisk cancer upptécks dock i ett framskridet skede
och ingreppet &r ofta svart att utfora.1,20 Kemoterapi anvands for att behandla
framskriden gastrisk cancer dven om Gverlevnaden for cancerpatienterna ar mycket Iag.
11,20 Den HER2-riktade trastuzumabbehandlingen &r en grundpelare i hanteringen av
invasivt bréstkarcinom och har terapeutiskt vérde vid hanteringen av patienter med
gastrisk cancer som éveruttrycker receptorn..1! Demonstration av HER2 genamplifiering
och/eller proteindveruttryck &r viktigt for att valja patienter for trastuzumabbehandling.911
Kliniska studier har visat att patienter med brdstcancer eller gastrisk cancer med hégt
HER2-proteindveruttryck och/eller genamplifiering har storst nytta av trastuzumab.? IHC-
baserad detektion av HER2-proteinittryck anvénds som en hjlp vid bedémning av
patienter med gastrisk cancer for vilka behandling med Herceptin (trastuzumab) dvervégs.
Tolkning av resultaten av alla detektionssystem for HER2 maste ta hansyn till det faktum
att HER2 uttrycks i bade brostcancertumdrer, tumorer med gastrisk cancer och frisk
vavnad, om &n pa olika nivaer och med olika uttrycksmonster.10.21 Histologiska
vavnadspreparat har fordelen att de har intakt vavnadsmorfologi vilket underlattar
tolkningen av HER2-positivitet i provet.

PRINCIPER FOR PROCEDUREN

VENTANA anti-HER?2 (4B5)-antikroppen &r en kanin monoklonal antikropp som binder till
HER?2 i formalinfixerade, paraffininbdddade (FFPE) vavnadssnitt. Den specifika
antikroppen kan lokaliseras genom antingen en biotinkonjugerad sekundér
antikroppsformulering som k&nner igen kaninimmunglobuliner f6ljt av tillsats av ett
streptavidin-horseradish peroxidas (HRP-) konjugat (IVIEW DAB Detection Kit) eller ett
sekundarantikropp-HRP-konjugat (u/traView Universal DAB Detection Kit). Det specifika
antikropp-enzymkomplexet visualiseras sedan med en enzymreaktionsprodukt som falls
ut. Varje steg inkuberas under en exakt tid och temperatur. | slutet av respektive
inkubationssteg tvattar instrumentet av dessa snitt for att stoppa reaktionen och for att
avlagsna obundet material som skulle kunna hindra 6nskad reaktion i efterféljande steg.
Instrumentet applicerar ocksa flytande téckglas, vilket minimerar avdunstningen av de
vattenhaltiga reagensen fran objektglaset.

Kliniska fall bor utvarderas inom ramen for hur lampliga kontroller presterar. Inkludering av
en positiv vavnadskontroll, fixerad och bearbetad pa samma séatt som patientprovet
rekommenderas (till exempel ett svagt positivt bréstkarcinom eller gastriskt karcinom).
Forutom att farga med VENTANA anti-HER2 (4B5)-antikropp, ska ett andra objektglas
fargas med CONFIRM Negative Control Rabbit Ig. For att testet ska anses giltigt bér den
positiva kontrollvdvnaden uppvisa membranfargning av tumdrceller. Dessa komponenter
bor vara negativa nér de fargas med CONFIRM Negative Control Rabbit Ig. Dessutom
rekommenderas att ett negativt vavnadskontrollobjektglas (till exempel ett HER2-negativt
brostkarcinom eller gastriskt karcinom) inkluderas for varje uppsattning prover som
bearbetas och kérs pa ett BenchMark IHC/ISH-instrument. Denna negativa
vavnadskontroll bér fargas med VENTANA anti-HER2 (4B5)-antikropp for att sékerstalla
att antigenforstarkningen och andra forbehandlingsprocedurer inte skapar falsk positiv
fargning.

MEDFOLJANDE MATERIAL
VENTANA anti-HER2 (4B5)-antikroppen innehaller tillrackligt med reagens for 50 tester.
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En 5 mL dispenser VENTANA anti-HER2 (4B5)-antikropp innehaller ca 30 g kanin
monoklonal antikropp riktad mot humant HER2-antigen.

Antikroppen spéds i 0.05 M Tris-buffrad saltiésning, 0.01 M EDTA, 0.05 % Brij-35 med
0.3 % bérarprotein och 0.05 % natriumazid, ett konserveringsmedel. Det finns spar av
fetalt kalvserum, ungefar 0.25 % narvarande fran stamldsningen.

Specifik antikroppskoncentration &r ca 6 pg/mL. VENTANA anti-HER2 (4B5)-antikropp &r
en kanin-lgG utspéadd fran vavnadsodlingssupernatant.

Se metodblad for respektive detektionskit fran VENTANA for detaljerad beskrivning av:
Principer for proceduren, Material och metoder, Provinsamling och beredning for analys,
Procedurer for kvalitetskontroll, Felsdkning, Tolkning av resultaten och Begransningar.

NODVANDIGT MATERIAL SOM INTE MEDFOLJER

Fargningsreagens som VENTANA-detektionskit och tillhdrande komponenter, inklusive
objektglas med negativa och positiva vavnadskontroller, medféljer inte.

Eventuellt &r inte alla produkter i metodbladet tillgangliga i alla Iander. Radfraga din lokala
supportrepresentant.

Foljande reagenser och material kan behévas vid fargning men medfljer ej:
Rekommenderad kontrollvdvnad

Objektglas for mikroskop, positivt laddade

Rabbit Monoclonal Negative Control Ig (kat. nr 790-4795 / 06683380001)
ultra\iew DAB Detection Kit (kat. nr 760-500 / 05269806001)

IVIEW DAB Detection Kit (kat. nr 760-091 / 05266157001 (50 tester))

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

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

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

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

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

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

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

14.  Laboratorieutrustning for allmant bruk

15. BenchMark IHC/ISH-instrument

FORVARING OCH STABILITET

Forvaras i 2-8 °C vid mottagandet och nér den inte anvands. Far ej frysas.

For att garantera korrekt reagenstillforsel och antikroppens stabilitet maste locket pa
dispensern séttas pa igen efter varje anvandning, och dispensern omedelbart placeras i
kylskap i uppratt lage.

Varje antikroppsdispenser &r markt med utgangsdatum. Vid korrekt férvaring ar reagenset
stabilt fram till det datum som anges pa etiketten. Anvand inte reagenset efter detta
utgangsdatum.

PROVBEREDNING

Rutinméssigt bearbetade FFPE-vévnader lampar sig for anvandning med denna
primarantikropp nar de anvands med VENTANA-detektionskit och BenchMark IHC/ISH-
instrument. Rekommenderat vavnadsfixeringsmedel ar 10 % neutralbuffrad formalin.22
Objektglasen bor fargas omedelbart, eftersom antigenicitet i vavnadssnitt kan avta med
tiden.

© NSO =

Det rekommenderas att positiva och negativa kontroller kors samtidigt som okanda prover.

Cirka 4 um tjocka snitt bor skaras och plockas upp pa objektglas. Objektglasen ska vara
Superfrost Plus eller motsvarande. Studier indikerar att lufttorkad, snittad vavnad och
cellinjesnitt som forvaras vid 2-8 °C ar stabila i upp till 6 manader. Varje laboratorium bor
validera objektglasets stabilitet for sina egna procedurer och forvaringsforhallanden.

VARNINGAR OCH FORSIKTIGHETSATGARDER

1. Féranvandning vid in vitro-diagnostik (IVD).

2. Endast for yrkesmassigt bruk.

3. FORSIKTIGHET: Enligt federal lag i USA far enheten endast saljas av lakare, eller
enligt lakares ordination. (Rx Only)

4. Anvénd inte fler ganger &n det angivna antalet tester.

5. Positivt laddade objektglas kan vara kansliga for miljopaverkan viket kan leda till
felaktig fargning. Be din servicerepresentant fran Roche om mer information om hur
denna typ av objektglas ska anvandas.
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6. Anvandningen av denna produkt for urval av patienter som ar Idmpade for
behandling med KADCYLA eller PERJETA kanske inte ar mjlig i alla lander.
Radfraga din lokala Roche-representant for att kontrollera tillgéngligheten pa
sérskilda platser.

7. Material av humant eller animaliskt ursprung ska hanteras som biologiskt farligt
avfall och omhandertas i enlighet med tillampliga forsiktighetsatgarder. Vid
exponering ska de ansvariga myndigheternas halsodirektiv foljas.23.24

8. Undvik att reagenser kommer i kontakt med dgon och slemhinnor. Om reagenser
kommer i kontakt med kansliga omraden ska dessa skdljas med stora mangder
vatten.

9. Undvik mikrobiell kontaminering av reagenser eftersom det kan orsaka felaktiga
resultat.

10.  Vid anvandning enligt instruktionerna klassificeras inte denna produkt som ett farligt
amne. Konserveringsmedlet i reagenset ar natriumazid. Symtom pa dverexponering
for natriumazid inkluderar hud- och égonirritation och irritation av slemhinnor och
dvre luftvagar. Koncentrationen av natriumazid i denna produkt &r 0.05 % och
uppfyller inte kriterierna for ett farligt amne. Uppbyggnad av NaN3 kan reagera med
bly- och kopparrdr for att bilda mycket explosiva metallazider. Vid kassering, spola
med stora volymer vatten for att férhindra azidansamling i réren.25 Systemiska
allergiska reaktioner &r mdjliga hos kansliga individer.

11.  For ytterligare information om anvandningen av den har enheten, se
anvandarhandboken fér BenchMark IHC/ISH-instrumentet och bruksanvisningama
for alla nddvandiga komponenter pa dialog.roche.com.

12.  Kontakta lokala och/eller statliga myndigheter angaende rekommenderad metod for
avfallshantering.

13.  Produktsakerhetsmarkningen féljer framst EU:s GHS-vagledning.
Sékerhetsdatablad finns tillgangligt for professionella anvandare pa begéran.

14.  For att rapportera misstankta allvarliga handelser relaterade till den har enheten ska
man kontakta den lokala Roche-representanten och den behériga myndigheten i
den medlemsstat eller land dér anvandaren &r etablerad.

FARGNINGSPROCEDUR

VENTANA primarantikroppar har utvecklats for anvandning pa BenchMark IHC/ISH-
instrument i kombination med VENTANA-detektionskit och tillbehdr. Se tabellerna nedan
for rekommenderade fargningsprotokoll.

Denna antikropp har optimerats for specifika inkubationstider, men anvandaren maste
validera resultat som erhalls med detta reagens.

Parametrara for de automatiserade procedurera kan visas, skrivas ut och redigeras i
enlighet med metoden i instrumentets anvandarhandbok. Se lampligt metodblad for
VENTANA-detektionskit for ytterligare information om immunhistokemiska
fargningsprocedurer.

Mer information om korrekt anvandning av denna enhet finns i metodblad for inline
dispenser som ar associerat med art.nr 790-4493.

Tab. 1. Rekommenderat fargningsprotokoll for VENTANA anti-HER2 (4B5)-antikropp med
VIEW DAB Detection Kit pa BenchMark IHC/ISH-instrument.

Metod
Procedurtyp
GX XT ULTRA
Avparaffinering Vald Vald Vald
Cellkonditionering CC1, CC1, ULTRA CC1,
(antigendemaskering) Standard Standard Mild
Antikropp (primér) 32 minuter, 32 minuter, 24 minuter,
PP P 37°C 37°C 36°C
A/B Block .
(Biotin Blocking) Ej vald Vald Vald
Kontrastférg Hematoxylin II, 4 minuter
Efter kontrastférg Bluing, 4 minuter
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Tab. 2. Rekommenderat fargningsprotokoll for VENTANA anti-HER2 (4B5)-antikropp med
ultraView Universal DAB Detection Kit p4 BenchMark IHC/ISH-instrument.

Metod
Procedurtyp X X JJLIT'.-I;E: :ll_lﬁrs
Avparaffinering Vald Vald Vald
Cellkonditionering CCH, CCt, ULTRA CC1,
(Antigendemaskering) Mild Mild Mild
Antikropp (primar) 16 ?:r;irlléter, 16 ?:r;irlléter, 12 ?:réirlléter,
ultraWash Vald
Kontrastfarg Hematoxylin II, 4 minuter
Efter kontrastfarg Bluing, 4 minuter

Pa grund av variationer i vavnadsfixering och -bearbetning samt generella
laboratorieinstrument och omgivningsforhallanden, kan man behdva dka eller minska
inkubationen med primarantikroppen eller cellkonditionering, baserat pa individuella
prover, den detektion som anvénds och avlésarens preferens. Ytterligare information om
fixeringsvariabler finns i "Immunohistochemistry Principles and Advances”.26

Tab. 3 Anges de rekommenderade fargningsprocedurerna for brostkarcinom och gastriskt
karcinom.

Tab. 3. Férgningsprocedurer pa BenchMark IHC/ISH-instrument.

ULTRA eller
&2 XT ULTRA PLUS
Brostkarcinom | VIEW DAB- eller IVIEW DAB- eller IVIEW DAB- eller
ultra\iew DAB- ultraView DAB- ultraView DAB-
fargningsprocedur* | fargningsprocedur* | fargningsprocedur*
Gastriskt GX uVDAB HER2 XT uVDAB HER2 ULTRA uvVDAB
karcinom 4B5 gastrisk 4B5 gastrisk HER?2 4B5 gastrisk
(Tab. 2) (Tab. 2) (Tab. 2)

* Prover av brostkarcinom fargade pa BenchMark IHC/ISH-instrument anvander
fargningsprocedurerna for iVIEW DAB Detection Kit (Tab. 1) eller uftraView Universal
DAB Detection Kit (Tab. 2)

PROCEDURER FOR KVALITETSKONTROLL
Cellinjesystemkontroll

Ventana har som separat produkt fyra formalinfixerade paraffininbdddade
cellinjekontroller, snittade och placerade pa ett enda laddat objektglas. PATHWAY HER-2
4.in 1 Control Slides (art.nr 781-2991) kan vara anvandbara for preliminr validering av
processmetoden som anvands for fargning av objektglas med VENTANA anti-HER2
(4B5)-antikropp. Dessa fyra cellinjekontroller karaktariseras av in situ-hybridisering for
genkopieringsnummer, Tabell 4. Nar de bearbetas och fargas pa lampligt satt bor
cellinjerna fargas enligt beskrivningen i metodbladet for PATHWAY HER-2 4 in 1 Control
Slide. Om den angivna fargningen inte syns i lampliga snitt, sarskilt kontrollema 1+ och
2+, bor fargningen av vavnaderna upprepas.

Tab. 4. Egenskaper hos PATHWAY HER-2 4 in 1 Control Slides.

HER2 IHC-resultat Cellinje HER2/Chr17-forhallande*
0 MDA-MB-231 1.11
1+ T47D 1.12
2+ MDA-MB-453 2.66
3+ BT-474 5.53

* HER2/Chr17-forhallandet ar ett genomsnitt av tre loter PATHWAY HER-2 4 in 1
Control Slides bestdmda med hjélp av fluorescens in situ-hybridisering (FISH).
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POSITIV VAVNADSKONTROLL

Positiv kontrollvavnad fixerad och bearbetad pa samma satt som patientproverna maste
koras for varje uppséttning testférhallanden och med varje VENTANA anti-HER2 (4B5)-
antikroppsfargningsprocedur som utférs. Optimal laboratoriepraxis anvander ett positivt
kontrollsnitt pa samma objektglas som testvavnad. Detta bidrar till att identifiera eventuella
fel som galler for reagenserna i objektglaset. Vavnad med svag positiv fargning ar mer
lampad for optimal kvalitetskontroll. Kontrollvévnad kan innehalla bade positiva och
negativa fargningselement och fungera som bade positiv och negativ kontroll.
Kontrollvavnad bér utgéras av farska obduktions-, biopsi- eller kirurgiska prover, vilka
preparerats eller fixerats sa tidigt som mojligt pa ett sétt som &r identiskt med
behandlingen av testsnitten.

Sadan vavnad kan utgdra kontroll for alla steg i analysen, fran vavnadsberedning till
fargning. Anvandning av ett vavnadssnitt som &r fixerat eller bearbetat p4 ett annat sétt &n
testprovet utgor kontroll for alla reagens- och metodsteg utom fixering och
vavnadsberedningen. Helst bor vévnad, som ar kand for att ha svag men positiv fargning,
véljas for att sakerstalla att systemet &r kansligt for sma mangder reagensnedbrytning
eller problem med IHC-metoden. | allménhet &r dock neoplastisk vavnad som ar positiv for
HER?2 starkt positiv pa grund av patologins natur (6veruttryck).

Kanda positiva vavnadskontroller bor endast anvéandas for att 6vervaka korrekt prestanda
for reagenser och instrument, inte som hjélpmedel vid faststallande av en specifik diagnos
for testprov. Om de positiva vévnadskontrollerna inte uppvisar positiv fargning, bor
testprovets resultat anses ogiltiga.

Ett exempel pa en positiv kontroll for VENTANA anti-HER2 (4B5)-antikropp ar ett kéant
svagt HER2-positivt invasivt brstkarcinom eller ett kant svagt positivt prov av gastriskt
karcinom. De positivt fargade vavnadskomponenterna (membranfargning av neoplastiska
celler) anvénds for att bekrafta att antikroppen applicerades och instrumentet fungerade
korrekt.

Negativ vavnadskontroll

Samma objektglas som anvands for den positiva vavnadskontrollen (duktalt eller lobulért
invasivt brostkarcinom eller gastriskt karcinom) kan anvandas som negativ
vavnadskontroll. De icke-fargande komponenterna (omgivande stroma, lymfoidceller och
blodkarl) bér visa franvaro av specifik fargning och ge en indikation pa specifik
bakgrundsfargning (falskt positiv) med primarantikroppen. Anvand en kénd negativ vavnad
som fixerats, behandlats och baddats in pa exakt samma sétt som patientprovet (-
provema).

Negativ reagenskontroll

En negativ reagenskontroll maste koras for varje prov for att underlatta tolkningen av
resultaten. En negativ reagenskontroll anvéands i stallet for primarantikroppen for att
utvardera icke-specifik fargning. Objektglaset bor vara fargat med CONFIRM Negative
Control Rabbit Ig. Inkubationsperioden for den negativa reagenskontrollen bor vara
samma som primarantikroppens inkubationsperiod.

Oforklarliga avvikelser

Ofbrklarliga avvikelser i kontrollerna bdr omedelbart rapporteras till din lokala
supportrepresentant. Om kvalitetskontrollresultaten inte uppfyller specifikationerna ar
patientresultaten ogiltiga. Se felsokningsavsnittet. Identifiera och atgarda problemet och
upprepa sedan patientproverna.

Analysverifiering

Fore den forsta anvandningen av en antikropp eller ett fargningssystem i en diagnostisk
procedur bor antikroppens specificitet verifieras genom att testa den pa en serie vavnader
med kanda immunhistokemiska prestandaegenskaper som representerar kanda positiva
och negativa vavnader (se avsnittet Procedurer for kvalitetskontroll tidigare beskrivits i
detta avsnitt av produktinformationen och rekommendationerna for kvalitetskontroll fran
College of American Pathologists Laboratory Accreditation Program, Anatomic Pathology
Checklist?” eller CLSI Approved Guideline28 eller bada dokumenten). Dessa procedurer
for kvalitetskontroll bor upprepas for varje ny antikroppslot eller nér det finns férandringar i
analysparametrara. Vévnad med brostcancer och gastrisk cancer med kand HER2-
status ar lamplig for analysverifiering.

TOLKNING AV FARGNINGSRESULTAT / FORVANTADE RESULTAT

VENTANA-automatiserad immunférgningsprocedur gor att en brunférgad (DAB)
reaktionsprodukt félls ut vid antigenplatserna lokaliserade av VENTANA anti-HER2 (4B5)-
antikropp. En kvalificerad patolog med erfarenhet av immunhistokemiska procedurer
maste utvardera kontrollerna och kvalificera den fargade produkten innan resultaten
tolkas.
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Positiva kontroller

Den fargade positiva vavnadskontrollen bor undersokas forst for att sékerstalla att alla
reagenser fungerar korrekt. Férekomsten av en lampligt fargad reaktionsprodukt i
membranet hos mélcellerna ar en indikation pa positiv reaktivitet. Beroende pa
inkubationslangden och styrkan hos det anvénda hematoxylinet kommer kontrastfargning
att resultera i en blek till mérkbla fargning av cellkamor. Overdriven eller ofullstandig
kontrastfargning kan leda till felaktig tolkning av resultaten.

Om den positiva vavnadskontrollen inte uppvisar positiv fargning, bér alla testprovernas
resultat anses ogiltiga.

Negativa vavnadskontroller

Den negativa vavnadskontrollen bor undersékas efter den positiva vavnadskontrollen for
att verifiera den specifika markningen av malantigenet med primarantikroppen. Franvaron
av specifik fargning i den negativa vavnadskontrollen bekréftar avsaknad av korsreaktivitet
for antikropp for celler eller celluldra komponenter. Om vavnaden &r kontrastfargad kan
det finnas flackar runt utsidan av cellen, dvs de interstitiella utrymmena. Om specifik
fargning intraffar pa den negativa vavnadskontrollen, bér resultaten med patientproverna
betraktas som ogiltiga.

Negativa reagenskontroller

Icke-specifik fargning, om sadan forekommer, kommer att ha ett diffust utseende.
Sporadisk ljus fargning av bindvav kan ocksa observeras i vavnadssnitt som ar alltfor
formalinfixerade. Intakta celler ska anvandas for tolkning av fargningsresultaten, eftersom
nekrotiska eller degenererade celler ofta fargas ospecifikt.

Patientvavnad

Patientprover ska undersokas sist. Positiv fargningsintensitet bor bedémas inom ramen for
eventuell bakgrundsfargning av den negativa reagenskontrollen. Som med alla
immunhistokemiska test betyder ett negativt resultat att antigenet i fraga inte
detekterades, inte att antigenet inte fanns i cellerna eller analyserad vévnad. Morfologin
for varje vavnadsprov bor ocksa undersokas med hjalp av en hematoxylin- och
eosinfargade snitt vid tolkning av eventuella immunhistokemiska resultat. Patientens
morfologiska resultat och relevanta kliniska data maste tolkas av en kvalificerad patolog.

En kvalificerad patolog med erfarenhet av immunhistokemiska procedurer maste
utvardera positiva och negativa kontroller och kvalificera den fargade produkten innan
resultaten tolkas.

Varderingskonventioner for tolkning av VENTANA anti-HER2 (4B5)-
antikropp vid brostkarcinom

Brostkarcinom som anses vara positiva for HER2-proteinGveruttryck maste uppfylla
troskelkriterierna for fargningsintensitet (2+ eller stdrre pa en skala fran 0 till 3+) och
procentpositiva tumdrceller (storre an 10 %). Fargning maste aven lokaliseras till
cellmembranet. Cytoplasmisk fargning kan fortfarande vara narvarande, men denna
fargning ingar inte i bestdmningen av positivitet. Skanna hela vavnadssnittet for att
sékerstalla att vardet endast raknas i valbevarade och valfargade omraden. Fargning som
helt omsluter det cytoplasmiska membranet bér vérderas som intensiteten "2+” eller "3+”.
Partiell fargning av membranet bor vérderas som "1+”". Det kan vara nodvandigt att
undersdka gransfall vid 40X eller hdgre forstoring for att skilja mellan intensiteten "1+” och
"2+". Till skillnad frén fall som varderas som en intensitet av 3+, har fargningen som fatt 2+
en skarpare och tydligare avgransad ring, medan fall med 3+ uppvisar en mycket tjock
kontur. Nedan visas ett snabbreferensdiagram for fargningskriterier. Se Tolkningsguiden
for VENTANA anti-HER2/neu (4B5) Rabbit Monoclonal Primary Antibody Staining of
Breast and Gastric Carcinoma (art.nr 1012716) for en mer detaljerad beskrivning med
fotografier av fargning med VENTANA anti-HER2 (4B5)-antikropp.

Tab. 5. Kriterier for intensitet och ménster av cellmembranférgning med VENTANA anti-
HER?2 (4B5)-antikropp vid bréstkarcinom.

Virde
(rapport till Beddmning av
behandlande HER2-

Féargningsmonster lakare) fargning

Ingen membranfargning observerad 0 Negativt

Svag, partiell fargning av membranet i nagon 1+ Negativt

del av cancercellema
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> 10 % av cancercellerna

Varde

(rapport till Bedomning av

behandlande HER2-
Fargningsmonster lakare) férgning
Svag till mattlig fullstandig fargning av -
membranet, > 10 % av cancercellerna 2+ Tvetydig
Intensiv fullstdndig fargning av membranet, 34 Positivt

* Rekommenderad reflex till ISH

Varderingskonventioner for tolkning av VENTANA anti-HER2 (4B5)-
antikropp vid gastriskt karcinom

Gastriska karcinom som anses vara positiva for HER2-proteindveruttryck maste uppfylla
troskelkriterierna for intensitet och monster vid membranfargning (2+ eller storre pé en
skala fran 0 till 3+) och for procenten positiva tumérceller. Fargningen maste lokaliseras till
cellmembranet men behdver inte vara helt periferisk, eftersom basolateral fargning
regelbundet observeras och bor dvervagas for vardering. Fargning av cytoplasma
och/eller kamor kan forekomma, men denna fargning ingar inte i bestdmningen av
positivitet. Vid gastriskt karcinom beror procenten positiva tumérceller p& huruvida provet

&r ett biopsiprov (= 5 kohesiva celler) eller ett resektionsprov (= 10 %).

Vid faststallande av riktlinjer for vérdering for HER2 immunhistokemi vid gastrisk cancer
ska det observeras att medan stark membranfargning &r bevis pa HER2-
proteindveruttryck i neoplastiska celler, s& behover den inte vara helt periferisk.29
Diffus cytoplasmisk fargning med eller utan nukleér fargning vid gastrisk cancer har
rapporterats.30 Endast membranfargning bér anvandas vid faststallande av HER2-
proteindveruttryck vid gastrisk cancer.

Immunhistokemisk fargning med klon 4B5 kan producera cytoplasmisk och nuklear
fargning av normal gastrisk slemhinna och mer sallan av neoplastiska celler i gastriskt

karcinom och gastriskt/esofagealt karcinom. Denna cytoplasmiska och nukledra fargnings
natur ar for narvarande okand. Detta fargningsmonster bor inte sammanblandas med den
diskreta membranférgningen, eftersom den &r indikativ for HER2-positivitet i neoplastiska

celler.

Se Tolkningsguide for VENTANA anti-HER2/neu (4B5) Rabbit Monoclonal Primary
Antibody Staining of Breast and Gastric Carcinoma for en mer detaljerad beskrivning med
fotomikrografier av fargning med VENTANA anti-HER2 (4B5)-antikropp.

Tab. 6. Kriterier for intensitet och monster av cellmembranfargning med VENTANA anti-
HER2 (4B5)-antikropp vid gastriskt karcinom.

Vérde
(rapport till Beddmning

Fargningsmonster - Fargningsmonster - begarande av HER2-
resektionsprov biopsiprov lékare) fargning
Ingen reaktivitet eller Ingen reaktivitet eller
membranreaktivitet i membranreaktivitet i 0 Negativt
<10 % av nagon tumdrcell 9
tumércellerna
Svag/knappt méarkbar Tumorcellskluster*
membranreaktivitet i med en svag/knappt
210% av markbar
tumdrcellerna; cellerna | membranreaktivitet 1+ Negativt
arendast reaktivaien | oberoende av
del av membranet procentandel fargade

tumérceller
Svag till méttlig Tumorcellskluster*
fullstandig, basolateral | med en svag till mattlig
eller lateral fullstandig, basolateral
membranreaktivitet i eller lateral _—
210 % av membranreaktivitet i 2 Tvetydig
tumércellerna oberoende av

procentandel fargade

tumdrceller
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Vérde
(rapport till Beddmning
Féargningsmoénster — Féargningsmoénster - begéarande av HER2-
resektionsprov biopsiprov lékare) fargning
Stark fullstandig, Tumorcellskluster*
basolateral eller lateral | med en stark
membran reaktivitet i fullstdndig, basolateral
210 % av eller lateral "
A L 3+ Positivt
tumércellerna membranreaktivitet i
oberoende av
procentandel fargade
tumérceller

* 2 5 kohesiva celler
** Rekommenderad reflex till ISH

BEGRANSNINGAR
Allménna begransningar

1. Immunhistokemi &r en diagnostisk process i flera steg som kréver specialutbildning i
valet av lampliga reagenser, vavnadssnitt, fixering, bearbetning, beredning av det
immunhistokemiska objektglaset och tolkning av fargningsresultaten.

2. Vévnadsfargning ar beroende av hantering och bearbetning av vavnaden fore
fargning. Felaktig fixering, frysning, upptining, tvattning, torkning, uppvarmning,
snittning eller kontaminering med andra vévnader eller vatskor kan ge artefakter,
bindande antikroppar eller falska negativa resultat. Inkonsekventa resultat kan fas
vid variationer i fixerings- och inbaddningsmetoder eller fran inneboende
oregelbundenheter i vavnaden.

3. Overdriven eller ofullstandig kontrastfargning kan leda till felaktig tolkning av
resultaten.

4, Den Kliniska tolkningen av positiv fargning eller franvaro dérav, maste utvérderas
inom ramen for klinisk historik, morfologi och andra histopatologiska kriterier. Den
kliniska tolkningen av eventuell fargning eller franvaro dérav, maste kompletteras
med morfologiska studier och korrekta kontroller samt andra diagnostiska tester.
Det &r en kvalificerad patologs ansvar att kanna till antikropparna, reagensema och
metoderna som anvands for att tolka det fargade preparatet. Fargning maste utforas
i ett certifierat licensierat laboratorium under éverinseende av en patolog som
ansvarar for att granska de fargade objektglasen och sékerstélla att de positiva och
negativa kontrollerna &r tillrackliga.

5. Antikroppar och reagenser fran VENTANA tillhandahalls med optimal utspadning for
anvandning nér de medfdljande instruktionema foljs. Avvikelser fran
rekommenderade testforfaranden kan ogiltigforklara forvantade resultat. Lampliga
kontroller maste anvéndas och dokumenteras. Anvandare som avviker fran
rekommenderade testforfaranden maste ta ansvar for tolkningen av
patientresultaten.

6.  Denna produkt ar inte avsedd for anvandning i flédescytometri,
prestandaegenskaper har inte faststallts.

7. Reagenser kan visa ovéntade reaktioner i tidigare otestade vévnader. Risken for
ovantade reaktioner aven i testade vavnadsgrupper kan inte elimineras fullstandigt
pa grund av biologisk variation av antigenuttryck i neoplasmer eller andra
patologiska vavnader.3! Kontakta din lokala supportrepresentant med
dokumenterade ovéntade reaktioner.

8. Vavnader fran personer som ar infekterade med hepatit B-virus och som innehaller
hepatit B-ytantigen (HBsAg) kan uppvisa icke-specifik fargning med
pepparrotsperoxidas. 32

9.  Falska positiva resultat kan ses pa grund av icke-immunologisk bindning av
proteiner eller substratreaktionsprodukter. De kan ocksa orsakas av
pseudoperoxidasaktivitet (erytrocyter), endogen peroxidasaktivitet (cytokrom C) eller
endogent biotin (till exempel: lever, hjarna, brdst, njure) beroende pa vilken typ av
immunfargning som anvénts 33

10.  Som med alla immunhistokemiska test betyder ett negativt resultat att antigenet inte
detekterades, inte att antigenet inte fanns i cellerna eller analyserad véavnad.
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SPECIFIKA BEGRANSNINGAR

Antikroppen har optimerats enligt angivet i Tab. 1, och Tab. 2 fér BenchMark IHC/ISH-
instrument och detektionskemi. Pa grund av variation i vévnadsfixering och bearbetning
kan det vara nddvandigt att 6ka eller minska primérantikroppens inkuberingstid pa
enskilda prover. Ytterligare information om fixeringsvariabler finns i
’Immunohistochemistry Principles and Advances’.26

Antikroppen, i kombination med VENTANA-detektionskit och tillbehdr, detekterar antigen
som &verlever rutinformalinfixering, vdvnadsbearbetning och snittning. Anvéndare som
avviker fran rekommenderade testforfaranden ar ansvariga for tolkningen och valideringen
av patientresultaten.

Benmérg testades inte for specificitet. Anvandaren bér faststélla 1dmplig fargning i
ovanstaende vévnad fore tolkning av fargningsinformation.

Immunhistokemisk fargning med klon 4B5 kan producera cytoplasmisk och nuklear
fargning av normal gastrisk slemhinna och mer sallan av neoplastiska celler i gastriskt
karcinom och gastriskt/esofagealt karcinom. Denna cytoplasmiska och nukleara fargnings
natur ar for narvarande okand. Detta fargningsmonster bor inte sammanblandas med den
diskreta membranférgningen, den &r indikativ for HER2-positivitet i neoplastiska celler.
Alla analyser kanske inte registreras pa varje instrument. Kontakta din lokala Roche-
representant for mer information.

PRESTANDAEGENSKAPER

Fargningstester for sensitivitet, specificitet och precision utfordes och resultaten
sammanfattas nedan.

ANALYTISK PRESTANDA

Sensitivitet och specificitet

VENTANA anti-HER?2 (4B5)-antikroppssensitivitet/specificitet bestamdes av en studie som
inte visade nagon specifik membranfargning for de flesta normala vavnader.
Féargningsresultat listas i Tab. 7. VENTANA anti-HER2 (4B5)-antikroppssensitivitet och -
specificitet bestdmdes &ven av en studie som inte visade nagon specifik membranfargning
i de flesta neoplastiska vévnader. Fargningsresultat listas i Tab. 8. Férgning for sensitivitet
och specificitet utfordes med hjalp av VIEW DAB Detection Kit-protokollet pa ett
BenchMark XT-instrument eller uftraView Universal DAB Detection Kit-protokollet pa ett
BenchMark ULTRA-instrument listat ovan.

Positiv fargning i tonsillepitel, esofagusepitel, prostata, perifer nerv, biskoldkortel,
bréstcancer, kolon och &ggstockscancer éverensstdmmer med publicerad litteratur om
uttryck av HER2.

Tab. 7. Sensitivitet/specificitet for VENTANA anti-HER2 (4B5)-antikropp bestamdes
genom att testa normala FFPE-vévnader.

Antal Antal
positivaltotala positivaltotala
Vévnad fall Véavnad fall
Cerebrum 0/6 Tunntarm 0/6
Cerebellum 0/6 Kolon 0/46
Binjure 0/6 Lever 0/6
Aggstock 0/6 Spottkortel 0/3
Bukspottkdrtel 0/6 Tunga 013
Lymfkortel 0/12 Njure 0/6
Hypofys 0/5 Prostata 1/6
Testikel 0/6 Urinblasa b 313
Skoldkortel 0/6 Rektum 0/6
Brost 0/14 Biskoldkortel © 4/6
Mijalte 0/6 Endometrium 0/3
Tonsill @ 3/6 Livmoder 0/3
Thymus 0/5 Cervix 0/5
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Antal positiva/totala

Antal Antal
positivaltotala positivaltotala

Vévnad fall Vévnad fall

Benmérg 0/3 Endocervix 011

Lunga 0/6 Skelettmuskulatur | 0/6

Hjarta 0/5 Hud 0/6

Hjartséack 0/3 Nerv 2/6

Esofagus 1/6 Mesotel 0/3

Magsack 0/11 Ej tillgangligt Ej tillgangligt

afokal fargning p ytliga epitelceller
b membranfargning av ytliga paraplyceller
¢ fokal membranfargning

Tab. 8. Sensitivitet/specificitet for VENTANA anti-HER2 (4B5)-antikroppen har faststallts

genom testning av olika neoplastiska FFPE-vavnader.

Antal positivaltotala

Patologi fall
Glioblastom (cerebrum) 02
Meningiom (cerebrum) 0/1
Oligodendrogliom (cerebrum) on
Serdst adenokarcinom (&ggstock) 02
Karcinom, NOS (utan narmare specifikation) (dggstock) 12
Neuroendokrin neoplasi (bukspottkortel) 0/1
Adenokarcinom (bukspottkértel) on
Karcinom, NOS (bukspottkértel) 0/3
Seminom (testikel) 0/1
Embryonalt karcinom (testikel) 0/1
Medullart karcinom (skéldkortel) 0/1
Papillart karcinom (skoldkdrtel) on
Karcinom, NOS (skéldkortel) 0/3
Mikroinvasivt duktalt karcinom (brost) 22
Invasivt duktalt karcinom (brost) 44/99
Karcinom, NOS (brost) 1/4
Smacelligt karcinom (lunga) on
Skvamdst cellkarcinom (lunga) 0/1
Karcinom, NOS (lunga) 012
Adenokarcinom (lunga) 0N
Skvamdst cellkarcinom (esofagus) 0/1
Adenokarcinom (esofagus) 0/1
Mucindst adenokarcinom (mage) 0/4
Adenokarcinom (mage) 8/88
Signetringcellskarcinom (mage) 0/4

Patologi fall
Karcinom, NOS (mage) 073
Adenokarcinom (tunntarm) on
Gastrointestinal stromacellstumor (tunntarm) on
Adenokarcinom (kolon) 0/32
Gastrointestinal stromacellstumér (kolon) on
Karcinom, NOS (kolon) 113
Adenokarcinom (rektum) 1/5
Gastrointestinal stromacellstumér (rektum) oM
Melanom (rektum) 01
Hepatocellulart karcinom (lever) 0/3
Hepatoblastom (lever) 01
Karcinom, NOS (lever) 0/3
Klarcellskarcinom (njure) oM
Karcinom, NOS (njure) 0/5
Adenokarcinom (prostata) 0/2
Karcinom, NOS (prostata) 073
Leiomyom 0/3
Adenokarcinom (livmoder) 0n
Klarcellskarcinom (livmoder) on
Skvamdst cellkarcinom (cervix) 0/2
Embryonalt rabdomyosarkom (striated muskulatur) 0M
Basalcellskarcinom (hud) on
Skvamést cellkarcinom (hud) 17
Neurofibrom (landrygg) on
Neuroblastom (retroperitoneum) 0n
Mesoteliom (bukhinna) on
Pleomorft rabdomyosarkom (bukhinna) on
Lymfom, NOS 013
B-cellslymfom, NOS (mjalte) on
B-cellslymfom, NOS (lymfkdrtel) 0/2
Hodgkins lymfom (lymfkdrtel) on
Urotelialt karcinom (urinblasa) 1N
Leiomyosarkom (urinblasa) 01
Osteosarkom (ben) on
Leiomyosarkom (glatt muskulatur) on
Adenokarcinom fran rektum (metastatiskt) on
Adenokarcinom fran kolon (metastatiskt) 0/7
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Antal positiva/totala
Patologi fall
Mucindst adenokarcinom frén kolon (metastatiskt) 0/1
Melanom 012
Neuroendokrin neoplasm, NOS 072
Sarkom, NOS 012
Odifferentierat karcinom, NOS 01

Plats C
Plats A 3+ 2+ 0,1+ Totalt
Totalt 12 5 31 48
Overgripande 6verensstimmelse i procent
(OPA): niN (%) 42/48 (87.5)

Tab. 11. 3x3-analys av 6verensstdmmelsegrader mellan laboratorier Plats B och Plats C -
klon 4B5 BenchMark ULTRA-instrument med u/traView Universal DAB Detection Kit.

Analytisk prestanda i brostfall

Prestandakriterier pa BenchMark ULTRA-instrument med iVIEW DAB Detection Kit
eller uftraView Universal DAB Detection Kit

Fargning mellan laboratorier och reproducerbarhet mellan dagar pa BenchMark ULTRA-
instrumentet: Tre laboratorier, fran separata institutioner i USA, deltog i
reproducerbarhetsstudien mellan laboratorier. Snitt pa objektglas fran 48 FFPE-invasiva
brostkarcinomfall [12 vardera fran varje HER2-kategori (0, 1+, 2+, 3+)] och 1 par
PATHWAY HER-2 4 in 1 Control Slides per vardera av 12 fargningskdringar
distribuerades till studieplatser for fargning pa ett BenchMark ULTRA-instrument med
anvandning av rekommenderat fargningsprotokoll och uftraView Universal DAB Detection
Kit. Kontrollerna innefattade PATHWAY HER-2 4 in 1 Control Slides och ett andra
objektglas for respektive fall, fargat med negativ Ig-reagens. Patologer som var blindade
med avseende pa fallstatus utvarderade bilderna och gav ett kliniskt varde (dvs. 0, 1+, 2+,
3+). Resultaten analyserades av Ventana. Med hjélp av standardnomenklatur for 2x2
tabeller berdknades genomsnittlig positiv Gverensstdmmelse (APA) dver platser som
[2a/(2a + b + ¢)] och genomshnittlig negativ dverensstammelse (ANA) som [2d/(2d + b +
c)]. Pa alla platser var APA mellan platser baserat pa klinisk bedémning (positivt, negativt)
90.0 % (108/120) och ANA var 92.9 % (156/168). For parvisa jamférelser av platser
berdknades APA som a/(a+c) och ANA beraknades som d/(b+d). APA-forhallandet mellan
platser var 93.0 % (40/43), 87.2 % (34/39) och 89.5 % (34/38) for Plats A jamfért med
Plats B, Plats A jamfort med Plats C och Plats B jamfort med Plats C. ANA-forhallandet
mellan platser var 94.3 % (50/53), 91.2 % (52/57) och 93.1 % (54/58) for Plats A jamfort
med Plats B, Plats A jamfort med Plats C och Plats B jamfort med Plats C.

Foljande tabeller &r 3x3-presentationer av resultat for respektive lasare baserat pa kliniska
varden dér 2+ och 3+ separerades.

Tab. 9. 3x3-analys av dverensstammelsegrader mellan laboratorier Plats A och Plats B -
klon 4B5 BenchMark ULTRA-instrument med wu/traView Universal DAB Detection Kit.

Plats B
Plats A 3+ 2+ 0,1+ Totalt
3+ 12 2 0 14
2+ 0 6 2 8
0,1+ 0 1 25 26
Totalt 12 9 27 48
((3/:;5)1:rlr[:la;‘lngz)overensstammelse i procent 43/48 (89.6)

Tab. 10. 3x3-analys av 6verensstdmmelsegrader mellan laboratorier Plats A och Plats C -
klon 4B5 BenchMark ULTRA-instrument med u/traView Universal DAB Detection Kit.

Plats C
Plats A 3+ 2+ 0,1+ Totalt
3+ 12 1 1 14
2+ 0 4 4 8
0,1+ 0 0 26 26
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Plats C
Plats B 3+ 2+ 0,1+ Totalt
3+ 12 0 0 12
2+ 0 5 4 9
0,1+ 0 0 27 27
Totalt 12 5 31 48
%/;;g;:rmlngz)overensstammelse i procent 44/48 (91.7)

Reproducerbarhet av fargning mellan dagar pa BenchMark ULTRA-instrument

Delen om reproducerbarhet mellan dagar (IDR) i studien inkluderade 12 fall med en
avsedd fordelning av cirka tre (3) fall vid varje klinisk vérdering (0, 1+, 2+, 3+). Totalt
genomfdrdes de fem kdrningarna pa BenchMark ULTRA-instrumentet vid den enskilda
institutionen (Plats C) som genomftr IDR-delen av studien under minst 20 dagar, sa att
inte tva fargningsdagar var i foljd. APA- och ANA-vérdena vid IDR baserade pa klinisk
beddmning av klon 4B5-férgning vid Plats C dver alla dagar var bada 100 %. De
dvergripande Gverensstammelse i procent (OPA) for jamforelser mellan dagar baserat pa
kliniska varden var 100 % for var och en av de dagliga jamférelserna och for alla dagar
tillsammans.

Jamforelsestudie av BenchMark ULTRA-instrument och BenchMark XT-instrument

Tva fargningslaboratorier och tre laboratorier i USA deltog i plattformsjéamforelsestudien.
Snitt pa objektglas med 280 FFPE-invasiva fall av brdstkarcinom [cirka 70 fall fran varje
HER2-kategori (0, 1+, 2+, 3+)] fordelades slumpmassigt till tva fargningsplatser (140 fall till
varje plats) for fargning pa ett BenchMark XT-instrument och ett BenchMark ULTRA-
instrument med respektive rekommenderade fargningsprotokoll och uftraView Universal
DAB Detection Kit. Kontrollerna innefattade PATHWAY HER-2 4 in 1 Control Slides och
ett andra objektglas for respektive fall, fargat med negativ Ig-reagens. Fargade fall fran
Plats 1 och Plats 2 delades in i fyra objekiglassatser och tillhandahdlls, en uppsattning i
taget, till tre olika kvalificerade lasare (patologer), en lasare pa Plats 1, en pa Plats 2 och
en pa Plats 3. Patologerna, som var blindade med avseende pa fallstatus och
fargningsplattform, utvarderade alla fyra uppsattningarna av objektglas och gav ett kliniskt
varde (dvs. 0, 1+, 2+, 3+) for varje fall. Resultaten analyserades av Ventana. PPA-vardena
(och nedre gréns for de tvasidiga konfidensintervallen pa 95 %) for kion 4B5-
antikroppsfargning pa BenchMark ULTRA-instrumentet jamfort med BenchMark XT-
instrumentet baserat pa kliniska bedémningar (positiva, negativa) var 91.6 % (85.9),

91.2 % (85.3) och 94.9 % (89.3) for Lasare A, B respektive C. NPA-vardena (och nedre
gréns for de tvasidiga konfidensintervallen pa 95 %) for klon 4B5-antikroppsférgning pa
BenchMark ULTRA-instrumentet jamfort med BenchMark XT-instrumentet baserat pa
kliniska beddmningar (positiva, negativa) var 91.9 % (85.8), 93.8 % (88.3) och 99.3 %
(96.3) for Lasare A, B respektive C. OPA mellan klon 4B5-fargning med BenchMark
ULTRA-instrumentet jamfort med BenchMark XT-instrumentet baserat pa 2x2-analys av
kliniska beddmningar (positiva, negativa) var 91.8 %, 92.5 % och 97.4 % for Lasare A, B
respektive C. 3x3-presentationen av dverensstammelsegrader mellan plattformar for varje
lasare baserat pa kliniskt vérde (0/1+, 2+, 3+) visas i tabellerna nedan:
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Tab. 12. 3x3-analys av 6verensstdmmelsegrader mellan plattformar fér BenchMark
ULTRA-instrument jamfort med BenchMark XT-instrument — Lasare A.

BenchMark ULTRA-

instrument BenchMark XT-instrument

Lasare A 3+ 2+ 0,1+ Totalt
3+ 84 11 1 96

2+ 8 28 9 45
0,1+ 4 8 114 126
Totalt 96 47 124 267
Overgripande dverensstimmelse i procent: nIN  226/267 (84.6) (79.8-88.5)
(%) (95 % ClI)

Tab. 13. 3x3-analys av 6verensstammelsegrader mellan plattformar fér BenchMark
ULTRA-instrument jamfort med BenchMark XT-instrument — Lasare B.

90.9 % (130/143), 81.1 % (116/143) respektive 84.7 % (116/137). NPA-vardena for Lasare
A motB, Amot C, B mot C, B mot A, C mot A och C mot B var 90.0 % (117/130), 81.9 %
(122/149), 85.9 % (128/149), 94.4 % (117/124), 98.4 % (122/124) respektive 98.5 %
(128/130). OPA-vérdet var hogst mellan Lasare A och Lasare B (92.5 %) och lagre mellan
Lasare B och Lésare C (91.4 %) och L&sare A och Lésare C (89.1 %).

Jamforelsestudie av iVIEW DAB Detection Kit och wuftraView Universal DAB
Detection Kit

Plats 1-kohorten pa 140 FFPE invasiva brostkarcinomfall ungefar 35 fall fran respektive
HER-2-kategori (0, 1+, 2+, 3+)] anvandes i en jamforelsestudie av /VIEW DAB Detection
Kit och w/traView Universal DAB Detection Kit vid fargning med klon 4B5 p& BenchMark
ULTRA-instrument. Ett enda fargningslaboratorium och tre laboratorier i USA deltog i
detektionsjamforelsestudien. For klon 4B5-antikroppsfargning pa BenchMark ULTRA-
instrumentet var PPA-férhallandet mellan resultat erhalina med VIEW DAB Detection Kit-
och ultraView Universal DAB Detection Kit-metoder baserat pa klinisk beddmning (positiv,
negativ) 95.8 % (68/71), 96.9 % (63/65) och 96.5 % (55/57) for Lasare A, B respektive C
och NPA-forhallandet mellan detektionsmetoder var 90.8 % (59/65), 91.5 % (65/71) och
97.5 % (77/79) for Lasare A, B respektive C. OPA-vardena mellan detektionskit var

93.4 % (127/136), 94.1 % (128/136) och 97.1 % (132/136) for Lasare A, B respektive C.
3x3-presentationen av dverensstdmmelsegrader for detektionsjamférelse for varje lasare
baserat pa kliniskt vérde (0/1+, 2+, 3+) visas i tabellerna nedan

BenchMark ULTRA- . . A L
instrument BenchMark XT-instrument Tab. 15. 3x3-analys av Gverensstammelsegrader for Lasare A: VIEW DAB Detection Kit
jamfort med ulzraView Universal DAB Detection Kit — klon 4B5-fargning pa BenchMark
Lésare B 3+ 2+ 0,1+ Totalt ULTRA-instrument.
3+ 64 2 1 67 IVIEW DAB Detection Kit | u/raView Universal DAB Detection Kit
2+ 3 56 7 66 Lasare A 3+ 2+ 0,1+ Totalt
0,1+ 2 10 122 134 3+ 43 5 0 48
Totalt 69 68 130 267 2+ 3 17 6 26
0 i 6 3 i : 0,1+ 0 3 59 62
(C:/\:)e(rgsngfgtli)e overensstammelse i procent: NN~ , ), s (90.6) (86.5-93.6)
Totalt 46 25 65 136
Tab. 14. 3x3-analys av éverensstimmelsegrader mellan plattformar fér BenchMark 8/")9(’325*’2%‘* Overensstammelse i procent: i 110,135 7 5) (80.9-92.0)
ULTRA-instrument jamfort med BenchMark XT-instrument — Lasare C. ? ’

BenchMark ULTRA-
instrument BenchMark XT-instrument Tab. 16. 3x3-analys av dverensstammelsegrader for Lasare B: VIEW DAB Detection Kit
- jamfort med ultraView Universal DAB Detection Kit — klon 4B5-fargning pa BenchMark
Lasare C 3+ 2+ 0,1+ Totalt ULTRA-instrument.
3+ 64 1 0 65 IVIEW DAB Detection Kit | ufraView Universal DAB Detection Kit
2+ 2 45 1 48 Lisare B 3+ 2+ 0,1+ Totalt
0,1+ 0 6 148 154 3+ 32 0 0 32
Totalt 66 52 149 267 2+ 0 31 6 37
%\:)e(rgsn&agcli)e overensstammelse i procent: n/N 2571267 (96.3) (93.2-98.0) 0,1+ 1 1 65 67
Totalt 33 32 7 136
Reproducerbarhet av prover fran instrumentjamforelsestudie mellan patologer Overgripande Gverensstimmelse i procent: N /46 (94.1) (88.8-97.0)
" o . e o (%) (95 % CI)
Positiva och negativa dverensstammelsegrader med dubbelsidigt 95 %

vardekonfidensintervall beréknades for de sex méjliga parvisa jamforelserna mellan
|asarna for varje plattform.

For BenchMark ULTRA-instrument var PPA-vérdena for Lasare A mot B, A mot C, B mot
C, B mot A, C mot A och C mot B var 94.7 % (126/133), 98.2 % (111/113), 98.2 %
(111/113), 89.4 % (126/141), 78.7 % (111/141) respektive 83.5 % (111/133). NPA-
vardena for Lasare A mot B, A mot C, B mot C, B mot A, C mot A och C mot B var 88.8 %
(119/134), 80.5 % (124/154), 85.7 % (132/154), 94.4 % (119/126), 98.4 % (124/126)
respektive 98.5 % (132/134). OPA-vérdet var hogst mellan Lésare A och Lasare B

(91.8 %) och lagre mellan Lasare B och Lasare C (91.0 %) och Lasare A och Lasare C
(88.8 %).

For BenchMark XT-instrument var PPA-véardena for Lasare A mot B, Amot C, Bmot C, B
mot A, C mot A och C mot B var 94.9 % (130/137), 98.3 % (116/118), 98.3 % (116/118),
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Tab. 17. 3x3-analys av dverensstdmmelsegrader for Lasare C: IVIEW DAB Detection Kit
jamfort med ultraView Universal DAB Detection Kit — klon 4B5-fargning pa BenchMark
ULTRA-instrument.

IVIEW DAB Detection Kit ultra\liew Universal DAB Detection Kit

Lasare C 3+ 2+ 0,1+ Totalt

3+ 32 0 0 32

2+ 0 23 2 25

0,1+ 0 2 77 79
1017677SV Rev D
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VIEW DAB Detection Kit uleraView Universal DAB Detection Kit Tab. 18 Poolgd 'c'nverenst?mmelse for HERZ-status med modalsta}us pa fallniva for fall
med bréstkarcinom som fargats med anti-HER2 (4B5)-antikropp pa BenchMark ULTRA
Lasare C 3+ 2+ 0,1+ Totalt PLUS.
Totalt 32 25 79 136 BenchMark ULTRA PLUS
5 p I e modalstatus
vergripande dverensstimmelse i procent: n
%) 95 % C) P 132/136 (97.1) (92.7-98.9) HER2-status Positivt Negativt | Totalt
Positivt 411 10 421
Reproducerbarhet av prover fran detektionsjamforelsestudie mellan patologer: Negativt 9 410 419
Positiva och negativa dverensstammelsegrader med dubbelsidigt 95 % Totalt 420 420 840
vérdekonfidensintervall beréknades for de sex méjliga parvisa jamforelserna mellan
lasama for varje metod. n/N % (95 % Cl)
For VIEW DAB Detection Kit var PPA-férhallandena for Lasare A mot B, A mot C, B mot Positiv overensstimmelse i
C,BmotA, CmotA, och C mot B 100.0 % (69/69), 98.2 % (56/57), 96.5 % (55/57), procent 411/420 97.9(95.7,99.5)
93.2 % (69/74), 75.7 % (56/74) respektive 79.7 % (55/69). NPA-forhallandena for Lasare — - -
Amot B, Amot C, B mot C, B mot A, C mot A och C mot B var 92.5 % (62/67), 7.2 % Negativ Overensstammelse i |, 5, 97.6 (94.3, 100.0)
(61/79), 82.3 % (65/79), 100.0 % (62/62), 98.4 % (61/62) respektive 97.0 % (65/67). procent
Overgripande 6verensstdmmelsegrad var hégst mellan Lasare A och Lasare B (96.3 %) Overgripande
och l&gre mellan L&sare A och Lésare C (86.0 %) och Lasare B och Lasare C (88.2 %). dverensstimmelse i procent 821/840 97.7(96.0,99.3)

For ufzraView Universal DAB Detection Kit var PPA-forhallandena for Lasare A mot B, A
mot C, B mot C, B mot A, C mot A, och C mot B 96.9 % (63/65), 98.2 % (56/57), 98.2 %
(56/57), 88.7 % (63/71), 78.9 % (56/71), respektive 86.2 % (56/65). NPA-vardena for
Lasare A mot B, Amot C, B mot C, B mot A, C mot A och C mot B var 88.7 % (63/71),
81.0 % (64/79), 88.6 % (70/79), 96.9 % (63/65), 98.5 % (64/65) respektive 98.6 % (70/71).
Overgripande dverensstammelsegrad var liknande for respektive lasarpar, 92.6 %
(126/136), 88.2 % (120/136), och 92.6 % (126/136) for Lasare A mot B, Lasare A mot C
respektive Lasare B mot C.

Reproducerbarhetsstudier mellan laboratorier och mellan lasare pa BenchMark
ULTRA PLUS-instrument med uftraView Universal DAB Detection Kit

Tre laboratorier, fran separata institutioner i USA, deltog i den interlaboratoriella
reproducerbarhetsstudien. Snitt pa objektglas fran 28 FFPE-invasiva brostkarcinomfall

[7 var fran HER2-kategorier (0, 1+, 2+, 3+)] och ett par kontrollobjektglas (ett PATHWAY
HER-2 4 in 1 Control Slide och ett fall med kontrollvdvnad med bréstkarcinom) for var och
en av 10 fargningskomingar distribuerades till varje studie for fargning pa ett BenchMark
ULTRA PLUS-instrument med det rekommenderade fargningsprotokollet och uftraView
Universal DAB Detection Kit. Kontrollerna innefattade PATHWAY HER-2 4 in 1 Control
Slides, ett fall med kontrollvavnad med bréstkarcinom och ett andra objekiglas for
respektive testfall, fargat med negativ Ig-reagens. Patologer som var blindade med
avseende pa fallstatus utvarderade bilderna och gav ett kliniskt varde (dvs. 0, 1+, 2+, 3+).
Resultaten analyserades av Ventana.

Reproducerbarheten for HER2-status (positiv eller negativ) utvarderades for alla
utvarderingsbara fallobjektglas med modal HER2-status pa fallniva som referens for varje
fall. | syfte att berakna dverensstammelsegrader ansags ett HER2-varde pa 0 eller 1+ som
negativt och en HER2-varde pa 2+ eller 3+ ansags som positivt. Modal HER2-status for
varje fall faststalldes som det mest frekvent observerade lasarresultatet (positivt eller
negativt) for det givna fallet. Alla observationer som insamlats genom poolning av alla
platser, lasare, dagar och fall for hela populationen av utvarderingsbara objektglas
jamfordes med modala HER2-statusresultat. PPA, NPA och OPA for den poolade
analysen var 97.9 % (411/420), 97.6 % (410/420) respektive 97.7 % (821/840).
Reproducerbarhet for HER2-status utvarderades ocksa som APA-, ANA- och OPA-
forhallanden for alla méjliga parvisa jamforelser mellan platser och for alla platsjgmforelser
kombinerade. For reproducerbarhet mellan platser var APA, ANA och OPA 95.9 %,

95.9 % respektive 95.9 %. For reproducerbarhet mellan Iasare var resultaten for APA,
ANA och OPA 95.5 %, 95.5 % och 95.5 %. For reproducerbarhet mellan dagar var APA,
ANA och OPA 97.0 %, 97.0 % och 97.0 %. Tvasidiga 95 % konfidensintervall beraknades
med hjalp av percentil bootstrap-metoden.

Tabell 18-21 &r representativa presentationer av dessa resultat.
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Tab. 19. Poolade dverensstdmmelsegrader mellan platser for parvisa jamforelser av
HER?2-status for fall med bréstkarcinom som fargats med anti-HER?2 (4B5)-antikropp pa

BenchMark ULTRA PLUS.
HER2-status fran Plats j
HER2-status fran Plats i Positivt Negativt Totalt
Positivt 4037 163 4200
Negativt 183 4017 4200
Totalt 4220 4180 8400
n/iN % (95 % Cl)
Genomsnittlig positiv
Sverensstimmelse 8074/8420 95.9 (92.8, 98.6)
Genomsnittlig negativ 80348380 | 95.9(925,98.7)
overensstammelse
Overgripande
overensstammelse i procent 8054/8400 95.9(92.7,98.6)

Obs! Plats i och j ar de platser (Plats A, Plats B och Plats C) som anvénds i studien. Den
poolade Gverensstammelsegraden berdknas genom att poola alla méjliga jamférelser

mellan alla platser (Plats A mot B, A mot C och B mot C).

Tab. 20. Poolade dverensstammelsegrader mellan Iasare for parvisa jamforelser av
HER2-status for fall med brostkarcinom som fargats med anti-HER2 (4B5)-antikropp pa

BenchMark ULTRA PLUS.
HER2-status fran Lasare 2
HER2-status fran Lasare 1 Positivt Negativt Totalt

Positivt 201 9 210
Negativt 10 200 210
Totalt 211 209 420

n/iN % (95 % Cl)
Genomsnittlig positiv 4021421 955 (92,0, 98.6)
dverensstammelse
Genomsnittlig negativ 400/419 955 (916, 98.6)
dverensstammelse
Overgripande 401/420 955 (91.9, 98.6)
overensstammelse i procent
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Obs! Lasare 1 och 2 &r lasama fran samma studieplats (Plats A, Plats B eller Plats C) som
anvands i studien. Den poolade 6verensstdmmelsegraden berdknas genom att poola
lasaroverensstammelse inom en plats pa alla studieplatser.

Tab. 21. Poolade dverensstammelsegrader mellan dagar for parvisa jamforelser av
HER?2-status for fall med brostkarcinom som fargats med anti-HER2 (4B5)-antikropp pa
BenchMark ULTRA PLUS.

HER2-status fran Dag j

HER2-status fran Dag i Positivt Negativt Totalt
Positivt 817 15 832
Negativt 35 813 848
Totalt 852 828 1680

niN % (95 % Cl)
Genomsnittlig positiv
éverensstimmelse 1634/1684 97.0 (95.0, 98.9)
Genomsnittlig negativ
Gverensstimmelse 1626/1676 97.0 (94.8, 98.9)
Overgripande 16301680 97.0 (95.0,98.9)
overensstdmmelse i procent

Obs! Dag i och j & dagama (Dag 1 till Dag 5) fran studiens fargningsdagar. Den poolade
dverensstdmmelsegraden berdknas genom att poola alla mdjliga jamforelser mellan valfria
tva dagar inom varje lasare fran varje plats.

Jamforelsestudie av BenchMark ULTRA PLUS-instrument och BenchMark ULTRA-
instrument

Tre laboratorier, fran separata institutioner i USA, deltog i en dverensstammelsestudie av
BenchMark ULTRA PLUS-instrumentet och BenchMark ULTRA-instrumentet. Snitt pa
objektglas med 122 FFPE-invasiva fall av brostkarcinom fall fran varje HER-2-kategori (0,
1+, 2+, 3+) fargades av Ventana pa ett BenchMark ULTRA-instrument med
rekommenderat fargningsprotokoll och ufiraView Universal DAB Detection Kit.
Kontrollera omfattade ett PATHWAY HER-2 4 in 1 Control Slide och ett fall med positiv
kontrollvavnad med brdstkarcinom per fargningskéring. Dessutom fargades ett andra
objektglas fran varje testfall med negativ Ig-reagens. Skurna objektglas fran samma fall
randomiserades och distribuerades jamnt (40-41 fall/plats) pa de olika studieplatsema for
att fargas pa ett BenchMark ULTRA PLUS-instrument med det rekommenderade
fargningsprotokollet och uftraView Universal DAB Detection Kit. Kontrollera omfattade eft
PATHWAY HER-2 4 in 1 Control Slide och ett fall med positiv kontrollvdvnad med
brostkarcinom per fargningskoring. Dessutom fargades ett andra objektglas fran varje
testfall med negativ Ig-reagens. Patologer, som var blindade med avseende pa fallstatus,
utvarderade objektglasen som fargats pa ett BenchMark IHC/ISH-instrument och gav ett
kliniskt varde (dvs. 0, 1+, 2+, 3+). Efter en 2 veckor lang washout-period utvarderade
patologera objektglasen som fargats pa det andra BenchMark IHC/ISH-instrumentet.

BenchMark ULTRA HER2-
BenchMark ULTRA PLUS status
HER2-status Positivt Negativt Totalt

Positiv dverensstimmelse i

procent 154/165 93.3 (89.5, 96.9)
Negativ dverensstdmmelse i 179/201 89.1 (85.1, 93.0)
procent

Overgripande 333/366 91.0 (885, 93.7)

overensstammelse i procent

Analytisk prestanda i gastriska fall
Precisionsstudier for BenchMark ULTRA- och BenchMark XT-instrument:

Repeterbarhet mellan komingar pa BenchMark XT-instrumentet utfordes under fem
komingar under en period pa 5 spridda dagar. Fem objektglas med tre fall med gastrisk
vavnad med varde 0, 1+, 2+ och 3+ for HER2-uttryck uppvisade 100 % Overensstdmmelse
inom det positiva/negativa vérdet for varje vavnad.

Repeterbarhet inom kdming pa BenchMark XT-instrumentet utfordes pa 28 objektglas
med tre fall av gastrisk vavnad med vérde 0, 1+, 2+ och 3+ HER2-uttryck. Alla fall fick
motsvarande varde inom det positiva/negativa vardet for varje vavnadstyp.

Repeterbarhet inom plattform undersoktes pa tre BenchMark XT-instrument. | dessa
kémingar uppvisade alla 30 objektglas fran var och en av tva olika multivdvnadsblock med
tre fall med gastrisk vavnad med varde 0, 1+, 2+ och 3+ HER2-uttryck lika resultat inom
det positiva/negativa vérdet for varje vavnadstyp.

Repeterbarhet inom plattform testades pa tre BenchMark ULTRA-instrument. | dessa
komingar uppvisade alla 15 objektglas fran ett multivdvnadsblock lika resultat inom det
positiva/negativa vardet for varje vavnadstyp.

Repeterbarhet mellan plattformar testades pa tre BenchMark XT- och tre BenchMark
ULTRA-instrument. | dessa kdrningar uppvisade alla 30 objektglas fran ett
multivdvnadsblock lika resultat inom det positiva/negativa vérdet for varje vavnadstyp.
Jamforelse av VIEW DAB Detection Kit och u/traView Universal DAB Detection Kit
med gastriska fall

Klon 4B5 anvandes for att utfora tester pa detektionskit pa tva instrument (BenchMark XT-
instrument och BenchMark ULTRA-instrument), med /VIEW DAB Detection Kit och
ultraView Universal DAB Detection Kit. Tvahundratio vavnadsfall anvéndes som en del av
testningen. De fargade objektglasen utvarderades med avseende pa positivt/inegativt
kliniskt vérde.

Acceptabilitet for morfologi och bakgrund var 100 % for bade detektionskit och instrument.
Direkta jamforelser av positiva och negativa kliniska beddmningar av detektionskiten for
varje instrument presenteras i foljande tabeller.

Tab. 23. Klinisk bedémning av u/traView Universal DAB Detection Kit jamfort med VIEW
DAB Detection Kit pa BenchMark XT-instrumentet.

Resultaten analyserades av Ventana. Ett HER2-vérde pa IHC 0+ eller 1+ anségs som : : VIEW DAB Detection Kit
negativt och ett HER2-vérde pa IHC 2+ eller 3+ ansags som positivt. OPA-, PPA- och ;ﬁz:tm llj('i’t“’e’sa' DAB Positiv Nogativt "
NPA-vardena var 91.0 % (333/366), 93.3 % (154/165) respektive 89.1 % (179/201). 9
Tvasidiga 95 % konfidensintervall berdknades med hjélp av percentil bootstrap-metoden. Positivt 21 0 21
Acceptabilitet for morfologi och bakgrund for alla fall var 100 % for bada instrumenten.
Tabell 22 &r presentationen av dessa resultat. Negativt 0 189 189
Tab. 22. Poolad Gverensstammelse for HER2-status for fall av brostkarcinom som fargats Totalt 21 189 210
med anti-HER2 (4B5)-antikropp pa BenchMark ULTRA PLUS- jamfort med BenchMark
ULTRA-instrument n/N %
BenchMar:t;Jtll.;RA sl Positiv éverensstammelse i 21121 100
BenchMark ULTRA PLUS procent
HER2-status Positivt Negativt Totalt . - -
Negativ dverensstammelse i 189/189 100
Positivt 154 22 176 procent
Negativt 1 179 190 A :
Overgripande 2101210 100
Totalt 165 201 366 dverensstammelse i procent
n/N % (95 % Cl)
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Tab. 24. Jamforelse av klinisk bedémning pa BenchMark XT- och BenchMark ULTRA-
instrument med wu/traView Universal DAB Detection Kit.

Tab. 26. Overgripande dverensstammelse av Klinisk beddmning mellan plattformar:
gastriskt karcinom alla utvarderingsbara fall.

BenchMark XT-instrument med BenchMark ULTRA-instrument med BenchMark ULTRA-instrument mot Overgripande 6verensstimmelse i
uleraView Universal DAB Detection ultraVliew Universal DAB Detection Kit BenchMark XT-instrument procent
Kit Positivt Negativt | Totalt
— Plats A: n/N (%) (95 % Cl) 40/40 (100 %) (91.2-100)
Positivt 20 1 21
- Plats B: n/N (%) (95 % Cl) 34/34 (100 %) (89.8-100)
Negativt 0 189 189
Plats C: n/N (%) (95 % Cl) 32/32 (100 %) (89.3-100)
Totalt 20 190 210
niN % (95 % Cl) Tab. 27. Bakgrundsacceptans och acceptabilitet for morfologi: gastriskt karcinom, alla fall.
Positiv dverensstdmmelse i procent 20/20 100 (83.9-100 -
P ( ) senchilark ULTRA Plats A Plats B Plats C
Negativ dverensstdmmelse i procent 189/190 99.5(97.1-99.9)
" - " , - Acceptabilitet for morfologi | 44/44 (100 %) 43/44 (97.7 %) 44/44 (100 %)
Overgripande 6verensstammelse i 209/210 99.5 (97 4-99.9)
procent ’ B Bakgrundsacceptans 44/44 (100 %) 42/44 (95.5 %) 44/44 (100 %)
BenchMark XT-
5 Plats A Plats B Plats C
Reproducerbarhet mellan laboratorier for klon 4B5 vid gastriskt karcinom: instrument
Studien utfordes pa tre testplatser. Prover samlades in till studien baserat pa klon 4B5 Acceptabilitet for morfologi | 44/44 (100 %) | 43/44 (97.7 %) | 44/44 (100 %)
kliniskt IHC-varde, sa att det fanns ungefar lika manga positiva (3+) och negativa (0, 1+)
fall. Dessutom studerades upp till fyra fall av 2+-kvalificerade fall av gastrisk cancer. Bakgrundsacceptans 44/44 (100 %) 43/44 (97.7 %) 44/44 (100 %)

De tre platserna anvande ett BenchMark XT-instrument och ett BenchMark ULTRA-
instrument for att utfora fyra fargningskdmingar per instrument. Fallen randomiserades for
fargning med en stratifierad randomiseringsprocedur som tilldelade fall sa att varje kéring
innehdll fall som motsvarade alla vardekategorier for HER2 vid gastrisk cancer.
Kdmingarna pa varje instrument pa varje plats innehdll samma fall. Pa varje plats
fargades ett objektglas fran varje fall med klon 4B5 och ett annat objektglas fran samma
fall fargades med CONFIRM Negative Control Rabbit Ig pa BenchMark ULTRA-
instrumentet. Ett andra par objektglas fran samma fall fargades pa samma satt pa
BenchMark XT-instrumentet pa varje plats. Fallens objektglas varderades av en
kvalificerad lasare pa varje plats som var blindad med avseende pa tidigare faststallt
kliniskt IHC-varde for varje prov.

Overgripande dverensstammelse for alla utvarderingsbara fall var 100 % fér alla tre
jamférelser mellan platser p& bade BenchMark ULTRA-instrumentet och BenchMark XT-
instrumentet. Overgripande Gverensstdmmelse mellan BenchMark ULTRA-instrumentet
och BenchMark XT-instrumentet for utvarderingsbara fall var 100 % pa var och en av de
tre platserna. Acceptabilitet for morfologi och bakgrund for alla fall var 100 % for bada
instrumenten pa Plats A och C och > 95 % for bada instrumenten pa Plats B. Se tabeller
nedan.

Tab. 25. Overgripande dverensstammelse av klinisk beddmning mellan platser: gastriskt
karcinom, alla utvarderingsbara fall.

Overgripande 6verensstimmelse i

BenchMark ULTRA-instrument procent

Plats A mot Plats B: n/N (%) (95 % Cl) 30/30 (100 %) (88.6-100)

Plats A mot Plats C: n/N (%) (95 % CI)
Plats B mot Plats C: n/N (%) (95 % CI)

30/30 (100 %) (88.6-100)
30/30 (100 %) (88.6-100)

Overgripande dverensstimmelse i
procent

31/31 (100 %) (89.0-100.0)
31/31 (100 %) (89.0-100.0)
31/31 (100 %) (89.0-100.0)

BenchMark XT-instrument

Plats A mot Plats B: n/N (%) (95 % Cl)

Plats A mot Plats C: n/N (%) (95 % CI)

Plats B mot Plats C: n/N (%) (95 % CI)
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Jamforelsestudie av BenchMark-instrument och BenchMark GX-instrument med
BenchMark XT-instrument: Gastriskt karcinom

Skurna objektglas med 3 TMA som innehdll FFPE-fall av gastriskt karcinom [cirka 50 fall
per TMA)] férgades pa ett BenchMark XT-instrument, BenchMark-instrument och
BenchMark GX-instrument med respektive rekommenderade fargningsprotokoll for
ultraView Universal DAB Detection Kit och IVIEW DAB Detection Kit. Kontrollerna
innefattade PATHWAY HER-2 4 in 1 Control Slides och ett andra objektglas for varje
TMA, fargat med negativ Ig-reagens. De fargade objektglasen bedomdes av en lasare
(patolog).

Overgripande 6verensstammelsegrad (och l&gre grans for tvasidiga 95 %
konfidensintervall) for klon 4B5-antikroppsfargning baserad pa klinisk bedémning (positiv,
negativ) var som féljer: BenchMark-instrument mot BenchMark XT-instrument med
ultraView Universal DAB Detection Kit 98.0 % (94.2-99.3), BenchMark GX-instrument
mot BenchMark XT-instrument med u/traView Universal DAB Detection Kit 97.4 % (93.6—
99.0), BenchMark-instrument mot BenchMark XT-instrument med VIEW DAB Detection
Kit 96.6 % (92.7-98.4), BenchMark GX-instrument mot BenchMark XT-instrument med
VIEW DAB Detection Kit 95.9 % (91.8-98.0).

Positiv 6verensstammelsegrad (och lagre grans for tvasidiga 95 % konfidensintervall) for
klon 4B5-antikroppsfargning baserad pa klinisk bedémning (positiv, negativ) var som
foljer: BenchMark-instrument mot BenchMark XT-instrument med w/traView Universal
DAB Detection Kit 91.7 % (64.4-98.5), BenchMark GX-instrument mot BenchMark XT-
instrument med ulftraView Universal DAB Detection Kit 78.6 % (52.4-92.4), BenchMark-
instrument mot BenchMark XT-instrument med VIEW DAB Detection Kit 80.0 % (54.8-
93.0), BenchMark GX-instrument mot BenchMark XT-instrument med VIEW DAB
Detection Kit 73.3 % (48.0-89.1).

Negativ Gverensstémmelsegrad (och lagre grans for tvasidiga 95 % konfidensintervall) for
klon 4B5-antikroppsfargning baserad pa klinisk bedémning (positiv, negativ) var som
foljer: BenchMark-instrument mot BenchMark XT-instrument med w/traView Universal
DAB Detection Kit 98.5 % (94.8-99.6), BenchMark GX-instrument mot BenchMark XT-
instrument med wu/ftraView Universal DAB Detection Kit 99.3 % (96.1-99.9), BenchMark-
instrument mot BenchMark XT-instrument med VIEW DAB Detection Kit 98.1 % (94.6—
99.4), BenchMark GX-instrument mot BenchMark XT-instrument med VIEW DAB
Detection Kit 98.1 % (94.5-99.3). 2x2-presentationen av 6verensstammelsegrader for
varje jamforelse baserad pa kliniskt vérde (positivt, negativt) visas i tabellerna nedan.
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Tab. 28. 2x2-analys av 6verensstdmmelsegrader mellan plattformar fér BenchMark-
instrument mot BenchMark XT-instrument med w/raView Universal DAB Detection Kit:

gastriskt karcinom.

Klon 4B5 med uftraView Universal DAB Detection Kit

BenchMark XT-instrument

BenchMark-instrument Positivt Negativt Totalt
Positivt 11 2 13
Negativt 1 133 134
Totalt 12 135 147
niN % (95 % Cl)

‘C))r\gecrgjr:itpande dverensstammelse i 1441147 98.0 % (94.2-99.3)
Positiv dverensstammelse i procent 1112 91.7 % (64.6-98.5)
Negativ 6verensstdmmelse i procent | 133/135 98.5 % (94.8-99.6)

Tab. 29. 2x2-analys av 6verensstammelsegrad mellan plattformar for BenchMark GX-
instrument mot BenchMark XT-instrument med u/¢raView Universal DAB Detection Kit:

gastriskt karcinom.

Klon 4B5 med uf¢raView Universal DAB Detection Kit

BenchMark XT-instrument

procent

BenchMark GX-instrument Positivt Negativt Totalt
Positivt 1 1 12
Negativt 3 140 143
Totalt 14 141 155
n/N % (95 % Cl)
Overgripande dverensstammelse i 151/155 97.4 % (93.6-99.0)
procent
Positiv dverensstammelse i procent | 11/14 78.6 % (52.4-92.4)
Negativ 6verensstdmmelse i 1401141 99.3 % (96.1-99.9)

Tab. 30. 2x2-analys av 6verensstammelsegrader mellan plattformar fér BenchMark-
instrument mot BenchMark XT-instrument med VIEW DAB Detection Kit: gastriskt

karcinom.

Klon 4B5 med iVIEW DAB Detection Kit

BenchMark XT-instrument

BenchMark-instrument Positivt Negativt Totalt
Positivt 12 3 15
Negativt 3 156 159
Totalt 15 159 174
niN % (95 % Cl)
Overgripande dverensstimmelse i 168/174 96.6 % (92.7-98.4)
procent
Positiv 6verensstdmmelse i procent | 12/15 80.0 % (54.8-93.0)
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Klon 4B5 med iVIEW DAB Detection Kit

BenchMark XT-instrument

BenchMark-instrument Positivt Negativt Totalt
Negativ Gverensstdmmelse i 0
procent 156/159 98.1 % (94.6-99.4)

Tab. 31. 2x2-analys av 6verensstdmmelsegrader mellan plattformar fér BenchMark GX-
instrument mot BenchMark XT-instrument med VIEW DAB Detection Kit: gastriskt
karcinom.

Klon 4B5 med iVIEW DAB Detection Kit

BenchMark XT-instrument
BenchMark GX-instrument Positivt Negativt Totalt
Positivt 1 3 14
Negativt 4 154 158
Totalt 15 157 172

niN % (95 % Cl)
’C))r\étecré;':itpande Overensstammelse i 165/172 95.9 % (91.8-98.0)
Positiv 6verensstdmmelse i procent | 11/15 73.3 % (48.0-89.1)
”;‘;%Ztr']‘; Overensstammelse | 154/157 98.1 % (94.5-99.3)

Precisionsstudier for BenchMark ULTRA PLUS-instrument

Repeterbarhet inom kdming pa BenchMark ULTRA PLUS-instrumentet utfordes pa

120 objektglas pa 24 fall av gastrisk vavnad med vérde 0, 1+, 2+ och 3+ HER2-uttryck.
Alla fall fick motsvarande vérde inom det positiva/negativa vardet for varje vavnadstyp.
Repeterbarhet mellan komingar pa BenchMark ULTRA PLUS-instrumentet utfordes pa i
fem kdrningar under 5 (spridda) dagar med 240 objektglas for 24 fall med gastrisk vévnad
med vérde 0, 1+, 2+ och 3+ HER2-uttryck. Alla fall fick motsvarande vérde inom det
positiva/negativa vardet for varje vavnadstyp.

Repeterbarhet inom plattform utférdes pa tre BenchMark ULTRA PLUS-instrument. Dessa
komingar gav 144 objektglas fran 24 fall med gastrisk vavnad med varde 0, 1+, 2+ och 3+
HER2-uttryck. Alla fall fick motsvarande varde inom det positiva/negativa vardet for varje
vavnadstyp.

Overensstammelse av resultat mellan BenchMark ULTRA PLUS- och BenchMark
ULTRA-instrument

Skurna objektglas av 94 FFPE-fall av gastriskt karcinom fargades pa ett BenchMark
ULTRA PLUS-instrument och BenchMark ULTRA-instrument med respektive
rekommenderade fargningsprotokoll for ufiraView Universal DAB Detection Kit.
Kontrollerna omfattade ett HER2-positivt fall av gastriskt karcinom for varje
fargningskéming och ett andra testobjektglas som fargats med negativ Ig-reagens. De
fargade objektglasen beddmdes av en Iasare (patolog).

Overgripande verensstammelsegrad for anti-HER2 (4B5)-antikroppsfargning baserat pa
status (positiv, negativ) var 98.9 %. Positiv dverensstdmmelsegrad och negativ
dverensstammelsegrad var 100.0 % respektive 98.4 %. Tvasidiga konfidensintervall pa
95 % beraknades med hjalp av Wilson score-metoden. Acceptabilitet for morfologi och
bakgrund for alla fall var 100 % for bada instrumenten.

KLINISK PRESTANDA

Jamforelsestudier av klon 4B5 kanin monoklonal antikropp med
PATHWAY anti-HER2 (CB11) Mouse Monoclonal Antibody vid
bréstcancer

En metodjamforelsesstudie genomférdes for att undersdka korrelationen av klon 4B5 med
PATHWAY anti-HER2 (CB11) Mouse Monoclonal Antibody (PATHWAY anti-HER2
(CB11)-antikropp) och PathVysion HER2 FISH, bada tidigare FDA-godkénda diagnostiska
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tester. Sex utredare deltog i studien. Tva uppsattningar med tre olika utredare utvérderade Tab. 34. Kohort 1 - konsensus av PATHWAY anti-HER2 (CB11)-antikropp IHC-varden

tva oberoende kohorter (kohort 1: n = 178, kohort 2: n = 144) med kanda brostcancervall
fargade med PATHWAY anti-HER2 (CB11)-antikropp och klon 4B5. FISH-data
inhdmtades fran patienthistorik. Ett konsensusvérde fran de tre lasarna for varje antikropp
skapades for varje fall fr att minska variation inom I&sare som man kanner till med HER2-
bedémning.34.35.36 Totalt 322 fall bedémdes. Objektglasen fargade med PATHWAY anti-
HER2 (CB11)-antikropp bearbetades och fargades enligt tillverkarens instruktioner som
anges i PATHWAY anti-HER2 (CB11)-antikroppsmetodbladet. Det var i genomsnitt
ungefar ett &r mellan fargning och lasning av PATHWAY anti-HER2 (CB11)-
antikroppsfargade objektglas. Eftersom varden fran en av de sex lasarna lag utanfor
konfidensintervallet (CI) presenteras data fran de tva kohorterna enligt fljande:
Reproducerbarhet av prover fran jamférelsestudie mellan patologer

Tab. 32. Kohort 1 - konsensus av IHC-vérden fran tre patologer.

Kion 4g5. | PATHWAY anti-HER2 (CB11)-antikroppsvérde

virde 3+ 2+ 0,1+ Totalt
3+ 29 24 5 58

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

fran tre patologer jamfort med FISH.

PATHWAY anti-HER2 (CB11). | Ior-resultat

antikroppsvarde Positivt Negativt Totalt
3+ 32 0 32

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

Kohort 1: Prestandaegenskaper for PATHWAY anti-HER2 (CB11)-antikropp IHC och
FISH, 2 x 2-presentation (dar vardena 2 och 3 anses vara positiva).

o Positiv dverensstammelse i procent &r (32+32)/ 86 = 74.4 % (95 % Cl = 63.8 %—
83.2%).

o Negativ Gverensstdmmelse i procent ar 53/58 = 91.4 % (95 % Cl = 80.9 %-97.1 %).
Total Gverensstammelse ar (32+32+53)/144 = 81.2 % (95 % Cl = 73.9 %-87.2 %).

Tab. 35. Kohort 1 - konsensus av klon 4B5 IHC-varden fran tre patologer jamfort med
FISH.

Kohort 1: Prestandaegenskaper for 3 x 3-presentation.
Total dverensstdmmelse ar (29+13+53)/143 = 66.4 % (95 % Cl = 38.6 %, 59.7 %).

Kohort 1: Prestandaegenskaper for 2 x 2-presentation (varden for HER-2-antikropp
positiv (2+ och 3+) och negativ (0 och 1+) &r kombinerade).

o Positiv dverensstdmmelse i procent &r (29+2+24+13)/(31+37) = 100 % (95 % Cl =
97.5 %-100 %).

o Negativ dverensstammelse i procent ar 53/75 = 70.7 % (95 % Cl = 58.5 %-80.1 %).

Total Gverensstdmmelse ar (29+24+2+13+53)/143 = 84.7 % (95 % Cl = 78.2 %-90.0).

Tab. 33. Kohort 2 - konsensus av IHC-vérden fran tre patologer.

FISH-resultat
Klon 4B5-vérde Positivt Negativt Totalt
3+ 55 3 58
2+ 25 8 33
0,1+ 6 47 53
Totalt 86 58 144

Kohort 1: Prestandaegenskaper for klon 4B5 och FISH, 2 x 2-presentation
(dar vérdena 2 och 3 anses vara positiva).

. y = o Positiv dverensstdmmelse i procent ar (55+25)/ 86 = 93.0 % (95 % Cl = 87.9 %-
Klon 4B5- PATHWAY anti-HER2 (CB11)-antikroppsvarde 96.3 %).
virde 3+ 2+ 0,1+ Totalt o Negativ 6verensstammelse i procent ar 47/58 = 81.0 % (95 % Cl = 73.4 %-86.0 %).
3+ 72 1 0 73 Total Gverensstdmmelse ar (55+25+47)/144 = 88.2 % (95 % Cl = 82.1 %-92.2 %).
2+ 1 12 5 18
Tab. 36. Kohort 2 — konsensus av PATHWAY anti-HER2 (CB11)-antikropp IHC-varden
0,1+ 0 7 80 87 fran tre patologer jamfort med FISH.
Totalt 73 20 85 178 PATHWAY HER? (CB11)- FISH-resultat
Kohort 2: Prestandaegenskaper for 3 x 3-presentation. antikroppsvérde Positivt Negativt Totalt
Total Gverensstammelse ar (72+12+80)/178 = 92.1 % (95 % Cl = 80.1 %, 93.1 %). 3+ 72 1 73
Kohort 2: Prestandaegenskaper for 2 x 2-presentation (varden for HER2-antikropp 24 13 7 20
positiv (2+ och 3+) och negativ (0 och 1+) &r kombinerade).
o Positiv Gverensstdmmelse i procent &r (72+12+1+1)/(73+20) = 92.5 % (95 % Cl = 0,1+ 8 77 85
85.2 %-96.9 %).
- " . " Totalt 93 85 178
o Negativ dverensstdmmelse i procent ar 80/85 = 94.1 % (95 % Cl = 86.8 %-98.1 %).

Total Gverensstammelse ar (72+12+1+1+80)/178 = 93.3 % (95 % Cl = 88.5 %—
96.4 %).
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Kohort 2: Prestandaegenskaper for PATHWAY anti-HER2 (CB11)-antikropp IHC och
FISH, 2 x 2-presentation (dar vardena 2 och 3 anses vara positiva).

o Positiv dverensstammelse i procent ar (72+13)/ 93 = 91.3 % (95 % Cl = 85.0 %~
96.7 %).

o Negativ Gverensstdmmelse i procent ar 77/85 = 90.6 % (95 % Cl = 83.9 %-96.3 %).
Total Gverensstammelse ar (72+13+77)/178 = 91.0 % (95 % Cl = 86.5 %-94.9 %).
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Tab. 37. Kohort 2 — konsensus av klon 4B5 IHC-varden fran tre patologer jamfort med
FISH.

FISH-resultat
Klon 4B5-vérde Positivt Negativt Totalt
3+ 72 1 73
2+ 1 7 18
0,1+ 10 77 87
Totalt 93 85 178

Kohort 2: Prestandaegenskaper for Klon 4B5 och FISH, 2 x 2-presentation
(dar vérdena 2 och 3 anses vara positiva).

o Positiv dverensstammelse i procent ar (72+11)/ 93 = 89.2 % (95 % Cl = 82.5 %—
95.1 %).

o Negativ dverensstammelse i procent ar 77/85 = 90.6 % (95 % Cl = 84.0 %-96.4 %).

Total Gverensstdmmelse ar (72+11+77)/178 = 90.0 % (95 % Cl = 85.4 %-93.6 %).

Reproducerbarhet av prover fran jamférelsestudie mellan patologer

Eftersom det ar vélkant att olika patologer kan ha olika tolkningar av immunhistokemi-
objektglas anlitades tre patologer for var och en av de tva kohorterna (totalt 6 patologer)
for att lasa alla prover. En tva-av-tre-regel anvandes for att ddma de slutliga resultaten.

Tab. 40. Kohort 2: Klon 4B5-varde frén de tre patologerna.

Klon 4B5-vérde
HER2-vérde | Utredare 4 Utredare 5 Utredare 6
3 59 65 50
2 30 28 39
0,1 52 51 55
Totalt 141 144 144

Obs! Totalt 6 prover varierade med mer &n en klassniva (dvs. 0, 3+) nar de
utvérderades av de tre patologerna.

Prov 1: En patolog fick vérdet 0, den andra fick 0 och den tredje fick vardet 2+.
Prov 2: En patolog fick véardet 1+, den andra fick 1+ och den tredje fick vardet 3+.

Prov 3: En patolog fick vérdet 0, den andra fick 2+ och den tredje patologen fick
vardet 2+.

Prov 4 och 5: En patolog fick vardet 0, den andra fick 2+ och den tredje fick vardet 2+.
Prov 6: En patolog fick vardet 0, den andra fick 3+ och den tredje fick vérdet 3+.

Tab. 41. Kohort 2: PATHWAY anti-HER2 (CB11)-antikropp IHC-varde fran de tre
patologerna.

Nedan redovisas en sammanfattning av de variabla resultaten som erhallits av de tre PATHWAY anti-HER2 (CB11)-antikroppsvirde
patologema i jamférelsestudieproverna for varje kohort. )
Tab. 38. Kohort 1: Klon 4B5-varde fran de tre patologerna. HER2-vérde [ Utredare 4 Utredare 5 Utredare 6
Klon 4B5-virde 3+ 31 37 28
HER2-virde | Utredare 1 Utredare 2 Utredare 3 2+ 38 32 47
3+ 72 70 73 0,1+ 75 75 69
2+ 22 19 18 Totalt 144 144 144
0,1+ 80 89 87 Obs! Totalt 8 prover varierade med mer &n en klassniva (dvs. 0-2+) nar de
utvérderades av de tre patologerna.
Totalt 174 178 178 Prov 1-6: En patolog fick vardet 0, den andra fick 1+ och den tredje fick vardet 2+.

Obs! Totalt 3 prover varierade med mer &n en klassniva (dvs. 0, 2+) nar de
utvarderades av de tre patologerna.

Prov 1: En patolog fick vardet 2+, tva patologer fick vardet 0.
Prov 2: En patolog fick vardet 0, tva patologer fick vardet 2+.
Prov 3: En patolog fick vérdet 0, den andra fick 1+ och den tredje fick vardet 2+.

Tab. 39. Kohort 1: PATHWAY anti-HER2 (CB11)-antikropp IHC-varde fran de tre
patologema.

PATHWAY anti-HER2 (CB11)-antikroppsvarde
HER2-vdrde | Utredare 1 Utredare 2 Utredare 3
3+ 72 75 73
2+ 22 22 18
0,1+ 80 81 87
Totalt 174 178 178

Obs! Totalt 1 prov varierade med mer &n en klassniva (dvs. 1, 3+) nar de
utvérderades av de tre patologerna.

Prov 1: En patolog fick vérdet 1+, den andra fick 2+ och den tredje fick vardet 3+.
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Prov 7 och 8: En patolog fick vardet 0, den andra fick 2+ och den tredje fick vardet 2+.

Nedan redovisas en tabell dver intervallet for procentdverenskommelser mellan par av
patologer (tre par for varje kohort).

Tab. 42. Omraden med 2X2*-6verensstammelse for de tre patologerna.

Overgripande Positiv Negativ
overensstammelse | Gverensstdmmelse | overensstimmelse
i procent i procent i procent
Klon 4B5 mot PATHWAY anti-HER2 (CB11)-antikropp
Kohort 1 82.6-86.9 % 97.3-100.0 % 68.0 %-75.4 %
Kohort 2 88.2-95.5 % 87.6-95.6 % 86.1-95.4 %
Klon 4B5 mot FISH
Kohort 1 86.8-88.2 % 90.7-94.2 % 79.3-81.0 %
Kohort 2 87.4-89.9 % 88.2-90.0 % 84.5-91.8 %
PATHWAY anti-HER2 (CB11)-antikropp mot FISH
Kohort 1 79.9-84.0 % 73.3-80.2 % 89.7-89.7 %
Kohort 2 84.8 %-93.3 % 86.7-92.5 % 82.7-94.1 %

*0, 1+ = Negativ. 2+ och 3+ = Positiv.

Slutsats: Denna studie visade att det finns en kliniskt signifikant dverensstammelse
(6vergripande dverensstdmmelse mellan positiva/negativa resultat) mellan klon 4B5-
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analysen och PATHWAY anti-HER2 (CB11)-analysen, vilket ddrmed visar att HER2 klon
4B5 &r ett acceptabelt alternativ till CB11-antikroppen for att anvénda vid bedémning av
bréstcancerpatienter for vilka behandling med trastuzumab (Herceptin) vervégs. denna
studie visade att HER2-uttrycksresultat som inhamtats fran klon 4B5 IHC-analysen &r
jamférbara med HER2-genstatusresultat som faststéllts genom FISH-analys.

Jamforelse av Klon 4B5 och HercepTest vid human gastrisk cancer:

En blindad, extern studie utfordes for att jamfora fargningsprestandan hos klon 4B5 pa
BenchMark XT-instrumentet med prestandan hos Dako HercepTest. Tva kohorter med
prover studerades, (1) nyligen konstruerade vavnadsmikroarrayer (TMA) som innehdll
248 fall av gastrisk cancer (sex fall konstaterades senare vara duplikat och avldgsnades),
och (2) en delmangd av 183 kliniska testprover fran provningen Trastuzumab for Gastric
Cancer (ToGA) Trial som undersokte HER2-status och kliniskt resultat hos patienter som
behandlades med Herceptin (trastuzumab). Laboratoriet fargade fallen med klon 4B5 och
HercepTest. Sammanlagt 431 fall var utvarderingsbara i bada analyserna och togs med i
jamforelsen. En patolog vérderade fallen enligt skalan 0/1+, 2+ och 3+. Positiva fall har
vardena 2+ och 3+, medan negativa fall har vardena 0 och 1+. Tab. 43 Visar
dverensstdmmelsegrader mellan klon 4B5 och HercepTest, for bada kohorterna som
studerades.

Tab. 43. Overensstammelsedata for klon 4B5 (IHC) jamfort med HercepTest vid gastriskt
karcinom.

Overgripande
overens- Positiv 6verens- Negativ
stammelse i stammelse i overensstammelse
procent procent i procent
Vavnadskalla (95 % Cl) (95 % CI) (95 % CI)
TMA®2 och 91.0 82.1 924
ToGAb (87.7-93.4) (70.2-90.0) (89.1-94.8)
n 362/398 46/56 316/342

IHC-resultaten anségs som antikroppspositiva (2+ och 3+) och -negativa (0+ och 1+).
a TMA: vavnadsprover i mikroarray
b ToGA: Kliniska testprover fran ToGA-provningen

Metodjamforelse med registreringsanalys for studier av PERJETA
(pertuzumab) och KADCYLA (trastuzumab emtansin) vid
brostkarcinom

Motsvarighet till registreringsanalyser for kohorter fran studier av PERJETA och
KADCYLA faststalldes genom fargning av testprover med VENTANA anti-HER2 (4B5)-
antikroppsanalys. 2753 prover som utvérderats for en PERJETA-prévning och 99 prover
som utvérderats fér en KADCYLA-prévning fargades med VENTANA anti-HER2 (4B5)-
antikropp. Overensstdammelsegrader (PPA, NPA och OPA) faststalldes. 95 % CI (2-sidigt
95 % konfidensintervall) beraknades med score-metoden.

Tab. 44. Overensstammelse for Klon 4B5- och Dako-analyser vad géller HER2-status for
alla HER2-utvarderingsbara objekt. IHC-utvérderingsbara objekt har HER2-statusen
Positiv eller Negativ som faststéllts av bade Klon 4B5 och IHC-analysen for registrering.

Dako HER2-status ab
Studie Klon 4B5-virde b Positivt Negativt Totalt

procent (91.1-

n/N (%) (95 % Cl) 96.6)

Overgripande 2637/2830

Gverensstammelse i (93.2)

procent (92.2-

n/N (%) (95 % Cl) 94.1)

a Positiv = IHC-positiv och/eller ISH-amplifierad. Negativ = IHC-negativ och ej ISH-
amplifierad eller ISH-icke-amplifierad och ej IHC-positiv.

b IHC: Positiv = 3+; Negativ = 0, 1+ eller 2+.

Tab. 45. Qverensstammelse for Klon 4B5- och Dako-analyser med avseende pa IHC-
status for alla IHC-utvérderingsbara objekt. IHC-utvéarderingsbara objekt har HER2-
statusen Positiv eller Negativ som faststallts av bade Klon 4B5 och IHC-analysen for
registrering.

Dako HER2-status 3P
Studie Klon 4B5-virde b Positivt Negativt Totalt
PERJETA 3+ 2380 15 2395
och
KADCYLA 2+ 140 122 262
0/1+ 38 135 173
Totalt 2558 272 2830
Positivt 2380/2558
dverensstdmmelse i (93.0)
procent (92.0-
niN (%) (95 % Cl) 94.0)
Negativt 2571272
dverensstammelse i (94.5)
2022-10-07 15/18

FT0700-410s

Dako HercepTest-status @
Studie Klon 4B5-status 2 Positivt Negativt Totalt
PERJETA Positivt 2330 65 2395
och
KADCYLA Negativt 21 414 435
Totalt 2351 479 2830
Positivt 2330/2351
overensstammelsei | (99.1)
procent (98.6-99.4)
niN (%) (95 % Cl)
Negativt 414/479
overensstammelsei | (86.4)
procent (83.1-89.2)
niN (%) (95 % Cl)
Overgripande 2744/2830
dverensstammelse i (97.0)
procent (96.3-97.5)
niN (%) (95 % Cl)
PERJETA Positivt 2267 63 2330
Negativt 10 399 409
Totalt 2277 462 2739
Positivt 2267/2277
dverensstammelsei | (99.6)
procent (99.2-99.8)
niN (%) (95 % Cl)
Negativt 399/462
Overensstammelse i | (86.4)
procent (82.9-89.2)
niN (%) (95 % Cl)
Overgripande 2666/2739
Overensstammelsei | (97.3)
procent (96.7-97.9)
niN (%) (95 % Cl)
KADCYLA Positivt 63 2 65
Negativt 1 15 26
Totalt 74 17 N
1017677SV Rev D
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Dako HercepTest-status Dako HercepTest-vérde
Studie Klon 4B5-status 2 Positivt Negativt Totalt Klon 485-
Studie varde 3+ 2+ 0/1+ Totalt
Positivt 63/74 - -
dverensstammelsei | (85.1) Overgri- 74/91
procent (75.3-91.5) pande (81.3)
n/N (%) (95 % Cl) Overens- (721-88.0)
stammelse i
Negativt 1517 procent
Overensstammelse i | (88.2) n/N (%)
procent (65.7-96.7) (95 % Cl)
n/N (%) (95 % Cl)
Overgripande 78191 Tab. 47. Férgningsacceptans for Klon 4B5. IHC-testade objekt. IHC-fargning anses
Overensstammelse i | (85.7) acceptabel om ett giltigt IHC-varde (0, 1+, 2+ eller 3+) kunde faststéllas. Orsaker till gj
procent (77.1-91.5) acceptabel fargning omfattar oacceptabel negativ kontroll, forlust av vavnad, otillracklig
nIN (%) (95 % Cl) tumér, oacceptabel bakgrund och oacceptabel morfologi.
a Positiv = 3+; Negativ = 0, 1+ eller 2+, PERJETA och
Parameter PERJETA KADCYLA KADCYLA
" " " tP‘;r;tt?alrml‘uala IHC- 2753 99 2852
Tab. 46. Overensstammelse for Klon 4B5- och Dako-analyser med avseende pa IHC-
vérde for alla IHC-utvarderingsbara objekt. IHC-utvarderingsbara objekt har HER2- Initial
statusen Positiv eller Negativ som faststélits av bade Klon 4B5 och IHC-analysen fér fargningsaccep- 2708/2753 92/99 2800/2852
registrering. tans N (%) (98.4) (92.9) (98.2)
o (97.8,9838) (86.1,96.5) (97.6,986)
Dako HercepTest-varde (95%Cl)
Klon 4B5- Antal upprepade 40 0 40
Studie vérde 3+ 2+ 0/1+ Totalt IHC-tester
PERJETA | 3+ 2330 64 1 2395 Slutlig 2746/2753 92/99 2838/2852
och fargningsaccep- (99.7) (92.9) (99.5)
KADCYLA | 2+ 12 235 15 262 tans niN (%) (99.5,99.9) (86.1,96.5) (99.2,99.7)
0/1+ 9 26 138 173 (85 % Cl)
Totalt 2351 325 154 2830
Overgri- 2703/2830 -
pande (95.5) FELSOKNING
dverens- (94.7-96.2) 1. Om den positiva kontrollen uppvisar svagare fargning an vantat, ska andra positiva
stammelse i kontroller som kdrts i samma instrumentkorning, kontrolleras for att avgdra om det
procent beror pa primarantikroppen eller en av de vanliga sekundara reagenserna.
niN (%) 2. Kontrollera att objektglaset har ratt streckkodsetikett om den positiva kontrollen &r
(95 % ClI) negativ. Om objektglaset ar markt ordentligt, ska andra positiva kontroller som kérts
i samma instrumentkdming kontrolleras for att avgdra om det beror pa
PERJETA | 3+ 2267 62 1 2330 primérantikroppen eller en av de vanliga sekundéra reagenserna. Vavnader kan ha
samlats in pa fel sétt, fixerats eller avparaffinerats. Ratt procedur for insamling,
2+ 9 226 13 248 lagring och fixering ska f6ljas.
01+ 1 24 136 161 3. Omallt paraffin inte har tagits bort kanske det inte finns nagon fargning.
Avparaffineringen ska upprepas.
Total 2217 312 150 2739 4. Om specifik antikroppsfargning ar for intensiv, ska kdmingen upprepas med
" ) inkuberingstiden for primarantikroppen forkortad tills énskad fargningsintensitet har
Overgri- 2629/2739 uppnatts.
gsgs:ns- Eggg)_g 67) 5. Om vavnadssnitt skoljs av objektglaset, bor objektglasen kontrolleras for att
A . ’ : sakerstalla att de &r positivt laddade.
stammelse i - e e . L
procent 6. Om "nukleeu)r ochl cytoplqsm|sk fqrgnmg forg'konlmer i nor.mal slemhinna i na[heteln av
nIN (%) tuméromradet vid gastriskt karcinom och férsvarar tolkningen av membranfargning
(95 % Cl) kan fallet testas med ISH.
7. Forkorrigerande atgard, se avsnittet Fargningsprocedur eller instrumentets
KADCYLA | 3+ 63 2 0 65 bruksanvisning, eller sa kan du kontakta din lokala supportrepresentant.
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