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Obr. 2. Barveni 3+ s krali¢i
monoklondlni primarni protilatkou
VENTANA HER2 (4B5) Rabbit
Monoclonal Primary Antibody RxDx
u karcinomu Zaludku.

Obr. 1. Barveni s kréli¢i
monoklondlni primarni protilatkou
VENTANA HER2 (4B5) Rabbit
Monoclonal Primary Antibody RxDx
u karcinomu prsu.

URCENE POUZITI

Krali¢i monoklonalni primarni protilatka VENTANA HER?2 (4B5) Rabbit Monoclonal
Primary Antibody RxDx je urena k semikvantitativni imunohistochemické (IHC) detekci
antigenu HER2 v fezech tkané prsu a Zaludku, fixované formalinem, zalité parafinem,
které jsou obarveny na pfistroji BenchMark IHC/ISH.

Tento IHC prostredek je indikovan jako doprovodny diagnosticky prostfedek k identifikaci
pacient(i s rakovinou prsu, kteff jsou zpGsobili pro Ié¢bu trastuzumabem (IHC 3+ nebo
IHC 2+/ISH amplifikovany), pertuzumabem (IHC 3+ nebo IHC 2+ / ISH amplifikovany),
trastuzumabem emtansinem (IHC 3+ nebo IHC 2+ / ISH amplifikovany) nebo
trastuzumabem deruxtekanem (IHC 1+ nebo IHC 2+ / ISH neamplifikovany). Kromé toho
je tento prostfedek IHC indikovan jako doprovodné diagnostické zafizeni pfi identifikaci
pacientt s rakovinou Zaludku, u nichz se zvazuje lécba trastuzumabem (IHC 3+ nebo
IHC 2+/ISH amplifikovany).

Tento produkt musi byt interpretovan kvalifikovanym patologem v kombinaci

s histologickym vySetfenim, relevantnimi klinickymi informacemi a spravnymi kontrolami.
Tato protilatka je urena pro diagnostické pouZziti in vitro (IVD).

SOUHRN A VYSVETLENI

Protilatka VENTANA HER2 (4B5) Rabbit Monoclonal Primary Antibody RxDx (test
VENTANA HER2 (4B5) Assay) je krali¢i monoklondlni protilatka (klon 4B5) namifena proti
vnitini doméné lidského receptoru 2 epidermalniho rstového faktoru (HER2). Receptor
HER?2 byl naklonovan a charakterizovan.! Ukéazalo se, Ze klon 4B5 reaguje se 185kDa
proteinem z lyzat bunék SK-BR-3 prostrednictvim Western blottingu. SK-BR-3 je
bunééna linie karcinomu prsu, ktera ma 128nasobné vy3si expresi mRNA HER2.2 Velikost
identifikovaného pasu dobfe koreluje s velikosti uvadénou pro protein HER2 (185 kDa).
Imunohistochemické (IHC) experimenty s transfektovanymi bunéénymi liniemi (HEK293)
ukdzaly, Ze klon 4B5 barvi buriky transfektované s HER2 a buriky transfektované s HER4,
ackoli nebylo pozorovéano zadné barveni bunék transfektovanych s HER1 nebo HER3;
data z testu Western blot s rekombinantnim proteinem HER4 rovnéz naznaila, Ze klon
4B5 rozpoznéava epitop HER4.3 Piesto nebyla pozorovéana zkfizena reakce HER2 (4B5)
s HER4 pfi IHC barveni prsni tkané fixované formalinem, zalité parafinem (FFPE).4
HER2 je transmembranovy tyrozinkindzovy receptor, ktery je strukturné podobny
receptoru epidermalniho ristového faktoru.5.6 Genova amplifikace a odpovidajici
nadmérna exprese HER2 byly zjistény u fady tumord, véetné karcinomd prsu.5.6.7
Nadmérna exprese proteinu v dsledku amplifikace genu HER2 je primarnim faktorem
tumorigeneze zprostfedkované HER2.5 Genova amplifikace obvykle vede k vyraznému
zvySeni poctu receptord HER2 na bunééné membrang.5:6 Nadméma exprese HER2
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zvySuje signdini transdukei a reguluje proliferaci a diferenciaci, coZ v kone¢ném dsledku
zplsobuje tvorbu nadoru.56

V pfipadé absence genové amplifikace bylo pozorovano spektrum exprese proteinu
HER2.8 Bylo navrzeno nékolik faktort, které vysvétluji pfechodné Grovné exprese proteinu
HER?2 v pripadech rakoviny prsu pfi absenci genové amplifikace, véetné vzajemného
ovliviiovéni signalnich drah HER2 a estrogenovych receptord.8.9 Exprese proteinu HER2,
ktera neni povazovéana za nadmérmou expresi, mize byt klasifikovana jako nizké exprese
HER2.8,10,11

U adenokarcinomu Zaludku a gastroezofageaini junkce dochazi k nadmérmé expresi
proteinu HER2 a/nebo genové amplifikaci.12.13.14 v publikovanych studiich bylo
zaznamenano Siroké rozmezi ¢etnosti nadmérné exprese HER2. Nicméng jeden

z nejvétsich screeningovych datovych soubord, ktery zahrnoval 3803 pacientl

s adenokarcinomem Zaludku a gastroezofagealni junkce, uvadél, ze pozitivni test na
nadmérnou expresi proteinu HER2 nebo genovou amplifikaci mélo 22 % pacientd. 15

KLINICKY VYZNAM

Rakovina prsu je celosvétové nejcastéji diagnostikovanym nadorovym onemocnénim

u Zen.16 Véasna detekce a vhodna volba Iégby mohou vyznamné ovlivnit celkové
preziti.”17 Pfiblizné 15 aZ 30 % invazivnich duktalnich karcinom prsu je pozitivnich na
HER2.7.10 TéméF vSechny pripady Pagetovy choroby prsu a az 90 % pfipadd duktalniho
karcinomu in situ komedonového typu jsou pozitivni.18:19 Stav pozitivity na HER?2 jiz vice
nez 20 let definuje podskupinu pacientti s rakovinou prsu, ktefi maji prospéch z lécby
cilené na HER2.7:17 Populace pozitivni na HER2 byla historicky definovana jako ti
pacienti, ktefi vykazuji nadmérnou expresi proteinu HER2 hodnocenou
imunohistochemicky (IHC) na zakladé semikvantitativniho hodnoticiho systému IHC (0,
1+, 2+ a 3+) a/nebo genovou amplifikaci hodnocenou pomoci hybridizace in situ (ISH).17
Pozitivita na HER?2 byla silné korelovana s nadmérnou expresi proteinu (IHC skdre 3+).

V pfipadech s hrani¢ni nadmérnou expresi (IHC skére 2+, nejednozna¢né) muze byt
vyzadovan potvrzujici reflexni test k posouzeni genové amplifikace podle zavedeného
algoritmu posuzovani HER2.17

Lécivé pripravky, které jsou na trhu, vetné pipravku Herceptin (trastuzumab), PERJETA
(pertuzumab) a KADCYLA (ado-trastuzumab emtansin / trastuzumab emtansin), prokazaly
klinicky pinos u pacientt s rakovinou prsu pozitivni na HER2 tim, Ze zastavily

av nékterych pfipadech zvratily rast karcinomu.20-24 Trastuzumab a pertuzumab jsou
humanizované monoklonalni protilatky, které se vaZou na protein HER2 na povrchu bunék
a naru3uji signalni transdukci zprostfedkovanou HER2.20,24.25 Trastuzumab emtansin je
konjugat protilatky a léku sloZeny z trastuzumabu a cytotoxické latky DM1 konjugované
pres neroztépitelny linker.23 Z 1é¢hy trastuzumabem (Herceptin), pertuzumaben
(PERJETA) nebo trastuzumabem emtansinem (KADCYLA) by mély mit prospéch pouze
pacienti s rakovinou prsu pozitivni na HER2 (IHC skére 3+ nebo 2+ s potvrzenym
amplifikovanym stavem HER2).16.18

Priblizné 40 az 50 procent pacient( s rakovinou prsu ma tumory, které nevykazuij
amplifikaci genu HER2 a nadmérné neexprimuji receptor, nicméné jsou u nich zjistény
nizké Grovné exprese HER2.8,10 Pipady s nizkou expresi HER2 (IHC skdre 1+ nebo 2+
(s potvrzenym neamplifikovanym stavem HER2)) jsou obvykle povazovany za negativni
na HER2 a jsou vylouceny z moznosti [é¢by cilené na HER2.8 Nedavno byl pozorovan
pfinos lécby s protilatkou HER2 a s trastuzumabem deruxtekanem (ENHERTU®)

u pacientt s rakovinou prsu s nizkymi Grovnémi exprese HER2.26.27 Trastuzumab
deruxtekan je konjugét protilatky a léku, ktery obsahuje bazi monoklonalni protilatky cilené
na HER2 (trastuzumab), Stépitelny linker a bunéénou membranou propustnou pro derivat
exatekanu (uZitecna napli inhibitoru topoizomerazy 1).10

Diagnostika in vitro pro hodnoceni stavu HER2 u pacientu s rakovinou prsu je dileZitou
pomdickou pro Iékare pfi ur¢ovani 1écby trastuzumabem (Herceptin), pertuzumabem
(PERJETA), trastuzumabem emtansinem (KADCYLA) nebo trastuzumabem
deruxtekanem (ENHERTU®).17 Detekce exprese proteinu HER2 pomoci IHC se pouZiva
jako pomucka pfi hodnoceni pacientd s rakovinou prsu, u nichZ se zvazuje lécha cilen& na
HER2 trastuzumabem (Herceptin), pertuzumabem (PERJETA), trastuzumabem
emtansinem (KADCYLA) nebo trastuzumabem deruxtekanem (ENHERTU®).

Rakovina Zaludku je patym nej¢astéjsim nadorovym onemocnénim a celosvétové je hlavni
pricinou Gmrti na rakovinu.13 Nejcastéjsim zpisobem échy rakoviny Zaludku je
chirurgicky zakrok.14.28 Vétsina pfipadd rakoviny Zaludku je v3ak detekovana

v pokrocilém stadiu a operace je ¢asto obtizné proveditelnd. 14,28 K 16¢hé pokrocilé
rakoviny Zaludku se pouziva chemoterapie, i kdyZ preZiti téchto pacient je velmi
nizké.14.28 | é¢ba cilena na HER2 trastuzumabem je zakladem lécby invazivniho
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karcinomu prsu a mé terapeuticky vyznam i v 1é¢hé pacient s rakovinou Zaludku

s nadmémou expresi tohoto receptoru.12.14 Prakaz amplifikace genu HER2 a/nebo
nadmérné exprese proteinu je zasadni pro vybér pacientd pro lécbu trastuzumabem 12,14
Klinické studie prokazaly, Ze pacienti s rakovinou prsu nebo Zaludku s vysokou
nadmeérnou expresi proteinu HER2 a/nebo genovou amplifikaci maji z 1é¢by
trastuzumabem nejvétsi prospéch.12.21 Detekce exprese proteinu HER2 na zakladé IHC
se pouziva jako pomtcka pfi hodnoceni pacientt s rakovinou Zaludku, u nichz se zvazuje
|écha trastuzumabem (Herceptin).

PRINCIP POSTUPU

Test VENTANA HER2 (4B5) Assay obsahuije krali¢i monoklonalni protilatku, ktera se vaze
na HER2 v fezech tkané FFPE. Specifickou protilatku Ize lokalizovat pomoci konjugétu
sekundarni protilatky a HRP (ultraView Universal DAB Detection Kit). Specificky komplex
protilatky a enzymu je poté vizualizovan produktem precipitaéni enzymové reakce. Kazdy
krok se inkubuje po pfesnou dobu a pfi pfesné teploté. Na konci kazdého inkuba¢niho
kroku pfistroj promyje fezy, aby zastavil reakci a odstranil nenavazany materiél, ktery by
brénil zadouci reakci v ndslednych krocich. Pfistroj také nanese kapalné kryci sklicko
Liquid Coverslip, které minimalizuje odparovani vodnych reagencii ze sklicka se vzorkem.
Klinické pripady by mély byt hodnoceny v kontextu vykonu pfislusnych kontrol.
Doporucuje se zahrout pozitivni kontrolu tk&né fixovanou a zpracovanou stejnym
zplsobem jako pacientsky vzorek (napiiklad slabé pozitivni karcinom prsu). Kromé
obarveni s testem VENTANA HER2 (4B5) Assay by mélo byt provedeno obarveni
druhého sklicka s negativni kontrolou CONFIRM Negative Control Rabbit Ig. Aby byl test
povaZovan za platny, méla by tkan pro pozitivni kontrolu vykazovat barveni membrany
nadorovych bunék. Tyto slozky by mély byt negativni, pokud jsou barveny s CONFIRM
Negative Control Rabbit Ig. Kromé toho se doporucuje, aby pro kazdou davku vzorkd
zpracovanych a analyzovanych na pfistroji BenchMark IHC/ISH bylo zahrnuto skli¢ko

s negativni kontrolni tkani (napfiklad karcinom prsu nebo Zaludku negativni na HER?2).
Tato negativni kontrolni tkén by méla byt obarvena s testem VENTANA HER2 (4B5)
RxDx, aby bylo zajisténo, Ze zesileni antigenu a dalsi postupy pfed o3etfenim nevytvoii
faleSné pozitivni barveni.

DODAVANY MATERIAL

Test VENTANA HER? (4B5) Assay obsahuje dostatek reagencie pro 50 testu.

Jeden 5mL davkovac testu VENTANA HER?2 (4B5) Assay obsahuje pfiblizné 30 pg kralici
monoklonalni protilatky namifené proti lidskému antigenu HER2.

Protilatka je nafedéna ve fyziologickém roztoku s 0.05 M pufru Tris, 0.01 M EDTA, 0.05 %
Brij-35 s obsahem 0.3 % nosi¢ového proteinu a 0.05 % azidu sodného jako konzervaéniho
prostfedku. V zasobnim roztoku je stopové mnoZstvi, pfiblizné 0.25 %, fetalniho teleciho
séra.

Koncentrace specifické protilatky je pfiblizné 6 pg/mL.

Test VENTANA HER? (4B5) Assay obsahuije kralici IgG zfedéné ze supernatantu tkarové
kultury.

Podrobné popisy nésledujicich poloZek naleznete v pfislusném metodickém listu

v detekéni soupravé VENTANA: Princip postupu, Material a metody, Odbér vzork

a priprava pro analyzu, Postupy kontroly kvality, ReSeni problém, Interpretace vysledk
a Omezeni.

POTREBNE MATERIALY, KTERE NEJSOU SOUCASTI DODAVKY
Barvici reagencie, napfiklad detekéni soupravy VENTANA a pomocné materidly, véetné
sklicek pro negativni a pozitivni kontrolu tk&né, nejsou soucasti dodavky.

VSechny produkty uvedené v metodickém listu nemuseji byt dostupné ve vSech
zemépisnych oblastech. Obratte se na mistni servisni zastoupeni.

Nésledujici reagencie a materialy mohou byt pfi barveni potfebné, nejsou v3ak soucasti
dodavky:

1. Doporu¢end kontrolni tkan

Mikroskopicka sklicka, kladné nabita

CONFIRM Negative Control Rabbit Ig (kat. ¢. 760-1029 / 05266238001)
ultraView DAB Detection Kit (kat. &. 760-500 / 05269806001)

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

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

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

ULTRA LCS (Predilute) (kat. ¢. 650-210 / 05424534001)

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

10.  ULTRA Cell Conditioning Solution (ULTRA CC1) (kat. ¢. 950-224 / 05424569001)
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11, Hematoxylin Il (kat. €. 790-2208 / 05277965001)
12.  Bluing Reagent (kat. &. 760-2037 / 05266769001)
13.  Obecné laboratorni vybaveni

14.  Pistroj BenchMark IHC/ISH

SKLADOVANI A STABILITA

Po pfijeti a mezi pouZitimi uchovavejte pfi teploté 2-8 °C. Nezmrazuijte.

Aby byla zajiSténa spravna funkénost reagencie a stabilita protilatky, musi se davkovac po
kazdém pouziti uzavfit vickem a okamzité umistit ve svislé poloze do chladnicky.

Kazdy davkovaé protilatky ma stanovenou dobu exspirace. Pfi fadném skladovani z(istane
reagencie stabilni do data uvedeného na Stitku. Po uplynuti data exspirace reagencii
nepouzivejte.

PRIPRAVA VZORKU

Pro pouZiti této primarni protilatky s detekénimi soupravami VENTANA a pfistroji
BenchMark IHC/ISH jsou vhodné tk&né FFPE zpracované béznym zplisobem.
Doporu¢enym fixativem na tkané je 10% neutrélni pufrovany formalin.29 Sklicka je tfeba
obarvit neprodlené, nebot antigennost piipravenych tkanovych fezli se mize postupem
¢asu snizovat.

VySetieni nezndmych vzork( doporucujeme provadét soubézné s pozitivnimi

a negativnimi kontrolnimi vzorky.

Je tfeba pfipravit fezy o tloustce pfiblizné 4 pm a ty poloZit na sklicka. Sklicka by méla byt
Superfrost Plus nebo ekvivalentni. Studie ukazuji, Ze fezy tkani a buné&nych linif, které
jsou suSené na vzduchu a skladované pfi teploté 2-8 °C, jsou stabilni po dobu minimalné
45 dnd. Kazda laborator by méla validovat stabilitu sklicka s fezem pro své vlastni postupy
a podminky prostfedi pro skladovani.

VAROVANI A BEZPECNOSTNI OPATRENI

1. Ur€eno k diagnostickému pouZiti in vitro (IVD).

2. Pouze k odbornému pouZiti.

3. NepouZivejte nad ramec specifikovaného poctu testu.

4 Kladné nabité sklitka mohou byt citliva na zatéz prostredi, coZ ma za nésledek
nevhodné zbarveni. PoZadejte z&stupce spole¢nosti Roche o dalSi informace o tom,
jak pouZivat tyto typy sklicek.

5. S materidlem lidského nebo ZivociSného plvodu je tfeba nakladat jako s biologicky
nebezpeénym materidlem a likvidovat jej v souladu s platnymi bezpe¢nostnimi
opatfenimi. V pfipadé expozice je potfeba se fidit zdravotnickymi smérnicemi
odpovédnych organi.30,31

6.  Zabrante kontaktu reagencii s oima a sliznicemi. Jestlize se reagencie dostanou do
kontaktu s citlivymi oblastmi, omyjte zasazené oblasti vydatnym mnozstvim vody.

7. Zabrarte mikrobialni kontaminaci reagencif, mohla by zplisobit nepresnost
vysledkd.

8. Pripouziti podle pokynd neni tento produkt klasifikovan jako nebezpecna latka.
Konzerva¢nim prostfedkem v reagencii je azid sodny. Symptomy nadmérné
expozice azidu sodnému mohou zahrovat podrazdéni kiZe a oci, podrazdéni
sliznic a podrazdéni hornich cest dychacich. Koncentrace azidu sodného v tomto
produktu je mensi nez 0.05 % a nespliiuje kritéria pro nebezpecnou latku.
Usazeniny NaN3 mohou reagovat s olovénym a médénym potrubim za vzniku
vysoce vybusnych azidl kov. Pfi likvidaci splachnéte velkym mnozstvim vody, aby
nedochézelo ke hromadéni azidu v potrubi.32 U citlivych jedincd jsou mozné
systémové alergické reakce.

9. Dalsi informace o pouZivani tohoto prostfedku obsahuje uZivatelska prirucka
pfistroje BenchMark IHC/ISH a navody k pouZiti vSech nezbytnych soucasti, které
naleznete na internetovych strankach navifyportal.roche.com.

10.  Doporu¢ené metody likvidace jsou uvedeny v celostéatnich a/nebo mistnich
predpisech.

11.  Oznaceni produktu bezpec¢nostnimi Stitky se fidi hlavné pokyny GHS EU. Pro
profesionalni uZivatele je na vyZadani k dispozici bezpe€nostni list.

12.  Pro nahlaSeni podezielych zavaznych incidentl tykajicich se tohoto prostfedku se
obratte na mistniho zastupce spoleénosti Roche a kompetentni organy ¢lenského
statu nebo zemé, ve které uzivatel provozuje ¢innost.
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POSTUP BARVENI

Priméarni protilatky VENTANA byly vyvinuty pro pouZziti na pfistrojich BenchMark IHC/ISH
spolecné s detekEnimi soupravami a pfisluSenstvim VENTANA. Doporuéené barvici
protokoly uvéadséji tabulky nize.

Tato protilatka byla optimalizovana pro specifické inkuba&ni doby, uZivatel vSak musi
vysledky ziskané pomoci této reagencie validovat.

Parametry automatickych procest Ize zobrazit, vytisknout a upravovat podle postupt
uvedenych v uzivatelské pfirucce pfistroje. Dalsi podrobné informace o postupech IHC
barveni naleznete v metodickém listu k pfislusné detekéni soupravé ultraView DAB
Detection Kit.

DalSi podrobnosti o spravném pouZzivani tohoto prostfedku najdete v metodickém listu ke
vkladacimu davkovaci (P/N 790-7167).

POZNAMKA: Postupy barveni shrnuje Tab. 1 (pro posouzeni pozitivity na HER2 a nizké
Urovné exprese HER2 v pfipadech rakoviny prsu), Tab. 2 (pouze pro posouzeni pozitivity
na HER2 v pfipadech rakoviny prsu) a Tab. 3 (pro posouzeni pozitivity na HER2

v pfipadech rakoviny Zaludku). Doporucené kroky barviciho protokolu, véetné pravy
bunék a inkubace protilatek, jsou stejné pro vSechna vySetfeni rakoviny prsu s expresi
HER2; postupy barveni vSak maji k dispozici rizné Grovné uZivatelskych zmén. Pfi
vySetfeni pacientl pro posouzeni potencialni nizké drovné exprese HER? je tfeba pouzit
postup barveni uvedeny v Tab. 1. Pokud je zamérem vykazat stav nizké drovné exprese
HER2 (definovany jako IHC skdre 1+ nebo 2+ (s potvrzenym neamplifikovanym stavem
HER?2)), musi byt pouZit postup barveni, ktery uvadi Tab. 1. Pokud je zamérem pouze
vykazat stav pozitivity HER2 (definovany jako IHC skdre 3+ nebo 2+ s potvrzenym
amplifikovanym stavem HER?2), Ize pouZit postupy uvedené v Tab. 1 nebo Tab. 2. Aby
bylo zajisténo co nejkomplexnéjsi vyuZiti vysledkd pro zjisténi nizké drovné exprese HER2
nebo potvrzeni pozitivity na HER2 u pfipadd rakoviny prsu, dirazné se doporucuje pouZit
postup barveni, ktery uvadi Tab. 1.

Postup barveni pro vSechna posouzeni HER2 véetné posouzeni
potenciéalni nizké urovné exprese HER2 ve vzorcich prsu

Barvici protokol a postup barveni uvedeny v této ¢asti a v Tab. 1 jsou vhodné pro pouZiti
ve vSech pfipadech vySetfeni rakoviny prsu s expresi HER2 a museji byt pouzity pfi
hodnoceni pacientskych vzorkl pro potenciélni terapii pfi nizké drovni exprese HER2.
Odchylka od doporuceného barviciho protokolu mize vést k nepfijatelnému barveni
vzorkll s HER2 se zménénym skére HER2, zejména v pfipadech s nizkou expresi HER2
(IHC 1+). Zejména zkraceni nebo prodlouzeni doby Gpravy bunék pravdépodobné povede
ke vzniku vzork(i obarvenych s HER2 se zménénym skére HER2, coZ mUze vést

k nevhodnym rozhodnutim o 1écbé pacientt. Postup barveni, ktery uvadi Tab. 1,
neumozuje zménu doby Upravy bunék nebo doby inkubace protilatek, ktera by pomohla
zmirnit toto riziko, protoZe se jedna o jediny barvici protokol validovany pro pouZziti pfi

Tab. 2.

Alternativni postupy barveni pouZitelné pouze pro posouzeni
potencidlni pozitivity na HER2 u vzorku prsu a Zaludku

Postupy barveni a barvici protokoly, které uvadi Tab. 2 a Tab. 3, jsou uréeny k pouZziti pfi
posuzovani pozitivity na HER2 (definované jako nadmérna exprese proteinu, IHC

skdre 3+ nebo 2+ (s potvrzenym amplifikovanym stavem HER2)), a nikoliv pfi posuzovani
nizké urovné exprese HER?2 (definované jako IHC skére 1+ nebo 2+ (s potvrzenym
neamplifikovanym stavem HER2)). Doporu¢ené doby Gpravy bunék a inkubace protilatek,
které jsou podrobné uvedeny v Tab. 2 a Tab. 3, nejsou pevné dané a uZivatel je mize
zménit. Mezi mozné dlvody pro zménu parametrl patii odchylky ve fixaci a zpracovani
tkani (odchylky od doporucené fixace nebo zpracovani vzorkd), obecné podminky
laboratorniho pfistroje a prostfedi a preference hodnotitelt. Dalsi informace o proménnych
fixace naleznete v pfirucce ,/mmunohistochemistry Principles and Advances” (Zasady

a postupy imunohistochemie).33 UZivatelé, ktefi se odchyli od doporucenych barvicich
protokol, jsou zodpovédni za interpretaci a validaci vysledkd u pacientskych vzorkd.

Doporuceny barvici protokol pro test VENTANA HER?2 (4B5) Assay s detekéni

soupravou ultraView DAB Detection Kit u vzorkd prsu na pfistroji BenchMark IHC/ISH.

Metoda
= . BenchMark
yp postupu ULTRA nebo
BenchMark GX BenchMark XT BenchMark
ULTRA PLUS
Postun barveni Postup barveni Postup barveni Postup barveni
up barvent ultraView DAB | ultraView DAB | ultraView DAB
Odparafinovani Zvoleno Zvoleno Zvoleno
Cell Conditioning cel, cel, ULTRA CC1,
(Odmaskovani i i I
- mirné mirné mirné
antigenu)
. o 16 minut, 16 minut, 12 minut,
Protilatka (primarni)
37°C 37°C 36°C
ultraWash Zvoleno

Kontrastni barvivo

Hematoxylin I, 4 minuty

Po kontrastnim
barveni

Bluing (modfeni), 4 minuty

posuzovani pacientskych vzorku s potencialni nizkou rovni exprese HER2. Tab. 3.  Doporuceny barvici protokol pro test VENTANA HER2 (4B5) Assay s detekéni
Tab. 1.  Barvici protokol pro test VENTANA HER2 (4B5) Assay pro veskeré posouzeni  Soupravou ultraView DAB Detection Kit u vzork( Zaludku na pistroji BenchMark IHC/ISH.
HER2 ve vzorcich prsu, véetné posouzeni potencialni nizké drovné exprese HER2 na Metoda
pfistroji BenchMark IHC/ISH. RS
BenchMark
Metoda BenchMark GX BenchMark XT ULTRA
Tvb postupu BenchMark Postup barveni Postup barveni Postup barveni Postup barveni
yp postup BenchMark X | Benchmark xt | ULTRAnebo P ultraView DAB | ultraView DAB | ultraView DAB
BenchMark -
ULTRA PLUS Odparafinovani Zvoleno Zvoleno Zvoleno
Cell Conditioning
) GXVENTANA | XT VENTANA ULTRA Odmaskovani CcClL, cclL, ULTRA CC1,
Postup barvent HER? 4B5 HER? 4B5 VENTANA (Odmaskovani mimé mimé mimé
HER2 4B5 antigenu)
VENTANA VENTANA VENTANA s A 16 minut, 16 minut, 12 minut,
HER2 4B5 Ab— | HER24B5Ab— | HER2 4B5Ab - Protilatka (primarn) 37°C 37°C 36°C
. NP 16 min. nebo 16 min. nebo 12 min. nebo
*
Protilatka (primami)* | conFiRMNeg | CONFIRMNeg | CONFIRM Neg ultraWash Zvoleno
Cti Rbt Ig - Cti Rbt Ig - Cti Rbt Ig - Kontrastni barvivo Hematoxylin II, 4 minuty
16 min. 16 min. 12 min. -
Po kontrastnim Blui dieni). 4 minut
Kontrastni barvivo Hematoxylin 11, 4 minuty barveni uing (modrent), 4 minuty
Po kontrastnim . .
barveni Bluing, 4 minuty

* Jednd se o pfedem naprogramovany stav, uzivatel si tento krok nemtze zvolit.
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POSTUPY KONTROLY KVALITY
Kontroly fady bunék

Spole¢nost Ventana méa jako samostatny produkt k dispozici Etyfi kontroly fady bunék
fixované formalinem, zalité parafinem, nafezané a umisténé na jedno nabité sklicko.
Kontrolni sklicka PATHWAY HER-2 4 in 1 Control Slides (P/N 781-2991) mohou byt
uzite¢nd pfi pfedbézné validaci pfistroje nebo metody zpracovani pouZité pro barveni
sklicek s testem VENTANA HER2 (4B5) Assay. Tyto ¢tyfi kontroly fady bunék jsou
charakterizovany hybridizaci in situ pro pocet kopii gen(; viz Tab. 4. Pokud jsou fadné
zpracovany a obarveny, mély by se buné¢né linie obarvit tak, jak je popsano

v metodickém listu pro kontrolni sklicka PATHWAY HER-2 4 in 1 Control Slide. Pokud
uvedené barveni neni u pfisluSnych jader patrné, zejména u kontrol 1+ a 2+, mélo by se
barveni tk&ni opakovat.

Tab. 4. Vlastnosti kontrolnich skli¢ek PATHWAY HER-2 4 in 1 Control Slides.
IHC skére pro HER2 Bunééna 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 predstavuje primér ze tii SarZi kontrolnich sklicek PATHWAY
HER-2 4 in 1 Control Slides stanoveny pomoci fluorescenéni hybridizace in situ
(FISH).

POZITIVNI KONTROLNI TKAN

Tkan pro pozitivni kontrolu, fixovana a zpracovana stejnym zplisobem jako pacientské
vzorky, musi byt analyzovéana pro kazdou sadu podminek testu a pfi kazdém provedeném
postupu barveni s testem VENTANA HER?2 (4B5) Assay. Nejvhodnéjim laboratornim
postupem je uloZit fez pro pozitivni kontrolu na stejné sklicko jako testovanou tkan. Pfi
nanaSeni reagencie na sklicko pak Ize snaze zjistit pfipadné zavady. Pro kontrolu kvality
je nejvhodnéjsi tkan se slabym pozitivnim zbarvenim. Kontrolni tkan maze obsahovat
pozitivné i negativné zabarvené prvky a slouZit pro pozitivni i negativni kontrolu. Kontrolni
tkani by mél byt Cerstvé vzorky z pitvy, biopsie nebo vzorky z operace, zpracované

a fixované co nejdrive stejnym zpusobem jako testované fezy.

Takova tk&n miZe sledovat vechny kroky analyzy, od pfipravy tkané az po barveni.
Pouziti tkanového fezu fixovaného nebo zpracovaného odliSné od testovaného vzorku
poskytuje kontrolu vSech reagencii a krok( metody kromé fixace a pfipravy tkané.
Videdlnim pfipadé by méla byt vybrana tkan, o které je zndmo, Ze mé slabé, ale pozitivni
zbarveni, aby se potvrdilo, Ze je systém citlivy i na nizké miry degradace reagencii ¢i na
problémy s metodikou IHC. Obecné je v3ak neoplasticka tkan, ktera je pozitivni na HER2,
silné pozitivni vzhledem k povaze patologie (nadmérna exprese).

Zn&mé pozitivni kontroly tkani je nutno pouzivat pouze ke sledovani spravné funkce
reagencii a pfistroju, nikoli jako pomcku ke stanoveni konkrétni diagnézy testovanych
vzork(. Pokud pozitivni kontroly tkani pozitivni zbarveni nevykazuii, je tfeba povazovat
vysledky testovanych vzorkl za neplatné.

Prikladem pozitivni kontroly pro test VENTANA HER?2 (4B5) Assay je invazivni karcinom
prsu se zndmou slabou pozitivitou na HER2 anebo slabé pozitivni vzorek karcinomu
Zaludku. Slozky tkané s pozitivnim zabarvenim (membranové zbarveni neoplastickych
bunék) se pouzivaji k potvrzeni, Ze byla pouZita protilatka a Ze pfistroj spravné fungoval.
Negativni kontrola tkané

Stejné sklicko pouzité pro pozitivni kontrolu tkéné (duktaini nebo lobularni invazivni
karcinom prsu nebo karcinom Zaludku) miZe byt pouZito i jako negativni kontrola tkané.
Slozky bez zabarveni (okolni stroma, lymfoidni buriky a krevni cévy) by mély vykazovat
nepfitomnost specifického zabarveni a poskytnout indikaci specifického zbarveni pozadi
(faleSné pozitivni) s primarni protilatkou. Pouzijte zndmou negativni tkan, fixovanou,
zpracovanou a zalitou stejnym zpusobem jako pacientsky vzorek.

Negativni reagenéni kontrola

K usnadnéni interpretace vysledkU je tfeba provést pro kazdy vzorek cyklus s negativni
reagencni kontrolou. Negativni reagenéni kontrola se pouziva namisto primarni protilatky
k vyhodnocovani nespecifického zabarveni. Sklitko ma byt barveno s reagencii
CONFIRM Negative Control Rabbit Ig. Doba inkubace pro negativni reagenéni kontrolu by
méla byt stejna jako doba inkubace u primarni protilatky.
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Nevysvaétlitelné rozpory

Nevysvétlitelné rozpory v kontrolach je tfeba neprodlené nahlasit na vaSe mistni servisni
zastoupeni. Pokud vysledky kontroly kvality nesplfiuji specifikace, vysledky pacienta jsou
neplatné. Viz &ast ReSeni probléma. Identifikujte a napravte problém a pak opakuite
pacientské vzorky.

Ovéreni testu

Pfed prvnim pouZitim protilatky nebo barviciho systému v diagnostické procedure je tfeba
ovéfit specificitu protilatky jejim testovanim na fadé tkani se zndmymi imunochemickymi
funkénimi charakteristikami reprezentujicimi zndmé pozitivni a negativni tkdné (viz
Postupy kontroly kvality uvedené v této &asti pfibalové informace a doporuceni pro
kontrolu kvality v dokumentu College of American Pathologists Laboratory Accreditation
Program, Anatomic Pathology Checklist,34 nebo CLSI Approved Guideline35, pFipadné

v obou dokumentech). Postupy kontroly kvality je tfeba opakovat pro kazdou novou SarZi
protilatky nebo vZzdy, kdyZ dojde ke zméné parametr( testu. Pro ovéfeni testu jsou vhodné
tkéné karcinomu prsu a Zaludku se zndmym stavem HER2.

INTERPRETACE BARVENI / OCEKAVANE VYSLEDKY

Imunologicky postup automatizovaného barveni VENTANA zplsobi, Ze se hnédy reakéni
produkt (DAB) vysrazi v mistech antigenu lokalizovanych testem VENTANA HER2 (4B5)
Assay. Kvalifikovany patolog se zkuSenostmi s imunohistochemickymi postupy musi pred
interpretaci vysledkd nejprve vyhodnotit kontroly a posoudit obarveny produkt.

Pozitivni kontroly

Nejprve by méla byt vySetfena obarvend pozitivni kontrola tkané, aby se zjistilo, zda
vSechny reagencie funguji spravné. Pfitomnost patfi¢né zabarveného reakéniho produktu
v membrané cilovych bunék indikuje pozitivni reaktivitu. Podle délky inkubace a sily
pouZitého hematoxylinu bude vysledkem kontrastniho barveni svétlemodré az
tmavomodré zbarveni bunécnych jader. Nadmérmé nebo neliplné kontrastni barveni mtze
narusit spravnou interpretaci vysledkd.

Pokud pozitivni kontrolni tk&r pozitivni zbarveni nevykazuije, je tfeba povazovat veSkeré
vysledky u testovanych vzorkl za neplatné.

Negativni kontrolni tkéné

Po pozitivni kontrole tkané by méla byt vySetfena negativni kontrola tkané, aby se ovéfilo
specifické znaceni cilového antigenu primarni protilatkou. Absence specifického zbarveni
v negativni kontrole tk&né potvrzuje nedostatek kiiZové reaktivity protilatky s bufikami
nebo bunécnymi slozkami. Pokud je tkan kontrastné nabarvena, maze dojit k obarveni
kolem vnéjSku buriky, tj. intersticidlnich prostort. Dojde-li ke specifickému zbarveni

u negativni kontrolni tkané, mély by byt vysledky u pacientského vzorku povazovany za
neplatné.

Negativni reagenéni kontroly

Nespecifické zabarveni, pokud je pfitomno, bude mit rozptyleny vzhled. V tkafovych
fezech, které jsou nadmémé fixovany formalinem, Ize rovnéz pozorovat sporadické lehké
zbarveni pojivové tkané. K interpretaci vysledkd barveni je tfeba pouzivat pouze intaktni
buriky, jelikoz nekrotické nebo degenerované burky ¢asto barvi nespecificky.

Tkan pacienta

Pacientské vzorky by mély byt vySetfeny jako posledni. Intenzita pozitivniho zbarveni by
méla byt hodnocena v kontextu jakéhokoli barveni pozadi u negativni reagenéni kontroly.
Stejné jako u jinych imunohistochemickych test, negativni vysledek znamena, Ze nebyl
detekovan doty¢ny antigen, nikoli Ze antigen nebyl v testovanych burikach nebo tkanich
pfitomen. Pfi interpretaci jakéhokoliv imunohistochemického vysledku by méla byt také
vySetiena morfologie jednotlivych tkanovych vzorkl za pouziti fezu obarveného
hematoxylinem a eosinem. Morfologické nélezy u pacienta a pfislusna klinicka data
museji byt interpretovany kvalifikovanym patologem.

Kvalifikovany patolog se zkuSenostmi s imunohistochemickymi postupy musi pfed
interpretaci vysledkd nejprve vyhodnotit pozitivni a negativni kontroly a posoudit obarveny
produkt.

Konvence pfi hodnoceni pro interpretaci vysledku protilatky
VENTANA anti-HER2 (4B5) Antibody u karcinomu prsu

Nésledujici tabulky uvadéji kritéria barveni. Podrobnéjsi popis se snimky barveni s testem
VENTANA HER2 (4B5) Assay naleznete v dokumentu pfirucka pro interpretaci algoritmu
VENTANA HER2 (4B5) Rabbit Monoclonal Primary Antibody RxDx pro rakovinu prsu

a Zaludku (P/N 1021957CS) .
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Tab. 5.

Kritéria pro intenzitu a vzor barveni buné¢né membrany s testem VENTANA

HER?2 (4B5) Assay u karcinomu prsu pfi pouZiti postupu barveni uvedeného v Tab. 1.

PouZiti postupu

Skére HER2 PouZiti postup,u
(4B5) (hlégeni barveni, ktery
Vzor barveni A uvadi Tab. 2: [ Klinicka aplikace
oSetfujicimu e
P Doporuéeny stav
L) hiageni
Intenzivni Gplné zabarveni Pozitivni / KADCYLA
membrany u vice nez 10 % 3+ nadmémé exprese [  (trastuzumab
rakovinnych bunék HER2 emtansin)

(fé(g)r ?hl-liaEgF;ﬁi barveni, ktery
Vzor barveni SO uvadi Tab. 1: | Klinicka aplikace
oSetfujicimu e
P Doporuéeny stav
1ékari) P
hlaseni
Nebylo pozorovéano zadné
zabarveni membrany
nebo -
Negativni na Sa .
Slabé, castecné zabarveni 0 HER? Zadne
membrany v podilu 10 %
nebo méné rakovinnych
bunék
Slabé, ¢astecné zabarveni Nizka Grovef
membrany je vétsi nez 10 % 1+ exnrese HER2
rakovinnych bunék P
ENHERTU®
2+*
) (trastuzumab
Reflexni test: Nizka Grovef derux‘[ekan)
HE_RZ , exprese HER2
Slahé az stfedni dpiné | neamplifikovan
zabarveni membrany u vice 0
nez 10 % rakovinnych bunék 24 ey HERCEPTIN
i test Pozitivni / (trastuzumab)
Reflexni test: | \adqmarna exprese :
HER2 HER?2 PERJETA
amplifikovano (pertuzumab),
Intenzivni Gpiné zabarveni Pozitivni / KADCYLA
membrany u vice nez 10 % 3+ nadmémé exprese [  (trastuzumab
rakovinnych bunék HER2 emtansin)

* Doporuceni reflexniho testu k posouzeni genové amplifikace podle pokyn

ASCO/CAP
Tab. 6.  Kritéria pro intenzitu a vzor barveni bunééné membrany s testem VENTANA
HER?2 (4B5) RxDx Assay u karcinomu prsu pfi pouZziti postupu barveni uvedeného
v Tab. 2.
z PouZiti postupu
(fé(g)r ?hl-liaEgF;ﬁi barveni, ktery
Vzor barveni oSetfuiicimu uvadi Tab. 2: [ Klinicka aplikace
rujic Doporuéeny stav
L) hiageni
Nebylo pozorovéano zadné
zabarveni membrany
nebo Negativni na
Slabé, ¢astecné zabarveni 0 HER?2
membrany v podilu 10 %
nebo méné rakovinnych
bunék .
Z&dné
Slabé, ¢astecné zabarveni Negativni na
membrany je vétsi nez 10 % 1+ ?—IERZ
rakovinnych bunék
2+*
Reflexni test: Negativni na
HER2 HER2
Slahé az stfedni dpiné | neamplifikovan
zabarveni membrany u vice 0
nez 10 % rakovinnych bunék 24 HERCEPTIN
B Pozitivni / trast b
Reflexni test: |nagmama exprese (irastuzumab),
HER2 HER?2 PERJETA
amplifikovano (pertuzumab),
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* Doporuceni reflexniho testu k posouzeni genové amplifikace podle pokyn
ASCO/CAP

Konvence pfi hodnoceni pro interpretaci vysledku protilatky
VENTANA anti-HER2 (4B5) u karcinomu Zaludku

Karcinomy Zaludku, které jsou povaZzovany za pozitivni na nadmérnou expresi proteinu
HER?2, museji splfiovat prahova kritéria pro intenzitu a vzor barveni membrany (2+ nebo
vy38i na stupnici od 0 do 3+) a procento pozitivnich nddorovych bunék. Barveni musi byt
lokalizovano na bunééné membrané, ale nemusi byt zcela po obvodu, nebot bazolateralni
barveni je bézné pozorovano a mélo by byt vzato v Gvahu pro hodnoceni. MiZe byt
pfitomno zabarveni cytoplazmy a/nebo jadra, ale toto zabarveni neni do stanovovani
pozitivity zahrnuto. U karcinomu Zaludku procento pozitivnich nddorovych bunék zavisi na
tom, zda je vzorkem vzorek z biopsie (= 5 kohezivnich bunék) nebo vzorek z resekce
(=10 %).

Pfi zavadéni pokynd pro hodnoceni je u imunohistochemie HER2 v karcinomu Zaludku
tfeba poznamenat, Ze i kdy? je silné membranové zbarveni dikazem nadmérné exprese
proteinu HER2 v neoplastickych bufikach, nemusi byt zcela obvodové. 36

U rakoviny Zaludku bylo hlaSeno difizni cytoplazmatické zabarveni s jadernym zbarvenim
nebo bez jaderného zbarveni.37 Pfi stanovovani exprese proteinu HER2 u rakoviny
Zaludku by mélo byt pouZito pouze membranové zbarveni.

Imunohistochemické barveni s klonem 4B5 miZe v karcinomu Zaludku a karcinomu
gastroezofagealni junkce zplsobit cytoplazmatické i jaderné zbarveni bézné Zaludecni
sliznice a méné &asto neoplastickych bunék. Povaha tohoto cytoplazmatického

a jaderného zbarveni neni v sou€asné dobé& znama. Tento vzor barveni by nemél byt
zaménovan s diskrétnim membranovym zbarvenim, protoZe to svéd¢i o pozitivité HER2

v neoplastickych burkach.

Podrobnéjsi popis s mikrofotografiemi barveni s testem VENTANA HER?2 (4B5) Assay
naleznete v dokumentu Pfirucka pro interpretaci algoritmuVENTANA HER2 (4B5) Rabbit
Monoclonal Primary Antibody RxDx pro rakovinu prsu a Zaludku (P/N 1021957CS).
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Tab. 7. Kritéria pro intenzitu a vzor barveni buné¢né membrany s testem VENTANA HER2 (4B5) Assay u karcinomu Zaludku pfi pouZiti postupu barveni uvedeného v Tab. 3.
Vzor barveni - vzorek z resekce Vzor barveni - vzorek z biopsie S:;);teﬁghilcaﬁnel? | al e Al o]
P Iékgﬂ'i) obarveni HER2 aplikace
74dna reaktivita ani membréanové reaktivita u < 10 % Z4dna reaktivita ani membranové reaktivita u 7adné 0 Negativni na
nadorovych bunék nadorové buriky HER2
Slaba / sotva znatelnd membranova reaktivita u = 10 % Shluk* nddorovych bunék se slabou / sotva znatelnou _—
. . o - ho . - Negativni na
nadorovych bunék; burky jsou reaktivni pouze na ¢asti své membranovou reaktivitou bez ohledu na procento 1+ HER?
membrany obarvenych nadorovych bunék Z4dné
2+*~k
Reflexni test: Negativni na
HER2 HER2
Slaba a7 stfedni (iplné, bazolateralni nebo lateraini Shiuk” nadorovych bunék se slabou az stredni tpinou, | neamplifikovano
L - . . . bazolateralni nebo lateralni membranovou reaktivitou bez
membranova reaktivita u = 10 % nadorovych bunék s . . 24#k
ohledu na procento obarvenych nadorovych bunék Pozitivni /
Refﬁégztest: nadméma
I exprese HER2
amplifikovano » HERCEPTIN
(trastuzumab)
A - - P Shluk* nddorovych bunék se silnou dplnou, bazolateralni Pozitivni /
Siln& Gplnd, bazolateralni nebo lateralni membranova L1 . ! .
I . . . nebo lateralni membranovou reaktivitou bez ohledu na 3+ nadmérna
reaktivita u = 10 % nadorovych bunék oz . .
procento obarvenych nadorovych bunék exprese HER2

* 2 5 kohezivnich bunék
** Doporucen reflex na ISH

OMEZENI
Obecna omezeni

1.
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Imunohistochemie je vicestupriovy diagnosticky proces, ktery vyZzaduje
specializované Skoleni ve vybéru vhodnych reagencii, vybéru tkéani, fixaci,
zpracovani, v pfipravé imunohistochemického sklicka a v interpretaci vysledki
barveni.

Barveni tk&né zavisi na zachazeni s tkani a na jejim zpracovani pfed barvenim.
Nespréavna fixace, zmrazeni, rozmrazeni, promyti, suSeni, zahfivani, fezani nebo
kontaminace jinymi tkanémi ¢i tekutinami mohou zpUsobit artefakty, zachyceni
protilatek nebo fale$né negativni vysledky. Nekonzistentni vysledky mohou byt
dusledkem odchylek metod fixace a zalévani nebo z inherentnich nepravidelnosti v
tkani.

Nadmérné nebo nedplné kontrastni barveni miZe narusit spravnou interpretaci
vysledkd.

Klinicka interpretace pozitivniho zabarveni nebo jeho nepfitomnosti musi byt
vyhodnocena v kontextu klinické anamnézy, morfologie a dalSich histopatologickych
kritérii. Klinicky vyklad jakéhokoli zabarveni nebo jeho nepfitomnosti musi byt
dopinén morfologickymi studiemi a vhodnymi kontrolami, jakoZ i dal$imi
diagnostickymi testy. Je odpovédnosti kvalifikovaného patologa seznamit se s
protilatkami, reagenciemi a metodami pouzivanymi k interpretaci obarveného
pripravku. Barveni musi byt provadéno v certifikované a licencované laboratofi pod
dohledem patologa, ktery je odpovédny za kontrolu obarvenych skli¢ek a zajisténi
adekvatnosti pozitivnich a negativnich kontrol.

Spole¢nost VENTANA poskytuje protilatky a reagencie v optimalnim fedéni pro
pouZiti, pokud jsou dodrzeny uvedené pokyny. Jakéakoli odchylka od doporucenych
postupli testu muze ocekavané vysledky zneplatnit. Museji byt pouZity

a zdokumentovany pfislusné kontroly. UZivatelé, ktefi se odchyluji od doporu¢enych
postupli testu, museji pfijmout odpovédnost za interpretaci vysledkd u pacientd.
Tento produkt nenf uréen k pouZiti v pritokové cytometrii, funkéni charakteristiky
nebyly stanoveny.

Reagencie mohou v dfive netestovanych tkanich vykazovat neo¢ekavané reakce.
Moznost neo¢ekavanych reakci nelze zcela vylougit ani u testovanych skupin tkani,
ato z divodu biologické variability exprese antigenu v neoplasmech nebo jinych
patologickych tkanich.38 Se zdokumentovanymi neo¢ekavanymi reakcemi se
obratte na mistni servisni zastoupeni.
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10.

Tkéané osob infikovanych virem hepatitidy B a obsahujici povrchovy antigen
hepatitidy B (HBsAg) mohou vykazovat nespecifické zabarveni s kienovou
peroxidazou.39

Falesné pozitivni vysledky |ze pozorovat v disledku neimunologické vazby proteinQi
nebo produkti reakce substratu. Mohou byt také zptisobeny aktivitou
pseudoperoxidazy (erytrocyty), aktivitou endogenni peroxidazy (cytochrom C) nebo
endogennim biotinem (napfiklad: jatra, mozek, prs, ledviny) v zavislosti na typu
pouzitého imunologického barveni.40

Negativni vysledek, stejné jako u jinych imunohistochemickych testl, znamena, ze
antigen nebyl detekovan, nikoli Ze antigen nebyl v testovanych burikach nebo
tkénich pfitomen.

Specifickd omezeni

1.

Tato protilatka byla optimalizovana, jak uvadi Tab. 1 a Tab. 2, pro pfistroje
BenchMark a detekéni chemizmy. Odchylky od doporucenych barvicich protokold,
které uvadi Tab. 1 a Tab. 2, mohou vést k nepfijatelnym vzorkiim Negative Reagent
Control (NRC) a vzorkiim obarvenym s testem VENTANA HER2 (4B5) Assay se
zménénym skore HER2. Prodlouzena doba inkubace protilatky pravdépodobné
zplsobi nepfijatelné barveni v NRC, coZ by zabranilo vyhodnoceni vzorku s testem
VENTANA HER2 (4B5) Assay. Zkracena a prodlouzena doba Gpravy bunék
pravdépodobné povede ke vzniku vzorki s testem VENTANA HER2 (4B5) Assay se
zménénym skére HER2, coz muze zpusobit nevhodna rozhodnuti o 1é¢hé pacientt.
Dalsi informace o riznych proménnych fixaci naleznete v pfirucce
Jmmunohistochemistry Principles and Advances" (Zasady a postupy
imunohistochemig).33

Protilatka v kombinaci s detekénimi soupravami a pfisluSenstvim VENTANA
detekuje antigen, ktery prezije rutinni fixaci formalinem, zpracovani tkani a fezani.
UZivatelé, ktefi se odchyluji od doporuéenych postup testu, jsou odpovédni za
interpretaci a validaci vysledki u pacientd.

Sklicka by méla byt obarvena okam?Zité, protoZe antigennost pfipravenych
tkanovych fezi se mize v pribéhu ¢asu snizovat a béhem dlouhodobého
skladovani maze byt ohroZena vlivy prostfedi. Vzduchem osusend sklicka by méla
byt vysuSena a skladovana pfi teploté 2-8 °C. Studie potvrzuji minimalné 45denni
stabilitu antigenu na neobarvenych sklickach. Pokud je pozadovano datovani po

45 dnech, mély by laboratore validovat dataci exspirace ve svém vlastnim prostfedi.
Kostni dfefi nebyla testovana na specificitu. UzZivatel by mél pfed interpretaci
informaci o barveni ur¢it vhodné barveni ve vySe uvedenych tkanich.
Imunohistochemické barveni s klonem 4B5 miZe v karcinomu Zaludku a karcinomu
gastroezofagealni junkce zplsobit cytoplazmatické i jaderné zbarveni bézné
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Zaludegni sliznice a méné ¢asto neoplastickych bunék. Povaha tohoto
cytoplazmatického a jaderného zbarveni neni v sou¢asné dobé znama. Tento vzor
barveni by nemél byt zamérovan s diskrétnim membranovym zbarvenim, které
svedci o pozitivité HER2 v neoplastickych burikéch.

6.  VSechny testy nemuseji byt registrovany na kazdém pfistroji. Pro vice informaci
kontaktujte mistniho zéstupce spole¢nosti Roche.

7. Byly zaznamenany zmény stavu HER?2 pfi progresi metastaz nebo po neoadjuvantni
chemoterapii. Na zakladé téchto pozorovani mize byt opodstatnéné ziskat cerstvy
vzorek pro stanoveni stavu HER2 v dobé [éChy namisto spoléhani se na historicky
stav HER2.41

FUNKCNI CHARAKTERISTIKY

Nize jsou uvedeny vysledky provedenych testl barveni tykajicich se senzitivity, specificity
a preciznosti.

ANALYTICKA VYKONNOST

Senzitivita a specificita

Senzitivita/specificita testu VENTANA HER?2 (4B5) byla stanovena studif, ktera pro vétSinu
béznych tkani neprokazala Zadné specifické barveni membrany. Vysledky barveni jsou
uvedeny v Tab. 8. Senzitivita a specificita testu VENTANA HER?2 (4B5) Assay byla rovnéz
stanovena studii, ktera pro vétSinu neoplastickych tkani neprokazala zadné specifické
barveni membrany. Vysledky barveni jsou uvedeny v Tab. 9. Barveni pro senzitivitu

a specificitu bylo provedeno pomaoci protokolu pro detekéni soupravu iVIEW DAB
Detection Kit na pfistroji BenchMark XT, pfipadné protokolu pro detekéni soupravu
ultraView Universal DAB Detection Kit na pfistroji BenchMark ULTRA.

Pozitivni barveni v epitelu mandli, ezofagealnim epitelu, prostaté, mocovém méchyfi,
perifernim nervu, pfistitnych téliscich, rakoviné prsu, adenokarcinomu Zaludku, tlustého
stfeva a rakoviny vajeéniku je v souladu s publikovanou literaturou tykajici se exprese
HER2.

Tab. 8.  Senzitivita/specificita testu VENTANA HER2 (4B5) Assay byla stanovena
testovanim béznych tkani FFPE.

Pocet Pocet
pozitivnich pozitivnich
pripadu / pripada /
celkovy celkovy
pocet pocet
Tkan pripadu Tkan pripadu
Velky mozek 0/6 Tenké stfevo 0/6
Mozecek 0/6 Tlusté stfevo 0/46
Nadledvinka 0/6 Jétra 0/6
Vajecnik 0/6 Slinna zlaza 0/3
Slinivka 0/6 Jazyk 0/3
Lymfaticka uzlina 0/12 Ledvina 0/6
Hypofyza 0/5 Prostata 1/6
Varle 0/6 Mogovy méchyi 33
Stitna 7léza 0/6 Koneénik 0/6
Prs 0/14 PFi&titné taliskoc 416
Slezina 0/6 Endometrium 03
Mandled 3/6 Déloha 0/3
Brzlik 0/5 Délozni hrdlo 0/5
Kostni dreri 03 Endocervix 0n
Plice 0/6 Kosterni sval 0/6
Srdce 0/5 Kuze 0/6
Perikard 03 Nerv 2/6
Jicen 1/6 Mezotel 03
2024-10-04 7121
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Pocet Pocet
pozitivnich pozitivnich
pripadu / pripadu /
celkovy celkovy
pocet pocet
Tkan piipadd Tkén pripadd
Zaludek 0/11 N/A N/A

a Fokalni barveni povrchovych epitelovych bunék

b Membrénové zbarveni povrchovych destnikovych bunék

€ Fokalni barveni membrany

Tab.9. Senzitivita/specificita testu VENTANA HER2 (4B5) Assay byla stanovena
testovanim fady neoplastickych tkani FFPE.
Pocet
pozitivnich
pripadu /
celkovy pocet
Patologie pfipadu
Glioblastom (mozek) 02
Meningiom (mozek) 01
Oligodendrogliom (mozek) 01
Serdzni adenokarcinom (vaje¢nik) 02
Karcinom, NOS (jinak neuréeny) (vajecnik) 12
Neuroendokrinni novotvar (slinivka) 01
Adenokarcinom (slinivka) 01
Karcinom NOS (slinivka) 0/3
Seminom (varle) 01
Embryonalini karcinom (varle) 01
Medulami karcinom (3titna Zlaza) 01
Papilarni karcinom (8titna Zlaza) 01
Karcinom, NOS (3titna zlaza) 0/3
Mikroinvazivni duktalni karcinom (prs) 212
Invazivni duktaini karcinom (prs) 44/98
Karcinom, NOS (prs) 1/4
Malobunéény karcinom (plice) 01
Karcinom ze skvaméznich bunék (plice) 01
Karcinom, NOS (plice) 0/2
Adenokarcinom (plice) 01
Karcinom ze skvaméznich bunék (jicen) 01
Adenokarcinom (jicen) 01
Mucinézni adenokarcinom (Zaludek) 0/4
Adenokarcinom (Zaludek) 8/88
Karcinom z prstengitych bunék (Zaludek) 0/4
Karcinom, NOS (zaludek) 0/3
Adenokarcinom (tenké stfevo) 01
Gastrointestinalni stromalini tumor (tenké stfevo) 01
Adenokarcinom (tlusté stfevo) 0/32
Gastrointestinalni stromalni tumor (tlusté stfevo) 01
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Analyticka vykonnost u rakoviny prsu s nizkou Grovni exprese HER2

Pocet
pozitivnich Opakovatelnost a mezilehl4 preciznost pro nizkou Uroven exprese HER2 na pfistroji
pripadu / BenchMark ULTRA
: celk?yy p(?cet Do studie opakovatelnosti a mezilehlé preciznosti bylo zahrnuto dvacet Ctyfi pripadd
Patologie pfipadu karcinomu prsu s rozsahem IHC barveni pro HER2. Design studie ovéfil preciznost
Karcinom, NOS (tlusté stfevo) 13 barveni na tkanich karcinomu prsu obarvenych s testem VENTANA HER2 (4B5) Assay.
Adenokarcinom (koneenik) 5 Tii Sarze testu VENTANA HER2 (4B5) Assay (mezi Sarzemi protilatek)
Tii Sarze detekéni soupravy ultraView DAB IHC Detection Kit (mezi Sarzemi detekénich
Gastrointestinalni stromalni tumor (kone¢nik) 0/1 souprav)
Melanom (kone¢nik) 01 V prabéhu tff dnd (mezi dny)
Hepatocelularni karcinom (jatra) 0/3 T p,r,lvs"?Je E}enchl\/}ark U,LTRA, (me,Z| pr|§tr01|) L
- Napfi¢ vSemi podminkami mezilehlé preciznosti (v ramei cyklu)
Hepatoblastom (atra) o Kazdému vzorku byl pfifazen jeden reZim na zékladé vzork(i agregovanych pro jednotlivé
Karcinom, NOS (jatra) 0/3 testovaci podminky pro preciznost mezi Sarzemi protilatek, mezi Sarzemi detekénich
- — - - souprav, mezi pristroji a mezi dny. U podminky mezi cykly byly pro srovnani u kaZzdého
Karcinom z jasnych bunék (ledvina) 0/1 vzorku pfipraveny duplicitni vzorky na jeden cyklus testu. Véechna sklicka byla zaslepena
Karcinom, NOS (ledvina) 05 a randomizovéana a poté hodnocena podle kritérii intenzity a vzoru barveni bunééné
. membrany pomoci barveni s testem VENTANA HER2 (4B5) Assay (Tab. 5). Vysledky
Adenokarcinom (prostata) 0/2 jsou shruty v Tab. 10.
Karcinom, NOS (prostata) 0/3 Tab. 10. Opakovatelnost a mezilehla preciznost testu VENTANA HER?2 (4B5) Assay na
- tkénich z rakoviny prsu s hodnocenim nizké drovné exprese HER2
Leiomyom 0/3
Shoda
Adenokarcinom (déloha) 0n Opakov_atelnost/
- — — Preciznost Typ nIN % 95% ClI
Karcinom z jasnych bunék (déloha) 01
- — — PPA 96/96 100.0 (96.2, 100.0)
Karcinom ze skvaméznich bunék (Cipek) 012 Mezi Sarzemi
ez sarzem NPA 48148 1000 | (926, 1000)
Embryonalini rhabdomyosarkom (pfiéné pruhovany sval) 01 protilatky : R
Karcinom z bazalnich bunék (kze) o1 OPA 144144 1000 | (974,100.0)
Karcinom ze skvaméznich bunék (kize) 11 Mezi detekénfi PPA 9319 9.9 (922, 100.0
ezi detekénimi
Neurofibrom (lumbéini) 01 soupravami NPA 48/48 100.0 (92.6, 100.0)
Neuroblastom (retroperitoneum) 01 OPA 141144 97.9 (94.4, 100.0)
Mezoteliom (peritoneum) 01 PPA 95/96 99.0 (96.7, 100.0)
Pleomorfni rhabdomyosarkom (peritoneum 0/1 Mezi pristroji NPA 48/48 100.0 (92.6, 100.0)
! y (peritoneum) (BenchMark ULTRA) : -6, 100.
Lymfom, NOS 03 OPA 143/144 99.3 (97.9, 100.0)
Lymfom z B-bunék, NOS (slezina) 01 PPA 94/96 97.9 (93.3, 100.0)
Lymfom z B-bunék, NOS (lymfaticka uzlina) 02 Mezi dny NPA 48/48 100.0 (92.6, 100.0)
HodgkinGv lymfom (lymfaticka uzlina) 01 OPA 142/144 986 (95.8, 100.0)
Urotelidlni karcinom (mocovy méchyr) 11 PPA 142/144 98.6 (96.5, 100.0)
Leiomyosarkom (moSovy méchyr) on V ramei cyklu NPA 72072 1000 | (949, 1000)
Osteosarkom (kost) 01
OPA 2141216 99.1 (97.7, 100.0)
Leiomyosarkom (hladky sval 0n
omy ( y sval Pozndmka: Pozitivni procentudini shoda (PPA), negativni procentualni shoda
Adenokarcinom kone¢niku (metastaticky) 0/1 (NPA), celkova procentudini shoda (OPA).
Adenokarcinom tlustého stfeva (metastaticky) 0/7 Poznamka: 95% ol?oustranny interval spoleplivosti (Cl) byl vypogitan zalpouiliti
— - - - — metody percentilovy bootstrap z 2000 vzork( bootstrap. Intervaly spolehlivosti Cl
Mucindzni adenokarcinom tlustého stieva (metastaticky) 0/1 pro 100% PPA, NPA a OPA byly vypogitany pomoci metody Wilsonova skére.
Melanom 02 Pozndmka: Pro (¢ely analyzy studie byly pfipady se skore HER2 0 a 3+ seskupeny
— jako negativni pfipady, protoze podle designu klinického hodnoceni nebyly
Neuroendokrinni neoplasmus, NOS 012 zptisobilé pro 16&bu s nizkou Grovni exprese HER2; pfipady se skore HER2 1+ a 2+
Sarkom, NOS 0/2 byly seskupeny jako pozitivni pfipady, protoze podle designu Klinického hodnoceni
- - byly zpusobilé nebo potencialné zplsobilé pro cilenou 1é&bu s nizkou Grovni
Nediferencovany karcinom, NOS 01 exprese HER?2.
2024-10-04 8/21 1021867CS Rev C

FT0700-410v



V=NTANA

Srovnavaci studie pro pristroje BenchMark ULTRA versus Benchmark XT

a Benchmark GX pro nizkou roven exprese HER2

Do studie mezilehlé preciznosti bylo zahrnuto deset pfipadd karcinomu prsu s rozsahem
IHC barveni pro HER2. Design studie ovéfil preciznost barveni na tkanich karcinomu prsu
obarvenych s testem VENTANA HER2 (4B5) Assay na vice pfistrojich a vice platformach.
Kazdému vzorku byl pfifazen jeden rezim na zéakladé vzork( agregovanych pro jednotlivé
testovaci podminky. Pro srovnani byly u kazdého vzorku pfipraveny duplicitni vzorky na
jeden cyklus testu. VSechna sklicka byla zaslepena a randomizovana a poté hodnocena
podle kritérii intenzity a vzoru barveni bunééné membrany pomoci barveni s testem
VENTANA HER2 (4B5) Assay (Tab. 5). Vysledky jsou shrnuty v Tab. 11.

Tab. 11. Opakovatelnost a mezilehla preciznost testu VENTANA HER?2 (4B5) Assay na
tkénich z rakoviny prsu s hodnocenim nizké drovné exprese HER2

Opakovatelnost/ Shoda
Preciznost Typ niIN % 95% CI
PPA 90/90 100.0 (95.9, 100.0)
Mezi platformami
(ULTRA/GX/XT) NPA 90/90 100.0 (95.9, 100.0)
OPA 180/180 100.0 (97.9, 100.0)
- PPA 30/30 100.0 (88.6, 100.0)
Mezi pfistroji
(BenchMark NPA 30/30 100.0 (88.6, 100.0)
ULTRA)
OPA 60/60 100.0 (94.0, 100.0)
PPA 30/30 100.0 (88.6, 100.0)
Mezi pristroji
(BenchMark GX) NPA 30/30 100.0 (88.6, 100.0)
OPA 60/60 100.0 (94.0, 100.0)
PPA 30/30 100.0 (88.6, 100.0)
Mezi pfistroji
(BenchMark XT) NPA 30/30 100.0 (88.6, 100.0)
OPA 60/60 100.0 (94.0, 100.0)

Pozndmka: Pozitivni procentudini shoda (PPA), negativni procentualni shoda
(NPA), celkova procentualni shoda (OPA).

Poznamka: 95% oboustranny interval spolehlivosti (CI) byl vypo€itan za pouZiti
metody percentilovy bootstrap z 2000 vzork( bootstrap. Intervaly spolehlivosti Cl
pro 100% PPA, NPA a OPA byly vypogitany pomoci metody Wilsonova skore.

Poznamka: Pro (¢ely analyzy studie byly pfipady se skére HER2 0 a 3+ seskupeny
jako negativni pfipady, protoZe podle designu klinického hodnoceni nebyly
zpUsobilé pro 1é¢bu s nizkou Grovni exprese HER2; pfipady se skore HER2 1+ a 2+
byly seskupeny jako pozitivni pfipady, protoze podle designu klinického hodnoceni
byly zpusobilé nebo potencialné zplsobilé pro cilenou 1éEbu s nizkou Grovni
exprese HER2.

Preciznost hodnotitele pro nizkou uroven exprese HER2 na pfistroji BenchMark
ULTRA

Preciznost mezi hodnotiteli a preciznost u jednoho hodnotitele byly posouzeny
vyhodnocenim shody stavu nizké urovné exprese HER2 mezi tfemi hodnotiteli a u tfi
jednotlivych hodnotitelli. Studie zahrnovala 100 pripadd karcinomu prsu v rozsahu IHC
barveni pro HER2. Vzorky byly pfed hodnocenim stavu nizké Grovné exprese HER2
zaslepeny a randomizovany podle vzoru barveni buné&né membrany pomoci barveni
s testem VENTANA HER2 (4B5) Assay (Tab. 5). Hodnotitelé hodnotili vSechny vzorky
dvakrat s miniméalné dvoutydennim intervalem mezi jednotlivymi ¢tenimi. Shodu pro
preciznost mezi hodnotiteli a u jednoho hodnotitele shrnuje Tab. 12.

2024-10-04
FT0700-410v

9/21

Tab. 12. Preciznost testu VENTANA HER2 (4B5) Assay s hodnocenim nizké trovné
exprese HER2 u jednoho hodnotitele a mezi hodnotiteli

Preciznost Shoda

Typ niN % 95% Cl
APA 312/333 93.7 (90.9, 96.4)
U jednoho hodnotitele ANA 2461267 92.1 (88.0, 95.6)
OPA 279/300 93.0 (90.0, 96.0)
APA 300/332 90.4 (85.8,94.3)
Mezi hodnotiteli ANA 236/268 88.1 (82.1, 93.0)
OPA 268/300 89.3 (84.7,94.0)

Poznédmka: Primérna pozitivni shoda (APA), priméma negativni shoda (ANA),
celkova procentudlni shoda (OPA).

Poznamka: 95% oboustranny interval spolehlivosti (CI) byl vypo€itan za pouZiti
metody percentilovy bootstrap z 2000 vzork(i bootstrap.

Poznamka: Pro (¢ely analyzy studie byly pfipady se skére HER2 0 a 3+ seskupeny
jako negativni piipady, protoze podle designu klinického hodnoceni nebyly zpGsobilé
pro 1é¢bu s nizkou drovni exprese HER?2; pfipady se skdre HER2 1+ a 2+ byly
seskupeny jako pozitivni pfipady, protoZe podle designu klinického hodnoceni byly
zpUsobilé nebo potencialné zplisobilé pro cilenou Ié¢bu s nizkou drovni exprese
HER2.

Studie reprodukovatelnosti mezi laboratofemi pro nizkou droven exprese HER2 na
pristroji BenchMark ULTRA

Byla provedena studie reprodukovatelnosti mezi laboratofemi pro test VENTANA HER2
(4B5) Assay s cilem prokazat reprodukovatelnost testu pro uréeni stavu nizké trovné
exprese HER2 u piipadt karcinomu prsu. Studie zahrovala 28 deidentifikovanych,
archivnich vzorkd tkané karcinomu prsu FFPE, které byly analyzovany na tfech pfistrojich
BenchMark ULTRA kaZdy den z péti po sobé nenasledujicich dnti v obdobi 20 dnli ve
tfech externich laboratofich. Vzorky pfedstavovaly rozsah barveni s testem VENTANA
HER?2 (4B5) Assay.

Kazda sada 5 obarvenych skli¢ek pro jeden vzorek a jeden den barveni byla
randomizovéna a hodnocena celkem 6 hodnotiteli (2 hodnotitelé na pracovité) z hlediska
stavu nizké trovné exprese HER2. Vysledky stavu nizké drovné exprese HER2 u v3ech
hodnotitelli, pracovist a dndi pro vzorky byly spojeny a analyzovany oproti rezimim
hodnotitelli pro stejné vzorky, aby se stanovila celkova reprodukovatelnost stavu nizké
Grovné exprese HER2. Souhrn mir shod ve vSech hodnotitelnych pozorovénich s pouZzitim
rezimU hodnotitele na Grovni vzorku pro stav nizké Grovné exprese HER2 se v Tab. 13
uvadi jako odkaz.
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Tab. 13. Reprodukovatelnost mezi laboratofemi pro celkové miry shod pro test
VENTANA HER2 (4B5) Assay s hodnocenim nizké trovné exprese HER2

Reprodukovatelnost Shoda

mezi laboratoremi Typ nIN % 95% Cl
PPA 407/416 97.8 (96.2, 99.3)
Celkova NPA 416/418 99.5 (98.8, 100.0)
OPA 823/834 98.7 (97.7,99.4)
PPA 407/416 97.8 (96.2, 99.3)
V rdmci pracovisté NPA 416/418 99.5 (98.8, 100.0)
OPA 823/834 98.7 (97.7,99.4)
PPA 407/416 97.8 (96.2, 99.3)
U jednoho hodnotitele NPA 416/418 99.5 (98.8, 100.0)
OPA 823/834 98.7 (97.7,99.4)

Analytick& vykonnost u pfipadt prsu s nizkou Urovni exprese HER2

Shoda mezi pfistroji BenchMark ULTRA a BenchMark ULTRA PLUS pro nizkou
Uroven exprese HER2

Studie shody k vyhodnoceni rovnocennosti vykonu mezi pfistrojem BenchMark ULTRA
PLUS a pristrojem BenchMark ULTRA se zu¢astnily tfi laboratofe. Pro statistickou analyzu
u nizké drovné exprese HER2 bylo k analyze predbézné vybrano 160 pripadd

(80 pozitivnich a 80 negativnich, véetné 16 hranicnich piipadu) jesté pred provedenim
hodnoceni patologem. Sklicka s tkdnémi ze vSech pfipadl byla obarvena pomoci
negativni reagencni kontroly a testu VENTANA HER?2 (4B5) Assay na pfistroji BenchMark
ULTRA v interni laboratofi spole¢nosti Roche za pouZiti doporuéeného barviciho
protokolu. Neobarvena sklicka s tkanémi ze vSech piipadd byla nadhodné a rovnomérné
rozdélena pro barveni na pfistroji BenchMark ULTRA PLUS s pouzitim doporuc¢eného
barviciho protokolu VENTANA HER2 (4B5). Jeden hodnotitel na kazdém pracovisti, ktery
neznal stav pfipadu, hodnotil skli¢ka obarvena na pfistroji BenchMark ULTRA PLUS

a stanovil stav HER2 (4B5). Vysledky byly analyzovany spole¢nosti Roche. Vysledky jsou
shrnuty v Tab. 15.

Tab. 15. Souhrné shoda stavu nizké drovné exprese HER2 u piipadd obarvenych
testem VENTANA HER2 (4B5) Assay na pfistroji BenchMark ULTRA versus BenchMark
ULTRA PLUS.

Poznamka: Pozitivni procentudini shoda (PPA), negativni procentudini shoda
(NPA), celkova procentudini shoda (OPA).
Poznamka: 95% oboustranné intervaly spolehlivosti CI byly vypocteny pomoci
metody percentilovy bootstrap s 2000 replikaty.
Poznamka: Pro (¢ely analyzy studie byly pfipady se skére HER2 0 a 3+ seskupeny
jako negativni pfipady, protoze podle designu klinického hodnoceni nebyly
zpUsobilé pro 1é¢bu s nizkou Grovni exprese HER2; pripady se skore HER2 1+ a 2+
byly seskupeny jako pozitivni pfipady, protoze podle designu klinického hodnoceni
byly zpusobilé nebo potencialné zplsobilé pro cilenou 1é&bu s nizkou Grovni
exprese HER2.

Kromé toho byla provedena parova srovnani mezi pracovisti, mezi hodnotiteli a mezi dny

pro stav nizké Urovné exprese HER2. Souhrn vysledkd je uveden v Tab. 14. Tato data
indikuji reprodukovatelnost testu v 5 dnech, na 3 pracovistich a pro 6 hodnotiteld.

Tab. 14. Pé&rové miry shod reprodukovatelnosti mezi laboratofemi pro test VENTANA
HER?2 (4B5) Assay s hodnocenim nizké urovné exprese HER2

Reprodukovatelnost Shoda
mezi laboratofemi Typ nIN % 95% CI

APA 7884/8102 97.3 (95.4, 98.8)

Mezi pracovisti ANA 8240/8458 974 (95.7, 98.8)
OPA 8062/8280 974 (95.5, 98.8)

APA 398/409 97.3 (95.4, 98.8)

Mezi hodnotiteli ANA 414/425 974 (95.6, 98.8)
OPA 406/417 974 (95.5, 98.8)

APA 1580/1620 97.5 (95.9, 98.9)

Mezi dny ANA 1652/1692 97.6 (96.2, 98.9)
OPA 1616/1656 97.6 (96.1, 98.9)

Poznamka: Prlimérna pozitivni shoda (APA), primérna negativni shoda (ANA),
celkova procentudlni shoda (OPA)

Poznamka: 95% oboustranné intervaly spolehlivosti CI byly vypocteny pomoci
metody percentilovy bootstrap s 2000 replikéty

Pozndmka: Pro (¢ely analyzy studie byly pfipady se skére HER2 0 a 3+ seskupeny
jako negativni pripady, protoZe podle designu klinického hodnoceni nebyly
zpUsobilé pro 1é¢bu s nizkou Grovni exprese HER2; pripady se skore HER2 1+ a 2+
byly seskupeny jako pozitivni pfipady, protoze podle designu klinického hodnoceni
byly zpusobilé nebo potencialné zplsobilé pro cilenou IéEbu s nizkou Grovni
exprese HER2.
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BenchMark ULTRA

Hodnotitel Hodnotitel Hodnotitel Hodnotitel
BenchMar | spoleénost | spoleénost | spoleénost | spoleénost
K ULTRA i Roche = i Roche = i Roche = i Roche = Celke

PLUS pozitivni, pozitivni, negativni, negativni, m

externi externi externi externi

hodnotitel hodnotitel hodnotitel hodnotitel

= pozitivni | =negativni | = pozitivni | = negativni
Pozitivni 272 13 25 11 321
Negativni 8 9 2 298 317
Celkem 280 22 27 309 638
Procento 97.1 59.1 92.6 (25/27) 3.6 N/A
pozitivnich (272/280) (13/22) (11/309)
% (n/N)

niN % (95% ClI)

PPA 285/302 94.4 (91.6, 96.8)
NPA 300/336 89.3 (84.3, 94.4)
OPA 585/638 91.7 (88.5, 94.6)

Poznamka: PPA = pozitivni procentuélni shoda; NPA = negativni procentudini shoda;
OPA = celkova procentuélni shoda.

Pozndmka: Oboustranny 95% CI vypocteny metodou percentilovy bootstrap s 2000
replikaty stratifikovanymi podle ko3e kvalifikaéniho skére IHC.

Pozndmka: Souhmna shoda zahrnuje vSechny pfipady a hodnotitele ULTRA PLUS.
Poznamka: Pro (¢ely analyzy studie byly pfipady se skére HER2 0 a 3+ seskupeny
jako negativni pripady, protoZe nebyly zpUsobilé pro klinické hodnoceni zkoumajici
rakovinu prsu s nizkou urovni exprese HER2. Pfipady se skdre HER2 1+ a 2+ byly
seskupeny jako pozitivni piipady, protoze byly pro klinického hodnocent zpiisobilé
nebo potencialné zpUsobilé.

Studie reprodukovatelnosti mezi laboratofemi — pfistroj BenchMark
ULTRA PLUS pro nizkou Uroven exprese HER2

Byla provedena studie reprodukovatelnosti mezi laboratofemi pro test VENTANA HER2
(4B5) Assay s cilem prokazat reprodukovatelnost testu pro uréeni stavu nizké trovné
exprese HER? u piipadl karcinomu prsu.

Studie zahrnovala 28 deidentifikovanych, archivnich vzorkd tkané karcinomu prsu FFPE,
které byly analyzovany na tfech pfistrojich BenchMark ULTRA PLUS kaZdy den z péti po
sobé nendsledujicich dnd v obdobi 20 dnd ve tfech externich laboratofich. Vzorky
predstavovaly rozsah barveni s testem VENTANA HER2 (4B5) Assay.

Kazda sada 5 obarvenych skli¢ek pro jeden vzorek a jeden den barveni byla
randomizovéana a hodnocena celkem 6 hodnotiteli (2 hodnotitelé na pracovité) z hlediska
stavu nizké trovné exprese HER2. Vysledky stavu nizké drovné exprese HER2 u v3ech
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hodnotitelli, pracovist a dndi pro vzorky byly spojeny a analyzovany oproti rezimim
hodnotitelli pro stejné vzorky, aby se stanovila celkova reprodukovatelnost stavu nizké
GUrovné exprese HER2. Souhrn mir shod ve vSech hodnotitelnych pozorovénich s pouZzitim
rezimU hodnotitele na Grovni vzorku pro stav nizké Grovné exprese HER2 se v Tab. 16
uvadi jako odkaz.

Tab. 16. Reprodukovatelnost mezi laboratofemi pro celkové miry shod pro test
VENTANA HER2 (4B5) Assay u karcinomu prsu s hodnocenim nizké (rovné exprese
HER2.

Reprodukovatelnost Shoda
mezi laboratoremi
Typ niN % 95% Cl
PPA 407/420 96.9 (93.6, 99.3)
Primarni analyza/ NPA 405/420 96.4 (92.2, 100.0)
celkové
OPA 812/840 96.7 (94.0, 98.9)
PPA 407/420 96.9 (93.6, 99.3)
Pracovisté - NPA 405420 96.4 (92.2, 100.0)
stratifikovano
OPA 812/840 96.7 (94.0, 98.9)
PPA 412/425 96.9 (94.8,98.7)
Hodnotitel - stratifikovano NPA 405/415 97.6 (94.9, 100.0)
OPA 817/840 97.3 (95.2, 98.9)

Poznamka: Oboustranny 95% CI vypocteny metodou percentilovy bootstrap s 2000
replikéty stratifikovanymi podle kose kvalifikacniho skére piipadu.

Pozndmka: Pro (¢ely analyzy studie byly pfipady se skore HER2 0 a 3+ seskupeny
jako negativni piipady, protoZe nebyly zpUsobilé pro klinické hodnoceni zkoumajici
rakovinu prsu s nizkou urovni exprese HER2. Pfipady se skdre HER2 1+ a 2+ byly

Reprodukovatelnost Shoda

mezi laboratofemi

Typ n/N %

Poznamka: Oboustranny 95% CI vypocteny metodou percentilovy bootstrap s 2000
replikéty stratifikovanymi podle kose kvalifikacniho skére piipadu.

Pozndmka: Pro (¢ely analyzy studie byly pfipady se skore HER2 0 a 3+ seskupeny
jako negativni piipady, protoZe nebyly zpUsobilé pro klinické hodnoceni zkoumajici
rakovinu prsu s nizkou urovni exprese HER2. Pfipady se skdre HER2 1+ a 2+ byly
seskupeny jako pozitivni piipady, protoze byly pro klinického hodnocent zpiisobilé
nebo potencialné zplsobilé.

95% Cl

Analyticka vykonnost v pfipadech prsu pozitivnich na HER2

Shoda mezi pfistroji BenchMark ULTRA a BenchMark ULTRA PLUS pro pozitivitu na
HER2

Studie shody k vyhodnoceni rovnocennosti vykonu mezi pfistrojem BenchMark ULTRA
PLUS a pfistrojem BenchMark ULTRA se zU¢astnily tfi laboratofe. Pro analyzu pozitivity
na HER2 je skére HER2 IHC 2+ nebo 3+ definovano jako pozitivni na HER2 a skore 0
nebo 1+ je definovano jako negativni na HER2. Pro statistickou analyzu u pozitivity na
HER?2 bylo k analyze predbéZné vybrano 160 pripadd (80 pozitivnich a 80 negativnich,
véetné 16 hrani¢nich pripadu) jesté pred provedenim hodnoceni patologem. Sklicka

s tkénémi ze vSech pripadu byla obarvena pomoci negativni reagencni kontroly a testu
VENTANA HER2 (4B5) Assay na pfistroji BenchMark ULTRA v interni laboratofi
spole¢nosti Roche za pouZiti doporuéeného barviciho protokolu. Neobarvend sklicka

s tkdnémi ze vSech pripadd byla ndhodné a rovnomérné rozdélena pro barveni na pfistroji
BenchMark ULTRA PLUS s pouzitim doporugeného barviciho protokolu VENTANA HER2
(4B5). Jeden hodnotitel na kazdém pracovisti, ktery neznal stav pfipadu, hodnotil sklicka
obarvena na pfistroji BenchMark ULTRA PLUS a stanovil stav HER2 (4B5). Vysledky byly
analyzovany spole¢nosti Roche. Vysledky jsou shrnuty v Tab. 18.

Tab. 18. Souhrnna shoda stavu pozitivity na HER2 u pfipadli obarvenych testem
VENTANA HER2 (4B5) Assay na pfistroji BenchMark ULTRA versus BenchMark ULTRA
PLUS.

seskupeny jako pozitivni piipady, protoze byly pro klinického hodnocent zpisobilé BenchMark ULTRA
nebo potencialné zplsobilé.
Hodnotitel | Hodnotitel | Hodnotitel | Hodnotitel
spole¢nost | spoleénost | spoleénost | spoleénost
Kromé toho byla provedena parova srovnani stavu HER2 (4B5) mezi jednotlivymi ?(eSE?_gzr i E{oche _ i E{oche _ i E{oche _ i E{oche _
pracovisti, mezi hodnotiteli a mezi dny. Test je reprodukovatelny v 5 dnech, na PLUS pozitivni pozitivni negativni negativni Celke
3 pracovistich a pro 6 hodnotitel(i, viz souhm, ktery uvadi Tab. 17. " " i [ (N
Tab. 17. Reprodukovatelnost mezi laboratofemi pro parové miry shod pro test hodnotitel hodnotitel hodnotitel hodnotitel
VENTANA HER?2 (4B5) Assay u karcinomu prsu s hodnocenim nizké (rovné exprese = pozitivni | =negativni | = pozitivni | = negativni
HER2.
Pozitivni 245 18 11 13 287
Reprodukovatelnost Shoda Negativni 6 13 5 327 351
mezi (aboratorem v e % P Celkem 251 31 16 340 638
APA 7982/8440 96 | (903,979 | [ Procento 97.6 581 688 38 N/A
pozitivnich | (245/251) (18/31) (112/16) (13/340)
Mezi pracovisti ANA 7902/8360 94.5 (90.6, 98.0) % (n/N)
OPA 7942/8400 94.5 (90.5, 98.0) n/N % (95% CI)
APA 402/422 95.3 (917, 98.1) PPA (263/282) 93.3 (89.3, 96.6)
Mezi hodnotitell ANA 398/418 95.2 (91.8,98.1) NPA (332/356) 93.3(89.7, 96.5)
OPA 400/420 95.2 (01.9,98.1) | [ OPA (595/638) 93.3 (90.8, 95.6)
Poznamka: Oboustranny 95% CI vypocteny metodou percentilovy bootstrap s 2000
APA 1608/1688 9.3 (915,982) | epjikaty stratifikovanymi podle koge kvalifikagniho skore IHC (0, 1+, 2+, 3+).
Mezi dny ANA 1592/1672 95.2 (91.8,98.2) Poznédmka: Souhrnné shoda zahrnuje v3echny pfipady a hodnotitele ULTRA PLUS.
Pozndmka: PPA = pozitivni procentuélni shoda; NPA = negativni procentudini shoda;
OPA 160011680 9.2 (918, 98.2) OPA = celkova procentuélni shoda.
Studie reprodukovatelnosti mezi laboratofemi — pfistroj BenchMark
ULTRA PLUS pro pozitivitu na HER2
Byla provedena studie reprodukovatelnosti mezi laboratofemi pro test VENTANA HER2
(4B5) Assay s cilem prokazat reprodukovatelnost testu pro uréeni stavu pozitivity na
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HER?2 u pfipadd karcinomu prsu. Studie zahrovala 28 deidentifikovanych, archivnich
vzork( tkané karcinomu prsu FFPE, které byly analyzovany na tfech pfistrojich
BenchMark ULTRA PLUS kaZdy den z péti po sobé nenasledujicich dnti v obdobi 20 dn
ve tfech externich laboratofich. Vzorky predstavovaly rozsah barveni s testem VENTANA
HER?2 (4B5) Assay.

Kazda sada 5 obarvenych skli¢ek pro jeden vzorek a jeden den barveni byla
randomizovéana a hodnocena celkem 6 hodnatiteli (2 hodnotitelé na pracovité) z hlediska
stavu pozitivity na HER2. Vysledky stavu pozitivity na HER2 u vech hodnotiteld,
pracovist a dnd pro vzorky byly spojeny a analyzovany oproti rezimim hodnotitelt pro
stejné vzorky, aby se stanovila celkova reprodukovatelnost stavu pozitivity na HER2.
Souhrn mir shod ve vSech hodnotitelnych pozorovanich s pouZitim rezimd hodnotitele na
Grovni vzorku pro stav pozitivity na HER2 se v Tab. 19 uvadi jako odkaz.

Tab. 19. Reprodukovatelnost mezi laboratofemi pro celkové miry shod pro test
VENTANA HER2 (4B5) Assay u karcinomu prsu s hodnocenim pozitivity na HER2.

Reprodukovatelnost Shoda
mezi laboratoremi
Typ niN % 95% Cl
PPA 411/420 97.9 (95.7, 99.5)
Primarni analyza / NPA 410/420 97.6 (94.3, 100.0)
celkové
OPA 821/840 97.7 (96.0, 99.3)
PPA 411/420 97.9 (95.7, 99.5)
Pracoviste - NPA 410/420 976 | (943, 100.0)
stratifikovano
OPA 821/840 97.7 (96.0, 99.3)
PPA 413/420 98.3 (96.9, 99.5)
Hodnotitel - stratifikovano NPA 412/420 98.1 (95.8, 100.0)
OPA 825/840 98.2 (96.9, 99.4)

Poznamka: Oboustranny 95% CI vypocteny metodou percentilovy bootstrap s 2000
replikéty stratifikovanymi podle kose kvalifikacniho skére piipadu.

Poznamka: Pro Gcely analyzy studie byly pfipady se skore HER2 IHC 0 a 1+
seskupeny jako negativni pfipady a pfipady se skore HER2 IHC 2+ a 3+ byly

Reprodukovatelnost Shoda

mezi laboratofemi

Typ niN % 95% Cl

Poznamka: Oboustranny 95% CI vypocteny metodou percentilovy bootstrap s 2000
replikéty stratifikovanymi podle kose kvalifikacniho skére piipadu.

Poznamka: Pro Gcely analyzy studie byly pfipady se skore HER2 IHC 0 a 1+
seskupeny jako negativni pfipady a pfipady se skore HER2 IHC 2+ a 3+ byly
seskupeny jako pozitivni pfipady.

Funkeéni charakteristiky na pfistroji BenchMark ULTRA s pouZitim detekéni
soupravy iVIEW DAB Detection Kit nebo ultraView Universal DAB Detection Kit

Reprodukovatelnost barveni mezi laboratofemi a mezi jednotlivymi dny na pfistroji
BenchMark ULTRA: Mezilaboratorni studie reprodukovatelnosti se zu¢astnily tfi laboratofe
z rliznych instituci ve Spojenych statech americkych. Sklicka s fezy ze 48 pripadl
invazivniho karcinomu prsu FFPE [12 z kaZdé kategorie HER2 (0, 1+, 2+, 3+)] a 1 par
kontrolnich sklicek PATHWAY HER-2 4 in 1 Control Slides na kazdy z 12 barvicich cykli
byly rozdélené na pracovisté, kde probihala studie, pro barveni na pfistroji BenchMark
ULTRA s pouzitim doporu¢eného barviciho protokolu a detekéni soupravy ultraView
Universal DAB Detection Kit. Kontroly zahrnovaly PATHWAY HER-2 4 in 1 Control Slides
a druhé sklicko kazdého pfipadu obarvené reagencii negativni na Ig. Patologové, ktefi
neznali stav pfipadu, vyhodnotili sklicka a poskytli klinické hodnoceni — skdre (tj. 0, 1+, 2+,
3+). Vysledky byly analyzovany spoleénosti Ventana. Za pouZiti standardni nomenklatury
pro tabulky 2x2 byla primérné pozitivni shoda (APA) napfi¢ pracovisti vypocitana jako
[2a/ (2a + b + ¢)] a primérna negativni shoda (ANA) byla vypoctena jako

[2d / (2d + b + c)]. Napfi€ vSemi pracovisti byla APA mezi pracovisti na zakladé klinického
hodnoceni (pozitivni, negativni) 90.0 % (108/120) a ANA hyla 92.9 % (156/168).

U pérového srovnani pracovist byla APA vypocitana jako a / (a + ¢) a ANA byla vypoctena
jako d/ (b + d). Mira APA mezi pracovisti byla 93.0 % (40/43), 87.2 % (34/39) a 89.5 %
(34/38) pro pracovisté A vs. B, pracovisté A vs. C, respektive pracovisté B vs. C. Mira
ANA mezi pracovisti byla 94.3 % (50/53), 91.2 % (52/57) a 93.1 % (54/58) pro pracovisté
Avs. B, pracovisté A vs. C, respektive pracovisté B vs. C.

Nésledujici tabulky predstavuji 3x3 prezentace vysledku pro jednotlivé hodnotitele na
zakladé klinického hodnoceni, kde byla oddélena skére 2+ a 3+.

Tab. 21. Analyza 3x3 miry mezilaboratorni shody mezi pracovi§tém A a pracovistém B —
klon 4B5, pfistroj BenchMark ULTRA s detekéni soupravou ultraView Universal DAB
Detection Kit.

seskupeny jako pozitivni pfipady. : Pracoviété B
Pracovisté
A 3+ 2+ 0, 1+ Celkem
Kromé toho byla provedena parova srovnani stavu HER2 (4B5) mezi jednotlivymi
pracovisti, mezi hodnotiteli a mezi dny. Test je reprodukovatelny v 5 dnech, na 3+ 12 2 0 14
3 pracovidtich a pro 6 hodnotiteld, viz souhmn, ktery uvadi Tab. 20. 2 0 6 2 8
Tab. 20. Reprodukovatelnost mezi laboratofemi pro parové miry shod pro test 014 0 1 25 %
VENTANA HER2 (4B5) Assay u karcinomu prsu s barvenim na pozitivitu na HER2. !
Celkem 12 9 27 48
Reprodukovatelnost shoda Celkova procentudlni shoda (OPA): /N (%) (95% CI)  43/48 (89.6) (77.8-95.5)
mezi laboratoremi
Typ n/N % 95% ClI
APA 8074/8420 95.9 (92.8, 98.6) Tab. 22. A}paly_za 3x3 miry mezilaboratorni §hf)dy mezi pracovi§tlém A a pracovistém C —
klon 4B5, pfistroj BenchMark ULTRA s detekéni soupravou ultraView Universal DAB
Mezi pracovisti ANA 8034/8380 95.9 (92.5,98.7) | Detection Kit.
OPA 8054/8400 95.9 (92.7, 98.6) Pracoviité C
APA 402/421 95.5 (92.0, 98.6) Pracovisté A 3+ 2+ 0, 1+ Celkem
Mezi hodnotiteli ANA 400/419 95.5 (91.6, 98.6) 3+ 12 1 1 14
OPA 401/420 95.5 (91.9, 98.6) 2+ 0 4 4 8
APA 1634/1684 97.0 (95.0, 98.9) 0.1+ 0 0 2% 2%
Mezi dny ANA 1626/1676 97.0 (94.8, 98.9) Celkem 12 5 3 48
Celkové procentudlni shoda (OPA): n/N (%)(95%
OPA 1630/1680 97.0 (95.0, 98.9) cl) P (OPA) (%)(35% 42/48 (87.5) (75.3-94.1)
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Tab. 23. Analyza 3x3 miry mezilaboratorni shody mezi pracovi§tém B a pracovistém C -
klon 4B5, pfistroj BenchMark ULTRA s detekéni soupravou ultraView Universal DAB

Tab. 25. Miry shody mezi platformami, analyza 3x3, pfistroj BenchMark ULTRA versus
pfistroj BenchMark XT — hodnotitel B.

Detection Kit Pristroj BenchMark
Pracovisté C ULTRA Pristroj BenchMark XT
Pracovisté B 3+ 2+ 0, 1+ Celkem Hodnotitel B 3+ 2+ 0, 1+ Celkem
3+ 12 0 0 12 3+ 64 2 1 67
2+ 0 5 4 9 2+ 3 56 7 66
0, 1+ 0 0 27 27 0,1+ 2 10 122 134
Celkem 12 5 31 48 Celkem 69 68 130 267
Celkova procentualni shoda (OPA): nIN (%) (95% CI)  44/48 (91.7) (80.4-96.7) Celkova procentualni shoda: n/N (%) (95% Cl) 2421267 (90.6) (86.5-93.6)

Reprodukovatelnost barveni mezi jednotlivymi dny na pfistroji BenchMark ULTRA

Cast studie tykajici se reprodukovatelnosti mezi jednotlivymi dny (inter-day reproducibility,
IDR) zahrnovala 12 pfipadl se zamyslenou distribuci pfiblizné tii (3) pfipadt u kazdého
klinického skére (0, 1+, 2+, 3+). Celkem pét cykll na piistroji BenchMark ULTRA v jedné
instituci (pracovisté C) provadéjici ¢ast IDR studie probéhlo béhem obdobi minimalné

20 dnd tak, aby Zadné dva dny barveni nenasledovaly po sobé. Miry APA a ANA pro IDR,
vychazejici z klinického hodnoceni barveni klonu 4B5 na pracovisti C, byly po vSechny
dny 100 %. Miry celkové procentudlni shody (OPA) pro srovnani mezi jednotlivymi dny na
zakladé klinickych skdre byly 100 % pro kaZdé ze srovnani mezi dny i pro vSechny dny
dohromady.

Srovnavaci studie pro pristroj BenchMark ULTRA a pfistroj BenchMark XT

Studie srovnavani platforem se z(¢astnily dvé laboratore provadéjici barveni a tfi
pracovisté provadgjici odecitani ve Spojenych statech americkych. Sklicka s fezy

z 280 pfipadu invazivniho karcinomu prsu FFPE [pfiblizné 70 pfipadl z kazdé kategorie
HER2 (0, 1+, 2+, 3+)] byla ndhodné rozdélena na dvé pracovisté provadéjici barveni
(140 pfipadt na kazdé pracovisté) pro barveni na piistroji BenchMark XT a pfistroji
BenchMark ULTRA s pouZitim pfislusnych doporuéenych barvicich protokolli a detekéni
soupravy ultraView Universal DAB Detection Kit. Kontroly zahrnovaly PATHWAY HER-2 4
in 1 Control Slides a druhé sklicko kazdého pfipadu obarvené reagencii negativni na Ig.
Obarvené pfipady z pracovité 1 a pracovisté 2 byly rozdéleny do CtyF sad sklicek

a poskytnuty, po jedné sadé, tfem raznym kvalifikovanym hodnotiteltim (patologtim),
jednomu hodnotiteli na pracovisti 1, jednomu na pracovisti 2 a jednomu na pracovisti 3.
Patologové, ktefi neznali stav piipadd ani barvici platformu, vyhodnotili vSechny Ctyfi sady
sklicek a pro jednotlivé pfipady poskytli klinické skére (tj. 0, 1+, 2+, 3+). Vysledky byly
analyzovany spole¢nosti Ventana. Miry PPA (a spodni hranice oboustrannych 95 %
intervalll spolehlivosti) pro barveni s protilatkou klonu 4B5 na pfistroji BenchMark ULTRA
oproti pfistroji BenchMark XT na zakladé klinického hodnoceni (pozitivni, negativni) byly
91.6 % (85.9) pro hodnotitele A, 91.2 % (85.3) pro hodnotitele B, respektive 94.9 % (89.3)
pro hodnotitele C. Miry NPA (a spodni hranice oboustrannych 95% intervald spolehlivosti)
pro barveni s protilatkou klonu 4B5 na pfistroji BenchMark ULTRA oproti pfistroji
BenchMark XT na zékladé klinického hodnoceni (pozitivni, negativni) byly 91.9 % (85.8)
pro hodnotitele A, 93.8 % (88.3) pro hodnotitele B, respektive 99.3 % (96.3) pro
hodnotitele C. Hodnota OPA pro barveni s klonem 4B5 s pouZitim pfistroje BenchMark
ULTRA oproti pfistroji BenchMark XT na z&kladé analyzy 2x2 klinického hodnoceni
(pozitivni, negativni) byla 91.8 % pro hodnotitele A, 92.5 % pro hodnotitele B, respektive
97.4 % pro hodnotitele C. Prezentace 3x3 mir shod mezi platformami pro jednotlivé
hodnotitele na zékladé klinického skore (0/1+, 2+, 3+) je uvedena v tabulkéach nize:

Tab. 24. Miry shody mezi platformami, analyza 3x3, pfistroj BenchMark ULTRA versus
pfistroj BenchMark XT — hodnotitel A.

Pristroj BenchMark
ULTRA Pristroj BenchMark XT
Hodnotitel 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
Celkova procentudlni shoda: n/N (%) (95% ClI) 226/267 (84.6) (79.8-88.5)
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Tab. 26. Miry shody mezi platformami, analyza 3x3, pfistroj BenchMark ULTRA versus
pfistroj BenchMark XT — hodnotitel C.

Pristroj BenchMark
ULTRA Pristroj BenchMark XT
Hodnotitel C 3+ 2+ 0, 1+ Celkem
3+ 64 1 0 65
2+ 2 45 1 43
0, 1+ 0 6 148 154
Celkem 66 52 149 267
Celkova procentudlni shoda: n/N (%) (95% ClI) 257/267 (96.3) (93.2-98.0)

Reprodukovatelnost mezi patology pro vzorky ze studie srovnavani pfistroju

Pozitivni a negativni mira shody s oboustrannymi 95 % intervaly spolehlivosti byly
vypocteny pro Sest moZnych parovych srovnani mezi hodnotiteli pro kazdou platformu.

U pfistroje BenchMark ULTRA byly miry PPA pro hodnotitele A vs. B, Avs. C,Bvs. C, B
vs. A, Cvs. AaCvs. B 94.7 % (126/133), 98.2 % (111/113), 98.2 % (111/113), 89.4 %
(126/141), 78.7 % (111/141) a 83.5 % (111/133) (v daném poradi). Miry NPA pro
hodnotitele A vs. B, Avs. C,Bvs. C, Bvs. A, Cvs, Aa Cvs. B hyly 88.8 % (119/134),
80.5 % (124/154), 85.7 % (132/154), 94.4 % (119/126), 98.4 % (124/126) a 98.5 %
(132/134) (v daném poradi). Mira OPA byla nejvyssi mezi hodnotitelem A a hodnotitelem
B (91.8 %) a nizsi mezi hodnotitelem B a hodnotitelem C (91.0 %) a hodnotitelem A a
hodnotitelem C (88.8 %).

U pfistroje BenchMark XT byly miry PPA pro hodnotitele A vs. B, Avs. C, Bvs. C, Bvs. A,
Cvs. AaCvs. B94.9 % (130/137), 98.3 % (116/118), 98.3 % (116/118), 90.9 %
(130/143), 81.1 % (116/143) a 84.7 % (116/137) (v daném poradi). Miry NPA pro
hodnotitele A vs. B, Avs. C,Bvs. C, Bvs. A, Cvs. Aa Cvs. B byly 90.0 % (117/130),
81.9 % (122/149), 85.9 % (128/149), 94.4 % (117/124), 98.4 % (122/124) a 98.5 %
(128/130) (v daném poradi). Mira OPA byla nejvy3si mezi hodnotitelem A a hodnotitelem
B (92.5 %) a niz8i mezi hodnotitelem B a hodnotitelem C (91.4 %) a hodnotitelem A a
hodnotitelem C (89.1 %).

Srovnavaci studie mezi detekénimi soupravami iVIEW DAB Detection Kit a ultraView
Universal DAB Detection Kit

Ve srovnavaci studii mezi detekénimi soupravami iVIEW DAB Detection Kit a ultraView
Universal DAB Detection Kit byla pouzita kohorta ze 140 pfipad invazivniho karcinomu
prsu FFPE [pfiblizné 35 piipadl z kazdé kategorie HER-2 (0, 1+, 2+, 3+)] z pracovisté 1
pii barveni s klonem 4B5 na pfistroji BenchMark ULTRA. Studie srovnavani detekénim
metod se zU¢astnila jedina laboratof provadgjici barveni a tfi pracovité provadéjici
odecitani ve Spojenych statech americkych. U barveni s protilatkou klonu 4B5 na pfistroji
BenchMark ULTRA byly miry PPA mezi vysledky ziskanymi metodami iVIEW DAB
Detection Kit a ultraView Universal DAB Detection Kit, na z&kladé klinického hodnoceni
(pozitivni, negativni), 95.8 % (68/71), 96.9 % (63/65) a 96.5 % (55/57) pro hodnotitele A,
B, respektive C a miry NPA mezi metodami detekce byly 90.8 % (59/65), 91.5 % (65/71)
a97.5 % (77/79) pro hodnotitele A, B, respektive C. Miry OPA mezi detekEnimi
soupravami byly 93.4 % (127/136), 94.1 % (128/136) a 97.1 % (132/136) pro hodnotitele
A, B, respektive C. Prezentace 3x3 mir shod u srovnani metod detekce pro jednotlivé
hodnotitele na zékladé klinického skore (0/1+, 2+, 3+) je uvedena v tabulkéach nize.
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Tab. 27. Hodnotitel A, iVIEW DAB Detection Kit vs. ultraView Universal DAB Detection
Kit — analyza 3x3 miry shody - barveni s klonem 4B5 na pfistroji BenchMark ULTRA.

iVIEW DAB Detection Kit ultraView Universal DAB Detection Kit
Hodnotitel A 3+ 2+ 0, 1+ Celkem
3+ 43 5 0 43
2+ 3 17 6 26
0, 1+ 0 3 59 62
Celkem 46 25 65 136
Celkova procentudlni shoda: n/N (%) (95% ClI) 119/136 (87.5) (80.9-92.0)

Tab. 28. Hodnotitel B, iVIEW DAB Detection Kit vs. ultraView Universal DAB Detection
Kit — analyza 3x3 miry shody - barveni s klonem 4B5 na pfistroji BenchMark ULTRA.

iVIEW DAB Detection Kit ultraView Universal DAB Detection Kit
Hodnotitel 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
Celkova procentudlni shoda: n/N (%) (95% ClI) 128/136 (94.1) (88.8-97.0)

Tab. 29. Hodnotitel C, iVIEW DAB Detection Kit vs. ultraView Universal DAB Detection
Kit — analyza 3x3 miry shody - barveni s klonem 4B5 na pfistroji BenchMark ULTRA.

iVIEW DAB Detection Kit ultraView Universal DAB Detection Kit
Hodnotitel C 3+ 2+ 0, 1+ Celkem
3+ 32 0 0 32
2+ 0 23 2 25
0, 1+ 0 2 7 79
Celkem 32 25 79 136
Celkova procentudlni shoda: n/N (%) (95% ClI) 132/136 (97.1) (92.7-98.9)

Reprodukovatelnost mezi patology pro vzorky ze studie srovnavani metod detekce:
Pozitivni a negativni mira shody s oboustrannymi 95 % intervaly spolehlivosti byly
vypocteny pro Sest moznych parovych srovnani mezi hodnotiteli pro kaZzdou metodu.

U detekéni soupravy iVIEW DAB Detection Kit byly miry PPA pro hodnotitele A vs. B, A
vs.C,Bvs. C,Bvs. A Cvs.AaCvs. B100.0 % (69/69), 98.2 % (56/57), 96.5 % (55/57),
93.2 % (69/74), 75.7 % (56/74) a 79.7 % (55/69) (v daném poradi). Miry NPA pro
hodnotitele A vs. B, Avs. C,Bvs. C, Bvs. A, Cvs, Aa Cvs. B byly 92.5 % (62/67),

77.2 % (61/79), 82.3 % (65/79), 100.0 % (62/62), 98.4 % (61/62) a 97.0 % (65/67)

(v daném poradi). Celkova mira shody byla nejvy3si mezi hodnotitelem A a hodnotitelem
B (96.3 %) a niz8i mezi hodnotitelem A a hodnotitelem C (86.0 %) a hodnotitelem B

a hodnotitelem C (88.2 %).

U detekéni soupravy ultraView Universal DAB Detection Kit byly miry PPA pro hodnotitele
Avs.B,Avs.C,Bvs.C,Bvs. A Cvs. AaC vs. B96.9 % (63/65), 98.2 % (56/57),

98.2 % (56/57), 88.7 % (63/71), 78.9 % (56/71) a 86.2 % (56/65) (v daném poradi). Miry
NPA pro hodnotitele A vs. B, Avs. C,Bvs. C,Bvs. A,Cvs. Aa Cvs. B hyly 88.7 %
(63/71), 81.0 % (64/79), 88.6 % (70/79), 96.9 % (63/65), 98.5 % (64/65) a 98.6 % (70/71)
(v daném porad). Celkova mira shody byla pro kazdou dvojici hodnotiteld podobna,

92.6 % (126/136), 88.2 % (120/136) a 92.6 % (126/136) pro hodnotitele A vs. B,
hodnotitele A vs. C, respektive hodnotitele B vs. C.
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Analyticka vykonnost v pfipadech Zaludeénich tkani

Studie preciznosti u pfistroje BenchMark ULTRA a BenchMark XT:

Opakovatelnost mezi cykly na pfistroji BenchMark XT byla provedena v péti cyklech
provadénych béhem 5denniho obdobi (dny nenasledovaly po sobé). U péti sklicek
obsahujicich tfi pfipady Zaludecni tkané se skdre 0, 1+, 2+ a 3+ exprese HER2 byla
prokézéna 100% shoda v rdmci pozitivni/negativni hodnoty pro jednotlivé tkané.
Opakovatelnost v rdmci cyklu na pfistroji BenchMark XT byla provedena na 28 sklickach
obsahujicich tfi pfipady Zalude¢ni tkané se skdre 0, 1+, 2+ a 3+ exprese HER2. VSechny
pfipady byly v rdmci pozitivni/negativni hodnoty pro jednotlivé typy tkané hodnoceny
rovnocenng.

Opakovatelnost v rAmci platformy byla provedena u tfi pfistrojti BenchMark XT. V téchto
cyklech bylo vSech 30 skli¢ek z kazdého ze dvou riznych blok( nékolika tkanti,
obsahujicich tfi pfipady Zaludecni tkané se skdre 0, 1+, 2+ a 3+ exprese HER2,
hodnoceno v rdmci pozitivni/negativni hodnoty pro jednotlivé typy tkdné rovnocenné.
Opakovatelnost v rdmci platformy byla testovana u tif piistroji BenchMark ULTRA.

V téchto cyklech bylo vSech 15 skli¢ek z jednoho bloku nékolika tkéni hodnoceno v ramci
pozitivni/negativni hodnoty pro jednotlivé typy tkané rovnocenné.

Opakovatelnost mezi platformami byla testovana na tfech pfistrojich BenchMark XT

a tfech pfistrojich BenchMark ULTRA. V téchto cyklech bylo vSech 30 skli¢ek z jednoho
bloku nékolika tkani hodnoceno v rdmci pozitivni/negativni hodnoty pro jednotlivé typy
tk&né rovnocenné.

Srovnani detekénich souprav iVIEW DAB Detection Kit a ultraView Universal DAB
Detection Kit za pouZiti pfipadd Zaludeénich tkani

K provedeni testovani srovnani detekénich souprav byl pouZit klon 4B5. Tento klon byl
testovan na dvou pfistrojich (pfistroji BenchMark XT a pfistroji BenchMark ULTRA)

s pouZitim deteké&nich souprav iVIEW DAB Detection Kit a ultraView Universal DAB
Detection Kit. VV ramci testovani bylo pouZito sto deset tkarnovych pripadd. U obarvenych
sklicek bylo vyhodnoceno pozitivni/negativni klinické skore.

Miry pfijatelnosti morfologie i pozadi byly 100 % pro obé detekéni soupravy i pristroje.
Pfima srovnani pozitivniho a negativniho klinického posouzeni mezi detekénimi
soupravami jsou pro jednotlivé pfistroje uvedena v nasledujicich tabulkéch.

Tab. 30. Klinické posouzeni pro detekéni soupravu ultraView Universal DAB Detection
Kit versus detekéni souprava iVIEW DAB Detection Kit na pfistroji BenchMark XT.

ultraView Universal DAB I A SN
Detection Kit Pozitivni Negativni Celkem
Pozitivni 21 0 21
Negativni 0 189 189
Celkem 21 189 210
niN % (95% Cl)

Pozitivni procentudlni shoda 21/21 100 (84.5-100)

Negativni procentudlni shoda 189/189 100 (98.0-100)

Celkové procentualni shoda 210/210 100 (98.2-100)

Tab. 31. Srovnani klinického posouzeni na pfistrojich BenchMark XT a BenchMark
ULTRA pomoci detekéni soupravy ultraView Universal DAB Detection Kit.

o o Pfistroj BenchMark ULTRA s detekéni
Pistroj BenchMark XT s detekéni soupravou ultraView Universal DAB
soupravou ultraView Universal DAB Detection Kit
Detection Kit = :
Pozitivni Negativni Celkem
Pozitivni 20 1 21
Negativni 0 189 189
Celkem 20 190 210
n/N % (95% Cl)
Pozitivni procentudlni shoda 20/20 100 (83.9-100)
Negativni procentudlni shoda 189/190 99.5 (97.1-99.9)
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Pristroj BenchMark ULTRA s detekéni

Pfistroj BenchMark XT s detekéni soupravou ultraView Universal DAB

Tab. 33. Celkova shoda klinického posouzeni mezi platformami: karcinom Zaludku,
vSechny hodnotitelné pfipady.

soupravou ultraView Universal DAB Detection Kit L ) .. | Celkové procentualni
Detection Kit Pristroj BenchMark Celkova procentualni shoda (véetné
Pozitivni Negativni Celkem ULTRA versus pristroj shoda (pozitivni nejednoznagnych
Celkové procentudinf shoda 2001210 99.5 (97.4-99.9) Bl T A TG [P pFipada)
Pracovisté A: n/N (%) (95% 40/40 (100 %) 42/44 (95.5 %)
Reprodukovatelnost mezi laboratofemi pro klon 4B5 u karcinomu zaludku: Cl) (91.2-100) (84.9-98.7)
Studie byla provedena na tfech pracovistich provadéjicich testovani. Pro zafazeni do x o N 34/34 (100 % 37/42 (88.1 %
studie byly vybrany vzorky na zakladé Klinického IHC skore pro klon 485, takze byl Praco‘gg;BéS/ N (%) o 8( 100 0 e 0( oy R
piiblizng stejny pocet pozitivnich (3+) a negativnich (0, 1+) pfipadt. Dale byly studovany ° (89.8-100) (75.0-94.8)
aZ Ctyri piipady zpUsobilych pripadl rakoviny Zaludku kategorie 2+. Pracovisté C: n/N (%) 32/32 (100 %) 38/44 (86.4 %)
VSechna tfi pracovisté pouZivala pfistroj BenchMark XT a pfistroj BenchMark ULTRA (95% ClI) (89.3-100) (73.3-93.6)

k provedeni ¢tyF barvicich cykll na jeden pfistroj. PFipady byly pro barveni randomizovany
pomoci postupu stratifikované randomizace, ktery pfifazoval pfipady tak, Ze kazdy cyklus
obsahoval pfipady predstavujici vSechny kategorie hodnoceni HER2 u rakoviny Zaludku.
Cykly na kazdém pfistroji a na kazdém pracovisti zahrnovaly stejné pfipady. Na kazdém
pracoviti bylo jedno sklicko z kaZdého pripadu obarveno s klonem 4B5 a dalsi sklicko ze
stejného pfipadu bylo obarveno reagencii CONFIRM Negative Control Rabbit Ig na
pfistroji BenchMark ULTRA. Druhy par sklicek ze stejného pfipadu byl na kazdém
pracovisti podobnym zplisobem obarven na piistroji BenchMark XT. Sklicka s pfipady
byla hodnocena jednim kvalifikovanym hodnotitelem na kazdém pracovisti, ktery

u zadného vzorku neznal dfive stanovena klinicka IHC skére.

Celkovéa shoda pro vSechny hodnotitelné pfipady byla 100 % u v3ech tfi srovnani mezi
pracovisti jak u pfistroje BenchMark ULTRA, tak u pfistroje BenchMark XT. Celkova
shoda mezi pfistrojem BenchMark ULTRA a pfistrojem BenchMark XT byla pro
hodnotitelné pfipady 100 % na kazdém ze tfi pracoviSt. Mira pfijatelnosti pozadi a mira
pfijatelnosti morfologie pro vSechny pfipady byly pro oba pfistroje na pracovistich Aa C
100 % a na pracovisti B pro oba pfistroje > 95 %. Viz tabulky nize.

Tab. 32. Celkova shoda klinického posouzeni mezi pracovisti: karcinom Zaludku,
vSechny hodnotitelné pfipady.

Celkova Celkova procentudlni

——— procentuélni shoda shoda (véetné
LRI BRI ULTR (pozitivni a negativni nejednoznaénych
pripady) pripadu)
Pracovisté A versus 38/42 (90.5 %)
o 30/30 (100 %)
racovisté B: n/N (%) (95% —
pracovi o) (%) (95% (88.6-100) (77.9-96.2)
Pracovisté C versus 35/42 (83.3 %)
o 30/30 (100 %)
racovisté C: n/N (%) (95% _
pracovi o) (%) (95% (88.6-100) (69.4-91.7)
Pracovisté B versus 31/42 (73.8 %)
ey 30/30 (100 %)
racovisté C: n/N (%) (95%
pracovi o) (%) (95% (88.6-100) (58.9-84.7)
Celkova Celkova procentudlni

——— procentualni shoda shoda (véetné
LS BERE I ETT (pozitivni a negativni nejednoznaénych
pripady) pripadu)
Pracovisté A versus 36/43 (83.7 %)
o 31/31 (100 %)
racovisté B: n/N (%) (95% —
pracovi o) (%) (95% (89.0-100.0) (70.0-91.9)

Pracovisté C versus
pracovisté C: n/N (%) (95%
Cl)

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

36/43 (83.7 %)
(70.0-91.9)

Pracovisté B versus
pracovisté C: n/N (%) (95%
Cl)

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

35/43 (81.4 %)
(67.4-90.3)
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Tab. 34. Mira pfijatelnosti pozadi a mira pfijatelnosti morfologie: karcinom Zaludku,
vSechny pfipady.

Pristroj BenchMark x oy vx

ULTRA Pracovisté A Pracovisté B Pracovisté C

Miry pfijatelnosti 44/44 (100 %) 43/44 (97.7 %) 4444 (100 %)
morfologie

Miry pfijatelnosti pozadi 44/44 (100 %) 42/44 (95.5 %) 44/44 (100 %)

Pristroj BenchMark XT Pracovisté A Pracovisté B Pracovisté C

Miry pfijatelnosti 44/44 (100 %) 43/44 (97.7 %) 44/44 (100 %)
morfologie

Miry pfijatelnosti pozadi 44/44 (100 %) 43144 (97.7 %) 44/44 (100 %)

Srovnavaci studie pfistrojii BenchMark a BenchMark GX s pfistrojem BenchMark
XT: Karcinom Zaludku

Sklicka s fezy pro 3 TMA obsahujici pfipady karcinomu Zaludku FFPE [pfiblizné

50 pfipadd na TMA] byla obarvena na pfistroji BenchMark XT, pfistroji BenchMark

a pristroji BenchMark GX pomoci pfislunych doporucenych barvicich protokoll pro
detekéni soupravy ultraView Universal DAB Detection Kit a iVIEW DAB Detection Kit.
Kontroly zahrnovaly kontrolni sklicka PATHWAY HER-2 4 in 1 Control Slides a druhé
sklicko kazdého TMA obarvené reagencii negativni na lg. Obarvena sklicka byla
hodnocena jednim hodnotitelem (patologem).

Celkové miry shody (a spodni hranice oboustrannych 95% intervall spolehlivosti) pro
barveni s protilatkou klonu 4B5 na zakladé klinického posouzeni (pozitivni, negativni) byly
nasledujici: PFistroj BenchMarkk 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), pfistroj BenchMark GX versus
pfistroj BenchMark XT s detekéni soupravou iVIEW DAB Detection Kit 95.9 % (91.8—
98.0).

Miry pozitivni shody (a spodni hranice oboustrannych 95% intervalli spolehlivosti) pro
barveni s protilatkou klonu 4B5 na zakladé klinického posouzeni (pozitivni, negativni) byly
nasledujici: PFistroj BenchMarkk versus pfistroj BenchMark XT s detekéni soupravou
ultraView Universal DAB Detection Kit 91.7 % (64.4-98.5), pfistroj BenchMark GX versus
pfistroj 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), pfistroj BenchMark GX versus
pfistroj BenchMark XT s detekéni soupravou iVIEW DAB Detection Kit 73.3 % (48.0-
89.1).

Miry negativni shody (a spodni hranice oboustrannych 95% interval(i spolehlivosti) pro
barveni s klonem 4B5 na zakladé klinického posouzeni (pozitivni, negativni) byly
nasledujici: PFistroj BenchMark versus pfistroj BenchMark XT s detekéni soupravou
ultraView Universal DAB Detection Kit 98.5 % (94.8-99.6), pfistroj BenchMark GX versus
pfistroj BenchMark XT s detekéni soupravou ultraView Universal DAB Detection Kit

99.3 % (96.1-99.9), pfistroj BenchMark versus pfistroj BenchMark XT s detekéni
soupravou iVIEW DAB Detection Kit 98.1 % (94.6-99.4), pfistroj BenchMark GX versus
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pfistroj BenchMark XT s detekéni soupravou iVIEW DAB Detection Kit 98.1 % (94.5—
99.3). Prezentace 2x2 mir shod pro jednotliva srovnani na zakladé klinického posouzeni
(pozitivni, negativni) je uvedena v tabulkéach nize.

Tab. 38. Miry shody mezi platformami, pfistroj BenchMark GX versus pfistroj
BenchMark XT s detekéni soupravou iVIEW DAB Detection Kit, analyza 2x2: karcinom
Zaludku.

Tab. 35. Miry shody mezi platformami, pfistroj BenchMark versus pfistroj BenchMark XT T - - -
s detekéni soupravou ultraView Universal DAB Detection Kit, analyza 2x2: karcinom AIAER 5 B el s Ao (S D6 D e a0 [
Zaludku. Pristroj BenchMark XT
Klon 4B5 s detekéni soupravou ultraView Universal DAB Detection Kit Pfistroj BenchMark GX Pozitivni Negativni Celkem
Pristroj BenchMark XT Pozitivni 11 3 14
Pristroj BenchMark Pozitivni Negativni Celkem Negativni 4 154 158
Pozitivni 11 2 13 Celkem 15 157 172
Negativni 1 133 134 niN % (95% Cl)
Celkem 12 135 147 Celkové procentudlni shoda 165/172 95.9 % (91.8-98.0)
n/N % (95% ClI) Pozitivni procentudlni shoda 11/15 73.3 % (48.0-89.1)
Celkovéa procentudlni shoda 144/147 98.0% (94.2-99.3) Negativni procentudini shoda 154/157 98.1 % (94.5-99.3)
Pozitivni procentudlni shoda 11/12 91.7 % (64.6-98.5)
Negativni procentuélni shoda 133/135 98.5 % (94.8-99.6) KLINICKA VYKONNOST

Tab. 36. Miry shody mezi platformami, pfistroj BenchMark GX versus pfistroj
BenchMark XT s detekéni soupravou ultraView Universal DAB Detection Kit, analyza 2x2:
karcinom Zaludku.

Klon 4B5 s detekéni soupravou ultraView Universal DAB Detection Kit
Pristroj BenchMark XT
Pristroj BenchMark GX Pozitivni Negativni Celkem
Pozitivni 11 1 12
Negativni 3 140 143
Celkem 14 141 155
niN % (95% CI)
Celkové procentudlni shoda 151/155 97.4 % (93.6-99.0)
Pozitivni procentudlni shoda 11/14 78.6 % (52.4-92.4)
Negativni procentudlni shoda 140/141 99.3 % (96.1-99.9)

Tab. 37. Miry shody mezi platformami, pfistroj BenchMark versus pfistroj BenchMark XT
s detekéni soupravou iVIEW DAB Detection Kit, analyza 2x2: karcinom Zaludku.

Klon 4B5 s detekéni soupravou iVIEW DAB Detection Kit

Rakovina prsu s nizkou Urovni exprese HER2
Studie klinickych vysledki — DESTINY-BREAST04

DESTINY-BREASTO04 byla multicentrickd, randomizovana, oteviend, aktivné kontrolovana
studie faze Il hodnotici bezpe€nost a (i¢innost trastuzumabu deruxtekanu (ENHERTU®)
u neresekovatelné a/nebo metastazujici rakoviny prsu s nizkou drovni expresi HER2.

Pro zafazeni do studie musely nadory vykazovat nizké Grovné exprese HER2 stanovené
pomoci IHC s protilatkou anti-HER2 (4B5).

Tumor s IHC skére HER2 1+ byl povaZovan za indikaci stavu nizké drovné exprese
HER2. Tumor byl také povazovan za tumor s nizkou Grovni exprese HER2, pokud bylo
IHC skore HER2 2+ a reflexni testovani pomoci testu INFORM HER2 Dual ISH ukézalo
nepfitomnost genové amplifikace HER2 (ISH-). Zafazeni pacienti byli randomizovéani

v poméru 2 : 1 k Ié¢bé trastuzumabem deruxtekanem (ENHERTU®) nebo k chemoterapii
podle vybéru Iékafe. Centrainé ziskané skdre nizké drovné exprese HER2 (IHC 1+ nebo
IHC 2+ ISH-) bylo jednim ze 3 stratifikacnich faktoril pouzitych pro randomizaci pacientd
v této studii.

Analyzy G¢innosti byly provedeny u celého analytického souboru a u populace pozitivni na
hormonélnimi receptory (pozitivni na estrogenovy a/nebo progesteronovy receptor).

V primarni analyze bylo analyzovano posouzeni pfeZiti bez progrese (PFS) na zakladé
zaslepeného nezavislého centrainiho pfezkumu (BICR) v podskupiné pozitivni na
hormonalnimi receptory se stratifikaci podle centralné hodnoceného stavu/skére nizké
GUrovné exprese HER2 (IHC 1+ nebo IHC 2+ / ISH-), po¢tu pfedchozich linif chemoterapie
(1 nebo 2) a predchozi 1éEby cyklin dependentnimi inhibitory (CDK)4/6 (ano, nebo ne).
Lécba trastuzumabem deruxtekanem (ENHERTU®) byla v této populaci spojena se
statisticky vyznamnym a klinicky vyznamnym prodlouzenim PFS i celkového preZiti (OS)
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PFistroj BenchMark XT ve srovnani s Ié¢bou dle volby Iékare.
L —— — Tab. 39. PFS a OS podle BIRC v populaci pozitivni na hormonalnimi receptory
Pristroj BenchMark Pozitivni Negativni Celkem | 4y (piném analytickém souboru (DESTINY-BREAST04)
Pozitivni 12 3 15 Populace pozitivni na
Negativni 3 156 159 hormonalni receptory Uplny analyticky soubor
Celkem 15 159 174 Trastuzumab Trastuzumab
; . . deruxtekan Lécba podle deruxtekan Lécba podle
niN % (95% CI) (ENHERTU®) | volby Iékare | (ENHERTU®) | volby Iékare
Celkové procentudlni shoda 168/174 96.6 % (92.7-98.4) Parametr N =331 N =163 N =373 N =184
Pozitivni procentualni shoda 12/15 80.0 % (54.8-93.0) Median PFS a 101 5.4 9.9 5.1
Negativni procentuélni shoda 156/159 98.1 % (94.6-99.4) (95% CI) (9.5,11.5) (44,7.1) (9.0,11.3) (42,68
Pomér rizik b 0.51 (0.40, 0.64) 0.50 (0.40, 0.63)
(95% Cl)
Hodnota p ¢ <0.0001 <0.0001
Celkové preziti (OS)
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Populace pozitivni na
hormonalni receptory Uplny analyticky soubor
Trastuzumab Trastuzumab
deruxtekan Lécba podle deruxtekan Lécba podle
(ENHERTU®) | volby lékafe | (ENHERTU®) | volby Iékare
Parametr N =331 N =163 N =373 N =184
Median OS a 23.9 175 234 16.8
(95% Cl) (20.8, 24.8) (15.2, 22.4) (20.0, 24.8) (14.5, 20.0)
Pomér rizik b 0.64 (0.48, 0.86) 0.64 (0.49, 0.84)
(95% Cl)
Hodnota p ¢ 0.0028 0.0010

Cl = interval spolehlivosti; PFS = pfeziti bez progrese; OS = celkové preZiti.
a Mediany PFS a OS jsou odhady z Kaplanovy-Meierovy analyzy. Oboustranné 95%

intervaly Cl pro median PFS a OS byly vypocteny pomoci Brookmeyerovy-Crowleyho
metody.

b Na zakladé stratifikovaného Coxova modelu proporcionalnich rizik. Stratifikagnimi
faktory byly skdre nizké Grovné exprese HER2, pocet pfedchozich linii chemoterapie

a bud predchozi Ié¢ba inhibitorem cyklin dependentni kindzy 4/6 (pro cely soubor
analyzy a pozitivni na hormonalni receptor), nebo stav hormonalniho receptoru / cyklin-
dependentni kinazy (pro cely soubor analyzy).

¢ Oboustranna hodnota p na zakladé stratifikovaného log-rank testu.

Rakovina prsu s pozitivitou na HER2

Srovnavaci studie kraliéi monoklonalni protilatky klonu 4B5 a mySi monoklonalni
protilatky PATHWAY anti-HER2 (CB11) Mouse Monoclonal Antibody u rakoviny prsu

Byla provedena studie srovnani metod, ktera zkoumala korelaci mezi klonem 4B5

a protilatkou PATHWAY anti-HER2 (CB11) Mouse Monoclonal Antibody (protilatkou
PATHWAY anti-HER2 (CB11)) a PathVysion HER2 FISH, coz jsou dfive schvalené
diagnostickeé testy. Studie se zdCastnilo Sest zkou3ejicich. Ve studii byly pouZity dvé
nezavislé kohorty vzorkl invazivniho karcinomu prsu: jedna se 178 vzorky z Cleveland
Clinic Foundation (kohorta 1) a druh& se 144 vzorky odebranymi spole¢nosti IMPATH
Predictive Oncology z nékolika mezinarodnich pracovist (kohorta 2). Dvé skupiny tii
riznych zkousejicich hodnotily dvé nezavislé kohorty (kohorta 1: n = 178, kohorta 2:

n = 144) pomoci znamych pfipadt rakoviny prsu obarvenych s protilatkou PATHWAY anti-
HER2 (CB11) a klonem 4B5. Udaje pro metodu FISH byly ziskany z anamnézy pacient.
Pro kazdy piipad bylo vytvofeno konsensudlni skére od tii hodnotitelt pro kaZzdou
protilatku, aby se sniZila variabilita u jednoho hodnotitele, o které je zndmo, Ze pfi
hodnoceni HER2 existuje.4243:44 Celkem bylo vyhodnoceno 322 pfipadd. Sklicka
obarvend s protilatkou PATHWAY anti-HER2 (CB11) byla zpracovana a obarvena podle
pokynd vyrobce uvedenych v metodickém listu protilatky PATHWAY anti-HER2 (CB11).
Mezi barvenim a hodnocenim skli¢ek obarvenych s protilatkou PATHWAY anti-HER2
(CB11) ubéhl primémeé priblizné jeden rok. Nize jsou uvedeny klinicky vyznamné
vysledky (pozitivni/negativni) testu IHC pro HER2 (4B5) a IHC testu pro PATHWAY anti-
HER2 (CB11) u obou kohort:

Tab. 40. Klinicky vyznamna skdre: IHC testy pro kohortu 1

Protilatka PATHWAY anti-HER2 (CB11)
Protilatka HER?2 (4B5) Pozitivni Negativni Celkem
Pozitivni 86 5 91
Negativni 7 80 87
Celkem 93 85 178
n/N % (95% interval spolehlivosti)
Pozitivni procentudlni
shoda 86/93 92.5 (85.2-96.9)
Negativni procentudini
shoda 80/85 94.1 (86.8-98.1)
Celkové procentudlni 166/178 933 (88.5-96.4)
shoda

2024-10-04
FT0700-410v

17721

Protilatka PATHWAY anti-HER2 (CB11)

Pozitivni

Protilatka HER2 (4B5)

Negativni Celkem

Klinicky vyznamné vysledky byly povaZovany za IHC pozitivni (2+ a 3+) a negativni
(0+a 1+).

Tab. 41. Klinicky vyznamna skdre: IHC testy pro kohortu 2

Protilatka PATHWAY anti-HER2 (CB11)
Protilatka HER?2 (4B5) Pozitivni Negativni Celkem
Pozitivni 69 22 91
Negativni 0 53 53
Celkem 69 75 144
n/N % (95% interval spolehlivosti)

Pozitivni procentuélni 69/69 100 (97.5-100)
shoda
Negativni procentudlni 53/75 70.6 (58.5-80.1)
shoda
Celkové procentudlni 122/144 84.7 (78.2-90.0)
shoda

Klinicky vyznamné vysledky byly povaZovany za IHC pozitivni (2+ a 3+) a negativni
(0+a 1+).

Vysledky zalozené na IHC a ziskané z IHC testu pro HER2 (4B5) byly také porovnany
s vysledky ziskanymi z testu PathVysion HER2 FISH. Pozitivni vysledkylHC odpovidaji
pfipadiim s IHC skére 2+ nebo 3+ a pozitivni vysledky FISH odpovidaji pfipadim, které
prokazaly amplifikaci genu HER2. Udaje o shodé pro IHC test klonu 4B5 ve srovnani

s vysledky FISH u obou kohort jsou uvedeny nize:

Tab. 42. Klinicky vyznamné shoda: IHC versus FISH pro kohortu 1
% (95% interval

Protilatka HER2 (4B5) n/N spolehlivosti)
Pozitivni procentudlni shoda 83/93 89.2 (82.5-95.1)
Negativni procentudlni shoda 77185 90.6 (84.0-96.4)
Celkové procentualni shoda 160/178 90.0 (85.4-93.6)

Tab. 43. Klinicky vyznamné shoda: IHC versus FISH pro kohortu 2
% (95% interval

Protilatka HER2 (4B5) n/N spolehlivosti)
Pozitivni procentudlni shoda 80/86 93.0 (87.9-96.3)
Negativni procentudlni shoda 47/58 81.0 (73.4-86.0)
Celkové procentualni shoda 127144 88.2 (82.1-92.2)

Zaveér: Tato studie prokézala, Ze existuje klinicky vyznamné shoda (celkova shoda mezi
pozitivnimi/negativnimi vysledky) mezi testem s klonem 4B5 a testem PATHWAY anti-
HER2 (CB11), ¢imzZ se prokazuije, ze test VENTANA HER2 (4B5) Assay je pfijatelnou
alternativou k testu PATHWAY anti-HER2 (CB11) pro pouZiti jako pomdcka pfi hodnoceni
pacientt s rakovinou prsu, u nichZ se uvazuje o lé¢hé trastuzumabem (Herceptin). Tato
studie také prokézala, Ze vysledky exprese HER2 ziskané z IHC testu s klonem 4B5 jsou
srovnatelné s vysledky stavu genu HER2 stanovenymi analyzou FISH.

Srovnani se zafazovacim testem u studii PERJETA (pertuzumab) a KADCYLA
(trastuzumab emtansin) v pfipadé karcinomu prsu

Shoda k testiim pro zarazeni do kohort ze studif PERJETA a KADCYLA byla stanovena
barvenim hodnocenych vzorkl s testem VENTANA HER2 (4B5) Assay. Celkem

2753 vzorkli hodnocenych pro studii PERJETA a 99 vzorkli hodnocenych pro studii
KADCYLA bylo obarveno s testem VENTANA HER2 (4B5) Assay. Byly stanoveny miry

1021867CS Rev C



V=NTANA

shod (PPA, NPA a OPA). 95% CI (oboustranny 95 % interval spolehlivosti) byl vypogitan

metodou skdre.

Stav stanoveny testem Dako HercepTest

a

Tab. 44. Shoda testu s klonem 4B5 a testu Dako u stavu HER2 pro vSechny subjekty Stav st >
hodnotitelné pro HER2. Subjekty, které Ize hodnotit pomoci IHC, maji stav HER2 jako N at\v S ank(I)veny
pozitivni nebo negativni stanoveny jak testem s klonem 4B5, tak zafazovacim IHC testem. . SRUMSLEEL o .
Studie 4B52 Pozitivni Negativni Celkem
Skore ziskané testem —
s klonem 4B5 b Stav Dako HER2 &b Pozitivni 226712277
procentualni shoda (99.6)
Negativn | Celke n/N (%) (95% ClI) (99.2-99.8)
Studie Pozitivni i m Negativni 399/262
PERJETA 3+ 2380 15 2395 procentualni shoda (86.4)
0 0 —¢
a ot 140 122 262 niN (%) (95% CI) (82.9-89.2)
KADCYLA .
01t 33 135 173 Celkova 2666/2739
procentualni shoda 97.3)
Celkem 2558 272 2830 n/N (%) (95% ClI) (96.7-97.9)
Pozitivni procentuélni shoda 2380/2558 KADCYLA Pozitivni 63 2 65
0 0
N (%) (95% Cl) (93.0) Negativni 11 15 2
(92.0-
94.0) Celkem 74 17 91
Negativni procentudlni shoda 257/272 Pozitivni 63/74
n/N (%) (95% Cl) (94.5) procentualni shoda (85.1)
(911~ niN (%) (95% Cl) (75.3-91.5)
96.6
) Negativni 15/17
Celkové procentudlni shoda 2637/2830 procentualni shoda (88.2)
niN (%) (95% CI) (93.2) niN (%) (95% Cl) (65.7-96.7)
92.2-
(9 4.1) Celkova 78/91
i procentualni shoda (85.7)
a Pozitivni = IHC pozitivni a/nebo ISH amplifikovano. Negativni = IHC negativni a ISH n/N (%) (95% ClI) (77.1-91.5)

neni amplifikovano nebo ISH neni amplifikovano a neni IHC pozitivni.

b IHC: Pozitivni = 3+; negativni = 0, 1+ nebo 2+.

Tab. 45. Shoda testu s klonem 4B5 a testu Dako u stavu IHC pro vSechny subjekty
hodnotitelné pomoci IHC. Subjekty, které Ize hodnotit pomoci IHC, maji stav HER2 jako

apozitivni = 3+; negativni = 0, 1+ nebo 2+.

Tab. 46. Shoda testu s klonem 4B5 a testu Dako u IHC skére pro vSechny subjekty

hodnotitelné pomoci IHC. Subjekty, které Ize hodnotit pomoci IHC, maji stav HER2 jako
pozitivni nebo negativni stanoveny jak testem s klonem 4B5, tak zafazovacim IHC testem.

pozitivni nebo negativni stanoveny jak testem s klonem 4B5, tak zafazovacim IHC testem.
- Skore ziskané testem Dako HercepTest
Stav stanoveny testem Dako HercepTest
a Skoére
- ziskané
Stav stanoveny testem
testem s klonem s klonem
Studie 4B52a Pozitivni Negativni Celkem Studie 4B5 3+ 2+ 0/1+ Celkem
PERJETA Pozitivni 2330 65 2395 PERJETA 3+ 2330 64 1 2395
aKADCYLA Negativni 21 414 435 a KAECYL 2 12 235 15 262
Celkem 2351 479 2830 0/1+ 9 2 138 173
Pozitivni 233012351 Celkem 2351 325 154 2830
procentualni shoda (99.1) -
nIN (%) (95% CI) (98.6-99.4) Celkova 2703/2830
— procentualni (95.5)
Negatlvnl 414/479 shoda (947—962)
procentualni shoda (86.4) niN (%)
niN (%) (95% CI) (83.1-89.2) (95% Cl)
Celkova 2744/2830 PERJETA 3+ 2267 62 1 2330
procentualni shoda (97.0)
nIN (%) (95% CI) (96.3-97.5) 2+ 9 226 13 248
PERJETA Pozitivni 2267 63 2330 0/1+ 1 24 136 161
Negativni 10 399 409 Celkem 2277 312 150 2739
Celkem 2277 462 2739
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Skore ziskané testem Dako HercepTest
Skoére
ziskané
testem
s klonem
Studie 4B5 3+ 2+ 0/1+ Celkem
Celkova 2629/2739
procentualni (96.0)
shoda (95.2-96.7)
niN (%)
(95% Cl)
KADCYLA 3+ 63 2 0 65
2+ 3 9 2 14
0/1+ 8 2 2 12
Celkem 74 13 4 91
Celkova 74191
procentualni (81.3)
shoda (72.1-88.0)
niN (%)
(95% Cl)

Tab. 47. Pfijatelnost barveni u testu s klonem 4B5. Subjekty testované pomoci IHC. IHC
barveni je povazovano za pfijatelné, pokud Ize urcit platné IHC skére (0, 1+, 2+ nebo 3+).
Mezi divody nepfijatelného barveni patfi nepfijatelna negativni kontrola, ztrata tkané,
nedostate¢ny nador, nepfijatelné pozadi a nepfijatelna morfologie.

PERJETA
Parametr PERJETA KADCYLA a KADCYLA
Pocet 2753 99 2852
pocatecnich IHC
testl
Pocate¢ni 2708/2753 92/99 2800/2852
pfijatelnost (98.4) (92.9) (98.2)
barveni n/N (%) (97.8, 98.8) (86.1, 96.5) (97.6, 98.6)
(95% Cl)
Pocet 40 0 40
opakovanych IHC
testl
Kone¢na 2746/2753 92/99 2838/2852
pfijatelnost (99.7) (92.9) (99.5)
barveni n/N (%) (99.5, 99.9) (86.1, 96.5) (99.2,99.7)
(95% Cl)

Studie klinickych vysledk — KATHERINE

Vykonnost testu s klonem 4B5 pro HER2 a koktejlu INFORM HER2 Dual ISH DNA Probe
Cocktail (testu INFORM HER2 Dual ISH) byla zkouména ve studii KATHERINE
(BO27938), randomizované, multicentrické, oteviené studii faze Ill, za Gc¢elem
vyhodnoceni d¢innosti a bezpe¢nosti trastuzumab emtansinu (KADCYLA) oproti
trastuzumabu (Herceptin) coby adjuvantni I6¢bé u pacientti s primarni rakovinou prsu
pozitivni na HER2, ktefi maji po pfedopera¢ni lé¢bé rezidudlni tumor patologicky pfitomny
v prsu nebo axilarnich lymfatickych uzlinach (NCT01772472).

Pacientské vzorky byly obarveny s klonem 4B5 a/nebo reagencii INFORM HER2 Dual ISH
a byly hodnoceny z hlediska pfijatelnosti barveni a stavu HER2. Celkové bylo nejvice
vzorkl z biopsii pred Ié¢hou (80.9 %), odebranych primarné jako biopsie (75.3 %) anebo
chirurgickymi metodami (24.3 %). Vice vzorkd vykazovalo podtyp duktaini neoplastické
zmény (95.4 %) a vétSina nebyla ziskana ze vzorku metastazy (96.2 %).

Do studie KATHERINE bylo zarazeno 1486 pacientl s rakovinou prsu v ¢asném stadiu,
pozitivni na HER2, s rezidualnim invazivnim nadorem v prsu a/nebo axilarnich
lymfatickych uzlinach po 1é¢hé zaloZené na taxanu a trastuzumabu jako soucést
neoadjuvantni 1é¢hy pfed zafazenim do studie. Pacienti obdrZeli radioterapii a/nebo
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hormonélni terapii soubézné se zkoumanou lébou podle mistnich pokyn. Pro prokéazani
nadmérmé exprese HER2 definované jako IHC 3+ nebo amplifikani pomér ISH = 2.0,
stanovené v centralni laboratofi, byly vyZadovany vzorky nadoru prsu. Pacienti byli pro
podavani trastuzumabu nebo pfipravku KADCYLA randomizovani (1 : 1). Randomizace
byla stratifikovana podle klinického stadia pfi prezentaci, stavu hormonélnich receptord,
predoperaéni |éChy zaméfené na HER2 (trastuzumab, trastuzumab plus dalSi latky
smérované na HER?2) a patologického stavu uzliny hodnoceného po pfedoperaéni Ié¢hé.
Priméarnimi cilovymi parametry G¢innosti ve studii KATHERINE bylo pfeZiti bez invazivnich
onemocnéni (IDFS). IDFS bylo definovano jako ¢as od data randomizace do prvniho
vyskytu recidivy ipsilateralniho invazivniho nadoru prsu, ipsilateraini lokalni nebo
regiondlni invazivni rakoviny prsu, vzdalené recidivy, kontralateralni invazivni rakoviny
prsu nebo umrti z jakékoli priciny.

Klinicky vyznamné a statisticky vyznamné zlepSeni v IDFS bylo pozorovano u pacientd,
jejichZ vzorky z rakoviny prsu byly identifikovany jako pozitivni na HER2 s IHC testem

s klonem (4B5) a ktefi dostavali trastuzumab emtansin (KADCYLA), ve srovnani

s trastuzumabem (Herceptin) (HR = 0.43, 95% ClI [0.32, 0.58]), coZ odpovida 57% sniZeni
rizika udalosti IDFS. Vysledky u€innosti pro IHC pozitivni podskupinu jsou uvedeny

v Tab. 48.

Analyza dat také ukazuje, Ze s Upravou nebo bez Upravy pro diferenciélni vzorkovani ve

zkoumané populaci v disledku predbézného screeningu mistnimi testy jsou odhady

(€innosti léku podobné.

Tab. 48. Vysledky U€innosti ze studie KATHERINE pro IHC pozitivni podskupinu.

KADCYLA
N =573

Trastuzumab
N =559

Priméarni cilovy parametr PreZiti bez invazivnich nemoci (IDFS) @
64 (11.2 %) | 130 (23.3 %)
0.4310.32, 0.58]

89.0 |

Pocet (%) pacientti s udalosti
HR [95% CI]

3leta mira bez udalosti % b 75.7

aData z prvni priibézné analyzy
b 3let4 mira bez udalosti odvozena z Kaplanovych-Meierovych odhadii

Udaje ze studie KATHERINE ukazuji, Ze adjuvantni trastuzumab emtansin (KADCYLA)
prokazal jasny pfinos IéEby ve srovnani s adjuvantnim trastuzumabem (Herceptin)

u pacientd s rakovinou prsu v ¢asném stadiu s pozitivitou na HER2, se zbytkovym
onemocnénim po dokonceni neoadjuvantni 1é¢hy. Test s klonem 4B5 pro HER? a test
INFORM HER?2 Dual ISH jsou uZite¢né pfi identifikaci téch pacientd, u nichz je
pravdépodobné, Ze budou mit z 1éCbhy trastuzumab emtansinem (KADCYLA) prospéch.

Karcinom Zaludku

Srovnani testu s klonem 4B5 a testu HercepTest pro rakovinu Zaludku u lidi

Byla provedena zaslepena externi studie, ktera porovnavala vykonnost barveni klonu 4B5
na pfistroji BenchMark XT s vykonem testu Dako HercepTest. Byly studovany dvé kohorty
vzork(, (1) nové vytvorena tkariova mikropole (TMA) obsahujici 248 pfipadd rakoviny
Zaludku (u Sesti pipadu bylo pozdéji zjisténo, Ze jsou duplikéty a byly odstranény) a (2)
podmnozina 183 klinickych vzorku z klinického hodnoceni Trastuzumab pro rakovinu
Zaludku (Trastuzumab for Gastric Cancer, ToGA), ktera zkoumala stav HER2 a klinicky
vysledek u pacient(i Ié¢enych pripravkem Herceptin (trastuzumab). Laboratof obarvila
pfipady pomoci klonu 4B5 a testu HercepTest. Obéma testy bylo obarveno celkem

431 pfipadt a (po odstranéni duplicitnich pripadd) bylo do srovnani zahrnuto

398 jedineénych piipadu. Patolog vyhodnotil pripady na stupnici 0/1+, 2+ a 3+. Pozitivni
pfipady sestavaji ze skdre 2+ a 3+, zatimco negativni pfipady jsou 0 a 1+. Miry shod mezi
testem s klonem 4B5 a testem HercepTest pro obé studované kohorty jsou uvedeny

v nasledujici tabulce.

Tab. 49. Udaje o shodg pro test s klonem 4B5 (IHC) versus HercepTest u karcinomu
Zaludku.

Celkova Pozitivni
procentualni procentualni Negativni
shoda shoda procentuélni shoda
Zdroj tkané (95% CI) (95% CI) (95% CI)
TMA2 91.0 82.1 924
aToGAD (87.7-93.4) (70.2-90.0) (89.1-94.8)
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Celkova Pozitivni
procentualni procentualni Negativni
shoda shoda procentuélni shoda
Zdroj tkané (95% CI) (95% CI) (95% Cl)
n 362/398 46/56 316/342

Vysledky IHC byly povaZovany za pozitivni (2+ a 3+) a negativni (0+ a 1+) na
protilatky.

a TMA: vzorky tk&fiovych mikrocipli

b ToGA: vzorky z klinickych hodnocent ze studie ToGA

RES
1.

ENi PROBLEMU

Pokud pozitivni kontrola vykazuje slabsi zabarveni, nez se ocekavalo, je tfeba
zkontrolovat cyklus ostatnich pozitivnich kontrol na stejném pfistroji, abyste zjistili,
zda je to zplisobeno primarni protilatkou nebo jednou z béznych sekundarnich
reagencii.

Pokud je pozitivni kontrola negativni, je tfeba ji zkontrolovat, aby bylo zajisténo, ze
ma skli¢ko spravny Stitek s ¢arovym kddem. Pokud je skli¢ko spravné oznaceno, je
tfeba zkontrolovat cyklus ostatnich pozitivnich kontrol na stejném pfistroji, abyste
zjistili, zda je to zplisobeno primarni protilatkou nebo jednou z béznych
sekundarnich reagencii. Tkdné mohly byt nespravné odebrany, fixovany nebo
odparafinovany. Pfi odbéru, skladovani a fixaci je tfeba dodrZovat spravny postup.
Pokud nebyl odstranén veskery parafin, mize se stét, Ze k barveni nedojde. Postup
odparafinovani je tfeba zopakovat.

Pokud se tkanové fezy ze sklicka vymyvaji, je tfeba sklicka zkontrolovat a zajistit,
aby byla kladné nabita.

Pokud je na normalni sliznici v tésné blizkosti oblasti nddoru u karcinomu Zaludku
piitomno jaderné a cytoplazmatické zabarvent, jeZ mize vést k zaméné pfi
interpretaci barveni membrany, Ize pfipad testovat pomoci ISH.

Népravna opatfeni najdete v uZivatelské pfirucce pfistroje v ¢asti Postup barveni,
pfipadné se obratte na mistni servisni zastoupeni.
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