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FELHASZNALASI TERULET

A VENTANA anti-HER2/neu (4B5)
Rabbit Monoclonal Primary Antibody
(VENTANA HER2 (4B5)) a HER2
antigén félkvantitativ észlelésére
szolgél formalinban fixalt, paraffinba
agyazott, normal és neoplasztikus
emld- és gyomorszovetekben
VENTANA automatizalt IHC/ISH
targylemezfesté berendezés
segitségével.

Az antitest olyan, eml6-, illetve
gyomorrakban szenvedd betegek
kivizsgalasanak segitésére ajanlott, akiknél megfontolas alatt all a Herceptin kezelés
és olyan emlérakos betegeknél, akiknél megfontolas alatt &ll a Kadcyla (trastuzumab-
emtansine) vagy Perjeta (pertuzumab) kezelés.

A termékkel kapott eredményt patoldgus szakorvosnak kell kiértékelnie a szovettani
vizsgalat, a vonatkozo klinikai adatok és megfelel6 kontrollok figyelembevételével.

Ez az antitest in vitro diagnosztikai felhasznalasra szolgal.

OSSZEFOGLALAS ES MAGYARAZAT

A VENTANA HER2 (4B5) egy nydl monoklonalis antitest (4B5 kion), amely a cerbB2
onkoprotein (HER2) belsé doménje ellen iranyul. A cerbB2 onkoproteint Akiyama et al
klonozta és irta le 1986-ban.! Ez egy koriilbeliil 185 kD méret(i transzmembran
glikoprotein, amely szerkezetileg hasonlit az epidermalis ndvekedési faktor receptorra
(EGFR). A protein szamos ndvekedésifaktor-receptorhoz, valamint a src csalad
transforming proteinjeihez hasonl6 tirozin kindz aktivitassal jellemezhetd. A kddold
szekvencia megfelel egy extracellularis binding doménnek és egy intracellularis kinaz
doménnek. Ez felveti annak a lehet6ségét, hogy a HER2 részt vesz a jelatvitelben és

a mitogén aktivitas stimulalasaban.

Vizsgalatok szerint Western blottolassal a 4B5 klon reagal az SKBR3 sejtlizatumbal
szarmazo 185 kD méret(i fehérjével. Az SKBR3 egy olyan emiékarcinéma sejtvonal,
amely 128-szoros mértékben overexpresszalja a HER2 mRNA-t.2 Az azonositott S&v
mérete j6l megfelel a HER2 protein jelentett méretének (185 kD). Transzfektélt
sejtvonalakon (HEK293) végzett immunhisztokémiai kisérletek azt mutattak, hogy a 4B5
kién megfesti a HER2-vel transzfektalt sejteket és a HER4-gyel transzfektalt sejteket.
HER1-gyel vagy HER3-mal transzfektalt sejteken nem volt megfigyelhetd festédés. A
rekombinans HER4 fehérjével végzett Western blot vizsgalatok adatai azt is jelzik, hogy
a 4B5 kion felismeri a HER4 epitdpot.

Eml6karcinémaban a HER2 protein olyan szinten expresszalddik, ami a kildnféle
adenokarcindmak akar 20%-aban kimutathatd immunhisztokémiai mddszerrel.

Az invaziv ductalis karcinémak 15-30%-a HER2-pozitiv.3 Az emlé Paget-korjanak
gyakorlatilag valamennyi esete4 és a comedo tipust ductalis karcindma in situ eseteinek
akar 90%-a pozitiv.3 Gyomorkarcindmaban a HER2 protein olyan szinten
expresszalodik, amely immunhisztokémiai Gton detektalhatd az intesztinalis tipust
gyomorrakok akar 30%-aban, a kevert tipusu gyomorrakok 15%-aban és a diffiz tipust
gyomorrakok 5%-ban. A HER? protein overexpressziéjanak immunhisztokémiai
detektalasat tovabba segitségképpen hasznéljak annak meghatarozasara, hogy mely
betegeknél javallott a HER2-re célzott terapia.5:31-35

A Ventana normal szévetek, neoplasztikus szévetek és 322 eml6karcinéma eset 4B5
klon-vel végzett festddésének eredményét vizsgalta meg. A vizsgalt normal szovetekben

az expresszio megfelelt a megjelent irodalomban kozolteknek a tekintetben, hogy nem volt
varatlan specifikus citoplazma/membréan festddés, kivéve az alabbi esetekben: két mandulat
érintd esetben, ahol az epithelialis membran festédétt, egy mellékpajzsmirigy esetben és
egy nyeldcsé-epitheliumot érintd esetben. A vizsgalt neoplasztikus szovetek esetében a
citoplazma/membran festédés emld-, vastaghél- és petefészek-daganat esetében volt

1. bra: VENTANA anti-HER2/neu (4B5)
3+ festédés gyomorkarcinomaban
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lathat6. Haromszazhuszonkettd (322) emlékarcinoma esetet vizsgaltak meg a 4B5 klon-vel
egy mddszer-6sszehasonlitd vizsgéalatdban a PATHWAY HER2/neu (CB11)-gyel. A két
teszt kdzott szignifikans korrelaciot tapasztaltak a festddést illetéen. Tovabbi informaciok a
Varhato eredmények 6sszegzése c. részben taldlhatok. A 4B5 klon-re vonatkozd tovabbi
informaciok az Irodalomjegyzékben talalhatok.24-30

Az el6higitott VENTANA HER2 (4B5) és a hasznélatra kész iVIEW DAB Detection Kit és
ultraView Universal DAB Detection Kit, VENTANA automata IHC/ISH targylemezfestével
egyltt hasznalva csdkkenti az emberi eredeti hiba lehetéségét, valamint az egyedi
reagenshigitashol, a kézi pipettazasbol és a reagensek kézi felvitelébdl adodo
valtozékonysagot.

KLINIKAI JELENTOSEG

Az emldrak a leggyakrabban eléforduld carcinoma nékben, és a masodik vezeté oka a
rak okozta halalozasnak. Eszak-Amerikaban egy a nyolchoz annak az esélye, hogy egy
nénél emlérak alakul ki.6 A korai felismerés és a megfeleld terapia jelentss mértékben
javithatja a teljes tdlélési aranyt.” A gyomorrak vilagviszonylatban a negyedik
leggyakoribb rakbetegség, és a masodik leggyakoribb oka a rakbetegség okozta
halalozasnak. A gyomorréak leggyakoribb kezelése a sebészeti beavatkozas. A legtébb
gyomorrakos esetet azonban elérehaladott stadiumban ismerik fel, és a sebészeti matét
gyakran bonyolult. Az elérehaladott gyomorrak kezelésére kemoterapiat alkalmaznak,
annak ellenére, hogy a rakbetegek talélési aranya nagyon alacsony. A rutin
immunhisztokémiaban (IHC) egyszeriien hasznalhatok kisméret(i szovetmintak, és ezt
a technikat a karcindma értelmezéséhez fontos antigéneket kimutaté antitestekkel egyiitt
alkalmazva a patoldgus hatékony eszkézhoz jut a betegség diagnosztizaldsahoz és
prognosztizalasahoz. Az emld- és a gyomorrak egyik fontos markere manapsag a
cerbB2 onkoprotein (HER2).

A HER?2 egy transzmembran protein.8 Szoros kapcsolatban all az EGFR-rel és csakuigy,
mint az EGFR, tirozin kinaz aktivitassal rendelkezik.1 Szamos daganatfajtaban,
beleértve az emlérakokat és gyomorkarcindmékat, kimutattak a génamplifikaciot és az
ennek megfeleld cerbB2 overexpressziot.8:9

A HER2-re célzott terapiak jotékony hatéstinak bizonyult egyes eml6- és
gyomorkarcinémaban szenvedd betegek esetében. Kizarélag a HER2-pozitiv emls-

és gyomorkarcinémaban szenvedd betegeknél van jotékony hatasa a HER2-re célzott
kezelésnek. Eml6- és gyomorkarcindmakban a HER2-statuszt meghatarozo in vitro
diagnosztika fontos segitséget nyujt a kezel6orvosnak azon betegek meghatarozasaban,
akiknél a HER2-re célzott terapia javallott.

A HER2 barmely detektalérendszerével kapott eredmények értékelése soran figyelembe
kell venni azt a tényt, hogy a HER2 eml6- és gyomortumorokban és egészséges
sz6vetekben is expresszalodik, bar mas mértékben és mér expresszios mintaval.l0 A
szdvettani mintak rendelkeznek az ép szdveti morfoldgia elényeivel, amely segiti a minta
HER2 pozitivitasanak megitélését.

AZ ELJARAS ELVE

VENTANA HER?2 (4B5) nyul monoklonalis antitest, amely a paraffinba agyazott széveti
metszetekben talalhatd HER2 proteinhez kétédik. A specifikus antitest kétféleképpen
lokalizalhato: egyrészt biotinnal konjugalt masodlagos antitestek segitségével, melyek
felismerik a nydl immunglobulinokat, majd sztreptavidin torma-peroxidaz (HRP) konjugatum
(VIEW DAB Detection Kit), vagy szekunder antitest-HRP konjugatum (ultraView Universal
DAB Detection Kit) hozzaadasaval. Ezt kdvetéen a specifikus antitest-enzim komplex
lathatova tehetd egy csapadékot képzé enzimreakcio-termékkel. Mindegyik |épést inkubalni
kell pontos ideig és hémérsékleten. A VENTANA automata IHC/ISH targylemezfestd
berendezés minden inkubalasi Iépés végén ledbliti a metszeteket a reakcio ledllitasa és
azoknak a nem kétott anyagoknak az eltavolitasa érdekében, amelyek a kdvetkezé lépés
soran gatolhatnak a kivant reakciokat. Ezenkivil folyékony fedéanyagot is alkalmaz, ami
minimalizélja a vizes reagensek elparolgasat a targylemezrél.

A Klinikai eseteket a megfeleld kontrollok teljesitményének ismeretében kell értékelni.

A Ventana azt javasolja, a betegmintaval megegyez6 modon pozitiv széveti kontrollt
(példaul gyengén pozitiv emld- vagy gyomorkarcinoma) is fixaljanak és dolgozzanak fel.
A VENTANA HER? (4B5)-vel val6 festés mellett egy masik lemezt fessen meg CONFIRM
Negative Control Rabbit Ig-vel. Az érvényesnek tekintett tesztek esetében a pozitiv
kontrollnak mutatnia kell a tumorsejt membranfestdését. Ezeknek az elemeknek
negativnak kell lennie, ha a festést CONFIRM Negative Control Rabbit Ig antitesttel végzik.
Ezenkivil javasolt még negativ szévetet tartalmazo kontrollmetszetet (példaul HER2-
negativ emlé- vagy gyomorkarcindma) is hozzaadni a VENTANA automata IHC/ISH
targylemezfestd segitségével feldolgozott és futtatott minden egyes mintatételhez.

A negativ szoveti kontrollt VENTANA HER2 (4B5)-vel kell festeni, biztositva, hogy az
antigénerdsitd és mas elbkezel eljarasok nem hoztak létre hamis pozitiv festést.
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BIZTOSITOTT REAGENSEK

VENTANA HER? (4B5) az adagol6 50 vizsgélathoz elegendd reagenst tartalmaz.
Egy 5 ml-es adagolé VENTANA HER2 (4B5) korilbeliil 30 pg, human cerbB2 antigén
elleni, nyul eredeti monoklonalis antitestet tartalmaz.

Az antitestet 0,01 M EDTA-t, 0,05%-Brij-35-6t, 0,3% hordozéfehériét és 0,05% natrium-
azid tartositészert tartalmaz6 0,05 M TRIS pufferes séoldattal kell meghigitani.
Nyomokban foetalis borji szérum van jelen a tdrzsoldathol, kdrtilbeliil 0,25%.

A reagens teljes fehérjekoncentréciéja kériilbeliil 16 mg/ml. A specifikus antitest-
koncentrécié korilbeliil 6 pg/ml. A VENTANA HER? (4B5) szévettenyészeti
szupernatansokbol higitott nydl IgG.

A részletes leirast lasd a VENTANA detektalokészlet tajékoztatojaban: (1) Az eljaras
elve, (2) A sziikséges, de nem mellékelt anyagok és reagensek, (3) Mintavétel és a
minta analizishez torténd elSkészitése, (4) Mindségellendrzési eljarasok,

(5) Hibaelhéritas, (6) Az eredmények értelmezése és (7) Altalanos korlatozasok.

SZUKSEGES, DE NEM BIZTOSITOTT ANYAGOK

Az antitesthez nincsenek mellékelve a festéshez sziikséges reagensek, pl. a VENTANA
detektald készletek és a kiegészitd eszkdzok, a negativ és pozitiv szvetkontrollhoz
alkalmazott metszeteket is ideértve.

Eléfordulhat, hogy a tajékoztaton felsorolt egyes termékek bizonyos helyeken nem
kaphatok. Erdekl&djon a helyi terméktamogatasi képviseldnél.

TAROLAS

2-8 °C-on tarolandd. Fagyasztani tilos!

A reagens megfeleld felviteléhez és az antitest stabilitésanak biztositdsahoz a kupakot
vissza kell helyezni minden egyes futtatas utan, és az adagolét azonnal fiiggéleges
helyzetbe &llitva vissza kell tenni a hitészekrénybe.

Minden antitest-adagolén fel van tiintetve a lejarat datuma. Megfeleld tarolas mellett a
reagens a cimkén feltlintetett id6pontig stabil. Ne hasznélja a reagenst a lejérati idén tul.

A MINTA ELOKESZITESE

Ez a primer antitest rutinszerien feldolgozott, formalinnal fixalt, paraffinba 4gyazott
szdveteken alkalmazhatd, VENTANA detektalokészletek és VENTANA BenchMark,
BenchMark GX, BenchMark XT és BenchMark ULTRA, automata targylemezfesté
berendezések hasznélata esetén. Az ajanlott fixaldszer 10%-os, semlegesre pufferelt
formalin.2

Megkdzelitden 4 um vastagsagu metszeteket kell késziteni, és liveg targylemezekre
felvinni. Haszndljon Superfrost Plus lemezeket, vagy ennek megfelelét. A Ventana altal
végzett tanulmanyok azt mutatjak, hogy a 2-8 °C-on tarolt, levegén szaritott szoveti és
sejtvonalmetszetek legalabb 6 hénapig stabilak. Mindegyik laboratériumnak validalnia
kell a metszetek stabilitasat a sajat eljarasainak és kdmyezeti tarolasi kériilményeinek
megfelelden.

FIGYELMEZTETESEK ES OVINTEZKEDESEK

1. Invitro diagnosztikai (IVD) hasznalatra.

2. Ennek a terméknek a Kadcyla vagy Perjeta kezelésekre alkalmas betegek
kivalasztasahoz valé hasznalata nem minden féldrajzi helyen lehetséges. Kérjik,
forduljon helyi Roche képviseléjéhez, aki megerdsiti az adott helyen valo
elérhet6séget.

3. Areagensek szemmel vagy nyalkahartyakkal torténd érintkezését el kell kerilni.
Ha a reagens érzékeny teriilettel kerll érintkezésbe, b6 vizzel dblitse le.

4. Az emberi vagy allati eredetli anyagokat bioldgiailag veszélyes anyagként kell
kezelni, és a megfelelé dvintézkedéseket betartva kell megsemmisiteni.

5. Keriilie a reagensek mikrobialis szennyezddését, mert téves eredményeket kaphat.

6. Az utasitasoknak megfelel6 hasznélat esetén a termék besorolas szerint nem
veszélyes anyag. A reagenshen taldlhatd tartositészer a natrium-azid. A tllzott
natrium-azid expozicio bor- és szemirritaciot okoz, valamint a nyalkahartyak és a
fels6 légutak irritacitjat eredményezheti. A natrium-azid koncentraciéja 0,05% ebben
a termékben, és nem éri el az OSHA veszélyes anyagra vonatkozo kritériumait. A
NaN3 az 6lom- és rézcsovekkel reakcioba Iéphet, és potencidlisan robbanékony fém-
azidokat hozhat létre. A kidntése soran 6blitse le nagy mennyiségii vizzel, ezzel
megakadalyozva az azidfelhalmozodast a csévezetékekben.12 Szisztémas allergias
reakci6 alakulhat ki az arra érzékeny egyénekben.

7. Ahulladékok javasolt &rtalmatlanitasi modszerével kapcsolatban forduljon a helyi
vagy az allami hatésagokhoz.

8. Tovabbiinformaciokért lasd a termék biztonsagi adatlapjat.
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FESTESI ELJARAS

A VENTANA primer antitesteket VENTANA BenchMark, BenchMark GX, BenchMark XT
és BenchMark ULTRA automata targylemezfesté berendezésen, VENTANA detektalo
készletekkel és kiegészitékkel egyitt torténd hasznalatra fejlesztették ki. Az ajanlott
festési protokollokat az 1. tablazat: és a 2. tablazat: mutatja be.

Ezt az antitestet pontosan meghatarozott id6n at végzett inkubacios idékre
optimalizaltak, de a felhasznalénak személyesen kell validalnia a széban forg6
reagenssel kapott eredményeket.

Az automata eljarasok paraméterei a késziilék Kezelési itmutatéjaban leirt madon
megjelenithetdk, kinyomtathatok és szerkesztheték. Az immunhisztokémiai festési
eljarasokkal kapcsolatban tovabbi részleteket talal a megfeleld VENTANA

detektélokészlet tajékoztat6jaban.

Roche)

1. tablazat: Ajanlott festési protokoll a VENTANA HER2 (4B5) reagenshez iVIEW DAB
Detection Kit készlettel a BenchMark, BenchMark GX, BenchMark XT berendezéseken
és a BenchMark ULTRA berendezésen.

2115

Mddszer

BenchMark és BenchMark

BenchMark GX BenchMark XT ULTRA
Eljaras tipusa berendezés berendezés berendezés
Deparaffinalas Kivalasztott Kivalasztott Kivalasztott
Sejtkondicionalas | Cell Conditioning 1, | Cell Conditioning 1, | ULTRA CC1,
(antigénfeltaras) Szabvanyos Szabvanyos enyhe
Antitest (primer) 32 perc, 37 °C 32 perc, 37 °C 24 perc, 36 °C
A/B Blokk . - - -
(Biotin blokkol4s) Nincs kivalasztva Kivalasztott Kivéalasztott
Kontrasztfesték Hematoxylin I, Hematoxylin I, Hematoxylin I,
(hematoxilin) 4 perc 4 perc 4 perc
Stcz),ir:]trasztfestes Bluing, 4 perc Bluing, 4 perc Bluing, 4 perc

2. tablazat: Ajanlott festési protokoll VENTANA HER2 (4B5) reagenshez ultraView
DAB detektalokészlettel berendezésen, BenchMark, BenchMark GX, BenchMark XT
berendezésen és BenchMark ULTRA berendezésen.

Mddszer

BenchMark,

BenchMark GX

és BenchMark XT BenchMark ULTRA
Eljaras tipusa berendezés berendezés
Deparaffinalas Kivalasztott Kivalasztott

Sejtkondicionalas

Cell Conditioning 1, enyhe [ ULTRA CC1, enyhe

(antigénfeltaras)

Antitest (primer) 16 perc, 37 °C 12 perc, 36 °C
ultraMosas Kivalasztott Kivalasztott
Kontrasztfestés Hematoxylin Il, 4 perc Hematoxylin Il, 4 perc

Kontrasztfestés utan Bluing, 4 perc Bluing, 4 perc

MINOSEG-ELLENORZESI ELJARASOK

Sejtvonal rendszerkontrollok

A Ventana kiilon termékként értékesit négy formalinnal fixalt, parafinba agyazott sejtvonal
kontrollt, metszethen, egyetlen toltott targylemezen elhelyezve. A PATHWAY HER-2 4 in 1
Control Slides (katalégusszam 781-2991) hasznosnak bizonyulhatnak a VENTANA HER2
(4B5)-vel végzett festés feldolgozasi modszerének elézetes validalasahoz. A négy
sejtvonalkontrollt a génkdpia szamra vonatkoz6 in situ hibridizacié jellemzi. Megfeleléen
feldolgozva és festve, a sejtvonalak festédése a 4. tablazatban leirtak szerint kell, hogy
torténjen. Amennyiben a jelzett festés nem egyértelm( a megfeleld magokban, féleg az 1+
és 2+ kontrollok esetében, akkor a szovetek festését meg kell ismételni.
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3. tblazat: A PATHWAY HER-2 4 in 1 Control Slides tulajdonséagai

HER2 HC Sejtvonal HER2/Chr17 arany*
pontszam

0 MDA-MB-231 1

1+ T47D 112

2+ MDA-MB-453 2,66

N BT-474 5,53

* A HER2/Chr17 arany harom eltérd gyartasi szami PATHWAY HER-2 4 in 1 Control
Slides atlaga, fluoreszcens in situ hibridizacio (FISH) segitségével mérve.

Pozitiv szévetkontroll

A betegmintahoz hasonlé mddon fixalt és feldolgozott pozitiv kontroliszévetet minden
egyes tesztfeltétel és minden elvégzett VENTANA HER2 (4B5) festési eljaras szerint
futtatni kell. Az alkalmazott szdvet pozitiv festédési sejt-/szovetkomponenseket és
negativ sejt-/szovetkomponenseket is tartalmazhat, és pozitiv és negativ
kontrollszovetként is szolgalhat. A kontrollszévetnek friss boncolasi/biopszias/sebészeti
mintanak kell lennie, és a lehetd leghamarabb elé kell késziteni és fixalni kell azokat a
vizsgalati metszetre jellemz8 mddon. Az ilyen szbvetekkel az elemzés minden 1épése
ellendrizhetd, a szovet elokészitésétél a festésig. A vizsgalati mintaktdl eltéren rogzitett
vagy feldolgozott sz6vetek hasznalhatok az dsszes reagens és modszer Iépéseinek
kontrolljaként, kivéve a rogzitést és a szvet el6készitését. Az optimalis minéség-
ellenérzéshez és a reagensbomlas enyhe jeleinek kimutatasara a gyengén pozitiv
festddésii szovet megfelelébb, mint az erdsen pozitiv festddési. Azt a szovetet idealis
valasztani, amelyik ismerten gyengén pozitiv festést ad, biztositva a rendszer
érzékenységét a reagens kismértéki lebomlaséra vagy az IHC médszerrel kapcsolatos
problémakra. Altalénossagban azonban a HER2-pozitiv neoplasztikus szévet a
pathologia természete (overexpresszio) miatt erésen pozitiv. A HER2 (4B5) pozitiv
kontroll egy példaja az ismert gyengén HER2-pozitiv invaziv emiékarcinéma vagy

a gyengén pozitiv gyomorkarcindma minta. A pozitivan festddé szovetosszetevoket
(neoplasztikus sejtek membranfestddése) hasznaljuk annak megerdsitésére, hogy
hozzéadtuk az antitestet, &s a berendezés megfeleléen mikodott.

Az ismerten pozitiv sz6vetkontrollok csak a feldolgozott szévetek és vizsgalati reagensek
megfeleld teljesitményének ellenérzésére hasznalhatdk, a paciensmintak specifikus
diagnozisainak meghatéarozasara nem.

Negativ szévetkontroll

A pozitiv szévetkontrollként alkalmazott metszet (ductalis vagy lobularis invaziv
emlkarcindma vagy gyomorkarcinéma) negativ szévetkontrollként is alkalmazhatd.

A nem festddd dsszetevbknek (kériilvevd stroma, lymphoid sejtek és véredények)

a specifikus festddés hianyat kell mutatniuk, és a primer antitest okozta specifikus
hattérfestédés (lpozitiv) mértékeként kell szolgalniuk. Hasznaljon a betegmintakkal
azonos mddon fixalt, feldolgozott és bedgyazott, ismert negativ szvetet.

Negativ reagenskontroll

Az eredmények értelmezéséhez minden minta mellett egy negativ reagenskontrollt is
futtatni kell. A negativ reagenskontrollokat a primer antitest helyett hasznaljak a nem
specifikus festés értékelésére. A metszetet a CONFIRM Negative Control Rabbit Ig
alkalmazasaval kell megfesteni. A negativ reagenskontroll inkubaciés ideje egyezzen
meg a primer antitest inkubaciés idejével.

Nem magyarazhato eltérések

A kontrollok meg nem magyarazhaté eltéréseir6l haladéktalanul tajékoztatni kell a helyi
képvisel6t. Ha a mindség-ellendrzés eredményei nem felelnek meg a specifikacioknak,
a beteg eredményei érvénytelenek. L&sd a kiadvany Hibaelharitas cim( részét.
Azonositsa és orvosolja a problémat, majd ismételje meg a paciens mintainak
vizsgélatat.

A moédszer ellendrzése

Egy antitest vagy festési rendszer diagnosztikai eljarasban térténd elsé hasznélata el6tt
az antitest specificitasat vizsgalattal kell ellendrizni egy olyan szbvetsorozaton, amely
ismert pozitiv vagy negativ szoveteket reprezentald, ismert immunhisztokémiai
teljesitményjellemzdkkel rendelkezik (Iasd a termékismerteté e fejezetében korabban
leirt Minéség-ellendrzési eljarasok részt, valamint a College of American Pathologists
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Laboratory Accreditation Program, Anatomic Pathology Checklist!3 Minéség-ellendrzési
ajanlasait, vagy a CLSI Approved Guidelinel4 cimii dokumentumét, vagy mindkettst).
Ezeket a minéség-ellendrzési eljarasokat mindegyik Uj antitesttétel esetében meg kell
ismételni, vagy amikor a vizsgalati paramétereket modositjak. Az ismert HER2-statusz(
eml6- és gyomorrakszovetek alkalmasak a teszt igazolasara.

AZ EREDMENYEK ERTELMEZESE

A VENTANA automata immunfestési eljaras barna szin(i (DAB) reakciotermék
kicsapodasat okozza a VENTANA HER? (4B5) antitest altal lokalizalt antigéntartalmd
helyeken. Az eredmények értelmezése elétt az immunhisztokémiai eljarasokban jartas,
képzett patoldgusnak kell a kontrollokat értékelnie és a festett terméket mindsitenie.

Pozitiv kontrollok

Elészor a festett pozitiv szovetkontrollt kell megvizsgaini annak igazolasara, hogy
minden reagens megfeleléen miikddik-e. A megfelelden elszinez8dott reakcidtermék
megjelenése a célsejtek membranjan belill a pozitiv reaktivitast jelzi. Az inkubaci6
hosszatél és a hasznalt hematoxilin koncentraci6jatdl fliggéen az utanfestés a sejtmagok
halvany-sététkék szinez6dését eredményezi. A tulzott vagy nem teljes kontrasztfestés
veszélyeztetheti az eredmények helyes értelmezéseét.

Ha a pozitiv szovetkontrollok nem mutatnak pozitiv festédést, a vizsgalati mintak
eredményeit érvénytelennek kell tekinteni.

Negativ szovetkontrollok

A negativ szovetkontrollt a pozitiv szévetkontroll utan kell vizsgélni a cél antigénnek a
primer antitesttel valé specifikus jelolédését megerdsitendd. A negativ szévet kontrollban a
specialis festés hianya megerdsiti az antitesteknek a sejtekkel vagy a sejtkomponensekkel
vald keresztreaktivitasanak hianyat. Ha a negativ szévetkontrollban specifikus festddés
jelentkezik, a paciensmintak eredményeit érvénytelennek kell tekinteni.

Negativ reagenskontrollok

Ha nem specifikus festédés fordul el6, annak difftiz megjelenése van. A kdtdszovetek
helyenkeénti vilagos festése is megfigyelheté a formalinban tllzottan fixalt szovetek
metszeteiben. A festési eredmények értékeléséhez ép sejteket kell hasznélni, mivel a
nekrotikus vagy degeneralt sejtek gyakran mutatnak nem specifikus fest6dést.

A péciensszovet

A beteg mintait kell legutoljara vizsgalni. A pozitiv festédés intenzitdsat a negativ
reagens-kontroll hattérfestdésének fényében kell értékelni. Mint barmely
immunhisztokémiai vizsgalat esetében, a negativ eredmény azt jelenti, hogy a kérdéses
antigén nem mutathato ki, nem pedig azt, hogy az antigén nincs jelen a vizsgalt
sejtekben vagy szovetekben. Az egyes szévetmintak morfoldgidjat is vizsgalni kell
hematoxilin-eozinnal festett metszeteket alkalmazva, barmilyen immunhisztokémiai
eredmény értelmezése esetén. A beteg morfoldgiai eredményeit és a vonatkoz6 klinikai
adatokat szakképzett patoldgusnak kell értékelnie.

A FESTODES ERTELMEZESE
Pontozasi konvenciok a VENTANA HER2 (4B5) értelmezéséhez eml6karcinémaban

A HER?2 protein overexpresszidra pozitivnak tekintett emlkarcinomaknak meg kell
felelniik a festddési intenzitasra (2+ vagy annal magasabb a 0-t6l 3+-ig terjedd skalan)
és a tumorsejtek szazalékara (10% f6l6tt) vonatkozo kritériumoknak. A festésnek a
sejtmembranra kell lokalizélddnia. Citoplazmatikus festés is jelen lehet, de ez a festddés
nem szamit bele a pozitiviths meghatarozasaba. Vizsgalja meg a teljes metszetet annak
érdekében, hogy kizardlag j6 allapotl és jol festett teriileteket értékeljen. A
citoplazmatikus membrant kdrkérdsen kdrbevevo festddést lehet értékelni intenzitas
szerint ,2+" vagy ,3+" pontszamlnak. A membran részleges festddésének pontszama
,1+". Eléfordulhat, hogy az 1+ és a 2+ intenzitdsok megkiildnbdztetéséhez a kérdéses
eseteket 40X vagy annal magasabb nagyitason kell megvizsgalni. A 3+ intenzitdstnak
pontozott esetekkel szemben, a 2+ eredmény esetében a gy(ir(i élesebb és tisztabban
kérvonalazadik, mig a 3+ pontszamot elérd esetek egy nagyon vastag korvonal
latszadik. Alabb talalhato egy gyors referenciatablazat a festddési kritériumokkal. Lasd
az Interpretation Guide for VENTANA anti-HER2/neu (4B5) Rabbit Monoclonal Primary
Antibody staining of breast and gastric carcinoma Utmutatét (a Ventana értelmezési
Utmutat6jat) a VENTANA HER? (4B5) segitségével végzett festés részletesebb
leirasaval és fényképekkel.
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4. tablazat: A sejtmembranfestddés intenzitasanak és mintazatanak kritériumai
eml6karcindmaban alkalmazott VENTANA HER2 (4B5) esetében.

Pontszam HER2-festédés
(a kezeldorvosnak megitélése
Festddési minta jelentendd)
Nem figyelhetd meg .
membranfestédés 0 Negativ
Halvany, részleges
membranfestddés a daganatos 1+ Negativ
sejtek barmely részén
Gyenge, telies
membranfestddés a daganatos 2+ Megbizhatatlan*
sejtek tobb mint 10%-anal
Erteljes, teljes
membranfestddés a daganatos 3+ Pozitiv
sejtek tobb mint 10%-anal

*Reflex ISH javasolt

Pontozasi konvencidk a VENTANA HER2 (4B5) értelmezéséhez
gyomorkarcinémaban

A HER2 protein overexpresszitra pozitivnak tekintett gyomorkarcindméaknak meg

kell felelnitk a festddési intenzitsra és a membranfestés mintazatara (2+ vagy annal
magasabb a 0-t6 3+-ig terjedd skalan), valamint a pozitiv tumorsejtek szazalékara
vonatkozd kritériumoknak. A festédésnek a membranon kell megjelennie, de nem kell
a teljes korfogatot lefednie, mivel gyakran megfigyelheté bazolateralis festédés, és azt
a pontozasnal figyelembe kell venni. Citoplazmatikus és/vagy nuklearis festédés jelen
lehet, de nem szamit a pozitivitas kritériumai kdzé. Gyomorkarcinéma esetében a pozitiv
tumorsejtek szazaléka attdl fiigg, hogy a minta biopsziabdl (= 5 dsszefiiggd sejt) vagy
reszekcios mintabél szarmazik-e (= 10%).

Amikor felallitigk a HER2 immunhisztokémiai vizsgalat pontozasi irdnyvonalait
gyomorrakhoz15, figyelembe kell venni, hogy, bar az erés membranfestédés a
neoplasztikus sejtekben trténé HER2 protein overexpresszié bizonyitéka, a
festédésnek nem kell magaban foglalnia a teljes kérfogatot.

Ruschoff et al nuklearis festddéssel kisért vagy nem kisért diffuz citoplazmatikus
festédésrél szamolt be gyomorrakban.16 Gyomorrak esetében kizarélag a
membranfestddést kell figyelembe venni a HER2 protein expresszié meghatarozasahoz.
A 4B5 klén antitesttel végzett immunhisztokémiai festés a gyomornyalkahéartya, és
ritkdbban gyomorrak és vagy gyomor/nyelécsé-karcinémaban a neoplasztikus sejtek
esetében citoplazmatikus és nuklearis festddést eredményezhet. A citoplazmatikus és a
nuklearis festédés természete jelenleg nem ismert. A festédési mintazat nem
tévesztendd dssze a kilonallo membranfestédéssel, mivel az neoplasztikus sejtek
esetében a HER2-pozitivitast jelzi.

Lasd az Interpretation Guide for VENTANA anti-HER2/neu (4B5) Rabbit Monoclonal
Primary Antibody staining of breast and gastric carcinoma Gtmutatét (a Ventana
értelmezési Utmutatojat) a VENTANA HER2 (4B5) segitségével végzett festés
részletesebb leiraséaval és mikrofotokkal.

2013-10-09
FT0700-410g

Roche)

5. tablazat: A sejtmembranfestddés intenzitdsanak és eloszlasanak kritériumai
gyomorkarcinéméaban alkalmazott VENTANA HER2 (4B5) esetében.

Pontszam
(a vizsgalatot
kéré HER2-
Festodési mintazat - | Festodési mintazat— | kezel6orvosnak | festddés
reszekciés minta biopszias minta jelentendd) megitélése
Nincs reaktivitds vagy | Nincs reaktivitas vagy
membranreaktivitisa | membranreaktivitds 0 Negativ
tumorsejtek <10%- barmely tumorsejtben
aban
Halvany/alig Tumorsejtcsoport*
érzékelhetd halvany/alig érzékelheté
membranreaktivitdis a | membranreaktivitassal,
tymo.rsejtek 210%- fi]ggetleni]l a fest6dott 1+ Negativ
aban; a sejtek tumorsejtek
reaktivitasa a sz&zalékatol
membran egyes
részeire korlatozodik
Gyenge vagy Tumorsejtcsoport
mérsékelten teljes, gyenge vagy
bazolateralis vagy mérsékelten teljes,
lateralis bazolaterdlis vagy Megbiz-
membranreaktivitas lateralis 2+ hatatlan*
a tumorsejtek membranreaktivitassal,
> 10%-aban fiiggetlenil a festddott
tumorsejtek
szazalékatol
Er6s teljes, Tumorsejtcsoport erds
bazolateralis vagy teljes, bazolaterdlis
lateralis vagy lateralis
membranreaktivitas membranreaktivitdssal, 3+ Pozitiv
a tumorsejtek fiiggetlenil a festddott
> 10%-aban tumorsejtek
szazalékatol

4115

*2 5 dsszefiiggd sejt
** Reflex ISH javasolt

KORLATOZASOK

Altalanos korlatozasok

1. Azimmunhisztokémia egy tébblépéses diagnosztikai folyamat, mely specialis
képzést igényel a megfeleld reagensek és szévetmetszetek kivalasztasa, a fixalas,
a feldolgozas, az immunhisztokémiai targylemezek elékészitése és a festési
eredmények értelmezése terén.

2. Aszovet festddése fiigg a festés elotti kezeléstél és a feldolgozastol. A nem
megfelel6 fixalas, fagyasztas, kiolvasztas, mosas, szaritas, melegités, metszés
vagy egyéb szdvetekkel vagy folyadékokkal torténd szennyezés miitermékeket,
az antitest csapdaba esését vagy alnegativ eredményeket okozhat. Inkonzisztens
eredmények a fixalasi és beagyazasi modszerek eltéréseibl vagy a szveten
bellili jellemz6k szabalytalansagaibél adodhatnak.

3. Atllzott vagy nem teljes kontrasztfestés veszélyeztetheti az eredmények helyes

értelmezését.

4. Barmilyen pozitiv festddésnek vagy annak hianyanak klinikai interpretéciéjat a
klinikai kortorténet, a morfologia és egyéb hisztopatoldgiai kritériumok ismeretében
kell elvégezni. Barmilyen festddés vagy annak a hianyanak klinikai értelmezését
ki kell egésziteni morfolégiai tanulmanyokkal és megfeleld kontrollokkal, illetve
egyéb diagnosztikai vizsgalatokkal. A patoldgus szakorvos feleléssége, hogy
ismerje a festett preparatumok értelmezéséhez hasznalt antitesteket, reagenseket
és madszereket. A festést tanusitvannyal rendelkez laboratériumban, patologus
felugyelete mellett kell elvégezni, aki felel a festett lemezek ellenérzéséért, és
biztositja a pozitiv és negativ kontrollok megfelel6ségét.
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5. AVentana &ltal biztositott antitestek és reagensek optimalis higitastak a A mandula epitheliumban, a nyelécsé epitheliumban, a prosztataban, a periférias
felhasznalashoz, amennyiben a felhasznéld betartja a mellékelt utasitasokat. A idegben, a mellékpajzsmirigyben, az emlérakban, a vastagbélben és a
javasolt vizsgalati eljarastol valé barmilyen eltérés érvénytelenné teheti a vart petefészekrakban talalt pozitiv festddés megfelel a HER2-expresszitt leird
eredményeket. Megfeleld kontrollokat kell alkalmazni, és ezt dokumentéini kell. Ha a megjelent szakirodalomnak.
felh’asznélé eltér gjav‘?lsolt V|ngé|at|, eI]’élté,SOktél, akkor koteles vallalni a felel(’)’SSéget Erzékenység: Az érzékenységet a9.ésall.tablazat mutatja: Harom patok’)gus
a paciens eredmenyeinek interpretaciojaert. IHC-konszenzus pontszamai 4B5 klon esetében, a FISH-hez hasonlitva.
6. Atermék hasznalata nem javasolt aramlasos citometriaban, mivel a A BenchMark és a BenchMark XT festSberendezés-rendszereken végzett festések
teljesitményjellemz8ket nem hataroztak meg. futtatasok kozotti reprodukalhatésaganak meghatarozasahoz 0, 1+, 2+ és 3+ HER2-
7. Korabban nem vizsgalt szovetekben a reagensek nem vart reakciokat expressziot mutaté 6t emlérak szévet harom-harom metszetének festését végeztik
mutathatnak. A nem vart reakciok lehetdsége még a vizsgalt szvetcsoportokban el. Minden esetben harom lemezbél 3 megfeleléen festéddtt egy futtatason belil és
sem zarhato ki teliesen a neoplazmakban vagy egyéb patolégias szovetekben valamennyi vizsgalt készilékplatform esetében. A felhasznalénak ellendriznie kell a
expresszal6do antigének biologiai valtozatossaga miatt. 17 Vegye fel a kapcsolatot futtatasok alatti reprodukalhatsag eredményeit alacsony, kdzepes és magas
a helyi Ugyfélszolgélati képviselettel a dokumentalt nem vart reakciokkal antigéndenzitast néhany sorozatmetszet egyetlen ciklus alatt torténd festésével.
kapcsolathan. A BenchMark és a BenchMark XT fest6berendezés-rendszerekhez tartozé harom
8. Ahepatitisz B virussal fert6zott és hepatitisz B feliileti antigént (HBsAg) hordozé kiilonb6z6 berendezésen végzett festések futtatdsok és berendezések kozotti
személyek szovetei nem specifikus fest6dést mutathatnak torma-peroxidazzal 18 reprodukalhatosaganak meghatarozasahoz 0, 1+, 2+ és 3+ pontszami HER2-
9. Egyes fehériék vagy szubsztrat reakciotermékek nem immunologiai kitsdése expressziot mutatd 6t emidrak szovet harom-harom metszetének festését
miatt &lpozitiv eredmények fordulhatnak eld. Alpozitiv eredményeket a hasznalt végeztiik el. Minden esetben harom lemezbol 9 megfelelden festddott a harom
immunfestés tipusatol fiiggien okozhat még pszeudoperoxidaz-aktivitas bererjdezesen keresztilli futtatdsok soran, és valamennyi vizsgalt késziilékplatform
(vorosvértestek), endogén peroxidazaktivitas (citokrom C) vagy endogén biotin esetében.
is (példaul: maj, agy, emls, vese).19 A BenchMark XT beren@ezég laboratdriumok kozot festesének és ért{ekel()’/k I/«'jzétti
10.  Mint barmely immunhisztokémiai vizsgalat esetében, a negativ eredmény azt pontozasanak reprodukalhatésaga: A laboratériumok kozotti reprodukalhatosag

jelenti, hogy az antigén nem mutathat ki, és nem azt, hogy az antigén nincs jelen
a vizsgalt sejtekben vagy szovetekben.

SPECIFIKUS KORLATOZASOK

vizsgalatban harom laboratdrium vett részt. 40 semleges pufferelt formalinnal fixalt
invaziv eml6karcinéma eset metszeteit [10-10 eset az egyes HER2 beosztasi
kategériakban (0-1+, 2+, 3+)] és hat (6) PATHWAY HER-2 4 in 1 Control Slides-t
kiildtiink valamennyi laboratériumnak a VENTANA BenchMark XT automatizalt
targylemezfestd rendszeren torténd festéshez a javasolt festési protokoll

1. Az antitest optimalizélasa az 1. és 2. tablazatban foglaltak szerint tortént a 1L o " " i
VENTANA platformok és a detektalasra szolgalo reakciokat illetéen. A hasznalataval. A kontroll céfjara PATHWAY HER-2 4in 1 Control Slides-t és az
szovetfixalas és -feldolgozas kiilonbdzosége miatt sziikség lehet a primer antitest esetek negativ Ig reagenssel festett masodik lemezet hasznaltak. Egyetlen
inkubéci6s idejének navelésére vagy csokkentésére az egyéni mintakban. A helyszmer] sem tapasztaltak érvénytelen futtatast a II’<ontroII.ok telljesnmenye alapjan.
fixalas valtozéival kapcsolatos tovabbi informaciokat illeten lasd: Az eredményeket a Ventana elemezte. A negyvenbdl harmincnegy (34/40) lemez

Immunohistochemistry Principles and Advances’ 20 mutatott hasonlé festési intenzitast a killonbézé festési helyszineken. Hat minta
2 2\2 antitest a VENTANA detektalokészlettel és anﬁak tartozékaival egyutt olyan (6140 vagy 150/[:()bkmdnb<'j|zt')tt maximlum . |' nt(le(nzitéjizinttel.t:-i arom (3/6) mkinta a
' ! . ) AN .. 297 0 és az 1+ értékbe tért el egymastdl, amelyek mindkét esetben negativnal
antigént detektal, amely tdlélte a formalinfixalast, a sz6vetfeldolgozast és a fekinthetok. Ket minta (2 /40g¥agy 5%) a 2 3’ 65 3+ ériekben tért el e%ym astdl, és egy
metszetkészitést. A javasolt vizsgalati eljarasoktdl eltérd felhasznalok feleldsek minta (L/40) az 1+ és 2+ értékben tért el '
az eredmenyek értemezéseert és validdlasaert. - A BenchMark XT értékeldk kozotti pontozasanak reprodukalhatosaga: Mind a 40

3. Acsontveld specificitasat nem tesztelték. A felnasznélénak meg kell hatéroznia esethen (100%) a 3 patologushol legalabb 2 egyetértett
a megfeleld festést a fenti szdvetek esetében, mieldtt értékelné a festddési R P et P . ol A
informaciot. Atestelek kozgtn feﬁg(gi;kalhatosqgoﬂ kuI9r15boz<?"H'EkR2__(4Bt5) ttetel, fst, t1'+"2+|

+ -
4, A4B5 kidn-tel végzett immunhisztokémiai festés a gyomornyalkahartya, és ritkdbban és 3+ pontszaml expressziot mutato 5 emiorakszovet automata festéseve

gyomorrak és gyomor/nyeldcsé-karcinmaban a neoplasztikus sejtek esetében
citoplazmatikus és nukleéris festddést eredményezhet. A citoplazmatikus és a
nuklearis festédés természete jelenleg nem ismert. Ez a festédési mintazat nem
tévesztendd dssze a kiilonallo membranfestédéssel, mivel az a neoplasztikus sejtek
esetében a HER2-pozitivitast jelzi.

TELJESITMENYJELLEMZOK

A VENTANA HER? (4B5) antitest teljesitményét specificitas, reprodukéalhatosag és
maddszer-6sszehasonlitas szempontjabdl vizsgaltak. Eltéré megjegyzés hianyaban a
festéseket a fent felsorolt iVIEW DAB Detection Kit protokoll alkalmazasaval Benchmark
XT automata targylemezfestén végezték. Elséként az emidkarcinmara, masodikként a
gyomorkarcinémékra vonatkozé adatokat irjuk le.

hataroztuk meg. A festett szoveteket harom szakképzett értékeld a 0-3+ skéalan
pontozta. 100%-os egyezés volt a tételek és az értékeldk kozétt a 3 lemez és 5
megfestett szovet esetében.

A 4B5 kién nydl monoklonélis antitest és a PATHWAY HER-2/neu (CB11) kién
egér monoklondlis antitest 6sszehasonlitd vizsgalatai: Az elvégzett vizsgalatok
dsszefoglaloja. Modszer-6sszehasonlitd vizsgalatot végeztiink a 4B5 kion és

a PATHWAY HER-2/neu (CB11) és a PathVysion Her-2 FISH antitestek kdzott;
a két utébbit korabban diagnosztikai tesztek céljara engedélyezte az FDA. Hat
kutat vett részt a vizsgalatban. Harom kiilénbézd kutaté két csoportban értékelt
két fiiggetlen kohortot (1. kohort: n=178, 2. kohort: n = 144) PATHWAY HER-
2/neu (CB11) és 4B5 kion antitestekkel megfestett, ismert emlérakos esetek
alkalmazasaval. A beteganamnézis alapjan hataroztak meg a FISH adatokat.
Konszenzusos pontszamot szamitottunk ki az egyes antitestekhez beosztott

1. Specificitas: A 4B5 klon specifikussagat meghatdrozo vizsgalat a legtobb normal harom értékeld pontszamaibol minden egyes esetben, a HER2-pontozas esetében
szbvet esetében nem mutatott specifikus membranfestodést. A festési ismeretes értékelok kdzotti variabilitas csokkentésére.21.22,23 Osszesen 322
eredmények az alébbiak voltak: mellékvese (0/3), emid (0/3), kisagy (0/3), agy esetet értékeltiink. A PATHWAY HER-2/neu (CB11)-gyel festett lemezeket
(013), méhnyak (0/3), vastagbél (0/3), nyeldcsd (1/3), sziv (012), vese (0/3), méj feldolgoztak és a PATHWAY HER-2/neu (CB11) termékismertet6jében kizolt
(0/3), tid8 (0/3), mesothelialis sejtek (0/3), petefészek (0/3), hasnyalmirigy (0/3), gyartoi utasitasok szerint megfestették. Atlagosan egy év telt el a festések és a
mellékpajzsmirigy (1/3, fokalis membranfestidés), periférias ideg (1/3), agyalapi PATHWAY HER-2/neu (CB11) antitest'tel festett lemezek leolvasésa kdzott. Mivel
mirigy (0/2), prosztata (1/3), nyalmirigy (0/3), vazizom (0/3), br (0/3), vékonybél a hat értékeldbdl egy értékelé pontszamai a konfidencia-intervallumon (CI) i(ivul
(0/3), Iép (0/3), gyomor (013), here (0/3), csecsemdmirigy (0/2), pajzsmirigy (0/3), estek, a két kohort adatait az aldbh I4thato médon kozoljik
mandula (2/3 fokalis festédés a felszini epithelialis sejteken) és méh (0/3). ' '

A 4B5 klon specifikussagat meghatérozd egyik tovabbi vizsgalat a legtdbb
neoplasztikus szovet esetében nem mutatott specifikus membranfestédést. A festési
eredmények az alabbiak voltak: emlédaganat (1/4), carcinoid (0/2), vastagbéldaganat
(1/3), hepatocellularis tumor (0/5), leiomyoma (0/2), tiidédaganat (0/2), lymphoma
(0/3), melanoma (0/2), petefészek-daganat (1/2), hasnyalmirigy daganat (0/3),
prosztata daganat (0/3), vesesejtes carcinoma (0/5), sarcoma (0/2), gyomor daganat
(0/3), pajzsmirigy daganat (0/3) és nem meghatarozott daganat (0/1).
2013-10-09 5/15 1012688HU Rev B
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Az dsszehasonlitd vizsgalatok mintainak patologusok koz6tti reprodukalhatésaga
6. tblazat: 1. kohort: Harom patolégus konszenzusos IHC pontszamai.

4B5 klon PATHWAY HER-2/neu (CB11) pontszam

pontszam 3+ 2+ 0,1+ Osszesen
3+ 29 24 5 58

2+ 2 13 17 32

0, 1+ 0 0 53 53
Osszesen 31 37 75 143

1. kohort: A 3 x 3 prezentaci6 teljesitményjellemzéi.

Az Bsszes egyezés 29 + 13 + 53/143 = 66,4% (95% KI. = 38,6%, 59,7%).

1. kohort: A 2 x 2 prezentacié teljesitményjellemz6i (a HER-2 antitest pozitiv (2+ és 3+)
és a negativ (O+ és 1+) pontszdmok dsszesitve).

A pozitiv szazalékos egyezés 29+2+24+13/31+37 =100% (95% KI. = 97,5% - 100%).
A negativ szazalékos egyezés 53/75 = 70,7% (95% KI. = 58,5% - 80,1%).
Az Gsszes egyezés 29+24+2+13+53/143 = 84,7% (95% K. = 78,2% - 90,0).

7. tablazat: 2. kohort: Harom patologus konszenzusos IHC pontszamai.

PATHWAY HER-2/neu (CB11) pontszam
4B5 klon pontszam | 3+ 2+ 0, 1+ (Osszesen
3+ 72 1 0 73
2+ 1 12 5 18
0,1+ 0 7 80 87
Osszesen 73 20 85 178

2. kohort: A 3 x 3 prezentaci6 teljesitményjellemz6i.
Az Gsszes egyezés 72 + 12 + 80/178 = 92,1% (95% KI. = 80,1%, 93,1%).

2. kohort: A 2 x 2 prezentacio teljesitményjellemz6i (HER2 antitestre pozitiv (2+ és 3+)
és negativ (0+ és 1+) pontszdmok dsszeadva).

A pozitiv szazalékos egyezés 72 + 12 + 1+ 1/73 + 20 = 92,5%

(95% KI. = 85,2% - 96,9%).

A negativ szazalékos egyezés 80/85 = 94,1% (95% KI. = 86,8% - 98,1%).
Az Osszes egyezés 72 + 12 + 1 + 1 +80/178 = 93,3% (95% K. = 88,5% - 96,4%).

8. tAblazat: 1. kohort: Harom patolégus konszenzusos PATHWAY HER-2/neu (CB11)
IHC pontszama a FISH-hez viszonyitva.

PATHWAY HER- FISH eredmény

Anan (G Pozitiv Negativ Osszesen
pontszam

3+ 32 0 32

2+ 32 5 37

0,1+ 22 53 75
Osszesen 86 58 144

1. kohort: A PATHWAY HER-2/NEU (CB11) és FISH teljesitményjellemzéi, 2 x 2
prezentécié (ahol a 2 és a 3 pontszamot pozitivnak tekintik)

A pozitiv sz&zalékos egyezés 32 + 32/86 = 74,4% (95% KI. = 63,8% - 83,2%).
A negativ szazalékos egyezés 53/58 = 91,4% (95% KI. = 80,9% - 97,1%).
Az Gsszes egyezés 32 + 32 + 53/144 = 81,2% (95% KI. = 73,9% - 87,2%).
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9. tablazat: 1. kohort: Harom patoldgus IHC-konszenzus pontszamai 4B5 klon
esetében, a FISH-hez hasonlitva.

FISH eredmény
4B5 klon pontszam | Pozitiv Negativ (Osszesen
3+ 55 3 58
2+ 25 8 33
0, 1+ 6 47 53
Osszesen 86 58 144

1. kohort: A 4B5 kidn és a FISH teljesitményjellemzdi, 2 x 2 prezentacié
(ahol a 2 és a 3 pontszdmot pozitivnak tekintik)

A pozitiv sz&zalékos egyezés 55 + 25/86 = 93,0% (95% K. = 87,9% - 96,3%).
A negativ szazalékos egyezés 47/58 = 81,0% (95% KI. = 73,4% - 86,0%).
Az Gsszes egyezés 55 + 25 + 47/144 = 88,2% (95% K. = 82,1% - 92,2%).

10. tablazat: 2. kohort: Harom patolégus konszenzusos PATHWAY HER-2/neu (CB11)
IHC pontszama a FISH-hez viszonyitva.

PATHWAY HER- FISH eredmény

2ineu (CB11) Pozitiv Negativ Osszesen
pontszam

3+ 72 1 &

2+ 13 / 20

0,1+ 8 7 8
Osszesen 93 8 178

2. kohort: A PATHWAY HER-2/neu (CB11) és FISH teljesitményjellemzéi, 2 x 2
prezentaci6 (ahol a 2 és a 3 pontszamot pozitivnak tekintik)

A pozitiv sz&zalékos egyezés 72 + 13/93 = 91,3% (95% K. = 85,0% - 96,7%).
A negativ sz&zalékos egyezés 77/85 = 90,6% (95% KI. = 83,9% - 96,3%).

Az Gsszes egyezés 72 + 13 + 77/178 = 91,0% (95% K. = 86,5% - 94,9%).

11. tblazat: 2. kohort: Harom patoldgus IHC-konszenzus pontszamai 4B5 klon
esetében, a FISH-hez hasonlitva.

FISH eredmény
4B5 klén pontszam Pozitiv Negativ Osszesen
3+ 72 1 73
2+ 11 7 18
0,1+ 10 77 87
(Osszesen 93 85 178

2. kohort: A 4B5 kién és a FISH teljesitményjellemzdi, 2 x 2 prezentacio
(ahol a 2 és a 3 pontszdmot pozitivnak tekintik)

A pozitiv sz&zalékos egyezés 72 + 11/ 93 = 89,2% (95% KI. = 82,5% - 95,1%).
A negativ szazalékos egyezés 77/85 = 90,6% (95% KI. = 84,0% - 96,4%).
Az Gsszes egyezés 72 + 11 + 77/178 = 90,0% (95% K. = 85,4% - 93,6%).

Az dsszehasonlité vizsgalatok mintainak patologusok kozétti reprodukéalhatésaga
Mivel kdzismerten a kiilénbdzd patoldgusok eltérden értékelhetik az immunhisztokémiai
lemezeket, harom patolégus olvasta le valamennyi mintat kohortonként (6sszesen 6
patologus). A ,kettdbdl harom” szabaly alapjan délt el a végsé eredmény. Alabb talalhatd
az egyes kohortokhoz tartoz6 6sszehasonlitd vizsgalati mintanak a harom patoldgus
altal értékelt kiilonbdz6 eredményei.
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12. tblazat: 1. kohort: 4B5 kidn pontszamok harom patologus esetében.

Roche)

15. tablazat: 2. kohort: Harom patolégus PATHWAY HER-2/neu (CB11) pontszamai

4B5 klén pontszam
HER2 pontszam | 1. kutatd 2. kutato 3. kutat6
3+ 72 70 73
2+ 22 19 18
0,1+ 80 89 87
Osszesen 174 178 178

Megjegyzés: Osszesen 3 minta kiilinbozott tobb mint egy osztalybeli szinttel
(pl. 0, 2+) a harom patologus értékelése soran.

2. minta; Egy patoldgus 0+ pontszamot, két patologus 2+ pontszamot adott.

3. minta: Az elsé patoldgus 0+ -nak, a masodik 1+ -nek, a harmadik pedig
2+ -nek értékelte.

1. minta; Az egyik patolégus pontszama 2+ volt, két patolégus 0+ pontszamot itélt.

PATHWAY HER-2/neu (CB11) pontszam
HER2
pontszam 1. kutato 2. kutat6 3. kutato
3+ 72 75 73
2+ 22 22 18
0,1+ 80 81 87
Osszesen 174 178 178

Megjegyzés: Osszesen 1 minta tért el tobb mint egy osztalynyi szinttel
(pl. 1 - 3+) a harom patologus értékelése soran.

1. minta: Az egyik patoldgus pontszama 1+ volt, a masodik patologusé 2+,
a harmadiké 3+.

14. tablazat: 2. kohort: 4B5 ki6n pontszamok harom patolégus esetében.

4B5 klon pontszam
HER2
pontszam 4. kutatd 5. kutat6 6. kutato
3 59 65 50
2 30 28 39
0,1 52 51 55
Osszesen 141 144 144

Megjegyzés: Osszesen 6 minta kiilinbozott tobb mint egy osztalybeli szinttel
(azaz 0, 3+) a harom patolégus értékelése soran.

1. minta: Az els6 patologus 0+ -nak, a masodik 0+ -nak, a harmadik pedig
2+ -nek értékelte.

2. minta: Az els patologus 1+ -nek, a masodik 1+ -nek, a harmadik pedig
3+ -nak értékelte.

3. minta: Az els6 patoldgus 0+ -nak, a masodik 2+ -nek, a harmadik patolégus
pedig 2+ -nek értékelte.

4. és 5. minta: Az elsd patologus 0+ -nak, a masodik 2+ -nek, a harmadik
pedig 2+ -nek értékelte.

6. minta: Az els6 patolégus 0+-nak, a masodik 3+-nak, a harmadik pedig
3+-nak értékelte.

2013-10-09
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13. tblazat: 1. kohort: Harom patologus PATHWAY HER-2/neu (CB11) pontszamai

7115

PATHWAY HER-2/neu (CB11) pontszam
HER2
pontszam 4. kutatd 5. kutat6 6. kutato
3+ 31 37 28
2+ 38 32 47
0,1+ 75 75 69
Osszesen 144 144 144

Megjegyzés: Osszesen 8 minta tért el tobb mint egy osztalynyi szinttel
(pl. 0 - 2+) a harom patologus értékelése soran.

1-6. minta: Az elsé patoldgus 0+ -nak, a masodik 1+ -nek, a harmadik pedig
2+ -nek értékelte.

7. és 8. minta: Az els6 patoldgus 0+ -nak, a masodik 2+ -nek, a harmadik
pedig 2+ -nek értékelte.

Alabb talalhato egy tablazat a patolégusparok szazalékos egyezésének tartomanyardl
(3 pér az egyes kohortokban).

16. tblazat: A harom patolégus 2X2* egyezéseinek tartomanyai.

Osszesitett Pozitiv Negativ
széazalékos szazalékos széazalékos
egyezés egyezés egyezés

4B5 klon és PATHWAY HER-2/neu (CB11) 6sszehasonlitasa

1. kohort 82,6 - 86,9% 97,3 - 100,0% 68,0% - 75,4%

2. kohort 88,2 — 95,5% 87,6 — 95,6% 86,1 - 95,4%

4B5 klon és a FISH 6sszehasonlitasa

1. kohort 86,8 - 88,2% 90,7 - 94,2% 79,3-81,0%
2. kohort 87,4 -89,9% 88,2 -90,0% 84,5-91,8%
PATHWAY HER-2/neu (CB11) és FISH 6sszehasonlitasa

1. kohort 79,9 - 84,0% 73,3-80,2% 89,7 -89,7%
2. kohort 84,8% - 93,3% 86,7 - 92,5% 82,7-94,1%

*0, 1+ = negativ. 2+ és 3+ = pozitiv.

Kdvetkeztetés: E tanulmanyokbdl szarmaz6 adatok szerint a 4B5 klén primer
antitestnek a normalis és neoplasztikus sz6vetek membranfestdését elkilonitd
képessége specifikus és reprodukalhaté volt. A médszer-dsszehasonlitd adatok azt
mutattak, hogy a 4B5 kion primer antitest segitséget nyujt azon emldrakos betegek
azonositasaban, akiknél széba johet a Herceptin kezelés.

9.  Teljesitményjellemzék a BenchMark ULTRA késziiléken a iVIEW DAB
Detection Kit vagy ultraView Universal DAB Detection Kit hasznalataval:

BenchMark ULTRA késziilék laboratériumok kozétti festése és napok kdzotti
reprodukélhatésaga: Az Egyesillt Allamokban kiilénallg intézmények harom
laboratériuma vett részt a laboratoriumok kdzétti reprodukélhatdsag vizsgalataban.
Negyvennyolc invaziv emlékarcinéma eset [12-12 eset az egyes HER2
kategoriakbol [0, 1+, 2+, 3+)] FFPE metszetét, és mind a 12 festési ciklusban 1
par PATHWAY HER-2 4 in 1 Control Slides-t osztottunk el vizsgalati helyekre, ahol
a festés VENTANA BenchMark ULTRA automata targylemezfesté készlilékeken a
javasolt festési protokoll és ultraView Universal DAB Detection Kit alkalmazasaval
tortént. A kontroll céljara PATHWAY HER-2 4 in 1 Control Slides-t és az esetek
negativ Ig reagenssel festett masodik lemezét hasznaltak. Az esetek statuszat
nem ismerd patoldgusok értékelték a lemezeket és adtak egy klinikai pontszamot
(Ggymint 0, 1+, 2+, 3+). Az eredményeket a Ventana elemezte. Szabvanyos
nevezéktant hasznalva a 2 x 2-es tablazatok esetén, a vizsgalohelyek kozotti
atlagos pozitiv egyezést (APA) a [2a/(2a+b+c)] képlet alapjan, mig az atlagos
negativ egyezést (ANA) a [2d/(2d+b+c)] képlet alapjan szamitottuk ki. Valamennyi
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helyszinen a Klinikai 6sszesitésen alapuld (pozitiv, negativ) helyszinek kézotti
APA 90,0%-0s volt (108/120) és az ANA 92,9%-0s volt (156/168). A helyszinek
paronkénti 6sszehasonlitdsaban az APA kiszamitasa a/(a+c) szerint tortént és az
ANA kiszamitasa d/(b+d) szerint tortént. A helyszinek kozétt APA aranyok az
alabbiak szerint alakultak: 93,0% (40/43), 87,2% (34/39) és 89,5% (34/38) az A
helyszin kontra B helyszin, az A helyszin kontra C helyszin és a B helyszin kontra
C helyszin esetében, sorrendben felsorolva. A helyszinek kozétti ANA aranyok az
alabbiak szerint alakultak: 94,3% (50/53), 91,2% (52/57) és 93,1% (54/58) az A
helyszin kontra B helyszin, az A helyszin kontra C helyszin és a B helyszin kontra
C helyszin esetében, sorrendben felsorolva.

A kdvetkez6 tablazatokban az 8sszes kiértékeld eredménye szerepel 3 X 3-as
elrendezéshen, a klinikai pontszam alapjan, ahol a 2+ és 3+ elkiiloniil.

17. tblazat: A és B vizsgalohely laboratériumok kdzotti egyezési aranyanak 3 x 3-as
analizise-4B5 kion, BenchMark ULTRA és ultraView Universal DAB Detection Kit.

B helyszin
A helyszin 3+ 2+ 0,1+ Osszesen
3+ 12 2 0 14
2+ 0 6 2 8
0,1+ 0 1 25 26
Osszesen 12 9 27 48
Osszesitett szazalékos egyezés (OPA): n/N (%) 43/48 (89,6)

18. tablazat: A és C vizsgalohely laboratériumok kézotti egyezési aranyanak 3 x 3-as
analizise — 4B5 klén BenchMark ULTRA késziilék és ultraView Universal DAB Detection

Kit.
C helyszin

A helyszin 3+ 2+ 0,1+ Osszesen
3+ 12 1 1 14

2+ 0 4 4 8

0,1+ 0 0 26 26
Osszesen 12 5 31 48

Teljes szazalékos egyezés (OPA): nIN (%) 42148 (87,5)

19. tablazat: B és C vizsgaléhely laboratériumok kézotti egyezési aranyanak 3 x 3-as
analizise — 4B5 kion BenchMark ULTRA késziilék és ultraView Universal DAB Detection

Kit.
C helyszin

B helyszin 3+ 2+ 0, 1+ (Osszesen
3+ 12 0 0 12

2+ 0 5 4 9

0,1+ 0 0 27 27
Osszesen 12 5 31 48

Teljes szazalékos egyezés (OPA): nIN (%) 44/48 (91,7)

10.

2013-10-09

BenchMark ULTRA késziilék napok kozotti festési reprodukalhatosaga:

A vizsgélati napok kozotti reprodukélhatosag (IDR) része 12 esetet tartalmazott;
klinikai pontszamonkeént (0, 1+, 2+, 3+) nagyjabél harom (3) eset tervezett
megoszlassal. A BenchMark ULTRA késziiléken végzett 6sszesen 6t mérés
abban az egy intézményben (C vizsgaldhely), amely a vizsgalat IDR részét
vezette le, legalabb 20 napig tartott, ezért nem volt két egymast kdvetd festési nap.
Az IDR APA és ANA arany, amelyek a C vizsgalohelyen minden nap torténé 4B5
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kién festés klinikai meghatarozasan alapulnak, egyarant 100% volt. A klinikai
pontszamokon alapuld napok kézotti 6sszehasonlitas dsszesitett szazalékos
aranyai (OPA) 100%-osak voltak minden egyes nap masik naphoz hasonlitasa
esetében, és az 6sszes napra kombindltan is.

A BenchMark ULTRA festdplatform és a BenchMark XT festéplatform
dsszehasonlito vizsgalata:

Az Egyesillt Allamokban két fests laboratérium és harom olvasast végzd helyszin
vett részt a platform-6sszehasonlitd vizsgalatban. 280 invaziv eml6karcindma eset
[megkdzelitdleg 70 eset minden HER2 kategoriabol (0, 1+, 2+, 3+)] FFPE
metszetét két festési helyre (mindkét helyre 140 esetet) véletlenszeriien
elosztottunk BenchMark XT készuléken és BenchMark ULTRA késziiléken torténd
festésre a javasolt festési protokollok és a ultraView Universal DAB Detection Kit
hasznalataval. A kontroll céljara PATHWAY HER-2 4 in 1 Control Slides-t és az
esetek negativ Ig reagenssel festett masodik lemezét hasznaltak. Az 1. és 2.
helyszinrél szarmazd festett eseteket négy lemezkészletre osztottak, és
készletenként kiosztottak harom képzett értékelének (patoldgusnak), egy
értékelének az 1. helyszinen, egynek a 2. helyszinen és egynek a 3. helyszinen.
Az eset statuszait és a festéplatformot nem ismerd patologusok értékelték a négy
lemezkészletet, és megadtéak a klinikai pontszdmot minden egyes esetre ((gymint
0, 1+, 2+, 3+). Az eredményeket a Ventana elemezte. A BenchMark ULTRA
késziléken és a BenchMark XT készilléken végzett 4B5 kion antitest festés PPA
értékei (és a kétoldalas 95%-os konfidenciaintervallumok alsé hatara) klinikai
meghatéarozas alapjan (pozitiv, negativ), sorrendben az A, B és C kiértékeld
esetén 91,6% (85,9), 91,2% (85,3) és 94,9% (89,3) voltak. A BenchMark ULTRA
késziléken és a BenchMark XT készilléken végzett 4B5 kion antitestfestés NPA
értékei (és a kétoldalas 95%-os konfidenciaintervallumok alsé hatara) klinikai
meghatéarozas alapjan (pozitiv, negativ), sorrendben az A, B és C kiértékeld
esetén 91,9 (85,8), 93,8% (88,3), és 99,3 (96,3) voltak. A BenchMark ULTRA
készilléken és a BenchMark XT késziilléken végzett 4B5 kion festések kozotti
OPA, a klinikai meghatarozas (pozitiv, negativ) 2 X 2 analizisén alapulva,
sorrendben az A, B és C kiértékel esetén 91,8%, 92,5% és 97,4% volt. A
platformok kdzotti egyezési aranyok 3x3 prezentacidja az egyes kiértékelok
esetében, klinikai pontok (0/1+, 2+, 3+) alapjan az alabbi tblazatokban szerepel:

20. tablazat: A BenchMark ULTRA késziilék és a BenchMark XT késziilék platformok
kozotti egyezési aranyanak 3x3 analizise — A kiértékeld.

BenchMark ULTRA

berendezés BenchMark XT berendezés

A értékeld 3+ 2+ 0,1+ Osszesen
3+ 84 11 1 96

2+ 8 28 9 45

0,1+ 4 8 114 126
Osszesen 9% 47 124 267

Osszesitett szazalékos egyezés:
niN (%) (95% KI)

226/267 (84,6) (79,8-88,5)

21. tablazat: A BenchMark ULTRA késziilék és a BenchMark XT késziilék platformok
kozotti egyezési aranyanak 3x3 analizise — B kiértékeld.

BenchMark ULTRA

berendezés BenchMark XT berendezés

B értékeld 3+ 2+ 0,1+ Osszesen
3+ 64 2 1 67

2+ 3 56 7 66

0,1+ 2 10 122 134
Osszesen 69 68 130 267
Osszesitett szazalékos egyezés: 242/267 (90,6) (86,5-93,6)

nIN (%) (95% KI)
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22. tablazat: A BenchMark ULTRA késziilék és a BenchMark XT késziilék platformok
kozotti egyezési aranyanak 3 X 3 analizise - C kiértékeld.

BenchMark ULTRA

berendezés BenchMark XT berendezés

C értékeld 3+ 2+ 0,1+ Osszesen
3+ 64 1 0 65

2+ 2 45 1 48

0,1+ 0 6 148 154
Osszesen 66 52 149 267
Osszesitett szazalékos egyezés: 257/267 (96,3) (93,2-98,0)
niN (%) (95% KI)

12. A platform-6sszehasonlitd vizsgalat mintainak patolégusok kézotti
reprodukalhatéséga:

Pozitiv és negativ egyezési aranyokat — kétoldalas 95%-0s
konfidenciaintervallummal — szamoltunk ki a kiértékel6k kdzotti hat lehetséges
paronkénti 6sszehasonlitdshoz minden platform esetén.

A BenchMark ULTRA berendezés esetében a PPA arany az A kontra B értékeldre,
az A kontra C értékeldre, a B kontra C értékeldre, a B kontra A értékelére, a C kontra
A értékeldre és a C kontra B értékelére sorrendben 94,7% (126/133), 98,2%
(111/113), 98,2% (111/113), 89,4% (126/141), 78,7% (111/141) és 83,5% (111/133)
volt. Az NPA aréany az A kontra B értékel6re, az A kontra C értékelére, a B kontra C
értékeldre, a B kontra A értékelére, a C kontra A olvértékeldre és a C kontra B
értékelére sorrendben 88,8% (119/134), 80,5% (124/154), 85,7% (132/154), 94,4%
(119/126), 98,4% (124/126) és 98,5% (132/134) volt. Az OPA arany a legmagasabb
az A és a B értékeld kozott volt (91.8%) és a B és a C (91,0%), valamintaz Aésa C
értékeld kozott alacsonyabb volt (88,8%).
A BenchMark XT berendezés esetében a PPA arany az A kontra B értékel6re, az A
kontra C értékeldre, a B kontra C értékel6re, a B kontra A értékeldre, a C kontra A
értékeldre és a C kontra B értékelére sorrendben 94,9% (130/137), 98,3% (116/118),
98,3% (116/118), 90,9% (130/143), 81,1% (116/143) és 84,7% (116/137) volt. Az
NPA értékek az Avs. B, Avs. C,Bvs. C,B vs. A, C vs. A és C vs. B kiértékelok
esetén sorrendben 90,0% (117/130), 81,9% (122/149), 85,9% (128/149), 94,4%
(117/124), 98,4% (122/124) és 98,5% (128/130) voltak. Az OPA arany a
legmagasabb az A és a B értékel kdzott volt (92,5%) és a B és a C (91,4%),
valamint az A és a C értékeld kozott alacsonyabb volt (89,1%).

13.  AIVIEW DAB Detection Kit és ultraView Universal DAB Detection
Kit 6sszehasonlité vizsgalata:

140 invaziv emi6karcindmas eset [megkozelitdleg 35 eset minden HER-2
kategoriabol (0, 1+, 2+, 3+)] FFPE metszetének 1. vizsgalohelyi kohortjat egy
6Gsszehasonlitd vizsgalat soran hasznaltuk fel az iVIEW DAB Detection Kit és az
ultraView Universal DAB Detection Kit 6sszehasonlitasara, amely soran BenchMark
ULTRA automatizalt metszetfestd eszkézon 4B5 kion-tel festettiink. Az Egyesiilt
Allamokban egy fest laboratdrium és harom olvasast végzd helyszin vett részt a
detektalast 6sszehasonlitd vizsgalatban. A BenchMark ULTRA késziiléken torténd
4B5 ki6n antitest festés soran az iVIEW DAB Detection Kit és ultraView Universal
DAB Detection Kit médszerek segitségével nyert eredmények kozotti PPA értékek,
klinikai meghatarozasok alapjan (pozitiv, negativ), az A, B és C kiértékelok esetén
sorrendben 95,8% (68/71), 96,9% (63/65), és 96,5% (55/57), mig a detektalasi
modszerek kozotti NPA értékek az A, B és C kiértékel6k esetén sorrendben 90,8%
(59/65), 91,5% (65/71), és 97,5% (77/79) voltak. A detektalokészletek kdzotti OPA
értékek az A, B és C kiértékelbk esetén sorrendben 93,4% (127/136), 94,1%
(128/136) s 97,1% (132/136) voltak. A detektalas-8sszehasonlitas egyezési
aranyainak 3x3-as bemutatasa az egyes kiértékelok esetében, klinikai pontszamok
(0r1+, 2+, 3+) alapjan az alabbi tablazatokban szerepel:

2013-10-09 9/15
FT0700-410g

Roche)

23. tablazat: A kiértékeld, iVIEW DAB Detection Kit vs. ultraView Universal DAB Detection
Kit egyezési aranyok 3 x 3-as analizise — 4B5 klon festés BenchMark ULTRA késziiléken.

iVIEW DAB

Detection Kit ultraView Universal DAB Detection Kit

A értékeld 3+ 2+ 0,1+ Osszesen
3+ 43 5 0 43

2+ 3 17 6 26

0,1+ 0 3 59 62
Osszesen 46 25 65 136
S/SNS?;SIES; /jzé"éa'ems egyezes: 119/136 (87,5) (80,9-92,0)

24. tablazat: B kiértékeld, iVIEW DAB Detection Kit vs. ultraView Universal DAB Detection
Kit egyezési aranyok 3 x 3-as analizise — 4B5 klon festés BenchMark ULTRA késziiléken.

iVIEW DAB

Detection Kit | ultraView Universal DAB Detection Kit

B értékeld 3+ 2+ 0,1+ Osszesen
3+ 32 0 0 32

2+ 0 31 6 37

0,1+ 1 1 65 67
Osszesen 33 32 71 136
gﬁf;j'ggg, /jzig;a'ems egyezes: 1281136 (94,1) (88,8-97,0)

25. tablazat: C értékeld, iVIEW DAB Detection Kit vs. ultraView Universal DAB Detection
Kit egyezési aranyok 3 x 3-as analizise — 4B5 klon festés BenchMark ULTRA késziiléken.

iVIEW DAB

Detection Kit | ultraView Universal DAB Detection Kit

C értékeld 3+ 2+ 0,1+ Osszesen
3+ 32 0 0 32

2+ 0 23 2 25

0,1+ 0 2 7 79
Osszesen 32 25 79 136
S/f\‘s?;j?g;,/jﬁa'ékos egyezes: 132/136 (97,1) (92,7-98.9)

14. A detektalast dsszehasonlité vizsgalat mintainak patologusok kozotti

reprodukélhatséaga:

Kiszamitottak a pozitiv és negativ egyezési aranyt a kétoldali pontszam 95%
konfidencia-intervallumaval, a hat lehetséges értékeldparra vonatkoztatva,

az egyes modszerre vonatkoztatva az értékelék kozott.

A iVIEW DAB Detection Kit berendezés esetében a PPA arany az A kontra B
értékelbre, az A kontra C értékeldre, a B kontra C értékeldre, a B kontra A
értékelbre, a C kontra A értékelére és a C kontra B értékel6re sorrendben 100,0%
(69/69), 98,2% (56/57), 96,5% (55/57), 93,2% (69/74), 75,7% (56/74) és 79,7%
(55/69) volt. Az NPA arany az A kontra B értékeldre, az A kontra C értékeldre, a B
kontra C értékeldre, a B kontra A értékel6re, a C kontra A értékel6re és a C kontra
B értékeldre sorrendben 92,5% (62/67), 77,2% (61/79), 82,3% (65/79), 100,0%
(62/62), 98,4% (61/62) és 97,0% (65/67) volt. Az dsszesitett egyezési arany a
legmagasabb az A és a B értékeld kozott volt (96,3%) és az A és a C (86,0%),
valamint a B és a C értékeld kozott alacsonyabb volt (88,2%).
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A ultraView Universal DAB Detection Kit berendezés esetében a PPA arany az A
kontra B értékel6re, az A kontra C értékel6re, a B kontra C értékelére, a B kontra
A értékeldre, a C kontra A értékeldre és a C kontra B értékeldére sorrendben 96,9%
(63/65), 98,2% (56/57), 98,2% (56/57), 88,7% (63/71), 78,9% (56/71) és 86,2%
(56/65) volt. Az NPA arany az A kontra B értékel6re, az A kontra C értékelére, a B
kontra C értékel6re, a B kontra A értékelére, a C kontra A értékel6re és a C kontra
B értékel6re sorrendben 88,7% (63/71), 81,0% (64/79), 88,6% (70/79), 96,9%
(63/65), 98,5% (64/65) és 98,6% (70/71), volt. Az dsszesitett egyezési aranyok
megegyezok voltak minden egyes értékeld esetében, 92,6% (126/136), 88,2%
(120/136) és 92,6% (126/136) sorrendben az A kontra B, az A kontra C és a B
kontra C értékel6 esetében.

TELJESITMENYJELLEMZOK GYOMORSZOVETBOL SZARMAZO
MINTAK ESETEBEN

1.

A BenchMark XT késziiléken a mérések kdzotti megismételhetéséget egy 5

(nem egymast kovets) napos idészakban, 5 mérés soran vizsgaltuk. Ot metszet,
melyek harom, 0, 1+, 2+ és 3+ HER2 expressziés pontszami gyomorszdvetmintat
tartalmaztak, a pozitivinegativ értéken beliil 100%-os egyezést mutattak minden
szovet esetén.

A BenchMark XT késziléken a mérésen bellili megismételhetdséget 28 metszeten
vizsgaltuk, melyek harom, 0, 1+, 2+ és 3+ HER2 expresszids pontszamd
gyomorszovetmintat tartalmaztak. Minden mintanak minden szévettipus esetén
egyenld pontszama volt a pozitivinegativ értéken bellil.

A platformon beliili megismételhetéséget harom Benchmark XT késziilék kozott
végeztiik. Ezekben a mérésekben két kiildnbdz6, tobb szdvetet (harom 0, 1+, 2+,
és 3+ HER2 expresszi6s pontszami gyomorszovetmintat) tartalmazé blokk mind
a 30 metszetének minden szévettipus esetén egyenld pontszdma volt a
pozitivinegativ értéken belil.

A platformon beliili megismételhetéséget harom BenchMark ULTRA késziilék
kozott teszteltik. Ezekben a mérésekben az egy, tobb szovetet tartalmazo blokk
mind a 15 metszete egyenld pontszamot kapott a pozitiv/inegativ értéken belll
minden szévettipus esetén.

A platformok kézdtti megismételhetéséget harom BenchMark XT és harom
BenchMark ULTRA készUlék kbzott teszteltiik. Ezekben a mérésekben az egy,
tobb szévetet tartalmazo blokk mind a 30 metszete egyenld pontszamot kapott
a pozitiv/negativ értéken belil minden szdvettipus esetén.

Az iVIEW DAB Detection Kit és ultraView Universal DAB Detection

Kit 6sszehasonlitasa gyomorszévetbdl szarmazé mintak esetén:

4B5 klon segitségével végeztiik a detektalokészletek dsszehasonlitd tesztelését
két késziilék kozott (BenchMark XT és BenchMark ULTRA késziilék) az iVIEW
DAB Detection Kit és az ultraView Universal DAB Detection Kit hasznéalataval.
A tesztelés soran kétszaztiz szévetmintat hasznaltunk fel. Meghataroztuk a festett
metszetek pozitiv/negativ klinikai pontszamat.

A morfolégiai és hattér-elfogadhatdsagi arany mind a detektalokészletek, mind
a késziilékek esetén 100% volt. A detektaldkészletek kbzotti pozitiv és negativ
klinikai meghatarozasok direkt 6sszehasonlitasa a kovetkezé tablazatokban
szerepel az egyes késziilékekre vonatkozdan.

26. tablazat: A ultraView Universal DAB Detection Kit klinikai értékelése az iVIEW DAB
Detection Kit készlettel szemben a BenchMark XT késziléken.

ultraView Universal DAB TS DEEE s N _
Detection Kit Pozitiv Negativ Osszesen
Pozitiv 21 0 21
Negativ 0 189 189
Osszesen 21 189 210

n/N %
Pozitiv szazalékos egyezés 2121 100
Negativ szazalékos egyezés 189/189 100
Osszesitett szazalékos egyezés ~ [210/210 100
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27. tAblazat: A BenchMark XT és BenchMark ULTRA festési platformok klinikai
értékelésének dsszehasonlitasa az ultraView Universal DAB Detection Kit hasznalataval.

Benhark X Festés o |z i rcl DA Deestion ki
Detection Kit Pozitiv Negativ Osszesen
Pozitiv 20 1 21
Negativ 0 189 189
Osszesen 20 190 210

niN % (95% KI)
Pozitiv szazalékos egyezés 2020 100 (83,9-100)
Negativ szazalékos egyezés 189/190 99,5 (97,1-99,9)
(Osszesitett szazalékos egyezés ~ [209/210 99,5 (97,4-99,9)

4. 4B5kl6n és HercepTest dsszehasonlitdsa human gyomorrakban:

Egy vak kiilsd vizsgalatban hasonlitottuk 6ssze a 4B5 kién és a Dako HercepTest
festési teljesitményét egy BenchMark XT késziiléken. Koriilbelil 239 gyomorrakos
esetet hasznaltak fel a vizsgalatban, valamint 159 esetet a TARGOS
laboratériumbdl, a ToGA vizsgalathol, amely a Herceptin-nel kezelt betegek HER2
statuszat és klinikai eredményét vizsgalta. A laboratériumban a mintakat 4B5 kién-
tel és HercepTest-tel festették. Egy patolégus pontozta a mintakat egy 0/1+, 2+ és
3+ skalan. A pozitivnak a 2+ és 3+ pontszdmu esetek szdmitanak, negativnak

pedig a 0 és 1+ pontszamuak.

A 28 és 29 tablazat az egyezési aranyokat mutatja a 4B5 klén és a HercepTest
kozott, a szovet eredete szerint lebontva. A 28. tablazat a pozitiv és negativ
kimeneteleket hasonlitja 8ssze, mig a 29. tablazat egy 3 kategoriabdl allo, 0/1+,
2+ és 3+ beosztast IHC skalat alkalmaz. A 28. és 29. tablazatban a teljes
egyezés az dsszes szovetre nézve sorrendben 91,0% és 95,3%.

28. tablazat: A 4B5 klon (IHC) és a HercepTest szazalékos egyezési aranyai és 95%-0s
konfidenciaintervallumai, szévetforras szerint felosztva. Mindkét IHC teszt felosztasa
pozitiv és negativ (0/1+ vs 2+/3+) esetekre tortént.

Teljes Pozitiv Negativ
szazalékos szazalékos széazalékos
egyezés egyezés egyezés
n (95%-0s Kil) n | (95%-os KI) n (95%-o0s Ki)
362/ 46/ 316/
308 91.0 (87,7-93,4) 56 82.1(70,2-90,0) 34 92,4 (89,1-94,8)

29. tAblazat: A 4B5 kion (IHC) és a HercepTest pontszamok teljes szazalékos egyezése és
95%-0s konfidenciaintervallumai, szévetforras szerint felosztva. Az IHC tesztek 0/1+,

2+ vagy 3+ pontot kaptak.
Teljes szazalékos egyezés
Szovetforras n (95%-0s KI)
TMA & ToGA 355/398 89,2 (85,8-91,9)

5. A4B5Kklén laboratériumok kézotti reprodukéalhatésaga: A vizsgélatot harom
tesztelési helyszinen folytattak le. A mintakat a 4B5 kion IHC Klinikai pontszam
alapjan valasztottak be a vizsgalatba, igy a pozitiv (3+) és a negativ (0, 1+) esetek
szama kozel megegyezett. Emellett négy 2+ pontszamd gyomorrakos mintat is

tanulményoztak.

Mind a harom vizsgalohely BenchMark XT és BenchMark ULTRA platformot
haszndlt a platformonkénti 4 festés elvégzéséhez. Az eseteket a festéshez
rétegzett randomizaciés eljaras soran randomizaltak, amely Ugy sorolta be az
eseteket, hogy minden mérés tartalmazzon minden fajta HER2 pontszam
gyomorrak esetet. Az egyes vizsgalohelyek egyes berendezésein ugyanazokkal
az esetekkel végezték a futtatdsokat. Minden vizsgalohelyen, minden eset egyik
mintajat 4B5 kion-tel és az adott eset egy masik mintajat CONFIRM Negative
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Control Rabbit Ig-vel festették meg a BenchMark ULTRA platformon. Az azonos

esethez tartozd masik metszetpart minden vizsgaléhelyen hasonléan festettek
meg a BenchMark XT platformon. Az esethez tartoz metszeteket minden

vizsgalohelyen egy szakképzett kiértékeld személy pontozta, aki az 6sszes minta

esetén el6zéleg meghatarozott IHC Klinikai besorolast nem ismerte.

Az sszes értékelhetd esetnél a teljes egyezés mindharom vizsgalohely kozotti
6sszehasonlitasban 100%-os volt, mind a BenchMark ULTRA platformon, mind
pedig a BenchMark XT platformon. A BenchMark ULTRA és a BenchMark XT
platform értékelhetd esetei kdzotti teljes egyezés mindharom vizsgalohelyen
100%-os volt. A hattér és morfolégiai elfogadhatdsagi arany az A és C
vizsgalohelyek mindkét platformjan minden esetben 100%-os volt, a B
vizsgalohely mindkét platformjan pedig >95%. Lasd az alabbi tblazatokat.

30. tablazat: Teljes klinikai értékelés egyezése a vizsgaldhelyek kozott: Minden
értékelhetd eset.

BenchMark ULTRA berendezés Teljes szazalékos egyezés

A és B vizsgalohely dsszehasonlitasa:
n/N (%) (95% Ki)

A és C vizsgaldhely 6sszehasonlitasa:
niN (%) (95% KI)

30/30 (100%) (88,6 — 100)

30/30 (100%) (88,6 - 100)

B és C vizsgaléhely dsszehasonlitasa:

nIN (%) (95% KI) 30/30 (100%) (88,6 - 100)

BenchMark XT berendezés Teljes szazalékos egyezés

A és B vizsgalohely dsszehasonlitasa:

N (6) (95% K) 31/31 (100%) (89,0 - 100,0)

A és C vizsgalohely 6sszehasonlitasa:
n/N (%) (95% Ki)

B és C vizsgalohely dsszehasonlitasa:
n/N (%) (95% KI)

31/31 (100%) (89,0 - 100,0)

31/31 (100%) (89,0 - 100,0)

31. tablazat: Teljes klinikai értékelés egyezése a platformok kozott:
Minden értékelhetd eset.

BenchMark ULTRA és BenchMark XT

készlilék dsszehasonlitasa Teles sl Ehus gz

A vizsgélchely: n/N (%) (95% KI)
B vizsgalhely: n/N (%) (95% KI)
C vizsgalohely: n/N (%) (95% KI)

40/40 (100%) (91,2 - 100)
34/34 (100%) (89,8 - 100)
3232 (100%) (89,3 - 100)

32. tablazat: Hattér festés és morfoldgiai elfogadhatosagi értékek: Minden eset.

6.

Roche)

A BenchMark és BenchMark GX festdplatformok 6sszehasonlitd vizsgalata
a BenchMark XT festéplatformmal:

Harom gyomorrakos eset (megkézelitdleg 50 eset/TMA) FFPE TMA metszetét
festették meg BenchMark XT, BenchMark, és BenchMark GX késziiléken az
ultraView Universal DAB Detection Kithez és iVIEW DAB Detection Kithez javasolt
megfeleld festési protokollok hasznélataval. A kontroll céljara PATHWAY HER-2 4
in 1 Control Slides-t és mindegyik TMA negativ |g reagenssel festett masodik
lemezét hasznaltak. A megfestett metszeteket egy kiértékeld (patologus) értékelte.

A 4B5 kIén antitestfestés teljes egyezési aranya (és a kétoldalas 95%-0s
konfidenciaintervallum als6 hatara) klinikai értékelés alapjan (pozitiv, negativ) a
kévetkez6k szerint alakult: BenchMark késziilék versus BenchMark XT késziilék
és ultraView Universal DAB Detection Kit 98,0% (94,2-99,3), BenchMark GX
késziilék versus BenchMark XT késziilék és ultraView Universal DAB Detection
Kit 97,4% (93,6-99,0), BenchMark késziilék versus BenchMark XT késziilék és
iVIEW DAB Detection Kit 96,6% (92,7-98,4), BenchMark GX késziilék versus
BenchMark XT késziilék és iVIEW DAB Detection Kit 95,9% (91,8-98,0).

A 4B5 kion antitestfestés pozitiv egyezési aranya (és a kétoldalas 95%-0s
konfidenciaintervallum alsé hatara) klinikai értékelés alapjan (pozitiv, negativ) a
kévetkez8k szerint alakult: BenchMark késziilék versus BenchMark XT késziilék
és ultraView Universal DAB Detection Kit 91,7% (64,4-98,5), BenchMark GX
készillék versus BenchMark XT késziilék és ultraView Universal DAB Detection
Kit 78,6% (52,4-92,4), BenchMark kész(ilék versus BenchMark XT és iVIEW DAB
Detection Kit 80,0% (54,8-93,0), BenchMark GX késziilék versus BenchMark XT
és \VIEW DAB Detection Kit 73,3% (48,0-89,1).

A 4B5 kIdn festés negativ egyezési aranya (és a kétoldalas 95%-0s
konfidenciaintervallum als6 hatara) klinikai értékelés alapjan (pozitiv, negativ) a
kévetkez6k szerint alakult: BenchMark késziilék versus BenchMark XT késziilék
és ultraView Universal DAB Detection Kit 98,5% (94,8-99.6), BenchMark GX
készillék versus BenchMark XT késziilék és ultraView Universal DAB Detection
Kit 99,3% (96,1-99,9), BenchMark kész(ilék versus BenchMark XT készillék és
iVIEW DAB Detection Kit 98,1% (94,6-99,4), BenchMark GX késziilék versus
BenchMark XT késziilék és iVIEW DAB Detection Kit 98,1% (94,5-99,3). Az
egyezési aranyok 2 x 2-es prezentacidja az 8sszes 6sszehasonlitdshoz, klinikai
meghatarozas alapjan (pozitiv, negativ), az alabbi tblazatokban lathato.

33. tdblazat: A BenchMark késziilék és a BenchMark XT késziilék platformok kdzotti
egyezési ardnyanak ultraView Universal DAB Detection Kit kittel végzett 2 X 2-es

analizise.
4B5 klén az ultraView Universal DAB Detection Kit
BenchMark BenchMark XT berendezés i
berendezés Pozitiv Negativ Osszesen
Pozitiv 11 2 13
Negativ 1 133 134
Osszesen 12 135 147
niN % (95% KI)
Osszesitett )
szézalékos eqyezés 144/147 98,0% (94,2-99,3)
Pozitiv sza;alekos 1112 91,7% (64,6-98.5)
egyezés
Negativ szazalckos 133/135 98,5% (94,8-99,6)
egyezés

BenchMark ULTRA a a .
P A helyszin B helyszin C helyszin
Morfoldgiai 4444 (100%) 43/44 (97,7%) 44/44 (100%)
elfogadhat6sagi értékek
Hattér-elfogadhatésagi 44/44 (100%) 42/44 (95,5%) 44/44 (100%)
értékek
BenchMark XT q a q
P A helyszin B helyszin C helyszin
Morfologiai 44/44 (100%) 43/44 (97,7%) 44/44 (100%)
elfogadhat6sagi értékek
Hattér-elfogadhatésagi 44/44 (100%) 43/44 (97,7%) 44/44 (100%)
értékek
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34. tablazat: A BenchMark GX késziilék és a BenchMark XT késztilék platformok kozotti 36. tablazat: A BenchMark GX készUilék és a BenchMark XT késziilék platformok kdzotti
egyezési aranyanak ultraView Universal DAB Detection Kit kittel végzett 2 X 2-es analizise. egyezési aranyanak iVIEW DAB Detection Kittel végzett 2 X 2-es analizise.
4B5 kl6n az ultraView Universal DAB Detection Kit 4B5 klén az iVIEW DAB Detection Kit
BenchMark GX BenchMark XT berendezés BenchMark GX BenchMark XT berendezés i
berendezés Pozitiv Negativ Osszesen berendezés Pozitiv Negativ Osszesen
Pozitiv 11 1 12 Pozitiv 11 3 14
Negativ 3 140 143 Negativ 4 154 158
Osszesen 14 141 155 Osszesen 15 157 172
n/N % (95% KI) niN % (95% KI)
Osszesitett Osszesitett 165/172
szazalékos egyezés 1511155 97,4% (93,6-99,0) szazalékos 95,9% (91,8-98,0)
Pozitiv szazalékos egyezes
egyezés 1114 78,6% (52,4-92.4) Pozitiv 11/15
Negativ szazalékos szazalékos 73,3% (48,0-89,1)
egyezés 140/141 99,3% (96,1-99,9) egyezes
Negativ 154/157
. o, o o szazalékos 98,1% (94,5-99,3)
35. tablazat: A BenchMark készillék és a BenchMark XT késziilék platformok kozGtti eqyezés

egyezési aranyanak iVIEW DAB Detection Kittel végzett 2 X 2-es analizise. " - —— —— - —
Osszefoglalas: A vizsgalatokbol szarmazd adatok azt mutatjak, hogy a VENTANA

4B5 klon az iVIEW DAB Detection Kit HER2 (4B5) képessége emld és gyomor neoplasztikus szévet megfelelé festésére
BenchMark XT berendezés specifikus és reprodukalhato volt. A modszer-6sszehasonlitd és laboratdriumok kozotti
E encr:jMa(k Pozitl Negati o reprodukélhatoséagi adatok azt mutattak, hogy a VENTANA HER2 (4B5) segitséget nydijt

CIGIRERES SHY £ty SsZesen azon eml6- és gyomorrakos betegek betegségének értékelésében, akiknél széba johet a

Pozitiv 12 3 15 Herceptin kezelés.

Negativ 3 156 159 TELJESITMENYJELLEMZOK — PERJETA AND KADCYLA
Osszesen 15 159 174 HER2 Emlészévet - A Perjeta és a Kadcyla pivotalis vizsgélatanak belépési

nIN % (95% KI) tesztjéhez tartoz6 modszer-6sszehasonlité vizsgalat emlékarcindméban

A Perjeta és Kadcyla vizsgalatok kohorszainak belépési tesztjeivel valé ekvivalencia
P 0 : megallapitasa céljahol a vizsgalati mintakon festéses VENTANA anti-HER2/neu (4B5)
szagz};eggggs 168/174 96,6% (92,7-98.4) Rabbit Monoclonal Primary Antibody vizsgalatot végeztek. A Perjeta vizsgalat soran
— értékelt 2753 mintat és a Kadcyla vizsgélat soran értékelt 99 mintat megfestették
Pozitiv szazalékos 12/15 80,0% (54,8-93,0) VENTANA anti-HER2/neu (4B5) Rabbit Monoclonal Primary Antibody (VENTANA HER2

Osszesitett

egyezés (4B5))-vel. Megallapitotték a pozitiv (PPA), negativ (NPA) és altalanos (OPA )
Negativ szazalékos szazalékos egyezési aranyokat A 95%-0s Kl.-ot (kétoldalas 95%-0s
egyezés 156/159 98,1% (94.6-99.4) konfidenciaintervallumot) a pontozasi médszerrel szamitottak.

37. tdblazat: A 4B5 klon és a Dako vizsgalatok HER2 statusz egyezése az dsszes HER2-re értékelhetd alanynal. Az IHC értékelhetd alanyok HER2 statusza pozitiv vagy negativ, amit
a 4B5 kion és a belépési IHC vizsgalattal allapitanak meg.

DAKO HER? statusz [a] [b]

Vizsgélat 4B5 kién pontszam [b] Pozitiv Negativ Osszesen
Perjeta és 3+ 2380 15 2395
Kadcyla
2+ 140 122 262
0/1+ 38 135 173
Osszesen 2558 272 2830
Pozitiv szazalékos egyezés (PPA) n/N (%) (95%-o0s KI) 2380/2558 (93,0)
(92,0-94,0)
Negativ szazalékos egyezés (NPA) n/N (%) (95%-0s KI) 2571272 (94,5)
(91,1-96,6)
Altalanos szazalékos egyezés (OPA) n/N (%) (95%-os KI) 2637/2830 (93,2)
(92,2-94,1)

[a] Pozitiv = IHC pozitiv ésivagy ISH amplifikalt. Negativ = IHC negativ és nem ISH amplifikalt vagy ISH nem-amplifikalt és nem IHC pozitiv.
[b] IHC: Pozitiv = 3+; Negativ = 0, 1+, vagy 2+.
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38. tablazat: A 4B5 klon és a Dako vizsgalatok IHC statusz egyezése az dsszes IHC-re értékelhetd alanynal. Az IHC értékelhetd alanyok HER2 statusza pozitiv vagy negativ, amit a
4B5 kion és a belépési IHC vizsgalattal &llapitanak meg.

Dako HercepTest statusz [a]

Vizsgélat 4B5 Klon sttusz [a] Pozitiv Negativ (Osszesen

Perjeta és Kadcyla Pozitiv 2330 65 2395
Negativ 21 414 435
Osszesen 2351 479 2830
Pozitiv szazalékos egyezés (PPA) niN (%) (95%-os KI) 2330/2351 (99,1) (98,6-99,4)
Negativ szazalékos egyezés (NPA) n/N (%) (95%-o0s KI) 414/479 (86,4) (83,1-89,2)
Altalanos szazalékos egyezés (OPA) n/N (%) (95%-os KI) 2744/2830 (97,0) (96,3-97,5)

Perjeta Pozitiv 2267 63 2330
Negativ 10 399 409
Osszesen 2277 462 2739
Pozitiv szazalékos egyezés (PPA) niN (%) (95%-os KI) 2267/2277 (99,6) (99,2-99,8)
Negativ szazalékos egyezés (NPA) n/N (%) (95%-o0s KI) 399/462 (86,4) (82,9-89,2)
Altalanos szazalékos egyezés (OPA) n/N (%) (95%-os KI) 2666/2739 (97,3) (96,7-97,9)

Kadcyla Pozitiv 63 2 65
Negativ 11 15 26
Osszesen 74 17 91

Pozitiv szazalékos egyezés (PPA) niN (%) (95%-os KI)
Negativ szazalékos egyezés (NPA) n/N (%) (95%-o0s KI)
Altalanos szazalékos egyezés (OPA) n/N (%) (95%-os KI)

[a] Pozitiv = 3+; Negativ = 0, 1+, vagy 2+.

6374 (85,1) (75,3-91,5)
15/17 (88,2) (65,7-96,7)
78/91 (85,7) (77,1-91,5)

39. tablazat: A 4B5 klon és a Dako vizsgalatok IHC pontszam egyezése az 6sszes IHC-re értékelhetd alanynal. Az IHC értékelhet6 alanyok HER?2 statusza pozitiv vagy negativ, amit
a 4B5 kion és a belépési IHC vizsgalattal allapitanak meg.

Dako HercepTest pontszdm

Vizsgélat 4B5 klén pontszam 3+ 2+ 0/1+ (Osszesen

Perjeta és Kadcyla 3+ 2330 64 1 2395
2+ 12 235 15 262
0/1+ 9 26 138 173
Osszesen 2351 325 154 2830
Altalanos szazalékos egyezés (OPA) n/N (%) (95%-os KI) 2703/2830 (95,5) (94,7-96,2)

Perjeta 3+ 2267 62 1 2330
2+ 9 226 13 248
0/1+ 1 24 136 161
Osszesen 2277 312 150 2739
Altalanos szazalékos egyezés (OPA) n/N (%) (95%-os KI) 2629/2739 (96,0) (95,2-96,7)

Kadcyla 3+ 63 2 0 65
2+ 3 9 2 14
0/1+ 8 2 2 12
Osszesen 74 13 4 91
Altalanos szazalékos egyezés (OPA) n/N (%) (95%-os KI) 74/91 (81,3) (72,1-88,0)
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40. tablazat: A 4B5 kidn festés elfogadhatdséga. IHC tesztelt alanyok. Az IHC festés akkor szamit elfogadhatonak, ha megéllapithatd egy érvényes IHC pontszdm
(0, 1+, 2+, vagy 3+). A nem elfogadhatd festddés oka lehet a nem elfogadhatd negativ kontroll, a szdvetveszteség, nem elegendd tumorszdvet, nem elfogadhaté hattér és nem

elfogadhaté morfolégia.

Paraméter Perjeta Kadcyla Perjeta és Kadcyla
Kezdeti IHC tesztek szama 2753 99 2852

Festddés kezdeti elfogadhatosaga n/N (%) (95% KI.) 2708/2753 (98,4) (97,8, 98,8) 92/99 (92,9) (86,1, 96,5) 2800/2852 (98,2) (97,6, 98,6)
Ismételt IHC tesztek szama 40 0 40

Festddés végso elfogadhatosaga n/N (%) (95% KI.) 2746/2753 (99,7) (99,5, 99,9) 92/99 (92,9) (86,1, 96,5) 2838/2852 (99,5) (99,2, 99,7)
HIBAELHARITAS 11. Carson F, Hladik C. Histotechnology: A Self Instructional Text, 3rd edition.

1. Haa pozitiv kontroll a vartnal gyengébb festést mutat, a kész(ilék aktudlis
ciklusaban futtatott mas pozitiv kontrollokat kell megvizsgalni, hogy eldonthessék,
hogy ez vajon a primer antitestnek, vagy valamelyik kdz6s szekunder reagensnek
kdszbnheté-e.

2. Haa pozitiv kontroll negativ eredményt ad, ellendrizze, hogy a megfeleld vonalkéd-
cimkét hasznalat-e. Ha a vonalkdd helyes, mas pozitiv kontrollokkal kell dolgozni
ugyanazon a késziiléken, hogy meghatérozza, hogy a hiba a primer antitestnek
vagy valamelyik kzés szekunder reagensnek kdszénhetd-e. Eléfordulhat, hogy
a szévetek mintavételezése, fixalasa vagy paraffinmentesitése helytelendl tortént.

A szbvet mintavételezése, a tarolas és a fixalas soran a megfeleld eljarast kell

alkalmazni. 15,
16.

3. Hanem tavolitottak el az 6sszes paraffint, akkor a festédés hianyozhat. A
paraffinmentesitési miiveletet meg kell ismételni.

4. Haa specifikus antitestfestés tul intenziv, roviditett inkubacios idé mellett meg
kell ismételni a mérést, amig a kivant festési intenzitast meg nem kapjuk.

5. Haa szdvetmetszetek lemosddnak a metszetrdl, bizonyosodjon meg arrdl, hogy
pozitiv toltésli metszetet hasznal.

6.  Haagyomorkarcindmas metszetben a tumoros teriilet kdzvetlen kozelében az
ép nyalkahartyaban a membranfestés értékelését zavard sejtmag- és citoplazma-
festddés észlelhetd, az eset ISH-val ellendrizhetd.

- 19.
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