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URCENE POUZITI

PATHWAY anti-HER-2/neu (4B5)
Rabbit Monoclonal Primary Antibody
(PATHWAY HER?2 (4B5)) od
spole¢nosti Ventana Medical Systems,
Inc. (Ventana) je kralici monoklonalni
protilatka uréena k laboratornimu
pouziti pro semikvantitativni detekci
antigenu HER2 v fezech bézné

Obr. 1. Barveni s protilatkou PATHWAY @ neoplastické tkané fixované
formalinem, zalité parafinem po

HER2 (4B5) u karcinomu prsu. obarveni na pfistroji BenchMark XT
nebo BenchMark ULTRA. Je indikovana jako pomlicka pii hodnoceni pacient s rakovinou
prsu, u nichz se uvazuje o 1¢hé pfipravkem Herceptin® (trastuzumab) nebo KADCYLA®
(ado-trastuzumab emtansin).

Tento produkt musi byt interpretovan kvalifikovanym patologem v kombinaci

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

Poznamka: Vsichni pacienti v Klinickych studiich s pfipravkem Herceptin byli vybrani

s pouZitim testu klinické studie. Zadny z pacientdi v téchto studiich nebyl vybran s pouzitim
PATHWAY anti-HER-2/neu (4B5). PATHWAY anti-HER-2/neu (4B5) byla porovnana

s primarni protilatkou PATHWAY HER-2 (clone CB11) Primary Antibody na nezavislé
sadé vzorkU a bylo zji§téno, Ze poskytuje pfijatelné shodné vysledky. Skute¢na korelace
PATHWAY anti-HER-2/neu (4B5) s klinickym vysledkem nebyla stanovena.

SOUHRN A VYSVETLENI

PATHWAY anti-HER-2/neu (4B5) Rabbit Monoclonal Primary Antibody (protilatka
PATHWAY anti-HER2 (4B5)) je krali¢i monoklonalni protilatka produkovana proti vnitfni
doméné transmembranového lidského receptoru epidermalniho ristového faktoru 2
(HER2). HER2 byl klonovan a charakterizovan Akiyama, et al v roce 1986.! Ukazalo se,
Ze klon 4B5 reaguje s 185kD proteinem z lyzatt bunék SK-BR-3 prostfednictvim Western
blottingu. SK-BR-3 je bunééna linie karcinomu prsu, ktera ma 128krat vyssi expresi mRNA
HER2.2 Velikost identifikovaného pasu dobre koreluje s velikosti uvadénou Akiyama, et al
pro protein HER2 (185 kD). Imunohistochemické (IHC) experimenty s transfektovanymi
buné&nymi liniemi (HEK293) ukazaly, ze klon 4B5 obarvi buriky transfektované HER2

a buriky transfektované HER4. Nebylo pozorovano zadné barveni bunék transfektovanych
HER1 nebo HER3. Data Western blotu s rekombinantnim proteinem HER4 také ukazala,
Ze klon 4B5 rozpoznava epitop HER4.

HER2 je pfiblizné 185kDa transmembranovy tyrozinkinazovy receptor, ktery je
strukturaliné podobny receptoru epidermalniho ristového faktoru (EGFR).34 Genova
amplifikace a odpovidajici nadméma exprese HER2 byla nalezena u fady nadord, véetné
karcinom( prsu.3:4.5 Nadméma exprese proteinu je diky amplifikaci genu HER2
primarnim faktorem tumorigeneze zprostfedkované HER2.3 Pebytek exprese proteinu
HER2 na bunétné membrané zvySuje signalni transdukci, ktera indukuje proliferaci a
diferenciaci a nakonec zplsobuje tvorbu nadoru.3:4

Zhruba 15 az 30 procent invazivnich duktalnich karcinom( prsu je pozitivnich na
nadmérnou expresi proteinu HER2 a/nebo genovou amplifikaci.6:7 TéméF véechny piipady
Pagetovy choroby prsu a az 90 procent pfipadd duktalniho karcinomu in situ
komedonového typu jsou pozitivni.6:8

KLINICKY VYZNAM
Rakovina prsu je nejcastéjSim karcinomem vyskytujicim se u zen a druhou nejcastéjsi
pricinou Umrti souvisejicich s rakovinou.46 VV Severni Americe onemocni rakovinou prsu
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jedna Zena z osmi.4 Véasna detekce a vhodna terapie mohou vjznamné ovlivnit celkové
preziti.9.10 Malé tkafiové vzorky Ize snadno pouzit v rutinnim IHC, coZ ¢ini tuto techniku
v kombinaci s protilatkami, které detekuiji antigeny duleZité pro interpretaci karcinomu,
Gcinnym nastrojem pro patologa pfi diagnostice a progndze onemocnéni. Jednim

z duleZitych markerd rakoviny prsu je dnes HER2,11,12,13,14

Bylo prokazano, Ze terapeutické Iéky Herceptin (trastuzumab) a KADCYLA (ado-
trastuzumab emtansine / trastuzumab emtansin) prospivaji nékterym pacientim

s karcinomem prsu tim, Ze zastavi a v nékterych pfipadech zvrati rist nadoru.9.14 Léky
jsou humanizované monoklonalni protilatky, které se vazou na protein HER2 na
rakovinnych bufikéch.11,13,14 L é¢ba piipravkem Herceptin nebo KADCYLA by méla mit
prospéch pouze u pacient(i s karcinomy prsu pozitivnimi na HER2.11,12,13,14 Diagnostika
in vitro pro hodnoceni stavu HER2 u karcinomt prsu je dileZitd a pomaha klinickému
Iékafi pfi stanoveni 1é&by pripravkem Herceptin nebo KADCYLA.11,12,14 Detekce exprese
proteinu HER2 na zakladé IHC se pouziva jako pomucka pfi hodnoceni pacientli

s rakovinou prsu, u nichZ se uvazuje o |é¢bé pfipravkem Herceptin nebo KADCYLA.

Interpretace vysledk jakéhokoli detekéniho systému pro HER2 musi brat v ivahu
skute€nost, ze HER2 je exprimovan jak v rakovinovych nadorech prsu, tak ve zdravé
tkéni, i kdyZ na riznych Grovnich a s riznymi vzory exprese. !5 Histologické tkéfiové
pfipravky maji vyhodu intaktni morfologie tkané, ktera pomaha pii interpretaci pozitivity
vzorku na HER2. VSechny histologické testy by mély byt interpretovany odbornikem na
morfologii rakoviny prsu a/nebo na patologii a vysledky by mély byt doplnény
morfologickymi studiemi a vhodnymi kontrolami a pouZity ve spojeni s dalSimi klinickymi
a laboratornimi Udaji.

PRINCIP POSTUPU

Protilatka PATHWAY anti-HER2 (4B5) je krali€i monoklonaini protilatka, ktera se vaze na
HER2 v fezech tkéané fixované formalinem, zalité parafinem (FFPE). Specificka protilatka
mize byt lokalizovana bud formulaci sekundami protilatky konjugované s biotinem, ktera
rozpoznava krali¢i imunoglobuliny, s naslednym pfidanim konjugatu streptavidin-kfenové
peroxidazy (HRP) (VIEW DAB Detection Kit) anebo konjugatu sekundarni protilatky aHRP
(ultraView Universal DAB Detection Kit). Specificky komplex protilatky a enzymu je poté
vizualizovan produktem precipitatni enzymové reakce. Kazdy krok se inkubuje po
pfesnou dobu a pfi presné teploté. Na konci kazdého kroku inkubace jsou fezy promyty
v pfistroji pro zastaveni reakce a odstranéni nenavazaného materialu, ktery by branil
pozadované reakci v naslednych krocich. Pfistroj nanese kapalné kryci sklicko, které
minimalizuje odpafovani vodnych reagencii ze sklicka se vzorkem.

Klinické pfipady by mély byt hodnoceny v kontextu vykonu pfisluSnych kontrol.
Doporuéuje se zahmout pozitivni kontrolu tkéné fixovanou a zpracovanou stejnym
zpUsobem jako pacientsky vzorek (napfiklad slabé pozitivni karcinom prsu). Kromé
obarveni s protilatkou PATHWAY anti-HER2 (4B5) by mélo byt provedeno obarveni
druhého sklicka s 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 doporucuije, aby bylo pro kazdou davku vzorku
zpracovanych a analyzovanych na pfistroji BenchMark IHC/ISH zahmuto sklicko

s negativni kontrolni tkani (napfiklad karcinom prsu negativni na HER2). Tato negativni
kontrolni tkan by méla byt obarvena s protilatkou PATHWAY anti-HER2 (4B5), aby bylo
zaji$téno, Ze zesileni antigenu a dal3i postupy pred oSetfenim nevytvofi faleSné pozitivni
barveni. Pouziti pfedem nafedéné protilatky PATHWAY anti-HER2 (4B5) spole¢nosti
VENTANA a VIEW DAB pripraveného k pouziti a soupravy u/traView Universal DAB
Detection Kit spolecné s pfistrojem BenchMark IHC/ISH snizuje moznost lidské chyby

a nevyhnutelné variability vyplyvajici z fedéni jednotlivych reagencii, manuainiho
pipetovani a manuélni aplikace reagencii.

DODAVANY MATERIAL

Protilatka PATHWAY anti-HER2 (4B5) obsahuje dostate¢né mnoZstvi reagencie pro

50 testd.

Jeden 5mL davkovac protilatky PATHWAY anti-HER2 (4B5) obsahuje pfiblizné 30 pg
krali¢i 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 konzervacniho
prostfedku. V zasobnim roztoku je stopové mnozstvi, pfiblizné 0.25 %, fetalniho teleciho
séra.

Koncentrace specifické protilatky je pfiblizné 6 pg/mL.

Protilatka PATHWAY anti-HER2 (4B5) je krali¢i IgG zfedény ze supernatantd tkarové
kultury.
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Podrobné popisy nasledujicich polozek naleznete v pfisluSném metodickém listu

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

a pfiprava pro analyzu, Postupy kontroly kvality, Reseni problémd, Interpretace vysledki
a Omezeni.

POTREBNE MATERIALY, KTERE NEJSOU SOUCASTi DODAVKY
Barvici reagencie, napfiklad detekéni soupravy VENTANA, a pomocné materialy, véetné
skli¢ek pro negativni a pozitivni kontrolu tkané, nejsou soucasti dodavky.
Vechny produkty uvedené v metodickém listu nemuseji byt dostupné ve viech
zemépisnych oblastech. Obratte se na mistni servisni zastoupeni.
Nésledujici reagencie a materialy mohou byt pfi barveni potfebné, nejsou v3ak soucasti
dodéavky:
1. Doporucené kontrolni tkané
Mikroskopicka sklicka, Superfrost Plus (VWR kat. &. 48311-703 nebo ekvivalent)
3. CONFIRM Negative Control Rabbit Ig (kat. €. 760-1029 / 05266238001)
4. Detekeni souprava VIEW DAB Detection Kit (kat. €. 760-091 / 05266157001)
5. ultraView Universal DAB Detection Kit (kat. ¢. 760-500 / 05269806001)
6.  EZ Prep Concentrate (10X) (kat. €. 950-102 / 05279771001)
7. Reaction Buffer Concentrate (10X) (kat. ¢. 950-300 / 05353955001)
8. LCS (Predilute) (kat. ¢. 650-010 / 05264839001)
9. ULTRALCS (Predilute) (kat. ¢. 650-210 / 05424534001)
10.  Cell Conditioning Solution (CC1) (kat. &. 950-124 / 05279801001)
11. ULTRA Cell Conditioning (ULTRA CC1) (kat. €. 950-224 / 05424569001)
12. Hematoxylin Il (kat. ¢. 790-2208 / 05277965001)
13.  Bluing Reagent (kat. ¢. 760-2037 / 05266769001)
14.  Trvalé fixani médium
15.  Kryci sklo
16.  Automatizovany podavac krycich skli¢ek
17.  Obecné laboratorni vybaveni
18.  Pfistroj 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 davkovaé po
kazdém pouziti uzavfit vickem a okamzité umistit ve svislé poloze do chladnicky.

KaZzdy davkova¢ protilatky ma stanovenou dobu exspirace. Pfi Fadném skladovani zlistane

reagencie stabilni do data uvedeného na titku. Po uplynuti data expirace reagencii
nepouzivejte.

PRIPRAVA VZORKU

Pro pouziti této primarni protilatky s detekénimi soupravami VENTANA a pfistrojem
BenchMark IHC/ISH jsou vhodné tkané FFPE zpracované béznym zplisobem. V zajmu
zachovani antigennosti nafezanych tkarovych fezd se museji sklicka barvit okamzité.
Doporuéenym fixativem na tkané& je 10% neutralni pufrovany formalin. 16 Pouzité mnozstvi
je 15- a2 20krat v&t$i nez objem tkané. Zadny fixaéni prostfedek nepronikne za 24 hodin
vice nez 2 az 3 mm pevné tkané nebo 5 mm porézni tkané. Rez tkané o velikosti 3 mm
nebo mensi by mél byt fixovan nejméné 4 hodiny a nejvySe 8 hodin. Fixaci Ize provadét pfi
pokojové teploté (15-25 °C).16

Spravné fixované a zalité tkané exprimujici antigen zlstanou stabilni minimalné 2 roky,
pokud jsou uchovavany na chladném misté (15-25 °C). Norma Clinical Laboratory
Improvement Act (CLIA) z roku 1988, 42 CFR 493.1259(b) vyZaduie, Ze ,laboratoF musi
uchovavat obarvena sklicka nejméné deset let od data vySetieni a uchovavat bloky vzork
nejméné dva roky od data vySetfeni*.

Je tfeba pfipravit fezy o tloustce priblizné 5 um a ty poloZit na sklicka. Sklicka by méla byt
Superfrost Plus nebo ekvivalentni. Tkan by méla byt suSena na vzduchu uloZenim skli¢ek
pfi pokojové teploté pres noc.17 Studie provedené ve spolednosti Ventana naznaduiji, ze
fezy tkdné a bunécné linie suSené na vzduchu a poté skladované pri teploté 2-8 °C jsou
stabilni po dobu nejméné 6 mésicl. Kazda laboratoi ma validovat stabilitu sklicka s fezem
pro své vlastni postupy a podminky prostfedi pro skladovani.

VySetfeni neznamych vzork( doporucujeme provadét soubézné s pozitivnimi

a negativnimi kontrolnimi vzorky.

UPOZORNENiI A BEZPECNOSTNi OPATRENI
1. Ur€eno k diagnostickému pouZiti in vitro (IVD).
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2. Pouze k odbornému pouziti.

3. UPOZORNENI: Federalni zakony USA omezuji prode] tohoto prostfedku pouze
Iékarim nebo na jejich objednavku. (Rx Only)

4. Nepouzivejte nad ramec specifikovaného poctu testu.

5. Pozitivné nabité sklicka mohou byt citliva na z&téz prostiedi, coz méa za nasledek
nevhodné zbarveni. Pozadejte z&stupce spolecnosti Roche o dalsi informace o tom,
jak pouzivat tyto typy sklicek.

6. S materidlem lidského nebo Zivocisného plivodu je tfeba nakladat jako
s nebezpeénym biologickym materialem a likvidovat jej v souladu s platnymi
bezpe€nostnimi opatfenimi. V pfipadé expozice je potfeba se fidit zdravotnickymi
smérnicemi odpovédnych organ(. 18,19

7. Zabrante kontaktu reagencii s o¢ima a sliznicemi. Jestlize se reagencie dostanou do
kontaktu s citlivymi oblastmi, omyjte zasazené oblasti vydatnym mnoZstvim vody.

8.  Zabrarte mikrobialni kontaminaci reagencii, mohla by zp(isobit nepfesnost
vysledka.

9. Pripouziti podle pokynd neni tento produkt klasifikovan jako nebezpecna latka.
Konzervaénim prostfedkem v reagencii je azid sodny. Symptomy nadmérné
expozice azidu sodnému mohou zahmovat podrazdéni kize a oci, podrazdéni
sliznic a podrazdéni hornich cest dychacich. Koncentrace azidu sodného v tomto
produktu je mensi nez 0.05 % a nesplfiuje kritéria pro nebezpecnou latku.
Usazeniny NaN3 mohou reagovat s olovénym a médénym potrubim za vzniku
vysoce vybusnych azidd. Pfi likvidaci splachnéte velkym mnoZstvim vody, aby
nedochézelo ke hromadéni azidu v potrubi.20 U citlivych jedincli jsou mozné
systémové alergické reakce.

10.  DalSi informace o pouZivani tohoto prostfedku obsahuje uzivatelska pfirucka
pristroje BenchMark IHC/ISH a navody k pouziti vech nezbytnych soucasti, které
naleznete na intemetovych strankach dialog.roche.com.

11. Doporu¢ené metody likvidace naleznete v celostatnich a/nebo mistnich pfedpisech.

12. Oznaceni produktu bezpeénostnimi Stitky se Fidi hlavné pokyny GHS EU. Pro
profesionaini uZivatele je na vyzadani k dispozici bezpeénostni list.

13.  Pro nahlaSeni podezielych zavaznych incidentd tykajicich se tohoto prostfedku se
obratte na mistniho zastupce spolecnosti Roche a kompetentni organy ¢lenského
statu nebo zemé, ve které uZivatel provozuje €innost.

POSTUP BARVENI

Primami protilatky VENTANA byly vyvinuty pro pouZiti v pfistrojich BenchMark IHC/ISH
spolecné s detekCnimi soupravami a pfislusenstvim VENTANA. Doporucené barvici
protokoly uvadéji tabulky nize. Protilatka PATHWAY anti-HER2 (4B5) je schvélena pro
pouziti ve Spojenych statech americkych, pokud se pouziva postup barveni PATHWAY
pro doporucené barvici protokoly.

Tato protilatka byla optimalizovana pro specifické inkubacni doby, uZivatel vSak musi
vysledky ziskané pomoci této reagencie ovérit Protilatka PATHWAY anti-HER2 (4B5) by
méla byt pfed pouzitim ponechana stat alespori 30 minut pfi pokojové teploté.
Parametry automatickych procesti Ize zobrazit, vytisknout a upravovat podle postupl
uvedenych v uzivatelské pfirucce pfistroje. Dalsi podrobné informace o postupech IHC
barveni naleznete v metodickém listu k pfisluSné detekéni soupravé VENTANA.

Dal3i podrobnosti o spravném pouzivani tohoto prostfedku najdete v metodickém listu ke
vkladacimu davkovaci (P/N 790-2991).

Tab.1.  Doporuceny barvici protokol pro protilatku PATHWAY anti-HER2 (4B5) s
detekéni soupravou VIEW DAB Detection Kit na pfistrojich BenchMark IHC/ISH.
T . Metoda
ostupu
YP PSP BenchMark XT ULTRA
Suseni Z4dné Zadné Zadné
Odparafinovani Zvoleno Zvoleno Zvoleno
prava unsk ccty ceiy ULTRA CC1,
(odma_s ovani standardni standardni mirné
antigenu)
32 minut 32 minut 24 minut
Protilatka (primarni ' ' '
rotilatka (primarni) 37°C 37°C 36°C
Blokovani A/B Posadovano
(blokovani biotinu)
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Metoda

Typ postupu

BenchMark XT ULTRA

Kontrastni barvivo Hematoxylin II, 4 minuty

Po kontrastnim

barveni Bluing, 4 minuty

Tab.2.  Doporuceny barvici protokol pro protilatku PATHWAY anti-HER2 (4B5)
s detekéni soupravou u/traView Universal DAB Detection Kit na pfistrojich BenchMark
IHC/ISH s pouzitim postupu barveni PATHWAY.

Metoda
Typ postupu XT ULTRA
Postup barvent: XT um&ll-l\llfil;v; ZSEHWAY U uItraI\_I/IiéaszF:ggHWAY
Odparafinovani Zvoleno Zvoleno
Uprava bunék
(odmaskovani CC1, mimé ULTRA CC1, mimé
antigenu)
Enzym (proteaza) Nepozaduije se Nepozaduije se
Protilatka (primarni) 16 minut, 37 °C 12 minut, 36 °C

Kontrastni barvivo Hematoxylin Il, 4 minuty

Po kontrastnim

barveni Bluing, 4 minuty

Tab.3.  Doporuceny barvici protokol pro protilatku PATHWAY anti-HER2 (4B5)
s detekéni soupravou u/traView Universal DAB Detection Kit na pfistrojich BenchMark
IHC/ISH s pouzitim postupu barveni ultraView.

Metoda
Typ postupu XT ULTRA
Postup barveni: XT ultraView v3 U ultraView DAB
Odparafinovani Zvoleno Zvoleno

Uprava bunék

(odmaskovani
antigenu)

Cell Conditioning 1, mirné ULTRA CC1, mirmé

Enzym (proteaza) Nepozaduije se Nepozaduije se
Protilatka (primarni) 16 minut, 37 °C 12 minut, 36 °C
ultraWash Zvoleno Zvoleno

Kontrastni barvivo Hematoxylin Il, 4 minuty

Po kontrastnim

barveni Bluing, 4 minuty

Vzhledem k riiznym zpusoblm fixace a zpracovani tkani, jakoz i obecnému stavu pfistroje
a podminkam laboratorniho prostfedi miZe byt potfeba prodlouZit nebo zkratit dobu
inkubace s primarni protilatkou, dobu Upravy bunék nebo dobu predbézného zpracovani
proteazou v zavislosti na jednotlivych vzorcich, pouZité metodé detekce a vlastni
preferenci. DalSi informace o rliznych fixacich naleznete v pfirucce
JJmmunohistochemistry Principles and Advances" (Zasady a postupy
imunohistochemie).2!

POSTUPY KONTROLY KVALITY

Nejvhodné;jsim 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 nejvhodné;jSi tkan se slabym pozitivnim zbarvenim.
Kontrolni tkan miZe obsahovat pozitivné i negativné zabarvené prvky a slouzit pro
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pozitivni i negativni kontrolu. Kontrolni tkani by mél byt Cerstvy vzorek z pitvy, biopsie
nebo operace, zpracovany a fixovany co nejdfive stejnym zplsobem jako testované fezy.
Znamé pozitivni kontroly tkani je nutno pouzivat pouze ke sledovani spravné funkce
reagencii a pistrojd, nikoli jako pomUicku ke stanoveni konkrétni diagndzy testovanych
vzorkd. Pokud pozitivni kontroly tkani pozitivni zbarveni nevykazuji, je tfeba povazovat
vysledky testovanych vzorkl za neplatné.

Priklady tkané pro pozitivni kontrolu pro tuto protilatku jsou tkané slabé pozitivniho
karcinomu prsu.

Kontroly systému bunécné linie

Spole¢nost Ventana ma k dispozici jako samostatny produkt étyfi kontroly fady bunék
fixované formalinem, zalité parafinem, nafezané a umisténé na jedno nabité sklicko (P/N
781-2991). Kontrolni sklicka PATHWAY HER-2 4 in 1 Control Slides mohou byt uzite¢na
pfi pfedbé&Zné validaci metody zpracovani pouZité pro barveni sklicek s protilatkou
PATHWAY anti-HER2 (4B5). Tyto ¢tyfi kontroly fady bunék jsou charakterizovany
hybridizaci in situ pro pocet kopii gend, 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 Slides. Pokud uvedené barveni neni u pfislusnych
jader patré, zejména u kontrol 1+ a 2+, mélo by se barveni tkani opakovat.

Tab.4.  Vlastnosti kontrolnich sklicek PATHWAY HER-2 4 in 1 Control Slides.
IHC skore pro HER2 Bunécna linie Pomér HER2/Chr17*
0 MDA-MB-231 1.11
1+ T47D 1.12
2+ MDA-MB-453 2.66
3+ BT-474 5.53

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

Pozitivni kontrola tkané

Tkan pro pozitivni kontrolu, fixovana a zpracovana stejnym zptisobem jako pacientské
vzorky, musi byt analyzovana pro kazdou sadu podminek testu a pfi kazdém provedeném
postupu barveni s protilatkou PATHWAY anti-HER2 (4B5). Tato tkan by mohla obsahovat
buriky anebo slozky tkané s pozitivnim zabarvenim i negativni buriky anebo slozky tkané
a muze slouZit jako tkar pro pozitivni i negativni kontrolu. Kontrolni tkani by mél byt
Cerstvy vzorek z pitvy/biopsie/operace, zpracovany a fixovany co nejdfive stejnym
zpUsobem jako testované fezy. Takova tkan mize sledovat vechny kroky analyzy, od
pfipravy tkdné az po barveni. PouZiti tkafového fezu fixovaného nebo zpracovaného
odli$né od testovaného vzorku poskytuje kontrolu véech reagencii a krokii metody kromé
fixace a pfipravy tkané. Tkan se slabym pozitivnim zabarvenim je pro optimalni kontrolu
kvality a pro detekci menSich urovni degradace reagencii vhodnéjsi nez tkan se silnym
pozitivnim zabarvenim. V ideélnim pfipadé by méla byt vybrana tkan, o které je znamo, ze
ma 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 vSak neoplasticka tkan,
ktera je pozitivni na HER2, silné pozitivni vzhledem k povaze patologie (hadmérna
exprese). Prikladem pozitivni kontroly pro protilatku PATHWAY anti-HER2 (4B5) je
invazivni karcinom prsu (napfiklad duktalni nebo lobularni) se znamou slabou pozitivitou
na HER2. Slozky tkané s pozitivnim zabarvenim (membrana neoplastickych bunék) se
pouzivaji k potvrzeni, Ze byla pouZita protilatka a Ze pfistroj spravné fungoval.

Tkaf invazivniho karcinomu prsu se znamou slabou pozitivitou na HER2 mize obsahovat
buriky nebo slozky tk&né s pozitivnim i negativnim zabarvenim a mlze slouZit jako tkar
pro pozitivni i negativni kontrolu.

Znamé pozitivni kontroly tkani je nutno pouzivat pouze ke sledovani spravné funkce
zpracovanych tkani a testovacich reagencii, nikoli jako pomlicku ke stanoveni konkrétni
diagnézy pacientskych vzorku.

Negativni kontrola tkané

Stejné sklicko s tkani pouZitou pro pozitivni kontrolu tkané (duktalni nebo lobularni
invazivni karcinom prsu) muze byt pouZito jako negativni kontrola tkané. Slozky bez
zabarveni (okolni stroma, lymfoidni buriky a krevni cévy) by mély vykazovat nepfitomnost
specifického barveni a poskytnout indikaci specifického barveni pozadi s primami
protilatkou. S kazdym barvicim cyklem pouzijte tkan, o které je znamo, Ze je fixovana,
zpracovana a zalita identickym zpUsobem jako pacientsky (pacientské) vzorek (vzorky),
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abyste ovéili specificitu protilatky PATHWAY anti-HER2 (4B5) a abyste poskytli indikaci
specifického barveni pozadi (fale$né pozitivni barveni).

Negativni reagenéni kontrola

K usnadnéni interpretace vysledki je tfeba provést pro kazdy vzorek cyklus s negativni
reagencni kontrolou. Negativni reagencni kontrola se pouziva namisto primarni protilatky
k vyhodnoceni nespecifického zabarveni. Sklicko ma byt barveno s CONFIRM Negative
Control Rabbit Ig. Doba inkubace pro negativni reagencni kontrolu by méla byt stejna jako
u inkubace s primarni protilatkou.

Nevysvétlitelné 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 problému. Identifikujte a napravte problém a pak opakuijte
pacientské vzorky.

Ovéreni testu

Pred prvnim pouzitim protilatky nebo barviciho systému v diagnostické procedufe je tfeba
ovéfit specificitu protilatky jejim testovanim na fadé tkani se znamymi
imunohistochemickymi funkénimi charakteristikami reprezentujicimi zndmé pozitivni

a negativni tkané (viz Postupy kontroly kvality uvedené v této ¢asti v pfibalové informace
a doporuceni College of American Pathologists Laboratory Accreditation Program,
Anatomic Pathology Checklist,22 nebo CLSI Approved Guideline23 nebo oba dokumenty).
Postupy kontroly kvality je tfeba opakovat pro kazdou novou 3arzi protilatky nebo vzdy,
kdyz dojde ke zméné parametru testu. Pro ovéfeni testu jsou vhodné tkané rakoviny prsu
se znamym stavem HER2.

INTERPRETACE BARVENI / OCEKAVANE VYSLEDKY

Imunologicky postup automatizovaného barveni VENTANA zpUsobi, Ze se hnédy reakéni
produkt (DAB) vysrazi v mistech antigenu lokalizovanych protilatkou PATHWAY anti-
HER2 (4B5). Kvalifikovany patolog se zkuSenostmi s imunohistochemickymi postupy musi
pred interpretaci vysledkl nejprve vyhodnotit kontroly a posoudit obarveny produkt.

Pozitivni kontroly

Nejprve by méla byt vySetfena barvena pozitivni kontrola tkané, aby se zjistilo, zda
vSechny reagencie funguji spravné. Piitomnost patficné zabarveného reakéniho produktu
v membrané cilovych bunék indikuje pozitivni reaktivitu. Podle délky inkubace a sily
pouZitého hematoxylinu bude vysledkem kontrastniho barveni svétiemodré az
tmavomodré zbarveni bunécnych jader. Nadmémé nebo nelipiné kontrastni barveni mize
narusit spravnou interpretaci vysledkd.

Pokud pozitivni kontrolni tkan pozitivni zbarveni nevykazuije, je tfeba povazovat veskeré
vysledky u testovanych vzorkl za neplatné.

Negativni kontroly tkané

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 tkdné potvrzuje nedostatek kfizové reaktivity protilatky s burikami
nebo bunéénymi slozkami. Pokud je tkan kontrastné nabarvena, miize dojit k obarveni
kolem vnéjsku buriky, tj. intersticialnich prostord. Dojde-li ke specifickému zabarveni

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

Negativni reagenéni kontroly

Nespecifické zabarveni, pokud je pfitomno, bude mit rozptyleny vzhled. V tkarovych
fezech, které jsou nadméré fixovany formalinem, Ize rovnéz pozorovat sporadické lehké
zbarveni pojivové tkané. K interpretaci vysledkl barveni je tfeba pouzivat pouze intaktni
buriky, jelikoZ nekrotické nebo degenerované buriky Casto 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 testd, 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
vySetfena morfologie jednotlivych tkafovych vzorkl za pouZiti fezu barveného
hematoxylinem a eosinem. Morfologické nélezy u pacienta a pfislusna klinicka data
museji byt interpretovany kvalifikovanym patologem.

Kvalifikovany patolog se zkusenostmi s imunohistochemickymi postupy musi pred
interpretaci vysledku nejprve vyhodnotit pozitivni a negativni kontroly a posoudit obarveny
produkt.
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Konvence pii hodnoceni pro interpretaci vysledka u protilatky
PATHWAY anti-HER2 (4B5) Antibody

Karcinomy prsu, které jsou povazovany za pozitivni na nadmémou expresi proteinu
HER2, museji splfiovat prahova kritéria pro intenzitu barveni (2+ nebo vy3$Si na stupnici od
0 do 3+) a procento pozitivnich nadorovych bunék (vice nez 10 %). Barveni musi také
lokalizovat bunéénou membranu. Stale miiZe byt pfitomno cytoplazmatické zabarveni, ale
toto barveni neni do stanoveni pozitivity zahmuto. Dobfe zachovana a dobfe obarvena
oblast tkané by méla byt vySetfena z hlediska intenzity barveni a stanoveni Uplnosti
barveni membrany. Barveni, které zcela obklopuje cytoplazmatickou membranu, by mélo
byt hodnoceno jako s intenzitou ,2+* nebo ,3+". Céstedné zabarveni membrany by mélo
byt hodnoceno jako ,1+". Mize byt nutné proSetit hranicni pfipady pfi 40nasobném nebo
Vétsim zvétseni, aby se rozlisilo mezi intenzitami ,1+“ a ,2+. Na rozdil od pfipadd
hodnocenych jako intenzita 3+ méa barveni hodnocené jako 2+ ostfejsi a jasnéji vymezeny
kruh, zatimco pfipady hodnocené jako 3+ vykazuiji velmi silny obrys. Nize je uveden rychly
referenéni prehled kritérii barveni, Tab. 5. PodrobnéjSi popis s fotografiemi barveni
protilatky PATHWAY anti-HER?2 (4B5) naleznete v pfirucce pro interpretaci vysledkl

u protilatky PATHWAY anti-HER2 (4B5) Rabbit Monoclonal Primary Antibody.

Tab.5.  Kritéria pro intenzitu a vzor barveni bunécnych membran s protilatkou
PATHWAY anti-HER2 (4B5).

Skore (hlaseni Hodnoceni obarveni

Vzor barveni oSetrujicimu lékafi) HER2

Nebylo pozorovéano zadné 0 Negativni
zabarveni membrany

Slabé, ¢astecné zabarveni 1+ Negativni

membrany v jakémkoli podilu
rakovinnych bunék

Slabé Uplné zabarveni 2+ Slabé pozitivni *
membrany, vice nez 10 %

rakovinnych bunék

Intenzivni Uplné zabarveni 3+ Pozitivni
membrany, vice nez 10 %

rakovinnych bunék

* Doporucen reflex na ISH

OMEZENI
Obecna omezeni

1. Imunohistochemie je vicestupfiovy diagnosticky proces, ktery vyZaduje
specializované $koleni ve vybéru vhodnych reagencii, vybéru tkani, fixace,
zpracovani, v pipravé imunohistochemického sklicka a v interpretaci vysledkl
barveni.

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

3. Nadmémé nebo nelpiné kontrastni barveni mize narusit spravnou interpretaci
vysledkd.

4. 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 dalSimi
diagnostickymi testy. Je odpovédnosti kvalifikovaného patologa seznamit se s
protilatkami, reagenciemi a metodami pouZivanymi k interpretaci obarveného
pfipravku. Barveni musi byt provadéno v certifikované a licencované laboratofi pod
dohledem patologa, ktery je odpovédny za kontrolu obarvenych sklicek a zajisténi
adekvatnosti pozitivnich a negativnich kontrol.

5. Spole¢nost VENTANA poskytuje protilatky a reagencie v optimalnim fedéni pro
pouZiti, pokud jsou dodrzeny uvedené pokyny. Jakéakoli odchylka od doporuéenych
postupt testu miZe oCekavané vysledky zneplatnit. Museji byt pouzity a
zdokumentovany pfislu$né kontroly. UzZivatelé, ktefi se odchyluji od doporuéenych
postupt testu, museji pfijmout odpovédnost za interpretaci vysledki u pacientd.
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6.  Tento produkt neni urcen k pouZziti v pritokové cytometrii, funkéni charakteristiky
nebyly stanoveny.

7. Reagencie mohou v dfive netestovanych tkanich vykazovat neoekavané reakce.
Moznost neocekavanych reakci nelze zcela vyloucit ani u testovanych skupin tkani,
a to z divodu biologické variability exprese antigenu v novotvarech nebo jinych
patologickych tkanich.24 Se zdokumentovanymi neotekavanymi reakcemi se
obratte na mistni servisni zastoupeni.

8.  Tkané osob infikovanych virem hepatitidy B a obsahujicich povrchovy antigen
hepatitidy B (HBsAg) mohou vykazovat nespecifické zabarveni s kfenovou
peroxidazou.25

9. Faledné pozitivni vysledky Ize pozorovat v disledku neimunologické vazby proteind
nebo produktl reakce substratu. Mohou byt také zpisobeny aktivitou
pseudoperoxidazy (erytrocyty), aktivitou endogenni peroxidazy (cytochrom C) nebo
endogennim biotinem (napfiklad: jatra, mozek, prsa, ledviny) v zavislosti na typu
pouzitého imunologického barveni.26

10.  Stejné jako u jinych imunohistochemickych testl, negativni vysledek znamena, Ze
nebyl detekovan antigen, nikoli ze antigen nebyl v testovanych burikach nebo
tkanich pfitomen.

SPECIFICKA OMEZENI

Tato protilatka byla optimalizovana, jak je uvedeno v Tab. 1, Tab. 2 a Tab. 3, pro pfistroje

BenchMark IHC/ISH a detekéni chemizmy. Vzhledem k riznym zpUsobdm fixace

a zpracovani tkani mlize byt potfeba prodlouzit nebo zkratit dobu inkubace primarni

protilatky pro individualni vzorky. Dalsi informace o ruznych fixacich naleznete v pfiruéce

LJImmunohistochemistry Principles and Advances".2!

Protilatka v kombinaci s detekénimi soupravami a pfislusenstvim VENTANA detekuje

antigen, ktery pfeZije rutinni fixaci formalinem, zpracovani tkani a fezani. Uzivatelé, ktefi

se odchyluji od doporucenych postupli testu, jsou odpovédni za interpretaci a validaci
vysledkl u pacientd.

Sklicka by méla byt obarvena okamZité, protoze antigennost pfipravenych tkanovych fezl

se mlze v pribéhu ¢asu snizovat a béhem dlouhodobého skladovani mdze byt ohrozena

vlivy prostfedi.

VSechny testy nemusi byt registrovany na kazdém pfistroji. Pro vice informaci kontaktujte

mistniho zastupce spolecnosti Roche.

FUNKCNi CHARAKTERISTIKY

ANALYTICKA VYKONNOST

NiZe jsou uvedeny vysledky provedenych testi barveni tykajicich se senzitivity, specificity
a preciznosti.

Senzitivita a specificita

Senzitivita/specificita protilatky PATHWAY anti-HER2 (4B5) byla stanovena studii, ktera
pro vétSinu béznych tkani neprokéazala zadné specifické barveni membrany. Vysledky

Pocet Pocet
pozitivnich pozitivnich
pripadi/celkovy pripadi/celkovy
Tkan pocet pripadt Tkan pocet pripadu
Mozecek 0/6 Tlusté stfevo 0/46
Nadledvinka 0/6 Jatra 0/6
Vajecnik 0/6 Slinna zlaza 0/3
Slinivka 0/6 Jazyk 013
Lymfaticka uzlina 0/12 Ledvina 0/6
Hypofyza 0/5 Prostata 1/6
Varle 0/6 Mo&ovy méchyi b 3/3
Stitna 2laza 0/6 Koneénik 0/6
Prs 014 Prigtitng teliskoc | 4/6
Slezina 0/6 Endometrium 0/3
Mandle 2 3/6 Déloha 0/3
Brzlik 0/5 Délozni hrdlo 0/5
Kostni dfei 0/3 Endocervix 01
Plice 0/6 Kostemi sval 0/6
Srdce 0/5 Kize 0/6
Perikard 0/3 Nerv 2/6
Jicen 1/6 Mezotel 0/3
Zaludek 011

afokalni barveni povrchovych epitelovych bunék
b membranové zbarveni povrchovych destnikovych bunék
¢ fokalni barveni membrany

Tab. 7.

Senzitivita/specificita protilatky PATHWAY anti-HER2 (4B5) byla stanovena
testovanim rady neoplastickych tkani FFPE.

barveni jsou uvedeny v Tab. 6. Senzitivita/specificita protilatky PATHWAY anti-HER2 Pocet
(4B5) byla stanovena studii, ktera pro vétSinu neoplastickych tkani neprokazala zadné ozitivnich
specifické barveni membrany. Vysledky barveni jsou uvedeny v Tab. 7. Barveni pro pii';adlfllcelkovy
specificitu a senzitivitu bylo provedeno pomoci protokolu VIEW DAB Detection Kit na Patologie podet pFipadd
pfistroji BenchMark XT, pfipadné protokolu u/traView na vySe uvedeném pfistroji
BenchMark ULTRA. Glioblastom (mozek) 0/2
Pozitivni barveni v epitelu mandli, ezofagealnim epitelu, prostaté, perifernim nervu, Meninai K o
pristitnych téliscich, rakoviné prsu, tlustého stfeva a vajecnik je v souladu eningiom (mozek)
s publikovanou literaturou tykajici se exprese HER2. Oligodendrogliom (mozek) 0/
Senzitivita zavisi na uchovani antigenu. Jakakoli nespravna manipulace s tkani béhem — : —
fixace, fezani, zalévani nebo skladovani, ktera méni antigennost, oslabuje detekci Serozni adenokarcinom (vajecnik) 012
proteinu HER2 pomoci protilatky PATHWAY anti-HER2 (4B5) a mlize generovat fale$né ) N . .
negativni vysledky. Karcinom, jinak neuréeny (NOS) (vajecnik) 12
Tab.6. Senzitivita/specificita protilatky PATHWAY anti-HER2 (4B5) byla stanovena Neuroendokrinni novotvar (slinivka) 0/1
testovanim b&znych tkani FFPE.
Potet Potet Adenokarcinom (slinivka) 0N
pozitivnich pozitivnich Karcinom NOS (slinivka) 013
pripadilcelkovy pripadi/celkovy
Tkan pocet pripadd Tkan pocet pripadi Seminom (varle) 0N
Velky mozek 0/6 Tenké stfevo 0/6 Embryonalini karcinom (varle) 01
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Pocet Pocet
pozitivnich pozitivnich
pripadi/celkovy pripadu/celkovy
Patologie pocet piipadl Patologie pocet piipadl
Medulamni karcinom ($titna Zlaza) 0/1 Karcinom z bazalnich bunék (kize) 0N
Papilarni karcinom (§titna Zl4za) 0/1 Karcinom ze skvaméznich bungk (kize) 1n
Karcinom, NOS (3titna Zlaza) 073 Neurofibrom (lumbaini) 0N
Mikroinvazivni duktalni karcinom (prs) 212 Neuroblastom (retroperitoneum) 0N
Invazivni duktalni karcinom (prs) 42/99 Mezoteliom (peritoneum) 0N
Karcinom NOS (prs) 1/4 Pleomorfni rhabdomyosarkom (peritoneum) 0N
Malobungény karcinom (plice) 0/1 Lymfom, NOS 0/3
Karcinom ze skvaméznich bunék (plice) 0/1 Lymfom z B-bunék, NOS (slezina) 0N
Adenokarcinom (plice) 0/1 Lymfom z B-bunék, NOS (lymfaticka uzlina) 0/2
Karcinom, NOS (plice) 0/2 Hodgkinav lymfom (lymfatick4 uzlina) 0N
Karcinom ze skvamoznich bunék (jicen) 0/1 Urotelialni karcinom (mocovy méchyr) n
Adenokarcinom (jicen) 0/1 Leiomyosarkom (moGovy méchyf) 0N
Mucindzni adenokarcinom (Zaludek) 0/4 Osteosarkom (kost) 0N
Adenokarcinom (Zaludek) 8/88 Leiomyosarkom (hladky sval) 0N
Karcinom z prstencitych bunék (zaludek) 0/4 Adenokarcinom konecniku (metastaticky) 0N
Karcinom, NOS (zaludek) 073 Adenokarcinom tlustého stieva (metastaticky) 017
Adenokarcinom (tenké stfevo) 0/1 Mucindzni adenokarcinom tlustého stfeva (metastaticky) 0N
Gastrointestinalni stromalni tumor (tenké stfevo) 0/1 Neuroendokrinni neoplasmus, NOS 0/2
Adenokarcinom (tlusté stfevo) 0/32 Leiomyom 0/2
Gastrointestinalni stromalni tumor (tusté stfevo) 0/1 Melanom 0/2
Karcinom, NOS (tlusté stfevo) 1/3 Sarkom, NOS 0/2
Adenokarcinom (konecnik) 115 Nediferencovany karcinom, NOS 0N
Gastrointestinalni stromalni tumor (konecnik) 01
Melanom (konegnik) /1 OpaKovateInost a reprf)dukov.atelnost ‘ .
Studie opakovatelnosti a mezilehlé preciznosti
Hepatocelulami karcinom (jatra) 0/3 Reprodukovatelnost barveni v ramci cyklu na pfistroji BenchMark XT byla stanovena
" 01 barvenim tfi sklicek, kazdé z péti tkani rakoviny prsu se skore exprese HER-2 0, 1+, 2+
Hepatoblastom (jatra) a 3+. Pro kazdj pripad byla tfi ze 3 sklicek naleZité obarvena v ramci cyklu a pro véechny
Karcinom, NOS (jatra) 0/3 testované pristroje. Uzivatelé by méli ovéfit reprodukovatelnost vysledkd v ramci cyklu
barvenim nékolika sad sériovych fezu s nizkou, stfedni a vysokou hustotou antigenu
Karcinom z jasnych bunék (ledvina) 0n v jednom cyklu.
; ) Reprodukovatelnost barveni mezi cykly a mezi platformami byla stanovena barvenim tfi
0/5
Karcinom, NOS (ledvina) sklicek, kazdé z péti tkani rakoviny prsu se skore exprese HER-2 0, 1+, 2+ a 3+ pfi tfech
Adenokarcinom (prostata) 0/2 rGznych pfistrojovych cyklech na pfistroji BenchMark XT. V kazdém pfipadé bylo béhem
tFi cykl pristroje a napfi¢ vSemi testovanymi pfistroji nalezité obarveno 9 z 9 sklicek.
Karcinom, NOS (prostata) 0/3 UZivatelé by méli ovéfit reprodukovatelnost vysledki mezi cykly barvenim nékolika sad
- sériovych fezli s nizkou, stfedni a vysokou hustotou antigenu v riiznych dnech.
Leiomyom (d&loha) 0n R
Reprodukovatelnost mezi Sarzemi
Adenokarcinom (déloha) o Reprodukovatelnost mezi darzemi byla stanovena automatickym barvenim 5 tkani
) . - o1 rakoviny prsu se skore exprese HER-2 0, 1+, 2+ a 3+ pomoci 3 $arzi protilatky PATHWAY
Karcinom z jasnych bunék (déloha) anti-HER2 (4B5). Obarvené tkané byly hodnoceny na stupnici od 0 do 3+ tiemi
Karcinom ze skvamoznich bunék (Sipek) 0/2 kvalifikovan)'{mi ho’dn’otiteli. Mezi $arzemi a hodnotiteli doslo k 100% shodé pro 3 sklicka
a 5 obarvenych tkani.
Embryonalini rhabdomyosarkom (pfi¢né pruhovany sval) 0/1
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Studie reprodukovatelnosti mezi laboratoremi a mezi hodnotiteli na
pristroji BenchMark XT

Mezilaboratorni barveni na pfistroji BenchMark XT a reprodukovatelnost hodnoceni mezi
hodnotiteli: Mezilaboratorni studie reprodukovatelnosti se zucastnily tfi laboratofe

z rGiznych instituci ve Spojenych statech americkych. Sklicka s fezy ze 40 pfipadu
invazivniho karcinomu prsu fixovanych neutralnim pufrovanym formalinem [10 z kazdé
kategorie HER-2 (0-1 +, 2+, 3+)] a Sest (6) kontrolnich sklicek PATHWAY HER-2 4 in 1
Control Slides byla odeslana na jednotlivéa pracovisté pro barveni na pfistroji BenchMark
XT pomoci doporu¢eného barviciho protokolu. Kontroly zahmovaly PATHWAY HER-2 4 in
1 Control Slides a druhé sklicko kazdého pfipadu obarvené reagencii negativni na Ig. Na
zakladé provedeni kontrol bylo zji§téno, ze na zadném pracovisti neprobéhl zadny
neplatny cyklus. Vysledky byly analyzovany spole¢nosti Ventana. Tricet ¢tyfi ze Ctyficeti
(34/40) sklicek vykazovalo napfi¢ pracovisti, kde barveni probihalo, podobnou intenzitu
barveni. Sest vzork(i (6/40 neboli 15 %) se liilo maximalné o 1 rover intenzity. TFi (3/6)
vzorky kolisaly mezi 0 a 1+, coz jsou skore, ktera jsou obé povazovana za negativni. Dva
vzorky (2/40 nebo 5 %) se pohybovaly mezi 2+ a 3+ a jeden vzorek (1/40) se pohyboval
mezi 1+ a 2+. Ve v8ech 40 piipadech (100 %) se shodli minimainé 2 ze 3 patologu.

Funkéni charakteristiky na pristroji BenchMark ULTRA s pouzitim
detekéni soupravy iVIEW DAB Detection Kit a ufraView Universal
DAB Detection Kit.

Mezilaboratorni barveni a reprodukovatelnost mezi jednotlivymi dny
na pristroji BenchMark ULTRA

Mezilaboratorni studie reprodukovatelnosti se zucastnily tfi laboratofe z riiznych instituci
ve Spojenych statech americkych. Sklicka s fezy ze 48 pfipad( invazivniho karcinomu
prsu FFPE [12 z kazdé kategorie HER-2 (0, 1+, 2+, 3+)] a 1 par kontrolnich sklicek
PATHWAY HER-2 4 in 1 Control Slides na kazdy z 12 barvicich cyklli byly rozdélené na
pracovisté, kde probihala studie, pro barveni na pfistroji BenchMark ULTRA s pouzitim
doporuceného barviciho protokolu a detekéni soupravy uftraView Universal DAB
Detection Kit. Kontroly zahrnovaly kontrolni sklicka PATHWAY HER-2 4 in 1 Controls
Slides a druhé sklicko kazdého pfipadu obarvené reagencii negativni Ig. Patologové,
ktefi neznali stav pfipadu, vyhodnotili sklicka a poskytli klinické skore (tj. 0, 1+, 2+, 3+).
Vysledky byly analyzovany spole¢nosti Ventana. Za pouZiti standardni nomenklatury pro
tabulky 2x2 byla priméma pozitivni shoda (APA) napfic pracovisti vypocitana jako
[2a/(2a * b + c)] a primérna negativni shoda (ANA) byla vypoctena jako

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

U parového 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 pracovité 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 A
vs. B, pracovisté A vs. C, respektive pracovisté B vs. C.

Nésledujici Tab. 8, Tab. 9 a Tab. 10 jsou 3x3 prezentace vysledk pro jednotlivé
hodnotitele na zakladé klinického skére, kde byla oddélena skére 2+ a 3+:

Tab.8. Analyza 3x3 miry mezilaboratorni shody mezi pracovi$tém A a pracovistém B —
protilatka PATHWAY anti-HER?2 (4B5) na pfistroji BenchMark ULTRA s detekéni
soupravou ultraView Universal DAB Detection Kit.

Pracovisté B
Pracovisté A 3+ 2+ 0,1+ Celkem
3+ 12 2 0 14
2+ 0 6 2 8
0,1+ 0 1 25 26
Celkem 12 9 27 48
Celkova procentualni shoda (OPA): n/N (%) 43/48 (89.6)
2021-09-13
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Tab.9. Analyza 3x3 miry mezilaboratorni shody mezi pracovistém A a pracovistém C —
protilatka PATHWAY anti-HER2 (4B5) na pfistroji BenchMark ULTRA s detekéni
soupravou ul¢raView Universal DAB Detection Kit.

Pracovisté C
Pracovisté A 3+ 2+ 0,1+ Celkem
3+ 12 1 1 14
2+ 0 4 4 8
0,1+ 0 0 26 26
Celkem 12 5 3 48
Celkova procentualni shoda (OPA): n/N (%) 42/48 (87.5)

Tab. 10. Analyza 3x3 miry mezilaboratorni shody mezi pracovistém B a pracovitém C -
protilatka PATHWAY anti-HER2 (4B5) na pfistroji BenchMark ULTRA s detekéni
soupravou ultraView Universal DAB Detection Kit.

Pracovisté C
Pracovisté B 3+ 2+ 0,1+ Celkem
3+ 12 0 0 12
2+ 0 5 4 9
0,1+ 0 0 27 27
Celkem 12 5 31 48
Celkova procentualni shoda (OPA): n/N (%) 44/48 (91.7)

Reprodukovatelnost barveni mezi jednotlivymi na pristroji
BenchMark ULTRA

Cast studie tykajici se reprodukovatelnosti mezi jednotlivymi dny (IDR) zahrnovala

12 pfipadli se zamyslenou distribuci pfiblizné tfi (3) pfipadd v kazdém klinickém skére (0,
1+, 2+, 3+). Celkem pét cyklt na pfistroji BenchMark ULTRA v jedné instituci (pracovité
C) provadéjici IDR ¢ast studie probéhlo béhem obdobi minimainé 20 dnd tak, aby zadné
dva dny barveni nenasledovaly po sobé. Miry APA a ANA pro IDR zaloZené na klinickém
hodnoceni barveni protilatky PATHWAY anti-HER2 (4B5) na pracovisti C po vSechny dny
byly 100 %. Miry celkové procentualni shody (OPA) pro srovnani mezi jednotlivymi dny
na zakladé klinickych skore byly 100 % pro kazdé ze srovnani mezi dny i pro vSechny dny
dohromady.

Srovnavaci studie pro pristroje BenchMark ULTRA a BenchMark XT

Studie srovnavani platforem se zucastnily dvé laboratofe provadéjici barveni a tfi
pracovité provadéjici odecitani ve Spojenych statech americkych. Sklicka s fezy

z 280 piipadu invazivniho karcinomu prsu FFPE [pfiblizné 70 pfipadl z kazdé kategorie
HER2 (0, 1+, 2+, 3+)] byla ndhodné rozdélena na dvé pracovisté provadgjici barveni (140
pfipadli na kazdé pracovisté) pro barveni na pfistroji BenchMark XT a pfistroji BenchMark
ULTRA s pouzitim pfislusnych doporuéenych barvicich protokoltl a detekéni soupravy
ultraView Universal DAB Detection Kit. Kontroly zahrnovaly kontrolni sklicka PATHWAY
HER-2 4 in 1 Controls Slides a druhé skli¢ko kazdého pfipadu obarvené reagencii
negativni Ig. Obarvené pfipady z pracovi§té 1 a pracovisté 2 byly rozdéleny do ¢tyF sad
skli¢ek a poskytnuty, po jedné sadé, tfem riznym kvalifikovanym hodnotitelim
(patologiim), jednomu hodnotiteli na pracovisti 1, jednomu na pracoviti 2 a jednomu na
pracovisti 3. Patologové, ktefi neznali stav pfipadl ani barvici platformu, vyhodnotili
vSechny étyfi sady sklicek a poskytli klinické skore (tj. 0, 1+, 2+, 3+) pro kazdy pfipad.
Vysledky byly analyzovany spoleénosti Ventana. Miry PPA (a spodni hranice
dvoustrannych 95% intervall spolehlivosti) pro barveni s protilatkou PATHWAY anti-HER2
(4B5) na pristroji BenchMark ULTRA oproti pfistroji BenchMark XT na zakladé pozitivniho
versus negativniho klinického hodnoceni byly 91.6 % (85.9), 91.2 % (85.3), respektive
94.9 % (89.3) pro hodnotitele A, Ba C. Miry NPA (a spodni hranice dvoustrannych 95%
intervalt spolehlivosti) pro barveni s protilatkou PATHWAY anti-HER?2 (4B5) na pfistroji
Benchmark ULTRA oproti pfistroji BenchMark XT na zakladé pozitivniho versus
negativniho klinického hodnoceni byly 91.9 % (85.8), 93.8 % (88.3), respektive 99.3 %
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(96.3) pro hodnotitele A, B a C. Hodnota OPA pro protilatku PATHWAY anti-HER2 (4B5)
s pouzitim pfistroje BenchMark ULTRA versus pfistroje BenchMark XT na zakladé
analyzy 2x2 pozitivniho versus negativniho klinického hodnoceni byla 91.8 %, 92.5 %

a 97.4 % pro hodnotitele A, B, respektive C. Prezentace 3x3 mir shod mezi platformami
pro jednotlivé hodnotitele na zakladé klinického skére (0/1 +, 2+, 3+) je uvedena

v Tab. 11, Tab. 12 a Tab. 13.

Tab. 11. Miry shody mezi platformami 3x3, pfistroj BenchMark ULTRA vs. 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 procentualni shoda: n/N (%) (95% Cl) 226/267 (84.6) (79.8 - 88.5)

XT - hodnotitel B.

Tab.12. Miry shody mezi platformami 3x3, pfistroj BenchMark ULTRA vs. BenchMark

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, B vs. C,Bvs. A, C vs. A a C vs. 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 nejvyssi mezi hodnotitelem A a hodnotitelem
B (92.5 %) a nizsi 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 utraView Universal DAB Detection Kit

Ve srovnavaci studii mezi detek&nimi soupravami VIEW DAB Detection Kit a uftraView
Universal DAB Detection Kit byla pouZita 1 kohorta ze 140 pfipadd invazivniho karcinomu
prsu FFPE [pfiblizné 35 pfipadl z kazdé kategorie HER-2 (0, 1+, 2+, 3+)] pfi barveni

s protilatkou PATHWAY anti-HER2 (4B5) na pfistroji BenchMark ULTRA. Studie
srovnavani detekci se zU¢astnila jedina laborator provadéjici barveni a tfi pracovisté
provadéjici odecitani ve Spojenych statech americkych. U barveni s protilatkou
PATHWAY anti-HER2 (4B5) na pfistroji BenchMark ULTRA byly miry PPA mezi vysledky
ziskanymi metodami VIEW DAB Detection Kit a uftraView Universal DAB Detection Kit,
na zakladé klinického hodnoceni (pozitivni, negativni), 95.8 % (68/71), 96.9 % (63/65) a
96.5 % (55/57) pro hodnotitele A, B a C a miry NPA mezi metodami detekce byla 90.8 %
(59/65), 91.5 % (65/71) a 97.5 % (77/79) pro hodnotitele A, B a C. Miry OPA mezi
detekénimi soupravami byly 93.4 % (127/136), 94.1 % (128/136) a 97.1 % (132/136) pro
hodnotitele A, B a C. Prezentace 3x3 mir shod detekce pro jednotlivé hodnotitele na
zéakladé klinického skore (0/1 +, 2+, 3+) je uvedena v Tab. 14, Tab. 15 a Tab. 16.

Tab. 14. Hodnotitel A, VIEW DAB Detection Kit vs. u/traView Universal DAB Detection
Kit — analyza 3x3 miry shody — barveni s protilatkou PATHWAY HER2 (4B5) na pfistroji
BenchMark ULTRA.

Pristroj BenchMark

ULTRA Pristroj BenchMark XT

Hodnotitel B 3+ 2+ 0,1+ Celkem
3+ 64 2 1 67
2+ 3 56 7 66
0,1+ 2 10 122 134
Celkem 69 68 130 267
Celkova procentualni shoda: n/N (%) (95% Cl) 242/267 (90.6) (86.5 - 93.6)

Tab. 13. Miry shody mezi platformami 3x3, pfistroj BenchMark ULTRA vs. BenchMark
XT — hodnotitel C.

IVIEW DAB Detection

Kit ultra\liew Universal DAB Detection Kit
Hodnotitel A 3+ 2+ 0,1+ Celkem
3+ 43 5 0 48
2+ 3 17 6 26
0,1+ 0 3 59 62
Celkem 46 25 65 136
Celkova procentualni shoda: n/N (%) (95% Cl) 119/136 (87.5) (80.9 — 92.0)

Tab. 15. Hodnotitel B, VIEW DAB Detection Kit vs. uftraView Universal DAB Detection
Kit — analyza 3x3 miry shody — barveni s protilatkou PATHWAY anti-HER2 (4B5) na

Pristroj BenchMark

ULTRA Pristroj BenchMark XT

Hodnotitel C 3+ 2+ 0,1+ Celkem
3+ 64 1 0 65
2+ 2 45 1 48
0,1+ 0 6 148 154
Celkem 66 52 149 267
Celkova procentualni shoda: n/N (%) (95% Cl) 257/267 (96.3) (93.2 — 98.0)

Reprodukovatelnost mezi patology pro vzorky ze studie srovnavani
platforem

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.B94.7 % (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 Avs. B, Avs. C, B vs. C,Bvs. A, Cvs,AaCvs.Bbyly 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 nejvy$si mezi hodnotitelem A a hodnotitelem
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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 procentualni shoda: n/N (%) (95% Cl) 128/136 (94.1) (88.8 - 97.0)
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Tab. 16. Hodnotitel C, VIEW DAB Detection Kit vs. uftraView Universal DAB Detection
Kit — analyza 3x3 miry shody — barveni s protilatkou PATHWAY anti-HER2 (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 77 79
Celkem 32 25 79 136
Celkova procentualni shoda: n/N (%) (95% Cl) 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 kazdou metodu.

U detekéni soupravy IVIEW DAB Detection Kit byly miry PPA pro hodnotitele A vs. B, A
vs.C,Bvs.C,Bvs. A, Cvs.Aa Cvs.B 100.0 % (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 Avs. B, Avs. C,Bvs. C,Bvs. A, Cvs, Aa C vs. 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 nejvy$si mezi hodnotitelem A a hodnotitelem
B (96.3 %) a nizSi mezi hodnotitelem A a hodnotitelem C (86.0 %) a hodnotitelem B

a hodnotitelem C (88.2 %).

U detekéni soupravy uftraView Universal DAB Detection Kit byly miry PPA pro hodnotitele
Avs.B,Avs.C,Bvs.C,Bvs. A, Cvs.AaCvs.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 pofadi). Miry
NPA pro hodnotitele A vs. B, Avs. C,Bvs.C,B vs. A, Cvs. Aa C vs. B byly 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 poradi). Celkova mira shody byla pro kazdou dvojici hodnotitelli podobna,

92.6 % (126/136), 88.2 % (120/136) a 92.6 % (126/136) pro hodnotitele A vs. B,
hodnotitele A vs. C a hodnotitele B vs. C.

KLINICKA VYKONNOST

Srovnéavaci studie protilatky PATHWAY anti-HER2 (4B5) s protilatkou
PATHWAY anti-HER2 (CB11) Mouse Monoclonal Antibody

Byla provedena studie srovnani metod, ktera zkoumala korelaci vysledkd mezi protilatkou
PATHWAY anti-HER2 (4B5) a protilatkou PATHWAY anti-HER2 (CB11) a PathVysion
HER2 FISH, coz jsou dfive schvalené diagnostické testy FDA. Studie se zU¢astnilo Sest
zkouSejicich. Dvé sady tfi riznych zkousejicich hodnotily dvé nezavislé kohorty (kohorta
1:n = 144, kohorta 2: n = 178) pomoci zndmych pfipadu rakoviny prsu obarvenych s
HER?2 CB11 a HER2 4B5. Udaje FISH byly ziskany z anamnézy pacient(i. Pro kazdy
pipad bylo vytvofeno konsensuaini skore od tfi hodnotitell pro kazdou protilatku, aby se
snizila variabilita v ramci hodnotitele, o které je znamo, Ze pfi hodnoceni HER2
existuje.2728,29 Celkem bylo vyhodnoceno 322 piipadi. Sklicka obarvena s protilétkou
PATHWAY anti-HER2 (CB11) byla zpracovana a obarvena podle pokynu vyrobce
uvedenych v metodickém listu protilatky CB11. Mezi obarvenim a odectenim sklicek
obarvenych s CB11 byl primémé pfiblizné jeden rok. Vzhledem k tomu, Ze skére od
jednoho ze Sesti hodnotitelll bylo mimo interval spolehlivosti, jsou data z téchto dvou
kohort prezentovana nasledovné.
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Reprodukovatelnost mezi patology pro vzorky ze srovnavacich studii

Tab. 17. Kohorta 1 - konsensualni skére IHC od tfi patologu.

Skore CB11
Skore 4B5 3+ 2+ 0,1+ Celkem
3+ 29 24 5 58
2+ 2 13 17 32
0, 1+ 0 0 53 53
Celkem 31 37 75 143

90.0 %).

Kohorta 1: Funkéni charakteristiky pro prezentaci 3x3.
Celkova shoda je (29 + 13 +53) / 143 = 66.4 % (95% Cl = 38.6 %, 59.7 %).
Kohorta 1: Funkéni charakteristiky pro prezentaci 2x2 (jsou spojena skére pozitivni
(2+ a 3+) a negativni (0+ a 1+) na protilatku HER?2).
e Pozitivni procentualni shoda je (29 + 2 + 24 + 13) / (31 + 37) = 100 %
(95% Cl % =97.5 % — 100 %).
e Negativni procentualni shoda je 53 / 75 = 70.7 % (95% CI = 58.5 % — 80.1 %).
e  Celkovashodaje (29 +24 +2 +13 +53)/ 143 =84.7 % (95% Cl =78.2 % —

Tab. 18. Kohorta 2 — konsensualni skére IHC od tfi patologu.

Skore CB11
Skore 4B5 3+ 2+ 0,1+ Celkem
3+ 72 1 0 73
2+ 1 12 5 18
0,1+ 0 7 80 87
Celkem 73 20 85 178

96.4 %).

Kohorta 2: Funkéni charakteristiky pro prezentaci 3x3.
Celkova shoda je (72 + 12 + 80) / 178 = 92.1 % (95% Cl = 80.1 %,93.1 %).
Kohorta 2: Funkéni charakteristiky pro prezentaci 2x2 (jsou spojena skére pozitivni
(2+ a 3+) a negativni (0+ a 1+) na protilatku HER?2).
e Pozitivni procentualni shoda je (72 + 12 + 1 + 1) / (73 + 20) = 92.5% (95% Cl =
85.2 % —96.9 %).

e Negativni procentudlini shoda je 80 / 85 = 94.1 % (95% Cl = 86.8 % — 98.1 %).
e  Celkovashodaje (72+12+1+1+80)/178 =93.3 % (95% Cl = 88.5 % —

Tab. 19. Kohorta 1 — konsensualini skére IHC CB11 od tfi patologli ve srovnani s FISH.

Vysledek FISH
Skore CB11 Pozitivni Negativni Celkem
3+ 32 0 32
2+ 32 5 37
0,1+ 22 53 75
Celkem 86 58 144

83.2 %).

Kohorta 1: Funkéni charakteristiky pro CB11 a FISH, prezentace 2x2 (kde skére 2 a 3
jsou povazovana za pozitivni).

e Pozitivni procentuaini shoda je (32 + 32) / 86 = 74.4 % (95% Cl = 63.8 % —

e Negativni procentudlni shoda je 53 / 58 = 91.4 % (95% Cl = 80.9 % — 97.1 %).
e  Celkova shoda je (32 + 32 +53) / 144 = 81.2 % (95% Cl = 73.9 % - 87.2 %).
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Tab. 20. Kohorta 1 - konsensualni skore IHC 4B5 od tfi patologti ve srovnani s FISH.

Vysledek FISH
Skore 4B5 Pozitivni Negativni Celkem
3+ 55 3 58
2+ 25 8 33
0,1+ 6 47 53
Celkem 86 58 144

Kohorta 1: Funkéni charakteristiky pro 4B5 a FISH, prezentace 2x2
(kde skore 2 a 3 jsou povazovana za pozitivni).

e Pozitivni procentudini shoda je (55 + 25) / 86 = 93.0 % (95% Cl =87.9 % -
96.3 %).

e Negativni procentuélni shoda je 47 / 58 = 81.0 % (95% Cl = 73.4 % - 86.0 %).
e  Celkova shoda je (55 + 25 + 47) / 144 = 88.2 % (95% Cl = 82.1 % - 92.2 %).

Tab. 21. Kohorta 2 - konsensualni skére IHC CB11 od tfi patologli ve srovnani s FISH.

Vysledek FISH
Skore CB11 Pozitivni Negativni Celkem
3+ 72 1 73
2+ 13 7 20
0,1+ 8 77 85
Celkem 93 85 178

Kohorta 2: Funkéni charakteristiky pro CB11 a FISH, prezentace 2x2 (kde skére 2 a 3

jsou povazovana za pozitivni).

. Pozitivni procentualni shoda je (72 +13) /93 = 91.3 % (95% Cl = 85.0 % —
96.7 %).

e Negativni procentudlni shoda je 77 /85 = 90.6 % (95% Cl = 83.9 % — 96.3 %).
e  Celkova shodaje (72 + 13+ 77)/ 178 = 91.0 % (95% Cl = 86.5 % — 94.9 %).

Tab. 23. Kohorta 1: Vyhodnoceni 4B5 u tfi patologd.

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

stupen (fj. 0, 2+).

Poznamka: Celkem 3 vzorky se pfi hodnoceni tfemi patology lisily o vice neZ jeden

Vzorek 1: Jeden patolog vyhodnotil 2+, dva patologové 0+.
Vzorek 2: Jeden patolog vyhodnotil 0+ dva patologové 2+.
Vzorek 3: Jeden patolog vyhodnotil 0+, druhy vyhodnotil 1+ a tfeti vyhodnotil 2+.

Tab. 24. Kohorta 1: Vyhodnoceni CB11 u fi patolog.

Skore CB11
Skore HER2 Zkousejici 1 Zkousejici 2 Zkousejici 3
3+ 72 75 73
2+ 22 22 18
0,1+ 80 81 87
Celkem 174 178 178

stupeft (f. 1-3+).

Poznamka: Celkem 1 vzorek se pfi hodnoceni tfemi patology liSil o vice nez jeden

Vzorek 1: Jeden patolog vyhodnotil 1+, druhy vyhodnotil 2+ a tfeti vyhodnotil 3+.

Tab. 25. Kohorta 2: Vyhodnoceni 4B5 u tfi patologd.

Kohorta 2: Funkéni charakteristiky pro 4B5 a FISH, prezentace 2x2 (kde skére 2 a 3

jsou povazovana za pozitivni).

e Pozitivni procentuaini shoda je (72 + 11) / 93 = 89.2 % (95% Cl = 82.5 % —
95.1 %).

e Negativni procentudlni shoda je 77 /85 = 90.6 % (95% Cl = 84.0 % — 96.4 %).
e  Celkova shodaje (72 +11+77)/178 =90.0 % (95% Cl = 85.4 % — 93.6 %).

2+,

Skore 4B5
Tab. 22. Kohorta 2 - konsensualni skére 4B5 IHC od tfi patologt: ve srovnani s FISH. Skére HER2 Zkousejici 4 Zkousejici 5 Zkousejici 6
Vysledek FISH 3+ 59 65 50
Skore 4B5 Pozitivni Negativni Celkem 2+ 30 28 39
3 2 ! I 01+ 52 51 55
2+ 1 7 . Celkem 141 144 144
0,1+ 10 7 87 Poznamka: Celkem 6 vzorku se pfi hodnoceni tfemi patology liSilo o vice neZ jeden
Celkem 93 85 178 stupefi (napf. 0, 3+).

Vzorek 1: Jeden patolog vyhodnotil 0+, druhy vyhodnotil 0+ a tfeti vyhodnotil 2+.
Vizorek 2: Jeden patolog vyhodnotil 1+, druhy vyhodnotil 1+ a tfeti vyhodnotil 3+.
Vzorek 3: Jeden patolog vyhodnotil 0+, druhy vyhodnotil 2+ a tfeti patolog vyhodnotil

Vzorek 4 a 5: Jeden patolog vyhodnotil 0+, druhy vyhodnotil 2+ a tfeti vyhodnotil 2+.
Vzorek 6: Jeden patolog vyhodnotil 0+, druhy vyhodnotil 3+ a tfeti vyhodnotil 3+.

Reprodukovatelnost mezi patology pro vzorky ze srovnavacich studii

Vzhledem ke zndmému faktu, Ze rizni patologové mohou IHC sklicka interpretovat riizné,

tfi patologové analyzovali kazdou ze dvou kohort (celkem 6 patologt), aby odecetli a
vyhodnotili vSechny vzorky. K posouzeni koneénych vysledki bylo pouzito pravidlo ,dva
ze tfi“. Nize je uveden souhm variabilnich vysledkd ziskanych tfemi patology vzorkd

u srovnavaci studie pro kazdou kohortu (kohorta 1: n = 178, kohorta 2: n = 144).

2021-09-13
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Tab. 26. Kohorta 2: Vyhodnoceni CB11 u tfi patologd.

Skore CB11
Skore HER2 Zkousejici 4 Zkousejici 5 Zkousejici 6
3+ 31 37 28
2+ 38 32 47
0,1+ 75 75 69
Celkem 144 144 144

Tab. 28. Funkéni charakteristiky barveni s protilatkou PATHWAY anti-HER2 (4B5).

Mira piijatelnosti % (n/N) (95% CI)
Atribut Pocatecni * Konecna **
- ' . 96.9 (1733/1788) 99.8 (1784/1788)
Celkova mira pfijatelnosti barveni (96.0, 97.6) (99.4,99.9)
Pozadi 99.6 (1768/1775) 99.9 (1786/1787)
(99.2,99.8) (99.7, 100.0)
Morfologie 99.2 (1762/1776) 99.9 (1787/1788)
9 (98.7,99.5) (99.7,100.0)

Poznamka: Celkem 8 vzorkd se pfi hodnoceni tfemi patology lisilo o vice nez jeden
stupen (tj. 0-2+).

Vzorky 1-6: Jeden patolog vyhodnotil 0+, druhy vyhodnotil 1+ a tfeti vyhodnotil 2+.
Vizorky 7 a 8: Jeden patolog vyhodnotil 0+, druhy vyhodnotil 2+ a tfeti vyhodnotil 2+.

NiZe je uvedena tabulka rozsaht procentualnich shod mezi dvojicemi patologu (tfi dvojice
pro kazdou kohortu).

Tab. 27. Rozsahy shod 2X2 * pro tfi patology.

Celkova Pozitivni Negativni
procentualni shoda | procentualni shoda | procentualni shoda

4B5 vs. CB11

Kohorta 1 82.6-86.9% 97.3-100.0 % 68.0-75.4 %
Kohorta 2 88.2-95.5% 87.6-95.6 % 86.1-95.4 %
4B5 vs. FISH

Kohorta 1 86.8-88.2% 90.7-94.2% 79.3-81.0%
Kohorta 2 87.4-89.9% 88.2-90.0 % 845-918%
CB11 vs. FISH

Kohorta 1 79.9-84.0% 73.3-80.2% 89.7-89.7%
Kohorta 2 84.8-93.3% 86.7-92.5% 82.7-941%

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

Studie klinického vysledku — KATHERINE

Viykonnosti protilatky PATHWAY anti-HER2 (4B5) a testu INFORM HER2 Dual ISH DNA
Probe Cocktail (test ISH INFORM HER2 Dual) byly zkoumany ve studii KATHERINE
(BO27938), randomizované, multicentrické, otevfené studii faze Ill, za icelem
vyhodnoceni G¢innosti a bezpeénost trastuzumab emtansinu (KADCYLA) oproti
trastuzumabu coby adjuvantni 1é¢bé u pacientli s primarni rakovinou prsu pozitivni na
HER?2, ktefi maji po pfedoperaéni lé¢bé rezidualni tumor patologicky pfitomny v prsu nebo
axilarnich lymfatickych uzlinach (NCT01772472).

Pacientské vzorky byly obarveny s protilatkou PATHWAY anti-HER2 (4B5) a/nebo

s testem ISH INFORM HER2 Dual a byly hodnoceny z hlediska pfijatelnosti barveni a
stavu HER2. Celkové bylo nejvice vzorki z biopsii pfed lécbou (80.9 %), odebranych
primarné jako biopsie (75.3 %) anebo chirurgickymi metodami (24.3 %). Vice vzorkl
vykazovalo podtyp duktalni neoplastické zmeény (95.4 %) a vétSina nebyla ziskana ze
vzorku metastazy (96.2 %).

Tab. 28 popisuje celkovou miru pfijatelnosti barveni pro protilatku PATHWAY anti-HER2
(4B5) uréenou k diagnostice populace (ITD) na Urovni subjektu. Z celkového poctu 1788
subjektl v populaci PATHWAY ITD se 55 pokusti o pocateéni barveni s protilatkou
PATHWAY anti-HER2 (4B5) nezdafilo. Pii opakovani barveni u téchto subjekt bylo
Uspésného barveni dosazeno az na Ctyfi u vSech. PoCatecni a konecna celkova mira
pfijatelnosti barveni pro protilatku PATHWAY anti-HER2 (4B5) byla 96.9 %, respektive
99.8 %. Rovnéz jsou uvadény miry pfijatelnosti barveni pozadi a pfijatelnosti morfologie
pro sklicka obarvena s protilatkou PATHWAY anti-HER?2 (4B5). Pocatecni a kone¢na mira
pfijatelnosti barveni pozadi pro populaci ITD byla 99.6 %, respektive 99.9 %. Pocateéni

a kone¢na mira pfijatelnosti morfologie byla 99.2 %, respektive 99.9 %.

2021-09-13
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*Pocatecni pokus o barveni je prvnim pokusem o barveni pro subjekt

**Kone¢ny pokus o barveni je pokus o barveni, ktery byl pouzit k rozhodnuti
0 zafazeni do studie BO27938

Ve studii KATHERINE bylo zafazeno 1486 pacientl s rakovinou prsu v ¢asném stadiu,
pozitivni na HER2, s rezidualnim invazivnim nadorem v prsu a/nebo axilarnich
lymfatickych uzlinach po Ié¢bé zalozené na taxanu a trastuzumabu jako soucast
neoadjuvantni léCby pfed zafazenim do studie. Pacienti obdrzeli radioterapii a/nebo
hormonalni terapii soubézné se zkoumanou lébou podle mistnich pokynd. Pro prokazani
nadmémé exprese HER2 definované jako amplifikaéni pomér 3+ IHC nebo ISH = 2.0,
stanovené v centralni laboratofi, byly vyZzadovany 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,
predoperacni lécby zamérené na HER2 (trastuzumab, trastuzumab plus dalSi latky
smérované na HER?2) a patologického stavu uzliny hodnoceného po predoperacni 16¢hé.

Pripravek KADCYLA byl podan intravendzné v davce 3.6 mg/kg 1. den 21denniho cyklu.
Trastuzumab byl podan intraven6zné v davce 6 mg/kg 1. den 21denniho cyklu. Pacienti
byli 1é€eni pripravkem KADCYLA nebo trastuzumabem po celkem 14 cykld, pokud
nedoslo k recidivé nemoci, odvolani souhlasu anebo nepfijatelné toxicité, podle toho, co
nastalo dfive. V dobé primami analyzy byla stfedni doba trvani Ié¢by 10 mésicl (rozmezi:
1-12) pro pfipravek KADCYLA a stfedni doba trvani [é¢by 10 mésicl (rozmezi: 1-13) pro
trastuzumab. Pacienti, ktefi prerusili [éCbu pfipravkem KADCYLA, mohli v pfisluSnych
pfipadech na zakladé zvazeni toxicity a Usudku zkouSejiciho dokoncit dobu Iécby
planované v ramci studie az po 14 cykld lécby s trastuzumabem zaméfenym na HER2.
Primamimi cilovymi parametry Gcinnosti ve studii KATHERINE bylo preziti bez invazivnich
onemocnéni (IDFS). IDFS bylo definovano jako ¢as od data randomizace do prvniho
vyskytu recidivy ipsilateralniho invazivniho nadoru prsu, ipsilateraini lokalni nebo
regionalni invazivni rakoviny prsu, vzdalené recidivy, kontralateralni invazivni rakoviny
prsu nebo Umrti z jakékoli pficiny.

Demografické charakteristiky a charakteristiky tumoru u pacientd byly v ramenech 1é¢by
dobre vyvazeny. Stiedni vék byl priblizné 49 let (rozmezi 23-80 let), 72.8 % bélochd,

8.7 % Asijct a 2.7 % ¢emochl nebo Afroameri¢ant. Kromé 5 pacientt se jednalo o Zeny.
22.5 % pacientd bylo zafazeno v Severni Americe, 54.2 % v Evropé a 23.3 % ve zbytku
svéta. Prognostické charakteristiky nadoru véetné stavu hormonalnich receptort
(pozitivni: 72.3 %, negativni: 27.7 %), klinicka faze pfi prezentaci (inoperabilni: 25.3 %,
operabilni: 74.8 %) a patologicky stav uzlin po pfedoperacni 1é¢bé (pozitivni uzlina:

46.4 %, negativni uzlina nevyhodnocena: 53.6 %) byly v ramenech studie podobné.
Vétina pacienti (76.9 %) obdrzela neoadjuvantni chemoterapeuticky rezim obsahujici
antracyklin. 19.5 % pacientli obdrzelo kromé trastuzumabu dalsi latku cilenou na HER2
jako soucast neoadjuvantni Iécby. Pertuzumab byl druhou 1é¢bou u 93.8 % pacientd, ktefi
dostavali druhou neoadjuvantni latku zamifenou na HER2.

Klinicky vyznamné a statisticky vyznamné zlep$eni v IDFS bylo pozorovano u pacientd,
jejichz vzorky z rakoviny prsu byly identifikovany jako pozitivni na HER2 s testem
PATHWAY anti-HER2 (4B5), ktefi dostavali trastuzumab emtansin (KADCYLA), ve
srovnani s trastuzumabem (Herceptin) (HR = 0.43, 95% CI [0.32, 0.58]), coz odpovida
57% snizeni rizika udalosti IDFS. Vysledky Ucinnosti pro IHC pozitivni podskupinu jsou
uvedeny v Tab. 29 a na Obr. 2.

Analyza dat také ukazuje, ze s Upravou nebo bez tpravy pro diferencialni vzorkovani ve
zkoumané populaci v disledku pfedbézného screeningu mistnimi testy jsou odhady
Gcinnosti léku podobné.
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Tab. 29. Vysledky ucinnosti ze studie KATHERINE pro pozitivni podskupinu IHC. R
KADCYLA Trastuzumab 1.
N =573 N =559
Primémi cilovy parametr Peziti bez invazivnich nemoci (IDFS) 1
Pocet (%) pacientt s udalosti 64 (11.2 %) | 130 (23.3 %) 2
HR [95% Cl] 0.43[0.32, 0.58]
3leta mira bez udalosti 2 % 89.0 | 75.7
1. Data z prvni pribézné analyzy
2. Ttileta mira bez udalosti odvozena z Kaplanovych-Meierovych odhadu 3.
Udaje ze studie KATHERINE ukazuj, Ze adjuvantni trastuzumab emtansine (KADCYLA) 4.
prokazal jasny pfinos é¢by ve srovnani s adjuvantnim trastuzumabem (Herceptin)
u pacientd s rakovinou prsu v ¢asném stadiu s pozitivitou na HER2, se zbytkovym
onemocnénim po dokonceni neoadjuvantni lécby. Testy PATHWAY anti-HER2 (4B5) 5
a INFORM HER2 Dual ISH jsou uZite¢né pfi identifikaci téch pacientd, u nichz je '
pravdépodobné, ze budou mit z Ié¢by trastuzumab emtansinem (KADCYLA) prospéch. 6
2021-09-13 12114
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Pokud pozitivni kontrola vykazuje slabsi zabarveni, nez se ocekavalo, je tfeba
zkontrolovat cyklus ostatnich pozitivnich kontrol na stejném pfistroji, abyste zjistili,
zda je to zplsobeno primarni protilatkou nebo jednou z béznych sekundamich
reagencii.

Pokud je kontrola negativni, je tfeba ji zkontrolovat, aby bylo zaji$téno, ze ma
sklicko spravny Stitek s ¢arovym kédem. Pokud je sklicko spravné oznaceno, je
tfeba zkontrolovat cyklus ostatnich pozitivnich kontrol na stejném pfistroji, abyste
Zjistili, zda je to zptsobeno primarni protilatkou nebo jednou z béznych
sekundamich reagencii. Tkané mohly byt nespravné odebrany, fixovany nebo
odparafinovany. Pfi odbéru, skladovani a fixaci je tfeba dodrzovat spravny postup.
Pokud nebyl odstranén veskery parafin, muze se stat, ze nedojde k barveni. Postup
odparafinovani je tfeba opakovat.

Pokud je barveni specifické protilatky pfili§ intenzivni, cyklus je tfeba opakovat s
dobou inkubace zkracovanou po 4minutovych intervalech do dosazeni pozadované
intenzity barveni.

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

Népravné opateni najdete v uZivatelské pfirucce pfistroje v ¢asti Jednotlivé kroky
postupu, pfipadné se obratte na mistni servisni zastoupeni.

ESENi PROBLEMU
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Obr. 2. Kaplanova-Meierova kfivka preziti bez invazivnich onemocnéni ve studii KATHERINE. (T-DM1: trastuzumab emtansin (KADCYLA))
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POZNAMKA: V tomto dokumentu se jako symbol pro odd&lovani celého &isla a

desetinnych mist pouziva vzdy tecka. Oddélovace pro tisice se nepouzivaji.

Souhrn bezpeénosti a funkénosti naleznete zde:

https://ec.europa.eu/tools/eudamed

Symboly

Spole¢nost Ventana pouziva nasledujici symboly a znaky nad rdmec uvedeny v normé

ISO 15223-1 (pro USA: definici pouzitych symboli naleznete na internetovych strankach
dialog.roche.com):
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