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URCENE POUZITI

VENTANA anti-PMS2 (A16-4) Mouse
Monoclonal Primary Antibody (protilatka
VENTANA anti-PMS2 (A16-4)) je uréena
ke kvalitativni detekci proteinu PMS2 ve
tkanovych fezech fixovanych ve formalinu

anti-PMS2 (A16-4) je pfipravena k pouZiti
na pfistrojich BenchMark ULTRA, XT a
GX s OptiView DAB IHC Detection Kit,
OptiView Amplification Kit a pfidavnymi
reagenciemi.
Protilatka VENTANA anti-PMS2 (A16-4)
je soucasti VENTANA MMR IHC Panel
zahmujici VENTANA anti-MLH1 (M1)
Mouse Monoclonal Primary Antibody,
Y VENTANA anti-MSH2 (G219-1129)
P A Mouse Monoclonal Primary Antibody,
el | VENTANA anti-MSH6 (SP93) Rabbit
Monoclonal Primary Antibody a
VENTANA anti-BRAF V600E (VE1)
Mouse Monoclonal Primary Antibody.
VENTANA MMR [HC Panel je indikovéana
k detekci proteinové deficience u korekce
nespravného sparovani bazi jako test
k identifikaci jedincl ohrozenych rizikem Lynchova syndromu u pacientl
s diagnostikovanym kolorektalnim karcinomem (CRC) a se statusem BRAF V600E, jako
pomtcka v rozli§eni mezi sporadickym CRC a pravdépodobnym Lynchovym syndromem
za nepiitomnosti exprese proteinu MLH1.

Tyto produkty by mél interpretovat kvalifikovany patolog v kombinaci s histologickym
vySetfenim, relevantnimi klinickymi informacemi a spravnymi kontrolami.

Ur€eno k in vitro diagnostice (VD).

SOUHRN A VYSVETLENI

Obr. 1. Barveni VENTANA anti-PMS2
(A16-4) Mouse Monoclonal Primary
Antibody jako Intaktni (nahore) nebo
Ztrata (dole) ve souvislosti s expresi ve
tkani karcinomu tlustého stieva

amrti na svété.! Vétsina CRC vykazuje chromozomalni nestabilitu, aviak pfiblizné 15 %
karcinomU se vyviji alternativni drahou charakterizovanou defektni funkci systému
korekce nespravného parovani bazi DNA (mismatch repair, MMR). Nasledkem MMR
deficience nadory vykazuji mikrosatelitni nestabilitu (MSI) plynouci v neschopnost protein(i
MMR opravovat chyby replikace DNA.

CRC s MMR defekty jsou oznacovany jako MMR (dMMR) deficientni nadory. Naproti tomu
CRC bez MMR defektli jsou oznacovany jako MMR (dMMR) proficientni nadory. dMMR
kolorektalni karcinomy jsou ¢asto Spatné diferenciované a €asto vykazuji proximaini
predominanci tlustého stieva, histologické rysy mucindzni, medularni nebo pecetniho
prstenu a zvyené pocty nador infiltrujicich lymfocytd.2:3 Obecné mize byt MMR
deficience zplsobena bud mutacemi zarodecné linie v jednom z gent MMR s naslednou
ztratou odpovidajici normalni alely genetickymi nebo epigenetickymi mechanismy,
somatickymi mutacemi v alelach nebo epigenetickou inaktivaci genu MLH1 methylaci.4
Ctyimi nejcastéji mutovanymi geny MMR jsou MLH1, PMS2, MSH2 a MSH6. V
normalnich burkach proteiny MLH1 tvofi komplex (heterodimer) s proteinem PMS2,
zatimco protein MSH2 tvofi komplex s proteinem MSH6.5:6 KdyZ dojde k nespravnému
sparovani DNA, heterodimer MSH2/MSH6 se vaZe na nespravné sparovanou DNA, ¢imz
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navodi konformaéni zménu. Heterodimer MLH1/PMS2 se vaze na komplexy
MSH2/MSHS, které iz jsou navazané na DNA, coZ vede k excizni opravé postizené DNA.
Proteiny MLH1, PMS2, MSH2 a MSH6 jsou klinicky vyznamné proteiny MMR kddované
geny, které mohou byt mutované v rodinach s Lynchovym syndromem.”.8 Nositelé téchto
mutaci maji vysokeé riziko rozvoje kolorektalniho karcinomu a dal$ich karcinoma v pribéhu
celého Zivota kvuli hromadéni chyb replikace DNA v proliferujicich burikach. Lynchim
syndrom predstavuje 1-6 % vSech CRC. Tyto nadory jsou nasledkem zdédéné
autozomalni dominantni mutace zarode¢né linie v jednom ze ¢tyf genli MMR, se ztratou
MLH1 objevujici se u vétsiny téchto CRC spojenych s Lynchovym syndromem.5.9,10

U pacientt s Lynchovym syndromem bylo identifikovano vice nez 300 riiznych mutaci

v rodiné proteind MMR. Fenotyp nadoru spojeného s Lynchovym syndromem je obecné
charakterizovan imunohistochemickou ztratou exprese v proteinech MMR, konkrétné
MLH1, PMS2, MSH2 a MSH6.10-13 Bylo prokazéno, Ze MMR IHC testovani je uZitecné

v identifikaci tohoto specifického genu MMR, ve kterém Ize s nejvy3si pravdépodobnosti
nalézt zménu zarodecné linie nebo somatickou zménu 14

Jako soucéast VENTANA MMR IHC Panel, VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) Mouse
Monoclonal Primary Antibody (protilatka VENTANA anti-BRAF V600E (VE1)) napoméaha
diferenciovat sporadické CRC a CRC s pravdépodobnym Lynchovym syndromem za
absence exprese proteinu MLH1.15.16 U CRC je ztrata proteinu MLH1 ¢asto nasledkem
hypermethylace promotéru MLH1 a indikuje sporadicky vyskyt.17 Pfitomnost proteinu
BRAF V600E je Uzce spojena s hypermethylaci promotéru MLH1. Nasledkem toho
pozitivni barveni protilatkou VENTANA anti-BRAF V600E (VEL) indikuje sporadicky CRC.

KLINICKY VYZNAM

Lynchiv syndrom byl popsén v 60. letech minulého stoleti a identifikoval spojeni mezi
ztrétou funkce MMR a karcinomem. 18 Ztrata proteind MMR (MLH1, PMS2, MSH2 nebo
MSHB6) muze vést k MSI a vy$simu celoZivotnimu riziku nikoli pouze CRC, ale také
karcinomU Zaludku, mozku, sleziny, pokozky, endometria a vajecnikd. Pacienti

s Lynchovym syndromem maji celoZivotni 50-80% riziko CRC.5:19.20 Lynchiiv syndrom
se i od ostatnich dédi¢nych rakovinnych syndromd, protoze piimé testovani nadorové
tkané pomaha identifikaci pacientli ohrozenych rizikem Lynchova syndromu a napomaha
informovanosti o nasledném genetickém testovani zarode¢né linie. Pro rodiny

s Lynchovym syndromem jsou piinosné pokrocilé protokoly testovani karcinomd.

R0zné pokyny, v€etné pokynu National Comprehensive Cancer Network (NCCN),
doporucuji, aby byly vSechny CRC screenovany na potencialni Lynchiv syndrom kvili
identifikaci pacientd a rodin, pro které bude pfinosné dalSi genetické testovani a
poradenstvi.18,21-24 poyziti VENTANA MMR IHC Panel pomiiZe stanoveni MMR statusu
CRC tim, Ze jejich expresi proteinu MMR klasifikuje jako intaktni nebo jako ztratu. Detekce
véech Ctyr protein MMR v nadoru indikuje normalni nebo intaktni MMR. Ztrata exprese
MLH1 nebo MSH2 je téméf vzdy doprovazena ztratou jeho heterodimerového partnera,
PMS2, respektive MSH6. AvSak ztrata PMS2 nebo MSH6 nevede ke ztraté MLH1 i
MSH2. Ztrata PMS2, MSH2 a/nebo MSH6 je konzistentni s pravdépodobnym Lynchovym
syndromem, a pacienty je vhodné odeslat k dalSimu testovani a poradenstvi v souladu

s klinickou praxi.

Ztréta proteinu MLH1 mze indikovat sporadicky vyskyt nebo potenciaini Lynchiv
syndrom. V 15 % ¢i vice pfipadl sporadického CRC je ztrata proteinu MLH1 zplsobena
hypermethylaci promotéru MLH1.5:25,26 Dilezité je, Ze mutace BRAF V600E je
pozorovana u priblizné dvou tfetin nadorl se ztratou exprese MLH1 zpusobenou
hypermethylaci promotéru MLH1 . Naproti tomu je mutace BRAF V600E velmi zfidka
pozorovana u nadord s Lynchovym syndromem.25 Proto, jestlize vysledek VENTANA anti-
MLH1 (M1) Mouse Monoclonal Primary Antibody (protilatky VENTANA anti-MLH1 (M1))
indikuje ztratu proteinu MLH1, protilatka VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) mlize nador
stratifikovat jako sporadicky nebo pravdépodobny Lynchiv syndrom.5:27 U CRC ztréata
proteinu MLH1 s pozitivnim statusem BRAF V600E silné indikuje, Ze je nador vysledkem
sporadického vyskytu, a doslova eliminuje Lynchdv syndrom jako zakladni pfi¢inu
malignance.17.28 Kdy? je ztrata proteinu MLH1 doprovazena negativnim statusem BRAF
V600E, je ztrata MLH1 konzistentni s vysokou pravdépodobnosti Lynchova syndromu,29

PRINCIPY METODY

VENTANA anti-PMS2 (A16-4) Mouse Monoclonal Primary Antibody (protilatka VENTANA
anti-PMS2 (A16-4)) je mySi monoklonalni protilatka produkovana proti rekombinantnimu
proteinu PMS2. Protilatka VENTANA anti-PMS2 (A16-4) se véaZe na protein PMS2

v tkafovych fezech fixovanych ve formalinu a zalitych v parafinu (FFPE). Tato protilatka
mize byt lokalizovana pomoci haptenované sekundarni protilatky a nasledné multimernim
konjugatem anti-hapten-HRP (OptiView DAB IHC Detection Kit, kat. &. 760-700 /
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06396500001) a OptiView Amplification Kit (kat. ¢. 760-099 / 06396518001 (50 test)
nebo 860-099 / 06718663001 (250 testu)). Specificky komplex protilatky a enzymu je
vizualizovan srazejicim se produktem reakce s enzymem. Kazdy krok zahrnuje inkubaci
po priesné stanovenou dobu pfi pfesné stanovené teploté. Na konci kazdého inkuba¢niho
kroku promyje kazdy barvici automat BenchMark ULTRA, XT a GX fezy, aby se zastavila
reakce a odstranil se nenavazany materidl, ktery by v dalSich krocich branil pozadované
reakci . To plati také pro ULTRA LCS (ULTRA LCS (Predilute), kat. ¢. 650-210 /
05424534001) nebo LCS (LCS predilute, kat. €. 650-010 / 05264839001), ktery
minimalizuje odpafovani vodnych reagencii z preparatu.

Kromé barveni protilatkou VENTANA anti-PMS2 (A16-4) by mélo byt druhé sklicko
nabarveno my3i monoklonalni negativni reagencii, Negative Control (Monoclonal) (kat. ¢.
760-2014 / 05266670001). K vyhodnoceni intenzity obarveni pozadi se pouzivé negativni
reagencni kontrola.

DODAVANE REAGENCIE

Protilatka VENTANA anti-PMS2 (A16-4) obsahuje dostate¢né mnozstvi reagencie

k provedeni 50 testu.

Jeden 5ml davkova¢ protilatky VENTANA anti-PMS2 (A16-4) obsahuje pfiblizné 5 pg mysi
monoklonalni protilatky.

Protilatka je nafedéna v 0,08 M PBS s obsahem 3% nosného proteinu a 0,05%
ProClin300 jako konzervaéni latky.

Celkova koncentrace proteinu v reagencii je pfiblizné 3 mg/ml. Koncentrace specifické
protilatky je asi 1 pg/ml. U tohoto produktu nebyla pozorovana Zadna zndma nespecifické
reaktivita protilatky.

Protilatka VENTANA anti-PMS2 (A16-4) je mySi monoklonalni protilatka vyrabéna jako
supernatant bunééné kultury.

Podrobné popisy nalezete v pfibalové informaci k pfislu$né detekéni soupravé
VENTANA: (1) Princip metody, (2) Potfebny material a reagencie, které nejsou soucasti
baleni, (3) Odbér vzorki a pfiprava pro analyzu, (4) Postupy pro kontrolu jakosti,

(5) Reseni problémd, (6) Interpretace vysledku a (7) Obecna omezeni.

POTREBNY MATERIAL, KTERY NENi SOUCASTI BALENI
Barvici Cinidla, napfiklad detekéni soupravy VENTANA a pomocné materidly, véetné
kontrolnich skli¢ek pro negativni a pozitivni tkan, nejsou soucasti dodavky.
Nésledujici reagencie a materialy jsou k barveni zapotfebi, ale nejsou soucasti dodavky:
1. Dalsi protilatky VENTANA MMR IHC Panel:
VENTANA anti-MLH1 (M1) Mouse Monoclonal Primary Antibody
(kat. ¢. 760-5091 / 08033668001)
VENTANA anti-MSH2 (G219-1129) Mouse Monoclonal Primary Antibody
(kat. ¢. 760-5093 / 08033684001)
VENTANA anti-MSH6 (SP93) Rabbit Monoclonal Primary Antibody
(kat. ¢. 760-5092 / 08033676001)
VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) Mouse Monoclonal Primary Antibody
(kat. ¢. 760-5095 / 08033706001)
2. Negative Control (Monoclonal) (kat. ¢. 760-2014 / 05266670001)
3. Mikroskopické sklicka, pozitivné nabita
4. Stitky s ¢arovym kodem (odpovidajici testované negativni reagenéni kontrole a
primarni protilatce)
5. Xylen (histologicky stuper)
6.  Etanol nebo reagencni alkohol (histologicky stuperi)
100% roztok: nezfedény etanol nebo reagenéni alkohol
95% roztok: smés 95 dill etanolu nebo reagen¢niho alkoholu s 5 dily
deionizované vody
80% roztok: smés 80 dill etanolu nebo reagenéniho alkoholu s 20 dily
deionizované vody
7. Deionizovana nebo destilovana voda
8. OptiView DAB IHC Detection Kit (kat. ¢. 760-700 / 06396500001)
9. OptiView Amplification Kit (kat. ¢. 760-099 / 06396518001 nebo kat. 860-099 /
06718663001)
10. EZ Prep Concentrate (10X) (kat. ¢. 950-102 / 05279771001)
11.  Reaction Buffer Concentrate (10X) (kat. ¢. 950-300 / 05353955001)
12.  ULTRALCS (Predilute) (Kat. &. 650-210 / 05424534001) nebo LCS (LCS predilute
kat. €. 650-010 / 05264839001)
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13.  ULTRA Cell Conditioning Solution (ULTRA CC1) (kat. ¢. 950-224 / 05424569001)
nebo Cell Conditioning 1 (CC1) kat. €. 950-124 / 05279801001)

14.  Hematoxylin Il (kat. &. 790-2208 / 05277965001)

15.  Bluing Reagent (kat. &. 760-2037 / 05266769001)

16.  Trvalé fixatni médium (Permount Fisher kat. €. SP15-500 nebo ekvivalentni)

17.  Kryci sklicko (dostatecné velké pro prekryti tkané, napf. VWR kat. €. 48393-060)

18.  Automatické kryci sklicko (jako napf. Tissue-Tek SCA Automated Coverslipper)

19.  Svételny mikroskop

20.  Absorpéni utérky

SKLADOVANI

Po pfijeti a mezi pouzitimi uchovavejte pfi teploté 2-8 °C. Chrarte pfed mrazem.

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

Kazdy davkovac s protilatkou mé stanovenou dobu exspirace. Pfi fadném skladovani

zlstane reagencie stabilni do data uvedeného na $titku. Po uplynuti data exspirace
reagencii nepouzivejte.

PRIPRAVA VZORKU

Pro pouZiti této primarni protilatky s pfistroji OptiView DAB IHC Detection Kit, BenchMark
ULTRA, XT a GX jsou vhodné FFPE tkané zpracované béznym zplsobem.

Je tfeba nafezat fezy silné zhruba 4 pm a fixovat je na pozitivné nabita podlozni sklicka.
V z&jmu zachovani antigennosti erstvé nafezanych tkanovych fezi by se pro barveni
mély pouzivat erstvé pofizené fezy. VySetfeni neznamych vzorki doporucujeme
provadét soubézné s pozitivnimi a negativnimi kontrolnimi vzorky.

Pro VENTANA MMR IHC Panel se doporucuje, aby byla tkan fixovana do 6 hodin od
pofizeni fezu v 10% neutralnim pufrovaném formalinu (NBF) po 6-24 hodin na zakladé
barveni v mandli. Pfijatelného barveni bylo rovnéz dosazeno s fixaci v zinkovém formalinu
a fixativu Z-5 po 6-24 hodin. Pouziti alkohol formalinu (AFA), 95% etanolu a PREFER

s VENTANA MMR IHC Panel jako fixativ se nedoporucuje, protoze se tkané nebarvi
vibec, nebo se barvi variabilné.

Pouzité mnozstvi fixacniho prostfedku by mélo odpovidat 15 az 20 nasobku objemu
tkané. Béhem 24 hodin neproniknou fixativa do vétsi hloubky nez 2 az 3 mm pevné tkané
nebo 5 mm porézni tkéng. Fixaci |ze provadét pfi pokojové teploté (15-25 °C).30,31
VySetieni neznamych vzork( doporucujeme provadét soubézné s pozitivnimi

a negativnimi kontrolnimi vzorky.

UPOZORNENi A BEZPECNOSTNi PREDPISY

1. Tepelné naméahani protilatky VENTANA anti-PMS2 (A16-4) a jeji stabilita pfi
pouZivani nejsou v sou¢asné dobé stanoveny a uzivatelé by méli sledovat zmény
stability ve vlastnostech barveni (napf. zvySené barveni pozadi nebo snizenou
intenzitu barveni) pfi opakovanych pouzitich.

2. Kinvitro diagnostice (IVD).

Pouze k odbornému pouziti.

4. Roztok ProClin 300 slouZi v této reagencii jako konzervaéni prostfedek. Je
klasifikovéan jako draZdivy a pfi styku s pokozkou mize zplsobit senzibilizaci.
Pfi manipulaci dodrzujte pfisluSna bezpe€nostni opatfeni. Zamezte kontaktu
reagencii s o¢ima, pokozkou a sliznicemi. Pouzivejte vhodny ochranny odév
a rukavice.

5. S materidlem lidského nebo zivocisného plivodu je tfeba nakladat jako
s nebezpe¢nym biologickym materialem a likvidovat jej v souladu s platnymi
bezpecnostnimi opatfenimi.

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

7. Zabrarte mikrobialni kontaminaci reagencii, mohla by zpUsobit nepfesnost
vysledkad.

8. Doporucené metody likvidace jsou uvedeny v celostatnich a mistnich pfedpisech.

9. Dalsi informace o bezpe¢nosti naleznete v bezpecnostnich listech a v pfiruéce
s vykladem symbol0 a rizik na adrese www.ventana.com.

POSTUP BARVENI

ProtilatkaVENTANA anti-PMS2 (A16-4) byla vyvinuta k pouziti na pfistrojich BenchMark
ULTRA, XT a GX v kombinaci s OptiView DAB IHC Detection Kit, OptiView Amplification
Kit a doplikovymi reagenciemi. Tabulka 1 uvadi barvici protokol k pouZiti s protilatkou

VENTANA anti-PMS2 (A16-4). Uginek méniciho se dasu a teploty pfi ziskavani antigenu

w
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na robustnost analyzy neni znam. Proto mize odchylka od doporu¢enych podminek
ziské&vani antigenu uvedenych v protokolu zpUsobit neplatnost ziskanych vysledku. Je
tfeba pouzivat a dokumentovat pfislusné kontroly. Uzivatelé, ktefi se od poskytnutého
protokolu odchyli, musi pfijmout odpovédnost za interpretaci vysledkd pacientd.
Parametry automatickych postupt Ize zobrazovat, tisknout a upravovat podle postupu
uvedeného v ndvodu k obsluze pfistroje. Podrobnéjsi informace o postupech
imunohistochemického barveni naleznete v pfibalovém letaku OptiView DAB IHC
Detection Kit.

Tabulka 1. Protokol pro barveni protilatky VENTANA anti-PMS2 (A16-4) s OptiView DAB
IHC Detection Kit a OptiView Amplification Kit na pfistrojich BenchMark ULTRA, XT a GX

Metoda
Typ postupu BenchMark BenchMark BenchMark
ULTRA XT GX
Pristroj Pristroj Pristroj
Odparafinovani Zvoleno Zvoleno Zvoleno
Kondicionovani
bunék Cell Cell Cell
dmaskovani Conditioning 1, Conditioning 1, Conditioning 1,
(0 maskovan 92 minuty, 100°C 92 minuty 92 minuty
antigenu)
Pre-Primary
Peroxidase Inhibitor Zvoleno Zvoleno Zvoleno
Protilatka (primarni) 32 minuty, 36°C 44 minuty, 37°C | 52 minuty, 37°C

OptiView HQ Linker 8 minut (standardné)
Opthle_w HRP 8 minut (standardné)
Multimer
OV AMP H202/0V 4 minut
Amplifier y
OV AMP Multimer 4 minuty

Kontrastni barvivo Hematoxylin I, 4 minuty

Po kontrastnim

barveni Bluing, 4 minuty

Odchylka od doporu¢enych podminek uvedenych v protokolu miize obzvlasté pfi
ziskavani antigenu, zplisobit neplatnost ziskanych vysledku. Avsak vzhledem k riznym
zpUsoblm fixace a zpracovani tkani a rovnéz ke vseobecnym podminkam laboratornich
pristroji a okolniho prostfedi muze byt zapotebi prodlouzit nebo zkréatit dobu inkubace
primarni protilatky podle konkrétnich vzorkd a pfistroje. Dal$i informace o rdznych fixacich
viz pfirucka ,J/mmunohistochemistry: Principles and Advances®.32

POSTUPY KONTROLY KVALITY

Negative Reagent Control

Spole¢nost Ventana Medical Systems, Inc. dirazné doporucuje pouziti Negative Reagent
Control k barveni sousedicich fezli vzorkl pacientovy tkané na jiném sklicku, nez je
sklicko s barvenim protilatkou VENTANA anti-PMS2 (A16-4). Negative Reagent Control
mysSi monoklonalni protilatka (Negative Control (Monoclonal), kat. €. 760-2014 /
05266670001) se doporucuje k pouziti namisto primarni protilatky pfi hodnoceni
nespecifického barveni. Parametry barveni pro protilatku Negative Reagent Control by
mély byt stejné, jako u primarni protilatky.

Pozitivni kontrola tkané
S kazdym provedenym barvicim postupem je tfeba provést pozitivni kontrolu tkané.

Nejvhodnéjsi je uloZit fez pro pozitivni kontrolu na stejné sklicko jako tkan od pacienta.
Tento postup pomaha odhalit pipady, kdy na preparat s testovanym vzorkem pacienta
nebyla nanesena primarni protilatka nebo jina dileZita reagencie. Tkan se slabym
pozitivnim zbarvenim je pro optimalni kontrolu kvality vhodnéjsi. Slozky tkané s pozitivnim
zabarvenim slouZi k potvrzeni, Ze protilatka byla pfidana a pfistroj pracuje spravné. Tkan
muze obsahovat pozitivné i negativné zabarvené buriky nebo slozky tkané a mize slouzit
jako tkan pro pozitivni i negativni kontrolu. Jako kontrolni vzorky by se mély pouZit cerstvé
vzorky z pitvy, biopsie nebo operace zpracované a fixované co nejdfive stejnym
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zplsobem jako testované fezy. Takové tkané mohou monitorovat vSechny kroky analyzy,
od pfipravy tkané az po barveni. Pouziti tkafiového fezu fixovaného nebo zpracovaného
jinym zplsobem nez testovany vzorek zajisti kontrolu pro vSechny reagencie a vSechny
kroky metody kromé fixace a zpracovani tkané.

Zn&mé pozitivni kontroly tkani Ize pouzivat pouze ke sledovani spravné funkce
zpracovanych tkani a testovacich reagencii, nikoliv jako pom(cku k formulaci specifické
diagndzy vzorkl pacientli. Pokud se u tkani urcenych pro pozitivni kontrolu pozitivni
zabarveni neobjevi, Ize povazovat vysledky testovacich vzorkl za neplatné.

CRC tkan s klinickym statusem PMS2 Intaktni nebo normalini tkan tlustého stfeva
prekvalifikovana s protilatkou VENTANA anti-PMS2 (A16-4) m(ize byt pouzita jako
pozitivni tkariova kontrola. Normalni tlusté stfevo se bude barvit jako Intaktni pro PMS2
pomoci protilatky VENTANA anti-PMS2 (A16-4). Pozitivni tkanova kontrola by méla
vykazovat jednozna¢né zabarveni jader ve viabilnim nadoru a/nebo elementy normaini
tkané tlustého stfeva. U vech tkani by se interni pozitivni kontrolni buriky (tj. lymfocyty,
fibroblasty nebo normalni epitel v blizkosti nadoru) vSechny mély barvit pozitivné v jadfe.

Negativni kontrola tkané

ProtoZe proteiny MLH1, PMS2, MSH2 a MSH6 jsou exprimovany ve v3ech tkanich,
normalni negativni tkanova kontrola pro tyto biomarkery neexistuje. AvSak CRC tkan

s klinickym statusem PMS2 Ztrata prekvalifikovana s protilatkou VENTANA anti-PMS2
(A16-4) mUze byt pouzita jako negativni tkafiova kontrola. Negativni tkafové kontroly se
maji pouzivat pouze ke sledovani spravné funkce zpracovanych tkani, testovych reagencii
a pristrojd, nikoli jako pomiicka pfi formulaci konkrétni diagndzy vzorkd pacientd.

Ovéreni testu

Pred prvnim pouZzitim protilatky nebo systému pro barveni v rAmci diagnostického postupu
by méla byt ovéfena specifi¢nost protilatky testovanim na sérii tkani se znamou
charakteristikou U¢innosti IHC pfedstavujicich tkané Intaktni pro klinicky status proteinu
PMS2. (Viz Postupy kontroly kvality popsané dfive v této ¢asti pfibalového letaku a
doporuceni ohledné kontroly kvality stanovena v checklistu College of American
Pathologists Laboratory Accreditation Program, Anatomic Pathology Checklist33 nebo
CLSI Approved Guideline.31)

INTERPRETACE ZBARVENi / OCEKAVANE VYSLEDKY

Vzor buné&ného barveni pro protilatku VENTANA anti-PMS2 (A16-4) je jaderny v aktivné
proliferujicich bufikach. CRC barvenému s protilatkou VENTANA anti-PMS2 (A16-4)
pfidéli vySkoleny patolog klinicky status na zakladé svého hodnoceni pfitomnosti nebo
nepfitomnosti specifického zabarveni jader v nadoru. Klinicky status Intaktni je pfidélen
v pfipadech jednoznaéného zabarveni jader ve viabilnich nadorovych burikéach,

v pfitomnosti pfijatelnych internich pozitivnich kontrol (zabarveni jader v lymfocytech,
fibroblastech nebo normalnim epitelu v sousedstvi nadoru). Klinicky status Ztrata je
pfidélen v pfipadech jednozna¢né ztraty zabarveni jader nebo fokalniho slabého
jednoznacného zabarveni jader ve viabilnich nadorovych burkéach v pfitomnosti internich
pozitivnich kontrol, jak ukazuje Tabulka 2.

Pokud neni v internich pozitivnich kontrolach pfitomno jednoznaéné zabarveni jader
a/nebo barveni pozadi narusuje interpretaci, test by mél byt povazovan za nepfijatelny a je
tfeba jej zopakovat. Bodové zabarveni jader nadorovych bunék by mélo byt povazovano
za negativni vysledek (Ztrata). V pfipadech s fokalnim barvenim nadorovych bunék by
méla byt intenzita zabarveni jader alespon stejna, jako interni pozitivni kontrola spole¢né

s konfluentnim/kontinualnim barvenim jader v nékolika epitelovych Zlazach nebo
hnizdech, aby pfipad obdrzel klinicky status Intaktni. Za absence téchto podminek se
pfipadu pfipisuje klinicky status Ztrata.

Tabulka 2. Interpretace barveni pro protilatku VENTANA anti-PMS2 (A16-4)

Klinicky status Popis

Jednoznacné zabarveni jader ve viabilnich nadorovych

Exprese PMS2 | burkach, v pfitomnosti internich pozitivnich kontrol (zabarveni
Intaktni jader v lymfocytech, fibroblastech nebo normalnim epitelu
tlustého stfeva v sousedstvi nadoru)
. Jednoznacna ztrata zabarveni jader nebo fokalni slabé
Ztrata exprese . . i . . .
PMS2 jednoznacéné zabarveni jader ve viabilnich nadorovych burkach

v pfitomnosti internich pozitivnich kontrol

Pripady protilatky VENTANA anti-PMS2 (A16-4)jsou kategorizovany jako Intaktni nebo
Ztrata podle pritomnosti ¢i absence specifického zbarveni nadoru.
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SPECIFICKA OMEZENI

Ventana Medical Systems, Inc. dodava protilatky a Cinidla pro pouZiti optimalné nafedéné,
pokud jsou dodrZeny pokyny, které jsou soucasti produktu. Odchylka od doporu¢enych
podminek uvedenych v protokolu pfi ziskavani antigenu, proto mize u€init ziskané
vysledky neplatnymi. Je tfeba pouzivat a dokumentovat pfislusné kontroly. Uzivatelé, ktefi
se od poskytnutého protokolu odchyli, musi pfijmout odpovédnost za interpretaci vysledk(
pacientd.
U VENTANA MMR IHC Panel se doporucuije fixovani tkanovych vzorkd do 6 hodin po
odbéru na 6-24 hodin v 10% neutralnim pufrovaném formalinu. Pfijatelné barveni je
pozorovano po fixaci na 6-24 hodin zinkovym formalinem nebo Z-5. 95% alkohol, alkohol-
formalin-kyselina octova (AFA) ani PREFER se k fixovani tkani nedoporucuiji.
Nékteré pfipady mohou byt obzvla$té obtizné kvuli nasledujicim problémdm:
Nespecifické pozadi: Nékteré vzorky mohou vykazovat nespecifické barveni pozadi
z duvodd, které nejsou dobfe prozkoumany. Z tohoto divodu hodnoceni sklicka
s protilatkou VENTANA anti-PMS2 (A16-4) musi zahrnovat srovnani sklicka se
sklickem obsahujicim Negative Reagent Control pro stanoveni urovné barveni
pozadi. Cytoplazmatické barveni, pokud je pfitomno, by mélo byt pfi IHC
interpretaci protilatky VENTANA anti-PMS2 (A16-4) ignorovéno.
Fokalni obarveni: Nékteré vzorky mohou vykazovat fokalni barveni v nadorovych
burikach a intenzita barveni se muze lisit od slabého po silné. Na zakladé algoritmu
IHC skdrovani protilatky VENTANA anti-PMS2 (A16-4) by mélo byt fokalni slabé
jednoznacné barveni jadra ve viabilnich nadorovych burkach v pfitomnosti internich
pozitivnich kontrol klasifikovano jako Ztrata. Barveni se mdze liSit v Grovni intenzity
a tato intenzita se maze liSit napfi¢ nadorem; to vSak neovliviiuje klinicky status
MMR.

Bodové barveni: Nékteré vzorky mohou vykazovat diskrétni bodové barveni

v nékolika jadrech nadoru; intenzita tohoto barveni se mize lisit od slabého po silné.
Tento vzor barveni by mél byt ignorovan a jestlize ma urcity pfipad pouze tento typ
vzoru barveni, mél by mu byt udélen klinicky status Ztrata.

Artefakt tkané nebo barveni: Histologické artefakty plynouci ze zpracovani vzorku a
mikrotomickych procest mohou také komplikovat stanoveni klinického IHC statusu
protilatky VENTANA anti-PMS2 (A16-4) IHC. Tyto artefakty mohou zahrnovat mimo
jiné fixacni gradienty a okrajové efekty, zachyceni DAB, jaderné bubliny, nedostatek
barveni v nékterych oblastech tkané, trhani nebo skladani tkané a ztratu tkarového
fezu. V nékterych pfipadech mize byt zapotfebi opakovaného barveni novych fezu
nebo ziskani nového vzorku.

CHARAKTERISTIKY UGINNOSTI PROTILATKY VENTANA ANTI-PMS2
(A16-4)

Analyticka senzitivita/specificita

Analyticka specificita a senzitivita byly stanoveny obarvenim vice pfipad(i normalnich

a neoplastickych lidskych tkani protilatkou VENTANA anti-PMS2 (A16-4). Viysledky jsou
uvedeny v Table 3 a Tabulce 4. Pozitivni barveni je jaderné, pokud neni uvedeno jinak.
Na normélnich ani neoplastickych tkanich nebylo s protilatkou VENTANA anti-PMS2 (A16-
4) pozorovano zadné neocekavané barveni. Protoze korekce nespravného parovani bazi
je pfitomna ve v8ech aktivné proliferujicich burikach, vétsina normalnich a neoplastickych
tkani vykazovala podle o¢ekavani pozitivni barveni.

Tabulka 3. Analyticka senzitivita / specificnost protilatky VENTANA anti-PMS2 (A16-4)
Barveni v normalnich FFPE tkéanich

Pocet Pocet
pozitivnich pozitivnich
Tkan pripadu / Tkan pripadu /
celkovy pocet celkovy pocet
pripadu pripadu
Nadledvinka 313 Plice 313
Mocovy méchyF 313 Lymfatické uzliny 313
Kostni dref 313 Mezotel 213
Vajecnik 4/4 Slinivka bFigni 313
Prs 33 Pristitné télisko 313
2018-01-31 419
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Pocet Pocet
pozitivnich pozitivnich
Tkai piipadi / Tkai piipadi /
celkovy pocet celkovy pocet
pripadu pripadu
Mozedek 3/3 Periferni nerv 4/4
Mozek 3/3 Prostata 3/3
Délozni &ipek 313 Kosterni sval 213
Tlusté stfevo 3/3 Kize 3/3
Endometrium 3/3 Slezina 3/3
Jicen 33 Zaludek 33
Srdce 213 Varle 3/3
Hypofyza 33 Brzlik 33
Stievo 33 Stitna 7laza 4/4
Ledvina 313 Jazyk / Slinna Zlaza 313
Jatra 3/3 Mandle 3/3

Poznémka: Proteiny korekce nespravného parovani bazi, jako jsou PMS2, jsou
pfitomny ve vSech aktivné proliferujicich burikach. Ve vSech tkanich bylo
pozitivni/negativni barveni stanoveno pro tkanové specifické prvky v pfitomnosti
pozitivniho barveni v normalnich kontrolnich burikach (lymfocyty, fibroblasty a
epitelidlni burky).

Tabulka 4. Analyticka senzitivita / specifiénost protilatky VENTANA anti-PMS2 (A16-4)
Barveni v riznych FFPE neoplastickych tkanich

Pocet pozitivnich
Patologie pripadu / celkovy
pocet pripadu
Glioblastom (mozek) 11
Ependymom (mozek) 11
Oligodendrogliom (mozek) 11
Serdzni adenokarcinom (vajecnik) 11
Adenokarcinom (vajecnik) 11
Pankreaticky neuroendokrinni novotvar (slinivka) 71
Seminom (varle) 22
Medularni karcinom (Stitné Zlaza) 11
Papilami karcinom (Stitné Zlaza) 11
Duktalni karcinom in situ (prsu) 11
Mikroinvazivni duktaini karcinom (prs) 11
Invazivni duktélni karcinom (prs) 11
Malobunécny karcinom (plice) 11
Karcinom z dlazdicovych bunék (plice) 11
Neuroendokrinni karcinom (jicen) 11
Signet ring karcinom (Zaludek) 11
Adenokarcinom (tenké stfevo) 11
1015766CS Rev B
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Poget pozitivnich Tabulka 5. Opakovatelnost v ramci jednoho dne a pfesnost mezi jednotlivymi dny
Patologie pFipadi / celkovy s protilatkou VENTANA anti-PMS2 (A16-4) méfené pomoci klinického statusu (Intaktni
poéet pFipadi nebo Ztrata)
Stromalni sarkom (tenké stfevo) 71 Reprodukovatelnost Klinicky Shoda
Adenokarcinom (tlusté stfevo) 171 Presnost status Typ N % 95% Cl
Adenokarcinom (konegnik) n Intaktni PPA | 25/25 | 100,0 |(86,7;100,0)
Gastrointestinalni stromaln tumor (GIST) (rektum) 11 Reprodukovatelnost Ztréta NPA | 25125 | 100,0 [(86,7:100,0)
v rdmci jednoho dne ! N
Hepatoblastom (jatra) 71 Celkem OPA | 50/50 | 100,0 {(92,9;100,0)
Karcinom z jasnjch bungk (ledvina) 11 Intaktni PPA | 50/50 | 100,0 {(92,9;100,0)
Presnost mezi X
Adenokarcinom (prostata) 171 jednotlivjimi dny Ztréta NPA [ 50550 | 100,0 ((92,9;100,0)
Karcinom z dlazdicovych bunék (cervix) 1 Celkem OPA | 100/100 | 100,0 {(96,3;100,0)
Embryonéin rabdomyosarkom (pruhované svaly) 11 Poznamka: 95% ClI byly vypocitany metodou stanoveni (Wilsonova) skére.
Karcinom z dlazdicovych bunék (kize) 11 . o .
Presnost mezi pristroji BenchMark
Neuroblastom (retroperitoneum) n BenchMark ULTRA Presnost protilatky VENTANA anti-PMS2 (A16-4) mezi jednotlivymi
- ) m pfistroji byla stanovena barvenim replikatovych sklicek 10 vzorkia CRC (5 Intaktnich a
Mezoteliom (peritoneum) 5 Ztrat pro expresi PMS2) napfic 3 pristroji BenchMark ULTRA s protilatkou VENTANA
B-bunéény lvmfom: NOS (lvmfatické uzli 22 anti-PMS2 (A16-4) pomoci OptiView DAB IHC Detection Kit a OptiView Amplification Kit.
unecny ymfom; NOS (lymfaticke uzliny) Replikatova skiitka z kazdého vzorku CRC byla barvena s protilatikou VENTANA ant-
Hodgkintv lymfom (lymfatické uzliny) 11 PMS2 (A16-4) na 3 pristrojich BenchMark ULTRA.
: ——— Kazdé sklicko s barvenim protilatkou VENTANA anti-PMS2 (A16-4) bylo sparovano se
Leiomyosarkom (mocovy méchyr) m sklickem s Negative Reagent Control ze stejného pfipadu. VSechny pary sklicek byly
o 3 n randomizovany a poté hodnoceny klinickym statusem (Intaktni nebo Ztrata) jednim
steosarkom patologem zaslepenym vici diagnéze pfipadd. Zadné ze sklicek s Negative Reagent
Leiomyosarkom (hladké svalovina) 11 Control nevykazovalo specifické barveni a barveni pozadi bylo < 0,5.
Pro pfesnost mezi jednotlivymi pfistroji BenchMark ULTRA byla provedena péarova

Poznamka: Proteiny korekce nespravného spérovani bazi, jako jsou PMS2, jsou
pfitomny ve vSech aktivné proliferujicich burikach. Ve vSech tkanich bylo
pozitivni/negativni barveni stanoveno pro buiiky nadoru v pfitomnosti pozitivniho
barveni v normalnich kontrolnich bufikach (lymfocyty, fibroblasty a epiteliaini buriky).

Opakovatelnost v ramci jednoho dne a presnost mezi

jednotlivymi dny

Opakovatelnost a presnost protilatky VENTANA anti-PMS2 (A16-4) byly hodnoceny na
pfistroji BenchMark ULTRA v kombinaci se soupravou OptiView DAB IHC Detection Kit a
OptiView Amplification Kit.

Opakovatelnost v rdmci jednoho dne byla hodnocena pomoci 10 vzorkti 10 CRC

(5 Intaktnich a 5 Ztrat pro expresi PMS2). Pét replikatovych skli¢ek z kazdého vzorku
CRC bylo barveno s protilatkou VENTANA anti-PMS2 (A16-4) na jednom pfistroji
BenchMark ULTRA v jeden den. Kazdé sklicko s barvenim protilatkou VENTANA anti-
PMS2 (A16-4) bylo sparovano se sklickem s Negative Reagent Control ze stejného
pfipadu. V8echny pary skli¢ek byly randomizovany a poté hodnoceny jako Intaktni nebo
Ztrata jednim patologem zaslepenych vici diagnéze pfipad.

Pfesnost mezi jednotlivymi dny byla hodnocena pomoci 10 vzorki CRC (5 Intaktnich a

5 Ztrat pro expresi PMS2). Replikaty z kazdého vzorku CRC byly barveny s protilatkou
VENTANA anti-PMS2 (A16-4) na jednom pfistroji BenchMark ULTRA v kazdy z 5 po sobé
nenasledujicich dni. Kazdé sklicko s barvenim protilatkou VENTANA anti-PMS2 (A16-4)
bylo sparovano se sklickem s Negative Reagent Control ze stejného pfipadu. VSechny
pary skli¢ek byly randomizovany a poté hodnoceny jako Intaktni nebo Ztrata jednim
patologem zaslepenych vigi diagnéze pfipadd.

Z&dné ze sklicek s Negative Reagent Control nevykazovalo specifické barveni a

barveni pozadi bylo < 0,5. Pomoci poolovanych dat ze vS§ech moznych part jak studie
opakovatelnost v rdmci jednoho dne, tak studie pfesnosti mezi jednotlivymi dny prokazaly
100% pozitivni procentuélni shodu (PPA), 100% negativni procentudini shodu (NPA) a
100% celkovou procentni shodu (OPA). Souhrn vysledk( naleznete v tabulce 5.
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srovnani klinického statusu sklicek pro kazdy vzorek mezi pfistroji, ktera prokazala 100%
PPA, NPA a OPA. Souhrn vysledkd naleznete v Tabulce 6.

Tabulka 6. BenchMark ULTRA Presnost protilatky VENTANA anti-PMS2 (A16-4) mezi
jednotlivymi pfistroji méfena pomoci klinického statusu (Intaktni nebo Ztrata)

Presnost Ksllglncjlgy Shoda
Typ niN % 95% ClI
Intaktni PPA 30/30 100,0 (88,6;100,0)
Mezi pfistroji Ztrata NPA 3030 100,0 | (88,6;100,0)
Celkem OPA 60/60 100,0 (94,0;100,0)

Poznamka: 95% CI byly vypocitany metodou stanoveni (Wilsonova) skore.

Navic pfesnost protilatky VENTANA anti-PMS2 (A16-4) mezi jednotlivymi pfistroji byla
stanovena barvenim replikatovych skli¢ek 6 vzorkd CRC (4 Intaktnich a 2 Ztrat pro expresi
PMS2) napfi¢ 3 pfistroji BenchMark XT a 3 pfistroji BenchMark GX s protilatkou
VENTANA anti-PMS2 (A16-4) pomoci OptiView DAB IHC Detection Kit.

Bylo provedeno 15 pozorovani na pfipad pfi poolovani 3 pfistroji; median kazdého
pfipadu byl stanoven z téchto 15 pozorovani. Jednotliva pozorovani stejného pfipadu byla
povazovana za konkordantni s intenzitou signalu daného pfipadu, pokud byla v rdmci 0,5
intenzity signalu. Pro pfesnost mezi pfistroji BenchMark XT a BenchMark GX bylo
provedeno parové srovnani skére intenzity barveni nadoru pro kazdy vzorek, které
prokazalo 100% OPA mezi 3 pfistroji BenchMark XT a 100% OPA mezi 3 pfistroji
BenchMark GX. Na vSech sklickach bylo barveni pozadi prijatelné (< 0,5) jak na pfistroji
BenchMark XT, tak GX.
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Konkordance pristroje BenchMark mezi platformami

Konkordance mezi pfistroji BenchMark ULTRA, XT a GX pro protilatku VENTANA anti-
PMS2 (A16-4) byla stanovena barvenim vzork(i CRC s protilatkou VENTANA anti-PMS2
(A16-4) pomoci OptiView DAB IHC Detection Kit. U vSech skli¢ek hodnotil nezavisly
patolog klinicky status (Intaktni/Ztréata).

Pérova srovnani vzorkil CRC byla provedena mezi platformami véetné GX ku ULTRA
(135 pfipadu Intaktnich a 32 pfipad( Ztrat), GX ku XT (126 pfipad Intaktnich a

30 pfipadu Ztrat) a ULTRA ku XT (135 pfipad Intaktnich a 31 pfipadu ztrat). Vechna
pérova srovnani provedend mezi platformami prokazovala 100% primémou pozitivni

shodu (APA), primémou negativni shodu (ANA) a OPA.

Studie piresnosti pracovniku

Presnost v ramci jednotlivych hodnoceni pracovnika a presnost mezi pracovniky byly
hodnoceny na 20 CRC (13 pfipadu Intaktnich a 7 pfipadu ztrat) barvenych protilatkou
VENTANA anti-PMS2 (A16-4) a OptiView DAB IHC Detection Kit s OptiView Amplification
Kit. Kazdé sklicko s barvenim protilatkou VENTANA anti-PMS2 (A16-4) bylo sparovano se
sklickem s Negative Reagent Control ze stejného pfipadu.

V8echny pary sklicek byly randomizovany a hodnotili je 3 patologové na klinicky status
PMS2 Intaktni nebo Ztrata. Patologové byli zaslepeni vici diagndze pfipadu. Po Ctyfi
tydny dlouhém vymyvacim obdobi byla sklicka barvena s protilatkou VENTANA anti-
PMS2 (A16-4) opétovné randomizovana na druhé hodnoceni klinického statusu PMS2
kazdym ze 3 patologli. Zadné ze sklicek s Negative Reagent Control nevykazovalo
specifické barveni a barveni pozadi bylo < 0,5.

Presnost mezi jednotlivymi hodnocenimi jednoho pracovnika srovnavala pocatecni a
konec€na hodnoceni sklicek od jednoho patologa s poskytnutim 20 srovnani sklicek

(20 CRC) kazdému patologovi. Srovnani od 3 patologu byla poolovéana a prokazala 100%
APA, 100% ANA a 100% OPA pro presnost v ramci jednoho pracovnika. Souhrn vysledk(
naleznete v tabulce 7.

Presnost mezi jednotlivymi pracovniky srovnavala vSechna hodnoceni skli¢ek (20 CRC x
2 hodnoceni/pfipad x 3 patologové = 120 hodnoceni skli¢ek) se statusem modelového
pfipadu pro kazdy pfipad CRC. Vysledky prokazaly 100% PPA, NPA a OPA pro pfesnost
mezi jednotlivymi pracovniky. Souhrn vysledki naleznete v tabulce 7.

Tabulka 7. Pfesnost v ramci jednoho pracovnika a pfesnost napfi¢ jednotlivymi
pracovniky u protilatky VENTANA anti-PMS2 (A16-4) na pfipadech CRC méfena pomoci
klinického statusu PMS2 (Intaktni/Ztrata).

Roche)

Pro presnost protilatky VENTANA anti-PMS2 (A16-4) mezi jednotlivymi SarZemi byla
vSechna hodnoceni skli¢ek srovnana se statusem modalniho pfipadi pro kazdy pfipad
CRC. OPA mezi Sarzemi protilatky VENTANA anti-PMS2 (A16-4) pro status byla 100 %;
to prokazuje, Ze barveni s protilatkou VENTANA anti-PMS2 (A16-4) je reprodukovatelné
napfic jednotlivymi Sarzemi protilatky.

Shrnuti vysledki presnosti protilatky VENTANA anti-PMS2 (A16-4) mezi Sarzemi je
zobrazeno v Tabulce 8.

Tabulka 8. Presnost protilatky VENTANA anti-PMS2 (A16-4) mezi jednotlivymi Sarzemi
mérena pomoci Klinického statusu (Intaktni nebo Ztrata)

L Shoda
Presnost Al

status

Typ niN % 95% Cl

Intakini PPA 44144 1000 | (92,0;100,0)
Mezi jednotlivymi [, 2 NPA 43/43 1000 | (92,8;100,0)
sarzemi

Celkem OPA 87/87 1000 | (95,8;100,0)

Poznamka: 95% CI byly vypoCitany metodou stanoveni (Wilsonova) skére.

Studie reprodukovatelnosti mezi laboratoremi

Studie mezilaboratorni reprodukovatelnosti VENTANA MMR IHC Panel byla provedena za
Ucelem prokazani reprodukovatelnosti kazdého testu VENTANA MMR IHC Panel ke
stanoveni klinického statusu. Tato studie zahrnovala 6 vzorkd tkané CRC (3 Intaktni a 3
Ztraty) pro kazdy protein MMR a 16 vzorku tkané CRC (8 pozitivnich a 8 negativnich) pro
BRAF V600E spusténé na 3 pristrojich BenchMark ULTRA v kazdy z 5 po sobé
nendsledujicich dni po 21 dni ve tfech externich laboratofich. Kazdé sklicko s barvenim
protilatkou bylo sparovano se sklickem barvenym H&E a Negative Reagent Control ze
stejného pripadu. VSechna sklicka byla randomizovana a hodnocena celkem 6 pracovniky
(2 pracovnici/laboratof), ktefi byli zaslepeni vici klinickému statusu MMR studijni skupiny.
Kazdy ze 40 pfipadu ve studii mél 30 pozorovani napfi€ vSemi dny, pracovisti a
pracovniky. Referenéni status modalniho pfipadu byl odvozen pro kazdy z pfipadd na
zakladé nejcastéji pozorovaného statusu ze 30 pozorovani. Tato studie zahrovala
celkem 1 200 pozorovani pro vSech pét proteind. U vSech hodnotitelnych piipadd byl podil

pfijatelnosti pro morfologii a pozadi v této studii 100 %. Shrnuti poolovanych (pro viech
Klinicky Shoda pét proteind) statistik shody mezi referenénim statusem modalniho pfipadu a jednotlivymi
Presnost Stav pozorovanimi jsou uvedeny v Tabulce 9.
Typ n/N % 95% ClI Tabulka 9. Shoda mezi VENTANA MMR IHC Panel a referenénim statusem modainiho
Intaktni APA 78/78 1000 | (@531000)| PiPad
Vrami Ztréta ANA 42142 1000 |(©@L2100,0)| [OPakovatelnostf =~ Shoda
pracovnika mezi Klinicky status
Celkem OPA 60/60 100,0 | (94,0;100,0) laboratofemi Typ niN % 95% Cl
Intaktni PPA 78/78 100,0 (95,3;100,0) Intaktni/pozitivni] ~ PPA 598/600 99,8 (98,7;100,0)
Mezi pracovniky | Ztrata NPA 42/42 1000 | (91,6;100,0) \;f(icew Ztrdtainegativni| NPA | 593/600 98,9 | (97,4:99,5)
Celkem OPA 120/120 100,0 [ (96,9;100,0) Celkem OPA | 1191/1200 99,4 (98,6; 99,7)

Pozndmka: Pro pfesnost v rdmci jednoho pracovnika byly 95% CI APA a ANA 95%
vypocteny pomoci Clopper-Pearsonovy metody; OPA 95% Cl byl vypoitan pomoci
metody percentilu boostrap. Pro pfesnost mezi pracovniky byly 95% ClI vypogitany
metodou (Wilsonova) skore.

Presnost mezi Sarzemi

Presnost protilatky VENTANA anti-PMS2 (A16-4) mezi Sarzemi byla stanovena
testovanim 3 produkénich Sarzi protilatky VENTANA anti-PMS2 (A16-4), kazdé na
triplikatovych sklickach 10 CRC (5 Intaktnich a 5 ztrat pro PMS2 expresi) na pfistroji
BenchMark ULTRA pomoci OptiView DAB IHC Detection Kit a OptiView Amplification Kit.
KaZzdé sklicko s barvenim protilatkou VENTANA anti-PMS2 (A16-4) bylo sparovano se
sklickem s Negative Reagent Control ze stejného pfipadu. Pary skli¢ek byly
randomizovany a hodnotil je jeden patolog zaslepeny v(iéi diagndze pfipadu a ¢islu Sarze
protilatky VENTANA anti-PMS2 (A16-4). Zadné ze sklicek s Negative Reagent Control
nevykazovalo specifické barveni a barveni pozadi bylo < 0,5.

2018-01-31
FT0700-410m

6/9

Poznamka: Klinicky status je definovan jako Intaktni nebo Ztrata pro expresi proteinu
MMR a pozitivni &i negativni pro protein BRAF VG00E. 95% CI byly vypocteny pomoci
generalizovaného linedrmniho smiSeného modelu (GLMM).

Kromé toho byla provedena parova srovnani mezi pracovisti, mezi dnem a mezi
pracovniky pro protilatku VENTANA anti-PMS2 (A16-4). U PMS2 tato studijni sada
zahrnovala celkem 180 pozorovani. Souhrn vysledkii naleznete v tabulce 10. Udaje
indikuji reprodukovatelnost analyzy napfi¢ 5 dny, 3 pracovisti a 6 pracovniky.
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Tabulka 10. Podily parové shody pfi hodnoceni mezilaboratorni reprodukovatelnosti pro
protilatku VENTANA anti-PMS2 (A16-4) méfené klinickym statusem (Intaktni nebo Ztrata)

Opakovatelnost mezi Shoda
laboratofemi
Typ niN % 95% Cl
APA 344/360 95,6 (90,7;100,0)
Mezi pracovisti ANA 344/360 95,6 (90,7;100,0)
(3 pracovisté)
OPA 344/360 95,6 (91,1,100,0)
APA 120/120 1000 | (96,9;100,0)
Pracf\"iété ANA | 1201120 1000 | (96,9:100,0)
OPA 120/120 1000 | (96,9;100,0)
Mezi dny APA 120/120 1000 | (96,9;100,0)
(5 po sobé Pracovisté )
nendsleduicich | 8 ANA 120/120 1000 | (96,9;100,0)
dni) OPA 120/120 100,0 (96,9;100,0)
APA 104/120 86,7 (69,2:100,0)
Pracg"'Ste ANA 104/120 86,7 (69,2;100,0)
OPA 104/120 86,7 (73,3:100,0)
APA 90/90 1000 | (95,9;100,0)
Mezi pracovniky [y 90/90 1000 | (95,9;100,0)
(2 patologové na pracovisté)
OPA 90/90 1000 | (95,9;100,0)

Poznamka: 95% CI byly vypocitany metodou percentilu bootstrap; v pfipadech, kdy ¢inil
odhad bodt 100 %, byla pouzita metoda stanoveni (Wilsonova) skére.

Studie presnosti: Metodické srovnani vysledkti VENTANA MMR IHC
Panel s molekularnim testovanim (DNA sekvenovani a
hypermethylace promotéru MLH1)

Byla provedena studie srovnavajici vykon VENTANA MMR IHC Panel s molekularmnim
testovanim vcetné rozsahlého panelu sekvenovani DNA tlustého stfeva pro identifikaci
CRC, které (i) jsou MMR deficientni (AMMR) a (ii) obsahuji mutaci BRAF V600E. Panel
sekvenovani DNA tlustého stfeva zahrnoval genomickou analyzu variant pfitomnych

v genech MMR (MLH1, PMS2, MSH2, MSH6, EPCAM), BRAF a dalSich genech
ddlezitych pfi karcinogenezi (napf. PIK3CA, KRAS, NRAS, ERBB2, atd.). Sekvenovani
zahrnovalo vSechny exony, intronové a flanking sekvence, stejné jako velké delece,
duplikace a mozaiky.

Pro tuto studii byly sekvenéni pfipady CRC barveny pomoci H&E a hodnoceny na
indikace fadné fixace a morfologie véetné pfitomnosti bunéénych elementd (nadorové
buriky a buriky interni kontroly). Kazdy pfipad byl hodnocen pro stanoveni toho, zda
vzorek obsahoval minimainé 50 % obsahu nadoru, aby poskytl dostate¢né zastoupeni
nadorovych bunék ve vzorku, jak je doporuéeno pro molekularni testovani. Po kontrole
bylo do této studie pfijato 105 po sobé nasledujicich pfipadl spliiujicich tato kritéria.
Kromé toho bylo piijato 13 pfipadi CRC vykazujicich klinicky status Ztrata podle IHC, aby
bylo zajisténo zastoupeni ztraty kazdého markeru ve studii. Rezy byly ve véech pfipadech
ve studii barveny IHC s VENTANA MMR IHC Panel a vhodnymi kontrolami Negative
Reagent Control. DalSi fezy byly vystaveny panelu sekvenovani DNA tlustého stfeva.
Hypermethylace promotéru MLH1 je jednim z mechanismd, které mohou vést ke ztraté
exprese proteinu MLH1, a je spojena se sporadickymi CRC, nikoli s diagnézou Lynchova
syndromu. Proto vSechny pfipady ztraty MLH1 identifikované pomoci IHC ve studii byly
testovany na hypermethylaci promotéru MLH1.

V kone¢né studii 118 pfipad( analyza zahrnovala PPA a NPA pro vSechny markery
poolované (tj. vSechna pozorovani poolovana), kde molekularni testovani slouZilo jako
referencni status pro IHC srovnani. Analyza zahrnovala srovnani statusu proteinu MMR
(Intaktni/Ztrata) s molekularnim statusem definovanym jako Normalni (bez patologickych
mutaci), negativni na hypermethylaci promotéru MLH1 a BRAF divokého typu (bez
mutace V600E) nebo Abnormalni (pfitomnost patogennich mutaci, pozitivni na
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hypermethylaci promotéru MLH1 a/nebo pozitivni na mutaci BRAF V600E). Bodové
odhady byly 99,4 % PPA, 93,5 % NPA a 98,8 % OPA, jak ukazuje Tabulka 11.

Poolovana analyza srovnavajici ¢tyfi MMR IHC markery (bez protilatky VENTANA anti-
BRAF V600E (VE1)) s molekularnim testovanim byla rovnéz provedena. Bodové odhady
byly 99,3 % PPA, 89,7 % NPA a 98,5 % OPA, jak je shrnuto v Tabulce 12.

Dal$i analyza srovnavala vysledky ¢tyr markerd MMR IHC s vysledky molekularniho
testovani na geny MMR na Urovni pfipad( tak, aby byl zahrnut status véech marker( a
vytvoren vystup dMMR/pMMR pro tyto dvé metody. Tato analyza je zobrazena v Tabulce
13 a vykazuje OPA 97,4 % mezi témito dvéma metodami.

IHC MMR status a status molekularniho testovani MMR byly také srovnavany pro individudini
markery MMR v této studii. OPA kazdého markeru MMR pfi srovnani s kombinovanymi
vysledky panelu sekvenovani DNA tlustého stfeva a testovani hymermethylace promotéru
MLH1 byla 100,0 % pro protilatku VENTANA anti-MLH1 (M1), 99,1 % pro protilatku
VENTANA anti-PMS2 (A16-4) Mouse Monoclonal Primary Antibody, 98,3 % pro protilatku
VENTANA anti-MSH2 (G219-1129) Mouse Monoclonal Primary Antibody a 96,6 % pro
protilatku VENTANA anti-MSH6 (SP93) Rabbit Monoclonal Primary Antibody.

Klinicky status BRAF V600E v CRC ziskany pomoci IHC s pouzitim protilatky VENTANA
anti-BRAF V600E (VEL) byl také srovnan s vysledky mutaéniho statusu BRAF
stanovenymi sekvenovanim DNA. PPA, NPA a OPA IHC testovani pomaoci protilatky
pouZitim protilatky VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) pomoci sekvenovani DNA jako
reference vSechny predstavovaly 100 % (Tabulka 14). Dalsi testovani bylo provedeno

k ovéfeni schopnosti protilatky VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) déle stratifikovat
pfipady CRC vykazujici ztratu exprese proteinu MLH1. Z 23 pfipadu pozitivnich BRAF
VV60OE mélo 20 pfipadu ztratu proteinu MLH1 pomoci IHC a bylo pozitivnich na
hypermethylaci promotéru MLH1. Tyto Gdaje jsou konzistentni s Uizkou spojitosti
pozitivniho statusu BRAF V60OE se statusem hypermethylace promotéru MLH1. Zbyvajici
tfi pfipady byly pMMR (intaktni pro vSechny proteiny MMR). V3echny BRAF V600E
pozitivni vzorky byly identifikovany jako sporadické CRC. Vysledky ovéfily, Ze protilatka
VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) spravné identifikuje CRC majici mutaci BRAF V60OE.
Tyto udaje také podpofily poZiti protilatky VENTANA anti-BRAF V600E (VE1)

k diferenciaci mezi sporadickym CRC a CRC s pravdépodobnym Lynchovym syndromem
za nepfitomnosti exprese MLH1.

Tabulka 11. Poolovana analyza shody VENTANA MMR IHC Panel mezi IHC a
molekularnim testovanim

Status* Shoda
(Molekularni/IHC) Tvo N % 5% I
Normalni/Intaktni PPA 523/526 99,4 (98,7;100,0)
Abnormalni/Ztrata NPA 58/62 93,5 (87,1; 98,6)
Celkem OPA 581/588 98,8 (98,0; 99,7)

*Pro IHC je MMR s Intaktni nebo Ztrata exprese proteinu. Pro tuto analyzu byly BRAF
V600E negativni a pozitivni pfipady zahrnuty do kategorie Intakini, respektive Ztrata.
Molekularni testovani indikuje nepfitomnost (Normalni) nebo pfitomnost (Abnormaini)
potencidlnich patogennich mutaci nebo hypermethylace promotéru MLH1. 95% CI byly
vypocitany metodou percentilu bootstrap.

Tabulka 12. Poolovana analyza pro Ctyfi markery MMR IHC (bez protilatky VENTANA
anti-BRAF V600E (VE1)) Shoda mezi IHC a molekularnim testovanim

Status* Shoda
(Molekularni/IHC)
Typ n/N % 95% ClI
Normalni/Intaktni PPA 428/431 99,3 (98,4;100,0)
Abnormalni/Ztrata NPA 35/39 89,7 (79,4, 97,7)
Celkem OPA 463/470 98,5 (97,3; 99,6)

*Pro IHC je status Intaktni nebo Ztrata exprese proteinu. Molekularni testovani indikuje
nepfitomnost (Normalni) nebo pfitomnost (Abnormalini) potencialnich patogennich mutaci
nebo hypermethylace promotéru MLH1. 95% CI byly vypo€itany metodou percentilu
bootstrap.
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Tabulka 13. Shoda mezi ¢tyfmi markery MMR IHC a vysledky molekularniho testovani
pro status MMR (dAMMR/pMMR)

Shoda
Status MMR*

Typ niN % 95% Cl
pMMR PPA 79/80 98,8 (93,3;99,8)
dMMR NPA 35/37 94,6 (82,3; 98,5)
Celkem OPA 114/117 97,4 (92,7, 99,1)

*Pro IHC je pMMR status pro dany pfipad pfedstavovan statusem Intaktni pro vSechny
proteiny MMR, zatimco status dMMR je pfedstavovan Ztratou jednoho nebo vice proteinl
MMR. Pro molekularni testovani je pMMR status predstavovan absenci patogennich
mutaci nebo hypermethylaci promotéru MLH1, zatimco status dMMR je pfedstavovan
pfitomnosti patogennich mutaci nebo hypermethylace promotéru MLH1. 95% ClI byly
vypocitany metodou stanoveni (Wilsonova) skére.

Tabulka 14. Shoda mezi IHC pomoci protilatky VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) a
molekularnim testovanim

BRAF V600E Shoda
Status
Pozitivni/Abnormalni PPA 23/23 100,0 (85,7; 100,0)
Negativni/Normalni NPA 95/95 100,0 (96,1; 100,0)
Celkem OPA 118/118 100,0 (96,8; 100,0)

Status pro BRAF V600E byl definovéan jako Pozitivni nebo Negativni IHC vysledky a
Abnormalni (pfitomnost mutace V600E) nebo Normalni (BRAF divokého typu) vysledky
molekularnim testovanim. 95% CI byly vypo€itany metodou stanoveni (Wilsonova) skore.
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