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URCENE POUZITI

Protilatka VENTANA anti-ALK (D5F3)
Rabbit Monoclonal Primary Antibody
(VENTANA anti-ALK (D5F3)) je uréena
pro laboratorni pouZiti pfi detekci
proteinu kindzy anaplastického lymfomu
(ALK) v tkanich nemalobuné&ného
karcinomu plic (NSCLC) fixovanych ve
formalinu a zalitych v parafinu,
barvenych na pfistroji BenchMark
IHC/ISH. Je uréena k pouziti jako

Obrazek 1. Test exprese protilatky
VENT;M;A a,qt"fo‘ul(( (D5.F3) na i pomdcka pfi identifikaci pacientd
nemalobunccnem karcinomu plic. vhodnych pro 1é¢bu pfipravkem

XALKORI® (crizotinib), ZYKADIA® (ceritinib) nebo ALECENSA® (alectinib).

Tento produkt musi interpretovat kvalifikovany patolog v kombinaci s histologickym
vySetrenim, relevantnimi klinickymi informacemi a spravnymi kontrolami.

Tato protilatka je urCena k diagnostice in vitro (IVD).

SOUHRN A VYSVETLENI

Protein kinazy anaplastického lymfomu (ALK) je tyrozinkinazovy receptor, ktery je clenem
super rodiny inzulinového receptoru.! ALK je membranovy glykoprotein typu | a je b&Zné
exprimovan v nervovém systému.2 Gen ALK je lokalizovan na chromozomu 2p23 a je
slozen ze 2 velkych intron(i a 26 exon(." Molekulami podstata patogeneze ALK zacina
chromozomalnim preuspofadanim, které sluéuje 3’ kddujici sekvence pro intracelularni
signalni doménu ALK s 5’ elementy promoteru a kddujicimi sekvencemi dalSich gen(. 5
elementti promoteru a kddujici sekvence pohanéji nadmérnou expresi chimér a ligand-
independentni oligomerizace chimerickych protein, vlastnosti obvyklé

u tyrozinkinazového proteinu fizniho typu lidskych novotvard.

Inverze uvnitf chromozomu 2p majici za nasledek tvorbu produktu fizniho genu
obsahujiciho ¢asti protein-like 4 (EML4) genu asociovaného s mikrotubuly echinodermu
a genu ALK byla objevena v roce 2007 v bunéénych liniich NSCLC a archivovanych
klinickych vzorcich.3 DalSi fada publikovanych studii ukazala, Ze pfipady inverze EML4-
ALK zahmuiji minimainé 9 variant katalyticky aktivnich kindzovych fiznich proteind,
pficemz kazda je slozena ze stejné Casti C-terminalni domény kinazy.+8 Podobné jako

u faznich gentl ALK poprvé identifikovanych v anaplastickém velkobunééném lymfomu
(ALCL), byla i u fazniho proteinu EML4-ALK prokazana transformacni aktivita. V souladu
s tim byla exprese EML4-ALK u plicnich alveolamich epitelialnich bunék transgennich
mysi hlaSena jako potentni onkogenni faktor.®

KLINICKY VYZNAM

NSCLC je nej¢astéjsim typem karcinomu plic. Do skupiny NSCLC se Fadi tfi hlavni typy:
adenokarcinomy, dlazdicobunécné karcinomy a velkobunééné karcinomy.

ALK je nyni povazovan za kli¢ovy onkogenni faktor u NSCLC, a i kdyz ELM4 je
predominantni fizni partner, byly identifikovany i jiné partnerské fuzni geny."! Incidence
zmény usporadani genu ALK se zda byt v rozsahu 2 az 7 %, coz vede pfiblizné k 6 000
ALK pozitivnim pacientdm / rok v USA a 40 000 pacient(im / rok po celém svété 347

V rutinni imunohistochemii (IHC) Ize snadno pouzivat malé vzorky tkéni, diky cemuz se
z této metody pfi pouZiti protilatek, jez detekuiji antigeny vyznamné pro interpretaci
karcinomu, stva ucinny nastroj pro patology pfi stanovovani diagndzy a progndzy
onemocnéni. DileZitym markerem pro NSCLC je ALK.

Vyznamna vétsina zmén usporadani genu ALK byla pozorovana u vzorku
adenokarcinomu plic na rozdil od spinocelularnich nebo malobunéénych etiologii.>®
Nékteré dikazy svédCi pro korelaci mezi zménami usporadani genu ALK a NSCLC

u pacientu, ktefi predtim nikdy nekoutili nebo koufili pouze minimainé, i kdyz toto nemusi
byt statisticky vyznamny kofaktor.3479 DuleZité je, Ze zmény usporadani genu ALK jsou
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pouze zfidka spojené s mutacemi EGFR, HER2 nebo KRAS, coZ doklada, ze pozitivita
ALK je samostatny podtyp onemocnéni.¢ XALKORI® je selektivni ATP-kompetitivni
malomolekulovy inhibitor tyrozinkinaz ALK ROS1 a receptoru pro c-Met / hepatocytamni
ristovy faktor (HGFR) a jejich onkogennich variant (napf. fuzni proteiny ALK nebo ROS1
nebo mutantni varianty c-Met/HGFR). XALKORI® prokazal v bunécnych testech

u tumordznich bunéénych linii inhibici fosforylace ALK a c-Met zavislou na koncentraci.
Prokéazal také protinadorovou aktivitu u mysi s tumordznimi xenografty exprimujicimi fuzni
proteiny EML4 nebo NPM-ALK nebo Met.1213.14

ZYKADIA® je kindzovy inhibitor. Pfipravek ZYKADIA® je dle biochemickych nebo bunécnych
testt schopen v Klinicky relevantnich koncentracich inhibovat ALK, receptor insulinu
podobného ristového faktoru 1 (IGF-1R), insulinovy receptor (InsR) a ROS1. Z uvedenych
vykazuje pfipravek ZYKADIA® nejvysSi aktivitu proti ALK. Autofosforylace ALK inhibovana
piipravkem ZYKADIA®, ALK mediované fosforylace downstream signalniho proteinu STAT3
a proliferace ALK-dependentnich malignich bunék v testech in vitro a in vivo.

ZYKADIA® inhiboval in vitro proliferaci buné&nych linii exprimujicich fuzni proteiny EML4-
ALK a NPM-ALK a vykazoval inhibici ristu ELM4-ALK-pozitivniho xenograftu NSCLC
zavislou na davce u mysi a krys.'s

Klinicky vyznam zmén usporadani genu ALK byl prok&zan v randomizovanych klinickych
hodnocenich s aktivni kontrolou u pfipravku XALKORI® provadénych spolecnosti Pfizer
a pfipravku ZYKADIA® provadénych spolecnosti Novartis.'15

Pripravek ALECENSA® je vysoce selektivni a silny inhibitor tyrozinkindz ALK a RET

a inhibuje nitrobuné&éné signalni drahy zapojené do proliferace a pfezivani nadorovych
bunék, a tim padem navozuje smrt nadorovych bunék a zabranuje jejich rastu

a proliferaci.'® Z predklinickych dat vyplyva, Ze pfipravek ALECENSA® neni substratem
efluxnich transportérl (PGP & BCRP) v krevné-mozkové bariéfe, a tudiz se distribuuje

a udrzuje v centrélnim nervovém systému. Pripravek ALECENSA® indukoval regresi
nadoru v preklinickych modelech mySich xenograftd, véetné protinadorové aktivity

v mozku, a ved! k del§imu preziti zvifecich modeld s intrakranialnim nadorem.!” Pfipravek
ALECENSA® je dobfe snaseny a jeho bezpecnostni profil je snadno fiditelny. 1820

Ventana prokazala shodu protilatkového testu VENTANA anti-ALK (D5F3) a soupravy
Abbott Vysis ALK Break Apart FISH Probe Kit (ALK FISH) ohledné stanoveni ALK

u pacienti s NSCLC. ALK FISH mUize pii vyhodnocovani vysledkl zabarveni predstavovat
technické problémy. Intrachromozomalni pfestavby mohou vést k subtilnimu rozdéleni
signalu, coz mize vést k faleSné negativnim vysledkiim.2* Nedavné studie ukazuiji, ze IHC
je citliva a specificka na ureni stavu ALK a je alternativou pro ALK FISH.10.11.21-23
Spole¢nost Ventana vyvinula protilatkovy test VENTANA anti-ALK (D5F3) a spojeny
algoritmus hodnoceni ke stanoveni stavu ALK u vzorkdl NSCLC.

Interpretace vysledkl barveni protilatkového testu VENTANA anti-ALK (D5F3) na vzorcich
tkané musi byt provedena za pouziti doporuc¢eného algoritmu hodnoceni. Histologické
tkanoveé preparaty s intaktni morfologii tk&né mohou byt uZiteéné pfi interpretaci pozitivity
ALK vzorku. VSechny histologické testy musi interpretovat patolog, vysledky by mély byt
dopInény morfologickymi studiemi a Fadnymi kontrolami a mély by byt pouzity ve spojeni

s dal$imi klinickymi a laboratornimi Gidaji. Na cilové antigeny test IHC ma vliv doba
fixace, typ fixativa a stafi fezli na sklickach, proto je potfebné zajistit kompatibilitu pfipravy
vzorkd pfed barvenim (viz pfirucka interpretace Interpretation Guide for VENTANA anti-
ALK (D5F3) Rabbit Monoclonal Primary Antibody pro nemalobunéény karcinom plic
(NSCLC) P/N 1011879 a &ast Specificka omezeni nize).

PRINCIPY METODY

VENTANA anti-ALK (D5F3) Rabbit Monoclonal Primary Antibody je krali¢i monoklonaini
primami protilatka, ktera se vaze na ALK v tkafiovych fezech zalitych v parafinu.
Specifickou protilatku je mozné zobrazit pomoci detekéni soupravy OptiView DAB IHC
Detection Kit (kat. €. 760-700 / 06396500001) a poté amplifikacni soupravy OptiView
Amplification Kit (kat. €. 760-099 / 06396518001 (50 testt) nebo 860-099 / 06718663001
(250 test)). Dalsi informace naleznete v pfibalovych informacich k soupravam OptiView
DAB IHC Detection Kit a OptiView Amplification Kit.
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DODAVANE REAGENCIE

VENTANA anti-ALK (D5F3) obsahuje rekombinantni krali¢i monoklonalni protilatku
a dostatek reagencie pro obarveni 50 sklicek.

Jeden 5 ml davkovac protilatky VENTANA anti-ALK (D5F3) obsahuije pfiblizné 70 ug
krali¢i monoklonalni protilatky (D5F3).

Protilatka je nafedéna v 0,08 M PBS s obsahem 3 % nosného proteinu a 0,05 %
konzervacni latky ProClin 300.

Celkova koncentrace proteinu v reagencii je asi 10 mg/ml. Koncentrace specifické
protilatky je asi 14 ug/ml.

POTREBNY MATERIAL, KTERY NENi SOUCASTI BALENI

1. Vzorky lidského apendixu nebo ALK-pozitivni a ALK-negativni vzorky

nemalobunééného karcinomu plic, které budou slouZit jako kontrolni tkan

Rabbit Monoclonal Negative Control Ig (kat. €. 790-4795 / 06683380001)

Mikroskopicka sklicka, pozitivné nabita

Susicka schopna udrzovat teplotu 60 °C + 5 °C

Stitky s carovymi kody

Xylen (histologicky stuperi)

Etanol nebo reagencni alkohol (histologicky stuperi)

. 100 % roztok: nezfedény etanol nebo reagenéni alkohol

e 95 % roztok: smés 95 dili etanolu nebo reagencniho alkoholu s 5 dily
deionizované vody

e 80 % roztok: smés 80 dilli etanolu nebo reagencniho alkoholu s 20 dily
deionizované vody

8.  Deionizovana nebo destilovana voda

9. Detekeni souprava OptiView DAB IHC Detection Kit (kat. €. 760-700 / 06396500001)

10.  Amplifikacni souprava OptiView Amplification Kit (kat. €. 760-099 / 06396518001
(50 testt) nebo 860-099 / 06718663001 (250 testd))

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

12.  Reaction Buffer Concentrate (10x) (kat. ¢. 950-300 / 05353955001)

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

14.  ULTRALCS (Predilute) (kat. . 650-210 / 05424534001)

15.  Cell Conditioning 1 (CC1) (kat. €. 950-124 / 05279801001)

16.  ULTRA Cell Conditioning Solution (ULTRA CC1) (kat. €. 950-224 / 05424569001)

17. Hematoxylin Il (kat. €. 790-2208 / 05277965001)

18.  Bluing Reagent (kat. €. 760-2037 / 05266769001)

19.  Permanentni fixatni médium (Permount Fisher, kat. ¢. SP15-500 nebo ekvivalentni)

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

21.  Kryci roztok pro barvici automat (napf. kryci roztok pro barvici automat Tissue-Tek
SCA Automated Coverslipper)

22.  Svételny mikroskop

23.  Absorpéni utérky

Barvici reagencie, napfiklad detekéni soupravy VENTANA a pomocné materialy,

veetné kontrolnich skli¢ek pro negativni a pozitivni tkan, nejsou soucasti dodavky.

V8echny produkty uvedené v pfibalové informaci nemuseji byt dostupné ve vSech

zemépisnych oblastech. Obratte se na své mistni servisni zastoupeni.

SKLADOVANI

Po prijeti a mezi pouzitimi uchovavejte pfi teploté 2-8 °C. Chrarite pfed mrazem.
Aby byl zajistén spravny vykon reagencie a stabilita protilatky, musi se davkova¢ po
kaZdém pouZiti uzavfit vickem a okamZité umistit ve vertikalni poloze do chladnicky.
Kazdy davkovac s protilatkou ma stanovenou dobu expirace. Pfi fadném skladovani
zustane reagencie stabilni do data uvedeného na $titku. Po uplynuti data expirace
reagencie nepouzivejte.

PRIPRAVA VZORKU

Pro pouziti této primarni protilatky s detekénimi soupravami VENTANA a pfistroji
BenchMark IHC/ISH jsou vhodné tkané zpracované béznym zplsobem, fixované ve
formalinu a zalité v parafinu.

Na zakladé modell xenograftd z lidské bunécné linie NSCLC NCI-H2228 s pozitivitou na

ALK doporucuje spole¢nost Ventana tkarovou fixaci v 10 % neutralnim pufrovaném
formalinu (NBF) po dobu alespori 6 hodin.% Fixa¢ni doby krat$i nez 6 hodin vedou

Noakowbd

2017-12-21
FT0700-4101

2/13

Roche)

k vyznamnému poklesu intenzity barveni u ALK. Fixativum zinkového formalinu je rovnéz
akceptovatelné pro dobu fixace nejméné 6 hodin. PouZité mnozstvi by mélo odpovidat 15
az 20 nasobku objemu tkané. BEhem 24 hodin neproniknou fixativa do vétsi hloubky nez
2 az 3 mm pevné tkané nebo 5 mm porézni tkané. Fixace muZe byt provedena pfi
pokojové teplote (15-25 °C).%

Fixativa, napF. alkohol-formalin-kyselina octové (AFA), fixativum PREFER, B5 a dalSi
kyseliny a fixativa s obsahem alkoholu, vykazala pfi vSech testovanych dobach fixace

(1 az 72 hodin) ztratu intenzity barveni na ALK. Jejich pouZiti u tohoto testu tedy nelze
doporucit. Prodleva ve fixacnich studiich vedla také ke ztraté intenzity fixace u ALK, kdyz
vzorky xenograftu nebyly fixované do 6 hodin od excize. DalSi informace o vlivu pfipravy
vzorkl na intenzitu barveni na ALK naleznete v pfirucce interpretace vysledkd
Interpretation Guide for VENTANA anti-ALK (D5F3) Rabbit Monoclonal Primary Antibody
pro nemalobunéény karcinom plic (NSCLC) P/N 1011879.

Je tfeba nafezat fezy silné zhruba 4 um a fixovat je na pozitivné nabita podiozni sklicka.
Sklicka je nutné obarvit okamZité, nebot antigennost tkanovych ezl casem slabne a byva
naruena po 3 mésicich od odkrojeni z parafinového blocku (viz interpretacni pfirucka
Interpretation Guide for VENTANA anti-ALK (D5F3) Rabbit Monoclonal Primary Antibody pro
nemalobunéény karcinom plic (NSCLC) P/N 1011879 a &ast Funkéni charakteristiky nize).

UPOZORNENI A BEZPECNOSTNI PREDPISY

1. Kdiagnostice in vitro (IVD).
2. Pouze k odbornému pouziti.
3. Nezapominejte, ze sklicka s pozitivnim nabojem m0zou byt citiiva na zatéZ prostredi,
coz povede k neodpovidajicimu barveni u v8ech testl IHC (napf. nedostatek primami
protilatky nebo kontrastniho barviva tk&né). Viivu zatéze prostfedi na pozitivné nabita
sklicka IHC Iépe porozumite na zakladé informaci v referenénim dokumentu
N4629_0313B-Impact of environmental stress on various histology slide types.
Roztok ProClin 300 se pouziva v této reagencii jako konzervacni prostfedek. Je
klasifikovan jako drazdivy a pfi styku s pokozkou mize zpUsobit senzibilizaci. Pri
manipulaci dodrzuijte pfisludna bezpeénostni opatfeni. Zamezte kontaktu reagencii
s o€ima, pokozkou a sliznicemi. Pouzivejte vhodny ochranny odév a rukavice.
5. S materidlem lidského nebo Zivocisného plvodu je tfeba nakladat jako
s nebezpecnym biologickym materialem a likvidovat jej v souladu s platnymi
bezpeénostnimi opatfenimi.
6.  Zabrante kontaktu reagencii s o¢ima a sliznicemi. Jestlize se reagencie dostanou do
kontaktu s citlivymi oblastmi, omyjte je velkym mnozstvim vody.
7. Zabrante mikrobialni kontaminaci reagencii, mohla by zplisobit nepfesnost vysledku.
Doporuéené metody likvidace jsou uvedeny v celostatnich a mistnich predpisech.
9.  Dalsiinformace o bezpecnosti naleznete v bezpecnostnich listech a v pfiruéce
s vykladem symbold a rizik na adrese www.ventana.com.

POSTUP BARVENI

Protilatkovy test VENTANA anti-ALK (D5F3) je uréeny k pouziti na pfistrojich BenchMark
IHC/ISH v kombinaci s kontrolou Rabbit Monoclonal Negative Control Ig, detekéni
soupravou OptiView DAB IHC Detection Kit, amplifikaéni soupravou OptiView
Amplification Kit a pfidavnymi reagenciemi. Doporuéeny barvici protokol pro jednotlivé
barvici automaty uvadi Tabulka 1, Tabulka 2 a Tabulka 3.

Tato protilatka byla optimalizovana pro specifické inkubacni doby, uzivatel vSak musi
vysledky ziskané pomoci této reagencie ovéfit. Odchylky od protokolu, ktery uvadi
Tabulka 1, Tabulka 2 nebo Tabulka 3, mohou vést k faleSné pozitivnim nebo fale$né
negativnim vysledkim. U pfistroje BenchMark ULTRA byl vyvinut postup barveni
specificky pro ALK, U VENTANA ALK (D5F3). Pred vybérem polozek protokolu z postupu
barveni specifického pro ALK je nutné zkontrolovat, Ze pfistroj BenchMark ULTRA ma
software VSS 12.3 s postupem barveni OptiView v5 nebo vySSim.

Parametry automatickych procedur Ize zobrazit, vytisknout a upravovat podle postup(i
uvedenych v navodu k obsluze pfistroje. Podrobnéjsi informace o postupech
imunohistochemického barveni naleznete v pfibalové informaci pfislusné detekéni
soupravy VENTANA.

>
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Tabulka 1. Doporuceny barvici protokol pro protilatkovy test VENTANA anti-ALK (D5F3)
a Rabbit Monoclonal Negative Control Ig s detekénimi soupravami OptiView DAB IHC
Detection Kit a OptiView Amplification Kit na pfistroji BenchMark ULTRA.

Postup barveni: U VENTANA ALK (D5F3)

Postup protokolu

Zadani parametru

Protilatka (primarni)

VENTANA ALK AB - 16 minut
(poté vyberte USA nebo EUNing)
nebo
negativni kontrola

Kontrastni barvivo

Hematoxylin II, 4 minuty

Po kontrastnim barveni

Bluing, 4 minuty

Tabulka 2. Doporuceny barvici protokol pro protilatku VENTANA anti-ALK (D5F3)
a Rabbit Monoclonal Negative Control Ig s detekénimi soupravami OptiView DAB IHC
Detection Kit a OptiView Amplification Kit na pfistroji BenchMark XT.

Typ postupu Metoda
Volba IHC synchronizace Zvoleno*
Odparafinovani Zvoleno

Kondicionovani bunék
(odmaskovani antigenu)

Cell Conditioning 1,
92 minut, 100 °C

Preprimarni inhibitor peroxidazy

Zvoleno

Protilatka (primarni)

Ventana anti-ALK (D5F3) nebo Rabbit
Mono Neg 16 minut, 37 °C

OptiView HQ Univ Linker 12 minut
OptiView HRP Multimer 12 minut
OptiView Amplification Zvoleno

OV AMP H202, OV Amplifier 8 minut
OV AMP Multimer 8 minut

Kontrastni barvivo

Hematoxylin II, 4 minuty

Po kontrastnim barveni

Bluing, 4 minuty

*Tento volitelny krok se uplatiiuje pouze pfi pouziti XT OptiView DAB v4; u dfivéjSich verzi

softwaru k dispozici neni.

Tabulka 3. Doporuceny barvici protokol pro protilatku VENTANA anti-ALK (D5F3)
a Rabbit Monoclonal Negative Control Ig s detekénimi soupravami OptiView DAB IHC
Detection Kit a OptiView Amplification Kit na pfistroji BenchMark GX.

Typ postupu

Metoda

Odparafinovani

Zvoleno

Kondicionovani bunék
(odmaskovani antigenu)

Cell Conditioning 1,
92 minut, 100 °C

Preprimarni inhibitor peroxidazy

Zvoleno

Protilatka (primarni)

Ventana anti-ALK (D5F3) nebo Rabbit
Mono Neg 16 minut, 37 °C

OptiView HQ Univ Linker 12 minut
OptiView HRP Multimer 12 minut
OptiView Amplification Zvoleno

OV AMP H202, OV Amplifier 8 minut
OV AMP Multimer 8 minut

Kontrastni barvivo

Hematoxylin Il, 4 minuty

Po kontrastnim barveni

Bluing, 4 minuty
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Vizhledem k rGznym zpUsoblm fixace a zpracovani tkani, jakoz i stavu vybaveni

a podminkam laboratorniho prostfedi, mize byt potfeba prodlouZit nebo zkratit dobu
inkubace s primarni protilatkou, kondicionovani bunék nebo predbézného zpracovani
proteazou u jednotlivych vzorkl v zavislosti na pouzité metodé detekce a vlastni
preferenci. DalSi informace o proménnych faktorech fixace naleznete v dokumentu
LJImmunohistochemistry Principles and Advances*.%

KONTROLY

POSTUPY KONTROLY KVALITY
Kontrola Rabbit Monoclonal Negative Control Ig

K usnadnéni interpretace vysledku je tfeba provést pro kazdy vzorek cyklus se sklickem
obsahujicim negativni reagenéni kontrolu. Rabbit Monoclonal Negative Control Ig (kat. €.
790-4795 / 06683380001), protilatka pro negativni reagenéni kontrolu, je uréena vyhradné
pro tento test a je pouzita misto primami protilatky, aby se dalo vyhodnotit nespecifické
zabarveni. Postup barveni pro negativni reagencni kontrolu by mél odpovidat inkubaéni
dobé primami protilatky. PouZiti jiné reagencie pro negativni kontrolu nebo nepouZiti
doporucené reagencie pro negativni kontrolu mize vést k nespravnym vysledkdm.
Kontroly urovné systému

Kontroly Grovné systému se museji zpracovat spolecné se vzorky pacienta. Mize se
jednat o lidsky apendix? nebo znamé tkanové vzorky NSCLC pozitivni/negativni na ALK.

Kontrolni tkané by mély byt vzorky z pitvy, biopsie nebo operace, zpracované a fixované
co nejdfive stejnym zplsobem jako testované fezy. Tyto fezy mohou slouZit ke sledovani
vech krok( analyzy, od pfipravy tkané aZ po jeji barveni. PouZiti tkafiového fezu
fixovaného nebo zpracovaného jinym zplisobem neZ testovany vzorek zajisti kontrolu pro
vSechny reagencie a kroky metody kromé fixace a zpracovani tkané.

Apendix nebo tkanové kontroly NSCLC pozitivni/negativni na ALK

S kazdym provedenym barvenim pomoci testu VENTANA anti-ALK (D5F3) je tfeba
testovat ALK-pozitivni a ALK-negativni kontrolni tkan.

Pfipady NSCLC se zabarvenim, které reprezentuje klinicky pozitivni a klinicky negativni
vysledek na ALK, jsou vhodné pro optimalni kontrolu kvality a detekci nizkych Urovni
degradace reagencii nebo problém{ spojenych s parametry mimo specifikace pfistroje.
Tkar lidského apendixu obsahuje prvky pro pozitivni i negativni barveni proteinu ALK, a je
proto vhodna pro pouZiti jako kontrola Urovné systému. Slozky tkané s pozitivnim
zabarvenim slouzi k potvrzeni, ze protilatka byla pfidana a pfistroj pracuje spravné; prvky
negativniho barveni se pouzivaji k detekci mimnych hladin degradace reagencie nebo
problémd spojenych s parametry mimo specifikace pfistroje.

Odpovidajici barveni na soucasti tkané NSCLC a apendixu pozitivni a negativni na ALK
popisuje Tabulka 4 a Tabulka 5 a interpretacni pfirucka Interpretation Guide for VENTANA
anti-ALK (D5F3) Rabbit Monoclonal Primary Antibody pro nemalobunéény karcinom plic
(NSCLC) P/N 1011879.

Znamé pozitivni a zndmé negativni tkanové kontroly pouzivané ke sledovani funkce
testu ALK v pacientskych vzorcich musi byt fixované a zpracovavané stejnym zptisobem
jako vzorek pacienta. V opa¢ném pfipadé Ize tyto tkarfiové kontroly pouzit pouze

k monitorovani spravné funkce testovych reagencii. Tkarové kontroly se nesmi pouZivat
pfi diagnostice vzorki pacienta.

Ovéreni testu

Pfed prvnim pouzitim protilatky nebo barviciho systému v diagnostickém postupu musi byt
ovérena specificita protilatky testovanim na fadé dostupnych tkani se zndmymi IHC
charakteristikami G¢innosti, které predstavuji ALK-pozitivni a negativni tkané (prostudujte
si Postupy kontroly kvality popsané vySe v této ¢asti pfibalového letaku a pozadavky pro
kontrolu kvality akreditaéniho programu College of American Pathologists Laboratory
Accreditation Program, Anatomic Pathology Checklist,?” nebo schvalenou smémici
CLSI2). Tyto postupy kontroly kvality museji byt provedeny vzdy, kdyz se zméni Sarze
protilatky nebo kdyz se zméni parametry testu. Pro ovéreni testu jsou vhodné tkané
NSCLC se znamym stavem ALK nebo vzorky lidského apendixu.

INTERPRETACE VYSLEDKU

Imunologicky postup barveni na automatech VENTANA zpisobuje, Ze se hnédé
zabarveny DAB produkt reakce sraZi v oblasti antigenu lokalizovanych protilatkou
VENTANA anti-ALK (D5F3). Dfive nez budou vysledky interpretovany, musi kvalifikovany
patolog se zkuSenostmi s imunohistochemickymi postupy vyhodnotit negativni reagenéni
kontroly, kontroly trovné systému a kvalitu nabarvenych produktu.
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Pozitivni/negativni tkarnové kontroly na systémové arovni
Je tfeba zkontrolovat zabarvené pozitivni a negativni tkanové kontroly, a ovéfit tak

spravnost funkce vSech reagencii. Pfitomnost spravné zabarveného reakéniho produktu

na pozitivni kontrolni tkani uvnitf cytoplazmy cilovych bunék indikuje pozitivni reaktivitu.
Pokud se u pozitivnich nebo negativnich tkanovych kontrol neprojevi vhodné zabarveni

nebo vykazuje zménu v interpretaci klinické diagndzy, je nutné povazovat vysledky
testovanych vzorki za neplatné.

Tabulka 4. Kritéria hodnoceni kontrolni tkané apendixu. Reprezentativni obrazky jsou

uvedeny v pfiru¢ce VENTANA anti-ALK (D5F3) Rabbit Monoclonal Primary Antibody pro

nemalobunéény karcinom plic (NSCLC) P/N 1011879.

Prijatelné Neprijatelné

Pfitomnost silného granulariho
cytoplazmatického zabarveni v gangliovych
burikach. (viz pozndmka)

Absence silného granulamiho
cytoplazmatického zabarveni
v gangliovych burikach.

Absence silného granulamiho
cytoplazmatického zabarveni v glandulamich
epitelidinich burikach, svalové a lymfoidni
tkani (slabé nebo vzacné se vyskytujici
lymforetikulami buriky je mozné pozorovat
v lymfoidnich agregatech).

Nadmérné nespecifické
zabarveni pozadi glandularnich
epiteliélnich bunék, svalové nebo
lymfoidni tkané, které interferuji
s hodnocenim.

Poznamka: Nervy ve svalovych vrstvach apendixu vykazuiji pozitivni zabarveni.

Negativni reagenéni kontrola

Pokud je pfitomno nespecifické zabarveni, bude mit difuzni vzhled a méize byt hodnoceno za

pouZiti sklicka pro negativni reagencni kontrolu barveného kontrolou Rabbit Monoclonal
Negative Control Ig. K interpretaci vysledk( pouzivejte pouze intaktni buriky, jelikoz

nekrotické nebo degenerované buriky mohou ¢asto barvit nespecificky. Pokud je zbarveni

pozadi nadmémé, je nutné povazovat vysledky testovaciho vzorku za neplatné. Ukazky

pfijatelnych hladin barveni pozadi u tohoto testu naleznete v interpretacni pfiruéce VENTANA

ALK Scoring Interpretation Guide pro nemalobunéény karcinom plic P/N 1011879.
Tkan pacienta

Tkan pacienta musi byt hodnocena podle hodnoticiho algoritmu pro test VENTANA anti-

ALK (D5F3), ktery uvadi Tabulka 5. Viz pfirucka VENTANA anti-ALK (D5F3) Rabbit

Monoclonal Primary Antibody pro nemalobunéény karcinom plic (NSCLC) P/N 1011879.

Tabulka 5. Algoritmus hodnoceni pro test VENTANA anti-ALK (D5F3). Reprezentativni
obrazky jsou uvedeny v pfiruéce VENTANA anti-ALK (D5F3) Rabbit Monoclonal Primary

Antibody pro nemalobunéény karcinom plic (NSCLC) P/N 1011879.

Klinicka

interpretace Popis zabarveni

Pfitomnost silného granularniho cytoplazmatického
zabarveni v nadorovych burikach (libovolné procento
pozitivnich nadorovych bunék). Urcité prvky zbarveni je
tfeba vyfadit; napf.:

+ slabé cytoplazmatické skvrny v alveolarnich
makrofazich,

« buriky neutralniho plivodu (nervové a gangliové buriky),
+ glandularni epitelialni zabarveni,

« rozptylené lymforetikuldmi buriky v lymfocytickém
infiltratu.

Je mozné rovnéz pozorovat zabarveni pozadi uvnitf
normalni sliznice v NSCLC (v&etné mucinu)

a v nekrotickych oblastech nadoru, které je tfeba

z klinického hodnoceni vyradit.

Pozitivni pro ALK

Pfitomnost silného granularniho cytoplazmatického

Negativni pro ALK zabarveni v nadorovych burikach.

2017-12-21
FT0700-4101
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VSEOBECNA OMEZENI

©

Imunohistochemie je diagnosticky proces zahmujici vice krokd a vyZadujici
specializované Skoleni ve vybéru vhodnych reagencii, fezli tkané, fixaci a zpracovani,
pfipravé imunohistochemického sklicka a interpretaci vysledkd zabarveni.

Zabarveni tkdné zavisi na zplisobu zachazeni s tkani a na jejim zpracovani pred
barvenim. Nespravna fixace, zmrazeni, rozmrazeni, oplach, suseni, zahfivani,
fezani nebo kontaminace jinymi tkAnémi nebo tekutinami miize vést ke vzniku
artefaktd, zachytu protilatky nebo k fale$né negativnim vysledkiim. V dasledku
odchylek pfi fixaci a metodach zalévani ¢i nasledkem stavajicich nerovnomérmosti
ve tkani mohou byt vysledky nekonzistentni.

Nadmémé nebo nelpiné kontrastni barveni mize narusit spravnou interpretaci
vysledk.

Klinicka interpretace jakéhokoli pozitivniho zabarveni nebo jeho nepfitomnosti musi byt
vyhodnocena v kontextu klinické anamnézy, morfologie a jinych histopatologickych
kritérii. Klinicka interpretace jakéhokoli zabarveni nebo jeho nepfitomnosti musi byt
doplnéna morfologickymi studiemi a kontrolami urovné systému a také dalSimi
diagnostickymi testy. Je povinnosti kvalifikovaného patologa, aby byl dobfe
obeznameny s protilatkami, reagenciemi a metodami pouZivanymi pfi interpretaci
barveného preparatu. Barveni se musi provadét v certifikované akreditované laboratofi
pod dohledem patologa zodpovédného za hodnoceni barvenych sklicek, ktery zajisti
adekvatnost pozitivnich a negativnich kontrol.

Spole¢nost Ventana Medical Systems, Inc. dodava protilatky a reagencie pro pouziti
optiméalné nafedéné, pokud jsou dodrzeny pokyny, které jsou soucasti produktu.
Jakakoli odchylka od doporuéenych postupd testu muze vést k tomu, ze ocekavané
vysledky budou neplatné. Je nutno pouzivat a dokumentovat pfisludné kontroly.
UZivatel, ktery se od doporucenych postupti odchyli, musi piijmout odpovédnost za
interpretaci vysledk( pacientd.

Tento produkt neni uréen pro pritokovou cytometrii, charakteristiky G¢innosti zatim
nejsou znamy.

U tkani, které nebyly pfedem testovany, mohou reagencie vykazovat neocekavané
reakce. V dusledku biologické variability exprese antigenu v neoplazmé nebo jinych
patologickych tkanich nelze zcela vylougit moznost neoekévanych reakci, dokonce
i v testovanych skupinach tkani.2®

Tkané osob infikovanych virem hepatitidy B, které obsahuji povrchovy antigen
(HBsAg) hepatitidy B, mohou u kienové peroxidazy vykazovat nespecifické
zabarveni.30

Fales$né negativni vysledky se mohou vyskytovat v dusledku neimunologické vazby
protein nebo produktil reakce se substratem. Fale$né pozitivni vysledky mohou byt
rovnéz disledkem aktivity pseudoperoxidazy (erytrocytd), aktivity endogenni
peroxidazy (cytochromu C) nebo endogenniho biotinu (napfiklad z jater, mozku,
prsu, ledvin) v zavislosti na typu pouZitého imunologického barveni.3!

Jako u kazdého imunohistochemického testu znamené negativni vysledek pouze to,
Ze antigen nebyl detekovan, nikoli ze antigen neni v testovanych burikach nebo
tkani pfitomen.

SPECIFICKA OMEZENI

1.

Protilatkovy test VENTANA anti-ALK (D5F3) byl optimalizovan pro inkubaéni dobu
primami protilatky v délce 16 minut pro pouZiti na pfistrojich IHC/ISH BenchMark

v kombinaci s detekéni soupravou OptiView DAB IHC Detection Kit pfi zvolené
moznosti amplifikace soupravou OptiView Amplification v protokolu.

Sklicko se vzorkem pacienta je nutné nabarvit kontrolou Rabbit Monoclonal
Negative Control Ig (kat. &. 790-4795 / 06683380001). Jiné negativni kontrolni
reagencie nejsou pro tento test vhodné.

PouZiti tohoto testu u cytologickych roztér(i ani u dekalcifikovanych vzork( nebylo
dosud ovéreno.

Tkan pacienta musi byt obarvena do 3 mésicd od nafezani tkarfiového blocku. Na
fezech barvenych protilatkovym testem VENTANA anti-ALK (D5F3) byla
pozorovana ztrata ucinnosti zabarveni, pokud byly uchovavany pfi pokojové teploté
déle nez 3 mésice.

Spole¢nost Ventana doporucuije, aby se vzorky fixovaly po dobu alespori 6 hodin

v 10 % NBF nebo zinkovém formalinu. PouZiti jinych dob fixace nebo pouziti jinych
nez doporucenych fixativ miize vést k fale$né negativnim vysledkiim. Fixativa AFA,
PREFER, B5 a dalsi fixativa s obsahem kyselin a/nebo alkoholu vykazala ztratu
specifického barveni proteinu ALK. Dal$i informace naleznete v pfiru¢ce VENTANA
anti-ALK (D5F3) Rabbit Monoclonal Primary Antibody pro nemalobunéény karcinom
plic (NSCLC) P/N 1011879.
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6.  Pri provadéni protilatkového testu VENTANA anti-ALK (D5F3) byly zaznamenany
artefakty zabarveni. Na podloznich sklickach barvenych protilatkou anti-ALK
i negativni kontrolou byly pfitomny svétlé cytoplazmatické skvrny v alveolamich
makrofazich, coz predstavuje artefakt detekéniho systému a nesmi se interpretovat
jako pozitivni zabarveni protilatkou anti-ALK. Dale bylo pozorovano teckovité

Senzitivita

Tabulka 7. Specificita/senzitivita protilatkového testu VENTANA anti-ALK (D5F3)
v neoplastickych tkanich. Testovani pouzivalo rizné neoplastické tkané fixované ve
formalinu a zalité v parafinu.

zabarveni v nekrotickych oblastech nadoru, které je tfeba béhem vyhodnocovani Pocet
vzorku pacienta rovnéz ignorovat. Pfi pouZiti protilatkového testu VENTANA anti- pozitivpich !
ALK (D5F3) bylo pozorovano barveni neuraini tkané véetné nervi a ob&asnych . celkovy pocet
lymforetikulocyt s lymfocytamim infiltratem. Dal$i informace naleznete v piruéce Patologie pfipadu
VENTANA anti-ALK (D5F3) Rabbit Monoclonal Primary Antibody pro Glioblastom o
nemalobunéény Karcinom plic (NSCLC) PIN 1011879. loblasto
7. Na tkénovych kontrolach je mozné pozorovat mirnou variabilitu v celkové intenzité Atypicky meningeom 0/1
zabarveni zplsobenou soupravou OptiView Amplification Kit. PFiklady
akceptovatelné U¢innosti zabarveni naleznete v pfirucce interpretace. Maligni ependymom 01
RESENi PROBLEMU Maligni oligodendrogliom on
Jelsvtllzel se objevi nespravne barveni na I|d§kych tlfanlch I_\_ISE)LC na urovni sysvtemu, Ser6zni ovarialni adenokarcinom 11
tkanovych kontrolach apendixu nebo vzorcich pacienta, zjistéte, zda byly dodrzeny
postupy udrzby pfistroje BenchMark ULTRA, BenchMark XT nebo BenchMark GX. Pokud | Ovariaini adenokarcinom 0/1
nebyly zjistény technické problémy nebo odchylky, kontaktujte mistni zastoupeni
spolecnosti Ventana, nez budete cyklus opakovat. Karcinom ostrivkovych bunék 011
FUNKCENi CHARAKTERISTIKY Adenokarcinom pankreatu on
Analyticka specificita a senzitivita byly stanoveny obarvenim vice pfipadi normalni Semi on
a neoplastické lidské tkané protilatkovym testem VENTANA anti-ALK (D5F3). Vysledky eminom
uvadi Tabulka 6 a Tabulka 7. Embryonalni karcinom 0/1
Specificita Medulami Kar o
Tabulka 6. Specificita/senzitivita protilatkového testu VENTANA anti-ALK (D5F3) edulam! karcinom
v normalni tkani. Testovani pouzivalo normaini tkané fixované ve formalinu a zalité Papilarni karcinom 0/1
v parafinu. .
Intraduktalni karci 071
Pocet Pocet ntraduktalni karcinom prsu
pozitivnich / pozitivnich / Invazivni duktaini karcinom prsu 02
celkovy pocet celkovy pocet
Tkén pfipadi Tkan pripadd Difuzni lymfom z B-bunék 0/3
Mozek 0/3* Brzlik 013 Malobun&ény nediferencovany karcinom plic on
Mozedek 03 Myeloidni tkan 03 Karcinom z dlazdicovych bungk plic on
(kostni dfer)
. ] Adenokarcinom plic 01
Nadledvinka 0/3 Plice 0/3
inom ji zdicovy g 01
Vajeenik 03 Srdce 03 Karcinom jicnu z dlazdicovych bunék
Slinivka bfisni 013 Jicen 013 Adenokarcinom jicnu o/
Pigtitné tlisko 03 Zaludek 03 Mucindzni adenokarcinom Zaludku o
Hypofyza 0/3* Tenké stievo 0/3*+ Gastrointestinalni adenokarcinom 01
Varle 0/3 Tlusté stfevo 0/3*** Maligni interstitialom 0/1
Stitna zlaza 0/3 Jatra 0/3 Rektalni adenokarcinom 01
Prs 0/3 Slinna l4za 0/3 Rektalni maligni novotvar z pojivové tkané 0N
Slezina 013 Ledvina 013 Hepatocelulami karcinom on
Mandle 0/3 Prostata 073 Hepatoblastom 11
Endometrium 053 Délozni Cipek 053 Karcinom ledvin ze svétljch bungk 0/1
Kosterni sval 0/4 Kize 0/3 Adenokarcinom prostaty o
Nerv (rozptyleny) 0/3 Mezotel a plice 0/3 Leiomyom 0
*2/3 Nékolik méalo bunék glie ve tkani mozku vykazovalo slabou az stfedni pozitivitu.
wx ) , , Adenokarcinom endometria 01
3/3 Barveni hypofyzy bylo slabé.
***Gangliové buriky v 4/6 vzorcich intestinalni tkané vykazovaly pozitivni barveni na Karcinom endometria ze svétlych bunék 01
ALK o riiznych intenzitach. - " . "
Karcinom délohy z dlazdicovych bunék 072
2017-12-21 5/13 1011623CS Rev J
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Pocet

pozitivnich /

celkovy pocet
Patologie pripadt
Embryonalini rhabdomyosarkom 01
Maligni melanom konecniku 011
Karcinom z bazalnich bunék 01
Karcinom ze skvaméznich bunék 011
Neurofibrom 01
Retroperitoneaini neuroblastom 17
Maligni mezoteliom 011
HodgkinGv lymfom 01
Anaplasticky velkobunéény lymfom 0N
Karcinom mogového méchyfe z pfechodnych bunék 01
Leiomyosarkom nizkého stupné 0/1
Osteosarkom 0/1
Rhabdomyosarkom z vfetenovych bunék 01
Leiomyosarkom stfedniho stupné 0/1

Shoda platforem (preklenovaci studie)

Protilatkovy test VENTANA anti-ALK (D5F3) byl na za¢atku zaveden na trh pro pfistroje
BenchMark XT a GX. Byla provedena pfemostovaci studie s cilem prokazat ekvivalentni
vykon testd u pfistroji BenchMark ULTRA a BenchMark XT. Tato studie hodnotila klinicky
stav ALK (na zakladé algoritmu hodnoceni ALK v tabulce 5) u 184 unikatnich vzork(

NSCLC obarvenych protilatkovym testem VENTANA anti-ALK (D5F3) v obou platformach.

Vysledna obarvena sklicka byla zaslepena a randomizovana. Poté byla vyhodnocena
tfemi patology. Viysledky shody platforem pro tuto studii uvadi Tabulka 8 a Tabulka 9.
Tabulka 8. Shoda vysledki mezi pfistrojem BenchMark XT a pfistrojem BenchMark
ULTRA.

Shoda testu VENTANA anti-ALK (D5F3) mezi pfistrojem BenchMark ULTRA
a pristrojem BenchMark XT
BenchMark BenchMark XT
ULTRA Pozitivni Negativni Celkem
Pozitivni 85 1 86
Negativni 1 97 98
Celkem 86 98 184

Tabulka 9. Shoda stavu ALK mezi pfistrojem BenchMark XT a pfistrojem BenchMark
ULTRA.

Pozitivni Negativni Celkova
Mira shody mezi procentualni | procentualni procentualni
platformami shoda shoda shoda

(95 % IS) (95 % IS) (95 % IS)
Shoda mezi pfistroji 98,8 % 99.0 % 98.9 %
BenchMark XT
a BenchMark ULTRA (93,7-99,8 %) | (94,4-99,8 %) (96,1-99,7 %)
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Tloustka tkani

Tloustka tkani byla hodnocena pomoci 4 jednoznaénych pfipadi lidského NSCLC

(3 pozitivni na ALK a 1 negativni na ALK) a 4 unikatnich vzorkd lidského apendixu. Tkané
byly nakrajeny a testovany v duplikatech s tloustkou 3, 4, 5,6 a 7 mikron0. V8echny
tloustky tkani prokazaly spravné specifické zabarveni pro ALK a spravné drovné pozadi

s protilatkovym testem VENTANA anti-ALK (D5F3). U zadného vzorku nebyla pozorovana
z4dna zména v klinickém stavu ALK v tomto rozmezi tloustky. Spole¢nost Ventana
doporucuje vzorky pro test krajet na 4-6 mikrond.

Studie opakovatelnosti a mezilehlé presnosti

Opakovatelnost a stfedni pfesnost protilatkového testu VENTANA anti-ALK (D5F3) byla
hodnocena na pristrojich BenchMark ULTRA, XT a GX v kombinaci s detek&nimi
soupravami OptiView DAB IHC Detection Kit a OptiView Amplification Kit.

10 unikatnich vzorkd tkané NSCLC (5 pozitivnich na ALK a 5 negativnich na ALK) bylo
vyhodnoceno na piistroji BenchMark XT i BenchMark ULTRA. Pro intradenni pfesnost bylo
barveno 5 kopii sklicek z kazdého vzorku NSCLC jednim pfistrojem BenchMark XT
aBenchMark ULTRA. V rdmci testovani pfesnosti mezi pfistroji byly obarveny 3 kopie sklicek
jednotlivych vzorki NSCLC pomoci protilatkového testu VENTANA anti-ALK (D5F3) na tfech
pfistrojich BenchMark XT a 2 kopie sklicek jednotlivych vzorki NSCLC na tfech pfistrojich
BenchMark ULTRA. Pro mezidenni pfesnost byly barveny 2 kopie sklicek jednotlivych vzorkd
NSCLC protilatkovym testem VENTANA anti-ALK (D5F3) na jednom pfistroji BenchMark XT
nebo BenchMark ULTRA v pribéhu 5 ne po sobé jdoucich dni. Vechna sklicka byla
zaslepena a randomizovana v kazdé z tkarovych kohort pfistrojl. Kazda kohorta byla
hodnocena individualné patologem dle hodnoticiho algoritmu pro protilatkovy test VENTANA
anti-ALK (D5F3) (viz Tabulka 5). Kazda kopie vzorku NSCLC poskytla rovnocenné vysledky
barveni IHC ALK. Souhm vysledk{ pro opakovatelnost a stfedni pfesnost piistrojti
BenchMark XT a BenchMark ULTRA uvadi Tabulka 10, resp. Tabulka 11.

Probéhla meziplatformova studie srovnavajici vykon protilatkového testu VENTANA anti-
ALK (D5F3) mezi pfistrojem BenchMark XT a pfistrojem BenchMark GX. V ramci této
studie byly hodnoceny 2 vicetkaniové bloky, kazdy obsahujici 8 vzorkii NSCLC (3 ALK
pozitivni, 1 ALK negativni na blok). \V rdmci tohoto srovnani bylo obarveno 5 kopii sklicek
na tfech pfistrojich BenchMark XT a tfech pfistrojich BenchMark GX. U téchto skli¢ek byla
vyhodnocena spravnost barveni dle algoritmu hodnoceni IHC VENTANA anti-ALK (D5F3),
viz Tabulka 5. Kazdéa kopie vzorku NSCLC poskytla rovnocenné vysledky barveni IHC
ALK mezi dvéma platformami. Souhmn vysledk( uvadi Tabulka 12.

Navic byla také hodnocena reprodukovatelnost VENTANA anti-ALK (D5F3) barvenim
lidského apendixu (kontrola urovné systému). Pro tuto studii bylo pouZito osm unikatnich
tkani lidského apendixu. V ramci hodnoceni intradenni pfesnosti bylo barveno 13 kopii
sklicek ve dvou vicetkanovych blocich po 4 vzorcich apendixu jednim pfistrojem
BenchMark XT. V ramci hodnoceni pfesnosti mezi pfistroji bylo protilatkovym testem
VENTANA anti-ALK (D5F3) barveno 5 kopii sklicek ve dvou vicetkafovych blocich po

4 vzorcich apendixu na tfech pfistrojich BenchMark XT. V rdmci hodnoceni mezi dny bylo
protilatkovym testem VENTANA anti-ALK (D5F3) obarveno 5 kopii sklicek ve dvou
vicetkanovych blocich po 4 vzorcich apendixu na jednom pfistroji BenchMark XT

v pribéhu 5 po sobé nenasledujicich dnd. VSechna sklicka byla vyhodnocena patologem
s pouzitim hodnoticiho algoritmu pro protilatkovy test VENTANA anti-ALK (D5F3) pro
kontrolni tk&f apendixu (uveden v tabulce 4). Kazda kopie vzorku apendixu poskytia
rovnocenné vysledky barveni IHC ALK. Celkova procentuaini shoda opakovatelnosti

v ramci jednoho dne a mezi pfistroji (na 3 pfistrojich) byla 100 %, opakovatelnost mezi
dny (v pribéhu 5 po sobé nenasledujicich dni) byla 98 %.

Tabulka 10. Reprodukovatelnost a stfedni pfesnost protilatkového testu VENTANA anti-
ALK (D5F3) u jednotlivych vzorkd NSCLC barvenych na pfistroji BenchMark XT.

Reprodukovatelnost/ofesnost N =vsechna Celkova procentualni
tké':\é NSCLC P sklicka hodnocena | shoda stavu ALK
v kohorté (95 % 1S)
jlzzrr)]:)ohdc:ﬂg(r)]\éatelnost v ramci 50 100 % (97,5-100 %)
Pfesnost v ramci platform
o P / 60 100 % (97,9-100 %)

(mezi 3 pfistroji BenchMark XT)
Pr t mezi jednotlivymi d

fesnos [ne2| J’e no |vym| nY 100 100 % (98,7100 %)
(5 po sobé nenasledujicich dni)
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Tabulka 11. Reprodukovatelnost a stfedni pfesnost protilatkového testu VENTANA anti-
ALK (D5F3) u jednotlivych vzorkd NSCLC barvenych na piistroji BenchMark ULTRA.

Roche)

Tabulka 13. Miry shody opakovatelnosti mezi $arzemi u 41 tkanovych vzorkd NSCLC na
pfistroji BenchMark XT. Bylo testovano 21 ALK pozitivnich vzorkd (z 18 unikatnich
pfipadu) a 20 ALK negativnich vzorku.

Shoda hod Primérna Primérna Celkova
oda hodnot- pozitivni negativni procentualni
opakovatelnosti mezi Shoda shoda shoda
sarzem (95%1S) (95%1S) (95%1S)
Pramér viech tFi srovnani 99,2 % 99,1 % 99,2 %
mezi Sarzemi (97,4-100 %) (96,8-100 %) (97,5100 %)

Reprodukovatelnostipfesnost N = vSechna Celkova procentualni
tkané NSCLC sklicka hodnocena | shoda stavu ALK
v kohorté (95 % 1S)

Reprodukovatelnost v ramci o o
jednoho dne 50 100 % (92,9-100,0 %)
Pfesnost v ramci platformy
(mezi 3 pfistroji BenchMark 60 100 % (94,0-100,0 %)
ULTRA)
Presnost mezi jednotlivymi dny

- L . 100 100 % (96,3-100,0 %)
(5 po sobé nenasledujicich dni)

Tabulka 14. Miry shody opakovatelnosti mezi $arzemi u 30 tkanovych vzorkd NSCLC na
pfistroji BenchMark ULTRA. Bylo testovano 15 ALK pozitivnich vzorkd a 15 ALK
negativnich vzorku.

Tabulka 12. Presnost protilatkového testu VENTANA anti-ALK (D5F3) mezi platformami
u vzorki NSCLC z vicetkafového bloku barvenych na pfistroji BenchMark XT
a BenchMark GX.

Shoda hod Pozitivni Negativni Celkova
0da hodnot " ) procentualni procentualni procentualni
opakovatelnosti mezi shoda i shoda
sarzemt (95%IS) (95 % IS) (95 % IS)
Pr&imér vSech tfi srovnani 98,9 % 99,3 % 99,1 %
mezi Sarzemi (96,8-99,6 %) | (97,3-99,8%) | (97,9-99,6 %)

b Sl Celkova procentualni

Presnost tkané NSCLC sklicka hodnocena p
« shoda stavu ALK

v kohorté
PFesnost mezi platformami
u pfistroju BenchMark XT .
a BenchMark GX 30 100 %
(mezi 3 pfistroji)

Opakovatelnost mezi Sarzemi

Opakovatelnost mezi Sarzemi protilatkového testu VENTANA anti-ALK (D5F3) byla
stanovena testovanim tfi Sarzi testu VENTANA anti-ALK (D5F3) na 38 unikatnich vzorcich
NSCLC (21 ALK pozitivnich vzork(i (z 18 unikétnich pfipadd) a 20 ALK negativnich
tkanovych vzorkd NSCLC) pfistrojem BenchMark XT s pouZitim souprav OptiView DAB
IHC Detection kit a OptiView Amplification kit. VSechny pfipady byly barveny duplicitné
kazdou ze tfi Sarzi primarni protilatky. Sklicka byla pfed hodnocenim klinického stavu
tfemi patology pomoci algoritmu hodnoceni protilatkového testu VENTANA anti-ALK
(D5F3) (viz Tabulka 5) zaslepena a randomizovana. V8echny tfi Sarze protilatek
vykazovaly shodné vysledky barveni na stav ALK u 41 hodnocenych vzork tkané NSCLC
ve vice nez 90 %. Vysledky jsou uvadéné jako celkova procentudlni shoda, pozitivni
procentudini shoda a negativni procentuélni shoda. Celkova procentuélni shoda mezi
Sarzemi byla 99,2 %. Protilatkovy test VENTANA anti-ALK (D5F3) poskytuje tudiz
reprodukovatelné vysledky barveni v riiznych Sarzich protilatek. Vysledky uvadi Tabulka
13.

Opakovatelnost mezi $arzemi protilatkového testu VENTANA anti-ALK (D5F3) byla
stanovena testovanim tfi Sarzi testu VENTANA anti-ALK (D5F3) na 30 unikatnich vzorcich
NSCLC (15 ALK pozitivnich vzorkl a 15 ALK negativnich tkariovych vzorkii NSCLC)
pfistrojem BenchMark ULTRA s pouzitim souprav OptiView DAB IHC Detection kit

a OptiView Amplification kit. VSechny pfipady byly barveny duplicitné kazdou ze tfi Sarzi
primarni protilatky. Sklicka byla pfed hodnocenim klinického stavu patologem pomoci
algoritmu hodnoceni protilatkového testu VENTANA anti-ALK (D5F3) (viz Tabulka 5)
zaslepena a randomizovana. VSechny tfi SarZe protilatek vykazovaly shodné vysledky
barveni na stav ALK u 30 hodnocenych vzorkd tkdné NSCLC ve vice nez 90 %. Vysledky
jsou uvadeéné jako celkova procentualni shoda, pozitivni procentualni shoda a negativni
procentualni shoda. Celkova procentualni shoda mezi $arzemi byla 99,1 %. Protilatkovy
test VENTANA anti-ALK (D5F3) poskytuje tudiZ reprodukovatelné vysledky barveni

v riznych Sarzich protilatek. Vysledky uvadi Tabulka 14.

Opakovatelnost mezi Sarzemi testu VENTANA anti-ALK (D5F3) byla také hodnocena
pouzitim 12 unikatnich vzorkd lidské tkané apendixu. Opakovatelnost byla stanovena
testovanim tfi Sarzi protilatky v kombinaci se tfemi $arzemi soupravy OptiView DAB IHC
Detection Kit a OptiView Amplification Kit na tfech barvicich automatech BenchMark XT.
Celkova mira shody pro spravné pozitivné a negativné zbarvené prvky apendixu

s pouzitim protilatkového testu VENTANA anti-ALK (D5F3) byla 100 %.

2017-12-21
FT0700-4101

Studie presnosti mezi hodnotiteli

Bylo provedeno nékolik studii pfednosti mezi pracovniky: dvé studie na pfistroji
BenchMark XT a jedna na pfistroji BenchMark ULTRA.

Ve studii pfesnosti mezi hodnotiteli u pfistroje BenchMark XT hodnotili tfi patologové
celkem 185 unikatnich pripadl. 185 pfipadd korelovalo se 100 ALK pozitivnimi a 100 ALK
negativnimi bloky obarvenymi pomoci protilatkového testu VENTANA anti-ALK (D5F3).
Pfipady byly pfed hodnocenim barveni ALK IHC zaslepeny a randomizovany dle
hodnoticiho algoritmu pro protilatkovy test VENTANA anti-ALK (D5F3), ktery uvadi
Tabulka 5. Vysledky, které uvadi Tabulka 15 niZe, odrazi miru pfesnosti mezi pracovniky
pro unikatni pfipady z kohorty studie.

Tabulka 15. Studie pfesnosti mezi hodnotiteli 1 na pfistroji BenchMark XT.

Primérna Primérna Celkova
. . o pozitivni negativni procentualni
Presnost mezi hodnotiteli shoda shoda shoda
(95 % IS) (95 % IS) (95 % IS)
Priimér véech tfi srovnani 98,8 % 99,0 % 98,9 %
mezi hodnotiteli (97,3-100 %) | (97,7-100 %) (97,4-100 %)

7113

Byla provedena studie 2 presnosti mezi hodnotiteli na pristroji BenchMark XT u kohorty
pfipadl z randomizované klinické studie ALK pozitivnich vzorkd NSCLC pacient
zafazenych pomoci soupravy Abbott Vysis ALK Break Apart FISH Probe Kit. Pfiblizné
300 pfipadi bylo obarveno protilatkovym testem VENTANA anti-ALK (D5F3) na pfistroji
BenchMark XT. Pfipady byly zaslepené na stav ALK FISH, randomizované a pfedané
tfem pracovnikim, ktefi hodnotili stav barveni ALK IHC dle algoritmu hodnoceni
protilatkového testu VENTANA anti-ALK (D5F3), jak uvadi Tabulka 5. Vysledky, které
uvadi Tabulka 16, odrazi miru pfesnosti mezi pracovniky z této kohorty klinického
hodnoceni.

Studie pfesnosti mezi hodnotiteli u pfistroje BenchMark ULTRA hodnotila kohortu

184 unikatnich pfipadd NSCLC. Kohortu tvofilo 90 ALK pozitivnich a 94 ALK negativnich
pfipadu, které byly obarveny protilatkovym testem VENTANA anti-ALK (D5F3) na pfistroji
BenchMark ULTRA. Pfipady byly zaslepené, randomizované a pfedané tfem
pracovniktim, ktefi hodnotili stav barveni ALK IHC dle algoritmu hodnoceni protilatkového
testu VENTANA anti-ALK (D5F3), jak uvadi Tabulka 5. Tabulka 16 odrazi miru pfesnosti
mezi hodnotiteli této studie.
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Tabulka 16. Studie 2 pfesnosti mezi hodnotiteli na stav ALK u vzorkdl NSCLC ziskanych
srovnanim klinickych metod. Kohorta €. 1 byla obarvena protilatkovym testem VENTANA
anti-ALK (D5F3) na pristroji BenchMark XT.

Roche)

Tabulka 18. Vysledky protilatkového testu VENTANA anti-ALK (D5F3) v porovnani se
sondou Abbott Vysis ALK Break Apart FISH Probe Kit.

Vysledky protilatky VENTANA anti-ALK (D5F3) v porovnani s Abbott Vysis

Primérna Primérna Celkova ALK Break Apart FISH Probe Kit
. , o ozitivni negativni rocentualni -
Presnost mezi hodnotiteli zhoda shgda 's)h oda \F,’E‘;f'T';t,'ji Abbott Vysis :rlz)}éfztak Apart FISH
(95 % IS) (95 % IS) (95 % IS) X
anti-ALK (DSF3) Pozitivni Negativni Celkem
Priimér véech tfi srovnani 97,6 % 99,5 % 99,1 % Py—" m 0 0
mezi hodnotiteli (95,0-995%) | (98,9-99.9%) | (98,2-99,8 %) ozitivni
Negativni 1 75 76
Hodnotitel 1 versus 99,1 % 99,8 % 99,7 % Colkom ” 7 p
hodnotitel 2 (97,1-100 %) | (99,4-100 %) (98,2-99,9 %)
Hodnotitel 1 versus %3 % 99.2% 98,6 % Tabulka 19. Celkové, pozitivni a negativni miry shody pro protilatkovy test VENTANA
hodnotitel 3 (92,3-99,2 %) | (98,3-99.8%) | (96,6-99,5 %) anti-ALK (D5F3) ve srovnani s Abbott Vysis Break Apart FISH Probe Kit.
Hodnotitel 2 versus 97.2% 994 % 99,0 % Celkové, pozitivni a negativni miry shody
hodnotitel 3 (93,5-100 %) | (98,6-100 %) (97,1-99,7 %) Mira niN % 95%]IS [a]
Celkova
Tabulka 17. Presnost mezi hodnotiteli na stav ALK u vzorkti NSCLC obarvenych procentudlni 85/86 9,8 93,7,99.8
protilatkovym testem VENTANA anti-ALK (D5F3) na pfistroji BenchMark ULTRA. shoda
Primérna Primérna Celkova Pozitivni
. hodnotiteli | POZtVAi negativni procentualni procentudlni 1011 90,9 62,3, 984
fesnost mezi hodnotiteli | .o shoda shoda shoda
(95 % IS) (95 % IS) (95 % IS) Negativni
Pramér véech tf srovndni procentualni 75/75 100,0 95,1, 100,0
mezi 98,4 % 98,6 % 98,5 % shoda
hodnotiteli (96,5-99,6 %) | (96,9-99,7 %) (96,7-99.6 %) [a] Oboustranny 95 % interval spolehlivosti vypocitany pomoci metody hodnoceni.
Hodnotitel 1 versus 98,9 % 98,9 % 98,9 % Ubozoriuieme. 2 ofi piioravé vzorku tkén U této studie nebvio ovaieno. zda b
hodnotitel 2 10N o 4000 0079 pozorfiujeme, Ze pfi pfipravé vzorku tkané u této studie nebylo ovéfeno, zda byly
I (96,8-100 %) (97,0-100 %) (96,0-99.7 %) dodrzeny doporucené postupy pfipravy vzorku pro tento test.
Hodnotitel 1 versus 98,8 % 99,0 % 98,9 % Studie shody 2
hodnotitel 3 (96,7-100 %) (97,2-100 %) (96,0-99,7 %) Byla provedena studie ve druhé extemi laboratofi porovnavajici VENTANA anti-ALK
(D5F3) Rabbit Monoclonal Primary Antibody s daji Abbott Vysis ALK Break Apart FISH
Hodnotitel 2 versus 97,6 % 97,9 % 978 % Probe Kit na 73 pfipadech NSCLC (fezy k dispozici do tydne od obarveni). V externi

hodnotitel 3

(94,7-99.4 %)

(95,4-995 %)

(94,4-99,1 %)

Shoda s ALK FISH

Pro porovnani vysledkd zabarveni protilatkou VENTANA anti-ALK (D5F3) Rabbit
Monoclonal Primary Antibody s ALK FISH z hlediska klinického stavu ALK se pouzily tfi
kohorty. Kohorty zahrnovaly fadu lidskych tkanovych vzorkit NSCLC od primarnich

a metastatickych nadord, véetné resekci, punkénich biopsii jehlou, bronchialnich biopsii
a bunécnych blockd z FNA fixovanych formalinem a zalitych v parafinu (FFPE). V8echny
studie byly hodnoceny za pouziti algoritmu hodnoceni (jak popisuje Tabulka 5).

Studie shody 1

Byla provedena studie v externi laboratofi porovnavajici protilatku VENTANA anti-ALK
(D5F3) Rabbit Monoclonal Primary Antibody s retrospektivnimi (idaji Abbott Vysis ALK
Break Apart FISH Probe Kit. Externi pracovisté barvilo 100 pfipadt NSCLC za pouziti
protilatky VENTANA anti-ALK (D5F3) Rabbit Monoclonal Primary Antibody na pfistroji
BenchMark XT. Protilatkovy test VENTANA anti-ALK (D5F3) prokazal 98 % celkovou
shodu s retrospektivnimi Gdaji Abbott Vysis ALK Break Apart FISH Probe Kit na této
kohorté pfipadd NSCLC. Vysledky uvadi Tabulka 18 a Tabulka 19. Upozoriiujeme, ze
86 ze 100 pripadu mélo k dispozici Uidaje FISH a dostate¢ny pocet nadorl pro porovnani

s vysledkem ALK IHC.

2017-12-21
FT0700-4101

8/13

laboratofi byly pfipady barveny za pouziti VENTANA anti-ALK (D5F3) Rabbit Monoclonal
Primary Antibody na pfistroji BenchMark XT. Protilatkovy test VENTANA anti-ALK (D5F3)
prokazal 93 % celkovou shodu s retrospektivnimi tdaji Abbott Vysis ALK Break Apart
FISH Probe Kit na této kohorté pfipadd NSCLC. Vysledky uvadi Tabulka 20 a Tabulka 21.
Tabulka 20. Vysledky protilatky VENTANA anti-ALK (D5F3) v porovnani se sondou
Abbott Vysis ALK Break Apart FISH Probe Kit.

Vysledky protilatky VENTANA anti-ALK (D5F3) v porovnani s Abbott Vysis

ALK Break Apart FISH Probe Kit

Protilatka Abbott Vysis ALK Break Apart FISH
VENTANA Probe Kit
anti-ALK (D5F3) Pozitivni Negativni Celkem
Pozitivni 2 4 6
Negativni 0 56 56
Celkem 2 60 62
1011623CS Rev J
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Tabulka 21. Celkové, pozitivni a negativni miry shody pro protilatkovy test VENTANA
anti-ALK (D5F3) ve srovnani s Abbott Vysis Break Apart FISH Probe Kit.

Celkové, pozitivni a negativni miry shody
Mira niN % 95 %S [a]
Celkova
procentualni 58/62 93,5 % 84,6-97,5
shoda
Pozitivni
procentualni 22 100 % 34,2-100,0
shoda
Negativni
procentualni 56/60 93 % 84,1-974
shoda

[a] Oboustranny 95 % interval spolehlivosti vypocitany pomoci metody hodnoceni.

U ¢étyf neshodnych (FISH negativni, ALK IHC pozitivni) pfipadl byla testovana dalsi
neobarvena sklicka s jinym testem ALK (jiny klon a detekéni systém). Tri ze Ctyr pripadd
vyhovovaly protilatkovému testu VENTANA anti-ALK (D5F3) z hlediska detekovaného
obarveni ALK IHC.

Vyskytlo se téz 10 pipadu, kdy vysledky FISH byly nespecifické nebo nebyly stanoveny.
Ctyfi z téchto piipadd byly pozitivni v protilatkovém testu VENTANA anti-ALK (D5F3)

a dalsim klonu ALK a Sest pfipadu bylo v testu ALK IHC negativnich. Vyskytl se jeden
pfipad, ktery byl FISH pozitivni, ale k dispozici nebylo dostateéné mnozstvi vzorku pro
obarveni s IHC.

Studie shody 3

V této studii 300 pfipadu z probihajici globalni klinické studie ALK pozitivnich pacientt

s NSCLC zafazenych do Abbott Vysis ALK Break Apart FISH Probe Kit bylo obarvenych
kraliéi monoklonalni protilatkou VENTANA anti-ALK (D5F3) Rabbit Monoclonal Antibody.
Je to stejna kohorta, jaka je uvedena vySe ve studii pfesnosti mezi hodnotiteli na strané 7
této pfibalové informace. Z téchto priblizné 300 piipadl byly nékteré testem FISH
klasifikovany jako ,neinformativni“ nebo ,test FISH nebyl proveden® a byly obarveny

a vyhodnocovany pouze pro informacni ucely.

Pfipady byly pro stav FISH zaslepené, randomizované a poskytnuté dvéma hodnotitellim,
ktefi vyhodnocovali vysledky zabarveni. Vysledky byly porovnany se stavem FISH
ziskanymi z globalni klinické studie.

Vysledky porovnani ALK IHC s ALK FISH uvadi Tabulka 22 dole.

Tabulka 22. Shoda protilatkového testu VENTANA anti-ALK (D5F3) s Abbott Vysis ALK
Break Apart FISH Probe Kit, jak bylo vyhodnoceno 2 patology.

Roche)

e 4 pfipady byly vyhodnoceny alespof jednim hodnotitelem jako ALK IHC pozitivni,
FISH negativni. Po konsenzuélnim posouzeni bylo rozhodnuto, ze by mély byt
vyhodnoceny jako IHC negativni. Tyto pfipady vykazovaly fokalni
cytoplazmatické/membranové barveni a jsou vysvétleny v pfirucce Interpretation
Guide for VENTANA anti-ALK (D5F3) Rabbit Monoclonal Primary Antibody pro
nemalobunéény karcinom plic (NSCLC) P/N 1011879.

e 9 pfipadu bylo ALK IHC pozitivnich a ALK FISH negativni pfipady byly povazovany
za skute¢né rozporné.

Z 9 rozpornych pfipadt bylo k dispozici 7 neobarvenych sklicek pro dali diagnostické

testovani ALK (molekulami testovani a testovani IHC vyuzivajici jiny klon a detekéni

systém). Vysledky téchto dalSich testovani ukazaly, ze vétSina rozpornych pfipadd
preferovala pozitivni hodnoceni IHC pro stav ALK, kdy byl ALK FISH negativni.

(Upozorfiujeme, Ze fezy na sklickach u téchto pfipadu prekro¢ily doporuéené 3 mésice.)

Rozporné pfipady, které byly ALK negativni v protilatkovém testu VENTANA anti-ALK

(D5F3), ale ALK FISH pozitivni:

e Vyskytlo se 11 pfipadU, které byly FISH pozitivni, ale negativni v protilatkovém testu
VENTANA anti-ALK (D5F3). 10 pfipad(l neobarvenych sklicek, které byly k dispozici
pro dalsi diagnostické testovani ALK s molekulamimi metodami a IHC. Vysledky
téchto dalSich testovani ukazaly, Ze vétsina pfipadu, které byly negativni
v protilatkovém testu VENTANA anti-ALK (D5F3), byly rovnéz negativni u jiného
systému ALK IHC, ale pozitivni u jednoho testu nebo u vice molekularnich testd.
Upozoriiujeme, Ze fezy na sklickach u téchto pripadu prekrocily doporucené
3 mésice pro ALK IHC.

e Ve skupiné se vyskytlo téZ 14 pfipadu, které byly testem FISH klasifikovany jako
neinformativni (nebyl ziskan zadny vysledek). Obéma hodnotiteli byly 3 z téchto
pfipadl v protilatkovém testu VENTANA anti-ALK (D5F3) vyhodnoceny jako
pozitivni. Kromé toho existovalo 19 pfipadd, kdy test FISH nebylo mozné provést na
sklicku H&E (obvykle z divodu nedostatecného obsahu nadoru). Vysledky
zabarveni ALK IHC byly u 4 z téchto pfipadt obéma hodnotiteli vyhodnoceny jako
pozitivni. V priméru 21 % pfipadu, kdy vysledky FISH nebyly ziskany, mélo
pozitivni stav ALK v protilatkovém testu VENTANA anti-ALK (D5F3).

Studie opakovatelnosti mezi laboratoremi na pristroji BenchMark XT

Byla provedena studie opakovatelnosti mezi laboratofemi pro protilatkovy test VENTANA
anti-ALK (D5F3) s cilem prokazat opakovatelnost testu ve stanoveni klinického stavu ALK
na pfistroji BenchMark XT pomoci vzorki tkdné NSCLC (6 ALK pozitivnich a 6 ALK
negativnich) zpracovanych 3 Sarzemi reagencii, 3 pfistroji a béhem 5 po sobé
nenasledujicich dni ve tfech externich laboratofich. Vzorky byly randomizovany

a hodnoceny celkem 6 pracovniky (2 pracovnici/laboratof), ktefi byli zaslepeni viici
klinickému stavu ALK kohorty. Tato kohorta obsahovala 180 skli¢ek vytvofenych

z 12 pfipadii NSCLC s pozitivitou a negativitou exprese ALK dle IHC a FISH. Tyto pfipady
byly v replikatech barveny v priibéhu 21 dni ve 3 laboratofich. Vysledky viz Tabulka 23.
Prijatelnost morfologie a pozadi v téchto studiich €inila 100 %. Studie opakovatelnosti

Upozoriujeme, Ze pfi pfipravé vzork( tkané u této studie nebylo ovéreno, zda byly
dodrzeny doporuéené postupy pfipravy vzork pro tento test.

Rozporné pfipady, které byly ALK pozitivni v protilatkovém testu VENTANA anti-ALK
(D5F3), ale ALK FISH negativni:
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Vysledky protilatky VENTANA anti-ALK (D5F3) v porovnani s Abbott Vysis mezi laboratofemi (ILR) pro protilatkovy test VENTANA anti-ALK (D5F3) na pfistroji
ALK Break Apart FISH Probe Kit Benchmark XT poskytla primémou pozitivni shodu (APA) a primérmou negativni shodu
- - . (ANA) pro srovnani mezi pracovisti, mezi hodnotiteli a mezi zpracovanimi (den). Srovnani
Protilatka VENTANA anti-ALK Abbott Vysis ALK Break P i L P
(D5F3) Apart FISH Probe Kit byla provedena paro’ve za pouZiti ho.d’nontellnych méfeni. .
- — — Tabulka 23. ILR: Mira shody u protilatkového testu VENTANA anti-ALK (D5F3) na
Hodnotitel Pozitivni Negativni Celkem pfistroji BenchMark XT (n = 180 hodnocenych sklicek).
Hodnotitel 1 Pozitivni 37 13 50 i
gmraykzcggn’g:t mezi Primérna Primérna Celkova
Negativni 1 223 234 P P pozitivni shoda | negativni shoda | procentualni
el TlANE ey (95 % IS) shoda (95 % IS)
Celkem 48 236 284 stav ALK)
Mezi pracovisti 93,8 % 94,9 % 94,4 %
Hodnotitel 2 Pozitivni 37 12 49 (3 pracovisté) (76,2-100 %) (79,2-100 %) (83,3-100 %)
Negativni 1 225 236 i
g Meziany 99,1 % 99,2 % 99,2 %
Celkem 48 237 285 Ean ir;o sobé nenasledujicich (96,4-100 %) (96.9-100%) | (97,5-100 %)

Mezi hodnotiteli 98,8 %

(95,2-100 %)

99,0%
(95,8-100 %)

98,9 %

(2 hodnotitelé/pracovisté) (96,7-100 %)

1011623CS Rev J



dV ;
4 ®
AT VENTANA

Studie opakovatelnosti mezi laboratoremi na pristroji BenchMark ULTRA

Byla provedena dalsi studie opakovatelnosti mezi laboratofemi pro protilatkovy test
VENTANA anti-ALK (D5F3) s cilem prokéazat opakovatelnost testu ve stanoveni klinického
stavu ALK na piistroji BenchMark ULTRA pomoci vzorku tkané NSCLC (7 ALK pozitivnich
a 7 ALK negativnich) zpracovanych 3 Sarzemi reagencii, 3 pfistroji a v pribéhu 5 po sobé
nenasledujicich dni ve tfech externich laboratofich. Vzorky byly randomizovany

a hodnoceny celkem 6 pracovniky (2 pracovniciflaboratoF), ktefi byli zaslepeni viéi
klinickému stavu ALK kohorty. Tato kohorta obsahovala 210 skli¢ek vytvofenych

z 14 pfipadi NSCLC s pozitivitou a negativitou exprese ALK dle IHC a FISH. Tyto pfipady
byly v replikatech barveny v pribéhu 21 dni ve 3 laboratofich. Vysledky viz Tabulka 24.
Celkova pfijatelnost kone¢ného barveni pro vSechny souhrnné tdaje byla 99 %.
Pfijatelnost morfologie a pozadi v téchto studiich Cinila 100 %. Vysledky viz Tabulka 25.
Studie ILR pro protilatkovy test VENTANA anti-ALK (D5F3) na pfistroji BenchMark ULTRA
poskytla pozitivni procentuélni shodu (PPA) a negativni procentuélni shodu (NPA) ze vSech
hodnotitelnych méfeni ziskanych ze studie na souhmu udajli ze vech pracovist, od véech
pracovnik( a ze v8ech dnl za pouziti konsensualniho skére jako referenéni metody.
Tabulka 24. ILR: Mira shody u protilatkového testu VENTANA anti-ALK (D5F3) na
pfistroji BenchMark ULTRA (n = 210 hodnocenych sklicek).

:\)m;ykzcggn':)r:t mezi Pozitivni Negativni Celkova
IaFI’aoratoFemi procentualni procentualni procentualni

shoda (95 % IS) | shoda (95 % IS) | shoda (95 % IS)

(klinicky stav ALK)

92,8 %
(88,4, 95,6 %)

100,0 %
(98,2, 100,0 %)

96,4 %
(94,1,97,8 %)

Napfi€ viemi
hodnotitelnymi méfenimi

Tabulka 25. Opakovatelnost mezi laboratofemi: Mira shody mezi pracovniky
u protilatkového testu VENTANA anti-ALK (D5F3) na pfistroji BenchMark ULTRA
(n'=210 hodnocenych sklicek).

Roche)

a negativni procentualni miry shody byly 86,0 %, resp. 96,3 % pro studii ¢. 1 (Tabulka 27)
a 92,7 %, resp. 94,8 %, pro studii €. 2 (Tabulka 29).

Tabulka 26. Srovnani stavu ALK u vzork(i NSCLC (kohorta ze studie €. 1) stanovenych
pomoci protilatkového testu VENTANA anti-ALK (D5F3) ve srovnani s testem Vysis ALK
Break Apart FISH Probe Kit.

Vysis ALK Break Apart FISH Probe Kit
Stav ALK
Pozitivni Negativni Celkem
Pozitivni 154 28 182
Protilatka
VENTANA anti-ALK | Negativni 25 726 751
(D5F3)
Celkem 179 754 933

Tabulka 27. Shoda protilatkového testu VENTANA anti-ALK (D5F3) s Vysis ALK Break
Apart FISH Probe Kit ve studii ¢. 1.

Pozitivni Negativni Celkova
Mira shody mezi studiemi procentualni | procentualni | procentualni
ALK shoda shoda shoda
(95 % IS) (95 % IS) (95 % IS)
Protilatka VENTANA anti-
ALK (D5F3)
a 86,0 % 96,3 % 94,3 %
. (80,2-90,4 %) | (94,7-97,4%) | (92,6-95,6 %)
Vlysis ALK Break-Apart FISH
Probe Kit

- Tabulka 28. Srovnani stavu ALK ze studie ¢. 2 u vzorkd NSCLC pomoci protilatkového
Miry shody pro testu VENTANA anti-ALK (D5F3) ve srovnani s testem Vysis ALK Break Apart FISH
opakovatelnost mezi Priimérna Priimérna Celkova Probe Kit.
laboratoremi (klinicky pozitivni shoda | negativni shoda | procentualni : °
stav ALK), mira shody | (95 % 1S) (95%18) shoda (35 % IS) Stav ALK Vysis ALK Break Apart FISH Probe Kit
mezi hodnotiteli Pozitivni | Negativni | Celkem
Hodnotitel A1 vs A2 97.0% 73% 1% N Pozitivni 179 21 200

(87,5-100 %) (89,5-100 %) (90,2-99,2 %) Protilatka
VENTANA anti-ALK | Negativni 14 384 398
Hodnotitel B1 vs B2 935% 947 % 94.2% (05F3) S
(71,4-100 %) (81,0-100 %) (86,0-97,7 %) Celkem 193 405 598
Hodnotitel C1 vs C2 923 % 932 % 92,8 %
(66,7-100 %) (74,7-100 %) (84,1-96,9 %) Tabulka 29. Shoda protilatkového testu VENTANA anti-ALK (D5F3) s Vysis ALK Break
Celkem 943 % 95.1% 94.7% Apart FISH Probe Kit ve studii &. 2.
(75,6-100 %) (81,6-100 %) (84,1-100 %) Pozitivni Negativni Celkova
Mira shody mezi studiemi procentualni procentualni | procentualni
ALK shoda shoda shoda
Studie srovnani metod na pfistroji BenchMark XT (95%1S) (95%18) (95%18)
Kohorty studie srovnani metod byly vytvofené ze dvou nezavislych randomizovanych o .
Klinickych studi crizotinibu (oznagené jako studie &. 1 a studie &. 2), do kterych byl Protilatka VENTANA anti-ALK
zafazovani pacienti s ALK pozitivnim NSCLC. Stav ALK pro tyto pacienty byl stanoven (DSF3) 27% 94.8 % 94.1%
pomoci klinického testu Vysis ALK Break Apart FISH Probe Kit v nékolika centralnich a 88.2 g 6% 929 Y96 6% 920 9 8%
laboratofich. Platné vysledky Vysis ALK FISH byly ziskané pro celkové 1 644 vzork(l Vysis ALK Break Apart FISH (88,2-95,6 %) | (92,2-96,6 %) | (92,0-958 %)
tkané NSCLC (1 018 a 626 vzork( pro studii €. 1, resp. 2). Probe Kit
Ve studii srovnani metod za pouZiti protilatkového testu VENTANA anti-ALK (D5F3) byly

vzorky pacienttl analyzované pro studie ¢. 1 a €. 2 odeslané do centralni laboratore za
Ucelem barveni protilatkovym testem VENTANA anti-ALK (D5F3) a vyhodnoceni stavu
ALK IHC na zakladé kritérii algoritmu hodnoceni protilatkového testu VENTANA anti-ALK
(D5F3) (Tabulka 5). Ze vzorkd, které ve screeningu Klinické studie poskytly platné
vysledky Vysis ALK FISH, poskytlo 933 vzorki ze studie ¢. 1 (Tabulka 26) a 598 vzorkd ze
studie €. 2 (Tabulka 28) také platné vysledky pro protilatkovy test VENTANA anti-ALK
(D5F3).

Pocty vzork( poskytujicich ALK pozitivni a ALK negativni vysledky pro jednotlivé testy
jsou uvedené v tabulkach 26 a 28 pro kohorty studie €. 1, resp. 2. Mira shody mezi dvéma
testy je uvedena v tabulkach 27 a 29 pro kohorty studie €. 1, resp. 2. Uvadéné pozitivni
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Vizorky tkané pouzité ve studii €. 1 a studii . 2 neprosly kontrolou pfipravy dle postupl
pripravy vzorku doporugovanych pro protilatkovy test VENTANA anti-ALK (D5F3).
Studie klinickych vysledkii crizotinibu

Analyza klinické U¢innosti pro protilatkovy test VENTANA anti-ALK (D5F3) jako
diagnosticky prostfedek pro vybér pacientt, ktefi mizou mit prospéch z lécby
crizotinibem, pfipravkem zaméfenym proti ALK, byla zaloZena na studii €. 1. Tito pacienti
prosli analyzou pomoci protilatkového testu VENTANA anti-ALK (D5F3) ve studii srovnani
metod i dalSi studii. Studie ¢. 1 byla multicentricka nadnarodni randomizovana otevfena
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studie faze 3 hodnotici bezpe¢nost a tinnost crizotinibu ve srovnani s chemoterapii prvni
linie (pemetrexed/cisplatin nebo pemetrexed/karboplatin) u pfedtim nelécenych pacientt
s ALK pozitivnim pokrocilym nespinocelularnim NSCLC. Souprava Vysis ALK Break Apart
FISH Probe Kit (ALK FISH) byla pouZita ke stanoveni pozitivity ALK a vhodnosti pro studii
€. 1. Na zakladé vysledku testu Vysis ALK FISH bylo randomizovano 343 pacientti (172
do ramene crizotinibu a 171 do chemoterapeutického ramene). Ve studii klinického
vysledku s protilatkovym testem VENTANA anti-ALK (D5F3) byly retrospektivné testovany
tkanové vzorky ze studie ¢. 1 pomoci protilatkového testu VENTANA anti-ALK (D5F3).

Z 343 pacientl zafazenych do studie €. 1 bylo 133 analyzovano pomoci protilatkového
testu VENTANA anti-ALK (D5F3) dle protokolu studie srovnani metod. DalSich

39 pacientd pro$lo testovanim pod samostatnym protokolem studie. Celkem bylo
protilatkovym testem VENTANA anti-ALK (D5F3) analyzovano 172 pacientd. Z téchto
pacientti bylo pomoci ALK (D5F3) IHC 166 diagnostikovano jako ALK pozitivni nebo ALK
negativni. Celkové vysledky U¢innosti pro tyto pacienty jsou shmuté ve vysledcich
protilatkového testu VENTANA anti-ALK (D5F3), viz Tabulka 30.

Tabulka 30. Klinicky benefit crizotinibu (pfezivani bez progrese) u pacientl zafazenych
do studie ¢. 1.

HR SE 95% IS Velikost vzorku
(]
Stav ALK [a] [a] [a] Chemoterape Rameno
utické rameno | crizotinibu
Celkem (0,346,
Zatazeno FISH+ 0,454 | 0,139 059) 171 172
FISH+ [b] 0,407 | 0,214 5)0621687) 82 90
Testovaq (0252,
opomoci | FISH+IHC+ | 0401 | 0,237 0639) 63 78
ALK HC !
(0,431,
FISH+/IHC- 1,711 | 0,703 6,789) 17 8

[a] Pozorovany pomér rizik (HR) pro pfezivani bez progrese (PFS) u crizotinibu ve
srovnani s chemoterapii; standardni chyba (SE) a 2 stranny 95 % interval
spolehlivosti (IS). Vysledky byly odhadnuty pomoci stratifikovaného Coxova modelu
s nasledujicimi vrstvami: rasa, mozkové metastazy a skore ECOG.

[b] Pro dva pacienty ALK FISH+ v rameni chemoterapie a 4 pacienty v rameni
crizotinibu neni k dispozici vysledek ALK IHC (pozitivni ¢i negativni).

Byly provedeny dal$i imputacni analyzy zafazujici pacienty s chybé&jicimi nebo neplatnymi
vysledky protilatkového testu VENTANA anti-ALK (D5F3) s cilem vyhodnotit robustnost
zavérl studie. Statisticka analyza pacientli vykazujicich neshodu nezafazenych do studie
¢. 1 zahrnovala simulaci Sirokého spektra moznych vysledku u téchto pacientu. Vysledky
ze vSech hypotetickych analyz byly obecné shodné s vysledky primarni analyzy U¢innosti.

Pfipady vykazujici neshodu FISH+/IHC- ze studie €. 1:
Studie srovnani metod

Ve studii srovnani metod (tabulky 26 a 27) bylo vyhodnoceno 25 pacientt ze studie ¢. 1
jako FISH+/IHC-. Medianové skore Vysis ALK FISH (% nadorovych bunék s pozitivni
zménou uspofadani genu ALK) pro tyto pfipady bylo 20 % (primér 31,6 %, SD 21,58 %).
Pro 14 z téchto pfipadu bylo skore FISH 25 % nebo méné. | kdyz vSechny tyto pfipady
mély skore Vysis ALK FISH nad 15 % hraniéni hodnotou pro ALK pozitivitu, jejich skére ve
FISH lezela v nejednoznaéné zéné (10-50 %). Na rozdil od toho bylo medianové skore
FISH pozorované u vech zafazenych pacientl otestovanych IHC 58 % (primér 56,9 %,
SD 21,97 %).

Studie klinickych vysledka

Ve studii klinickych vysledkd bylo 25 pacientl zafazenych do studie €. 1 vyhodnoceno
jako FISH+/IHC- (viz posledni fadek tabulky 30). Osm z téchto pfipadi bylo
randomizovéano do ramene crizotinibu klinické studie. Z téchto pacientd mélo pét skére
FISH blizké hraniéni hodnoté FISH (15-18 % narodovych bunék vykazujicich pozitivitu na
zménu usporadani genu ALK) a také vykazovalo objektivni progresi nebo stabilni
onemocnéni / absenci odpovédi. Dva z 8 pacient( méli skére FISH mimo nejednoznacné
z6ny FISH (66 a 72 % narodovych bunék pozitivnich na zménu usporadani genu ALK)

a vykazovali parcialni objektivni odpovéd nadoru. Osmy IHC- pacient byl FISH- a byl
zafazen chybné. Tento pacient vykazoval neurcitou odpovéd.
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Pripady vykazujici neshodu FISH-/IHC+ ze studie ¢. 1

Ve studii srovnani metod protilatkového testu VENTANA anti-ALK (D5F3) bylo 28 pfipadl
po screeningu pro studii €. 1 vyhodnoceno jako FISH-/IHC+. Jelikoz FISH byl test klinické
studie a do studie €. 1 byly zafazovany pouze pfipady FISH+, nejsou k pfipadiim
vykazujicim neshodu FISH-/IHC+ dostupné Z&dné udaje o vysledku.

Studie klinickych vysledkt ceritinibu

Analyza klinické U¢innosti pro protilatkovy test VENTANA anti-ALK (D5F3) jako
diagnosticky prostredek pro vybér pacientd, ktefi mizou mit prospéch z |é¢by ceritinibem,
byla zalozena na oteviené randomizované multicentrické studii faze 3 s aktivni kontrolou
(studie €. 3) peroralniho ceritinibu. Tato studie srovnavala klinickou €innost a bezpeénost
|écby ceritinibem s chemoterapii (dvojkombinace zalozena na platiné s pemetrexedem
nasledovana udrzovaci Ié¢bou pemetrexedem u pacientli bez progresivniho onemocnéni
po 4 cyklech) u predtim nelécenych dospélych pacientl s ALK pozitivnim lokalné
pokrocilym nebo metastatickym nespinocelularnim NSCLC. Protilatkovy test VENTANA
anti-ALK (D5F3) na pfistroji BenchMark XT byl pouzit k analyze celkem 1 778 pacient

s cilem ovéit jejich vhodnost pro studii €. 3, jejimz kritériem byl pozitivni stav ALK. Na
zakladé pozitivniho vysledku testu tumoru na ALK bylo randomizovéno celkem

376 pacientt (189 do ramene ceritinibu a 187 do chemoterapeutického ramene). Celkové
vysledky G€innosti pro pacienty lécené ceritinibem shrnuje Tabulka 31. Ceritinib vykazoval
statisticky vyznamnou a klinicky smysluplnou vyhodu ve srovnani s chemoterapii se 45 %
snizenim rizika v PFS dle BIRC (HR = 0,55; 95 % IS: 0,42, 0,73; p < 0,001) pro pacienty
zvolené pomoci protilatkového testu VENTANA anti-ALK (D5F3) Medianové PFS dle
vyhodnoceni BIRC bylo 16,6 mésice (95 % IS: 12,6, 27,2) a 8,1 mésice (95 % IS: 5,8,
11,1) pro rameno ceritinibu, resp. chemoterapie.

Tabulka 31. Klinicky benefit ceritinibu (pfezivani bez progrese) u pacientt zafazenych do
studie €. 3.

Prezivani bez progrese (ZNY I:':g;’;\ &hgr:\g;t)erapie
Median, mésice (95 % IS)l 16,6 (12,6, 27,2) 8,1(58,11,1)
HR (95 % IS) ™! 0,55 (0,42, 0,73)

hodnota p <0,0001

HR = pomér rizik; IS = interval spolehlivosti; BIRC = zaslepena nezavisla kontrolni
komise; NR = nedosaZeno; NE = nelze odhadnout

[a] Odhad pomoci Kaplan-Meierovy metody.

[b] Coxtv regresni model stratifikovany dle randomizacnich stratifikacnich faktort
(vykonnostni stav WHO: 0 vs. 1-2; pfitomnost nebo nepfitomnost BM, pfitomnost nebo
nepfitomnost pfedchozi neo-/adjuvantni chemoterapie) byl pouzit k odhadu poméru
rizik PFS spolu s 95 % IS na zakladé Waldova testu.

[c] Na zakladé stratifikovaného log-rank testu (stejna stratifikace jako [b]).

Miru pfijatelnosti barveni pro protilatkovy test VENTANA anti-ALK (D5F3) v populaci
uréené k diagnostice (1 778 pacientt analyzovanych pomoci testu) uvadi Tabulka 32.
Rovnéz jsou zde uvedena procenta pfijatelné morfologie a pfijatelného pozadi u sklicek
barvenych protilatkovym testem VENTANA anti-ALK (D5F3). U 122 vzorkd selhal avodni
pokus o barveni protilatkovym testem VENTANA anti-ALK (D5F3) a byl proveden dalsi
pokus o barveni. U posledniho pokusu o barveni zistavalo 48 ze 122 vzorku stale
nepfijatelnych (1 kvdli neplatné kontrole zpracovani, 30 kvili nepfijatelnému H&E

a 12 kvdli nepfijatelné negativni reagencni kontrole, 1 kvdli nepiijatelnému pozadi,

2 kv(li nepfijatelnému pozadi a morfologii a 2 kvili nehodnotitelnému IHC sklicku). Test
VENTANA anti-ALK (D5F3) vykazoval vysokou prvotni i kone¢nou celkovou pfijatelnost
barveni; 93,1 %, resp. 97,3 %. Kone¢na pfijatelnost morfologie a pozadi byla 99 %
nebo vice.
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Tabulka 32. Uvodni a koneéné charakteristiky barveni pomoci protilatkového testu

VENTANA anti-ALK (D5F3) pro vzorky studie NSCLC v ramci screeningu pro zafazeni do

studie ¢. 3.

Roche)

Mira pfijatelnosti barveni pro protilatku VENTANA ALK (D5F3) v populaci uréené

k diagnostice (1 239 pacientt analyzovanych pomoci testu) byla srovnatelna s vysledky ve

studii A2301.

Mira prijatelnosti v % (n/N) (95 % IS)

Vyhodnocené parametry barveni

Uvodni* Koneéna**

93,1 % (1656/1778)

Celkova pijatelnost barveni ALK IHC
Ve ! (91,9-94.2 %)

(96,4-98,0 %)

97,3 % (173011778)

Zaveér

Protilatkovy test VENTANA anti-ALK (D5F3) je reprodukovatelny ve vysledcich zabarveni
pro klinicky stav ALK na pfistrojich BenchMark ULTRA, BenchMark XT a BenchMark GX.
Algoritmus binarniho hodnoceni je vysoce reprodukovatelny napfi¢ hodnotiteli. Test je ve
shodé se soupravou Vysis ALK Break Apart FISH Probe Kit pro stav ALK. Protilatkovy test
VENTANA anti-ALK (D5F3) Ize pouzit k identifikaci pacientd vhodnych pro lécbu

pfipravkem XALKORI® (crizotinib), ZYKADIA® (ceritinib) nebo ALECENSA® (alectinib).

LITERATURA
1. Kutok JL, Aster JC, et al. Molecular biology of anaplastic lymphoma kinase-positive

; ) 99,0 % (1655/1672) | 99,8 % (1727/1730)
Barveni pozadi
(98,4-99,4 %) (99,5-99,9 %)
) 99,0 % (1657/1674) | 99,9 % (1728/1730)
Morfologie
(98,4-99,4 %) (99,6-100 %) 2
* Prvni pokus o barveni ** Konecny pokus o barveni
3.
Studie klinickych vysledk alectinibu 4
Analyza klinické ucinnosti pro protilatku VENTANA ALK (D5F3) jako diagnosticky
prostfedek pro vybér pacientd, ktefi mizou mit prospéch z 1écby alectinibem, byla 5.
zaloZena na oteviené randomizované multicentrické studii faze 3 s aktivni kontrolou
(studie ¢. BO28984) peroralniho alectinibu. Tato studie srovnavala klinickou G¢innost 6
a bezpecnost Ié¢by alectinibem s [éCbou crizotinibem u predtim nelégenych dospélych '
pacientd s ALK pozitivnim lokalné pokrocilym nebo metastatickym NSCLC. Protilatka 7
VENTANA ALK (D5F3) na pfistroji BenchMark XT byla pouZita k analyze celkem 1 239 '
pacientti s cilem ovéfit jejich vhodnost pro studii ¢. BO28984, jejimz kritériem byl pozitivni
stav ALK pfi centralnim testovani. Na zakladé pozitivniho vysledku testu tumoru na ALK 8

bylo randomizovano celkem 303 pacientti (152 do ramene alectinibu a 151 do ramene

crizotinibu) a analyzovano z hlediska Uc¢innosti. Celkové vysledky Gcinnosti shrnuje

Tabulka 33. Alectinib vykazoval statisticky vyznamnou a klinicky smysluplnou vyhodu ve 9.
srovnani s crizotinibem s 53 % snizenim rizika v PFS dle vyhodnoceni zkousejiciho (HR =

0,47, 95 % 1S: 0,34, 0,65; p <0,0001) a 50 % snizenim rizika v PFS dle IRC (HR= 0,50, 10.

95 % 1S: 0,36, 0,7; p <0,0001), u pacienti vybranych pomoci protilatky VENTANA ALK

(D5F3). Medianové PFS dle vyhodnoceni zkousejiciho nebylo v rameni s alectinibem 1.
dosazeno a dle vyhodnoceni IRC bylo 25,7 mésice (95 % IS: 19,9, NE) a 10,4 mésice
(95 % 1S: 7,7, 14,6) pro rameno alectinibu, resp. crizotinibu.
Tabulka 33. Klinicky benefit alectinibu nebo crizotinibu (pfezivani bez progrese) 12.
u pacientl zafazenych do studie ¢. BO28984.
Prezivani bez progrese, podle Alectinib Crizotinib 13
vyhodnoceni zkousejiciho (N=152) (N =151) ’
Median, mésice (95 % IS)! NE (17,7, NE %) 11,191, 13,1 %)
14.
HR (95 % IS) ™! 0,47 (0,34, 0,65 %)
hodnota p (¢l <0,0001 12
Prezivani bez progrese, podle Alectinib Crizotinib
vyhodnoceni IRC (N=152) (N=151) 17.
Median, mésice (95 % IS) [a] 25,7 (19,9,NE %) [ 104 (7,7,14,6 %) 18
HR (95 % IS) [b] 0,50 (0,36, 0,70 %)
hodnota p [c] <0,0001
19.
HR = pomér rizik; IS = interval spolehlivosti; IRC = nezavisla kontrolni komise;
NE = nelze odhadnout 20.
[a] Odhad pomoci Kaplan-Meierovy metody. 21.
[b] Pomér rizik byl odhadnuty Coxovou regresi, stratifikovanou podle kovariant Rasa
(asijska x mimoasijska) a pfitomnosti metastaz v CNS ve vychozim stavu 22.
(pfitomnost/nepfitomnost) podle IRC.
[c] Na zakladé stratifikovaného log-rank testu (stejna stratifikace jako [b]). 2
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