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VENTANA anti-MSH6 (SP93) Rabbit Monoclonal Primary
Antibody

Pro pouziti s panelem VENTANA MMR RxDx Panel

Pro pouziti s panelem VENTANA MMR IHC Panel
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URCENE POUZITI
Protilatka VENTANA anti-MSH6
(SP93) Rabbit Monoclonal Primary
Antibody (protilatka VENTANA anti-
MSH6 (SP93)) je uréena
k laboratornimu pouziti pfi kvalitativni
imunohistochemické detekci proteinu
MSH6 v fezech tkéné fixovanych
formalinem, zalitych parafinem (FFPE)
pomoci svételné mikroskopie.
Protilatka VENTANA anti-MSH6
(SP93) je pfipravena k pouZiti
v pfistrojich BenchMark ULTRA, XT
a GX s detekénimi soupravami
OptiView DAB IHC Detection Kit
a pfidavnymi reagenciemi.
; Protilatka VENTANA anti-MSH6
CLo4 o (SP93) je sougasti panelu VENTANA

: .2 “%1 " MMR RxDx Panel a panelu VENTANA
MMR IHC Panel, viz Tab. 1.

Obr. 1. Barveni s protilatkou VENTANA
anti-MSH6 (SP93) Rabbit Monoclonal
Primary Antibody s intaktni expresi
(nahofe) nebo se ztratou exprese (dole)
v tkéni karcinomu endometria.

Tab. 1. Diagnostické indikace pro panely VENTANA MMR Panel.

Panel

Néazev panelu
. protilatek [a]

Klinicka aplikace

Panel VENTANA MMR RxDx Panel je
indikovén jako pomucka pfi identifikaci

VENTANA MLHL PMS2 pacientek s deficientnim MMR (dMMR)
MMR RxDx MSHZ’a MSH’G karcinomem endometria, které jsou vhodné pro
Panel |é¢bu pripravkem JEMPERLI (dostarlimabem)
v souladu se schvalenym oznac¢enim
terapeutického pfipravku.
Panel VENTANA MMR IHC Panel je indikovan
pro detekei nedostatku proteinu jako test pro
identifikaci jedinct s rizikem Lynchova
VENTANA MLH1, PMS2, syndromu u pacientd s diagnostikovanym
MMR IHC MSH2, MSH6 kolorektalnim karcinomem (CRC) a se stavem
Panel a BRAF V600E BRAF V600E coby pomtcka pro diferencovani

mezi sporadickym a pravdépodobnym
Lynchovym syndromem CRC za nepfitomnosti
exprese proteinu MLH1.

[a] MLH1- VENTANA anti-MLH1
PMS2- VENTANA anti-PMS2
MSH2- VENTANA anti-MSH2
MSH6- VENTANA anti-MSH6

e

M1) Mouse Monoclonal Primary Antibody

A16-4) Mouse Monoclonal Primary Antibody
(G219-1129) Mouse Monoclonal Primary Antibody
SP93) Rabbit Monoclonal Primary Antibody
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BRAF- VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) Mouse Monoclonal Primary Antibody

Vysledky testu u tohoto panelu museji byt interpretovany kvalifikovanym patologem
v kombinaci s histologickym vySetfenim, relevantnimi klinickymi informacemi a spravnymi
kontrolami.

Tento produkt je uréen pro diagnostické pouZziti in vitro (IVD).
SOUHRN A VYSVETLENI

Protilatka VENTANA anti-MSH6 (SP93) je krali¢i monoklonalni protilatka vyrobend proti
syntetickému peptidu odpovidajici vnitfnimu regionu lidského proteinu MSH6. Protilatka
VENTANA anti-MSH6 (SP93) rozpoznava MSHS, coz je jeden z nékolika klinicky
ddlezitych protein( opravy zamény bazi DNA (MMR).12 Protilatka VENTANA anti-MSH6
(SP93) je soucasti panelll VENTANA MMR RxDx Panel a VENTANA MMR IHC Panel,
c0Z jsou systémy zaloZené na imunohistochemii (IHC) pro identifikaci nadord

s nedostatec¢nou expresi nékterého ze 4 proteini MMR (napf. MLH1, PMS2, MSH2,
MSH6), které jsou béZné vSudypfitomné exprimovany v proliferujicich normalnich

a malignich bufikach.3 Tyto nadory se povaZzuji za nadory MMR deficientni (AMMR).
MMR je konzervovany molekularni mechanismus, jehoZ funkci je oprava nespravnych
substituci bazi, k nimz spontanné dochazi béhem replikace DNA.4 Metody zaloZené na
polymerazové Fetézové reakci (PCR) ukazaly, Ze selhani mechanismu MMR ¢&asto vede
k mikrosatelitni nestabilité (MSI), coZ je stav, kdy jsou do DNA vloZeny kratké tandemové
repetice nukleotid(i.5.6:7 KdyZ je pocet repetic roven 30 % analyzovanych
mikrosatelitovych lokust nebo vétsi, Ize MSI dale charakterizovat jako MSI-High (MSI-H).
Defekty v MMR aparatu byly pfi¢itany mutacim v MMR proteinech, nejéastéji MLH1,
PMS2, MSH2 a MSH6.

Proteiny MLH1 a PMS2 bézné funguiji spolecné v heterodimernim komplexu, stejné jako
proteiny MSH2 a MSH6. KdyZ MMR funguje béznym zplsobem, heterodimer
MSH6/MSH2 se vaZe na neodpovidajici DNA. Tato vazba indukuje konformaéni zménu,
diky niz se heterodimer MLH1/PMS2 mize vazat na komplex MSH6/MSH2 navéazany na
DNA, coZ vede k excizni opravé postizené DNA.7:8 Mutace v téchto proteinech nebo jejich
nedostatky vedou k ¢asté MSI a somatické mutaci v dsledku chyby replikace. Testovani
MMR IHC miZe byt uZitecné pfi identifikaci nadord se zménami v MMR.9

KLINICKY VYZNAM

Karcinom endometria (EC)

EC je nejcasté&jSim gynekologickym malignim onemocnénim a Ctvrtym nejcastéjSim
karcinomem u Zen v Severni Americe.10.11 Jedna se o jednu z hlavnich pFicin Gmrti
souvisgjicich s rakovinou na svété.12 Je znamo, Ze EC &asto vykazuje mnoho genetickych
zmén, véetné MSI.10 Pfiblizné 20-40 % karcinomd endometria je dMMR nebo vykazuje
MSI.13,14,15 Zatimco Iécba karcinomu endometria se iSi v zavislosti na stupni, histologii
a stadiu onemocnéni, hodnoceni stavu MMR tumor( EC je uzitecné pro prognézu a fizeni
lécby.16

Terapeutické strategie lékart pretvareji nové se objevujici imunoterapie, zejména ty, které
modifikuji bunééné drahy zahrnujici proteiny programované bunééné smrti 1 (PD-1) nebo
proteiny programované bunééné smrti ligandu 1 (PD-L1). PD-1 je inhibi¢ni receptor
exprimovany na T-bufikach po aktivaci T-bunék, ktery je udrzovan ve stavech chronické
stimulace, jako je chronicka infekce nebo rakovina.l? Exprese PD-L1 byla pozorovana

v imunitnich burk&ch a malignich burikach a bylo uvedeno, Ze aberantni exprese PD-L1
na nadorovych burkéach brani protinddorové imunité, coz vede k uniku imunitni
odpovédi.17.18 Perugeni drahy PD-L1/PD-1 pFedstavuje tedy zajimavou strategii pro
znovuoziveni nadorové specifické imunity T-bunék. Nékolik studii prokazalo, Ze deficience
MMR koreluje s vys$Si expresi PD-1 nebo PD-L1, pravdépodobné kvuli zvySené expresi
neoantigenu, ktera je spojend se zatézi mutaci nadord, jez je vysledkem chyb
replikace.10:19 MMR proteiny tedy mohou byt uZite¢né jako prediktivni biomarkery pro
terapii cilenou na PD-1; konkrétné muze ztrata exprese jednoho nebo vice MMR protein
predikovat zvySenou pravdépodobnost reakce na takovou terapii.20.21,22 Inhibitory PD-1
mohou byt prospésné u rakoviny s vysokou frekvenci deficience MMR a/nebo MSI-H,
napiiklad karcinomu endometria.19.20,22 Pacientky s EC, u kterych se uvaZuje o 1éché
cilené na PD-1, proto budou mit prospéch z doprovodného diagnostického testu (CDx),
ktery urci, zda mohou byt vhodné pro 1é€bu s inhibici kontrolniho bodu PD-1 nebo PD-L1.
Ztréata exprese kteréhokoli ze zakladnich MMR proteind, véetné MLH1, PMS2, MSH2
nebo MSHS, zpusobuje deficienci MMR. Protilatka VENTANA anti-MSH6 (SP93), jako
soucast panelu VENTANA MMR RxDx Panel, slouZi jako pomlicka pfi uréovani stavu
MMR IHC nador( tim, Ze je klasifikuje jako intaktni nebo se ztratou exprese MMR
proteinu. Pfitomnost barveni vSech ¢tyr proteinovych markerd MMR v nadoru pomoci
panelu VENTANA MMR RxDx Panel ukazuije, Ze se jedna o MMR proficientni pfipad
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(PMMR). Nepiitomnost barveni pro néktery z markerd MMR proteinii pomoci panelu
VENTANA MMR RxDx Panel naznaduje, Ze se jedna o pfipad dMMR.

Kolorektalni karcinom (CRC) a Lynchiiv syndrom

Kolorektélni karcinom je tfeti nejcastéjSi karcinom a v pofadi ¢tvrta z nejprevalentnéjSich
pFicin amrti na rakovinu na svété.23 Vétsina kolorektalnich karcinoma vykazuje
chromosomalni nestabilitu, avak pfiblizné 15 % karcinomi se vyviji alternativni cestou,
charakterizovanou vadnou funkci systému opravy zamény bazi DNA (mismatch repair
(MMRY)). Kolorektalni karcinomy dMMR jsou €asto Spatné diferencované a €asto vykazuji
predominanci proximalniho tlustého stfeva, mucinézni nebo medularni histologické
charakteristiky nebo histologické charakteristiky typu pecetniho prstenu a zvySeny pocet
lymfocytd infiltrujicich nador.24,25 Obecné miiZe byt deficience MMR zplisobena bud
mutacemi zarode¢né linie v jednom z gend MMR s néslednou ztratou odpovidajici
normalni alely prostfednictvim genetického nebo epigenetického mechanismu,
somatickych mutaci v alelach, anebo epigenetickou inaktivaci genu MLH1 metylaci.26
Lynchdv syndrom byl popsan v 60. letech 20. stoleti a identifikovan jako spojeni mezi
ztratou funkce MMR a rakovinou.27 Ztrata proteind MMR (MLH1, PMS2, MSH2 nebo
MSHB) muze vést k MSI a vy$simu celoZivotnimu riziku nejen kolorektalniho karcinomu,
ale takeé rakoviny Zaludku, mozku, slinivky, kiZze, endometria a vajecnikd. Pacienti

s Lynchovym syndromem maji 50-80% celoZivotni riziko kolorektalniho karcinomu. 7:28,29
Lynchdv syndrom je jedinecny oproti jinym dédiénym syndromtm rakoviny, protoZe pfimé
testovani nadorové tkdné pomaha v identifikaci pacientd, ktefi jsou ohrozeni Lynchovym
syndromem, a pomahd k informovéni o nasledném genetickém testovani zarodecné linie.
Rodiny s Lynchovym syndromem maji vyhodu v pokrocilych protokolech screeningu
rakoviny.

Ruzné pokyny, véetné pokynd National Comprehensive Cancer Network (NCCN),
doporucuji, aby bylo u vSech kolorektalnich karcinomd provedeno vySetieni na potencialni
Lynchdv syndrom pro identifikaci pacientd a rodin, které budou mit prospéch z dalstho
genetického testovani a poradenstvi.27,30,31,32,33 pouziti panelu VENTANA MMR IHC
Panel pomize stanovit stav MMR kolorektélniho karcinomu jeho klasifikaci jako intaktniho
nebo se ztratou exprese proteinu MMR. Ztrata exprese MLH1 nebo MSH2 je témér vzdy
provazena ztrtou jejich heterodimerniho partnera PMS2, respektive MSH6. Ztrata PMS2
nebo MSH6 v3ak nevede ke ztraté MLH1 nebo MSH2. Ztrata PMS2, MSH2 a/nebo MSH6
je konzistentni s pravdépodobnym Lynchovym syndromem a pacienty je tfeba doporugit k
daldimu vy3etfeni a poradenstvi v souladu s klinickou praxi.

Ztréta proteinu MLH1 mUze indikovat sporadicky nebo pravdépodobny vyskyt Lynchova
syndromu. PFi 15% nebo sporadi¢téjSim kolorektalnim karcinomu je ztrata proteinu MLH1
zplsobena hypermetylaci promotoru MLH1.7:34.35 Je vyznamné, Ze je pozorovana
mutace BRAF V600E priblizné u dvou tfetin nadorl se ztratou exprese MLH1

z hypermetylace promotoru MLH1. Oproti tomu je mutace BRAF V600E pozorovana

u nadord s Lynchovym syndromem velmi zfidka.34 Proto pokud vysledek protilatky
VENTANA anti-MLH1 (M1) indikuje ztratu proteinu MLH1, protilatka VENTANA anti-BRAF
V600E (VE1) mUZe stratifikovat nador jako sporadicky nebo pravdépodobny Lynchiv
syndrom.”:36 V/ kolorektalnim karcinomu ztrata proteinu MLHZ s pozitivnim stavem BRAF
V600E silné indikuje, Ze nador je vysledkem sporadického vyskytu, v podstaté s eliminaci
Lynchova syndromu jako vychozi pFiciny malignity.37:38 Kdy? je ztrata proteinu MLH1
provazena negativnim stavem BRAF V60OE, je ztrata MLH1 konzistentni s vysokou
pravdépodobnosti Lynchova syndromu.39

PRINCIP POSTUPU

Protilatka VENTANA anti-MSH6 (SP93) je krali¢i monoklonalni protilatka vyrobend proti
syntetickému peptidu odpovidajici vnitfnimu regionu lidskému proteinu MSH6. Protilatka
VENTANA anti-MSH6 (SP93) se vaze na protein MSH6 v tkanovych fezech FFPE.
Protilatku Ize lokalizovat s pouZitim haptenované sekundarni protilatky s naslednym
multimernim konjugatem anti-hapten-HRP (OptiView DAB IHC Detection Kit, kat. ¢. 760-
700/ 06396500001). Specificky komplex protilatky a enzymu je poté vizualizovéan
produktem precipitaéni enzymové reakce. Kazdy krok se inkubuje po pfesnou dobu a pfi
presné teploté. PFistroj BenchMark ULTRA na konci kazdého kroku inkubace promyje
fezy, aby zastavil reakci a odstranil nenavazany material, ktery by branil z&douci reakci v
naslednych krocich. To plati také ULTRA LCS (Predilute) (kat. €. 650-210 / 05424534001)
nebo LCS (Predilute) (kat. ¢. 650-010 / 05264839001), ktery minimalizuje odparovani
vodnych reagencii ze sklika se vzorkem.

Kromé obarveni protilatkou VENTANA anti-MSH6 (SP93) by mélo byt provedeno obarveni
druhého sklicka kralici monoklonalni negativni reagenéni kontrolou Rabbit Monoclonal
Negative Control Ig (kat. €. 790-4795 / 06683380001). Negativni reagen¢ni kontrola se
pouZiva k posouzeni barveni pozadi.
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DODAVANY MATERIAL

Protilatka VENTANA anti-MSH6 (SP93) obsahuje dostate¢né mnozstvi reagencie pro 50

testd.

Jeden 5 mL déavkova¢ protilatky VENTANA anti-MSH6 (SP93) obsahuije pfiblizné 5 pg

krali¢i monoklondlni protilatky.

Protilatka je nafedéna v Tris-HCI s obsahem nosi¢ového proteinu a 0.10 % konzerva¢niho

prostfedku ProClin 300.

Koncentrace specifické protilatky je pfiblizné 1 pg/mL. Pro tento produkt neni zndma

Zadna nespecificka reaktivita protilatky.

Protilatka VENTANA anti-MSH6 (SP93) je rekombinantni krali¢i monoklonalni protilatka

vyrahéna jako purifikovany supernatant bunééné kultury.

Podrobné pokyny pro interpretaci barveni s panelem VENTANA MMR RxDx Panel nebo

VENTANA MMR IHC Panel ve specifickych indikacich naleznete v pfislusné interpretaéni

prirucce:

e  VENTANA MMR RxDx Panel Interpretation Guide for EC indication (P/N
1020315EN)

. Interpretation Guide for Staining Colorectal Tissue for VENTANA MMR [HC Panel
(P/N 1016703EN)

V metodickém listu k pfisluSné detekéni soupravé VENTANA naleznete podrobné popisy:

principu postupu, materialu a metod, odbéru vzorkd a pfipravy pro analyzu, postupl

kontroly kvality, feSenf problémd, interpretace vysledk(i a omezeni.

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

VSechny produkty uvedené v metodickém listu nemuseji byt dostupné ve vSech

zemépisnych oblastech. Obratte se na mistni servisni zastoupeni.

Nésledujici reagencie a materialy jsou pfi barveni potfebné, nejsou viak sougasti

dodavky:

1. Doporu¢end kontrolni tkan

2. VENTANA anti-MLH1 (M1) Mouse Monoclonal Primary Antibody (kat. €. 760-5091 /
08033668001)

3. VENTANA anti-PMS2 (A16-4) Mouse Monoclonal Primary Antibody (kat. €. 760-
5094 / 08033692001)

4. VENTANA anti-MSH2 (G219-1129) Mouse Monoclonal Primary Antibody
(kat. €. 760-5093 / 08033684001)

5. Pouze pro panel VENTANA MMR IHC Panel: VENTANA anti-BRAF V600E (VE1)

Mouse Monoclonal Primary Antibody (kat. €. 760-5095 / 08033706001)

Negative Control (Monoclonal) (kat. €. 760-2014 / 05266670001)

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

Mikroskopicka sklicka, kladné nabita

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

10.  Pouze pro primarni protilatku VENTANA anti-PMS2 (A16-4) Mouse Monoclonal
Primary Antibody: amplifikaéni souprava OptiView Amplification Kit (kat. €. 760-099 /
06396518001 nebo kat. ¢. 860-099 / 06718663001)

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

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

13.  ULTRALCS (Predilute) (kat. ¢. 650-210 / 05424534001)

14.  LCS (Predilute) (kat. & 650-010 / 05264839001)

15.  ULTRA Cell Conditioning Solution (ULTRA CC1) (kat. ¢. 950-224 / 05424569001)

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

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

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

19.  Trvalé fixani médium

20. Kryci sklo

Automatizovany podava¢ krycich skli¢ek

22.  Obecné laboratorni vybaveni

23.  Pristroj BenchMark IHC/ISH

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

Aby byla zajiSténa spravna funkénost reagencie a stabilita protilatky, musi se davkova¢ po
kazdém pouziti uzavfit vickem a okamzité umistit ve svislé poloze do chladnicky.
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Kazdy davkova¢ protilatky ma stanovenou dobu exspirace. Pfi fadném skladovani z(istane
reagencie stabilni do data uvedeného na Stitku. Po uplynuti data exspirace reagencii
nepouzivejte.

PRIPRAVA VZORKU

Pro pouZiti této primarni protilatky s detekénimi soupravami VENTANA a pfistroji
BenchMark IHC/ISH jsou vhodné tk&né FFPE zpracované béznym zplisobem. Tkan by
pro pouZiti s protilatkami panelu VENTANA MMR RxDx Panel ¢i VENTANA MMR IHC
Panel méla byt fixovana bezprostfedné po excizi. Ukazalo se, Ze prodleva fixace delSi nez
6 hodin mé& nepfiznivy (¢inek na intenzitu barveni tkné. Fixace tkani se doporucuje

v 10% neutr&lnim pufrovaném formalinu (NBF) po dobu nejméné 6 hodin a maximainé
72 hodin. Doby fixace krat3i neZ 6 hodin a delSi neZ 72 hodin mohou vést u MLH1 ke
ztraté zabarveni. Pouzité mnozstvi NBF by mélo odpovidat 15-20n&sobku objemu tkané.
Zédny fixativ nepronikne za 24 hodin vice nez 2 az 3 mm pevné tkané nebo 5 mm porézni
tkang. Fixaci lze provadét pfi pokojové teploté (15-25 °C).4041,42

Fixativy, jako je zinkovy formalin, Z-5, 95% alkohol, alkohol - formalin - kyselina octova
(AFA) a fixativ PREFER, prokézaly slabé nebo proménlivé barveni; jejich pouZiti se pro
tento test nedoporucuje. UZivatelé, ktefi se odchyluji od uvedené pripravy vzorkd, musejf
piijmout odpovédnost za interpretaci vysledki u pacientd.

Rezy by mély mit tioustku pfiblizn& 4 um a mély by byt fixovany na kladné nabitych
sklickach. Zadné jiné tloustky nebyly validovany. Sklika by méla byt obarvena
neprodlené, protoZe antigennost pfipravenych tkanovych fezd se mize v priibéhu ¢asu
shiZovat a 45 dni po pripravé fezu z FFPE tkarnového bloku miZe byt jiz ohrozena. Pro
vice informaci poZadejte mistniho zéstupce spoleénosti Roche o kopii dokumentu
,LRecommended Slide Storage and Handling®, ktery uvadi doporu¢ené postupy pro
skladovani skli¢ek a manipulaci s nimi.

VySetieni testovanych vzork( doporucujeme provadét soubézné s pozitivnimi

a negativnimi kontrolnimi vzorky.

UPOZORNENI A BEZPEENOSTNI OPATRENI

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

2. Pouze k odbornému pouZiti.

3. UPOZORNENI: Federalni zakony USA omezuji prodej tohoto prostfedku pouze
lékarim nebo na jejich objednavku. (Rx Only).

4. NepouZivejte nad ramec specifikovaného poctu testu.

5. Roztok ProClin 300 se pouziva v této reagencii jako konzervaéni prostredek. Je
klasifikovan jako drazdivy a pfi styku s kizi mizZe zpUsobit senzibilizaci. Pfi
manipulaci dodrZujte pfislusna bezpe€nostni opatfeni. Zamezte kontaktu reagencii
s oima, kiZi a sliznicemi. Pouzivejte ochranny odév a rukavice.

6.  Kladné nabita sklicka mohou byt citliva na zatéz prostfedi, coz ma za nasledek
nevhodné zbarveni. PoZadejte z&stupce spole¢nosti Roche o dalSi informace o tom,
jak pouZivat tyto typy sklicek.

7. S materidlem lidského nebo ZivociSného plvodu je tfeba nakladat jako
s nebezpeénym biologickym materidlem a likvidovat jej v souladu s platnymi
bezpeé&nostnimi opatfenimi. V pfipadé expozice je potfeba se fidit zdravotnickymi
smérmicemi odpovédnych organ(.43:44

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

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

10.  Dalsi informace o pouzivani tohoto prostfedku obsahuje uzivatelska pfirucka
pristroje BenchMark IHC/ISH a navody k pouZiti vSech nezbytnych soucasti, které
naleznete na internetovych strankach dialog.roche.com.

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

12.  Oznaceni produktu bezpec¢nostnimi Stitky se fidi hlavné pokyny GHS EU. Pro
profesionalni uZivatele je na vyZadani k dispozici bezpeénostni list.

13.  Pro nahlaseni podezielych zavaznych incidentl tykajicich se tohoto prostfedku se

obratte na mistniho zastupce spoleénosti Roche a kompetentni organy ¢lenského
statu nebo zemé, ve které uzivatel provozuje ¢innost.

Tento produkt obsahuje soucasti klasifikované nasledovné podle nafizeni (ES) ¢.
1272/2008:

Tab. 2. Informace o rizicich.

Riziko Kaod Véta
Varovani H317 MiZe vyvolat alergickou kozni reakci.
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Riziko Kéd Véta
H412 Skodlivy pro vodni organismy, s dlouhodobymi G&inky.
P261 Zamezte vdechovani
prachu/dymu/plynu/mlhy/par/aerosol.
p273 Zabrante uvolnéni do Zivotniho prostfedi.
P280 PouZivejte ochranné rukavice.
P333 + Pfi podrazdéni kaze nebo vyrazce: Vyhledejte
P313 |ékarskou pomoc / oSetfeni.
P362 + Kontaminovany odév svléknéte a pfed opétovnym
P364 pouZitim vyperte.
Odstrarite obsah/obal pfedanim do schvéleného
P501 e
zafizeni k likvidaci odpadu.

Tento produkt obsahuje latku s €. CAS 55965-84-9, smés: 5-chlor-2-methyl-4-isothiazolin-
3-onu a 2-methyl-2H-isothiazol-3-onu (3 : 1).

POSTUP BARVENI

Protilatka VENTANA anti-MSH6 (SP93) byla vyvinuta pro pouZiti v pfistroji

BenchMark IHC/ISH spole¢né s detekéni soupravou OptiView DAB IHC Detection Kit

a pfidavnymi reagenciemi. Doporuéeny barvici protokol pro panel VENTANA MMR RxDx
Panel nebo VENTANA MMR IHC Panel uvadi Tab. 3.

Tato protilatka byla optimalizovana pro specifické inkuba&ni doby, uZivatel vSak musi
vysledky ziskané pomoci této reagencie validovat. Vliv proménlivého ¢asu a teploty pfi
ziskavani antigenu (kondicionovani bunék) a inkubaci protilatek dle doporu¢eného
barviciho protokolu, viz Tab. 3, mize mit za nasledek suboptimalni barveni a faleSné
deficientni a falené proficientni vysledky. Dirazné doporu€ujeme neodchylovat se od
doporuceného barviciho protokolu (viz Tab. 3). Je tfeba pouzit a zdokumentovat vhodné
kontroly. UZivatelé, ktefi se odchyluji od uvedeného protokolu, museji pfijmout
odpovédnost za interpretaci vysledkl u pacientd.

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

Tab. 3. Doporu¢eny postup barveni a barvici protokol panelu GX MMR Panel, XT MMR
Panel a ULTRA MMR Panel pro protilatku VENTANA anti-MSH6 (SP93) a negativni
kontrolu Rabbit Monoclonal Negative Control Ig s detekéni soupravou OptiView DAB IHC
Detection Kit na pfistrojich BenchMark IHC/ISH pro panel VENTANA MMR RxDx Panel
nebo VENTANA MMR IHC Panel.

. Metoda
ostupu
YPPOstP GX XT ULTRA
Vybrana Vybrana a Vybrana
anti-MSH6 nti-MSH6 Rabbit anti-MSH6
Protilétka (primarni) Rabbit Mono Ab Mono Ab nebo Rabbit Mono Ab
P nebo Vybrana Vybrana nebo Vybrana
Negative Negative Negative
Control Control Control
Odparafinovani Zvoleno Zvoleno Zvoleno
Uprava bunék ULTRA CC1,
(odmaskovani Gfriilr{ut Gfriilr{ut 64 minut,
antigenu) 100 °C
Preprlmarn_l '!‘h'b'“” Zvoleno Zvoleno Zvoleno
peroxidazy
. NP 12 minut, 12 minut, 12 minut,
Protilatka (primarni) 37°C 37°C 36 °C
OptiView HQ Linker 8 minut (standardné)
Opthle_w HRP 8 minut (standardné)
Multimer
Kontrastni barvivo Hematoxylin Il, 4 minuty
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Metoda
XT

Typ postupu

GX ULTRA

Po kontrastnim

barveni Bluing, 4 minuty

Poznamka: Jakakoli odchylka od doporuéenych postupt testu maze vysledky zneplatnit.
Museji byt pouzity a zdokumentovany pfislusné kontroly. UZivatelé, ktefi se odchyluji od
doporucenych postupli testu, museji prijmout odpovédnost za interpretaci vysledkd

u pacientd.

Vzhledem k rliznym zplsobUm fixace a zpracovani tkani, jakoZ i obecnému stavu pfistroje
a podminkam laboratorniho prostiedi miiZe byt potfeba prodlouZit nebo zkratit dobu
inkubace primarni protilatky a dobu inkubace s Gpravou bunék v zavislosti na jednotlivych
vzorcich a preferenci patologa. Dal$i informace o riznych fixacich naleznete v pfirucce
Jmmunohistochemistry Principles and Advances" (Zasady a postupy
imunohistochemig).41

Pokud vnitfni pozitivni kontroly pfislusné zbarveni nevykazuii, je tfeba povazovat vysledky
u testovanych vzorkd za neplatné.

POSTUPY KONTROLY KVALITY

Vnitfni pozitivni kontroly

Jako vnitfni pozitivni kontroly poslouzi normalni tkafové prvky (napf. lymfocyty, fibroblasty
nebo normalni epitel) v bezprostredni blizkosti nadoru. Jednoznaéné jaderné barveni v
téchto bunkach validuje cyklus barveni. Pokud vnitfni pozitivni kontroly pfislusné zbarveni
nevykazuji, je tfeba povazovat vysledky u testovanych vzorkl za neplatné.

Negativni reagenéni kontrola

Negativni reagenéni kontrola by méla byt pouzita k barveni sousedniho fezu tkané
pacientského vzorku na samostatném sklicku vedle skli¢ka obarveného protilatkou
VENTANA anti-MSH6 (SP93). K hodnoceni nespecifického zabarveni se namisto primarni
protilatky doporuéuje krali¢i monoklonalni protilatka s negativni reagenéni kontrolou
(Rabbit Monoclonal Negative Control Ig). Parametry barveni pro negativni reagenéni
kontrolu protilatky by mély byt stejné jako u primarni protilatky.

Pozitivni kontrola tkané

S kazdym provedenym postupem barveni musi byt provedena pozitivni kontrola tkané.
NejvhodnéjSim laboratornim postupem je uloZit fez pro pozitivni kontrolu na stejné skli¢ko
jako tkan pacienta. Pfi nanaSeni reagencie na skli¢ko pak Ize snaze zjistit pfipadné
zavady. Pro kontrolu kvality je nejvhodnéjSi tkan se slabym pozitivnim zbarvenim. Slozky
tkané s pozitivnim zabarvenim se pouZivaji k potvrzeni, Ze byla pouZita protilatka a ze
piistroj spravné fungoval. Kontrolni tkaf miize obsahovat pozitivné i negativné zabarvené
prvky a slouZit jako tk&n pro pozitivni i negativni kontrolu. Kontrolnimi tkdnémi by mél byt
Cerstvy vzorek z pitvy, biopsie nebo operace, zpracované nebo fixované co nejdfive
stejnym zplisobem jako testované fezy. Takové tkané mohou sledovat vSechny kroky
postupu, od pfipravy tkané az po barveni. Pouziti tkafového fezu fixovaného nebo
zpracovaného odli$né od testovaného vzorku poskytne kontrolu vSech reagencii a krokd
metody kromé fixace a zpracovani tkané.

Zn&mé pozitivni kontroly tkani je nutno pouzivat pouze ke sledovani spravné funkce
zpracovanych tkani a testovacich reagencif, nikoli jako pom(icku ke stanoveni konkrétni
diagndzy pacientskych vzorkd. Pokud pozitivni kontroly tkani pozitivni zbarveni
nevykazuji, je tfeba povazovat vysledky u testovanych vzorkl za neplatné.

Tkan EC ¢i CRC s klinickym stavem MSH6 intaktni nebo tkan normalniho tlustého stfeva
¢i normélniho endometria, prekvalifikovand protilatkou VENTANA anti-MSH6 (SP93),
muze byt pouZita jako pozitivni kontrola tkdné. Normalni tlusté stfevo nebo norméalni
endometrium se bude barvit jako intaktni pro MSH6 s pouZitim protilatky VENTANA anti-
MSH6 (SP93). Pozitivni kontrola tkané by méla vykazovat jednoznac¢né jaderné zbarveni
Zivotaschopnych nadorovych bunék za pfitomnosti vnitfnich pozitivnich kontrol (jaderné
zbarveni v lymfocytech, fibroblastech nebo normainim epitelu tlustého stfeva v blizkosti
nadoru).

Negativni kontrola tkané

ProtoZe jsou proteiny MLH1, PMS2, MSH2 a MSH6 exprimovéany ve v3ech tkanich,
normalni negativni kontrola tk&né pro tyto biomarkery neexistuje. Tkan EC nebo CRC

s klinickym stavem MSH6 ztrata, prekvalifikovana protilatkou VENTANA anti-MSH6
(SP93), mize vSak byt pouZita jako negativni kontrolni tkan. Negativni kontrolni tkan je
nutno pouZzivat pouze ke sledovani spravné funkce zpracovanych tkani a testovacich
reagencii a pfistroju, nikoli jako pomUcku ke stanoveni konkrétni diagndzy pacientskych
vzorkd.

2022-04-06
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Ovéreni testu

Pred po¢ateénim pouZitim protilatky nebo systému barveni v diagnostickém postupu by
méla byt specificita protilatky ovéfena barvenim fady tkani se zndmymi IHC funk&nimi
charakteristikami reprezentujici tkané s klinickym stavem intaktni pro protein MSH6. (Viz
postupy kontroly kvality uvedené vySe v této asti pribalové informace a doporuceni pro
kontrolu kvality z programu College of American Pathologists Laboratory Accreditation
Program, Anatomic Pathology Checklist45 nebo pokyny CLSI Approved Guideline.46)

INTERPRETACE BARVENI / OCEKAVANE VYSLEDKY

Protilatka VENTANA anti-MSH6 (SP93) méa v aktivné proliferujicich burikach jaderny vzor
barveni. Nadorova tkan barvend protilatkou VENTANA anti-MSH6 (SP93) ma pfifazen
klinicky stav uréeny vySkolenym patologem na zakladé jeho hodnoceni pfitomnosti nebo
absence jaderného barveni v nadoru. Klinicky stav intaktni je pfifazen pfipadim s
jednoznagnym jadernym zbarvenim Zivotaschopnych nadorovych bunék za pfitomnosti
pijatelnych vnitfnich pozitivnich kontrol (jaderné zbarveni v lymfocytech, fibroblastech
nebo normalnim epitelu v blizkosti nadoru). Klinicky stav Ztrata je pfifazen piipadim s
jednoznacénou ztratou jaderného zbarveni nebo s fokéalnim slabym nejednoznaénym
jadernym zbarvenim Zivotaschopnych nadorovych bunék za pfitomnosti vnitfnich
pozitivnich kontrol, jak je uvedeno v Tab. 4.

Pokud je jednoznaéné jaderné zbarveni nepfitomno ve vnitfnich pozitivnich kontrolach
a/nebo barveni pozadi rusi interpretaci, test je tfeba povazovat za nepfijatelny a je tfeba
jej opakovat. Teckované jaderné zbarveni nadorovych bunék je tfeba povazovat za
negativni (ztrata). V pfipadech s fokélnim barvenim nadorovych bunék mohou nékteré
vzorky vykazovat fokalni zabarveni v nddorovych burikach a intenzita zabarveni miize byt
riznd: od slabé po silnou. Na zakladé hodnoticiho algoritmu pro panel VENTANA MMR
RxDx Panel je tfeba fokélni slabé nejednoznaéné jaderné zbarveni Zivotaschopnych
nadorovych bunék za pfitomnosti vnitfnich pozitivnich kontrol zaradit jako klinicky stav
ztraty. Na druhou stranu by fokélni silné jednozna&né jaderné zbarveni v Zivotaschopnych
nadorovych burkach za pfitomnosti vnitfnich pozitivnich kontrol mélo byt zafazeno jako
klinicky stav intaktni.

Tab. 4. Interpretace barveni pro protilatku VENTANA anti-MSH6 (SP93)
Klinicky stav

Popis

Jednoznacné jaderné zbarveni Zivotaschopnych nadorovych
bunék za pfitomnosti pfijatelnych vnitfnich pozitivnich kontrol
(napt. jaderné zbarveni v lymfocytech, fibroblastech nebo
normalnim epitelu tlustého stfeva v blizkosti nadoru)

Exprese
intaktniho MSH6

Jednoznacna ztrta jaderného barveni nebo fokalni slabé

nejednozna¢né jaderné barveni Zivotaschopnych nadorovych
bunék za pfitomnosti pfijatelnych vnitfnich pozitivnich kontrol.
Teckované jaderné zbarveni je tfeba povazovat za negativni.

Ztrata exprese
MSH6

Pfipady barvené protilatkou VENTANA anti-MSH6 (SP93) jsou kategorizovany jako
intaktni nebo ztrata podle pfitomnosti nebo absence specifického zbarveni v nadoru.

Interpretaci celkového stavu MMR na Grovni panelu uvadi Tab. 5 nize.
Tab. 5. Interpretace barveni pro panel VENTANA MMR RxDx Panel

Proficientni (negativni)

V3echny 4 markery (MLHZ, PMS2,
MSH2 a MSH6) v panelu vykazuji
intaktni expresi proteinu

Deficientni (pozitivni)

Alespon 1 marker (MLH1, PMS2, MSH2
a MSH6) v panelu vykazuije ztratu
exprese proteinu

SPECIFICKA OMEZENI

Odchylka od doporu¢enych podminek pro znovuziskavani antigenu, poskytnutych v

uvedeném protokolu, maze zneplatnit o¢ekavané vysledky. Je tfeba pouzit a

zdokumentovat vhodné kontroly. UZivatelé, ktefi se odchyluji od uvedeného protokolu,

museji prijmout odpovédnost za interpretaci vysledkd u pacientt.

Protilatka VENTANA anti-MSH6 (SP93) byla schvélena pouze pro pouZziti na pfistrojich

BenchMark ULTRA, XT a GX s detekéni soupravou OptiView DAB IHC Detection Kit

a neni schvalena pro pouziti s jinymi detekénimi metodami nebo automatizovanymi

barvicimi pfistroji.

Nékteré pfipady mohou byt zvIasté obtizné kvuli nasledujicim problémdm:

. Nespecifické pozadi: Nékteré vzorky mohou vykazovat nespecifické barveni pozadi
z dGvodu, které nejsou dobfe pochopeny. Z tohoto divodu musi hodnoceni sklicka
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s protilatkou VENTANA anti-MSH6 (SP93) zahrnovat srovnani sklicka se sklickem
s negativni reagencni kontrolou pro stanoveni irovné nespecifického barveni
pozadi. Pokud je pfitomno cytoplazmatické zabarveni, nema byt v intepretaci IHC
protilatky VENTANA anti-MSH6 (SP93) brano v (vahu.

. Fokalni barveni: Nékteré vzorky mohou vykazovat fokalni zabarveni v nadorovych
burikéch; intenzita barveni mize byt riizna: od slabé po silnou. Dle specifikace IHC
hodnoticiho algoritmu protilatky VENTANA anti-MSH6 (SP93) je tfeba fokalné slabé,
nejednoznacné jaderné zbarveni Zivotaschopnych nadorovych bunék za pfitomnosti
pijatelného barveni vnitfnich pozitivnich kontrol kategorizovat jako ztratu.

. Teckované zabarveni: Nékteré vzorky mohou vykazovat diskrétni teCkované
zabarveni v nékolika jadrech nadoru a intenzita zabarveni miZe byt rizna od slabé
po silnou. Tento vzor barveni by mél byt ignorovan. Pokud je pfitomen pouze tento
typ vzoru barveni, klinicky stav je ztrata.

. Skvrnitost: Na rozdil od te¢kovaného zbarveni ma skvrnitost jemnéjsi a zrnitéjsi
vzhled a miiZe byt fokalni anebo se mize vyskytovat na mnoha nadorovych
burkach. Tento vzor barveni, pokud je zaznamenan v jadrech nadorovych bunék,
by mél byt ignorovan a sklicku by mél byt pfifazen klinicky stav ztraty.

e Artefakt tkané nebo barveni: Histologické artefakty pochazejici z postupd
zpracovani vzorkd a mikrotomie mohou také komplikovat IHC stanoveni klinického
stavu protilatky VENTANA anti-MSH6 (SP93). Tyto artefakty mohou mimo jiné
zahmovat fixaCni gradienty a efekty okrajli, zachyty DAB, bubliny v jadru,
nedostatecné barveni nékterych regiond tkané, roztrzeni a prelozeni tkdné a ztratu
fezu tkané. V nékterych piipadech mize byt poZzadovano barveni novych fezli nebo
akvizice nového vzorku.

VSechny testy nemuseji byt registrovany na kazdém pfistroji. Pro vice informaci

kontaktujte mistniho z&stupce spole¢nosti Roche.

FUNKCNI CHARAKTERISTIKY

ANALYTICKA VYKONNOST

Byly provedeny testy barveni na senzitivitu, specificitu, opakovatelnost a mezilehlou
preciznost barveni, stejné jako testy na preciznost hodnotitele, reprodukovatelnost mezi
laboratofemi. Byly ziskany klinické vystupy a vysledky jsou uvedeny v nasledujici ¢asti.
Senzitivita a specificita

Analytické senzitivita byla hodnocena charakterizovanim prevalence dMMR ve vzorcich
tkéné karcinomu endometria pro zamyslené pouZiti. Celkova prevalence pro deficienci
MMR ve vzorcich tkané karcinomu endometria byla 22.5 %, coz koreluje s prevalenci
dMMR, kterd je pro karcinom endometria uvadéna v literatufe.30

Analytické specificita byla stanovena barvenim nékolika pfipad béznych a neoplastickych
lidskych tkani protilatkou VENTANA anti-MSH6 (SP93). Viysledky jsou uvadéji Tab. 6

a Tab. 7. Pozitivni barveni je jaderné, pokud neni uvedeno jinak. Nebylo pozorovéano
Zadné neocekavané barveni u protilatky VENTANA anti-MSH6 (SP93) na normalnich a
neoplastickych tkanich. Podle oéekavani, vzhledem k tomu, Ze MMR je pfitomna ve vech
aktivné proliferujicich burikach, vétSina normalnich a neoplastickych tkani vykazovala
pozitivni barveni.

Tab. 6. Specificita barveni s protilatkou VENTANA anti-MSH6 (SP93) u béznych tkani
FFPE.

Pocet Pocet
pozitivnich pozitivnich
pripadu / pripadu /
celkovy pocet celkovy pocet
Tkan pripadu Tkan pripadu
Tlusté stfevo 313 Kuze 313
Endometrium 213 Slezina 313
Jicen 313 Zaludek 313
Srdce 313 Varle 33
Hypofyza 313 Brzlik 313
Stfevo 33 Stitné zlaza 414
Ledvina 313 Lingvalni/Slinna 33
Zlaza

Jatra 313 Mandle 313

Pozndmka: Proteiny opravujici zaménu bazi, jako je MSHS, jsou pfitomny ve vSech
aktivné proliferujicich burikach. Pro vSechny tkané bylo stanovovano pozitivni/negativni
barveni prvkd specifickych pro nador za piitomnosti pozitivniho barveni v normélnich
kontrolnich bunikach (lymfocyty, fibroblasty a epitelové burky).

Tab. 7. Specificita barveni s protilatkou VENTANA anti-MSH6 (SP93) u rGiznych
neoplastickych tkani FFPE.

Pocet Pocet
pozitivnich pozitivnich
pripadu / pripadu /
celkovy pocet celkovy pocet
Tkan piipadd Tkén pripadd
Nadledvinka 313 Plice 4/4
Mogovy méchyf 33 Lymfaticka uzlina 33
Kostni dreri 33 Mezotel 33
Vajecnik 5/5 Slinivka 33
Prs 33 PH§titné talisko 33
Mozecek 33 Periferni nerv 5/5
Velky mozek 33 Prostata 33
Délozni hrdlo 313 Kosterni sval 313
2022-04-06
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Pocet pozitivnich
pripadu / celkovy
Patologie pocet pripadu
Glioblastom (mozek) 11
Meningiom (mozek) 11
Ependymom (mozek) 11
Oligodendrogliom (mozek) 11
Serdzni adenokarcinom (vaje¢nik) 11
Adenokarcinom (vajecnik) 11
Pankreaticky neuroendokrinni novotvar (slinivka) 1
Seminom (varle) 212
Medularni karcinom (titné Zlaza) 11
Papilarni karcinom (8titna Zlaza) 11
Duktalni karcinom in situ (prs) 11
Mikroinvazivni duktaini karcinom (prs) 11
Invazivni duktalni karcinom (prs) 11
Lymfom z B-bunék; NOS (slezina) 11
Malobunécny karcinom (plice) 11
Karcinom ze skvaméznich bunék (plice) 11
Adenokarcinom (plice) 11
Neuroendokrinni karcinom (jicen) 11
Adenokarcinom (jicen) 11
Karcinom z prstengitych bunék (Zaludek) 11
Adenokarcinom (tenké stfevo) 11
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Poget pozitivnich protilatku VENTANA anti-MSH6 (SP93) (Tab. 4). Viysledky shrnuje Tab. 8 pro pfipady
pFipadi / celkovy karcinomu endometria a Tab. 9 pro rizné tkané solidnich nadord véetné karcinomu
Patologie poéet pipadil endometria.

— — Tab. 8. Opakovatelnost a mezilehla preciznost protilatky VENTANA anti-MSH6 (SP93)
Stromalni sarkom (tenké stfevo) n u tkani karcinomu endometria die méfent Klinického stavu MSH6 (intaktni/ztrata).
Adenokarcinom (tlusté stfevo) 7 _ Shoda

) — Opakovatelnost/preciznost
Adenokarcinom (kone¢nik) 1 Typ nIN % 95% C|
Gastrointestinalni stromaini tumor (GIST) (kone¢nik) mn PPA 18/18 100.0 (82.4, 100.0)
Hepatocelularni karcinom (jatra) mn Mezi Sarzemi protilatky NPA 18/18 1000 | (82.4, 100.0)
Hepatoblastom (jatra) n OPA 36/36 100.0 (90.4, 100.0)
Karcinom z jasnych bunék (ledvina) 11 PPA 18/18 100.0 (82.4, 100.0)
Adenokarcinom (prostata) 22 Mezi detek&nimi soupravami NPA 18/18 100.0 (82.4, 100.0)
Adenokarcinom (d&loha) 11 OPA 36/36 100.0 [ (90.4, 100.0)
Karcinom z jasnych bunék (endometrium) 1 PPA 18/18 1000 | (824, 100.0)
Mezi pristro NPA 18/18 1000 | (82.4, 00,0
Karcinom ze skvamdznich bunék (¢ipek) 212 (BenchMark ULTRA) : (82.4,100.0)
Embryonalni rhabdomyosarkom (pii¢né pruhovany sval) 7 OPA 36136 100.0 (904, 100.0)
Karcinom ze skvamdznich bunék (kize) 7 PPA 18/18 1000 (824, 100.0)
Mezi d NPA 18/18 100.0 82.4, 100.0
Neuroblastom (retroperitoneum) 7 ezt dny ¢ )
- - OPA 36/36 100.0 (90.4, 100.0)
Mezoteliom (peritoneum) 11
- - PPA 27127 100.0 (87.5, 100.0)
Lymfom z B-bunék; NOS (lymfaticka uzlina) 212
V rdmci cyklu NPA 27127 100.0 (87.5, 100.0)
Hodgkintv lymfom (lymfaticka uzlina) 7
OPA 54/54 100.0 (93.4, 100.0)
Difuzni anaplasticky velkobunéény lymfom 7
Poznamka: Pozitivni procentualni shoda (PPA), negativni procentudlni shoda (NPA),
Leiomyosarkom (mocovy méchyr) mn celkova procentudlni shoda (OPA).
Osteosarkom 11 Poznamka: Oboustranny 95% interval spolehlivosti (Cl) byl vypo€itan za pouZiti
metody percentilovy bootstrap se 2000 vzorkd bootstrap. Intervaly spolehlivosti Cl pro
Rhabdomyosarkom z vietenovitych bunék (peritoneum) 11 100% PPA, NPA a OPA byly vypogitany pomoci metody Wilsonova skore.
. , Poznamka: Pro Ucely této analyzy byl stav markeru intaktni povazovéan za negativni
Leiomyosarkom (hladky sval) v a stav markeru ztrata byl povaZovan za pozitivni.

Poznamka: Proteiny opravujici zaménu bazi, jako je MSHS, jsou pfitomny ve vSech
aktivné proliferujicich burikach. Pro vechny tkané bylo stanovovéano
pozitivni/negativni barveni nadorovych bunék za pfitomnosti pozitivniho barveni v
normalnich kontrolnich buikach (lymfocyty, fibroblasty a epitelové buriky).

Preciznost — panel VENTANA MMR RxDx Panel
Studie opakovatelnosti a mezilehlé preciznosti - studie na Grovni
markeru

V této studii bylo hodnoceno dvacet osm (15 intaktnich a 13 ztrat) pfipadt FFPE

z rliznych tkéni solidnich nadord, véetné 6 (3 intaktni a 3 ztraty) piipadd karcinomu

endometria. Koncepce studie ovéfily preciznost barveni na nadorovych tkanich

obarvenych protilatkou VENTANA anti-MSH6 (SP93).

. Tii Sarze MSH6 (SP93) (mezi Sarzemi protilatky)

. Tii Sarze detekéni soupravy OptiView DAB IHC Detection Kit (mezi detekénimi
soupravami)

. Tii pfistroje BenchMark ULTRA (mezi pfistroji)

e Vpriibéhu 3 dnt (mezi dny)

. Napfi¢ vSemi podminkami mezilehlé preciznosti (v rdmci cyklu)

Kazdému pripadu byl pfifazen jeden rezim na zakladé vzorkl agregovanych podle

testovaci podminky pro preciznost mezi Sarzemi protilatky, mezi Sarzemi detekéni

soupravy, mezi pristroji a mezi dny. U podminky v ramci cyklu byly pro srovnani

u kazdého pfipadu pfipraveny duplicitni vzorky na jeden cyklus testu. VSechna sklicka

byla zaslepena a randomizovana a poté vyhodnocena s vyuzitim interpretace barveni pro
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Tab. 9. Opakovatelnost a mezilehla preciznost protilatky VENTANA anti-MSH6 (SP93)
u rliznych tkani solidnich nadord, véetné karcinomu endometria dle méfeni klinického
stavu MSH6 (intaktni/ztrata).

Shoda
Opakovatelnost/preciznost
Typ n/N % 95% ClI
PPA 78178 100.0 (95.3, 100.0)
Mezi SarZemi protilatky NPA 90/90 100.0 (95.9, 100.0)
OPA 168/168 100.0 (97.8, 100.0)
PPA 78178 100.0 (95.3, 100.0)
Mezi detekénimi soupravami NPA 90/90 100.0 (95.9, 100.0)
OPA 168/168 100.0 (97.8, 100.0)
PPA 78178 100.0 (95.3, 100.0)
Mezi pristroji
(BenchMark ULTRA) NPA 90/90 100.0 (95.9, 100.0)
OPA 168/168 100.0 (97.8, 100.0)
PPA 78178 100.0 (95.3, 100.0)
Mezi dny
NPA 90/90 100.0 (95.9, 100.0)
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Shoda
Opakovatelnost/preciznost
Typ niN % 95% ClI
OPA 168/168 100.0 (97.8, 100.0)
PPA 117117 100.0 (96.8, 100.0)
V ramei cyklu NPA 135/135 100.0 (97.2, 100.0)
OPA 252/252 100.0 (98.5, 100.0)

Poznamka: Pozitivni procentualni shoda (PPA), negativni procentudlni shoda (NPA),
celkova procentudlni shoda (OPA).

Poznamka: Oboustranny 95% interval spolehlivosti (Cl) byl vypo€itan za pouZiti
metody percentilovy bootstrap se 2000 vzorkd bootstrap. Intervaly spolehlivosti Cl pro
100% PPA, NPA a OPA byly vypocitany pomoci metody Wilsonova skore.

Poznamka: Pro Gcely této analyzy byl stav markeru intaktni povaZovan za negativni
a stav markeru ztrata byl povazovan za pozitivni.

Mezilehla preciznost mezi dny - studie na GUrovni markeru

Do této studie bylo zarazeno dvacet ¢tyr (12 intaktnich a 12 ztrét) pfipadt FFPE z riznych
tkani solidnich nadord, véetné 8 (4 intaktni a 4 ztraty) pfipadd karcinomu endometria.
Koncepce studie ovéfila preciznost barveni na nadorovych tkanich obarvenych protilatkou
VENTANA anti-MSH6 (SP93) po dobu 5 na sebe nenavazujicich dnd.

Poznamka: Pozitivni procentualni shoda (PPA), negativni procentudlni shoda (NPA),
celkova procentudlni shoda (OPA).

Poznamka: Oboustranny 95% interval spolehlivosti (Cl) byl vypo€itan za pouZiti
metody percentilovy bootstrap se 2000 vzorkd bootstrap. Intervaly spolehlivosti Cl pro
100% PPA, NPA a OPA byly vypocitany pomoci metody Wilsonova skore.

Poznamka: Pro Gcely této analyzy byl stav markeru intaktni povaZovan za negativni
a stav markeru ztrata byl povaZovan za pozitivni.

Mezilehla preciznost mezi platformami a mezi pfistroji - studie na

Grovni markeru

Do této studie bylo zahrnuto deset (5 intaktnich a 5 ztrat) pfipadl FFPE s karcinomem
endometria. Koncepce studie ovéfila mezilehlou preciznost na tkanich karcinomu
endometria obarvenych protilatkou VENTANA anti-MSH6 (SP93) na platformach
BenchMark ULTRA, XT a GX a mezi 3 pfistroji BenchMark ULTRA, 3 pfistroji BenchMark
XT a 3 pristroji BenchMark GX. Pro kazdy pfipad byl stanoven reZim vysledku barveni
jako nejéastéji pozorovany vysledek barveni. VSechna skli¢ka byla zaslepena a
randomizovéna a poté vyhodnocena s vyuZitim interpretace barveni pro protilatku
VENTANA anti-MSH6 (SP93) (Tab. 4). Vysledek kazdého testovaného vzorku byl srovnan
s pfisluSnym rezimem a zafazen jako shodny nebo neshodny. Vysledky pro mezilehlou
preciznost mezi platformami a mezi pfistroji BenchMark ULTRA, XT a GX pro pfipady
karcinomu endometria shruje Tab. 12.

Tab. 12. Mezilehla preciznost mezi platformami a mezi pfistroji pro protilatku VENTANA
anti-MSH6 (SP93) u tkani karcinomu endometria dle méfeni klinického stavu MSH6
(intaktni/ztrata).

U kazdého vzorku byl stanoven rezim vysledku barveni jako nej€astéji pozorovany Shoda
vysledek barveni mezi 10 testovanymi vzorky obarvenymi v 5 na sebe nenavazujicich Opakovatelnost/preciznost
dnech s pouzitim jedné SarZe protilatky a jedné SarZe detekéni soupravy na jednom Typ n/N % 95% Cl
pristroji. Vysledek z kazdého testovaného vzorku byl poté porovnan s pfislusnym reZimem
a zarazen jako shodny nebo neshodny. VSechna skli¢ka byla zaslepena a randomizovana PPA 90/90 100.0 (95.9, 100.0)
a poté vyhodnocena s vyuzitim interpretace barveni pro protilatku VENTANA anti-MSH6 Mezi platformami
(SP93) (Tab. 4). Vysledky shrnuje Tab. 10 pro pfipady karcinomu endometria a Tab. 11 P NPA 90730 1000 (95.9, 1000)
pro rizné tkané solidnich nadord véetné karcinomu endometria. OPA 180/180 100.0 (97.9, 100.0)
Tab. 10. Mezilehla preciznost mezi dny pro protilatku VENTANA MMR anti-MSH6 (SP93)
u tkani karcinomu endometria dle méfeni klinického stavu MSHS (intaktni/ztréta). Mezi pistroj PPA 80730 1000 (886, 100.0)
Zi pristroji
I Shoda (BenchMark XT) NPA 30/30 100.0 (88.6, 100.0)
pakovalelnostipreciznos T N % 95% CI OPA 60/60 1000 | (94.0, 100.0)
PPA 40/40 100.0 | (91.2,100.0) PPA 30/30 100.0 (88.6, 100.0)
’ Mezi pristroji
Mezi dn NPA 40/40 100.0 91.2, 100.0
y ( ) (BenchMark ULTRA) NPA 30/30 100.0 (88.6, 100.0)
Poznamka: Pozitivni procentualni shoda (PPA), negativni procentudlni shoda (NPA), PPA 30/30 100.0 (88.6, 100.0)
celkova procentudlni shoda (OPA). Mezi pistroj i
Poznémka: Oboustranny 95% interval spolehlivosti (Cl) byl vypogitan za pouziti (BenchMark GX) NPA 30/30 100.0 (88.6, 100.0)
metody percentilovy bootstrap se 2000 vzorkd bootstrap. Intervaly spolehlivosti Cl OPA 60/60 1000 94.0, 100.0
pro 100% PPA, NPA a OPA byly vypogitany pomoci metody Wilsonova skore. : ( )

Poznamka: Pro Gcely této analyzy byl stav markeru intaktni povaZovan za negativni
a stav markeru ztrata byl povaZovan za pozitivni.

Tab. 11. Mezilehla preciznost mezi dny pro protilatku VENTANA anti-MSH6 (SP93)
u rliznych tkani solidnich nador, véetné karcinomu endometria, dle méfent klinického
stavu MSH6 (intaktni/ztrata).

Shoda
Opakovatelnost/preciznost
Typ n/N % 95% ClI
PPA 120/120 100.0 (96.9, 100.0)
Mezi dny NPA 120/120 100.0 (96.9, 100.0)
OPA 2401240 100.0 (98.4, 100.0)
2022-04-06
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Poznamka: Pozitivni procentualni shoda (PPA), negativni procentudlni shoda (NPA),
celkova procentudlni shoda (OPA).

Poznamka: Oboustranny 95% interval spolehlivosti (Cl) byl vypo€itan za pouZiti
metody percentilovy bootstrap se 2000 vzorkd bootstrap. Intervaly spolehlivosti Cl pro
100% PPA, NPA a OPA byly vypocitany pomoci metody Wilsonova skore.

Poznamka: Pro Gcely této analyzy byl stav markeru intaktni povaZovan za negativni
a stav markeru ztrata byl povazovan za pozitivni.

Shoda pf¥istroje BenchMark IHC/ISH - studie na arovni markeru

Do této studie bylo zahrnuto Ctyficet ctyfi (23 intaktnich a 21 ztrat) pfipadd FFPE

s karcinomem endometria. Koncepce studie ovéfila shodny klinicky stav a intenzitu
barveni na tkanich karcinomu endometria obarvenych protilatkou VENTANA anti-MSH6
(SP93) na platforméach BenchMark ULTRA, BenchMark XT a BenchMark GX. Vechna
sklicka byla zaslepena a randomizovéna a poté vyhodnocena s vyuZitim interpretace
barveni pro protilatku VENTANA anti-MSH6 (SP93) (Tab. 4). Vysledek kazdého
testovaného vzorku byl srovnan s klinickym stavem odvozenym ze sklicka obarveného na
pfistroji BenchMark ULTRA. Poté byl zafazen jako shodny nebo nesouhlasny. Vysledky
migrace Vv testu pro pfipady karcinomu endometria shrnuje Tab. 13.
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Tab. 13. Shoda mezi platformami pro protilatku VENTANA anti-MSH6 (SP93) u tkani
karcinomu endometria dle méfeni klinického stavu MSH6 (intaktni/ztrata).

Tab. 15. Preciznost u jednoho hodnotitele a mezi hodnotiteli pro panel VENTANA MMR
RxDx Panel u riznych tkani solidniho nadoru, véetné karcinomu endometria, dle méfeni

klinického stavu MMR (proficientni/deficientni).
- Shoda
oda
Typ NN % 95% Cl Preciznost shoda
PPA 21/21 100.0 (84.5, 100.0) Typ n/N % 95% ClI
BenchMark ULTRA:
BenchMark XT NPA 23/23 100.0 (85.7, 100.0) APA (364/366) 99.5 (98.6, 100.0)
OPA 44/44 1000 | (92,0, 100.0) V rémei hodnotitele ANA (598/600) 997 | (99.2,100.0)
PPA 21/21 100.0 (84.5, 100.0) OPA (481/483) 99.6 (99.0, 100.0)
BenchMark ULTRA: NPA 20123 95.7 (790, 99.2) APA (364/366) 995 | (983, 1000)
BenchMark GX
OPA 43/44 97.7 (88.2, 99.6) Mezi hodnotiteli ANA (596/598) 997 | (99.0,100.0)
Poznamka: Pozitivni procentudlni shoda (PPA), negativni procentuéini shoda (NPA), OPA (480/482) 99.6 (98.8, 100.0)

celkové procentudlni shoda (OPA).

Poznamka: Oboustranny 95% interval spolehlivosti (Cl) byl vypo€itan za pouZiti
metody percentilovy bootstrap se 2000 vzorkd bootstrap. Intervaly spolehlivosti Cl pro
100% PPA, NPA a OPA byly vypocitany pomoci metody Wilsonova skore.

Poznamka: Pro Gcely této analyzy shody byl stav markeru intaktni povazovan za
negativni a stav markeru ztrata byl povazovan za pozitivni.

Preciznost hodnotitele - studie na Urovni panelu

Preciznost mezi hodnotiteli a preciznost u jednoho hodnotitele byla posouzena
vyhodnocenim shody stavu MMR mezi 3 hodnotiteli a u jednotlivych hodnotitelli s vyuzitim
134 (72 proficientnich a 62 deficientnich) pfipadt z riznych druht nadord, véetné 34

(17 proficientnich a 17 deficientnich) pripadd karcinomu endometria. V této studii byly
hodnoceny pfipady FFPE z kazdého z nasledujicich organovych soustav a traktu:
mocové, reprodukéni, gastrointestinalni, endokrinni, hepato-pankreatobiliarni, mékké
tkané / kuze, hrudnik a dalsf (hlava a krk). Vizorky byly pfed hodnocenim stavu MSH6
(intaktni nebo ztréta) a stavu MMR na Grovni panelu (proficientni nebo deficientnich)
pomoci hodnoticiho algoritmu panelu VENTANA MMR RxDx Panel (Tab. 5) zaslepeny

a randomizovany. Hodnotitelé hodnotili vSechny vzorky dvakrat s minimalné
dvoutydennim intervalem mezi jednotlivymi hodnocenimi. Miry shody mezi hodnotiteli

a u jednoho hodnotitele shrnuje Tab. 14 pro pfipady karcinomu endometria a Tab. 15 pro
rtizné tkéné solidnich nadord véetné karcinomu endometria.

Tab. 14. Preciznost panelu VENTANA MMR RxDx Panel u jednoho hodnotitele a mezi
hodnotiteli na tk&né karcinomu endometria méfend podle klinického stavu MMR
(proficientni/deficientnt).

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

Poznamka: Oboustranny 95% interval spolehlivosti (Cl) byl vypo€itan za pouZiti
metody percentilovy bootstrap se 2000 vzorkd bootstrap.

Poznamka: Pro Gcely této analyzy byl stav panelu MMR deficientni (dAMMR)
povazovan za pozitivni a stav panelu MMR proficientni (pMMR)byl povazovan za
negativni.

Studie reprodukovatelnosti mezi laboratofemi - studie na Urovni
panelu

Byla provedena studie reprodukovatelnosti mezi laboratofemi pro panel VENTANA MMR
RxDx Panel k prokazani reprodukovatelnosti testu pfi ur¢ovani stavu MMR u vzorkd EC.
Studie zahrnovala 30 archivnich, deidentifikovanych vzorkli FFPE, které byly obarveny na
pfistroji BenchMark ULTRA v kazdé ze 3 externich laboratofi kazdy den ze 3 na sebe
nenavazujici dnt (celkové obdobi minimainé 20 dnd). Kazdy den barveni na kazdém
pracovisti byl vytvoren panel 5 sklicek [4 sklicka obarvena protilatkami biomarkerd

a 1 sklicko obarvené negativni kontrolou Negative Control (Monoclonal) pomoci barviciho
protokolu PMS2], ktery byl nezavisle vyhodnocen 2 patology na pracovisti pro stav
kazdého markeru (intaktni nebo ztrata) a pro stav MMR (deficientni nebo proficientni).

Studie zahrnovala celkem 540 pozorovani u 30 piipadu vzork( (véetné 4 nejasnych
vzork() obarvenych béhem 3 dnii na 3 pracovistich se 2 hodnotiteli na pracovisté.
Vysledky stavu MMR u vSech hodnotiteld, pracovist a dnd pro piipady byly spojeny

a analyzovany oproti rezimiim hodnotitelli pro stejné pfipady, aby se stanovila celkova
reprodukovatelnost stavu MMR. Souhrn mir shod ve vSech hodnotitelnych pozorovéanich

Shoda s pouzitim rezim hodnotitele na drovni pfipadu pro stav MMR na Grovni panelu uvadi
Preciznost jako odkaz Tab. 16.
Typ niN % 95% CI Tab. 16. Reprodukovatelnost mezi laboratofemi pro celkové miry shody pro panel
VENTANA MMR RxDx Panel u karcinomu endometria.
APA 100/101 99.0 (97.0, 100.0)
V ramei hodnotitele ANA 102/103 990 | (97.1, 100.0) Reprodukovatelnost ST
mezi laboratoremi
OPA 101/102 99.0 (97.1, 100.0) Typ n/N % 95% ClI
APA 98/100 98.0 (93.8, 100.0) PPA 263/268 9.1 (955, 100.0)
Mezi hodnotitel ANA 102/104 98.1 (94.4, 100.0) Celkova NPA 269/269 1000 | (98.6, 100.0)
OPA 100/102 98.0 (94.1, 100.0) OPA 532/537 99.1 (97.8,100.0)
Poznamka: Priiméma pozitivni shoda (APA), primérné negativni shoda (ANA), - PPA 263/268 9.1 (955, 100.0)
celkova procentudlni shoda (OPA). SPtrr:tc_?\k/(l)stzn; NPA 269/269 100.0 (98.6, 100.0)
Poznamka: Oboustranny 95% interval spolehlivosti (Cl) byl vypo€itan za pouZiti Hikov =32/537 991
metody percentilovy bootstrap se 2000 vzorkd bootstrap. OPA : (97.8,100.0)
Poznamka: Pro Gcely této analyzy byl stav panelu MMR deficientni (dAMMR) PPA 263/265 99.2 (98.1, 100.0)
ovazovan za pozitivni a stav panelu MMR proficientni (pMMR)byl povaZovén za itel —
Nt T P P (PNMR)yP Hodnotitel NPA 2721272 1000 | (9856, 100.0)
gativni. stratifikovano
OPA 535/537 99.6 (99.1, 100.0)
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Poznamka: Pozitivni procentuélni shoda (PPA), negativni procentudlni shoda
(NPA), celkova procentualni shoda (OPA).

Poznamka: Oboustranny 95% interval spolehlivosti (Cl) byl vypo€itan za pouZiti
metody percentilovy bootstrap se 2000 replikatd.

Poznamka: Pro Gcely této analyzy byl stav panelu MMR deficientni (dAMMR)
povazovan za pozitivni a stav panelu MMR proficientni (pMMR)byl povazovan za
negativni.
Kromé toho byla provedena parova srovnani stavu MMR mezi jednotlivymi pracovisti,
mezi hodnotiteli a mezi dny. Test je reprodukovatelny ve 3 dnech, na 3 pracovistich a pro
6 hodnotitelli, viz souhrn, ktery uvadi Tab. 17.

Tab. 17. Reprodukovatelnost mezi laboratofemi parovych mir shod pro panel VENTANA
MMR RxDx Panel u karcinomu endometria.

pravdépodobné budou reagovat na Ié¢bu pripravkem JEMPERLI (tj. pomoci panelu
vysledky G¢innosti pozorované ve studii GARNET). Hodnoceni diagnostické vykonnosti,
usilujici o stanoveni u¢innosti pfipravku JEMPERLI u pacientek s rekurentnim nebo
pokrogilym dMMR EC, které by mohly byt zafazeny do studie GARNET, vyuzilo panel
VENTANA MMR RxDx Panel (test CDx) konkrétné spiSe k vySetfeni pro zafazeni nez pro
test klinického hodnoceni (CTA). Tyto analyzy si vyZadaly pfeklenovaci pfistup, protoZe
pacienti nebyli za G¢elem zafazeni do studie GARNET vy3etfovani pomoci testu CDx.
Hodnoceni diagnostické vykonnosti pro panel VENTANA MMR RxDx Panel pouZilo pouze
podskupinu piipadd z populace pro hodnoceni bezpecnosti pro Zadost o registraci
biologického lécivého pfipravu (BLA - Biologics License Application); pacienti, aby byli
zahrnuti do analyz diagnostické vykonnosti, museli spinit kritéria diagnostické studie

v priibéZnych analyzéach.

Klinické vysledky studie GARNET - EC(dMMR)

Souhrn vysledkd Géinnosti u subjektt s dMMR EC v primarnim souboru analyzy ¢innosti

Poznamka: Priméma pozitivni shoda (APA), primérna negativni shoda (ANA), celkova
procentualni shoda (OPA).

Poznamka: Oboustranny 95% interval spolehlivosti (Cl) byl vypo€itan za pouZiti metody
percentilovy bootstrap se 2000 replikétd.

Poznamka: Pro Gcely této analyzy byl stav panelu MMR deficientni (AIMMR) povaZovan za
pozitivni a stav panelu MMR proficientni ((MMR)byl povaZovan za negativni.

KLINICKA VYKONNOST
Klinicka vykonnost dostarlimabu (JEMPERLI) ve studii GARNET

Uginnost a bezpecnost pipravku JEMPERLI byla zkouména ve studii GARNET,
multicentrické, nekontrolované, oteviené studii s vice paralelnimi kohortami. Studie
GARNET zahrnovala expanzni kohorty subjekt s recidivujicimi nebo pokrogilymi
solidnimi nadory, u nichZ byly omezené dostupné moznosti lécby. Do kohorty Al byly
zafazeny pacientky s EC s deficientnim systémem opravy zdmény bazi (AMMR) / vysokou
mikrosatelitni nestabilitou (MSI-H), u nichz doslo k progresi pfi 16¢bé rezimem zahrnujicim
platinu anebo po ni.

Pacientky dostavaly 500 mg dostarlimabu kazdé 3 tydny po dobu 4 cykli a nasledné
1000 mg dostarlimabu kazdych 6 tydnt. Lé¢ha pokraCovala az do nepfijatelné toxicity
nebo progrese onemocnéni po dobu az dvou let.

Hlavnimi cilovymi ukazateli G¢innosti byly mira objektivni odpovédi (ORR) a doba trvani
odpovédi (DOR), které byly hodnoceny zaslepenym hodnocenim nezévislych centralnich
radiologt (BICR) podle Response Evaluation Criteria in Solid Tumors v1.1 (RECIST v1.1;
Kritéria hodnoceni odpovédi solidniho nadoru na 1éEbu). Populace pro hodnoceni
(cinnosti byla definovana jako pacientky, které mély méfitelné onemocnéni podle BICR na
pocatku lécby a byly sledovany minimalné 24 tydnl nebo byly sledovany méné nez

24 tydnl a 1écbu prerusily z divodu nezadoucich Gcinkd nebo progrese onemocnéni.
Prvni planovana pribézna analyza pro studii GARNET zahrnovala pacientky s dMMR EC
zafazené do studie GARNET pred datem klinického ukon€eni (CCOD) 8. Eervence 2019.
Populaci pro hodnoceni G¢innosti pro prvni pribéznou analyzu tvofila kohorta

71 pacientek s dMMR EC. Populaci pro hodnoceni (€innosti pro druhou planovanou
priibéZnou analyzu tvofila skupina 209 pacientti s dMMR solidnimi nadory, véetné EC,
ktefi byli do studie zarazeni pfed CCOD 1. bfezna 2020.

Funkéni charakteristiky panelu VENTANA MMR RxDx Panel byly méfeny hodnocenim
jeho schopnosti identifikovat pacientky s EC (prvni priibézna analyza), které
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Reprodukovatelnost Shoda BLA wvadi Tab. 18', T .
e e Tab. 18. Viysledky acinnosti studie GARNET u pacientek s dAMMR/MSI-H EC

Typ niN % 95% Cl JEMPERLI
APA 3072/3132 98.1 (95.3, 100.0) Cilovy parametr N =108

Mezi pracovisti ANA 3216/3276 98.2 (95.7, 100.0) Mira objektivni odpovédi (ORR)
OPA 3144/3204 98.1 (95.5, 100.0) ORR, n (%) 47 (43.5 %) [a]
APA 258/263 9.1 (95.3, 100.0) (95 % Cl) (34.0, 53.4)

Mezi hodnotiteli ANA 268/273 98.2 (95.7, 100.0) Mira tplné odpovédi n (%) 11 (10.2 %)
OPA 263/268 98.1 (95.5, 100.0) Mira &astecné odpovédi n (%) 36 (33.3 %)
APA 518/522 99.2 | (%8.1,1000) Mira kontroly onemocnéni (DCR) (95 % CI) 55.6 9% (45.7, 65.1)

Mezi dny ANA 542/546 %93 | (982 1000) Stabilni onemocnéni % (95 % Cl) 12% (6.6, 19.7)

OPA 530/534 993 [ (981,1000) | | popa trvani odpovédi (DOR)

7eno [b]
Median v mésicich (rozsah) Nedosazeno

(2.6, 28.1+)
Pravdépodobnost udrzeni odpovédi po 6 mésicich 97.9 %
podle K-M (95 % ClI) (85.8, 99.7)
Pravdépodobnost udrzeni odpovédi po 12 mésicich | 90.9 %
podle K-M (95 % ClI) (73.7,97.1)

[a] V dobé ukongeni (1. bfezna 2020)

[b] V dobé ukonéeni nebylo dosazeno medianu DOR.
K-M: odhad Kaplanovy-Meierovy kFivky.

Cl: interval spolehlivosti.

MSI-H: vysoka mikrosatelitni nestabilita.

Klinicka vykonnost panelu VENTANA MMR RxDx Panel pro populaci
s karcinomem endometria dMMR ve studii GARNET

Do populace pro hodnoceni diagnostického vykonu Géinnosti panelu VENTANA MMR
RxDx Panel u EC byly zafazené pacientky zafazené do studie GARNET, které pfed
CCOD pro prvni planovanou priibéZnou analyzu obdrZely hodnocenou lécbu a jejichz
zpUsobilost pro tuto studii byla potvrzena pomoci CTA, definovaného jako jakykoli mistné
nebo centrainé provadény test MMR IHC jiny neZ pomoci panelu VENTANA MMR RxDx
Panel.

V ramci pfemostovaci analyzy byla vypoctena shoda stavu MMR mezi vysledky CTA

a CDx s pouzitim vysledkd CTA jako reference. Pro Ucely analyz byl stav MMR
proficientni povazovan za negativni a stav MMR deficientni byl povazovan za pozitivni. Ze
vech klinickych vzork( z pGvodni populace, u niz byla v ramei studie GARNET studovana
bezpeénost pfipravku pro BLA, s hodnotitelnym vysledkem CDx i s hodnotitelnym
vysledkem CTA, uvadi vysledky shody mezi testy Tab. 19.
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Tab. 19. Shoda stavu MMR mezi CTA pro studii GARNET a panelem VENTANA MMR
RxDx Panel pro populaci EC.

Shoda
Populace analyzy [
Mira [b] niN % (95% Cl)
PPA 51/55 92.7 (82.7,97.1)
Shoda IU NPA 68/68 100.0 (94.7, 100.0)
OPA 119/123 96.7 (91.9, 98.7)
PPA 70/76 92.1 (83.8,96.3)
Shoda ITD NPA 90/91 98.9 (94.0,99.8)
OPA 160/167 95.8 (91.6, 98.0)

Poznamka: Pozitivni procentualni shoda (PPA), negativni procentudlni shoda (NPA),
celkova procentudlni shoda (OPA).

Poznamka: Oboustranné 95% intervaly spolehlivosti (Cl) byly vypoéitany metodou
Wilsonova skoére.

[a] Analyzy byly provedeny v populaci shody (vSichni pacienti v populaci pro hodnoceni
bezpeénosti pripravku s hodnotitelnym vysledkem barveni pomoci panelu VENTANA
MMR RxDx Panel (CDx)). Populace diagnostického zaméru (Intent-to-Diagnose, ITD)
a populace shody byly v této studii ekvivalentni. Populace shody uréeného pouZziti (IU)
zahmuje pouze podmnoZinu pacientd, ktefi jsou také v populaci IU (tj. u nichz byl
proveden pokus o testovani pomoci panelu VENTANA MMR RxDx Panel podie
pozadavkU diagnostického protokolu).

[b] Pro G&ely analyz byl stav MMR deficientni (AIMMR) povaZovéan za pozitivni a stav MMR
proficientni (pMMR) byl povazovan za negativni.

Byly provedeny dalsi analyzy k odhadu G¢innosti Ié€iva u pacientek s rekurentnim nebo
pokrogilym EC, jejichz nadory byly nebo by byly dMMR pfi testovani pomoci panelu
VENTANA MMR RxDx Panel, véetné primarni analyzy s pouzitim riiznych piistupd
vicenasobné imputace (MI), a analyzy senzitivity s pouZitim dolnich hranic pozorovanych
95% ClI pro PPA a NPA jako predpokladané PPA, resp. NPA, a s pouzitim upraveného
predpokladu pro prevalenci piipadu, které by byly dMMR, kdyby byly testovany pomoci
CTA. Tyto analyzy vyuzivajici imputovany stav CDx k hodnoceni (¢innosti v populaci
vybrané na zakladé CDx pfinesly vysledky ORR a DOR podobné tém, které byly skute¢né
pozorovany v populaci s dMMR EC ve studii GARNET, vybrané pomoci CTA.

Preciznost — panel VENTANA MMR IHC Panel
Opakovatelnost v ramci cyklu a mezilehla preciznost mezi dny

Opakovatelnost a mezilehla preciznost protilatky VENTANA anti-MSH6 (SP93) byla
vyhodnocovéna na pfistroji BenchMark ULTRA v kombinaci s detekéni soupravou
OptiView DAB IHC Detection Kit.

Opakovatelnost v rAmci cyklu byla vyhodnocovana na 10 vzorcich kolorektalniho
karcinomu (5 intaktnich a 5 ztrat pro expresi MSHS). Pét replikatu sklicek z kazdého ze
vzork( kolorektalniho karcinomu bylo barveno protilatkou VENTANA anti-MSH6 (SP93) na
jednom pfistroji BenchMark ULTRA v pribéhu jednoho dne. Kazdé skli¢ko barvené
protilatkou VENTANA anti-MSH6 (SP93) bylo parovano s barvenym sklickem negativni
reagencni kontroly ze stejného pfipadu. VSechny sady skli¢ek byly randomizovéany a poté
hodnoceny jako intaktni nebo ztrata jednim patologem se zaslepenou diagnézou piipadu.
Mezilehla preciznost mezi dny byla vyhodnocovana na 10 vzorcich kolorektéalniho
karcinomu (5 intaktnich a 5 ztrat pro expresi MSH6). Replikaty skli¢ek z kazdého ze
vzorkl kolorektalniho karcinomu byly barveny protilatkou VENTANA anti-MSH6 (SP93) na
piistroji BenchMark ULTRA v kazdém z 5 na sebe nenavazujicich dndi. Kazdé sklicko
barvené protilatkou VENTANA anti-MSH6 (SP93) bylo parovéano s barvenym sklickem
negativni reagencni kontroly ze stejného pfipadu. VSechny sady sklicek byly
randomizovany a poté hodnoceny jako intaktni nebo ztrata jednim patologem se
zaslepenou diagndzou pfipadu.
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Z4dné ze skliek barvené negativni reagenéni kontrolou nevykazovalo specifické barveni
a barveni pozadi bylo < 0.5. Pouziti sdruzenych dat ze vSech moZnych péarovani ve
studiich opakovatelnosti v rdmci cyklu a mezilehlé preciznosti mezi dny prokézalo 100%
pozitivni procentudlni shodu (PPA), 100% negativni procentudlni shodu (NPA) a 100%
celkovou procentudlni shodu (OPA). Souhrn vysledk( uvadi Tab. 20.

Tab. 20. Opakovatelnost v rAmci cyklu a mezilehla preciznost mezi dny pro protilatku
VENTANA anti-MSH6 (SP93) dle méfeni klinického stavu (intaktni nebo ztréta).

Shoda
Opakovatelnost/ | | ;.vicvo stay
Preciznost
Typ niN % 95% Cl

Intakini PPA | 25125 | 1000 |(86.7, 100.0)

Opakovatelnost Ztréta NPA | 2525 | 1000 (867, 100.0)
v rdmci cyklu

Celkem opA | 50550 | 1000  |(92.9, 100.0)

Intakini PPA | 50550 | 1000 |(92.9,100.0)

Mezilehla preciznostf 5 4., NPA | 50550 | 1000 |(92.9, 100.0)

mezi dny
Celkem oPA |100100| 1000 |(96.3, 100.0)

Poznamka: Pozitivni procentualni shoda (PPA), negativni procentudlni shoda (NPA),
celkova procentudlni shoda (OPA).

Poznamka: Oboustranné 95% intervaly spolehlivosti (Cl) byly vypoéitany metodou
Wilsonova skoére.

Mezilehl& preciznost mezi pFistroji

Mezilehla preciznost mezi pfistroji pro pristroj BenchMark ULTRA a pro protilatku
VENTANA anti-MSH6 (SP93) byla stanovovana barvenim replikatd skli¢ek 10 vzorkd
kolorektalniho karcinomu (5 intaktnich a 5 ztrat pro expresi MSH6) na 3 pfistrojich
BenchMark ULTRA s protilatkou VENTANA anti-MSH6 (SP93) s pouZitim detekéni
soupravy OptiView DAB IHC Detection Kit.

Kazdé sklicko barvené protilatkou VENTANA anti-MSH6 (SP93) bylo parovano s
barvenym sklickem negativni reagenéni kontroly ze stejného pfipadu. VSechny sady
sklicek byly randomizovany a pak vyhodnocovany z hlediska klinického stavu (intaktni
nebo ztrata) jednim patologem se zaslepenou diagnézou piipadu. Zadné ze sklicek
barvené negativni reagenéni kontrolou nevykazovalo specifické barveni a barveni pozadi
bylo <0.5.

Pro uréeni mezilehlé preciznosti mezi pfistroji pro pfistroj BenchMark ULTRA byla
provadéna parova srovnani klinického stavu skliek pro kazdy vzorek a prokazala 100%
PPA, NPA a OPA. Souhrn vysledkd uvadi Tab. 21.

Tab. 21. Mezilehla preciznost mezi pfistroji pro pfistroj BenchMark ULTRA a pro protilatku
VENTANA anti-MSH6 (SP93) méfena dle klinického stavu (intaktni nebo ztrata).

L Shoda
Preciznost NI S5
stav
Typ n/N % 95% Cl
o Intaktni PPA 30/30 100.0 (88.6, 100.0)
Mezilehla
preciznost mezi Ztrata NPA 30/30 100.0 (88.6, 100.0)
pristroji
Celkem OPA 60/60 100.0 (94.0, 100.0)

Poznamka: Pozitivni procentualni shoda (PPA), negativni procentudlni shoda (NPA),
celkova procentudlni shoda (OPA).

Poznamka: Oboustranné 95% intervaly spolehlivosti (Cl) byly vypoéitany metodou
Wilsonova skoére.

Navic byla mezilehla preciznost mezi pfistroji pro protilatku VENTANA anti-MSH6 (SP93)
stanovovana barvenim replikétt sklicek 6 vzorku kolorektalniho karcinomu (4 intaktnich
a 2 ztrét pro expresi MSH6) na 3 pfistrojich BenchMark XT a 3 pfistrojich BenchMark GX
s protilatkou VENTANA anti-MSH6 (SP93) s pouZitim detekéni soupravy OptiView DAB
IHC Detection Kit.

Bylo provedeno 15 pozorovani na pfipad pfi spojeni 3 pristrojli; median pro kazdy pripad
byl stanoven z téchto 15 pozorovani. Jednotliva pozorovani stejného pfipadu byla
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povazovéna za shodna s medianem intenzity signélu pfipadu, pokud byla v rdmci
0.5né&sobku intenzity signélu. Pro ur€eni mezilehlé preciznosti mezi pfistroji pro pfistroje
BenchMark XT a BenchMark GX byla provadéna parova srovnani skore intenzity barveni
nadoru pro kazdy vzorek a prokézala 100% OPA mezi 3 pfistroji BenchMark XT a 100%
OPA mezi 3 pfistroji BenchMark GX. Pro vSechna skli¢ka bylo barveni pozadi pfijatelné
(=0.5) na obou pfistrojich BenchMark XT i BenchMark GX.

Shoda pfistroj BenchMark IHC/ISH

Shoda mezi pfistroji BenchMark IHC/ISH pro protilatku VENTANA anti-MSH6 (SP93) byla
stanovovana barvenim vzorkd kolorektalniho karcinomu protilatkou VENTANA anti-MSH6
(SP93) s pouzitim detekéni soupravy OptiView DAB IHC Detection Kit. VSechna sklicka
byla vyhodnocovéana na klinicky stav (intaktni/ztrata) jednim patologem.

Byla provadéna pérova srovnani vzorkl kolorektalniho karcinomu mezi platformami
zahmujicimi piistroje BenchMark GX vici BenchMark ULTRA (134 intaktnich a 20 pfipad(
ztraty) BenchMark GX v(i¢i BenchMark XT (133 intaktnich a 21 pfipad ztraty) a piistroje
BenchMark ULTRA v(i¢i BenchMark XT (136 intaktnich a 20 piipadu ztraty). VSechna
parova srovnani provedena mezi platformami vykazovala 100% primérnou pozitivni
shodu (APA), primérmou negativni shodu (ANA) i OPA.

Studie preciznosti hodnotitele

Preciznost u jednoho hodnotitele a mezi hodnotiteli byla vyhodnocovana na 20 vzorcich
kolorektalniho karcinomu (11 intaktnich a 9 pfipadu ztraty) barvenych protilatkou
VENTANA anti-MSH6 (SP93) a s pouZitim detekéni soupravy OptiView DAB IHC
Detection Kit. Kazdé sklicko obarvené protilatkou VENTANA anti-MSH6 (SP93) bylo
parovano se sklitkem obarvenym hematoxylinem a eosinem (H&E) a skli¢kem s negativni
reagencéni kontrolou ze stejného pfipadu.

VSechny sady skli¢ek byly randomizovany a vyhodnocovany 3 patology na klinicky stav
intaktni nebo ztrata MSH6. Patologové nebyli obeznameni s diagnézou pfipadd. Po
dvoutydennim eliminaénim obdobi byla sklicka barvena protilatkou VENTANA anti-MSH6
(SP93) znovu randomizovana pro druhé vyhodnoceni klinického stavu MSH6 kazdym ze 3
patologui. Zadné ze skligek barvené negativni reagenéni kontrolou nevykazovalo
specifické barveni a barveni pozadi bylo < 0.5.

Preciznost u hodnotitele srovnavala po¢atecni a kone¢né hodnoceni sklicka jednim
patologem a srovnani 20 skli¢ek s kolorektalnim karcinomem na patologa. Srovnani od

3 patologu byla shrnuta a vykazovala 98.5% APA, 98.1% ANA a 98.3% OPA pro
preciznost u jednoho hodnotitele. Souhm vysledkd uvadi Tab. 22.

Preciznost mezi hodnotiteli srovnavala vSechna hodnoceni skli¢ek (20 kolorektalnich
karcinom x 2 hodnoceni/pfipad x 3 patologové = 120 hodnoceni skli¢ek) na modalni stav
pfipadu pro kazdy pfipad kolorektalniho karcinomu. Vysledky vykazuji 100% PPA, 98.1%
NPA a 99.2% OPA pro preciznost mezi hodnotiteli. Souhm vysledkd uvédi Tab. 22.

Tab. 22. Preciznost u jednoho hodnotitele a mezi hodnotiteli pro protilatku VENTANA anti-
MSH6 (SP93) na pfipadech kolorektalniho karcinomu dle méfeni klinického stavu MSH6
(intaktni/ztrata).

L Shoda
Preciznost NI S5
stav
Typ niN % 95% Cl
Intaktn APA 66/67 985  |(88.0, 100.0)
V ramci Ziréta ANA 52/53 981 (833, 100.0)
hodnotitele
Celkem OPA 59/60 983  |(85.0, 100.0)
Intaktn PPA 66/66 1000 [(945, 100.0)
Mezi hodnotiteli | Ztrata NPA 53/54 981 | (90.2,99.7)
Celkem OPA 119/120 992 | (954,99.9)

Poznamka: Priméma pozitivni shoda (APA), primérna negativni shoda (ANA), celkova
procentualni shoda (OPA).

Poznamka: Pro preciznost u jednoho hodnotitele byly vypo€itany 95% intervaly
spolehlivosti (Cl) pro APA a ANA s pouZitim metody podle Cloppera-Pearsona; hodnota
95% ClI pro OPA byla vypocitana metodou percentilovy bootstrap. Pro preciznost mezi
hodnatiteli byly intervaly spolehlivosti 95% CI vypoéitany metodou Wilsonova skére.

Preciznost mezi Sarzemi

Preciznost mezi Sarzemi protilatky VENTANA anti-MSH6 (SP93) byla stanovena
testovanim 3 vyrobnich Sarzi protilatky VENTANA anti-MSH6 (SP93) kazdé z nich na
sklickach v triplikatu z 10 vzorkl kolorektalniho karcinomu (5 intaktnich a 5 ztrét exprese
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MSHS6) na pfistroji BenchMark ULTRA s pouzitim detekéni soupravy OptiView DAB IHC
Detection Kit.

Kazdé sklicko barvené protilatkou VENTANA anti-MSH6 (SP93) bylo parovano s
barvenym sklickem negativni reagenéni kontroly ze stejného pfipadu. Sady sklicek byly
randomizovény a hodnoceny jednim patologem se zaslepenou diagnézou pfipadu a
&islem Sarze protilatky VENTANA anti-MSH6 (SP93). Zadné ze skli¢ek barvené negativni
reagencni kontrolou nevykazovalo specifické barveni a barveni pozadi bylo < 0.5.

Pro stanoveni preciznosti protilatky VENTANA anti-MSH6 (SP93) mezi SarZzemi byla
hodnoceni v3ech skli¢ek srovnavana s modalnim stavem pfipadu pro kazdy pfipad
kolorektéalniho karcinomu. Hodnota OPA mezi Sarzemi protilatky VENTANA anti-MSH6
(SP93) byla 100 %; bylo tak prokazéano, Ze barveni protilatkou VENTANA anti-MSH6
(SP93) je reprodukovatelné mezi Sarzemi protilatky.

Shrnuti vysledkd pro preciznost mezi Sarzemi pro protilatku VENTANA anti-MSH6 (SP93)
uvadi Tab. 23.

Tab. 23. Preciznost mezi SarZemi protilatky VENTANA anti-MSH6 (SP93) mérena jako
klinicky stav (intaktni nebo ztrata).

Preciznost K“sr:;ky Shoda
Typ niN % 95% Cl
Intaktni PPA 45/45 100.0 (92.1, 100.0)
Mezi SarZemi Ztrata NPA 45/45 100.0 (92.1, 100.0)
Celkem OPA 90/90 100.0 (95.9, 100.0)

Poznamka: Pozitivni procentualni shoda (PPA), negativni procentudlni shoda (NPA),
celkova procentudlni shoda (OPA).

Poznamka: Oboustranné 95% intervaly spolehlivosti (Cl) byly vypoéitany metodou
Wilsonova skoére.

Studie reprodukovatelnosti mezi laboratofemi

Byla provedena studie reprodukovatelnosti mezi laboratofemi pro test VENTANA MMR
IHC Panel k prokazani reprodukovatelnosti kazdého testu na panelu VENTANA MMR IHC
Panel ke stanoveni klinického stavu. Do studie bylo zafazeno 6 vzork( tkané
kolorektalniho karcinomu (3 intaktni a 3 pfipady ztraty) pro kazdy protein MMR a 16
vzorkl tkané kolorektalniho karcinomu (8 pozitivnich a 8 negativnich) pro cyklus BRAF
V600E na 3 pfistrojich BenchMark ULTRA v kazdém z 5 na sebe nenavazujicich dnd v
pribéhu 21 dni ve tfech externich laboratofich. Kazdé sklicko barvené protilatkou bylo
parovano se sklitkem barvenym H&E a negativni reagenéni kontrolou ze stejného
pfipadu. VSechny sady skli¢ek byly randomizovany a vyhodnoceny celkem 6 hodnotiteli (2
hodnotitelé na pracovisté), pro které byl zaslepen klinicky stav MMR studované sady. Pro
kazdy ze 40 pfipadl ve studii se uskuteénilo 30 pozorovani ve vSech dnech, na vSech
pracovistich a vSemi hodnotiteli. Referenéni stav modalniho pfipadu byl pro kazdy pfipad
odvozen na zékladé nejcastéji pozorovaného stavu ze 30 pozorovéni. Studie obsahovala
celkem 1200 pozorovani pro vSech pét proteinti. Pro vSechny hodnotitelné pfipady byla
mira pfijatelnosti pro morfologii a pozadi v této studii 100 %. Statistiku souhrnné shody
(v8ech péti proteint) mezi referenénim stavem modaliniho pfipadu a individuinim
pozorovanim uvadi Tab. 24.

Tab. 24. Shoda mezi panelem VENTANA MMR IHC Panel a referenénim stavem
modalniho pfipadu.

Shoda
Reprodukovatelnost | - ;i stay
mezi laboratoremi
Typ n/N % 95% ClI
Intaktni/pozitivni | PPA 598/600 | 99.8 |(98.7, 100.0)
VSechny proteiny Ztrata/negativni | NPA 593/600 | 98.9 | (97.4, 99.5)
Celkem OPA | 1191/1200 | 99.4 | (98.6, 99.7)

Poznamka: Pozitivni procentualni shoda (PPA), negativni procentudlni shoda (NPA),
celkova procentudlni shoda (OPA).

Poznamka: Klinicky stav je definovany jako intaktni nebo ztrata pro expresi proteind MMR
jako pozitivni nebo negativni na protein BRAF V60OE.

Poznamka: Oboustranné 95% intervaly spolehlivosti (Cl) byly vypogitany s pouzitim
zobecnéného linedrniho smiSeného modelu (GLMM).
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Navic byla provedena pérova srovnani mezi pracovisti, mezi dny a mezi hodnotiteli pro
protilatku VENTANA anti-MSH6 (SP93). Pro MSH6 obsahoval tento studovany soubor
celkem 180 pozorovani. Souhrn vysledkd uvadi Tab. 25. Tato data indikuji
reprodukovatelnost testu v 5 dnech, na 3 pracovistich a pro 6 hodnotiteld.

Tab. 25. Reprodukovatelnost mezi laboratofemi miry shody pard pro protilatku VENTANA
anti-MSH6 (SP93) méfena jako klinicky stav (intaktni nebo ztréta).

Reprodukovatelnost mezi Shoda
laboratoremi
Typ n/N % 95% ClI
APA 360/364 98.9 (96.8, 100.0)
Mezi pracovisti (3 pracovisté) ANA 352/356 98.9 (96.6, 100.0)
OPA 356/360 98.9 (96.7, 100.0)
APA 120/120 100.0 | (96.9, 100.0)
Pracovisté A | ANA 120/120 100.0 | (96.9, 100.0)
OPA 120/120 100.0 | (96.9, 100.0)
Mezi dny APA 120/124 96.8 (90.9, 100.0)
(5 na sebe -
nenavazuicich Pracovisté B | ANA 112/116 96.6 (88.9, 100.0)
dnd) OPA | 116/120 96.7 | (90.0, 100.0)
APA 120/120 100.0 | (96.9, 100.0)
Pracovisté C | ANA 120/120 100.0 | (96.9, 100.0)
OPA 120/120 100.0 | (96.9, 100.0)
APA 90/91 98.9 (96.8, 100.0)
Mezi hodnotiteli (vagtologove na [ ANA 88/89 98.9 (96.6, 100.0)
pracovisté)
OPA 89/90 98.9 (96.7, 100.0)

Poznamka: Priméma pozitivni shoda (APA), primérna negativni shoda (ANA), celkova
procentualni shoda (OPA).

Poznamka: Oboustranné 95% intervaly spolehlivosti (Cl) byly vypogitany s pouzitim
metody percentilovy bootstrap; v pfipadech, kdy byl odhad bodu 100 %, byla pouZita
metoda Wilsonova skére.

Studie pfesnosti: metoda srovnani vysledkt panelu VENTANA MMR
IHC Panel s molekularnim testovanim (sekvenovéani DNA
a hypermetylace promotoru MLH1)

Byla provedena studie pro srovnani vykonu testu VENTANA MMR IHC Panel s
molekularnim testovanim véetné komplexniho panelu sekvenovani DNA z tlustého stfeva
pro identifikaci kolorektalnich karcinomd, které (i) jsou MMR deficientni (dMMR) a (ii)
obsahuji mutaci BRAF V600E. Panel pro sekvenovani DNA z tlustého stfeva zahrnoval
genomovou analyzu variant pfitomnych v genech MMR (MLH1, PMS2, MSH2, MSHS,
EPCAM), BRAF a dalSich genech dulezitych v karcinogenezi (napr. PIK3CA, KRAS,
NRAS, ERBB2 atd.). Sekvenovani zahrnovalo vSechny exony, intronické a pfilehlé
sekvence a rovnéz velké delece, duplikace a mozaicismus.

Pro studii byly sekvenéni pfipady kolorektélniho karcinomu barvené H&E vyhodnocovany
z hlediska indikace fadné fixace a morfologie vcetné pritomnosti bunécnych prvka
(nadorové buriky a buriky vnitfni kontroly). Kazdy pfipad byl vyhodnocovéan pro stanoveni,
zda vzorek obsahoval miniméalné 50% nadorovy obsah pro poskytnuti dostate¢né
reprezentace nadorovych bunék ve vzorku, jak je doporu¢ovano pro molekularni
testovani. Po prozkoumani bylo do studie zarazeno 105 sekvencnich pfipadd spliiujicich
tato kritéria. Navic bylo do studie zafazeno 13 pfipadi kolorektélniho karcinomu
vykazujicich stav ztrata podle IHC, aby bylo zajiSténo, Ze byl do studie zafazen kazdy
marker. Rezy viech pipadi ve studii byly barveny IHC metodou s pouZitim testu
VENTANA MMR IHC Panel a patficnymi negativnimi reagenénimi kontrolami. Dal3i fezy
byly podrobeny panelu sekvenovani DNA tlustého stfeva. Promotor hypermetylace MLH1
je jednim z mechanismd, ktery mize vést ke ztraté exprese proteinu MLH1 a je spojen
spiSe se sporadickym kolorektalnim karcinomem nez s potencidlni diagnézou Lynchova
syndromu. Proto byly vSechny pfipady ztraty MLH1 identifikované metodou IHC ve studii
testovany na hypermetylaci promotoru MLH1.
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V kone¢ném souboru studie 118 pripadii analyza zahrnovala PPA a NPA pro vSechny
sdruzené markery (tj. vSechna sdruzena pozorovani), kde molekularni testovani fungovalo
jako referenéni stav pro srovnani IHC. Analyza zahrnovala srovnani stavu proteinu MMR
(intaktni/ztrata) s molekularnim stavem definovanym jako normalini (Zadné patogenni
mutace, negativni na promotér hypermetylace MLH1 a BRAF divokého typu (Zadna
mutace V600E)) nebo abnormalni (pfitomnost patogenni/ch mutace(i), pozitivni na
promotér hypermetylace MLH1 a/nebo pozitivni na mutaci BRAF V600E). Pro tuto studii je
patogenni mutace v ramci nadoru definovana jako zarodecna linie nebo somatickd mutace
s predikovanym vysledkem ztraty exprese proteinu MMR. Bodové odhady byly 99.4%
PPA, 93.5% NPA a 98.8% OPA, jak uvadi Tab. 26.

Rovnéz byla provedena sdruzena analyza srovnavajici Ctyfi markery IHC MMR (bez
protilatky VENTANA anti-BRAF V600E (VEL)) s vysledky molekularniho testovani.
Bodové odhady byly 99.3% PPA, 89.7% NPA a 98.5% OPA, jak shrnuje Tab. 27.

Dalsi analyza srovnavala vysledky ctyf markeri IHC MMR s vysledky molekularniho
testovani pro geny MMR na Urovni pfipadu pro zahrnuti stavu vSech marker( a vytvoreni
vystupu dMMR/pMMR pro dvé metody. Tuto analyzu uvadi Tab. 28 a vykazuje 97.4%
OPA mezi ob&ma metodami.

V ramei studie byl rovnéz porovnan stav MMR u IHC a stav MMR z molekularniho
testovani pro jednotlivé markery MMR. Hodnota OPA kazdého markeru MMR v porovnani
s kombinovanym vysledkem panelu pro sekvenovani DNA tlustého stfeva a testovanim
hypermetylace promotoru 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).

Rovnéz byl srovnavan Klinicky stav BRAF V60OE v kolorektalnich karcinomech ziskanych
IHC metodou s pouzitim protilatky VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) s vysledky stavu
mutace BRAF, stanovenymi sekvenovanim DNA. VSechny vysledky testovani PPA, NPA
a OPA metodou IHC s pouZitim protilatky VENTANA anti-BRAF V600E (VEL) s pouZitim
sekvenovani DNA jako reference byly 100 % (Tab. 29). Bylo provedeno dalSi testovani
pro ovéfeni schopnosti protilatky VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) dale stratifikovat
pripady kolorektéalniho karcinomu vykazujici ztratu exprese proteinu MLH1. Z 23 pfipadl
pozitivnich na BRAF V600E vykazovalo 20 pfipadd ztratu proteinu MLH1 dle IHC
stanoveni a bylo pozitivnich na hypermetylaci promotoru MLH1. Tyto Udaje jsou
konzistentni s tésnym spojenim pozitivniho stavu BRAF V600E se stavem hypermetylace
promotéru MLH1. Zbyvajici tfi pfipady byly pMMR (intaktni pro vSechny proteiny MMR).
V8echny vzorky pozitivni na BRAF V600E byly identifikovany jako sporadicky kolorektalni
karcinom. Vysledky ovéfily, Ze protilatka VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) spravné
identifikuje kolorektalni karcinomy s mutaci BRAF V60OE. Udaje jsou také podpofeny
pouZitim protilatky VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) k rozliSeni mezi sporadickym a
pravdépodobnym Lynchovym syndromem u kolorektalniho karcinomu pfi absenci exprese
MLH1.

Tab. 26. SdruZena analyza pro shodu panelu VENTANA MMR IHC Panel mezi IHC
metodou a molekularnim testovanim.

Stav Shoda
(molekularni/lHC) Typ N % 5% CI
Normalni/intaktni PPA 523/526 994 (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)

Poznamka: Pozitivni procentualni shoda (PPA), negativni procentudlni shoda (NPA),
celkova procentudlni shoda (OPA).

Poznamka: Pro IHC je stav MMR intaktni nebo ztrata pro expresi proteinu. Pro tuto
analyzu byly pfipady negativni na BRAF V600E zafazeny do kategorie intaktni a pozitivni
pfipady do kategorie ztrata. Molekularni testovani indikuje absenci (normalni) nebo
pfitomnost (abnormalni) potencialnich patogennich mutaci nebo hypermetylace promotoru
MLH1.

Poznamka: Oboustranné 95% intervaly spolehlivosti (Cl) byly vypoéitany metodou
percentilovy bootstrap.
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Tab. 27. SdruZend analyza shody ¢tyf markerd MMR IHC (bez protilatky VENTANA anti-

BRAF V600E (VE1)) mezi IHC a molekularnim testovanim.

Stav* Shoda
(molekularni/lHC)
Typ n/N % 95% ClI
Normélni/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)

Poznamka: Pozitivni procentualni shoda (PPA), negativni procentudlni shoda (NPA),
celkova procentudlni shoda (OPA).

Poznamka: Pro IHC je stav intaktni nebo ztrata pro expresi proteinu. Molekularni testovani

indikuje absenci (normélni) nebo pfitomnost (abnormélni) potencialnich patogennich
mutaci nebo hypermetylace promotoru MLH1.

Poznamka: Oboustranné 95% intervaly spolehlivosti (Cl) byly vypoéitany metodou
percentilovy bootstrap.

Tab. 28. Shoda mezi vysledky ¢ty markerti IHC MMR a molekularnim testovanim stavu

MMR (MMR/pMMR).

Shoda
Stav MMR
Typ n/N % 95% Cl
pMMR PPA 79/80 98.8 (93.3, 99.8)
dMMR NPA 35/37 94.6 (82.3,98.5)
Celkem OPA 1141117 97.4 (92.7,99.1)

Poznamka: Pozitivni procentualni shoda (PPA), negativni procentudlni shoda (NPA),
celkova procentudlni shoda (OPA).

Poznamka: Pro IHC je stav pMMR pro pfipad reprezentovan intaktnim stavem pro

vSechny proteiny MMR, zatimco stav dMMR je reprezentovan ztratou jednoho nebo vice

proteind MMR. Pro molekularni testovani je stav pMMR reprezentovén absenci
patogennich mutaci promotoru hypermetylace MLH1, zatimco stav dMMR je
reprezentovan pfitomnosti patogennich mutaci promotoru hypermetylace MLH1.

Poznamka: Oboustranné 95% intervaly spolehlivosti (Cl) byly vypoéitany metodou
Wilsonova skoére.

Tab. 29. Shoda mezi IHC s pouZzitim protilatky VENTANA anti-BRAF V600E (VE1)
a molekularnim testovanim.

BRAF V600E Shoda
stav
(molekularni/IHC) Typ n/N % 95% ClI
Pozitivni/abnormalni PPA 23123 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)

Poznamka: Pozitivni procentualni shoda (PPA), negativni procentudlni shoda (NPA),
celkova procentudlni shoda (OPA).

Poznamka: Stav pro BRAF V600E byl definovan jako pozitivni nebo negativni vysledky

IHC a abnormalni (pfitomnost mutace V600E ) nebo normalni (BRAF divokého typu)
vysledky molekularniho testovani.

Poznamka: Oboustranné 95% intervaly spolehlivosti (CI) byly vypoéitany metodou
Wilsonova skoére.
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