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Republica Argentina - Poder Ejecutivo Nacional
2020 - Afo del General Manuel Belgrano

Disposicion
NUmero: DI-2020-6076-APN-ANMAT#MS

CIUDAD DE BUENOS AIRES
Jueves 13 de Agosto de 2020

Referencia: 1-47-0000-7859/19-5

VISTO e expediente N° 1-47-0000-7859/19-5 del Registro de la Administracion Nacional de Medicamentos
Alimentosy Tecnologia Medicay,

CONSIDERANDCO:

Que por los presentes actuados la firma ROCHEM BIOCARE ARGENTINA S.A. solicita la modificacion del
Producto para diagnéstico de uso “in vitro” denominado: PD-L 1 IHC 22C3 phar mDx.

Que lo solicitado se encuadra dentro de los a cances de la Disposicion ANMAT N° 2674/99 y la documentacion
aportada ha satisfecho |os requisitos de la normativa aplicable.

Que en € expediente de referencia consta el informe técnico producido por €l Servicio de Productos para
Diagndstico que establece que se autoriza la modificacion solicitada.

Que € Ingtituto Nacional de Productos Médicos ha tomado laintervencidn de su competencia.

Que la presente se dicta en virtud de | as facultades conferidas por 1os Decretos N° 1490/92 y sus modificatorios.

Por €llo;
EL ADMINISTRADOR NACIONAL DE LA ADMINISTRACION NACIONAL DE
MEDICAMENTOS, ALIMENTOS Y TECNOLOGIA MEDICA
DISPONE:

ARTICULO 1°.- Autorizase la modificacion en el uso previsto del producto PD-L1 IHC 22C3 pharmDx de



acuerdo con los Datos Caracteristicos que figuran a pie de la presente.

ARTICULO 2°.- Practiquese la atestacion correspondiente del Certificado de Inscripcion N° 008495 cuando el
mismo se presente acompariado de la presente Disposicion.

ARTICULO 3°.- Autoricense |os textos de |os proyectos de instrucciones de uso que obran en documento GEDO
N°IF-2020-09323419-APN-INPM#ANMAT.

ARTICULO 4°- Reyistrese; girese a la Direccion de Gestion de Informacion Técnica a sus efectos, por €
Departamento de Mesa de Entradas notifiquese al interesado y hégasele entrega de la copia autenticada de la
presente Disposiciéon. Cumplido, archivese.-

DATOS CARACTERISTICOS

NOMBRE COMERCIAL: PD-L11HC 22C3 phar mDx.

NUEVA INDICACION DE USO: ENSAYO INMUNOHISTOQUIMICO (IHC) CUALITATIVO QUE
UTILIZA MONOCLONAL MOUSE ANTI-PD-L1, CLONE 22C3, INDICADO PARA SU USO EN LA
DETECCION DE LA PROTEINA PD-L1 EN TEJDO DE ADENOCARCINOMA GASTRICO O DE LA
UNION GASTROESOFAGICA, DE CANCER DE PULMON DE CELULAS NO PEQUERAS (NSCLC), DE
TEJDO DE CANCER CERVICAL Y DE CARCINOMA UROTELIAL FIJADOS CON FORMOL E
INCLUIDOS EN PARAFINA (FFPE) MEDIANTE EL SISTEMA DE VISUALIZACION EnVision FLEX EN
EL INSTRUMENTO AUTOSTAINER LINK 48.

FORMA DE PRESENTACION: No modifica.
PERIODO DE VIDA UTIL Y CONDICIONES DE CONSERVACION: No modifica.

NOMBRE Y DIRECCION DEL FABRICANTE: No modifica.
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1.  Uso previsto

Para uso en diagnostico in vitro,

PD-L1 IHC 22C3 pharmDx es un ensayo inmunohistoquimico (IHC) cualitativo que utiliza Monoclonal Mouse Anti-PD-L1, Clone 22C3, indicado
para su uso en la detzccién de ia proteina PD-L1 en tejido de adenocarcinoma gasirico o de la unién gastroesofagica, de cancer de pulmon
de células no pequerias (NSCLC) v de tejido de cancer cervical y carcinoma urotelial fijados con formol e incluidos en parafina (FFPE)
mediante el sistema de visualizacion EnVision FLEX en Autostainer Link 48. .

. Cancer de pulmén de células no pequefias (NSCLC)
La expresion de la proteina PD-L1 en el NSCLC se determing con la puntuacién Tumor Proportion Score (TPS), que es el porcentaje de
células tumorales viables que muestran una tincién parcial o completa de cualquier intensidad de la membrana. Debe considerarse que la
muestra tiene exprasion da la PD-L1 s TPS 21% y que tiene una expresion alta de la PD-L1si TPS 250%.

PD-L1 IHC 22C3 pharmDx esta indicado como ayuda para la identificacion de pacientes con NSCLC para recibir tratamiento con KEYTRUDA®
(pembrolizumab). Consulte la eticueta del producto KEYTRUDA® para ver los valores de corte de expresion que guian el tratamiento en
circunstancias clinicas especificas.

Adenocarcinoma géastrico o de la unidén gastroesofagica

La expresion de la proteina PD-L1 an el adenocarcinoma gastrico o de la unién gastroesofagica se determina mediante la puntuacion
Combined Positive Score (CPS), que es el nimero de células para la tincion de PD-L1 (células tumorales, linfocitos, macréfagos) dividido
entre el numero total de células tumorales viables, multiplicado por 100. Debe considerarse que la muestra tiene expresién de la PD-L1 si
CPS 21, .

PD-L1 IHC 22C3 pharmDx esid indicado como ayuda para la identificacion de pacientes con adenocarcinoma gastrico o de la unién
gastroesofagica para recibir tratamiento can KEYTRUDA® (pembrolizumab).

Cancer cervical

La expresion de la proteina PD-L1 en el cancer cervical se determina mediante la puntuacién Combined Positive Score (CPS), que es el
nimero de células tefiidas para PD-L1 (células tumarales, linfocitos, macréfagos) dividido entre el nimero total de células tumorales viables,
multiplicado por 100. Debe considerarse gue la muestra tiene expresion de la PD-L1 si CPS 21.

PD-L1 IHC 22C3 pharmDx esié indicado para facilitar la identificacién de pacientes con cancer cervical y el posible tratamiento con
KEYTRUDA® (pembrolizuman).

Carcinoma urotelial

. La expresién de la proteina PD-L1 en carcinoma urotelial se determina mediante la puntuacién Combined Positive Score (CPS), que es el
nimera de células para |z tincion de PD-L1 (células tumorales, linfocitos, macréfagos) dividido entre el numero total de células tumorales
viales, multiplicada por 100. Debe considerarse que la muestra tiene expresion de la PD-L1 si CPS 210.

PD-L1 IHC 22C3 pharmDx sl indicado para facilitar la identificacion de pacientes con carcinoma urotelial y el posible tratamiento con
| KEYTRUDA® (pembrolizumab). Consulte |a etiqueta de producto de KEYTRUDA® para ver las circunstancias clinicas especificas que
conllevan el andlisis de PD-L1.

2. Resumen y explicacion

La unién de los ligandos para PD-1, PD-L1 v PD-L2, al receptor PD-1 que se encuentra en las células T, inhibe la proliferacion de células Ty
la produccion de citocina. En algunos tumores, tiene lugar un aumento de la expresian de los ligandos para PD-1 y sefializar esta ruta puede
contribuir a la inhibicion de 12 vigilancia inmunitaria activa de los tumores por parte de las células T. KEYTRUDA es un anticuerpo monoclonal
humanizado que s2 une al receplor PD-1 y hloguea su interaccion con PD-L1 y PD-L2, produciendo una inhibicion mediada por la ruta de
PD-1 de |a respuesta inmunitariz, incluida la respuesta inmunitaria antitumoral. En modelos singénicos de tumores en ratones, el bloqueo de
la actividad de PD-1 ocasiona una disminucion del crecimiento tumoral (1).

241 NSCLC

En el estudio clinico patrocinado por Merck Sharp & Dohme, KEYNOTE-024 (KN024), se investigo la validez clinica de PD-L1 IHC 22C3 pharmDx
para identificar pacientes con NSCLC no tratados previamente que expresan PD-L1 (TPS 250%) y puedan responder al tratamiento con KEYTRUDA.
Consulte la seccion "Evaluacian del rendimiento clinico (NSCLC)" mas adelante para ver los detalles del estudio KN024.

En el estudio clinico patrocinado por Merck Sharp & Dohme, KEYNOTE-010 (KN010), se investigo la validez clinica de PD-L1 IHC 22C3 pharmDx
para identificar paciantes con NSCLC tratados previamente que expresan PD-L1 (TPS 21%) y puedan responder al tratamiento con KEYTRUDA.
Consulte la seccion "Evaluacion del rendimiento cinico (NSCLC)" méas adelante para ver los detalles del estudio KNO10.

KU HER BHogERE ARGENTINA SA.
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PO3951ES_10/SK00621-5/2018.08 p. 3/33

D.N.I! 25.097.811 CAE;RECT £ 5 '
Reoresentante Legal ! M'Nr"‘T‘}i&N;:J




2.2 Adenocarcinoma gastrico o de la unién gastroesofagica

En el estudio clinico patrocinada por Merck Sharp & Dohme, KEYNOTE-059 (KN059), se investigd la validez clinica de PD-L1 IHC 22C3 pharmDx
para identificar pacientes cor adenocarcinoma gastrico ¢ de la union gastroesofagica que se han sometido como minima anteriormente a
2 tratamientos sistémices para enfermedad avanzada con expresion de la PD-L1 (CPS 21) y que podrian responder al tratamiento con KEYTRUDA.
Consulte la seccion "Evaluacion del rendimiento clinico (adenocarcinoma gastrico o de la union gastroesofagica)" mas adelante para ver los detalles
del estudio KNO59.

23 Cancer cerviczl

En el estudio clinico patrocinado por Merck Sharp & Dohme, KEYNOTE-158 (KN158), se investigo la validez clinica de PD-L1 IHC 22C3 pharmDx
para identificar pacentes con cancer cervical con expresion de la PD-L1 (CPS 21) con progresion de la enfermedad durante o después de la
administracion de quimioterapa para metastasis o recidiva y que podnan responder al tratamiento con KEYTRUDA. Consulte la seccion “Evaluacién
del rendimiento clinico (cancer cervical)' mas adelante para ver los detalles de la Cohorte E del estudio KN158.

2.4 Carcinoma urotelial

En el estudio dlinico patrocinade por Merck Sharpe & Dohme, KEYNOTE-052 (KN052), se estudi6 la validez clinica de PD-L1 IHC 22C3 pharmDx

para identificar pacientes con expresion de PD-L1 (CPS 210) y cancer urotelial avanzado/inoperable o metastasico que no hubieran recibido

quimioterapia sistémica previe. no fueran aptes para recibir cisplatino y que podrian responder al tratamiento con KEYTRUDA. Consulte la seccion
. "Evaluacion del rendimiente clinico (UC)" més adelante para ver los detalles del estudio KN052.

3. Principio del procedimiento

PD-L1 IHC 22C3 pharmDx contiene el prolocolo y los reactivos optimizados necesarios para finalizar un procedimiento de tincién IHC de
muestras FFPE con Autcstainer Link 48. Tras la incubacién con el anticuerpo monoclonal primario de PD-L1 o Negative Control Reagent
(NCR), las muestras se incuban con un anticuerpo Linker especifico para la especie anfitriona del anticuerpo primario y, a continuacion, se
incuban con un reactivo de v sualizacién lisio para su uso que consta de moléculas de anticuerpo secundario y moléculas de peroxidasa de
rabano picante ligadas a una cadena principal de polimero de dextrano. La conversion enzimatica del cromégeno afiadido posteriormente
provoca la precipitacién de un producto de reaccion visible en el lugar del antigeno. El color de la reaccién cromogénica esta medificado por
un reactivo de realce del cromégeno. Entonces, la muestra puede someterse a contratincion y se puede colocar el cubreobjetos. Los
resultados se interpretan utilizando un microscopio optico.

4. Materiales suministrados

Cada kit incluye 19,5 mi de anticuerpo primario de PD-L1 (aproximadamente 3 pg/ml de concentracion de proteina) y contiene los reactivos
necesarios para realizar 50 pruenas en hasta 15 sesiones individuales. Los materiales enumerados a centinuacion son suficientes para
50 pruebas (50 portacbjetos incubados con Primary Antibody de PD-L1 y 50 portaobjetos incubados con el correspondiente Negative Control
Reagent, 100 portaobjetos n toal). Para cortes de tejido mas grandes, se puede aceptar el uso de tres zonas de goteo (3 x 150 pl) por
portacbjetos. Tenga en cuznla que asi se reducira el nimero total de pruebas por kit.

El kit suministra material suficiente para un maximo de 15 sesiones individuales de tincién.

Cantidad Dascripcion
1x34.5ml Peroxidase-Elocking Reagent
. PEROXIDASE-BLOCKING
REAGENT

Solucion tampenada que contiene perdxido de hidrégeno, detergente y 0,015 mol/l de azida sédica.

1x19.5ml Primary Antibody: Monoclonal Mouse Anti-PD-L1, Clone 22C3
MONOCLONAL MOUSE
ANTI-PD-LA

CLONE 22C3

Anti-PD-L1 (IgG.) monoclonal de ratén en una solucién tamponada gue contiene proteina estabilizadora y 0,015 mol/l
de azida sédica

1x15ml Nagative Control Reagent
NEGATIVEE CONTROL
REAGENT

Anticuerpo 19G ge control moneclonal de ratén en una solucion tamponada que contiene prctema estabilizadora y
0,015 mol/l de azida sodica.

1x345ml Mouse LINHER
LINKER,
ANTI-HIOUEE

Anticuerpo secundario de conejo frente a inmunoglobulinas de raton en una solucion tamponada que contiene proteina
estanilizadera v 0.015 mol/l de azida sédica.
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1x34,5ml Visualization Reagent-HRP
VISUALIZATION
REAGENT-HRP

Daxlrano unido a moléculas de peroxidasa y moléculas de anticuerpo secundario de cabra contra inmunoglobulinas de
conejo y ralén en una solucion tamponada que contiene proteina estabilizadora y un agente antimicrobiano.

15x7,2ml DAB+ Substrate Buffer
DAB+
SUBSTRATE BUFFER

Solucion tamponada que contiene perdxido de hidrégeno y un agente antimicrobiano.

1x5ml DAEB+ Chromogen
[DAB+ CHROMOGEN |

Tetrahicrocloruro de 3 3-diaminobencidina en disolvente organico.

1x345ml DAE Enhancer
|DAB ENHANCER |

Sulfatc de cobre en agua.

6 x 30 ml EnVision FLEX Target Retrieval Solution, Low pH (50x)
EnVision™ FLEX

TARGET RETRIEVAL SOLUTION
LOW pH (S0}

Solucian tamponada, pH 6.1, que contiene un detergente y un agente antimicrobiano.

15 portaobjetos PD-L1 IKC 22C3 pharmDx Control Slides
[CONTROL SLIDES |

Cada poriackjetos contiene cortes de dos lineas celulares fijadas con formol e incluidas en parafina: NCI-H226" con
expresién moderaca de la proteina PD-L1 y MCF-7 con expresion negativa de la proteina PD-L1.

p 348,44

®

PD-L1HC 22C3

v

MCF-7: negativa para
@ PD-L1

pharmbDx

> NCI-H228: positiva para
PD-L1

*Sa reconoce la contribucién de! Dr AF Gazdar y del Dr. JD Minna del NIH en el desarrollo de NCI-H226 [Nﬁmero ATCC: CRL-5826™) (2).

Nota: Todos los reactives noluidos estan especificamente formulados para su usa en este kit. Para que la prueba pueda realizarse segun las
especificaciones, no deben realizarse sustituciones salvo en el caso de EnVision FLEX Target Retrieval Solution, Low pH (50x) (n.° de catalogo
K8005). PD-L1 IHC 22C3 pharmDx se ha personalizado para su uso con Autostainer Link 48. Consulte los manuales del usuario de Autostainer
Link 48 y PT Link para obtener mas informacian.

5. Material necesario, pero no suministrado

PT Link Pre-treatment Madule (n.° de catalogo PT100/PT101/PT200)

Autostainer Link 48 (rn.? de cetdlogo AS480)

EnVision FLEX Wash Buffar (20x) (n.° de catalogo K8007)

Hematoxylin (n.° de catalogo KE00E]

Agua destilada o desionizada (agua de grado reactiva)

Cronémetro

Tejidos positivo y negativo para utilzar como controles del proceso (véase la seccion "Control de calidad")
Portaobjetos para microscopio: Dako FLEX IHC Microscope Slides (n.° de catalogo K8020) o los portaobjetos cargados Fisherbrand
Superfrost Plus

Cubreobjetos

Medio de montaje permanenle v reacives complementarios necesarios para montar los cubreobjetos
Microscopio dptico (objetivo de 4x-40x aumentos)
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6. Precauciones

Para uso en giagnostico in vitro.
Para usuarios profesionales.
Este producto contiens azida sédica (NaNz), un compuesto quimico altamente téxico en su forma pura. Aunque a las concentraciones
presentes en el producio no esté clasificada como peligrosa, la NaNs puede reaccionar con las cafierias de plomo y cobre y formar
acumulaciones de aridas metélicas muy explosivas. Tras desechar el producto, deje correr abundante cantidad de agua para evitar
acumulaciones de azidas metalicas en las caferias (3).

4,  Primary Antibody, Negative Coniral Reagent, Linker y Visualization Reagent contienen materiales de origen animal.

5. Las muestras. antes y después de la fijacian, y todos los materiales expuestos & ellas deben manipularse como si fuesen potenciaimente
infecciosas y deben eliminarse de acuerdo con las precauciones adecuadas (4).

6. Los tiempos, las tamperaturas o los métodos de incubacion diferentes de los especificados pueden producir resultados erréneos.

7. Los reactivos se suministran z la dilucian 6ptima. Una nueva dilucion puede ocasionar la pérdida de la tincion antigénica.

8. Visualization Reagent, Liquid DAB+ Chromogen y la solucion preparada DAB+ Substrate-Chromogen Solution pueden verse afectados
de forma negativa si se exponen a niveles excesivos de luz. No almacene componentes del sistema ni realice la tincion bajo una luz
demasiado intensa, como la luz solar directa.

9. Los residuos de parafina pueden dar lugar a falsos negativos.

10. El uso de volimenas de reactivos distintos a los recomendados puede provocar una pérdida de inmunorreactividad a la PD-L1 visible.

11. Los resultados de un estucio pequefic mostraron un intervalo dinamico similar de expresion de PD-L1 en pares de muestras de NSCLC
primario y melastasico. Es posiole que haya diferencias en la expresion de PD-L1 entre los tumores primarios y los sitios metastasicos
en el mismo paciente.

12. Es posible que los cortes de lejide de grandes dimensiones necesiten 3 x 150 pl de reactivo.

13. Como regla genaral, los menocres de 18 afios no pueden manipular este producto. Los usuarios deben ser instruidos meticulesamente
en los procedimientos laborales adecuados, las propiedades peligrosas del producto y las instrucciones de seguridad necesarias.
Consulte la hoja de datos de seguridac (SDS) para obtener informacién mas detallada.

14. Utilice el equipo de protecc:on personal adecuado para evitar el contacto con los ojos v la piel.

15. La solucidn no utilizada debe desecharse de acuerdo a las normativas locales, nacionales y de la UE,

16. Puede soliciter la hoja ce datos de seguridad que se encuentra disponible para usuarios profesionales.

17. Para paises que no sean los Estados Unidos, consulte la etigueta local de producto de KEYTRUDA para ver las indicaciones y los

valores de corte de expresién aprobados con el fin de guiar el tratamiento.

s

Peligro

DAB+ Chromogen: 1-5% de tetracloruro de bifenil-3,3',4,4'-tretrailtetramonio

H350 Puede prevocar cancer.

H341 Susceptivle de provocar defectos geneéticos.

P201 Procurarse las instrucciones antes del uso.

P202 No manipular antes de haber leido y comprendido todas las precauciones de seguridad.

P280 Usar guantas de proleccion. Usar proteccién para los ojos o la cara. Usar ropa de proteccién.

P308 + P313 EN CASC DE exposicion o sospecha de exposicion: Consultar a un médico.

P405 Guardar bajo llave.

P501 Eliminer el contenidafrecipiente conforme a la reglamentacion local, regional, nacional e internacional.
Advertencia

EnVision FLEX Target Retrieval Solution, Low pH (50x): 1-5% de acido citrico

H319 Provoca irntacion ocular grave.

H411 Toxico para los organismos acuaticos, con efectos nocivos duraderos.

P2830 Usar proteccién para los 0jos o la cara.

P273 No dispersar en el medio ambiente.

P264 Lavarse cuidadosamente después de la manipulacién.

P305+P351+  SIHAENTRADO EN CONTACTO CON LOS OJOS: Enjuagar con cuidado con agua durante varios minutos.

P338 Retirar lentes de contacto. si las hubiera y fuera una tarea sencilla. Continuar con el enjuagado.

P337 + P313 Si lairrita ocular persiste: Consultar a un médico.
P501 Eliminar el contenido/recipiente conforme a la reglamentacion local, regional, nacional e internacional.

7. Almacenamiento

Almacene todos los compaonzantes de PD-L1 IHC 22C3 pharmDyx, incluidos los portaobjetos de control Control Slides, protegidos de la luz a
2-8 °C cuando no se astén utilizando en Aulostainer Link 48.

No utilice el kit después de la fecha de caducidad impresa en la parte externa del envase. Si los reactivos se almacenan en condiciones
diferentes a las especificadas en estas instrucciones de uso, el usuario debe validar dichas condiciones.

No hay signos obvios gue indiquer la inestabilidad de este producto, por lo que los controles positivo y negativo deben ejecutarse
simultaneamente con las muestras del paciente.

7 4
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8. Preparacion de las muestras

Las muestras tisulares ceben manipularse de forma que se conserve el tejido para su tincion IHC. Deberan emplearse los métodos habituales
de procesamiento de tejidos.

8.1 Muestras incluidas en parafina

Esla indicado el uso de muestras tisulares filadas con formal e incluidas en parafina. Otros fijadores no han sido validados y pueden producir
resultados erraneos. Se recomienca un tiempo de fijacion de 12-72 horas con formol tamponado neutro (NBF) al 10%; sin embargo, un estudio
con muestras limitadas mostra que tiempos de fijacion de 4-168 horas en NBF al 10% no modificaban sistematicamente la deteccion de PD-L1.
Tiempos de fijacion <3 horas pueden provocar una deteccion de PD-L1 variable. Las muestras deben cortarse en bloques de 3 o 4 mm de grosor,
fijarse con formal, desnidraiarse y secarse en una serie de alcoholes y xileno, y ser infiltradas con parafina fundida. La temperatura de la parafina
no debe superar los 80 “C. Los blogues de tejido FFPE de NSCLC con una antigliedad igual o superior a § afios pueden provocar una pérdida
de inmunorreactividad de PD-L1. Consulie 2 seccion 15.2 (Limitaciones especificas del producto) para obtener informacion sobre muestras de
adenocarcinoma gastrico ¢ de la unién gastroesofagica.

Las muestras de tejido cdeben cortarse en secciones de 4-5 ym. Después de realizar el corte, los tejidos deben montarse en portacbjetos
para microscopio Dako FLEX IHC (n.° de catadlogo KB020) o portaobjetos Fisherbrand Superfrost Plus y seguidamente colocarse en un
horno a 58 = 2 °C durante 1 hora

. 8.2 Recomendacion de almacenamiento de los cortes

Para conservar la antigenicidad, los cortes de fejido, una vez montados en los portaobjetos, deben estar protegidos de la luz a 2-8 °C
(recomendado) ¢ a temperatura ambiente hasta 25 °C. Las condiciones de almacenamiento y manipulacion de portaobjetos no deben superar
los 25 °C en ningun momento tras el montaje para garantizar la integridad y antigenicidad del tejido.

8.21 Recomendacion para el almacenamiento de cortes de tejido de NSCLC
Los cortes de tejido sa deben tedir en el plazo de 6 meses si se almacenan a 2-8 °C (r=comendado) o a 25 °C.

8.2.2 Recomendacidn para el almacenamiento de cortes de adenocarcinoma gastrico o de la unién gastroesofagica
Los cortes de tejido se deben tefir en el plazo de 5 meses si se almacenan a 2-8 °C (recomendado) o a 25 °C.

8.2.3 Recomendacion para el almacenamiento de cortes de tejido de cancer cervical )
Los cortes de teiido s2 ceben tedir en el plazo de 5 meses si se almacenan a 2-8 °C (recomendado) ¢ en el plazo de 1 mes cuando
se almacenan a 25 °C.

8.2.4 Recomencdacion para el almacenamiento de cortes de tejido de carcinoma urotelial
Los cortes de teido se ceben tefir en el plazo de 1 mes si se almacenan a 2-8 °C (recomendado) o a 25 °C.

9. Preparacion de los reactivos

Los siguientes reactivos deben prepararse antes de la tincion:

EnVision FLEX Target Retrieval Solution, Low pH (50x)

Prepare una cantidad suficiente de Target Retrieval Salution, Low pH, 1x diluyendo Target Retrievai Solution, Low pH (50x) en una proporcién
. de 1:50 con agua destilaca o desionizada (agua de grada reactivo); el pH de Target Retrieval Solution 1x debe ser de 6,1 £ 0,2. Un pH de

Target Retrieval Selution 1x inferior a 5,9 puede ofrecer resultados erréneos. Un frasco de 30 ml de Target Retrieval Solution, Low pH (50x),

diluida en una proporcion de 1:50 generara 1,5 | de reactivo 1x, suficiente para rellenar un tanque de PT Link que tratara hasta 24 portacbjetos

por uso, Deseche Target Retrieval Solution 1x después de tres usos y no la utilice después de 5 dias tras la dilucion.

Si es necesario, hay disponible mas EnVision FLEX Target Retrieval Solution, Low pH (50x) cdn n.° de catalogo K8005.

EnVision FLEX Wash Buffer (20x) .

Prepare una cantidac suficiente de Wash Buffer diluyendo Wash Buffer (20x) en una proporcion de 1:20 con agua destilada o desionizada
(agua de grado reactivo) nara los pasos de lavado. AiImacene la solucion 1x no utilizada a 2-8 °C durante no mas de un mes. Deseche la
solucian tampdn si tiene un aspacio turbic. Para mas informacién, consulte el manual del usuario de su Autostainer Link 48.

EnVision FLEX Wash Buffer (20x) esta disponible con n.® de catalogo K8007.

DAB+ Substrate-Chromogen Solution
Esta solucian debe mezclarse hien antes de usar. La calidad de la tincion no se vera afectada por la formacién de precipitado en la solucian.

Para preparar la DAB+ Substrate-Chromogen Solution, afiada 1 gota de Liquid DAB+ Chromogen por ml de DAB+ Substrate Buffer y mézclelo.
La solucién Substrate-Chromogen preparadz es estable durante 5 dias si se almacena protegida de la luz a 2-8 °C.
Notas importantes:

®  Sjusaun frasco entero de DAB+ Substrate Buffer, afiada 9 gotas de DAB+ Chromogen. Aungue en la etiqueta aparezca
7.2 ml, este es el volumen utilizable y no tiene en cuenta el “volumen muerto” del frasco.
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®  El color del Liquid DAB+ Chromogen an el frasco puede variar de transparente a color marrén-lavanda. Esto no alterara el
rendimiento de este producto. Diluya segun las indicaciones anteriores. La adicion de un exceso de Liquid DAB+ Chromogen al
DAB+ Substrate Euffer causara el deterioro de la sefal positiva.

10. Procedimiento de tincidn en la solucion Autostainer Link 48

Notas sobre el procedimiento
El usuario debe leer astas instrucciones atenlamente y familiarizarse con todos los componentes y los instrumentos antes de la utilizacién
(véase la seccion 6, "Precauciones’).

Los reactivos deben estabilizarse a temperatura ambiente (20-25 °C) antes de la inmunotincién. De forma similar, todas las incubaciones
deben realizarse a temperatura ambiente.

No deje que los cortes de tejido se sequen durante el procedimiento de tincion. Los cortes de tejido secos pueden presentar un aumento de
tincion inespecifica.

Todos los pasos y los tiempos de incubacion requeridos para la tincién han sido preprogramados en el software Dako Link. Consulte los
manuales del usuario de Autostainer Link 48 y PT Link para obtener informacion sobre los protocolos de programacion y la carga de
portaobjetos y reactivos.

“iones suminisiradas con este sistema se han disefiado para obtener resultados 6ptimos al usarse con los
ades. Una mayor dilucion de los reactivos o la modificacion de los tiempos de incubacion o de las
sultados erroneos o incoherentes.

Nota: Los reactivos y les insir
reactivos y materiales recomn
temperaturas pueden produci~

Protocolo de tincion
Seleccione el protocalo de tincion PD-L1 IHC 22C3 pharmDx entre las opciones del mend desplegable de Dako Link.

Todos los pasos y los tiempoes de incunacion requeridos para la tincion han sido preprogramados en el Autostainer Link 48. Si no encuentra
en su servidor los protocolos correspondientes a PD-L1 IHC 22C3 pharmDx, péngase en contacto con su representante del servicio técnico
para obtener los protocolos.

Paso 1: Procedimiento d= desparafinizacion, rehidratacion y recuperacion antigénica (3 en 1)

Para mas detalles, consulte [a Guia del usuario de PT Link.

Ajuste Preheat (Precalentar) y Cool (Enfriamiento) de PT Link (n.° de catdlogo PT100/PT101/PT200) a 65 °C. Ajuste Heat (Conservacion
calor) a 97 °C durante 20 minutos.

»Llene los tanques del PT Link con 1,51 de solucién de trabajo Target Retrieval Solution, Low pH, 1x por tanque para cubrir los cortes de
tejido.

» Precaliente Targst Retrieval Solution a 65 °C.

» Sumerja las gradillas Autostainer que contienen cortes de tejido FFPE montados en la solucién precalentada Target Retrieval Solution,
Low pH, (solucién de trabajo 1x) en el tangue del PT Link. Incube durante 20 minutos a 97 °C.

» Cuando haya terminado la incubacién para la recuperacion antigénica y la temperatura haya bajado a 65 °C, retire del tanque del PT Link
cada gradilla Autostainer para portacbjetos con los portaobjetos y coloque inmediatamente la gradilla Autostainer con los portaobjetos en
un tanque (p. &j.. PT Link Rinse Station, n.® de catalogo PT109) con Wash Buffer (n.° de catalogo K8007) diluido y a temperatura ambiente.

» Incube los portaohjestos =n Wash Buffer diluida y a temperatura ambiente durante 5 minutos.

Paso 2: Procedimiento de tincion

Tras el procedimiento da desparafinizacion, rehidratacion y recuperacion antigénica (3 en 1), las gradillas Autostainer con portacbjetos se
colocan en Autostainar Link 48 El instrumento realizara el proceso de tincion aplicando el reactivo apropiado, monitorizando el tiempo ce
incubacian y enjuaganda Ios portacbjetos entre reactivos. Los tiempos de los reactivos han sido preprogramados en el software Dako Link.

Paso 3: Contratincién
Los portaobjetos pueden somelerse a contratincién durante 5 minutos con Hematoxylin (Link) (n.® de catalogo K8008). El tiempo de incubacion
de Hematoxylin esta preprogramado en el prolocolo.

Paso 4: Montaje
Se requiere un medic de montaje nc acucso y permanente.

Nota: Puede producirse alguna decoloracion en los portacbjetos tefiidos en funcién de diferentes factores como por ejemplo, contratincian,
materiales de montaje y metedos, y condicicnes de almacenamiento. Para minimizar la decoloracidn, almacene los portacbjetos en la
oscuridad a temperatura ambiente (20-25 °C).

11. Control de calidad

La calidad de los reactivos de #D-11 IHC 22C3 pharmDx ha sido controlada mediante inmunohistoquimica utilizando los procedimientos de
recuperacion antigénica vy tincion explicados anteriormente. Las desviaciones en los procedimientos recomendados para la fijacién, el
procesamiento y la inclusion de los tejidos en el laboratorio pueden causar variaciones notables en los resultados. En cada sesidn de tincian
deben realizarse controles de calidad. Estos controles de calidad se especifican en la Tabla 5 e incluyen: una muestra tisular de paciente con
tincian de H&E; tejidos de canirol positivo y negativo proporcionados por un laboratorio; y un portaobjetos con linea celular de control
suministradeo por Cako (5) En los Estados Unidos deben consultarse las pautas de control de calidad del College of American Pathologists
(CAP) Accreditation Program for Immunchistochemistry, ademas del CLSI Quality Assurance for Immunocytochemistry, Approved Guideline
(5, B, 7) para obterer informacicn adicional.
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12. Verificacion del ensayo

Antes del uso inicial ce un sistema de tincién en un procedimiento diagnéstico, el usuario debe verificar los resultados del ensayo, analizando
una serie de tejidos praporcionados por un laboratorio con caracter(sticas de resultados IHC conocidas que representen tejidos positivos y
negativos conocidas. Consulte los procedimientos de control de calidad indicados en la seccion anterior de control de calidad. Estos
procedimientos de control d= calidad deben repetirse para cada nuevo lote de anticuerpos o siempre que se produzca un cambio en los
parametros de ensayo. En ia Tabla 27 sa indican las opciones de solucion de problemas, sus causas y las acciones correctivas recomendadas.

13. Interpretacién ce la tincion y de la puntuacién

131 NSCLC: expresion de PD-L1 determinada con la puntuacién Tumor Proportion Score

Todas las células tumorales viables del portaobjetos deben evaluarse e incluirse en la evaluacion de la puntuacion de PD-L1. Debe haber
presente un minima de 100 células tumorales viables en el portacbjetos tefiido con PD-L1 para que la muestra se considere adecuada para
la evaluacion de PD-L1.

La evaluacion de los portaobjetos debe ser realizada por un anatomopatélogo, con un microscopio 6ptice. Para la evaluacion de la tincidn y
la puntuacion inmunohistoquimica, resulta apropiado un objetivo de aumento 10-40x. Cualquier tincién de la membrana de células tumorales
perceptible debe incluirse an la puntuacion

La expresion de la proteina PD-L1 se determing con la puntuacién Tumer Proportion Score (TPS) que es el porcentaje de células tumorales
viables que muestran una tincion parcial o completa de la membrana de cualquier intensidad.

Puntlie una tincion parcial ¢ completa de la membrana (21+) que se distinga de la tincion citoplasmatica. La tincion citoplasmatica debe
considerarse una tincién inespacifica v se excluird en la evaluacion de la intensidad de la tincion. Las células normales y las celulas
inmunitarias asociadas a tumores como los linfocitos infilirantes o los macrofagos no deben incluirse en la puntuacion para la determinacion
de positividad para PD-L1.

En la siguiente tabla se enumeran los elementos tisulares que se incluyen y/o excluyen en la determinacion de la puntuacién Tumaor
Proportion Score.

Tabla 1. Criterics de inclusion/exclusion de la TPS para NSCLC

Elementos Incluido en la puntuacién s o
Ysulates TPS para NSCLC Excluido de la puntuacién TPS para NSCLC
Tincién obvia pa‘rc:"a'tno completa de
Células la membrana celular (de cualquier T,
tumorales intensidad) de las células tumorales 4 P
viables
o Excluir cualquier tincion de células inmunitarias, como
3 por ejemplo:
. Células No incluido s Células inflamatorias mononucleares (linfocitos
inmunitarias grandes, monocitos, macréfagos pulmonares)

+  (Células plasmaticas

s Neutrdfilos
Excluir cualquier tincion de:

+  Células normales adyacentes a las

. células tumorales

e Noihstuide e Células del estroma (fibroblastos)
e Células necrdéticas y/o restos celulares
*  Pigmento antracético

Para cada sesion de tincion, deben examinarse los portacbjetos del modo presentado en la Tabla 5 (seccion 14) para determinar la validez
de la sesidn de tincidn vy permitir una evaluacion de la tincion del tejido muestra. Examine las muestras del paciente tefidas con PD-L1 y
Negative Control Reagent de PD-L1 IHC 22C3 pharmDx durante la evaluacion de la expresion de PD-L1. Las muestras tefiidas con NCR
deben tener tincion especifica 0 y tincidn inespecifica s1+.

Se debe considerar qus la muastra tiene expresion de PD-L1 si TPS 21% de las células tumarales viables muestran una tincién de la
membrana de cualquier iniensicad. Se debe cansiderar que la muestra tiene expresion alta de PD-L1 si TPS 250% de las células tumorales
viables muestran una tincion de 'z membrana de cualquier intensidad.

Tumor Proportion Score
i TPS <1% TPS = 1-49% TPS 250%
i i Sin expresion de PD-L1 Expresién de PD-L1 Alta expresion de PD-L1

Consulte el manual de interpretacion de PD-L1 IHC 22C3 pharmDx para NSCLC a fin de obtener instrucciones adicionales.
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13.2 Adenocarcinoma gastrico o de la union gastroesofagica, cancer cervical y carcinoma urotelial: expresién de PD-LT\ < 4
determinada con la puntuacion Combined Positive Score

Todas las células tumrcrales viables del corte de tejido completo deben evaluarse e incluirse en la evaluacion de la expresidn de PD-L1.

La expresion de PD-L1 se determina con la puntuacion Combined Positive Score (CPS). que es el nimero de células para la tincion de PD-L1
(células tumorales. linfocilas, macrofagas) dividido entre el numero total de células tumorales viales, multiplicado por 100. La distincion de
macrofagos, linfocitos y células tumorales viables es basica para lograr una estimacion exacta del denominador. Aungue el resultado del
calculo puede ser superior a 100. la puntuacion maxima es una CPS de 100. La CPS se define como:

___ N.de células tefiidas para PD-L1 (células tumorales, linfocitos y macréfagos)
CPS = - - % 100
N.° total de células tumorales viables

La evaluacion de los portaobjelos dene ser reslizada por un anatomopatdlogo, con un microscopio éptico. Para la evaluacion de la tincion
inmunohistoquimica, resulta apropiado un objetivo de aumento 10-20x. Para la determinacion de la expresion de PD-L1, es necesario un
objetivo de aumento 20:x.

Por definicion, las células enidas para PD-L1 son:
. Células tumorales con cualguier tincién obvia lineal parcial o completa de la membrana (de cualquier intensidad) que se considere
distinta de la lincion citoplasmatica.
+ Linfocitos y macréagos (células inflamatorias mononucleares, CIM) dentro de los nidos de tumor y/o del estroma adyacente de
sostén con lincion ohviz citonlasmatica o de la membrana (de cualquier intensidad). Las CIM deben asociarse directamente con la
respuesta ante el lumo

Para cada sesion de tincicn, deben examinarse los portaobjetos del modo presentado en la Tabla 5 (seccion 14) para determinar la validez
de la sesion de tincién y permitir una evaluacion de la tincion del tejido muestra. Examine las muestras del paciente tefiidas con PD-L1 y
Negative Cantrol Reagenl de PD-L1 IHC 22C3 pharmDx durante la evaluacion de la expresion de PD-L1. Las muestras tefiidas con NCR
deben tener tincion especifica 0 y tincion inespecifica <1+.

Consulte las Secciones 13.2.1, 13.2.2 v 13.2.3 para obtener informacion especifica para cada tipo de tumor.

13.2.1 Adenocarcinoma gastrico o de la union gastroesofagica

Debe haber presente un minimo ce 100 células tumorales viables en el portaobjetos tefiido con PD-L1 (biopsia y extirpacién) para que la
muestra se considere adecuada para la evaluacion. Si las muestras del paciente incluyen mas de una biopsia (p. €j., entre 3 y 5 biopsias
endoscopicas) en un portaokjelos, tendra que evaluar todos los tejidos del portaobjetos para abtener una Unica CPS que permita determinar
el nivel de expresion de la PD-L 1. No es necesario generar un informe de cada biopsia.

El denominador de la CPS incluye todas las células tumorales invasivas viables (tefiidas y no tefiidas para PD-L1). Se excluyen la displasia,
el carcinoma in situ y las demas celulas.

En la siguiente tabla se proparciona informacién acerca de los elementos tisulares que se incluyen y que se excluyen del numerador de la
CPS en el adenocarcinoma gasirico o de |la union gastroesofagica.

Tabla 2. Criterios de inclusion/exclusion del numerador de la CPS para adenocarcinoma gastrico o de la unién gastroesofagica

Elementos tisulares Incluido en el numerador : : Excluido del numerador
Tincion obvia lineal parcial o completa de la s  Células tumorales sin tincién
membrana (de cualquier intensidad) de las s  Células tumorales Unicamente con tincion

Células tumorales ; : . : ;
2 celulas tumorales viables del adenocarcinoma citoplasmatica

invasivo gastrico o de la unidn gastroesofagica +  Adenoma, displasia y carcinoma in situ
Tincion citoplasmatica® o de membrana (de o
cualquier intensidad) de las células inflamatorias | ®  CIM sin tincion

mononucleares (CIM) dentro de los nidos de ®  CIM relacionadas con adenoma, displasia y
lumor y del estroma adyacente de sostén**: carcinoma in situ
Células = Linfocitos (incluidos e  CIM {incluidos agregados linfociticos)
inmunitarias agregados linfocitarios) relacionadas con Ulceras, gastritis cronica y
Macrofagos™* otros procesos no asociados con el tumar

CIM relacionadas con estructuras normales

Solo se contabilizan las CIM directamente Neutréfilos, eosinofilos y células plasmaticas

relacionadas con la respuesta ante el fumor.,

e Células normales (incluidas las células
ganglionares)

e  Células del estroma (incluidos fibroblastos)

. ®  Células necroticas y/o restos celulares

*En las CIM, en muchos casos no se logra distinguir la tincion citoplasmatica y de la membrana debido a una elevada relacién

nuclear/citoplastatica. Paor tanto. la tineidn citoplasmatica o de la membrana de las CIM se incluye en el numerador de CPS.

**L as CIM adyacentes son aquellas gue se encuentran el mismo campo de aumento 20x que el tumar. Sin embargo, las CIM que

NO estan directamente relacionadas con la respuesta ante el tumor se deben excluir.

***L.os macrofagos y los histiocilos se consideran las mismas células.

Otras células e Noincluido

ﬁiﬂ{ jf S_10/SK00621-5/2018.08 p. 10/33
ROCHEM-BIOGARL ARGENTINA 5.A.
Fernanda Matias Mendonga i 3419-APN-INPM#ZANMAT
D.N.L 25.097.811 biRecTol . BOBBF T
Representante Legal N Tf:cw



Debe considerarse que la muasira tiene expresion de la PD-L1 si CPS 21.

Puntuacién Combined Positive Score

Nivel de_expresién de
PD-L1 CPS <1 CPS 21
| Estado de expresion de : o .
‘ PD-L1 Sin expresion de PD-L1

Expresion de PD-L1 f

Consulte el manual de interpretacion de PD-L1 IHC 22C3 pharmDx de adenocarcinoma géstrico o de la unién gastroesofagica para obtener

instrucciones adicionales.

13.2.2 Cancer cervical

Debe haber presente un minimo de 100 células tumorales viables en el portaobjetos tefiido con PD-L1 para que la muestra se considere

adecuada para la evaluacion.

El denominador de la CGPS incluye todas las células tumorales invasivas viables (tefiidas y no tefiidas pare PD-L1). Se excluyen la displasia,

el carcinoma in situ y las demas celulas.

En la siguiente tabla se proporciona informacion acerca de los elementos tisulares que se incluyen y que se excluyen del numerador de la

CPS en el cancer cervical.

Tabla 3. Criterics de inclusion/exclusion del numerador de la CPS para cancer cervical

Elementos tisulares Incluido en el numerador

Excluido del numerador

Tincion obvia lineal parcial o completa de la
Células tumorales

membrana (de cualquier intensidad) de las células
tumorales cervicales invasivas que sean viables

Células tumorales sin tincion
. Células tumorales unicamente con tincién
citoplasmatica

Tincion citoplasmatica® o de membrana (de

moncnucieares (CIM) dentro de los nidos de
tumor y del estroma adyacente de sostén**

Solo se contabilizan las CIM directamente
relacionadas con la respuesta ante el tumor.

cualquier intensidad) de las células inflamatorias | ®

Células Linfacitos (incluidos agregados
inmunitarias linfocitarios)
Macrofagos™*

s  CIM sin tincidn

CIM asociados a neoplasia intraepitelial
cervical (NIC de | a lll)

* CIM asociados a células benignas; incluidas
de mucosa escamosa o glandular, de pdlipos
cervicales y de hiperplasia microglandular
CIM (incluidos agregados linfociticos)
relacionadas con Ulceras y ofros progesos no
asociados con el tumor, como la cervicitis
Neutréfilos, eosindfilos y células plasmaticas

Otras células ° No incluido

NIC de lalll

Células benignas; in¢luidas de mucosa
escamosa o glandular, de pélipos cervicales
y de hiperplasia microglandular

e«  Células del estroma (incluidos fibroblastos)
s  Células necrdticas y/o restos celulares

“En las CIM, en muchos casos no se logra distinguir la tincién citoplasmatica y de la membrana debido a una elevada relacion
nuclearfcitoplasmatica. Por tanto, la tincion citoplasmafica o de la membrana de las CIM se incluye en el numerador de CPS.

**Las CIM adyacentes son ag

allas que se encuentran el mismo campo de aumento 20x que el tumor. Sin embargo, las CIM que

NO estan directamente relacionadas con la respuesta ante el fumor se deben excluir.

***{ os macrofagos y los histiocitos se consideran las mismas células.

Para el cancer cervical, puede utilizarse tejido de cancer de pulmén de células na pequefias (NSCLC), con su correspondiente algoritmo de
puntuacién TPS, a modo de control positivo y/o negativo si no hay tejido cervical de control disponible.

Debe considerarse que la muestra tiene expresion de la PD-L1 si CPS 21.

Puntuacién Combined Positive Score

\

| Nivel de expresion de

{ PD-L1 CPS <1 CPS 21

| Estado v i e Sin expresion de PD-L1 Expresion de PD-L1

Consulte el manual d2 interpretacion de PD-L1 IHC 22C3 pharmDx de cancer cervical para obtener instrucciones adicionales.
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13.2.3 Carcinoma urotelial

Debe haber presente un minime de 100 células tumorales viables en el portaobjetos tefiido con PD-L1 para que la muestra se considere
adecuada para la evaluacién de PD-L1.

El denominador de la CPS incluye todas las células tumorales viables (tefiidas y na tefidas para PD-L1). Se excluyen todas las células
inmunitarias, células normales, células necrdticas, de dlceras, cistitis cronica y carcinoma papilar de bajo grado.

En la siguiente tabla se proporciona informacién acerca de los elementos tisulares gue se incluyen y que se excluyen del numerador de la
CPS en el carcinoma uroteldial,

Tabla 4. Criterios de inclusién/exciusidn del humerador de la CPS para carcinoma urotelial

Elementos
tisulares

Incluido en el numerador Excluido del numerader

Tincidn obvia lineal parcial o completa de la
membrana (de cualguier intensidad) de las
celulas tumorales viables del carcinoma

. élulas tumorales sin tincion
urotslial, incluido: Células tu s sin tincio

¢  Células tumorales inicamente con tincién
citoplasmatica

Células tumorales | «  Carcinoma papilar de alto grado : ] )
e  Carcinoma papilar de bajo grado’

° Carcinoma in situ (CIS)

e«  Cualquier invasion serosa, de la capa
muscular o de la lamina propia

¢«  Carcinoma metastasico

Tincién citoplasmatica™ o de membrana (de
cualquier intensidad) de las células inflamatorias | o
manonucleares (CIM) dentro de los nidos de -

CIM sin tincion

Células
inmunitarias

¢ Macrofagos*™™

tumar y del estroma adyacente de sostén™:

e Linfocitos (incluidos agregados linfocitarios)

Solo se contabilizan las CIM directamente .
relacionadas con la respuesta ante el tumor.

CIM (incluidos agregados linfociticos)
relacionadas con Ulceras, cistitis cronica y
atros proceso no asociados con el tumor

¢  CIM relacionadas con estructuras normales
. Neutréfilos, eosindfilos y células plasmaticas
Granulomas inducidos por BCG™

Otras células

No incluido

e  Células normales
Células del estroma (incluidos fibroblastos)
e«  Células necrdticas y/o restos celulares

*En las CIM, en muchcs casos no se logra distinguir fa tincién citoplasmatica y de la membrana debido a una elevada relacion
nuclear/citoplasmatica. Por tanto, ia tincidn citoplasmatica o de la membrana de las CIM se incluye en la puntuacion.

“*| as CIM adyacentes son aquellas que se encuentran el mismo campo de aumento 20x que el tumor. Sin embargo, las CIM
que NO estan directamenie relacionadas con la respuesta ante el tumor se deben excluir.

***|os macrofagos y los histiocitos se consideran las mismas células.

tSi el tumor se compone integraments de carcinoma papilar de bajo grado, debe marcarse asi en el resuftado

"Bacilo de Calmette-Guérin

Debe considerarse que la muesira liene expresion de la PD-L1 si CPS 210.

Cansulte el manual dz interpretacion de PD-L1 IHC 22C3 pharmDx de carcinoma urctelial para obtener instrucciones adicionales.

14. Evaluacién dz los portaobjetos

Tabla 5. Orden recomendaclo para la evaluacion de portaobjetos

Muestras

Exposicien de motivos

Requisitos

1. H&E

(Proporcionado
por un laboratoric)

Se evalia primero una tincién de
hematoxilina y easina (H&E) de la
muestra de tejido para valorar la
histologia del tejido y Ia calidad de
consernvacion.

PD-L1 IHC 22C3 pharmDx y la tincion H&E deben realizarse en secciones en
serie del mismo bloque de parafina de la muestra.

Las muestras tisulares deben estar intactas, bien conservadas y deben
confirmar el tipo de tumor.

2. Portaobjetos
con linea celular
de control

(Suministrado con
el kit)

El pcrtacbjetes con linea celular de
control tefico con el anticuerpo
primaric de PD-L1 de PD-L1 IHC
22C3 pharmDx debe examinarse
para asequrarse de que todos los
reactivos funcionan correctamente.

Debe tefiirse un portacbjetos con linea celular de control con PD-L1 Primary
Antibody en cada sesion de tincién.

Criterios de aceptacion para NCI-H226 (linea celular de control positiva para
PD-L1):

Tincion de la membrana celular de 270% de las células.

e Intensidad de tincién media 22+.

«  Tincion inespecifica con intensidad <1+,

7/
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Muestras Exposicién de motivos Requisitos
El portacbjetos con linea celular Criterios de acepracrén para MCF-? (Hnea celular de control negativa para
de control contiene el sedimento PD-L1):

de la linea celular positiva para

| PD-L1y el sedimento de la linea

3. Portaobjetos
con tejido de
control positivo

(Proporcionado
por un laboratoric)

celular negativa para PD-L1.

«  Tincidn no especifica.

« Tincién inespecifica con intensidad <1+. Tenga en cuenta que en
ocasiones puede observarse la tincién de unas pocas células en el
sedimento celular MCF-7. Se aplican los siguientes criterios de
aceptacion: es aceptable la presencia de =10 células totales con tincion
de la membrana plasmatica definida o con tincion citoplasmatica con
=1+ de intensidad dentro de los limites del sedimento celular MCF-7.

Si alguna de las lineas celulares de control no cumple estos criterios, todos los
resultados de las muestras del paciente deberan considerarse no vélidos.

A continuacion deben examinarse

los portaobjetos con tejido de
control positiva tefiidos con
anticuerpo primario de PD-L1y
Negative Control Reagent. Estos
portaobjelos verifican que el
método de fijacién y el proceso de
recuperacion del epitopo son
efectivos. Los controles de tejido
positivos conocidas solo deben
utilizarse para la monitorizacién

| del rendimiento adecuado de los

tejidos procesados y los reactivos
del ensayo, NO como ayuda para
realizar un diagnadstico especifico

| de las muestras del paciente.

Los controles deben ser muestras procedentes de biopsia o quirirgicas del
mismo tipo de tumor que la muestra del paciente, fijadas, procesadas e
incluidas tan rapido como sea posible de la misma forma que las muestras
del paciente.

Utilice muestras intactas para la interpretacion de los resultados de tincion,
puesto gue las células necraticas o degeneradas a menudo muestran
tincién inespecifica.

Los tejidos seleccionados para uso como controles de tejido positivos deben
dar una tincién positiva de débil a moderada cuando se tifien con PD-L1 de
forma que puedan detectarse cambios sutiles en la sensibilidad del ensayo.

Deben incluirse dos portaobjetos de control de tejido positivo en cada sesién
de tincién.

Portacbjetos tefido con PD-L1: se debe observar la presencia de tincion
marrdn de la membrana plasmatica. La tincién no especifica debe ser <1+,

Portaobjetos tefiido con Negative Control Reagent: sin tincién de
membrana, La tincion inespecifica debe ser €1+,

Si los controles de tejido positivos no pueden demostrar una tincién positiva
apropiada, los resultados de las muestras de la prueba deben considerarse
no validos.

Consulte la seccién 13.2.2 para obtener instrucciones adicionales acerca del
tejido de control relacionado con cancer cervical.

4. Portaobjetos
con tejido de
control negativo

(Proporcionado
por un laboratorio)

A continuacion deben examinarse
los portaobjetos con tejida de
control negalivo (conocidos por

| ser negativos para PD-L1) tefiidos
| con anticuerpo primario de PD-L1

y Negative Control Reagent para
verificar la especificidad del
marcado del antigeno ciana por el
anticuerpo primario. De forma
alternativa, las porciones
negativas de tejido de control
positivo pueden funcionar igual
que el tejido de control positivo,

aungue debe verificarlo el usuario.

5. Tejido de
control de
amigdala
(opcional)

(Proporcionado
por un laboratoric)

Utilice

Los controles deben ser muestras procedentes de biopsia o quirirgicas del
mismo tipo de tumor que la muestra del paciente, fijadas, procesadas e
incluidas tan rapido como sea posible de la misma forma que las muestras
del paciente.

Deben incluirse dos portacbjetos de control de tejido negativo en cada sesidn
de tincién.

Portaobjetos tefiido con PD-L1: sin tincion de membrana en las células
tumorales. La tincion inespecifica debe ser <1+.

Portaobjetos tefiido con Negative Control Reagent: sin tincion de
membrana. La tincién inespecifica debe ser <1+.

Si se produce tincion especifica de la membrana celular en los portaobjetos
con tejido de control negativo, los resullados de la muestra del paciente deben
considerarse no validos.

Consulte la seccion 13.2.2 para obtener instrucciones adicionales acerca del
tejido de control relacionado con cancer cervical.

ido de amigdala humana
fijado. prc acesado e incluido de
forma similar a la muestra o
muestras del paciente como
material de contrcl adicional para
verificar |a sensibilidad,
especificidad v |a tincion de fondo
inespecifica del ensayo.

Debe detectarse una tincion positiva intensa en porciones del epitelio de la
cripta y una tincién de débil a moderada de los macréfagos foliculares en los
centros germinales. Debe observarse una tincion negativa en el endotelio, los
fibroblastos y el epitelio superficial.
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Muestras Exposicién de motivos Requisitos -"'

6. Portacbjetos Examine las muestras del paciente | La ausencia de tincion de la membrana celular verifica el marcado especifico
con tejido del tefiidas con Negative Centrol del antigeno diana por parte del anticuerpo primario. La tincién inespecifica
paciente tefiido Reagent de PD-L1 IHC 22C3 debe ser €1+,

con Negative pharmDx. Se utiliza Negative Control

Cantrol Reagent Reagent en lugar del anticuerpo

primario y sirve de ayuda en la
interpretacion de la tincion especifica
en la zona del antigena.

7. Portaobjetos con| Examine por ultimo todo el Debe evaluarse la intensidad de tincion positiva dentro del contexto de una

tejido del paciente | portacbjetos de las muestras del tincién de fondo inespecifica observada en el portaobjetos del Negative Control

tefido con el paciente tefiidas con el anticuerpo | Reagent del paciente en la misma sesion.

anticuerpo primario | prirmario de PD-L1 IHC 22C3

anti-PD-L1 pharmDx. Caonsulte las secciones lgual que con cualquier prueba inmunchistoquimica, un resultado negativo
Resumen y explicacian, significa que el antigeno no se ha detectado, y no necesariamente que esté
Limitaciones y Caracteristicas de ausente de las células o el tejido sometido a ensayo.

resultados para obtener
informacion especifica respecto a Todas las células tumorales viables del portaobjetos del paciente con tincion
la inmunorreactividad de PD-L1 de PD-L1 deben evaluarse e incluirse en la evaluacion de la puntuacion de
IHC 22C3 pharmDx. PD-L1. Debe haber presente un minimo de 100 células tumorales viables para
que la muestra se considere adecuada para la evaluacion de PD-L1.

Cansulte la seccion 13 para conocer las pautas de interpretacion de la
puntuacion en la expresion de PD-L1.

15. Limitaciones

15.1 Limitaciones generales

1. La inmunchistoquimica as un procesc de diagndstico de varias etapas que requiere formacién especializada en la seleccion de los
reactivos apropiados; |a seleccion, Ia fijacion y el procesamiento de tejidos; la preparacion del portaobjetos de inmunohistoguimica, y la
interpretacion de los resultados de la tincion.

2.  El resultado de la tincion de tejicos depende de la manipulacion y el procesamiento que se haga del tejido antes de su tincion. Los
procedimientos incorrectos de fiiacion, congelacion, descongelacion, lavado, secado, calentamiento, corte ¢ contaminacion con otros
tejidos o fluidas, pueden producir artefactos, el atrapamiento de anticuerpos o resultados falsos negativos. Los resultados incoherentes
pueden deberse a varaciones en los métodos de fijacion e inclusién, o a irregularidades inherentes al tejido.

3. Una contratincion excesiva o incompleta puede invalidar la interpretacién correcta de los resultados.

4. Lainterpretacion clinica de toda tincién positiva o de su ausencia debe evaluarse en el contexto de la presentacion clinica, la morfologia
y ofros criterios anatomopatolégicos. La interpretacion clinica de toda tincion, o de su ausencia, debe complementarse con estudios
morfologicos y controles adecuados, asi como con otras pruebas diagnésticas. Un anatomopatélogo certificado y familiarizado con los
anticuerpos, reactivos y metodos utilizados, debe responsabilizarse de interpretar la preparacion terida. La tincion debe realizarse en un
laboratorio certif cado v con licencia, bajo la supervision de un anatomopatélogo responsable de la revisién de los portacbjetos tefiidos
y de garantizar la correccion de los controles positivos y negativos.

5. Es posible que los tejidos de las personas infectadas con el virus de la hepatitis B y con antigeno de superficie de hepatitis B (HBsAg)
muestren tincion no especifica con peroxidasa de rabano picante (7).

6. Los reactivos pueden mosirar reacciones imprevistas en tipos de tejidos no probados previamente. La posibilidad de reacciones
imprevistas incluso en tipos de tejido probados nc puede eliminarse por completo, debido a la variabilidad de la expresion del antigeno
en las neoplasias u otros tejidos patoldgicos. En caso de obtener resultados inesperados, péngase en contacto con el servicio de
asistencia técnica de Dako

7. Pueden observarse rasultados falsos positives debidos a una unién no inmunoldgica de las proteinas o de los productos de reaccion del
sustrato. También pueden estar provocados por la actividad de la pseudoperoxidasa (eritrocitos) y la actividad de |la peroxidasa endégena
(citocromo C) (7).

8. Los reactivos y las instrucciones suministradas con este sistema se han disefado para obtener resultados optimos. Una mayor dilucién
de los reactivos o la modificacion de los tiempos de incubacién o de las temperaturas pueden producir resultados errdneos o
incoherentes.

15.2 Limitaciones espacificas del producto

1. Es posible qua la degracecion del antigena en los tejidos provocase con el tiempo resultados falsos negativos. Las muestras se deben
tefiir segun las recomendaciones de almacenamiento de cortes de tejido (consulte la seccién 8.2).

2. Para obtener resultados 6ptimos y reproducibles, la proteina PD-L1 requiere pretratamiento para recuperacidn antigénica cuando los
tejidos se fijan d2 manera estandar (formol tamponado neutro) y se incluyen en parafina.

3. No reemplace reactivos de nimeros de Iote distintos de este producto, o de kits de otros fabricantes. La Unica excepcion es EnVision

FLEX Target Retrieval Soluticn, Low pH (50x), gue esta disponible, si es necesario, con el n.° de catalogo K8005.

Las lineas celulares de cortrol de tincion deben usarse solo para la validacion de la sesién de tincién. No deben usarse para puntuar la

reaccion a la tincidn en cortes de tejido.

El empleo de PD-L1 IHC 22C3 pharmDx en lejidos con fijadores diferentes al formol no ha sido validado.

El empleo de PD-L1 IHC 22C3 pharmDx en aspiraciones con aguja fina no ha sido validado.

El empleo de PD-L1 [HC 22C3 pharmDx en tejidos descalcificados no ha sido validado.

El estudio clinico sobre el adenocarcinoma gastrico o de la unién gastroesofagica fue realizado con indicaciones de obtener entre 3 y

5 biopsias tisulares con aguja gruesa por paciente. Se desconoce la fiabilidad de la determinacidn del nivel de expresion de PD-L1 de

los pacientes si se analizan menos biopsias de las indicadas. Consulte la seccidn 13.2 para obtener informacidn sabre la interpretacion

de la puntuacion, '
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9. El estudio clinico sobre el carcinoma urotelial fue realizado con indicaciones de obtener entre 3 y 5 biopsias tisulares con aguja grui
por paciente. Se desconoce |a fiabilidad de la determinacién del nivel de expresion de PD-L1 de los pacientes si se analizan menos
biopsias de las indicadzas. Consulte la seccién 13.2 para obtener informacion sobre la interpretacion de la puntuacion.
Si no se detecta expresion de PD-L1 en una muestra de adenocarcinoma gastrico o de la unién gastroesofagica archivada®, evalGe las
posibilidades de obtener una biopsia tumoral adicional para las pruebas de PD-L1 (consulte la Tabla 18 de la seccion 16.5, Evaluacion
del rendimiento clinico).

10.

*En el contexto del ensayo clinico KNO59, el términa "biopsia reciente” se definié como una muestra obtenida hasta 6 semanas (42 dias)
antes del comienze del tratamiento el dia 1 (ciclo 1) con KEYTRUDA vy sin haber administrado ninguin otro tratamiento contra el cancer después
de obtener la muestra. Las muestras con una antigliedad >42 dias-se clasificaron como archivadas.

16. Evaluacién del rendimiento

16.1 Evaluacion del rendimiento no clinico: tejidos normales y neoplasicos

Tejidos normales: En 1a Tabla & se resume la inmunorreactividad de Monaclonal Mouse Anti-PD-L1, Clone 22C3 en el panel recomendado
de tejidos normales. Se observo fincion de la membrana plasmatica en inmunocitos y células de origen epitelial. Se observod tincion
citoplasmatica en algunos tipos de células pero no se registrd como tincién positiva. Todos los tejidos se fijaron con formol y se incluyeron en
parafina, y se tifieron con PD-L1 IHC 22C3 pharmDx, segun estas instrucciones de uso. No se observaron resultados inesperados en los
tipos de células o los tipos de tejidos analizados. La tincidn observada coincidia con la encontrada en las publicacienes mencionadas para la

expresion IHC de PD-L1 en tejidos narmales (8, 9).
Tabla 6: Resumen de la reactividad de PD-L1 [HC 22C3 pharmDx en tejido hormal
Tipo de tejido | Tincién de membrana : Tincién citoplasmatica positiva: Tincién
{n.” analizado) | plasmatica positiva: elementos tisulares inespecifica
L | elementos tisulares o L i
Amigdala (3) 3/3 epitelio de la cripta 0/3 0/3
2/3 centro germinal (macrofagos)
Bazo (3) 2/3 macrofagos 0/3 0/3
Células mesoteliales (2) | 0/2 02 0/2
Cerebelo (3) 1 03 0/3 0/3
Cerebro (3) . | 0/3 /3 0/3
Colon (3) o 2/3 macrofagos 013 0/3
Cuello uterino (3) | 1/3 epitelio 0/3 0/3
Esofago (3) 0/3 0/3 0/3
Estémago (3) 23 linfacitos 1/3 glandulas gastricas 0/3
1/3 glandulas gastricas
Glandula salivar (2) 0/3 0/3 0/3
Higado (3) | 1/3 macrdfagos 0/3 0/3
| 13 hepatacites
Hipafisis (3) 3 hipdfisis anterior 1/3 hipéfisis anterior 0/3
| V/3hipdfisis posterior 1/3 hipdfisis posterior
Intestino delgado (3) | 0/3 0/3 0/3 |
Mama (3) e ] 0/3 0/3 0/3
Médula ésea (3) 3/3 megacariocitos 3/3 megacariocitos 0/3
Musculo, cardiaco(3) ~~ 0/3 013 0/3
Musculo, esquelético (%) 0/3 0/3 013
Nervia, periférico (3) 0/3 1/3 tejido conectivo/vasos 0/3
Ovario (3) 0/3 0/3 0/3
Pancreas (3) 0/3 0/3 0/3
Paratiroides (3) | 1/3 epitelio glandular 0/3 0/3
Piel (3) B | 013 0/3 03
Prostata (2) | 2/2 epitelio 0/2 0/2
Pulmén (3) . 3/3 macrofagos alveolares 0/3 0/3
Rif6n (3) | 1/3 epitelio tubular 0/3 0/3
Suprarrenal (3) 1/3 células medulares 0/3
Testiculo (3) o 0/3 073
Timo (3) pitelio medular 0/3 0/3
Tiroides (3) 0/3 0/3
Utero (3) 0/3 0/3
Tejidos neoplasicos: En la Tebla 7 se resume la inmunorreactividad de Monoclonal Mouse Anti-PD-L1, Clone 22C3 en un panel de tejidos
neoplasicos. Se observa tincion de la membrana plasmatica en inmunocitos y células de origen epitelial. Se observé tincién citoplasmatica en
algunos tipos de células pero no se registro como tincién positiva. Todos los tejidos se fijaron con formol y se incluyercn en parafina, y se
tiieron con PD-L1 IHC 22C3 pharmDx, segln estas instrucciones de uso. No se observaron resultados inesperados en las muestras de
tumores analizadas. La tincion cbservada coincidié con la encontrada en las publicaciones mencionadas para la expresion IHC de PD-L1 en
tejidos neoplasicos (E-11).
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Tabla 7: Resumen de la react:wdad de PD-L1 IHC 22C3 pharmDx en tejido neoplasma

Tipo de tumor Ubicacion | Positivo para PD-L1/total N=159
Apéndice on
Cabeza y cuello, béveda del paladar on
Colon 0/5
Colon, con metastasis en el higado on
Colon, mucinoso 01
Cuello uterino, tipo endocervical 0N
Esofago oM
Estémago 0/6
Estémago, mucinoso on
Gastrointestinal, con metéstasis en el 0
pulmén
Glandula paratida/salival 0/2
Intestina delgado 0/2
. Mama, DCIS 0/2
Mama, ductal invasivo 07
T Mama.\. d_uc"(a_[ invasivo con metastasis en el o
ganglio linfatico
Ovario, endometrioide 0/1
Qvarig, mucinaso 01
Qvario, seroso 0/1 |
QOvarios on
Pancreas 0/2
Pancreas, ductal 0/3
Préstata 0/5
Pulmén 1/4
Recto 0/4
Tiroides, folicular 01
Tiroides, folicular papilar 0N
Tiroides, papilar 0/3
[ Utero, célula clara 0/1
Utero, endometrio 0/3
e Vesicula biliar 115
_Astrocitoma Cerebro Qi3
Carcinoma Nasofaringeo, NPC 0N
Carcinoma corticosuprarrenal Suprarrenal 0N
Carcinoma de células basales Piel 0/1
Carcinoma de células en anillo de sello de
; : : : : : 01
Carcinoma de células en anillo de sello colon con metastasis en el ovario
Colon 0N
Cabeza y cuello 0/2
Carcinoma de células escamosas de
esofago con metastasis en el ganglia oM
linfatico
Carcinoma de células escamosas Cuello uterino 2/5
Esoéfago 0/7
Piel 0/2
Pulmon 112
| Utero 0n
| Carcinoma de células pequerias Pulmon 0/1
| Carcinoma de células renales
| Célula clara Rifién 0/6
Papilar Rifion 01
Carcinoma de células transicionales er}on ais
Vejiga 0/6
Carcinoma embrionario Testiculo on
Carcinoma hepatocelular Higado 0/5
Carcinoma medular Tiroides 01
Condrosarcoma Hueso 0N
Cordoma Cavidad pélvica 0N
Ependimoma Cerebro on
Espermataocitoma Testiculo 0/2
Feocromocitoma Suprarrenal oM
Glioblastoma Cerebro 0/
Hepatoblastoma Higado 0/1
Insulinoma Pancreas 0/1
ialamisEarciiig Tej_i_do blando, pared toracica on
Veijiga oM

ROCHM / NTINASA.

Fernandoi{Matias Mendonga
D.N.L 25.097.811
Representante Legal

Pégina 16 de 33



Tipo de tumor Ubicacion Positive para PD-L1/total N=159
Linfoma
Anaplasico de células grandes Ganglio linfatico 01
Difuso de células B Ganglio linfatico 0/4
Hodgkin Ganglio linfatico 22
No Hodgkin Ganglio linfatico 1
Meduloblastoma Cerebro 01
Melancma HECFU an
Cavidad nasal on
Meningioma Cerebro 0/2
| Mesotelioma Peritoneo 01
_Neuroblastoma Retroperitoneo 01
Neurofibroma Tejido blando, regién lumbar 01
Osteosarcoma Hueso 0/2
Retroperitoneo 01
Rabdomiosarcoma Prostata on
Tejido blando, embrionario on
Sarcoma sinovial Cavidad pélvica 0/1
Seminoma Testiculo 0/2
Timoma Mediastino 1M
Colon on
Tumor intersticial Intestino delgado on
Recto oM
Tumor neuroectodérmico primitivo (PNET) Retroperitoneo on
16.2 Evaluacién del rendimiento no clinico: NSCLC

Sensibilidad/Especificidad analitica

La sensibilidad analitica de PD-L1 IHC 22C3 pharmDx se analizé en 127 casos Unicos de muestras FFPE de carcinomas de pulmén de
células no pequefias (NSCLC) en los estadios del | a IV con un lote de produccion fabricado. La evaluacion de la expresion de PD-L1
mostré tincion en un range de 0-100% de células tumorales positivas y de 0-3 de intensidad de la tincion.

Precision: NSCLC

La precision de PD-L1 IHC 22C3 pharmDx se evalud en Agilent. El porcentaje de concordancia negativa media (ANA), el porcentaje de
concordancia positiva media (APA) y la concordancia general (OA) se calcularon con intervalos de confianza del 95% dobles con el método
bootstrap. Para los estudios que dieron como resultado un 100% de concordancia, el porcentaje de concordancia negativa (NPA), el
percentaje de concordancia positiva (PPA) y la concordancia general (OA) se calcularon con intervalos de confianza del 95% dobles, con el
método de puntuacion Wilson Scare para valores de corte de TPS 21% y 250%.

Tabla 8: Precision de PD-L1 IHC 22C3 pharmDx analizado en un unico centro (TPS 21%)

Estudio de precision Zii: ;;::t;::m Disefio del estudio _ _?:'cd:e?‘;gf;;waﬂda

Interinstrumento TPS 21% Cada una de las 24 muestras de NSCLC NPA 100% (94,0-100%) |
{12 negativas para PD-L1 y 12 positivas para PPA 100% (94,0-100%)
PD-L1) con un intervalo de expresion IHC de OA 100% (96,9-100%)
PD-L1 se analizo con cada uno de los seis
instrumentos Autostainer Link 48.

Interoperador TPS 21% Cada una de las 24 muestras de NSCLC NPA 100% (93,9-100%)
(12 negativas para PD-L1 y 12 positivas para PPA 100% (94.0-100%)
PD-L1) con un intervalo de expresion IHC de OA 100% (96,9-100%)
PD-L1 se analizd con seis analistas distintos en un
instrumento Autostainer Link 48.

Interdia TPS 21% Cada una de las 24 muestras de NSCLC NPA 100% (94,0-100%)
(12 negativas para PD-L1 y 12 positivas para PPA 100% (94,0-100%)
PD-L1) con un intervaio de expresion IHC de OA 100% (96,9-100%)
PD-L1 se analizd en seis dias no consecutivas en

- un instrumento Autostainer Link 48.

Interiote TPS 21% Cada una de las 24 muestras de NSCLC ANA 98,3% (95,9-100%)
(13 negativas para PD-L1 y 11 positivas para APA 97,9% (94,6-100%)
PD-L1) con un intervalo de expresion IHC de OA 98.1% (95,3-100%)
PD-L1 se analizé con tres repeticiones y cada uno
de los tres lotes de reactivos en un instrumento
Autostainer Link 48.

(Repetibilidad) TPS 21% Cada una de las 24 muestras de NSCLC NPA 100% (94,0-100%)

intraensayo (12 negativas para PD-L1y 12 positivas para PD-L1) | PPA 100% (83,8-100%)
con un intervalo de expresion IHC de PD-L1 se OA 100% (96,8-100%)
analizé con seis repeticiones en la misma sesion en
un instrumento Autostainer Link 48.

NPA = porcentaje de concordancia negativa; PPA = porcentaje de concordancia positiva; OA = concordancia general
ANA = concordancia negativa medid; APA = concordancia positiva media; TPS = Tumor Proportion Score
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Tabla 9: Prec:sncn de PD-L1 IHC 22C3 pharmDx analizado en un umco centra (TPS 250%) -

(10 negativas para PD-L1 y 6 positivas para
PD-L1) con un intervalo de expresion IHC de
PD-L1 se analizo en dos sesiones en el mismo
dia, repetidas durante tres dias, en un instrumento
Autostainer Link 48,

_Estudla de premsmn :Ia;;;g:tg;m Disefio del estud:n e :?bd:e?t;gr;ardamn

Interinstrumento TPS 250% Cada una de las 16 muestras de NSCLC NPA 100% (92,9-100%)
(10 negativas para PD-L1 y 6 positivas para PPA 100% (88,6-100%)
PD-L1) con un intervalo de expresion IHC de OA 100% (95,4-100%)
PD-L1 se analizd con cada una de los seis
instrumentos Autostainer Link 48.

Interoperador TPS 250% Cada una de las 16 muestras de NSCLC NPA 100% (92,7-100%)
(10 negativas para PD-L1 y 6 positivas para PPA 100% (88,6-100%)
PD-L1) con un intervalo de expresion IHC de OA 100% (95,4-100%)
PD-L1 se analizd con seis analistas distintos en un
instrumento Autostainer Link 48.

Interdia TPS 250% Cada una de las 16 muestras de NSCLC NPA 100% (92,9-100%)
(10 negativas para PD-L1 y 6 positivas para PPA 100% (88,6-100%)
PD-L1) con un intervalo de expresién IHC de OA 100% (95,4-100%)
PD-L1 se analizd en seis dias no consecutivos en
un instrumento Autostainer Link 48.

Interlote TPS 250% Cada una de las 16 muestras de NSCLC NPA 100% (92,6-100%)
(8 negativas para PD-L1 y 8 positivas para PD-L1) | PPA 100% (92,6-100%)
con un intervalo de expresion IHC de PD-L1 se OA 100% (96,2-100%)
analizd can tres repeticiones y cada unc de los
tres lotes de reactivos en un instrumento
Autostainer Link 48.

(Repetibilidad) TPS 250% Cada una de las 16 muestras de NSCLC NPA 100% (92,9-100%)

intraensayo (10 negativas para PD-L1 y 6 positivas para PD-L1) PPA 100% (88,6-100%)
con un intervalo de expresion IHC de PD-L1 se OA 100% (95,4-100%)
analiz6 con seis repeticiones en la misma sesion en
un instrumento Autostainer Link 48.

Intradia TPS 250% Cada una de las 16 muestras de NSCLC NPA 100% (88,3-100%)

PPA 100% (82,4-100%)
OA 100% (92,4-100%)

NPA = porcentaje de concordancia negativa, PPA = porcentaje de concordancia positiva; OA = concordancia general; TPS = Tumor

Proportion Score

Reproducibilidad externa: NSCLC

La reproducibilidad de PD-L1 IHC 22C3 pharmDx se evalué en tres centros de analisis externos. Se calcu!aron las concordancias medias ya

que no existen referencias naturales en los parametros de reproducibilidad como centro y observador. El porcentaje de concordancia

negativa media (ANA), el porcentaje de concordancia positiva media (APA) y la concordancia general (OA) se calcularon con intervalos de

confianza del 95% dobles con el método bootstrap para un valor de corte de TPS 21% y 250%.

Tabla 10: Reproducibilidad de PD-L1 IHC 22C3 pharmDx analizado en tres centros externos (TPS 21%)

(28 negativas para PD-L1 y 34 positivas para
PD-L1) con un intervalo de expresion IHC de
PD-L1, tefiidas con PD-L1 IHC 22C3 pharmDx,
fue realizada por tres anatomopatélogos, uno en
cada uno de los tres centros de estudio, en tres
dias no consecutivos. Se realizaron analisis
interobservador entre tres centros en un total de
1674 comparaciones por pares.

Estudio de Valor de corte % de concordancia
reproducibilidad diagnéstico Disefio del estudio (IC del 95%)
Intercentro TPS 21% Cada una de las 36 muestras de NSCLC ANA 94,8% (90,3-98,4%)
(16 negativas para PD-L1 y 20 positivas para APA 95,5% (81,2-98,7%)
PD-L1) con un intervalo de expresion IHC de QA 95,2% (90,8-98,6%)
PD-L1 se analizé en cinco dias no consecutivos.
Se realizaron analisis intercentro entre tres
centros en un total de 2700 comparaciones por
pares.
Intracentro TPS 21% Cada una de las 36 muestras de NSCLC ANA 96,2% (94,1-97,5%)
(16 negativas para PD-L1 y 20 positivas para APA 96,7% (95,0-97,9%)
PD-L1) con un intervalo de expresion IHC de OA 96,5% (95,2-97,4%)
PD-L1 se analizé en cinco dias no consecutivos
en cada uno de los tres centros de estudio. Se
realizaron analisis intracentro en tres centros en
un total de 1080 comparaciones por pares.
Interobservador TPS 21% La puntuacién de 62 muestras de NSCLC ANA 85,8% (79,3-91,8%)

APA 88,2% (82,2-93,3%)
OA 87,1% (81,0-92,6%)
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Estudio de Valor de corte enaa % o % de concordancia

reproducibilidad | diagnéstico Dlsefiodelestidio .. (IC del 95%)

Intracbservador TPS 21% La puntuacién de 62 muestras de NSCLC ANA 93,7% (90,0-96,1%)
(28 negativas para PD-L1 y 34 positivas para APA 94,8% (81,6-96,7%)
PD-L1) con un intervalo de expresién IHC de OA 94,3% (92,0-95,9%)

PD-L1, tefidas con PD-L1 IHC 22C3 pharmDx,

| fue realizada por tres anatomopatélogos, uno en
cada uno de los tres centros de estudio, en tres
dias no consecutivos. Se realizaron analisis
intracbservador en tres centros en un total de
558 comparaciones por pares.

ANA = concordancia negativa media; APA = concordancia positiva media; OA = concordancia general; TPS = Tumor Proportion Score

Tabla 11: Reproducibilidad de PD-L1 IHC 22C3 pharmDx analizado en tres centros externos (TPS 250%)

Estudio de Valor de corte % de concordancia

reproducibilidad diagndstico : Disofio del sstudio (IC del 95%)

Intercentro TPS 250% Cada una de las 36 muestras de NSCLC ANA 90,3% (84,4-95,2%)
(21 negativas para PD-L1 y 15 positivas para PD-L1) | APA 85,2% (75,6-92,9%)
con un intervalo de expresién IHC de PD-L1 se - | OA 88,3% (81,4-94,3%)
analizd en cinco dias no consecutivos. Se realizaron
analisis intercentro entre tres centros en un total de
2700 comparaciones por pares.

Intracentro TPS =50% Cada una de las 36 muestras de NSCLC ANA 91,9% (88,8-94,8%)
(21 negativas para PD-L1 y 15 positivas para APA 87,6% (82,5-82,2%)
PD-L1) con un intervalo de expresion IHC de QA 90,2% (86,3-93,7%)
PD-L1 se analizo en cinco dias no consecutivos
en cada uno de los tres centros de estudio. Se
realizaron anélisis intracentro en tres centros en
un total de 1080 comparaciones por pares.

Intercbservador TPS 250% La puntuacion de 62 muestras de NSCLC ANA 92,6% (87.8-96,7%)
(30 negativas para PD-L1 y 32 positivas para APA 92 8% (88,1-96,8%)
PD-L1) con un intervalo de expresién IHC de OA 92,7% (88,1-96,8%)
PD-L1, tefiidas con PD-L1 IHC 22C3 pharmDx,
fue realizada por tres anatomopatologos, une en
cada uno de los tres centros de estudio, en tres

| dias no consecutivos, Se realizaron analisis

[ interabservador entre tres centros en un total de

[ 1674 comparaciones por pares.

| Intrachservador TPS 250% La puntuacién de 62 muestras de NSCLC ANA 96,4% (94,0-98,5%)
(30 negativas para PD-L1 y 32 positivas para APA 96,5% (94,3-98,6%)
PD-L1) con un intervalo de expresion IHC de 0A 96,4% (94,3-98.6%)

PD-L1, tefiidas con PD-L1 IHC 22C3 pharmDx,
fue realizada por tres anatomopatdlogos, uno en -
cada uno de los tres centros de estudio, en tres
dias no consecutivos. Se realizaron anélisis
intraobservador en tres centros en un total de

558 comparaciones por pares.

ANA = concordancia negativa media; APA = concordancia positiva media; OA = concordancia general; TPS = Tumeor Proportion Score

16.3 Evaluacion del rendimiento clinico: NSCLC

KEYNOTE 024: Ensayo controlado de tratamiento de primera linea de pacientes con NSCLC

La eficacia de KEYTRUDA se investigd en Trial 24, un ensayo controlado, aleaterizado (1:1), abierto y multicéntrico (2). Los criterios de
elegibilidad clave fueron: NSCLC metastasico, expresion de la PD-L1 con una puntuacion Tumor Proportion Score (TPS) de 50% o superior
en un ensayo inmunohistoguimico con PD-L1 IHC 22C3 pharmDx y sin tratamiento sistémico previo para NSCLC metastasico. Los
pacientes con anomalias genémicas tumorales del EGFR o de ALK, con enfermedad autoinmunitaria que requeria terapia sistémica a los 2
afios de tratamiento, con una afeccién médica gue requeria inmunodepresion, o los pacientes que habian recibido mas de 30 Gy de
radiacién toracica en las 26 semanas anteriores no pudieron participar en el estudio. Se aleatorizo a los pacientes para recibir KEYTRUDA
200 mg cada 3 semanas (n=154) o quimioterapia con platino seleccionada por el investigador (n=151, lo que incluye

pemetrexed + carboplatino, pemetrexed + cisplatino, gemcitabine + cisplatino, gemcitabine + carboplatino o paclitaxel + carboplatino. Los
pacientes con carcinoma no escamoso podian recibir pemetrexed de mantenimiento). Se trato a los pacientes con KEYTRUDA hasta que la
toxicidad fue inaceptable, hasta que hubo progresion de la enfermedad o hasta 35 administraciones. La progresion de la enfermedad
subsiguiente podria volver a tratarse durante 1 afio mas como maximo. El tratamiento pudo continuarse tras la progresion de la enfermedad
si el paciente estaba clinicamente eslable y si el investigador consideraba que existia un beneficio clinico. La evaluacién del estado del
tumor se realizd cada 9 semanas. A los pacientes que recibian quimioterapia que experimentaron progresién de la enfermedad se les
ofrecié KEYTRUDA.

Los 305 pacientes de Trial 24 presentaban las siguientes caracteristicas al inicio del estudio: mediana de edad de 65 anos (el 54% tenia 65
o mas arios de edad); el 61% eran varones: el 82% eran de raza blanca y el 15% eran asiaticos; y el 35% y el 65% tenia un estado de
rendimientc ECOG de D y 1, respectivamente. Entre las caracteristicas de la enfermedad, se encontraban los casos de carcinoma
escamoso (18%) y no escamoso (82%); los casos de M1 (99%); v los casos de metéstasis cerebral (9%).
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El criterio principal de valoracién fue la supervivencia sin progresion (SSP) evaluado por una revisién central independiente con
enmascaramiento (BICR) de acuerdo con la versién 1.1 de los criterios de evaluacion de respuesta en tumores sélidos (RECIST 1.1). Los
criterios de valoracion de eficacia adicionales fueron la supervivencia global (SG) y la tasa de respuesta objetiva (TRO) evaluados por una
BICR de acuerdo con RECIST 1.1. En la Tabla 12 se resumen las medidas de eficacia fundamentales para la poblacidn por intencion de

tratar (ITT) completa.
Tabla 12; Resultados de eficacia de Trial 24

| Criterio de valoracion KEYTRUDA Quimioterapia
200 mg/kg, cada
3 semanas
n=154 n=151
Sspr
Numero (%) de los pacientes con | 73 (47%) 116 (77%)
SUceso

Cociente de riesgos instantaneos!
(IC del 95%)

0,50 (0,37, 0,68)

Valar p* <0,001 —

Mediana en meses (IC del 95%) 10,3 (6,7; N/D) 6,0 (4.2,6,2)
SG

Numero (%) de los pacientes con 44 (29%) 64 (42%)
suceso

Cociente de riesgos instantaneos’
(IC del 85%)

0,60 (0,41, 0,89)

Valor p* 0,005 -
| Mediana en meses (IC del 95%) No alcanzada No alcanzada
(N/D, N/D) (9,4, NID)

Tasa de respuesta objetiva”

% de TRO (IC del 95%)

45% (37, 53)

28% (21, 36)

% de respuesta completa

4%

1%

% de respuesta parcial

41%

27%

%

Evaluacién por una BICR de acuerdo con RECIST 1.1

Caociente de riesgos instantaneos (comparacion de KEYTRUDA con quimioterapia)
basado en el modelo de Cox de riesgo proporcional estratificado

T Segun la prueba del orden logaritmico estratificada

N/D = no disponible

=

Entre los 69 pacientes aleatorizados para recibir KEYTRUDA 200 mg con una respuesta objetiva, las duraciones de la respuesta se
encontraban entre 1,9+ y 14 5+ meses. El 88% de los que respondieron tuvieron una duracion de la respuesta de 6 meses o mas

(basandose en la estimacion de Kaplan-Meier; Figura 1).

Figura 1: Curva de Kaplan-Meier para supervivencia global

en Trial 24
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La eficacia de KEYTRUDA se investigd en Trial 10, un ensayo contralado, aleatorizade (1:1), abierto y multicéntrico (10). Los criterios de
elegibilidad clave fueron: NSCLC avanzado que habla evolucionado tras recibir guimioterapia con platino y, si es aplicable, terapia dirigida
para ALK o mutaciones del EGFR, y expresion de la PD-L1 con una puntuacién Tumor Proportion Score (TPS) de 1% o mayor en una
version de un ensaye clinico (CTA) de PD-L1 IHC 22C3 pharmDx. El 44 y el 56% de los pacientes fueron incluidos en el estudio basandose
en las pruebas de una muestra tumoral archivada o una muestra tumoral nueva, respectivamente. Los pacientes con enfermedad
autoinmunitaria, con una afeccion médica que requeria inmunodepresion, o los pacientes que hablan recibido mas de 30 Gy de radiacion
toracica en las 26 semanas anteriores no pudieran participar en el estudio. Los pacientes se aleatorizaron (1:1:1) de forma que recibieron

2 mg/kg (n=344) o 10 mg/kg (n=346) de KEYTRUDA cada 3 semanas o 75 mg/m? de docetaxel cada 3 semanas (n=343). Los pacientes
fueron tratados con KEYTRUDA hasta que la toxicidad fue inaceptable o hasta que hubo progresion de la enfermedad que fuera
sintomatica, evolucionase rapidamente, requiriese intervencién urgente, se produjese con un declive en el estado del rendimientc, o se
confirmase en las semanas 4 a 8 con repeticion de la adquisicion de imagenes. Los pacientes sin progresion de la enfermedad fueron
tratados durante un maximo de 24 meses o 35 administraciones, lo gue tenga una mayor duracion. La progresion de la enfermedad
subsiguiente podria volver a tratarse durante 1 afio mas come maximo. La evaluacién del estado del tumor se realizd cada 9 semanas. Las
medidas del criterio principal de valoracién de la eficacia fueron la SG y la SSP evaluadas por una BICR de acuerdo con RECIST 1.1.

Basandose en el analisis para el ensayo clinico, se aleatorizé en el estudio a un total de 1033 pacientes con NSCLC. Para evaluar la
utilidad clinica de PD-L1 IHC 22C3 pharmDx, se analizaron retrospectivamente en un laboratorio de referencia con sede en EE. UU.
muestras de estudios clinicos archivadas usando PD-L1 IHC 22C3 pharmDx. De los 1033 pacientes, se analizo retrospectivamente tejido
tumoral de 529 pacientes con PD-L1 IHC 22C3 pharmDx. Las muestras de 413 pacientes presentaron expresién de PD-L1 (21% de las
células tumorales viables mostraban tincidn de la membrana de cualquier intensidad), mientras que las muestras de 94 pacientes dieron
negativo para expresién de PD-L1 (<1% de las células tumorales viables mostraban tincién de la membrana de cualquier intensidad). De
estos 413 pacientes con expresion de PD-L1, las muestras de 163 pacientes presentaron expresion alta de PD-L1 (250% de las células
tumorales viables mostraban tincion de la membrana de cualguier intensidad).

El nivel de concordancia logrado entre el CTA y PD-L1 IHC 22C3 pharmDx se muestra en la Tabla 13.

Tabla 13: Concordancia de CTA frente a PD-L1 IHC 22C3 pharmDx
{ Niveles de concordancia PD-L1 “Porcentaje de concordancia negativa | Porcentaje de concordancia positiva
{ Valor de corte | (intervalo de confianza [IC] del 95%) | (intervalo de confianza [IC] del 95%)
| CTA frente a PD-L1 TPS 21% 94 5% [91,4%-96,6%)] 80,0% [76,9%-82,8%]
IHC 22C3 pharmDx TPS >50% 98,3% [97,1%-99,0%] 73,2% [67,9%-77,9%]

Entre los pacientes aleatorizados con expresion de PD-L1 en PD-L1 IHC 22C3 pharmDx, las caracteristicas demogréficas y otro tipo de
caracteristicas iniciales estaban correctamente equilibradas entre los grupos de tratamiento. La mediana de edad era de 63 afios (44% de los
pacientes con una edad igual o superior a 65). La mayoria de pacientes era de piel blanca (77%) y varones (58%); el estado inicial de
rendimiento ECOG era 0 (29%) o 1 (71%). El setenta y ocho por ciento (78%) de los pacientes eran fumadores o lo habian sido. El veintidos por
ciento (22%) de los pacientes presentaba histologia escamosa, mientras que el 89% presentaba histologia no escamosa. Las caracteristicas
iniciales y demograficas estaban equilibradas de forma similar entre los grupes de pembrolizumab y docetaxel del estudio clinico global.

Las resultados de la eficacia se resumen en las Tablas 14 y 15. KEYTRUDA mostré un beneficio clinico duradero en pacientes con NSCLC
con expresion de PD-L1 (TPS 21%), que mejord en pacientes con expresion alta de PD-L1 (TPS 250%), tal como se determiné con PD-L1
IHC 22C3 pharmDx. El alcance del beneficio era comparable con el del ensayo clinico global. En las tablas siguientes se resumen las
medidas de eficacia fundamentales en la poblacién global con expresion de PD-L1 (TPS 21%) y el subconjunte con expresion alta de PD-L1
(TPS 250%) para el estudio clinico global (TPS >1% segtin el CTA), y en la poblacion con expresién de PD-L1 segdn PD-L1 IHC 22C3
pharmDx. En la Figura 2 se muestra la curva de Kaplan-Meier para la SG (TPS 21%), segun los datos de PD-L1 IHC 22C3 pharmDx. Los
resultados de eficacia fueron similares en los grupos de 2 mg/kg y de 10 mg/kg de KEYTRUDA.

Tabla 14: Respuesta a KEYTRUDA en pacientes con NSCLC que han recibido tratamiento previo: ensayo clinico global y pacientes
con expresion de PD-L1, TPS 21%, determinada mediante PD-L1 IHC 22C3 pharmDx

Criterio de KEYTRUDA KEYTRUDA : Docetaxel
valoracién 2 mg/kg cada 3 semanas 10 mg/kg cada 3 semanas 75 mg/m? cada 3 semanas
Ensayo ;.‘?621 e Ensayo :?6;1 e Ensayo gznél; e
clinico pharmDx clinico pharmDx clinico pharmDx
Numero de
_pacientes 4 140 348 142 343 131
56
Fallecimientos (%) | 172 (50%) 59 (42%) 158 (45%) 59 (42%) 193 (56%) | 67 (51%)
omHiee R | ooy 0,54 0,61 057 ~ | _
(IC del 95%) (0,58; 0,88) (0,37; 0,78) (0,49; 0,75) (0,39; 0,82) |
Valor p7 <0,001 <0,001 <0,001 0,00115 -— —
I Mediana en meses 10,4 11,8 127 12,0 8,5 7.5
| (C del 85%) (9,4; 11,9) (9,6; N/D} (10,0: 17,3) (8.7 N/D) (7.5:9.8) (6,3:9,9)
SSP* |
Eventos (%) 266 (77%) 97 (63%) 255 (74%) 103 (73%) 357 (75%) 94 (72%) '
ming ] 0,68 0,79 0,79 _ B
(IC del 85%) (0,73; 1,04) (0,50; 0,92) (0,66 0,94) (0,59; 1,08)
Ao
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Valor p' 0,068 0,00578 0,005 0,05767 --- -
Mediana en meses 3.9 49 4,0 4,0 4,0 3.8

(IC del 95%) (3,1; 4,1) (4.1, 6,2) (2,6, 4,3) (2,2;4.6) (3,1; 4.2) (2,2;4.2)
Tasa de respuesta

global*

TRO %8 18% 24% 18% 20% 9% 5%

(IC del 95%) (14, 23) (17.32) | (15, 23) (14, 28) (7,13) {21)

Cociente de riesgos instantaneos (comparacion de KEYTRUDA con docetaxel) basado en el modelo de Cox de riesgo

proporcional estratificado

Basado en la prueba del orden logaritmico estratificada
Evaluada por BICR mediante RECIST 1.1

Todas las respuestas eran respuestas parciales

Tabla 15: Respuesta a KEYTRUDA en pacientes con NSCLC que han recibido tratamiento previo: ensayo clinico global y pacientes

con alta expresion de PD-L1, TPS 250%, determinada mediante PD-L1 IHC 22C3 pharmDx _

Criterio de KEYTRUDA KEYTRUDA - | Docetaxel
valoracion 2 mg/kg cada 3 semanas 10 mg/kg cada 3 semanas. 75 mg/m? cada 3 semanas
Eiigats PD-L1 IHC e PD-L1 IHC Ensayo PD-L1 IHC
clinicyn; 22G3 clinic!:) 22C3 clinico 22C3
pharmDx pharmDx pharmDx
Nghe aee 139 56 151 €0 152 47
pacientes
SG
Fallecimientos (%) | 58 (42%) 18 (32%) 80 (40%) 19 (32%) 86 (57%) 25 (53%)
il £ 045 0,50 0.29 B _
(IC del 95%) (0,38; 0,77) (0,24; 0,84) (0,36; 0,70) (0,15; 0,56)
Valor p' <0,001 0,00541 <0,001 <0,001 - -
[ Mediana en meses | 14,9 No alcanzada | 17,3 No alcanzada | 8,2 - 7:2
| (IC del 95%) (10.4: N/D) (9,3; NID) (11,8; N/D) (8.3: NID) (6.4; 10,7) (4,4; 8,3)
| ssp!
Eventos (%) 89 (64%) 33 (59%) 97 (64%) 34 (57%) 118 (78%) 33 (70%)
ﬁ‘s’fa'i?;f‘:;sﬂ'esgc’s 0,58 0,47 0,59 0,41 (0,24; _ B
(IC del 95%) (0,43, 0,77) (0,28; 0,80) (0,45; 0,78) 0,70)
Valor p' <0,001 0,00221 <0,001 <0,001 - -
Mediana en meses 52 59 52 4.8 4,1 39
(IC del 95%) (4,0, 6,5) (4,.2:9,0) (4,1; 8,1) (2.8: N/D) (3,6;4,3) (2,0;4,3)
Tasa de respuesta
global ¥
TRO %* 30% 37% 29% 28% 8% 4%
(IC del 95%) (23, 39) (25, 52) (22, 37) (18, 41) (4, 13) (1,15)

Cociente de riesgos instantaneos (comparacion de KEYTRUDA con docetaxel) basado er, el modelo de Cox de riesgo

proporcional estratificado

Basado en la prueba del orden logaritmico estratificada
Evaluada por BICR mediante RECIST 1.1

Todas las respuestas eran respuestas parciales
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Figura 2: Curva de Kaplan-Meier para la supervivencia global por grupo de tratamiento (TPS 21 % seglin PD-L1 IHC 22C3 pharmDx,
poblacién por intencidn de tratar)

<
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(TPS 21%) segun PD-L1 IHC 22C3 pharmDx, que podrian no tener expresion de PD-L1 (TPS <1%) segun-el CTA. Los pacientes con estos
resultados en la prueba forman parte de la poblacion de uso previsto/con intencion de diagndstico (ITD) del ensayo PD-L1 IHC 22C3
pharmDx. Sin embargo, se excluyeron del ensayo clinico debido a que no presentaban expresion de PD-L1 tras la seleccion con el CTA.
Para compensar la ausencia de esos datos, se realizé un analisis de sensibilidad con el fin de comprender el rango admisible del caciente
de riesgos instantaneos (CRI) estimado basado en el ensayo PD-L1 IHC 22C3 pharmDx en las subpoblaciones de TPS 21% y TPS 250%
en un entorno de ITD para verificar la coherencia con el CRI observado basado en la inscripcion con el CTA. En los resultados del analisis
de sensibilidad del HR se mostrd que las estimaciones del HR son consistentes con la atenuacion presupuesta del efecto del tratamiento en
el entorno de intencién de diagnéstico.

16.4 Evaluacién del rendimiento no clinico: adenocarcinoma gastrico o de la unién gastroesofagica

Se analizaron las siguientes histologias en la evaluacion de rendimiento no clinico del adenocarcinoma gastrico o de la unian
gastroesofagica: intestinal, difusa (que incluye carcinoma de células en anillo de sello) y mucinosa.

Especificidad/sensibilidad analitica: adenocarcinoma gastrico o de la unién gastroesofagica

La sensibilidad analitica de PD-L1 IHC 22C3 pharmDx se analizd en 100 muestras FFPE de adenocarcinoma gastrico o de la union
gastroesoféagica (en los estadios del | al IV) con un lote de produccion fabricado. En |a evaluacién de la expresion de PD-L1 se mostrg
tincion a lo large de un rango de CPS de 0-100. El 60% de las muestras presentaba expresion de la PD-L1, con la expresién definida por
CPS 21.

Precisién: adenocarcinoma gastrico o de la unién gastroesofagica

La precisién de PD-L1 IHC 22C3 pharmDx en muestras de adenocarcinoma gastrico o de la unién gastroesofagica se evaluo en Agilent. Se
comprobaraon la precision interinstrumento, interoperador, interdia e interlote comao precision combinada. Se ha probado la repetibilidad en
precision intraanalisis. También se evalud la precision intraobservador e interobservador. El porcentaje de concordancia negativa (NPA), el
porcentaje de cancordancia positiva (PPA) y la concordancia general (OA) se calcularon con intervalos de confianza del 95% dables con el
meétodo de puntuacion Wilson Score para un valor de corte de CPS 21.

Tabla 16: Precision de PD-L1 IHC 22C3 pharmDx en adenocarcinoma gastrico o de la union gastroesofagica, analizado en un Unico
rt._'.g_ntro (CPS 21)

|
Se realizaron mas analisis de consistencia para considerar el posible impacto de la falta de datos de los pacientes con expresion de PD-L1
|
\
|

| Ly Valor de corte il . % de concordancia
; Estudio de precision diagnéstico Disefio del estudio (IC del 95%):
| Precisién combinada CPS 21 Cada una de las 24 muestras de adenocarcinoma NPA 100% (94,9-100%)
(interinstrumento, gastrico o de la unién gastroesofagica (12 negativas | PPA 95,8% (88,5-98,6%)
interoperador, interlate, para PD-L1 y 12 positivas para PD-L1) con un OA 97,9% (94,1-99,3%)
interdia) intervalo de expresion de PD-L1 se analizo con tres
instrumentos Autostainer Link 48, cuatro operadores
y tres lotes del kit en tres dias no consecutivos.
Precision intraensayo CPS 21 Cada una de las 24 muestras de adenocarcinoma NPA 96,8% (89,5-99,2%)
(repetibilidad) gastrico o de la unién gastroesofagica (13 negativas PPA 100% (93.5-100%)
para PD-L1 y 11 nositivas para PD-L1) con un OA 98,3% (94,1-99,5%)
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para PD-L1 y 34 positivas para PD-L1) con un
intervalo de expresion IHC de PD-L1, teflidas con
PD-L1 IHC 22C3 pharmDx, fue realizada por tres
| anatomopatélogos en fres dias no consecutivos.

OA 96,5% (94.6-97,7%)

'\JPA porcentale de concordanma negativa; PPA = porcentaje de concordancia positiva; OA = concordancia general; CPS = Combined

Positive Score

La reproducibilidad de PD-L1 IHC 22C3 pharmDx se evalud en tres centros externos. El porcentaje de concerdancia negativa (NPA), el

. Valor de corte 2 : % de concordancia
Estudio de precision diagnéstico Diseno del estudio (IC del 95%):
intervalo de expresién IHC de PD-L1 se analizd con
cinco repeticiones en la misma sesidn en un
instrumento Autostainer Link 48.
Precision CPS =1 La puntuacion de 60 muestras de adenocarcinoma NPA 91,5% (87,2-94 4%)
interobservador gastrico o de la union gastroesofagica (26 negativas PPA 96,1% (93,3-97.7%)
para PD-L1 y 34 positivas para PD-L1) con un OA 94,1% (91,8-95.8%)
intervalo de expresion IHC de PD-L1, tefidas con
PD-L1 IHC 22C3 pharmDx, fue realizada por tres |
anatomopatdlogos en tres dias no consecutivos. |
Precision CPS 21 La puntuacidn de 60 muestras de adenocarcinoma NPA 96,0% (92,6-97,9%)
intraobservador gastrico o de la unién gastroesofagica (26 negativas. | PPA 96,8% (94.3-98,3%)

. Reproducibilidad externa: adenocarcinoma gastrico o de la union gastroesofigica

porcentaje de concordancia positiva (PPA) y la cancardancia general (OA) se calcularon con intervalos de confianza bilaterales (IC) del 95%
con el método de bootstrap para un valor de corte de CPS 1. En un estudio inicial, no se cumplieron los criterios de aceptacion del limite
inferior del IC para OA y NPA para la reproducibilidad interobservador ni tampoco del limite inferior del IC para NPA para la reproducibilidad
intraobservador. En una evaluacién del origen se indicé que uno de los tres observadores del estudio no superd las pruebas de
competencia posteriores al estudia. Se llevé a cabo un segundo estudio interobservador e intracbservador con tres observadores legos y
los resultados cumplieron los criterios de aceptacion. Los resultados se muestran en la Tabla 17 a continuacion. Se recomienda realizar una
evaluacion de competencias para garantizar la correcta interpretacién de la puntuacion por parte del observador.

Tabla 17: Reproducibilidad de PD-L1 IHC 22C2 pharmDx en adenocarcinoma gastrico o de la union gastroesofagica, analizado en

tres centros externos (CPS 21)

Estudio de
reproducibilidad

Valor de corte
diagnostico

 Disefio del estudio

% de concordancia
{IC del 95%)

Intercentra

CPS 21

Cada una de las 36 muestras de
adenocarcinoma gastrico o de la union
gastroesofagica (16 negativas para PD-L1y
20 positivas para PD-L1) con un intervalo de
expresion IHC de PD-L1 se analizé en cinco
dias no consecutivos. Se realizaron analisis
intercentro entre tres centros en un total de
540 comparaciones por pares con la secuencia
mayoritaria.

NPA 92,5% (86,2-97,5%)
PPA 91,7% (84,7-97,7%)
OA 82,0% (87,4-95,3%)

| Intracentro

CPS 21

Cada una de las 36 muestras de
adenocarcinoma gastricc o de la unidn
gastroesofagica (16 negativas para PD-L1 y
20 positivas para PD-L1) con un intervalo de
expresion IHC de PD-L1 se analizd en cinco
dias no consecutivos en cada uno de los tres
centros de estudio. Se realizaron analisis
intracentro en tres centros en un total de 540
comparaciones por pares con la secuencia
mayoritaria.

NPA 93,1% (89,2-96 5%)
PPA 98,2% (96,4-99,6%)
OA 95,7% (93,7-97,6%)

Interchservador

CPS 21

La puntuacion de 68 muestras de
adenocarcinoma gastrico o de la unién
gastroesofagica (36 negativas para PD-L1y

32 positivas para PD-L1) con un intervalo de
expresion IHC de PD-L1, tefiidas con PD-L1
IHC 22C3 pharmDx, fue realizada por tres
anatomopatdlogos, uno en cada uno de los tres
centros de estudio, en tres dias no
consecutivos. Se realizaron analisis
interabservador entre tres centros en un total de
612 comparaciones por pares con la secuencia
mayoritaria.

NPA 96,6% (92,9-99,4%)
PPA 96,5% (93,1-99,3%)
OA 96.6% (94,0-98,7%)
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Estudio de Valor de corte Blavha delcavadion : . - % de concordancia

reproducibilidad ; diagnodstico ; (IC del 95%)

Intracbservador CPS 21 La puntuacian de 68 muestras de NPA 97,2% (94,8-99,1%)
adenocarcinoma gastrico o de la union PPA 97,2% (94,8-99,3%)
gastroesofagica (36 negativas para PD-L1y OA 97,2% (95,3-98,9%)

32 positivas para PD-L1) con un intervalo de
expresion IHC de PD-L1, tefiidas con PD-L1
IHC 22C3 pharmDx, fue realizada por tres
anatomopatologos, uno en cada uno de los tres
centros de estudio, en tres dias no
consecutivos. Se realizaron analisis
intraobservador en tres centros en un total de
612 comparaciones por pares con la secuencia

\ mayoritaria.
NPA = porcentaje de concordancia negativa, PPA = porcentaje de concordancia positiva; OA = concordancia general; CPS = Combined
Paositive Scare

16.5 Evaluacién del rendimiento clinico: adenocarcinoma gastrico o de la unién gastroesofagica

Se estudié |a eficacia de KEYTRUDA en KEYNOTE 059 (KN059), un ensayo multicéntrica, no aleatorizado, abierto y de varias cohortes en
el que participaron 259 pacientes con adenocarcinoma gastrico o de la unién gastroesofagica que mostraron evolucién con al menos 2
tratamientos sistémicos anteriores para enfermedad avanzada. El tratamiento antericr debe haber incluido un derivado del platino y
fluoropirimidina. Los pacientes con resultados positivos para HER2/neu deben haber recibido tratamiento previo con terapia dirigida para
HER2/neu. No se consideraron aptos los pacientes con enfermedades autoinmunitarias activas o una afeccion médica que requiriera
inmunodepresion o con signos clinicos de ascitis detectados mediante una exploracion fisica.

Los pacientes recibieron 200 mg de KEYTRUDA cada 3 semanas hasta gue la toxicidad fue inaceptable o hasta que hubo progresion de la
enfermedad gue fuera sintomatica, evolucionase rapidamente, requiriese intervencion urgente, se produjese con un declive en el estado del
rendimiento, o se confirmase al menos 4 semanas después con repeticién de |a adquisicion de imagenes. Los pacientes sin progresion de
la enfermedad se trataron durante hasta 24 meses. La evaluacién del estado del tumor se realizé cada entre 6 y 9 semanas. El criterio de
valoracion de eficacia principal fue la tasa de respuesta objetiva (TRO) de conformidad con RECIST 1.1 segun una revision central
independients con enmascaramiento y la duracién de la respuesta.

El nivel de expresion de PD-L1 para tejidos o biopsias tumorales de 259 pacientes (167 archivadas y 80 recientes [consulte la definicién de
la Tabla 15]) se determiné con PD-L1 IHC 22C3 pharmDx. No se pudo evaluar el nivel de expresion de PD-L1 de 2 muestras. En general, el
58% (148/257) de los pacientes presentaba tumores con expresion de PD-L1 con una puntuacion Combined Positive Score (CPS) 21. Se
analizaron las muestras del 73% (66/90) de los pacientes que correspondian a muestras tumorales recientes para las pruebas de PD-L1y
del 49% (82/167) de los pacientes que correspondian a muestras tumorales archivadas con una expresion de la PD-L1 a CPS 21

{Tabla 18).

Tabla 18: Expresion de PD-L1 tumoral por tipo de muestra

Tejido tumoral Expresion de PD-L1 (CPS 21) n (%) Sin expresidn de PD-L1 (CPS <1) n (%)
Estudio global n=257 (%) 148 (58) 109 (42)

Tejido archivado® 82 (49) 85 (51)

n=167

Tejido reciente® 66 (73) 24 (27)

n=90

*En el contexto del ensayo clinico KNO59, el término "biopsia reciente” se definio como una muestra obtenida hasta 6 semanas (42 dias)
antes del comienzo del tratamiento el dia 1 (ciclo 1) con KEYTRUDA y sin haber administrado ningin otro tratamiento contra el cancer
después de obtener la muestra. Las muestras con una antigliedad >42 dias se clasificaron como archivadas.

De los 148 pacientes con expresion de PD-L1 a CPS 21, se determind que 143 presentaban un tumor con estabilidad de los microsatélites
o con inestabilidad de los microsatélites o reparacién de errores de emparejamiento sin determinar. Las caracteristicas al inicio del estudio
de estos 143 pacientes fueron: edad media de 64 afios (47% con edad igual o superior a 65); 77% de varones; 82% de raza blanca, 11% de
origen asiatico; y estado de rendimiento ECOG de 0 (43%) y 1 (57%). El 85% de los pacientes presentaba enfermedad de tipo M1y el 7%
enfermedad de tipo M0. El 51% habia recibido dos y el 49% tres o mas lineas de tratamiento en situacion de metastasis o recidiva.

En el caso de los 143 pacientes con expresién de PD-L1 (CPS 21), la TRO fue del 13,3% (IC del 95%: 8,2, 20,0); el 1,4% presentd una
respuesta completa, mientras que el 11,9% presentd una respuesta parcial. Entre los 19 pacientes que responden, la duracion de la
respuesta oscild entre el +2,8 y +19,4 meses, con 11 pacientes (58%) con respuestas de 6 meses o mas y 5 pacientes (26%) con
respuestas de 12 meses o0 mas.

16.6 Evaluacién del rendimiento no clinico: cancer cervical, inciuidos canceres escamosos combinados

Se llevaron a cabo estudios no clinicos con PD-L1 IHC 22C3 pharmDx en muestras tisulares de cancer cervical humano en parafina y
fijadas con formol (FFPE). En estos conjuntos de muestras para el estudio no clinico también se incluyeron canceres de células escamosas
(SQ) vulvares, anales y de glandulas salivales para complementar al cancer cervical de células escamosas (SQ). Estos tipos de cancer
complementarios también se incluyeron en ei estudio KEYNOTE 158 de Merck. Los estudios ne clinicos consistieron en estudios de
validacion analitica, estabilidad y reproducibilidad externa.
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Sensibilidad/especifidad analitica: cancer cervical
Se analizo |a sensibilidad de PD-L1 IHC 22C3 pharmDx en 370 muestras FFPE de cancer cervical (en los estadios del | al IV). En la

cancer cervical presentaba expresion de la PD-L1, con la expresion definida por CPS 21.

Precision: cancer cervical, incluidos canceres de células escamosas

La precisian de PD-L1 IHC 22C3 pharmDx en canceres cervicales se evalud en Agilent por medio de canceres de células escamosas (SQ)
cervicales, vulvares, anales y de |as gléndulas salivales. Se comprobaron la precisién interinstrumento, interoperador, interdia e interlote
como precisién combinada. Se ha probado la repetibilidad en precision intraanalisis. También se evalug la precision interobservador e
intraobservador. El porcentaje de concordancia negativa (NPA), el porcentaje de concordancia positiva (PPA) v la concordancia general
{OA) se calcularon con intervalos de confianza bilaterales del 95% en funcion del método de puntuacion Wilson Score para un valor de corte

de CPS 21.

unico centro (CPS 21)

Tabla 19: Precision de PD-L1 IHC 22C3 pharmDx en cancer cervical, incluidos canceres de células escamosas, analizado en un

Estudio de precision Valordecorte | Disefo del estudio % de concordancia 3
diagnéstico i : (IC del 95%) e |
Precision combinada del CPS 21 Cada una de las 18 muestras del subgrupo | NPA 100% (91,4-100%)
subgrupo histologico de escamoso (7 negativas para PD-L1 y PPA 100% (94,5-100,0%)
células escamosas 11 positivas para PD-L1; 6 canceres OA 100% (96,5-100%)
(interinstrumento, cervicales [3 positivos para PD-L1 y
. interoperadar, interlote, 3 negativos para PD-L1]) con un intervaio |
interdia) de expresion de PD-L1 se analizd con tres Y
instrumentos Autostainer Link 48, cuatro \
operadares y tres lotes del kit en tres dias }
no consecutivos. |
Precision intraensayo CPS 21 | Cada una de las 8 muestras (0 negativas NPA N/D \
(repetibilidad) en ! | para PD-L1y 8 positivas para PD-L1, PPA 97,5% (87,1-99,6%) ‘
subgrupo histologico de | 2 canceres cervicales (2 positivos para OA 97,5% (87,1-99,6%)
celulas escamosas | PD-L1)) con un intervalo de expresion IHC
de PD-L1 se analizd con cinco repeticiones
en la misma sesién en el instrumento
Autostainer Link 48.
Precision interobservador | CPS 21 La puntuacion de 52 muestras escamosas NPA 98,4% (95,5-99,5%)
en el subgrupo (22 positivas para PD-L1 y 30 negativas PPA 98,9% (96,8-99,6%)
histologico de células para PD-L1) con un intervalo de expresion OA 98,7% (97.2-99,4%)
escamosas IHC de PD-L1, tefiidas con PD-L1 IHC
22C3 pharmDx, fue realizada por tres
anatomopatélogos en tres dias no
consecutivos.
Precision intraobservador | CPS 21 La puntuacién de 52 muestras escamosas NPA 97 9% (94,8-99,2%)
en el subgrupo (22 positivas para PD-L1 y 30 negativas PPA 99,6% (97.9-99.9%)
histologico de céluias para PD-L1) con un intervalo de expresion OA 88,9% (97,5-89,5%)
ESCamosas IHC de PD-L1, tefiidas con PD-L1 IHC
22C3 pharmDx, fue realizada por tres
anatomopatologos en tres dias no
. consecutivos.

Positive Score

NPA = porcentaje de concordancia negativa; PPA = porcentaje de concordancia positiva; OA = concordancia general; CPS = Combined

Precision: cancer cervical

La precision de PD-L1 IHC 22C3 pharmDx en céncer cervical se evalud en Agilent. Se comprobaron la precision interinstrumento,
interoperador, interdia e interlote como precisién combinada. Se ha probade la repetibilidad en precision intraanalisis. También se evalud la
precision interobservador e intracbservador. El porcentaje de concordancia negativa (NPA), el porcentaje de concordancia positiva (PPA) y
la cancordancia general (OA) se calcularon con intervalos de confianza bilaterales del 95% con el método de puntuacion Wilson Score para
un valor de corte de CPS 21.

Tabla 20: Precisién de PD-L1 IHC 22C3 pharmDx eh cancer cervical, analizado en un Unico centro (CPS 21)

Estudio de precision Valor de corte Disefio del estudio % de concordancia
: -diagnéstico (IC del 95%)
Precision combinada CPS =1 6 muestras de cancer cervica! (3 negativas NPA 100,0% (81,6-100%)

(interinstrumento,
interoperador, interlote,
‘ interdia) en cancer
i cervical
\

\

para PD-L1 y 3 positivas para PD-L1) con un
intervalo de expresion de PD-L1 se analizaron
con tres instrumentos Autostainer Link 48,
cuatro operadores v tres lotes del kit en tres
dias no consecutivos.

PPA 100,0% (82,4-100%)
OA 100.0 (90,1-100%)
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Estudio de precision Valor de corte Disefio del estudio % de concerdancia
diagnostico : (IC del 95%)
recision intraensayo en CPS 21 2 muestras de cancer cervical (0 negativas NPA N/D \
cancer cervical para PD-L1 y 2 positivas para PD-L1) con un PPA 100,0% (72,2-100%) 1
(repetibilidad) intervalo de expresion IHC de PD-L1 se OA 100,0% (72,2-100,0%) l
analizaron con cinco repeticiones en la misma }
sesian en un instrumento Autostainer Link 48. %
|
Precision interobservador | CPS 21 La puntuacion de 21 muestras de cancer NPA 100% (94,9-100%) ;
en cancer cervical cervical (8 positivas para PD-L1y PPA 99,1% (95,3-99,8%)
13 negativas para PD-L1) con un intervalo de | OA 99,5% (97,1-99,9%) [
expresion IHC de PD-L1, tefiidas con PD-L1 |
IHC 22C3 pharmDzx, fue realizada por tres
anatomopatdlogos en tres dias ne
consecutivos.
Precision intraobservador | CPS 21 La puntuacion de 21 muestras de cancer |
en céncer cervical cervical (8 positivas para PD-L1y NPA 100% (94,9-100%)
13 negativas para FD-L1) con un intervalo de PPA 99,1% (95,3-99,8%)
expresién IHC de PD-L1, tefidas con PD-L1 OA 99,5% (97,1-99,9%) ‘
. IHC 22C3 pharmDsx, fue realizada por tres 1
anatomopatdlogos en tres dias no i
consecutivos.

NPA = porcentaje de concordancia negativa; PPA = porcentaje de concordancia positiva; OA = concordanéia general; CPS = Combined
Paositive Score

Reproducibilidad externa: cancer cervical, incluidos canceres de céiulas escamosas

La reproducibilidad de PD-L1 IHC 22C3 pharmDx se evalud en tres centros externcs con canceres de células escamosas (SQ) cervicales,
vulvares, anales o de la glandula salival. El porcentaje de concordancia negativa (NPA), el porcentaje de concordancia positiva (PPA) y la
concordancia general (OA) se calcularon con intervalos de confianza bilaterales del 95% en funcidn del método de puntuacion Wilson Score
para un valor de corte de CPS z1.

Tabla 21: Reproducibilidad de PD-L1 IHC 22C3 pharmDx en cancer cervical, incluidos canceres de células escamosas, analizado

en tres centros externos (CPS 21)

Estudiode del estudio

reproducibilidad

Cada una de las 22 muestras del
subgrupo escamoso (8 negativas para
PD-L1 y 13 positivas para PD-L1; n=6
canceres cervicales) con un intervalo de
expresion IHC de PD-L1 se analizé en
cinco dias no consecutivos. Se realizaron
analisis intercentro entre tres centros en
un total de 330 comparaciones por pares
con la secuencia mayoritaria.

Intercentro

NPA 94 8% (89,7-97 5%)
PPA 97.4% (94.1-98,9%)
OA 96,4% (93,7-97,9%)

CPS 21 Cada una de las 22 muestras del

subgrupo escamoso (9 negativas para

PD-L1 y 13 positivas para PD-L1; n=6

| canceres cervicales) con un intervalo de
expresion IHC de PD-L1 se analizd en

‘ cinco dias no consecutivos. Se realizaron

analisis intracentro en tres centros en un

total de 330 comparaciones por pares con

la secuencia mayaritaria.

Intracentro

NPA 98.5% (94,6-99,6%)
PPA 97,5% (94,3-98,9%)
0A 97,9% (95,7-99,0%)

CPS 21 Cada una de las 22 muestras del
subgrupo escamoso (9 negativas para
PD-L1 y 13 positivas para PD-L1; n=6
canceres cervicales) con un intervalo de
expresion IHC de PD-L1, tefiidas con PD-
L1 IHC 22C3 pharmDx, fue realizada por
tres anatomopatdloges, une en cada uno
de los tres centros de estudio, en tres dias
no consecutivos. Se realizaron analisis
interobservador entre tres centros en un
total de 198 comparaciones por pares con
la secuencia mayaritaria.

Intercbservador

NPA 95,1% (88,0-98,1%)
PPA 99,1% (95,2-99,8%)
OA 97,4% (94.1-98,9%)

_/f s
ey
ROCHEMT:%’:’L ARGENTINA B,
Fernandg:Matias Mendonga &
D.N.L| 25.097.811 U'I'fgiécr
Representante Legal v

Pagina 27 de 33

PO3951ES_10/SK00621-5/2018.08 p. 27/33

: §%%;LQ,—,:?\PN-| NPM#ANMAT
g T&:{:MCJ

e




Estudiode VG orte.
reproducibilidad =~ | diagnéstico

. g;r.: del 95 %)

Intrachservador CPS 21 7 Cada Lina de l.a's'ééu;%ueustfés del' NPA 97,4% (81,1-998,3%)
subgrupo escamoso (9 negativas para PPA 98,3% (93,9-99,5%)
PD-L1 y 13 positivas para PD-L1; n=6 ‘OA 97,9% (94,8-99,2%)

canceres cervicales) con un intervalo de
expresion IHC de PD-L1, tefidas con PD-
L1 IHC 22C3 pharmDx, fue realizada por
tres anatomopatdlogos, uno en cada uno
de los tres centros de estudic, en tres dlas
no consecutivos. Se realizaron analisis
intraobservador en tres centros en un total
de 198 comparaciones por pares con la
secuencia mayoritaria. |

‘
NPA = porcentaje de concordancia negativa; PPA = porcentaje de concordancia positiva; OA = concordancia general; CPS = Combined
Positive Score

Reproducibilidad externa: cancer cervical

La reproducibilidad de PD-L1 IHC 22C3 pharmDx se evalud con cancer cervical en tres centros externos. El porcentaje de concordancia
negativa (NPA), el porcentaje de concordancia positiva (PPA) y la concordancia general (OA) se calcularon con intervalos de confianza
bilaterales del 95% en funcion del método de puntuacién Wilson Score para un valor de corte de CPS 21.

Tabla 22 Repruduclbllldad de PD- ance cerwcal anali tres entrus externos (CPS 21)

Intercentro | CPS 21 6 muestras de cancer cenncai (2 negatwas NPA 100% (88, 6 100%)
para PD-L1 y 4 positivas para PD-L1) con un PPA 95,0% (86,3-98,3%)
intervalo de expresion IHC de PD-L1 se { OA 96,7% (90,7-98,9%)

analizaron en cinco dias no consecutivos. Se
realizaron analisis intercentro entre tres
centros en un total de 90 comparaciones por
pares con la secuencia mayoritaria.

Intracentro | CPS21 6 muestras de cancer cervical (2 negativas NPA 100% (88,6-100%)
para PD-L1 y 4 positivas para PD-L1) con un PPA 95,0% (86,3-98,3%)
intervalo de expresion IHC de PD-L1 se OA 96,7% (90,7-98,9%)

analizaron en cinco dias no cansecutivos. Se
realizaron analisis intracentro en tres centros
en un total de 90 comparaciones con la
secuencia mayoritaria.

Interobservadar CPS 21 La puntuacion de 6 muestras de cancer NPA 100% (82,4-100%)
cervical (2 negativas para PD-L1 y 4 positivas | PPA 100% (90,4-100%)
para PD-L1) con un intervalo de expresion OA 100% (93,4-100%
IHC de PD-L1, tefiidas con PD-L1 IHC 22C3 |

pharmDx, fue realizada por tres |

anatomopatdlogos, uno en cada uno de los I |
tres centros de estudio, en tres dias no i 1
consecutivos. Se realizaron analisis
interobservador entre tres centros en un total
de 54 comparaciones por pares con la
secuencia mayoritaria.

Intracbservador CPS 21 La puntuacion de 6 muestras de cancer NPA 100% (82,4-100%)
cervical (2 negativas para PD-L1 y PPA 100% (90,4-100%)
4 positivas para PD-L1) con un intervalo de OA 100% (93,4-100%)

expresion IHC de PD-L1, tefiidas con PD-L1
IHC 22C3 pharmDx, fue realizada por tres
anatomopatélogos, uno en cada uno de los
tres centros de estudio, en tres dias no
consecutivos. Se realizaron analisis :
intraobservador en tres centres en un total ’
de 54 comparaciones por pares con la 5

secuencia mayoritaria.
NPA = porcenta}e de concordancia hegativa; PPA = porcentaje de concerdancia positiva; OA = concordaru:la general; CPS = Combined
Positive Score
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16.7 Evaluacion del rendimiento clinica: cancer cervical

Se investigd la eficacia de KEYTRUDA en 98 pacientes con cancer cervical recidivante o metastasico incluidos en una Unica cohorte
{Cohorte E) del estudio KEYNOTE 158 (NCT02628067). Se trata de un ensayo abierto, multicéntrico, de varias cohortes y no aleatorizado.
Se excluyeron del ensayo los pacientes con una enfermedad autoinmunitaria o una afeccién que precisara inmunodepresion.

Se trato a los pacientes con KEYTRUDA por via venosa a una dosis de 200 mg cada 3 semanas hasta que hubo una progresién documenlada
de la enfermedad o |a toxicidad fue inaceptable. Los pacientes con una progresion radiografica inicial de la enfermedad podian recibir dosis
adicionales de tratamiento durante la confirmacion de la progresion. Esto era posible saivo gue la progresion fuera sintornatica, evolucionase
rapidamente, requiriese intervencion urgente o se produjese con un declive en el estado del rendimiento. Los pacientes sin progresion de la
enfermedad podian tratarse durante hasta 24 meses. La evaluacion del estado del tumor se realizé cada 9 semanas durante los 12 primeros
meses y cada 12 semanas posteriormente, El criterio de valoracion de eficacia principal fue la tasa de respuesta objetiva (TRO) de conformidad
con RECIST 1.1 segun una revisién central independiente con enmascaramiento v la duracién de la respuesta.

De los 98 pacientes de la Cohorte E, 77 (79%) presentaron tumores con expresién de PD-L1 con una CPS 21 y recibieron al menos una
linea de quimioterapia en situacion de metastasis. El estado de PD-L1 se determiné mediante PD-L1 IHC 22C3 pharmDx. Las
caracteristicas al inicio del estudio de estos 77 pacientes fueron: mediana de edad de 45 afios (intervalo de 27 a 75 afios); 81% de raza
blanca, 14% de origen asiético, 3% de raza negra; estado de rendimiento ECOG de 0 (32%) o 1 (68%); 92% tenia carcinoma de células
escamasas, 6% adenocarcinoma y 1% histologia adenoescamosa; 95% presentaba enfermedad de tipo M1 y 5% recidiva; 35% recibieron
una linea previa de tratamiento y 65% dos o més en situacion de recidiva c metastasis.

No se observaron respuestas en pacientes cuyos tumores no presentaran expresion de PD-L1 (CPS <1).
Los resultados de la eficacia se resumen en la Tabla 23.

Tabla 23: Resultados de la eficacia en la Cohorte E de KEYNOTE-158 (CPS 21)

Criterio de valoracién n=77*

Tasa de respuesta objetiva

TRO (IC del 95%) 14,3% (7.4, 24.1)

Tasa de respuesta completa . 2,6%

Tasa de respuesta parcial 11.7%

Duracion de la respuesta

Mediana en meses (intervalo) NA (4,1+; 18,6+)"

% con una duracion 26 meses 91% N

* Mediana de tiempo de seguimiento de 11,7 meses (intervalo de 0,6 a 22,7 meses)
tBasado en pacientes (n=11) con respuesta obtenida segun una revision independiente
+ Indica continuidad

NA= No alcanzada

16.8 Evaluacién del rendimiento no clinico: carcinoma urotelial

Se realizaron estudios no clinicos en muestras de carcinoma urotelial fijadas con formol e incluidas en parafina (FFPE).

Sensibilidad/Especificidad analitica: carcinoma urotelial

La sensibilidad analitica de PD-L1 IHC 22C3 pharmDx se analizé en 104 muestras FFPE de carcinoma urotelial (en los estadios del il al V)
con un lote de produccion fabricado. En la evaluacion de la expresion de PD-L1 se mostré tincion a lo largo de un rango de CPS de 0-100,
en el que el 37% de las muestras presenta una expresion de PD-L1 con una CPS 210. No fue posible evaluar una muestra debido a la alta
tincién de fondo.

Precision: carcinoma urotelial
La precision de PD-L1 IHC 22C3 pharmDx se evalud en Agilent. Se comprobaron la precision interinstrumente, interoperador, interdia e
interiote como precision combinada. Para los estudios de precisidn, el porcentaje de conceordancia negativa (NPA), el porcentaje de
concordancia positiva (PPA) y la concardancia general (OA) se calcularon con intervalos de confianza del 95% bilaterales con el método
bootstrap de percentiles para el valor de corte de CPS 210, tal como se muestra en ia Tabla 24.

Tabla 24: Precision de PD-L1 IHC 22C3 pharmDx en carcinoma urotelial, analizade en un Unico centro (CPS 210)

Valor de corte % de concordancia

Estudio de precision diagnéstico D|seno del estudio -| (4 del 85%)
Precision combinada CPS 210 Se analizé cada una de las 46 muestras de carcinoma NPA 96,2% (92,3-100%)
(interoperador, : urotelial (26 negativas para PD-L1 y 20 positivas para PPA 98,3% (95,0-100%)
interinstrumento, | PD-L1) con un intervalo de expresion IHC de PD-L1 con | OA 97,1% (94.2-98,3%)
interdia, e interfote como | tres operadores en tres instrumentos Autostainer Link 48
variables combinadas) en tres dias noe consecutivos y con tres lotes de reactivos.
Precision intraanalisis™ | CPS 210 Se analizo cada una de las 32 muestras de carcinoma | NPA 100% (85,7-100%)"
(Repetibilidad) | urotelial (17 negativas para PD-L1 y 15 positivas para PPA 96,0% (92,0-100,0%)

| PD-L1) con un intervalo de expresion IHC de PD-L1 OA 98,1% (96,2-100,0%)

| con cinco repeticiones en la misma sesion en un

instrumento Autostainer Link 48.

Precision interobservador CPS 210 La puntuacion de 60 muestras de carcinoma urctelial

PPA 94,1% (89,9-87,6%)
OA 84 6% (91,4-97 4%)

(28 negativas para PD-L1 y 32 positivas para PD-L1)
con un intervalo de expresién IHC de PD-L1, tefiidas
con PD-L1 IHC 22C3 pharmDx, fue realizada por tres
anaomopatélogos en ires dias na consecutives.

Y/
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Precisién intracbservador CPS 210 ! La puntuacion de 60 muestras de carcinoma urotelial ‘ NPA 96,8% (94,3-99,2%)
| (28 negativas para PD-L1 y 32 positivas para PD-L1) PPA 96,5% (94,1-98,6%)

! con un intervalo de expresion IHC de PD-L1, tefidas | QA 96,7% (94,8-98,3%)

| con PD-L1 IHC 22C3 pharmDx. fue realizada por tres

anatomopatélogos en tres dias no consecutivos.

i

NPA = porcentaje de concordancia negativa; PPA = porcentaje de concordancia positiva; OA = porcentaje de concordancia general;
CPS = Combined Positive Score

*El método de bootstrap de percentiles no puede calcular intervalos de confianza si se observa una concordancia del 100%, por lo que se
utilizé al métada de puntuacién de Wilson para calcular los intervalos de confianza de la concordancia NPA de |a precision intraanalisis.
Tenga en cuenta que el método de puntuacién de Wilson presenta limitaciones, pues se presupone la independencia de los datos. Dado
que una muestra supone una contribucion mayor que una comparacion con la secuencia mayoritaria, los datos no son independientes.

Reproducibilidad externa: carcinoma urotelial

La reproducibilidad de PD-L1 IHC 22C3 pharmDx se evalud con carcinoma urotelial en tres centros exteros. El porcentaje de concordancia
negativa (NPA), el porcentaje de concordancia positiva (PPA) v la concordancia general (OA) se calcularon con intervalos de confianza
bilaterales del 95% con el método bootstrap de percentiles.

Tabla 25: Reproducibilidad de PD-L1 IHC 22C3 pharmDx en carcinoma urotelial, analizado en tres centros externos (CPS 210)

Estudio de Valor de corte S g % de concordancia
reproducibilidad diagnéstico Ehieiio de seidlo (I del 95%)

Intercentro CPS 210 Cada una de las 36 muestras de carcinoma NPA 94,0% (87,7-99,3%)
urotelial (20 negativas para PD-L1 y 16 positivas PPA 84,6% (77,1-91,7%)
para PD-L1) con un intervalo de expresion IHC de | OA 89,8% (85,0-94,1%)
PD-L1 se analizd en cinco dias no consecutivos.
Se realizaron analisis intercentro entre tres
centros en un total de 539 comparaciones con la
secuencia mayaoritaria.

Intracentro CPS 210 Cada una de las 36 muestras de carcinoma NPA 96,2% (92,9-58,8%)
urotelial (20 negativas para PD-L1 y 16 positivas PPA 95,0% (92,4-97 4%)
| para PD-L1) con un intervalo de expresién IHC de | OA 95,7% (93,5-97,6%)

‘ PD-L1 se analizé en cinco dias no consecutivos
en cada uno de los tres centros de estudio. Se
realizaron analisis intracentro en tres centros en
un total de 539 comparaciones por pares con la
secuencia mayoritaria.

Interobservador CPS 210 La puntuacién de 60 muestras de carcinoma NPA 97,3% (94,3-99,6%)
| urotelial (29 negativas para PD-L1 y 31 positivas PPA 90,7% (86.4-94 6%)
| para PD-L1) con un intervalo de expresion IHC de | OA 93,9% (91,3-86,3%)

| PD-L1, tefiidas con PD-L1 IHC 22C3 pharmDx,
fue realizada por tres anatomopatdlagos, uno en
cada uno de los tres centros de estudio, en tres
dias no consecutivos. Se realizaron analisis
interobservador entre tres centros en un total de
540 comparaciones con la secuencia mayaoritaria.
Intracbservador CPS 210 La puntuacion de 60 muestras de carcinoma NPA 95,7% (93,8-97,8%)
urotelial (29 negativas para PD-L1 y 31 positivas PPA 96,1% (93,6-98,3%)
para PD-L1) con un intervalo de expresion IHC de | OA 95,8% (94,3-97.4%)
PD-L1, tefidas con PD-L1 IHC 22C3 pharmDx,
fue realizada por tres anatomopatélogoes, une en
cada uno de los tres centros de estudio, en tres
dias no consecutivos. Se realizaron analisis
intraobservadar en tres centros en un total de
540 comparaciones con ia secuencia mayoritaria.

NPA = porcentaje de concordancia negativa; PPA = porcentaje de concordancia positiva; OA = concordancia general; CPS = Combined
Paositive Score

16.9 Evaluacion del rendimiento clinico: carcinoma urotelial

Se investig la eficacia de KEYTRUDA en el estudio KEYNOTE 052 (NCT02335424), un estudio abierto, multicéntrico de un solo grupo
realizado con 370 pacientes con carcinoma urotelial localmente avanzade o metastésico que no fueran aptos para la quimioterapia a base
de cisplatino. Se excluyeron del ensayo los pacientes con una enfermadad autoinmunitaria o una afeccion que precisara inmunodepresion.

Los pacientes recibieron KEYTRUDA a una dosis de 200 mg cada 3 semanas hasta que hubo progresién de la enfermedad o la toxicidad
fue inaceptable. Los pacientes con una progresion radiegrafica inicial de la enfermedad podian recibir dosis adicionales de tratamiento
durante la confirmacion de la progresién. Esto era posible salvo gue la progresion fuera sintomatica, evolucionase rapidamentie, reguiriese
intervencion urgente o se produjese con un declive en el estado del rendimiento. Los pacientes sin progresion de la enfermedad podian
tratarse durante hasta 24 meses. Las evaluaciones de la respuesta tumoral se realizaron 9 semanas después de la primera dosis, después,
cada 6 semanas durante el primer afio vy, desde entonces, cada 12 semanas. El criterio de valoracion de eficacia principal fue |z tasa de
respuesta objetiva (TRO) de conformidad con RECIST 1.1 segln una revisidn de radiologia independiente y la duracion de la respuesta.
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" Problema

Causa probable

Accién recomendada

3. Los portaobjetos con muestras o las
lineas celulares positivas del
portacbjetos de control Control Slide
suministrados con el kit se han tefido
débilmente

3a. Recuperacién antigénica
inadecuada.

3a. Compruebe que el procedimiento de
pretratamiento 3 en 1 se ha realizado correctamente.

3b. Tampén de lavado no apropiado.

3b. Use solo Dako Wash Buffer, n.° de
catalogo K8007.

4. Tincidn excesiva de fondo de los
portaobjetos.

4a. No se ha retirado por completo la
parafina.

4a. Compruebe que el procedimiento de
pretratamiento 3 en 1 se ha realizado correctamente.

4b. Los portaobjetos se han secado

4b. Asegurese de que los portaobjetos permanezcan

durante la carga en Autostainer Link 48. | humedos durante la carga y antes de empezar la
sesion.

4c. Union inespecifica de los reactivos
al corte de tejido.

4¢. Compruebe que se ha fijado bien la muestra y/o la
presencia de necrosis.

4d. Método de fijacion no apropiado. 4d. Asegulrese de que solo se utilizan fijadores de
formol tamponado neutro y métodos de fijacion

recomendados.

5. El tejido se ha desprendido de los
portaabjetos.

‘6. Tincion especifica excesivamente

5a. Se han utilizado los portaobjetos
incorrectos.

5a. Utilice Dako FLEX IHC Microscope Slides (n.° de
catalogo K8020) o los portachjetos cargados
Fisherbrand Superfrost Plus.

5b. Los cortes deben colocarse en un horno a 58 + 2
°C durante 1 hora antes de proceder a la tincidn.

5b. Preparacion inadecuada de
muestras.

6a. Método de fijacion no apropiado. Ba. Asegurese de ulilizar solo fijadores y métodos de

intensa. fijacion aprobados. ’

[ 7?‘._T-ar’ge[ Retrieval Solution adquiere
| un aspecto turpio cuando se calienta.

6b. Tampén de lavado no apropiado. 6h. Use sola Dako Wash Buffer, n.® de catalogo

K8007.

7. Cuando se calienta Target Retrieval
Soluticn adquiere un aspecto turbio.

7. Esto es normal y no influye en |a tincian.

NOTA: Si no se puede atribuir el problema a ninguna de las circunstancias anteriores o si la accién correctiva sugerida no lo solucicna,
pongase en contacto con el servicio de asistencia técnica de Agilent para solicitar mas ayuda. Puede encontrar informacién adicional sobre
las técnicas de tincién y preparacion de muestras en Dako Education Guide: Immunohistochemical Staining Methods (5) (disponible en Dako).

Department of Health, Education and Welfare, National Institutes for Occupatioral Safety and Health, Rockville, MD. “Procedures for the
decontamination of plumbing systems containing copper and/or lead azides.” DHHS (NIOSH) Publ. No. 78-127, Current 13, August 16,

Clinical and Laboratory Standards Institute (formerly NCCLS). Protection of Laberatory Workers From Occupationally Acquired Infections;
Approved Guideline — Third Edition. CLSI document M28-A3 [ISBN 1-58238-567-4. Clinical and Laboratory Standards Institute, 940 West

Taylor CR and Rudbeck L. Education Guide: Immunohistochemical Staining Methads. Sixth Edition. Dako, Carpinteria, California; 2013.
Clinical and Laboratory Standards Institute (formerly NCCCLS). Quality assurance for Immunocytochemistry; Approved guideline. CLSI
document MM4-A (1-56238-396-5) CLSI, 940 West Valley Road, Suite 1400, Wayne, Pennsylvania 15087-1898 USA; 1999.

Omata M, Liew C-T, Ashcavai M, Peters RL. Nonimmunologic binding of horseradish peroxidase to hepatitis B s surface antigen: a

Okazaki T, Honjo T. PD-1 and PD-1 ligands: from discovery to clinical application. International Immunol 2007(19); 7:813.
Brown JA, Dorfman DM, Ma F-R, Sullivan EL, Munoz O, Wood CR, et al. Blockade of Programmed Death-1 Ligands on Dendritic Cells

Cooper WA, Tran T, Vilain RE, Madore J, Seliger Cl, Kohonen-Cornish M, et al. PD-L1 expression is a favorable prognostic factor in early
Chen B, Chapuy B, Ouyang J et al. PD-L1 Expression Is Characteristic of a Subset of Aggressive B-cell Lymphomas and Virus-Associated
Reck, M, et al. Pembrolizumab versus Chemotherapy for PD-L1—Positive Non—Small-Cell Lung Cancer (KEYNOTE-024). The New
Herbst RS, et al. Pembrolizumab versus docetaxel for previcusly treated, PD-L1-positive, advanced non-small-cell lung cancer
Garon EB, Rizvi NA, Hui R, Leighl N, Balmanoukian AS, Eder JP. et al. Pembrolizumab for the treatment of non-small-cell lung cancer.

Muro K, Chung HC, Shankaran V, Geva R, Catenacci D, Gupta S, Eder JP, Gelan T, Le D, Burtness B, McRee A, Lin C-C, Pathiraja K,
Lunceford J, Emancipator K, Juco J, Koshiji M, Bang Y. Pembrolizumab for patients with PD-L1—positive advanced gastric cancer

Schellens JHM, Marabpelle A, Zeigenfuss S, et al. Pembrolizumab for previously treated advanced cervical squamous cell cancer:

Chung HC, Schellens JHM, Delord J-P, et al. Pembrolizumab treatment of advanced cervical cancer: updated results from the phase
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Explicacién de simbolos

REF Numero de catdlogo

F

Limitacion ce temparatura

Dispasitiva medica para diagnostica in vilro

Fabricante

LOT

Cddigo de lote

Contiene suficiente para <n> ensayos

Fecha de caducidad

(4]

Censulte fas instrucciones de uso

Representante autorizado en la Comunidad Europea

Dako MNorth America, Inc.
6392 Via Real
Carpinteria, Califarnia 93013 USA

PT0020/Rev D

Revision 2018,08

Fernar;.d&\
D.N.lw

/

Tel 805 566 6655
Fax 805 565 6688
Technical Support 800 424 0021
Customer Service 800 235 5763
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Dako Denmark A/S Tel +45 2485 9500
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