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Disposicion
Numero: DI-2019-4502-APN-ANMAT#MSYDS

CIUDAD DE BUENOS AIRES
Martes 28 de Mayo de 2019

Referencia: 1-47-3110-6085/18-9

VISTO el expediente N° 1-47-3110-6085/18-9 del Registro de la Administracion Nacional de
Medicamentos Alimentos y Tecnologia Medica vy,

CONSIDERANDO:

Que por los presentes actuados la firma ROCHEM BIOCARE ARGENTINA S.A. solicita la nueva
indicacién de uso del Producto para diagndstico de uso “in vitro” denominados PD-L1 IHC 22C3
pharmDx.

Que lo solicitado se encuadra dentro de los alcances de la Disposicion ANMAT N° 2674/99 vy la
documentacién aportada ha satisfecho los requisitos de la normativa aplicable.

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

Que la Direccién Nacional de Productos Médicos ha tomado la intervencion de su competencia.

Que la presente se dicta en virtud de las facultades conferidas por los Decretos N° 1490/92 y sus
modificatorios. :

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

ARTICULO 1°.-- Autorizase la nueva indicacion de uso para el producto: PD-L1 IHC 22C3 pharmDx,
que en lo sucesivo serd Ensayo inmunohistoqulmico (IHC) cualitativo que utiliza Monoclonal Mouse Anti-
~ PD-L1 Clone 2203, Indicado PD-L1 la deteccién de la proteina PD-L1 en tejido de adenocarcinoma



gastrico o de la unidén gastroesofagica, de cancer de pulmén de células no pequeiias (NSCL) y de tejido de
cancer cervical y carcinoma urotelial fijados con formol e (FFPE) mediante el sistema de visualizacion
EnVision FLEX en Autostainer Link 48; como ayuda para la identificacion de pacientes con posibilidad
para recibir tratamiento.con KEYTRUDA® (pembrolizumab).

ARTICULO 2°.- Practiquese la atestacion correspondiente en el Certificado de Inscripcion N° 8495 cuando
el mismo se presente acomparfiado de la presente Disposicion.

ARTICULO 3°.- Autorizanse los nuevos textos de los proyectos de rétulo/s y de instrucciones de uso que
obran en documento N° IF-2019-41730710-APN-DNPM#ANMAT.

ARTICULO 4°- Registrese; girese a la Direccion de Gestién de Informacion Técnica a sus efectos, por el
Departamento de Mesa de Entradas notifiquese al interesado y hagasele entrega de la copia autenticada de
la presente Disposicion. Cumplido, archivese.-
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PD-L1 IHC 22C3 pharmbDx

.

SK006
50 pruebas para uso con Autostainer Link 48

1. Uso brevisto

Para uso en diagnastico in vitro.

PD-L11HC 22C3 pharmDx es un ensayo inmunohistoquimico (IHC) cualitativo que utiliza Monoclonal Mouse Anti-PD-L 1, Clone 22C3, indicado
para su uso en la deteccion de la protelna PD-L1 en tejido de adenocarcinoma gastrice o de a unidn gastroesofagica, de cancer de pulmon
de células no pequefas (NSCLC) vy de tejido de cancer cervical y carcinoma urotelial fijades con formol e incluidos en parafina (FFPE)
mediante el sistema de visualizacion EnVision FLEX en Autostainer Link 48.

Cancer de pulman de células no pequedas (NSCLC)

La expresion de |la proteina PD-L1 en ei NSCLC se determiné cob la puntuacion Tumor Praportion Score (TPS), que es &l parcentaje de
células tumorales viables que muestran una tincidn parcial o completa de cualquier intensidad de la membrana. Debe considerarse gue la
muestra tiene expresion de 1a PD-L1 si TPS 21% y que tiene una expresion alta de la PR-L1 si TPS 250%.

.’D L1 IHC 22C3 pharmbDx esta indicado como ayuda para [4 identificacion de pacientes con NSCLC para recibir tratamiento con KEYTRUDA®
{pembrotizumab). Consulte la etiqueta del producto KEYTRUDA® para ver los valores de corte de sxpresion que gulan el tratamiento en
circunstancias clinicas especificas.

Adenocarcinoma gastrico o de la unidn gastroesofagica

La expresion de Ia proteina PD-L1 en el adenocarcinoma gésirico o de la unidn gastrossofagica se detenmina mediante la puntuacién
Combined Positive Score (CPS), que es el himero de células para la tincion de PI}-L1 {células tumorates, linfocitos, macréfagos) dividido
entre el nimero total de células iumorales viables, mumptlcado por 100. Debe considerarse que la muestra tiene expresion de la PD-L1 si
CPS 21,

PD-L1 IHC 22C3 pharmDx estd indlcado camo ayuda para la identificacion de pacientes con adenoccarcinoma gastrico o de la union
gastroesofagica para recibir tratamiento con KEYTRUDA® (pembrolizuinab).

Cancer cervigal

La expresién de la protema PD-L1 en el cancer cervical se dstermina mediante la puntuacnon Combined Positive Score (CPS). que es el
nomero de células tefiidas para PD-L.1 (céluias tumorales, linfocitos, macrdfagos) dividido entre el ndmero total de células tumorales viables,
multiplicado por 100. Debe considerarse que la muestra tiene expresidon de la PD-L1 si CPS 21.

PD-L1 IHC 22C3 pharmbDx esta indicado para faciiitar Ja identificacion de pacientes con cancer cervicat y el posible tratamiento con
KEYTRUDA® (pembrolizumab). v \

Carcinoma urotelial .

La expresidn de la proteina PD-L1 en carcinoma urotelial se determina mediante {a puntuacion Combined Positive Score (CPS}), que es el
numero de células para la fincién de PD-L1 {células tumorales, linfocitos, macréfagos) dividido enire el nimero total de células tumorales
vigles, multipticade por 100. Debe considerarse que la muestra tiene expresion de la PD-L1 si CPS 210.

PD-L1 IHC 22C3 pharmDx esta indicado para facifitar la identificacion de pacientes con carcinoma urotslial y el posible tratamiento con
KEYTRUDA® (pembrolizumab). Consulte la efiqueta de producto de KEYTRUDA® para ver las cireunstancias clinicas especificas que
vonllevan ef andlisis de PD-L1.

2. Resumen y explicacién

La unién de los ligandos para PD-1, PD-L1 y PD-L2, al receptar PD-1 gque se encuentra en las células T, inhibe ia proliferacion de células Ty
la produccién de citocina. En algunos turnores, tiene lugar un aumento de la expresion de los ligandos para PD-1 y sefalizar esta ruta puede
contribuir a la inhibicién de la vigilancia inmunitaria activa de los lumores por parte de fas células T. KEYTRUDA es un anticuerpe monaclonal
humanizado que se une al receptor PD-1 y bloquea su interaccion con PD-L1 y PD-L2, produciendo una inhibicion mediada por la ruta de
PD-1 de la respuesta inmunitaria, incluida la respuesta inmunitaria antitumoral. En modelos singénicas de lumores en ratones, el bloqueo de
la actividad de PD-1 ocasiond una disminucion del crecimiento tumoral (1).

2.1 NE&CLC

En el estudio clinica patrocinado par Merck Sharp & Dohme, KEYNOTE-024 (KNO24), se investigo la validez dinica 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.
Consutte ia seccion "Evaluacion del rendimiento clinica (NSCLC)" mas adelante para ver los detalles del estudio KN0O24.

En el esiudio dlinico palrecinado por Merck Shamp & Dohme, KEYNOTE-010 (KNO1G), se investig la validez dinica de PD-L1 IHC 22C3 pharmDx
para identificar pacientes con NSCLC tratados previamente gue expresan PD-L1 {TPS 21%) vy puedan responder al tratamiento con KEYTRUDA,
Consuite la seccién "Evaluacion del rendimieq inico (NSCLC)" mas adelante para ver los detalles del estudio KNO10.
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2.2 Adenocarcinoma gastrico o de la unitr gastroesotagica

En el estudio clinico patrocinado por Merck Sharp & Dohme, KEYNOTE-059 {KNO59), se investigd la validez clinica de PD-L1 IHC 22C3 ph
para identificar pacientes con adenocarcinoma gastrico o de [a unién gastroesofagica que se han sometido como minimo anteriormente
2 tratamientos sistémicos para enfermedad avanzada con expresion de la PD-L1 (CPS 21} y que podrfan responder al tratamiento con KEYTRUDA.
Consulte la seccién "Evaluacion del rendimiento clinico (adenocarcinoma gastrico o de la unién gastroesofagica)” mas adelante para ver los detalles
del estudio KNOSS. . . i

23 Cancer cervical

En el estudio clinico patrocinado por Merck Sham & Dohme, KEYNOTE-158 (KN158), se investigs (a validez clinica de PD-L1 IHC 22C3 pharmDx
para identificar pacientes con cancer cervical con expresion de la PD-L1 (CPS 21) con progresion de Ia enfermedad durante o después de la
administraclén de quimioterapia para metastasis o recidiva y gue podrian responder af tratamiento con KEYTRUDA. Consulte la seccion "Evaluacion
del rendimiento clinico (cancer cervical)® mas adelante para ver los detafles de Ja Cohorte £ del estudio KN158.

24 Carcinoma urotetial

En el estudio dlirico patrocinado por Merck Sharpe & Dohme, KEYNOTE-052 (KNC52), se astudi6 la validez clinica de PD-L1 HC 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 previa, no fueran aplos para recibir cisplatino y gue podrian responder.al fratamiertto con KEYTRUDA. Consulte la seccion
"Evaluacion del rendimiento clinico {UC)" mas adefante para ver los detalles det estudio KNOS2.

3. Principio del procedimiento

.D-LT IHC 22C3 pharmDx contiene ef protacolo y los reactivos optimizados necesarios para finalizar un procedimiento de lincién IHC de
huestras FFPE con Autostainer Link 48. Tras la incubacién con el anticuerpo monaclonal primaria de PD-L1 o Negative Control Reagent
(NCR), fas muestras se incuban con un anticuemo Linker especifico para la especie anfitriona del anticuerpo primario y, a continuacion, se
incuban con Un reactivo de visualizacion listo para su uso que consla de moléculas de anticuerpa secundario y moléculas de peroxidasa de
rébano picante ligadas a una cadena principal de polimero de dextrano. La conversidn enzimatica del cromogeno afiadido posteriommente
provoca la precipitacion de un products de reaccion visible en el tugar del antigeno. El color de fa reaccién cromogénica estad madificado por
un reactivo de realce def cromégeno. Entonces, la muestra puede someterse a contratingion y se puede colocar el cubreobjetos. Los
resultados se inferpretan utifizando un microscopio éptico.

4. Materiales suministrados

Cada kit incluye 19,5 ml de anticuerpo primario de PD-1.1 (aproximadaments 3 pg/ml de concentracidn de proteina) y contiene los reactivos
necesarios para realizer 50 pruebas en hasta 15 sesiones individuales. Los materiales enumerados a continuacion son suficientas para
50 pruebas (50 portacbjetos incubados con Primary Antibody de PD-L1 v 50 portachjetus incubados con el correspondiente Negative Control
Reagent, 100 portaobjetas en total). Para cories de tejido mas grandes, se puede aceptar el uso de tres zonas de goteo (3 x 150 ul} por
partacbjetos. Tengs en cuenta que asi se reducira el niimero total de pruebas por kil.

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

Cantidad Desscripcion

1x34,5mi Peraxidase-Blocking Reagent :
PEROXIDASE-BLOCKING
REAGENT '

Solucion tamponada que contiene peroxido de hidrogeno, detergente y 8,015 mol/l de azida sodica.

1%x185ml Primary Antibody: Monoclonal Mouse Anti-PD-L1, Clone 22C3

MONOCLONAL MOUSE
ANTI-PDL1

Anti-PD-L1 (faG1} monoctonal de raton en una solucion tamponada que contiene protefna estabilizadora y 0,015 molil
de azida sddica. .

1x15ml: Nagative Contro! Reagent ‘

Anticuerpo igG de control monaclonal de raton en una solucion tamponada que contiene proteina estabilizadora %
0,015 mol#t de azida sodica. "

1x34,5ml Mouse LINKER

LINKER,
ANTI-MOUSE |

Anticuerpo secundario de conejo frente a inmunoglobulinas de ratén en una solucion tamponada que contiene proteina
estabilizadora y 0.015 mol/} de azida sédica. )
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1x345m

15x7,2mi

1x5mi
1x34,5ml

6x30ml

15 portaobjetos

Visualization Reagent-HRP
VISUALIZATION
REAGENT-HRP

Dextrano unida a moléculas de peroxidasa y molécuias de anticuerpo secundario de cabra cantra inmunoglobulinas de
conejo y ratén en tna solucion tamponada que contiehe protelna estabilizadora y un agente antimicrobiano.

DAB+ Substrate Buffer
DAB+
SUBSTRATE BUFFER

Solucién tamponada que confiene peroxido de hidrégeno y un agente antimicrobiano.

DAB+ Chromogen
| DAB+ CHROMOGEN |

Tetrahidrocloruro de 3.3'-diaminobencidina en disolvente organica.

DAB Enhancer
DAB ENHANCER

Sulfato de cobre en agua.

EnVision FLEX Targst Retrieval Solution, Low pH (50x)
EnVision™ FLEX

TARGET RETRIEVAL SOLUTION
LOW pH (50X)

Solucién tamponada, pH 6,1, que contiene un detergente y un agente antimicrobiano.

PD-Lt IHC 22C3 pharmDx Control Slides
ICONTROL SLIDES |

Cada portacbjelas contiene cortes de dos lineas celulares fijadas con formol e incluidas en parafina: NCI-H226"con
expresion moderada de la proteina PD-L.1 y MCF-7 con expresion negativa de 1a proteina PD-L1.

MCF-7: negativa para
@ PD-L1

A 4

@ p| NCI-H226: positiva para
PD-L1

*Se reconoce la contribucién def Dr. AF Gazdar y del Or. J0 Minna del NIH en el desatrollo de NGI-H226 (Nimero ATCC: CRL-5826™) (2).

Nota: Todos fos reactivos incluidos estan especificamente formulados para su uso en este kit. Para que |a prueba pueda realizarse segun las

. especificaciones, no deben realizarse sustituciones salvo en el caso de EnVision FLEX Target Retrieval Solution. Low pH {50%) (n.° de catalago
K8005). PO-L1 HC 22C3 pharmDx se ha personalizado para su uso con Autostainer Link 48. Consulte ios manuales del usuario de Autostainer
Link 48 v PT Link para obtener mas informacion.

5. Material necesario, pero no suministrado

PT Link Pre-treatment Module (n.° de catalogo PT100/PT101/PT200)
Autostainer Link 48 {n.” de catdlogo AS480})

EnVision FLEX Wash Buffer (20x) (n.® de cataiogo K8007)
Hematoxylin (n.° de catalogo K8008)

Agua destilada o desionizada (agua de grado reactivo)

Cronémetro

Tejidos positive y negativo para utifizar como controles del praceso (véase la seccicn “Contro! de calidad™)
Partachjstos para microscopio: Dako FLEX IHC Microscope Siides {n.° de catalogo K8020} o los portacbjetos cargados Fisherbrand

Superfrost Plus
Cubreobjetos

Medio de montaje permanente y reactivos complementarios necesarios para mantar los cubreonbjetos
Microscopio dptico (objetivo de 4x-40x aumentos)

BBR:RIos1s_10/5K00621-5/2018.08 p. 5:33
n IFATINSA 730710-APN-DNPM#ANMAT

Pagina 3 de 31




6. Precauciones

1. Para uso en diagndstica in vitro.

2. Para usuarios profesionales.

3. Este producto contiene azida sodica (NaNs}, un campuesto quimico altammente toxico en su forma pura. Aunqgue a las concentraciones

presentes en el producio ne esta clasificada come peligrosa, 1a NaNs puade reaccionar con las cafierias de plomo y cobre y formar

acumulaclones de azidas metélicas muy explosivas. Tras desechar el producto, deje correr abundante cantidad de agua para evitar

acumulaciones de azidas metalicas en las caferias (3).

Primary Antibody, Negative Control Reagent, Linker y Visualization Reagent contienen materiales de ofrigen animai.

Las muestras, antes y después de Ia fijacion, y todos los materiales expuestos a ellas deben manipularse como si fuesen potenciaimente

infeccinsas y deben eliminarse de acuerdo con Jas precauciones adecuadas (4).

Los tiempos, las temperaturas o los métedos de incubacian diferentes de los especificados pueden producir resuitados erréneos.

Los reactivos se suministran a la dilucién éptima. Una nueva dilucion puede ocasionar |a pérdida de la tincidn antigénica.

Visualizalion Reagent, Liquid DAB+ Chromogen y la solucion preparada DAB+ Substrate-Chromogen Solution pueden verse afeclados

de forma negativa si se exponen a niveles excesivos de luz. No almacene componentes dei sisterma ni reatice la tincidn bajo una fuz

demasiado intensa, coma la fuz solar direcia. ’

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

10. Eluso de volimenes de reactivos distintos a los recomendados puede provocar una pérdida de inmunotreactividad a 1a PD-L1 visible.

11. Los resultados de un estudio pequefio mostraron un intervaio dingamico similar de expresidn de PD-L1 en pares de muestras de NSCLC
primario y metastésica. Es posibie que haya diferencias en la expresion de PD-L1 entre fos tumores primarios y los sitios metastasicos
en el mismo paciente. »

12. Es posible gue los cortes de tejido de grandes dimensiones necesiten 3 x 150 pl de reactivo.

13. Como regla general, los menores de 18 afios no pueden manipular este producto. Los usuarios deben ser instruidos meticulosamente
en los pracedimientos taborales adecuados, las propiedades peligrosas def producto y las instrucciones de sequridad necesarias.
Consulte la hoja de datos de seguridad (SDS) para oblener informacién mas detatlada.

.4. Utiice el equipo de proteccidn personal adecuado para evitar el contacto can los ojos y fa piel.

5. Lasolucién no utilizada debe desecharse de acuerdo a las normativas locales, nacionales y de la UE.

16. Puede solicitar la hoja de dates de seguridad que se encuenira disponibie para usuarios profesionales.

17. Para paises que ho sean los Estados Unidos, cohsulte la efiqueta locat de producte de KEYTRUDA para ver las indicaciones y los
valores de corie de expresion aprobados con el fin de guiar el fratarmienta.

@~

N>

Peligro .

DAB+ Chromogen: 1-5% de tetracloruro de bifenil-3.3',4,4'-iretrailtetramonio
- Has0 Puede provacar cancer.
H341 . Susceptible de provocar defectos genéticos.
P20t Procurarse las instrnicciones antes del uso.
P202 Ne manipular antes de haber leido y comprendido todas las precauciones de seguridad,
P280 Usar guantes de proteccién. Usar proteceion para 10s 0jos ¢ la cara. Usar ropa de proteccién.
P308 + P313 EN CASO DE exposicion o sospecha de exposicion: Consuitar a un médico.
P435 Guardar bajo liave. }
P50 Eliminar et contenido/recipiente conforme a la reglamentacién local, regional, nacional e internacional.
Advertencia
. EnVision FLEX Target Retrieval Solution, Low pH (50x): 1-5% de 4cido citrico
H319 Provoca irritacion ocular grave.
H411 Téxico para los organismos acuaticos, cen efectos nocivos duraderos.
. P280 Usar proteccion para los ojos o la cara.
P273 No dispersar en el medio ambiente.
P264 Lavarse cuidadosamente después de ta manipulacion. .
P305+ P35t +  SIHA ENTRADO EN CONTACTO CON LOS OJOS: Enjuagar con cuidado son agua durante varios minutos.
P338 Retirar lentes de contacto, si las hubiera y fuera una tarea sencifla. Continuar con el enjuagado.
P337 + P313 Sila irritacion ocular persiste: Consultar a un médico.
P501 Efiminar el contenidofrecipiente conforme a la reglamentacion local, regional, nacional e internacianal.

7. Almacenamiento

Almacens todos fos componentss de PD-L1 [HC 22C3 pharmDx, incluidos los portachjetos de control Control Slides, protegidos de la fuz a
2-8 °C cuando no se estén utilizando en Autostainer Link 48.

No utilice el kit después de la fecha de caducidad impresa en la parie 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 que indiquen la inestabilidad de este producto. por 1o que los controles positivo y negativo deben ejecutarse
simuitdneamente con las muestras del paefénte.
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8. Preparacién de las muestiras

Las muestras tisulares deben manipularse de forma que se conserve el fejido para su tincion [HC. Deberan emplearse los métados habituales
de procesamiento de tejidos. . :

8.1 Muaestras incluidas en parafina

Esta indicado el uso de muestras fisulares fijadas con formol e inciuidas en parafina. Otros fijadores no han sido validados y pueden producir
resultados errdneos. Se recamienda un fiempe de fijacion de 12-72 horas con formol tamponado neutro (NBF) al 10%; sin embargo, un estudio
con muestras limitadas mostrd gue 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 debsn cortarse en blogues de 3 0 4 mm de grosor,
fijarse con formol, deshidratarse y secarse en una serie de alcoholes y xileno, y ser infiltradas con parafina fundida. La temperatura de la parafina
no debe superar fos 60 °C. Los bloques de tejido FFPE de NSCLC con una antigledad igual o superior a 5 afios pueden provocar una pérdida
de inmunorreactividad de PD-L1. Cansulte la seccion 15.2 (Limitaciones especificas det productn) para obtener informacién sobre muestras de
adenocarcinoma gastrico o de la unidn gastroesofagica. . .

Las muestras de tejida deben cortarse en secciones de 4-5 ym. Después de realizar el corte, los tejidos deben montarse en portaobjetos
para micrascopic Dako FLEX IHC (n.” de catdlogo K8020) o portaobjetas Fisherbrand Superfrost Plus y seguidamente colocarse en un
homo a 58 1 2 °C durante 1 hora.

8.2 Recomendacion de aimacenamiento de los cortes

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

8.2.1 Recomendacién para el almacenamiento de cortes de tejido de NSCLC
Los cortes de tejido se deben teflir en el plazo de 6 meses si se almacenan a 2-8 °C (recomendado) o a 25 “C.

8.2.2 Recomendacion para el almacenamiento de cortes de adenocarcinoma gastrico o de 1a unidn gastroesofagica
Los cortes de tejido se deben tefiir en el plazo de 5 meses si se almacenan a 2-8 °C {recomendado} o a 25 °C.

B.2.3 Recomendacion para el almacenamiento de cortes de tejido de cancer cervical

Los cortes de tejido se deben tefiir en ef plazo de 5 meses si se almacenan a 2-8 °C (recamendado) o en el plazo de 1 mes cuando
se almacenan a 25 °C. ‘

8.2.4 Recomendacion para el almacenamiento de cortes de tejido de carcinoma urotelial
Los cortes de tejido se deben tefiir en ef 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 (a tincion:

EnVision FLEX Target Retrieval Solution, Low pH (50x)
Prepare una cantidad suficiente de Target Retrieval Solution, Low pH, 1x diluyendo Target Retrieval Solution, Low pH (50x) en una proporcién
de 1:50 con agua destilada o desionizada {agua de grado reactivo); el pH de Target Retrieval Solution 1x debe ser de 6.1+ 0,2. Un pH de
Target Retrieval Solution 1x inferior a 5,9 puede ofrecer resultados erréneos. Un frasco de 30 mi de Target Retrieval Solution, Low pH {50x),
iluida en una proporcion de 1.50 generar 1,51 de reactivo 1x. suficiente para rellenar un tangue de PT Link que trataré hasta 24portaobjetos
dor uso. Deseche Target Retrieval Solution 1x después de tres usos y nola utilice después de 5 dias tras [a dilucion,

Si es necesario, hay disponible mas EnVision FLEX Target Retrieval Solution, Low pH {80x) con n.° de catdlogo KBOO5.

EnVision FLEX Wash Buffer (20x) ] :

Prepare una cantidad suficiente de Wash Buffer diluyendy Wash Buifer (20x) en una proporcian de 1:20 cor agua destilada o desionizada
(agua de grado reactivo) para los pasos de lavado. Almacene la solucitn 1x no utilizada a 2-8 “CC durante no mas de un mes. Deseche 1a
solucion tampon si tiene un aspecto turbio. Para mas informacion, consulite el manual del usuario de su Autostainer Link 48. ‘

EnVision FLEX Wash Buffer (20x) esta disponible ¢on n.° de cataloge KB007.

DAB+ Substrate-Chromogen Salution
Esta solucién debe mezclarse bien antes de usar. La calidad de la incioh no se vers afectada por la formacidn de precipitado en ia solucion.

Para preparar la DAB+ Substrate-Chromogen Solution, ariada 1 gota.de Liguid DAB+ Chromogen por mt de DAB+ Substrate Buffer y mézclelo.
La solucién Substrate-Chromogen preparada es estable durante 5 dlas si so almacena protegida de la luz a 2-8 °C.

Notas importantes:

®  Siusaun frasco entero de DAB+ Substrate Buffer, afiada 9 gotas de DAB+ Chromogen, Aungue en la etiqueta aparezca
7.2 ml, este es sl volumen utilizable y no tiene en cuenta &l *volumen muerto” det frasco.
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®  Fl color del Liquid DAB+ Chromogen en el frasco puede variar de transparenie a color martén-lavanda. Esto na alterara ef
rendimiento de este producto. Diluya segun las indicaciones anteriores. La adicion de un exceso de tiquid DAB+ Chromogen al
DAB+ Substrate Buffer causara et deteriore de ta senal positiva.

10. Procedimiento de tincién en la solucion Autostainer Link 48

Notas sobre ¢l procedimiento :
£ usuario debe leer estas insirucciones atentamente y familiarizarse coh todas los componenies y los instrumentos antes de [a utilizacién
(véase la seccidn 8, “Precauciones”). :

Los reactivos deben estabiiizarse a temperatura ambiente (20-25 °C) antes de {a inmunatincion. De forma simifar, todas las incubaciones
deben realizarse a temperatura ambiente. :

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

Todas los pasos y los tiempos de incubacion requeridos para la tincion han sido preprogramados en el software Dako Link, Consulte los
manuales del usuario de Autostainer Link 48 y PT Link para obtener informacian sobre los protocolos de programacion y la carga de
portaobjetos y reactivos,

Nota: Los reactivos y las instrucciones suministradas con este sistema se han dissfiado para obtener resuttados optimos al usarse con los
reaclivos y materiales recomendados. Una mayor dilucién de los reactives o la madificacian de los tiempos de incubacién o de las
temperaturas pueden producir resultados errdéneos o incaherentes.

.rotocol_o de tincién
eleccione el protocaio de tincidn PD-Lt IHC 22G3 pharmDx entre ias opciones del men(t desplegable de Dako Link.

Todos los pasos y los tiempos de incubacidn redueridos 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, pbngase en contacto con su representante del servicio técnico
para obtener los protocolos. ’

Pasa 1: Procedimiento de desparafinizacion, rehidratacién y recuperacion antigénica (3 en 1}

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

Ajuste Preheat (Precalentar) y Cool (Enfriamiento] de PT Link {n.” de catalogo PT100/PT101/PT200) a 65 °C. Ajuste Heal (Conservacion
cator) a 87 °C durante 20 minutos.

»Liene los tanques del PT Link con 1.5 | de solucion de trabajo Target Retrieval Sclution, Low pH, 1x por tanque para cubrir los cortes de
{ejido.

»recaliente Target Retrieval Solution a 65 °C., .

> Sumerja las gradillas Autostainer que contienen cortes de lejida FFPE montados en la solucion precalentada Target Retrigval Salution,
Low pH, {solucion de trabajo 1x) en el tangue del PT Link. Incube durante 20 minutos a 97 °C. :

P Cuando haya terminado 1a incubacion para |a recuperacion antigénica y Ja temperatura haya bajado a 65 “C, retire del tanque del PT Link
cada gradilla Autostainer para portacbjetos con los portaobjetos y colaque inmediatamente 1a gradilla Autostainer con los portaobjetos en
un tanque (p. ej., PT Link Rinse Station, n.° de catdlogo PT109) con Wash Buffer (n.° de catalogo K8007) diluido y a temperatura ambiente.

M incube los portaohjetos en Wash Buffer diluida y a temperatura ambiente durante 5 minutos.

Paso 2: Procedimiento de tincidon

Tras el procedimiento de desparafinizacion, rehidratacion y recuperacion antigénica (3 en 1), las gradillas Autostainer con portacbjetos se

colocan en Autostainer Link 48. El instrumento realizara el proceso de tincion aplicando el reactivo aprapiado, monitorizanda el tiempo de
.ncubaci()n ¥y enjuagando los portaobjetos enire reactivos. Los tiempos de los reactivos han sido preprogramados en ¢l software Dako Link.

Paso 3: Contratincion

Los portaohjetos pueden someterse a coptratincion durante 5 mihutos con Hematoxylin (Link) {n.% de catilogo K8008). Ef tiempo de incubacion
de Hematoxylin esta preprogramado en el protocalo.

Paso 4: Montaje
Se requiere un medio de montaje no acuoso y permanente.

Nota: Puede producirse alguna decoloracion en los partaobjetos tefiidos en funcion de diferentes factares como por ejemplo, contratingign,
materiales de montaje y métodos, y condiciones de almacenamiento. Para minimizar la decoloracion, almacene ios portaobjetos en la
oscuridad a temperatura ambiente (20-25 °C).

11. Control de calidad

La calidad de fos reactivos de PD-L1 1HC 22C3 pharmDx ha side controfada mediante inmunohistoguimica utilizando los procedimientos de
recuperacion antigénica y tincién explicados anteriormente. Las desviaciones en los procedimientos recomendados para la fijacion, el
procesamienta y fa inclusion de fos tejidos en el laboratorio pueden causar variaciones notables en los resultados. En cada sesion de tingion
deben realizarse controles de calidad. Estos controles de calidad se especifican en la Tabta 5 e incluyen: una muestra tisular de paciente con
tincion de H&E; tejidos de contral positivo y negativo proporcionados por un laboratorio: y un portaobjetos con linea celular de control
suministrado por Dako (5). En los Estados Unidos deben consultarse las pautas de control de calidad dei Coliege of American Pathologists
(CAP) Accreditation Program for Immunohistachemisiny- ademas del CLSI Quality Assurance for Immunocytochemistry, Approved Guideline
(5, 6, 7) para obtener informacion adicionat.
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12. Verificacién del ensayo

Antes del uso inicial de un sistema de tincion en un procedimiento diagnostico, ef usuario debe verificar los resultados del ensayo, analizando
una serie de tejidos proporcionados por un laboratorio con caracteristicas de resultados IHC conocidas que representen tejidos positivas y
negativos conocidos. Consulte los procedimientos de control de cafidad indicados en [a seccion anterior de control de calidad. Estos
procedimientos de control de calidad deben repetirse para cada nuevo lote de anticuerpos o siempre que se produzca un cambio en los
parametros de ensayo. En ja Tabla 27 se indican las opciones de solucidn de problemas, sus causas y las acciones correctivas recomendadas.

13. Interpretacion de Ja tincidn y de {a puntuacién

131 NSCLC: expresidén de PD-L1 determinada con la puntuacion Tumor Proportion Score

Todas las células tumorales viables del portaobjetos deben evaluarse e incluirse en la evaluacién de Ja puntuacion de PD-L1. Debe haber
presente un minimo de 100 células tumorales viables en el portaobjetos tefido con PD-L1 para que fa muestra se considere adecuada para
la evaluacion de PD-L1. :

La evaluacion de los portacbjetos debe ser realizada por un anatomopatétogo, con un microscopio optico. Para ia evaluacidn de Is tincidn y
ta puntuacion inmunchistoquimica, resulta apropiado un objetivo de aumento 10-40x. Cualquier tincion de la membrana de células tumorales
perceptible debe incluirse en la puntuacion.

La expresidn de Ia proteina PD-L1 se determino con la puntuacion Tumor Proportion Score (TPS) que es el porcentaje de células tumorales
viables que muestran una tincion parcial o completa de la membrana de cualquier intensidad. 4

Puntde una lincion parcial o completa de la membrana (21+) que se distinga de [a tincion citoplasmatica. La tincidn citoplasmaética debe
ohsiderarse una tincidn inespecifica y se excluira en la evaluacién de ta intensidad de la tincion. Las células normales y las células
munitanias asociadas a tumores como los linfocitos infilirantes o los macréfages no debern incluirse en ia puntuacion para fa determinacién

de positividad para PD-L1.

En la sigutente tabla se enumeran los elementos tisulares gue se incluyen yio excluyen en la determinacion de la puntuacién Tumor
Proportion Score.

Tabla 1. Criterios de inciu

o Exclaido dear

Fion TS para NSOLC

Tincion obvia pafﬁél ° completa de

Células la membrana celular (de cualquier ; PO . .
< X . r Iquier fincidn ¢ tica
tumorales intensidad) de las células tumorales Excluir cualquier tincion rfoplasmé
viables
Excluir cualguier tincion de células inmunitarias, como
. par gjemplo:
Células Nao incluido s Célufas inflamatorias monunucleares (linfocitos

inmunitarias grandes, monacitos, macréfagos pulmonares)

s« Céluias plasmaticas

¢ Neutréfilos .
Exdluir cualquier tincién de:

»  Céluias normales adyacentes a las
Otros . células umarales

No inciuido +  Células del estroma (fibroblastos)

. «  Células necrdlicas y/o restos celulares
+  Pigmento anfracotico

Para cada sesion de tincién, debsn examinarse los portaobjetos del modo presentada en la Tabla 5 {seccion 14) para determinar la validez
de la sasidn de tincion y 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 tefidas con NCR
deben tener tincién especifica 0 y lincidn inespecifica s1+. :

Se debe considerar que la muestra tiene expresion de PD-L1 si TPS 21% de ias células tumorales viables muestran una tincién de la
membrana de cualquier intensidad. Se debe considerar que la muestra tiene expresion aita de PD-L1 si TPS 250% de las células tumorales
viables muestran una tincidn de la membrana de cualquier intensidad.

- TumuifP(oportiop Scors

Niveles d; ';1?‘reston de TPS <14, TPS = 1-40% TPS 250%
Estado dg o de Sin expresion de PD-L1 Expresion de PD-L1 Alta expresion de PD-L1 -

Consuite 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 uni6n gastroasofagica, cancer cervical y carcinoma urotelial: expresion de PD-
determinada con la puntuacion Combined Positive Score

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

La expresion de PD-L1 se determina con la puntuacion Combined Positive Score (CPS}, que es el nimero de céhulas para la tincion de PD-L1
(célutas tumorales, {infocitos, macrofagos) dividido entre el nirmero total de células tumerales viales, muttiplicado por 100, La distincion de
macréfagos, linfocitos vy células tumorales viables es basica para lograr una estimacion exacta det denominador. Aunque 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 teftidas para PD-L1 (células tumorates. linfocitos y macrofagos)

CPs= N.” total de células tumerales viables

* 100

La evaluacion de los portaobjetos debe ser realizada por un anatomapatslogo, con un microscopio optico. Para fa evaluacion.de la tincion
inmunohistoquimica, resulta apropiado un objetivo de aumento 10-20x. Para la determinacion de |3 expresion de PD-L1, es necesario un
abjetivo de aumento 20x.

Por definicion, Ias células tenidas para PD-L1 son:
«  Células tumorales con cualquier tincion obvia lineal parcial o completa de la menmbrana (de cualquier intensidad) que se considere
" distinta de 1a tincion citoplasmatica.
+  Linfocitos y macrdfagos (células inflamatorias mononucleares, CiM) dentro de los nidos de tumar y/o del estroma adyacente de
sostén con tincidn obvia citoplasmatica o de la membrana (de cualquier intensidad). Las CIM deben asociarse directamente ¢on la
respuesta ante el tumor.

Para cada sesion de tincion, deben examinarse los portacbjetos del modo presentado en la Tabla 5 (seccion 14) para determinar la validez
‘le la sesidn de lincidn y permitir una evaluacion de la tincion del tejido muestra Examine las muestras del paciente tefiidas con PD-L1 y

egative Control Reagent de PD-L1 1HC 22C3 pharmDx durante la evaluacion de (a3 expresion de PD-L1. Las muestras tefiidas con NCR
deben tener tincidén especifica D y tincién inespecifica <1+,

Consulte tas Secciones 13.2.1, 13.2.2 y 13.2.3 para obtener informacion especlfica para cada tipo de tumar.

13.2.1 Adenocarcinoma gastrico ¢ de fa union gastroesofagica

Debe haber presente un minimeo de 100 células umorales viables en el portacbjetos tefiido con PD-L1 (biopsia y extirpacién) para que la
muestra se considere adecuada para la evaluacidn. Si las muestras del paciente incluyen mas de una biopsia (p. &}., entre 3 y 5 biopsias
endoscopicas) en uh portacbijetos, tendra que evaluar todos ios tejidos del portaobjetos para obtener una Unica CPS que permita determinar
el nivel de expresion de la PD-L1. No es necegario generar un Informe de cada biopsia.

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

En [a siguiente tabla se proporciona informacion acerca de los elementos lisulares que se incluyen y que se excluyen del numerador de la
CPS en el adenocarcinoma gastrico o de la unidn gastroesofagica.

Tabia 2. Crlterios de inclusionlexclusnon del numerador de Ia CPS para adenocarmnoma ggstrlco o dela unton gastroesofaglca

Exclwdo dei rmmera io

Tincian obvia lineal parcial o completa de la . (‘Ptulas lumorales sin tincion

N membrana [ feri i morales men n tincion
Células tumoraltes membran (de uglqu e |ntenstdad_) dg las . C:eluias tu‘ 10 ales tinicamente co
células tumorales viables del adenocarcinama citoplasmatica

invasiva gastrico o de [a unidn gastroesofagica | «  Adenoma, displasia y carcinoma in sity
Tincion citoplasmatica* o de membrana (de . o
cualquier intensidad) de as células inflamatorias | ®  CIM sin tincign

mononucleares (CIM) dentro de los nidos de « (M relacionadas coh adenoma, displasia y
tumor y det estroma adyacente de sostén**: carcinoma in situ
Células o Linfocitos (incluidos - s CIM (incluidos agregados linfociticos)
inmunitarias agregados finfocitarios) relacionadas con ulteras, gastritis crénica y

Feded

o Macrdfagos otros procesos no asociados con el tumeor

. CIM relacionadas con estructuras normales

Solo se contabilizan las CiM directamenta . Neutréfilos, eosindfilos y células plasmaticas

relacionadas con Ia respuesta ante el tumor.

+  Células normales (incluidas las células
ganglionares)

*«  Células del estroma {inchiidos fibroblastos)

«  Células necrdticas yfo restos celulares

*En las CIM, en muchos casos no se logra distinguir la tincidn citoplasmatica y de la membrana debido a una efevada relgcion

nuclear/citoplasmatica. For tanto, fa tincién citoplasmatica o de la membrana de las CIM se incluye en el numerador de CFS.

*‘L as CIM advacentes son aquellas que se encuentran el mismo campo de aumento 20x que el tumor. Sin embarygo, las CIM que

NO estan directamente relacionadas con ia respuesta ante el tumor se deben exclurr.

***.os macrofagos y fos histiocitos se consideran jas mismas células.

Otras céluilas s Nomcluido
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. Tabla 3. Criterios de inclusiéniexclusién del numerador de la CPS para céncgy cervical

Debe considerarse que la muestra tiene expresion de fa PD-L1 st CPS 21

Puntuacion Gombined Positive Scors | .

: Nivel de expresion de - o .
oxpre CPS <1 CPS 21
Estado "ggf‘&'es"’“ de Sin expresion de PD-L Expresion de PD-L1

Consulte el manual de interpretacién de PD-L1 IHC 22C3 pharmDx de adenocarcinoma géstrico o de fa unién gastroesofagica para obtener
instrucciones adicignales.

13.2.2 Cancer cervical

Debe haber presente un minimo de 100 células tumorales viables en el portaobjetos teiiido can PD-L1 para que la muestra se considere
adecuada para la gvaluacién.

El denominador de fa GPS incluye todas tas células tumorales invasivas viables {tefiidas y no tefiidas para PD-L1). Se excluysn la disptasia,
¢l carcinoma in situ y las demas células.

En la siguients tabia se proparciona informacion acerca de los elementos tisulares que se incluyen y que se excluyen del numerador de la
CPS &n el cancer cervical.

.. Excluido dal i
»  Células tumorales sin tincion
. Célutas tumorales Unicamente con fincidn
* citopiasmatica

Inciuidoen einumerad

Tincion obvia lineal parcial o completa de la
Células tumaorales membrana (de cualquier intensidad) de ias células
tumorales cervicales invasivas gue sean viables

Tincion citoplasmatica™ o de membrana {de e CMsin tingion
cualguier intensidad) da las células inflamatorias | ®  CIM asociados a neoplasia intraepitelial
mononudleares{CIM) denira de los nidos de cervical {NIC de | a Ii)
tumor v del estroma adyacente de sostén™*: »  CIM asociados a células benignas; incluidas
Células o Linfocitos (incluidas agregados de mucosa escamosa o glandular, de polipos
inmunitarias linfocitarios). cervicales y de hiperplasia microglandular
o Macréfagos*™” e  CIM (incluidos agregados linfociticas)
relacionadas con Glceras y otros procesos no
Solo so contabilizan las CiM directamente asociados con el turnor, como la cervicilis

refacionadas con fa respuesta ante e tumor. « -Neulréfilos, eosinofilos y células plasmaticas

] NiCdelalit

e Células benignas; incluidas de mucosa
escamosa o glandular, de pdlipos cervicales
y de hiperplasia microglandutar

=  Celulas del estroma (incluidos fibroblastos)

+  Células necrdticas y/o restos celulares

“En las CIM, en muchos casos ne se logra distinguir a tincion citoplasmatica y de le membrang debido a una elevada relacion

nuclear/citoptasmatica. Por tanto, fa tincién citoplasmaétice o de la membrana de las CIM se incluye en e/ numerador de CPS.

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

NO estdn directaments relacionadas con Ia respuesfa ante el tumor se deben exciulr. '

***{ o5 Macréfagos y los histiocitos se consideran las mismas células.

Otras células s Noincluido

Para el cancer cervical, puede utilizarse tejido de cancer de pulmoén de células no peguefias (NSCLC), con su correspondiente algoritmo de
puntuacion TPS, a modo de control posilive y/o negativo si no hay tejido cervical de control disponible.

Debe considerarse gue la muestra tiene expresion de ta PO-L1 si CPS 21,

] IndPosﬂwescore

vaél de e.;(";)rtz)slon del T — PR
 expres CPS <4 CPS 24
Estado de expresion do Sin expresion de PD-LT Expresion de PD-L1

Consulte el manual de interpretacion de PD-L1 IHC 22C3 pharmDx de céancer cervical para obtener instrucciones adicionales.

x
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13.2.3 Carcinoma urotellal

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 evaluacién de PD-L1.

£l denominador de la CPS incluye lodas las células tumorales viables (tefiidas y no tefiidas para PD-L1). Se excluyen todas las células -
inmunitarias, células normalss, células necrdticas, de (iceras, cistitis cronica y carcinoma papilar de bajo grado.

En la siguiente tabla se proporciona informacién acerca de los elementos tisutares que se incluyen y que se excluyen del numerador de la
CPS en el carcinoma urotelial.

Tabla 4. Cnterlos de mcluslonlexclusmn del numerador de la CPS para carcmcma uroteltal .
: Excluiﬂo e! umafadoa'

Tincion obvia lineal parcia! o completa de la
membrana {de cuatquier intensidad) de tas
- células tumorales viables del carcinoma

urotelial, incluidor: Células tumorales sin tincion

. Células tumorales unicamente con tincién

Células tumorales | »  Carcinoma papilar de alto grado mtop!asmatlca )

- Carcinoma in situ (CIS}) & Carcinoma papilar de bajo grado”

»  Cualquier invasion serosa, de la capa
muscular o de la ldmina propia

. Carcinoma metastasico

. Tincién citoplasmatica*® o de membrana {de
cualquier intensidad) de las células inflamatorias { & 1M sin tincién
mononucleares (CIM) dentro de los nidos de

tumor y del estrama adyacente de sostén**; CIM fincluidas agregados linfocilicos)

relacionadas con Glceras, cistitis crénica y
otros process no asociados con el tumor
L] CiM relacionadas con estructuras normales
Neutrofilos, easinofilos y células plasmaticas
Solo se contabilizan tas CIM directamente e  Granviomas inducidos por BCGTY
relacionadas con la respuesta anta ef tumor.

Células

. s « Llinfocitos (incluidos agregados linfocitarios)
inmunitarias

*  Macréfagos*™*

Ceélulas normales
Célutas det estroma (incluidos fibroblastos)
Células necrdticas y/o restos celulares

Otras células No incluido

“En fas CIM, en muchos casos no se logra distinguir la tincion citaplasmatica y de ia membrana debido a una efevada relacién
nucteat/citoplasmaética. Por tanto, Ia tincion citoplasmatica o de la membrana de las CIM se incluye en la puntuacicn.

"Las GIM adyacentes son aguellas que se encuentran el misma campo de aumento 20x que el tumor. Sin embargo, las CiM
que NO estan directamente relacionadas con la respuesta ante el turor se deben excluir.

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

157 ef tumor se compone integramente de carcinoma papilar de bajo grado, debe marcarse asi en el resuftado

HBacilo de Calmette-Guérin

.)ebe considerarse que la muestra tiene expresion de la PD-L1 st CPS 210.

Consulte el manual de interpretacion de PD-L1 IHC 22C3 pharmDx de carcinoma urotelial para obtener instrucciones adicionales.
14. Ewvaluacion de los portachjetos

Tabla §. Orden recome dado para la evaluacmn de portaobjetos

[ Muesiras: - icionide motives -~ - ] Requisitos: - - = R

1. H&E Se evaltia primero una tincién de PD-L1 IHC 22C3 pharme ¥ Ia lmcmn H&E deben reahzarse en secciones en
hematoxilina y eosina (H&E) de la sene del mismo blogue de parafina de la muestra.

(Proporcionado muestra de tejido para valorar fa

por un laboratorio) | histologia del tejido y la calidad de | Las muestras tisulares deben estar inlactas, bien conservadas y deben
conservacion. confirmar el tipo de tumor.

2. Portaobistos El portaabjetos con linea celular de | Debe tefiirse un portacbjetos con linea celular de control con PD-L1 Primary

con linea celular confrol teflido con el anticuerpo Antibody en cada sesién de tincidn.

de control primario de PD-L1 de PD-L1 IHC

22C3 pharmDx debe examinarse Criterios de aceplacion para NCI-H226 (linea celular de control positiva para
{Suministrade con | para asegurarse de que todos Ios PD-L1):

el kit) reactivos funcionan correctamente. | »  Tincion de la membrana celular de 270% de 1as células.

. Intensidad de tincion media 22+.

s Tincidn inespecifica con intensidad <1+,
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‘Requisitos: ™

El portagbjetos con linea celular
de control-contiene el sedimento
de Ia linea celular positiva pars
PD-L1 ¥y el sedimento de la linea
celular negativa para PD-11.

Criterfos de aceptacion para MCF-7 (linea celular de control negative

PD-L1):

s Tincién o especifica.

» Tincién inespecifica con intensidad <1+. Tenga en cuenta gue en
ocasiones puede observarse la lincion de unas pocas células en el
sedimento celufar MCF-7. Se aplican los siguientes criterios de
aceptacidn: es aceplabie a presencia de <10 células tolales con tingion
de la membrana plasmatica definida o con tincién 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 criterias, todos los
resuttados de las muestras del paciente deberan considerarse ho validos.

3. Partaobjetos
caon tejido de
contral positivo

{Proporcionado
por un laboratorio)

A continuaciéon deben examinarse
los portaohjetos con tejido de
cohtrol positivo tefiidas con
anticuerpo primaric de PD-L1 y
Negative Control Reagent. Estos
portaohjetos verifican que el
método de fijacion y el proceso de
recuperacion del spitopo son
efectivos. Los controles de tejido
positivos congcidos solo deben
dtilizarse para la monitorizacion
del rendimiento adecuado de los
tejidos procesados y los reactivos
del ensayo, NO coma ayuda para
realizar un diagnédstico especifico
de las muestras del paciente.

Los controtes deben ser muestras procedentes de biopsia o quirtrgicas del
mismo tipo de tumor que la muestra del paciente, fijadas, procesadas e
incluidas tan rapido como sea posible de 1a misma forma que las muestras
del pacienta.

Utilice muestras intactas para la interpretacion de los resultados de tircion,
puesto que las células necroticas o degeneradas a menudo muestran
tincion inespecifica.

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

Deben incluirse dos portacbjetos de control de tejide positivo en cada sesign
de tincion.

Portaobjetos tefildo con PD-L1: se debe observar Ia presencia de fincidn
marrén de la membrana plasmatica. La tincion no especifica debe ser s3+.

Portaobjetos tefido con Negative Control Reagent: sin tincion de
membrana. La lincion inespecifica debe ser <1+,

Silos contrales de tejido positivos no pueden demostrar una tincidn positiva
apropiada, los resuitados de las muestras de la prueba deben considerarse
no validos.

Consulte {a seccidn 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 continuacidn deben examinarse .

fos portaobjetos con tejide de
controi negativo {conocidos par
ser nggativos para PD-L.1) terfiidos
con anticuarpo primatia de PD-L1
y Negative Conirol Reagent para
verificar la especificidad det
marcadeo del antigeno diana por ¢l
anticuerpo primario. De forma
alternativa, las porciohes
negativas de tejido de control
positiva pueden funcionar igual
que el tefido de contro! pasitivo,
aunque debe verificario el usuario.

Los contrales deben ser muestras procedentes de biopsia o quirirgicas del
misino tipo de Wwinor gue ia muestra del paciente, fijadas, procesadas s
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 sesién
de tincion.

Portaobjetos tefildo con PD-L1: sin tincién da membrana en las células
tumerales. La tincidn inespecifica debe ser s1+.

Portaobjetos tefiido con Negative Control Reagent: sin tincién de
mewmbrana. L.a tincidn inespecifica debe ser <1+,

Si se produce tincidn especifica de fa membrana celular en los portaohjetos
con tejido de control negativo. fos resuitados de fa muestra del paciente deben
considerarse no validos.

Consulte la seccién 13.2.2 para obtener instrucciones adicionales acerca del
teiido de controt relacionado con céncer cervical.

5. Tejido de
cantrot de
amigdala
(opcional)

{Proporcionado
por un laboratorio)

Ulilice tejido de amigdala humana
fijado. procesado e incluido de
forma similar a ta muestra ¢
muestras del pactente como
material de control adicional para
verificar la sensibilidad,
especificidad y |a tincidn 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 macrdfagos foliculares-en los
centros geminales. Debe observarse una tincion negativa en el endotelio, los
fibroblastos y €l epitelio superficial.
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6. Porlaobjetos Examine las muestras del paciente | La ausencia de tincidn de la membrana celutar verifica el marcado eSPUCIRGE
con tejido del tefiidas con Megative Control del antigeno diana por parte del anticuerpo primario. La tincion inespecifica
paciente tefiido Reagent de PO-L1 HHC 22C3 debe ser <1+,
con Negative phammDx. Se utiliza Negative Control
Control Reagent Reagent en lugar del anticuerpo
primaric y sirve de ayuda en la
interpretacion de la tincton especifica
en la zona del antigeno. .
7. Poriaobjetos con| Examine por ultimo todo el Debe evaluarse la intensidad de tincién positiva dentro del contexto de una
tejido del paciente | portaobjstos de las muestras de! iincion de fondo inespecifica observada en ¢l portaobjetos del Negative Control
tenido con el paciente tefiidas con el anticuerpo | Reagent del paciente en la misma sesion.
anticuierpo primario | primario de PD-L1 IHC 22C3
anti-PD-L1 pharmDx. Consulte las secciones lgual gue con cualquier prueba inmunochistoquimica, un resultado negativo
Resumen y expticacian, 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
informacién especifica respecto a Todas las células tumorales viables del portaobjetos del paciente con tincion
{a inmunorreactividad de PD-L1 de PD-L1 deben evaluarse e incluirse en ia evaluacién 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 evaluacién de PD-L1.
Consulte la seccian 13 para conocer las pautas de interpretacion de la
puntuacion en la expresion de PD-L1.

.5, Limitaciones

15.1 Limitaciones generales

1.

La inmunohistoguimica es un proceso de diagnostica de varias etapas que requiere formacidn especiatizada en la seleccion de los
reactivos apropiados; la seleccién, la fijacion y ef procesamiento de tejidos; la preparacion det portaobjetos de inmunohistoquimica, v la
interpretacion de los resultados de ta'tincion. . . :
El resultado de 1a tincion de tejidos depende de la manipulacién y el procesamiento gue se haga del tejido antes de su tincion. Los
procedimientos incorrectos de fijacion, congelacion, descongelacion, lavado, secado, calentamienito, corte o contaminacion con otros
tefidos o fluidos, pueden producir artefactos. €! atrapamiento de anticuerpos o resultados falsos negativos. Los resultados incoherentes
pueden debetse a variaciones en los métodos de fjacion e inclusidn, o a irreguiaridades inherentes al tejido.

Una contratincién excesiva o incompleta puede invalidar la interpretacidn correcta de los resultados. .

La interpretacion clinica de loda tincidn posiliva o de su ausencia debe evaluarse en el contexto de la presentacian clinica, la morfologia
y otros criterios anatomopatolégicos. La interpretacion chnica de toda tincion, o de su ausencia, debe complementarse con estudios
morfolagicos y controles adecuados, asi coma con olras pruebas diagnésticas. Un anatomopatologo certificado y familiarizado con los
anficuerpos, reactivos y métodos utiiizados, debe responsabilizarse de interpretar la preparacion tefiida. La tincion debe realizarse en un
laboratorio certificado y con licencia, bajo la supervision de un anatomopatologo responsable de la revision de los portacbjetos tefiidos
y de garantizar la correccion de los contreles positivas y negativos. !

Es posible que los tejidos de fas personas infectadas con el virus de Ia hepatitis B y con antigeno de superficie de hepatitis B (HBsAg)
muestren tincidn no especifica con peroxidasa de rabano picante (7).

Los reactivos pueden mostrar reacciones imprevistas en tipos de tejidos no probados previamente. La posibilidad de reacciones
imprevistas incluso en tipos de tejido probados ne puede eliminarse por completo, debido a fa variabilidad de la expresion del antigeno
en las neoplasias u otros tejidos patolégicos. En caso de obtener resultados inesperados, pongase en contacta con el servicio de
asistencia técnica de Dako.

Pueden cbservarse resultados falsos positivos debidos a una union no inmunal6gica de las proteinas o de los productos de reaccion det
sustrato. También pueden estar provocados por la actividad de la pseudoperaxidasa (entrozitos) y la actividad de la peroxidasa endogena
{citocromo C) (7).

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

15.2 Limitaciones especificas del producto

1. Es posible que la degradacion del antigeno en los tejidos provocase con el tiempo resultados falses negativos. Las muestras se deben
tefir segun las recomendaciones de almacenainiento de cortes de tejido (tonsulte la seccion 8.2).

2. Para obtener resultados optimos y reproducibles, Ia proteina PD-L1 requiere pretratamiente para recuperacion antigénica cuando los
tejidos se fijan de manera estandar {formol tamponadoe neutro) v se incluyen en parafina.

3. No reemplace réactivos de nameros de lote dislintos de este producto, o de kits de ofros fabricantes. La unica excepcion es EnVision
FLEX Target Retrieval Solution, Low pH (50x), que esta disponible, si es necesario, con &l n.® de catilogo K8005.

4. Las lineas celulares de control de tincién deben usarse solo para 1a validacion de la sesion de tincion. No deben usarse para puntuars la
reaccidn a la tincién en cortes de tejido.

5. Elempleo de PD-L11HC 22C3 pharmDx en tejidos con fijadores diferentes al formol no ha sido validado.

5. [Eiempleo de PD-L1{HC 22C3 pharmDx en aspirasiones con aguja fina no ha sido validado.

7. Elempleo de PD-L1{HC 22C3 pharmDx en tejidos descalcificados no ha sido validade.

8. El estudio clinico sobre el adenocarcinama gastrico o de 1a unién gastroesofagica fue realizado con indicaciones de obtener entre 3 y

5 biopsias fisulares con aguja gruesa por paciente. Se desconoce la fiabilidad de la determinacion del nivel de expresion de PD-L.1 de
los pacientes si se analizan menos biopsias de Jas indicadas. Consulte fa seccidn 13.2 para obtener infarmacién sobre la interpretacion
de la puntuacion. ‘ .
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9. El esfudio clinico sobre el carcinoma uiotelial fue realizado con indicaciones de obtener entre 3 y & biopsias tisulares con agu;
por paciente. Se desconoce la fiabilidad de la determinacion del nivel de expresion de PD-L1 de los pacientes si se analizan
biopsias de l{as indicadas. Consulte Ja seccion 13.2 para obtener informacidn sobre la interpretacién de ia puntuacidn.

10. Si no se detecta expresion de PD-L1 en una muesira de adenocarcinoma gastrico o de la unidn gastroesofagica archivada*, evalle las
posibilidades de obtener una biopsia tumoral adicional para las pruebas de PD-L1 {consulte la Tabla 18 de la seccién 16.5, Evaluacion
del renditmienta ¢linico).

*En el contexto del ensayo clinico KN059, el término "biopsia reciente” se definié como una muestra obtenida hasta 6 semanas (42 dias)
antes det comisnzo del tratamiento el dia 1 (ciclo 1) con KEYTRUDAy sin haber administrado ningur otro tratamiento contra el cancer después
de obtener ia muestra. Las muestras con una antigiledad >42 dias se clasifivaron como archivadas.

16. Evaluacién del rendimiento

16.1 Evaluacién dol rendimiento no clinico: tejidos normales y neoplasicos

Teiidos normales: En la Tabla B se resume la mmunorreachwdad de Monocional Mouse Anti-PD-L 1, Clone 22C3 en el panel recomendado
de tejidos nommales. Se observo tincion de la membrana plasmatlca en inmunocitos y céfulas de otigen epitelial. Se observd tincion
citoplasmatica en algunos tipos de células pero no se registré como tincion positiva. Tados los tejidos se fijaron con formo! y se incluyeron en
parafing, y se tifieron con PD-L1 JHC 22C3 pharmDx, segun estas instrucciones de uso. No se observaron resultados inesperados en los
tipos de células o ios tipos de tejidos analizados. La tincidn observada coincidio con ta encontrada en ias publicaciones mencionadas para ia
expresion IHC de PD-L1 en tejidos normales (8, 9).

Tabla 6 Resuman de |a reactividad de PD L1IHC 22¢3 pharme en tejido normal

1 Tincion. c:toplasmética positiva: -
Amigdala (3) 33 emteho de 1a cnpta 0/3
2/3 centro germinal {(macrdfagos)
Bazo (3) 213 rnacrofagos 0/3 0/3
Células mesoteliales (2} 0/2 02 - | 02
Cerebelo {3} 0/3 6/3 013
Cerebro (3) 013 0/3 0/3
Colon (3) 213 macrofagos 0/3 0/3
Cuello uterino (3) 13 epitelia 9/3 0/3
[ Esdfago (3)_ Tos T o o3
Estomago (3) 2/3 linfocitos 1/3 glandulas gastricas 0/3
1/3 giandulas gastricas )
Glandula salivar (3) 3 073 073
Higado (3} 1/3 macrofagos /3 013
1/3 hepatocitas )
Hipafisis (3) 1/3 hipofisis anterior 1/3 hipéfisis anterior 0/3
1/3 hipofisis posterior 1/3 hipdfisis posterior
Intesting delgado (3) /3 0i3 0/3
Mama (3) 0/3 0/3 0/3
Médula osea (3) 3/3 megacariocitos 3/3 megacariocilos 0/3
Musculo, cardiaco (3) 0/3 0/3 0/3
Musculo, esquelética (3) 0/3 0/3 0/3
. Nervio, periferico (3) 0/3 1/3 tejido conective/vasos 013
Ovario (3) 03 0/3 0/3
Pancreas (3) 0/3 0/3 /3
Paratiroides {3) 1/3 epitelia glandular /3 0/3
Piel (3) 0/3 0/3 0/3
Préstata (2) 212 epitelio 0/2 : o2
Pulmén {3) 33 macrdfagos alveolares 0/3 0/3
Rifioh (3} 1/3 epitelio tubular 0/3 /3
Suprarenat (3} 3 1/3 células medulares 0/3
Testiculo (3} /3 . 03 ) 013
Timo (3} 3/3 epitelio medular 03 /3
Tiroides (3) 0/3 03 i i 0/3
Utero (3) : 0/3 0/3 073

Tejidos neoplasicos: En la Tabla 7 se resume la inmunerreaciividad de Monocional Mouse Anti-PD-L1, Clone 22C3 en un panet de tejidos
neoplasicos. Se observod tincién de la membrana plasmatica en inmunocitns y células de origen epitelial. Se observo tincién citoplasmatica en
algunas lipos de células pero no se registré como tincion positiva. Todos los tejidos se fijaron con formot ¥ se incluyeron en parafina, y se
tifieron con PD-L1 IHC 22C3 pharmDx, segun estas inslrucciones de uso. No se observaron resuitados inesperados en las muestras de
tumores analizadas. La tincidn observada coincidia con 1a encontrada en las publicaciones mencionadas para la expresion tHC de PD-L1 en
tejidos neoplasicos {8-11).
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Tabla 7 Resumen de la mactwndad de PD-L1 IHC 22C3 pharme on tejldo neoplaslco

“Ubiuacféh
Apendice :
Cabeza y cuello, boveda del paladar
Colon
Colon, con metastasis en el higado
Colon, mucinoso
Cuello uterino, tipo endoservical
Esofago
Estomago
Estémago, mucinaso
Gastrointestinal, con metastasis en el
| _pulmon
Glandula parétidalsalival 0/2
Intestine delgado /2
Mama, DCIS 02
Mama, ductal invasiva 0/7
Adenocarcinoma Mama, Qcha_I invasiva con metastasis en el /1
i . ganglio linfatico
QOvario, endometrioide 0/1
Ovarig, mucinoso 0/
Ovario, seroso 0/1
Qvarios 01
Pancreas o2
Pancreas, ductal 0/3
Pristata 0/5
Pulmon 1/4
Recto 0/4
Tiroides, folicular 0i1
Tiroides, folicutar papilar 0/1
Tiraides, papilar 0/3
Utero. célvla clara jon
Utero, endometlrio 0/3
Vesicula biliar 1/5
Astrocitoma Cerebro /:
Carcinoma Nasofaringso, NPC 0/t
Carcinoma corticosuprarrena! Suprarrenai 0/1
Carcinoma de células basales Piel D1
Carcinoma de células en anillo de sello de o1
Carcinoma de células en anillo de sello colon con metastasis en gl ovario
) Colon on
Cabeza y cuello D12
Carcinoma de células escamosas de
esofago con metastasis en el ganglio on
linfatico
Carcinoma de células escamosas Cuelio uterino 215
Eséfago o7
| Piel_ 0/2
Pulmén 1/2
. Utero 0/1
Carcinoma de células pequefias Pulmén 071
Carcinama de células renales
Célula clara Rifién 0i6
Papilar Rifdn 0N
Carcinoma de céluias transicionales . R“.].O n - 0/,1
Vejiga o 0i6
Carcinoma embrionario Testiculo 0/1
Carcinoma hepatocelular Higado 015
|_Carcinoma medular Tiroides 011 ]
Condrosarcoma Hueso 0/1
Cordoma Gavidad pélvica 0/1"
Ependimoma Cerebro 0/1
Espermatocitoma Testicuio 0/2
Feocramacitoma Suprarrenal 0/1
Glioblastoma Cerebro WE]
Hepatoblasioma Higado 01
Insulinoma Pancreas 01
Leiomiasarcoma Tejjdo blando, pared loracica 0/1
Vejiga 0/t

CARLOS
M1

23

s

POSQMES 10/SK00621-5/2018.08 p. 16/33

_ -2(%;1:9 -41730710-APN-DNPM#ANMAT
DIRECTOR ECNIeO

Pagina 14 de 31




[Ubkeagion- - - - G ] Positfvo para PO fiotal Ne1REY

Tipo do tukior -~
Linfoma .
Anapiasico de células grandes Ganglio linfatico /1
Difuso de ¢élulas B Ganglio linfatica 0/4
Hodgkin Ganglio infatico 2/2
No Hodgkin Ganglio finfatica 14
Meduloblastoma Cerebro 01
Melanoma Rec?o 01
Cavidad nasal 01
Meningioma Cerebro 0/2
Mesotelioma Peritoneo o R 01
Neuroblastema Retroperitaneo - /1
Neurofibroma Tejido blando, regidn lumbar ON
Osteosarcoma Hueso Q/2
| Retroperitoneo 0/1
Rabdomiosarcoma . Prostata T 0
Tejido blando, embrionario Qi1
Sarcoma sinovial Cavidad péivica oM
Seminoma Tasticulo /2
Timoma Mediastino i1
Colon 0A
Tumaor intersticial Intesting deigado 01
) Recto 0/1
.Tumor neuroectodemico primitivo (PNET) Retroperitoneo 01
16.2 Evaluacion del rendimiento no clinico: NSCLC

Sensibilidad/Especificidad analitica

La sensibilidad analitica de PO-L1 tHC 22C3 pharmDx se analizod en 127 tasos Gnicos de muestras FFPE de carcinomas de pulmon de
células no pequefias (NSCLC) en los estadios del | a IV con un Iote de productién fabricado. La evaluacion de la expresion de PD-L1
mastrd tincidn en uh rango de 0-100% de células tumorales positivas v de 0-3 de intensidad de Ja tincion.

Precisién: NSCLC

La precisidn de PD-L1 IHC 22C3 pharmDx se evalud en Agilent. Ei porceniaje de concordancia negativa media (ANA), el porcentaje de
concorgancia positiva media (APA} y la concordancia general {OA) se calcularon con intervaios de confianza del 95% dobles can el método
bootstrap. Para los estudios que dieron como resultado un 100% dé concordancia, el parcentaje de concordancia negativa (NPA) el
porcentgje de cencordancia positiva (PPA)} y la concordancia general {OA) se ca{cu!aron con intervalos de confianza del 95% dobles, con el
método de puntuacién Wilson Score para valores de corle de TPS 21% y 2509

Tabla 8 Prec;slon de FD Lt HHC 2203 pharme ana!lzado_en un unico centro {TPS >1%)

Estudio de pre del estudm ) . :

Intennstrumento TPS 21% Cada una de las 24 muestras de NSCLC NPA 100% {34,0- 1QD%)
{12 negativas para PD-L1 y 12 positivas para PPA 100% (94,0-100%)
PD-L.1) con un intervalo de expresion IHC de OA 100% (96,9-100%)
PD-L1 se analizo con cada uno de ios seis

. instrumentos Autostainer Link 48

Interoperador TPS 21% Cada una de fas 24 muesiras 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 analizé con seis analistas distintos en un
mnstrumento Autostainer Link 48.

Interdia TPS 21% Cada una de las 24 muestras de NSCLC NPA 100% {94,0-100%)
(12 negalivas para PD-L.1 y 12 positivas para PPA 100% (94,0-100%)
PD-L1) con un intervalo de expresion HHC de OA 100% (96,9-100%)

PD-L1 se analiza en seis diaz no consecutivos en
urinstrumento Autostainer Link 48.

interlote TPS 21% Cada una de las 24 muestras de NSCLC ANA 298,3% (85,9-100%)
(13 negativas para PD-L1 y 11 positivas para APA 97,9% (94,6-100%)
PD-L.1) con un intervalo de expresion JHC de OA 98,1% (95,3-100%)

PD-L.1 se analizo 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-L1 y 12 positivas para PD-L1) | PPA 100% (93,8-100%)
con un intervalo de expresion {HC de PD-L1 se OA 100% (96,8-100%}

analizd con seis repeticiones en la misma sesion en
un instrumshto Autostainer Link 48.

NPA = porcentaje de concordancia negativa; FPA = porcentaje de concordancia positiva; OA = concordancia general
ANA = concordancia negativa media; APA = soncordancie positiva media: TPS = Tumor Proportion Score
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Tabla 9: Precision de PD-L11HC 22C3 pharmDx analizado en un nico centro (TPS 250%)

hde. ooncordam:lg
PR AN ; -(IC det-95%) - . _
interinstrumento TPS 250% Cada una de ias 16 muestras de NSCLC NPA 100% (92,9- 100%)
: ’ {10 negativas para PD-L1 y @ positivas para PPA 100% (88,6-100%)
PD-L1) con un intervalo de expresion 1HC de QA 100% (95.4-100%)
FD-L1 se analizé con cada uno de los seis
instrumentas 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 PFA 100% (88,6-100%)
PD-L.1) con un intervalo de expresian IHC de QA 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 negstivas para PB-L1 y 6 positivas para PPA 100% (88,6-100%)
PD-L1) con un imervala de exprasion 1HG de OA 100% (95,4-100%)
PD-L1 se analizé en seis dias ho 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 PO-L 1y 8 positivas para PD-L1) | PPA 100% (92,6-100%)
can un intervalo de expresion #HC de PD-L1 se OA 100% (96,2-100%}
analizé con tres repsticiones y cada uno de lus
tres lotes de reactivos en un instrumenta
Autostainer Link 48.
.(Repelibilidad) TPS 250% Cada una de las 16 muesiras 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 expresian IHC de PD-L1 se OA 100% (95,4-100%)
analizé con seis repeticiones en [a misma sesion en
un instrumento Autostainer Link 48.
intradia TPS 250% Cada una de ias 16 muestras de NSCLC NPA 100% (88,3-100%)
(10 negativas para PD-L1 y 6 paositivas para PPA 100% (82,4-100%)
PD-1.1) con un intervalo de expresion tHC de OA 100% (92,4-100%)
PD-L1 se analizé en dos sesiones eh el mismo
dia, repetidas durante tres dias, en un instrumento
Autostainer Link 48.

NPA = porcentaje de cancordancia negaliva; PPA = porcentaje de concordancia positiva; OA = concordancia general; TPS = Tumor

Proportion Score

Reproducibilidad externa: NSCLC

La reproducibilidad de PD-L1 IHC 22C3 pharmDx se evalud en tres centros de analisis exlernos. Se calcularon las concordancias medias ya -

gue no existen referencias naturales en los parametras de reproducibilidad coma centro y vhservador. E} porcentaje de concordancia

negativa media (ANA), el porcentaje de concordancia positiva media (APA) y la cancordancia general (OA) se calcutaron cor intervalos de

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

| "Estudio de

reproduc!bmdad

Tabla 10: Reproducsbdldad de PD-L1 IHC 2263 pharme analizado en ires centros externos (TPS >1 %)
e | Tdes
1 (1C dbi

.nlsano f a} estudio

. Intercentro

. -Cada una de ias 35 mueslras de NSCLC

{16 negativas para PD-L1 y 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 iotal de 2700 comparaciones por
pares.

ANA 94 8% ( 0 3~98 4%)>
APA 95,5% (81,2-88,7%)
OA 95,2% (90,8-98,6%)

(28 negativas para PD-L1 y 34 positivas para
PD-L1) con un intervala de expresion IHC de
PD-L1, tefiidas con PD-L1 IHC 22C3 pharmDx,
fue reatizada por tres anstomopatdlogos, una en
cada uno de los tres centros de estudio, en tres
dias no consecutivos. Se realizaron analisis
interobservador enire {res centros en un total de
1674 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 86,5% {95,2-97,4%)
PD-L1 se analizé en cinco dias no censecutivos
&n cada uno de los tres centros de estudio. Se
realizaron analisis intracentro en tres centros en
un total de 1080 comparaciones por pares.

interabservador TPS 21% La puntuacion 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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Disaﬁo del estudno

Intraobservador PS5 21% o puntuacion de 62 musstas de NSCLE 1 ANA53.7% (60.0.96.1%)

{28 negativas para PD-L1 y 34 positivas para APA 94.8% (91,6-96,7%)
PD-L1] con un intervalo de expresion IHC de 0A 94.3% (92,0-95,9%)

PD-L1, teftidas con PD-L1 [HC 22C3 pharmDx,
fue reslizada por ires anatomopatologos, unc en
cada uno de los tres centros de estudio, en tres
dias no consecutivos. Se realizaron analisis
intraobservador en tres centros en un tolal de
558 comparaciones por pares.

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

Tabla 11 Reproduclhilldad de P L1 IHC 2203 pharme analizado en tres centros externos (TPS 250

“Tntercentro TPS 250% Cada una de fas 36 muestras do NSCLE “ANA 90,3% (84.4-05 2%)'

(21 negativas para PD-L1 y 15 positivas para PD-L1) | APA 85,2% (75,6-92,9%)
con un intervalo de expresion tHC de PD-L.1 3e OA 88,3% (81,4-94,3%)

analiz6 en cinco dias no consecutivos. Se realizaron
analisis intercentro entre fres centros an un tolal de
2700 comparaciones par pares.

Intracentro TPS 250% Cada una de las 36 muestras de NSCGLC ANA 91,9% (88,8-94,8%)

: (21 negativas para FD-L1 y 15 positivas para APA 87,6% (82,5-892,2%)
. : PD-L1) con un intervalo de expresion (HC de OA 90,2% (86,3-93,7%)

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 totat de 1080 comparaciongs por pares.

Interobservador TPS 250% ‘La puntuacion de 62 muestras de NSCLC ANA 82.6% (87,8-86,7%)
(30 negativas para PD-L1 y 32 positivas para APA 92,8% (88,1-96,8%)
PD-L.1) con un intervalo de expresidn IHC de OA 92,7% (88,1-96,8%)

PD-L.1, tefiidas con PD-L1 IHC 22C3 pharmDx,
fue realizada por tres anatomopatsiogos, uno en
cada uno de los tres centros de estudia, en tres
dias no consecutivos. Se realizaron andiisis
interobservador entre tres centros en un total de
1674 comparaciones por pares.

Intrachservador TPS 250% La puntuacion de 62 muestras de NSCLC ANA 96,4% (94,0-98,5%)
(30 negativas para PD-L1 y 32 positivas para APA 96,5% (84,3-98,6%)

PD-Lt) con un intervato de expresion IHC de 1 OA96,4% (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 analisis
intrachservador en tres centros en un total de
558 comparaciones por pares.

ANA = concordancia negativa media; APA = concordancia posiiva media; OA = concordancia general; TRPS = Tumor Propaortion Score

.1 6.3 Evaluacion del rendimiento clinico: NSCLC

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

La eficacia de KEYTRUDA se investigé en Trial 24, un ensayo controlado, aleaturizado {1:1), abierto y muiticéntrico (9). Los criterios de
elegitilidad clave fueron: NSCLC metastasico. expresion de la PD-L1 con una puntuacion Tumor Proportion Score (TPS) de 50% o supsrior
en un ensayo inmunehistoquimico con PD-L.1 IHC 22C3 pharmDx y sin tratamiento sistémico previo para NSCLC metastasico. Los
pacientes con ancmalias gendmicas tumaraies del EGFR o de ALK, con enfermedad autoinmunitaria que requeria terapia sistémica a fos 2
afos de tratamiento, can una afeccion médica que reqiteria inmunodepresian, o los pacientes que habian recibido mas de 30 Gy de
radiacion toracica en las 26 semanas anteriores no pudieron participar en el estudio. Se aleatorizd a los pacientes para recibir KEYTRUDA
200 mg cada 3 semanas (n=154) o quimioterapia con platino seleccionada por ef investigador (n=151, lo que incluye

pemetrexed + carboplatino, pemetrexed + cisplatino, gemcitabine + cisplatino, gemcitabine + carboplatino o paclitaxel + carboplatinc. Las
pacientes con carcinoma no escamoso podian recibir pemetrexed de mantenimiento). Se tratd a los pacientes con KEYTRUDA hasta que la
toxicidad fue inaceptable, hasta que hubo progresidn de la enfermedad o hasta 35 administraciones. La progresién de la enfermedad
subsigulente podria volver a tratarse durante 1 afio mas como méximo. El tratamiento pudo continuarse tras la progresién de la enfermadagd
si el paciente estaba clinicamente estable y si el investigador consideraba gue existia un beneficio clinico. La evaluacién del estado del
tumor se realizé cada 9 semanas. A los paciehtes que recibian guimioterapia que experimentaron progresion de fa enfermedad se les
ofrecio KEYTRUDA.

Los 305 pacientes de Trial 24 preserntaban las siguientes caracterfsticas al inicio det estudio: mediana de edad de 65 afios (el 54% tenia 65
0 més anas de edad); el 61% eran varanes; el 82% eran de raza blanca y el 15% eran asiaticos; y &) 35% y el 5% tenia un estado de
rendimiento ECOG de 0y 1, respectivamente. Entre las caracteristicas de Ja enfermedad, se encontraban los casgs de carcinoma
escamoso (18%) y no escamoso (82%); los casos de M1 (39%); y los casos de metastasis cerebral (9%).
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criterios de valoracion de eficacia adicionales fuernn 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 poblacion por intencion de
tratar {ITT) completa.

Tabla 12: Resultados de eficacia de Trial 24

Criterio de valoracion KEYTRUDA Quimicterapia -
200 mylkg, cada
3 semanas
n=154 n=151
SSP* . .
Namero (%) de los pacientes con | 73 (47%) 116 (77%)
suceso . - L
Caciente de riesgos instartdneos’ | 0,50 (0,37, 0,68) -
{IC del 85%) - o
Valor pt .| <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%)
SUCESD
Cociente de riesgos instantaneost | 0.60 (0,41. 0,89) -
(IC del 85%
Vator p* . 0,005 e e
Mediana en meses (IC del 95%) No alcanzada - No alcanzada
. . (N/D. NiD) (9,4, N/D)
Tasa de respuesta objetiva*
% de TRO (IC del 95%) 45% (37, 53) 28% (21, 36)
% de respuesta completa 4% 1%
% de respuesia parcial 41% 27%

* Evaluacién por una BICR de acuerdo con RECIST 1.1

t Cociente de riesgos instantaneos (comparacion de KEYTRUDA con quimioterapia)
basada en &l modelo de Cox de riesgo proporcional estratificado

! Seguin ta prueba del orden logaritmico estratificada
N/D = no disponible

Entre los 69 pacientes aleatorizados pars recibir KEYTRUDA 200 mg con una respuesta objetiva, ias duracianes de la respuesta se
encontraban enfre 1,9+ y 14,5+ meses. El 88% de los que respondisran tuvieron una duracién de la respuesla de 6 meses o mas
(basandose en la estimacion de Kaplan-Meier; Figura 1).

Figura 1: Gurva de Kaplan-Meier para supervivencia global en Trial 24
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KEYNOTEQ10: Ensayo clinico controlad de p fentos con NSCLC lratados previamente con quirioterapia
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La eficacia de KEYTRUDA se investigé en Trial 10, un ensayo contralado, aleatarizado (1:1), abierto y multicéntrico {10). Los criten
alegibilidad clave fueron: NSCLC avanzado que habia evolucionado tras recibir quimioterapia con plating y. si es aplicable, terapia dirigi
para ALK o mutaciones del EGFR, y expresion de la PD-L1 con una puntuacion Tunor Froportion Score (TPS) de 1% o mayor en una
version de un ensayo clinico {CTA) de PO-L1 [HC 22C3 pharmDx. El 44 y el 56% de los pacientes fueron incluidos en el estudio basandose
en |as pruebas de una muestra tumoral archivada o una muestra tumora! nueva. respectivamente. Los pacientes con enfermedad
autoinmunitaria, con una afeccion médica que requeria inmunodepresion, o los pacientes que habian recibido mas de 30 Gy de radiacién
toracica en las 26 semanas anleriores no pudieron participar en el gstudio. Los pacienles se aleatorizaron (1:1:1} de forma gque recibieron

2 myg/kg (n=344) o 10 mg/kg (n=346) de KEYTRUDA cada 3 semanas o 75 mg/m?* de docetaxel cada 3 sémanas (n=343). Los pacientes
fueron tratados con KEYTRUDA hasta gue la toxicidad fue inaceptable o hasta gue hubo progresion de la enfermedad qgue fuera
sintamatica, evolucionase rapidamente, requiriase intervencién urgente, se produjese con un dechive en el estade del rendimiento, o se
confirmase en {as semanas 4 a 6 con repeticion de fa adquisicion de imagenes. Los pacientes sin progresion de la enfermadad fueron
tratados durante un maximo de 24 meses o 35 administraciones, lo que tenga una mayor duracion. La progresion de la enfermedad
subsiguiente padria voliver a tratarse durante 1 afic mas coma maxime. La evaluacion del estado del tumor se realizd cada 9 semanas. Las
medidas del criterio principal de valoracion de la eficacia fueron la SG y la SSP evaluadas por una BICR de acuerdo con RECIST 1.1.

Basandose en el andlisis para el ensayo ciinico, se aleatorizd en el estudio a un (otal de 1433 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. UY.
muestras de estudios clinicos archivadas usanda PD-11 IHC 22C3 pharmDx. De los 1033 pacientes, se analizé retrospectivamente tejido
tumoral de 529 pacientes con PD-L1 IHC 22C3 pharmDx. Las muestras de 413 pacientes presentaron expresion de PD-L1 (21% de las
células tumarales viables mostraban tincion de la membrana de cualguier intensidad), mientras gue las muestras de B4 pacientes dieron
negativo para expresion de PR-L1 (<1% de ias céluias tumorales viables mostraban tincion de la membrana de cualquier intensidad). De
estos 413 pacientes con expresidn de PD-L1, las muestras de 163 pacientes presentaron expresion alta de PD-L1 (250% de las células
tumorales viables mostraban tincidn de la membrana de cualquier intensidad).

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

abla 13: Concordancla de CTA frente a PD-L1 IHC 22C3 pharmDx
i ie 1 PDLT *| Poicentaje de conciordancia. negativa | Porcentaje de congondanciz

| {intervalo de confidtiza [IC] el 9&%)

Sl LE L _.'_Va!or de.oort,e, . (intervalo de confianza [IC] del 95%)
CTAfrente 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% (67,89%-77,9%)]

Entre los pacientes aleatorizados con expresion de PD-L1 en PD-L1 IHC 22C3 pharmDx, las caracteristicas demograficas y okro 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 vatones {58%); &l estado inicial de
rendimiento ECOG era 0 (29%) o 1 (71%). Ei selenta 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 69% presentaba histologia ho escamosa. Las caracteristicas
iniciales y demograficas estaban equilibradas de forma similar entre los grupos de pembrolizumab y docetaxel del estudio clinico global.

Los resultados de Ja eficacia se resumen en las Tablas 14 y 15. KEYTRUDA mostré un beneficio clinica duradero en pacientes con NSCLC
can expresidn de PO-L1 (TPS 21%), que mejord en pacientes con expresion alta de PD-L1 (TPS 250%), tal como se determing con PD-L1
IHC 22C3 pharmDx. El alcance del beneficio era comparabie con et det ensayo clinico global. En las tablas siguientes se resurnen tas
medidas de eficacia fundamentales en la pohlacién global con expresién de PD-L1 (TPS >1%) v el subconjunto con expresion alta de PD-L1
(TPS 250%} para el estudio clinico global {TPS 21% segtin &l CTA), y en ia pobiacion con expresion de PD-L1 segun PD-L1 IHC 22C3
pharmDx. En la Figura 2 se muestra la curva de Kapian-Meier para la SG {TPS 219%), segin los datos de PD-L1 IHC 22C3 pharmbx. Los
resuliados 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 pacienms
con expresmn de PD-L1, TPS 21%, determinada mediante PD-L1 (HC 2263 pharme

‘ [ Docetaxael
kg & Son A as_.. .| 75 g/ Cadia3sor
clinico pharmbDx clinico pharmDx clinico pharmbx
Numero de
pacientes 344 140 346 142 343 1314
SG .
Fallecimientos (%} 172 (50%}) 59 (42%) 156 (45%) 59 (42%) 183 (56%) 67 (51%)
Cociente de riesgos
N : * 0,71 0,54 0.61 057 ’
instanidneos P R \ 2q. - -
(C del 95%) {0.58; 0,88) (0.37; 0,78) (0,49, 9,75) (0,39; 0.82)
| Valor p' <0,001 <0,001 <0,001 0,00115 — -~
“Mediana en meses 10,4 11,8 12,7 12,0 8,5 7.5
{IC del 95%) {24, 11.9) 96 NID) (10,0, 17.3) (8.7: N/D) {(7.5; 9.8) (6,3, 9.8)
sSSPt
Eventos (%) 266 {77%]) 97 (63%) 255 (74%) 103 {73%} 257 (75%) 94 (72%)
Cociente de riesgos
. - ” 0,88 0,68 6,79 0,79
instantaneos e it i i . —-— -
(iC det 95%) {0.73; 1,04) (0.5(; 0,92) (0,66; 0,94) (3.59: 1,06}
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Vator pt 0,068 0.00578 0.005 0.05767 -—

Mediana en meses 39 49 40 4.0 4,0 3B

(fC del 95%) (3,1;4,1) (4,1, 6,2) {2.6;4.3) (2,2, 4.6} {3,1,4,2) {2,2,42)
. 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) (2,11)

Cociente de riesgos instantaneos (comparacion de KEYTRUDA con docetaxel} basado en el modeto de Cox de fiesgo
proporcional estratificado

Basado sn la prusba del arden lagaritmico estratificada

+ Evaluada por BICR mediante RECIST 1.1

5 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 expresid de PD L1 TPS 250%, determmada medmnte PD-L1IHC 2zc3 pharme .

Criterio TRUDA. . - L KEYTRUDA ' =0, s
valorsetsty . i Zeniglkg ca fc.l:3iseman'a_sj._ . L 10mgkygcada 3 5mglm1cada3mnnnas :
Ensayo ;;3(-321 tHC Ensayo 220(2'51 IHC Ensayo Zgél:‘: HC
clinica pharmDx clinico pharmbx clinico pharmDx

Nomero de
pacientes 1338 56 151 60 152 47
SG

. Fallecimientos (%) 58 (42%) 18 (32%) 60 (40%) 19 (32%) 86 (57%) 25 {53%)
Coclente de flesgos | g,54 0,45 0,50 0,29 _
(IC def 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; N'D) (11.8: N/'D) {8,3; N/D) (6.4; 10.7) (4,4;83)
8SP* :
Eventos {%) 89 (64%) 33 (59%) 97 (64%) 34 (57 o) | 118 (78%) 33 (70%)
Codlente de 1es60S | 0,58 047 0.59 0,41 {0.24;
(IC det 95%) (0,43, 0,77) {0,28; 0,80) (0.45; 0,78} D?El)
Valor pt <(,001 0,00221 <_0,001 <0001 - -
Mediana en meses | 5.2 S 150 52 4.8 4,1 39
{IC del 85%) 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?® - S PO
TRO %S 30% 37% 29% 28% 8% 4%
(1C del 95%) {23, 39) (25,52) ] (22, 37) (18, 41) {4,13) {1, 15)

Caociente de riesgos instantaneos (comparacion de KEYTRUDA con docetaxel) basado en el modelo de Cox de riesgo
proporcional estratificado
t Basado en la prueba del orden logaritmico estratificada
. ¥ Evaluada por BICR mediante RECIST 1.1
§ Todas las respuestas eran respuestas parciales

; 7;5395153 10/SK00621-5/2018.08 p. 22/33
{, 11F3-26: ﬁ) 41730710-APN-DNPM#ANMAT

Pagina 20 de 31




Figura 2; Curva de Kaplan-Meier para tz supervivencia global por grupo de tratamiento (TPS 21% segun PD-L1 IHC 22C3 pl

poblacion por intencion de tratar)
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Se realizaron méas analisis de consistencia para considerar el posible impacto de la falla de datos de los pacientes con expresion de PD-L1
(TPS 21%) segdn PD-L1 IHC 22C3 pharmDx, que podrian na fener expresion de PD-L1 (TPS <1%) segin el CTA. Los pacientes con estos
resultados en |a prueba forman parte de 1a pablacion de uso prevista/con intencidn de diagnéstico (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 |a ausencia de esos datos, se realizé un andlisis de sensibilidad con el fin de comprender el rango admisible del cociente
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 entorna de ITD para verificar 1a coherencia con el CRI observado basado en 1a inseripeion con el CTA. En las resultados del analisis
de sensibilidad def HR se mostrd que las estimaciones del HR son consistentes con [ atenuacion presupUesta def efecta del tratamiento en
€l entomo de intencidn de dlagnéstico.

16.4 Evaluacion del rendimienta no clinico: adenocarcinoma gastrico o de Ia union gastroesofagica

Se analizaron las siguientes histologlas en la evaluacian de rendimionte no clinico del adenocarcinoma gastrice o de fa union
gastroesofagica: intestinal, difusa (que incluye carcinoma de céhilas en anillo de sello} y mucinosa.

Especificidad/sensibilidad analitica: adenocarcinoma gastrico o de la union gastroesofagica }

La sensibifidad analitica de PD-L1 {HC 22C3 pharmDx se analizé en 100 muestras FFPE de adenocarcinoma géstrico o de la union
gastroesofagica {en los estadios del | al 1V} con un lote de produccidn fabricado. En la evaluacidn de la expresion de PD-L1 s2 mostrd
tincidn a lo largo de un rango de CPS de 0-100. El 60% de las muestras presentaba expresion de ta PD-L1, con la expresién definida por

CPS 21.

Precision: adenocarcinoma gastrico o de la unidn gastroesofagica .
La precisién de PD-L1 IHC 22C3 pharmDx en muestras de adenocarcinoma gastrico o de la unidn gastroesofagica se evalué en Agilent. Se
comprobaron ia precision interinstrumento, interoperadar, interdfa e interlote como precision combinada. Se ha probado [a repetibllidad en
precision intrasnalisis. También se evalud la precisidn intraobservador ¢ interobservador. E] porcentaje de concordancia negativa (NPA), el
porcentaje de concordancia positiva (PPA) y la concordancia generat {OA) se calcularon con intervalos de confianza del 85% dobles con el
métado de puntuacion Wilson Score para un valor de corte de CPS 21.

Tabla 16: Precision de PD-L1 JHC 22C3 pharmDx en adenocarcinoma gastrico o de 1a union gastroesofagica, analizado en un Gnico

centro (CPS 21)
Estudio-de p

| ;»Plseﬁo.-&el;g;;_t_q;!:io“gi IR

. % décoficordancia
(16 del 958: -

Precisidn combinada
{interinstrumento,
interoperador, interlote,
interdia)

.Cada una de las 24 muestras de adenocarcinoma

NPA 100% (94,9-100%)

géastrico a de la unién gastroesofagica (12 negativas
para PD-L1 y 12 positivas para PD-1.1} con un
intervalo de expresion de PD-L1 se analizd con tres
instrumentos Autostainer Link 48. cuatro operadores
v tres intes del kit en tres dias no consecutivos.

PPA 95,8% (88,5-98,6%)
OA 97,9% (94,1-99,3%)

Pracision intragnsayo
(repetibilidad)

CPS 21

Cada una de las 24 muestras de adenocarcinoma
gastiico o de la unién gastroesofagica (13 negativas

NPA 96,9% (B9,5-99,2%)
PPA 100% (93,5-100%)
OA 98,3% (94.1-99.5%)

PD-L1 y 11 positivas para PD-L1) con un

IF-20194417307
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intervala de expresion tHC de PD-L1 se analizd con
tinco repeticiones en la misma sesidn en un

_ instrumento Autostainer Link 48. ~
Precision CFS3 2t L.a puntuacion de 60 muestras de adenocarcinoma NPA 91,5% {87,2-94,4%)
interobservador gastrico o de la unién gastroesofagica (26 negativas PPA 86,1% (93,3-97,7%)
para PD-L1 y 34 positivas para PD-L.1) con un OA 94,1% (91,8-85,8%)

intervala de expresion HHC de PD-L1, tefidas con
PD-L1 IHC 22C3 pharmbDx, fue reatizada por tres
anatomopatdlogas en tres dias no consecutivos.

Precision CPS =1 La purituacion 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%)
para PD-L1 y 34 positivas para PD-1.1) con un OA 86,5% (94,6-97.7%)

intervalo de expresion IHC de PN-L1, tefiidas con
PD-L1 IHC 22C3 pharmDx, fue realizada por tres
anatomopsatdlogos en tres dias no consecutivos.

NPA = porcentaje de concordancia negativa; PPA = porcentaje de concordancia posiliva; OA = concordancia genera[ CPS = Combined
Positive Score

Reproducibilidad externa: adenocarcinoma gastrico o de la union gastroesofagica
La reproducibilidad de PD-L1 IHC 22C3 pharmDx se evalut 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 (iC) del 95%
con &t metodo de bootstrap para un valor de corte de CPS 21. En un estudio inicial, no se cumplieron tos criterios de aceptacion del limite
inferior dsl IC para OA y NPA para |a reproducibilidad interobservador ni tampoco del limite inferior de! IC para NPA para la reproducibifidad
Qtraobsewador. En una evaluacién del origen se indicé que uno de las tres observadores del estudio no superd las pruebas de

ompetencia posteriores at estudio. Se flevd a cabo un segundo estudio interobservador e intrachservador con tres observadores legos y
los resultados cumplieron 1os criterios de aceptacion. Los resultados se muestran en la Tabla 17 a continuacion. Se recamienda realizar una
evaluacion de compelenciss para garantizar la correcta interpretacion de la puntuacion por parte del ohservador.

Tabla 17: Reproducibifidad de PD-L1 IHC 22C3 pharmDx en adenocarcinoma gastrico o de la union gastroesofag:ca, analizado en
tres centros externos {(CPS 21)

'DISEFIO del estudio

1l ¢ igriostice: "~ oo e el 8

intercentro CPS 21 Cada una de Ias 36 muestras de NPA 92 5% (86 2-97 5%)
adenocarcinoma gastrico o de la union PPA 91,7% (84,7-97,7%)
gastroesofagica {16 negativas para PO-L1 y 0A 82,0% {87,4-96,3%)

20 positivas para PD-L1) con un intervala de
expresion 1HC de PD-L1 se analizd en cinco
dias no consecutivos. Se realizaron analisis
intercentra entre tres centros en un total de
540 comparaciones por pares con la secuencia

e v _ mayoritaria. L
Intraceniro CPS 21 Cada una de las 36 muestras de NPA 93.1% {89,2-96,5%)
adenocarcinoma gastrico o de 1a union PPA 98,2% {96,4-99,6%)
gasiroesofagica (16 negativas para PD-L1 y OA 85,7% (33,7-97,6%)

20 positivas para PD-1.1) con un intervalo de
expresion HC de PD-L1 se analizo en cinco
dias no consecutivos en cada uno de los tres
' centros de esludic. Se realizaron analisis
. ) intracentro en tres centros en un total de 540
comparaciones por pares con la secuencia

mayoritaria.
Interobservador 1 CPS 21 La puntuscion de 68 muestras de NPA 96,6% (92,9-99,4%)
: adenocarcinoma gastrico o de la union PPA 96,5% (93,1-99,3%)
gasiroesofagica (36 negativas para PD-L1y OA 956,6% (94,0-98,7%)

32 positivas para PD-L1) con un intervalo de
expresion IHC de PD-L1, tenidas con PD-L1
IHC 22C3 pharmDbDkx, fue reslizada por res
anatomopatdlogos, uno en cada uno de los tres
centros de estudio, en tres dias no
consecutivos. Se realizaron analisis
inlergbservador entre tres centros en un totat de
612 comparaciones pur pares con g secuencia
mayoritaria.
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- : L 1% de: concordanela N
_reproducibliidad - {1C del 95%) -

e B 'enodelestudw R
Intracbservadar CPS 21 I puntuacnon de 68 muestras de NPA 37,2% (94,8-99, 1%)

adenocarcinoma gastrico o de {a union PPA 87.2% (94.8-99.3%)
gastroesofagica (36 negativas para PD-L1y OA 97.2% (95,3-98,9%)
& 32 positivas para PD-L.1) con un intervale de

expresion |HC de PD-L1, tefiidas con PD-L1
IHC 22C3 pharmDx. fue realizada por tres
anatomopatdélogos, uno en cada uno de los tres
canhtros de estudio, en tres dias no
consecutivos. Se realizaron analisis
infrachservador en tres centros en un totat de
612 comparacianes por pares con la secuencia
mayritaria.

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

16.5 Evaluacion del rendimiento clinico: adenocarcinoma gastrice o de la unién gastroesofagica

Se estudio 1a eficacia de KEYTRUDA en KEYNOTE 059 (KN059), un ensayo muiticéntiico. no aleatorizado, abierto y de vanas cohortes en
el que participaron 259 pacientes can adenocarcinoma gastrico o de la unidn gastreescfigica que mostraron evolucion cen al menas 2
tratamientos sistémicos anteriores para enfermedad avanzada. El tratamiemo anterior debe haber incluido un derivado del piating 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
inmunodepresién o con signas clinicos de ascilis detectados mediante una exploracion fisica.

.cs pacientes recibieron 200 mg de KEYTRUDA cada 3 semanas hasta que |a toxicidad fue maceptable o hasta que hubo progresion de la
enfermedad que fuera sintomatica, evolucionase rapidamente, requiriese intervencion urgente. se produjese con un declive en ¢ estado del
rendimiento. o se confirmase al menos 4 semanas después con repeticion de la adquisicion de imagenes. Los pacientes sin progresion de
fa enfermedad se trataron durante hasta 24 meses. La evaluacion det estade del tumor se realizd cada entre 6 y 3 semanas. Ei criterio de
valoracién de eficacia principal fue 1a tasa de respuesta objetiva (TRO) de conformidad con RECIST 1.1 segun una revision central
independiente con enmascaramiento y la duracion de |a respuesta.

El nivel de expresion de PD-L4 para tejidos o biopsias tumorales de 259 pacientes {167 archivadas y 90 recientes [consuite la definicion de
la Tabla 15]) se delerminé con PD-L1 IHC 22C3 pharmDx. No se pudo evaluar el nivel de expresion de PD-1.1 de 2 muestras. En general, el
58% (148/257) de los pacientes presentaba tumores con expresion de PD-Lt con una puntuacion Combined Positive Scare (CPS) 21. Se
analizaron las muestras del 73% (66/30) de los pacientes que correspondian a muestras tumorales recientes para las pruebas de PD-L1y
del 49% (82/167) de los pacientes que correspondlan a muestras tumorales archivadas con una expres;én de ta PD-L1 a CPS 21

{Tabla 18).

Tabla 18 Expresmn de PD- L‘l tumoral por tipo de muestra

'_Expre‘scon de PD-M (CPS >‘I) n: (%) .-Sln expresion de PD»L1 (CPS <1) n (%)
“Estudio global =287 (%) P (58 I 100 (42)
Tejida archivado® 82 (49) 85 (1)
n=167
Tejido reciente” 66 (73) 24 (27)
n=90 )

.‘En el contexto del ensayo clinico KNO59, el término “biopsia recients” se definié 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 hingtin otro tratamiento contra el cancer
despueés de obtener la muesira. Las muestras con una antigliedad >42 dias se dlasificaron como archivadas.

De los 148 pacientes con expresion de PD-L1 a CPS 21, se determind que 143 presentaban up tumor con estabilidad de los microsatélites
o coh inestabilidad de los microsatélites o reparacion de ervores de emparejarmiento sin determinar. Las caracteristicas at inicio del estudio
de estos 143 pacientes fueron: edad media de 64 afios {47% con edad igual o supetior a 85);, 77% de varones; 82% de raza blanca, 11% de
arigen asiatico; y estado de rendimiento ECOG de 0 (43%) y 1 (57%). E! 85% de los pacientes presentaba enfermedad de tipo M1 y el 7%
enfermedad de tipo MO. El 51% habla recibido dos y et 49% tres o mas !ineas de tratamiento en sitdacion de metastasis o recidiva.

En el caso de los 143 pacientes con expresion de PD-L{ (CPS 21), la TRC fue del 13,3% (IC del 95%: 8,2, 20.0); el 1.4% presentd tuna
respuesta completa, mientras que el 11,9% presentd una respuesta parcial. Entre los 19 pacientes que responden, la duracion de ia
respuesta oscilo 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 o mas.

16.6 Evaluacion del rendimiento no clinico: cancer cervical, incluidos canceres escamosos combinados

Se llevaron a cabo estudios no clinicos con PD-L1 IHC 22C3 pharmDx en muestras tisulares de céncer cervical humano en parafina y
fijadas con formol (FFPE). En estas conjunios de muestras para et estudio no clinico también se incluyeron canceres de células escamosas
(5Q) vulvares. anates y de giandulas salivales para complementar al cancer cervical de célutas escamaosas (SQ). Estos tipos de cancer
complementarios tambien se incluyeron en el estudin KEYNOTE 158 de Merck. Los estudios no clinicos consistieron en estudios de
validacion analitica, estabilidad y repreducibilidad externa.
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Sensibilidad/especifidad analitica: cancer cervical :
Se analizd la sensibilidad de PD-L1 IHC 22C3 pharmDx en 37Q muestras FFPE de cancer cervical (en los estadios del { al IV). EnW
evaluacion de la expresion de PD-1.1 se mostrd tincién a lo largo de un rango de CPS de 0-100. Alrededor del 85% de las muestras dé
cancer cervical presentaba expresion de la PD-L1, con la expresién definida por CPS 21.

Precision: cancer cervical, incluidos canceres de células escamosas

La precision de PD-L1 IHC 22C3 pharmDx en canceres cervicales se evalug en Agilent par medio de canceres de céluias escamosas (5Q)
cervicales, vulvares, anales y de las glanduias salivales. Se comprobaron la precisidn interinstrumento, interoperadar, interdia e interiote
£omo precision combinada. Se ha probado !a repetibitidad en precision intraanalisis. También se evalud la precision interobservador e
intrachservador. El porcentaje de concordancia negativa (NPA), el porcentaje de concordancia positiva (PPA) y ta concordancia general
(OA) se calcularon con intervalos de confianza bilaterales del 95% en funcidn del métods de puntuacion Wilson Score para un valor de corte
de CPS 21. '

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

unico centro (CPS 21)
Hio de b o

Estu isefio del éstudio - - - | % de concordar
| S G e 9%
Precisién combinada del CPS 21 Cada una de las 18 muestras det subgrupa | NPA 100% (91,4-100%)
subgrupo histologico de escamoso {7 negativas para PD-L1y PPA 100% {94,5-100,0%)
células escamosas 11 positivas para PD-L1; B canceres OA 100% (96,5-100%)
(imterinstrumento, cervicales [3 positivos para PD-L1y
interoperador, interlote. 3 hegativos para PD-L.1]) con un intervalo
interdla) de expresion de PD-L1 se analizd con tres
instrumentos Autostainer Link 48, cuatra
operadores y tres lotes del kil en tres dias
. . no.-consecutivos.
Precision infragnsayo CPS 21 Cads una de las 8 muestras (0 negativas NPA N/D
{repetibilidad} en el para PO-L1 y 8 positivas para PD-L1, PPA 97,5% {(87,1-99.6%)
subgrupo histolagico de 2 canceres cervicales (2 positivos para OA 97,5%(87,1-99,6%)
células escamosas PD-L1})} con un intervalo de expresion IHC
de PD-L1 se analizé con cinco repeticiones
en la misma sesion en el instrumento
. Autostainer Link 48. e
Precision interobservador | CPS 21 La puntuacion de 52 muestras escamosas NPA 98.4% (95,5-99,5%)
en el subgrupo {22 posifivas para PD-L1 y 30 negativas PPA 98,9% (96,8-98.6%)
histaldgico de células para PD-L1)} con un intervalo de expresion OA 98,7% (97,2-89.4%)
e5camosas IHC de PD-L1, tefiidas con PD-L1 IHC
‘ 22C3 pharmDx. fue realizada por tres
anatomopatodlogos en tres dias no
. consecutivos.
Precision infraohservador | CPS 21 La puntuacion de 52 muestras escamosas NPA 97,9% {94.8-99,2%)
en el subgrupo (22 positivas para PD-L1 y 30 negativas PPA 938,6% (97,9-99,9%)
histologico de céllas para PD-L1) con un intervalo de expresion OA 98,9% {97,5-99,5%)
escaniosas {HC de PD-L.1, tefiidas con PD-L.1 IHC
22C3 pharmDx, fue realizada por tres
anatomopatdlogos en tres dias no
consecutivos. : -

NPA = porcentaje de concordancia negativa; PPA = porcentaje de concordancia positiva; OA = concordancia general; CPS = Cambined
Pasitive Score '

Precisién: cancer cervical .

La precisian de PD-L1 IHC 22C3 pharmDx en céncer cervical se evalué en Agitent. Se comprobaroh 1a precision interinsirumento,
interoperador, interdia e interiote como precision combinada. Se ha probado la repetibilidad en precision intraandlisis. También se evalut ta
precision interobservador e intraobservador. 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% con el método de puntuacién Wilson Score para
un valor de corte de CPS 21.

Tabla 20: Precision de PD-L1 IHG 22C3 pharmDx en cancer cervical, analizado en un (inico centro (CPS 21)
Estudio de preclsitn : . = | Disefio del-estudio- T 7} % de copvordancia
studio fle precisien. T . | (1 derasey

~Valorde corte . -
-diagnéstico. .

T CPS =

NPA 100,0% (81,6-100%)
PPA 100,0% (82,4-160%)
OA 100,0 (90,1-100%)

Precision combinada
(interinstrumento,
interoperador, interiots,
interdia) en cancer
cervical

6 muestras de cancer cervical (3 hegativas
para PD-L1 y 3 positivas para PO-L1) con un
intervalo de exprasion de PO-L1 se analizarod
con tres instrumentos Autostainer Link 48,
cuatro operadores y tres lotes del kit en tres
dias no conseculivos.
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Precision intraensayo en

2 muestras de cancer cervical {0 negativas

en cancer cervical

NPA N/D
cancer cervical para P-L1 y 2 positivas para PD-L1) con un PPA 100,0% (72,2-100%)
(repetibilidad} intervalo de expresitn IHC de PD-L1 se OA 100,0% (72,2-100,0%)
analizaron con cinco repeticiones en la misma
sesion en un instrumerto Autostainer Link 48.
- Precision interohservador § CPS 2t La puntuacién de 21 muestras de cancer NPA 100% (94.9-100%)
en cancer cervical cervical (8 positivas para PD-L1y PPA 89,1% (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 pharmDx. fue realizada por tres
anatomopatadlogos en tres dias no
consecutivos.
Precision intraobservador | CPS 21 La puntuacion de 21 muestras de cancer

cervical (8 positivas para PO-L1 y

13 negativas para PD-L1} con un intervalo de

expresion IHC de PD-L1. tefiidas con PD-L1
IHC 22C3 pbarmDx, fue realizada por tres
anatomopatodlogos en tres dias no
consecutivos.

NPA 100% (94,9-100%)
PPA 99,1% (95,3-99,8%)
OA 93,5% {97.1-99,9%)

Q—’A = porcentaje de concordancia negativa; PPA = parcentaje de concordancia positiva; OA = concordancia general; CPS = Combined

ositive Score

Reproducibilidad externa: cancer cervical, incluidos canceres de células escamosas
L.a repraducibilidad de PD-L1 HC 22C3 pharmDx se evalud en tres centros externos 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
concordarcia general (OA) se calcularon con intervalos de confianza bilaterales del 85% en funcién del métode de puntuacion Wilson Score
para un valor de corte de CPS 21.

Tab!a 21: Reproducibilidad de PD-L1 |[HC 22C3 pharmDx en cancer cervical, incluidos canceres de células escamosas, analizado
en tres centros externcs (CPS 21

intercentro

Cada una de las 22 muestras del
subgrupo escamoso (9 negalivas para
PD-L1 y 13 positivas para PD-L1; n=6
canceres cervicales) con un intervalo de
| expresion IHC de PD-L1 se analizo en

andlisis intercentro entre tres centros en

con la secuencia mayoritaria.

cinco dias no consecutivos. Se realizaron

un total de 330 comparaciones por pares

NPA 94,8% (89,7-97 5%)
PPA 97.4% (94,1-98,9%)
OA 96,4% (33,7-97,9%)

Intracentro

CPS 21

Cada una de las 22 muesiras del
subgrupo escamoso (3 negativas para
PD-L1 y 13 positivas para PO-L1; n=6
canceres cervicales) con un intervalo de
expresion IHC de PD-Lt se analizd en

andlisis intracentro en tres centros en un

la secuencia mayoritaria.

cinco dias no consecutivos. Se reatizaron

tatat de 330 comparaciones por pares cort

NPA 98,5% (94,6-89.6%)
PPA 97.5% (94,3-98,9%)
OA 97.9% (65,7-99,0%)

interobservador

CPS 21

Cada una de las 22 muestras del
subgrupo escamoso (9 negalivas para
PD-L1 y 13 positivas para PD-L1; n=6
canceres cetvicales) con un intervalo de

L1 IHC 22C3 pharmDx, fue realizada por
tres anatomopatdiogos, uno en cada uno

no consecutivos. Se realizaron andlisis -
interobservador entre tres centros en un

la secuencia mayoritaria,

expresion HHC de PD-L1. tefiidas con PD-

de los tres centros de estudio, en tres dias

total de 198 comparaciones par pares con

NPA 95 1% (88,0-98,1%)
PPA 99,1% {95,2-99,8%)
OA 97 4% (94,1-98,9%)
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Intracbservador

‘CPS 21

Cada una de fas 22 muestras del
subyrupo escamoso (9 negativas para
P3-L 1y 13 positivas para PTI}-L1; n=6

g 50
NPA 97,4% (91,1-99,3%)

PPA 98,3% (93.9-99.5%)
OA 97,9% (94,8-99,2%)

canceres cervicales) con un intervalo de
expresion IHC de PD-L1, tefidas con PD-
L1 1HC 22C3 pharmDyx, fue realizada por
tres anatomopatéloges. uno en cada uno
de fos tres centros de estudio, en tres dias
no consecutivos, Sa realizaron analisis
intraobservador en tras centros en un total
de 198 comparaciones por pares con la
secuencia mayoritaria.

NPA = porcentaje de concordancia negativa; PPA = porcentaje de concordancia posiliva; OA = conrordancia general; CPS = Combined
Positive Score )

Reproducibilidad externa: cancer cervical

La reproducibilidad de PD-L 1 IHC 22C3 pharmiDx se evalud con cancer cervical en tres centros externos. El parcentaje 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.

Tabla 22: Rep roduclbllsdad de PD- L1 {HC 22(:3 harme en cancer cervu:al analizado en tres ce tros externos CPS 21
SR N R 53 H, N =

lntercentro

8 muestras de cancer (‘erw(,
para PD-L1 y 4 positivas para PD-L1) con un
intervalo de expresion IHC de PD-L1 se
analizaron en cinco dias ne consecutivos. Se
realizaron analisis intercentro enfre tres
centros en un total de 90 comparaciones por
pares con la secuencia mayoritaria.

3 EECA I T el
NPA 100% (88,6-100%)
PPA 95,0% (B6,3-98,3%)
OA 96.7% (90,7-98,9%)

Intracentro

CPS 21

8 muestras de cancer cervicat (2 negativas
para PD-L1 y 4 positivas para PD-L1) con un
intervalo de expresion IHC de PD-Lt se
analizaron en cinca dias no consecutivas. Se
realizaron analists intraceniro en fres cenlros
en un total de 80 comparaciones con fa
secuencia mayoritaria.

NPA 100% (88.,6-100%)
PPA 95,0% (86,3-98,3%)
OA 96,7% (30,7-98,9%)

interobservador

CP5 21

La puntuacion de & mueslras de cancer
cetvical (2 negativas para PD-L1 y 4 positivas
para PD-L.1) con un intervalo de expresion
IHC de PD-L.1. tedidas con PR-L1 IHC 2203
pharmbx, fue realizada por tres
anatomopatdiogos, uno en cada uno de los
fres centros de esludio, en tres dias no
cansecutivos. Se realizaron analisis
interobservadar entre tres centros eh un total
de 54 comparaciones por pares can la
secuencia mayoritaria. .

NPA 100% (82,4-100%)
PPA 100% (90,4-100%)
OA 100% {93,4-100%)

Intrachservador

CPS 21

La puntuacion de 6 muestras de cancer
cervical (2 negativas para PD-L1y

4 positivas para PD-L1) con un intervalo de
expresion IHC de PD-L1, tefiidas con PD-L1
IHC 22C3 pharmDx, fue realizada por tres
anatomopatdliogos, 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 54 comparaciones por pares con |2
secuencia mayoritaria.

NPA 100% (82.4-100%)
PPA 100% {90,4-100%)
OA 100% (93.4-100%)

NPA = porcentaje de concordancia neganva, PPA = pofcentaje de concordancza positiva; OA = conLordanCla general; CPS = Combined

Positive Score
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16.7 Evaluacion del rendimiento clinico: cancer cervical

Se investigo 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 lrata de un ensayo abierto, multicéntrico, ds vatias cohortes y no aleatorizado
Se excluyeron del ensaye los pacientes con una enfermedad autoinmunitaria e una afeccion que precisara inmunodepresion.

Se trat¢ a los pacientes con KEYTRUDA por via venocsa a una dosis de 200 mg sada 3 semanas hasta que hubo ena progresion documentada

" de la enfermedad o {a toxicidad fue inaceptable. Los pacientes con una progresion tadiografica inicial de la enfermedad podian recibir dosis
adicionales de tratamiento durante la confirmacion de la progresion. Esto era posible salvo que ia progresion fuera sintfomatica, evolucionase
rapidamente, requiriese intervencich urgente o se produjese con un declive en el estado del rendimiento. Los pacienies sin progresion de la
enfermedad podian tralarse durante hasta 24 meses. La evaluacion del estado det tumor se realiz6 cada 9 semanas durante las 12 primeros
meses y cada 12 semanas posteriormente. El criterio de valaracion de eficacia principal fue ta tasa de respuesta objetiva (TRO) de conformidad
con RECIST 1.1 seglin una revision central independiente con enmascaramiento v ia duracion de 1a respussta.

Be los 98 pacientes de la Cohorte E, 77 {79%) presentaron tumores ¢on expresion de PD-L1 con una GPS 21 y recibieron al menos una
linea de quimioterapia en situacion de metastasis. El estado de PD-L1 se determing mediante PD-L1 tHC 22C3 pharmDx, Las
caracteristicas al inicio del estudio de estos 77 pacientes fueron: mediana de edad de 45 afios (intervala de 27 a 75 afios); 81% de raza
bianca, 14% de arigen asidlico, 3% de raza negra; estado de rendimionta ECOG de 0 (32%) o 1 {B8%); 92% tenfa carcinoma de células
escamosas, 6% adenpcarcinoma y 1% histologia adencascamosa: 5% presentaba enfermedad de tipo M1t y 5% recidiva; 35% recibieron
una linea previa de tralamiento y 65% dos 0 mas en situacion de recidiva o metastasis.

No se observaron respuiestas en pacientes cuyos tumeres no presentaran expresion de PO-L1 (CPS <1).
L.os resultados de la eficacia se resumen en la Tabla 23.

bla 23: Resultados de fa eficacia en la Cohorte E de KEYNOTE-158 (CPS 21}

Criterio de valoracion n=77*

Tasa de respuesta objetiva

TRO{IC del 95%) 14,3% (7.4, 24.1)
Tasa de respuesta complets 2.6%

Tasa de respussta parcial 11.7%

Duracién de la respuesta

Mediana en meses (intervalo) NA (4,1+; 18,6+
% con una duracion >6 meses__ 91%

* Mediana de tiempo de seguimiento de. 11,7 meses (intervalo de 0.6 a 22,7 meses)

1Basado en pacientes (h=11) con respuesta oblenida segln una revisian independiente
+ Indica cantinuidad

NA= No alcanzada

16.8 Evaluacion de) rendimiento no clinico: carcinoma urotelial

Se realizaron estudios no clinicos en muestras de carcinoma urotefial fijadas con formot e incluidas en parafina (FFPE),

Sensibilidad/Especificidad analitica: carcinoma uroteliat

La sensibilidad analilica de PD-L1 IHC 22C3 pharmDx se analizd en 104 muestras FFPE de carcinoma uratelial (en tos estadios del ll al IV}
can un lote de produccidn fabricado. En la evaluacion de ta expresion de PD-L1 se mostro tincion a lo fargo de un rango de CPS de 0-100,
en el que el 37% de las muestras presentd una expresion de PD-L1 con una CPS 210. No fue posible evaluar una muestra debido a la alta
tincidn de fondo.

racision: carcinoma urotelial
‘a precision de PD-L.1 {HC 22C3 pharmDx se evalud en Agilent. Se comprobaron fa precision intesinstrumento, interoperador, interdia e
interfote como precision combinada. Para los estudios de precision, ef porcentaje de concordancia negativa [NPA), el porcentaje de
concordancia positiva (PPA) y la concordancia general (OA) se calcutaron con intervalos de confianza del 95% bilaterales con el método
bootstrap de percentifes para el valor de corte de CPS 210, tal como se muestra en Ia Tabla 24.

Tabla 24: Preclslon de PD-L1 II-IC 2203 harme en carcinama urotelial, anailzado en un umco centm (CPS 210)

»‘Estudio ] Disefio de) estudw S el

Precision cambinada CPS 210 Se analiz6 cada una de las 46 muestras de carcinoma NPA 96 2% (82,3- 100%)
{interoperador, urotelial {26 negativas para PD-L.1 y 20 positivas para PPA-98,3% (385,0-100%)
interinstrumentao, PD-L 1) con un intervalo de expresion IHC de PD-L1 con | OA 97,1% (94,2-99,3%)
interdia, e intefote como tres operadares en tres instrumentos Autostainer Link 48

variables combinadas) en res dias no consecutivos iy con tres Inles de reactivos. .
Precision intraanalisis* CPS 210 Se analizo cada una de las 32 muestras de carcinoma | NPA 100% (95.7-100%)
(Repetibilidad) ’ urotelial (17 negalivas para PD-L.1 y 15 positivas para PPA 96,0% (92,0-100,0%)

PD-L1) con un intervaio de expresion IHC de PD-11 OA 98,1% (96,2-100,0%)
con cinco repeticiones en Ja misma sesidn en un
instrumento Autostainer Link 48.

Precision interobservadar CPS 210 La puntuacion de 60 muestras de carcinoma urotelial NPA @5,2% (90.3-99.2%)
{28 negativas para PD-L1 y 32 positivas para PD-L1) PPA 94,1% (89,9-97 6%)
cen un intervalo de expresion |HC de PD-L1, tefiidas | OA 94,6% (91,4-97,4%)
con PD-L1 (HC 22C3 pharmDx, fue realizada por tres :

anﬂoﬁopal(ﬁogos en tres dias no consecutivos.
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O q
La puntuacién de 80 muestras de carcinoma urntelial | NPA 96,8% (94,3-99, 2°77~.\.._—;.
{28 negativas para PD-L.1 y 32 posilivas para PD-L1) PPA 96.5% (94,1-98,6%)
con un intervalo de expresion HC de PD-L1, tefidas OA 96,7% (94,8-98,3%)
con PD-L.t IHC 22C3 pharmDx, fue realizada por tres

Precisidn intraocbservador CPS 210

anatomopalétogos en tres dias no cansacutivos.

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

*El método de bootstrap de percentiles no puede calcuiar intervalos de confianza s¢ se ebserva una concerdancia del 100%, por o que se
utilizo el método de puntuacion de Wilson para calcular los intervalos de confianza de la cancordancia NFA de la precision intraanalisis.
Tenga en cuenta que el método de puntuacion de Wilson presenta limitaciones. pues se presupone la independencia de los datos. Dado
que una muestra supane una contribucién mayor que una comparacidn con la secuencia mayaoritaria, los datas no son independientes.

Reproducibilidad externa: carcinoma urotelial )

La reproducibilidad de PD-L1 IHC 22C3 pharmDx se evalud ton carcinoma urotelial en tres centros externas. ! porcentaje de concordancia
negativa (NPA), el porcentaje de concordancia positiva (PPA) ¥ la concordancia general {OA) se calcularon con intervalos de confianza
bilaterales del 5% con el métoda bootstrap de percentiles.,

Tabla 25: Reproduclbllldad de PD-L1 IHC 2263 pharmDx en carcinoma umteﬂal anallzado ) tres c.entros extemos {CPS >10)

‘Bstudiode - . | Walor de ¢
repradicibilidad - _djagnbaﬂcq.

intercentro CPS 210 Cada una de las 36 muestras de carcinomna NPA 94,0% (87,7-99 3%)
uroteliat (20 negativas para PD-L1 y 16 positivas PPA B4.6% (77,1-91,7%)
para PD-L1} con un intervalo de expresion HC de | OA 89,8% (85,0-94,1%)
. PD-L{ se analizd en cingo dias no consecutivos.
Se realizaron analisis intercentro entre tres
centros en un {otal de 539 comparaciones con la
secuencia mayotitaria. .

Intracentro CPs 210 Cada una de las 36 muestras de carcinoma NPA 96,2% (92.3-98,8%)
wrotelial (20 negativas para PD-L.1 y 16 positivas PPA 95.0% (92,4-97 4%)
para PD-L.1) con un intervalo de expresion IHC de | OA 95,7% (93.5-97,.6%)

PD-L.1 se analizd en cinco dias no consecutivos
en cada ung,de los tres centros de estudic. Se

realizaron andlisis intracentro en tres centros en
un total de 539 comparaciones por pares con la

tnlerabservador CPS 210

La puntuacion de 60 muestras de carcinoma
urolglial (29 negativas para PD-L1 y 31 pasltivas
para PD-L 1) con un intervalo de expresion tHC de

NPA 07,3% (94,3-90,6%)
PPA 90,7% (86,4-04,6%)
OA 93,9% (91.3-96,3%)

PD-L1, tefiidas con PD-L1 |HC 22C3 pharmDx,
fue realizada por tres anatomopatdiogos, uno en
cada uno de los tres cenlros de estudio, en tres
dias no consecutivos. Se realizaron anafisis
interobservador entre tres centros en un total de
540 comparaciones con la secuencia mayoritaria.
La puntuacion de 80 muestras de carcinama NPA 85,7% (93,8-97,8%)
urotelial (28 negativas para PD-L1 y 31 positivas PPA 96,1% {93,6-98,3%)
d : para PD-L.1) con un intervalo de expresion IHC de | OA 95,9% (94,3-97,4%)

Infragbservador CPS 210

PD-L.1, tefidas con PD-L1 IHC 22C3 phatmDx,
fue realizada por tres anatomopatélogos, uno en
cada uno de los tres centros de estudio, en tres
dias no consecutivos. Se realizaran analisis
intraobservador en tres centros en en total de
540 comparaciones con la secuencia mayoritaria.
NPA = porcertaje de concordancia negativa; PPA = porcentaje de concordancia pasitiva; OA = concordancia general; CPS = Combined
Positive Score

16.9 Evaluacign del rendimiento clinico: carcinoma urotelial

Se invesfigd la eficacia de KEYTRUDA en el estudio KEYNOTE 052 {NCT02335424), un estudio abierto, mutticéntrico de un solo grupo
realizado con 370 pacientes con carcinoma urotelial localmente avanzado o metastasico que no fueran aptos para la quimioterapia a base
de cisplatino. Se excluyeran del ensayo los pacientes con una enfermedad autoinmunitaria o una afeccion que precisara inmunodepresion.

Los pacientes recibieron KEYTRUDA a una dosis de 200 mg cada 3 semanas hasta que hubo progresion de la enfermedad o !a toxicidad
fue inaceptable. Los pacienles con una progresidn radiogréfica inicial de la enfermedad padian recibir dosis adicionales de tratamiento
durante la confirmacion de ta progresicn. Esto era posible salvo gue la progresion fuera sintomatica. evolucionase rapidamente, requiriese
intervencion urgente a se produjese con un declive en ef estado del rendimiento. Los pacientes sin progresién 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 b semanas durante el primer ana y. desde enionces, cada-12 semanas. Ef criterio de valoracion de eficacia principal fue ia tasa de
respuesta objeliva {TRO) de conformidad con RECIST A-1"segiin una revisian de radwlogia independiente y la duracion de la respuesta.
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El estado de PD-L1 se determing mediante PO-L1 IHC 22C3 pharmDx. Los datos de Ios primeros 100 pacientes inscritos, el grupo
entrenamiento, se uliizaron para determinar un valor de corte de GPS 210. Los datos ds los restantas 270 pacientes, el gripo de
validacion, se utilizaron para valider ciinicamente el vaior de corle de CPS 214.

Entre los 370 pacientes, el 30% (n=110) presentaban tumores que expresaron PD-L1 con un valor de CPS 210, el estado de PD-L1 fue
desconacido para § pacientes..Las earacteristicas,a! miciv del ensayo de estos pacientes fueron: Mediana de edad de 73 arios, 68% de
varones y 88% da raza blanca. El B2% de los pacientes presentaba enfermedad de tipo M1 y el 18% enfermedad de tipo MO. Et 81% de los
pacientes presentaba un tumor primario en fas vias inferiores y un 18% presentaba un tumor primario en las vias superiores. El 76% de los
pacientes presentaba metastasis viscerales, incluido un $1% con metastasis hepaticas. Entre los motivas de la no idoneidad para el
tratamiento con cisplating se incluyeran: 45% con aclararmiento de ta creatinina inicial <60 mt/min, 37% con estado de rendimiento ECOG de
2, 10% con ECOG 2 y aclaramiento de la greatinina inicial <60 mi/min, y 8% con otros motivos (insuficiencia cardiaca de clase i,

neuropatia periférica de grado 2 o superior y pérdida auditiva de grado 2 o superior). El 20% de los pacientes no habla recibido {ratamiento
anteriormente y el 10% habia recibido anteriormente guimioterapia complementaria o antinsoplasica con contenido de platino.

Entre tos 270 pacientes del grupo de validacion, el 30% (n=80) presentaban tumores que expresarpn PD-L1 con un valor de CPS 210. Las
caracteristicas al inicio del ensayo de estas pacientes fueron: Mediana de edad de 72 afios, 68% de varones y 86% de raza blanca. EI 71%
de tos pacientes presentaba enfermedad de tipo M1 y el 26% enfermedad de tipo MO. E1 79% de los pacientes presentabs un tumor
primario en las vias inferiares y un 20% presentaba un tumor primario en las vias supetiores. E1 78% de los pacientes presentaba
metaslasis viscerales, incluido un 8% con metastasis hepaticas. Entre los motivos de la no idoneidad para el tratamiento con cisplatino se
incluyeron: 41% con aclaramiento de la creatinina imcial <60 mitmin, 43% con estado de rendimiento ECOG de 2, 11% con ECOG 2 y
aclaramiento de |a creatinina inicial <60 mi/min, y 5% con otros mativos (insuficiencia cardiaca de clase I, neuropatia periférica de grado 2
o superior y pérdida auditiva de grado 2 o superior). El 90% de los pacientes no habia recibido tratamiento anteriormente y el 10% habia
recibido anteriormente guimioterapia complementaria o antineaplasica con contenido de platino.

Los resultados de la eficacia se resumen en la Tabla 26.

.Tabla 26: Resuitados de eficacia en KNG52

Criterio de valoracion B CPS <i0 enel grupo de | CPS 2 10 en ef grupo de
validacién (N=185) validacisn (N=88)
Tasa de respuesta objetiva* .
TRO (IC del 95%) 22% (16, 28) 51% (40, 63)
Tasa de respuesta compieta 2% 16%
Tasa de respuesta pareial 20% ) 35%
Duracion de ia respuesta
Mediana en meses (intervalo) 9,7 NA
) ) {1.4+-11,04) (1.4+-11,1+)

+{ndica continuidad
NA = no alcanzado; * excidye a los pacientes con estado de fa PD-L1
desconocido

KEYNOTE-361 (NCT02853305}) es un estudio multicéntrico y aleatorizado en curso en pacientes con carcinama urotelial metastasico que
no han recibido tratamiento previo y son aptos para la quimioterapia a base de platino, Ef estudio compara el KEYTRUDA con o sin
quimioterapia a base de platino {p. &j.. cisplatino o carboplatino con gemcitabina) con ta quimioterapia a base de platino por si sala. En el
ensaya también participd un grupo de monoterapia con KEYTRUDA para realizar una comparacion con la quimioterapia a base de platino
por si sola. E} comité independiente de monitorizacion de datos (iDMC) del estudio llevd a cabo una revision de los datos pretiminares y
advirtié que, en los pacienles clasificados con una expresion de PD-L1 de CPS <10, Ia supervivencia de aquellos que recibieron yn
tratarmiento de monoterapia con KEYTRUDA habia disminuido en comparacién con los que recibieron quimioterapia a base de platino. Ei
iDMC recomendé detener la inclusion de mas pacientes con expresion de PD-L1 de CPS <10 en el grupo de monoterapia. No obstante. no
se recomendaron mas modificaciones, entre ellas carnbios en el tratamiento de pacientes que ya hubieran sido aleatorizados y estuvieran
recibiendo tratamienta en el grupo de monoterapia.

. 17. Solucién de problemas

Tabla 27: Solucién de problemas

‘Problema p T 'Causaprobable” "~ -~ . | Accidn recomendada . RN
1. Los ponaob;etos no s€ han tenldo 1a, Error de programacion. 1a, Comprusbe que se ha selecctonado el programa
PD-1.1 {HC 22C3 pharmDx para programar los
poriacbietos.
tb. Falta de reaccion con DAB+ 1b. Compruebe que se ha preparado adecuadamente
Substrate-Chromogen Solution (DAB). DAB+ Substrate-Chromogen Solution. )
1c. Azida de sodio en el tampon de 1e. Use sole Dako Wash Buffer (n.° de catalogo
lavado. K8007)
1d. Degradacidn de Control Slide. 1d. Compriebe la fecha de caducidad y las

candiciones de almacenamiento del kit impresas en la
: 1 parte exterior del envase. )
2. Los portaobjetos con muestras se 2a. Método de fijacidn no aproptado. 2a. Asegurese de que solo se utilizan fijadores de

han tefido débilmente. formol tamponado neutro y métodos de fijacion
aprobados.

2b. Volumen insuficients de re 2b. Compruehe el lamafio del corte del tejido y el
aplicado. volumen del reactivo aplicado.
2¢. Tampén de layado ho apropiado. 2c. Use scolo {3ake Wash Buffer, n.° de catalogo K8007.
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| Problema. -

;i Causaprobable .~ - . 7. -

T Acclon recomendada -

linaas celulares positivas del
portaobjatos de controf Control Slide

3.i0s portaobjetos con muestras o !as

3a. Recuperacion antigénica
inadecuada.

3a. Compruebe gue el procedrmlento de |
pretratamiento 3 en 1 se ha realizado comrectamente.

3b. Tampon de lavado no apropiado.

3b. Use solo Dake Wash Buffer, n.° de

suministrados con el kit se han tefiido catalogo KBOOT.

débilmente,

4. Tincion excesiva de fonds de los 4a. No sg ha ret:radu por completo {a 4a. Compruebe que st procedintiento de
portaobjetos. parafina. prefratamiento 3 en 1 se ha realizado correctamente.

4b. Los portaobjetos se han secado

durante la carga en Autostainer Link 48.

4b. Asegurese de que los portaobjetos permanezcan
humedos durante la carga y antes de empezar |a
Sesion.

4c. Unién inespecifica de los reactives
aj corte de tejido.

#c¢. Compruebe gue se ha fijado bien la muestra y/o la
presencia de necrosis.

4d. Método de fijacion no apropiado.

4d. Asegurese de que solo sa utilizan fijadares de
formol tarmponado reutro y métados de fijacién
recomendados,

5. El tejido se ha desprendido de fas
portaobjetos.

5a. Se han utilizado los portaobjetos
incorrectos.

5a. Utilice Dako FLEX IHC Microscope Slides {n.° de
catalogo K8020) o los portaohjetos cargados

Fisherbrand Superfrost Plus.

5b. Los cortes deben colocarse en un homo a 58 £ 2
°C durante 1 hora antes de proceder a la tincion.

Ba. Asegurese de utilizar solo fijadores y métodos de
fijacion aprobados.

Bb. Use solo Dako Wash Buffer, n.% de catélogo
K8007.

7. Esto es normal y no influye en la llncnon

5b. Preparacitn inadecuada de
muestras.
6a. Método de fijacion no apropiado.

8. Tincion especifica excesivamente
intensa.

6b. Tampodn de lavado no apropiado.

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

7. Target Retrieval Solution adguiere
un aspecto turbio cuando se calienta.

NOTA: Si no se puede afribuir ei problema a ninguna de las circunstancias anteriores o si la accion correctiva sugerida no Io scluciona,
pongase en contacto con & servicia de asistencia técnica de Agilent para solicitar mas ayuda. Puede encontrar informagion adicional sobre
‘las técnicas de tincidn y preparacién de muestras en Dako Education Guide: Immunohistochemicai Staining Methods {5) (disponible en Daka).
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