()4

PD-L1 IHC 28-8 pharmDx

ce

SK005
50 testow do stosowania w urzgdzeniu Autostainer Link 48

-

O N R

10.
1.
12.
13.

14.

15.

16.

17.

18.
19.

Spis tresci

o 7 2= B V=] 11 2
PodSUMOWANIE | WYJASNIENIE ......ueeiiiiiiiiccceiieeiesscccssce e e s s s s s s sss e s e e s s s s s s s ssmne e e e e esss s snnn e e e e e s asssmnnneeeeeasssnnnneeneeansssnnnnnenessnnen 2
2.1 Nieptaskonabtonkowa postaé¢ niedrobnokomérkowego raka ptuc (NSCLC) ........cccvveerrinnmnsnnssnnnnnnsssesinssneennns 2
2.2 Rak ptaskonabtonkowy obszaru glowy i Szyi (SCCHN) ......ccoeiiiiiiciiiiriie e e sner e s smnn e e 2
28 O =1L U1 o3 1= 110}V LU L) S 2
8 0 =Y o - 2
. T3 T T o T o T o= o [T 3
Dostarczane Materialy ... 3
Materialy wymagane, ale niedostarCzane.............cooiiiiiiiiiieini e 4
LT Te e T Ly 1o Y- o 4
PrZeChOWYWANI@..... ...t s e e e e e e e e e aa e e e e e e e e aaER e e e e e e anERE e e e ea e nnnnn e e e nanaan 5
Przygotowanie Probhek ... 5
8.1 Skrawki zatopione W ParafiNi@.........cccccceeiiiiiiicessiiir i sccsere s s ssssssr e s e s s s s sssr e e e e s s s s s snnn e e e e e e e e s e nnn e e e e e e e e s nnnnnneeannnnn 5
8.2 Stosowanie odwapnionyCh tKaneK ...........cccceiiiiiiiiiiin i ———————————— 6
8.3 Zalecenia dotyczace przechowywania SKFAWKOW ..........ccciiiiiiicciimireriissssssssreessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 6
Przygotowanie OACZYNNIKOW........ .o i iiccceier e e e e mn e e e s e e s s s s mme e e s e e s s e s mms e e e e e s asssmmneeeeeeaasssmmnneesesaasaannnnnenesanannn 6
Procedura barwienia za pomoca urzgdzenia Autostainer Link 48 ..............coccoiiiiiinicccieerrese s sccsssese e ssseee s e e sssnnes 6
LT3 1 o E= T = 1o Y= o 7
Weryfikacja dziatania zeStawu............cooieiiiiiiiir i ———— 7
Interpretacja wybarwienia

13.1 Interpretacja wybarwienia: nieptaskonabtonkowy NSCLC ..........ccccciiiinninie e 8
13.2 Interpretacja wybarwienia: rak ptaskonablonkowy obszaru gtowy i szyi (SCCHN).........cccececmrrriimrircncennicnen. 8
13.3 Interpretacja wybarwienia: rak urotelialny ..o ———————— 8
13.4 Interpretacja wybarwienia: CZerniak .........cccccceiiiiiiccirseirr s s s ssssr e e s s s s snnr e e e e e s s s s snne e e e e e e s e s nnn e e e e neannnnnnnns 8
(0 2671 4 F= T o] =Y o X- T - | {1 RO RRRRRRRR 8
(0 T T 1T e 2= o T - SRR 9
B TR O T T 1 1Tz 2= T T oY o [ - 9
15.2 Ograniczenia swoiste dla danego ProduKLU.............cccceeiiiiiiiiisserre s scrseerr e s s sssr e e e e s s ssnsn e e e e e e s s s s snnneneneennnsen 10
Ocena skutecznoSci NIEKIINICZNE]........ccceiiiiiiiir e s s e s mnn e eas 10
16.1 Swoistos¢ analityczna testu PD-L1 IHC 28-8 pharmDX.........cccoucierrinimminniiisines s s snnns 10
16.2 Tkanki prawidtoOWe i NOWOLWOIOWE...........ciiiiiiiiiiiiiiieiisessssseressrsrsrs s ere e rer et e s et e rarsrasararasasesasanesnsnsnnnnnnnns 10
(0 L= B T LB =Y o4 4 Lo T o 12
17.1 Ocena skutecznosci: nieptaskonablonkowy NSCLC...........cccciiiriiiiirrrsir e s me e 12
17.2 Ocena skuteCznoSCi: SCCOHN ... e e e s e e e e e s s s mmr e e e e s e mmr e e e e e e s mmn e e e e e e e e e s nmnnneeeeannnnn 16
LI T 0 T =Y 4 T W (= 7.4 T X U O 17
17.4 Ocena SKuteCZNOSCi: CZEINIAK.........eiiiiieeee e r e e s me e e e e e e s ms e e e e e e s e s mme e e e e e e s e s snmnneeeeeannnnn 18
ROZWIgZywanie ProbIEIMOW ..........cciiiiiiiiicieiieriissseseses e s ssssssssssss e e s sssssssssss s e e sssssssnnnsseessassssnnnesesesanssssnnnnnnsssnsssnnnnnnnsssnnsen 21
o 57 4 T =T 0T 012 AT 21

P03914PL_05/SK00521-2/2019-04 s. 1/22



Przeznaczenie
Do badan diagnostycznych in vitro.

PD-L1 IHC 28-8 pharmDx jest jakosciowym testem immunohistochemicznym wykorzystujgcym przeciwciata Monoclonal Rabbit Anti-PD-
L1, Clone 28-8, ktory stuzy do wykrywania biatka PD-L1 w utrwalonych w formalinie i zatopionych w parafinie tkankach
nieptaskonabtonkowej postaci nowotworu niedrobnokomérkowego ptuc (NSCLC), raka ptaskonabtonkowego obszaru glowy i szyi
(SCCHN), raka urotelialnego (UC) i czerniaka z uzyciem systemu wizualizacji EnVision FLEX w urzadzeniu Autostainer Link 48.
Ekspresje biatka PD-L1 definiuje sie jako odsetek nadajgcych sie do analizy komérek guza wykazujacych czesciowy lub catkowity
odczyn btonowy o dowolnej intensywnosci, zgodnie z wytycznymi interpretacji wybarwienia swoistej dla rozpoznania typu
histopatologicznego nowotworu.

Kliniczna wartos¢

Wskazanie guza* graniczna ekspresji Przeznaczenie
PD-L1
Nieptaskonablonkowy | 5 1o/ > 50, > 10% | Ekspresja biatka PD-L1 wykryt testu PD-L1 IHC 28-8
NSCLC 2 1%, 2 5%, = o spresja biatka PD-L1 wykryta za pomoca testu PD- -

pharmDx w tkankach nieptaskonabtonkowego NSCLC i SCCHN moze
wigzac sie z diuzszym czasem przezycia w wyniku leczenia produktem
SCCHN 2 1% leczniczym OPDIVO® (niwolumab).

Ekspresja biatka PD-L1 wykryta za pomocg testu PD-L1 IHC 28-8

uc 2 1% pharmDx w tkankach raka urotelialnego moze wigzac sie ze
zwiekszonym wskaznikiem odpowiedzi na produkt leczniczy OPDIVO®.
Ekspresja biatka PD-L1 wykryta za pomocg testu PD-L1 IHC 28-8
pharmDx w tkankach czerniaka moze by¢ pomocna w ocenie pacjentow,
w przypadku ktérych rozwazane jest leczenie skojarzone z uzyciem
produktéw leczniczych OPDIVO® (niwolumab) i YERVOY® (ipilimumab).
*Szczegotowe informacje na temat interpretacji barwienia mozna znalez¢é w punkcie 13 ulotki dotgczonej do produktu oraz odpowiednich
dokumentach PD-L1 IHC 28-8 pharmDx Interpretation Manual (Podrecznik interpretacji wynikéw testu PD-L1 IHC 28-8 pharmDx).

Czerniak 21%, 2 5%

Podsumowanie i wyjasnienie

Wiagzanie ligandéw PD-1, PD-L1 i PD-L2 z receptorem PD-1 wystepujgcym na powierzchni komoérek T hamuje proliferacje komorek T

i wytwarzanie cytokin. W przypadku niektérych guzow wystepuje zwigkszona ekspresja ligandow PD-1, a sygnalizacja z udziatem tego
szlaku moze przyczyniaé sie do hamowania czynnego nadzoru immunologicznego nad guzami przez komérki T (1). OPDIVO®
(niwolumab) jest przeciwciatem monoklonalnym bedacym ludzkg immunoglobuling G4 (IgG4), ktére wiaze sig z receptorem PD-1

i blokuje jego interakcje z ligandami PD-L1 i PD-L2, prowadzac do zniesienia hamowania z udziatem szlaku PD-1 odpowiedzi
immunologicznej, w tym przeciwnowotworowej odpowiedzi immunologicznej (2). W modelach myszy syngenicznych zablokowanie
aktywnosci PD-1 spowodowato zmniejszenie wzrostu guza (3). Korzysci kliniczne wynikajace ze stosowania produktu leczniczego
OPDIVO® i uzytecznosc¢ kliniczng testu PD-L1 IHC 28-8 pharmDx oceniono w przypadku NSCLC, SCCHN, UC i czerniaka.

2.1 Nieptaskonabtonkowa postaé¢ niedrobnokomérkowego raka ptuc (NSCLC)

Wykrycie w prébkach tkanki pacjenta z nieptaskonabtonkowym NSCLC komérek nowotworowych wykazujgcych ekspresje biatka PD-L1
moze wskazywac na wieksze korzysci dotyczgce czasu przezycia w wyniku stosowania u pacjenta produktu leczniczego OPDIVO®
(niwolumab). Probki pochodzace od pacjentow uczestniczgcych w badaniach klinicznych z zastosowaniem produktu OPDIVO®
sponsorowanych przez Bristol-Myers Squibb were tested using PD-L1 IHC 28-8 pharmDx. W badaniu klinicznym CA209057 zbadano
zasadno$¢ kliniczng zastosowania testu PD-L1 IHC 28-8 pharmDx do oceny statusu ekspresji biatka PD-L1 u pacjentéw z
nieptaskonabtonkowym NSCLC leczonych produktem leczniczym OPDIVO® (5, 11).

2.2 Rak ptaskonabtonkowy obszaru gtowy i szyi (SCCHN)

Wykrycie w probkach tkanki SCCHN komédrek nowotworowych wykazujacych ekspresje biatka PD-L1 moze wskazywac na wieksze
korzysci dotyczace czasu przezycia w wyniku stosowania u pacjenta produktu leczniczego OPDIVO® (niwolumab). Prébki pochodzgce
od pacjentéw uczestniczgcych w badaniach klinicznych dotyczgcych produktu OPDIVO® sponsorowanych przez Bristol-Myers Squibb
were tested using PD-L1 IHC 28-8 pharmDx. W badaniu klinicznym CA209141 zbadano zasadno$¢ kliniczng zastosowania testu PD-L1
IHC 28-8 pharmDx do oceny statusu ekspresji biatka PD-L1 u pacjentéw z SCCHN leczonych produktem leczniczym OPDIVO® (16).

2.3 Rak urotelialny (UC)

Wykrycie w prébkach tkanki UC komérek nowotworowych wykazujgcych ekspresje biatka PD-L1 moze wskazywaé na wigksze korzysci
dotyczace odpowiedzi na produkt leczniczy OPDIVO® (niwolumab) u takiego pacjenta. Z uzyciem testu PD-L1 IHC 28-8 pharmDx
przebadano prébki pochodzace od pacjentéw uczestniczacych w badaniach klinicznych dotyczacych produktu leczniczego OPDIVO®,
sponsorowanych przez firme Bristol-Myers Squibb. W badaniu klinicznym CA209275 oceniano zasadnos$¢ kliniczng zastosowania testu
PD-L1 IHC 28-8 pharmDx do oceny statusu ekspresiji biatka L1 u pacjentéw z UC leczonych produktem leczniczym OPDIVO®.

2.4 Czerniak

Antygen 4 zwigzany z limfocytami cytotoksycznymi (ang. cytotoxic T-lymphocyte-associated antigen-4, CTLA-4) to negatywny regulator
aktywnosci limfocytow T. YERVOY® (ipilimumab) to przeciwciato monoklonalne, ktére wigze sig z antygenem CTLA-4 i blokuje jego
interakcje z ligandami — CD80/CD86. Wykazano, ze blokada aktywnosci antygenu CTLA-4 wzmacnia aktywacje i proliferacje
limfocytow T, co przyczynia sie do ogélnego wzrostu nasilenia przeciwnowotworowej odpowiedzi autoimmunologicznej (4).

PD-1i CTLA-4 hamujg przeciwnowotworowg odpowiedz autoimmunologiczng poprzez mechanizmy uzupetniajgce i nieredundantne.
Wykazano, ze leczenie produktem leczniczym OPDIVO® w monoterapii i w skojarzeniu z produktem leczniczym YERVOY® zapewniato
istotnie wigksze wydtuzenie czasu przezycia bez progresji choroby w poréwnaniu z produktem leczniczym YERVOY® stosowanym w
monoterapii u nieleczonych wczes$niej pacjentéw z zaawansowanym czerniakiem (8—10).

Z uzyciem testu PD-L1 IHC 28-8 pharmDx przebadano prébki tkanek czerniaka pochodzace od pacjentéw leczonych produktem
leczniczym OPDIVO® w ramach badan klinicznych sponsorowanych przez firme Bristol-Myers Squibb. W badaniu klinicznym CA209067
zbadano zasadnos¢ kliniczng zastosowania testu PD-L1 IHC 28-8 pharmDx do oceny statusu ekspresji biatka PD-L1 u pacjentéw z
czerniakiem leczonych produktem leczniczym OPDIVO®, produktem leczniczym OPDIVO®w skojarzeniu z produktem leczniczym
YERVOY® oraz produktem leczniczym YERVOY® w monoterapii.

OPDIVOP® oraz YERVOY?® to znaki handlowe nalezgce do firmy Bristol-Myers Squibb.
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3. Zasada procedury

Zestaw testowy PD-L1 IHC 28-8 pharmDx zawiera zoptymalizowane odczynniki i protokét wymagany do wykonania procedury barwienia
IHC skrawkoéw tkankowych utrwalonych w formalinie i zatopionych w parafinie z wykorzystaniem urzgdzenia Autostainer Link 48 oraz
modutu do obrébki wstepnej PT Link (6). Po inkubacji z pierwotnym przeciwciatem monoklonalnym skierowanym przeciwko PD-L1 lub
odczynnikiem Negative Control Reagent (NCR) prébki sg inkubowane z przeciwciatem Linker swoistym dla gatunku gospodarza
przeciwciata pierwotnego, a nastepnie poddawane inkubacji z gotowym do uzycia odczynnikiem do wizualizacji, sktadajgcym sie z
czgsteczek przeciwciata wtdrnego i czgsteczek peroksydazy chrzanowej sprzezonych z polimerowym szkieletem dekstranu. Konwersja
enzymatyczna dodanego nastepnie chromogenu powoduje wytrgcanie sie osadu bedacego widocznym produktem reakcji w miejscu
wystepowania antygenu. Barwa reakcji chromogennej zmienia sie w zaleznosci od odczynnika wzmacniajgcego dziatanie chromogenu.
Nastepnie probke mozna poddac barwieniu kontrastowemu i przykry¢ szkietkiem nakrywkowym. Interpretacja wynikow odbywa sie za
pomoca mikroskopu $wietinego. W celu potwierdzenia prawidtowosci serii odczynéw dostarczono preparaty kontrolne zawierajgce dwie
ludzkie linie komérkowe utrwalone w formalinie i zatopione w parafinie.

Dostarczane materiaty

PD-L1 IHC 28-8 pharmDx (nr kat. SK005)

Wyszczegodlnione ponizej materiaty sg wystarczajgce do wykonania 50 testéw (50 preparatéw inkubowanych z przeciwciatem
pierwotnym skierowanym przeciwko PD-L1 i 50 preparatéw inkubowanych z odpowiednim odczynnikiem Negative Control Reagent;
tacznie 100 preparatéow). W zestawie dostarczane jest dodatkowe przeciwciato pierwotne skierowane przeciwko PD-L1, umozliwiajgce
wybarwienie 15 preparatow kontrolnych linii komérkowych. Liczba testéw zalezy od zuzycia 2 x 150 uL kazdego odczynnika na preparat,
z wyjatkiem roztworu DAB+ i Target Retrieval Solution.

Zestaw zawiera materiaty wystarczajgce do wykonania maksymalnie 15 pojedynczych serii odczynow.

Objetosé Opis
1x34,5mL Odczynnik Peroxidase-Blocking Reagent
PEROXIDASE-

BLOCKING REAGENT
Roztwér buforowy zawierajgcy nadtlenek wodoru, detergent i azydek sodu o stezeniu 0,015 mol/L.

1x19,5mL Przeciwcialo pierwotne: Monoclonal Rabbit Anti-PD-L1, Clone 28-8
MONOCLONAL
RABBIT ANTI-PD-L1
CLONE 28-8

Krélicze przeciwciato monoklonalne skierowane przeciwko PD-L1 w roztworze buforowym zawierajgcym biatko
stabilizujgce i azydek sodu o stezeniu 0,015 mol/L.

1x15mL Odczynnik Negative Control Reagent*
NEGATIVE CONTROL
REAGENT

Kontrolne krélicze przeciwciato monoklonalne IgG w roztworze buforowym zawierajgcym biatko stabilizujgce i azydek
sodu o stezeniu 0,015 mol/L.

* Kontrolne krolicze przeciwciato monoklonalne IgG jest sprzedawane na podstawie licencji uzyskanej od firmy Cell
Signaling Technology.

1x34,5mL Przeciwciato LINKER, Anti-Rabbit

LINKER,
ANTI-RABBIT

Mysie przeciwciato wtdrne skierowane przeciwko immunoglobulinom kréliczym w roztworze buforowym zawierajgcym
biatko stabilizujgce i azydek sodu o stezeniu 0,015 mol/L.

1x34,5mL Odczynnik Visualization Reagent-HRP
VISUALIZATION
REAGENT-HRP

Dekstran sprzezony z czasteczkami peroksydazy i czasteczkami koziego przeciwciata drugorzedowego skierowanego
przeciwko immunoglobulinom kréliczym i mysim w roztworze buforowym zawierajgcym biatko stabilizujgce i Srodek
przeciwbakteryjny.

15x7,2mL Odczynnik DAB+ Substrate Buffer
DAB+
SUBSTRATE BUFFER

Roztwor buforowy zawierajacy nadtlenek wodoru i $rodek przeciwbakteryjny.

1x5mL Roztwo6r DAB+ Chromogen
|DAB+ CHROMOGEN
Tetrachlorowodorek 3,3’-diaminobenzydyny w rozpuszczalniku organicznym.

1x34,5mL DAB Enhancer

|DAB ENHANCER |
Wodny roztwor siarczanu miedzi.
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6 x 30 mL Roztwor EnVision FLEX Target Retrieval Solution, Low pH (50x)

Odczynnik EnVision FLEX
TARGET RETRIEVAL
SOLUTION LOW pH (50X)

Roztwor buforowy, pH 6,1, zawierajacy detergent i $rodek przeciwbakteryjny.

15 preparatéow  Preparaty kontrolne PD-L1 IHC 28-8 pharmDx
| CONTROL SLIDES|
Kazdy preparat zawiera skrawki osadu dwdch linii komoérkowych utrwalonych w formalinie i zatopionych w parafinie:
NCI-H226** wykazujgca ekspresje biatka PD-L1 (pochodzgca z ludzkich komérek raka ptaskonabtonkowego ptuca
wykazujgcych ekspresje biatka PD-L1) i MCF-7 niewykazujgca ekspresji biatka PD-L1 (pochodzgca z ludzkich komérek
raka gruczotowego sutka niewykazujgcych ekspresji biatka PD-L1).

o~ 25 %
% S¢ g
& 5 O »|  MCF-7: brak ekspresj
-~ C biatka PD-L1
i
EI O > NCI-H226: ekspresja
o biatka PD-L1

** Dr AF Gazdar i dr JD Minna z NIH (ang. National Institute of Health, Krajowy Instytut Zdrowia) zyskali uznanie dzieki swojemu wktadowi w
opracowanie linii komérkowych NCI-H226 (nr ATCC: CRL-5826™) (7)

Uwaga: wszystkie odczynniki w zestawie zostaty opracowane specjalnie do stosowania z tym zestawem. Aby test dziatat prawidtowo, nie
nalezy stosowac substytutow innych niz roztwér EnVision FLEX Target Retrieval Solution, Low pH (50x) (nr kat. K8005). Zestaw PD-L1 IHC
28-8 pharmDxjest przeznaczony do stosowania w urzadzeniu Autostainer Link 48. W celu uzyskania dalszych informacji nalezy zapozna¢
sie z podrecznikami uzytkownika urzadzen Autostainer Link 48 i PT Link.

5. Materialy wymagane, ale niedostarczane
Modut do obroébki wstepnej PT Link Pre-treatment Module (nr kat. PT100/PT101/PT200)
Urzadzenie Autostainer Link 48 (nr kat. AS480)
Bufor EnVision FLEX Wash Buffer (20x) (nr kat. K8007)
EnVision FLEX Hematoxylin (Link) (nr kat. K8008)
Woda destylowana lub dejonizowana (woda o jakosci odpowiedniej dla odczynnikéw)
Stoper
Tkanki wykazujgce odczyn dodatni i ujemny do stosowania jako kontrole procesu (patrz rozdziat Kontrola jakosci i tabela 5)
Preparaty mikroskopowe: Dako FLEX IHC Microscope Slides (nr kat. K8020) lub Fisherbrand Superfrost Plus z tadunkiem
elektrostatycznym
Szkietka nakrywkowe
Srodek do trwatego zatapiania i odczynniki pomocnicze wymagane do natozenia szkietek nakrywkowych
Mikroskop $wietlny (obiektyw o powiekszeniu 4—40x)

6. Srodki ostroznosci

1. Do badan diagnostycznych in vitro.

2. Do stosowania przez wyszkolony personel.

3. Opisywany produkt zawiera silnie toksyczny w czystej postaci zwigzek chemiczny — azydek sodu (NaNs). NaNs zastosowany w
produkcie w stezeniu, ktére nie jest sklasyfikowane jako niebezpieczne, moze reagowacé z elementami kanalizacji wykonanymi z
ofowiu i miedzi, powodujgc nagromadzenie silnie wybuchowych azydkéw metali. Po usunieciu sptuka¢ duzg iloscig wody, aby
zapobiec nagromadzeniu sie azydkéw metali w kanalizacji (12).

4. Przeciwciato pierwotne, odczynniki Negative Control Reagent, Linker i Visualization Reagent zawierajg materiaty pochodzenia zwierzecego.

5. Probki przed i po utrwaleniu oraz wszystkie materiaty majgce z nimi kontakt nalezy traktowac jako potencjalnie zakazne i usuwac przy
zachowaniu odpowiednich $rodkéw ostroznosci (13).

6. Czasy inkubacji, temperatury lub metody inne niz podane mogg przyczynia¢ sie do uzyskiwania btednych wynikow.

7. Odczynniki zostaty optymalnie rozciernczone. Dalsze rozcienczanie moze skutkowac utratg zdolnosci barwienia antygendw.

8. Jakos¢ odczynnikéw Visualization Reagent, Liquid DAB+ Chromogen i roztworu roboczego DAB+ Substrate-Chromogen moze ulec
pogorszeniu pod wptywem nadmiernej ekspozycji na swiatto. Nie nalezy przechowywaé elementoéw urzadzenia ani przeprowadzaé
barwienia w miejscach silnie naswietlonych, np. w bezposrednim swietle stonecznym.

9. Pozostatosci parafiny moga prowadzi¢ do uzyskania wynikow fatszywie ujemnych.

10. Zastosowanie objetosci odczynnikéw innych niz zalecane moze skutkowaé utratg widocznej immunoreaktywnosci PD-L1.

11. Duze skrawki tkankowe zajmujgce = 2/3 powierzchni szkietka mogg wymagac¢ zastosowania odczynnika w ilosci 3 x 150 pL.

12. Zasadniczo zakazuje sie pracy z produktem osobom ponizej 18. roku zycia. Uzytkownicy muszg by¢ szczegétowo przeszkoleni w
zakresie prawidtowych procedur postepowania, niebezpiecznych wtasciwosci produktu i niezbednych srodkéw ostroznosci.
Dodatkowe informacje zawiera Karta Charakterystyki Substancji.

13. W celu unikniecia kontaktu z oczami i skérg nalezy nosi¢ odpowiednie osobiste wyposazenie ochronne.

14. Niewykorzystany roztwor usuwaé zgodnie z rozporzgdzeniami lokalnymi, regionalnymi, krajowymi i miedzynarodowymi.

15. Na zyczenie uzytkownikéw profesjonalnych udostepniana jest Karta Charakterystyki Substancji.

16. W przypadku krajow spoza Unii Europejskiej zatwierdzone wskazania i wartos$ci graniczne ekspresji pomocne w leczeniu
zamieszczone sg na lokalnych etykietach produktéw OPDIVO® i YERVOY®.
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Odczynnik DAB+ Substrate Buffer: zawiera imidazol.

Niebezpieczenstwo

H360D Moze dziata¢ szkodliwie na dziecko w fonie matki.

P201 Przed uzyciem zapoznac¢ sie ze specjalnymi srodkami ostroznosci.

P280 Stosowacé rekawice ochronne. Stosowac ochrone oczu lub twarzy. Stosowa¢ odziez ochronna.

P308 + P313 W przypadku narazenia lub stycznosci: zasiggnag¢ porady/zgtosic¢ sie pod opieke lekarza.

P405 Przechowywac pod zamknieciem.

P501 Zawartos¢ i pojemnik usuwac zgodnie z lokalnymi, regionalnymi, krajowymi i miedzynarodowymi
przepisami.

Niebezpieczenstwo
Odczynnik DAB+ Chromogen: zawiera tetrachlorowodorek 3,3-diaminobenzydyny.

H350 Moze powodowac raka.

H341 Podejrzewa sig, ze powoduje wady genetyczne.

P201 Przed uzyciem zapoznac si¢ ze specjalnymi srodkami ostroznosci.

P280 Stosowacé rekawice ochronne. Stosowac¢ ochrone oczu lub twarzy. Stosowa¢ odziez ochronng.

P308 + P313 W przypadku narazenia lub stycznosci: zasiegna¢ porady/zgtosi¢ sie pod opieke lekarza.

P405 Przechowywaé pod zamknieciem.

P501 Zawarto$c¢ i pojemnik usuwac zgodnie z lokalnymi, regionalnymi, krajowymi i miedzynarodowymi przepisami.

Ostrzezenie
DAB Enhancer

H400 Dziata silnie toksycznie na organizmy wodne.

H411 Dziata toksycznie na organizmy wodne, powodujgc dtugotrwate skutki.

P273 Unikaé¢ uwalniania do srodowiska.

P391 Zebrac¢ wyciek.

P501 Zawartos¢ i pojemnik usuwac zgodnie z lokalnymi, regionalnymi, krajowymi i migdzynarodowymi
przepisami.

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

H319 Dziata draznigco na oczy.

H411 Dziata toksycznie na organizmy wodne, powodujac dtugotrwate skutki.
P280 Stosowac ochrone oczu lub twarzy.

P273 Unika¢ uwalniania do $rodowiska.

P264 Doktadnie umy¢ rece po uzyciu.

P305 + P351 + P338 W PRZYPADKU DOSTANIA SIE DO OCZU: ostroznie ptuka¢ wodg przez kilka minut. Wyja¢ soczewki
kontaktowe, jezeli sg i mozna je tatwo usuna¢. Nadal ptukac.

P501 Zawartosc¢ i pojemnik usuwac zgodnie z lokalnymi, regionalnymi, krajowymi i migdzynarodowymi przepisami.

Zawiera 5-bromo-5-nitro-1,3-dioksan. Moze wywotywac reakcje alergiczne.

7. Przechowywanie
Wszystkie elementy zestawu PD-L1 IHC 28-8 pharmDx, w tym preparaty kontrolne, nalezy przechowywaé¢ w oryginalnym opakowaniu w
ciemnym miejscu w temperaturze 2—8°C, gdy nie sg uzywane w urzgdzeniu Autostainer Link 48.

Nie uzywa¢ zestawu po uplywie daty waznosci nadrukowanej na zewnetrznej powierzchni opakowania zestawu. Jesli odczynniki
sg przechowywane w warunkach innych niz podane w ulotce dotgczonej do opakowania, uzytkownik musi je zweryfikowac.

Nie ma wyraznych oznak wskazujgcych na niestabilno$¢ produktu, dlatego réwnolegle z odczynami na materiale pochodzgcym od
pacjentow nalezy wykonywac¢ dodatnie i ujemne proby kontrolne.

8. Przygotowanie probek
Z prébkami nalezy postepowac w spos6b umozliwiajgcy zachowanie tkanki do barwienia IHC. W przypadku wszystkich prébek
tkankowych nalezy stosowac¢ standardowe metody obrobki tkanek.

8.1 Skrawki zatopione w parafinie

Skrawki tkankowe utrwalone w formalinie i zatopione w parafinie nadajg sie do uzycia. Zalecany schemat postgepowania i warunki
obroébki to: czas niedokrwienia nieprzekraczajacy 30 minut przed zanurzeniem w $rodku utrwalajgcym i utrwalanie przez 24—48 godzin w
roztworze obojetnej buforowanej formaliny o stezeniu 10%. Inne $rodki utrwalajgce nie zostaty zatwierdzone i mogg powodowac btedne
wyniki. Prébki nalezy przygotowac w formie bloczkéw o grubosci 3 lub 4 mm utrwalonych w roztworze obojetnej buforowanej formaliny o
stezeniu 10%, odwodnionych i oczyszczonych w serii kapieli alkoholowych i ksylenowych, a nastepnie infiltrowanych ptynng parafing.
Temperatura parafiny nie powinna przekracza¢ 60°C.
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8.2 Stosowanie odwapnionych tkanek
Stosowanie testu PD-L1 IHC 28-8 pharmDx na odwapnionych tkankach nie zostato zatwierdzone i nie jest zalecane.

8.3 Zalecenia dotyczace przechowywania skrawkéw

Probki tkankowe nalezy pocig¢ na skrawki o grubosci 4-5 pym. Po podzieleniu tkanek na skrawki nalezy je osadzi¢ na szkietkach
mikroskopowych Fisherbrand Superfrost Plus z dodatnim tadunkiem elektrostatycznym lub Dako FLEX IHC (nr kat. K8020), a nastepnie
umiesci¢ na 1 godzing w cieplarce w temperaturze 58°C + 2°C. W celu zachowania antygenowosci po osadzeniu skrawkow tkankowych
na szkietkach nalezy je przechowywac¢ w ciemnosci w temperaturze 2-8°C lub w temperaturze pokojowej nieprzekraczajgcej 25°C oraz
wybarwi¢ je w ciggu 4 miesiecy od podzielenia na skrawki. Po osadzeniu preparatéw nalezy je przechowywac i poddawaé obrébce w
temperaturze nieprzekraczajgcej 25°C, aby zachowac integralno$¢ i antygenowos¢ tkanek.

Przygotowanie odczynnikéw
Przed barwieniem nalezy przygotowa¢ nastepujgce odczynniki:

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

Przygotowa¢ wystarczajgcg ilos¢ roztworu 1x Target Retrieval Solution, Low pH, poprzez rozciehnczenie roztworu Target Retrieval
Solution, Low pH (50x), w stosunku 1:50 wodg o jako$ci odpowiedniej dla odczynnikéw; pH roztworu 1x Target Retrieval Solution
powinno wynosi¢ 6,1 + 0,2. Jedna butelka 30 mL roztworu Target Retrieval Solution, Low pH (50x), rozcienczonego w stosunku 1:50
daje 1,5 L roztworu 1x, co wystarcza do napetnienia jednego zbiornika urzadzenia PT Link i analizy 24 preparatow. Roztwér 1x Target
Retrieval Solution nalezy zutylizowaé po trzech uzyciach i nie nalezy uzywac¢ go po uptywie wiecej niz 5 dni od rozcienczenia.

Jesli jest to wymagane, dostepny jest rowniez dodatkowy roztwor EnVision FLEX Target Retrieval Solution, Low pH (50x), nr kat. K8005.

Bufor EnVision FLEX Wash Buffer (20x)

Przygotowac wystarczajgcg ilos¢ buforu Wash Buffer poprzez rozcienczenie buforu Wash Buffer (20x) w stosunku 1:20 wodg o jakosci
odpowiedniej dla odczynnikéw do etapow ptukania. Niewykorzystany roztwor 1x nalezy przechowywac w temperaturze 2—8°C nie diuzej
niz jeden miesigc. W przypadku zmetnienia bufor nie nadaje sie do uzycia. W celu uzyskania dalszych informacji nalezy zapoznac sie z
podrecznikiem uzytkownika urzadzenia Autostainer Link 48.

Bufor EnVision FLEX Wash Buffer (20x) jest dostepny pod nr kat. K8007.

Roztwoér DAB+ Substrate-Chromogen Solution
Roztwér nalezy doktadnie wymieszac¢ przed uzyciem. Wytrgcanie sie osadu w roztworze nie wptywa na jako$¢ barwienia.

Aby przygotowac roztwér DAB+ Substrate-Chromogen Solution, nalezy dodac¢ 1 krople odczynnika Liquid DAB+ Chromogen na mL
buforu DAB+ Substrate Buffer i wymiesza¢. Przygotowany odczynnik Substrate-Chromogen pozostaje stabilny przez 5 dni, jesli jest
przechowywany w ciemnosci w temperaturze 2—-8°C.

Wazne uwagi:

o W przypadku uzywania catej butelki buforu DAB+ Substrate Buffer nalezy dodac¢ 9 kropel roztworu DAB+ Chromogen.
Widniejgca na etykiecie informacja 7,2 mL oznacza objeto$¢ do wykorzystania i nie stanowi czesci objetosci martwej butelki.

o Roztwor Liquid DAB+ Chromogen w butelce moze przyjmowac odcienie od przejrzystego do lawendowo-bragzowego. Barwa roztworu
nie wptywa na dziatanie produktu. Wykonywac¢ rozcienczenie zgodnie z wytycznymi przedstawionymi powyzej. Dodanie nadmiernej
ilosci roztworu Liquid DAB+ Chromogen do buforu DAB+ Substrate Buffer spowoduje ostabienie dodatniego odczynu.

Procedura barwienia za pomocg urzadzenia Autostainer Link 48

Uwagi dotyczace procedury

Uzytkownik powinien przeczyta¢ doktadnie niniejsze instrukcje i zapoznac sig ze wszystkimi elementami oraz odnoszacymi sie do nich
$rodkami ostroznos$ci przed uzyciem urzadzenia (patrz cze$¢ Srodki ostroznosci).

Przed przystapieniem do barwienia immunohistochemicznego wszystkie odczynniki nalezy doprowadzi¢ do temperatury pokojowe;j
(20-25°C). Wszystkie procedury inkubacji nalezy réwniez przeprowadza¢ w temperaturze pokojowej.

W trakcie procedury barwienia nie wolno dopusci¢ do wyschniecia skrawkow tkankowych. Wysuszone skrawki tkankowe mogag
wykazywac nasilony nieswoisty odczyn.

Wszystkie wymagane kroki i czasy inkubacji procedury barwienia sg wstepnie zaprogramowane w oprogramowaniu Dako Link. W celu
uzyskania dalszych informacji na temat protokotéw programowania, fadowania preparatoéw i odczynnikéw nalezy zapoznac sig z
podrecznikami uzytkownika urzadzen Autostainer Link 48 i PT Link.

Uwaga: odczynniki i instrukcje dostarczane z systemem opracowano z myslg o uzyskaniu optymalnych wynikéw podczas pracy z
zalecanymi odczynnikami i materiatami. Dalsze rozcienczenie odczynnikdw bgdz zmiana czaséw lub temperatur inkubacji moze
prowadzi¢ do uzyskania btednych lub niezgodnych wynikow.

Protokot barwienia
Nalezy wybra¢ protokot barwienia PD-L1 IHC 28-8 pharmDx z opcji w menu rozwijanym oprogramowania DakoLink.

Wszystkie wymagane kroki i czasy inkubaciji procedury barwienia sg wstgpnie zaprogramowane w oprogramowaniu DakoLink. Jesli na serwerze
brakuje wiasciwych protokotéw PD-L1 IHC 28-8 pharmDx, nalezy skontaktowac sie z przedstawicielem dziatu wsparcia technicznego.

Krok 1: Procedura odparafinowania, ponownego nawodnienia i odmaskowania antygenu (,,3-w-1")
Zalecana procedura:

Szczegotowe instrukcje zawiera podrecznik uzytkownika urzadzenia PT Link.

Ustawi¢ w urzgdzeniu PT Link (nr kat. PT100/PT101/PT200) dla cykli Preheat (Ogrzewanie wstepne) i Cool (Schtadzanie) temperature
65°C. Dla cyklu Heat (Ogrzewanie) ustawi¢ temperature 97°C i czas 20 minut.

» Napetni¢ kazdy zbiornik urzgdzenia PT Link 1,5 L roztworu roboczego Target Retrieval Solution, Low pH, 1x, w celu pokrycia
skrawkow tkankowych.

» Ogrzac wstepnie roztwor Target Retrieval Solution do temperatury 65°C.

» Zanurzy¢ statywy urzadzenia Autostainer zawierajgce skrawki tkankowe utrwalone w formalinie i zatopione w parafinie we wstepnie
ogrzanym roztworze roboczym Target Retrieval Solution, Low pH, (1x), znajdujgcym sie w zbiorniku urzgdzenia PT Link. Inkubowaé
przez 20 minut w temperaturze 97°C.

» Po zakonczeniu inkubacji w roztworze do odmaskowania antygenu i spadku temperatury do 65°C nalezy wyja¢ wszystkie statywy
urzgdzenia Autostainer ze zbiornika PT Link i natychmiast umiesci¢ je w zbiorniku (np. stacji PT Link Rinse Station, nr kat. PT109)
zawierajgcym rozcienczony bufor Wash Buffer (nr kat. KB007) o temperaturze pokojowe;.

»Zostawi¢ preparaty w rozcienczonym buforze Wash Buffer o temperaturze pokojowej na 5 minut.
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Krok 2: Procedura barwienia

Po wykonaniu procedury odparafinowania, nawodnienia i odmaskowania antygenu (,3-w-1") statywy urzgdzenia Autostainer umieszcza
sie w urzadzeniu Autostainer Link 48. Sprawdzi¢, czy preparaty sg zwilzone buforem podczas tadowania i przed rozpoczeciem serii.
Urzadzenie przeprowadza proces barwienia, dodajgc odpowiedni odczynnik, monitorujgc czas inkubacji i ptuczgc preparaty pomiedzy
kolejnymi odczynnikami. Czasy zastosowania odczynnikdw sg wstepnie zaprogramowane w oprogramowaniu Dako Link.

Krok 3: Barwienie kontrastowe
Preparaty nalezy podda¢ barwieniu kontrastowemu w roztworze EnVision FLEX Hematoxylin (Link) (nr kat. K8008) przez 7 minut. Czas
inkubacji w hematoksylinie jest wstepnie zaprogramowany w protokole.

Etap 4: Zatapianie
Wymagany jest bezwodny $rodek do trwatego zatapiania.

Uwaga: w zaleznosci od kilku czynnikéw, m.in. barwienia kontrastowego, materiatéw i metod zatapiania oraz warunkow
przechowywania preparatow, w miare uptywu czasu moze dochodzi¢ do blaknigcia wybarwionych preparatéw. Aby zminimalizowac to
zjawisko, preparaty nalezy przechowywaé w ciemnosci w temperaturze pokojowej (20—25°C).

Kontrola jakosci

Odczynniki wchodzace w sktad zestawu PD-L1 IHC 28-8 pharmDx zostaty poddane immunohistochemicznej kontroli jakos$ci przy uzyciu
wymienionych powyzej procedur odmaskowania antygenu i barwienia. Odstepstwa od zalecanych w laboratorium procedur utrwalania,
obrébki i zatapiania preparatéw tkankowych mogg powodowac istotne réznice w wynikach. Kazda seria barwienia powinna obejmowac
preparaty do kontroli jakosci. Preparaty do kontroli jakos$ci przedstawiono w tabeli 5. Obejmujg one wybarwiong metodg H&E prébke
tkanki pacjenta, zapewnianie przez laboratorium dodatnie i ujemne probki kontrolne tkanek oraz preparat kontrolny dostarczany przez
firme Dako (15). Na terenie USA nalezy postgpowac zgodnie z wytycznymi dotyczgcymi kontroli jakosci programu College of American
Pathologists (CAP) Certification Program for Immunohistochemistry. Dodatkowe informacje zawiera réwniez dokument CLSI Quality
Assurance for Immunocytochemistry Approved Guideline (14).

Weryfikacja dziatania zestawu

Przed pierwszym zastosowaniem systemu barwienia w ramach procedury diagnostycznej uzytkownik powinien zweryfikowac jako$¢
testu. W tym celu nalezy wykonac testy z uzyciem serii tkanek zapewnianych przez laboratorium o znanej charakterystyce odczynéw
IHC, odpowiadajacych tkankom o odczynie dodatnim i ujemnym. Nalezy zapoznac sig z procedurami kontroli jakosci przedstawionymi
wczesniej w tej czesci ulotki informacyjnej dotaczonej do produktu. Powyzsze procedury kontroli jakos$ci nalezy powtarza¢ dla kazdego
nowego zestawu lub w przypadku zmiany parametréw testu. W tabeli 22 przedstawiono opcje rozwigzywania potencjalnych problemow,
ich przyczyny oraz sugerowane dziatania korygujgce.

Interpretacja wybarwienia
Podczas kazdej serii barwienia preparaty nalezy poddac¢ analizie w kolejnosci przedstawionej w tabeli 5 w celu ustalenia waznosci serii
odczynoéw i umozliwienia oceny wybarwienia tkanki.

Dodatkowe wytyczne dotyczgce oceny punktowej PD-L1 zawierajg tabele interpretacji wybarwienia swoistej dla rozpoznania typu
histopatologicznego nowotworu w niniejszym dokumencie oraz odpowiedni dokument PD-L1 IHC 28-8 pharmDx Interpretation Manual
(Podrecznik interpretacji wynikéw testu PD-L1 IHC 28-8 pharmDx).

Interpretacja barwienia z uzyciem testu PD-L1 IHC 28-8 pharmDx

Ocena preparatéw powinna by¢ przeprowadzana przez patologa z uzyciem mikroskopu $wietinego. Podczas oceny barwienia
immunohistochemicznego PD-L1 oraz oceny punktowej mozna wykorzysta¢ obiektyw o powigkszeniu 4x do wstepnej oceny catej probki, a
nastepnie obiektyw o powiekszeniu 10—20x w celu okreslenia oceny punktowej (w razie potrzeby mozna wykorzysta¢ powiekszenie 40x w
celu potwierdzenia). Obecnos$¢ brgzowego produktu reakgji (3,3’-diaminobenzydyny, DAB) wskazuje na wybarwienie biatka PD-L1.

Dodatni odczyn PD-L1 definiuje sie jako barwienie obwodowe i (lub) czesciowe liniowe btony komoérkowej komoérek guza o dowolnym
nasileniu. Nalezy dokona¢ oceny catej prébki. Wszystkie zywotne komoérki guza w obrebie catego preparatu pacjenta barwionego w kierunku
PD-L1 nalezy poddac ocenie i uwzgledni¢ w ocenie punktowej PD-L1. W wybarwionym w kierunku PD-L1 preparacie pacjenta musi
znajdowac sie co najmniej 100 zywotnych komérek guza, aby mozliwe byto okreslenie odsetka wybarwionych komoérek. Szczegétowe
wytyczne zawierajg odpowiednie sekcje dotyczgce interpretacji barwienia zawarte w ulotce dotaczonej do tego produktu.

Odczyn cytoplazmatyczny, jesli jest obecny, nie jest uwzgledniany w ocenie punktowej. Komérki martwicze i pozostatosci komoérkowe nie sg
uwzgledniane w ocenie. Odczyn PD-L1 moze réwniez wystepowaé w komérkach nienowotworowych i komérkach uktadu odpornosciowego (np.
naciekajace limfocyty lub makrofagi), jednak tych komérek nie nalezy uwzglednia¢ w ocenie punktowej stuzacej do okreslenia ekspresji PD-L1.

Poziom ekspresji

Rozpoznanie Dodatkowe uwagi dotyczace oceny punktowej PD-L1

Nieptaskonabtonkowy

NSCLC Nie dot. 2 1%, 2 5%, 2 10%

Komorki z ogniskami dysplazyjnymi lub nowotworowymi in situ nie sg
SCCHN uwzgledniane w ocenie punktowej. Towarzyszace probkom preparaty H&E >1%
umozliwiajg prawidtowg ocene raka inwazyjnego, raka in situ i przylegtego
nabtonka prawidtowego.

Komérki z ogniskami dysplazyjnymi lub nowotworowymi in situ nie sg
uc uwzgledniane w ocenie punktowej. Towarzyszgce probkom preparaty H&E >1%
umozliwiajg prawidtowg ocene raka inwazyjnego, raka in situ i przylegtego
nabtonka prawidtowego.

Melaning nalezy wykluczy¢ z oceny punktowej odczynu btonowego. W
identyfikacji obecnosci melaniny i jej wykluczeniu pomocne moze okazac¢ sie
poréwnanie z kolejnym preparatem wybarwionym odczynnikiem NCR.

Czerniak 21%, 2 5%
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13.1 Interpretacja wybarwienia: nieptaskonabtonkowy NSCLC

Nalezy dokona¢ oceny catej probki. Wszystkie zywotne komérki guza w obrebie catego preparatu pacjenta barwionego w kierunku PD-
L1 nalezy poddac¢ ocenie i uwzgledni¢ w ocenie punktowej PD-L1. W wybarwionym w kierunku PD-L1 preparacie pacjenta musi
znajdowac sie co najmniej 100 zywotnych komérek guza, aby mozliwe byto okreslenie odsetka wybarwionych komérek. W przypadku
probek nieptaskonabtonkowego NSCLC nalezy zanotowaé odsetek zywotnych komérek guza wykazujgcych obwodowe i (lub) czeSciowe
liniowe wybarwienie btony komorkowej w kierunku PD-L1 o dowolnym nasileniu.

13.2 Interpretacja wybarwienia: rak ptaskonablonkowy obszaru gtowy i szyi (SCCHN)

Test zostat zweryfikowany dla prébek tkankowych inwazyjnego SCCHN — nie dla zmian z ogniskami dysplazyjnymi lub nowotworowymi
in situ. Kazdej prébce barwionej w kierunku PD-L1 powinny towarzyszy¢ preparaty barwione metoda H&E w celu umozliwienia
prawidtowej oceny raka inwazyjnego i raka in situ oraz przylegtego nabtonka prawidtowego.

Nalezy dokonaé oceny catej probki. Wszystkie zywotne komérki guza w obrebie catego preparatu pacjenta barwionego w kierunku PD-
L1 nalezy uwzgledni¢ w ocenie punktowej PD-L1. W wybarwionym w kierunku PD-L1 preparacie pacjenta musi znajdowac sie co
najmniej 100 zywotnych komoérek guza, aby mozliwe byto okreslenie odsetka wybarwionych komoérek. W przypadku probek SCCHN
nalezy zanotowa¢ odsetek zywotnych komérek guza wykazujgcych obwodowe i (lub) czgsciowe liniowe wybarwienie btony komérkowe;j
w kierunku PD-L1 o dowolnym nasileniu.

13.3 Interpretacja wybarwienia: rak urotelialny

Test zostat zweryfikowany dla probek tkankowych inwazyjnego UC — nie dla zmian z ogniskami dysplazyjnymi lub nowotworowymi in
situ. Kazdej prébce barwionej w kierunku PD-L1 powinny towarzyszy¢ preparaty barwione metodg H&E w celu umozliwienia prawidtowe;j
oceny raka inwazyjnego i raka in situ oraz przylegtego nabtonka prawidtowego.

Nalezy dokona¢ oceny catej probki. Wszystkie zywotne komorki guza w obrebie catego preparatu pacjenta barwionego w kierunku PD-

L1 nalezy uwzgledni¢ w ocenie punktowej PD-L1. W wybarwionym w kierunku PD-L1 preparacie pacjenta musi znajdowac sie co
najmniej 100 zywotnych komoérek guza, aby mozliwe byto okreslenie odsetka wybarwionych komorek. W przypadku probek UC nalezy
zanotowac¢ odsetek zywotnych komérek guza wykazujgcych obwodowe i (lub) cze$ciowe liniowe wybarwienie btony komérkowej w
kierunku PD-L1 o dowolnym nasileniu.

13.4

Interpretacja wybarwienia: czerniak

Nalezy dokona¢ oceny catej probki. Wszystkie zywotne komorki guza w obrebie catego preparatu pacjenta barwionego w kierunku PD-
L1 nalezy poddac¢ ocenie i uwzgledni¢ w ocenie punktowej PD-L1. W wybarwionym w kierunku PD-L1 preparacie pacjenta musi
znajdowac sie co najmniej 100 zywotnych komérek guza, aby mozliwe byto okreslenie odsetka wybarwionych komoérek. Uwaza sie, ze
probki wykazujg ekspresje PD-L1 (odczyn dodatni), jesli = 1% komadrek czerniaka wykazuje obwodowe i (lub) czesciowe liniowe
wybarwienie btony komérkowej komorek guza w kierunku PD-L1 o dowolnym nasileniu. Uwaza sig, ze prébki nie wykazujg ekspresji PD-
L1 (odczyn ujemny), jesli < 1% komoérek czerniaka wykazuje obwodowe i (lub) czeSciowe liniowe wybarwienie btony komérkowej
komorek guza w kierunku PD-L1 o dowolnym nasileniu.

UWAGA: podczas interpretacji probek od pacjentéw z czerniakiem moze wystepowac¢ brgzowe zabarwienie wynikajace z obecnosci
melaniny. Melanine nalezy wykluczyé z oceny punktowej odczynu btonowego; w identyfikacji obecnosci melaniny i jej wykluczenia
pomocne moze okazac¢ sie poréwnanie z kolejnym preparatem wybarwionym odczynnikiem NCR. Jesli znacznie podwyzszona
zawarto$¢ melaniny uniemozliwia ocene odczynu btonowego komoérek nowotworowych, prébke mozna wykluczy¢ z interpretacji i uznaé
za niemozliwg do oceny.

14. Ocena preparatu

Tabela 5: Zalecana kolejno$¢ oceny preparatéow

Prébki

Uzasadnienie

Wymogi

1. Barwienie H&E

(zapewniane przez
laboratorium)

W pierwszej kolejnosci oceniany
jest preparat wybarwiony
hematoksyling i eozyng (H&E) w
celu okreslenia budowy
histologicznej tkanki oraz jakosci
jej utrwalenia.

Test PD-L1 IHC 28-8 pharmDx i barwienie H&E nalezy przeprowadzi¢ na
kolejnych skrawkach pochodzgcych z tego samego bloczka parafinowego
probki.

Probki tkanek powinny by¢ nienaruszone i dobrze utrwalone, a takze
odpowiada¢ rozpoznanemu typowi histologicznemu nowotworu.

2. Preparat
kontrolny

(dostarczany przez
firme Dako)

Najpierw nalezy podda¢ analizie
preparat kontrolny wybarwiony
przeciwciatem pierwotnym
przeciwko PD-L1 z zestawu PD-L1
IHC 28-8 pharmDx w celu
ustalenia, czy wszystkie
odczynniki dziatajg prawidtowo.

Preparat kontrolny zawiera osad
komorek z linii komoérkowych
wykazujgcych i niewykazujgcych
ekspresji PD-L1.

Jeden preparat kontrolny nalezy wybarwi¢ przeciwciatem pierwotnym
skierowanym przeciwko PD-L1 w kazdej serii odczynow.

Kryteria dopuszczalno$ci NCI-H226 (linia komérek kontrolnych wykazujgca

ekspresje PD-L1, pochodzgca z ludzkiej tkanki raka ptaskonabtonkowego

ptuca wykazujgcej ekspresje biatka PD-L1):

e Wybarwienie blon komérkowych = 80% komoérek o $rednim nasileniu
odczynu = 2+.

. Nasilenie odczynu nieswoistego < 1+.

Kryteria dopuszczalnosci MCF-7 (linia komérek kontrolnych niewykazujgca

ekspresji PD-L1, pochodzgca z ludzkiej tkanki raka gruczotowego sutka

niewykazujgcej ekspresji biatka PD-L1)

. Brak odczynu swoistego

. Nasilenie odczynu nieswoistego < 1+. Niekiedy moze dojs¢ do
wybarwienia kilku komérek z osadu komérek MCF-7. Zastosowanie majg
nastepujace kryteria dopuszczalnosci: dopuszczalna jest obecnos¢ < 10
komorek z wyraznym odczynem btonowym lub odczynem
cytoplazmatycznym o nasileniu = 1+ w obrebie osadu komdérek MCF-7.

Jesli ktorakolwiek z kontrolnych linii komorkowych nie spetnia tych kryteriow,
wszystkie wyniki probek pacjenta nalezy uznaé za niewazne.
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Prébki

Uzasadnienie

Wymogi

3. Preparaty
tkankowe dodatniej
proby kontrolnej

(zapewniane przez
laboratorium)

W nastepnej kolejnosci nalezy
oceni¢ preparaty tkankowe
dodatniej proby kontrolnej
wybarwione z uzyciem
pierwotnego przeciwciata
przeciwko PD-L1 i odczynnika
Negative Control Reagent.
Preparaty te stuzg do weryfikacji
skutecznos$ci metody utrwalania i
procesu odmaskowania antygenu.
Znane dodatnie kontrole tkankowe
powinny by¢ stosowane wylgcznie
w celu monitorowania
prawidtowego dziatania
poddanych obrébce tkanek i
odczynnikow testowych, a NIE
pomocniczo podczas
formutowania diagnozy pacjenta.

Proby kontrolne nalezy sporzadzi¢ z materiatéw biopsyjnych/chirurgicznych
pobranych z tych samych guzéw, co prébki pacjenta, mozliwie szybko
utrwalonych, poddanych obrébce i zatopionych w sposéb analogiczny do
probki (prébek) pacjenta.

Do interpretacji wynikéw barwienia nalezy wybierac¢ jedynie prébki
nienaruszone, poniewaz komérki nekrotyczne lub zdegradowane czesto dajg
odczyn nieswoisty.

Tkanki wybrane jako dodatnie préby kontrolne powinny dawaé podczas
barwienia w kierunku PD-L1 odczyn dodatni o nasileniu stabym lub
umiarkowanym, wskazujacy na zdolnosé do wykrycia niewielkich zmian
czutosci testu.

Kazda seria odczynéw powinna obejmowac dwa preparaty tkankowe
dodatniej préby kontrolnej.

Preparat wybarwiony przeciwciatem przeciwko PD-L1: powinny by¢
widoczne btony komoérkowe wybarwione na brgzowo. Odczyn nieswoisty
powinien wynosi¢ < 1+.

Preparat wybarwiony odczynnikiem Negative Control Reagent: brak
odczynu btonowego. Odczyn nieswoisty powinien wynosi¢ < 1+.

Jezeli potwierdzenie dodatniego odczynu za pomoca dodatniej tkankowe;j
préby kontrolnej nie powiedzie sie, nalezy uzna¢ wyniki badanych prébek za
niewazne.

4. Preparaty
tkankowe ujemnej
proby kontrolnej

(zapewniane przez

Nastepnie nalezy oceni¢ preparaty
tkankowe ujemnej préby kontrolnej
(niewykazujgce ekspresji PD-L1)
wybarwione z uzyciem
pierwotnego przeciwciata

Proby kontrolne nalezy sporzadzi¢ z materiatéw biopsyjnych/chirurgicznych
pobranych z tych samych guzéw, co prébki pacjenta, mozliwie szybko
utrwalonych, poddanych obrébce i zatopionych w sposéb analogiczny do
probki (prébek) pacjenta.

laboratorium) przeciwko PD-L1 i odczynnika Kazda seria odczynédw powinna obejmowac dwa preparaty tkankowe ujemnej
Negative Control Reagent w celu préby kontrolnej.
zweryfikowania swoistosci . L .
znakowania docelowego antygenu | Preparat wybarwiony przeciwciatem przeciwko PD-L1: brak odczynu
przez przeciwciato pierwotne. btonowego w komérkach nowotworowych. Odczyn nieswoisty powinien
Fragmenty tkankowe dodatniej wynosic < 1+.

roby kontrolnej z odczynem
Sjem%ym mogajsz’fuzyézv)\// Preparat wybarwiony odczynnikiem Negative Control Reagent: brak
charakterze ujemnej proby odczynu bfonowego. Odczyn nieswoisty powinien wynosi¢ < 1+.
I;\?Vnt:;fliiij\;v f:; p:)zvgiznnczj ttclj(cfvc\)lsntiig Jezeli preparat tkankowy ujemnego preparatu kontrolnego wykazuje btonowy
© P uzy " | odczyn swoisty, wyniki probki pacjenta nalezy uzna¢ za niewazne.
5. Preparat Nastepnie nalezy poddac analizie Brak odczynu btonowego wskazuje na swoiste znakowanie antygenu

tkankowy pacjenta
wybarwiony z

probki pacjenta wybarwione z
uzyciem odczynnika Negative

docelowego przez przeciwciato pierwotne przeciwko PD-L1. Odczyn
nieswoisty powinien wynosi¢ < 1+.

uzyciem Control Reagent z zestawu PD-L1
odczynnika IHC 28-8 pharmDx. Odczynnik
Negative Control Negative Control Reagent jest
Reagent wykorzystywany zamiast
przeciwciata pierwotnego i utatwia
interpretacje swoistego odczynu w
miejscu wystepowania antygenu.
6. Preparat Na koncu nalezy przeanalizowac¢ Ocene nasilenia odczynu dodatniego nalezy przeprowadzac¢ w kontekscie

tkankowy pacjenta
wybarwiony z
uzyciem
przeciwciata
pierwotnego
przeciwko PD-L1

caly preparat prébki pacjenta
wybarwiony przeciwciatem
pierwotnym przeciwko PD-L1 z
zestawu PD-L1 IHC 28-8
pharmDx. Szczegotowe informacje
dotyczace immunoreaktywnosci
testu PD-L1 IHC 28-8 pharmDx
zawierajg rozdziaty
Podsumowanie i wyjasnienia,
Ograniczenia i Ocena
skutecznosci niekliniczne;j.

kazdego nieswoistego odczynu tta obecnego w preparatach z odczynnikiem
Negative Control Reagent w obrebie tej samej serii.

Podobnie jak w przypadku kazdego testu immunohistochemicznego, wynik
ujemny oznacza, ze nie wykryto antygenu, co nie znaczy, ze nie byt on
obecny w analizowanych komdrkach/tkankach.

Wytyczne interpretacji wybarwienia zawiera rozdziat 13.

15. Ograniczenia

15.1 Ograniczenia ogdlne
1. Technika immunohistochemiczna jest wieloetapowg metodg diagnostyczng wymagajaca specjalistycznego przeszkolenia w doborze
odpowiednich odczynnikéw, tkanek, sposobu utrwalania i obrdbki, przygotowania preparatu immunohistochemicznego oraz interpretacii

wynikéw barwienia.

2. Odczyn tkankowy zalezy od przygotowania i obrébki tkanki przed barwieniem. Nieprawidtowe utrwalanie, zamrazanie, rozmrazanie,
przemywanie, suszenie, ogrzewanie, dzielenie na skrawki lub zanieczyszczenie innymi tkankami lub cieczami moze powodowaé
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16.

powstawanie artefaktéw, blokowanie przeciwciat lub wyniki fatszywie ujemne. Niespoéjne wyniki moga by¢ spowodowane zmianami w
zakresie metod utrwalania i zatapiania lub przez naturalne nieregularnosci w obrebie tkanek.

. Nadmierne lub niepetne barwienie kontrastowe moze utrudnia¢ prawidtowa interpretacje wynikow.
. Interpretacja kliniczna wystapienia barwienia lub jego braku musi by¢ prowadzona w kontekscie objawow klinicznych, morfologii i innych

kryteriow histopatologicznych. Interpretacja kliniczna wystgpienia barwienia lub jego braku musi by¢ uzupetniona o badania
morfologiczne z wykorzystaniem odpowiednich préb kontrolnych i innych testéw diagnostycznych. Odpowiedzialnos$¢ za interpretacje
wybarwionych preparatow spoczywa na wykwalifikowanym patologu z doswiadczeniem w zakresie stosowanych przeciwciat,
odczynnikow i metod. Barwienie nalezy wykona¢ w certyfikowanym laboratorium pod nadzorem patologa odpowiedzialnego za
przegladanie i ocene wybarwionych preparatéw oraz wtasciwe wykonanie dodatnich i ujemnych préb kontrolnych.

. Tkanki pochodzgce od oséb zakazonych wirusem zapalenia watroby typu B i zawierajace antygen powierzchniowy wirusa zapalenia

watroby typu B (HBsAg) moga wykazywac nieswoiste barwienie w reakcji z peroksydaza chrzanowg (17).

. Nie mozna catkowicie wykluczy¢ wystgpienia nieoczekiwanych reakcji w przetestowanych typach tkanek z uwagi na zmiennos¢

biologiczng ekspresji antygenow w tkankach nowotworowych i innych tkankach patologicznych. W przypadku uzyskania
nieoczekiwanych reakcji nalezy przesta¢ odpowiednig dokumentacje do dziatu wsparcia technicznego firmy Dako.

. Przyczyng wynikéw fatszywie dodatnich moze by¢ wigzanie biatek lub produktéw reakcji na drodze mechanizméw innych niz

immunologiczne. Moga one réwniez wystgpi¢ na skutek aktywnosci pseudoperoksydazy (erytrocyty) i endogennej peroksydazy
(cytochrom c) (14).

. Odczynniki i instrukcje dostarczane z systemem opracowano z mysla o uzyskaniu optymalnych wynikéw. Dalsze rozcienczenie

odczynnikéw badz zmiana czasow lub temperatur inkubacji moze prowadzi¢ do uzyskania btednych lub niezgodnych wynikéw.
15.2 Ograniczenia swoiste dla danego produktu

. Wyniki fatszywie ujemne moga by¢ spowodowane procesem stopniowego rozktadu antygenu w tkankach. Po osadzeniu skrawkow

tkankowych na szkietkach nalezy je przechowywa¢ w ciemnosci w temperaturze 2—8°C lub w temperaturze pokojowej
nieprzekraczajgcej 25°C oraz wybarwi¢ je w ciggu 4 miesiecy od podzielenia na skrawki. Po osadzeniu preparatow nalezy je
przechowywac i poddawac¢ obrébce w temperaturze nieprzekraczajgcej 25°C, aby zachowa¢ integralnos¢ i antygenowosc tkanek.

. W celu uzyskania optymalnych i powtarzalnych wynikéw skrawki tkankowe utrwalone w rutynowy sposéb (w obojetnej buforowanej

formalinie) i zatopione w parafinie wymagajg wstepnego odmaskowania antygenu biatka PD-L1.

. Nie nalezy zastgpowac¢ odczynnikéw odczynnikami o innych numerach partii bgdz pochodzgcymi od innych producentéw. Jedynym

wyjatkiem jest roztwér EnVision FLEX Target Retrieval Solution, Low pH (50x), dostepny pod nr. kat. K8005.
Wybarwione kontrolne linie komérkowe sg przeznaczone tylko do weryfikacji serii odczynow i nie powinny by¢ uzywane do oceny
punktowej reakcji barwienia skrawkéw tkankowych.

. Stosowanie testu PD-L1 IHC 28-8 pharmDx na tkankach utrwalonych za pomoca $rodkéw utrwalajgcych innych niz 10% roztwoér obojetnej

buforowanej formaliny nie zostato zweryfikowane.

. Na potrzeby badan klinicznych prowadzonych z wykorzystaniem testu PD-L1 IHC 28--8 pharmDx za akceptowalne rodzaje prébek uznano

probki pobrane za pomocg biopsji wycigciowej, nacigciowej, sztancowej lub gruboigtowej. Aspiraty z biopsji cienkoigtowej lub inne probki
cytologiczne byly niewystarczajgce do analizy biomarkeréw i zostaty wykluczone z badan klinicznych prowadzonych z wykorzystaniem
testu PD-L1 IHC 28-8 pharmDx.

Ocena skutecznosci nieklinicznej

16.1 Swoistos¢ analityczna testu PD-L1 IHC 28-8 pharmDx

Pierwotne przeciwciato w zestawie PD-L1 IHC 28-8 pharmDx to krélicze przeciwciato monoklonalne (klon 28-8) skierowane przeciwko
ludzkiemu biatku PD-L1. Immunogen wykorzystywany podczas wytwarzania przeciwciat to oczyszczone, rekombinowane ludzkie biatko
PD-L1, zawierajgce domeng zewnagtrzkomorkowg (Phe19-Thr239) ludzkiego biatka PD-L1. Podczas barwienia IHC z uzyciem
pierwotnego przeciwciata przeciwko PD-L1 nie wykazano reaktywnosci krzyzowej w odniesieniu do biatka PD-L2 ulegajgcego
egzogennej ekspresji w komoérkach jajnika chomika chinskiego (ang. chinese hamster ovary, CHO).

Test PD-L1 IHC 28-8 pharmDx umozliwia swoiste wykrycie ekspresji biatka btonowego PD-L1 w komérkach nowotworowych w tkankach
utrwalonych w formalinie i zatopionych w parafinie. Reakcjg t¢ mozna catkowicie zahamowac poprzez dodanie antygenu PD-L1. W
przypadku zastosowania testu PD-L1 IHC 28-8 pharmDx w odniesieniu do komdérek nowotworowych pozbawionych genu PD-L1 w
drodze inzynierii genetycznej biatko btonowe PD-L1 nie jest wykrywane.

16.2 Tkanki prawidlowe i nowotworowe

W tabeli 6 przedstawiono podsumowanie immunoreaktywnosci przeciwciat Monoclonal Rabbit Anti-Human PD-L1 w obrebie zalecanego panelu
tkanek prawidtowych. W tabeli 7 przedstawiono podsumowanie immunoreaktywnosci przeciwciat Monoclonal Rabbit Anti-Human PD-L1 w tkankach
nowotworowych z mikromacierzy tkankowych réznych nowotworéw. Wszystkie tkanki zostaty utrwalone w formalinie, zatopione w parafinie i
wybarwione z uzyciem zestawu PD-L1 IHC 28-8 pharmDx, zgodnie z instrukcjami zamieszczonymi w niniejszej ulotce dotgczonej do opakowania.
Test PD-L1 IHC 28-8 pharmDx umozliwiat wykrycie biatka PD-L1 w btonie komérkowej komoérek, w ktérych zachodzi ekspresja antygenu PD-L1,
takich jak komérki uktadu odpomosciowego i komérki pochodzenia nabtonkowego, gtéwnie nowotworowe.

Tabela 6: Podsumowanie reaktywnosci zestawu PD-L1 IHC 28-8 pharmDx w tkankach prawidtowych

Rodzaj tkanki Dodatni odczyn btonowy: Dodatni odczyn cytoplazmatyczny:
(liczba badanych przypadkéw) Elementy tkankowe Elementy tkankowe
Grasica (3) 3/3 Nabtonek rdzenia 0/3
Gruczot krokowy (3) 0/2* 0/2*
Gruczoty sutkowe (3) 0/3 0/3
Jajniki (3) 0/3 0/3
Jadra (3) 0/3 1/3 Komorki Leydiga
Jelito cienkie (3) 0/2* 0/2*
Komérki miedzybtonka (3) 0/3 0/3
Macica (3) 0/3 0/3
Miesien sercowy (3) 0/2* 0/2*
Miesnie szkieletowe (3) 0/2* 0/2*
Migdatki (3) 3/3 Nabtonek krypt migdatkow 0/3
3/3 Centrum rozrodcze (komorki uktadu
immunologicznego)
Mézg (3) 0/3 0/3
Mozdzek (3) 0/3 0/3
Nadnercza (3) 3/3 Komérki szpiku 3/3 Komérki szpiku
Nerki (3) 3/3 Nabtonek kanalikow 3/3 Nabtonek kanalikow
Nerwy obwodowe (3) 0/3 0/3
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Rodzaj tkanki
(liczba badanych przypadkéw)

Dodatni odczyn btonowy:
Elementy tkankowe

Dodatni odczyn cytoplazmatyczny:
Elementy tkankowe

Okreznica (3) 2/3 Makrofagi 0/3
Pluca (3) 3/3 Makrofagi pecherzykowe 0/3
Przetyk (3) 0/3 0/3
Przysadka mézgowa (3) 1/3 Przedni ptat przysadki 1/3 Przedni ptat przysadki
3/3 Tylny ptat przysadki
Przytarczyce (3) 3/3 Nabtonek 0/3
Skéra (3) 0/3 1/3 Nabtonek
Szpik kostny (3) 3/3 Megakariocyty 3/3 Megakariocyty
Szyjka macicy (3) 1/3 Nabtonek 1/3 Nabtonek
Sledziona (3) 1/3 Makrofagi 0/3
3/3 Komérki brzezne
Slinianki (3) 0/3 0/3
Tarczyca (3) 0/3 0/3

Trzustka (3)

3/3 Nabtonek (gtéwnie komorki wysp)

3/3 Nabtonek (gtéwnie komorki wysp)

Watroba (3)

2/3 Komérki uktadu immunologicznego

2/3 Komérki uktadu immunologicznego

Zotadek (3)

0/3 0/3

* W jednej z trzech zbadanych dla tego typu tkanki prébek wykazano obecnos¢ artefaktow wynikajgcych z wysychania tkanek lub silnego
odczynu tla, co uniemozliwito przeprowadzenie oceny punktowej. Wyniki uzyskane dla tej probki nie zostaty uwzglednione.

Tabela 7: Podsumowanie reaktywnosci zestawu PD-L1 IHC 28-8 pharmDx w tkankach nowotworowych

Typ guza Lokalizacja/narzad W{:T:’gquyc:;zs&risﬁzla
Chtoniak
g:;(;zlhalli::]g?éistyczny z Wezly chtonne 11
Chtoniak Hodgkina Wezty chionne 2/2
Chtoniak nieziarniczy Wezly chtonne 11
Chtoniak rozlany z komérek B Wezty chionne 2/4
Crerniak Jama nosowa 01
Odbytnica 01
Glejak Mozg 0/1
Grasiczak Srodpiersie 11
Guz komérek wysp Trzustka 0N
Gwiazdziak Moézgowie 0/3
Miedzybtoniak Otrzewna 01
Miesak
Chrzestniakomiesak Kosci 01
Kostniakomiesak Kosci 0/2
Miesak mazidwkowy Jama miednicy 0/1
Miesniakomigsak Pecherz 01
gtadkokomorkowy Tkanki miekkie, $ciana klatki piersiowej 01
Gruczot krokowy 01
Miesniakomigsak pragzkowany Przestrzen zaotrzewnowa 0/1
Tkanki miekkie, typ zarodkowy 0/1
Rak jasnokomoérkowy Sciana jamy brzusznej 0/1
Ttuszczakomiesak Jama brzuszna, rak $luzowy 0/1
Nasieniak Jadra 0/2
Nerwiak zarodkowy Przestrzen zaotrzewnowa 0/1
Nerwiakowtdkniak Tkanki miekkie, odcinek krzyzowy 0/1
Oponiak Mozg 0/2
Prymitywny nowotwor Przestrzen zaotrzewnowa 0/1
neuroektodermalny
Rak Jama nosowo-gardtowa; rak jamy nosowo-gardtowej 0/1
Rak drobnokomadrkowy Ptuca 1/2
Gtlowa i szyja, podniebienie twarde 0N
Gruczot krokowy 2/4
Gruczot sutkowy, rak przewodowy in situ 0/2
Gruczot sutkowy, rak przewodowy inwazyjny 3/7
Gruczot sutkowy, rak przewodowy inwazyjny z przerzutami 1
do weztéw chitonnych
Gruczot $linowy/$linianka przyuszna 0/2
Rak gruczotowy Jajniki 0/1
Jajniki, rak endometrioidalny 0/1
Jajniki, rak surowiczy 01
Jajniki, rak $luzowy 0N
Jelito cienkie 0/2
Macica, rak endometrium 1/3
Macica, rak jasnokomorkowy 11
Odbytnica 2/4
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Wykazujace ekspresje PD-

Typ guza Lokalizacja/narzad L1/wszystkie (N = 162)
Okreznica 2/5
Okreznica, przerzuty do watroby 11
Okreznica, rak $luzowy 0/1
Pecherzyk zéiciowy 2/4
Ptuca 2/5
Przetyk 11
Przewdéd pokarmowy, przerzuty do ptuc oM
Rak oskrzelikowo-pecherzykowy, ptuca 0/1
Szyjka macicy, typ wewngtrzszyjkowy 01
Tarczyca, rak brodawkowaty 0/3
Tarczyca, rak pecherzykowo-brodawkowaty 0/1
Tarczyca, rak pecherzykowy 01
Trzustka 1/2
Trzustka, rak przewodowy 0/3
Wyrostek robaczkowy 11
Zotgdek 1/6
Zotadek, rak $luzowy 0/1
Rak kory nadnerczy Nadnercza 0/1
Rak nerkowokomdrkowy
Rak brodawkowaty Nerka 0/1
Rak jasnokomodrkowy Nerka 0/6
Glowa i szyja 0/2
Macica 17
Ptuca 1/3
Przetyk 417
Rak ptaskonabtonkowy Rak ptaskonabtonkowy przetyku, przerzutowy do weztéw 1
chtonnych
Skéra 1/2
Szyjka macicy 2/4
Rak podstawnokomoérkowy Skoéra 0/1
Rak przejsciowokomorkow: Nerka on
przel Y Pecherz 3/6
Rak rdzeniowy Tarczyca 0/1
Rak watrobowokomoérkowy Watroba 1/5
Rak wielkokomdrkowy Ptuca 11
Rak z komérek sygnetowych Okreznica 01
Rak z komérek sygnetowych jF;?nl?k%lf;ezmcy z komorek sygnetowych, przerzutowy do 0/
Rak z komérek srodmigzszowych Jelito cienkie 01
Rak z komoérek $rédmigzszowych Odbytnica 0/1
Rak z komérek srodmigzszowych Okreznica 01
Rak zarodkowy Jadra 0N
Rdzeniak zarodkowy Mézg 0/1
Spermatocytoma Jadra 0/2
Struniak Jama miednicy 0/1
Tluszczakomiesak Jama brzuszna, rak $luzowy 01
Watrobiak zarodkowy Watroba 0/1
Wyscidtczak Mozg 0/1

17. Ocena skutecznosci

17.1 Ocena skutecznosci: nieptaskonabtonkowy NSCLC

17.1.1 Czutos$¢ analityczna: nieptaskonabtonkowy NSCLC
Czuto$¢ analityczna testu PD-L1 IHC 28-8 pharmDx zostata sprawdzona za pomocg partii produkcyjnej na 112 réznych prébkach
utrwalonych w formalinie i zatopionych w parafinie tkanek nieptaskonabtonkowego NSCLC w stadiach I-1V. Ocena ekspresji PD-L1
wykazata wystepowanie odczynu u 0-100% komoérek guza z ekspresjg o nasileniu odczynu 0-3.

17.1.2 Powtarzalnos$¢ / odtwarzalnos¢ zewnetrzna: nieptaskonabtonkowy NSCLC
Powtarzalnos$¢ / odtwarzalno$é zewnetrzng testu PD-L1 IHC 28-8 pharmDx oceniono odpowiednio w osrodku firmy Dako oraz trzech
zewnetrznych o$rodkach badawczych. Uzyskane dane przedstawiono w tabelach 8 i 9. Okreslono procentowg zgodnos$¢ wynikow
ujemnych (ang. negative percent agreement, NPA), procentowa zgodnos$¢ wynikéw dodatnich (ang. positive percent agreement,
PPA) oraz procentowg zgodnos$¢ wszystkich wynikéw (ang. overall percent agreement, OA) w oparciu o niezalezne poréwnanie par
testow dla kazdego poziomu ekspresji PD-L1. Najczesciej wystepujgca obserwacje zastosowano jako punkt odniesienia w celu
obliczenia NPA, PPA, OA oraz odpowiednich 95% przedziatéw ufnosci z wykorzystaniem metody Wilsona, dlatego jeden z wynikow
obserwac;ji zostat wykluczony z poréwnan par testéw.
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Tabela 8: Powtarzalnosé¢ testu PD-L1 IHC 28-8 pharmDx — nieptaskonabtonkowy NSCLC

Powtarzalnos¢

Metoda

% zgodnosci (95% Cl)

Poziom ekspresji 2 1%

Poziom ekspresiji 2 5%

Poziom ekspresiji 2 10%

Pomigdzy
urzgdzeniami

Kazdg z 10 prébek
nieptaskonabtonkowego NSCLC o
réznych wartosciach ekspresji PD-L1
IHC oceniono w trzech powtérzeniach w
kazdym z trzech urzadzen Autostainer
Link 48. Lgcznie przeprowadzono

60 niezaleznych poréwnan par.

NPA
PPA
OA

NPA
PPA
OA

100 (82,4; 100)
100 (91,6; 100)
100 (94,0; 100)

100 (86,2; 100)
100 (90,4; 100)
100 (94,0; 100)

NPA 100 (91,6; 100)
PPA 100 (82,4; 100)
OA 100 (94,0; 100)

Pomiedzy
analitykami

Kazdg z 12 prébek
nieptaskonabtonkowego NSCLC o
réznych warto$ciach ekspresji PD-L1
IHC ocenito trzech analitykdw w trzech
powtdrzeniach w jednym urzgdzeniu
Autostainer Link 48. Lgcznie
przeprowadzono 72 niezaleznych
poréwnan par.

NPA
PPA
OA

NPA 100 (91,6; 100)
PPA 100 (88,6; 100)
OA 100 (94,9; 100)

100 (86,2; 100)
100 (92,6; 100)
100 (94,9; 100)

NPA 100 (93,4; 100)
PPA 100 (82,4: 100)
OA 100 (94,9; 100)

Pomiedzy dniami

Kazdg z 10 probek
nieptaskonabtonkowego NSCLC o
réznych wartosciach ekspresji PD-L1
IHC oceniono w trzech powtérzeniach w
ciggu pieciu nienastepujacych po sobie
dni w urzgdzeniu Autostainer Link 48.
tacznie przeprowadzono

80 niezaleznych poréwnan par.

NPA
PPA
OA

NPA
PPA
OA

100 (86,2; 100)
100 (93,6; 100)
100 (95,4; 100)

100 (89,3; 100)
100 (92,6; 100)
100 (95,4; 100)

NPA 98,2 (90,6; 99,7)
PPA 100 (86,2; 100)
OA 98,8 (93,3; 99,8)

Pomiegdzy partiami

Kazdg z 20 prébek
nieptaskonabtonkowego NSCLC o
réznych warto$ciach ekspresji PD-L1
IHC oceniono w dwéch powtoérzeniach z
uzyciem kazdej z pieciu partii
odczynnikéw w urzgdzeniu Autostainer
Link 48. Lgcznie przeprowadzono

160 niezaleznych poréwnan par.

NPA
PPA
OA

100 (94,3; 100)
100 (96,2; 100)
100 (97,7; 100)

NPA
PPA
OA

100 (95,4; 100)
100 (95,4; 100)
100 (97,7; 100)

NPA 100 (96,4; 100)
PPA 100 (93,6; 100)
OA 100 (97,7; 100)

W obrebie serii

Kazdg z 10 prébek
nieptaskonabtonkowego NSCLC o
réznych wartosciach ekspresji PD-L1
IHC oceniono w o$miu powtdrzeniach w
obrebie serii w urzgdzeniu Autostainer
Link 48. Lacznie przeprowadzono

70 niezaleznych poréwnan par.

NPA
PPA
OA

100 (84,5; 100)
100 (92,7; 100)
100 (94,8; 100)

NPA 100 (87,9; 100)
PPA 100 (91,6; 100)
OA 100 (94,8; 100)

NPA 100 (92,7; 100)
PPA 100 (84,5; 100)
OA 100 (94,8; 100)

Tabela 9: Odtwarzalnos¢ testu PD-L1 IHC 28-8 pharmDx — nieptaskonabtonkowy NSCLC, ocena w trzech osrodkach zewnetrznych

% zgodnosci (95% Cl)
Odtwarzalnos¢ Metoda
Poziom ekspresji 2 1% Poziom ekspresji 2 5%

Analiza Kazda z 10 prébek nieptaskonabtonkowego NSCLC o
pomiedzy réznych wartosciach ekspresji PD-L1 IHC oceniono w ciggu NPA 100 (93,6; 100) NPA 91,4 (82,5; 96,0)
osrodkami pieciu nienastepujacych po sobie dni. Analiza zostata PPA 98,8 (93,6; 99,8) PPA 97,1 (90,2; 99,2)
(trzy osrodki) przeprowadzona pomiedzy trzema o$rodkami w oparciu o OA 99,3 (96,1; 99,9) OA 94,3 (89,1;97,1)

niezalezne poréwnanie fgcznie 140 par.
Analiza w Kazdg z 10 prébek nieptaskonabtonkowego NSCLC o
obrebie osrodka r?zniyc:ivt]artct)éciqch eI:]spresjibFi’D;’I;:i J\Il-llfi gge:qioznt?zw criqgu NPA 100 (92,6; 100) NPA 964 (87,9; 99,0)

ggfgcl;kév?/ ;;dzsvuézcgﬁ A[)r?aiga iosta%a ?zeyrowadz?)(;]a w PPA 98,6 (92,5; 99,8) PPA~ 95,3 (87.1; 98,4)

. czych. ostaia przep ona w OA 99,2 (95,4; 99,9) OA 95,8 (90,6; 98,2)

obrebie trzech o$rodkéw w oparciu o niezalezne poréwnanie

tacznie 120 par.
Pomiedzy Ocena 15 prébek nieptaskonabtonkowego NSCLC o réznych
obserwatorami wartosciach ekspresji PD-L1 IHC, wybarwionych za pomocg
(jeden testu PD-L1 IHC 28-8 pharmDx zostata przeprowadzona przez NPA 96,9 (89,3; 99,1) NPA 100 (94,3; 100)
obserwator w trzech patologéw (jednego w kazdym z trzech osrodkéw PPA 100 (93,6; 100) PPA 89,3 (78,5; 95,0)
kazdym z trzech | badawczych) w ciggu trzech nienastepujgcych po sobie dni. OA 98,3 (94,1; 99,5) OA 95,0 (89,5;97,7)
osrodkow) Analiza zostata przeprowadzona pomiedzy trzema o$rodkami w

oparciu o niezalezne poréwnanie facznie 120 par.
W ramach Ocena 15 prébek nieptaskonabtonkowego NSCLC o réznych
obserwatora wartosciach ekspresji PD-L1 IHC, wybarwionych za pomocg
(jeden testu PD-L1 IHC 28-8 pharmDx zostata przeprowadzona NPA 95,8 (86,0; 98,8) NPA 100 (93,1; 100)
obserwator w przez trzech patologéw (jednego w kazdym z trzech PPA 100 (91,6; 100) PPA 100 (90,8; 100)
kazdym z trzech | o$rodkéw badawczych) w ciggu trzech nienastepujgcych po OA 97,8 (92,3;99,4) OA 100 (95,9; 100)
osrodkow) sobie dni. Analiza zostata przeprowadzona w trzech

osrodkach w oparciu o niezalezne poréwnanie tgcznie 90 par.
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17.1.3 Ocena skutecznosci klinicznej: nieptaskonabtonkowy NSCLC

Uzytecznos¢ kliniczng testu PD-L1 IHC 28-8 pharmDx oceniono w randomizowanym badaniu fazy Ill CA209057, prowadzonym
metodg otwartej préby, dotyczgcym poréwnania stosowania niwolumabu i docetakselu u oséb dorostych (> 18. roku zycia) z
zaawansowanym lub przerzutowym nieptaskonabtonkowym NSCLC po niepowodzeniu wcze$niejszej chemioterapii
dwusktadnikowej, opartej na zwigzkach platyny. Randomizacji poddano tgcznie 582 uczestnikow w 112 osrodkach z 22 krajow
(Argentyna, Australia, Austria, Brazylia, Kanada, Chile, Czechy, Francja, Niemcy, Hong Kong, Wegry, Wtochy, Meksyk, Norwegia,
Peru, Polska, Rumunia, Federacja Rosyjska, Singapur, Hiszpania, Szwajcaria i Stany Zjednoczone). Uczestnikéw poddano
randomizacji w stosunku 1:1, a takze stratyfikacji z uwzglednieniem nastepujacych czynnikéw: 1) stosowanie lub niestosowanie
wczesniejszego leczenia podtrzymujgcego oraz 2) chemioterapia w drugiej lub trzeciej linii. Przed randomizacjg oraz podaniem
pierwszej dawki leku (w punkcie poczatkowym) pobrano probki tkanki nowotworowej w celu przeprowadzenia zaplanowanych
wczesniej analiz dotyczacych skutecznosci na podstawie okreslonego wstepnie poziomu ekspresji PD-L1 w punkcie poczatkowym
(cel drugorzedowy). Pierwszorzedowym punktem koncowym byt catkowity czas przezycia (ang. overall survival, OS). Innymi
drugorzedowymi punktami koncowymi byty: wskaznik obiektywnych odpowiedzi (ang. objective response rate, ORR), czas przezycia
bez progresji choroby (ang. progression-free survival, PFS) oraz poprawa po 12 tygodniach w odniesieniu do objawoéw zwigzanych z

choroba, oceniona z wykorzystaniem skali oceny objawéw raka ptuc (LCSS).

Wyjsciowe dane demograficzne i charakterystyka choroby byly zasadniczo zréwnowazone pomigdzy uczestnikami poddanymi

randomizacji w grupach leczonych niwolumabem i docetakselem. Sredni wiek wyniost 62 lata (zakres: 21-85). 34% uczestnikéw byto

w wieku = 65 lat, a 7% — w wieku = 75 lat. Wiekszo$¢ pacjentow stanowity osoby rasy biatej (92%) i mezczyzni (55%); stan

sprawnosci wg ECOG w punkcie poczatkowym wynosit 0 (31%) lub 1 (69%). Siedemdziesiat dziewigeé procent pacjentéw palito tyton

w przesztosci lub obecnie. Probki tkanki nowotworowej pobierano z nieptaskonabtonkowych guzéw NSCLC, zgodnie z kryteriami
wigczenia do udziatu w badaniu. W tabeli 10 przedstawiono czesto$¢ ekspresji PD-L1 dla kazdego zdefiniowanego wstepnie
poziomu ekspresji w punkcie poczatkowym u wszystkich uczestnikéw badania CA209057 poddanych randomizac;ji.

Tabela 10: Czestos¢ wystepowania ekspresji PD-L1 przed rozpoczeciem badania u wszystkich chorych na nieptaskonabtonkowego

NSCLC poddanych randomizacji — CA209057

Kategoria ekspresji PD-L1 w populacji Niwolumab 3 mg/kg Docetaksel Ogoétem
Ogoétem 292 290 582
Ekspresja PD-L1 mozliwa do oceny E)Ios'ciowej W punkcie 231 (79,1) 224 (77,2) 455 (78,2)
poczatkowym, N (%)

Poziom ekspresji PD-L1 = 1% w punkcie poczgtkowym 123/231 (53,2) 123/224 (54,9) 246/455 (54,1)
Poziom ekspresji PD-L1 < 1% w punkcie poczgtkowym 108/231 (46,8) 101/224 (45,1) 209/455 (45,9)
Poziom ekspresji PD-L1 = 5% w punkcie poczgtkowym 95/231 (41,1) 86/224 (38,4) 181/455 (39,8)
Poziom ekspresji PD-L1 < 5% w punkcie poczgtkowym 136/231 (58,9) 138/224 (61,6) 274/455 (60,2)
Poziom ekspresji PD-L1 = 10% w punkcie poczatkowym 86/231 (37,2) 79/224 (35,3) 165/455 (36,3)
Poziom ekspresji PD-L1 < 10% w punkcie poczgtkowym 145/231 (62,8) 145/224 (64,7) 290/455 (63,7)

Ekspresja PD-L1 niemozliwa do oceny ilosciowej, N (%) 61 (20,9) 66 (22,8) 127 (21,8)

Wystepowanie ekspresiji biatka PD-L1 o wszystkich zdefiniowanych wstepnie poziomach w grupie leczonej produktem leczniczym
OPDIVO® wigzato sie z dtuzszym czasem przezycia w porownaniu z pacjentami leczonymi docetakselem, natomiast brak ekspresji
biatka PD-L1 byt zwigzany z czasem przezycia zblizonym do obserwowanego w grupie otrzymujgcej docetaksel. Po
przeprowadzeniu analizy wedtug poziomu ekspresji biatka PD-L1 stwierdzono istotne réznice w medianie catkowitego czasu
przezycia (OS) przemawiajgce na korzy$¢ niwolumabu w poréwnaniu z docetakselem. Mediana OS wyniosta 17,1, 18,2 i

19,4 miesigca u uczestnikow leczonych niwolumabem w poréwnaniu z 9,0, 8,1 i 8,0 miesigca w grupie otrzymujgcej docetaksel,
odpowiednio w przypadku ekspres;ji biatka PD-L1 na poziomie >1%, >5% i 210%. Nie stwierdzono réznic dotyczgcych OS pomigdzy
grupami terapeutycznymi u uczestnikéw z poziomem ekspresji < 1%, < 5% i < 10%. Zakres mediany OS wyniést 9,7-10,4 miesigca
w grupie leczonej niwolumabem i 10,1-10,3 miesigca u uczestnikow otrzymujgcych docetaksel. Na rysunku 1 przedstawiono
niestratyfikowany wspoétczynnik ryzyka (ang. hazard ratio, HR) oraz mediane catkowitego czasu przezycia (OS). Na rysunkach 2i 3
przedstawiono wykres Kaplana-Meiera dla podgrup wedtug poziomu ekspresji biatka PD-L1.

Rysunek 1: Wykres typu forest plot — OS na podstawie ekspresji PD-L1 u pacjentéw z nieptaskonabtonkowym NSCLC —

CA209057
Mediana OS (miesiace)
Poziom ekspresji PD-L1 :::stratyfikowany OPDIVO  Docetaksel
> 1% (n = 246) —— 0,59 17,1 9,0
< 1% (n = 209) — T 0,90 10,4 10,0
25% (n=181) —_— 0,43 18,2 8,1
<5% (n=274) —— 1,01 9,7 10,0
210% (n = 165) —_————— 0,40 19,4 8,0
<10% (n =290 _Y_ 1,00 9,9 10,3
( ! f T T 1
0,25 0,5 1,0 2,0

Przewaga OPDIVO <+——

Uwaga: niestratyfikowany wspoétczynnik ryzyka oraz odpowiednie 95% przedziaty ufno$ci oszacowano z uzyciem modelu proporcjonalnego
ryzyka Coxa z wykorzystaniem grupy poddanej randomizacji jako pojedynczej zmiennej zalezne;.
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Rysunek 2: Catkowity czas przezycia — pacjenci z nieptaskonablonkowym NSCLC z ekspresja PD-L1 2 1% — CA209057
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Rysunek 3: Catkowity czas przezycia — pacjenci z nieptaskonablonkowym NSCLC z ekspresja PD-L1 < 1% — CA209057
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17.2 Ocena skutecznosci: SCCHN

17.2.1 Czutos$¢ analityczna: SCCHN

Czuto$¢ analityczna testu PD-L1 IHC 28-8 pharmDx zostata sprawdzona za pomocg partii produkcyjnej na 236 réznych prébkach
utrwalonych w formalinie i zatopionych w parafinie tkanek SCCHN w stadiach I-IV. Ocena ekspresji PD-L1 wykazata wystepowanie
odczynu u 0-95% komoérek guza z ekspresjg o nasileniu odczynu 0-3.

17.2.2 Powtarzalnos¢ / odtwarzalnosé zewnetrzna: SCCHN

Powtarzalnosc¢ / odtwarzalnos$¢ zewnetrzng testu PD-L1 IHC 28-8 pharmDx oceniono odpowiednio w osrodku firmy Dako oraz trzech
zewnetrznych osrodkach badawczych. Uzyskane dane przedstawiono w tabelach 11 i 12. W celu oceny powtarzalnosci okreslono
$rednig procentowa zgodno$¢ wynikoéw ujemnych (ang. average negative percent agreement, ANA), $rednig procentowg zgodno$¢
wynikéw dodatnich (ang. average positive percent agreement, APA) oraz procentowg zgodnos$¢ wszystkich wynikéw (ang. overall
percent agreement, OA) w oparciu o poréwnanie par testow oraz odpowiednich 95% przedziatéw ufnosci z wykorzystaniem metody
Wilsona dla kazdego poziomu ekspresji PD-L1. W celu oceny odtwarzalnosci okreslono procentowg zgodnos¢ wynikéw ujemnych
(ang. negative percent agreement, NPA), procentowg zgodnos$¢ wynikéw dodatnich (ang. positive percent agreement, PPA) oraz
procentowg zgodnos$¢ wszystkich wynikéw (ang. overall percent agreement, OA) w oparciu o niezalezne poréwnanie par testow dla
kazdego poziomu ekspresji PD-L1. Najczesciej wystepujgca obserwacije zastosowano jako punkt odniesienia w celu obliczenia NPA,
PPA, OA oraz odpowiednich 95% przedziatéw ufnosci z wykorzystaniem metody Wilsona.

Tabela 11: Powtarzalnos$¢ testu PD-L1 IHC 28-8 pharmDx — SCCHN

2 % zgodnosci (95% Cl)
Powtarzalnosé Metoda
Poziom ekspresji 2 1%
Pomigdzy partiami Kazda z 39 probek SCCHN o réznych poziomach ekspresji PD-L1 IHC ANA 100 (96,9; 100)
oceniono z uzyciem kazdej z trzech partii testowych w urzgdzeniu Autostainer APA 100 (96,6; 100)
Link 48. Lacznie przeprowadzono 115 poréwnan par. OA 100 (98,4; 100)

Tabela 12: Odtwarzalnos¢ testu PD-L1 IHC 28-8 pharmDx — SCCHN, ocena w trzech osrodkach zewnetrznych
% zgodnosci (95% CI)

Odtwarzalnos¢ Metoda
Poziom ekspresiji 2 1%
Analiza pomigdz 4 57 Sci ii PD-
oérodkaﬁﬂ edzy Zeste_iw 14 prpbek SCCHN_ o roznych wartosmach_eksp_resp P_D L1 IHC NPA 100 (94,3; 100)
¢ . oceniono w ciggu trzech nienastepujgcych po sobie dni w kazdym z trzech PPA 100 (94.3; 100)
(trzy osrodki) osrodkow. Analiza zostata przeprowadzona pomiedzy trzema o$rodkami w "~

. j . . : ) OA 100 (97,0; 100)
oparciu o niezalezne poréwnanie tgcznie 126 par.

Anali brebi
nalza wobreble Zestaw 14 probek SCCHN o réznych wartosciach ekspresji PD-L1 IHC

osrodka . ) . ; . . . NPA 100 (94,3; 100)
oceniono w ciggu trzech nienastepujgcych po sobie dni w kazdym z trzech PPA 100 (94.3; 100)
osrodkow. Analiza zostata przeprowadzona w obrebie trzech osrodkéw w OA 100 (97‘01 100)
oparciu o niezalezne poréwnanie tgcznie 126 par. "

Pomigdzy Trzech patologéw przeprowadzito po dwie oddzielne oceny zestawu 30 probek

obserwatorami SCCHN, wykazujac rozne wartosci ekspresji PD-L1 IHC przy barwieniu za NPA 96,7 (90,7; 98,9)

(trzech obserwatoréw) | pomocg testu PD-L1 IHC 28-8 pharmDx, z co najmniej 5-dniowym okresem PPA 97,8 (92,3; 99,4)

odstawienia miedzy odczytami. Analiza zostata przeprowadzona pomiedzy OA 97,2 (93,7; 98,8)
trzema patologami w oparciu o niezalezne poréwnanie tgcznie 180 par.

W obrebie obserwatora | Trzech patologéw przeprowadzito po dwie oddzielne oceny zestawu 30 probek

SCCHN, wykazujac rézne wartosci ekspresji PD-L1 IHC przy barwieniu za NPA 100 (95,6; 100)
pomoca testu PD-L1 IHC 28-8 pharmDx, z co najmniej 5-dniowym okresem PPA 94,8 (88,4; 97,8)
odstawienia miedzy odczytami. Analiza zostata przeprowadzona dla trzech OA 97,2 (93,7; 98,8)

patologdéw w oparciu o niezalezne poréwnanie tacznie 180 par.

17.2.3 Ocena skutecznosci klinicznej: SCCHN

Przydatnosc¢ kliniczng testu PD-L1 IHC 28-8 pharmDx oceniono w randomizowanym badaniu fazy 1l CA209141, prowadzonym
metodg otwartej proby, dotyczacym poréwnania stosowania niwolumabu i terapii wybranej przez badacza u oséb z nawracajgcym
lub przerzutowym, opornym na leczenie zwigzkami platyny rakiem ptaskonabtonkowym obszaru gtowy i szyi (SCCHN). Pacjentéw
poddano randomizacji w 55 osrodkach w 15 krajach (Argentyna, Brazylia, Kanada, Francja, Niemcy, Hongkong, Witochy, Japonia,
Korea, Holandia, Hiszpania, Szwajcaria, Tajwan, Wielka Brytania i Stany Zjednoczone Ameryki). Uczestnikdw poddano randomizaciji
w stosunku 2:1 (niwolumab: terapia wybrana przez badacza), a takze stratyfikacji z uwzglednieniem wczes$niejszego leczenia
cetuksymabem (tak/nie). Przed randomizacja oraz podaniem pierwszej dawki leku (w punkcie poczatkowym) pobrano probki tkanki
nowotworowej w celu przeprowadzenia zaplanowanych wczesniej analiz dotyczacych skutecznosci na podstawie okreslonego
wstepnie poziomu ekspresji PD-L1 w punkcie poczatkowym (cel badawczy). Gtéwna miarg oceny skutecznosci byt catkowity czas
przezycia (OS). Dodatkowymi miarami oceny skutecznosci byly: czas przezycia bez progresji choroby (PFS) i ogolny wskaznik
odpowiedzi na leczenie (ORR).

W tym badaniu randomizowano tgcznie 361 pacjentéw: 240 do grupy OPDIVO i 121 pacjentéw do grupy terapii wybranej przez badacza
(45% otrzymato docetaksel, 43% metotreksat i 12% cetuksymab). Sredni wiek wyniost 60 lat (zakres: 28-83); 31% pacjentéw byto w wieku
2 65 lat, 83% byto rasy biatej, 12% pochodzenia azjatyckiego i 4% rasy czarnej; 83% pacjentow byto mezczyznami. Stan sprawno$ci wg
ECOG w punkcie poczatkowym wynosit 0 (20%) lub 1 (78%); 76% pacjentéw palito tytorn w przesztosci lub obecnie; 90% miato chorobe w
stadium IV; 45% przeszio wczesniej tylko jeden cykl systematycznego leczenia, a pozostate 55% przeszto wczesniej co najmniej dwa cykle
systematycznego leczenia; 25% miato nowotwory z ekspresjg HPV p16, 24% miato nowotwory bez ekspresji HPV p16, a 51% miato
nieznany status. Prébki tkanki nowotworowej pobrano z guzéw pierwotnych lub przerzutowych SCCHN, zgodnie z kryteriami wtgczenia do
udziatu w badaniu. U 327 uczestnikéw (z tacznej liczby 361 uczestnikéw) tkanke nowotworowg pobrano w punkcie poczatkowym z
nastepujgcym rozktadem wedtug rodzaju guza: 29,7% guz pierwotny, 52,0% guz przerzutowy 1 18,3% nie okreslono. W tabeli 13
przedstawiono czestos¢ ekspresji PD-L1 dla kazdego zdefiniowanego wstepnie poziomu ekspresji w punkcie poczatkowym u wszystkich
uczestnikdéw badania CA209141 poddanych randomizaciji.
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Tabela 13: Czestos¢ wystepowania ekspresji PD-L1 przed rozpoczeciem badania u wszystkich chorych na SCCHN poddanych
randomizacji — CA209141

. Terapia wybrana przez .
Kategoria ekspresji PD-L1 w populacji leol(uNm:g fo;nglkg badacza (gg:;%':')
(N=121)
Ogotem 240 121 361
Ekspresja PD-L1 mozliwa do oceny ilosciowej w
punkcie poczatkowym (N (%)) 161 (67,1) 99 (81,8) 260 (72,0)
- oA, o -
Poziom ekspresji PD-L1 = 1% w punkcie 88/161 (54.7) 61/99 (61,6) 149/260 (57,3)
poczgtkowym
- T 5 -
Poziom ekspresji PD-L1 < 1% w punkcie 73/161 (45,3) 38/99 (38,4) 111/260 (42,7)
poczatkowym
Ekspresja PD-L1 niemozliwa do oceny iloSciowej
(N (%)) 79 (32,9) 22 (18,2) 101 (28,0)

W analizie wstgpnej (78% planowanej liczby zdarzen do analizy koficowej) badanie CA209141 fazy Ill wykazato statystycznie istotng
poprawe OS u uczestnikdw randomizowanych do leczenia niwolumabem w stosunku do terapii wybranej przez badacza. Mediana
OS wyniosta 7,5 miesigca w przypadku uczestnikéw leczonych niwolumabem i 5,1 w przypadku uczestnikoéw leczonych terapig
wybrang przez badacza ze wspotczynnikiem ryzyka 0,70 (95% CI: 0,53, 0,92).

We wstepnych analizach podgrup badawczych przeprowadzonych z uzyciem testu PD-L1 IHC 28-8 pharmDx, u pacjentéw z
ekspresjg PD-L1 na poziomie < 1% wspotczynnik ryzyka przezycia wyniost 0,89 (95% Cl: 0,54, 1,45), z mediang okresu przezycia
wynoszacg 5,7 i 5,8 odpowiednio dla pacjentéw leczonych niwolumabem i pacjentéw leczonych chemioterapig. U pacjentéw z
ekspresjg PD-L1 na poziomie = 1% wspotczynnik ryzyka przezycia wyniost 0,55 (95% CI: 0,36, 0,83), z mediang okresu przezycia
wynoszacg 8,7 i 4,6 odpowiednio dla pacjentéw leczonych niwolumabem i pacjentéw poddawanych chemioterapii (16).

17.3 Ocena skutecznosci: UC

17.3.1 Czutosé¢ analityczna: UC

Czuto$¢ analityczna testu PD-L1 IHC 28-8 pharmDx zostata sprawdzona za pomocg partii produkcyjnej na 138 réznych prébkach
utrwalonych w formalinie i zatopionych w parafinie tkanek raka urotelialnego w stadiach IlI-1V. Ocena ekspresji PD-L1 wykazata
wystepowanie odczynu u 0-90% komoérek guza z ekspresjg o nasileniu odczynu 0-3.

17.3.2 Powtarzalnos¢ / odtwarzalnosé zewnetrzna: UC

Powtarzalnos¢ i odtwarzalnosé zewnetrzng testu PD-L1 IHC 28-8 pharmDx oceniono odpowiednio w osrodku firmy Dako oraz trzech
zewnetrznych o$rodkach badawczych. Uzyskane dane przedstawiono w tabelach 14 i 15. Okreslono $rednig procentowa zgodno$¢
wynikow ujemnych (ang. average negative percent agreement, ANA), srednig procentowg zgodnos¢ wynikéw dodatnich (ang.
average positive percent agreement, APA) oraz procentowg zgodnos¢ wszystkich wynikdw (ang. overall percent agreement, OA) w
oparciu o poréwnanie par testow oraz odpowiednich 95% przedziatéw ufnosci z wykorzystaniem metody Wilsona dla kazdego
poziomu ekspresji PD-L1.

Tabela 14: Powtarzalnos¢ testu PD-L1 IHC 28-8 pharmDx — UC

% zgodnosci (95% Cl)

Powtarzalnos¢ Metoda

Poziom ekspresji 2 1% |Poziom ekspresji 2 5%

Potaczona precyzja |Kazdg z 30 probek raka urotelialnego o réznych ANA 96,6 (93,8;98,1) |[ANA 98,4 (96,5; 99,3)
poziomach ekspresji PD-L1 IHC oceniano w APA 96,4 (93,5;98,1) |[APA 97,0 (93,5; 98,6)
nastepujacych warunkach: 5 operatoréw/urzadzen/dni | OA 96,5 (94,6; 97,7) OA 97,9 (96,3; 98,8)

z uzyciem jednej partii testowej. Lgcznie
przeprowadzono 286 niezaleznych poréwnan par.

Pomiedzy Kazda z 72 prébek raka urotelialnego o réznych ANA 90,3 (88,7;91,7) |ANA 87,1(85,4; 88,6)
obserwatorami poziomach ekspresji PD-L1 IHC byta odczytywana APA 93,1 (91,9;94,1) |APA 88,1 (86,5; 89,5)
3 razy przez 3 roznych patologdéw z zachowaniem OA 91,9 (91,0; 92,8) OA 87,6 (86,5; 88,7)
dwutygodniowego odstepu migdzy odczytami (okres
wymywania). Lacznie przeprowadzono
1944 niezaleznych poréwnan par.
W obrebie Kazda z 72 prébek raka urotelialnego o réznych ANA 95,2 (93,0;96,7) |ANA 92,0 (89,5; 93,9)
obserwatora poziomach ekspresji PD-L1 IHC byta odczytywana APA 96,6 (95,0;97,7) |APA 92,6 (90,2; 94,4)

3 razy przez jednego patologa z zachowaniem OA OA
dwutygodniowego odstepu migdzy odczytami (okres
wymywania). Lacznie przeprowadzono

648 niezaleznych poréwnan par przez 3 patologow.

96,0 (94,7; 96,9) 92,3 (90,6; 93,7)

ANA
APA

97,8 (92,3; 99,4)
97,6 (91,4; 99,3)

ANA
APA

98,1 (93,2; 99,5)
97,1 (90,0; 99,2)

Pomiedzy partiami Kazdg z 30 probek raka urotelialnego o réznych

poziomach ekspresji PD-L1 IHC oceniano z uzyciem

3 réznych partii testowych w urzadzeniu Autostainer OA 97,7 (94,2;99,1) OA 97,7 (94,2; 99,1)
Link 48. Lacznie przeprowadzono 87 niezaleznych
poréwnan par.

W obrebie serii Kazdg z 30 probek raka urotelialnego o réznych ANA 96,3 (93,2;98,0) [ANA 96,5 (93,9; 98,0)
poziomach ekspresji PD-L1 IHC oceniano w pieciu APA 96,8 (94,1;98,3) |APA 95,0 (91,4;97,2)
powtorzeniach w obrebie jednej serii przez tego samego OA 96,6 (94,7; 97,8) OA 95,9 (93,9; 97,2)

operatora w urzadzeniu Autostainer Link 48. £gcznie
przeprowadzono 290 niezaleznych poréwnan par.
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Tabela 15: Odtwarzalnos¢ testu PD-L1 IHC 28-8 pharmDx — UC, ocena w trzech osrodkach zewnetrznych

Odtwarzalnosé¢

Metoda

% zgodnosci (95% Cl)

Poziom ekspresji 2 1%

Poziom ekspresiji 2 5%

nienastepujgcych po sobie dni. Analiza zostata
przeprowadzona w obrebie trzech osrodkéw w oparciu o
poréwnanie tgcznie 1376 par.

OA

92,9 (91,4, 94,1)

OA

Analiza Kazdg z 46 probek raka urotelialnego o roznych poziomach | ANA 88.0 (87,1, 88,8) ANA 94.7 (94,1, 95,2)
pomiedzy ekspresji PD-L1 IHC oceniano w ciagu pieciu APA 856 (84,6,86,5) |APA 90,5(89,7,91,2)
osrodkami nienastepujacych po sobie dni. Analiza zostata . OA 86,9 (85,7, 88,0) OA 93,2 (92,3, 94,0)
trzy osrodki) przeprowadzona pomigdzy trzema osrodkami w oparciu o ’ U
(trzy poréwnanie tgcznie 3440 par.

Analiza w Kazdg z 46 probek raka urotelialnego o roznych poziomach | ANA 93.5 (92,4, 94,4) ANA 95.9 (95,1, 96,6)
obrebie osrodka | ekspresji PD-L1 IHC oceniano w ciagu pieciu APA 922(91,0,932) |APA 92,7 (91,6, 93,7)

94,8 (93,5, 95,8)

w kazdym z trzech osrodkéw badawczych, w ciggu trzech
nienastepujgcych po sobie dni. Analiza zostata
przeprowadzona w trzech osrodkach w oparciu o
poréwnanie tgcznie 702 par.

OA

)
96,3 (94,6, 97,5)

OA

Pomiegdzy Ocene 78 probek raka urotelialnego o réznych poziomach ANA 91.9 (91,0, 92,7) ANA 96.0 (95,4, 96,6)

obserwatorami | ekspresji PD-L1 IHC przeprowadgzito trzech patologow, jeden | APA 925 (91,6,93,3) |APA 94,4 (93,6, 95,1)

(jeden w kazdym z trzech osrodkéw badawczych, w ciggu trzech OA 92,2 (91,0, 93,3) OA 95,4 (94,4, 96,2)
b t nienastepujgcych po sobie dni. Analiza zostata ’ e ’ B

obserwator w przeprowadzona pomiedzy trzema osrodkami w oparciu

kazdym z trzech | o porownanie tacznie 2106 par.

osrodkow)

W obrebie Ocene 78 probek raka urotelialnego o réznych poziomach ANA 96.1 (95,0, 97,1) ANA 96.8 (95,7, 97,7)

obserwatora ekspresji PD-L1 IHC przeprowadzilo trzech patologow, jeden | APA 96,4 (95,3, 97,3 APA 95,6 (94,3, 96,6)

96,3 (94,6, 97.5)

17.3.3 Ocena skutecznosci klinicznej: UC

Uzytecznos$¢ kliniczng testu PD-L1 IHC 28-8 pharmDx oceniono w badaniu klinicznym CA209275 fazy |l z jedng grupg badawczg,
dotyczacym skutecznosci stosowania niwolumabu u uczestnikow z przerzutowym lub nieoperacyjnym rakiem urotelialnym na etapie

progresji lub nawrotu choroby po zastosowaniu leczenia zwigzkami platyny. Do grupy przyjmujgcej nhowolumab zrandomizowano
tacznie 270 uczestnikéw w 63 osrodkach na terenie 11 krajow (Australia, Belgia, Czechy, Finlandia, Niemcy, Wtochy, Japonia,
Polska, Hiszpania, Szwecja i Stany Zjednoczone). Prébki z tkankg guza pobrane przed rozpoczeciem badania (w punkcie

wyjsciowym) byly systematycznie gromadzone przed randomizacjg i przed pierwszym zastosowaniem produktu leczniczego. Gtéwne
pierwszorzedowe kryteria oceny skutecznosci obejmowaty potwierdzony wskaznik obiektywnej odpowiedzi (ang. objective response

rate, ORR), zgodnie z oceng niezaleznej komisji oceniajgcej wyniki badan radiologicznych (IRRC) wedtug kryteriéw oceny
odpowiedzi nowotworéw RECIST w wersji 1.1, oraz czas odpowiedzi (ang. duration of response, DOR).

Sredni wiek wynidst 66 lat (zakres: 39-90), 78% pacjentow bylo pici meskiej, 86% rasy biatej. Dwadziescia siedem procent miato raka

urotelialnego niezwigzanego z pecherzem moczowym, a 84% przerzuty do narzgdéw migzszowych. U trzydziestu czterech procent pacjentow

wystgpita progresja choroby po zastosowaniu leczenia neoadiuwantowego lub adiuwantowego zwigzkami platyny. Dwadziescia dziewie¢

procent pacjentéw poddano = 2 wczesniejszemu leczeniu uktadowemu w stadium przerzutowym choroby. Trzydziesci szeS¢ procent pacjentow

poddano wczesniejszemu leczeniu samg cisplatyng, 23% sama karboplatyna, a 7% byto leczonych cisplatyng i karboplatyng w stadium

przerzutowym choroby. U czterdziestu szesciu procent pacjentéw stan sprawnosci wedtug ECOG wynosit 1. U osiemnastu procent pacjentow
stezenie hemoglobiny wynosito <10 g/dL, a u dwudziestu o$miu procent pacjentéw w punkcie wyjsciowym wystepowaty przerzuty do watroby.

Pacjentéw wigczano do badania niezaleznie od poziomu ekspresji PD-L1.

W badaniu CA209275 sposrod 270 pacjentéw u 46% poziom ekspresji PD-L1 wynosit = 1% (definiowany jako = 1% komdrek guza
wykazujgcych ekspresje biatka PD-L1). Pozostate 54% pacjentéw sklasyfikowano jako wykazujgcych poziom ekspresji PD-L1 < 1%

(definiowany jako 21% komérek guza wykazujgcych ekspresje biatka PD-L1). Potwierdzony ORR u wszystkich pacjentéw i dwie
podgrupy PD-L1 podsumowano w tabeli 16. Sredni czas odpowiedzi wynosit 1,9 miesigca (zakres: 1,6-7,2).

Tabela 16: Wyniki skutecznosci w badaniu CA209275 (UC)

Wszyscy uczestnicy

poddawani leczeniu PD-L1<1% PD-L121%
N=270 N=146 N=124
Potwierdzony wskaznik obiektywnej odpowiedzi n (%) 53 (19,6%) 22 (15,1%) 31 (25,0%)
95% CI 15,1-24,9 9,7-21,9 17,7-33,6
Wskaznik odpowiedzi catkowitej 7 (2,6%) 1(0,7%) 6 (4,8%)

Wskaznik odpowiedzi czesciowej

46 (17,0%)

21 (14,4%)

25 (20,2%)

Sredni czas trwania odpowiedzi*

10,3 (1,94, 12,0+)
Miesigce (zakres)

7,6 (3,7+,12,0+)

NE (1.9+, 12.0+)

*Szacowany na podstawie krzywej Kaplana-Meiera

17.4 Ocena skutecznosci: czerniak

17.4.1 Czulos¢ analityczna: czerniak
Czutos¢ analityczna testu PD-L1 IHC 28-8 pharmDx zostata sprawdzona na 104 réznych prébkach utrwalonych w formalinie i

zatopionych w parafinie tkanek czerniaka w stadiach I-1V. Ocena ekspresji PD-L1 wykazata wystepowanie odczynu u 0-100%
komoérek guza z ekspresjg o nasileniu odczynu 0-3.

17.4.2 Powtarzalnos¢ / odtwarzalnosé zewnetrzna: czerniak

Powtarzalno$¢ / odtwarzalno$¢ zewnetrzng testu PD-L1 IHC 28-8 pharmDx oceniono odpowiednio w o$rodku firmy Dako oraz trzech

zewnetrznych osrodkach badawczych. Przed przeprowadzeniem oceny wybarwionych skrawkéw zastosowano zaslepienie i

randomizacje. Uzyskane dane przedstawiono w tabelach 17 i 18. Okreslono $rednig procentowg zgodno$¢ wynikéw ujemnych (ang.

average negative percent agreement, ANA), srednig procentowg zgodno$¢ wynikéw dodatnich (ang. average positive percent
agreement, APA) oraz procentowg zgodnos¢ wszystkich wynikéw (ang. overall percent agreement, OA) w oparciu o niezbedne
poréwnanie par testow dla kazdego poziomu ekspresji PD-L1.
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Tabela 17: Powtarzalnos¢ testu PD-L1 IHC 28-8 pharmDx — czerniak

Powtarzalnos¢

% zgodnosci (95% Cl)

Metoda

Poziom ekspresji 2 1%

Poziom ekspresji 2 5%

Pomiedzy
urzgdzeniami

Kazdg z 16 probek czerniaka o roznych wartosciach
ekspresji PD-L1 IHC oceniono w kazdym z pigciu

ANA 89,5 (83,2; 93,6)

ANA 90,8 (85,7; 94,2)

urzadzen Autostainer Link 48. Przed ocena punktowg APA 90,5 (84,8; 94,2) APA 85,5 (77,6; 90,9)
preparaty poddano zaslepieniu i randomizacji. Lgcznie OA 90,0 (86,0; 92,9) OA 88,8 (84,6; 91,9)
przeprowadzono 160 poréwnan par.
Pomiedzy Kazdg z 16 probek czerniaka o roznych wartosciach
analitykami ekspresji PD-L1 IHC ocenito szesciu analitykdw w ANA 96,4 (92,9; 98,2) ANA 91,3 (87,1; 94,2)
jednym urzadzeniu Autostainer Link 48. Przed oceng APA 96,8 (93,8; 98,4) APA 88,8 (83,4; 92,6)
punktowg preparaty poddano zaslepieniu i randomizacji. OA 96,6 (94,5; 97,9) OA 90,2 (87,0; 92,7)
tacznie przeprowadzono 235 poréwnan par.
Pomiedzy dniami | Kazdg z 16 probek czerniaka o réznych warto$ciach
B a0 Dl osaner | ANA $55(003,979) | ANA 5001(640;93)
Link 48 PrJzedyocena punktowg preparaty poddano APA_ 96,8 (93,1; 98,6) APA 90,0 (84,0; 93,9)
PR LA ; OA 96,3 (93,5; 97,9) OA 90,0 (86,0; 92,9)
zaslepieniu i randomizacji. tgcznie przeprowadzono
160 poréwnan par.
Pomiedzy Kazdg z 16 probek czerniaka o roznych wartosciach
partiami ekzp‘rezji PD-IT:’IHC ocencijono; l,JAZthietm‘ kaZﬂgjl(z‘Igzech ANA 98,6 (97,3; 99,3) ANA 92,6 (90,6: 94,2)
‘F{";‘Z;' dooggr{””' O‘Q’t‘” urzg Ze”"t‘ u gg amner ,'|” ao. APA 98,8 (97,8; 99,4) APA 86,6 (83,1; 89,5)
cena punkiowg preparaty poddano zaslepieniu i OA 98,7 (98,0; 99,2) OA 90,5 (88,7;91,9)
randomizacji. tacznie przeprowadzono 702 poréwnan
par.
W obrebie serii Kazdg z 16 probek czemiaka o réznych wartosciach
ekspresji PD-L1 IHC oceniono w pieciu powtdrzeniach w ANA 97,1 (92,6; 98,9) ANA 93,6 (89,0; 96,4)
obrebie serii w urzadzeniu Autostainer Link 48. Przed oceng APA 97,7 (94,1; 99,1) APA 89,8 (82,7; 94,2)
punktowg preparaty poddano zaslepieniu i randomizagji. OA 97,4 (94,9; 98,7) OA 92,2 (88,4; 94,8)

k3acznie przeprowadzono 153 poréwnan par.

Tabela 18: Odtwarzalnos$¢ testu PD-L1 IHC 28-8 pharmDx — czerniak, ocena w trzech osrodkach zewnetrznych

Odtwarzalnos¢

Metoda

% zgodnosci (95% ClI)

Poziom ekspresji 2 1%

Poziom ekspresji 2 5%

Analiza pomiedzy

Kazdg z 18 prébek czerniaka o r6znych wartosciach

osrodkami ekspresji PD-L1 IHC oceniono w ciggu pieciu ANA 99,3 (98,8; 99,7) ANA 93,8 (92,5; 95,1)

(trzy osrodki) nienastepujacych po sobie dni. Analiza zostata APA 99,3 (98,8; 99,7) APA 9277 (91,2; 94,2)
przeprowadzona pomiedzy trzema osrodkami w oparciu OA 99,3 (98,7; 99,7) OA 93,3 (91,9; 94,7)
0 poréwnanie fgcznie 1350 par.

Analiza w obrebie | Kazdg z 18 probek czerniaka o roznych wartosciach

e oA el | seasase awn srase g
oérodkéevs égdéwcgych Analiza zosta’fg przeprowadzona w APA 99,3 (98,5, 99,8) APA 96,8 (95,1; 98,2)

) A . ) . : B OA 99,3 (98,5; 99,8) OA 97,0 (95,6; 98,3)

obrebie trzech o$rodkéw w oparciu o poréwnanie tgcznie
540 par.

Pomiedzy Ocena 30 probek czerniaka o réznych wartosciach

obserwatorami ekspresji PD-L1 IHC, wybarwionych za pomocg testu PD-

(jeden obserwator | L1 IHC 28-8 pharmDx zostata przeprowadzona przez ANA 90,4 (88,1; 92,5) ANA 93,2 (91,3; 94,8)

w kazdym z trzech patologéw (jednego w kazdym z trzech o$rodkéw APA 91,7 (89,7; 93,6) APA 91,9 (89,8; 93,9)

trzech osrodkéw) | badawczych) w ciggu trzech nienastepujgcych po sobie OA 91,1 (89,1; 93,1) OA 92,6 (90,7; 94,3)
dni. Analiza zostata przeprowadzona pomiedzy trzema
osrodkami w oparciu o poréwnanie tgcznie 810 par.

W ramach Ocena 30 prébek czerniaka o ré6znych wartosciach

obserwatora ekspresji PD-L1 IHC, barwionych za pomoca testu PD-L1

(jeden obserwator | IHC 28-8 pharmDx zostata przeprowadzona przez trzech | ANA 99,2 (97,9; 100) ANA 97,9 (96,1; 99,4)

w kazdym z patologéw (jednego w kazdym z trzech osrodkéw APA 99,3 (98,2; 100) APA 97,6 (95,4; 99,2)

trzech o$rodkéw) | badawczych) w ciggu trzech nienastepujgcych po sobie OA 99,3 (98,1; 100) OA 97,8 (95,9; 99,3)

dni. Analiza zostata przeprowadzona w trzech osrodkach
w oparciu o poréwnanie fgcznie 270 par.

17.4.3 Ocena skutecznosci klinicznej: czerniak
Test PD-L1 IHC 28-8 pharmDx zostat oceniony z wykorzystaniem prébek pochodzgcych od pacjentéw wigczonych do udziatu

w badaniu klinicznym CA209067, randomizowanym badaniu klinicznym fazy Ill, prowadzonym metoda podwajnie Slepej préby,
oceniajgcym stosowanie niwolumabu w monoterapii lub skojarzenia niwolumabu i ipilimumabu w poréwnaniu z ipilimumabem w
monoterapii u nieleczonych wczesniej pacjentdéw z przerzutowym czerniakiem. Do udziatu w badaniu wigczono 1296 pacjentow ze
137 osrodkéw w 21 krajach (Australia, Austria, Belgia, Kanada, Czechy, Dania, Finlandia, Francja, Niemcy, Irlandia, Izrael, Wtochy,
Holandia, Nowa Zelandia, Norwegia, Polska, Hiszpania, Szwecja, Szwajcaria, Wielka Brytania i Stany Zjednoczone). Sposréd
1296 pacjentow wtgczonych do udziatu w badaniu 945 przydzielono losowo w stosunku 1:1:1 do jednej z grup terapeutycznych,

a takze poddano stratyfikacji wedtug statusu ekspresji PD-L1 (= 5% na podstawie wynikéw testu przeprowadzonego w ramach
badania klinicznego), statusu mutacji w genie BRAF oraz stadium AJCC M. Wyjsciowe dane demograficzne i charakterystyka
choroby byty zasadniczo zréwnowazone pomiedzy pacjentami poddanymi randomizacji w grupach terapeutycznych. Sredni wiek
wyniést 60 lat (zakres: 18-90). 40% uczestnikow byto w wieku = 65 lat, a 13% — w wieku 2 75 lat. Wiekszos¢ pacjentéw stanowity
osoby rasy biatej (97%) i mezczyzni (65%).

Prébki od pacjentéw z czerniakiem pobrano przed rozpoczeciem badania (w punkcie poczgtkowym), z czego w 86% przypadkow z
miejsc wystepowania przerzutéow. Sposrod 945 pacjentéw poddanych randomizacji w ramach badania retrospektywne badanie
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archiwalnej tkanki nowotworu z uzyciem testu PD-L1 IHC 28-8 pharmDx wykonano u 915 (97%) oséb. W przypadku 55 (6%)
pacjentow obecnos¢é melaniny uniemozliwita oceng statusu ekspresji PD-L1, a w przypadku 47 (5%) pacjentow status ekspresji PD-
L1 byt nieznany z powodu wycofania zgody na uczestnictwo lub braku prébek. W zwigzku z tym status ekspresji PD-L1 ustalono w
przypadku 843 (89%) pacjentdw biorgcych udziat w badaniu. Odsetek pacjentéw z ekspresjg PD-L1 w tkankach nowotworowych na
poziomie > 1% i < 1% byt zrbwnowazony pomigdzy grupami terapeutycznymi. W tabeli 19 przedstawiono status ekspresji PD-L1 u
pacjentéw z wynikami testu PD-L1 IHC pharmDx w badaniu CA209067.

Tabela 19: Czestos¢ wystepowania ekspresji PD-L1 u wszystkich chorych na czerniaka poddanych randomizacji — CA209067

Liczba uczestnikow, n (%)

niwolumab niwolumab + ipilimumab ipilimumab
Uczestnicy z mozliwoscig oceny ilosciowej 288 278 277
ekspresji PD-L1?2
Poziom ekspresji PD-L1:
>1% 171 (59,4) 155 (55,8) 164 (59,2)
<1% 117 (40,6) 123 (44,2) 113 (40,8)
>5% 80 (27,8) 68 (24,5) 75 (27,1)
<5% 208 (72,2) 210 (75,5) 202 (72,9)

“ Przedstawiono tylko liczbe wynikow z mozliwg do oceny ilosciowej ekspresjg PD-L1; nie uwzgledniono przypadkow, w ktorych okreslenie
ekspresji PD-L1 nie byto mozliwe.

W przypadku stosowania niwolumabu i skojarzenia niwolumabu z ipilimumabem wykazano w%d{uzenle PFS w poréwnaniu z ipilimumabem
we wszystkich podgrupach wedtug poziomu ekspresji PD-L1. Poréwnanie dziatania niwolumabu w skojarzeniu z ipilimumabem z dziataniem
samego niwolumabu nie byto gtéwnym celem badania, dlatego podczas badania nie wykonywano czynno$ci w celu wykrycia tej réznicy.
Jednak u uczestnikdw z niskimi poziomami ekspresHl PD-L1w przypadku stosowania niwolumabu w skojarzeniu z ipilimumabem wykazano
wydtuzenie PFS w poréwnaniu z monoterapig niwolumabem. U uczestnikéw z wysokimi poziomami ekspresji PD-L1 PFS byt poréwnywalny
w grupach leczonych niwolumabem i niwolumabem w skojarzeniu z ipilimumabem.

W grupach terapeutycznych leczonych niwolumabem i niwolumabem w skojarzeniu z ipilimumabem stwierdzono wyzszy ORR dla
obu definicji statusu ekspresji PD-L1 (ekspresja w btonie komdrkowej komérek nowotworowych na poziomie > 1% lub > 5%) w
poréwnaniu z grupg otrzymujacg ipilimumab. W przypadku uczestnikow leczonych niwolumabem i niwolumabem w skojarzeniu z
Ipilimumabem, u ktorych ekspresja w bfonie komorkowej komorek nowotworowych byta na poziomie > 1% lub > 5%, zaobserwowano
numerycznie (gzszy ORR w porownaniu z pacjentami z ekspresjg odpowiednio na poziomie < 1% lub < 5%. W grupie leczonej
ipilimumabem ORR byty poréwnywalne we wszystkich podgrupach wg statusu ekspresji PD-L1 niezaleznie od definicji ekspresji PD-
L1 (ekspresja w btonie komérkowej komorek nowotworowych na poziomie > 1% lub > 5%). Dodatkowo podczas stosowania
niwolumabu w skojarzeniu z ipilimumabem zaobserwowano wyzszy ORR w poréwnaniu z niwolumabem podawanym w monoterapii
niezaleznie od poziomu ekspresji PD-L1.

Na podstawie analiz ekspresji PD-L1 z tego badania stwierdzono, ze wieksze korzysci w odniesieniu do PFS podczas stosowania
niwolumabu w skogarzemu z Ipilimumabem w poréwnaniu z niwolumabem w monoterapii mogg wystgpic w przypadku ekspresji PD-
L1 na poziomie < 5%. Ekspresje PD-L1 mozna wykorzysta¢ w celu utatwienia oceny, u ktorych pacgentow nalezy rozwazy¢
stosowanie niwolumabu w sk01arzen|u z ipilimumabem lub niwolumabu w monoterapii, jednak te informacje nalezy wykorzystywaé w
kontekscie wszystkich dostepnych informacji klinicznych, gdyz odpowiedzi na leczenie o znaczeniu klinicznym obserwowano we
wszystkich pod?rupach wedtug statusu ekspresji PD-L1. W przypadku wszystkich pozioméw ekspresji PD-L1 w populacji z
zaplanowanym leczeniem otrzymujacej niwolumab w skojarzeniu z ipilimumabem stwierdzono poprawe skutecznosci w poréwnaniu
z ipilimumabem w monoterapii.

W tabeli 20 przedstawiono wspotczynniki %zyka (HR) dla PFS oraz mediane PFS wedtug poziomu ekspresji PD-L1. W tabeli 21
przedstawiono oceniony przez badacza ORR wedtug poziomu ekspresji PD-L1.

Tabela 20: Podsumowanie czasu przezycia bez progresji choroby wedtug poziomu ekspresji PD-L1 oraz grupy terapeutycznej —
wszyscy uczestnicy z czerniakiem poddani randomizacji — CA209067

Mediana PFS w HR w poréwnaniu z

Poziom miesiacach HR w poréwnaniu z monoterapia
Grupa ekspresji N zdarzen/ (95,,7 cl) ipilimumab niwolumabem
terapeutyczna PD-L1 N pacjentéw ° (95% CI) (95% CI)
25% 28/68 13,96 (9,72; NR) 0,39 (0,25;0,62) 0,96 (0,58; 1,58)
niwolumab + <5% 103/210 11,24 (7,98; NR) 0,42 (0,32;0,54) 0,70 (0,54; 0,91)
ipilimumab 21% 72/155 12,35 (8,51; NR) 0,44 (0,32;0,58) 0,95 (0,69; 1,31)
<1% 59/123 11,17 (6,93; NR) 0,38 (0,27; 0,53) 0,56 (0,40; 0,79)
>5% 33/80 14,00 (9,07; NR) 0,41 (0,26; 0,63) -
<5% 122/208 5,32 (2,83;7,06) 0,59 (0,47;0,75) -
niwolumab
2 1% 791171 12,39 (8,11; NR) 0,46 (0,34;0,61) -
<1% 76/117 2,83 (2,76;5,13) 0,67 (0,49; 0,92) -
25% 53/75 3,94 (2,79; 4,21) - -
<5% 154/202 2,83 (2,76; 3,09) - -
ipilimumab
2 1% 122/164 3,91 (2,83;4,17) - --
<1% 85/113 2,79 (2,66; 2,96) - -

Skroéty: Cl = przedziat ufnosci (ang. confidence interval), NR = nie osiggnieto (ang. not reached), PFS = czas przezycia bez progresji choroby
(ang. progression-free survival)

HR = wspétczynnik ryzyka (ang. hazard ratio) dla efektu leczenia na podstawie modelu proporcjonalnego ryzyka Coxa z uwzglednieniem
rodzaju leczenia, statusu ekspresji PD-L1 oraz interakcji pomiedzy rodzajem leczenia i statusem ekspresji PD-L1.
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Tabela 21: Oceniony przez badacza ORR: chorzy na czerniaka wedtug ekspresji PD-L1 — uczestnicy z oceniong ekspresja PD-L1 —
CA209067

Poziom ekspresji PD- Liczba ORR

Grupa terapeutyczna L1 pacjentéw % [95% CI]
25% 68 72% (59,9; 82,3)
. - <5% 210 55% (47.8; 61,6)
Niwolumab + ipilimumab >1% 155 65% (56.4: 72.0)
<1% 123 52% (42,8; 61,1)
2 5% 80 58% (45,9; 68,5)
Niwolumab <5% 208 41% (34,6; 48,4)
21% 171 54% (46,6; 62,0)
<1% 117 33% (24,9; 42,6)
25% 75 21% (12,7; 32,3)
Ipilimumab <5% 202 18% (12,8; 23,8)
2 1% 164 19% (13,2; 25,7)
<1% 113 19% (11,9; 27,0)

18. Rozwiazywanie probleméw

Rozdzial 22: Rozwigzywanie problemoéw

Problem

Prawdopodobna przyczyna

Zalecane postepowanie

1. Brak odczynu w preparatach
kontrolnych lub prébkach.

1a. Btad zwigzany z programowaniem.

1a. Sprawdzi¢, czy do programowania preparatéw
wybrano program SK005 PD-L1 IHC 28-8 pharmDx.

1b. Brak reakcji z roztworem DAB+
Substrate-Chromogen Solution (DAB).

1b. Sprawdzi¢, czy roztwér DAB+ Substrate-
Chromogen Solution zostat przygotowany
prawidtowo.

1c. Obecnos$¢ azydku sodu w buforze
ptuczacym.

1c. Uzywac wytgcznie buforu Dako Wash Buffer (nr
kat. K8007).

1d. Degradacja preparatu kontrolnego.

1d. Sprawdzi¢ date waznosci i warunki
przechowywania zestawu zamieszczone na
zewnetrznej powierzchni opakowania.

2. Stabe wybarwienie preparatow.

2a. Zastosowano niewtasciwg metode
utrwalania.

2a. Upewni¢ sie, ze stosowany jest wylgcznie
roztwor obojetnej buforowanej formaliny jako srodek
utrwalajgcy oraz zatwierdzone metody utrwalania.

2b. Niedostateczna objetos¢
zastosowanego odczynnika.

2b. Sprawdzi¢ wielkos$¢ skrawka tkankowego i
objetosé zastosowanego odczynnika.

2c. Zastosowano niewtasciwy bufor
ptuczacy.

2c. Uzywac wytgcznie buforu Dako Wash Buffer (nr
kat. K80Q7).

3. Stabe wybarwienie preparatéw lub
linii komorek dodatnich w obrebie
preparatu kontrolnego dostarczonego
przez firme Dako.

3a. Niewystarczajgce odmaskowanie
antygenu.

3a. Sprawdzi¢, czy przeprowadzono prawidtowo
procedure obrobki wstepnej ,3-w-1".

3b. Zastosowano niewtasciwy bufor
ptuczacy.

3b. Uzywa¢ wytacznie buforu Dako Wash Buffer (nr
kat. K8007).

4. Nadmierne wybarwienie tta
preparatéw.

4a. Niecatkowicie usunieta parafina.

4a. Sprawdzi¢, czy przeprowadzono prawidtowo
procedure obrébki wstepnej ,3-w-1".

4b. Wyschniete preparaty podczas
tadowania do urzadzenia Autostainer
Link 48.

4b. Sprawdzi¢, czy preparaty sg zwilzone buforem
podczas tadowania i przed rozpoczeciem serii.

4c. Nieswoiste wigzanie odczynnikow
ze skrawkami tkankowymi.

4c. Sprawdzi¢ probki pod katem wiasciwego
utrwalenia i/lub obecnosci martwicy.

4d. Zastosowano niewtasciwg metode
utrwalania.

4d. Upewni¢ sig, ze stosowany jest wylacznie
roztwdr obojetnej buforowanej formaliny jako $rodek
utrwalajgcy oraz zatwierdzone metody utrwalania.

5. Tkanki oddzielone od szkietek.

5a. Zastosowanie nieprawidtowych
szkietek mikroskopowych.

5a. Stosowac szkietka Dako FLEX IHC Microscope
Slides (nr kat. K8020) lub Fisherbrand Superfrost Plus.

5b. Nieodpowiednie przygotowanie
probek.

5b. Pociete skrawki nalezy przed barwieniem
umiescic¢ na 1 godzine w cieplarce w temperaturze
58°C + 2°C.

6. Za silny odczyn swoisty.

6a. Zastosowano niewtasciwg metode
utrwalania.

6a. Upewnic sig, ze stosowane sg wytgcznie
zatwierdzone $rodki utrwalajgce i metody
utrwalania.

6b. Zastosowano niewtasciwy bufor
ptuczacy.

6b. Uzywac¢ wylgcznie buforu Dako Wash Buffer (nr
kat. K8007).

7. Roztwor Target Retrieval Solution
po podgrzaniu ulega zmetnieniu.

7. Po podgrzaniu roztwér Target
Retrieval Solution ulega zmetnieniu.

7. Jest to normalne zjawisko, ktére nie ma wptywu
na proces barwienia.

UWAGA: jesli problemu nie daje sie wyjasni¢ zadng z powyzszych przyczyn badz zalecane dziatanie korekcyjne jest nieskuteczne, nalezy
sie skontaktowac z dziatem wsparcia technicznego firmy Dako w celu uzyskania dalszej pomocy. Dodatkowe informacje na temat technik
barwienia oraz przygotowywania probek zawiera poradnik szkoleniowy firmy Dako: Immunohistochemical Staining Methods (Metody
barwienia immunohistochemicznego) (15) (udostepniany przez firme Dako).
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