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PD-L1 IHC 22C3 pharmDx

SKO006
50 testoéw do stosowania w urzgdzeniu Autostainer Link 48

1. Przeznaczenie
Do badan diagnostycznych in vitro.

PD-L1 IHC 22C3 pharmDx jest jakosciowym testem immunohistochemicznym wykorzystujgcym przeciwciata Monoclonal Mouse Anti-PD-L1,
Clone 22C3, ktéry stuzy do wykrywania biatka PD-L1 w utrwalonych w formalinie i zatopionych w parafinie tkankach niedrobnokomérkowego
raka ptuc (NSCLC), raka urotelialnego, raka ptaskonabtonkowego gtowy i szyi (HNSCC) i czerniaka z uzyciem systemu wizualizacji EnVision
FLEX w urzgdzeniu Autostainer Link 48.

Ekspresja biatka PD-L1 w przypadku NSCLC jest okreslana przy uzyciu skali stopnia wybarwienia guza (ang. Tumor Proportion Score, TPS),
ktora okresla odsetek zywotnych komérek nowotworowych wykazujgcych czesciowy lub catkowity odczyn btonowy o dowolnym nasileniu.

Ekspresja biatka PD-L1 w przypadku raka urotelialnego jest okreslana przy uzyciu skali tgcznego wyniku wartosci dodatnich (ang. Combined
Positive Score, CPS), ktéra pozwala uzyska¢ wynik wedtug nastepujgcego réwnania: iloraz liczby wybarwionych komoérek wykazujacych
ekspresje PD-L1 (komorki nowotworowe, limfocyty, makrofagi) i catkowitej liczby zywotnych komérek nowotworowych pomnozony przez 100.

Ekspresja biatka PD-L1 w przypadku HNSCC jest okreslana przy uzyciu skali CPS i/lub TPS.

Wskazania diagnostyczne towarzyszace

Wskazanie guza Poziom ekspresji PD-L1 Przeznaczenie
TPS = 1% Test PD-L1 IHC 22C3 pharmDx jest narzedziem
NSCLC pomocniczym stuzacym do rozpoznawania pacjentow z
NSCLC, ktérzy majg zosta¢ poddani leczeniu produktem
TPS = 50% KEYTRUDA® (pembrolizumab).*
Test PD-L1 IHC 22C3 pharmDx jest narzedziem
. pomocniczym stuzacym do rozpoznawania pacjentow z
Rak urotelialny CPS 210 rakiem urotelialnym, ktérzy majg zosta¢ poddani leczeniu
produktem KEYTRUDA® (pembrolizumab).*
CPS>1 Test PD-L1 IHC 22C3 pharmDx jest narzedziem
HNSCC pomocniczym stuzacym do rozpoznawania pacjentow z
. HNSCC, ktérzy majg zosta¢ poddani leczeniu produktem
TPS 2 50% KEYTRUDA® (pembrolizumab).*

*Aby uzyskaé informacje dotyczace warto$ci granicznych ekspresji PD-L1 oraz prowadzenia leczenia w szczeg6lnych warunkach klinicznych, nalezy
zapoznac si¢ z etykieta produktu KEYTRUDA®.

2. Podsumowanie i wyjasnienie

Wiazanie ligandéow PD-1, PD-L1 i PD-L2 z receptorem PD-1 wystepujgcym na powierzchni komérek T hamuje proliferacje komoérek T i
wytwarzanie cytokin. W przypadku niektérych guzéw wystepuje zwiekszona ekspresja ligandéw PD-1, a sygnalizacja z udziatem tego szlaku
moze przyczynia¢ sie do hamowania czynnego nadzoru immunologicznego nad guzami przez komérki T. KEYTRUDA (pembrolizumab) jest
humanizowanym przeciwciatem monoklonalnym, ktére wigze si¢ z receptorem PD-1 i blokuje jego interakcje z biatkami PD-L1 i PD-L2,
powodujgc hamowanie odpowiedzi immunologicznej z udziatem szlaku PD-1, w tym przeciwnowotworowej odpowiedzi immunologiczne;j.
W modelach myszy syngenicznych zablokowanie aktywnosci PD-1 spowodowato zmniejszenie wzrostu guza (1).

2.1 NSCLC

W sponsorowanym przez firme Merck Sharp & Dohme badaniu klinicznym KEYNOTE-024 (KN024) oceniano przydatnosc¢ kliniczng
stosowania PD-L1 IHC 22C3 pharmDx w identyfikacji nieleczonych uprzednio pacjentéw z NSCLC wykazujgcym ekspresje PL-L1 (TPS
= 50%), ktérzy mogg wykaza¢ odpowiedz na leczenie produktem KEYTRUDA. W przypadku pacjentéw z NSCLC wykazujgcym ekspresje
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PD-L1 (TPS 2 50%), ktérym podawano produkt KEYTRUDA, uzyskano poprawe wynikéw w poréwnaniu do standardowej chemioterapii.
Szczegotowe informacje na temat badania KN024 zawiera czes¢ ,Ocena skutecznosci klinicznej (NSCLC)” ponizej (2).

W sponsorowanym przez firme Merck Sharp & Dohme badaniu klinicznym KEYNOTE-010 (KN010) oceniano przydatno$¢ kliniczng
stosowania PD-L1 IHC 22C3 pharmDx w identyfikacji leczonych uprzednio pacjentéw z NSCLC wykazujacym ekspresje PL-L1 (TPS
= 1%), ktérzy mogg wykazac¢ odpowiedz na leczenie produktem KEYTRUDA. W przypadku pacjentéw z NSCLC wykazujgcym ekspresje
PD-L1 (TPS 2 1%), ktérym podawano produkt KEYTRUDA, uzyskano poprawe wynikéw w poréwnaniu do leczenia z zastosowaniem
docetakselu. Szczegdtowe informacje na temat badania KNO10 zawiera czes¢ ,,Ocena skutecznosci klinicznej (NSCLC)” ponizej (3).

2.2 Rak urotelialny

W sponsorowanym przez firme Merck Sharp & Dohme badaniu klinicznym KEYNOTE-052 (KN052) oceniano skutecznos$¢ kliniczng
stosowania testu PD-L1 IHC 22C3 pharmDx w identyfikacji uprzednio nieleczonych, niekwalifikujgacych sie do podawania cisplatyny
pacjentdow z miejscowo zaawansowanym lub przerzutowym rakiem uroteliainym, u ktérych mogtaby wystgpi¢ odpowiedz na leczenie
produktem KEYTRUDA (4). Zasadnos¢ kliniczng okres$lono u pacjentéw wykazujgcych ekspresje PD-L1 wynoszacg CPS = 10.
Szczegotowe informacje na temat badania KN052 zawiera czes¢ ,Ocena skutecznosci klinicznej (rak urotelialny)” ponize;j.

W sponsorowanym przez firme Merck Sharp & Dohme badaniu klinicznym KEYNOTE-045 (KN045) oceniano skuteczno$¢ kliniczng
stosowania testu PD-L1 IHC 22C3 pharmDx w identyfikacji pacjentéw z miejscowo zaawansowanym lub przerzutowym rakiem
urotelialnym, z rozpoznanym postepem choroby, podczas chemioterapii z zastosowaniem zwigzkéw platyny lub po niej, u ktérych
mogtaby wystgpi¢ odpowiedz na leczenie produktem KEYTRUDA (5). Szczegotowe informacje na temat badania KN045 zawiera czes¢
,Ocena skutecznosci klinicznej (rak urotelialny)” ponizej.

2.3 HNSCC

W sponsorowanym przez firme Merck Sharp & Dohme badaniu klinicznym KEYNOTE-048 (KN048) oceniano przydatnosé kliniczng
stosowania PD-L1 IHC 22C3 pharmDx w identyfikacji pacjentéw z nawrotowym lub przerzutowym HNSCC wykazujgcym ekspresje
PL-L1 (CPS = 1), ktérzy nie byli wczes$niej leczeni systemowo na nawrotowg lub przerzutowg posta¢ choroby, u ktérych miejscowe
leczenie nie przyniostoby rezultatéw i ktérzy moga wykazywaé¢ odpowiedZz na leczenie produktem KEYTRUDA (6). Szczegotowe
informacje na temat badania KN048 zawiera czgs¢ ,Ocena skutecznosci klinicznej (HNSCC)” ponize;j.

W sponsorowanym przez firme Merck Sharp & Dohme badaniu klinicznym KEYNOTE-040 (KN040) oceniano przydatnos$é kliniczng
stosowania PD-L1 IHC 22C3 pharmDx w identyfikacji pacjentéw z nawrotowym lub przerzutowym HNSCC wykazujgcym ekspresje
PL-L1 (TPS =50%), u ktérych wystgpita progresja choroby podczas lub po zakonczeniu leczenia z uzyciem zwigzkéw platyny w
przypadku nawrotowego lub przerzutowego HNSCC lub po chemioterapii z zastosowaniem zwigzkéw platyny (podawanych w ramach
leczenia indukcyjnego, skojarzonego i adjuwantowego), u ktérych miejscowe leczenie nie przyniostoby rezultatéw i ktérzy moga
wykazywac¢ odpowiedz na leczenie produktem KEYTRUDA (7). Szczegdtowe informacje na temat badania KN040 zawiera czes$¢ ,Ocena
skutecznosci klinicznej (HNSCC)” ponizej.

2.4 Czerniak

Test PD-L1 IHC 22C3 pharmDx mozna stosowac¢ do okreslenia statusu biatka PD-L1 u pacjentéw z czerniakiem, w przypadku ktérych
rozwaza sie leczenie (8).

3. Zasada procedury

Zestaw testowy PD-L1 IHC 22C3 pharmDx zawiera zoptymalizowane odczynniki i protokét wymagany do wykonania procedury barwienia IHC
skrawkow tkankowych utrwalonych w formalinie i zatopionych w parafinie w urzgdzeniu Autostainer Link 48. 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, skladajacym sie z czgsteczek przeciwciata wtérnego i czasteczek peroksydazy chrzanowej (HRP) 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 zalezno$ci od odczynnika
wzmachiajgcego dziatanie chromogenu. Nastepnie probke mozna poddac barwieniu kontrastowemu i przykry¢ szkietkiem nakrywkowym.
Interpretacja wynikow odbywa sie za pomoca mikroskopu swietinego.

4. Dostarczane materialy

Kazdy zestaw obejmuje 19,5 mL przeciwciata pierwszorzedowego PD-L1 (o stezeniu biatka ok. 3 pg/mL) oraz odczynniki niezbedne do
przeprowadzenia 50 testow w maksymalnie 15 pojedynczych seriach. Wyszczegélnione ponizej materialty sg wystarczajgce do wykonania
50 testow (50 preparatéw inkubowanych z przeciwciatem pierwotnym przeciwko PD-L1 i 50 preparatéw inkubowanych z odpowiednim
odczynnikiem Negative Control Reagent (NCR); tgcznie 100 preparatéw). W przypadku wiekszych skrawkéw tkankowych nie mozna
zagwarantowa¢ dostepnosci trzech stref nakraplania (3 x 150 yL) na preparat. Nalezy zauwazyé¢, ze stosowanie wiekszych skrawkow
zmniejszy catkowitg liczbe dostepnych testéw w zestawie,
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Zestaw zawiera materiaty wystarczajgce do wykonania maksymalnie 15 pojedynczych serii odczynow.
Objetosc 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 Przeciwciato pierwotne: Monoclonal Mouse Anti-PD-L1, Clone 22C3
MONOCLONAL MOUSE
ANTI-PD-L1

CLONE 22C3

Mysie przeciwciato monoklonalne (IgG1) skierowane przeciwko PD-L1 w roztworze buforowym zawierajgcym biatko
stabilizujace i azydek sodu o stezeniu 0,015 mol/L.

1x15mL Kontrola ujemna

NEGATIVE CONTROL
REAGENT

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

1x34,5mL Mouse LINKER
LINKER,
ANTI-MOUSE

Krdlicze przeciwciato drugorzedowe skierowane przeciwko immunoglobulinom mysim 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 czgsteczkami peroksydazy i czgsteczkami koziego przeciwciata drugorzedowego

skierowanego przeciwko immunoglobulinom kréliczym i mysim w roztworze buforowym zawierajgcym biatko
stabilizujgce i sSrodek przeciwbakteryjny.

15x7,2mL Odczynnik DAB+ Substrate Buffer

DAB+
SUBSTRATE BUFFER

Roztwér buforowy zawierajgcy nadtlenek wodoru i $rodek przeciwbakteryjny.

1x5mL Roztwér DAB+ Chromoge
DAB+ CHROMOGEN

Tetrachlorowodorek 3,3'-diaminobenzydyny w rozpuszczalniku organicznym.

=]

1x34,5mL DAB Enhancer
DAB ENHANCER

Wodny roztwor siarczanu miedzi.

6 x 30 mL Roztwoér EnVision FLEX Target Retrieval Solution, Low pH, 50x

EnVision FLEX
TARGET RETRIEVAL SOLUTION
LOW pH (50x)

Roztwér buforowy, pH 6,1, zawierajgcy detergent i srodek przeciwbakteryjny.

15 preparatow  Preparaty kontrolne PD-L1 IHC 22C3 pharmDx Control Slides
CONTROL SLIDESl

Kazdy preparat zawiera osad komérek dwoch linii komérkowych utrwalonych w formalinie i zatopionych w parafinie:
NCI-H226** o umiarkowanej ekspres;ji biatka PD-L1 oraz MCF-7 niewykazujgce ekspresji biatka PD-L1.
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MCF-7: brak ekspresji
O > biatka PD-L1

O > NCI-H226: ekspresja
biatka PD-L1

22C3 pharmDx

PXXXXX

Cod
PD-L1 IHC

** Dr AF Gazdar i dr JD Minna z NIH zyskali uznanie dzigki swojemu wktadowi w opracowanie linii komérkowych NCI-H226 (nr ATCC: CRL-
5826™) (9).

Uwaga: wszystkie odczynniki z zestawu zostaty opracowane specjalnie do stosowania z tym zestawem. Aby test dziatat prawidtowo, nie
nalezy stosowac substytutéow innych niz roztwér EnVision FLEX Target Retrieval Solution, Low pH (50x) (nr kat. K8005). Zestaw PD-L1 IHC
22C3 pharmDx jest przeznaczony do stosowania w urzgdzeniu 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 obrébki wstepnej PT Link Pre-treatment Module (nr kat. PT100/PT101/PT200)

Urzgdzenie Autostainer Link 48 (nr kat. AS480)

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

Hematoxylin (nr kat. K8008)

Woda destylowana lub dejonizowana (woda o jakos$ci odpowiedniej dla odczynnikow)

Stoper

Tkanki wykazujgce odczyn dodatni i ujemny do stosowania w charakterze préb kontrolnych (patrz cze$¢ Kontrola jakosci)
Szkietka mikroskopowe: Dako FLEX IHC Microscope Slides (nr kat. K8020) lub Superfrost Plus z tadunkiem elektrostatycznym
Szkietka nakrywkowe

Srodek do trwatego zatapiania i odczynniki pomocnicze wymagane do natozenia szkietek nakrywkowych

Mikroskop $wietiny (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). Azydek sodu (NaNs)
zastosowany w produkcie w stezeniu, ktdre nie jest sklasyfikowane jako niebezpieczne, moze reagowaé z elementami kanalizacji
wykonanymi z otowiu i miedzi, powodujgc nagromadzenie silnie wybuchowych azydkéw metali. Po usunieciu sptuka¢ duzg iloscig
wody, aby zapobiec nagromadzeniu si¢ azydkdw metali w kanalizac;ji (10).

4) Przeciwciato pierwszorzedowe, odczynniki Negative Control Reagent, Linker i Visualization Reagent zawierajg materiaty pochodzenia
zwierzgcego.

5) Prébki przed i po utrwaleniu oraz wszystkie materiaty majgce z nimi kontakt nalezy traktowac jako potencjalnie zakazne i usuwac przy
zachowaniu odpowiednich $rodkéw ostroznosci (11).

6) Czasy inkubacji, temperatury lub metody inne niz podane moga przyczyniac sie do uzyskiwania btednych wynikow.

7) Odczynniki zostaty optymalnie rozcienczone. Dalsze rozcienczanie moze skutkowac utratg zdolnosci barwienia antygenéw.

8) Jakosc¢ odczynnikéw Visualization Reagent, Liquid DAB+ Chromogen i roztworu roboczego DAB+ Substrate-Chromogen moze ulec
pogorszeniu pod wptywem nadmiernej ekspozycji na swiatto. Nie nalezy przechowywaé elementéw urzgdzenia ani przeprowadzac
barwienia w miejscach silnie naswietlonych, np. w bezposrednim $wietle stonecznym.

9) Pozostatosci parafiny mogg prowadzi¢ do uzyskania wynikéw fatszywie ujemnych.

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

11) Wyniki mniejszych badan wykazaty podobne zakresy dynamiczny ekspresji PD-L1 w parach prébek guzéw pierwotnych i
przerzutowych NSCLC oraz raka urotelialnego. Istnieje mozliwo$¢ wystepowania réznic w ekspresji PD-L1 w guzach pierwotnych w
poréwnaniu z przerzutowymi u tego samego pacjenta ze wzgledu na fakt, ze kazdy guz ma unikatowa heterogenicznosé.

12) Duze skrawki tkankowe mogg wymagac¢ zastosowania odczynnika w ilosci 3 x 150 pL.

13) Zasadniczo zakazuje sie pracy z produktem osobom ponizej 18. roku zycia. Uzytkownicy musza by¢ szczegétowo przeszkoleni w
zakresie prawidtowych procedur postepowania, niebezpiecznych wtasciwosci produktu i niezbednych srodkéw ostroznosci. Dodatkowe
informacje zawiera Karta Charakterystyki Substanc;ji.

) W celu uniknigcia kontaktu z oczami i skérg nalezy nosi¢ odpowiednie osobiste wyposazenie ochronne.
) Niewykorzystany roztwér usuwaé zgodnie z rozporzgdzeniami lokalnymi, wojewddzkimi i krajowymi.

16) Karty Charakterystyki Substancji sg dostgpne na stronie www.agilent.com lub na zadanie.

) Karty Charakterystyki Substancji odczynnika Peroxidase-Blocking Reagent i odczynnika Visualization Reagent-HRP sg dostepne na
zadanie.

18) W przypadku krajow spoza Unii Europejskiej zatwierdzone wskazania i wartosci graniczne ekspresji pomocne w leczeniu zamieszczone
sg na lokalnej etykiecie produktu KEYTRUDA.
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Niebezpieczenstwo

Odczynnik DAB+ Substrate Buffer: zawiera imidazol.

H360D Moze dziata¢ szkodliwie na dziecko w fonie matki.

P201 Przed uzyciem zapoznac sie ze specjalnymi srodkami ostroznosci.

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

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

P405 Przechowywac pod zamknieciem.

P501 Zawartos¢ i pojemnik usuwac zgodnie z lokalnymi, regionalnymi, krajowymi i migdzynarodowymi 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 sie ze specjalnymi srodkami ostroznosci.

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

P308 + P313 W przypadku narazenia lub stycznosci: zasiegna¢ porady/zgtosi¢ sie pod opieke lekarza.
P405 Przechowywaé pod zamknigciem.
P501 Zawartosc¢ i pojemnik usuwac zgodnie z lokalnymi, regionalnymi, krajowymi i migdzynarodowymi przepisami.

Ostrzezenie
DAB Enhancer

H400 Dziata silnie toksycznie na organizmy wodne.

H411 Dziata toksycznie na organizmy wodne, powodujgc dtugotrwate skutki.

P273 Unika¢ uwalniania do srodowiska.

P391 Zebrac wyciek.

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

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

H319 Dziata draznigco na oczy.

H411 Dziata toksycznie na organizmy wodne, powodujac dtugotrwate skutki.

P280 Stosowac ochroneg oczu lub twarzy.

P273 Unika¢ uwalniania do srodowiska.

P264 Doktadnie umy¢ rece po uzyciu.

P305 + P351 + W PRZYPADKU DOSTANIA SIE DO OCZU: ostroznie ptuka¢ wodg przez kilka minut. Wyjg¢ soczewki

P338 kontaktowe, jezeli sg i mozna je tatwo usung¢. Nadal ptukac.

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

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

7. Przechowywanie

Wszystkie elementy zestawu PD-L1 IHC 22C3 pharmDx, w tym preparaty kontrolne, nalezy przechowywa¢ w ciemnym miejscu w temperaturze
2-8°C, gdy nie sg uzywane w urzadzeniu 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 pacjentéw
nalezy wykonywac dodatnie i uiemne préby kontrolne.

8. Przygotowanie préobek

Z probkami tkankowymi nalezy postepowac¢ w sposéb umozliwiajacy zachowanie tkanki do barwienia IHC. W przypadku wszystkich prébek
tkankowych nalezy stosowac¢ standardowe metody obrobki tkanek.
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8.1 Skrawki zatopione w parafinie

Probki tkankowe FFPE nadaja sie do uzycia. Inne $rodki utrwalajace nie zostaty zatwierdzone i mogg powodowac btedne wyniki. Zalecany
czas utrwalania w 10% roztworze obojetnej buforowanej formaliny (NBF) wynosi 12—72 godzin, jednak w badaniu z uzyciem ograniczonej
liczby probek utrwalonych w 10% roztworze NBF wykazano, ze czasy utrwalania wynoszgce 4—168 godzin nie miaty systematycznego
wptywu na detekcje PD-L1. Czasy utrwalania < 3 godzin mogg skutkowaé zréznicowang detekcjg PD-L1. Prébki nalezy przygotowac¢ w
formie bloczkéw o grubosci 3 lub 4 mm utrwalonych w formalinie, odwodnionych i oczyszczonych w serii kapieli alkoholowych i
ksylenowych, a nastepnie infiltrowanych ptynng parafing. Temperatura parafiny nie powinna przekracza¢ 60°C. Utrwalone w formalinie i
zatopione w parafinie bloczki tkankowe NSCLC, ktére majg co najmniej 5 lat, mogg utraci¢ immunoreaktywnos$¢ PD-L1.

Probki tkankowe nalezy pocig¢ na skrawki o grubosci 4-5 pym. Po pocieciu tkanek na skrawki nalezy je umiesci¢ na szkietkach
mikroskopowych Dako FLEX IHC (nr kat. K8020) lub SuperFrost Plus, a nastepnie umiesci¢ na godzine w cieplarce w temperaturze
58°C + 2°C.

8.2 Zalecenia dotyczace przechowywania skrawkow

W celu zachowania antygenowosci po osadzeniu skrawkow tkankowych na szkietkach nalezy je przechowywac w ciemnosci w
temperaturze 2-8°C (preferowane warunki) lub w temperaturze pokojowej nieprzekraczajacej 25°C. Po osadzeniu preparatéow nalezy je
przechowywac¢ i poddawac obréobce w temperaturze nieprzekraczajgcej 25°C, aby zachowac integralno$é¢ i antygenowo$¢ tkanek.

8.2.1 Zalecenia dotyczgce przechowywania skrawkéw NSCLC

Skrawki nalezy wybarwi¢ w ciggu 6 miesiecy przy przechowywaniu w temperaturze 2-8°C (preferowane warunki) lub w
temperaturze 25°C.

8.2.2 Zalecenia dotyczace przechowywania skrawkow raka urotelialnego

Skrawki nalezy wybarwi¢ w ciggu 6 miesiecy przy przechowywaniu w temperaturze 2-8°C (preferowane warunki) lub w
temperaturze 25°C.

8.2.3 Zalecenia dotyczgce przechowywania skrawkéw HNSCC

Skrawki nalezy wybarwi¢ w ciggu 6 miesiecy przy przechowywaniu w temperaturze 2—8°C (preferowane warunki) lub w ciggu
4 miesiecy przy przechowywaniu w temperaturze 25°C.

8.2.4 Zalecenia dotyczace przechowywania skrawkéw czerniaka

Skrawki nalezy wybarwi¢ w ciggu 4 miesiecy przy przechowywaniu w temperaturze 2-8°C (preferowane warunki) lub w ciggu
2 miesiecy przy przechowywaniu w temperaturze 25°C.

9. Przygotowanie odczynnikow
Przed barwieniem nalezy przygotowac¢ nastepujgce odczynniki:

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

Przygotowa¢ wystarczajgca ilo$¢ roztworu 1x Target Retrieval Solution, Low pH, poprzez rozcienczenie roztworu Target Retrieval Solution,
Low pH (50x), w stosunku 1:50 wodg destylowang lub dejonizowang (woda o jakosci odpowiedniej dla odczynnikéw); pH roztworu 1x Target
Retrieval Solution musi wynosi¢ 6,1 £ 0,2. 1x. Roztwér Target Retrieval Solution o pH ponizej 5,9 moze dawa¢ btedne wyniki. 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 urzgdzenia PT Link i analizy 24 preparatéw. Roztwér 1x Target Retrieval Solution nalezy zutylizowa¢ po trzech uzyciach i
nie uzywac go po uptywie 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)

Przygotowaé wystarczajgca ilosé buforu Wash Buffer poprzez rozcienczenie buforu Wash Buffer (20x) w stosunku 1:20 wodg destylowang lub
dejonizowang (wodg o jakosci odpowiedniej dla odczynnikéw) do etapéw ptukania. Niewykorzystany roztwér 1x nalezy przechowywac¢ w
temperaturze 2—8°C nie dtuzej niz 1 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.

Roztwor 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 doda¢ jedng krople odczynnika Liquid DAB+ Chromogen na mL buforu
DAB+ Substrate Buffer i wymieszaé.*** Przygotowany odczynnik Substrate-Chromogen pozostaje stabilny przez 5 dni, jesli jest
przechowywany w ciemnosci w temperaturze 2—8°C.

Wazne uwagi:
e W przypadku uzywania calej butelki buforu DAB+ Substrate Buffer nalezy doda¢ 9 kropel roztworu DAB+ Chromogen.
Widniejgca na etykiecie informacja 7,2 mL oznacza objetos¢ do wykorzystania i nie stanowi czesci objetosci martwej (1,8 mL)
butelki.

. Roztwér Liquid DAB+ Chromogen w butelce moze przyjmowa¢ odcienie od przejrzystego do lawendowo-brgzowego. 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.
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10. Procedura barwienia za pomocga urzadzenia Autostainer Link 48 Solution

Uwagi dotyczace procedury
Uzytkownik powinien przeczyta¢ doktadnie niniejsze instrukcje i zapoznac si¢ ze wszystkimi elementami oraz odnoszacymi si¢ do nich
Srodkami ostroznosci przed uzyciem urzadzenia (patrz cze$¢ Srodki ostroznosci).

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

W trakcie procedury barwienia nie wolno dopusci¢ do wyschniecia skrawkéw tkankowych. Wysuszone skrawki tkankowe moga 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 preparatéw i odczynnikéw nalezy zapoznac¢ sie z podrgcznikami
uzytkownika urzadzen Autostainer Link 48 i PT Link.

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

Protokot barwienia
Nalezy wybra¢ protokét barwienia PD-L1 IHC 22C3 pharmDx z opcji w menu rozwijanym oprogramowania Dako Link.

Wszystkie wymagane kroki i czasy inkubacji procedury barwienia sg wstepnie zaprogramowane w urzgdzeniu Autostainer Link 48. Jesli na
serwerze brakuje wiasciwych protokotéw PD-L1 IHC 22C3 pharmDx, nalezy skontaktowa¢ sie z przedstawicielem dziatu wsparcia
technicznego w celu ich uzyskania.

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

Szczegoétowe instrukcje zawiera podrecznik uzytkownika urzgdzenia PT Link.

Ustawi¢ w urzadzeniu 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.

» Napehi¢ kazdy zbiornik urzadzenia PT Link 1,5 L roztworu roboczego Target Retrieval Solution, Low pH, 1x, w celu pokrycia skrawkéw
tkankowych.

» Ogrza¢ 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), znajdujacym sie w zbiorniku urzadzenia PT Link. Inkubowa¢ 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 (1x) bufor Wash Buffer o temperaturze pokojowej (nr kat. K8007).

» Inkubowac preparaty w rozcieniczonym buforze Wash Buffer o temperaturze pokojowej przez 5 minut.

Krok 2: Procedura barwienia

Po wykonaniu procedury odparafinowania, nawodnienia i odmaskowania antygenu (,3-w-1") statywy urzadzenia Autostainer umieszcza sie w
urzadzeniu Autostainer Link 48. Urzadzenie przeprowadza proces barwienia, dodajgc odpowiedni odczynnik, monitorujac czas inkubaciji i
ptuczac 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 Hematoxylin (Link) (nr kat. KB0O08) przez 5 minut. Czas inkubacji w
hematoksylinie jest wstepnie zaprogramowany w protokole.

Etap 4: Zatapianie
Wymagany jest bezwodny srodek do trwatego zatapiania.

Uwaga: w zaleznosci od kilku czynnikéw, m.in. barwienia kontrastowego, materiatéw i metod zatapiania oraz warunkéw przechowywania
preparatow, moze doj$¢ do blaknigcia wybarwionych preparatéw. Aby zminimalizowa¢ to zjawisko, preparaty nalezy przechowywaé w
ciemnosci w temperaturze pokojowej (20-25°C).

11. Kontrola jakosci

Odczynniki wchodzace w sktad zestawu PD-L1 IHC 22C3 pharmDx zostaty poddane immunohistochemicznej kontroli jakosci przy uzyciu
wymienionych powyzej procedur odmaskowania antygenu i barwienia. Odstepstwa od zalecanych w laboratorium procedur utrwalania, obrébki
i zatapiania preparatow tkankowych mogg powodowac istotne réznice w wynikach. Kazda seria barwienia powinna obejmowac preparaty do
kontroli jakosci. Preparaty do kontroli jakosci przedstawiono w tabeli 6. Obejmujg one wybarwiong metodg H&E probke tkanki pacjenta,
zapewniane przez laboratorium dodatnie i ujemne prébki kontrolne tkanek oraz preparat kontrolnej linii komérkowej dostarczany przez firme
Dako (12). Nalezy postepowaé zgodnie z wytycznymi dotyczacymi kontroli jakosci programu College of American Pathologists (CAP)
Accreditation Program for Immunohistochemistry. Dodatkowe informacje zawiera rowniez dokument CLSI Quality Assurance for
Immunocytochemistry Approved Guideline (12, 13, 14).
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12. Weryfikacja dziatania zestawu

Przed pierwszym zastosowaniem systemu barwienia w ramach procedury diagnostycznej uzytkownik powinien zweryfikowa¢ jako$¢ testu.
W tym celu nalezy wykonac testy z uzyciem serii tkanek zapewnianych przez laboratorium o znanej charakterystyce odczynéw IHC,
odpowiadajgcych tkankom o odczynie dodatnim i ujemnym. Nalezy zapozna¢ sie z procedurami kontroli jakosci przedstawionymi w czesci
Kontrola jakos$ci powyzej. Powyzsze procedury kontroli jakosci nalezy powtarzaé dla kazdej nowej partii przeciwciat lub w przypadku zmiany
parametrow testu. W tabeli 33 przedstawiono opcje rozwigzywania potencjalnych probleméw, ich przyczyny oraz sugerowane dziatania
korygujace.

13. Ocena wybarwienia i interpretacja wartosci skali
Nalezy zapozna¢ sie ze wskazaniami w celu uzyskania informacji na temat odpowiedniej oceny i interpretaciji.

13.1 NSCLC - ekspresja PD-L1 wedtug skali Tumor Proportion Score

Wszystkie zywotne komorki guza w obrebie catego skrawka tkankowego nalezy poddac ocenie i uwzgledni¢ w ocenie punktowej PD-L1. Aby
probka zostata uznana za odpowiednig do oceny PD-L1, preparat wybarwiony w kierunku PD-L1 musi zawiera¢ 100 zywotnych komoérek guza.

Ocena preparatéw powinna byé przeprowadzana przez patologa z uzyciem mikroskopu $wietinego. Do oceny punktowej odczynu
immunohistochemicznego stuzy obiektyw o powiekszeniu 10—40x. W ocenie nalezy uwzgledni¢ widoczny odczyn btonowy komérek guza.

Ekspresja biatka PD-L1 jest okreslana przy uzyciu skali TPS, ktéra okresla odsetek zywotnych komoérek guza wykazujgcych czesciowy lub
catkowity odczyn btonowy o dowolnym nasileniu.

Liczba wybarwionych komoérek z ekspresjg PD-L1 (komorki nowotworowe)

x 100
Catkowita liczba zywotnych komérek nowotworowych

TPS (%) =

Ocenie nalezy podda¢ czesciowe lub catkowite wybarwienie bton komoérkowych (= 1+), ktére rézni sie od odczynu cytoplazmatycznego.
Odczyn cytoplazmatyczny nalezy traktowac¢ jako odczyn nieswoisty i pomijaé go w ocenie nasilenia odczynu. Komorki prawidtowe i komorki
uktadu immunologicznego zwigzane z guzem, takie jak limfocyty naciekajace czy makrofagi, nie powinny byé uwzgledniane w ocenie
punktowej stuzgcej do okreslenia ekspresji PD-L1.

W tabeli 1 ponizej przedstawiono szczegoétowe informacje dotyczace elementéw tkanek, ktére sg uwzgledniane i pomijane podczas okreslania
stopnia wybarwienia guza.

Tabela 1. Kryteria uwzgledniania/pomijania w ocenie TPS w przypadku NSCLC

Elementy Uwzgledniany w ocenie TPS w . .
tkankowe przypadku NSCLC Pomijany w ocenie TPS w przypadku NSCLC
. Przekonujgcy czesciowy lub
Komérki catkowity odczyn btonowy (o e Z pominigciem jakiegokolwiek odczynu
nowotworowe dowolnym nasileniu) u zywych cytoplazmatycznego

komérek nowotworowych

Z pominigciem jakiegokolwiek odczynu komérek uktadu
L immunologicznego, takich jak:
_ Komoérki uktadu . . e  jednojadrzaste komorki zapalne (duze limfocyty,
immunologicznego | ¢  Nie uwzgledniono monocyty, makrofagi ptucne),
e  komorki osocza,
e neutrofile.
Z pominigciem jakiegokolwiek odczynu:
. prawidtowych komorek sasiadujgcych z komoérkami

nowotworowymi,
Inne e Nie uwzgledniono e komérek zrebu (fibroblastéw),
. komérek martwiczych i/lub pozostatosci
komorkowych,

e  zlogéw czarnego barwnika pochodzgcego od wegla.

Podczas kazdej serii barwienia preparaty nalezy podda¢ analizie w kolejno$ci przedstawionej w tabeli 6 (cze$¢ dot. oceny preparatéw) w
celu ustalenia waznosci serii odczynéw i umozliwienia oceny wybarwienia probki tkanki. Podczas oceny ekspresji PD-L1 nalezy zbada¢
tkanki pacjenta wybarwione PD-L1 oraz odczynnikiem NCR z zestawu PD-L1 IHC 22C3 pharmDx. Prébki wybarwione z uzyciem odczynnika
NCR muszg wykazywac¢ odczyn swoisty wynoszacy 0 i nieswoisty wynoszacy < 1+.

Probke nalezy traktowaé jako wykazujacg ekspresje PD-L1, jesli w skali TPS = 1% zywotnych komoérek guza wykazuje odczyn btonowy o
dowolnym nasileniu. Prébke nalezy traktowac jako wykazujgca wysoki poziom ekspresji PD-L1, jesli w skali TPS = 50% zywotnych komérek
guza wykazuje wybarwienie btony komérkowej o dowolnym nasileniu.

Skala stopnia wybarwienia guza (TPS)

Poziom ekspresji PD-L1 TPS < 1% TPS = 1-49% TPS 2 50%
Stan ekspresji PD-L1 Brak ekspresji PD-L1 Ekspresja PD-L1 Wysoki poziom ekspres;ji
PD-L1
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Dodatkowe wytyczne zawiera dokument PD-L1 IHC 22C3 pharmDx NSCLC Interpretation Manual (Podrecznik interpretacji wynikéw testu
PD-L1 IHC 22C3 pharmDx).

13.2 Rak urotelialny — ekspresja PD-L1 wedfug skali Combined Positive Score

Wszystkie zywotne komorki guza w obrebie catego skrawka tkankowego nalezy poddac ocenie i uwzgledni¢ w ocenie ekspresji PD-L1. Aby
prébka zostata uznana za odpowiednig do oceny PD-L1, preparat wybarwiony w kierunku PD-L1 musi zawiera¢ 100 zywotnych komérek guza.

Ekspresja biatka PD-L1 jest okreslana przy uzyciu skali CPS, ktéra pozwala oceni¢ ekspresje wedlug nastepujacego réwnania: iloraz liczby
wybarwionych komdrek wykazujgcych ekspresje PD-L1 (komorki nowotworowe, limfocyty, makrofagi) i catkowitej liczby zywotnych komarek
nowotworowych pomnozony przez 100. W celu poprawnego okreslenia mianownika przy dzieleniu nalezy wtasciwie wyznaczy¢ liczbe komérek
nowotworowych, limfocytéw i makrofagéw. Pomimo ze wynik obliczen teoretycznie moze przekroczy¢ 100, maksymalna warto$¢ w skali CPS
wynosi 100. Parametry umozliwiajgce uzyskanie wyniku w skali CPS:

Liczba wybarwionych komorek z ekspresjg PD-L1 (komorki nowotworowe, limfocyty, makrofagi)
CPS = X100
Catkowita liczba zywotnych komérek nowotworowych

Ocena preparatu musi by¢ przeprowadzana przez patologa z uzyciem mikroskopu $wietinego. Do oceny odczynu immunohistochemicznego
stuzy obiektyw o powigkszeniu 10x i 20x. Do oceny ekspresji PD-L1 nalezy uzy¢ obiektywu o powigkszeniu 20x.

Wybarwione komoérki z ekspresjg PD-L1 to zgodnie z definicja:
. komérki nowotworowe z przekonujgcym czesciowym lub catkowitym liniowym odczynem btonowym (o dowolnym nasileniu), ktory
widocznie rézni sie od odczynu cytoplazmatycznego, oraz
. limfocyty i makrofagi (jednojadrzaste komorki zapalne, MIC) w gniazdach komérek nowotworowych oraz sasiadujacej podpierajace;j
tkance zrebu z przekonujgcym odczynem btonowym i/lub cytoplazmatycznym (o dowolnym nasileniu). Obecnos$¢ jednojgdrzastych
komorek zapalnych musi by¢ bezposrednio zwigzana z odpowiedzig organizmu na nowotwor.

Podczas kazdej serii barwienia preparaty nalezy podda¢ analizie w kolejnosci przedstawionej w tabeli 6 (cze$¢ dot. oceny preparatéw) w celu
ustalenia waznosci serii odczynéw i umozliwienia oceny wybarwienia probki tkanki. Podczas oceny ekspresji PD-L1 nalezy zbada¢ tkanki
pacjenta wybarwione PD-L1 oraz odczynnikiem NCR z zestawu PD-L1 IHC 22C3 pharmDx. Prébki wybarwione z uzyciem odczynnika NCR
muszg wykazywac¢ odczyn swoisty wynoszacy 0 i nieswoisty wynoszacy < 1+.

Mianownik CPS obejmuje wszystkie zywotne komorki nowotworowe (z ekspresjg PD-L1 i bez niej). Nie obejmuje zadnych komérek uktadu
immunologicznego, komoérek prawidtowych, komdrek martwiczych, wrzodéw, przewleklego zapalenia pecherza moczowego i raka
brodawkowatego o niskim stopniu ztosliwosci.

W tabeli 2 ponizej przedstawiono szczegétowe informacje dotyczace elementéw tkanek, ktére sg uwzgledniane i pomijane w liczniku CPS
w przypadku raka urotelialnego.

Tabela 2. Kryteria uwzgledniania/pomijania w liczniku CPS w przypadku raka urotelialnego

t'i':;li’;x Uwzglednione w liczniku Pomijane w liczniku
. Przekonujgcy czesciowy lub catkowity
liniowy odczyn btonowy (o dowolnym
nasileniu) zywotnych komorek raka
urotelialnego, w tym: e  Komoérki guza niewykazujgce odczynu
Komorki ) ) . Komérki_ nowotworowe z odczynem
nowotworowe . Rak brodawkowaty o wysokim stopniu wylacznie cytoplazmatycznym

ztosliwosci °
. Rak in situ (CIS)
. Naciek na blaszke wtasciwa,
miesniowke lub bfone surowiczg
. Rak przerzutowy

Rak brodawkowaty o niskim stopniu
ztosliwosci®

e  Jednojgdrzaste komorki zapalne nie
wykazujgce odczynu

e Jednojadrzaste komorki zapalne (w tym
skupiska limfocytow) zwigzane z wrzodami,
przewlektym zapaleniem pecherza
moczowego i innymi procesami

e Odczyn btonowy i/lub cytoplazmatyczny* (o
dowolnym nasileniu) jednojadrzastych
komorek zapalnych (MIC) w gniazdach
komérek nowotworowych oraz w
sgsiadujgcej podpierajacej tkance zrebu**:

Komorki uktadu

immunologicznego o  Limfocyty (w tym skupiska limfocytéw) niepowigzanymi z guzem
o Makrofagi*** e Jednojgdrzaste komérki zapalne zwigzane z
prawidtowymi strukturami
*  Ocenie poddawane s3 tylko komérki MIC e Neutrofile, eozynofile i komorki osocza

bezposrednio zwigzane z odpowiedzig na
guza.

Ziarniniaki wystepujgce ze wzgledu na
obecnos¢ BCG't
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FI(I::I‘(::Z Uwzglednione w liczniku Pomijane w liczniku
e  Zdrowe komorki
Komorki innego «  Nie uwzgledniono e Komorki zrebu (w tym fibroblasty)
typu e komodrek martwiczych i/lub pozostatosci
komarkowych,

*W przypadku jednojgdrzastych komérek zapalnych odczyn btonowy czesto trudno odrézni¢ od odczynu cytoplazmatycznego ze
wzgledu na wysoki wskaznik N:C. Z tego wzgledu w wynikach skali uwzgledniany jest odczyn btonowy i/lub cytoplazmatyczny
Jjednojadrzastych komérek zapalnych.

**Za sgsiadujace jednojgdrzaste komorki zapalne uznaje sie komorki znajdujgce sie w obejmujgcym guz polu powiekszenia 20x.
Nalezy jednak wykluczac jednojgdrzaste komérki zapalne NIEZWIAZANE bezposrednio z odpowiedzig organizmu na obecnosc guza.
***Makrofagi i histiocyty sg uznawane za takie same komorki.

TJesli guz obejmuje wyltgcznie raka brodawkowatego o niskim stopniu ztosliwosci, wynik nalezy tak oznaczyc.

TBacillus Calmette-Guérin

Warto$¢ ekspresji biatka PD-L1 w probce pacjenta dzieli sie na dwie kategorie: CPS <10 oraz CPS 2 10. Informacje na temat
przeprowadzania testu PD-L1 w szczegdlnych warunkéw klinicznych zawiera etykieta produktu KEYTRUDA®.

Dodatkowe wytyczne zawiera dokument PD-L1 IHC 22C3 pharmDx Urothelial Carcinoma Interpretation Manual (Podrgcznik interpretaciji
wynikéw testu PD-L1 IHC 22C3 pharmDx dotyczacych raka urotelialnego).

13.3 HNSCC - ekspresja PD-L1 wedtug skali Combined Positive Score i/lub Tumor Proportion Score
13.3.1 Skala Combined Positive Score

Wszystkie zywotne, inwazyjne komoérki guza w obrebie catego skrawka tkankowego nalezy poddac ocenie i uwzgledni¢ w ocenie ekspresji
PD-L1. Aby probka zostata uznana za odpowiednig do oceny PD-L1, preparat wybarwiony w kierunku PD-L1 musi zawiera¢ co najmniej
100 zywotnych, inwazyjnych komorek guza.

Ekspresja biatka PD-L1 jest okreslana przy uzyciu skali CPS, ktéra pozwala oceni¢ ekspresje wedtug nastepujgcego réwnania: iloraz liczby
wybarwionych komoérek wykazujgcych ekspresje PD-L1 (komorki nowotworowe, limfocyty, makrofagi) i catkowitej liczby zywotnych komaérek
nowotworowych pomnozony przez 100. W celu poprawnego okreslenia mianownika przy dzieleniu nalezy wiasciwie wyznaczy¢ liczbe komérek
nowotworowych, limfocytéw i makrofagéw. Pomimo Ze wynik obliczen teoretycznie moze przekroczy¢ 100, maksymalna warto$¢ w skali CPS
wynosi 100. Parametry umozliwiajgce uzyskanie wyniku w skali CPS:

Liczba wybarwionych komoérek z ekspresjg PD-L1 (komérki nowotworowe, limfocyty, makrofagi)
CPS = X 100
Catkowita liczba zywotnych komoérek nowotworowych

Ocena preparatu musi by¢ przeprowadzana przez patologa z uzyciem mikroskopu $wietlnego. Do oceny odczynu immunohistochemicznego
stuzy obiektyw o powiekszeniu 10x i 20x. Do oceny ekspresji PD-L1 nalezy uzy¢ obiektywu o powigkszeniu 20x.

Wybarwione komorki z ekspresjg PD-L1 to zgodnie z definicja:
. komorki nowotworowe z przekonujgcym czesciowym lub catkowitym liniowym odczynem btonowym (o dowolnym nasileniu), ktéry
widocznie rozni sie od odczynu cytoplazmatycznego, oraz
. limfocyty i makrofagi (jednojgdrzaste komérki zapalne, MIC) w gniazdach komoérek nowotworowych oraz sasiadujacej podpierajgce;j
tkance zrebu z przekonujgcym odczynem btonowym i/lub cytoplazmatycznym (o dowolnym nasileniu). Obecno$¢ jednojadrzastych
komorek zapalnych musi by¢ bezposrednio zwigzana z odpowiedzig organizmu na nowotwor.

Podczas kazdej serii barwienia preparaty nalezy poddac¢ analizie w kolejnosci przedstawionej w tabeli 6 (cze$¢ dot. oceny preparatéw) w celu
ustalenia waznosci serii odczynéw i umozliwienia oceny wybarwienia probki tkanki. Podczas oceny ekspresji PD-L1 nalezy zbada¢ tkanki
pacjenta wybarwione PD-L1 oraz odczynnikiem NCR z zestawu PD-L1 IHC 22C3 pharmDx. Prébki wybarwione z uzyciem odczynnika NCR
muszg wykazywac¢ odczyn swoisty wynoszacy 0 i nieswoisty wynoszgcy < 1+.

Mianownik CPS obejmuje wszystkie zywotne, inwazyjne komérki nowotworowe (z ekspresjg PD-L1 i bez niej). Pomijane sg wszystkie komorki
uktadu immunologicznego, komérki nieztosliwe, niezywotne komarki guza, komoérki raka in situ, komorki zrebu (w tym fibroblasty), komérki
martwicze i/lub pozostatosci komorkowe.

W tabeli 3 ponizej przedstawiono szczegdtowe informacje dotyczace elementéw tkanek, ktére sg uwzgledniane i pomijane w liczniku CPS
w przypadku HNSCC.

Tabela 3. Kryteria uwzgledniania/pomijania w liczniku CPS w przypadku HNSCC

F'(Iaerr:;(irxi Uwzglednione w liczniku Pomijane w liczniku
e Przekonujacy czesciowy lub catkowity * Egg;;m nowotworowe niewykazujace
Komérki liniowy odczyn btonowy (o dowolnym Komérki d
nowotworowe nasileniu) zywotnych, inwazyjnych komoérek | omorki nowotworowe z odczynem
nowotworowych wytgcznie cytoplazmatycznym
e  Rakin situ (CIS)
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Elementy . L . I
tkankowe Uwzglednione w liczniku Pomijane w liczniku
e Odczyn bfonowy i/lub cytoplazmatyczny” (0 | e  Jednojadrzaste komérki zapalne nie
dowolnym nasileniu) jednojgdrzastych wykazujgce odczynu
komorek zapalnych (MIC) w gniazdach e  Jednojgdrzaste komorki zapalne (w tym
komorek nowotworowych oraz w " skupiska limfocytow) zwigzane z wrzodami
Komérki uktadu sgsiadujgcej podpierajacej tkance zrebu**: lub inne procesy zapalne
immunologicznego o Limfocyty (w tym skupiska limfocytéw) | ®  Jednojadrzaste komorki zapalne zwigzane z
o  Makrofagi*** rakiem in situ
e Jednojgdrzaste komorki zapalne zwigzane z
e  Ocenie poddawane sg tylko komérki MIC nieztosliwymi strukturami
bezposrednio zwigzane z odpowiedzig na e Neutrofile, eozynofile i komorki plazmatyczne
guza.
o Komoérki nieztosliwe
Komoérki innego R Nie uwzgledniono e Komoérki zrebu (w tym fibroblasty)
typu o Komorki martwicze i/lub pozostatosci
komorkowe

*W przypadku jednojadrzastych komoérek zapalnych odczyn bfonowy czesto trudno odrézni¢ od odczynu cytoplazmatycznego ze wzgledu
na wysoki wskaznik N:C. Z tego wzgledu w wynikach skali uwzgledniany jest odczyn btonowy i/lub cytoplazmatyczny jednojadrzastych
komorek zapalnych.

**Za sgsiadujgce jednojgdrzaste komorki zapalne uznaje sie komorki znajdujgce sie w obejmujgcym guz polu powigkszenia 20x. Nalezy
Jednak wykluczac jednojgdrzaste komorki zapalne NIEZWIAZANE bezposrednio z odpowiedzig organizmu na obecno$¢ guza.
***Makrofagi i histiocyty sg uznawane za takie same komorki

Probka powinna by¢ uznana za wykazujgcg ekspresje PD-L1, gdy CPS = 1.

Skala Combined Positive Score

Poziom ekspresji PD-L1 CPS <1 CPS =1 CPS =20

Informacje na temat skutecznosci klinicznej zwigzanej z poziomem ekspresji PD-L1 zamieszczono w punkcie 16.7. Dodatkowe wytyczne
zawiera dokument PD-L1 IHC 22C3 pharmDx HNSCCCPS Interpretation Manual (Podrecznik interpretacji wynikow testu PD-L1 IHC 22C3
pharmDx w skali CPS).

13.3.2 Skala Tumor Proportion Score

Wszystkie zywotne, inwazyjne komoérki guza w obrebie catego skrawka tkankowego nalezy podda¢ ocenie i uwzgledni¢ w ocenie punktowej
PD-L1. Aby probka zostata uznana za odpowiednig do oceny PD-L1, preparat wybarwiony w kierunku PD-L1 musi zawiera¢ co najmniej
100 zywotnych, inwazyjnych komoérek guza.

Ocena preparatow powinna by¢ przeprowadzana przez patologa z uzyciem mikroskopu s$wietinego. Do oceny punktowej odczynu
immunohistochemicznego stuzy obiektyw o powiekszeniu 10-20x. W ocenie nalezy uwzgledni¢ widoczny odczyn btonowy komérek guza.

Ekspresja biatka PD-L1 jest okreslana przy uzyciu skali TPS, ktéra okresla odsetek zywotnych komdérek guza wykazujgcych czesciowy lub
catkowity odczyn btonowy o dowolnym nasileniu.

Liczba wybarwionych komorek z ekspresjg PD-L1 (komorki nowotworowe) N

TPS (%) =
S (%) Catkowita liczba zywotnych komérek nowotworowych

100

Ocenie nalezy podda¢ czesciowe lub catkowite wybarwienie bton komérkowych (= 1+), ktére rézni sie od odczynu cytoplazmatycznego.
Odczyn cytoplazmatyczny nalezy traktowac¢ jako odczyn nieswoisty i pomijaé go w ocenie nasilenia odczynu. Komorki prawidtowe i komorki
uktadu immunologicznego zwigzane z guzem, takie jak limfocyty naciekajace czy makrofagi, nie powinny byé uwzgledniane w ocenie
punktowej stuzgcej do okreslenia ekspresji PD-L1.

Mianownik TPS obejmuje wszystkie zywotne, inwazyjne komdrki nowotworowe (z ekspresjg PD-L1 i bez niej). Pomijane sg wszystkie komorki
ukfadu immunologicznego, komdrki nieztosliwe, niezywotne komorki guza, komérki raka in situ, komorki zrebu (w tym fibroblasty), komorki
martwicze i/lub pozostatosci komdrkowe.

W tabeli 4 ponizej przedstawiono szczegdtowe informacje dotyczace elementéw tkanek, ktére sg uwzgledniane i pomijane w liczniku TPS
w przypadku HNSCC.

Tabela 4. Kryteria uwzgledniania/pomijania w liczniku TPS w przypadku HNSCC

Elementy Uwzglednione w liczniku Pomijane w liczniku
tkankowe
. Przeko_r1uj:_:1c:_y czesciowy lub e  Zywotne, inwazyjne komérki nowotworowe
Komoérki ca’fcljownly liniowy $dgzyn btonowy niewykazujace odczynu
nowotworowe (0 dowolnym nasileniu) e Komorki nowotworowe z odczynem wytgcznie

zywotnych, inwazyjnych komoérek cytoplazmatycznym
nowotworowych e Rakin situ (CIS)
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Elementy Uwzglednione w liczniku Pomijane w liczniku
tkankowe
. Komorki uktadu immunologicznego
. Komorki nieztosliwe
Inne e Nie uwzgledniono e Komorki zrebu (w tym fibroblasty)
. komorek martwiczych i/lub pozostatosci

komorkowych,

Podczas kazdej serii barwienia preparaty nalezy podda¢ analizie w kolejnosci przedstawionej w tabeli 6 (cze$¢ dot. oceny preparatéw) w celu
ustalenia waznosci serii odczynéw i umozliwienia oceny wybarwienia prébki tkanki. Podczas oceny ekspresji PD-L1 nalezy zbada¢ tkanki
pacjenta wybarwione PD-L1 oraz odczynnikiem NCR z zestawu PD-L1 IHC 22C3 pharmDx. Prébki wybarwione z uzyciem odczynnika NCR
muszg wykazywac¢ odczyn swoisty wynoszacy 0 i nieswoisty wynoszacy < 1+.

Probke nalezy traktowac jako wykazujgcg ekspresje PD-L1, jesli w skali TPS=50% zywotnych, inwazyjnych komérek nowotworowych
wykazuje odczyn btonowy o dowolnym nasileniu.

Skala stopnia wybarwienia guza (TPS)

Poziom ekspresji PD-L1 TPS < 50% TPS 2 50%

Dodatkowe wytyczne zawiera dokument PD-L1 IHC 22C3 pharmDx HNSCC TPS Interpretation Manual (Podrecznik interpretacji wynikéw
testu PD-L1 IHC 22C3 pharmDx w skali TPS).

13.4 Czerniak — ekspresja PD-L1 wedtug oceny MEL

Wszystkie zywotne komorki guza w obrebie catego skrawka tkankowego nalezy podda¢ ocenie i uwzgledni¢ w ocenie punktowej PD-L1.
Aby prébka zostata uznana za odpowiednig do oceny PD-L1, preparat wybarwiony w kierunku PD-L1 musi zawiera¢ 100 zywotnych komorek
guza.

Ocena preparatéw powinna by¢ przeprowadzana przez patologa z uzyciem mikroskopu Swietinego. Do oceny punktowej odczynu
immunohistochemicznego stuzy obiektyw o powigkszeniu 10—-40x.

Ekspresje biatka PD-L1 okresla sie za pomoca skali Melanoma Score (ocena MEL), gdzie ocenia sie stosunek guza i powigzanych komoérek
uktadu immunologicznego, w ktérych zachodzi ekspresja biatka PD-L1 o dowolnym nasileniu (staby, umiarkowany lub silny odczyn),
wzgledem wszystkich zywych komdrek nowotworowych oraz powigzanych komoérek uktadu immunologicznego wykazujgcych ekspresje
PD-L1. Wynik oceny MEL bedzie zgtaszany nastepujaco:

Ocena MEL
Ocena MEL Ocena MEL Ocena MEL Ocena MEL Ocena MEL Ocena MEL
0 1 2 3 4 5
% 0% <1% 2 1% — < 10% 210% — < 33% 2 33% — < 66% 2 66%
wybarwionych ° 0 = 17— o 2 o — o 2 o — o > o
komorek

W ocenie MEL nalezy uwzgledni¢ widoczny czesciowy lub catkowity odczyn btonowy komoérek nowotworowych. Odczyn cytoplazmatyczny
komorek nowotworowych nalezy traktowaé jako odczyn nieswoisty i wykluczaé go z oceny ekspresji PD-L1.

W ocenie MEL nalezy uwzgledni¢ widoczny czesciowy lub catkowity odczyn btonowy i/lub cytoplazmatyczny zwigzanych z nowotworem
komoérek uktadu immunologicznego. Zwigzane z nowotworem komorki uktadu immunologicznego to jednojgdrzaste komorki zapalne
zlokalizowane wewnatrz gniazd komoérek nowotworowych lub przylegajace do nich.

UWAGA: podczas interpretacji probek od pacjentéw z czerniakiem moze wystepowac brazowe zabarwienie wynikajace z obecnosci
melaniny. W komérkach nowotworowych i makrofagach (melanofagach) moze znajdowac¢ sie niewielka ilo§¢ melaniny, co moze utrudniaé¢
interpretacje. Podczas oceny odczynu blonowego nalezy wykluczy¢ melanine. Zdecydowanie zaleca sie poréwnanie preparatu po barwieniu
pod katem PD-L1 wzgledem kolejnego skrawka wybarwionego za pomocag odczynnika NCR w celu identyfikacji i wykluczenia obecnosci
melaniny. Jesli znacznie podwyzszona zawartos¢ melaniny uniemozliwia ocene odczynu btonowego komérek nowotworowych, ekspresje
PD-L1 mozna uzna¢ za niemozliwg do oceny.

Probki guza wybarwione z uzyciem odczynnika NCR muszg wykazywac¢ odczyn swoisty wynoszacy 0 i nieswoisty odczyn tta wynoszacy
<1+

W tabeli 5 ponizej przedstawiono szczegétowe informacje dotyczgce elementéw tkanek, ktére sa uwzgledniane i pomijane podczas oceny
MEL.
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Tabela 5. Kryteria uwzgledniania/pomijania w ocenie MEL w przypadku czerniaka

Elementy Uwzgledniony w ocenie MEL w przypadku Pomijany w ocenie MEL w przypadku czerniaka
tkankowe czerniaka
Komérki ° Przekonujacy czesciowy lub catikowity e  Z pominigciem jakiegokolwiek odczynu

odczyn btonowy (o dowolnym nasileniu) u

nowotworowe . .
zywych komérek nowotworowych

cytoplazmatycznego

e  Odczyn btonowy i/lub cytoplazmatyczny (o

Komorki uktadu
immunologicznego

nowotwor), takie jak:

o monocyty.

dowolnym nasileniu) komérek uktadu
immunologicznego lub jednojgdrzastych
komorek zapalnych (MIC) w gniazdach
komérek nowotworowych oraz sasiadujgce;j
podpierajgcej tkance zrebu (przenikajgcej

o  duze limfocyty (skupiska limfocytow),

Z pominigciem jakiegokolwiek odczynu:

. komérek uktadu immunologicznego w zrebie
poza gniazdami komoérek nowotworowych,

. komorki osocza,

. neutrofile.

Inne e Nie uwzgledniono

Z pominigciem jakiegokolwiek odczynu:

. prawidtowych komorek sasiadujgcych z
komérkami nowotworowymi,

e  komorek zrebu (fibroblastow),

. komérek martwiczych i/lub pozostatosci
komorkowych,

. melaniny endogenne;.

Podczas kazdej serii barwienia preparaty nalezy poddac¢ analizie w kolejnosci przedstawionej w tabeli 6 (cze$¢ dot. oceny preparatow) w
celu ustalenia waznosci serii odczynéw i umozliwienia oceny wybarwienia prébki tkanki.

Dodatkowe wytyczne zawiera dokument PD-L1 IHC 22C3 pharmDx Melanoma Interpretation Manual (Podrecznik interpretacji wynikéw testu

PD-L1 IHC 22C3 pharmDx).
14. Ocena preparatu

Tabela 6. Zalecana kolejnos$¢ oceny preparatéw

hematoksyling i eozyng (H&E) w
(zapewniane przez celu okreslenia budowy
laboratorium) histologicznej tkanki oraz jakosci
jej utrwalenia.

Probki Uzasadnienie Wymogi
W pierwszej kolejnosci oceniany Test PD-L1 IHC 22C3 pharmDx i barwienie H&E nalezy przeprowadzi¢ na
1. Barwienie H&E jest preparat wybarwiony kolejnych skrawkach pochodzacych z tego samego bloczka parafinowego

probki.

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

Najpierw nalezy podda¢ analizie
preparaty kontrolnej linii
komorkowej wybarwione
przeciwciatem pierwszorzedowym

2. Preparat przeciwko PD-L1 z zestawu

kontrolnej linii PD-L1 IHC 22C3 pharmDx w celu

komorkowe;j ustalenia, czy wszystkie
odczynniki dziatajg prawidtowo.

(Dostarczony

z zestawem) Preparat kontrolnej linii

komérkowej zawiera osad
komérek z linii komérkowych
wykazujgcych i niewykazujgcych
ekspresji PD-L1.

Kazda seria odczynéw powinna obejmowac jeden preparat kontrolnej linii
komérkowej, ktéry nalezy wybarwi¢ przeciwciatem pierwszorzedowym
przeciwko PD-L1.

Kryteria dopuszczalno$ci NCI-H226 (kontrolna linia komérkowa wykazujgca
ekspresje PD-L1):

. Odczyn btonowy = 70% komorek

e  Srednie nasilenie odczynu = 2+

. Nasilenie odczynu nieswoistego < 1+.

Kryteria dopuszczalno$ci MCF-7 (kontrolna linia komérkowa niewykazujgca
ekspresji PD-L1):
. Brak odczynu swoistego
. Nasilenie odczynu nieswoistego < 1+. Niekiedy moze dojs¢ do
wybarwienia kilku komérek z osadu komérek MCF-7.
Zastosowanie majg nastepujgce kryteria dopuszczalnosci:
dopuszczalna jest obecnos¢ < 10 komoérek z wyraznym odczynem
btonowym lub odczynem cytoplazmatycznym o nasileniu = 1+ w
obrebie osadu komérek MCF-7.

Jesli ktorakolwiek z kontrolnych linii komérkowych nie spetnia tych kryteriow,
wszystkie wyniki prébek pacjenta nalezy uzna¢ za niewazne.
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Prébki

Uzasadnienie

Wymogi

3. Preparaty
tkankowe dodatniej
proby kontrolnej

(zapewniane przez
laboratorium)

W nastepnej kolejnosci nalezy
ocenic preparaty tkankowe
dodatniej proby kontrolnej
wybarwione z uzyciem
pierwotnego przeciwciata
przeciwko PD-L1 i odczynnika
Negative Control Reagent.
Preparaty te stuza do weryfikacji
skutecznosci metody utrwalania i

procesu odmaskowania antygenu.

Znane dodatnie tkankowe proby
kontrolne powinny by¢ stosowane
wylgcznie w celu monitorowania
prawidtowego dziatania
poddanych obrébce tkanek i
odczynnikéw testowych, a NIE
pomocniczo podczas
formutowania diagnozy prébek
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 wynikdw barwienia nalezy wybierac¢ jedynie probki
nienaruszone, poniewaz komorki nekrotyczne lub uszkodzone czesto
wykazujg odczyn nieswoisty.

Tkanki wybrane jako dodatnie proby kontrolne powinny dawa¢ podczas
barwienia w kierunku PD-L1 odczyn dodatni o nasileniu stabym lub
umiarkowanym, wskazujgcy na zdolnos¢ do wykrycia niewielkich zmian
czutosci testu.

Kazda seria odczynéw powinna obejmowac¢ dwa preparaty tkankowe
dodatniej proby kontrolnej.

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

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

Jezeli potwierdzenie dodatniego odczynu za pomocg dodatniej tkankowej
proby kontrolnej nie powiedzie sie, nalezy uzna¢ wyniki badanych prébek za
niewazne.

4. Preparaty
tkankowe ujemnej
préby kontrolnej

(zapewniane przez

Nastepnie nalezy ocenic
preparaty tkankowe ujemnej
proby kontrolnej (niewykazujace
ekspresji PD-L1) wybarwione z
uzyciem przeciwciata
pierwszorzedowego przeciwko
PD-L1 i odczynnika Negative
Control Reagent w celu
zweryfikowania swoistosci
znakowania docelowego
antygenu przez przeciwciato

Proby kontrolne nalezy sporzadzi¢ z materiatéw biopsyjnych/chirurgicznych
pobranych z tych samych guzéw, co prébki pacjenta, mozliwie szybko
utrwalonych, poddanych obrébce i zatopionych w spos6b analogiczny do
probki (prébek) pacjenta.

Kazda seria odczynéw powinna obejmowacé dwa preparaty tkankowe
ujemnej proby kontrolnej.

Preparat wybarwiony przeciwciatem przeciwko PD-L1: brak odczynu
btonowego w komérkach nowotworowych. Odczyn nieswoisty powinien
wynosi¢ < 1+.

laboratorium) pierwszorzedowe. Fragmenty
tkankowe‘ dodatniej proby Preparat wybarwiony odczynnikiem Negative Control Reagent: brak
kontrolnej z odczynem ujemnym . ; P .2
L odczynu blonowego. Odczyn nieswoisty powinien wynosi¢ < 1+.
moga stuzy¢ w charakterze
ujemne; proby koptrolnej,.lecz Jezeli preparaty tkankowe ujemnego preparatu kontrolnego wykazujg
powinno to zosta¢ zweryfikowane . A ) . . ) .
. . btonowy odczyn swoisty, wyniki prébki pacjenta nalezy uznac za niewazne.
przez uzytkownika.
Tkanke migdatkéw utrwalona,
5. Preparat . poddgna obrob_ce I zatopiong w Odczyn dodatni o duzym nasileniu powinien zosta¢ wykryty w czesci
kontrolny z tkanki sposob analogiczny do . - . ;
. 7 s s . . komérek nabtonkowych krypt migdatkéw, a odczyn o stabym i
migdatkow prébki (prébek) pacjenta mozna

(opcjonalny)

(zapewniane przez

wykorzysta¢ w charakterze
dodatkowej préby kontrolnej do
oceny czutosci, swoistosci i

umiarkowanym nasileniu — w czesci makrofagdéw pecherzykowych w
osrodkach rozmnazania. Odczyn ujemny powinien byé widoczny w
komérkach srédbtonka, w fibroblastach, a takze w komérkach nabtonka
powierzchniowego.

laboratorium) nieswoistego
odczynu tta testu.
Probki pacjenta wybarwione z
uzyciem odczynnika Negative

6. Preparat Control Reagent z zestawu PD-L1

tkankowy pacjenta
wybarwiony z
uzyciem
odczynnika
Negative Control
Reagent

IHC 22C3 pharmDx nalezy
poddac analizie. Odczynnik
Negative Control Reagent jest
wykorzystywany zamiast
przeciwciata pierwotnego i utatwia
interpretacje swoistego odczynu
w miejscu wystepowania
antygenu.

Brak odczynu btonowego wskazuje na swoiste znakowanie antygenu
docelowego przez przeciwciato pierwotne. Odczyn nieswoisty powinien
wynosic £ 1+.
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Prébki

Uzasadnienie

Wymogi

7. Preparat
tkankowy pacjenta
wybarwiony z
uzyciem
przeciwciata
pierwszorzedowego
przeciwko PD-L1

Na koncu nalezy przeanalizowac
caly preparat prébki pacjenta
wybarwiony przeciwciatem
pierwszorzedowym przeciwko
PD-L1 z zestawu PD-L1 IHC
22C3 pharmDx.

Ocene nasilenia odczynu dodatniego nalezy przeprowadza¢ w kontekscie
kazdego nieswoistego odczynu tta obecnego w preparatach pacjenta 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 komoérkach/tkankach.

Wszystkie zywotne komérki guza w obrebie catego preparatu pacjenta
barwionego w kierunku PD-L1 nalezy podda¢ ocenie i uwzgledni¢ w ocenie
punktowej PD-L1. Aby prébka zostata uznana za odpowiednig do oceny
PD-L1, musi ona zawiera¢ 100 zywotnych komérek guza.

Whytyczne interpretacji oceny ekspresji PD-L1 znajdujg sie w czesci ,Ocena
wybarwienia i interpretacja wartosci skali”.

15.

1)

2)

3)
4)

5)

6)

1)

2)

4)

5)

32

Ograniczenia

15.1 Ograniczenia ogélne

Technika immunohistochemiczna jest wieloetapowg metodg diagnostyczng wymagajaca specjalistycznego przeszkolenia w doborze
odpowiednich odczynnikéw, tkanek, sposobu utrwalania i obrobki, przygotowania preparatu immunohistochemicznego oraz interpretac;ji

wynikéw barwienia.

Odczyn tkankowy zalezy od przygotowania i obrobki tkanki przed barwieniem. Nieprawidlowe utrwalanie, zamrazanie, rozmrazanie,
przemywanie, suszenie, ogrzewanie, dzielenie na skrawki lub zanieczyszczenie innymi tkankami lub cieczami moze powodowaé
powstawanie artefaktow, blokowanie przeciwciat lub wyniki fatszywie ujemne. Niespéjne wyniki mogg by¢ spowodowane zmianami w
zakresie metod utrwalania i zatapiania lub przez naturalne nieregularnosci w obrebie tkanek.

Nadmierne lub niepetne barwienie kontrastowe moze utrudnia¢ prawidtowg interpretacje wynikow.

Interpretacja kliniczna odczynu ekspresji PD-L1 musi by¢ prowadzona w kontekscie objawow klinicznych, obrazu morfologicznego i
innych kryteriéw 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 preparatéw spoczywa na wykwalifikowanym patologu z doswiadczeniem w zakresie stosowanych przeciwciat,
odczynnikéw i metod. Barwienie nalezy wykonac¢ w certyfikowanym laboratorium pod nadzorem patologa odpowiedzialnego za
przegladanie i ocene wybarwionych preparatéw oraz wtasciwe wykonanie dodatnich i ujemnych préb kontrolnych.

Tkanki pochodzgce od osob zakazonych wirusem zapalenia watroby typu B i zawierajgce antygen powierzchniowy wirusa zapalenia
watroby typu B (HBsAg) moga wykazywac¢ odczyn nieswoisty w reakcji z peroksydazg chrzanowg (14).

W typach tkanek, ktore nie zostaty uprzednio przetestowane, odczynniki mogg wykazywac nieoczekiwane reakcje. Nie mozna
catkowicie wykluczy¢ wystgpienia nieoczekiwanych reakcji, nawet w przetestowanych typach tkanek, z uwagi na zmienno$¢ biologiczng
ekspresji antygenéw w tkankach nowotworowych i innych tkankach patologicznych. W przypadku uzyskania nieoczekiwanych reakgcji
nalezy przesta¢ odpowiednig dokumentacje do dziatu wsparcia technicznego firmy Agilent.

Wigzanie biatek lub produktéw reakcji na drodze mechanizméw innych niz immunologiczne moze by¢ przyczyng wynikéw fatszywie dodatnich.
Moga one réwniez wystapi¢ na skutek aktywnosci pseudoperoksydazy (erytrocyty) i endogennej peroksydazy (cytochrom C) (13).
Odczynniki i instrukcje dostarczane z systemem opracowano z myslag o uzyskaniu optymalnych wynikéw. Dalsze rozcienczenie
odczynnikéw bgdz 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. Prébki powinny zostaé
wybarwione zgodnie z zaleceniami dotyczacymi przechowywania skrawkow (patrz czes¢ ,Zalecenia dotyczace przechowywania

skrawkow”).

W celu uzyskania optymalnych i powtarzalnych wynikéw skrawki tkankowe utrwalone w rutynowy sposoéb (w obojetnej buforowanej
formalinie) i zatopione w parafinie wymagaja wstepnego odmaskowania antygenu biatka PD-L1.

Nie nalezy zastepowac¢ odczynnikdw odczynnikami o innych numerach partii bgdZ pochodzgcymi od innych producentéw. Jedynym
wyjatkiem jest roztwor EnVision FLEX Target Retrieval Solution, Low pH (50x), dostepny pod nr. kat. K8005.

Wybarwione kontrolne linie komérkowe sg przeznaczone tylko do weryfikacji serii odczynéw i nie powinny by¢ uzywane do oceny
punktowej reakcji barwienia skrawkow tkankowych.
Stosowanie testu PD-L1 IHC 22C3 pharmDx na tkankach utrwalonych za pomocg $rodkéw utrwalajgcych innych niz formalina nie
zostato zweryfikowane.
Stosowanie testu PD-L1 IHC 22C3 pharmDx na prébkach pobranych metodg cienkoigtowg nie zostato zweryfikowane.

Stosowanie testu PD-L1 IHC 22C3 pharmDx na odwapnionych tkankach nie zostato zatwierdzone i nie jest zalecane.

Klinicy$ci powinni zachowa¢ ostrozno$¢ podczas interpretacji wynikoéw testu przy wartosci granicznej CPS = 20, poniewaz test PD-L1
IHC 22C3 pharmDx nie spehit wczesniej okreslonych kryteriow dopuszczalnosci dla procentowej zgodnosci wynikéw dodatnich w
dwéch niezaleznych miedzyosrodkowych badaniach odtwarzalnosci ani procentowej zgodnosci wszystkich wynikow w jednym
miedzyosrodkowym badaniu odtwarzalnosci, przeprowadzonym na prébkach HNSCC przy wartosci granicznej CPS = 20. Wszystkie
wczesniej okreslone kryteria dopuszczalnosci zostaty spetnione w niezaleznym miedzyosrodkowym badaniu odtwarzalnosci,
przeprowadzonym na probkach HNSCC przy wartosci granicznej CPS = 1.
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16. Ocena skutecznosci
16.1 Ocena skutecznosci nieklinicznej: tkanki prawidfowe i nowotworowe

Tkanki prawidtowe: w tabeli 7 przedstawiono podsumowanie immunoreaktywnosci przeciwciat Monoclonal Mouse Anti-PD-L1, Clone
22C3 w obrebie zalecanego panelu tkanek prawidtowych. Odczyn blonowy zaobserwowano w przypadku komoérek uktadu
immunologicznego oraz komérek pochodzenia nabtonkowego. Odczyn cytoplazmatyczny zaobserwowano w niektorych typach komérek,
lecz nie zarejestrowano go jako odczynu dodatniego. Wszystkie tkanki zostaty utrwalone w formalinie, zatopione w parafinie i wybarwione
z uzyciem zestawu PD-L1 IHC 22C3 pharmDx, zgodnie z instrukcjami zamieszczonymi w ulotce dotaczonej do opakowania. W obrebie
analizowanych typéw komorek i tkanek nie uzyskano nieoczekiwanych wynikéw. Obserwowany odczyn byt zgodny z danymi
literaturowymi dotyczacymi ekspresji PD-L1 IHC w tkankach prawidtowych (11, 12).

Tabela 7: Podsumowanie reaktywnosci zestawu PD-L1 IHC 22C3 pharmDx w tkankach prawidtowych

Rodzaj tkanki Dodatni odczyn btonowy: Dodatni odczyn cytoplazmatyczny: Odczyn
(liczba badanych elementy tkankowe elementy tkankowe nieswoisty
przypadkéw)
Grasica (3) 3/3 Nabtonek rdzenia 0/3 0/3
Gruczot krokowy (2) 2/2 Nabtonek 0/2 0/2
Gruczotly sutkowe (3) 0/3 0/3 0/3
Jajniki (3) 0/3 0/3 0/3
Jadra (3) 0/3 0/3 0/3
Jelito cienkie (3) 0/3 0/3 0/3
Komérki miedzybtonka (2) 0/2 0/2 0/2
Macica (3) 0/3 0/3 0/3
Miesien sercowy (3) 0/3 0/3 0/3
Miesnie szkieletowe (3) 0/3 0/3 0/3
Migdatki (3) 3/3 Nabtonek krypt migdatkéw 0/3 0/3
2/3 Centrum rozrodcze
(makrofagi)
Mozg (3) 0/3 0/3 0/3
Mozdzek (3) 0/3 0/3 0/3
Nadnercza (3) 0/3 1/3 Komérki szpiku 0/3
Nerki (3) 1/3 Nabtonek kanalikdw 0/3 0/3
Nerwy obwodowe (3) 0/3 1/3 Tkanka tgczna/naczynia 0/3
Okreznica (3) 2/3 Makrofagi 0/3 0/3
Ptuca (3) 3/3 Makrofagi pecherzykowe 0/3 0/3
Przetyk (3) 0/3 0/3 0/3
Przysadka moézgowa (3) 1/3 Przedni ptat przysadki 1/3 Przedni ptat przysadki 0/3
1/3 Tylny ptat przysadki 1/3 Tylny ptat przysadki
Przytarczyce (3) 1/3 Nabtonek gruczotowy 0/3 0/3
Skéra (3) 0/3 0/3 0/3
Szpik kostny (3) 3/3 Megakariocyty 3/3 Megakariocyty 0/3
Szyjka macicy (3) 1/3 Nabtonek 0/3 0/3
Sledziona (3) 2/3 Makrofagi 0/3 0/3
Slinianki (3) 0/3 0/3 0/3
Tarczyca (3) 0/3 0/3 0/3
Trzustka (3) 0/3 0/3 0/3
Watroba (3) 1/3 Makrofagi 0/3 0/3
1/3 Hepatocyty
Zotadek (3) 2/3 Limfocyty 1/3 Gruczoty zotagdkowe 0/3
1/3 Gruczoty zotgdkowe

Tkanki nowotworowe: w tabeli 8 przedstawiono podsumowanie immunoreaktywnosci przeciwciat Monoclonal Mouse Anti-PD-L1, Clone
22C3 w obrebie panelu tkanek nowotworowych. Odczyn btonowy zaobserwowano w przypadku komoérek uktadu immunologicznego oraz
komorek pochodzenia nabtonkowego. Odczyn cytoplazmatyczny zaobserwowano w niektérych typach komoérek, lecz nie zarejestrowano
go jako odczynu dodatniego. Wszystkie tkanki zostaty utrwalone w formalinie, zatopione w parafinie i wybarwione z uzyciem zestawu
PD-L1 IHC 22C3 pharmDx, zgodnie z instrukcjami zamieszczonymi w ulotce dotgczonej do opakowania. W obrebie analizowanych
prébek guza nie zaobserwowano nieoczekiwanych wynikéw. Obserwowany odczyn byt zgodny z danymi literaturowymi dotyczacymi
ekspresji PD-L1 IHC w tkankach nowotworowych (15-18).

Tabela 8: Podsumowanie reaktywnosci zestawu PD-L1 IHC 22C3 pharmDx w tkankach nowotworowych

o Wykazujgce ekspresje
Tfp el Lebelzage PD-L1/wszystkie N = 159
Chioniak
Ch%oplak anaplastyczny z duzych Wezly chionne 0/1
komaérek
Chtoniak Hodgkina Wezty chionne 2/2
Chioniak nieziarniczy Wezly chtonne 11
Chtoniak rozlany z komérek B Wezly chionne 0/4
Chrzestniakomiesak Kosci 01
. Odbytnica 01
Czerniak
Jama nosowa 0/1

P03928PL_09/SK00621-2 s. 17/41



N Wykazujgce ekspres;j
e Lebelzage Pg-vaﬁzystkiepN 250
Glejak Mézg 0/1
Grasiczak Srédpiersie 11
Guz chromochtonny Nadnercza 0/1
Guz komoérek wysp Trzustka 01
Gwiazdziak Mdézgowie 0/3
Kostniakomiesak Kosci 0/2
Miedzybtoniak Otrzewna 0/1
Miesak mazidwkowy Jama miednicy 0/1
Miesniakomigsak gtadkokomorkowy ;‘;iﬂzlr?e’kkle‘ sciana klatki piersiowe; 8;]
Tkanki miekkie, typ zarodkowy 0/1
Miesniakomigsak pragzkowany Gruczot krokowy 0/1
Przestrzen zaotrzewnowa 01
Nasieniak Jadra 0/2
Nerwiak zarodkowy Przestrzen zaotrzewnowa 01
Nerwiakowtokniak Tkanki miekkie, odcinek krzyzowy 0
Oponiak Mézg 0/2
I(’Pr'):lrgl_tr);wny guz neuroektodermalny Przestrzen zaotrzewnowa 0/1
Rak Jama nos_owo-gardtowa; rak jamy nosowo- 0/1
gardtowej
Rak drobnokomoérkowy Pluca 01
Wyrostek robaczkowy 0/1
Gruczot sutkowy, rak przewodowy in situ 0/2
_Gruczo_’f sutkowy, rak przewodowy 0/7
inwazyjny
Gruczot sutkowy, rak przewodowy
inwazyjny z przerzutami do weztéw 0/1
chtonnych
Szyjka macicy, typ wewnatrzszyjkowy 0/1
Okreznica 0/5
Okreznica, przerzuty do watroby 01
Okreznica, rak $luzowy 0/1
Przetyk 0/1
Pecherzyk zéiciowy 1/5
Przewdd pokarmowy, przerzuty do ptuc 0
Gtowa i szyja, podniebienie twarde 01
Ptuca 1/4
Rak gruczotowy Jajniki 0/1
Jajniki, rak endometrioidalny 0/1
Jajniki, rak $luzowy 01
Jajniki, rak surowiczy 01
Trzustka 0/2
Trzustka, rak przewodowy 0/3
Gruczot krokowy 0/5
Odbytnica 0/4
Gruczot slinowy/$linianka przyuszna 0/2
Jelito cienkie 0/2
Zotgdek 0/6
Zotgdek, rak $luzowy 0/1
Tarczyca, rak pecherzykowy 0/1
Tarczyca, rak pecherzykowo-brodawkowaty | 0/1
Tarczyca, rak brodawkowaty 0/3
Macica, rak jasnokomorkowy 0/1
Macica, rak endometrium 0/3
Rak kory nadnerczy Nadnercza 0/1
Rak nerkowokomorkowy
Rak brodawkowaty Nerka 01
Rak jasnokomdrkowy Nerka 0/6
Rak ptaskonabtonkowy przetyku, 0/
przerzutowy do weztéw chtonnych
Szyjka macicy 2/5
Rak ptaskonabtonkowy gzsgki szyja 8;;
Ptuca 1/2
Skéra 0/2
Macica 0/1
Rak podstawnokomorkowy Skoéra 01
Rak przej$ciowokomorkowy Zeecr:E:rz 8;?
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Wykazujgce ekspresje

e Lebelzage PD-L1/wszystkie N = 159
Rak rdzeniowy Tarczyca 0/1
Rak watrobowokomorkowy Watroba 0/5
Rak okreznicy z komérek sygnetowych, 0/
Rak z komérek sygnetowych przerzutowy do jajnikow
Okreznica 0/1
Okreznica 0
Rak z komérek srédmigzszowych Odbytnica 01
Jelito cienkie 01
Rak zarodkowy Jadra 01
Rdzeniak Mézg 01
Spermatocytoma Jadra 0/2
Struniak Jama miednicy 0/1
Watrobiak zarodkowy Watroba 0/1
Wyscidtczak Mézg 0/1

16.2 Ocena skutecznosci w badaniach nieklinicznych: NSCLC
Badania niekliniczne przeprowadzono na utrwalonych w formalinie i zatopionych w parafinie prébkach NSCLC.

Czutoscé/swoistosé analityczna: NSCLC

Czuto$¢ analityczna testu PD-L1 IHC 22C3 pharmDx zostata sprawdzona za pomocg partii produkcyjnej na 127 réznych utrwalonych w
formalinie i zatopionych w parafinie prébkach NSCLC w stadiach I-1V. Ocena ekspresji PD-L1 wykazata wystepowanie odczynu u
0-100% komérek guza z ekspresjg o nasileniu odczynu 0-3.

Doktadnosé: NSCLC

Doktadno$é testu PD-L1 IHC 22C3 pharmDx zostata oceniona w osrodku firmy Dako. Srednig procentowg zgodno$é wynikéw ujemnych
(ang. average negative percent agreement, ANA), srednig procentowg zgodnos¢ wynikéw dodatnich (ang. average positive percent
agreement, APA) oraz procentowg zgodnos$é wszystkich wynikéw (ang. overall percent agreement, OA) obliczono z wykorzystaniem
odpowiednich 95-procentowych dwustronnych przedziatéw ufnosci z uzyciem metody bootstrapowej dla wartosci granicznych TPS = 1%
i TPS =50%. W badaniach, ktére daty 100% zgodnosci, procentowg zgodnos$¢ wynikéw ujemnych (ang. negative percent agreement,
NPA), procentowg zgodnos$é wynikéw dodatnich (ang. positive percent agreement, PPA) oraz zgodno$¢ wszystkich wynikéw (ang. overall
agreement, OA) obliczono z wykorzystaniem odpowiednich 95-procentowych dwustronnych przedziatéw ufnosci z wykorzystaniem
metody Wilsona dla wartosci granicznych TPS 2 1% i TPS = 50%.

Tabela 9: Doktadnos¢ testu PD-L1 IHC 22C3 pharmDx zbadana w jednym osrodku (TPS 2 1%)

Badanie doktadnosci Sra”'czna wartosc Typ badania % zgodnosci (95% Cl)

iagnostyczna

Pomiedzy urzadzeniami TPS 21% Kazda z 24 prébek z NSCLC (12 prébek NPA 100,0% (94,0-100,0%)
niewykazujgcych ekspresji PD-L1 i 12 probek PPA 100,0% (94,0-100,0%)
wykazujgcych ekspresje PD-L1) o réznych OA 100,0% (96,9—-100,0%)
wartosciach ekspresji PD-L1 IHC zostata zbadana
w kazdym z sze$ciu urzgdzen Autostainer Link 48.

Pomiedzy operatorami TPS 2 1% Kazda z 24 prébek z NSCLC (12 prébek NPA 100,0% (93,9-100,0%)
niewykazujgcych ekspresji PD-L1 i 12 probek PPA 100,0% (94,0—100,0%)
wykazujgcych ekspresje PD-L1) o réznych OA 100,0% (96,9—-100,0%)
wartosciach ekspresji PD-L1 IHC zostata zbadana
przez szesciu analitykow w jednym urzgdzeniu
Autostainer Link 48.

Pomiedzy dniami TPS 2 1% Kazda z 24 prébek z NSCLC (12 prébek NPA 100,0% (94,0-100,0%)
niewykazujgcych ekspresji PD-L1 i 12 probek PPA 100,0% (94,0—100,0%)
wykazujgcych ekspresje PD-L1) o réznych OA 100,0% (96,9—-100,0%)
wartosciach ekspresji PD-L1 IHC zostata zbadana
w ciggu 6 nienastepujacych po sobie dni w
urzgdzeniu Autostainer Link 48.

Pomiedzy partiami TPS =2 1% Kazda z 24 prébek z NSCLC (13 prébek ANA 98,3% (95,9-100,0%)
niewykazujgcych ekspresji PD-L1i 11 probek APA 97,9% (94,6—100,0%)
wykazujgcych ekspresje PD-L1) o réznych OA 98,1% (95,3-100,0%)
wartosciach ekspresji PD-L1 IHC zostata zbadana
w trzech powtérzeniach z kazdg z trzech partii
odczynnikéw w urzgdzeniu Autostainer Link 48.

W obrebie serii TPS 2 1% Kazda z 24 prébek z NSCLC (12 prébek NPA 100,0% (94,0-100,0%)

(powtarzalnosc¢) niewykazujgcych ekspresji PD-L1 i 12 probek PPA 100,0% (93,8-100,0%)
wykazujgcych ekspresje PD-L1) o réznych OA 100,0% (96,8—100,0%)
wartosciach ekspresji PD-L1 IHC zostata zbadana
w szesciu powtérzeniach w obrebie jednej serii w
urzgdzeniu Autostainer Link 48.

NPA = procentowa zgodno$¢ wynikéw ujemnych; PPA = procentowa zgodnos$é wynikéw dodatnich; OA = zgodno$¢ wszystkich wynikéw
ANA = $rednia procentowa zgodnos$¢ wynikow ujemnych; APA = $rednia procentowa zgodnos$¢ wynikéw dodatnich; TPS = skala stopnia

wybarwienia guza
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Tabela 10: Doktadnos$¢ testu PD-L1 IHC 22C3 pharmDx zbadana w jednym osrodku (TPS 2 50%)

Badanie doktadnosci

Graniczna wartosc
diagnostyczna

Typ badania

% zgodnosci (95% Cl)

(powtarzalno$¢)

niewykazujgcych ekspresji PD-L1 i 12 prébek
wykazujgcych ekspresje PD-L1) o réznych
wartosciach ekspresji PD-L1 IHC zostata zbadana
w szesciu powtérzeniach w obrebie jednej serii w
urzgdzeniu Autostainer Link 48.

Pomiedzy urzadzeniami TPS = 50% Kazda z 24 prébek z NSCLC (12 prébek NPA 100,0% (94,9-100,0%)
niewykazujgcych ekspresji PD-L1 i 12 probek PPA 100,0% (94,9-100,0%)
wykazujgcych ekspresje PD-L1) o réznych OA 100,0% (97,4—-100,0%)
wartosciach ekspresji PD-L1 IHC zostata zbadana
w kazdym z sze$ciu urzgdzen Autostainer Link 48.

Pomiedzy operatorami TPS = 50% Kazda z 24 prébek z NSCLC (12 prébek ANA 94,0% (89,3-98,6%)
niewykazujgcych ekspresji PD-L1 i 12 probek APA 93,1% (85,8-98,6%)
wykazujgcych ekspresje PD-L1) o réznych OA 93,6% (87,8-98,6%)
wartosciach ekspresji PD-L1 IHC zostata zbadana
przez szesciu analitykow w jednym urzgdzeniu
Autostainer Link 48.

Pomiedzy dniami TPS = 50% Kazda z 24 prébek z NSCLC (12 prébek NPA 100,0% (94,9-100,0%)
niewykazujgcych ekspresji PD-L1 i 12 probek PPA 100,0% (94,9-100,0%)
wykazujgcych ekspresje PD-L1) o réznych OA 100,0% (97,4—100,0%)
wartosciach ekspresji PD-L1 IHC zostata zbadana
w ciggu 6 nienastepujacych po sobie dni w
urzgdzeniu Autostainer Link 48.

Pomiedzy partiami TPS = 50% Kazda z 24 prébek z NSCLC (12 prébek ANA 93,3% (88,5-97,1%)
niewykazujgcych ekspresji PD-L1 i 12 probek APA 93,7% (88,7-97,4%)
wykazujgcych ekspresje PD-L1) o réznych OA 93,5% (88,9-97,2%)
wartosciach ekspresji PD-L1 IHC zostata zbadana
w trzech powtérzeniach z kazda z trzech partii
odczynnikéw w urzgdzeniu Autostainer Link 48.

W obrebie serii TPS = 50% Kazda z 24 prébek z NSCLC (12 prébek NPA 100,0% (94,0-100,0%)

PPA 100,0% (95,6—100,0%)
OA 100,0% (97,4—-100,0%)

NPA = procentowa zgodnos$¢ wynikéw ujemnych; PPA = procentowa zgodno$¢ wynikéw dodatnich; OA = zgodnos$¢ wszystkich wynikéw
ANA = $rednia procentowa zgodnos$¢ wynikow ujemnych; APA = $rednia procentowa zgodno$¢ wynikéw dodatnich; TPS = skala stopnia

wybarwienia guza

Odtwarzalnos¢ zewnetrzna: NSCLC

Odtwarzalno$é zewnetrzng testu PD-L1 IHC 22C3 pharmDx oceniono w trzech zewnetrznych o$rodkach badawczych. Srednie
procentowe zgodnosci obliczono z powodu braku naturalnej wartosci odniesienia dla parametréw odtwarzalnosci, takich jak osrodek czy
obserwator. Srednig procentowg zgodno$é wynikéw ujemnych (ang. average negative percent agreement, ANA), érednig procentowag
zgodnos¢ wynikéw dodatnich (ang. average positive percent agreement, APA) oraz procentowg zgodnos¢ wszystkich wynikéw (ang.
overall percent agreement, OA) obliczono z wykorzystaniem odpowiednich 95-procentowych dwustronnych przedziatéw ufnosci z

uzyciem metody bootstrapowej dla wartosci granicznych TPS 2 1% i TPS = 50%.

Tabela 11: Odtwarzalnos¢ testu PD-L1 IHC 22C3 pharmDx przeprowadzonego w trzech osrodkach zewnetrznych (TPS 2 1%)

Badanie odtwarzalnosci

Graniczna wartosc
diagnostyczna

Typ badania

% zgodnosci (95% CI)

wykazujgcych ekspresje PD-L1) o réznych
wartosciach ekspresji PD-L1 IHC i wybarwionych za
pomoca testu PD-L1 IHC 22C3 pharmDx zostata
przeprowadzona przez trzech patologéw (jednego w
kazdym z trzech osrodkéw badawczych) w ciggu 3
nienastepujgcych po sobie dni. Analiza zostata
przeprowadzona pomiedzy trzema osrodkami w
oparciu o poréwnanie tgcznie 1674 par.

Pomigdzy osrodkami TPS 2 1% Kazda z 36 probek NSCLC (16 prébek ANA 94,8% (90,3-98,4%)
niewykazujacych ekspresji PD-L1 i 20 prébek APA 95,5% (91,2-98,7%)
wykazujgcych ekspresje PD-L1) o réznych OA 95,2% (90,8-98,6%)
wartosciach ekspresji PD-L1 IHC zostata zbadana w
ciggu 5 nienastepujacych po sobie dni. Analiza
zostata przeprowadzona pomiedzy trzema osrodkami
w oparciu o poréwnanie fgcznie 2700 par.

W obrebie osrodka TPS 2 1% Kazda z 36 probek NSCLC (16 probek ANA 96,2% (94,1-97,5%)
niewykazujgcych ekspresji PD-L1 i 20 probek APA 96,7% (95,0-97,9%)
wykazujgcych ekspresje PD-L1) o réznych OA 96,5% (95,2-97,4%)
wartosciach ekspresji PD-L1 IHC zostata zbadana w
ciggu 5 nienastepujgcych po sobie dni w kazdym z
trzech osrodkéw badawczych. Analiza zostata
przeprowadzona w obrebie trzech osrodkéw w
oparciu o poréwnanie tgcznie 1080 par.

Pomigdzy TPS 2 1% Ocena 62 probek NSCLC (28 prébek ANA 85,8% (79,3-91,8%)

obserwatorami niewykazujgcych ekspresji PD-L1 i 34 probek APA 88,2% (82,2-93,3%)

OA 87,1% (81,0-92,6%)
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Badanie odtwarzalnosci

Graniczna wartos$¢
diagnostyczna

Typ badania

% zgodnosci (95% CI)

W obrebie obserwatora

TPS 2 1%

Ocena 62 probek NSCLC (28 prébek
niewykazujgcych ekspresji PD-L1 i 34 probek
wykazujgcych ekspresje PD-L1) o réznych
wartosciach ekspresji PD-L1 IHC i wybarwionych za
pomocg testu PD-L1 IHC 22C3 pharmDx zostata
przeprowadzona przez trzech patologéw (jednego w
kazdym z trzech o$rodkéw badawczych) w ciggu 3
nienastepujgcych po sobie dni. Analiza zostata
przeprowadzona w trzech osrodkach w oparciu o
poréwnanie tgcznie 558 par.

ANA 93,7% (90,0-96,1%)
APA 94,8% (91,6-96,7%)
OA 94,3% (92,0-95,9%)

ANA = $rednia procentowa zgodnos$¢ wynikéw ujemnych; APA = $rednia procentowa zgodnos$¢ wynikéw dodatnich; TPS = skala stopnia

wybarwienia guza

Tabela 12: Odtwarzalnos$¢ testu PD-L1 IHC 22C3 pharmDx przeprowadzonego w trzech osrodkach zewnetrznych (TPS 2 50%)

Badanie odtwarzalnosci

Graniczna wartos$¢
diagnostyczna

Typ badania

% zgodnosci (95% CI)

Pomiedzy osrodkami

TPS 2 50%

Kazda z 36 prébek NSCLC (21 probek
niewykazujgcych ekspresji PD-L1 i 15 prébek
wykazujgcych ekspresje PD-L1) o réznych
warto$ciach ekspresji PD-L1 IHC zostata zbadana w
ciggu 5 nienastepujgcych po sobie dni. Analiza
zostata przeprowadzona pomiedzy trzema

osrodkami w oparciu o poréwnanie tgcznie 2700 par.

ANA 90,3% (84,4-95,2%)
APA 85,2% (75,6-92,9%)
OA 88,3% (81,4-94,3%)

W obrebie osrodka

TPS 2 50%

Kazda z 36 prébek NSCLC (21 probek
niewykazujgcych ekspresji PD-L1 i 15 probek
wykazujgcych ekspresje PD-L1) o réznych
wartosciach ekspresji PD-L1 IHC zostata zbadana w
ciggu 5 nienastepujgcych po sobie dni w kazdym z
trzech osrodkéw badawczych. Analiza zostata
przeprowadzona w obrebie trzech osrodkéow w
oparciu o poréwnanie tgcznie 1080 par.

ANA 91,9% (88,8-94,8%)
APA 87,6% (82,5-92,2%)
OA 90,2% (86,3-93,7%)

Pomiedzy
obserwatorami

TPS 2 50%

Ocena 62 probek NSCLC (30 prébek
niewykazujgcych ekspresji PD-L1 i 32 prébek
wykazujgcych ekspresje PD-L1) o réznych
wartosciach ekspresji PD-L1 IHC i wybarwionych za
pomoca testu PD-L1 IHC 22C3 pharmDx zostata
przeprowadzona przez trzech patologéw (jednego w
kazdym z trzech o$rodkéw badawczych) w ciggu 3
nienastepujacych po sobie dni. Analiza zostata
przeprowadzona pomiedzy trzema osrodkami w
oparciu o poréwnanie tgcznie 1674 par.

ANA 92,6% (87,8-96,7%)
APA 92,8% (88,1-96,8%)
OA 92,7% (88,1-96,8%)

W obrebie obserwatora

TPS 2 50%

Ocena 62 probek NSCLC (30 probek
niewykazujgcych ekspresji PD-L1 i 32 probek
wykazujgcych ekspresje PD-L1) o réznych
wartosciach ekspresji PD-L1 IHC i wybarwionych za
pomoca testu PD-L1 IHC 22C3 pharmDx zostata
przeprowadzona przez trzech patologéw (jednego w
kazdym z trzech o$rodkéw badawczych) w ciggu 3
nienastepujgcych po sobie dni. Analiza zostata
przeprowadzona w trzech osrodkach w oparciu o
poréwnanie tgcznie 558 par.

ANA 96,4% (94,0-98,5%)
APA 96,5% (94,3-98,6%)
OA 96,4% (94,3-98,6%)

ANA = $rednia procentowa zgodnos$¢ wynikéw ujemnych; APA = $rednia procentowa zgodnos¢ wynikéw dodatnich; TPS = skala stopnia

wybarwienia guza

16.3 Ocena skutecznosci klinicznej: NSCLC
KEYNOTE-024: kontrolowane badanie kliniczne z udziatem pacjentéw z NSCLC, ktérzy nie byli wcze$niej poddawani leczeniu

Ocene bezpieczenstwa klinicznego i skutecznosci pembrolizumabu przeprowadzono w ramach badania KEYNOTE-024 —
wieloo$rodkowego badania kontrolowanego dotyczgcego leczenia wczesniej nieleczonego przerzutowego NSCLC. Wzigli w nim udziat
pacjenci, u ktérych wykazano ekspresje PD-L1 na podstawie testu PD-L1 IHC 22C3 pharmDx w skali TPS >50% (2). Pacjentom
poddanym randomizacji (1:1) co 3 tygodnie podawano pembrolizumab w dawce wynoszgcej 200 mg (n = 154) lub poddawano ich
chemioterapii z zastosowaniem zwigzkéw platyny wybranych przez badacza (n=151; w tym pemetreksed + karboplatyna,
pemetreksed + cisplatyna, gemcytabina + cisplatyna, gemcytabina + karboplatyna Iub paklitaksel + karboplatyna. Pacjenci z
nowotworem typu nieptaskonabtonkowego mogli by¢ poddawani leczeniu podtrzymujgcemu z zastosowaniem pemetreksedu). Pacjentom
podawano pembrolizumab do momentu wystgpienia niedopuszczalnego poziomu toksycznosci lub postepu choroby. Pomimo postepu
choroby leczenie mogto by¢ kontynuowane, jezeli pacjent byt w stabilnym stanie klinicznym i zdaniem badacza czerpat korzysci kliniczne
wynikajgce z leczenia. Z badania zostali wykluczeni pacjenci z mutacjami genéw EDFR lub ALK w guzach, pacjenci z chorobag
autoimmunologiczng wymagajgcg leczenia ogoélnego w ciggu 2lat terapii, pacjenci wymagajgcy leczenia preparatami
immunosupresyjnymi, a takze pacjenci, ktérzy otrzymali dawke napromieniowania klatki piersiowej przekraczajgcg warto$¢ 30 Gy w ciggu
poprzednich 26 tygodni. Ocena stanu guza byta przeprowadzana co 9 tygodni. Pacjenci poddawani chemioterapii, u ktérych niezaleznie
stwierdzono postep choroby, mogli przej$¢ do grupy otrzymujacej pembrolizumab.
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Wyjsciowa charakterystyka 305 pacjentow biorgcych udziat w badaniu KEYNOTE-024 jest nastgpujgca: sredni wiek wynidst 65 lat (54%
to osoby w wieku 65 lat lub starsze); 61% to mezczyzni; 82% uczestnikéw nalezato do rasy biatej, a 15% do odmiany azjatyckiej; stan
sprawnosci w skali ECOG wyniosta 0 (35%) i 1 (65%). Charakterystyka choroby: nowotwdr typu ptaskonabtonkowego (18%) i
nieptaskonabtonkowego; biataczka mieloblastyczna M1 (99%); przerzuty nowotworowe do mézgu (9%).

Pierwszorzedowym punktem koncowym oceny skutecznosci byt czas przezycia bez progresji choroby (PFS) oceniany na podstawie
niejawnej i niezaleznej analizy centralnej (BICR) zgodnie z kryteriami RECIST w wersji 1.1. Drugorzedowymi punktami koncowymi oceny
skutecznosci byty catkowity czas przezycia (OS) i wskaznik obiektywnej odpowiedzi na leczenie (ORR) oceniane na podstawie niejawnej
i niezaleznej analizy centralnej (BICR) zgodnie z kryteriami RECIST w wersji 1.1. W tabeli 13 zamieszczono gtéwne kryteria oceny
skutecznosci dla grup wyodrebnionych zgodnie z zaplanowanym leczeniem (ITT).

Tabela 13: Wyniki skutecznosci w badaniu KEYNOTE-024

Punkt koncowy Produkt KEYTRUDA
200 mg co 3 tygodnie
n=154

Chemioterapia

n=151

PFS*
Liczba (%) pacjentéw, u ktérych wystapito zdarzenie
Wspétczynnik ryzykat (95% Cl)

73 (47%) 116 (77%)
0,50 (0,37; 0,68)

Wartos¢ pt < 0,001

Mediana w miesigcach (95% CI) 10,3 (6,7, NA) 6,0 (4,2; 6,2)
0os

Liczba (%) pacjentéw, u ktérych wystapito zdarzenie | 44 (29%) 64 (42%)

Wspétczynnik ryzykat (95% Cl)

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

Warto$¢ pt

0,005

Mediana w miesigcach (95% Cl)

Nie osiggnieto

Nie osiggnieto

(NA, NA) (9,4, NA)

Wskaznik obiektywnej odpowiedzi*
ORR % (95% CI)

45% (37, 53) 28% (21, 36)

QOdpowiedz catkowita % 4% 1%
Odpowiedz czesciowa % 41% 27%
Czas utrzymywania sie¢ odpowiedzi§
Mediana w miesigcach (zakres) Nie osiggnieto 6,3

(1,9+; 14,5+) (2,1+; 12,6+)
% 0s6b z odpowiedzig utrzymujaca sie = 6 miesiecy | 88%1 59%#

Zgodnie z niejawng i niezalezng oceng przeprowadzong centralnie wedtug kryteriow RECIST 1.1

Wspétczynnik ryzyka (dziatanie produktu KEYTRUDA w poréwnaniu z chemioterapig) oparto na modelu
stratyfikowanego hazardu proporcjonalnego Coxa

W oparciu o stratyfikowany test logarytmiczny rang

W oparciu o liczbe pacjentéw, u ktérych wystapita odpowiedz na leczenie potwierdzona jako odpowiedz catkowita lub
czesciowa

W oparciu o estymacje metodg Kaplana-Meiera; obejmuje 43 pacjentoéw, u ktérych wystapita odpowiedz utrzymujaca
sie przez 6 miesiecy lub dtuzej

W oparciu o estymacje metodg Kaplana-Meiera; obejmuje 16 pacjentow, u ktérych wystagpita odpowiedz utrzymujaca
sie przez 6 miesiecy lub dtuzej

NA = niedostepne

-

H =2 w *+
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Rysunek 1: Krzywa Kaplana-Meiera catkowitego czasu przezycia w badaniu KEYNOTE-024
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Produkt KEYTRUDA 154 136 121 82 39 11 2 0
Chemioterapia 151 123 106 64 34 7 1 0

KEYNOTE-010: kontrolowane badanie kliniczne z udziatem pacjentow z NSCLC wcze$niej poddanych chemioterapii

Korzysci kliniczne testu PD-L1 IHC 22C3 pharmDx badano w ramach badania KEYNOTE-010 — wieloosrodkowego, otwartego,
randomizowanego badania klinicznego prowadzonego w celu oceny bezpieczenstwa klinicznego i skuteczno$ci produktu KEYTRUDA u
pacjentow z zaawansowanym NSCLC poddanych wczes$niej chemioterapii z zastosowaniem zwigzkéw platyny (3). Wzieli w nim udziat
pacjenci, u ktérych wykazano ekspresje PD-L1 na podstawie klinicznej wersji testu PD-L1 IHC 22C3 pharmDx (CTA) w skali TPS > 1%.
U pacjentow z mutacjg aktywujgcg w genie EGFR lub translokacjg ALK takze wystgpit postep choroby w czasie zatwierdzonego leczenia
pod katem tych mutacji przed otrzymaniem pembrolizumabu. Pacjentom poddanym randomizacji (1:1:1) co 3 tygodnie podawano
pembrolizumab o stezeniu 2 mg/kg (n = 344) lub 10 mg/kg (n = 346) lub docetaksel o stezeniu 75 mg/m? (n = 343) do momentu
wystgpienia niedopuszczalnego poziomu toksycznosci lub postepu choroby. Z badania zostali wykluczeni pacjenci z chorobg
autoimmunologiczng, pacjenci wymagajacy leczenia preparatami immunosupresyjnymi, a takze pacjenci, ktérzy otrzymali dawke
napromieniowania klatki piersiowej przekraczajgcg wartos¢ 30 Gy w ciggu poprzednich 26 tygodni. Ocena stanu guza byla
przeprowadzana co 9 tygodni. Gtdwnymi punktami koncowymi byty catkowity czas przezycia (OS) i czas przezycia bez progresji choroby
(PFS) oceniane na podstawie niejawnej i niezaleznej analizy centralnej (BICR) zgodnie z kryteriami RECIST w wersji 1.1.

W ramach CTA poddano randomizacji tacznie 1033 pacjentéw z NSCLC. W celu oceny uzytecznosci klinicznej testu PD-L1 IHC 22C3
pharmDx zachowane prébki uzyte podczas badania klinicznego zostaty zbadane retrospektywnie przez laboratorium referencyjne w USA
za pomoca testu PD-L1 IHC 22C3 pharmDx. Tkanki nowotworowe pobrane od 529 z 1033 pacjentéw zostaty zbadane retrospektywnie
za pomocg testu PD-L1 IHC 22C3 pharmDx. Prébki pobrane od 413 pacjentdw wykazywaty ekspresje PD-L1 (= 1% zywotnych komérek
guza wykazywato odczyn bfonowy o dowolnym nasileniu), natomiast prébki od 94 pacjentéw nie wykazywaty ekspresji PD-L1 (< 1%
zywotnych komoérek guza wykazywato odczyn btonowy o dowolnym nasileniu. Wysoki poziom ekspresji PD-L1 (= 50% zywotnych
komoérek guza wykazywato odczyn btonowy o dowolnym nasileniu) wystgpit w prébkach pobranych od 163 sposrod 413 pacjentéw, u
ktorych wykazano ekspresje PD-L1.

Poziom zgodnosci osiggniety pomiedzy CTA i testem PD-L1 IHC 22C3 pharmDx przedstawiono w tabeli 14.
Tabela 14: Zgodnos$é CTA i testu PD-L1 IHC 22C3 pharmDx

Poziomy zgodnosci PD-L1 Odsetek zgodnosci wynikow Odsetek zgodnosci wynikéw dodatnich
Wartos¢ ujemnych (95% przedziat ufnosci (95% przedziat ufnosci (Cl))
graniczna (Ch)

Zgodnos$¢ CTA i PD-L1 IHC 22C3 TPS > 1% 94,5% [91,4—96,6%)] 80,0% [76,9-82,8%]

pharmDx TPS >50% | 98,3% [97,1-99,0%)] 73,2% [67,9-77,9%)]

Wyjéciowe dane demograficzne i charakterystyka byly zrownowazone pomiedzy grupami terapeutycznymi pacjentéw poddanych
randomizacji, u ktérych wykazano ekspresje PD-L1 po zastosowaniu testu PD-L1 IHC 22C3 pharmDx. Sredni wiek wyniést 63 lata (44%
to osoby w wieku 65 lat i starsze). Wiekszo$¢ pacjentéw stanowity osoby rasy biatej (77%) i mezczyzni (58%); stan sprawnosci wg ECOG
w punkcie poczatkowym wynosit 0 (29%) lub 1 (71%). Siedemdziesiat osiem procent (78%) pacjentéw palito tyton w przesziosci lub
obecnie. U dwudziestu dwoch procent (22%) pacjentéw w badaniu histologicznym wykryto NSCLC typu ptaskonabtonkowego, natomiast
u 69% — NSCLC typu nieptaskonabtonkowego. Dane wyjsciowe i charakterystyka demograficzna byly w podobnym stopniu
zrownowazone w grupach przyjmujgcych pembrolizumab i docetaksel w catym badaniu klinicznym.
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Wyniki skutecznosci leczenia przedstawiono w tabelach 15 i 16. Wykazano trwatg korzys¢ kliniczng w przypadku produktu KEYTRUDA
podawanego pacjentom z NSCLC z ekspresjg PD-L1 (TPS > 1%). Korzys¢ byta wigksza u pacjentéw o wysokim poziomie ekspresji PD-L1
(TPS 2 50%), zgodnie z wynikami testu PD-L1 IHC 22C3 pharmDx. Stopien korzysci byt poréwnywalny ze stopniem w catym badaniu
klinicznym. W ponizszych tabelach zamieszczono podsumowanie miar oceny skutecznos$ci dla catej populacji wykazujgcej ekspresje PD-L1
(TPS = 1%) oraz podgrupy o wysokim poziomie ekspresji PD-L1 (TPS = 50%) w catym badaniu klinicznym (TPS > 1% w badaniu CTA), a
takze populacji wykazujgcej ekspresje PD-L1 na podstawie testu PD-L1 IHC 22C3 pharmDx. Na rysunku 2 przedstawiono krzywg Kaplana-
Meiera catkowitego czasu przezycia (TPS > 1%, zgodnie z wynikami testu PD-L1 IHC 22C3 pharmDx). W obu grupach terapeutycznych
wyniki skutecznosci leczenia byty podobne po zastosowaniu produktu KEYTRUDA o stezeniu 2 mg/kg i 10 mg/kg.

Tabela 15: Odpowiedz na leczenie produktem KEYTRUDA u wczes$niej leczonych pacjentéw z NSCLC — wyniki z calego
badania i dotyczace pacjentéw z ekspresja PD-L1, TPS > 1%, zgodnie z wynikami testu PD-L1 IHC 22C3 pharmDx

Wspétczynnik ryzyka (dziatanie produktu KEYTRUDA w poréwnaniu z docetakselem) oparto na modelu stratyfikowanego hazardu

proporcjonalnego Coxa
T W oparciu o stratyfikowany test logarytmiczny rang
* Zgodnie z niejawng i niezalezng oceng przeprowadzong centralnie wedtug kryteriow RECIST 1.1
§ Wszystkie odpowiedzi na leczenie byty czesciowe

Punkt koficow Produkt KEYTRUDA Produkt KEYTRUDA Docetaksel
Y 2 mg/kg co 3 tygodnie 10 mg/kg co 3 tygodnie 75 mg/m? co 3 tygodnie
Badanie PD-L1 IHC Badanie PD-L1 IHC Badanie PD-L1 IHC
o 22C3 pharmDx . 22C3 pharmDx . 22C3
kliniczne kliniczne kliniczne
pharmDx

Liczba pacjentow 344 140 346 142 343 131
(O]
Zgony (%) 172 (50%) 59 (42%) 156 (45%) 59 (42%) 193 (56%) 67 (51%)
vizsﬁfifzy””'k 0,71 0,54 0,61 0,57
(95% Cl) (0,58; 0,88) (0,37; 0,78) (0,49; 0,75) (0,39; 0,82)
Wartos¢ pf < 0,001 < 0,001 < 0,001 0,00115
Mediana w 11,8 12,0

i 10,4 ’ 12,7 : 8,5 7,5
miesigcach (95% i (9,6, . (8.7, 2 e .
Cl) a5 11:2) niedostepne) (05 972 niedostepne) (T8 ) (6.3, 9.9)
PFS*
Zdarzenia (%) 266 (77%) 97 (69%) 255 (74%) 103 (73%) 257 (75%) 94 (72%)
Y;I/Zsy‘?;gzynmk 0,88 0,68 0,79 0,79
(95% Cl) (0,73; 1,04) (0,50; 0,92) (0,66; 0,94) (0,59; 1,06)
Warto$¢ p* 0,068 0,00578 0,005 0,05767
?ﬂi‘i‘%ﬁi& ©@% |39 4.9 4,0 4,0 4,0 3,8
cl) (3,1;4,1) (4,1;6,2) (2,6;4,3) (2,2;4,6) (3,1;4,2) (2,2;4,2)
Ogdlny odsetek
odpowiedzi na
leczenie*
ORR%? 18% 24% 18% 20% 9% 5%
(95% CI) (14; 23) (17; 32) (15; 23) (14; 28) (7;13) (2; 11)

Tabela 16: Odpowiedz na leczenie produktem KEYTRUDA u wczesniej leczonych pacjentéw z NSCLC — wyniki z calego
badania klinicznego i dotyczace pacjentéw z wysokim poziomem ekspresji PD-L1, TPS > 50%, zgodnie z wynikami testu PD-L1
IHC 22C3 pharmDx

Punkt koficow Produkt KEYTRUDA Produkt KEYTRUDA Docetaksel
y 2 mg/kg co 3 tygodnie 10 mg/kg co 3 tygodnie 75 mg/m? co 3 tygodnie
Badanie PD-L1 IHC Badanie PD-L1 IHC Badanie PD-L1 IHC
Wini 22C3 pharmDx - 22C3 pharmDx - 22C3
iniczne kliniczne kliniczne pharmDx
Liczba pacjentéw 139 56 151 60 152 47
(ON]
Zgony (%) 58 (42%) 18 (32%) 60 (40%) 19 (32%) 86 (57%) 25 (53%)
Y;I/Zsy‘?;gzynmk 0,54 0,45 0.50 0,29
(95% Cl) (0,38; 0,77) (0,24; 0,84) (0,36; 0,70) (0,15; 0,56)
Warto$¢ p* < 0,001 0,00541 < 0,001 < 0,001
Mediana w 14,9 Nie osiggnieto 17,3 Nie osiggnieto 8.2 79
miesigcach (10,4, 9,3, (11,8, (8,3, (é 4:107) (4 4:8,3)
(95% CI) niedostepne) niedostepne) niedostepne) niedostepne) o T
PFS*
Zdarzenia (%) 89 (64%) 33 (59%) 97 (64%) 34 (57%) 118 (78%) 33 (70%)
\r/yvzsyl?atfzynmk 0,58 0,47 0,59 0,41 (0,24;
(95% Cl) (0,43; 0,77) (0,28; 0,80) (0,45; 0,78) 0,70)
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Punkt koficow Produkt KEYTRUDA Produkt KEYTRUDA Docetaksel

Y 2 mg/kg co 3 tygodnie 10 mg/kg co 3 tygodnie 75 mg/m? co 3 tygodnie
Warto$é pt < 0,001 0,00221 < 0,001 < 0,001
ml‘zds':l”czg} 5,2 5,9 5,2 ?2'88 4,1 3,9
(95% C (4,0, 6,5) (4.2, 9,0) (4,1:8,1) niedostepne) | (381 43) (2,0;4,3)
Ogdlny odsetek
odpowiedzi na
leczenie?
ORR%* 30% 37% 29% 28% 8% 4%
(95% CI) (23; 39) (25; 52) (22; 37) (18; 41) (4;13) (1;15)

Wspétczynnik ryzyka (dziatanie produktu KEYTRUDA w poréwnaniu z docetakselem) oparto na modelu stratyfikowanego hazardu
proporcjonalnego Coxa

t W oparciu o stratyfikowany test logarytmiczny rang

* Zgodnie z niejawng i niezalezng oceng przeprowadzong centralnie wedtug kryteriow RECIST 1.1

§ Wszystkie odpowiedzi na leczenie byty czesciowe

Rysunek 2: Krzywa Kaplana-Meiera catkowitego czasu przezycia wedlug grup terapeutycznych (TPS > 1%, zgodnie z wynikami
testu PD-L1 IHC 22C3 pharmDx; populacja z zaplanowanym leczeniem)

110

Catkowity czas przezycia (%)

Docetaksel 75 mg/m? co 3 tyg.
10 = —= =—-= MK-3475 2 mg/kg co 3 tyg.
L =——-——— MK-3475 10 mg/kg co 3 tyg.

e
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wn

Czas w miesigcach
n os6b w grupie ryzyka
Docetaksel 75 mg/m? co 3 tyg.

131 78 14 3 D 0
MK-3475 2 mg/kg co 3 tyg.
140 109 36 10 1 0

MK-3475 10 mg/kg co 3 tyg.
142 93 36 10 D ]

Wykonano dodatkowe analizy, w ktérych uwzgledniono potencjalny wptyw brakujgcych danych pochodzacych od pacjentow
wykazujgcych ekspresje PD-L1 (TPS = 1%) na podstawie testu PD-L1 IHC 22C3 pharmDx, ale nie wykazujgcych ekspresji PD-L1 (TPS
< 1%) w badaniu CTA. Pacjentéw z takimi wynikami testow ujeto w populacji, dla ktérej przeznaczony jest test PD-L1 IHC 22C3 pharmDx
(w celach diagnostycznych, ITD); wykluczono ich jednak z badania klinicznego ze wzgledu na brak ekspresji PD-L1 w skriningu w ramach
CTA. W celu uwzglednienia tych brakujacych danych przeprowadzono analize czutosci, aby okresli¢ wiarygodny zakres wspoétczynnika
ryzyka (ang. hazard ratio, HR) oszacowany w oparciu o wyniki testu PD-L1 IHC 22C3 pharmDx dla subpopulacji w skali TPS =2 1% i TPS
> 50% w badaniu wydajnosci diagnostycznej i aby sprawdzi¢ spéjnos¢ z zaobserwowanym wspétczynnikiem ryzyka opartym na wigczeniu
do badania CTA. Wyniki analizy czuto$ci hazardu wzglednego wykazaty, ze na szacowane wartosci ryzyka wzglednego nie ma wpltywu
zadne zatozenie ostabienia dziatania klinicznego w badaniu wydajnosci diagnostyczne;.

16.4 Ocena skutecznoS$ci nieklinicznej: rak urotelialny
Badania niekliniczne przeprowadzono na utrwalonych w formalinie i zatopionych w parafinie prébkach raka urotelialnego.

Czulosé/swoistos¢ analityczna: rak urotelialny

Czutos¢ analityczna testu PD-L1 IHC 22C3 pharmDx zostata sprawdzona za pomoca partii produkcyjnej na 103 prébkach utrwalonych
w formalinie i zatopionych w parafinie tkanek raka urotelialnego w stadiach Ill-IV. Ocena ekspresji PD-L1 wykazata wystepowanie
odczynu w zakresie CPS od 0 do 100, przy czym w 37% probek wynik ekspresji PD-L1 wynosit CPS = 10.

P03928PL_09/SK00621-2 s. 25/41



Doktadnosé: rak urotelialny

Doktadnosé¢ testu PD-L1 IHC 22C3 pharmDx zostata oceniona w osrodku firmy Dako. W celu uzyskania tgcznej wartosci doktadnosci
badano doktadno$¢ pomiedzy urzgdzeniami, operatorami, dniami i partiami. W przypadku badan dotyczacych doktadnosci $rednig
procentowg zgodnos$¢ wynikéw ujemnych (ANA), $rednig procentowg zgodnos$¢ wynikéw dodatnich (APA) oraz procentowg zgodno$¢
wszystkich wynikéw (OA) obliczono z wykorzystaniem odpowiednich 95-procentowych dwustronnych przedziatéw ufnosci z uzyciem
metody bootstrapowej dla warto$ci granicznej CPS 2 10, jak przedstawiono w tabeli 17.

Tabela 17: Doktadnos$¢ testu PD-L1 IHC 22C3 pharmDx w przypadku raka urotelialnego zbadana w jednym osrodku (CPS 2 10)

dokfadnosci (suma
zmiennych, ktére
stanowity wartosci
dokfadnosci pomiedzy

niewykazujgcych ekspresji PD-L1 i 20 prébek
wykazujgcych ekspresje PD-L1) o réznych
wartosciach ekspresji PD-L1 IHC zostata zbadana
przez trzech operatoréw w trzech urzadzeniach

operatorami, Autostainer Link 48, w ciggu trzech nienastepujgcych
urzgdzeniami, dniami po sobie dni i z uzyciem 3 partii odczynnikow.
i partiami)

Punkt korcowy Gramc':;na . o o 1OEO
doktadnosci V\{artosc Typ badania % zgodnosci (95% Cl)
diagnostyczna
W obrebie serii CPS =10 Kazda z 32 probek raka urotelialnego (17 prébek ANA 96,6% (93,4-100,0%)
(powtarzalnosc¢) niewykazujgcych ekspresji PD-L1 i 15 probek APA 95,8% (91,3-100,0%)
wykazujgcych ekspresje PD-L1) o réznych OA 96,2% (92,5-100,0%)
wartosciach ekspresji PD-L1 IHC zostata zbadana w
pieciu powtdrzeniach w obrebie jednej serii w
urzgdzeniu Autostainer Link 48.
taczna wartosc CPS =10 Kazda z 46 prébek raka urotelialnego (26 prébek ANA 94,7% (88,9-98,7%)

APA 93,5% (87,1-98,4%)
OA 94,2% (88,4-98,6%)

ANA = $rednia procentowa zgodnos$¢ wynikéw ujemnych; APA = $rednia procentowa zgodnos$¢ wynikéw dodatnich; OA = zgodnos$¢
wszystkich wynikéw; CPS = tgczny wynik wartosci dodatnich

Odtwarzalnos¢ zewnetrzna: rak urotelialny

Odtwarzalno$¢ zewnetrzng testu PD-L1 IHC 22C3 pharmDx oceniono w trzech zewnetrznych osrodkach badawczych. Procentowg
zgodnos¢ wynikéw ujemnych (NPA), procentowg zgodnos$é wynikéw dodatnich (PPA) oraz procentowg zgodno$¢ wszystkich wynikow
(OA) obliczono z wykorzystaniem odpowiednich 95-procentowych dwustronnych przedziatéw ufnosci z uzyciem metody Wilsona dla

wartos$ci granicznej i CPS = 10.

Tabela 18: Odtwarzalnos¢ testu PD-L1 IHC 22C3 pharmDx w przypadku raka urotelialnego zbadana w trzech osrodkach

zewnetrznych (CPS 2 10)

Graniczna wartosc
diagnostyczna

Punkt koncowy
odtwarzalnosci

Typ badania

% zgodnosci (95% CI)

Pomiedzy osrodkami CPS =10

Kazda z 36 prébek raka urotelialnego (20 prébek
niewykazujgcych ekspresji PD-L1 i 16 prébek
wykazujgcych ekspresje PD-L1) o réznych
wartosciach ekspresji PD-L1 IHC zostata zbadana
w ciggu 5 nienastgpujgcych po sobie dni. Analiza
zostata przeprowadzona pomiedzy trzema
osrodkami w oparciu o poréwnanie tgcznie

539 par.

NPA 94,0% (90,7-96,2%)
PPA 84,6% (79,5-88,6%)
OA 89,8% (86,9-92,1%)

W obrebie osrodka CPS =10

Kazda z 36 prébek raka urotelialnego (20 prébek
niewykazujgcych ekspresji PD-L1 i 16 probek
wykazujgcych ekspresje PD-L1) o réznych
warto$ciach ekspresji PD-L1 IHC zostata zbadana
w ciggu 5 nienastepujgcych po sobie dni w
kazdym z trzech osrodkéw badawczych. Analiza
zostata przeprowadzona w obrebie trzech
os$rodkdw w oparciu o poréwnanie tgcznie

539 par.

NPA 96,2% (93,5-97,8%)
PPA 95,0% (91,3-97,2%)
OA 95,7% (93,7-97,1%)

Pomiedzy CPS =10

obserwatorami

Ocena 60 probek raka urotelialnego (29 probek
niewykazujgcych ekspresji PD-L1 i 31 probek
wykazujgcych ekspresje PD-L1) o réznych
wartosciach ekspresji PD-L1 IHC i wybarwionych
za pomoca testu PD-L1 IHC 22C3 pharmDx
zostata przeprowadzona przez trzech patologéw
(po jednym z kazdego z trzech o$rodkéw
badawczych) w ciggu 3 nienastepujgcych po
sobie dni. Analiza zostata przeprowadzona
pomiedzy trzema osrodkami w oparciu o
poréwnanie tgcznie 540 par.

NPA 97,3% (94,6-98,7%)
PPA 90,7% (86,7-93,6%)
OA 93,9% (91,5-95,6%)
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Punkt koncowy Graniczna wartos$¢

o . Typ badania % zgodnosci (95% CI)
odtwarzalnosci diagnostyczna
W obrebie obserwatora CPS =10 Ocena 60 prébek raka urotelialnego (29 probek NPA 95,7% (92,7-97,6%)
niewykazujgcych ekspresji PD-L1 i 31 prébek PPA 96,1% (93,0-97,9%)
wykazujgcych ekspresje PD-L1) o réznych OA 95,9% (93,9-97,3%)

wartosciach ekspresji PD-L1 IHC i wybarwionych
za pomoca testu PD-L1 IHC 22C3 pharmDx
zostata przeprowadzona przez trzech patologéw
(po jednym z kazdego z trzech o$rodkéw
badawczych) w ciggu 3 nienastepujgcych po
sobie dni. Analiza zostata przeprowadzona w
trzech o$rodkach w oparciu o poréwnanie tacznie
540 par.

NPA = procentowa zgodno$¢ wynikéw ujemnych; PPA = procentowa zgodnos$¢ wynikéw dodatnich; OA = zgodnos$¢ wszystkich wynikéw;
CPS = fgczny wynik wartosci dodatnich

16.5 Ocena skutecznosci klinicznej: rak urotelialny
KEYNOTE-052: badanie otwarte pacjentéw z rakiem urotelialnym niekwalifikujgcych sie do chemioterapii z zastosowaniem cisplatyny

Ocene bezpieczenstwa klinicznego i skuteczno$ci pembrolizumabu przeprowadzono w ramach badania KEYNOTE-052 —
wieloosrodkowego badania otwartego dotyczgcego leczenia pacjentdéw z miejscowo zaawansowanym lub przerzutowym rakiem
urotelialnym niekwalifikujgcych sie do chemioterapii z zastosowaniem cisplatyny. Pacjentom podawano pembrolizumab w dawce 200 mg
co 3 tygodnie do momentu wystgpienia niedopuszczalnego poziomu toksycznosci lub postepu choroby. Pomimo postepu choroby
leczenie mogto by¢ kontynuowane, jezeli pacjent byt w stanie stabilnym i zdaniem badacza czerpat korzysci kliniczne wynikajgce z
leczenia. U pacjentéw, u ktérych nie zaobserwowano postepu choroby, leczenie mozna bylo prowadzi¢ przez okres do 24 miesiecy.
Z badania zostali wykluczeni pacjenci z chorobg autoimmunologiczng lub wymagajgcy leczenia preparatami immunosupresyjnymi. Po
podaniu pierwszej dawki ocene stanu guza przeprowadzono po 9 tygodniach, a nastepnie — w ciggu pierwszego roku — byta ona
przeprowadzana co kazde 6 tygodni. Po tym czasie wykonywano jg co 12 tygodni.

Status ekspresji PD-L1 okreslono z uzyciem zestawu testowego PD-L1 IHC 22C3 pharmDx. W celu okreslenia wartosci granicznej
CPS = 10 uzyto danych dotyczacych pierwszych 100 uczestnikéw badania jako zestawu szkoleniowego. Zestawu walidacyjnego
obejmujgcego dane pozostatych 270 uczestnikéw badania uzyto na potrzeby klinicznej walidacji wartosci granicznej CPS = 10.

Sposrod 370 pacjentéw, u 30% (n = 110) wystepowat guz wykazujacy ekspresje PD-L1 wynoszacg CPS = 10. Wyjsciowa charakterystyka
tych pacjentéw byta nastepujaca: sredni wiek wynosit 73 lata, 68% pacjentdw byto pici meskiej, 87% rasy biatej. U osiemdziesieciu dwoch
procent pacjentow wystepowat rak z przerzutami odlegtymi (M1), a u 18% — bez przerzutéw odlegtych (M0O). U osiemdziesigciu jeden
procent pacjentéw guz pierwotny wystepowat w dolnym odcinku przewodu pokarmowego, a u 18% — w jego odcinku gérnym.
U siedemdziesigciu szes$ciu procent pacjentdw wystgpowaty przerzuty do narzadéw wewnetrznych, w tym do watroby (11%).
Parametrami stanowigcymi powdd braku kwalifikowania sie do podawania cisplatyny byty m.in.: wyjsciowy klirens kreatyniny < 60 mL/min
(45%), stan sprawnosci wedlug ECOG wynoszacy 2 (37%), stan sprawnosci wedtug ECOG réwny 2 oraz wyjsciowy klirens kreatyniny
<60 mL/min (10%) i inne czynniki (8%) (niewydolno$¢ serca klasy lll, neuropatia obwodowa stopnia 2 lub wyzszego i utrata stuchu
stopnia 2 lub wyzszego). Dziewiecdziesigt procent pacjentdw nie byto wczesniej poddawanych leczeniu, a 10% odbylo chemioterapie
adiuwantowg lub neoadiuwantowg zwigzkami platyny.

Sposrdd 270 pacjentdw w zestawie walidacyjnym, u 30% (n = 80) wystepowat guz wykazujgcy ekspresje PD-L1 wynoszgcg CPS = 10.
Wyjsciowa charakterystyka tych pacjentéw byta nastepujgca: sredni wiek wynosit 72 lata, 68% pacjentow byto pici meskiej, 86% rasy
biatej. U siedemdziesieciu dziewieciu procent pacjentéw wystepowat rak z przerzutami odlegtymi (M1), a u 21% — bez przerzutéw
odlegtych (M0). U siedemdziesigciu dziewieciu procent pacjentéw guz pierwotny wystepowat w dolnym odcinku przewodu pokarmowego,
a u 20% — w jego odcinku gérnym. U siedemdziesigciu o$miu procent pacjentow wystepowaty przerzuty do narzgdéw wewnetrznych, w
tym do watroby (8%). Parametrami stanowigcymi powdd braku kwalifikowania sie do podawania cisplatyny byty m.in.: wyjsciowy klirens
kreatyniny < 60 mL/min (41%), stan sprawnosci wedlug ECOG wynoszacy 2 (43%), stan sprawnosci wedtug ECOG réwny 2 oraz
wyjsciowy klirens kreatyniny < 60 mL/min (11%) i inne czynniki (5%) (niewydolnos$¢ serca klasy Ill, neuropatia obwodowa stopnia 2 lub
wyzszego i utrata stuchu stopnia 2 lub wyzszego). Dziewiecdziesiat procent pacjentéw nie byto wczesniej poddawanych leczeniu, a 10%
odbyto chemioterapig adiuwantowg lub neoadiuwantowg zwigzkami platyny.

Gtéwnym punktem koricowym byt wskaznik obiektywnej odpowiedzi (ORR) oceniany na podstawie niejawnej i niezaleznej analizy
centralnej (BICR) zgodnie z kryteriami RECIST w wersji 1.1. Drugorzedowymi punktami koncowymi byty czas trwania odpowiedzi i
catkowity czas przezycia (OS). W tabeli 19 zamieszczono podsumowanie wynikéw skutecznosci w przypadku pacjentéw z wynikiem
CPS = 10 w catym badaniu i podgrupy pacjentéw zestawu walidacyjnego.

W tabeli 19 zamieszczono podsumowanie gtéwnych kryteriow oceny skutecznosci (ORR i OS) dla populacji uczestnikow badania.

Tabela 19: ORR i OS wedtug ekspresji PD-L1

Punkt kohcowy Uczestnicy z wynikiem CPS 210 w Uczestnicy z wynikiem CPS 210 w
calym badaniu zestawie walidacyjnym
(N=110) (N =280)

Wskaznik obiektywnej
odpowiedzi*

ORR % (przedziat ufnosci 47% (38; 57) 51% (40; 63)
95%)
Odpowiedz catkowita 19% 21%
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Odpowiedz czg$ciowa 28% 30%
Czas utrzymywania sie
odpowiedzi
Mediana w miesigcach (zakres) Nie osiggnieto (1,4+ — 26,5+) Nie osiggnieto (1,4+ — 22,8+)
0s
Mediana w miesigcach 19 (12,2,) Nie osiggnieto
(95% ClI) (11,6,)
Wskaznik 12-mies. OS 61% 61%

* Zgodnie z niejawng i niezalezng oceng przeprowadzong centralnie
wedtug kryteriow RECIST 1.1

U pacjentoéw z ekspresjg PD-L1 wynoszacg CPS < 10 w catym badaniu (N = 251) ORR wynosit 21% (95%CI: 16, 26). Mediana OS w
miesigcach i wskaznik 12-mies. OS wynosity odpowiednio 10 (8, 12) i 42%.

U pacjentéw z ekspresjg PD-L1 wynoszacg CPS < 10 w zestawie walidacyjnym (N = 185) ORR wynosit 22% (95%Cl: 16, 29). Mediana
OS w miesigcach i wskaznik 12-mies. OS wynosity odpowiednio 11 (8, 13) i 44%.

KEYNOTE-045: kontrolowane badanie kliniczne z udziatem pacjentéw z rakiem urotelialnym wcze$niej poddanych chemioterapii

Ocene bezpieczenstwa klinicznego i skutecznosci pembrolizumabu przeprowadzono w ramach badania KEYNOTE-045 -
wieloosrodkowego, randomizowanego (1:1) badania kontrolowanego dotyczacego leczenia pacjentéw z miejscowo zaawansowanym lub
przerzutowym rakiem urotelialnym, z rozpoznanym postepem choroby podczas chemioterapii z zastosowaniem zwigzkéw platyny lub po
niej. Wymogiem zakwalifikowania do badania byto poddanie pacjentéw z miejscowo zaawansowanym lub przerzutowym rakiem leczeniu
pierwszego rzutu z uzyciem zwigzkéw platyny badz leczeniu neoadiuwantowemu/adiuwantowemu i nawrét/postep choroby w okresie
< 12 miesigcy po zakonczeniu terapii. Pacjentom poddanym randomizacji (1:1) podawano co 3 tygodnie produkt KEYTRUDA w dawce
200 mg (n = 270) albo dobrang przez badacza (n = 272), podawang dozylnie co 3 tygodnie chemioterapie z uzyciem albo paklitakselu w
dawce 175 mg/m? (n = 84), albo docetakselu w dawce 75 mg/m? (n = 84), albo winfluniny w dawce 320 mg/m? (n = 87). Pacjentom
podawano pembrolizumab do momentu wystgpienia niedopuszczalnego poziomu toksycznosci lub postepu choroby. Pomimo postepu
choroby leczenie mogto by¢ kontynuowane, jezeli pacjent byt w stanie stabilnym i zdaniem badacza czerpat korzysci kliniczne wynikajace
z leczenia. U pacjentow, u ktérych nie zaobserwowano postepu choroby, leczenie mozna byto prowadzi¢ przez okres do 24 miesiecy.

Wyjsciowa charakterystyka 542 zrandomizowanych pacjentéw biorgcych udziat w badaniu KEYNOTE-045 byta nastepujgca: $redni wiek
wynosit 66 lat (zakres: od 26 do 88 lat; 58% to osoby w wieku 65 lat lub starsze); 74% grupy stanowili mezczyzni; 72% uczestnikow
nalezato do rasy biatej, a 23% do azjatyckiej. U 56% pacjentow stan sprawnosci w skali ECOG wynosit 1, a u 1% — 2. U 96% pacjentow
wystepowat rak z przerzutami odlegtymi (M1), a u 4% — bez przerzutéw odlegtych (MO0). U osiemdziesieciu siedmiu procent pacjentow
wystepowaty przerzuty do narzagdéw wewnetrznych, w tym do watroby (34%). U osiemdziesigciu szesciu procent pacjentéw guz pierwotny
wystepowat w dolnym odcinku przewodu pokarmowego, a u 14% — w jego odcinku gérnym. U pietnastu procent pacjentéw wystgpit
postep choroby po uprzednim zastosowaniu chemioterapii neoadiuwantowej lub adiuwantowej zwigzkami platyny. Dwadziescia jeden
procent pacjentow dwukrotnie poddano wczesniejszemu leczeniu uktadowemu w stadium przerzutowym choroby. Siedemdziesiat sze$¢
procent pacjentow poddano wczesniejszemu leczeniu samg cisplatyng, 23% — samg karboplatyng, a 1% — chemioterapig z
zastosowaniem innych zwigzkéw platyny. Status ekspresji PD-L1 okreslono z uzyciem testu PD-L1 IHC 22C3 pharmDx. U trzydziestu
procent pacjentow ekspresja PD-L1 komoérek nowotworu w skali fgcznego wyniku wartosci dodatnich (CPS) wynosita = 10.

W tabeli 20 zamieszczono gtéwne kryteria oceny skutecznosci dla populacji z zaplanowanym leczeniem (ITT). Krzywg Kaplana-Meiera
pokazano na rysunku 3. Badanie wykazato istotny statystycznie wzrost catkowitego czasu przezycia (OS) oraz wskaznika obiektywne;j
odpowiedzi (ORR) u pacjentéw zrandomizowanych do grupy otrzymujgcej pembrolizumab w poréwnaniu z grupg poddawang
chemioterapii. W odniesieniu do czasu przezycia bez progresji choroby (PFS) nie odnotowano istotnej statystycznie réznicy miedzy grupa
otrzymujaca pembrolizumab a poddawang chemioterapii.

Dalsza analiza w ramach badania KEYNOTE-045 zostata przeprowadzona u pacjentdéw z ekspresjg PD-L1 w skali tgcznego wyniku

wartosci dodatnich (CPS) wynoszacg =10 i u pacjentdw z wynikiem CPS <10 w grupie terapeutycznej z pembrolizumabem i z
chemioterapig (patrz tabela 21) (5).
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Tabela 20: Wyniki skutecznosci w badaniu KEYNOTE-045

Punkt koncowy

Pembrolizumab
200 mg co 3 tygodnie

Chemioterapia

n =270 n=272
oS

Liczba (%) pacjentéw, u kiérych wystgpito zdarzenie 155 (57%) | 179 (66%)

Wspétczynnik ryzyka* (95% CI) 0,73 (0,59; 0,91)

Wartosé p’ 0,002

Mediana w miesigcach (95% ClI) 10,3 (8,0; 11,8) | 7,4 (6,1;8,3)

PFS#

Liczba (%) pacjentéw, u kiérych wystgpito zdarzenie 218 (81%) | 219 (81%)

Wspotczynnik ryzyka* (95% Cl) 0,98 (0,81; 1,19)

Wartosé p’ 0,416

Mediana w miesigcach (95% ClI) 2,1(2,0;2,2) | 3,3(2,3; 3,5)

Wskaznik obiektywnej odpowiedzi*

ORR % (95% CI) 21% (16; 27) 11% (8; 16)
Odpowiedz catkowita 7% 3%
Odpowiedz czesciowa 14% 8%
Wartosé p% 0,001

Czas utrzymywania sie odpowiedzi*"
Mediana w miesigcach (zakres) Nie osiggnieto 4,3
(1,6+; 15,6+) (1,4+; 15,4+)

Liczba (%") pacjentéw z odpowiedzig utrzymujaca sie 41 (78%) 7 (40%)

2 6 miesiecy

Liczba (%") pacjentéw z odpowiedzig utrzymujaca sie 14 (68%) 3 (35%)

= 12 miesiecy

* Wspétczynnik ryzyka (dziatanie pembrolizumabu w poréwnaniu z chemioterapiag) oparto na modelu stratyfikowanego

hazardu proporcjonalnego Coxa

W oparciu o metode Miettinena-Nurminena

== w +H —+

czesciowa
# W oparciu o estymacje metodg Kaplana-Meiera

W oparciu o stratyfikowany test logarytmiczny rang
Zgodnie z niejawng i niezalezng oceng przeprowadzong centralnie wedtug kryteriow RECIST 1.1

W oparciu o liczbe pacjentéw, u ktérych wystapita odpowiedz na leczenie potwierdzona jako odpowiedz catkowita lub

Tabela 21: Catkowity czas przezycia w badaniu KEYNOTE-045 w odniesieniu do ekspresji PD-L1

Ekspresja PD-L1 Pembrolizumab

Chemioterapia

Catkowity czas przezycia na podstawie danych

ekspresji PD-L1

Liczba zdarzen (liczba pacjentow)

Wspoétczynnik
ryzyka* (95% ClI)

CPS <10

106 (186)

116 (176)

0,80 (0,61; 1,05)

CPS 210

44 (74)

60 (90)

0,57 (0,37; 0,88)

*Wspdtczynnik ryzyka (dziatanie produktu KEYTRUDA w poréwnaniu z chemioterapiag) oparto na modelu

stratyfikowanego hazardu proporcjonalnego Coxa

*U 16 pacjentow (10 z grupy otrzymujgcej permbrolizumab i 6 z grupy poddawanej chemioterapii) status ekspresji PD-L1 byt

nieznany
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Rysunek 3: Krzywa Kaplana-Meiera catkowitego czasu przezycia w podziale na grupy terapeutyczne w badaniu KEYNOTE-045
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16.6 Ocena skutecznosci w badaniach nieklinicznych: HNSCC
Badania niekliniczne przeprowadzono na prébkach HNSCC utrwalonych w formalinie i zatopionych w parafinie.

Czutoscé/swoistosé analityczna: HNSCC

Czuto$¢ analityczna testu PD-L1 IHC 22C3 pharmDx zostata sprawdzona za pomocg partii produkcyjnej na 112 utrwalonych w formalinie
i zatopionych w parafinie probkach HNSCC (w stadiach I-1V). Ocena ekspresji PD-L1 wykazata wystepowanie odczynu w zakresie CPS
od 0 do 100, przy czym w 72% probek wynik ekspresji PD-L1 wynosit CPS = 1, a w 45% probek — CPS = 20. W drugim niezaleznym
badaniu czuto$¢ analityczna testu PD-L1 IHC 22C3 pharmDx zostata sprawdzona za pomocg partii produkcyjnej na 109 utrwalonych w
formalinie i zatopionych w parafinie prébkach HNSCC (w stadiach I-1V). Ocena ekspresji PD-L1 wykazata wystepowanie odczynu w
zakresie TPS od 0 do 100%, przy czym w 26% prébek wynik ekspresji PD-L1 wynosit TPS 2 50%.

Doktadnosé: HNSCC

Doktadno$¢ testu PD-L1 IHC 22C3 pharmDx zostata oceniona w o$rodku firmy Dako. W celu uzyskania tgcznej wartosci doktadnosci
badano doktadno$¢ pomigdzy urzgdzeniami, operatorami, dniami i partiami. W przypadku badan dotyczgcych doktadnosci procentowg
zgodnos$¢ wynikéw ujemnych (NPA), procentowg zgodno$é wynikéw dodatnich (PPA) oraz procentowg zgodnos$¢ wszystkich wynikow
(OA) obliczono z wykorzystaniem odpowiednich 95-procentowych dwustronnych przedziatéw ufnosci z uzyciem metody bootstrapowej

dla wartosci granicznych CPS =1, CPS =20 i TPS = 50%, jak przedstawiono odpowiednio w tabelach 22, 23 i 24.

Tabela 22. Doktadnos¢ testu PD-L1 IHC 22C3 pharmDx w przypadku HNSCC zbadana w jednym osrodku (CPS 2 1)

Graniczna
Badanie doktadnosci wartos¢ Typ badania % zgodnosci (95% Cl)
diagnostyczna
taczna wartosc CPS 21 Kazda z 34 probek HNSCC (12 prébek NPA 100,0% (94,0-100,0%)
doktadnosci* (suma niewykazujgcych ekspresji PD-L1 i 22 probek PPA 99,1% (97,3-100,0%)
zmiennych, ktére wykazujgcych ekspresje PD-L1) o réznych OA 99,4% (98,2-100,0%)
stanowity wartosci wartosciach ekspresji PD-L1 IHC zostata zbadana
dokfadnosci pomiedzy przez pigciu operatoréw w pigciu urzadzeniach
operatorami, Autostainer Link 48, w ciggu 5 dni i z uzyciem pieciu
urzadzeniami, dniami partii odczynnikow.
i partiami)
Doktadno$¢ w obrebie CPS 21 Kazda z 34 probek HNSCC (16 prébek NPA 98,8% (96,2—100,0%)
serii: niewykazujgcych ekspresji PD-L1 i 18 probek PPA 97,8% (94,4-100,0%)
(powtarzalno$¢) wykazujgcych ekspresje PD-L1) o réznych OA 98,2% (95,9-100,0%)
wartosciach ekspresji PD-L1 IHC zostata zbadana w
pieciu powtérzeniach w obrebie jednej serii w
urzgdzeniu Autostainer Link 48.
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Graniczna

obserwatora

Badanie doktadnosci wartos¢ Typ badania % zgodnosci (95% Cl)
diagnostyczna
Doktadnos$¢ pomiedzy CPS =1 Dwadziescia cztery prébki HNSCC (11 probek NPA 88,9% (78,8-98,0%)
obserwatorami niewykazujgcych ekspresji PD-L1 i 13 prébek PPA 99,1% (97,4-100,0%)
wykazujgcych ekspresje PD-L1) o réznych OA 94,4% (89,8-98,6%)
wartosciach ekspresji PD-L1 IHC, wybarwione
zestawem PD-L1 IHC 22C3 pharmDx, zostaty
zbadane przez trzech patologéw w ciggu 3
nienastepujgcych po sobie dni, z co najmniej
dwutygodniowg przerwg migedzy odczytami.
Doktadno$¢ w obrebie CPS 21 Dwadziescia cztery probki HNSCC (11 prébek NPA 98,8% (96,0-100,0%)

niewykazujgcych ekspresji PD-L1 i 13 prébek
wykazujgcych ekspresje PD-L1) o réznych
wartosciach ekspresji PD-L1 IHC, wybarwione
zestawem PD-L1 IHC 22C3 pharmDx, zostaty
zbadane przez trzech patologéw w ciggu 3
nienastepujgcych po sobie dni, z co najmniegj
dwutygodniowg przerwg miedzy odczytami.

PPA 95,4% (92,3-98,4%)
OA 96,7% (94,0-99,1%)

NPA = procentowa zgodno$¢ wynikéw ujemnych;
CPS = tgczny wynik wartosci dodatnich

PPA = procentowa zgodnos$é wynikéw dodatnich; OA = zgodnos$¢ wszystkich wynikéw;

*Bootstrapowa metoda percentyli nie pozwala na obliczenie przedziatéw ufnosci, jesli obserwowana jest zgodnos$¢ 100%, dlatego do obliczenia
przedziatéw ufnosci dla tgcznej wartosci doktadnosci w przypadku zgodnosci wynikéw ujemnych uzyto metody Wilsona. Nalezy pamietac¢, ze
metoda Wilsona ma ograniczenia, poniewaz zaklada niezaleznos$¢ danych. Poniewaz jedna probka przyczynia sie do wiecej niz jednego

poréwnania wzgledem uzgodnionej wartosci, dane nie sg niezalezne.

Tabela 23: Doktadnos$¢ testu PD-L1 IHC 22C3 pharmDx w przypadku HNSCC zbadana w jednym osrodku (CPS 2 20)

Graniczna
Badanie dokfadnosci wartos¢ Typ badania % zgodnosci (95% Cl)
diagnostyczna
taczna wartos¢ CPS 220 Kazda z 34 prébek HNSCC (17 prébek NPA 100,0% (95,7-100,0%)
doktadnosci* (suma niewykazujgcych ekspresji PD-L1i 17 probek PPA 96,5% (90,6—-100,0%)
zmiennych, ktére wykazujgcych ekspresje PD-L1) o réznych OA 98,2% (95,3-100,0%)
stanowity wartosci wartosciach ekspresji PD-L1 IHC zostata zbadana
dokfadnosci pomiedzy przez pigciu operatoréw w pigciu urzadzeniach
operatorami, Autostainer Link 48, w ciggu 5 dni i z uzyciem pigciu
urzgdzeniami, dniami partii odczynnikéw.
i partiami)
Doktadno$¢ w obrebie CPS =20 Kazda z 34 probek HNSCC (18 prébek NPA 97,7% (92,9-100,0%)
serii: niewykazujacych ekspresji PD-L1 i 16 probek PPA 98,7% (96,2—100,0%)
(powtarzalno$¢) wykazujgcych ekspresje PD-L1) o réznych OA 98,2% (95,2-100,0%)
wartosciach ekspresji PD-L1 IHC zostata zbadana w
pieciu powtérzeniach w obrebie jednej serii w
urzgdzeniu Autostainer Link 48.
Dokftadnos$¢ pomiedzy CPS 220 Czterdziesci osiem probek HNSCC (27 prébek NPA 96,3% (91,8-100,0%)
obserwatorami niewykazujacych ekspresji PD-L1 i 21 probek PPA 93,1% (87,3-97,9%)
wykazujgcych ekspresje PD-L1) o réznych OA 94,9% (91,4-97,9%)
wartosciach ekspresji PD-L1 IHC, wybarwionych
zestawem PD-L1 IHC 22C3 pharmDx, zostato
zbadane przez trzech patologéw w ciggu 3
nienastepujacych po sobie dni, z co najmniej
dwutygodniowg przerwg miedzy odczytami.
Doktadnos¢ w obrebie CPS =220 Czterdziesci osiem probek HNSCC (27 prébek NPA 98,0% (95,9-99,6%)
obserwatora niewykazujgcych ekspresji PD-L1 i 21 prébek PPA 96,8% (94,4-98,9%)
wykazujgcych ekspresje PD-L1) o réznych OA 97,5% (95,8-98,8%)
wartosciach ekspresji PD-L1 IHC, wybarwionych
zestawem PD-L1 IHC 22C3 pharmDx, zostato
zbadane przez trzech patologéw w ciggu 3
nienastepujgcych po sobie dni, z co najmniej
dwutygodniowg przerwg migdzy odczytami.

NPA = procentowa zgodno$¢ wynikéw ujemnych;
CPS = fgczny wynik wartosci dodatnich

PPA = procentowa zgodno$¢ wynikéw dodatnich; OA = zgodno$¢ wszystkich wynikow;

*Bootstrapowa metoda percentyli nie pozwala na obliczenie przedziatéw ufnosci, jesli obserwowana jest zgodnos¢ 100%, dlatego do obliczenia
przedziatéw ufnosci dla tgcznej wartosci doktadnosci w przypadku zgodnosci wynikéw ujemnych uzyto metody Wilsona. Nalezy pamietac, ze
metoda Wilsona ma ograniczenia, poniewaz zaklada niezalezno$¢ danych. Poniewaz jedna probka przyczynia sie do wiecej niz jednego
poréwnania wzgledem uzgodnionej warto$ci, dane nie sg niezalezne.
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Tabela 24. Doktadnos¢ testu PD-L1 IHC 22C3 pharmDx w przypadku HNSCC zbadana w jednym osrodku (TPS 2 50%)

obserwatora

niewykazujgcych ekspresji PD-L1 i 24 prébki
wykazujgce ekspresje PD-L1) o réznych wartosciach
ekspresji PD-L1 IHC, wybarwionych zestawem PD-L1
IHC 22C3 pharmDx, zostato zbadanych przez trzech
patologéw w ciggu 3 nienastepujgcych po sobie dni, z
co najmniej dwutygodniowg przerwg miedzy
odczytami.

Graniczna
Badanie doktadnosci wartos¢ Typ badania % zgodnosci (95% Cl)
diagnostyczna
taczna wartosc TPS =2 50% Kazda z 32 probek HNSCC (15 prébek NPA 97,7% (93,0-100,0%)
doktadnosci (suma niewykazujacych ekspresji PD-L1i 17 probek PPA 98,0% (94,1-100,0%)
zmiennych, ktore wykazujgcych ekspresje PD-L1) o réznych OA 97,9% (94,7-100,0%)
stanowity wartosci wartosciach ekspresji PD-L1 IHC zostata zbadana
doktadnosci pomiedzy przez trzech operatoréw w trzech urzgdzeniach
operatorami, Autostainer Link 48, w ciggu 3 dni.
urzgdzeniami oraz
dniami)
Doktadno$¢ w obrebie TPS 2 50% Kazda z 32 probek HNSCC (19 prébek NPA 97,9% (94,7-100,0%)
serii: niewykazujgcych ekspresji PD-L1 i 13 prébek PPA 96,9% (90,8-100,0%)
(powtarzalnos¢) wykazujgcych ekspresje PD-L1) o réznych OA 97,5% (94,4-100,0%)
wartosciach ekspresji PD-L1 IHC zostata zbadana w
pieciu powtdrzeniach w obrebie jednej serii w
urzgdzeniu Autostainer Link 48.
Doktadno$¢ pomiedzy TPS 2 50% Pie¢dziesigt probek HNSCC (26 prébek NPA 92,5% (86,2—98,3%)
obserwatorami niewykazujgcych ekspresji PD-L1 i 24 prébki PPA 96,8% (92,1-100,0%)
wykazujgce ekspresjg PD-L1) o réznych wartosciach OA 94,6% (90,7-98,0%)
ekspresji PD-L1 IHC, wybarwionych zestawem PD-L1
IHC 22C3 pharmDx, zostato zbadanych przez trzech
patologdéw w ciggu 3 nienastepujgcych po sobie dni, z
co najmniej dwutygodniowg przerwg miedzy
odczytami.
Doktadno$¢ w obrebie TPS = 50% Piec¢dziesiat probek HNSCC (26 prébek NPA 96,8% (93,2—99,5%)

PPA 97,3% (95,0-99,5%)
OA 97,1% (94,9-98,9%)

NPA = procentowa zgodnos$¢ wynikéw ujemnych; PPA = procentowa zgodnos$¢ wynikéw dodatnich; OA = zgodnos$¢ wszystkich wynikéw;
TPS = skala stopnia wybarwienia guza

Odtwarzalnos¢ zewnetrzna: HNSCC
Odtwarzalno$¢ zewnetrzng testu PD-L1 IHC 22C3 pharmDx oceniono w trzech zewnetrznych o$rodkach badawczych. Procentowg
zgodnos¢ wynikéw ujemnych (NPA), procentowg zgodnos$¢ wynikéw dodatnich (PPA) oraz procentowg zgodnos$¢ wszystkich wynikow
(OA) obliczono z wykorzystaniem odpowiednich 95-procentowych dwustronnych przedziatéw ufnosci z uzyciem metody bootstrapowe;j
dla wartosci granicznych, CPS = 1 i CPS 2 20, jak przedstawiono odpowiednio w tabelach 25 i 26.

Tabela 25: Odtwarzalnos¢ testu PD-L1 IHC 22C3 pharmDx w przypadku HNSCC zbadana w trzech osrodkach zewnetrznych (CPS 2 1)

Badanie
odtwarzalnosci

Graniczna wartos¢
diagnostyczna

Typ badania

% zgodnosci (95% Cl)

Pomiedzy osrodkami

CPS 21

Kazda z 38 prébek HNSCC (19 prébek
niewykazujgcych ekspresji PD-L1 i 19 probek
wykazujgcych ekspresje PD-L1) o réznych
wartosciach ekspresji PD-L1 IHC zostata zbadana
w ciggu 5 nienastgpujacych po sobie dni. Analiza
zostata przeprowadzona pomiedzy trzema
osrodkami w oparciu o fgcznie 570 poréwnan
wzgledem uzgodnionej wartosci.

NPA 96,8% (92,6-100,0%)
PPA 93,3% (86,7-98,6%)
OA 95,1% (91,2-98,2%)

W obrebie osrodka

CPS =1

Kazda z 38 prébek HNSCC (19 prébek
niewykazujgcych ekspresji PD-L1 i 19 prébek
wykazujgcych ekspresje PD-L1) o réznych
wartosciach ekspresji PD-L1 IHC zostata zbadana
w ciggu 5 nienastepujgcych po sobie dni w
kazdym z trzech osrodkéw badawczych. Analiza
zostata przeprowadzona w obrebie trzech
osrodkoéw w oparciu w oparciu o tgcznie

570 poréwnan wzgledem uzgodnionej wartosci.

NPA 95,7% (91,3-99,0%)
PPA 97,0% (94,5-98,9%)
OA 96,3% (93,5-98,6%)

Pomiedzy
obserwatorami

CPS =1

Ocena 62 prébek HNSCC (30 prébek
niewykazujgcych ekspresji PD-L1 i 32 prébki
wykazujgce ekspresje PD-L1) o réznych
wartosciach ekspresji PD-L1 IHC, wybarwionych za
pomocg testu PD-L1 IHC 22C3 pharmDx, zostata
przeprowadzona przez trzech patologéw (jednego
w kazdym z trzech o$rodkéw badawczych) w ciggu
3 nienastepujacych po sobie dni. Analiza zostata
przeprowadzona pomiedzy trzema osrodkami w
oparciu w oparciu o tacznie 556 porownan
wzgledem uzgodnionej wartosci.

NPA 94,0% (89,3-97,8%)
PPA 97,2% (94,4-99,3%)
OA 95,7% (93,0-98,0%)
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Badanie
odtwarzalnosci

Graniczna wartos¢
diagnostyczna

Typ badania

% zgodnosci (95% Cl)

W obrebie obserwatora

CPS 21

Ocena 62 prébek HNSCC (30 probek
niewykazujgcych ekspresji PD-L1 i 32 probki
wykazujgce ekspresje PD-L1) o réznych
wartosciach ekspresji PD-L1 IHC, wybarwionych
za pomocag testu PD-L1 IHC 22C3 pharmDx,
zostata przeprowadzona przez trzech patologéw
(jednego w kazdym z trzech o$rodkéw
badawczych) w ciggu trzech nienastepujacych po
sobie dni. Analiza zostata przeprowadzona w 3
osrodkach w oparciu o fgcznie 555 poréwnan
wzgledem uzgodnionej wartosci.

NPA 97,3% (95,4-98,9%)
PPA 98,3% (96,8-99,7%)
OA 97,8% (96,8-98,9%)

NPA = procentowa zgodno$¢ wynikéw ujemnych; PPA = procentowa zgodnos$¢ wynikéw dodatnich; OA = zgodnos$¢ wszystkich wynikéw;
CPS = fgczny wynik wartosci dodatnich

Tabela 26: Odtwarzalnos¢ testu PD-L1 IHC 22C3 pharmDx w przypadku HNSCC zbadana w trzech osrodkach zewnetrznych (CPS 2 20)

Badanie
odtwarzalnosci

Graniczna wartos¢
diagnostyczna

Typ badania

% zgodnosci (95% Cl)

Pomiedzy osrodkami

CPS =20

Kazda z 38 prébek HNSCC (25 prébek
niewykazujgcych ekspresji PD-L1 i 13 probek
wykazujgcych ekspresje PD-L1) o réznych
wartosciach ekspresji PD-L1 IHC zostata zbadana
w ciggu 5 nienastgpujacych po sobie dni. Analiza
zostata przeprowadzona pomiedzy trzema
osrodkami w oparciu o fgcznie 570 poréwnan
wzgledem uzgodnionej wartosci.

NPA 95,5% (92,0-98,4%)
PPA 81,0% (71,3-90,3%)
OA 90,5% (86,5-94,4%)

W obrebie osrodka

CPS =20

Kazda z 38 prébek HNSCC (25 prébek
niewykazujgcych ekspresji PD-L1 i 13 prébek
wykazujgcych ekspresje PD-L1) o réznych
warto$ciach ekspresji PD-L1 IHC zostata zbadana
w ciggu 5 nienastepujgcych po sobie dni w
kazdym z trzech osrodkéw badawczych. Analiza
zostata przeprowadzona w obrebie trzech
osrodkoéw w oparciu w oparciu o tgcznie

570 poréwnan wzgledem uzgodnionej wartosci.

NPA 96,9% (94,6-98,8%)
PPA 90,6% (86,3-94,9%)
OA 94,9% (92,8-96,8%)

Pomiedzy
obserwatorami

CPS =20

Ocena 62 probek HNSCC (31 probek
niewykazujgcych ekspresji PD-L1 i 31 probki
wykazujgce ekspresje PD-L1) o réznych
wartosciach ekspresji PD-L1 IHC, wybarwionych
za pomocag testu PD-L1 IHC 22C3 pharmDx,
zostata przeprowadzona przez trzech patologéw
(jednego w kazdym z trzech o$rodkéw
badawczych) w ciggu 3 nienastepujgcych po
sobie dni. Analiza zostata przeprowadzona
pomiedzy trzema osrodkami w oparciu w oparciu
o fgcznie 556 poréwnan wzgledem uzgodnionej
wartosci.

NPA 93,1% (87,2-97,8%)
PPA 91,0% (85,7-95,7%)
OA 92,1% (88,2-95,5%)

W obrebie obserwatora

CPS =20

Ocena 62 probek HNSCC (31 probek
niewykazujgcych ekspresji PD-L1 i 31 probki
wykazujgce ekspresje PD-L1) o réznych
wartosciach ekspresji PD-L1 IHC, wybarwionych
za pomocag testu PD-L1 IHC 22C3 pharmDx,
zostata przeprowadzona przez trzech patologéw
(jednego w kazdym z trzech o$rodkéw
badawczych) w ciggu 3 nienastepujgcych po
sobie dni. Analiza zostata przeprowadzona w
trzech osrodkach w oparciu o tgcznie

555 poréwnan wzgledem uzgodnionej wartosci.

NPA 96,8% (94,5-98,7%)
PPA 97,8% (96,0-99,3%)
OA 97,3% (95,9-98,6%)

NPA = procentowa zgodno$¢ wynikéw ujemnych; PPA = procentowa zgodnos$¢ wynikéw dodatnich; OA = zgodnos$¢ wszystkich wynikéw;
CPS = fgczny wynik wartosci dodatnich

Uwaga: wyniki badan nie spetnity wczesniej okreslonych kryteriéw dopuszczalnosci dla procentowej zgodnosci wynikéw dodatnich miedzy
osrodkami (CPS = 20) w dwdch niezaleznych badaniach oraz zgodnosci wszystkich wynikéw migedzy osrodkami (CPS = 20) w jednym

badaniu.

16.7 Ocena skutecznosci klinicznej: HNSCC

KEYNOTE-048: kontrolowane badanie z zastosowaniem monoterapii i terapii skojarzonej u wczesniej nieleczonych pacjentéw z
nawrotowym lub przerzutowym HNSCC

W wieloosrodkowym, randomizowanym, otwartym, czynnie kontrolowanym badaniu KEYNOTE-048 oceniano skuteczno$¢
pembrolizumabu u pacjentéw z potwierdzonym histologicznie przerzutowym lub nawrotowym HNSCC jamy ustnej, gardta lub krtani,
ktorzy wczesniej nie byli leczeni systemowo z powodu nawrotowej lub przerzutowej postaci choroby i u ktérych miejscowe leczenie nie
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przyniostoby rezultatéw. Pacjenci z rakiem jamy nosowo-gardtowej, aktywng chorobg autoimmunologiczng wymagajacg leczenia
uktadowego w ciggu 2 lat od zakonczenia leczenia lub stanem chorobowym wymagajgcym immunosupresji nie kwalifikowali sie do
badania. Randomizacje stratyfikowano przez ekspresje PD-L1 guza (TPS = 50% lub < 50%), status zakazenia HPV (dodatni lub ujemny)
oraz stan sprawnosci w skali ECOG (0 lub 1). Pacjenci byli randomizowani w stosunku 1:1:1 do jednej z nastepujgcych grup
terapeutycznych:

. KEYTRUDA 200 mg co 3 tygodnie

e KEYTRUDA 200 mg co 3tygodnie, karboplatyna AUC 5 mg/mL/min co 3 tygodnie lub cisplatyna 100 mg/m? co 3 tygodnie
oraz 5-FU 1000 mg/m?/d w infuzji ciggtej przez 4 dni co 3 tygodnie (maks. 6 cykli platyny i 5-FU)

e  Cetuksymab 400 mg/m? dawka nasycajgca, a nastgpnie 250 mg/m? co tydzien, karboplatyna AUC 5 mg/mL/min co 3 tygodnie
lub cisplatyna 100 mg/m? co 3 tygodnie oraz 5-FU 1000 mg/m?/d w infuzji ciggtej przez 4 dni co 3 tygodnie (maks. 6 cykli platyny
i 5-FU)

Leczenie pembrolizumabem trwato do czasu okreslenia przez badacza progresji choroby wedtug kryteriow RECIST w wersji 1.1,
niedopuszczalnej toksycznosci lub przez maksymalnie 24 miesigce. Podawanie pembrolizumabu bylo dopuszczalne po okresleniu
progresji choroby wedtug kryteriow RECIST, jezeli pacjent byt klinicznie stabilny i uznany przez badacza za czerpigcego korzysci
kliniczne. Ocene stanu guza przeprowadzono w tygodniu 9., nastepnie co 6 tygodni w pierwszym roku leczenia, a nastepnie co 9 tygodni
przez 24 miesigce.

Wsréd 882 pacjentéw biorgcych udziat w badaniu KEYNOTE-048 u 754 (85%) wystepowaty guzy o ekspresji PD-L1 CPS 2 1, co ustalono
w oparciu o wyniki uzyskane za pomoca zestawu PD-L1 IHC 22C3 pharmDxTM. Charakterystyka wyjsciowa tych 754 pacjentow byta
nastepujaca: sredni wiek wynosit 61 lat (zakres: od 20 do 94 lat); 36% to osoby w wieku 65 lat lub starsze; 82% grupy stanowili mezczyzni;
74% uczestnikdw nalezato do rasy biatej, a 19% do azjatyckiej; u 61% pacjentdw stan sprawnosci w skali ECOG wynosit 1; 77% pacjentéow
stanowili obecni lub byli palacze. Charakterystyka choroby byta nastepujgca: u 21% pacjentéw wystepowato zakazenie HPV, a u 95%
choroba w stadium IV (stadium IVa 21%, stadium IVb 6%, stadium IVc 69%).

Gtéwnymi punktami koncowymi byty catkowity czas przezycia (OS) i czas przezycia bez progresji choroby (PFS) oceniane na podstawie
niejawnej i niezaleznej analizy centralnej (BICR) zgodnie z kryteriami RECIST w wersji 1.1. Badanie wykazato istotng statystycznie
poprawe w zakresie warto$ci OS u wszystkich pacjentéw zrandomizowanych do grupy przyjmujacej pembrolizumab w skojarzeniu z
chemioterapig w poréwnaniu z leczeniem standardowym (HR 0,72; 95% CI 0,60-0,87) oraz u pacjentéw z guzami o ekspresji PD-L1
CPS = 1, zrandomizowanych do grupy przyjmujgcej pembrolizumab w monoterapii w poréwnaniu z leczeniem standardowym. W tabelach
27 i 28 przedstawiono podsumowanie kluczowych wynikéw skutecznosci pembrolizumabu u pacjentéw z guzami o ekspresji PD-L1
wynoszacej CPS = 1 w badaniu KEYNOTE-048, na etapie koncowej analizy przeprowadzonej przy medianie okresu kontrolnego 13
miesiecy dla pembrolizumabu w skojarzeniu z chemioterapig oraz przy medianie okresu kontrolnego 11,5 miesigca dla pembrolizumabu
w monoterapii. Krzywe Kaplana Meiera dla OS w oparciu o analize koncowg przedstawiono na rysunkach 4 i 5.

Tabela 27: Wyniki skutecznosci stosowania pembrolizumabu w potaczeniu z chemioterapia w badaniu
KEYNOTE-048 dla ekspresji PD-L1 (CPS 2 1)

Punkt koncowy Pembrolizumab + Leczenie
Chemioterapia standardowe*
zwigzkami platyny + n=235
5-FU
n=242

0os

Liczba (%) pacjentéw, u ktérych wystapito
zdarzenie

177 (73%)

213 (91%)

Mediana w miesigcach (95% ClI)

13,6 (10,7; 15,5)

10,4 (9,1; 11,7)

Wspotczynnik ryzyka® (95% CI)

0,65 (0,53; 0,80)

Wartos¢ p*

0,00002

PFS

Liczba (%) pacjentow, u ktérych wystgpito
zdarzenie

212 (88%)

221 (94%)

Mediana w miesigcach (95% ClI)

51 (4,7,6,2)

5,0 (4,8; 6,0)

Wspotczynnik ryzyka' (95% CI)

0,84 (0,69; 1,02)

Wartos¢ p* 0,03697

ORR

Wskaznik obiektywnej odpowiedzi® (95% CI) 36% (30,3; 42,8) 36% (29,6; 42,2)
Qdpowiedz catkowita 7% 3%
Odpowiedz czesciowa 30% 33%
Wartosé p' 0,4586

Czas trwania odpowiedzi

Mediana w miesigcach (zakres)

6,7 (1,6+:39,0+)

4,3 (1,2+;31,5+)

% 0s6b z odpowiedzig utrzymujaca sie przez

54%

34%

= 6 miesiecy
* Cetuksymab, platyna i 5-FU

- @ +H —+

zakazenia HPV (dodatni lub
dodatni o nieduzym nasileniu)

W oparciu o model stratyfikowanego hazardu proporcjonalnego Coxa
W oparciu o stratyfikowany test logarytmiczny rang

Odpowiedz: najlepsza obiektywna odpowiedz jako potwierdzona petna lub cze$ciowa odpowiedz.
W oparciu o metode Miettinena-Nurminena stratyfikowana w skali ECOG (0 lub 1), status
ujemny) i status ekspresji PD-L1 (dodatni o duzym nasileniu lub
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Rysunek 4: Krzywa Kaplana-Meiera catkowitego czasu przezycia w przypadku pembrolizumabu w skojarzeniu z chemioterapig w
badaniu KEYNOTE-048 dla ekspresji PD-L1 (CPS 2 1)

100 7‘( Grupa terapeutyc: Wskaznik Wskaznik Wspoétczynnik
R Pembrolizumab + catkowitego czasu catkowitego czasu ryzyka (przedziat Wartosé p
—_ chemioterapia przezycia — 12 mies. przezycia — 24 mies. ufnosci 95%)
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Liczba narazonych na ryzyko Czas w miesigcac
Pembrolizumab + chemioterapia: 242 197 144 109 84 70 52 29 5 0 0
standardowe 235 191 122 83 54 35 17 5 1 0 0

Tabela 28: Wyniki skutecznosci stosowania pembrolizumabu w monoterapii w badaniu KEYNOTE-048
dla ekspresji PD-L1 (CPS 2 1)

Punkt koncowy Pembrolizumab Leczenie
n=257 standardowe*
n=255
os
Liczba (%) pacjentéw, u ktérych wystgpito 197 (77%) 229 (90%)
zdarzenie
Mediana w miesigcach (95% ClI) 12,3 (10,8; 14,3) 10,3 (9,0; 11,5)

Wspotczynnik ryzyka® (95% CI) 0,74 (0,61; 0,90)

Wartos¢ p* 0,00133

PFS

Liczba (%) pacjentéw, u ktérych wystapito 228 (89%) 237 (93%)
zdarzenie

Mediana w miesigcach (95% CI) 3,2(2,2;3,4) 5,0 (4,8; 6,0)

Wspotczynnik ryzyka' (95% CI) 1,13 (0,94; 1,36)

Wartos¢ p* 0,89580

ORR

Wskaznik obiektywnej odpowiedzi$ (95% ClI) 19,1% (14,5; 24,4) 35% (29,1; 41,1)
Qdpowiedz catkowita 5% 3%
Odpowiedz cze$ciowa 14% 32%
Wartosé p' 1,0000

Czas trwania odpowiedzi

Mediana w miesigcach (zakres)

23,4 (1,5+,43,0+)

45 (1,2+;38,7+)

% 0s6b z odpowiedzig utrzymujaca sie przez
2 6 miesiecy

81%

36%

* Cetuksymab, platyna i 5-FU

U W oparciu o model stratyfikowanego hazardu proporcjonalnego Coxa

* W oparciu o stratyfikowany test logarytmiczny rang

§ Odpowiedz: Najlepsza obiektywna odpowiedz jako potwierdzona petna lub czesciowa
odpowiedz.

f W oparciu o metode Miettinena-Nurminena stratyfikowana w skali ECOG (0 lub 1), status

zakazenia HPV (dodatni lub ujemny) i status ekspresji PD-L1 (dodatni o duzym nasileniu lub

dodatni o nieduzym nasileniu)
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Rysunek 5: Krzywa Kaplana-Meiera catkowitego czasu przezycia w przypadku pembrolizumabu w monoterapii w badaniu
KEYNOTE-048 dla ekspresji PD-L1 (CPS 2 1)
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Liczba narazonych Czas w miesigcach
na ryzyko
Pembrolizumab: 257 197 152 110 91 70 43 21 13 1 0
standardowe 255 207 131 89 59 40 21 9 5 0 0

W badaniu KEYNOTE-048 przeprowadzono analize wsrdd pacjentéw z guzami o ekspresji PD-L1 wynoszgcej CPS = 20 [pembrolizumab
w skojarzeniu z chemioterapig: n=126 (49%) w poréwnaniu z leczeniem standardowym: n=110 (43%) i pembrolizumab w monoterapii:
n=133 (52%) w poréwnaniu z leczeniem standardowym: n=122 (48%)] (patrz tabela 29).

Tabela 29: Wyniki skutecznosci stosowania pembrolizumabu w skojarzeniu z chemioterapia i pembrolizumabu w monoterapii w
badaniu KEYNOTE-048 dla ekspresji PD-L1 (CPS 2 20)

ktorych wystgpito zdarzenie

Punkt kohcowy Pembrolizumab + Leczenie Pembrolizumab w Leczenie
Chemioterapia standardowe* monoterapii standardowe*
zwiazkami platyny + n=110 n=133 n=122
5-FU
n=126
0os
Liczba (%) pacjentow, u 84 (66,7) 98 (89,1) 94 (70,7) 108 (88,5)

Mediana w miesigcach
(95% CI)

14,7 (10,3; 19,3)

11,0 (9,2; 13,0)

14,8 (11,5; 20,6)

10,7 (8,8; 12,8)

Wspotczynnik ryzykat
(95% ClI)

0,60 (0,45; 0,82)

0,58 (0,44; 0,78)

(95% Cl)

Wartos¢ pt 0,00044 0,00010

Wskaznik OS po 6 mies. 74,6 (66,0; 81,3) 80,0 (71,2; 86,3) 74,4 (66,1; 81,0) 79,5 (71,2; 85,7)
(95% Cl)

Wskaznik OS po 12 mies. 57,1 (48,0; 65,2) 46,1 (36,6; 55,1) 56,4 (47,5;, 64,3) 44,9 (35,9; 53,4)
(95% CI)

Wskaznik OS po 24 mies. 35,4 (27,2; 43,8) 19,4 (12,6; 27,3) 35,3 (27,3; 43,4) 19,1 (12,7; 26,6)
(95% CI)

PFS

Liczba (%) pacjentow, u 106 (84,1) 104 (94,5) 115 (86,5) 114 (93,4)
ktorych wystgpito zdarzenie

Mediana w miesigcach 5,8 (4,7, 7,6) 5,3 (4,9; 6,3) 3,4 (3,2;3,8) 5,3 (4,8; 6,3)

Wspoiczynnik ryzyka®
(95% Cl)

0,76 (0,58; 1,01)

0,99 (0,76; 1,29)
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Wartos¢ p* 0,02951 0,46791

Wskaznik PFS po 6 mies. 49,4 (40,3; 57,9) 47,2 (37,5; 56,2) 33,0 (25,2; 41,0) 46,6 (37,5; 55,2)
(95% CI)

Wskaznik PFS po 12 mies. 23,9 (16,7; 31,7) 14,0 (8,2; 21,3) 23,5 (16,6; 31,1) 15,1 (9,3; 22,2)
(95% Cl)

Wskaznik PFS po 24mies. 14,6 (8,9; 21,5) 5,0 (1,9; 10,5) 16,8 (10,9; 23,8) 6.1(27;11,6)
(95% Cl)

ORR

Wskaznik obiektywnej 42,9 (34,1; 52,0) 38,2 (29,1; 47.9) 23,3 (16,4; 31,4) 36,1 (27,6; 45,3)

odpowiedzis (95% CI)
Czas trwania

odpowiedzi

Liczba os6b, u ktérych 54 42 31 44

wystgpita odpowiedz

Mediana w miesigcach 7,1(2,1+ — 39,0+) 4,2 (1,2+ - 31,5+) 22,6 (2,7+ — 43,0+) 4,2 (1,2+ - 31,5+)
(zakres)

* Cetuksymab, platyna i 5-FU

U W oparciu o model stratyfikowanego hazardu proporcjonalnego Coxa

* W oparciu o stratyfikowany test logarytmiczny rang

§ Odpowiedz: najlepsza obiektywna odpowiedz jako potwierdzona petna lub cze$ciowa odpowiedz.

W badaniu KEYNOTEO048 przeprowadzono analize podgrupy badawczej wérdéd pacjentéw z guzami o ekspresji PDL1 CPS = 1 do < 20
[pembrolizumab w skojarzeniu z chemioterapig: n=116 (45%) w poréwnaniu z leczeniem standardowym: n=125 (49%) i pembrolizumab w
monoterapii: n=124 (48%) w poréwnaniu z leczeniem standardowym: n=133 (52%)] (patrz tabela 30).

Tabela 30: Wyniki skutecznosci stosowania pembrolizumabu w skojarzeniu z chemioterapia i pembrolizumabu w monoterapii w
badaniu KEYNOTE-048 dla ekspresji PD-L1 (1 < CPS < 20)

Punkt koncowy Pembrolizumab + Leczenie Pembrolizumab w Leczenie
Chemioterapia standardowe* monoterapii standardowe*
zwigzkami platyny + n=125 n=124 n=133
5-FU
n=116
(o]
Liczba (%) pacjentéw, u ktérych 93 (80,2) 115 (92,0) 103 (83,1) 121 (91,0)
wystapito zdarzenie
Mediana w miesigcach (95% Cl) 12,7 (9,4; 15,3) 9,9 (8,6; 11,5) 10,8 (9,0; 12,6) 10,1 (8,7; 12,1)
\Wspotczynnik ryzykat (95% CI) 0,71 (0,54, 0,94) 0,86 (0,66, 1,12)
\Wskaznik OS po 6 mies, (95% CI) 76,7 (67,9; 83,4) 77,4 (69,0; 83,8) 67,6 (58,6; 75,1) 78,0 (70,0; 84,2)
\Wskaznik OS po 12 mies, (95% CI) 52,6 (43,1; 61,2) 41,1 (32,4; 49,6) 44,0 (35,1; 52,5) 42,4 (33,9; 50,7)
\Wskaznik OS po 24 mies, (95% Cl) 25,9 (18,3; 34,1) 14,5 (9,0; 21,3) 22,0 (15,1; 29,6) 15,9 (10,3; 22,6)
PFS
Liczba (%) pacjentéw, u ktérych 106 (91,4) 117 (93,6) 113 (91,1) 123 (92,5)
ystapito zdarzenie
Mediana w miesigcach (95% CI) 4,9 (4,2;5,3) 4,9 (3,7;6,0) 22(2,1;2,9) 4,9 (3,8; 6,0)
\Wspétczynnik ryzykat (95% ClI) 0,93 (0,71; 1,21) 1,25 (0,96; 1,61)
\Wskaznik PFS po 6 mies, (95% Cl) 40,1 (31,0; 49,0) 40,0 (31,2; 48,5) 24,2 (17,1; 32,0) 41,4 (32,8; 49,7)
\Wskaznik PFS po 12 mies, (95% ClI) 15,1 (9,1; 22,4) 11,3 (6,4; 17,7) 17,5 (11,4, 24,7) 12,1 (7,2; 18,5)
\Wskaznik PFS po 24mies, (95% CI) 8,5 (4,2;14,7) 5,0 (1,9; 10,1) 8,3(4,3;14,1) 6,3 (2,9; 11,5)
ORR
\Wskaznik obiektywnej odpowiedzi* 29,3 (21,2; 38,5) 33,6 (25,4; 42,6) 14,5 (8,8; 22,0) 33,8 (25,9; 42,5)
(95% CI)
Czas trwania odpowiedzi
Liczba oséb, u ktorych wystgpita 34 42 18 45
odpowiedz
Mediana w miesigcach (zakres) 5,6 (1,6+; 25,6+) 4,6 (1,4+; 31,4+) NR (1,5+; 38,9+) 5,0 (1,4+; 38,7+)
* Cetuksymab, platyna i 5-FU
T W oparciu o model stratyfikowanego hazardu proporcjonalnego Coxa
* Odpowiedz: najlepsza obiektywna odpowiedz jako potwierdzona petna lub cze$ciowa odpowiedz.

KEYNOTE-040: kontrolowane badanie kliniczne z udziatem pacjentéw z HNSCC wczesniej poddanych chemioterapii zwigzkami platyny

W badaniu KEYNOTE-040 - wieloosrodkowym, otwartym, randomizowanym, kontrolowanym badaniu dotyczacym leczenia
histologicznie potwierdzonego nawrotowego lub przerzutowego HNSCC jamy ustnej, gardta lub krtani — analizowano bezpieczenstwo i
skutecznos$¢ stosowania pembrolizumabu u pacjentéw, u ktorych wystgpita progresja choroby w trakcie lub po chemioterapii zwigzkami
platyny stosowanej w leczeniu nawrotowego lub przerzutowego HNSCC lub po chemioterapii zwigzkami platyny stosowanej w ramach
leczenia indukcyjnego, sprzezonego lub adjuwantowego, i u ktérych miejscowe leczenie nie przyniostoby rezultatow. Pacjenci zostali
poddani stratyfikacji wedtug ekspresji PD-L1 (TPS = 50%), statusu zakazenia HPV i stanu sprawnosci w skali ECOG, a nastepnie poddani
randomizagiji (1:1), aby otrzyma¢ pembrolizumab 200 mg co 3 tygodnie (n=247) lub leczenie standardowe (n=248): metotreksat 40 mg/m?
raz w tygodniu (n=64), docetaksel 75 mg/m? raz na 3 tygodnie (n=99) lub cetuksymab w dawce nasycajgcej 400 mg/m?, a nastepnie
250 mg/m? co tydzien (n=71). Pomimo postepu choroby leczenie mogto by¢ kontynuowane, jezeli pacjent byt w stanie stabilnym i zdaniem
badacza czerpat korzysci kliniczne wynikajgce z leczenia.
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Z badania wykluczono pacjentow z rakiem jamy nosowo-gardtowej, aktywng chorobg autoimmunologiczng wymagajaca leczenia
uktadowego w ciggu dwdch lat od zakonczenia leczenia, stanem chorobowym wymagajagcym immunosupresji oraz pacjentéw poddanych
co najmniej trzykrotnie wczesniejszemu leczeniu ukladowemu nawrotowego i/lub przerzutowego HNSCC. Ocene stanu guza
przeprowadzono po 9 tygodniach, nastepnie co 6 tygodni do tygodnia 52, a nastepnie co 9 tygodni przez 24 miesigce.

Wsréd 495 pacjentow biorgcych udziat w badaniu KEYNOTE-040 u 129 (26%) wystepowaty guzy o ekspresji PD-L1 TPS = 50%, co
ustalono w oparciu o wyniki uzyskane za pomoca zestawu PD-L1 IHC 22C3 pharmDx. Wyj$ciowa charakterystyka tych 129 pacjentéw
byta nastepujgca: sredni wiek wynosit 62 lata (40% pacjentow w wieku 65 lub starszych); 81% stanowili mezczyzni; 78% pacjentéw
nalezato do rasy biatej, 11% do azjatyckiej, a 2% do rasy czarnej; u 23% i 77% pacjentéow stan sprawnosci w skali ECOG wynosit
odpowiednio 0 lub 1; u 19% pacjentéw wystepowato zakazenie HPV. U sze$édziesieciu siedmiu procent pacjentéw wystepowat rak z
przerzutami odlegtymi (M1), w wiekszosci w stadium IV (stadium IV 32%, stadium IVa 14%, stadium IVb 4%, stadium IVc 44%).
U szesnastu procent (16%) pacjentéw wystapita progresja choroby po neoadjuwantowej lub adjuwantowej chemioterapii zwigzkami
platyny, 84% pacjentéw poddano wczesniej jednokrotnie lub dwukrotnie leczeniu uktadowemu przerzutowej postaci choroby.

Pierwszorzedowym punktem kohcowym byta warto$¢ OS dla grup wyodrebnionych zgodnie z zaplanowanym leczeniem (ITT) Po
wstepnej analizie HR dla wartosci OS wynosit 0,82 (95% Cl: 0,67; 1,01) z jednostronng wartoscig p 0,0316. Mediana OS wynosita
8,4 miesigca dla pembrolizumabu w poréwnaniu z 7,1 miesigca dla standardowego leczenia. W tabeli 31 zamieszczono podsumowanie
gtéwnych kryteriéw oceny skutecznosci dla populacji z TPS 2 50%. Krzywa Kaplana-Meiera OS dla populacji z TPS = 50% przedstawiono
na rysunku 6.

Table 31: Skutecznos¢ stosowania pembrolizumabu 200 mg co 3 tygodnie u pacjentéw z HNSCC (TPS 2 50%) leczonych
wczesniej chemioterapig zwigzkami platyny w badaniu KEYNOTE-040.

Punkt koncowy Pembrolizumab Leczenie standardowe*
200 mg co 3 tygodnie n=65
n=64
0s
Liczba (%) pacjentéw, u ktérych wystapito 41 (64) 56 (86)
zdarzenie
Wspotczynnik ryzyka® (95% ClI) 0,53 (0,35; 0,81)
Wartos$¢ p* 0,001
Mediana w miesigcach (95% CI) 11,6 (8,3; 19,5) | 6,6 (4,8; 9,2)
PFS$
Liczba (%) pacjentow, u ktérych wystgpito 52 (81) 58 (89)
zdarzenie
Wspdtczynnik ryzyka' (95% CI) 0,58 (0,39; 0,86)
Wartos¢ p* 0,003
Mediana w miesigcach (95% ClI) 3,5(2,1;6,3) 2,1(2,0;2,4)
Wskaznik (%) po 6 mies. (95% CI) 40,1 (28,1; 51,9) 17,1 (8,8; 27,7)
Ogolny odsetek odpowiedzi na leczenie®
ORR% (95% CI) 26,6 (16,3; 39,1) | 9,2 (3,5; 19,0)
Wartos¢ p' 0,0009
Odpowiedz catkowita 5% 2%
Odpowiedz czesciowa 22% 8%
Stabilno$¢ choroby 23% 23%
Czas utrzymywania si¢ odpowiedzis*
Mediana w miesigcach (zakres) Nie osiggnieto (2,7; 13,8+) 6,9 (4,2; 18,8)
chzba (%“) .pacjentéw z odpowiedzig utrzymujaca 9 (66) 2 (50)
sie = 6 miesiecy

Metotreksat, docetaksel lub cetuksymab

T Wspdtczynnik ryzyka (dziatanie pembrolizumabu w poréwnaniu z leczeniem standardowym) oparty na modelu
stratyfikowanego hazardu proporcjonalnego Coxa

Jednostronna warto$¢ p w oparciu o test logarytmiczny rang

Na podstawie niejawnej i niezaleznej analizy centralnej (BICR) zgodnie z kryteriami RECIST w wers;ji 1.1

W oparciu o metode Miettinena-Nurminena

W oparciu o liczbe pacjentow, u ktérych wystgpita odpowiedz na leczenie, potwierdzona jako odpowiedz catkowita lub
czesciowa

P W oparciu o estymacje metodg Kaplana-Meiera

* A W H
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Rysunek 6: Krzywa Kaplana-Meiera catkowitego czasu przezycia wedlug grupy terapeutycznej w badaniu KEYNOTE-040 dla

ekspresiji PD-L1 (TPS 2 50%)
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16.8 Ocena skutecznoS$ci nieklinicznej: czerniak

Czutos$¢ analityczna: czerniak
Czutos¢ analityczna testu PD-L1 IHC 22C3 pharmDx zostata sprawdzona za pomocg partii produkcyjnej na 137 réznych prébkach
utrwalonych w formalinie i zatopionych w parafinie tkanek czerniaka. Ocena ekspresji PD-L1 wykazata wystepowanie dynamicznego
zakresu odczynu w komodrkach nowotworowych i komoérkach uktadu immunologicznego, z ekspresja o natezeniu odczynu 0-3.

Doktadnosé¢: czerniak

Doktadno$é testu PD-L1 IHC 22C3 pharmDx na podstawie prébek czerniaka zostata oceniona w o$rodku firmy Dako. Srednig procentowg
zgodnos¢ wynikéw ujemnych (ANA), srednig procentowg zgodnos$¢ wynikéw dodatnich (APA) oraz procentowg zgodno$¢ wszystkich
wynikéw (OA) obliczono z wykorzystaniem 95-procentowych dwustronnych przedziatéw ufnosci z uzyciem metody bootstrapowej dla
ekspresji PD-L1 = 1% (ocena MEL = 2), jak przedstawiono w tabeli 32. W badaniach, ktére daty 100% zgodnosci, procentowg zgodno$¢
wynikow ujemnych (NPA), procentowg zgodnosé wynikéw dodatnich (PPA) oraz zgodnos¢ wszystkich wynikéw (OA) obliczono z
wykorzystaniem odpowiednich 95-procentowych dwustronnych przedziatéw ufnosci z wykorzystaniem metody Wilsona.

Tabela 32: Doktadnosé¢ testu PD-L1 IHC 22C3 pharmDx zbadana w jednym osrodku (ocena MEL 2 2 (2 1%))

ggﬁ:gfoéci ,acé(ina EIBS-EI:IGSJa Typ badania % zgodnosci (95% CI)
Pomiedzy 22 2 1% Kazda z 16 probek czerniaka (7 probek niewykazujgcych NPA 100,0% (91,6—100,0%)
urzadzeniami ekspresji PD-L1 i 9 prébek wykazujacych ekspresje PD-L1) | PPA 100,0% (93,4-100,0%)
o réznych wartosciach ekspresji PD-L1 IHC zostata OA 100,0% (96,2—100,0%)
zbadana w kazdym z szesciu urzadzen Autostainer
Link 48.
Pomiedzy 22 2 1% Kazda z 16 prébek czerniaka (7 probek niewykazujgcych NPA 100,0% (91,6-100,0%)
operatorami ekspresji PD-L1 i 9 probek wykazujacych ekspresje PD-L1) | PPA 100,0% (93,4-100,0%)
o réznych wartosciach ekspresji PD-L1 IHC zostata OA 100,0% (96,2—100,0%)
zbadana przez szesciu analitykéw w jednym urzgdzeniu
Autostainer Link 48.
Pomiedzy 22 =2 1% Kazda z 16 prébek czerniaka (7 probek niewykazujgcych NPA 100,0% (91,6-100,0%)
dniami ekspresji PD-L1 i 9 probek wykazujgcych ekspresje PD-L1) | PPA 100,0% (93,4-100,0%)
o réznych wartosciach ekspresji PD-L1 IHC zostata OA 100,0% (96,2—100,0%)
zbadana w ciggu 6 nienastepujgcych po sobie dni w
urzgdzeniu Autostainer Link 48.
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Sggggfoéci ﬁ‘é‘l’_"a sspresia | Typ badania % zgodnosci (95% Cl)
Pomiedzy 22 =2 1% Kazda z 16 prébek czerniaka (7 probek niewykazujgcych ANA 97,0% (92,3-100,0%)
partiami ekspresji PD-L1 i 9 probek wykazujacych ekspresje PD-L1) | APA 97,4% (93,5-100,0%)
o réznych wartosciach ekspresji PD-L1 IHC zostata OA 97,2% (93,1-100,0%)
zbadana w trzech powtérzeniach z kazdg z trzech partii
odczynnikéw w urzgdzeniu Autostainer Link 48.
W obrebie 22 2 1% Kazda z 16 probek czerniaka (7 probek niewykazujgcych NPA 100,0% (91,6—100,0%)
serii ekspresji PD-L1 i 9 prébek wykazujacych ekspresje PD-L1) | PPA 100,0% (93,4-100,0%)
o roznych wartosciach ekspresji PD-L1 IHC zostata OA 100,0% (96,2—100,0%)
zbadana w szesciu powtorzeniach w obrebie jednej serii w
urzgdzeniu Autostainer Link 48.
Pomiedzy 22 21% Ocena 48 probek czerniaka (18 prébek niewykazujgcych ANA 87,7% (79,3-94,7%)
obserwatorami ekspresji PD-L1 i 30 probek wykazujacych ekspresje PD- APA 91,8% (85,4-96,7%)
L1) o réznych wartosciach ekspresji PD-L1 IHC i OA 90,1% (83,1-95,8%)
wybarwionych za pomocg testu PD-L1 IHC 22C3 pharmDx
zostata przeprowadzona przez trzech patologéw w ciggu 3
nienastepujgcych po sobie dni.
W obrebie 22 21% Ocena 48 probek czerniaka (22 prébek niewykazujgcych ANA 89,9% (82,9-95,7%)
obserwatora ekspresji PD-L1 i 26 probek wykazujgcych ekspresje PD- APA 90,7% (83,3-96,2%)
L1) o réznych wartosciach ekspresji PD-L1 [HC i OA 90,3% (83,3-95,8%)
wybarwionych za pomocg testu PD-L1 IHC 22C3 pharmDx
zostata przeprowadzona przez trzech patologéw w ciggu 3
nienastepujgcych po sobie dni.

NPA = procentowa zgodnos$¢ wynikéw ujemnych;

PPA = procentowa zgodnos¢ wynikéw dodatnich; OA = zgodno$¢ wszystkich wynikow

ANA = $rednia procentowa zgodno$¢ wynikéw ujemnych; APA = $rednia procentowa zgodnos$¢ wynikéw dodatnich

17. Rozwigzywanie probleméw

Tabela 33: Rozwigzywanie probleméow

Problem

Prawdopodobna przyczyna

Zalecane postepowanie

1. Brak barwienia preparatéw.

1a. Btad zwigzany z programowaniem.

1a. Sprawdzi¢, czy do programowania preparatéw
wybrano program PD-L1 IHC 22C3 pharmDx.

1b. Brak reakgji 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. Uzywacé wytgcznie buforu ptuczgcego Dako (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. Upewnic sie, ze stosowany jest wytgcznie roztwoér
obojetnej buforowanej formaliny jako $rodek utrwalajacy
oraz zatwierdzone metody utrwalania.

2b. Niedostateczna objetos¢
zastosowanego odczynnika.

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

2c. Zastosowano niewtasciwy bufor
ptuczacy.

2c. Uzywac¢ wytacznie buforu ptuczgcego Dako (nr
kat. K8007).

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 obrébki wstepnej ,3-w-1".

3b. Zastosowano niewtasciwy bufor
ptuczacy.

3b. Uzywaé wytgcznie buforu ptuczacego Dako (nr
kat. K8007).

4. Nadmierne wybarwienie tla
preparatéw.

4a. Niecatkowicie usunieta parafina.

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

4b. Wyschniete preparaty podczas
fadowania do urzgdzenia Autostainer Link
48.

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

4c. Nieswoiste wigzanie odczynnikéw ze
skrawkami tkankowymi.

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

4d. Zastosowano niewtasciwg metode
utrwalania.

4d. Upewni¢ sig, ze jako Srodek utrwalajacy stosuje sie
wytgcznie roztwor obojetnej buforowanej formaliny oraz
zalecane metody utrwalania.

5. Tkanki oddzielone od szkietek.

5a. Zastosowanie nieprawidiowych
szkietek mikroskopowych.

5a. Nalezy uzywa¢ szkietek Dako FLEX IHC Microscope
Slides (nr kat. K8020) lub szkietek z tadunkiem
elektrostatycznym (np. Superfrost Plus).

5b. Nieodpowiednie przygotowanie
prébek.

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

6. Za silny odczyn swoisty.

6a. Zastosowano niewtasciwg metode
utrwalania.

6a. Upewni€ sie, ze stosowane sg wytgcznie
zatwierdzone $rodki utrwalajgce i metody utrwalania.

6b. Zastosowano niewtasciwy bufor
ptuczacy.

6b. Uzywac wytgcznie buforu ptuczacego Dako (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.
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UWAGA: jesli problemu nie daje sie przypisa¢ zadnej z powyzszych przyczyn bgdz zalecane dziatanie korekcyjne jest nieskuteczne, nalezy
sie skontaktowa¢ z dziatem wsparcia technicznego firmy Agilent 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) (12) (dostarczany przez firme Agilent).
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