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PD-L1 IHC 22C3 pharmDx

Code-Nr. GE006
60 Tests zur Verwendung mit Dako Omnis

1. Verwendungszweck

Zur In-vitro-Diagnostik.

PD-L1 IHC 22C3 pharmDx ist ein qualitativer immunhistochemischer Assay, der den Monoclonal Mouse Anti-PD-L1, Clone 22C3, verwendet.
Dieser ist fir den Nachweis von PD-L1-Protein in formalinfixiertem, paraffineingebettetem (FFPE) Gewebe aus nichtkleinzelligen
Lungenkarzinomen (NSCLC) mithilfe des EnVision FLEX Detektionssystems in Dako Omnis vorgesehen.

Die Expression des Proteins PD-L1 in NSCLC wird mithilfe des Tumor Proportion Score (TPS) bestimmt, der den Prozentsatz der
lebensfahigen Tumorzellen mit teilweiser oder vollstadndiger Membranfarbung beliebiger Intensitat angibt.

Ubersicht diagnostische Indikationen

Tumortyp PD-L1-Expressionsgrad Verwendungszweck
TPS 21% PD-L1 IHC 22C3 pharmDx dient zur Identifizierung von
NSCLC NSCLC-Patienten, die fir eine Behandlung mit
TPS 2 50% KEYTRUDA® (Pembrolizumab) in Frage kommen.*

*Fur die Expressions-Cutoff-Werte von PD-L1 sowie therapiebestimmende, spezifische klinische Gegebenheiten siehe das KEY TRUDA®
Produktetikett.

2. Zusammenfassung und Erklarung

Die Bindung der PD-1-Liganden (L1 und PD-L2) an den PD-1-Rezeptor (welcher sich auf T-Zellen findet), hemmt die T-Zellproliferation und
Zytokinproduktion. Die Hochregulierung von PD-1-Liganden kommt in einigen Tumoren vor, und die Signalgebung lber diesen Signalweg
kann zur Hemmung der aktiven T-Zell-immuniberwachung von Tumoren beitragen. KEYTRUDA ist ein humanisierter monoklonaler
Antikorper, der an den PD1-Rezeptor bindet und seine Interaktion mit PD-L1 und PD-L2 blockiert, wodurch die tiber den PD1-Weg vermittelte
Hemmung der Immunreaktion, einschlieBlich der Immunreaktion gegen den Tumor, freigesetzt wird." Bei syngenetischen Maus-
Tumormodellen fiihrte die Blockierung der PD-1-Aktivitat zu einem verringerten Tumorwachstum.?

PD-L1 IHC 22C3 pharmDx, Code-Nr. SK006, wurde fir die Verwendung mit Autostainer Link 48 entwickelt und in klinischen Studien fiir
KEYTRUDA verwendet. Weitere Informationen finden Sie in der Gebrauchsanweisung fiir Code-Nr. SK006.> PD-L1 IHC 22C3 pharmDx,
Code-Nr. GE006 wurde firr den Einsatz auf der Dako Omnis-Farbeplattform neu konfiguriert. PD-L1 IHC 22C3 pharmDx, Code-Nr. SK006 und
GEO006, verwenden zwar plattformspezifische Behalter, jedoch dieselben Reagenzien in gleichen Konzentrationen. Reagenzien fiir Code-
Nr. GEOO6 sind in modularem Format in Dako Omnis-spezifischen Behaltern erhaltlich, die in den Abschnitten 4 und 5 aufgefihrt sind.

HINWEIS: Reagenzien fiir SK006 und GE006 sind aufgrund ihrer plattformspezifischen Konfiguration nicht austauschbar.

NCSLC

Die von Merck Sharp & Dohme gesponserte klinische Studie KEYNOTE-024 (KN024) untersuchte die klinische Validitat von PD-L1 IHC 22C3
pharmDx bei der Identifizierung von bisher unbehandelten Patienten mit metastasierendem NSCLC und PD-L1-Expression (TPS = 50%), die
auf eine KEYTRUDA-Behandlung ansprechen kénnten.* Mit KEYTRUDA behandelte NSCLC-Patienten mit PD-L1-Expression (TPS 2= 50%)
zeigten bessere Ergebnisse im Vergleich zu herkdmmlicher Chemotherapie. Die von Merck Sharp & Dohme gesponserte klinische Studie
KEYNOTE-042 (KN042) untersuchte die klinische Validitat von PD-L1 IHC 22C3 pharmDx bei der Identifizierung von bisher behandelten
Patienten mit metastasierendem NSCLC und PD-L1-Expression (TPS = 1%), die auf eine KEYTRUDA-Behandlung ansprechen kdnnten,
wobei der in KN024 gezeigte Nutzen bestatigt wurde.® Siehe den Abschnitt ,Bewertung der klinischen Leistung (NSCLC)* fiir Details zu den
Studien KN024 und KN042.

Die von Merck Sharp & Dohme gesponserte klinische Studie KEYNOTE-010 (KNO10) untersuchte die klinische Validitat von PD-L1 IHC 22C3
pharmDx bei der Identifizierung von bisher behandelten Patienten mit metastasierendem NSCLC und PD-L1-Expression (TPS = 1%), die auf
eine KEYTRUDA-Behandlung ansprechen kénnten.® Mit KEY TRUDA behandelte Patienten mit PD-L1-Expression (TPS = 1%) zeigten bessere
Ergebnisse im Vergleich zu Docetaxel. Informationen zu den Details der Studie KNO10 finden Sie im Abschnitt ,Bewertung der klinischen
Leistung (NSCLC)".

3. Verfahrensprinzip

PD-L1 IHC 22C3 pharmDx, Code-Nr. GEOO6 enthalt optimierte Reagenzien und ein Protokoll, das fiir das IHC-Farbeverfahren von FFPE-
Proben mithilfe von Dako Omnis erforderlich ist. Nach der Inkubation mit dem primaren monoklonalen Antikérper gegen PD-L1 oder dem
Negative Control Reagent (Negativkontrollreagenz, NCR) werden die Proben zunachst mit einem Peroxidase-Block, mit einem
primarantikdrperwirtsspezifischen Linker-Antikérper und anschlieBend mit einem gebrauchsfertigen Detektionsreagenz aus Molekilen
sekundarer Antikdrper und Meerrettichperoxidasemolekiilen, die an ein Dextranpolymer-Backbone gekoppelt sind, inkubiert. Die enzymatische
Umwandlung des anschlieend zugesetzten Chromogens fiihrt zur Prazipitation eines sichtbaren Reaktionsprodukts an der Antigenstelle. Die
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Farbe der chromogenen Reaktion wird durch ein Chromogenverstarkungsreagenz modifiziert. Danach kénnen die Proben gegengefarbt und
mit Deckglas versehen werden. Die Ergebnisse werden mithilfe eines Lichtmikroskops ausgewertet. Anweisungen zum Laden und Entladen
von Objekttragern, Reagenzien, Spilmenge und Abféllen finden Sie im Dako Omnis Benutzerhandbuch Basiswissen.

4. Mitgelieferte Materialien

Die aufgefiihrten Materialien reichen fiir 60 Tests: 60 mit primarem Antikorper gegen das PD-L1-Protein inkubierte Objekttrager und 60 mit
dem entsprechenden Negative Control Reagent inkubierte Objekttrager. GE006 enthalt 12 mL PD-L1 Primary Antibody und 12 mL Negative
Control Reagent (beide mit einer Proteinkonzentration von ca. 3 ug/mL). GEO06 wurde speziell fur die Verwendung mit dem Dako Omnis
Gerat optimiert. Weitere Informationen finden Sie im Dako Omnis Basic User Guide (Benutzerhandbuch Basiswissen).

Menge Beschreibung

1x12mL Primarantikorper: Monoclonal Mouse Anti-PD-L1, Clone 22C3

MONOCLONAL MOUSE
ANTI-PD-L1

CLONE 22C3

(Dako Omnis)

Monoklonaler Anti-PD-L1-Mausantikérper (IgG+) in einer gepufferten Losung mit Stabilisierungsprotein und
0,015 mol/L Natriumazid.

1x12mL Negativkontrollreagenz

NEGATIVE CONTROL
REAGENT
(Dako Omnis)

Monoklonaler Maus-IgGs-Kontrollantikdrper in einer gepufferten Losung mit Stabilisierungsprotein und 0,015 mol/L
Natriumazid.

5. Erforderliche, aber nicht mitgelieferte Materialien

Dako Omnis (Code-Nr. GI1100)
EnVision FLEX, High pH (Dako Omnis) (Code-Nr. GV800) oder EnVision FLEX Mini Kit, High pH (Dako Omnis) (Code-Nr. GV823)
EnVision FLEX DAB+ Chromogen (Dako Omnis)
EnVision FLEX Peroxidase-Blocking Reagent (Dako Omnis)
EnVision FLEX Substrate Buffer (Dako Omnis)
EnVision FLEX Target Retrieval Solution, High pH (50x)*
EnVision FLEX Visualization Reagent (Dako Omnis)
EnVision FLEX Target Retrieval Solution, Low pH (50x) (Dako Omnis) (Code-Nr. GV805)
EnVision FLEX+ Mouse Linker (Dako Omnis) (Code-Nr. GV821)
EnVision FLEX DAB Enhancer (Dako Omnis) (Code-Nr. GC806)
Hematoxylin (Dako Omnis) (Code-Nr. GC808)
Wash Buffer (20x) (Dako Omnis) (Code-Nr. GC807)
Clearify™ Clearing Agent (GC810)
Dako Omnis Sulfuric Acid, 0.3 M (Code-Nr. GC203)
Destilliertes oder entionisiertes Wasser (Reagenzqualitat) **
Ethanol, absolut
Xylol, Toluol oder Xylolersatz
Materialien fuir permanentes Eindecken
Kurzzeitmesser
Mikroskop-Objekttrager: Dako FLEX IHC Microscope Slides (Code-Nr. K8020) oder SuperFrost Plus Objekttrager
Lichtmikroskop (4-fache bis 40-fache VergréRerung)
Positive und negative Gewebe zur Verfahrenskontrolle (siehe Abschnitt 12, ,Qualitatskontrolle”)
pH-Messgerat (gemal Herstellerempfehlungen kalibriert)

*HINWEIS: EnVision FLEX Target Retrieval Solution, Low pH (50x) (Dako Omnis), Code-Nr. GV805, bei GE006 fiir hitzeinduzierte
Epitopdemaskierung (HIER) verwenden. Nicht EnVision FLEX Target Retrieval Solution, High pH (50x) (Dako Omnis), Code-
Nr. GV804, verwenden. Die Farbe der EnVision FLEX Target Retrieval Solution, Low pH (50x) (Dako Omnis), Code-Nr. GV805, ist rot.

**HINWEIS: Méglicherweise sind nicht alle Quellen von destilliertem oder entionisiertem Wasser von ausreichender Qualitét fiir die
Vorbereitung von IHC-Reagenzien. Agilent empfiehlt, destilliertes oder entionisiertes Wasser in Reagenzqualitit [entsprechend dem
von CLSI spezifizierten Standard fiir Wasser fiir klinische Laborreagenzien (CLRW)] oder Wasser in ahnlicher Qualitit fiir die
Reagenzvorbereitung zu verwenden.”

6. Optionale Materialien
PD-L1 Control Slides (Code-Nr. T1391)

7. VorsichtsmaRnahmen
1)  Zur In-vitro-Diagnostik.
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2) Fur Fachpersonal.

3) Dieses Produkt enthalt Natriumazid (NaNs), eine in reiner Form auferst giftige Chemikalie. Bei den in diesem Produkt verwendeten
Konzentrationen kann NaN3, obwohl nicht als gefahrlich klassifiziert, mit in Wasserleitungen vorhandenem Blei oder Kupfer reagieren und
zur Bildung von hochexplosiven Metall-Azid-Anreicherungen fiihren. Nach der Entsorgung stets mit viel Wasser nachspulen, um Azid-
Ansammlungen in den Leitungen vorzubeugen.®

4) Der PD-L1 Primary Antibody und das Negative Control Reagent enthalten Material tierischen Ursprungs.

5) Sowohl vor als auch nach der Fixierung ist mit biologischen Proben und allen Materialien, die damit in Beriihrung gekommen sind, so
umzugehen, als kdnnten sie Krankheiten Ubertragen. Bei der Entsorgung sind angemessene VorsichtsmaRnahmen zu beachten.®

6) Inkubationszeiten, Temperaturen oder Methoden, die hier nicht ausdrticklich beschrieben sind, kdnnen die Ergebnisse beeintrachtigen.

7) Die Reagenzien wurden zur Verwendung in diesem Test optimal verdinnt. Weitere Verdliinnung kann zu einer geringeren Antigenfarbung
fuhren.

8) Paraffinlberreste kdnnen zu falsch negativen Ergebnissen fuhren.

9) Die Ergebnisse von kleinen Studien zeigten in primaren und metastasierten NSCLC-Gewebepaaren einen ahnlichen dynamischen PD-
L1-Expressionsbereich auf. Es ist moglich, dass bei primaren Tumoren gegenuber metastasierten Stellen im selben Patienten
Unterschiede in der PD-L1-Expression vorliegen, da die Heterogenitat bei jedem Tumor anders ist.

10) In der Regel ist es Personen unter 18 Jahren nicht gestattet, mit diesem Produkt zu arbeiten. Anwender mussen griindlich Uber die
richtigen Arbeitsverfahren, das Gefahrenpotenzial des Produkts und die nétigen VorsichtsmalRnahmen unterrichtet werden. Zuséatzliche
Informationen entnehmen Sie bitte dem Sicherheitsdatenblatt (SDS).

) Geeignete personliche Schutzausriistung (PSA) tragen, um Augen- und Hautkontakt zu vermeiden.
) Nicht verwendete Lésung ist entsprechend ortlichen, staatlichen und EU-rechtlichen Richtlinien zu entsorgen.

13) Sicherheitsdatenblatter sind auf www.agilent.com zu finden oder auf Anfrage erhaltlich.

) Fur Lander auBerhalb der Europaischen Union missen die lokalen KEYTRUDA-Produktetiketts beachtet werden hinsichtlich der
zugelassenen Indikationen und der Cutoff-Werte fiir die Expression als Anhaltspunkte fir die Therapie.

15) Die Nichteinhaltung des Wartungsplans fur das Dako Omnis Instrument kann zu fehlerhaften Ergebnissen fihren. Weitere Informationen
und weitere VorsichtsmaRnahmen fiir das Gerat finden Sie im Dako Omnis Benutzerhandbuch Basiswissen und im Ausflhrlichen
Benutzerhandbuch.

16) PD-L1IHC 22C3 pharmDx, Code-Nr. GE0O06, wurde ausschlieRlich fir Dako Omnis entwickelt und darf nicht auf anderen
Farbeplattformen verwendet werden. Reagenzien fir die Verwendung mit Autostainer Link 48 (PD-L1IHC 22C3 pharmDx,
Code-Nr. SK006) diirfen nicht durch in Abschnitt 5 aufgefiihrte Reagenzien ersetzt werden.

8. Lagerung

Alle Komponenten von PD-L1 IHC 22C3 pharmDx, Code-Nr. GE006 im Originalbehélter an einem dunklen Ort bei 2-8 °C lagern, wenn sie
nicht in Dako Omnis verwendet werden. Wahrend der Lagerung ist der Deckel auf allen Behaltern geschlossen zu halten.

Das Reagenz darf nach Ablauf des auf dem Reagenzbehalter angegebenen Verfallsdatum nicht mehr verwendet werden. Werden die
Reagenzien nicht entsprechend den in dieser Packungsbeilage angegebenen Bedingungen aufbewahrt, miissen diese vom Anwender validiert
werden.

Die Stabilitdt des Reagenz im Gerét fiir Code-Nr. GE006 wurde fur 375 Stunden validiert. Nach dem Abschluss der Farbung sollten die
Reagenzien aus Dako Omnis entfernt und in sicher verschlossenen Behaltern an einem dunklen Ort bei 2-8 °C gelagert werden. Informationen
zur Stabilitdt im Gerat aller Hilfsstoffe, einschlieBlich verdiinnter Arbeitslésungen von Wash Buffer und EnVision FLEX Target Retrieval
Solution, finden Sie in den entsprechenden Gebrauchsanweisungen. Die Zeitdauer im Gerat von Reagenzien wird von der Dako Omnis
Software erfasst; Details siehe das Benutzerhandbuch Basiswissen und das Ausfiihrliche Benutzerhandbuch von Dako Omnis.

HINWEIS: Es gibt keine offensichtlichen visuellen Anzeichen, die auf eine falsche Lagerung oder Handhabung dieses Produkts wahrend der
Haltbarkeitsdauer des Produkts hinweisen. Positiv- und Negativkontrollen sollten zur gleichen Zeit mit der Patientenprobe durchgefiihrt
werden, vorzugsweise auf demselben Objekttrager, um die Leistung des Produkts wahrend seiner Haltbarkeitsdauer zu Giberwachen. Wird
wahrend der Haltbarkeitsdauer ein Problem mit dem AntikGrper vermutet, das nicht durch unsachgemafe Produktlagerung oder Handhabung
bzw. andere Abweichungen in den Laborverfahren erklart werden kann, wenden Sie sich an den Pathologie-Kundendienst von Agilent. Weitere
Informationen finden Sie in den Abschnitten 17 (Fehlerbehandlung) und 12 (Qualitatskontrolle).

9. Gewebevorbereitung

Mit Proben muss so umgegangen werden, dass sich das Gewebe noch fir die IHC-Farbung eignet. Bei allen Proben sollten Standardverfahren
der Gewebeverarbeitung eingesetzt werden.

9.1 Paraffineingebettetes Gewebe

FFPE-Gewebeproben sind zur Verwendung geeignet. Andere Fixiermittel wurden nicht validiert und kénnten fehlerhafte Ergebnisse
verursachen. Es wird eine Fixierzeit von 12 bis 72 Stunden in 10% neutralem, gepuffertem Formalin (NBF) empfohlen. Fixierzeiten von
< 3 Stunden kénnen einen variablen PD-L1-Nachweis zur Folge haben. Proben sollten auf einer Dicke von 3 mm oder 4 mm geschnitten,
in Formalin fixiert und in einer absteigenden Alkoholreihe und Xylol dehydriert werden, gefolgt von einer Infiltration mit geschmolzenem
Paraffin. Die Temperatur des Paraffins darf 60 °C nicht Uberschreiten. FFPE-Gewebebldcke, die 5 Jahre alt oder alter sind, kénnen zu
einem Verlust der PD-L1-Immunreaktivitat fihren.

9.2 Gewebeschnitte

Von den FFPE-Gewebeproben werden Schnitte von ca. 4 bis 5 um Starke angefertigt. Nach dem Schneiden sollten die Gewebe auf
Dako FLEX IHC Microscope Slides (Code-Nr. K8020) oder auf Superfrost Plus Objekttragern eingedeckt und anschliefend fiir 1 Stunde
in einen bei 58 + 2 °C kalibrierten Ofen gestellt werden.
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Um die Antigenitat aufrechtzuerhalten, sollten die Gewebeschnitte nach dem Eindecken auf den Objekttréagern bei 2-8 °C (bevorzugt) an
einem dunklen Ort oder bei einer Raumtemperatur von bis zu 25 °C aufbewahrt werden. Schnitte missen bei einer Lagerung bei 2 bis
8 °C (bevorzugt) oder bei 25 °C innerhalb von finf Monaten gefarbt werden. Die Lagerungs- und Handhabungsbedingungen der
Objekttrager dirfen nach dem Eindecken zu keinem Zeitpunkt 25 °C Ubersteigen, um die Gewebeintegritdt und die Antigenitat zu
gewahrleisten.

Die Gewebeproben missen sich auf dem Objekttrager innerhalb des definierten Farbebereichs befinden. Abmessungen des
Farbebereichs des Objekttragers siehe Benutzerhandbuch Basiswissen zu Dako Omnis.

10. Vorbereitung der Reagenzien

Vor der Verwendung mussen die Benutzer die entsprechenden PSA-Anweisungen befolgen und sich mit allen Komponenten vertraut machen
(siehe ,VorsichtsmalRnahmen®).

EnVision FLEX Target Retrieval Solution, Low pH (50x) (GV805) und Wash Buffer (20x) (GC807) mussen entsprechend ihrer
Gebrauchsanweisung auf eine Konzentration von 1x verdiinnt werden. Die Farbe der FLEX Target Retrieval Solution, Low pH (50x) (GV805)
ist Rot.

Der pH-Wert von 1x Target Retrieval Solution muss 6,1 + 0,2 betragen. 1x-konzentrierte Target Retrieval Solution mit einem pH-Wert unter
5,9 kann zu fehlerhaften Ergebnissen fihren. Nach der Vorbereitung unter keinen Umstanden den pH-Wert der 1x Target Retrieval Solution
verandern. Wenn ein Problem mit dem pH-Wert der Target Retrieval Solution vermutet wird, siehe den Abschnitt zur Fehlerbehandlung fiir
weitere Informationen.

Reagenzien brauchen vor dem Laden in das Gerat nicht auf Raumtemperatur abgeglichen zu werden. Sie sollten jedoch vor dem Beginn des
Farbeverfahrens in das Gerat geladen werden, dadurch ist eine ausreichende Abgleichzeit gegeben.

11. Farbeverfahren

11.1 Verfahrensanweisung

Der Benutzer sollte diese Anweisungen aufmerksam durchlesen und sich vor Gebrauch mit allen Komponenten und dem Gerat vertraut
machen (siehe Abschnitt ,Vorsichtsmaf3nahmen®).

Das automatisierte Farbeverfahren fiir PD-L1 IHC 22C3 pharmDx, Code-Nr. GE006, umfasst die Entparaffinierung von Gewebeschnitten,
Demaskierung und Farben. Die Objekttrager werden in die nasse Entladestation entladen. Alle Protokollschritte sind in der Dako Omnis
Software vorprogrammiert. Das Protokoll ,PD-L1 IHC 22C3 pharmDx“ wird mit PD-L1 Primary Antibody Monoclonal Mouse Anti-PD-L1,
Clone 22C3, und das Protokoll ,PD-L1 IHC 22C3 pharmDx Negative Control Reagent” mit dem Isotyp-abgestimmten Negative Control
Reagent verwendet. Detaillierte Anweisungen zum Laden der Objekttrager und Reagenzien sind dem Dako Omnis Benutzerhandbuch
Basiswissen zu entnehmen.

Die Reagenzien und die Anweisungen wurden fir eine optimale Leistung konzipiert. Weitere Verdinnungen der Kit-Reagenzien oder
Abéanderungen der Inkubationstemperaturen kénnen zu fehlerhaften oder unstimmigen Ergebnissen flhren. Unterschiede bei der
Gewebeverarbeitung und bei den technischen Verfahren im Labor des Benutzers kénnen die Ergebnisse des Assays hinféllig machen.

HINWEIS: Labors in bestimmten Hohenlagen sollten wahrend der warmeinduzierten Epitopdemaskierung die beste Methode fir die
Erhaltung der bendtigten Temperatur (95 bis 99 °C) selbst ermitteln. Jegliche Anpassungen, die erforderlich sind, um héhenspezifische
Bedenken zu beseitigen, missen vom Benutzer validiert werden. Weitere Informationen zur Erstellung neuer Protokolle finden Sie im
Ausflhrlichen Dako Omnis Benutzerhandbuch.

11.2 Vor dem Farbeverfahren

1. In der Software der Dako Link Omnis Arbeitsstation das fiir jeden Objekttrager anzuwendende ,PD-L1 IHC 22C3 pharmDx"- oder
,PD-L1 IHC 22C3 pharmDx Negative Control Reagent“-Protokoll auswahlen.

2. Darauf achten, dass die Software der Dako Link Omnis Workstation so konfiguriert ist, dass die Objekitrageretiketten mit
angezeigtem Protokollnamen gedruckt werden.

3.  Etiketten fiir jeden Trager ausdrucken und auf den Glasobjekttragern befestigen.
4. Die Objekttrager dann in den Objekttragerhalter setzen. Der Objekttragerhalter ist gro® genug fir einen bis finf Objekttrager.

Es missen sich Spllflaschen mit Flissigkeit im Gerat befinden, die durch das Dako Omnis Gerat registriert wurden. Flissigkeiten
fur Spulflaschen:

a. Clearify Clearing Agent (Code-Nr. GC810)

b. EnVision FLEX Target Retrieval Solution LowpH (Code-Nr. GV805), verdiinnt auf 1-fache
Arbeitskonzentration mit destilliertem oder entionisiertem Wasser
c. Wash Buffer (Code-Nr. GC807), verdiinnt auf 1-fache Arbeitskonzentration mit destilliertem oder

entionisiertem Wasser

6. Sicherstellen, dass alle Klappdeckel der Behalter offen und in dieser Position verriegelt sind, bevor alle bendtigten Reagenzien in
das Reagenzienvorratsmodul geladen werden:

a. Monoclonal Mouse Anti-Human PD-L1, Clone 22C3, Code-Nr. GE006
b. Negative Control Reagent, Code-Nr. GE006
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EnVision FLEX Peroxidase-Blocking Reagent (Dako Omnis), Code-Nr. GV800 oder GV823
EnVision FLEX Visualization Reagent (Dako Omnis), Code-Nr. GV800 oder GV823
EnVision FLEX Substrate Buffer (Dako Omnis), Code-Nr. GV800 oder GV823

EnVision FLEX DAB+ Chromogen (Dako Omnis), Code-Nr. GV800 oder GV823

EnVision FLEX+ Mouse LINKER (Dako Omnis), Code-Nr. GV821

EnVision FLEX DAB Enhancer (Dako Omnis), Code-Nr. GC806

Optional: Hematoxylin (Dako Omnis), Code-Nr. GC808 oder entsprechend

j. Schwefelsaure, 0.3 M, Code-Nr. GC203

7. Den Objekttragerhalter in das Dako Omnis laden.

TTe e a0

8. Die Anweisungen auf dem Touchscreen befolgen und auf ,Done” (Fertig) tippen, damit das Farbeverfahren gestartet wird.

9. Sicherstellen, dass die Entladestation fiir Objekttrager mit destilliertem oder entionisiertem Wasser gefilllt ist, um ein Austrocknen
der Objekttrager zu vermeiden.

HINWEIS: Die Protokolle ,PD-L1IHC 22C3 pharmDx* oder ,PD-L1IHC 22C3 pharmDx Negative Control Reagent® auf dem
Dako Omnis Gerat konnen auf der Dako Link Omnis Arbeitsstation iberwacht werden.

11.3 Gegenfarbung

Objekttrager sollten mit Dako Hematoxylin (Code-Nr. GC808) gegengefarbt werden. Die Protokolle ,PD-L1 IHC 22C3 pharmDx“ und
,PD-L1 IHC 22C3 pharmDx Negative Control Reagent” auf Dako Omnis beinhalten einen Gegenfarbungsschritt, der fir 3 Minuten mit
Hematoxylin (Dako Omnis) (Code-Nr. GC808) vorprogrammiert ist. Die Objekttrager sind zur Eindeckung bereit, wenn sie aus der
Entladestation des Dako Omnis Gerats geholt werden. Der Gegenfarbungsschritt kann bearbeitet werden, wenn eine Kopie des Protokolls
erstellt wird. Wenn andere Gegenfarbungen als das empfohlene Dako Hematoxylin (Code-Nr. GC808) bevorzugt und Anpassungen im
Protokoll vorgenommen werden, mussen diese vom Anwender validiert werden. Weitere Informationen zur Erstellung neuer Protokolle
finden Sie im Ausfiihrlichen Dako Omnis Benutzerhandbuch.

11.4 Eindeckung

Nach dem Farben im Dako Omnis Gerat miissen die Schnitte dehydriert, geklart und mit nichtwassrigen, permanenten Eindeckmethoden
auf den Objekttrager aufgebracht werden.

11.5 Lagerung von geféarbten Objekttragern

Es kann zu einer gewissen Abschwachung der Farbung kommen, wobei verschiedene Faktoren, darunter die Gegenfarbung, die
Eindeckmittel und -methoden und die Lagerungsbedingungen der Objekttrager, eine Rolle spielen. Gefarbte Objekttrager im Dunkeln bei
Raumtemperatur (20-25 °C) aufbewahren, um ein Verblassen zu vermeiden.

12. Qualitatskontrolle

PD-L1 IHC 22C3 pharmDx, Code-Nr. GE006, wurde durch Immunhistochemie unter Verwendung der oben beschriebenen erforderlichen
Reagenzien und Farbeverfahren einer Qualitatskontrolle unterzogen. Unterschiede bei Gewebefixierung, -verarbeitung und -einbettung im
Labor des Anwenders kénnen zu deutlich unterschiedlichen Ergebnissen fiihren. Weitere Informationen finden Sie in den Leitlinien des College
of American Pathologists (CAP) Accreditation Program for Immunohistochemistry.’® Weitere Informationen finden Sie auch im ,Education
Guide: Immunohistochemical Staining Methods* und im CLSI ,Quality Assurance for Design Control and Implementation of
Immunohistochemistry Assays; Approved Guideling“.""2

12.1 Kontrollen auf Systemebene

Fir jedes Farbeverfahren sollten Vergleiche mit Positiv- und Negativkontrollgewebe (wird vom Labor bereitgestellt) durchgefiihrt werden.
Mit diesen Qualitatskontrollen |asst sich die Validitat des Farbeverfahrens sicherstellen, einschlieRlich Reagenzien, Gewebeverarbeitung
und Gerateleistung. Es wird empfohlen, das Kontrollgewebe auf demselben Objekttrager wie das Patientengewebe zu farben. Bei der
Positivkontrolle sollte es sich um Gewebe mit positiver Biomarker-Expression handeln, das auf die gleiche Weise wie das
Patientengewebe fixiert ist. Interne positive Elemente des Patientengewebes kdnnen als Positivkontrollen verwendet werden. Bei den
Negativkontrollen sollte es sich um Gewebe ohne Biomarker-Expression handeln. Interne negative Elemente des Patientengewebes
kdénnen als Negativkontrollen verwendet werden. Wenn Kontrollen nicht auf dieselbe Weise fixiert werden wie das Patientengewebe,
kann die Kontrolle nur als Farbekontrolle fir die Reagenzien- und Gerateleistung verwendet werden. Siehe Tabelle 3 fir weitere
Informationen zur Qualitatskontrolle, einschlieBlich HE-gefarbter Patientengewebeproben und zu vom Labor bereitgestellten positiven
und negativen Kontrollgeweben.

12.2 Testbestatigung

Vor dem erstmaligen Gebrauch eines Farbesystems in einem diagnostischen Verfahren sollte der Benutzer die Leistung des Assays
durch Testen an einer Reihe von Geweben aus dem Labor mit bekannten IHC-Leistungseigenschaften verifizieren, unter denen sich
bekannt positive und negative Gewebe befinden. Zuséatzliche Informationen sind in den beschriebenen Verfahren und Richtlinien zur
Qualitatskontrolle enthalten. Diese Mafinahmen sind fiir jede neue Antikérpercharge bzw. bei jeder Veranderung der Assayparameter zu
wiederholen. Optionen zur Fehlerbehandlung fiir potentielle Probleme, deren Ursachen und empfohlene Korrekturmafnahmen sind in
Tabelle 17 dargestellt.

12.3 Negativkontrollreagenz (optional)

Zur Beurteilung unspezifischer Farbung und zur besseren Interpretation der spezifischen Farbung an der Antigenstelle wird bei einem
Teil jedes Patientengewebes das Negative Control Reagent anstelle des primaren Antikdrpers benutzt. Das Dako Omnis-Protokoll
,PD-L1 IHC 22C3 pharmDx Negative Control Reagent” fiir Objekttrager verwenden, die mit dem Negative Control Reagent gefarbt
wurden.
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13. Auswertung der Farbung und Bestimmung der Farbungsintensitét fiir NSCLC

Alle lebensfahigen Tumorzellen auf dem gesamten Gewebeschnitt missen ausgewertet und in die Beurteilung der PD-L1-Intensitat
aufgenommen werden. Auf dem PD-L1-gefarbten Objekttrager missen mindestens 100 lebensfahige Tumorzellen vorhanden sein, damit die
Gewebeprobe als zur PD-L1-Auswertung geeignet betrachtet werden kann.

Die Auswertung von Objekttragern muss von einem Pathologen mithilfe eines Lichtmikroskops vorgenommen werden. Zur Auswertung der
immunhistochemischen Farbung und zur Bestimmung der Farbungsintensitat ist ein Objektiv mit 10- bis 40-facher VergroRerung ausreichend.
Jede wahrnehmbare Membranfarbung von Tumorzellen sollte in die Bewertung aufgenommen werden.

Die PD-L1-Proteinexpression wird mithilfe des Tumor Proportion Score (TPS) bestimmt, der den Prozentsatz der lebensfahigen Tumorzellen
mit teilweiser oder vollstandiger Membranfarbung beliebiger Intensitat angibt.

Anzahl der PD-L1-Zellen mit Farbung (Tumorzellen)

0, =
TPS (%) Gesamtanzahl lebensfahiger Tumorzellen

x 100

Bewerten Sie partielle oder vollstandige Zellmembranfarbungen (= 1+), die sich von zytoplasmatischer Farbung unterscheiden. Eine
zytoplasmatische Farbung ist als unspezifisch zu betrachten und wird bei der Bewertung der Farbungsintensitat nicht berticksichtigt. Normale
Zellen und tumorassoziierte Immunzellen wie zum Beispiel infiltrierende Lymphozyten oder Makrophagen diirfen nicht in die Bewertung zur
Bestimmung des PDL1-Expressionsgrads aufgenommen werden.

Tabelle 1 enthalt Details dazu, welche Gewebeelemente flr die Bestimmung des Tumor Proportion Score aufgenommen oder ausgeschlossen
werden.

Tabelle 1. TPS — Ein-/Ausschlusskriterien fiir NSCLC

In die TPS-Bewertung fiir NSCLC

Gewebeteile
aufgenommen

Von der TPS-Bewertung fiir NSCLC ausgeschlossen

Lebensfahige Tumorzellen mit
Uberzeugender teilweiser oder Alle zytoplasmatischen Farbungen ausschlieRen
vollstandiger Membranfarbung
beliebiger Intensitat

Tumorzellen

Alle Farbungen von Immunzellen ausschlie3en, wie:

. Mononukleare Entziindungszellen (groRe
Immunzellen Nicht aufgenommen Lymphozyten, Monozyten, Lungenmakrophagen)
. Plasmazellen
. Neutrophile

Folgende Farbungen ausschlief3en:
. Normale Zellen in der Nahe von Tumorzellen
e  Stromazellen (Fibroblasten)
. Nekrotische Zellen und/oder Zellriickstande
e  Anthrakotisches Pigment

Andere Nicht aufgenommen

Fir jedes Farbeverfahren sollten die Gewebe zur Bestimmung der Validitdt des Farbedurchlaufs und zur Bewertung der Farbung des
Patientengewebes in der in Tabelle 3 angegebenen Reihenfolge untersucht werden. Untersuchen Sie die mit PD-L1 und dem Negative Control
Reagent (falls verwendet) aus PD-L1 IHC 22C3 pharmDx gefarbten Patientenproben bei der Bewertung der PD-L1-Expression. Mit dem NCR
gefarbte Gewebe mussen eine spezifische Farbung von 0 und eine nichtspezifische Farbung von < 1+ aufweisen.

Fir das Gewebe gilt eine PD-L1-Expression als vorhanden, wenn der TPS bei mindestens 1% der lebensfahigen Tumorzellen eine
Membranfarbung in beliebiger Intensitat aufweist. Fiir das Gewebe gilt eine hohe PD-L1-Expression als vorhanden, wenn der TPS bei = 50%
der lebensfahigen Tumorzellen eine Membranfarbung in beliebiger Intensitat aufweist (Tabelle 2).

Tabelle 2. PD-L1-Expressionsstatus auf der Grundlage des Tumor Proportion Score

Tumor Proportion Score
PD-L1-Expressionsgrade TPS < 1% TPS 2 1% TPS 2 50%

PD-L1-Expressionsstatus Keine PD-L1-Expression PD-L1-Expression Hohe PD-L1-Expression

Weitere Erlauterungen sind dem PD-L1 IHC 22C3 pharmDx NSCLC Interpretation Manual (Auswertungshandbuch) zu entnehmen.
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14. Gewebeauswertung

Tabelle 3. Empfohlene Reihenfolge der Gewebeauswertung

Proben

Grundprinzip

Anforderungen

1. Mit HE geféarbtes
Patientengewebe

Zuerst wird eine Hamatoxylin-Eosin (HE)-
Farbung der Patientengewebe
ausgewertet, um Histologie und
Erhaltungszustand des Gewebes zu
beurteilen.

Die PD-L1 IHC 22C3 pharmDx und HE-Farbung sollten auf
Serienschnitten desselben Paraffinblocks der Gewebeprobe
durchgefiihrt werden.

Die Gewebeproben sollten intakt und gut erhalten sein und das
Vorhandensein eines Tumors bestatigen.

2. Positivkontroligewebe,
gefarbt mit PD-L1
Primary Antibody

(aus dem Labor)

Als Né&chstes sollte das mit PD-L1-
Primarantikérpern gefarbte
Positivkontroligewebe untersucht werden.
Bekanntermafen Positivkontroligewebe
sollte nur zur Uberpriifung der korrekten
Funktionsweise der verarbeiteten Gewebe
und Testreagenzien verwendet werden,
NICHT aber zur Unterstltzung der
spezifischen Diagnose anhand von
Patientenproben.

Die Kontrollen sollten Biopsate oder Gewebeproben aus einem
operativen Eingriff desselben Tumortyps wie bei der
Patientenprobe sein. Sie sollten alsbald auf dieselbe Weise
wie die Patientengewebe fixiert, verarbeitet und eingebettet
werden.

Zur Auswertung der Ergebnisse miissen gut erhaltene
Gewebeproben verwendet werden, da nekrotische oder
degenerierte Zellen oft eine unspezifische Farbung aufweisen.

Die fiir die Positivkontrollen gewahlten Gewebe sollten bei
Farbung mit PD-L1 eine schwache bis maRige positive
Farbung aufweisen, um den Nachweis geringer
Veranderungen der Assay-Sensitivitdt zu unterstitzen.

In jedem Farbeverfahren sollte Positivkontrollgewebe enthalten
sein. Es werden Kontrollen des Gewebes auf dem
Objekttrager empfohlen.

Mit PD-L1 Primary Antibody gefarbte Gewebeschnitte: Es
sollte eine Braunfarbung der Plasmamembran zu beobachten
sein. Unspezifische Farbung sollte eine Intensitat von < 1+
haben.

Wenn die Positivkontrollgewebe keine Farbung aufweisen,
mussen die Ergebnisse der Patientengewebe flr unglltig
erklart werden.

3. Optional:
Positivkontrollgewebe,
gefarbt mit Negative
Control Reagent

(aus dem Labor)

Das Negative Control Reagent kann
verwendet werden, um die Probe des
Positivkontrollgewebes zu farben, falls
dies flr die Fehlerbehebung
erforderlich ist.

Mit Negative Control Reagent gefiarbte Gewebeschnitte:
Keine Membranfarbung. Unspezifische Farbung sollte eine
Intensitat von < 1+ haben.

4. Negativkontrollgewebe,
gefarbt mit PD-L1
Primary Antibody

(aus dem Labor)

Als Nachstes sollte das mit dem PD-L1-
Primarantikorper gefarbte
Negativkontrollgewebe (bekanntermafen
PDL1-negativ) untersucht werden, um die
Spezifitat der Markierung des Target-
Antigens durch den primaren Antikérper
zu verifizieren.

Alternativ kdnnen auch negative Bereiche
des Positivkontroligewebes als
Negativkontrollgewebe dienen, dieses ist
jedoch vom Anwender zu verifizieren.

Die Kontrollen sollten Biopsate oder Gewebeproben aus einem
operativen Eingriff desselben Tumortyps wie bei der
Patientenprobe sein. Sie sollten alsbald auf dieselbe Weise
wie die Patientengewebe fixiert, verarbeitet und eingebettet
werden.

Zur Auswertung der Ergebnisse missen gut erhaltene
Gewebeproben verwendet werden, da nekrotische oder
degenerierte Zellen oft eine unspezifische Farbung aufweisen.

In jedem Farbeverfahren sollte Negativkontrollgewebe
enthalten sein. Es werden Kontrollen des Gewebes auf dem
Objekttrager empfohlen.

Mit PD-L1 Primary Antibody gefarbte Gewebeschnitte:
keine Membranfarbung in Tumorzellen. Unspezifische Farbung
sollte eine Intensitat von < 1+ haben.

Falls das Negativkontrollgewebe eine spezifische
Zellmembranfarbung aufweist, sollten die Ergebnisse der
Patientenproben als ungiiltig betrachtet werden.

5. Optional:
Negativkontrollgewebe,
gefarbt mit dem Negative
Control Reagent

(aus dem Labor)

Das Negative Control Reagent kann
verwendet werden, um die Probe des
Negativkontrollgewebes zu farben, falls
dies fur die Fehlerbehebung erforderlich
ist.

Mit Negative Control Reagent gefiarbte Gewebeschnitte:
Keine Membranfarbung. Unspezifische Farbung sollte eine
Intensitat von < 1+ haben.
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Proben Grundprinzip Anforderungen
Das Fehlen einer Zellmembranfarbung verifiziert die
Mit dem Negative Control Reagent aus spezifische Markierung des Zielantigens durch den priméaren
6. Optional: PD-L1 IHC 22C3 pharmDx, Code- Antikorper. Unspezifische Farbung sollte eine Intensitat von
F." . Nr. GE006 gefarbtes Patientengewebe < 1+ haben.
arbung des .
Patientengewebes mit untersuche_n. Das Negative C_)or]trol _ _ )
N ) Reagent wird anstelle des primaren Wenn mit Negative Control Reagent gefarbtes
egative Control Antikd det und hilft bei d Patient be keine entsprechende Frb fweist, gilt
Reagent ntikdrpers verwendet und hilft bei der atientengewebe keine entsprechende Farbung aufweist, gi
Interpretation der spezifischen Farbung an | das mit dem Priméarantikérper gefarbte entsprechende
der Antigenstelle. Patientengewebe als nicht auswertbar und das
Patientengewebe muss erneut getestet werden.
Die Intensitat der positiven Farbung ist im Kontext einer
wahrend des Farbeverfahrens eventuell beobachteten
unspezifischen Farbung zu bewerten. Wenn eine
unspezifische Farbung beobachtet wird, wird Negative Control
Reagent empfohlen.
Mit dem PD-L1 Primary Antibody aus
PD-L1 IHC 22C3 pharmDx, Code- Wie bei allen immunhistochemischen Tests bedeutet ein
Nr. GEOO06, gefarbte Patientenprobe(n) Ergebnis mit fehlender Farbung, dass das Antigen nicht
zuletzt untersuchen, um den PD-L1- nachgewiesen wurde, aber nicht unbedingt, dass das Antigen
7. Farbung des Proteinstatus zu beurteilen. Spezielle in den getesteten Zellen/Geweben nicht vorhanden war.
Patientengewebes mit Angaben zur Immunreaktivitat von PD-
PD-L1 Primary Antibody | L1 IHC 22C3 pharmDx dem Abschnitt Alle lebensfahigen Tumorzellen der gesamten PD-L1-
L~LZusammenfassung und Erklarung® sowie gefarbten Patientenprobe auf dem Objekttrager miissen
den Abschnitten zu den ausgewertet und in die Bewertung der PD-L1-Intensitat
,Beschrankungen® und den aufgenommen werden. Es miissen mindestens 100
sLeistungseigenschaften* entnehmen. lebensfahige Tumorzellen vorhanden sein, damit die
Gewebeprobe als zur PD-L1-Auswertung geeignet betrachtet
werden kann.
Siehe Abschnitt 13, Auswertung der Farbung und Bestimmung
der Farbungsintensitat, zur Beurteilung des Patientengewebes.

15. Einschrankungen

15.1 Allgemeine Einschrankungen

1)

2)

3)

5)

10)

11)

Immunhistochemie ist ein diagnostisches Mehrfachschritt-Verfahren, das hinsichtlich der Auswahl der geeigneten Reagenzien, der
Auswahl, Fixierung und Verarbeitung von Geweben sowie der Vorbereitung des Objekttragers fir die Immunhistochemie und der
Auswertung der Farbungsergebnisse ein Spezialtraining erfordert.

Gewebefarbungen hangen von der sachgemafen Handhabung und Verarbeitung des Gewebes vor der Farbung ab.
UnsachgemalRes Fixieren, Einfrieren, Auftauen, Waschen, Trocknen, Erhitzen, Schneiden oder Verunreinigung durch andere
Gewebe oder Flissigkeiten kann zu Artefakten, Antikorper-Trapping oder falsch-negativen Ergebnissen fihren. Widersprichliche
Ergebnisse kénnen auf Unterschiede bei den Fixierungs- und Einbettungsmethoden oder auf UnregelmaRigkeiten innerhalb des
Gewebes zuriickzufiihren sein.

UbermaRige oder unvollstandige Gegenfarbung kann die sachgemalke Auswertung der Ergebnisse beeintrachtigen.
Farbeartefakte, die durch unspezifische DAB-Chromogenpartikel verursacht werden, erfordern einen erneuten Test der gefarbten
Objekttrager, wenn die Artefakte die Auswertung der PD-L1-Farbung beeintrachtigen. Die Hintergrundfarbung sollte durch den
Vergleich von Gewebe, das mit dem Primarantikdrper gefarbt ist, und dem mit Negative Control Reagent gefarbten Gewebe
bewertet werden.

Die klinische Auswertung jeder PD-L1-Farbung muss im Rahmen des klinischen Bildes, der Morphologie und anderer
histopathologischer Kriterien erfolgen. Die klinische Auswertung einer Farbung oder deren Ausbleiben muss durch morphologische
Studien und geeignete Kontrollen sowie durch andere diagnostische Tests erganzt werden. Fir die Auswertung der gefarbten
Praparate ist ein qualifizierter Pathologe zustandig, der mit Antikdrpern, Reagenzien und den zur Auswertung der gefarbten
Praparate angewandten Methoden vertraut ist. Die Farbung muss in einem offiziell zugelassenen, lizenzierten Labor unter Aufsicht
eines Pathologen erfolgen, dessen Aufgabe es ist, die gefarbten Objekttrager zu Gberprifen und die Eignung der Positiv- und
Negativkontrollen zu gewahrleisten.

Gewebe von mit dem Hepatitis-B-Virus infizierten Personen und Gewebe mit Hepatitis-B-Virus-Oberflachenantigen (HBsAg) kénnen
mit Meerrettichperoxidase eine unspezifische Farbung aufweisen.™

Reagenzien koénnen in zuvor nicht getesteten Gewebetypen unerwartete Reaktionen zeigen. Selbst in getesteten Gewebetypen
kann aufgrund von biologischen Unterschieden bei der Antigen-Expression in Neoplasmen oder anderen pathologischen Geweben
die Méglichkeit unerwarteter Reaktionen nicht véllig ausgeschlossen werden.' Kontaktieren Sie den Pathologie-Kundendienst von
Agilent bei dokumentierten, unerwarteten Reaktionen.

Aufgrund der nicht-immunologischen Bindung von Proteinen oder Substrat-Reaktionsprodukten kdnnen falsch-positive Ergebnisse
auftreten. Sie kdnnen ebenfalls durch Pseudoperoxidaseaktivitat (Erythrozyten) und endogene Peroxidaseaktivitat (Cytochrom C)
hervorgerufen werden. "

Die in diesem System enthaltenen Anweisungen und Reagenzien wurden fiir eine optimale Leistung konzipiert. Weitere Verdiinnung
der Reagenzien oder Abanderungen der Inkubationszeiten oder -temperaturen kénnen zu fehlerhaften oder unstimmigen
Ergebnissen fiihren. Jegliche Veranderungen des Protokolls missen vom Anwender validiert werden.

Objekttrager, die im Objekttrager-Protokoll auf der Dako Omnis Arbeitsstation gekennzeichnet sind, missen von qualifizierten
Mitarbeitern untersucht werden. Siehe Dako Omnis Benutzerhandbuch Basiswissen

Abgebrochene Objekttrager weisen darauf hin, dass wahrend des Farbens erhebliche Probleme aufgetreten sind. Diese sollten nicht
verwendet werden. Das Gewebe muss erneut gefarbt werden. Weitere Informationen finden Sie im Dako Omnis Benutzerhandbuch.
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15.2 Produktspezifische Einschrankungen

1)
2)

3)
4)
5)

Falsch-negative Ergebnisse kdnnen die Folge eines mit der Zeit stattfindenden Antigenabbaus in den Geweben sein. Gewebe sollte

im Rahmen der Lagerungsempfehlungen fiir Schnitte gefarbt werden (siehe Abschnitt 8).

Zum Erzielen optimaler und reproduzierbarer Ergebnisse fir das PD-L1-Protein ist dieses mit einer Demaskierung auf dem
Dako Omnis Gerat vorzubehandeln, wenn die Gewebe routinemaBig (in neutralem, gepuffertem Formalin) fixiert und
paraffineingebettet werden.
Die Verwendung von PD-L1 IHC 22C3 pharmDx bei Geweben mit anderen Fixiermitteln als Formalin wurde nicht validiert.

Die Verwendung von PD-L1 IHC 22C3 pharmDx flir Feinnadelaspirate wurde nicht validiert.
Die Verwendung von PD-L1 IHC 22C3 pharmDx auf entkalkten Geweben wurde nicht validiert.

16. Leistungsbewertung

Die Daten zur Reaktivitat (Spezifitat) von normalem und neoplastischem Gewebe in Abschnitt 16.1 werden PD-L1 IHC 22C3 pharmDx, Code-
Nr. SK0O06 entnommen. In beiden Produkten (GE0O06 und SKO006) wird Monoclonal Mouse Anti-PD-L1, Clone 22C3, verwendet. Die
Gewebereaktivitdt von Monoclonal Mouse Anti-PD-L1, Clone 22C3, ist nicht von dem fir das Farbeverfahren verwendeten Gerat abhangig.
Informationen zur Bewertung der Leistung von Empfindlichkeit und Prazision bei NSCLC-Geweben finden Sie in Abschnitt 16.2.

Agilent hat eine Vergleichsstudie zur Bewertung der Leistung von PD-L1 IHC 22C3 pharmDx, Code-Nr. GE006, mit FFPE NSCLC-Geweben
unter Verwendung von PD-L1 IHC 22C3 pharmDx, Code-Nr. SK006, als Referenz durchgefiihrt. Diese Studie hat eine Leistungsaquivalenz
ergeben. Die Ergebnisse dieser Studie finden Sie in Abschnitt 16.3.

16.1 Bewertung der nichtklinischen Leistung: Normale und neoplastische Gewebe

Normalgewebe: Tabelle 4 gibt einen Uberblick iiber die Immunreaktivitdt von Monoclonal Mouse Anti-PD-L1, Clone 22C3, anhand der
empfohlenen Auswahl von Normalgeweben. Eine Plasmamembranfarbung wurde bei Immunzellen und Zellen epithelialen Ursprungs
beobachtet. Bei einigen Zelltypen trat eine zytoplasmatische Farbung auf, wurde aber nicht als positive Farbung verzeichnet. Alle
Gewebe waren FFPE und wurden mit PD-L1 IHC 22C3 pharmDx gemaf den Anweisungen dieser Packungsbeilage eingefarbt. Bei den
getesteten Zell- oder Gewebetypen wurden keine unerwarteten Ergebnisse beobachtet. Die auftretende Farbung stimmte mit der
angegebenen Fachliteratur zur PD-L1-IHC-Expression in normalem Gewebe (iberein. ' 16

Tabelle 4: Zusammenfassung der Reaktivitat von PD-L1 IHC 22C3 pharmDx in normalem Gewebe

Tissue Type Positive Farbung der Positive zytoplasmatische Farbung: | Unspezifische
(Gewebetyp) Plasmamembran: Gewebe- Gewebe-Elemente Farbung
(Anz. getestet) Elemente
Brust (3) 0/3 0/3 0/3
Dickdarm (3) 2/3 Makrophagen 0/3 0/3
Diinndarm (3) 0/3 0/3 0/3
Eierstock (3) 0/3 0/3 0/3
GrofBhirn (3) 0/3 0/3 0/3
Harnblase (3) 0/3 0/3 0/3
Haut (3) 0/3 0/3 0/3
Herzmuskel (3) 0/3 0/3 0/3
Hypophyse (3) 1/3 anterioren Hypophysen 1/3 anterioren Hypophysen 0/3
1/3 posterioren Hypophysen 1/3 posterioren Hypophysen
Kleinhirn (3) 0/3 0/3 0/3
Knochenmark (3) 3/3 Megakaryozyten 3/3 Megakaryozyten 0/3
Leber (3) 1/3 Makrophagen 0/3 0/3
1/3 Hepatozyten
Lunge (3) 3/3 Alveolarmakrophagen 0/3 0/3
Magen (3) 2/3 Lymphozyten 1/3 Magendriisen 0/3
1/3 Magendrisen
Mandeln (3) 3/3 Kryptenepithelien 0/3 0/3
2/3 Keimzentren (Makrophagen)
Mesothelzellen (3) 0/3 0/3 0/3
Milz (3) 2/3 Makrophagen 0/3 0/3
Nebenniere (3) 0/3 1/3 Markzellen 0/3
Nebenschilddriise (3) 1/3 Drisenepithelien 0/3 0/3
Nerv, peripher (3) 0/3 1/3 Bindegewebe/GefalRen 0/3
Niere (3) 1/3 Tubulusepithelien 0/3 0/3
Pankreas (3) 0/3 0/3 0/3
Prostata (3) 3/3 Epithelien 0/3 0/3
Schilddrise (3) 0/3 0/3 0/3
Skelettmuskulatur (3) 0/3 0/3 0/3
Speicheldrise (3) 0/3 0/3 0/3
Speiserdhre (3) 0/3 0/3 0/3
Testis (3) 0/3 0/3 0/3
Thymus (3) 3/3 Markepithelien 0/3 0/3
Uterus (3) 0/3 0/3 0/3
Zervix (3) 1/3 Epithelien 0/3 0/3
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Neoplastische Gewebe: Tabelle 5 gibt einen Uberblick (iber die Immunreaktivitat von Monoclonal Mouse Anti-PD-L1, Clone 22C3,
anhand der empfohlenen Auswahl von neoplastischen Geweben. Eine Plasmamembranfarbung wurde bei Immunzellen und Zellen
epithelialen Ursprungs beobachtet. Bei einigen Zelltypen trat eine zytoplasmatische Farbung auf, wurde aber nicht als positive Farbung
verzeichnet. Alle Gewebe waren FFPE und wurden mit PD-L1 IHC 22C3 pharmDx gemafR den Anweisungen dieser Packungsbeilage
eingefarbt. Bei den getesteten Tumorproben wurden keine unerwarteten Ergebnisse beobachtet. Die auftretende Farbung stimmte mit

der angegebenen Fachliteratur zur PD-L1-IHC-Expression in neoplastischem Gewebe lberein.'*'8

Tabelle 5: Zusammenfassung der Reaktivitit von PD-L1 IHC 22C3 pharmDx in neoplastischem Gewebe

PD-L1-
Tumortyp Location (Standort) positiviinsgesamt
(N =159)
Blinddarm 0/1
Brust, DCIS 0/2
Brust, invasiv-duktal 0/7
Brust, invasiv-duktal mit 0/1
Lymphknotenmetastasen
Dickdarm 0/5
Dickdarm, mit Lebermetastasen 0/1
Dickdarm, muzinds 0/1
Dinndarm 0/2
Eierstock, endometrioid 0/1
Eierstock, muzinds 0/1
Eierstock, seros 0/1
Eierstocke 0/1
Gallenblase 1/5
Gl, mit Lungenmetastasen 0/1
Adenokarzinome Kopf und Hals, harter Gaumen 0/1
Lunge 1/4
Magen 0/6
Magen, muzinds 0/1
Pankreas 0/2
Pankreas, duktal 0/3
Prostata 0/5
Rektum 0/4
Schilddrise, follikular 0/1
Schilddriise, follikular-papillar 0/1
Schilddrise, papillar 0/3
Speichel-/Parotisdriise 0/2
Speiseréhre 0/1
Uterus, Endometrium 0/3
Uterus, klarzellig 0/1
Zervix, endozervikaler Typ oM
Astrozytom Grofhirn 0/3
Basaliom Haut 01
Chondrosarkom Knochen 0N
Chordom Beckenhdhle 0/1
Embryonales Karzinom Hoden 0N
Ependymom Gehirn 0/1
Glioblastom Gehirn 01
Hepatoblastom Leber 0
Inselzelltumor Pankreas 0/1
Dickdarm 0N
Interstitialom Didnndarm 0/1
Rektum 01
Karzinom Nasopharyngeal, NPC 0/1
Klarzellig Niere 0/6
Kleinzelliges Karzinom Lunge 0N
Leberzellkarzinom Leber 0/5
Leiomyosarkom Bla§e - o7t
Weichteilgewebe, Brustwand 0/1
Lymphom
Anaplastisch groRzellig Lymphknoten 0N
Diffus, B-Zell- Lymphknoten 0/4
Hodgkin Lymphknoten 2/2
Non-Hodgkin Lymphknoten 11
Medulldres Karzinom Schilddrise 01
Medulloblastom Gehirn 0/1
Melanom Nasenhohle 0/1
Rektum 0N
Meningiom Gehirn 0/2
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PD-L1-

Tumortyp Location (Standort) positiviinsgesamt
(N =159)
Mesotheliom Peritoneum 0/1
Nebennierenkarzinom Nebenniere 0N
Neuroblastom Retroperitoneum 0/1
Neurofibrom Weichteilgewebe, unterer Ricken 0/1
Nierenzellkarzinom
Osteosarkom Knochen 0/2
Papillar Niere oM
Phaochromozytom Nebenniere 0/1
Haut 0/2
Kopf und Hals 0/2
Lunge 1/2
Plattenepithelkarzinom des
Plattenepithelkarzinom Osophagus mit 01
Lymphknotenmetastasen
Speiserohre 0/7
Uterus 0/1
Zervix 2/5
Primitiver neuroektodermaler Tumor Retroperitoneum 0/1
(PNET)
Prostata 0/1
Rhabdomyosarkom Retroperitoneum 0/1
Weichteilgewebe, embryonal 0N
Seminom Hoden 0/2
Dickdarm 01
Siegelringzellkarzinom Siegelringzellkarzinom des Colon mit 0/1
ovariellen Metastasen
Spermatozytom Hoden 0/2
Synovialsarkom Beckenhdhle 0/1
Thymom Mediastinum 1/1
Ubergangszellkarzinom B!ase 0/6
Niere 0/1

16.2 Bewertung der nichtklinischen Leistung: NSCLC

Analytische Empfindlichkeit: NSCLC

Die analytische Empfindlichkeit von PD-L1 IHC 22C3 pharmDx, Code-Nr. GE006, wurde an 105 FFPE-Gewebeproben eindeutiger Falle
von nichtkleinzelligem Lungenkarzinom (NSCLC) im Stadium | bis IV mit einer gewerblichen Produktionscharge getestet. Die Bewertung
der PD-L1-Expression zeigte Farbung bei positiven Tumorzellen in einem Bereich von 0-100% und eine Farbeintensitat von 0-3.

Prazision: NSCLC

Die Prazision von PD-L1IHC 22C3 pharmDx, Code-Nr. GE006, wurde bei Agilent Technologies bewertet. Die prozentuale
Negativibereinstimmung (Average Negative percent Agreement, NPA), die prozentuale Positiviibereinstimmung (Average Positive
percent Agreement, PPA) und die Gesamtiibereinstimmung (Overall percent Agreement, OA) wurden mit einem zweiseitigen 95%-
Konfidenzintervall nach der Bootstrapping-Methode fiir die Cutoffs von TPS = 1% und TPS = 50% berechnet. Bei Studien, die zu einer
Ubereinstimmung von 100,0% gefiihrt haben, wurden zweiseitige 95%-Konfidenzintervalle fir NPA, PPA und OA mithilfe der Wilson-
Bewertungsmethode berechnet.

Tabelle 6: Prazision von PD-L1 IHC 22C3 pharmDx, an nur einem Zentrum getestet (TPS = 1%

Prazisionsstudie gluat%ri:fostlscher Studiendesign % Ubereinstimmung (95%-KI)
Zwischen den TPS 2 1% Alle 32 NSCLC-Gewebeproben (15 PD-L1- NPA 100,0% (92,1-100,0%)
Geraten, zwischen negative und 17 PD-L1-positive) mit PPA 100,0% (93,0-100,0%)
den Tagen und unterschiedlichen PD-L1-IHC-Expressionsgraden OA 100,0% (96,2-100,0%)
zwischen den wurden mit 3 Reagenzienchargen an 3 nicht
Chargen aufeinanderfolgenden Tagen auf jedem der 3

Dako Omnis Gerate getestet.
Innerhalb des TPS 2 1% Alle 31 NSCLC-Gewebeproben (19 PD-L1- NPA 100,0% (96,1-100,0%)
Halters negative und 12 PD-L1-positive) mit PPA 96,7% (90,0-100,0%)
(Wiederholbarkeit) unterschiedlichen PD-L1-IHC-Expressionsgraden OA 98,7% (96,1-100,0%)

wurden mit 5 Replikaten in einem Halter auf dem

Dako Omnis Gerat getestet.

NPA = Prozentuale Negativibereinstimmung (Negative Percent Agreement); PPA = Prozentuale Positivibereinstimmung (Positive
Percent Agreement); OA = Gesamtlbereinstimmung (Overall Agreement); TPS = Tumor Proportion Score
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Tabelle 7: Prazision von PD-L1 IHC 22C3 pharmDx, an nur einem Zentrum getestet (TPS 2 50%)

Prazisionsstudie

Diagnostischer

Studiendesign

% Ubereinstimmung (95%-Kl)

Cutoff
Zwischen den TPS 2 50% Alle 52 NSCLC-Gewebeproben (24 PD-L1- NPA 100,0% (94,9-100,0%)
Geraten, zwischen negative und 28 PD-L1-positive) mit PPA 100,0% (95,6-100,0%)
den Tagen und unterschiedlichen PD-L1-IHC-Expressionsgraden OA 100,0% (97,6-100,0%)
zwischen den wurden mit 3 Reagenzienchargen an 3 nicht
Chargen aufeinanderfolgenden Tagen auf jedem der 3

Dako Omnis Gerate getestet.

Innerhalb des TPS 2 50% 51 NSCLC-Gewebeproben (27 PD-L1-negative NPA 98,5% (96,3-100,0%)
Halters und 24 PD-L1-positive) mit unterschiedlichen PD- PPA 97,5% (93,3-100,0%)
(Wiederholbarkeit) L1-IHC-Expressionsgraden wurden mit 5 OA 98,0% (96,1-99,6%)

Replikaten in einem Halter auf dem Dako Omnis

Gerat getestet.

NPA = Prozentuale Negativibereinstimmung (Negative Percent Agreement); PPA = Prozentuale Positivibereinstimmung (Positive
Percent Agreement); OA = Gesamtubereinstimmung (Overall Agreement); TPS = Tumor Proportion Score

Externe Reproduzierbarkeit: NSCLC
Die Reproduzierbarkeit von PD-L1 IHC 22C3 pharmDx, Code-Nr. GE0O06 wurde an drei externen Priifzentren bewertet. Es wurden
durchschnittliche Ubereinstimmungen berechnet, da in den Reproduzierbarkeitsparametern, wie zum Beispiel Priifzentrum und
Betrachter, keine natlrliche Referenz existiert. Die prozentuale Negativiibereinstimmung (Average Negative percent Agreement, NPA),
die prozentuale Positiviibereinstimmung (Average Positive percent Agreement, PPA) und die Gesamtubereinstimmung (Overall percent
Agreement, OA) wurden mit einem zweiseitigen 95%-Konfidenzintervall nach der Bootstrapping-Methode fir die Cutoffs von TPS = 1%
und TPS 250% berechnet. Bei Studien, die zu einer Ubereinstimmung von 100,0% gefilhrt haben, wurden zweiseitige 95%-

Konfidenzintervalle fir NPA, PPA und OA mithilfe der Wilson-Bewertungsmethode berechnet.

Tabelle 8: Reproduzierbarkeit von PD-L1 IHC 22C3 pharmDx, getestet an drei externen Zentren (TPS 2 1%)

Reproduzierbarkeitsstudie

Diagnostischer
Cutoff

Studiendesign

% Ubereinstimmung
(95%-Kil)

Zwischen den Zentren

TPS 2 1%

Alle 40 NSCLC-Gewebeproben (20 PD-L1-
negative und 20 PD-L1-positive) mit
unterschiedlichen PD-L1-IHC-
Expressionsgraden wurden an 5 nicht
aufeinanderfolgenden Tagen getestet. Die
Vergleichsanalyse zwischen den Zentren
wurde an 3 Zentren anhand von insgesamt
600 Vergleichen durchgefiihrt.

NPA 99,3% (98,3-100,0%)
PPA 100,0% (98,7-100,0%)
OA 99,7% (99,2-100,0%)

Innerhalb eines
Zentrums

TPS 2 1%

Alle 40 NSCLC-Gewebeproben (20 PD-L1-
negative und 20 PD-L1-positive) mit
unterschiedlichen PD-L1-IHC-
Expressionsgraden wurden an 5 nicht
aufeinanderfolgenden Tagen an jedem der
3 Studienzentren getestet. Die
Vergleichsanalyse zwischen den Zentren
wurde fur 3 Zentren anhand von insgesamt
600 Vergleichen durchgefiihrt.

NPA 99,3% (98,3-100,0%)
PPA 100,0% (98,7-100,0%)
OA 99,7% (99,2-100,0%)

NPA = prozentuale Negativiibereinstimmung; PPA = prozentuale Positiviibereinstimmung; OA = Gesamtiibereinstimmung

Tabelle 9: Reproduzierbarkeit von PD-L1 IHC 22C3 pharmDx, getestet an drei externen Zentren (TPS 2 50%)

Reproduzierbarkeitsstudie

Diagnostischer
Cutoff

Studiendesign

% Ubereinstimmung
(95%-K)

Zwischen den Zentren

TPS 2 50%

Alle 40 NSCLC-Gewebeproben (20 PD-L1-
negative und 20 PD-L1-positive) mit
unterschiedlichen PD-L1-IHC-
Expressionsgraden wurden an 5 nicht
aufeinanderfolgenden Tagen getestet. Die
Vergleichsanalyse zwischen den Zentren
wurde an 3 Zentren anhand von insgesamt
600 Vergleichen durchgefiihrt.

NPA 93,7% (87,6-98,4%)
PPA 91,9% (84,2-98,6%)
OA 92,8% (88,0-97,0%)

Innerhalb eines
Zentrums

TPS 2 50%

Alle 40 NSCLC-Gewebeproben (20 PD-L1-
negative und 20 PD-L1-positive) mit
unterschiedlichen PD-L1-IHC-
Expressionsgraden wurden an 5 nicht
aufeinanderfolgenden Tagen an jedem der
3 Studienzentren getestet. Die
Vergleichsanalyse zwischen den Zentren
wurde fur 3 Zentren anhand von insgesamt
600 Vergleichen durchgefiihrt.

NPA 96,9% (94,1-99,1%)
PPA 97,1% (94,7-99,3%)
OA 97,0% (94,8-98,8%)

NPA = prozentuale Negativiibereinstimmung; PPA = prozentuale Positiviibereinstimmung; OA = Gesamtiibereinstimmung
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16.3 Leistungsbewertung, SK006 im Vergleich zu GE006/Autostainer Link 48 im Vergleich zu Dako Omnis: NSCLC

Die Leistungsaquivalenz von PD-L1 IHC 22C3 pharmDx, Code-Nr. GE006, im Vergleich zu PD-L1 IHC 22C3 pharmDx, Code-Nr. SK006,
wurde an drei Prifzentren bewertet. Die prozentuale Negativibereinstimmung (Average Negative percent Agreement, NPA), die
prozentuale Positivibereinstimmung (Average Positive percent Agreement, PPA) und die Gesamtlbereinstimmung (Overall percent
Agreement, OA) wurden mit einem zweiseitigen 95%-Konfidenzintervall nach der Bootstrapping-Methode fiir die Cutoffs von TPS = 1%
und TPS = 50% berechnet.

Tabelle 10: Vergleichsstudie von PD-L1 IHC 22C3 pharmDx, Code-Nr. SK006 zu Code-Nr. GE006, bewertet von drei
Pathologen an drei Zentren (TPS 2 1%).

Diagnostischer

Vergleichsstudie

Cutoff

Studiendesign

% Ubereinstimmung (95%-KI)

SKO006 im Vergleich
zu GEO06

TPS 2 1%

96 NSCLC-Gewebe mit unterschiedlichen PD-L1-
IHC-Expressionenwurden sowohl auf Autostainer
Link 48 (Code-Nr. SK006) als auch auf

Dako Omnis (Code-Nr. GE0O06) gefarbt. Dieses
Set wurde von drei verschiedenen Pathologen an
drei Zentren bewertet.

NPA 97,5% (94,2-100,0%)
PPA 98,8% (96,9-100,0%)
OA 98,2% (96,5-99,6%)

NPA = prozentuale Negativiibereinstimmung; PPA = prozentuale Positiviibereinstimmung; OA = Gesamtiibereinstimmung

Tabelle 11: Vergleichsstudie von PD-L1 IHC 22C3 pharmDx, Code-Nr. SK006 zu Code-Nr. GE006, bewertet von drei

Pathologen an drei Zentren (TPS 2 50%).

Vergleichsstudie

Diagnostischer
Cutoff

Studiendesign

% Ubereinstimmung (95%-KI)

SKO006 im Vergleich
zu GE0O6

TPS 2 50%

96 NSCLC-Gewebe mit unterschiedlichen PD-L1-
IHC-Expressionenwurden sowohl auf Autostainer

NPA 91,6% (85,3-97,1%)
PPA 97,1% (94,2-99,3%)

Link 48 (Code-Nr. SK006) als auch auf

Dako Omnis (Code-Nr. GE006) gefarbt. Dieses
Set wurde von drei verschiedenen Pathologen an
drei Standorten bewertet

OA 94,3% (91,0-97,2%)

NPA = prozentuale Negativiibereinstimmung; PPA = prozentuale Positiviibereinstimmung; OA = Gesamtiibereinstimmung

16.4 Bewertung der klinischen Leistung

Alle klinischen Studien wurden unter Verwendung von PD-L1IHC 22C3 pharmDx, Code-Nr. SKO06 durchgefiihrt. Die Daten in
Abschnitt 16.3 unterstltzen die Leistungsaquivalenz von GE006 im Vergleich zu SK006.

KEYNOTE 042: Kontrollierte Studie an zuvor unbehandelten NSCLC-Patienten

Die Sicherheit und Wirksamkeit von Pembrolizumab wurde in KEYNOTE-042 untersucht, einer multizentrischen, kontrollierte Studie zur
Behandlung von zuvor unbehandeltem, lokal fortgeschrittenem oder metastatischem NSCLC.5 Das Studiendesign war &hnlich wie bei
KEYNOTE-024 (siehe unten), aufer dass Patienten eine PD-L1-Expression mit einem TPS> 1%, ermittelt mit dem
PD-L1 IHC 22C3pharmDx, aufwiesen. Die Patienten wurden 1:1 fir den Erhalt von Pembrolizumab in einer Dosis von 200 mg alle
3 Wochen (n=637) oder einer platinhaltigen Chemotherapie nach Wahl des Prifarztes randomisiert (n =637; einschlieBlich
Pemetrexed + Carboplatin oder Paclitaxel + Carboplatin; Patienten mit nicht-Plattenepithel-NSCLC konnten eine Erhaltungstherapie mit
Pemetrexed erhalten). Die Beurteilung des Tumorstatus wurde in den ersten 45 Wochen alle 9 Wochen und danach alle 12 Wochen
durchgefihrt.

Von den 1.274 Patienten in KEYNOTE-042 hatten 599 (47%) Tumore mit PD-L1-Expression mit einem TPS = 50%, ermittelt mit dem
PD-L1 IHC 22C3 pharmDx. Die Ausgangscharakteristika dieser 599 Patienten umfassten: medianes Alter 63 Jahre (45% 65 Jahre oder
alter); 69% mannlich; 63% weilRe Hautfarbe, 32% asiatisch, 17% hispanisch oder Latino; ECOG-Leistungsstatus 0 bzw. 1: 31% bzw.
69%. Die Krankheitsmerkmale waren: Plattenepithel-NSCLC (37%) und Nicht-Plattenepithel-NSCLC (63%); Stadium IlIA (0,8%);
Stadium IIIB (9%); Stadium IV (90%); und behandelte Hirnmetastasen (6%).

Das priméare Ma fiir die Wirksamkeit war das Gesamtiiberleben (Overall Survival, OS). Die sekundaren Messgrofien fir die Wirksamkeit
waren progressionsfreies Uberleben (PFS) und Gesamtansprechrate (ORR), bewertet gemaR RECIST 1.1)in einer verblindeten
unabhangigen zentralen Prufung (BICR). Die Studie zeigte eine statistisch signifikante Verbesserung des OS bei Patienten, deren
Tumore PD-L1 TPS = 1% exprimierten, randomisiert fir die Pembrolizumab-Monotherapie im Vergleich zur Chemotherapie (HR 0,82;
95%-KI 0,71, 0,93 bei der abschlieRenden Analyse) und bei Patienten, deren Tumore PD-L1 TPS > 50% exprimierten, randomisiert fiir
Pembrolizumab-Monotherapie im Vergleich zur Chemotherapie. Tabelle 12 gibt einen Uberblick (iber die wichtigsten
Wirksamkeitsmesswerte fir die TPS> 50%-Population bei der abschlieRenden Analyse, die bei einer mittleren Nachsorge von
15,4 Monaten durchgefiihrt wurde. Die Kaplan-Meier-Kurve fiir das Gesamtiiberleben fiir die Population mit TPS = 50% ist in Abbildung 1
dargestellt.
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Tabelle 12: Wirksamkeitsergebnisse (PD-L1 TPS> 50%) in KEYNOTE-042

Endpunkt Pembrolizumab Chemotherapie
200 mg alle
3 Wochen
n =299 n =300
Gesamtiiberleben (0OS)
Anzahl Patienten (%) mit Ereignis 180 (60%) | 220 (73%)
Hazard-Ratio* (95% KIl) 0,70 (0,58, 0,86)
p-Wert! 0,0003
Median in Monaten (95% Kil) 20,0 (15,9,24,2) [ 12,2(10,4, 14,6)
Progressionsfreies Uberleben (PFS)
Anzahl Patienten (%) mit Ereignis 238 (80%) | 250 (83%)
Hazard-Ratio* (95% KIl) 0,84 (0,70, 1,01)
Median in Monaten (95% Kil) 6,5 (5,9, 8,5) | 6,4 (6,2,7,2)
Objektive Ansprechrate
ORR%, (95% KI) 39% (34, 45) 32% (27, 38)
Vollstdndiges Ansprechen % 1% 0,3%
Partielles Ansprechen % 38% 32%
Dauer des Ansprechens?
Median in Monaten (Bereich) 22,0 10,8
(2,14, 36,5+) (1,8+, 30,4+)
% mit Dauer = 18 Monate 57% 34%

Hazard-Ratio (Pembrolizumab im Vergleich zu Chemotherapie) basierend auf dem
stratifizierten Cox-Proportional-Hazards-Modell

T Basierend auf einem stratifizierten Log-Rank-Test

* Basierend auf Patienten mit dem besten objektiven Ansprechen, bestatigt als
vollstéandiges oder partielles Ansprechen

100
Behandlungsarm OS-Rate nach 12 Monaten OS-Rate nach 24 Monaten HR (95%-KI) _p-Wert
kY Pembrolizumab 64% 45% 0,70 (0,58, 0,86) 0,0003
L Chemotherapie 51% 30%
a0
80 +
70

Gesamtliberleben (%)
(%) ]
[e=]
|

40
30
20
10
0 6 12 18 24 30 36 42 45
Anzahl in Risikogruppe Zeit in Monaten
Pembrolizumab: 299 224 190 157 94 50 21 1 0
Chemotherapie: 200 231 181 113 59 31 8 2 0

Abbildung 1. Kaplan-Meier-Kurve fiir das Gesamtiiberleben nach Behandlungsarm bei KEYNOTE-042 (Patienten mit PD-L1-
Expression, TPS 2 50%, Intent-to-Treat-Population)

Die Ergebnisse einer exploratorischen post-hoc-Untergruppenanalyse zeigten bei Patienten, die nie Raucher waren, einen Trend zu
einem geringeren Uberlebensvorteil von Pembrolizumab im Vergleich zur Chemotherapie, sowohl wahrend der ersten 4 Monate als auch
wahrend der gesamten Dauer der Behandlung. Aufgrund der exploratorischen Natur dieser Untergruppenanalyse kénnen jedoch keine
endgultigen Schlussfolgerungen gezogen werden.
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KEYNOTE-024: Kontrollierte Studie an zuvor unbehandelten NSCLC-Patienten

Die Sicherheit und Wirksamkeit von Pembrolizumab wurde in KEYNOTE-024 untersucht, einer multizentrischen, kontrollierten Studie zur
Behandlung von zuvor unbehandeltem metastatischem NSCLC.* Patienten hatten eine PD-L1-Expression mit einem TPS > 50%, ermittelt
anhand von PD-L1 IHC 22C3 pharmDx. Die Patienten wurden 1:1 fur den Erhalt von Pembrolizumab in einer Dosis von 200 mg alle
3 Wochen (n=154) oder einer platinhaltigen Chemotherapie nach Wahl des Prifarztes (n=151; einschlieBlich
Pemetrexed + Carboplatin, Pemetrexed + Cisplatin, Gemcitabin + Cisplatin, Gemcitabin + Carboplatin oder Paclitaxel + Carboplatin)
randomisiert. (Patienten mit Nicht-Plattenepithel-NSCLC konnten eine Pemetrexed-Erhaltungstherapie erhalten.) Die Patienten wurden
bis zum Erreichen einer nicht akzeptablen Toxizitat oder bis zur Krankheitsprogression mit Pembrolizumab behandelt. Die Behandlung
konnte auch im Fall der Krankheitsprogression fortgesetzt werden, wenn der Patient klinisch stabil war und nach Einschatzung des
Prifarztes daraus einen klinischen Vorteil zog. Patienten ohne Krankheitsprogression konnten bis zu 24 Monate behandelt werden.
Ausgeschlossen von der Studie waren Patienten mit genomischen EGFR- oder ALK-Tumoraberrationen; Autoimmunerkrankungen, die
innerhalb von 2 Jahren nach der Behandlung eine systemische Therapie erforderten; einem Gesundheitszustand, der eine
Immunsuppression erforderlich machte; sowie Patienten, die innerhalb der vorangegangenen 26 Wochen uber 30 Gy thorakale
Bestrahlung erhalten hatten. Alle 9 Wochen wurde eine Beurteilung des Tumorstatus durchgefiihrt. Chemotherapiepatienten mit
unabhangig bestatigter Krankheitsprogression konnten zur Behandlung mit Pembrolizumab wechseln.

Die 305 Patienten in KEYNOTE-024 wiesen folgende Ausgangscharakteristika auf: medianes Alter 65 Jahre (54% 65 Jahre oder &lter);
61% mannlich; 82% weille Hautfarbe, 15% asiatisch; ECOG-Leistungsstatus 0 bzw. 1: 35% bzw. 65%. Die Krankheitsmerkmale waren:
Plattenepithel-NSCLC (18%) und Nicht-Plattenepithel-NSCLC (82%); M1 (99%) und Gehirnmetastasen (9%).

Die primare MessgroRe fiir die Wirksamkeit war das progressionsfreie Uberleben (PFS), bewertet gemaR RECIST 1.1 in einer
verblindeten unabhangigen zentralen Prifung (BICR). Die primaren Messgroéfien fir die Wirksamkeit waren Gesamtuberleben (OS) und
Gesamtansprechrate (ORR), (bewertet gemay RECIST 1.1 in einer verblindeten unabhangigen zentralen Prifung (BICR)). Tabelle 13
zeigt eine Zusammenfassung der wichtigsten MessgroRen fir die Wirksamkeit fir die gesamte Intent-to-Treat-Population (ITT-
Population). PFS- und ORR-Ergebnisse werden aus einer Zwischenanalyse mit einer medianen Nachsorge von 11 Monaten ermittelt.
Die OS-Ergebnisse werden aus der abschlieRenden Analyse bei einer medianen Nachsorge von 25 Monaten ermittelt.

Tabelle 13. Wirksamkeitsergebnisse in KEYNOTE-024

Endpunkt Pembrolizumab Chemotherapie
200 mg alle
3 Wochen
n =154 n =151
Progressionsfreies
Uberleben (PFS)
Anzahl Patienten (%) mit 73 (47%) 116 (77%)
Ereignis
Hazard-Ratio* (95% KiI) 0,50 (0,37, 0,68)
p-Wert" < 0,001
Median in Monaten (95% KIl) 10,3 (6,7, k. A.) 6,0 (4,2, 6,2)
Gesamtiiberleben (OS)
Anzahl Patienten (%) mit 73 (47%) 96 (64%)
Ereignis
Hazard-Ratio* (95% KiI) 0,63 (0,47, 0,86)
p-Wert" 0,002
Median in Monaten (95% KiI) 30,0 14,2
(18.3, k. A.) (9,8, 19,0)
Objektive Ansprechrate
ORR%, (95% KI) 45% (37, 53) 28% (21, 36)
Vollstandiges Ansprechen 4% 1%
%
Partielles Ansprechen % 41% 27%
Dauer des Ansprechens?
Median in Monaten Nicht erreicht 6,3
(Bereich) (1,9+, 14,5+) (2,1+, 12,6+)
% mit Dauer = 6 Monate 88%3 59%!"

Hazard-Ratio (Pembrolizumab im Vergleich zu Chemotherapie) basierend auf

dem stratifizierten Cox-Proportional-Hazards-Modell

t Basierend auf einem stratifizierten Log-Rank-Test

* Basierend auf Patienten mit dem besten objektiven Ansprechen, bestatigt als
vollstandiges oder partielles Ansprechen

§ Basierend auf Kaplan-Meier-Schéatzungen; einschlieRlich 43 Patienten mit
Ansprechen von 6 Monaten oder langer

f Basierend auf Kaplan-Meier-Schatzungen; einschlielich 16 Patienten mit
Ansprechen von 6 Monaten oder langer

k. A. = keine Angabe
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Abbildung 2. : Kaplan-Meier-Kurve fiir das progressionsfreie Uberleben nach Behandlungsarm in KEYNOTE-024 (Intent-to-Treat-
Population)
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Abbildung 3: Kaplan-Meier-Kurve fiir Gesamtiiberleben nach Behandlungsarm in KEYNOTE-024 (Intent-to-Treat-Population)
Bei einer Untergruppenanalyse wurde bei einer geringen Anzahl von Patienten, die nie-Raucher waren, ein geringerer Uberlebensvorteil

von Pembrolizumab im Vergleich zur Chemotherapie beobachtet. Aufgrund der geringen Anzahl von Patienten kdnnen aus diesen Daten
jedoch keine endgtiltigen Schlussfolgerungen gezogen werden.
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KEYNOTE-010: Kontrollierte Studie an zuvor mittels Chemotherapie behandelten NSCLC-Patienten

Der klinische Nutzen von PD-L1 IHC 22C3 pharmDx wurde in KEYNOTE-010, einer randomisierten, multizentrischen, offenen klinischen
Studie zur Bewertung der Sicherheit und Wirksamkeit von KEYTRUDA bei Patienten mit fortgeschrittenem NSCLC, die zuvor mit einer
Platin enthaltenden Chemotherapie behandelt worden waren, untersucht.® Die Patienten hatten eine PD-L1-Expression mit einem
TPS >1%, ermittelt anhand einer klinischen Studienversion von PD-L1 IHC 22C3 pharmDx. Patienten mit einer EGFR-aktivierenden
Mutation oder einer ALK-Translokation erfuhren ebenfalls bei der fir diese Mutationen zugelassenen Therapie eine
Krankheitsprogression, bevor sie Pembrolizumab erhielten. Die Patienten wurden 1:1:1 fiir den Erhalt von Pembrolizumab in einer Dosis
von 2 mg/kg (n = 344) bzw. 10 mg/kg (n = 346) alle 3 Wochen oder Docetaxel in einer Dosis von 75 mg/m? alle 3 Wochen (n = 343) bis
zur Krankheitsprogression oder bis zum Erreichen einer nicht akzeptablen Toxizitat randomisiert. Ausgeschlossen von der Studie waren
Patienten mit einer Autoimmunerkrankung; einem Gesundheitszustand, der eine Immunsuppression erforderlich machte; sowie
Patienten, die innerhalb der vorangegangenen 26 Wochen Uber 30 Gy thorakale Bestrahlung erhalten hatten. Alle 9 Wochen wurde eine
Beurteilung des Tumorstatus durchgefuhrt. Die primaren Messgroen fur die Wirksamkeit waren Gesamtliberleben (OS) und
progressionsfreies Uberleben (PFS), bewertet gemaR RECIST 1.1 in einer verblindeten unabhéngigen zentralen Priifung (BICR).

Auf der Grundlage des CTA wurden insgesamt 1.033 NSCLC-Patienten flr die Studie randomisiert. Zur Auswertung des klinischen
Nutzens von PD-L1 IHC 22C3 pharmDx wurden archivierte Proben aus der klinischen Studie nachtraglich in einem Referenzlabor in den
USA mit PD-L1IHC 22C3 pharmDx getestet. Von 529 dieser 1.033 Patienten wurde Tumorgewebe nachtraglich mittels
PD-L1 IHC 22C3 pharmDx getestet. Die Gewebe von 413 Patienten wiesen eine PD-L1-Expression auf (= 1% der lebensfahigen
Tumorzellen zeigten eine Membranfarbung beliebiger Intensitat) und die Gewebe von 94 Patienten wiesen keine PD-L1-Expression auf
(< 1% der lebensfahigen Tumorzellen zeigten eine Membranfarbung beliebiger Intensitat). Von diesen 413 Patienten mit PD-L1-
Expression wiesen die Gewebeproben von 163 Patienten eine hohe PD-L1-Expression auf (= 50% der lebensfahigen Tumorzellen
zeigten eine Membranfarbung beliebiger Intensitat).

Die erreichten Ubereinstimmungsraten zwischen dem CTA und PD-L1 IHC 22C3 pharmDx sind in Tabelle 14 aufgefiinhrt.

Tabelle 14: Ubereinstimmung von CTA gegeniiber PD-L1 IHC 22C3 pharmDx

Ubereinstimmungsraten PD-L1 Prozentuale Prozentuale
Cutoff Negativiibereinstimmung (95%- | Positiviibereinstimmung
Konfidenzintervall (KI)) (95%-Konfidenzintervall (Kil))
CTA ggii. 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%)]

Unter den randomisierten Patienten mit PD-L1-Expression gemaf PD-L1 IHC 22C3 pharmDx waren die demographischen und anderen
Baseline-Charakteristika unter den Behandlungsarmen sehr ausgewogen verteilt. Das mediane Alter betrug 63 Jahre (44% davon
65 Jahre und alter). Die meisten Patienten waren weil} (77%) und méannlich (58%); der ECOG-Leistungsstatus am Ausgangspunkt war
0 (29%) oder 1 (71%). 78% der Patienten waren ehemalige oder aktive Raucher. Bei 22% der Patienten waren laut Histologie
Plattenepithelien betroffen, bei 69% war dies nicht der Fall. Die Baseline- und demographischen Charakteristika in den Pembrolizumab-
und Docetaxel-Armen der klinischen Studie insgesamt waren ahnlich gut ausgewogen.

Die Wirksamkeitsergebnisse sind in Tabellen 15 und 16 zusammengefasst. KEYTRUDA zeigte einen dauerhaften klinischen Nutzen bei
NSCLC-Patienten mit PD-L1-Expression (TPS > 1%) und noch héheren klinischen Nutzen bei Patienten mit hoher PD-L1-Expression
(TPS =2 50%), ermittelt mittels PD-L1 IHC 22C3 pharmDx. Der Umfang des Nutzens war mit dem der klinischen Studie insgesamt
vergleichbar. Die folgende Tabelle zeigt eine Zusammenfassung der wichtigsten MessgroRen fir die Wirksamkeit in der
Gesamtpopulation mit PD-L1-Expression (TPS > 1%) und in der Untergruppe mit hoher PD-L1-Expression (TPS > 50%) fir die klinische
Studie insgesamt (TPS > 1% nach CTA) und in der Population mit PD-L1-Expression ermittelt mittels PD-L1 IHC 22C3 pharmDx. Die
Kaplan-Meier-Kurve fiir das Gesamtiiberleben (OS) (TPS > 1%, ermittelt mittels PD-L1 IHC 22C3 pharmDx) ist in Abb. 4 dargestellt. Die
Wirksamkeitsergebnisse waren fir die Arme mit 2 mg/kg und 10 mg/kg KEYTRUDA gleich.

Tabelle 15: Ansprechen auf KEYTRUDA bei zuvor behandelten NSCLC-Patienten: Klinische Studie insgesamt und Patienten
mit hoher PD-L1-Expression, TPS > 1%, ermittelt mittels PD-L1 IHC 22C3 pharmDx

Endpunkt KEYTRUDA KEYTRUDA Docetaxel

2 mgl/kg alle 3 Wochen 10 mg/kg alle 3 Wochen 75 mg/m? alle 3 Wochen

. PD- .- PD-L1 .- PD-L1
g:'“'?che L1IHC 22¢c3 | Klinische IHC 22C3 pha | Klinische IHC 22C3
udie Studie Studie
pharmDx rmDx pharmDx

Anzahl Patienten 344 140 346 142 343 131
Gesamtiiberleben
(0S)
Todesfalle (%) 172 (50%) 59 (42%) 156 (45%) 59 (42%) 193 (56%) 67 (51%)
Hazard Ratio* 0,71 0,54 0,61 0,57
(95% Kil) (0,58, 0,88) | (0,37,0,78) (0,49, 0,75) (0,39, 0,82)
p-Wertf < 0,001 < 0,001 < 0,001 0,00115
Median in Monaten 10,4 11,8 12,7 12,0 8,5 7,5
(95% Kil) (9,4, 11,9) (9,6, k. A) (10,0, 17,3) (8,7, k. A) (7,5, 9,8) (6,3,9,9)
Progressionsfreies
Uberleben (PFS)*
Ereignisse (%) 266 (77%) 97 (63%) 255 (74%) 103 (73%) 257 (75%) 94 (72%)
Hazard Ratio* 0,88 0,68 0,79 0,79
(95% Kil) (0,73, 1,04) | (0,50, 0,92) (0,66, 0,94) (0,59, 1,06)
p-Wertf 0,068 0,00578 0,005 0,05767
Median in Monaten 3,9 4,9 4,0 4,0 4,0 3,8
(95% Kil) (3,1,4,1) (4,1,6,2) (2,6,4,3) (2,2,4,6) (3,1,4,2) (2,2,4,2)
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Endpunkt KEYTRUDA KEYTRUDA Docetaxel

2 mg/kg alle 3 Wochen 10 mg/kg alle 3 Wochen 75 mg/m? alle 3 Wochen
Gesamtansprechrate
(ORR)*
ORR%* 18% 24% 18% 20% 9% 5%
(95% KI) (14, 23) (17, 32) (15, 23) (14, 28) (7,13) (2,11)

* Hazard Ratio (KEYTRUDA im Vergleich zu Docetaxel) basierend auf dem stratifizierten Cox-Proportional-Hazards-Modell
Basierend auf einem stratifizierten Log-Rank-Test

5
* Bewertet gemall RECIST 1.1 in einer verblindeten unabhéngigen zentralen Priifung (BICR)
§

Bei allen Ansprechen handelte es sich um ein partielles Ansprechen

Tabelle 16: Ansprechen auf KEYTRUDA bei zuvor behandelten NSCLC-Patienten: Klinische Studie insgesamt und Patienten mit

hoher PD-L1-Expression, TPS > 50%, ermittelt mittels PD-L1 IHC 22C3 pharmDx

Endpunkt KEYTRUDA KEYTRUDA Docetaxel
P 2 mg/kg alle 3 Wochen 10 mg/kg alle 3 Wochen 75 mg/m? alle 3 Wochen
. PD- . PD- . PD-
HHBEE L1 IHC 22¢3 p | Klinische L1 IHC 22¢3 p | Klinische L1 IHC 22C3
Studie Studie Studie
harmDx harmDx pharmDx

Anzahl Patienten 139 56 151 60 152 47
Gesamtiiberleben
(0s)
Todesfalle (%) 58 (42%) 18 (32%) 60 (40%) 19 (32%) 86 (57%) 25 (53%)
Hazard Ratio* 0,54 0,45 0,50 0,29 . .
(95% Kil) (0,38, 0,77) (0,24, 0,84) (0,36, 0,70) (0,15, 0,56)
p-Wertf < 0,001 0,00541 < 0,001 < 0,001
Median in Monaten 14,9 Nicht erreicht 17,3 Nicht erreicht 8,2 7,2
(95% Kil) (10,4, k. A.) (9,3, k.- A) (11,8, k. A.) (8,3, k.- A) (6,4, 10,7) (4,4,8,3)
Progressionsfreies
Uberleben (PFS)*
Ereignisse (%) 89 (64%) 33 (59%) 97 (64%) 34 (57%) 118 (78%) 33 (70%)
Hazard Ratio* 0,58 0,47 0,59 0,41 (0,24, - —
(95% Kil) (0,43, 0,77) (0,28, 0,80) (0,45, 0,78) 0,70)
p-Wert? < 0,001 0,00221 < 0,001 < 0,001
Median in Monaten 5,2 5,9 5,2 4,8 41 3,9
(95% Kil) (4,0, 6,5) (4,2,9,0) (4,1,8,1) (2,8, k. A) (3,6, 4,3) (2,0,4,3)
Gesamtansprechra
te (ORR)*
ORR%* 30% 37% 29% 28% 8% 4%
(95% Kil) (23, 39) (25, 52) (22, 37) (18, 41) (4,13) (1, 15)

Hazard Ratio (KEYTRUDA im Vergleich zu Docetaxel) basierend auf dem stratifizierten Cox-Proportional-Hazards-Modell
Basierend auf einem stratifizierten Log-Rank-Test

t
* Bewertet gemafl RECIST 1.1 in einer verblindeten unabhangigen zentralen Prifung (BICR)
§ Bei allen Ansprechen handelte es sich um ein partielles Ansprechen
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Abbildung 4: Kaplan-Meier-Kurve fiir Gesamtiiberleben (OS) nach Behandlungsarm (TPS > 1% ermittelt mittels

PD-L1 IHC 22C3 pharmDx, Intent-to-Treat-Population)

Zusatzliche Robustheitsanalysen wurden durchgefihrt, um die mégliche Auswirkung fehlender Daten aufgrund von Patienten mit PD-L1-
Expression (TPS = 1%) nach PD-L1 IHC 22C3 pharmDx, aber ohne PD-L1-Expression (TPS < 1%) nach CTA zu berlicksichtigen.
Patienten mit solchen Testergebnissen sind Teil der Intended-Use-/Intent-to-Diagnose- (ITD-) Population von PD-L1 IHC 22C3 pharmDx;
jedoch wurden sie aufgrund der fehlenden PD-L1-Expression gemal dem CTA-Screening von der klinischen Studie ausgeschlossen.
Zur Berucksichtigung dieser fehlenden Daten wurde eine Empfindlichkeitsanalyse durchgefiihrt, um den plausiblen Bereich fir die Hazard
Ratio (HR) zu ermitteln. Fur die HR wurde ein Schéatzwert anhand von PD-L1 IHC 22C3 pharmDx in den Unterpopulationen mit TPS > 1%
und TPS >50% innerhalb der ITD-Gruppe angenommen, um die Ubereinstimmung mit der beobachteten HR basierend auf der
Studienaufnahme mit dem CTA zu prufen. Die Ergebnisse der Empfindlichkeitsanalyse hinsichtlich der Hazard Ratio belegten, dass die
HR-Schatzwerte jedweder Annahme zur Abschwachung der Therapiewirkung innerhalb der ITD-Gruppe standhalten.

17. Fehlerbehandlung

Bei ungewohnlichen Farbungen zur Mangelbeseitigung im Abschnitt ,Fehlerbehandlung® im zuvor erwahnten Education Guide nachschlagen,

oder den Pathologie-Kundendienst von Agilent verstandigen.®

Dako Omnis ist ein automatisiertes System, das den Anwender auf Vorgange auflerhalb der Spezifikationen im Durchlauf aufmerksam macht.
Weitere Informationen dazu, auf welche Bedingungen aufmerksam gemacht wird und wie dies geschieht, sind im Dako Omnis
Benutzerhandbuch Basiswissen und im ausfihrlichen Benutzerhandbuch enthalten. Der folgende Abschnitt enthalt eine Anleitung zur
Fehlerbehebung bei Ergebnissen und Bedingungen, die nicht einfach Uber das Dako Omnis Warn- und Benachrichtigungssystem zu

identifizieren sind.

Der Benutzer sollte stets die Einhaltung des Wartungsplans fiir das Dako Omnis-Gerat sicherstellen.

Es ist stets sicherzustellen, dass die entsprechenden Kontrollen wie im Abschnitt ,Qualitédtskontrolle” beschrieben verwendet werden.

Tabelle 17: Fehlerbehandlung

Problem Méogliche Ursache

Empfohlene MaBnahme

1a. Verwendung falscher Lagerbedingungen fir

1a.

Uberpriifen, dass Reagenzien entsprechend den
aufgefliihrten Lagerbedingungen richtig gelagert

Reagenzien. wurden.
1. Fehlende oder 1b. Reagenz wird nach dem Verfallsdatum 1b. Sicherstellen, dass das Reagenz nicht tber sein
schwache verwendet. Verfallsdatum hinaus verwendet wird.
Féarbung der 1c. Reagenz wird iiber seine Stabilitat im Geréat 1c. Sicherstellen, dass das Reagenz nicht {iber seine
Objekttrager hinaus verwendet. Stabilitat im Gerét hinaus verwendet wird.

1d.

Ungeeignete Fixiermethode angewendet.

1d.

Sicherstellen, dass das Patientengewebe nicht zu kurz
oder zu lang fixiert wurde und dass das korrekte
Fixiermittel (NBF) verwendet wurde.
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unspezifische
Farbung der
Objekttrager

Problem Mogliche Ursache Empfohlene MaBnahme
Te. UbermaRig st_arkes Erwarmen eingedeckter 1e. Die Gewebeschnitte maximal 1 Stunde lang bei
Gewebeschnitte vor dem Laden auf o o - .
) . 58 £ 2 °C mit einem kalibrierten Ofen mit
Dako Omnis kann zu einem Verlust der leichméaRiger Warmeverteilung trocknen.'®
Immunreaktivitdt und Morphologie fiihren. 9 9 9 ’
1f. FaIsphe Platzierung der Kapillardeckel in 1f. Platzierung der Kapillardeckel uberprifen.
Stainer-Modulen.
1g. Beschadigte Kapillardeckel. 1g. Unversehrtheit der Kapillardeckel Gberprifen.
1h. Es .Wu.rd.e kein destilliertes oder“ 1h. Sicherstellen, dass destilliertes oder entionisiertes
entionisiertes Wasser zur Verdinnung des - . .
: h Wasser zur Vorbereitung einer 1x Target Retrieval
Target Retrieval Solution-Konzentrats . ;
Solution verwendet wird.
verwendet.
1i. Sicherstellen, dass die korrekte Target Retrieval
1i. Es wurde eine falsche Taraet Retrieval Solution verwendet wird, die in den Abschnitten
: . 9 LErforderliche, aber nicht mitgelieferte Materialien®
Solution verwendet. . -
und/oder ,Vorbereitung der Reagenzien® angegeben
ist.
1j. Den pH-Wert der 1x Target Retrieval Solution prifen.
Den pH-Wert der 1x Target Retrieval Solution nicht
. . . ) . andern. Wenn der pH-Wert auRerhalb des zulassigen
1} 1x Target Retrieval Solution entspricht nicht Bereichs (6,1 + 0,2) liegt, 1x Target Retrieval Solution
den pH-Spezifikationen. ; . )
entsorgen. Eine neue 1x Target Retrieval Solution
vorbereiten. Den pH-Wert der neuen 1x Target
Retrieval Solution prufen.
2a. Ungeeignete Fixiermethode angewendet. 2a. Nur zugelassene Fixiermittel und Fixiermethoden
benutzen.
2b. Es _wu_rd_e kein destilliertes oder__ 2b. Sicherstellen, dass destilliertes oder entionisiertes
entionisiertes Wasser zur Verdiinnung des . . :
: h Wasser zur Vorbereitung einer 1x Target Retrieval
Target Retrieval Solution-Konzentrats . :
Solution verwendet wird.
verwendet.
2c. Sicherstellen, dass die korrekte Target Retrieval
- Zu starke 2. E , , Solution verwendet wird, die in den Abschnitten
spezifische ¢. Es wurde eine falsche Target Retrieval Erforderliche, aber nicht mitgelieferte Materialien*
Firbung der Solution verwendet. ? o i
bung und/oder ,Vorbereitung der Reagenzien® angegeben
Objekttrager ist.
2d. Den pH-Wert der 1x Target Retrieval Solution priifen.
Den pH-Wert der 1x Target Retrieval Solution nicht
. . ) . andern. Wenn der pH-Wert auRerhalb des zulassigen
2d. 1x Target Retrieval Solution entspricht nicht Bereichs (6,1  0,2) liegt, 1x Target Retrieval Solution
den pH-Spezifikationen. ; . h
entsorgen. Eine neue 1x Target Retrieval Solution
vorbereiten. Den pH-Wert der neuen 1x Target
Retrieval Solution prufen.
3a. Beim Eindecken der Schnitte auf die 3a. Keinerlei Starkezusatze zur Haftung der Schnitte an
Objekttrager wurden Starkezusatze der Glasoberflache verwenden. Viele dieser Zuséatze
verwendet. sind immunreaktiv.
3b. Schnitte sind nach dem Farbeverfahren 3b. Sicherstellen, dass die Entladestation mit ausreichend
ausgetrocknet. Wasser gefillt ist.
3c. Schnitte sind vor dem Versehen mit 3c. Vermeiden, dass gefarbt_e Objekttrager ZW|schen_ dem
Entladen von Dako Omnis und dem Versehen mit
Deckglas ausgetrocknet.
Deckglas austrocknen.
_ Zu starke 3d. Ungeeignete Fixiermethode angewendet. 3d. Korrektes Fixiermittel benutzen. Andere Fixiermittel

kdénnen zur tbermaRigen Hintergrundfarbung fihren.

3e.

Paraffin nicht vollstandig entfernt.

3e.

Zustand der Losungsmittelanschliisse tberprifen. Die
Anschlussstuicke zum Entfernen von Verunreinigungen
vorsichtig schrubben. Nach dem Reinigen die Integritat
der Anschlusstiicke an der Riickseite der Spiilflaschen
Uberprufen. Weitere Einzelheiten siehe Dako Omnis
Benutzerhandbuch Basiswissen.

3f. Unspezifische Bindung der Reagenzien an 3f. Sicherstellen, dass die korrekte Fixiermethode fiir das
’ G P 9 9 Gewebe verwendet und grof3e Nekrosebereiche
ewebe. -
vermieden werden.
3g. Sicherstellen, dass neue Mischstreifen verwendet

3g.

Wiederverwendung von Mischstreifen.

werden.
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Problem Mogliche Ursache Empfohlene MaBnahme

3h. Es wurde kein destilliertes oder
entionisiertes Wasser zur Verdiinnung des
Target Retrieval Solution-Konzentrats
verwendet.

3h. Sicherstellen, dass destilliertes oder entionisiertes
Wasser zur Vorbereitung einer 1x Target Retrieval
Solution verwendet wird.

3i.

Sicherstellen, dass die korrekte Target Retrieval
Solution verwendet wird, die in den Abschnitten
LErforderliche, aber nicht mitgelieferte Materialien®
und/oder ,Vorbereitung der Reagenzien® angegeben
ist.

3i. Es wurde eine falsche Target Retrieval
Solution verwendet.

3j. Den pH-Wert der 1x Target Retrieval Solution priifen.
Den pH-Wert der 1x Target Retrieval Solution nicht
andern. Wenn der pH-Wert auRerhalb des zulassigen
Bereichs (6,1 £ 0,2) liegt, 1x Target Retrieval Solution
entsorgen. Eine neue 1x Target Retrieval Solution
vorbereiten. Den pH-Wert der neuen Target Retrieval
Solution prufen.

3j. 1x Target Retrieval Solution entspricht nicht
den pH-Spezifikationen.

4a. Dako FLEX IHC Microscope Slides (Code-Nr. K8020)

4a. Verwendung ungesigneter Objektrager. oder SuperFrost Plus Objekttrager verwenden.

Gewebe lost
sich vom

Objekttréager 4b. Unzureichende Gewebevorbereitung.

4b. Schnitte sollten vor der Farbung eine Stunde in einen
bei 58 + 2 °C kalibrierten Ofen gestellt werden.

5a. Reagenz wird nach dessen Ablaufdatum
verwendet.

5b. Das Reagenz wird in Dako Omnis ber 5. Markierte Objekttrager missen von qualifiziertem

5. Objekttrager seine validierte Stabilitat im Gerat hinaus Personal bewertet werden. Einen Vertreter von Agilent
ist markiert clagert Technologies kontaktieren, falls weitere Malnahmen
gelagert. erforderlich sind.
5c. Wartung uberfallig oder andere Faktoren.
6a. Sicherstellen, dass das pH-Messgerat gemal den
Herstellerempfehlungen kalibriert wird. Nach der
erneuten Kalibrierung den pH-Wert der 1x Target
Retrieval Solution nochmals testen. Den pH-Wert
P . der 1x Target Retrieval Solution nicht &ndern. Wenn
6a. pH-Messgerat ist nicht korrekt kalibriert. der pH-Wert auRerhalb des zuldssigen Bereichs
6. 1x Target (6,1 £ 0,2) liegt, 1x Target Retrieval Solution
' arg entsorgen. Eine neue 1x Target Retrieval Solution
Retrieval :
: vorbereiten. Den pH-Wert der neuen 1x Target
Solution ) : .
! Retrieval Solution prifen.
entspricht
nicht den pH- 6b. Zur Verdiinnung des Target Retrieval 6b. Sicherstellen, dass destilliertes oder entionisiertes
Spezifikationen Solution-Konzentrats wird minderwertiges Wasser zur Vorbereitung der 1x Target Retrieval

Wasser verwendet. Solution verwendet wird.

6¢. Sicherstellen, dass die korrekte Target Retrieval
Solution verwendet wird, die in Abschnitt 5
LErforderliche, aber nicht mitgelieferte Materialien*
und/oder Abschnitt 10 ,Vorbereitung der
Reagenzien* angegeben ist.

6¢. Es wurde eine falsche Target Retrieval
Solution verwendet.

HINWEIS: Falls das Problem auf keine der oben genannten Ursachen zurlickgefuhrt werden kann oder wenn die vorgeschlagene Malinahme
das Problem nicht behebt, bitte den Pathologie-Kundendienst von Agilent verstéandigen. Weitere Informationen zu Farbetechniken und
Probenvorbereitung sind den zuvor genannten Werken zu entnehmen: Education Guide: Immunohistochemical Staining Methods (Uber
www.agilent.com erhltlich), Atlas of Immunohistology and Immunoperoxidase Techniques. A Practical Approach to Tumor Diagnosis. 202!
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