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USO PREVISTO

El anticuerpo VENTANA anti-MSH6
(SP93) Rabbit Monoclonal Primary
Antibody (anticuerpo VENTANA anti-
MSH6 (SP93)) esté destinado a la
deteccion cualitativa
inmunohistoquimica en laboratorio de la
proteina MSH6 en secciones fijadas
con formol y embebidas en parafina
(FFPE) mediante microscopia optica. El
anticuerpo VENTANA anti-MSH6
(SP93) esta listo para su uso en un
instrumento BenchMark IHC/ISH junto
con OptiView DAB IHC Detection Kit y
sus reactivos auxiliares.
El anticuerpo VENTANA anti-MSH6
ot : (SP93) forma parte de VENTANA MMR

s e RxDx Panel y VENTANA MMR IHC

* i «# | Panel enumerados en la Tabla 1.

Figura 1. Tincion con VENTANA anti-
MSH6 (SP93) Rabbit Monoclonal
Primary Antibody con expresion Intacta
(superior) o Perdida (inferior) en tejido
con carcinoma endometrial.

Tabla 1. Indicaciones para el diagnostico de VENTANA MMR Panel.
Nombre Anticuerpos Aplicacién clini
del panel | del panellal plicacion clinica
El panel VENTANA MMR RxDx Panel se ha indicado
VENTANA como ayuda en la identificacion del carcinoma
MMR MLH1, PMS2, | endometrial con deficiencia de MMR (dMMR) en
RxDx MSH2 y aquellos pacientes que cumplen los requisitos de
P MSH6 idoneidad para recibir un tratamiento con JEMPERLI
anel ) )
(dostarlimab) de acuerdo con el etiquetado
homologado del producto terapéutico
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Nombre Anticuerpos Aplicacién clini

del panel | del panellal plicacion clinica
VENTANA MMR IHC Panel esta indicado para la
deteccion de la deficiencia de proteinas reparadoras
de errores de emparejamiento como una prueba que

MLH1. PMS2 pueda identificar a aquellas personas que corren el

VENTANA MSHZY MSHG’ riesgo de suftir el sindrome de Lynch en pacientes a

MMR IHC BR A'F los que se ha diagnosticado un cancer colorrectal

Panel (/600E (CRC); ademas, junto con el estado de BRAF
VB0OE, puede servir de ayuda en la diferenciacion
entre el sindrome de Lynch CRC esporadico y
probable cuando se presenta ausencia de expresion
de la proteina MLH1.

[al MLH1: VENTANA anti-MLH1 (M1) Mouse Monoclonal Primary Antibody
PMS2: VENTANA anti-PMS2 (A16-4) Mouse Monoclonal Primary Antibody
MSH2: VENTANA anti-MSH2 (G219-1129) Mouse Monoclonal Primary Antibody
MSH6: VENTANA anti-MSH6 (SP93) Rabbit Monoclonal Primary Antibody
BRAF: VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) Mouse Monoclonal Primary Antibody

La interpretacion de los resultados de la prueba de este panel debe correr a cargo de un
anatomopatologo cualificado junto con un examen histolégico, la informacion clinica
pertinente y los controles adecuados.

Este producto esta destinado para uso diagnéstico in vitro (IVD).

RESUMEN Y EXPLICACION

El anticuerpo VENTANA anti-MSH6 (SP93) es un anticuerpo monoclonal de conejo
dirigido contra un péptido sintético que se corresponde con una region interna de la
proteina MSH6 humana. El anticuerpo VENTANA anti-MSH6 (SP93) detecta la proteina
MSH8, una de las proteinas reparadoras de errores de emparejamiento en el ADN (MMR)
con mayor importancia clinica.!2 El anticuerpo VENTANA anti-MSH6 (SP93) forma parte
de VENTANA MMR RxDx Panel y VENTANA MMR IHC Panel, ambos sistemas de
inmunohistoquimica (IHC) que identifican tumores con expresion deficiente de cualquiera
de las cuatro proteinas MMR (como MLH1, PMS2, MSH2 y MSH6), cuya expresion, por lo
general, es habitual en las células proliferativas y neoplésicas.3 Estos tumores se
consideran deficientes en MMR (dMMR).

La MMR es un mecanismo molecular conservado que corrige las sustituciones de bases
incorrectas que tienen lugar de forma espontanea durante la replicacién del ADN.4 Los
métodos basados en la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) han demostrado que
la disfuncion de la MMR a menudo provoca la inestabilidad del microsatélite (MSI), una
alteracion por la que se introducen en el ADN repeticiones cortas en tandem de
nucledtidos.5:6,7 Cuando la cantidad de repeticiones es igual o superior al 30 % de los loci
microsatélites que se han examinado, la MSI se puede clasificar mas detalladamente
como MSI-High (MSI-H). Las deficiencias en el sistema MMR se han atribuido a
mutaciones en proteinas MMR, principalmente MLH1, PMS2, MSH2 y MSH6.

Las proteinas MLH1 y PMS2 funcionan normalmente en un complejo heterodimérico, al
igual que ocurre con las proteinas MSH2 y MSH6. Cuando la funcién del mecanismo
de MMR es normal, el heterodimero MSH6/MSH2 se une al ADN con errores de
emparejamiento. Esta unién provoca un cambio conformacional que permite que el
heterodimero MLH1/PMS2 se ligue al complejo MSH6/MSH2 que esta unido al ADN,
dando como resultado una reparacion por escision del ADN que se ha visto
afectado.”.8 Las mutaciones o las deficiencias presentes en estas proteinas a menudo
dan lugar a la MSI y a la mutacién somatica como consecuencia del error en la
replicacion. La prueba de IHC para MMR puede resultar (til para identificar tumores
con alteraciones en MMR.9
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IMPORTANCIA CLIiNICA
Carcinoma endometrial (EC)

El carcinoma endometrial (EC) es la enfermedad neoplasica ginecoldgica mas habitual y
el cuarto cancer mas com(n en las mujeres en Norteamérica.'0.!1 Es una de las
principales causas de muerte por cancer en el mundo.'2 Se ha detectado que es habitual
que el carcinoma endometrial (EC) presente varias alteraciones genéticas, como

la MSI.10 Se ha identificado la presencia de MSI o de dMMR en entre el 20 y el 40 % de
los carcinomas endometriales (EC).13,14.15 A pesar de que el tratamiento del carcinoma
endometrial varia en funcion del grado, de la histologia y del estadio de la enfermedad, la
evaluacion del estado de MMR en los tumores de carcinoma endometrial (EC) resulta util
para su pronostico y la estrategia de tratamiento. 6

Las inmunoterapias emergentes, especialmente aquellas que modifican las vias celulares
que afectan a las proteinas de muerte celular programada 1 (PD-1) o del ligando de
muerte celular programada 1 (PD-L1), estan reformulando las estrategias terapéuticas de
los facultativos. PD-1 es un receptor de inhibicion cuya expresion se observa en los
linfocitos T tras su activacion, que se prolonga en estados de estimulacion crénicos, como
con las infecciones crénicas o el cancer.!” La expresion de PD-L1 se ha observado en
células inmunitarias y cancerigenas y se ha detectado que la expresion anémala de
PD-L1 en células tumorales dificulta la inmunidad frente a los tumores, lo que da lugar a
una evasion inmune. 17,18 Por consiguiente, la interrupcién de la via PD-L1/PD-1 puede
constituir una estrategia interesante para reactivar a inmunidad especifica frente a
tumores de los linfocitos T. Varios estudios han demostrado una correlacion entre la
deficiencia en la MMR y una mayor expresion de PD-1 o PD-L1, posiblemente debido a
un aumento de la expresion de neoantigeno asociada con la carga mutacional tumoral
que se origina a partir de los errores de replicacion. 10,19 Asi, las proteinas MMR pueden
servir como biomarcadores predictivos para terapias dirigidas contra PD-1;
especificamente, la pérdida de expresion de una o mas proteinas MMR puede predecir
una mayor probabilidad de respuesta a este tipo de terapias.20.21.22 | os inhibidores de
PD-1 pueden ser beneficiosos en diversos canceres comunes con alta frecuencia de
deficiencia en la MMR o MSI-H, como el carcinoma endometrial. 92022 Por ello, los
pacientes con EC considerados para terapia dirigida a PD-1 podran obtener los beneficios
de una prueba diagnostica con fines terapéuticos (CDx) que determine si cumplen los
criterios de idoneidad para recibir un tratamiento con inhibidores de puntos de control con
PD-10 PD-L1.

La pérdida de expresion de cualquiera de las proteinas esenciales de MMR, como MLH1,
PMS2, MSH2 o MSHS6, provoca deficiencia en la MMR. El anticuerpo VENTANA anti-
MLH1 (M1), que forma parte del VENTANA MMR RxDx Panel, puede servir de ayuda en
el establecimiento del estado IHC de MMR de los tumores mediante la clasificacion de la
expresion de la proteina MMR como Intacta o Perdida. La presencia de tincion de los
cuatro marcadores de la proteina MMR en el tumor cuando se usa VENTANA MMR RxDx
Panel indica que el caso es competente en MMR (pMMR). La ausencia de tincion de
cualquiera de los marcadores de la proteina MMR cuando se usa VENTANA MMR RxDx
Panel indica que el caso es dMMR.

Carcinoma colorrectal (CRC) y sindrome de Lynch

El cancer colorrectal es el tercer tipo de cancer mas habitual y la cuarta causa de
fallecimientos por cancer mas frecuente en el mundo.23 En la mayor parte de los
canceres colorrectales se observa inestabilidad cromosémica, aunque aproximadamente
el 15 % de los canceres se desarrollan a través de una via alternativa que se caracteriza
por una funcion deficiente del sistema reparador de errores de emparejamiento (MMR) en
el ADN. Los canceres colorrectales dMMR a menudo no se pueden diferenciar
correctamente y suelen presentar predominancia en el colon proximal, unas
caracteristicas histolégicas mucinosas, medulares o en anillo de sello y una mayor
cantidad de linfocitos que infiltran el tumor.24.25 En general, la causa de la deficiencia del
sistema MMR se puede encontrar en las mutaciones hereditarias de uno de los genes
MMR, que provoca la consecuente pérdida del alelo normal correspondiente por
mecanismos genéticos o epigenéticos, mutaciones somaticas en los alelos o inactivacion
epigenética del gen MLH1 mediante metilacién.26

El sindrome de Lynch se describié en la década de 1960 y se identifico una vinculacién
entre la pérdida de la funcién MMR y el cancer.27 La pérdida de las proteinas MMR
(MLH1, PMS2, MSH2 0 MSH6) puede dar lugar a la inestabilidad del microsatélite (MSI) y
un riesgo vitalicio mayor no solo de padecer cancer colorrectal, sino también otros tipos
de céncer de estomago, cerebral, de pancreas, de piel, endometrial o de ovario. Los
pacientes con sindrome de Lynch tienen un riesgo de por vida de entre el 50 y el 80 % de
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padecer cancer colorrectal.”-28,29 E| sindrome de Lynch es tinico en comparacion con
otros tipos de sindromes de cancer hereditarios, dado que las pruebas directas en los
tejidos tumorales contribuyen a la identificacion de aquellos pacientes que corren el riesgo
de padecer el sindrome de Lynch y sirven de ayuda para fundamentar otras pruebas
genéticas de estirpe germinal posteriores. Las familias con sindrome de Lynch se
benefician de los protocolos avanzados de cribado de cancer.

Varias directrices, como las pautas que brinda National Comprehensive Cancer Network
(NCCN), recomiendan analizar todos los casos de cancer colorrectal para detectar
posibles sindromes de Lynch, a fin de identificar a pacientes y familias que puedan sacar
partido de otras pruebas genéticas y de una mejor orientacion.27.30-33 VENTANA MMR
IHC Panel sirve de ayuda para determinar el estado de MMR de los casos de cancer
colorrectal mediante la clasificacion de estos en dos grupos: expresion de la proteina
MMR Intacta o Perdida. La pérdida de la expresion de MLH1 o de MSH2 suele ir
acompafiada de la pérdida de su par heterodimero, PMS2 o MSH6, respectivamente. Sin
embargo, la pérdida de PMS2 o de MSH6 no da lugar a la pérdida de MLH1 o MSH2. La
pérdida de PMS2, MSH2 y/o MSH6 es coherente con la posibilidad de padecer sindrome
de Lynch y deberia derivarse a los pacientes para llevar a cabo mas pruebas, asi como
ofrecer orientacion consecuente con la practica clinica.

La pérdida de la proteina MLH1 puede indicar la presencia esporadica o potencial del
sindrome de Lynch. En un 15 % o més de los casos de cancer colorrectal esporadico, la
pérdida de la proteina MLH1 se debe a la hipermetilacién del promotor de MLH1.7,34,35
De suma importancia es el hecho de que la mutacién BRAF V600E se observa en
aproximadamente dos tercios de los tumores con pérdida de la expresion de MLH1 a
causa de la hipermetilacion del promotor MLH1. En cambio, la mutacion BRAF V600E se
observa con muy poca frecuencia en los tumores del sindrome de Lynch.34 Por lo tanto,
si el resultado del anticuerpo VENTANA anti-MLH1 (M1) indica pérdida de la proteina
MLH1, el anticuerpo VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) puede estratificar el tumor como
sindrome de Lynch esporadico o probable.”-36 En el cancer colorrectal, la pérdida de la
proteina MLH1 con un estado de BRAF V60OE claramente positivo indica que el tumor es
el resultado de una presencia esporadica, lo que elimina practicamente el sindrome de
Lynch como causa subyacente de la neoplasia maligna.37:38 Cuando la pérdida de la
proteina MLH1 va acompariada de un estado de BRAF V600E negativo, la pérdida de
MLH1 suele conllevar una elevada probabilidad de presencia de sindrome de Lynch.39

PRINCIPIO DEL PROCEDIMIENTO

El anticuerpo VENTANA anti-MSH6 (SP93) es un anticuerpo monoclonal de conejo
dirigido contra un péptido sintético que se corresponde con una region interna de la
proteina MSH6 humana. El anticuerpo VENTANA anti-MSH6 (SP93) se une a la proteina
MSH6 en secciones de tejido FFPE. El anticuerpo se puede localizar mediante un
anticuerpo secundario haptenado, seguido por un multimero conjugado con peroxidasa
de rabano (HRP) anti-hapteno (OptiView DAB IHC Detection Kit). EI complejo especifico
de anticuerpo-enzima se puede visualizar a través del precipitado del producto de
reaccién enzimatico. Cada paso se incuba con tiempos y temperaturas especificos.
Cuando finaliza cada uno de los pasos de incubacion, las secciones se enjuagan en el
instrumento BenchMark IHC/ISH con el fin de detener la reaccion y eliminar el material
que no se ha ligado y que podria impedir la reaccién que se quiere lograr en los pasos
posteriores. Lo mismo sucede con ULTRA LCS (Predilute) o LCS (Predilute), que reducen
al maximo la evaporacion de los reactivos acuosos del portaobjetos que contiene la
muestra.

Ademas de la tincion con el anticuerpo VENTANA anti-MSH6 (SP93), se debe tefiir un
segundo portaobjetos con el reactivo de control negativo monoclonal de conejo Rabbit
Monoclonal Negative Control Ig. El control de reactivo negativo sirve para evaluar la
tincion de fondo.

MATERIAL SUMINISTRADO
El anticuerpo VENTANA anti-MSH6 (SP93) contiene reactivo suficiente para 50 pruebas.

Un dispensador de 5 mL de anticuerpo VENTANA anti-MSH6 (SP93) contiene
aproximadamente 5 ug de un anticuerpo monoclonal de conejo.

El anticuerpo se diluye en un tampdn formado por Tris-HCI con una proteina
transportadora y ProClin 300 al 0.10 %, un conservante.

La concentracion especifica del anticuerpo es aproximadamente de 1 pg/mL. No se ha
observado ninguna reactividad del anticuerpo no especifica conocida en este producto.

El anticuerpo VENTANA anti-MSH®6 (SP93) es un recombinante de anticuerpo monoclonal
de conejo producido como sobrenadante de cultivo celular purificado.
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Consulte la guia de interpretacion correspondiente para obtener instrucciones detalladas

en cuanto a la interpretacion de la tincion con los paneles VENTANA MMR RxDx Panel o

VENTANA MMR IHC Panel para indicaciones especificas:

. Guia de interpretacion de VENTANA MMR RxDx Panel para la indicacion de
carcinoma endometrial (EC) (P/N 1020315EN)

. Guia de interpretacion para la tincion de tejido colorrectal con VENTANA MMR IHC
Panel (P/N 1016703EN)

Consulte la hoja de datos del kit de deteccion VENTANA correspondiente para obtener

descripciones detalladas de los siguientes aspectos: Principio del procedimiento, Material

y métodos, Recogida y preparacion de muestras para andlisis, Procedimientos de control

de calidad, Resolucion de problemas, Interpretacion de los resultados y Limitaciones.

MATERIALES NECESARIOS PERO NO SUMINISTRADOS

No se suministran reactivos de tincién, como kits de deteccion VENTANA, ni

componentes auxiliares, incluyendo portaobjetos de control tisular negativos y positivos.

Puede que no todos los productos que aparecen en la hoja de datos estén disponibles en

todos los lugares. Consulte al representante local de asistencia técnica de Roche.

No se suministran los reactivos y materiales siguientes, pero pueden ser necesarios para

la tincién:

1. Tejido de control recomendado

2. VENTANA anti-MLH1 (M1) Mouse Monoclonal Primary Antibody (n.° de cat.
760-5091 / 08033668001)

3. VENTANA anti-PMS2 (A16-4) Mouse Monoclonal Primary Antibody (n.° de cat.
760-5094 / 08033692001)

4. VENTANA anti-MSH2 (G219-1129) Mouse Monoclonal Primary Antibody (n.° de
cat. 760-5093 / 08033684001)

5. Unicamente para VENTANA MMR IHC Panel, VENTANA anti-BRAF V600E (VE1)

Mouse Monoclonal Primary Antibody (n.° de cat. 760-5095 / 08033706001)

Negative Control (Monoclonal) (n.° cat. 760-2014 / 05266670001)

Rabbit Monoclonal Negative Control Ig (n.° de cat. 790-4795 / 06683380001)

Portaobjetos para microscopio con carga positiva

OptiView DAB IHC Detection Kit (n.° de cat. 760-700 / 06396500001)

Unicamente para VENTANA anti-PMS2 (A16-4) Mouse Monoclonal Primary

Antibody, OptiView Amplification Kit (n.° cat. 760-099 / 06396518001 o n.° cat.

860-099 / 06718663001)

11. EZ Prep Concentrate (10X) (n.° cat. 950-102 / 05279771001)

12.  Reaction Buffer Concentrate (10X) (n.° cat. 950-300 / 05353955001)

13. ULTRALCS (Predilute) (n.° cat. 650-210 / 05424534001)

14.  LCS (Predilute) (n.° cat. 650-010 / 05264839001)

15. ULTRA Cell Conditioning Solution (ULTRA CC1) (n.° cat. 950-224 / 05424569001)

16.  Cell Conditioning Solution (CC1) (n.° de cat. 950-124 / 05279801001)

17. Hematoxylin Il (n.° cat. 790-2208 / 05277965001)

18.  Bluing Reagent (n.° de cat. 760-2037 / 05266769001)

19.  Medio de montaje permanente

20. Cubreobjetos de cristal

21.  Montador automatico

22.  Equipo de laboratorio de uso general

23.  Instrumento BenchMark IHC/ISH

ALMACENAMIENTO Y ESTABILIDAD

Tras la recepcion y cuando no se utilice, consérvese de 2-8 °C. No lo congele.

Para garantizar una dispensacion adecuada del reactivo y la estabilidad del anticuerpo,
vuelva a poner el tapon del dispensador después de cada uso y almacene
inmediatamente el dispensador en la nevera, en posicion vertical.

Todos los dispensadores de anticuerpos tienen una fecha de caducidad. Si se almacena
correctamente, el reactivo se mantendra estable hasta la fecha indicada en la etiqueta. No
usar el reactivo después de la fecha de caducidad.
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PREPARACION DE MUESTRAS

Los tejidos FFPE que se procesan de forma habitual resultan adecuados para su uso con
este anticuerpo primario cuando se utilizan con los kits de deteccion de VENTANA y los
instrumentos BenchMark IHC/ISH. El tejido se debe fijar de inmediato tras la escision para
su uso con los anticuerpos de los paneles VENTANA MMR RxDx Panel o VENTANA
MMR IHC Panel. Un retraso de mas de 6 horas en la fijacion ha demostrado repercutir
negativamente en la intensidad de la tincién del tejido. Se recomienda la fijacién de tejido
en formol tamponado neutro al 10 % (NBF) durante al menos 6 horas y durante un
maximo de 72 horas. Los tiempos de fijacion inferiores a las 6 horas o superiores a las
72 horas pueden provocar la pérdida de tincion en MSH6. La cantidad usada de NBF
debe ser de entre 15y 20 veces el volumen de tejido. Ningun fijador se infiltrara en tejido
solido de méas de 2 0 3 mm ni en tejido poroso de 5 mm durante un periodo de 24 horas.
La fijacién se puede llevar a cabo a temperatura ambiente (de 15 a 25 °C).40.41

Los fijadores como formol zinc, Z-5, alcohol al 95 %, alcohol-formol-4cido acético (AFA) y
el fijador PREFER han presentado tincién débil o variable y no se recomiendan para su
uso con este ensayo. Los usuarios que no sigan las indicaciones de preparacion
especificadas para las muestras biolégicas deberan hacerse responsables de la
interpretacion de los resultados del paciente.

Se deben realizar cortes de 4 ym de grosor y colocarse en portaobjetos de vidrio
cargados positivamente. No se ha validado ningun otro grosor. Los portaobjetos deberian
tefiirse inmediatamente, dado que la antigenicidad de las secciones de los cortes de tejido
puede disminuir con el tiempo y es posible que se dafien una vez transcurridos 45 dias
desde el corte del bloque de tejido FFPE. Solicite a su representante de servicio de
Roche una copia de «Recommended Slide Storage and Handling» para obtener mas
informacion al respecto.

Se recomienda analizar controles positivos y negativos a la vez que las muestras
desconocidas.

ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

1. Para uso diagnostico in vitro (IVD).

2. Solo para uso profesional.

3. No utilizar por encima del nimero especificado de ensayos.

4 La solucion ProClin 300 se utiliza como conservante en este reactivo. Esta
clasificada como irritante y puede ocasionar sensibilizacion por contacto con la piel.
Adopte precauciones razonables cuando la manipule. Evite el contacto de los
reactivos con los 0jos, la piel y las membranas mucosas. Utilice guantes y ropa de
proteccion.

5. Los portaobjetos con carga positiva pueden verse afectados por presiones
ambientales, dando lugar a una tincion incorrecta. Péngase en contacto con su
representante de servicio de Roche para obtener méas informacion sobre el uso de
este tipo de portaobjetos.

Los materiales de origen animal o humano deben manipularse como materiales
biopeligrosos y eliminarse con las precauciones adecuadas. En caso de exposicion,
deberan seguirse las directivas sanitarias de las autoridades responsables.42:43

7. Evite el contacto de los reactivos con los ojos y las membranas mucosas. Si los
reactivos entran en contacto con zonas sensibles, lavelas con agua abundante.

8.  Evite la contaminacion microbiana de los reactivos, dado que podria dar lugar a
resultados incorrectos.

9. Para obtener mas informacion sobre el uso de este dispositivo, consulte el Manual
del usuario del instrumento BenchMark IHC/ISH y las instrucciones de uso de todos
los componentes necesarios, que puede encontrar en navifyportal.roche.com.

10. Consultar a las autoridades locales y/o estatales sobre el método de eliminacion
recomendado.

11, El etiquetado de seguridad de los productos sigue principalmente las directrices del
EU GHS. Esta disponible bajo peticion la hoja de datos de seguridad para los
usuarios profesionales.

12. Para comunicar la sospecha de incidentes graves relacionados con este dispositivo,
péngase en contacto con su representante local de servicio Roche y con las
autoridades competentes del Estado o Pais Miembro de residencia del usuario.
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Este producto contiene componentes clasificados como sigue de conformidad con el Método
Reglamento (EC) n.° 1272/2008: Tioo d dimient
Tabla 2. Informacion de riesgos. 1po de procedimiento GX XT ULTRA o
ULTRA PLUSIa]
. Caodi Declaracion
Riesgo g0 anti-MSH6
Rabbit Mono anti-MSH6 anti-MSH6
ADVERTENCIA | H317 | Puede provocar una reaccion alérgica en la piel. Ab Rabbit Mono Ab | Rabbit Mono Ab
Hato | Periudicial para los organismos acuaticos con efectos Anticuerpo (primario) seleccionado seleccionado seleccionado
nocivos duraderos. o 0 o
P261 | Evite inhalar la niebla o los vapores. Contr_ol Control Negatwo Control Neganvo
Negativo Seleccionado Seleccionado
P273 | Evitar su emision al medio ambiente. Seleccionado
P280 | Llevar guantes de proteccion. Desparafinado Seleccionado Seleccionado Seleccionado
P333 | En caso de irritacion o erupcion cutanea: Consultar a Acondicionamiento cct, et ULTRA CCT,
+ un médico. celular . . X
P313 (desenmascaramiento 64 minutos, 64 minutos, 64 minutos,
del antigeno) 100 °C 100 °C 100 °C
P362 | Quitarse las prendas contaminadas y lavarlas antes g
' de volver a usarias. Inhibidor preprimario Seleccionado Seleccionado Seleccionado
P364 de peroxidasa
P501 Eliminar el contenido/el recipiente en una planta de Anticuerpo (primario) 12 minutos, 12 minutos, 12 minutos,
eliminacion de residuos aprobada. po P 37°C 37°C 36 °C
Este producto contiene CAS n.° 55965-84-9, una masa de reaccion de 5-cloro-2-metil-2H- OptiView HQ Linker 8 minutos (predeterminado)
Isotiazol-3-ona y 2-met-2H-isotiazol-3-ona (3:1). OptiView HRP Multimer 8 minutos (predeterminado)
PROCEDIMIENTO DE TINCION Contratincion Hematoxylin I, 4 minutos
El anticuerpo VENTANA anti-MSHG6 (SP93) se ha desarrollado para su uso en los .. - -
instrumentos BenchMark IHC/ISH junto con OptiView DAB IHC Detection Kit y sus Post-contratincién Bluing, 4 minutos

reactivos auxiliares. Consulte la Tabla 3 para ver el protocolo de tincién recomendado
para VENTANA MMR RxDx Panel o la Tabla 4 para el protocolo de tincion recomendado
para VENTANA MMR IHC Panel.

Este anticuerpo se ha optimizado para tiempos de incubacién especificos, pero el usuario
debe validar los resultados obtenidos con este reactivo. Si se varian el tiempo o la
temperatura de la recuperacion del antigeno (acondicionamiento celular) y la incubacién
del anticuerpo con respecto al protocolo de tincién recomendado en la Tabla 3o enla
Tabla 4, es posible que se obtenga una tincién por debajo del nivel 6ptimo y que los
resultados puedan ser falsos competentes o falsos deficientes. Se recomienda
encarecidamente que no haya desviaciones respecto al protocolo de tincién indicado en
la Tabla 3 o la Tabla 4. Deben emplearse y documentarse los controles adecuados. Los
usuarios que no sigan los protocolos recomendados deberan hacerse responsables de la
interpretacion de los resultados del paciente.

Los parametros de los procedimientos automatizados se pueden visualizar, imprimir y
editar seglin el procedimiento descrito en el Manual del usuario del instrumento. Consulte
la hoja de datos del kit de deteccion de VENTANA para obtener mas detalles sobre los
procedimientos de tincién de inmunohistoquimica (IHC).

Para obtener mas informacién sobre el uso adecuado de este dispositivo, consulte la hoja
de datos del dispensador en linea asociada al P/N 760-5092.

Tabla 3. Protocolo de tincién recomendado para el anticuerpo VENTANA anti-MSH6
(SP93) y Rabbit Monoclonal Negative Control Ig con OptiView DAB IHC Detection Kit en
los instrumentos BenchMark IHC/ISH con VENTANA MMR RxDx Panel.

Método
Tipo de procedimiento ULTRA o
X XT ULTRA PLUSIA]
Tincion GX MMR ULTRA MMR
Procedimiento Panel XT MMR Panel Panel
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[a] Se demostré la concordancia entre los instrumentos BenchMark ULTRA y
BenchMark ULTRA PLUS mediante ensayos representativos.
Nota: Cualquier diferencia en la forma de llevar a cabo los procedimientos de prueba
recomendados pueden invalidar los resultados. Deben emplearse los controles
adecuados y documentarlos. Los usuarios que no sigan los procedimientos de
prueba recomendados deberan hacerse responsables de la interpretacion de los

resultados del paciente

Tabla 4. Protocolo de tincion recomendado para el anticuerpo VENTANA anti-MSH6
(SP93) y Rabbit Monoclonal Negative Control Ig con OptiView DAB IHC Detection Kit en
los instrumentos BenchMark IHC/ISH con VENTANA MMR IHC Panel.

Método
Tipo de procedimiento ULTRA o
X XT ULTRA PLUSIa]
L BMK OptiView | y7 otiview | U Optiview DAB
Tincion DAB IHC DAB IHCL IHCId]
Procedimiento Parlb]
anti-MSH6
Rabbit Mono anti-MSH6 anti-MSH6
Ab Rabbit Mono Ab | Rabbit Mono Ab
. L seleccionado seleccionado seleccionado
Anticuerpo (primario)
0 0 0
Control Control Negativo | Control Negativo
Negativo Seleccionado Seleccionado
Seleccionado
Desparafinado Seleccionado Seleccionado Seleccionado
Acondiclonamiento cei, cet, ULTRA CC1,
(desenmascaramiento 64 minutos, 64 minutos, 64 minutos,
. 100 °C 100 °C 100 °C
del antigeno)
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Método
Tipo de procedimiento ULTRA o
& XT ULTRA PLUSIA]
Inhibidor preprimario Seleccionado Seleccionado Seleccionado
de peroxidasa
. A 12 minutos, 12 minutos, 12 minutos,
Anticuerpo (primario) 37°C 37°C 36°C
OptiView HQ Linker 8 minutos (predeterminado)
OptiView HRP Multimer 8 minutos (predeterminado)

Contratincion Hematoxylin I, 4 minutos

Post-contratincion Bluing, 4 minutos

[a] Se demostré la concordancia entre los instrumentos BenchMark ULTRA y
BenchMark ULTRA PLUS mediante ensayos representativos.

[b] Los usuarios tienen la posibilidad de usar el procedimiento de tincion GX MMR
Panel.

[c] Los usuarios tienen la posibilidad de usar el procedimiento de tincién XT MMR
Panel.

[d] Los usuarios tienen la posibilidad de usar el procedimiento de tincion ULTRA
MMR Panel.

Nota: Cualquier diferencia en la forma de llevar a cabo los procedimientos de prueba
recomendados pueden invalidar los resultados. Deben emplearse los controles
adecuados y documentarlos. Los usuarios que no sigan los procedimientos de
prueba recomendados deberan hacerse responsables de la interpretacion de los
resultados del paciente

CONTROLES POSITIVOS INTERNOS

Los elementos normales del tejido (como linfocitos, fibroblastos o epitelio normal) que se
encuentran en el entorno mas inmediato al tumor sirve como controles positivos internos.
La presencia de tincion nuclear inequivoca en estas células valida la sesion de tincion. Si
los controles de tejido positivo no muestran una tincién adecuada, los resultados de las
muestras de la prueba se deben considerar no validos.

CONTROL DE REACTIVO NEGATIVO

Se debe utilizar un control de reactivo negativo para tefiir la seccion adyacente al tejido de
muestra del paciente en un portaobjetos independiente del portaobjetos tefiido con el
anticuerpo VENTANA anti-MSH6 (SP93). Se recomienda el uso de un anticuerpo
monoclonal de conejo de control de reactivo negativo (Rabbit Monoclonal Negative
Control Ig) en lugar del anticuerpo primario para evaluar la tincién no especifica. Los
parametros de tincion del anticuerpo de control de reactivo negativo deben ser idénticos a
los establecidos para el anticuerpo primario.

CONTROL TISULAR POSITIVO

Es necesario incluir un control tisular positivo en cada sesién de procedimiento de tincion
que se lleve a cabo. La practica de laboratorio 6ptima consiste en incluir una seccién de
control positivo en el mismo portaobjetos que contiene el tejido del paciente. Esto
contribuye a identificar fallos al aplicar los reactivos al portaobjetos. Un tejido con una
tincidn débil positiva es mas adecuado para el control de calidad. Los componentes de
tincion positiva del tejido sirven para comprobar que el anticuerpo se ha aplicado y el
instrumento ha funcionado correctamente. El tejido de control puede contener elementos
de tincion tanto positiva como negativa y ambos sirven como tejidos de control positivo y
negativo. Los tejidos de control deben ser una muestra extraida recientemente de
autopsia, biopsia 0 muestra quirtrgica, preparada o fijada con la mayor brevedad con un
proceso idéntico al de las secciones de prueba. Estos tejidos se utilizaran para hacer un
seguimiento de todos los pasos que conlleva el proceso, desde la preparacion del tejido
hasta la tincion. El uso de una seccion de tejido fijada o procesada de forma diferente a la
muestra de la prueba actuaré como control en todos los pasos de reactivo y del método,
salvo en los de fijacion y procesamiento de tejidos.

Los controles tisulares positivos conocidos solo se deben usar para monitorizar el
comportamiento correcto de los reactivos de la prueba y de los tejidos procesados, y no
como ayuda para establecer un diagnéstico especifico de las muestras del paciente. Si
los controles tisulares positivos no muestran una tincién positiva, los resultados con las
muestras de la prueba se deben considerar no validos.
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El tejido de CRC o de EC con un Estado clinico de MSH6 Intacta o un tejido de colon o de
endometrio normales previamente cualificados con el anticuerpo VENTANA anti-MSH6
(SP93) pueden servir como control tisular positivo. Colon o endometrio normal tendran un
estado de tincion intacta en MSH6 con el anticuerpo VENTANA anti-MSH6 (SP93). El
control tisular positivo deberia presentar una tincién nuclear inequivoca en las células
tumorales viables siempre que existan controles positivos internos, como la tincion
nuclear en linfocitos, fibroblastos y epitelio normal del colon en las zonas cercanas al
tumor.

CONTROL TISULAR NEGATIVO

Dado que la expresion de las proteinas MLH1, PMS2, MSH2 y MSH6 se observa en
todos los tejidos, no existe un control tisular negativo normal para estos biomarcadores.
Sin embargo, el tejido de CRC o EC con un Estado clinico con MSH6 Perdida
previamente cualificado con el anticuerpo VENTANA anti-MSH6 (SP93) puede servir
como control tisular negativo. Los controles tisulares negativos deberian utilizarse
Unicamente para monitorizar el comportamiento correcto de los tejidos procesados, de los
reactivos de la prueba y de los instrumentos, y no como ayuda para establecer un
diagndstico especifico de las muestras del paciente.

VERIFICACION DEL ENSAYO

Antes de comenzar a utilizar un anticuerpo o un sistema de tincidn en un procedimiento
diagnostico, se debe comprobar la especificidad del anticuerpo mediante pruebas en una
serie de tejidos que contengan caracteristicas de rendimiento en IHC conocidas y que
reflejen tejidos con Estado clinico Intacto de la proteina MSHE. (Consulte la seccién
Procedimientos de control de calidad que se ha mencionado anteriormente en esta
seccidn y que se encuentra en la hoja de datos del producto y las recomendaciones sobre
control de calidad de College of American Pathologists Laboratory Accreditation Program,
Anatomic Pathology Checklist,44 o CLSI Approved Guideline5)

INTERPRETACION DE LAS TINCIONES Y RESULTADOS PREVISTOS

El patron de tincion del anticuerpo VENTANA anti-MSHG6 (SP93) es nuclear en las células
proliferativas activas. Los anatomopatélogos cualificados asignan un Estado clinico a las
muestras de tejido tumoral tefiidas con el anticuerpo VENTANA anti-MSH6 (SP93) en
funcion de su evaluacién de la presencia o ausencia de tincion nuclear especifica en el
tumor. Se asigna un Estado clinico de Intacto a los casos con tincidn nuclear inequivoca
en las células tumorales viables en presencia de controles positivos internos adecuados,
como la tincion nuclear en linfocitos, fibroblastos o epitelio normal en las zonas cercanas
al tumor. Se asigna un Estado clinico Perdida a los casos con pérdida de tincién nuclear
inequivoca o una tincién nuclear focal débil equivoca en las células tumorales viables
siempre que existan controles positivos internos como se muestra en la Tabla 5.

Si no hay tincién nuclear inequivoca en los controles positivos internos o la tincion de
fondo interfiere en la interpretacion, los resultados del ensayo deben considerarse
inaceptables y tiene que repetirse. Una tincion nuclear punteada en las células tumorales
se considerara negativa (Perdida). En casos de tincién focal de células tumorales, es
posible que algunas muestras presenten tincién focal en las células tumorales y su
intensidad puede variar desde débil a fuerte. Segun el algoritmo de puntuacién de
VENTANA MMR RxDx Panel, una tincién nuclear focal débil y equivoca en las células
tumorales viables en presencia de controles positivos internos deberia clasificarse como
Estado clinico de expresion Perdida. Por otra parte, una tincion nuclear focal fuerte e
inequivoca en las células tumorales viables en presencia de controles positivos internos
deberia clasificarse como estado clinico de expresion Intacta.

Tabla 5. Interpretacion de la tincion con el anticuerpo VENTANA anti-MSH6 (SP93).

Estado clinico

Descripcion

Tincion nuclear inequivoca en las células tumorales viables en
presencia de controles positivos internos adecuados, como la
tincion nuclear en linfocitos, fibroblastos o epitelio normal en
las zonas cercanas al tumor

Expresion de
MSH6 Intacta

Pérdida inequivoca de tincion nuclear o una tincion nuclear
focal débil equivoca en las células tumorales viables en
presencia de controles positivos internos adecuados. La
tincion nuclear punteada se debe considerar negativa.

Expresion de
MSHG Perdida

Los casos con tincién con el anticuerpo VENTANA anti-MSH6 (SP93) se clasifican como
Intacta o Perdida en funcion de la presencia o la ausencia de tincion especifica en el
tumor.
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En la Tabla 6 se muestra la interpretacion del estado general de MMR a nivel de panel.

Tabla 6. Interpretacion de la tincion de VENTANA MMR RxDx Panel y VENTANA MMR
[HC Panel.

Competente (Negativo) Deficiente (Positivo)

Los cuatro marcadores del panel (MLH1,
PMS2, MSH2 y MSH6) presentan
expresion intacta de la proteina

Al menos un marcador del panel (MLH1,
PMS2, MSH2 y MSH6) presenta
expresion perdida de la proteina

LIMITACIONES ESPECIFICAS

La variacion de las condiciones recomendadas para la recuperacion del antigeno que se
recogen en el protocolo puede invalidar los resultados previstos. Deben utilizarse los
controles adecuados y documentarlos. Los usuarios que no sigan los protocolos
recomendados deberan hacerse responsables de la interpretacion de los resultados del
paciente.

El anticuerpo VENTANA anti-MSH6 (SP93) Unicamente se ha aprobado para su uso con
los instrumentos BenchMark IHC/ISH junto con OptiView DAB IHC Detection Kit y no esta
homologado para utilizarlo con ningiin otro método de deteccién ni otros instrumentos de
tincion automatizados.

Algunos casos pueden ser especialmente complejos debido a los siguientes problemas:

Fondo no especifico: Algunas muestras pueden presentar tincion de fondo no
especifica por motivos que todavia no se conocen en profundidad. Por esta razon,
en la evaluacion del portaobjetos con el anticuerpo VENTANA anti-MSH6 (SP93)
debe incluirse una comparacion del portaobjetos con el portaobjetos tefiido con
control de reactivo negativo a fin de determinar el nivel de tincién de fondo no
especifica. La tincion citoplasmatica, de haberla, debe descartarse en la
interpretacion de la IHC con el anticuerpo VENTANA anti-MSH6 (SP93).

Tincion focal: Es posible que algunas muestras presenten tincion focal en las
células tumorales; su intensidad puede variar desde débil a fuerte. Segln se
especifica en el algoritmo de puntuacion de IHC del anticuerpo VENTANA anti-
MSHG (SP93), una tincién nuclear focal débil y equivoca en las células tumorales
viables en presencia de controles positivos internos aceptables deberia clasificarse
como Perdida.

Tincidn punteada: Es posible que algunas muestras presenten una tincion punteada
discreta en los nucleos del tumor. La intensidad de la tincién puede variar entre
débil y fuerte. No deberia tenerse en cuenta el patrén de tincion. Si Gnicamente se
observa este tipo de patrén de tincion, el Estado clinico que se debe asignar es
Perdida.

Moteado: A diferencia de la tincién punteada, el aspecto del moteado es mas fino y
granular y puede ser focal o tener lugar en varias células tumorales. El patron de
tincion que se detecte en los nlcleos de células tumorales se debe ignorar y el
Estado clinico de expresion que hay que asignar al portaobjetos es el de Perdida.

Tejido o artefacto de tincion: Los artefactos histologicos que se originan en el
procesamiento de las muestras y en los procedimientos de microtomia pueden
dificultar la determinacién del Estado clinico mediante IHC del anticuerpo
VENTANA anti-MSH6 (SP93). Entre estos artefactos figuran los gradientes de
fijacion y efectos periféricos, la captura de DAB, el burbujeo en el nicleo, la
ausencia de tincidn en algunas regiones del tejido, el desgarro o dobleces en el
tejido y la pérdida de la seccion de tejido. En algunos casos, podria ser necesario
repetir la tincién de nuevas secciones o adquirir nuevas muestras.

Es posible que no todos los ensayos estén registrados en todos los instrumentos.
Pdngase en contacto con el representante local de servicio Roche para obtener més
informacion.

CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO DE VENTANA MMR RXDX
PANEL

RENDIMIENTO DE ANALISIS

Se llevaron a cabo pruebas de tincion para evaluar la sensibilidad, la especificidad, la
repetibilidad y la precision intermedia de la tincion, asi como pruebas de precision del
lector, reproducibilidad entre laboratorios y resultados clinicos, y los resultados de todas
ellas se enumeran en la seccidn que aparece a continuacion.

Sensibilidad y especificidad

La sensibilidad analitica se evalué mediante la caracterizacién de la prevalencia de
dMMR en el uso previsto de las muestras de tejido de carcinoma endometrial. La
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prevalencia general de la deficiencia de MMR en muestras de tejido de carcinoma
endometrial fue del 22.5 %, que se corresponde con la prevalencia de dMMR que figura
en la documentacion sobre el carcinoma endometrial.46

La especificidad analitica se determiné mediante la tincién con el anticuerpo VENTANA
anti-MSH6 (SP93) de varios casos de tejidos humanos normales y neoplasicos. Los
resultados se resumen en la Tabla 7 y la Tabla 8. La tincion positiva debe ser nuclear a
menos que se especifique lo contrario. No se observé ninguna tincién no prevista en los
tejidos normales y neoplasicos con el anticuerpo VENTANA anti-MSH6 (SP93). Tal y
como estaba previsto, y dado que la reparacion de errores de replicacion (MMR) esta
presente en todas las células proliferativas activas, todos los tejidos normales y
neoplasicos presentaron una tincion positiva.

Tabla7. La especificidad de la tincién con el anticuerpo VENTANA anti-MSH6 (SP93)
se determind en tejidos normales FFPE.

N.° de N.° de
casos casos
positivos/ positivos/

Tejido total Tejido total
Glandula 33 Pulmén 4/4
suprarrenal
Vejiga 313 Ganglio linfatico 33
Médula dsea 33 Mesotelio 313
Ovario 5/5 Péncreas 313
Mama 3/3 Glandula paratiroidea 3/3
Cerebelo 313 Nervio periférico 515
Cerebro 3/3 Préstata 3/3
Cuello del dtero 33 Musculo esquelético 33
Colon 33 Piel 33
Endometrio 2/3 Bazo 3/3
Esofago 3/3 Estémago 3/3
Corazon 3/3 Testiculos 3/3
Glandula pituitaria 33 Timo 33
Intestino 3/3 Tiroides 4/4
Rifion 313 Glandula salivalllingual 33
Higado 313 Amigdala 33

Nota: Las proteinas reparadoras de errores de emparejamiento (MMR), como
MSH®, estan presentes en todas las células proliferativas activas. En todos los
tejidos, la tincion positiva o negativa se determind gracias a los elementos
especificos del tejido en presencia de tincion positiva en las células normales de
control, como linfocitos, fibroblastos y células epiteliales.

Tabla 8. La especificidad de la tincién con el anticuerpo VENTANA anti-MSH6 (SP93)
se determiné en una variedad de tejidos FFPE neoplasicos.

N.° de casos

Patologia positivos/total
Glioblastoma (cerebro) 11
Meningioma (cerebro) 17
Ependimoma (cerebro) 17
Oligodendroglioma (cerebro) 11
Adenocarcinoma seroso (ovario) 11
Adenocarcinoma (ovario) il
Adenocarcinoma (pancreas) 17
Neoplasia neuroendocrina pancredtica (pancreas) 11
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N.° de casos
Patologia positivos/total
Seminoma (testiculos) 22
Carcinoma medular (tiroides) 1N
Carcinoma papilar (tiroides) 1N
Carcinoma ductal in situ (mama) 117
Carcinoma ductal microinvasivo (mama) gl
Carcinoma ductal invasivo (mama) 117
Linfoma de linfocitos B; NOS (bazo) 1N
Carcinoma de células pequefias (pulmén) 1N
Carcinoma de células escamosas (pulmén) 1N
Adenocarcinoma (pulmén) 17
Carcinoma neuroendocrino (es6fago) il
Adenocarcinoma (es6fago) 17
Carcinoma de células en anillo de sello (estémago) 1N
Adenocarcinoma (intestino delgado) 1N
Sarcoma estromal (intestino delgado) 1N
Adenocarcinoma (colon) gl
Adenocarcinoma (recto) gl
Tumor estromal gastrointestinal (GIST) (recto) gl
Carcinoma hepatocelular (higado) 1N
Hepatoblastoma (higado) 1N
Carcinoma de células claras (rifion) 1N
Adenocarcinoma (prostata) 22
Adenocarcinoma (Utero) 1N
Carcinoma de células claras (endometrio) 1N
Carcinoma de células escamosas (cuello uterino) 22
Rabdomiosarcoma embrionario (musculo estriado) 7
Carcinoma de células escamosas (piel) 11
Neuroblastoma (retroperitoneo) 17
Mesotelioma (peritoneo) 117
Linfoma de linfocitos B, NOS (ganglio linfatico) 212
Linfoma de Hodgkin (ganglio linfético) 117
Linfoma anaplésico de células grandes difuso 1N
Leiomiosarcoma (vejiga) 1N
Osteosarcoma il
Rabdomiosarcoma de células fusiformes (peritoneo) 1N
Leiomiosarcoma (musculo liso) 1N

Nota: Las proteinas reparadoras de errores de emparejamiento (MMR), como MSH6,
estan presentes en todas las células proliferativas activas. En todos los tejidos, la
tincion positiva o negativa de las células tumorales se determin en presencia de
tincion positiva en las células normales de control, como linfocitos, fibroblastos y

células epiteliales.
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Precision: VENTANA MMR RxDx Panel

Repetibilidad y precision intermedia: estudio a nivel de marcador

En este estudio se evaluaron veintiocho casos de tejidos FFPE (15 con expresion intacta
y 13 con expresion perdida) de una variedad de tejidos de tumores solidos entre los que
figuraban 6 casos de carcinoma endometrial (3 con expresion intacta y 3 con expresion
perdida). El disefio del estudio verificaba la precision de la tincion de tejidos tumorales
tefiidos con el anticuerpo VENTANA anti-MSH6 (SP93).

e Tres lotes de anti-MSH6 (SP93) (entre lotes de anticuerpo)

e Tres lotes de OptiView DAB IHC Detection Kit (entre kits de deteccion)

e Tres instrumentos BenchMark ULTRA (entre instrumentos)

. En tres dias diferentes (entre dias)

. En todas las condiciones de precision intermedia (en una misma sesion)

Se asignd un modo a cada caso en funcion de las muestras consolidadas por condiciones
de la prueba: entre lotes de anticuerpo, entre kits de deteccion, entre instrumentos y entre
dias. En el caso de la condicién en una misma sesion, cada caso se compard con sus
muestras duplicadas en casa sesion de prueba. Todos los portaobjetos se enmascararon,
aleatorizaron y evaluaron mediante la interpretacion de la tincién para el anticuerpo
VENTANA anti-MSH6 (SP93) (Tabla 5). Los resultados de los tejidos con carcinoma
endometrial se resumen en la Tabla 9 y en la Tabla 10 se muestra una variedad de tejidos
con tumor sdlido entre los que figura el carcinoma endometrial.

Tabla 9. Repetibilidad y precision intermedia del anticuerpo VENTANA anti-MSH6
(SP93) en tejidos con carcinoma endometrial con el parametro de medida del Estado
clinico de MSH6 (Intacta/Perdida).

Repetibilidad! Concordancia
pECs Tipo N % Cl del 95 %
PPA 18/18 1000 | (824,100.0)
E’;tr:zc'zﬁzge NPA 18118 1000 | (824, 100.0)
OPA 36136 1000 | (904, 100.0)
PPA 18/18 1000 | (824,100.0)
Eg‘re kits de NPA 18118 1000 | (824,100.0)

eteccion
OPA 36/36 1000 | (904,100.0)
PPA 18/18 1000 | (824,100.0)
<§2ﬁr§hﬂfﬁﬁﬂﬁ?§,§) NPA 18118 1000 | (824,1000)
OPA 36136 1000 | (904, 100.0)
PPA 18/18 1000 | (824,100.0)
Entre dias NPA 18/18 1000 | (824,100.0)
OPA 36/36 1000 | (904,100.0)
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Repetibilidad/ Concordancia
L Tipo niN % Cl del 95%
PPA 27127 1000 | (87.5,100.0)
En la misma sesion NPA 27127 100.0 (87.5, 100.0)
OPA 54/54 1000 | (934, 100.0)

Nota: Porcentaje de concordancia positiva (PPA), porcentaje de concordancia
negativa (NPA) y porcentaje de concordancia global (OPA).

Nota: Los intervalos de confianza (Cl) del 95 % bilaterales se calcularon mediante el
método bootstrap percentil con 2000 muestras bootstrap. Los Cl del 100 % de los
PPA, NPA y OPA se calcularon mediante el método de puntuacion de Wilson.

Nota: A efectos de este andlisis, un estado de marcador Intacto se consideraba
negativo y un estado de marcador Perdido se consideraba positivo.

Tabla 10. Repetibilidad y precision intermedia del anticuerpo VENTANA anti-MSH6
(SP93) en una variedad de tejidos de tumores sélidos, como el carcinoma endometrial,
con el pardmetro de medida del Estado clinico de MSH6 (Intacta/Perdida).

Repetibilidad/ Concordancia
Precision Tipo niN % Cl del 95 %
PPA 78/78 1000 | (95.3,100.0)
Entre lotes de NPA 90/90 1000 | (959, 100.0)
anticuerpo
OPA 168/168 1000 | (97.8,100.0)
PPA 78/78 1000 | (95.3,100.0)
Eg"e kits de NPA 90/90 1000 | (95.9,100.0)
eteccion

OPA 168/168 1000 | (97.8,100.0)
PPA 7878 1000 | (95.3,100.0)

Entre instrumentos
(BenchMark ULTRA) NPA 90/90 100.0 | (95.9,100.0)
OPA 168/168 100.0 | (97.8,100.0)
PPA 78/78 100.0 | (95.3,100.0)
Entre dias NPA 90/90 1000 | (95.9,100.0)
OPA 168/168 1000 | (97.8,100.0)
PPA 17117 1000 | (96.8,100.0)
En la misma sesion NPA 135/135 100.0 (97.2, 100.0)
OPA 252/252 1000 | (98.5,100.0)

Nota: Porcentaje de concordancia positiva (PPA), porcentaje de concordancia
negativa (NPA) y porcentaje de concordancia global (OPA).

Nota: Los intervalos de confianza (Cl) del 95 % bilaterales se calcularon mediante
el método de puntuacion de Wilson.

Nota: A efectos de este andlisis, un estado de marcador Intacto se consideraba
negativo y un estado de marcador Perdido se consideraba positivo.

Precision intermedia entre dias: estudio a nivel de marcador

En este estudio se evaluaron veinticuatro casos de tejidos FFPE (12 con expresion intacta
y 12 con expresion perdida) de una variedad de tejidos de tumores sélidos entre los que
figuraban 8 casos de carcinoma endometrial (4 con expresion intacta y 4 con expresion
perdida). El disefio del estudio comprobaba la precision de la tincion de tejidos tumorales
tefiidos con el anticuerpo VENTANA anti-MSH6 (SP93) durante cinco dias no
consecutivos.

En cada muestra, se determiné el modo del resultado de la tincién en funcion del
resultado de tincion que se habia observado con mayor frecuencia entre las 10 réplicas
tefiidas en los cinco dias no consecutivos con un solo lote de anticuerpo y un Unico lote
de deteccion en un instrumento. El resultado de cada una de las muestras de la prueba
se comparaba después con su respectivo modo y se consideraba concordante o
discordante. Todos los portaobjetos se enmascararon, aleatorizaron y evaluaron mediante
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la interpretacion de la tincion para el anticuerpo VENTANA anti-MSH6 (SP93) (Tabla 5).
Los resultados de los tejidos con carcinoma endometrial se resumen en la Tabla 11y en
la Tabla 12 se muestra una variedad de tejidos con tumor sdlido entre los que figura el
carcinoma endometrial.

Tabla 11. Precision intermedia entre dias del anticuerpo VENTANA anti-MSH6 (SP93) en
tejidos con carcinoma endometrial con el parametro de medida del Estado clinico de
MSHG (Intacta o Perdida).

Repetibilidad/ Concordancia
el Tipo nIN % Cldel 95%
PPA 40/40 1000 | (91.2,100.0)
Entre dias NPA 40/40 1000 | (91.2,100.0)
OPA 80/80 1000 | (95.4,100.0)

Nota: Porcentaje de concordancia positiva (PPA), porcentaje de concordancia
negativa (NPA) y porcentaje de concordancia global (OPA).

Nota: Los intervalos de confianza (Cl) del 95 % bilaterales se calcularon mediante el
método de puntuacién de Wilson.

Nota: A efectos de este andlisis, un estado de marcador Intacto se consideraba
negativo y un estado de marcador Perdido se consideraba positivo.

Tabla 12. Precisién intermedia entre dias del anticuerpo VENTANA anti-MSH6 (SP93) en
una variedad de tejidos de tumores sélidos, como el carcinoma endometrial, con el
parametro de medida del Estado clinico de MSH6 (Intacta/Perdida)

Repetibilidad/ Concordancia
il Tipo niN % Cl del 95%
PPA 120/120 1000 | (96.9,100.0)
Entre dias NPA 1201120 1000 | (96.9,100.0)
OPA 240/240 1000 | (98.4,100.0)

Nota: Porcentaje de concordancia positiva (PPA), porcentaje de concordancia
negativa (NPA) y porcentaje de concordancia global (OPA).

Nota: Los intervalos de confianza (Cl) del 95 % bilaterales se calcularon mediante el
método de puntuacion de Wilson.

Nota: A efectos de este analisis, un estado de marcador Intacto se consideraba
negativo y un estado de marcador Perdido se consideraba positivo.

Precisién intermedia entre plataformas y entre instrumentos: estudio
a nivel de marcador en EC

En el estudio se evaluaron diez casos (5 con expresion intacta y 5 con perdida) de tejidos
FFPE con carcinoma endometrial (EC). El disefio del estudio comprobaba la precision
intermedia en tejidos de carcinoma endometrial (EC) tefiidos con el anticuerpo VENTANA
anti-MSH6 (SP93) en las plataformas BenchMark ULTRA, BenchMark XT'y

BenchMark GX 'y entre tres instrumentos BenchMark ULTRA, tres instrumentos
BenchMark XT y tres instrumentos BenchMark GX. En cada caso, se determiné el modo
del resultado de la tincion en funcion del resultado de tincion que se habia observado con
mayor frecuencia. Todos los portaobjetos se enmascararon, aleatorizaron y evaluaron
mediante la interpretacion de la tincion para el anticuerpo VENTANA anti-MSH6 (SP93)
(Tabla 5). El resultado de cada una de las muestras de la prueba se comparaba con su
respectivo modo y se consideraba concordante o discordante. Los resultados de la
precision intermedia entre plataformas y entre los instrumentos BenchMark ULTRA,
BenchMark XT y BenchMark GX se resumen en la Tabla 13 en los casos de carcinoma
endometrial (EC).
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Tabla 13. Precisién intermedia entre plataformas y entre instrumentos del anticuerpo
VENTANA anti-MSH6 (SP93) en tejidos con carcinoma endometrial (EC) con el
parametro de medida del Estado clinico de MSH6 (Intacta o Perdida).

Concordancia
Concordancia
Tipo n/N % Cl del 95 %
PPA 21/21 100.0 (84.5,100.0)
BenchMark ULTRA:
BenchMark GX NPA 22/23 95.7 (79.0,99.2)
OPA 43/44 97.7 (88.2,99.6)

Repetibilidad/ Concordancia
ALY Tipo N % Cl del 95 %
PPA 90/90 1000 | (959, 100.0)
Entre plataformas NPA 90/90 100.0 (95.9, 100.0)
OPA 180/180 1000 | (97.9, 100.0)
PPA 30130 1000 | (8856, 100.0)
Eg;en?hs&;:w%s NPA 30130 1000 | (886, 100.0)
OPA 60/60 1000 | (94.0,100.0)
PPA 30130 1000 | (8856, 100.0)
(gggr:h'&zt:ﬁ'ﬂf?;z) NPA 30130 1000 | (88.6,100.0)
OPA 60/60 1000 | (94.0,100.0)
PPA 30130 1000 | (8856, 100.0)
E(rgg’;]'c?f,\t/lrg:‘lz‘g‘;(")s NPA 30130 1000 | (88.6,100.0)
OPA 60/60 1000 | (940, 100.0)

Nota: Porcentaje de concordancia positiva (PPA), porcentaje de concordancia
negativa (NPA) y porcentaje de concordancia global (OPA).

Nota: Los intervalos de confianza (CI) del 95 % bilaterales se calcularon mediante el
método bootstrap percentil con 2000 muestras bootstrap. Los Cl del 100 % de los
PPA, NPA y OPA se calcularon mediante el método de puntuacion de Wilson.

Nota: A efectos de este andlisis, un estado de marcador Intacto se consideraba
negativo y un estado de marcador Perdido se consideraba positivo.

Concordancia en instrumentos BenchMark IHC/ISH: estudio a nivel
de marcador en EC

En el estudio se evaluaron cuarenta y cuatro casos (23 con expresion intacta y 21 con
expresion perdida) de tejidos FFPE con EC. El disefio del estudio comprobaba la
concordancia del Estado clinico y la intensidad de la tincion en tejidos de carcinoma
endometrial tefiidos con el anticuerpo VENTANA anti-MSH6 (SP93) en las plataformas
BenchMark ULTRA, BenchMark XT y BenchMark GX. Todos los portaobjetos se
enmascararon, aleatorizaron y evaluaron mediante la interpretacion de la tincion para el
anticuerpo VENTANA anti-MSH6 (SP93) (Tabla 5). El resultado de cada una de las
muestras de la prueba se comparaba con el Estado clinico derivado de un portaobjetos
tefiido con un instrumento BenchMark ULTRA y se consideraba concordante o
discordante. Los resultados de la migracion del ensayo de casos de carcinoma
endometrial (EC) se resumen en la Tabla 14.

Tabla 14. Concordancia entre plataformas del anticuerpo VENTANA anti-MSH6 (SP93)
en tejidos con carcinoma endometrial (EC) con el parametro de medida del Estado clinico
de MSH6 (Intacta/Perdida).

Concordancia

Concordancia
Tipo n/N % Cl del 95 %
PPA 21/21 100.0 (84.5,100.0)

BenchMark ULTRA:

BenchMark XT NPA 23/23 100.0 (85.7,100.0)

OPA 44/44 100.0 (92.0, 100.0)
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Nota: Porcentaje de concordancia positiva (PPA), porcentaje de concordancia
negativa (NPA) y porcentaje de concordancia global (OPA).

Nota: Los intervalos de confianza (Cl) del 95 % bilaterales se calcularon mediante el
método bootstrap percentil con 2000 muestras bootstrap. Los Cl del 100 % de los
PPA, NPA y OPA se calcularon mediante el método de puntuacion de Wilson.

Nota: A efectos de este andlisis de concordancia, un estado de marcador Intacto se
consideraba negativo y un estado de marcador Perdido se consideraba positivo.

Precision del lector: estudio a nivel de panel

La precision entre lectores y del lector se evalué mediante la valoracién de la
concordancia del estado de MMR RxDx entre tres lectores y con lectores independientes
con 162 casos (100 competentes y 62 deficientes) de una variedad de tipos de tumores,
como 34 casos (17 competentes y 17 deficientes) de carcinoma endometrial. En este
estudio se evaluaron los casos de FFPE de cada uno de los siguientes sistemas de
érganos: urinario, reproductivo, gastrointestinal, endocrino, hepatopancreatobiliar, tejidos
blandosi/piel, toracico y otros (cabeza y cuello). Las muestras bioldgicas se enmascararon
y se aleatorizaron antes de su evaluacion para establecer el estado de MSH6 (Intacta o
Perdida) y el estado a nivel de panel (competente o deficiente) mediante el algoritmo de
puntuacion VENTANA MMR RxDx Panel (Tabla 6). Los lectores puntuaron todas las
muestras dos veces, con un minimo de dos semanas entre lecturas. Los porcentajes de
concordancia entre lectores y del lector se resumen en la Tabla 15, en el caso de los
tejidos de carcinoma endometrial, y en la Tabla 16 en el caso de una variedad de tejidos
con tumor sdlido entre los que figura el carcinoma endometrial.

Tabla 15. Precision del lector y entre lectores de VENTANA MMR RxDx Panel en tejidos
de carcinoma endometrial con el parametro de medida del Estado clinico de MMR
(Competente/Deficiente).

Precision Concordancia
Tipo n/N % Cl del 95 %
APA 100/101 99.0 (97.0, 100.0)
Mismo lector ANA 102/103 99.0 (97.1, 100.0)
OPA 101/102 99.0 (97.1,100.0)
APA 98/100 98.0 (93.8, 100.0)
Entre lectores ANA 102/104 98.1 (94.4,100.0)
OPA 100/102 98.0 (94.1,100.0)

Nota: Promedio de concordancia positiva (APA), promedio de concordancia negativa
(ANA) y porcentaje de concordancia global (OPA).

Nota: Los intervalos de confianza (Cl) del 95 % bilaterales se calcularon mediante el
método bootstrap percentil con 2000 muestras bootstrap.

Nota: A efectos de este anlisis, un estado Deficiente de panel MMR (dMMR) se
consideraba positivo y un estado Competente de panel MMR (pMMR) se consideraba
negativo.

Tabla 16. Precision entre lectores y del lector de VENTANA MMR RxDx Panel en una
variedad de tejidos de tumores sélidos, como el carcinoma endometrial, con el parametro
de medida del Estado clinico de MMR (Competente o Deficiente).

Concordancia
Precision
Tipo n/N % Cl del 95 %
Mismo lector APA (364/366) 99.5 (98.6, 100.0)
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Concordancia
Precision
Tipo n/N % Cl del 95 %
ANA (598/600) 99.7 (99.2, 100.0)
OPA (481/483) 99.6 (99.0, 100.0)
APA (364/366) 99.5 (98.3,100.0)
Entre lectores ANA (596/598) 99.7 (99.0, 100.0)
OPA (480/482) 99.6 (98.8, 100.0)

Nota: Promedio de concordancia positiva (APA), promedio de concordancia
negativa (ANA) y porcentaje de concordancia global (OPA).

Nota: Los intervalos de confianza (Cl) del 95 % bilaterales se calcularon mediante
el método bootstrap percentil con 2000 muestras bootstrap.

Nota: A efectos de este andlisis, un estado Deficiente de panel MMR (dMMR) se
consideraba positivo y un estado Competente de panel MMR (pMMR) se
consideraba negativo.

Estudio de reproducibilidad entre laboratorios: estudio a nivel de
panel

Se llevo a cabo un estudio de reproducibilidad entre laboratorios del VENTANA MMR
RxDx Panel para demostrar la reproducibilidad del ensayo a la hora de determinar el
estado de MMR de las muestras biolégicas de EC. El estudio incluia 30 muestras
biolégicas de FFPE de archivo y sin identificar que se tifieron en un instrumento
BenchMark ULTRA en cada uno de los 3 laboratorios externos en una serie de 3 dias no
consecutivos (con un lapso temporal de al menos 20 dias en total). En cada uno de los
dias de tincion de cada sitio se obtuvo un panel de cinco portaobjetos [4 portaobjetos con
tincion del anticuerpo del biomarcador y 1 portaobjetos tefiido con Negative Control
(Monoclonal) mediante el protocolo de tincién de PMS2] que dos anatomopatélogos
evaluaron de forma independiente en el sitio para determinar el estado de cada marcador
(Intacta o Perdida) y el estado de MMR (Competente o Deficiente).

El estudio incluia 540 observaciones en total de 30 muestras (incluidas 4 muestras
desafiantes) tefiidas durante 3 dias en 3 sitios con 2 lectores por centro. Los resultados
del estado de MMR de todos los lectores, los sitios y los dias de los casos se combinaron
y se analizaron en comparacion con los modos de lector de los mismos casos para
determinar la reproducibilidad global del estado de MMR. El resumen de los indices de
concordancia en todas las observaciones evaluables usando los modos del lector de nivel
de caso para el estado de nivel de panel de MMR como referencia se pueden consultar
enla Tabla 17.

Tabla 17. Reproducibilidad entre laboratorios de los porcentajes de concordancia de
VENTANA MMR RxDx Panel en el carcinoma endometrial (EC).

Reproducibilidad entre Concordancia
laboratorios

Tipo n/N % Cl del 95 %

PPA 263/268 98.1 (95.5, 100.0)

Global NPA 269/269 100.0 (98.6, 100.0)

OPA 532/537 99.1 (97.8, 100.0)

PPA 263/268 98.1 (95.5, 100.0)

Estratificado por sitio NPA 269/269 100.0 (98.6, 100.0)
OPA 532/537 99.1 (97.8,100.0)
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Reproducibilidad entre Concordancia
laboratorios
Tipo n/N % Cl del 95 %
PPA 263/265 99.2 (98.1,100.0)
Estratificado por lector NPA 272/272 100.0 (98.6, 100.0)
OPA 535/537 99.6 (99.1, 100.0)

Nota: Porcentaje de concordancia positiva (PPA), porcentaje de concordancia
negativa (NPA) y porcentaje de concordancia global (OPA).

Nota: Los intervalos de confianza (Cl) del 95 % bilaterales se calcularon mediante el
método bootstrap percentil con 2000 muestras replicadas. En caso de concordancia
del 100 %, se utilizo el método de puntuacion de Wilson.

Nota: A efectos de este andlisis, un estado Deficiente de panel MMR (dMMR) se
consideraba positivo y un estado Competente de panel MMR (pMMR) se
consideraba negativo.

Ademas, se llevaron a cabo comparaciones entre pares del estado MMR entre sitios,
entre lectores y entre dias. Tal y como se recoge en la Tabla 18, los datos indican una
reproducibilidad del ensayo en 3 dias, 3 sitios y 6 lectores.

Tabla 18. Porcentajes de concordancia entre pares de reproducibilidad entre laboratorios
de VENTANA MMR RxDx Panel en el carcinoma endometrial (EC).

Reproducibilidad entre Concordancia

laboratorios Tipo niN % Cl del 95 %
APA 3072/3132 98.1 (95.3,100.0)

Entre sitios ANA 3216/3276 98.2 (95.7, 100.0)
OPA 3144/3204 98.1 (95.5,100.0)

APA 258/263 98.1 (95.3,100.0)

Del lector ANA 268/273 98.2 (95.7,100.0)
OPA 263/268 98.1 (95.5,100.0)

APA 518/522 99.2 (98.1,100.0)

Inter-dias ANA 542/546 99.3 (98.2,100.0)
OPA 530/534 99.3 (98.1,100.0)

Nota: Promedio de concordancia positiva (APA), promedio de concordancia negativa
(ANA) y porcentaje de concordancia global (OPA).

Nota: Los intervalos de confianza (Cl) del 95 % bilaterales se calcularon mediante el
método bootstrap percentil con 2000 muestras replicadas.

Nota: A efectos de este andlisis, un estado Deficiente de panel MMR (dMMR) se
consideraba positivo y un estado Competente de panel MMR (pMMR) se
consideraba negativo.

RENDIMIENTO CLIiNICO

Rendimiento clinico de dostarlimab (JEMPERLI) en el estudio
GARNET

En el estudio GARNET, un estudio abierto, multicéntrico, no controlado y con varias
cohortes en paralelo, se estudiaron tanto la eficacia como la seguridad de JEMPERLI. En
el estudio GARNET figuraban cohortes de ampliacion de individuos con tumores sélidos
recurrentes o avanzados con opciones de tratamiento limitadas. En la cohorte A1 se
encontraban los pacientes con EC con deficiencias en el sistema reparador de errores de
emparejamiento (AMMR) o elevada inestabilidad de microsatélite (MSI-H) que habian
evolucionado con un régimen con platino o tras este.

Los pacientes recibieron 500 mg de dostarlimab cada tres semanas durante 4 ciclos y, a
continuacién, 1000 mg de dostarlimab cada 6 semanas. El tratamiento se continuaba
hasta la aparicion de una toxicidad inaceptable o hasta la evolucion de la enfermedad
durante un maximo de dos afios.

Los parametros de medida principales de la eficacia en los resultados fueron la tasa de
respuesta objetiva (ORR) y la duracion de la respuesta (DOR), seglin se evalué mediante
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la revision central, independiente y enmascarada (BICR) de los radiélogos con la

version 1.1 de los Criterios de Evaluacion de Respuesta en Tumores Sélidos

(RECIST) v 1.1. Se definié la poblacion de eficacia como los pacientes que presentaban
una enfermedad medible mediante BICR en la linea base y habian tenido un seguimiento
minimo de 24 semanas o habian tenido menos de 24 semanas de seguimiento y lo
habian interrumpido debido a acontecimientos adversos o la progresion de la
enfermedad.

El primer andlisis provisional planificado para GARNET incluia pacientes con EC dMMR
inscritos en GARNET antes de la fecha de corte de datos clinicos (CCOD) de 8 de julio
de 2019. La poblacién de eficacia del primer analisis provisional constaba de una cohorte
de 71 pacientes con EC dMMR. La poblacion de eficacia del segundo andlisis provisional
planificado constaba de una cohorte de 209 pacientes con tumores so6lidos dMMR, como
EC, que se incorporaron al estudio antes de la CCOD del 1 de marzo de 2020.

El rendimiento de VENTANA MMR RxDx Panel se midié mediante la evaluacion de su
capacidad para identificar los pacientes con EC (primer analisis provisional) con
probabilidades de responder al tratamiento con JEMPERLI (es decir, los resultados de
eficacia obtenidos en GARNET). En concreto, la evaluacion del rendimiento diagnéstico
tenia como objetivo determinar la eficacia de JEMPERLI entre los pacientes con EC
dMMR recurrente o avanzado que podrian haber sido inscritos en GARNET si se hubiera
utilizado VENTANA MMR RxDx Panel (ensayo CDx) en lugar de CTA. Para estos analisis
se requirié un enfoque puente, ya que los pacientes no fueron seleccionados para
participar en el estudio GARNET mediante el ensayo CDx. En la evaluacion del
rendimiento diagndstico de VENTANA MMR RxDx Panel se empled Gnicamente un
subconjunto de casos de la poblacién de seguridad con Solicitud de Autorizacion de
Producto Bioldgico; pacientes que cumplian los criterios del estudio diagnéstico en los
andlisis provisionales para incorporarlos a los andlisis de rendimiento diagndstico.

Resultados clinicos del estudio GARNET: EC (dMMR)
En la Tabla 19 se recoge un resumen de los resultados de eficacia en pacientes con EC
dMMR del conjunto primario de anélisis de eficacia BLA.

Tabla 19. Resultados de eficacia del estudio GARNET en pacientes con EC dMMR/
MSI-H

o JEMPERLI
Criterios N =108
Probabilidad de conservar la respuesta a los 90.9 %
12 meses mediante K-M (CI del 95 %) (73.7,97.1)

[l En el momento de la fecha de linea de corte (1 de marzo de 2020)

[b] En el momento de la fecha de linea de corte, no se habia alcanzado la DOR
media.

K-M: estimacion de curva de Kaplan-Meier.

Cl: intervalo de confianza.

MSI-H: elevada inestabilidad de microsatélite.

Rendimiento clinico de VENTANA MMR RxDx Panel en la poblacién
de GARNET dMMR con cancer de endometrio

Entre la poblacion de evaluacion del rendimiento diagndstico de la eficacia de VENTANA
MMR RxDx Panel en EC figuraban pacientes incorporados a GARNET que habian
recibido el tratamiento del estudio antes de la CCOD del primer analisis provisional
planificado y cuya idoneidad para el estudio se confirmé mediante el CTA, que se definio
como cualquier prueba de IHC de MMR que se hubiera llevado a cabo de forma local o
centralizada diferente a la prueba con VENTANA MMR RxDx Panel.

Como parte del andlisis integrador, la concordancia del estado de MMR entre los
resultados del CTA y CDx se calculé con los resultados del CTA como referencia. A
efectos de los andlisis, el estado de MMR Competente se consideraba negativo y el
estado MMR Deficiente se consideraba positivo. Los resultados de concordancia entre los
ensayos de todas las muestras clinicas de la poblacién de seguridad BLA del estudio
GARNET, tanto con los resultados evaluables de CDx como con los resultados del CTA,
se muestran en la Tabla 20.

Tabla 20. La concordancia del estado de MMR entre el CTA GARNET y VENTANA MMR
RxDx Panel para la poblacion de EC.

JEMPERLI

Criterios N =108

Tasa de respuesta objetiva (ORR)

ORR, n (%) 47 (435 %) [a]

)

(Cl del 95 %) (34.0,53.4)
Tasa de respuesta completa n (%) 11(10.2 %)

Tasa de respuesta parcial n (%) 36 (33.3 %)

indice de control de la enfermedad (DCR) (Cl del
95 %)

55.6 % (45.7, 65.1)

Porcentaje (%) con enfermedad
estable (Cl del 95 %)

12.% (6.6, 19.7)

Duracion de la respuesta (DOR)

Media en meses (intervalo) No alcanzada [b]

(2.6,28.1+)
Probabilidad de conservar la respuesta a los 97.9 %
6 meses mediante K-M (CI del 95 %) (85.8,99.7)
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Concordancia
Poblacion del
anélisis [a]
Medida [b] n/IN % (CI del 95 %)
PPA 51/55 92.7 (82.7,97.1)
Concordancia IU NPA 68/68 100.0 (94.7, 100.0)
OPA 119/123 96.7 (91.9, 98.7)
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Concordancia
Poblacion del
anélisis [a]
Medida [b] niN % (CI del 95 %)
PPA 70/76 92.1(83.8,96.3)
Concordancia ITD NPA 90/91 98.9 (94.0, 99.8)
OPA 160/167 95.8 (91.6, 98.0)

Nota: Porcentaje de concordancia positiva (PPA), porcentaje de concordancia
negativa (NPA) y porcentaje de concordancia global (OPA).

Nota: Los intervalos de confianza (CI) del 95 % bilaterales se calcularon mediante el
método de puntuacion de Wilson.

[a] Los andlisis se llevaron a cabo en la poblacién de concordancia (todos los pacientes
de la poblacion de seguridad con unos resultados de tincion con VENTANA MMR
RxDx Panel (CDx) evaluables). Las poblaciones con intencion de diagnosticar (ITD) y
de concordancia del estudio eran equivalentes. La poblacién de concordancia del uso
previsto (IU) incluia inicamente el subconjunto de pacientes que también formaban
parte de la poblacion IU (es decir, para los que se llevo a cabo un intento de prueba
con VENTANA MMR RxDx Panel segun los requisitos del protocolo de diagnéstico).

[b] A efectos de este analisis, un estado Deficiente de panel MMR (dMMR) se
consideraba positivo y un estado Competente de panel MMR (pMMR) se consideraba
negativo.

Se efectuaron andlisis adicionales para calcular la eficacia del farmaco en pacientes con
EC recurrente o avanzado cuyos tumores eran o habrian sido dMMR tras las pruebas
realizadas con VENTANA MMR RxDx Panel, incluido un andlisis primario utilizando
diferentes enfoques de imputacion mdltiple (M) y analisis de sensibilidad utilizando los
limites inferiores de los Cl del 95 % de PPA y NPA observados como PPA y NPA
supuestos, respectivamente, y utilizando una hipétesis ajustada para la prevalencia de
casos que serian dMMR si se analizaran con el CTA. Estos analisis, que utilizan un
estado de CDx imputado para evaluar la eficacia en la poblacion seleccionada con CDx,
arrojaron resultados de ORR y DOR similares a los observados realmente en la poblacion
GARNET dMMR EC seleccionada mediante el CTA.

CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO DE VENTANA MMR IHC
PANEL

Precisién: VENTANA MMR IHC Panel
Repetibilidad dentro del analisis y precisién intermedia entre dias

Se evaluaron la repetibilidad y la precision del anticuerpo VENTANA anti-MSH6 (SP93)
en el instrumento BenchMark ULTRA junto con OptiView DAB IHC Detection Kit.

La repetibilidad dentro del anlisis se evalué mediante 10 muestras biologicas de cancer
colorrectal (5 con expresién de MSH6 Intacta y 5 con Perdida). Se tifieron cinco
portaobjetos replicados de cada muestra de cancer colorrectal con el anticuerpo
VENTANA anti-MSH6 (SP93) en un solo instrumento BenchMark ULTRA en un solo dia.
Cada uno de los portaobjetos tefiidos con el anticuerpo VENTANA anti-MSH6 (SP93) se
emparej6 con un portaobjetos tefiido con el control de reactivo negativo del mismo caso.
Todos los conjuntos de portaobjetos se aleatorizaron y un solo anatomopatélogo los
evalué para asignar los estados de la expresion Intacta o Perdida sin tener conocimiento
de los diagnésticos de los casos.

La precision intermedia entre dias se evalu6 también mediante 10 muestras de cancer
colorrectal (5 con expresion de MSH6 Intacta y 5 con expresion Perdida). Se tifieron
portaobjetos replicados de cada muestra de cancer colorrectal con el anticuerpo
VENTANA anti-MSH6 (SP93) en un solo instrumento BenchMark ULTRA cada uno de los
cinco dias no consecutivos. Cada uno de los portaobjetos tefiidos con el anticuerpo
VENTANA anti-MSH6 (SP93) se emparejé con un portaobjetos tefiido con el control de
reactivo negativo del mismo caso. Todos los conjuntos de portaobjetos se aleatorizaron y
un solo anatomopatdlogo los evalud para asignar los estados de la expresion Intacta o
Perdida sin tener conocimiento de los diagndsticos de los casos.

Ninguno de los portaobjetos tefiidos con el control de reactivo negativo mostraba tincién
especifica y la tincién de fondo era < 0.5. Mediante los datos combinados de todos los
emparejamientos posibles, ambos estudios, el de repetibilidad dentro del anélisis y el de
precision intermedia entre dias, presentaron un porcentaje de concordancia positiva del
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100 % (PPA), un porcentaje de concordancia negativa del 100 % (NPA) y un porcentaje
de concordancia global del 100 % (OPA). En la Tabla 21 se muestra un resumen de los
resultados.

Tabla 21. Repetibilidad dentro del analisis y precision intermedia entre dias del
anticuerpo VENTANA anti-MSH6 (SP93) con el parametro de medida del Estado clinico
(Intacta o Perdida)

Repetibilidad/ | Estado Concordancia
Precision clinico Tipo N % Cldel 95 %
Intacta PPA 25/25 1000 (867, 100.0)
dei‘fg‘f’iﬁ’i!ggﬁsis Perdida NPA 25/25 1000  (86.7,100.0)
Total OPA 50/50 1000 [(92.9, 100.0)
Intacta PPA 50/50 1000 [(92.9, 100.0)
Pre"i‘jg”se”"e Perdida | NPA 50/50 1000 [(92.9,100.0)
Total OPA 100/100 1000 [(96.3,100.0)

Nota: Porcentaje de concordancia positiva (PPA), porcentaje de concordancia
negativa (NPA) y porcentaje de concordancia global (OPA).

Nota: Los intervalos de confianza (Cl) del 95 % bilaterales se calcularon mediante el
método de puntuacién de Wilson.

Precision intermedia entre instrumentos

La precision intermedia entre instrumentos del instrumento BenchMark ULTRA con el
anticuerpo VENTANA anti-MSH6 (SP93) se determind mediante la tincién de portaobjetos
replicados de 10 muestras de cancer colorrectal (5 con expresion de MSH6 Intacta y

5 con expresion Perdida) en tres instrumentos BenchMark ULTRA con el anticuerpo
VENTANA anti-MSH6 (SP93) y el kit OptiView DAB IHC Detection Kit.

Cada uno de los portaobjetos tefiidos con el anticuerpo VENTANA anti-MSH6 (SP93) se
emparejé con un portaobjetos tefiido con el control de reactivo negativo del mismo caso.
Todos los conjuntos de portaobjetos se aleatorizaron y un solo anatomopatélogo los
evalué para asignar los estados clinicos de la expresion Intacta o Perdida sin tener
conocimiento de los diagnésticos de los casos. Ninguno de los portaobjetos tefiidos con el
control de reactivo negativo mostraba tincién especifica y la tincion de fondo era < 0.5.
Para estudiar la precision intermedia entre instrumentos BenchMark ULTRA, se llevaron a
cabo comparaciones entre pares del Estado clinico de los portaobjetos de cada muestra
entre instrumentos que dieron como resultado unos porcentajes de PPA, NPA y OPA del
100 %. En la Tabla 22 se resumen los resultados.

Tabla 22. Precision intermedia entre instrumentos BenchMark ULTRA del anticuerpo
VENTANA anti-MSH6 (SP93) con el parametro de medida del Estado clinico (Intacta o
Perdida).

L Estado Concordancia
Precision -
clinico
Tipo n/N % Cl del 95 %
L Intacta PPA 30/30 100.0 (88.6, 100.0)
Precision
intermedia entre | Perdida NPA 30/30 100.0 (88.6, 100.0)
instrumentos
Total OPA 60/60 100.0 (94.0, 100.0)

Nota: Porcentaje de concordancia positiva (PPA), porcentaje de concordancia
negativa (NPA) y porcentaje de concordancia global (OPA).

Nota: Los intervalos de confianza (CI) del 95 % bilaterales se calcularon mediante el
método de puntuacion de Wilson.

Ademas, la precision intermedia entre instrumentos con el anticuerpo VENTANA anti-
MSH6 (SP93) se determiné mediante la tincidn de portaobjetos replicados de 6 muestras
de cancer colorrectal (4 con expresion de MSHG Intacta y 2 con expresion Perdida) en
tres instrumentos BenchMark XT y en tres instrumentos BenchMark GX con el anticuerpo
VENTANA anti-MSH6 (SP93) y el kit OptiView DAB IHC Detection Kit.
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Hubo 15 observaciones por caso cuando se agruparon los 3 instrumentos, la mediana de
cada caso se determin¢ a partir de estas 15 observaciones. Las observaciones
individuales de ese mismo caso se consideraron concordantes con la mediana de la
intensidad de la sefial del caso si estaban dentro de la intensidad de la sefial de 0.5. Para
estudiar la precision intermedia entre instrumentos en los instrumentos BenchMark XT y
BenchMark GX, se llevaron a cabo las comparaciones entre pares de las puntuaciones de
la intensidad de la tincion del tumor de cada muestra, que dieron como resultado un
porcentaje de OPA del 100 % entre los tres instrumentos BenchMark XT y un porcentaje
de OPA del 100 % entre los tres instrumentos BenchMark GX. En todos los portaobjetos,
la tincién de fondo fue aceptable (< 0.5) en los instrumentos BenchMark XT y

BenchMark GX.

Concordancia en instrumentos BenchMark IHC/ISH

La concordancia en los instrumentos BenchMark IHC/ISH con el anticuerpo VENTANA
anti-MSH6 (SP93) se determind mediante la tincién de muestras biolégicas de carcinoma
colorrectal con el anticuerpo VENTANA anti-MSH6 (SP93) junto con OptiView DAB IHC
Detection Kit. Un solo anatomopatélogo evalué todos los portaobjetos para asignar el
Estado clinico (Intacta/Perdida).

Se llevaron a cabo comparaciones entre pares del Estado clinico de muestras de cancer
colorrectal entre plataformas, incluidos los instrumentos BenchMark GX con

BenchMark ULTRA (134 casos con expresion Intacta y 20 Perdida), BenchMark GX con
BenchMark XT (133 casos con expresion Intacta y 21 Perdida) y BenchMark ULTRA con
BenchMark XT (136 casos con expresion Intacta y 20 Perdida). Todas las comparaciones
entre pares efectuadas entre plataformas mostraron un 100 % de promedio de
concordancia positiva (APA), de promedio de concordancia negativa (ANA) y de promedio
de concordancia global (OPA).

Estudios de precision del lector

La precision del lector y entre lectores se evalud en 20 muestras de cancer colorrectal

(11 casos con expresion Intacta y 9 con expresion Perdida) tefidos con el anticuerpo
VENTANA anti-MSH6 (SP93) y OptiView DAB IHC Detection Kit. Cada uno de los
portaobjetos tefiidos con el anticuerpo VENTANA anti-MSH6 (SP93) se emparejé con un
portaobjetos tefiido con hematoxilina y eosina (H y E) y con uno con el control de reactivo
negativo del mismo caso.

Todos los conjuntos de portaobjetos se aleatorizaron y fueron evaluados por tres
anatomopatologos para determinar el Estado clinico de MSH6 como Intacta o Perdida. El
diagndstico de los casos estaba enmascarado para los anatomopat6logos. Tras un
periodo de reposo de dos semanas, los portaobjetos con tincién del anticuerpo VENTANA
anti-MSH6 (SP93) se volvieron a aleatorizar para someterlos a una segunda evaluacion
que determinase el Estado clinico de MSH8, que llevaron a cabo los tres
anatomopatdlogos. Ninguno de los portaobjetos tefiidos con el control de reactivo
negativo mostraba tincion especifica y la tincién de fondo era < 0.5.

Para estudiar la precision del lector se compararon las evaluaciones iniciales y finales de
los portaobjetos de un solo anatomopatélogo de un total de 20 comparaciones de
portaobjetos de cancer colorrectal por anatomopatélogo. Los datos de las comparaciones
de los tres anatomopatdlogos se combinaron y dieron como resultado un APA del 98.5 %,
un ANA del 98.1 % y un OPA del 98.3 % en cuanto a la precision del lector. En la

Tabla 23 se resumen los resultados.

En el estudio de precision entre lectores se compararon todas las evaluaciones de los
portaobjetos (20 muestras de cancer colorrectal x 2 evaluaciones/caso x 3
anatomopatélogos = 120 evaluaciones de portaobjetos) con un estado de caso modal en
cada caso de cancer colorrectal. El resultado de la precision entre lectores fue del 100 %
en el caso del PPA, del 98.1 % en el caso del NPA y del 99.2 % en el caso del OPA. En la
Tabla 23 se resumen los resultados.

Tabla 23. Precision del lector y entre lectores del anticuerpo VENTANA anti-MSH6
(SP93) en casos de cancer colorrectal con el parametro de medida del Estado clinico de
MSHG (Intacta/Perdida).

L Estado Concordancia
Precision an

clinico

Tipo n/N % Cl del 95 %

Intacta PPA 66/66 100.0 (94.5, 100.0)

Enire Perdida NPA 53/54 981 | (90.2,99.7)

Lector
Total OPA 119/120 99.2 (95.4,99.9)

Nota: Promedio de concordancia positiva (APA), promedio de concordancia negativa
(ANA) y porcentaje de concordancia global (OPA).

Nota: En el estudio de precision del lector, los intervalos de confianza (Cl) del 95 %
de los APA y ANA se calcularon mediante el método basado en Clopper-Pearson; los
Cl del 95 % del OPA se calcularon mediante el método bootstrap percentil. Los datos
de Cl del 95 % del estudio de precision entre lectores se calcularon mediante el
método de puntuacién de Wilson.

Precision entre lotes

La precision entre lotes de anticuerpo VENTANA anti-MSH6 (SP93) se determind
mediante el andlisis de tres lotes de produccion del anticuerpo VENTANA anti-MSH6
(SP93), cada uno en portaobjetos por triplicado de 10 muestras de cancer colorrectal

(5 con expresion de MSH6 Intacta y 5 con Perdida) en un instrumento BenchMark ULTRA
junto con OptiView DAB IHC Detection Kit.

Cada uno de los portaobjetos tefiidos con el anticuerpo VENTANA anti-MSH6 (SP93) se
emparejo con un portaobjetos tefiido con el control de reactivo negativo del mismo caso.
Los conjuntos de portaobjetos se aleatorizaron y fueron evaluados por un solo
anatomopatdlogo que no conocia los diagnosticos de los casos ni el nimero de lote de
anticuerpo VENTANA anti-MSH6 (SP93). Ninguno de los portaobjetos tefiidos con el
control de reactivo negativo mostraba tincion especifica y la tincion de fondo era < 0.5.
En el caso de la precision entre lotes de anticuerpo VENTANA anti-MSH6 (SP93), las
evaluaciones de todos los portaobjetos se compararon con un estado de caso modal de
cada caso de cancer colorrectal. EI OPA entre los lotes de anticuerpo VENTANA anti-
MSH6 (SP93) fue del 100 %, lo que demostré que la tincion con el anticuerpo VENTANA
anti-MSH6 (SP93) se puede reproducir en todos los lotes de anticuerpos.

En la Tabla 24 se muestra un resumen de los resultados de la precisién entre lotes de
anticuerpo VENTANA anti-MSH6 (SP93).

Tabla 24. Precision entre lotes de anticuerpo VENTANA anti-MSH6 (SP93) con el
parametro de medida del Estado clinico (Intacta o Perdida).

L Estado Concordancia
Precision -
clinico
Tipo n/N % Cl del 95 %
Intacta PPA 45/45 100.0 (92.1, 100.0)
Entre lotes Perdida NPA 45/45 100.0 (92.1, 100.0)
Total OPA 90/90 100.0 (95.9, 100.0)

Nota: Porcentaje de concordancia positiva (PPA), porcentaje de concordancia
negativa (NPA) y porcentaje de concordancia global (OPA).

Nota: Los intervalos de confianza (Cl) del 95 % bilaterales se calcularon mediante el
método de puntuacién de Wilson.

Estudio de reproducibilidad entre laboratorios
Se llevo a cabo un estudio de reproducibilidad entre laboratorios del VENTANA MMR IHC

Panel para demostrar la reproducibilidad de cada ensayo VENTANA MMR IHC Panel a la
. Estado Concordancia hora de determinar el Estado clinico. El estudio incluia 6 muestras biolégicas de tejido de
Precision clinico cancer colorrectal (3 de expresion Intacta y 3 de expresion Perdida) para cada proteina
Tipo niN % Cldel95% | MMRy 16 muestras biolégicas de tejido de cancer colorrectal (8 de expresion Intacta y
8 de expresion Perdida) BRAF V600E analizadas en tres instrumentos BenchMark
Intacta APA 66/67 985  |(88.0,100.0)| LTRA en cada uno de los cinco dias no consecutivos durante 21 dias en tres
Mismo lector Perdida ANA 52/53 98.1 (83.3,100.0) laboratorios externos. Cada uno de los portaobjetos tefiidos con el anticuerpo se
emparejo con un portaobjetos tefiido con hematoxilina y eosina (H y E) y con uno con el
Total OPA 59/60 98.3 (85.0,100.0) | control de reactivo negativo del mismo caso. Todos los conjuntos de portaobjetos se
2025-05-30 13/18 1020310ES Rev E

FT0700-410w



V=NTANA

aleatorizaron y fueron evaluados por un total de 6 lectores (2 lectores por sitio) que no
conocian el Estado clinico de MMR del conjunto de estudio. Cada uno de los 40 casos del
estudio contaban con 30 observaciones de todos los lectores a lo largo de todos los dias,
en todos los sitios. El estado de referencia del caso modal se derivé a cada caso en
funcion del estado mas recurrente de las 30 observaciones. En el estudio se incluyeron
un total de 1200 observaciones de las cinco proteinas. En todos los casos que se podian
evaluar, la tasa de aceptabilidad en cuanto a morfologia y fondo del estudio fue del

100 %. En la Tabla 25 se muestra un resumen de las estadisticas de concordancia
combinadas (de las cinco proteinas) entre el estado de referencia del caso modal y las
observaciones individuales.

Tabla 25. Concordancia entre VENTANA MMR IHC Panel y el estado de referencia del
caso modal.

Reproducibilid Estado Concordancia
ad entre P
laboratorios |  clnico Tipo niN % Cl del 95 %
Intacta/positivo]  PPA 598/600 99.8 (98.7, 100.0)
Todas las  |Perdida/negati
proteinas Vo NPA 593/600 98.9 (97.4,99.5)
Total OPA 1191/1200 99.4 (98.6,99.7)

Nota: Porcentaje de concordancia positiva (PPA), porcentaje de concordancia
negativa (NPA) y porcentaje de concordancia global (OPA).

Nota: El Estado clinico se ha definido como Intacta o Perdida en funcion de la
expresion de la proteina MMR y Positivo o Negativo en el caso de la proteina BRAF
V600E.

Nota: Los intervalos de confianza (CI) del 95 % se calcularon mediante un método
de modelo mixto lineal generalizado (GLMM).

Ademas, las comparaciones entre pares se llevaron a cabo entre sitios, entre dias y entre
lectores en el caso del anticuerpo VENTANA anti-MSH6 (SP93). Para la proteina MSHG,
en el conjunto del estudio se incluyeron un total de 180 observaciones. En la Tabla 26 se
resumen los resultados. Los datos indican una reproducibilidad del ensayo en 5 dias,

3 sitios y 6 lectores.

Tabla 26. indices de concordancia entre pares de reproducibilidad entre laboratorios del
anticuerpo VENTANA anti-MSH6 (SP93) con el parametro de medida del Estado clinico
(Intacta o Perdida).

Reproducibilidad entre Concordancia

laboratorios

Tipo niN % Cl del 95 %

APA 90/91 98.9 (96.8, 100.0)
Entre lectores

(2 anatomopatdlogos por| ANA 88/89 98.9 (96.6, 100.0)

sitio
) OPA 89/90 98.9 (96.7, 100.0)

Nota: Promedio de concordancia positiva (APA), promedio de concordancia negativa
(ANA) y porcentaje de concordancia global (OPA).

Nota: Los datos de los intervalos de confianza (Cl) bilaterales del 95 % se calcularon
mediante el método bootstrap percentil; en aquellos casos en los que la estimacion
de punto fue del 100 %, se utilizé el método de puntuacion de Wilson.

Estudio de precision: Comparacion de métodos con los resultados
de VENTANA MMR IHC Panel y el analisis molecular (secuenciacién
de ADN e hipermetilacion del promotor de MLH1)

Se llevo a cabo un estudio para comparar el rendimiento del panel VENTANA MMR IHC
Panel con el andlisis molecular que incluia una secuenciacion integral de ADN del panel
de colon a fin de identificar los casos de cancer colorrectal que (i) tienen una deficiencia
de MMR (dMMR) y (ii) contienen la mutacién BRAF V600E. La secuenciacion de ADN con
el panel del colon incluia anélisis genéticos de variantes presentes en los genes MMR
(MLH1, PMS2, MSH2, MSH6, EPCAM), BRAF y otros genes importantes en
carcinogénesis (como PIK3CA, KRAS, NRAS, ERBB2, etc.). La secuenciacion incluia
todos los exones, secuencias intronicas y adyacentes, asi como grandes deleciones,
duplicaciones y mosaicismo.

En el estudio, los casos secuenciales de cancer colorrectal se tifieron con Hy E y se
evaluaron a fin de obtener indicaciones sobre la fijacién y la morfologia adecuadas,
incluida la presencia de elementos celulares (células tumorales y de control interno).
Cada caso se evalué para determinar si la muestra contenia un minimo de un 50 % de
contenido tumoral de forma que facilitase suficiente representacion de células tumorales
en la muestra tal y como se recomienda de cara al analisis molecular. Tras la revision,
105 casos secuenciales que cumplian con estos criterios se incluyeron en el estudio.
Ademas, otros 13 casos de cancer colorrectal que presentaban un Estado clinico Perdida
mediante IHC se incluyeron para garantizar que el estado Perdida de cada marcador
estuviese representado en el estudio. Las secciones de todos los casos del estudio se
tifieron mediante IHC con VENTANA MMR IHC Panel y los controles de reactivo negativo
correspondientes. Se sometieron secciones adicionales a una secuenciacion de ADN con

. el panel de colon. La hipermetilacion del promotor de MLH1 es uno de los mecanismos
Reproducibilidad entre Concordancia que puede dar lugar a la pérdida de la expresion de la proteina MLH1 y esta asociada al
laboratorios - cancer colorrectal esporadico, mas que a un diagnéstico de posible sindrome de Lynch.
Tipo n/iN % Cldel95% | Porlo tanto, todos los casos de pérdida de expresion de MLH1 que se identificaron
APA 360/364 98.9 (96.8, 100.0) gqee;\jlllirlllt? IHC en el estudio se analizaron para comprobar la hipermetilacién del promotor
Entre siti )
(t:e;esTtliéosj ANA 352/356 98.9 (96.6,100.0) | En el conjunto final del estudio de 118 casos, se incluyo en el analisis el PPA y el NPA de
OPA 356/360 98.9 96.7 100.0 todos los marcadores combinados (es decir, todas las observaciones agrupadas) en los
: (96.7, 100.0) que los andlisis moleculares representaban el estado de referencia para la comparacion
APA 120/120 100.0 (96.9, 100.0) de IHC. En el andlisis se incluy una comparacion del estado de la proteina MMR
(intacto/con pérdida) con el estado molecular, que se definié como normal (sin
Sitio A ANA 1201120 100.0 (96.9,100.0) | mutaciones patogenas, negativo en hipermetilacion del promotor de MLH1 y con BRAF
natural (sin mutacién V600E)) o anémalo (con presencia de mutaciones patégenas,
OPA 120120 1000 (96.9,100.0) positivo en hipermetilacién del promotor de MLH1 y positivo en la mutacién BRAF
) APA 120/120 100.0 (96.9, 100.0) V600E.)'. Para egte .estudio, se define una mu’tacién patogénica dgntro del tumor como una
Entre dias mutacién hereditaria 0 somatica que se prevé que provoque la pérdida de la expresion de
(5diasno | SitioB ANA 1201120 100.0 (96.9,100.0) | la proteina MMR. Las estimaciones puntuales fueron del 99.4 % para el PPA, del 93.5 %
consecutivos) para el NPA y del 98.8 % para el OPA, tal y como se muestra en la Tabla 27.
OPA 1201120 100.0 (96.9, 100.0)
APA 1201124 96.8 (90.9, 100.0)
Sitio C ANA 112/116 96.6 (88.9, 100.0)
OPA 116/120 96.7 (90.0, 100.0)
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También se llevé a cabo un analisis combinado que comparaba los cuatro marcadores
MMR mediante IHC (sin el anticuerpo VENTANA anti-BRAF V600E (VE1)) con los
resultados del andlisis molecular. Las estimaciones puntuales fueron del 9.3 % para el
PPA, del 89.7 % para el NPA y del 98.5 % para el OPA, tal y como se resume en la
Tabla 28.

En un analisis adicional se llevd a cabo la comparacion de los resultados de los cuatro
marcadores MMR mediante IHC con los resultados del andlisis molecular de los genes
MMR a nivel de caso para incorporar el estado de todos los marcadores y generar un
resultado dMMR/pMMR de ambos métodos. En la Tabla 29 se muestra este andlisis, en
el que se observa un OPA de 97.4 % entre los dos métodos.

El estado de MMR mediante IHC y el estado de MMR mediante analisis molecular
también se compararon en el caso de los marcadores individuales de MMR dentro del
estudio. EI OPA de cada marcador de MMR, en comparacidn con los resultados
combinados de la secuenciacion de ADN del panel de colon y el andlisis de
hipermetilacion del promotor de MLH1, fue del 100.0 % con el anticuerpo VENTANA anti-
MLH1 (M1), del 99.1 % con VENTANA anti-PMS2 (A16-4) Mouse Monoclonal Primary
Antibody, del 98.3 % con VENTANA anti-MSH2 (G219-1129) Mouse Monoclonal Primary
Antibody y del 96.6 % con VENTANA anti-MSH6 (SP93) Rabbit Monoclonal Primary
Antibody.

También se compararon el Estado clinico de BRAF V600E en canceres colorrectales
obtenido mediante IHC con el anticuerpo VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) y los

resultados del estado mutacional BRAF determinados por secuenciacion de ADN. EI PPA,

NPA'y OPA de las pruebas IHC con el anticuerpo VENTANA anti-BRAF V600E (VE1)
usando la secuenciacion de ADN como referencia fueron todos del 100 % (Tabla 30). Se
llevaron a cabo pruebas adicionales para verificar la capacidad del anticuerpo VENTANA
anti-BRAF V600E (VE1) de estratificar ain mas los casos de CRC que mostraban una
pérdida de la expresion de la proteina MLH1. De los 23 casos positivos en BRAF V600E,
en 20 casos se observaba la pérdida de la proteina MLH1 mediante IHC y su resultado a
la hipermetilacion del promotor de MLH1 era positivo. Estos datos resultan coherentes
con la estrecha asociacion del estado positivo de BRAF V600E con el estado de
hipermetilacion del promotor de MLH1. Los otros tres casos restantes fueron pMMR
(todas las proteinas MMR tenian su expresion Intacta). Todas las muestras positivas en
BRAF V600E se identificaron como cancer colorrectal esporadico. Los resultados
verificaron que el anticuerpo VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) identifica correctamente
los casos de cancer colorrectal que contienen la mutacién BRAF V60OE. Los datos
también respaldaban el uso del anticuerpo VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) para
diferenciar los casos de cancer colorrectal esporadicos de los probables sindromes de
Lynch mediante la ausencia de la expresién de MLH1.

Tabla 27. Concordancia del analisis combinado de VENTANA MMR IHC Panel entre IHC
y el andlisis molecular.

Estado Concordancia
(MolecularIHC) Tipo niN % Cldel 95%
Normal/Intacta PPA 523/526 99.4 (98.7,100.0)
Andémalo/Perdida NPA 58/62 93.5 (87.1,98.6)
Total OPA 581/588 98.8 (98.0,99.7)

Nota: Porcentaje de concordancia positiva (PPA), porcentaje de concordancia
negativa (NPA) y porcentaje de concordancia global (OPA).

Nota: En el caso de la IHC, el estado de MMR es Intacta o Perdida en cuanto a la
expresion de la proteina. En este andlisis, los casos positivos y negativos en BRAF
VB00E se incluyeron en las categorias Intacta y Perdida, respectivamente. El analisis
molecular indica ausencia (normal) o presencia (anémalo) de mutaciones
posiblemente patogenas o hipermetilacion del promotor de MLH1.

Nota: Los intervalos de confianza (CI) del 95 % se calcularon mediante el método
bootstrap percentil.

2025-05-30
FT0700-410w

15/18

Tabla 28. Concordancia del andlisis combinado de cuatro marcadores de MMR mediante
IHC (sin el anticuerpo VENTANA anti-BRAF V600E (VE1)) entre IHC y el andlisis
molecular.

Estado Concordancia
(Molecular/IHC)
Tipo n/N % Cl del 95 %
Normal/Intacta PPA 428/431 99.3 (98.4, 100.0)
Anoémalo/Perdida NPA 35/39 89.7 (79.4,97.7)
Total OPA 463/470 98.5 (97.3,99.6)

Nota: Porcentaje de concordancia positiva (PPA), porcentaje de concordancia
negativa (NPA) y porcentaje de concordancia global (OPA).

Nota: En el caso de la IHC, el estado es Intacta o Perdida en cuanto a la expresién
de la proteina. El andlisis molecular indica ausencia (normal) o presencia (anémalo)
de mutaciones posiblemente patégenas o hipermetilacion del promotor de MLH1.
Nota: Los intervalos de confianza (CI) del 95 % se calcularon mediante el método
bootstrap percentil.

Tabla 29. Concordancia entre los cuatro marcadores MMR mediante IHC y los resultados
del anélisis molecular para obtener el estado de MMR (dMMR/pMMR).

Concordancia
Estado de MMR
Tipo n/N % Cl del 95 %
pMMR PPA 79/80 98.8 (93.3,99.8)
dMMR NPA 35/37 94.6 (82.3, 98.5)
Total OPA 1141117 97.4 (92.7,99.1)

Nota: Porcentaje de concordancia positiva (PPA), porcentaje de concordancia
negativa (NPA) y porcentaje de concordancia global (OPA).

Nota: En el caso de la IHC, el estado pMMR de un caso esta reflejado en el estado
Intacta de todas las proteinas MMR, mientras que el estado dMMR se refleja en el
estado Perdida de una o varias proteinas MMR. En el caso del anélisis molecular, el
estado pMMR esta representado por la ausencia de mutaciones patogenas o de la
hipermetilacién del promotor de MLH1, mientras que el estado dMMR esta
representado por la presencia de mutaciones patdgenas o de la hipermetilacion del
promotor de MLH1.

Nota: Los intervalos de confianza (Cl) del 95 % bilaterales se calcularon mediante el
método de puntuacion de Wilson.

Tabla 30. Concordancia entre IHC con el anticuerpo VENTANA anti-BRAF V600E (VE1)
y el andlisis molecular.

BRAF V600E Concordancia
Estado
(Molecular/IHC) Tipo niN % Cl del 95 %
Positivo/Anémalo PPA 23/23 100.0 (85.7,100.0)
Negativo/Normal NPA 95/95 100.0 (96.1, 100.0)
Total OPA 118/118 100.0 (96.8, 100.0)

Nota: Porcentaje de concordancia positiva (PPA), porcentaje de concordancia
negativa (NPA) y porcentaje de concordancia global (OPA).

Nota: El estado de BRAF VB0OE se definia como positivo o negativo en los
resultados de IHC y Anémalo (presencia de la mutacion de V600E) o Normal (BRAF
en estado natural) en los de analisis molecular.

Nota: Los intervalos de confianza (Cl) del 95 % bilaterales se calcularon mediante el
método de puntuacién de Wilson.
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Rendimiento del anticuerpo VENTANA anti-MSH6 (SP93) Antibody
en el instrumento BenchMark ULTRA PLUS

Concordancia entre los instrumentos BenchMark ULTRA PLUS y BenchMark
ULTRA en el anticuerpo MSH6 (SP93)

Tres laboratorios de instituciones independientes de Estados Unidos participaron en un
estudio de concordancia entre el instrumento BenchMark ULTRA PLUS y el instrumento
BenchMark ULTRA. En el estudio se incluyeron 120 casos unicos de carcinoma
colorrectal, carcinoma endometrial y «otros» sistemas de érganos tumorales solidos que
representaban el intervalo de estado del anticuerpo VENTANA anti-MSH6 (SP93)
Antibody, con una distribucién uniforme entre los casos con el estado de MSH6 Perdida y
MSH6 Intacta de cada indicacion, determinado por una revisién de consenso por parte de
RTD. Los portaobjetos de tejido de todos los casos se tifieron con Hy E, un control de
reactivo negativo y con VENTANA anti-MSH6 (SP93) Assay en un instrumento
BenchMark ULTRA y utilizando el protocolo de tincién recomendado. Los portaobjetos
con tejido sin tincién de todos los casos se aleatorizaron y se distribuyeron de forma
equitativa (40 casos por sitio de forma que cada sitio recibiera una muestra representativa
de los casos de estudio) para su tincién en un instrumento BenchMark ULTRA PLUS con
el protocolo de tincién recomendado y VENTANA MSH6 (SP93). Dos anatomopatélogos
por sitio, con los estados de casos enmascarados, evaluaron los portaobjetos tefiidos en
el instrumento BenchMark ULTRA PLUS y determinaron el estado de MSH6. Tras un
periodo de dos semanas de reposo, los portaobjetos de los casos correspondientes,
previamente tefiidos en Roche con el instrumento BenchMark ULTRA se distribuyeron a
los sitios oportunos para su evaluacion clinica. Ademas, otro anatomopatélogo de RTD
revis¢ todos los portaobjetos de los casos y se incluy6 en la lista de patélogos de cada
uno de los sitios. Los resultados se analizaron en Roche. Los porcentajes de OPA, LPA e
IPA fueron del 96.1 % (342/356), del 96.0 % (169/176) y del 96.1 % (173/180)
respectivamente. Los resultados se resumen en la Tabla 31.

Tabla 31. Concordancia combinada del estado de MSH6 de los casos tefiidos con el
anticuerpo VENTANA anti-MSH6 (SP93) en los instrumentos BenchMark ULTRA PLUS
frente a BenchMark ULTRA.

Estado de BenchMark ULTRA
Estado de BenchMark MSH6 (SP93)
ULTRA PLUS MSH6 (SP93)
Perdida Intacta Total
Perdida 169 7 176
Intacta 7 173 180
Total 176 180 356
nIN % (CI del 95 %)
LPA 169/176 96.0 (93.0, 98.9)
IPA 173/180 96.1(92.8, 98.9)
OPA 342/356 96.1(93.8, 98.0)

Nota: Los Cl del 95 % bilaterales se calcularon mediante el método bootstrap
percentil con 2000 réplicas estratificadas por indicacion y por estado del biomarcador
(Intacta, Perdida, Complejo) en un total de nueve grupos.

Nota: La concordancia combinada agrupa todos los casos y los lectores de cada
marcador.

Nota: LPA = Porcentaje de concordancia Perdida; IPA = Porcentaje de concordancia
Intacta; OPA = Porcentaje de concordancia global.

Estudio de reproducibilidad entre laboratorios de BenchMark ULTRA
PLUS

Se llevo a cabo un estudio de reproducibilidad entre laboratorios del VENTANA MMR
RxDx Panel para demostrar la reproducibilidad del ensayo a la hora de determinar el
estado de MMR de las muestras de todos los tumores sélidos. El estudio incluia

42 muestras biolégicas de FFPE de archivo y sin identificar que se tifieron en un
instrumento BenchMark ULTRA PLUS en cada uno de los 3 laboratorios externos en una
serie de 3 dias no consecutivos (con un lapso temporal de al menos 20 dias en total). En
cada uno de los dias de tincién de cada sitio se obtuvo un panel de cinco portaobjetos

[4 portaobjetos con tincién del anticuerpo del biomarcador y 1 portaobjetos tefiido con
Negative Control (Monoclonal) mediante el protocolo de tincién de PMS2] que dos
anatomopatdlogos evaluaron de forma independiente en el sitio para determinar el estado
de cada marcador (Intacta o Perdida) y el estado de MMR (Competente o Deficiente).
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El estudio incluia 756 observaciones en total de 42 muestras (incluidas 4 muestras
desafiantes) tefiidas durante 3 dias en 3 sitios con 2 lectores por centro. Los resultados
del estado de MMR de todos los lectores, los sitios y los dias de los casos se combinaron
y se analizaron en comparacion con los modos de lector de los mismos casos para
determinar la reproducibilidad global del estado de MMR. El resumen de los indices de
concordancia en todas las observaciones evaluables usando los modos del lector de nivel
de caso para el estado de nivel de panel de MMR como referencia se pueden consultar
en la Tabla 32.

Tabla 32. Reproducibilidad entre laboratorios de los porcentajes de concordancia global
de VENTANA MMR RxDx Panel en tumores sélidos.

Reproducibilidad entre Concordancia
laboratorios

Tipo n/N % Cl del 95 %

dMPA 373/375 99.5 (98.7,100.0)

Global pMPA 378/378 100.0 (99.0, 100.0)

OPA 751/753 99.7 (99.3, 100.0)

dMPA 373/375 99.5 (98.7,100.0)

Estratificado por sitio pMPA 378/378 100.0 (99.0, 100.0)
OPA 751/753 99.7 (99.3, 100.0)

dMPA 373/375 99.5 (98.7, 100.0)

Estratificado por lector pMPA 378/378 100.0 (99.0, 100.0)
OPA 751/753 99.7 (99.3, 100.0)

Nota: dMPA = Porcentaje de concordancia dMMR; pMPA = Porcentaje de
concordancia pMMR;

OPA = Porcentaje de concordancia global.

Nota: Los intervalos de confianza del 95 % bilaterales se calcularon utilizando el
método bootstrap percentil con 2000 replicados. Los Cl del 100 % de los dMPA,
pMPA 'y OPA se calcularon mediante el método de puntuacién de Wilson.

Ademas, se llevaron a cabo comparaciones entre pares del estado MMR entre sitios,
entre lectores y entre dias. Tal y como se recoge en la Tabla 33, los datos indican una
reproducibilidad del ensayo en 3 dias, 3 sitios y 6 lectores.

Tabla 33. Porcentajes de concordancia entre pares de reproducibilidad entre laboratorios
de VENTANA MMR RxDx Panel en el carcinoma endometrial.

Reproducibilidad entre Concordancia

laboratorios

Tipo niN % Cl del 95 %

ADPA 4416/4440 99.5 (98.6, 100.0)

Entre sitios APPA 4536/4560 99.5 (98.7, 100.0)

OPA 4476/4500 99.5 (98.7, 100.0)

ADPA 370/372 99.5 (98.6, 100.0)

Del lector APPA 378/380 99.5 (98.7, 100.0)

OPA 374/376 99.5 (98.7, 100.0)

ADPA 738/741 99.6 (99.2, 100.0)

Inter-dias APPA 756/759 99.6 (99.2, 100.0)

OPA 747/750 99.6 (99.2, 100.0)

Nota: ADPA = Porcentaje de concordancia medio dMMR; APPA = Porcentaje de
concordancia medio pMMR; OPA = Porcentaje de concordancia global.

Nota: Los intervalos de confianza del 95 % bilaterales se calcularon utilizando el
método bootstrap percentil con 2000 replicados.
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NOTA: En este documento se ha usado siempre el punto como separador decimal para
marcar el borde entre la parte entera y la parte fraccionaria de los numerales con
decimales. No se han usado separadores para las unidades de millar.

El resumen de los aspectos de seguridad y rendimiento se puede ver a continuacion:
https://ec.europa.eu/tools/eudamed
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Simbolos

Ventana usa los siguientes simbolos y signos ademas de los indicados en la norma
ISO 15223-1 (para USA: consulte elabdoc.roche.com/symbols para obtener mas
informacion).

GTIN Numero mundial de articulo comercial

Rx only Para USA: Precaucion: Las normas nacionales restringen la venta
de este dispositivo a médicos autorizados o por orden de estos.

HISTORIAL DE REVISIONES

Rev Actualizaciones

E Inclusion del instrumento BenchMark ULTRA PLUS. Se han llevado a cabo
actualizaciones en las secciones Procedimiento de tincion, Caracteristicas
de rendimiento de Ventana MMR RxDx Panel, Rendimiento de analisis y
Caracteristicas de rendimiento de las secciones Ventana MMR IHC Panel.
Se ha actualizado a la plantilla mas reciente.

PROPIEDAD INTELECTUAL

VENTANA, BENCHMARK y OPTIVIEW son marcas comerciales de Roche. Todos los
deméas nombres de productos y marcas comerciales pertenecen a sus respectivos
propietarios.
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