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1 NAMJENA/SVRHA

Prognosticki genski test za rak dojke Prosigna® je in vitro dijagnosticki test koji
upotrebljava profil ekspresije gena stanica koje se nalaze u tkivu raka dojke
radi procjene rizika bolesnika za udaljeni recidiv. Test mjeri profil ekspresije
gena pomocu RNA ekstrahirane iz tkiva tumora dojke fiksiranog u formalinu
i uklopljenog u parafin (FFPE). Podaci o ekspresiji gena ponderirani su zajedno
s klinickim varijablama kako bi se generirali podtip (luminalni A, luminalni B,
HER2-enriched ili nalik bazalnom) i ocjena koja upucuje na vjerojatnost
udaljenog recidiva. Test se provodi na sustavu za analizu nCounter® pomocu
tkiva tumora dojke fiksiranog u formalinu i uklopljenog u parafin, a koje je
prethodno dijagnosticirano kao invazivni karcinom dojke.

Prognosticki genski test za rak dojke Prosigna indiciran je za upotrebu kod
bolesnica s rakom dojke kojima je obavljena mastektomija ili konzervativna
terapija dojke zajedno s lokoregionalnim lije¢enjem u skladu sa standardima
njege, ili kao:

a. Prognosticki indikator za prezivljenje bez udaljenog recidiva nakon
10 godina u Zena u postmenopauzi s rakom dojke 1. ili II. stadija
pozitivnim na hormonski receptor (HR+), s negativnim limfnim
¢vorovima, koji treba lijeciti samo adjuvantnom hormonskom
terapijom kada se upotrebljava zajedno s ostalim klinickopato-
loskim faktorima.

b. Prognosticki indikator za prezivljenje bez udaljenog recidiva nakon
10 godina u Zena u postmenopauzi s rakom dojke Il. ili lIA. stadija
pozitivnim na hormonski receptor (HR+), s pozitivnim limfnim
¢vorovima (1 do 3 pozitivna ¢vora ili 4 ili vise pozitivnih ¢vorova),
koji treba lijeciti samo adjuvantnom hormonskom terapijom kada
se upotrebljava zajedno s ostalim klinickopatoloskim faktorima.

2 SAZETAK SUSTAVA ISPITIVANJA

Sustav za analizu nCounter daje izravna, slozena mjerenja ekspresije gena
putem digitalnih ocitanja relativnog mnostva transkripata mRNA pomocu
sljedecih koraka: 1) hibridizacija RNA na fluorescentne reporter probe i vezane
probe, 2) prociscavanje kompleksa mete/probe pomocu ploc¢a za pripremu
nCounter koje sadrze reagense potrebne za obradu nakon hibridizacije i
imobilizaciju na kaseti nCounter na stanici za pripremu nCounter i 3) analiza
kasete nCounter na digitalnom analizatoru nCounter kako bi se dobili rezultati
ispitivanja'. | vezana i reporter proba sadrze jedinstveni slijed DNA probe
za ciljnu hibridizaciju i procis¢avanje. Vezana i reporter proba kombinirane
su s pozitivnim i negativnim kontrolama radi stvaranja skupa CodeSet.
Prosigna istovremeno mijeri razine ekspresije 50 gena koji se upotre- bljavaju
za algoritam Klasifikacije intrinzicnog podtipa? 8 osnovnih gena koji se
upotrebljavaju za normalizaciju signala, 6 pozitivnih kontrola i 8 negativnih
kontrola u jednoj reakciji hibridizacije uz upotrebu proba za nukleinske kiseline
dizajniranih posebno za te gene. U komplet Prosigna ukljucen je i referentni
uzorak koji se sastoji od /n vitro transkribiranih RNA meta za svaki od 58 gena.
Referentni se uzorak ispituje sa svakom serijom uzoraka RNA bolesnika radi
kvalificiranja ciklusa i normalizacije signala iz svakog gena.

Test Prosigna izvodi se na RNA izoliranom iz tkiva tumora dojke fiksiranog
u formalinu i uklopljenog u parafin. Patolog pregledava stakalca obojena
hematoksilinom i eozinom (H&E) te utvrduje (i oznacava) podrucje invazivnog
karcinoma dojke koje je podobno za ispitivanje. Patolog takoder mjeri povrsinu
tumora, Sto odreduje broj neobojenih stakalaca koja su potrebna za ispitivanje,
te stani¢nost tumora kako bi se osigurala prisutnost dovoljno tumorskog
tkiva za ispitivanje. Kvalificirani tehnolog izvodi na neobojenim stakalcima
makrodisekciju podrucja koje odgovara oznacenom podrucju tumora na
stakalcima obojenima hematoksilinom i eozinom te izolira RNA iz tkiva.
Takva se izolirana RNA potom ispituje na sustavu za analizu nCounter kako
bi se dobili rezultati ispitivanja, uklju¢ujuci intrinzi¢ni podtip, ocjenu rizika od
recidiva (ROR) te kategorija rizika.



2.1 Principi sustava za analizu nCounter

Sustav za analizu nCounter upotrebljava parove proba specificne za gen
(Slika 1) koji se hibridiziraju izravno na uzorak mRNA u otopini, uklanjajuci
enzimske reakcije koje bi mogle uvesti odstupanja u rezultate. U prvom koraku
testa, DNA probe se hibridiziraju izravno na podrucje od 70 do 100 parova
baza uzorka RNA u otopini. Fluorescentna reporter proba sastoji se od slijeda
35 do 50 baznih parova probe koja je komplementarna s mRNA metom i
jedinstvenog osnovnog DNA slijeda koji se hibridizira na Sest RNA segmenata
oznacenih jednom od Cetiriju boja: crvena (R), zuta (Y), plava (B) ili zelena (G).
Fluorescentni segmenti stvaraju fluorescentni ,kod u boji“ od $est polozaja/
Cetiri boje koji je jedinstven za svaku metu. Zasebna vezana proba sastoji se
od slijeda 35 do 50 baznih parova probe, koja je komplementarna s mRNA
metom, i biotinom koji se upotrebljava za imobilizaciju na stakalce oblozeno
streptavidinom.

Slika 1: Hibridizacija skupa CodeSet na mRNA
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Nakon hibridizacije, svi koraci proci§¢avanja uzorka automatski se izvode na

Capture (vezana) i reporter proba
nCounter stanici za pripremu. Najprije se uklanja visak vezane i reporter probe
(Slika 2) pomocu uzastopnih koraka hvatanja magnetskim kuglicama, nakon
¢ega slijedi vezanje kompleksa probe-mete na nasumicne lokacije na povrsini
nCounter kasete putem povezanosti streptavidina i biotina (Slika 3). Na kraju,
kompleksi probe/mete poravnati su i imobilizirani (Slika 4) u nCounter kaseti.

Slika 2: Uklanjanje viska reportera

A

Hibridizirani mRNA Visak reportera

Slika 3: Vezanje hibridiziranih reportera na povrsinu kasete

Slika 4: Poravnanje i imobilizacija hibridiziranih reportera
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Nakon Sto zavrsi obrada uzorka, kaseta se postavlja u nCounter digitalni
analizator radi prikupljanja podataka. Svaka ciljna molekula interesa identificira
se bojom koju generira $est poredanih fluorescentnih toc¢aka prisutnih na
pridruzenoj reporter probi. Reporter probe na povrsini kasete zatim se broje
i tabuliraju za svaku cilinu molekulu i obraduju pomocu algoritma (Slika 5).
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Slika 5: Prikupljanje podataka
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2.2 Principi algoritma Prosigna za izraCunavanje rezultata

Test se temelji na prijavljenom 50-genskom algoritmu za klasifikaciju izvornog
imena PAM502 i izvodi se na sustavu za analizu nCounter pomocu RNA
ekstrahirane iz uzoraka tkiva tumora dojke fiksiranih u formalinu i uklopljenih u
parafin (FFPE). Algoritam upotrebljava profil ekspresije 50 gena za dodjeljivanje
raka dojke jednom od cetiri molekularna razreda ili intrinzicnim podtipovima:
luminalni A, luminalni B, HER2-enriched ili nalik bazalnom?. Prototipi¢ni profili
ekspresije gena (npr. centroid) Cetiri intrinzicna podtipa retrenirani su na
sustavu za analizu nCounter pomocu uzoraka tkiva dojke fiksiranih u formalinu
i uklopljenih u parafin prikupljenih na vise klinickih lokacija u Sjevernoj Americi.
Nakon izvodenja testa na uzorku bolesnika za ispitivanje, racunalni algoritam
koji se temelji na Pearsonovoj korelaciji usporeduje normalizirani profil
ekspresije 50 gena uzorka bolesnika za ispitivanje s prototipi¢nim profilima
ekspresije cCetiriju intrinzicnih podtipova raka dojke. Uzorku bolesnika za
ispitivanje dodijeljen je podtip s najvisom Pearsonovom korelacijom.

Algoritam dalje prijavljuje ocjenu rizika od ponavljanja bolesti (ROR) na
skali od O do 1003, sto je korelirano s vjerojatno$c¢u udaljenog recidiva nakon
deset godina za Zene u postmenopauzi s rakom dojke u ranom stadiju pozitivnim
na hormonski receptor®. Izvjesce takoder daje kategoriju rizika (nizak, srednji
ili visok). Ocjena rizika ponavljanja bolesti izraCunava se koeficijentima iz
modela Cox koji uklju¢uje Pearsonovu korelaciju podskupa 46 gena od 50 gena
prema centroidu svakog intrinziénog podtipa, ocjeni proliferacije i veli¢ini
vidljivog tumora. Varijable ispitivanja mnoze se odgovaraju¢im koeficijentima
iz modela Cox radi generiranja ocjene, koja se zatim prilagodava na ljestvici od
0 do 100 na temelju koeficijenata generiranih iz trening skupa uzoraka tumora
dojke fiksiranih u formalinu i uklopljenih u parafin. Kategorije rizika takoder
se prijavljuju na temelju grani¢nih vrijednosti za ROR odredenih klinickim
validacijskim ispitivanjem.

3 DOSTAVLJENI REAGENSI | OPREMA
3.1 Pregled kompleta Prosigna

Komplet Prosigna sadrzi dovoljno reagensa za obradu 1, 2, 3, 4 ili 10 uzoraka
bolesnika ovisno o naru¢enom proizvodu. Informacije o narucivanju potrazite
u nastavku. Komplet Prosigna sadrzi skup CodeSet, jednu tubu referentnog
uzorka za svaki komplet jednog do deset testova i potrosan materijal koji su
testirani zajedno za odredivanje radnog ucinka prije pustanja u prodaju.
Kataloski broj

Broj testova Uklju¢ene tube referentnog uzorka

u kompletu
PROSIGNA-001 1 2
PROSIGNA-002 2 2
PROSIGNA-003 3 2
PROSIGNA-004 4 2
PROSIGNA-010 10 2

Preporuceno za upotrebu zajedno s kompletom za ekstrakciju RNA Veracyte
FFPE extraction kit (550100). Ovaj komplet za ekstrakciju RNA dostupan je
samo putem tvrtke Veracyte.



3.2 Sadrzaj kompleta Prosigna za komplet Prosigna za 1, 2,
3, 4,ili 10 testova

Broj testova | 1 | 2 | 3 | 4 | 10
Kutija Prosigna CodeSet
Skup Prosigna Reporter CodeSet | 1x 65 pL 1x65uL 1x65puL 1x 65 uL 1x65uL
Skup Prosigna Capture ProbeSet | 1x 70 pL 1x 70 uL 1x 70 pL 1x 70 pL 1x 70 pL
Referentni RNA uzorak Prosigna [ 1x 30 L 1x 30 pL 1x 30 pL 1x 30 uL 1x 30 pL

Naljepnica s crti¢nim kodom

skupa CodeSet ! ! ! ! !

Sifra konfiguracije testa 1 1 1 1 1

Kutija s plo¢icama za pripremu Prosigna

Plocice za pripremu | 1 | 1 | 1 | 1 | 2

Kutija s kasetama Prosigna

Kasete mCounterl 1 | 1 | 1 | 1 | 1

Kutija s paketom za pripremu Prosigna

Nastavci za stanicu za pripremu
1 1 1 1 1
nCounter
Ljepljivi poklopac za kasetu P ) 2 P P
nCounter
Ovojnice za nastavke nCounter 2 2 2 2 2
Pufer za hibridizaciju nCounter | 1x580 uL | 1x580 uL | 1x580 uL | 1x580 uL | 1x 580 pL
Epruvete u nizu s 12 jaZica i urezima 4 4 4 4 4
Cepovi za ggruvete u nizu 4 4 4 4 4
s 12 jazica i urezima

Opis sadrzaja
Skup Prosigna CodeSet

Skup Prosigna Reporter CodeSet

Skup Prosigna Capture ProbeSet

Referentni RNA uzorak Prosigna

Naljepnica s crti¢nim kodom skupa CodeSet
Sifra konfiguracije testa

pufer, nukleinske kiseline s
fluorescentnim bojama
pufer, nukleinske kiseline
pufer, nukleinske kiseline
list s naljepnicom

kartica s naljepnicom

Plocice za pripremu Prosigna

Plocice za pripremu

superparamagnetske cestice, pufer, soli,
oligonukleotidi, cestice polistirena koje
sadrzavaju fluorescentne boje

Kasete Prosigna

Kasete nCounter

kasete za uzorke

Paket za pripremu Prosigna

Pufer za hibridizaciju nCounter pufer, soli

Epruvete u nizu s 12 jazica i urezima plasticni nizovi

Cepovi za epruvete u nizu s 12 jazica i urezima plasticni poklopci

Nastavci za stanicu za pripremu nCounter 2 nosaca s 90 nastavaka + 6 busaca
nCounter

Ljepljivi poklopac za kasetu nCounter

Ovojnice za

ljepljivi filmovi

nastavke nCounter drzaci nastavaka sa 6 jazica

4 UPOZORENJA | MJERE OPREZA

1.
2.

©

Za In vitro dijagnosti¢ku upotrebu.

Ovaj je test namijenjen uporabi rukovatelja kvalificiranih za vrlo
slozene tehnike molekularne biologije na temelju lokalnih propisa.
Nemojte mijesati sastavne dijelove kompleta iz razlicitih partija
proizvoda Prosigna. Funkcionalnost se moze jamciti samo za
dostavljene partije kompleta Prosigna jer su na taj nacin kvalificirani
tijekom proizvodnje.

Preostali reagens ne smije se ponovno upotrebljavati u testu
Prosigna.

Odbacite sve reakcije s kompromitiranim vremenima hibridizacije ili
temperaturama.

Vazno je da odrzavate cjelovitost sljedivosti uzorka (tkivo do RNA i
RNA do testa) kako biste jamcili da je identifikacijski broj (ID) uzorka
bolesnika povezan s ispravnim rezultatima ispitivanja.

Ako reagense ne pohranite prema uvjetima navedenima na
naljepnici, to bi moglo negativno utjecati na radni ucinak testa.
Uvijek nosite rukavice dok rukujete reagensima i uzorcima.
Izbjegavajte kontaminaciju RNazom jer to moze negativno utjecati
na kvalitetu rezultata.
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5.1

10.

1.

13.

18.
19.

20.

21,

Svim bioloskim uzorcima i materijalima treba rukovati kao da postoji
mogucnost prijenosa zaraznih tvariitreba ih odloziti uz odgovarajuce
mijere opreza u skladu sa saveznim, drzavnim i lokalnim propisima.
Nikada nemojte pipetirati ustima.

|zbjegavajte kontakt reagensa s o¢ima, kozom i sluznicom.

Koristite se najboljim praksama molekularnog laboratorija kako biste
sprijecili prijenos zaraze izmedu testnih uzoraka ili metama nukle-
inske kiseline visoke koncentracije (sinteticki ili umnozeni PCR) koje
mogu negativno utjecati na kvalitetu rezultata.

. Vrlo niske razine natrijeva azida (< 0,1 %) zadrzavaju se nakon

procesa unutar Prosigna plo¢a za pripremu i nCounter kaseta,
stoga se preporucuje da se za odlaganje upotrebljavaju plasti¢ni
(ne metalni) spremnici za otpad. lako malo vjerojatno za proizvod
Prosigna, poznato je da nakupljanje natrijeva azida na metalima
stvara opasnost od eksplozije.

. Dodatne informacije o odlaganju specificne za uredaj mogu se

pronaci u Korisnickom priruc¢niku za sustav za analizu nCounter |
servisnim priru¢nicima za stanicu za pripremu i digitalni analizator.

. Podatke iz sigurnosno-tehnickog lista za Reporter CodeSet, Capture

ProbeSet, pufer za hibridizaciju i plo¢e za pripremu mozete pronaci
na adresi www.prosigna.com.

Svi opasni materijali trebaju se odloziti u skladu sa smjernicama
ustanove za odlaganje opasnog otpada.

Sve nekoristene skupove CodeSet treba baciti.

Ako je u softver unesena pogresna kategorija veli¢ine tumora
bolesnika, to moze negativno utjecati na ROR ocjenu i klasifikaciju
rizika (npr. pomaknuta ROR ocjena i/ili pogresna klasifikacija).

Ako je u softver unesen pogresan status ¢vora bolesnika, rezultati
ispiti- vanja bolesnika mogu biti pogresni (npr. pogresna klasifikacija
rizika).

Nemojte upotrebljavati RNA neodgovarajuce kvalitete ili kvantitete
ili uzorke tumora s nedovoljnom povrsinom tumora ili stani¢nosti
u testu Prosigna. Test Prosigna mozda nece dati valjane rezultate i
umijesto toga ce prikazati test neuspjesnim.

OPCENITA RAZMATRANJA O TESTU

1.

v

Test je namijenjen za upotrebu samo na kirurski reseciranim uzorcima
tkiva raka dojke fiksiranima u formalinu i uklopljenima u parafin
(FFPE) i nije namijenjen za upotrebu na svjeZzem, zamrznutom tkivu
ili tkivu koje nije rak dojke.

Veli¢ina vidljivog primarnog tumora bolesnika i status ¢vora potrebni
su za izvodenje testa.

Upotrebljavajte steriine nastavke za jednokratnu upotrebu za
mikropipete kako biste izbjegli kontaminaciju reagensa ili uzorka
mikrobima i nukleazama tijekom obrade.

|zolirane uzorka RNA drzite na mokrom ledu kada se njima aktivno
ne rukuje.

Za grijace blokove potrebni su kalibrirani termometri.

Nemojte upotrebljavati dijelove kompleta u slu¢aju da su isporuceni
osteceni.

Preporucuje se razvijanje klini¢ke kontrole (npr. za kategoriju rizika)
i upotrebljavanje u laboratorijima koji provode test Prosigna radi
osiguranja to¢nosti rezultata tijekom vremena, kao dio standardnog
postupka kontrole kvalitete u laboratoriju.

Obrada tkiva

1.

Ako pravilno ne uklonite okolno netumorsko/zdravo tkivo makrodi-
sekcijom tijekom obrade tkiva, moze do¢i do potcjenjivanja rizika
zbog nize ROR ocjene prijavljene lije¢niku.

Ako pravilno ne uklonite humani genomski DNA tijekom izoliranja
RNA, moze doci do vise stope pogreske zbog nizeg signala testa ili
precjenjivanja rizika zbog vise ROR ocjene prijavljene lijecniku.

Svi neobojeni prerezi tkiva trebaju se montirati na pozitivno nabijena
mikroskopska stakalca kako bi se izbjeglo odvajanje tijekom obrade
tkiva.

Za uzorke koji zahtijevaju vise stakalaca, sva stakalca treba obraditi
zajedno.

Prerezi tkiva montirani na stakalca mogu se razgraditi ako su pohra-
njeni dulje od 9 mjeseci u dehidriranom okruzju.

Kako biste izbjegli kontaminaciju, zamijenite 3 %-tnu radnu otopinu
glicerola svaki tjedan ili kada postane zamucena.



5.2

6

7. Promijenite sadrzaj prvog pranja D-limonenom nakon obrade skupa
od 4 stakalca, a etanol (EtOH) i sadrzaj druge posude za bojenje
D-limonenom nakon obrade skupa od 8 stakalaca kako biste izbjegli
kompromitiranje kvalitete tkiva.

8. Budite oprezni pri oznacavanju podrucja tumora na neobojenom
stakalcu i uklanjanju netumorskog tkiva kako biste se pobrinuli da se
tkivo tumora ne poremeti.

9. Tijekom makrodisekcije pazljivo rukujte ostrim predmetima.

10. Za svaki uzorak tkiva koji se obraduje uzmite novi zilet.

1. Nove partije/serije kompleta za izolaciju RNA treba ispitati u
usporedbi sa specifikacijama kompleta za izolaciju kako bi se
partija novog kompleta kvalificirala za ispitivanje uzorka bolesnika
(pojedinosti pogledajte u odjeljku 11.5).

Izvodenje testa Prosigna

1. Provijerite je li u softver unesena ispravna kategorija veli¢ine vidljivog
primarnog tumora bolesnika.

2. Provijerite je li u softver unesena ispravna kategorija statusa limfnog
¢vora bolesnika.

3. Provjerite odgovara li grijaci blok s grijacim poklopcem potreban za
hibridizaciju specifikacijama i je li redovito kalibriran.

4. Upotrebljavajte samo onaj potrosni materijal koji je dostavljen s
kompletom Prosigna. Taj je materijal osmisljen posebno za rad s
nCounter stanicom za pripremu i nCounter digitalnim analizatorom.

5. Ako je pufer za hibridizaciju pohranjen na niskim temperaturama
i opazen je precipitat, zagrijte epruvete na 37 °C dok se soli ne
rastvore.

6. Dijelove testa nemojte mijesati u vrtloznoj mijesalici jer bi se time
mogli ostetiti reagensi. Mijesanje treba izvoditi pomocu pipete.

7. Nemojte centrifugirati Reporter CodeSet brze od 3.000 x g u trajanju
dulijem od 10 sekundi. Nemojte upotrijebiti opciju ,pulsiranja” za
centri- fugiranje. Ako to ucinite, moze doci do precipitata u skupu
CodeSet.

8. Odrzavajte reakcije hibridizacije na 65 °C dok ne budu spremne za
prijenos u stanicu za pripremu. Postavljanje grijaceg bloka da se
ohladi na 4 °C ili stavljanje uzoraka na led na kraju hibridizacije moze
rezultirati kriznom hibridizacijom ili moze ugroziti rezultate testa.

9. Ako ne postavite epruvete u nizu na 65 °C u roku od 15 minuta od
dodavanja kompleta Capture ProbeSet, to moze rezultirati kriznom
hibridizacijom koja moze ugroziti rezultate testa.

10. Ako ne pokrenete obradu na stanici za pripremu u roku od 15 minuta
od uklanjanja uzoraka iz temperature od 65 °C, to moze rezultirati
kriznom hibridizacijom koja moze ugroziti rezultate testa.

1. Provjerite jesu li ¢epovi epruveta u nizu c¢vrsto zatvoreni prije
hibridizacije u grijacem bloku kako biste sprijecili isparavanje, koje
moze ugroziti rezultate testa.

INFORMACIJE O OBUCI

Ovaj je test namijenjen uporabi stru¢njacima kvalificiranih za vrlo sloZene tehnike
molekularne biologije na temelju lokalnih propisa. Obratite se tvrtki Veracyte za
informacije obuci koja se odnosi na izvodenje testa Prosigna.

7

ODLAGANJE OTPADA

Pojedinosti o odlaganju otpada koje se odnose na reagense i uredaje koji se
upotrebljavaju za in vitro dijagnosticku primjenu pogledajte u korisnickom
priru¢niku sustava za analizu nCounter. Pogledajte upute za upotrebu za
odabrani komplet za ekstrakciju RNA za odlaganje otpada i pojedinosti
specificne za reagense za ekstrakciju RNA.

8

SKLADISTENJE | RUKOVANJE (REAGENSI)

Datum isteka valjanosti za sve dijelove kompleta testa naveden je na nalje-
pnici s crticnim kodom koja se dostavlja u kutiji skupa CodeSet te na oznaci na
vanjskom pakiranju za sve dijelove testa Prosigna.

* Dijelove iz kutije Prosigna CodeSet (Prosigna Reporter CodeSet,
Prosigna Capture ProbeSet i referentni RNA uzorak Prosigna) treba
pohraniti na temperaturi od -80 °C ili nizoj.
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9

10

10.1

10.2

* nCounter kasete treba pohraniti na temperaturi od -20 °C ili nizoj.

* nCounter ploce za pripremu treba pohraniti na temperaturi od 4 °C
(2do8°0C).

* nCounter dijelove paketa za pripremu treba pohraniti na sobnoj
temperaturi, 15 °C - 25 °C.

UREDAJI POTREBNI ZA TEST PROSIGNA

» Sustav za analizu nCounter (kataloski broj NCT-SYST-DX) (ukljucuje
oba uredaja navedena u nastavku)
o Stanica za pripremu nCounter 5s (kataloski broj NCT-PREP-
STATION-FLEX)
o Digitalni analizator nCounter 5s (kataloski broj NCT-DIGI-
TAL-ANALYZER-FLEX)
Dodatne informacije potrazite u korisnicCkom priru¢niku sustava za
analizu nCounter.

REAGENSI | OPREMA KOJI SU POTREBNI, ALI
NISU ISPORUCENI

Materijali

1. Komplet za izolaciju FFPE RNA (pogledajte odjeljak 11.5 za zahtjeve
o kompletu za izolaciju ako ne upotrebljavate komplet za ekstrakciju
RNA Veracyte FFPE koji ste kupili putem tvrtke Veracyte)

2. Hematoksilin i eozin (H&E)

3. Pozitivno nabijena staklena mikroskopska stakalca

4. Sredstvo za bistrenje D-limonen (za histologiju)

5. 100 %-tni etanol (apsolutni), ACS razred ili ekvivalentan (najmanje
99,5 %)

6. Glicerol, za molekularnu biologiju

7. Voda bez nukleaze, za molekularnu biologiju*

8. 100 %-tni izopropanol*

9. Konusna tuba od 50 ml

10. Zilet (ili skalpel za jednokratnu upotrebu)

1. Nozevi za mikrotom za jednokratnu upotrebu

12. Neprianjajuce tube od 1,5ili 1,7 ml bez RNaze za mikrocentrifugu

13. Nastavci za mikropipete bez RNaze s pregradom protiv aerosola
* Materijali potrebni, no nisu isporuceni za ekstrakciju RNA pomocu kompleta za ekstrakciju RNA
Veracyte FFPE.

Oprema

1. Mikrotom

2. Vodena kupelj (40 °C)

3. Grijac za stakalca (45 °C)

4. Nosac za susSenje mikroskopskih stakalaca

5. Mikropipete; 2 L, 20 pL, 200 pL i 1000 pL

6. Mini-centrifuga s rotorom za tube u nizu od 0,2 ml i standardnim
rotorom za tube od 1,5/2,0 ml za mikrocentrifugu

7. Standardna stolna mikrocentrifuga s fiksnim kutnim rotorom na koji
stanu tube od 1,5 ml za centrifugu

8. Pravokutno stakleno posude za bojenje s poklopcima (unutarnje
dimenzije priblizno 3.6 x 2,8 x 2,4” (91 x 71 x 60 mm); potrebno
3 komada

9. Nosac za stakalca (za najvise deset staklenih stakalaca velicine 3 x 1"
(75 %25 mm))

10. Grija¢ sa suhim blokom, stacionarni*

1. Stolna vrtloZzna mijesalica za tube za mikrocentrifugu

12. Graduirana menzura (preporucena veli¢ina: 100 - 250 ml)

13. lgla za seciranje ili forceps za pokrovno stakalce (pravokutno,
nenazubljeno)

14. Kalibrirani termometri (pokrivaju raspon od 55 °C do 80 °C)

15. UV/Vis spektrofotometar za mikrovolumene (pogledajte specifi-
kacije u nastavku)

16. Grijac¢i blok s grijacim poklopcem (pogledajte specifikacije u
nastavku)

17. Centrifuga s plocastim adapterom za mikroploc¢u (pogledajte spec
fikacije u nastavku)

18. Coplin posuda
* Oprema potrebna za ekstrakciju RNA pomocu kompleta za ekstrakciju RNA Veracyte FFPE



10.3 Sp

Tablica 1: UV/Vis spektrofotometar punog spektra za mikrovolumen za kvantifikaciju

ecifikacije opreme

nukleinske kiseline

Znacajka dizajna Specifikacije
Raspon volumena uzorka 1-2ul
Duljina puta Tmm

Raspon valne duljine 260 - 280 nm
Pogreska ili to¢nost valne duljine +1nm

Spektralna

razlucivost ili pojasna Sirina Manje od ili jednako 4 nm

Preciznost apsorpcije ili nasumicna 0,003 (put od 1 mm)
pogreska fotometra

Granica otkrivanja 5ng/uL RNA
Maksimalna koncentracija >1000 ng/uL RNA

Tablica 2: UV- Vis spektrofotometar s fotodiodom za mikrovolumen za kvantifikaciju

nukleinske kiseline

Znacajka dizajna Specifikacije

Raspon volumena uzorka 1-2ul

Duljina puta 0,5mm

Raspon valne duljine 2601280 nm

Spektralna razlucivost Manje od ili jednako 8 nm
Tocnost apsorpcije 3% (pri1,05 Abs pri 260 nm)

Granica otkrivanja

4 ng/ul RNA

Maksimalna koncentracija

>1000 ng/ul RNA

Tablica 3: G

rijaci blok s grija¢im poklopcem za hibridizaciju testa

Znacajka dizajna

Specifikacije

« Treba odgovarati uobic¢ajenom profilu, udubljena tuba u
nizu s 12 jazica od 0,2 ml koja se dostavlja kao dio nCounter
paketa za pripremu.

° Grija¢i blokovi dizajnirani za tube niskog profila i
visokog profila nisu kompatibilni (nazivaju se i ,brzi"

Dizajn grijaceg bloka blokovi za termocikliranje)
°  Grijaci blokovi dizajnirani za druge vrste tuba (npr. tube
od 0,1 ml, 1,5 ml) nisu kompatibilni
* Moraju biti programirani da odrzavaju temperaturu od 65 °C
» Moraju odrzavati temperaturu unutar £ 1°C od 65 °C
Dizajn grijaceg . P'r|‘hvatlnvw su fiksni poklopci ili poklopci s prilagodljivom
oklopca visinom
P * Poklopci moraju biti programibilni na 70 °C
Tablica 4: Centrifuga s nosa¢em mikroploca za vrtnju nCounter ploc¢a za pripremu
Znacajka dizajna Specifikacije
Brzina centrifugiranja | Minimalno 2000 x g
Rotori 4 njihajuca rotora od 750 ml s nosatima za mikroploce
(ili ekvivalentni) za smjestanje mikroploca s 96 jazica SBS formata
Nacini rada Nacini rada ubrzanja/usporavanja
1 PRIKUPLJANJE | OBRADA UZORKA

1ni
1.

Zahtjevi za uzorke tkiva i patoloski pregled

Prognosticki genski test za rak dojke Prosigna treba provoditi na
uzorcima tkiva tumora dojke fiksiranima u formalinu i uklopljenima
u parafin, pozitivnima na hormonski receptor koja dalje specificira
patolog kao jedan od sljedecih tipova invazivnog karcinoma dojke:

a. invazivni duktalni karcinom

b. invazivni lobularni karcinom

c. invazivni karcinom s duktalnim i lobularnim znacajkama

(,karcinom mijesanog tipa“)
d. nespecificirani tip (NST) ili tip bez posebnih karakteristika
(NOS)

Za ovaj test patolog treba odabrati blok tumora fiksiran u formalinu
i uklopljen u parafin s najvecim podrucjem vijabilnog invazivnog
karcinoma dojke.
Test zahtijeva neobojeno stakalce na koje su montirani prerezi
tkiva za obradu i odgovarajuce stakalce obojeno s hematoksilinom
i eozinom iz bloka tumora fiksiranog u formalinu i uklopljenog u
parafin.
Preporucuje se da se prerezi tkiva za obradu testa izrezu u blizini
izrezanog prereza tkiva za bojenje hematoksilinom i eozinom kako
bi se osiguralo da tumorsko podrucje identificirano na stakalcu
obojenom hematoksilinom i eozinom predstavlja podrucje tumora
na neobojenim stakalcima.
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Patolog mora zaokruziti podrucje vijabilnog invazivnog karcinoma
dojke na stakalcu s hematoksilinom i eozinom, isklju¢ujuci okolno
netumorsko tkivo.
Patolog ili educirani laboratorijski tehnicar mora procijeniti stani¢nost
tumora i povrsinu tumora unutar zaokruzenog podrucja na stakalcu
obojenom hematoksilinom i eozinom.

a. Postotak stani¢nosti tumora na stakalcu obojenom eozinom

i hematoksilinom mora biti > 10 %
b. Oznacena povrsina tumora na stakalcu obojenom eozinom
i hematoksilinom mora biti > 4 mm?

* Imajte na umu da se postotak stani¢nosti tumora odnosi na

postotak vijabilnih stanica tumora unutar oznacenog podrucja

tumora.
Kao testni unos preporucuje se ukupna povrsina tumora veca od
100 mm?. U sljedecoj je tablici prikazan broj preporucenih stakalaca
na temelju izmjerene povrSine tumora na stakalcu obojenom
hematoksilinom i eozinom.
Ako postupak pregledavanja tkiva pokazuje da blok tumora nema
dovoljnu povrsinu tumora ili dovoljnu stani¢nost tumora, moze se
procijeniti drugi blok istog tumora. Ako nema blokova fiksiranih u
formalinu i uklopljienih u parafin koji sadrze dovoljno tumorskog
tkiva, test Prosigna ne smije se pokrenuti. Imajte na umu da je
za tumore povrsine manje od 20 mm? vjerojatnije da nece biti
udovoljeno zahtjevima za RNA unos.

Tablica 5: Preporuceni zahtjevi za stakalca na temelju povrsine tumora

Izmjerena povrs$ina tumora na stakalcu obojenom
hematoksilinom i eozinom (mm?)

Broj neobojenih stakalaca

4-19 6
20-99 3
>100 1

1.2 Prikupljanje i pohrana uzoraka

1.

Sljedece se mozZe izvrsiti u skladu sa standardnim radnim postupcima
laboratorija: prikupljanje tkiva i fiksiranje u formalinu, rukovanje
blokom tumora fiksiranim u formalinu i uklopljenim u parafin te
pohrana i otprema FFPE tkiva montiranog na stakalce.

Stakalce na koje su montirani prerezi FFPE tkiva mora se pohraniti
u skladu sa standardnim radnim postupcima laboratorija. Ako
pohra- njujete na dulje razdoblje (vise od 30 dana), stakalca treba
pohraniti u dehidriranoj okolini i obraditi ih unutar 9 mjeseci kako bi
se osigurala kvaliteta rezultata ispitivanja.

1.3 Priprema stakalca

1.

Pomocu mikrotoma izrezite prerez debljine 4 do 5 um za bojenje
hematoksilinom i eozinom.

2. Pomocu mikrotoma izrezite prerez debljine 10 um za upotrebu u
testu Prosigna.

3. Neka prerezi plutaju u vodenoj kupelji na 40 °C.

4. Prereze montirajte na pozitivno nabijena staklena mikroskopska
stakalca.

5. Neka se stakalca suse na zraku.

6. Stakalca zagrijavajte preko nocina 45 °C.

1.4 Obrada stakalca

1. Pripremite 3 %-tnu radnu otopinu glicerola tako da pomijesate 1,5 ml
glicerola s 485 ml vode bez nukleaze za molekularnu upotrebu;
skalirajte prema potrebi. Otopinu ulijte u Coplin posudu za obradu
stakalaca.

2. Ulijte priblizno 200 do 250 ml sredstva za bistrenje D-limonen u
dvije posude za bojenje, pazeci da su stakalca na nosacu za stakalca
u potpunosti uronjena.

3. Ulijte priblizno 200 do 250 ml apsolutnog etanola (EtOH) u trecu
posudu za bojenje.

4. Neobojene prereze tkiva montirane na stakalca stavite u nosac za
stakalca.

5. Nosac¢ za stakalca postavite u prvu posudu za bojenje s D-limo-

nenom i njezno tresite nosac za stakalca naprijed i natrag u trajanju
od 10 do 15 sekundi. Neka stalak ostane u prvoj posudi za bojenje s
D-limonenom ukupno 2 minute.



6. Nosac za stakalca premjestite iz prve posude s D-limonenom u drugu
posudu s D-limonenom. Njezno tresite nosac za stakalca naprijed i
natrag u trajanju od 10 do 15 sekundi. Neka nosac za stakalca ostane
u prvoj posudi za bojenje s D-limonenom ukupno 2 minute. Uvjerite
se da je uklonjen sav parafin. U suprotnom, nosac¢ ostavite u drugoj
posudi za bojenje s D-limonenom oko T minutu dulje.

7. NosacC za stakalca premijestite iz druge posude za bojenje s
D-limonenom u otopinu EtOH za ispiranje. Njezno tresite nosac za
stakalca naprijed i natrag u trajanju od 10 do 15 sekundi i izvadite ga
nakon 2 minute.

8. Neka se stakalca suSe na zraku 5 do 10 minuta ili dok nisu u
potpunosti suha i tkivo izgleda bijelo (to moze potrajati dulje ovisno
o veli¢ini tkiva).

9. Oznacite podrucje tumora na straznjoj strani neobojenog stakalca
tako da ga poravnate s odgovaraju¢im stakalcem obojenim
hematoksilinom i eozinom i prenesete oznaceno podrucje.

10. Radite s jednim stakalcem odjednom, rehidrirajte tkivo na
oznacenom neobojenom stakalcu tako da stakalce uronite u otopinu
3 %-tnog glicerola.

1. Uklonite visak glicerola sa stakalca pomocu laboratorijske maramice.

12. Priobradivise stakalaca korisnik moze dopustiti da se stakalca osuse
na nosacu za susenje dok se ostala stakalca rehidriraju.

13. Ziletom ili skalpelom ostruzite netumorsko tkivo koje se nalazi oko
oznacenog podrucja tumora te ga bacite.

14. Dok drzite jednu stranu stakalca i drugu ste polozili na ¢vrstu
povrsinu pod kutom od 45 stupnjeva, prikupite makrodisecirano
tkivo tumora na rub zileta. Tkivo se lako moze ,uviti“ na Zilet dok se
prikuplja.

15. Ponovite prethodni korak za svako stakalce iz istog uzorka.
Napomena: Vise neobojenih stakalca iz istog FFPE uzorka moze se
prikupiti na isti zilet.

16. Prereze tkiva iz istog uzorka njezno ubacite u oznacenu tubu od
1,5 ml za mikrocentrifugu.

17. Ako se upotrebljava, ocistite iglu za seciranje ili forceps tako da ih
uronite u D-limonen na nekoliko sekundi i osusite izmedu uzoraka
tkiva.

11.5 lzoliranje RNA

Veracyte preporucuje upotrebu kompleta za ekstrakciju RNA Veracyte FFPE
Extraction Kit, koji je validiran posebno za upotrebu s testom Prosigna.

Drugi kompleti za izolaciju RNA mogu se upotrebljavati za pripremu uzoraka za
test Prosigna ako daju RNA iz prereza tkiva tumora dojke fiksiranih u formalinu
i uklopljenih u parafin te montiranih na stakalca koji udovoljavaju sljede¢im
specifikacijama:

Tablica 6: Specifikacije kompleta za izoliranje RNA

Metricki Test ili mjerenje Specifikacija
Koncentracija RNA Opticka gustoca pri 260 nm | > 12,5 ng/ul
Ukupni volumen RNA (ub) | Ukupni eluirani volumen >12ul
. Omjer opticke gustoce pri
Cistoca RNA 260 nm s optickom gustocom |1,7 - 2,3
pri 280 nm (OD 260/280 nm)

" Sadrzaj genomske DNA u

Kontaminacija DNA eluiranégw uzorku RNA <1ng/ul
. . Raspodijela velicine izoliranih 2 90 % izoliranin RNA
Cjelovitost RNA RNA fragmenata fragmenata mora biti n
>100 nukleotida u duzini

Oprez: ako se u kombinaciji s testom Prosigna koristi alternativni postupak
izolacije, laboratorij mora u potpunosti validirati taj posebni radni tijek prije
njegove rutinske provedbe.

Postupak izoliranja RNA:

- Ako se koristi komplet za ekstrakciju RNA Veracyte FFPE Extraction Kit,
pridrZavajte se uputa za upotrebu tvrtke Veracyte.

- Ako se koristi alternativna metoda ekstrakcije, pridrzavajte se provjerenog
postupka ili postupka koji je naveo proizvodac.

Svaka serija kompleta za ekstrakciju RNA koju proizvodi Veracyte kvalificirana
je za proizvodnju uzoraka RNA koji ispunjavaju prethodno definirane
specifikacije za testove za dijagnosticku ekspresiju gena. Pogledajte list s
metodama za odabrani komplet za ekstrakciju RNA/upute za upotrebu u
kojima mozete pronadi upute za skladistenje, sigurnost i rukovanje.
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1.6 Mijerenje koncentracije i kvalitete RNA

1. Izmjerite koncentraciju izolirane RNA unutar istog radnog dana
(pohranite na +2 do +8 °C) ili zamrznite na temperaturi od -70 °C ili
nizoj do upotrebe.

2. lzmijerite opticku gustocu (OD) 2 ul izolirane RNA pri 260 i 280 nm
koriste¢i se spektrofotometrom koji udovoljava definiranim
specifikacijama navedenima u odjeliku 10.3 Specifikacije opreme.
Izbjegavajte pipetiranje volumena od 2 ul s dna izvorne epruvete
u slucaju da je preostalo staklenih vlakana $to moze nepovoljno
utjecati na ocitanje opticke gustoce.

3. Slijedite upute proizvodaca spektrofotometra za mjerenje RNA.

4. Ako neki od uzoraka ne udovoljava minimalnim pokazateljima
Cistoce RNA ili koncentracije (Tablica 6), centrifugirajte epruvetu s
uzorkom u trajanju od 1 minute pri maksimalnoj brzini (> 10000 x g),
postavite epruvetu na led i ponovite postupak mjerenja. Ako uzorak
i dalje ne udovoljava pokazateljima cistoc¢e ili koncentracije, RNA
uzorak nije pogodan za analizu prema postupku testa Prosigna.
Nemojte upotre- bljavati RNA kvalitete ili kvantitete nedostatne za
test Prosigna.

5. Ekstrakcija RNA moZe se ponoviti ako nije udovoljeno minimalnim
specifikacijama koncentracije ili ¢istoc¢e (Tablica 6). Korisnici mogu
odabrati izolirati dodatna stakalca iz istog FFPE bloka ili odabrati
zaseban blok istog bolesnika.

6. Ako koncentracija RNA premasi 250 ng/ul, treba je razgraditi
s RNazom za molekularnu upotrebu i vodom bez DNaze u
cilinoj koncentraciji od 200 ng/ul prije izvodenja testa nizvodne
hibridizacije. Upotrijebite zabiljezeni rezultat omjera OD 260/280
iz nerazrijedenog uzorka kako biste odredili udovoljava li razrijedeni
uzorak minimalnoj ¢istoc¢i RNA od 1,7.

7. Zamrznite RNA na temperaturi od -70 °C ili niZzoj ako test Prosigna
ne mozete dovrsiti unutar istog radnog dana.

1.7 Postupak testa

Ovaj postupak testa opisuje korake potrebne za izvodenje testa Prosigna uz
upotrebu sustava za analizu nCounter. Ti se koraci mogu sazeti u nekoliko
sliedecin kategorija u dva uzastopna dana:

Prvi dan
+ Postavljanje zapisa o identifikaciji skupa ciklusa (RSID) u internetskoj
aplikaciji
» Postavljanje hibridizacije RNA pomocu skupa Prosigna CodeSet
(postavljanje od 30 minuta, hibridizacija od 15 do 21 sat)

Drugi dan

* Postavljanje i pokretanje stanice za pripremu (postavljanje od
20 minuta, 2 do 3 sata po ciklusu, ovisno o broju uzoraka koji se
analiziraju)

* Postavljanje i skeniranje kasete na digitalnom analizatoru (5 minuta
za postavljanje, 2,5 do 4,5 sati za svaku kasetu, ovisno o broju
uzoraka koji se analiziraju)

* Dohvacanje izvjes¢a (30 minuta)

Odabir uzorka bolesnika i postavljanje serije

1. Odredivanje uzoraka bolesnika koji ¢e biti dijelom ciklusa ispitivanja.
U pojedinu seriju moze se ukljuciti najvise 10 uzoraka

a. Svakom uzorku unutar serije bit ¢e dodijeljen jedinstveni
polozaj unutar epruvete u nizu s 12 jazica koja se upotre-
bljava za hibridizaciju, a registrira se kao dio ID skupa ciklusa
na uredaju (ID skupa ciklusa izvrsen putem softvera inter-
netske aplikacije). Imajte na umu da su polozaji 1i 2 rezer-
virani za referentni uzorak, a polozaji od 3 do 12 su za RNA
uzorke tumora.

b. llustracija u nastavku prikazuje bocni 1) i gornji prikaz 2)
epruvete u nizu. Epruveta u nizu asimetri¢no je udubljena
izmedu jazica za reakciju 11 2 (A) te 81 9 (B) kao pomoc¢ u
odrzavanju redoslijeda uzorka tijekom obrade. Epruveta
u nizu takoder je urezana izmedu jaZica za reakciju 6 i 7
(C) kako bi se olaksalo rezanje epruvete u nizu ako bude
potrebno postaviti standardne adaptere za centrifugu.



Slika 6: llustracija udubljene epruvete u nizu
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IzraCunajte kolic¢inu RNA i vode (kada je potrebno) koje treba dodati
u reakciju hibridizacije za svaki uzorak unutar serije.

a. Preporuceni RNA unos je 250 ng za test. Prihvatljivi raspon
RNA unosa za hibridizaciju je 125 - 500 ng.

b. Izracunajte volumen (u mikrolitrima) RNA uzorka koji treba
dodati u reakciju hibridizacije dijeljenjem Zeljenog unosa
uzorka (npr., 250 ng) izmjerenom koncentracijom.

c. Ako je izracunata koncentracija uzorka izmedu 12,5 ng/ul i
25 ng/pl, dodajte maksimalnu koli¢inu od 10 pl.

d. Za uzorke kojima treba manje od 10 ul izracunajte volumen
vode potreban za dobivanje ukupno 10 pl volumena uzorka.

Primjer: Zauzorak sizmjerenom koncentracijom RNA od 85ng/pl,

potrebno je 2,9 ul uzorka za ukupnu masu od 250 ng i potrebno

je 71 ul vode kako bi volumen bio 10 pl prije dodavanja preostalih
reagensa. U jednadzbi: 250 ng + 85 ng/pl = 2,9 ul

Registracija i obrada uzorka

Korisnik ¢e stvoriti jedinstveni 1D skupa ciklusa za svaku seriju uzoraka
povezujuci ID broj uzorka s lokacijom na epruveti u nizu (polozaji 3 do 12) uz
upotrebu internetske aplikacije sustava za analizu nCounter. Upute o upotrebi
internetske aplikacije sustava za analizu nCounter korisnik moze pronaci u
korisnickom prirucniku.

1.

Ako je uzorak RNA bio zamrznut prije upotrebe, izvrsite sljedece
korake prije nastavka:

a. U potpunosti otopite uzorak RNA i pohranite ga na ledu.

b. Centrifugirajte otopljenu epruvetu s uzorkom u trajanju od

1 minute pri maksimalnoj brzini (> 10000 x g) i postavite
natrag na led.
Odaberite odgovarajucu veli¢inu kompleta testa Prosigna na temelju
broja uzoraka bolesnika koji se testiraju (1, 2, 3, 4 ili 10). lzvadite
epruvetu svakog od sljedec¢ih reagensa iz kompleta CodeSet iz
zamrzivaca na -80 °C da se otope. Reagense pohranite na ledu ako
necete odmah nastaviti sa sljede¢im koracima.

a. Prosigna Reporter CodeSet (zelena naljepnica na ¢epu)

b. Prosigna Capture ProbeSet (siva naljepnica na ¢epu)

c. Prosigna referentni uzorak (nema naljepnice na ¢epu)
Uklonite naljepnicu s crticnim kodom partije skupa CodeSet i Sifru
konfiguracije testa iz kutije CodeSet.

U internetskom pregledniku prijavite se u internetsku aplikaciju IVD
sustava za analizu nCounter i odaberite Prosigna kao vrstu testa
kako biste zapoceli postavljanje obrazaca za digitalnu registraciju.
Na glavnoj stranici odaberite ,Create New Run Set” (Stvori novi skup
ciklusa).

Prvo obavezno polje pri definiranju serije Prosigna je Run Set ID
(ID skupa ciklusa). Unesite jedinstveni identifikator u polje Run Set ID
(ID skupa ciklusa) kako biste identificirali seriju uzoraka.

Skenirajte ili ru¢no unesite Sifru konfiguracije testa u internetsku
aplikaciju. Nakon §to je skenirate ili unesete, mozete je baciti.
Skenirajte ili ru¢no unesite Sifru kompleta CodeSet u internetsku
aplikaciju.

Zatim u odgovarajuce polje za ID uzorka unesite jedinstveni ID
uzorka za uzorak koji ¢e se nalaziti na trecem polozaju/jazici na
epruveti u nizu.
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1.

a. Unesite ID uzroka RNA bolesnika pomocu skenera crticnog
koda ili ru¢no unoseci ID uzorka pomocu tipkovnice.

b. Nakon unosa ID broja svakog uzorka i prije unosa sljedeceg
uzorka tabulatorom prijedite u odgovarajuca padajuca polja
kako biste ih popunili (veli¢ina tumora i status ¢vora).

i.  Upotrijebite broj pozitivnih ¢vorova koji je ustanovljen
tijekom patohistoloske procjene bolesnika kako
biste odabrali odgovarajucu kategoriju ¢vora za test
(nula, 1-3,>4).

ii. Upotrijebite izmjerenu veli¢inu vidljivog tumora ili
stadij koji je odreden tijekom patohistoloske procjene
bolesnika kako biste odabrali odgovarajucu kategoriju
veli¢ine vidljivog tumora za test (< 2 cm ili > 2 cm).

c. Komentare mozete unijeti u dodatno polje Memo (Komentar)
za svaki uzorak.

Napomena: Ako nisu potrebni neki polozaji/jazice na epruveti u
nizu, ostavite preostala polja praznima. Ako su potrebna dodatna
polia za vise uzoraka, upotrijebite razne konfiguracije testa koji
mogu prihvatiti vise uzoraka.

. Nakon $to dovrsite unos uzorka, specificirajte koji korisnici ¢e primiti

sljedece:
a. Azuriranja statusa za analize provedene na stanici za
pripremu i digitalnom analizatoru.
b. Obavijest da je dostupno zavrsno izvjesce.
Spremite dovrseni skup ciklusa.
a. Radni list skupa ciklusa mozete ispisati i upotrijebiti u svrhu
sljedivosti i verifikacije uzorka.

Postupak reakcije hibridizacije

Napomena: Za sljedece korake pretpostavlja se upotrebljava deset (10)
uzoraka bolesnika i dva (2) referentna uzorka.

Napomena: Nemojte centrifugirati Reporter CodeSet brze od 3000 x g ili
dulje od 10 sekundi i nemoijte ,pulsirati“ vrtnju. Ako to ucinite, centrifuga
¢e doseci maksimalnu brzinu i moze vrtnjom izbaciti otopinu iz skupa
CodeSet.

1.

Programirajte grijaci blok koristeci se kolicinom od 30 pl, izracunatom
temperaturom bloka i poklopca te postavkom vremena ,,.zauvijek” (ili
ekvivalentna postavka vremena zadrzavanja). Temperaturu grijaceg
bloka postavite na 65 °C i temperaturu grijaceg poklopca postavite
na 70 °C.

Napomena: Za sljedece korake iznimno je vazno da odrzavate redoslijed
kojim se uzorci dodaju u epruvete u nizu, pazeci da redoslijed odgovara
onom na ID-u skupa ciklusa.

2.

Oznacite dostavljenu udubljenu epruvetu u nizu s 12 jazica kako
biste razlikovali polozaje od 1do 6 od polozaja od 7 do 12 (pogledajte
ilustraciju epruvete u nizu).
Ako je potrebno, odrezite epruvetu u nizu napola kako bi pristajala u
mini centrifugu s adapterom za epruvetu u nizu.
Pipetirajte 10 ul referentnog uzorka na polozaje 11 2 na udubljenoj
epruveti u nizu.
Pipetirajte izracunati volumen vode potreban za svaki uzorak u
pripadajucim polozajima na udubljenoj epruveti u nizu.
Pipetirajte izracunati volumen RNA potreban za svaki uzorak u
pripadajuc¢im polozajima na udubljenoj epruveti u nizu koristeci se
novim nastavkom pipete za svaki uzorak.
Kada je uzorak bolesnika dodan u epruvetu u nizu, preporucuje se
postaviti epruvetu za uzorak u nosac za epruvete za uzorak, odrza-
vajuci redoslijed kojim je uzorak dodan u epruvetu u nizu. To sluzi za
provjeru da su uzorci dodani namijenjenim redoslijedom nakon $to
su svi uzorci dodani u epruvetu u nizu.
Kada su svi uzorci dodani u epruvetu u nizu, provjerite je li isti
redoslijed uzoraka zadrzan u epruveti u nizu (radni list skupa ciklusa
moze se upotrijebiti za provjeru redoslijeda uzorka).
a. Ako je potrebno, uredite ID skupa ciklusa pomocu softvera
internetske aplikacije kako bi odrazavao redoslijed uzorka
u konacnom rasporedu (pogledajte korisnicki priruc¢nik
sustava za analizu nCounter za upute o uredivanju posto-
jeceg ID-a skupa ciklusa).
Nakon $to je provjeren redoslijed uzorka, pojedinacne epruvete s
RNA uzorkom postavite natrag na led.



. Stvorite glavnu mjesavinu koja sadrzi 130 ul pufera za hibridizaciju i

65 pl skupa Reporter CodeSet.

Napomena: Ako je Reporter CodeSet bio pohranjen na ledu, neka
se uravnotezuje na sobnu temperaturu najmanje 1 minutu prije nego
Sto dodate pufer za hibridizaciju.

Izmijesajte pipetiranjem i nakratko centrifugirajte glavnu mjesavinu.
Napomena: Glavnu mjeSavinu nemojte staviti na led.

Pipetirajte 15 ul glavne mjesavine u svaku od 12 jazica. Za svaku jazicu
upotrijebite novi nastavak pipete.

Napomena: Nakon sto dovrsite sljedeci korak, epruveta u nizu mora
se postaviti u grijaci blok na 65 °C u roku od 15 minuta.

Dodajte 5 pl Capture ProbeSet u svaku jazicu koristeci se novim
nastavkom za pipetu za svaku jazicu.

. ZacCepite jazice na epruveti u nizu i izmijeSajte reagense preokre-

tanjem epruvete u nizu nekoliko puta i laganim udaranjem prstom
kako biste se uvijerili da je potpuno izmijesano.

Uzorke u epruveti u nizu nakratko centrifugirajte u centrifugi
PicoFuge ili mini centrifugi (pri < 3000 x g).

Napomena: Upotrijebite centrifugu PicoFuge u koju se moze
smijestiti epruveta u nizu s 12 jazica ili ako je potrebno mini centrifugu
u koju se mogu smjestiti prerezane epruvete u nizu.

. Epruvete u nizu postavite u grijaci blok s grija¢im poklopcem na

temperaturu od 65 °C. Testove za hibridizaciju inkubirajte na 65 °C
tijekom 15 do 21 sati. Hibridizaciju treba ostaviti na 65 °C dok nije
spremna za obradu na stanici za pripremu.

Napomena: Bacite nekoristeni CodeSet.

Obrada uzoraka na stanici za pripremu nCounter

1.

2.

Pronadite stanicu za pripremu koja je povezana s digitalnim analiza-
torom.

|zvadite kasetu nCounter iz pohrane na -20 °C i ostavite je da se
uravnotezi na sobnoj temperaturi 10 do 15 minuta u vrecici od folije.
Napomena: Provijerite jesu li zajedno koristene komponente iz iste
partije kompleta.

Kada kaseta dostigne sobnu temperaturu, izvadite je iz vrecice
od folije prije nego $to kasetu postavite na platformu stanice za
pripremu.

Izvadite ploce za pripremu nCounter iz pohrane na 4 °C i ostavite ih
da se uravnoteze na sobnoj temperaturi 10 do 15 minuta. Napomena:
Za cikluse koji se izvode s kompletom 1, 2, 3 ili 4 testa Prosigna
potrebna je samo jedna ploca za pripremu.

Ploce za pripremu centrifugirajte na 2000 x g u trajanju od 2 minute
kako bi se tekucine skupile pri dnu jazice prije nego sto ploce za
pripremu postavite na platformu stanice za pripremu.

Dok se kasete i ploCe za pripremu uravnotezuju na sobnu tempe-
raturu, pripremite stanicu za pripremu s potro$nim materijalima iz
paketa za pripremu nCounter.

Na sucelju dodirnog zaslona stanice za pripremu nCounter odaberite
gumb ,Diagnostics” (Dijagnostika) za svoj test.

Na zaslonu Main Menu (Glavni izbornik) odaberite gumb ,Process
Samples” (Obrada uzoraka) na sucelju dodirnog zaslona.
Pregledajte popis dostupnih ID brojeva skupa ciklusa (RSID) ilustri-
ranih na zaslonu kako biste potvrdili RSID za uzorke koji se trenu-
tacno obraduju.

. Odaberite RSID dodirivanjem zaslona i odabirom ,Next” (Dalje) na

sucelju dodirnog zaslona.
Na sucelju dodirnog zaslona provijerite je li odabran odgovarajuci
RSID tako da pogledate svaku epruvetu na zaslonu i usporedite
podatke o uzorku.
a. Radni list skupa ciklusa mozete ovdje upotrijebiti u svrhu
sljedivosti i verifikacije uzorka.
b. Ako je odabran neodgovarajuci RSID, dodirnite gumb ,Back”
(Natrag) i odaberite ispravan RSID.
c. Ako je RSID bio tocan, ali postoje pogreske o unosu uzorka,
dodirnite gumb ,Back” (Natrag) i idite na racunalo te uredite
RSID putem internetske aplikacije.
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Slika 7: Zaslon obrade ciklusa na stanici za pripremu
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Na sljedec¢ih nekoliko zaslona vidjet cete obavijesti da skenirate
zatrazene ID brojeve crticnog koda reagensa u otvorenim poljima
ili da potvrdite postavljanje potrebnog potrosnog materijala na
platformu. Nakon §to izvrsite svaki zadatak, odaberite ,Next” (Dalje)
na sucelju dodirnog zaslona i prijedite na sljedec¢u obavijest.
Napomena: Za cikluse koji se izvode s kompletom Prosigna za
1, 2, 3ili 4 testa potrebna je samo jedna ploc¢a za pripremu i jedna
prazna epruveta u nizu za grija¢. Za cikluse s kompletom za 1,2, 3ili 4
testa postavite plocu za pripremu i praznu epruvetu u nizu za grijac¢
u pripadajuce prednje polozaje (najblize korisniku) na platformi
stanice za pripremu.

. Uklonite uzorke iz grijaceg bloka.

Napomena: Pokrenite ciklus na stanici za pripremu unutar 15 minuta
od vadenja uzoraka iz grijaceg bloka.

. Postavite epruvetu u nizu u centrifugu PicoFuge ili mini centrifugu i

nakratko centrifugirajte (pri < 3000 x g).

Njezno uklonite ¢epove za epruvete s epruvete u nizu.

Utori na epruveti u nizu i vodilice na stanici za pripremu trebaju
ostati u ispravnom redoslijedu i orijentaciji za uzorke.

Epruvete u nizu s jazicama redoslijedom od 1 do 12 slijeva nadesno
stavite na platformu stanice za pripremu nCounter. Pri izvodenju
ciklusa pomocu kompleta za 1, 2, 3 ili 4 testa, samo prvu polovicu
epruvete u nizu (jazice 1do 6) treba postaviti na lijevu stranu drzaca
epruveta za uzorak na platformi kada je to primjenjivo. Imajte na
umu da je vazno upotrijebiti samo jazice od 1 do 6. Druga polovica
epruvete u nizu (jazice 7 do 12) nece stati na lijevu polovicu drzaca
zbog udubljenog dizajna epruvete.

. Potvrdite da su epruvete u nizu ¢vrsto sjele na stanicu za pripremu i

zatvorite metalni poklopac.

. Ako se poklopac ne zatvori pravilno, tijekom validacije rasporeda

platforme vidjet ¢ete obavijest da ga zatvorite.

Na sucelju dodirnog zaslona odaberite ,Next” (Dalje).

Zatvorite vrata uredaja kada vidite obavijest i odaberite ,Next”
(Dalje) kako biste zapoceli s validacijom rasporeda platforme.

Dode li do pogreske, slijedite upute povezane sa specificnom
pogreskom kako biste nastavili s validacijom rasporeda platforme.

Slika 8: Validacija rasporeda platforme nakon hibridizacije na stanici za pripremu
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23. Nakon $to je raspored platforme validiran, na sucelju dodirnog
zaslona odaberite ,Start Processing” (Zapocni obradu).

Napomena: Naidete li na probleme s pokretanjem stanice za
pripremu, uzorke za hibridizaciju vratite u grijaci blok, ali nemojte
prekoraciti maksimalno vrijeme od 21 sata.

24. Slijedite upute na stanici za pripremu nakon sto se ciklus dovrsi.

25. Kada stanica za pripremu dovrsi ciklus, pazljivo izvadite kasetu
iz stanice za pripremu i zatvorite jazice na kaseti s dostavljenim
liepljivim poklopcem za jaZice na kaseti.

Napomena: Nemojte dopustiti da kaseta ostane otvorena u stanici
za pripremu preko noci.

26. Ako necete skenirati uzorke unutar istog dana, kasetu pohranite na
4 °C u neprozirnoj kutiji, najvise 1 tjedan.

Skeniranje kasete na digitalnom analizatoru nCounter

1. Pronadite digitalni analizator koji je povezan sa stanicom za pripremu
koja je obradila uzorke. Kasetu postavite u digitalni analizator
nCounter radi skeniranja.

a. Otvorite vrata digitalnog analizatora.
b. U prazno leziste postavite kasetu koju treba dodati.
c. Zatvorite vrata i pogledajte dodirni zaslon.

2. Sucelje dodirnog zaslona na digitalnom analizatoru ima nekoliko
grafickih prikaza koji vam pomazu da brzo prepoznate status
polozaja:

a. Praznalokacija: To je leziste prazno i spremno da se na njega
stavi nova kaseta.

b. Popunjena plava kaseta: dovrseno skeniranje.

NEMOJTE UKLONITI SLJEDECE KASETE:

a. Bijela kaseta: to leziste sadrzi kasetu koja je registrirana, ali
nije skenirana.

b. Djelomi¢no plava kaseta: to leziste sadrzi kasetu koja je u
postupku skeniranja

3. Kasete za koje je zavrseno skeniranje mogu se izvaditi iz digitalnog
analizatora.

4. Ako je to prva umetnuta kaseta na digitalnom analizatoru, dodirnite
gumb ,Diagnostics” (Dijagnostika) i odaberite ,Main Menu*” (Glavni
izbornik) kako biste se prijavili u digitalni analizator. Ako digitalni
analizator vec skenira kasete, nastavite na 9. korak u nastavku.

5. Pazljivo postavite kasetu u prazno leziste (pogledajte smjernice za
status pozicioniranja gore) na digitalnom analizatoru. Leziste i kaseta
su udubljeni kako bi vam pomogli da zadrzite pravilno usmjerenje.
Crti¢ni kod ¢e gledati gore.

6. Spustite poklopac lezista i pritisnite kasetu kroz otvor u poklopcu
lezista kao biste se uvijerili da je kaseta pravilno sjela.

7. Dodirnite gumb Start Counting (Zapoc¢ni brojenje) i pricekajte da
skener zapocne postupak skeniranja. Cut ¢ete seriju malih ritmickih
Skljocaja kako digitalni analizator zapocne sa skeniranjem kasete.

8. Provijerite je li se plava traka prikazala na polozaju kasete na zaslonu
(u roku od pet minuta od pocetka skeniranja), $to pokazuje da je
skeniranje zapocelo.

9. Kako biste dodali kasetu u digitalni analizator koji vec¢ skenira kasete,
dodirnite ,Pause” (Pauza“ na zaslonu Counting Cartridges (Brojenje
kaseta) i pricekajte da digitalni analizator pauzira trenutac¢no skeni-
ranje.

10. Otvorite vrata digitalnog analizatora.

11. Postavite kasete koje treba dodati na prazno leziste (pogledajte
smjernice za status pozicioniranja gore).

12. Zatvorite vrata i dodirnite ,Resume” (Nastavi).

13. Kada skeniranje zavrsi, softver ¢e poslati izvjes¢e na prethodno
specificirane korisni¢ke a-adrese.

14. Nakon primitka obavijesti putem e-poste, uklonite dovrsene kasete i

bacite ih sukladno sa smjernicama vase ustanove.
Napomena: IzvjeSca ce se generirati za uspjesSno dovrsene cikluse
kao i za cikluse s pogreskama koji su povezane s kontrolom kvalitete
podataka. Izvjesca se nece generirati u slucaju pogreske koja nije
povezana s kontrolom kvalitete podataka. Ako do toga dode, pomoc¢
zatrazite od sluzbe za korisni¢ku podrsku tvrtke Veracyte.

15. Upotrijebite poveznicu koja se nalazi u toj poruci e-poste kako biste
otvorili internetsku aplikaciju i preuzeli sva izvjesc¢a o testu povezana
s RSID-om koji se trenuta¢no obraduje.

16. Nakon pogreske: Pridrzavajte se preporuke navedene u izvjes¢u o
testu za pojedinacni uzorak ili pogreske sustava.

Napomena: Pogreske pojedinacnih uzoraka ne smatraju se
pogreskama sustava.
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12 RJESAVANJE PROBLEMA | POGRESKE TESTA

Tablica 7: Sifre pogreski za ponavljanje testa

Sifra pogreske Opis pogreske Preporucena radnja
5 Pogreska skeniranja | Ponovno obradite uzorak s RNA od 250 ng
B e
I e
0 | oo |Ponomesecicrale o onont
I el e

Razlozi za ponavljanje testa:

1. lzvjestaj o testu identificirat ¢e uzorke s pogreskom i nece prijaviti
rezultate testa. Rezultati testa bit ¢e prijavljeni u sluc¢aju uzoraka koji
Su uspjesno analizirani.

2. lzvjestaj o testu identificirat ce vrstu pogreske i preporucene radnje
u slucaju pogresSke testa. Koncentracija RNA uzoraka koji nisu
uspjesno analizirani moze se ponovno izmjeriti i uzroci se mogu
ponovno obraditi (kao dio nove serije/RSID) ovisno o vrsti pogreske
i koli¢ini mase RNA koja je ostala radi dobivanja rezultata testa.

13 REZULTATI TESTA

Test Prosigna ukljucuje seriju pokazatelja kontrole kvalitete koji se automatski
primjenjuju na svaki uzorak tijekom analize. Ti pokazatelji procjenjuju izvodenje
testa kako bi se utvrdilo jesu li rezultati unutar ocekivanih vrijednosti. Nakon
uspjesne analize tih pokazatelja kontrole kvalitete, test Prosigna daje sljedece
rezultate:

Tablica 8: Rezultati i izlazne vrijednosti testa Prosigna

Rezultat I1zlazne vrijednosti

Luminalni A
Luminalni B
HER2-enriched
Nalik bazalnom

Intrinzi¢ni podtip uzorka raka dojke

Pojedinacna procjena vjerojatnosti udaljenog

- 0
recidiva unutar 10 godina 0-100 %

Vrijednost u cijelom broju na

Ocjena rizika od ponavljanja bolesti (ROR) ljestvici od 0 do 100

Kategorija rizika Nizak, srednji, visok

13.1

Pokazano je da je intrinzi¢ni podtip tumora raka dojke povezan s prognozom
raka dojke u ranom stadiju. Prosjecno, bolesnici s luminalnim A tumorom imaju
znacajno bolji ishod od bolesnika s luminalnim B tumorom, HER2-enriched ili
tumorom nalik bazalnom?®.

Intrinzi¢ni podtipovi

Intrinzi¢ni podtip identificira se usporedbom profila ekspresije gena od 50 gena
u nepoznatom uzorku s profilima ocekivane ekspresije za Cetiri intrinzi¢na
podtipa. Nepoznatom se uzorku dodjeljuje podtip s najsli¢nijim profilom.

Najces¢i podtipovi raka dojke su luminalni podtipovi, luminalni A (LumA)
i luminalni B (LumB). Prethodna ispitivanja ukazuju na to da luminalni A ¢ini
priblizno 30 % do 40 %, a luminalni B ¢ini priblizno 20 % raka dojke®. Medutim,
vise od 90 % bolesnika s pozitivnim hormonskim receptorom ima Luminalnine
tumore. Obrazac ekspresije gena tih podtipova nalikuje Luminalninoj epitelnoj
kompo- nenti tkiva dojke®. Ti su tumori karakterizirani visokom ekspresijom
estrogenog receptora (ER), progesteronskog receptora (PR) i gena povezanih
s aktivacijom ER-a kao s$to je LIV1, GATA3 i ciklin D1, te ekspresijom luminalnih
citokeratina 8 i 18. Luminalni A rak dojke pokazuje nizu ekspresiju gena
povezanu s aktivacijom stani¢nog ciklusa kada se usporeduje s luminalnim B
rakom dojke, $to rezultira boljom prognozom.

Prethodna ispitivanja ukazuju na to da HER2-enriched podtip (HER2-E)
¢ini priblizno 20 % raka dojke®. Medutim, HER2-enriched tumori opéenito su
negativni na ER pa je tako utvrdeno da samo 5 % testirane populacije bolesnika
koji su pozitivni na ER ima rak dojke HER2-enriched. Bez obzira na status ER,
HER2-enriched tumori u vecini su slu¢ajeva pozitivni na HER2 s visokom ekspre-
sijom nakupine ERBB2, ukljucujuci ERBB2 i GRB7. Geni povezani s aktivacijom
stanicnog ciklusa takoder su visoko eksprimirani.



Objavljeni podaci ukazuju na to da podtip nalik bazalnom cini priblizno 20 %
raka dojke®. Medutim, tumori nalik bazalnom opcenito su negativni na ER, pa
samo 1% bolesnika s pozitivnim hormonskim receptorom ima tumor dojke nalik
bazalnom. Podtip nalik bazalnom gotovo je uvijek klinicki negativan na HER2
i eksprimira svitu ,bazalnih” biomarkera ukljucujuci citokeratine (CK) bazalnog
epitela i receptor ¢imbenika epidermalnog rasta (EGFR). Geni povezani s
aktivacijom stani¢nog ciklusa visoko su eksprimirani.

13.2 ROR ocjena

ROR ocjena je vrijednost u cijelom broju na ljestvici od 0 do 100 koja je povezana
s vjerojatnos¢u pojedinog bolesnika za udaljeni recidiv unutar 10 godina
za definiranu populaciju za koju je namijenjena. ROR ocjena izracunava se
usporedbom profila ekspresije 46 gena u nepoznatom uzorkom s ocekivanim
profilima za Cetiri intrinzicna podtipa, kao $to je opisano gore, radi izracunavanja
Cetirirazli¢ite vrijed- nosti korelacije. Te vrijednosti korelacije zatim se kombiniraju
s ocjenom proliferacije i velicinom vidljivog tumora radi izracunavanja ROR
ocjene.

13.3 Vjerojatnost 10-godisnjeg udaljenog recidiva

ROR ocjena za 2 kohorte Zena u postmenopauzi s rakom dojke u ranom stadiju
pozitivnim na hormonski receptor usporedene su s prezivljenjem bez udaljenog
recidiva nakon operacije i lijecenja adjuvantnom hormonskom terapijom u
trajanju od 5 godina te 5 godina pracenja (pojedinosti pogledajte u odjeljku 16.4
Klini¢ka izvedba). Ta dva ispitivanja rezultirala su modelom koji usporeduje ROR
ocjenu s vjerojatnos¢u udaljenog recidiva u toj testiranoj populaciji bolesnika,
ukljucujuci 95 %-tni interval pouzdanosti.

13.4 Klasifikacija rizika

Klasifikacija rizika takoder je dana kako bi se omogucilo tumacenje ROR ocjene
upotrebom granicnih vrijednosti povezanih s klinickim ishodom u testiranoj
populaciji bolesnika.

Tablica 9: Klasifikacija rizika prema ROR rasponu i statusu ¢vora

Status ¢vora ROR raspon Klasifikacija rizika
0-40 Nizak
Cvor je negativan 41-60 Srednji
61-100 Visok
Cvor je pozitivan 0-15 Nizak
@ %o BDévora) 16-40 Sredni
41-100 Visok
Cvor je pozitivan (> 4 ¢vora) 0-100 Visok

13.5 Kontrola kvalitete

Svaka partija komponenti testa Prosigna testira se upotrebom unaprijed
odredenih specifikacija. Sve stavke na razini kompleta pracene su prema partiji,
a klju¢ni dijelovi koji se nalaze unutar svakog kompleta zajedno su testirani i
izdani kao partija kompleta Prosigna.

Komplet testa Prosigna ukljucuje seriju internih kontrola koje se upotrebljavaju
za procjenu kvalitete svakog skupa ciklusa kao cjeline i svakog uzorka pojedi-
nacno. Te su kontrole navedene u nastavku.

Kontrolni komplet serije: In vitro referentni uzorak transkribirane RNA

Sintetski referentni uzorak RNA ukljucen je kao kontrola unutar kompleta testa
Prosigna. Referentni uzorak sastoji se od /in-vitro transkri- biranih RNA meta
iz 50 algoritama i 8 osnovnih gena. Referentni uzorak obraduje se u duplikatu
u svakom ciklusu testa Prosigna zajedno sa skupom najvise 10 nepoznatih
RNA uzoraka tumora dojke u epruveti u nizu s 12 jazica za reakciju. Signal iz
referentnog uzorka analizira se i usporeduje s unaprijed definiranim pragovima
za kvalifikaciju ciklusa.

Signal iz svakog od 50 algoritamskih gena RNA uzorka tumora dojke norma-
lizira se na odgovarajudi gen iz referentnog uzorka.

Skup pozitivne kontrole: /n vitro transkribirane RNA mete koje odgovaraju
caputre (vezanoj) probi i reporter probi
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Sintetske RNA mete upotrebljavaju se kao pozitivne kontrole za test Prosigna.
Sekvence mete pozitivne kontrole izvedene su iz biblioteke DNA sekvenci
ERCC-a (External RNA Control Consortium)®. RNA mete su in-vitro transkri-
birane iz DNA plazmida. Sest RNA ciljeva uklju¢eno je u komplet testa u etve-
rostrukoj seriji titracije (128 - 0,125 fM konacna koncentracija u reakciji hibridi-
zacije) zajedno s odgovaraju¢im vezanom probom i reporter probom. Pozitivhe
kontrole dodane su svakom RNA uzorku tumora dojke i referentnom uzorku koji
se testiraju testom Prosigna. Uzorak ¢e se diskvalificirati iz daljnje analize ako
intenziteti signala iz pozitivnih kontrola ne udovoljavaju unaprijed definiranim
pragovima.

Skup negativnih kontrola: egzogene probe bez meta

Sekvence mete negativne kontrole izvedene su iz biblioteke DNA sekvenci
ERCC-a® Probe osmisljene za otkrivanje tih sekvenci meta ukljucene su kao dio
kompleta testa bez odgovarajuce sekvence mete. Negativne kontrole dodane
su svakom RNA uzorku tumora dojke i referentnom uzorku koji se testiraju
testom Prosigna kao mijere kontrole kvalitete. Uzorak ce se diskvalificirati iz
daljnje analize ako intenziteti signala iz negativnih kontrola ne udovoljavaju
unaprijed definiranim pragovima.

Kontrolni set za cjelovitost RNA: osnovni geni

U komplet Prosigna uklju¢ene su vezane i reporter probe osmisljene za otkri-
vanje 8 osnovnih gena i 50 algoritamskih gena. Razine ekspresije 8 osnovnih
gena analiziraju se radi odredivanja kvalitete RNA ekstrahirane iz FFPE uzorka
tkiva i unose se u test Prosigna. Uzorak ¢e se diskvalificirati iz daljnje analize
ako razine ekspresije osnovnih gena budu ispod unaprijed definiranih pragova.

Osnovni geni takoder se upotrebljavaju za normalizaciju razlika u koli¢ini
intaktne RNA u uzorku prije normalizacije referentnog uzorka.

14 OGRANICENJA POSTUPAKA

1. Test Prosigna optimiziran je za identifikaciju intrinzicnog podtipa
tumora raka dojke i 10-godisnjeg rizika bolesnika od udaljenog
recidiva u obliku ROR ocjene i kategorije rizika koristed¢i se proci-
S§¢enom RNA ekstrahiranom iz tkiva humane dojke fiksiranog u
formalinu i uklopljenog u parafin. Ostale vrste uzoraka ili fiksativa
nisu ispitane i ne smiju se upotrebljavati.

2. Radne karakteristike testa Prosigna potvrdene su koristec¢i se samo
postupcima navedenima u ovim uputama o proizvodu. Izmjene tih
postupaka mogu izmijeniti radne karakteristike testa.

3. Radne karakteristike testa Prosigna utvrdene su za Zzene u postme-
nopauzi s rakom dojke u ranom stadiju pozitivnim na hormonski
receptor lijecene 5 godina adjuvantnom hormonskom terapijom.
Radne karakteristike s ostalim rezimima lijecenja ili ostalim popula-
cijama bolesnika nisu utvrdene.

4. Ako se testu doda RNA nedostatne kvalitete ili koli¢ine, test Prosigna
mozda nece dati valjani rezultat i umjesto toga prijavit ¢e pogresku
testa.

5. Tumacenje rezultata testa Prosigna (intrinzi¢ni podtip, ROR ocjena,
kategorija rizika) treba procijeniti unutar konteksta ostalih klinicko-
patoloskih faktora, anamneze bolesnika i rezultata ostalih laborato-
rijskih testova.

6. Radne karakteristike testa Prosigna utvrdene su s RNA koja
udovoljava specifikacijama definiranima u vezi s gore navedenim
postupkom. Radne karakteristike izolirane RNA koja ne udovoljava
tim specifikacijama nisu ustanovljene.

7. Poznate interferirajuce tvari s testom Prosigna ukljucuju genomsku
DNA i netumorsko tkivo (npr. zdravo tkivo). Prije pocetka postupka
uzmite u obzir opcenita razmatranja o testu. Prije pokretanja
postupka patolog treba jasno identificirati podrucje vijabilnog
invazivnog karcinoma. Dodatno, svaki RNA uzorak treba tretirati
DNazom. Prije nastavka s uzorcima bolesnika za testiranje, svaka
nova partija DNaze treba se ispitati i kvalificirati prema danim speci-
fikacijama kada se upotrebljava drugi komplet za izoliranje osim
kompleta za ekstrakciju RNA Veracyte FFPE.



15 OCEKIVANE VRIJEDNOSTI

Test Prosigna prijavljuje ROR ocjenu (O do 100), intrinzi¢ni podtip (luminalni A,
luminalni B, HER2-enriched ili nalik bazalnom) te kategorizaciju rizika (nizak,
srednji ili visok) za svaki uzorak tumora. Na temelju dva klini¢ka ispitivanja za
validaciju opisana u nastavku, zene u postmenopauzi s HR+, ranim stadijem
raka dojke lijecene anastrazolom ili tamoksifenom u pokusima ATAC i ABCSG-8,
prikazani su ocekivani raspon i ucestalost ROR ocjena (Slika 10), neprekidan
odnos ROR-a s vjerojatno$c¢u udaljenog recidiva prema statusu ¢vora (Slika 11)
i distribucija ROR ocjena prema intrinzicnom podtipu (Slika 9). Na temelju tih
klini¢kih ispitivanja za validaciju, prezivljenje bez udaljenog recidiva dulje od
10 godina prema kategorizaciji rizika predstavljeno je na Slici 12 (bolesnici s
negativnim ¢vorom) i Slici 13 (bolesnici s pozitivnim ¢vorom (1do 3 ¢vora)).

15.1 ROR raspon prema podtipu

Slika 9 prikazuje dijagram pravokutnika ROR ocjene prema intrinzicnom
podtipu.

Slika 9: Dijagram pravokutnika ROR ocjene prema intrinzicnom podtipu

T T
Luminalni A Luminalni B

T

T
Her2Enriched Nalik bazalnom

Podtip

15.2 Ucestalost ROR ocjene prema statusu ¢vora

Histogram na Slici 10 generiran je pomocu jednog Coxovog modela koji je
ukljucivao ROR ocjenu i kategorijske varijable radi razlikovanja tri skupine uklju-
cenosti ¢vora.

Slika 10: Histogram ROR ocjene i skupine statusa ¢vora

Opazena ROR distribucija bolesnika odvojenih statusom ¢vora:
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Slika 11: Desetogodisnji predvideni rizik procijenjen unutar skupine statusa ¢vora
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15.3 Prezivljenje bez udaljenog recidiva prema
kategorizaciji rizika

Sljiededi podaci proizlaze iz kombiniranih analiza pokusa TransATAC i ABCSG-8.

Za dodjeljivanje bolesnika u skupine rizika, ROR ocjene usporedene su s

unaprijed definiranim pragovima rizika za bolesnike s negativnim ¢vorom
ili pozitivnim ¢vorom. Slike 12 i 13 pokazuju desetogodisnje prezivljenje bez

udaljenog recidiva za svaku skupinu kategorije rizika prema statusu ¢vora.

Slika 12: DRFS prema skupini rizika za bolesnike s negativnim ¢vorom

09

Postotak bez udalienog recidiva

— Nizak rizik
~ — Srednji rizik |~
° — Visok rizik e
o 3
o T [ o
° 1 /L °

r T T T T 1

0 2 4 6 8 10

Razdol

blje pracenja (godine)

Sazetak podatka za Sliku 12: DRFS prema skupini rizika za bolesnike s negativnim
¢vorom
Skupina Broj bolesnika | Broj dogadaja Procuenj_ery (eI (ve ut_‘laljenog
rizika (%) kroz 10 godina recidiva nakon 10 godina
[95 %-tni interval pouzdanosti (CI)]
Nizak 875 (49 %) 31 96,2 % [94,7 % - 97,3 %]
Srednji 551 (31 %) 53 89,2 % [86,1 % - 91,7 %]
Visok 360 (20 %) 73 777 % 72,8 % - 81,9 %]
Sveukupno | 1.786 (100 %) 157

Slika 13: DRFS prema skupini rizika za bolesnike s pozitivnim ¢vorom (1 do 3 ¢vora)
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Sazetak podatka za Sliku 13: DRFS prema skupini rizika za bolesnike s pozitivnim
¢vorom (1do 3 ¢vora)

Skupina Broj bolesnika | Broj dogadaja Procuenj.e '3' sl e uc_ialjenog
rizika (%) kroz 10 godina recidiva nakon 10 godina
[95 %-tni interval pouzdanosti (CI)]
Nizak 24 (4 %) 2 91,7 % [70,6 % - 97,8 %]
Srednji 211 (36 %) 18 90,4 % [85,2 % - 93,9 %]
Visok 355 (60 %) 87 71,8 % [66,3 % - 76,6 %]
Sveukupno | 590 (100 %) 107
Tablica 10: Desetogodisnje DRFS stope za bolesnike s 4 ili viSe pozitivnih ¢vorova
. . . Procijenjeni postotak bez udaljeno
Sl:il;?'::a Broj bolesnika kBr ':’zl ? (;) 323?:12 ]rec.!i'd'iv: nakon 10 godina.] °
[95 %-tni interval pouzdanosti (Cl)]
Visok 103 39 574 % [46,3 % - 67,0 %]




6 RADNE KARAKTERISTIKE
16.1 Analiticka preciznost i reproducibilnost

Kako bi se procijenila sveukupna preciznost i reproducibilnost testa Prosigna,
provedena su dva ispitivanja i rezultati su kombinirani. Prvo provedeno ispiti-
vanje bilo je ispitivanje preciznosti na sustavu za analizu nCounter pocevsi s
ekstrahiranim RNA tumora dojke, a drugo ispitivanje bilo je ispitivanje repro-
ducibilnosti pocevsi od tkiva tumora dojke fiksiranog u formalinu i uklopljenog
u parafin koje je ukljucivalo predanaliticke faktore.

Preciznost RNA
16.1.1 Plan ispitivanja

Slijepo i randomizirano usporedno ispitivanje na tri lokacije provedeno
je s testom Prosigna na sustavu za analizu nCounter radi procjene anali-
ticke preciznosti. Iz arhiviranin FFPE uzoraka generirano je pet puliranih
uzoraka RNA tumora dojke radi ispitivanja na svakoj lokaciji. Panel
uzorka predstavljao je prototipic¢ne profile ekspresije gena pronadene
tijekom rutinskog testiranja i svaku skupnu klasifikacije rizika.

Svaka lokacija ucinila je 18 valjanih ciklusa (9 ciklusa po svakom rukova-
telju, svaki ciklus sastojao se od 10 testova) nakon ciklusa upoznavanja
svakog rukovatelja (Tablica 11). Svaki je uzorak dvostruko testiran tijekom
svakog ciklusa pri nominalnoj razini RNA unosa od 250 ng za test. Svaki
rukovatelj izvrsio je jedan ciklus na odredeni dan prema opcenito prihva-
¢enim standardima za dugoro¢ne metode’. Ukupno razdoblje ispitivanja
ukljuCujuci upoznavanje pokrivalo je vise od 4 tjedna na svakoj lokaciji.

Tablica 11: Pregled ispitivanja preciznosti RNA

Varijable ispitivanja Brojevi

broj uzoraka RNA tumora dojke 5
broj replikata uzoraka po ciklusu (ista kaseta) 2
broj ciklusa/lokacija 18
broj ciklusa/dan 1
broj rukovatelja/lokacija 2
broj partija reagensa/lokacija 3
broj lokacija 3

Ukupan broj testiranih uzoraka po lokaciji (osim upoznavanja)= 180

Ukupan broj uzoraka = 540

16.1.2 Analiza sastavnih dijelova varijance

Tablica 12 prikazuje rezultate analize sastavnih dijelova varijance za
svakog Clana panela. Ispod procijenjene varijance nalazi se postotak
ukupne varijance (u zagradama).

Tablica 12: Sastavni dijelovi varijance prema ¢lanu panela (puliran uzorak RNA)

Reproducibilnost tkiva
16.1.4 Plan ispitivanja

Slijepo i randomizirano usporedno ispitivanje na tri lokacije u kojem su se
ispitivali replikati uzoraka tkiva tumora dojke uzeti iz istog FFPE bloka na
sustavu za analizu nCounter uz pomoc¢ testa Prosigna. Skup 43 nedavno
pohranjenih FFPE uzoraka tumora dojke bolesnika s rakom dojke
pozitivnim na hormonski receptor s potvrdenim invazivnim duktalnim
i/ili lobularnim karcinomom testirano je kao dio ispitivanja. Svi uzorci
tkiva otpremljeni su na odgovarajuce lokacije za testiranje radi obrade.
43 uzorka pregledala su neovisno tri razli¢ita patologa. Za svaki uzorak
tkiva koji je pregledao patolog izvrsen je probni ciklus koji se sastojao
od makrodisekcije tkiva, ekstrakcije RNA i testiranja testom Prosigna, a
Sto je proveo jedan rukovatelj na svakoj lokaciji koristeci se definiranim
postupkom testiranja. 1zolirana RNA iz svakog uzorka tkiva dvaput je
testirana u zasebnim ciklusima testiranja. Za izvodenje ovog ispitivanja
upotrijebljene su tri partije kompleta za izoliranje RNA (jedan po lokaciji)
i jedna partija reagensa iz kompleta za test. Umetnuto je jedno stakalce
za ekstrakciju RNA kada je izmjerena povr$ina tumora > 100 mm?, a 3
stakalca umetnuta su kada je izmjerena povrsina tumora < 100 mm?, s
minimalnom potrebno povrsinom tumora od 4 mm?2.

16.1.5 Sazetak testiranja

Stopa udjela za Cetrdeset i tri (43) uzorka tkiva procijenjena na svakoj od
tri lokacija prikazana je u Tablici 13.

Tablica 13: Stopa udjela na svakoj lokaciji

Lokacija Rezultat u postotku Uspje3no/Ukupno
1 95 % 41/43
2 93 % 40/43
3 100 % 43/43

Clan panela Sr‘?.d nja Sastavni dio varijance Ukupno
- vrijed- Ukupna
prema riziku, e T standardno
podtip ROR Lote | Centro |Operador| Ciclo |Intraciclo ) odstupanje
Nizak 314 0,010 | 0,000 | 0,000 | 0134 | 0,296 0,44 066
Luminalni A ’ Q%) | (0% | (0%) [(30%)]| (67%) | (100 %) '
Srednji 55 0,05 | 0,000 | 0,000 | 0,046 | 0426 | 0576 076
Luminalni B (18%) | (0%) | (0% | 8%) | (74%) | (100 %) ’
Srednji nalik 554 0,059 | 0,000 | 0,000 | 0,046 | 0194 | 0,299 055
bazalnom ’ 20%) | (0%) | (0%) | (15%) | (65%) | (100 %) !
Visok 648 019 | 0,014 | 0,000 | 0,064 | 0,380 | 0576 076
Luminalni B ’ 21%) | C%) | (0% | (1%) | (66 %) | (100 %) ’
Visok 76.2 0,165 [ 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0277 | 0442 066
HER2-enriched ! (37%)| (0% | (0% | (0%) | (63%) | (100 %) ’

Za svih pet ¢lanova panela, ukupno standardno odstupanje bilo je
manje od 1 ROR jedinice na ljestvici od O do 100. Za sve ¢lanove panela,
vecina varijance dolazi iz varijance unutar ciklusa (ponovljivost). Nije
gotovo uopce bilo varijance od lokacije do lokacije ili od rukovatelja do
rukovatelja. Test omjera vjerojatnosti za znacaj lokacije prema ¢lanu
panela pokazao je da su razlike prema lokaciji bile statisticki nezna-
¢ajne (p > 0,05). Za svaku partiju, srednja vrijednost ROR ocjena manja
je od T ROR jedinice osim za svakog ¢lana panela koji ukupnoj varijanci
doprinosi prosjecno priblizno 20 %.

16.1.3 Sukladnost klasifikacije rizika i udio podtipa

Zasve Clanove panela postojala je 100 %-tna sukladnost izmedu rezultata
podtipa i intrinzicnog podtipa ¢lana panela. Za sve uzorke, postojala je
100 %-tna sukladnost izmedu izmjerene i o¢ekivane skupine rizika.
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Cetrdeset uzoraka dalo je rezultate na svim lokacijama (izoliranje RNA
jednog uzorka na jednoj lokaciji trebalo je ponoviti), T uzorak dao je
rezultate na 2 lokacije i 2 uzorka dala su rezultate na jednoj lokaciji. Sto
posto (100 %) uzoraka koji su uspjesno prosli pregled tkiva i specifikacije
izoliranja RNA dalo je prolazne rezultate za test Prosigna. Izmjerena
povrsina tumora za 4/5 neuspjelih izoliranja RNA bila je <15 mm?, $to
¢ini manje od 50 mm? ukupnog unosa tkiva prema podrucju u test.

43 uzorka ukljucivala su bolesnike s pozitivnim i negativnim ¢vorovima.
|zraCunati rezultati testa iz 43 uzorka predstavljaju Sirok raspon
(94 jedinice) ROR ocjena, sva 4 intrinzi¢na podtipa i sve kategorije rizika
kada se na sve uzorke primijene grani¢ne vrijednosti za negativan ¢vor
ili pozitivan ¢vor. Dva uzorka s rezultatima na jednoj lokaciji isklju¢ena
su iz svih daljnjih statistickih analiza jer nije bilo dostupnih podatka za
usporedbu preko lokacija.

16.1.6 Analiza sastavnih dijelova varijance

Nije bilo statisticki znacajnih razlika (a = 0,05) izmedu kategorija rizika
pri upotrebi neparametrijskog testa Kruskal-Wallis tako da je model
sastavnih dijelova varijance istovremeno primijenjen na sve kategorije
rizika.

Tablica 14 prikazuje rezultate analize sastavnih dijelova varijance uz
upotrebu svih 41 uzoraka tkiva.

Tablica 14: Sastavni dijelovi varijance (ispitivanje reproducibilnosti tkiva)

Sastavni dijelovi varijance Ukupno
.. . standardno
Lokacija Unutar bloka Preostali Sveukupno odstupanje
0,10 772 0,51 8,34 2,89

Sastavni dio lokacije mjeri sistemsku varijaciju specificnu za lokaciju,
sastavni dio ,unutar bloka” mjeri nasumicnu varijaciju koja se razlikuje
kao funkcija pregleda/obrade uzorka tkiva ili unutar varijacije FFPE bloka,
a preostala varijacija mjeri kombinirani ciklus s varijabilno$c¢u ciklusa i
varijabilnost unutar ciklusa u testu Prosigna. Sastavni dio lokacije vrlo
je malen u odnosu na nasumicnu varijabilnost unutar bloka sto ukazuje
na to da su razlike izmedu lokacija u prosjeku bile zanemarive (< 1%
ukupne varijance). Preostala varijacija bila je dosljedna s ekvivalentnom
varijabilnos¢u izmjerenom u ispitivanju preciznosti RNA koja je imala
manje uzoraka, ali vise mjerenja replikata (varijanca od 0,51 u usporedbi s
prosje¢nom pojedinacnom lokacijom unutar varijance od 0,39 za partiju
reagensa Prosigna u ispitivanju preciznosti RNA).



U Tablici 15 prikazan je sazetak ukupne varijabilnosti uz upotrebu ukupne
vrijednosti varijabilnosti obrade tkiva (sastavni dijelovi za lokaciju i unutar
bloka iz Tablice 14 iz tog ispitivanja) kao i ukupna varijabilnost obrade
RNA iz ispitivanja preciznosti RNA (prosjecno kroz pet ispitanih ¢lanova
panela u Tablici 12). Predanaliticki faktori povezani s obradom tkiva
primarni su izvor varijacije za test (94 % ukupne varijance). Ukupno
standardno odstupanje ukljucujuci sve izvore varijacije jednako je 2,9 sto
ukazuje na to da je test Prosigna pouzdano mijerilo razlike izmedu dviju
ROR vrijednosti od 6,75 s 95 %-tnom pouzdanoscu.

Tablica 15: Ukupna varijabilnost (obrada tkiva i RNA)

Varijabilnost obrade Varijabilnost obrade Ukupna Ukupno
i P standardno
tkiva RNA varijabilnost N
odstupanje
782 047 8,29 29

16.1.7 Sukladnost klasifikacija kategorije rizika i podtipa

Sukladnost od lokacije do lokacije prema klasifikaciji podtipa i rizika za
bolesnika (nizak/srednji/visok rizik) prikazana je u Tablici 16 gdje su na
sve uzorke primijenjene pripadajuce grani¢ne vrijednosti rizika za klasi-
fikaciju negativnog ¢vora i pozitivnog ¢vora. Konkretni 95 %-tni intervali
pouzdanosti prikazani su u uglatim zagradama, a broj uzoraka s rezul-
tatima na obje lokacije prikazan je u obi¢nim zagradama. Prosjecna
sukladnost prikazana je u zadnjem stupcu. Za svaku usporedbuizracunata
je sukladnost u dva koraka. Prvo, za svaki uzorak tkiva, izracunat je udio
Cetiri moguca para rezultata (dva na lokaciji 1 * dva na lokaciji 2) koja su
se podudarala. U drugom koraku, ti su udjeli uprosjeceni kroz sve uzorke
tkiva koji su generirali rezultate na obje lokacije u danoj usporedbi.

Tablica 16: Sazetak sukladnosti podtipa i kategorije rizika prema statusu ¢vora

Usporedba parova
Lokacijalu Lokacija1u Lokacija 2 u Prosjecna
Vrsta usporedbe odnosu na odnosu na odnosu na R
lokaciju 2 lokaciju 3 lokaciju 3
(n = 40) (n=41) (n = 40)
. 96,3 % 98,8 % 95% o
Podtip (86,4 %-99,5 %] | [91,0 % - 100 %] | [831% - 993 %] 7%
Kategorija rizika 875% 927 % 90 % 90 %
Cvor je negativan | [73,2% - 95,8 %] | [80,1% - 98,4 %] | [76,4 % - 97.2 %] °
Kategorija rizika 88,8 % 92,7 % 91.3% 9%
Pozitivan ¢vor [75,9 % - 96,0 %] | [80,1% - 98,4 %] | [79,2 % - 97,4 %] °

Za svaku usporedbu (podtip i kategorije rizika s negativnim ¢vorom
i pozitivnim ¢vorom), prosjecna sukladnost izmedu lokacija bila je
najmanje 90 %. Nije bilo uzoraka gdje je kategorija rizika promijenjena s
niskog rizika na visok rizik (ili obrnuto) izmedu ili unutar lokacija. Samo
dva uzorka (od 41) nisu dala identi¢ne podtipove kroz svih 6 replikata:

1. Jedan uzorak imao je duplicirane rezultate za luminalni A na jednoj
lokaciji i duplicirane rezultate za luminalni B na obje druge lokacije.

2. Jedan uzorak imao je duplicirani rezultat za luminalni A na jednoj
lokaciji, duplicirani rezultat za HER2-enriched na drugoj lokaciji i po
jedan luminalni A i HER2-enriched na trecoj lokaciji.

16.2 Osjetljivost/RNA unos
Opis ispitivanja za RNA unos

Ispitivanje je testiralo 13 RNA uzoraka tumora dojke kroz tri razine RNA unosa
unutar specifikacija testa (500, 250 i 125 ng) i dvije dodatne razine RNA unosa
izvan specifikacija (625, 62,5 ng). Svaki je uzorak ispitan sa svakom partijom
kompleta (ukupno 2 partije) u jednom ciklusu testiranja koji je uklju- ¢ivao
dvostruka mjerenja na svakoj razini u specifikaciji i jedno mjerenje za svaku razinu
izvan specifikacije. Dvostruka slijepa (tj. bez mete) mjerenja bila su uklju¢ena u
svaki ciklus testiranja. Jedan uzorak testiran je samo s jednom partijom.

Rezultati ispitivanja za RNA unos

Svi izmjereni slijepi uzorci (n = 46) bili su dosta ispod praga za signal i dali su
neuspjesan rezultat testiranja (stopa udjela od O %). Sva mjerenja RNA tumora
unutar specifikacija testa (n = 138) dala su prolazni rezultat testiranja (stopa
udjela 100 %). Sto posto (100 %) uzoraka s unosom iznad specifikacije (625 ng)
dalo je prolazni rezultat testiranja. Osamdeset i tri posto (83 %) uzoraka (10/12)
testiranih s unosom ispod specifikacije (62,5 ng) dalo je rezultat testiranja u
partiji 1sa 100 % u partiji 2.

Prosjec¢na ROR ocjena za 13 uzoraka pokrivena Sirokim rasponom (20 - 82).
Klasifikacija skupine rizika (nizak/srednji/visok) bila je 100 % sukladna kroz sve
razine RNA unosa za 13 testiranih uzoraka. U Tablici 17 saZeta je varijacija ROR
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ocjene kao funkcija RNA unosa. Srednja razlika ROR ocjene izmedu razina RNA
unosa, SD za razlike i 90 %-tni interval pouzdanosti koristeni su za procjenu
jesu li ROR ocjene generirane iz razli¢itih razina RNA unosa ekvivalentne onima
generiranima pomocu ciljne razine od 250 ng. Kako bi udovoljavao kriteriju
prihvatljivosti, interval pouzdanosti trebao je biti potpuno zadrzan (-3,3 ROR).
Na dvije razine na ekstremima raspona specifikacije testa (125 i 500 ng RNA),
ROR ocjene bile su ekvivalentne onima na koncentracijama ciljnog unosa od
250 ng za svaku od dvije testirane partije kompleta. Za svaku razinu izvan speci-
fikacija testa ROR ocjene bile su ekvivalentne jednoj od partija, ali ne i drugoj.

Tablica 17: SazZetak razlika ROR ocjene. Zbroj je jednak broju uzoraka uklju¢enih u
analizu.

rrll e Donja Gornja
Partija Masa . srednje . .' .’
Zbroj . . | SD razlike granica granica
kompleta (ng) vrijednosti d . d .
ROR pouzdanosti | pouzdanosti
62,5 - 250 10 1,90 2,62 0,54 3,26
20535 125 - 250 12 0,75 1,23 0,16 1,34
500 - 250 12 0,04 0,78 -0,33 0,41
625 - 250 12 -0,13 0,86 -0,53 0,28
62,5 - 250 11 -0,36 3,96 -2,33 1,60
125 - 250 1 -0,50 3,07 -2,02 1,02
20536 500 - 250 11 -0,82 3,25 -2,43 0,79
625 - 250 11 -1,09 4,24 -319 1,01

16.3 Testiranje interferencija
Susjedno zdravo/netumorsko tkivo

Susjedno zdravo /netumorsko tkivo dojke obi¢no je prisutno u FFPE blokovima
tumora dojke i moZe se identificirati nakon pregleda patologa kao podrucje koje
se razlikuje od podrucja invazivnog karcinoma dojke. Postupak testa Prosigna
gore specificira uklanjanje susjednog zdravog tkiva makrodisekcijom. Kako bi
se procijenio rizik kontaminacije rezultata testiranja zdravim tkivom, testirano
je, sa i bez makrodisekcije okolnog tkiva, ukupno 13 FFPE blokova tumora dojke
koji sadrze patoloski potvrden infiltrirajuci duktalni karcinom i priblizno 50 do
95 % okolnog zdravog/netumorskog tkiva te je utvrdena razlika u ROR ocjeni
(delta ROR).

Prosje¢no je ROR makrodiseciranog uzorka tumora bio gotovo 8 ROR jedinica
iznad onoga $to je opazeno kada zdravo/netumorsko tkivo nije bilo uklonjeno.
Na Slici 14 prikazano je da kako se koli¢ina zdravog tkiva povecava (do 95 %
neuklonjenog tkiva makrodisekcijom), tako se povecava rizik da ¢e prijavljena
ROR ocjena biti podcijenjena ili negativno pristrana (do -19 ROR jedinica)
procjena bolesnikovog rizika za ponavljanje bolesti.

Slika 14: Utjecaj zdravog/netumorskog tkiva na delta ROR

Delta ROR prema % zdravog/netumorskog

Delta ROR

T T
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Interferencije od nekroti¢nog, hemoragijskog i DCIS tkiva

Kako bi se procijenio rizik kontaminacije rezultata testiranja nekroti¢nim/
hemoragijskim/DCIS tkivom, ukupno 11 FFPE blokova tumora dojke (3 DCIS,
5 nekroti¢nih i 3 hemoragijska) koji sadrze patoloski potvrden invazivni
karcinom dojke i priblizno 10 do 30 % interferentnih tkiva testirano je sa i bez
makrodisekcije interferentnog tkiva te je utvrdena razlika u ROR ocjeni (delta
ROR). Na testiranim razinama, uc¢inak krvareceg/hemoragijskog, DCIS i nekro-
ticnog tkiva uklju¢enih u postupak imao je zanemariv utjecaj na prijavljenu ROR
ocjenu (< 6 ROR jedinica). Postojala je 100 %-tna sukladnost u dodjeljivanju
kategorije rizika izmedu jedanaest nekroti¢nih, hemoragijskih i DCIS uzoraka sa
i bez makrodisekcije.



Humani genomski DNA

Postupak testa Prosigna ukljuc¢uje uklanjanje humanog genomskog DNA
(gDNA) razgradnjom s DNazom |. Kako bi se procijenio rizik kontaminacije
rezultata testiranja s gDNA, deset (10) FFPE blokova tumora dojke koji
sadrze patoloski potvrden infiltrirajuci duktalni karcinom bilo je testirano sa i
bez uklanjanja humane genomske DNA, izostavljanjem koraka DNaze unutar
postupka. U testiranim uzorcima, prosje¢no je ROR ocjena bila 4 do 5 jedinica
niza u skupinama niskog i srednjeg rizika kada je gDNA uklonjena DNazom
(pogledajte Tablicu 18). Kada su uzorci koji nisu bili tretirani DNazom naknadno
bili tretirani DNazom | (naknadno tretiranje), ROR ocjene odgovarale su ROR
vrijednostima izvorno opazenima s tretmanom DNazom tijekom protokola.
Postoji rizik da ¢e prijavljena ROR ocjena biti precijenjena ili pozitivno pristrana
(do 7 ROR jedinica) procjena bolesnikova rizika za ponavljanje bolesti u prisut-
nosti gDNA. Nadalje, izracunati signal za uzorke bez tretmana DNazom | bio
je znacajno (p < 0,05) nizi od onih tretiranih DNazom | zbog interferencije u
ocitanju apsorpcije koja se koristila za kvantifikaciju kolicine RNA prije testi-
ranja testom Prosigna.

Tablica 18: Utjecaj tretmana s Dnazom na ROR u uzorcima tumora

Analiza

Tablica 19: Sazetak tretmana i klinickih svojstava u kombiniranoj analizi ispitivanja 1i 2

ROR razlika el
RO UesilEn s DNazom | - bez DNaze | Siazolliiezbiazel
Kategorija | FFPE uzorci (nakon tretmana)
Sredina Min. Maks. Sredina Min. Maks.
Nizak 3 -4,0 -6.0 -1.0 0.7 -1.0 3,0
Srednji 2 -4.5 -7.0 -2,0 1.0 0.0 2,0
Visok 5 04 -1,0 2,0 0.4 -1.0 1.0

16.4 Klini¢ka izvedba

Provedene su dva klini¢ka validacijska ispitivanja radi validacije prognostickog
genskog testa za rak dojke Prosigna. Primarna svrha obiju ispitivanja bila je
validirati objavljena opazanja da ocjena rizika od ponavljanja bolesti (ROR)
daje dodatne prognosticke podatke za prezivljenje bez udaljenog recidiva
nakon 10 godina iznad standardnih klinickih varijabli. Takoder, druga svrha
obaju ispitivanja usmjerena je na validaciju prethodnih opazanja da bolesnici s
podtipom luminalni A i luminalni B imaju statisticki znacajno razli¢ito prezivljenje
bez udaljenog recidiva nakon 10 godina. Buduci da su kriteriji ukljucivanja
i rezultati tih dvaju ispitivanja bili sli¢ni, dvije baze podataka kombinirane su
i analizirane s prospektivno definiranim planom analize koji je imao iste ciljeve
kao pojedi- nacna ispitivanja

Kombinirana analiza: Stvaranja krivulja rizika pomocu
kombiniranih rezultata testa Prosigna iz pokusa TransATAC
i ABCSG-8

Sazetak tretmana i klinickih svojstava iz kombinirane analize nalazi se u
nastavku. Za pojedinacne planove ispitivanja i podatke o analizi pogledajte
sliedece odjeljke za ispitivanja 1i 2.
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Cvor je negativan 1- 3 pozitivna €vora | > 4 pozitivna ¢vora
Svojstva Vrijednost (NISNI766) (NEEK00) (NIEN02)
Trans ATAC | ABCSG8 | Trans ATAC | ABCSG8 | Trans ATAC [ ABCSG8
(n=739) | (n1=1.047) | (n=208) | (n=382) | (n=54) (n = 49)
Nesto 377 528 102 184 3] 25
Obrada anastrozola | (51,0 %) (50,4 %) | (49,0%) | (482 %) (57,4 %) (51,0 %)
Samo 362 519 106 198 23 24
tamoksifen | (49,0%) | (49,6 %) (51,0 %) (51,8 %) (42,6 %) | (49,0 %)
Gl 169 210 39 54 3 7
(22,9 %) (201 %) (18,8 %) (141 %) (5,6 %) (14,3 %)
438 837 122 328 37 42
Gradus G2/GX (59,3%) | (799%) | (587 %) | (859%) | (685%) | (857 %)
63 132 0 47 0 14 0
(17,9 %) (0 %) (22,6 %) (0 %) (25,9 %) (0 %)
<1em 122 219 13 37 3 2
- (16,5 %) (20,9 %) (6,2 %) (9,7 %) (5,6 %) (41%)
1-2¢m 420 568 83 193 15 18
Velicina (56,8%) | (543%) | (399%) | (505%) | (278 %) (36,7 %)
tumora 2-3cm 157 213 77 122 18 23
(21,2 %) (20,3%) | (37.0 %) (31,9 %) (33,3%) | (46,9 %)
>3em 40 47 35 30 18 6
(5.4 %) (4,5 %) (16,8 %) (79 %) (33,3%) (12,2 %)
Negativan 649 984 186 367 47 46
Status HER? 9 (878 %) | (94,0%) | (89,4 %) (96,1 %) (870 %) | (93,9 %)
Pogitivan 90 63 22 15 7 3
(12,2 %) (6,0 %) (10,6 %) (3,9 %) (13,0 %) (6,1 %)
Udalien 79 91 50 64 31 10
Recidiv ) (10,7 %) (8,7 %) (24,0 %) (16,8 %) (574 %) | (20,4 %)
Bilo koii 17 121 59 73 34 10
) (15,8 %) (1,6 %) (28,4 %) (19,1 %) (63,0 %) | (20,4 %)
Luminalni A 529 725 127 248 3] 3]
(71,6 %) (69,2 %) (61,1 %) (64,9 %) | (574 %) (63,3 %)
. Luminalni B 176 284 68 n8 20 6
'D”gé‘t”é'c”‘ 238%) | Q1% | 327%) | (309%) | 7% | (327%)
|
NanoString | Nalk 7 6 2 2 0 0
bazalnom (0,9 %) (0,6 %) (1,0 %) (0.5 %) (0 %) (0 %)
HER2- 27 32 n 14 3 2
enriched (3,7 %) (31 %) (5,3%) (3,7 %) (5,6 %) (41%)

Oba ispitivanja imala su terapijsku skupinu koja se sastojala o 5-godisnje
terapije tamoksifenom. U pokusu TransATAC, druga skupina ispitivanja
sastojala se od 5-godisnje terapija anastrozolom, dok se u pokusu ABCSG-8
druga skupina sastojala od 2-godisnje terapija tamoksifenom nakon koje je
slijedila 3-godisnja terapija anastrazolom. Kada je DR modeliran kao funkcija
svih Kklinickih i terapijskih varijabli, terapija nije znacajno doprinosila (p = 0,66)
kao DR prediktor. Ostale glavne razlike izmedu tih pokusa bile su u ¢injenici da je
pokus TransATAC ukljucivao bolesnike s tumorom gradusa 3, a da je sveukupna
stopa povrata bolesti bila visa u ispitivanju TransATAC u odnosu na ABCSG-8.

Rezultati

Na slici 15 prikazan je 10-godisniji rizik od udaljenog recidiva kao funkcija ROR
ocjene s pojasevima 95 %-tne pouzdanosti na temelju zasebnih Coxovih modela
proporcionalne opasnosti za svaku od skupina bolesnika s negativnim ¢vorom i
pozitivnim ¢vorom (1 do 3 pozitivna ¢vora).

Slika 15: Desetogodisnja procijenjena opasnost od udaljenog recidiva prema statusu
¢vora s 95 %-tnim intervalom pouzdanosti
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Procijenjen 10-godisnii rizik udaljenog recidiva

Na Slici 16 prikazan je Kaplan-Meierov dijagram i dijagram incidencije prema
skupini rizika za bolesnike s pozitivnim ¢vorom, a na Slici 17 prikazani su isti
dijagrami za bolesnike s pozitivnim ¢vorom s 1do 3 pozitivna ¢vora. Na svakoj slici
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navedena je veli¢ina uzorka, broj dogadaja i procijenjeni postotak bez udaljenog
recidiva nakon 10 godina s navedenom skupinom rizika. U skupini bolesnika s
pozitivnim ¢vorom, vrlo je malo bolesnika u unaprijed definiranim skupinama
niskog rizika $to izaziva vrlo Sirok interval pouzdanosti na Kaplan-Meierovoj
krivulji, a time i Siroku procjenu 10-godisnjeg prezivljenja bez udaljenog recidiva.

Slika 16A: DRFS prema skupini rizika za bolesnike s negativnim ¢vorom
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Sazetak podatka za Sliku 16A: DRFS prema skupini rizika za bolesnike s negativnim
¢vorom

Sazetak podatka za Sliku 17A: DRFS prema skupini rizika za bolesnike s pozitivnim
¢vorom s 1do 3 pozitivna ¢vora

Skupina Broj bolesnika | Broj dogadaja Procuen]'er'u postotakibez ut':ialjenog
rizika (%) kroz 10 godina reu_cl_lva HELEIY godlna.
[95 %-tni interval pouzdanosti (CI)]
Nizak 24 (4 %) 2 91,7 % [70,6 % - 97,8 %]
Srednji 211 (36 %) 18 90,4 % [85,2 % - 93,9 %]
Visok 355 (60 %) 87 71,8 % [66,3 % - 76,6 %]
Sveukupno | 590 (100 %) 107

Skupina Broj bolesnika | Broj dogadaja PI’OCIjenj.el‘!I postotakbez uqaljenog
rizika (%) kroz 10 godina reu_d_lva ELGITY godlna.
[95 %-tni interval pouzdanosti (CI)]
Nizak 875 (49 %) 3 96,2 % [94,7 % - 97,3 %]
Srednji 551 (31 %) 53 89,2 % [86,1 % - 91,7 %]
Visok 360 (20 %) 73 777 % [72,8 % - 81,9 %]
Sveukupno | 1.786 (100 %) 157

Slika 16B: Incidencija prema skupini rizika za bolesnike s negativnim ¢vorom u petogo-
disnjim intervalima
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Slika 17A: DRFS prema skupini rizika za bolesnike s pozitivnim ¢vorom s 1do 3 pozitivna
¢vora
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Slika 17B: Incidencija prema skupini rizika za bolesnike s pozitivnim ¢vorom (1 do
3 ¢vora) u petogodisnjim intervalima
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Buduci da su bila samo 24 bolesnika s 2 dogadaja u skupini s pozitivnim ¢vorom
i niskim rizikom, na slici 17B ti su bolesnici kombinirani s bolesnicima sa srednjim
rizikom za analizu kasnog ponavljanja bolesti.

Sva 103 bolesnika u kombiniranoj bazi podataka s 4 ili vise pozitivnih ¢vorova
klasificirani su kao visokog rizika. U Tablici 20 prikazane su stope desetogo-
dis$njeg DRFS-a za te bolesnike.

Tablica 20: Desetogodisnje DRFS stope za bolesnike s 4 ili viSe pozitivnih ¢vorova

. . . Procijenjeni postotak bez udaljenog
Slr(il;'i)klga Broj bolesnika kBr :)Ozl ]d 00 giz?rj\z recidiva nakon 10 godina
9 [95 %-tni interval pouzdanosti (CI)]
Visok 103 39 574 % [46,3 % - 67,0 %]

Vecina ispitanika u kombiniranim ispitivanjima (96 %) bila je ili luminalni
A ili luminalni B podtip. Na Slici 18 prikazana je usporedba DRFS-a prema
luminalnom podtipu za bolesnike s negativnim ¢vorom.

Slika 18: Kaplan-Meierova krivulja za DRFS prema intrinzicnom podtipu za bolesnike s
negativnim ¢vorom
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Sazetak podatka za Sliku 18: Kaplan-Meierova krivulja za DRFS prema intrinzicnom
podtipu za bolesnike s negativnhim ¢vorom

Tablica 22: SazZetak terapije i klinickih svojstava za analizu kasnog ponavljanja bolesti

. . . Procijenjeni postotak bez udaljenog
Sl:il;?klga Broj bolesnika Iz' r:Zj ;’ : ZZZ?:‘Z reci'd'iva nakon 10 godina.
[95 %-tni interval pouzdanosti (CI)]
Luminalni A 1254 62 94,6 [93,] - 95,8]
Luminalni B 460 75 819[777 -853]
Sveukupno 1.714 137

Na Slici 19 prikazana je ista usporedba za bolesnike s pozitivnim ¢vorom s
1 do 3 pozitivha ¢vora. Za obje je skupina postojala znacajna razlika izmedu
DRFS-a bolesnika s luminalnim A i luminalnim B podtipom.

Slika 19: Kaplan-Meierova krivulja za DRFS prema intrinzicnom podtipu za bolesnike s
pozitivan ¢vorom s 1 - 3 pozitivna ¢vora
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Sazetak podatka za Sliku 19: Kaplan-Meierova krivulja za DRFS prema intrinzicnom
podtipu za bolesnike s pozitivan ¢vorom s 1 - 3 pozitivna ¢vora

. . . Procijenjeni postotak bez udaljeno
Sl:il;?klga Broj bolesnika z Lozj fl : giz?rj‘: ]rec.!i'd'iv: nakon 10 godina.] o
[95 %-tni interval pouzdanosti (Cl)]
Luminalni A 375 41 87,6 [83,5-90,8]
Luminalni B 186 52 68,3 [60,4 - 75,0]
Sveukupno 561 93

U kombiniranoj bazi podataka bilo je samo 98 bolesnika s luminalnim podtipom
s 4 ili vise pozitivnih ¢vorova. U Tablici 21 prikazane su stope desetogo-
disnjeg DRFS-a za te bolesnike koje pokazuju mnogo Visi rizik kod bolesnika s
luminalnim B podtipom.

Tablica 21: Desetogodisnje DRFS stope za bolesnike s 4 ili vise pozitivnih ¢vorova
prema Luminalninom podtipu

. . . Procijenjeni postotak bez udaljeno
Sl:il;?klga Broj bolesnika Iz' ?zj ? oo gifi?rjuz jret:i_d_iv: nakon 10 gov.:Iina_j ¢
[95 %-tni interval pouzdanosti (CI)]
Luminalni A 62 17 68,3[53,6 -79,3]
Luminalni B 36 20 38,0 [21,4 - 54,5]
Sveukupno 98 37

Analiza kasnog ponavljanja bolesti

U prethodno opisanim podacima kombinirane analize, stope dogadaja unutar
svake skupine rizika nisu stalne kroz 10-godi$nji interval $to se moze vidjeti na
Slikama 16B i 17B. Kako bi se dodatno razumijeli udaljeni recidivi u razdoblju
kasnog ponavljanja bolesti, post-hoc retrospektivha analiza kombiniranih
podataka opisana iznad provedena je za podskup bolesnika koji su bili
bez udaljenog recidiva kroz pet godina (ukupno 2163 bolesnika8). Od njih,
1605 bolesnika imalo je negativan ¢vor, a 488 bolesnika imalo je pozitivan ¢vor
(1 - 3 pozitivna ¢vora). Za svaku skupinu ¢vora vrijednosti ispod x-osi nakon
5 godina na slikama 20 i 21 pokazuju broj rizicnih bolesnika prema skupini rizika
nakon pet godina, tj. pogodnih za analizu kasnog ponavljanja bolesti.

U Tablici 22 naveden je sazetak terapije i Kklinickih svojstava za bolesnike
s negativnim ¢vorom i pozitivnom ¢vorom (1 do 3 ¢vora) u analizi kasnog
ponavljanja bolesti.
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Negativan ¢vor (n = 1605) Pomtlvan(;v:;SB; SISTIED
Svojstva Vrijednost
ABCSG8 TransATAC ABCSG8 TransATAC
(n =944) (n = 661) (n =311) (n=177)

Nesto anastrozola 480 346 153 89

Obrada
Samo tamoksifen 464 315 158 88
Jazica 192 158 46 36
Gradus Umjereno 752 394 265 105
Slabo 0 109 0 36
<lcm 204 116 35 n
1-2cm 526 376 165 74

Veli¢ina tumora
2-3cm 183 139 90 64
>3cm 3 30 21 28
Negativan 888 590 300 157
Status HER2

Pozitivan 56 71 n 20
Udaljen 41 40 28 29

Recidiv
Bilo koji 7 78 37 37
Luminalni A 674 488 218 12
Intrinzi¢ni Luminalni B 245 150 87 54

podtip

NanoString Nalik bazalnom 4 5 0 1

HER2-enriched 21 18 6 10

Primarni cilj bila je procjena mogucnosti da ROR ocjena pruzi znacajne dodatne
prognosticke podatke za DRFS iznad standardnih klini¢kih varijabli nakon 5 i
10 godina. Nulti model koji se sastoji samo od CTS-a usporeden je s alterna-
tivnim modelom koji se sastoji od CTS-a i ROR-a koristec¢i se testom omijera
vjerojatnosti (LR). ROR je dodao statisticki znacajne podatke za 5-godisnji
DRFS iznad standardnih klini¢kih varijabli za sve bolesnike (p < 0,0001) kao i
za bolesnike s negativnim ¢vorom (p < 0,0001) i bolesnike s pozitivnim ¢vorom
(1do 3 ¢vora) (p < 0,0001).

U Tablici 23 prikazan je sazetak omjera opasnosti za promjenu u 10 tocaka na
jednovarijantnoj analizi i na multivarijacijskoj analizi koje su ukljucivale i ROR
ocjenu i CTS. Omijeri opasnosti za ROR ocjenu svi su znacajno razli¢iti od 1 ¢ak i
nakon prilagodavanja za CTS. U Tablici 22 prikazani su i C-indeksi. Za obje skupine
C-indeks se znacajno razlikovao od vrijednosti bez podataka od 0,5.

Tablica 23: Sazetak ispitivanja kasnog ponavljanja bolesti

Omijer opasnosti: C-indeks s 95 %-tnim
Broj pozitivnih N Promjena ROR ocjene u 10 tocaka intervalima pouzdanosti
¢vorova ij ivarijacij
Jednovarijantna Multlvaru_acuska C-indeks Nizi Visi
analiza analiza
1.605 1,38 (1,23 -1,54] 1,29 [115 - 1,46] 70,1 % 64,7 % 75,5 %
1-3 488 143 [1,25-1,63] 1,34 (116 - 1,53] 711% 64,0 % 783 %

Vecina bolesnika u ta dva ispitivanja bila je HER2-negativna. U Tablici 24
prikazana je distribucija statusa HER2 za Zene s negativnim ¢vorom i pozitivnom
¢vorom (1 do 3 ¢vora). U obje skupine vise od 90 % Zene u ispitivanjima bilo je
HER2-negativno.

Tablica 24: Distribucija statusa HER2 prema broju pozitivnih ¢vorova

Status HER2
Podskup bolesnika . — Sveukupno
Negativan Pozitivan
Bolesnici s negativnim ¢vorom 1478 (92,1 %) 127 (79 %) 1.605
Bolesnici s poz‘mvmm ¢vorom 457 (93,6 %) 36.4%) 488
s1- 3 pozitivha ¢vora

U Tablici 25 prikazana je usporedba multivarijacijskog modela prilagodenog
svim bolesnicima u danoj skupini ¢vora i modela prilagodenog svim bolesnicima
sa statusom HER2-negativan u skupini. Nema statisticki znacajnih razlika.



Tablica 25: Multivarijacijski omjeri opasnosti za promjenu ROR ocjene u 10 toc¢aka: Svi
bolesnici unutar podskupine u odnosu na HER2-negativne bolesnike unutar podskupine

BrolE oo Svi bolesnici HER2-negativni bolesnici
I [95 %-tni CI] [95 %-tni CI1
Bolesnici s negativnim ¢vorom 1,29 [1]5 - 1,46] 1,35[119 - 154]
Bolesnici s pozmvmnj ¢vorom 134 [116 - 1.53] 129 [111 - 150]
s 1- 3 pozitivna ¢vora

Usporedba kroz skupine rizika dodatno je istrazena u Slikama 20 i 21 koje
pokazuju Kkrivulje incidencije za rano i kasno udaljeno ponavljanje bolesti
izvedeno prema skupini rizika u bolesnika s negativnim ¢vorom i pozitivnim
¢vorom (1 do 3 ¢vora). Krivulja incidencije pokriva razdoblje ranog ponav-
ljanja bolesti (u prvih 5 godina) i razdoblje kasnog ponavljanja bolesti (izmedu
5110 godina nakon dijagnoze). Neposredno ispod x-osi svake slike prikazani
su brojevi zena pod rizikom i kumulativna incidencija. Tablice sazetka ispod
Slika prikazuju interval pouzdanosti za kumulativnu DR stopu nakon 5 godina
ili 10 godina za one Zene koje nisu imale udaljenog recidiva nakon dovrsetka
5-godisnje terapije. Na bolesnike s pozitivnim ¢vorom (1 do 3 ¢vora) predstav-
liene na Slici 21, skupine niskog i srednjeg rizika kombinirane su s obzirom na mali
broj bolesnika u skupini niskog rizika.

Populacija niskog rizika ima nisku vjerojatnost ponavljanja bolestiizmedu 5.1 10.
godine nakon 5 godina hormonske terapije kako je pokazano kumula- tivnom
krivuljom incidencije i pripadaju¢im omijerima opasnosti za svaku skupinu
rizika. Medutim, populacije srednjeg i visokog rizika imaju stalan rizik od kasnog
udaljenog recidiva nakon 5 godina od zavrSetka hormonske terapije. Razlika
u ishodu izmedu populacija srednjeg i visokog rizika s negativnim ¢vorom
ustanovljena je u prvih 5 godina (DR stopa = 13,2 % [9,6 % - 16,7 %] za bolesnike
visokog rizika i 4,7 % [2,9 % - 6,4 %] za bolesnike srednjeg rizika) i opstaje do
10 godina. Medutim, stope ponavljanja bolesti za skupine srednjeg i visokog
rizika nakon 5 godina hormonske terapije vrlo su sli¢ne.

Slika 20A: Krivulja incidencije za udaljeni recidiv prema skupini rizika od O do 5 godina:
Bolesnici s negativnim ¢vorom
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Nizak: 875 866 (0,5) 850 (0,9) 842 (1,0) 830 (1,7) 818 (21

Sazetak podatka za Sliku 20A: Krivulja incidencije za udaljeni recidiv prema skupini
rizika od O do 5 godina: Bolesnici s negativnim ¢vorom

DR stope prema skupini rizika do pet godina dovrsetka terapije
[95 %-tni intervali pouzdanosti]

Visok Sredniji Nizak

13.2%[9.6 % - 16,7 %] 47%[29%-64 %] 2% [1]% - 31 %]
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Slika 20B: Krivulja incidencije za udaljeni recidiv prema skupini rizika od 5 do 10 godina:
Bolesnici s negativnim ¢vorom
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Srednji: 500 478 (1,4) 460 (2,7) 440 (31) 367 (5,2) 256 (6,4)
Nizak: 818 799 (0,2) 785 (0,4) 748 (1,0) 653 (1,7) 453 (1.7)

Sazetak podatka za Sliku 20B: Krivulja incidencije za udaljeni recidiv prema skupini
rizika od 5 do 10 godina: Bolesnici s negativnim ¢vorom

DR stope prema skupini rizika pet godina nakon dovrsetka terapije bez udaljenog recidiva
[95 %-tni intervali pouzdanosti]

Srednji
6,4 % [4)%-87 %]

Nizak
1,7 % (0,8 % - 2,6 %]

Visok
10,4 % (6,6 % - 14 %]

Slika 21A: Krivulja incidencije za udaljeni recidiv prema skupini rizika od O do 5 godina:
Bolesnici s pozitivnim ¢vorom (1 do 3 ¢vora)
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Sazetak podatka za Sliku 21A: Krivulja incidencije za udaljeni recidiv prema skupini
rizika od 0 do 5 godina: Bolesnici s pozitivnim ¢vorom (1 do 3 ¢vora)

DR stope prema skupini rizika do pet godina dovrsetka terapije [95 %-tni intervali pouzdanosti]
Visok Nizak/Srednji
13,8 % [10,1 % - 17,4 %] 4,4 % [1,7% - 70 %]

Slika 21B: Krivulja incidencije za udaljeni recidiv prema skupini rizika od 5 do 10 godina:
Bolesnici s pozitivnim ¢vorom (1 do 3 ¢vora)
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Sazetak podatka za Sliku 21B: Krivulja incidencije za udaljeni recidiv prema skupini
rizika od 5 do 10 godina: Bolesnici s pozitivhim ¢vorom (1 do 3 ¢vora)

DR stope prema skupini rizika pet godina nakon dovr3etka terapije bez udaljenog recidiva
[95 %-tni intervali pouzdanosti]

Visok
16,6 % (11,7 % - 21,3 %)

Nizak/Srednji
53 %[2,0 % -84 %]

Zakljucci kombinirane analize

Pokazano je da ROR ocjena dodaje znacajne prognosticke podatke u razdoblju
kasnog ponavljanja bolesti izmedu 5 i 10 godina nakon postavljanja dijagnoze
i iznad klini¢kih varijabli u kombiniranom ispitivanju za bolesnike koji kroz
pet godina nisu imali udaljeni recidiv. Upotrebom skupina rizika definiranih
na osnovi za svaku kohortu specifi¢nu prema broju ¢vorova, pokazano je da
skupine rizika klasificiraju cijeli set bolesnika u skupine sa znacajno razli¢itim
rizikom od kasnog udaljenog recidiva. Slicne prognosticke rezultate u raznim
podskupinama pokazale su i analize skupine neprekidnog rizika i skupine rizika
na temelju ROR ocjene. Nisu opazene materijalne razlike izmedu rezultata s
HER2-negativnim bolesnicima u usporedbi sa svim bolesnicima.

U ispitivanjima TransATAC i ABCSG-8 pokazano je da ROR dodaje znacajne
prognosticke podatke iznad standardnih klinickih i terapijskih varijabli i kada
je ukljucen kao neprekidna mjera ikada je ukljuc¢en uz upotrebu tri unaprijed
definirane skupine rizika. Dva su ispitivanja imala razlicite profile rizika u smislu
da je stopa dogadaja bila visa u ispitivanju TransATAC u odnosu na ispitivanje
ABCSG-8: to je jasno usporedbom DRFS-a (%) u kontrolnim skupinama ATAC
(90,8 %) i ABCSG8 (92,5 %) prijavljenom u literaturi®°. Ta je analiza kombi-
nirala podatke iz dvaju ispitivanja s jednakom tezinom kako bi generirala profile
rizika za koje se ocCekuje da se mogu opcenito primijeniti na ostale populacije
bolesnika u odnosu na rezultate pojedinacnih ispitivanja.

Ispitivanje 1: Predvidanje rizika od udaljenog recidiva kod Zena u postme-
nopauzi s rakom dojke u ranom stadiju pozitivnim na hormonski receptor, s
negativnim ¢vorom ili pozitivnim ¢vorom, lijecenima arimidexom ili tamok-
sifenom: ispitivanja TransATAC

Plan ispitivanja

Klini¢ko validacijsko ispitivanje osmisljeno je da potvrdi da ocjena rizika
ponavljanja bolesti (ROR) daje dodatne prognosticke podatke za prezivljenje
bez udaljenog recidiva (DRFS) iznad standardnih klini¢kih varijabli koristedi
se svim dostupnim uzorcima bolesnika. Za to je ispitivanje upotrijebljena RNA
izolirana iz FFPE tkiva tumora dojke iz podskupine bolesnika koji su sudjelovali
u pokusu ATAC". U pokusu ATAC sudjelovalo je 9366 bolesnika u tri skupine
(1:1:1) gdje su bolesnici randomi- zirani za primanje hormonske terapije od
1 mg anastrozola (tj. arimidex) i tamok- sifen placebo, 20 mg tamoksifena i
anastrozol placebo ili kombinaciju tamoksifena/ arimidexa tijekom 5 godina.
Kombinirana terapijska skupina otpustena je nakon pocetne analize jer nije
pokazala ucinkovitost ili koristi podnosljivosti u odnosu na sam tamoksifen.
Nedavno je objavljeno da 10-godisnji medijan pracenja monote- rapijske
skupine pokusa ATAC zadovoljava zahtjeve FDA-a za azurirane informacije o
sigurnosti i uc¢inkovitosti®. Za bolesnike s pozitivnim hormonskim receptorom
bilo je znacajnog poboljsanja u DFS-u (HR = 0,86), RFS-u (HR = 0,79) i DRFS-u
(HR =0,85) za one bolesnike lije¢ene anastrozolom u usporedbi s tamoksifenom
u ovoj analizi. Apsolutna razlika u prezivljenju bez udaljenog recidiva izmedu
anastrozola i tamoksifena povecana je tijekom vremena s 2,7 % nakon 5 godina
na 4,3 % nakon 10 godina. Projekt TransATAC pokrenut je 2002. godine pod
protokolom TA/O1 za uspostavljanje banke tkiva iz arhivskih histopatoloskih
FFPE blokova od ATAC bolesnika retrospektivno’.

Dobiveno je ukupno 2006 blokova od 4160 Zena s rakom dojke pozitivnim na
hormonski receptor koje su randomizirane u monoterapijske skupine pokusa
ATAC. Od tih FFPE blokova, 1372 su prikupljena od bolesnika unutar Ujedi-
njenog Kraljevstva i sadrzavala su dovoljno invazivnog tumora za analizu
pomocu testa Genomic Health® Oncotype Dx®“. Iz FFPE blokova odreden je
Oncotype Dx Recurrence Score® (RS), a rezultati ispitivanja klini¢ki su potvrdili
RS za procjenu prezivljenja bez udaljenog recidiva u HR+ bolesnica u postme-
nopauzi s rakom dojke lijecenih anastrozolom ili tamoksifenom. Preostala RNA
iz ispitivanja Oncotype Dx otpremljena je u bolnicu Royal Marsden Hospital
u Londonu gdje je pohranjena na -70 °C. Ukupno 1017 bolesnika iz ispitivanja
Oncotype Dx imalo je > 500 ng preostale RNA te ih je NanoString ispitac kao
dio klinickog validacijskog ispitivanja NanoString.

To je ispitivanje upotrijebilo intrinzi¢ne podtipove generirane testom i proci-
jenilo dvije verzije ROR ocjene upotrebom unaprijed definiranog sekvencijalnog
pristupa. Izracunate su dvije razlicite ROR ocjene, svaka u rasponu od O do 100,
koristeci se sa svih 50 gena testa kako je prethodno objavljeno?2 ili s podskupom
od 46 gena. U svakom su slucaju izracunati koeficijenti iz Coxova modela koji
uklju¢uju Pearsonovu korelaciju s 50 ili 46 gena koristenih za izracunavanje
svakog intrinzi¢nog podtipa, ocjene proliferacije i veli¢ine tumora. Sve analize
izvrsene su na podacima nakon 10-godisnjeg pracenja.
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Primarniishod bio je prezivljenje bez udaljenog recidiva (DRFS). To je definirano
kao interval od postavljanja dijagnoze do udaljenog recidiva ili smrti zbog raka
dojke. Sekundarni ishod bio je prezivljenje bez recidiva (RFS). To je definirano
kao interval od postavljanja dijagnoze do prvog recidiva (lokalni, regionalni ili
udaljeni) ili smrti zbog raka dojke.

Uz upotrebu svih dostupnih uzoraka bolesnika, ukljuceni su multivarijacijski
Coxovi modeli proporcionalne opasnosti (PH) radi procjene primarnog cilja u
sekvencijalnim testovima ROR-a temeljenima na 50 i 46 gena. Model je uklju-
¢ivao standardne klinicke kovarijance (dob, gradus tumora, veli¢inu tumora,
status ¢vora, adjuvantnu terapiju). Coxov model zatim je uklopljen i test omjera
vjerojatnosti upotrijebljen je za testiranje je li ROR dodao statisticki znacajne
(0.=0,05) dodatne prognosticke podatke iznad onih sadrzanih u ocjeni klinickog
tretmana (CTS). CTS je optimizirana kombinacija klinickopatoloskih faktora koje
su razvili klini¢ki istrazitelji kao mjeru standardne patologije® Primarne analize
ponovljene su za razli¢ite podskupove bolesnika (svi, negativan ¢vor, pozitivan
¢vor ili samo HER2-negativan) i ishode (DRFS ili RFS).

Za svakog bolesnika s negativnim i pozitivnim ¢vorom, Coxovi modeli (osim
CTS-a) upotrijebljeni su za predvidanje 10-godiSnjeg rizika od udaljenog
recidiva kao funkcije ROR-a. Na temelju tih predvidanja modela definirane su
tri skupine rizika:

Nizak rizik: <10 % Sanse za DR do 10 godina

Sredniji rizik: 10 - 20 % Sanse za DR do 10 godina

Visok rizik: > 20 % Sanse za DR do 10 godina
Analiza

Za svaku skupinu rizika generirani su Kaplan-Meier dijagrami. Testovi omjera
vjerojatnosti (upotrijebljeni za usporedbu prikladnosti dvaju statistickih modela)
kako je opisano primarnom analizom izvrseni su za Genomic Health’s Oncotype
Dx test (RS, ocjena ponavljanja bolesti) i imunohistokemijski test primarnog
istrazitelja (IHC4). Ti su rezultati usporedeni s onima dobivenima za ROR kako
bi se odredio opseg u kojem svaki sustav bodovanja daje dodatne prognosticke
informacije iznad CTS-a. O IHC4 rezultatima nece se dalje raspravljati buduci da
ih je teSko usporediti s ostalim testovima jer je IHC4 test raden s podacima iz
ispitivanja TransATAC.

Tablica 26: Sazetak demografskih i klinickih svojstava

Trenutacno ispitivanje Rt Elerbh Nije uklju¢ena skupina
. (n =1007) I p. ) s jednim sredstvom
Svojstva kojeg je dobivena RNA ispitivanja ATAC
Br. bolesnika | % bolesnika (n=1231) (n = 2929)
Status ¢vora
Negativan 701 70 % 1% 68 %
Pozitivan 268 27 % 25% 25%
Nepoznato 38 4% 4% 7%
Veli¢ina tumora

<lcm 138 14 %
= 67 % 70 %
1-2cm 523 52% i i

2-3cm 253 25%
33 % 30 %
>3cm 93 9% ’ ’

Gradus tumora
Jazica 213 21% 27 % 25%
Umijereno 601 60 % 57 % 59 %
Slabo 193 19 % 16 % 17 %
Dob
Sredina 64.4 643 661
godine

Tablica 27: Dodatna klinicka svojstva

Svojstva Broj bolesnika % bolesnika

Podtip

Nalik bazalnom 9 1%

HER2-enriched 41 4%

Luminalni A 692 69 %

Luminalni B 265 26 %
Obrada

Anastrozol 513 51%

Tamoksifen 494 49 %
Recidiv

Bilo koji 210 21%

Udaljen 160 16 %
Status HER2

Negativan 888 88 %

Pozitivan 19 12 %




Rezultati

Testiranje primarne analiza pokazalo je da ROR ocjena daje dodatne progno-
sticke podatke za prezivljenje bez udaljenog recidiva iznad klinickih varijabli
(CTS). Svi prijavljeni ROR podaci koji slijede temelje se na 46 gena jer je to
osnova za ROR kako je prijavljeno testom Prosigna.

Tablica 28: Testiranje primarne analize za ROR

Nulti model

Alternativni model

ALR 2

¥? p-vrijednost

CTS

CTS +ROR

34,21

P <0,0001

Sekundarne analize pokazale su da je ROR znacajno povezan s prezivljenjem
bez udaljenog recidiva i da daje prognosticke podatke iznad CTS-a u vise
klini¢ki relevantnih podskupina.

Tablica 29: Ponavljanje testiranja primarne analize za unaprijed definirane podskupine

. CTS+ROR u odnosu na CTS
_Sk_uplr_1a Ishod Br. ) Br. ) >
ispitanika bolesnika | dogadaja ALR 2 X

p-vrijednost

Sve DRFS 1007 160 34,2 < 0,0001

RFS 1007 210 31,2 < 0,0001

. DRFS 888 131 28,9 <0,0001

HERZ-negativni [™—ppe 588 179 269 <0,0001

Negativni &vorovi DRFS 739 79 25,0 <0,0001

RFS 739 n7 21,5 <0,0001

Pozitivan &vor DRFS 268 81 9,3 0,0023
RFS 268 93 10,6 0,001

HER2-negativan, DRFS 649 62 24,6 <0,0001

negativan cvor RFS 649 98 20,8 < 0,0001

Primarna i sekundarna analiza pokazale su da je ROR kontinuirano povezan s
prezivljenjem bez udaljenog recidiva (DRFS) u svih bolesnika i u svim podsku-
pinama.

Slika 22: Desetogodisnji predvideni rizik od udaljenog recidiva procijenjen analizom
ROR ocjene unutar skupine statusa ¢vora

— Negativan &vor
—— 1-3 pozitivna &vora
— 24 pozitivna tvora

10 20

Predvideni 10-godisnji rizik udaljenog recidiva (%)

0
1

Sekundarna analiza pokazala je da su podtipovi luminalni A i luminalni B
imali statisticki znac¢ajno razlic¢ite ishode unutar svake podskupne bolesnika
definirane statusom ¢vora.

Slika 23: Kaplan-Meierova krivulja za DRFS za bolesnike s negativnim ¢vorom prema
intrinzi¢noj skupini
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Slika 24: Kaplan-Meierova krivulja za DRFS za bolesnike s pozitivhim ¢vorom prema
intrinzi¢noj skupini
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Slike 251 26 pokazale su da je unutar svake kategorije ¢vora, apsolutni klini¢ki
rizik za one bolesnike za koje je predvideno da su niskog rizika bio znacajno
razlicit od apsolutnog klini¢ko rizika bolesnika za koje je predvideno da su
visokog rizika: za bolesnike za koje je predvideno da su niskog rizika opazene
su 10-godisnje DR stope manje od 10 %, dok su za bolesnike za koje predvideno
da su visokog rizika opazene 10-godisnje DR stope vece od 30 %.

Slika 25: DRFS prema skupini rizika za bolesnike s negativnim ¢vorom, osim CTS-a
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Sazetak podatka za Sliku 25: DRFS prema skupini rizika za bolesnike s negativnim
¢vorom, osim CTS-a

. . . . Procijenjeni postotak bez
Sl:i";?k':a =) b&l;snlka do::c,ljaja udaljeno_g_ recidiva nakon 10 g_odina
[95 %-tni interval pouzdanosti (CI)]
Nizak 431 (58 %) 17 96 % [94 % - 98 %]
Srednji 180 (24 %) 22 86 % [81% - 92 %]
Visok 128 (17 %) 38 67 % [59 % - 76 %]
Sveukupno 739 (100 %) 77

Slika 26: DRFS prema skupini rizika za bolesnika s 1 do 3 pozitivna ¢vora bez CTS-a
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Sazetak podatka za Sliku 26: DRFS prema skupini rizika za bolesnika s 1 do 3 pozitivna
¢vora bez CTS-a

Skupina Broj bolesnika Broj Procijenj'er'ni postotakibez ut':ialienog
rizika %) CREEGEE reu_d_lva nakon 10 godlna.
[95 %-tni interval pouzdanosti (CI)]
Nizak 6 (3 %) 0 100 % [N/A]
Srednji 74 (35 %) 1 84 % [76 % - 93 %]
Visok 134 (63 %) 38 68 % [59 % - 77 %]
Sveukupno 214 (100 %) 49

Usporedba ROR-a s RS-om

0d 1007 uzoraka s ROR ocjenama, rezultati testa Oncotype Dx bili su dostupni
za svih 1007 uzoraka, ali IHC rezultati bili su dostupni samo za 940 uzoraka.
Kako bi usporedba tih triju testova bila moguca, rezultati u ovome dijelu temelje
se na 940 uzoraka koji su imali rezultate testiranja za sve tri metode (medutim
IHC4 ovdje nije prijavijen). Testovi omjera vjerojatnosti predstavljeni su za
dodavanje jedne varijable, pa kako bi dodani podaci bili statisticki znacajni
(a = 0.05), stati- stika promjene u 1 stupnju slobode %? mora biti veca od 3,84.
Slike u nastavku pokazuju podatke dodane kada je prognosticki test dodan
u drugi progno- sticki test plus CTS u slijedu. Kod svakog dodavanja, dodani
podaci mjere se promjenom u vrijednosti 2

ROR dodan RS-u uz CTS: prognosticki podaci
ROR afadido a RS, ademds de CTS: informacidon de prondstico

Slika 27: Prognosticki podaci za DRFS iznad CTS-a kod svih bolesnika (n = 940)
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Slika 28: Prognosticki podaci za DRFS iznad CTS-a kod bolesnika s negativnim ¢vorom
(n=683)
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Slika 29: Prognosticki podaci za DRFS iznad CTS-a kod bolesnika s pozitivnim ¢vorom
(n =257)
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Slika 30: Prognosticki podaci za DRFS iznad CTS-a kod bolesnika s negativnim
¢vorom HER2-negativnima (n = 649)
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Slike od 27 do 30 pokazuju podatke dodane iznad CTS-a kada su dva progno-
sticka testa dodana u slijedu. Kod svakog dodavanja, dodani podaci mjere se
promjenom u statistickoj vrijednosti %2 Na primjer, kada je ROR bio prvi test
dodan nakon ukljuc¢ivanja CTS-a (podaci svih bolesnika), promjena statisticke
vrijednosti ¥? bila je 274. S CTS-om i ROR-om u modelu, dodavanjem RS-a
dobivena je promjena u statistickoj vrijednosti ¥? od 2,5, $to nije znacajno
(kriti¢na vrijednost za test 2 s 1stupnjem slobode je 3,84); tj. kada su CTS i ROR
oboje u modelu, RS ne dodaje znacajne podatke. Medutim, ako je RS bio prvi
dodani test, i dalje je bilo podataka u ROR-u koji nisu uklju¢eni u kombinaciju
CTS-a i RS-a. Oba testa pokazuju prognosticki znacaj kada su dodana CTS-u u
bolesnika s pozitivnim ¢vorom, ali nijedan od testova ne pokazuje znacajnost
kao drugi dodani test, moguce zbog manje veli¢ine uzorka. Na podskup HER2-
negativnih bolesnika s pozitivnim ¢vorom, RS ne dodaje znacajne prognosticke
podatke u CTS + ROR. S druge strane, ROR dodaje znacajne prognosticke
podatke u CTS + RS.

ROR u odnosu na RS: rezultat skupina rizika

Kako bi se usporedio nacin kako su dva testa razdvojila bolesnike prema riziku,
skupine rizika bile su definirane na temelju procjene svakog testa za rizik
udaljenog recidiva nakon 10 godina unutar populacije ispitivanja TransATAC.
Pragovi ocjene rizika za definiranje skupina rizika odabrani su za svaki test na
temelju rezultata naseg ispitivanja TransATAC radi definiranja skupina rizika
koje sadrze bolesnike s istim rizikom. Kako bi se dobile te usporedive skupine
rizika, grani¢ne vrijednosti upotrijebljene za Oncotype DX razlikovale su se od
onih koje je upotrebljavao Genomic Health. Za svaki test, skupina niskog rizika
prospektivno je definirana kao bolesnici s procijenjenim rizikom manjim od
10 % za ponavljanje bolesti. Za svaki test, skupina srednjeg rizika prospektivno
je definirana kao bolesnici s procijenjenim rizikom izmedu 10 % i 20 % za ponav-
ljanje bolesti. Za svaki test, skupina visokog rizika prospektivno je definirana kao
bolesnici s procijenjenim rizikom ve¢im od 20 % za ponavljanje bolesti. Na slici
u nastavku sazete su veli¢ine i ishodi skupina rizika definiranih svakim testom.
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Slika 31 prikazuje rezultat koji je test Prosigna dodijelio za 26 % manje bolesnika
u skupini srednjeg rizika u odnosu na Oncotype DX (180 bolesnika u odnosu
na 243 bolesnika). Nadalje, test Prosigna dodijelio je vise bolesnika u skupinu
visokog rizika u odnosu na Oncotype DX, medutim, skupine niskog rizika i
visokog rizika definirane svakim testom imaju sli¢ne ishode kako je prikazano
preklapanjem Kaplan-Meierovih krivulja. To opazanje dovelo je neovisne istra-
zitelje naseg ispitivanja TransATAC da zakljuce kako je test Prosigna dodijelio
manje bolesnika u skupinu srednjeg rizika u odnosu na Oncotype DX RS s
ekvivalentnim ili ve¢im odvajanjem izmedu skupina niskog i visokog rizika.

Slika 31: ROR ocjena testa Prosigna identificirala je znacajno vise bolesnika s visokim
rizikom i manje bolesnika sa srednjim rizikom u odnosu na RS ocjenu testa Oncotype
DX za bolesnike s negativnim ¢vorom.
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Kada se upotrebljava sam ROR u bolesnika s pozitivnim ¢vorom s 1- 3 pozitivna
¢vora, bilo je 6 bolesnika za koje je predviden rizik za udaljeni recidiv < 10 %.
Nijedan od tih bolesnika nije imao dogadaje tijekom trajanja ispitivanja. Jedan
od tih bolesnika bio je prac¢en 7.9 godina, a svi ostali nisu imali udaljeni recidiv
najmanje 9,9 godina u razdoblju pracenja $to ukazuje na to da su bolesnici s
pozitivnim ¢vorom za koje je predvideno da su niskog rizika zaista i bili niskog
rizika. Log-Rank testovi nisu ovdje bili upotrijebljeni za usporedbu jer nije bilo
skupine niskog rizika za RS.

Slika 32: Usporedba klasifikacije skupine rizika za DRFS u 10-godi$njem razdoblju bez
upotrebe CTS-a: bolesnici s pozitivnim ¢vorom (1 - 3 ¢vora) (ROR u odnosu na RS)
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Zakljucci klinickog ispitivanja 1

Primarna analiza pokazala je da ROR dodaje znacajne prognosticke podatke
iznad standardnih klinickih kovarijanci (CTS) kod svih bolesnika i u svim
unaprijed definiranim klini¢ki znac¢ajnim podskupinama. Pokazano je da ROR
dijeli bolesnike u 3 skupine rizika koje imaju statistic¢ki znacajno razli¢ite ishode
kod bolesnika s negativnim ¢vorom. Pokazano je da intrinzi¢ni podtipovi
luminalni A i luminalni B imaju znac¢ajno razli¢it DRFS i RFS bez obzira na status
¢vora. U usporedbi s prognostickim pokazateljem RS-a (21-genska ocjena
ponavljanja bolesti putem testa Oncotype Dx), ROR dodaje prognosticke
podatke iznad RS-a u svih bolesnika i klini¢ki relevantnih podskupina. Nadalje,
u skupini s negativnim ¢vorom, ROR je udvostrucio broj bolesnika dodije- ljenih
u skupinu visokog rizika i znacajno je smanjio broj bolesnika dodijeljenih u
skupinu srednjeg rizika bez smanjenja razlike u ishodima izmedu skupina niskog
i visokog rizika kada se usporeduje s RS-om.
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Ispitivanje 2: Prognoza za bolesnice u postmenopauzi s rakom dojke
pozitivnim na hormonski receptor koje primaju samo adjuvantnu sistemsku
hormonsku terapiju uz upotrebu testa Prosigna: ispitivanje ABCSG-8

Plan ispitivanja

Kohorta ispitivanja sastoji se od FFPE uzoraka tkiva tumora dojke prikupljenih
i-arhiviranih u ABCSG banku tumora od bolesnika uklju¢enih u pokus ABCSG-8
izmedu 1996. i 2004. godine®. Ukupno 3901 Zena u postmenopauzi s rakom
dojke ranog stadija pozitivnim na hormonski receptor randomizirana je
prije dvogo- disnjeg lije¢enja adjuvantnom terapijom tamoksifenom nakon
Cega slijede tri godine terapije lijekom Arimidex® (anastrozol) ili pet godina
adjuvantne terapije tamoksifenom. Struktura lije¢enja u ispitivanju pokazana je
na Slici 33.

Slika 33: Shematski plan ispitivanja pokusa ABCSG-8
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Validacijska kohorta predstavlja dio kohorte ispitivanja ABCSG-8 koja se moze
procijeniti i za koju se uzorci tkiva mogu prikupiti iz retrospektivno arhivirane
ABCSG banke tumora i za koju treba dobiti informirani pristanak ili da je
bolesnik preminuo. Bolesnici koji udovoljavaju Kriteriju podobnosti za izvorni
pokus bili su isklju¢eni samo zato Sto tkivo nije bilo dostupno za test tvrtke
NanoString koji je trebalo provesti ili se nije mogao dobiti ponovni pristanak
bolesnika. Svi uzorci s blokom tumora i dostupnim pristankom bolesnika bili su
ispitani kao dio ovog ispitivanja.

To je ispitivanje upotrijebilo intrinzicne podtipove generirane testom i procijenilo
ROR ocjenu upotrebom unaprijed definiranog plana analize. ROR ocjena, koja
je u rasponu od O do 100, izracunata je uz upotrebu 46-genskog podskupa
iz 50 testnih gena koji su prethodno objavljeni? Koeficijenti za ROR izracunati
su iz Coxova modela koji ukljucuju Pearsonovu korelaciju s 46 gena koristenih
za izraCunavanje svakog intrinzi¢nog podtipa, ocjene proliferacije i veli¢ine
vidljivog tumora. Sve analize izvrSene su na podacima nakon maksimalnog
pracenja.

Primarniishod bio je prezivljenje bez udaljenog recidiva (DRFS). To je definirano
kao interval od postavljanja dijagnoze do udaljenog recidiva ili smrti zbog raka
dojke. Sekundarni ishod bio je prezivljenje bez recidiva (RFS). To je definirano
kao interval od postavljanja dijagnoze do prvog recidiva (lokalni, regionalni ili
udaljeni) ili smrti zbog raka dojke.

Uz upotrebu svih dostupnih uzoraka bolesnika, uklopljieni su multivarijacijski
Coxovi modeli proporcionalne opasnosti (PH) radi procjene primarnog cilja
u sekvencijalnim testovima ROR-a. Model je uklju¢ivao standardne klini¢ke
kovarijance (dob, gradus tumora, veli¢inu vidljivog tumora, status ¢vora,
adjuvantnu terapiju). Coxov model zatim je uklopljen i test omjera vjerojatnosti
upotrijebljen je za testiranje je li ROR dodao statisticki znacajne (a = 0,05)
dodatne prognosticke podatke iznad onih sadrzanih u ocjeni klinickog
tretmana (CTS). CTS je optimizirana kombinacija klinickopatoloskih faktora koji
su razvijeni kao mjera standardne patologijel2. Primarne analize ponovljene su
za razlic¢ite podskupove bolesnika (svi, negativan ¢vor, pozitivan ¢vor ili samo
HER2-negativan) i ishode (DRFS ili RFS).

Analiza

Koristen je sekvencijalni pristup u kojem je primarni znanstveni cilj bio dokazati
da ROR dodaje znacajne prognosticke podatke iznad standardnih klinickih
varijabli. Primarni cilj dodao je dodatni zahtjev za dokazivanje da kategorijska
klasifikacija rizika u jednu od triju skupina (nizak/srednji/visok) dodaje znacajne
prognosticke podatke iznad standardnih klinickih varijabli. Kako bi se udovoljilo
tom zahtjevu, trebalo je dokazati sljedece:

* Pokazatida kontinuirana ROR ocjena dodaje prognosti¢ku vrijednost
iznad standardnih klini¢kih varijabli

* Ako je odbacena nulta hipoteza da nema prognostickin podatka,
pokazuje kategorije rizika temeljene na ROR-u i prognosticku
vrijednost iznad standardnih klinickih varijabli
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Uz upotrebu svih dostupnih uzoraka bolesnik, uklju¢eni su multivarijacijski
Coxovi modeli proporcionalne opasnosti (PH) radi procjene primarnog cilja
u sekvencijalnim testovima ROR-a nakon c¢ega slijede unaprijed definirane
kategorije rizika temeljene na ROR-u. Modeli su ukljucivali sljedece kategoricke
standardne klinicke kovarijance (s mogucim vrijednostima):

+ dob (>65ili<65)

« gradus (G1ili G2/GX)

+ veli¢ina vidljivog tumora (T1, T2/T3)

» status ¢vora (NO, N+(1 - 3), N+(> 4))

* adjuvantna terapija (samo tamoksifen ili tamoksifen — anastrozol)

gdje NO predstavlja bolesnike s negativnim ¢vorom, N+(1 - 3) predstavlja
bolesnike s pozitivnim ¢vorom s 1 - 3 pozitivna ¢vora i N+(> 4) predstavlja
bolesnike s pozitivnim ¢vorom s 4 ili vise pozitivnih ¢vorova. T1 predstavlja
tumor < 2 cm poprecno, T2 predstavlja tumor veci od 2 cm ali ne vedi od
5 cm poprecno i T3 predstavlja tumor veci od 5 cm poprecno. U ispitivanju
je bilo samo 14 T3 uzoraka tako da su oni kombinirani s T2 uzorcima.
Dobro diferen- cirani (G1) tumori usporedeni su s kombinacijom umjereno
diferenciranih (G2) i GX lobularnih tumora. GX lobularni tumori tretirani
su kao G2 tumori u svrhu analize jer su G2 tumori naj¢esci gradus u toj
populaciji bolesnika.

Te kovarijance unesene su u model u obliku ocjene klinickog tretmana (CTS).
Kako bi se dobio CTS, upotrijebljen je sljedec¢i model:

M) = A, exp(Xz,7))

Gdje z predstavlja klinicke varijable i varijable lijecenja navedene iznad
i CTS je definiran upotrebom procjene vrijednosti y dobivene gore;

tj. CTS = 227,

Pretpostavka proporcionalne opasnosti ispitana je pomocu Schoenfeldovih
reziduala.

Bolesnici uklju¢eni u validacijskog ispitivanje imali su slicna svojstva kao oni
u izvornom ispitivanju ACBSG-8.

Tablica 30: Sazetak klinickih svojstava

Ukljuéeno Nije uklju¢eno Sveukupno
Svojstva Vrijednost (n =1478) (n = 2236) (n =3714)
br. % br. % br. %
Obrada Samo tamoksifen 741 50,1 % 1108 493% | 1849 | 498%
Tamoksifen — anastrozol 737 49,9 % 1128 50,2 % 1865 50,2 %
Negativan 14 0,9 % 32 14 % 46 1.2 %
ER status Pozitivan 1464 99,1 % 2199 983% | 3663 | 986 %
Nepoznato 0 0.0 % 5 02% 5 01%
Gl 27 183 % 468 208 % 739 199 %
Gradus G2 1152 779% | 1659 | 739% 2811 757 %
GX 55 37 % 109 49 % 164 4,4 %
NO 1047 70,8 % 1723 76,7 % 2770 74,6 %
Status ¢vora | N+(1-3) 382 258 % 449 20,0 % 831 224%
N+(> 4)* 49 33% 64 28% 13 30%
Negativan 260 176 % 424 189 % 684 184 %
PgR status | Pozitivan 1218 824% | 1805 | 804% | 3023 81,4 %
Nepoznato 0 0,0 % 7 0,3% 7 02 %
T 1037 70,2 % 1745 777 % 2782 74,9 %
Stadij tumora | T2 427 28,9 % 472 21,0 % 899 24,2 %
T3 14 09 % 19 0.8 % 33 09 %
Medijan 63 64
Dob NA
Raspon 41-79 41-80

* Ukljucuje jednog bolesnika s > 9 pozitivnih ¢vorova

Tablica 31: Dodatna klini¢ka svojstva

Rezultati

0d 1620 tkiva dostupnih za testiranje, 25 (1,5 %) nije proslo unaprijed definirani
patoloski pregled adekvatnosti tumora, 73 od 1595 uzoraka tkiva (4,6 %) s
vijabilnim invazivnim tkivom nije proslo unaprijed definirane specifikacije
kontrole kvalitete za ekstrahiranu RNA, a 44 od 1522 RNA uzoraka (2,9 %) nije
proslo specifikacije kontrole kvalitete za rezultate testa Prosigna $to ostavlja
ukupno 1478 (91,2 %) dostupnih za analizu.

Od 1478 bolesnika dostupnih za analizu, 155 je imalo udaljeni recidiv i 194 je
imalo lokalni ili udaljeni recidiv ili smrt zbog raka dojke. Medijan razdoblja
pracenja za pokus bio je 10 godina.

Testiranje primarne analize pokazalo je da ROR ocjena daje znacajne dodatne
prognosticke podatke za prezZivljenje bez udaljenog recidiva iznad klini¢kih
varijabli (CTS).

Tablica 32: SaZetak testiranja primarne analize

AP " >
Nulti model | Alternativni model ALR y? X Krltlc-na_vrljednost X
(stupnjevi slobode) p-vrijednost
CTS CTS + ROR 53,49 3,84 (df = 1) p < 0,0001
CTS CTS + skupina rizika 3412 599 (df =2) p < 0,0001

Sekundarne analize pokazale su da je ROR znacajno povezan s prezivljenjem
bez udaljenog recidiva i da dodaje prognosticke podatke iznad CTS-a u vise
klinicki relevantnih podskupina.

Tablica 33: Ponavljanje testiranja primarne analize za unaprijed definirane podskupine

CTS+ROR u odnosu CTS+skupina rizika
Skupina Br. Br. na CTS u odnosu na CTS
ispitanika bolesnika | dogadaja ALR y? ALR y?
(krit. vrijednost = 3,84) | (krit. vrijednost = 5,99)
Sve 1478 155 53,49 3412
HER2-negativni 1397 145 47,50 29,94
NO 1.047 86 25,57 23,36
NO,
HER2-negativni 984 79 21,69 20,32
N+(1 - 3) 382 59 25,99 19,94
N+(1-3),
HER2-negativni 367 56 22,75 18,75

Figura 34: DRFS segtn el Skupini rizika: para pacientes con Negativan ¢vor
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Slika 34: DRFS prema skupini rizika za bolesnike s negativnim ¢vorom

Svojstva Vrijednost Broj bolesnika % bolesnika
Luminalni A 1004 67,9 %
Intrinzi¢ni podtip Luminalni B 418 28,3 %
NanoString HER2-enriched 48 32%
Nalik bazalnom 8 0,5%
Recidiv Udaljen 155 10,5 %
Bilo koji 194 131 %
Negativan 1397 94,5 %
Status HER2 Pozitivan 77 52 %
Nepoznato 4 0,3%
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Skupina | Broj bolesnika | Broj dogadaja Procuenj.e r?' LRI e uxlialjenog
rizika (%) kroz 10 godina reC|'d'|va MELET O godlna.
[95 %-tni interval pouzdanosti (CI)]
Nizak 487 (47 %) 15 96,6 % [94,4 % - 97,9 %]
Srednji 335 (32 %) 28 90,4 % [86,3 % - 93,3 %]
Visok 225 (21 %) 32 84,3 % [78,4 % - 88,6 %]
Sveukupno | 1.047 (100 %) 75
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Slika 35: DRFS prema skupini rizika za HER2-negativne bolesnike s negativnim ¢vorom
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Slika 37: DRFS prema skupini rizika za HER2-negativne bolesnike s pozitivnim ¢vorom

(1do 3 ¢vora)
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Sazetak podatka za Sliku 35: DRFS prema skupini rizika za HER2-negativne bolesnike
s negativnim ¢vorom

Razdoblje pracenja (godine)

Sazetak podatka za Sliku 37 DRFS prema skupini rizika za HER2-negativne bolesnike s

Skupina Broj bolesnika | Broj dogadaja ProcuenJ.e r.u postotak bez ucllaljenog
rizika (%) kroz 10 godina el el 1D 96l
[95 %-tni interval pouzdanosti (CI)]
Nizak 474 (48 %) 15 96,5 % [94,3 % - 979 %]
Srednji 311(32 %) 27 90 % [85,6 % - 93,1 %]
Visok 199 (20 %) 27 84,7 % [78,4 % - 89,3 %]
Sveukupno | 984 (100 %) 69

pozitivnim ¢vorom (1 do 3 ¢vora)

Skupina Broj bolesnika | Broj dogadaja Procuenj.e 'T' postotakibez u&lialjenog
rizika (%) kroz 10 godina reC|'d'|va LG godlna.
[95 %-tni interval pouzdanosti (CI)]
Nizak 15 (4 %) 100 % [78,2 % - 100 %1*
Srednji 142 (39 %) 7 93,6 % [86,8 % - 96,9 %]
Visok 210 (57 %) 43 76,1% [69,0 % - 81,8 %]
Sveukupno 367 (100 %) 50

Na Slici 36 prikazan je Kaplan-Meierov dijagram prema skupini rizika za
bolesnike s pozitivnim ¢vorom (1 do 3 ¢vora), a na Slici 37 prikazani su isti
dijagrami za HER2-negativne bolesnike s pozitivnim ¢vorom (1 do 3 ¢vora).
Rezultati sa i bez HER2-pozitivnih bolesnika sli¢ni su.

Slika 36: DRFS prema skupini rizika za bolesnike s pozitivnim ¢vorom (1 do 3 ¢vora)
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Sazetak podatka za Sliku 36: DRFS prema skupini rizika za bolesnike s pozitivnim
¢vorom (1do 3 ¢vora)

Skupina Broj bolesnika | Broj dogadaja ProcuenJ.e r!' osivildben uc}aljenog
rizika (%) kroz 10 godina EEFR el e (Y eI
[95 %-tni interval pouzdanosti (CI)]
Nizak 15 (4 %) 100 % [78,2 % - 100 %1*
Srednji 143 (37 %) 7 93,6 % [86,9 % - 97 %]
Visok 224 (59 %) 46 75,8 % [68,9 % - 81,4 %]
Sveukupno | 382 (100 %) 53

* Interval pouzdanosti procijenjen Clopper-Pearsonovom metodom
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* Interval pouzdanosti procijenjen Clopper-Pearsonovom metodom.
Odnos izmedu ROR-a i predvidanja rizika

Na Slici 38 prikazan je 10-godisnji rizik od udaljenog recidiva kao funkcija ROR
ocjene s 95 %-tnim intervalima pouzdanosti na temelju zasebnih Coxovih
modela proporcionalne opasnosti za svaku od skupina bolesnika s negativnim
¢vorom i pozitivnim ¢vorom (1do 3 ¢vora). Na bolesnike s pozitivnim ¢vorom (1
do 3 ¢vora), pretpostavka proporcionalne opasnosti prekrsena je kada se uklopi
kroz cijeli raspon. Ovdje prikazana krivulja za bolesnike s pozitivnim ¢vorom
(1 do 3 ¢vora) upotrebljava bolesnike s pozitivnim ¢vorom (1 do 3 ¢vora) s
ROR ocjenama u rasponu od O do 80 za koje je udovoljena pretpostavka
proporcionalne opasnosti.

Slika 38: Desetogodisnja procijenjena opasnost od udaljenog recidiva prema kategoriji
¢vora s 95 %-tnim intervalima pouzdanosti
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~—— Negativan &vor
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Procijenjen 10-godisnji rizik udaljenog recidiva

ROR ocjena

Unutar svake podskupine, apsolutni klini¢ki rizik za one bolesnike dodijeljene u
kategoriju niskog rizika znacajno se razlikovao od apsolutnog klinickog rizika za
bolesnike dodijeljene u kategoriju visokog rizika.

U Tablici 34 prikazana je distribucija bolesnika s negativnim ¢vorom prema
10-jedini¢nim ROR nizovima. Prikazan je i 10-godisnji DR rizik.
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Tablica 34: Distribucija bolesnika s negativhim ¢vorom prema 10-jedinicnom ROR
rasponu

ROR raspon Broj bolesnika Postotak bolesnika [Cgacdisns DR o.paSHOSt
(empirijski)
1-10 7 0.7 % 0,0 %
11-20 116 )% 18 %
21-30 155 14.8 % 25%
31-40 209 200 % 51%
41-50 183 175 % 75 %
51-60 152 14,5 % 12)%
61-70 116 1% 150 %
71-80 77 74 % 123 %
81-90 28 27 % 26 %
91-100 4 0.4 % 333%
Sveukupno 1.047 100 %

Slika 40: Usporedba procjena temeljenih na modelu i empirijskih procjena za deseto-
godisnji DR rizik za bolesnike s pozitivnim ¢vorom (1 do 3 ¢vora) s distribucijom ROR
ocjena prikazanom ispod
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Na Slici 39 prikazana je krivulja temeljena na modelu za bolesnike s negativnim
¢vorom zajedno s empirijski procijenjenom stopom prezivljenja u 10 godina za
10 nizova gdje se svaki niz sastoji od svih bolesnika unutar 10-jedini¢nog ROR
raspona (1 do 10, 11 do 20 itd.). Ispod krivulje nalazi se histogram koji prikazuje
ucestalost distribucije prema nizu.

Slika 39: Usporedba procjena temeljenih na modelu i empirijskih procjena za deseto-
godisnji DR rizik za bolesnike s negativnim ¢vorom s distribucijom ROR ocjene prika-
zanom ispod
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Za bolesnike s negativnim ¢vorom, procjene proporcionalne opasnosti
temeljene na modelu bile su slicne empirijskim procjenama kroz cijeli raspon. U
Tablici 35 prikazana je distribucija bolesnika s pozitivnim ¢vorom (1 do 3 ¢vora)
prema 10-jedini¢nim ROR nizovima. Prikazan je i 10-godi$nji DR rizik.

Tablica 35: Distribucija bolesnika s pozitivnim ¢vorom (1 do 3 ¢vora) prema
10-jediniénom ROR rasponu

ROR raspon Broj bolesnika Postotak bolesnika fesocdinla DR opasnost
(empirijski)
1-10 3 0.8 % 0.0 %
11-20 34 8,9 % 36 %
21-30 53 139 % 41%
31-40 68 17.8 % 8,5 %
41-50 57 14,9 % 16,7 %
51-60 7 18,6 % 17.8 %
61-70 42 1.0 % 289 %
71-80 34 8,9 % 39,5%
81-90 17 4,5 % 33.0%
91-100 3 0.8 % 333%
Sveukupno 382 100 %

Na Slici 40 prikazana je krivulja temeljena na modelu (uz upotrebu bolesnika
s pozitivnim ¢vorom (1 do 3 ¢vora) s ROR ocjenama < 80) za bolesnike s
pozitivnim ¢vorom (1 do 3 ¢vora) zajedno s empirijski procijenjenom stopom
prezivljenja u 10 godina za 10 nizova gdje se svaki niz sastoji od svih bolesnika
unutar 10-jedini¢nog ROR raspona (1do 10, 11 do 20 itd.). Ispod krivulje nalazi se
histogram koji prikazuje ucestalost distribucije prema nizu.
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| Tablica 35 i Slika 40 prikazuju ravnanje opazenog 10-godisnjeg rizika na vrhu
ROR raspona $to dovodi do neuspjeha pretpostavke proporcionalne opasnosti.
Medutim, treba napomenuti da su veli¢ine uzorka u dva niza iznad 80 obje bile
male za bolesnike s pozitivnim ¢vorom (1 do 3 ¢vora) (17 bolesnika od 81 do 90
i samo 3 od 91do 100).

Usporedba intrinzi¢nih podtipova luminalni A i luminalni B

Vecina podtipova u ispitivanju (96 %) bila je ili luminalni A ili luminalni B $to nije
bilo neocekivano jer ti intrinzi¢ni podtipovi prevladavaju u bolesnika pozitivnih
na hormonski receptor'?.

Tablica 36 prikazuje rezultate testa omjera vjerojatnosti za prikazivanje dodatne
prognosticke vrijednosti za DRFS koju razlika izmedu luminalnog A i luminalnog
B podtipa dodaje iznad CTS-a. U tablici je takoder prikazan omjer opasnosti
usporedbom bolesnika s luminalnim A i luminalnim B podtipom. U sve tri
skupine bio je znacajno nizi rizik za udaljeni recidiv za bolesnike s luminalnim
A podtipom.

Tablica 36. Test omjera vjerojatnosti za DRFS prognosticku vrijednost luminalnih
podtipova

) br. br. e Omijer opasnosti
Podskupina bolesnika | dogadaja ALR x* p-vrijednost ) LT .
LumB (95 %-tni CI)
Sve 1422 135 24,42 <0,0001 0,42 [0,30- 0,59]
NO 1009 74 9,68 0,0019 0,47[0,30-0,75]
N+(1 - 3) 366 51 14,94 0,0001 0,33[0,19- 0,58]

Na Slici 41 prikazana je usporedba DRFS-a prema luminalnom podtipu za
bolesnike s negativnim ¢vorom, a na Slici 42 prikazana je ista usporedba za
bolesnike s pozitivnim ¢vorom (1 do 3 ¢vora). Za obje je skupina postojala
znacajna razlika izmedu DRFS-a bolesnika s luminalnim A i luminalnim B
podtipom.

Slika 41: Kaplan-Meierova krivulja za DRFS prema intrinzicnom podtipu za bolesnike s
negativnim ¢vorom
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Sazetak podatka za Sliku 41: Kaplan-Meierova krivulja za DRFS prema intrinzicnom
podtipu za bolesnike s negativnim ¢vorom

B e P Procijenjeni postotak bez udaljenog
Skupina rizika | Broj bolesnika 110 godirj\a recidiva nakon 10 godina
. [95 %-tni CI]
Luminalni A 725 32 951 % [93,4 % - 96,3 %]
Luminalni B 284 32 872 %[83,2% - 90,3 %]
Sveukupno 1009 64

Slika 42: Kaplan-Meierova krivulja za DRFS prema intrinzicnom podtipu za bolesnike s
pozitivnim ¢vorom (1 do 3 ¢vora)

0,
08 09

Postotak bez udaljenog recidiva
07

—— Luminalni A
© — Luminalni B
9 4 =

06

T T T T
0 2 4 6 8 10

Razdoblje pracenja (godine)

Sazetak podatka za Sliku 42: Kaplan-Meierova krivulja za DRFS prema intrinzicnom
podtipu za bolesnike s pozitivnim ¢vorom (1 do 3 ¢vora)

B b P Procijenjeni postotak bez udaljenog
Skupina rizika | Broj bolesnika 110 godirjm recidiva nakon 10 godina
9 [95 %-tni interval pouzdanosti (Cl)]
Luminalni A 248 17 91,3 % [87.2% - 94,2 %]
Luminalni B 118 28 72,5 % [64,2% - 791 %]
Sveukupno 366 45

U Tablici 37 prikazane su 10-godi$nje RFS stope prema luminalnom podtipu za
skupine s negativnim ¢vorom i pozitivnim ¢vorom (1 do 3 ¢vora).

Tablica 37: Desetogodi$nje RFS stope prema skupini ¢vora i luminalnom podtipu

Procijenjeni postotak
bez udaljenog recidiva
nakon 10 godina
[95 %-tni interval
pouzdanosti (CI)]

Broj dogadaja
kroz 10 godina

Luminalni Broj

SEIBEER podtip bolesnika (%)

NO Luminalni A | 725 (72) 44 93,0 % [91]1 % - 94,5 %]
Luminalni B | 284 (28) 44 822%[776 % - 859 %]

N+(1-3) Luminalni A | 248 (68) 21 89,1% [84,7 % - 92,4 %]
Luminalni B 118 (32) 30 71,6 % [62,2 % - 77,4 %]

Za svaku populaciju bolesnika s negativnim ¢vorom i pozitivnim ¢vorom (1 do
3 ¢vora) razlika izmedu bolesnika s luminalnim A i luminalnim B podtipom bila
je znacajna.

Zakljucci klinickog ispitivanja 2

Pokazano je da ROR dodaje znacajne prognosticke podatke iznad standardnih
klinickih i terapijskih varijabli i kada je uklju¢en kao neprekidna mijera i kada
je ukljuc¢en uz upotrebu tri unaprijed definirane skupine rizika. Skupina niskog
rizika imala je 10-godisnji DRFS iznad 90 % kako je predvideno. Skupina visokog
rizika imala je 10-godisnji DRFS od 80 % sto je vise od ocekivanog. Oc¢ekivalo
se da ce biti dokazivo nize od 80 %. Grani¢ne vrijednosti koje su koristene za
definiranje skupina rizika temeljile su se na kohorti TransATAC koja je veceg
rizika od trenutacne kohorte, dovodeci do sveukupno nizeg rizika ,skupine
visokog rizika“ nego sto je bilo ocekivano. ROR (neprekidan i temeljen ne
skupini) pokazao je slicne prognosticke podatke u raznim podskupinama.
Neprekidan model rizika blizak je empirijskim stopama ponavljanja bolesti u
obje populacije bolesnika, s negativnim ¢vorom i pozitivnim ¢vorom (1 do 3
¢vora). Vecina bolesnika (96 %) u ispitivanju imala je tumore jednog od dvaju
luminalnih podtipova (luminalni A ili luminalni B). U svim skupinama statusa
¢vora, razlika izmedu luminalnog A i luminalnog B podtipa dodala je progno-
sticke podatke u vezi s DRFS-om.
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Sazetak kombiniranih klinickih ispitivanja

Rezultati se mogu generalizirati za distribucijsku upotrebu jer su uzorci poslani u
razlicite laboratorije u dva klinicka validacijska ispitivanja te su tamo analizirani.
Pokazano je da ROR dodaje znacajne prognosticke podatke za 10-godisnji
DRFS iznad standardnih klini¢kih i terapijskih varijabli i kada je uklju¢en kao
neprekidna mjera i kada je uklju¢en uz upotrebu tri unaprijed definirane skupine
rizika. Nadalje, u post-hoc analizi, ROR je dodao znacajne podatke za DRFS
nakon 5 godina iznad standardnih Kklini¢kih varijabli za sve bolesnike. ROR
(neprekidan i temeljen ne skupini) pokazao je slicne prognosticke podatke u
raznim podskupinama. Ograni¢ene analize takoder su provedene uz upotrebu
RFS-a. ROR klase takoder su mogle definirati tri skupine rizika s jasnim RFS-om.
Za oba je ispitivanja postojala znacajna razlika izmedu DRFS-a bolesnika s
luminalnim A i luminalnim B podtipom, neovisno o statusu ¢vora.
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18 SIMBOLI | DEFINICIJE
‘ - Proizvodac

m - Ovlasteni predstavnik u Europskoj zajednici

- In vitro dijagnosticki medicinski proizvod

I:Ii] - Pogledajte upute za upotrebu

C € - CE oznaka
- Broj serije/broj partije
- Kataloski ili referentni broj

; - Sadrzaj je dostatan za <n> testova
/ﬂf - Raspon temperature za uvjete skladistenja
/ﬂ/ - Donja granica temperature za uvjete skladistenja

- Gornja granica temperature za uvjete skladistenja

g - Upotrijebiti do/Rok trajanja
- Ova strana prema gore

Sobna temp. = Sobna temperatura
HYB = hibridizacija

Odricanje od odgovornosti

Za In vitro dijagnosticku upotrebu.
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