Prosigna
Breast Cancer Assay

¥ veracyte.

Indleegsseddel
Prosigna® Breast Cancer Prognostic Gene Signature Assay
(Prognostisk gensignaturanalyse for brystkraeft)

Version 03, oprettet 2023-09
; 1-10 tests

Opbevaringsbetingelser

-20°C
Opbevares ved -20 °C

eller derunder

Prosigna Prognostisk gensignaturanalyse for
brystkraeft - Cartridge
-80°C

Opbevares ved -80 °C
eller derunder

Prosigna Prognostisk gensignaturanalyse for
brystkraeft - CodeSet

Prosigna Prognostisk gensignaturanalyse for

+25°C
N Skal opbevares
+15°C“8  ved stuetemperatur brystkraeft - Prep Pack

Jf +8°C Prosigna Prognostisk gensignaturanalyse for
+2°C Opbevares ved +4 °C

brystkraeft - Prep Plates

INDHOLD

1 TILSIGTET ANVENDELSE/FORMAL 1

2  OVERSIGT OVER TESTSYSTEMET 1
21 Principper for nCounter-analysesystemet........coeeoececonvccerrceens 2
2.2 Principper for Prosigna-algoritmen til outputberegning................... 2

3  LEVEREDE REAGENSER OG UDSTYR 2
31 Oversigt over Prosigna-Sattet ..o 2

3.2 Indhold i Prosigna-seet til et Prosigna-saet med

1,2, 3, 4 eller 10 test

4  ADVARSLER OG FORHOLDSREGLER 3

GENERELLE ANALYSEOVERVEJELSER 3
51  Veevsbehandling

5.2 Udfgrelse af Prosigna-analysen

(5]

6  UDDANNELSESOPLYSNINGER

7  SPILDHANDTERING 4

8  OPBEVARING OG HANDTERING (REAGENSER) ......ccurueemmremseessesnsenes 4

9  INSTRUMENTER, DER KRAVES TIL PROSIGNA.........coeeverrrnnnrncninnnns 4

10 REAGENSER OG UDSTYR, SOM KRAVES, MEN SOM IKKE ER
LEVERET

101 Materialer
10.2 Udstyr........
10.3 Specifikationer for udstyr
1 INDSAMLING OG BEHANDLING AF PRGVER
N1 Krav til veevsprave og patologievaluering...
1.2 Indsamling og opbevaring af praver......
N.3 Klargering af objektglas........c...c........
1.4 Behandling af objektglas.
1.5 Isolation af RNA
1.6 Maling af RNA-koncentrationen og kvalitet
.7 ANAlYSEPIOCEAUIE ..o
13 RESULTATER AF ANALYSEN
131 Intrinsiske undertyper
13.2 ROR-resultat ..o
13.3 Sandsynlighed for 10-ars distant recidiv..
13.4 Risikoklassificering
13,5 KvalitetSKONtrol ..
14 BEGRANSNINGER FOR PROCEDURERNE
15 FORVENTEDE VARDIER
151 ROR-omrade efter undertype ........oe......
15.2 Frekvens af ROR-resultat efter nodalstatus

2023-09 LB-0030-03

16  YDELSESKARAKTERISTIKA
16.1  Analytisk praecision og reproducerbarhed
16.2 Folsomhed/RNA-input
16.3 Interferenstest
16.4 KHNISK YARISE ..o
17 BIBLIOGRAFI
18 SYMBOLER OG DEFINITIONER
19 KONTAKTOPLYSNINGER

1  TILSIGTET ANVENDELSE/FORMAL

Prosigna® Prognostisk gensignaturanalyse for brystkraeft er en in vitro-
diagnoseanalyse, der benytter genekspressionsprofilen for celler, der findes
i brystkraeftvaey, til at vurdere en patients risiko for distant recidiv. Analysen
maler genekspressionsprofilen vha. RNA udtrukket fra formalinfikseret,
paraffinindlejret (FFPE) brystkraeftvaev. Genudtryksdataene vaegtes sammen
med kliniske variabler for at generere bade en undertype (luminal A, luminal
B, HER2-beriget eller basal-lignende) og et resultat, der er indikativt for
sandsynligheden for distant recidiv af sygdommen. Analysen udferes pa
nCounter® analysesystem vha. FFPE-brystkreeftvaev, der tidligere blev
diagnosticeret som invasivt brystkarcinom.

Prosigna Prognostisk gensignaturanalyse for brystkraeft er indiceret hos
kvindelige brystkraeftpatienter, der har faet udfert enten mastektomi eller
brystbevarende behandling i forbindelse med lokoregional behandling i
overensstemmelse med behandlingsstandarderne, enten som:

a. Enprognostisk indikator for distant recidiv-fri overlevelse ved 10 ar
hos postklimakterielle kvinder med hormonreceptorpositiv (HR+),
lymfenodenegativ, trin | eller Il brystkraeft til behandling med
adjuvant endokrinbehandling alene, nar den bruges sammen med
andre klinisk-patologiske faktorer.

b. En prognostisk indikator for distant recidiv-fri overlevelse ved 10 ar
hos postklimakterielle kvinder med hormonreceptorpositiv (HR+),
lymfenodepositiv (1-3 positive noder, eller 4 eller flere positive
noder), trin Il eller A brystkraeft til behandling med adjuvant
endokrinbehandling alene, nar den bruges sammen med andre
kliniske-patologiske faktorer.

2 OVERSIGT OVER TESTSYSTEMET

nCounter-analysesystemet leverer direkte, multiplex-malinger af genekspression
gennem digitale udlaesninger af den relative rigelige forekomst af mRNA-
transkripter vha. felgende trin: 1) hybridisering af RNA med fluorescerende
reporter- og opsamlingsprober, 2) rensning af mal-/probekomplekser vha.
nCounter-klargeringsplader, der indeholder de nedvendige reagenser for
posthybridiseringsbehandling og immobilisering pa nCounter-kassette pa
nCounter-klarggringsstationen, og 3) analyse af nCounter-kassetten pa den
digitale nCounter-analyseenhed for at opna et testresultat’. Bade opsamlings- og
reporterproberne indeholder unikke DNA-probesekvenser til malhybridisering
0g rensning. Opsamlings- og reporterproberne kombineres med positive
0og negative kontroller og danner CodeSet'et. Prosigna maler samtidigt
ekspressionsniveauerne af 50 gener, der bruges til den intrinsiske algoritme til
klassificering af undertype?, 8 husholdningsgener bruges til signalnormalisering,
6 positive kontroller og 8 negative kontroller i en enkelt hybridiseringsreaktion,
der bruger nukleinsyreprober, der er specifikt designet til de pagaeldende gener.
Med Prosigna-saettet medfalger ogsd en referenceprave bestdende af in vitro
transkriberede RNA-mal for hver af de 58 gener. Referencepraven er testet med
hver batch patient-RNA-praver for at kvalificere forlgbet og normalisere signalet
fra hvert gen.

Prosigna-analysen udfares pd RNA, der er isoleret fra FFPE-brystkraeftvaev.
En patolog undersagger et objektglas, der er farvet med haematoxylin og eosin
(H&E), og identificerer (og markerer) det omrade med invasivt brystkarcinom,
som er egnet til testen. Patologen maler ogsa tumorens overfladeomrade,
hvilket bestemmer antallet af ikke-farvede objektglas, der kraeves til testen,
og tumorcellulariteten for at sikre tilstedevaerelsen af tilstraekkelig tumorvaev
til testen. En uddannet tekniker makrodissekerer omradet pa de ikke-farvede
objektglas i henhold til det markerede tumoromrade pa det H&E-farvede
objektglas og isolerer RNA fra vaevet. Det isolerede RNA testes derefter pa
nCounter-analysesystemet for at opna testresultater, herunder den intrinsiske
undertype, recidivrisikoresultat (ROR) og risikokategori.



2.1 Principper for nCounter-analysesystemet

nCounter-analysesystemet benytter genspecifikke genpar (Figur 1), der
hybridiseres direkte med mRNA-prgven i oplgsning, hvilket eliminerer
enzymatiske reaktioner, der kunne introducere bias i resultaterne. | fgrste trin
af analysen hybridiseres DNA-proberne direkte til et omrade af RNA-praven i
oplgsning med 70-100 basispar. Den fluorescerende reporter-probe bestar af en
sekvens pa 35-50 basisprober, som er kompletterende for mMRNA-malet, og en
unik DNA-grundstruktur, der hybridiseres til seks RNA-segmenter, der er maerket
med én af fire fluorescerende farvestoffer; rgd (R), gul (Y), bla (B) eller gren (G).
De fluorescerende segmenter danner en seks-position/4-farve fluorescerende
"farvekode”, der er unik for hvert mal. En separat opsamlingsprobe bestar af en
sekvens med 35-50 basisprober, som er kompletterende for mRNA-malet, og
biotin, der bruges til immobilisering pa et streptavidin-belagt objektglas.

Figur 1: Hybridisering af CodeSet med mRNA

Opsamlings- og reporterprober

Efter hybridisering udfgres alle preverensningstrin automatisk pa nCounter-
klarggringsstationen. Ferst fijernes overskydende opsamlings- og reporter-
prober (Figur 2) vha. efterfalgende opsamlingstrin med magnetiske kugler
efterfulgt af binding af probe-malkomplekserne pa tilfeeldige placeringer pa
overfladen af nCounter-Kassetten via en streptavidin-biotin-kobling (Figur 3).
Endeligt justeres og immobiliseres probe/malkomplekser (Figur 4) i nCounter-
kassetten.

Figur 2: Fjern overskydende reporter-elementer
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Figur 3: Bind hybridiserede reporter-elementer til kassettens overflade

Figur 4: Justering og immobilisering af hybridiserede reporter-elementer

S s

Efter fuldfarelse af prevebehandlingen placeres Kassetten i nCounter Digital
analyseenhed til dataindsamling. Hvert malmolekyle af interesse er identificeret
med en "farvekode", der er genereret af seks arrangerede fluorescerende
pletter, der findes pa molekylens reporter-probe. Reporter-proberne pa
Kassettens overflade taelles og tabuleres derefter for hvert malmolekyle og
behandles med algoritmen (Figur 5).
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Figur 5: Dataindsamling
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2.2 Principper for Prosigna-algoritmen til outputberegning

Testen er baseret pad den rapporterede 50-gens klassificeringsalgoritme, der
oprindeligt blev kaldt PAM50% og udfgres pa nCounter-analysesystemet
vha. RHA, der er udtrukket fra formalinfikserede, paraffinindlejrede (FFPE)
brystkraeftvaevsprever. Algoritmen benytter en 50-gens ekspressionsprofil
til at tildele brystkreeft til én af fire molekylaere klasser eller intrinsiske
undertyper: Luminal A, Luminal B, HER2-beriget eller Basal-lignende?. De
prototypiske genekspressionsprofiler (f.eks. geometrisk tyngdepunkt) for
de fire intrinsiske undertyper blev opndet pa nCounter-analysesystemet
vha. FFPE-brystkraeftprover, der blev indsamlet fra flere kliniske steder i
Nordamerika. Efter udferelse af analysen pa en patienttestpreve sammenligner
en beregningsalgoritme, der er baseret pa en Pearsons korrelation, den
normaliserede 50-gens ekspressionsprofil for patienttestpreven med de
prototypiske ekspressionsprofiler for de fire intrinsiske undertyper af brystkraeft.
Patienttestpraven tildeles undertypen med den hgjeste Pearsons korrelation.

Algoritmen rapporterer endvidere et recidivrisikoresultat (ROR) pa en skala fra
0-100%, hvilket korreleres med sandsynligheden for distant recidiv ved 10 ar hos
postklimakterielle kvinder med hormonreceptorpositiv brystkraeft i en tidlig
fase’. Rapporten angiver ogsa en risikokategori (lav, mellem eller hgj). ROR-
resultatet beregnes vha. koefficienter fra en Cox-model, der omfatter Pearson-
korrelationen for et 46-gens undersaet af de 50 gener med hver intrinsisk
undertypes geometriske tyngdepunkt, et spredningsresultat og samlet
tumorsterrelse. Testvariablerne multipliceres med de tilsvarende koefficienter
fra Cox-modellen for at generere resultatet, der derefter justeres til en 0-100
skala, der er baseret pa koefficienter, der er genereret ud fra traeningssaettet
for FFPE-brystkreeftprover. Risikokategorier rapporteres ogsa baseret pa
afskaeringer for ROR bestemt i en klinisk valideringsundersggelse.

3 LEVEREDE REAGENSER OG UDSTYR
3.1 Oversigt over Prosigna-saettet

Prosigna-saettet indeholder tilstraekkelige reagenser til at behandle 1, 2,
3, 4, eller 10 patientprover, afhaengigt af det bestilte produkt. Du finder
bestillingsoplysninger nedenfor. Prosigna-saettet indeholder et CodeSet, ét
referencepravergr for hvert saet pa 1 til 10 test og forbrugsvarekomponenter,
hvis ydelse testes sammen for frigivelse.

Katalognummer Antal test i saettet Ror med referenceprover inkluderet

PROSIGNA-001 1 2

PROSIGNA-002 2 2
PROSIGNA-003 3 2
PROSIGNA-004 4 2
PROSIGNA-010 10 2

Anbefalet til brug sammen med Veracyte FFPE RNA-ekstraktionssattet
(550100). RNA-ekstraktionssaettet er kun tilgeengeligt gennem Veracyte.



3.2 Indhold i Prosigna-seet til et Prosigna-saet med 1, 2, 3,
4 eller 10 test
Antal test | 1 | 2 | 3 | 4 | 10
/Eske med Prosigna CodeSet
Prosigna Reporter-CodeSet | 1x 65 L 1x 65 pL 1x 65 pL 1x 65 pL 1x 65 puL
P ] lings-
o e ear| 1X70uL | 1x70uL | 1x70uL | 1x70uL | 1x70uL
Prosigna RNA-referenceprgve | 1x 30 pL 1x 30 pL 1x 30 pL 1x 30 pL 1x 30 pL
CodeSet-stregkodeetiket 1 1 1 1 1
Testkonfigurationskode 1 1 1 1 1

/ske med Prosigna-klarggringsplader

Klargeringsplader | 1 | 1 | 1 | 1 | 2

/ske med Prosigna-kassette

nCounter-kassetter | 1 | 1 | 1 | 1 | 1

Prosigna-klargeringspakke, seske

Spidser til nCounter-
1 1 1 1 1

klarggringsstation
Klaebeovertraek til nCounter- ) ) ) ) )

kassette
nCounter-spidsovertraek 2 2 2 2 2

nCounter-hybridiseringsbuffer | 1x580 uL 1x580 L 1x580uL 1x580 L 1x580 pL

Rarstrimler med hakker,
12-brgnde 4 4 4 4 4

Lag til rerstrimler med hakker,
12 brende 4 4 4 4 4

Beskrivelse af indholdet

Prosigna-CodeSet

Prosigna-CodeSet

Prosigna Opsamlings-ProbeSet
Prosigna RNA-referenceprave
CodeSet-stregkodeetiketter
Testkonfigurationskode

buffer, nukleinsyrer med fluorescerende
farvestoffer

buffer, nukleinsyrer

buffer, nukleinsyrer

klistermaerkeark

klistermaerkekort

Prosigna-klarggringsplader

Klarggringsplader

superparamagnetiske beads, buffer, salte,
oligonukleotider, polystyrenbeads med
fluorescerende farvestoffer

Prosigna-kassetter

nCounter-kassetter

praovekassette(r)

Prosigna-klarggringspakke

nCounter-hybridiseringsbuffer
Rarstrimler med hakker, 12-brgnde

Lag til rerstrimler med hakker, 12-brende
Spidser til nCounter-klargeringsstation
Klaebeovertraek til nCounter-kassette
nCounter-spidsovertrask

buffer, salte

plaststrimler

plastldg

2 racks med 90 spidser + 6 nCounter-spyd
klsebefilm

6-brends spids-holdere

4  ADVARSLER OG FORHOLDSREGLER

1.

2.

Til in vitro-diagnostisk brug.

Denne analyse skal kares af operatarer, der er uddannet i staerkt
komplekse molekylaerbiologiteknikker, og i overensstemmelse med
lokale bestemmelser.

Bland ikke komponenter af saet pd tvaers af Prosigna-partier.
Funktionen kan kun garanteres for Prosigna-partier, som de er
leveret, da de kvalificeres pa denne made under produktionen.
Enhver resterende reagens ma ikke genbruges i Prosigna-analysen.
Kassér alle reaktioner med kompromitterede hybridiseringstider
eller -temperaturer.

Det er vigtigt at bevare integriteten af pravens sporbarhed (vaev til
RNA og NA til analyse) for at sikre, at patientprave-id'et er knyttet til
det rigtige testresultat.

Hvis reagenser ikke opbevares under de betingelser, der er angivet
pa etiketten, kunne det pavirke analysens ydelse negativt.

Baer altid handsker ved handtering af reagenser og praver.

Undga RNase-kontamination, hvilket kan pavirke kvaliteten af
resultaterne negativt.
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5.1

1.
12.

18.
19.

20.

21.

. Der

. Alle biologiske prgver og materialer skal handteres, som om der

bestar en potentiel risiko for overfarelse af smitsomme stoffer, og
skal kasseres under passende forholdsregler i overensstemmelse
med nationale og lokale bestemmelser.

Pipettér aldrig via mund.

Undga kontakt mellem reagens og @jne, hud og slimhinder.

Brug bedste fremgangsmader for molekylaerbiologiske laboratorier
til at forhindre krydskontamination mellem testprever og eller
med hgjkoncentrerede nukleinsyremal (syntetiske eller PCR-
forsteerkede), hvilket kan pavirke kvaliteten af resultaterne negativt.

. Meget lave niveauer af natriumazid (<0, %) findes efter processen

i Prosigna-klargagringsplader og nCounter-kassetter. Der anbefales
derfor, at der bruges spildbeholdere af plastik (og ikke metal) til
bortskaffelse. Selvom det er ekstremt usandsynligt for Prosigna, vides
det, at akkumulering af natriumazid pa metal udger en eksplosionsfare.
Der findes yderligere instrumentspecifikke bortskaffelsesoplysninger
i brugervejledningen til nCounter-analysesystemet 0g
servicevejledningen  til  klargeringsstationen og den  digitale
analyseenhed.

kan findes MSDS-ark (materialesikkerhedsdataark) for
reporter-CodeSet, opsamlings-ProbeSet, hybridiseringsbuffer og
klarggringsplader pa www.prosigna.com.

Alle farlige materialer skal bortskaffes i henhold til institutionens
retningslinjer for bortskaffelse af farligt affald.

Alle ubrugte CodeSet skal kasseres.

Hvis en patients tumorstarrelseskategori indtastes forkert |
softwaren, kan ROR-resultatet og risikoklassifikationen pavirkes
negativt (feks. eendret ROR-resultat og/eller forkert klassificering).
Hvis en patients nodalstatus indtastes forkert i softwaren, kan
patientens testresultater blive rapporteret forkert (feks. forkert
risikoklassificering).

Brug ikke RNA af utilstreekkelig kvalitet eller kvantitet eller
tumorprever med utilstraekkelig  tumoroverfladeomrade eller-
cellularitet i Prosigna-analysen. Prosigna-analysen kan muligvis ikke
give et gyldigt resultat og vil i stedet rapportere en analysefejl.

GENERELLE ANALYSEOVERVEJELSER

1.

SRR

Analysen er udelukkende beregnet til brug pa formalinfikserede,
paraffinindlejrede (FFPE) prover af brystkraeftvaev fra kirurgisk
resektion. Den er ikke beregnet til brug pa frisk eller frosset vaev eller
pa ikke-brystkraeftvaev.

Den samlede starrelse af en patients primaere tumor og nodalstatus
kraeves for at gennemfgre analysen.

Brug sterile mikropipettespidser til engangsbrug for at undga
mikrobiel kontamination og nukleasekontamination af reagenser
eller prgver under behandling.

Opbevar de isolerede RNA-praver pa vad is, nar de ikke manipuleres
aktivt.

Kalibrerede termometre er pakraevet til varmeenhedsblokke.

Brug ikke ssetkomponenter, hvis de ankommer i beskadiget stand.
Der anbefales, at der udvikles og anvendes kliniske kontroller (f.eks.
for risikokategori) af laboratorier, der karer Prosigna, for at sikre
ngjagtigheden af resultater over tid som del af standardprocedurer
til kvalitetskontrol pa laboratoriet.

Vaevsbehandling

1.

Hvis omgivende ikke-tumor/normalt veev ikke fjernes korrekt
vha. makrodissektion under veevsbehandling, kunne det fere til
en undervurdering af risikoen, fordi der rapporteres et lavere
ROR-resultat til laegen.

Hvis humant genomisk DNA ikke fjernes korrekt under RNA-isolering,
kan det fgre til en hgjere fejlfrekvens pa grund af lavere analysesignal
eller en overvurdering af risikoen, fordi der rapporteres et hgjere
ROR-resultat til laegen.

Alle ikke-farvede vaevsektioner skal monteres pa positivt ladede
mikroskopobjektglas for at undga lgsning under vaevsbehandling.
Ved praver, der kraever flere objektglas, skal alle objektglas behandles
sammen.

Vaevssektioner, der er monteret pa objektglas, kan blive forringede,
hvis de opbevares i mere end 9 maneder i et udtgrret miljg.

Udskift den 3 % glycerolarbejdsoplasning hver uge, eller hvis
oplasningen bliver grumset, for at undga kontamination.



5.2

6

7. Skift indholdet af den forste D-Limonene-vask efter behandling
af 4 objektglassaet og indholdet af ethanol (EtOH) og indholdet
i den anden D-Limonene-farvningsskal efter behandling af
8 objektglassaet for at undgad at kompromittere vaevskvaliteten.

8. Veer forsigtig, nar du markerer tumoromradet pa det ikke-farvede
objektglas og fjerner ikke-tumorvaey, for at sikre, at tumorvaevet ikke
forstyrres.

9. Handter skarpe instrumenter forsigtigt under makrodissektion.

10. Brug et helt nyt barbarblad for hver vaevsprave, der behandles.

1. Nye partier/batches af RNA-isolationssaet skal testes mod
specifikationerne for isolationssaettet for at kvalificere de nye
saetparti til patienttest (se afsnit 11.5 for at fa flere oplysninger).

Udfarelse af Prosigna-analysen

1. Kontrollér, at patientens kategorimaessige primaere samlede
tumorsterrelse er indtastet korrekt i softwaren.

2. Kontrollér, at patientens kategorimaessige nodalstarrelse er indtastet
korrekt i softwaren.

3. Kontrollér, at varmeblokken med opvarmet 1&g, der kraeves til
hybridisering, opfylder specifikationerne og kalibreres rutinemaessigt.

4. Brug udelukkende de forbrugsvarer, der blev leveret med
Prosigna-seettet. De er designet specifikt til at fungere med
nCounter-klargaringsstationen og nCounter Digital analyseenhed.

5. Hvis hybridiseringsbufferen er blevet opbevaret ved kolde
temperaturer, og der bemaerkes udfaeldning, skal rgrene opvarmes
ved 37 °C, indtil saltene er oplgst.

6. Hvirvelbland ikke analysekomponenter med stor energi for at blande
dem, da det kan beskadige reagenserne. Blanding skal udfgres vha.
en pipette.

7. Centrifugér ikke reporter-CodeSet hurtigere end 3.000 x g i mere
end 10 sekunder. Brug ikke "impuls"-indstillingen til centrifugeringen.
Hvis det gares, kan det udfeelde CodeSet'et.

8. Bevar hybridiseringsreaktioner ved 65 °C, indtil de er klar til at blive
overfart til klargaringsstationen. Hvis varmeblokken indstilles til at
reducere gradvist ned til 4 °C eller placere prgver pa is ved afslutning
af hybridiseringen kunne fare til kryds-hybridisering, hvilket kan
kompromittere analyseresultaterne.

9. Hvis rarstrimlerne ikke placeres ved 65 °C inden for 15 minutter fra
tilfajelse af opsamlings-ProbeSet, kan det fare til krydshybridisering,
hvilket kan kompromittere analyseresultaterne.

10. Hvis behandlingen pa Kklargeringsstationen ikke startes inden
for 15 minutter fra fjernelse af proverne fra 65 °C, kan det fare til
krydshybridisering, hvilket kan kompromittere analyseresultaterne.

1. Kontrollér, at rerstrimmellagene sidder godt fast fgr hybridisering i
varmeblokkene for at undga fordampning, hvilket kan kompromittere
analyseresultaterne.

UDDANNELSESOPLYSNINGER

Denne analyse skal kares af hegjt erfarne operaterer, der er uddannet i staerkt
komplekse molekylaerbiologiteknikker, pad grundlag af lokale bestemmelser.
Kontakt Veracyte for at fa uddannelsesoplysninger, der specifikt angar kersel
af Prosigna-analysen.

7

SPILDHANDTERING

Se brugervejledningen til nCounter-analysesystemet for at fa oplysninger om
handtering af spild, som er specifik for reagenser og instrumenter til brug med
IVD-anvendelser.

Se brugsanvisningen til det valgte RNA-ekstraktionssaet for oplysninger
om handtering af spild og oplysninger, som gaelder specifikt for RNA-
ekstraktionsreagenserne.

8

OPBEVARING OG HANDTERING (REAGENSER)

Udlgbsdatoen for alle komponenter i analysesset er angivet pd den
stregkodeetiket, der leveres med CodeSet-boksen, samt pa den udvendige
boksmaerkning for alle Prosigna-komponenter.

«  Komponenter i Prosigna CodeSet-boksen (Prosigna reporter-
CodeSet, Prosigna opsamlings-ProbeSet og Prosigna RNA-
referenceprgve) skal opbevares ved -80 °C eller derunder.

* nCounter-kassetterne skal opbevares ved eller under -20 °C.

« nCounter-klarggringspladerne skal opbevares ved eller under 4 °C
(2-8°C).

«  Komponenterne i nCounter-klargaringspakken skal opbevares ved
stuetemperatur 15 °C-25 °C.
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10.1

10.2

10.3

INSTRUMENTER, DER KRAVES TIL PROSIGNA

* nCounter-analysesystem (katalognummer NCT-SYST-DX) (omfatter
begge instrumenterne nedenfor)
o nCounter-klarggringsstation 5s
(katalognummer NCT-PREP-STATION-FLEX)
o nCounter Digital analyseenhed 5s
(katalognummer NCT-DIGITAL- ANALYZER-FLEX)
Se brugervejledningen til nCounter-analysesystemet for at fa flere
oplysninger.

REAGENSER OG UDSTYR, SOM KRAVES, MEN
SOM IKKE ER LEVERET

Materialer

1. FFPE RNA-isoleringssaet (se kravene til isoleringssaet i afsnit 11.5, hvis
du ikke bruger Veracyte FFPE RNA-ekstraktionssaet kabt gennem
Veracyte).

Haematoxylin og eosin (H&E)

Positivt ladede objektglas til mikroskop

D-Limonene-klaringsmiddel (histologiklasse)

100 % ethanol (absolut), ACS-klasse eller tilsvarende (ikke mindre
end 99,5 %)

6. Glycerol, molekylaerbiologiklasse

7. Nuklease-frit vand, molekylzerbiologiklasse*
8. 100 % isopropanol*

9. Konisk rgr 50 mL
10
1
12

SAESE N

. Barbarblade (eller engangsskalpeller)
Mikrotom-blade til engangsbrug
. 15 eller 1,7 mL klaebefri RNase-fri mikrocentrifugerar
13. RNase-fri mikropipettespidser med aerosolbarriere

*Ngdvendige materialer, som ikke leveres til RNA-ekstraktion ved hjaelp af Veracyte FFPE RNA-
ekstraktionsseettet

Udstyr

1. Mikrotom

2. Vandbad (40 °C)

3. Objektglasvarmer (45 °C)

4. Teorrestativ til mikroskopobjektglas

5. Mikropipetter; 2 uL, 20 L, 200 pL 0g 1000 uL

6. Mini-centrifuge med en 0,2 mL rarstrimmelrotor og standard- rotor
til 1,5/2,0 mL mikrocentrifugergr.

7. Standard bordplademikrocentrifuge med fastvinklet rotor, der
passer til 1,5 mL centrifugerar.

8. Rektangulaere glasfarvningsskale med daekke (ansldet indvendig
diameter pa 91 x 71 x 60 mm). Der kraeves et antal pa 3.

9. Objektglasstativer (kan indeholde op til 10 75 x 25 mm objektglas)

10. Ter varmeblok, stationaer*

1. Bordpladevortexmikser til mikrocentrifugerar

12. Gradueret cylinder (foreslaet starrelse: 100-250 mL)

13. Dissektionsnal eller pincet med daekglas (vinklet, ikke-savtakket)

14. Kalibrerede termometre (daekkende omradet 55 °C til og med 80 °C)

15. UV/Vis-spektrofotometer med mikrovolumen (se specifikationer
nedenfor)

16. Varmeblok med opvarmet 1&g (se specifikationer nedenfor)

17. Centrifuge med mikropladeadapter til plade (se specifikationer
nedenfor)

18. Coplin-krukke

*Nadvendigt udstyr til RNA-ekstraktion med Veracyte FFPE RNA-ekstraktionssaettet.

Specifikationer for udstyr

Tabel 1: Fuldspektrum UV/Vis-spektrofotometer med mikrovolumen til kvantificering
af nukleinsyre

Designfunktion

Specifikationer

Prgvevolumenomrade 1-2 ul
Stilaengde mm
Bolgeleengdeomrade 260-280 nm
Bolgeleengdengjagtighed eller fejl +1nm

Spektral oplasning eller bandbredde

Mindre end eller lig med 4 nm

Absorberingspraecision eller tilfeeldig
fotometrisk fejl

0,003 (1 mm sti)

Detektionsgraense

5ng/uL RNA

Maksimal koncentration

>1000 ng/ul RNA




Tabel 2: Fotodiode UV/Vis-spektrofotometer med mikrovolumen til kvantificering af

nukleinsyre

Designfunktion

Specifikationer

Prgvevolumenomrade

1-2 ul

Stilaengde

0,5mm

Bolgeleengdeomrade

260 og 280 nm

Spektral oplasning

Mindre end eller lig med 8 nm

Absorberingsngjagtighed

3 % (ved 1,05 Abs ved 260 nm)

Detektionsgraense

4 ng/uL RNA

Maksimal koncentration

>1000 ng/pl RNA

Tabel 3: Varmeblok med opvarmet 13g til analysehybridisering

Designfunktion

Specifikationer

Varmeblokdesign

» Skal passe almindelig profil, 12 x 0,2 mL tilpassede
rorstrimler, der er leveret som del af nCounter-
klargaringspakken.

° Varmeblokke, der er designet til rgr med
lav profil (LP) og hgj profil (HP), er ikke
kompatible (kaldes ogsa "hurtige” blokke til
temperaturskiftebelastning).

° Varmeblokke, der er designet til andre typer rer
(feks. 0,1 mL rar, 1,5 mL rar), er ikke kompatible.

» Skal kunne programmeres til at holde en temperatur
pa 65 °C.

» Skal holde en temperatur inden for +1 °C af 65 °C.

Design af opvarmet 1ag

LLdg med fast eller justerbar hgjde er acceptable.

&g skal kunne programmeres til 70 °C

Tabel

4: Centrifuge med mikropladebaerer til
klarggringsplader

centrifugering af nCounter-

Designfunktion

Specifikationer

Centrifugeringshastighed

Minimum 2000 x g

Rotorer 4 x 750 mL udsvingsrotorer med mikropladebaerer
(eller tilsvarende), der rummer SBS-format 96-brends
mikroplader

Tilstande Accelerations-/decelerationstilstande

11 INDSAMLING OG BEHANDLING AF PRGVER

1

Krav til vaevsprave og patologievaluering
.

Prosigna prognostisk gensignaturanalyse for brystkreeft bar
udfares pad en preve af formalinfikseret, paraffinindlejret (FFPE)
hormonreceptorpositivt brystkraeftvaey, som er yderligere specificeret
af en patolog som én af faglgende typer invasivt brystkarcinom:
a. Invasivt duktalt karcinom
b. Invasivt lobulaert karcinom
c. Invasivt karcinom med duktale og lobulaere egenskaber
("karcinom af blandet type")
d. Ingen speciel type (NST) eller ikke specificeret pa anden vis
(NOS)
En patolog skal vaelge den FFPE-tumorblok, der har det starste
omrade med levedygtigt invasivt brystkarcinom til denne test.
Testen kraever veevssektioner, der er monteret pa ikke-farvede
objektglas, til behandling og et tilsvarende H&E-farvet objektglas fra
FFPE-tumorblokken.
Der anbefales, at veevssektioner til analysebehandling skaeres
kontinuerligt med den veevssektion, der blev skaret til H&E-farvning,
for at sikre, at det tumoromrade, der blev identificeret pad det H&E-
farvede objektglas, er repraesentativt for tumoromradet pa de ikke-
farvede objektglas.
En patolog skal indcirkle omradet med levedygtigt invasivt
brystkarcinom pa H&E-objektglasset og udelukke omgivende ikke-
tumorveev.
En patolog eller uddannet laboratorietekniker skal ansla
tumorcellulariteten og tumorens overfladeomrade inden for det
indcirklede omrade pa det H&E-farvede objektglas.
a. Procentdelen af tumorcellularitet pd det H&E-farvede
objektglas skal veere > 10 %
b. Det indcirklede tumoroverfladeomrade pa det H&E-farvede
objektglas skal vaere > 4 mm?
*Bemaerk, at  tumorcellularitetsprocenten
procentdelen af levedygtige tumorceller
cirkelmarkerede tumoromrade.

henviser  til
inden for det
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7.

Et samlet tumoroverfladeomrade over 100 mm? anbefales som input
til testen. | felgende tabel illustreres det anbefalede antal objektglas
pa grundlag af det malte tumoroverfladeomrade pa det H&E-
farvede objektglas.

Hvis vaevsevalueringsprocessen viser, at tumorblokken har
utilstraekkelig tumoromrade eller utilstreekkelig tumorcellularitet,
kan en anden blok fra samme tumor evalueres. Hvis der ikke er
nogen FFPE-blokke, der indeholder tilstraekkeligt tumorvaev, bar
Prosigna-analysen ikke kares. Bemaerk, at for tumorblokke med
mindre end 20 mm? overfladeomrade, er det mere sandsynligt, at
RNA-inputkravene ikke vil blive opfyldt.

Tabel 5: Anbefalede krav til objektglas baseret pa tumoroverfladeomrade

Malt tumoroverfladeomrade pa H&E-farvet objektglas (mm?) | Antal ikke-farvede objektglas
4-19 6
20-99 3
>100 1

n.2
1.

Indsamling og opbevaring af prover

Felgende kan udfares i henhold til laboratoriets
standarddriftsprocedurer: vaevsindsamling og formalinfiksering,
handtering og opbevaring af FFPE-tumorblok og forsendelse af
FFPE-vaev monteret pa objektglas.

FFPE-vaevssektioner monteret pa objektglas skal opbevares iht.
laboratoriets standarddriftsprocedurer. Hvis de opbevares i laangere
perioder (>30 dage), skal objektglassene opbevares i et udtarret
miljz og behandles inden for 9 maneder for at sikre kvaliteten af
testresultaterne.

1.3 Klargering af objektglas

1.
2.

SRGIESE

1.4
1.

Brug en mikrotom, og skeer et 4-5 um tykt udsnit til H&E-farvning.
Brug en mikrotom, og skaer et 10 um tykt udsnit til brug i Prosigna-
analysen.

Placer sektionerne i et vandbad ved 40 °C.

Monter sektionerne pa positivt ladede mikroskopobjektglas.

Lad objektglassene tarre.

Bag objektglassene natten over ved 45 °C.

Behandling af objektglas

Forbered en arbejdsoplasning pa 3 % glycerol ved at blande 1,5 mL
glycerol med 48,5 mL nuklease-frit vand i molekylaerklasse; skalér
efter behov. Haeld oplasningen i en Coplin-krukke til behandling af
objektglas.

Heeld ca.200-250 mL D-Limonene-klaringsmiddelito farvningsskale,
mens der sikres, at objektglassene i objektglasstativet vil vaere
komplet nedsaenket.

Heeld ca. 200-250 mL absolut ethanol
farvningsskal.

Placer de(n) ikke-farvede, objektglasmonterede vaevssektion(er) pa
et objektglasstativ.

Placer objektglasstativet i den farste farvningsskal med D-Limonene,
og ryst forsigtigt objektglasstativet frem og tilbage i 10-15 sekunder.
Lad stativet blive stdende i den farste farvningsskal med D-Limonene
i samlet 2 minutter.

Flyt objektglasstativet fra den farste farvningsskal med D-Limonene
til den anden skal med D-Limonene. Ryst forsigtigt objektglasstativet
frem og tilbage i 10-15 sekunder. Lad stativet blive stdende i den anden
farvningsskal med D-Limonene i samlet 2 minutter. Serg for, at al
paraffinen er fiernet. Hvis ikke, skal stativet blive stadende i den anden
farvningsskal med D-Limonene ca. 1 minut laengere.

Flyt objektglasstativet fra den anden farvningsskal med D-Limonene
til EtOH-vasken. Ryst forsigtigt objektglasstativet frem og tilbage i
10-15 sekunder, og tag det ud efter 2 minutter.

Lad objektglassene lufttarre i 5-10 minutter, eller indtil de er helt tarre,
og vaevet fremstar som hvidt (dette kan tage laengere afhaengigt af
starrelsen af vaevet).

Markér tumoromradet pa bagsiden af det ikke-farvede objektglas
ved at justere det med det tilsvarende H&E-farvede objektglas og
transponere det markerede omrade.

(EtHO) i en tredje

. Arbejd med ét objektglas ad gangen, og rehydrér vaevet pa det

markerede ikke-farvede objektglas ved at dyppe det i den 3 %
glyceroloplgsning.
Fjern  overskydende
laboratorieserviet.

glycerol  fra objektglasset vha. en



12. Nar der behandles flere objektglas, kan brugeren lade objektglassene
torre pa et tarrestativ, mens de andre objektglas rehydreres.

13. Skrap evt. ikke-tumorvaev omkring det markerede tumoromrade af
med et barberblad eller en skalpel, og kassér det.

14. Mens du holder i den ene ende af objektglasset og hviler den anden
ende pa en fast overflade i en vinkel pa 45 grader, skal du opsamle
det makrodissekerede tumorvaev pa kanten af et barberblad. Vaevet
skulle let "rulle sig op pa" barberbladet, mens det opsamles.

15. Gentag det forrige trin for hvert objektglas fra samme prove.
Bemazerk: Flere ikke-farvede objektglas fra en enkelt FFPE-pragve kan
opsamles pa samme barberblad.

16. For forsigtigt vaevssektionerne fra samme preve ind i et maerket
1,5 mL mikrocentrifugerar.

17. Hvis der er brugt dissektionsnal eller pincet, skal denne rengares
ved at dyppe den i D-Limonene i et par sekunder og lade den tgrre
mellem vaevspraver.

1.5 Isolation af RNA

Veracyte anbefaler, at Veracyte FFPE RNA-ekstraktionsszettet, som er
valideret specifikt til brug med Prosigna, bruges.

Der kan bruges andre RNA-isoleringssaet til at klargare prover til Prosigna, hvis
de giver RNA fra FFPE-brystkraeftvaev monteret pa objektglas, som opfylder
folgende specifikationer:

Tabel 6: Specifikationer for RNA-isoleringssaet

Metrisk Test eller maling Specifikation
RNA-koncentration Optisk taethed ved 260 nm >12,5 ng/pL
?S[T)]let RNA-volumen Samlet eluerede volumen >12uL
Forhold mellem optisk
taethed ved 260 nm og
RNA-renhed optisk teethed ved 280 nm 17-23
(OD 260/280 nm)
) Genomisk DNA-indhold af
DNA-kontamination elueret RNA-prove <1ng/uL
>90 % af de isolerede
. . Starrelsesfordeling af de
RNA-integritet isolerede RNA-fragmenter RNA-fragmenter skal vaere
9 >100 nukleotider i lsengde

Forsigtig: Hvis der anvendes en alternativ isolationsprocedure i
kombination med Prosigna-analysen, skal dette saerlige workflow valideres
fuldt ud af laboratoriet, for det implementeres rutinemation.

RNA-isoleringsprocedure:

- Hvis Veracyte FFPE RNA-ekstraktionssaettet anvendes, falges brugsanvisningen,
som er leveret af Veracyte.

- Hvis en alternativ ekstraktionsmetode anvendes, folges den validerede
protokol eller den protokol, som er givet af producenten.

Hvert parti RNA-ekstraktionssaet, som er fremstillet af Veracyte, er
kvalificeret til at producere RNA-prgver, som opfylder de pa forhand
definerede specifikationer for diagnostiske genekspressionsanalyser. Der
henvises til det valgte RNA-ekstraktionssaets metodeark/brugsanvisning for
oplysninger om korrekt opbevaring, sikkerhed og handtering.

11.6 Maling af RNA-koncentrationen og kvalitet

1. Mal koncentrationen af den isolerede RNA inden for samme
arbejdsdag (opbevar ved +2 to +8 °C), eller frys ved -70 °C eller
derunder indtil brug.

2. M3l den optiske teethed (OD) ved 260 og 280 nm af 2 pL af
den isolerede RNA vha. et spektrofotometer, der opfylder de
specifikationer, der er angivet i afsnittet 10.3 Specifikationer for
udstyr. Undga at pipettere volumenet pd 2 upL fra bunden af
kildergret i tilfeelde af, at der stadig findes glasfibre, da disse vil
forstyrre aflaesningen af optisk taethed.

3. Felg instruktionerne for maling af RNA fra producenten af
spektrofotometeret.

4. Hvis en prove ikke opfylder den minimale RNA-renhed eller
koncentrationsmetrik (Tabel 6), skal du centrifugere provergret i
1 minut ved maksimal hastighed (>10.000 x @), placere roret pa is
09 gentage maleprocessen. Hvis praven stadig ikke opfylder enten
renheds- eller koncentrationsmetrikken, er RNA-prgven ikke egnet
til analyse vha. Prosigna-analyseproceduren. Brug ikke RNA af
utilstraekkelig kvalitet eller kvantitet i Prosigna-analysen.

5. RNA-udtraskningen kan gentages, hvis specifikationerne for minimal
koncentration eller minimal renhed ikke er opfyldt (Tabel 6). Brugere
kan veelge at isolere yderligere objektglas fra samme FFPE-blok eller
vaelge en separat blok fra samme patient.
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6. Hvis RNA-koncentrationen overstiger 250 ng/ul, skal den
fortyndes med RNase- og DNase-fri vand i molelylaerklasse til en
malkoncentration pa 200 ng/ulL for udferelse af den efterfalgende
hybridiseringsanalyse. Brug det registrerede resultat for OD
260/280-forhold fra den ufortyndede prove til at bestemme, om den
fortyndede prave opfylder den minimale RNA-renhed pa1,7.

7. Frys RNA ved -70 °C eller derunder, hvis Prosigna-analysen ikke kan
fuldfagres inden for samme arbejdsdag.

1.7 Analyseprocedure

Denne analyseprocedure beskriver de trin, der er ngdvendige for at udfere
Prosigna-analysen vha. nCounter-analysesystemet. Disse trin kan opsummeres
i folgende kategorier pa to pa hinanden fglgende dage:

Forste dag
«  Konfigurer karselssaet-id-posten (RSID) i webprogrammet
« Konfiguration af RNA-hybridisering med Prosigna CodeSet
(30 minut konfiguration, 15-21 timers hybridisering)
Anden dag
«  Konfiguration og kaersel af klargeringsstation (20 minutters
konfiguration, 2-3 timer pr. kersel afhaengigt af antallet af karte prover)
« Konfiguration og scanning af Kassette pa den digitale analyseenhed
(5 minutter til konfiguration, 2,5 - 4,5 timer for hver Kassette,
afhaengigt af antallet af kerte praver)
* Hentning af rapport (30 minutter)

Valg af patientpreve og batchkonfiguration

1. Bestem de patientpraver, der skal bruges i testkarslen. Der kan
inkluderes op til 10 praver i en enkelt batch.

a. Hver prove i batchen tildeles en entydig position pad en
12-positions rarstrimmel brugt til hybridisering, og som
er registreret som del af kerselssaet-id'et pd instrumentet
(karselssaet-id udfert gennem webprogrammet). Bemaerk,
at position 1 og 2 er reserveret til referenceprgven, og
position 3-12 er til tumor-RNA-prover.

b. lllustrationen nedenfor viser sidevisning 1) og topvisning
2) af rarstrimlen. Raerstrimlerne er tilpasset asymmetrisk
mellem reaktionsbrand 10g 2 (A) og 8 og 9 (B) for lettere at
bevare proveraekkefglgen under behandling. Rarstrimlerne
har ogsa hakker mellem reaktionsbrend 6 og 7 (C) for at
forenkle overskaering af rgrstrimlerne, hvis det er nadvendigt
for at gere plads til standardcentrifugeadaptere.

Figur 6: lllustration af tilpassede rarstrimler

1)

A CcC B

2)

l Vol
000000000000

Reaktionsbrend 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

2. Beregn maengden af RNA og vand (nar pakraevet), som skal fgjes til
hybridiseringsreaktionen for hver prgve i batchen.

a. Det anbefalede RNA-input er 250 ng for prgven. Det
acceptable  RNA-inputomrade for hybridisering er
125 - 500 ng.

b. Beregn volumen (i mikroliter) af RNA-prave, der skal fgjes
til hybridiseringsreaktionen, ved at dividere det gnskede
praveinput (f.eks. 250 ng) med den malte koncentration.

c. Hvis provens beregnede koncentration ligger mellem
12,5 ng/uL og 25 ng/uL, skal du tilfgje den maksimale
volumen pa 10 pL.



d. | forbindelse med praver, der kraever mindre end 10 L, skal
du beregne den vandvolumen, der kraeves for at generere
10 pL samlet prgvevolumen.

Eksempel: For en prave med en malt RNA-koncentration pa

85 ng/uL, kraeves 2,9 uL af prgven for at opna en samlet masse

pa 250 ng, og der kraeves 71 uL vand for at bringe volumenet til

10 uL, for de resterende reagenser tilfgjes. Som ligning: 250 ng

+85ng/uL =29 uL

Prgveregistrering og -behandling

Brugeren skal opbygge et entydigt kerselsaets-id for hver batch af prover, sa
prove-id'erne knyttes til rarstrimmelplaceringen (position 3-12), vha. nCounter-
analysesystemets webprogram. Brugeren kan se brugervejledningen for at fa
anvisninger for brug af nCounter-analysesystemets webprogram.

1.

Hvis RNA blev frosset far brug, skal du udfere falgende trin, for der
fortsaettes:

a. Opta RNA-prgverne helt, og opbevar dem pa is.

b. Centrifugér det optgede prevergr i 1 minut ved maksimal
hastighed (>10.000 x g), og laeg det tilbage pa is.

Vaelg den passende Prosigna-testsaetstarrelse baseret pa antallet af
patientpraver, der testes (1, 2, 3, 4 eller 10). Tag et rer fra hvert af
folgende CodeSet-saets reagenser ud af den -80 °C kolde fryser til
optening. Opbevar reagenserne pa is, hvis du ikke fortsaetter med de
efterfalgende trin gjeblikkeligt.

a. Prosigna reporter-CodeSet (grent klistermaerke pa haette)

b. Prosigna opsamlings-ProbeSet (grat klistermaerke pa
haette)

c. Prosigna-referencepreve (intet klistermaerke pa haette)

Tag  stregkodeklistermaerket  til  CodeSet-partiet og en
testkonfigurationskode ud af CodeSet-boksen.

Brug en webbrowser til at logge pa IVD nCounter-analysesystemets
webprogram, og veelg Prosigna som analysetype for at starte
konfigurationen af de digitale registreringsformularer.

Pa hovedsiden skal du veelge "Create New Run Set” (Opret nyt
korselsseet).

Det forste pakraevede felt ved defineringen af en Prosigna-karsel er
karselssaet-id'et. Indtast et entydigt id i feltet Run Set ID (Karselssaet-
id) for at identificere batchen af praver.
Scanellerindtastmanuelttestkonfigurationskodeniwebprogrammet.
Nar den er scannet eller indtastet, kan den kasseres.

Scanellerindtast manuelt CodeSet-saetnummeretiwebprogrammet.
Indtast derefter det entydige preve-id for den prave, der vil vaere
placeret i tredje position/brend pa rerstrimlen, i det tilsvarende
prove-id-felt.

a. Indtast patientens RNA-prave-id vha. en stregkodescanner
eller manuelt ved at indtaste prave-id'er vha. et tastatur.

b. Efterindtastning i hvert preve-id skal du tabulere over for at
udfylde de pakraevede rullefelter (samlet tumorsterrelse og
nodestatus) for preven, for du angiver den naeste prove.

i.  Brug antallet af positive noder, som blev etableret
under patientens patologiske evaluering, for at veelge
den passende nodalkategori til testen (nul, 1-3, > 4).

ii. Brug den malte samlede tumorsterrelse eller -fase,
som blev etableret under patientens patologiske
evaluering, til at veelge den passende samlede
tumorsterrelseskategori til testen (< 2 cm eller >2 cm).

c. Eventuelle kommentarer kan indtastes i det valgfri felt
Memo (Notat) for hver prave.

Bemaerk: Hvis nogen rgrstrimmelbrende/-positioner  ikke
kraeves, skal de resterende felter lades veere tomme. Hvis der
kreeves yderligere felter til flere prover, skal du bruge en anden
testkonfiguration, der har plads til flere prover.

. Efter gennemfarelse af preveindtastningen, skal du angive, hvilke

brugere skal modtage folgende:
a. Statusopdateringer for karslerne pa klarggringsstationen og
pa den digitale analyseenhed.
b. Meddelelse om, at den endelige rapport er tilgeengelig.
Gem det fuldfgrte kerselssaet.
a. Arbejdsarket for karselssaettet kan udskrives og bruges til
pravesporing og til verificering.
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Procedure for hybridiseringsreaktion

Bemaerk: | de fglgende trin antages, at der bruges ti (10) patientprever
0g to (2) referenceprover.

Bemaerk: Spind ikke reporter-CodeSet hurtigere end 3.000 x g i mere
end 10 sekunder, og brug ikke "impuls"-funktionen til at spinde. Hvis det
geres, vil det medfare, at centrifugen nar maksimumhastighed, hvilket
kan spinde CodeSet ud af oplgsningen.

1.

Programmér varmeblokken med 30 ulL volumen, beregnet blok- og
ldgtemperatur og tidsindstillingen "forever” (evig) (eller tilsvarende
indstilling for midlertidig standsning af tid). Indstil varmeblokkens
temperatur til 65 °C og til 70 °C for det opvarmede lag.

Bemaerk: | de fglgende trin er det afgarende at bevare den raekkefalge,
hvori prgverne blev fgjet til rerstrimlen, sa der sikres, at de svarer til
raekkefglgen i karselssaet-id'et.

2.

3.

4.

Maerk den leverede tilpassede 12-brgnds rarstrimmel for at skelne
position 1-6 fra position 7-12 (se illustrationen af en rarstrimmel).
Skaer om ngdvendigt rerstrimlen midt over, s& den passer i
minicentrifugen med en rarstrimmeladapter.

Pipettér 10 L af referencepraven til position 10g 2 pa den tilpassede
rgrstrimmel.

Pipettér den beregnede maengde vand, der kraeves til hver prove, til
de respektive positioner pa den tilpassede rgrstrimmel.

Pipettér den beregnede maengde RNA, der kraeves til hver prove, til
den passende position pa den tilpassede rgrstrimmel vha. en frisk
pipettespids for hver prave.

Nar patientprgven er fgjet til rgrstrimlen, anbefales det at placere
pravergret i et provergrsstativ og bevare den raekkefalge, som praven
blev fgjet til rarstrimlen. Dette geres for at verificere, at praver blev
tilfgjet i den tilsigtede raekkefalge, nar alle praver er fgjet til rarstrimlen.
Nar alle prover er fgjet til rorstrimlen, skal du verificere, at
proveraekkefglgen blev bevaret i rorstrimlen (arbejdsarket for
karselssaet kan muligvis bruges til at verificere praveordren).

a. Hvis det er ngdvendigt, skal du redigere karselssaet-id'et
vha. webprogrammet, sa proveraekkefglgen afspejles i
det endelige layout (se brugervejledningen til nCounter-
analysesystemet for at fa anvisninger for redigering af et
eksisterende karselssaet-id).

Nar proveordren er blevet verificeret, skal du laegge de individuelle
RNA-pravergr pa is igen.

. Opretenhovedblanding,derindeholder130 uL hybridiseringsbufferen

09 65 L reporter-CodeSet.

Bemaerk: Hvis reporter-CodeSet blev gemt pa is, skal det have
rumtemperatur i 1 minut, far der tilseettes hydridiseringsbuffer.
Bland vha. pipettering, og spind kortvarigt hovedblandingen ned.
Bemaerk: Fgj ikke opsamlings-ProbeSet til hovedblandingen, OG
opbevar ikke faerdige hovedblandinger pa is.

Pipettér 15 ulL af hovedblandingen til hver af de 12 brende. Brug en
frisk pipettespids til hver brend.

Bemaerk: Efter gennemfarelse af det next (naeste) trin skal
rarstrimlen placeres i varmeblokken ved 65 °C inden for 15 minutter.
Faj 5 uL opsamlings-ProbeSet til hver brgnd vha. en ny pipettespids
til hver brgnd.

. Seet haetter pa ragrstrimmelbrgndene, og bland reagenserne ved at

vende rgrstrimlen flere gange og banke pa den med en finger for at
sikre komplet blanding.

. Spind kortvarigt praverne i rorstrimlen ned i en picofuge eller

minicentrifuge (ved < 3000 x g).

Bemaerk: Brug en picofuge, der kan rumme en 12-brgnds
rarstrimmel, eller om ngdvendigt en minicentrifuge, der kan rumme
skarne rorstrimler.

. Placer rgrstrimlerne i en 65 °C varm varmeblok med et opvarmet

1dg. Inkubér hybridiseringsanalyser ved 65 °C i 15-21 timer.
Hybridiseringer skal efterlades ved 65 °C, indtil de er klar til
behandling pa klargaringsstationen.

Bemaerk: Kassér eventuelt ubrugt CodeSet.

Behandling af praver pa nCounter-klarggringsstationen

1.
2.

Find den klargeringsstation, der er knyttet til den digitale analyseenhed.
Tag nCounter-Kassetten ud fra opbevaringen ved -20 °C, og lad den
tilpasse sig stuetemperaturen i 10-15 minutter i folieposen.

Bemaerk: Sgrg for, at komponenterne fra samme saetparti bruges
sammen.

Nar Kassetten har ndet stuetemperatur, skal du tage den ud af
folieposen, for du saetter Kassetten pa klarggringsstationens daek.



Fjern nCounter klargeringsplad(er) fra opbevaring ved 4 °C og lad
dem blive balanceret efter rumtemperatur i 10-15 minutter.
Bemaerk: Der kraeves kun én Klargaringsplade til karsler, der udferes
vha. et Prosigna-saet med 1, 2, 3 eller 4 test.

Centrifuger Klarggringspladerne ved 2000 x g i 2 minutter for at
opsamle vaesker i bunden af brgndene, for klargeringspladerne
saettes pa klarggringsstationens daek.

Mens kassetterne og klargeringsplade(r) far rumtemperatur,
skal klargeringsstationen forberedes med nforbrugsstoffer fra
klargaringspakkerne.

Tryk pa knappen "Diagnostics” (Diagnose) pa beraringsskeermen pa
nCounter-klarggringsstationen for din analyse.

Tryk pad knappen "Process Samples” (Behandl prgver) under
skaermen Main Menu (Hovedmenu) pa beraringsskaermen.
Gennemse listen over tilgaengelige kegrselssaet-id'er (RSID), som
vist pa skaermen, for at bekreefte RSID for de prover, der aktuelt
behandles.

. Veelg RSID ved at bergre skeermen, og veelg "Next” (Neeste) pa

bergringsskaermen.

Pa bergringsskeermen skal du bekraefte, at det rigtige RSID blev
valgt ved at kikke pa hvert rer pd skaermen og krydsreferere
pragveoplysningerne.

a. Arbejdsarket for kerselssaettet
pravesporing og til verificering.

b. Hvis der blev valgt forkert RSID, skal du bergre knappen
"Back" (Tilbage) og veelge det rigtige RSID.

c. Hvis RSID var rigtigt, men der forekommer fejl i
preveindtastningen, skal du bergre knappen "Back”
(Tilbage) og ga til en computerarbejdsstation og redigere
RSID via webprogrammet.

kan bruges her il

Figur 7: Behandle en karselsskaerm pa klarggringsstationen

Creator:

nCounter® Analysis System

Review Reaction Layout
-o—eo—o-o@
RunSet ID:

LALALARAANY

20141207hnr2 Assay: Prosigna
NR Date:  12/21/2014

Name
Sample 1D
Comment

Tumor Size

# of Positive Nodes

| Value
Samplel

o

Zero Positive Nodes

o
o

12.

15.
16.

Pa de naeste skaerme bedes du om at scanne de anmodede
reagensstregkode-id'er i de abne felter eller bekraefte placeringen
af de pakraevede forbrugsvarer pa daekket. Efter udferelse af hver
opgave skal du vaelge "Next" (Naeste) pa bergringsskaermen for at
ga til naeste prompt.

Bemaerk: Der kraeves kun én klargeringsplade og én tom
rgrstrimmelsvarmer til karsler, der udfares vha. et Prosigna-saet med1, 2,
3eller 4test. Ved seetkarsler med1, 2, 3eller 4 test skal klargaringspladen
og en tom rgrstrimmelvarmer isaettes i deres respektive frontpositioner
(naermest brugeren) pa klarggringsstationens daek.

Fjern praver fra varmeblokken.

Bemaerk: Start karslen pa klargaringsstationen inden for 15 minutter
efter aftagning af praverne fra varmeblokken.

. Placer rarstrimlerne i en picofuge eller minicentrifuge, og spind

kortvarigt ned (ved < 3000 x g).

Fjern forsigtigt rerhaetter fra rarstrimlerne.

Hakkene pa rarstrimlen og styrene pa klarggringsstationen skal
bevare den korrekte raekkefglge og retning for preverne.

Placer rgrstrimlerne med brgndene i raekkefglgen 1-12 fra venstre-mod-
hgjre pa nCounter-klargaringsstationens daek. Hvis du udfarer en kersel
med et seet med et seet med 1, 2, 3 eller 4 tests, skal kun den farste halvdel
af rarstrimlen (bregnd 1-6) placeres i venstre side af pravergrsholderen
pa daekket, nar dette er relevant. Bemaerk, at det er vigtigt kun at bruge
bregnd 1-6. Den anden halvdel af rerstrimlen (brgnd 7-12) vil ikke passe
pa venstre halvdel af holderen pa grund af rerets design med hakker.
Bekraeft, at rarstrimlen sidder godt fast pa klargeringsstationen, og
luk metallaget.
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19.

20.

21,

22.

Hvis laget ikke lukkes korrekt, bedes du om at lukke det under
valideringen af daekkets layout.

Vaelg "Next” (Naeste) pa beragringsskaermen.

Luk instrumentdgren, nar du bedes om det, og vaelg "Next" (Naeste)
for at starte valideringen af daeklayoutet.

Hvis der opstar en fejl, skal du felge anvisningerne for den specifikke
fejl for at fortsaette valideringen af daeklayoutet.

Figur 8: Validering af daeklayout pa klarggringsstationen efter hybridisering
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23.

24.
25.

26.

Nar daeklayoutet er blevet valideret, skal du vaelge "Start Processing”
(Start behandling) pa bergringsskaermen.

Bemaerk: Hvis der opstar problemer med at starte klarggringsstationen,
skal du returnere dine hybridiserede praver til varmeblokken, men
overskrid ikke det maksimale tidsrum pa 21 timer.

Folg prompterne pa klargeringsstationen, nar kerslen er fuldfert.
Nar klargeringsstationen har afsluttet kerslen, skal du forsigtigt
fijerne Kassetten fra klarggringsstationen og forsegle brgndene pa
kassetten med det leverede klaebende daeklag til kassettebrgnde.
Bemaerk: Lad ikke kassetterne forblive uforseglede pa
klarggringsstationen natten over.

Hvis du ikke scanner prgverne inden for samme dag, skal du
opbevare Kassetten ved 4 °C i en uigennemsigtig boks i op til 1 uge.

Scanning af Kassette pa nCounter Digital analyseenhed

1.

Find den digitale analyseenhed, der er knyttet til den
klarggringsstation, hvorpa praverne blev behandlet. Seet Kassetten
pa nCounter Digital analyseenhed til scanning.
a. Abn dgren pa den digitale analyseenhed.
b. Placer den Kassette, der skal tilfgjes, pa en ledig plads.
¢. Luk dgren, og se bergringsskaermen.
Bergringsskaermen pa den digitale analyseenhed har flere forskellige
grafikker til lettere at identificere positionsstatussen:
a. Tom placering: Denne plads er tom og er klar til at blive fyldt
med en ny Kassette.
b. Helt bla kassette: Gennemfarte scanning.
TAG IKKE FOLGENDE KASSETTER UD:
a. Hvid Kassette: Denne plads indeholder en Kassette, der er
registreret, men ikke scannet.
b. Delvis bld Kassette: Denne plads indeholder en Kassette, der
er ved at blive scannet.
Kassetter, der er blevet scannet, kan fjernes fra den digitale
analyseenhed.
Hvis dette er den forste Kassette, der saettes pd den digitale
analyseenhed, skal du bergre knappen "Diagnostics” (Diagnose)
og derefter vaelge "Main Menu" (Hovedmenu) for at logge pa den
digitale analyseenhed. Hvis den digitale analyseenhed allerede
scanner Kassetter, skal du fortseette til trin 9 nedenfor.
Placer omhyggeligt Kassetten pa en ledig plads (se guiden til
positionsstatus ovenfor) pa den digitale analyseenhed. Pladsen og
Kassetten er tilpasset for at sikre korrekt retning. Stregkoden vil
vende opad.
Saenk daeklaget over pladsen, og tryk pa Kassetten gennem
abningen ilaget over pladsen for at sikre, at Kassetten sidder korrekt.
Bergr knappen "Start Counting” (Start taelling), og vent, til scanneren
begynder scanningen. Der hares en raekke sma rytmiske klikkelyde,
nar den digitale analyseenhed begynder at scanne Kassetten.
Bekraeft, at der vises en bla bjeelke i Kassettepositionen pa skaermen
(inden for fem minutter efter start af scanningen), hvilket angiver, at
scanning er startet.



9. Huvisdu vil tilfgje en Kassette pa en digital analyseenhed, der allerede
scanner Kassetter, skal du bergre "Pause” pa skaermen "Counting
Cartridges” (Teeller Kassetter) og vente, til den digitale analyseenhed
standser den aktuelle scanning midlertidigt.

10. Abn deren pa den digitale analyseenhed.

11. Placer den Kassette, der skal tilfgjes, pa en ledig plads (se guiden til
positionsstatus ovenfor).

12. Luk daren, og bergr "Resume"” (Genoptag).

13. Nar scanningen er feerdig, sender softwaren rapporten til den
tidligere angivne e-mailadresse for brugeren.

14, Efter modtagelse af besked via e-mail skal du fjerne den fuldferte

Kassette og kassere den iht. institutionens retningslinjer.
Bemaerk: Der genereres rapporter for korrekt udferte karsler samt
for karsler med fejl i forbindelse med datakvalitetskontrollen (QC).
Der genereres ikke rapporter i tilfaelde af en fejl, der ikke er forbundet
med datakvalitetskontrol (QC). Kontakt kundeservice hos Veracyte
for at fa hjeelp, hvis dette forekommer.

15. Brug linket i e-mailen til at dbne webprogrammet og hente alle de
testrapporter, der er knyttet til det RSID, der behandles i gjeblikket.

16. Efter fejl: Folg de anbefalinger, der er specificeret i testrapporten for
den individuelle prave eller systemfejl.

Bemaerk: Individuelle pravefejl betragtes ikke som systemfejl.

12 FEJLSOGNING OG TESTFEJL

Tabel 7: Fejlkoder for testgentagelse

Fejlkode Fejlbeskrivelse Anbefalet handling
5 Scanningsfejl Kar praven igen med 250 ng RNA
7 Hoit signal gr;%i\{zgrgéeéﬁic.iﬁkationer igen, og ker testen igen
6 Lavt signal fnr;%i\ggggxgsgs;iﬁkationer igen, og ker testen igen
20 Lavt signal fﬂré%i\ggg@:gesgsii.ﬁkationer igen, og ker testen igen
2 Lavt RNA-signal grwe%i\gggzgssgﬁiifikationer igen, og ker testen igen

Arsager til at gentage analysen:

1. Analyserapporten identificerer fejlbehaeftede prover, og der
rapporteres ingen analyseresultater. Analyseresultaterne rapporteres
i tilfeelde af passerede prover.

2. | analyserapporten identificeres fejltypen og den anbefalede
handling i tilfeelde af en analysefejl. RNA-koncentrationen af
fejlbehaeftede prgver kan males igen, og preverne kan kgres igen
(som del af en ny batch/RSID) afhaengigt af fejltypen og maengden
af RNA-masse, der er tilbage, for at opna et analyseresultat.

13 RESULTATER AF ANALYSEN

Prosigna-analysen omfatter en raekke kvalitetskontrolsmetrikker, der
automatisk anvendes pa hver prgve under analyse. Disse metrikker vurderer
analysens ydelse for at bestemme, om resultaterne falder inden for de
forventede vaerdier. Efter vellykket analyse af disse kvalitetskontrolmetrikker
giver Prosigna-analysen fglgende resultater:

Tabel 8: Resultater af og output fra Prosigna-analysen

Resultat Outputvaerdier
Luminal A
Luminal B
HER2-beriget

Basal-lignende

Den intrinsiske undertype af brystkraeftpraven

Individuel vurdering af sandsynligheden for distant

- 0
recidiv inden for 10 &r 0-100 %

Heltalsveerdi pa en skala fra
0-100
Lav, mellem, hgj

Recidivrisikoresultat (ROR)

Risikokategori

13.1 Intrinsiske undertyper

Den intrinsiske undertype af brystkraefttumor er blevet pavist at vaere relateret
til prognosen i brystkreeft i tidlig fase. Gennemsnitligt har patienter med en
Luminal A-tumor betydeligt bedre udsigter end patienter med Luminal B,
HER2-beriget eller Basal-lignende tumorer?®.

Den intrinsiske  undertype identificeres ved at = sammenligne
genekspressionsprofilen af 50 gener i en ukendt prgve med de forventede
ekspressionsprofiler for de fire intrinsiske undertyper. Undertypen med den
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mest lignende profil tildeles til den ukendte prave.

De mest almindelige undertyper af brystkraeft er de luminale undertyper;
Luminal A (LumA) og Luminal B (LumB). Tidligere undersggelser tyder pa, at
Luminal A udger ca. 30-40 % og Luminal B ca. 20 % af brystkraefttilfaelde®. Dog
har mere end 90 % af hormonreceptorpositive patienter luminale tumorer. Disse
undertypers genekspressionsmenster ligner den luminale epitelkomponent
af brystvaevet®. Disse tumorer er kendetegnet ved hgj ekspression af
gstrogenreceptor (ER), progesteronreceptor (PR) og gener forbundet med
ER-aktivering, feks. LIV1, GATA3 og cyclin D1, samt ekspression af de luminale
cytokeratiner 8 og 18. Luminal A-brystkraeft udviser lavere ekspression af gener,
der er associeret med cellecyklusaktivering, til sammenligning med Luminal
B-brystkraeft, hvilket giver en bedre prognose.

Tidligere undersggelser tyder pa, at undertypen HER2-beriget (HER2-E) udger ca.
20 % af brystkraefttilfaelde®. Dog er HER2-berigede tumorer generelt ER-negative,
sakun 5 % af den testede ER-positive patientpopulation blev fundet at have HER2-
beriget brystkraeft. Uanset ER-status er HER2-berigede tumorer HER2-positive i
starstedelen af tilfaelde med hgj ekspression af ERBB2-klyngen, herunder ERBB2
0g GRB7. Gener, der er knyttet til cellecyklusaktivering, har ogsa hgj ekspression.

Publicerede data tyder pa, at undertypen Basal-lignende udger ca. 20 % af
brystkraefttilfeelde®. Dog er Basal-lignende tumorer generelt ER-negative, sa
kun 1 % af hormonreceptorpositive patienter har Basal-lignende brystkraeft.
Undertypen Basal-lignende er naesten altid klinisk HER2-negativ og udtrykker
en raekke "basale” biomarkarer, herunder basale epitelcytokeratiner (CK) og
epidermal vaekstfaktorreceptor (EGFR - Epidermal Growth Factor Receptor).
Gener, der er knyttet til cellecyklusaktivering, har hgj ekspression.

13.2 ROR-resultat

ROR-resultatet er en heltalsvaerdi pa en skala fra 0-100, som er relateret til
en individuel patients sandsynlighed for distant recidiv inden for 10 ar for
den definerede population til tilsigtet brug. ROR-resultatet beregnes ved
at sammenligne ekspressionsprofilen af 46 gener i en ukendt preve med
de forventede ekspressionsprofiler for de fire intrinsiske undertyper, som
beskrevet ovenfor, for at beregne fire forskellige korrelationsvaerdier. Disse
korrelationsveerdier kombineres derefter med et spredningsresultat og den
samlede tumorstarrelse for at beregne ROR-resultatet.

13.3 Sandsynlighed for 10-ars distant recidiv

ROR-resultaterne for 2 kohorter af postklimakterielle kvinder med
hormonreceptorpositiv brystkraeft i en tidlig fase blev sammenlignet med
distant recidiv-fri overlevelse efter kirurgi og behandling med 5 ars adjuvant
endokrinbehandling efterfulgt af 5 ars observation (se Klinisk ydelse i afsnit 16.4
for at fa flere oplysninger). Disse to undersggelser resulterede i en model, der
relaterer ROR-resultatet til sandsynligheden for distant recidiv i denne testede
patientpopulation, inklusive et konfidensinterval pa 95 %.

13.4 Risikoklassificering

Risikoklassificering leveres ogsa for at muliggere tolkning af ROR-resultatet
gennem brug af afskaeringer, der er relateret til klinisk resultat i testede
patientpopulationer.

Tabel 9: Risikoklassificering efter ROR-omrade og nodalstatus

Nodalstatus ROR-omrade Risikoklassificering

0-40 Lav

Nodenegativ 41-60 Mellem
61-100 Haj
0-15 Lav

Nodepositiv (1-3 noder) 16-40 Mellem
41-100 Hoj
Nodepositiv (> 4 noder) 0-100 Haj

13.5 KuvalitetsKontrol

Hvert parti af Prosigna-analysekomponenterne testes ud fra forudbestemte
specifikationer. Alle elementer pa saetniveau spores, og de kritiske komponenter
i hvert saet testes sammen og frigives som et Prosigna-saetparti.

Prosigna-analysesaettet omfatter en raekke interne kontroller, der bruges til at
vurdere kvaliteten af hvert karselsseet som et hele og hver prave individuelt.
Disse kontroller er angivet nedenfor.

Batchkontrolsaet: /n vitro-transkriberet RNA-referencepreve

Der er inkluderet en syntetisk RNA-referenceprgve som en kontrol i Prosigna-
analysesaettet. Referencepraven bestar af in vitro-transkriberede RNA-mal fra
50-gens algoritmen og 8 husholdningsgener. Referencepraven gennemgar
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dubleret behandling i hver Prosigna-analysekarsel sammen med et saet pa op til
10 RNA-prgver med ukendt brystkraeft i en 12-reaktions rgrstrimmel. Signalet fra
referencepraven analyseres mod foruddefinerede taersker for at kvalificere karslen.

Signalet fra hvert af de 50 algoritmegener i RNA-prgven for brystkraeft
normaliseres til de tilsvarende gener i referencepraven.

Positivkontrolsaet in  vitro-transkriberede RNA-mal og tilsvarende

opsamlings- og reporterprober

Syntetiske RNA-mal bruges som positive kontroller (PC'er) til Prosigna-analysen.
PC-malsekvenserne er afledt fra ERCC-biblioteket (External RNA Control
Consortium) for DNA-sekvenser®. RNA-malene er in vitro-transkriberet fra
DNA-plasmider. Der er inkluderet seks RNA-mal i analysesaettet i en firedobbelt
titrationsserie (128 - 0,125 fM endelig koncentration i hybridiseringsreaktionen)
sammen med de resterende opsamlings- og reporterprober. De positive kontroller
(PC'er) fajes til hver brysttumors RNA-prgve og Referenceprave, som er testet
med Prosigna-analysen. En prave vil blive diskvalificeret fra yderligere analyse,
hvis signalintensiteterne fra PC'erne ikke opfylder foruddefinerede taerskler.

Negativt kontrolseet: exogene prober uden mal

Negativ kontrol for malsekvenser er afledt fra ERCC DNA-sekvensbiblioteker®.
Proberne, der er designet til at detektere disse malsekvenser, er inkluderet som
del af analysesaettet uden den tilhgrende malsekvens. De negative kontroller
(NC'er) fejes til hver brystturmor RNA-prave og referenceprove testet med
Prosigna-analysen som en kontrolforanstaltning. Praven vil blive diskvalificeret
fra yderligere analyse, hvis signalintensiteterne fra NC'erne ikke opfylder
foruddefinerede teerskler.

RNA-integritetskontrolsaet: Husholdningsgener

Som del af Prosigna-saettet er inkluderet opsamlings- og reporter-prober,
som er designet til at detektere 8 husholdningsgener og 50 algoritmegener.
Ekspressionsniveauerne for de 8 husholdningsgener analyseres for at
bestemme kvaliteten af den RNA, der udtraekkes fra FFPE-vaevspreven og
indtastes i Prosigna-analysen. Prgven vil blive diskvalificeret fra yderligere
analyse, hvis ekspressionsniveaueerne for husholdningsgenerne falder til under
de foruddefinerede teerskler.

Husholdningsgenerne bruges ogsa til at normalisere ved alle forskelle i den
intakte RNA-maengde i en prgve fgr normalisering af Referencepraven.

14 BEGRANSNINGER FOR PROCEDURERNE

1. Prosigna-analysen er blevet optimeret til at identificere den
intrinsiske undertype af en brystkreefttumor og patientens 10 ars
risiko for distant recidiv som et ROR-resultat og risikokategori vha.
renset RNA, der er udtrukket fra formalinfikseret, paraffinindlejret
humant brystvaev. Andre typer prever eller fikseringsmidler er ikke
blevet testet og ber ikke bruges.

2. Ydelsen af Prosigna-analysen blev valideret udelukkende vha. de
procedurer, der er angivet pa denne indlaegsseddel. Andringer af
disse procedurer kan a&ndre testens ydelse.

3. Ydelseskarakteristika for Prosigna-analysen er blevet etableret
for  postklimakterielle  kvinder med hormonreceptorpositiv
brystkraeft i en tidlig fase, som har modtaget 5 ars adjuvant
endokrinbehandling. Ydelse med andre behandlingsmetoder eller i
andre patientpopulationer er ikke blevet fastlagt.

4. Huvis der fgjes RNA af utilstraekkelig kvalitet til analysen, vil Prosigna-
analysen muligvis ikke kunne give et gyldigt resultat og vil i stedet
rapportere en analysefejl.

5. Fortolkningen af Prosigna-analyseresultaterne (intrinsisk undertype,
ROR-resultat, risikokategori) skal vurderes i konteksten af andre
klinisk-patologiske faktorer, patientens anamnese og evt. andre
laboratorietestresultater.

6. Ydelsen af Prosigna-analysen er blevet etableret med RNA, der
opfylder de specifikationer, der er defineret i forhold til den
ovennavnte procedure. Ydelse med andre isoleret RNA, der ikke
opfylder disse specifikationer, er ikke blevet fastlagt.

7. Kendte stoffer, der forstyrrer Prosigna-analysen, omfatter genomisk
DNA og ikke-tumorveev (feks. normalt vaev). Se de generelle
analyseovervejelser, for du starter proceduren. Omradet med
levedygtig invasivt karcinom skal veere tydeligt identificeret af en
patolog for kersel af proceduren. Desuden skal hver RNA-prove
behandles med DNase. For der fortsaettes med patienttestprover,
skal hvert nye parti af DNase testes og kvalificeres iht. de angivne
specifikationer, nar der bruges et andet isolationssaet end Veracyte
FFPE RNA-ekstraktionssaettet.
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15 FORVENTEDE VARDIER

Prosigna-analysen rapporterer et ROR-resultat (0-100), en intrinsisk
undertype (Luminal A, Luminal B, HER2-beriget eller Basal-lignende) og
risikokategorisering (lille, mellem eller hgj) for hver tumorprove. Baseret
pa de to kliniske valideringsundersggelser, der er beskrevet nedenfor, vises
postklimakterielle kvinder med HR+ brystkraeft i en tidlig fase behandlet
med anastrozol eller tamoxifen i ATAC- og ABCSG-8-forsggene, omradet og
frekvensen af ROR-resultater (Figur 10), det kontinuerlige forhold mellem
ROR og sandsynligheden for distant recidiv efter nodalstatus (Figur 1) og
fordelingen af ROR-resultater efter intrinsisk undergruppe (Figur 9), som
forventes. Baseret pa disse kliniske valideringsundersggelser er den distante
recidiv-fri overlevelse over 10 efter risikokategorisering repraesenteret i Figur 12
(nodenegative patienter) og Figur 13 (nodepositive (1-3 noder) patienter).

15.1 ROR-omrade efter undertype
| Figur 9 vises et boksplot for ROR-resultat efter intrinsisk undertype.

Figur 9: Boksplot for ROR-resultat efter intrinsisk undertype
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15.2 Frekvens af ROR-resultat efter nodalstatus

Histogrammet i Figur 10 blev genereret vha. en enkelt Cox-model, der
inkluderede ROR-resultat og kategoriske variabler for at skelne mellem de tre
grupper for nodal involvering.

Figur 10: Histogram for ROR-resultat efter nodalstatusgrupper
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Figur 11: 10 ars forudsagte risiko anslaet i nodalstatusgruppen
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15.3 Distant recidivfri overlevelse (DRFS) efter
risikokategorisering

Folgende data stammer fra den kombinerede analyse af TransATAC- og

ABCSG-8-forsggene. Men henblik pa allokering af patienter til risikogrupper

blev ROR-resultater sammenlignet med foruddefinerede risikotaerskler for

nodenegative eller nodepositive patienter. | Figur 12 og 13 vises 10 ars distant

recidiv-fri overlevelse for hver risikokategorigruppe efter nodalstatus.

Figur 12: DRFS efter risikogruppe for nodenegative patienter
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Oversigt over data i Figur 12: DRFS efter risikogruppe for nodenegative patienter

Risikogruppe .Antal . begi\f::ltr?el:-der i Ansl_émgt procentouden distant
patienter (%) lobet af 10 &r recidiv ved 10 ar [95 % CI]
Lav 875 (49 %) 3 96,2 % [94,7 % - 97,3 %]
Mellem 551 (31 %) 53 89,2 % [86,1 % - 91,7 %]
Haj 360 (20 %) 73 777 % (72,8 % - 819 %]
Total 1.786 (100 %) 157

Figur 13: DRFS efter risikogruppe for nodepositive (1-3 noder) patienter
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Oversigt over data i Figur 13: DRFS efter risikogruppe for nodepositive (1-3 noder)
patienter

16 YDELSESKARAKTERISTIKA

16.1 Analytisk praecision og reproducerbarhed

For at ansla den overordnede praecision og reproducerbarhed af Prosigna blev
der gennemfart to undersagelser, og resultaterne blev kombineret. Den fgrste
undersggelse, der blev udfert, var en praecisionsundersggelse pa nCounter-
analysesystemet, som startede med udtrukket RNA fra brysttumor, og den
anden undersggelse var en reproducerbarhedsundersggelse, som startede fra
FFPE-brystkraeftvaev, der inkluderede praeanalytiske faktorer.

RNA-praecision
16.1.1

Der blev udfart en tresteds blaendet og randomiseret sammenlignende
undersggelse med Prosigna-analysen pa nCounter-analysesystemet
for at vurdere analytisk praecision. Der blev genereret fem samlede
RNA-praver for brysttumor ud fra arkiverede FFPE-prover til
test pd hvert sted. Provepanelet repraesenterede prototypiske
genekspressionsprofiler, der blev fundet under rutinemaessig test, og
hver risikoklassificeringsgruppe.

Undersggelsesdesign

Hvert sted gennemferte 18 gyldige karsler (9 karsler pr. operater og
hver kersel bestaende af 10 test) efterfulgt af en familiariseringskarsel
pr. operatgr (Tabel 11). Hver prave gennemgik dubleret test under hver
karsel ved det nominelle RNA-inputniveau pa 250 ng for analysen.
Hver operater gennemfarte én karsel pa en given dag iht. den generelt
accepterede standard for metoder til lang kersel. Den samlede
undersggelsesperiode, inklusive familiarisering, dackkede mere end
4 uger for hvert sted.

Tabel 11: Oversigt over RNA-pracisionsundersagelse

Undersggelsesvariabel Tal
antal RNA-prgver for brysttumor

antal prevegentagelser pr. karsel (samme kassette) 2
antal kersler/sted 18
antal kersler/dag 1
antal operatarer/sted 2
antal reagenspartier/sted 3
antal steder 3

Samlet antal praver testet pr. sted (ekskl. familiarisering)= 180

Samlet antal prever = 540

16.1.2 Analyse af varianskomponenter

Tabel 12 viser output fra varianskomponentanalysen for hvert
panelmedlem. Under den ansldede varians findes procentveerdien for
samlet varians (i parentes).

Tabel 12: Varianskomponenter efter panelmedlem (samlet RNA-prgve)

Risikogruppe .Antal begi\f\er:lt:;der i Anslée.t procenteuden distant
patienter (%) labet af 10 ar recidiv ved 10 ar [95 % CI]
Lav 24 (4 %) 2 91,7 % [70,6 % - 97,8 %1
Mellem 211 (36 %) 18 90,4 % [85,2 % - 93,9 %]
Haj 355 (60 %) 87 71,8 % [66,3 % - 76,6 %]
Total 590 (100 %) 107

Tabel 10: 10-ars DRFS-frekvenser for patienter med 4 eller flere positive noder

R Antal A i\fe?'ntlfé deri Anslaet procent uden distant
9rUPPE | atienter 9 : recidiv ved 10 &r [95 % CI]
Igbet af 10 ar
Hoj 103 39 574 % [46,3 % - 67,0 %]
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: Samlet
Panelm.et.ilem Middel e romsorent Samlet | stan-
G iEe); ROR varians | dardaf-
undertype Parti Sted | Operater | Keorsel ndepifon N
korsel vigelse
Lav 314 0,010 | 0,000 | 0,000 | 0134 | 0,296 0,44 066
luminal A ' 2%) | (0% | (0% | (30%) | (67 %) | (100 %) ’
Mellem 55 0105 | 0,000 | 0,000 | 0,046 | 0426 0,576 076
luminal B (18%) | (0%) | (0% | (8% | (74%) | (100 %) ’
Mellem basal- 554 0,059 | 0,000 | 0,000 | 0,046 | 0194 0,299 055
lignende ! 20%) | (0%) | (O%) | (15%) | (65%) | (100 %) ’
Hoj 648 0n9 0,014 | 0,000 | 0064 | 0380 | 0576 076
luminal B ' Q%) | 2% | (0% | (11%) | (66%) | (100 %) ’
Hoj 762 065 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0277 | 0442 066
HER2-beriget ’ (37%) | (0% | (0%) | (O%) | (63%) | (100 %) ’

For alle fem panelmedlemmer var den samlede standardafvigelse mindre
end 1 ROR-enhed pa en skala fra 0-100. For alle panelmedlemmer kom
hovedparten af variansen fra varians inden i kerslen (repetérbarhed).
Der var nasten ingen sted-til-sted-varians eller operater-til-
operatgr-varians. En sandsynlighedsforholdstest for signifikans efter
panelmedlem demonstrerede, at forskellen mellem steder var statistisk
insignifikant (p >0,05). For hvert parti er middel-ROR-resultaterne
mindre end 1 ROR-enhed fra hinanden for hvert panelmedlem, hvilket
bidrager gennemsnitligt ca. 20 % i den samlede varians.

16.1.3 Overensstemmelse for undertypekald og risikoklassificering

For alle panelmedlemmer var der 100 % overensstemmelse mellem
undertyperesultat og denintrinsiske undertype af panelmedlemmet. For
alle praver var der 100 % overensstemmelse mellem malt og forventet
risikogruppe.



Reproducerbarhed for vaev
16.1.4 Undersggelsesdesign

En tresteds bleendet og randomiseret sammenlignende undersggelse
med brug af replikerede prever af brystkraeftveev taget fra samme
FFPE-blok blev testet pa nCounter-analysesystemet vha. Prosigna-
analysen. Et saet pa 43 for nyligt arkiverede FFPE-brysttumorpraver
fra  hormonreceptorpositive  brystkraeftpatienter med bekraeftet
invasivt duktalt og/eller lobuleert karcinom blev testet som del af
undersggelsen. Alle vaevsprgver blev sendt til det relevante teststed
til behandling. De 43 pregver blev vurderet separat og uafhaengigt
af tre forskellige patologer. For hver patologvurderet veevsprove
blev der udfert en testkarsel bestdende af makrodissektion af vaev,
RNA-udtraekning og -test med Prosigna-analyse af en enkelt operater
pa hvert sted vha. den definerede analyseprocedure. Den isolerede RNA
fra hver af vaevspraverne blev testet to gange i separate analysekearsler.
Der blev brugt tre partier af RNA-isolationssaet (ét pr. sted) og et
enkelt parti af analysesaetreagenser ved gennemferelsen af denne
undersggelse. Der blev brugt et enkelt objektglas til RNA-udtraekning,
nar tumoroverfladeomradet malte > 100 mm?, og 3 objektglas, nar
tumoroverfladeomradet malte < 100 mm?, med et pakraevet minimalt
tumoroverfladeomrade pa 4 mm2.

16.1.5 Opsummering af test

Kaldefrekvensen for de treogfyrre (43) vaevsprever, der blev evalueret
pa hvert af de tre steder, er vist i Tabel 13.

Tabel 13: Kaldefrekvens pa hvert sted

Sted Procent, der gav resultat Bestaet/total
1 95 % 41/43
2 93 % 40/43
3 100 % 43/43

Fyrre prever gav resultater pa alle steder (RNA-isolation af én prave pa ét
sted kraevede gentagelse), 1 prgve gav resultater pa 2 steder, og 2 praver
gav resultater pa et enkelt sted. Et hundrede procent (100 %) af praover,
der bestod veevsevalueringen, og RNA-isolationsspecifikationerne gav
bestaet-resultater fraProsigna-analysen. Det malte tumoroverfladeomrade
for 4/5 RNA-isolationsfejl var < 15 mm? hvilket svarer til mindre end
50 mm? samlet vaev efter omrade angivet i testen.

De 43 prgver omfattede bade nodenegative og nodepositive patienter.
De beregnede testresultater fra de 43 prover repraesenterer et bredt
omrade (94 enheder) af ROR-resultater, alle 4 intrinsiske undertyper og
alle risikokategorier, ndr der anvendes nodenegative eller nodepositive
afskaeringer pa alle praver. De prever med resultater pa et enkelt sted,
blev udelukket fra alle efterfglgende statistiske analyser, da der ikke var
tilstreekkelige data til sammenligning pa tveers af steder.

16.1.6 Analyse af varianskomponenter

Der var igen statistisk signifikante (a = 0,05) forskelle pa tveers af
risikokategorier ved brug af en ikke-parametrisk Kruskal-Wallis-
test, s varianskomponentmodellen blev tilpasset pa tvaers af alle
risikokategorier samtidigt.

Tabel 14 viser resultaterne af varianskomponentAnalysen med brug af
alle 41 vaevspraver.

Tabel 14: Varianskomponenter (undersagelse af reproducerbarhed i vaev)

Varianskomponenter

inden f Samlet
Sted n b?gkor Rest Total standardafvigelse
0,10 772 0,51 8,34 2,89

Stedkomponenten  maler  systematisk  stedspecifik  variation,
komponenten "Inden i blok" maler tilfaeldig variation, der varierer som
en funktion af veevsprgveevalueringen/-behandlingen eller inden for
FFPE-blokvariation, og restvariationen maler den kombinerede variation
fra karsel til karsel og variation inden for karsel i Prosigna-analysen.
Stedkomponenten er meget lille i forhold til den tilfaeldige variabilitet
inden for blokken, hvilket angiver, at de gennemsnitlige forskelle
mellem stederne var ubetydelig (< 1% samlet varians). Restvariationen
var overensstemmende med den akvivalente variabilitet, der blev
malt i RNA-preecisionsundersggelsen, der havde faerre prgver, men
flere replikerede malinger (0,51 varians til sammenligning med et
gennemsnitligt enkelt sted inden for Prosigna-reagenspartivariansen pa
0,39 for RNA-praecisionsundersggelsen).
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| Tabel 15 opsummeres den samlede variabilitet vha. summen af
vaevsbehandlingsvariabilitet (sted og inden for blokkomponenter
fra Tabel 14 i denne undersggelse) samt den samlede RNA-
behandlingsvariabilitet fra RNA-praecisionsundersggelsen (gennemsnit
pa tvaers af de fem testede panelmedlemmer i Tabel 12). Pracanalytiske
faktorer, der er associeret med veevsbehandling, er den primaere kilde
til variation for testen (94 % af den samlede varians). Den samlede
standardafvigelse, inklusive alle kilder til variation, svarer til 2,9, hvilket
angiver, at Prosigna-analysen er et palideligt mal for forskellen mellem
to ROR-veerdier pa 6,75 med 95 % konfidens.

Tabel 15: Samlet variabilitet (vaevs- og RNA-behandling)

Variabilitet i Variabilitet i RNA- Samlet variabilitet Samlet
vaevsbehandling behandling standardafvigelse
782 0,47 8,29 29

16.1.7 Overensstemmelse for risikokategori og
undertypeklassificeringer

Overensstemmelsen fra sted til sted efter patientundertype og
risikoklassifikation (lav/mellem/hgj risiko) er vist i Tabel 16, hvor
de respektive risikoafskaeringer for nodenegative og nodepositive
klassificeringer blev anvendt pa alle praver. De 95 % konfidensintervaller
af n@jagtig type er vist i parentes, og antallet af praver med resultater pa
begge steder er vist i parenteser. Den gennemsnitlige overensstemmelse
er vist i sidste kolonne. For hver sammenligning blev overensstemmelsen
beregnet i to trin. Farst blev andelen af de fire mulige resultatpar (to pa
sted 1* to pa sted 2) for hver veevsprave, der passede, beregnet. | det andet
trin blev gennemsnittet af disse andele beregnet pa tvaers af alle vaevspar,
der genererede resultater pad begge steder i den givne sammenligning.

Tabel 16: Opsummering af overensstemmelse af undertype og risikokategori
efter nodestatus

Parvis overensstemmelse . -
Sammenligningstype | Sted 1 ift. Sted 2 | Sted 1ift. Sted 3 |Sted 2 ift. Sted 3 overensstemmelse
(n =40) (n=41) (n = 40)
96,3 % 98,8 % 95 % o
Undertype [86,4 %-99,5%] | [91,0 %-100 %] | [831% - 99,3 %) 7%
Risikokategori 875% 927 % 90 % 90 %
Nodenegativ [73,2% - 958 %] |[80,1% - 98,4 %] | [76,4 % - 97,2 %] °
Risikokategori 88,8 % 927 % 91.3% 9%
Nodepositiv [75,9 % - 96,0 %] | [80,1 % - 98,4 %] | [79,2 % - 974 %] °

For hver sammenligning (undertype og nodenegative og nodepositive
risikokategorier) var den gennemsnitlige overensstemmelse mellem
steder mindst 90 %. Der var ingen praver, hvor risikokategorien eendrede
sig fralav risiko til hej risiko (eller omvendt) mellem eller inden for steder.
Der var kun to prever (ud af 41), der ikke gav identiske undertyper pa
tvaers af alle 6 replikaer:

1. En prove havde dublerede Luminal A-resultater pd ét sted og
dublerede Luminal B-resultater pa hvert af de andre to steder.

2. Enprove havde dublerede Luminal A-resultater pa ét sted, dublerede
HER2-beriget resultater pa et andet sted og én hver af Luminal A og
HER2-beriget pa det tredje sted.

16.2 Fglsomhed/RNA-input
Beskrivelse af undersggelse af RNA-input

Undersggelsen testede 13 RNA-prgver fra brysttumor pa tvaers af RNA-
inputniveauer inden for analysespecifikationen (500, 250 og 125 ng) og to
yderligere RNA-inputniveauer uden for specifikationerne (625, 62,5 ng). Hver
prove blev testet med hvert saetparti (2 partier i alt) i en enkelt testkarsel, der
inkluderede dublerede malinger pa hvert niveau i specifikationen og en enkelt
maling for hvert niveau uden for specifikationen. Dublerede tomme (dvs. ikke
noget mal) malinger blev inkluderet i hver testkarsel. En enkelt prave blev kun
testet med et enkelt parti.

Resultater af undersggelse af RNA-input

Alle malte tomme praver (n = 46) var klart under teersklen for signal og gav
et ikke-bestadet testresultat (O % kaldefrekvens). Alle malinger af tumor-
RNA i analysespecifikationen (n = 138) gav et bestaet testresultat (100 %
kaldefrekvens). Et hundrede procent (100 %) af prever med input over
specifikationen (625 ng) gav et bestaet testresultat. Treogfirs procent (83 %) af
preverne (10/12), der blev testet ved input under specifikationen (62,5 ng), gav
et testresultat i parti 1 med 100 % i parti 2.



Det gennemsnitlige ROR-resultat for de 13 prover daekkede et bredt
omrade (20-82). Risikogruppeklassifikationen (lav/mellem/hgj) var 100 %
overensstemmende pa tveers af alle RNA-inputniveauer for de 13 testede
prever. | Tabel 17 opsummeres variationen i ROR-resultat som en funktion
af RNA-input. Middelforskellen i ROR-resultat mellem RNA-inputniveauer,
standardafvigelsen for forskellene og konfidensintervallet pad 90 % blev brugt
til at evaluere, om ROR-resultater, der blev genereret ud fra forskellige RNA-
inputniveauer, var tilsvarende med dem, der blev genereret vha. malniveauet
pa 250 ng. For at opfylde acceptkriteriet skulle konfidensintervallet veere
fuldt indeholdt med (-3,3 ROR). P4 de to niveauer i det yderste graenser af
analysespecifikationsomradet (125 og 500 ng RNA) svarede ROR-resultaterne til
dem pa malinputkoncentrationen pa 250 ng for hver af de to testede saetpartier.
For hvert niveau uden for analysespecifikationen svarede ROR-resultaterne til ét
af partierne, men ikke det andet.

Tabel 17: Opsummering af forskel i ROR-resultat. Teelling svarer til antal prever
inkluderet i analysen.

. Standardaf- . .
Seetparti | Masse (ng) | Antal | MAdeI ROR- "o 1o for | Nedre konfi-| @vre konfi-
differens - densgraense | densgraense
differens
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 1 -0,36 3,96 -2,33 1,60
125-250 1 -0,50 3,07 -2,02 1,02
20536 500-250 1 -0,82 3,25 -2,43 0,79
625-250 1 -1,09 4,24 -39 1,01

16.3 Interferenstest
Tilstadende normalt vaev/ikke-tumorvaev

Tilstgdende normalt brystvaev/ikke-tumorbrystveev findes normalt i FFPE-
brysttumorblokke og kan identificeres efter patologevaluering som et forskelligt
omrade fra omradet med invasivt brystkarcinom. Prosigna-analyseproceduren
ovenfor specificerer fjernelse af tilstedende normalvaev vha. makrodissektion.
For at vurdere risikoen for kontamination med normalt veev af testresultaterne
blev samlet 13 FFPE-brysttumorblokke, der indeholdt patologisk bekraeftet
infiltrerende duktalt karcinom, og ca. 50-95 % omgivende normalt vaev/ikke-
tumorveaev blev testet med og uden makrodissektion af det omgivende vaev
testet, og forskellen i ROR-resultat (delta ROR) blev fastlagt.

I gennemsnit var ROR for den makrodissekerede tumorprgve naesten 8 ROR-
enheder over det, der observeres, nar normalt vaev/ikke-tumorvaev ikke fiernes.
Figur14illustrerer, atitakt med at maengden af normalt vaev ages (op til 95 % ikke
fiernet vha. makrodissektion), er der en stigende risiko for, at det rapporterede
ROR-resultat vil veere en undervurderet eller negativt forudindtaget (op til -19
ROR-enheder) pointvurdering af en patients risiko for recidiv.

Figur 14: Pavirkning af normalt veev/ikke-tumorvaev pa Delta ROR
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Forstyrrelser fra nekrotisk, haemorrhagisk og DCIS-vaev

For at vurdere risikoen for kontamination med nekrotisk, haamorrhagisk/DCIS
af testresultaterne blev samlet 11 FFPE-brysttumorblokke (3 DCIS, 5 nektrotiske,
3 haemorrhagiske), der indeholdt patologisk bekraeftet infiltrerende duktalt
karcinom, og ca. 10-30 % af det forstyrrende vaev blev testet med og uden
makrodissektion af det forstyrrende vaev testet, og forskellen i ROR-resultat
(delta ROR) blev fastlagt. Ved de testede niveauer havde virkningen af blod/
haemorrhagisk, DCIS og nekrotisk vaev, der blev inkluderet i proceduren, en
ubetydelig virkning pa det rapporterede ROR-resultat (< 6 ROR-enheder). Der
var 100 % overensstemmelse i tildelingen af risikokategori mellem de elleve
nektrotiske, haemorrhagiske og DCIS praver med og uden makrodissektion.

Humant genomisk DNA

Prosigna-analyseproceduren inkluderer fjernelse af humant genomisk DNA
(gDNA) via fordgjelse med DNase. For at vurdere risikoen for kontamination
med gDNA af testresultaterne blev 10 FFPE-brysttumorblokke, der indeholdt
patologisk bekraeftet infiltrerende duktalt karcinom, testet +/- fjernelse af
humant genomisk DNA ved at udelade DNase-trinnet i proceduren. | de testede
prover var ROR-resultatet gennemsnitligt 4 til 5 enheder lavere i grupperne
med Lav og Mellem risiko, ndr gDNA var fjernet vha. DNase | (se Tabel 18
nedenfor). Nar de praver, der ikke blev behandlet med DNase |, efterfglgende
blev behandlet med DNase | (efterbehandling), svarede ROR-resultaterne til
de ROR-veerdier, der oprindeligt blev observeret med DNase-behandling
iht. standardprotokol. Der er en risiko for, at det rapporterede ROR-resultat
vil vaere en overvurderet eller positivt forudindtaget (op til 7 ROR-enheder)
pointvurdering af en patients risiko for recidiv ved tilstedevaerelse af gDNA:
Desuden var det beregnede signal for pregver uden DNase I-behandling
betydeligt (p < 0,05) lavere end dem, der blev behandlet med DNase |, pa
grund af forstyrrelser i den absorbansaflaesning, der blev brugt til at kvantificere
maengden af RNA fgr test med Prosigna-analysen.

Tabel 18: Effekt af behandling med DNase pa ROR i tumorpraver

EEEE ROR-differens ROR-differens
ROR . med DNase | - uden DNase | ediDiaselinicdIDEs=Y
Kategori ':::::t" (efterbehandling)
Middel Min. Maks. Middel Min. Maks.
Lav 3 -4,0 -6,0 -10 0,7 -10 30
Mellem 2 -4,5 -70 -2,0 10 0,0 2,0
Hoj 5 04 -1,0 2,0 04 -10 10

16.4 Klinisk ydelse

Der blev udfert to kliniske valideringsundersggelser for at validere Prosigna
Prognostisk gensignaturanalyse for brystkraeft. Det primaere formal med
begge undersggelser var at validere publicerede observationer, der viste, at
recidivrisikoresultatet (ROR) giver yderligere prognostiske oplysninger for
distant recidiv-fri overlevelse ved 10 &r ud over kliniske standardvariabler.
Desuden var et sekundaert mal med begge undersggelse at validere tidligere
observationer, der viste, at Luminal A- og Luminal B-patienter har statistisk
betydelig forskellig recidiv-fri overlevelse ved 10 ar. Fordi de indledende kriterier
og resultaterne af disse to undersggelser var lignende, blev de to databaser
kombineret og analyseret med en praesumptivt defineret analyseplan, der
havde samme mal som de individuelle undersggelser.

Kombineret analyse: Generering af risikokurver vha.
kombinerede resultater af Prosigna-analyse fra TransATAC
og ABCSG-8.

Der findes en opsummering af behandling og Kliniske karakteristika fra
den kombinerede analyse nedenfor. Du finder oplysninger om individuelt

undersggelsesdesign og analyse i de felgende afsnit for Undersggelse 1 og
2 respektivt.



Analyse

Tabel 19: Opsummering af behandling og kliniske karakteristika i kombineret
undersggelse af undersagelserne 1 0g 2

Figur 16 viser Kaplan-Meier-plot og incidensplot efter risikogruppe for
nodenegative patienter, og Figur 17 viser samme plot for nodepositive patienter
med 1-3 positive noder. | begge figurer angives detaljer om pravesterrelser,
antal begivenheder og anslaet procent uden distant recidiv ved 10 ar efter

Begge undersggelser havde en behandlingsdel bestaende af 5 ar med Tamoxifen.
| TransATAC bestod undersggelsesdelen af 5 ar med Anastrozol, hvorimod
undersggelsesdelen i ABCSG-8-undersggelsen bestod af 2 ar med Tamoxifen
efterfulgt af 3 ar med Anastrozol. Nar DR blev modelleret som en funktion af alle
de Kkliniske variabler og behandlingsvariabler, bidrog behandlingen ikke vaesentligt
(p =0,66) som en forudsigelse af distant recidiv. De andre hovedforskelle mellem
disse forsgg var det faktum, at TransATAC-forsgget inkluderede patienter med
tumorer i klasse 3, og at den generelle recidivfrekvens var hgjere i TransATAC-
undersggelsen end i ABCSG-8-undersggelsen.

Resultater

Figur 15 viser 10-ars risikoen for distant recidiv som en funktion af ROR-resultat
med 95 % konfidensband, der er baseret pa separate Cox-proportionale
faremodeller for hver af de nodenegative og nodepositive (1-3 positive noder)
patientgrupper.

Figur 15: 10 ars ansldet risiko distant recidiv-risiko efter nodestatus med 95 %
konfidensintervaller
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Nodenegativ 1-3 positive noder > 4 positive noder risikogruppe. | den nodepositive patientgruppe var der meget fa patienter i de
Karakteristika |  Vaerdi (n=1,786) (n =590) (n=103) foruddefinerede lavrisikogrupper, hvilket fordrsagede konfidensintervallet pa
T e | ooy | s e | sy | T fnC | fesSes | Kaplan-Meier-kurven og dermed, at den ansldede 10-8rs DRFS var meget bred.
Noget 377 528 102 184 31 25 ) . . . .
N Anastrozol 510% c04% | @oow | @s2% | 4% | Gro% Figur 16A: DRFS efter risikogruppe for nodenegative patienter
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Recidiver (10,7 %) (8,7 %) (240%) | (168%) | (574%) | (20,4 %) Oversigt over data i Figur 16A: DRFS efter risikogruppe for nodenegative patienter
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Figur 16B: Incidens efter risikogruppe for nodenegative patienter i femars intervaller
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Figur 17A: DRFS efter risikogruppe for nodepositive patienter med 1 til 3 positive noder
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Oversigt over data i Figur 17A: DRFS efter risikogruppe for nodepositive patienter med

Oversigt over data i Figur 18: Kaplan-Meier-kurver for DRFS efter intrinsisk undertype

1til 3 positive noder for nodenegative patienter
Risikogruppe Antal begi\f\er:'nt:;der i Anslaet procent uden distant Risikogruppe Antal begi\f\er:'nt:;der i Anslaet procent uden distant
. o i~ o o X o o o
patienter (%) labet af 10 ar recidiv ved 10 ar [95 % CI] patienter Iabet af 10 ar recidiv ved 10 ar [95 % CI]
Lav 24 (4 %) 2 91,7 % [70,6 % - 97,8 %] Luminal A 1254 62 94,6 [931-95,8]
Mellem 211 (36 %) 18 90,4 % [85,2 % - 93,9 %] Luminal B 460 75 81,9 [777 - 85,3]
Hoj 355 (60 %) 87 71,8 % [66,3 % - 76,6 %] Total 1.714 137
Total 590 (100 %) 107

Figur 17B: Incidens efter risikogruppe for nodepositive (1-3 noder) patienter i femars
intervaller
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Da der til Figur 17B kun var 24 patienter med 2 begivenheder i den nodepositive
gruppe med lav risiko, er disse patienter blevet kombineret med patienterne
med mellem risiko til analysen af sen recidiv.

Alle 103 patienter i den kombinerede database med 4 eller flere positive noder
er klassificeret som vaerende hgj risiko. Tabel 20 viser 10-ars DRFS-frekvenserne
for disse patienter.

Tabel 20: 10-ars DRFS-frekvenser for patienter med 4 eller flere positive noder

Risikogruppe Antal be i:;?::; der i Anslaet procent uden distant
grupp patienter 9 X recidiv ved 10 &r [95 % CI]
Igbet af 10 ar
Hoj 103 39 574 % [46,3 % - 67,0 %]

Hovedparten af forsggspersoner i de kombinerede undersggelser (96 %) var
enten Luminal A eller Luminal B. Figur 18 viser en sammenligning af DRFS efter
luminal undertype for nodenegative patienter.

Figur 18: Kaplan-Meier-kurver for DRFS efter intrinsisk undertype for nodenegative
patienter
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Figur 19 viser samme sammenligning for nodepositive patienter med
1-3 positive noder. | begge grupper var der betydelige forskelle mellem DRFS
for Luminal A- og Luminal B-patienter.

Figur 19: Kaplan-Meier-kurver for DRFS efter intrinsisk undertype for nodepositive
patienter med 1-3 positive noder
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Oversigt over data i Figur 19: Kaplan-Meier-kurver for DRFS efter intrinsisk undertype
for nodepositive patienter med 1-3 positive noder

Risikogruppe Aptal begi\'IL\eT:; deri Ansh_'?ne.t procenteuden distant
patienter Iabet af 10 &r recidiv ved 10 ar [95 % CI]
Luminal A 375 41 87,6 [83,5-90,8]
Luminal B 186 52 68,3 [60,4 - 75,01
Total 561 93

Der var kun 98 patienter af Luminal-type i den kombinerede database med
4 eller flere positive noder. Tabel 21 viser 10-ars DRFS-frekvenserne for
disse patienter, der ogsd har en meget starre risiko, hvis de har en Luminal
B-undertype.

Tabel 21: 10-ars DRFS-frekvenser for patienter med 4 eller flere positive noder af
Luminal-undertype

TR Aptal begi\gzt:cle deri Ansl'éue_t procentnuden distant
patienter lobet af 10 ar recidiv ved 10 ar [95 % CI]
Luminal A 62 17 68,3 [53,6 - 79,3]
Luminal B 36 20 38,0 [21,4 - 54,5]
Total 98 37

Analyse af sen recidiv

| de tidligere beskrevne kombinerede analysedata er begivenhedsfrekvenserne
i hver risikogruppe ikke konstante over 10-ars intervallet, som angivet i
Figur 16B og 17B. For bedre at forstd DR i perioden for sen recidiv blev der
udfart en retrospektiv post hoc-analyse af de ovenfor beskrevne kombinerede
data for det undersaet af patienter, som var fri for distant recidiv i en femars
periode (samlet 2163 patienter®). Af disse var 1.605 nodenegative patienter,
0g 488 var nodepositive patienter (1-3 positive noder). For hver nodegruppe
viser vaerdierne pa X-aksen ved ar 5 i Figur 20 og 21 antallet af patienter efter
risikogruppe i fare efter fem ar, dvs. valgbare til analysen af sen recidiv.

Tabel 22 viser en opsummering af behandlingen og de kliniske karakteristika for
de nodenegative og nodepositive patienter (1-3 noder) i analysen af sen recidiv.



Tabel 22: Opsummering af behandling og kliniske karakteristika for analyse af sen
recidiv

Tabel 25: Multivariate fareforhold for 10 punkt s&ndring i ROR-resultat: Alle patienter i
undergruppe i forhold til HER2-negative patienter i undergruppe

Antal positive noder Alle patienter [95 % CI] | HER2-negative patienter [95 % CI]

Nodenegative patienter 1,29 [115 - 1,46] 1,35[1,19 - 1,54]

Nodepositive patienter

med 1-3 positive noder 1341116 -153]

129 [111-1,50]

Nodenegativ Nodepositiv (1-3 noder)
n =1605 n =488
Karakteristika Veerdi ( D ( )
ABCSG8 ransATAC ABCSG8 TransATAC
(n =944) (n = 661) (n =311) (n=177)
Noget Anastrozol 480 346 153 89
Behandling
Kun Tamoxifen 464 315 158 88
Sund 192 158 46 36
Klasse Moderat 752 394 265 105
Ringe 0 109 0 36
<lcm 204 116 35 n
1-2cm 526 376 165 74
Tumor-
storrelse 23em 183 139 90 64
>3cm 31 30 21 28
HER2- Negativ 888 590 300 157
status Positiv 56 71 I 20
Distant 4 40 28 29
Recidiver
Enhver 71 78 37 37
Luminal A 674 488 218 12
NanoString- Luminal B 245 150 87 54
intrinsisk
undertype Basal-lignende 4 5 0 1
HER2-beriget 21 18 6 10

Det primaere mal var at evaluere muligheden for, at ROR-resultatet gav
betydelige yderligere prognoseoplysninger for DRFS ud over de Kkliniske
standardvariabler i arene 5 til 10. En nulmodel bestaende af CTS alene blev
sammenlignet med en alternativ model bestaende af CTS og ROR ved at
bruge en sandsynlighedsforholdstest (LR). ROR tilfgjede statistisk signifikante
oplysninger for DRFS efter 5 ar ud over de kliniske standardvariabler for alle
patienter (p < 0,0001) samt for nodenegative (p < 0,0001) og nodepositive
patienter (1-3 noder) (p < 0,0001).

| tabel 23 vises en opsummering af fareforholdene for en 10 punkts a&endring
baseret pa en univariat analyse og pa en multivariat analyse, der inkluderede
bade ROR-resultatet og CTS. Fareforholdene for ROR-resultatet er alle
betydeligt forskellige fra 1. Det gaelder selv efter justering for CTS. Der vises
ogsa C-indekser i Tabel 22. For begge grupper var C-indekset betydeligt
anderledes end ingen-oplysningsvaerdien pa 0,5.

Sammenligningen pa tvaers af risikogrupper undersages naermere i Figur 20
og 21, som viser incidenskurver for tidlig og sen distant recidiv opbygget
efter risikogruppe i hhv. nodenegative og nodepositive patienter (1-3 noder).
Incidenskurverne daekker den tidlige recidivperiode (i de farste 5 ar) og den
sene recidivperiode (mellem 5 og 10 ar efter diagnose). Umiddelbart under
X-aksen viser hver figur antallet af kvinder i fare og den kumulative incidens.
Opsummeringstabellerne under figurerne viser konfidensintervallerne for den
kumulative DR-frekvens ved 5 ar og 10 ar for de kvinder, der var DR-fri efter
fuldferelsen af 5 ars behandling. For de nodepositive patienter (1-3 noder), der
vises i Figur 21, er grupperne for lav risiko og mellem risiko blevet kombineret
pa grund af det lave antal patienter i lavrisikogruppen.

Lavrisikopopulationen har lav sandsynlighed for recidiv mellem ar 5 og 10 efter
5 ars endokrinbehandling, som demonstreret af de kumulative incidenskurver
og de tilknyttede fareforhold for hver risikogruppe. | modsatning har
populationerne med mellem og hgj risiko en permanent risiko for sen distant
recidiv efter 5 ars endokrinbehandling. Forskellen i resultat mellem de
nodenegative populationer med mellem og hgj risiko blev fastlagt i lgbet de
forste 5 ar (DR-frekvens = 13,2 % [9,6 % - 16,7 %] for patienter med hgj risiko
09 4,7 % (2.9 % - 6,4 %] for patienter med mellem risiko) og bestar frem til
10 &r. Dog er recidivfrekvenserne for mellemrisikogruppen og hgjrisikogruppen
meget lignende efter 5 ars endokrinbehandling.

Figur 20A: Incidenskurver for distant recidiv efter risikogruppe fra 0-5 ar: Nodenegative
patienter
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Risikogruppe: | fare (% DR)
. H idi Hoj: 360 352(1,) 339 (3,9) 319 (7,7) 307 (10,3) 287 (13,2)
Tabel 23: Opsummering af test af sen recidiv Mellem: 551 546 (0,4) 533 (1,5) 515 (3,5) 506 (4,1) 500 (4,7)
Lav: 875 866 (0,5) 850 (0,9) 842(1,0) 830 (1,7) 818 (2,1)
Antal Fareforhold: C-indeks med 95 %
10 point &endring i ROR-resultat konfidensintervaller . - . . - .
positive noder ] Tl :t = J ] Craits Nt Guas Oversigt over data i Figur 20A: Incidenskurver for distant recidiv efter risikogruppe fra
EIEL el e e e Sl L o 0-5 ar: Nodenegative patienter
0 1.605 1,38 [1,23-1,54] 1,29 [1]5 - 1,46] 70,1 % 64,7 % 755 %
1-3 488 1,43 1,25 -163] 1,34 116 - 1,53] 711% 640% | 783% DR-frekvenser efter risikogruppe op til fem ars fuldfgrelse af behandling

Hovedparten af patienterne i de to undersggelser var HER2-negative. Tabel 24
viser fordelingen af HER2-status for de nodenegative og nodepositive
kvinder (1-3 noder). For begge grupper var mere end 90 % af kvinderne i
undersggelserne HER2-negative.

Tabel 24: Fordeling af HER2-status efter antal af positive noder

. HER2-status
Patientundersaet " — Total
Negativ Positiv
Nodenegative patienter 1.478 (92,1 %) 127 (7.9 %) 1.605
Nodepositive patienter o o
med 1-3 positive noder 457(936%) 31(64%) 488

Tabel 25 viser en sammenligning af den multivariate model tilpasset til alle
patienter i en given nodegruppe og modellen tilpasset til alle HER2-negative
patienter i gruppen. Der er ingen statistisk signifikante forskelle.
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[95 % konfidensintervaller]
Hoj Mellem Lav
132 %96 % -16,7 %] 47 %[2,9%-64%] 21% 1% -31%]




Figur 20B: Incidenskurver for distant recidiv efter risikogruppe fra 5-10 ar: Nodenegative
patienter

o
&

v

= — Lavrisiko
2 —— Mellem risiko

e —— Hgj risiko
k=
s
2 o |
8 <
°

1

E
=

g

S
g w -

2 T T T T
5 6 7 8 9 10
Opfalgningstid (ar)
Risikogruppe: 1 fare (% DR)

Hoj: 287 268 (2,8) 256 (4,3) 235(7,4) 189 (9,9) 144 (10,4),
Mellem: 500 478 (1,4) 460 (2,7) 440 (3, 367 (5,2) 256 (6,4)
Lav: 818 799 (0,2) 785 (0,4) 748 (1,0) 653 (1,7) 453 (1,7)

Oversigt over data i Figur 20B: Incidenskurver for distant recidiv efter risikogruppe fra
5-10 ar: Nodenegative patienter

DR-frekvenser efter risikogruppe efter DR-fri fuldfgrelse af behandling
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Figur 21A: Incidenskurver for distant recidiv efter risikogruppe fra 0-5 ar: Nodepositive
(1-3 noder) patienter
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Oversigt over data i Figur 21A: Incidenskurver for distant recidiv efter risikogruppe fra
0-5 ar: Nodepositive (1-3 noder) patienter

DR-frekvenser efter risikogruppe op til fem ars fuldfarelse af behandling
[95 % konfidensintervaller]
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Figur 21B: Incidenskurver for distant recidiv efter risikogruppe fra 5-10 ar: Nodepositive
(1-3 noder) patienter
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Oversigt over data i Figur 21B: Incidenskurver for distant recidiv efter risikogruppe fra
5-10 ar: Nodepositive (1-3 noder) patienter

DR-frekvenser efter risikogruppe efter DR-fri fuldfgrelse af behandling
[95 % konfidensintervaller]

Hoj Lav / Mellem
16,6 % [11,7 % - 21,3 %] 53%[2,0% -84 %]

Konklusioner for kombineret analyse

ROR-resultatet blev pavist at tilfgje betydelige prognoseoplysninger i den
sene recidivperiode mellem 5 og 10 ar efter diagnose og kliniske variabler
over standard i den kombinerede undersagelse for patienter, der var fri for
distant recidiv gennem 5 ar. Ved brug af risikogrupper, der blev defineret
ved udgangspunktet for hver af de nodetalte specifikke kohorter, blev
risikogrupperne vist at klassificere det fulde seet patienter i grupper med
betydelig forskellig risiko for sen distant recidiv. Bade de kontinuerlige og ROR-
resultatbaserede risikogruppeanalyser viste lignende prognoseoplysninger i
forskellige undergrupper. Der blev ikke observeret nogen vaesentlige forskelle
mellem resultaterne for HER2-negative patienter og alle patienter.

| begge undersggelserne, TransATAC og ABCSG-8, blev ROR demonstreret
at bidrage betydelig prognostiske oplysninger ud over de kliniske og
behandlingsmaessige standardvariabler, bade nar de blev inkluderet som
en kontinuerlig maling, og nar de blev inkluderet vha. tre foruddefinerede
risikogrupper. De to undersggelser havde forskellige risikoprofiler i den
forstand, at begivenhedsfrekvensen var hgjere i TransATAC-undersggelsen end
i ABCSG-8-undersggelsen: Dette ses tydeligt ved at sammenligne dem DRFS
(%) i kontroldelen af ATAC (90,8 %) og ABCSGS8 (92,5 %), som blev rapporteret
i litteraturen®©. Denne analyse kombinerede dataene fra de to undersggelser
med samme vaegtning for at generere risikoprofiler, der forventes at veaere
mere generaliserbare til andre patientpopulationer end resultaterne fra de
individuelle undersggelser.

Undersggelse 1: Forudsigelse af risiko for distant recidiv hos postklimakterielle
kvinder med nodenegativ eller nodepositivy, hormonreceptorpositiv
brystkraeft i tidlig fase, som behandles med Arimidex eller Tamoxifen: en
TransATAC-undersggelse.

Undersggelsesdesign

Den Kkliniske valideringsundersggelse var designet til at validere, at
recidivrisikoresultatet (ROR) giver yderligere prognostiske oplysninger for distant
recidiv-fri overlevelse (DRFS) ud over kliniske standardvariabler gennem brug af
alle tilgaengelige patientpraver. | denne undersggelse blev brugt RNA, der blev
isoleret fra FFPE-brystkraeftvaev fra et undersaet af patienter, der deltog i ATAC-
forsaget. ATAC-forsgget inkluderede 9.366 patienter pa tveers af tre forsggsdele
(12D, hvor patienter blev randomiseret til at modtage 5 ars endokrinbehandling
med 1 mg Anastrozol (dvs. Arimidex) plus en tamoxifen-placebo, 20 mg
Tamoxifen plus Anastrozol-placebo eller en kombination af Tamoxifen/Arimidex.
Gruppen med kombinationsbehandling blev standset efter den indledende
analyse, fordi der ikke blev set nogen effektivitets- eller tolerabilitetsfordele i
forhold til Tamoxifen alene. En 10 ars median opfelgning pa ATAC-forsggets
monobehandlingsdel blev for nyligt rapporteret at opfylde FDA-kravene til
opdateret sikkerheds- og effektivitetsoplysninger®. For hormonreceptorpositive
patienter var der en betydelig forbedring i DFS (HR = 0,86), RFS (HR = 0,79)
og DRFS (HR = 0,85) for de patienter, der blev behandlet med Anastrozol til
sammenligning med Tamoxifen i denne analyse. De absolutte forskelle i distant
recidiv-fri overlevelse mellem Anastrozol og Tamoxifen blev forgget over tid fra
2.7 % efter 5 ar til 4,3 % efter 10 ar. TransATAC-projektet blev startet i 2002 under
TA/O1-protokollen for at etablere en vaevsbank fra arkiverede histopatologiske
FFPE-blokke fra ATAC-patienter retrospektivt!.

Der blev opndet samlet 2.006 blokke fra de 4160 kvinder med
hormonreceptorpositiv brystkraeft, som blev randomiseret  til
monobehandlingsdelen af ATAC-forsgget. Af disse FFPE-blokke blev
1.372 indsamlet fra patienter i Storbritannien og indeholdt tilstraekkeligt
invasiv tumor til analyse vha. Genomic Health® Oncotype Dx®-testen?
Oncotype Dx Recurrence Score® (RS) blev bestemt ud fra FFPE-blokke, og
undersggelsesresultaterne validerede Kklinisk recidiv-resultatet (RS) for at
ansla distant recidiv-fri overlevelse hos postklimakterielle kvinder med HR+
brystkraeft, som modtog behandling med Anastrozol eller Tamoxifen. Den
resterende DNA fra Oncotype Dx-undersggelsen blev sendt til Royal Marsden
Hospital i London, hvor det blev opbevaret ved -70 °C. Et samlet antal pa 1017
patienter fra Oncotype Dx-undersggelsen havde >500 ng RNA tilbage og blev
testet af NanoString som del af NanoStrings kliniske valideringsundersggelse.

I denne undersggelse blev benyttet intrinsiske undertyper, der blev genereret af
analysen, og to versioner af ROR-resultatet blev evalueret vha. en foruddefineret
sekventiel tilgang. De to forskellige ROR-resultater, som hver gar fra 0-100, blev
beregnet ved at bruge enten alle 50 testgener, som tidligere publiceret? eller
et 46-gens undersaet. | begge tilfaelde blev koefficienterne beregnet ud fra en
Cox-model, der omfatter Pearson-korrelationen for de 50 eller 46 gener, der
blev brugt til at beregne hver intrinsiske undertype, et spredningsresultat og
tumorstarrelse. Alle analyser blev udfert pa 10-ars opfelgningsdata.
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Det primaere slutpunkt var distant recidiv-fri overlevelse (DRFS). Dette
blev defineret som intervallet fra diagnose til distant recidiv eller ded pga.
brystkraeft. Det sekundaere slutpunkt var recidiv-fri overlevelse (RFS). Dette
blev defineret som intervallet fra diagnose til ferste recidiv (lokal, regional eller
distant) eller dod pga. brystkraeft.

Med brug af alle tilgaengelige patientprgver blev multivariate Cox-modeller
for proportionale farer (PH) monteret for at evaluere det primaere mal i
sekventielle test af ROR baseret pa 50 og 46 gener. Modellen inkluderede de
kliniske standardkovarianter (alder, tumorklasse, tumorstgrrelse, nodalstatus,
adjuvant behandling). Derefter blev monteret en Cox-model, og en
sandsynlighedsforholdstest blev brugt til at teste, om ROR bidrog med statistisk
signifikante (a = 0,05) yderligere prognostiske oplysninger ud over det, der var
indeholdt i det kliniske behandlingsresultat (CTS - Clinical Treatment Score).
CTS er en optimeret kombination af klinisk-patologiske faktorer, der blev
udviklet af den kliniske forsker som et mal for standardpatologi De primaere
analyser blev gentaget for forskellige patientundersaet (alle, nodenegative,
nodepositive eller kun HER2 negativ) og slutpunkter (DRFS eller RFS).

For hver af de nodenegative og nodepositive patienter blev brugt Cox-modeller
(med udelukkelse af CTS) til at forudsige 10-ars risikoen for distant recidiv
som en funktion af ROR. P4 grundlag af disse modelforudsigelser blev tre
risikogrupper defineret som:

Lav risiko: <10 % risiko for DR efter 10 ar
Mellem risiko: 10-20 % risiko for DR efter 10 ar
Hgj risiko: > 20 % risiko for DR efter 10 ar
Analyse
Der blev genereret Kaplan-Meier-plots  for  hver  risikogruppe.

Sandsynlighedsforholdstest (brugt til se, om to statistiske modeller passer
sammen), som beskrevet i den primaere analyse, blev udfert for Genomic
Health’s Oncotype Dx-test (Recidivresultat (RS - Recurrence Score)) og den
primaere forskers immunohistokemi-baserede test (IHC4). Disse resultater
blev sammenlignet med dem, der blev opnaet for ROR, for at afgere den
udstraekning, hvormed hvert resultatsystem giver yderligere prognostiske
oplysninger ud over CTS. IHC4-resultaterne diskuteres ikke yderligere, da de er
vanskelige at sammenligne med andre analyser, fordi IHC4-testen blev indstillet
ved at bruge TransATAC-undersggelsesdata.

Tabel 26: Oversigt over demografiske og kliniske karakteristika

Resultater

Primaer analysetest demonstrerede, at ROR-resultat giver vyderligere
prognostiske oplysninger for distant recidiv-fri overlevelse ud over kliniske
standardvariabler (CTS). Alle rapporterede ROR-data, der folger, er baseret
pa 46 gener, da dette er grundlaget for ROR, som rapporteret af Prosigna-
analysen.

Tabel 28: Primzer analysetest af ROR

Nul-model Alternativ model ALR o2 ¥? p-veerdi

CTS CTS + ROR 34,21 P <0,0001

Aktuel undersggelse Indledende undersggelse, | Enkeltmiddel-delen af
Karakteristika (n =1,007) hvorfra RNA blev opnéet | ATAC ikke inkluderet
Antal patienter | % patienter (n =1,231) (n =2,929)
Nodalstatus
Negativ 701 70 % 71% 68 %
Positiv 268 27 % 25% 25 %
Ukendt 38 4% 4% 7%
Tumorstarrelse
<lcm 138 14 %
1-2cm 523 52 % o7 % 0%
2-3cm 253 25 %
>3cm 93 9% 33% 0%
Tumorklasse
Sund 213 21% 27 % 25 %
Moderat 601 60 % 57 % 59 %
Ringe 193 19 % 16 % 17 %
Alder
Middel 64448 | 64,3 | 6611

Tabel 27: Yderligere kliniske karakteristika

Karakteristika | Antal patienter | % af patienter

Undertype
Basal-lignende 9 1%
HER2-beriget 41 4%
Luminal A 692 69 %
Luminal B 265 26 %
Behandling
Anastrozol 513 51%
Tamoxifen 494 49 %
Recidiver
Enhver 210 2%
Distant 160 16 %
HER2-status
Negativ 388 88 %
Positiv 19 12 %
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Sekundaere analyser demonstrerede, at ROR er signifikant relevant for distant
recidiv-fri overlevelse og bidrager med prognoseoplysninger ud over CTS i flere
kliniske relevante undergrupper.

Tabel 29: Gentagelse af primaere analysetest for foruddefinerede undergrupper

Emnegruppe | Slutpunkt A_ntal _Antal CTS+ROR ift. CTS
patienter | begivenheder ALR y? ¥’ p-veerdi
Alle DRFS 1007 160 34,2 <0,0001
RFS 1007 210 31,2 <0,0001
) DRFS 888 131 28,9 <0,0001
HER2-negativer o 888 179 26,9 <0,0001
Nodenegativer DRFS 739 79 25,0 <0,0001
RFS 739 n7 21,5 <0,0001
Nodepositiver DRFS 268 81 93 0,0023
RFS 268 93 10,6 0,001
HER2- Negativ DRFS 649 62 24,6 <0,0001
node - Negativer RFS 649 98 20,8 <0,0001

Primaere og sekundaere analyser viste, at ROR var kontinuerligt relateret til
DRFS for alle patienter og i alle undergrupper.

Figur 22: 10 ars forudsagt distant recidivrisiko anslaet vha. analyse af ROR-resultat i
nodalstatusgruppe
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Sekundaere analyser demonstrerede, at Luminal A- og Luminal B-undertyperne
havde statistisk signifikante forskellige resultater i hver undergruppe af
patienter defineret af nodalstatus.

Figur 23: Kaplan-Meier-kurver for DRFS efter intrinsisk undertype for nodenegative
patienter efter intrinsisk undertype
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Figur 24: Kaplan-Meier-kurver for DRFS for nodepositive patienter efter intrinsisk
undertype
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Figur 25 og 26 demonstrerer, at i hver nodalkategori var den absolutte kliniske
risiko for de patienter, der blev forudsagt at have lav risiko, betydeligt forskellig
fra den absolutte kliniske risiko for patienter, der blev forudsagt at have hgj
risiko: De patienter, der blev forudsagt at have lav risiko, havde observeret
10-ars DR-frekvenser pa mindre end 10 %, mens de patienter, der blev forudsagt
at have hgj risiko, havde observeret 10 ars DR-frekvenser pa mere end 30 %.

Figur 25: DRFS efter risikogruppe for nodenegative patienter med udelukkelse af CTS
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Oversigt over data i Figur 25: DRFS efter risikogruppe for nodenegative patienter med
udelukkelse af CTS

Anslaet procent uden distant
. Antal Antal . a
Risikogruppe atienter (%) B - recidiv ved 10 ar
P > o [95 % CI]

Lav 431 (58 %) 17 96 % [94 % - 98 %]
Mellem 180 (24 %) 22 86 % [81% - 92 %]

Hoj 128 (17 %) 38 67 % [59 % - 76 %]

Total 739 (100 %) 77

Figur 26: DRFS efter risikogruppe for patienter med 1 til 3 positive noder uden CTS
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Oversigt over data i Figur 26: DRFS efter risikogruppe for patienter med 1til 3 positive
noder uden CTS

RiSIKOSTURRE .Antal .Antal Ansl?e.t procentpuden distant
patienter (%) Begivenheder recidiv ved 10 ar [95 % CI]
Lav 6 (3 %) 0 100 % [1/T]
Mellem 74 (35 %) 11 84 % [76 % - 93 %]
Haj 134 (63 %) 38 68 % [59 % - 77 %]
Total 214 (100 %) 49

Sammenligning af ROR med RS

Af de 1.007 preover med ROR-resultater, var der Oncotype Dx-testresultater
tilgaengelige for alle 1.007 praver, men IHC-resultater var kun tilgaengelige for
940 pregver. For at muligggre en sammenligning af alle tre test er resultaterne
i dette afsnit baseret pa de 940 prover, der havde testresultater for alle tre
metoder (dog er IHC4 ikke rapporteret her). Sandsynlighedsforholdstest
praesenteres for tilfgjelsen af en enkelt variabel, hvilket betyder, at for at
tilfgjede oplysninger skal vaere statistisk signifikante (a = 0,05), skal a&ndringen
i statistikken for 1-frihnedsgrad y? veere sterre end 3,84. Tallene nedenfor viser
de oplysninger, der blev tilfgjet, da prognosetesten blev fgjet til en anden
prognosetest plus CTS i raekkefglge. Ved hver tilfgjelse males de tilfgjede
oplysninger af aendringen i y2.

ROR fgijet til RS ud over CTS: prognostiske oplysninger

Figur 27: Prognoseoplysninger for DRFS ud over CTS hos alle patienter (n = 940)
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Figur 28: Prognoseoplysninger for DRFS ud over CTS hos nodenegative
patienter (n = 683)
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Figur 29: Prognoseoplysninger for DRFS ud over CTS hos nodepositive
patienter (n = 257)
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Figur 30: Prognoseoplysninger for DRFS ud over CTS hos nodenegative
HER2-negative patienter (n = 649)
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Figur 27 til og med 30 viser de oplysninger, der blev tilfgjet ud over CTS, da de
to prognosetest blev fgjet til i reekkefalge. Ved hver tilfajelse males de tilfgjede
oplysninger af andringen i y?-statistikken. Nar ROR f.eks. var den farste test,
der blev tilfgjet efter inkluderingen af CTS (alle patientdata), var y?-statistikken
27.4. Med CTS og ROR i modellen gav tilfgjelsen af recidivresultatet (RS) en
a&ndring i y’-statistikken pa 2,5, hvilket ikke er signifikant (kritisk veerdi for
y’-test med 1 frihedsgrad er 3,84); dvs., at nar CTS og ROR begge er i modellen,
tilfgjer RS ikke nogen signifikante oplysninger. Hvis RS dog var den farste test,
der blev tilfgjet, var der stadig oplysninger i ROR, der ikke blev inkluderet
i kombinationen af CTS og RS. Begge test viste prognostisk signifikans,
nar de blev fgjet til CTS for nodepositive patienter, men ingen af testene
viser signifikans som en anden tilfgjet test, muligvis pa grund af den mindre
provestarrelse. For det nodenegative, HER2-negative patientundersat fajer RS
ikke nogen signifikante prognostiske oplysninger til CTS + ROR. P& den anden
side fgjer ROR signifikante prognostiske oplysninger til CTS + RS.

ROR ift. RS: resultat af risikogrupper

For at sammenligne, hvordan de to test separerede patienter i forhold til
risikoen, blev risikogrupper defineret ud fra hver tests vurdering af risikoen
for distant recidiv ved 10 ar inden for TransATAC-populationen. Der blev valgt
risikoresultattaerskler til definering af risikogrupperne for hver test baseret pa
resultaterne af vores TransATAC-undersggelse for at definere risikogrupper,
der omfatter patienter med samme risiko. For at opna disse sammenlignelige
risikogrupper var de afskaeringspunkter, der blev brugt til Oncotype Dx anderledes
end dem, der blev brugt af Genomic Health. For hver test blev lavrisikogruppen
efterfelgende defineret som patienter med mindre end en 10 % anslaet risiko
for recidiv. For hver test blev mellemrisikogruppen efterfalgende defineret som
patienter med en anslaet risiko for recidiv mellem 10 % og 20 %. For hver test
blev hajrisikogruppen efterfalgende defineret som patienter med starre end en
20 % anslaet risiko for recidiv. | figuren nedenfor opsummeres starrelserne og
resultaterne for de risikogrupper, der er defineret af hver test.

Figur 31 illustrerer det resultat, at Prosigna tildelte 26 % faerre patienter til
mellemrisikogruppen end Oncotype Dx gjorde (180 patienter i forhold til
243 patienter). Desuden tildelte Prosigna flere patienter til hgjrisikogruppen end
Oncotype Dx gjorde. Dog har lavrisikogruppen og hgjrisikogruppen, som blev
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defineret af hver test, lignende resultater, som illustreret af de overlappende
Kaplan-Meier-kurver. Denne observation fik de uafhangige forskere i vores
TransATAC-undersggelse til at konkludere, at Prosigna tildelte feerre patienter
til mellemrisikogruppen end Oncotype Dx-RS gjorde med tilsvarende eller
hajere separation mellem lav- og hajrisikogrupperne.

Figur 31: Prosignas ROR-resultat identificerede vaesentligt flere hgjrisikopatienter og
faerre mellemrisikopatienter end Oncotype DXs RS-resultat for nodenegative patienter.
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Nar der kun bruges ROR hos nodepositive patienter med 1-3 positive noder,
var der forudsagt, at 6 patienter ville have en < 10 % risiko for distant recidiv.
Ingen af disse patienter havde begivenheder i Igbet af undersggelsen. En af
disse patienter blev observeret i 79 ar, og alle andre havde ingen distant
recidiv i de mindst 9,9 ars opfelgning, hvilket angiver, at de nodepositive
patienter, der blev forudsagt at have lav risiko, rent faktisk havde lav risiko.
Log-klassificeringstestene blev ikke brugt til sammenligning, da der ikke var
nogen lavrisikogruppe for RS.

Figur 32: Sammenligning af 10-ars DRFS risikogruppeklassificering uden brug af CTS:
Nodepositive patienter (1-3 noder) (ROR ift. RS)
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Konklusioner af klinisk undersggelse 1

Den primaere analyse viste, at ROR bidrog signifikante prognoseoplysninger
ud over de Kkliniske standardkovarianter (CTS) hos alle patienter og i
alle foruddefinerede klinisk relevante undergrupper. ROR blev pavist at
underinddele patienter i 3 grupper, der har statistisk signifikant forskellige
resultater hos de nodenegative patienter. De intrinsiske Luminal A- og Luminal
B-undertyper blev pavist at have betydelig forskellig DRFS og RFS uafhaengigt
af nodalstatus. Til sammenligning med den prognostiske indikator RS (21-gens
recidivresultat fra Oncotype Dx) bidrog ROR med prognoseoplysninger
ud over RS hos alle patienter og i kliniske relevante undergrupper. | den
nodenegative gruppe fordoblede ROR desuden antallet af patienter, der var
tildelt til hajrisikogruppen, og reducerede vaesentligt antallet af patienter, der
var tildelt til mellemrisikogruppen, uden at reducere forskellene i resultater
mellem lav- og hgjrisikogrupperne i forhold til RS.
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Undersggelse 2: Prognose for hormonreceptorpositiv hos
postklimakterielle kvinder med brystkraeft, som modtager adjuvant
systemisk endokrinbehandling alene vha. Prosigna-analysen: en ABCSG-8-
undersggelse.

Undersggelsesdesign

Undersggelseskohorten bestar af prover af FFPE-brystkreeftveev, der blev
indsamlet retrospektivt og arkiveret i ABCSG-tumorbanken fra patienter,
der blev fgjet til ABCSG-8-forsaget mellem 1996 og 2004, Samlet 3.901
postklimakterielle kvinder med HR+ brystkraeft i en tidlig fase blev randomiseret
for behandling til to ar med adjuvant Tamoxifen efterfulgt af tre ars Arimidex®
(anastrozol) eller fem ars adjuvant Tamoxifen. Forsggets behandlingsstruktur
er vist i Figur 33.

Figur 33: Skema over undersggelsesdesignet for ABCSG-8-forsgget
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Valideringskohorten repraesenterer den fraktion af den evaluerbare ABCSG-
8-kohorte, for hvilken veaevspraver kunne indsamles fra den retrospektivt
arkiverede ABCSG-tumorbank, og for hvilken informeret samtykke kunne
opnas, eller patienten var ded. Patienter, der opfyldte valgbarhedskriterierne
for det oprindelige fors@g, blev kun udelukkede, enten fordi veevet ikke var
tilgaengeligt til gennemfarelse af NanoStrings analyse, eller der blev ikke
opnaet fornyet samtykke fra patienten. Alle pregver med en tumorblok og
afgivet patientsamtykke blev testet som del af denne undersggelse.

| denne undersggelse blev benyttet de intrinsiske undertyper, der blev
genereret af analysen, og ROR-resultatet blev evalueret vha. en foruddefineret
analyseplan. ROR-resultatet, der gar fra 0-100, blev beregnet ved at bruge
et 46-gens undersaet fra de 50 testgener, der tidligere blev publiceret?
Koefficienterne for ROR blev beregnet ud fra en Cox-model, der omfatter
Pearson-korrelationen for de 46 gener, der blev brugt til at beregne hver
intrinsiske undertype, et spredningsresultat og samlet tumorsterrelse. Alle
analyser blev udfgrt pa maksimale opfelgningsdata.

Det primaere slutpunkt var distant recidiv-fri overlevelse (DRFS). Dette
blev defineret som intervallet fra diagnose til distant recidiv eller ded pga.
brystkraeft. Det sekundaere slutpunkt var recidiv-fri overlevelse (RFS). Dette
blev defineret som intervallet fra diagnose til farste recidiv (lokal, regional eller
distant) eller dod pga. brystkraeft.

Med brug af alle tilgaengelige patientprgver blev multivariate Cox-modeller
for proportionale farer (PH) monteret for at evaluere det primaere mal i
sekventielle test af ROR. Modellen inkluderede de kliniske standardkovarianter
(alder, tumorklasse, samlet tumorstarrelse, nodalstatus, adjuvant behandling).
Derefter blev monteret en Cox-model, og en sandsynlighedsforholdstest
blev brugt til at teste, om ROR bidrog med statistisk signifikante (o = 0,05)
yderligere prognostiske oplysninger ud over det, der var indeholdt i det kliniske
behandlingsresultat (CTS - Clinical Treatment Score). CTS er en optimeret
kombination af klinisk-patologiske faktorer, der blev udviklet som et mal
for standardpatologi?. De primaere analyser blev gentaget for forskellige
patientundersaet (alle, nodenegative, nodepositive eller kun HER2 negativ) og
slutpunkter (DRFS eller RFS).

Analyse

Der blev brugt en sekventiel tilgang, hvor det primaere videnskabelige mal
var at demonstrere, at ROR bidrager med signifikante prognoseoplysninger
ud over de kliniske standardvariabler. Det primaere mal tilfgjede et yderligere
krav om at demonstrere, at kategorisk risikoklassifikation i én af tre grupper
(lav/mellem/hgj) tilfajer signifikante prognostiske oplysninger ud over de
kliniske standardvariabler. For at opfylde dette krav skulle begge af folgende
demonstreres:

«  Der skulle pavises, at det kontinuerlige ROR-resultat bidrager
prognostisk veerdi ud over de kliniske standardvariabler.

*  Hvis nul-hypotesen om ingen prognostiske oplysninger afvises, skal
pavises, at de ROR-baserede risikokategorier bidrager prognostisk
veerdi ud over de kliniske standardvariabler.
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Med brug af alle tilgaengelige patientpraver blev multivariate Cox-modeller for
proportionale farer (PH) monteret for at evaluere det primaere mal i sekventielle
test af ROR efterfulgt af foruddefinerede ROR-baserede risikokategorier.
Modellerne inkluderede fglgende kategoriske kliniske standardkovariater (med
mulige vaerdier):

» Alder (> 65 eller <65)

+  Klasse (Gl eller G2/GX)

«  Samlet tumorstarrelse (T1, T2/T3)

+ Nodalstatus (NO, N+(1-3), N+(> 4))

« Adjuvant behandling (Tamoxifen alene eller Tamoxifen — Anastrozol)

hvor NO angiver nodenegative patienter, N+(1-3) angiver nodepositive patient
med 1-3 positive noder, og N+(> 4) angiver nodepositive patienter med 4 eller
flere positive noder. T1 angiver en tumor pa < 2 cm pa tvaers, T2 angiver en
tumor starre end 2 cm, men ikke mere end 5 c¢cm pa tvaers, og T3 angiver en
tumor pa mere end 5 cm pa tvaers. Der var kun 14 T3-prever i undersggelsen, sa
disse blev kombineret med T2-praverne. De godt differentierede (G1) tumorer
blev sammenlignet med kombinationen af moderat differentierede (G2) og
GX lobulaere tumorer. GX lobulaere tumorer blev behandlet som G2-tumorer
i denne analyse, fordi G2-tumorer er den mest almindelige klasse i denne
patientpopulation til tilsigtet brug.

Disse kovariater indfgres i modellen i form af et klinisk behandlingsresultat
(CTS). Felgende model blev oprettet for at opna CTS:

M) =1 exp (S5

Hvor z'er repraesenterer de kliniske variabler og behandlingsvariabler, som er

angivet ovenfor, og CTS blev defineret vha. estimaterne af de y'er, der blev
YA

opnaet ovenfor; dvs.,, CTS = i .

Antagelsen om proportionale farer blev testet vha. Schoenfeld-residualer.

Patienter, der blev inkluderet i valideringsundersggelsen, havde lignende
karakteristika som dem i den oprindelige ACBSG-8-undersggelse.

Tabel 30: Oversigt over kliniske karakteristika

Inkluderet Ikke inkluderet Total
Karakteristika Veerdi (n =1,478) (n = 2,236) (n=3,714)
antal % antal % antal %
) Kun Tamoxifen 4 50,1% 1108 493% | 1849 | 498%
Behandling -
Tamoxifen — Anastrozol 737 499 % 128 502 % 1.865 50,2 %
Negativ 14 0,9 % 32 14 % 46 12 %
ER-status | Positiv 1464 | 991% | 2199 | 983% | 3.663 | 986 %
Ukendt 0 0,0 % 5 02 % 5 0]1%
Gl 27 18,3 % 468 20,8 % 739 19,9 %
Klasse G2 1152 779 % 1659 73,9 % 2.81 757 %
GX 55 37% 109 49 % 164 4,4 %
NO 1047 | 70.8% 1723 767% | 2770 | 746 %
Nodalstatus | N+(1-3) 382 258 % 449 20,0 % 831 22,4 %
N+(> 4)* 49 33% 64 2,8 % 13 30%
Negativ 260 17,6 % 424 18,9 % 684 184 %
PgR-status | Positiv 1218 | 824% | 1.805 | 804% | 3.023 | 814%
Ukendt 0 0,0 % 7 03 % 7 0,2 %
Tl 1037 | 702% | 1745 777% | 2782 | 749%
Tumorfase | T2 427 289 % 472 21,0 % 899 24,2 %
T3 14 0,9 % 19 0,8 % 33 0,9 %
Median 63 64
Alder — /T
Omrade 41-79 41-80

* Inkluderer én patient med >9 positive noder

Tabel 31: Yderligere kliniske karakteristika

Karakteristika Veerdi Antal patienter % af patienter
Luminal A 1.004 679 %
NanoString- Luminal B 418 28,3 %
intrinsisk undertype HER2-beriget 48 32%
Basal-lignende 8 0,5 %
Recidiver Distant 155 10,5 %
Enhver 194 131 %
Negativ 1.397 94,5 %
HER2-status Positiv 77 52 %
Ukendt 4 0,3%
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Resultater

Af de 1.620 veev, der var tilgeengelige til test, bestod 25 (1,5 %) ikke den
foruddefinerede patologievaluering for tilstraekkelig tumor, 73 af de 1.595
vaevspraver (4,6 %) med levedygtigt invasivt veev bestar ikke foruddefinerede
kvalitetskontrolspecifikationer for udtrukket RNA, og 44 af de 1.522 RNS-praver
(2,9 %) opfyldte ikke specifikationerne for kvalitetskontrol for analysen for
Prosigna-resultater, hvilket efterlader samlet 1.478 (91,2 %) til analyse.

Af de 1.478 patienter, der er tilgaengelige til analyse, havde 155 distante recidiver,
0g 194 havde lokal eller distant recidiv eller ded pa grund af brystkreeft. Den
mediane opfelgning i forsaget var 10 ar.

Primaer analysetest demonstrerede, at ROR-resultat giver signifikante
yderligere prognostiske oplysninger for distant recidiv-fri overlevelse ud over
kliniske standardvariabler (CTS).

Tabel 32: Opsummering af primar analysetest

e -

- i 2 ¥* Kritisk veerdi B o .

Nul-model | Alternativ model | ALR y (frihedsgrad) ¥2 p-vaerdi

CTS CTS + ROR 53,49 384 (df=1) p <0,0001
CTS + ~

crs Risikogruppe 3412 599 (df=2) p <0,0001

Sekundaere analyser demonstrerede, at ROR er signifikant relevant for distant
recidiv-fri overlevelse og bidrager med prognoseoplysninger ud over CTS i flere
kliniske relevante undergrupper.

Tabel 33: Gentagelse af primaere analysetest for foruddefinerede undergrupper

. CTS+risikogruppe
CTS+ROR ift. CTS .
Emneoruppe Antal Antal ift. CTS
grupp patienter | begivenheder ALR 2 ALR %2
(krit. veerdi= 3.84) (krit. veerdi= 5,99)
Alle 1.478 155 53,49 34,12
HER2-negativ 1.397 145 47,50 29,94
NO 1.047 86 25,57 23,36
NO, HER2- 984 79 21,69 20,32
negativ
N+(1-3) 382 59 25,99 19,94
N+(1-3),
HER2-negativ 367 56 22,75 18,75
Figur 34: DRFS efter risikogruppe for nodenegative patienter
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Oversigt over data i Figur 34: DRFS efter risikogruppe for nodenegative patienter

Antal
Antal begivenheder i
Igbet af 10 ar

Anslaet procent uden
distant recidiv ved
10 ar [95 % CI]

Antal

Risikogruppe patienter (%)

Lav 487 (47 %) 15 96,6 % [94.4 % - 979 %]

Mellem 335 (32 %) 28 90,4 % [86,3 % - 93,3 %]
Hoj 225 (21 %) 32 84,3 % [78.4 % - 88,6 %]
Total 1.047 (100 %) 75
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Figur 35: DRFS efter risikogruppe for HER2-negative nodenegative patienter
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Oversigt over data i Figur 35: DRFS efter risikogruppe for HER2-negative nodenegative
patienter

Anslaet procent uden
distant recidiv ved
10 ar [95 % CI]

Antal
patienter (%)

Antal begivenheder i

Risikogruppe lgbet af 10 &r

Lav 474 (48 %) 15 96,5 % [94,3 % - 979 %]

Mellem 311 (32 %) 27 90 % [85,6 % - 93.1 %]
Haj 199 (20 %) 27 84,7 % [78.4 % - 89,3 %]
Total 984 (100 %) 69

Figur 36 viser Kaplan-Meier-plots efter risikogruppe for nodepositive patienter
(1-3 noder), og Figur 37 viser samme plot for nodepositive (1-3 noder)
HER2-negative patienter. Resultaterne med og uden de HER2-positive
patienter er lignende.

Figur 36: DRFS efter risikogruppe for nodepositive (1-3 noder) patienter
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Oversigt over data i Figur 36: DRFS efter risikogruppe for nodepositive (1-3 noder)
patienter

N Antal Ar]tal ) Anslaet proc_e[lt uden distant
Risikogruppe . o Antal begivenheder i recidiv ved
patienter (%) lobet af 10 ar 10 &r [95 % CI]
Lav 15 (4 %) 0 100 % [78,2 % - 100 %]*
Mellem 143 (37 %) 7 93,6 % [86,9 % - 97 %]
Hoj 224 (59 %) 46 75,8 % [68,9 % - 81,4 %]
Total 382 (100 %) 53

* Konfidensinterval anslaet vha. Clopper-Pearson-metode.
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Figur 37: DRFS efter risikogruppe for HER2-negative nodepositive (1-3 noder) patienter
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Oversigt over data til Figur 37 DRFS efter risikogruppe for HER2-negative nodepositive
(1-3 noder) patienter

Antal
Antal begivenheder i
Igbet af 10 ar

Anslaet procent uden
distant recidiv ved
10 ar [95 % CI]

Antal

Risikogruppe patienter (%)

Lav 15 (4 %) 0 100 % [78,2 % - 100 %]*

Mellem 142 (39 %) 7 93,6 % [86.8 % - 96,9 %]
Hoj 210 (57 %) 43 76,1 % [69.0 % - 81,8 %]
Total 367 (100 %) 50

* Konfidensinterval anslaet vha. Clopper-Pearson-metode.
Forhold mellem ROR og risikoforudsigelse

Figur 38 viser 10-ars risikoen for distant recidiv som en funktion af ROR-resultat
med 95 % konfidensintervaller, der er baseret pa separate Cox-proportionale
faremodeller for hver af de nodenegative og nodepositive (1-3 positive noder)
patientgrupper. For de nodepositive (1-3 noder) patienter blev antagelsen om
proportionale farer overtradt ved montering pa tvaers af hele omradet. Kurven,
der vises her for de nodepositive (1-3 noder) patienter, bruger nodepositive
(1-3 noder) patienter med ROR-resultater i omradet 0-80, for hvilke antagelsen
om proportionale farer blev opfyldt.

Figur 38: 10 ars anslaet DR-risiko efter nodalkategori med 95 % konfidensintervaller
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o
e

Anslaet 10 ars risiko for distant recidiv

| hver undergruppe var den absolutte kliniske risiko for de patienter, der var
tildelt lavrisikokategorien, vaesentligt forskellig fra den absolutte kliniske risiko
for de patienter, der var tildelt hgjrisikokategorien.

Tabel 34 viser fordelingen af nodenegative patienter efter 10-enheds
ROR-beholdere. Desuden vises 10 &rs DR-risiko.

2023-09 LB-0030-03

Tabel 34: Fordeling af nodenegative patienter efter 10-enheds ROR-omrade

ROR-omrade Antal patienter Procent af patienter 10 ars DR-risiko (empirisk)
1-10 7 0.7 % 0,0 %
11-20 116 )% 18 %
21-30 155 14,8 % 25%
31-40 209 20,0 % 51%
41-50 183 175 % 75%
51-60 152 14,5 % 121%
61-70 116 1% 150 %
71-80 77 74 % 12.3%
81-90 28 27 % 26)1%

91-100 4 0.4 % 333%
Total 1047 100 %

Figur 39 viser den modelbaserede kurve for de nodenegative patienter sammen
med de empirisk anslaede 10-ars overlevelsesfrekvenser for de 10 beholdere,
hvor hver beholder bestar af alle patienter i 10-enheds ROR-omraderne (1-10,
1-20 osv.). Under kurven findes et histogram, der viser frekvensfordelingen
efter beholder.

Figur 39: Sammenligning af modelbaserede og empiriske estimater af 10-ars distant
recidiv-risiko for nodenegative patienter med fordelingen af ROR-resultater er vist
nedenfor.
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For de nodenegative patienter var de modelbaserede estimater af proportionale
farer tilsvarende til de empiriske estimater pa tvaers af hele omradet. Tabel 35
viser fordelingen af nodepositive patienter (1-3 noder) efter 10-enheds ROR-
beholdere. Desuden vises 10 ars DR-risiko.

Tabel 35: Fordeling af nodepositive (1-3 noder) patienter efter 10-enheds ROR-omrade

ROR-omrade Antal patienter Procent af patienter 10 ars DR-risiko (empirisk)
1-10 3 0,8 % 0,0 %
11-20 34 8,9 % 36%
21-30 53 139 % 41%
31-40 68 178 % 85%
41-50 57 14,9 % 16,7 %
51-60 7 18,6 % 178 %
61-70 42 1,0 % 289 %
71-80 34 8,9 % 395%
81-90 17 45% 330%

91-100 3 0,8 % 333%
Total 382 100 %

Figur 40 viser den modelbaserede kurve (ud fra nodepositive (1-3 noder)
patienter med ROR-resultater < 80) for de nodepositive patienter (1-3 noder)
sammen med de empirisk anslaede 10-ars overlevelsesfrekvenser for de 10
beholdere, hvor hver beholder bestar af alle patienter i de 10 ROR-omrader (1-10,
1-20 osv.). Under kurven findes et histogram, der viser frekvensfordelingen
efter beholder.
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Figur 40: Sammenligning af modelbaserede og empiriske estimater af 10-ars distant
recidiv-risiko for nodepositive (1-3 noder) patienter med fordelingen af ROR-resultater
er vist nedenfor.
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Bade Tabel 35 og Figur 40 viser den udjeevning af den observerede 10-ars risiko
i toppen af ROR-omradet, som farte til, at antagelsen om proportionale farer
ikke holdt stik. Der skal dog bemaerkes, at prevestarrelserne i de to beholdere
over 80 begge var sma for de nodepositive patienter (1-3 noder) (17 patienter
fra 81-90 og kun 3 fra 91-100).

Sammenligning af intrinsiske Luminal A- og Luminal B-undertyper

Hovedparten af forsggspersoner i undersggelsen (96 %) var enten Luminal
A eller Luminal B, hvilket ikke var uventet, da disse intrinsiske undertyper
dominerer hos hormonreceptorpositive patienter’.

Tabel 36 viser resultaterne af sandsynlighedsforholdstesten til visning af
yderligere prognostisk veerdi for DRFS, som Luminal A/Luminal B-sondringen
tilfgjer ud over CTS. Tabellen viser ogsa fareforholdet mellem Luminal A- og
Luminal B-patienter. Der var en signifikant lavere risiko for distant recidiv for
Luminal A-patienter i alle tre grupper.

Tabel 36. Sandsynlighedsforholdstest for prognostisk veerdi for DRFS for luminale
undertyper

Oversigt over data i Figur 41: Kaplan-Meier-kurver for DRFS efter intrinsisk undertype
for nodenegative patienter

- . Ar_ltal . Anslaet procent uden distant
Risikogruppe | Antal patienter AntTI beglvenhgder i recidiv ved 10 &r [95 % CI]
obet af 10 ar
Luminal A 725 32 951% [93,4 % - 96,3 %]
Luminal B 284 32 872 % [83,2% - 90,3 %]

Total 1.009 64

Figur 42: Kaplan-Meier-kurver for DRFS efter intrinsisk undertype for nodepositive
(1-3 noder) patienter
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Oversigt over data i Figur 42: Kaplan-Meier-kurver for DRFS efter intrinsisk undertype
for nodepositive (1-3 noder) patienter

Anslaet procent uden distant
recidiv ved 10 ar [95 % CI]

Antal begivenheder

Antal patienter i lobet af 10 &r

Risikogruppe

Luminal A 248 17 91,3 % [87,2 % - 94,2 %]
Luminal B 118 28 72,5 % [64,2% - 791 %]
Total 366 45

Tabel 37 viser en tabel over 10-ars RFS-frekvenser efter luminal undertype for

UG EREEE pa':i'::t'er begiegrtmileder ALR 2 | 72 p-veerdi Faft?ﬂ:?g;g/: IE:LII;nA: de nodenegative og nodepositive (1-3 noder) nodalgrupper.
Alle 1422 135 2442 | <0,0001 0,42 [0,30 - 0,59] Tabel 37: 10 ars RFS-frekvenser efter nodalgruppe og luminal undertype
NO 1009 74 9,68 0.0019 0471030 - 0.75] N Luminal _Antal An_tal begivenhsder Ansl'ée't procentnuden distant
N+(1-3) 366 51 14,94 | 0,0001 0,33[0]19 - 0,58] undertype | patienter (%) i lobet af 10 ar recidiv ved 10 ar [95 % CI]

_ _ o _ Luminal A | 725 (72) 44 93,0 % [911% - 94,5 %]
Figur 41 viser en sammenllgmng af DRFS efter luminal undv_erty_pe for NO Luminal B 284 (28) a4 822% (776 % - 859 %]
nodeneg_a_tlve p_at|enter, og Figur 42 viser samme sammen_“gmng for Luminal A 248 (68) B 8919% [84.7 % - 92.4 %]
nodepositive patienter (1-3 noder). | begge grupper var der betydelige forskelle N+(1-3) Luminal B 18 (32) 20 716 % [62.2% - 774 %)

mellem DRFS for Luminal A- og Luminal B-patienter.

Figur 41: Kaplan-Meier-kurver for DRFS efter intrinsisk undertype for nodenegative
patienter
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For bade de nodenegative og nodepositive (1-3 noder) patientpopulationer var
forskellen mellem Luminal A- og Luminal B-patienter signifikant.

Konklusioner af klinisk undersggelse 2

ROR blev demonstreret at tilfaje betydelig prognostiske oplysninger ud
over de kliniske og behandlingsmaessige standardvariabler, bade nar de blev
inkluderet som en kontinuerlig maling, og nar de blev inkluderet vha. tre
foruddefinerede risikogrupper. Lavrisikogruppen havde 10-ars DRFS klart over
90 %, som forventet. Hgjrisikogruppen havde 10-ars DRFS pa 80 %, hvilket var
hgjere end forventet. Den var forventet at vaere demonstrerbart lavere end
80 %. De afskeeringer, der blev brugt til at definere risikogrupper, var baseret
pa TransATAC-kohorten, der har hgjere risiko end den aktuelle kohorte, hvilket
forer til en "hajrisikogruppe” med samlet lavere risiko end forventet. ROR
(kontinuerlig og risikogruppebaseret) viste lignende prognostiske oplysninger
i forskellige undergrupper. Den kontinuerlige risikomodel passer ngje til de
empiriske frekvenser for recidiv hos bade nodenegative og nodepositive
(1-3 noder) patientpopulationer. De fleste patienter (96 %) i undersggelsen
havde tumorer af én af to luminale undertyper (Luminal A eller Luminal B). | alle
nodalstatusgrupper bidrog Luminal A/Luminal B-sondringen med yderligere
prognostiske oplysninger angaende DRFS.

24



Opsummering af kombinerede kliniske undersggelser

Resultaterne kan generaliseres til distribueret brug, fordi praver blev sendt til og
analyseret pa forskellige laboratorier i de to kliniske valideringsundersggelser.
ROR blev demonstreret at tilfgje betydelig prognostiske oplysninger for 10 ars
DRFS ud over de kliniske og behandlingsmaessige standardvariabler, bade
nar de blev inkluderet som en kontinuerlig maling, og nar de blev inkluderet
vha. tre foruddefinerede risikogrupper. Desuden tilfgjede ROR ved en post-
hoc-analyse betydelige oplysninger for DRFS efter 5 ar ud over de kliniske
standardvariabler for alle patienter. ROR (kontinuerlig og risikogruppebaseret)
viste lignende prognostiske oplysninger i forskellige undergrupper. Der blev
o0gsa udfgrt begraensede analyser vha. RFS. ROR-klasserne kunne ogsa
definere tre risikogrupper med distinkt RFS. | begge undersggelser var der
betydelige forskelle mellem DRFS for Luminal A- og Luminal B-undergrupperne
uafhaengigt af nodalstatus.
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- Batchkode/partinummer
- Katalog- eller referencenummer

; - Indeholder tilstraekkeligt til <n> test
/ﬂ/ - Temperaturomrade for opbevaringsbetingelser
/u/ - Nederste temperaturgraense for opbevaringsbetingelser

/H/- - @verste temperaturgraense for opbevaringsbetingelser

g - Skal bruges inden/udlgbsdato

- Opad

Room Temp. = Stuetemperatur
HYB = Hybridisering
Ansvarsfraskrivelse

Til in vitro-diagnostisk brug.

© 2023 Veracyte, Inc. og associerede selskaber. Alle rettigheder forbeholdes.
Veracyte, Veracyte-logoet, Prosigna og Prosigna-logoet er varemaerker
tilhgrende Veracyte, Inc. og dets associerede selskaber. nCounter er et
varemaerke tilharende NanoString Technologies, Inc. og anvendes pa licens.
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19 KONTAKTOPLYSNINGER

‘ Kontaktoplysninger i USA:
Veracyte, Inc.

6000 Shoreline Court

Suite 300

South San Francisco CA 94080
USA

Telefon: +1-650-243-6335
www.veracyte.com

[EC| REP)

Autoriseret repraesentant i EU:
Veracyte

Luminy Biotech Entreprises
163 Avenue de Luminy

13288 Marseille Cedex 9
FRANCE

Globale kontaktoplysninger:

E-mail til teknisk support: DxSupport@Veracyte.com
E-mail til produktoplysninger: info@prosigna.com
Websted: www.prosigna.com

2023-09 LB-0030-03
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