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1  KULLANIM AMACI

Prosigna® Meme Kanseri Prognostik Gen imza Testi, bir hastanin uzak ntks
riskini degerlendirmek icin meme kanseri dokusunda bulunan hucrelerin
gen ekspresyon profilini kullanan bir /n vitro tani testidir. Test, Formalin ile
Sabitlenmis, Parafine Gomullu (FFPE) meme tumord dokusundan ekstrakte
edilen RNA kullanilarak gen ekspresyon profilini 6lcer. Gen ekspresyonu
verileri, hastaligin uzak nuks olasiligini gdsteren bir alt tip (ltmen A, [imen B,
HER2 zengin veya bazal benzeri) ve bir skor olusturmak icin klinik degiskenlerle
birlikte agirliklandirilir. Test, daha 6nce invaziv meme karsinomu tanisi alan
FFPE meme tumord dokusu kullanilarak NanoString nCounter® Dx Analiz
Sisteminde gerceklestirilir.

Prosigna Meme Kanseri Prognostik Gen imza Testi, standart bakimla uyumiu
bolgesel tedavi ile birlikte mastektomi veya meme koruyucu tedavi gérmus
kadin meme kanseri hastalarinda asagidakilerden biri icin endikedir:

a. Diger klinikopatolojik faktorler ile birlikte kullanildiginda, tek basina
adjuvan endokrin terapisi ile tedavi edilecek Hormon Reseptor-
Pozitif (HR+), lenf nodu negatif, Evre | veya Il meme kanseri olan
menopoz sonrasl kadinlarda 10 yilda uzak ntks olmaksizin sagkalim
icin prognostik bir gosterge.

b. Diger Klinikopatolojik faktorler ile birlikte kullanildiginda, tek basina
adjuvan endokrin terapisi ile tedavi edilecek Hormon Reseptor-
Pozitif (HR+), lenf nodu pozitif (1-3 pozitif nod veya 4 veya daha
fazla pozitif nod), Evre Il veya IlIA meme kanseri olan menopoz
sonrasl kadinlarda 10 yilda uzak ntks olmaksizin sagkalim icin
prognostik bir gésterge.

2 TEST SISTEMININ OZETi

NanoString nCounter Dx Analiz Sistemi, asagidaki adimlari kullanarak
mRNA transkriptlerinin  goreli bollugunun dijital okumalari yoluyla gen
ekspresyonunun dogrudan, multipleks dlcimlerini saglar: 1) RNA'nin floresan
Raporlama ve Yakalama Problarina hibridizasyonu, 2) hibridizasyon sonrasi
isleme ve nCounter Hazirlama Istasyonundaki nCounter Kartusuna sabitleme
icin gerekli reaktifleri iceren nCounter Hazirlama Plakalar kullanilarak hedef/
prob komplekslerinin saflastiriimasi ve 3) bir test sonucu saglamak icin
nCounter Dijital Analiz Cihazi Gzerindeki nCounter Kartusunun analizi'.
Hem Yakalama Problari hem de Raporlama Problari, hedef hibridizasyon ve
saflastirma icin benzersiz DNA prob dizileri icerir. Yakalama ve Raporlama
Problari, Kod Setini olusturmak icin pozitif ve negatif kontrollerle birlestirilir.
Prosigna, intrinsik alt tip siniflandirma algoritmasi? icin kullanilan 50 genin,
sinyal normalizasyonu icin kullanilan 8 referans genin, 6 pozitif kontroltin ve 8
negatif kontrolin ekspresyon seviyelerini, bu genlere 6zel olarak tasarlanmis
nukleik asit problarini kullanarak tek bir hibridizasyon reaksiyonunda eszamanli
olarak olger. Prosigna kitine ayrica 58 genin her biri icin in vitro ortamda
transkripsiyona ugramis RNA hedeflerinden olusan bir Referans Numune
dahildir. Referans Numune, calismayi nitelemek ve her genden gelen sinyali
normallestirmek icin her hasta RNA numunesi grubu ile test edilir.

Prosigna Testi, FFPE meme tumoért dokusundan izole edilen RNA (zerinde
gerceklestirilir. Bir patolog, hematoksilen ve eozin (H&E) ile boyanmis bir
slaytl inceler ve test icin uygun invaziv meme karsinomu bolgesini tanimlar
(ve isaretler). Patolog ayrica test icin gereken boyanmamis slaytlarin sayisini
belirleyen timor ylzey alanini ve test icin yeterli timor dokusunun mevcut
oldugundan emin olmak icin tumor hicreselligini de olcer. Egitimli bir
teknoloji uzmani, H&E ile boyanmis slaytta isaretli timor alanina karsilik
gelen boyanmamis slaytlardaki alana makroskopik diseksiyon uygulayarak
RNA'yI dokudan izole eder. izole edilmis RNA daha sonra, intrinsik alt tip, Niks
Riski (Risk of Recurrence, ROR) skoru ve risk kategorisi dahil test sonuclarini
saglamak icin NanoString nCounter Dx Analiz Sisteminde test edilir.



2.1 nCounter Dx Analiz Sisteminin Prensipleri

nCounter Dx Analiz Sistemi, ¢ozeltideki mMRNA 6rnegine dogrudan hibridize
olan gene 6zgU prob ciftlerini (Sekil 1) kullanir ve bodylece, sonuglarda yanlliga
neden olabilecek enzimatik reaksiyonlari ortadan kaldirir. Testin ilk adiminda,
DNA problari, ¢ozeltideki RNA 6rneginin 70-100 baz ¢ifti bolgesine dogrudan
hibridize edilir. Floresan Raporlama Probu, mRNA hedefini tamamlayan 35-50
baz prob dizisinden ve dort floresan boyadan biri ile etiketlenmis - kirmizi (K),
sari (S), mavi (M) veya yesil (Y) - alti RNA segmentine hibridize benzersiz bir
omurga DNA dizisinden olusur. Floresan segmentler, her hedef icin benzersiz
olan alti konumlu/dért renkli bir floresan “renk kodu” olusturur. Ayri bir
Yakalama Probu, streptavidin kapli bir slayt Gzerinde sabitleme icin kullanilan
biyotin ve mRNA hedefini tamamlayici olan 35-50 baz prob dizisinden olusur.

Sekil 1: Kod Setinin mRNA'ya hibridizasyonu

Yakalama ve Raporlama Problari

Hibridizasyondan sonra, tum numune saflastirma adimlari nCounter Hazirlama
[stasyonunda otomatiklestirilir. ilk olarak, ardisik manyetik boncuk yakalama
adimlari kullanilarak fazla Yakalama ve Raporlama Problari uzaklastirihr (Sekil 2),
ardindan prob hedef kompleksleri bir streptavidin-biyotin badi yoluyla nCounter
Kartusunun ytizeyindeki rastgele konumlara baglanir (Sekil 3). Son olarak, prob/
hedef kompleksleri nCounter Kartusta hizalanir ve sabitlenir (Sekil 4).

Sekil 2: Fazla Raporlama Problarinin Uzaklastiriimasi
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Hibridize mRNA Fazla Raporlama Problari

Sekil 3: Hibridize Raporlama Problarinin Kartus Yiizeyine Baglanmasi

Sekil 4: Hibridize Raporlama Problarinin Hizalanmasi ve Sabitlenmesi

O PERLL I - D

Numune isleme tamamlandiktan sonra Kartus, veri toplama icin nCounter
Dijital Analiz Cihazina yerlestirilir. llgilenilen her hedef molekdl, iliskili Raporlama
Probu Gzerinde bulunan alti sirali floresan nokta ile olusturulan "renk kodu" ile
tanimlanir. Kartusun yizeyindeki Raporlama Problari daha sonra her bir hedef
molekdl i¢in sayilir, tablo haline getirilir ve algoritma ile islenir (Sekil 5).
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Sekil 5: Veri Toplama
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2.2 Cikti hesaplamasi icin Prosigna algoritmasinin
prensipleri
Test, orijinal olarak PAM50? olarak adlandirilan, rapor edilen 50 gen

siniflandirma algoritmasina dayanmaktadir ve formalinle sabitlenmis, parafine
gdmultu (FFPE) meme tumort doku numunelerinden ekstrakte edilen RNA
kullanilarak nCounter Dx Analiz sisteminde gerceklestirilir. Algoritma, meme
kanserini dort molekdler siniftan birine veya intrinsik alt tiplere atamak icin 50
genlik ekspresyon profili kullanir: Luminal A, Luminal B, HER2 zengin veya Bazal
benzeri?. Dort intrinsik alt tipin prototipik gen ekspresyon profilleri (6r. sentroid),
Kuzey Amerika'daki bircok klinik merkezden toplanan FFPE meme tumort
numuneleri kullanilarak nCounter Analiz Sisteminde yeniden calisiimistir. Test bir
hasta test numunesi tizerinde gerceklestirildikten sonra, Pearson korelasyonuna
dayall bir hesaplama algoritmasi ile hasta test numunesinin normallestirilmis
50 genlik ekspresyon profili dért meme kanseri intrinsik alt tipinin prototipik
ekspresyon profilleriyle karsilastirilir. Hasta test ¢rnegine en yiksek Pearson
korelasyonuna sahip alt tip atanir.

Algoritma ayrica, hormon reseptorl pozitif, erken evre meme kanseri olan
menopoz sonrasl kadinlar icin on yilda uzak niks olasiligi ile iliskili olarak 0-100
Olceginde® bir Nuks Riski (ROR) skoru bildirmektedir®. Rapor ayrica bir risk
kategorisi (dusuk, orta veya yuksek) icerir. ROR skoru, 50 genin 46 genlik bir
alt kimesinin her bir intrinsik alt tip sentroid, bir proliferasyon skoru ve gros
tumor boyutu ile Pearson korelasyonunu iceren bir Cox modelinden elde
edilen katsayilar kullanilarak hesaplanir. Test degiskenleri, skoru olusturmak
icin Cox modelinden karsilik gelen katsayilarla carpilir ve daha sonra FFPE
meme tumord numunelerinin deney setinden olusturulan katsayilara dayali
olarak 0-100 olcegine ayarlanir. Risk kategorileri ayrica bir klinik dogrulama
calismasinda belirlenen ROR icin sinir degerlere dayali olarak rapor edilir.

3 SAGLANAN REAKTIFLER VE EKiIPMAN
3.1 Prosigna Kitine Genel Bakis

Prosigna Kiti, siparis edilen Grtne bagli olarak 1, 2, 3, 4 veya 10 hasta numunesini
islemek icin yeterli reaktifler icerir. Siparis bilgileri icin asadiya bakin. Prosigna
kiti, piyasaya strtlmeden énce performans acisindan birlikte test edilen bir Kod
Seti, bir ila on testlik her set icin bir Referans Numune tUpt ve sarf malzemesi
bilesenleriigerir.

Katalog Numarasi Kitteki test sayisi

PROSIGNA-001 1 2

Dahil olan Referans Numune Tiipleri

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

Roche FFPET RNA izolasyon Kiti ile birlikte kullaniimasi &nerilir (Roche-
FFPET-025, yalnizca NanoString Technologies araciligiyla saglanir)



3.2 1,2,3, 4 veya 10 testlik Prosigna Kiti icin Prosigna
Kit icerigi

Test sayisi | 1 | 2 | 3 | 4 | 10
Prosigna Kod Seti Kutusu
Prosigna Rapo”am;ozrgzg 1x65uL | 1x65uL | 1x65uL | 1x65uL | 1x65uL
Prosigna Yakalama Probu Seti| 1x 70 pL 1x 70 pL 1x 70 pL 1x 70 pL 1x 70 pL
Prosigna RNA Referans Ornegi| 1x 30 ulL 1x 30 uL 1x 30 uL 1x 30 uL 1x 30 uL
Kod Seti Barkod Etiketi 1 1 1 1 1
Test Konfigtrasyonu Kodu 1 1 1 1 1
Prosigna Hazirlama Plakasi Kutusu
Hazirlama Plakalari | 1 | 1 | 1 | 1 | 2
Prosigna Kartus Kutusu
nCounter Kartuslari | 1 | 1 | 1 | 1 | 1
Prosigna Hazirlama Paket Kutusu
nCounter Hazirlama istasyonu
Uclari ! ! ! ! !
nCounter Kartus Yaplskafw P P P P P
Kapagdi
nCounter Ug Kiliflari 2 2 2 2 2
ncounter H'”‘%‘ﬁ;ﬁﬂ 1x580UL | 1x580uL | 1x580pL | 1x580uL | 1x580 L
12 Kuyulu Centikli Serit Ttpler 4 4 4 4 4
12 Kuyulu Centikli Serit Tup 4 4 4 4 4
Kapaklari

Icerik Aciklamasi

Prosigna Kod Seti

Prosigna Raporlama Kod Seti
Prosigna Yakalama Probu Seti
Prosigna RNA Referans Numunesi
Kod Seti Barkod Etiket

Test Yapilandirma Kodu

tampon, floresan boyalar iceren nukleik asitler
tampon, nukleik asitler

tampon, nukleik asitler

cikartma sayfasi

etiketli kart

Prosigna Hazirlama Plakalari

Hazirlama Plakalari stiperparamanyetik boncuklar, tampon, tuzlar,
oligontkleotitler, floresan boyalar iceren polistiren

boncuklar

Prosigna Kartuslar

nCounter Kartus(lar) numune kartusu (kartuslarr)

Prosigna Hazirlama Paketi

nCounter Hibridizasyon Tamponu
12-Kuyulu Centikli Serit Tupler
12-Kuyulu Centikli Serit Tup Kapaklari
nCounter Hazirlama Istasyonu Uclari
nCounter Kartus Yapiskan Kapadi
nCounter Ug Kiliflari

tampon, tuzlar

plastik seritler

plastik kapaklar

90 ucluk 2 raf + 6 nCounter delici
vapiskan filmler

6-kuyuluk ug tutucular

4  UYARILAR VE ONLEMLER

1. In Vitro Tani Amach Kullanim icin.

2. Yerel yonetmeliklere dayall olarak, bu testin oldukca karmasik
molekuler biyoloji tekniklerinde egitilmis operatérler tarafindan
yUrattlmesi amaclanmistir.

3. Kit bilesenlerini Prosigna lotlari arasinda karistirmayin. islevsellik,
Uretim sirasinda bu sekilde nitelendirildiklerinden, sunuldugu sekilde
valnizca Prosigna kit lotlari icin garanti edilebilir.

4. Kalan reaktifler Prosigna Testinde yeniden kullanilmamalidir.

5. Hibridizasyon streleri veya sicakliklari ihlal edilen reaksiyonlari atin.

6. Hasta numune kimliginin dogru test sonucu ile iliskilendirildiginden
emin olmak icin numune gozetim zincirinin batunltgunt (dokudan
RNA'ya ve RNA'dan teste) korumak énemlidir.

7. Reaktiflerin etikette belirtilen kosullar altinda saklanmamasi, test

performansini olumsuz etkileyebilir.

Reaktifleri ve numuneleri tutarken daima eldiven giyin.

Sonuglarin - kalitesini - olumsuz  yonde etkileyebilecek

kontaminasyonundan kacinin.

10. Tum biyolojik numuneler ve materyaller, bulasici ajanlari bulastirma
potansiyeli varmis gibi ele ainmali ve devlet yonetmelikleri ve yerel
yonetmeliklere gore uygun dnlemler alinarak bertaraf edilmelidir.

©
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5.1

1. Asla agizdan pipetleme yapmayin.

12. Reaktifin g6z, cilt ve mukoza membranlariyla temasindan kacinin.

13. Sonug¢ kalitesini olumsuz etkileyebilecek test numuneleri arasinda
veya yuksek konsantrasyonlu ntkleik asit hedefleriyle (sentetik veya
PCR ile guclendirilmis) capraz kontaminasyonu énlemek icin en iyi
molekduler laboratuvar uygulamalarini kullanin.

14. Prosigna Hazirlama Plakalari ve nCounter Kartuslarinda islem sonrasi
cok dustk sodyum azit seviyeleri (<%0,1) bulundugundan, bertaraf
icin plastik (metal degil) atik kaplarinin kullaniimasi énerilir. Prosigna
icin pek olasl olmasa da, metal Uzerinde sodyum azit birikiminin
patlama tehlikesi olusturdugu bilinmektedir.

15. Alete 6zel ek bertaraf bilgileri, Hazirlama Istasyonu ve Dijital Analiz
Cihazi i¢in nCounter Dx Analiz Sistemi Kullanici Kilavuzunda ve
Servis Kilavuzlarinda bulunabilir.

16. Raporlama Kod Seti, Yakalama Probu Seti, Hibridizasyon Tamponu
ve Hazirlama Plakalari icin Malzeme Guvenlik Bilgi Formu bilgileri
www.prosigna.com adresinde bulunabilir.

17. Tum zararli maddeler, kurumunuzun zararl
yoénergelerine gore atilmalidir.

18. Kullaniimayan Kod Setleri atilmalidir.

19. Bir hastanin tumér boyutu kategorisi yazilima yanlis girilirse, ROR
skoru ve risk siniflandirmasi olumsuz etkilenebilir (6r. ROR Skorunda
kayma ve/veya yanlis siniflandirma).

20. Bir hastanin nod durumu vyaziima yanls girilirse, hastanin test
sonuclari yanhs raporlanabilir (6r. yanlis risk siniflandirmasi).

21. Prosigna Testinde yetersiz kalitede veya miktarda RNA ya da
yetersiz tumor ylzey alani veya hicresellige sahip tumoér numuneleri
kullanmayin. Prosigna Testi gecerli bir sonu¢ veremeyip, bunun
yerine test hatasi bildirebilir.

madde bertaraf

GENEL TEST HUSUSLARI

1. Testin yalnizca cerrahi rezeksiyondan alinan formalinle sabitlenmis,
parafine gomult (FFPE) meme kanseri doku numunelerinde
kullanilmasi amaclanmistir; taze, donmus veya meme kanseri
olmayan dokularda kullaniimak Uzere tasarlanmamistir.

2. Testi gerceklestirmek icin hastanin primer tumoérinin gros boyutu
ve nod durumu gereklidir.

3. lIsleme sirasinda reaktiflerin veya numunelerin mikrobiyal ve nikleaz
kontaminasyonunu 6nlemek icin steril tek kullanimlik mikropipet
uclarr kullanin.

4. Aktif olarak maniptle edilmediginde islak buz tzerinde izole edilmis

RNA ¢rneklerini koruyun.

Isi bloklarr icin kalibre edilmis termometreler gereklidir.

Kit bilesenlerinin hasarli teslim edilmesi halinde bunlari kullanmayin.

7. Standart laboratuvar kalite kontrol prosedurlerinin bir par¢asi olarak
sonuglarin zaman igcinde dogrulugunu saglamak igin Prosigna
calistiran laboratuvarlar tarafindan klinik kontrollerin  (6r. risk
kategorisi icin) gelistiriimesi ve kullaniimasi énerilir.

o

Doku isleme

1. Doku isleme sirasinda cevredeki timor olmayan/normal dokunun
makroskopik diseksiyonla dizgin sekilde cikariimamasi, hekime
daha dusuk bir ROR skoru bildirilmesi nedeniyle riskin oldugundan
az hesaplanmasina neden olabilir.

2. RNA izolasyonu sirasinda insan genomik DNA'sinin dUzgln sekilde
uzaklastirlmamasi, daha dustk test sinyaline bagdl daha yuksek
basarisizlik oraniyla veya doktora bildirilen daha yUksek bir ROR
skoruna bagl olarak riskin oldugundan fazla tahmin edilmesiyle
sonugclanabilir.

3. Doku isleme sirasinda ayrilimayi énlemek icin ttim boyanmamis doku
kesitleri pozitif yuklt mikroskop slaytlarina yuklenmelidir.

4. Birden fazla slayt gerektiren numuneler icin tim slaytlar birlikte
islenmelidir.

5. Slayta sabitlenmis doku kesitleri, kuru bir ortamda 9 aydan daha
uzun sUre saklanirsa bozulabilir.

6. Kontaminasyonu onlemek icin %3 gliserol calisma solUsyonunu her
hafta veya solusyon bulanik hale gelirse degistirin.

7. Doku kalitesinden 6dun vermemek icin 4 slayt setini isledikten sonra
ilk D-Limonen yikama icerigini ve 8 slayt setini isledikten sonra
Etanol (EtOH) ve ikinci D-Limonen boyama kabr icerigini degistirin.

8. Boyanmamis slaytta tumor alaninin ana hatlarini cizerken ve timor
olmayan dokuyu ¢ikarirken timoér dokusunun bozulmamasina dikkat
edin.



10.

1.

Makroskopik diseksiyon sirasinda kesicileri dikkatli tutun.

islenen her doku érnedi icin yeni bir tiras bicagi kullanin.

%10 SDS genellikle oda sicakliginda ¢coker ve cokeltiler ¢cdziinene
kadar 37°C'de isitilmalidir.

. Yeni kit lotlarini hasta testi icin nitelendirmede yeni RNA izolasyon

kitleri lotlari/serileri izolasyon kiti spesifikasyonlarina goére test
edilmelidir (ayrintilar icin bolim 11.5'e bakin).

5.2 Prosigna Testini Ger¢ceklestirme

1.

2.

Hastanin kategorik primer gros tumor boyutunun yaziima dogru
girildiginden emin olun.

Hastanin kategorik nod durumunun yazilima dogru girildiginden
emin olun.

Hibridizasyonicin gerekliisitmalikapakliisiblogunun spesifikasyonlari
karsiladigini ve rutin olarak kalibre edildigini teyit edin.

Yalnizca Prosigna kitiyle saglanan sarf malzemelerini kullanin. Bu
sarf malzemeleri, nCounter Hazirlama istasyonu ve nCounter Dijital
Analiz Cihazi ile calismak Uzere 6zel olarak tasarlanmistir.
Hibridizasyon Tamponu distk sicakliklarda saklandiysa ve bir cokelti
gb6zlemlendiyse, tupleri tuzlar ¢oztnene kadar 37°C'de isitin.
Reaktiflere zarar verebilecedinden, test bilesenlerini kuvvetli bir
sekilde karistirmak icin vortekslemeyin. Karistirma, pipet kullanilarak
vapiimalidir.

Raporlama Kod Setini 3.000 x g'den yuksek bir hizda 10 saniyeden
fazla santriflj etmeyin. Santrifljicin “darbe” secenedini kullanmayin.
Bunu yapmak Kod Setinin ¢cokmesine neden olabilir.

Hazirlama Istasyonuna aktariimaya hazir olana kadar hibridizasyon
reaksiyonlarini 65°C'de koruyun. Isi blogunun 4°C'ye dustrtimesi
veya hibridizasyonun  sonunda numunelerin buz  (zerine
verlestirilmesi ¢apraz hibridizasyona neden olabilir ve bu da test
sonuglarini olumsuz etkileyebilir.

Yakalama Probu Setinin eklenmesinden sonraki 15 dakika icinde
serit tUplerin 65°C'ye yerlestiriimemesi capraz hibridizasyona neden
olabilir ve bu da test sonuclarini olumsuz etkileyebilir.

. Numunelerin 65°C'den c¢ikarilmasindan sonraki 15 dakika icinde

Hazirlama Istasyonunun islenmesinin  baslatiimamasi capraz
hibridizasyona neden olabilir ve bu da test sonuclarini olumsuz
etkileyebilir.

. Test sonuclarini olumsuz etkileyebilecek buharlasmayi dnlemek icin

ISI blogunda hibridizasyondan 6nce serit tip kapaklarinin sikica
kapatildigindan emin olun.

6 EGITIMBILGILERI

Bu testin, yerel yonetmeliklere dayall olarak, olduk¢a karmasik molektler
biyoloji tekniklerinde egitilmis profesyonel operatorler tarafindan yaratilmesi
amaclanmistir. Prosigna Testini calistirmaya 6zel egitim bilgileri icin lutfen
Veracyte ile iletisime gecin.

7  ATIKLARIN ELLECLENMESI

IVD uygulamalarinda kullanima yonelik reaktiflere ve cihazlara 6zel atik
ellecleme ayrintilarticin nCounter Dx Analiz Sistemi Kullanici Kilavuzuna bakin.

8 SAKLAMA VE ELLEGCLEME (REAKTIFLER)

Tum test kiti bilesenlerinin son kullanma tarihi, Kod Seti kutusuyla birlikte verilen
barkod etiketinde ve tum Prosigna bilesenlerinin dis kutu etiketinde listelenmistir.

Prosigna Kod Seti kutu bilesenleri (Prosigna Raporlama Kod Seti,
Prosigna Yakalama Probu Seti ve Prosigna RNA Referans Ornegi)
-80°C veya altinda saklanmalidir.

nCounter Kartuslari -20°C veya altinda saklanmalidir.

nCounter Hazirlama Plakalari 4°C'de (2-8°C) saklanmalidir.
nCounter Hazirlama Paketi bilesenleri 15°C-25°C oda sicakliginda
saklanmalidir.

9 PROSIGNA iCiN GEREKLI ALETLER

nCounter Dx Analiz Sistemi (Katalog numarasi NCT-SYST-DX)
(asagidaki her iki cihazi da icerir)
o nCounter Hazirlama istasyonu 5s (Katalog numarasi NCT-
PREP-STATION-FLEX)
o nCounter Dijital Analiz Cihazi 5s (Katalog numarasi NCT-
DIGITAL-ANALYZER-FLEX)

Ek bilgi icin nCounter Dx Analiz Sistemi Kullanim Kilavuzuna bakin.
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10 GEREKLIi OLAN ANCAK SAGLANMAYAN
REAKTIFLER VE EKiPMAN

10.1 Malzemeler

1. FFPE RNA izolasyon kiti (NanoString Technologies araciligiyla satin
alinan Roche FFPET RNA izolasyon Kiti kullaniimiyorsa izolasyon Kiti
gereklilikleri icin bkz. BoIUm 11.5)
Hematoksilin ve Eozin (H&E)
Pozitif yuklt cam mikroskop slaytlari
. D-Limonen temizleme maddesi (histolojide kullanima uygun)
%100 Etanol (Mutlak), ACS derecesi veya esdegeri (en az %99,5)
Gliserol, molekdler biyolojide kullanima uygun
Nukleaz icermeyen su, molekuler biyolojide kullanima uygun
%10 SDS, molekuler biyolojide kullanima uygun
Tiras Bicagdl (veya tek kullanimlik nester)
. Tek Kullanimlik Mikrotom Bicaklari
. 0,5 ml vidali kapak ve 1,5 veya 1,7 ml yapismaz RNaz icermeyen
mikrosantriftij tupleri
12. Aerosol bariyerli RNaz icermeyen Mikropipet uclari

SZOENOUTA KN

10.2 Ekipman

Mikrotom

Su Banyosu (40°C)

Slayt Isitici (45°C)

. Mikroskop slayti kurutma rafi

Mikropipetler; 2 pl, 20 ul, 200 pl ve 1000 pl

0,2 ml serit tlp rotorlu ve standart 1,5/2,0 ml mikrosantriftj tip

rotorlu mini santrifdj

7. 1,5 ml santriftj tuplerine uyan sabit acili rotorlu standart tezgah tstu
mikrosantriftj

8. Kapakl dikdoértgen cam boyama kaplari (yaklasik 3,6 x 2,8 x 2,4” (91
x 71x 60 mm) i¢ ebat); 3 adet gerekli

9. Slayt rafi (on adede kadar 3” x 17 (75 x 25 mm) cam slayt tutar)

10. Kuru 1si blogu, sabit

1. Mikrosantrif(j tapleri icin tezgah Ustu vorteksleyici

12. Dereceli silindir (6nerilen boyut: 100-250 ml)

13. Diseksiyon ignesi veya kapakli cam forseps (acil, tirtiksiz)

14. Kalibre edilmis termometreler (55°C ila 80°C araligini kapsar)

15. Mikro hacimli UV/Vis spektrofotometresi (asagidaki ozelliklere bakin)

16. Isitmall kapakli 1s1 blogu (asagidaki dzelliklere bakin)

17. Plaka mikroplaka adaptorl santriftj (asagidaki 6zelliklere bakin)

18. Coplin kavanoz

RGN

10.3 Ekipman Ozellikleri

Tablo 1. Nikleik Asit Miktar Tayini i¢in Tam Spektrum Mikro Hacimli UV/Vis
spektrofotometresi

Tasarim 6zelligi BOzellikler
Numune Hacim Araligi 1-2 pl

Yol uzunlugu Tmm

Dalga boyu araligi 260-280 nm
Dalga Boyu Dogrulugu veya Hatasi +1nm

Spektral Cozunurltk veya bant genisligi Enfazla 4 nm
Absorbans Hassasiyeti veya rastgele 0,003 (1 mm yol)
fotometrik hata

Saptama Siniri 5ng/ul RNA
Maksimum Konsantrasyon =1000 ng/ul RNA

Tablo 2: Niikleik Asit Miktar Tayinii¢in Mikro Hacimli Fotodiyot UV-Vis Spektrofotometresi

Tasarim &zelligi Ozellikler

Numune Hacim Aralig 1-2 ul

Yol uzunlugu 0,5mm

Dalga boyu araligi 260 ve 280 nm

Spektral Cozunurluk En fazla 8 nm

Absorbans Dogrulugu %3 (260 nm'de 1,05 Abs'de)
Saptama Siniri 4 ng/ul RNA

Maksimum Konsantrasyon =1000 ng/ul RNA




Tablo 3: Test Hibridizasyonu i¢in Isitmali Kapakl Isi Blogu

Tasarim 6zelligi Ozellikler

Tablo 5: Timor yiizey alanina dayali olarak 6nerilen slayt gereklilikleri

+ nCounter Hazirlama Paketi kapsaminda saglanan
normal profile, 12 x 0,2 ml kilitli serit tUplere uymalidir.
° Dusuk Profilli (LP) ve Yuksek Profilli (HP) tupler
icin tasarlanmis Isi Bloklari uyumlu degildir (isI
doénguleme icin “hizli” bloklar olarak da anilir)
° Diger tap tarleri (6r. 0,1 ml ttpler, 1,5 ml ttpler) icin
tasarlanmis Isi Bloklari uyumlu degildir
+ 65°C sicaklikta tutulacak sekilde programlanabilir
olmalidir
+ Sicaklik 65°C + 1°C araliginda tutulmalidir

Isi Blogu Tasarimi

H&E ile Boyanmis Slaytta Olgiilen Tiimor Yiizey Alani (mnm?) | Boyanmamis slayt sayisi
4-19 6
20-99 3
=100 1

+ Sabit veya ayarlanabilir yikseklige sahip kapaklar kabul
Isitmall Kapak Tasarimi edilebilir
+ Kapak 70°C'ye programlanabilir olmaldir

Tablo 4: nCounter Hazirlama Plakalarini dondiirmek i¢in mikroplaka tasiyicili santrifiij

Tasarim 6zelligi Ozellikler
Santrifujleme Hizi Enaz 2000 x g
Rotorlar SBS bicimli 96 kuyulu mikroplakalari yerlestirmek igin

mikroplaka tastyicilara (veya esdegeri) sahip 4 x 750 ml
sallanan kovali rotorlar

Modlar Hizlanma/Yavaslama modlari

11 NUMUNE TOPLAMA VE ISLEME
1.1 Doku Ornegi Gereklilikleri ve Patoloji incelemesi

1. Prosigna Meme Kanseri Prognostik Gen imza Testi, bir patolog
tarafindan ayrica asagidaki invaziv meme karsinomu tiplerinden
birioldugdu belirtilen formalinle sabitlenmis, parafine gomult (FFPE)
hormon reseptdrd pozitif meme tUmort doku ornedi Uzerinde
gerceklestiriimelidir:

a. Invaziv duktal karsinom

b. Invaziv lobuler karsinom

c. Duktal ve lobuler 6zelliklere sahip invaziv karsinom (“karma
tip karsinom”)

d. Ozel olmayan tip (NST) veya baska turlu belirtilmemis (NOS)

2. Bir patolog, bu test icin en buytk canli invaziv meme karsinomu
alanina sahip FFPE tumor blogunu se¢cmelidir.

3. Test, isleme icin boyanmamis slayta yuklenen doku kesitleri ve FFPE
tumor blogundan ilgili H&E ile boyanmis slayt gerektirir.

4. H&E ile boyanmis slaytta tanimlanan tUmaér alaninin boyanmamis
slaytlardaki tamor alanini temsil ettiginden emin olmak icin test
islemi icin doku boélumlerinin H&E boyamasi icin kesilen doku
bolumune bitisik olarak kesilmesi dnerilir.

5. Bir patolog, tumdr olmayan c¢evre doku hari¢, H&E ile boyanmis
slayttaki canliinvaziv meme karsinomu boélgesini daire icine almalidir.

6. Bir patolog veya egitimli bir laboratuvar teknisyeni, H&E ile boyanmis
slaytin daire icine alinmis alanricindeki tumaor hicreselligini ve timor
ylzey alanini tahmin etmelidir.

a. H&E ile boyanmis slayttaki timor hicreselligi yizdesi > %10
olmalidir
b. H&E ile boyanmis slayttaki daire icine alinmis tumor ylzey
alani >4 mm? olmalidir
*Tumor  hucresellik — yazdesinin,  daire icine alinmis  tumor
alani icindeki canl timor hdcrelerinin yizdesini ifade ettigini
unutmayin.

7. Test icin girdi olarak 100 mm?den buyuk bir toplam tumor ylzey
alani 6nerilir. Asagidaki tablo, H&E ile boyanmis slaytta 6lctlen timor
ylzey alanina dayali olarak dnerilen slayt sayisini gostermektedir.

8. Doku inceleme sUreci, tumor blogunun yetersiz tumér alanina
veya yetersiz timor hicreselligine sahip oldugunu gdsterirse, ayni
tumorden farkl bir blok degerlendirilebilir. Yeterli timor dokusu
iceren FFPE bloklari yoksa Prosigna Testi yurtttlmemelidir. Latfen
20 mm?den daha az yUzey alanina sahip timorler icin RNA girdisi
gerekliliklerinin - karsilanmama olasiliginin  daha fazla oldugunu
unutmayin.
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1.2 Numune Toplama ve Saklama

1.

Laboratuvarin  standart isletim prosedurlerine gbére sunlar
gerceklestirilebilir. doku toplama ve formalin ile fiksasyonu, FFPE
tumor blogunun elleclenmesi ve saklanmasi ve slayta yuklenmis
FFPE dokusunun nakliyesi.

Slayta yuklenen FFPE doku kesitleri, laboratuvarin standart isletim
prosedUrlerine gore saklanmalidir. Daha uzun sure saklanacaksa (>
30 gun), slaytlar kuru bir ortamda saklanmali ve test sonuclarinin
kalitesinden emin olmak icin 9 ay icinde isleme alinmalidir.

1.3 Slayt Hazirlama

1.

N

o v A W

Bir mikrotom kullanarak, H&E boyamasi icin 4-5 pm kalinliginda bir
kesit kesin.

Bir mikrotom kullanarak, Prosigna Testinde kullanilmak tzere 10 um
kalinliginda kesitler kesin.

Kesitleri 40°C'de bir su banyosunda ytzdurun.

Kesitleri pozitif yuklt cam mikroskop slaytlarina yikleyin.

Slaytlari hava ile kurumaya birakin.

Slaytlari gece boyunca 45°C'de firinlayin.

1.4 Slayt isleme

1.

1,5 ml gliserol stokunu 48,5 ml molekuler uygulamada kullanima
uygun, ntkleaz icermeyen su ile karistirarak %3 gliserol calisma
soltisyonu hazirlayin; uygun sekilde dlceklendirin. Slaytlariislemek
icin ¢cozeltiyi bir Coplin kavanozuna dékun.

Yaklasik 200-250 ml D-Limonen temizleme maddesini iki boyama
kabina dokun ve slayt rafindaki slaytlarin tamamen suya batmasini
saglayin.

Uclinct bir boyama kabina yaklasik 200-250 ml mutlak Etanol
(EtOH) dokun.

. Boyanmamis slayta sabitlenmis doku kesitlerini bir slayt rafina

verlestirin.

Slayt rafini ilk D-Limonen boyama kabina yerlestirin ve slayt rafini
10-15 saniye boyunca hafifce ileri geri sallayin. Rafi toplam 2 dakika
streyle ilk D-Limonen boyama kabinda birakin.

Slayt rafi ilk D-Limonen boyama kabindan ikinci D-Limonen kabina
tasiyin. Slayt rafini 10-15 saniye boyunca hafifce ileri geri sallayin.
Slayt rafini toplam 2 dakika sUreyle ikinci D-Limonen boyama
kabinda birakin. Tum parafinin uzaklastirildigindan emin olun; aksi
takdirde, rafini yaklasik 1 dakika daha ikinci D-Limonen boyama
kabinda birakin.

Slayt rafini ikinci D-Limonen boyama kabindan EtOH banyosuna
tasiyin. Slayt rafini 10-15 saniye ileri geri hafifce calkalayin ve 2 dakika
sonra ¢ikarin.

Slaytlart 5-10 dakika veya tamamen kuruyana ve doku beyaz
gorlnene kadar kurumaya birakin (doku boyutuna bagli olarak bu
daha uzun surebilir).

Karsilik gelen H&E ile boyanmis slaytla hizalayarak ve belirtilen alanin
verini degistirerek, boyanmamis slaytlarin arka tarafindaki tumor
alaninin ana hatlarini ¢izin.

. Her seferinde bir slaytla calisarak, ana hatlari cizilen boyanmamis

slayt Uzerindeki dokuyu, slayti %3 gliserol c¢ozeltisine batirarak
yeniden sulandirin.
Laboratuvar dokusunu iceren slayttaki fazla gliserolt uzaklastirin.

. Birden fazla slayti islerken, kullanici diger slaytlari yeniden

sulandirirken slaytlari bir kurutma rafinda kurumaya birakabilir.

. Bir tiras bicadl veya nester ile ana hatlari cizilen tumor alanini

cevreleyen timor olmayan dokulari kaziyin ve atin.

. Slaytin bir ucunu tutarak ve diger ucunu 45 derecelik bir aciyla saglam

bir ylzeye dayayarak, makroskopik diseksiyon uygulanmis tumor
dokusunu bir tiras bicaginin kenarina toplayin. Doku toplanirken tiras
bicaginin Gzerine kolayca "kivrilmalidir”.

. Ayni numuneden alinan her slayt icin énceki adimi tekrarlayin.

Not: Tek bir FFPE 6rneginden alinan ¢ok sayida boyanmamis slayt,
ayni tiras bicagdi Gzerinde toplanabilir.



16. Ayni numuneden doku kesitlerini etiketli 1,5 ml mikrosantriftj tiptne
yavasca kaydirin.

17. Kullanilmissa, diseksiyon ignesini veya forsepsi birkac saniye
D-Limonene batirarak ve doku numuneleri arasinda kurutarak
temizleyin.

11.5 RNA izolasyonu

NanoString, Ozellikle Prosigna ile kullanim i¢in onaylanmis olan Roche
FFPET RNA izolasyon Kitinin kullaniimasini énerir.

Asagidaki ozellikleri karsilayan slayta sabitlenmis FFPE meme tumért doku
kesitlerinden RNA veriyorlarsa, Prosigna icin numune hazirlamak icin baska
RNA izolasyon kitleri kullanilabilir:

Tablo 6: RNA izolasyon Kiti spesifikasyonlari

Olciiler Test veya Ol¢ciim Spesifikasyon
RNA konsantrasyonu 260 nm'de Optik Yogunluk =12,5ng/ul
RNA toplam hacmi (ul) | Toplam elte edilen hacim =12l

260 nm'deki optik
yogunlugun 280 nm'deki

RNA safligi optik yogunluga orani (OD 17-23
260/280 nm)
DNA Kontaminasyonu Eltie edilmis RNA 6rneginin <1ng/ul

genomik DNA icerigi

izole edilmis RNA

RNA Bitinlugii izole edilmis RNA fragmanlarinin 2%90' >
9 fragmanlarinin boyut dagilimi | 100 nukleotid uzunlugunda
olmalidir

RNA izolasyon Prosediirii:

Roche FFPET RNA izolasyon Kiti disinda bir kit kullaniyorsaniz, makroskopik
diseksiyon uygulanmis timoér dokusundan RNA'yi Greticinin talimatlarina gére
izole edin.

Asagidaki talimatlar, Prosigna ile kullaniimasi 6nerilen Roche FFPET RNA
izolasyon Kitine aittir. icerik bilgileri ve saklama, giivenlik ve kullanim
talimatlari icin liitfen Roche FFPET RNA izolasyon Kiti Prospektiisiine bakiniz.

Calisma Cozeltilerinin Hazirlanmasi

1. Doku 6zutleri ve RNA izolasyonu ile devam etmeden 6nce calisma
solUsyonlarini hazirlayin:

Calisma Cozeltilerinin Hazirlanmasi
Reaktif Prosediir
Yikama 15 ml %100 Etanol ekleyin, hazirlanmis WBI'yi
Tamponu | +15 ila +25°C’de saklayin
(WBD* )
Tikama 80 ml %100 Etanol ekleyin, hazirlanmis WBII'yi
Tamponu Il
(WB2)" +15 ila +25°C'de saklayin.
Liyofilize Proteinaz K'y1 4,5 ml Reaktif Hazirlama
Proteinaz K Tamponu (RPB) icinde ¢ozun.
(PK) 600 pl alikotlar hazirlayin, alikotlari etiketleyin ve
-15ila -25°C'de saklayin.
Liyofilize DNaz I'i 740 ul Reaktif Hazirlama
DNaz | Tamponu (RPB) icinde ¢ozun.
(DNaz )" 50 ul alikotlar hazirlayin, alikotlar etiketleyin ve
-15ila -25°C'de saklayin.

Not: Yildiz (*) ile isaretlenmis maddeler doku sindirilene kadar
gerekli degildir.

Doku Sindirimi

1. Yeterli sayida Proteinaz K (PK) alikotunu c¢ozin. Cozuldikten
sonra, alikotlar kullanima hazir olana kadar buz Gzerinde saklanir.
Not:Bir600 ulPK alikotu, 4 doku 6zutuicin yeterli Proteinaz Kigerir.

2. Doku iceren numune tuplerine 100 pl Doku Lizis Tamponu (TLB), 16
ul %10 SDS ve 120 pl Proteinaz K ¢alisma soltsyonu ekleyin.

3. Doku iceren numune tuplerini birkac saniye vorteksleyin ve kisa stre
asagl dogru dondarun.

4. 55°C'de gece boyunca (12 saat - 23 saat) inkUbe edin.

RNA izolasyonu

1. Dokunun tamamen sindirilip sindirilmedigini belirlemek icin numune
tuplerini ¢iplak goézle inceleyin. Tam bir 6zut berrak goértnecek ve
soltisyonda ¢ok az doku bulunacak veya hic doku bulunmayacaktir.

a. Sindirim tamamlandiysa, bir sonraki adima gegin.
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b.  Ozut tamamlanmadiysa, 20 pl ek Proteinaz K ekleyin ve bir
saat daha inktbe edin.
Tum numuneleri kisa stire donddrin (mini santriftjde < 30 saniye).
Numuneleri 80°C'de 15 dakika inkUbe edin.

. Yeterli sayida DNaz alikotu hazirlayin veya ¢dzin. Cozuldtkten

sonra, alikotlar kullanima hazir olana kadar buz Uzerinde saklanir.
Not: Bir 50 ul DNaz alikotu, 4 RNA izolasyonu icin yeterli DNaz icerir.
DNaz' DNaz inkibasyon Tamponunda (DIB) seyreltin. N (say!)
RNA izolasyonu icin gerekli miktar: (N+1) x 90 ul DNaz inkibasyon
Tamponu + (N+1) x 10 pl DNaz. Seyreltilmis DNaz ¢ozeltisini kullanima
hazir olana kadar buz Uzerinde saklayin.

Her numuneye 325 ul Parafin Baglama Tamponu (PBB) ve 325 pl
mutlak Etanol ekleyin ve pipetleme yaparak karistirin.

Kisa stre dondurtn (mini santrifijde < 30 saniye).

High Pure Filtre Taptnd High Pure Toplama Tupdne yerlestirin.
Numuneyi, herhangi bir doku kalintisindan kacinarak filtre taptntn
Ust haznesine pipetleyin.

.6.000 x g'de 30 saniye santrifjleyin.
. High Pure Filtre Taptnt yeni bir High Pure Toplama tUpUne yerlestirin

(akis iceren eski toplama tUpunu atin).

. Filtre kecesini tamamen kurutmak icin 2 dakika 16.000 x g'de

santriftjleyin.

. High Pure Filtre TupUnU yeni bir High Pure Toplama tUpune yerlestirin

(akis iceren eski toplama tUpunu atin).

. High Pure Filtre Tupu filtre kecesine 100 ul seyreltilmis DNaz

soltisyonu ekleyin ve +15 ila +25°C'de 15 dakika inktbe edin.

. High Pure filtre kegesine 500 pl Yikama Tamponu | ¢alisma soltsyonu

(WBT1) ekleyin, 6.000 x g'de 20-30 saniye santrifujleyin, akintiyr atin.

. High Pure filtre kecesine 500 ul Yikama Tamponu Il calisma

soltsyonunu (WB2) ekleyin, 6.000 x g'de 20-30 saniye santriftjleyin,
akintiyr atin.

. High Pure filtre kegesine 500 ul Yikama Tamponu Il calisma

soltsyonunu (WB2) ekleyin, 6.000 x g'de 20-30 saniye santriftjleyin,
akintiyr atin.

. Filtre kecesini tamamen kurutmak icin 16.000 x g'de 2 dakika

santriftjleyin.
High Pure Filtre Tupunt etiketli RNaz icermeyen 1,5 veya 1,7 ml
mikrosantriftij tUptne yerlestirin.

20.High Pure filtre kecesinin ortasina 30 ul Elusyon Tamponu (EB)

21.

ekleyin.
+15 ila +25°C'de 1 dakika inktbe edin.

22.RNA'yI kolondan ayristirmak icin 6,000 x g'de 1 dakika santrifujleyin.

High Pure filtre tUpUnu ¢ikarin ve atin.

23.Mikrosantriftj tipunde ayristirilan RNA'yI maksimum hizda 2 dakika

santriftjleyin.

24.QOrijinal tupln altindaki filtre kegesinden yikama ile uzaklastiriimis

olabilecek herhangi bir cam elyafi bozmadan stpernatani 0,5 ml
vidall kapakli bir tipe aktarin.

25.Ayni is glinU icinde izole edilmis RNA'nin konsantrasyonunu ol¢ln

(+2 ila +8°C'de saklayin) veya kullanima kadar -70°C veya altinda
dondurun.

1.6 RNA Konsantrasyonu ve Kalitesini Olcme

1.

10.3  Ekipman  Spesifikasyonlarinda  belirtilen  tanimlanmis
spesifikasyonlari saglayan bir spektrofotometre kullanarak izole
edilmis RNA'nin 2 ul'sinin optik yogunlugu (OD) 260 ve 280 nm'de
olctn. Optik yodunluk okumasini etkileyebilecek herhangi bir cam
fiber kalmasl durumunda kaynak tUpuntn altindan 2 pl hacmi
pipetlemekten kacinin.

RNA 6lcuma icin spektrofotometre Ureticisinin talimatlarini izleyin.
Herhangi bir numune minimum RNA safli§i veya konsantrasyon
Olctlerini karsilayamazsa (Tablo 6), numune tUpUnd maksimum
hizda (> 10.000 x @) 1 dakika santrifujleyin, tupt buza koyun ve
Olctim islemini tekrarlayin. Numune, saflik veya konsantrasyon
Olctimlerinden herhangi birinde basarisiz olmaya devam ederse,
RNA numunesi Prosigna Test prosedurd altinda analiz icin uygun
degildir. Prosigna Testinde yetersiz kalitede veya miktarda RNA
kullanmayin.

. Minimum  konsantrasyon veya minimum saflik  6zellikleri

karsilanmazsa RNA  ekstraksiyonu tekrarlanabilir  (Tablo 6).
Kullanicilar, ayni FFPE blogundan ek slaytlar izole etmeyi veya ayni
hastadan ayri bir blok secmeyi tercih edebilir.



5. RNA konsantrasyonu 250 ng/ul'yi asarsa, asadi akis hibridizasyon
testini gerceklestirmeden énce molekuler alanda kullanima uygun
RNaz ve DNaz icermeyen su ile 200 ng/ul hedef konsantrasyona
seyreltilmelidir. Seyreltilmis numunenin minimum RNA safligi 1,7'yi
karsilayip karsilamadigini belirlemekicin seyreltiimemis numuneden
kaydedilen OD 260/280 oran sonucunu kullanin.

6. Prosigna Testi ayni is guni icinde tamamlanamazsa RNA'yl -70°C
veya altinda dondurun.

1.7 Test Prosediirii

Bu test prosedurt, NanoString nCounter Dx Analiz Sistemini kullanarak
Prosigna Testini gerceklestirmek icin gerekli adimlari agiklar. Bu adimlar birbirini
izleyen iki ginde asagidaki kategorilerde 6zetlenebilir:

Gin1

* Web uygulamasinda Calisma Seti Kimligi (Run Set Identification,
RSID) kaydini yapin

* Prosigna Kod Seti ile RNA hibridizasyonunun kurulumu (30 dakikalik
kurulum, 15-21 saatlik hibridizasyon)

Giin 2

+ Hazirlama istasyonunun kurulumu ve calistinlmasi (20 dakikalik
kurulum, yurGttlen numunelerin sayisina bagli olarak yUritme
basina 2-3 saat)

« Kartusun Dijital Analiz Cihazinda kurulumu ve taranmasi (kurulum
icin 5 dakika, yurttulen numunelerin sayisina bagl olarak her Kartus
icin 2,5-4,5 saat)

* Rapor Alma (30 dakika)

Hasta Numune Seg¢imi ve Seri Kurulumu

1. Test calismasinin par¢asl olacak hasta numunelerini belirleyin. Tek bir
seriye 10 adede kadar numune dahil edilebilir

a. Seriicindeki her numune, cihazdaki Calisma Seti Kimligi'nin
bir parcasi olarak kaydedilen ve hibridizasyon icin kullanilan
12 kuyulu bir serit tup icinde benzersiz bir konuma atanacaktir
(Calisma Seti Kimligi web uygulamasi yazilimi aracilidiyla
gerceklestirilir). T ve 2 pozisyonlarinin Referans Numune icin
ayrildigini ve pozisyon 3-12'nin tumoér RNA numuneleri igin
oldugunu unutmayin.

b. Asadidaki resimde, serit tUpln yandan 1) ve Ustten 2)
goranust gosterilmektedir. islem sirasinda numune diizeninin
korunmasina yardimciolmakicin serit tpler, reaksiyon kuyulari
Tve 2 (A)ile 8 ve 9 (B) arasinda asimetrik olarak kilitlenmistir.
Serit tUpler ayrica, standart santriflj adaptorlerini yerlestirmek
icin gerekirse serit tUpuntn kesilmesini kolaylastirmak icin
reaksiyon kuyulari 6 ve 7 (C) arasinda ¢entiklidir.

Sekil 6: Kilitli serit tlplerin ¢izimi

1)

A
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Reaksiyon Kuyusu

2. Seri icindeki her numune ic¢in hibridizasyon reaksiyonuna eklenecek
RNA ve su (gerektiginde) miktarini hesaplayin.

a. Test icin 6nerilen RNA girisi 250 ng'dir. Hibridizasyon i¢in
kabul edilebilir RNA giris araligi 125-500 ng'dir.

b. Istenen numune girisini  (Brnegin 250 ng) odlculen
konsantrasyona bolerek hibridizasyon reaksiyonuna eklenecek
RNA numunesinin hacmini (mikrolitre cinsinden) hesaplayin.

c. Numunenin hesaplanan konsantrasyonu 12,5 ng/ul ile 25 ng/
ul arasindaysa, maksimum hacim olan 10 ul'yi ekleyin.
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d. 10 pl'den az gerektiren numuneler icin, 10 pl toplam
numune hacmi olusturmak icin gereken su hacmini
hesaplayin.

Ornek: Olcilen RNA konsantrasyonu 85 ng/ul olan bir numune
icin, toplam 250 ng kutle icin 2,9 ul numune gereklidir ve kalan
reaktifleri eklemeden ¢nce hacmi 10 pl'ye getirmek icin 71 ul su
gerekir. Denklemde: 250 ng + 85 ng/ul =29 ul

Numune Kayit ve isleme

Kullanicl, nCounter Dx Analysis System Services web uygulamasini
kullanarak her numune grubu icin numune kimliklerini serit tUp konumuyla
(3-12) iliskilendiren benzersiz bir Calisma Seti Kimligi olusturacaktir. Kullanicl,
nCounter Dx Analysis System Services web uygulamasini kullanma talimatlari
icin Kullanim Kilavuzuna basvurabilir.

1. RNA kullanimdan once dondurulmussa, devam etmeden 6nce
asagidaki adimlari gerceklestirin:

a. RNA o6rneklerini tamamen c¢ozdurin ve buz Uzerinde
saklayin.

b. CozUIMUs numune tuptnd maksimum hizda (> 10.000 x g) 1
dakika santriftjleyin ve tekrar buza koyun.

2. Test edilen hasta numunesi sayisina (1, 2, 3, 4 veya 10) gére uygun
Prosigna test kiti boyutunu secin. Cézdtrmek icin asagidaki Kod Seti
kiti reaktiflerinin her birinin ttptnt -80°C dondurucudan ¢ikarin.
Sonraki adimlara hemen gecilmeyecekse reaktifleri buz Uzerinde
saklayin.

a. Prosigna Raporlama Kod Seti (Kapakta yesil etiket)

b. Prosigna Yakalama Prob Seti (Kapakta gri etiket)

c. Prosigna Referans Numune (Kapakta etiket yok)

3. Kod Setilot barkod etiketini ve bir test yapilandirma kodunu Kod Seti
kutusundan ¢ikarin.

4. Bir web tarayicisi kullanarak, IVD nCounter Dx Analiz Sistemi web
uygulamasinda oturum ac¢in ve dijital kayit formlarini kurmaya
baslamak icin test tipi olarak Prosigna'yi secin.

5. Ana Sayfada “Create New Run Set - Yeni Calisma Seti Olustur”
secenegini segin.

6. Bir Prosigna ¢alismasini tanimlarken ilk gerekli alan Calisma Seti
Kimligidir. Numune serisini tanimlamak icin Calisma Seti Kimligi
alanina benzersiz bir tanimlayici girin.

7. Test Yapilandirma Kodunu tarayin veya web uygulamasina manuel
olarak girin. Bu tarandiktan veya girildikten sonra atilabilir.

8. Kod Seti Kit Numarasini tarayin veya web uygulamasina manuel
olarak girin.

9. Ardindan, serit tipun Ggtnct pozisyonunda/kuyusunda bulunacak
numune igin benzersiz numune kimligini karsilik gelen numune
kimligi alanina girin.

a. Bir barkod tarayici kullanarak veya bir klavye ile numune
kimliklerini manuel olarak girerek hasta RNA Numune
Kimliklerini girin.

b. Her numune kimligini girdikten sonra, sonraki numuneye
girmeden 6nce numune icin gerekli acilan alanlari (gros
tumor boyutu ve nod durumu) doldurmak icin sekmeye gelin.

i.  Testicin uygun nod kategorisini (sifir, 1-3, = 4) secmek
icin hastanin patolojik degerlendirmesi sirasinda
belirlenen pozitif nod sayisini kullanin.

ii. Test icin uygun gros tumor boyutu kategorisini (=
2 cm veya > 2 c¢cm) secmek icin hastanin patolojik
degerlendirmesi sirasinda belirlenen 6lgtlen gros
tumor boyutunu veya evresini kullanin.

c. Hernumune icin istede bagli Not alanina herhangi bir yorum
girilebilir.

Not: Herhangi bir serit tip kuyusu/pozisyonu gerekli degilse, kalan
alanlari bos birakin. Daha fazla numune icin ek alanlar gerekiyorsa,
daha fazla numuneyi barindiran farkli bir test konfigtrasyonu
kullanin.

10. Numune  girisini  tamamladiktan
asagidakileri alacagini belirtin

a. Hazirlama istasyonu ve Dijital Analiz Cihazi calistirmalarr icin
durum guncellemeleri.

b. Nihai raporun mevcut olduguna dair bildirim.

1. Tamamlanan Calisma Set'ini kaydedin.

a. Calisma Seti Calisma Sayfasi yazdirilabilir ve numune
izlenebilirligi ve dogrulama amaclari icin kullanilabilir.

sonra, hangi kullanicilarin



Hibridizasyon Reaksiyon Prosediirii

Not: Asagidaki adimlarda on (10) hasta numunesi ve iki (2) referans
numune oldugu varsayllmaktadir.

Not: Raporlama Kod Setini 3.000 x g'den hizli veya 10 saniyeden fazla
dondirmeyin ve dondurmek icin “darbe” uygulamayin. Bunu yapmak,
santriftjun maksimum hiza ulasmasina neden olacaktir ve Kod Setini
cozeltinin disinda dondurebilir.

1.

Ist blogunu 30 ul hacim, hesaplanan blok ve kapak sicakligi ve
"sonsuza kadar" zaman ayarini (veya esdeder tutma suresi ayarini)
kullanarak programlayin. Isi blogunun sicakligini 65°C'ye ve isitiimis
kapagl 70°C'ye ayarlayin.

Not: Asagidaki adimlar icin, numunelerin serit tlpe eklendigi sirayi
korumak ve Calisma Seti Kimligindeki sira ile eslestiklerinden emin
olmak cok dnemlidir.

2.

1-6 konumlarini 7-12 konumlarindan ayirt etmek icin saglanan Kkilitli
12 kuyulu serit tlpU etiketleyin (serit tip resmine bakin).

Gerekirse, adaptorlt bir mini santriftje si§acak sekilde serit tupt
ikiye bolun.

Kilitli serit ttptn 1 ve 2 pozisyonlarina 10 ul Referans Numuneyi
pipetleyin.

Kilitli serit tUpteki ilgili pozisyonlara her numune icin gereken
hesaplanan su hacmini pipetleyin.

Her numune icin yeni bir pipet ucu kullanarak kilitli serit tupteki
uygun pozisyona her numune icin gereken hesaplanmis RNA
hacmini pipetleyin.

Hasta numunesi serit tUpe eklendikten sonra, numune tupunin
serit tUpe eklenme sirasini koruyarak numune tlpund bir numune
tupt rafina yerlestirmeniz onerilir. Bu, tim numuneler serit tlpe
eklendikten sonra numunelerin  amaclanan sirayla eklendigini
dogrulamak icindir.

Tum numuneler serit tipe eklendikten sonra, serit tipte numune
sirasinin korundugunu dogrulayin (Numune sirasini dogrulamak icin
Calisma Seti Calisma Sayfasl kullanilabilir).

a. Gerekirse, son duzende numune sirasini yansitmak icin Web
Uygulamasli yazilimini kullanarak Calisma Seti Kimligini dizenleyin
(mevcut bir Calisma Seti Kimligini duzenleme talimatlari icin
nCounter Dx Analiz Sistemi Kullanim Kilavuzuna bakin).

Numune emri dogrulandiktan sonra, tek tek RNA numune tdplerini
buza geri koyun.

. 130 pl Hibridizasyon Tamponu ve 65 pl Raporlama Kod Setiiceren bir

ana karisim olusturun.

Not: Raporlama Kod Seti buz Uzerinde saklandiysa, Hibridizasyon
Tamponunu  eklemeden once 1 dakika oda sicakliginda
dengelenmesine izin verin.

. Pipetleyerek karistirin ve ana karisimi kisa stre dondarun.

Not: Ana karisimi buzun Uzerine koymayin.

. 12 kuyunun her birine 15 ul ana karisim pipetleyin. Her kuyu icin yeni

bir pipet ucu kullanin.
Not: Bir sonraki adimin tamamlanmasindan sonra, serit tip 15 dakika
icinde 65°C'de 1sI bloguna yerlestirilmelidir.

. Her kuyu icin yeni bir pipet ucu kullanarak her kuyuya 5 ul Yakalama

Prob Seti ekleyin.

. Serit tUp kuyularini kapatin ve tam karistirmayi saglamak icin serit

tapund birkag kez ters cevirerek ve parmagdinizla hafifce vurarak
reaktifleri karistirin.

. Serit tupteki numuneleri bir pikofj veya mini santriftjde (< 3000 x g

'de) kisaca donduaran.
Not: 12 kuyulu bir serit tupt alabilen bir pikoftj veya gerekirse
kesilmis serit tUpleri alabilen bir mini santriftj kullanin.

. Serit tupleri, 1sitiimis kapakli 65°C'lik bir 1s1 bloguna yerlestirin.

Hibridizasyon testlerini 15-21 saat boyunca 65°C'de inkUbe edin.
Hibridizasyonlar, Hazirlama Istasyonunda islenmeye hazir olana
kadar 65°C'de birakilmalidir.

Not: Kullanilmayan Kod Setini atin.

nCounter Hazirlama istasyonunda Numunelerin islenmesi

Dijital Analiz Cihazi ile iliskili Hazirlama Istasyonunu bulun.

nCounter Kartusu -20°C'de saklandigi yerden c¢ikarin ve folyo
posette 10-15 dakika oda sicakliginda dengelenmek Uzere bekletin.
Not: Ayni kit lotundan bilesenlerin birlikte kullanildigindan emin olun.
Kartus oda sicakligina ulastiginda, Kartusu Hazirlama Istasyonu
katina yuklemeden dnce folyo posetten ¢ikarin.

nCounter Hazirlama Plakasini/Plakalarini 4°C'de saklandiklari yerden
¢ikarin ve 10-15 dakika oda sicakliginda dengelenmesini bekleyin.
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Not: 1, 2, 3 veya 4 testlik Prosigna kiti kullanilarak gerceklestirilen
islemler icin yalnizca bir Hazirlama Plakasi gereklidir.

Hazirlama Plakalarini Hazirlama istasyonu katina ytklemeden énce
kuyularin dibindeki sivilari toplamak icin Hazirlama Plakalarini 2000
x g'de 2 dakika santrifujleyin.

Kartuslar ve Hazirlama Plakalari oda sicakligina gelirken, Hazirlama
istasyonunu nCounter Hazirlama Paketi sarf malzemeleriyle hazirlayin.
nCounter Hazirlama Istasyonu dokunmatik ekran arayUzini
kullanarak testiniz icin “Diagnostics - Tanl” dugmesini secin.

Ana MenU ekraninin altinda, dokunmatik ekran araytztnde “Process
Samples - Numuneleri isleme Al” digmesini secin.

Halihazirda islenmekte olan numunelerin RSID'sini dogrulamak icin
ekranda gosterilen mevcut Calisma Seti Kimlikleri (RSID) listesine
goz atin.

. Ekrana dokunarak RSID'yi secin ve dokunmatik ekran araylzinde

"Next - leri” yi secin.

. Dokunmatik ekran araylUzinde, ekrandaki her bir tupe bakarak

ve numune bilgilerine capraz referans yaparak uygun RSID'nin
secildigini dogrulayin.
a. Calisma Seti Calisma Sayfasi, numune izlenebilirligi ve
dogrulamast icin burada kullanilabilir.
b. Yanlis RSID secilmisse, "Back - Geri" dugmesine dokunun ve
dogru RSID'yi secin.
c. RSID dogruysa ancak numune girisi hatalart mevcutsa, "Back
- Geri" dugmesine dokunun ve bir bilgisayar is istasyonuna
gidin ve web uygulamasi araciligiyla RSID'yi dtzenleyin.

Sekil 7: Hazirlama istasyonunda bir Calisma ekraninin islenmesi
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Asadidaki birkac ekranda, acik alanlarda istenen Reaktif Barkod
Kimliklerini taramaniz veya gerekli sarf malzemelerinin kat yerlesimini
onaylamaniz istenecektir. Her gorevi gerceklestirdikten sonra, bir
sonraki komut istemine gecmek icin dokunmatik ekran araytzinde
"Next - Ileri” 6gesini secin.

Not: 1, 2, 3 veya 4 testlik Prosigna kiti kullanilarak gerceklestirilen
yartutmeler icin yalnizca bir Hazirlama Plakasi ve bir bos isitici serit
tupu gereklidir. 1, 2, 3 veya 4'lu test kiti yuratmeleri icin Hazirlama
Plakasini ve bos isitici serit tipl Hazirlama istasyonu katindaki ilgili
on konumlarina (kullaniciya en yakin) yerlestirin.

. Numuneleri i1si blogundan ¢ikarin.

Not: Numuneleri i1sI blogundan c¢ikardiktan sonra 15 dakika icinde
Hazirlama Istasyonu yaritme islemini baslatin.

. Serit tupt/tupleri bir pikoftj veya mini santrifj icine yerlestirin ve

kisa stre asagi dogru dondurin (< 3000 x g'de).

TUp kapaklarini serit tiplerden nazikce cikarin.

Serit tUpteki centikler ve Hazirlama istasyonundaki kilavuzlar,
numuneler icin  dogru sira ve ydnlendirmenin korunmasini
saglamalidir.

. Serit tupd/tupleri kuyularla birlikte soldan saga 1-12 sirasiyla

nCounter Hazirlama Istasyonu katina verlestirin. 1, 2, 3 veya 4'lu
test kiti kullanilarak bir ylrutme gerceklestiriliyorsa, uygulanabilir
oldugunda, serit tUptn vyalnizca ilk yarisinin (kuyu 1-6) kattaki
numune tdpU tutucusunun sol tarafina yerlestiriimesi gerekir. Lutfen
yalnizca 1-6 kuyularinin kullaniimasinin énemli oldugunu unutmayin;
serit tUpun ikinci yansi (kuyu 7-12), tapun ¢entikli tasarimi nedeniyle
tutucunun sol yarisina sigmayacaktir.

. Serit tuplerin Hazirlama istasyonuna sikica oturdugundan emin olun

ve metal kapagi kapatin.

. Kapak dizgin kapanmazsa, kat dudzeninin onaylanmasi sirasinda

kapadl kapatmaniz istenecektir.
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20. Dokunmatik ekran araytzinde "Next - ileri” yi secin.

21. Istendiginde cihazin kapisini kapatin ve kat yerlesimi dogrulamasini
baslatmak icin "Next - ileri” yi secin.

22. Bir hata olusursa, kat yerlesimi dogrulamasina devam etmek icin
belirli hatayla ilgili talimatlar izleyin.

Sekil 8: Hibridizasyon Sonrasi Kat Yerlesimi Dogrulama Hazirlama istasyonu

nCounter® Analysis System

Post-Hybridization - Validating Deck Layout
-o—o—o-0@

Logged in: joe

Current Time: 11/12 03:30:58 PM

FinishTime:  11/1205:54 PM
-~ ~
\ J

1%

Please wait while the deck layout is being validated...

23. Kat duzeni dogrulandiktan sonra dokunmatik ekran araylzinde
“Start Processing - Islemeye Basla” secenegini secin.

Not: Hazirlama istasyonunu baslatmakta sorun yasarsaniz, hibridize
edilmis numunelerinizi 1sl bloguna geri gdnderin, ancak maksimum
sure olan 21 saati asmayin.

24. Calistirma tamamlandiginda Hazirlama Istasyonundaki istemleri
izleyin.

25. Hazirlama istasyonu calismayl tamamladiktan sonra, Kartusu
Hazirlama Istasyonundan dikkatlice ¢cikarin ve Kartus yuvalarini
sagdlanan Kartus yuvasl yapiskan kapadiyla kapatin.

Not: Kartusun gece boyunca Hazirlama Istasyonunda acik kalmasina
izin vermeyin.

26. Numuneleri ayni giin icinde taramayacaksaniz, Kartusu 4°C'de opak
bir kutuda 1 haftaya kadar saklayabilirsiniz.

nCounter Dijital Analiz Cihazinda Kartusun Taranmasi

1. Numuneleriisleyen Hazirlama istasyonuna bagl Dijital Analiz Cihazini

bulun. Kartusu tarama icin nCounter Dijital Analiz Cihazina yUkleyin.
a. Dijital Analiz Cihazinin kapisini agin.
b. Eklenecek Kartusu bos bir yuvaya yerlestirin.
c. Kapiyl kapatin ve dokunmatik ekrana bakin.

2. Dijital Analiz Cihazi dokunmatik ekran aray(zU, konum durumunu hizl

bir sekilde tanimlamaya yardimci olmak i¢in birkac farkli grafige sahiptir:

a. Bos Konum: Bu yuva bos olup yeni bir Kartusun ytklenmesi
icin hazirdir.

b. Tam Mavi Kartus: Tarama tamamlanmistir.

ASAGIDAKI KARTUSLARI CIKARMAYIN:

a. Beyaz Kartus: Bu yuva, kayitl ancak taranmamis bir Kartus
icermektedir.

b. KismiMavi Kartus: Bu yuva, tarama strecinde olan bir Kartus
icermektedir

3. Taramayi bitiren kartuslar Dijital Analiz Cihazindan ¢ikarilabilir.

4. Bu, Dijital Analiz Cihazina yUklenen ilk Kartussa, “Diagnostics - Tani”
dugmesine dokunun, ardindan Dijital Analiz Cihazinda oturum
acmak icin “Main Menu - Ana MenU” secenedin secin. Dijital Analiz
Cihazi zaten Kartuslari tariyorsa, asagidaki 9. adima gecin.

5. Kartusu Dijital Analiz Cihazi Uzerindeki bos bir yuvaya (yukaridaki
konumsal durum kilavuzuna bakin) dikkatlice yerlestirin. Yuva
ve Kartus, dogru yoénlendirmeyi saglamaya yardimcr olmak icin
kilitlenmistir. Barkod yukari dontk olacaktir.

6. Yuva kapagdini indirin ve Kartusun dogru sekilde oturdugundan emin
olmak icin yuva kapagindaki acikliktan Kartusa bastirin.

7. “Start Counting - Sayimi Baslat” digmesine dokunun ve tarayicinin
tarama islemine baslamasini bekleyin. Dijital Analiz Cihazi Kartusu
taramaya basladiginda bir dizi kiictk ritmik tiklama sesi duyacaksiniz.

8. Ekrandaki Kartus konumunda (taramay! baslattiktan sonraki bes
dakika icinde) taramanin basladigini belirten mavi bir cubugun
gorunduguna teyit edin.

9. Halihazirda Kartuslari taramakta olan bir Dijital Analiz Cihazina
Kartus eklemek icin “Counting Cartridges - Kartuslar Sayiliyor”
ekraninda "Pause - Duraklat" secenegine dokunun ve Dijital Analiz
Cihazinin mevcut taramay! duraklatmasini bekleyin.
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10. Dijital Analiz Cihazinin kapisini agin.

1. Eklenecek Kartusu bos bir yuvaya yerlestirin (yukaridaki konumsal
durum kilavuzuna bakin).

12. Kapiyl kapatin ve “Resume - Devam Et” secenegine dokunun.

13. Tarama tamamlandidinda vyazilim, raporu daha &nce belirtilen
kullanici e-posta adreslerine génderir.

14. E-posta bildirimini aldiktan sonra, tamamlanmis Kartusu cikarin ve
kurumunuzun yénergelerine gore atin.
Not: Veri Kalite Kontrolt (KK) ile iliskili hatalarin yani sira basariyla
tamamlanan yurttmeler icin raporlar olusturulacaktir. Veri KK ile
iliskili olmayan bir hata durumunda raporlar olusturulmaz. Bdyle
bir durumda yardim icin NanoString Musteri Hizmetleri ile iletisime
gecin.

15. Bu e-postaya eklenen baglantiyl kullanarak web uygulamasini agin
ve su anda islenmekte olan RSID ile iliskili tum test raporlarini indirin.

16. Hatalarin Takibi: Bireysel numune veya Sistem hatasl icin test
raporunda 6zetlenen tavsiyeyi izleyin.
Not: Bireysel numune hatalari Sistem hatalari olarak kabul edilmez.

12 SORUN GIDERME VE TEST HATALARI

Tablo 7: Test Tekrari Gerektiren Hata Kodlari

Hata Kodu | Hata Aciklamasi Onerilen islem

5 Tarama Hatasl 250 ng RNA ile numuneyi tekrar calisin

7 Yiksek Sinyal 125 ng RN.A“H? pumune yeniden tanimlanir ve test
yeniden yUratultr

6 Dusiik Sinyal SOQ ng RNA |.\.e"numune yeniden tanimlanir ve test
yeniden yurutultr

20 Dustk Sinyal 500 ng RNA |_\_e__numune yeniden tanimlanir ve test
yeniden yurutalur

3 Dustlk RNA Sinyali 500 ng RNA |.\le“numune yeniden tanimlanir ve test
yeniden yUratultr

Testi Tekrar Etme Nedenleri:

1. Test raporu, basarisiz numuneleri belirleyecek ve hicbir test sonucu
rapor edilmeyecektir. Test sonuclarl, numunelerin testi gecmesi
durumunda rapor edilecektir.

2. Test raporu, test hatasi durumunda hatanin tartnd ve énerilen islemi
tanimlayacaktir. Basarisiz numunelerin RNA konsantrasyonu yeniden
Olctlebilir ve bir test sonucu elde etmek icin hata tipine ve kalan RNA
kutlesi miktarina bagli olarak numuneler yeniden test edilebilir (yeni
bir seri/RSID'nin parcasi olarak).

13 TESTIN SONUCLARI

Prosigna Testi, analiz sirasinda her 6érnede otomatik olarak uygulanan bir dizi
kalite kontrol 6lcumu icerir. Bu 6lcUler, sonuglarin beklenen degerler dahilinde
olup olmadigini belirlemek icin testin performansini degerlendirir. Bu kalite
kontrol dl¢tlerinin basarili analizi Uizerine Prosigna Testi asagidaki sonuglari verir:

Tablo 8: Prosigna Testinin sonuglari ve ¢iktisi

Sonug¢ Cikti Degerleri
Luminal A,
T ) Luminal B,
Meme Kanseri Numunesinin Intrinsik Alt Tipi HER2 zengin
Bazal benzeri
10 yil icinde Uzak NUks Olasiliginin Bireysel Tahmini %0-100

Nuks Riski (ROR) Skoru
Risk Kategorisi

13.1 intrinsik Alt Tipler

Bir meme kanseri timérinin intrinsik Alt Tipinin Erken Evre Meme Kanserinde
prognozla iliskili oldugu gdsterilmistir. Ortalama olarak, Luminal A tUmérd olan
hastalar, Luminal B, HER2 zengin veya Bazal benzeri timorleri olan hastalardan
anlamli olarak daha iyi sonuclara sahiptir?®.

0-100 o6lceginde tamsayi degeri
Dusuk, Orta, Yuksek

intrinsik Alt Tip, bilinmeyen bir numunedeki 50 genin gen ekspresyon profili ile
dortintrinsik alt tip icin beklenen ekspresyon profilleri karsilastirilarak tanimlanir.
En benzer profile sahip alt tip, bilinmeyen numuneye atanir.

Meme kanserinin en sik gortlen alt tipleri [imen luminal alt tiplerdir, Luminal
A (LumA) ve Luminal B (LumB). Onceki calismalar, Luminal A'nin meme
kanserlerinin yaklasik %30 ila %40'ni ve Luminal B'nin yaklasik %20'sini
olusturdugunu gostermektedir®. Bununla birlikte, hormon reseptort pozitif



hastalarin %90'Indan fazlasinda luminal ttmorler vardir. Bu alt tiplerin gen
ekspresyon paterni, meme dokusunun Itimen epitel bilesenine benzerdir®. Bu
tumorler, yuksek dstrojen reseptodrt (ER) ekspresyonu, progesteron reseptodrt
(PR) ekspresyonu ve LIV1, GATA3 ve siklin D1 gibi ER aktivasyonu ile iliskili
genlerin yani sira luminal sitokeratin 8 ve 18 ekspresyonu ile karakterize edilir.
Luminal A meme kanserleri Luminal B meme kanserleriyle karsilastirildiklarinda
hicre dongust aktivasyonu ile iliskili genlerin daha dustk ekspresyonu
sergilerler ve bu da daha iyi bir prognoz sonucuna isaret eder.

Onceki calismalar, HER2 zengin alt tipin (HER2-E) meme kanserlerinin
vaklasik %20'sini olusturdugunu gostermektedir®. Bununla birlikte, HER2
zengin tumorler genellikle ER negatiftir. Bu nedenle test edilen ER pozitif
hasta populasyonunun sadece %5'inde HER2 zengin meme kanseri oldugu
bulunmustur. ER durumundan bagimsiz olarak, HER2 zengin timorler, ERBB2
ve GRB7 dahil olmak Uzere ERBB2 kumesinin yuksek ekspresyonuna sahip
vakalarin cogunda HER2-pozitiftir. Hlcre dongusu aktivasyonu ile iliskili genler
de yuksek oranda eksprese edilir.

Yayimlanmis veriler, Bazal benzeri alt tipin meme kanserlerinin yaklasik %20
'sini olusturdugunu gostermektedir®. Bununla birlikte, Bazal benzeri timorler
genellikle ER negatiftir. Bu nedenle, hormon reseptéri pozitif hastalarin sadece
%1'inde Bazal benzeri meme kanseri vardir. Bazal benzeri alt tip hemen hemen
her zaman klinik olarak HER2 negatiftir ve bazal epitelyal sitokeratinler (CK) ve
Epidermal Buytme Faktort Reseptort (EGFR) dahil olmak Uzere bir dizi "bazal”
biyobelirteci eksprese eder. Hicre dongusu aktivasyonu ile iliskili genler yuksek
oranda eksprese edilir.

13.2 ROR Puani

ROR skoru, tanimlanmis hedef populasyon icin bireysel bir hastanin 10 yil icinde
uzak nuks olasihigini ifade eden, 0-100 6lcedinde bir tamsay! degeridir. ROR
skoru, bilinmeyen bir numunedeki 46 genin ekspresyon profilini, dort farkli
korelasyon degerini hesaplamak Uzere yukarida aciklandigi gibi dort intrinsik
alt tip icin beklenen profillerle karsilastirarak hesaplanir. Bu korelasyon degerleri
daha sonra ROR skorunu hesaplamak icin bir proliferasyon skoru ve gros timaor
boyutu ile birlestirilir.

13.3 10 Yillik Uzak Niiks Olasiligi

Hormon reseptdrl pozitif erken evre meme kanserli menopoz sonrasl
kadinlardan olusan 2 kohort icin ROR skorlari, cerrahi ve 5 yillik adjuvan
endokrin tedavisi ve ardindan 5 yillik gézlemi takiben uzak ntks olmaksizin
sagkalim ile karsilastirildi (ayrintilar icin Klinik Performans Bolium 16.4’e bakiniz).
Bu iki calisma, %95 glven araligi dahil olmak Uzere, test edilen bu hasta
populasyonunda ROR skorunu uzak nuks olasiligi ile iliskilendiren bir modelle
sonuglanmistir.

13.4 Risk Siniflandirmasi

Test edilen hasta populasyonlarinda klinik sonugla ilgili kesim degerleri
kullanilarak ROR skorunun yorumlanmasina izin vermek icin risk siniflandirmasi
da saglanir.

Tablo 9: ROR araligi ve nod durumuna gore risk siniflandirmasi

Nod Durumu ROR Araligi Risk Siniflandirmasi

0-40 Dusuk

Nod-Negatif 41-60 Orta
61-100 YUksek
0-15 Dusuk

Nod-Pozitif (1-3 nod) 16-40 Orta
41-100 YUksek
Nod-Pozitif (= 4 nod) 0-100 Yiksek

13.5 Kalite Kontrol

Prosigna Testi bilesenlerinin her lotu 6nceden belirlenmis spesifikasyonlar
kullanilarak test edilir. Kit dtzeyindeki tim 6geler lot olarak izlenir ve her bir
kitin icerdigi kritik bilesenler birlikte test edilir ve bir Prosigna kit lotu olarak
serbest birakilir.

Prosigna Test kiti, her ¢alisma setinin kalitesini bir buttin olarak ve her numunenin
kalitesini ayri ayri degerlendirmek icin kullanilan bir dizi dahili kontrol icerir. Bu
kontroller asagida listelenmistir.

Seri Kontrol Seti: in vitro ortamda transkripsiyona ugramis RNA Referans
Ornegi

NanoString Prosigna Test kiti icinde kontrol olarak sentetik bir RNA Referans
Ornedi bulunur. Referans Numune, 50 algoritmadan ve 8 referans genden in vitro
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ortamda transkripsiyonla elde edilen RNA hedeflerinden olusur. Referans Numune,
12 reaksiyon seridi tuptnde 10 adede kadar bilinmeyen meme timodri RNA
numunesi seti ile birlikte her Prosigna Testi calismasinda iki kopya halinde islenir.

Referans Numuneden gelen sinyal, calismayi kalifiye etmek icin &nceden
tanimlanmis esiklere goére analiz edilir.

Meme tamort RNA numunesinin 50 algoritma geninin her birinden gelen
sinyal, Referans Numunenin karsilik gelen genlerine normalize edilir.

Pozitif Kontrol Seti: in vitro ortamda transkripsiyona ugratiimis RNA hedefleri
ve ilgili Yakalama ve Raporlama Problari

Sentetik RNA hedefleri, Prosigna Testi icin pozitif kontroller (PK'ler) olarak
kullanilir. PK hedef dizileri, Harici RNA Kontrol Konsorsiyumu (ERCC) DNA dizisi
kitapligindan® turetilir. RNA hedefleri, DNA plazmidlerinden in vitro ortamda
kopyalanir. Alti RNA hedefi, karsilik gelen Yakalama ve Raporlama Problari ile
birlikte 4 kat titrasyon serisinde (hibridizasyon reaksiyonunda 128-0.125 fM nihai
konsantrasyon) test kitine dahil edilir. PK'ler, her meme tumori RNA érnedine
ve Prosigna Testiyle test edilen Referans Ornege eklenir. PK'lerden gelen sinyal
yogunluklari énceden tanimlanmis esikleri karsilamiyorsa, numune daha sonraki
analizlere dahil edilmez.

Negatif kontrol seti: Hedefsiz eksojen problar

Negatif kontrol hedef dizileri, ERCC DNA dizisi kitapligindan turetilire. Bu hedef
dizileri saptamak icin tasarlanan problar, karsilik gelen hedef dizi olmadan test
kitinin bir parcasi olarak dahil edilmistir. Negatif kontroller (NK'ler) her meme
tumort RNA érnedine ve Prosigna Testiyle test edilen Referans Ornegine kalite
kontrol 6nlemi olarak eklenir. NK'lerden gelen sinyal yogunluklari énceden
tanimlanmis esikleri karsilamiyorsa, numune daha sonraki analizlere dahil ediimez.

RNA Biitiinliik Kontrol Seti: Referans genler

8 referans gen ve 50 algoritma genini tespit etmek icin tasarlanmis Yakalama
ve Raporlama Problari, Prosigna kitinin bir parcasi olarak dahil edilmistir. Sekiz
referans genin ekspresyon seviyeleri, FFPE doku 6rneginden ekstrakte edilen ve
Prosigna Testine girilen RNA'nIn Kalitesini belirlemek icin analiz edilir. Referans
genlerin ekspresyon seviyeleri énceden tanimlanmis esiklerin altina diserse,
numune daha sonraki analizlere dahil edilmez.

Referans genler, Referans Numune normalizasyonundan énce bir numunedeki
bozulmamis RNA miktarindaki herhangi bir farki normallestirmek icin de kullanilir.

14 PROSEDURLERIN SINIRLAMALARI

1. Prosigna Testi, formalinle sabitlenmis, parafine gdmult insan meme
dokusundan ekstrakte edilmis saflastiriimis RNA kullanilarak, bir
meme kanseri tumaordnun intrinsik alt tipini ve hastanin 10 yillik
uzak nuks riskini bir ROR skoru ve risk kategorisi olarak belirlemek
icin optimize edilmistir. Diger tip numuneler veya fiksatifler test
edilmemistir ve kullanilmamaldir.

2. Prosigna Testinin performansi, yalnizca bu prospektiste saglanan
prosedurler  kullanilarak — dogrulanmistir.  Bu  prosedurlerdeki
degisiklikler, testin performansini degistirebilir.

3. Prosigna Testinin performans ozellikleri, 5 yillik adjuvan endokrin
tedavisi ile tedavi edilen hormon reseptért pozitif erken evre meme
kanseri olan menopoz sonrasi kadinlar icin belirlenmistir. Diger
tedavi rejimleriyle veya diger hasta populasyonlarinda performans
belirlenmemistir.

4. Teste yetersiz kalitede veya miktarda RNA eklenirse, Prosigna Testi
gecerli bir sonuc veremeyebilir ve bunun yerine bir test basarisizlik
raporu bildirir.

5. Prosigna Testi sonuclarinin yorumlanmasi (intrinsik alt tip, ROR skoru,
risk kategorisi) diger klinikopatolojik faktorler, hastanin tibbi gecmisi
ve diger laboratuvar test sonuclari baglaminda degerlendiriimelidir.

6. Prosigna Testinin performansi, yukaridaki prosedure goére tanimlanan
Ozellikleri saglayan RNA ile belirlenmistir. Bu 6zellikleri karsilamayan
izole edilmis RNA ile performans belirlenmemistir.

7. Prosigna Testini etkiledigi bilinen maddeler arasinda genomik DNA
ve tumor olmayan doku (6r. normal doku) bulunur. Lutfen prosedure
baslamadan o6nce genel test hususlarina bakin. Canli invaziv
karsinom alani, prosedurt yUritmeden once bir patolog tarafindan
aclkca tanimlanmalidir. Ek olarak, her RNA numunesine DNaz ile
muamele edilmelidir. Hasta test numuneleriyle devam etmeden
once, Roche FFPET RNA izolasyon kiti disinda bir izolasyon Kiti
kullanilirken her yeni DNaz lotu saglanan 6zellige gore test edilmeli
ve nitelendirilmelidir.

10



15 BEKLENEN DEGERLER

Prosigna Testi, her timodr numunesi icin bir ROR skoru (0-100), intrinsik
bir alt tip (Luminal A, Luminal B, HER2 zengin veya Bazal benzeri) ve risk
kategorizasyonu (Dusuk, Orta veya Yuksek) bildirir. Asagida aciklanan iki
klinik dogrulama calismasina dayanarak, ATAC ve ABCSG-8 calismalarinda
anastrozol veya tamoksifen ile tedavi edilen HR+, erken evre meme kanseri olan
menopoz sonrasi kadinlarda beklenen ROR skorlarinin araligr ve sikhgr (Sekil
10), ROR'un nod durumuna gore uzak ntks olasiligr ile strekli iliskisi (Sekil 11)
ve ROR skorlarinin intrinsik alt tipe gore dagilimi (Sekil 9) gosterilmektedir. Bu
klinik validasyon calismalarina dayali olarak, risk kategorisine gore 10 yillik uzak
ntks olmaksizin sagkalim, Sekil 12 (Nod-Negatif hastalar) ve Sekil 13'te (Nod-
Pozitif (1-3 nod) hastalar) temsil edilmektedir.

15.1 Alt tipe gore ROR araligi
Sekil 9, Intrinsik Alt Tipe gére ROR Puaninin bir kutu grafigini gdstermektedir.

Sekil 9: intrinsik Alt Tipe Gére ROR Puaninin Kutu Grafigi

ROR

T T T T
HER2 Zengin

Luminal A Luminal B Bazal Benzeri

Alt tip

15.2 Nod durumuna gére ROR skorunun sikhgi

Sekil 10'daki histogram, ¢ nod tutulum grubunu ayirt etmek icin ROR skorunu
ve kategorik degiskenleri iceren tek bir Cox modeli kullanilarak olusturulmustur.

Sekil 10: ROR skoru ve nod durumu gruplarinin histogrami

Nod Durumuna Gére Ayrilan Hastalarin Gézlemlenen ROR Dagilimi:
10 Birim araliklar halinde gruplandiriimis

%250
M Nod Negatif

%20,0

W Nod Pozitif (4+ nod)

%15,0

%10,0

Yiizde (Bireysel nod durumu grubu)

%0,0
5 15 25 35 45 55 65 75 8 95
ROR (Grup orta noktasi gésterilmistir)

Sekil 11: Nod Durumu Grubunda Tahmin Edilen On Yillik Ongériilen Risk

Tahmini 10 Yillik Uzak Nuks Riski

2023-01LB-0054-00

15.3 Risk Kategorizasyonuna Gore Uzak Niiks Olmadan
Sagkalim (Distant Recurrence-Free Survival, DRFS)
Asagidaki veriler, TransATAC ve ABCSG-8 calismalarinin birlesik analizinden
elde edilmistir. Hastalar risk gruplarina tahsis etmek icin, ROR skorlari, nod
negatif veya nod pozitif hastalar icin ¢nceden tanimlanmis risk esikleriyle
karsilastiriimistir. Sekil 12 ve 13’te, nod durumuna goére her bir risk kategorisi

grubu icin 10 yillik uzak ntks olmaksizin sagkalim gosterilmektedir.

Sekil 12: Nod Negatif Hastalar icin Risk Grubuna Gore DRFS

— Dustk risk
~ — Ortarisk ~
& —— Yuksek risk S

Uzak niks olmayan yuzde

Takip Suresi (Yil)

Sekil 12 icin Veri Ozeti: Nod Negatif Hastalar icin Risk Grubuna Goére DRFS

Risk Grubu Hasta Sayisi 10 Y1l Boyunca 10 yilda U_z:fuk !‘lﬁks Gostermeyen
(%) Olay Sayisi Tahmini Yiizde [%95 GA]
Dusuk 875 (%49) 31 %96,2 [%94,7 - %97,3]
Orta 551 (%31) 53 9%89,2 [%86,1 - %91,7]
Yuksek 360 (%20) 73 %777 [%72.8 - %81,9]
Toplam 1.786 (%100) 157

Sekil 13: Nod Pozitif (1-3 nod) Hastalar icin Risk Grubuna Goére DRFS

— Dustk risk
~ — Ortarisk L~
e — Yiksek risk =

Uzak nuks olmayan yuzde
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Takip Suresi (Yil)

Sekil 13 icin Veri Ozeti: Nod Pozitif (1-3 nod) Hastalar icin Risk Grubuna Gore DRFS

Risk Grubu Hasta Sayisi 10 Yil Boyunca 10 yilda U.Z?k !\lﬁks Gostermeyen
(%) Olay Sayisi Tahmini Yiizde [%95 GA]
Dustk 24 (%4) 2 %91,7 [%70,6 - %97,8]
Orta 211 (%36) 18 %90,4 [%85,2 - %93,9]
Yiksek 355 (%60) 87 %71,8 [%66,3 - %76,6]
Toplam 590 (%100) 107

Tablo 10: 4 veya daha fazla pozitif nodu olan hastalar i¢in on yillik DRFS oranlari

. 10 Y1l Boyunca 10 yilda Uzak Niiks Géstermeyen
sl Eulon ) R S Olay Sayisi Tahmini Yiizde [%95 GA]
Yuksek 103 39 %574 [%46,3 - %67,0]




16 PERFORMANS OZELLIKLERI
16.1 Analitik Kesinlik ve Tekrarlanabilirlik

Prosigna’'nin genel kesinligini ve tekrarlanabilirligini tahmin etmek icin iki
calisma yarattlmus ve sonuglar birlestirilmistir. Yapilan ilk ¢alisma, ekstrakte
edilmis meme timort RNA'sindan baslayan nCounter Dx Analiz Sistemi Gizerine
bir kesinlik calismasl ve ikinci calisma, pre-analitik faktorleri iceren FFPE meme
tumort dokusundan baslayan bir tekrarlanabilirlik calismasidir.

RNA Kesinligi
16.1.1 Calisma Tasarimi

Analitik kesinligi degerlendirmek icin nCounter Dx Analiz Sisteminde
Prosigna Test ile Uic merkezde kor ve randomize karsilastirmali bir calisma
vapiimistir. Arsivlenmis FFPE numunelerinden her bir merkezde test
edilmek Uzere bes havuzlanmis meme timort RNA érnedi Uretilmistir.
Numune paneli, rutin testler sirasinda karsilasilan prototipik gen
ekspresyon profillerini ve her bir risk siniflandirma grubunu temsil etmistir.

Her merkezde, her bir operatdr tarafindan yapilan bir alistirma
uygulamasinin ardindan 18 gegcerli ¢alistirma (her operatér tarafindan
yapilan, her biri 10 testten olusan 9 calistirma) tamamlanmistir (Tablo
). Her bir numune, her calistirma sirasinda test icin 250 ng nominal
RNA girdi seviyesinde iki kez test edilmistir. Her operator, uzun ¢alistirma
yontemleri’ icin genel kabul gormus standarda goére belirli bir gtinde bir
calistirmayi tamamlamistir. Alistirma dahil toplam ¢alistirma suresi, her
bir merkezde 4 haftadan uzun sturmustar.

Tablo 11: RNA Kesinlik Calismasina Genel Bakis

Calisma Degiskeni Sayilar

Meme timort RNA érnekleri sayisi 5
Calistirma (ayni Kartus) basina numune kopya sayis! 2
Calistirma sayisi/Merkez 18
Calistirma sayisi/gin 1
Operator sayisi/Merkez 2
Reaktif lot sayisi/Merkez 3
Merkez sayisi 3

Merkez basina test edilen toplam 6rnek sayisi (alistirma harig)= 180

Toplam 6rnek sayisi = 540

16.1.2 Varyans Bilesenleri Analizi

Tablo 12, her bir panel Uyesi icin varyans bilesenleri analizinden elde
edilen ciktiyr gostermektedir. Tahmini varyansin altinda toplam varyansin
yUzdesi bulunur (parantez icinde).

Tablo 12: Panel Uyesine gére Varyans Bilesenleri (havuzlanmis RNA 6rnedi)

Doku Tekrarlanabilirligi
16.1.4 Calisma Tasarimi

Ayni FFPE blogundan alinan kopya meme ttimort doku orneklerinin
kullanildigr ¢ merkezde kor ve randomize karsilastirmall bir calisma,
Prosigna Testi kullanilarak nCounter Dx Analiz Sisteminde test edilmistir.
Dogrulanmis invaziv duktal ve/veya lobuler karsinomu olan Hormon
Reseptord pozitif meme kanseri hastalarindan yakin zamanda alinmis 43
FFPE meme tumaort numunesi, calismanin bir parcasi olarak test edilmistir.
Tum doku numuneleriislenmek Gizere uygun test merkezine gdénderilmistir.
43 numune bagimsiz olarak U¢ ayri patolog tarafindan incelenmistir.
Patolojik incelemesi yapilan her doku numunesi i¢in, her merkezde tek
bir operatér tarafindan tanimlanan test proseduirt kullanilarak doku
makroskopik diseksiyonu, RNA ekstraksiyonu ve Prosigna Testiyle testten
olusan bir test uygulamasi gerceklestirilmistir. Doku numunelerinin her
birinden izole edilen RNA, ayri test uygulamalarinda iki kez test edilmistir.
Bu calismanin yuruttimesinde Uc¢ lot RNA izolasyon kiti (merkez basina
bir adet) ve tek bir lot test kiti reaktifi kullaniimistir. Tamaor ytzey alani
= 100 mm? olarak olculduginde RNA ekstraksiyonu icin tek bir slayt
girilmis, timor ylzeyi < 100 mm? olarak olctldugunde 3 slayt girilmis,
minimum tumor yuzey alani kosulu 4 mm? olmustur.

16.1.5 Test Ozeti

Uc¢ merkezin her birinde degerlendirilen kirk t¢ (43) doku érnegi icin
adlandirma orani Tablo 13'te gosterilmektedir.

Tablo 13: Her merkezde adlandirma orani

Merkez Sonug Alinan Yiizde Geger/Toplam
1 %95 41/43
2 %93 40/43
3 %100 43/43

Varyans Bileseni
Riske, Alt
Tipe gdre Ortalama Toplam Toplam
Panel Uyesi ROR Lot Merkez | Operatér | Calistirma Callis;rma Varyans SS
Dusuk 314 0,010 | 0,000 | 0,000 0,134 0,296 044 066
Luminal A ’ (%2) (%0) (%0) (%30) (%67) (%100) ’
Orta 5 0,05 | 0,000 | 0,000 | 0,046 0,426 0,576 076
Luminal B (%18) | (%0) (%0) (%8) (%74) (%100) !
Orta 54 0,059 | 0,000 | 0,000 | 0,046 0,94 0,299 055
Bazal benzeri ’ (%20) | (%0) (%0) (%15) (%65) | (%100) ’
Yuksek 648 0119 0,014 | 0,000 | 0,064 0,380 0,576 076
Luminal B ’ (%21) | (%2) (%0) (%11) (%66) | (%100) !
Yiksek 762 0165 | 0,000 | 0,000 | 0,000 0,277 0,442 066
HER2-zengin ’ (%37) | %(0) (%0) (%0) (%63) | (%100) ’

Bes panel Gyesinin tumd icin toplam SS, 0-100 6lceginde 1 ROR
biriminden azdir. Tm panel Gyeleriicin, varyansin blyuk kismi calistirma-
ici varyanstan (tekrarlanabilirlik) gelmistir. Merkezler veya operatorler
arasinda neredeyse hic fark yoktur. Panel Uyesine gdre merkezin énemi
icin bir olasilik orani testi, merkez farklliklarinin istatistiksel olarak
onemsiz oldugunu géstermistir (p > 0,05). Her lot icin, ortalama ROR
skorlari, her panel Uyesi icin 1 ROR biriminden daha azdir ve genel
varyansa ortalama olarak yaklasik %20 katkida bulunur.

16.1.3 Alt Tip Adlandirma ve Risk Siniflandirmasinin Uyumlulugu

Tum panel Gyeleri igin, alt tip sonucu ile panel Gyesinin intrinsik alt tipi
arasinda %100 uyum vardir. Tim numuneler i¢in 6lctlen ve beklenen risk
grubu arasinda %100 uyum vardir.
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Kirk numune tum merkezlerde sonu¢ vermistir (tek merkezde bir
numunenin RNA izolasyonunun tekrarlanmasi gerekmistir), 1 numune 2
merkezde ve 2 numune tek merkezde sonug vermistir. Doku incelemesini
ve RNA izolasyon o¢zelliklerini gecen numunelerin yUzde yuzi (%100)
Prosigna Testinden gecer sonuclar vermistir. 4/5 RNA izolasyon
basarisizliklari icin dlctlen timor yizey alani = 15 mm? olup, teste girilen
toplam doku alani 50 mm?den azdr.

43 6rnek hem nod negatif hem de nod pozitif hastalar icermistir. 43
numuneden hesaplanan test sonuclari, tUm numunelere nod-negatif
veya nod-pozitif esikler uygulanirken genis bir ROR skorlari araligini
(94 birim), 4 intrinsik alt tipin tUmund ve tam risk kategorilerini temsil
eder. Sonuclari tek bir merkezde olan iki numune, merkezler arasinda
karsilastirma yapmak icin mevcut veri olmadigindan sonraki tum
istatistiksel analizlerin disinda birakilmistir.

16.1.6 Varyans Bilesenleri Analizi

Parametrik olmayan bir Kruskal-Wallis testi kullanildiginda risk
kategorileri arasinda istatistiksel olarak anlamli (a = 0,05) farklhliklar
yoktur, bu nedenle varyans bilesenleri modeli tim risk kategorilerine
aynianda uyar.

Tablo 14, 41 doku numunesinin tamamini kullanan varyans bilesenleri
analizinin sonuclarini gostermektedir.

Tablo 14: Varyans Bilesenleri (Doku Tekrarlanabilirlik Calismasi)

Varyans Bilesenleri Toolam SS
Merkez Blok igi Rezidiiel Toplam B
0,10 772 0,51 8,34 2,89

Merkez bileseni Prosigna Testinde sistematik merkeze ¢zel varyasyonu
dlcer, “Blok Ici” bileseni doku numunesi inceleme/isleme fonksiyonu
olarak farklilik godsteren rastgele varyasyonu veya FFPE blok ici
varyasyonu Olger ve rezidtel varyasyon calistirmadan calistirmaya
degiskenligi ve Prosigna Testi icinde uygulama icindeki degiskenligi
birlikte olcer. Merkez bileseni, blok icindeki rastgele degiskenlige
gore cok kucuktur, bu da merkezler arasindaki ortalama farklliklarin
ihmal edilebilir oldugunu gdésterir (toplam varyansin < %1'). Reziduel
varyasyon, daha az numuneye ancak daha fazla replika 6lctimlere sahip
olan RNA kesinligi ¢calismasinda 6lctlen esdeger degiskenlik ile tutarlidir
(RNA kesinligi calismasticin 0,39’luk Prosigna reaktif lotu varyansi icinde
ortalama tek merkeze kiyasla 0,51 varyans).



Tablo 15, Doku Isleme Degiskenliginin (bu calismada Tablo 14'teki
merkez ve blok ici bilesenler) toplamini ve ayni zamanda RNA kesinligi
calismasindan elde edilen toplam RNA isleme Degiskenligini (Tablo 12'de
test edilen bes panel Uyesi ortalamasi) kullanan toplam degiskenligi
Ozetlemektedir. Doku isleme ile iliskili preanalitik faktorler, test icin
birincil varyasyon kaynagdidir (toplam varyansin %94'). Tum varyasyon
kaynaklari dahil toplam SS, 2,9'a esittir; bu, Prosigna Testinin, %95
glvenle 6,75'lik iki ROR degeri arasindaki farkin gtvenilir bir 6lctima
oldugunu gosterir.

Tablo 15: Toplam Degiskenlik (Doku ve RNA isleme)

Doku isleme RNA isleme . .
Degi o Degiskenligi Toplam Degiskenlik Toplam SS
7.82 0,47 8,29 29

16.1.7 Risk Kategorisi ve Alt Tip Siniflandirmalarinin Uyumu

Hasta alt tipine ve risk siniflandirmasina (dustk/orta/yuksek risk) gore
merkezler arasindaki uyum, tim numunelere nod-negatif ve nod-pozitif
siniflandirmalar icin ilgili risk esik degerlerinin uygulandigi Tablo 16'da
gosterilmistir. Tam tip %95 glUven araliklar parantez icinde gosterilir
ve her iki merkezde de sonuclari olan numune sayisi parantez icinde
gosterilir. Ortalama uyum son sttunda gosterilir. Her karsilastirma icin
uyum iki adimda hesaplanmistir. ilk olarak, her doku 6rnegdi icin, kabul
edilen dort olasl sonug ciftinin (merkez 1'de iki * merkez 2'de iki) orani
hesaplanmistir. Ikinci adimda, verilen karsilastirmada her iki merkezde de
sonug veren tim doku numunelerinde bu oranlarin ortalamasl! alinmistir.

Tablo 16: Nod Durumuna Gére Alt tip ve Risk-Kategorisi Uyum Ozeti

ikili Uyum
o Merkez 1 - Merkez 1- Merkez 2 - Ortalama Uyum
Karsilastirma tiiri Merkez 2 Merkez 3 Merkez 3
(n = 40) (n=41) (n =40)
%96,3 %98,8 %95 o
Alt tip [%86,4-%99,5] | [%91,0 - %100] | [%83,1- %99,3] %97
Risk Kategorisi %875 %92,7 %90 %90
Nod-Negatif [%73,2 - %95,8] | [%80,1-%98,4] | [%76,4 - %97,2] °
Risk Kategorisi %88,8 %92.7 %91,3 %91
Nod-Pozitif [%75,9 - %96,0] | [%80,1-%98.4] | [%79,2 - %97,4] °

Her karsilastirma icin (alt tip ve nod-negatif ve nod-pozitif risk
kategorileri), merkezler arasindaki ortalama uyum en az %90'dir.
Merkezler arasinda veya icinde risk kategorisinin dusuk riskten yuksek
riske (veya tersi) degistigi hicbir drnek yoktur. 6 kopyanin tamaminda
Ozdes alt tipleri vermeyen yalnizca iki 6rnek (41 6rnek arasinda) vardir:

1. Bir merkezde bir numunenin c¢ift Luminal A sonuclari ve diger iki
merkezin her birinde ¢ift Luminal B sonuclari vardir.

2. Bir merkezde bir numunenin c¢ift Luminal A sonuclari, baska bir
merkezde cift HER2 zengin sonuclar ve Gclinct merkezde Luminal A
ve HER2 zengin sonuclarin her biri vardir.

16.2 Hassasiyet / RNA girdisi
RNA Girdisi Calisma Tanimi

Calismada, test spesifikasyonu (500, 250 ve 125 ng) dahilindeki ¢ RNA
girdi seviyesi ve spesifikasyon disindaki iki ek RNA girdi seviyesi (625, 62,5
ng) boyunca 13 meme tumori RNA 6rnedi test edilmistir. Her numune,
spesifikasyondaki her seviyede cift dlctimleri ve spesifikasyon disindaki her
seviye icin tek bir 6lcimU iceren tek bir test uygulamasinda her kit lotuyla
(toplam 2 lot) test edilmistir. Her test uygulamasina cift bos (yani hedef yok)
Olctimler dahil edilmistir. Tek bir numune, yalnizca tek bir lotla test edilmistir.

RNA Girdisi Calisma Sonuglari

Olculen tim bos numuneler (n = 46) sinyal esiginin cok altindadir ve basarisiz
bir test sonucu vermistir (%0 adlandirma orani). Test spesifikasyonu (n = 138)
dahilindeki tum ttumor RNA odlcumleri, gecer bir test sonucu vermistir (%100
adlandirma orani). Girdisi spesifikasyonun (625 ng) Uzerinde olan numunelerin
ylzde yuzt (%100) gecer bir test sonucu vermistir. Spesifikasyonun (62,5 ng)
altindaki girdide test edilen numunelerin (10/12) yizde seksen Gctl (%83), lot
2'de %100 ile lot T'de bir test sonucu vermistir.

13 6rnek icin ortalama ROR skoru genis bir araligi (20-82) kapsamistir. Risk
grubu siniflandirmasi (dustik/orta/yksek), test edilen 13 numune icin tim RNA
girdi seviyelerinde %100 uyumludur.
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Tablo 17, RNA girdisinin bir fonksiyonu olarak ROR Skorundaki degisimi
Ozetlemektedir. RNA girdi seviyeleri arasindaki ortalama ROR skor farki, farklar
icin SS ve %90 glven aralidl, farkli RNA girdi seviyelerinden olusan ROR
skorlarinin 250 ng hedef seviyesi kullanilarak olusturulanlara esdeger olup
olmadigini degerlendirmek icin kullaniimistir. Kabul kriterini karsilamak icin
glvenaraliginintamamen (-3,3ROR) kapsanmasi gerekmistir. Test spesifikasyon
araliginin (125 ve 500 ng RNA) u¢ noktalarindaki iki seviyede, ROR skorlari, test
edilen iki kit lotunun her biri icin 250 ng hedef girdi konsantrasyonundakilere
esdegerdir. Test spesifikasyonunun disindaki her seviye icin ROR skorlari
lotlardan biri icin esdegerdir, ancak digeri icin degildir.

Tablo 17: ROR Skoru Fark Ozeti. Say1 analize dahil edilen numune sayisina esittir.

. . Ortalama Alt Giiven | Ust Giiven

Kit Lot Kiitle (ng) Sayi ROR Farki Fark SS Simin S
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 1l -0,36 3,96 -2,33 1,60

20536 125 - 250 n -0,50 3,07 -2,02 1,02
500 - 250 1l -0,82 3,25 -2,43 0,79
625 - 250 1l -1,09 4,24 -319 1,01

16.3 Girisim Testi
Komsu Normal/Tiimér Disi Doku

Komsu normal/timaor disi meme dokusu, FFPE meme timort bloklarinda
vaygin olarak bulunur ve patoloji incelemesi Uzerine invaziv meme karsinomu
alanindanayri bir alan olarak tanimlanabilir. Yukaridaki Prosigna Testi proseddru,
komsu normal dokunun makroskopik diseksiyonla cikarilmasini belirtmektedir.
Test sonuglarina normal doku kontaminasyonu riskini degerlendirmek icin,
patolojik olarak dogrulanmis infiltratif duktal karsinom ve yaklasik %50-95
cevreleyen normal/timor disi doku iceren toplam 13 FFPE meme timord
blogu, cevre dokunun makroskopik diseksiyonu ile ve makroskopik diseksiyon
olmadan test edilmis ve ROR skorundaki fark (delta ROR) belirlenmistir.

Ortalama olarak, makroskopik diseksiyon yapilmis timédr numunesinin ROR
degeri, normal/timoér disi doku cikariimadiginda gézlemlenenin neredeyse
8 ROR birim Gzerindedir. Sekil 14, normal doku miktari arttikca (%95'e kadar
makroskopik diseksiyonla ¢ikariimayan), rapor edilen ROR skorunun hastanin
ntks riskinin eksik tahmin edilmis veya negatif yanhlik gdsteren (-19 ROR
birimine kadar) nokta tahmini olma riskinin arttigini géstermektedir.

Sekil 14: Delta ROR’da normal/tiimér disi doku etkisi

Normal/tiimér olmayan hiicre yiizdesine gére delta ROR

Delta ROR

-25 T T T T
50 60 70 80 90 100
% Normal/tamer olmayan

Nekrotik, hemorajik ve DCIS doku girisimi

Test  sonuclarina  nekrotik/hemorajik/DCIS ~ kontaminasyonu  riskini
degerlendirmek icin, patolojik olarak dogrulanmis invaziv meme karsinomu
iceren toplam 11 FFPE meme timort blogu (3 DCIS, 5 Nekrotik, 3 hemorajik)
ve girisime sebep olan dokunun yaklasik %10-30'u makroskopik diseksiyonlu
ve makroskopik diseksiyonsuz olarak test edilmistir ve ROR skorundaki (delta
ROR) fark belirlenmistir. Test edilen seviyelerde, prosediire dahil edilen kan/
hemorajik, DCIS ve nekrotik dokunun etkisi, rapor edilen ROR skoru (< 6 ROR
birimi) Uzerinde ihmal edilebilir bir etkiye sahiptir. Makroskopik diseksiyonlu
ve makroskopik diseksiyonsuz on bir nekrotik, hemorajik ve DCIS numunesi
arasinda risk kategorisi atamasinda %100 uyum vardir.



insan Genomik DNA’sI

Prosigna Testi prosedurd, DNaz I ile sindirim yoluyla insan genomik DNA'sinin
(gDNA) cikariimasini icerir. Test sonuclarina gDNA kontaminasyonu riskini
degerlendirmek icin, patolojik olarak dogrulanmis infiltratif duktal karsinom
iceren on (10) FFPE meme tumort blodu, prosedlr icerisinde DNaz adimi
atlanarak, insan genomik DNA'sinin +/- ¢ikarilmasi ile test edilmistir. Test edilen
orneklerde, gDNA DNaz I ile ¢ikarildiginda, Dustk ve Orta risk gruplarinda ROR
skoru ortalama olarak 4 ila 5 birim daha dusuktur (bkz. Tablo 18). DNaz ile isleme
tabi tutulmamis numuneler daha sonra DNaz | (islem sonrasl) ile islendiginde,
ROR skorlari, protokolde DNaz islemi ile orijinal olarak gézlemlenen ROR
degerleriyle eslesir. Raporlanan ROR skorunun, gDNA varhginda bir hastanin
nuks riskinin fazla tahmin edilmis veya pozitif yanllik gosteren (7 ROR birimine
kadar) nokta tahmini olmasi riski vardir. Ek olarak, DNaz | tedavisi olmayan
numuneler i¢in hesaplanan sinyal, Prosigna Testi ile test edilmeden énce RNA
miktarini dlgcmek icin kullanilan absorbans élctimundeki girisim nedeniyle DNaz
I uygulananlardan énemli dlctide (p < 0,05) daha dusuktar.

Tablo 18: Timor dokularinda ROR iizerinde DNaz ile tedavinin etkisi

) ROR Farki
ROR Test Edilen MRCRIESIKI DNaz | ile - DNaz I ile
. FFPE DNaz | ile- DNaz | olmadan .
Kategorisi . . (tedavi sonrasi)
Ornekleri = =
Ortalama Min Maks Ortalama Min Maks
Dusuk 3 -4,0 -6.0 -1,0 07 -1.0 30
Orta 2 -4.,5 -7.0 -2.0 1,0 0.0 20
Yuksek 5 04 -1,0 2,0 04 -1.0 1,0

16.4 Klinik Performans

Prosigna Meme Kanseri Prognostik Gen Imza Testini dogrulamak icin iki klinik
dogrulama c¢alismasi yaratalmustar. Her iki ¢alismanin birincil amaci, nuks
riski skorunun (ROR), standart klinik degiskenlerin 10 yil ve Gzeri uzak nuks
olmaksizin sagkalim icin ek prognostik bilgi sagladigina dair yayinlanmis
gbdzlemleri dogrulamaktir. Ayrica, her iki calismadan elde edilen ikincil bir amac,
Luminal A ve Luminal B hastalarinin 10 yilda istatistiksel olarak anlamli derecede
farkl uzak nuks olmaksizin sagkalima sahip olduguna dair énceki gozlemleri
dogrulamayi amaclamistir. Bu iki ¢calismanin giris kriterleri ve sonuclari benzer
oldugundan, iki veri tabani birlestirilmistir ve bireysel calismalarla ayni hedeflere
sahip ileriye dontk olarak tanimlanmis bir analiz plani ile analiz edilmistir.

Kombine Analizz TransATAC ve ABCSG-8’den kombine
Prosigna Test Sonuglarinin kullanimiyla Risk Egrilerinin
Olusturulmasi

Kombine analizden elde edilen tedavi ve klinik &zelliklerin bir 6zeti asagida
bulunabilir. Bireysel calisma tasarimi ve analiz bilgileri icin lutfen sirasiyla
Calisma 1 ve 2 icin asagidaki boltimlere bakin.
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Analiz

Tablo 19: Calisma 1 ve 2’nin Kombine Analizinde Tedavi ve Klinik Ozelliklerin Ozeti

Nod-Negatif 1-3 Pozitif Nod = 4 Pozitif Nod
Szellik Deger (n=1786) (n = 590) (n =103)
Trans ATAC | ABCSG8 | Trans ATAC | ABCSG8 | Trans ATAC [ ABCSG8
(n=739) | (n=1047) | (n=208) (n =382) (n =54) (n = 49)
Biraz 377 528 102 184 3 25
Tedavi Anastrozol (%510) | (%504) | (%49,0) | (%482) | (%57.4) (%51,0)
VI
Yalnizca 362 519 106 198 23 24
Tamoksifen | (%49,0) | (%49,6) (%51,0) (%51,8) (%42,6) | (%49,0)
Gl 169 210 39 54 3 7
(%22.9) (%20,) (%18,8) (%14.) (%5.6) (%14,3)
438 837 122 328 37 42
Bvre G2/6X (%59,3) | (%79.9) | (%587) | (%859) (%685) | (%857)
63 132 0 47 0 14 0
(%17,9) (%0) (%22,6) (%0) (%25,9) (%0)
“1em 122 219 13 37 3 2
(%16.5) (%20,9) (%6.2) (%9.7) (%5.6) (%4.1)
2em 420 568 83 193 15 18
Timér Bovut (%56,8) | (%543) | (%39,9) | (%50,5) | (%27.8) (%36,7)
u utu
Y 2-3em 157 213 77 122 18 23
(%212) | (%20,3) (%37,0) (%31,9) (%33.3) | (%46,9)
40 47 35 30 18 6
> 3em (%5,4) (%4.5) (%16,8) (%79) (%33,3) (%12,2)
Negatif 649 984 186 367 47 46
. 9 (%87.8) | (%94,0) | (%89.4) (%96.1) (%870) | (%939)
pozitif 90 63 22 15 7 3
(%12,2) (%6.0) (%10,6) (%3.9) (%13,0) (%6.1)
Uzak 79 91 50 64 3 10
Nalksler (%10,7) (%8.7) (%24,0) (%16,8) | (%57.4) (%20,4)
Tama n7 121 59 73 34 10
(%15,8) (%11,6) (%28,4) (%19.1) (%63,0) (%20,4)
Luminal A 529 725 127 248 3 3
(%71,6) (%69.2) (%611) (%64.9) | (%57.4) (%63,3)
Luminal B 176 284 68 n8 20 16
NanoString (%23.8) (%27)) (%32,7) | (%30,9) (%37) (%32.7)
Intrinsik Alt tip | Bazal- 7 6 2 2 0 0
benzeri (%0,9) (%0.,6) (%1,0) (%0.,5) (%0) (%0)
HER2- 27 32 1 14 3 2
zengin (%3.7) (%3.) (%5.3) (%3.7) (%5.6) (%4.1)

Her iki calismada da 5 vyilik Tamoksifen'den olusan bir tedavi kolu vardir.
TransATAC'ta diger calisma kolu 5 yillik Anastrozol'den olusurken, ABCSG-8
calismasinda ikinci kol 2 yillik Tamoksifen ve ardindan 3 yillik Anastrozol'den
olusmustur. Uzak Nuks (Distant Recurrence, DR), tum klinik ve tedavi
degiskenlerinin bir fonksiyonu olarak modellendiginde, tedavi, DR'nin bir
prediktord olarak anlamb ¢lctde katkida bulunmamistir (p = 0,66). Bu calismalar
arasindaki diger temel farklar, TransATAC calismasinin Evre 3 tumorli hastalari
icermesi ve TransATAC calismasinda genel ntks oraninin ABCSG-8 calismasina
gbre daha yuksek olmasidir.

Bulgular

Sekil 15, nod-negatif ve nod-pozitif (1-3 pozitif nod) hasta gruplarinin her
biri icin ayri Cox-orantili zarar modellerine dayall %95 glven bantlariyla ROR
skorunun bir fonksiyonu olarak 10 yillik DR riskini gostermektedir.

Sekil 15: Nod Durumuna gore %95 Giiven Araligi ile On Yillik Tahmini DR Riski

o
8

—— Nod Negatifler
8 - | — Nod Pozitifler (1-3 pozitif nod)

Tahmini 10 Yillik Uzak Nuks Riski

Sekil 16, nod-negatif hastalar icin risk grubuna gore Kaplan-Meier ve insidans
grafiklerini gosterir ve Sekil 17,1-3 pozitif nodu olan nod-pozitif hastalar icin ayni
grafikleri gosterir. Her sekilde, numune boyutlarinin ayrintilari, olay sayilari ve 10
yilda uzak nuks olmaksizin tahmini ytzde risk grubu ile sunulmustur.



Nod pozitif hasta grubunda, Kaplan-Meier egrisinde gliven araligina neden olan
onceden tanimlanmis dustk risk gruplarinda ¢ok az sayida hasta vardir ve bu
nedenle 10 yillik DRFS tahmini cok genis olmustur.

Sekil 16A: Nod-Negatif Hastalar i¢in Risk Grubuna Goére DRFS
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Sekil 16 A icin Veri Ozeti: Nod-Negatif Hastalar icin Risk Grubuna gére DRFS

Sekil 17A icin Veri Ozeti: Risk Grubuna gore 1ila 3 Pozitif Nodu olan Nod-Pozitif Hastalar
icin DRFS

. eSS 10 Yil Boyunca 10 Yilda Uzak_N.ﬁkf Olmaksizin
Risk Grubu (%) Gergeklesen Olay Tahrrlml Yuzde_
Sayisi [%95 Giliven Araligi]
Dustk 24 (%4) 2 %91,7 [%70,6 - %97,8]
Orta 211 (%36) 18 %90,4 [%85,2 - %93,9]
Yuksek 355 (%60) 87 %71,8 [%66,3 - %76,6]
Toplam 590 (%100) 107

) eSS 10 Yil Boyunca 10 Yilda Uzak_N_ﬁkf Olmaksizin
Risk Grubu (%) Gergeklesen Olay Tahn?_ml Yuzde_
Sayisi [%95 Giliven Araligi]
Dustk 875 (%49) 31 %96,2 [%94,7 - %97,3]
Orta 551 (%31) 53 %89,2 [%86,1 - %91,7]
Yuksek 360 (%20) 73 %777 [%72,8 - %81,9]
Toplam 1786 (%100) 157

Sekil 16B: Bes Yillik Araliklarla Nod-Negatif Hastalar icin Risk Grubuna Gére insidans
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Sekil 17A: 1ila 3 Pozitif Nodu olan Nod Pozitif Hastalarda Risk Grubuna gére DRFS
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Sekil 17B: Bes Yillik Araliklarla Nod-Pozitif (1-3 Nod) Hastalar i¢in Risk Grubuna Goére
insidans
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Sekil 17B'de, dustk riskli nod pozitif grupta 2 olayl olan sadece 24 hasta
oldugundan, bu hastalar ge¢ nuks analizi icin orta dlzey hastalarla
birlestirilmistir.

4 veya daha fazla pozitif noda sahip birlesik veri tabanindaki 103 hastanin
tumu yUksek riskli olarak siniflandirilir. Tablo 20, bu hastalar i¢in on yillik DRFS
oranlarini gostermektedir.

Tablo 20: 4 veya daha fazla pozitif nodu olan hastalar i¢in 10 yillik DRFS oranlan

10 Yil Boyunca 10 Yilda Uzak Niiks Olmaksizin
Risk Grubu Hasta Sayisi | Gerg¢eklesen Olay Tahmini Yiizde
Sayisi [%95 Giiven Araligi]
Yiksek 103 39 %57,4 [%46,3 - %67,0]

Kombine calismalarda hastalarin cogunlugu (%96) ya Luminal A ya da Luminal
B idi. Sekil 18, nod negatif hastalar icin DRFS'nin Luminal alt tipine gére bir
karsilastirmasini gostermektedir.

Sekil 18: Nod Negatif Hastalarda intrinsik Alt Tipe gére DRFS icin Kaplan Meier egrileri

g
3
5
= o o
g
£
S
2 o~ L~
s ° S
&
g
5
Luminal A

o Luminal 8 | o

3 S

. Fo

T T T T
0 2 4 6 8 10

Takip Saresi (Yil)



Veri Ozeti Sekil 18 icin Veri Ozeti: Nod Negatif Hastalarda intrinsik Alt Tipe gére DRFS
icin Kaplan Meier egrileri

10 Yil Boyunca 10 Yilda Uzak Niiks Olmaksizin
Risk Grubu Hasta Sayisi | Gergeklesen Olay Tahmini Yiizde
Sayisi [%95 Gliven Araligi]
Luminal A 1254 62 94,6 [93,1 - 95,8]
Luminal B 460 75 819[777-853]
Toplam 1714 137

Sekil 19, 1-3 pozitif nodu olan nod pozitif hastalar icin ayni karsilastirmayi
gostermektedir. Her iki grup icin, Luminal A ve Luminal B hastalarinin DRFS'leri
arasinda anlamli farklliklar vardir.

Sekil 19: Nod Pozitif (1-3 Nod) Hastalarda intrinsik Alt Tipe gdre DRFS icin Kaplan Meier
egrileri

Uzak nilks olmayan yaizde

— Luminal A
o | — Luminal B | o
S S

Takip Suresi (Yil)

Sekil 19 icin Veri Ozeti: 1-3 Pozitif Nodu olan Nod Pozitif Hastalarda intrinsik Alt Tipe
gore DRFS icin Kaplan Meier egrileri

10 Yil Boyunca 10 Yilda Uzak Niiks Olmaksizin
Risk Grubu Hasta Sayisi | Gergeklesen Olay Tahmini Yiizde
Sayisi [%95 Giliven Araligi]
Luminal A 375 41 87,6 [83,5-90,8]
Luminal B 186 52 68,3[60,4 - 75,0]
Toplam 561 93

Kombine veri tabaninda 4 veya daha fazla pozitif noda sahip sadece 98 Luminal
alt tip hasta vardir. Tablo 21, Luminal B alt tipine sahip olduklarinda ¢ok daha
ylksek risk gosteren bu hastalar icin on yillik DRFS oranlarini géstermektedir.

Tablo 21: Luminal Alt Tipe Gére 4 Veya daha Fazla Pozitif Nodu olan hastalarda On Yillik
DRFS oranlari

Tablo 22: Geg Niiks Analizi icin Tedavi ve Klinik Ozellikler Ozeti

Nod Negatif Nod Pozitif (1-3 Nod)
&7elli F (n=1605) (n = 488)
Ozellik Deger
ABCSG8 TransATAC ABCSG8 TransATAC
(n=944) | (n=661) (n=31) (n=177)
Biraz Anastrozol 480 346 153 89
Tedavi
Yalnizca Tamoksifen 464 315 158 88
iyi 192 158 46 36
Evre Orta 752 394 265 105
Kota 0 109 0 36
<lcm 204 116 35 n
1-2cm 526 376 165 74
Tamor Boyutu
2-3cm 183 139 90 64
>3cm 31 30 21 28
HER?2 Negatif 888 590 300 157
Durumu Poritif 56 7 n 20
Uzak 41 40 28 29
Nuksler
Tamu Ul 78 37 37
Luminal A 674 488 218 112
NanoString Luminal B 245 150 87 54
Intrinsik AIEEP | go70) Benzeri 4 5 0 1
HER2-Zengin 21 18 6 10

Birincil amag, ROR Skorunun 5 ila 10. yillar arasinda standart klinik degiskenler
Uzerinde DRFS icin énemli ek prognostik bilgiler saglama yeterliligini
degerlendirmektir. Yalnizca Klinik Tedavi Skoru’ndan (Clinical Treatment Score,
CTS) olusan bos bir model, olasilik orani (LR) testi kullanilarak CTS ve ROR'dan
olusan alternatif bir modelle karsilastirimistir. ROR, tim hastalar (p < 0,0001)
icin standart klinik degiskenlerin yani sira nod negatif (p < 0,0001) ve nod pozitif
(1-3 nod) hastalar icin 5 yillik DRFS sonrasi standart klinik degiskenler Uzerinde
istatistiksel olarak anlamli bilgiler eklemistir ( p < 0,0001).

Tablo 23, tek degdiskenli analize ve hem ROR Skorunu hem de CTS'yi iceren
cok degiskenli bir analize dayali 10 puanlik bir degisiklik icin zarar oranlarinin
bir ¢zetini gostermektedir. ROR Skoru icin zarar oranlarinin timu, CTS igin
ayarlama yapildiktan sonra bile 'den énemli ¢lctde farklidir. C-endeksleri Tablo
22'de ayrica gosterilmektedir. Her iki grup icin, C-endeksi bilgi verilmeyen 0,5
degerinden 6nemli dl¢ctde farklidir.

Tablo 23: Geg Niiks Testinin Ozeti

Geg Niiks Analizi

Daha 6nce aciklanan birlesik analiz verilerinde, her bir risk grubu icindeki olay
oranlari, 10 yillik aralikta Sekil 16B ve 17B'de gorilebilecedi gibi sabit degildir.
Gec nuks donemindeki DR'yi daha iyi anlamak icin, bes yil boyunca uzak ntks
olmayan hasta alt kiimesi (toplam 2.163 hasta®) icin yukarida aciklanan birlesik
verilerin post-hoc retrospektif analizi yapilmistir. Bunlardan 1.605'i nod negatif
hasta ve 488'i nod pozitif hastadir (1-3 pozitif nod). Her nod grubu icin, sekil
20 ve 21'de 5. yilda x ekseninin altindaki degerler, risk grubuna gére bes yilda
risk altindaki hasta sayisini, yani ge¢ nuks analizi icin uygun olan hasta sayisini
gbsterir,

Tablo 22, ge¢ ntks analizinde nod negatif ve nod pozitif (1-3 nod) hastalar i¢in
tedavi ve Klinik ¢zelliklerin bir 6zetini sunmaktadir.
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Zarar Orani: %95 Giiven Araliklari ile
10 Y1l Boyunca 10 Yilda Uzak Niiks Olmaksizin Pozitif Nod N 10 Puanlik ROR Skoru Degisikligi C-indeksi
Risk Grubu Hasta Sayisi | Gerc¢eklesen Olay Tahmini Yiizde Sayisi Tek Degiskenli Cok Degiskenli ey Daha Daha
Sayisi [%95 Giiven Arahgi] Analiz Analiz Dusiik Yilksek
Luminal A 62 17 68,3 [53,6 - 79,3] 0 1605 1,38 [1,23-1,54] 1,29 [1,15-1,46] %70,1 %64,7 %75,5
Luminal B 36 20 38,0 [21,4 - 54,5] 1-3 488 1,43 [1,25-1,63] 1,34 [116-1,53] %711 %64,0 %78.3
Toplam 98 37

iki calismadaki hastalarin cogu HER2 negatifti. Tablo 24, nod negatif ve nod
pozitif (1-3 nod) kadinlar icin HER2 durumunun dagihmini gosterir. Her iki grup
icin, arastirmalardaki kadinlarin %90'indan fazlasi HER2 negatiftir.

Tablo 24: Pozitif Nod Sayisina gére HER-2 Durumu Dagihmi

N . HER2-Durumu
Hasta Alt Kiimesi - — Toplam
Negatif Pozitif
Nod Negatif Hastalar 1478 (%92,1) 127 (%7,9) 1605
1-3 Pozitif Nodu olan Nod Pozitif 457 (%93.6) 39 (%6.4) 488
Hastalar

Tablo 25, belirli bir nod grubundaki tim hastalara uyan cok degiskenli model ile
gruptaki ttm HER2-negatif hastalara uyan modelin karsilastirmasini gosterir.
[statistiksel olarak anlamli fark yoktur.



Tablo 25: 10 puanlik ROR Skoru Degisikligi icin Cok Degiskenli Zarar Oranlari: Alt Grup

icerisindeki HER-2 Negatif Hastalara Kiyasla Alt Grup icerisindeki Tiim Hastalar

Pozitif Nod Sayisi

Tiim Hastalar
[%95 Giiven Araligi]

HER2-Negatif hastalar
[%95 Giiven Araligi]

Nod Negatif Hastalar

1,29 [115-1,46]

1,35 [119-1,54]

1-3 Pozitif Nodu olan Nod Pozitif
Hastalar

1,34 [1,16-1,53]

1,29 [111-1,50]

Sekil 20B: 5-10 Yildan itibaren Risk Grubuna Gore Uzak Niiks icin insidans Egrileri: Nod

Negatif Hastalar

Risk gruplari arasindaki karsilastirma, sirasiyla nod-negatif ve nod-pozitif (1-3
nod) hastalarda risk grubuna gére olusturulan erken ve gec¢ uzak nuks icin
insidans egrilerini gosteren Sekil 20 ve 21'de daha detayli olarak incelenmistir.
insidans egrileri, erken niks donemini (ilk 5 yil icinde) ve gec niks dénemini
(tanidan sonraki 5 ile 10 yil arasini) kapsar. X ekseninin hemen altindaki her
rakam, risk altindaki kadin sayisini ve kumulatif insidansi gdsterir. Sekillerin
altindaki  6zet tablolar, 5 yillik tedavinin tamamlanmasindan sonra DR
olmayan kadinlarda 5 veya 10. yilda kimulatif DR orani icin glven araliklarini
gbstermektedir. Sekil 21'de gdsterilen nod pozitif (1-3 nod) hastalar i¢in, DUstk
Risk grubundaki hasta sayisinin az olmasi nedeniyle DisUk ve Orta Risk gruplari
birlestirilmistir.

Dusuk Riskli populasyonun, her bir risk grubu icin ktimalatif insidans egdrileri ve
iliskili zarar oranlarr ile gosterildigi gibi, 5 yillik endokrin tedavisinden sonra 5 ve
10. yillar arasinda dustk bir ntks olasiligl vardir. Buna karsilik, Orta ve Yuksek
riskli popuUlasyonlar, 5 vyillik endokrin tedavisinden sonra israrli bir ge¢ uzak
nuks riskine sahiptir. Orta ve YUksek Riskli nod negatif populasyonlar arasindaki
sonug farki ilk 5 yilda belirlenir (DR orani = Yiksek Riskli Hastalar icin %13,2
[%9,6 - %16,7] ve Orta Duzeyde Riskli Hastalar icin %4,7 [2,9 - %6,4)]) ve 10 yila
kadar devam eder; ancak, 5 yillik endokrin tedavisinden sonra Orta ve YUksek
Risk gruplarricin ntks oranlari cok benzerdir.

Sekil 20A: 0-5 Yildan itibaren Risk Grubuna Goére Uzak Niiks icin insidans Egrileri: Nod-
Negatif Hastalar

o
&

15

—— Yuksek risk
— Ortarisk
— Dusk risk

Uzak ntiks olmayan yiizde
10
1

° T T T T
0 1 2 3 4 5

Takip Stresi (Yil)

Risk Grubu Risk Altinda (% Uzak Niks)

Yoksek 360 352(11) 33969 31907 307 (103) 287 (13.2)
orta 551 546 (04) 533(15) 515 (35) 506 (4) 500 (4.7)
Dustk 875 866 (05) 850 (0,9) 842(10) 830 (L7) 818 21

Sekil 20A icin Veri Ozeti: 0-5 Yildan itibaren Risk Grubuna Gére Uzak Niiks icin insidans
Egrileri: Nod-Negatif Hastalar

Risk Grubuna Goére inin Tam 1dan Bes Yila Kadar insidans Egrileri
[%95 Giiven Araliklar]

o

&

w 4

——  Yuksek risk

2 —— Ortarisk
] —— Dustk risk
S
S
5 o
g 2
S
5

o

= T T T T

5 6 7 8 9 10
Takip Stiresi (Yil)

Risk Grubu Risk Altinda (% Uzak Nuks)
Yiksek 287 268 (28) 256 (4,3) 235 (74) 189 (9,9) 144 (10,4)
Orta 550 478 (14) 460 (2.7) 440 (31) 367 (5.2) 156 (6,4)
Dustik 818 799(02) 785 (0.4) 748 (10) 653 (17) 4530,7)

Sekil 20B icin Veri Ozeti: 5-10 Yildan itibaren Risk Grubuna Gére Uzak Niiks icin insidans
Egrileri: Nod Negatif Hastalar

Uzak Niiks Olmaksizin Tedavinin Tamamlanmasindan Bes Yil Sonra Risk Grubuna Gére DR Oranlari
[%95 Giiven Araliklari]

Yiiksek Orta Distik

%10,4 [%6,6 - %14] %6.4 [%4.1 - %8,7] %1.7 [%0,8 - %2,6]

Sekil 21A: 0-5 Yildan itibaren Risk Grubuna Gére Uzak Niiks icin insidans Egrileri: Nod-
Pozitif (1-3 Nod) Hastalar
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w |
k| ——  Yuksek risk
=3 —— Dusuk/Orta Risk
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s o
=
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o
° T T T T
0 1 2 3 4 5
Takip Suresi (Yil)
Risk Grubu Risk Altinda (% Uzak Niks)
Yiksek 355 349(08) 33728 313(83) 291(10.7) 272(38)
Dusik/Orta: 235 232(00) 230 (0.4) 228(09) 22407 216 (4.4)

Sekil 21A icin Veri Ozeti: 0-5 Yildan itibaren Risk Grubuna Gore Uzak Niiks icin insidans
Egrileri: Nod-Pozitif (1-3 Nod) Hastalar

Risk Grubuna Gére Tedavinin Tamamlanmasindan Bes Yila Kadar insidans Egrileri
[%95 Giiven Araliklar]

Yiiksek

Orta

Diisiik

%13,2 [%9,6 - %16.,7]

%4,7 [%2,9 - %6,4]

%21 [%1,] - %3,1]

Yiiksek

Diisiik / Orta

913.8 [%10,] - %17,4]

94,4 [%1,7 - %7,0]
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Sekil 21B: 5-10 Yildan itibaren Risk Grubuna Goére Uzak Niiks icin insidans Egrileri: Nod-
Pozitif (1-3 Nods) Hastalar

o
&

15

—— Yuksek risk
—— Dustik/Orta Risk

Uzak niiks olmayan yuzde
10

Takip Saresi (Yil)

Risk Altinda (% Uzak Nks)
233(6.9) 214 (13)
204(1,9) 195 (2.4)

Risk Grubu
Yiksek: 272
Dusiik/Orta: 216

254(03)
211(0,0)

179 (13,9)
158 (4,0)

130 (16.6)
(.3



Sekil 21B icin Veri Ozeti: 5-10 Yildan itibaren Risk Grubuna G&re Uzak Niiks icin insidans
Egrileri: Nod-Pozitif (1-3 Nod) Hastalar

DR Olmaksizin Tedavi Tamamlanmasindan Bes Yil Sonra Risk Grubuna gore DR Oranlari
[%95 Giiven Araliklar]

Yiiksek
%16,6 [%11,7 - %21,3]

Diisiik / Orta
%5,3 [%2,0 -%8,4]

Kombine Analiz Sonuglari

ROR Skorunun, tanidan sonraki 5 ile 10 yil arasindaki ge¢ nuks periyodunda ve
bes yil boyunca uzak nukst olmayan hastalar icin yapilan kombine calismada
standart klinik degiskenlerin Uzerine 6nemli prognostik bilgiler ekledigi
gosterilmistir. Nod sayisina 6zgu kohortlarin her biri icin baslangicta tanimlanan
risk gruplari kullanilarak, risk gruplarinin tam hasta ktimesini dnemli 6lctide farkl
gec uzak nuks riskine sahip gruplar halinde siniflandirdigr gosterilmistir. Hem
strekli hem de ROR Skoruna dayali risk grubu analizleri, cesitli alt gruplarda
benzer prognostik bilgiler godstermistir. HER2-negatif hastalari kullanan
sonuglar arasinda tum hastalara kiyasla énemli bir fark géralmemistir.

TransATAC ve ABCSG-8 ¢alismalarinin her birinde, ROR'un hem surekli bir ¢l¢tim
olarak dahil edildiginde hem de 6énceden tanimlanmis (¢ risk grubu kullanilarak
dahil edildiginde standart klinik ve tedavi degiskenlerinin Gzerine ve Ustlne
onemli prognostik bilgiler ekledigi gosterilmistir. TransATAC ¢alismasinda olay
oraninin ABCSG-8 ¢alismasina goére daha yuksek olmasi gibi, iki calismanin farkl
risk profilleri vardir: bu durum, literattrde bildirilen ATAC (%90,8) ve ABCSGS8'in
(%92,5) kontrol kollarindaki DRFS (%) karslilastirilarak acikca gértlmektedir. Bu
analiz, bireysel calismalarin sonuglarina gore diger hasta populasyonlari i¢in
daha genellenebilir olmasi beklenen risk profilleri olusturmak icin esit agirliktaki
iki calismadan elde edilen verileri birlestirmistir.

Calisma 1: - Arimideks veya Tamoksifen ile tedavi edilen nod negatif veya
nod pozitif, hormon reseptorii pozitif erken evre meme kanserli menopoz
sonras! kadinlarda uzak niiks riskinin tahmini: Bir TransATAC c¢alismasi

Calisma Tasarimi

Klinik dogrulama c¢alismasi, niks riski skorunun (ROR), mevcut tim hasta
numunelerini kullanarak standart klinik degdiskenlere kiyasla Uzak Nuks
olmaksizin Hayatta Kalma (DRFS) icin ek prognostik bilgiler sagladigini
dogrulamak amacliyla tasarlanmistir. Bu ¢alismada, ATAC calismasina katilan
bir hasta alt kiimesinin FFPE meme timort dokusundan izole edilen RNA
kullaniimistir. ATAC calismasina, hastalarin 1 mg anastrozol (yani arimideks)
artl bir tamoksifen plasebo, 20 mg tamoksifen arti anastrozol plasebo veya
bir tamoksifen/arimidex kombinasyonu ile 5 yillik endokrin tedavisi alacak
sekilde randomize edildigi ic calisma kolunda (1:1:1) 9 366 hasta dahil edilmistir.
Kombinasyon tedavi grubu, tek basina tamoksifen Uzerinde hicbir etkililik
veya tolere edilebilirlik faydasi gdstermedigi icin ilk analizden sonra kesilmistir.
ATAC calismasl monoterapi kollarinin 10 yillik medyan takibinin gtncellenmis
glvenlilik ve etkililik bilgileri icin FDA gerekliliklerini karsiladigi kisa stre énce
bildirilmistir. Bu analizde, hormon reseptért pozitif hastalarda, tamoksifen ile
karsilastirildiginda anastrozol ile tedavi edilen hastalarda DFS (HR = 0,86), RFS
(HR = 0,79) ve DRFS'de (HR = 0,85) 6nemli bir iyilesme olmustur. Anastrozol
ve tamoksifen arasindaki uzak nuks olmaksizin sagkalimdaki mutlak farkliliklar
zamanla 5 yilda %2,7'den 10 yilda %4,3'e yukselmistir. TransATAC projesi, ATAC
hastalarindan geriye dontk olarak arsiv histopatoloji FFPE bloklarindan bir doku
bankasi olusturmak icin TA/O1 protokol kapsaminda 2002 yilinda baslatilmistir.

ATAC calismasinin monoterapi kollarina randomize edilen hormon reseptért
pozitif meme kanserli 4 160 kadindan toplam 2 006 blok elde edilmistir. Bu
FFPE bloklarindan 1 372'si Birlesik Krallik'taki hastalardan toplanmistir ve
Genomic Health® Oncotype Dx® testi kullanilarak analiz icin yeterli invaziv timor
icermistir. Oncotype Dx Recurrence Score® (NUks Skoru, RS), FFPE bloklarindan
belirlenmistir ve calisma sonuclari, HR+, anastrozol veya tamoksifen ile tedavi
edilen menopoz sonrasi meme kanseri hastalarinda uzak nuks olmaksizin
sagkalimi tahmin etmeye yonelik RS'yi klinik olarak dogrulanmistir. Oncotype
Dx calismasindan kalan RNA, Londra'da, -70°C'de saklandigi Royal Marsden
Hastanesine gonderilmistir. Oncotype Dx ¢alismasindan toplam 1 017 hasta >
500 ng RNA'ya sahipti ve NanoString klinik dogrulama ¢alismasinin bir parcasl
olarak NanoString tarafindan test edilmistir.

Bu calismada, test ile elde edilen intrinsik alt tipleri kullaniimistir ve énceden
tanimlanmis sirall bir yaklasim kullanarak ROR skorunun iki versiyonunu
degerlendirilmistir. Her biri 0O-100 arasinda degdisen iki farkli ROR skoru, daha
once yayimlandidi gibi 50 test geninin timU veya bir 46 gen alt kimesi
kullanilarak hesaplanmistir. Her durumda, katsayilar, her bir intrinsik alt tipi, bir
coGalma skorunu ve timoér boyutunu hesaplamak icin kullanilan 50 veya 46
genle Pearson korelasyonunu iceren bir Cox modelinden hesaplanmistir. Tum
analizler 10 yillik takip verileri Gzerinde yapilmistir.
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Birincil sonlanim noktasl, uzak ntks olmaksizin sagkalimdir (DRFS). Bu, tanidan
itibaren uzak nuks veya meme kanseri nedeniyle 6lume kadar gecen sire
olarak tanimlanir. ikincil sonlanim noktasi, niks olmaksizin sagkalimdir (RFS).
Bu, tanidan itibaren ilk ntks (lokal, bélgesel veya uzak) veya meme kanseri
nedeniyle 6lime kadar gecgen sure olarak tanimlanir.

Tum mevcut hasta numuneleri kullanilarak, 50 ve 46 gene dayali sirali ROR
testlerinde birincil hedefi degderlendirmek icin ¢ok degiskenli Cox orantili
zararlar (PH) modelleri olusturulmustur. Model, standart klinik degiskenleri (yas,
tumor evresi, timor boyutu, nod durumu, adjuvan tedavi) icermistir. Daha sonra
bir Cox modeli olusturulmustur ve ROR'un Klinik Tedavi Skorunda (CTS) ver
alan bilgilerin Gzerine istatistiksel olarak anlamli (a = 0,05) ek prognostik bilgi
ekleyip eklemedigini test etmek icin bir olasilik orani testi kullanilmistir. CTS,
klinik arastirmaci tarafindan standart patolojinin bir élctst olarak gelistirilen
klinikopatolojik faktoérlerin optimize edilmis bir kombinasyonudur. Birincil
analizler, farkli hasta alt gruplar (tUmd, nod negatif, nod pozitif veya yalnizca
HER2 negatif) ve u¢ noktalar (DRFS veya RFS) icin tekrarlanmistir.

Nod negatif ve nod pozitif hastalarin her biri icin, ROR'un bir fonksiyonu olarak
10 villik DR riskini tahmin etmek icin Cox modelleri (CTS hari¢) kullaniimistir. Bu
model tahminlerine dayanarak, U¢ risk grubu su sekilde tanimlanmistir:

DusUk Risk: <10 Yilda %10 DR Olasihgi
Orta Risk: 10 Yilda %10 - %20 DR Olasihigi
Yuksek Risk: 10 Yilda > %20 DR Olasihgi

Analiz

Her bir risk grubu icin Kaplan-Meier grafikleri olusturulmustur. Birincil analizde
aciklanan olasilik orani testleri (iki istatistiksel modelin uyumunu karsilastirmak
icin kullanilir), Genomic Health'in Oncotype Dx testi (RS, Recurrence Score) ve
sorumlu arastirmacinin immudnohistokimya tabanli testi (IHC4) i¢in yapilmistir.
Bu sonuclar, her bir skorlama sisteminin CTS'ye ek olarak ne dl¢ctide ek prognostik
bilgi sagladigini belirlemek icin ROR icin elde edilenlerle karsilastiriimistir. IHC4
testi TransATAC calisma verileri kullanilarak olusturuldugundan, diger testlerle
karsilastirmalari zordur, bu nedenle IHC4 sonuclari daha fazla tartisiimayacaktir.

Tablo 26: Demografik Verilerin Ve Klinik 6zelliklerin Ozeti

Ozellik Me(\:nc:thcoigl;)ma RNA Alinan ik Calisma ATA%TA%::“ iiilllla‘:yen
#Hasta | % Hasta o (n=2,929)
Nodal Durum
Negatif 701 %70 %71 %68
Pozitif 268 %27 %25 %25
Bilinmeyen 38 %4 %4 %7
Timor Boyutu
<lcm 138 %14
1-2.cm 523 %52 %67 %70
2-3cm 253 %25
>3cm 93 %9 %33 %30
Timor Evresi
lyi 213 %21 %27 %25
Orta 601 %60 %57 %59
Kotu 193 %19 %16 %17
Yas
Ortalama | 644yl | | 64,3 | 66,1
Tablo 27: ilave Klinik Ozellikler
Ozellik | Hasta Sayisi | Hasta %’si
Alt tip
Bazal Benzeri 9 %]
HER?2 zengin 41 %4
Luminal A 692 %69
Luminal B 265 %26
Tedavi
Anastrazol 513 %51
Tamoksifen 494 %49
Niiksler
Tumu 210 %21
Uzak 160 %16
HER2 Durum
Negatif 888 %88
Pozitif 19 %12




Bulgular

Birincil analiz testleri, ROR skorunun, standart klinik degiskenlerin (KTS) tGzerine
uzak nuks olmaksizin sagkalim icin ek prognostik bilgi sagladigini gdstermistir.
Asagida rapor edilen tim ROR verileri, Prosigna Test ile raporlanan ROR'un
temeli oldugundan, 46 gene dayanmaktadir.

Tablo 28: ROR i¢in Primer Analiz Testi

Sekil 24: intrinsik Alt Tipe Gére Nod Pozitif Hastalarda DRFS icin Kaplan Meier Egrileri

Nod Pozitifler

Etkisiz Model

Alternatif Model

ALR %2

%* p-Deger

CTS

CTS +ROR

34,21

P <0,0001

ikincil analizler, ROR'un uzak nuiks olmaksizin sagkalim ile dnemli dlctde iliskili
oldugunu ve Klinik olarak ilgili cok sayida alt grupta CTS'nin 6tesinde prognostik
bilgi ekledigini gostermistir.

Tablo 29: Onceden Tanimlanan Alt Gruplar igin Primer Analizin Tekrari

Uzak niks olmayan yizde
04
L

0.2

— Luminal A,1-3 Nod
~- Luminal A = 4 Nod
—— Luminal B, -3 Nod
== Luminal B,z 4 Nod

00
L

HR(1-3)=20[11-36]
HR(= 4)=34[16-72]

0 2 4 6 8 10

Takip Saresi (Yil)

Sekil 25 ve 26, her nod kategorisi icinde, dustk riskli oldugu tahmin edilen
hastalarin mutlak klinik riskinin, ytksek riskli oldugu tahmin edilen hastalarin
mutlak klinik riskinden énemli 6lctde farkl oldugunu gostermektedir: dustk
riskli oldugu tahmin edilen hastalarda gozlenen 10 yillik DR oranlari %10'un
altindayken, ytksek riskli oldugu 6ngorulen hastalarda, 10 yillik DR oranlari
%30'un Gzerinde gdzlemlenmistir.

Sekil 25: CTS Hari¢ Nod Negatif Hastalarda Risk Grubuna gére DRFS

Hasta Grubu S InEE Olay Sayisi 510KV AETS
Noktasi Sayisi Y >ay ALR 2 %> p-Deger
o DRFS 1007 160 342 <0,000]
RFS 1007 210 312 <0,0001
. DRFS 888 131 289 <0,000]
HER2-Negatf RFS 888 179 26.9 <0,000]
DRFS 739 79 250 <0,0001
Nod-Negatif RFS 739 7 215 <0,000]
DRFS 268 81 93 00023
Nod-Pozitif ' '
od-Pozti RFS 268 93 106 0,001

HER2-Negatif | DRFS 649 62 246 <0,000]
Nod-Negatif RFS 649 98 208 <0,000]

Birincil ve Ikincil Analizler RORun strekli olarak Tum Hastalar ve Tum Alt
gruplarda DRFS ile ilgili oldugunu gostermistir.

Sekil 22: Nodal Durum Grubunda ROR Skoru Analizi ile Tahmini On Yillik Ongériilen
Uzak Niiks Riski

100
1

—— Nod Negatifler
—— 13 pozitif nod
— = 4pozititnod

60 80
1

Ongorilen 10 Yillik Uzak Niiks Riski (%)
40
|

0 20 40 60 80 100

ikincil Analizler nodal durumla tanimlanan her hasta alt grubunda Luminal A
ve Luminal B alt tiplerinin anlamli 6lctde farkli sonuglari oldugunu géstermistir.

Sekil 23: intrinsik Alt Tipe Gére Nod Negatif Hastalarda DRFS icin Kaplan Meier Egrileri

Nod negatifler

06 08
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Sekil 25 icin Veri Ozeti: CTS Haric Nod Negatif Hastalarda Risk Grubuna gére DRFS

) Hasta Sayisi 10 Yilda Uzak_N_i]kf Olmaksizin
Risk Grubu (%) Olay Sayisi Tahnllnl Yuzdey
[%95 Giiven Araligi]
Dustk 431 (%58) 17 %96 [%94 - %98]
Orta 180 (%24) 22 %86 [%81 - %92]
Yiksek 128 (%17) 38 %67 [%59 - %76]
Toplam 739 (%100) 77

Sekil 26: CTS Olmaksizin 1-3 Pozitif Nodlu Hastalarda Risk Grubuna gére DRFS
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Sekil 26 icin Veri Ozeti: CTS Olmaksizin 1-3 Pozitif Nodlu Hastalarda Risk Grubuna gére
DRFS

i e S 10 Yilda Uzak_N.ﬁkf Olmaksizin
Risk Grubu (%) Olay Sayisi Tahrrlml Yuzde_
[%95 Gliven Araligi]
Dustk 6 (%3) 0 %100 [N/A]
Orta 74 (%35) 1 %84 [%76 - %93]
Yuksek 134 (%63) 38 %68 [%59 - %77]
Toplam 214 (%100) 49

ROR ile RS Kiyaslamasi

ROR skorlarina sahip 1.007 numunenin timd i¢cin Oncotype Dx test sonuglari
mevcuttur, ancak IHC sonuclari yalnizca 940 numune icin mevcuttur. Uc testin
tamundn karsilastiriimasini saglamak icin bu bélumdeki sonuclar, U¢ yontemin
tumu icin test sonuglarina sahip olan 940 6rnede dayanmaktadir (ancak IHC4
burada bildirilmemistir). Olasilik orani testleri tek bir degiskenin eklenmesi icin
sunulmustur, bu nedenle eklenen bilgilerin istatistiksel olarak anlamli olmasl i¢in
(a = 0,05), 1-serbestlik derecesi x? istatistigindeki degisimin 3.84'ten buyuk
olmasl gerekir. Asagidaki sekiller, prognostik test baska bir prognostik teste
eklendiginde eklenen bilgileri ve sirali CTS'yi gosterir. Her eklemede, eklenen
bilgi x?'deki degisiklikle olculdr.

CTS’ye ilaveten RS’ye eklenen ROR: prognostik bilgiler

Sekil 27: Tum Hastalarda CTS Otesinde DRFS icin Prognostik Bilgiler (n = 940)
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Modele ekleme sirasi
LRy? istatistigindeki Degisim
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v
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ROR ->RS RS ->ROR
Modele dahil edilen CTS'den sonraki Testlerin Sirasi

HROR ®RS

Sekil 28: Nod Negatif Hastalarda CTS Otesinde DRFS icin Prognostik Bilgiler (n = 683)
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2023-01LB-0054-00

Sekil 29: Nod-Pozitif Hastalarda CTS Otesinde DRFS icin Prognostik Bilgiler (n = 257)

Modele ekleme sirasi
LRy? istatistigindeki Degisim

ROR ->RS RS ->ROR
Modele dahil edilen CTS'den sonraki Testlerin Sirasi

HROR ®RS

Sekil 30: Nod Negatif HER2 Negatif Hastalarda CTS Otesinde DRFS icin Prognostik
Bilgiler (n = 649)
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Modele ekleme sirasi
LRy? istatistigindeki Degisim

10 -

ROR ->RS
Modele dahil edilen CTS'den sonraki Testlerin Sirasi

RS ->ROR

B ROR WRS

Sekil 27 ila 30, iki prognostik test sirayla eklendiginde CTS'nin 6tesinde eklenen
bilgilerigosterir. Her eklemede, eklenen bilgi x?istatistigindeki degisiklikle ol¢ulur.
Ornegin, CTS (tum hasta verileri) dahil edildikten sonra eklenen ilk test ROR
oldugunda, x? istatistigindeki degisiklik 27,4'ttr. Modelde CTS ve ROR olmasiyla,
RS eklenmesi, x? istatistiginde anlamli olmayan degil (1 serbestlik dereceli x?
testi icin kritik deger 3,84'tur) 2,5'lik bir degisiklige neden olmustur; yani, hem
CTS hem de ROR modelde oldugunda, RS énemli bilgi eklememektedir. Ancak,
eklenen ilk test RS ise, ROR'da CTS ve RS kombinasyonuna dahil edilmeyen
bilgiler hala mevcuttur. Her iki test de nod pozitif hastalarda CTS'ye eklendiginde
prognostik ®nem gosterir, ancak testlerin hi¢cbiri muhtemelen daha kigtk 6rnek
boyutu nedeniyle ikinci bir eklenen test olarak anlamlilik géstermez. Nod-
negatif HER2-negatif hasta alt kiimesi icin RS, CTS + ROR'a 6énemli prognostik
bilgi eklemez. Ote yandan, ROR, CTS + RS'ye énemli prognostik bilgiler ekler.

RS’ye Kkarsilik ROR: Risk Gruplari Sonucu

iki testin hastalari riske gore nasil ayirdigini karsilastirmak icin, her testin
TransATAC populasyonunda 10 vyilda uzak nuks riskine iliskin tahminine
dayali olarak risk gruplari tanimlanmistir. Ayni riske sahip hastalari iceren risk
gruplarini tanimlamak icin TransATAC calismamizin sonuclarina gére her test
icin risk gruplarini tanimlayan risk puani esikleri secilmistir. Bu karsilastirilabilir
risk gruplarini elde etmek icin Oncotype DX icin kullanilan esik noktalari
Genomic Health tarafindan kullanilanlardan farklidir. Her test icin, dusuk risk
grubu prospektif olarak %10'dan daha az tahmini ntks riski olan hastalar olarak
tanimlanmistir. Her test icin, orta risk grubu ileriye déntk olarak %10 ila %20
arasinda tahmini nuks riski olan hastalar olarak tanimlanmistir. Her test icin,
yUksek risk grubu ileriye donuk olarak %20'den fazla tahmini ntks riski olan
hastalar olarak tanimlanmistir. Asagidaki sekil, her bir test tarafindan tanimlanan
risk gruplarinin boyutlarini ve sonuclarini 6zetlemektedir.

Sekil 31, Prosigna'nin Oncotype DX'e gére %26 oraninda daha az hastayi orta
risk grubuna atadigi sonucunu gostermektedir (180 hastaya karsin 243 hasta).
Ayrica, Prosigna, Oncotype DX'ten daha fazla hastayl yUksek risk grubuna
atamustir; bununla birlikte, her bir test tarafindan tanimlanan dusuk risk ve
yUksek risk gruplari, ortiisen Kaplan-Meier egrilerinde gosterildigi gibi benzer
sonuclara sahiptir.
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Bu gbézlem, TransATAC calismamizin bagimsiz arastirmacilarinin, Prosigna’nin
dustk ve yuksek risk gruplari arasinda esdeger veya daha ylksek ayrimla, orta
risk grubuna Oncotype DX RS'den daha az hasta atadigi sonucuna varmalarina
yol acmistir.

Sekil 31: Nod negatif hastalar icin Oncotype DX’in RS Skoruna kiyasla, Prosigna’nin ROS
Skoru biiyiik oranda daha fazla sayida yiiksek riskli ve daha az sayida orta riskli hasta
tanimlamistir.

Uzak niiks olmayan yuzde

--- RS, Dustk (n=434)
--- RS, Orta (n=243)
--=- RS, Yuksek (n=62)

— ROR, Dustk (n=431)

— ROR, Orta (n=180)

— ROR, Yuksek (n=128)
T T T T
2 4 6 8

5 -+

Takip Suresi (Yil)

1-3 pozitif nodu olan nod pozitif hastalarda tek basina ROR kullanildiginda, < %10
uzak nuks riskinin oldugu tahmin edilen 6 hasta vardir. Bu hastalarin hi¢birinde
calisma boyunca herhangi bir olay olmamistir. Bu hastalardan biri 7,9 yil boyunca
gbzlenmistir ve digerlerinin hepsinde enaz 9,9 yillik takipte DR gérilmemistir, bu
da dusuk riskli oldugu tahmin edilen nod pozitif hastalarin gercekten de disuk
riskli oldugunu gosterir. RS icin dusuk risk grubu olmadigindan karsilastirma icin
log-rank testleri kullaniimamistir.

Sekil 32: CTS kullanmadan 10 Yillik DRFS Risk Grubu Siniflandirmasi: Nod Pozitif
Hastalar (1-3 Nod) (ROR/ROR)
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Klinik Calisma 1 Sonuglari

Birincil analiz, ROR'un tum hastalarda ve 6énceden tanimlanmis klinik olarak
ilgili tim alt gruplarda standart klinik degiskenlerin (CTS) 6tesinde dnemli
prognostik bilgiler ekledigini gostermistir. ROR'un hastalar, nod negatif
hastalarda istatistiksel olarak anlamli sekilde farkl sonuclara sahip 3 risk
grubuna ayirdigi gésterilmistir. Luminal A ve Luminal B intrinsik alt tiplerinin, nod
durumundan bagimsiz olarak énemli 6lctde farkl DRFS ve RFS'ye sahip oldugu
gosterilmistir. Prognostik gosterge RS (Oncotype Dx'ten 21-Gen NUks Skoru)
ile karsilastirnldiginda, ROR tum hastalarda ve klinik olarak ilgili alt gruplarda
RS'nin 6tesine prognostik bilgi eklemistir. Ayrica, nod negatif grupta ROR, RS ile
karsilastirildiginda, yuksek risk grubuna atanan hasta sayisini iki katina ¢ikarmis
ve dustk ve yuksek risk gruplari arasindaki sonuclardaki farkhliklari azaltmadan
orta risk grubuna atanan hasta sayisini énemli dlctde azaltmistir.
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Cahsma 2: NanoString Prosigna Testini Kullanarak tek basina Adjuvan
Sistemik Endokrin Tedavi alan Hormon Reseptérii Pozitif, menopoz sonrasi
Meme Kanserli hastalar i¢in prognoz: bir ABCSG-8 Calismasi

Calisma Tasarimi

Calisma kohortu, 1996 ve 2004 yillari arasinda ABCSG-8 calismasina kaydolan
hastalardan retrospektif olarak toplanan ve ABCSG tumoér bankasinda
arsivlenen FFPE meme tUmort doku orneklerinden olusur®®. HR+, erken evre
meme kanseri olan toplam 3.901 menopoz sonrasi kadin, tedaviden énce iki
yil adjuvan Tamoksifen ve ardindan tg¢ yil Arimidex® (anastrozol) veya bes yil
adjuvan Tamoksifen almak Uzere randomize edilmistir. Calismanin tedavi yapisi
Sekil 33'te gosterilmektedir.

Sekil 33: ABCSG-8 Calismasi Calisma Tasariminin Semasi
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Dogrulama kohortu, retrospektif olarak arsivienmis ABCSG timor bankasindan
doku 6rneklerinin  toplanabilecedi ve bilgilendirilmis onam alinabilecegi
degerlendirilebilir ABCSG-8 kohortu veya hastanin vefat ettigi boélumu temsil
eder. Orijinal ¢alisma icin uygunluk kriterlerini karsilayan hastalar, yalnizca
NanoString testi icin doku bulunmadiginda veya hastanin yeniden onayi
alinamadiginda dislanmistir. Tumor blogu ve hasta onami bulunan tim
numuneler bu ¢alismanin bir parcasi olarak test edilmistir.

Bu calismada, test ile elde edilen intrinsik alt tipleri kullaniimis ve &nceden
tanimlanmis bir analiz plani kullanarak ROR skoru degerlendirilmistir. 0O-100
arasinda degisen ROR skoru, daha ¢nce yayinlanmis 50 test geninden bir 46
gen alt kiimesi kullanilarak hesaplanmistir. ROR katsayilari, her bir intrinsik alt
tipi, bir proliferasyon skorunu ve gros tumaor boyutunu belirlemek icin kullanilan
46 genle Pearson korelasyonunu iceren bir Cox modelinden hesaplanmistir.
Tum analizler maksimum takip verileri Gzerinde yapilmistir.

Birincil sonlanim noktasl, uzak ntks olmaksizin sagkalimdir (DRFS). Bu, tanidan
itibaren uzak nuks veya meme kanseri nedeniyle 6lime kadar gecen sire
olarak tanimlanir. Ikincil sonlanim noktasi, niks olmaksizin sagkalimdir (RFS).
Bu, tanidan itibaren ilk ntks (lokal, bélgesel veya uzak) veya meme kanseri
nedeniyle 6lime kadar gecen stre olarak tanimlanir.

Mevcut tUm hasta numuneleri kullanilarak, sirall ROR testlerinde birincil
hedefi degerlendirmek icin cok degiskenli Cox Orantili Zararlar (PH) modelleri
olusturulmustur. Model, standart klinik degiskenleri (yas, tumor evresi, gros
tumor boyutu, nod durumu, adjuvan tedavi) icermistir. Daha sonra bir Cox
modeli olusturulmustur ve ROR'un Klinik Tedavi Skorunda (CTS) yer alan
bilgilerin Gzerine istatistiksel olarak anlamli (a = 0,05) ek prognostik bilgi ekleyip
eklemedigini test etmek icin bir olasilik orani testi kullaniimistir. CTS, standart
patolojinin bir 6lctst olarak gelistiriimis klinikopatolojik faktorlerin optimize
edilmis bir kombinasyonudur. Birincil analizler, farkl hasta alt gruplar (tumda,
nod-negatif, nod-pozitif veya yalnizca HER2 negatif) ve u¢ noktalar (DRFS veya
RFS) icin tekrarlanmistir.

Analiz

Birincil  bilimsel amacin, ROR'un standart klinik degiskenler Uzerine
onemli prognostik bilgiler ekledigini gdstermek oldugu sirali bir yaklasim
kullanilmistir. Birincil amac, ¢ gruptan birine (dustk/orta/yuksek) kategorik
risk siniflandirmasinin standart klinik degiskenlerin Gzerine énemli prognostik
bilgiler ekledigini gdstermek icin ilave bir gereklilik eklemistir. Bu gereksinimi
karsilamak icin asagidakilerden her ikisinin de gosterilmesi gerekmistir:

* SUrekli ROR skorunun standart klinik degiskenlerin Gzerine dnemli
prognostik bilgiler ekledigini gdstermek

* Hicbir prognostik bilgi bulunmadigina iliskin sifir hipotezi reddedilirse,
ROR tabanli risk kategorilerinin standart klinik degiskenlerin Uzerine
prognostik deger kattigini gostermek
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Mevcut tim hasta numuneleri kullanilarak, cok degiskenli Cox Orantili Zararlar
(PH) modelleri, sirali ROR testlerinde birincil hedefi ve ardindan énceden
tanimlanmis ROR tabanli risk kategorilerini degerlendirmek icin uyarlanmistir.
Modeller asagidaki kategorik standart klinik degiskenleri icermistir (olasl
degerlerle): Yas (> 65 veya < 65)

«  Evre (Gl or G2/GX)

«  Gros Tumor Boyutu (T1, T2/T3)

+ Nodal Durum (NO, N+(1-3), N+(= 4))

+ Adjuvan Tedavi (Tek basina Tamoksifen ya da Tamoksifen= Anastrozol)

NO nod negatif hastalari, N+(1-3) 1-3 pozitif nodu olan nod pozitif hastayi ve
N+(> 4) 4 veya daha fazla pozitif nodu olan nod pozitif hastalari belirtir. T1,
capl < 2 cm olan tumory, T2, 2 cm'den buytk ancak 5 cm'den fazla olmayan
tumord ve T3, 5 cm'den buyuk timord belirtir. Calismada sadece 14 adet T3
ornegi vardir, bu nedenle bunlar T2 érnekleriyle birlestirilmistir. lyi diferansiye
(G1) tumorler, orta derecede diferansiye (G2) ve GX lobuler tumérlerin
kombinasyonu ile karsilastiriimistir. GX lobuler tumorler, analiz amaciyla G2
tamorleri olarak tedavi edilmistir, ctinkd G2 tumorler bu amaclanan kullanim
hasta populasyonunda en yaygin evredir.

Bu ortak degiskenler, modele bir Klinik Tedavi Skoru (CTS) seklinde girilir. CTS'yi
elde etmek icin asagidaki model olusturulmustur:

A= A,@Oexp(Dz,7;)
J
Burada z'ler yukarida listelenen klinik ve Tedavi degiskenlerini temsil eder ve
CTS yukarida elde edilen y’lerin tahminleri kullanilarak tanimlanmuistir; yani.,
CTS=227,

Orantili zararlar varsayimi, Schoenfeld artiklari kullanilarak test edilmistir.

Bulgular

Test icin mevcut 1T 620 dokudan 25'i (%1,5) yeterli timor icin 6nceden
tanimlanmis patoloji incelemesini ge¢medi, canli invaziv dokuya sahip 1 595
doku 6rnegdinin 73'0 (%4,6) ekstrakte edilmis RNA icin dnceden tanimlanmis QC
spesifikasyonlarini gecmemistir ve 1522 RNA 6rneginden 44't (%2,9) Prosigna
sonuclariigin test QC spesifikasyonlarinda basarisiz olmus ve analiz icin toplam
1478 (%91,2) doku kullanilabilir durumda kalmustir.

Analiz icin mevcut olan 1 478 hastadan 155'inde uzak nuks ve 194'tnde lokal
veya uzak ntks veya meme kanseri nedeniyle 6lim gerceklesmistir. Calisma i¢in
medyan takip stresi 10 yildir.

Birincil analiz testleri, ROR skorunun, uzak nuks olmaksizin sagkalim icin
standart klinik degiskenlerin (CTS) Uzerine 6nemli ek prognostik bilgiler
sagladigini gdstermistir.

Tablo 32: Birincil Analiz Testi Sonuglar

Etkisiz . 2 X2 Kritik Deger P ey

Model Rt (Serbestlik Duzeyleri) X p-Deger
CTS CTS + ROR 53,49 384 (df=1) p < 0,0001
CTS CTS +Risk Grubu | 3412 599 (df=2) p < 0,0001

Ikincil analizler ROR'un uzak ntks olmaksizin sagkalimla 6énemli dlzeyde
iliskili oldugunu ve coklu klinik ilgili gruplarda CTS 6tesinde prognostik bilgiler
eklendigini gostermistir.

Tablo 33: Onceden Tanimlanan Alt Gruplar i¢in Primer Analiz Testinin Tekrari

Dogrulama c¢alismasina dahil edilen hastalar, orijinal ACBSG-8
calismasindakilere benzer ¢zelliklere sahiptir.
Tablo 30: Klinik Ozelliklerin Ozeti
Dahil edilen Dahil Edilmeyen Toplam
Ozellik Value (n=1478) (n =2 236) (n=3714)
# % # % # %
Tedavi Yalnizca Tamoksifen 741 %50,1 1108 %49,3 1849 %49,8
Tamoksifen Anastrozole 737 %49,9 1128 %50,2 1865 %50,2
Negatif 14 %0,9 32 %14 46 %1,2
ER Durumu | Pozitif 1464 | %991 | 2199 | %983 | 3663 | %986
Bilinmeyen 0 %0,0 5 %0,2 5 %0,
Gl 271 %183 | 468 | %208 | 739 | %199
Evre G2 1152 | %779 | 1659 | %739 | 281 | %757
GX 55 %3,7 109 %4,9 164 %4,4
NO 1047 | %708 | 1723 | %767 | 2770 | %746
Nodal Durum | N+(1-3) 382 | %258 | 449 | %200 | 831 %22,4
N+(= 4)* 49 %33 64 %2,8 13 %3,0
Negatif 260 | %176 424 | %89 | 684 | %184
PgR Durumu | Pozitif 1218 | %824 | 1805 | %804 | 3023 | %814
Bilinmeyen 0 %0,0 7 %0,3 7 %0,2
il 1037 | %702 | 1745 | %777 | 2782 | %749
Tumor Evresi | T2 427 | %289 | 472 | %210 | 899 | %242
T3 14 %0,9 19 %0,8 33 %0,9
Median 63 64
Yas NA
Aralik 4179 41-80
*> 9 pozitif nodu olan 1 hasta icerir.
Tablo 31: ilave Klinik Ozellikler
Ozellik Deger Hasta Sayisi Hasta %’si
Luminal A 1004 %679
NanoString Intrinsik LuminalB 418 %28,3
Alt Tip HER2-Zengin 48 %3,2
BasalBenzeri 8 %0,5
Niksler Uzak 155 %10,5
Any 194 %13,1
Negatif 1397 %94,5
HER2 Durum Pozitif 77 %5,2
Bilinmeyen 4 %0,3
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CTS+ROR / CTS CTS+Risk Grubu /
Hasta Grubu fhEsE il crs
Sayisl Sayisi ALR ¥? ALR x?
(Krit. Deger= 3,84) (Krit. Deger = 5,99)
All 1478 155 53,49 34,12
HER2-negatif 1397 145 4750 29,94
NO 1047 86 25,57 23,36
NO, HERZ’ 984 79 21,69 20,32
negatif
N+(1-3) 382 59 25,99 19,94
N+(1-3),
HER2-negatif 367 56 22,75 18,75
Sekil 34: Nod-Negatif Hastalar i¢in Risk Grubuna gére DRFS
H
o —— Dusuk risk
RS —— Ortarisk ~
S ° —— Viksek risk <
g
] T T T T I
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Sekil 34 icin Veri Ozeti: Nod-Negatif Hastalar i¢in Risk Grubuna gére DRFS

. Hasta Sayisi 10 Yil Boyunca IO VIEE Uzak.N'ﬁkf
Risk Grubu %) Gerceklesen|Olay/Sayisi Olmak5|zm"Tahm|n| Y_uzde
[%95 Giliven Araligi]
Dusuk 487 (%47) 15 %96,6 [%94,4 - %97,9]
Orta 335 (%32) 28 %90,4 [%86,3 - %93,3]
Yuksek 225 (%21) 32 %84,3 [%78,4 - %88,6]
Toplam 1.047 (%100) 75
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Sekil 35: HER2-Negatif Nod Negatif Hastalar icin Risk Grubuna gére DRFS
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Sekil 35 icin Veri Ozeti: HER2-Negatif Nod Negatif Hastalar icin Risk Grubuna gére DRFS
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Sekil 37: HER2-Negatif Nod Pozitif (1-3 Nod) Hastalar i¢in Risk Grubuna gére DRFS
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Sekil 37 igin Veri Ozeti: HER2-Negatif Nod Pozitif (1-3 Nod) Hastalar icin Risk Grubuna

10 Yilda Uzak Niik gore DRFS
Risk Grubu IRERIE SEVR DVl Eoiie: Olmaks:n:TaT'na:niniuY;zde 10 Yilda Uzak Niiks
(%) Gergeklesen Olay Sayisi [%95 Giiven Araligi] Risk Grubu Hast;/s)aym cor 1(')(IY|I Bog:mcg Olmaksizin Tahmini Yizde
Diistik 474 (%48) 15 %965 [%94,3 - %979] i He e Pley S [%95 Giiven Araligi]
Orta 3N (%32) 27 %90 [%85,6 - %93,1] Dusuk 15 (%4) 0 %100 [%78,2 - %100]*
YUksek 199 (%20) 27 %84,7 [%78,4 - %89,3] Orta 142 (%39) 7 %93,6 [%86,8 - %96,9]
Toplam 984 (%100) 69 Yiksek 210 (%57) 43 %76,1 [%69,0 - %81,8]
Toplam 367 (%100) 50

Sekil 36, nod pozitif (1-3 nod) hastalar icin risk grubuna gére Kaplan-Meier
grafiklerini gosterir ve Sekil 37, nod pozitif (1-3 nod) HER2 negatif hastalar
icin ayni grafikleri gésterir. HER2-pozitif olan hastalarla veya onlarsiz sonuglar

benzerdir.

Sekil 36: Nod Pozitif (1-3 Nod) Hastalar i¢in Risk Grubuna g6re DRFS
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Sekil 36 igin Veri 6zeti: Nod Pozitif (1-3 Nod) Hastalar icin Risk Grubuna gére DRFS

. Hasta Sayisi 10 Yil Boyunca 10k Uzak.N-i]kf
Risk Grubu (%) Gerceklesen Olay Sayisi Olmaksmr]_Tahmlnl Yvuzde
[%95 Giliven Araligi]
Dusuk 15 (%4) 0 %100 [%78,2 - %100]*
Orta 143 (%37) 7 %93,6 [%86,9 - %97]
Yiksek 224 (%59) 46 %75,8 [%68,9 - %81,4]
Toplam 382 (%100) 53

* Clopper-Pearson Metodu Kullanilarak tahmin edilen Gtven Aralidi
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* Clopper-Pearson Metodu Kullanilarak tahmin edilen Glven Araligi
ROR ve Risk Tahmini Arasindaki iliski

Sekil 38, nod-negatif ve nod-pozitif (1-3 nod) hasta gruplarinin her biri icin ayri
Cox orantili zarar modellerine dayall %95 gUven araliklariyla ROR skorunun bir
fonksiyonu olarak 10 yillik DR riskini gdstermektedir. Nod pozitif (1-3 nod) hastalar
icin, tum aralik uyarlanirken orantili riskler varsayimi ihlal edilmistir. Nod pozitif (1-3
nod) hastalar icin burada gdsterilen egri, orantili zararlar varsayiminin karsilandigi
0-80 araliginda ROR skorlari olan nod pozitif (1-3 nod) hastalari kullanir.

Sekil 38: %95 Giiven Araliklari ile Nodal Kategoriye Gore On Yillik Tahmini DR Riski

— Nod Negatifler
— Nod Pozitifler (I-3 pozitif nod)

=)
3

Tahmini 10 Yillik Uzak Niiks Riski

ROR Puani

Her bir alt grup icinde, dusuk risk kategorisine atanan hastalarin mutlak klinik
riski, yuksek risk kategorisine atanan hastalarin mutlak klinik riskinden énemli
olcude farklidir.

Tablo 34, Nod-Negatif hastalarin 10 birimlik ROR kutularina goére dagilimini
gosterir. Ayrica 10 yillik DR riski de gosterilmistir.

23



Tablo 34: 10-birim ROR Araligi ile Nod Negatif Hastalarin Dagilimi

ROR Aralig: Hasta Sayisi Hasta Yiizdesi 10-yillik DR Riski (Empirk)

1-10 7 %0,7 %0,0
11-20 116 %111 %1,8
21-30 155 %14,8 %2.5
31-40 209 %20,0 %5,1
41-50 183 %17,5 %75
51-60 152 %14,5 %121
61-70 116 %111 %15,0
71-80 77 %74 %12,3
81-90 28 %2,7 %261
91-100 4 %0,4 %33,3
Toplam 1047 %100

Sekil 39, her bir bélmenin 10 birim ROR araligindaki (1-10, 11-20 vb.) tum
hastalardan olustugu 10 boélme icin ampirik olarak tahmin edilen 10 yillik
sagkalim oranlariyla birlikte Nod-Negatif hastalar icin modele dayal egriyi
gosterir). Egrinin altinda, kutuya gére frekans dagilimini gdsteren bir histogram
bulunur.

Sekil 39: Asagida Gosterilen ROR skorlarinin Dagilimi ile Nod Negatif Hastalar i¢in On
Yillik DR Riskinin Model Tabanli ve Ampirik Tahminlerinin Karsilastiriimasi

o
3

—— Modele Dayall
-----= %95 GUven Limiti
e Ampirik

80

Tahmini 10 Yillik Uzak Niiks Riski

Siklik
0 100
111l lo 4

0 20 40 60 80 100
ROR Puani

Nod-negatif hastalar icin, orantili risk modeline dayali tahminler, tm araliktaki
ampirik tahminlere benzerdir. Tablo 35, nod pozitif (1-3 nod) hastalarin 10 Gniteli
ROR kutularina gore dagilimini géstermektedir. Ayrica 10 yillik DR riski de
gOsterilmistir.

Sekil 40: Asadida Gosterilen ROR skorlarinin Dagihmi ile Nod Pozitif (1-3 Nod) Hastalar
icin On Yillik DR Riskinin Model Tabanli ve Empirik Tahminlerinin Karsilastiriimasi
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Hem Tablo 35 hem de Sekil 40, orantili zararlar varsayiminin basarisiz olmasina
yol acan ROR araliginin en Gsttnde gozlemlenen 10 yillik riskin dtzlesmesini
gostermektedir. Bununla birlikte, 80'in Gzerindeki iki kutudaki numune
boyutlarinin, nod pozitif (1-3 nod) hastalar icin (81-90 arasi 17 hasta ve 91-100
arasi sadece 3 hasta) icin ktctk olduguna dikkat edilmelidir.

Luminal A ve Luminal B intrinsik Alt Tiplerin Karsilastiriimasi

Calismadaki hastalarin cogunlugu (%96) ya Luminal A ya da Luminal B idi;
hormon reseptdrl pozitif hastalarda bu intrinsik alt tipler baskin oldugundan,
bu, beklenmedik bir durum degildir.

Tablo 36, Luminal A/Luminal B ayriminin CTS'nin 6tesine ekledigi DRFS icin
ek prognostik degeri gostermeye yonelik olasilik orani testinin sonuclarini
gbstermektedir. Tablo ayrica Luminal A ile Luminal B hastalarini karsilastiran
risk oranini da gosterir. Her (¢ grupta da Luminal A hastalari icin énemli dl¢ctde
daha dustk uzak nuks riski vardir.

Tablo 36. Luminal Alt Tipler i¢in DRFS Prognostik Degeri i¢in Olasilik Orani Testi

Hasta Ola . .| Zarar Orani LumA : LumB
Al G Sayisi Saylzl ACRGENIA P degen (%95 Gliven Aralig)
TUmu 1422 135 24,42 < 0,0001 0,42 [0,30 - 0,59]
NO 1009 74 9,68 0,0019 0,47 [0,30 - 0,75]
N+(1-3) 366 51 14,94 0,0001 0,3310,19 - 0,58]

Tablo 35: 10-birimlik ROR Araligina gére Nod-Pozitif (1-3 Nod) hastalarin Dagilimi

ROR Arahgi Hasta Sayisi Hasta Yuzdesi 10-yillik DR Riski (Empirik)

1-10 3 %0.8 %0,0
11-20 34 %8,9 %3.6
21-30 53 %13,9 %41
31-40 68 %17,8 %8.5
41-50 57 %14,9 %16,7
51-60 7 %18,6 %178
61-70 42 %11,0 %289
71-80 34 %8,9 %39.5
81-90 17 %4.5 %33,0
91-100 3 %0.8 %33,3
Toplam 382 %100

Sekil 40, nod pozitif (1-3 nod) hastalarda her bir kutunun 10 ROR araligindaki
(1-10, 1-20, vb.) tum hastalardan olustugu 10 kutu icin modele dayall egriyi
(ROR skorlari = 80 olan Nod-Pozitif (1-3 nod) hastalari kullanarak) ve ampirik
olarak tahmin edilen 10 yillik sagkalim oranlarini gdstermektedir. Egrinin altinda,
kutuya gore frekans dagilimini goésteren bir histogram bulunur.
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Sekil 41, Nod-Negatif hastalar icin Luminal alt tipine gore DRFS karsilastirmasini
gosterir, Sekil 42, nod pozitif (1-3 nod) hastalar icin ayni karsilastirmayi gosterir.
Her iki grup icin, Luminal A ve Luminal B hastalarinin DRFS'leri arasinda anlaml
farkliliklar vardir.

Sekil 41: Nod-Negatif Hastalar icin intrinsik Alt Tipe gére DRFS icin Kaplan Meier egrileri
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Sekil 41 icin Veri Ozeti: Nod-Negatif Hastalar icin intrinsik Alt Tipe gére DRFS icin
Kaplan Meier egrileri

Risk Grubu Hasta Sayisi 10 Y1l Boyunca 10 _Yl!d:-x__ Uzak Niiks (zlmaksmn_
Gerceklesen Olay Sayisi | Tahmini Yiizde [%95 Giiven Aralidi]
Luminal A 725 32 %95,1 [%93,4 - %96,3]
Luminal B 284 32 %87,2 [%83,2 - %90,3]
Toplam 1009 64

Sekil 42: Nod-Pozitif (1-3 nod) Hastalar icin intrinsik Alt Tipe gdre DRFS icin Kaplan
Meier egdrileri
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Sekil 42 icin Veri Ozeti: Nod-Pozitif (1-3 nod) Hastalar icin intrinsik Alt Tipe gére DRFS
icin Kaplan Meier egrileri

Risk Grubu e S 10 Yil Boyunca 10 _Yl!da“ Uzak Niiks (zlmaksmnv
Gergeklesen Olay Sayisi | Tahmini Yiizde [%95 Giiven Araligi]
Luminal A 248 17 %91,3 [%87,2 - %94,2]
Luminal B 118 28 9%72,5 [%64.,2 - %79,1]
Toplam 366 45

Tablo 37 nod negatif ve nod pozitif (1-3 nod) nodal gruplar icin luminal alt tipe
gore 10 yillik RFS oranlarinin bir tablosunu gosterir.

Tablo 37: Nodal Grup ve Luminal Alt Tipe gére On Yillik RFS Oranlari

10 Yil Boyunca 10 Yilda Uzak Niiks Olmaksizin

NO Luminal A 725 (72) 44 %93,0 [%91,1 - %94,5]
Luminal B 284 (28) 44 %82,2 [%77,6 - %85,9]

N+(1-3) Luminal A 248 (68) 21 %89,1 [%84,7 - %92,4]
Luminal B 18 (32) 30 %716 [%62,2 - %774]

Nod negatif ve nod pozitif (1-3 nod) hasta populasyonlarinin her birii¢cin Luminal
A ve Luminal B hastalari arasindaki fark anlamlidir.

Klinik Calisma 2 Sonuglari

ROR'un hem surekli bir 6lcum olarak dahil edildiginde hem de 6nceden
tanimlanmis Ug risk grubu kullanilarak dahil edildiginde standart klinik ve tedavi
degiskenlerinin Gzerine dGnemli prognostik bilgiler ekledigi gdsterilmistir. Dustk
risk grubunda, beklendigi gibi %90'in olduk¢a Gzerinde 10 yilik DRFS vardir.
Yuksek risk grubunda, beklenenden daha yuksek olan 10 yillik DRFS %80'dir
- %80'den gozle gorulur sekilde dusuk olmasi beklenmistir. Risk gruplarini
tanimlamak icin kullanilan esik degerler, mevcut kohorttan daha ytksek riskli
olan ve beklenenden daha dusuk riskli bir "yuksek risk grubu"na yol agan
TransATAC kohortuna dayalidir. ROR (surekli ve risk grubuna dayall), ¢esitli alt
gruplarda benzer prognostik bilgiler gostermistir. Strekli risk modeli, hem nod-
negatif hem de nod-pozitif (1-3 nod) hasta populasyonlarinda ampirik niks
oranlarina yakindan uyar. Calismadaki hastalarin cogunda (%96) iki Itiminal
alt tipten birinin (Luminal A veya Luminal B) timorleri vardir. Tum nod durum
gruplarinda, Luminal A/Luminal B ayrimi, DRFS ile ilgili prognostik bilgiler
eklemistir.
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Kombine Klinik Calismalar Ozeti

iki Klinik dogrulama calismasinda numuneler farkli laboratuvarlara
gonderildiginden ve bu laboratuvarlarda analiz edildiginden, sonuclar
dagitilmis kullanim icin genellestirilebilirdir. ROR'un, 10 yillik DRFS icin, hem
strekli bir 6lctim olarak dahil edildiginde hem de ¢nceden tanimlanmis Ug¢ risk
grubu kullanilarak dahil edildiginde standart klinik ve tedavi degiskenlerinin
Uzerine 6Gnemli prognostik bilgiler ekledigi gdsterilmistir. Ek olarak, bir post-hoc
analizde, ROR, tum hastalar icin standart klinik degiskenlerin Gzerine 5 yillik
DRFS sonrasticin dnemli bilgiler eklemistir. ROR (surekli ve risk grubuna dayalr),
cesitli alt gruplarda benzer prognostik bilgiler géstermistir. Sinirli analizler de
RFS kullanilarak gerceklestirilmistir. ROR siniflari ayrica farkli RFS'li G¢ risk grubu
tanimlayabilmistir. Her iki calisma i¢in, Luminal A ve Luminal B alt gruplarinin
DRFS'leri arasinda nodal durumdan bagimsiz olarak énemli farkliliklar vardir.
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