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1 NUMATYTAS NAUDOJIMAS / PASKIRTIS

Prosigna® krlties vézio prognostiniy geny zymeny tyrimas yra in vitro diagnostinis
tyrimas, kuris naudoja lgsteliy geny raiskos profilj, aptinkama kraties vézio audinyje,
tam, kad bdty jvertinta pacientés rizika vélesniems buklés pasikartojimams. Tyrimo
metu matuojamas geny raiskos profilis, naudojant RNR, kuri isskirta i$ formalinu
uzfiksuoto, parafinu imobilizuoto (FFPE) krdties navikinio audinio. Geny raiskos
duomenys yra vertinami drauge su Klinikiniais kintamaisiais, siekiant gauti potipj
(luminalinis A, luminalinis B, HER2 praturtintas arba bazalinio tipo) ir nutolusiy buklés
pasikartojimy tikimybe nurodantj jvertj. Tyrimas atliekamas naudojant nCounter®
analizine sistemg ir FFPE krQties vézio audinj, kuriam anksciau buvo diagnozuota
invaziné kraties karcinoma.

Prosigna krdties vézio prognostiniy geny zymeny tyrimas yra skirtas moteriskos
lyties kraties vézio pacientéms, kurioms anksciau buvo atlikta mastektomija arba
krdt] iSsauganti terapija drauge su lokaliu gydymu, kuris dera su bet kuria i$ Siy
standartiniy priezitry:

a. Prognostinis indikatorius, skirtas 10 mety be nutolusios baklés
pasikartojimo isgyvenusioms, moterims po menopauzes, kuriy hormony
receptoriams teigiamas (HR+), limfmazgiams neigiamas | arba Il stadijos
krdties vézys buvo gydomas taikant vien tik adjuvanty endokrinine
terapijg, kai naudojamas kartu su kitais klinikiniais-patologiniais
veiksniais.

b. Prognostinis indikatorius, skirtas 10 mety be nutolusios baklés
pasikartojimo iSgyvenusioms, moterims po menopauzes, kuriy hormony
receptoriams teigiamas (HR+), limfmazgiams teigiamas (1-3 teigiami
mazgeliai arba 4 ar daugiau teigiamy mazgeliy) Il arba IlIA stadijos
krOties vézys buvo gydomas taikant vien tik adjuvanty endokrinine
terapijg, kai naudojamas kartu su Kkitais klinikiniais-patologiniais
veiksniais.

2  TESTO SISTEMOS SANTRAUKA

nCounteranalizinésistemapateikiatiesioginius, daugybinius genyraiskos matavimus,
pasitelkdama santykinio mRNR transkripty gausumo skaitmeninius rodmenis, kai
naudojami Sie veiksmai: 1) RNR hibridizacija prie fluorescenciniy reporteriniy zondy
ir fiksavimo zonduy; 2) taikinio / zondo kompleksy isgryninimas, naudojant nCounter
Prep ploksteles, kuriy sudétyje yra pohibridizaciniam apdorojimuiir imobilizacijai ant
nCounter kaseteés, esancios nCounter Prep stoteléje, batini reagentai; 3) nCounter
kasetés, esancios nCounter skaitmeniniame analizatoriuje, analizé, siekiant pateikti
testo rezultatg'. Tiek fiksavimo, tiek reporterinio zondy sudétyje yra unikalios
DNR zondy sekos, kurios skirtos taikinio hibridizacijai ir iSgryninimui. Fiksavimo
ir reporterinis zondai yra sujungti su teigiamomis ir neigiamomis kontrolémis ir
taip suformuoja kody rinkinj. Prosigna vienos hibridizacijos reakcijos metu kartu
matuoja 50 geny, kurie naudojami vidiniam potipio klasifikavimo algoritmui, raiskos
lygius?, 8 bendriniy genuy, kurie naudojami signalo normalizavimui, raiskos lygius,
6 teigiamas kontroles ir 8 neigiamas kontroles. Siems matavimams naudojami
nukleorigsciy zondai, kurie buvo specifiSkai sukurti minétiems genams. Prosigna
rinkinyje taip pat yra palyginamasis méginys, kuris susideda i$ in vitro transkribuoty
RNR taikiniy, skirty kiekvienam is 58 geny. Palyginamojo méginio tyrimas atliekamas
su kiekviena pacientés RNR méginiy partija tam, kad bty apibréziamas tyrimas bei
normalizuojamas signalas, kuris gaunamas is kiekvieno geno.

Prosigna tyrimas yra atliekamas su RNR, kuri isskirta is FFPE kraties navikinio audinio.
Patologas nagrinéja hematoksilinu ir eozinu (H ir E) nudazyta objektinj stiklelj ir
identifikuoja (bei pazymi) invazinés kraties karcinomos sritis, kurios tinkamos tyrimui.
Patologas taip pat pamatuoja naviko pavirsiaus plota, kuris apibrézia testui reikalingu,
nedazyty objektiniy stikleliy skai¢iy bei naviko lasteliy skaiciy tam, kad baty
uztikrintas pakankamas navikinio audinio kiekis, kuris reikalingas tyrimui. Apmokytas
technologas atlieka nedazyty objektiniy stikleliy sritj, kuri atitinka pazymétg naviko
sritj H ir E nudazytame objektiniame stiklelyje, makrodisekcijg ir i$ audinio iSskiria
RNR. ISskirta RNR tuomet yra tiriama, naudojant nCounter analizine sistema, siekiant
pateikti tyrimo rezultatus, jskaitant vidinj potipj, buklés pasikartojimo rizikos (ROR)
jvert] bei rizikos laipsnj.



2.1 nCounter analizinés sistemos principai

nCounter analiziné sistema naudoja genams specifines zondy poras (1 paveikslas),
kurios tiesiogiai hibridizuojasi su mMRNR meéginiu, esanciu tirpale, eliminuodamos
fermentines reakcijas, kurios gali jvesti rezultaty paklaidas. Pirmo tyrimo etapo metu
DNR zondai tiesiogiai hibridizuojasi su tirpale esanc¢io RNR meginio 70-100 baziy
pory regionu. Fluorescencinis reporterinis zondas susideda i$ 35-50 baziy zondo
sekos, kuri yra komplementari mRNR taikiniui, bei unikalios DNR ,stuburo” sekos, kuri
hibridizuojasi su $esiais RNR segmentais, pazymétais vienu i$ keturiy fluorescenciniy
dazu; raudonu (R), geltonu (G), melynu (M) arba zaliu (Z). Fluorescenciniai
segmentai sukuria $esiy padeciy / keturiy spalvy fluorescencinj ,spalvy kodg®, kuris
yra unikalus kiekvienam taikiniui. Atskiras fiksavimo zondas susideda i$ 35-50 baziy
zondo sekos, kuri yra komplementari mRNR taikiniui, ir biotino, kuris yra naudojamas
imobilizavimui ant streptavidinu padengty objektiniy stikleliy.

1 paveikslas. Su mRNR hibridizuotas kody rinkinys.

Fiksavimo ir reporteriniai zondai

Po hibridizacijos visi méginio gryninimo etapai yra automatizuoti nCounter Prep
stoteléje. Visy pirma pasalinamas fiksavimo ir reporteriniy zondy perteklius (2
paveikslas), i$ eilés atliekant sugavimo magnetinémis dalelémis veiksmus, lydimus
zondo-taikinio kompleksy prijungimo prie atsitiktiniy nCounter kasetés pavirsiaus
viety per streptavidino-biotino jungtj (3 paveikslas). Galiausiai, zondo-taikinio
kompleksai yra isrikiuojami ir imobilizuojami (4 paveikslas) nCounter kasetéje.

2 paveikslas. Pertekliniy reporteriy pasalinimas.

Hibridizuota mRNR Reporteriy perteklius

3 paveikslas. Hibridizuoty reporteriy prisijungimas prie kasetés pavirsiaus.

4 paveikslas. Hibridizuoty reporteriy isrikiavimas ir imobilizavimas.

O PR D

Pabaigus méginio paruosimo procedlra, kaseté yra jstatoma j nCounter skaitmeninj
analizatoriy tam, kad baty surinkti duomenys. Kiekviena dominanti taikinio molekulé
yra identifikuojama, naudojantis ,spalvy kodu®, kurj generuoja $esios, tvarkingos
fluorescencinés demelés, esancios ant su jomis susijungusiy reporteriniy zondu.
Tuomet ant kasetés pavirSiaus esantys reporteriniai zondai yra skaiciuojami ir
priskiriami kiekvienai taikinio molekulei bei apdorojami, naudojantis algoritmu (5
paveikslas).
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5 paveikslas. Duomeny surinkimas.
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2.2 Prosigna algoritmo, skirto iSvesties skaiiavimui, principai

Testas yra paremtas 50 geny klasifikavimo algoritmu, kuris pradzioje pavadintas
PAM50?, ir yra atliekamas nCounter analizinéje sistemoje, naudojant RNR, isskirtg i$
formalinu uzfiksuoto, parafinu imobilizuoto (FFPE) krlties navikinio audinio meéginiy.
Algoritmui naudojamas 50 geny raiskos profilis, siekiant priskirti kraties vézj prie
vienos i$ keturiy molekuliniy klasiy arba vidiniy potipiy: luminalinio A, luminalinio
B, HER2 praturtinto arba bazalinio tipo? Keturiy vidiniy potipiy geny raiskos profiliy
(pvz., centroidés) prototipas buvo perkvalifikuotas nCounter analizinéje sistemoje,
naudojant FFPE kraties navikinius méginius, kurie surinkti is keliy klinikiniy viety
Siaurés Amerikoje. Atlikus pacientés testo méginio tyrima, kompiuteriniu algoritmu
paremta Pearson koreliacija palygina pacientés testo méginio normalizuota 50 geny
raiskos profilj su keturiy kraties vézio vidiniy potipiy raiskos profiliy prototipais.
Pacientés testo méginys yra priskiriamas potipiui su didZiausia Pearson koreliacija.

Sis algoritmas toliau pateikia baklés pasikartojimo rizikos (ROR) jvertj skaléje nuo O
iki 100%, kuris koreliuoja su nutolusiy baklés pasikartojimy tikimybe desimties mety
laikotarpiu moterims po menopauzes, kurioms yra hormony receptoriams teigiamas,
ankstyvosios stadijos krties véezys*. Ataskaitoje taip pat pateikiama rizikos kategorija
(Zema, vidutiné arba auksta). ROR jvertis yra apskai¢iuojamas, naudojant Cox
modelio koeficientus, kurie apima 46 geny pogrupio i$ 50 geny Pearson koreliacija
kiekvienai vidinio potipio centroidei, proliferacijos verte ir bendrg naviko dydj. Testo
kintamieji yra padauginami i$ atitinkamy Cox modelio koeficienty, norint gauti verte,
kuri tuomet yra perskaiciuojama 0-100 skaléje, remiantis koeficientais, kurie yra
sugeneruoti i$ FFPE krdties naviky méginiy apmokymo rinkinio. Rizikos kategorijos
yra taip pat pateikiamos, remiantis klinikinio patvirtinimo tyrimo metu nustatytomis
ROR ribinémis vertémis.

3 TIEKIAMI REAGENTAI IR |RANGA
3.1 Prosigna rinkinio apzvalga

Priklausomai nuo uzsakyto produkto, Prosigna rinkinj sudaro reagentai, kuriy
pakankal, 2, 3, 4 arba 10 pacientés méginiy apdorojimui. Informacijos apie uzsakyma
Zr. toliau. Prosigna rinkinys susideda i$ kody rinkinio, vieno palyginamojo méginio
meégintuvélio, skirto kiekvienam rinkiniui, kurj sudaro nuo vieno iki deSimties testy,
ir naudojamy komponentu, kurie prie$ isleidZiant yra kartu patikrinami dél nasumo.
Katalogo numeris

Testy skaicius rinkinyje Pridéty palyginamujy

mégintuvéliy skaicius

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

Rekomenduojama naudoti drauge su Veracyte FFPE RNR iskyrimo rinkiniu
(550100). Abu RNR i$skyrimo rinkinius galima jsigyti tik i$ Veracyte.



3.2 ,Prosigna“rinkinio, skirto 1, 2, 3, 4, ar 10 testy,
sudétis ,,Prosigna“ rinkinys
Testy kiekis | 1 | 2 | 3 | 4 | 10
»Prosigna“ ,,CodeSet“ dézuté
,Prosigna Reporter” ,CodeSet”| 1x 65 pL 1x65puL 1x65puL 1x 65 pl 1x 65 pl
,Prosigna Capture” ,ProbeSet”
(zondurinkingy|  1X7OHE | TXTOUL | 1x70uL | X704l | 1x70UL
»Prosigna” RNReetaloninis | 4 2 133000 | 1x30uL | 1x30W | 1x30uL

meginys

,CodeSet" braksninio kodo

lipdukas L L L L L

Testo konfigaracijos kodas 1 1 1 1 1

»Prosigna“ ,,Prep Plate (paruosimo plokstelés) dézuté

Paruosimo p\okételés| 1 | 1 | 1 | 1 | 2

»Prosigna“

kasetés dézuté

.nCounter” kasetés | 1 | 1 | 1 | 1 | 1

»Prosigna“ ,,Prep Pack (paruosimo pakuotés) dézute

.nCounter” ,Prep Station”
- . 1 1 1 1 1
(paruosimo stotelés) antgaliai
.nCounter” kasetes lipnusis ) ) ) ) )
dangtelis
,nCounter” antgaliy movos 2 2 2 2 2
,nCounter* hibridizacijos buferis | 1x580 L 1x580 puL 1x580 L 1x580 L 1x 580 pL
IWZTSU\mé\_lubrantytg 4 4 4 4 4
meégintuveliy juostelé
12-Sulinéliy rantyty mégmtuvellg 4 4 4 4 4
juostelés dangteliai

Sudéties aprasas
»Prosigna Reporter® ,,CodeSet“ (kody rinkinys)

,Prosigna Reporter ,CodeSet*”

,Prosigna Capture” ,ProbeSet" (zondy rinkinys)
,Prosigna” RNR etaloninis méginys

,CodeSet" b
Testo konfig

buferis, nukleoragstys su
fluorescentiniais dazais
buferis, nukleoragstys
buferis, nukleoragstys
lipduky lapas

kortelé su lipduku

raksninio kodo lipdukas
Qracijos kodas

,»Prosigna“ ,,Prep Plates“ (paruo$imo plokstelés)

,Prep Plates

" (paruosimo plokstelés) superparamagnetiniai karoliukal,
buferis, druskos, oligonukleotidai,
polistireno karoliukai su

fluorescentiniais dazais

»Prosigna“ kasetés

.NCounter” kaseté (-és)

meéginio kaseté (-és)

»Prosigna“ ,,Prep Pack“ (paruosimo pakuoté)

,nCounter" hibridizacijos buferis
12-Sulinéliy rantyty megintuvéliy juostele
12-3ulinéliy rantyty megintuvéliy juostelés dangteliai

.nCounter"”,

,nCounter" kasetés lipnusis dangtelis
,nCounter” antgaliy movos

buferis, druskos

plastikinés juostelés
plastikiniai dangteliai

2 stoveliai po 90 antgaliy+
6 kirstukai ,,nCounter”
lipniosios pléevelés
6-sulinéliy antgaliy laikiklial

,Prep Station” (paruosimo stotelés) antgaliai

4  |SPEJIMAI IR ATSARGUMO PRIEMONES

1.
2.

Skirta /n Vitro diagnostiniam naudojimui.

Numatyta, kad $j tyrima turi atlikti naudotojai, kurie yra apmokyti taikyti
ypac sudétingus molekulinés biologijos metodus, laikydamiesi vietiniy
reglamentu.

Nemaisykite rinkiniy komponenty i skirtingy Prosigna partijy.
Funkcionalumas gali bati uztikrintas tik pateiktoms Prosigna rinkiniy
partijoms, nes jos taip yra paruosiamos gamybos metu.

Bet kokie like reagentai neturi bdti pakartotinai naudojami Prosigna
tyrimo metu.

Atmeskite visas reakcijas, kuriy hibridizacijos laikai arba temperatdros
buvo sutrikdytos.

Svarbu iSlaikyti méginiy grandinés laikymo tolyguma (audiniy iki RNR ir
RNR iki tyrimo) tam, kad bty uztikrinta, jog pacientés meginio ID baty
susieta su atitinkamu testo rezultatu.

Jeigu nebus tenkinamos reagenty laikymo salygos, kurios nurodytos ant
etiketés, tai gali neigiamai paveikti tyrimo nasuma.

Visuomet mavékite pirstines, kai dirbate su reagentais ir méginiais.
Venkite uztersimo RNaze, kuri gali neigiamai paveikti rezultaty kokybe.

Su visais biologiniais méginiais ir medziagomis turi bati dirbama taip, tarsi
baty infekciniy agenty perdavimo potencialas. Jos turi bati iSmetamos,
naudojant tinkamas atsargumo priemones, laikantis federaliniy, valstijos
ir vietiniy reglamentuy.
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20.

21

Niekada nesiurbkite burna naudodami pipete.

Venkite reagenty salycio su akimis, oda ir gleivinémis.

Naudokite gergja molekulinés laboratorijos praktika tam, kad
iSvengtumeéte kryzminio uzters§imo tarp testo méginiy arba uztersimo
didelés koncentracijos nukleortigsc¢iy taikiniais  (sintetiniais  arba
padaugintais PGR), kurie gali neigiamai paveikti rezultaty kokybe.
Prosigna Prep plokstelése ir nCounter kasetése po apdorojimo yra
labai nedideli natrio azido (<0, %) kiekiai. Dél Sios priezasties iSmetant
rekomenduojama naudoti plastikinius (ne metalinius) atlieky rezervuarus.
Nors Prosigna atveju labai maZai tikétina, taciau yra Zinoma, kad natrio azidas
kaupiasi ant metaly ir sukelia sprogimo pavojy.

Papildoma, prietaisui specifine atlieky tvarkymo informacijg galima rasti
nCounter analizinés sistemos naudotojo vadove ir aptarnavimo vadovuose,
skirtuose Prep stotelei ir skaitmeniniam analizatoriui.

Medziagy saugos duomeny lapo informacija, skirta reporteriniam kody
rinkiniui, fiksavimo zondy rinkiniui, hibridizacijos buferiniam tirpalui ir Prep
ploksteléms, galima rasti svetainéje www.prosigna.com.

Visos pavojingos medziagos turi bati tvarkomos, laikantis jasy institucijos
gairiy, skirty pavojingy atlieky tvarkymui.

Visi nepanaudoti kody rinkiniai turi bdti iSmetami.

Jeigu pacientés naviko dydzio kategorija yra neteisingai jvesta
programinéjejrangoje, RORjvertisirrizikosklasifikacija galibatinetinkamai
paveikti (pvz., paslinktas ROR jvertis ir (arba) netinkama klasifikacija).
Jeigu pacientés mazgeliy bUklé yra neteisingai jvesta programinéje
jrangoje, pacientés testo rezultatai gali bati pateikti neteisingai
(pvz., klaidinga rizikos klasifikacija).

Nenaudokite nepakankamos kokybés RNR ar nepakankamo jos kiekio
arba naviko pavyzdziy su nepakankamu naviko pavirsSiaus plotu arba
lasteliy kiekiu Prosigna tyrimo metu. Prosigna tyrimas gali neduoti
patikimy rezultaty ir pranesti apie tyrimo nesékme.

BENDROSIOS TYRIMO PASTABOS

1.

o »

Tyrimg yra numatyta naudoti tik su formalinu uzfiksuoty, parafinu
imobilizuoty (FFPE) krlties vézio audiniy meéginiais, gautais po
chirurginés rezekcijos. Jis néra skirtas naudoti su Svieziais, uzsaldytais
arba ne kraties vézio audiniais.

Informacija apie bendra pacientés pirminio naviko dydj ir mazgeliy bukle
yra reikalinga, norint atlikti tyrima.

Naudokite sterilius, vienkartinius mikropipeciy antgalius tam, kad
apdorojimo metu iSvengtuméte reagenty arba meéginiy uzterSimo
mikrobais arba nukleazémis.

ISskirtos RNR méginius laikykite ant Slapio ledo, kai su jais aktyviai nedir-
bate.

Kaitinimo blokams reikalingi sukalibruoti termometrai.

Nenaudokite rinkinio komponenty tuo atveju, jeigu jie buvo prista-
tyti pazeisti.

Rekomenduojama, kad bty sukuriamos klinikinés kontrolés (pvz.,
skirtos rizikos kategorijai) ir kad jos bUty naudojamos laboratorijose,
kurios atlieka Prosigna tyrimus, kad bty uZztikrintas rezultaty
patikimumas beégant laikui, kaip standartiniy laboratorijy kokybés
kontrolés procedary dalis.

Audinio apdorojimas

1.

Audinio apdorojimo metu makrodisekcijos badu nepavykus tinkamai
pasalinti supanc¢io nenavikinio / normalaus audinio, tai gali lemti
nepakankamai jvertinta rizikg dél mazesnio ROR jvercio, kuris pateiktas
gydytojui.

RNR i$skyrimo metu nepavykus tinkamai pasalinti Zmogaus genominés
DNR, tai gali lemti didesnj nesékmiy daznj dél mazesnio tyrimo signalo
arba pervertinta rizika del didesnio ROR jvercio, kuris pateiktas gydytojui.
Visi nedazyty audiniy pjaviai turi bati uzdedami ant teigiamai jkrauty
mikroskopiniy objektiniy stikleliy, siekiant iSvengti atsikabinimo audinio
apdorojimo metu.

Méginiams, kuriems reikalingi keli objektiniai stikleliai, visi objektiniai
stikleliai turi bati apdorojami vienu metu.

Ant objektinio stiklelio uzdéti audiniy pjaviai gali irti, jeigu jie bus laikomi
ilgiau nei 9 meénesius dziovinancioje aplinkoje.

Pakeiskite 3 % glicerolio darbinio tirpalo kiekvieng savaite arba tuomet,
jeigu tirpalas pasidaro drumstas, siekdami iSvengti uztersimo.

Pakeiskite pirma D-limoneno plovimo indo turinj po to, kai buvo apdoroti
4 objektiniy stikleliy rinkiniai, o etanol] (EtOH) ir antrg D-limoneno
dazymo indo turinj po to, kai buvo apdoroti 8 objektiniy stikleliy rinkiniai
tam, kad bty iSvengta pakenkimo audinio kokybei.

BUkite atsargds, kai apibrésite naviko sritj ant nedazyto objektinio stiklelio
ir kai Salinsite nenavikinj audinj, kad uztikrintuméte, jog navikinis audinys
nebdty pazeistas.



5.2
.

2.
3.

Atsargiai dirbkite su astriomis priemonémis makrodisekcijos metu.
Kiekvienam apdorojamam audinio méginiui naudokite nauja skustuvo
peiliuka.

Naujos RNR iSskyrimo rinkiniy partijos turi bati patikrinamos dél isskyrimo
rinkiniy specifikacijy, siekiant jvertinti naujy rinkiniy partijy tinkamuma
pacienciy tyrimams (i$samesnés informacijos zr. 11.5 skyriuje).

Prosigna tyrimo eiga

Isitikinkite, kad pacientés kategorinis, pirminis bendras naviko dydis yra
teisingai jvestas | programine jranga.

Isitikinkite, kad pacientés kategoriné mazgeliy buklé yra teisingai jvesta |
programine jranga.

Patikrinkite, ar kaitinimo blokas su kaitinamu dangciu, kuris reikalingas
hibridizacijai, atitinka reikalavimus ir yra periodiskai kalibruojamas.
Naudokite tik tas medziagas, kurios buvo tiekiamos Prosigna rinkinyje.
Jos yra specialiai sukurtos taip, kad dirbty su nCounter Prep stotele ir
nCounter skaitmeniniu analizatoriumi.

Jeigu hibridizacijos buferinis tirpalas buvo laikomas, esant Saltoms
temperatlroms, ir buvo pastebétos nuosédos, pasildykite mégintuvélius
37 °C temperatdroje tol, kol istirps druskos.

Norédami sumaisyti tyrimo komponentus, nenaudokite sdkurinés
maisyklés, nes ji gali pazeisti reagentus. MaiSymas turi bati atliekamas
naudojant pipete.

Necentrifuguokite reporterinio kody rinkinio greic¢iau nei 3000 x g ir
ilgiau nei 10 sekundziy. Nenaudokite centrifugos ,pulsinés” parinkties. Tg
padarius, kody rinkinys gali iskristi  nuosédas.

Hibridizacijos reakcijas laikykite, esant 65 °C, kol jos bus paruostos
perkélimui | Prep stotele. Kaitinimo bloko nustatymas sumazinti
temperatdrg iki 4 °C arba meéginiy laikymas ant ledo hibridizacijos
pabaigoje gali lemti kryzmine hibridizacija, kuri gali iskreipti
tyrimo rezultatus.

Nepavykus juostiniy megintuveliy padeti 65 °C temperatdroje per
15 minuciy nuo fiksavimo zondy rinkinio pridéjimo, gali jvykti kryZzminé
hibridizacija, kuri gali iSkreipti tyrimo rezultatus.

Nepavykus pradéti Prep stotelés apdorojimo per 15 minuciy nuo méginiy
isémimo i 65 °C, gali jvykti kryzminé hibridizacija, kuri gali iskreipti
tyrimo rezultatus.

Isitikinkite, kad juostiniy meégintuveliy dangteliai yra sandariai uzdaryti
pries hibridizacijg kaitinimo bloke, kad iSvengtuméte garavimo, kuris gali
iSkreipti tyrimo rezultatus.

6 MOKYMU INFORMACIJA

Numatyta, kad $j tyrima turi atlikti profesionalls naudotojai, kurie apmokyti dirbti
taikant labai sudétingus molekulinés biologijos metodus, remiantis vietiniais
reglamentais. Dél mokymy informacijos, kuri specifiné atliekant Prosigna tyrima,
prasom susisiekti su Veracyte.

7  ATLIEKY TVARKYMAS

Informacijos apie atlieky tvarkyma, susijusios su reagentais ir prietaisais, naudojamais VD
taikymuose, rasite nCounter analizinés sistemos naudotojo vadove.

Zr. pasirinkto RNR igskyrimo rinkinio naudojimo instrukcija, kurioje rasite informacija apie
atlieky tvarkyma ir isamia informacija apie RNR i$skyrimo reagentus.

8 LAIKYMAS IR TVARKYMAS (REAGENTU)

Visy tyrimo rinkinio komponenty galiojimo datos yra pateiktos ant briksninio kodo
etiketés, kuri tiekiama su kody rinkinio dézute, bei ant visy Prosigna komponenty
iSoriniy dézuciy etikeciy.

Prosigna kody rinkinio dézutés komponentai (Prosigna reporteriniy kody
rinkinys, Prosigna fiksavimo zondy rinkinys ir Prosigna RNR palyginamasis
méginys) turi bati laikomi, esant -80 °C arba zemesnei temperatdrai.
nCounter kasetés turi bati laikomos, esant -20 °C arba Zemesnei
temperatQrai.

nCounter Prep plokstelés turi bati laikomos, esant 4 °C (2-8 °C).
nCounter Prep pakuotés komponentai turi bati laikomi, esant 15 °C - 25 °C
kambario temperatirai.

9  PROSIGNA REIKALINGI PRIETAISAI

nCounter analiziné sistema (katalogo numeris NCT-SYST-DX) (apima abu
toliau nurodytus prietaisus)
o nCounter Prep stotelé 5s (katalogo numeris NCT-PREP-
STATION-FLEX)
o nCounter skaitmeninis analizatorius 5s (katalogo numeris NCT-
DIGITAL-ANALYZER-FLEX)

Papildomos informacijos rasite nCounter analizinés sistemos naudotojo
vadove.
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10 REIKALINGI, BET NEPATEIKTI REAGENTAI IR [RANGA

10.1

10.2

Medziagos

1. FFPE RNR isskyrimo rinkinys (isskyrimo rinkinio reikalavimus zr. 1.5
skyriuje, jei nenaudojate Veracyte FFPE RNR iSskyrimo rinkinio, jsigyto i$
Veracyte).

2. Hematoksilinas ir eozinas (H ir E).

3. Teigiamai jkrauti, stikliniai mikroskopo objektiniai stikleliai.

4. D-limoneno plovimo agentas (histologinés klasés).

5. 100 % etanolis (absoliutus), ACS klasés arba lygiavertis (ne maziau nei
99,5 %).

6. Glicerolis, molekulinés biologijos klasés.

7. Vanduo be nukleaziy, molekulinés biologijos klasés*.

8. 100 % izopropanolis*.

9. Kdginis mégintuvélis 50 ml.

10. Skustuvo peiliukai (arba vienkartiniai skalpeliai).

1. Vienkartiniai mikrotomo peiliai.

12. 1,5 mL arba 1,7 mL nelipnts mikrocentrifuginiai mégintuveliai be RNaziy.

13. Mikropipeciy antgaliai be RNaziy, turintys barjerg aerozoliams.

*RNR isskyrimui reikalingos, bet naudojant Veracyte FFPE RNR iSskyrimo rinkinj nepateiktos

medziagos

|ranga

1. Mikrotomas

2. Vandens vonelé (40 °C)

3. Objektiniy stikleliy sildytuvas (45 °C)

4. Mikroskopo objektiniy stikleliy dZiovinimo stovas

5. Mikropipetés: 2 uL, 20 pL, 200 uL ir 1000 uL

6. Minicentrifuga su 0,2 mL juostiniy mégintuvéliy rotoriumi ir standartiniy
1,5/ 2,0 mL mikrocentrifuginiy mégintuveliy rotoriumi

7. Standartiné staliné mikrocentrifuga su fiksuoto kampo rotoriumi, kuris
tinka 1,5 mL centrifuginiams megintuveliams

8. Staciakampio formos stikliniai dazymo indai su dangteliais (apytiksliai
vidiniai matmenys yra 3,6 x 2,8 x 2,4” (91 x 71 x 60 mm); reikalingi 3 indai.

9. Objektiniy stikleliy stovas (laiko iki desimties 3" x 17 (75 x 25 mm) stikliniy
objektiniy stikleliy)

10. Sauso kaitinimo blokas, stacionarus*®

1. Staliné stikuriné maisykle, skirta mikrocentrifuginiams megintuvéliams

12. Graduotas cilindras (rekomenduojamas taris: 100-250 mL)

13. Disekcijos adata arba dengiamujy stikleliy pincetas (kampuotas,
nedantytas)

14. Sukalibruoti termometrai (apimantys temperatary intervalg nuo 55 °C iki
80 °C)

15. Mikrottriy UV/Vis spektrofotometras (Zr. toliau pateiktas charakteristikas)

16. Kaitinimo blokas su kaitinamu dangciu (zr. toliau pateiktas charakteristikas)

17. Centrifuga su ploksteliniu mikroploksteliy adapteriu (Zr. toliau pateiktas
charakteristikas)

18. Objektiniy stikleliy dazymo indas (Coplin)

* [ranga, reikalinga RNR i$skyrimui naudojant Veracyte FFPE RNR iSskyrimo rinkinj.

10.3 |rangos charakteristikos

1lentelé. Viso spektro mikrotariy UV/Vis spektrofotometras, skirtas kiekybiniam nukleoriigséiy

jvertinimui

Konstrukcijos funkcija

Charakteristikos

Méginiy tdrio intervalas 1-2 L
Kelio ilgis Tmm
Bangos ilgiy intervalas 260-280 nm
Bangos ilgiy tikslumas arba paklaida +1nm

Spektro skiriamoji geba arba juostos plotis

Mazesnis arba lygus 4 nm

Sugerties tikslumas arba atsitiktine
fotometriné paklaida

0,003 (1 mm kelyje)

Aptikimo riba

5ng/uL RNR

Didziausia koncentracija

>1000 ng/pL RNR

2 lentelé. Mikroturiy fotodiodinis UV/Vis spektrofotometras, skirtas kiekybiniam nukleoriigséiy

jvertinimui

Konstrukcijos funkcija

Charakteristikos

Méginiy tdrio intervalas 1-2 L
Kelio ilgis 0,5mm
Bangos ilgiy intervalas 260 ir 280 nm

Spektro skiriamoji geba

Mazesnis arba lygus 8 nm

Sugerties tikslumas

3% (kai sugertis lygi 1,05 Abs, esant 260 nm)

Aptikimo riba

4 ng/ul RNR

DidZiausia koncentracija

>1000 ng/pL RNR




3 lentelé. Kaitinimo blokas su kaitinamu danggciu, skirtas tyrimo hibridizacijai

Konstrukcijos funkcija

Charakteristikos

5 lentelé. Rekomenduojami objektiniy stikleliy reikalavimai, kurie paremti naviko pavirsiaus plotu

Kaitinimo bloko konstrukcija

o Turi atitikti jprastinj kontarg, 12 x 0,2 mL jtvirtinty juostiniy
mégintuvéliy, kurie yra tiekiami kaip nCounter Prep
pakuotes dalis.

°  Kaitinimo blokai, kurie sukonstruoti zemo kontaro ir
auksto kontdro meégintuvéliams, yra nesuderinami

(taip pat vadinami ,greitaisiais® termociklinimo
blokais).
° Kaitinimo blokai, kurie sukonstruoti kitokiems

megintuvéliy tipams (pvz., 0] mL mégintuvéliams,
1,5 mL mégintuvéliams), yra nesuderinami.
« Turi bdti  programuojamas, kad gebéty
65 °C temperatara.
« Turi palaikyti temperatarg 65 °C +1°C ribose.

palaikyti

Pamatuotas naviko pavirsiaus plotas, esantis ant H ir E nudazyto
objektinio stiklelio (mm?)

Nedazyty objektiniy
stikleliy skaicius

4-19 6
20-99 3
>100 1

Kaitinamo
dangcio konstrukcija .

Fiksuoto arba reguliuojamo aukscio dangteliai yra priimtini.

Dangtelis turi bati programuojamas 70 °C temperatQrai.

4 lentelé. Centrifuga su mikroploksteliy laikikliu, skirta nCounter Prep ploksteliy sukimui

Konstrukcijos funkcija

Charakteristikos

Centrifugavimo greitis

Maziausias greitis 2000 x g

Rotoriai 4 x 750 mL $Svytuokliniy kauseliy rotoriai su mikroploksteliy
laikikliais (arba jiems lygiaverciai), talpinantys SBS formato 96
Sulinéliy mikroploksteles

Rezimai Greitéjimo / letejimo rezimai

11 MEGINIY PAEMIMAS IR APDOROJIMAS

1.1
1.

Reikalavimai audiniy méginiams ir patologijy apzvalga

Prosigna kraties véZio prognostiniy geny zymeny tyrimas turi bati atliekamas
su formalinu uZzfiksuoto, parafinu imobilizuoto (FFPE) hormony receptoriams
teigiamo krdties navikinio audinio meéginiu, kurj patologas véliau priskiria
vienam i$ Siy invazinés kraties karcinomos tipy:
a. Invazinei duktalinei karcinomai
b. Invazineilobulinei karcinomai
c. Invazinei karcinomai su duktalinémis ir lobulinémis savybémis
(,,misraus tipo karcinomai®)
d. Neisskirtiniam tipui (NST) arba kitaip neapibréztam (NOS)
Siam testui patologas turi pasirinkti FFPE naviko bloka su didZiausiu
gyvybingu invazinio kraties karcinomos pavirsiumi.
Testui reikalingas ant objektinio stiklelio uzdétas nedazytas audinio
pjavis, kuris naudojamas tyrimui, ir atitinkamas H ir E nudazytas objektinis
stiklelis i$ FFPE naviko bloko.
Rekomenduojama, kad audiniy pjaviai, kurie naudojami tyrimui,
bty iSpjaunami greta audinio pjavio, kuris iSpjautas H ir E dazymui.
Taip uztikrinama, kad naviko sritis, kuri identifikuota ant H ir E nudazyto
objektinio stiklelio, tinkamai reprezentuoja naviko sritis, esancias ant
nedazyty objektiniy stikleliy.
Patologas ant H ir E objektinio stiklelio turi apibrézti gyvybinga, invazinés
kraties karcinomos regiong ir atmesti supantj nenavikinj audinj.
Patologas arba apmokytas laboratorijos techninis darbuotojas privalo
pateikti apytikslj naviko lasteliy skai¢iy ir naviko pavirSiaus plota
apibréztame regione ant H ir E nudazyto objektinio stiklelio.
a. Naviko Igsteliy skai¢iaus procentingumas ant H ir E nudazyto
objektinio stiklelio turi bati > 10 %
b. Ant H ir E nudazyto objektinio stiklelio apibréztas naviko
pavirsiaus plotas turi bati > 4 mm?
*Atkreipkite demesj, kad navikiniy lasteliy skaiciaus procentingumas
atitinka gyvybingy navikiniy lasteliy procentingumg apibréztame
naviko plote.
Rekomenduojama testui naudoti méginius, kuriy bendras naviko
pavirSiaus plotas yra didesnis nei 100 mm?Z Toliau esancioje
lenteléje pateikti duomenys apie objektiniy stikleliy skaiciy, kuris
rekomenduojamas, remiantis pamatuotu naviko pavirSiaus plotu, esanciu
ant H ir E nudazyto objektinio stiklelio.
Jeigu audinio perzidros procesas parodo, kad naviko blokas yra
nepakankamo pavirSiaus ploto arba tai, kad yra nepakankamas lasteliy
skaicius, tuomet gali bati vertinamas kitas to paties naviko blokas. Jeigu
néra FFPE bloky, kuriuose bty pakankamai navikinio audinio, tuomet
Prosigna tyrimas neturi bati atliekamas. Atkreipkite démesj, kad jeigu
naviko pavirsiaus plotas yra mazesnis negu 20 mm?, labiau tikétina, jog
RNR jvesties reikalavimai nebus tenkinami.
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1.2 Méginiy paémimas ir laikymas

1.

Sie veiksmai gali bati atliekami laikantis laboratorijos standartiniy darbo
metoduy: audiniy paémimas ir fiksavimas formalinu, FFPE naviko bloko
apdorojimas ir laikymas bei objektinio stiklelio, ant kurio uzdétas FFPE
audinys, gabenimas.

Ant objektiniy stikleliy uzdéti FFPE audinio pjdviai turi bati laikomi
atsizvelgiant j laboratorijos standartinius darbo metodus. Jeigu laikomi
ilgesnj laika (> 30 dieny), Sie objektiniai stikleliai turi bati laikomi sausoje
aplinkoje ir apdorojami per 9 meénesius, siekiant uztikrinti testo rezultaty
kokybe.

1.3 Objektinio stiklelio paruosimas

n.4

1.

Naudodami mikrotoma, atlikite a 4-5 um storio pjdvius, kurie bus
naudojami H ir E dazymui.

Naudodami mikrotoma, atlikite 10 um storio pjavius, kurie bus naudojami
Prosigna tyrimo metu.

Pamerkite pjavius j 40 °C temperattros vandens vonele.

Uzdékite pjavius ant teigiamai jkrauty, stikliniy mikroskopiniy objektiniy
stikleliy.

Leiskite objektiniams stikleliams nudziati ore.

Kaitinkite objektinius stiklelius per naktj, esant 45 °C temperatarai.

Objektinio stiklelio apdorojimas

1.

Paruoskite darbinj 3 % glicerolio tirpalg, sumaisydami 1,5 mL glicerolio
koncentratg su 485 mL molekulinés klasés vandens be nukleaziy.
Tinkamai pamatuokite. Supilkite tirpalg j Coplin inda, kuris skirtas
objektiniy stikleliy apdorojimui.

Ipilkite mazdaug 200-250 mL D-limoneno plovimo agento j du dazymo
indus, uztikrindami, kad objektiniy stikleliy stove esantys objektiniai
stikleliai baty visiskai panardinti.

|pilkite mazdaug 200-250 mL absoliutaus etanolio (EtOH) | trecig
dazymo inda.

Nedazyta objektinj stiklel, ant kurio uzdétas audinio pjdvis (-iai),
jstatykite | objektiniy stikleliy stova.

Objektiniy stikleliy stova jdékite | pirmg dazymo inda su D-limonenu ir
objektiniy stikleliy stova 10-15 sekundziy $velniai judinkite pirmyn ir atgal.
Stova palaikykite pirmame dazymo inde su D-limonenu i$ viso 2 minutes.
Perkelkite objektiniy stikleliy stova i pirmo dazymo indo su
D-limonenu | antrg indg su D-limonenu. Objektiniy stikleliy stovg 10-15
sekundziy Svelniai judinkite pirmyn ir atgal. Objektiniy stikleliy stovg
palaikykite antrame dazymo inde su D-limonenu i$ viso 2 minutes.
Isitikinkite, kad visas parafinas buvo pasalintas; jei ne, stova palaikykite
antrame dazymo inde su D-limonenu apytiksliai dar 1 minute.

Perkelkite objektiniy stikleliy stova i$ antro dazymo indo su D-limonenu
| plovimo EtOH inda. Objektiniy stikleliy stovg 10-15 sekundziy Svelniai
judinkite pirmyn ir atgal ir iSimkite praéjus 2 minutéms.

Leiskite objektiniams stikleliams 10-15 minuciy dziGti ore arba tol, kol
jie visiSkai nudzius ir audinys pasidarys baltas (tai gali uztrukti ilgiau,
priklausomai nuo audinio dydzio).

Nugarinéje nedazyto (-u) objektinio (-iy) stiklelio (-iy) puséje apibrézkite
naviko regiona, jj sulygiuodami su atitinkamu H ir E nudazytu objektiniu
stikleliu ir perkeldami apibréztg regiona.

. Vienu metu dirbdami su vienu objektiniu stikleliu rehidratuokite audinj,

esant] ant apibrézto, nedazyto objektinio stiklelio. Tai atlikite objektinj
stiklelj panardindamij 3 % glicerolio tirpala.

Pasalinkite glicerolio pertekliy nuo objektinio stiklelio, naudodami
laboratorine Sluoste.

Apdorodamas kelis objektinius stiklelius, naudotojas gali leisti jiems
nudziati dziovinimo stove, kol atliekama kity objektiniy stikleliy
rehidratacija.

Nugrandykite visg nenavikinj audinj, kuris supa apibrézta naviko regiona,
naudodami skustuvo peiliukg arba skalpelj, ir jj iSmeskite.

Vieng objektinio stiklelio gala laikykite, o kita atremkite | kietg pavirsiy
45 laipsniy kampu, tada surinkite makroskopiskai nupjautg navikinj
audinj ant skustuvo peiliuko krasto. Surinkimo metu audinys turi lengvai
,garbanotis” ant skustuvo peiliuko.

Anksciau aprasyta veiksma pakartokite su kiekvienu to paties méginio
objektiniu stikleliu.

Pastaba. Keli nedazyti to paties FFPE meéginio objektiniai stikleliai gali
bdti surenkami ant to paties skustuvo peiliuko.



16. Atsargiai nustumkite to paties méginio audinio pjavius j pazymeétg 1,5 mL
mikrocentrifuginj mégintuvelj.

17. Jeigu buvo naudojama, nuvalykite disekcijos adatg arba pinceta, kelioms
sekundéms panardindami juos | D-limoneng, o tada nudziovinkite
naudodami audinio méginiams.

1.5 RNR isskyrimas

Veracyte rekomenduoja naudoti Veracyte FFPE RNR iskyrimo rinkinj, kuris buvo
specialiai patvirtintas naudoti su Prosigna.

Kiti RNR i$skyrimo rinkiniai gali bdti naudojami, norint paruosti Prosigna méginius,
jeigu jais galima iSgauti RNR i$ ant objektiniy stikleliy su uzdéty FFPE kraties
navikinio audinio pjaviy, ir jeigu jie atitinka Sias specifikacijas:

6 lentelé. RNR isskyrimo rinkinio specifikacijos

Parametras Testas arba matavimas Specifikacija
RNR koncentracija Optinis tankis, esant 260 nm >12,5ng/uL
Bendras RNR taris (ul) | Bendras nuplautas tdris >12ul
Optinio tankio santykis,
RNR grynumas esant 260 nm, su optiniu tankiu, 1,7-2,3
esant 280 nm (OD 260/280 nm)
. . Genominés DNR turinys
DPNR priemaisos nuplautame RNR méginyje <Tng/ul
. . >90 % isskirtos RNR fragmenty
RNR vientisumas \Ssti\sri?é?'ﬁnzgagmeﬂtu dydzio turi bati
P Y >100 nukleotidy ilgio

Atsargiai. Jei kartu su Prosigna tyrimu naudojama alternatyvi iSskyrimo
procedira, laboratorija turi visapusiskai patvirtinti $ig konkrecia darbo eigq pries
pradedant ja taikyti jprastai.

RNR iSskyrimo procediira

- Jei naudojamas Veracyte FFPE RNR isskyrimo rinkinys, laikykités Veracyte pateikty
naudojimo instrukcijy.

- Jei naudojamas alternatyvus isskyrimo metodas, vadovaukités patvirtintu protokolu
arba gamintojo pateiktu protokolu.

Kiekviena Veracyte pagaminta RNR iSskyrimo rinkinio partija yra tinkama gauti
RNR meéginius, atitinkancius i$ anksto nustatytas specifikacijas diagnostiniams
geny raiskos tyrimams. Atitinkamy laikymo, saugos ir tvarkymo instrukcijy ieSkokite
pasirinkto RNR i$skyrimo rinkinio metodiniame lapelyje / naudojimo instrukcijoje.

1.6 RNR koncentracijos ir kokybés matavimas

1. Pamatuokite isskirtos RNR koncentracija ta pacig darbo diena (laikykite
+2 - +8 °C temperatroje) arba uzsaldykite iki naudojimo -70 °C arba
zemesneéje temperatdroje.

2. Pamatuokite 2 uL iSskirtos RNR optinj tankj (OD), esant 260 nm

ir 280 nm, naudodami spektrofotometra, kuris atitinka charakteristikas,

nurodytas 10.3 skyriuje ,,Jrangos charakteristikos*”. Venkite pipete paimti

2 plL tdrj nuo Saltinio mégintuvelio apacios, kad apsisaugotumeéte nuo

stiklo pluosto liekany, kurios gali trukdyti optinio tankio nuskaitymui.

Laikykités spektrofotometro gamintojo instrukcijy dél RNR matavimo.

4. Jeigu méginys neatitinka maziausio RNR grynumo arba koncentracijos
(6 lentelé), centrifuguokite meéginio mégintuvel] 1T minute didziausiu
leistinu greiciu (> 10000 x g), padékite megintuvelj ant ledo ir pakartokite
matavimo procesa. Jeigu méginys ir toliau neatitinka grynumo arba
koncentracijos salygy, RNR méginys yra netinkamas analizei naudojant
Prosigna tyrimo procedirg. Prosigna tyrimui nenaudokite nepakankamos
kokybés arba nepakankamo kiekio RNR.

5. RNR isskyrimas gali blti kartojamas, jeigu maziausios koncentracijos
arba maziausio grynumo charakteristikos yra netenkinamos (6 lentele).
Naudotojai gali pasirinkti isskirti papildomy objektiniy stikleliy i$ to paties
FFPE bloko arba gali pasirinkti atskirg bloka is tos pacios pacientés.

6. Jeigu RNR koncentracija virsija 250 ng/ul, ji turi bati skiedziama
molekulinés klasés vandeniu be RNaziy ir DNaziy taip, kad bty pasiekta
200 ng/uL koncentracija prie$ toliau atliekant hibridizacijos tyrima.
Naudokités neskiesto meginio uzfiksuotu 260/280 OD santykio rezultatu,
kad nustatytumete, ar skiestas meginys tenkina minimaly RNR grynuma,
kuris lygus 1,7.

7. UzSaldykite RNR -70 °C arba zemesnéje temperataroje, jeigu Prosigna
tyrimas negali bati baigtas per ta pacig darbo diena.

W

1.7 Tyrimo procediira

Si tyrimo procedara apraso veiksmus, kurie batini norint atlikti Prosigna tyrima, kai
naudojama nCounter analiziné sistema. Siuos veiksmus galima suskirstyti | toliau
iSvardytas kategorijas per dvi paeiliui einancias dienas:

Pirma diena
*  Matavimo rinkinio identifikavimo (RSID) jraso konfiglravimas interneti-
néje programoje.
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* RNR hibridizacijos su Prosigna kody rinkiniu konfiglravimas (30
minuciy konfigdravimas, 15-21 valandos hibridizacija).
Antra diena
*  Prep stotelés konfiglravimas ir paleidimas(20 minuciy konfigQravimas,
2-3 valandy tyrimas, atsizvelgiant j tiriamy méginiy skaiciy).
« konfiglravimas ir nuskaitymas, naudojant skaitmeninj analizatoriy
(5 minutés konfigUracijai, 2,5-4,5 valandos kiekvienai kasetei,
atsizvelgiant j tiriamy méginiy skaiciy).
*  Ataskaitos gavimas (30 minuciy)
Pacientés méginiy parinkimas ir partijos nustatymas

1. Nuspreskite, kurie pacientés méginiai bus atliekamo testo dalis. Vienos
serijos metu gali bati tiriama iki 10 méginiy.

a. Kiekvienas serijos méginys bus priskirtas unikaliai, hibridizacijai
naudoto 12 Sulinéliy juostinio mégintuvelio vietai, kuri prietaise
registruojama kaip matavimo rinkinio ID dalis (matavimo rinkinio
ID jvedamas internetinéje programoje). Atkreipkite demesj, kad
1ir 2 vietos yra rezervuotos palyginamajam meginiui, o 3-12
padétys skirtos navikinés RNR meéginiams.

b. Toliau esantis paveikslas iliustruoja juostiniy mégintuveliy vaizda
i$ Sono 1) ir vaizdg i$ virSaus 2). Juostiniai meégintuveéliai yra
asimetriskai sutvirtinti tarp 1ir 2 (A) bei 8 ir 9 (B) reakcijos sulinéliy,
kad baty islaikytas méginiy isdéstymas atliekant tyrima. Be to,
juostiniai mégintuveliai yra jkirpti tarp 6 ir 7 (C) reakcijos Sulinéliy,
kad baty galima grei¢iau nukirpti juostinius mégintuvelius, jeigu
tg atlikti batina, kad mégintuvéliai tilpty j standartinés centrifugos
adapterius.

6 paveikslas. Sutvirtinty juostiniy mégintuvéliy iliustracija.

1)

A
lr

2)

}
000000000000

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

2. Apskaiciuokite RNR ir vandens (kai jis reikalingas) kiekj, kuris bus
pridedamas j hibridizacijos reakcijg kiekvienam serijos meginiui.

a. Rekomenduojamas RNR kiekis tyrimui yra 250 ng. Hibridizacijai
priimtinas RNR kiekio intervalas yra 125-500 ng.

b. Apskaiciuokite  RNR meginio tarj (mikrolitrais), kuris bus
pridedamas | hibridizacijos reakcija, pageidaujama méginio kiekj
(pvz., 250 ng) padalydami i$ pamatuotos koncentracijos.

c. Jeigu suskai¢iuota meginio koncentracija yra tarp 12,5 ng/ul ir
25 ng/uL, pridékite didziausig 10 L tarj.

d. Meginiams, kuriems reikia maziau nei 10 L, apskaiciuokite
vandens tdrj, kuris reikalingas, kad baty gaunamas 10 pL bendras
meéginio tdris.

Pavyzdys. Kai pamatuota meéginio RNR koncentracija yra

85 ng/uL, reikia 2,9 pL meéginio, kad bendra masé baty 250 ng, ir

reikia 71 uL vandens, kad baty gautas 10 plL taris, pries pridedant

likusius reagentus. Pagal lygtj: 250 ng + 85 ng/uL = 2,9 pL

Méginiy registracija ir apdorojimas

Naudodamas nCounter analizinés sistemos paslaugy internetine programa,
naudotojas sukurs unikaly matavimo rinkinio ID kiekvienai méginiy serijai, méginiy ID
susiedamas su juostinio meégintuvélio vieta (3-12 vietomis). Naudodamas nCounter
analizinés sistemos paslaugy internetine programa, naudotojas informacijos gali
ieSkoti naudotojo instrukcijose.

1. Jeigu RNR pries naudojima buvo uzsaldyta, pries tyrimg atlikite Siuos
veiksmus:
a. Visiskai atSildykite RNR méginius ir laikykite juos ant ledo.
b. Atsildyto meéginio mégintuvelj centrifuguokite 1T minute didziausiu
galimu greic¢iu (> 10000 x g) ir vél padékite ant ledo.



Pasirinkite tinkamg Prosigna testo rinkinio dydj, atsizvelgdami | tiriamy
pacientés meginiy skaic¢iy (1, 2, 3, 4 arba 10). ISimkite toliau nurodytus
kody rinkinio reagenty megintuvelius i$ -80 °C temperattros $aldiklio,
kad atsildytuméte. Reagentus laikykite ant ledo, jeigu toliau iSvardyty
veiksmy neatliksite i$ karto.

a. Prosigna reporteriniy kody rinkinys (dangtelis su zaliu lipduku).

b. Prosigna fiksavimo zondy rinkinys (dangtelis su pilku lipduku).

c. Prosigna palyginamasis méginys (dangtelis be lipduko).
ISimkite  kody rinkinio serijos brtksninio kodo lipduka ir
konfigtracijos kodg i$ kody rinkinio dézuteés.

Naudodamiesi internetine narSykle, prisijunkite prie IVD nCounter
analizinés sistemos internetinés programos ir pasirinkite Prosigna tyrimo
tipa, kad pradétuméte skaitmeniniy registracijos formy nustatyma.
Pagrindiniame puslapyje pasirinkite ,Sukurti nauja matavimo rinkinj“
(angl. ,Create New Run Set”).

Pirmasis privalomas Prosigna matavimg apibréziantis laukelis yra
matavimo rinkinio ID. Siame matavimo rinkinio ID laukelyje jveskite
unikaly identifikatoriu, kad galétuméte identifikuoti méginiy serija.
Nuskenuokite arba rankiniu bddu jveskite testo konfiglracijos koda
internetinéje programoje. Nuskenuotg arba jvesta kodg galima iSmesti.
Nuskenuokite arba rankiniu budu jveskite kody rinkinio numerj
internetinéje programoje.

Tuomet j atitinkama meéginio 1D laukelj jveskite unikaly ID meéginio, kuris
bus jdétas trecioje juostiniy megintuveliy vietoje / Sulinélyje.

a. Naudodami braksniniy kody skenerj jveskite pacientés RNR
méginio ID arba méginio ID jveskite rankiniu bddu naudodami
klaviatra.

b. |vede visy méginiy ID, pazymékite ir uzpildykite laukelius, kuriuose
reikia nurodyti méginio informacija (bendrg naviko dydj ir mazgeliy
bdkle). Ta padarykite pries jvesdami kitg méginj.

i.  Nurodykite teigiamy mazgeliy skaiciy, kuris nustatytas
pacientés patologinio jvertinimo metu, kad atliekant testg
baty pasirinkta tinkama mazgeliy kategorija (nuling, 1-3, > 4).

ii.  Naudokite pamatuotg bendra naviko dydj arba pacientés
patologinio jvertinimo metu nustatyta stadija, kad atliekant
testg b0ty pasirinkta tinkama bendro naviko dydzio
kategorija (< 2 cm arba > 2 cm).

c.  Neprivalomame laukelyje ,Memo” kiekvienam méginiui galima
jvesti komentarus.

Pastaba. Jeigu kurie nors juostiniy megintuvéliy sulinéliai / padétys yra
nereikalingi, atitinkamus laukelius palikite tuscius. Jeigu tiriant daugiau
meéginiy prireikia papildomy laukeliy, naudokite kitg testo konfigdracijg, kuri
talpina daugiau méginiy.

Pabaigus méginiy jvedima, nurodykite kuriems naudotojams bus pateikiama
$i nurodyta informacija:

a. Prep stotelés ir skaitmeninio analizatoriaus matavimy blsenos
atnaujinimai.

b. Pranesimas, kad prieinama galutiné ataskaita.

ISsaugokite uzpildyta matavimo rinkin;.

a. Matavimo rinkinio darbalapis gali bati atspausdintas ir naudojamas

meéginiy atsekamumo ir tikrinimo tikslais.

testo

Hibridizacijos reakcijos procedira

Pastaba. Toliau iSvardyti veiksmai apima desimt (10) pacientés méginiy ir du (2)
palyginamuosius méginius.

Pastaba. Necentrifuguokite reporterinio kody rinkinio didesniu nei 3000 x g
greiciu arba ilgiau nei 10 sekundziy bei nenaudokite ,pulsinés” sukimo funkcijos.
Jei taip darysite, centrifuga pasieks didziausig galima greitj ir gali atskirti kody
rinkinj nuo tirpalo.

1.

Uzprogramuokite kaitinimo blokg pasirinkdami 30 plL tdrj, apskaiciuotg
bloko ir dangtelio temperatQrg bei ,amzing" laiko nustatyma (arba lygiavertj
uzlaikymo trukmeés nustatyma). Kaitinimo bloko temperatlrg nustatykite
lygig 65 °C, 0 kaitinamo dangtelio temperatarg - 70 °C.

Pastaba. Atlieckant toliau iSvardytus veiksmus, ypac svarbu islaikyti eiliskuma,
kai meginiai pridedami | juostinius megintuvelius, ir tokiu badu uztikrinti, kad jis
atitikty matavimo rinkinio ID nurodyta eiliskuma.

2.

3.

4.

Suzymeékite pateikta 12 Sulinéliy juostinj mégintuvélj tam, kad atskirtumete
1-6 vietas nuo 7-12 viety (Zr. juostinio mégintuvélio iliustracija).

Jeigu batina, perkirpkite juostinj mégintuvel] per puse taip, kad jis tilpty
minicentrifugoje su juostinio mégintuvelio adapteriu.

Naudodamiesi pipete, jleiskite 10 uL palyginamojo méginio j 1ir 2 suzyméto
juostinio mégintuvélio vietas.

Naudodamiesi pipete, j atitinkamas suzyméto juostinio meégintuvélio vietas
jleiskite apskaiciuotg vandens tarj, kuris reikalingas kiekvienam méginiui.
Naudodamiesi pipete, | atitinkamas suzymeéto juostinio mégintuvélio
vietas jleiskite apskaiciuotg RNR tdrj, kuris reikalingas kiekvienam méginiui.
Kiekvienam meginiui naudokite nauja pipetés antgalj.
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Kai pacien¢iy méginiai jleisti | juostinj mégintuvelj, rekomenduojama
meégintuvelius su méginiais jstatyti j jiems skirtg stova, iSlaikant méginiy
pridéjimo juostiniame mégintuvélyje eiliskuma. Tai skirta, kad bty patikrinta,
ar méginiai buvo pridéti pagal numatytg eiliskuma, kai visi méginiai jleidziami
j juostinj mégintuvelj.

Kai visi méginiai buvo jleisti | juostinj mégintuvélj, patikrinkite, ar buvo
iSlaikytas méginiy eiliSkumas juostiniame mégintuvelyje (meginiy eiliskumo
patikrinimui gali bati naudojamas matavimo rinkinio darbalapis).

a. Esant poreikiui, internetinéje programoje paredaguokite mata-
vimo rinkinio 1D, kad méginiy eiliskumas atitikty galutinj iSdéstyma
(esancio matavimo rinkinio ID redagavimo instrukcijas zr. nCounter
analizinés sistemos naudotojo vadove).

Po to, kai méginiy eiliskumas buvo patvirtintas, atskirus mégintuvelius su
RNR méginiais grazinkite ant ledo.

Sukurkite bazinj misinj, susidedantj i$ 130 pL hibridizacijos buferinio tirpalo ir
65 L reporterinio kody rinkinio.

Pastaba. Jeigu reporterinis kody rinkinys buvo laikomas ant ledo, leiskite
jam pasiekti kambario temperatdra, palaukdami 1 minute pries pridédami
hibridizacijos buferinio tirpalo.

Bazinj misinj sumaisykite pipete ir trumpai centrifuguokite.

Pastaba. Nepridekite ir nelaikykite bazinio misinio ant ledo.

Pipete jleiskite po 15 pL bazinio misinio j kiekvieng i$ 12 Sulinéliy. Kiekvienam
Sulinéliui naudokite nauja pipetés antgalj.

Pastaba. UZbaigus kit veiksma, juostinis mégintuvélis turi bati dedamas
| kaitinimo blokg, kuriame palaikoma 65 °C temperattra, ir ten laikomas
15 minuciu.

| kiekvieng Sulinélj jleiskite po 5 plL fiksavimo zondy rinkinio. Kiekvienam
Sulinéliui naudokite nauja pipetés antgalj.

UZdenkite juostinio meégintuvélio sulinélius ir sumaisykite reagentus keletg
karty apversdami juostinj mégintuveélj bei pastuksendami pirstu, kad jie baty
visiSkal sumaisyti.

Trumpai pasukite méginius, esancius juostiniame mégintuvélyje, naudodami
pikofuga arba minicentrifuga (greitis < 3000 x g).

Pastaba. Naudokite pikofuga, kurioje gali tilpti 12 Sulinéliy juostinj
meégintuvelis, arba, esant poreikiui, minicentrifuga, kurioje gali tilpti perkirpti
juostiniai megintuvéliai.

Juostinj (-ius) mégintuvélj (-ius) jdékite j 65 °C kaitinimo blokg su kaitinamu
dangciu. Hibridizacijos tyrimus inkubuokite 65 °C temperatQroje 15-21
valanda. Hibridizacijos turi bati laikomos 65 °C temperattroje tol, kol bus
pasiruosta apdorojimui Prep stoteléje.

Pastaba. ISmeskite visus nepanaudotus kody rinkinius.

Méginiy apdorojimas nCounter Prep stoteléje

1.
2.

Suraskite su skaitmeniniu analizatoriumi susieta Prep stotele.
ISimkite nCounter kasete, kuri buvo laikoma -20 °C temperatdroje, ir
neisSimdamiis folijos pakuotés palaukite 10-15 minuciy, kol ji pasieks kambario
temperatdra.
Pastaba. Uztikrinkite, kad komponentai i tos pacios partijos baty naudojami
drauge.
Kai kaseté pasieks kambario temperatdra, pries uzdédami kasete ant Prep
stotelés pagrindo, iSimkite ja i$ folijos pakuotés.
ISimkite nCounter Prep plokstele (-es), kuri (-ios) buvo laikoma (-0s) 4 °C
temperatdroje, ir palaukite 10-15 minuciy, kol ji (jos) pasieks kambario
temperatdra.
Pastaba. Tyrimams, kurie atliekami naudojant 1, 2, 3 arba 4 testy Prosigna
rinkinius, reikalinga tik viena Prep plokstelé.
Prie§ padéedami Prep ploksteles ant Prep stotelés pagrindo, ploksteles
centrifuguokite 2000 x g grei¢iu 2 minutes, kad surinktuméte skyscius
Sulinéliy apacioje.
Kol  kasetés ir Prep plokstelé (-és) turi pasiekti kambario
temperattra, paruoskite Prep stotele su nCounter Prep pakuotés
naudojamomis medziagomis.
Naudodami nCounter Prep stotelés jutiklinio ekrano sasaja, savo tyrimui
pasirinkite diagnostikos (angl. ,,Diagnostics”) mygtuka.
Pagrindinio meniu ekrane pasirinkite méginiy apdorojimo (angl. ,Process
Samples™) mygtuka, esantj jutiklinio ekrano sasajoje.
Perzitrékite ekrane rodoma prieinamy matavimo rinkiniy ID (RSID) sarasa,
kad patvirtintuméte Siuo metu apdorojamy meéginiy RSID.
Paliesdami ekrang pasirinkite RSID ir jutiklinio ekrano sasajoje pasirinkite
JKitas” (angl. ,,Next™).
Jutiklinio ekrano sasajoje patvirtinkite, kad buvo pasirinktas teisingas RSID.
Ta padarykite ekrane apziGrédami kiekviena mégintuvelj ir patikrindami
meéginiy informacija.
a.  Méginiy atsekamumui ir patikrai ¢ia gali bdti naudojamas matavimy
rinkinio darbalapis.
b. Jeigu buvo pasirinktas neteisingas RSID, palieskite grjzimo (angl.
,Back™) mygtuka ir pasirinkite teisingg RSID.
c. Jeigu RSID teisingas, taciau yra meéginiy jvesties klaidy, palieskite
grizimo (angl. ,Back™) mygtuka, pereikite | kompiuterio darbalaukj ir
pakoreguokite RSID internetinéje programoje.
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. Atsargiai

Keliuose tolesniuose ekranuose jasy bus prasoma atviruose laukeliuose
nuskenuoti reikiama reagenty braksninio kodo ID arba patvirtinti reikiamy
naudojamy medziagy padéjimg ant pagrindo. Atlike kiekvieng uzduotj,
jutikliniame ekrane pasirinkite ,Kitas” (angl. ,Next™), kad pereituméte prie
kitos uzduoties.

Pastaba. Tyrimams, kurie atliekami naudojant 1, 2, 3 arba 4 testy Prosigna
rinkinius, reikalinga tik viena Prep plokstelé ir vienas tuscias juostinis
mégintuvélis. Atlikdami tyrimus su 1, 2, 3 arba 4 testy rinkiniais, padékite
Prep plokstele ir tuscig juostinj mégintuvél] j atitinkamas padétis priekyje
(arc¢iausiai naudotojo) ant Prep stotelés pagrindo.

. ISimkite meginius i$ kaitinimo bloko.

Pastaba. Tyrima naudojant Prep stotele pradékite per 15 minuciy po
méginiy i$émimo i$ kaitinimo bloko.

. Juostinj (-ius) megintuvelj (-ius) jstatykite | pikofuga arba minicentrifugg

ir trumpai pasukite (greitis < 3000 x g).
nuimkite megintuveliy  dangtelius
meégintuvélio (-iy).

nuo juostinio  (-iy)

. Juostinio meégintuveélio jpjovos ir Prep stotelés zymeés turi atitikti meginiy

eiliskuma ir padét;.

Juostinj (-ius) meégintuvel] (-ius) padékite taip, kad 1-12 Sulinéliai ant
nCounter Prep stotelés pagrindo baty isrikiuoti i$ kairés | desine. Jeigu
tyrimas atliekamas naudojant 1, 2, 3 arba 4 testy rinkinius, jei taikoma,
tik pirmoji juostinio mégintuvélio pusé (1-6 Sulinéliai) turi bati jstatyta
kairéje mégintuvéliy laikiklio puséje ant pagrindo. Atkreipkite démesj,
kad svarbu naudoti tik 1-6 Sulinélius. Antroji juostinio mégintuvélio
pusé (7-12 Sulinéliai) kairéje laikiklio puséje netilps dél mégintuvélio su
ipjovomis konstrukcijos.

. Patvirtinkite, kad juostiniai mégintuveéliai yra tvirtai jstatyti Prep stoteléje,

ir uzdarykite metalinj dangtj.

. Jeigu dangtis tinkamai neuzsidaro, jUs bUsite paprasyti jj uzdaryti

pagrindo isdéstymo patikros metu.

Jutiklinio ekrano sasajoje pasirinkite , Kitas“ (angl. ,Next™).

UZdarykite prietaiso duris, kai bus nurodyta, ir pasirinkite ,Kitas* (angl.
LNext"), kad pradétumeéte pagrindo isdéstymo patikra.

Jeigu jvyksta klaida, vadovaukités su konkrecia klaida susijusiais
nurodymais, kad galétuméte testi pagrindo isdéstymo patikra.

8 paveikslas. Prep stotelés pagrindo isdéstymo patikra po hibridizacijos.

nCounter® Analysis System
Post-Hybridization - Validating Deck Layout
-o—eo—o-00 N

Logged in: joe

Current Time: 11/1203:30:58 PM

Finish Time:  11/1205:54 PM
~— a )
\ J

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

1%

Abort Run

23.

Atlike pagrindo iSdéstymo patikra, jutiklinio ekrano sasajoje pasirinkite
.Pradeéti apdorojima” (angl. ,Start Processing”).
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24.
25.

26.

Pastaba. Jeigu paleisdami Prep stotele susidlréte su problemomis,
sugrazinkite hibridizuotus meéginius | kaitinimo blokg, bet nevirsykite
didZiausios leistinos 21 valandos trukmés.

Kai proceddra yra baigta, vadovaukités Prep stotelés nurodymais.

Kai Prep stotelé baigia matavima, atsargiai iSimkite kasete i$ Prep stotelés
ir uzsandarinkite kasetés sulinélius naudodami pateiktg lipny kasetés
Sulinéliy dangtel;.

Pastaba. Nepalikite neuzdengtos kasetés Prep stoteléje per naktj.

Jeigu ne visus méginius skenuosite tg pacig diena, kasete nepermatomoje
dézutéje laikykite 4 °C temperatQroje ne ilgiau nei 1 savaite.

Kasetés skenavimas naudojant nCounter skaitmeninj analizatoriy

1.

15.

16.

Suraskite skaitmeninj analizatoriy, kuris yra susijes su Prep stotele,
naudota méginiy apdorojimui. Kasete jdékite | nCounter skaitmeninj
analizatoriy skenuoti.

a. Atidarykite skaitmeninio analizatoriaus dureles.

b. |tuscia vieta jstatykite kasete, kurig norite jdéti.

c. Uzdarykite dureles ir stebékite jutiklinio ekrano vaizda.
Skaitmeninio analizatoriaus jutiklinio ekrano sasajoje rodomi jvairds
vaizdai, kurie padeda greitai jvertinti vietos blsena:

a. TuscCia vieta: Sis vieta yra tuscia ir paruosta, kad j jg bty jdéta

nauja kaseté.

b. Uzbaigta mélyna kaseté: baigtas skenavimas.

NEISIMKITE SIY KASECIY

a. Baltos kasetés: Sioje vietoje yra kaseté, kuri yra uZregistruota,

bet nenuskenuota.

b. Dalinai mélynos kasetés: Sioje vietoje yra kaseteé, kuri yra

skenuojama.
Kaseteés, kuriy skenavimas baigtas, gali bati iSimtos i$ skaitmeninio anali-
zatoriaus.
Jeigu tai yra pirma j skaitmeninj analizatoriy jdéta kasete, palieskite
diagnostikos (angl. ,Diagnostics”) mygtukg, tada pasirinkite pagrindinj
meniu (angl. ,Main Menu”), kad prisijungtuméte prie skaitmeninio
analizatoriaus. Jeigu skaitmeninis analizatorius jau skenuoja kasetes,
pereikite prie toliau apradyto 9 veiksmo.
Atsargiai jdékite kasete | tuscia skaitmeninio analizatoriaus vieta (Zr. pries
tai pateikta informacijag apie vietos blsena). Vieta ir kaseté yra suzyméti,
siekiant padéti uztikrinti tinkamga padétj. Brtksninis kodas nukreiptas |
Virsy.
Nuleiskite vietos dangteljir paspauskite kasete per angg vietos dangtelyje
tam, uztikrintuméte, jog kaseté tinkamai jstatyta.
Palieskite skai¢iavimo pradzios (angl., Start Counting”) mygtuka ir laukite,
kol skeneris pradés skenavimo procesa. Kai skaitmeninis analizatorius
pradés skenuoti kasete, isgirsite trumpuy, ritmiskai spragsinciy garsy
serija.
Isitikinkite, kad ekrane rodomoje kasetés vietoje atsirado mélyna juosta
(per penkias minutes nuo skenavimo pradzios), reiskianti, kad skenavimas
prasidéjo.
Norédami jdéti kasete | skaitmeninj analizatoriy, kuris jau skenuoja
kasetes, kaseciy skaic¢iavimo (angl. ,Counting Cartridges”) ekrane
palieskite pauzés mygtuka (angl. ,Pause) ir laukite, kol skaitmeninis
analizatorius laikinai sustabdys vykdoma skenavima.

. Atidarykite skaitmeninio analizatoriaus dureles.

Istatykite kasete | tuscig langelj (zr. pries tai pateikta informacija apie
vietos bUseng).

Uzdarykite dureles ir palieskite ,Testi* (angl. ,Resume®).

Kai skenavimas baigtas, programiné jranga nusiys ataskaita anksciau
nurodytais naudotojy elektroninio pasto adresais.

Gave elektroninio pasto pranesima, iSimkite uzbaigtg kasete ir iSmeskite
laikydamiesi savo institucijos nurodymuy.

Pastaba. Ataskaitos bus kuriamos sékmingai uzbaigtoms procedd-
roms bei procedtroms su klaidomis, kurios yra susijusios su duomeny
kokybés kontrole (KK). Ataskaitos nebus generuojamos esant
klaidoms, kurios néra susijusios su duomeny KK. Jeigu taip jvyko,
susisiekite su Veracyte klienty aptarnavimo skyriumi dél pagalbos.
Naudodamiesi elektroniniame laiske pateikta nuoroda, atidarykite
internetine programa ir parsisiyskite visas testy ataskaitas, kurios
susijusios su apdorojamais RSID.

Jvykus klaidoms: vykdykite rekomendacijas, pateiktas testo ataskaitoje,
atskiram meéginiui arba sistemos klaidoms.

Pastaba. Atskiry méginiy klaidos néra laikomos sistemos klaidomis.



12 TRIKCIY SALINIMAS IR TESTO NESEKMES

7 lentelé. Klaidy kodai, dél kuriy reikia kartoti tyrima

Klaidos Trikties apibadinimas Rekomenduojami veiksmai

kodas
5 Skenavimo triktis 1$ naujo paleiskite méginj su 250 ng RNR
7 Aukétas signalas E,\Tsujo paruoskite meginj ir paleiskite testa su 125 ng
5 Zemas signalas 1S naujo paruoskite meginj ir paleiskite testg su 500 ng

RNR

20 Femas signalas :QSI\TSUJO paruoskite meginj ir paleiskite testa su 500 ng
7 Zemas RNR signalas E'\TSUJO paruoskite meginj ir paleiskite testa su 500 ng

Tyrimo kartojimo priezastys

1. Tyrimo ataskaitoje identifikuojami nesékmingi meginiai, o tyrimo
rezultatai nepateikiami. Tyrimo rezultatai pateikiami esant tinkamiems
meéginiams.

2. Tyrimo ataskaitoje identifikuojamas trikties tipas ir pateikiami
rekomenduojami veiksmai tyrimo trikties atveju. Nesékmingy meéginiy
RNR koncentracijos gali bati matuojamos pakartotinai, 0 méginiai gali bati
pakartotinai paleidziami (kaip naujos serijos / RSID dalis), priklausomai nuo
trikties tipo ir RNR masés kiekio, kuris lieka tam, kad buty galima gauti
tyrimo rezultata.

13.2 Biklés pasikartojimo rizikos jvertis

BUklés pasikartojimo rizikos jvertis yra sveikasis skaicius skaléje nuo O iki 100,
kuris yra susijes su individualia pacienciy baklés pasikartojimo 10 mety laikotarpiu
tikimybe, apibréztai tikslinei populiacijai. Bklés pasikartojimo rizikos jvertis yra
apskaiciuojamas atlikus nezinomo méginio 46 geny raiskos profilio palyginima
su laukiamais keturiy vidiniy potipiy raiskos profiliais, kaip aprasyta pries tai, kad
bty apskaiciuotos keturios skirtingos koreliacijos reikSmeés. Tada Sios koreliacijos
reik§meés bendrai vertinamos su proliferacijos jverciu ir bendru naviko dydziu, kad
baty apskaiciuotas bklés pasikartojimo rizikos jvertis.

13.3 Nutolusiy biklés pasikartojimy per 10 mety tikimybé

Dviejy kohorty motery po menopauzés su hormony receptoriams teigiamu
ankstyvosios stadijos kraties véziu btkleés pasikartojimo rizikos jverciai buvo palyginti
su iSgyvenamumu be nutolusiy bdklés pasikartojimy pacientéms po operacijos ir 5
mety trukmeés gydymo taikant adjuvanty endokrinine terapija, kurios véliau buvo
stebimos 5 metus (iSsamesnés informacijos zr. 16.4 skyriuje ,Klinikinis naSumas").
Sie du tyrimai leido sukurti modelj, susiejantj buklés pasikartojimo rizikos jvertj su
nutolusiy baklés pasikartojimy tikimybe tirtoje pacienciy populiacijoje, jskaitant 95 %
pasikliautingjj intervala.

13.4 Rizikos klasifikacija

Rizikos klasifikacija yra taip pat pateikiama tam, kad bdty galima interpretuoti
buklés pasikartojimo rizikos jvertj, naudojant ribines vertes, kurios tirty pacienciy

9 lentelé. Rizikos klasifikacija pagal biklés pasikartojimo rizikos intervalg ir mazgeliy bikle.

13 TYRIMO REZULTATAI Lo Biklés pasikartojimo rizikos . -
. . . B . o Mazgeliy baklé int | Rizikos klasifikacija
Prosigna tyrimas apima serija kokybés kontrolés parametry, kurie yra automatiskai intervalas _
taikomi kiekvienam meéginiui analizés metu. Sie jrasai leidzia jvertinti tyrimo 0-40 Zema
nasuma, siekiant nustatyti, ar rezultatai patenka j numatyty verciy ribas. Sékmingai Mazgeliams neigiama 41-60 Vidutine
iSanalizavus Siuos kokybés kontrolés parametrus, Prosigna tyrimas pateikia tokius 61-100 Auksta
rezultatus: Masoelams teld 0-15 Zema
azgellams teiglama N .
8 lentelé. Prosigna tyrimo rezultatai ir pateikiamos vertés (1-3 mazgeliai) 16-40 Vidutiné
41-100 Auksta
Rezultatas Pateikiamos vertés Mazgeliams teigiama 0-100 Aukéta
Luminalinis A (> 4 mazgeliai)

Luminalinis B
HER2 praturtintas
Bazalinio tipo

Kraties vezio meéginio vidinis potipis

Nutolusiy baklés pasikartojimy 10 mety laikotarpiu

100 9
individualus tikimybés jvertinimas 0-100 %

Sveikasis skaicius skaléje nuo O
iki 100
Zema, viduting, auksta

Buklés pasikartojimo rizikos (ROR) jvertis

Rizikos kategorija

13.1 Vidiniai potipiai
Buvo parodyta, kad krlties vézio naviko vidinis potipis yra susijes su ankstyvyjy
stadijy kraties vézio prognozemis. Vidutiniskai, pacientéms su luminaliniu A naviku

rezultatai yra daug geresni nei pacientéms su luminaliniu B, HER2 praturtintu arba
bazalinio tipo navikais?®.

Vidinis potipis yra nustatomas palyginus 50 geny raiskos profilius nezinomame
meginyje su laukiamais keturiy vidiniy potipiy raiskos profiliais. Nezinomam meginiui
priskiriamas potipis su panasiausiu profiliu.

Dazniausi krdties vézio potipiai yra luminaliniai - luminalinis A (LumA) ir luminalinis B
(LumB). Ankstesniais tyrimais nustatyta, kad luminalinis A potipis sudaro apie 30 % -
40 %, o luminalinis B potipis - apie 20 % kraties vézio atvejy’. Taciau daugiau nei 90 %
hormoniniams receptoriams teigiamy pacienciy turi luminalinius navikus. Siy potipiy
geny raiskos modelis yra panasus | kraties audinio luminalinio epitelio komponenty
raiska®. Siuos navikus charakterizuoja didelés raiskos estrogeno receptorius
(ER), progesterono receptorius (PR) ir genai, kurie yra susije su ER aktyvinimu,
pavyzdziui, LIV1, GATAZ ir ciklino D1, taip pat luminaliniy 8 ir 18 citokeratiny raiska.
Palyginus su luminalinio B potipio kraties véziais, luminalinio A potipio kraties véziai
demonstruoja mazesne raiska genu, susijusiy su lastelés ciklo aktyvinimu, o tai lemia
geresne prognoze.

Ankstesniais tyrimais parodyta, kad HER2 praturtintas potipis (HER2-E) sudaro
apie 20 % kraties vézio atvejy®. Taciau HER2 praturtinti navikai dazniausiai yra ER
neigiami, todél tik 5 % i$ tirty ER teigiamy pacienciy populiacijos buvo aptiktas HER2
praturtintas kraties vézys. Neatsizvelgiant | ER blsena, HER2 praturtinti navikai
daugeliu atvejy yra HER2 teigiami ir pasizymi didele ERBB2 klasterio, jskaitant
ERBB2 ir GRBY, raiska. Genu, kurie yra susije su lastelés ciklo aktyvinimu, raiska taip
pat yra didelé.

Remiantis paskelbtais duomenimis, bazalinis potipis apima mazdaug 20 % kraties
vezio atvejy®. Bazalinio tipo navikai dazniausiai yra ER neigiami, todél tik 1 % i$
hormoniniams receptoriams teigiamy pacienciy turi bazalinio tipo kraties vézj.
Bazalinio tipo potipis beveik visuomet yra kliniskai HER2 neigiamas ir pasizymi
jvairiy bazaliniy biologiniy Zymenuy, jskaitant bazalinius epitelinius citokeratinus (CK)
bei epidermio augimo faktoriaus receptoriy (EGFR), raiska. Geny, kurie yra susije su
lastelés ciklo aktyvinimu, raiska yra didelé.
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13.5 Kokybés kontrolé

Kiekviena Prosigna tyrimo komponenty partija yra isSbandyta taikant i$ anksto
apibréztas charakteristikas. Visi rinkinio lygmens elementai yra atsekami pagal
partija, o kiekvieno rinkinio kritiniai komponentai yra kartu isbandomi drauge ir
iSleidziami kaip Prosigna rinkinio partija.

Prosigna tyrimo rinkinyje yra serija vidiniy kontroliy, kurios yra naudojamos kiekvieno
apdorojamo rinkinio kokybés jvertinimui, kai vertinama visuma ir atskirai kiekvienas
meéginys. Sios kontrolés yra isvardytos Zzemiau.

Partijos kontrolés rinkinys in vitro transkribuotas palyginamasis RNR méginys

Kaip kontrolé Prosigna tyrimo rinkinyje yra pateiktas Sintetinis palyginamasis
RNR meéginys. Palyginamasis méginys yra sudarytas i RNR taikiniu, kurie in vitro
transkribuoti i§ 50 algoritmo ir 8 bendriniy (angl. housekeeping) genu. Kiekvieno
Prosigna tyrimo metu palyginamasis méginys apdorojamas dukart drauge su rinkiniu,
| kurj jeina iki 10 nezinomy kraties naviko RNR meginiy. Tai atliekama 12 reakcijy
juostiniame meégintuvélyje. Palyginamojo meéginio signalas yra analizuojamas pagal
i$ anksto apibréztas ribas tam, kad bty jvertinta tyrimo kokybeé.

Signalas, gautas i§ visy kraties naviko RNR méginio 50 algoritmo genu, yra
normalizuojamas pagal atitinkamy palyginamojo méginio geny signala.

fiksavimo bei reporteriniai zondai

Kaip teigiamos Prosigna tyrimo kontrolés (TK). naudojami sintetiniai RNR taikiniai.
TK taikiniy sekos yra gautos i$ iSorinio RNR kontroliy konsorciumo (ERCC), DNR seky
bibliotekos®. RNR taikiniai yra in vitro transkribuojami i§ DNR plazmidziy. Drauge
su atitinkamais fiksavimo ir reporteriniais zondais tyrimo rinkinyje yra $esi RNR
taikiniai, sudarantys 4 laipsnio titravimo sekg (128-0,125 fM galutiné koncentracija
hibridizacijos reakcijoje). TK pridedama | kiekvieng kraties naviko RNR méginj ir
palyginamajj méginj, kurie tiriami naudojant Prosigna tyrima. Méginys bus pasalintas
i$ tolesnés analizes, jeigu TK signalo intensyvumas neatitiks i$ anksto apibrézty riby.

Neigiamy kontroliy rinkinys: egzogeniniai zondai be taikiniy

Neigiamy kontroliy taikiniy sekos yra gautos i$ ERCC DNR seky bibliotekos®. Zondai
sukurti taip, kad aptikty Sias taikinio sekas, ir jie yra pateikti kaip tyrimo rinkinio dalis
be atitinkamy taikinio seky. Neigiamos kontrolés (NK), kaip kokybés kontrolés matas,
yra pridedamos j kiekviena krities naviko RNR meginj ir palyginamajj méginj, kurie
tiriami naudojant Prosigna tyrima. Méginys bus pasalintas i$ tolesnés analizés, jeigu
NK signalo intensyvumas neatitiks i$ anksto apibrézty riby.



RNR vientisumo kontroliy rinkinys: Bendriniai genai

Fiksavimo ir reporteriniai zondai sukurti taip, kad aptikty 8 bendrinius genus ir 50
algoritmo geny, ir jie yra pateikiami kaip Prosigna rinkinio dalis. AStuoniy bendriniy
geny raiskos lygiai yra analizuojami tam, kad baty nustatyta i$ FFPE audinio isskirtos
RNR meéginio kokybé ir kiekis Prosigna tyrime. Méginys bus pasalintas i$ tolesnés
analizés, jeigu bendriniy geny raiskos lygiai nepasieks i$ anksto apibrézty riby.

Bendriniai genai taip pat naudojami intaktinés RNR kiekio, esancio méginyje, nor-
malizavimui, kai yra skirtumy prie$ atliekant palyginamojo méginio normalizavima.

14 PROCEDURY APRIBOJIMAI

1. Prosigna tyrimas buvo optimizuotas, siekiant identifikuoti krdties vézio
naviko vidinj potipj ir pacientés nutolusiy bdklés pasikartojimy rizika
10 mety laikotarpiu, kaip blklés pasikartojimo rizikos jvertj bei rizikos
kategorijg. Tam naudojama isgryninta RNR, kuri iSskirta iS formalinu
uzfiksuoto, parafinu imobilizuoto Zzmogaus krdties audinio. Kiti méginiy
tipai arba fiksatoriai nebuvo tiriami ir neturi bati naudojami.

2. Prosigna tyrimo nasumas buvo patikrintas naudojant tik Siame
informaciniame lapelyje apradytas proceddras. Modifikavus Sias
proceddras, gali pasikeisti testo nasuma.

3. Prosigna tyrimo nasumo charakteristikos buvo nustatytos moterims po
menopauzés su hormony receptoriams teigiamu ankstyvosios stadijos
krdties véziu, kuris buvo gydomas 5 metus taikant adjuvanty endokrinine
terapija. Nasumas su kitais gydymo rezimais arba kitoms pacienciy
populiacijoms nebuvo nustatytas.

4. Jeigu atliekant tyrimg buvo pridéta nepakankamos kokybés RNR arba
buvo nepakankamas jos kiekis, tada Prosigna tyrimas gali neduoti patikimy
rezultaty, o vietoje to bus prane$ama apie tyrimo nesékme.

5. Prosigna tyrimo rezultatai (vidinis potipis, atkyicio rizikos jvertis, rizikos
kategorijos) turi bati interpretuojami kity klinikiniy-patologiniy veiksniu,
pacientés medicininés istorijos ir visy kity laboratoriniy tyrimy rezultaty
kontekste.

6. Prosigna tyrimo nasumas buvo nustatytas naudojant RNR, kuri atitinka
anksciau aprasyto metodo charakteristikas. Nasumas naudojant iSskirtg
RNR, kuri neatitinka $iy charakteristiky, nebuvo nustatytas.

7. Tarp Prosigna tyrimui trukdanciy medziagy patenka genominé DNR ir
nenavikinis audinys (pvz., normalus audinys). Prie$ pradédami procedara,
perskaitykite bendrg tyrimo aprasyma. Prie$ pradedant procedlra,
gyvybingos invazinés karcinomos plotas turi bati aiskiai nustatytas
patologo,. Be to, kiekvienas RNR méginys turi biti paveiktas DNaze. Prie$
tesiant darba su pacienciy testo méginiais, turi bati istirta kiekviena nauja
DNazés partija, kuri turi bati kokybiskai jvertinta taikomy reikalavimy
atzvilgiu, jei tyrimui naudojamas ne Veracyte FFPE RNR isskyrimo
rnkinys.

15 LAUKIAMOS VERTES

Prosigna tyrimas kiekvienam naviko meginiui pateikia buklés pasikartojimo rizikos
jvert] (0-100), vidinj potipj (luminalinis A, luminalinis B, HER2 praturtintas arba
bazalinio tipo) ir rizikos kategorijg (zema, vidutiné arba auksta). Remiantis toliau
aprasytais dviem klinikinio patvirtinimo tyrimais, toliau yra pavaizduotas laukiamas
buklés pasikartojimo rizikos jverciy intervalas ir daznis (10 paveikslas), laukiamas
tolydus bdklés pasikartojimo rizikos sarysis su nutolusio biklés pasikartojimo
tikimybe pagal mazgeliy btkle (11 paveikslas) ir laukiamas baklés pasikartojimo rizikos
jverciy pasiskirstymas pagal vidinj potipj (9 paveikslas) moterims po menopauzes su
HR+ ankstyvos stadijos krities véziu ir gydytoms anastozolu arba tamoksifenu ATAC
bei ABCSG-8 klinikiniy tyrimy metu. Remiantis Siais klinikinio patvirtinimo tyrimais,
iSgyvenamumas be nutolusiy blklés pasikartojimy 10 mety laikotarpiu pagal rizikos
kategorijg yra parodytas 12 paveiksle (mazgeliams neigiamoms pacientéms) ir 13
paveiksle (mazgeliams teigiamoms (1-3 mazgeliai) pacientéms).

15.1 Biklés pasikartojimo rizikos intervalas pagal potipj

9 paveiksle parodyta baklés pasikartojimo rizikos jverciy pagal vidinj potipj
staciakampiy diagrama.
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9 paveikslas. Biklés pasikartojimo rizikos jverciy stac¢iakampiy diagrama pagal vidinj potipj.

Buklés pasikartojimo rizika

T T
Luminalinis A Luminalinis B

T

T
HER2 praturtintas ~ Bazalinio tipo

15.2 Biklés pasikartojimo rizikos jvercio daznis pagal mazgeliy
bikle

10 paveiksle pateikta histograma buvo sudaryta, naudojant pavienj Cox modelj,
kuris apeme baklés pasikartojimo rizikos jvercio ir kategorijos kintamuosius, siekiant
iSskirti tris mazgelius apimancias grupes.

10 paveikslas. Biklés pasikartojimo rizikos jverciy ir mazgeliy biklés grupiy histograma.

Stebimas pacienty biiklés pasikartojimo rizikos pasiskirstymas pagal
iy bukle: Sugr 10 vienety intervalais

25,0%
™ Mazgeliams neigiama

1-3 teigiami mazgeliai
20,0%

™ > 4 teigiami mazgeliai

15,0%

10,0%

[
2
=

5 15 25 35 45 55 65 75 85 95
Biiklés pasikartojimo rizikos (parodyti grupés vidurkio taskai)

Procentiné dalis (atskira mazgeliy biisenos grupé)

11 paveikslas. Prognozuojama rizika desimties mety laikotarpiu, apskaiciuota mazgeliy baklés
grupei.

— Mazgeliams neigiamos
g | — Mazgeliams teigiamos (1-3 teigiami mazgeliai)

Apskaitiuota 10 m. nutolusiy biklés pasikartojimy

0 20 40 60 80 100

Bkles pasikartojimo rizika

15.3 Pacienciy iSgyvenamumas be nutolusiy biklés
pasikartojimy pagal rizikos kategorija

Toliau pateikti duomenys gauti sujungus TransATAC ir ABCSG-8 klinikiniy tyrimy
analizes. Siekiant pacientes priskirti rizikos grupéms, buklés pasikartojimo rizikos
jverc&iai buvo palyginti su i$ anksto apibréztomis mazgeliams neigiamy ir mazgeliams
teigiamy pacienciy rizikos ribomis. 12 ir 13 paveiksluose kiekvienai rizikos kategorijos
grupei parodytas pacienciy iSgyvenamumas be nutolusiy bdklés pasikartojimy pagal
mazgeliy bukle.



12 paveikslas. ISgyvenamumas be nutolusiy biklés pasikartojimy pagal rizikos grupe
mazgeliams neigiamoms pacientéms.

1

09

08

1

07

— Zemarizika
—— Vidutiné rizika
— Auksta rizika

Procentiné dalis be nutolusiy biklés pasikartojimy

T
6

Stebgjimo laikas (metais)

12 paveikslo duomeny suvestiné. ISgyvenamumas be nutolusiy biklés pasikartojimy pagal
rizikos grupe mazgeliams neigiamoms pacientéms.

- . Pacienciy Atvejy skaicius Apskaiéi.uota_ pr.o centi_né da_l_is be
Rizikos grupé skaléius (%) per 10 mety nutolusiy b},lkles p.a5|kart01|mu
10 mety laikotarpiu [95 % PI]
Zema 875 (49 %) 31 96,2 % [94,7 % - 97,3 %]
Vidutine 551 (31 %) 53 89,2 % [86,1 % - 91,7 %]
Auksta 360 (20 %) 73 777 % [72,8 % - 819 %]
IS viso 1786 (100 %) 157

13 paveikslas. Mazgeliams teigiamy (1-3 mazgeliai) pacienciy iSgyvenamumas be nutolusiy
biklés pasikartojimy pagal rizikos grupe.

— Zemarrizika
— Viduting rizika
—  Aukta rizika

Procentiné dalis be nutolusio buklés pasikartojimo

13 paveikslo duomeny suvestiné.

Stebgjimo laikas (metais)

Mazgeliams teigiamy (1-3 mazgeliai) pacienciy

iSgyvenamumas be nutolusiy biklés pasikartojimy pagal rizikos grupe.

RNR tikslumas
16.1.1

Trijy viety aklas ir atsitiktiniy imc¢iy lyginamasis tyrimas buvo atliktas su
Prosigna testu ir naudojant nCounter analizine sistema, siekiant jvertinti
analizinj tiksluma. Penki jungtiniai krdties naviko RNR meéginiai buvo gauti i$
FFPE méginiy archyvo ir naudoti tyrimui kiekvienoje vietoje. Méginiy profilis
atstovavo prototipiniams geny raiskos profiliams, su kuriais susiduriama
jprastiniy tyrimy metu ir kiekvienai rizika klasifikuojanciai grupei.

Tyrimo planas

Kiekvienoje vietoje buvo atlikta po 18 galiojanciy procedary (kiekvie-
nas naudotojas atliko po 9 proceddras, kiekviena procedldra apémé
10 testy), o prie$ tai kiekvienas naudotojas atliko susipazinimo pro-
ceddrg (11 lentele). Kiekvienos procedtros metu kiekvienas méginys
buvo tiriamas po du kartus, o nominalus pateikiamos RNR lygis vieno
tyrimo metu buvo 250 ng. Kiekvienas naudotojas per dieng atliko vieng
procediry, laikydamasis ilgy tyrimy metodams taikomy standarty’. Bendra
tyrimo trukmé, jskaitant susipazinima, kiekvienoje vietoje buvo ilgesné nei 4
savaités.

11 lentelé. RNR tikslumo tyrimo apzvalga.

Tyrimo kintamasis Skaiciai

Krdties navikiniy RNR meéginiy skaicius 5
Méginio kartojamy tyrimy (tos pacios kasetés) skaicius proceddros metu 2
Procedury skaicius vietoje 18
Procedary skaicius per dieng 1
Naudotojy skaicius vietoje 2
Reagenty partijy skaicius vietai 3
Viety skaicius 3

Bendras vietoje istirty méginiy skaicius (be susipazinimo) 180

Bendras méginiy skaicius = 540

16.1.2 Kintamumo komponenty analizé

12 lenteléje pateikti kintamumo komponenty analizés rezultatai kiekvienam
profilio nariui. Toliau pateiktas apskai¢iuotas kintamumas yra isreikstas
bendro kintamumo procentais (skliausteliuose).

12 lentelé. Kintamumo komponentai pagal profilio narj (jungtinis RNR méginys).

B‘-_" Kintamumo komponentas
klés
Profilio pasi- Bendras | Ben-
narys pagal | karto- Proce- | kintamu- | dras
rizika, potipis | jimo | Partia | Vieta Nf“.d°' Proce- | yaros mas SN
e ojas dara
rizi- metu
kos
Zema, 214 0,010 0,000 | 0,000 0,134 0,296 0,44 066
luminalinis A ! (2 %) (0 %) O %) | (30%) | (67 %) | (100 %) !
Vidutine, 55 0,105 0,000 | 0,000 [ 0,046 0,426 0,576 076
luminalinis B (18 %) (0 %) (0 %) (8 %) (74 %) | (100 %) )
Tarpiné, 554 0,059 | 0,000 | 0,000 [ 0,046 0,194 0,299 055
bazalinio tipo | 20%) | (O %) (0 %) (15%) | (65%) | (100 %) !
Auksta, 648 on9 0,014 0,000 | 0,064 | 0,380 0,576 076
luminalinis B ! (21 %) (2 %) (0 %) M%) | (66 %) | (100 %) )
Aﬁé;tza 762 0,165 0,000 | 0,000 | 0,000 0,277 0,442 066
praturtintas G7%) | (0% 0 %) ©%) | (63%) | (100 %)

- . Pacienciy Atvejy skaicius Apskai(':iyota_ pr_o centi_né da_l_is B3
Rizikos grupé skaiéius, (%) per 10 mety nutolusiy b}JkIes p.aS|kartoumu
10 mety laikotarpiu [95 % PI]
Zema 24 (4 %) 2 91,7 % [70,6 % - 97.8 %]
Vidutine 211 (36 %) 18 90,4 % [85,2 % - 93,9 %]
Auksta 355 (60 %) 87 71,8 % (66,3 % - 76,6 %]
IS viso 590 (100 %) 107

10 lentelé. Pacienciy su 4 arba daugiau teigiamy mazgeliy iSgyvenamumas be nutolusiy
biklés pasikartojimy desimties mety laikotarpiu.

. . . . Apskaiciuota procentiné dalis 10 met
R|2|kqs Paugr_mu PRI S TS (131 pbe nutolusis buklés pasikartojimy !
grupé skaiCius 10 mety Jaikotarpiu [95 % PI]

Auksta 103 39 57,4 % [46,3 % - 67,0 %]

16 NASUMO CHARAKTERISTIKOS

16.1

Analizinis tikslumas ir atkuriamumas

Siekiant jvertinti bendra Prosigna tikslumg ir atkuriamuma, buvo atlikti du tyrimai,
0 jy rezultatai sujungti. Pirmasis atliktas tyrimas buvo skirtas nCounter analizinés
sistemos tikslumui nustatyti, pradedant nuo isskirtos krdties naviko RNR, o antrasis
tyrimas buvo atkuriamumo tyrimas, pradedant nuo FFPE kraties navikinio audinio,
atsizvelgiant j ikianalizinius veiksnius.
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Visiems penkiems profilio nariams bendras SN buvo mazesnis negu 1
bklés pasikartojimo rizikos vienetas skaléje nuo O iki 100. Visiems profilio
nariams didzioji kintamumo dalis atsidaro dél kintamumo proceddros
metu (pakartojamumas). Beveik nebuvo kintamumo tarp skirtingy viety
arba naudotojy. Tikimybés santykio testas dél vietos reikSmingumo pagal
profilio narj parodé, kad viety skirtumai buvo statistiSkai nereikSmingi
(p > 0,05) Kiekvienai partijai bklés pasikartojimo rizikos jverciy vidurkis yra
mazesnis nei 1 bdklés pasikartojimo rizikos vienetas, isskyrus visus profilio
narius, kurie vidutiniskai lemia apie 20 % bendro kintamumo.

16.1.3 Potipio priskyrimo ir rizikos klasifikavimo atitiktis

Visiems profilio nariams buvo gautas 100 % atitikimas tarp potipio rezultato ir
profilio nario vidinio potipio. Visiems méginiams buvo gautas 100 % atitikimas
tarp nustatytos ir laukiamos rizikos grupés.

Audiniy atkuriamumas
16.1.4 Tyrimo planas

Trijy viety aklas ir atsitiktiniy imciy lyginamasis tyrimas, pakartotinai tiriant
kraties navikinio audinio meéginius, paimtus i$ to paties FFPE bloko, buvo
atliktas su nCounter analizine sistema ir naudojant Prosigna testa. Kaip
tyrimo dalis buvo tiriamas neseniai sukaupty 43 FFPE kraties navikiniy
méginiy rinkinys i§ hormony receptoriams teigiamy kraties vézio pacienciy su
patvirtinta invazine duktaline ir (arba) lobuline karcinoma. Visi audiniy méginiai
buvo atgabenti | atitinkama tyrimo vietg apdorojimui. 43 méginiai buvo
nepriklausomai perzidreti trijy atskiry patology. Kiekvienam dél patologijy



tiriamam audinio méginiui buvo atliekama tyrimo proceddra, susidedanti i$
audinio makrodisekcijos, RNR isskyrimo ir tyrimo naudojant Prosigna testa.
Ta kiekvienoje vietoje atliko po vieng naudotoja, kurie vykdé nustatytg tyrimo
proceddra. 1S kiekvieno audinio méginio isskirta RNR buvo tiriama du kartus
atskiry tyrimo proceddry metu. Atliekant §j tyrima, buvo naudojamos trys RNR
iSskyrimo rinkinio partijos (po vieng vienai vietai) ir tos pacios partijos tyrimo
rinkinio reagentai. RNR i$skyrimui buvo naudojamas vienas objektinis stiklelis,
kai pamatuotas naviko pavirsiaus plotas buvo > 100 mm?, ir 3 objektiniai
stikleliai, kai pamatuotas naviko pavirsiaus plotas buvo < 100 mm?, o maziausias
leidziamas naviko pavirsiaus plotas buvo 4 mm?

16.1.5 Testo santrauka

Kiekvienoje i$ trijy viety jvertintas keturiasdesimt trijy (43) audiniy méginiy
priskyrimo rodiklis yra pateiktas 13 lenteléje.

13 lentelé. Priskyrimo rodiklis kiekvienoje vietoje

Vieta Procentiné dalis, kuri Atitinka / i$ viso
dave rezultaty
1 95 % 41/43
2 93 % 40/43
3 100 % 43/43

Keturiasdesimt meginiy davé rezultatus visose tyrimo vietose (vienoje vietoje
reikéjo kartoti vieno méginio RNR isskyrima), 1 meéginys davé rezultatus
2 vietose, 0 2 méginiai davé rezultatus vienoje vietoje. Simtas procenty
(100%) meginiy, kurie praéjo audiniy perzitros etapg ir atitiko RNR iSskyrimo
reikalavimus, leido gauti patenkinamus Prosigna tyrimo rezultatus. Keturiais
i$ penkiy nesekmingo RNR isskyrimo atvejy pamatuotas naviko pavirSiaus
plotas buvo <15 mm?ir sudaré maziau nei 50 mm? bendro tyrimui panaudoto
audinio ploto.

43 méginiai apémé tiek mazgeliams neigiamas, tiek mazgeliams teigiamas
pacientes. Apskaiciuoti 43 meginiy tyrimo rezultatai parodé platy buklés
pasikartojimo rizikos jverciy intervalg (94 vienetai), visus 4 vidinius potipius
ir visas rizikos kategorijas, kai visiems méginiams taikytos mazgeliams
neigiamos ir mazgeliams teigiamos ribinés vertés. Dviejuy méginiy rezultatai,
kurie gauti vienoje vietoje, buvo pasalinti i$ tolimesnés statistinés analizés,
nes apie juos nebuvo gauta duomeny i$ kity tyrimy viety.

16.1.6 Kintamumo komponenty analizé

Statistiskai reikSmingy (a = 0,05) skirtumy tarp rizikos kategorijy, naudojant
neparametrinj Kruskal-Wallis testa, nebuvo nustatyta, todél kintamumo
komponenty modelis vienu metu tiko visoms rizikos kategorijoms.

14 lenteléje pateikti kintamumo komponenty analizés rezultatai, naudojant
visus 41 audiniy meéginius.

14 lentelé. Kintamumo komponentai (audiniy atkuriamumo tyrimas)

Kintamumo komponentai
- - P = Bendras SN
Vieta Bloko viduje Likutis 1S viso
0,10 772 0,51 8,34 2,89

Vietos komponentas matuoja sisteminj, vietai bddingg kintamuma. ,Vidinis
bloko” komponentas matuoja atsitiktinj kintamuma, kuris kinta kaip audinio
meginio perzitros / apdorojimo funkcija, arba vidinj FFPE bloko kintamuma,
o likutinis kintamumas matuoja bendrg kintamumga tarp proceddry ir
proceddros kintamuma naudojant Prosigna tyrima. Vietos komponentas
yra labai mazas, palyginus su atsitiktiniu kintamumu bloke. Tai reiskia, kad
vidutinis skirtumas tarp viety buvo labai mazas (< 1% nuo bendro kintamumo).
Likutinis kintamumas atitiko lygiavertj kintamuma, iSmatuota RNR tikslumo
tyrimo metu, kuris apémé maziau méginiy, bet daugiau kartotiniy matavimy
(0,51kintamumas, palyginus su RNR tikslumo tyrimo metu nustatytu vidutiniu
0,39 Prosigna reagenty partijos kintamumu vienoje vietoje.

15 lentelgje pateiktas bendras kintamumas, kuris yra audiniy apdorojimo
kintamumo (Sio tyrimo metu nustatyti vietos ir vidinis bloko komponentai,
pateikti 14 lentelgje) ir bendro RNR apdorojimo kintamumo, kuris gautas
RNR tikslumo tyrimo metu (penkiy tirty profilio nariy vidurkiai, pateikti
12 lentelgje), suma. Pirminis testo kintamumo $altinis (94 % bendro
kintamumo) yra ikianaliziniai veiksniai, susije su audiniy apdorojimu. Bendras
SN, jskaitant visus kintamumo Saltinius, yra lygus 2,9. Tai reiskia, kad Prosigna
tyrimas yra patikimas dviejy baklés pasikartojimo rizikos verciy skirtumo
jvertinimas, kuris lygus 6,75 su 95 % pasikliautinumu.

15 lentelé. Bendras kintamumas (audiniy ir RNR apdorojimas).

Audir_\iu EEEAD RN'.? Eoceloling Bendras kintamumas Bendras SN
kintamumas kintamumas
7,82 0,47 8,29 29
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16.1.7 Rizikos kategorijos ir potipio klasifikacijy atitiktis

Skirtingy viety atitiktis pagal pacientés potipj ir rizikos klasifikaciia (zema /
vidutiné / auksta rizika) pateikta 16 lenteléje, kurioje atitinkamos mageliams
neigiamy ir mazgeliams teigiamy klasifikacijy rizikos ribinés vertés buvo
pritaikytos visiems meéginiams. Tikslaus tipo 95 % pasikliautinieji intervalai yra
pateikti lauztiniuose skliaustuose, 0 méginiy skaicius su abiejy viety rezultatais
yra pateiktas skliausteliuose. Atitikties vidurkis pateiktas paskutiniame stulpelyje.
Kiekvienam palyginimui atitiktis buvo apskai¢iuota dviem veiksmais. Pirmiausia,
kiekvienam audinio méginiui buvo suskaiciuota atitinkanciy keturiy galimy
rezultaty pory (dviejy vietoje*, dviejy 2 vietoje) proporcija. Atliekant antrg
veiksma, buvo apskaiciuoti Siy proporcijy vidurkiai visiems audiniy méginiams,
kurie duotam palyginimui rezultatus leido gauti abiejose vietose.

16 lentelé. Potipio ir rizikos kategorijos atitikties pagal mazgeliy bikle suvestiné.

Atitiktis poromis o
i ; R~ A F— " — . Atitikties
Lyginamas tipas | 1vieta ir 2 vieta | 1vieta ir 3 vieta | 2 vieta ir 3 vieta vidurkis

(n = 40) (n=41) (n =40)

L 96,3 % 98,8% 95% o

Potipis [86,4 % - 995%] | [91,0 % - 100 %] | [831 % - 99,3 %] 7%

9 [73,2% - 95,8 %] | [80,1% - 98,4 %] | [76.4 % - 97,2 %] °

neigiama
teigwama [759 % - 96,0 %] | [80,1% - 98,4 %] | [79.2 % - 974 %] °

Kiekvienam palyginimui (potipio ir mazgeliams neigiamos bei mazgeliams
teigiamos rizikos kategorijy) vidutiné atitiktis tarp skirtingy viety buvo ne
mazesné nei 90 %. Nebuvo tokiy meginiy, kuriems tarp viety arba vietoje
rizikos kategorija pasikeité nuo zemos rizikos iki aukstos rizikos (arba atvirks-
Ciai). Buvo tik du meéginiai (i$ 41), kuriems visy 6 kartotiniy tyrimy mety
nebuvo nustatyti identiski potipiai:

1. Vienas méginys parodé pasikartojancius luminalinio A potipio rezultatus
vienoje vietoje ir pasikartojancius luminalinio B potipio rezultatus
kiekvienoje i$ kity dviejy viety.

2. Vienas méginys parodé pasikartojancius luminalinio A potipio rezultatus
vienoje vietoje, pasikartojanc¢ius HER2 praturtinto potipio rezultatus
kitoje vietoje, o trecioje vietoje po vieng luminalinio A potipio ir HER2
praturtinto potipio rezultata.

16.2 Jautrumas / RNR sanaudos
RNR sanaudy tyrimo aprasymas

Tyrimo metu buvo patikrinta 13 krdties navikiniy RNR meéginiy esant trims RNR
sgnaudy lygiams tyrimo charakteristiky ribose (500, 250 ir 125 ng) ir dviem
papildomiems RNR sanaudy lygiams, kurie nepateko | charakteristiky ribas (625,
62,5 ng). Kiekvienas méginys buvo istirtas naudojant kiekvienos partijos rinkinj
(i$ viso 2 partijos) tos pacios tyrimo procedtros metu, kuri apémé dubliuojamus
kiekvieno lygio matavimus charakteristiky ribose ir po vieng matavima kiekvienam
lygiui, kuris nepatenka | charakteristiky ribas. Dubliuojami tusti (t. y. be taikinio)
matavimai buvo jtrauktij visas tyrimo proceddras. Vienas méginys buvo isbandomas
tik su viena partija.

RNR sanaudy tyrimo rezultatai

Visy pamatuoty tusciy méginiy (n = 46) signalai buvo gerokai mazesni nei ribiné
verté ir davé neigiama testo rezultatg (O % priskyrimo rodiklis). Visi navikineés RNR
matavimai tyrimo charakteristiky ribose (n =138) dave teigiama testo rezultata (100 %
priskyrimo rodiklis). Simtas procenty (100 %) meéginiy su sgnaudomis, virsijanciomis
charakteristiky ribas (625 ng), dave teigiamus testo rezultatus. AStuoniasdeSimt trys
procentai (83 % ) tirty meginiy (10/12), kai RNR kiekis nesiekeé charakteristiky riby
(62,5 ng), daveé testo rezultata 1 partijoje ir 100% méginiy - antroje partijoje.

Trylikos meéginiy buklés pasikartojimo rizikos jvercio vidurkis apeme platy intervalg
(20-82). Rizikos grupeés klasifikacija (zema / vidutiné / auksta) 100 % atitiko visy
RNR sanaudy lygius 13-ai tirty meginiy. 17 lenteléje apibendrinti buklés pasikartojimo
rizikos jverCio kintamumo kaip RNR sanaudy funkcijos duomenys. Vertinant, ar
blklés pasikartojimo rizikos jverciai, gauti esant skirtingiems RNR sanaudy lygiams,
buvo lygiaverciai tiems, kurie buvo gauti naudojant 250 ng taikinio lygj, buvo
naudojamas bdklés pasikartojimo rizikos jvercio skirtumy vidurkis esant skirtingiems
RNR sanaudy lygiams, skirtumy SN ir 90 % pasikliautinasis intervalas. Siekiant
patenkinti priimtinumo kriterijy, visi rezultatai turéjo pateikti | pasikliautingjj intervala
(-3,3 buklés pasikartojimo rizika). Esant dviem tyrimo charakteristiky intervalo karsty
lygiams (125 ng ir 500 ng RNR), btklés pasikartojimo rizikos jverciai buvo lygiaverciai
tiems, kuriy tiksliné sanaudy koncentracija buvo 250 ng kiekvienai i$ tirty dviejy
rinkinio partijy. Kai lygiai nepateko j tyrimo specifikacijy ribas, biklés pasikartojimo
rizikos jverciai buvo lygiaverciai tik vienai i$ dviejy partiju.



17 lentelé. Biklés pasikartojimo rizikos jverciy skirtumy suvestiné. Skaicius yra lygus méginiu,
kurie buvo jtraukti j analize, skaiCiui.

Biklés i REpAR
sl Apatiné VirSutiné
Rinkinio X .. Skirtu- pasikliauti- | pasikliauti-
. Masé (ng) Skaicius [ mo rizikos S S
partija . my SN nojo interva- | nojo interva-
skirtumy . .
. . lo riba lo riba
vidurkis
62,5 - 250 10 1,90 2,62 0,54 3,26
125 - 250 12 0,75 1,23 0,16 1,34
20535
500 - 250 12 0,04 0,78 -0,33 0,41
625 - 250 12 -0]13 0,86 -0,53 0,28
62,5 - 250 1 -0,36 3,96 -2,33 1,60
125 - 250 11 -0,50 3,07 -2,02 1,02
20536
500 - 250 1 -0,82 3,25 -2,43 0,79
625 - 250 1 -1,09 4,24 -39 1,01

16.3 Interferencijos tyrimas
Greta esantis normalus / nenavikinis audinys

Greta esantys normalus / ne navikinis krdties audinys paprastai bana FFPE kraties
naviko blokuose ir gali bati identifikuojamas patologinés apzitros metu, kaip atskira
sritis, besiskirianti nuo invazinés kraties karcinomos srities. Prie$ tai pateikta Prosigna
tyrimo proceddra apraso, kaip atliekant makrodisekcijg turi bati pasalintas greta
esantis normalus audinys. Siekiant jvertinti testo rezultaty uzter§imo normaliais
audiniais rizika, buvo istirta i$ viso 13 FFPE krities naviko bloky su patologiskai
patvirtinta infiltruojanti duktaline karcinoma ir apie 50-95 % supancio normalaus /
nenavikinio audinio, atlikus supancio audinio makrodisekcijg ir be jos, o tada buvo
nustatytas buklés pasikartojimo jvercio pokytis (delta ROR).

Vidutiniskai buklés pasikartojimo rizika makroskopiskai isskrostiems navikiniams
méginiams beveik 8 buklés pasikartojimo rizikos vienetais virsijo vertes, kurios
buvo stebimos, kai normalus / nenavikinis audinys nebuvo pasalintas. 14 paveikslas
iliustruoja, kad padidéjus normalaus audinio kiekiui (makrodisekcijos bddu
nepasalinta iki 95 %), iSauga rizika, kad gautas buklés pasikartojimo rizikos jvertis bus
per mazas arba pasizymés neigiamu poslinkiu (iki -19 bdklés pasikartojimo rizikos
vienety).

14 paveikslas. Normalaus/ne navikinio audinio jtaka biklés pasikartojimo rizikos poky¢iui.

Buklés pasikartojimo rizikos poky¢io %, normalus / nenavikinis

Buklés pasikartojimo rizikos pokytis

20

-25 T T T T
50 60 70 80 90 100
%, normalus / ne navikinis

Nekrozinio, hemoraginio ir DCIS audinio interferencija

Siekiant jvertinti testo rezultaty uztersimo rizika nekroziniais / hemoraginiais /
DCIS audiniais, i$ viso buvo istirti 11 FFPE krties naviko bloky (3 DCIS, 5 nekroziniai,
3 hemoraginiai) su patologiskai patvirtinta invazine krdties karcinoma ir apie 10-
30 % interferencijos komponento. Interferencijos komponentas buvo pasalinamas
atliekant makrodisekcija arba paliekamas, o tada buvo nustatomas baklés
pasikartojimo rizikos jvercio pokytis. Esant tiriamiems lygiams, proceddroje jtraukty
kraujo / hemoraginiy, DCIS ir nekroziniy audiniai turéjo nezymig jtakg gautam bakles
pasikartojimo rizikos jverciui (< 6 buklés pasikartojimo rizikos vienetai). Vienuolikos
nekroziniy, hemoraginiy ir DCIS méginiy po makrodisekcijos ir be jos rizikos
kategorijos priskyrimo atitiktis buvo 100 %.

Zmogaus genominé DNR

Prosigna tyrimo proceddra apima zmogaus genominés DNR (gDNR) pasalinima,
taikant skaidyma DNaze |. Siekiant jvertinti testo rezultaty uztersimo gDNR pavojy,
buvo istirta desimt (10) FFPE kraties naviko bloky su patologiskai patvirtinta
infiltruojancia duktaline karcinoma, kai Zmogaus genominé DNR buvo / nebuvo
pasalinta proceddros metu praleidziant DNazés etapa. Tirtuose méginiuose
baklés pasikartojimo rizikos jvercio vidurkis buvo 4-5 vienetais mazesnis zemos ir
vidutinés rizikos grupése, kai gDNR buvo pasalinta naudojant DNaze (zr. 18 lentele).
Kai méginiai, kurie nebuvo paveikti DNaze, DNaze buvo paveikti véliau (vélesnis
apdorojimas), buklés pasikartojimo rizikos jverciai atitiko bdklés pasikartojimo
rizikos jvercius, kurie buvo gauti i$ pradziy, pagal protokolg paveikus DNaze. Yra
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rizika, kad esant gDNR gautas buklés pasikartojimo rizikos jvertis bus per didelis
arba pasizymes teigiamu poslinkiu (iki 7 bklés pasikartojimo rizikos vienety). Be
to, méginiams, kurie nebuvo paveikti DNaze I, apskaiciuotas signalas buvo daug (p <
0,05) mazesnis uz signala, apskaiciuotg méginiams, kurie buvo paveikti DNaze |, dél
sugerties matavimo, kuris naudotas RNR kiekio nustatymui prie$ Prosigna tyrima,
interferencijos.

18 lentelé. Apdorojimo DNaze jtaka navikiniy méginiy baklés pasikartojimo jverciui

Bukléspa- | Buklés pasikartojimo Burli(zlfksozassll:(r:lrjtrzla";o
sikartojimo | Tirti FFPE “ D'r[lza";:sl S_kl')':‘g‘;a:zés i su DNaze | - be DNasés |
n ;::;2:1} (LT po poveikio)
Vidurkis Min. Maks. Vidurkis Min. Maks.
Zema 3 -4,0 -6,0 -1,0 07 -1,0 30
Vidutiné 2 -4.,5 -70 -2,0 1,0 0,0 2,0
Auksta 5 0,4 -1,0 2,0 0,4 -1,0 1,0

16.4 Klinikinis naSumas

Siekiant patvirtinti Prosigna kraties vézio prognostinj geny zymeny tyrima, buvo
atlikti du klinikiniai tinkamsumo patvirtinimo tyrimai. Pagrindinis abiejy tyrimy tikslas
buvo patvirtinti paskelbtus pastebéjimus, kad bklés pasikartojimo rizikos jvertis
suteikia papildomos prognostinés informacijos apie iSgyvenamuma be nutolusiy
biklés pasikartojimy 10 mety laikotarpiu standartiniy klinikiniy kintamujy atzvilgiu.
Be to, antrinis abiejy tyrimy tikslas buvo patvirtinti ankstesnius pastebéjimus, kad
luminalinio A ir luminalinio B potipiy pacientés pasizymi statistiskai reikSmingai
besiskirianciu isgyvenamumu nutolusiy buklés pasikartojimy 10 mety laikotarpiu.
Kadangi abiejy $iy tyrimy atrankos kriterijai ir rezultatai buvo panasas, dvi duomeny
bazés buvo sujungtos ir analizuojamos kartu su perspektyviai apibréztu analizés
planu, kuris turéjo tuos pacius tikslus, kaip ir atskiri tyrimai.

Sujungta analizé: sudaromos rizikos kreivés, naudojant sujungtus
Prosigna analiziy rezultatus iS TransATAC ir ABCSG-8 tyrimy

Gydymo ir klinikiniy charakteristiky suvesting, gauta atlikus bendrg analize, pateikta
toliau. Informacijos apie atskiro tyrimo plang ir analize Zr. toliau esanciuose skyriuose,
atitinkamai skirtuose Tir 2 tyrimams.

Analizé

19 lentelé. Jungtinés 1ir 2 tyrimy analizés gydymo ir klinikiniy charakteristiky suvestiné

Mazgeliams neigiama | 1-3 teigiami mazgeliai | > 4 teigiami mazgeliai
Charakteristika Verté (NEN1786) (N5530) (n=103)
Trans ATAC | ABCSG8 | Trans ATAC | ABCSGS | Trans ATAC | ABCSG8
(=739 | (n=1047) [ (n=208) | (n=382) | (n=54) | (n=49)
Anastrozolas 377 528 102 184 31 25
Gydymas (51,0 %) (50,4 %) | (490%) | (482 %) (57, 4%) (51,0 %)
e Tiktamok- | 362 519 106 18 3 2
sifenas (49,0 %) | (49,6 %) (51,0 %) (51,8 %) (426 %) | (49,0 %)
Gl 169 210 39 54 3 7
(229 %) (20,1 %) (18,8 %) 14 %) (5,6 %) (14,3 %)
438 837 122 328 37 42
Laipsnis G2/6x (593%) | (799%) | 87%) | ©59% | 685%) | (857%)
63 132 0 47 0 14 0
(179 %) (O %) (22,6 %) (O %) (25,9 %) (0 %)
<1em 122 219 13 37 3 2
- (16,5 %) (20,9 %) (6,2 %) 9,7 %) (5,6 %) (4] %)
1=2¢cm 420 568 83 193 15 8
Naviko dydis (56,8 %) (54,3 %) (39,9 %) (50,5 %) (27,8 %) (36,7 %)
\ |
4 2-3¢cm 157 213 77 122 18 23
(21,2 %) (20,3 %) (37,0 %) (31,9 %) (33,3%) | (46,9 %)
>3cem 40 47 35 30 18 6
(5,4 %) (4,5 %) (16,8 %) (79 %) (33,3 %) (12,2 %)
Neigiama 649 984 186 367 47 46
HER? bakle 9 (87,8 %) (94,0%) | (89,4 %) (96,1 %) (870 %) | (93,9 %)
u
Teigiama 90 63 22 15 7 3
9 (12,2 %) (6,0 %) (10,6 %) (3,9 %) (13,0 %) (6,1 %)
Atokis 79 91 50 64 31 10
Pasikartojimai (10,7 %) (8,7 %) (24,0 %) (16,8 %) (574 %) (20,4 %)
Jokiy n7 121 59 73 34 10
(15,8 %) 11,6 %) (28,4 %) (19,1 %) (63,0 %) (20,4 %)
Luminalinis 529 725 127 248 31 31
A (71,6 %) (69,2 %) (61,1 %) (64,9 %) (574 %) (63,3 %)
Luminalinis 176 284 68 n8 20 16
NanoString B (23,8 %) 271 %) (32,7 %) | (30,9 %) (37 %) (32,7 %)
vidiniai potipiai | Bazalinio 7 6 2 2 0 0
tipo (0,9 %) (0,6 %) (1,0 %) (0,5 %) (0 %) (0 %)
HER2 pra- 27 32 n 14 3 2
turtintas (3,7 %) (31 %) (5,3 %) (3,7 %) (5,6 %) (4] %)

Abu tyrimai turéjo 5 mety gydymo tamoksifenu grupe. TransATAC tyrimo metu
kita grupé buvo 5 mety gydymo anastrozolu grupé, o ABCSG-8 tyrimo antra grupé
buvo 2 mety gydymo tamoksifenu ir vélesnio 3 mety gydymo anastrozolu grupé.



Kai nutoles baklés pasikartojimas buvo sumodeliuotas kaip visy klinikiniy ir gydymo
kintamuyjy funkcija, gydymas, kaip nutolusio baklés pasikartojimo prediktorius,
nebuvo reiksSmingas (p = 0,66). Kiti pagrindiniai Siy klinikiniy tyrimy skirtumai buvo
faktas, kad TransATAC klinikinis tyrimas apémé pacientes su 3 laipsnio navikais ir
kad bendras buklés pasikartojimo daznis TransATAC tyrimo metu buvo didesnis nei
ABCSG-8 tyrimo metu.

Rezultatai

15 paveiksle pavaizduota nutolusiy btklés pasikartojimy rizika 10 mety laikotarpiu
kaip blklés pasikartojimo rizikos jvercio funkcija su 95 % pasikliautinaisiais intervalais,
remiantis atskirais Cox proporciniais riziky modeliais kiekvienai mazgeliams neigiamy
ir mazgeliams teigiamy (1-3 mazgeliai) pacienciy grupei.

15 paveikslas. Apskaiciuota deSimties mety nutolusiy biklés pasikartojimy rizika pagal
mazgeliy bikle su 95 % pasikliautiniais intervalais.

o
8

— Mazgeliams neigiamos
S - | — Mazgeliams teigiamos (1-3 teigiami mazgeliai)

80
1

Apskaiciuota 10 m. nutolusio baklés pasikartojimo

Bikiés pasikartojimo rizika

16 paveiksle pavaizduoti Kaplan-Meier ir atvejy grafikai mazgeliams neigiamy
pacienciy rizikos grupei, o 17 paveiksle pavaizduoti tie patys grafikai mazgeliams
teigiamoms pacientéms su 1-3 teigiamais mazgeliais. Kiekviename paveiksle
pateikta méginiy dydziy, atvejy skaiciaus ir apskaiciuotos procentinés dalies be
nutolusiy btklés pasikartojimy 10 mety laikotarpiu informacija. Mazgeliams teigiamy
pacienciy grupéje tik kelios pacientés pateko j i anksto apibréztas zemos rizikos
grupes, nulemdamos Kaplan-Meier kreivés pasikliautingjj intervala. Todél 10 mety
laikotarpio iSgyvenamumas be nutolusiy btklés pasikartojimy yra labai platus.

16A paveikslas. I1Sgyvenamumas be nutolusiy buklés pasikartojimy pagal rizikos grupe
mazgeliams neigiamoms pacientéms.

16B paveikslas. Atvejai pagal rizikos grupe mazgeliams neigiamoms pacientéms penkeriy
mety laikotarpiu.
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17A paveikslas. ISgyvenamumas be nutolusiy buklés pasikartojimy pagal rizikos grupe
mazgeliams teigiamoms pacientéms su 1-3 mazgeliais.
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Stebéjimo laikas (metais)

17A paveikslas. 1Sgyvenamumas be nutolusiy biklés pasikartojimy pagal rizikos grupe
mazgeliams teigiamoms pacientéms su 1-3 mazgeliais.
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Duomeny suvestiné pagal 16A paveiksla: iSgyvenamumas be nutolusiy biklés pasikartojimy
pagal rizikos grupe mazgeliams neigiamoms pacientéms.

Stebéjimo laikas (metais)

- ) Pacienciy Atvejy skaicius ApSKaiéiPOta_ pr_o centi.né da'l'is [
Rizikos grupé skaicius (%) per 10 mety nutolusiy b_ukles p_a5|kartoumt|
10 mety laikotarpiu [95 % PI]
Zema 24 (4 %) 2 91,7 % [70,6 % - 97,8 %]
Vidutine 211 (36 %) 18 90,4 % [85,2 % - 93,9 %]
Auksta 355 (60 %) 87 71,8 % [66,3 % - 76,6 %]
IS viso 590 (100 %) 107
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L . Pacienciy Atvejy skaicius Apskaiéi.uota_ pr_o centi.né da!js [z
Rizikos grupé skaitius (%) per 10 mety nutolusiy b_ukles p_aﬂkartoumq
10 mety laikotarpiu [95 % PI]
Zema 875 (49 %) 31 96,2 % [94,7 % - 97,3 %]
Vidutine 551 (31 %) 53 89,2 % [86,1 % - 91,7 %]
Auksta 360 (20 %) 73 77,7 % [72,8 % - 81,9 %]
IS viso 1786 (100 %) 157

17B paveikslas. Atvejai pagal rizikos grupe mazgeliams teigiamoms pacientéms (1-3 mazgeliai)
penkeriy mety laikotarpiu.
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17B paveiksle, kadangi buvo tik 24 pacientés su 2 atvejais Zzemos rizikos mazgeliams
teigiamoje grupéje, Sios pacientés vélyvo baklés pasikartojimo analizei buvo
sujungtos su vidutinés rizikos pacientémis.

Visos 103 pacientés jungtingje duomeny bazéje su 4 arba daugiau teigiamy
mazgeliy buvo klasifikuojamos kaip aukstos rizikos pacientés. 20 lenteléje pateikti
iSgyvenamumo be nutolusiy btklés pasikartojimy desimties mety laikotarpiu
rodikliai Sioms pacientéems.



20 lentelé. Pacienciy su 4 arba daugiau teigiamy mazgeliy iSgyvenamumas be nutolusiy

biklés pasikartojimy desimties mety laikotarpiu.

Pacienci Atveiu skaicius Apskaiciuota procentiné dalis be
Rizikos grupé skaiéiusu a rjl:o e nutolusiy baklés pasikartojimy
B 4 10 mety laikotarpiu [95 % PI1
Auksta 103 39 57,4 % [46,3 % - 67,0 %]

Jungtinéje duomeny bazéje buvo tik 98 luminalinio potipio pacientés su 4
arba daugiau mazgeliy. 21 lenteléje pateikti iSgyvenamumo be nutolusiy baklés
pasikartojimy rodikliai Sioms pacientéms, kurios, priklausydamos luminaliniam B
potipiui, taip pat pasizymi daug aukstesne rizika.

21 lentelé. DeSimties mety iSgyvenamumo be nutolusiy biklés pasikartojimy rodikliai
pacientéms su 4 arba daugiau teigiamais mazgeliais pagal luminalinj potipj.

Didzioji dalis subjekty jungtiniuose tyrimuose (96 %) buvo luminalinio A arba
luminalinio B potipiy. 18 paveiksle palygintas mazgeliams neigiamy pacienciy
iSgyvenamumas be nutolusiy blklés pasikartojimy pagal luminalinj potipj.

18 paveikslas. Mazgeliams neigiamy pacienciy iSgyvenamumo be nutolusiy baklés
pasikartojimy pagal vidinj potipj Kaplan-Meier kreivés.

- " Pacienciy Atvejy skaicius Apskai(:i}lota_ pr_o centi.né da'I.is 3
Rizikos grupé skaicius per 10 mety nutolusiy b_ukles p_aS|kartoumu
10 mety laikotarpiu [95 % PI]
Luminalinis A 62 17 68,3 [53,6-79,3]
Luminalinis B 36 20 38,0 [21,4-54,5]
IS viso 98 37

0,7

Procentiné dalis be nutolusio biklés pasikartojimo
06

Luminalinis B

T T
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Stebéjimo laikas (metais)

Vélyvo biiklés pasikartojimo analizé

Remiantis anksciau pateiktais sujungtos analizés duomenimis, kiekvienos rizikos
grupés atvejy rodikliai néra pastovis dydziai 10 mety intervale, kaip galima matyti
16B ir 17B paveiksluose. Siekiant labiau suprasti nutolusiy badklés pasikartojimy
atvejus velyvuoju laikotarpiu, pacienciy pogrupiams, kuriems penkeriy mety
laikotarpiu nebuvo nutolusio baklés pasikartojimo (i$ viso 2163 pacienciy®), buvo
atlikta anksciau aprasyty sujungty duomeny aposterioriné retrospektyvi analizé. IS
ju 1605 buvo mazgeliams neigiamos pacientés, o 488 buvo mazgeliams teigiamos
pacientés (1-3 mazgeliai). 20 ir 21 paveiksluose kiekvienos mazgeliy grupés vertes,
esancios zemiau x asies ties 5 metais, rodo pacienciy skaic¢iy pagal rizikos grupe
penkeriy mety laikotarpiu, t. y. jos yra jtraukiamos | vélyvo btklés pasikartojimo
analize.

22 lentelgje pateikiama mazgeliams neigiamy ir mazgeliams teigiamy (1-3 mazgeliai)
pacienciy velyvo baklés pasikartojimo analizés gydymo ir klinikiniy charakteristiky
suvestine.

22 lentelé. Vélyvo biklés pasikartojimo analizés gydymo ir klinikiniy charakteristiky suvestiné

18 paveikslo duomeny suvestiné. Mazgeliams neigiamy pacienciy iSgyvenamumo be nutolusiy
biklés pasikartojimy pagal vidinj potipj Kaplan-Meier kreivés.

- . Pacienciy Atvejy skaicius Apskait':iyota_ pr_o centi_né da_l_is be
Rizikos grupé skaicius per 10 mety nutolusiy b'ukles p.a5|kartoumq
10 mety laikotarpiu [95 % PI]
Luminalinis A 1254 62 94,6 [93,1-95,8]
Luminalinis B 460 75 81,9 [77,7-85,3]
IS viso 1714 137

19 paveiksle parodytas toks pats palyginimas mazgeliams teigiamoms pacientéms
su 1-3 teigiamais mazgeliais. Abiejose grupése buvo reikSmingy isgyvenamumo be
nutolusiy baklés pasikartojimy skirtumy tarp luminalinio A ir luminalinio B potipio
paciendiy.

19 paveikslas. Mazgeliams teigiamy pacienciy su 1-3 teigiamais mazgeliais iSgyvenamumo be
nutolusiy biklés pasikartojimy pagal vidinj potipj Kaplan-Meier kreivés.
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Stebgjimo laikas (metais)

19 paveikslo duomeny suvestiné. Mazgeliams teigiamy pacienciy su 1-3 teigiamais mazgeliais
iSgyvenamumo be nutolusiy biklés pasikartojimy pagal vidinj potipj Kaplan-Meier kreivés.

Mazgeliams neigiama s ki FEl] R
e (1-3 mazgeliai)
Charakteristika Verté (n = 488)
ABCSG8 TransATAC ABCSG8 TransATAC
(n =944) (n = 661) (n = 311) (n=177)
Anastrozolas 480 346 153 89
Gydymas

Tik tamoksifenas 464 315 158 88
Geras 192 158 46 36
Laipsnis Vidutinis 752 394 265 105
Prastas 0 109 0 36

<lcm 204 16 35 n

Naviko 1-2cm 526 376 165 74
dydis 2-3cm 183 139 90 64
>3cm 3l 30 21 28
HER?2 Neigiama 888 590 300 157
bukle Teigiama 56 71 0 20
Atokas 41 40 28 29

Pasikartojimai
Jokiy 7 78 37 37
Luminalinis A 674 488 218 112
NanoString Luminalinis B 245 150 87 54
vidinis

potipis Bazalinio tipo 4 5 0 1

HER2 praturtintas 21 18 6 10
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- ) Pacienciy Atvejy skaicius Apskaiéi}lota_ pr_o centi.né da!js 3
Rizikos grupé skaicius per 10/ mety nutolusiy b_ukles p_amkartoumu
10 mety laikotarpiu [95 % PI]
Luminalinis A 375 4 87,6 [83,5-90,8]
Luminalinis B 186 52 68,3 [60,4-75,0]
IS viso 561 93

Pagrindinis tikslas buvo jvertinti btklés pasikartojimo rizikos jverc¢io gebéjima suteikti
reikSmingos papildomos prognostinés informacijos apie iSgyvenamuma be nutolusiy
buklés pasikartojimy laikotarpiu nuo 5 mety iki 10 mety standartiniy klinikiniy
kintamujy atzvilgiu. Naudojant tikimybiy santykio (LR) testa, buvo palygintas nulinis
modelis, susidedantis vien tik i$ klinikinio gydymo jvercio, ir alternatyvus modelis,
susidedantis i$ Kklinikinio gydymo jvercio ir biklés pasikartojimo rizikos. Buklés
pasikartojimo rizika pridéjo statistiskai reikSmingos informacijos apie iSgyvenamuma
be nutolusiy buklés pasikartojimy po 5 mety standartiniy Kklinikiniy kintamujy
atzvilgiu visoms pacientéms (p < 0,0001), mazgeliams neigiamoms (p < 0,0001) ir
mazgeliams teigiamoms (1-3 mazgeliai) pacientéms (p < 0,0001).



23 lenteléje pateikta rizikos santykiy 10 punkty pokycio suvesting, pagrjsta vienmate
analize ir daugiamate analize, kuri apéme baklés pasikartojimo rizikos jvertj ir klinikinj
gydymo jvertj. Net ir po klinikinio gydymo jvercio koregavimo, biklés pasikartojimo
rizikos jvercio rizikos santykiai reikSmingai skyrési nuo 1. 22 lenteléje taip pat pateikt
C rodikliai. Abiem grupéms C rodikliai reikSmingai skyrési nuo neinformatyvios 0,5
vertés.

23 lentelé. Vélyvo biiklés pasikartojimo tyrimo suvestiné.

L Rizikos santykis: _— o
Teigiamuy 10 punkty biklés pasikartojimo Crelibentss
mazgeliy N rizikos jveréio pokytis pasikliautinaisiais intervalais
skaiius

Vienmate analizé | Daugiamaté analizé | Crodiklis | Apatiné | VirSutine
0 1605 1,38 [1,23-1,54] 1,29 [1]15-1,46] 70, % 64,7 % 75,5 %
1-3 488 1,43 [1,25-1,63] 1,34 [116-1,53] 71] % 64,0 % 78,3 %

20A paveikslas. Nutolusiy biklés pasikartojimy atvejy kreivés pagal rizikos grupe nuo 0 iki 5
mety. Mazgeliams neigiamos pacientés

g

— Auksta rizika
— Vidutiné rizika
—— Zemarizika

Procentiné dalis su nutolusiu biklés pasikartojimu
10

Didzioji dalis pacienc¢iy dviejy tyrimy metu buvo HERZ2 neigiamos. 24 lenteléje
pateiktas HER2 buklés pasiskirstymas mazgeliams neigiamoms ir mazgeliams
teigiamoms (1-3 mazgeliai) moterims. Abiejose grupése virs 90 % tiriamy motery
buvo HER2 neigiamos.

24 lentelé. HER2 biklés pasiskirstymas pagal teigiamy mazgeliy skaiciy.

Stebsjimo laikas (metais)

Rizikos grupé: Rizikos grupéje (nutoles biiklés pasikartojimas, %)

Auksta: 360 352(1,1) 339 (3,9) 319 (7,7) 307 (10,3) 287 (13,2)
Viduting 551 546 (0,4) 533 (1,5) 515 (3,5) 506 (4,1) 500 (4,7)
Zema: 875  866(0,5) 850 (0,9) 842 (1,0) 830 (1,7) 818 (2,1)

20A paveikslo duomeny suvestiné. Nutolusiy biiklés pasikartojimy atvejy kreivés pagal rizikos
grupe nuo O iki 5 mety. Mazgeliams neigiamos pacientés

25 lenteléje pateiktas daugiamacio modelio, pritaikyto visoms pacientéms duotoje
mazgeliy grupéje, palyginimas, kai modelis atitiko visas HER2 neigiamos grupés
pacientes. Statistiskai reikSmingy skirtumy néra.

25 lentelé. Daugiamaciai rizikos santykiai 10 punkty biklés pasikartojimo rizikos jvercio
pokyciui: visos pacientés pogrupyje ir HER2 neigiamos pacientés pogrupyje

Teigiamy mazgeliy skaicius VISR (s HER2 neigiamos pacientés [95 % CI]
[95 % PI]
Mazgeliams neigiamos pacientés 1,29 [115-1,46] 1,35 [119-1,54]
Mazgeham; teigiamos pacwgptés 134 [116-1,53] 129 [171-1,50]
su 1-3 teigiamais mazgeliais

Rizikos grupiy palyginimas yra toliau atliekamas 20 ir 21 paveiksluose, kuriuose
pateiktos ankstyvo ir vélyvo nutolusio btklés pasikartojimo atvejy kreivés pagal
rizikos grupe atitinkamai mazgeliams neigiamoms ir mazgeliams teigiamoms (1-3
mazgeliai) pacientéms. Atvejy kreivés apima ankstyva buklés pasikartojimo laikotarpj
(per pirmus 5 metus) ir velyva blklés pasikartojimo laikotarpj (tarp 5 ir 10 mety po
diagnozes). IS karto po x asimi kiekviename paveiksle pateiktas motery, kurioms
gresia pavojus susirgti, skaicius ir bendras atvejy skaicius. Po paveikslais esanciose
suvestinése lentelése pateikti bendro nutolusiy bdklés pasikartojimy rodiklio
pasikliautieji intervalai 5 arba 10 mety laikotarpiu moterims, kurioms nutolusio
buklés pasikartojimo nebuvo pabaigus 5 mety gydyma. 21 paveiksle pateiktos zemos
ir vidutinés rizikos grupés mazgeliams teigiamos (1-3 mazgeliai) pacientés buvo
sujungtos, nes zemos rizikos grupéje buvo mazas pacienciy skaicius.

Kaip rodo bendry atvejy kreivés ir susije kiekvienos rizikos grupés rizikos santykiai,
zemos rizikos populiacija pasizymi maza buklés pasikartojimo tikimybe tarp 5 iki
10 mety po 5 mety endokrininés terapijos. PrieSingai, vidutinés ir aukstos rizikos
populiacijos pasizymi pastovia velyvo nutolusio biklés pasikartojimo rizika po 5
endokrininés terapijos mety. Baig¢iy skirtumas tarp vidutinés ir aukstos rizikos
mazgeliams neigiamy populiacijy nustatytas per pirmuosius 5 metus (nutolusiy
baklés pasikartojimy rodiklis =13,2% [9,6 % - 16,7 %] aukstos rizikos ir 4,7 % [2,9 % -
6,4 %] vidutinés rizikos pacientéms) ir islieka iki 10 mety, taciau vidutinés ir aukstos
rizikos grupiy po 5 endokrininés terapijos mety baklés pasikartojimy rodikliai yra
labai panasds.

2023-09 LB-0038-03

N - HER2 buklé L.
Pacienciy potipis — — IS viso
Neigiama Teigiama Nutolusiy bikleés pasikartojimy rodikliai pagal rizikos grupe penkeriy mety laikotarpiu
Mazgeliams neigiamos pacientés 1478 (92,1 %) 127 (79 %) 1605 uzbaigus gydyma [95 % pasikliautinieji intervalai]
Mazgeliams t_e\gia_mos pacw_er_wtés 457 (93,6 %) 3164 %) 488 Auksta Vidutiné Zema
su 1-3 teigiamais mazgeliais 13.2% [9,6 % - 16,7 %] 47 %129 %-64 %] 2% [11% - 31 %]

20B paveikslas. Nutolusiy buklés pasikartojimy atvejy kreivés pagal rizikos grupe nuo 5 iki 10
mety. Mazgeliams neigiamos pacientés

)
&

— Auksta rizika
— Vidutiné rizika
— Zemarrizika

Procentiné dalis su nutolusiu biklés pasikartojimu
0
1

Stebejimo laikas (metais)

Rizlkos grupe: Rizikos grupéje (nutoles bikiés pasikartojimas, %)

Auksta: 287 268 (2,8) 256 (4,3) 235(7,4) 189 (9,9) 144 (10,4)
Vidutine: 500 478 (14) 460 (2.7) 440 (3,1) 367 (5.2) 256 (6,4)
Zema: 818 799(0,2) 785 (0.4) 748 (1,0) 653 (1,7) 453 (1,7)

20B paveikslo duomeny suvestiné. Nutolusiy biklés pasikartojimy atvejy kreivés pagal rizikos
grupe nuo 5 iki 10 mety. Mazgeliams neigiamos pacientés

Nutolusiy buklés pasikartojimy rodikliai pagal rizikos grupe praéjus penkeriems metams po
gydymo uzbaigimo be nutolusiy biiklés pasikartojimy
[95 % pasikliautinieji intervalai]
Vidutiné
6,4% [4)% - 8,7 %]

Zema
1,7%[0,8 % - 2,6 %]

Auksta
10,4% [6,6 % - 14 %]

21A paveikslas. Nutolusiy buklés pasikartojimy atvejy kreivés pagal rizikos grupe nuo
0 iki 5 mety. Mazgeliams teigiamos (1-3 mazgeliai) pacientés

o
&

15

— Auksta rizika
—— Zema/Vidutiné rizika

Procentiné dalis su nutolusiu biklés pasikartojimu
10

° T T T T
0 1 2 3 4 5

Stebéjimo laikas (metais)

Rizikos grupéje (nutoles biklés pasikartojimas, %)

Rizikos grupé:
Auksta: 355 349 (0,8) 337 (2,8) 313 (8,3) 291(10,7) 272 (13,8)
ZemalVidutiné: 235 232 (0,0) 230 (0,4) 228 (0,9) 224 (1,7) 216 (4,4)



21A paveikslo duomeny suvestiné. Nutolusiy biklés pasikartojimy atvejy kreivés pagal rizikos
grupe nuo 0 iki 5 mety. Mazgeliams teigiamos (1-3 mazgeliai) pacientés

Nutolusiy buklés pasikartojimy rodikliai pagal rizikos grupe penkeriy mety laikotarpiu
uzbaigus gydyma [95 % pasikliautinieji intervalai]
Auksta Zema / vidutiné
13,8 % [10,1 % - 17,4 %] 4,4 %17 % - 70 %]

21B paveikslas. Nutolusiy biklés pasikartojimy atvejy kreivés pagal rizikos grupe nuo 5 iki 10
mety. Mazgeliams teigiamos (1-3 mazgeliai) pacientés

o
&

15

— Auksta rizika
— Zema/Vidutiné rizika

Procentiné dalis su nutolusiu biiklés pasikartojimu
0

Stebéjimo laikas (metais)

Rizikos grupéje (nutoles biklés pasikartojimas, %)

254 (3,0) 233 (6,9) 214 (11,3) 179 (13,9) 130 (16,6)
211(0,0) 204 (1,9) 195 (2,4) 158 (4,0) 111 (5,3)

Rizikos grupé:
Auksta: 272
Zema/Vidutiné: 216

21B paveikslo duomeny suvestiné. Nutolusiy buklés pasikartojimy atvejy kreivés pagal rizikos
grupe nuo 5 iki 10 mety. Mazgeliams teigiamos (1-3 mazgeliai) pacientés

Nutolusiy biklés pasikartojimy rodikliai pagal rizikos grupe praéjus penkeriems metams po
gydymo uzbaigimo be nutolusiy buklés pasikartojimy [95 % pasikliautinieji intervalail
Auksta Zema / vidutiné
16,6 % [11,7 % - 21,3 %] 53%[2,0% -84 %]

Jungtinés analizés iSvados

Buvo parodyta, kad bdklés pasikartojimo rizikos jvertis suteikia reikSmingos
prognostinés informacijos vélyvo buklés pasikartojimo laikotarpiu tarp 5 ir 10
mety po diagnozés standartiniy klinikiniy kintamujy atzvilgiu jungtiniame tyrime
pacientéms be nutolusiy baklés pasikartojimy penkeriy mety laikotarpiu. Naudojant
rizikos grupes, kurios konkretaus mazgeliy skaiciaus kohortai buvo apibréztos
pagal pradinj lygj, parodyta, kad rizikos grupés visa pacienciy rinkinj klasifikuoja j
grupes su reik§mingai skirtinga veélyvo buklés pasikartojimo rizika. Tiek nuolatinés,
tiek buklés pasikartojimo rizikos jverciais paremtos rizikos grupiy analizés parodé
panasiag prognostine informacija jvairiuose pogrupiuose. HER2 neigiamas pacientes
palyginus su visomis pacientémis, medziagos skirtumy tarp rezultaty nebuvo
pastebéta.

Kiekvieno i§ TransATAC ir ABCSG-8 tyrimy metu buvo parodyta, kad baklés
pasikartojimo rizikos jvertis suteikia reikSmingos prognostinés informacijos
standartiniy Kklinikiniy ir gydymo kintamujy atzvilgiu, kai Sis jvertis buvo jtrauktas
kaip tolydus matas, o taip pat jtrauktas naudojant tris i$ anksto apibréztas rizikos
grupes. Du tyrimai turéjo skirtingus rizikos profilius tuo atzvilgiu, kad atvejy daznis
TransATAC tyrimo metu buvo didesnis nei ABCSG-8 tyrimo metu. Tai akivaizdu
palyginus isgyvenamumag be lokalaus baklés pasikartojimo (%) kontrolinése ATAC
(90,8 %) ir ABCSG8 (92,5 %) grupése, kuris aprasytas literataroje®°. Sianalize sujungé
duomenis i$ dviejy tyrimuy, jiems suteikiant tg patj svorj, kad blty sugeneruoti rizikos
profiliai, kurie bty labiau apibendrinti kitoms pacienciy populiacijoms nei atskiry
tyrimy rezultatai.

1 tyrimas. Nutolusiy buklés pasikartojimy rizikos prognozavimas moterims
po menopauzés su mazgeliams neigiamu ar mazgeliams teigiamu, hormony
receptoriams teigiamu ankstyvosios stadijos kraties véziu, kuris gydytas
naudojant arimideksa arba tamoksifena: TransATAC tyrimas

Tyrimo planas

Klinikinio patvirtinimo tyrimas buvo suplanuotas siekiant patikrinti, ar bdklés
pasikartojimo rizikos jverciai suteikia papildomos prognostinés informacijos apie
iSgyvenamuma be nutolusiy buklés pasikartojimy standartiniy klinikiniy kintamuyjy
atzvilgiu, naudojant visus prieinamus pacienc¢iy meginius. Siam tyrimui buvo
naudota RNR, isskirta is FFPE krdties navikinio audinio, gauto i$ pacienciy, kurios
dalyvavo ATAC klinikiniame tyrime, poaibio™. ATAC Klinikinis tyrimas apémé 9366
pacientes trijose klinikiniy tyrimo grupése (1:1:1), kuriose pacientéms atsitiktinai buvo
parinkta 5 mety endokrinine terapija, skiriant 1 mg anastrozolo (t. y. arimidekso) ir
tamoksifeno placebo, 20 mg tamoksifeno ir anastrozolo placebo arba tamoksifeno
/ arimidekso derinj. Po pirminés analizés grupés gydymas taikant derinj, nes
jis nepasizyméjo efektyvumu arba toleravimo pranasumais, palyginus su vienu
tamoksifenu. Neseniai paskelbti 10 mety ATAC klinikinio tyrimmo monoterapijos grupiy
medianos stebéjimai atitiko FDA reikalavimus dél atnaujintos saugos ir efektyvumo
informacijos®. Sios analizés metu hormony receptoriams teigiamoms pacientéms,
kurios gydytos anastrozolu, nustatytas reikSmingas iSgyvenamumo be ligos
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(HR = 0,86), isSgyvenamumo be baklés pasikartojimo (HR = 0,79) ir iSgyvenamumo
be nutolusiy bdklés pasikartojimy (HR = 0,85) pageréjimas, palyginus tamoksifenu
gydytomis moterimis. ISgyvenamumo be nutolusiy btklés pasikartojimy absoliutds
skirtumai tarp anastrozolo ir tamoksifeno laikui bégant iSaugo nuo 2,7 % penkeriy
mety laikotarpiu iki 4,3 % desSimties mety laikotarpiu. TransATAC projektas buvo
pradétas 2002 m. pagal TA/01 protokola, siekiant sukurti audiniy banka i$ archyviniy
histopatologijos FFPE bloky, atitinkamai gauty i ATAC pacienciy'.

IS viso i$ 4160 motery su hormony receptoriams teigiamu kraties véziu, kurios
ATAC Klinikinio tyrimo metu buvo atsitiktinai suskirstytos | monoterapijos grupes,
buvo gauti 2006 blokai. IS Siy FFPE bloky 1372 buvo paimti i$ pacienciy Jungtinéje
Karalystéje ir jy sudétyje buvo analizei naudojant Genomic Health® Oncotype Dx®
testa pakankamas invazinio naviko kiekis”. Oncotype Dx Recurrence Score® (RS)
jvertis buvo nustatytas i FFPE bloky, o tyrimo rezultatai kliniskai patvirtino RS,
skirtg jvertinti iSgyvenamumui be nutolusiy bdklés pasikartojimy HR+ krdties vézio
pacientéms po menopauzés, kurios gydytos anastrozolu ir tamoksifenu. Po Oncotype
Dx tyrimo likusi RNR buvo nugabenta j Karaliskajg Marsden ligonine Londone, kur
buvo saugoma -70 °C temperattroje. IS viso 1017 pacienciy i$ Oncotype Dx tyrimo liko
> 500 ng RNR, kuri buvo istirta su NanoString, kaip NanoString klinikinio patvirtinimo
tyrimo dalis.

Siam tyrimui naudoti vidiniai potipiai, kurie gauti atlikus analize, ir vadovaujantis i§
anksto nustatytu, nuosekliu analizés planu buvo jvertintos dvi bdklés pasikartojimo
rizikos jverciy versijos. Du skirtingi btklés pasikartojimo rizikos jverciai, kuriy intervalas
yra nuo O iki 100, buvo apskaiciuoti naudojant visus 50 tiriamujy genuy, kaip aprasyta
ankstesnése publikacijose?, arba 46 geny poaibj. Kiekvienu atveju koeficientai buvo
apskaic¢iuoti naudojant Cox modelj, kuris apima 50 arba 46 genu, naudoty vidinio
potipio apskaiciavimui, Pearson koreliacijg, proliferacijos jvertj ir bendrg naviko dydj.
Visos analizés buvo atliktos naudojant 10 mety stebéjimo duomenis.

Pagrindinis rodiklis buvo iSgyvenamumas be nutolusiy baklés pasikartojimy. Jis
apibréziamas kaip intervalas nuo diagnozés iki nutolusio bdklés pasikartojimo arba
mirties nuo kraties vézio. Antrinis rodiklis buvo iSgyvenamumas be nutolusio buklés
pasikartojimo. Jis apibréziamas kaip intervalas nuo diagnozés iki pirmo buklés
pasikartojimo (lokalaus, regioninio arba nutolusio) arba mirties nuo kraties vézio.

Siekiant nustatyti pagrindinj rodiklj nuosekliai atliekant 50 ir 46 geny buklés
pasikartojimo rizikos testus, buvo pritaikytas daugiamatis Cox proporcinés rizikos
modelis, kuriam naudojami visi prieinami pacienciy méginiai. Modelis apéme
standartinius klinikinius kintamuosius (amziy, naviko laipsnj, naviko dydj, mazgeliy
blkle, adjuvantinj gydyma). Tada, pritaikius Cox modelj ir tikimybés santykio testa,
buvo patikrinta, ar baklés pasikartojimo rizika statistiskai reikSmingai (a = 0,05)
papildé prognostine informacija, palyginus su klinikiniu gydymo jverciu. Klinikinis
gydymo jvertis yra Klinikiniy patologiniy veiksniy, optimizuotas derinys, kurj
kartojamos skirtingiems pacienciy poaibiams (visoms, mazgeliams neigiamoms,
mazgeliams teigiamoms arba tik HER2 neigiamoms) ir rodikliams (iSgyvenamumui
be buklés pasikartojimo arba iSgyvenamumui be biklés pasikartojimo).
Kiekvienai mazgeliams neigiamai ir mazgeliams teigiamai pacientei buvo naudojami
Cox modeliai (be klinikinio gydymo jvercio), kuriais buvo siekiama prognozuoti 10
mety aokaus biklés pasikartojimo rizika kaip nutolusiy baklés pasikartojimy rizikos
funkcija. Remiantis Siy modeliy prognozemis, rizikos grupés buvo apibréztos taip:
Zema rizika: <10 % nutolusiy baklés pasikartojimy rizika
10 mety laikotarpiu
10 % - 20 % nutolusiy bdklés pasikartojimy rizika
10 mety laikotarpiu
> 20 % nutolusiy baklés pasikartojimy rizika
10 mety laikotarpiu

Vidutiné rizika:
Auksta rizika:

Analizé

Kiekvienai rizikos grupei buvo sugeneruoti Kaplan-Meier grafikai. Kaip aprasyta
pirminéje analizéje, Genomic Health Oncotype Dx testui (RS, buklés pasikartojimo
jvertis) ir svarbiausiam tyréjo imunohistochemija (IHC4) paremtam testui buvo
atlikti tikimybés santykio testai (naudojami dviejy statistiniy modeliy tinkamumo
palyginimui). Sie rezultatai buvo palyginti su gautais bakles pasikartojimo rizikai,
siekiant jvertinti kiekvienos vertinimo sistemos teikiamos papildomos prognostinés
informacijos apimt;j klinikinio gydymo jvercio atzvilgiu. IHC4 rezultatai nebus toliau
aptariami, nes juos sunku palyginti su kitais tyrimais. Taip yra todél, kad IHC4 tyrimas
buvo mokomas naudojant TransATAC tyrimo duomenis.

26 lentelé. Demografiniy ir klinikiniy charakteristiky suvestiné.

Sis tyrimas Pirminis tyrimas, ATAC vieno agento
Charakteristika (n =1007) i$ kurio gauta RNR grupés nejtrauktos
Pacienciy sk.| Pacientés, % (n =1231) (n =2929)
Mazgeliy buklé
Neigiama 701 70 % 1% 68 %
Teigiama 268 27 % 25% 25%
Nezinoma 38 4% 4% 7%
Naviko dydis
<lcm 138 14 % 67% 0%
1-2cm 523 52 %
2-3cm 253 25%
>3cm 93 9% 5% 0%




Naviko laipsnis

Geras 23 0% 7% 25%

Vidutinis 601 60% 57% 59 %

Prastas 193 19 % 16 % 17 %
Amzius

Vidurkis | 64,4 metai | 643 | 66,

27 lentelé. Papildomos klinikinés charakteristikos

23 paveikslas. 1Sgyvenamumo be nutolusiy baklés pasikartojimy Kaplan-Meier kreivés
mazgeliams neigiamoms pacientéms pagal vidinj potipj.

Mazgeliams neigiama

H_\_‘;‘_‘--\

08
1
08

06
1
T
06

Procentiné dalis be nutolusio buklés pasikartojimo

Charakteristika | Pacienciy skaicius | Pacientés, %

Potipis < | L=
Bazalinio tipo 9 1%
HER2 praturtintas 4 4% L=
Luminalinis A 692 69 % = tﬁﬂi::l:ﬁii’éﬁ?iﬁ HR=48[30-77]
Luminalinis B 265 26% s L s

Gydymas © T T T T °

0 2 6 8 0

Anastrozolas 513 51% St néimo akas (metais) !
Tamoksifenas 494 49 % !

Pasikartojimai 24 paveikslas. Isgyvenamumo be nutolusiy biklés pasikartojimy Kaplan-Meier kreivés
Jokiy 210 21% mazgeliams teigiamoms pacientéms pagal vidinj potipij.
Atokls 160 16 %

HER2 baklé Mazgeliams neigiama
Neigiama 888 88 % 2
Teigiama 19 2%

Rezultatai

Pirminés analizés testavimas parodé, kad buklés pasikartojimo rizikos jvertis suteikia
papildomos prognostinés informacijos apie iSgyvenamuma be nutolusiy buklés
pasikartojimy standartiniy klinikiniy kintamyjy (klinikinio gydymo jvercio) atzvilgiu.
Visi pateikti bUklés pasikartojimo rizikos duomenys yra paremti 46 genais, kurie yra
biklés pasikartojimo rizikos pagrindas, kaip nurodyta Prosigna tyrime.

28 lentelé. Buklés pasikartojimo rizikos pirminés analizés testavimas

Nulinis modelis

Kintamas modelis

ALR

x’ p reikmé

CTS

CTS +ROR

34,21

P <0,0001

Antriné analizé parodeé, kad baklés pasikartojimo rizika yra reikSmingai susijusi su
iSgyvenamumu be nutolusio bdklés pasikartojimo ir daugeliui kliniskai susijusiy
pogrupiy teikia papildomos prognostinés informacijos klinikinio gydymo jvercio

atzvilgiu.
29 lentelé. Pirminés analizés testavimo kartojimas i$ anksto nustatytiems pogrupiams
Subjekty grupé Rodiklis Pacienciy sk. | Atvejy sk. CTS*ROR Ir CTS‘ —
ALR ¢* ¥ p reikSmeé
Visos DRFS 1007 160 34,2 <0,0001
RFS 1007 210 312 <0,0001
HER2 neigiamos DRFS 888 131 28,9 < 0,0001
RFS 888 179 26,9 <0,0001
Mazgeliams DRFS 739 79 250 < 0,0001
neigiamos RFS 739 n7 215 <0,0001
Mazgeliams DRFS 268 81 9,3 0,0023
teigiamos RFS 268 93 10,6 0,001
HER2 neigiamos, DRFS 649 62 24,6 < 0,0001
mazgeliams
ne\gg\amos RFS 649 98 20,8 <0,0001

Pirminé ir antriné analizé parodé, kad bdklés pasikartojimo rizika buvo susijusi su
iSgyvenamumu be nutolusio btklés pasikartojimo visoms pacientémis visuose

pogrupiuose.

22 paveikslas. Nutolusiy biklés pasikartojimy rizikos prognozé desimties mety laikotarpiu
pagal mazgeliy biiklés grupés biklés pasikartojimo rizikos jvercio analize.

100

rizika

— Mazgeliams neigiama
—  1-3teigiami mazgeliai
> 4 teigiami mazgeliai

80

60

10 mety laikotarpiu (%)

nutolusio biklés
40
L

Baklés pasikartojimo rizika

Antriné analizé parodé, kad luminaliniame A ir luminaliniame B potipiuose rezultatai
statistiskai reikSmingai skyrési kiekviename pacienciy pogrupyje pagal mazgeliy

bukle.
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HR (1-3) =2,0 [1,1-36]
HR (24)=20[1,6-7.2]
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— Luminalinis B, 1-3 mazgeliai (69)
- Luminalinis B, > 4 mazgeliai (20)

Procentiné dalis be nutolusio baklés pasikartojimo
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Stebgjimo laikas (metais)

25 ir 26 paveiksluose pavaizduota, kad kiekvienoje mazgeliy kategorijoje absoliuti
klinikiné rizika tarp prognozuojamos zemos rizikos ir aukstos rizikos pacienciy
reikSmingai skyrési: prognozuojamos zemos rizikos pacienciy nutolusio buklés
pasikartojimo 10 laikotarpiu rodikliai buvo mazesni nei 10 %, o prognozuojamos
aukstos rizikos pacienciy nutolusiy btklés pasikartojimy 10 mety laikotarpiu rodikliai
buvo didesni nei 30 %.

25 paveikslas. ISgyvenamumas be nutolusiy biklés pasikartojimy pagal neigiamy mazgeliy
pacienciy rizikos grupes, nejtraukiant klinikinio gydymo jvercio.
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25 paveikslo duomeny suvestiné. ISgyvenamumas be nutolusiy biklés pasikartojimy pagal
neigiamy mazgeliy pacienciy rizikos grupes, nejtraukiant klinikinio gydymo jvercio.

o ) paeiEnEil ) . Apskait':iyota_ pr_ocenti_né da_l_is be
Rizikos grupé SKaiius (%) Atvejy skaicius nutolusiy b_ukles p_aSIkartoumq
10 mety laikotarpiu [95 % PI]
Zema 431 (58 %) 17 96 % [94 % - 98 %]
Vidutiné 180 (24 %) 22 86 % [81% - 92 %]
Auksta 128 (17 %) 38 67 % [59 % - 76 %]
IS viso 739 (100 %) 77




26 paveikslas. I1Sgyvenamumas be nutolusiy biklés pasikartojimy pagal rizikos grupe
pacientéms su 1-3 teigiamais mazgeliais, nejtraukiant klinikinio gydymo jvercio.
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26 paveikslo duomeny suvestiné. ISgyvenamumas be nutolusiy biklés pasikartojimy pagal
rizikos grupe pacientéms su 1-3 teigiamais mazgeliais, nejtraukiant klinikinio gydymo jvercio.

- . Pacienciy ) . Apskaiéi_uota_ pr.ocenti_né da_l_is be
Rizikos grupé skaicius (%) Atvejy skaicius nutolusiy bykles p.a5|kart01|mu
10 mety laikotarpiu [95 % PI]
Zema 6(3%) 0 100 % [Néra]
Vidutine 74 (35 %) 11 84 % [76 % - 93 %]
Auksta 134 (63 %) 38 68 % [59 % - 77 %]
IS viso 214 (100 %) 49

Biiklés pasikartojimo rizikos palyginimas su RS

Visiems btklés pasikartojimo rizikos jvertj turintiems 1007 méginiams buvo prieinami
Oncotype Dx testo rezultatai, taciau IHC rezultatai buvo prieinami tik 940 méginiams.
Tam, kad bdty galima palyginti visus tris testus, Sio skyriaus rezultatai remiasi 940
méginiy, kuriems prieinami visy trijy metody rezultatai (taciau ¢ia nepateikti IHC4
rezultatai). Papildomam kintamajam yra naudojami tikimybés santykio testai, todél
kad papildoma informacija bty statistiskai reikSminga (a = 0.05), 1 laisvés laipsnio
¥? statistika turi bati didesné nei 3,84. Toliau esanciuose paveiksluose parodyta
papildoma informacija, kai vienas prognostinis testas yra pridedamas prie kito
prognostinio testo kartu su klinikiniu gydymo jverciu. Kiekvieng karta pridéjus,
papildoma informacija matuojama y? pokyciu.

Biiklés pasikartojimo rizika, pridéta prie RS ir papildanti klinikinj gydymo jvertj:
prognostiné informacija

27 paveikslas. Visy pacienciy (n = 940) iSgyvenamumo be nutolusiy biklés pasikartojimy
prognostiné informacija, papildanti klinikinj gydymo jvertj.

35

30 4

25 +

20 +

15 -+

10

LR X2 statistikos modelio pokytis

Buklés pasikartojimo rizika->RS

RS->Biiklés pasikartojimo rizika
Tyrimo seka j modelj jtraukus klinikinj gydymo jvertj

W Buklés pasikartojimo rizika M RS

2023-09 LB-0038-03

28 paveikslas. Mazgeliams neigiamy pacienciy (n = 683) iSgyvenamumo be nutolusiy biiklés
pasikartojimy prognostiné informacija, papildanti klinikinj gydymo jvert;.
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Bklés pasikartojimo rizika->RS RS->Biklés pasikartojimo rizika
Tyrimo seka j modelj jtraukus klinikinj gydymo jvertj
W Biklés pasikartojimo rizika M RS

29 paveikslas. Mazgeliams teigiamy pacienciy (n = 257) iSgyvenamumo be nutolusiy biklés
pasikartojimy prognostiné informacija, papildanti klinikinj gydymo jvert;.
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LR X2 statistikos modelio pokytis

Buklés pasikartojimo rizika->RS
Tyrimo seka j modelj jtraukus klinikinj gydymo jvertj

RS->Biklés pasikartojimo rizika

W Biklés pasikartojimo rizika MRS

30 paveikslas. Mazgeliams neigiamuy, HER2 neigiamy pacienciy (n = 649) iSgyvenamumo be
nutolusiy biklés pasikartojimy informacija, papildanti klinikinj gydymo jvert;.
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W Biklés pasikartojimo rizika ™ RS

27-30 paveiksluose pavaizduota Klinikinj gydymo jvert] papildanti informacija, kai
i$ eilés pridedami du prognostiniai testai. Kiekvieng kartg pridedant, papildoma
informacija yra matuojama kaip y? statistikos pokytis. Pavyzdziui, kai bukles
pasikartojimo rizika buvo pirmas testas, pridétas jtrauktus klinikinj gydymo jvertj
(visy pacienciy duomeny), * statistikos pokytis buvo 27,4. Prie modelio su klinikiniu
gydymo jverciu ir buklés pasikartojimo rizika pridéjus RS, gautas 2,5 y? statistikos
pokytis, kuris yra nereiksmingas (kritine ? testo su 11aisvés laipsniu verté yra 3,84). Tai
reiskia, kad klinikiniam gydymo jverciui ir btklés pasikartojimo rizikai esant modelyje,
RS neprideda reiksmingas informacijos. Taciau jeigu pirmasis prie modelio pridétas
testas buvo RS, BUklés pasikartojimo rizika vis tiek apéme informacijos, kurios neteiké
klinikinio gydymo jvercio ir RS derinys. Pridéjus prie mazgeliams teigiamy pacienciy
klinikinio gydymo jveréio, abu testai rodo prognostinj reik§minguma, taciau nei
vienas testas nerodo reikSmingumo kaip antras pridétas testas. Tikriausiai taip yra
dél mazesnés imties. Mazgeliams neigiamy ir HER2 neigiamy pacienciy poaibyje RS
neprideda reikSmingos prognostinés informacijos prie klinikinio gydymo jvercio ir
buklés pasikartojimo rizikos derinio. Kita vertus, buklés pasikartojimo rizika prideda
reikSmingos informacijos prie klinikinio gydymo jvercio ir RS derinio.



Biklés pasikartojimo rizika ir RS: baigtys pagal rizikos grupes

Norint palyginti, kaip du testai atskyré pacientes pagal rizika, TransATAC
populiacijoje buvo apibréztos rizikos grupés pagal kiekvieno testo jvertinta nutolusiy
baklés pasikartojimy rizika 10 mety laikotarpiu. Nustatant rizikos grupes ir remiantis
masy TransATAC tyrimo rezultatais, kiekvienam testui buvo parinktos rizikos jvercio
ribinés reikSmés, kurios apibrézia rizikos grupes, kad baty apibréztos vienoda
rizika pasizyminciy pacienciy grupeés. Siekiant gauti palyginamas rizikos grupes,
Oncotype Dx naudotos ribos buvo kitokios nei Genomic Health naudotos ribos.
Kiekvienam testui zemos rizikos grupé buvo perspektyviai apibrézta kaip pacientés,
kuriy apskaiciuota buklés pasikartojimo rizika yra mazesné nei 10 %. Kiekvienam
testui vidutinés rizikos grupé buvo perspektyviai apibrézta kaip pacientés, kuriy
apskaiCiuota buklés pasikartojimo rizika patenka | intervalg nuo 10 % iki 20 %.
Kiekvienam testui aukstos rizikos grupé buvo perspektyviai apibrézta kaip pacientés,
kuriy apskaiciuota bklés pasikartojimo rizika yra didesné nei 20 %. Toliau pateiktas
paveikslas apibendrina kiekvieno testo apibrézty rizikos grupiy dydzius ir baigtis.

31 paveiksle iliustruojama, kad Prosigna vidutinés rizikos grupés priskyré 26 %
maziau pacienciy nei Oncotype Dx (atitinkamai 180 pacienciy ir 243 pacientés). Be
to, Prosigna priskyré daugiau pacienciy | aukstos rizikos grupe nei Oncotype Dx.
Taciau kiekvieno testo apibréztos zemos ir aukstos rizikos grupiy baigtys, kurias
iliustruoja persidengiancios Kaplan-Meier kreives, yra panasios. Sis pastebéjimas
paskatino nepriklausomus tyréjus masy TransATAC tyrimo pagrindu padaryti iSvada,
kad Prosigna vidutinés rizikos grupei priskyré maziau pacienciy nei Oncotype DX RS,
kai riba tarp Zemos ir aukstos rizikos grupiy yra lygiaverté arba aukstesné.

31 paveikslas. Mazgeliams neigiamoms pacientéms Prosigna biklés pasikartojimo rizikos
jvertis identifikavo kur kas daugiau aukstos rizikos pacienciy ir maziau vidutinés rizikos
pacienciy nei Oncotype DX RS jvertis.
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Mazgeliui teigiamoms pacientéms su 1-3 teigiamais mazgeliais naudojant vien tik
blklés pasikartojimo rizika, 6 pacientéms buvo prognozuojama < 10 % nutolusiy
buklés pasikartojimy rizika. Tyrimo metu nei viena i$ $iy pacienciy neturéjo buklés
pasikartojimo. Viena i§ pacienciy buvo stebéta 7,9 metus, o kitoms pacientéms
buklés pasikartojimo nebuvo maziausiai 9,9 stebéjimo metus. Tai rodo, kad
mazgeliams teigiamoms pacientéms Zzemos rizikos prognozé pasitvirtina. Log-rank
testas palyginimui nebuvo naudojamas, nes nebuvo RS zemos rizikos grupés.

32 paveikslas. ISgyvenamumo be nutolusiy biklés pasikartojimy 10 mety laikotarpiu rizikos
grupiy klasifikavimo nenaudojant klinikinio gydymo jvercio 10 palyginimas. Mazgeliams
teigiamos pacientés (1-3 mazgeliai) (biklés pasikartojimo rizika ir. RS)
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1 klinikinio tyrimo iSvados

Pirminé analizé parodé, kad visoms pacientéms ir visiems i§ anksto nustatytiems
kliniskai reikSmingiems pogrupiams buklés pasikartojimo rizika pridéjo reikSmingos
prognostinés informacijos standartiniy klinikiniy kintamyjy (klinikinio gydymo
jvercio) atzvilgiu. Buvo parodyta, kad buklés pasikartojimo rizika suskirsto pacientes
| 3 rizikos grupes, kuriy baigtys yra statistiskai reikSmingai skirtingos mazgeliams
neigiamoms pacientéms. Nepriklausomai nuo mazgeliy bdklés, luminalinis A ir
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luminalinis B vidiniai potipiai pasizymi reikSmingai skirtingu isgyvenamumu be
nutolusiy baklés pasikartojimy ir be btklés pasikartojimy. Palyginti su prognostiniu
indikatoriumi RS (21 geno Oncotype Dx buklés pasikartojimo jvertis), visoms
pacientéms ir kliniskai reikSmingiems pogrupiams baklés pasikartojimo rizika
pridéjo prognostinés informacijos. Be to, mazgeliams neigiamoje grupéje buklés
pasikartojimo rizika, palyginti su RS, priskyré dvigubai daugiau pacienciy aukstos
rizikos grupei ir reikSmingai sumazino vidutinés rizikos grupei priskiriamy pacienciy
skaiciy, nesumazindama baigciy skirtumo tarp zemos ir aukstos rizikos grupiy.

2 tyrimas. Hormony receptoriams teigiamy, kraties vézio pacienciy po
menopauzés, kurioms taikoma vien tik sisteminé adjuvanty endokrininé terapija,
prognozé, naudojant Prosigna testy: ABCSG-8 tyrimas

Tyrimo planas

Tyrimo kohortg sudaro nuo 1996 m. iki 2004 m. ABCSG-8 tyrime dalyvavusiy
pacienciy FFPE krities naviko audinio méginiai, retrospektyviai surinkti ir archyvuoti
ABCSG naviky banke®. IS viso 3901 moteris po menopauzés su HR+ ankstyvos
stadijos kraties veziu pries gydyma buvo atsitiktinai suskirstytos j dvi grupes. Viena
grupé dvejus metus buvo gydyta adjuvantu tamoksifenu, o po to trejus metus
- Arimidex® (anastrozolu). Kita grupé penkerius metus buvo gydyta adjuvantu
tamoksifenu. Tyrimo gydymo planas parodytas 33 paveiksle.

33 paveikslas. ABCSG-8 tyrimo plano schema.

Tamoksifenas,
20 mg (3 metai)

Tamoksifenas,
20 mg (2 metai)

Pirminé operacija

Tamoksifenas,
20 mg (2 metai)

Anastrozolas,
1 mg (3 metai)
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Duomeny tikrinimo kohorta atitinka vertinama ABCSG-8 kohorta, kurios meéginius
buvo galima gauti i$ retrospektyviai archyvuoto ABCSG naviky banko buvo galima
gauti méginius ir kuriai buvo jmanoma gauti informuoty asmeny sutikimus arba
pacienté buvo mirusi. Pacientés, kurios atitiko tinkamumo Kkriterijus pradiniam
tyrimui, buvo atmestos tik tuo atveju, kai jy audiniy nebuvo galima panaudoti
NanoString tyrimui arba kai nebuvo gautas pakartotinis pacientés sutikimas. Kaip
Sio tyrimo dalis buvo tiriami visi méginai, turintys naviko bloka ir pacienciy sutikimus.
Siam tyrimui naudoti vidiniai potipiai, kurie gauti atlikus analize ir kuriems
vadovaujantis i§ anksto numatytu analizés planu buvo apskaiciuotas buklés
pasikartojimo rizikos jvertis, Blklés pasikartojimo rizikos jvertis, kurio intervalas yra
nuo O iki 100, buvo apskaiciuotas naudojant 46 geny poaibj i$ 50 tiriamuyjy genu,
kurie buvo anksciau nurodyti publikacijose? Buklés pasikartojimo rizikos koeficientai
buvo apskaiciuoti naudojant Cox modelj, kuris apima 46 geny, naudoty kiekvieno
vidinio potipio apibrézimui, Pearson koreliacija, proliferacijos jvert ir bendra naviko
dydj. Visi tyrimai buvo atlikti naudojant didziausia stebéjimo duomeny imtj.

Pagrindinis rodiklis buvo iSgyvenamumas be nutolusiy bdklés pasikartojimy. Jis
apibréziamas kaip intervalas nuo diagnozés iki nutolusio bdklés pasikartojimo arba
mirties nuo kraties vézio. Antrinis rodiklis buvo iSgyvenamumas be nutolusio buklés
pasikartojimo. Jis apibréziamas kaip intervalas nuo diagnozés iki pirmo buklés
pasikartojimo (lokalaus, regioninio arba nutolusio) arba mirties nuo krities vézio.

Norint jvertinti pagrindinj rodiklj atliekant buklés pasikartojimo rizikos testus,
buvo pritaikyti daugiamaciai Cox proporcinés rizikos modeliai, kuriems buvo
naudojami visi prieinami pacienciy meéginiai. Modelis apémé standartinius klinikinius
kintamuosius (amziy, naviko laipsnj, bendrg naviko dydj, mazgeliy btkle, adjuvantinj
gydyma). Tada, pritaikius Cox modelj ir tikimybeés santykio testa, buvo patikrinta, ar
blklés pasikartojimo rizika statistiskai reikSmingai (o = 0,05) papildé prognostine
informacija, palyginus su klinikiniu gydymo jverciu. Klinikinis gydymo jvertis yra
kliniskai patologiniy veiksniy optimizuotas derinys, sukurtas kaip standartinés
patologijos matas” Pirminiai tyrimai buvo kartojami skirtingiems pacienciy
poaibiams (visy, mazgeliams neigiamy, mazgeliams teigiamy arba tik HER2
neigiamy) ir rodikliams (iSgyvenamumui be lokalaus buklés pasikartojimo arba
iSgyvenamumui be buklés pasikartojimo).

Analizé

Buvo naudojamas nuoseklus metodas, kurio pagrindinis mokslinis tikslas buvo
parodyti, kad baklés pasikartojimo rizika reikSmingai papildo prognostine informacija
standartiniy klinikiniy kintamuyjy atzvilgiu. Pagrindinis tikslas lémé papildoma
reikalavima parodyti, kad kategorinis klinikinés rizikos klasifikavimas j vieng i$ trijy
grupiy (zemos / vidutinés / aukstos) reiksmingai papildo prognostine informacija
standartiniy klinikiniy kintamujy atzvilgiu. Siekiant iSpildyti §j reikalavima, reikéjo
jgyvendinti abu reikalavimus:

20



*  Parodyti, kad tolydus baklés pasikartojimo rizikos jvertis reikSmingai
papildo prognostine informacija standartiniy Kklinikiniy kintamujy
atzvilgiu.

+ Jei atmetama nuliné hipotezé apie prognostinés informacijos nebuvima,
parodyti, kad bdklés pasikartojimo rizika pagrijstos rizikos kategorijos
papildo prognostine informacija standartiniy klinikiniy  kintamujy
atzvilgiu.

Naudojant visus prieinamus pacienc¢iy méginius ir norint nustatyti pagrindinj
nuosekliy baklés pasikartojimo rizikos tyrimy rodiklj, o tada i$ anksto apibréztas
blkles pasikartojimo rizika pagristas rizikos kategorijas, buvo pritaikyti daugiamatis
Cox proporcinés rizikos modeliai. Sie modeliai apéme $iuos kategorinius standartinius
klinikinius kintamuosius (su galimomis reikSmemis):

* amziy (> 65arba < 65);

+  laipsnj (Gl arba G2/GX);

*  bendrg naviko dyd;j (T1, T2/T3);

+ mazgeliy bukle (NO, N+(1-3), N+(> 4));

« Adjuvanty terapija (vien tamoksifenas arba tamoksifenas —
anastrozolas).

Cia NO atitinka mazgeliams neigiamas pacientes, N+(1-3) - mazgeliams teigiamas
pacientes su 1-3 teigiamais mazgeliais, o N+(> 4) atitinka mazgeliams teigiamas
pacientes su 4 ar daugiau teigiamais mazgeliais. T1 zymj < 2 cm skersmens navika,
T2 - didesnj nei 2 cm, bet mazesnj nei 5 cm skersmens navika, o T3 - didesnj nei 5 cm
skersmens navika. Kadangi buvo tik 14 T3 méginiuy, jie buvo sujungti su T2 méginiais.
Gerai diferencijuoti (G1) navikai buvo palyginti su vidutiniskai diferencijuoty (G2)
ir GX lobuliniy naviky deriniu. Analizés tikslais GX lobuliniai navikai buvo laikomi
G2 navikais, nes pastarieji yra dazniausio laipsnio numatytos paskirties pacienty
populiacijoje.

Sie kintamieji buvo jvesti | modelj skai¢iuojant klinikinj gydymo jvertj. Klinikinis
gydymo jvertis gautas pritaikius $j modelj:

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

Cia z atitinka prie$ tai pateiktus klinikinius ir gydymo kintamuosius, o klinikinis
gydymo jvertis buvo apibréztas naudojant y reikSmes, gauta i$ pateikto modelio, t. v.
Klinikinis gydymo jvertis = 277,

Proporcinés rizikos prielaida buvo patikrinta naudojant Schoenfeld liekanas.

Pacientés, jtrauktos j duomeny patikros analize, turéjo panasias charakteristikas kaip
ir pacientés pradiniame ACBSG-8 tyrime.

31 lentelé. Papildomos klinikinés charakteristikos

Charakteristika Verté Pacienciy skaicius Pacientés, %
Luminalinis A 1004 679 %
NanoString Luminalinis B 418 28,3 %
vidiniai potipiai HER?2 praturtintas 48 32%
Bazalinio tipo 8 0,5%
. . Atokls 155 10,5 %
Pasikartojimai -
Jokiy 194 131 %
Neigiama 1397 94,5 %
HER2 buklé Teigiama 77 52 %
Nezinoma 4 0,3%
Rezultatai

IS analizei turimy 1620 audiniy 25 (1,5 %) neatitiko i$ anksto apibrézty naviko
tinkamumo patologinés apzitrés reikalavimy. 18 1595 audiniy méginiy 73 (4,6 %)
su gyvybingu invaziniu audiniu neatitiko i$ anksto apibrézty kokybés kontroles
reikalavimy isskirtai RNR. 1S 1522 RNR méginiy 44 (2, 9%) neatitiko Prosigna
rezultatams taikomy kokybés kontrolés reikalavimy, todél analizei tinkamy méginiy
i$ viso liko 1478 (91,2 %).

I$ analizei galimy 1478 pacienciy 155 buvo nutoles blklés pasikartojimas, o 194 buvo
lokalus arba nutoles buklés pasikartojimas arba mirtis dél krties vézio. Stebéjimo laiko
mediana buvo 10 mety.

Pirminé analizé parodé, kad blklés pasikartojimo rizikos jvertis suteiké reikSmingos
papildomos prognostinés informacijos apie iSgyvenamuma be nutolusiy buklés
pasikartojimy standartiniy klinikiniy kintamujy (klinikinio gydymo jvercio) atzvilgiu.

32 lentelé. Pirminés analizés testavimo suvestiné

Nulinis . . ) 1’ kritiné verté PR
P Kintamas modelis | ALR y’ (eSS (Efpns) % p reikmé
CTS CTS + ROR 53,49 384(df=1) p < 0,0001
CTS CTS + rizikos grupé 3412 599 df=2) p < 0,0001

Antriné analizé parodeé, kad baklés pasikartojimo rizika yra reikSmingai susijusi su
iSgyvenamumu be nutolusiy bdklés pasikartojimy ir daugeliui kliniskai susijusiy
pogrupiy suteikia daugiau prognostinés informacijos ne klinikinis gydymo jvertis.

33 lentelé. Pirminés analizés testavimo kartojimas i$ anksto nustatytiems pogrupiams

30 lentelé. Klinikiniy charakteristiky santrauka CTS+ROR ir CTS CTS+rii:i:(:$sSgrupé
Subjekty grupé | Pacienciy sk. | Atvejy sk.
|traukta Nejtraukta 13 viso ALR 2 ALR »?
Charakteristika Vertée (n =1478) (n = 2236) (n = 3714) (krit. verté= 3,84) (Krit. verte = 5,99)
Sk. % Sk. % Sk. % Visos 1478 155 53,49 34,12
Tik tamoksifenas 741 501 % 108 49,3% 1849 49,8 % HER2 neigiamos 1397 145 4750 2994
Gyd -
yaymas | Tamoksifenas 757 | 499% | ms | 502% | 1865 | 502% NO 1047 86 2557 2336
anastrozolas NO,
Neigiama 14 | 09% | 32 | 14% | 46 | 12% HER2 neigiamos 984 79 2169 2032
ERbOKle | Teigiama 1464 | 991% | 2199 | 983% | 3663 | 986% N+(1-3) 282 ) 2599 1994
Nezinoma 0 0,0 % 5 0,2 % 5 0,1 % _
N 367 56 275 1875
Gl 271 | 183% | 468 | 208% | 739 | 199% HER2 neigiamos : :
Laipsnis G2 1152 779 % 1659 739 % 281 75,7 %
GX 55 37 % 109 4,9 % 164 4,4 %
NO 1047 | 708% 1723 767% | 2770 | 746 % 34 paveikslas. ISgyvenamumas be nutolusiy biklés pasikartojimy pagal rizikos grupe
Mazgeliy buklé | N+(1-3) 382 | 258% | 449 | 200% | 831 | 224% | 009 neigiamoms pacientéms.
N+(> 4)* 49 33 % 64 28 % 113 3,0%
Neigiama 260 176 % 424 18,9 % 684 18,4 % -
PgR bklé Teigiama 1218 824 % 1805 80,4% 3023 814 % °
Nezinoma 0 0,0% 7 03% 7 02% g o | | &
S 3
il 1037 | 702% | 1745 | 777% | 2782 | 749% g
Naviko stadija | T2 427 | 289% | 472 | 210% | 899 | 242% a
T3 14 0,9 % 19 0,8 % 33 0,9 % % 2 e
. Mediana 63 ) 64 °
AmzZius Néra 2
Intervalas 41-79 41-80 £ — Zemarizika
. - - - - - g o~ —— Vidutiné rizika |~
* [skaitant vieng paciente su > 9 teigiamais mazgeliais i — Auksta rizika S
]
E
2 o | L o
g S 3
o
T T T T
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34 paveikslo duomeny suvestiné. ISgyvenamumas be nutolusiy biklés pasikartojimy pagal
rizikos grupe mazgeliams neigiamoms pacientéms.

Apskaiciuota procentiné
B Pacienciy Atvejy skaicius dalis be nutolusio biklés
grup skaiCius (%) 10 mety laikotarpiu pasikartojimo 10 mety
laikotarpiu [95 % PI]
Zema 487 (47 %) 15 96,6 % [94,4 % - 97,9 %]
Vidutine 335 (32 %) 28 90,4 % [86,3 % - 93,3 %]
Auksta 225 (21 %) 32 84,3% [78,4 % - 88,6 %]
IS viso 1047 (100 %) 75

35 paveikslo duomeny suvestiné. HER2 neigiamy,

mazgeliams teigiamy pacienciy

iSgyvenamumas be nutolusio biiklés pasikartojimo pagal rizikos grupes.

36 paveikslo duomeny suvestiné. ISgyvenamumas be nutolusio biklés pasikartojimo pagal

mazgeliams teigiamy (1-3 mazgeliai) pacienciy rizikos grupes.

Apskaiciuota procentiné

B Pacienciy Atvejy skaicius dalis be nutolusio biklés
grup skaiCius (%) 10 mety laikotarpiu pasikartojimo 10 mety
laikotarpiu [95 % PI]
Zema 15 (4 %) 0 100 % [78,2 % - 100 %]*
Vidutine 143 (37 %) 7 93,6 % [86,9 % - 97 %]
Auksta 224 (59 %) 46 75,8 % [68,9 % - 81,4 %]

IS viso 382 (100 %) 53

* Pasikliautinasis intervalas nustatytas Clopper-Pearson metodu.

37 paveikslas. 1Sgyvenamumas be nutolusio biiklés pasikartojimo pagal HER2 neigiamuy,
mazgeliams teigiamy (1-3 mazgeliai) pacienciy rizikos grupes.
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35 paveikslo duomeny suvestiné. HER2 neigiamy,

mazgeliams teigiamy pacienciy

iSgyvenamumas be nutolusio biklés pasikartojimo pagal rizikos grupes.

Apskaiciuota procentiné
Rizikos grupé Pacienciy Atvejy skaicius per dalis be nutolusio biiklés
grup skaicius (%) 10 mety pasikartojimo 10 mety
laikotarpiu [95 % PI]
Zema A74 (48 %) 15 96,5 % [94,3 % - 979 %]
Vidutiné 31(32 %) 27 90 % [85,6 % - 93,1 %]
Auksta 199 (20 %) 27 84,7 % [78,4 % - 89,3 %]
IS viso 984 (100 %) 69
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37 paveikslo duomeny suvestiné. ISgyvenamumas be nutolusio biklés pasikartojimo pagal

HER2 neigiamy, mazgeliams teigiamy (1-3 mazgeliai) pacienciy rizikos grupes.

36 paveiksle pavaizduotos Kaplan-Meier kreivés mazgeliams teigiamy (1-3 mazgeliai)
paciendiy rizikos grupes, o 37 paveiksle pavaizduotos tos pacios kreivés mazgeliams
teigiamoms (1-3 mazgeliai), HER2 neigiamoms pacientéms. Rezultatai kartu su
HER2 teigiamomis pacientémis ir be jy yra panasas.

36 paveikslas. Mazgeliams teigiamy (1-3 mazgeliai) pacienciy iSgyvenamumas be nutolusio
biklés pasikartojimo pagal rizikos grupe.

Apskaiciuota procentiné
R Pacienciy Atvejy skaicius dalis be nutolusio biklés
IR | ckaicius (%) 10 mety laikotarpiu pasikartojimo 10 mety
laikotarpiu [95 % PI]
Zema 15 (4 %) 0 100 % [78,2 % - 100 %1*
Vidutine 142 (39 %) 7 93,6 % [86,8 % - 96,9 %]
Auksta 210 (57 %) 43 76,1 % [69,0 % - 81,8 %]
IS viso 367 (100 %) 50
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* Pasikliautinasis intervalas nustatytas Clopper-Pearson metodu.
Biiklés pasikartojimo rizikos ir prognozuojamos rizikos sarysis

38 paveiksle parodyta 10 mety laikotarpio nutolusiy buklés pasikartojimy rizika
kaip btklés pasikartojimo rizikos funkcija su 95 % pasikliautinaisiais intervalais,
kurie pagristi atskirais Cox proporcingos rizikos modeliais kiekvienai mazgeliams
neigiamy ir mazgeliams teigiamy (1-3 mazgeliai) pacienciy grupei. Mazgeliams
teigiamoms (1-3 mazgeliai) pacientéms proporcingos rizikos prielaida buvo pazZeista
taikant visam intervalui. Cia pateikta mazgeliams teigiamy (1-3 mazgeliai) pacienciy
kreivé paremta mazgeliams teigiamomis (1-3 mazgeliai) pacientémis, kuriy buklés
pasikartojimo rizikos jvertis yra 0-80 intervale, kuriame taikoma proporcingos rizikos
prielaida.

38 paveikslas. Apskaiciuota nutolusiy biklés pasikartojimy rizika deSimties mety laikotarpiu
pagal mazgeliy kategorijas su 95 % pasikliautinaisiais intervalais.

o
3

—— Mazgeliams neigiama
—— Mazgeliams teigiama (1-3 mazgeliai)

Apskaiciuota 10 m. nutolusiy buklés pasikartojimy

40 60 80 100

Buklés pasikartojimo rizikos jvertis
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Kiekviename pogrupyje zemos rizikos kategorijos pacienciy absoliuti klinikiné rizika
zymiai skyrési nuo aukstos rizikos kategorijos pacienciy absoliucios klinikinés rizikos.

34 lenteléje pateikti mazgeliams neigiamy pacienciy baklés pasikartojimo rizikos
pasiskirstymo 10 vienety intervaluose duomenys. Be to, pateikta ir 10 mety nutolusio
baklés pasikartojimo rizika.

34 lentelé. Mazgeliams neigiamy pacienciy nutolusiy buklés pasikartojimy rizikos

pasiskirstymas 10 vienety intervaluose

40 paveikslas. Modeliu pagristos ir empiriskai apskai¢iuotos 10 mety nutolusiy buklés
pasikartojimy rizikos palyginimas mazgeliams teigiamoms (1-3 mazgeliai) pacientéms ir
toliau pateiktas biklés pasikartojimo rizikos jverciy pasiskirstymas.

o
8

—— Paremtas modeliu
""" 95 % pasikliautinasis intervalas
«  Empirinis

80

60

Apskaigiuota 10 m. nutolusiy biklés pasikartojimy

39 paveiksle pavaizduota modeliu pagrijsta mazgeliams neigiamy pacienciy kreivé
kartu su 10 empiriskai apskaiciuoty 10 mety iSgyvenamumo intervaly, kur intervalas
atitinka 10 vienety bklés pasikartojimo rizikos intervalg (1-10, 11-20 ir t. t.). Po kreive
pavaizduota histograma, rodanti dazniy pasiskirstyma intervaluose.

39 paveikslas. Modeliu pagrjstos ir empiriskai apskaiciuotos desimties mety nutolusiy baklés
pasikartojimy rizikos palyginimas mazgeliams neigiamoms pacientéms ir toliau pateiktas
biklés pasikartojimo rizikos jverciy pasiskirstymas.

o
3

— Paremtas modeliu
== 95 % pasikliautinasis intervalas
*  Empirinis

Apskaigiuota 10 m. nutolusiy biiklés pasikartojimy

Daznis
0 100
o4Lllllo

20 40 60 80 100

Buklés pasikartojimo rizikos jvertis

Mazgeliams neigiamoms pacientéms proporcingos rizikos modeliu  pagristi
jverciai buvo panasis | empirinius jvercius visame intervale. 35 lenteléje parodytas
mazgeliams teigiamy (1-3 mazgeliai) pacienciy bdklés pasikartojimo rizikos
pasiskirstymas 10 vienety intervaluose. Be to, pateikta ir 10 mety nutolusio buklés
pasikartojimo rizika.

35 lentelé. Mazgeliams teigiamy (1-3 mazgeliai) pacienciy buklés pasikartojimo rizikos
pasiskirstymas 10 vienety intervaluose.

Buklés 10 mety nutolusio baklés
pasikartojimo Pacienciy skaicius Pacienciy proc. pasikartojimo rizika =
rizikos intervalas (empiriné) ~
1-10 7 0,7 % 0,0 %
11-20 116 11% 18 % S
21-30 155 14,8 % 25%
31-40 209 20,0 % 51% .
41-50 183 175 % 75 %
51-60 152 14,5 % 12,1% 0 8
61-70 116 1% 150 % 38
71-80 77 74 % 12,3 % =
81-90 28 2,7 % 261 %
91-100 4 0.4 % 33.3% Buklés pasikartojimo rizikos jvertis
1S viso 1047 100 % 35 lenteléje ir 40 paveiksle matomas stebimos 10 mety rizikos suplokstéjimas

blklés pasikartojimo rizikos intervalo virSuje, todél proporcingos rizikos prielaida
nepasitvirtino. Taciau reikia pabrézti, kad méginiy imtis abiejuose intervaluose virs
80 mazgeliams teigiamoms (1-3 mazgeliai) pacientéms buvo maza (17 pacienciy
81-90 intervale ir tik 3 pacientés 91-100 intervale).

Luminalinio A ir luminalinio B vidinio potipio palyginimas

Dauguma tyrime dalyvavusiy (96 %) tiriamujy priklausé arba luminaliniam A, arba
luminaliniam B potipiui, 0 to ir buvo tikétasi, nes Sie vidiniai potipiai vyrauja tarp
hormony receptoriy teigiamy pacienciy

36 lenteléje pateikti tikimybiy santykio testo rezultatai, rodantys papildoma
luminalinio A/ luminalinio B potipiy isgyvenamumo be nutolusio buklés
pasikartojimo prognostine verte klinikinio gydymo jvercio atzvilgiu. Lenteléje taip
pat pateikti luminaliniy A ir luminaliniy B pacienciy riziky santykiai. Luminaliniy A
pacienciy nutolusio biklés pasikartojimo rizika buvo reik§mingai mazesné visose
trijose grupése.

36 lentelé. Tikimybiy santykiy testas luminaliniy potipiy iSgyvenamumo be nutolusio biklés
pasikartojimo prognostinei vertei nustatyti.

rosrus | P | A | un [ poretome | LUt bt
Visos 1422 135 24,42 <0,0001 0,42 [0,30-0,59]
NO 1009 74 9,68 0,0019 0,47 [0,30-0,75]
N+(1-3) 366 51 14,94 0,0001 0,33[0,19-0,58]

41 paveiksle palygintas mazgeliams

neigiamy pacienciy

luminaliniy potipiy

iSgyvenamumas be nutolusio buklés pasikartojimo, 0 42 paveiksle pateiktas toks pats
palyginimas mazgeliams teigiamoms (1--3 mazgeliai) pacientéms. Abiejose grupése
buvo reikSmingy isSgyvenamumo be nutolusio btklés pasikartojimo skirtumy tarp
luminalinio A ir luminalinio B potipio pacienciy.

41 paveikslas. Mazgeliams neigiamy pacienciy iSgyvenamumo be nutolusio biklés
pasikartojimo pagal vidinj potipj Kaplan-Meier kreivés.

Buklés
pfas_ikart_ojimo Pacienciy skaicius Pacienciy proc. 1.0 mety nutc_)lgsio bUkI.é.s .
rizikos inter- pasikartojimo rizika (empiriné)

valas

1-10 3 0,8 % 0,0 %

11-20 34 8,9 % 36%

21-30 53 139% 41%

31-40 68 178 % 8,5%

41-50 57 14,9 % 16,7 %

51-60 71 18,6 % 178 %

61-70 42 1,0 % 289 %

71-80 34 8,9 % 395%

81-90 17 4,5% 330%

91-100 3 0,8 % 333%

IS viso 382 100 %
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40 paveiksle pavaizduota modeliu pagrjsta mazgeliams teigiamy (1-3 mazgeliai)
pacienciy kreivé (naudojant mazgeliams teigiamas (1-3 mazgeliai) pacientes su
blklés pasikartojimo rizikos jverciais < 80) kartu su 10 empiriskai apskaiciuoty 10
mety iSgyvenamumo intervaly, kur intervalas atitinka 10 vienety nutolusiy buklés
pasikartojimy rizikos intervala (1-10, 11-20 ir t. t.). Po kreive pavaizduota histograma,
rodanti dazniy pasiskirstyma intervaluose.
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41 paveikslo duomeny suvestiné. Mazgeliams neigiamy pacienciy iSgyvenamumo be nutolusio
blklés pasikartojimo pagal vidinj potipj Kaplan-Meier kreivés.

pacienti Atveiy skaicius Apskaiciuota procentiné dalis be
Rizikos grupé skai(:iusu 10 metJuIaikotar o nutolusio biiklés pasikartojimo
u R 10 mety laikotarpiu [95 % PI]
Luminalinis A 725 32 95,1 % [93,4 % - 96,3 %]
Luminalinis B 284 32 87,2 % [83,2 % - 90,3 %]
IS viso 1009 64

42 paveikslas. ISgyvenamumo be nutolusio biklés pasikartojimo Kaplan-Meier kreivés
mazgeliams teigiamoms (1-3 mazgeliai) pacientéms pagal vidinius potipius.
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42 paveikslo duomeny suvestiné. ISgyvenamumo be nutolusio biklés pasikartojimo Kaplan-
Meier kreivés mazgeliams teigiamoms (1-3 mazgeliai) pacientéms pagal vidinius potipius.

Apskaiciuota procentiné dalis
R Pacienciy Atvejy skaicius 10 mety be nutolusio biklés
grup! skaicius 10 mety laikotarpiu pasikartojimo10 mety
laikotarpiu [95 % PI]
Luminalinis A 248 17 91,3 % [87,2 % - 94,2 %]
Luminalinis B 118 28 72,5 % [64,2 % -79] %]
IS viso 366 45

37 lentelgje pateiktos 10 mety isSgyvenamumo be bdklés pasikartojimo reikSmeés
pagal luminalinj potip] mazgeliams neigiamose ir mazgeliams teigiamose (1-3
mazgeliai) grupése.

37 lentelé. DeSimties mety iSgyvenamumo be biklés pasikartojimo reikSmés pagal mazgeliy
grupe ir luminalinj potipj.

M . L . . o Apskaiciuota procentiné dalis be
azgelio Luminalinis Pacienciy Atvejy skaicius PP . "
bakle potipis | skaicius (%) | periomety | nutolusio bukiés pasikartojimo
10 mety laikotarpiu [95 % PI]
NO Luminalinis A 725 (72) 44 93,0 % [911 % - 94,5 %]
Luminalinis B 284 (28) 44 82,2 % [776 % - 859 %]
N+(13) Luminalinis A | 248 (68) 21 89,1% [84,7 % - 92,4 %]
Luminalinis B 118 (32) 30 71,6 % [62,2% - 774 %]

Kiekvienoje mazgeliams neigiamoje ir mazgeliams teigiamoje (1-3 mazgeliai)
pacienciy populiacijoje buvo reik§mingas skirtumas tarp luminalinio A ir luminalinio
B potipio pacienciy.

2 klinikinio tyrimo iSvados

Buvo parodyta, kad bdklés pasikartojimo rizika reikSmingai papildo prognostine
informacijg standartiniy klinikiniy ir gydymo kintamuyjy atzvilgiu, kai yra jtraukiama
kaip tolydus matas arba naudojant i$ anksto apibréztas rizikos grupes. Kaip tikétasi,
10 mety isgyvenamumas be nutolusio blklés pasikartojimo zemos rizikos grupéje
buvo 90 %. Aukstos rizikos grupéje 10 mety iSgyvenamumas be nutolusio buklés
pasikartojimo buvo 80 %, o tai yra didesnis iSgyvenamumas, nei tikétasi - buvo tikétasi
gerokai mazesnio nei 80 % iSgyvenamumo. Rizikos grupes apibréziancios ribos buvo
pagrijstos TransATAC kohorta, kuri yra didesnés rizikos nei $i kohorta, todél aukstos
rizikos grupés bendra rizika buvo mazesné nei tikétasi. Buklés pasikartojimo rizikos
(tolydi ir pagrjsta rizikos grupémis) prognostiné informacija buvo panasi visuose
pogrupiuose. Tolydus rizikos modelis gerai atitiko empirinius bdklés pasikartojimo
dydzius tiek mazgeliams neigiamoje, tiek mazgeliams teigiamoje (1-3 mazgeliai)
pacienciy populiacijose. DidzZioji dalis Sio tyrimo pacienciy (96 %) turéjo vieno is
dviejy luminaliniy potipiy (luminalinio A arba luminalinio B) navikus. Visose mazgeliy
bdkles grupése luminalinio A / luminalinio B potipiy skirtumas pridéjo prognostines
informacijos apie iSgyvenamuma be nutolusio biklés pasikartojimo.

2023-09 LB-0038-03

Jungtinio klinikinio tyrimo suvestiné

Rezultatai yra bendro pobddzio ir gali bati naudojami, nes méginiai dviejy klinikinio
patikrinimo tyrimy metu buvo nusiysti ir istirti skirtingose laboratorijose. Buvo
parodyta, kad bklés pasikartojimo rizika reikSmingai papildo standartiniy klinikiniy
ir gydymo kintamyjy prognostine informacija, kai ji naudojama kaip tolydus matas
arba kaip trys i$ anksto apibréztos rizikos grupés. Be to, aposteriorinéje analizéje
visoms pacientems bdklés pasikartojimo rizika reikSmingai papildé standartiniy
klinikiniy kintamuyjy informacija 5 mety isgyvenamumui be lokalaus buklés
pasikartojimo. Baklés pasikartojimo rizikos (tolydi ir pagrista rizikos grupémis)
prognostiné informacija buvo panasi visuose pogrupiuose. Taip pat buvo atlikta
riboto iSgyvenamumo be blklés pasikartojimo analizé. Blklés pasikartojimo rizikos
klasés taip pat sékmingai apibrézé tris rizikos grupes su skirtingu isSgyvenamumu
be biklés pasikartojimo. Abiejy tyrimy metu nustatytas reik§mingas skirtumas tarp
iSgyvenamumo be nutolusio buklés pasikartojimo luminaliniame A ir luminaliniame
B pogrupyije, kuris nepriklausé nuo mazgeliy baklés.
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18 SIMBOLIAI IR APIBREZIMAI
‘ - gamintojas

m - jgaliotasis atstovas Europos Bendrijoje

- in vitro diagnostiné medicininé priemoné

[:l—i] - Zr. naudojimo instrukcijas
c E - CE Zenklas

LOT|_ serijos kodas / partijos numeris

- katalogo arba nuorodos numeris

; - turinio pakanka <n> testy
-/ﬂ/ - laikymo salygy temperatary intervalas
-/ﬂ/ - laikymo salygy temperatdros apatiné ribas

- laikymo salygy temperataros virsutiné riba

g - skirta naudoti iki / galiojimo data

- Sipusé jvirsy

Kambario temp. = Kambario temperatira
HYB = Hibridizacija

Teisinis atsakomybés apribojimas
Skirta in vitro diagnostikai.

© 2023 Veracyte, Inc. ir filialai. Visos teisés saugomos. Veracyte, Veracyte logotipas,
Prosigna ir Prosigna logotipas yra Veracyte, Inc. ir jos filialy prekiy Zenklai. nCounter
yra NanoString Technologies, Inc. prekiy Zzenklas, naudojamas pagal licencijg.

19 KONTAKTINE INFORMACIJA

‘ JAV kontaktiné informacija:
Veracyte, Inc.

6000 Shoreline Court

Suite 300

South San Francisco CA 94080
USA

Telefonas +1-650-243-6335
www.veracyte.com

[EC| REP]

|galiotasis atstovas Europos Sajungoje:
Veracyte

Luminy Biotech Entreprises

163 Avenue de Luminy

13288 Marseille Cedex 9

FRANCE

Bendroji kontaktiné informacija

Techninés pagalbos el. pastas: DxSupport@Veracyte.com
Produkto informacijos el. pastas: info@prosigna.com
Svetainé: www.prosigna.com
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