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1 UTILIZARE PRECONIZATA / SCOP

Testul Prosigna® Breast Cancer Prognostic Gene Signature este un test de diagnosticare
in vitro care utilizeaza profilul de expresie genetica al celulelor din tesutul cancerului de
san pentru a evalua riscul de recidiva la distantd al pacientului. Testul masoara profilul de
expresie genicd folosind ARN extras din tesutul tumoral mamar fixat in formol si incastrat
in parafina (FFPE). Datele privind expresia genica sunt ponderate impreuna cu variabilele
clinice pentru a genera atat un subtip (luminal A, luminal B, HER2-imboggdtit sau bazal),
cat si un scor care indica probabilitatea de recidiva la distanta a bolii. Testul se efectueaza
pe sistemul de analizd nCounter® folosind tesut de tumoare mamara FFPE diagnosticata
anterior ca si carcinom mamar invaziv.

Testul Prosigna Breast Cancer Prognostic Gene Signature este indicat la pacientele
cu cancer de san care au suferit o mastectomie sau o terapie de conservare a sanului
impreuna cu un tratament locoregional in conformitate cu standardul de ingrijire, fie ca:

a.  Un indicator de prognostic pentru supravietuirea fara recidiva la distanta
la 10 ani la femeile aflate in postmenopauza cu cancer de san pozitive la
receptorii hormonali (HR+), cu ganglioni limfatici negativi, in stadiul I sau I,
care urmeaza sa fie tratate doar cu terapie endocrind adjuvantd, atunci cand
este utilizatd impreuna cu alti factori clinicopatologici.

b. Un indicator de prognostic pentru supravietuirea fard recidivd la distanta
la 10 ani la femeile aflate in postmenopauza cu cancer de san pozitive la
receptorii hormonali (HR+), cu ganglioni limfatici negativi (1-3 ganglioni
pozitivi sau 4 ganglioni pozitivi), in stadiul | sau I, care urmeaza sa fie tratate
doar cu terapie endocrina adjuvantd, atunci cand este utilizata impreund cu
alti factori clinicopatologici.

2  REZUMAT AL SISTEMULUI DE TESTARE

Sistemul de analizd nCounter oferd masurdtori directe si multiplexe ale expresiei
geniceprin citirea digitald a abundentei relative a transcriptiilor ARNm, folosind
urmatoarele etape: 1) hibridizarea ARN-ului cu sonde fluorescente de raportare si sonde
de capturd, 2) purificarea complexelor tintd/sondd cu ajutorul placilor de pregatire
nCounter care contin reactivii necesari pentru procesarea posthibridizare si imobilizarea
pe cartusul nCounter de pe statia de pregatire nCounter si 3) analiza cartusului nCounter
pe analizorul digital nCounter pentru a furniza un rezultat al testului'. Atat sondele
de captare, céat si cele de raportare contin secvente unice de sonde de ADN pentru
hibridizarea si purificarea tintelor. Sondele de captura si de raportare sunt combinate
cu controalele pozitive si negative pentru a forma CodeSet. Prosigna mdsoara simultan
nivelurile de expresie a 50 de gene utilizate pentru algoritmul de clasificare a subtipurilor
intrinseci?, 8 gene gazda utilizate pentru normalizarea semnalului, 6 controale pozitive si
8 controale negative intr-o singurd reactie de hibridizare folosind sonde de acid nucleic
concepute special pentru genele respective. De asemenea, In setul Prosigna este inclusa
si 0 proba de referintd constand din tinte ARN transcrise in vitro pentru fiecare dintre cele
58 de gene. Proba de referintd este testatd cu fiecare lot de probe de ARN ale pacientului
pentru a califica testul si a normaliza semnalul de la fiecare gena.

Testul Prosigna se efectueaza pe ARN izolat din tesuturi tumorale mamare FFPE. Un
medic anatomopatolog examineazd o lama coloratd cu hematoxilind si eozind (H&E) si
identificd (si marcheaza) zona de carcinom mamar invaziv adecvata pentru test. Medicul
anatomopatolog masoard, de asemenea, suprafata tumorii, care determind numarul
de lame necolorate necesare pentru test, precum si celularitatea tumorii pentru a se
asigura ca exista suficient tesut tumoral pentru test. Un tehnician calificat opereazd o
macrodisectie a zonei de pe lamele necolorate care corespunde zonei tumorale marcate
pe lamele colorate cu H&E si izoleaza ARN-ul din tesut. ARN-ul izolat este apoi testat
cu ajutorul sistemului de analiza nCounter pentru a obtine rezultatele testului, inclusiv
subtipul intrinsec, scorul ROR (Risk of Recurrence) si categoria de risc.



2.1 Principiile sistemului de analiza nCounter

Sistemul de analiza nCounter utilizeaza perechi de sonde specifice unei gene (Figura 1)
care hibridizeaza direct in proba de ARNm in solutie, eliminand reactiile enzimatice care
ar putea introduce distorsiuni in rezultate. In prima etapé a testului, sondele de ADN
sunt hibridizate direct pe o regiune de 70-100 de perechi de baze din proba de ARN
in solutie. Sonda raportoare fluorescenta consta dintr-o secventa de sonda de 35-50 de
baze care este complementard cu ARNm tintd si o secventd unica de ADN backbone
care hibridizeaza in sase segmente de ARN marcate cu unul dintre cei patru coloranti
fluorescenti: rosu (R), galben (Y), albastru (B) sau verde (G). Segmentele fluorescente
creeazd un,cod de culoare” fluorescent cu sase pozitii/patru culori, care este unic pentru
fiecare tintd. O sonda de captare separatd consta dintr-o secventd de sondd de 35-50
de baze care este complementara cu ARNm-tintd si cu biotina, care este utilizatd pentru
imobilizarea pe o lamd acoperitd cu streptaviding.

Figura 1: Hibridizarea CodeSet in ARNm
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Dupd hibridizare, toate etapele de purificare a probei sunt automatizate pe statia de
pregdtire nCounter. In primul rand, se elimind excesul de sonde de captare si raportoare
(Figura 2) folosind etape succesive de captare a perlelor magnetice, urmate de legarea
complexelor sonda-tinta la situsuri aleatorii de pe suprafata cartusului nCounter prin
intermediul unei legéturi streptavidina-biotina (Figura 3). In cele din urma, complexele
sonda/tinta sunt aliniate si imobilizate (Figura 4) in cartusul nCounter.

Figura 2: Indepartati raportorii in exces
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Figura 3: Legarea raportorilor hibridizati de suprafata cartusului
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Figura 4: Alinierea si imobilizarea raportorilor hibridizati
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Dupa finalizarea procesarii probei, cartusul este plasat in analizorul digital nCounter
pentru colectarea datelor. Fiecare moleculd-tinta de interes este identificata prin ,codul
de culoare” generat de sase puncte fluorescente ordonate, prezente pe sonda raportor
asociatd. Sondele raportoare de pe suprafata cartusului sunt apoi numarate si tabelate
pentru fiecare moleculd tinta si procesate cu ajutorul algoritmului (Figura 5).
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Figura 5: Colectarea datelor
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2.2 Principii ale algoritmului Prosigna pentru calculul valorilor

rezultate

Testul se bazeaza pe algoritmul de clasificare a celor 50 de gene, denumit initial PAM50? si
este realizat pe sistemul de analizé nCounter folosind ARN-ul extras din probe de tesuturi
tumorale mamare fixate in formol si incastrate in parafind (FFPE). Algoritmul utilizeaza un
profil de expresie a 50 de gene pentru a aloca cancerul mamar uneia dintre cele patru
clase moleculare sau subtipuri intrinseci: Luminal A, Luminal B, HER2 imbogatit sau bazal’.
Profilurile prototip de expresie genicd (de exemplu, centroid) ale celor patru subtipuri
intrinseci au fost reeducate pe sistemul de analizd nCounter folosind probe de tumori
mamare FFPE colectate din mai multe centre clinice din America de Nord. Dupé efectuarea
testului pe o probd de test a unui pacient, un algoritm de calcul bazat pe o corelatie Pearson
compard profilul de expresie normalizat a 50 de gene al probei de test a pacientului cu
profilurile de expresie prototip ale celor patru subtipuri intrinseci de cancer de san. Subtipul
cu cea mai mare corelatie Pearson este atribuita probei de test a pacientului.

Algoritmul raporteazd, de asemenea, un scor al riscului de recidiva (ROR) pe o scard
de 0-100°, care este corelat cu probabilitatea de recidiva la distanta la zece ani pentru
femeile aflate In postmenopauzad cu cancer de san pozitive la receptori hormonali, in
stadiu incipient®. Raportul oferd, de asemenea, o categorie de risc (scazut, intermediar
sau ridicat). Scorul ROR este calculat folosind coeficientii unui model Cox care include
corelatia Pearson a unui subset de 46 de gene din cele 50 de gene cu fiecare centroid de
subtip intrinsec, un scor de proliferare si dimensiunea brutd a tumorii. Variabilele de testare
sunt inmultite cu coeficientii corespunzatori din modelul Cox pentru a genera scorul, care
este apoi ajustat la o scara 0-100 pe baza coeficientilor generati din setul de antrenament
al probelor de tumori mamare FFPE. Categoriile de risc sunt, de asemenea, raportate pe
baza valorilor limitd pentru ROR determinate in cadrul unui studiu de validare clinica.

3  REACTIVISI ECHIPAMENTE FURNIZATE

3.1 Prezentare generala a setului Prosigna

Setul Prosigna contine reactivi suficienti pentru a procesa 2, 3, 4 sau 10 probe de pacienti,
in functie de produsul comandat. Consultati mai jos pentru informatii privind comenzile.
setul Prosigna contine un CodeSet, o eprubeta pentru proba de referinta pentru fiecare
set de 2-10 teste si componente consumabile, a caror performanta este testata impreund
inainte de lansare.

Numarul de teste din kit

Numar de catalog Eprubete de proba de referinta incluse

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

Se recomanda utilizarea impreuna cu setul de izolare a ARN-ului sau cu setul de
extractie a ARN-ului Veracyte FFPE (550100). Acest kit de extractie este disponibil
numai prin intermediu Veracyte.



3.2 Continutul setului Prosigna pentru un kit Prosigna
de 2, 3,4 sau 10 teste

Numar de teste | 2 | 3 | 4 | 10

Cutie Prosigna CodeSet

Prosigna Reporter CodeSet 1x65pl 1x65pl 1x65pl 1x65pl

Prosigna Capture ProbeSet| 1 x 70 pl 1x 70 pl 1x 70 pl 1x70ul

Proba de referinta pentru ARN

Prosigna 1x30pl 1x30pl 1x30pl 1x30pl

Autocolant coduri de bare
CodeSet

Codul de configurare test 1 1 1 1

Cutie placa de pregatire Prosigna

Placi de pregétirel 1 | 1 | 1 | 2

Cutie cartus Prosigna

Cartuse nCounter | 1 | 1 | 1 | 1

Cutie pachet de pregatire Prosigna

Recomandari pentru statia de 1 1 1 1
preparare nCounter

Capac adeziv pentru cartusul 5 5 5 5
nCounter

Teci pentru varf nCounter 2 2 2 2

Tampon de hibridizare nCounter | 1 x 580 pl 1x580ul 1x580ul 1x580 pl

Banda cu eprubete canelata dg 4 4 4 4
12 godeuri
Capace banda cu eprubete

canelatd de 12 godeuri 4 4 4 4

Cuprins descriere

Prosigna CodeSet

Tampon Prosigna Reporter CodeSet acizi nucleici cu coloranti fluorescenti

Tampon Prosigna Capture ProbeSet acizi nucleici
Tampon probad de referinta pentru ARN Prosigna acizi nucleici
Autocolant coduri de bare CodeSet fisa cu autocolante
Cod de configurare a testului card cu autocolant

Prosigna Prep Plates
Placi de pregatire

coloranti fluorescenti

Cartusuri Prosigna

Cartus(uri) nCounter cartus(uri) pentru probd

Prosigna Prep Pack

Tampon de hibritidizare nCounter sdruri

Banda cu eprubete canelatd de 12 godeuri benzi din plastic
Capace banda cu eprubete canelatd de 12 godeuri capace din plastic
Recomandari statie de pregétire nCounter
nCounter

pelicule adezive

suporturi pentru varfuri cu 6 godeuri

Capac adeziv pentru cartusul nCounter
Teci pentru varfuri nCounter

4  AVERTISMENTE SI PRECAUTII

1. Pentru utilizare ca diagnosticare In Vitro.

2. Acesttest este conceput pentru a fi efectuat de operatori instruiti in tehnici de
biologie molecularad extrem de complexe, in conformitate cu reglementarile

locale.

cu perle superparamagnetice, tampon, sdruri,
oligonucleotide, bile de polistiren care contin

2 rafturi cu 90 de varfuri + 6 perforatoare

3. Nuamestecaticomponentele seturilor printre loturile Prosigna. Functionalitatea

poate fi asiguratd numai pe loturile Prosigna asa cum sunt ele furnizate,
deoarece acestea sunt verificate in aceasta manierd in timpul fabricarii.

Niciun reactiv ramas nu trebuie reutilizat in testul Prosigna.

Eliminati orice reactie cu timpi sau temperaturi de hibridizare compromise.
Este important sa se mentind integritatea lantului de custodie a probei (de
la tesut la ARN si de la ARN la analizd) pentru a se asigura ca ID-ul probei
pacientului este asociat cu rezultatul corect al testului.

Nepastrarea reactivilor in conditiile mentionate pe etichetd ar putea afecta
negativ performanta testului.

Purtati intotdeauna manusi in timpul manipuldrii reactivilor si a probelor.
Evitati contaminarea cu RNase, care poate afecta negativ calitatea rezultatelor.
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5.1

11.
12.
13.

18.
19.

20.

21.

. Toate probele biologice si consumabilele trebuie manipulate ca si cum ar

exista potentialul de transmitere a agentilor infectiosi si trebuie eliminate
cu precautiile corespunzdtoare, in conformitate cu reglementarile locale
relevante.

Nu pipetati niciodata cu gura.

Evitati contactul reactivului cu ochii, pielea si membranele mucoase.

Utilizati cele mai bune practici de laborator moleculare pentru a preveni
contaminarea incrucisata intre probele de testare sau cu obiective de acid
nucleic de concentratie ridicata (sintetice sau amplificate prin PCR), care pot
afecta negativ calitatea rezultatelor.

. Niveluri foarte scazute de azida de sodiu (< 0,1%) sunt continute dupd

procesare in pldcile de pregatire Prosigna si in cartusele nCounter, prin
urmare, se recomanda utilizarea recipientelor de plastic (nu din metal) pentru
eliminarea deseurilor. Desi este extrem de putin probabil in cazul Prosigna, se
stie cd acumularea azidei de sodiu pe metal poate crea un pericol de explozie.

. Informatii suplimentare specifice privind eliminarea instrumentului pot fi

consultate in Manualul de utilizare al sistemului de analizd nCounter si in
manualele de service pentru statia de preparare si analizorul digital.

. Informatii privind fisa cu date de securitate a materialelor pentru Reporter

CodeSet, Capture ProbeSet, tamponul de hibridizare si placile de preparare
pot fi gasite pe www.prosigna.com.

. Toate materialele periculoase trebuie eliminate in conformitate cu fisele de

securitate, cu reglementarile locale relevante si/sau cu procedurile institutiei
dvs. privind eliminarea deseurilor periculoase.

Orice CodeSet neutilizat trebuie eliminat.

In cazulin care categoria de dimensiune a tumorii unui pacient este introdusa
in software in mod incorect, scorul ROR si clasificarea riscului pot fi afectate in
mod negativ (de exemplu, scorul ROR modificat si/sau clasificarea gresitd).

In cazul In care statutul ganglionar al unui pacient este introdus in software
in mod incorect, rezultatele testelor pacientului pot fi raportate incorect (de
exemplu, clasificarea incorecta a riscului).

Nu utilizati ARN de calitate sau cantitate insuficienta sau probe de tumori cu o
suprafatd tumorald sau celularitate insuficientd in testul Prosigna. Este posibil
ca testul Prosigna sa nu poata oferi un rezultat valid si, in schimb, sa raporteze
un esec al testului.

CONSIDERATII GENERALE PRIVIND ANALIZELE

1.

Testul este destinat utilizarii numai pe specimene de tesut de cancer
mamar fixate in formol si incastrate in parafind (FFPE), provenite din rezectia
chirurgicald; acesta nu este destinat utilizarii pe tesut proaspdt, congelat sau
tesut fard cancer mamar.

2. Dimensiunea brutd a tumorii primare a unui pacient si statutul ganglionar
sunt necesare pentru a efectua testul.

3. Folositi varfuri de micropipete sterile de unica folosintd pentru a evita
contaminarea microbiand si cu nucleaza a reactivilor sau a probelor in timpul
procesarii.

4. Pastrati probele de ARN izolate pe gheatd umeda atunci cand nu sunt
manipulate in mod activ.

5. Pentru blocurile termice sunt necesare termometre calibrate.

6. Nu utilizati componentele setului in cazul in care acestea ajung la destinatie
deteriorate.

7. Se recomanda ca laboratoarele care utilizeaza Prosigna sa elaboreze si sa

utilizeze controale clinice (de exemplu, pentru categoria de risc) pentru
a asigura precizia rezultatelor in timp, in cadrul procedurilor standard de
control al calitatii in laborator.

Prelucrarea tesuturilor

1.

Dacad nu se indeparteazd in mod corespunzdtor tesutul invecinat care nu
este tumoral/normal prin macrodisectie in timpul procesdrii tesutului, acest
lucru ar putea duce la o subestimare a riscului datoritd unui scor ROR mai mic

raportat medicului.

2. Dacé nu se indepdrteaza in mod corespunzdtor ADN-ul genomic uman in
timpul izoldrii ARN-ului ar putea avea ca rezultat o ratd de esec mai mare din
cauza semnalului mai scézut al testului sau o supraestimare a riscului din
cauza unui scor ROR mai mare raportat medicului.

3. Toate sectiunile de tesut necolorate trebuie montate pe lame de microscop
incdrcate pozitiv pentru a evita desprinderea in timpul prelucrdrii tesutului.

4. Tn cazul specimenelor care necesitd mai multe lame, toate lamele trebuie
procesate impreuna.

5. Sectiunile de tesut montate pe lame se pot degrada daca sunt pdstrate mai
mult de 9 luni intr-un mediu uscat.

6. Inlocuiti solutia de lucru cu glicerol 3% in fiecare sdptdmana sau dacé solutia
devine tulbure, pentru a evita contaminarea.



7. Schimbati continutul primei spalari cu D-Limonen dupa procesarea a 4 seturi
de lame, iar continutul recipientului de colorare cu etanol (EtOH) si al doilea
recipient de colorare cu D-Limonen dupa procesarea a 8 seturi de lame
pentru a evita compromiterea calitatii tesuturilor.

8. Avetigrijdlaconturareazonei tumorale pe lamele necolorate silaindepartarea
tesutului netumoral pentru a va asigura cd tesutul tumoral nu este deranjat.

9. Manipulati obiectele ascutite cu grija in timpul macrodisectiei.

10. Folositi o lama de ras noud pentru fiecare probd de tesut procesata.

11. Noile loturi/loturi de seturi de izolare a ARN-ului trebuie testate in raport
cu specificatiile setului de izolare pentru a verifica noile loturi de seturi in
vederea testdri pacientilor (a se vedea sectiunea 11.5 pentru detalii).

5.2 Efectuarea testului Prosigna

1. Asigurati-vd cadimensiunea de categorie a tumorii primare brute a
pacientului este introdusa corect in programul informatic.

2. Asigurati-va ca statutul ganglionar de categorie al pacientului este introdus
corect in programul informatic.

3. Verificati daca blocul termic cu capac incalzit necesar pentru hibridizare
satisface specificatiile si este calibrat in mod regulat.

4. Utilizati numai acele consumabile care au fost furnizate impreuna cu setul
Prosigna. Acestea sunt concepute special pentru a functiona cu statia de
pregatire nCounter si analizorul digital nCounter.

5. Dacd tamponul de hibridizare a fost depozitat la temperaturi scazute si se
observa un precipitat, incdlziti tuburile la 37 °C pand cand sarurile se dizolva.

6. Nu introduceti componentele de testare in vortex pentru a le amesteca,
deoarece astfel puteti deteriora reactivii. Amestecarea trebuie efectuatd cu
ajutorul unei pipete.

7. Nu centrifugati Reporter CodeSet la o viteza mai mare de 3.000 X g timp de
mai mult de 10 secunde. Nu utilizati optiunea ,puls” pentru a centrifuga. In
acest caz, CodeSet se poate precipita.

8. Mentineti reactiile de hibridizare la 65 °C pana cand acestea sunt gata sa fie
transferate in statia de pregatire. Setarea blocului termic pentru a coborf pana
la 4 °C sau plasarea probelor pe gheata la sfarsitul hibridizarii ar putea duce la
hibridizare incrucisatd, ceea ce poate compromite rezultatele testelor.

9. Daca nu se plaseaza banda cu eprubetele la 65 °C in decurs de 15 minute de
la addugarea Capture ProbeSet, ar putea rezulta o hibridizare incrucisata, ceea
ce poate compromite rezultatele testelor.

10. Lipsa de initiere a procesdri statiei de pregatire in decurs de 15 minute de
la indepdrtarea probelor de la temperatura de 65 °C ar putea duce la o
hibridizare incrucisatd, ceea ce poate compromite rezultatele testelor.

11. Asigurati-vé ca capacele eprubetelor din bandd sunt bine inchise inainte
de hibridizare in blocul termic pentru a preveni evaporarea, fapt care poate
compromite rezultatele testelor.

6  INFORMATII PRIVIND FORMAREA PROFESIONISTA

Acest test este conceput pentru a fi efectuat de operatori profesionisti instruiti in tehnici
de biologie moleculard extrem de complexe, in conformitate cu reglementarile locale.
V& rugam sa contactati Veracyte pentru informatii de instruire specifice pentru utilizarea
testului Prosigna.

7  MANIPULAREA DESEURILOR

Consultati Manualul de utilizare al sistemului de analizd nCounter pentru detalii privind
manipularea deseurilor specifice reactivilor si instrumentelor utilizate in aplicatiile DIV.
Consultati instructiunile de utilizare ale setului de extractie a ARN-ului ales pentru
manipularea deseurilor si detalii specifice reactivilor de extractie a ARN-ului.

8 DEPOZITARE SI MANIPULARE (REACTIVI)

Data de expirare pentru toate componentele setului de testare este listatd pe eticheta cu
cod de bare furnizatd impreuna cu cutia CodeSet, precum si pe eticheta exterioara a cutiei
pentru toate componentele Prosigna.

« Componentele cutiei Prosigna CodeSet (Prosigna Reporter CodeSet,
Prosigna Capture ProbeSet si proba de referintd pentru ARN Prosigna) trebuie
depozitate la -80 °C sau la o temperaturd mai mica.

+ Cartusele nCounter trebuie sa fie depozitate la o temperaturd de -20 °C sau
mai mica.

+  Placile de pregatire nCounter trebuie depozitate la 4 °C (2-8 °C).

+ Componentele pachetului de pregdtire nCounter trebuie depozitate la
temperatura camerei 15 °C-25 °C.
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10.1

10.2

10.3

INSTRUMENTE NECESARE PENTRU PROSIGNA

« Sistemul de analizd nCounter (numdr de catalog NCT-SYST-DX) (include
ambele instrumente de mai jos)
o Statia de pregatire nCounter 5s (numdr de catalog NCT-PREP-
STATION-FLEX)
o Analizor digital nCounter 5s (numdr de catalog NCT-DIGITAL-
ANALYZER-FLEX)
Consultati Manualul de utilizare a sistemului de analiza nCounter pentru informatii
suplimentare.

REACTIVI SI ECHIPAMENTE NECESARE, DAR CARE
NU SUNT FURNIZATE

Materiale

1. Setul de izolare FFPE ARN (a se vedea sectiunea 11.5 pentru cerintele setului

de izolare dacd nu se utilizeaza setul de extractie a ARN-ului FFPE Veracyte

achizitionat prin Veracyte).

Hematoxilind si eozind (H&E)

Lame de microscop din sticla incdrcate pozitiv

Agent de limpezire D-Limonen (clasé histologicd)

Etanol 100% (absolut), de calitate ACS sau echivalent (nu mai putin de 99,5%).

Glicerol, calitate pentru biologie moleculard

Apa fara nucleaza, calitate pentru biologie moleculara*

100% izopropanol*

Tub conic 50 ml

0. Lame de ras (sau bisturie de unica folosinta)

11. Lame de unica folosintd Microtom

12. Eprubete de microcentrifugare antiaderente de 1,5 sau 1,7 ml, fara RNaza

13. Varfuri pentru micropipetd fard RNazd cu barierd pentru aerosoli

* Materiale necesare, dar nefurnizate pentru extractia de ARN folosind kitul de extractie ARN FFPE
Veracyte.

SOV ONOU A WN

Echipament

1. Microtom

2. Baie de apd (40 °C)

3. Incélzitor de lamé& (45 °C)

4. Suport de uscare pentru lamele de microscop

5. Micropipete; 2 pl, 20 pl, 200 pl si 1000 pl

6. Mini-centrifuga cu un rotor pentru banda cu eprubete de 0,2 ml si un rotor

standard pentru eprubete de microcentrifugd de 1,5/2,0 ml

7. Micro-centrifugd standard de lucru pe masa cu un rotor cu unghi fix care se
coreleaza cu eprubetele de centrifugare de 1,5 ml

8. Vase dreptunghiulare de sticld pentru colorare cu capace (dimensiuni
interioare aproximative de 91 x 71 x 60 mm); este necesard o cantitate
de 3 bucati.

9. Raft pentrulame (contine pana la zece lame de sticla de 3" x 1" (75 X 25 mm))

10. Bloc termic uscat, stationar*

11. Vortex pentru masa de lucru pentru eprubete de microcentrifugd

12. Cilindru gradat (dimensiune sugeratd: 100-250 ml)

13. Ac de disectie sau cleste cu capac de sticld (unghiular, fard zimti)

14. Termometre calibrate (acoperd intervalul 55 °C - 80 °C)

15. Spectrofotometru UV/Vis cu microvolum (a se vedea specificatiile de mai jos)

16. Bloc termic cu capac incalzit (a se vedea specificatiile de mai jos)

17. Centrifuga cu adaptor pentru microplaci (a se vedea specificatiile de mai jos)

18. Vas Coplin

* Echipament necesar pentru extractia ARN-ului si setul de extractie a ARN-ului Veracyte FFPE.

Specificatiile echipamentului

Tabelul 1: Spectrofotometru UV/Vis cu spectru complet de microvolum pentru cuantificarea
acizilor nucleici

Caracteristica de design Specificatii

Intervalul de volum al probei 1-2 pl

Lungimea traseului T mm

Gama de lungimi de unda 260-280 nm

Precizia sau eroarea lungimii de unda +1nm

Rezolutia spectrald sau latimea de banda Mai mica sau egald cu 4 nm
Precizia absorbantei sau eroare fotometrica 0,003 (traseu de 1 mm)
aleatorie

Limita de detectie 5ng/pl ARN

Concentratia maximad >1.000 ng/pl ARN




Tabelul 2: Spectrofotometru UV/Vis cu fotodioda de microvolum pentru cuantificarea acizilor

nucleici

Caracteristica de design Specificatii
Intervalul de volum al probei 1-24l
Lungimea traseului 0,5mm
Gama de lungimi de undd 260 si 280 nm

Rezolutia spectrala

Mai mica sau egald cu 8 nm

Precizia absorbtiei

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

Limita de detectie

4 ng/pl ARN

Concentratia maxima

>1.000 ng/pl ARN

Tabelul 3: Bloc termic cu capac incalzit pentru hibridizarea testelor

Caracteristica de design

Specificatii

Designul blocului termic

Trebuie s& se coreleze cu banda cu eprubete canulatd de
12 x 0,2 ml, cu profil normal, care sunt furnizate in cadrul
pachetului de pregatire nCounter.

°  Blocurile termice concepute pentru eprubetele cu profil
scazut (LP) si cu profil inalt (HP) nu sunt compatibile
(denumite si blocuri,rapide” pentru termociclare)
Blocurile termice concepute pentru alte tipuri de
eprubete (de ex, eprubete de 0,1 ml, eprubete de 1,5 ml)
nu sunt compatibile.

Trebuie s fie programabil pentru a mentine o temperatura
de 65°C
Trebuie sa mentina temperatura la + 1 °C fatd de 65 °C

Designul capacului incalzit

Sunt acceptate capacele fixe sau cu inaltime reglabila
Capacul trebuie sa fie programabil la 70 °C

Tabelul 4: Centrifuga cu suport de microplaci pentru a roti placile de pregatire nCounter

Caracteristica de design

Specificatii

Viteza de centrifugare

Minim 2.000 X g

Rotoare 4 rotoare cu cupa oscilanta de 750 ml cu suporturi pentru microplaci
(sau echivalent) pentru a gazdui microplaci cu 96 de godeuri in
format SBS

Moduri Moduri de accelerare/decelerare

11 RECOLTAREA S| PRELUCRAREA PROBELOR

11.1 Cerinte privind probele de tesut si examinarea patologica

1.

Testul Prosigna Breast Cancer Prognostic Gene Signature trebuie efectuat
pe un specimen de tesut tumoral mamar pozitiv la receptori hormonali fixat
in formol si incastrat in parafind (FFPE), care va primi specificatii ulterioare
de la un medic anatomopatolog ca fiind unul dintre urmdtoarele tipuri de
carcinom mamar invaziv:
a. Carcinom ductal invaziv
b. Carcinom lobular invaziv
¢ Carcinom invaziv cu caracteristici ductale si lobulare (,carcinom
de tip mixt")
d. Fard un tip special (NST) sau nespecificat (NOS)
Pentru acest test, medicul anatomopatolog trebuie sé selecteze blocul
tumoral FFPE cu cea mai mare suprafatd de carcinom mamar invaziv viabil.
Testul necesitd sectiuni de tesut montate pe lame necolorate pentru
procesare si o lamd coloratd H&E corespunzétoare din blocul tumoral FFPE.
Se recomanda ca sectiunile de tesut pentru procesarea testelor sa fie tdiate in
continuarea sectiunii de tesut taiate pentru colorarea H&E pentru a se asigura
ca zona tumorala identificatd pe lamele colorate cu H&E este reprezentativa
pentru zona tumorald de pe lamele necolorate.
Un medic anatomopatolog trebuie sa incercuiasca regiunea carcinomului
mamar invaziv viabil pe lamele H&E, excluzand tesutul non-tumoral din jur.
Un medic anatomopatolog sau un tehnician de laborator calificat trebuie sd
estimeze celularitatea tumorii si suprafata tumorii in zona incercuita de pe
lama coloratd cu H&E.
a. Procentul de celularitate a tumorii de pe lama coloratd cu
H&E trebuie sa fie >10%.
b. Suprafata tumorald incercuitd pe lama coloratd cu H&E trebuie sd
fie >4 mm?
*Retineti ca procentul de celularitate tumorala se referd la procentul de
celule tumorale viabile din zona tumorald incercuita.
Se recomandd o suprafatd tumorala totald mai mare de 100 mm? ca informatii
pentru test. Urmdtorul tabel ilustreazd numadrul de lame recomandat in
functie de suprafata tumorald masuratd pe lama colorata cu H&E.
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8.

In cazul in care procesul de examinare a tesutului aratd ca blocul de tumoare
are o suprafatd tumorald insuficientd sau o celularitate tumorald insuficienta,
atunci poate fi evaluat un alt bloc din aceeasi tumoare. In cazul in care nu
exista blocuri FFPE care sa contind suficient tesut tumoral, atunci testul
Prosigna nu trebuie efectuat. Va rugam sa retineti ¢, in cazul tumorilor cu o
suprafata mai mica de 20 mm?, este mai probabil ca cerintele de informatii
ARN s& nu fie satisfacute.

Tabelul 5: Cerinte recomandate pentru lamele in functie de suprafata tumorala

Suprafata tumorala masuratd pe lama colorata cu H&E (mm?) Numar de lame necolorate
4-19 6
20-99 3
>100 1

11.2 Recoltarea si depozitarea probelor

1.

Urmatoarele operatiuni pot fi efectuate in conformitate cu procedurile
standard de operare ale laboratorului: recoltarea tesuturilor si fixarea in
formol, manipularea si depozitarea blocurilor tumorale FFPE si transportul
tesuturilor FFPE fixate pe lame.

Sectiunile de tesut FFPE fixate pe lame trebuie depozitate in conformitate
cu procedurile standard de operare ale laboratorului. In cazul in care se
depoziteazd pentru perioade mai lungi de timp (>30 de zile), lamele trebuie
pdstrate intr-un mediu uscat si prelucrate in termen de 9 luni pentru a asigura
calitatea rezultatelor testului.

11.3 Pregatirea lamelor

1.

N

oL AW

11.4
1.

Cu ajutorul unui microtom, se taie o sectiune de 4-5 um grosime pentru
colorarea H&E.

Cu ajutorul unui microtom, se taie sectiuni groase de 10 pm pentru a fi
utilizate n testul Prosigna.

Se lasd sectiunile sa pluteasca intr-o baie de apd la 40 °C.

Fixati sectiunile pe lame de microscop din sticla incarcate pozitiv.

Ldsati lamele sa se usuce la aer.

Coaceti lamelele peste noapte la 45 °C.

Procesarea lamelor

Se prepara o solutie de lucru de glicerol 3% amestecand 1,5 ml solutie mama
de glicerol cu 48,5 ml de apa de calitate molecularg, fard nucleaze; se masoara
dupa caz. Se toarna solutia intr-un vas Coplin pentru procesarea lamelor.

Se toarna aproximativ 200-250 ml de agent de limpezire D-Limonen in doua
vase de colorare, asigurandu-se cd lamele din suportul de lame vor fi complet
scufundate.

Se toarnd aproximativ 200-250 ml de etanol absolut (EtOH) intr-un al treilea
vas de colorare.

Se plaseaza sectiunea (sectiunile) de tesut fixatd(e) pe lame, necoloratd(e),
intr-un suport pentru lame.

Se plaseazd suportul de lame in primul vas de colorare cu D-Limonen si se
agita usor suportul de lame inainte si inapoi timp de 10-15 secunde. Se lasa
raftul in primul vas de colorare cu D-Limonen timp de 2 minute.

Mutati suportul de lame din primul vas de colorare cu D-Limonen in cel de-
al doilea vas cu D-Limonen. Agitati usor suportul de lame inainte si inapoi
timp de 10-15 secunde. Lasati raftul pentru lame in primul vas de colorare cu
D-Limonen timp de 2 minute. Asigurati-vd ca toata parafina a fost indepdrtatd;
in caz contrar, lasati suportul in cel de-al doilea vas de colorare cu D-Limonen
timp de incd aproximativ 1 minut.

Mutati raftul de lame din primul vas de colorare cu D-Limonen in cel de-al
doilea vas cu D-Limonen. Agitati usor suportul de lame fnainte si inapoi timp
de 10-15 secunde si scoateti-l dupa 2 minute.

Ldsati lamele sd se usuce la aer timp de 5-10 minute sau pand cand se usucd
complet, iar tesutul apare alb (acest lucru poate dura mai mult in functie de
dimensiunea tesutului).

Conturati zona tumorala pe partea din spate a lamei (lamelor) necoloraté(e)
prin alinierea acesteia cu lamele colorate cu H&E corespunzdtoare si prin
transpunerea zonei conturate.

. Lucrand cu céte o lamd pe rand, rehidratati tesutul de pe lamele necolorate,

prin scufundarea acestora in solutia de glicerol 3%.

. Indepértati excesul de glicerol de pe lam4 cu un servetel de laborator.
. Atunci cand se proceseaza mai multe lame, utilizatorul poate ldsa lamele sa se

usuce pe un suport de uscare in timp ce rehidrateaza celelalte lame.

. Raclati cu olama de ras sau cu un bisturiu orice tesut care nu este tumoral din

jurul zonei tumorale conturate si eliminati-l.

. Tinand un capat al lamei si sprijinind celdlalt capat pe o suprafata solida intr-

un unghi de 45 de grade, se colecteaza tesutul tumoral macrodisectionat pe
marginea unei lame de ras. Tesutul trebuie sa se ,onduleze” usor pe lama de
ras in timp ce este colectat.



15. Se repetd pasul anterior pentru fiecare lama din acelasi specimen.
Nota: Pe aceeasi lama de ras se pot colecta mai multe lame necolorate de la
un singur specimen FFPE.

16. Glisati usor sectiunile de tesut din acelasi specimen intr-o eprubeta de
microcentrifugare de 1,5 ml etichetatd.

17. In cazul in care este utilizat, curétati acul de disectie sau clestele prin imersie
in D-Limonen timp de cateva secunde si uscati intre probele de tesut.

11.5 lzolarea ARN-ului

Veracyte recomanda utilizarea a setului de extractie a ARN-ului Veracyte FFPE, care
a fost validat special pentru utilizarea cu Prosigna.

Alte seturi de izolare a ARN-ului pot fi utilizate pentru a pregati probe pentru Prosigna,
daca acestea produc ARN din sectiuni de tesut de tumoare mamara FFPE fixate pe lame,
care respecta urmatoarele specificatii:

Tabelul 6: Specificatiile setului de izolare ARN

Date metrice Test sau masurare Specificatii
Concentratia de ARN Densitate optica la 260 nm >12,5 ng/pl
Volumul total de ARN (ul) Volumul total eluat >12ul

Raportul dintre densitatea optica
Puritate ARN la 260 nm si densitatea opticd la | 1,7-2,3

280 nm (OD 260/280 nm)

. Continutul de ADN genomic al
Contaminare ADN probei de ARN eluate <1 ng/ul
o . . >90% din fragmentele de ARN
. Distributia dimensionala a : 2 )

Integritate ARN f : ) izolate trebuie sd aiba o lungime

ragmentelor de ARN izolate ;

de >100 nucleotide.

Atentie: In cazul in care se utilizeazi o procedura alternativa de izolare in
combinatie cu testul Prosigna, acest flux de lucru trebuie sa fie validat pe deplin
de cétre laborator inainte de a fi implementat in mod curent.

Procedura de izolare a ARN-ului:

- In cazul in care se utilizeazd setul de extractie a ARN-ului Veracyte FFPE, urmati
instructiunile de utilizare furnizate de Veracyte.

- In cazul in care se utilizeazd o metoda de extractie alternativa, se urmeazd protocolul
validat sau protocolul furnizat de producator.

Fiecare lot de kit de extractie a ARN-ului fabricat de Veracyte este verificat pentru
a produce probe de ARN care satisfac specificatiile predefinite pentru testele
de diagnosticare a expresiei genice. Va rugam sa consultati Fisa de metode /
Instructiuni de utilizare a setului de extractie a ARN-ului ales pentru instructiuni
adecvate de depozitare, siguranta si manipulare.

11.6 Masurarea concentratiei si a calitatii ARN-ului

3

1. Masurati concentratia ARN-ului izolat in aceeasi zi lucrdtoare (pastrati la o
temperatura cuprinsa intre +2 si +8 °C) sau congelati la -70 °C sau mai putin
pana la utilizare.

2. Masurati densitatea optica (DO) la 260 si 280 nm a 2 pl de ARN izolat cu
ajutorul unui spectrofotometru care respecta specificatiile definite la punctul
10.3 Specificatii privind echipamentul. Evitati sd pipetati volumul de 2 pl
de pe fundul eprubetei sursa in cazul in care raman fibre de sticla, care vor
interfera cu citirea densitatii optice.

3. Urmati instructiunile producatorului spectrofotometrului pentru mdsurarea
ARN-ului.

4. Tn cazul in care o probd nu indeplineste parametrii minimi de puritate sau
concentratie a ARN-ului (Tabelul 6), centrifugati eprubeta de proba timp de 1
minut la viteza maxima (>10.000 x g), puneti eprubeta pe gheata si repetati
procesul de masurare. Daca proba continua sa nu respecte parametrii de
puritate sau de concentratie, proba de ARN nu este adecvatd pentru analizd
in cadrul procedurii de testare Prosigna. Nu utilizati ARN de calitate sau
cantitate insuficientd in testul Prosigna.

5. Extractia ARN-ului se poate repeta daca nu sunt indeplinite specificatiile
privind concentratia minima sau puritatea minima (Tabelul 6). Utilizatorii pot
alege sa izoleze lame suplimentare din acelasi bloc FFPE sau sd aleaga un bloc
separat de la acelasi pacient.

6. Incazulin care concentratia de ARN depaseste 250 ng/ul, acesta trebuie diluat
cu apé fard RNaza si DNaza de calitate moleculard pana la o concentratie
tinta de 200 ng/ul inainte de a efectua testul de hibridizare ulterior. Utilizati
rezultatul inregistrat al raportului DO 260/280 din proba nediluatd pentru a
determina daca proba diluata respectd puritatea minima a ARN-ului de 1,7.

7. Congelati ARN-ul la -70 °C sau la o temperaturd mai mica daca testul Prosigna
nu poate fi finalizat in aceeasi zi lucratoare.
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11.7 Procedura de testare

Aceasta procedura de analiza descrie pasii necesari pentru efectuarea testului Prosigna
utilizand sistemul de analizd nCounter. Aceste etape pot fi rezumate in urmatoarele
categorii in doud zile consecutive:

Prima zi

- Configurarea inregistrarii de identificare a setului de executie (RSID) in
aplicatia web

-+ Configurarea hibridizarii ARN cu Prosigna CodeSet (30 minute de configurare,
15-21 ore de hibridizare)

Ziua a doua

+ Configurarea si punerea in functiune a statiei de preparare (20 de minute de
configurare, 2-3 ore pe cursd, in functie de numarul de probe analizate).

+ Configurarea si scanarea cartusului pe analizorul digital (5 minute pentru
configurare, 2,5-4,5 ore pentru fiecare cartus, in functie de numarul de probe
analizate).

+ Recuperarea raportului (30 de minute)

Selectarea probelor de la pacienti si configurarea lotului

1. Determinati probele de pacienti care vor face parte din testul rulat. Intr-un
singur lot pot fi incluse pana la 10 probe
a. Fiecare probd din cadrul lotului va fi alocata unei pozitii unice
in cadrul unei eprubete cu bandad de 12 godeuri folosita pentru
hibridizare, care este inregistratd in cadrul ID-ului setului de teste
pe instrument (ID-ul setului de teste se realizeazd prin intermediul
aplicatiei software web). Retineti cé pozitiile 1 si 2 sunt rezervate
pentru proba de referintd, iar pozitiile 3-12 sunt pentru probele de
ARN tumoral.

b. llustratia de mai jos prezinta o vedere laterald 1) si o vedere de sus 2)
ale benzii cu eprubete. Banda cu eprubete este fixata asimetric intre
godeurile de reactie 1si 2 (A) si 85i 9 (B) pentru a ajuta la mentinerea
ordinii probelor in timpul procesarii. De asemenea, eprubetele din
banda sunt canelate intre godeurile de reactie 6 si 7 (C) pentru a
facilita tdierea eprubetei din banda, daca este cazul, pentru a se
corela cu adaptoarele de centrifugare standard.

Figura 6: llustratie a eprubetelor in banda canelate

1)

A c B

2)

! Vo
000000000000

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

2. Calculati cantitatea de ARN si de apa (dacd este cazul) care trebuie addugatd
la reactia de hibridizare pentru fiecare proba din lot.

a. Cantitatea de ARN recomandatd pentru acest test este de 250 ng.
Intervalul acceptabil de cantitatea de ARN pentru hibridizare este
125-500 ng.

b. Calculati volumul (in microlitri) de proba de ARN care trebuie
addugat la reactia de hibridizare prin impartirea cantitatii de proba
de introdus dorita (de exemplu, 250 ng) la concentratia mdsurata.

¢ In cazul in care concentratia calculatd a probei este cuprinsé intre
12,5 ng/ul si 25 ng/pl, se adaugd volumul maxim de 10 .

d.  Pentru probele care necesita mai putin de 10 pl, calculati volumul de
apa necesar pentru a genera 10 pl de volum total al probei.

Exemplu: Pentru o probd cu o concentratie de ARN mdsuratd de

85 ng/ul, este nevoie de 2,9 pl de proba pentru o masa totald de 250 ng

side 7,1 pl de apd pentru a aduce volumul la 10 pl inainte de a adduga

restul reactivilor. In ecuatie: 250 ng + 85 ng/pl = 2,9 pl



inregistrarea si procesarea probelor

Utilizatorul va crea un ID unic al setului de probe (Run Set ID) pentru fiecare lot de
probe, asociind ID-urile probelor cu locatia eprubetei in banda (pozitiile 3-12) cu ajutorul
aplicatiei web nCounter Analysis System Services. Utilizatorul poate consulta Manualul
utilizatorului pentru instructiuni privind utilizarea aplicatiei web nCounter Analysis
System Services.

1.

11.

Daca ARN-ul a fost congelat inainte de utilizare, efectuati urmatorii pasi
inainte de a continua:

a. Decongelati complet probele de ARN si pastrati-le la gheatd.

b. Centrifugati eprubeta de probd decongelata timp de 1 minut la
vitezd maxima (>10.000 x g) si puneti-o din nou la gheata.

Alegeti dimensiunea corespunzatoare a setului de testare Prosigna in functie
de numdrul de probe de pacienti care se testeaza (2, 3, 4 sau 10). Scoateti o
eprubetd cu unul dintre fiecare dintre urmatorii reactivi din setul CodeSet din
congelator la -80 °C In vederea decongeldrii. Pastrati reactivii la gheatd daca
nu treceti imediat la etapele urmdtoare.

a. Prosigna Reporter CodeSet (autocolant verde pe capac)

b.  Prosigna Capture ProbeSet (autocolant gri pe capac)

c.  Proba de referintd Prosigna (niciun autocolant pe capac)
Indepértati autocolantul cu codul de bare al lotului CodeSet si un cod de
configurare de testare din cutia CodeSet.

Utilizand un browser web, conectati-va la aplicatia web IVD nCounter Analysis
System si selectati Prosigna ca tip de test pentru a incepe sa configurati
formularele de inregistrare digitala.

Pe pagina principalg, selectati,Create New Run Set" (Creare set nou).

Primul cdmp necesar pentru definirea unei serii Prosigna este ID-ul setului.
Introduceti un identificator unic in cdmpul Run Set ID pentru a identifica lotul
de probe.

Scanati sau introduceti manual codul de configurare a testului in aplicatia
web. Dupd ce este scanat sau introdus, acesta poate fi eliminat.

Scanati sau introduceti manual numarul setului CodeSet in aplicatia web.

In continuare, introduceti in campul ID unic de probd pentru proba care
va fi localizata in a treia pozitie/al treilea godeu al eprubetei din banda in
campul ID probd corespunzator.

a. Introduceti ID-urile probelor de ARN ale pacientilor folosind un
cititor de coduri de bare sau introducand manual ID-urile probelor
folosind o tastatura.

b. Dupad introducerea fiecdrui ID de probd, derulati fila pentru a
completa campurile derulante necesare (dimensiunea brutd a
tumorii si statutul ganglionar) pentru proba inainte de a introduce
urmatoarea proba.

i.  Utilizati numdrul de ganglioni pozitivi stabilit in timpul
evaludrii patologice a pacientului pentru a selecta categoria
ganglionard adecvata pentru test (zero, 1-3, >4).

ii. Folositi dimensiunea brutd a tumorii mdsurate sau
stadiul stabilit in timpul evaludrii patologice a pacientului
pentru a selecta categoria de dimensiune brutd a tumorii
corespunzdtoare pentru test (<2 cm sau >2 cm).

c. Orice comentariu poate fi introdus in campul optional Memo
pentru fiecare esantion.

Nota: In cazul in care nu sunt necesare godeurile/pozitile eprubetei
din bandd, lasati campurile ramase libere. Dacd sunt necesare campuri
suplimentare pentru mai multe probe, utilizati o altad configuratie de testare
care sd permitd mai multe probe.

. Dupa ce ati completat introducerea probei, specificati ce utilizatori primesc

urmatoarele:
a. Actualizdri de stare pentru statia de pregatire si ruldrile analizorului
digital.
b. Notificarea cd raportul final este disponibil.
Salvati setul de probe finalizat.
a. Fisa de lucru a setului de probe poate fi tiparita si utilizata in scopul
trasabilitatii si al verificarii probelor.

Procedura reactiei de hibridizare

Nota: Urmatoarele etape presupun zece (10) probe de pacient si doud (2) probe
de referinta.

Nota: Nu centrifugati Reporter CodeSet mai repede de 3.000 X g sau mai mult de
10 secunde si nu-l,pulsati” pentru a-I centrifuga. In acest caz, centrifuga va atinge
viteza maxima si poate scoate prin centrifugare CodeSet din solutie.

1.

Programati blocul termic folosind volumul de 30 pl, temperatura calculatd
a blocului si a capacului si setarea de timp ,pentru totdeauna” (sau o setare
echivalentd a timpului de mentinere). Setati temperatura blocului termic la
65 °C si setati capacul incalzit la 70 °C.
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Nota: Pentru etapele urmatoare, este esential sé se respecte ordinea in care
probele suntaddugate in banda cu eprubete, asigurandu-va ca acestea corespund
ordinii de pe ID-ul setului de probe.

2.

Etichetati tubul cu 12 godeuri, prevazut cu caneluri, pentru a distinge pozitiile
1-6 de pozitiile 7-12 (a se vedea ilustratia eprubetei).

Daca este necesar, taiati banda cu eprubete in doud, astfel incat sa intre intr-o
minicentrifugd cu un adaptor pentru banda cu eprubete.

Se pipeteaza 10 pl de proba de referintd in pozitile 1 si 2 ale benzii cu
eprubete canelate.

Pipetati volumul calculat de apa necesar pentru fiecare proba in pozitiile
respective din banda cu eprubete canelate.

Pipetati volumul de ARN calculat necesar pentru fiecare proba in pozitia
respectiva din banda cu eprubete canelatd, folosind un varf nou de pipetd
pentru fiecare proba.

Dupd ce proba pacientului a fost addugatd in eprubeta din banda, se
recomandd sd plasati eprubeta cu probad intr-un suport pentru eprubete cu
probd, pastrand ordinea in care proba a fost addugata in banda cu eprubete.
Aceasta este pentru a verifica daca probele au fost adaugate in ordinea
prevazutd, dupa ce toate probele sunt addugate in banda cu eprubete.
Dupa ce toate probele au fost addugate in banda cu eprubete, verificati daca
ordinea probelor a fost mentinuta in banda cu eprubete (pentru verificarea
ordinii probelor se poate utiliza fisa de lucru pentru setul de probe).

a. Daca este necesar, editati ID-ul setului de executie cu ajutorul
aplicatiei software Web pentru a reflecta ordinea probelor in
dispunerea finald (consultati Manualul de utilizare al sistemului de
analiza nCounter pentru instructiuni privind editarea unui ID de set
de probe existent).

Dupa ce s-a verificat ordinea probelor, puneti eprubetele individuale cu
probe de ARN inapoi la gheata.

. Creati un amestec principal care contine 130 pl de tampon de hibridizare si

65 pl de Reporter CodeSet.

Nota: Dacé Reporter CodeSet a fost depozitat la gheatd, ldsati-l sa se
echilibreze la temperatura camerei timp de 1 minut inainte de a adduga
tamponul de hibridizare.

. Amestecati prin pipetare si centrifugati rapid pentru scurt timp amestecul

principal.
Nota: Nu adaugati amestecul original la gheata.

. Pipetati 15 pl de amestec principal in fiecare dintre cele 12 godeuri. Folositi

un varf de pipetd nou pentru fiecare godeu.
Nota: Dupa finalizarea etapei urmatoare, banda cu eprubete trebuie sa fie
plasata in blocul termic la 65 °C'in decurs de 15 minute.

. Addugati 5 pl de Capture ProbeSet in fiecare godeu, folosind un varf de

pipetd nou pentru fiecare godeu.

. Astupati godeurile eprubetelor din bandd si amestecati reactivii prin

rasturnarea bandei cu eprubete de mai multe ori si lovind cu degetul pentru
a asigura amestecarea completa.

. Centrifugati rapid pentru scurt timp probele din banda cu eprubete intr-o

microcentrifuga Picofuge sau minicentrifuga (la <3.000 X g).

Nota: Folositi o microcentrifuga Picofuge care poate gdzdui o banda de
eprubete cu 12 godeuri sau, daca este cazul, o minicentrifuga care poate
gazdui eprubete tdiate din banda.

. Plasati banda(ele) cu eprubete intr-un bloc termic la 65 °C cu un capac incalzit.

Incubati testele de hibridizare la 65 °C timp de 15-21 de ore. Hibridizdrile
trebuie ldsate la 65 °C pana cand sunt pregdtite pentru procesare pe statia de
preparare.

Nota: Eliminati orice CodeSet neutilizat.

Procesarea probelor pe statia de pregatire nCounter

Localizati statia de pregdtire asociatd cu analizorul digital.

Scoateti cartusul nCounter de la depozitarea la-20 °C si ldsati- sd se echilibreze
la temperatura camerei timp de 10-15 minute in punga de aluminiu.

Nota: Asigurati-va ca utilizati impreund componente din acelasi lot de seturi.
Cand cartusul a ajuns la temperatura camerei, scoateti-l din punga de
aluminiu fnainte de a-l incdrca pe puntea statiei de pregatire.

Eliminati placa de pregaitre nCounter de la depozitare la 4 °C si ldsati-o sd se
echilibreze la temperatura camerei timp de 10-15 minute.

Nota: Este necesard doar o singura placa de pregdtire pentru testele efectuate
cu ajutorul unui kit Prosigna cu 2, 3 sau 4 teste.

Centrifugati placile de pregatire la 2.000 x g timp de 2 minute pentru
a colecta lichidele de pe fundul godeurilor inainte de a incarca placile de
pregatire pe puntea statiei de pregétire.



6.

In timp ce cartusele si placa (plicile) de pregétire ajung la temperatura
camerei, pregdtiti statia de pregatire cu consumabilele nCounter Prep Pack.
Cu ajutorul interfetei cu ecran tactil a statiei de pregdtire nCounter, selectati
butonul,,Diagnostics” (Diagnosticare) pentru testul dvs..

In ecranul Main Menu (Meniu principal), selectati butonul ,Process Samples
(Procesare probe) de pe interfata cu ecran tactil.

Explorati lista de ID-uri pentru setul de probe (RSID) disponibile, afisatd pe
ecran, pentru a confirma RSID-ul pentru probele aflate in curs de procesare.

"

. Selectati RSID prin atingerea ecranului si selectand ,Next" (Urmatorul) pe

interfata cu ecran tactil.

. Peinterfata cu ecran tactil, verificati dacd a fost selectat RSID-ul corespunzator,

examinand fiecare eprubetd de pe ecran si comparand informatiile despre
probd.
a. Fisadelucruasetuluide probe poate fi utilizatd in scopul trasabilitatii
si al verificarii probelor.
b. Daca s-a selectat un RSID incorect, atingeti butonul,Back” (inapoi) si
selectati RSID-ul corect.
c.  DacdRSID era corect, dar existd erori de informatii ale probei, atingeti
butonul,Back” (Inapoi) si mergeti la o statie de lucru pe calculator
pentru a edita RSID prin intermediul aplicatiei web.

Figura 7: Ecran Procesarea unei probe pe statia de pregatire
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. Amplasati

In urmdtoarele cateva ecrane vi se va solicita si scanati codurile de bare ale
reactivilor solicitati in cdmpurile deschise sau sa confirmati plasarea pe punte
a consumabilelor necesare. Dupa efectuarea fiecarei sarcini, selectati ,Next”
(Urmdtorul) pe interfata cu ecran tactil pentru a trece la urmatoarea solicitare.
Nota: Este necesard doar o singurd placa de pregatire si o singura bandd
de eprubete goald pentru incalzitor pentru testele efectuate cu ajutorul
unui kit Prosigna cu 2, 3 sau 4 teste. Pentru serii de seturi de 2, 3 sau 4 teste,
incdrcati placa de pregatire si banda cu eprubete goald de incalzire in pozitiile
lor frontale respective (cel mai apropiat de utilizator) pe puntea statiei de
pregdtire.

. Seindepdrteaza probele din blocul termic.

Nota: Initiati rularea statiei de pregatire in termen de 15 minute de la
scoaterea probelor din blocul termic.

banda cu eprubete intr-o microcentrifuga Picofuge sau
minicentrifuga (la <3.000 X g).

Indepértati cu grijd capacele eprubetelor de pe banda cu eprubete.
Canelurile de pe banda cu eprubete si ghidajele de pe statia de pregatire
trebuie sa mentind ordinea si orientarea corecta a probelor.

. Asezati banda cu eprubete cu godeurile in ordinea 1-12 de la stanga la

dreapta pe puntea statiei de pregatire nCounter. In cazul in care se efectueaza
0 analiza utilizand un kit de 2, 3 sau 4 teste, trebuie sa se plaseze doar prima
jumatate a benzii cu eprubete (godeurile 1-6) in partea stanga a suportului
pentru eprubetele de proba de pe platforma, daca este cazul. Va rugam sa
retineti cd este important sd folositi numai godeurile 1-6; a doua jumatate
a benzii cu eprubete (godeurile 7-12) nu se va corela in jumatatea stangd a
suportului din cauza designului canelat al eprubetei.

. Confirmati ca eprubetele benzii sunt asezate ferm pe statia de pregatire si

inchideti capacul metalic.

. In cazul in care capacul nu se inchide corect, vi se va solicita s& il inchideti in

timpul validarii dispunerii de punte.

Selectati,Next" (Urmatorul) pe interfata cu ecran tactil.

Inchideti usa instrumentului atunci cand vi se solicitd acest lucru si selectati
Next” (Urmatorul) pentru a incepe validarea dispunerii puntii.

Dacad apare o eroare, urmati instructiunile asociate cu eroarea specifica pentru
a continua validarea dispunerii de pe punte.
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Figura 8: Statie de pregatire a validarii dispunerii puntii posthibridizare
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Dupa ce dispunerea puntii a fost validata, selectati,Start Processing” (Initiere
procesare) pe interfata cu ecran tactil.

Nota: Dacd intdmpinati probleme la pornirea statiei de pregdtire, readuceti
probele hibridizate in blocul termic, dar nu depdsiti timpul maxim de 21 de ore.
Urmati indicatiile de pe statia de pregatire dupé finalizarea unei rulari.

Dupd ce statia de pregdtire a finalizat rularea, scoateti cu grija cartusul din
statia de pregatire si sigilati godeurile cartusului cu capacul adeziv pentru
godeurile cartusului furnizat.

Nota: Nu lasati cartusul nesigilat pe statia de pregatire peste noapte.

Daca nu veti scana probele in aceeasi zi, pastrati cartusul la 4 °C intr-o cutie
opaca timp de pana la 1 sdptdmana.

Cartusul de scanare pe analizorul digital nCounter

1.

w

10.
1.

12.

Localizati analizorul digital care este conectat la statia de pregdtire care a
procesat probele. Incarcati cartusul de scanare pe analizorul digital nCounter

a.  Deschideti usa de la analizorul digital.

b. Asezati cartusul care urmeaza sd fie addugat intr-un slot gol.

¢ Inchideti usa si consultati afisajul ecranului tactil.
Interfata cu ecran tactil a analizorului digital are mai multe grafice diferite
pentru a ajuta la identificarea rapida a starii pozitionale:

a. Locatie goald: Acest slot este gol si este pregdtit pentru a fi incarcat

Cu un cartus nou.

b. Cartus albastru complet: Scanare finalizata.

NU SCOATETI URMATOARELE CARTUSE:

a. Cartus alb: Acest slot contine un cartus inregistrat, dar nescanat.

b. Cartus albastru partial: Acest slot contine un cartus care este in curs

de scanare.

Cartusele pentru care s-a finalizat scanarea pot fi scoase din analizorul digital.
Dacé acesta este primul cartus incdrcat pe analizorul digital, atingeti butonul
,Diagnostics” (Diagnosticare), apoi selectati ,Main Menu” (Meniu principal)
pentru a va autentifica pe analizorul digital. Dacd analizorul digital scaneazd
deja cartusele, treceti la pasul 9 de mai jos.
Asezati cu grija cartusul intr-un slot liber (a se vedea ghidul de pozitionare de
mai sus) de pe analizorul digital. Slotul si cartusul sunt prevazute cu caneluri
pentru a asigura orientarea corectd. Codul de bare va fi orientat in sus.
Coboréati capacul fantei si apdsati cartusul prin deschiderea din capacul fantei
pentru a va asigura ca acesta este asezat corect.
Atingeti butonul,Start Counting” (Initiere numarare) si asteptati ca scanerul sa
inceapd procesul de scanare. Veti auzi o serie de mici clicuri ritmice pe masura
ce analizorul digital incepe sa scaneze cartusul.
Confirmati ca pe ecran apare o bard albastrd in pozitia Cartridge (in DECURS
de cinci minute de la inceperea scandrii), indicand ca scanarea a inceput.
Pentru a adduga un cartus la un analizor digital care scaneaza deja cartuse,
atingeti ,Pause” (Pauzd) pe ecranul ,Counting Cartridges” (Numadrare cartuse)
si asteptati ca analizorul digital sé intrerupd scanarea curenta.
Deschideti usa de la analizorul digital.
Asezati cartusul care urmeazd sa fie addugat intr-un slot gol (a se vedea
ghidul starii pozitionale de mai sus).
Inchideti usa si atingeti,Resume” (Reluare).



13. Cand scanarea este finalizatd, software-ul va trimite raportul la adresele de
e-mail ale utilizatorilor specificate anterior.

14. La primirea notificarii prin e-mail, scoateti cartusul finalizat si eliminati-l in
conformitate cu instructiunile institutiei dvs.
Nota: Se vor genera rapoarte pentru ruldrile finalizate cu succes, precum si
pentru ruldrile cu erori asociate cu controlul calitatii (QC) datelor. Rapoartele
nu vor fi generate in cazul unei erori care nu este asociata cu controlul calitatii
datelor. Contactati Serviciul Clienti Veracyte pentru asistentd in acest caz.

15. Folosind linkul atasat la e-mailul respectiv, deschideti aplicatia web si
descarcati toate rapoartele de testare asociate cu RSID-ul in curs de procesare.

16. Urmadrirea erorilor: Urmati recomandarea descrisd in raportul de testare
pentru proba individualad sau pentru eroarea sistemului.

Nota: Esecurile individuale ale probelor nu sunt considerate erori de sistem.

12 DEPANARE SI ESECURI DE TESTARE

Tabelul 7: Coduri de eroare pentru repetarea testului

Gelet Descrierea esecului Actiune recomandata
eroare
5 Esec la scanare Rerulati proba cu 250 ng de ARN
5 Semnal inalt Reobtineti specificatiile probei si reluati testul cu 125 ng
de ARN
6 Semnal scizut Reobtineti specificatiile probei si reluati testul cu 500 ng
de ARN
30 Semnal scazut Reobtineti specificatiile probei si reluati testul cu 500 ng
de ARN
3 Sermnal ARN scizut Zioféﬁe‘gl specificatiile probei si reluati testul cu 500 ng

Motive pentru repetarea testului:

1. Raportul de analizd va identifica probele esuate si nu se va raporta niciun
rezultat de analizd. In cazul probelor reusite, se raporteazs rezultatele testului.

2. Raportul de analizd va identifica tipul de esec si actiunile recomandate in
cazul unui esec al analizei. Concentratia de ARN din probele care nu au reusit
sa fie masurate din nou, iar probele pot fi reanalizate (in cadrul unui nou lot/
RSID), in functie de tipul de esec si de cantitatea de masa de ARN care ramane
pentru a obtine un rezultat al analizei.

13 REZULTATELE TESTULUI

Testul Prosigna include o serie de masurdtori de control al calitatii care sunt aplicate
automat fiecarei probe in timpul analizei. Aceste masurdtori evalueaza performanta
testului pentru a determina dacd rezultatele se incadreazd in valorile estimate. Tn
urma analizei cu succes a acestor parametri de control al calitatii, testul Prosigna ofera
urmatoarele rezultate:

Tabelul 8: Rezultatele si valorile testului Prosigna

Rezultat Valori obtinute
Luminal A
A ) Luminal B
Subtipul intrinsec al probei de cancer mamar HER2-imbogatit
Bazal
Estimarea individuald a probabilitatii de recidiva la distanta 0-100%

in 10 ani
Scorul riscului de recidiva (ROR)
Categoria de risc

Valoare intreaga pe o scara de 0-100
Scazut, Intermediar, Ridicat

13.1 Subtipuri intrinseci

S-a demonstrat ca subtipul intrinsec al unei tumori de cancer mamar este legat de
prognosticul in cazul cancerului mamar in stadiu incipient. In medie, pacientii cu o
tumoare Luminal A au rezultate semnificativ mai bune decat pacientii cu tumori Luminal
B, HER2 imbogadtite sau tumori de tip bazal*®.

Subtipul intrinsec este identificat prin compararea profilului de expresie geneticd a 50
de gene dintr-o proba necunoscutd cu profilurile de expresie asteptate pentru cele
patru subtipuri intrinseci. Subtipul cu profilul cel mai asemanator este atribuit probei
necunoscute.

Cele mai frecvente subtipuri de cancer de san sunt subtipurile luminale, Luminal A (LumA)
si Luminal B (LumB). Studiile anterioare sugereaza ca Luminal A inglobeazd aproximativ
30% pana la 40% si Luminal B aproximativ 20% din cancerele mamare®. Cu toate acestea,
mai mult de 90% dintre pacientii pozitivi la receptorii hormonali au tumori luminale.
Modelul de expresie genetica al acestor subtipuri seamana cu componenta epiteliala
luminald a tesutului mamar®. Aceste tumori se caracterizeaza printr-o expresie ridicata
a receptorului de estrogen (ER), a receptorului de progesteron (PR) si a genelor asociate
cu activarea ER, cum ar fi LIV1, GATA3 si ciclina D1, precum si prin expresia citokeratinelor
luminale 8 si 18. Cancerele mamare Luminal A prezintd o expresie mai scazuta a genelor
asociate cu activarea ciclului celular in comparatie cu cancerele mamare Luminal B, ceea
ce duce la un prognostic mai bun.
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Studiile anterioare sugereaza ca subtipul HER2 imbogatit cu HER2 (HER2-E) cuprinde
aproximativ 20% din cancerele mamare®. Cu toate acestea, tumorile HER2 imbogadtite
sunt in general ER-negative, astfel incat doar 5% din populatia de pacienti cu ER-pozitivd
a fost stabilitd ca avand cancer de san HER2 imbogatit. Indiferent de statusul ER, tumorile
HER2 imbogatite sunt HER2-pozitive in majoritatea cazurilor, cu o expresie ridicatd a
clusterului ERBB2, inclusiv ERBB2 si GRB7. Genele asociate cu activarea ciclului celular sunt,
de asemenea, foarte bine exprimate.

Datele publicate sugereaza ca subtipul bazal cuprinde aproximativ 20% din cancerele
mamare®. Cu toate acestea, tumorile de tip Bazal sunt, in general, ER-negative, astfel incat
doar 1% dintre pacientii pozitivi la receptorii hormonali au cancer de san de tip Bazal.
Subtipul de tip bazal este aproape intotdeauna clinic HER2-negativ si exprima o suitd
de biomarkeri,bazali’, inclusiv citokeratinele epiteliale bazale (CK) si receptorul factorului
de crestere epidermicd (EGFR). Genele asociate cu activarea ciclului celular sunt, de
asemenea, foarte bine exprimate.

13.2 Scorul ROR

Scorul ROR este o valoare intreagd pe o scald de 0-100 care este legatd de probabilitatea
unui pacient individual de recidiva la distantd in termen de 10 ani pentru populatia
de utilizare prevazutd definitd. Scorul ROR este calculat prin compararea profilului de
expresie a 46 de gene dintr-o probd necunoscutd cu profilurile asteptate pentru cele
patru subtipuri intrinseci, asa cum s-a descris mai sus, pentru a calcula patru valori diferite
de corelatie. Aceste valori de corelatie sunt apoi combinate cu un scor de proliferare si cu
dimensiunea bruté a tumorii pentru a calcula scorul ROR.

13.3 Probabilitatea de recidiva la distanta de 10 ani

Scorurile ROR pentru 2 cohorte de femei aflate in postmenopauza cu cancer de san
cu receptori hormonali pozitivi in stadiu incipient au fost comparate cu supravietuirea
fara recidiva la distantad dupa interventia chirurgicald si tratamentul cu 5 ani de terapie
endocrind adjuvantd urmata de 5 ani de observatie (pentru detalii, a se vedea sectiunea
16.4 Performanta clinicd). Aceste doua studii au avut ca rezultat un model care coreleazd
scorul ROR cu probabilitatea de recidiva la distantd in aceastad populatie de pacienti
testatd, incluzand un interval de incredere de 95%.

13.4 Clasificarea riscurilor

Clasificarea riscurilor este, de asemenea, furnizata pentru a permite interpretarea scorului
ROR prin utilizarea unor valori limita legate de rezultatul clinic in populatiile de pacienti
testate.

Tabelul 9: Clasificarea riscului in functie de intervalul ROR si de statutul ganglionar

Statutul ganglionar Interval ROR Clasificarea riscurilor

0-40 Scazut

Ganglioni-negativi 41-60 Intermediar
61-100 Crescut
0-15 Scazut

Ganglion-pozitiv (1-3 ganglioni) 16-40 Intermediar
41-100 Crescut
Ganglion-pozitiv (> 4 ganglioni) 0-100 Crescut

13.5 Control al calitatii

Fiecare lot de componente ale testului Prosigna este testat folosind specificatii prestabilite.
Toate elementele la nivel de set sunt urmdrite in functie de lot, iar componentele
esentiale continute in fiecare set sunt testate impreuna si eliberate sub forma unui lot
de set Prosigna.

Setul de testare Prosigna include o serie de controale interne care sunt utilizate pentru
a evalua calitatea fiecarui set de teste in ansamblu si a fiecarei probe in parte. Aceste
controale sunt enumerate mai jos.

Set de control al loturilor: Proba de referinta cu ARN transcris In vitro

O probé de referinta de ARN sintetic este inclusa ca martor in setul testului Prosigna.
Proba de referinta este alcdtuitd din tinte ARN transcrise in-vitro din cele 50 de gene
algoritmice si 8 gene menajere. Proba de referintd este procesata in dublu exemplar la
fiecare testare Prosigna, impreund cu un set de pand la 10 probe de ARN de tumoare
mamard necunoscutd intr-o banda cu eprubete de reactie cu 12 godeuri. Semnalul de la
proba de referintd este analizat in raport cu limitele predefinite pentru validarea testului.

Semnalul de la fiecare dintre cele 50 de gene algoritmice din esantionul de ARN al tumorii
mamare este normalizat la genele corespunzatoare din proba de referinta.

Set de control pozitiv: Tinte de ARN transcris in vitro si sondele de captura si
raportoare corespunzatoare

Tintele ARN sintetice sunt utilizate ca si controale pozitive (PC) pentru testul Prosigna.
Secventele tinta PC sunt derivate din biblioteca de secvente ADN a Consortiului extern
de control al ARN (ERCC). Tintele ARN sunt transcrise in-vitro din plasmide de ADN. Sase
tinte de ARN sunt incluse in setul de testare intr-o serie de titruri multiplicate de 4 ori
(concentratie finald de 128-0,125 fM in reactia de hibridizare), impreund cu sondele



de captare si raportoare corespunzatoare. PC sunt addugate la fiecare proba de ARN
de tumoare mamard si la proba de referintd testate cu testul Prosigna. O proba va fi
descalificatd pentru continuarea analizei in cazul in care intensitatea semnalului de la PC
nu respecta limitele predefinite.

Set de control negativ: sonde exogene fara tinte

Secventele de control negativ sunt derivate din biblioteca de secvente ADN a Consortiului
extern de control al ARN (ERCC)®. Sondele concepute pentru a detecta aceste secvente
tintd sunt incluse Tn setul de analiza fard secventa tinta corespunzdtoare. Controalele
negative (NC) sunt addugate la fiecare proba de ARN de tumoare mamara si la proba
de referintd testate cu testul Prosigna drept mdsurd de control al calitatii. Proba va fi
descalificatd de la analiza ulterioara dacé intensitatile semnalului de la NC nu satisfac
limitele predefinite.

Set de control al integritatii ARN: Gene menajere

Sondele de capturd si raportoare concepute pentru a detecta 8 gene menajere si 50 de
gene algoritmice sunt incluse in setul Prosigna. Nivelurile de expresie ale celor 8 gene
menajere sunt analizate pentru a determina calitatea ARN-ului extras din proba de tesut
FFPE si introdus in testul Prosigna. Proba va fi descalificatd pentru continuarea analizei
in cazul in care nivelurile de expresie ale genelor menagere se situeaza sub limitele
prestabilite.

Genele manajere sunt, de asemenea, utilizate pentru a normaliza orice diferente in
cantitatea de ARN intact dintr-o probd inainte de normalizarea probei de referinta.

14 LIMITARI DE PROCEDURI

1. Testul Prosigna a fost optimizat pentru a identifica subtipul intrinsec al unei
tumori de cancer mamar si riscul de recidiva la distanta la 10 ani al pacientului
sub forma unui scor ROR si a unei categorii de risc, utilizand ARN purificat
extras din tesut mamar uman fixat in formol si incastrat in parafind. Alte tipuri
de specimene sau de fixatori nu au fost testate si nu trebuie utilizate.

2. Performanta testului Prosigna a fost validata utilizand doar procedurile
furnizate in acest prospect. Modificdrile aduse acestor proceduri pot altera
performanta testului.

3. Caracteristicile de performantd ale testului Prosigna au fost stabilite pentru
femeile aflate in postmenopauza cu cancer de san, cu receptori hormonali
pozitivi In stadiu incipient, tratate cu 5 ani de terapie endocrind adjuvanta.
Performanta cu alte regimuri de tratament sau la alte populatii de pacienti nu
a fost stabilita.

4. Daca la testare se adauga ARN de calitate sau cantitate insuficientd, este
posibil ca testul Prosigna sa nu poata oferi un rezultat valid si, in schimb, sd
raporteze un esec al testului.

5. Interpretarea rezultatelor testului Prosigna(subtip intrinsec, scor ROR,
categorie de risc) trebuie evaluatd in contextul altor factori clinico-patologici,
al istoricului medical al pacientului si al oricéror alte rezultate ale testelor de
laborator.

6. Performanta analizei Prosigna a fost stabilitd cu ARN care indeplineste
specificatiile definite in legaturd cu procedura de mai sus. Performanta cu
ARN izolat care nu satisface aceste specificatii nu a fost stabilita.

7. Substantele cunoscute care interfereazd cu testul Prosigna includ ADN
genomic sitesut netumoral (de exemplu, tesut normal).Va rugdm sa consultati
consideratiile generale privind testul inainte de a incepe procedura. Zona
de carcinom invaziv viabil trebuie sa fie identificatd clar de cdtre un medic
anatomo-patolog inainte de efectuarea procedurii. In plus, fiecare probd de
ARN trebuie tratatd cu DNazd. Tnainte de a continua cu probele de testare
ale pacientilor, fiecare lot nou de DNaza trebuie testat si validat conform
specificatiilor furnizate atunci cand se utilizeaza un alt kit de izolare decat
setul de extractie a ARN-ului FFPE Veracyte.
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15 VALORIPRECONIZATE

Testul Prosigna raporteazd un scor ROR (0-100), un subtip intrinsec (Luminal A, Luminal B,
HER2-imbogatit sau bazal) si o clasificare a riscului (scazut, intermediar sau ridicat) pentru
fiecare proba de tumoare. Pe baza celor doua studii de validare clinica descrise mai jos,
la femeile aflate in postmenopauza cu cancer de san HR+, in stadiu incipient, tratate cu
anastrozol sau tamoxifen in cadrul studiilor ATAC si ABCSG-8, sunt prezentate intervalul si
frecventa scorurilor ROR (figura 10), relatia continud a ROR cu probabilitatea de recidiva
la distanta in functie de statutul ganglionar (Figura 11) si distributia scorurilor ROR
in functie de subtipul intrinsec (Figura 9) care sunt estimate. Pe baza acestor studii de
validare clinicd, supravietuirea fara recidiva la distantd pe o perioada de 10 ani, in functie
de clasificarea riscului, este reprezentata in Figura 12 (pacienti cu ganglioni negativi) si in
Figura 13 (pacienti cu ganglioni pozitivi (1-3 ganglioni)).

15.1 Intervalul ROR in functie de subtip
Figura 9 prezintd o diagramd cu casete a scorului ROR in functie de subtipul intrinsec.

Figura 9: Diagrama cu casete a scorului ROR in functie de subtipul instrinsec
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15.2 Frecventa scorului ROR in functie de statusul ganglionar

Histograma din Figura 10 a fost generata folosind un singur model Cox care a inclus scorul
ROR si variabile categorice pentru a distinge cele trei grupuri de implicare ganglionara.

Figura 10: Histograma scorului ROR si a grupurilor de status ganglionar

Distributia observata a ROR a pacientilor separati in functie de statutul ganglionar:
Grupate pe intervale de 10 unitati

It
3
B

W Ganglioni negativi

N
S
3
Ed

15,0%

10,0%

2
2

Procent (grup individual de statut ganglionar)

o
3
Ed

5 15 25 35 45 55 65 75 85 95
ROR (se indica punctele medii ale grupului)

Figura 11: Riscul preconizat la zece ani estimat in cadrul grupului de status ganglionar
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15.3 Supravietuirea fara recidiva la distanta in functie de
clasificarea riscului

Urmatoarele date provin din analiza combinata a studiilor TransATAC si ABCSG-8. Pentru
alocarea pacientilor in grupuri de risc, scorurile ROR au fost comparate cu pragurile de risc
predefinite pentru pacientii cu ganglioni negativi sau pozitivi. Figurile 12 si 13 prezinta
supravietuirea fard recidiva la distantd la 10 ani pentru fiecare grup de categorii de risc, in

functie de statusul ganglionar.

Figura 12: SFRD in functie de grupul de risc pentru pacientii cu ganglioni negativi
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Rezumat al datelor pentru Figura 12: SFRD in functie de grupul de risc pentru pacientii cu

16 CARACTERISTICI DE PERFORMANTA

16.1 Precizia si reproductibilitatea analitice

Pentru a estima precizia si reproductibilitatea generale ale Prosigna, au fost efectuate
doua studii, iar rezultatele au fost combinate. Primul studiu efectuat a fost un studiu de
precizie pe sistemul de analiza nCounter, pornind de la ARN extras din tumori mamare,
jar al doilea studiu a fost un studiu de reproductibilitate pornind de la tesut de tumori
mamare FFPE care a inclus factori preanalitici.

Precizia ARN
16.1.1 Structura studiului

A fost efectuat un studiu comparativ randomizat si in regim orb in trei centre
cu testul Prosigna pe sistemul de analizd nCounter pentru a evalua precizia
analitica. Au fost generate cinci probe de ARN de tumori mamare din specimene
FFPE arhivate pentru a fi testate in fiecare centru. Panoul de probe a reprezentat
profilurile prototip de expresie geneticé intalnite in timpul testelor de ruting si
fiecare grup de clasificare a riscului.

Fiecare centru a efectuat 18 cicluri valide (9 cicluri de catre fiecare operator, fiecare
ciclu constand din 10 teste), dupa un ciclu de familiarizare efectuat de fiecare
operator (Tabelul 11). Fiecare probd a fost testatd in dublu exemplar in timpul
fiecdrei serii la nivelul nominal de intrare a ARN-ului de 250 ng pentru test. Fiecare
operator a efectuat cate o rulare intr-o anumita zi, in conformitate cu standardul
general acceptat pentru metodele pe termen lung’. Perioada totald de studiu,
inclusiv familiarizarea, a acoperit mai mult de 4 saptamani in fiecare centru.

Tabelul 11: Prezentare generala a studiului de precizie ARN

ganglioni negativi Variabila studiului Cifre

Numadr de probe de ARN de tumori mamare 5

a Numar de replici de proba per serie (acelasi cartus, 2

Grupul de risc Numar de e\i\lel:i“n::lt:e o Procentul estimat fara recidiva la Numar d T,I./ L = { - 2 18

P pacienti (%) | pe distanta de 10 ani [Ii 95%] umdr de ruldri/centru

parcursul a 10 ani Numadr de ruldri/zi !

Scazut 875 (49%) 31 96,2% [94,7% - 97,3%] Numar de operatori/centru 2

Intermediar 551 (31%) 53 89,2%[86,1% - 91,7%] Numar de loturi de reactivi/centru 3

Crescut 360 (20%) 73 77,7%[72,8% - 81,9%] Numér de centre 3
Total 1.786 (100%) 157 Numdirul total de probe testate pe centru (cu exceptia familiarizdrii)= 180
Numdr total de probe = 540

Figura 13: SFRD in functie de grupul de risc pentru pacientii cu ganglioni pozitivi (1-3 ganglioni)
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Rezumat al datelor pentru Figura 13: SFRD in functie de grupul de risc pentru pacientii cu

ganglioni pozitivi (1-3 ganglioni)

Tabelul 10: Ratele SFRD la zece ani pentru pacientii cu 4 sau mai multi ganglioni pozitivi

@yl clants Nu.mér. de e\r‘el:\rinnfz:ltg:e Proce.ntul eftimat féré (ecidivé la
pacienti (%) . distanta de 10 ani [I1 95%)]
parcursul a 10 ani
Scazut 24 (4%) 2 91,7% [70,6% - 97,8%]
Intermediar 211 (36%) 18 90,4% [85,2% - 93,9%]
Crescut 355 (60%) 87 71,8% [66,3% - 76,6%)
Total 590 (100%) 107

Grup de risc Numéar de e\rlel::':‘r:;:lt:e o Procentul estimat fara recidiva la
P pacienti pe distanta de 10 ani [I1 95%]
parcursul a 10 ani
Crescut 103 39 57,4% [46,3% - 67,0%]
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16.1.2 Analiza componentelor variantei

Tabelul 12 prezintd rezultatele analizei componentelor variantei pentru fiecare
membru al panoului. Sub varianta estimata se afld procentul de varianta totala
(in paranteze).

Tabelul 12: Componentele variantei in functie de membrul panoului (proba de ARN

cumulat)
Membru al q B
panoului in ROR e e o Varianta | AS
functie d.e risc, | mediu iR @ || @z || G in cadrul totala | totala
subtip rularii
. N 0,010 0,000 0,000 0,134 0,296 044
Luminal A scazut | 314 0% 0%) 0%) (30%) 67%) (100%) 0,66
Luminal B 55 0,105 0,000 0,000 0,046 0426 0,576 076
intermediar (18%) (09%) (09%) (8%) (74%) (100%) '
. . 0,059 0,000 0,000 0,046 0,194 0,299
Bazal intermediar | 554 20%) 0%) 0%) (159%) ©5%) (100%) 0,55
Luminal B 648 0,119 0014 0,000 0,064 0,380 0,576 076
crescut ! (21%) (2%) (0%) (11%) (66%) (100%) !
HER2-imbogatit 762 0,165 0,000 0,000 0,000 0277 0,442 066
crescut ) (37%) (0%) (0%) (0%) (63%) (100%) !

Pentru toate cele cinci componente ale panelului, abaterea standard totald a
fost mai mica de 1 unitate ROR pe o scara de 0-100. Pentru toate componentele
panelului, cea mai mare parte a variantei a provenit din varianta in interiorul
ciclului (repetabilitate). Aproape cd nu a existat nicio variantd de la un centru la
altul sau de la un operator la altul. Un test al raportului de probabilitate pentru
determinarea semnificatiei centrului in functie de componenta panelului a
demonstrat ca diferentele dintre locurile de desfasurare au fost nesemnificative
din punct de vedere statistic (p >0,05). Pentru fiecare lot, scorurile medii ROR sunt
la mai putin de 1 unitate ROR de diferenta pentru fiecare componentd a panelului,
contribuind in medie cu aproximativ 20% la varianta globala.

16.1.3 Concordanta probei genotipate in functie de subtip si categoria
derisc

Pentru toate componentele panelului, a existat o concordanta de 100% intre
rezultatul subtipului si subtipul intrinsec al componentei panelului. Pentru toate
probele, a existat o concordanta de 100% intre grupul de risc mdsurat si cel
estimat.



Reproductibilitatea tesuturilor
16.1.4 Structura studiului

Un studiu comparativ randomizat si in regim orb in trei centre, in care au fost
testate cu ajutorul sistemului de analiza nCounter, folosind testul Prosigna, a fost
efectuat pe trei probe de tesut tumoral mamar prelevate din acelasi bloc FFPE. In
cadrul studiului, a fost testat un set de 43 de probe de tumori mamare FFPE recent
stocate In banci, provenite de la pacienti cu cancer de san cu receptorii hormonali
pozitivi, cu carcinom ductal si/sau lobular invaziv confirmat. Toate probele de
tesut au fost trimise la centrul de testare corespunzator pentru procesare. Cele
43 de specimene au fost examinate independent de trei medici anatomopatologi
diferiti. Pentru fiecare proba de tesut examinata din punct de vedere patologic,
un singur operator a efectuat o serie de teste constand in macrodisectia tesutului,
extractia ARN si testarea cu testul Prosigna in fiecare centru, utilizdnd procedura
de testare definitd. ARN-ul izolat din fiecare dintre probele de tesut a fost testat
de doud ori in teste separate. Pentru realizarea acestui studiu au fost utilizate trei
loturi de kit de izolare a ARN (unul pentru fiecare centru) si un singur lot de reactivi
pentru setul de analiza. O singurd lama a fost introdusa pentru extractia ARN
atunci cand suprafata tumorii masura >100 mm?, iar 3 lamele au fost introduse
atunci cand suprafata tumorii masura <100 mm?, fiind necesarad o suprafata
tumorald minimd de 4 mm=.

16.1.5. Rezumatul testelor

Rata de detectare (procent de probe genotipate) pentru cele 43 de probe de
tesut evaluate in fiecare dintre cele trei centre este prezentata in tabelul 13.

Tabelul 13: Rata de detectare in fiecare centru

Centru Procentl:le;flll'teaft:rnlzeaza Pozitiv/Total
1 95% 41/43
2 93% 40/43
3 100% 43/43

Patruzeci de probe au dat rezultate in toate centrele (izolarea ARN a unei probe
ntr -un centru a necesitat repetarea), 1 specimen a generat rezultate in 2 centre,
iar 2 specimene au generat rezultate intr-un singur centru. Sutd la sutd (100%)
dintre probele care au trecut de specificatiile de examinare a tesuturilor si de
izolare a ARN-ului au generat rezultate pozitive la testul Prosigna. Suprafata
tumorald masurata pentru 4/5 esecuri de izolare a ARN-ului a fost <15 mm?, ceea
ce echivaleaza cu mai putin de 50 mm? de tesut total prin suprafata introdusd in
test.

Cele 43 de specimene au inclus atat pacienti cu ganglioni negativi, cat si pacienti
cu ganglioni pozitivi. Rezultatele calculate ale testelor din cele 43 de probe
reprezintd o gama largd (94 de unitati) de scoruri ROR, toate cele 4 subtipuri
intrinseci si toate categoriile de risc atunci cand se aplica valorile limitd negative
sau pozitive la ganglionii la toate probele. Cele doud probe cu rezultate la un
singur centru au fost excluse din toate analizele statistice ulterioare, decarece nu
existau date disponibile pentru a face comparatii intre centre.

16.1.6 Analiza componentelor variantei

Nu au existat diferente semnificative din punct de vedere statistic (o = 0,05) intre
categoriile de risc, utilizand un test Kruskal-Wallis non-parametric, astfel incat
modelul componentelor variantei a fost adaptat simultan la toate categoriile de risc.

Tabelul 14 prezinta rezultatele analizei componentelor variantei utilizand toate
cele 41 de specimene de tesut.

Tabelul 14: Componentele variantei (Studiu de reproductibilitate a tesuturilor)

Componentele variantei AS totals
Centru in bloc Rezidual Total
0,10 7,72 051 8,34 2,89

Componenta,centru’masoara variatia sistematica specifica centrului, componenta
,In bloc” méasoard varianta aleatorie care diferé in functie de revizuirea/procesarea
specimenelor de tesut sau de varianta din cadrul blocului FFPE, si varianta reziduald
masoara variabilitatea combinata de la o serie la alta si variabilitatea din cadrul
seriei in cadrul testului Prosigna. Componenta centrului este foarte mica in raport
cu variabilitatea aleatorie din cadrul blocului, ceea ce indica faptul cd diferentele
medii dintre centre au fost neglijabile (<1% din varianta totald). Varianta reziduala
afost in concordanta cu variabilitatea echivalenta masuratd in cadrul studiului de
precizie ARN, care a avut mai putine probe, dar mai multe mdsuratori repetate
(varianta de 0,51, comparativ cu o variantd medie de 0,39 pentru un singur loc in
cadrul lotului de reactivi Prosigna pentru studiul de precizie ARN).
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Tabelul 15 rezuma variabilitatea totald folosind suma variabilitatii procesarii
tesuturilor (componentele de la nivelul centrului si din cadrul blocului din Tabelul
14 din acest studiu), precum si variabilitatea totald a prelucrarii ARN din studiul de
precizie a ARN (media celor cinci componente ale panelului testat in Tabelul 12).
Factorii preanalitici asociati cu procesarea tesuturilor reprezintd principala sursa
de variatie pentru test (94% din variatia totald). AS totald incluzand toate sursele
de variatie este egald cu 2,9, ceea ce indica faptul ca testul Prosigna este o masurd
fiabila a diferentei dintre doud valori ROR de 6,75 cu o incredere de 95%.

Tabelul 15: Variabilitatea totala (procesarea tesuturilor si a ARN-ului)

Varvla.t') late q Varja'l.; jliatcd . Variabilitate totala AS totala
procesérii tesuturilor | procesarii tesuturilor
7,82 047 8,29 29

16.1.7 Concordanta categoriei de risc si clasificarile subtipului

Concordanta de la un centru la altul in functie de subtipul de pacient si de
clasificarea riscului (risc scazut/intermediar/risc ridicat) este prezentata in Tabelul
16, in care valorile limita de risc respective pentru clasificdrile ganglionilor negativi
si ale ganglionilor pozitivi au fost aplicate la toate probele. Intre paranteze sunt
indicate intervalele de incredere exacte de 95%, iar intre paranteze este indicat
numarul de probe cu rezultate in ambele centre. Concordanta medie este
prezentatd in ultima coloand. Pentru fiecare comparatie, concordanta a fost
calculatd in doud etape. In primul rand, pentru fiecare probd de tesut, s-a calculat
proportia celor patru perechi de rezultate posibile (doua la centrul 1 * doud la
centrul 2) care au fost de acord. In a doua etapd, aceste proportii au fost calculate
ca medie pentru toate probele de tesut care au generat rezultate in ambele centre
in comparatia respectiva.

Tabelul 16: Rezumatul concordantei dintre subtip si categoria de risc in functie de
statusul ganglionar

Concordanta perechilor

A .| Centrul1vs. Centrul 1 vs. Centrul 2 vs. Concordanta

Tip de comparatie :
B parat Centrul 2 Centrul 3 Centrul 3 medie
(n=40) (n=41) (n=40)

. 96,3% 98,8% 95% o
Subtip [864%-99.5%] | [91.0%-100%] | [83,1%-993%] o
Categoria de risc 87,5% 92,7% 90% 90%
ganglionar negativ | [73,2% - 95,8%] [80,1% - 98,4%)] [76,4% - 97,2%)] 0
Categoria de risc 88,8% 92,7% 91,3% 919
ganglionar pozitiv [75,9% - 96,0%] [80,1% - 98,4%)] [79,2% - 97,4%] °

Pentru fiecare comparatie (subtip si categorii de risc ganglioni-negativi si
ganglioni-pozitivi), concordanta medie intre locatii a fost de cel putin 90%. Nu
au existat probe in care categoria de risc sa se fi schimbat de la risc scazut la risc
ridicat (sau viceversa) intre sau in cadrul centrelor. Au existat doar doud specimene
(din 41) care nu au generat subtipuri identice in toate cele 6 replicdri:

1. Un specimen a avut rezultate Luminal A duplicate la un centru si rezultate
Luminal B duplicate la fiecare dintre celelalte doua centre.

2. Un specimen a avut rezultate Luminal A duplicate la un centru, rezultate
HER2-imbogatit duplicate la un alt centru si un rezultat pentru Lumina A si
HER-2-imbogatit la cel de-al treilea centru.

16.2 Sensibilitate / informatii ARN
Descrierea studiului de intrare ARN

Studiul a testat 13 probe de ARN din tumori mamare la trei niveluri de intrare de ARN care
se Tncadreazd in specificatiile testului (500, 250 si 125 ng) si doua niveluri suplimentare
de intrare de ARN care nu se incadreaza in specificatii (625, 62,5 ng). Fiecare proba a fost
testata cu fiecare lot de kit (2 loturi In total) intr-o singurd serie de teste care a inclus
masuratori duplicate la fiecare nivel din specificatii si o singura masuratoare pentru fiecare
nivel in afara specificatiilor. In fiecare test au fost incluse masuratori in alb (adici fara tinta)
in dublu exemplar. O singura probd a fost testata cu un singur lot.

Rezultatele studiului de intrare ARN

Toate probele goale masurate (n = 46) au fost cu mult sub pragul de semnal si au generat
un rezultat negativ al testului (call rate de 0%). Toate masuratorile de ARN tumoral care
se incadreaza in specificatiile testului (n = 138) au dat un rezultat pozitiv al testului (call
rate de 100%). O suté la sutd (100%) din specimenele cu valori peste specificatie (625 ng)
au generat un rezultat pozitiv. Optzeci si trei la sutd (83%) din specimene (10/12) testate
la valori sub specificatie (62,5 ng) au generat un rezultat al testului in lotul 1 si 100% in
lotul 2.



Scorul mediu ROR pentru cele 13 probe a acoperit un interval larg (20-82). Clasificarea
grupului de risc (scazut/intermediar/inalt) a fost 100% concordanta la toate nivelurile de
valori ale ARN-ului pentru cele 13 probe testate. Tabelul 17 sintetizeaza varianta scorului
ROR in functie de aportul de ARN. Diferenta medie a scorului ROR intre nivelurile de valori
ARN, AS pentru diferente si intervalul de incredere de 90% au fost utilizate pentru a evalua
dacd scorurile ROR generate de diferite niveluri de valori de ARN erau echivalente cu
cele generate folosind nivelul tintad de 250 ng. Pentru a indeplini criteriul de acceptare,
intervalul de incredere trebuia sa fie complet continut de (-3,3 ROR). La cele doua niveluri
de la extremele intervalului de specificatii al testului (125 si 500 ng ARN), scorurile ROR au
fost echivalente cu cele obtinute la concentratia valorilor tintd de 250 ng pentru fiecare
dintre cele doud loturi de seturi testate. Pentru fiecare nivel in afara specificatiei analizei,
scorurile ROR au fost echivalente pentru unul dintre loturi, dar nu si pentru celdlalt.

Tabelul 17: Rezumat al diferentei de scor ROR. Numaratoarea este egala cu numarul de probe
incluse in analiza.

A Limita Limita
< Diferenta AS de P I
Lot set Masa (ng) Numar - q . | inferioara de | superioara
ROR medie | diferenta A H
incredere | deincredere
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 -033 041
625 - 250 12 -0,13 0,86 -0,53 0,28
62,5 -250 11 -0,36 3,96 -2,33 1,60
125-250 11 -0,50 3,07 -2,02 1,02
20536
500 - 250 11 -0,82 3,25 -243 0,79
625 - 250 11 -1,09 4,24 -3,19 1,01

16.3 Testarea interferentelor
Tesut adiacent normal/non-tumoral

Tesutul mamar adiacent normal/non-tumoral este prezent in mod obisnuit in blocurile
de tumori mamare FFPE si poate fi identificat la examinarea patologicé ca o zona distinctd
de zona de carcinom mamar invaziv. Procedura testului Prosigna de mai sus specificd
indepdrtarea tesutului normal adiacent prin macrodisectie. Pentru a evalua riscul de
contaminare cu tesut normal a rezultatelor testului, un total de 13 blocuri de tumori
mamare FFPE care contineau carcinom ductal infiltrant confirmat patologic si aproximativ
50-95% de tesut normal/non-tumoral inconjurator au fost testate cu si fard macrodisectia
tesutului inconjurdtor si s-a determinat diferenta de scor ROR (delta ROR).

TIn medie, ROR din proba de tumoare obtinuta prin macrodisectie a avut ROR cu aproape 8
unitdti mai mare decat cea observatd in cazul in care nu a fost indepartat tesutul normal/
non-tumoral. Figura 14 ilustreaza faptul cd, pe masura ce creste cantitatea de tesut normal
(pand la 95% care nu este indepdrtat prin macrodisectie), existd un risc tot mai mare ca
scorul ROR raportat sé fie o estimare subestimata sau denaturata negativ (pana la -19
unitati ROR) a riscului de recidiva al unui pacient.

Figura 14: Impactul tesutului normal/non-tumoral asupra Delta ROR
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Interferente de tesut necrotic, hemoragic si DCIS

Pentru a evalua riscul de contaminare necroticd/hemoragica/DCIS a rezultatelor testului,
un total de 11 blocuri de tumori mamare FFPE (3 DCIS, 5 necrotice, 3 hemoragice)
care contineau carcinom mamar invaziv confirmat patologic si aproximativ 10-30%
din interferent au fost testate cu si fard macrodisectia interferentului si s-a determinat
diferenta de scor ROR (delta ROR). La nivelurile testate, efectul tesutului cu sange/
hemoragic, DCIS si al tesutului necrotic inclus in procedurd a avut un impact neglijabil
asupra scorului ROR raportat (< 6 unitati ROR). A existat o concordanta de 100% in ceea
ce priveste alocarea categoriei de risc intre cele unsprezece probe necrotice, hemoragice
si DCIS cu si fara macrodisectie.

ADN genomic uman

Procedura de testare Prosigna include indepdrtarea ADN-ului genomic uman (ADNg)
prin digerare cu DNaza I. Pentru a evalua riscul de contaminare cu ADNg a rezultatelor
testului, zece (10) blocuri de tumori mamare FFPE continand carcinom ductal infiltrativ
confirmat patologic au fost testate +/- indepdrtarea ADN genomic uman, prin omiterea
etapei cu DNaza din cadrul procedurii. In probele testate, in medie, scorul ROR a fost cu 4
pana la 5 unitati mai mic in grupurile de risc scazut si intermediar atunci cand ADNg este
eliminat cu DNazd | (a se vedea Tabelul 18). Atunci cand probele care nu au fost tratate
cu DNaza au fost ulterior tratate cu DNaza | (post-tratament), scorurile ROR au corespuns
valorilor ROR observate initial cu tratamentul cu DNaza conform protocolului. Existd riscul
ca scorul ROR raportat sa fie o estimare punctuald supraestimata sau pozitiv distorsionatd
(pana la 7 unitati ROR) a riscului de recidiva al unui pacient in prezenta ADNg. Tn plus,
semnalul calculat pentru probele fara tratament cu DNaza | a fost semnificativ (p <0,05)
mai mic decét cel al probelor tratate cu DNaza |, din cauza interferentei in citirea absorbtiei
utilizate pentru a cuantifica cantitatea de ARN Tnainte de testarea cu testul Prosigna.

Tabelul 18: Impactul tratamentului cu DNaza asupra ROR in probele tumorale

. Diferenta ROR
. Specimene Diferenta ROR — e .
Categoria <1 _fxx . cu DNaza | - fara DNaza |
ROR FFPE cu DNaza | - fara DNaza | (s )
testate S = - -
Medie Min Max Medie Min Max
Scazut 3 -4,0 -6,0 -1,0 0,7 -1,0 3,0
Intermediar 2 -4,5 -7,0 2,0 10 0,0 2,0
Crescut 5 04 -1,0 2,0 04 -1,0 10

16.4 Performanta clinica

Au fost efectuate doua studii de validare clinicd pentru a valida testul Prosigna Breast
Cancer Prognostic Gene Signature. Obiectivul principal al ambelor studii a fost de a valida
observatiile publicate conform cérora scorul riscului de recidiva (ROR) ofera informatii
prognostice suplimentare pentru supravietuirea fard recidiva la distantd la 10 ani, in plus
fata de variabilele clinice standard. De asemenea, un obiectiv secundar al ambelor studii
a vizat validarea observatiilor anterioare conform carora pacientii cu subtip Luminal A
si Luminal B au o supravietuire fard recidiva la distanta la 10 ani semnificativ diferitd din
punct de vedere statistic. Deoarece criteriile de intrare si rezultatele acestor doud studii au
fost similare, cele doua baze de date au fost combinate si analizate cu un plan de analiza
definit prospectiv care a avut aceleasi obiective ca si studiile individuale

Analiza combinata: Generarea curbelor de risc utilizand
rezultatele combinate ale testului Prosigna din TransATAC si
ABCSG-8

Un rezumat al tratamentului si al caracteristicilor clinice din analiza combinatd poate fi

gdsit mai jos. Pentru informatii privind structura si analiza fiecarui studiu in parte, va rugam
sa consultati urmatoarele sectiuni pentru studiile 1 si, respectiv, 2.



Analiza

Tabelul 19: Rezumatul tratamentului si al caracteristicilor clinice in analiza combinata a studiilor
1si2

Figura 16 prezintd diagramele Kaplan-Meier si de incidenta in functie de grupul de risc
pentru pacientii cu ganglioni negativi, iar Figura 17 prezintd aceleasi diagrame pentru
pacientii cu 1-3 ganglioni pozitivi. In fiecare figurd, sunt furnizate detalii privind dimensiunea
probelor, numarul de evenimente si procentul estimat fara recidiva la distantd la 10 ani, in

Ambele studii au avut un brat de tratament constand in 5 ani de Tamoxifen. Tn TransATAC,
celdlalt brat de studiu a constat in 5 ani de Anastrozol, in timp ce in studiul ABCSG-8 al
doilea brat a constat in 2 ani de Tamoxifen urmat de 3 ani de Anastrozol. Atunci cand
recidiva la distantd (RD) a fost modelatd ca o functie a tuturor variabilelor clinice si de
tratament, tratamentul nu a contribuit semnificativ (p = 0,66) ca factor de predictie al
RD. Celelalte diferente principale dintre aceste studii au fost faptul cd studiul TransATAC
a inclus pacienti cu tumori de gradul 3 si ca rata generald de recidiva a fost mai mare in
studiul TransATAC decat in studiul ABCSG-8.

Rezultate

Figura 15 prezinta riscul de RD la 10 ani in functie de scorul ROR, cu intervale de incredere
de 95%, pe baza unor modele separate de pericol proportionale Cox pentru fiecare dintre
grupurile de pacienti cu ganglioni negativi si cu ganglioni pozitivi (1-3 ganglioni pozitivi).

Figura 15: Riscul de RD estimat la zece ani in functie de starea ganglionului, cu intervale de
incredere de 95%.
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G yi-negativi | 1-3 i pozitivi | >4 ganglioni pozitivi functie de grupul de risc. In grupul de pacienti cu ganglioni pozitivi, au existat foarte putini
Caracteristics | Valoare (n =1.786) (n = 590) (n=103) pacienti in grupurile de risc scazut predefinite, ceea ce a facut ca intervalul de incredere al
TransATAC | ABCSG8 | TransATAC | ABCSG8 | TransATAC | ABCSG8 curbei Kaplan-Meier si, prin urmare, estimarea SFRD la 10 ani sa fie foarte larga.
(n=739) (n=1.047) (n=208) (n=382) (n=54) (n=49)
Putin 377 528 102 184 31 25 Figura 16A: SFRD in functie de grupa de risc pentru pacientii cu ganglioni negativi
Anastrozol (51,0%) | (504%) | (490%) | 482%) | (574%) | (51,0%)
Tratament -
Numai 362 519 106 198 23 24 (49,0%) ] L
Tamoxifen | (490%) | 496%) | (51,0%) | (51.8%) | 426%)
. 169 210 39 54 3 7
(229%) | (20,1%) (188%) | (141%) (5,6%) (14,3%) 2 — .
438 837 122 328 37 42
Clasa G2/eX (593%) | (799%) | (87%) | ©59%) | (©85%) | (857%) S
o 132 0 47 0 14 0 2 e |«
(17,9%) (0%) (22,6%) (0%) (25,9%) (0%) s ° °
tem 122 219 13 37 3 2 s s
= (165%) | (209%) | (62%) ©7%) | 6% | @1%) g T Riscimtermediar -
e 420 568 83 193 15 18 5 - Riscridica °
Dimensiunea (568%) | (543%) | (399%) | (505%) | (27.8%) | (36,7%) H
tumorii S 3am 157 213 77 122 18 23 (46,9%) . -
212%) | 03%) | (37,0%) | (319%) (33,3%) ° Fs
3em 40 47 35 30 18 6
(5,4%) (4,5%) (16,8%) (7,9%) (33,3%) (12,2%)
Negativ 649 984 186 367 47 46 (93,9%) ° 7 . . . . "
87,8% 94,0% 89,4% 96,1% 87,0%
Statutul HER2 (878%) | ©40%) | (894%) | (961%) | (87.0%) o 2 . 6 e 0
Pozitiv %0 63 > 15 / 3 Timpul de urmrire (ani)
(12,2%) (6,0%) (10,6%) (3.9%) (13,0%) (6,1%)
L distant 79 91 50 (24,0%) 64 31 10
Recid adistanta (10,7%) (8,7%) (16,8%) (57,4%) (20,4%) Rezumat al datelor pentru Figura 16A: SFRD in functie de grupul de risc pentru pacientii cu
eciaive o . P
Oricare 17 121 59 (28,4%) 73 34.(63,0%) 10 ganglioni negativi
(158%) | (11,6%) (19,1%) (20,4%)
< Numarul de . “s o
Luminal A 522 7250 ]270 24% 310 310 Gruoul de risc Numédr de evel-rllimelr-:te e Procentul estimat fara recidiva la
(71,6%) (69.2%) (61,1%) (64,9%) (57,4%) (€3,3%) P! pacienti (%) I pe distanta de 10 ani [Il 95%]
Luminal 8 176 284 68 118 20 16 parcursul a 10 ani
Subtip intrinsec | 0 @38%) | @71% | G27%) | (309%) G7%) | (27%) Scazut 875 (49%) 31 96,2% [94,7% - 97,3%)
NanoString Bamol 7 6 2 2 0 0 Intermediar 551 (31%) 53 89,2% [86,1% - 91,7%]
©09%) | (06%) (10%) | (05%) (0%) (0%) Crescut 360 (20%) 73 77,7% [72,8% - 81.9%]
HER2- 27 32 11 14 3 2
Total 1.786 (100% 157
imbogatit (3,7%) (3,1%) (5,3%) (3,7%) (5,6%) (4,1%) (100%)

Figura 16B: Incidenta pe grupuri de risc pentru pacientii cu ganglioni negativi in intervale de
cinci ani
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Figura 17A: SFRD in functie de grupul de risc pentru pacientii cu ganglioni pozitivi cu 1 pana la
3 ganglioni pozitivi
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Rezumat al datelor pentru Figura 17A: SFRD in functie de grupul de risc pentru pacientii cu

ganglioni pozitivi cu 1 pana la 3 ganglioni pozitivi

Rezumat al datelor pentru Figura 18: Curbele Kaplan-Meier pentru SFRD in functie de subtipul
intrinsec pentru pacientii cu ganglioni negativi

GrpllcR Nu‘mér_ de e\:\lel:inn'anz:lt::e Procgntul e}timat férf?n l:ecidivé la GrpllcR Numf?nr d‘e e\:\lel:inn'anz:lt::e Procgntul e}timat fér.é n:ecidivé la
pacienti (%) . distanta de 10 ani [I1 95%)] pacienti . distanta de 10 ani [I1 95%)]
parcursul a 10 ani parcursul a 10 ani
Scazut 24 (4%) 2 91,7% [70,6% - 97,8%] Luminal A 1.254 62 94,6 [93,1-95,38]
Intermediar 211 (36%) 18 90,4% [85,2% - 93,9%) Luminal B 460 75 8191[77,7-853]
Crescut 355 (60%) 87 71,8% [66,3% - 76,6%] Total 1.714 137
Total 590 (100%) 107

Figura 17B: Incidenta pe grupul de risc pentru pacientii cu ganglioni pozitivi (1-3 ganglioni) in
intervale de cinci ani
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In figura 17B, deoarece au existat doar 24 de pacienti cu 2 evenimente in grupul de
pacienti cu risc scazut cu ganglioni pozitivi, acesti pacienti au fost combinati cu pacientii
intermediari pentru analiza recidivei tardive.

Toti cei 103 pacienti din baza de date combinata cu 4 sau mai multi ganglioni pozitivi
sunt clasificati ca fiind cu risc ridicat. Tabelul 20 prezintd ratele SFRD la zece ani pentru

Figura 19 prezinta aceeasi comparatie pentru pacientii cu ganglioni pozitivi cu
1-3 ganglioni pozitivi. Pentru ambele grupuri, au existat diferente semnificative intre SFRD
la pacientii Luminal A si Luminal B.

Figura 19: Curbele Kaplan-Meier pentru SFRD in functie de subtipul intrinsec pentru pacientii cu
ganglioni pozitivi cu 1-3 ganglioni pozitivi
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Rezumat al datelor pentru Figura 19: Curbele Kaplan-Meier pentru SFRD in functie de subtipul

acesti pacienti.

Tabelul 20: Ratele SFRD la zece ani pentru pacientii cu 4 sau mai multi ganglioni pozitivi

Grupul de risc Numar de e\rletrlnrinn:;:lt:e . Procentul estimat fara recidiva la
P! pacienti pe distanta de 10 ani [I1 95%]
’ parcursul a 10 ani ’
Crescut 103 39 57,4% [46,3% - 67,0%]

intrinsec pentru pacientii cu ganglioni pozitivi cu 1-3 ganglioni pozitivi

@y clanie Nun'{ér d.e e\:\leT\Tn:;:lt:Ze Procgntul e:stimat fél:é recidiva la
pacienti . distanta de 10 ani [I1 95%]
’ parcursul a 10 ani ’
Luminal A 375 4 87,6 [83,5-90,8]
Luminal B 186 52 68,3 (604 - 75,0]
Total 561 93

Majoritatea subiectilor din studiile combinate (96%) au fost de subtip fie Luminal A, fie
Luminal B. Figura 18 prezintd o comparatie a SFRD in functie de subtipul Luminal pentru
pacientii cu ganglioni negativi.

Figura 18: Curbele Kaplan-Meier pentru SFRD in functie de subtipul intrinsec pentru pacientii
cu ganglioni negativi

In baza de date combinata au existat doar 98 de pacienti de subtip luminal cu 4 sau mai
multi ganglioni pozitivi. Tabelul 21 prezinta ratele SFRD la zece ani pentru acesti pacienti
care prezintd, de asemenea, un risc mult mai mare atunci cand au un subtip Luminal B.

Tabelul 21: Ratele SFRD la zece ani pentru pacientii cu 4 sau mai multi ganglioni pozitivi in
functie de subtipul luminal
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Luminal A 62 17 68,3 [53,6-793]
Luminal B 36 20 38,0[21,4-545]
Total 98 37
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Analiza recidivei tardive

In datele analizei combinate descrise anterior, ratele evenimentelor in cadrul fiecarui grup
de risc nu sunt constante pe parcursul intervalului de 10 ani, dupa cum se poate observa
in Figurile 16B si 17B. Pentru a intelege mai bine RD in perioada de recidiva tardiva, a fost
efectuatd o analizad retrospectiva post-hoc a datelor combinate descrise mai sus pentru
subgrupul de pacienti care nu au prezentat recidiva la distanta timp de cinci ani (un total
de 2.163 de pacienti®). Dintre acestia, 1.605 au fost pacienti cu ganglioni negativi si 488 au
fost pacienti cu ganglioni pozitivi (1-3 ganglioni pozitivi). Pentru fiecare grup de ganglioni,
valorile de sub axa x in anul 5 din Figurile 20 si 21 aratd numadrul de pacienti pe grup de
risc expusi riscului la cinci ani, adica eligibili pentru analiza recidivei tardive.

Tabelul 22 oferd un rezumat al tratamentului si al caracteristicilor clinice pentru pacientii
cu ganglioni negativi si cu ganglioni pozitivi (1-3 ganglioni) din analiza recidivei tardive.



Tabelul 22: Rezumatul caracteristicilor clinice si de tratament pentru analiza recidivei tardive

Tabelul 25: Coeficienti de risc multivariati pentru modificarea scorului ROR cu 10 puncte: Toti
pacientii din cadrul subgrupului vs. pacientii HER2-negativi din cadrul subgrupului

Obiectivul principal a fost de a evalua capacitatea scorului ROR de a furniza informatji
prognostice suplimentare semnificative pentru SFRD in plus fata de variabilele clinice
standard intre anii 5-10. Un model nul constand doar in CTS a fost comparat cu un model
alternativ constand in CTS si ROR, utilizand un test de raport de probabilitate (RP). ROR
a adaugat informatii semnificative din punct de vedere statistic pentru SFRD dupa 5 ani,
in plus fatd de variabilele clinice standard pentru toti pacientii (p <0,0001), precum si
pentru pacientii cu ganglioni negativi (p <0,0001) si cu ganglioni pozitivi (1-3 ganglioni)
(p <0,0001).

Tabelul 23 prezinta un rezumat al rapoartelor de risc pentru o schimbare de 10 puncte pe
baza unei analize univariate si a unei analize multivariate care a inclus atat scorul ROR, cat
si CTS. Raporturile de risc pentru scorul ROR sunt toate semnificativ diferite de 1, chiar si
dupd ajustarea pentru CTS. Indicii C sunt, de asemenea, prezentati in Tabelul 22. In cazul
ambelor grupuri, indicele C a fost semnificativ diferit de valoarea de 0,5, valoarea fard
informatii.

Tabelul 23: Rezumat al testarii recidivelor tardive

Ganglioni negativi Ganalicnipozitiv
(gn -1 6059) (1-3 ganglioni) Numar de ganglioni pozitivi Toti pacientii [I 95%] Pacienti HER2-negativi [I1 95%]
Caracteristica Valoare (n = 488) Pacienti cu ganglioni negativi 129[1,15-1,46] 1,35 [1,19-1,54]
ABCSG8 TransATAC ABCSG8 TransATAC Pacienti cu qanalion pozitivi e
(n=944) | (n=661) | (n=311) | (=177 13 cangliont portti 13401,16-1,53) 129(1,11-1,50)
Putin Anastrozol 480 346 153 89
Tratament Comparatia intre grupele de risc este exploratd in continuare in Figurile 20 si 21, care
Numai Tamoxifen 464 315 138 88 prezinta curbele de incidents pentru recidiva la distantd timpurie si tardiva construite
Bine 192 158 46 36 in functie de grup.ul de risc la pacieﬁtii cu gvang\ionivnegativi Si, respectiv,VCL.J gangliopi
pozitivi (1-3 ganglioni). Curbele de incidentd acopera perioada de recidiva timpurie (in
Clasa Moderat 752 394 265 105 primii 5 ani) si perioada de recidiva tardiva (intre 5 si 10 ani de la diagnostic). Imediat
Siab 0 100 0 % sub axa x, fiecare figura afiseaza numarul de femei expuse riscului si incidenta cumulata.
Tabelele rezumative de sub figuri arata intervalele de incredere pentru rata cumulativa de
<lcm 204 116 35 n RD la 5 ani sau la 10 ani pentru acele femei care nu au avut RD dupa finalizarea a 5 ani de
tratament. Pentru pacientii cu ganglioni pozitivi (1-3 ganglioni) reprezentati in Figura 21,
' 1-2cm 526 376 165 74 ) ' < 2 - ) P . )
Dimensiunea grupurile de risc scazut siintermediar au fost combinate, avand in vedere numarul mic de
tumorii 23cm 183 139 0 64 pacienti din grupul de risc scazut.
>3cm 3 30 P 28 Populatia cu risc scazut are o probabilitate scazuta de recidivd intre anii 5 si 10 dupa 5 ani
de tratament endocrin, dupa cum demonstreaza curbele de incidentd cumulata si indicii
Negativ 888 590 300 157 de risc asociati pentru fiecare grup de risc. In schimb, populatiile cu risc intermediar si
Statut HER2 I L v . . -~ - . < o .
Pozitiv 56 " 1 20 ridicat prezintd un risc persistent de recidiva tardiva la distanta dupd 5 ani de tratament
endocrin. Diferenta de rezultat intre populatiile cu risc intermediar si cu risc ridicat, cu
B La distanta 41 40 28 29 ganglioni negativi, se stabileste in primii 5 ani (rata RD = 13,2% [9,6% - 16,7%] pentru
Recidive Oricare B 28 . 3 pacientii cu risc ridicat si 4,7% [2,9% - 6,4%] pentru pacientii cu risc intermediar) si persista
pana la 10 ani; cu toate acestea, ratele de recidiva pentru grupurile cu risc intermediar si
Luminal A 674 488 218 12 cu risc ridicat dupa 5 ani de tratament endocrinologic sunt foarte asemdndtoare.
Subtip intrinsec Luminal B 245 150 87 54 Figura 20A: Curbele de incidenta pentru recidiva la distanta in functie de grupul de risc de la
Nar?oStrin 0-5 ani: Pacienti cu ganglioni negativi
9 Bazal 4 5 0 1
5
HER2-imbogatit 21 18 6 10

—— Riscridicat
—— Riscintermediar
—— Risc scazut

Procent cu recidiva la distanta
10
1

T T T T
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Grupul de risc Expusi riscului (%RD)

Ridicat: 360 352(1,1) 339(39) 319(7,7) 307(10,3) 287(13,2)
Intermediar: 551 546 (0,4) 533(1,5) 515(3,5) 506 (4,1) 500 (4,7)
Scazut: 875 866 (0,5) 850(0,9) 842 (1,0) 830(1,7) 818(2,1)

Rezumat al datelor pentru Figura 20A: Curbele de incidenta pentru recidiva la distanta in
functie de grupul de risc de la 0-5 ani: Pacienti cu ganglioni negativi

Ratele de RD in functie de grupul de risc pana la cinci ani de la finalizarea tratamentului
[Intervale de incredere 95%]

Numar de Indice de risc: Indicele C cu intervale de
ganglioni N Modificarea scorului ROR cu 10 puncte incredere de 95%
pozitivi Analiza univariata Analiza multivariata | Indice C Inferior Superior
0 1.605 1,38 [1,23-1,54] 1,29 [1,15-1,46] 70,1% 64,7% 75,5%
1-3 488 1,43 [1,25-1,63] 1,34 [1,16-1,53] 71,1% 64,0% 78,3%

Majoritatea pacientilor din cele doud studii au fost HER2-negativi. Tabelul 24 prezinta
distributia statutului HER2 pentru femeile cu ganglioni negativi si pentru cele cu ganglioni
pozitivi (1-3 ganglioni). In cazul ambelor grupuri, peste 90% dintre femeile participante la
studii au fost HER2-negative.

Tabelul 24: Distributia statutului HER2 in functie de numarul de ganglioni pozitivi

Statut HER2
Subset de pacienti = = Total
Negativ Pozitiv
Pacienti cu ganglioni negativi 1478 (92,1%) 127 (7,9%) 1.605
Pacienti cu ganghgm pc?z.\t\w cu 457 (93,6%) 31 (64%) 488
1 - 3 ganglioni pozitivi

Tabelul 25 prezintd o comparatie intre modelul multivariat ajustat la toti pacientii dintr-un
anumit grup de ganglioni si modelul ajustat la toti pacientii HER2-negative din grup. Nu
exista diferente semnificative din punct de vedere statistic.
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2,1% [1,1% - 3,1%)




Figura 20B: Curbele de incidenta pentru recidiva la distanta in functie de grupul de risc de la
0-5 ani: Pacienti cu ganglioni negativi
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Rezumat al datelor pentru Figura 20B: Curbele de incidenta pentru recidiva la distanta in
functie de grupul de risc de la 0-5 ani: Pacienti cu ganglioni negativi

Ratele de RD in functie de grupul de risc pana la cinci ani de la finalizarea tratamentului fara RD
[Intervale de incredere 95%]

Intermediar
6,4% [4,1% - 8,7%]

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

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

Figura 21A: Curbele de incidenta pentru recidiva la distanta in functie de grupul de risc de la
0-5 ani: Pacienti cu ganglioni-pozitivi (1-3 ganglioni)
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Rezumat al datelor pentru Figura 21A: Curbele de incidentd pentru recidiva la distanta in
functie de grupul de risc de la 0-5 ani: Pacienti cu ganglioni-pozitivi (1-3 ganglioni)

Ratele de RD in functie de grupul de risc pana la cinci ani de la finalizarea tratamentului
[Intervale de incredere 95%]

Scazut/Intermediar
4,4% [1,7% - 7,0%]

Crescut
13,8% [10,1% - 17,4%]

Figura 21B: Curbele de incidenta pentru recidiva la distanta in functie de grupul de risc de la
0-5 ani: Pacienti cu ganglioni-pozitivi (1-3 ganglioni)
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Rezumat al datelor pentru Figura 21B: Curbele de incidentad pentru recidiva la distanta in
functie de grupul de risc de la 0-5 ani: Pacienti cu ganglioni-pozitivi (1-3 ganglioni)

Ratele de RD in functie de grupul de risc pana la cinci ani de la finalizarea tratamentului fara RD
[Intervale de incredere 95%]

Scazut/Intermediar
5,3% [2,0% - 8,4%]

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

Concluziile analizei combinate:

S-a demonstrat ca scorul ROR adauga informatii prognostice semnificative in perioada de
recidiva tardiva, intre 5 si 10 ani de la diagnosticare si peste variabilele clinice standard in
studiul combinat pentru pacientii care nu au prezentat recidiva la distanta de pana la cinci
ani. Utilizand grupuri de risc definite la intrarea in studiu pentru fiecare dintre cohortele
specifice numdrului de ganglioni, s-a demonstrat ca grupurile de risc clasificd intregul set
de pacienti in grupuri cu un risc semnificativ diferit de recidiva tardiva la distanta. Atat
analiza continug, cat si cea bazatd pe scorul ROR al grupului de risc au aratat informatii
prognostice similare in diferite subgrupuri. Nu au fost observate diferente semnificative
intre rezultatele obtinute la pacientii HER2-negativi in comparatie cu toti pacientii.

In fiecare dintre studiile TransATAC si ABCSG-8, s-a demonstrat cd ROR a addugat
informatii prognostice semnificative in plus fata de variabilele clinice si de tratament
standard, atat atunci cand a fost inclus ca mdsuratoare continud, cat si atunci cand a fost
inclusa folosind trei grupuri de risc predefinite. Cele doua studii au avut profiluri de risc
diferite, in sensul ca rata evenimentelor a fost mai mare in studiul TransATAC decét in
studiul ABCSG-8: acest lucru este clar prin compararea SFRD (%) in bratele de control ale
ATAC (90,8%) si ABCSGS8 (92,5%) raportate in literatura de specialitate®'°. Aceasta analiza a
combinat datele provenite din cele doua studii cu ponderi egale pentru a genera profiluri
de risc care se estimeaza a fie mai usor de generalizat la alte populatii de pacienti fata de
rezultatele studiilor individuale.

Studiul 1: Predictiariscului derecidiva ladistantalafemeile aflate in postmenopauza
cu cancer de san cu ganglioni pozitivi sau negativi, pozitive la receptorii hormonali,
in stadiu incipient, tratate cu Arimidex sau Tamoxifen: un studiu TransATAC

Structura studiului

Studiul de validare clinica a fost conceput sé valideze faptul ca scorul riscului de recidivd
(ROR) ofera informatii prognostice suplimentare pentru supravietuirea fdra recidivd la
distanta (SFRD), in plus fata de variabilele clinice standard. Acest studiu a utilizat ARN
izolat din tesutul tumorii mamare FFPE de la un subset de pacienti care au participat la
studiul ATAC'". Studiul ATAC a inclus 9.366 de pacienti in trei brate de studiu clinic (1:1:1)
in care pacientii au fost randomizati sa primeasca 5 ani de terapie endocrind cu 1 mg de
anastrozol (adica arimidex) plus un placebo pentru tamoxifen, 20 mg de tamoxifen plus
un placebo de anastrozol sau o combinatie de tamoxifen/arimidex. Grupul cu tratament
combinat a fost intrerupt dupa analiza initiald, deoarece nu a prezentat beneficii de
eficacitate sau tolerabilitate fatd de tamoxifen in monoterapie. Recent, a fost raportatd
o urmarire mediana de 10 ani a bratelor de monoterapie ale studiului ATAC pentru a
satisface cerintele FDA pentru informatii actualizate privind siguranta si eficacitatea®.
In cazul pacientilor cu receptori hormonali pozitivi, s-a inregistrat o imbunatatire
semnificativd a SFD (HR = 0,86), SFD (HR = 0,79) si SFRD (HR = 0,85) pentru acele pacientii
tratate cu anastrozol in comparatie cu tamoxifen in aceasta analizd. Diferentele absolute
in ceea ce priveste supravietuirea fard recidivé la distanta intre anastrozol si tamoxifen
au crescut in timp de la 2,7% la 5 ani la 4,3% la 10 ani. Proiectul TransATAC a fost initiat in
2002 1n cadrul protocolului TA/01 pentru a crea o banca de tesuturi din blocuri de arhivd
histopatologica FFPE de la pacientii ATAC, retrospectiv'’.

In total, s-au obtinute 2.006 blocuri de la 4.160 de femei cu cancer de san pozitive la
receptori hormonali, care au fost repartizate aleatoriu in bratele de monoterapie din
cadrul studiului ATAC. Dintre aceste blocuri FFPE, 1.372 au fost colectate de la pacienti din
Regatul Unit si contineau suficientd tumoare invaziva pentru analiza cu ajutorul testului
Genomic Health® Oncotype Dx®'2. Scorul de recidivd Oncotype Dx Recurrence Score® (RS)
a fost determinat din blocurile FFPE, iar rezultatele studiului au validat clinic SR pentru
estimarea supravietuirii fard recurenta la distantd la pacienti cu cancer de san post-
menopauza HR+, tratate cu anastrozol sau tamoxifen. ARN-ul rdmas din studiul Oncotype
Dx a fost trimis la Royal Marsden Hospital din Londra, unde a fost depozitat la -70 °C. Un
total de 1.017 pacienti din studiul Oncotype Dx au avut >500 ng de ARN ramas si au fost
testate de NanoString in cadrul studiului de validare clinicd NanoString.

Acest studiu a utilizat subtipurile intrinseci generate de test si a evaluat doua versiuni ale
scorului ROR utilizdnd o abordare secventiala predefinita. Cele doua scoruri ROR diferite,
fiecare dintre ele variind de la 0-100, au fost calculate utilizand fie toate cele 50 de gene de
test, asa cum a fost publicat anterior?, fie un subset de 46 de gene. Scorul ROR este calculat
folosind coeficientii unui model Cox care include corelatia Pearson cu cele 50 sau 46 de
gene utilizate pentru a calcula fiecare subtip intrinsec, un scor de proliferare si dimensiunea
tumorii. Toate analizele au fost efectuate pe baza datelor de urmarire la 10 ani.

Criteriul final de evaluare principal a fost supravietuirea fara recidiva la distanta (SFRD).
Acesta a fost definit ca fiind intervalul de timp de la diagnostic pana la recidiva la distanta
sau pana la decesul cauzat de cancerul mamar Criteriul final de evaluare secundar a fost
supravietuirea fara recidiva (SFR). Acesta a fost definit ca fiind intervalul de timp de la
diagnostic pana la prima recidiva (locald, regionald sau la distantd) sau pand la decesul
cauzat de cancerul mamar



Utilizand toate probele de pacienti disponibile, au fost adaptate modelele multivariate de
pericol proportional Cox (PH) pentru a evalua obiectivul principal in testele secventiale
de ROR bazate pe 50 si 46 de gene. Modelul a inclus covariatele clinice standard (varsta,
stadiul tumorii, dimensiunea tumorii, statutul ganglionar, terapia adjuvanta). A fost apoi
ajustat un model Cox si s-a utilizat un test de raport de probabilitate pentru a testa dacd
ROR a adédugat informatii prognostice suplimentare semnificative din punct de vedere
statistic (o =0,05) In plus fatd de cele continute in scorul de tratament clinic (CTS). CTS este
o combinatie optimizata de factori clinico-patologici dezvoltatd de catre investigatorul
clinic ca masurd a patologiei standard'. Analizele primare au fost repetate pentru diferite
subseturi de pacienti (toti, ganglioni negativi, ganglioni pozitivi sau numai HER2 negative)
si criterii de evaluare (SFRD sau SFR).

Pentru fiecare dintre pacientii cu ganglioni negativi si cu ganglioni pozitivi, au fost utilizate
modele Cox (excluzand CTS) pentru a prezice riscul de RD la 10 ani in functie de ROR.
Pe baza acestor previziuni ale modelului, au fost definite trei grupuri de risc, dupa cum
urmeaza:

Risc scazut:
Risc intermediar:
Risc crescut:

<10% sanse de RD pand la 10 ani
10 -20% sanse de RD panala 10 ani
>20% sanse de RD pand la 10 ani

Analiza

Au fost generate diagrame Kaplan-Meier pentru fiecare grup de risc. Testele raportului
de probabilitate (utilizate pentru a compara cele doud modele statistice), asa cum au
fost descrise in analiza primard, au fost efectuate pentru testul Oncotype Dx al Genomic
Health (SR, scor de recurentd) si testul bazat pe imunohistochimie al investigatorului
principal (IHC4). Aceste rezultate au fost comparate cu cele obtinute pentru ROR pentru a
determina masura in care fiecare sistem de scor oferd informatii prognostice suplimentare
fatd de CTS. Rezultatele IHC4 nu vor fi discutate in continuare, deoarece sunt dificil de
comparat cu celelalte teste, deoarece testul IHC4 a fost pregatit folosind datele studiului
TransATAC.

Tabelul 26: Rezumat al caracteristicilor demografice si clinice

Studiu actual o )
(n=1.007) Studiu initial din care s-a | Brate cu agent unic ale
Caracteristica Nomar de — obtinut ARN ATAC neincluse
A % pacienti (n=1.231) (n=2.929)
pacienti
Statutul ganglionar
Negativ 701 70% 71% 68%
Pozitiv 268 27% 25% 25%
Necunoscut 38 4% 4% 7%
Dimensiunea tumorii
<lcm 138 14% 67% 70%
1-2cm 523 52%
2-3cm 253 25%
33% 30%
>3cm 93 9%
Stadiul tumorii
Bine 213 21% 27% 25%
Moderat 601 60% 57% 59%
Neacceptabil 193 19% 16% 17%
Varsta
Medie 44an | 64,3 | 66,1

Tabelul 27: Caracteristici clinice suplimentare

Caracteristica | Numar de pacienti | % de pacienti

Rezultate

Testarea analizei primare a demonstrat ca scorul ROR oferd informatii prognostice
suplimentare pentru supravietuirea fdra recidiva la distantd, in plus fatd de variabilele
clinice standard (CTS). Toate datele ROR raportate care urmeaza se bazeaza pe 46 de gene,
deoarece aceasta este baza pentru ROR, asa cum este raportatd de testul Prosigna.

Tabelul 28: Testarea analizei primare a ROR

Model nul Model alternativ
CTS CTS + ROR

ARP y?
34,21

%’ valoare-p
P <0,0001

Analizele secundare au demonstrat ca ROR este semnificativ legat de supravietuirea
fara recidiva la distantd si adauga informatii prognostice dincolo de CTS in mai multe
subgrupuri relevante din punct de vedere clinic.

Tabelul 29: Repetarea testarii analizei primare pentru subgrupuri predefinite

.. | Criteriufinal | Numarde | Numarul de CTS+ROR vs. CTS
Grup de subiecti P A
de evaluare pacienti evenimente ARP y? %2 valoare-p
SFRD 1.007 160 34,2 < 0,0001
Toate
SFR 1.007 210 31,2 < 0,0001
) SFRD 888 131 28,9 < 0,0001
HER2-negativ
SFR 888 179 269 < 0,0001
- - SFRD 739 79 25,0 < 0,0001
Ganglioni-negativi
SFR 739 117 21,5 < 0,0001
- L SFRD 268 81 9,3 0,0023
Ganglioni pozitivi
SFR 268 93 10,6 0,0011
HER2-negativ SFRD 649 62 24,6 < 0,0001
Ganglioni negativi SFR 649 98 20,8 <0,0001

Analizele primare si secundare au aratat ca ROR a avut o legdturd continud cu SFRD la toti
pacientii si in toate subgrupurile.

Figura 22: Riscul de recidiva la distanta de zece ani preconizat estimat prin analiza scorului ROR
in cadrul grupului de statut ganglionar
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Analizele secundare au demonstrat ca subtipurile Luminal A si Luminal B au avut rezultate
semnificativ diferite din punct de vedere statistic in cadrul fiecdrui subgrup de pacienti
definit in functie de statutul ganglionar.

Figura 23: Curbele Kaplan-Meier pentru SFRD in functie de subtipul intrinsec pentru pacientii
cu ganglioni negativi
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Figura 24: Curbele Kaplan-Meier pentru SFRD in functie de subtipul intrinsec pentru pacientii
cu ganglioni pozitivi
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Figurile 25 si 26 demonstreaza ca, in cadrul fiecarei categorii ganglionare, riscul clinic
absolut al acelor pacienti pentru care s-a preconizat un risc scazut a fost substantial
diferit de riscul clinic absolut al pacientilor pentru care s-a prezis un risc crescut: pacientii
preconizati a avea un risc scazut au avut rate de RD observate la 10 ani mai mici de 10%,
in timp ce pacientii preconizati a avea un risc ridicat au avut rate de RD observate la 10
ani mai mari de 30%.

Figura 25: SFRD in functie de grupul de risc pentru pacientii cu ganglioni negativi, exclusiv CTS
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Rezumat al datelor pentru Figura 25: SFRD in functie de grupul de risc pentru pacientii cu
ganglioni negativi, exclusiv CTS

< < Procentul estimat fara recidiva la
. Numar de Numarul de X < X
Grupul de risc acienti (%) evenimente distanta de 10 ani
. 011 95%]
Scazut 431 (58%) 17 969% [94% - 98%]
Intermediar 180 (24%) 22 86% [81% - 92%]
Crescut 128 (17%) 38 67% [59% - 76%]
Total 739 (100%) 77

Figura 26: SFRD in functie de grupul de risc pentru pacientii cu 1-3 ganglioni pozitivi fara CTS
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Rezumat al datelor pentru Figura 26: SFRD in functie de grupul de risc pentru pacientii cu 1-3
ganglioni pozitivi fara CTS

@il Nu.mér.de Num.érul de Proce.ntul eftimat fér.é rAecidivé la
pacienti (%) evenimente distanta de 10 ani [I1 95%]
Scazut 6 (3%) 0 100% [N/A]
Intermediar 74 (35%) 11 849% [76% - 93%]
Crescut 134 (63%) 38 68% [59% - 77%]
Total 214(100%) 49

Comparatie intre ROR si SR

Din cele 1.007 probe cu scoruri ROR, rezultatele testului Oncotype Dx au fost disponibile
pentru toate cele 1.007 probe, dar rezultatele IHC au fost disponibile doar pentru 940
de probe. Pentru a permite compararea tuturor celor trei teste, rezultatele din aceastd
sectiune se bazeazd pe cele 940 de probe care au avut rezultate de testare pentru toate
cele trei metode (cu toate acestea, IHC4 nu este raportat aici). Testele raportului de
probabilitate sunt prezentate pentru addugarea unei singure variabile, astfel incat, pentru
ca informatiile adaugate sa fie semnificative din punct de vedere statistic (o = 0,05),
modificarea statisticii cu 1 grad de libertate %? trebuie sa fie mai mare de 3,84. Figurile de
mai jos aratd informatiile addugate atunci cand testul de prognostic este adaugat la un
alt test de prognostic plus CTS in succesiune. La fiecare adaugare, informatia adaugata se
masoara prin modificarea 2.

ROR adaugata la SR in plus fata de CTS: informatii prognostice

Figura 27: Informatii prognostice pentru SFRD dincolo de CTS la toti pacientii (n = 940)
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Figura 28: Informatii prognostice pentru SFRD in afara de CTS la toti pacientii cu ganglioni
negativi (n = 683)
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Figura 29: Informatii prognostice pentru SFRD in afara de CTS la toti pacientii cu ganglioni
negativi (n = 257)
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Figura 30: Informatii prognostice pentru SFRD in afara de CTS la toti pacientii cu ganglioni
negativi si HER2-negativi (n = 649)

30

25

20

Ordinea de adaugare la model
Schimbare in RPy2 Statistica
&

ROR->SR SR->ROR

Secventa de teste dupa includerea CTS in model

W ROR W SR

Figurile 27-30 arata informatiile addugate in plus fatd de CTS atunci cand cele doua
teste de prognostic sunt addugate succesiv. La fiecare adaugare, informatia adaugata se
masoara prin modificarea statisticii > De exemplu, atunci cdnd ROR a fost primul test
adaugat dupa includerea CTS (toate datele pacientilor), modificarea statisticii %> a fost
de 27,4. Cu CTS si ROR In model, addugarea SR a produs o schimbare in statisticd y* de
2,5, care nu este semnificativa (valoarea criticd pentru testul %> cu 1 grad de libertate
este de 3,84); adica, odatd ce CTS si ROR sunt ambele in model, SR nu adauga informatii
semnificative. Cu toate acestea, daca SR a fost primul test addugat, existau inca informatii
continute in ROR care nu erau incluse in combinatia CTS si RS. Ambele teste prezintd
semnificatie de prognostic atunci cand sunt adaugate la CTS la pacientii cu ganglioni
pozitivi, dar niciunul dintre teste nu prezintd semnificatie ca al doilea test adaugat, posibil
din cauza dimensiunii mai mici a probei. Pentru subgrupul de pacienti HER2-negativi cu
ganglioni negativi, SR nu adauga informatii prognostice semnificative la CTS + ROR. Pe de
alta parte, ROR adauga informatii prognostice semnificative la CTS + RS.

ROR vs. SR: rezultatul grupurilor de risc

Pentru a compara modul in care cele doua teste au separat pacientii in functie de risc, au
fost definite grupuri de risc pe baza estimarii de catre fiecare test a riscului de recidiva la
distanta la 10 ani in cadrul populatiei TransATAC. Pragurile scorului de risc pentru definirea
grupurilor de risc au fost alese pentru fiecare test pe baza rezultatelor studiului nostru
TransATAC, pentru a defini grupuri de risc care contin pacienti cu acelasi risc. Pentru a
obtine aceste grupuri de risc comparabile, punctele de taiere utilizate pentru Oncotype
DX au fost diferite de cele utilizate de Genomic Health. Pentru fiecare test, grupul cu risc
scazut a fost definit prospectiv ca fiind pacientii cu un risc estimat de recidiva mai mic
de 10%. Pentru fiecare test, grupul cu risc intermediar a fost definit prospectiv ca fiind
pacientii cu un risc estimat de recidiva intre 10% si 20%. Pentru fiecare test, grupul cu risc
crescut a fost definit prospectiv ca fiind pacientii cu un risc estimat de recidiva mai mare
de 20%. Figura de mai jos rezumd dimensiunile si rezultatele grupurilor de risc definite
de fiecare test.

Figura 31 ilustreaza rezultatul conform cdruia Prosigna a incadrat cu 26% mai putini
pacienti in grupul de risc intermediar decat Oncotype DX (180 de pacienti fatd de 243
de pacienti). In plus, Prosigna a incadrat mai multi pacienti in grupul de risc crescut decat
Oncotype DX; cu toate acestea, grupurile de risc scazut si de risc ridicat definite de fiecare
test au rezultate similare, dupa cum ilustreaza curbele Kaplan-Meier suprapuse. Aceasta
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observatie i-a determinat pe investigatorii independenti ai studiului nostru TransATAC sd
concluzioneze cd Prosigna a incadrat mai putini pacienti in grupul de risc intermediar
decat Oncotype DX RS, cu o separare echivalentd sau mai mare intre grupurile de risc
scazut siridicat.

Figura 31: Scorul ROR al Prosigna a identificat mult mai multi pacienti cu risc ridicat si mai
putini pacienti cu risc intermediar decat scorul SR al Oncotype DX pentru pacientii cu ganglioni
negativi.
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Atunci cand s-a utilizat doar ROR la pacientii cu 1-3 ganglioni pozitivi, au existat 6 pacienti
la care s-a preconizat un risc <10% de recidiva la distanta. Niciunul dintre acesti pacienti
nu a avut evenimente pe parcursul studiului. Unul dintre acesti pacienti a fost observat
timp de 7,9 ani, iar toti ceilalti nu au avut RD in cel putin 9,9 ani de urmérire, ceea ce indicd
faptul ca pacientii cu ganglioni pozitivi preconizati a fi cu risc scazut au fost intr-adevar cu
risc scazut. Testele de rang logaritmic nu au fost utilizate pentru comparatie, deocarece nu
a existat un grup cu risc scazut pentru SR.

Figura 32: Compararea clasificarii grupelor de risc SFRD la 10 ani fara utilizarea CTS: Pacienti cu
ganglioni-pozitivi (1-3 ganglioni) (ROR vs. SR)
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Studiul clinic 1 Concluzii

Analiza primard a indicat ca ROR a addugat informatii prognostice semnificative dincolo
de cele ale covariatelor clinice standard (CTS) la toti pacientii si in toate subgrupurile
predefinite relevante din punct de vedere clinic. S-a demonstrat cd ROR subdivizeaza
pacientii in 3 grupe de risc, care au rezultate semnificativ diferite din punct de vedere
statistic la pacientii cu ganglioni negativi. Subtipurile intrinseci Luminal A si Luminal B
s-au dovedit a avea SFRD si SFR semnificativ diferite, indiferent de statutul ganglionar.
In comparatie cu indicatorul de prognostic SR (scor de recidiva pentru 21de gene de la
Oncotype Dx), ROR a addugat informatii prognostice in afara de SR la toti pacientii si in
subgrupuri relevante din punct de vedere clinic. Mai mult, in grupul cu ganglioni negativi,
ROR a dublat numdrul de pacienti repartizati in grupul cu risc ridicat si a redus substantial
numarul de pacienti repartizati in grupul cu risc intermediar, fara a reduce diferentele de
rezultate intre grupurile cu risc scdzut si ridicat, in comparatie cu SR.
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Studiul 2: Prognosticul pacientilor cu cancer mamar postmenopauza, pozitive la
receptori hormonali, care primesc terapie endocrina sistemica adjuvanta, utilizand
testul Prosigna: un studiu ABCSG-8

Structura studiului

Cohorta de studiu este formatd din probe de tesut de tumori mamare FFPE colectate
retrospectiv si arhivate in banca de tumori ABCSG de la pacientiinrolati intre 1996 si 2004
in studiul ABCSG-8". Un total de 3.901 femei aflate in postmenopauza cu cancer de san
HR+, In stadiu incipient, au fost randomizate inainte de tratament la doi ani de Tamoxifen
adjuvant urmat de trei ani de Arimidex® (anastrozol) sau cinci ani de Tamoxifen adjuvant.
Structura de tratament a studiului este prezentata in Figura 33.

Figura 33: Schema structurii studiului ABCSG-8
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Cohorta de validare reprezintd fractiunea din cohorta ABCSG-8 evaluabild pentru careau
putut fi colectate probe de tesut din banca de tumori ABCSG arhivate retrospectiv si
pentru care s-a putut obtine consimtdmantul exprimat in cunostintd de cauza sau pentru
care pacientul a decedat. Pacientii care indeplinesc criteriile de eligibilitate pentru studiul
initial au fost exclusi fie pentru ca nu erau disponibile tesuturi pentru efectuarea testului
NanoString, fie pentru ca pacientul nu si-a reconfirmat consimtamantul. Toate probele cu
un bloc tumoral si cu consimtamantul pacientului au fost testate in cadrul acestui studiu.

Acest studiu a utilizat subtipurile intrinseci generate de test si a evaluat scorul ROR
utilizand un plan de abordare secventiald predefinita. Scorul ROR, fiecare dintre ele
variind de la 0-100, au fost calculate utilizand un subset de 46 de gene din cele 50 de
gene de testare, asa cum a fost publicat anterior?. Coeficientii pentru ROR au fost calculati
folosind un model Cox care include corelatia Pearson cu cele 46 de gene utilizate pentru
a determina fiecare subtip intrinsec, un scor de proliferare si dimensiunea tumorii. Toate
analizele au fost efectuate pe baza datelor de urmarire pe perioada maxima.

Criteriul final de evaluare principal a fost supravietuirea fara recidiva la distanta (SFRD).
Acesta a fost definit ca fiind intervalul de timp de la diagnostic pana la recidiva la distantd
sau pana la decesul cauzat de cancerul mamar Criteriul final de evaluare secundar a fost
supravietuirea fara recidiva (SFR). Acesta a fost definit ca fiind intervalul de timp de la
diagnostic pana la prima recidiva (locald, regionald sau la distantd) sau pand la decesul
cauzat de cancerul mamar.

Utilizand toate probele de pacienti disponibile, au fost adaptate modelele de pericol
proportional Cox (PH) pentru a evalua obiectivul principal in testele secventiale de ROR.
Modelul a inclus covariatele clinice standard (varsta, stadiul tumorii, dimensiunea tumorii,
statutul ganglionar, terapia adjuvanta). A fost apoi ajustat un model Cox si s-a utilizat un
test de raport de probabilitate pentru a testa daca ROR a addaugat informatii prognostice
suplimentare semnificative din punct de vedere statistic (o = 0,05) in plus fatd de cele
continute in scorul de tratament clinic (CTS). CTS este o combinatie optimizatd de
factori clinico-patologici dezvoltatd de cdtre investigatorul clinic ca masurd a patologiei
standard'. Analizele primare au fost repetate pentru diferite subgrupuri de pacienti (toti,
ganglioni negativi, ganglioni pozitivi sau numai HER2 negative) si criterii de evaluare
(SFRD sau SFR).

Analiza

A fost utilizata o abordare secventiala in care obiectivul stiintific principal a fost acela de a
demonstra ca ROR adauga informatii prognostice semnificative in plus fatd de variabilele
clinice standard. Obiectivul principal a adaugat o cerinta suplimentara de a demonstra
ca clasificarea riscului categoric in unul dintre cele trei grupuri (scazut/intermediar/inalt)
adauga informatii prognostice semnificative in plus fatd de variabilele clinice standard.
Pentru a indeplini aceasta cerintd, au trebuit demonstrate urmatoarele:

+ Sdardte cd scorul ROR continuu adaugd valoare prognostica peste variabilele
clinice standard.

- Incazulin care ipoteza nuld a lipsei de informatii prognostice este respins, sa
arate ca categoriile de risc bazate pe ROR adauga valoare prognostica in plus
fata de variabilele clinice standard.
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Utilizand toate probele de pacienti disponibile, au fost adaptate modelele de pericol
proportional Cox (PH) pentru a evalua obiectivul principal In testele secventiale de ROR,
urmate de categoriile de risc bazate pe ROR predefinite. Modelele au inclus urmatoarele
covariate clinice standard categorice (cu valori posibile):

+ Vdrsta (>65 sau <65)

« Grad (G1 sau G2/GX)

+ Dimensiunea brutd a tumorii (T1, T2/T3)

+  Starea ganglionara (NO, N+(1-3), N+(>4))

+ Terapie adjuvanta (Tamoxifen in monoterapie sau Tamoxifen = Anastrozol)

unde NO reprezintd pacientii cu ganglioni negativi, N+(1-3) reprezintd pacientii cu
ganglioni pozitivi cu 1-3 ganglioni pozitivi, iar N+(>4) reprezinta pacientii cu ganglioni
pozitivi cu 4 sau mai multi ganglioni poxzitivi. T1 indica tumora <2 c¢m in diametru,
T2 indica o tumoare mai mare de 2 cm, dar nu mai mare de 5 cm in diametru, iar T3 indica
o tumoare mai mare de 5 cm in diametru. In cadrul studiului au existat doar 14 exemplare
T3, astfel incat acestea au fost combinate cu exemplarele T2. Tumorile bine diferentiate
(G1) au fost comparate cu combinatia de tumori lobulare moderat diferentiate (G2) si GX.
In scopul analizei, tumorile lobulare GX au fost tratate ca tumori G2, deoarece tumorile G2
reprezinta cel mai frecvent grad in aceasta populatie de pacienti cu utilizare preconizata.

Aceste covariate sunt introduse in model sub forma unui scor de tratament clinic (CTS).
Pentru a obtine CTS, s-a aplicat urmdtorul model:

A0 =2, (Oexp(Yz,7,)

In cazul in care z reprezinta variabilele clinice si de tratament enumerate mai sus, iar CTS
a fost definit folosind estimarile yobtinute mai sus; adica, CIS:Z,ZJVI

Ipoteza pericolelor proportionale a fost testatd cu ajutorul valorilor reziduale
Schoenfeld.

Pacientii inclusi in studiul de validare au avut caracteristici similare cu cele din studiul
original ACBSG-8.

Tabelul 30: Rezumat al caracteristicilor clinice

Inclusi Neinclusi Total
Caracteristica Valoare (n=1.478) (n=2.236) (n=3.714)
Numar % Numar % Numar %
Tratament Numai Tamoxifen 741 50,1% 1.108 49,3% 1.849 49,8%
Tamoxifen — Anastrozol 737 49,9% 1.128 50,2% 1.865 50,2%
Negativ 14 0,9% 32 1,4% 46 1,2%
Starea RE Pozitiv 1464 99,1% 2.199 98,3% 3.663 98,6%
Necunoscut 0 0,0% 5 0,2% 5 0,1%
G1 271 18,3% 468 20,8% 739 19,9%
Clasa G2 1.152 77,9% 1.659 73,9% 2811 75.7%
GX 55 3,7% 109 4,9% 164 4,4%
| NO 1.047 70,8% 1.723 76,7% 2.770 74,6%
g:’:}i;‘;‘\ar N+(1-3) 382 | 258% | 449 | 200% | 831 | 224%
N+(> 4)* 49 3,3% 64 2,8% 113 3,0%
Negativ 260 17,6% 424 18,9% 684 18,4%
Statut PgR Pozitiv 1218 82,4% 1.805 80,4% 3.023 81,4%
Necunoscut 0 0,0% 7 0,3% 7 0,2%
T 1.037 70,2% 1.745 77,7% 2.782 74,9%
Stadiul tumorii | T2 427 28,9% 472 21,0% 899 24,2%
T3 14 0,9% 19 0,8% 33 0,9%
- Mediand 63 64
Varsta NA
Interval 41-79 41-80

*Include un pacient cu >9 ganglioni pozitivi

Tabelul 31: Caracteristici clinice suplimentare

Caracteristica Valoare Numar de pacienti % de pacienti
Luminal A 1.004 67,9%
Subtip intrinsec Luminal B 418 28,3%
NanoString HER2-imbogatit 48 3.2%
Bazal 8 0,5%
L La distanta 155 10,5%

Recidive -

Oricare 194 13,1%
Negativ 1.397 94,5%
Statutul HER2 Pozitiv 77 52%
Necunoscut 4 0.3%
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Rezultate

Dintre cele 1.620 de probe de tesut disponibile pentru testare, 25 (1,5%) nu au trecut
examenul patologic predefinit pentru o tumoare adecvatd, 73 dintre cele 1.595 de probe
de tesut (4,6%) cu tesut invaziv viabil nu au trecut specificatiile QC predefinite pentru ARN
extras, iar 44 dintre cele 1.522 de probe de ARN (2,9%) nu au trecut specificatiile QC ale
testului pentru rezultatele Prosigna, lasand un total de 1.478 (91,2%) disponibile pentru
analiza.

Dintre cele 1.478 de pacienti disponibili pentru analizd, 155 au avut recidive la distanta
si 194 au avut recidive locale sau la distantd sau au decedat din cauza cancerului de san.
Durata mediand de urmarire a studiului a fost de 10 ani.

Testarea analizei primare a demonstrat cd scorul ROR ofera informatii prognostice
suplimentare pentru supravietuirea fdra recidiva la distantd, in plus fatd de variabilele
clinice standard (CTS).

Tabelul 32: Rezumatul testelor de analiza primara

G T
A P ¥’ Valoare critica (grade de a .

Model nul Model alternativ ARP libertate) ¥’ valoare-p
CTS CTS + ROR 53,49 384 (df=1) p <0,0001
CTS CTS + grupul de risc 34,12 599 (df=2) p <0,0001

Analizele secundare au demonstrat cd ROR este semnificativ legat de supravietuirea
fara recidiva la distanta si adauga informatii prognostice dincolo de CTS in mai multe
subgrupuri relevante din punct de vedere clinic.

Tabelul 33: Repetarea testarii analizei primare pentru subgrupuri predefinite

5 5 CTS+ROR vs. CTS (€5 GRIDELITEe
Grup de subiecti MEL? d.e MIiEL? e vs. CTS
> | pacienti | evenimente ARP 2 ARP y?
(Valoare crticd = 3,84) (Valoare crit. = 5,99)
Toate 1478 155 53,49 34,12
HER2-negativ 1397 145 47,50 29,94
NO 1.047 86 2557 23,36
NO, HER2-negativ 984 79 21,69 20,32
N+(1-3) 382 59 25,99 19,94
N+(1-3),
HER2-negativ 367 56 22,75 18,75

Figura 34: SFRD in functie de grupa de risc pentru pacientii cu ganglioni negativi
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Figura 35: SFRD in functie de grupul de risc pentru pacientii cu ganglioni negativi HER2-negativi
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Rezumat al datelor pentru Figura 35: SFRD fin functie de grupul de risc pentru pacientii cu
ganglioni negativi HER2-negativi

Grpllc Nu_mér_de Numarul de evenimen.te pe Procgntul e}timat fér.é tecidivé
pacienti (%) parcursul a 10 ani la distanta de 10 ani [I1 95%)]
Scdzut 474 (48%) 15 96,5% [94,3% - 97,9%)
Intermediar 311 (32%) 27 90% [85,6% - 93,1%]
Crescut 199 (20%) 27 84,7% [78,4% - 89,3%)
Total 984 (100%) 69

Figura 36 prezintd diagramele Kaplan-Meier si de incidenta in functie de grupul de risc
pentru pacientii cu ganglioni negativi, iar Figura 37 prezintd aceleasi diagrame pentru
pacientii cu ganglioni pozitivi (1-3 ganglioni) HER2-negativi. Rezultatele cu si fard pacienti
HER2-pozitivi sunt similare.

Figura 36: SFRD in functie de grupul de risc pentru pacientii cu ganglioni pozitivi (1-3 ganglioni)
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Rezumat al datelor pentru Figura 36: SFRD in functie de grupul de risc pentru pacientii cu
ganglioni pozitivi (1-3 ganglioni)

. N . . - . Numérde | Numarul de evenimente pe | Procentul estimat fara recidiva
Rezumat al datelor pentru Figura 34: SFRD in functie de grupul de risc pentru pacientii cu Grupul derisc pacienti (%) parcursul a 10 ani la distanta de 10 ani [Il 95%]
ganglioni negativi Scazut 15 (4%) 0 100% [78,2% - 100%]"
Grupul de risc Numarde | Numarul de evenimente pe | Procentul estimat fara recidiva Intermediar 143 (37%) l 93,6% [86,9% - 97%]
P pacienti (%) parcursul a 10 ani la distanta de 10 ani [Ii 95%] Crescut 224 (59%) 46 758% [68,9% - 81,4%]
Scazut 487 (47%) 15 96,6% [94,4% - 97,9%] Total 382 (100%) 53
Intermediar 335 (32%) 28 90,4% [86,3% - 93,3%] . . )
Crescut 225 (21%) 3 84,3% [78,4% - 88,6%] *Intervalul de incredere estimat prin metoda Clopper-Pearson
Total 1.047 (100%) 75
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Figura 37: SFRD in functie de grupul de risc pentru pacientii cu ganglioni pozitivi (1-3 ganglioni)
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Rezumat al datelor pentru Figura 37 SFRD in functie de grupul de risc pentru pacientii cu
ganglioni pozitivi (1-3 ganglioni) HER2-negativi

@yl denie Nu.mér. de |Numarul de evenimen}e pe Procgntul evstimat fér§ recidiva
pacienti (%) parcursul a 10 ani la distanta de 10 ani [Il 95%]
Scézut 15 (4%) 0 100% [78,2% - 100%]*
Intermediar 142 (39%) 7 93,6% [86,8% - 96,9%]
Crescut 210 (57%) 43 76,1% [69,0% - 81,8%)
Total 367 (100%) 50

* Interval de incredere estimat prin metoda Clopper-Pearson.
Relatia dintre ROR si predictia riscului

Figura 38 prezinta riscul de RD la 10 ani drept o functie a scorului ROR, cu intervale de
incredere de 95%, pe baza unor modele separate de pericol proportionale Cox pentru
fiecare dintre grupurile de pacienti cu ganglioni negativi si cu ganglioni pozitivi (1-3
ganglioni pozitivi). In cazul pacientilor cu ganglioni pozitivi (1-3 ganglioni), ipoteza
pericolului proportional a fost incdlcatd atunci cand s-a efectuat ajustarea pe intregul
interval. Curba prezentatd aici pentru pacientii cu ganglioni pozitivi (1-3 ganglioni)
utilizeazd pacienti cu ganglioni pozitivi (1-3 ganglioni) cu scoruri ROR in intervalul 0-80,
pentru care a fost satisfacutd ipoteza pericolului proportional.

Figura 38: Riscul de RD estimat la zece ani in functie de statutul ganglionar, cu intervale de
incredere de 95%
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In cadrul fiecarui subgrup, riscul clinic absolut al acelor pacienti alocati grupului de risc
scazut a fost substantial diferit de riscul clinic absolut al pacientilor alocati grupului de
risc crescut.

Tabelul 34 prezintd distributia pacientilor cu ganglioni negativi pe clase de 10 unitati ROR.
De asemenea, este prezentat si riscul de RD pe 10 ani.

2025-06 LB-0055-04

Tabelul 34: Distributia pacientilor cu ganglioni negativi pe grupuri de 10 unitati ROR

Interval ROR Numar de pacienti Procent de pacienti Risc RD la 10 ani (empiric)
1-10 7 0,7% 0,0%
11-20 116 11,1% 1,8%
21-30 155 14,8% 2,5%
31-40 209 20,0% 51%
41-50 183 17,5% 7,5%
51-60 152 14,5% 12,1%
61-70 116 11,1% 15,0%
71-80 77 7,4% 12,3%
81-90 28 2,7% 26,1%
91-100 4 0,4% 33,3%
Total 1.047 100%

Figura 39 prezinta curba bazata pe modelul pentru pacientii cu ganglioni negativiimpreuna
cu ratele de supravietuire la 10 ani estimate empiric pentru cele 10 clase, fiecare interval fiind
format din toti pacientii aflati in intervalele ROR de 10 unitdti (1-10, 11-20 etc.). Sub curbd se
afla o histograma care arata distributia de frecvente in functie de clasa.

Figura 39: Comparatie intre estimarile bazate pe model si cele empirice ale riscului de RD la
zece ani pentru pacientii cu ganglioni negativi, cu distributia scorurilor ROR prezentata mai jos

o
3

—— Bazat pe model
------ Limitele de incredere de 95%
o Empiric

60
1

Riscul estimat de recidiva la distanta in 10 ani

Frecventa

Scor ROR

In cazul pacientilor cu ganglioni negativi, estimarile bazate pe modelul de pericol
proportional au fost similare cu estimdrile empirice pe intregul interval. Tabelul 35
prezinta distributia pacientilor cu ganglioni pozitivi (1-3 ganglioni) pe clase de 10 unitati
ROR. De asemenea, este prezentat si riscul de RD pe 10 ani.

Tabelul 35: Distributia pacientilor cu ganglioni pozitivi (1-3 ganglioni) pe clase de 10 unitati ROR

Interval ROR Numar de pacienti Procent de pacienti Risc RD la 10 ani (empiric)
1-10 3 0,8% 0,0%
11-20 34 8,9% 3,6%
21-30 53 13,9% 4,1%
31-40 68 17,8% 8.5%
41-50 57 14,9% 16,7%
51-60 71 18,6% 17,8%
61-70 42 11,0% 28,9%
71-80 34 8,9% 39,5%
81-90 17 4,5% 33,0%
91-100 3 0,8% 33,3%
Total 382 100%

Figura 40 prezintd curba bazatd pe model (folosind statutul de ganglioni pozitivi
(1-3 ganglioni) pentru pacientii cu scoruri ROR <80) pentru pacientii cu ganglioni pozitivi
(1-3 ganglioni) impreund cu ratele de supravietuire la 10 ani estimate empiric pentru cele
10 clase, fiecare interval fiind format din toti pacientii aflati in intervalele ROR de 10 unitati
(1-10, 11-20 etc.). Sub curbd se afld o histograma care arata distributia de frecvente in
functie de clasa.
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Figura 40: Comparatie intre estimarile bazate pe model si cele empirice ale riscului de RD la
zece ani pentru pacientii cu ganglioni negativi (1-3 ganglioni), cu distributia scorurilor ROR
prezentata mai jos
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Atat tabelul 35, cat si Figura 40 aratd aplatizarea riscului observat la 10 ani in partea
superioara a intervalului ROR, care a dus la esecul ipotezei de pericol proportional. Cu
toate acestea, trebuie remarcat faptul ca dimensiunile probelor din cele doua intervale de
peste 80 au fost mici pentru pacientii cu ganglioni pozitivi (1-3 ganglioni) (17 pacienti din
intervalul 81-90 si doar 3 din intervalul 91-100).

Comparatie intre subtipurile instrinseci Luminal A si Luminal B

Majoritatea subiectilor din studiu (96%) au fost de tip fie Luminal A, fie Luminal B, ceea ce
nu a fost neasteptat, deoarece aceste subtipuri intrinseci predomind la pacienti pozitivi la
receptorii hormonali'.

Tabelul 36 prezinta rezultatele testului raportului de probabilitate pentru a ardta valoarea
prognosticd suplimentara pentru SFRD pe care distinctia Luminal A/Luminal B o adauga
n afard de CTS. Tabelul prezintd, de asemenea, raportul de risc care compara pacientii
Luminal A cu pacientii Luminal B. A existat un risc semnificativ mai mic de recidiva la
distanta pentru pacientii Luminal A in toate cele trei grupuri.

Tabelul 36. Testul raportului de probabilitate pentru valoarea prognostica SFRD a subtipurilor
luminale

Rezumat al datelor pentru Figura 41: Curbele Kaplan-Meier pentru SFRD in functie de subtipul
intrinsec pentru pacientii cu ganglioni negativi

Grpmrlcemee Num.ér d.e Numarul de evenimen.te Proc?ntul evstimat fér.é tecidivé la
pacienti pe parcursul a 10 ani distanta de 10 ani [I1 95%)]
Luminal A 725 32 95,1% [93,4% - 96,3%]
Luminal B 284 32 87,2% [83,2% - 90,3%]
Total 1.009 64

Figura 42: Curbele Kaplan-Meier pentru SFRD in functie de subtipul intrinsec pentru pacientii
cu ganglioni pozitivi (1-3 ganglioni)

09

Procent fara recidiva la distanta
07

06
1

09

0,7

T T
4 6

Timpul de urmarire (ani)

Rezumat al datelor pentru Figura 42: Curbele Kaplan-Meier pentru SFRD in functie de subtipul
intrinsec pentru pacientii cu ganglioni pozitivi (1-3 ganglioni)

@nmlcomee Num.ér d'e Numarul de evenimen.te Procgntul e“stimat fér'é (ecidivé la
pacienti pe parcursul a 10 ani distanta de 10 ani [Il 95%)]
Luminal A 248 17 91,3% [87,2% - 94,2%]
Luminal B 118 28 72,5% [64,2% - 79,1%)
Total 366 45

Tabelul 37 prezinta un tabel cu ratele SFR la 10 ani in functie de subtipul luminal pentru

Sl Num.ér d.e Nun:lér de ARP 2 | x2valoare-p Indice de risc al LumA:
pacienti | evenimente LumB (11 95%)
Toate 1422 135 2442 < 0,0001 042 [0,30-0,59]
NO 1.009 74 9,68 0,0019 0471[0,30-0,75]
N+(1-3) 366 51 14,94 0,0001 0,33[0,19-0,58]

grupurile cu ganglioni negativi si ganglioni pozitivi (1-3 ganglioni).

Tabelul 37: Ratele SFR la zece ani in functie de clasa ganglionara si subtipul luminal

Figura 41 prezintd o comparatie a SFRD in functie de subtipul Luminal pentru pacientii cu
ganglioni negativi, iar Figura 42 prezintd aceeasi comparatie pentru pacientii cu ganglioni
pozitivi (1-3 ganglioni). Pentru ambele grupuri, au existat diferente semnificative intre
SFRD la pacientii Luminal A si Luminal B.

Figura 41: Curbele Kaplan-Meier pentru SFRD in functie de subtipul intrinsec pentru pacientii
cu ganglioni negativi
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Statut Subtipul Numar de e\r‘e‘rj\?‘r:;:ltge o Procentul estimat fara recidiva la
lionar luminal pacienti (%) P! A distanta de 10 ani [I1 95%]
parcursul a 10 ani
NO Luminal A 725 (72) 44 93,0% [91,1% - 94,5%]
Luminal B 284 (28) 44 82,2% [77,6% - 85,9%]
Nt(1-3) Luminal A 248 (68) 21 89,1% [84,7% - 92,4%)
Luminal B 118 (32) 30 71,6% [62,2% - 77 4%]

Pentru fiecare dintre populatiile de pacienti cu ganglioni negativi si cu ganglioni pozitivi
(1-3 ganglioni), diferenta dintre pacientii tip Luminal A si Luminal B a fost semnificativa.

Studiul clinic 2 Concluzii

S-a demonstrat cd ROR a addugat informatii prognostice semnificative in plus fatd de
variabilele clinice si de tratament standard, atat atunci cand a fost inclus ca masurdtoare
continud, cat si atunci cand a fost inclusa folosind trei grupuri de risc predefinite. Grupul
Ccu risc scazut a avut o SFRD la 10 ani cu mult peste 90%, asa cum se anticipa. Grupul
cu risc ridicat a avut o SFRD la 10 ani de 80%, ceea ce a fost mai mare decat se anticipa
- se preconiza sa fie cu mult mai mica de 80%. Pragurile care au fost utilizate pentru a
defini grupurile de risc s-au bazat pe cohorta TransATAC, care prezinta un risc mai ridicat
decat cohorta actuald, ceea ce a condus la un,grup de risc ridicat” cu un risc general mai
scézut decéat se anticipase. ROR (continuu si in functie de grupul de risc) a ardtat informatii
prognostice similare in diferite subgrupuri. Modelul de risc continuu se coreleaza foarte
bine cu ratele empirice de recidiva atat la populatiile de pacienti cu ganglioni negativi,
cat si la cele cu ganglioni pozitivi (1-3 ganglioni). Majoritatea pacientilor (96%) din studiu
au avut tumori de unul dintre cele doud subtipuri luminale (Luminal A sau Luminal B). In
toate grupurile cu statut ganglionar, distinctia Luminal A/Luminal B a addugat informatji
prognostice privind SFRD.
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Rezumat al studiilor clinice combinate

Rezultatele sunt generalizabile pentru utilizarea distribuita, deoarece probele au fost
trimise si analizate in laboratoare diferite in cele doua studii de validare clinicd. S-a
demonstrat ca ROR a addugat informatii prognostice semnificative pentru SFRD la 10 ani
in plus fata de variabilele clinice si de tratament standard, atat atunci cand a fost inclus
ca masuratoare continug, cat si atunci cand a fost inclusa folosind trei grupuri de risc
predefinite. In plus, intr-o analizd post-hoc, ROR a adaugat informatii semnificative pentru
SFRD dupd 5 ani, in plus fata de variabilele clinice standard pentru toti pacientii. ROR
(continuu si in functie de grupul de risc) a ardtat informatii prognostice similare in diferite
subgrupuri. De asemenea, au fost efectuate analize limitate folosind SFR. Clasele ROR
au permis, de asemenea, definirea a trei grupe de risc cu SFR distincte. Pentru ambele
studii, au existat diferente semnificative intre SFRD la subgrupurile de pacienti Luminal A
si Luminal B, independent de statutul ganglionar.
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