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1  JAVALLOTT HASZNALAT / RENDELTETES

A Prosigna® Breast Cancer Prognostic Gene Signature Assay (Prosigna®
emlérdk prognosztikus genetikai alairds tesztje) egy olyan in vitro diagnosztikai
teszt, amely az emlérakszovetben taldlhatd sejtek genetikai profiljanak
haszndlatdval méri fel az adott paciensnél a késébbi kitjulds kockdzatat. A teszt
a génexpresszios profilt méri formalinban fixalt, paraffinba dgyazott (Formalin-
Fixed, Paraffin-Embedded - FFPE) emlérakszovetbdl kinyert RNS hasznélataval.
A génexpresszios adatokat klinikai valtozokkal egyltt sulyozva generdl altipust
(luminalis A, luminalis B, HER2-dusitott vagy bazdlis szer() és pontszamot,
amely jelzi a betegség késébbi kiljuldsdnak valoszinlségét. A tesztet a
NanoString nCounter® Dx elemzé rendszerben kell végrehajtani korabban
invaziv emlérdkként diagnosztizalt FFPE emldtumorszovet hasznalataval.

A Prosigna Breast Cancer Prognostic Gene Signature Assay (Prosigna emlérak
prognosztikus genetikai alairas tesztje) olyan emlérdkos né betegek szamara
készult, akik mastectomidn vagy emlémegtarté terdpidn estek at az aldbbiak
egyikének megfelel® lokoregiondlis kezeléssel egytt:

a. 10 éves, tavoli, kitjuldsmentes tulélés prognosztikus indikdtora
menopauza utdni, hormonreceptor-pozitiv. (HR+), nyirokcsomo-
negativ, I-es vagy ll-es stadiumu emlérakban szenvedd néknél,
amelyet csak adjuvans endokrin terdpidval kell kezelni mas
klinikopatologiai tényezdkkel egyUtt hasznalva.

b. 10 éves, tavoli, kidjuldsmentes tulélés prognosztikus indikatora
menopauza utdni, hormonreceptor-pozitiv. (HR+), nyirokcsomo-
negativ (1-3 pozitiv csomo, illetve 4 vagy tdbb pozitiv csomo), I-es
vagy IlIA stadiumu emlérakban szenvedd ndknél, amelyet csak
adjuvans endokrin terdpidval kell kezelni mas klinikopatoldgiai
tényezékkel egyutt hasznalva.

2 A TESZTRENDSZER OSSZEFOGLALASA

A NanoString nCounter Dx elemzé rendszer a génexpresszio kdzvetlen,
multiplex mérését teszi lehetévé az mRNA (hirvivd RNS) transzkriptek
relativ béségének digitalis kiolvasasaval, amely az aldbbi Iépésekkel hajthatd
végre: 1) az RNS hibridizacidja fluoreszkald riporter szondakra és elfogd
szondakra, 2) a cél-/szonda komplexek purifikdlasa hibridizacid utani
feldolgozashoz és az nCounter eldkészitd dllomason taldlhatd nCounter
kazettdra rogzitéshez szikséges reagenseket tartalmazé nCounter elékészitd
talcak haszndlataval, és 3) az nCounter kazetta elemzése az nCounter digitalis
elemzében teszteredmeények elddllitdsdhoz'. Az elfogd és a riporter szonda
egyarant egyedi DNS-szondaszekvenciat tartalmaz a cél hibridizdlasahoz és
purifikdlasdhoz. Az elfogd és a riporter szonda a pozitiv és a negativ vezérldkkel
egyutt alkotja a CodeSetet. A Prosigna egyidejlleg méri az intrinzik altipus-
osztalyozasi algoritmushoz? hasznalt 50 gén, jelnormalizdlashoz hasznalt
8 haztartasi gén, 6 pozitiv vezérlé és 8 negativ vezérld expresszids szintjét
egyetlen hibridizaldsi reakcid sordn, specifikusan ezekhez a génekhez tervezett
nukleinsavszondakkal. A Prosigna készletében megtaldlhatd tovabba egy
referenciaminta, amely mind az 58 gén in vitro, leirt RNS-céljat tartalmazza.
A referenciamintat a beteg RNS-mintdinak minden tételével tesztelik a futds
mindsitése és egyes gének jelének normalizalasa céljabol.

A Prosigna tesztet a FFPE emlétumorszévetbdl izolalt RNS-en kell elvégezni.
Patolégusnak kell megvizsgdinia a hematoxilinnel és eozinnal (H&E) festett
targylemezt, valamint azonositania kell (és meg kell jel6lnie) a teszthez
megfeleld invaziv emlérak tertletét. A patoldgusnak tovabba meg kell mérnie
a tumor felUletét, amely alapjan meghatdrozhatd a teszthez szlkséges
nem festett tdrgylemezek szdma és a tumor cellularitdsa a teszthez
megfeleld tumorszovet jelenlétének biztositasahoz. Egy képzett technikusnak
makrodisszekcidval fel kell tarnia e terlletet a festetlen targylemezeken a H&E
festett tdrgylemezeken megjeldlt tumortertletnek megfeleléen, és izolalnia
kell az RNS-t a szovettdl. Az izoldlt RNS-t azutan tesztelni kell a NanoString
nCounter Dx elemzé rendszerrel teszteredmeények (tobbek kozott az intrinzik
altipus, a kitjuldsi kockdzati (Risk of Recurrence, ROR) pontszam és a kockazati
kategoria) eldallitdsédhoz.



2.1 Az nCounter Dx elemzé rendszer miik6dési elve

Az nCounter Dx elemzd rendszer génspecifikus szondaparokat (1. dbra)
haszndl, amely kdzvetlentl az oldatban taldlhaté mRNA-mintdba hibridizal,
kikiszobolve ezzel az eredményeket esetlegesen tévesen befolyasold
enzimatikus reakciokat. A teszt elsé lépésében a DNS-szondakat kdzvetlentl az
oldatban lévé RNS-minta 70-100 alapparrégiodjaba hibridizaljak. A fluoreszkalo
riporter szonda 35-50 alapszonda-szekvenciabadl all, amely az mRNA céljdnak
és egy egyedi gerinc DNS-szekvencia kiegészitéje, amely a négy fluoreszkalo
szinezék egyikének cimkéjével elldtott RNS-szegmensekbe hibridizal: piros (R),
sarga (Y), kék (B) vagy zold (G). A fluoreszkald szegmensek hat pozicids/négy
szinG fluoreszkald ,szinkddot” alkotnak, amely minden cél esetében egyedi.
Egy kulonadllo elfogd szonda 35-50 alapszonda-szekvencidbdl all, amely az
mMRNA céljanak és biotinjanak kiegészitéje, amelyet rogzitéshez hasznalnak
streptavidin bevonatu targylemezen.

1. dbra: CodeSet hibridizdldasa mRNA-ra
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Elfogo és riporter szondak

A hibridizalas utan a minta purifikaldsi lépései automatikusan hajtédnak végre az
nCounter elékészitd dllomason. A rendszer elészor eltavolitja a felesleges elfogd
és riporter szondakat (2. dbra) egymads utani magneses gydngyods rogzitési
lépésekkel a szonda-cél komplexek nCounter kazetta feltletének véletlenszer(
helyére kotésével streptavidin-biotin kapcsolodassal (3. dbra). Végll igazitja és
rogziti a szonda/cél komplexeket (4. dbra) az nCounter kazettan.

2. dbra: Felesleges riporter eltdvolitdasa
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Hibridizalt mRNS Felesleges nporterek

3. dbra: Hibridizalt riporter kotése a kazetta feliiletére

4. abra: Hibridizalt riporter igazitasa és régzitése
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A minta feldolgozdsa utdn a kazettdt az nCounter digitdlis elemzdébe kell
helyezni adatgyuUjtés céljabol. Minden érdeklédésre szamot tartd célmolekulat
a hozzarendelt riporter szondan taldlhato hat sorrendbe rendezett fluoreszkald
pont dltal létrehozott ,szinkdd” azonosit. A kazetta feltletén taldlhato riporter
szondakat ezutdn meg kell szdmolni, majd tabldzatba kell rendezni minden
célmolekula esetében, majd fel kell dolgozni az algoritmussal (5. dbra).
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5. dbra: Adatgytijtés

Kod

oo
cee

Gén Darabszam

[

L ee
. ee

2.2 A Prosigna algoritmusanak kimenetszamitasi elvei

A teszt az eredetileg PAM50? elnevezésU, meghatarozott 50 génes osztalyozasi
algoritmuson alapul, és az nCounter Dx elemzé rendszeren formalinban fixalt,
paraffinba dagyazott (FFPE) emlétumor-szévetmintdkbdl kivonatolt RNS
hasznalataval kell elvégezni. Az algoritmus 50 génes expresszios profilt hasznal
az emlérak besorolasdhoz az alabbi négy molekularis osztaly vagy intrinzik
altipus egyikébe: Luminalis A, Lumindlis B, HER2-dusitott és Bazalis szer(?
A négy intrinzik altipusba tartozd prototipikus genetikai profilokat (példaul
centroid) az nCounter elemzé rendszeren atalakitottdk tobb észak-amerikai
klinikai helyszinen gyujtott FFPE emlétumormintak felhaszndlasaval. Miutdn
végrehajtotta a tesztet egy beteg tesztmintdjan, egy Pearson-féle korreldcion
alapuld szamitasi algoritmus 06sszehasonlitia a beteg tesztmintdjanak
normalizalt 50 génes expresszids profiljdt a négy emldérdk intrinzik altipus
prototipikus expresszios profiljaival. A beteg tesztmintdjat a legmagasabb
Pearson-féle korrelacioval rendelkez6 altipusba sorolja.

Az algoritmus tovabba meghatdrozza a kiujuldsi kockdzati (ROR) pontszdamot
0-100 skalan®, amelyet korreldl a hormonreceptor-pozitiv, korai stadiumu
emlérakban szenved®, menopauza utdni ndék tiz éves tavoli kidjuldsi
valoszinliségével®. A jelentés a kockazati kategoriat (alacsony, kdzepes, magas)
is meghatdrozza. Az ROR-pontszdmot a rendszer egy Cox-modellbdél szarmazo
egyUtthatdokkal szamitja, amely az 50 gén 46 génes alcsoportjanak Pearson-
féle korrelaciojat tartalmazza minden intrinzik altipus centroid esetében,
valamint a terjedési pontszamot és a tumor bruttd méretét. A tesztvaltozokat
a rendszer megszorozza a Cox-modellbdl szarmazd megfelelé egyUtthatdkkal
a pontszam meghatarozdsahoz, amelyet azutan elhelyez a 0-100 skalan a
FFPE emldétumormintak képzési készletébdl generdlt egyttthatdk alapjan.
A kockazati kategoridk meghatdrozasahoz a rendszer felhaszndlja tovabba az
ROR klinikai validacios vizsgalatban felhasznalt hatarértékeit (cut-off).

3 AKESZLETBEN TALALHATO REAGENSEK ES
BERENDEZESEK

3.1 A Prosigna készlet attekintése

A Prosigna készlet - a rendelt terméktdél fuggden -1, 2, 3, 4 vagy 10 betegminta
feldolgozasahoz elegendd reagenst tartalmaz. A rendelési adatokat lent taldlja.
A Prosigna készletben megtaldlhatd egy CodeSet, egy referenciaminta-csé
minden egy és tiz kozotti tesztbdl allo készlethez, valamint fogyodeszkdzok,
amelyek teljesitményét az értékesités elétt egyltt tesztelik.

A készletben taldlhaté

Katalégusbeli Tesztek szama a

szam készletben referenciaminta-csévek
PROSIGNA-001 1 2
PROSIGNA-002 2 2
PROSIGNA-003 3 2
PROSIGNA-004 4 2
PROSIGNA-010 10 2

Javasolt a Roche FFPET RNS-izoldcids készlettel (Roche-FFPET-025, csak a
NanoString Technologies cégtél szerezhet6 be) egyiitt hasznalni.



3.2 Prosigna készlet tartalma 1, 2, 3, 4 vagy 10 tesztes
Prosigna Kit esetén

Number of Tests | 1 | 2 | 3 | 4 | 10
Prosigna CodeSet Box
Prosigna Reporter CodeSet | 1x 65 pL 1x65pL 1x65puL 1x 65 pl 1x 65 pl
Prosigna Capture ProbeSet | 1x 70 uL 1x 70 pL 1x 70 pL 1x 70 pL 1x 70 pL
Prosigna RNA Reference
Sample 1x 30 pL 1x 30 pL 1x 30 pL 1x 30 pL 1x 30 pL
CodeSet Barcode Sticker 1 1 1 1 1
Test Configuration 1 1 1 1 1
Code
Prosigna Prep Plate Box
Prep P\atesl 1 | 1 | 1 | 1 | 2
Prosigna Cartridge Box
nCounter Cartridges | 1 | 1 | 1 | 1 | 1
Prosigna Prep Pack Box
nCounter Prep Station Tips 1 1 1 1 1
nCounter Cartridge
Adhesive Cover 2 2 2 2 2
nCounter Tip Sheaths 2 2 2 2 2
nCounter Hyb”d'éautf'fe': 1%580uL | 1x580uL | 1x580uL | 1x580uL | 1x580uL
12-Well Notched Strip Tubes 4 4 4 4 4
12-Well Notched Strip
Tube Lids 4 4 4 4 4

Contents Description

Prosigna CodeSet

Prosigna Reporter CodeSet
Prosigna Capture ProbeSet
Prosigna RNA Reference Sample
CodeSet Barcode Sticker

Test Configuration Code

buffer, nucleic acids with fluorescent dyes
buffer, nucleic acids

buffer, nucleic acids

sticker sheet

card with sticker

Prosigna Prep Plates

Prep Plates

superparamagnetic beads, buffer, salts,
oligonucleotides, polystyrene beads containing
fluorescent dyes

Prosigna Cartridges

nCounter Cartridge(s)

sample cartridge(s)

Prosigna Prep Pack

nCounter Hybridization Buffer
12-Well Notched Strip Tubes
12-Well Notched Strip Tube Lids
nCounter Prep Station Tips
nCounter Cartridge Adhesive Cover
nCounter Tip Sheaths

buffer, salts

plastic strips

plastic lids

2 racks of 90 tips + 6 piercers nCounter
adhesive films

6-well tip holders

4 FIGYELMEZTETESEK ES OVINTEZKEDESEK

1.
2.

3.

1.

Kizardlag in vitro diagnosztikai hasznalatra.

Ezt a tesztet rendkivil 6sszetett molekuldris bioldgiai technikakban
jartas operatornak kell elvégeznie a helyi jogszabalyok betartasaval.
A kulonbozé Prosigna készletek alkotorészeit ne keverje. A Prosigna
készletek funkcionalitdsa csak a kapott kombindcioban biztosithatd,
mivel a gyartas sordn igy mindsitették azokat.

A maradék reagenseket ne hasznalja Ujra a Prosigna teszthez.

Ha a hibridizacio ideje veszélyesen hosszu vagy a hémérséklete
veszélyesen magas, allitsa le a reakciot.

Fontos fenntartani a minta fellgyeleti ldncdnak (szovet-RNS és
RNS-teszt) integritdsat annak biztositdsa érdekében, hogy a beteg
mintajanak azonositéjat a megfeleld teszteredmeényhez rendelik.

Ha a reagenseket nem sikertl a cimkén olvashatd koralmények
kozott tarolni, az hatranyos hatassal lehet a teszt teljesitményére.

A reagensek és mintdk kezeléséhez mindig hasznaljon kesztydit.
Kerllje az RNase szennyezést, amely negativ hatdssal lehet az
eredmeények mindségére.

. Minden bioldgiai mintdt és anyagot ugy kell kezelni, mintha

fenndlina a fertézé agensek dtaddsanak lehetdsége, és megfeleld
ovintézkedések mellett, a szovetségi, az allami és a helyi
jogszabdlyoknak megfeleléen kell drtalmatlanitani.

Soha ne pipettalja szdjjal.
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5.1

18.
19.

20.

21,

Kertlje a reagens szemmel, bdérrel vald
érintkezését.

Alkalmazza a molekuldris laboratérium legjobb gyakorlatat
a tesztmintdk kozotti kereszt-szennyezédés, illetve a magas
koncentraciéju nukleinsav célokkal (szintetikus vagy PCR-amplifikalt)
vald szennyezddés elkertlése érdekében, mert az negativ hatdssal

lehet az eredmények minéségére.

és nyalkahartyaval

. A feldolgozas utdn a Prosigna eldkészitd tdlcan és az nCounter

kazettdkon nagyon alacsony szint( (< 0,1%) natrium-azid taldlhato,
ezért javasolt mlanyag (nem fém) hulladéktartadlyt hasznaini az
artalmatlanitdshoz. Bar a Prosigna esetében rendkivil valdszindtlen,
a natrium-azid fémen felhalmozddva robbanasveszélyes.

Tovabbi berendezésspecifikus artalmatlanitdsiinformaciot az nCounter
Dx elemzé rendszer hasznalati Utmutatéjdban és az el6készitd allomds
és a digitalis elemzd szervizelési Utmutatojaban taldl.

. Ariporter CodeSet, az elfogd ProbeSet, a hibridizacios puffer és az

elékészitd tdlca anyagbiztonsagi adatlapjanak informdcioi a www.
prosigna.com webhelyen taldlhatok.

Minden veszélyes anyagot az intézmény veszélyes anyagok
artalmatlanitdsara vonatkozd Utmutatdsdnak megfeleléen kell
artalmatlanitani.

A nem hasznalt CodeSetet ki kell dobni.

szoftverbe, az hatranyos hatdssal lehet az ROR-pontszamra és a
kockazati besorolasra (példaul az ROR-pontszam eltolédhat és/
vagy a besorolas téves lehet).

Ha a beteg csomaallapotat helytelendl irja be a szoftverbe, a beteg
teszteredmeényeit a rendszer helytelendl hatarozhatja meg (példaul
helytelen lehet a kockazati besorolds).

A Prosigna teszthez ne hasznaljon nem megfeleld mindségl vagy
mennyiségl RNS-t, illetve nem megfelel feltletl vagy cellularitdsu
tumormintat. El6fordulhat, hogy a Prosigna teszt ebben az esetben
érvénytelen eredmeényt ad, és a teszt sikertelenségét jelzi.

A TESZTTEL KAPCSOLATOS ALTALANOS
INFORMACIO

1.

~Now

Ateszt csak formalinban fixalt, paraffinba dgyazott (FFPE), sebészeti
uton kimetszett emlérak-szovetmintan torténd hasznalatra készult.
Friss, fagyasztott vagy nem emlérakszoveten nem hasznalhato.

A teszt végrehajtdsdhoz szikség van a beteg elsédleges tumordnak
bruttd méretére és csomaallapotdra.

A reagensek és a mintdk feldolgozas soran torténd mikrobidlis és
nukledz szennyezddésének megeldzése érdekében hasznaljon steril,
eldobhatd mikropipettahegyet.

Amikor az izoldlt RNS-mintdkat aktivan nem manipuldlja, tarolja
nedves jégen.

A héblokkokhoz kalibralt hémérék szikségesek.

Ha a készlet sérilt, ne hasznalja annak alkotdelemeit.

A Prosigna tesztet hasznald laboratériumoknak javasolt klinikai
ellendrzéseket (példdul a kockazati kategdria meghatarozdsahoz)
kifejlesztenitk és alkalmazniuk az eredmények pontossaganak
biztositdsa érdekében az id6é eldrehaladtdval, a laboratorium
szabvanyos mindség-ellenérzési eljarasainak részeként.

A szovet feldolgozdsa

1.

Amennyiben a szévet feldolgozadsa sordan makrodisszekcioval nem
sikertll megfeleléen eltavolitani a kérnyezé nem tumoros/normal
szovetet, az a kockdzat alulbecslését eredményezheti az orvosnak
jelentett alacsonyabb ROR-pontszam miatt.

Ha az emberi genomialis DNS-t az RNS izolacioja sordn nem sikerult
megfeleléen eltdvolitani, az a teszt alacsonyabb jele miatt magasabb
hibaaranyt vagy az orvosnak jelentett magasabb ROR-pontszam
miatt tulbecsult kockdzatot eredményezhet.
Mindenfestetlenszovetrésztapozitivtoltésimikroszkoptargylemezre
kell rogziteni a szovet feldolgozasa sordn torténd levalds elkertlése
érdekében.

Tobb targylemezt igényld mintdk esetében az dsszes targylemezt
egyszerre kell feldolgozni.

A targylemezre rogzitett szovetrészek mindsége romolhat, ha
azokat 9 honapnal tovabb tarolja szdraz kérnyezetben.

A szennyezédés megeldzése érdekében cseréljen 3% glicerin
munkaoldatot hetente vagy ha az oldat zavarossa valik.

A szbvetmindség romldsanak megelézése érdekében 4 targyle-
mezcsoport feldolgozasa utdn cserélje ki az elsé D-limonén mosd
tartalmat, majd 8 targylemezcsoport feldolgozasa utdn az etanol
(EtOH) és a masodik D-limonén festéedény tartalmat.

A tumorral érintett terllet kérvonaldnak festetlen targylemezen
torténd kijelolésekor és a tumorral nem érintett szovet eltavolitdsakor
legyen korUltekinté: a tumoros szbvetet ne érintse.



9. A makrodisszekcio sordn az éles eszkdzoket korultekintéen
hasznalja.

10. Minden feldolgozott szévetmintdhoz hasznaljon Uj borotvapengét.
M. A10%-0s SDS szobahémérsékleten gyakran kicsapodik, ezért 37 °C-
ra kell melegiteni, amely hémérsékleten a kicsapodas megszUnik.

12. Az RNS-izolacios készletek Uj tételeit tesztelni kell az izolacios
készlet specifikaciojanak megfeleléen annak meghatarozasdhoz,
hogy az Uj készlet alkalmas-e beteg tesztelésére (részleteket a
11.5 szakaszban taldl).

A Prosigna teszt végrehajtasa

1. Gy6ézddjon meg arrdl, hogy a beteg kategorikus elsédleges bruttd
tumormeéretét helyesen adta meg a szoftverben.

2. Gy6ézddjon meg arrol, hogy a beteg kategorikus csomodallapotat
helyesen adta meg a szoftverben.

3. Ellen6rizze, hogy a hibridizdlashoz szlkséges, fltott fedéllel
rendelkezé héblokk megfelel-e a specifikdcionak, és rutinszertien
kalibrdlva van.

4. Csak a Prosigna készletben kapott fogyodeszkdzoket haszndlja.
Ezeket kifejezetten az nCounter el¢készité dllomason és az nCounter
digitalis elemzdében vald hasznalatra tervezték.

5. Ha a hibridizacios puffert alacsony hémérsékleten taroltdk, és
kicsapodas észlelhetd, melegitse a cséveket 37 °C-ra, amely
hémeérsékleten a sok kicsapdddsa megszUnik.

6. A teszthez szUkséges alkotéelemeket ne keverje tul nagy
lendulettel, mert az a reagensek kdrosodasat okozhatja. A keverést
pipettaval végezze.

7. A riporter CodeSetet 3000 x g-nél nagyobb sebességgel ne
centrifugdlja 10 masodpercnél tovabb. A centrifugalashoz ne hasznalja
az ,impulzus” bedllitdst. Ha ezt teszi, a CodeSet kicsapddhat.

8. A hibridizacids reakciokat tartsa 65 °C-on, amig azok készen allnak
az eldkeészitd dllomasba helyezésre. Ha a héblokkot 4 °C-ra hitésre
allitja be, vagy ha a hibridizalds végén a mintakat jégre helyezi, az
kereszthibridizalast eredményezhet, amely veszélyeztetheti a teszt
eredményeit.

9. Ha a csésorokat nem sikerul 65 °C-ra melegiteni az elfogd ProbeSet
hozzdaddsat kovetd 15 percen belll, az kereszthibridizaldst
eredményezhet, amely veszélyeztetheti a teszt eredményeit.

10. Ha az el6készité dllomason a feldolgozast nem sikerll megkezdeni a
mintak 65 °C-os kornyezetbdl torténd eltdvolitasat koveté 15 percen
belll, az kereszthibridizaldst eredményezhet, amely veszélyeztetheti
a teszt eredményeit.

1. Miel6tt a héblokkban hibridizalast végez, gy6zédjon meg arrél, hogy
a csésorok sapkaja erésen le van zarva, igy megeldzheti a parolgast,
amely veszélyeztetheti a teszt eredményeit.

6 KEPZESI INFORMACIO

Ezt a tesztet rendkivil 6sszetett molekuldris bioldgiai technikdkban jartas,
professzionalis operdtornak kell elvégeznie a helyi jogszabalyok betartasaval.
A Prosigna teszt futtatasdval kapcsolatos képzési informacioért forduljon a
Veracyte céghez.

7 HULLADEKKEZELES

Az IVD-alkalmazasok sordn haszndlt reagensek és berendezések
hulladékkezelésével kapcsolatos részleteket az nCounter Dx elemzd rendszer
haszndlati utmutatojaban talal.

8 TAROLAS ES KEZELES (REAGENSEK)

A tesztkészlet minden alkotdelemének lejarati datuma megtaldlhato a CodeSet
dobozdn taldlhatd vonalkddcimkén és minden Prosigna alkotoelem kulsd
dobozdnak cimkéjén.

5.2

* A Prosigna CodeSet doboz alkotorészeit (Prosigna riporter CodeSet,
Prosigna elfogd ProbeSet és Prosigna RNS-referenciaminta) -80 °C-
0s vagy alacsonyabb hémérsékleten kell tarolni.

* Az nCounter kazettdkat -20 °C-os vagy annal
hémérsékleten kell tarolni.

* Az nCounter el6készitd talcakat 4 °C-on (2-8 °C) kell tarolni.

+ Az nCounter el6készité talcakat szobahdmeérseékleten (15 °C-25 °C)
kell tarolni.

9 APROSIGNA SZAMARA SZUKSEGES BERENDEZESEK

* nCounter Dx elemzé rendszer (kataldgusszam: NCT-SYST-DX)
(a lenti két berendezést tartalmazza)
o nCounter el6készité allomas 5s (kataldogusszam: NCT-PREP-
STATION-FLEX)
o nCounter digitdlis elemzé 5s (kataldogusszam: NCT-DIGITAL-
ANALYZER-FLEX)
Tovabbi informaciét az nCounter Dx elemzd rendszer hasznalati
Utmutatojaban talal.

alacsonyabb
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10 SZUKSEGES, DE A KESZLETBEN NEM TALALHATO
REAGENSEK ES BERENDEZESEK

10.1 Anyagok

1. FFPE RNS-izolacids készlet (ha nem a NanoString Technologies
cégtél beszerzett Roche FFPET RNS-izoldcios készletet haszndl,
olvassa el a 1.5 szakaszt az izolacids készlet kovetelményeivel
kapcsolatosan)

Hematoxilin és eozin (H&E)

Pozitiv toltést tveg mikroszkoptargylemezek

D-limonén tisztitdszer (szévettani minéség)

100% etanol (abszolut), ACS vagy annak megfelel6 mindségu
(legaldbb 99,5%)

Glicerin, molekularis bioldgiai minéség

Nukledzmentes viz, molekuldris bioldgiai mindség

10% SDS, molekuldris biologiai minéség

Borotvapengék (vagy eldobhato szikék)

. Eldobhaté mikrotdm pengék
0,5 ml csavaros kupak és 1,5 vagy 1,7 ml-es tapaddsmentes RNase-
mentes mikrocentrifugacsé

12. RNase-mentes mikropipettahegyek aeroszolgatloval

g N

S30oN®

10.2 Felszerelés

1. Mikrotém

2. Vizfurdé (40 °C)

3. Targylemez-melegité (45 °C)

4. Mikroszkoptargylemez-szarito tartd

5. Mikropipettdk; 2 ul, 20 pl, 200 ul s 1000 pl

6. Mini-centrifuga 0,2 ml-es csésorrotorral és szabvanyos 1,5/2,0 ml-es
mikrocentrifugacsé-rotorral

7. Szabvanyos asztali mikrocentrifuga rogzitett szogl rotorral, amely
1,5 ml-es centrifugacsovekkel

8. Négyszogletes Uveg festdedények fedéllel (hozzavetdleges belsd
méret: 3,6 x 2,8 x 24" (91 x 71 x 60 mm)); 3 db szlkséges

9. Targylemeztartd (legfeliebb tiz 37 x 17 (75 x 25 mm) méretl Uveg
targylemezhez)

10. Szdraz héblokk, nem hordozhaté

1. Asztali keveré mikrocentrifugacsovekhez

12. Méréhenger (javasolt méret: 100-250 ml)

13. Disszekcios ti vagy fedé-/targylemez csipesz (hajlitott, nem
fogazott)

14. Kalibralt hdmeérdk (az 55 °C-80 °C tartomanyban mér)

15. Mikrotérfogatu UV/Vis spektrofotométer (lasd a lenti specifikaciot)

16. Hoéblokk fatott fedéllel (1dsd a lenti specifikaciot)

17. Centrifuga mikrolemez-adapterrel (Idsd a lenti specifikdciot)

18. Coplin-féle edény

10.3 A berendezés specifikacidja

1. tablazat: Teljes spektruml mikrotérfogati UV/Vis spektrofotométer nukleinsav
mennyiségének méréséhez

Tervezési jellemz6 Specifikacio
Minta térfogattartomanya 1-2 ul

Ut hossza Tmm
Hulldmhossz tartomanya 260-280 nm
Hulldmhossz pontossdga vagy hibdja +1nm

Spektralis felbontas vagy savszélesség Legfeljebb 4 nm

Abszorpcios pontossdg vagy véletlen
fotometriai hiba

0,003 (1 mm-es ut)

Eszlelési korlat 5ng/ul RNS

Maximalis koncentracio >1000 ng/ul RNS

2. tablazat: Mikrotérfogatu fotodiddas UV/Vis spektrofotométer nukleinsav mennyisé-
gének méréséhez

Tervezési jellemzé Specifikdcio
Minta térfogattartomanya 1-2 pl
Ut hossza 0,5 mm

Hulldmhossz tartomanya 260 és 280 nm

Spektrdlis felbontds Legfeljebb 8 nm

Abszorpcios pontossag 3% (1,05 Abs 260 nm esetében)

Eszlelési korlat 4 ng/ul RNS

Maximalis koncentracio >1000 ng/ul RNS




3. tablazat: H6blokk fiitott fedéllel teszt hibridizaldasahoz

Tervezési jellemzé

Specifikacio

Hoéblokk kialakitasa

* llleszkednie kell a normadl profild (12 x 0,2 ml-es)
jeldléses csésorokhoz, amelyek nCounter eldkészitéd
csomag részét képezik.

° Az alacsony profild (LP) és a magas profilu (HP)
csovekhez tervezett héblokkok nem kompatibilisek
(a termociklus esetében a masik elnevezése:
,gyors” blokk).

° A mas tipusu csdvekhez (példaul 0,1 ml-es csdvek,
15 ml-es csovek) tervezett hoéblokkok nem
kompatibilisek.

* Programozhaténak kell lennie a 65 °C-os hémérséklet
megtartasara.

+ A hémérsékletet + 1 °C és 65 °C kozotti értéken kell
tartania.

Fatott fedél kialakitasa .

+ Fix és allithatd magassagu fedél is elfogadhato.
A fedélnek 70 °C-os hémérsékletre programozhatonak

kell lennie.

4. tablazat: Centrifuga mikrolemeztartéval nCounter el6készit6 tdlcak forgatdsahoz

Tervezési jellemzé Specifikacio

Centrifugaldsi sebesség | Legaldbb 2000 x g

Rotorok 4 x 750 ml lengdlapatos rotor mikrolemeztartokkal (vagy
azzal egyenérték(l) SBS-formatumu 96 meélyedéses mikro-
lemezhez

Uzemmodok Gyorsitasi/lassitasi izemmaod

1 MINTA GYUJTESE ES FELDOLGOZASA

1ni1

Szoévetmintara vonatkozé kévetelmények és patoldgiai
felllvizsgalat

1.

A Prosigna Breast Cancer Prognostic Gene Signature Assay
(Prosigna emlérak prognosztikus genetikai alairds tesztje) tesztet
formalinban fixdlt, paraffinba dgyazott (FFPE), hormonreceptor-
pozitiv emlétumoros szdvetmintdn kell elvégezni, amelyet egy
patoldgus az invaziv emlérak aldbbi tipusainak egyikébe sorolt:

a. Invaziv ductalis karcindma

b. Invaziv lobularis karcinoma

c. Invaziv karcinoma ductalis és lobuldris jellemzékkel (,vegyes

tipusu karcinébma”)

d.  Nem specidlis tipus (NST) vagy kulon megjel6lés nélkul (NOS)
Egy patolégusnak ki kell jel6lnie a teszthez az FFPE tumorblokkot a
legnagyobb életképes invaziv emlérakkal.

A teszthez festetlen targylemezhez rogzitett szévetrészek
szUkségesek a feldolgozashoz és egy megfeleld H&E festett
tadrgylemez az FFPE tumorblokkbdl.

Javasolt a tesztfeldolgozashoz kivalasztott szévetrészeket a H&E
festéshez kivagott szovetrésszel szomszédos részrél kivagni, igy
biztositva, hogy a H&E festett targylemezen azonositott tumortertlet
megfelel a festetlen targylemezeken Iévé tumortertletnek.

Egy patolégusnak be kell karikdznia az életképes invaziv
emlérak tertletét a H&E targylemezen kizdrva a kdérnyezé nem
tumoros szbvetet.

Egy patoldgusnak vagy egy képzett laboratériumi technikusnak
meg kell becsulnie a tumor cellularitdsat és fellletét a H&E festett
tadrgylemezen bekarikdzott tertleten beltl.

a. A tumor cellularitasi szazaléka a H&E festett targylemezen

kotelezéen >10%.

b. A tumor bekarikdzott felllete a H&E festett targylemezen

kotelezéen > 4 mm?
*Vegye figyelembe, hogy a tumor cellularitdsi szdzaléka a
bekarikdzott tumortertleten bellli életképes tumorcellak
szazalékos értékére utal.

A teszt bemeneteként javasolt 100 mm?nél nagyobb teljes
tumorfellletet megadni. Az alabbi tdbldzat a H&E festett
targylemezen mért tumorterulet alapjan javasolt tdrgylemezszamot
mutatja meg.

Ha a szovet felUlvizsgadlati eljardsa azt allapitia meg, hogy a
tumorblokk tumortertlete cellularitdsa nem megfelel®, ugyanazon
tumor masik blokkjat kell megvizsgdlni. Ha nincs megfeleld
tumorszdvetet tartalmazé FFPE-blokk, a Prosigna tesztje nem
futtathatd. Vegye figyelembe, hogy a 20 mm?-nél kisebb feltletd
tumorok esetében nagyobb a valészinisége, hogy az RNS bemeneti
kdvetelményei nem teljestlnek.
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5. tablazat: Targylemez javasolt kovetelményei a tumor feliilete alapjan

Tumor mért felilete a H&E festett targylemezen (mm?) | Festetlen targylemezek szdma
4-19 6
20-99 3
>100 1

1.2 Minta gylijtése és tdroldsa

1.

Az aldbbiakat a laboratorium szokdsos muUkodési eljarasai
szerint végezheti el: szdévet gyljtése és fixalds formalinban, FFPE
tumorblokk kezelése és tdroldsa, illetve a targylemezre rogzitett
FFPE szovet szallitasa.

Atdrgylemezre rogzitett FFPE szovetrészeket a laboratorium normal
mukodési eljardsai szerint kell tarolni. Ha a targylemezeket hosszabb
ideig (> 30 nap) tarolja, azokat szaraz kdrnyezetben kell elhelyezni,
és 9 hdnapon belll fel kell dolgozni a teszteredmények minéségének
biztositasahoz.

1.3 A tdrgylemez el6készitése

1.4

N —

> Ok Wn

Mikrotom hasznalataval vagjon 4-5 um vastag részt H&E festéshez.
Mikrotom hasznalatdval vagjon 10 pum vastag részt a Prosigna
teszthez térténd hasznalathoz.

A részeket lebegtesse 40 °C-os vizfurdében.

Rogzitse a részeket pozitiv toltést Uveg mikroszkoptargylemezekre.
A targylemezeket hagyja megszaradni levegén.

A targylemezeket égesse ki egy éjszaka alatt, 45 °C-on.

targylemez feldolgozasa

Készitsen elé 3%-0s glicerin munkaoldatot: 1,5 ml glicerint keverjen
6ssze 48,5 ml molekuldris mindségl, nukledzmentes vizzel; a
mennyiség szlkség esetén tobbszordzhetd. Az oldatot oOntse
Coplin-féle edénybe a targylemezek feldolgozasahoz.

Ontson  kordlbeltdl 200-250 ml D-limonén  tisztitoszert  két
festéedénybe, biztositva, hogy atargylemeztarton lévé targylemezek
teljesen elmeruljenek.

Ontson kortlbelil 200-250 ml abszolut etanolt (EtOH) a harmadik
festéedénybe.

A festetlen targylemezre rogzitett szovetrész(eke)t helyezze a
targylemeztartdba.

Helyezze a targylemeztartot az elsé D-limonén festéedénybe, és
dvatosan mozgassa elére-hatra a targylemeztartét 10-15 masodpercig.
Hagyja a tartét az elsé D-limonén festéedényben 6sszesen 2 percig.
Helyezze at a tdrgylemeztartét az elsé D-limonén festéedénybdl
a masodik D-limonén edénybe. Ovatosan mozgassa elére-hatra a
targylemeztartét 10-15 masodpercig. Hagyja a targylemeztartét a
masodik D-limonén festéedényben 6sszesen 2 percig. Ellenérizze,
hogy minden paraffint eltdvolitott-e; ha nem, hagyja a tartét a
masodik D-limonén festéedényben még kortlbelll 1 percig.
Helyezze at a targylemeztartot a masodik D-limonén festéedénybdl
az EtOH furdébe. Ovatosan mozgassa eldre-hatra a targylemeztartot
10-15 masodpercig, majd 2 perc utdn vegye Ki.

Hagyja levegén szaradni a targylemezeket 5-10 percig vagy amig
teljesen megszaradnak, és a szovet fehérnek tlnik (ez a szovet
méretétdl fuggden hosszabb ideig tarthat).

Jeldlje ki a tumor korvonaldt a festetlen targylemez(ek) hatuljdn a
megfelelé H&E festett targylemezhez igazitdsaval és a korberajzolt
terllet atvitelével.

. Ha egyszerre egy targylemezzel dolgozik, rehidratdlja a szovetet

a jeloléses festetlen targylemezen annak 3%-os glicerinoldatba
meritésével.

Tavolitsa el a felesleges glicerint a targylemezrél laboratoriumi kendével.
Ha a felhasznald tobb targylemezt dolgoz fel, hagyhatja azokat
szarité tarton kiszaradni, mikdzben a tobbi targylemezt hidratalja.
Borotvapengével vagy szikével kaparja le a megjeldlt tumortertlet
koruli nem tumoros szovetet, és tegye félre.

. A targylemez egyik végét tartva és a masik végét 45 fokos szégben

szilard felUletre helyezve gyUjtse a makrodisszektalt tumorszovetet
a borotvapenge élére. A szovetnek a begydljtéskor egyszertien a
borotvapengére kell ,gérdulnie”.

. Ismételje meg az eldzé lépést egy adott minta minden targylemeze

esetében.
Megjegyzés: Egyetlen FFPE minta tobb festetlen targylemezét
ugyanarra a borotvapengére gyUjtheti.



16.

17.

Az azonos mintabdl szarmazo szbvetrészeket dvatosan csusztassa
egy cimkével elldtott, 1,5 ml-es mikrocentrifuga-csébe.

Ha hasznalta, tisztitsa meg a disszektald tlt vagy a csipeszt
néhdny masodperces D-limonénbe meritéssel, majd szaritsa meg a
szovetmintak kozott.

1.5 Az RNS izolalasa

A NanoString a Roche FFPET RNS-izoldlé készlet hasznalatat javasolja,
amelynek Prosigna teszthez valé hasznalata jovahagyott.

Mdas RNS-izolacios készleteket is hasznalhat mintdk elékészitéséhez a Prosigna

szamara,

ha a tdrgylemezhez rogzitett FFPE emlétumor-szdvetrészekbdl

kinyert RNS megfelel az aldbbi specifikacionak:

6. tablazat: RNS-izolacids készlet specifikacidja

Jellemzé Teszt vagy mérés Specifikacio
L Optikai stirtiség 260 nm
RNS-koncentracio . >12,5ng/ul
esetén
RNS teljes térfogata (ul) | Teljes eludlt mennyiség >12ul
A 260 nm-nél és a 280 nm-
RNS tisztasdga nél mért optikai stirliség 17-2,3
aradnya (OD 260/280 nm)
v i Eludlt RNS-minta genomialis
DNS szennyezédése DNS-tartalma <Tng/ul
Az izolalt RNS-
Az izoldlt RNS- fragmentumok legaldbb
RNS integritasa fragmentumok méret 90%-a hosszanak
szerinti megoszlasa nagyobbnak kell lennie

100 nukleotidnal.

RNS izolalasi eljarasa:

Ha nem Roche FFPET RNS-izolacids készletet hasznal, az RNS-t a gyartd
utasitasai szerint izoldlja a makrodisszektalt tumorszévetbdl.

Az aldbbi utasitdsok a Prosigna teszthez javasolt Roche FFPET RNS-izolacids
készletre vonatkoznak. A Roche FFPET RNS-izolacids készlet tartalmaval
kapcsolatos informdciot, illetve a tdroldsra, a biztonsagra és a kezelésre
vonatkozé utasitasokat a csomag mellékletében talal.

A munkaoldatok el6készitése

1.

A szovet feloldasa és az RNS izoldldsa el6tt készitse eld a
munkaoldatokat:

A munkaoldatok el6készitése

Reagens Eljaras

Mosépuffer | quon h/ozza’ 15 ml 100%705 etanolt, az '

(WBD)* elékészitett WBI-t +15 és +25 °C kozotti
hémérsékleten tarolja.

Mosépuffer | Adjon hozzd 80 ml 100%-0s etanolt, az.

(WB2)" elokészitett WBII-t +15 és +25 °C kozotti
hémérsékleten tarolja.
Oldja fel a liofilizalt Proteindz K-t 4,5 ml reagens-

Proteinaz K elokészits pufferben (RPB).

(PK Készitsen el6 600 pl alikvotot, cimkézze fel, és
tarolja -15 és -25 °C kozotti hémérsékleten.
Oldja fel a liofilizélt DNase-t 740 pl reagens-

DNase | elékészitd pufferben (RPB).

(DNase D Készitsen el6 50 pl alikvotot, cimkeézze fel, és
tarolja -15 és -25 °C kozotti hémérsékleten.

Megjegyzés: A csillaggal (*) jelolt alkotdrészek a szovet feloldadsaig
nem kotelezdek.

A szovet feloldasa

1.

Olvasszon fel megfelelé szamu Proteindz K (PK) alikvotot.
A felolvasztds utdn az alikvotot jégen tarolja, amig készen all a
hasznalatra.

Megjegyzés: Egy 600 pl-es PK alikvot 4 szovet felolddsahoz
elegendd Proteindz K-t tartalmaz.

2. Adjon hozza 100 ul szévet lizis puffert (TLB), 16 pl 10%-0s SDS-t és 120
ul Proteindz K munkaoldatot a szévetet tartalmazo mintacsévekhez.
3. A szovetet tartalmazd mintacséveket mozgassa korbe néhany
masodpercig, majd réviden centrifugalja.
4. 55 °C-on inkubdlja éjszaka (12-23 ¢ran keresztul).
RNS-izolacio

1.

Vizualisan vizsgdlia meg a mintacsdveket annak meghatarozasahoz,
hogy a szovet teljesen feloldott-e. Ha a feloldas befejezddott, tisztanak
tlnik, és az oldatban kevés vagy semennyi szévet nem marad.
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1.6

a. Ha a feloldas befejezddott, folytassa a kdvetkezd 1épéssel.
b. Ha a feloldds nem teljesen ment végbe, adjon hozza még 20 pl
Proteinaz K-t, és inkubalja még egy 6raig.

2. Roviden (< 30 mdsodpercig, mini centrifugdban) centrifugadlja az
6sszes mintat.

3. Inkubdlja a mintdkat 80 °C-on 15 percig.

4. Készitsen el vagy olvasszon fel megfelel¢ szamu DNase alikvotot.
A felolvasztds utdn az alikvotot jégen tdrolja, amig készen &ll a
hasznalatra.

Megjegyzés: Egy 50 pl-es DNase alikvot 4 RNS-izoldciohoz elegendé
DNase-t tartalmaz.

5. Higitsa a DNase-t DNase inkubacios pufferben (DIB). Az N (az RNS-
izolacio szamanak) szukséges értéke: (N+1) x 90 pl DNase inkubacios
puffer + (N+1) x 10 pl DNase. A higitott DNase oldatot tarolja jégen,
amig hasznalatra kész.

6. Minden mintdhoz adjon hozza 325 ul paraffinkotd puffert (PBB) és
325 pl abszolut etanolt, és pipettaldssal keverje el.

7. Roviden (< 30 masodpercig, mini centrifugaban) centrifugdlja.

8. Helyezzen egy nagy tisztasagu szUrécsdvet egy nagy tisztasagu
gyUjtécsore.

9. A mintat pipettdlja a szlir6csd felsd tartalydba ugy, hogy ne legyen
maradék szovet.

10. Centrifugélja 30 masodpercig 6000 x g sebességgel.

1. Helyezzen egy nagy tisztasagu szlrécsovet egy Uj nagy tisztasagu
gyUjtécsodre (az atfolydshoz hasznalt kordbbi gyljtdcsovet dobja el).

12. Centrifugdlja 2 percig 16 000 x g sebességgel a szrd gyapju teljes
kiszaritasahoz.

13. Helyezzen egy nagy tisztasagu szlrécsovet egy Uj nagy tisztasagu
gyUjtécsodre (az atfolydshoz hasznalt kordbbi gyljtdcsovet dobja el).

14. Adjon hozzd 100 pl higitott DNase oldatot a nagy tisztasagu
sz(Uréesd szUrégyapjujan keresztil, és inkubalja 15 percig +15 és +25
°C kozotti hémeérsekleten.

15. Adjon hozzd 500 upl mosoépuffer | munkaoldatot (WBT1) nagy
tisztasagu szUirégyapjun keresztul, centrifugalja 20-30 mdsodpercig
6000 x g sebességgel, és szlintesse meg az atfolyast.

16. Adjon hozzd 500 pl mosopuffer II munkaoldatot (WB2) nagy
tisztasagu szUirégyapjun keresztul, centrifugalja 20-30 mdsodpercig
6000 x g sebességgel, és szlintesse meg az atfolyast.

17. Adjon hozzd 500 pl mosopuffer II munkaoldatot (WB2) nagy
tisztasagu szUirégyapjun keresztul, centrifugalja 20-30 mdsodpercig
6000 x g sebességgel, és szlintesse meg az atfolyast.

18. Centrifugdlja 2 percig 16 000 x g sebességgel a szlrégyapju teljes
Kkiszaritasaig.

19. Helyezze a nagy tisztasagu szlrdécsovet a cimkézett RNase-mentes
1,5 vagy 1,7 ml-es mikrocentrifuga csébe.

20. Adjon hozza 30 pl eludlod puffert (EB) a nagy tisztasagu szUrégyapju
kdzepébe.

21. Inkubdlja 1 percig +15 és +25 °C kozotti hémeérsékleten.

22. Centrifugélja 1 percig 6000 x g sebességgel az RNS eludldsdhoz az
oszlopbdl. Vegye ki és dobja el a nagy tisztasagu szlrécsovet.

23. Centrifugédlja az eludlt RNS-t a mikrocentrifuga csében 2 percig,
maximalis sebességen.

24. Toltse &t a feltluszo folyadékot 0,5 ml-es csavaros kupakos csébe az
Uvegszalak érintése nélkl, amelyeket a berendezés a szirégyapjubol
kimoshatott az eredeti csé aljanal.

25. Mérje meg az izoladlt RNS koncentraciojat az adott munkanapon
beltl (tarolja +2 és +8 °C kozott), vagy a haszndlatig fagyassza le
-70 °C-os vagy alacsonyabb hémérsékleten.

Az RNS koncentracidjanak és minéségének mérése

1. Mérje meg 2 pl-nyi izoldlt RNS optikai sriségét (OD) 260 és
280 nm-nél a 10.3 A berendezés specifikacidja fejezetben definidlt
specifikdcionak megfeleld spektrofotométerrel. Ha maradt Gvegszal,
2 pl-es mennyiséget ne pipettdlja a forrascsd aljanal, mert az
megzavarhatja az optikai slrlség leolvasasat.

2. Az RNS mérésével kapcsolatban koévesse a spektrofotomeéter
gyartéjanak utasitdsait.

3. Ha egy minta nem felel meg az RNS minimadlis tisztasagi vagy
koncentracidértékeinek (6. tdbladzat), centrifugdlia a mintacsovet
1 percig maximalis sebességen (> 10 000 x g), helyezze a csdvet
jégre, majd ismételje meg a mérést. Ha a minta tovabbra sem felel
meg a tisztasdgi vagy a koncentracidértékeknek, az RNS-minta nem
elemezhetd a Prosigna teszttel. Nem megfeleld mindségli vagy
mennyiségl RNS-t ne haszndljon a Prosigna teszthez.

4. Az RNS kivonatoldsat megismételheti, ha koncentracid vagy a
tisztasdg minimalis értékét nem érte el (6. tdblazat). A felhaszndlo
valaszthat, hogy tovabbi targylemezeket izoldl ugyanazon FFPE-
blokkbdl, vagy ugyanazon beteg egy masik blokkjat hasznalja.



5. Ha az RNS koncentracioja nagyobb, mint 250 ng/ul, molekularis
mindségl, RNase- és DNase-mentes vizzel kell higitani 200 ng/ul
koncentracioig, mielétt a tovabbi hibridizalasi tesztet végrehaijtja.
Haszndlja a higitatlan minta rogzitett OD 260/280 aranyu optikai
srlségét annak meghatdrozdsahoz, hogy a higitott minta
megfelel-e az 1,7-es minimalis RNS-tisztasagnak.

6. HaaProsignatesztet nem tudja ugyanazon a munkanapon elvégezni,
fagyassza le az RNS-t -70 °C-os vagy alacsonyabb hdmérsékleten.

1.7 A tesztelési eljards

Ez a teszteljaras a Prosigna teszt NanoString nCounter Dx elemz6 rendszerrel
torténd elvégzésének Iépéseit irja le. A lépések az aldbbi kategodridkba
sorolhatok két egymast kdvetd napon:

Elsé nap

« Futtatdsi szett azonositdjanak beadllitasa (RSID) a webes alkalma-
zasban

* Az RNS hibridizalasanak beallitdsa a Prosigna CodeSettel (30 perc
beallitds, 15-21 éranyi hibridizalas)

Masodik nap

o Az el6készitd allomas beadllitdsa és futtatdsa (20 perc bedllitds,
2-3 6ra futtatasonként a mintafuttatasok szamatol figgden)

* Kazetta bedllitdsa és szkennelése a digitdlis elemzén (5 perc
bedllitds, 2,5-4,5 dra minden kazetta esetében a mintafuttatasok
szamatol figgden)

*  Ajelentés lekérése (30 perc)

Beteg mintdjanak kivdlasztdsa és tétel beallitasa

1. Hatdrozza meg a tesztfuttatds részét képezd betegmintakat. Minden
tétel legfeljebb 10 mintat tartalmazhat.

a. A Dberendezés a tételben taldlhatdé minden mintat
hozzdrendel a hibridizdldshoz haszndlt 12 mélyedéses
csésor egy egyedi pozicidjghoz, amely a futtatdsi szett
azonositojanak részeként van regisztrdlva a berendezésen
(a futtatdsi szett azonositoja a webes alkalmazdsban
allithatd be). Vegye figyelembe, hogy az 1-es és a 2-es
pozicid a referenciamintanak, a 3-12 pozicio pedig tumoros
RNS-mintaknak van fenntartva.

b. Az aldbbiillusztracion a csésor oldalnézete (1) és feltlnézete
(2) lathato. A csésorok aszimmetrikusan vannak megjeldlve
az 1-es és a 2-es reakcids mélyedés kozott (A), illetve a
8-as és a 9-es mélyedés kozott (B), igy eldsegitve a mintdk
sorrendjének betartasat a feldolgozas soran. A csésorok
a 6-0s és a 7-es reakcids mélyedések kozott is be vannak
vagva (C) a csésor elvagasanak megkonnyitése érdekében,
ha az a szabvanyos centrifuga-adapterek miatt szikséges.

6. abra: A jel6léses csésor illusztracidja

1)

A
{

2)

}
[O00000000000

1 2 3 4 56 7 8 9 1011 12

Reakcids
mélyedés

2. Szamitsa ki a hibridizalasi reakciohoz hozzdadandd RNS és viz (ha
szUkséges) mennyiségét a tétel minden mintdja esetében.
a. A teszt esetében az RNS javasolt bemeneti mennyisége
250 ng. A hibridizdlashoz az RNS elfogadhatd bemeneti
tartomanya 125-500 ng.
b. Szamitsa ki a hibridizaldsi reakciohoz hozzaadandd RNS-
minta mennyiségét (mikroliterben). Ehhez ossza el a
minta kivant bemeneti értékét (példdul 250 ng) a mért
koncentracidval.
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c. Haa minta kiszamitott koncentracidja 12,5 ng/ul és 25 ng/pl
kozotti, adja hozza a maximalis mennyiséget (10 pl).

d. A0 pl-nél kevesebbet igénylé mintak esetében 10 pl teljes
mintamennyiség létrehozasahoz szikséges vizmennyiséget
szamitson Ki.

Példa: Ha egy minta mért RNS-koncentracidja 85 ng/pl, 2,9 pl

minta sztkséges 250 ng teljes tdmeg esetén, és 71l viz szikséges

a mennyiség 10 pl-re csokkentéséhez, mielétt hozzaadja a

fennmarado reagenseket. Egyenlettel: 250 ng + 85 ng/ul = 2,9 pl

Minta regisztraldsa és feldolgozasa

A felhasznald egyedi futtatasiszett-azonositot hoz 1étre minden mintatételhez
a mintaazonositok hozzdrendelésével a csdsor helyéhez (3-12 pozicid)
az nCounter elemzé rendszer szolgdltatdsainak webes alkalmazdsaban.
A felhasznald a hasznalati utmutatéban taldl az nCounter Dx elemzé rendszer
szolgdltatasai webes alkalmazasanak hasznalataval kapcsolatos informaciot.

1. Ha az RNS a hasznalat el6tt fagyasztott volt, a folytatds eldtt hajtsa
végre az aldbbi lépéseket:
a. Teljesen olvassza fel az RNS-mintat, és tarolja jégen.
b. Centrifugdlja a felolvasztott mintacsévet 1 percig maximalis
sebességgel (> 10,000 x g), majd helyezze vissza a jégre.

2. Valassza a megfelel® méretli Prosigna tesztkészletet a tesztelni
kivant betegmintak szdma (1, 2, 3, 4 vagy 10) alapjan. Vegyen ki a
-80 °C-os fagyasztébol egy csényit a CodeSet készlet kovetkezd
reagenseibdl a felolvasztashoz. Ha a kovetkezé Iépéseket nem hajtja
végre azonnal, a reagenseket tarolja jégen.

a. Prosigna riporter CodeSet (z6ld matrica a kupakon)
b. Prosigna elfogd ProbeSet (szlirke matrica a kupakon)
c. Prosigna referenciaminta (nincs matrica a kupakon)

3. A CodeSet dobozabdl vegye ki a CodeSet tétel vonalkédmatricajat
és a teszt konfiguracios kodjat.

4. Webbongészében jelentkezzen be az IVD nCounter Dx elemzé
rendszer webes alkalmazasaba, és valassza a Prosigna teszttipust a
digitdlis regisztracios Urlapok beallitdsdnak megkezdéséhez.

5. A féoldalon vélassza a ,Create New Run Set” (Uj futtatasi szett
létrehozasa) elemet.

6. A Prosigna futtatdsanak elsd kotelezéen kitoltendd mezdje a Run
Set ID (Futtatdsi szett azonositéja). A Run Set ID (Futtatdsi szett
azonositoja) mezdben adja meg mintakdteg egyedi azonositojat.

7. A webes alkalmazasban szkennelje be vagy manudlisan irja be a
teszt konfiguracios kodjat. A szkennelt vagy a beirt érték elvethetd.

8. A webes alkalmazdsban szkennelje be vagy manudlisan irja be a
CodeSet készletszamat.

9. Ezutdn a mintaazonositd megfelelé mezéjében adja meg a minta
egyedi azonositojat, amely a csésor harmadik poziciojaban/
mélyedésében lesz taldlhato.

a. Adja meg a beteg RNS-mintaazonositéit vonalkddolvasdval
vagy a mintaazonositok billentylizettel torténd beirdsaval.

b. A mintaazonositok megaddsa utdn Iépjen &t a mintdhoz
tartozd kotelezé legorduléd mezdk (tumor bruttd mérete
és csomaallapot) kitoltéséhez, mieldétt a kdvetkezd mintat
beviszi.

i. A beteg patoldgiai kiértékelése soran megallapitott
pozitlv csomodszam alapjan valassza ki a teszt
megfelelé csomokategoridjat (nulla, 1-3, > 4).

ii. A mért bruttd tumorméret vagy a beteg patoldgiai
kiértékelése soran megadllapitott stadium alapjan

vdlassza ki a teszthez a bruttd tumorméretnek
megfeleld kategoriat (< 2 cm vagy > 2 cm).
c. Minden mintdhoz megjegyzést frhat be a Memo

(Emlékeztet6) mezdbe.
Megjegyzés: Ha a csésor barmely mélyedése/pozicidja nem
szUkséges, hagyja Uresen a fennmaradd mezdket. Ha tovabbi
mezék szlkségesek a tovabbi mintdkhoz, hasznaljon masik
tesztkonfiguraciot, amely tébb mintat képes befogadni.
10. A mintabevitel befejezése utan adja meg, hogy mely felhasznalok
kapjdk meg az aldbbiakat:
a. Az el6készité allomas és a digitdlis elemzd futtatdsaival
kapcsolatos allapotfrissitések
b. Ertesités a végss jelentés rendelkezésre allasarol
1. Mentse a befejezett futtatasi szettet.
a. A futtatdsi szett munkalapjat nyomtathatja, és a minta
nyomon kdvetéséhez és ellendrzéséhez hasznalhatja.



A hibridizalasi reakcio eljarasa

Megjegyzés: Az aldbbi lépések tiz (10) betegmintat és két (2) referenci-
amintat feltételeznek.

Megjegyzés: Ariporter CodeSetet ne centrifugdlja 3,000 x g-nél nagyobb
sebességgel és 10 masodpercnél tovabb, illetve a centrifugaldshoz ne
hasznalja az ,impulzus” bedllitdst. Ha ezt teszi, a centrifuga elérheti a
maximalis sebességet, és a CodeSetet kicentrifugalhatja az oldatbol.

1.

Programozza a héblokkot 30 pl-es mennyiséggel, a szamitott blokk-
és fedélhdmérséklettel és a ,végtelen” id6ébeadllitdssal (vagy azzal
egyenértékl megtartasi idébedllitassal). A héblokk hémérsékletét
dllitsa 65 °C-ra, a fltott fedélét pedig 70 °C-ra.

Megjegyzés: Kritikus fontossagu, hogy az alabbi lépések soran betartsa
a mintak csésorhoz adasanak sorrendjét, igy biztositsa, hogy az
megegyezzen a futtatdsi szett azonositdinak sorrendjével.

2.

3.

4.

Cimkézze fel a kapott jeldléses, 12 mélyedéses csdsort az 1-6 pozicid
és a 7-12 pozicié megkuldonbodztetéséhez (Iasd a csésor illusztracidjat).
Ha szlkséges, vagja félbe a csésort, hogy az beférjen egy mini
centrifugdba a csésoradapterrel.
Pipettaljon 10 pl referenciamintat a jeldléses csésor 1-es és a 2-es
pozicidjaba.
Pipettaljon az egyes mintdkhoz szlikséges, kiszamitott mennyiségl
vizet a jeldléses csésor megfeleld pozicidiba.
Pipettdljon az egyes mintakhoz szikséges kiszamitott mennyiség
RNS-t a jeloléses csésor megfeleld pozicidjaba minden mintahoz Uj
pipettat hasznalva.
A betegminta csésorhoz addsa utdn javasolt mintacsoévet
mintacsétartéra helyezni, megtartva a mintdk csésorhoz adasanak
sorrendjét. Igy ellendrizhetd az 6sszes minta csésorhoz addsa utan,
hogy a mintdkat a megfeleld sorrendben adta-e hozza.
Miutdn az 6sszes mintdt hozzaadta a csésorhoz, ellendrizze, hogy
betartotta-e a mintak sorrendjét a csésorban (a mintak sorrendjének
ellenérzéséhez a futtatasi szett munkalapjat hasznalhatja).
a. Ha szUkséges, a webes alkalmazasban szerkessze ugy
a futtatdsi szett azonositojat, hogy az megfelelien a
mintasorrendnek a végsé elrendezésen (a meglévd
futtatdsiszett-azonositd szerkesztésével kapcsolatos
utasitdsokat az nCounter Dx elemzé rendszer hasznalati
Utmutatojaban talal).
A mintasorrend ellendrzése utdn helyezze ismét jégre az egyes RNS-
mintacsoéveket.

. Készitsen a hibridizacios pufferbdl 130 pl-t és a riporter CodeSetbdl

65 pl-t tartalmazo fé keveréket.

Megjegyzés: Ha a riporter CodeSetet jégen tdrolta, hagyja azt
1 percig szobahémérsékletre melegedni, mieldétt a hibridizacio
pufferhez adja.

Pipettdldssal keverje 6ssze, majd centrifugdlja a f6 keveréket.
Megjegyzés: Az elfogd ProbeSetet ne adja a fé keverékhez, ES ne
tarolja a kész f6 keveréket jégen.

Pipettaljon 15 pl fé keveréket a 12 mélyedés mindegyikébe. Minden
mélyedéshez hasznaljon Uj pipettat.

Megjegyzés: A kovetkezd [épés végrehajtdsa utdn a csésort
15 percen belll a héblokkba kell helyezni 65 °C-o0s hdmérsékleten.
Adjon 5 pl elfogd ProbeSetet minden mélyedésbe, minden mélyedés
esetében Uj pipettdt hasznalva.

. Zarja le a cs6sor mélyedéseit, és keverje 6ssze a reagenseket a

csésor tobbszori megforditasaval, majd podckolje meg az ujjaval a
teljes keveredés biztositdsahoz.

Pikofugdban vagy mini centrifugdban roviden centrifugdlia a
mintakat a csésorban (3000 x g-nél kisebb sebességgel).
Megjegyzés: Hasznadljon 12 mélyedéses csésor befogadasara
alkalmas pikofugdt, vagy ha szikséges, levagott csésorok
befogaddsdra alkalmas mini centrifugat.

. Helyezze a csésor(oka)t 65 °C-os héblokkba flitott fedéllel. Inkubalja

a hibridizacios teszteket 65 °C-on, 15-21 ¢ran keresztul. A hibridi-
zaciot 65 °C-on kell tartani, amig készen all az elékészité allomason
torténd feldolgozasra.

Megjegyzés: A nem hasznalt CodeSetet dobja ki.

Mintdk feldolgozasa az nCounter el6készité dllomason

1.
2.

Keresse meg a digitdlis elemzdhoz rendelt elékészité dllomast.
Vegye ki az nCounter kazettdt a -20 °C-os tdrolobdl, és a
foliatasakban hagyja 10-15 percig szobahémérsékletre melegedni.
Megjegyzés: Ugyeljen arra, hogy azonos készletbél szirmazod
alkotoérészeket hasznaljon egyutt.

Amikor a kazetta elérte a szobahdmérsékletet, vegye ki a
foliatasakbdl, miel6étt behelyezi a kazettdt az elékészitd allomas
munkatalcajara.
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Vegye ki az nCounter eldkészitd talcakat a 4 °C-os tarolobdl, és
hagyja 10-15 percig szobahémérsékletre melegedni.

Megjegyzés: Csak egy elékészité talca szUkséges az 1-, 2-, 3- vagy
4-tesztes Prosigna készlettel végzett futtatdsokhoz.

Centrifugdlia az eldkészité tdlcdkat 2000 x g fordulatszamon
2 percig, hogy a folyadék 6sszegylljon a bemélyedések aljan, és
csak ezt kovetden toltse be az eldkészitd talcakat az elékészitd
allomas munkatalcajra.

Amig a kazettak és az el6készité talcak elérik a szobahdmérsékletet,
készitse el6 az eldkészitd dllomast az nCounter el6készité csomag
fogydeszkdzeivel.

Az nCounter el6készitd dllomas érintéképernyds feltletén koppintson
a tesztjének megfelel® , Diagnostics” (Diagnosztika) gombra.

Az érintéképernyds feltleten, a Main Menu (Fémeni) képernydje
alatt koppintson a ,Process Samples” (Mintak feldolgozasa) gombra.
Tallézzon a rendelkezésre all¢ futtatasiszett-azonositék (RSID)
kozott (a képernydn illusztralva) a jelenleg feldolgozads alatt allo
mintdk RSID-jének megerdsitéséhez.

. Valassza ki az RSID-t a képernyd megérintésével, majd koppintson

az érintéképernyds felllet ,Next” (Kovetkezd) gombijara.

Az érintéképernyds fellleten ellendrizze, hogy a megfelel¢ RSID-t
valasztotta-e ki: a képernydn nézze meg az egyes csoveket, és
ellendrizze ismét a minta adatait.

a. Itt haszndlhatja a futtatasi szett munkalapjdt a minta
nyomon kévetéséhez és ellendrzéséhez.

b. Hahelytelen RSID-t vélasztott, érintse meg a ,Back” (Vissza)
gombot, és valasszon helyes értéket.

c. Ha az RSID helyes volt, de mintabeviteli hiba lépett fel,
érintse meg a ,Back” (Vissza) gombot, menjen egy
szamitdégépes munkadllomashoz, és szerkessze az RSID-t a
webes alkalmazasban.

7. dbra: Futtatas feldolgozasa el6készit6é allomason
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12.

Akovetkezd néhany képernyénarendszer areagensek vonalkodjanak
szkennelését kériaz Ures mezdkbe, illetve a szlikséges fogydeszkdzok
munkatdlcdra helyezésének megerdsitésére utasit. Az egyes
feladatok végrehajtasa utdn koppintson az érintéképernyds felllet
JNext” (Kovetkezd) gombjdra a kovetkezé utasitasra lépéshez.
Megjegyzés: Csak egy el6készitd talca és egy Ures flitdelem-csésor
szUkséges az 1-, 2-, 3- vagy 4-tesztes Prosigna készlettel végzett
futtatdsokhoz. 1, 2, 3 vagy 4 tesztkészletes futtatdsok esetében toltse
be az el6készité talcat és az Ures fltéelem-csdsort a megfeleld eltlsd
pozicioba (a felhasznaldohoz legkozelebb) az eldkészitd allomas
munkatalcajan.

. Vegye ki a mintdkat a héblokkbal.

Megjegyzés: Az eldkészitd allomas futdsdt a mintak héblokkbol
torténd eltdvolitdsat kovetd 15 percen belul kezdje meg.

. A csésor(oka)t helyezze pikofugaba vagy mini centrifugaba, és

centrifugalja roviden (3000 x g-nél kisebb sebesseggel).

. Ovatosan vegye ki a sapkat a csésor(ok)bol.

A csésoron taldlhato bevagdsoknak és az elékészité dllomason talalhatd
vezetdknek biztositaniuk kell a mintdk helyes sorrendjét és iranyat.
Helyezze a mélyedéses csésor(oka)t balrdl jobbra 1-12 sorrendben az
nCounter elékészité allomas munkatalcdjara. Ha 1, 2, 3 vagy 4 tesztes
készlettel hajt végre futast, csak a csésor elsé felét (1-6. mélyedés)
kell behelyezni a munkatdlca mintacsétartojanak bal oldaldba (ha
lehetséges). Fontos, hogy csak az 1-6. mélyedést hasznalja; a csdsor
masik fele (7-12. mélyedés) a cs6 bevagasos kialakitdsa miatt nem
fog beférni a tarté bal oldaldba.

. Gydz6djon meg arrol, hogy a csésorok szildrdan be vannak helyezve

az el6készitd allomasba, majd zdrja le a fém fedelet.



20.
21,

22.

Ha a fedél nem zadrhatd megfeleléen, a munkatalca elrendezésének
ellenérzésekor a berendezés a lezardsara utasitja.

Az érintéképernyds feltleten koppintson a ,Next” (Kovetkez) elemre.
Csukja be a berendezés ajtajat, amikor utasitdst kap, majd
koppintson a ,Next” (Kévetkezé) elemre a munkatalca elrendezése
ellendrzésének megkezdéséhez.

Ha hiba torténik, kdvesse az ahhoz tartoz¢ utasitasokat a munkatalca
elrendezése ellenérzésének folytatdsahoz.

8. abra: Munkatalca elrendezésének ellenérzése a hibridizélas utédn az el6készité

allomason
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23.

24.

25.

26.

A munkatdlca elrendezésének ellenérzése utdn valassza a ,Start

Processing” (Feldolgozads inditasa) elemet az érintéképernyds
feltleten.
Megjegyzés: Ha probléma merll fel az elékészitd allomas

inditasakor, a hibridizalt mintdkat helyezze vissza a héblokkba, de a
21 6ras maximalis id6ét ne haladja meg.

A futtatds utan kovesse az el6készit¢ dllomason megjelend
utasitasokat.

Amikor az elékészité dllomason befejezédik a futtatds, dvatosan
vegye ki a kazettdt az el6készité allomasbdl, és a kazetta
bemélyedéseit zérja le a kapott dntapado fedéllel.
Megjegyzés: A kazettdt ne hagyja éjszakara
elékészitd dllomasban.

Ha a mintakat az adott napon nem szkenneli be, a kazettat tarolja
4 °C-on attetsz6 dobozban legfeljebb 1hétig.

lezdratlanul az

Kazetta szkennelése az nCounter digitalis elemzében

1.

Keresse meg a mintakat feldolgozo el6készitd allomashoz tartozd
digitdlis elemzot. Toltse be a kazettadt az nCounter digitdlis elemzébe
a szkenneléshez.
a. Nyissa ki a digitalis elemz6 ajtajat.
b. Helyezze a hozzdadni kivant kazettat egy Ures nyildsba.
c. Zarja be az ajtot, és kovesse az érintéképernydn megjelend
utasitasokat.
A digitdlis elemzé érintdképernydjén kulonbozé grafikadk taldlhatok,
amelyek alapjan egyszerlien azonosithatd a pozicios allapot:
a. Ures hely: A nyilas Ures és készen &l Uj kazetta betoltésére.
b. Teljesen kék kazetta: Szkennelés befejezve.
NE TAVOLITSA EL AZ ALABBI KAZETTAKAT:
a. Fehér kazetta: Ebben a nyildsban regisztrdlt, de még nem
szkennelt kazetta taldlhato.
b. Részlegesen kék kazetta: Ebben a nyilasban szkennelés alatt
all kazetta taldlhato.
A kazettdk, amelyek szkennelése befejezddott, kivehetdk a digitalis
elemzébdl.
Ha ez a digitdlis elemzdébe toltott elsd kazetta, érintse meg a
.Diagnostics” (Diagnosztika) gombot, majd valassza a ,Main Menu”
(Fémen() elemet a digitdlis elemzdbe torténd bejelentkezéshez. Ha a
digitdlis elemzé mar kazettdkat szkennel, folytassa a lenti 9. [épéssel.
Ovatosan helyezze a kazettat a digitalis elemzé egy Ures nyflasaba (lasd
a pozicios allapotra vonatkozé fenti Utmutatot). A nyilds és a kazetta
meg van jelolve a helyes irdny betartdsahoz. A vonalkdd felfelé néz.
Eressze le a nyflas fedelét, és annak nyilasan keresztul nyomja meg a
kazettat a kazetta megfelel behelyezéséhez.
Erintse meg a ,Start Counting” (Szamlalds inditdsa) gombot, és
varjon, amig a szkenner megkezdi a szkennelést. Halk, ritmikus
kattogd hangokat fog hallani, amikor a digitdlis elemzé megkezdi a
kazetta szkennelését.
Gy6z6djon meg arrdl, hogy a kazetta poziciojaban kék sav jelenik
meg a képernydn (a szkennelés megkezdésétdl szamitott ot percen
beltl), jelezve, hogy a szkennelés megkezdddott.
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15.

16.

. Amikor e-mail-értesitést kap, vegye Kki

Ha olyan digitdlis elemz6hdz szeretne kazettat adni, amely mar
kazettdkat szkennel, érintse meg a ,Pause” (Szlneteltetés) gombot
a ,Counting Cartridges” (Kazetta szamlalasa) képernydn, és varjon,
amig a digitdlis elemz6 szlinetelteti az aktualis szkennelést.

. Nyissa ki a digitalis elemzé ajtajat.

Helyezze a hozzaadni kivant kazettdt egy Ures nyildsba (lasd a
pozicios allapotra vonatkozd fenti tmutatot).

Zdrja be az ajtot, és érintse meg a ,Resume” (Folytatas) gombot.

A szkennelés befejezése utdn a szoftver a jelentést elktldi az
elézoleg megadott felhasznaloi e-mail-cimekre.

a kész kazettat,
artalmatlanitsa az intézmény Utmutatdsai szerint.

Megjegyzés: A berendezés a sikeresen végrehajtott futtatdsok
és az adatokkal kapcsolatos mindség-ellendrzési (QC) hibdkat
eredményezd futtatasok esetében is készit jelentést. A berendezés
nem készit jelentést, ha nem az adatokkal kapcsolatos minéség-
ellendrzési hiba torténik. Ha ilyen hiba torténik, forduljon segitségért
a NanoString Ggyfélszolgdlatahoz.

Az e-mailhez mellékelt hivatkozasra kattintva nyissa meg a webes
alkalmazast, és toltse le a jelenleg feldolgozas alatt allé RSID-hez
tartozo dsszes tesztjelentést.

Hiba esetén: A mintdval kapcsolatos egyedi hiba vagy a rendszerhiba
megoldasahoz kovesse a tesztjelentésben szerepld javaslatokat.

és

Megjegyzés: A mintakkal kapcsolatos egyedi hibdk nem tekintheték

12

rendszerhibanak.

HIBAELHARITAS ES TESZTHIBAK

7. tablazat: Hibakddok a teszt megismétléséhez

Hibakéd Hiba leirasa Javasolt teendd
5 Szkennelési hiba | A minta Ujrafuttatdsa 250 ng RNS-sel

7 Magas iel A minta Ujraspecifikdldsa és a teszt Ujrafuttatdsa
9as) 125 ng RNS-sel

6 Alacsony el A minta Ujraspecifikdlasa és a teszt Ujrafuttatdsa
V) 500 ng RNS-sel

) A minta Ujraspecifikdlasa és a teszt Ujrafuttatdsa
30 Alacsony jel 500 ng RNS-sel

. A minta Ujraspecifikdldsa és a teszt Ujrafuttatdsa
31 Alacsony RNS-jel 500 ng RNS-sel

A teszt megismétlésének okai:

1.

A teszt sikertelensége esetén a tesztjelentésben szerepelni fog a
hiba tipusa és a javasolt teendd. Ha a minta tesztelése sikeres volt, a
jelentésben a teszteredmények szerepelnek.

Ateszt sikertelensége esetén a tesztjelentésben szerepelnifog a hiba
ismét megmérheti és ismét futtathatja a mintakat (Uj tétel/RSID
részeként) a hiba tipusatol és az RNS fennmaradd tomegétdl
fliggden a megfeleld teszteredmeény érdekében.

13 A TESZT EREDMENYEI

A Prosigna teszt szamos minéség-ellendrzési jellemzét tartalmaz, amelyeket a
berendezés az elemzés sordn automatikusan alkalmaz minden mintara. Ezek a

jellemzok

kiértékelik a teszt teljesitményét annak meghatdrozasahoz, hogy

az eredmények a vart értékek kozé esnek-e. A minéség-ellendrzési jellemzok
sikeres elemzése utdn a Prosigna teszt az aldbbi eredményeket adja:

8. tablazat:

A Prosigna teszt eredményei és kimenete

Eredmény

Kimeneti értékek

Az emlérakminta intrinzik altipusa

Lumindlis A
Lumindlis B
HER2-dusitott
Bazalis szerl

A 10 éven beldli, tavoli kitjulas valosziniségének
egyéni becslése

0-100%

Kitjulasi kockdzati (ROR) pontszém

Egész szam érték 0-100 skalan

Kockazati kategoria

Alacsony, Kozepes, Magas

13.1

Intrinzik altipusok

Kimutattak, hogy az emlétumor intrinzik altipusa kapcsolatban all a korai
stadiumuemldérak elérejelzésével. A luminalis A tumorban szenvedé betegeknek
altaldnossagban jelentdsen jobbak az eredményeik, mint a luminalis B, a HER2-
dusitott vagy a Bazalis szerli tumorban?® szenveddknek.

Az intrinzik altipus megallapitdsdhoz 6sszehasonlitjdk 50 gén expresszios
profiljt ismeretlen mintdban a négy intrinzik altipus vart expresszios profiljaival.
A leginkdbb hasonld profillal rendelkez6 altipust rendelik az ismeretlen mintdhoz.



Az emlérak leggyakoribb altipusai a luminalis A (LumA) és a luminalis B (LumB).
Kordbbi tanulmanyok szerint az emlérak kértlbeldl 30-40%-ban luminalis A és
korulbeltl 20%ban luminalis B altipusu®. A hormonreceptor-pozitiv betegek tobb,
mint 90%-aazonban luminalistumorban szenved. A fentialtipusok génexpresszios
mintdja hasonlit az emlészovet luminalis epithelidlis komponensére®. E tumorok
jellemzéi: 6sztrogénreceptor (ER), progeszteron receptor (PR) és az ER-
aktivalashoz kapcsolodd gének (példaul LIV1, GATAZ3, és ciklin-D1) magas
expresszidja, valamint a luminalis cytokeratin 8 és 18 expresszidja. A luminalis A
tumor a sejtciklus-aktivalashoz kapcsolodd alacsonyabb génexpresszioval jar,
mint a luminalis B emlérak, igy jobbak az elérejelzések.

A kordbbi tanulmanyok szerint a HER2-dusitott altipus (HER2-E) az
emlétumorok korulbelul 20%-at teszi ki®. A HER2-dUsitott tumorok azonban
altaldban ER-negativak, igy a tesztelt ER-pozitiv betegeknek csak 5%-ndl
diagnosztizaltak HER2-dusitott emlérakot. A HER2-dUsitott tumorok az ER-
allapottdl fuggetlentl az esetek nagy részében HER2-pozitivak az ERBB2
klaszter (beleértve az ERBB2-t és a GRB7-t) magas expresszidjaval. A sejtciklus-
aktivaldshoz kapcsolddo gének szintén magas expressziojuak.

A kozzétett adatok szerint a bazdlis szer( altipus az emldtumorok korulbelul
20%-at teszi ki®. A bazalis szer(i tumor azonban &ltaldban ER-negativ, igy
a hormonreceptor-pozitiv betegeknek csak az 1%-a szenved bazalis szerl
emlérakban. A bazalis szer( altipus szinte mindig klinikailag HER2-negativ, és
szamos ,bazdlis” biomarkert (példaul a bazalis epithelidlis cytokeratinok (CK)
és az epidermalis ndvekedési faktor receptor (EGFR)) expresszal. A sejtciklus-
aktivaldshoz kapcsolodd gének magas expresszidjlak.

13.2 ROR-pontszam

Az ROR-pontszam 0-100 skalan kifejezett egész szam érték, amely egy adott
beteg esetében a 10 éven beluli, tavoli kidjulds valdszinlségét mutatja meg a
definidlt tervezett felhaszndlasi populacioban. Az ROR-pontszdm szamitdsahoz
6sszehasonlitjdk egy ismeretlen mintaban taldlhaté 46 gén expresszids
profiljidt a négy intrinzik altipus varhato profiljdval (a fent leirtak szerint) négy
klonbdzé korrelacios érték meghatarozasahoz. Ezeket a korrelacios értékeket
azutan kombindljdk a terjedési pontszammal és a tumor bruttdé méretével az
ROR-pontszam kiszamitasahoz.

13.3 10 éven belili, tavoli kitjulds valdszinlisége

A menopauza utdni, hormonreceptor-pozitiv, korai stadiumu emlérakban
szenvedd nék 2 kohorszanak ROR-pontszamait dsszehasonlitottdk a mutétet,
5 éves adjuvadns endokrin terapiat és 5 éves megfigyelést kovetd tavoli
cimU fejezetben taldl). E két tanulmany eredménye egy modell, amely az ROR-
pontszamot dsszekapcsolja a tavoli kitjulds valdszintiségével a tesztelt betegek
esetében, 95%-0s konfidenciaintervallummal.

13.4 Kockazati besorolds

A kockazati besorolds szintén az ROR-pontszam értelmezésére szolgal a
tesztelt betegek Kklinikai kimeneteléhez kapcsolddd hatdrértékek (cutoff)
hasznalataval.

9. tdblazat: Kockazati besorolds az ROR-tartomany és a csomédllapot alapjan

Csomaallapot ROR-tartomany Kockazati besorolas

0-40 Alacsony

Csomo-negativ 41-60 Kozepes
61-100 Magas

0-15 Alacsony

Csomo-pozitiv (1-3 csomo) 16-40 Kozepes
41-100 Magas
Csomo-pozitiv (> 4 csomo) 0-100 Magas

13.5 Minéség-ellenbrzés

A Prosigna teszt komponenseinek minden tételét elére meghatdrozott
specifikacio szerint tesztelték. A készletben taldlhatd alkotorészek nyomon
kdvethetbek, és az egyes készletek kritikus alkotorészeit egyUtt tesztelték és a
Prosigna készlet tételeként adtak ki.

A Prosigna teszt készlete szamos belsd vezérlét tartalmaz, amelyek
hasznalatdval kiértékelhetd az egyes futtatdsi készletek mindsége egyben és
mintanként is. A vezérldk a lenti részben Iathatok.

Tételenkénti ellenérz6 szett: In vitro leirt RNS referenciaminta

A NanoString Prosigna teszt készletében megtaldlhatd egy szintetikus RNS-
referenciaminta ellendérzésként. A referenciaminta /n vitro leirt RNS-célokbol all
(50 algoritmus és 8 haztartasi génbdl). A referenciamintat a berendezés minden
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Prosigna tesztfuttatds esetében kétszer dolgozza fel 10 ismeretlen emldtumor
RNS-mintdval egyltt egy 12 reakcids csésorban. A referenciamintdbdl
szarmazo jelet a berendezés 6sszeveti az elére definidlt kiszobértékekkel a
futtatds mindsitése céljabol.

Az emlétumor RNS-mintdjanak 50 algoritmus génjébdl szarmazo jel normali-
zalodik a referenciaminta megfelelé génjeire.

Pozitiv ellenérzé szett: in vitro leirt RNS-célok és a megfelelé elfogd és
riporter szondak

A szintetikus RNS-célokat a Prosigna teszt esetében pozitiv kontrollként (PC)
hasznadljak. A PC célszekvenciait a kllsé RNS-szabalyozd konzorcium (External
RNA Control Consortium, ERCC) DNS-szekvenciakonyvtarabol szarmaztatjake.
Az RNS-célokat in-vitro leirjdk a DNS-plazmidokbdl. A teszt készletében hat
RNS-cél taldlhato 4-szeres titrald sorozatban (128-0,125 fM végsé koncentracio
a hibridizalasi reakcioban) a megfeleld elfogd és riporter szonddkkal egytt.
A PC-ket hozzdadjak az egyes emlétumorok Prosigna teszttel tesztelt RNS-
mintajahoz és referenciamintajahoz. Ha a PC-kbdél szarmazo jel intenzitdsa nem
éri el az el6re definidlt kiiszobértéket, a mintat kizarjdk a tovabbi elemzésbdl.

Negativ ellenérzé szett: exogén szondak célok nélkiil

A negativ ellenérzé célszekvencidkat az ERCC DNS-szekvenciakonyvtardbol
szarmaztatjak®. Az ilyen célok észlelésére tervezett szonddk megtaldlhatok
a teszt készletében a megfeleld célszekvencia nélkul. A negativ ellenérzéket
(negative control, NC) mindség-ellenérzési intézkedésként hozzaadjdk
az egyes emlétumorok Prosigna teszttel tesztelt RNS-mintdjahoz és
referenciamintdjahoz. Ha az NC-kbdél szarmazo jel intenzitdsa nem éri el az elére
definidlt kiiszobértéket, a mintat kizarjdk a tovabbi elemzésbdl.

RNS integritasanak ellenérz6 szettje: Haztartasi gének

A 8 hdztartdsi és az 50 algoritmus gén észlelésére tervezett elfogo és riporter
gének a Prosigna készlet részét képezik. A 8 hdaztartdsi gén expresszids
szintjének elemzésével hatdrozzak meg az FFPE-szdvetmintabdl kivonatolt és a
Prosigna tesztnek aldvetett RNS minéségét. Ha a haztartdsi gének expresszids
szintje nem éri el az elére definiadlt kiiszobértéket, a mintat kizarjak a tovabbi
elemzésbdl.

A haztartasi gének haszndlatdval normalizdljdk tovabba a sértetlen RNS
mennyiségének barmilyen eltérését a referenciaminta normalizélasa el6tt.

14 AZ ELJARASOKKAL KAPCSOLATOS KORLATOZASOK

1. A Prosigna tesztet az emlétumor intrinzik altipusanak és a beteg
10 éven beluli, tavoli kidjuldsi kockdzatdnak (ROR-pontszam és
kockdazati kategoria) azonositasara optimalizaltak formalinban fixalt,
paraffinba dgyazott emberi emlészévetbdl kivonatolt, megtisztitott
RNS felhaszndlasaval. Mas tipusi mintakat és rogzitéket nem
teszteltek, ezért azokat nem szabad hasznalni.

2. A Prosigna teszt teljesitményét csak a csomag mellékletén taldlhaté
eljdrdsokkal ellendrizték. Az ott szerepld eljdrasok maodositasa
megvaltoztathatja a teszt teljesitményét.

3. A Prosigna teszt teljesitményjellemzéit menopauza  utdni,
hormonreceptor-pozitiv, korai stadiumu emlérakban szenvedd
és 5 éves adjuvans endokrin terdpias kezelésben részesuld ndkre
vonatkozodan allapitottdk meg. A teljesitményt mas kezelésekre és
mas betegekre vonatkozdan nem hatdroztdk meg.

4. Ha a teszthez megadott RNS minésége vagy mennyisége nem
megfeleld, eldéfordulhat, hogy a Prosigna teszt érvénytelen
eredményt ad, és a teszt sikertelenségét jelzi.

5. A Prosigna teszt eredményeit (intrinzik altipus, ROR-pontszdm,
kockazati kategodria) mas klinikopatoldgiai tényezdk, a beteg
kortorténete és mas laboratoriumi teszteredmények figyelembe
vételével kell kiértékelni.

6. A Prosigna teszt teljesitményét a fenti eljdrassal definidlt specifi-
kacionak megfelelé RNS-re vonatkozdan hataroztdk meg. Izoldlt, a
fenti specifikacionak nem megfeleld RNS-re vonatkozo teljesitményt
nem hatdroztak meg.

7. A Prosigna tesztet ismerten megzavard anyag példaul a genomialis
DNS ésanem tumoros (példaul normal) szévet. Az eljards megkezdése
elétt olvassa el a teszttel kapcsolatos dltalanos informacidkat. Az
eljaras futtatdsa el6tt patoldgusnak egyértelmiien azonositania kell az
életképes invaziv karcindmat. Az RNS-mintat tovdbba DNase-zal kell
kezelni. A beteg tesztmintdinak feldolgozasa elétt a DNase minden Uj
tételét tesztelni és mindsiteni kell a kapott specifikacio alapjan, ha nem
Roche FFPET RNS-izolacios készletet hasznal.



15 VARHATO ERTEKEK

A Prosigna teszt minden tumorminta esetében egy ROR-pontszamot (0-100),
egy intrinzik altipust (lumindlis A, lumindlis B, HER2-dusitott vagy bazalis
szer(l) és egy kockazati kategoriat ad eredményként. A lent ismertetett két
klinikai ellenérzési tanulmany alapjan a menopauza utani, HR+, korai stadiumu
emlérakban szenvedd, ATAC és ABCSG-8 vizsgdlat sordn anasztrozollal és
tamoxifennel kezelt nékre vonatkozdan a 10. abran lathaté az ROR-pontszam
tartomanya és gyakorisaga, a 11. abran az ROR és a tavoli kitjulas valészinisége
kozotti folyamatos 6sszefliggés, a 9. dbran pedig az ROR-pontszamok intrinzik
altipusonkénti megoszlasanak varhato értéke. A klinikai ellenérzési tanulmanyok
alapjan a 10 évnél hosszabb, tavoli kitjuldstél mentes tulélés valdszinlisége a
12. dbran (csomod-negativ betegek) és a 13. dbran (csomod-pozitiv (1-3 csomo)
betegek) dbran lathatd kockazati kategoridk szerint.

15.1 ROR-tartomadny altipusok szerint
A 9. abran az ROR-pontszamok intrinzik altipusonkénti megoszlasa lathato.

9. dbra: Az ROR-pontszamok megoszlasa intrinzik altipusonként

T T T T
Her2-dsitott Bazdlis szerii

Luminalis A Luminalis B

Altipus

15.2 Az ROR-pontszdmok gyakorisdga csomdallapotonként

A10. dbran lathatd hisztogramot egyetlen Cox-modellel dllitottak eld, amelynek
sordn az ROR-pontszamot és a kategorikus valtozokat adtdk meg a harom
csomoallapot-csoport megkuldonbdztetéséhez.

10. dbra: Az ROR-pontszam és a csomoallapot-csoportok hisztogramja

~  Abetegek megfigyelt ROR szerinti csomaall
10 egységintervallumonként csoportositva

> 25,0%

m Csomoé-negativ

1-3)
W Csomo-pozitiv (4+)

Csomo-pozitiv (

20,0%

15,0%

10,0%

ék (egyedi

5,0%

0,0%

5 15 25 35 45 55 65 75 8 95
ROR (csoport kozépsé értéke megjelenitve)

11. dbra: Tiz évre eldre lathato becslilt kockazata csomdallapot-csoporton beliil

100

— Csomé-negativak
g 4 | — Csomé-pozitivak (1-3 pozitiv csomo)

Tavoli kijulas becsiilt 10 éves kockazata
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15.3 Tavoli kitjulastél mentes tulélés kockazati kategdridnként

Az aldbbi adatok a TransATAC és a ABCSG-8 vizsgalat kombindlt elemzésébdl
szarmaznak. A betegek kockdzati csoportokhoz rendeléséhez az ROR-
pontszamokat 6sszehasonlitottdk az eldre definialt kockazati kiszobértékekkel
csomo-negativ és csomoé-pozitiv betegek esetében. A 12. és a 13. dbran a
10 éves, tavoli kitjulastdl mentes tulélés valdszinlisége lathatd az egyes
kockazati kategoridkra vonatkozdan, csomoallapotonként.

12. dbra: DRFS kockazati csoportonként csomé-negativ betegek esetében

K\

a L—_,

— Alacsony kockazat
~ — Kozepes kockézat ~
— Magas kockazat

Tavoli kitjulas nélkili szazalék

Kévetesi ids (év)

A 12. dbra adatainak Osszesitése: DRFS kockazati csoportonként csoméd-negativ
betegek esetében

Kockazati Betegek 10 éven beliili Becslilt szdzalékos érték tavoli
csoport szama (%) események szama | kiujulas nélkil 10 évre [95% ClI]
Alacsony 875 (49%) 31 96,2% [94,7%-97,3%]
Kozepes 551 (31%) 53 89,2% [86,1%-91,7%]
Magas 360 (20%) 73 777% [72,8%-81,9%]
Osszesen 1786 (100%) 157

13. dbra: DRFS kockdzati csoportonként csomoé-pozitiv (1-3 csomd) betegek esetében

— Alacsony kockazat
i ~— Kozepes kockazat LS
s — Magas kockézat

Tavoli kitjulds nélkili szézalék

Kévetési ids (év)

A 13. dbra adatainak Osszesitése: DRFS kockazati csoportonként csomé-pozitiv
(1-3 csomo) betegek esetében

Kockazati Betegek 10 éven beliili Becslilt szdzalékos érték tavoli
csoport szama (%) események szama | kiujulas nélkil 10 évre [95% Cl]
Alacsony 24 (4%) 2 91,7% [70,6%-97,8%]
Kozepes 211 (36%) 18 90,4% [85,2%-93,9%]
Magas 355 (60%) 87 71,8% [66,3%-76,6%]
Osszesen 590 (100%) 107

10. tablazat: Tiz éves DRFS-aranyok 4 vagy tébb pozitiv csomdponttal rendelkezé
betegeknél

Kockazati Betegek 10 éven beldli Becsiilt szazalékos érték tavoli
csoport szama események szama kitijulas nélkil 10 évre [95% ClI]
Magas 103 39 57,4% [46,3%-67,0%]




16 TELJESITMENYJELLEMZOK
16.1 Az elemzés pontossaga és reprodukdlhatésaga

A Prosigna dltalanos pontossagdnak és reprodukalhatdsdganak megbecs-
[éséhez két tanulmdny készult, és azok eredményét kombindltak. Az elsé
tanulmany az nCounter Dx elemzd rendszer pontossdgat vizsgalta kivont
emldtumor RNS-ébdl kiindulva, a masodik pedig a reprodukalhatosagot FFPE
emlétumorszovetbdl kiindulva, preanalitikus tényezdket is figyelembe véve.

Az RNS pontossdaga
16.1.1 A tanulmany felépitése

Harom helyszinen vak és randomizdlt o¢sszehasonlitd tanulmdnyt
készitettek a Prosigna teszttel az nCounter Dx elemzd rendszeren
az elemzés pontossaganak kiértékeléséhez. Ot egyesitett (pooled)
emlétumor RNS-mintdt generdltak archivalt FFPE-mintdkbol az
egyes helyszineken vald teszteléshez. A mintapanel prototipikus
génexpresszios profilokat mutatott a rutin tesztelés soran és az egyes
kockazati besoroldsi csoportok esetében.

Minden helyszinen 18 érvényes futtatdst végeztek (minden operator
9 futtatdst végzett, minden futtatds 10 tesztbdl allt), miutan minden
operator elvégzett egy probafuttatast (11. tablazat). Minden mintat
duplikaltan teszteltek az egyes futtatdsok soran a teszt névlieges RNS
bemeneti szintjén (250 ng). Minden operator egy futtatdst végzett egy
adott napon a hosszu tavu modszerek esetében altaldnosan elfogadott
szabvany szerint’. A probafuttatdsokkal egyUtt a tanulmany teljes
id6étartama tobb, mint 4 hét volt minden helyszinen.

11. tdblazat: Az RNS pontossagi tanulmanyanak attekintése

Szovet reprodukalhatésdaga
16.1.4 A tanulmany felépitése

Harom helyszinen vak és randomizdlt 6sszehasonlité tanulmanyt
készitettek a Prosigna teszttel az nCounter Dx elemzé rendszeren
azonos FFPE blokkbol vett emldtumor-szévetminta replikdtumanak
hasznalataval. A tanulmany részeként 43, hormonreceptor-pozitiv
emlérakos, megerdsitetten invaziv - ductdlis  és/vagy  lobularis
karcinomaval rendelkezé betegrél nemrég levett FFPE emlétumormintat
teszteltek. Minden szévetmintdt a megfelel® helyszinre szallitottak
feldolgozasra. A 43 mintdt hdrom kulonbdzd patoldgus egymastol
flggetlentl vizsgalta meg. Minden patolégus altal megvizsgalt
szdévetmintan a szdvet makrodisszekcidjabol, RNS-kivonatolasabol
és a Prosigna teszttel torténd tesztelésébdl dllo tesztet futtatott
egyetlen operdtor minden helyszinen a definidlt tesztelési eljdrassal. Az
szovetmintdkbodl szdrmazo izoldlt RNS-t kétszer tesztelték kulonbozd
tesztfuttatdsok soran. A tanulmany elvégzéséhez az RNS-izolacids
készlet harom tételét (helyszinenként egyet) és egyetlen tétel
tesztkészletreagenst hasznaltak. Egyetlen targylemezt helyeztek be
az RNS kivonatoldsdhoz, ha a tumor mért feltlete > 100 mm? volt, és
3 targylemezt helyeztek be, ha a tumor mért <100 mm?-nél kisebb volt
(a minimalis sztkséges tumorfeltlet 4 mm? volt).

16.1.5 A teszt 6sszefoglalasa

A harom helyszinen kiértékelt negyvenharom (43) szévetminta hivasi
aranya a 13. tablazatban taldlhato.

13. tablazat: Hivasi ardny az egyes helyszineken

Helyszin Ere;i?;?:ﬁ::f::;;:o'( Megfelelt/dsszes
1 95% 41/43
2 93% 40/43
3 100% 43/43

Tanulmany véltozdja Szém
Emlétumor RNS-mintdinak szama 5
Minta ismétlédéseinek szama futtatdasonként (azonos kazetta) 2
Futtatasok szama helyszinenként 18
Futtatdsok szama naponta 1
Operdtorok szama helyszinenként 2
Reagenstételek szama helyszinenként 3
Helyszinek szédma 3
Helyszinenként tesztelt m/m‘a’k sza’}ma és§ze__sen 180
(a probafuttatasok nélkal) =
A mintdk széma &sszesen = 540

16.1.2 Eltérés komponenseinek elemzése

A 12. tdblazatban az egyes paneltagok eltérésikomponens-elemzésének
eredménye lathato. A tadbldzatban a becsUlt eltérés a teljes eltérés
szazalékos értéke (zarojelben).

12. tablazat: Eltérés komponensei paneltag szerint (egyesitett (pooled) RNS-minta)

Paneltag Atla- Eltérés komponense . '
< Teljes | Teljes
kockazat gos - eltérés sD
szerint, altipus | ROR | Tétel | Helyszin | Operator | Futtatés i:‘zt:::
Alacsony 4 0,010 | 0,000 | 0,000 0,134 0,296 0,44 066
Lumindlis A ! 2%) (0%) (0%) (30%) (67%) (100%) !
Kozepes 55 0,105 0,000 | 0,000 | 0,046 | 0426 0,576 076
Lumindlis B (18%) (0%) (0%) (8%) (74%) (100%) !
Kozepes bazalis 554 0,059 | 0,000 | 0,000 | 0,046 0,194 0,299 055
szerl | (20%) (0%) (0%) (15%) (65%) | (100%) !
Magas 648 0,119 0,014 | 0,000 | 0,064 | 0,380 0,576 076
Lumindlis B : (21%) 2%) (0%) M%) (66%) (100%) !
Magas 762 0,165 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0277 0,442 066
HER2-dusitott ! (37%) (0%) (0%) (0%) (63%) | (100%) !

A teljes SD mind az 6t paneltag esetében kisebb volt, mint 1 ROR egység
a 0-100 skaldn. Az eltérés nagy része az 6sszes paneltag esetében a
futds kozbeni eltérésbdl eredet (ismételhetéség). A helyszinek és az
operatorok kozott szinte nem volt eltérés. A helyszin jelentéségének
paneltagonkénti valdszinliségiarany-tesztje kimutatta, hogy a helyszini
eltérések statisztikailag jelentéktelenek (p > 0,05) voltak. Az dtlagos ROR-
pontszam minden tétel esetében kisebb volt TROR egységnél, igy az egyes
paneltagok atlagosan korulbeltl 20%-kal jarultak hozza a teljes eltéréshez.

16.1.3 A medgallapitott altipus és a kockazati besorolds egyezése

Minden paneltag esetében 100%-0s egyezés volt az altipus eredménye
és a paneltag intrinzik altipusa kozott. Minden minta esetében 100%-0s
egyezés volt a mért és a varhato kockazati csoport kozott.
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Negyven minta minden helyszinen eredmény adott (egy helyszinen egy
minta RNS-izoldciojat meg kellett ismételni), T minta adott eredményt
2 helyszinen és 2 minta csak egyetlen helyen adott eredményt. A
szovetvizsgalaton és az RNS-izolacid specifikacidjdnak megfeleld mintak
szdz szazaléka (100%) adott megfelelt eredményt a Prosigna teszten. A
4/5 RNS-izolacids hibdk esetében a mért tumorfelllet < 15 mm? volt, ami a
tesztbe behelyezett 50 mm?-nyi teljes szovettertletnek felel meg.

A 43 minta csomoé-negativ és csomoé-pozitiv betegek mintdit is
tartalmazta. A 43 mintabol szdmitott teszteredmények az ROR-
pontszdmok széles tartomanyat (94 egység), mind a 4 intrinzik altipust
és minden kockazati kategoriat lefedtek, amikor a csomo-negativ vagy
a csomo-pozitiv hatarértékeket (cutoff) minden mintdra alkalmaztak. Az
egyetlen helyszinen eredményt ado két mintat kizdrtak minden tovabbi
statisztikai elemzésbdl, mert nem &llt rendelkezésre adat a helyszinek
kozotti 6sszehasonlitashoz.

16.1.6 Eltérés komponenseinek elemzése

Nem volt statisztikailag szignifikdns (o = 0,05) eltérés a kockazati
kategoridk kozott a nem paraméteres Kruskal-Wallis teszt hasznalata
esetén, ezért az eltérés komponenseinek modellje egyidejlileg az 6sszes
kockdzati kategdridra illeszkedett.

A 14. tabldzatban az eltérésikomponens-elemzés eredményei lathatok
mind a 41 szévetminta hasznalataval.

14. tablazat: Eltérés komponensei (szovet reprodukalhatésagi tanulmanya)

Eltérés komponensei
" Teljes SD
Helyszin Bloklfqn Maradvany Osszesen )
beldli
0,10 772 0,51 8,34 2,89

A helyszin komponens a szisztematikus helyszinspecifikus eltérést,
a ,Blokkon beluli” komponens a véletlenszer(i eltérést (amely a
szovetminta vizsgalati vagy feldolgozasi eljdrasa miatt vagy az FFPE
blokkeltérése miatt mutat eltérést), a maradvany eltérés pedig a Prosigna
teszt futtatdsok kozotti és futtatdson bellli kombindlt valtozékonysagat
méri. A helyszin komponens nagyon kicsi a blokkon beltl a véletlenszer
valtozékonysdghoz viszonyitva, ami azt jelzi, hogy a helyszinek
kozotti eltérések altaldnosan elhanyagolhatdk (a teljes eltérés < 1%-a).
A maradvany eltérése konzisztens volt az RNS pontossagi tanulmanya
sordn mérttel megegyezd valtozékonysaggal, de ott kevesebb minta
és tobb replikdtummeérés volt (0,51 eltérés az dtlaghoz képest egy
helyszinen a Prosigna reagenskészletének 0,39-es eltérésén belll az
RNS pontossagi tanulmanya esetében).



A 15. tabldzatban a teljes valtozékonysag lathatd a szovet teljes
feldolgozasi valtozékonysaganak hasznalatdval (a tanulmany 14.
tablazataban szerepld helyszin és blokkon bellli komponens), illetve
az RNS teljes feldolgozasi valtozékonysaga az RNS pontossagi
tanulmanyabdl (a12. tablazatban szerepl 6t tesztelt panelt atlagolva). A
szovetfeldolgozdshoz tartozo preanalitikus tényezék a teszt eltérésének
elsédleges forrdsa (a teljes eltérés 94%-a). A teljes SD az eltérés ¢sszes
forrasat beleértve 2,9, ami azt jelzi, hogy a Prosigna a két 6,75-0s ROR
érték kozotti eltérés (95%-ban) megbizhatd mérészama.

15. tablazat: Teljes valtozékonysag (szovet és RNS feldolgozasa)

Szovet ey 5
feldolgozasanak RN§feIdngoza§anak . Tgljes . Teljes SD
A " . valtozékonysaga valtozékonysag
valtozékonysaga

7.82 0,47 8,29 29

16.1.7 A kockazati kategoria és az altipus-besorolas egyezése

A beteg altipusdnak és kockazati besoroldsanak (alacsony/kozepes/
magas kockazat) helyszinek kdzotti egyezése a 16. tablazatban lathato,
ahol a csomd-negativ és a csomo-pozitiv besoroldsok megfeleld kockazati
hatarértékeit (cutoff) alkalmaztak minden mintdra. A pontos tipusu, 95%-
os konfidenciaintervallumok szdgletes zardjelben, a mindkét helyszinen
eredményt add mintak szama pedig sima zardjelben lathatd. Az atlagos
egyezés az utolsé oszlopban taldlhato. Minden 6sszehasonlitds esetében
az egyezést két 1épésben szamitottak ki. El&szdr kiszamitottak minden
szovetminta esetében a négy lehetséges eredménypadr (ketté az 1-es
helyszinen * ketté a 2-es helyszinen) egyezésének ardnyat. A masodik
|épéshen az ardnyokat atlagoltak az 6sszes szovetmintdra, amely mindkét
helyszinen eredményt generdlt az adott 6sszehasonlitas soran.

16. tablazat: Altipus és kockazati
csomdéallapot szerint

kategdria egyezésének Osszesitése

Paronkénti egyezés
Ossze’hasonll’tés 1 helyszir}/ 1 helyszir)/ 2. helyszip/ Atlagos egyezés
tipusa 2. helyszin 3. helyszin 3. helyszin
(n = 40) (n=41) (n = 40)
) 96,3% 98,8% 95% .
Altipus [86,4%-99,5%] | [91.0%-100%] | [831%-993%] 7%
fgfekagig 875% 92.7% 90% 00
eoona 1 [732%-958%] | [801%-98.4%] | [76.4%-97.2%] o
Csomo-negativ
fgfekagig 888% 92.7% 91,3% o1
2908 | 175,9%-96,0%] | [801%-98.4%] | [79,2%-97,4%) °
Csomo-pozitiv

A helyszinek kozotti dtlagos egyezés minden 6sszehasonlitds esetében
(altipus és csomo-negativ és -pozitiv kockazati kategoéridk) legaldbb
90% volt. Nem volt olyan minta, amely esetében a kockazati kategdria
alacsony kockazatrél magas kockdzatra (vagy forditva) valtozott a
helyszinek kézott vagy azokon beltl. Csak két minta volt (a 41-bél),
amely a 6 replikdtum esetében nem azonos altipust adott:

1. Egy minta kétszer lumindlis A eredményt adott az egyik helyszinen
és kétszer lumindlis B eredményt a két masik helyszinen.

2. Egy minta kétszer luminalis A eredményt adott az egyik helyszinen,
kétszer HER2-dusitott eredményt egy masik helyszinen és egyszer-
egyszer lumindlis A és HER2-dusitott eredményt a harmadikon.

16.2 Erzékenység / RNS-bemenet
RNS-bemeneti tanulmany leirasa

A tanulmanyban 13 emlétumor RNS-mintat teszteltek harom RNS-bemeneti
szinten a teszt specifikdciojan beltl (500, 250 és 125 ng) és két tovabbi RNS-
bemeneti szintet a specifikacion kivul (625, 62,5 ng). Minden mintat a készlet
Osszes tételével teszteltek (Osszesen 2 tétel) egyetlen tesztfuttatdsban,
amelynek sordn minden szinten két mérést végeztek a specifikacion belll és
minden szinten egy mérést a specifikacion kivul. Minden tesztfuttatdsban volt
ismeétlédé Ures (vagyis cél nélkuli) mérés. Egy mintat csak egy tétellel teszteltek.

RNS-bemeneti tanulmany eredményei

Minden mért Gres minta (n = 46) jele joval a kiszobérték alatt volt, és sikertelen
teszteredményt (0%-os hivasi arany) adott. Minden tesztspecifikacion beldl
végzett RNS-mérés (n = 138) megfelelt teszteredmeényt (100%-0s hivasi arany)
adott. A specifikaci¢ feletti (625 ng) bemenettel rendelkezd mintdk szaz
szazaléka (100%) megfelelt teszteredményt adott. A specifikacio alatti (62,5 ng)
bemenettel tesztelt mintak (10/12) nyolcvanhdrom szézaléka (83%) esetében
az 1. tétel teszteredménye 100%-ban megfelelt a 2. tétel eredményeinek.

A 13 minta atlagos ROR-pontszdma széles tartomanyt (20-82) fedett le.
A Kkockdzati csoport besoroldsa (alacsony/kdzepes/magas) 100%-ban
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egyezett a 13 tesztelt minta minden RNS bemeneti szintjén. A 17. tablazatban
az ROR-pontszém eltérése lathatd az RNS-bemenet flggvényében. Az ROR-
pontszam RNS bemeneti szintek kozotti atlagos eltérését, az eltérések SD értékét
és a 90%-os konfidenciaintervallumot hasznaltdk annak kiértékelésére, hogy a
kalonbdzé RNS bemeneti szinteken generdlt ROR-pontszamok megegyeztek-e a
250 ng célszint haszndlataval generdltakkal. Az elfogaddsi kritérium eléréséhez a
konfidenciaintervallumnak teljesen a (-3,3 ROR) tartomdnyba kellett esnie. A két
szinten, a teszt specifikacios tartomanyanak szélsé értékeinél (125 és 500 ng RNS) az
ROR-pontszam megegyezett a 250 ng cél bemeneti koncentracié mellett szamitott
pontszdmmal mindkét tesztelt készlettétel esetében. A teszt specifikdciojan kivali
szintek esetében az ROR-pontszamok megegyeztek az egyik tétel értékével, de a
masikéval nem.

17. tablazat: ROR-pontszdm eltérésének Osszesitése (a darabszam az elemzéshez
hasznalt mintdk szamanak felel meg)

. : ROR . Alsé meg- | Fels6 meg-
Kes:z Témeg (ng) Dar? . atlagos Elt,ergs sl bizhatdsdgi | bizhatdésagi
lettétel szam - értéke Cas e

eltérése hatdrérték | hatarérték
62,5-250 10 1,90 2,62 0,54 3,26
20535 125-250 12 0,75 1,23 0,16 1,34
500-250 12 0,04 0,78 -0,33 0,41
625-250 12 -0,13 0,86 -0,53 0,28
62,5-250 1l -0,36 3,96 -2,33 1,60
20536 125-250 1 -0,50 3,07 -2,02 1,02
500-250 1l -0,82 3,25 -2,43 0,79
625-250 1l -1,09 4,24 -319 1,01

16.3 Interferencia tesztelése
Egymas melletti normal/nem tumoros szévet

Egymas melletti normal/nem tumoros szovet altaldaban FFPE emlétumorblok-
kokban taldlhato, és patoldgiai vizsgalat sordn mutathato ki az invaziv emlérak
tertletétdl elkulonuld tertletként. A Prosigna teszt fenti eljarasa meghatarozza
az egymas melletti normal szdévet makrodisszekcidval torténd eltdvolitasat.
Annak kiértékeléséhez, hogy a normal szévet mekkora szennyezddési kocka-
zatot jelent a teszteredményekre, dsszesen 13, patoldgiailag megerdésitett,
infiltréld ductalis karcindmat tartalmazo emldtumorblokkot és  korulbelul
50-95% kornyezd normal/nem tumoros szovetet teszteltek a kdrnyezd szovet
makrodisszekcidjaval és anélkul, és meghataroztak az ROR-pontszam eltérését
(delta ROR).

A makrodisszektalt tumorminta ROR-pontszdma atlagosan majdnem 8 ROR
egységgel magasabb volt, mint a normal/nem tumoros szévet eltdvolitdsa
nélkuli esetben. A 14. dbrdn az ladthatd, hogy a normal szévet mennyiségének
novekedésével (95%-o0s makrodisszekcidval el nem tévolitott értékig) ndvekszik
annak kockdzata, hogy ajelentett ROR-pontszam a beteg kiujuldsikockazatanak
aldbecsult vagy negativan elfogult (akar -19 ROR egység) becsult értéke lesz.

14. dbra: A normal/nem tumoros szdvet hatdsa az ROR eltérésére

ROR eltérése és normal/nem tumoros szazaléka

ROR eltérése

T T T
50 60 70 80 90 100

Normdl/nem tumoros szézaléka

Nekrotikus, vérzéses és DCIS szbvet interferencidja

Annak kiértékeléséhez, hogy a nekrotikus/vérzéses/DCIS szévet mekkora
szennyezOdési  kockdzatot jelent a teszteredményekre, dsszesen 11,
patoldgiailag megerdsitett, invaziv emlékarcinomat és koralbeltl 10-30%
beavatkozd anyagot tartalmazé FFPE emlétumorblokkot (3 DCIS, 5 nekrotikus,
3 vérzéses) teszteltek a beavatkozd anyag makrodisszekcidjaval és anélkil, és
meghatdroztdk az ROR-pontszam eltérését (delta ROR). A tesztelt szinteken
az eljaras soran hasznalt vérzéses, DCIS és a nekrotikus szévet elhanyagolhatd
hatdssal volt az eredményként kapott ROR-pontszamra (< 6 ROR egység).
A kockdzati kategdria meghatdrozasa soran 100%-0s egyezés volt a tizenegy
nekrotikus, vérzéses és DCIS minta kozott makrodisszekcioval és anélkul.
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Emberi genomidlis DNS

A Prosigna teszt eljdrasanak része az emberi genomialis DNS (gDNS)
eltdvolitdsa DNase | haszndlatdval torténd feloldassal. Annak kiértékeléséhez,
hogy a gDNS mekkora szennyezédési kockazatot jelent a teszteredményekre,

Elemzés

19. tablazat: A kezelés és a klinikai jellemz6k Gsszesitése az 1-es és a 2-es tanulmany
kombinalt elemzésében

tiz (10) patoldgiailag megerdsitett, infiltrdld ductdlis karcindmat tartalmazo Cs??f}gg%i"" = 'Z';z_'t's"g‘:;m 34"‘(‘:121“1‘6;;““
“ ; Sl SvolitAcS 4 Jellemzék Erték - - -
FFI?E emlotu_mgrblokkot tgs;tgltek az embgrll genomialis DNS_eIt@volltasavaI és rnrTAcEEcscall Al AEcscel e ATACk VAR cscE
anélkul, az eljarads DNase Iépésének kihagyadsaval. A tesztelt mintakban az ROR- (n=739) | (1=1047) | (N=208) | (nN=382) | (n=54) | (n=49)
pontszam atlagosan 4-5 egységgel alacsonyabb volt az Alacsony és a Kdzepes Kevést ‘ 5%70/ ngi/ 423002(y 4;8;0/ 57% 512(??
. . . . . ’, . . anasztrozol
kockazati csoportban, ha a gDNS-t DNase | hasznalatdval eltavolitottak (lasd a Kezelés Coak ( 3162‘)) ( 5‘19 s 1660) ( 1580) : 23 e 2'4 -
s . . A . . . sa
18. tab}aza/tot). Amlk,or a D,Nasef’kezelest nem kapo?t mintakat késébb DNase | tamoxifen | 49.0%) | @96% | 10% | 8w | @26% | 49.0%
hasz_na_latava\ kezelték (utokezelés), az RO_prontsza_lm megegyezett a protokoll o 169 210 9 5 3 7
szerinti DNase-kezelés mellett eredetileg megfigyelhetd ROR-értékekkel. (229%) | 01%) | (188%) | (141%) (56% | (143%)
Fenndll a kockdzata, hogy gDNS jelenlétében a beteg kiujuldsi kockdzatanak 438 837 122 328 37 42
o DR " ; . Fokozat G2/6X (593%) | 79.9% | ©87%) | ©859%) | ©85% | (85.7%)
eredmeényként kapott ROR-pontszdma tulbecsult vagy (akadr 7 ROR egységgel) 22 ) e al 27 ek
- . . AN 132 0 47 0 14 0
pOZIt\Vf’:m erlfogult”\esz. A DNase I-kezelést nem kapott mlntakhoz k\szam\totrt G3 a79% % 226%) ©% 259%) %)
jel tovabba jelentésen (p < 0,05) alacsonyabb a DNase |-kezelést kapottaknal 2 29 3 = 3 >
a Prosigna teszt eldtt az RNS mennyiségének meghatdrozasahoz hasznalt slcm (165%) | (209%) | (62%) (9,7%) (5,6%) (4,1%)
leolvasott abszorpci¢ interferenciaja miatt. 420 568 83 193 15 18
. ) 1-2cm (56.8%) | (543%) | (39.9%) | (505%) | (278%) | (36,7%)
18. tablazat: A DNase-kezelés hatasa az ROR-pontszamra tumormintakban umor mérete 57 13 77 22 18 23
2-3cm
212%) | 03%) | (370% | (319%) | (333%) | 46,9%)
- ROR eltérése
Tesztelt ROR eltérése i >3 40 47 35 30 18 6
ROR FFPE- | DNase I-gyel - DNase I nélkil pRascl o s nhacaine! o Ga% | @sw | a68% | 79% | (333%) | 022%)
Kategéria | . 2 (CitkezEl o) 649 984 186 367 a7 46
Atlagos | Minimalis | Maximalis | Atlagos | Minimalis | Maximalis ) Negativ (87,8%) (94,0%) (89,4%) (96,1%) (87.0%) (93,9%)
Alacsony 3 -4,0 -60 10 07 10 30 HER2-3llapot ) %0 53 > 5 7 3
Kozepes 2 45 70 20 10 00 20 Pozitiy 122% | 60% | 106% | 39% | a30% | 1%
Magas 5 04 10 20 04 10 10 o 79 9 50 64 31 10
Kitiuldsok favol 107%) | ®7%) | 40%) | 68%) | (574%) | (204%)
idju
inilcai taliecitmé . 7 121 59 73 34 10
16.4 Klinikai teljesitmény Barmely | qomo | new | s | asme | @0 | @ome
Két klinikai ellenérzé tanulmanyt készitettek a Prosigna Breast Cancer Luminglisa| 529 725 127 248 31 31
Prognostic Gene Signature Assay (Prosigna emlérak prognosztikus genetikai T16%) | (69.2%) | (6l1%) | (64.9%) | (57.4%) | (63.3%)
alairas tesztje) ellenérzésére. Mindkét tanulmany elsédleges célja a kozzétett NanoString Luminalis B (213786% (2278];) (3?%%) (3(?2%) (327(1@ (32“;0@
megf\gye\esek felle_norzese voI_t, amelyek lsz_grmt a klmg\asw k(})ckgza_t'_(R'OR') intrinzik altious | Bazalis 7 6 > > o o
pontszama tovabbi prognosztikus informaciot ad a 10 éves, tavoli kitjulastol szer(i (09%) | (06%) (1,0%) (0,5%) (0%) (0%)
mentes tuléléssel kapcsolatban a szabvanyos klinikai valtozokon tul. Mindkét HER2- 27 32 1 14 3 2
tanulmany esetében egy masodlagos célkitlizés is volt annak a korabbi dusitott G7%) Gl%) | G3% | G7% | G&%) | 41%)

megfigyelésnek az igazoldsara, hogy a lumindlis A és a lumindlis B betegek
statisztikailag szignifikdnsan eltérd tavoli kitjuldstél mentes tulélési kockazati
értékkel rendelkeznek 10 éves id6tavon. Mivel a két tanulmdny belépési
kritériumai és eredmeényei hasonldak voltak, a két adatbazist kombindltak, és
prospektiv. médon definialt elemzési tervvel elemezték, amelynek az egyes
tanulmanyokkal azonos volt a célkitlizése.

Kombinalt elemzés: Kockazati gorbék generalasa a Prosigna
teszt TransATAC és ABCSG-8 vizsgalatbdl szarmazé kombi-
nalt eredményeinek hasznalataval

A kombinalt elemzésbdl szarmazo kezelés és klinikai jellemzék 6sszefoglaldsa a
lentirészben taldlhato. Az egyes tanulmanyok felépitési és elemzésiinformacioit
az aldbbi szakaszok 1-es és 2-es tanulmanyra vonatkozo részében taldlja.
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Mindkét tanulmany 5 éves tamoxifenes kezelést vett alapul. A TransATAC
esetében a tanulmany masik aga 5 éves anasztrozolkezelést, mig az ABCSG-8
tanulmanyban a mdsodik &g 2 éves tamoxifen-, majd 3 éves anasztrozolkezelést
tartalmazott. Amikor a DR-t az 6sszes klinikai és kezelési valtozo fliggvényeként
modellezték, a kezelés nem jarult hozza jelentés mértékben (p = 0,66) a DR
elérejelzéséhez. A vizsgdlatok kozotti masik fé kulonbség az volt, hogy a
TransATAC vizsgdlat 3-as fokozatt tumorban szenvedd betegeket tartalmazott,
és hogy az altalanos kitjulasi ardny a TransATAC tanulmany esetében nagyobb
volt, mint az ABCSG-8 tanulmany esetében.

Eredmények

A 15. dbran a DR 10 éves kockdazata lathatd az ROR-pontszam fuggvényében
95%-0s megbizhatdsdgi savokkal a kulonallo Cox-féle aranyos hazard modell
alapjan, az 6sszes csomo-negativ és a csomo-pozitiv (1-3 pozitiv. csomo)
betegcsoportra vonatkozoéan.

15. abra: Tiz éves becsiilt DR-kockazat csomdallapotonként 95%-os konfidenciainter-
vallumokkal

100

—— Csomé-negativak
S - | — Csomé-pozitivak (1-3 pozitiv csomd)

Tavoli kidjulas becsiilt 10 éves kockazata

A 16. dbrdn a Kaplan-Meier gorbe és az el6éforduldsi forgatokonyvek lathatok
kockdzati csoport szerint a csomoé-negativ betegek esetében, a 17. dbrdn pedig
ugyanazok a forgatokényvek csomo-pozitiv betegek (1-3 csomo) esetében.
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A mintaméretek részletei, az események szdma és a becsllt szdzalékos érték
(10 éves, tavoli kitjulds nélkal) minden dbran kockazati csoport szerint 1athato.
A csomoé-pozitiv betegcsoportban tul kevés beteg volt az eldre definialt
alacsony kockazatu csoportokban, ennek eredmeényeként a Kaplan-Meier gorbe

A 17A &bra adatainak Osszesitése: DRFS kockazati csoportonként csomé-pozitiv
(1-3 pozitiv csomo) betegek esetében

konfidenciaintervalluma és igy a DRFS 10 éves becslése tulsdgosan széles lett.

16A abra: DRFS kockdzati csoportonként csomé-negativ betegek esetében

Tavoli kitjulas nélkuli szazalék

—— Alacsony kockazat
— Kozepes kockazat
— Magas kockazat

09

0,7

Kovetési id (év)

Kockazati Betegek 10 éven beliili Becsiilt szazalékos érték tavoli
csoport szama (%) | események szama | kiujulas nélkiil 10 évre [95% ClI]
Alacsony 24 (4%) 2 91,7% [70,6%-97,8%]
Kozepes 211 (36%) 18 90,4% [85,2%-93,9%]

Magas 355 (60%) 87 71,8% [66,3%-76,6%]

Osszesen 590 (100%) 107

[ T
5 9 ® © N & o
R R R KRR RR

El6fordulas 6t éves intervallumban

N
ES

o
B

0-5 év

16,6%

Ot éves intervallum

5-10év

17B &bra: El6fordulas kockdzati csoportonként csomé-pozitiv betegek (1-3 csomd)
esetében, 6t éves intervallumra

A 16A abra adatainak Osszesitése: DRFS kockdazati csoportonként csomé-negativ
betegek esetében

Kockazati Betegek 10 éven beliili Becsiilt szazalékos érték tavoli
csoport szama (%) | események szama | kiujulas nélkiil 10 évre [95% ClI]
Alacsony 875 (49%) 31 96,2% [94,7%-97,3%]
Kozepes 551 (31%) 53 89,2% [86,1%-91,7%]

Magas 360 (20%) 73 77,7% [72,8%-81,9%]

Osszesen 1786 (100%) 157

16B abra: El6fordulds kockazati csoportonként csomoé-negativ betegek esetében, 6t
éves intervallumra

W Magas ™ Alacsony

A 17B dbran (mivel csak 24 beteg volt 2 eseménnyel az alacsony kockdzatu
csomo-pozitiv csoportban) a betegeket kombindltdk a kozepes kockazatu
betegekkel a késdi kivjulds elemzéséhez.

A kombinalt adatbazisban taldlhatd mind a 103, 4 vagy tobb pozitiv csomoval
rendelkezé beteget magas kockdzatuként soroltdk be. A 20. tédblazatban ezen
betegek tiz éves DRFS-ardnya lathato.

20. tablazat: Tiz éves DRFS-aranyok 4 vagy tobb pozitiv csoméponttal rendelkezé
betegeknél

14%

13,2%

10,4%

Kockazati Betegek 10 éven beliili Becsiilt szazalékos érték tavoli
csoport szama események szdma | kitjulas nélkil 10 évre [95% CI]
Magas 103 39 57,4% [46,3%-67,0%]

T 10%

dulas 8t éves inter

0-5év 5-10 év

Ot éves intervallum

¥ Magas ™ Kozepes  Alacsony

17A abra: DRFS kockazati
betegek esetében

csoportonként csomo-pozitiv (1-3 pozitiv csomo)

—— Alacsony kockazat
~— Kozepes kockazat
~— Magas kockazat

Tavoli kidjulas nélkili szazalék

Kévetési idé (év)
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A kombindlt tanulmanyokban részt vevd alanyok nagy része (96%) luminalis
A vagy lumindlis B tipusu volt. A 18. dbran a DRFS 6sszehasonlitdsa lathatd

lumindlis altipusonként, csomd-negativ betegek esetében.

18. abra: Kaplan-Meier g6rbék DRFS-hez intrinzik altipusonként csomdé-negativ
betegek esetében

Tavoli kidjulas nélkuli szazalék

— Luminalis A

06

Kovetési ido (év)




A 18. dbra adatainak 6sszesitése: Kaplan-Meier gérbék DRFS-hez intrinzik altipusonként
csomoé-negativ betegek esetében

Kockazati Betegek 10 éven beliili Becsiilt szazalékos érték tavoli
csoport szama események szama | kiujulas nélkiil 10 évre [95% ClI]

Luminalis A 1254 62 94,6 [93,1-95,8]

Luminalis B 460 75 81,9 [77,7-85,3]
Osszesen 1714 137

A 19, abrdn az 1-3 pozitiv csomodval rendelkezé csomo-pozitiv betegek
ugyanazon 6sszehasonlitdsa lathato. Mindkét csoport esetében jelentés
eltérések voltak a lumindlis A és a lumindlis B betegek DRFS-e kozott.

19. abra: Kaplan-Meier go6rbék DRFS-hez intrinzik altipusonként csomd-pozitiv
(1-3 pozitiv csomo) betegek esetében

Tavoli kiGjulas nélkili szazalék
0,7

Luminalis A
© | Luminalis B L o
S 5

Kovetési id6 (év)

A19. dbra adatainak 6sszesitése: Kaplan-Meier gérbék DRFS-hez intrinzik altipusonként
csomoé-pozitiv (1-3 pozitiv csomo) betegek esetében

Kockazati Betegek 10 éven beliili Becsllt szazalékos érték tavoli
csoport szama események szama | kiujulds nélkiil 10 évre [95% ClI]

Luminalis A 375 41 87,6 [83,5-90,8]

Luminalis B 186 52 68,3 [60,4-75,0]
Osszesen 567 93

Csak 98 olyan luminalis altipusu beteg volt a kombindlt adatbazisban, akinek 4
vagy tébb pozitiv csomdja volt. A 21. tabldzatban ezen betegek tiz éves DRFS-
aranya lathato, akiknél a kockazat sokkal magasabb lumindlis B altipus esetén.

21. tablazat: Tiz éves DRFS-aranyok 4 vagy tobb pozitiv csoméponttal rendelkezé
betegeknél luminalis altipus szerint

Kockazati Betegek 10 éven beliili Becslilt szdzalékos érték tavoli
csoport szama események szama | kiujulas nélkil 10 évre [95% Cl]

Luminalis A 62 17 68,3 [53,6-79,3]

Luminalis B 36 20 38,0[21,4 - 54,5]
Osszesen 98 37

Utolso kitjulds elemzése

Az elézéekben ismertetett kombindlt elemzési adatok kozott az események
aranya nem konstans az egyes kockazati csoportokban a 10 éves
intervallumban, mint a 16B és a 17B abran lathaté. A DR jobb megértéséhez
a késéi kivjuldsi iddszakban elvégezték a fent ismertetett kombinalt adatok
post-hoc retrospektiv elemzését azon betegekre vonatkozoan, akik 6t évig
tavoli kijuldstél mentesek voltak (6sszesen 2163 beteg®). E betegek kozul 1605
csomo-negativ, 488 pedig csomo-pozitiv (1-3 csomd volt). A 20. és a 21. dbran
az x tengely alatti értékek 5 évnél minden csomaocsoport esetében a betegek
szamat mutatjak kockazati csoportonként az 6t évnél érvényes kockazattal,
ami megfeleld a kései kiljulas elemzéséhez.

A 22. tablazatban a csomo-negativ és a csomo-pozitiv (1-3 csomo) betegek
kezelésének és klinikai jellemzéinek 0©sszesitése lathatd a kései kiujulas
elemzésében.
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22. tablazat: Kezelések és klinikai jellemzdék 6sszesitése kései kiujulas elemzéséhez

Csomo6-negativ Csomé-pozitiv (1-3 csomo)
" Bnn (n =1,605) (n = 488)
Jellemz6k Erték
ABCSG8 TransATAC ABCSG8 TransATAC
(n =944) (n = 661) (n =311) (n=177)
Kevés anasztrozol 480 346 153 89
Kezelés
Csak tamoxifen 464 315 158 88
Jo 192 158 46 36
Fokozat Kozepes 752 394 265 105
Gyenge 0 109 0 36
<lcm 204 116 35 n
Tumor 1-2cm 526 376 165 74
merete 2-3cm 183 139 90 64
>3cm 3l 30 21 28
HER2- Negativ 888 590 300 157
dllapot Poritiv 56 7 n 20
Tavoli 41 40 28 29
Kitjuldsok
Barmely n 78 37 37
Luminalis A 674 488 218 12
NanoString Luminalis B 245 150 87 54
intrinzik
altipus Bazalis szerl 4 5 0 1
HER2-dusitott 21 18 6 10

Az elsédleges cél annak meghatdrozasa volt, hogy az ROR-pontszam képes-e
szignifikans tovabbi prognosztikai informaciét adni a DRFS szamara a
szabvanyos klinikai valtozokon tul 5 vagy 10 éven belll. A csak CTS-t tartalmazoé
null modellt 6sszehasonlitottdk egy CTS-bél és ROR-bdl allé alternativ
modellel a valoszinUségi arany (LR) teszt hasznalataval. Az ROR statisztikailag
szignifikans informacidt adott az 5 éven tuli DRFS esetében a szabvanyos
klinikai valtozokon tul minden beteg (p < 0,0001) esetében, a csomoé-negativ
(p < 0,0001) és a csomoé-pozitiv (1-3 csomo) betegek (p < 0,0001) is.

A 23. tabldzatban a kockazati ardnyok 6sszesitése lathatd 10 pontos valtozas
esetében, egyvaltozos elemzés alapjdn, illetve az ROR-pontszémot és a CTS-t
is tartalmazo tobbvaltozds elemzésben. Az ROR-pontszdm kockdazati aranyai
mind jelentésen eltérnek 1-tél, még a CTS modositasa utan is. A C-indexek
szintén a 22. tabldzatban ldthaték. A C-index mindkét csoport esetében
jelentésen eltért az informaciomentes értéktél (0,5).

23. tablazat: Kései kitjulas tesztelésének dsszefoglaldsa

" Kockazati arany: C-Index 95%-0s
ci%zmltg:( N 10 pontos ROR-pontszam valtozés konfidenciaintervallumokkal
SATE Egyva\tqzos Tébbvaltqzos CoIndex Also Felsé
elemzés elemzés
0 1605 1,38 [1,23-1,54] 1,29 [115-1,46] 70,1% 64,7% 75,5%
1-3 488 1,43 [1,25-1,63] 1,34 [116-1,53] 711% 64,0% 78,3%

A tanulmanyban szereplé betegek nagy része HER2-negativ volt. A 24.
tablazatban a HER2-4dllapot megoszlasa lathatd a csomd-negativ és a csomo-
pozitiv (1-3 csomad) nékre vonatkozdan. A tanulmanyokban szereplé ndk tobb,
mint 90%-a mindkét csoport esetében HER2-negativ volt.

24. tablazat: A HER2-3llapot megoszlasa a pozitiv csomok szama szerint

HER2-allapot

Beteg alcsoportja " - e} 1
Negativ Pozitiv
Csomo-negativ betegek 1478 (92,1%) 127 (7.9%) 1605
Csomo-pozitiv betegek 457 (93.6%) 1.(6,4%) 488

(1-3 pozitiv csomo)

A 25. tabldzatban az &sszes betegre alkalmazott tébbvaltozos modell
6sszehasonlitdsa lathaté egy adott csomdcsoportban és a csoportba tartozd
6sszes HER2-negativ  betegre alkalmazott modell. Nincs statisztikailag
szignifikans eltérés.



25. tablazat: Tobbvaltozoés kockazati aranyok 10 pontos ROR-pontszam valtozas esetén:
Az alcsoportba tartozé ésszes beteg / az alcsoportba tartozé6 HER2-negativ betegek

Pozitiv csomoék szama Az 6sszes beteg [95% Cl]

1,29 [115-1,46]

HER2-negativ betegek [95% CI]
1,35 [119-1,54]

Csomo-negativ betegek

Csomo-pozitiv betegek
(1-3 pozitiv csomd)

1,34 [116-1,53] 1,29 [111-1,50]

A kockazati csoportok kozotti dsszehasonlitast a 20. és a 21. dbra részletezi
tovabb, ahol a csomd-negativ és a csomoé-pozitiv (1-3 csomod) betegek korai
és kései tavoli kitjulasanak el6forduldsi gorbéi is lathatdk kockazati csoport
szerint. Az el6forduldsi gorbék a korai kitjulasi idészakot (az elsd 5 évben)
és a kései kivjulasi idészakot (a diagndzist kovetd 5-10 évben) is lefedik.
Minden abran az x tengely alatt a veszélyeztetett nék szama és az dsszesitett
eléfordulas lathatd. Az dbrak alatti dsszesitd tdblazatok az dsszesitett DR-
arany konfidenciaintervallumat mutatjak 5 vagy 10 évre vonatkozdan azon nék
esetében, akik az 5 éves kezelést kdvetéen DR-mentesek voltak. A 21. dbran
lathatd csomo-pozitiv (1-3 csomo) betegek esetében az Alacsony kockazati
csoportba tartozod betegek alacsony szama miatt kombinaltak az Alacsony és a
Kozepes kockazati csoportot.

Az Alacsony kockdazati csoportba tartozok esetében alacsony a kiujulds
valdszinlisége 5-10 éven belll 5 éves endokrin terdpiat kovetden, mint az
Osszesitett el¢forduldsi gorbék és az egyes kockdzati csoportok kockdzati
aranyai mutatjdk. Ezzel szemben a Kozepes €s a Magas kockazati csoportba
tartozok esetében tartosan fenndll a kései tavoli kitjulds kockdzata 5 éves
endokrin terdpiat kovetden. A Kozepes és a Magas kockazatu csomo-negativ
betegek eredménye kozotti eltérés az elsé 5 évben alakul ki (DR-ardny =13,2%
[9,6%-16,7%] a magas kockdzatu és 4,7% [2,9%- 6,4%] a kozepes kockazatu
betegek esetében), és 10 évig fenndll. A Kbzepes és a Magas kockdzati csoport
kitjuldsi ardnya azonban 5 éves endokrin terdpia utdn nagyon hasonlo.

20A &bra: Tavoli kitjulds eléforduldsi gorbéi kockazati csoport szerint, 0-5 év: Csomoé-
negativ betegek

o
&

15

—— Magas kockazat
—— Kozepes kockdzat
—— Alacsony kockdzat

Tavoli kitjulas nélkili szazalék
0
L

° T T T T
0 1 2 3 4 5

Kovetési id6 (év)

Kockézati csoport Kockazat fennall (%DR)

Magas : 360 352(11) 339(3,9) 319(7,7) 307 (10,3) 287 (13,2)
Kozepes: 551 546 (0,4) 533(1,5) 515(3,5) 506 (4,1) 500 (4,7)
Alacsony: 875  866(0,5) 850(0,9) 842 (1,0) 830(1,7) 818(2,1)

A 20A abra adatainak 6sszesitése: Tavoli kitjulas el6fordulasi gorbéi kockazati csoport
szerint, 0-5 év: Csomo-negativ betegek

DR-aranyok kockazati csoport szerint a kezelés befejezésétdl szamitott 6t évig
[95%-os konfidenciaintervallumok]

Kézepes
4,7% [2,9%-6,4%)

Magas
13.2% [9,6%-16,7%]

Alacsony
2% [11%-31%]
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20B 4&bra: Tavoli kitjulds eléforduldsi gorbéi kockazati csoport szerint, 5-10 év:
Csomo-negativ betegek

o
&

—— Magas kockazat
—— Kozepes kockdzat
—— Alacsony kockazat

Tavoli kitjulas nélkiili szazalék
10

= T T T T
5 6 7 8 9 10

Kovetési id6 (év)

Kockazati csoport Kockazat fenndll (%DR)

Magas : 287 268(28) 256 (4,3) 235(7,4) 189(9,9) 144 (10,4)
Kézepes: 500 478 (14) 460 (2,7) 440 (3,1) 367(5,2) 256 (6,4)
Alacsony: 818 799(0,2) 785 (0,4) 748 (1,0) 653(1,7) 453 (1,7)

A 20B dbra adatainak 6sszesitése: Tavoli kitjulds el6fordulasi gorbéi kockazati csoport
szerint, 5-10 év: Csomo-negativ betegek

DR-aranyok kockazati csoportonként 6t évvel a kezelés DR-mentes befejezése utan
[95%-os konfidenciaintervallumok]

Kozepes

Magas Alacsony

10,4% [6,6%-14%] 6,4% [41%-8,7%] 1,7% [0,8%-2,6%]

21A d&bra: Tavoli kidjulds el6forduldsi gérbéi kockazati csoport szerint, 0-5 év:
Csomo-pozitiv (1-3 csomd) betegek

o
&

15

—— Magas kockdzat
—— Alacsony/Kozepes kockazat

Tavoli kidjulas nélkili szazalék
10
1

° T T T T
0 1 2 3 4 5

Kovetési id6 (év)
Kockdzat fennall (%DR)

337(2,8) 313(8,3)
230(0,4) 228(0,9)

Kockazati csoport
Magas: 355
AlacsonylKzepes: 235

349 (0,8)
232(0,0)

291(10,7)
224(1,7)

272(13,8)
216 (4,4)

A 21A &dbra adatainak 6sszesitése: Tavoli kitjulds eléforduldsi gorbéi kockazati csoport
szerint, 0-5 év: Csomoé-pozitiv (1-3 csomd) betegek

DR-aranyok kockazati csoport szerint a kezelés befejezésétdl szamitott 6t évig
[95%-os konfidenciaintervallumok]

Magas Alacsony / Kézepes

13,8% [10,1%-17.4%] 4,4% [1,7%-7,0%]

21B abra: Tavoli kitjulds eléforduldsi gorbéi kockazati csoport szerint, 5-10 év: Csomo-
pozitiv (1-3 csomd) betegek

o
&

15

—— Magas kockazat
—— Alacsony/Kézepes kockazat

jjulas nélkili szazalék
10

S
2
i

= T T T T
5 6 7 8 9 10
Kovetési id6 (év)

Kockdzat fennall (%DR)

233(6,9) 214(11,3)
204 (1,9) 195 (2,4)

Kockazati csoport
Magas: 272
Alacsony/Kozepes: 216

254(3,0)
211(00)

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

130 (16,6)
111(5,3)



A 21B abra adatainak osszesitése: Tavoli kiujulas eléforduldsi gorbéi kockazati csoport
szerint, 5-10 év: Csomo-pozitiv (1-3 csomo) betegek

e

utén

DR-aranyok kockdzati csoportonként 6t évvel a k és DR-mentes b
[95%-0s konfidenciaintervallumok]

Alacsony / Kézepes
5,3% [2,0%-8,4%]

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

A kombinalt elemzés kovetkeztetései

Az 6t évig tavoli kitjulastél mentes betegek kombinalt tanulmanya kimutatta,
hogy az ROR-pontszam szignifikdns prognosztikus informdciot ad hozza a
diagnozist kovetd 5 és 10 év kdzotti kései kiujuldsi idészakhoz és a szabvanyos
klinikai valtozokon tul. A kiinduldskor a csomdszamspecifikus kohorszokhoz
definidlt kockazati csoportokkal kapcsolatosan kimutattdk, hogy az Osszes,
szignifikdnsan eltérd kései tavoli kiujuldsi kockazattal rendelkezd betegcsoport
besoroldsara alkalmasak. A folyamatos és az ROR-pontszédmon alapuld
kockdzati csoport elemzése hasonld prognosztikus informdaciot adott a
klonbdzé alcsoportokra vonatkozdan. A HER2-negativ betegek eredményei
és az 6sszes beteg eredmeénye kozott nem volt tapasztalhaté anyageltérés.

Az ROR-pontszam a TransATAC és a ABCSG-8 tanulmany esetében is
szignifikans prognosztikus informaciot adott hozza a szabvanyos klinikai és
kezelési valtozékon tul, amikor azt folyamatos mérdszamként és harom elére
definiadlt kockazati csoporttal alkalmaztdk. A két tanulmany eltéré kockazati
profillal rendelkezett abban az értelemben, hogy az események aranya
magasabb volt a TransATAC tanulmany esetében, mint az ABCSG-8 tanulmany
esetében: ez értheté az ATAC (90.8%) és az ABCSGS8 (92.5%) ellendérzé dgahoz
tartozo, a szakirodalombdl ismert DRFS (%) 6sszehasonlitdsaval® ©. Ez az
elemzés a két tanulmany adatait kombindlta egyenld sullyal a kockazati profilok
létrehozasahoz, amelyek varhatdan jobban &ltaldnosithatok mas betegekre
vonatkozdan, mint az egyes tanulmanyok eredményei.

1. tanulmany: Menopauza utdni, csomoé-negativ vagy csomoé-pozitiv,
hormonreceptor-pozitiv, korai stadiumui emlérakban szenvedé, arimidexszel
vagy tamoxifennel kezelt nék tdvoli kiujuldsi kockazatdnak eldrejelzése:
TransATAC tanulmany

A tanulmany felépitése

A Klinikai ellenérzé tanulmanyt annak ellendrzésére tervezték, hogy a kitjulds
kockazati pontszédma (ROR) tovabbi prognosztikus informéaciét ad-e a tavoli
kitjuldstdl mentes tuléléssel (DRFS) kapcsolatosan a szabvanyos Kklinikai
valtozékon tul, az 0Osszes rendelkezésre all6 betegmintdt felhasznalva.
A tanulmadnyhoz FFPE emlétumorszdvetbdl izoldlt RNS-t hasznaltak, amely
az ATAC vizsgdlatban részt vevd beteg alcsoportjatdl szarmazott". Az ATAC
vizsgdlat sordn 9366 beteget vizsgdltak harom dgon (1:11), ahol a betegek
randomizalt mddon 5 évig endokrin terdpidat (I mg anasztrozolt, vagyis
arimidexet) és tamoxifen placebot, 20 mg tamoxifent és anasztrozol placebot
vagy a tamoxifen és az arimidex kombindciojat kaptak. A kombinalt kezelést a
kezdeti elemzés utan ledllitottak, mert nem mutatott nagyobb hatékonysagot
vagy tolerdlhatésagot, mint a tamoxifen kulonalld alkalmazasa. Az ATAC
vizsgdlat dganak 10 éves medidn kdvetése sordn nemrég kimutattak, hogy az
megfelel az FDA biztonsagi és hatékonysagi informdcidra vonatkozd modositott
kovetelményeinek®. Hormonreceptor-pozitiv betegek esetében a DFS jelentésen
javult (HR = 0,86), RFS (HR = 0,79), és DRFS (HR = 0,85) az anasztorzollal kezelt
betegek esetében a tamoxifennel az elemzés sordn dsszevetve. A tévoli kitjulastol
mentes tulélés anasztrozol és tamoxifen kdzotti abszolut eltérése idével 2,7%-rol
(5 év) 4,3%-ra (10 év) nétt. A TransATAC projektet 2002-ben kezdték a TA/O1
protokolinak megfeleléen ATAC betegekbdl szarmazo, archiv hisztopatologias
FFPE blokkokbol allo szdvetbank retrospektiv létrehozasa céljabol'.

Osszesen 2006 blokkot vettek le 4160 hormonreceptor-pozitiv emlérakban
szenvedd nétél, akiket randomizaltak az ATAC vizsgalat egyes monoterapids
agaiba. Az FFPE blokkokbol 1372-t egyesdult kirdlysagbeli betegektdl vettek le,
és azok kozott megfeleld mennyiségU invaziv tumor volt a Genomic Health®
Oncotype Dx® teszttel torténd elemzéshez?. Az Oncotype Dx Recurrence Score®
(RS) pontszdmot az FFPE blokkok alapjan allapitottdk meg, és a tanulmany
eredményei Klinikailag igazoltak, hogy az RS pontszammal megbecsulheték a
HR+, menopauza utdni, emlérakban szenvedd, anasztrozollal vagy tamoxifennel
kezelt betegek becsult tavoli kivjulastol mentes tulélési esélyei. Az Oncotype Dx
tanulmanybdl fennmaradd RNS-t a londoni Royal Marsden Hospital korhazba
szallitottdk, ahol -70 °C-on taroltdk azt. Az Oncotype Dx tanulmanyban érintett
6sszesen 1017 beteg esetében tobb, mint 500 ng RNS maradt meg, és azt a
NanoString klinikai ellenérzési tanulmanya keretében tesztelték.

Ehhez a tanulmanyhoz a teszt altal eredményként adott intrinzik altipusokat
haszndltdk, és az ROR-pontszdm két verziojat értékelték ki az elére
definidlt szekvencidlis megkozelitéssel. A két kulonbdzé ROR-pontszamot,
amelyek mindegyike 0-100 kozotti érték, mind az 50 tesztgén (a kordbban
kozzétettek? szerint) vagy egy 46 génes alcsoport hasznélataval szamitottak
ki. Az egyUtthatdkat mindkét esetben Cox-modellbél szamitottdk ki, amely
tartalmazza a Pearson-féle korreldcidt az egyes intrinzik altipusok, a terjedési
pontszam és a tumorméret kiszamitdsahoz haszndlt 50 vagy 46 génre
vonatkozoan. Minden elemzést 10 éves kdvetési adatokkal végeztek.
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Az elsédleges végpont a tavoli kidjulastél mentes tulélés (DRFS) volt. Ezt a
diagndzis és a tavoli kitjulds vagy az emlérdk miatti haldl kozotti intervallumként
definidltdk. A masodlagos végpont a kitjuldsmentes tulélés (RFS) volt. Ezt
a diagndzis és az elsd kiujulas (helyi, regionalis vagy tavoli) vagy az emlérak
miatti haldl kozotti intervallumként definidltak.

Az Osszes betegminta felhasznaldsaval tébbvaltozos Cox-féle aranyos
hazard (PH) modellt készitettek az elsédleges célkitizés kiértékelésére az
ROR 50 vagy 46 gén lapjan végzett szekvencidlis tesztjeiben. A modellben
szerepeltették a szabvanyos klinikai kovariansokat (kor, tumor fokozata, tumor
mérete, csomaallapot és adjuvans terdpia). Ezutdn alkalmaztak a Cox-modellt,
és egy valdszinlségiarany-teszttel megallapitottdk, hogy az ROR statisztikailag
szignifikans mértékben (o = 0,05) tovabbi prognosztikus informacidt adott
hozza a Klinikai kezelési pontszamban (CTS) foglalt értékekhez. A CTS a klinikai
kutato altal szabvanyos patoldgiai intézkedésként kifejlesztett klinikopatoldgiai
tényezdk optimalizalt kombinacidja”. Az elsddleges elemzéseket megismételték
a kulonbodzé betegalcsoportokra (mind, csomd-negativ, csomoé-pozitiv és csak
HER2-negativ) és végpontokra (DRFS és RFS).

Minden csomo-negativ és csomo-pozitiv beteg esetében Cox-modellt (a CTS
kivételével) hasznaltak a DR 10 éves kockazatanak elérejelzéséhez az ROR
flggvényében. A modell elérejelzései alapjan az aldbbi hdrom kockazati
csoportot definialtak:

Alacsony kockazat:
Kozepes kockdazat:
Magas kockdzat

<10% esély DR-re 10 éven belll
10-20% esély DR-re 10 éven beltl
> 20% esély DR-re 10 éven beltl

Elemzés

Mindenkockazati csoporthoz Kaplan-Meier forgatokonyvet generaltak. Az Isédleges
elemzésben ismertetett valdszintiségiarany-tesztet (amely két statisztikai modell
illeszkedésének tsszehasonlitdsara szolgal) a Genomic Health Oncotype Dx tesztre
(RS, kitjuldsi pontszam) és az elsédleges kutatdi immunhisztokémia-alapu tesztre
(IHC4) végezték el. Ezek eredményeit dsszehasonlitottdk az ROR-pontszamhoz
kapott értékekkel annak meghatdrozasdhoz, hogy az egyes pontozdsi rendszerek
milyen mértékben nyujtanak tovabbi prognosztikus informaciét a CTS-en tul. Az
IHC4 eredményeit nem targyaljdk tovabb, mert azok nehezen &sszehasonlithatok
mas tesztekkel, mivel az IHC4 tesztet a TransATAC tanulmany adatainak
felhasznalasaval dolgoztak ki.

26. tablazat: Demografiai és klinikai jellemzG6k 6sszesitése

Aktualis tanulmany Kezdeti Imé
(n =1007) Alex Ieg j:lanu many, Az ATAC egyagenses
Jellemz6k Betegek ame y' o az. RAS dgai nem szerepelnek
Betegek SLege szarmazik
p szazalékos - (n =2929)
szama Py (n =1231)
értéke

Csomoallapot
Negativ 701 70% 71% 68%
Pozitiv 268 27% 25% 25%
Ismeretlen 38 4% 4% 7%

Tumor mérete

<lcm 138 14%
= 67% 70%
1-2cm 523 52% i 3
2-3cm 253 25%

0, 0,
>3cm 93 9% 5% 0%

Tumor fokozata
Jo 213 21% 27% 25%
Kdzepes 601 60% 57% 59%
Gyenge 193 19% 16% 17%

Kor

Atlagos 6446v | 64,3 | 661

27. tablazat: Tovabbi klinikai jellemzék

Jellemzoék | Betegek szama | Betegek szdzalékos értéke

Altipus

Bazalis szer( 9 1%

HER2-dusitott 41 4%

Luminalis A 692 69%

Lumindlis B 265 26%
Kezelés

Anasztrozol 513 51%

Tamoxifen 494 49%
Kiujulasok

Barmely 210 21%

Tavoli 160 16%
HER2-dllapot

Negativ 888 88%

Pozitiv 19 12%




Eredmények

Az elsédleges elemzés tesztelése kimutatta, hogy az ROR-pontszam tovabbi
prognosztikus informacidt nyujt a tdvoli kidjulastol mentes tuléléshez a
szabvanyos Kklinikai valtozokon tul (CTS). Az alabbi 6sszes ROR-adat 46 génen
alapul, mivel a Prosigna teszt eredmeényeként ez az ROR alapja.

28. tablazat: Az ROR elsédleges elemzési tesztelése

Null modell Alternativ modell ALR »? 1’ p-érték

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

A masodlagos elemzés kimutatta, hogy az ROR szignifikdns 6sszefliggésben all
a tavoli kitjuldstol mentes tuléléssel, és a CTS-en tuli prognosztikus informaciot
nyujt tobb klinikailag relevans alcsoport esetében.

29. tablazat: Az elsédleges elemzési teszt megismétlése elére definialt alcsoportokra

24. abra: Kaplan-Meier gdrbék csomoé-pozitiv betegek DRFS-éhez intrinzik altipus

szerint

Csomé-negativak

08

06
L

1

Tavoli kitjulas nélkiili szazalék
04

06

0,22

0,0

1

—— Luminalis A, 1-3 csomo¢ (132)

-~ Luminalis A, > 4 csomd (31)
~ Luminalis B, 1-3 csomo (69)
-~ Luminélis B, > 4 csomé (20)

HR (1-3) =2,0[1,1-36]
HR (24)=2,0[1,6-7,2]

0 2

T
4

6

Targycsoport Végpont Betggek Esem’ények CERIRC
szama szama ALR 2 ¥ p-érték
Mind DRFS 1007 160 342 <0,0001
RFS 1007 210 312 <0,0001
) DRFS 888 131 28,9 <0,0001
HERZ-negativak =272 588 179 269 <0,0001
Csomo- DRFS 739 79 25,0 <0,0001
negativak RFS 739 17 215 <0,0001
Csome-pozitivak DRFS 268 81 93 0,0023
RFS 268 93 10,6 0,001
HER2-negativ DRFS 649 62 24,6 <0,0001
csomo-negativak RFS 649 98 20,8 < 0,0001

Kovetési id6 (év)

A 25. és a 26. dbran az lathato, hogy az egyes csomodkategodridkban az alacsony
kockazatra eldre jelzett betegek abszolut klinikai kockazata lényegesen eltér
a magas kockazatra eldre jelzett betegek abszolut klinikai kockdzatatél: az
alacsony kockdzatra elére jelzett betegeknél a 10 éves DR-ardny kisebb volt,
mint 10%, mig a magas kockdazatra elére jelzett betegek esetében a 10 éves DR-
arany 30%-nal nagyobb volt.

25. abra: DRFS kockazati csoportonként csomé-negativ betegek esetében, CTS
kizérasaval

Az elsédleges és a masodlagos elemzés kimutatta, hogy az ROR folyamatosan
osszefuggésben allt a DRFS-sel minden beteg esetében és minden
alcsoportban.

22. abra: Tiz éves el6re jelzett kiujulasi kockdzat az ROR-pontszam elemzésével
megbecsiilve, a csomédallapot-csoporton belil
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— Csomé-negativ
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1

80

6

Tavoli kitjulas nélkiili szazalék

06

— Alacsony kockazat
—— Kozepes kockazat
—— Magas kockazat
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A 25. dbra adatainak Osszesitése: DRFS kockazati csoportonként csomé-negativ
betegek esetében, CTS kizarasaval

ROR

Masodlagos elemzések kimutattdk, hogy a lumindlis A és a luminalis B altipus
statisztikailag szignifikdnsan eltérd eredményt adott minden csomodallapot
alapjan definialt betegalcsoportban.

23. dbra: Kaplan-Meier gbrbék csomdé-negativ betegek DRFS-éhez intrinzik altipus
szerint

Csomé-negativak

0
1,0

0,
08

Kockazati Betegek Események Becslilt szdzalékos érték tavoli
csoport szama (%) szama kitjulds nélkil 10 évre [95% CI]
Alacsony 431 (58%) 17 96% [94%-98%]
Kozepes 180 (24%) 22 86% [81%-92%]
Magas 128 (17%) 38 67% [59%-76%]
Osszesen 739 (100%) 77

26. abra: DRFS kockazati csoport szerint 1-3 csomdval rendelkezé betegek esetében,
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A 26. abra adatainak Osszesitése: DRFS kockdazati csoport szerint 1-3 csomoéval
rendelkezd betegek esetében, CTS nélkiil

Kockazati Betegek Események Becsiilt szazalékos érték tavoli
csoport szama (%) szama kitjulas nélkil 10 évre [95% ClI]
Alacsony 6 (3%) 0 100% [N/A]

Kozepes 74 (35%) 1l 84% [76%-93%]
Magas 134 (63%) 38 68% [59%-77%]
Osszesen 214 (100%) 49

Az ROR és az RS 6sszehasonlitasa

Az ROR-pontszdmmal rendelkezé 1007 minta kozUl az Oncotype Dx
teszteredményei mind az 1007 mintdhoz rendelkezésre alltak, de az IHC
eredmeényei csak 940 mintahoz. A harom teszt 6sszehasonlitdsdhoz az ebben
a szakaszban szerepld eredmények azon a 940 mintdn alapulnak, amelyek
mindhdrom maodszer esetében eredménytadtak (bdrazIHC4 itt nem szerepel). A
valdszinlségiardny-tesztek esetében egyetlen valtozot adtak hozza, igy ahhoz,
hogy a hozzdadott informdcio statisztikailag szignifikans (a = 0,05) legyen, az
1 szabadsdgfoku y? statisztikdban a véltozdsnak kotelezéen nagyobbnak kell
lennie mint 3,84 Az aldbbi dbrak a hozzdadott informaciot mutatjak, amikor a
prognosztikus tesztet hozzaadtak egy masik prognosztikus teszthez és a CTS-
hez szekvencidban. Az egyes hozzdadasok alkalmaval a hozzdadott informdacio
az y? valtozasaval mérhetd.

ROR hozzaadva az RS-hez a CTS mellett: prognosztikus informacio

27. abra: A DRFS prognosztikus informdaciéja a CTS-en tul, minden beteg esetében (n = 940)
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28. dbra: A DRFS prognosztikus informacidja a CTS-en tul, csomd-negativ betegek
esetében (n = 683)
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29. dbra: A DRFS prognosztikus informdcidja a CTS-en tul, csomé-pozitiv betegek
esetében (n = 257)
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30. dbra: A DRFS prognosztikus informacidja a CTS-en tul, csomé-negativ, HER2-
negativ betegek esetében (n = 649)
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A 27-30. dbra a CTS-en feltl hozzdadott informaciot mutatja meg a két
prognosztikus teszt szekvencidban torténd hozzaaddsakor. Az egyes
hozzdadasok alkalmédval a hozzdadott informacio az y? statisztika valtozdsdval
mérhetd. Ha példaul az ROR volt az elsé hozzdadott teszt a CTS (minden beteg
adata) hozzdadasa utédn, az y? statisztika valtozasa 27,4 volt. Ha a modellben
szerepel a CTS és az ROR, az RS hozzdadasa 2,5 érték( valtozast idézett eld
az y* statisztikdban, ami nem szignifikédns (az y? teszt kritikus értéke 1 fokos
szabadsag mellett 3,84); vagyis amikor a modellben a CTS és az ROR is
szerepel, az RS nem ad hozza szignifikans informaciot. Ha azonban az RS volt
az elsé hozzdadott teszt, az ROR-ben még volt informdcio, amely a CTS és az
RS kombindcidjaban nem szerepelt. Mindkét teszt prognosztikusan szignifikans,
ha a CTS-hez adjak csomd-pozitiv betegek esetében, de egyik sem szignifikdns
masodikként hozzaadott tesztként, valdszintileg a kisebb mintaméret miatt.
A csomoé-negativ, HER2-negativ betegalcsoport esetében az RS nem ad
szignifikans prognosztikus informaciot a CTS + ROR értékéhez. Masrészrél az
ROR szignifikdns prognosztikus informdaciot ad a CTS + RS értékéhez.

ROR / RS: a kockazati csoportok eredménye

Annak 6sszehasonlitdsahoz, hogy a két teszt hogyan vélasztotta kilon a betegeket
kockazat szerint, kockdzati csoportokat definidltak az egyes tesztek 10 éves
becsult tavoli kitjuldsi kockdzata alapjdn a TransATAC betegein belll. A kockazati
csoportok  definidldsdhoz  haszndlt  kockazatipontszam-kiszobértékeket a
TransATAC tanulmanyunk eredményei alapjdn valasztottuk ki minden teszthez,
fgy definidlva az azonos kockazati besorolasu betegeket tartalmazd kockazati
csoportokat. Ezen 6sszehasonlithatd kockdzati csoportok létrehozdsahoz
az Oncotype DX teszthez hasznalt vagasi pontok eltértek a Genomic Health
altal hasznaltaktol. Az alacsony kockazatu csoportot minden teszt esetében
prospektiv.modon, a 10%-nal kisebb becsult kitjuldsi kockdzatu betegekként
definidltak. A kozepes kockazatu csoportot minden teszt esetében prospektiv
maodon, a 10% és 20% kozotti becsult kidjuladsi kockazatu betegekként definidltak.
A magas kockazatu csoportot minden teszt esetében prospektiv médon, a 20%-
nal nagyobb becsult kitjulasi kockazatu betegekként definialtak. Az alabbi dbra az
egyes tesztek dltal definidlt kockazati csoportok méretét és eredményét dsszesiti.

A 31.4brdn az 1athato, hogy a Prosigna 26%-kal kevesebb beteget rendelt a kozepes
kockazati csoporthoz, mint az Oncotype DX (180 beteg/243 beteg). A Prosigna
tovabba tobb beteget rendelt a magas kockdzati csoportba, mint az Oncotype DX,
az egyes tesztek altal definidlt alacsony és a magas kockazati csoportok azonban
hasonld eredményt adtak, mint azt a Kaplan-Meier gorbék atfedése illusztralja.
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E medfigyelés alapjdn a TransATAC tanulmdnyunk fliggetlen kutatdi arra
kovetkeztettek, hogy a Prosigna kevesebb beteget rendelt a kdzepes kockazati
csoportba, mint az Oncotype DX RS, és az alacsony és a magas kockazati csoport
kozotti eltérés pedig azonos vagy nagyobb.

31. abra: A Prosigna ROR-pontszama a csomd-negativ betegek koziil lényegesen
tébb magas kockazatu és kevesebb kézepes kockazatl beteget azonositott, mint az
Oncotype DX RS-pontszama.
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Amikor csak az ROR-pontszamot hasznaltdk 1-3 pozitiv csomoval rendelkezd
csomo-pozitiv betegek esetében, 6 beteg volt, akinél a tévoli kitjulds kockazata
10%-nal kisebb volt. A betegek egyikénél sem fordult el esemény a tanulmany
soran. A betegek egyikét 7,9 évig figyelték, az dsszes tobbinél nem volt DR a
legaldbb 9,9 éves kovetés sordn, ami azt jelzi, hogy az alacsony kockazatuként
elére jelzett csomo-pozitiv betegek valdban alacsony kockazatuak voltak.
A log-rank teszteket nem hasznaltak dsszehasonlitdshoz, mert az RS-hez nem
tartozott alacsony kockazatu csoport.

32. dbra: 10 éves DRFS kockazati csoportbeli besorolds 6sszehasonlitdsa CTS hasznalata
nélkiil: Csomé-pozitiv betegek (1-3 csomé) (ROR / RS)
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Az 1. klinikai tanulmany kovetkeztetései

Az elsédleges elemzés kimutatta, hogy az ROR szignifikdns prognosztikus
informaciot adott a szabvanyos klinikai kovaridnsokhoz (CTS) minden beteg
és minden elére definialt, klinikailag relevans alcsoport esetében. Az ROR a
betegeket 3 kockazati csoportra osztotta, amelyek statisztikailag szignifikdnsan
eltéré eredményt mutattak a csomo-negativ betegek esetében. A lumindlis
A és a lumindlis B intrinzik altipus szignifikdnsan eltéré DRFS-t és RFS-t
eredményezett a csomadllapottol fliggetlentl. Az RS prognosztikus jelzével (az
Oncotype Dx teszttel szamithatd 21 génes kitjuldsi pontszdm) dsszehasonlitva
az ROR prognosztikus informdciot adott az RS-hez minden beteg és minden
klinikailag relevans alcsoport esetében. A csomo-negativ csoportban tovabba
az ROR megkétszerezte a magas kockdzati csoportba tartozo betegek szamat,
és lényegesen csokkentette a kdzepes kockdzati csoportba tartozokét anélkul,
hogy az RS-hez viszonyitva csokkentette volna az alacsony és a magas
kockazati csoportok kozotti eredményt.

2022-06 LB-0036-00

2. tanulmany: Progndzis hormonreceptor-pozitiv, menopauza utdni,
emlérakos betegeknek, akik csak adjuvans szisztémas endokrin terdpidban
részesiilnek a NanoString Prosigna teszt hasznalataval: ABCSG-8 tanulmany

A tanulmany felépitése

A tanulmany kohorsza az ABCSG tumorbankban az ABCSG-8 vizsgalatra 1996
és 2004 kozott felvett betegektdl retrospektiven gyljtott és archivalt FFPE
emlétumor-szévetmintakbol all%. Osszesen 3901 menopauza utani, HR+, korai
stadiumu emldrdkkal diagnosztizalt né mintait a kezelés eldtt randomizaltak
két éves adjuvans tamoxifen, majd harom és Arimidex® (anasztrozol) vagy 6t
év adjuvans tamoxifen kezelést kapott beteg mintdival. A vizsgalat kezelési
strukturdja a 33. dbran lathato.

33. abra: Az ABCSG-8 vizsgdlati tanulmany felépitésének vazlata

Tamoxifen 20 mg
(2 év)

Tamoxifen 20 mg
(3 év)

Els&dleges mitét

Tamoxifen 20 mg
(2 év)

Anasztrozol 1 mg
(3 év)
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A vizsgalati kohorsz a kiértékelheté ABCSG-8 kohorsz egy részének felel
meg, amelyhez a szévetmintdk gyljtheték a retrospektiven archivalt ABCSG
tumorbankbdl, és amelyhez tdjékoztatott beleegyezés szerezhetd, vagy a
beteg elhunyt. Az eredeti vizsgdlat feltételeinek megfelelé betegeket csak
azért zartak ki, mert a NanoString tesztjének elvégzéséhez nem volt megfeleld
a szovet, vagy a beteg ismételt hozzajarulasa nem volt kérheté. Minden olyan
mintat teszteltek a tanulmany részeként, ahol volt tumorblokk, és a beteg
beleegyezése kérhetd volt.

Ehhez a tanulmanyhoz a teszt dltal eredményként adott intrinzik altipusokat
haszndltak, és az ROR-pontszamot értékelték ki az elére definidlt elemzési
terv haszndlataval. A 0-100 kozotti ROR-pontszdmot a kordbban kozzétett
50 tesztgén 46 génes alcsoportjanak hasznalatdval szamitottak ki2. Az ROR
egyUtthatoit Cox-modellbdl szamitottak ki, amely tartalmazza a Pearson-
féle korreldcidt az egyes intrinzik altipusok, a terjedési pontszam és a bruttd
tumorméret meghatdrozasahoz hasznalt 46 génre vonatkozdan. Minden
elemzést maximalis kovetési adatokkal végeztek.

Az elsédleges végpont a tavoli kitjulastél mentes tulélés (DRFS) volt. Ezt a
diagnozis és a tavoli kitjulds vagy az emlérdk miatti haldl kozotti intervallumként
definidltdak. A masodlagos végpont a kitjuldasmentes tulélés (RFS) volt. Ezt
a diagndzis és az elsé kiujulas (helyi, regionalis vagy tavoli) vagy az emlérak
miatti haldl kozotti intervallumként definidltak.

Az 6sszes betegminta felhasznaldsaval tobbvaltozés Cox-féle ardnyos hazard
(PH) modellt készitettek az elsddleges célkitlizés kiértékelésére az ROR
szekvencidlis tesztjeiben. A modellben szerepeltették a szabvanyos Klinikai
kovaridnsokat (kor, tumor fokozata, tumor bruttdé mérete, csomadallapot és
adjuvans terdpia). Ezutanalkalmaztak a Cox-modellt, és egy valdszinlségiarany-
teszttel megdllapitottdk, hogy az ROR statisztikailag szignifikdns mértékben
(o = 0,05) tovabbi prognosztikus informaciot adott hozza a klinikai kezelési
pontszamban (CTS) foglalt értékekhez. A CTS a klinikai kutato altal szabvdnyos
patoldgiai intézkedésként kifejlesztett klinikopatoldgiai tényezdk optimalizalt
kombindcidja?. Az elsédleges elemzéseket megismételték a kulonbozé
betegalcsoportokra (mind, csomod-negativ, csomo-pozitiv és csak HER2-
negativ) és végpontokra (DRFS és RFS).

Elemzés

Szekvencidlis megkozelitést alkalmaztak, amelynek soran az elsédleges
tudomanyos célkitlizés annak igazoldsa volt, hogy az ROR szignifikans
prognosztikus informdciét nyujt a szabvanyos Kklinikai valtozokon tul.
Az elsédleges célkitlizés miatt felmerdlt a tovdbbi kovetelmény annak igazoldsa,
hogy a haromcsoportos (alacsony/kdzepes/magas) Kkockazati besorolas
szignifikans prognosztikus informaciét nyujt a szabvanyos klinikai valtozokon
tul. E kovetelmény teljesitéséhez az alabbiak kozul mindkettét igazolni kell:

« A folyamatos ROR-pontszdm prognosztikus értéket nyujt a szabva-
nyos klinikai valtozékon tul

* Haanull hipotézis (nincs prognosztikus informacid) nem igazolodik,
azt kell igazolni, hogy az ROR-alapu kockazati kategoridk prognosz-
tikus értéket nyujtanak a szabvanyos klinikai valtozékon tul
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Az 6sszes betegminta felhasznaldsaval tobbvaltozds Cox-féle ardnyos hazard
(PH) modellt készitettek az elsddleges célkitlizés kiértékelésére az ROR
szekvencidlis tesztjeiben, majd meghatdroztdk az elére definidlt ROR-alapu
kockdazati kategoridkat. A modellek az aldbbi kategorikus szabvanyos klinikai
kovaridnsokat tartalmaztak (a lehetséges értékekkel):

«  Kor (> 65 vagy < 65)

«  Fokozat (G1vagy G2/GX)

«  Tumor bruttd mérete (T1, T2/T3)

«  Csomdallapot (NO, N+(1-3), N+(> 4))

« Adjuvans terapia (csak tamoxifen vagy tamoxifen — anasztrozol)

ahol az NO a csomo-negativ betegeket, az N+(1-3) csomo-pozitiv betegeket
(1-3 pozitiv csomd), az N+(> 4) pedig a csomo-pozitiv betegeket (4 vagy tébb
pozitiv csomo) jeldli. A T1 < 2 cm atméréjl tumort, a T2 2 cm-nél nagyobb, de
5 cm-nél nem nagyobb atmérdéjl tumort, a T3 pedig 5 cm-nél nagyobb atmérdj
tumort jeldl. A tanulmanyban csak 14 T3 minta volt, ezért ezeket kombindltdk a
T2 mintdkkal. A jol differencidlt (G1) tumorokat dsszehasonlitottak a kdzepesen
differencidlt (G2) és a GX lobuldris tumorok kombinacidjaval. A GX lobularis
tumorokat G2 tumorként kezelték a tanulmany soradn, mivel a G2 a leggyakoribb
tumorfokozat ebben a tervezett felhasznadlasi betegpopuldcioban.

Ezeket a kovaridnsokat klinikai kezelési pontszam (CTS) formdjaban irjdk be a
modellbe. A CTS meghatdrozdsahoz az aldbbi modellt alkalmaztak:

M (D = (1) exp (S7)

Ahol a,,z” a fenti listdban szerepld klinikai és kezelési valtozoknak felel meg, és
a CTS definidldsdhoz a fent kiszamitott y érték becslését hasznaltak fel, vagyis:

CTS = 237 |

Eredmények

A teszteléshez rendelkezésre all6 1620 szoévetbdl 25 (1,5%) nem felelt meg a
megfeleld tumor elére definidlt patoldgiai ismérveinek, az 1595 életképes invaziv
szovetet tartalmazoé szévetmintabol 73 (4,6%) nem felelt meg a kivonatolt RNS
elére definidlt minéség-ellendrzési specifikacidjdnak és az 1522 RNS-mintdbol
44 (2,9%) nem felelt meg a teszt mindség-ellenérzési specifikacidjanak a
Prosigna eredményéhez, igy 6sszesen 1478 (91,2%) minta maradt elemzésre.

Az elemzésre rendelkezésre 3l 1478 beteg kdzul 155-nél tavoli kiujulds, 194-
nél pedig helyi vagy tavoli kitjulds vagy halal kovetkezett be az emldrak
kovetkezmeényeként. A vizsgdlat median kovetési iddszaka 10 év volt.

Az elsédleges elemzés tesztelése kimutatta, hogy az ROR-pontszam tovabbi
szignifikdns prognosztikus informdciét nyujt a tdvoli Kkitjuldstdl mentes
tuléléshez a szabvanyos klinikai valtozokon tul (CTS).

32. tablazat: Az elsédleges elemzés tesztelésének Osszesitése

7 2 ¥ Kritikus érték A
Null modell | Alternativ modell | ALR (szabadsagfokok) 1 p-érték
TS CTS + ROR 53,49 3.84(df=1) p < 0,0001
cTS CTS *+ Kockazati | 7, 5,99 (df = 2) p < 0,0001
csoport

A masodlagos elemzés kimutatta, hogy az ROR szignifikdns 6sszefliggésben all
a tavoli kitjuldstol mentes tuléléssel, és a CTS-en tuli prognosztikus informaciot
nyujt tobb klinikailag relevans alcsoport esetében.

33. tablazat: Az elsGdleges elemzési teszt megismétlése elére definidlt alcsoportokra

CTS+Kockazati
Betegek St CTS+ROR/ CTS csoport / CTS
Az ardnyos hazard feltételezését a Schoenfeld maradvanyértékek hasznalataval Targycsoport sza’r?m nyek e e
tesztelték. széma Y o Sl
(Krit. érték= 3,84) (Krit. érték = 5,99)
Az ellenérzd tanulmanyban szerepld betegek jellemzéi hasonldak voltak az Mind 1478 155 53,49 34,12
eredeti ACBSG-8 tanulmanyban szereplékével. HER2-negativ 1397 145 47,50 29,94
s L P o NO 1047 86 25,57 23,36
30. tablazat: A klinikai jellemzék 6sszesitése NO. HER?
_ o 984 79 21,69 20,32
Szerepelt Nem szerepelt Osszesen negativ
Jellemzék Erték (n =1478) (n = 2236) (n =3714) N+(1-3) 382 59 25,99 19,94
Szém % Szém % Szam % N+(1-3),
Kegelés Csak tamoxifen 741 50,1% 1108 49,3% 1849 49,8% HER2-negativ 367 56 2275 1875
Tamoxifen — Anasztrozol 737 49,9% 128 50,2% 1865 50,2%
Negativ 14 09% 32 1,4% 46 12% ) o . ) . )
ER-allapot | Pozitiv 1464 | 991% | 2199 | 983% | 3663 | 986% 34. dbra: DRFS kockazati csoportonként csomé-negativ betegek esetében
Ismeretlen 0 0,0% 5 0,2% 5 0,1%
Gl 271 183% | 468 | 208% | 739 19,9% ] -
Fokozat  |G2 1152 779% | 1659 | 739% | 281 | 757%
GX 55 3.7% 109 4,9% 164 4,4% " .
NO 1047 | 708% | 1723 | 767% | 2770 | 74,6% © °
Csoméallapot | N+(1-3) 382 | 258% | 449 | 200% | 831 22,4% %
N+(> 4)* 49 3,3% 64 2,8% 13 3,0% o |«
Negativ 260 17,6% 424 189% | 684 | 184% %
PgR-allapot | Pozitiv 1218 | 824% | 1805 | 804% | 3023 | 814% K A .
E] lacsony kockazat
Ismeretlen 0 0,0% 7 0,3% 7 0,2% 5 5+ - EZZZ‘;TUK&Z@?‘ s
Tl 1037 | 702% | 1745 | 777% | 2782 | 74.9% 3
fumor ) 427 | 289% | 472 | 210% | 899 | 24.2% s
stadiuma
T3 14 09% 19 0,8% 33 0,9% B s
Median 63 64
Kor - -
Tartomany 41-79 41-80

* > 9 pozitiv csomoval rendelkezd beteget tartalmaz

31. tablazat: Tovabbi klinikai jellemzék

Kovetési idé (ev)
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Jellemzék Erték Betegek széama Betegeé(rtséz::alekos A 34. dbra adatainak Osszesitése: DRFS kockdzati csoportonként csomé-negativ
Luminalis A 1004 67.9% betegek esetében
NanoString intrinzik Lumindlis B 418 28,3% T Botegek Események Becsiilt szazalékos érték
altipus HER2-dusitott 48 3.2% csoport szémag(‘y) 10 éven beliili tavoli kitjulds nélkal
Bazalis szerli 8 0,5% 2 > események 10 évre [95% CI]
o Tavoli 155 10,5% Alacsony 487 (47%) 15 96,6% [94,4%-97,9%]
Kidjulasok Barmely 194 131% Kozepes | 335(32%) 28 90,4% [86,3%-93,3%]
Negativ 1397 94,5% Magas 225 (21%) 32 84,3% [78,4%-88,6%]
HER2-allapot Pozitiv 77 52% Osszesen 1047 (100%) 75
Ismeretlen 4 0,3%
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35. dabra: DRFS kockdzati csoportonként HER2-negativ, csomd-negativ betegek
esetében

37. dbra: DRFS kockazati csoportonként HER2-negativ, csomé-pozitiv (1-3 csomd)
betegek esetében

ﬁ = —
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Tavoli kidjulas nélkiili szazalék
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A 35. dbra adatainak 0sszesitése: DRFS kockdazati csoportonként HER2-negativ, csomé-

negativ betegek esetében

Kovetési idé (ev)

Kockazati Betegek 10 éven beliili Begsult. sz.a’\-zalgkos’ ef.t b
csoport szama (%) események szama tavoll' kiujulas nelkal
10 évre [95% CI]
Alacsony 474 (48%) 15 96,5% [94,3%-97,9%]
Kozepes 31 (32%) 27 90% [85,6%-93,1%]
Magas 199 (20%) 27 84,7% [78,4%-89,3%]
Osszesen 984 (100%) 69

0,9

08

Tavoli kidjulas nélkiili szazalék
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A 37. dbra adatainak Osszesitése - DRFS kockdazati csoportonként HER2-negativ,
csomoé-pozitiv (1-3 csomd) betegek esetében

Kockazati Betegek Esg ménye!f. Bec'sﬁlt' szlé'zalfékos é':.'( ek
ST szama (%) 10 everj beldili tavoll' kiujulas nélkal
események 10 évre [95% Cl]
Alacsony 15 (4%) 0 100% [78,2%-100%]
Kozepes 142 (39%) 7 93,6% [86,8%-96,9%]
Magas 210 (57%) 43 76,1% [69,0%-81,8%]
Osszesen 367 (100%) 50

* Clopper-Pearson-maodszerrel becsult konfidenciaintervallum

A 36. dbran a Kaplan-Meier forgatékonyvek lathatok kockazati csoport szerint
a csomo-pozitiv (1-3 csomo) betegek esetében, a 37. dbran pedig ugyanazok
a forgatokdnyvek csomoé-pozitiv, HER2-negativ betegek (1-3 csomo) esetében.

Az eredmények hasonldak a HER2-pozitiv betegekkel és azok nelkul.

36. dbra: DRFS kockazati csoportonként csomd-pozitiv (1-3 csomo) betegek esetében

Tavoli kijulas nélkiili szazalék
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A 36. adbra adatainak Osszesitése: DRFS kockazati csoportonként csomé-pozitiv

(1-3 csomo) betegek esetében

Kovetési ido (év)

Kockazati Betegek Es,e ménye!f. Beﬁsﬁlt_ Sz.é.zalékos, éf.t b
esoport szama (%) 10 everf beliili tavol[ kitjulds nélkal
események 10 évre [95% CI]
Alacsony 15 (4%) 0 100% [78,2%-100%]
Kozepes 143 (37%) 7 93,6% [86,9%-97%]
Magas 224 (59%) 46 75,8% [68,9%-81,4%]
Osszesen 382 (100%) 53

* Clopper-Pearson-maddszerrel becsilt konfidenciaintervallum
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Az ROR és a kockazat elérejelzése kozotti 6sszefiliggés

A 38. dbran a DR 10 éves kockazata lathatd az ROR-pontszam fuggvényében
95%-0s konfidenciaintervallumokkal a kulonalld ardnyos veszélyességi Cox-
modell alapjan, az 6sszes csomoé-negativ és a csomo-pozitiv (1-3 pozitiv
csomo) betegcsoportra vonatkozoan. A csomoé-pozitiv (1-3 csomo) betegek
esetében az ardnyos hazdrd feltételezését megsértették a teljes tartomanyra
alkalmazaskor. A csomo-pozitiv (1-3 csomo) betegek itt 1athatd gérbéje az
ROR-pontszammal rendelkezé csomo-pozitiv (1-3 csomod) betegek adatait
haszndlja fel a 0-80 tartomanyban, amelyre vonatkozéan az ardnyos hazard
feltételezése helytallo volt.

38. abra: Tiz éves becsiilt DR-kockazat csomokategoridnként 95%-os konfidenciain-
tervallumokkal
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Tavoli kidjulas becsiilt 10 éves kockazata
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ROR-pontszam

Az alacsony kockazati kategoridba sorolt betegek abszolut klinikai kockazata
minden alcsoportban lényegesen eltért a magas kockazati kategdridba sorolt
betegek abszolut klinikai kockazatatol.

A 34, tdbldzatban a csomo-negativ betegek megoszldsa lathaté 10 ROR
egységenként. Szintén lathato a 10 éves DR-kockdzat.
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34. tblazat: A csomé-negativ betegek megoszlasa 10 ROR egységes tartomanyokban

ROR-tartomany Betegek szama Betege:ns;;:alekos (o e‘zz;%ﬁ';:zl; 228t

1-10 7 0,7% 0,0%
11-20 116 111% 1,8%
21-30 155 14,8% 2,5%
31-40 209 20,0% 51%
41-50 183 17.5% 7.5%
51-60 152 14,5% 120%
61-70 116 111% 15.0%
71-80 77 74% 12,3%
81-90 28 2.7% 261%
91-100 4 0,4% 333%

Osszesen 1047 100%

A 39. dbrdn a csomod-negativ betegek modellalapt goérbéje lathatd az
empirikusan becsult 10 éves tulélési ardnnyal a 10 ROR egységenként, ahol
minden sor a 10 egységes ROR-tartomany (1-10, 11-20 stb.) dsszes betegét
tartalmazza. A gorbe alatt egy hisztogram mutatja a gyakorisdg megoszldsat
tartomanyonként.

39. dbra: A csomé-negativ betegek tiz éves DR-kockazata modellalapu és az empirikus
becslésének dsszehasonlitdsa, alatta az ROR-pontszamok megoszlasa

o
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40. dbra: A csomé-pozitiv (1-3 csomd) betegek tiz éves DR-kockazata modellalapu
és az empirikus becslésének 6sszehasonlitdsa, alatta az ROR-pontszamok megoszlasa
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ROR-pontszam

A 35. tablazat és a 40. dbra egyardnt a megfigyelt 10 éves kockazati értékek
lapuldsdt mutatja az ROR-tartomany tetején, amely az aranyos hazard feltételezés
sikertelenségéhez vezetett. Meg kell emliteni azonban, hogy a 80 érték feletti két
tartomdny mintamérete kicsi volt a csomo-pozitiv (1-3 csomo) betegek esetében
(17 beteg a 81-90 tartomanybdl és csak 3 a 91-100 tartomanybal).

A luminalis A és a luminalis B intrinzik altipus 6sszehasonlitasa

A tanulmanyban szereplé alanyok nagy része (96%) a luminalis A vagy a luminalis
B alcsoportba tartozott, amely nem vart érték volt, mert ezek az intrinzik altipusok
hormonreceptor-pozitiv betegek esetében vannak tulsulyban'.

A 36. tablazatban a valdszintségiarany-tesztek eredményei ldthatdk a DRFS
tovabbi prognosztikus értékeinek megjelenitéséhez, amelyeket a luminadlis
A/luminalis B megkilénboztetés ad a CTS-hez. A tablazatban tovabbd a
luminalis A és a lumindlis B betegek kockazati ardanyanak 6sszehasonlitasa is
lathato. Alumindlis A betegek esetében a tavoli kitjulas kockazata szignifikansan
alacsonyabb volt mindharom csoportban.

36. tablazat: A luminalis altipusok DRFS prognosztikus értékének valdszin(iségiarany-
tesztje

ROR-pontszam

A csomo-negativ betegek esetében az ardnyos hazard modellalapu becslése
hasonlo volt az empirikus becsléshez a teljes tartomanyban. A 35. tadbldzatban a
csomo-pozitiv (1-3 csomo) betegek megoszlasa lathatd 10 ROR egységenként.
Szintén lathato a 10 éves DR-kockazat.

35. tdblazat: A csomé-pozitiv (1-3 csomd) betegek megoszldsa 10 ROR egységes

szama szama A LumA kockazati aranya:

A ) Do Ay d
Alcsoport Betegek E:;l:ke ALR y ¥’ p-érték LumB (95% Cly
Mind 1422 135 24,42 < 0,0001 0,42 [0,30-0,59]
NO 1009 74 9,68 0,0019 0,47 [0,30-0,75]
N+(1-3) 366 51 14,94 0,0001 0,3310,19-0,58]

tartomanyokban

ROR- p Betegek szézalékos 10 éves DR-kockazat
tartomany e értéke (empirikus)
1-10 3 0,8% 0,0%

11-20 34 8,9% 3.6%
21-30 53 13,9% 4%
31-40 68 17.8% 8,5%
41-50 57 14,9% 16.7%
51-60 7 18,6% 17.8%

61-70 42 1,0% 28,9%

71-80 34 8,9% 39,5%

81-90 17 4,5% 33,0%

91-100 3 0,8% 33.3%
Osszesen 382 100%

A 40. dbrdn a csomo-pozitiv (1-3 csomo) betegek modellalapu gorbéje (a
< 80 ROR-pontszammal rendelkezd csomo-pozitiv (1-3 csomd) betegekre
vonatkozdan) lathatd az empirikusan becsult 10 éves tulélési ardnnyal a 10 ROR
egységenként, ahol minden sor a 10 egységes ROR-tartomany (1-10, 11-20 stb.)
Osszes betegét tartalmazza. A gorbe alatt egy hisztogram mutatja a gyakorisag
megoszldsat tartomanyonként.
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A 41. dbrdn a DRFS luminalis alcsoportonkénti ¢sszehasonlitdsa lathatd a
csomo-negativ betegek esetében, a 42. dbran pedig ugyanez az dsszehasonlitas
a csomo-pozitiv (1-3 csomod) betegek esetében. Mindkét csoport esetében
jelentds eltérések voltak a luminalis A és a luminalis B betegek DRFS-e kdzott.

41, 3dbra: Kaplan-Meier gbrbék DRFS-hez intrinzik altipusonként csomd-negativ
betegek esetében
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A 41. dbra adatainak 6sszesitése: Kaplan-Meier gérbék DRFS-hez intrinzik altipusonként
csomoé-negativ betegek esetében

Kockazati Betegek Esg ménye!f . Becsiilt szazalékos érték tavoli
p 10 éven beliili POV A
csoport szama . kitjulds nélkiil 10 évre [95% ClI]
események
Luminalis A 725 32 95,1% [93,4%-96,3%]
Luminalis B 284 32 87,2% [83,2%-90,3%]
Osszesen 1009 64

42. abra: Kaplan-Meier gorbék DRFS-hez intrinzik altipusonként csomé-pozitiv
(1-3 csomo) betegek esetében
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A 42. bra adatainak 6sszesitése: Kaplan-Meier gérbék DRFS-hez intrinzik altipusonként
csomo-pozitiv (1-3 csomo) betegek esetében

Kockazati ke 10 éven belqli B_gssqlt sz’éz_a_lléko's érték tavoli
csoport események szdma kitjulds nélkil 10 évre [95% CI]
Luminalis A 248 17 91,3% [87,2%-94,2%]
Lumindlis B 118 28 72,5% [64,2%-79,1%]
Osszesen 366 45

A 37. tdbldzatban a 10 éves RFS-aranyok lathatok lumindlis altipusonként a
csomo-negativ és a csomo-pozitiv (1-3 csomo) csoportokra vonatkozdan.

37. tablazat: Tiz éves RFS-arany csomadcsoportonként és lumindlis altipusonként

Csomdal- Luminalis Betegek 10 éven beliili Becsiilt szézalékos érték tavoli
lapot altipus szama (%) | események szama | kitjulds nélkiil 10 évre [95% CI]
NO Luminalis A 725 (72) 44 93,0% [91,1%-94,5%]
Luminalis B 284 (28) 44 82,2% [77,6%-85,9%]
N+(1-3) Luminalis A | 248 (68) 21 89,1% [84,7%-92,4%]
Lumindlis B 118 (32) 30 71,6% [62,2%-77,4%]

Minden csomo-negativ és csomo-pozitiv (1-3 csomo) betegpopulacio esetében
szignifikans volt a luminalis A és a luminalis B betegek kdzotti eltérés.

Az 2. klinikai tanulmdny kovetkeztetései

Az ROR-pontszam szignifikdns prognosztikus informaciot adott hozza
a szabvanyos klinikai és kezelési valtozokon tul, amikor azt folyamatos
mérészamként és harom elére definidlt kockazati csoporttal alkalmaztak.
Az alacsony kockdzatu csoport 10 éves DRFS-e joval 90% feletti volt, a
varakozasoknak megfeleléen. A magas kockazatl csoport 10 éves DRFS-e
80% volt, ami magasabb a vartndl (80% alatti érték volt a vart). A kockazati
csoportok definidldsdhoz haszndlt hatdrértékek (cutoff) a TransATAC
kohorszan alapultak, ami az aktudlis kohorsznal nagyobb kockdzatot jelent,
ennek eredményeként a ,magas kockazatu csoport” kockdzata altalanosan
alacsonyabb a vartndl. Az ROR (folyamatos és kockdazati csoporton alapuld)
hasonld prognosztikus informaciot mutatott a kuléonbdzd alcsoportokban. A
folyamatos kockazati modell a csomo-negativ és a csomo-pozitiv (1-3 csomo)
betegpopulacid esetében is az empirikus kidjuldsi arannyal koézel azonos
értéket adott. A tanulmanyban szereplé betegek legtobbje (96%) két luminalis
altipus (luminalis A és luminalis B) egyikébe tartozott. A lumindlis A/luminalis
B megkulonboztetés minden csomoallapot-csoportban  prognosztikus
informdciot adott a DRFS-hez.
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Kombinalt klinikai tanulmanyok dsszesitése

Az eredmények altalanosithatok elosztott hasznalatra, mivel a két klinikai
ellenérzé tanulmanyban szerepld mintdkat elkildték elemzésre két kulonbozd
laboratériumnak. Az ROR-pontszdm szignifikdns prognosztikus informdaciot
adott hozzd a 10 éves DRFS-hez szabvanyos klinikai és kezelési valtozokon
tul, amikor azt folyamatos mérdszamként és harom elére definidlt kockazati
csoporttal alkalmaztak. Az ROR a post-hoc elemzés soran tovabba szignifikdns
informaciot adott hozzd az 5 éves tuli DRFS-hez a szabvanyos Klinikai
valtozokon tul, minden beteg esetében. Az ROR (folyamatos és kockazati
csoporton alapuld) hasonld prognosztikus informaciot mutatott a kulénbozé
alcsoportokban. Korldtozott szamu elemzést végeztek el az RFS hasznalatdval
is. Az ROR-osztalyok segitségével tovabbd hdrom, eltéré RFS-érték kockazati
csoport definidltak. Mindkét tanulmany esetében jelentds eltérés volt a lumindlis
A és a luminalis B alcsoport DRFS-e kdzott a csomoallapottodl fliggetlendl.
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adjuvant endocrine therapy alone (Receptorpozitiv, emlérakos
betegek tavoli kivjuldsanak elérejelzése korlatozott klinikopatoldgiai
kockazatokkal: a PAM50 kiujuldsi kockazati pontszam hasznalata
1478 menopauza utani, az ABCSG-8 vizsgalatban részt vett, csak
adjuvans endokrin terdpidt kapott beteg esetében). Annals of
Oncology, 2014.; 25(2):339-45.
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‘ - Gyartd
m - Hivatalos képvisel® az Eurdopai Kozosségben

- In vitro diagnosztikai orvosi eszkdz

I:Ii] - Olvassa el a hasznalati Utmutatot

C € - CE-jelolés
- Tételkod / Tételszam
@ - Sorozatszam

; - Elegendd anyagot tartalmaz <n> teszthez
/ﬂf - Hémérséklet-tartomany a taroldshoz
/ﬂ/ - Taroldsi hdmérséklet-tartomany alsé hatarértéke

- Taroldsi hémérséklet-tartomany felsé hatarértéke

g - Szavatossag / Lejarat datuma

(- Gyartasi datum

Room Temp. = Room Temperature (Szobahémérséklet)
HYB = Hybridization (Hibridizacié)

Szabalyozasi zaradék

Kizardlag in vitro diagnosztikai hasznalatra.
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