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1  TILTENKT BRUK/FORMAL

Prosigna® prognostisk gensignaturanalyse for brystkreft er en in vitro
(provergr) diagnostisk analyse som bruker genets uttrykksprofil i celler som
er funnet i brystkreftvev for a evaluere en pasients risiko for fiernmetastaser.
Analysen maler genets uttrykksprofil ved hjelp av RNA (ribonukleinsyre) som
er ekstrahert fra formalinfiksert parafininnlagt (FFPE) brystsvulstvev. Genets
uttrykksdata avveies sammen med Kliniske variabler for & generere bade en
subtype (luminal A, luminal B, HER2-beriket, eller basalcellelike) og en score
som indikerer sannsynligheten for fjernmetastaser. Analysen utfgres med
nCounter® Analysis System ved hjelp av FFPE brystsvulstvev som tidligere er
diagnostisert som invasivt brystkarsinom.

Prosigna prognostisk gensignaturanalyse for brystkreft anbefales for
kvinnelige brystkreftpasienter som har gjennomgatt enten mastektomi eller
brystbevarende bearbeiding i forbindelse med lokoregional behandling i
samsvar med standarden pa omsorgen, enten som:

a. En prognoseindikator for fijernmetastasefri overlevelse i 10 ar hos
postmenopausale kvinner med hormonreseptor positiv (HR +),
lymfeknute negative, Trinn | eller Il brystkreft som skal behandles
med adjuvant endokrin bearbeiding alene, nar brukt sammen med
andre klinisk-patologiske faktorer.

b. En prognoseindikator for fijernmetastasefri overlevelse i 10 ar hos
postmenopausale kvinner med hormonreseptor positiv (HR +),
lymfeknute positiv (1 - 3 positive noder, eller 4 eller flere positive
noder), Trinn Il eller 1A brystkreft som skal behandles med adjuvant
endokrin bearbeiding alene, nar brukt sammen med andre klinisk-
patologiske faktorer.

2 SAMMENDRAG AV TESTSYSTEMET

nCounter analysesystem gir direkte multiplekse malinger av genuttrykk
gjennom digital avlesning av den relative overfloden av mRNA-kopier ved
hjelp av felgende fremgangsmate: 1) Hybridisering av RNA til fluorescerende
Reporter- og Fange- prober, 2) Rensing av mal-/probekompleksene ved
hjelp av nCounter Prep Plates, som inneholder reagenser som er ngdvendige
for bearbeiding etter hybridisering og immobilisering over pa nCounter-
patronen pa nCounter Prep Station, og 3) Analyse av nCounter-patronen
pa nCounter Digital Analyzer for & gi et testresultat. Bade Capture- og
Reporter-probene inneholder unike DNA probesekvenser for malhybridisering
og rensing. Capture- og Reporter-probene er kombinert med de positive
0og negative kontrollene for & danne kodesettet CodeSet. Prosigna
maler samtidig uttrykksnivaet i 50 gener som benyttes for den iboende
subtypens klassifiseringsalgoritme?, 8 housekeeping- gener som brukes for
signalnormalisering, 6 positive kontroller og 8 negative kontroller i en enkelt
hybridiseringsreaksjon, ved hjelp av nukleinsyreprober som er spesielt utviklet
for disse genene. Ogsa inkludert i Prosigna-settet er en referanseprave som
bestar av in vitro kopierte RNA-mal for hvert av de 58 genene. referansepraven
testes med hver gruppe av pasientens RNA-praver for a kvalifisere kjgringen
og normalisere signalet fra hvert gen.

Prosigna-analysen utfares pd RNA som er isolert fra FFPE brystsvulstvev. En
patolog undersgker et objektglass som er farget med hematoxylin og eosin
(H&E) og identifiserer (og markerer) omradet med invasiv brystkreft som
er egnet for testen. Patologen maler ogsa svulstens overflateareal, hvilket
bestemmer antall ufargede objektglass som er ngdvendige for testen, og
svulstens cellularitet for pase naerveer av tilstrekkelig svulstvev for testen. En
trent teknolog makrodissekerer det omradet pa de ufargede objektglassene
som korresponderer med det markerte svulstomradet pa det H&E-fargede
objektglasset og isolerer RNA fra vevet. Isolert RNA blir deretter testet pa
nCounter analysesystem for & gi testresultater, inkludert den iboende subtypen,
Risk of Recurrence (ROR) (risiko for tilbakefall) score og risikokategori.



2.1 Prinsipper for nCounter analysesystem

nCounter analysesystem bruker genspesifikke probepar (Figur 1) som
hybridiserer direkte til MRNA-prgven i opplasning og eliminerer enzymatiske
reaksjoner som kan introdusere skjevhet i resultatene. | det fegrste trinnet av
analysen hybridiseres DNA-probene direkte til en 70 - 100 basisparregion av
RNA-praven i opplasningen. Den fluorescerende Reporter-proben bestar av
en 35 - 50 basisprobesekvens som er komplementaer til mRNA-malet og en
unik ryggrads DNA-sekvens som hybridiserer til seks RNA-segmenter som
er merket med ett av fire fluorescerende fargestoffer; radt (R), gult (G), blatt
(B), eller grant (G). De fluoreserende segmentene skaper en seks-posisjons/4-
farget fluorescerende "fargekode" som er unik for hvert mal. En separat
Capture Probe (innfangingsprobe) bestar av en 35 - 50 basisprobesekvens som
er komplementaer til MRNA-malet og biotin, som brukes for immobilisering pa
et streptavidin-belagt objektglass.

Figur 1: Hybridiser CodeSet til mMRNA
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Etter hybridisering blir alle prgverensingstrinnene automatisert pa nCounter
Prep Station. Farst blir overfladig Capture- og Reporter-prober fjernet (Figur 2)
ved hjelp av suksessive magnetiske kulefangsttrinn, etterfulgt av binding av
probemalkompleksene til tilfeldige steder pa overflaten av nCounter-Patronen
via en streptavidin-biotin-binding (Figur 3). Til slutt blir probe-/malkomplekser
justert og immobilisert (Figur 4) i nCounter-patronen.

Figur 2: Fjern overflgdige Reportere
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Figur 3: Bind hybridiserte reportere til patronens overflate

Figur 4: Juster og immobiliser hybridiserte Reportere
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Etter at provebearbeidingen er fullfart plasseres Patronen i nCounter Digital
Analyzer for datainnsamling. Hver malmolekyl av interesse identifiseres av
den "color code" (fargekoden) som er generert av seks bestilte fluorescerende
flekker som finnes pa den tilhgrende Reporter-proben. Reporter-probene pa
overflaten av Patronen blir deretter talt og tabulert for hvert malmolekylet og
behandlet med algoritmen (Figur 5).
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Figur 5: Datainnsamling
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2.2 Prosigna-algoritmens prinsipper for utgangsberegning

Testen er basert pa den rapporterte 50-gen klassifikatoralgoritmen som
opprinnelig het PAM50? og utfgres pa nCounter analysesystem ved hjelp
av RNA som er ekstrahert fra formalinfiksert, parafininnebygd (FFPE)
brystsvulst vevsprgver. Algoritmen bruker en 50-geners uttrykksprofil for
a tildele brystkreft til en av fire molekylaere klasser eller iboende subtyper:
Luminal A, Luminal B, HER2-beriket, eller Basalcellelike?. De prototypiske
genuttrykksprofilene (f.eks. tyngdepunkt) av de fire iboende subtypene ble
omskolert pa nCounter analysesystem ved hjelp av FFPE brystsvulstpraver
som ble samlet inn fra flere kliniske sentre i Nord-Amerika. Etter & ha utfert
analysen pa en pasientprove, sammenligner en beregningsalgoritme, som er
basert pa Pearson's korrelasjon, den normaliserte 50-geners uttrykksprofilen
av pasientens testprove med de prototypiske uttrykksprofilene av de fire
brystkreft iboende subtypene. Pasientens testprave tilordnes subtypen med
den hgyeste Pearson's korrelasjon.

Algoritmen rapporterer videre en Risk Of Recurrence (ROR) (risiko for
tilbakefall) score pa en skala® fra O - 100, som er korrelert med sannsynligheten
for fjernmetastaser etter ti ar for postmenopausale kvinner med
hormonreseptor-positivt tidlig stadium av brystkreft®. Rapporten omfatter
0gsa en risikokategori (lav, middels, eller hay). ROR score beregnes ved hjelp
av koeffisienter fra en Cox-modell, som omfatter Pearson korrelasjon av en
46-genet undergruppe av de 50 genene til hver iboende subtype tyngdepunkt,
en sprednings- score og brutto svulststgrrelse. Testvariablene multipliseres
med de tilsvarende koeffisientene fra Cox-modellen for & generere en score,
som deretter justeres til en skala fra O - 100 basert pa koeffisienter som
er generert fra provesettet av FFPE brystsvulstpraver. Risikokategoriene
rapporteres ogsa basert pa grenser for ROR som bestemmes i en Klinisk
valideringsstudie.

3 REAGENSER OG UTSTYR SOM LEVERES
3.1 Oversikt over Prosigna-settet

Prosigna-settet inneholder tilstrekkelig med reagensmidler til & bearbeide 1, 2,
3, 4, eller 10 pasientpraver, avhengig av det bestilte produktet. Se nedenfor for
bestillingsinformasjon. Prosigna-settet inneholder et CodeSet, ett referanse-
provergr for hvert sett & 10 tester, og forbruksvarer som er ytelsetestet sammen
for utgivelse.

Katalognummer Antall tester i et Sett Referanse prgverer inkludert

PROSIGNA-001 1 2

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

Anbefalt for bruk sammen med Roche FFPET RNA-isolasjonskit (Roche-
FFPET-025) eller Veracyte FFPE RNA-ekstraksjonskit (550100). Begge RNA-
ekstraksjonskittene er kun tilgjengelige gjennom Veracyte.



3.2 Prosigna Kit Contents for a1,

Prosigna Kit

2,3,4,or10 test

Number of Tests | 1 | 2 | 3 4 10
Prosigna CodeSet Box
Prosigna Reporter CodeSet | 1x 65 plL 1x65puL 1x65puL 1x65puL 1x65puL
Prosigna Capture ProbeSet | 1x70 uL 1x 70 pL 1x 70 pL 1x 70 pl 1x 70 pL
Prosigna RNA Reference
Sample 1x 30 uL 1x 30 uL 1x 30 uL 1x 30 uL 1x 30 uL
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 HYordizaton | 1xsgouL | 1x580uL | 1x580uL | 1x580uL | 1x5804L
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

Prosigna Prep Plates
Prep Plates

Prosigna Cartridges
nCounter 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, nucleic acids with fluorescent dyes
buffer, nucleic acids
buffer, nucleic acids

sticker sheet

card with sticker

superparamagnetic beads, buffer, salts,

oligonucleotides, polystyrene beads containing
fluorescent dyes

sample cartridge(s)

buffer, salts
plastic strips
plastic lids

2 racks of 90 tips + 6 piercers nCounter

adhesive films

6-well tip holders

4 ADVARSLER OG FORHOLDSREGLER

1.

For In Vitro diagnostisk bruk.
Denne analysen er beregnet for & bli utfert av operaterer som er
utdannet i sveert komplekse molekylbiologiske teknikker, basert pa

komponenter  fra forskjellige  Prosigna-serier.
Funksjonalitet kan kun garanteres for Prosigna-settserier som levert,
siden de er kvalifisert pa denne maten under framstillingen.
Resterende reagenser bar ikke brukes pa nytt i Prosigna-analysen.
Ignorer alle reaksjoner med kompromitterte hybridiseringstider eller

Det er viktig & opprettholde integriteten av pravens CoC (vev til RNA
og RNA til analyse) for & pase at pasientpravens ID er forbundet

Unnlatelse av a lagre reagenser under de forholdene som er angitt
pa etiketten, kan pavirke analyseresultatet.
Bruk alltid hansker ved handtering av reagenser og praver.

2.
lokale bestemmelser.
3. lkke bland
4.
5.
-temperaturer.
6.
med korrekt testresultat.
7.
8.
9. Unngd RNase-forurensning,

som kan pavirke testresultatene
negativt.
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5.1

1.
12.
13.

18.
19.

20.

21,

. Alle biologiske prever og materialer ma behandles som om det

foreligger en mulighet for smitteoverfaring og bgr avhendes med
tilbarlig varsomhet og i overensstemmelse med nasjonale og lokale
forskrifter.

Pipetter aldri med munnen.

Unnga at reagenser kommer i kontakt med ayne, hud og slimhinner.
Bruk molekylaerlaboratoriers  beste praksis for & hindre
krysskontaminering mellom testpraver, eller med nukleinsyremal
med hgy konsentrasjon (syntetisk eller PCR-forsterket), som kan
pavirke testresultatenes kvalitet negativt.

. Prosigna Prep Plates og nCounter-patronene inneholder sveert

sma mengder av natriumazid (< 0] %) i etterbearbeidingen, og
det anbefales derfor at avfallsbeholdere for plast (ikke metall)
benyttes ved deponeringen. Selv om det er ekstremt usannsynlig
for Prosigna, er akkumulering av natriumazid pa metall kjent for a
skape en eksplosjonsfare.

. Ytterligere informasjon om deponering av instrumentet finnes i

nCounter Analysis System Bruksanvisning og Service-manual for
Prep Station og Digital Analyzer.

. Material Safety Data Sheet-informasjon for Reporter CodeSet,

Capture ProbeSet, Hybridization Buffer og Prep Plates finnes pa
WWW.prosigna.com.

Alle farlige materialer ber avfallsdeponeres i henhold til din
institusjons retningslinjer for deponering av farlige stoffer.

Alle ubrukte CodeSet bar kastes.

Hvis en pasients svulststarrelseskategori legges inn  feil i
programvaren, kan ROR score og risikoklassifisering bli pavirket
negativt (f.eks. forskjevet ROR score og/eller feil klassifisering).

Hvis en pasients nodalstatus legges inn feil i programvaren,
kan pasientens testresultater bli rapportert feil (feks. feil
risikoklassifisering).

Ikke bruk RNA av utilstrekkelig kvalitet eller kvantitet, eller
svulstpraver med utilstrekkelig svulstoverflateareal eller cellularitet,
i Prosigna-analysen. Prosigna-analysen vil da muligens ikke vaere
stand til a gi et gyldig resultat, og vil i stedet rapportere analysefeil.

GENERELLE ANALYSEFAKTORER

1.

SRR

Analysen er beregnet for bruk kun pa formalinfiksert, parafin
innebygd (FFPE) brystkreft vevspraver fra kirurgisk reseksjon, og er
ikke ment for bruk pa friskt, frosset, eller ikke-brystkreft vev.
Bruttostaerrelsen av en pasients primaersvulst og nodalstatus er
nedvendig for & utfgre analysen.

Bruk sterile engangs mikropipettespisser for & unnga mikrobiell
0g nuklease-kontaminering av reagenser eller pragver under
bearbeidingen.

Oppbevar de isolerte RNA-prgvene pa vat is nar de ikke blir aktivt
manipulert.

Kalibrerte termometre er ngdvendige for varmeblokker.

Ikke bruk settkomponenter hvis de er skadet ved ankomst.

Det anbefales at kliniske kontroller (f.eks. for risikokategori)
utvikles og benyttes av laboratorier som kjerer Prosigna, for a
sikre ngyaktigheten av resultatene over tid som en del av standard
laboratorie kvalitetskontrollprosedyrer.

Bearbeiding av vev

1.

Unnlatelse av & fierne omkringliggende ikke-svulst/normalt vev ved
hjelp av makrodissekering under bearbeidingen av vevet, kan fare
til en undervurdering av risiko pa grunn av at en lavere ROR score
rapporteres til legen.

Unnlatelse av a fjerne humant genomt DNA under isolering av
RNA, kan fare til en hgyere feilhyppighet grunnet et lavere analyse-
signal, eller en overestimering av risikoen fordi en hayere ROR score
rapporteres til legen.

Alle ufargede vevseksjoner bgr monteres pa positivt ladde mikroskop
objektglass for a unnga at de lgsner under bearbeidingen.

For praver som krever flere objektglass, ma alle objektglassene
behandles samlet.

Vevseksjoner som er lagt pa objektglass kan nedbrytes hvis de
lagres i mer enn 9 maneder i et tart milja.

Skift 3 % glyserol arbeidslgsning hver uke, eller hvis opplasningen
blir grumset, for @ unnga forurensning.



5.2

6

7. Skift det forste D-Limonen vaskeinnhold etter bearbeiding av
4 sett med objektglass, og etanol (EtOH) og andre D-Limonen
flekkoppvask- innhold etter bearbeiding av 8 sett med objektglass
for & unnga at det gar ut over vevets kvalitet.

8. Veer forsiktig nar du skisserer svulstomradet pa det ufargede
objektglasset og fijerner ikke-svulstvev for a sikre at svulstvevet ikke
forstyrres.

9. Handter skarpe redskaper varsomt under makrodissekering.

10. Bruk et nytt barberblad for hver vevsprave som behandles.

11. 10 % SDS utfelles ofte ved romtemperatur og ma varmes ved 37 °C
inntil utfellinger er opplast.*

12. Nye serier/grupper av RNA isolasjonssett bgr testes mot
isolasjonssettets spesifikasjoner for & kvalifisere de nye seriene for

pasienttesting (se avsnitt 1.5 for detaljer).
*10 % SDS er pakrevd, men falger ikke med i Roche FFPET RNA-isolasjonskit.

Utfore Prosigna-analysen

1. Sjekk at pasientens kategoriske primaere brutto svulststerrelse er
riktig lagt inn i programvaren.

2. Sjekk at pasientens kategoriske nodalstatus er riktig lagt inn i
programvaren.

3. Kontroller at varmeblokken med oppvarmet lokk, som kreves
for hybridisering, oppfyller spesifikasjonene og er rutinemessig
kalibrert.

4. Bruk kun de forbruksvarene som kom med Prosigna-settet. De
er designet spesielt for & arbeide med nCounter Prep Station og
nCounter Digital Analyzer.

5. Hvis hybridiseringsbuffer var lagret ved lave temperaturer, og et
presipitat blir observert, ma rarene varmes ved 37 °C til saltene er
opplast.

6. Ikke sentrifuger analysekomponenter kraftig for & blande, da det kan
skade reagensene. Bar blandes med en pipette.

7. Ikke sentrifuger Reporter CodeSet med en hgyere hastighet enn
3000 x g i mer enn 10 sekunder. Ikke bruk "puls"-alternativet for
sentrifugere. Gjgr man det, kan utlgse CodeSet bunnfall.

8. Oppretthold hybridiseringsreaksjoner ved 65 °C til de er klare for & bli
overfart til Prep Station. Innstilling av varmeblokken for & rampe ned
til 4 °C, eller a plassere pravene pa is etter hybridiseringen, kan fare
til kryss-hybridisering, som kan kompromittere analyseresultatene.

9. Unnlatelse av a plassere strimmelrar ved 65 °C innen 15 minutter etter
3 ha tilfayd Capture ProbeSet, kan resultere i kryss- hybridisering,
hvilket kan kompromittere analyseresultatene.

10. Unnlatelse av & initiere bearbeiding av Prep Station i lgpet av
15 minutter etter a ha fjernet prgvene fra 65 °C, kan fare til kryss-
hybridisering, hvilket kan kompromittere analyseresultatene.

1. Pase at strimmelrgrets lokk er godt forseglet faor hybridisering i
varmeblokken for a forhindre fordamping, hvilket kan kompromittere
analyseresultatene.

INFORMASJON OM OPPLARING

Denne analysen er beregnet for a bli utfert av profesjonelle operaterer som
er opplaert i sveert komplekse molekylbiologiske teknikker, basert pa lokale
bestemmelser. Kontakt Veracyte for informasjon om spesialopplaering i & utfere
Prosigna-analysen.

7

AVFALLSHANDTERING

Se nCounter Analysesystem bruksanvisning om avfallshandtering og detaljer
spesielt om de reagensene og instrumentene som brukes i IVD-applikasjoner.
Se bruksanvisningen for det valgte RNA-ekstraksjonskittet for avfallshandtering
og detaljer spesifikke for RNA-ekstraksjonsreagensene.

8

LAGRING OG HANDTERING (REAGENSER)

Utlgpsdatoen for alle analysesettkomponentene er listet pa barcode- etiketten
som ligger i CodeSet-boksen, s& vel som pa etiketten pa den utvendige
emballasjen for alle Prosigna-komponenter.

+  Prosigna CodeSet-boks komponenter (Prosigna Reporter CodeSet,
Prosigna Capture ProbeSet og Prosigna RNA Reference Sample) ma
oppbevares i -80 °C eller lavere.

« nCounter-patronene ma lagres ved eller under -20 °C.

« nCounter Prep Plates ma lagres ved 4 °C (2-8 °C).

«  nCounter Prep Pack komponenter ma lagres ved romtemperatur
15°C-25°C.

2023-07 LB-0039-02

10

10.1

10.2

10.3

INSTRUMENTER SOM KREVES FOR PROSIGNA

« nCounter Analysis System (Katalognummer NCT-SYST-DX)
(inkluderer begge instrumentene nedenfor)
o nCounter Prep Station 5s
(Katalognummer NCT-PREP-STATION-FLEX)
o nCounter Digital Analyzer 5s
(Katalognummer NCT-DIGITAL-ANALYZER-FLEX)
Se nCounter Analysis System VD bruksanvisning for ytterligere
informasjon.

REAGENSER OG UTSTYR SOM KREVES MEN SOM
IKKE LEVERES

Materialer

1. FFPE RNA-isolasjonskit (se Avsnitt 11.5 for krav til isolasjonskit hvis
det ikke brukes Roche FFPET RNA-isolasjonskit eller Veracyte FFPE
RNA-ekstraksjonskit kjgpt gjennom Veracyte)

Hematoxylin og Eosin (H&E)

Positivt ladede objektglass for mikroskop

D-Limonene klaringsmiddel (histologisk grad)

100 % Etanol (Absolute), ACS grad eller liknende (ikke under 99,5 %)
Glyserol, molekylaerbiologisk klasse

Nuklease-fritt vann, molekylaerbiologisk grad™

10 % SDS, molekylaerbiologisk grad'

100 % isopropanol?

. Konisk rgr 50ml?

1. Barberblader (eller engangsskalpeller)

12. Engangs Microtome-blader

13. 0,5 ml skrulokk' 15 og

mikrosentrifugerar

14. RNase-frie Micropipette-tips med aerosolbarriere

'Materialer pakrevd, men ikke levert for RNA-ekstraksjon ved bruk av Roche FFPET RNA-isolasjonskit.
?Materialer pakrevd, men ikke levert for RNA-ekstraksjon ved bruk av Veracyte FFPE RNA-
ekstraksjonskittet og ogsa oppfaert i bruksanvisningen til Veracyte-settet.

Utstyr

SOONO VA GN

1,7 ml ikke-klebende RNase-frie

1. Microtome

2. Vannbad (40 °C)

3. Objektglassvarmer (45 °C)

4. Mikroskop objektglass terkestativ

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

6. Mini-sentrifuge med en 0,2 ml strimmelrgrrotor og standard
1,5/2,0 ml mikorsentrifuge rerrotor

7. Standard bordmodell mikrosentrifuge med en rotor med fast vinkel
somt passer 1,5 ml sentrifugergr

8. Rektanguleere glass fargeskaler med deksel (ca. innvendige
dimensjoner pa 3,6 x 2,8 x 2,4 (91 x 71 x 60 mm); 3 pakrevet

9. Objektglass stativ (holder opptil 10 3" x 1" (75 x 25 mm) objektglass)

10. Tarr varmeblokk, stasjonaer*

1. Benkmodell Vortexer for mikrosentrifugerar

12. Malesylinder (foreslatt str.: 100 - 250 ml)

13. Dissekeringsnal eller dekkglasstang (vinklet, ikke-sagtakket)

14. Kalibrerte termometere (dekker omradet 55 °C til 80 °C)

15. Mikro-volum UV/Vis spektrofotometer (se spesifikasjoner nedenfor)

16. Varmeblokk med oppvarmet lokk (se spesifikasjon nedenfor)

17. Sentrifuge med plate mikroplate adapter (se spesifikasjon nedenfor)

18. Coplin-krukke

*Utstyr pakrevd for RNA-ekstraksjon med Roche FFPET RNA-isolasjonskit og Veracyte FFPE
RNA-ekstraksjonskit.

Spesifikasjoner av utstyr

Tabell 1: Full spektrum Mikro-volum UV/Vis spektrofotometer for Nukleinsyre-
kvantifisering

Design-egenskap

Spesifikasjoner

Prgvens volumomrade 1-2ul
Banelengde Tmm
Bolgelengdeomrade 260 - 280 nm
Bolgelengde ngyaktighet eller feil +1nm

Spektral opplgsning eller bandbredde

Mindre eller lik 4 nm

Absorberingspresisjon eller tilfeldig
fotometrisk feil

0,003 (1 mm bane)

Deteksjonsgrense

5 ng/uL RNA

Maksimum konsentrasjon

>1000 ng/pL RNA




Tabell 2: Mikro-volum fotodiode U-Vis spektrofotometer for Nukleinsyre- kvantifisering

Design-egenskap

Spesifikasjoner

Prgvens volumomrade

1-2u

Banelengde

0,5mm

Bolgelengdeomrade

260 og 280 nm

Spektral opplasning

Mindre enn eller lik 8 nm

Absorberingsngyaktighet

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

Deteksjonsgrense

4 ng/uL RNA

Maksimum konsentrasjon

>1000 ng/pL RNA

8.

Hvis  vevsevalueringsprosessen viser at svulstblokken har
utilstrekkelig svulstoverflate eller svulstcellularitet, kan en annen
blokk fra samme svulst undersgkes. Hvis det ikke finnes noen FFPE-
blokker med tilstrekkelig svulstvev, bgr ikke Prosigna-analysen
utferes. Veaer oppmerksom pa at for svulstblokker med under
20 mm? overflate er det mer sannsynlig at RNA input-kravene ikke
vil veere oppfylt.

Tabell 5: Anbefalte krav til objektglass basert pa svulstens overflate

Tabell 3: Varmeblokk med varmelokk for Analyse hybridisering

Design-egenskap

Spesifikasjoner

Varmeblokk-design

* M3 passe til vanlig profil, 12 x 0,2 ml plasserte strimmelrar
som leveres som en del av nCounter Prep Pack.

° Heat Blocks designet for Lav Profil (LP) og Hay Profil
(HP) rar er ikke kompatible (ogsa referert til som "rapid”
(raske) blokker for termosykling)

Heat Blocks designet for andre typer rar (f.eks. 0,1 ml ror,
1,5 ml rgr) er ikke kompatible

«  Ma veere programmerbare til & holde en temperatur pa 65 °C
« M3 holde temperaturen pa 65 °C +1°C

o

Malt svulstoverflate pa H&E-fargede objektglass (mm2) Antall ufargede objektglass
4-19 6
20-99 3
>100 1

lokk

Design pa oppvarmet

.

Faste lokk, eller lokk med justerbar hgyde, er godkjent

« Lokk ma veere programmerbare til 70 °C

Tabell 4: Sentrifuge med mikroplatebaerer for & spinne nCounter Prep Plates

Design-egenskap

Spesifikasjoner

Sentrifugeringshastighet

Minimum 2000 x g

Rotorer 4 x 750 ml svingende bgtterotorer med mikroplatebasrere
(eller liknende) for & fa plass til SBS-format 96-branners
mikroplater

Moduser Akselerasjons-/Retardasjonsmoduser

11 INNSAMLING OG BEARBEIDING AV PRGVER

1ni

Krav til vevspraver og patologisk undersgkelse

1.

Prosigna brystkreft prognostisk gensignaturanalyse berutfares pa
en formalinfiksert, parafininnebygd (FFPE ) hormon-reseptor positiv
brystsvulstvevsprave som videre spesifiseres av en patolog som en
av folgende typer invasivt brystkarsinom:
a. Invasivt duktalt karsinom
b. Invasivt lobulart karsinom
c. Invasivt karsinom med duktale og lobulare egenskaper
("blandet type karsinom™)
d. Ingen spesiell type (NST), eller ikke spesifisert (NOS)
En patolog baer velge FFPE svulstblokk med sterst omrade av
levedyktig invasivt brystkarsinom.
Testen krever ufargede vevspraver pa objektglass for bearbeiding og
et tilsvarende H&E-farget objektglass fra FFPE svulstblokk.
Det anbefales at vevspraver for analysering skjaeres i naerheten av
den vevspreven som er skaret for H&E-farging for & pase at det
svulstomradet som er identifisert pa det H&E-fargede objektglasset
representerer svulstomradet pa de ufargede objektglassene.
En patolog ma sirkle inn omradet med levedyktig invasivt
brystkarsinom pa H&E-objektglasset, bortsett fra omkringliggende
ikke-svulst vev.
En patolog eller fagleert laborant ma ansla svulstens cellularitet
og overflateomrade innenfor det innsirklede omradet pa det H&E-
fargede objektglasset.
a. Svulstens cellularitetsprosent  pa
objektglasset ma vaere > 10 %.
b. Svulstens innsirklede overflateomrade pa det H&E-fargede
objektglasset ma veere > 4 mm2.
*Merk at svulstcellularitet-rposentandel referer til prosentandel
av levedyktige svulstceller innen det innringede svulstomradet.
En totalt svulstoverflate pa over 100 mm? anbefales brukt som
input for testen. Fglgende tabell viser antall objektglass som
anbefales basert pa den malte svulstoverflaten pa det H&E-fargede
objektglasset.

det H&E-fargede
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1.2
1.

Innsamling og lagring av praver

Folgende kan utferes i henhold til laboratoriets standard
driftsprosedyrer; vevsinnsamling og formalinfiksering, FFPE svulst
blokkhandtering og lagring og frakt av objektglass med FFPE-vev.

FFPE vevsseksjoner pa objektglass ma lagres i henhold til
laboratoriets standard driftsprosedyrer. Hvis de lagres i en lengre
perioder ( > 30 dager), ma objektglassene lagres i et uttarket miljo
0g behandles innen 9 maneder for a sikre testresultatenes kvalitet.

1.3 Preparering av objektglass

1.

N

S

1.4
1.

AR

Bruk en mikrotom og skjeer en 4 - 5 um tykk del for H&E-farging.
Bruk en mikrotom og skjeer 10 um tykke deler for bruk i Prosigna-
analysen.

La delene flyte i et vannbad pa 40 °C.

Legg delene pa positivt ladede objektglass for mikroskop.

La objektglassene lufttarke.

Bak objektglassene over natten pa 45 °C.

Bearbeiding av objektglass

Preparer en 3 % glyserolopplasning ved a blande 1,5 ml glyserol med
48,5 ml molekylaer grad, nukleasefritt vann - skaler om nadvendig.
Hell lgsningen pa en Coplin-krukke for bearbeiding av objektglass.
Hell ca. 200-250 ml D-Limonene klaringsmiddel i to fargeskaler og
pase at objektglassene i stativet er helt senket ned.

Hell ca. 200 - 250 ml ren etanol (EtOH) i en tredje fargeskal.

Sett de ufargede vevsdelene pa objektglassene i et stativ.

Sett stativet i den forste D-Limonene-fargeskalen og rist stativet
forsiktig frem og tilbake i 10-15 sekunder. La stativet vaere i den
andre D-Limonene-fargeskalen i totalt 1-2 minutter.

Flytt stativet objektglassholderen fra den ferste D-Limonene
fargeskdlen til  den andre  D-Limonene-skalen.  Beveg
objektglassholderen forsiktig frem og tilbake i 10-15 sekunder. La
stativet veere i den andre D-Limonene-fargeskalen i totalt 2 minutter.
Pase at all parafin er fiernet; hvis ikke, la stativet vaere i den andre
D-Limonene-fargeskalen i ca. 1 minutt til.

Flytt stativet fra den andre D-Limonene-fargeskalen til EtOH-vasken.
Beveg stativet forsiktig frem og tilbake i 10-15 sekunder og ta den ut
etter 2 minutter.

La objektglassene luftterke i 5 - 10 minutter, eller til de er helt tarre
og vevet ser hvitt ut (dette kan ta lengre tid, avhengig av vevets
starrelse).

Lag en ring rundt svulstomradet pa baksiden av de ufargede
objektglassene ved & samkjgre dem med tilsvarende H&E-fargede
objektglass og transponer det innringede omradet.

. Arbeid med ett objektglass av gangen og rehydrer vevet pa det

innringede ufargede objektglasset ved & dyppe objektglasset i den
3% glyserolopplgsningen.

Fjern all overfladig glyserol fra objektglasset med en lab-serviett.
Nar flere objektglass behandles, kan objektglassene teorke pa et
torkestativ mens de andre objektglassene rehydreres.

Skrap bort alt ikke-svulstvev rundt det innringede svulstomradet
med et barberblad eller en skalpell og kast det.

. Samle makro-dissekert svulstvev pa kanten av et barberblad mens

du holder i den ene enden av objektglasset og hviler den andre
enden pa en fast overflate i en 45 graders vinkel. Vevet skal "kralle”
lett opp pa barberbladet ettersom det samles.

. Gjenta forrige trinn for hvert objektglass fra samme prave.

Merk: Flere ufargede objektglass fra en enkelt FFPE-prove kan
samles pa samme barberblad.



16. Skyv vevsdelene fra den samme prgven inn i et merket 1,5 ml
mikrosentrifugerar.

17. Rengjer dissekeringsnalen eller tangen ved a dyppe demi D-Limonen
i et par sekunder og la dem tarke mellom vevspraver.

11.5 Isolering av RNA

Veracyte anbefaler bruk av Roche FFPET RNA-isolasjonskittet eller Veracyte
FFPE RNA-ekstraksjonskittet, som er validert spesifikt for bruk med Prosigna.

Andre RNA isoleringssett kan brukes for & preparere praver for Prosigna hvis
de gir RNA fra objektglassmonterte FFPE brystsvulst vevsdeler som mater
folgende spesifikasjoner:

Tabell 6: Spesifikasjon av RNA Isoleringssett

Metrisk Test eller méling Spesifikasjon
RNA-konsentrasjon Optisk tetthet pd 260 nm >12,5 ng/ul
RNA totalt volum (ul) Totalt utvasket volum >12ul
Forholdet mellom optisk
: tetthet pa 260 nm og .
RNA-renhet optisk tetthet pa 280 nm 17-23
(0D 260/280 nm)
DNA-kontaminasjon Genomisk DNA-innhold i <Tng/ul

utvasket RNA-praove

>90 % av de isolerte RNA-
fragmentene ma veere > 100
nukleotider i lengde

Starrelsesfordeling av de

RNA-integritet isolerte RNA-fragmentene

Hvis en alternativ isolasjonsprosedyre brukes i kombinasjon med Prosigna-
analysen, ma denne spesielle arbeidsflyten valideres fullstendig av
laboratoriet for den implementeres i rutine.

RNA isolasjonsprosedyre:

- Hvis Roche FFPET RNA-isolasjonskit brukes, fglg de spesifikke instruksjonene
for isolasjon av RNA beskrevet nedenfor.

- Hvis Veracyte FFPE RNA-ekstraksjonskittet brukes, fglg bruksanvisningen fra
Veracyte og fortsett deretter til avsnitt 11.6.

- Hvis en alternativ ekstraksjonsmetode brukes, folg den validerte protokollen
eller protokollen gitt av produsenten, og fortsett deretter til avsnitt 11.6.

Hvert parti med RNA-ekstraksjonskit produsert av Roche eller Veracyte
er kvalifisert til & produsere RNA-praver som oppfyller forhandsdefinerte
spesifikasjoner for diagnostiske genekspresjonsanalyser. Det henvises
tii metodearket for RNA-ekstraksjonskittet / bruksanvisning for
hensiktsmessige oppbevarings-, sikkerhets- og handteringsinstruksjoner.

Preparering av arbeidslasninger for Roche FFPET RNA-isolasjonskit

1. Preparer arbeidsopplgsninger far du begynner med vevsutvasking
0g RNA-isolering:

Preparering av arbeidsopplasninger

Reagens Prosedyre

Wash Buffer | (vaskebuffer I) [ Tilfgy 15 ml 100 % etanol, oppbevar
(WBD* preparert WBI i +15 til +25 °C

Wash Buffer Il (vaskebuffer II) | Tilfay 80 mI 100 % etanol, oppbevar
(WB2)* preparert WBII i +15 til +25 °C

Opples lyofilisert/frysetarket Proteinase K i

Proteinase K 4,5 ml Reagent Preparation Buffer (RPB).

(PK Preparer 600 pl alikvoter, merk og
oppbevar alikvoter i -15 til -25 °C.
Opplgs lyofilisert/frysetarket DNase | i
DNase | 740 pl Reagent Preparation Buffer (RPB).
(DNase 1)*

Preparer 50 pl alikvoter, merk og oppbevar
alikvoter i -15 til -25 °C.

Merk: Elementer som er merket med en stjerne (*) er ikke pakrevet
for etter at vevet er utvasket.

Vevsutvasking for Roche FFPET RNA-isolasjonskit

1. Tin et tilstrekkelig antall Proteinase K (PK) alikvoter. Etter at de er
tint, oppbevar alikvoter pa is til de skal brukes.
Merk: En 600 pl PK alikvot inneholder nok Proteinase K for 4 RNA-
oppl@sninger.

2. Fay 100 pl med Tissue Lysis Buffer, 16 ul med 10 % SDS og 120 pl
Proteinase K arbeidsopplasning til pravergrene med vev.

3. Vorteks prevergrene med vev i flere sekunder og spinn ned kort.

4. Inkuber i 55 °C over natten (12 - 23 timer).
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RNA-isolasjon for Roche FFPET RNA-isolasjonskit

1.6

1.

N

10.
1.

12.
13.

18.
19.

20.

21.

22.

23.

24.

Inspiser pravergrene visuelt for & fastsla om vevet er helt opplast.

En fullstendig opplasning vil vaere klar og ha lite til ikke noe vev i

opplasningen.

a. Hvis opplasningen er ferdig, ga videre til neste trinn.

b. Hvis opplasningen ikke er ferdig, fay til 20 pl Proteinase K og
inkuber i en time til.

Spinn kort alle pravene (< 30 sekunder i en minisentrifuge).

Inkuber pregvene ved 80 °C i 15 minutter,

Preparer eller tin opp et tilstrekkelig antall DNase-alikvoter. Etter at

de er tint, oppbevar alikvoter pa is til de skal brukes.

Merk: En 50 ul DNase-alikvot inneholder nok DNase for 4 RNA-

isolasjoner.

Fortynn DNase i DNase Incubation Buffer (DIB). Pakrevet mengde N

(antallav) RNA isolations er: (N+1) x 90 pl DNase inkuberingsbuffer +

(N+1) x 10 ul DNase. Oppbevar den fortynnede DNase-opplgsningen

pa is til den skal brukes.

Fay 325 pl Paraffin Binding Buffer (PBB) og 325 ul ren etanol til hver

preve og bland ved hjelp av pipettering.

Spinn kort (< 30 sekunder i en minisentrifuge).

Plasser et High Pure Filter Tube (filterrar) pa et High Pure

Collection-rar.

Pipetter praven i gvre beholder av filterraret og unnga alt restvev.

Sentrifuger i 30 sekunder pa 6000 x g.

Plasser High Pure Filter Tube pa et nytt High Pure Collection-rer

(kast tidligere samling rar som inneholder gjennomstrgmning).

Sentrifuger i 2 minutter pa 16 000 x g for 3 terke filterduken helt.

Plasser High Pure Filter Tube pa ny High Pure Collection Tube (kast

tidligere samling rgr som inneholder gjennomstrgmning).

. Fay 100 pl DNase utvannet opplesning pa High Pure Filter Tube

filterteppe og inkuber i 15 minutter i +15 til +25 °C.

. Fgy 500 ul Wash Buffer | arbeidsopplasning (WBT1) til High Pure

filterteppe, sentrifuger i 20 - 30 sekunder pa 6000 x g, kast
gjennomstrgmning.

. Fay 500 ul Wash Buffer Il arbeidsopplesning (WB2) til High

Pure filterteppe, sentrifuger i 20 - 30 sekunder pd 6000 x g, kast
gjennomstrgmning.

Fay 500 pl Wash Buffer Il arbeidsopplgsning (WB2) til High
Pure filterteppe, sentrifuger i 20 - 30 sekunder pd 6000 x g, kast
gjennomstrgmning.

Sentrifuger i 2 minutter pa 16 000 x g for a terke filterduken helt.
Sett High Pure Filter Tube i et merket RNase-fri 1,5 eller 1,7 ml
mikrosentrifugerar.

Fay 30 pl Elution Buffer (EB) til midten av High Pure filterduken.
Inkuber i T minutt ved +15 til +25 °C.

Sentrifuger i 1 minutt pa 6000 x g for & vaske ut RNA fra kolonnen.
Fjern og kast High Pure filterraret.

Sentrifuger det utvaskede RNA i mikrosentrifugergret i 2 minutter
pa maksimum hastighet.

Overfer supernatanten til et 0,5 ml rgr med skrukork uten a forstyrre
noen glassfibre som kan vaere vasket av filterduken i bunnen av det
opprinnelige rgret.

Mal RNA konsentrasjon og kvalitet

1.

2.

Mal konsentrasjonen av isolert RNA i lgpet av samme arbeidsdag
(lagre i +2 til +8 °C) eller frys i -70 °C inntil bruk.

Mal optisk tetthet (OD) pa 260 og 280 nm pa 2 ul av det isolerte
RNA ved hjelp av et spektrofotometer som mgter de definerte
spesifikasjonene som er indikert i 10.3 Spesifikasjon av utstyr. Unnga
pipettering av det 2 ul volumet fra bunnen av kildergret i tilfelle det er
glassfiber igjen, noe som vil forstyrre det optiske tetthetsresultatet.
Folg instruksjonene fra produsenten av spektrofotometeret for
maling av RNA.

Hvis noen prave ikke oppfyller minimum RNA renhets- eller
konsentrasjonsmalinger (Tabell 6), sentrifuger provergret i
1 minutt pa maksimal hastighet (> 10 000 x @), legg reret pa is og
gjenta malingen. Hvis preoven fortsatt ikke bestar renhets- eller
konsentrasjons- malingen, er ikke RNA-praven egnet for analyse
med Prosigna Analyseprosedyre. Det ma ikke brukes RNA av
uttilstrekkelig kvalitet eller kvantitet i Prosigna-analysen.
RNA-ekstraksjonen kan gjentas hvis spesifikasjonene for minimum
konsentrasjon eller renhet ikke er oppfylt (Tabell 6). Brukere kan
velge a isolere ekstra objektglass fra samme FFPE-blokk, eller velge
en separat blokk fra samme pasient.



6. Hvis RNA-konsentrasjonen overskrider 250 ng/pl, ma den fortynnes

med molekylaer grad RNase- og DNase-fritt vann til en onsket
konsentrasjon pa 200 ng/ul fer giennomfering av den nedstrams
hybridiseringsanalysen. Bruk det registrerte forholdsresultatet
OD 260/280 fra den ufortynnede preven for & avgjgre om den
fortynnede preven tilfredsstiller minimum RNA-renhet pa1,7.

Frys RNA ved -70 °C eller lavere hvis Prosigna-analysen ikke kan
fullfares i lgpet av den samme arbeidsdagen.

1.7 Analyseprosedyre

Denne analyseprosedyren beskrives de skrittene som er ngdvendige for & utfere
Prosigna-analysen ved hjelp av nCounter Analysis System. Disse skrittene kan
oppsummeres i falgende kategorier pa to pafglgende dager:

Dag1

Dag 2

Installer Run Set Identification (RSID)-protokoll pa nettapplikasjon
Installer RNA hybridisering med Prosigna CodeSet (30 minutters
installasjon, 15 - 21 timers hybridisering)

Installering og kjering av Prep Station (20 minutter installering,
2 - 3 timer per kjoring, avhengig av antall praver som kjgres)
Installering og skanning av Patronen pa Digital Analyzer (5 min. for
oppsett, 2,5 - 4,5 time for hver Patron, avhengig av antall praver som
kjores)

Hente opp rapport (30 minutter)

Valg av pasientprave og Batch Set Up (gruppeinstallasjon)

1.

Velg de pasientpravene som skal brukes for testkjgringen. Opptil 10
praver kan inkluderes i en enkelt gruppe
a. Hver prgve i gruppen vil bli tildelt en unik posisjon
i et strimmelrgr med 12 posisjoner som brukes for
hybridisering og er registrert som en del av installasjonens
Run Set ID pa instrumentet (Run Set ID utfert med en
nettgrensesnittprogramvare). Merk at posisjon 1 og 2 er
reservert for referanse- prgven, og posisjonene 3 - 12 er for
RNA-praver fra svulst.

b. Bildet nedenfor viser strimmelrgret fra siden 1) og
ovenfra 2). Strimmelrgrene er plassert asymmetrisk
mellom reaksjonsbrgnn 1 og 2 (A) og mellom 8 og 9 (B)
for & opprettholde orden i provene under prosedyren.
Strimmelrgrene har ogsa hakk mellom reaksjonsbrennene
6 0g 7 (C) for a lette skjaering av strimmelraret hvis det er
nadvendig for a imgtekomme standard sentrifugeadaptere.

Figur 6: Bilde av plasserte strimmelrgr

1)

A
{

2)

}
Q000000000000

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

2. Beregn mengden av RNA og vann (om ngdvendig) som skal tilfgres

hybridiseringsreaksjonen for hver prgve i gruppen.

a. Anbefalt RNA-tilfarsel er 250 ng for analysen. Akseptabel
RNA-tilfgrselsomrade for hybridisering er 125 - 500 ng.

b. Beregnvolumet (imikroliter) av RNA-praven som skal tilfgres
hybridiseringsreaksjonen ved & dele gnsket tilfarselsmengde
(f.eks. 250 ng) av den malte konsentrasjonen.

¢. Hvis den beregnede konsentrasjonen av prgven er mellom
12,5 ng/ul og 25 ng/ul, tilfgres maksimum volum pa 10 pl.

d. For praver som krever mindre enn 10 pl, beregn volumet av
vann som kreves for & generere 10 pl totalt prevevolum.
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Eksempel: For en prove med malt RNA-konsentrasjon pa
85 ng/ul, er 2,9 ul preve ngdvendig for en total masse pa
250 ng, og 71 ul vann er ngdvendig for & bringe volumet til
10 pl fgr de gjenvaerende reagensene tilferes. | ligning: 250 ng +
85 ng/ul =29 ul

Registrering og bearbeiding av prover

Brukeren vil bygge en unik Run Set ID for hver gruppe av prgvene 0og assosiere
pravenes ID-er med strimmelrgrenes plassering (posisjon 3 - 12) ved hjelp

av nCounter Analysis System Services nettgrensesnitt.

Brukeren finner

instruksjoner i Bruksanvisningen om hvordan man bruker nCounter Analysis
System Services nettgrensesnitt.

1.

Hvis RNA var frosset for bruk, utfer falgende trinn for du fortsetter:

a. Tin RNA-prgvene helt og oppbevar dem pa is.

b. Sentrifuger det tinte pravergret i 1 minutt pa maksimum
hastighet (> 10 000 x g) og sett det tilbake pa is.

Velg riktig Prosigna testsettsterrelse basert pa antall pasientpraver som
skal testes (1, 2, 3, 4 eller 10). Ta ett ror av hver av falgende CodeSet-
reagenser fra den -80 °C fryseren for & tine. Oppbevar reagensene pa is
hvis du ikke umiddelbart skal ga videre med falgende trinn

a. Prosigna Reporter CodeSet (grenn etikett pa lokket)

b. Prosigna Capture ProbeSet (gra etikett pa lokket)

c. Prosigna Reference Sample (ingen etikett pa lokket)

Fjern etiketten med CodeSet-seriens strekkode og en
testkonfigurasjonskode fra CodeSet-boks.

Ved hjelp av en nettleser, logg inn i IVD nCounter Analysis System
nettapplikasjon og velg Prosigna som den analysetype for a begynne
3 sette opp de digitale registreringsskjemaene.

Ga til Hovedsiden og velg "Create New Run Set” (Opprette nytt
Run Set).

Den fgrste obligatorisk feltet i defineringen av en Prosigna- kjgring
er Run Set ID. Oppgi en unik identifikator i Run Set ID-feltet for a
identifisere gruppen med praver.

Skann eller tast inn manuelt Test Configuration Code (test
konfigurasjonskoden) i nettapplikasjonen. Nar den er skannet eller
tastet inn kan den kasseres.

Skann eller tast inn manuelt CodeSet Kit Number (CodeSet
serienummer) i nettapplikasjonen.

Legg deretter den unike prave-ID-en for den praven som skal ligge
i den tredje posisjonen/brannen pa strimmelraret i det tilsvarende
prov-ID-feltet.

a. Oppgi pasient RNA-prave-ID-er ved hjelp av en strekkode-
leser, eller manuelt ved & legge inn prgve-ID-er ved hjelp av
et tastatur.

b. Etterahalagtinn hver prave-ID, klikk pa tab-tasten for & fylle
ut de ngdvendige rullegardinfeltene (brutto svulststerrelse
0g nodestatus) for preven fgr neste prave legges inn.

i.  Bruk antallet positive noder som er etablert under
pasientens patologisk evaluering for & velge riktig
nodalkategori for testen (null, 1- 3, > 4).

ii. Bruk den malte bruttosterrelsen pa svulsten, eller
det stadiet som ble fastslatt under pasientens
patologisk evaluering, for & velge riktig brutto
svulststarrelseskategori for testen (< 2 cm eller > 2 cm).

c. Eventuelle kommentarer kan legges inn i valgfritt Memo-felt
for hver prave.

Merk: Hvis noen strimmelrarbranner/posisjoner ikke er nadvendige,
la de resterende feltene sta tomme. Hvis det er ngdvendig med flere
felter for flere praver, bruk en annen testkonfigurasjon som rommer
flere prover.

. Etter 4 ha lagt inn alle prgvene, spesifiser hvilke brukere som mottar

folgende:
a. Statusoppdateringer for kjgringer med Prep Station og
Digital Analyzer.
b. Melding om at den endelige rapporten er tilgjengelig.
Lagre det fullfgrte Run Set.
a. Run Set arbeidsark kan skrives ut og brukes for sporing av
prever og verifikasjons.



Hybridiserings reaksjonsprosedyre

Merk: Folgende trinn antar ti (10) pasientpraver og to (2) referansepraver.

Merk: Ikke sentrifuger Reporter CodeSet met en hgyere hastighet enn

3000 x g eller i mer enn 10 sekunder og ikke "pulser” det for a spinne.

Gjgr man det, vil det fa sentrifugen til & nd maksimum hastighet, hvilket

kan utlgse CodeSet bunnfall.

1. Programmer varmeblokken med 30 ul volum, beregnet blokk-
og lokktemperatur og "for evig" tidsinnstilling (eller liknende
holdetidsinnstilling). Still temperaturen pa varmeblokken til 65 °C og
sett det varmede lokket til 70 °C.

Merk: For fglgende trinn er det avgjerende & opprettholde den

rekkefglgen prgvene er lagt til strimmelrgret, slik at de har samme

rekkefalge pa Run Set ID.

2. Merk det plasserte 12-brgnners strimmelrgret for a skille posisjonene
1- 6 fra posisjonene 7 - 12 (se bilde av strimmelrgr ovenfor).

3. Om nadvendig, kutt det 12-brenners strimmelrgret i to slik det vil
passe inn i en mini-sentrifuge med en strimmelrgradapter.

4. Pipetter 10 pl av referansepraven inn i posisjonene 1 og 2 av det
plasserte strimmelrgret.

5. Pipetter det beregnede volumet med vann som er pakrevet for hver
prove i de respektive posisjonene i det plasserte strimmelrgret.

6. Pipetter det beregnede volumet med RNA som er pakrevet for hver
prove i den riktig posisjonen i det plasserte strimmelrgret med en ny
pipettespiss for hver prave.

7. Nar pasientpragven er lagt til strimmelrgret, anbefales det a plassere
provergret i et prevergrstativ i den samme rekkefglgen som da
prgven ble lagt til strimmelrgret. Dette for & verifisere at prevene
ble fayd til i tilsiktet rekkefglge etter at alle provene er lagt inn i
strimmelrgret.

8. Nar alle pravene er lagt til strimmelrgret, ma du kontrollere at
pravenes rekkefglge ble opprettholdt i strimmelraret (Run Set
regneark kan brukes for & verifisere prevenes rekkefalge).

a. Om ngdvendig, rediger Run Set ID ved hjelp av Web
Application-programmet for & reflektere prgvenes orden
i den endelige utformingen (se nCounter Analysis System
IVD User Manual for instruksjoner om hvordan du redigerer
en eksisterende Run Set ID).

9. Etter at pravenes rekkefalge er bekreftet, plasseres de enkelte RNA
provergrene tilbake pa is.

10. Lag en Master Mix som inneholder 130 ul av hybridiseringsbufferen
0g 65 pl av Reporter CodeSet.

Merk: Hvis Reporter CodeSet ble lagret pa is, la den ekvilibrere til
romtemperatur i 1 minutt fer tilsetning hybridiseringsbuffer.

1. Bland prgven ved pipettering og spinn Master Mix kort.

Merk: Ikke legg Capture ProbeSet til Master Mix OG ikke lagre fullfgrt
Master Mix pa is.

12. Pipetter 15 pl Master Mix i hver av de 12 brgnnene. Bruk en ny
pipettespiss for hver brgnn.

Merk: Etter at neste trinn er fullfgrt, ma strimmelrgret plasseres i
varmeblokken ved 65 °C innen 15 minutter.

13. Tilsett 5 pl Capture ProbeSet til hver brgnn, ved hjelp av en ny
pipettespiss for hver brgnn.

14. Sett lokk pa strimmelrgrbrgnnene og bland reagensene ved a snu
strimmelrgret flere ganger og knipse med en finger for & sikre
fullstendig blanding.

15. Sentrifuger prevene i strimmelraret kort i en picofuge eller
minisentrifuge (ved < 3000 x g).

Merk: Bruk en picofuge som rommer et 12-brgnners strimmelrar,
eller om ngdvendig en minisentrifuge som korte strimmelrgr.

16. Plasser strimmelrgret i en 65 °C varmeblokk med et varmet
lokk. Inkuber hybridiseringsanalysen ved 65 °C i 15 - 21 timer.
Hybridiseringer bar bli stdende i 65 °C til de er klar for bearbeiding
pa Prep Station.

Merk: Kasser alle ubrukte CodeSet.

Bearbeide progver pa nCounter Prep Station

1. Finn den Prep Station som er tilknyttet Digital Analyzer.

2. Fjern nCounter-Patronen fra -20 °C lagring og la den ekvilibrere til
romtemperatur i 10 - 15 minutter i folieposen.
Merk: Pase at komponenter fra samme sett brukes sammen.

3. Nar Patronen har nadd romtemperatur, ta den ut av folieposen for
du legger Patronen pa Prep Station-dekket.

2023-07 LB-0039-02

Fjern nCounter Prep Plate(r) fra 4 °C lagring og la den ekvilibrere til
romtemperatur i 10 - 15 minutter.

Merk: Kun en Prep Plate er pakrevet for kjgringer med 1, 2, 3, eller
4 testers Prosigna- sett.

Sentrifuger Prep Plates pa 2000 x g i 2 minutter for & samle vaesker
i bunnen av brgnnene fer lasting av Prep Plates pa Prep Station-
dekket.

Mens patronene og prep-platen(e) kommer pa romtemperatur,
forbered Prep Station med nCounter Prep Pack forbruksvarer.

Bruk nCounter Prep Station bergringsskjermgrensesnitt og velg
"Diagnostics”-knappen for din analyse.

Under "Main Menu"-skjermen velger du "Process Samples” pa
bergringsskjermen.

Sgk i listen over tilgjengelige Run Set ID-er (RSID) som vises
pa skjermen for & bekrefte RSID for de pregvene som er under
bearbeiding.

. Velg RSID ved a bergre skjermen og velg "Next" pa bergringsskjerm

grensesnittet.
Sjekk pa bergringsskjermen at riktig RSID ble valgt ved a se pa hvert
rer pa skjermen og kryssreferer pravens informasjon.
a. Run Set Worksheet er et arbeidsark som kan brukes her for
prave sporbarhet og verifisering.
b. Hvis feil RSID ble valgt, berar "Back"-knappen og velg riktig
RSID.
¢. Hvis RSID var riktig, men det finnes praveregistreringsfeil,
bergr "Back"-knappen og ga til en datamaskin arbeidsstasjon
og rediger RSID via nettapplikasjonen.

Figur 7: Bearbeid en Run-skjerm pa Prep Station

Run Set ID:
Oppretter:

FHO—0—0-00
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12.

15.
16.

| felgende skjermer vil du blibedt om & skanne de forespurte Reagens
Barcode-ID-ene i de dpne feltene eller bekrefte dekkplasseringen av
de ngdvendige forbruksvarene. Etter & ha utfgrt hver oppgave, velg
"Next" pa bergringsskjermen for a ga videre til neste spgrsmal.
Merk: Bare én Prep Plate og ett tomt varmeapparatets strimmelrar
er ngdvendig for kjgringer utfert ved hjelp av et 1, 2, 3, eller 4-testers
Prosigna-sett. For kjgringer med 1, 2, 3, eller 4-testers sett, last
Prep Plate og tgm varmeapparatets strimmelrer i sine respektive
frontposisjoner (naermest brukeren) pa Prep Station dekk.

. Fjerne prover fra varmeblokken.

Merk: Start Prep Station-kjgringen innen 15 minutter etter at provene
er fiernet fra varmeblokken.

. Plasser strimmelragrene i en picofuge eller minisentrifuge og spinn

kort (ved < 3000 x g).

Fjern lokkene forsiktig fra strimmelrarene.

Hakkene pa strimmelrgret og guidene pad Prep Station ber
opprettholde riktig rekkefalge og retning for pravene.

Plasser strimmelrgrene med brannene i rekkefalgen 1-12 fra venstre
mot hayre pd nCounter Prep Station dekket. Hvis du utferer en
Kigring med et 1, 2, 3, or 4-testers sett, ma kun den fgrste halvdelen
av strimmelergret (brgnnene 1-6) plasseres i den venstre siden av
provergrholderen pa dekket. Veer oppmerksom pa at det er viktig a
bruke kun brgnnene 1- 6, og den andre halvparten av strimmelrgret
(brannene 7 - 12) vil ikke passe inn i den venstre halvdelen av
holderen pa grunn av hakket i rgrets design.

. Sjekk at strimmelrgrene sitter fast pa Prep Station og lukk

metalldekslet.



19.

20.

21,

22.

Hvis lokket ikke er lukket ordentlig, vil du bli bedt om & lukke den
under validering av dekkets layout.

Velg "Next" pa bergringsskjermens grensesnitt.

Lukk instrumentdgra etter oppfordring og velg "Next" for a starte
dekk layout validering.

Hvis det oppstar en feil, ma du felge instruksjonene forbundet med
spesifikke feil a fortsette med dekk-layout validering.

Figur 8: Validering av post-hybridisering av dekk-layout pa Prep Station
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23. Etter at dekk-layout er blitt validert, velg "Start Processing” (start
bearbeiding) pa beraringsskjermen.

Merk: Merk: Hvis du stgter pa problemer nar du starter Prep Station,
sender du dine hybridiserte prgver tilbake varmeblokken,men ikke
overstig den maksimale tiden pa 21 timer.

24. Fglg paminnelsene pa Prep Station nar kjeringen er ferdig.

25. Nar Prep Station har fullfert kjeringen, fjern patronen forsiktig
fra Prep Station og forsegle brgnnene pd patronen med det
medfglgende patronbrgnn selvklebende deksel.

Merk: Ikke la patronen forbli uforseglet pa Prep Station over natten.

26.

Hvis du ikke skal skanne prgvene samme dag, bgr du oppbevare
patronen i 4 °Cien ugjennomsiktig boks i opptil T uke.

Skannepatron pa nCounter Digital Analyzer

1.

Finn Digital Analyzer som er knyttet til den Prep Station som
behandlet pravene. Last Patronen pa nCounter Digital Analyzer for
skanning.
a. Apne daren til Digital Analyzer.
b. Sett den Patronen som skal fayes til i en tom apning.
c. Lukk daren og se bergringsskjermens display.
Digital Analyzer bergringsskjerm har flere forskjellige grafikker for
rask identifisering av posisjonsstatus:
a. Tom posisjon: Dette sporet er tomt og klar til a bli lastet med
en ny patron.
b. Fullfert Bla patron: Fullfert skanning.
IKKE FJERN FOLGENDE PATRONER:
a. Hvit patron: Denne dpningen inneholder en patron som er
registrert men ikke skannet.
b. Delvis Bla patron: Denne apningen inneholder en patron
som er under skanning
Patroner som er ferdig skannet kan fjernes fra Digital Analyzer.
Hvis dette er den farste Patronen som er lastet pa Digital Analyzer,
klikk pa "Diagnostics"-knappen, velg sa "Main Menu" for & logge inn
pa Digital Analyzer. Hvis Digital Analyzer allerede skanner patroner,
g4 videre til trinn 9 nedenfor.
Plasser Patronen forsiktig i en ledig apning (se veiledning
om posisjonsstatus ovenfor) pd Digital Analyzer. Apningen og
Patronen er plassert for a bidra til a sikre riktig retning. Barcoden vil
vende opp.
Senk dekselet og trykk pa Patronen gjennom apningen i sporet
lokket for & sikre at Patronen sitter ordentlig.
Bergr "Start Counting”"-knappen og vent til skanneren begynner
skanneprosessen. Du vil hare en serie av sma rytmiske klikkelyder
ettersom Digital Analyzer begynner & skanne Patronen.
Bekreft at en bla linje vises i Patronens posisjon pa skjermen (innen
fem minutter etter at skanningen har startet) som indikerer at
skanningen har startet.
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10.
1.

12.
13.

16.

For & legge til en patron til en Digital Analyzer som allerede skanner
patroner, bergr "Pause” pa "Counting Cartridges”-skjermen og vent
til Digital Analyzer stopper skanningen.

Apne dgra til Digital Analyzer.

Plasser den Patronen som skal settes i en tom apning (se posisjonell
statusveileder over).

Steng dgra og bergr "Resume”.

Nar skanningen er fullfert vil programvaren sende rapporten til de
tidligere spesifiserte brukeres e-postadresser.

. Ved mottak av e-postvarsling ma du fierne den ferdige Patronen og

kaste den i henhold til institusjonens retningslinjer.

Merk: Rapporter vil bli generert for fullfert kjeringer samt kjgringer
med feil knyttet til data Quality Control (QC) (kvalitetskontroll).
Rapporter vil ikke bli generert i tilfelle av feil som ikke er knyttet til
data QC. Kontakt Veracyte kundeservice for hjelp hvis dette skjer.

. Bruk linken festet til den e-posten, dpne nettapplikasjonen og last

ned alle testrapportene som er knyttet til den RSID som er under
bearbeiding.

Folgende feil: Fglg den anbefalingen som er skissert i testrapporten
for individuell prave- eller systemfeil.

Merk: Individuelle pravefeil er ikke ansett som systemfeil.

12 FEILSOK OG TESTFEIL
Tabell 7: Feilkoder for test gjentar seg
Feilkode | Beskrivelse av feil Anbefalt tiltak

5 Skannefeil Kjar pa nytt preve med 250 ng av RNA
7 Hayt signal Eﬂpezs\wfge;gp;%vsr':l:m igjen og kjor testen pd nytt
6 Lavt signal fﬂpezedsigiégrnzrg:e&\&m igjen og Kkjer testen pa nytt
20 Lavt signal fnpeejigiégrngrzzeé\’\&m igjen og Kkjer testen pa nytt
3 Lavt RNA-signal Eﬂpezsgi(s)grngrzze&\&m igien og kjer testen pa nytt

Grunner til & gjenta analysen:

1.

Analyserapporten vil identifisere feil
analyseresultater vil bli rapportert.
rapportert hvis praven(e) bestar.
Analyserapporten vil identifisere typen feil og anbefalt tiltak i tilfelle
av en analysefeil. RNA-konsentrasjonen i sviktende praver kan males
pa nytt og prevene kan kjgres pa nytt (som en del av en ny gruppe/
RSID) avhengig av hvilken type svikt og mengden av RNA-masse
som er igjen for & oppna et analyseresultat.

ved praver og
Analyseresultatene vil

ingen
bli

13 ANALYSERESULTATER

Prosigna-analysen omfatter en serie av kvalitetskontrollberegninger som
brukes automatisk for hver prave under analysen. Disse beregningene evaluere
resultatene av analysen for a fastsla om resultatene faller innenfor de forventede
verdiene. Etter vellykket analyse av disse kvalitetskontrollberegningene gir
Prosigna-analysen falgende resultater:

Tabell 8: Resultater og utmating av Prosigna-analysen

Resultat Utmatingsverdier
Luminal A
. Luminal B
Den iboende subtypen av brystkreftpraven HER2-beriket
Basalcellelik
Individuell vurdering av sannsynligheten for 0-100%

fiernmetastaser innen 10 &r

Risiko for tilbakefall (ROR) score

Heltallsverdi pa en skala fra O -100

Risikokategori

Lav, middels, hay

13.1

Iboende subtyper

Den iboende subtypen av en brystkreftsvulst har vist seg a veere relatert til
prognose i Tidlig stadium av brystkreft. | gjennomsnitt har pasienter med en
Luminal A svulst har betydelig bedre resultater enn pasienter med Luminal B,
HER2-beriket, eller Basalcellelike svulster?>.

Den iboende subtypen identifiseres ved @ sammenlikne genuttrykksprofilen av 50

gener i en

ukjent prave med de forventede uttrykksprofilene for de fire iboende

subtypene. Subtypen med den mest lignende profilen er tildelt den ukjente praven.



De vanligste undergruppene av brystkreft er de luminale subtypene, Luminal A
(LumA) og Luminal B (LumB). Tidligere studier tyder pa at Luminal A utgjer ca.
30 %til 40 %, og Luminal B ca. 20 % av alle brystkrefttilfeller>. Men flere enn 90 % av
hormon-reseptor-positive pasienter har luminale svulster. Genuttrykksmensteret
for disse subtypene ligner den luminale epitelkomponenten av brystvevet®.
Disse svulstene karakteriseres ved hgy ekspresjon av gstrogenreseptor (ER),
progesteronreseptoren (PR) og gener assosiert med ER-aktivering, sa som LIV1,
GATA3 og syklin D1, sa vel som uttrykk av luminal cytokeratinene 8 og 18. Luminal
A brystkreft viser lavere ekspresjon av gener assosiert med cellesyklus aktivering
sammenlignet med Luminal B brystkreft som farer til en bedre prognose.

Tidligere studier tyder pa at HER2-beriket subtype (HER2-E) utgjer ca. 20 av
brystkrefttilfellene®. HER2-berikede svulster er imidlertid vanligvis ER-negative,
slik at bare 5 % av de testede ER-positive pasientene ble funnet & ha HER2-
beriket brystkreft. Uavhengig av ER-status, HER2-berikede svulster er HER2-
positive i de fleste tilfeller med hayt uttrykk for ERBB2-cluster, inkludert ERBB2
0g GRB7. Gener forbundet med cellesyklusaktivering er ogsa sterkt uttrykt.

Publiserte data tyder pa at den Basalcellelike subtypen utgjer anslagsvis
20 % av brystkrefttilfellene®. Basalcellelike svulster er imidlertid generelt
ER-negative, slik at bare 1 % av hormon-reseptor-positive pasienter har
Basalcellelik brystkreft. Den Basalcellelike subtypen er nesten alltid klinisk
HER2-negativ og uttrykker en rekke med "basale” biomarkarer, inkludert de
basale epiteliale cytokeratinene (CK) og epidermal vekstfaktorreseptor (EGFR).
Gener forbundet med cellesyklusaktivering er ogsa sterkt uttrykt.

13.2 ROR score

ROR score er et heltall pa en 0 - 100 skala som er relatert til en individuell
pasients sannsynlighet for fjernmetastaser innen 10 ar for det definerte
bruksomradet i befolkningen. ROR score er beregnet ved a sammenligne
ekspresjonsprofilen til 46 gener i en ukjent prave med de forventede profilene
for de fire iboende subtyper, som beskrevet ovenfor, for & beregne fire
forskjellige korrelasjonsverdier. Disse korrelasjonsverdiene blir s& kombinert
med en sprednings-score og brutto svulststarrelse for a beregne ROR score.

13.3 Sannsynlighet for 10 ars fjernmetastaser

ROR score for to arskull av postmenopausale kvinner med hormonreseptor
positiv tidlig brystkreft ble sammenlignet med fjernmetastasefrie overlevelse
etter kirurgi og bearbeiding med fem ars adjuvant endokrin bearbeiding
etterfulgt av 5 ar med observasjon (se Kliniske prestasjoner Seksjon 16,4 for
detaljer). Disse to studiene resulterte i en modell som relaterte ROR score til
sannsynligheten for fijernmetastaser i denne testede pasientgruppen inkludert
en 95 % konfidensintervall.

13.4 Risikoklassifisering

Risikoklassifiseringen er ogsa tilveiebrakt for a tillate tolkning av ROR scoren
ved hjelp begrensninger relatert til klinisk resultat i testede pasientpopulasjoner.

Tabell 9: Risikoklassifisering av ROR-omrade og nodalstatus

Nodalstatus ROR-omrade Risikoklassifisering

0-40 Lav

Node-negativ 41-60 Middels
61-100 Hay
0-15 Lav

Node-positiv (1 - 3 noder) 16 - 40 Middels
41-100 Hay
Node-positiv (> 4 noder) 0-100 Hay

13.5 Kuvalitetskontroll

Hvert parti av Prosigna-analysens komponenter er testet ved hjelp av
forhandsbestemte spesifikasjoner. Alle sett-niva elementer er parti-sporet, og
de viktige komponentene som finnes i hvert sett er testet sammen og utgitt
som et Prosigna partisett.

Prosigna Analysesett inneholder en rekke interne kontroller som brukes for &
vurdere kvaliteten pa hver kjgring som en helhet og hver prave individuelt. Diss
kontrollene er listet nedenfor.

Gruppekontrollsett: /n vitro avskrevet RNA referanseprove

En syntetisk RNA referanseprave inngar som en kontroll i Prosigna Analysesett.
referanseprgven bestar av in-vitro transkriberte RNA-mal fra 50-algoritmen og
8 housekeeping-gener. referanseprgven er behandlet i to eksemplarer i hver
Prosigna analysekjering sammen med et sett pa opptil 10 ukjente brystsvulst
RNA-praver i et 12 reaksjoners strimmelrgr. Signalet fra referanseprgven er
analysert mot forhandsdefinerte terskler for & kvalifisere kjgringen.
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Signalet fra hver av de 50 algoritmegenene av brystsvulst RNA- prgven er
normalisert til de tilsvarende genene fra referansepragven.

Positivt kontrollsett: in vitro utskrevede RNA-mal og korresponderende
Capture og Reporter-prober

Syntetiske RNA-mal brukes som positive kontroller (PC-er) for Prosigna-
analysen. PC malsekvensene er hentet fra External RNA Control Consortium
(ERCC) DNA sequence library®. RNA-malene er avskrevet in-vitro fra DNA
plasmider. Seks RNA-mal er inkludert i analysesettet i en 4-foldig titrasjonsserie
(128 - 0,125 fM endelig konsentrasjon i hybridiseringsreaksjonen) sammen
med de korresponderende Capture- og Reporter-probene. PC-ene er lagt til
hver brystsvulst RNA-prgve og referanseprgve som er testet med Prosigna-
analysen. En prave vil bli diskvalifisert fra videre analyse hvis signalintensiteten
fra PC-ene ikke oppfyller fornandsdefinerte terskler.

Negativt kontrollsett: Eksogene prober uten mal

Negative kontrollmalsekvenser er avledet fra ERCC DNA sequence library®.
De probene som er designet for & oppdage disse malsekvensene er inkludert
som en del av analysesettet uten den tilsvarende malsekvensen. De negative
kontrollene (NC-ene) blir tilsatt hver brystsvulst RNA- prave og referanseprave
testet med Prosigna-analyse som en kvalitetskontrollforanstaltning. Praven
vil bli diskvalifisert fra videre analyse hvis signalintensiteten fra NC-ene ikke
oppfyller forhandsdefinerte terskler.

RNA Integrity Control Set (RNA integritetskontrollsett): Housekeeping-
gener

Capture- og Reporter-prober, som er designet for a oppdage 8 housekeeping-
gener, og 50 algoritmegener er inkludert som en del av Prosigna-settet. De 8
housekeeping-genenes uttrykksnivaer blir analysert for a bestemme kvaliteten
av RNA ekstrahert fra FFPE vevsprgven og skrives inn i Prosigna-analysen.
Prgven vil bli diskvalifisert fra videre analyser hvis housekeeping- genenes
uttrykksnivaer synker under forhandsdefinerte terskler.

Housekeeping-genene brukes ogsa til & normalisere for eventuelle forskjeller i
intakt RNA-mengde i en prave forut for referanseprave normalisering.

14 PROSEDYRENS BEGRENSNINGER

1. Prosigna-analysen er blitt optimalisert for & identifisere den iboende
subtypen av en brystkreftsvulst og pasientens 10-ars risiko for at det
oppstar fiernmetastaser som en ROR score og risikokategori, ved
hjelp av renset RNA ekstrahert fra formalinfiksert, parafininnebygd
menneskelig brystvev. Andre typer praver eller fiksativer har ikke
blitt testet og bar ikke brukes.

2. Prosigna-analysens ytelse ble validert ved hjelp av de prosedyrene
som kun finnes i dette pakningsvedlegget. Endringer av disse
prosedyrene kan pavirke resultatene av testen.

3. Prosigna-analysens  ytelseskarakteristikker —er gastslatt  for
postmenopausale kvinner med hormonreseptor-positiv tidlig stadie
av brystkreft behandlet med 5 ars adjuvant endokrin bearbeiding.
Ytelse med andre bearbeidingsregimer eller i andre pasient-
populasjoner er ikke bevist.

4. Hvis RNA av utilstrekkelig kvalitet eller kvantitet tilsettes analysen,
kan Prosigna-analysen vaere ute av stand til & gi et gyldig resultat og
i stedet rapportere en analysefeil.

5. Tolkningen av Prosigna analyseresultater (iboende subtype, ROR
score, risikokategori) bgr vurderes i sammenheng med andre
klinisk-patologiske faktorer, pasientens sykehistorie og alle andre
laboratorietestresultater.

6. Prosigna-analysens ytelse er blitt fastslatt med RNA som tilfredsstiller
de kravene som er definert med hensyn til fremgangsmaten ovenfor.
Ytelsen er ikke fastslatt med isolert RNA som ikke oppfyller disse
spesifikasjonene.

7. Kjente forstyrrende stoffer av Prosigna-analysen omfatter genomisk
DNA og ikke-svulst vev (feks. normalt vev). Vennligst se generelle
analysehensyn fgr du starter prosedyren. Arealet av levedyktig invasivt
karsinom ma veere klart identifisert av en patolog for prosedyren
kjgres. | tillegg ma hvert RNA-preve behandles med DNase. For du
fortsetter med pasientens testpraver, bgr hvert nytt parti DNase
testes og kvalifiseres per medfelgende spesifikasjon nar du bruker et
annet isoleringssett enn Roche FFPET RNA isoleringssett.



15 FORVENTEDE VERDIER

Prosigna-analysen rapporterer en ROR score (O - 100), en iboende subtype
(Luminal A, Luminal B, HER2-beriket eller Basalcellelik) og risikokategorisering
(lav, middels, eller hay) for hver svulstprove. Basert pa de to kliniske
valideringsstudiene som er beskrevet nedenfor av post-menopausale kvinner
med HR+ tidlig stadium av brystkreft, som ble behandlet med anastrozol
eller tamoxifen i ATAC- og ABCSG-8-studiene, viser omradet og hyppigheten
av ROR score (Figur 10), det kontinuerlige forholdet mellom ROR og
sannsynligheten for fiernmetastaser iht. nodalstatus (Figur 11), og distribuering
av ROR scores iht. iboende subtype (Figur 9) som forventet. Basert pa disse
kliniske valideringsstudiene, vises fjernmetastasefri overlevelse i over 10 ar iht.
risikokategorisering nedenfor i Figur 12 (Node negative pasienter) og Figur 13
(Node positive pasienter; 1- 3 noder).

15.1 ROR-omrade etter Subtype

Figur 9 viser et rutediagram av ROR score etter iboende subtype.

Figur 9: Rutediagram over ROR score etter iboende subtype
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15.2 ROR score hyppighet etter nodalstatus

Histogrammet i figur 10 ble generert ved hjelp av en enkelt Cox-modell som
inkluderte ROR score og kategoriske variabler for a atskille de tre gruppene
hvor noder er involvert.

Figur 10: Histogram av ROR score og nodale statusgrupper
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Figur 11: Ti ars forutsett risiko estimert i nodalstatusgruppe
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15.3 Fjernmetastase-fri overlevelse iht. risikokategorisering

Folgende data stammer fra den kombinerte analysen av TransATAC- og
ABCSG-8-studiene. For & dele pasienter inn i risikogrupper, ble ROR score
sammenlignet med forhandsdefinerte risikoterskler for node negative eller
node positive pasienter. Figurene 12 og 13 viser den 10 ars fjernmetastasefrie

overlevelsen for hver risikokategorigruppe etter nodalstatus.

Figur 12: DRFS (fjernmetastasefri overlevelse) iht. risikogruppe for node negative
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Sammendrag av data for Figur 12: DRFS (fjernmetastasefri overlevelse) iht. risikogruppe
for node negative pasienter

Risikogruppe

Antall
pasienter ( %)

Antall hendelser
gjennom 10 ar

Estimert prosent uten
fiernmetastaser etter 10 ar
[95 % CI]

Lav 875 (49 %) 3 96.2 % [94.7 % - 97.3 %]

Middels 551 (31 %) 53 89,2 % [86,1 % - 91,7 %]
Hoy 360 (20 %) 73 777 % [72,8 % - 819 %]
Totalt 1786 (100 %) 157

Figur 13: DRFS iht. Risikogruppe for node positive (1 - 3 noder) pasienter
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Sammendrag av data for Figur 13: DRFS iht. Risikogruppe for node positive (1- 3 noder)

pasienter

Risikogruppe

Antall
pasienter ( %)

Antall hendelser
gjennom 10 ar

Estimert prosent uten
fiernmetastaser etter 10 ar
[95 % CI]

Lav 24 (4 %) 2 91,7 % [70,6 % - 97.8 %]

Middels 211 (36 %) 18 90,4 % [85,2 % - 93,9 %]

Hay 355 (60 %) 87 71,8 % [66,3 % - 76,6 %]
Totalt 590 (100 %) 107

Tabell 10: Ti ars DRFS-rater for pasienter med 4 eller flere positive noder

. Antall Antall hendelser " D S I (L
Risikogruppe EeeneD iennom 10 &r fiern- metastaser etter 10
? < 3r[95 % Cll
Hay 103 39 57,4 % [46,3 % - 67,0 %]




16 YTELSESEGENSKAPER
16.1 Analytisk ngyaktighet og reproduserbarhet

For & ansla total ngyaktighet og reproduserbarhet av Prosigna ble to studier
utfert og resultatene kombinert. Den fgrste studien som ble utfert var en
neyaktighetsstudie pa nCounter Analysis System som startet med ekstrahert
brystsvulst RNA, og den andre studien var en reproduserbarhetsstudie som
startet fra FFPE brystsvulstvev som inkluderte pre-analytiske faktorer.

RNA-ngyaktighet
16.1.1 Studiens design

En tre omraders blindtest og randomisert komparativstudie ble utfgrt
med Prosigna-analysen pa nCounter Analysis System for a vurdere
analytisk ngyaktighet. Fem sammenslatte brystsvulst RNA-praver
ble samlet fra arkiverte FFPE-prover for testing pa hvert omrade.
Prgvepanelet representerte prototypiske genuttrykksprofiler som var
oppstatt under rutinemessig testing samt hver risikoklassifiserings-
gruppe.

Hvert omrade fullfgrte 18 gyldige kjaringer (9 kjgringer av hver operater,
hver kjgring bestaende av 10 tester) etter en tilvennings- kjgring av hver
operatgr (Tabell 11). Hver prave ble testet i duplikat under hver kjaring
med det nominelle RNA inngangsnivaet pa 250 ng for analysen. Hver
operatgr fullfarte en kjgring pa en gitt dag per den generelt aksepterte
standarden for lange kjgringsmetoder’. Den totale studieperioden
inkludert tilvenning tok mer enn 4 uker pa hvert omrade.

Tabell 11: Oversikt over RNA ngyaktighetsstudien

Vevets reproduserbarhet
16.1.4 Studiens design

En tre-omraders blind- og randomisert komparativ studie ble testet ved
hjelp av replikerte vevspregver fra brystsvulster fra samme FFPE-blokk
pa nCounter Analysis System med Prosigna- analysen. Et sett med 43
nylig hgstede FFPE brystvevspraver fra pasienter med hormonreseptor
positiv brystkreft med bekreftet invasiv duktalt og/eller lobulart
karsinom ble testet som en del av studiet. Alle vevsprgvene ble sendt
til det aktuelle teststedet for videre bearbeiding. De 43 prgvene ble
undersgkt uavhengig av tre forskjellige patologer. For hver patolog-
undersgkt vevspreve ble det utfert en testkjgring bestdende av
makrodissekering av vev, RNA-ekstraksjon og testing med Prosigna-
analysen av en enkelt operater pa hvert sted ved hjelp av den definerte
analyseprosedyren. Det isolerte RNA fra hver av vevsprgvene ble testet
to ganger i separate analysekjaringer. Tre serier av RNA isoleringssettet
(ett per omrade) og en enkelt serie av analysesettreagenser ble benyttet
i utfgrelsen av denne studien. Et enkelt objektglass ble lagt inn for RNA-
ekstraksjon for svulst med overflate pd > 100 mm? og 3 objektglass
ble lagt inn nar svultens overflate malte < 100 mm? med en minimum
pakrevet svulstoverflate pd 4 mm2.

16.1.5 Sammendrag av testen

Anropsfrekvensen for de 43 vevsprgvene som ble evaluert pa hvert av
de tre omradene vises i Tabell 13.

Tabell 13: Anropshyppighet for hvert omrade

Omrade Resultatprosent Bestatt/Totalt
1 95 % 41/43
2 93 % 40/43
3 100 % 43/43

Studievariabel Antall

# brystkreft RNA-praver 5
# provegjentagelser per kjgring (samme patron) 2
# Kjgringer/omrade 18
# kjoringer/dag 1
# operatgrer/omrade 2
# reagensserier/omrade 3
# omrader 3

Totalt # prever testet per omrade (unntatt tilvenning) = 180

Totalt # praver = 540

16.1.2 Variance Components Analysis (varianskomponentanalyse)

Tabell 12 viser resultatet av varianskomponentanalysen for hvert
panelmedlem. Under den estimerte variansen er prosentdelen av total
varians (i parentes).

Tabell 12: Varianskomponenter etter panelmedlem (gruppert RNA-prave)

Panelm§:!lem Glennom- Varianskomponent Total | Total
R AELG, snitt ROR joring til | varians | SD
Subtype Serie | Omrade | Operater | Kjering K{(a_mr?g til
jering
Lav 314 0,010 | 0,000 | 0,000 | 0134 | 0296 0,44 066
Luminal A ’ Q2%) | (0% | (0%) |(30%)| (67%) [(100%)| ™
Gjennomsnittlig 55 0,505 | 0,000 | 0,000 | 0,046 | 0,426 0,576 076
Luminal B (18%) | (0%) | (O%) | (8%) | (74%) |(100 %) )
Gjennomsnittlig 554 0,059 | 0,000 | 0,000 | 0,046 | 0194 0,299 055
Basalcellelik ’ 20%)| (0%) | (O%) | (15%) [ (65%) |(100%)|
Hay 648 09 | 0,014 | 0,000 [ 0064 | 0380 | 0576 076
Luminal B : Q21%) | 2%) (0% | M%) | (66%) | (100 %) )
Hay 76.2 0,165 | 0,000 | 0,000 [0,000 | 0277 | 0442 066
HER2-beriket ’ (37%) | (0%) | (0%) | (0% | (63%) [(100%)| ™

For alle fem panelmedlemmene var total SD mindre enn 1ROR- enhet pa
en skala fra O - 100. For alle panelmedlemmene kom de fleste variablene
fra variasjoner fra kjering til kjgring (repeterbarhet). Det var nesten ikke
noen variasjoner fra omrade til omrade, eller fra operater til operater.
En sannsynlighets forholdstest for betydningen av omradet utfert av
panelmedlem viste at omradeforskjellene var statistisk ubetydelige
(p > 0,05). For hvert parti er gjennomsnitts ROR score mindre enn 1
ROR-enhet fra hverandre for hvert panelmedlem og bidrar ca. 20 % i
gjennomsnitt til samlet varians.

16.1.3 Samsvar mellom subtype anrops- og risikoklassifisering

For alle panelmedlemmene var det 100 % samsvar mellom subtype
resultatet og den iboende subtypen for hvert panelmedlem. For alle
prever var det 100 % samsvar mellom den malte og den forventede
risikogruppen.
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Farti prever ga resultater pa alle omrader (RNA isolering av én prgve
pa ett omrade er nedvendig a gjenta), 1 preve gitt resultater pa to
omrader, og 2 prever ga resultater pa ett enkelt omrade. Hundre prosent
(100 %) av prever som gikk igjennom vevs- undersgkelse og RNA
isolasjonsspesifikasjoner fikk bestatt av Prosigna-analysen. Den malte
svulstoverflaten for 4/5 RNA isolasjonsfeil var < 15 mm?, hvilket tilsvarer
mindre enn 50 mm? totalt vevsareal brukt i testen.

De 43 prgvene omfattet bade node negative og node positive pasienter.
De beregnede testresultatene fra de 43 provene representerer stort
omrade (94 enheter) av ROR score, alle 4 iboende subtyper, og
alle risikokategorier ved bruk av node negative eller node positive
begrensninger for alle pravene. De to pravene med resultater pa ett enkelt
omrade ble ekskludert fra alle pafelgende statistiske analyser siden det
ikke var tilgjengelige data for @ sammenligne pa tvers av omrader.

16.1.6 Variance Components Analysis (varianskomponentanalyse)

Det var ingen statistisk signifikante (oo = 0,05) forskjeller pa tvers av
risikokategorier ved bruk av en ikke-parametrisk Kruskal-Wallis-test, sa
varianskomponentmodellen ble tilpasset over alle risikokategorier samtidig.

Tabell 14 viser resultatene av varianskomponentanalysene med alle 41
vevsprgvene.

Tabell 14: Varianskomponenter (studie av vevets reproduserbarhet)

Varianskomponenter
Omréde Innenfor Rest Totalt Total SD
blokk
0,10 772 0,51 8,34 2,89

Omradekomponenten maler systematisk omradespesifikk variasjon,
"Innenfor blokk”-komponent maéler tilfeldig variasjon som er forskjellig
som en funksjon av vevspraveevaluering/-bearbeiding, eller variasjon
innenfor FFPE-blokken, og restvariasjonen maler den kombinerte
variasjonen fra Kkjering til kjering og variasjoner i inne-kjgring i
Prosigna-analysen. Omradekomponenten er veldig liten i forhold til den
tilfeldige variabiliteten inne i blokka, hvilket indikerer at forskjellene i
gjennomsnitt mellom omradene var neglisjerbare (< 1% av total varians).
Restvariasjonen varioverensstemmelse med den tilsvarende variasjonen
malt i RNA presisjonsstudien som hadde feerre prover, men flere
gjentatte malinger (0,51 forskjell sammenlignet med et gjennomsnittlig
enkelt omrade innenfor en Prosigna reagensparti variasjon pa 0,39 for
RNA presisjonsstudien).



Tabell 15 oppsummerer den totale variabilitet ved hjelp av summen
av  vevsbearbeidingsvariasjonen  (omrade og innenfor  blokk
komponenter fra Tabell 14 fra denne studien), sa vel som den totale RNA
bearbeidingsvariabiliteten fra RNA presisjonsstudien (gjennomsnitt for
de fem testede panelmedlemmene i Tabell 12). Pre-analytiske faktorer
i forbindelse med vevsbearbeiding er den primaere kilden for variasjon
for testen (94 % av total varians). Den totale SD, inkludert alle kilder for
variasjon, er lik 2,9, hvilket indikerer at Prosigna-analysen er et palitelig
mal pa forskjellen mellom to ROR-verdier pa 6,75 med 95 % sikkerhet.

Tabell 15: Total variabilitet (Vevs- og RNA-bearbeiding)

oraonitetl eanietl Total variabilitet Total SD
vevsbearbeiding vevsbearbeiding
7.82 0,47 8,29 29

16.1.7 Samsvar mellom risikokategori- og subtype-klassifikasjoner

Omrade-til-omrade-samsvaret etter pasient subtype og risikoklassifisering
(lav/middels/hgy risiko) vises i Tabell 16, hvor de respektive
risikobegrensninger for node negative og node positive klassifiseringer
ble brukt pa alle prever. De eksakt-type 95 % konfidensintervallene
vises i parentes og antall prever med resultater pa begge omradene er
vist | parentes. Gjennomsnittlig samsvar vises i siste kolonne. For hver
sammenligning ble samsvaret beregnet i to trinn. Farst, for hver vevsprave
av de fire mulige resultat-parene (to i omrade 1 * to i omrade 2) ble
proporsjonen som stemte beregnet. | andre trinn ble gjennomsnittet av
disse proporsjonene malt pa tvers av alle de vevsprgvene som genererte
resultater i begge omradene i den gitte sammenligningen.

Tabell 16: Sammendrag av samsvar mellom subtype og risikokategori iht.

nodestatus
Parvist samsvar
SemmmarlETEs e Omrécje 1vs. 0mr5gel vs. Omréc!’e 2vs. Middels
Omrade 2 Omrade 3 Omrade 3 samsvar
(n = 40) (n = 41) (n = 40)
96,3 %
' 98.8% 95%
subtype [ggé ;’] [91.0 % - 100 %] | 83,1 % - 99,3 %] 7%
5%
9
Risikokategori [783725; 92,7 % 90 % 90 %
Node-negativ s [80,1% - 98,4 %] | (76,4 % - 97,2 %] °
95,8 %]
9
Risikokategori Node [?585‘;) 92,7 % 91,3 % 9%
positiv %60 ;] [80,1% - 98,4 %] | (79,2 % - 974 %] ’
0%

For hver sammenligning (subtype og node negativ og node positiv
risikokategorier), var middels samsvar mellom omradene minst 90 %.
Der var ingen praver hvor risikokategorien skiftet fra lav risiko til hay
risiko (eller omvendt) mellom eller inne i omrader. Det var bare to prever
(av 41) som ikke ga identiske subtyper pa tvers av alle 6 gjentakelsene:

1. Enpreve hadde to Luminal A-resultater pa ett omrade og to Luminal
B-resultater pa hvert av de to andre omradene.

2. En preve hadde duplikate Luminal A-resultater pa ett omrade,
duplikate HER2-berikede resultater pa et annet omrade og ett hver
av Luminal A- og HER2-beriket pa det tredje omradet.

16.2 Sensitivitet/RNA-input
Beskrivelse av RNA input-studie

Studien testet 13 RNA-praver fra brystsvulster over tre RNA input- nivder
innenfor analysespesifikasjonen (500, 250 og 125 ng) og to ekstra RNA input-
nivaer utenfor spesifikasjonen (625, 62,5 ng). Hver prave ble testet med hvert
sett (2 sett totalt) i en enkel testkjgring som omfattet doble malinger pa hvert
niva i spesifikasjonen og en enkelt maling for hvert niva utenfor spesifikasjonen.
Duplikat blank (dvs. ikke noe mal) malingene ble inkludert i hver kjering. En
enkelt prove ble testet kun med en enkelt serie.

RNA Input studieresultater

Alle malte blanke prgver (n = 46) var godt under terskelen for signal og ga
feil testresultat (O % anropsfrekvens). Alle RNA svulstmalinger innenfor
analysespesifikasjonen (n = 138) besto testen (100 % anropshyppighet).
Hundre prosent (100 %) av pravene med input over spesifikasjonen (625 ng)
besto testen. Attitre prosent (83 %) av pravene (10/12) testet ved input under
spesifikasjonen (62,5 ng) ga et testresultat i en rekke med 100 % i serie 2.

Den gjennomsnittlige ROR score for de 13 pravene dekket et stort omrade
(20 - 82). Risikogruppeklassifiseringen (lav/middels/hgy) var 100 % i samsvar pa
tvers av alle RNA input-nivaer for de 13 testede prgvene. Tabell 17 summariserer
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variasjonen i ROR Score som en funksjon av RNA input. Gjennomsnittlig
ROR score forskjell mellom RNA input nivaer, SD for forskjellene og 90 %
konfidensintervall ble brukt for & vurdere om ROR score som var generert fra
ulike RNA input nivaer var tilsvarende de som ble generert med malnivaet pa 250
ng. For a mote akseptkriteriet, matte konfidensintervallet vaere helt inkludert i
(-3,3 ROR). Pa de to nivaene ved ytterpunktene av spesifikasjonsomradet for
analysen (125 og 500 ng RNA) var ROR scorene likeverdige med de pa mal
input konsentrasjonen pa 250 ng for hver av de to testede seriene. For hvert
niva utenfor analysespesifikasjonen var ROR scores lik for én av seriene, men
ikke for den andre.

Tabell 17: Sammendrag av ROR Score-forskjeller. Antallet er lik antall prever som er
inkludert i analysen.

Sett Masse Antall Gjennomsnittlig SD av Nedre Dvre
Serie (ng) ROR-differanse | differanse | tillitsgrense | tillitsgrense
62,5-250| 10 1,90 2,62 0,54 3,26
125 - 250 12 0,75 1,23 0,16 1,34
20595 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
125 - 250 1 -0,50 3,07 -2,02 1,02
20536 500 - 250 1 -0,82 3,25 -2,43 0,79
625 - 250 1l -1,09 4,24 -319 1,01
16.3 Interferenstesting
Tilstatende normalt/ikke-svulst-vev
Tilstgtende normalt/ikke-svulst-brystvev —er ofte til stede i FFPE

brystsvulstblokker og kan identifiseres ved patologisk undersgkelse som et
atskilt omrade fra omradet med invasiv brystkreft. Prosigna analyseprosedyren
ovenfor spesifiserer fjerning av tilstatende normalt vev med makrodissekering.
For & vurdere risikoen for at normalt vev skal forurense test- resultatene,
ble totalt 13 FFPE brystsvulstblokker som inneholdt patologisk bekreftet
infiltrerende duktalt karsinom og ca. 50 - 95 % tilstatende normalt/ikke-
svulstvev testet med og uten makrodisse- kering av det tilstatende vevet, og
forskjellen i ROR score (delta ROR) ble fastslatt.

| gjennomsnitt var ROR av den makrodissekerte svulstprgven nesten 8 ROR-
enheter over det som ble observert nar normalt/ ikke- svulstvev ikke ble fjernet.
Figur 14 viser at ettersom mengden av normalt vev gker (opptil 95 % ikke
fiernet ved makrodissekering), er det en gkende risiko for at den rapporterte
ROR scoren vil vaere en underestimert eller negativt forutinntatt (opptil -19
ROR-enheter) punktanslag av en pasients risiko for tilbakefall.

Figur 14: Innflytelsen a normalt/ikke-svulstvev pa Delta ROR

Delta ROR ved % normall/ikke-svulst
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Nekrotisk, bladende og DCIS vevsinterferens

For & vurdere risikoen for nekrotisk/bledende/DCIS vevs- kontaminering av
testresultatene, ble totalt 11 FFPE brystsvulst- blokker (3 DCIS, 5 nekrotiske,
3 blgdende) som inneholdt patologisk bekreftet invasivt brystkarsinom og ca.
10-30 % av interferenten, testet med og uten makrodissekering av interferenten,
og forskjellen i ROR score (delta ROR) ble fastslatt. Pa de nivaene som ble
testet, hadde effekten av blod/hemorragisk, DCIS og nekrotisk vev som var
inkludert i prosedyren, ubetydelig virkning pa den rapporterte ROR score
(< 6 ROR-enheter). Det var 100 % samsvar i risikokategorioppdraget mellom
elleve nekrotiske/bladende/DCIS-praver med og uten makrodissekering.



Humant genomisk DNA

Prosigna Analyseprosedyre omfatter fierning av humant genomt DNA (gDNA)
ved utvasking med DNase. For & vurdere risikoen for gDNA forurensning av
testresultatene, ble ti (10) FFPE brystsvulstblokker som inneholdt patologisk
bekreftet infiltrerende duktalt karsinomtestet +/- fjerning av humant
genomt DNA ved & utelate DNase-trinnet i prosedyren. | de pravene som
ble testet, var i gjennomsnitt ROR scoren 4 til 5 enheter lavere i de Lave og
Middels risikogruppene nar gDNA fjernes med DNase | (se Tabell 18). Nar de
prgvene som ikke ble DNase-behandlet deretter ble behandlet med DNase |
(etterbehandling), passet ROR scorene de ROR-verdiene som var observert
opprinnelig med DNase-behandling etter protokollen. Det er enrisiko for at den
rapporterte ROR score vil vaere en overestimert eller positivt forutinntatt (opptil
7 ROR-enheter) punkt estimering av en pasients risiko for tilbakefall i naervaer
av gDNA. | tillegg var beregnet signal for prever uten DNase I-behandling
betydelig lavere (p < 0,05) enn de som ble behandlet med DNase | pa grunn
av forstyrrelser i absorbansavlesning som brukes til & kvantifisere mengden av
RNA far testing med Prosigna-analysen.

Tabell 18: Effekt av behandling med DNase pa ROR i tumorpraver

o FFPE- ROR forskjell m/ DNase | - ROR forskjell m/ DNase | - m/ DNase |
et prover uten DNase | (etterbehandling)
et Gjennomsnitt Min. Maks. | Gjennomsnitt Min. Maks.
Lav 3 -4,0 -6,0 -1,0 0,7 -1,0 3,0
Middels 2 -4.,5 -7,0 -2,0 1,0 0,0 2,0
Hoy 5 0,4 -1,0 2,0 0,4 -1,0 1,0

Analyse

Tabell 19: Sammendrag av Behandling og kliniske karakteristikker i kombinert analyse
av studie 10g 2

16.4 Klinisk utferelse

To kliniske valideringsstudier ble utfert for & validere Prosigna brystkreft
prognostisk gensignaturanalyse. Det primaere malet for begge studiene var
3 validere publiserte observasjoner at risikoen for tilbakefall score (ROR)
gir ekstra prognostisk informasjon for fijernmetastasefri overlevelse pa 10
ar utover standard kliniske variabler. Videre tok et sekundaert mal fra begge
studiene sikte pa a validere tidligere observasjoner; at Luminal A- og Luminal
B-pasienter iht. statistikken har forskjellig fiernmetastasefri overlevelse etter 10
ar. Fordi utgangskriteriene og resultatene av disse to studiene var like, ble de
to databasene kombinert og analysert med et prospektivt definert analyseplan
som hadde de samme malene som de enkelte studiene.

Kombinert analyse: Generere risikokurver ved hjelp av
kombinerte resultater av Prosigna-analysen fra TransATAC
og ABCSG-8.

Et sammendrag av behandlings og Kkliniske karakteristika fra den kombinerte
analysen finnes nedenfor. For individuelt studie-design og analyseinformasjon,
se fglgende avsnitt for Studie Tog 2 henholdsvis.
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Node-negativ 1- 3 positive noder > 4 positive noder
Karakteristikk Verdi (n =1,786) (n =590 (NEN03)
Trans ATAC ABCSG8 Trans ATAC ABCSG8 Trans ATAC ABCSG8
(n=739) (n =1047) (n =208) (n =382) (n =54) (n = 49)
Noe 377 528 102 184 31 25
Benandin Anastrozol (510%) | (504% | 490%) | (482%) | (574%) | (510%)
|
9 Tkon 362 519 106 198 23 24
Tamoksifen | (490%) | (496%) | (510%) | 518%) | (426%) | (490%)
G 169 210 39 54 3 7
229%) | 01%) | 88% | (41% | 6% | 143%)
438 837 122 328 37 42
Grad G2/GX (593%) | (799%) | (587%) | (859%) | (685%) | (857 %)
o 132 0 47 0 14 0
(17,9 %) 0% | @26% | ©% | @59% | 0%
<1em 122 219 13 37 3 2
= 165%) | 209% | 2% | ©7% | G6% | “41%)
2em 420 568 83 193 15 18
Tumorstorrelee (568%) | (543%) | (39.9%) | (505%) | 278%) | (367 %)
u
>z em 157 213 77 122 18 23
212%) | 203%) | 370%) | 319%) | 333%) | (469%)
s3em 40 47 35 30 18 6
GA4% | 45% | 68% | 9% | 333% | (122%
Negativ 649 984 186 367 47 46
9 (878%) | (940%) | (894%) | (961%) | (870%) | (939%)
HER?2 status 90 63 2 5 7 3
Positiv (122%) | 60% | 106% | 39% | 130% | ®1%
Fern 79 9 50 64 31 10
Tiboketol ) 107% | ®7% | 240% | (168%) | (574%) | (204 %)
|
Ale 17 121 59 73 34 10
(158%) | (16%) | @84% | 191% | (630%) | 204%)
Lurninal A 529 725 127 248 31 31
716%) | 692%) | 611%) | 649%) | (574%) | 633%)
) Lurminal B 176 284 68 8 20 16
%2’;%2:'”9 238% | @11% | G27% | 309% | 7% | (327%)
I
7 6 2 2 0 0
subtype
ohp Basalcellelik | 6999 | 06% | 0% | ©5% | ©% (0%)
HER2- 27 32 Il 14 3 2
beriket (3.7%) G1% | G3% | G7% | G6% | “1%

Begge studiene hadde en behandling som besto av 5 ar med Tamoksifen. |
TransATAC besto den andre studiearmen av 5 ar med Anastrozol, mens i
ABCSG-8 besto den andre studiearm av 2 ar med Tamoksifen etterfulgt av
3 ar med Anastrozol. Da DR ble fremstilt som en funksjon av alle de kliniske
og behandlingsvariablene, bidro ikke behandlingen saerlig (p = 0,66) som en
forutsier for DR. Den andre hovedforskjellen mellom disse studiene var det
faktum at TransATAC-studien inkluderte pasienter med Grad 3 svulster, og at
den samlede tilbakefallshyppigheten var hayere i TransATAC- studien enn i
ABCSG-8-studien.

Resultater

Figur 15 viser den 10-arige risikoen av DR som en funksjon av ROR score med
95 % konfidensband basert pa separate Cox-proporsjonale faremodeller for
hver av node negative og node positive (1- 3 positive noder) pasientgrupper.

Figur 15: Ti ars estimert DR-risiko ved nodestatus med 95 % konfidens- intervaller
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Estimert 10-ars risiko for fiernmetastaser

Figur 16 viser Kaplan-Meier og forekomstdiagrammer etter risikogruppe for
node negative pasienter, og Figur 17 viser samme diagram for node positive
pasienter med 1 - 3 positive noder. | hver figur er det oppgitt detaljer om
provestgrrelser, antall hendelser og anslatt prosent uten fjernmetastaser pa

14



10 ar i henhold til risikogruppe. | den node positive pasientgruppen var det
sveert fa pasienter i de forhandsdefinerte lavrisikogruppene, hvilket farer til at
konfidens- intervallet pa Kaplan-Meiers kurve, og dermed estimatet pa 10-ars
DRFS. er sveert bredt.

Figur 16A: DRFS (fjernmetastasefri overlevelse) iht. risikogruppe for node negative
pasienter
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Sammendrag av data for Figur 16A: DRFS (fjernmetastasefri overlevelse) iht.
risikogruppe for node negative pasienter

Sammendrag av data for Figur 17A: DRFS etter risikogruppe for node positive pasienter

med 1 til 3 positive noder

. Antall Antall hendelser . Ul GO o
Risikogruppe . o . a fiernmetastaser etter 10 ar
pasienter ( %) gjennom 10 ar [95 % CI]
Lav 24 (4 %) 2 91,7 % [70,6 % - 97,8 %]
Middels 211 (36 %) 18 90,4 % [85,2 % - 93,9 %1
Haoy 355 (60 %) 87 71,8 % [66,3 % - 76,6 %]
Totalt 590 (100 %) 107

Figur 17B: Forekomst iht. Risikogruppe for Node negative pasienter i fem ars Intervaller

18 %
16 % |

13,8%

14 % -
12%
10% -
8%
6%

4%

Antall hendelser gjennom 5 ar

2%

0% 7
0-5ar

16,6 %

Fem ars intervall
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5-10ar

- Antall pasienter | Antall hendelser . IS TIEIRE (VGRS (e o
Risikogruppe (%) SHETEnn 10 40 fiernmetastaser etter 10 ar
[95 % ClI]
Lav 875 (49 %) 31 96,2 % [94,7 % - 97,3 %]
Middels 551 (31 %) 53 89,2 % [86,1 % - 91,7 %]
Hay 360 (20 %) 73 777 % (72,8 % - 819 %]
Totalt 1786 (100 %) 157

Siden det bare var 24 pasienter med 2 hendelser i lavrisiko- node positiv-
gruppen, ble disse pasientene kombinert med de mellomliggende pasientene
for sent tilbakefalls-analyse i Figur 17B.

Alle 103 pasienter i den kombinerte databasen med 4 eller mer positive noder
er klassifisert som hay risiko-pasienter. Tabell 20 viser DRFS-hyppigheten etter
10 &r for disse pasientene.

Tabell 20: Ti ars DRFS-rater for pasienter med 4 eller flere positive noder

Figur 16B: Forekomst iht. Risikogruppe for Node negative pasienter i fem ars Intervaller
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Figur 17A: DRFS etter risikogruppe for node positive pasienter med 1til 3 positive noder
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. Antall Antall hendelser | . Estimert prosent uten
Risikogruppe S iennom 10 &r fjernmetastaser etter 10 ar
p 9 [95 % CI]
Haoy 103 39 57,4 % [46,3 % - 67,0 %]

Flertallet av pasientene i den kombinerte studien (96 %) var enten Luminal A
eller Luminal B. Figur 18 viser en sammenligning av DRFS iht. Luminal subtype
for node negative pasienter.

Figur 18: Kaplan-Meier-kurver for DRFS ved Iboende subtype for node negative
pasienter
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Sammendrag av data for Figur 18: Kaplan-Meier-kurver for DRFS ved Iboende subtype
for node negative pasienter

Tabell 22: Oppsummering av Behandling og kliniske kjennetegn for
tilbakefallsanalysen

sent

. Antall Antall hendelser ] =S PR .
Risikogruppe et STETTEm 10 A7 fijernmetastaser etter 10 ar
[95 % Cl]
Luminal A 1254 62 94,6 [93,1 - 95,8]
Luminal B 460 75 81,9 [777 - 85,3]
Totalt 1714 137

Figur 19 viser den samme sammenligningen for node positive pasienter med
1 - 3 positive noder. For begge grupper var det betydelige forskjeller mellom
DRFS av Luminal A og Luminal B pasienter.

Figur 19: Kaplan-Meier-kurver for DRFS ved iboende subtype for node positive
pasienter med 1 - 3 positive noder
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Sammendrag av data for Figur 19: Kaplan-Meier-kurver for DRFS ved iboende subtype
for node positive pasienter med 1 - 3 positive noder

Estimert prosent uten
Risikogruppe Ar]tall An_taII hendelfer fjernmeteastgs(;reetter fo ar
pasienter gjennom 10 ar [95 % CI]
Luminal A 375 | 87,6 [83,5-90,8]
Luminal B 186 52 68,3[60,4 - 75,01
Totalt 561 93

Det var kun 98 luminal subtype pasienter i den kombinerte databasen med 4
eller flere positive noder. Tabell 21 nedenfor viser DRFS-hyppigheten etter 10
ar for disse pasientene, som 0gsa viser en mye hgyere risiko nar man har en
Luminal B subtype.

Tabell 21: Ti ars DRFS-hyppigheter for pasienter med 4 eller flere positive noder av
Luminal subtype

. Antall Antall hendelser . Estimert prosent uten 2
Risikogruppe . . o fijernmetastaser etter 10 ar
pasienter gjennom 10 ar [95 % CI]
Luminal A 62 17 68,3[53,6 - 79,3]
Luminal B 36 20 38,0[21,4 - 54,5]
Totalt 98 37

Sent tilbakefallsanalyse

| de tidligere beskrevne kombinerte analysedataene, er ikke hendelsesratene
innen hver risikogruppe konstant over 10-ars intervallet, som fremgar av Figur
16B og 17B. For ytterligere a forsta DR i slutten av tilbakefallsperioden, ble en
post-hoc retrospektiv analyse av kombinerte data som er beskrevet ovenfor,
gjennomfert for undergruppen av pasienter som var fri for fjernmetastaser
gjennom fem ar (totalt 2163 pasienter®). Av disse var 1605 node negative
pasienter og 488 var node positive pasienter (1 - 3 positive noder). For hver
nodegruppe viser verdiene under x-aksen det 5. dret i figur 20 og 21 antall
pasienter iht. risikogruppe som er i fare etter fem ar, dvs. kvalifisert for sent
tilbakefallsanalysen.

Tabell 22 gir en oppsummering av behandlingen og kliniske kjennetegn for node
negative og node positive (1 - 3 noder) pasienter i sent tilbakefallsanalysen.
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Node Negativ (n = 1,605) Node Posntl_v (1-3 noder)
e " (n = 488)
Karakteristikk Verdi
ABCSG8 ransATAC ABCSG8 TransATAC
(n=944) | (n=661) (n=31) (n=177)
Noe Anastrozol 480 346 153 89
Behandling
Kun Tamoksifen 464 315 158 88
God 192 158 46 36
Grad Moderat 752 394 265 105
Darlig 0 109 0 36
<lcm 204 16 35 n
Tumor 1-2cm 526 376 165 74
Storrelse 2-3em 183 139 90 64
>3cm 31 30 21 28
HER?2 Negativ 888 590 300 157
Status Positiv 56 7 n 20
Fjern 41 40 28 29
Tilbakefall
Alle n 78 37 37
Luminal A 674 488 218 112
NanoString Luminal B 245 150 87 54
Iboende
subtype Basalcellelik 4 5 0 1
HER2-beriket 21 18 6 10

Det primaere malet var a vurdere muligheten av ROR Score for a gi betydelig
prognostisk tilleggsinformasjon for DRFS utover standard kliniske variableriar 5
til 10. En nullmodell bestaende av CTS alene ble sammenlignet med en alternativ
modell bestaende av CTS og ROR ved hjelp av en sannsynlighetsforholdstest
(LR). ROR la til statistisk signifikant informasjon for post 5-ars DRFS utover
standard kliniske variabler for alle pasienter (p < 0,0001) samt for node negative
(p < 0,0001) og node positive (1-3 noder) pasienter (p < 0,0001).

Tabell 23 viser en oppsummering av risikoforholdet for en 10 poengs endring
basert pa en univariabel og en flervariabel analyse som omfattet bade ROR Score
og CTS. Risikoforholdene for ROR Score er alle signifikant forskjellig fra 1, selv
etter justering for CTS. C-indekser vises ogsa i Tabell 22. For begge gruppene var
C-indeksen betydelig forskjellig fra ingen-informasjons-verdien pa 0,5.

Tabell 23: Sammendrag av tilbakefallstesting

. Risikoforhold: C-Index med 95 %
Antall Zosmve N 10 punkter ROR Score-endring Konfidensintervaller
noder Univariabel analyse | Flervariabel analyse | C-Index Nedre @vre
1605 1,38 [1,23 -1,54] 1,29 [1]5 - 1,46] 70,1 % 64,7 % 75,5 %
1-3 488 1,431,225 -1,63] 1,34 [116 -1,53] 711 % 64,0 % 78,3 %

Majoriteten av pasientene i de to studiene var HER2-negative. Tabell 24 viser
fordelingen av HER2-status for node negative og node positive (1-3 noder)
kvinner. For begge gruppene var over 90 % av kvinnene i studiene HER2-
negative.

Tabell 24: Distribusjon av HER2-status iht. antall positive noder

. HER2-status
Pasient undersett - — Totalt
Negative Positive
Node negative pasienter 1478 (92,1 %) 127 (79 %) 1605
Node positive pasienter o o
med 1- 3 positive noder 457 (93,6 %) 31(6:4.%) 488

Tabell 25 viser en sammenligning av den flervariable modellen som er tilpasset
alle pasienter i en gitt nodegruppe og den modellen som er tilpasset alle HER2-
negtive pasienter i gruppen. Det er ingen statistisk signifikante forskjeller.



Tabell 25: Flervariable risikoforhold for 10 punkter ROR-Score endring: Alle pasienter i
undergruppen hhv. HER2-negative pasienter i undergruppen

Alle pasientene
[95 % CI]

1,29 [115 - 1,46]

Antall positive noder HER2-negative pasienter [95 % ClI]

Node negative pasienter 1,35 119 - 1,54]

Node positive pasienter

med 1- 3 positive noder 134116 -153]

1,29 [111-1,50]

Sammenligningen pa tvers av risikogrupper er videre utforsket i Figur 20 og 21,
som viser kurver over forekomster for tidlige og sene fjernmetastaser konstruert
iht. risikogruppe i node negative og node positive (1 - 3 noder) pasienter
henholdsvis. Forekomstkurvene dekker den tidlige tilbakefallsperioden (de
forste 5 arene) og den sene tilbakefallsperioden (mellom 5 og 10 ar etter
diagnose). Umiddelbart under x-aksen viser hver figur antallet kvinner med
risiko og den kumulative forekomsten. Sammendragstabellene under figurene
viser konfidensintervallene for den kumulative DR-hyppigheten etter 5 eller
10 &r for de kvinnene som var DR-frie etter fem ars behandling. For node
positive (1 - 3 noder) pasienter representert i Figur 21, er den lave og middels
risikogruppen kombinert p.g.a. fa pasienter i lavrisikogruppen.

Lavrisikobefolkningen har en lav sannsynlighet for tilbakefall mellom ar 5 og
10 etter 5 ar med endokrin behandling, som demonstrert av de kumulative
forekomstkurvene og tilhgrende risikoforholdene for hver risikogruppe. |
kontrast har middels og hgyrisikobefolkninger en vedvarende risiko for sent
fiernt tilbakefall etter fem ar med endokrin behandling. Forskjellen i resultat
mellom Middels og Hey Risiko nodenegative befolkninger etableres de farste 5
arene (DR rate =13,2 % [9.6 % - 16,7 %] for Hoy Risiko 0g 4,7 % [2,.9 % - 6,4 %]
for Middels risiko pasienter) og vedvarer inntil 10 ar; tilbakefallsprosentene for
middels og hay risikogrupper etter 5 ar med endokrin behandling er imidlertid
sveert like.

Figur 20A: Forekomstkurvene for fjernmetastaser iht. Risikogruppe fra O - 5 ar:
Node-negative pasienter
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Hoy: 360 352Q,0) 339 (3,9) 319.(7.7) 307 (10,3) 287 (13,2)
Middels: 551 546 (0,4) 533 (1,5) 515 (3.5) 506 (4,) 500 (4,7)
Lav: 875 866 (0,5) 850 (0,9) 842(1,0) 830 (1,7) 818 (21)

Sammendrag av data for Figur 20A: Forekomstkurvene for fjernmetastaser iht.

Risikogruppe fra O - 5 ar: Node-negative pasienter

DR-rater iht. Risikogruppe opptil 5 ars fullfart behandling
[95 % konfidensintervaller]

Hoy Middels Lav

13,2% (9.6 % -16.7 %] 47 %[29%-64 %] 21%[11% - 31 %]
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Figur 20B: Forekomstkurvene for fjernmetastaser iht. Risikogruppe fra 5 - 10 ar:
Node-negative pasienter
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Middels: 500  478(14) 460 (2,7) 440 (3,) 367 (5,2) 256 (6,4)
Lav: 818 799 (0,2) 785 (0,4) 748 (1,0) 653 (1,7) 453 (1,7)

Sammendrag av data for Figur 20B: Forekomstkurvene for fjernmetastaser iht.
Risikogruppe fra 5 - 10 ar: Node-negative pasienter

DR-rater iht. Risikogruppe 5 ar etter DR-fri fullfart behandling [95 % konfidensintervaller]
Hoy Middels Lav
10,4 % [6,6 % - 14 %] 6,4 %[4]%-8,7 %] 1,7%[0,8 % - 2,6 %]

Figur 21A: Forekomstkurver for fjernmetastaser iht. Risikogruppe fra 0 - 5 ar:
Node positive (1 - 3 noder) pasienter
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Sammendrag av data for Figur 21A: Forekomstkurver for fjernmetastaser iht.
Risikogruppe fra O - 5 ar: Node positive (1 - 3 noder) pasienter

DR-rater iht. Risikogruppe opptil 5 ars fullfert behandling [95 % konfidensintervaller]
Hoy Lav / Middels
13,8 % [10,1 % - 17,4 %] 4,4 %17 % -70 %]

Figur 21B: Forekomstkurvene for fjernmetastaser iht. Risikogruppe fra 5 - 10 ar:
Node positive (1 - 3 noder) pasienter
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Sammendrag av data for Figur 21B: Forekomstkurvene for fijernmetastaser iht.
Risikogruppe fra 5 - 10 ar: Node positive (1 - 3 noder) pasienter

DR-rater iht. Risikogruppe 5 ar etter DR-fti fullfert behandling [95 % konfidensintervaller]
Hoy Lav / Middels
16,6 % [11,7 % - 21,3 %] 53%[2,0% -84 %]

Kombinerte analysekonklusjoner

ROR-score ble vist a tilfgre betydelig prognostisk informasjon i slutten av
tilbakefallsperioden mellom 5 og 10 ar etter diagnose og over standard kliniske
variabler i kombinert studie for pasienter som var fijernmetastasefrie gjennom
fem ar. Ved hjelp av risikogrupper som definert ved grunnlinjen for hver av
node-tall spesifikke kohorter, viste risikogruppene seg a klassifisere hele settet
av pasienter i grupper med betydelig forskjell i sen fiernmetastaserisiko. Bade
de kontinuerlige og de ROR Score-baserte risikogruppe- analysene viste lik
prognostisk informasjon i ulike undergrupper. Ingen vesentlige forskjeller ble
sett mellom resultatene som brukte HER2-negative pasienter sammenliknet
med alle pasientene.

| hver av TransATAC- og ABCSG-8-studiene hadde ROR blitt vist &
legge til signifikant prognostisk informasjon utover standard Kkliniske og
behandlingsvariabler, bade nar det var inkludert som et kontinuerlig tiltak, og nar
den var inkludert ved hjelp av tre fornandsdefinerte risikogrupper. De to studiene
hadde ulike risikoprofiler i den forstand at eventhyppigheten var hoyere i
TransATAC-studien enn i ABCSG-8- studien; dette er klart nar man sammenligner
DRFS ( %) i kontroll- gruppene til ATAC (90,8 %) og ABCSGS8 (92,5 %) som er
rapportert i litteraturen®°. Denne analysen kombinerte data fra de to studiene
med like vekter for & generere risiko-profiler som forventes a kunne generaliseres
mer til andre pasientgrupper enn resultater fra de individuelle studiene.

Studie 1: Forutsigelse av risiko for fjernmetastaser hos postmenopausale
kvinner med node negativ eller node positiv hormonreseptor positiv
tidlig brystkreft som er behandlet med Arimidex eller Tamoksifen:
en TransATAC-studie.

Studiens design

DenKkliniske valideringsstudien ble designet for a validere at risikoen for tilbakefall
(ROR score) gir ekstra prognostisk informasjon for Distant Recurrence-Free
Survival (DRFS) - fjernmetastasefri overlevelse) utover standard kliniske
variabler som bruker alle tilgjengelige pasientpraver. Denne studien benyttet
RNA som var isolert fra FFPE brystsvulstvev fra en undergruppe av pasientene
som deltok i ATAC-praven". ATAC-prgven inkluderte 9366 pasienter over tre
studiearmer (1:1:1) der pasientene ble valgt tilfeldig til @ motta 5 ars endokrin
behandling med 1 mg anastrozol (dvs. arimidex) pluss en tamoxifen placebo,
20 mg tamoxifen pluss anastrozol placebo, eller en kombinasjon av tamoksifen/
arimidex. Kombinasjons behandlingsgruppen ble avviklet etter den forste
analysen fordi det viste ingen effekt eller toleransefordeler sammenlignet
med tamoxifen alene. En 10 ars middels oppfelging av ATAC-proven
monoterapiarmene ble nylig rapportert for & tilfredsstille kravene fra FDA til
oppdatert informasjon om sikkerhet og effekt®. For hormonreseptor positive
pasienter, var det en betydelig forbedring i DFS (HR = 0,86), RFS (HR = 0,79)
og DRFS (HR = 0,85) for de pasientene som ble behandlet med anastrozol
sammenlignet med tamoxifen i denne analysen. Absolutte forskjeller i
fiernmetastasefri overlevelse mellom anastrozol og tamoksifen gkte over tid
fra 2,7 % etter 5 ar til 4,3 % etter 10 ar. TransATAC-prosjektet ble startet i 2002
under TA/Ol-protokollen for & etablere en vevbank fra arkivert histopatologi
FFPE-blokker fra ATAC-pasienter i retrospekt”.

Totalt 2006 blokker ble innhentet fra de 4160 kvinnene med hormonreseptor
positiv brystkreft som ble valgt tilfeldig til monoterapigruppene av ATAC-
proven. Av de FFPE-blokkene ble 1372 samlet inn fra pasienter i Storbritannia
og inneholdt tilstrekkelig invasivt svulstvev for analyse ved hjelp av Genomic
Health® Oncotype Dx © test™?. Oncotype Dx Recurrence Score® (RS) ble fastslatt
basert pa FFPE- blokkene og studieresultatene validerte RS Kklinisk for & ansla
fiernmetastasefri overlevelse i HR+ postmenopausale brystkreftpasienter som
ble behandlet med anastrozol eller tamoxifen. Resten av RNA fra Oncotype Dx-
studien ble sendt til Royal Marsden Hospital i London, hvor den ble oppbevart
i -70 °C. Totalt 1017 pasienter fra Oncotype Dx-studien hadde > 500 ng av
RNA igjen og ble testet med NanoString som en del av NanoString kliniske
valideringsstudie.

Denne studien brukte de iboende subtypene som var generert av analysen og
evaluerte to versjoner av ROR score ved hjelp av en forhandsdefinert sekvensiell
tilneerming. De to forskjellige ROR score, som hver spenner fra O - 100, ble
beregnet ved hjelp av enten alle 50 testgener, som kunngjort? tidligere, eller en
46-genet undergruppe. | hvert tilfelle ble koeffisientene beregnet fra en Cox-
modell som omfatter Pearson korrelasjon til de 50 eller 46 genene som brukes
for & beregne hver iboende subtype, en sprednings score og tumorstarrelse.
Alle analysene ble utfert pa 10 ar av oppfelgingsdata.
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Det primaere sluttpunktet var fiernmetastasefri overlevelse (DRFS). Dette ble
definert som intervallet fra diagnose til fiernmetastaser eller dad pa grunn av
brystkreft. Det sekundaere sluttpunktet var metastasefri overlevelse (RFS).
Dette ble definert som intervallet fra diagnose til forste tilbakefall (lokale-,
regionale-, eller fiernmetastaser) eller dgd pa grunn av brystkreft.

Ved hjelp av alle tilgjengelige pasientprgver, ble flervariable forholds- messige
farer (PH) Cox-modeller montert for & evaluere det overordnede malet i
sekvensielle tester av ROR basert pa 50 og 46 gener. Modellen inkluderte
standard kliniske kovariater (alder, tumorens grad, tumor stgrrelse, nodal status,
adjuvant terapi). En Cox-modell ble deretter montert og en sannsynlighets
forholdstest ble brukt til & teste om ROR la til statistisk signifikant (o = 0,05)
ekstra prognostisk informasjon utover det som inngdr i Clinical Treatment
Score (CTS) (klinisk behandlingsresultat). CTS er en optimalisert kombinasjon
av klinisk-patologiske faktorer som er utviklet av den kliniske etterforskeren
som et mal pa standard patologi?. De primaere analysene ble gjentatt for ulike
pasient undergrupper (alle, node negative, node positive, eller bare HER2-
negative) og endepunkter (DRFS eller RFS).

For hver av de node negative og node positive pasientene ble Cox-modeller
(unntatt CTS) bruket til & forutsi 10-arsrisikoen for DR som en funksjon av ROR.
Basert pa disse modellenes forutsigelser ble tre risikogrupper definert som:

Lav risiko: <10 % mulighet for DR innen 10 ar

Middels risiko: 10 - 20 % mulighet for DR innen 10 ar

Hay risiko: > 20 % sjanse for DR innen 10 ar
Analyse

Kaplan-Meier-diagrammer ~ ble  opprettet  for  hver  risikogruppe.
Sannsynlighetsforholdstester (brukt for & sammenligne to statistiske
modeller), som beskrevet i den primaere analysen, ble utfgrt for Genomic
Health's Oncotype Dx test (RS, Recurrence Score/ hyppighet av tilbakefall) og
hovedetterforskerens immunhisto- kjemibaserte test (IHC4). Disse resultatene
ble sammenlignet med de som ble oppnadd for ROR for & bestemme i hvilken
grad hver scoringssystem gir ytterligere prognostisk informasjon utover
CTS. IHC4-resultatene vil ikke bli diskutert videre siden det er vanskelig &
sammenligne dem med de andre analysene fordi IHC4-testen ble innrettet ved
hjelp av TransATAC studiedata.

Tabell 26: Sammendrag av demografi og kliniske karakteristika

Gjeldende studie Innledende studie fra Single Agent Arms av
Karakteristikk (n =1007) hvilken RNA ble oppnadd ATAC Ikke inkludert
# pasienter | % pasienter (n =1231) (n =2929)
Nodalstatus
Negativ 701 70 % 1% 68 %
Positiv 268 27 % 25% 25 %
Ukjent 38 4% 4% 7%
Tumorstorrelse
<lcm 138 14 %
1-2cm 523 52 % 67% 0%
2-3cm 253 25 %
>3cm 93 9% 5% 0%
Tumorens grad
God 213 21% 27 % 25%
Moderat 601 60 % 57 % 59 %
Darlig 193 19 % 16 % 17 %
Alder
Gjennomsnitt | 64,4 ar | | 64,3 | 66,1

Tabell 27: Flere kliniske karakteristikker

Karakteristikk | Antall pasienter | % av pasienter

Subtype

Basalcellelik 9 1%

HER2-beriket 41 4%

Luminal A 692 69 %

Luminal B 265 26 %
Behandling

Anastrozol 513 51%

Tamoksifen 494 49 %
Tilbakefall

Alle 210 21%

Fjern 160 16 %
HER2 status

Negativ 888 88 %

Positiv 19 12 %




Resultater

Den ferste analysetestingen viste at ROR score gir ekstra prognostisk
informasjon for fiernmetastasefri overlevelse utover standard kliniske variabler
(CTS). Alle rapporterte ROR-data som falger er basert pa 46 gener, siden dette
er grunnlaget for ROR som rapportert av Prosigna-analysen.

Tabell 28: Forste analysetesting av ROR

Figur 24:
subtype

Kaplan-Meier-kurver for DRFS for node negative pasienter etter iboende

Node positive

Nullmodell

Alternativ modell

ALR »?

¥’ p-verdi

CTS

CTS +ROR

34,21

P <0,0001

Sekundaere analyser viste at ROR er vesentlig relatert til fijern- metastasefri
overlevelse og legger til prognostisk informasjon utover CTS i flere klinisk
relevante undergrupper.

Tabell 29: Gjentagelse av forste analysetest for predefinerte undergrupper

Temagruppe Sluttpunkt | # pasienter hen:elser Af;i:ROR v; ETVSe —
Alle DRFS 1007 160 342 <0,0001
RFS 1007 210 312 <0,0001
) DRFS 888 131 28,9 <0,0001
HERZ-negativer e 588 179 269 <0,0001
Node negative DRFS 739 79 25,0 <0,0001
RFS 739 17 215 <0,0001
Node positive DRFS 268 81 93 0,0023
RFS 268 93 10,6 0,001
HER2-negative DRFS 649 62 24,6 < 0,0001
node negativer RFS 649 98 20,8 < 0,0001

Primaere og sekundaere analyser viste at ROR ble kontinuerlig relatert til DRFS
hos alle pasienter og i alle undergrupper.

Figur 22: Ti ars spadd tilbakefallsrisiko beregnet ved analyse av ROR score innenfor
Nodal Status Group (nodalstatusgruppe).
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Sekundaere analyser viste at Luminal A og Luminal B subtyper hadde statistisk
sett betydelig forskjellige resultater i hver under- gruppe av pasienter som
definert av nodalstatus.

Figur 23: Kaplan-Meier-kurver for DRFS for node negative pasienter etter iboende
subtype
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Figur 25 og 26 viser at innenfor hver nodalkategori var den absolutte kliniske
risikoen for de pasientene som ble forutsett & ha lav risiko vesentlig forskjellig
fra den absolutte kliniske risikoen for de pasientene som ble forutsett & ha hay
risiko; de pasientene som ble forutsett a veere lav risiko hadde opplevd 10 ars
DR-hyppigheter pa mindre enn 10 %, mens de pasientene som ble forutsett &
veere hgy risiko hadde opplevd 10 ars DR-hyppigheter pa mer enn 30 %.

Figur 25: DRFS iht. risikogruppe for node negative pasienter unntatt CTS
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Sammendrag av data for Figur 25: DRFS iht. risikogruppe for node negative pasienter
unntatt CTS

.. Antall pasienter Antall . SEHELE SR W] a
Risikogruppe (%) T fjernmetastaser etter 10 ar
[95 % CI]
Lav 431 (58 %) 17 96 % [94 % - 98 %]
Middels 180 (24 %) 22 86 % [81% - 92 %]
Hay 128 (17 %) 38 67 % [59 % - 76 %]
Totalt 739 (100 %) 77

Figur 26: DRFS iht. risikogruppe for pasienter med 1 - 3 positive noder uten CTS
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Sammendrag av data for Figur 26: DRFS iht. risikogruppe for pasienter med
1- 3 positive noder uten CTS

- Antall Antall ] Estimert prosent uten .
Risikogruppe . o fiernmetastaser etter 10 ar
pasienter ( %) Hendelser [95 % CI]
Lav 6 (3 %) 0 100 % [N/A]
Middels 74 (35 %) 1 84 % [76 % - 93 %]
Hay 134 (63 %) 38 68 % [59 % - 77 %]
Totalt 214 (100 %) 49

Sammenligning av ROR med RS

Av de 1007 prevene med ROR score, var Oncotype Dx testresultater tilgjengelig
for alle de 1007 pravene, men IHC-resultater var bare tilgjengelig for 940 prover.
For a tillate sammenligning av alle tre testene, er resultatene i dette avsnittet
basert pa de 940 prevene som hadde testresultater for alle tre metodene (men
IHC4 rapporteres ikke her). Sannsynlighetsforholdstestene er presentert for
tilfayingen av en enkel variabel, sa for at tilleggsinformasjon skal vaere statistisk
signifikant (a = 0,05), ma endringen i den 1-graders friheten y? vaere starre
enn 3,84. Figurene nedenfor viser den informasjonen som er lagt til nar den
prognostiske testen legges til en annen prognostisk test pluss CTS i sekvens.
Ved hvert tillegg males tilleggsinformasjonen int. endringen i y2.

ROR lagt til RS i tillegg til CTS; prognostisk informasjon
Figur 27: Prognostisk Informasjon for DRFS utover CTS i Alle pasienter (n = 940)
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Figur 28: Prognostisk Informasjon for DRFS utover CTS i node negative
pasienter (n = 683)
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Figur 29: Prognostisk Informasjon for DRFS utover CTS i node positive
pasienter (n = 257)
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Figur 30: Prognostisk Informasjon for DRFS utover CTS i node negative HER2-
negative pasienter (n = 649)
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Figur 27 - 30 viser den informasjonen som er tilfayd utover CTS nar de
to prognostiske testene tilfayes i rekkefslge. Ved hvert tillegg males
tilleggsinformasjonen iht. endringen i y?-statistikken. F.eks. da ROR var den
forste testen som ble tilfayd etter inkluderingen av CTS (alle pasientdata), var
endringen i y?-statistikken 27,4. Med CTS og ROR i modellen ga tilfgying av RS
en endring i y>-statistikken pa 2,5, hvilket ikke er signifikant (kritisk verdi for
y>-test med 1 grads frihet er 3,84); dvs. sa snart bade CTS og ROR er i modellen,
tilfarer ikke RS signifikant informasjon. Imidlertid, hvis RS var den fgrste testen
som ble tilfayd, var det fortsatt informasjonen i ROR som ikke ble inkludert
i kombinasjonen av CTS og RS. Begge testene viser prognostisk signifikans
nar de legges til CTS i node positive pasienter, men ingen av testene viser
betydning som en tilfayd test nummer to, muligens pa grunn av den mindre
pravestarrelsen. For den node negative HER2-negative pasient undergruppen,
tilfarer ikke RS signifikant prognostisk informasjon til CTS + ROR. P4 den andre
siden tilfgyer ROR signifikant prognostisk informasjon til CTS + RS.

ROR versus RS: Resultat fra risikogrupper

For @ sammenligne hvordan de to testene skilte pasienter i henhold til risiko, ble
risikogrupper definert basert pa hver tests estimat av risiko for fiernmetastaser
etter 10 ar innenfor TransATAC- befolkningen. Risikoscoreterskler for & definere
risikogruppene ble valgt for hver test basert pa resultatene fra var TransATAC-
studie for a definere risikogrupper som inneholder pasienter med samme risiko.
For & oppna disse sammenlignbare risikogruppene, var den poenggrensen
som ble brukt for Oncotype DX ulik den som ble brukt av Genomic Health.
For hver test ble lavrisikogruppen prospektivt definert som pasienter med
under 10 % estimert risiko for tilbakefall. For hver test ble gruppen med middels
risiko prospektivt definert som pasienter med mellom 10 % og 20 % beregnet
risiko for tilbakefall. For hver test ble hgyrisikogruppen prospektivt definert
som pasienter med over 20 % estimert risiko for tilbakefall. Figuren nedenfor
oppsummerer starrelser og resultatene av de risikogruppene som er definert
av hver test.

Figur 31 illustrerer det resultatet at Prosigna tildelte 26 % faerre pasienter til
gruppen med middels risiko enn Oncotype DX gjorde (180 vs. 243 pasienter).
| tillegg tildelte Prosigna flere pasienter til hayrisikogruppen enn Oncotype DX
gjorde, men lavrisiko og hayrisikogruppene som ble definert av hver av testene
har like resultater, som illustrert med de overlappende Kaplan-Meier-kurvene.
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Denne observasjonen forte til at uavhengige etterforskere av var TransATAC-
studie konkluderte med at Prosigna tildelte faerre pasienter til middels
risikogruppen enn Oncotype DX RS, med tilsvarende eller hgyere skille mellom
lav- 0g hegyrisikogruppene.

Figur 31: Prosigna’s ROR score identifiserte vesentlig flere hgyrisikopasienter og feerre
middels risikopasienter enn Oncotype DX's RS score for node negative pasienter.
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Ved bruk av ROR alene i node positive pasienter med 1 - 3 positive noder,
ble 6 pasienter forutsett & ha < 10 % risiko for fjernmetastaser. Ingen av disse
pasientene hadde hendelser mens studien pagikk. En av disse pasientene ble
observerti7,9ar, og alle de andre hadde ingen DR iminst 9,9 ar med oppfelging,
hvilket indikerer at node positive pasienter som ble forutsett a vaere lav-risiko
faktisk var lav-risiko. Logg-rank tester ble ikke brukt til sammenligning siden
det ikke var noen lav-risikogruppe for RS.

Figur 32: Sammenligne 10-ars DRFS risikogruppeklassifisering uten a bruke CTS: Node
positive pasienter (1- 3 noder) (ROR vs. RS)
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Sammendrag av klinisk studie 1

Den primaere analysen viste at ROR tilfayde signifikant prognostisk informasjon
utover det for vanlige kliniske kovariater (CTS) hos alle pasienter og i alle
forhandsdefinerte klinisk relevante undergrupper. ROR viste seg & underfordele
pasientene i 3 risikogrupper som har statistisk signifikant forskjellige resultater i
node negative pasienter. Luminal A og Luminal B iboende subtyper ble vist a ha
signifikant forskjellige DRFS og RFS uavhengig av nodalstatus. | sammenligning
med prognostisk indikator RS (21 geners tilbakefallsscore fra Oncotype Dx), la
ROR til prognostisk informasjon utover RS hos alle pasienter og i klinisk relevante
undergrupper. Videre doblet ROR i den node negative gruppen antall pasienter
som var tildelt hayrisikogruppen, og reduserte betydelig antallet pasienter
som var tildelt den mellomliggende risikogruppe, uten & redusere forskjellene i
resultater mellom de lave og haye risikogruppene nar sammenlignet med RS.
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Studie 2: Prognose for Hormonreseptor-positiv, Post-menopausal brystkreft-
pasienter som fikk adjuvant systemisk endokrin behandling alene ved bruk
av Prosigna-analysen; en ABCSG-8 studie

Studiens design

Studiegruppen bestar av FFPE brystsvulst vevspraver retrospektivt samlet
inn og arkivert i ABCSG svulstbank fra pasienter som ble registrert i ABCSG-
8-studien®™ mellom 1996 og 2004. Totalt 3901 postmenopausale kvinner med
HR+ tidlig stadium av brystkreft ble valgt tilfeldig fer behandling til to ars
adjuvant Tamoxifen etterfulgt av tre ar med Arimidex® (anastrozol) eller fem
ars adjuvant Tamoxifen. Testens behandlingsstruktur vises i Figur 33.

Figur 33: Skjema over ABCSG-8-testens studiedesign
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Valideringsgruppen representerer den delen av den evaluerbare ABCSG-8-
gruppen for hvilken vevsprgver kunne hentes fra den retrospektivt arkiverte
ABCSG svulstbanken og fra hvem informert samtykke kunne innhentes, eller
pasienten var ded. Pasienter som oppfylte kriteriene for den opprinnelige testen
ble kun ekskludert fordi vev ikke var utilgjengelig for a utfere NanoString's analyse,
eller fordi pasientens samtykke ikke kunne innhentes. Alle tilgjengelige prever med
en svulstblokk og pasientens samtykke ble testet som en del av denne studien.

Denne undersgkelsen brukte de iboende subtypene som ble generert av
analysen og evaluert ROR score ved hjelp av en forhdndsdefinert analyseplan.
Den ROR score som spenner fra O - 100 ble beregnet ved hjelp av en 46-geners
undergruppe av de 50 testgenene som var publisert? tidligere. Koeffisientene
for ROR ble beregnet ut fra en Cox-modell som omfatter Pearson-korrelasjonen
til de 46 genene som ble benyttet for & bestemme hver iboende subtype,
en sprednings score og brutto tumorstarrelse. Alle analysene ble utfert pa
maksimale oppfelgingsdata.

Det primaere sluttpunktet var fiernmetastasefri overlevelse (DRFS). Dette ble
definert som intervallet fra diagnose til fiernmetastaser eller dad pa grunn av
brystkreft. Det sekundeere sluttpunktet var metastasefri overlevelse (RFS).
Dette ble definert som intervallet fra diagnose til forste tilbakefall (lokale-,
regionale-, eller fiernmetastaser) eller dad pa grunn av brystkreft.

Ved bruk av alle tilgjengelige pasientpraver ble flervariable Cox Proportional
Hazards (PH) (forholdsmessige farer) modeller montert for & evaluere det
overordnede malet i sekvensielle tester av ROR. Modellen inkluderte standard
kliniske kovariater (alder, tumorens grad, brutto tumorstarrelse, nodal status,
adjuvant terapi). En Cox-modell ble deretter montert og en sannsynlighets
forholdstest ble brukt til & teste om ROR la til statistisk signifikant (a = 0,05)
ekstra prognostisk informasjon utover det som inngar i Clinical Treatment
Score (CTS) (klinisk behandlingsresultat). CTS er en optimalisert kombinasjon
av klinisk-patologiske faktorer som er utviklet som et mal pa standard
patologi?. De primaere analysene ble gjentatt for ulike pasient undergrupper
(alle, node negative, node positive, eller bare HER2-negative) og endepunkter
(DRFS eller RFS).

Analyse

En sekvensiell tilnaerming ble brukt der det primaere vitenskapelige malet var &
vise at ROR tilfgrer betydelig prognostisk informasjon utover de vanlige kliniske
variablene. Hovedformalet Ia til et tilleggskrav i en av gruppene (lav/middels/
hay) for & vise at kategorisk risikoklassifisering tilfayer betydelig prognostisk
informasjon utover de vanlige Kkliniske variablene. For & mote dette kravet,
matte begge de falgende demonstreres:

* Vis at den kontinuerlige ROR score tilfgrer prognostisk verdi utover
de vanlige Kliniske variablene

*  Hvis nullhypotesen om ingen prognostisk informasjon blir avvist, vis
at ROR-baserte risikokategorier tilfgrer prognostisk verdi utover de
vanlige kliniske variablene
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Ved hjelp av alle tilgjengelige pasientpraver ble flervariable Cox forholdsmessige
(PH)-modeller montert for & evaluere det overordnede formalet i sekvensielle
tester av ROR etterfulgt av forhdndsdefinerte ROR-baserte risikokategorier.
Modellene omfattet felgende kategoriske Kliniske standardgrupper (med
mulige verdier):

« Alder (> 65 eller < 65)

«  Grad (Gleller G2/GX)

«  Brutto tumorstarrelse (T1, T2/T3)

+ Nodal Status (NO, N+(1-3), N+(> 4))

« Adjuvansterapi (Tamoksifen alene, eller Tamoksifen — Anastrozol)

hvor NO angir node negative pasienter, N+(1-3) angir node positiv pasient
med 1 - 3 positive noder, og N+(> 4) angir node positive pasienter med mer 4
eller flere positive noder. T1indikerer tumor med < 2 cm tverrsnitt, T2 indikerer
en tumor som er starre enn 2 cm, men ikke mer enn 5 cm i tverrsnitt, og T3
indikerer en tumor som er mer enn 5 cm i tverrsnitt. Det var bare 14 T3-prover i
undersgkelsen, sa disse ble kombinert med T2-prgvene. De brenndifferensierte
(G1)-svulstene ble sammenlignet med en kombinasjon av moderat differensierte
(G2) og GX lobulare svulster. GX lobulare tumorer ble behandlet som G2-
tumorer med henblikk pa analyse fordi G2-tumorer er den vanligste graden i
populasjonen for denne tiltenkte bruken.

Disse variablene legges inn i modellen i form av en Clinical Treatment Score
(CTS) - (en Klinisk behandlings score). For a oppna denne CTS ble falgende

modell montert:
M ()= h(0) exp (Z5Y)

Der hvor z'er representerer de kliniske og behandlingsvariablene som er nevnt
ovenfor, og CTS ble definert med estimatene av y’er som ble oppnddd ovenfor;
dvs.CTS = ]ZZ,YJ .

Den proporsjonale fareantakelsen ble testet ved hjelp av Schoenfeld residualer.

Pasienter som inngikk i valideringsstudien hadde ens egenskaper som de i den
opprinnelige ACBSG-8 studien.

Tabell 30: Sammendrag av Kliniske karakteristika

Inkludert Ikke inkludert Totalt
Karakteristikk Verdi (n =1478) (n = 2236) (n =3714)
# % # % # %
, Kun Tamoksifen 741 50,1 % 1108 | 493% | 1849 | 498%
Behandling -
Tamoksifen = Anastrozol 737 49,9 % 128 50,2% | 1865 50,2 %
Negativ 14 0,9 % 32 14 % 46 12 %
ER-status | Positiv 1464 99,1% 2199 | 983% | 3663 | 986 %
Ukjent 0 0,0 % 5 0,2 % 5 01%
Gl 271 18,3 % 468 20,8 % 739 19,9 %
Grad G2 1152 779% | 1659 | 739% 2811 757 %
GX 55 37% 109 49 % 164 4,4 %
NO 1047 | 708% | 1723 767% | 2770 | 746 %
Nodalstatus [ N+(1-3) 382 258 % 449 | 200 % 831 22,4 %
N+(> 4)* 49 33% 64 2,8 % 13 30%
Negativ 260 17,6 % 424 18,9 % 684 18,4 %
PgR-status | Positiv 1218 824% | 1805 | 804% | 3023 | 814%
Ukjent 0 0,0 % 7 0,3 % 7 02%
Tl 1037 | 702% | 1745 777% | 2782 | 749%
Tumor stadie | T2 427 289 % 472 21,0 % 899 24,2 %
T3 14 0,9 % 19 0,8 % 33 0,9 %
Middels 63 64
Alder — NA
Omrade 41-79 41-80

* Omfatter en pasient med > 9 positive noder

Tabell 31: Flere kliniske karakteristikker

Resultater

Av de 1620 vevspravene som var tilgjengelig for testing, var det 25 (1,5 %)
som ikke besto forhdndsdefinert patologisk evaluering for adekvat svulst,
73 av de 1595 vevsprgvene (4,6 %) med levedyktig invasivt vev besto ikke
forhandsdefinert QC-spesifikasjoner for ekstrahert RNA, og 44 av de 1522
RNA-pravene (2,9 %) besto ikke analysens QC-spesifikasjoner for Prosigna-
resultater, hvilket etterlot totalt 1478 (91,2 %) som var tilgjengelig for analyse.

Av de 1478 pasientene som var tilgjengelig for analyse, hadde 155 fiernmetastase
tilbakefall, og 194 hadde lokale eller fiernmetastaser, eller var dgde pa grunn av
brystkreft. Gjennomsnittlig oppfelging av testen var 10 ar.

Den forste analysetesten viste at ROR score gir signifikant prognostisk
tilleggsinformasjon for fijernmetastasefri overlevelse utover standard kliniske
variabler (CTS).

Tabell 32: Sammendrag av den forste analysetesen

ArerT -

Nullmodell | Alternativ modell | ALR »? i Kritisk \fl:ai:]c:tggrader av x’ p-verdi

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

CTs crse 34,2 599 (df =2) <0,0001
Risikogruppe ' ' peb

Sekundaere analyser viste at ROR er vesentlig relatert til fijern- metastasefri
overlevelse og legger til prognostisk informasjon utover CTS i flere klinisk
relevante undergrupper.

Tabell 33: Gjentagelse av forste analysetest for predefinerte undergrupper

CTS+ROR vs. CTS CTS"RJ;"‘C"%”""”
Temagruppe |# pasienter | # hendelser ARE AI._R "
(Krit. Verdi= 3,84) | (Krit. Verdi= 5,99)
Alle 1478 155 53,49 3412
HER2-negative 1397 145 4750 29,94
NO 1047 386 25,57 2336
NO, HER2- 984 79 21,69 20,32
negative
N+(1-3) 382 59 25,99 19,94
N+(-3), HER2- 367 56 22,75 18,75
negative

Figur 34: DRFS (fjernmetastasefri overlevelse) iht. risikogruppe for node negative
pasienter
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Karakteristikk Verdi Antall pasienter % av pasienter
Luminal A 1004 679 % S_a_mmendrag av data for_ Figur_ 34: DRFS (fjernmetastasefri overlevelse) iht.
NanoString iboende Luminal B 8 28.3 % risikogruppe for node negative pasienter
subtype HER2-beriket 48 32 % Antall P Estimert prosent uten
BasalLike 8 05% Risikogruppe | pasienter Hendelser gjennom 10 &r fiernmetastaser etter 10 ar
. Fjern 155 10,5 % (%) [95 % CI]
Tlbakefell Alle 194 131% Lav 487 (47 %) 15 96,6 % [94.4 % - 97,9 %]
Negativ 1397 94,5 % Middels 335 (32 %) 28 90,4 % (86,3 % - 93,3 %]
HER2-status Positiv 77 52 % Hay 225 (21%) 32 84,3 % [78,4 % - 88,6 %]
Ukjent 4 0,3% Totalt 1047 (100 %) 75
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Figur 35: DRFS iht. risikogruppe for HER2-negative node negative pasienter
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Sammendrag av data for Figur 35: DRFS iht. risikogruppe for HER2-negative node
negative pasienter

Figur 37: DRFS iht. Risikogruppe for HER2-negative node positive (1- 3 noder) pasienter
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Sammendrag av data for Figur 37 DRFS iht. risikogruppe for HER2-negative node
positive (1 - 3 noder) pasienter

» Antall At et ) Estimert prosent uten . - Ar'1tall Antall i Estimert prosent uten .
Risikogruppe pasienter ( %) g oy fjernmet?;tsaos/oercfltter 10 ar Risikogruppe pazl;,r;ter e e T e 10 &7 fjernmet?;?os/frcatter 10 ar
Lav 474 (48 %) 15 96,5 % [94,3 % - 97,9 %] Lav 15 (4 %) 0 100 % [78,2 % - 100 %]
Middels 311 (32 %) 27 90 % [85,6 % - 93,1 %] Middels 142 (39 %) 7 93,6 % [86,8 % - 96,9 %]
Hay 199 (20 %) 27 84,7 % [78,4 % - 89,3 %] Hay 210 (57 %) 43 76,1 % [69,0 % - 81,8 %]
Totalt 984 (100 %) 69 Totalt 367 (100 %) 50

Figur 36 viser Kaplan-Meier diagrammer etter risikogrupper for node positive
(1- 3 noder) pasienter og Figur 37 viser de samme diagrammene for N1 HER2-
negative pasienter. Resultatene i utenfor de HER2-positive pasientene er like

Figur 36: DRFS iht. Risikogruppe for node positive (1 - 3 noder) pasienter
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Sammendrag av data for Figur 36: DRFS iht. Risikogruppe for node positive
(1 - 3 noder) pasienter

N Antall Antal! ) Estimert prosent uten .
Risikogruppe . o Hendelser gjennom | fjernmetastaser etter 10 ar
R ETLE ) 10 ar [95 % CI]
Lav 15 (4 %) 0 100 % [78,2 % - 100 %]
Middels 143 (37 %) 7 93,6 % (86,9 % - 97 %]
Hay 224 (59 %) 46 75,8 % [68,9 % - 81,4 %]
Totalt 382 (100 %) 53

* Konfidensintervall estimert ved hjelp av Clopper-Pearson-metoden
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* Konfidensintervall estimert ved hjelp av Clopper-Pearson-metoden
Forhold mellom ROR og risikoforutsigelse

Figur 38 viser den 10-arige risikoen av DR som en funksjon av ROR score med
95 % konfidensband basert pa separate Cox-proporsjonale faremodeller for
hver av node negative og node positive (1 - 3 positive noder) pasientgrupper.
For de node positive (1 - 3 noder) pasientene ble det forholdsmessige
fareestimatet overtradt da det ble anvendt pa tvers av hele omradet. Den
kurven som vises her for de node positive pasientene (1- 3 noder) bruker node
positive (1 - 3 noder) pasienter med ROR score i omradet O - 80, for hvem den
forholdsmessige fareantakelsen ble oppfylt.

Figur 38: Ti ars Estimert DR Risiko etter Nodal Kategori med 95 % konfidensintervaller
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Innenfor hver undergruppe var den absolutte kliniske risikoen for pasientene
i lavrisikokategorien vesentlig forskjellig fra den absolutte kliniske risikoen for
pasientene i hayrisikokategorien.

Tabell 34 viser fordelingen av node negative pasienter i 10-enheters ROR-
grupper. Ogsa vist er 10-ars DR-risiko.
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Tabell 34: Fordeling av node negative pasienter i 10-enheters ROR-omrade

ROR-omrade Antall pasienter Prosent av pasienter 10-ars DR-risiko (Empirisk)
1-10 7 0.7 % 0,0 %
1-20 116 1% 18 %
21-30 155 148 % 25%
31-40 209 20,0 % 51%
41-50 183 175 % 75 %
51-60 152 14,5 % 12) %
61-70 116 1% 15.0 %
71-80 77 74 % 123 %
81-90 28 27 % 26 %

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

Figur 40: Sammenligning av Modell-baserte og Empiriske Estimater av Ti-ars DR-risiko
for Node-postive (1 - 3) pasienter med Spredning av ROR score er vist nedenfor.
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Figur 39 viser den modellbaserte kurven for de node negative pasientene
sammen med de empirisk estimerte 10-ars overlevelseshyppighet for de 10
gruppene hvor hver gruppe bestar av alle pasientene innenfor 10-enhets
ROR-omrader (1 - 10, 11 - 20 osv.). Under kurven er et histogram som viser
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Figur 39: Sammenligning av Modellbaserte og Empiriske Estimater av Ti-ars DR-risiko

for node negative pasienter med Spredning av ROR scores er vist nedenfor.
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Bade Tabell 35 og Figur 40 viser utflatingen av den observerte 10 ars risikoen
gverst pa ROR-omradet som farte til svikt i den proporsjonale fareantagelsen.
Det skal imidlertid bemerkes at pravestarrelsene i de to gruppene over 80 var
begge sma for de node positive (1 -3) pasientene (17 pasienter fra 81 - 90, og
bare 3 fra 91-100).

Sammenligning av Luminal A og Luminal B iboende subtyper

Flertallet av pasientene i studien (96 %) var enten Luminal A eller Luminal
B, hvilket ikke var uventet siden disse iboende subtypene dominerer i
hormonreseptor positive pasienter?.

Tabell 36 viser resultatene av sannsynlighets forholdstesten for a vise ytterligere
prognostisk verdi for DRFS som Luminal A / Luminal B-forskjellen legger til
utover CTS. Tabellen viser ogsa risikoforholdet ved & sammenligne Luminal A
med Luminal B pasienter. Det var en betydelig lavere risiko for fjernmetastaser
for Luminal A pasienter i alle tre gruppene.

Tabell 36. Test av sannsynlighetsforhold for DRFS Prognostisk verdi for luminale
subtyper

ROR score

For de node negative pasientene var de proporsjonale farene modellbaserte
estimater lik de empiriske estimatene over hele omradet. Tabell 35 viser
fordelingen av node positive (1- 3 noder) pasienter i 10-enheters ROR-grupper.

# # . | Risikoforhold for LumA :
S Pasienter | Hendelser ALR ¢ | ' p-verdi LumB (95 % Cl)
Alle 1422 135 24,42 | <0,0001 0,42 0,30 - 0,59]
NO 1009 74 9,68 0,0019 0,47 [0,30 - 0,75]
N+(1-3) 366 51 14,94 0,0001 0,33[0,]9 - 0,58]

0Ogsa vist er 10-ars DR-risiko.

Tabell 35: Fordeling av node positive (1- 3 noder) pasienter i 10-enheters ROR-omrade

ROR-omrade Antall pasienter Prosent av pasienter 10-ars DR-risiko (Empirisk)
1-10 3 0,8 % 0,0 %
11-20 34 8,9 % 36%
21-30 53 139% 41%
31- 40 68 178 % 8,5%
41-50 57 14,9 % 16,7 %
51- 60 7 18,6 % 17,8 %
61-70 42 1,0 % 289 %
71-80 34 8,9 % 39,5%
81-90 17 4,5% 330%

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

Figur 41 viser en sammenligning av DRFS etter Luminal subtype for node
negative pasienter, Figur 42 viser den samme sammenligningen for node
positive (1- 3 noder) pasienter. For begge grupper var det betydelige forskjeller
mellom DRFS av Luminal A og Luminal B pasienter.

Figur 41: Kaplan-Meier-kurver for DRFS ved Iboende subtype for node negative
pasienter

0,9

Figur 40 viser den modellbaserte kurven (ved hjelp av Node-positiv (1- 3 noder)
pasienter med ROR score < 80) for de node positive (1 - 3 noder) pasientene
sammen med de empirisk estimerte 10-ars overlevelseshyppighet for de
10 gruppene hvor hver gruppe bestar av alle pasientene i de 10 ROR-omradene
(1-10,11- 20, 0sv.). Under kurvener et histogram som viser hyppighetsfordelingen
etter gruppe.
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Sammendrag av data for Figur 41: Kaplan-Meier-kurver for DRFS ved Iboende subtype
for node negative pasienter

Antall .
Risikogruppe Ar_1ta|| Hendelser gjennom " (S i Eten
pasienter 10 ar fiernmetastaser etter 10 ar [95 % ClI]
Luminal A 725 32 951% [93,4 % - 96,3 %]
Luminal B 284 32 87,2 % [83,2% - 90,3 %]
Totalt 1009 64

Figur 42: Kaplan-Meier-kurver for DRFS ved iboende subtype for node positive
pasienter (1- 3 noder)
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Sammendrag av data for Figur 42: Kaplan-Meier-kurver for DRFS ved iboende subtype
for node positive pasienter (1- 3 noder)

HelGEmE Ar_1ta|| An_taII hendelfer Estimert prosent unten fiern-
pasienter gjennom 10 ar metastaser etter 10 ar [95 % ClI]
Luminal A 248 17 91,3 % [87,2% - 94,2 %]
Luminal B 118 28 72,5 % [64,2 % - 791 %]
Totalt 366 45

Tabell 37 viser en tabell over 10-ars RFS-hyppighet etter luminal subtype for
node negative og node positive (1 - 3 noder) nodale grupper.

Tabell 37: Ti ars RFS-hyppighet etter Nodal-gruppe og Luminal subtype

. Antall Estimert prosent uten
Nodestatus IS.:lr)r:mael pasienter An.::'ﬂ::?;';? fiernmetastaser etter 10 ar
5 (%) =l [95 % CI]
NO Luminal A 725 (72) 44 93,0 % [91,1 % - 94,5 %]
Luminal B 284 (28) 44 82,2% [776 % - 859 %]
N+(1-3) Luminal A 248 (68) 21 89,1 % [84,7 % - 92,4 %]
Luminal B 118 (32) 30 71,6 % [62,2 % - 774 %]

For hverav de node negative og node positive (1- 3 noder) pasientbefolkningene
var forskjellen mellom Luminal A og Luminal B pasienter betydelig.

Sammendrag av klinisk studie 2

ROR ble demonstrert for & legge til betydelig prognostisk informasjon utover
de vanlige kliniske og behandlingsvariablene, bade nar de ble inkludert som et
kontinuerlig tiltak, og nar de ble inkludert ved hjelp av tre forhandsdefinerte
risikogrupper. Lavrisikogruppen hadde 10 ars DRFS, godt over 90 % som
forventet. Hayrisikogruppen hadde 10 ars DRFS pa 80 %, som var hgyere
enn forventet - hadde veert forventet & vaere anselig lavere enn 80 %. De
begrensningene som ble brukt for & definere risikogrupper var basert pa
TransATAC-gruppen, hvilket er en hgyere risiko enn dagens gruppe og farer
til en generelt lavere risiko "hgyrisikogruppe” enn det som var forventet. ROR
(kontinuerlig og risikogruppebasert) viste tilsvarende prognostisk informasjon
i ulike undergrupper. Den kontinuerlige risikomodellen var nzert tilpasset de
empiriske forekomstene av tilbakefall i bade node negative og node positive
(1 - 3 noder) pasientgrupper. De fleste av pasientene (96 %) i studien hadde
svulster av én av to luminale undergrupper (Luminal A eller Luminal B). |
alle nodale statusgrupper, la Luminal A/Luminal B-forskjellen til prognostisk
informasjon om DRFS.
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Sammendrag av kombinerte kliniske studier

Resultatene er generaliserbare for distribuert bruk siden prever ble sendt til
og analysert i forskjellige laboratorier i de to kliniske valideringsstudiene. ROR
ble demonstrert for & legge til betydelig prognostisk informasjon i 10 ar utover
de vanlige kliniske og behandlingsvariablene, bdde nar de ble inkludert som et
kontinuerlig tiltak, og nar de ble inkludert ved hjelp av tre forhandsdefinerte
risikogrupper. | tillegg, i en post-hoc analyse, la ROR til vesentlig informasjon
for post 5-ars DRFS utover standard kliniske variabler for alle pasienter. ROR
(kontinuerlig og risikogruppebasert) viste tilsvarende prognostisk informasjon
i ulike undergrupper. Begrensede analyser ble ogsa utfert med RFS. ROR-
klassene var ogsd i stand til & definere tre risikogrupper med uttalt RFS. For
begge studiene var det signifikante forskjeller mellom DRFS av undergruppene
Luminal A og Luminal B, uavhengig av nodalstatus.
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18 SYMBOLER OG DEFINISJONER
‘— Produsent

IE - Autorisert representant i EU

- In vitro diagnostisk medisinsk apparat

I:Ii] - Se Brukerveiledningen
c € - CE-merke

- Seriekode / Parti nummer
- Katalog- eller referansenummer

; - Innholdet rekker for < n > tester
/ﬂ/ - Temperaturomrade lagringsbetingelser
/ﬂ/ - Lavere temperaturgrense lagringsbetingelser

- @vre temperaturgrense for lagringsbetingelser

g - For bruk fer / utlepsdato

- Denne siden opp
Romtemp. = Romtemperatur
HYB = Hybridisering
Lovmessig ansvarsfraskrivelse
For in vitro diagnostisk bruk.
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