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1 PRZEZNACZENIE/CEL

ProsignaBreast Cancer Prognostic Gene Signature Test jest oznaczeniem diagnostycznym
in vitro wykorzystujacym profil ekspresji gendw komorek wystepujacych w tkance raka
sutka do oceny ryzyka odlegtego nawrotu choroby u pacjentki. Oznaczenie mierzy
profil ekspresji gendéw za pomocg RNA wyekstrahowanego z utrwalonej w formalinie
i zatopionej w parafinie (Formalin-Fixed, Paraffin-Embedded, FFPE) tkanki raka piersi.
Dane ekspresji gendw wazone sg ze zmiennymi klinicznymi do wygenerowania podtypu
(luminalny A, luminalny B, z nadekspresjg HER2 basal podstawny) oraz stopnia w
skali wskazujacej na prawdopodobienstwo odlegtego nawrotu choroby. Oznaczenie
wykonywane jest w systemie analizy nCounter® z uzyciem tkanki raka piersi FFPE
rozpoznanego wczesniej jako inwazyjny rak piersi.

Prosigna Breast Cancer Prognostic Gene Signature Test jest wskazane u pacjentek,
ktore przeszty zabieg mastektomii lub leczenie oszczedzajgce piers w potaczeniu
z leczeniem miejscowym zgodnym ze standardem opieki, jako:

a. Wskaznik prognostyczny 10-letniej przezywalnosci bez nawrotéw
u kobiet po menopauzie z rakiem piersi wykazujgcym ekspresje
receptorow hormonalnych (HR+), bez zajetych weztéw chtonnych,
stopnia | lub II przeznaczonym do leczenia wytacznie wspomagajaca
terapig hormonalng przy zastosowaniu wraz z innymi czynnikami
kliniczno-patologicznymi.

b.  Wskaznik prognostyczny 10-letniej przezywalnosci bez odlegtych
nawrotow u kobiet po menopauzie z rakiem piersi wykazujgcym
ekspresje receptoréow hormonalnych (HR+), z przerzutami do weztéw
chtonnych (1-3 zajete wezty lub 4 lub wiecej zajetych weztéw
chtonnych), stopnia Il lub A przeznaczonym do leczenia wytacznie
wspomagajaca terapig hormonalng przy zastosowaniu wraz z innymi
czynnikami kliniczno-patologicznymi.

2 PODSUMOWANIE SYSTEMU TESTU

System analizy nCounter dostarcza bezposrednich, wielokanatowych pomiarow
ekspresji gendw dzieki cyfrowym odczytom wzglednej liczebnosci transkryptow
mRNA dzieki nastepujagcym krokom: 1) hybrydyzacja RNA z fluorescencyjnymi
sondami reporterowymi Reporter Probe i sondami wychwytujgcymi Capture Probe,
2) oczyszczenie kompleksow cel/sonda za pomocg ptytek nCounter Prep Plates,
zawierajacych odczynnikikonieczne do przetworzenia po hybrydyzacji orazimmobilizacji
na kasecie nCounter w urzadzeni nCounter Prep Station oraz 3) analizie kasety nCounter
w analizatorze cyfrowym nCounter do uzyskania wyniku testu’. Sondy wychwytujace
(Capture Probes) i reporterowe (Reporter Probes) zawierajg unikalne sekwencje DNA do
hybrydyzacji i oczyszczenia sekwencji docelowych. Sondy wychwytujace i reporterowe
potaczone sa z kontrolami dodatnimi i ujemnymi w zestaw CodeSet. oznaczenie
Prosigna mierzy réwnoczesnie poziom ekspresji 50 gendw uzywanych w wewnetrznym
algorytmie klasyfikacji podtypow? 8 genow ,porzadkowych” wykorzystywanych
do normalizacji sygnatu, 6 kontroli dodatnich i 8 kontroli ujemnych w jednej reakcji
hybrydyzacji z uzyciem sond z kwaséw nukleinowych zaprojektowanych swoiscie
do tych gendw. Zestaw Prosigna zawiera takze Probke Referencyjng zawierajaca
transkrybowane in vitro RNA docelowe dla kazdego z 58 gendw. Probka Referencyjna
jest testowana z kazda partig probek RNA pacjentek w celu zakwalifikowania barwienia
i znormalizowania sygnatu kazdego z gendw.

Oznaczenie Prosigna jest wykonywane na RNA wyizolowanym z utrwalonej
w formalinie i zatopionej w parafinie (FFPE) tkanki raka piersi. Patolog bada preparat
wybarwiony hematoksyling i eozyng (H+E), na ktérym identyfikuje i oznacza obszar
inwazyjnego raka piersi nadajacy sie do testu. Patolog mierzy takze powierzchnie
guza, co determinuje liczbe niewybarwionych preparatéw wymaganych do testu
oraz budowe histologiczng guza w celu zapewnienia dostatecznej ilosci tkanki
nowotworowej do testu. Przeszkolony technik dokonuje na niewybarwionych
preparatach rozciecia obszaru odpowiadajagcego rejonowi guza oznaczonemu na
preparatach wybarwionych H+E i dokonuje izolacji RNA z tkanki. Wyizolowane RNA
jest nastepnie badane w systemie analizy nCounter w celu uzyskania wynikéw testu,
wiacznie z wewnetrznym podtypem, stopnia ryzyka nawrotu (Risk of Recurrence,
ROR) i kategorig ryzyka.



2.1 Zasada dziatania systemu analizy nCounter

System analizy nCounter wykorzystuje swoiste dla gendw pary sond (rysunek 1),
ktore hybrydyzujg bezposrednio z mRNA prébki w roztworze, eliminujgc reakcje
enzymatyczne, ktére mogtyby wprowadzic do wynikow biad systematyczny.
W pierwszym kroku oznaczenia sondy DNA hybrydyzuja bezposrednio z rejonem
70-100 par zasad RNA w roztworze. Fluorescencyjna sonda reporterowa
Reporter Probe sktada sie z sekwencji sondy dtugosci 35-50 pz komplementarnej
do docelowego mRNA oraz unikalnej podstawowej sekwencji DNA hybrydyzujgcej
z szescioma segmentami RNA, ktére zostaty oznaczone jednym z czterech barwnikéw
fluorescencyjnych: czerwonym (red, R), zottym (yellow, Y), niebieskim (blue, B)
lub zielonym (green, G). Segmenty fluorescencyjne tworza szesciopozycyjny/
czterokolorowy fluorescencyjny ,.kod barwny” unikalny dla kazdej sekwencji docelowej.
Osobna sonda wychwytujaca Capture Probe sktada sie z podstawowe] sekwencji
sondy dtugosci 35-50 pz komplementarnej do docelowej sekwencji RNA i biotyny,
uzywanej do immobilizacji na preparacie pokrytym streptawidyna.

Rysunek 1: Hybrydyzacja odczynnikéw zestawu CodeSet z mRNA

V“"\ ™ M
\\\/\\AV o~ v Mw- ‘/\\/'
Seses J/ S

Sondy wychwytujace i reporterowe

Po hybrydyzacji wszystkie kroki oczyszczania probki sg wykonywane automatycznie
w urzadzeniu nCounter Prep Station. Najpierw usuwany jest nadmiar sond
wychwytujgcych i reporterowych (rysunek 2) za pomocg kolejnych krokow
wychwytywania koralikdw magnetycznych, po czym nastepuje wigzanie komplekséw
sonda-cel do losowych lokalizacji na powierzchni kasety nCounter dzieki wigzaniu
streptawidyna-biotyna (rysunek 3). Na koniec kompleksy sonda/cel zostajg
wyréwnane i immobilizowane w kasecie nCounter (rysunek 4).

Rysunek 2: Usunigcie nadmiaru sond reporterowych
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Rysunek 3: Wiazanie zhybrydyzowanych sond reporterowych do powierzchni kasety

Rysunek 4: Wyréwnanie i immobilizacja hybrydyzowanych sond reporterowych

Po zakoriczeniu przetwarzania probki Kasete umieszcza sie w analizatorze cyfrowym
nCounter do odczytu danych. Kazda czasteczka docelowa jest identyfikowana
na podstawie kodu barwnego generowanego przez szesc¢, ustawionych w okreslonej
kolejnosci prazkéw fluorescencyjnych na zwigzanej sondzie re porterowej. Sondy
reporterowe na powierzchni kasety zostajg zliczone i wyszczegoélnione dla kazdej
czasteczki docelowej, a wynik zostaje przetworzony za pomoca algorytmu (rysunek 5).
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Rysunek 5: Zbieranie danych
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2.2 Zasada dziatania algorytmu obliczania wyniku
systemu Prosigna

Test wykorzystuje algorytm klasyfikacji 50 gendw, nazwany poczatkowo PAM50?,
wykonywany w systemie analizy nCounter z uzyciem RNA wyekstrahowanego z
utrwalonych w formalinie, zatopionych w parafinie (FFPE) probek tkanki raka piersi.
Algorytm wykorzystuje profil ekspresji 50 gendw do przydzielenia raka piersi do
jednej z czterech klas molekularnych lub podtypow wewnetrznych: luminalny A,
luminalny B, z nadekspresja HER2 lub basal’. Prototypowe profile ekspresji gendw
(np. srodkowy) czterech podtypdw wewnetrznych uzyskano w systemie analizy
nCounter za pomoca prébek FFPE raka piersi zebranych z wielu osrodkow klinicznych
w Ameryce Pétnocnej. Po wykonaniu oznaczenia na prébce pacjenta algorytm
obliczeniowy wykorzystujacy korelacje Pearsona poréwnuje znormalizowany profil
ekspresji 50 gendw w probce pacjenta z wzorcowymi profilami ekspresji czterech
podtypdw wewnetrznych raka piersi. Prébce pacjenta przydziela sie podtyp o
najwyzszym wspotczynniku korelacji Pearsona.

Algorytm zgtasza wynik stopnia ryzyka nawrotu (Risk of Recurrence, ROR)
w skali 0-100%, ktory koreluje z prawdopodobienstwem odlegtego przerzutu po
dziesieciu latach u kobiet po menopauzie z rakiem piersi wykazujagcym ekspresje
receptoréw hormonalnych we wczesnym stadium? Raport podaje réwniez
kategorie ryzyka (niskie, srednie lub wysokie). Wynik ROR wyliczany jest z uzyciem
wspotczynnikdw modelu Cox’a, obejmujacego korelacje Pearsona podzbioru
46 z 50 gendw dla centrow kazdego podtypu, wyniku proliferacji i wielkosci guza.
Badane zmienne mnozone sg przez odpowiadajgce im wspotczynniki modelu Cox’a
do uzyskania wyniku, ktéry nastepnie korygowany jest do skali 0-100 na podstawie
wspotczynnikow uzyskanych z zestawu szkoleniowego probek FFPE guza piersi.
Kategorie ryzyka réwniez zgtaszane sq na podstawie wartosci odciecia dla ROR
okreslonych w weryfikacyjnym badaniu klinicznym.

3 DOSTARCZANE ODCZYNNIKI | WYPOSAZENIE
3.1 Charakterystyka zestawu Prosigna

Zestaw Prosigna zawiera odczynniki w ilosci wystarczajacej do przetworzenia 1, 2,
3, 4, lub 10 préobek pacjentdw, w zaleznosci od zamoéwionego produktu. Informacje
dotyczace zamawiania, patrz nizej. Zestaw Prosigna zawiera zestaw CodeSet, jedna
probéwke materiatu referencyjnego na kazdy zestaw od jednego do dziesieciu
testow oraz materiaty eksploatacyjne, ktére zostaty przetestowane wspdlnie przed
wypuszczeniem.

Liczba dotaczonych prébek

Numer katalogowy Liczba testéw w zestawie

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

Zaleca sie stosowanie z zestawem do izolacji RNA Roche FFPET RNA Isolation
Kit (Roche-FFPET-025) lub zestawem do ekstrakcji RNA Veracyte FFPE RNA
Extraction Kit (550100). Oba zestawy do ekstrakcji RNA sq dostepne jedynie
w firmie Veracyte.



3.2 Prosigna Kit Contents for a1, 2, 3, 4, or 10 test
Prosigna Kit

Number of Tests | 1 | 2 | 3 | 4 | 10
Prosigna CodeSet Box
Prosigna Reporter CodeSet | 1x 65 plL 1x65puL 1x 65 pL 1x 65 pL 1x65puL
Prosigna Capture ProbeSet | 1x70 uL 1x 70 pL 1x 70 pL 1x 70 pL 1x 70 pL
Prosigna RNA Reference
Sample 1x30pL 1x30pL 1x30pL 1x30pL 1x30pL
CodeSet Barcode Sticker 1 1 1 1 1
Test Configuration 1 1 1 1 1
Code
Prosigna Prep Plate Box
Prep P\atesl 1 | 1 | 1 | 1 | 2
Prosigna Cartridge Box
nCounter Cartridges | 1 | 1 | 1 | 1 | 1
Prosigna Prep Pack Box
nCounter Prep Station Tips 1 1 1 1 1
nCounter Cartridge
Adhesive Cover 2 2 2 2 2
nCounter Tip Sheaths 2 2 2 2 2
ncounter Hyb”d'z;utf'fe': 1x580UL | 1x580uL | 1x580pL | 1x580uL | 1x580 L
12-Well Notched Strip Tubes 4 4 4 4 4
12-Well Notched Strip
Tube Lids 4 4 4 4 4

Contents Description

Prosigna CodeSet

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

Test Configuration Code

buffer, nucleic acids with fluorescent dyes
buffer, nucleic acids

buffer, nucleic acids

sticker sheet

card with sticker

Prosigna Prep Plates

Prep Plates

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

Prosigna Cartridges

nCounter Cartridge(s)

sample cartridge(s)

Prosigna Prep Pack

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

buffer, salts

plastic strips

plastic lids

2 racks of 90 tips + 6 piercers nCounter
adhesive films

6-well tip holders

4 OSTRZEZENIA | SRODKI OSTROZNOSCI

1.

2.

Do stosowania w diagnostyce in vitro.

Oznaczenie jest przeznaczone do wykonywania przez operatorow
przeszkolonych w ztozonych technikach biologii molekularnej, zgodnie
Z miejscowymi przepisami.

Nie mieszac elementdw zestawow z réznych serii odczynnikéw Prosigna.
Dziatanie mozna zapewnic¢ wytacznie dla dostarczanych serii zestawow
Prosigna, poniewaz sg one w ten sposéb kwalifikowane podczas
produkgji.

Pozostatosci odczynnikéw nie nalezy wykorzystywa¢ w Oznaczeniu
Prosigna.

Odrzuci¢ wszystkie reakcje o niewtasciwych czasach lub temperaturach
hybrydyzacji.

Wazne jest zachowanie nieprzerwanego nadzoru transferu probki (tkanka
do RNA i RNA do oznaczenia) w celu zapewnienia, ze identyfikator
pacjenta powigzany jest z prawidtowym wynikiem testu.
Nieprzestrzeganie podanych na etykiecie warunkoéw przechowywania
odczynnikdéw moze ujemnie wptyna¢ na wydajnosc¢ oznaczenia.
Podczas pracy z odczynnikami i materiatami zawsze nalezy nosi¢
rekawiczki.

Unikac zanieczyszczenia RNaza, co mogtoby ujemnie wptynaé na jakosc
Wynikow.
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5.1

20.

21

Wszystkie prébki i materiaty biologiczne nalezy traktowac jak potencjalne
ryzyko przeniesienia czynnikdw zakaznych i nalezy je utylizowac
z podjeciem odpowiednich srodkdw ostroznosci oraz zgodnie z przepisami
Krajowymi, stanowymi i miejscowymi.

Nigdy nie pipetowac ustami.

Unikac¢ kontaktu odczynnikow z oczami, skorg i btonami sluzowymi.
Stosowac najlepsze praktyki laboratorium biologii molekularnej
w celu zapobiegania skazeniom krzyzowym badanych préobek lub
zanieczyszczeniu ich stezonymi docelowymi kwasami nukleinowymi
(syntetycznymi lub powielonymi metodg PCR), co moze ujemnie
wptynac na jakosc¢ wynikow.

Po zakoniczeniu przetwarzania ptytki Prosigna Prep Plates i kasety
nCounter zawieraja bardzo niskie stezenie azydku sodu (< 0,1%), w zwigzku
z tym zaleca sie stosowanie do utylizacji pojemnikéw plastikowych
(nie metalowych). Choc jest to wysoce mato prawdopodobne w przypadku
zestawow Prosigna, nagromadzenie azydku sodu na metalowych
powierzchniach tworzy ryzyko wybuchu.

Dodatkowe, dotyczace urzadzenia informacje w zakresie utylizacji
dostepne sq w Podreczniku uzytkownika systemu analizy nCounter oraz
w podrecznikach serwisowych urzadzenia Prep Station i analizatora
cyfrowego.

Informacje karty charakterystyki substancji dla odczynnikdéw Reporter
CodeSet, Capture ProbeSet, Hybridization Buffer i Prep Plates dostepne
sg na stronie internetowej www.prosigna.com.

Wszystkie materiaty niebezpieczne nalezy utylizowa¢ zgodnie z
wytycznymiplacéwkidotyczacymiutylizacjimateriatow niebezpiecznych.
Wszystkie niezuzyte zestawy CodeSet nalezy wyrzucic.

Nieprawidtowe wprowadzenie do oprogramowania kategorii wielkosci
guza pacjentki moze negatywnie wptyna¢ na wynik ROR i klasyfikacje
ryzyka (np. przesuniety wynik ROR i/lub btedna klasyfikacja).

W przypadku niewtasciwego wpisania do oprogramowania stanu
weztdw pacjentki mozliwe jest nieprawidtowe zgtoszenie wyniku testu
(np. nieprawidtowa klasyfikacja ryzyka).

W oznaczeniu Prosigna nie uzywac¢ RNA niedostatecznejjakosci lub ilosci,
badz probek guza z niedostateczng powierzchnig guza lub budowie
komorkowej. Oznaczenie Prosigna moze nie méc uzyskac prawidtowego
wyniku i zamiast tego zgtosi¢ niepowodzenie oznaczenia.

OGOLNE UWAGI DOTYCZACE STOSOWANIA

1.

S

Oznaczenie jest przeznaczone do stosowania wytacznie na materiatach
utrwalonej formaling i zatopionej w parafinie (FFPE) tkanki raka piersi
pobranych chirurgicznie, nie jest przeznaczone do stosowania na tkance
Swiezej, mrozonej lub innej niz rak piersi.

Do wykonania oznaczenia wymagane s informacje o rozmiarze guza
pacjentki oraz stanie weztow.

Uzywac jatowych, jednorazowych koncéwek pipet,
przetwarzania unikna¢ zanieczyszczenia odczynnikow
drobnoustrojami i nukleazami.

Wyizolowane probki RNA, ktére nie sa poddawane aktywnej obrébce
przechowywac w tazni lodowej.

Do blokéw grzejnych wymagane sg skalibrowane termometry.

Nie uzywac elementow zestawu w przypadku odebrania uszkodzonego
zestawu.

W ramach standardowych procedur laboratoryjnej kontroli jakosci zaleca
sie stworzenie kontroli klinicznych (np. dla kategorii ryzyka) i stosowanie
ich przez laboratoria stosujgce oznaczenia Prosigna w celu zapewnienia
doktadnosci wynikéw w czasie.

aby podczas
lub prébek

Przetwarzanie tkanki

1.

Jesli otaczajaca guz tkanka prawidtowa/tkanka inna niz nowotworowa
nie zostanie prawidtowo usunieta podczas preparowania, moze to
doprowadzi¢ do niedoszacowania ryzyka podczas przetwarzania tkanki
z powodu nizszego wyniku ROR zgtoszonego lekarzowi.

Jesli podczas izolacji RNA nie zostanie prawidtowo usuniete ludzkie DNA
genowe, moze to doprowadzi¢ do wyzszego wskaznika niepowodzen
ze wzgledu na stabszy sygnat oznaczenia lub przeszacowania ryzyka
z powodu wyzszego wyniku ROR zgtoszonego lekarzowi.

Wszystkie niewybarwione skrawki tkanki powinny zosta¢ zatopione
na dodatnio natadowanych szkietkach mikroskopowych, aby uniknac
oderwania podczas przetwarzania tkanki.

W przypadku materiatdw wymagajacych wielu preparatéw wszystkie
preparaty muszg zostac przetworzone razem.

Zatopione w preparatach skrawki tkanek moga ulec degradacji
w przypadku przechowywania dtuzej niz 9 miesiecy w suchym srodowisku.
Aby unikng¢ skazenia, roztwor roboczy 3% glicerolu nalezy wymieniac
co tydzien lub jesli roztwor zmetnieje.



7. Aby uniknac¢ pogorszenia jakosci probki zawartosé ptuczkiz D-limonenem
nalezy wymienia¢ po przetworzeniu 4 zestawodw preparatow, a etanol
(EtOH) i D-limonen w drugim barwiaczu po przetworzeniu 8 zestawéw
preparatow.

8. Zachowac¢ ostroznos¢ przy obrysowywaniu obszaru nowotworu
na niewybarwionym preparacie i usuwaniu tkankiinnej niz nowotworowa,
aby nie dopusci¢ do uszkodzenia tkanki nowotworowej.

9. Ostroznie postepowac ze skalpelem podczas preparowania.

10. Do kazdej przetwarzanej probki tkanki nalezy uzywac nowego ostrza.

1. W 10% SDS czesto dochodzi do powstawania osadu w temperaturze
pokojowej - w takiej sytuacji odczynnik nalezy podgrzac do temperatury
37°C, do rozpuszczenia osadu*.

12. Nowe serie/partie zestawdw do izolacji RNA nalezy przetestowac wzgledem
specyfikacji zestawu do izolacji, aby zakwalifikowac¢ nowe serie zestawdw do

testowania probek pacjentéw (szczegdtowe informacje, patrz punkt 11.5).
*Do zestawu do izolacji RNA Roche FFPET RNA Isolation Kit wymagany, ale nie dostarczany
jest 10% SDS.

5.2 Wykonanie oznaczenia Prosigna

1. Dopilnowa¢ prawidtowego wprowadzenia do oprogramowania
kategorycznej wielkosci guza pierwotnego.

2. Dopilnowa¢ prawidtowego wprowadzenia do oprogramowania stanu
weztdw pacjentki.

3. Upewnic¢ sie, ze blok grzewczy z ogrzewana pokrywa wymagany
do hybrydyzacji spetnia specyfikacje i jest rutynowo kalibrowany.

4. Uzywac¢ wylacznie materiatéw  eksploatacyjnych  dostarczanych
z zestawem Prosigna. Zostaty one zaprojektowane specjalnie do pracy
z urzadzeniem nCounter Prep Station i analizatorem cyfrowym nCounter.

5. Jesli bufor hybrydyzacyjny byt przechowywany w niskiej temperaturze
i zaobserwowano osad, nalezy ogrzac probdéwki w temperaturze 37°C do
rozpuszczenia soli.

6. Elementéw oznaczenia nie wolno mieszac energicznie lub mieszadtem
wirowym, poniewaz moze to uszkodzi¢ odczynniki. Mieszanie nalezy
wykonac za pomoca pipety.

7. Nie wirowa¢ zestawu sond Reporter CodeSet z przyspieszeniem
wiekszym niz 3000 x g przez wiecej niz 10 sekund. Nie uzywac opcji
wirowania pulsacyjnego wirdwki. Moze to spowodowac wytracenie
odczynnikow zestawu CodeSet.

8. Reakcje hybrydyzacji nalezy utrzymywac w temperaturze 65°C do czasu,
az beda gotowe do przeniesienia do urzadzenia Prep Station. Ustawienie
bloku grzejnego na zejscie do temperatury 4°C lub umieszczenie
probek na lodzie na zakonczenie hybrydyzacji moze doprowadzi¢ do
hybrydyzacji krzyzowej, mogacej ujemnie wptynac na wyniki oznaczenia.

9. Niedoprowadzenie paskéw probowek do temperatury 65°C w ciggu
15 minut od dodania zestawu Capture ProbeSet moze doprowadzi¢ do
hybrydyzacji krzyzowej, mogacej ujemnie wptynac na wyniki oznaczenia.

10. Nierozpoczecie przetwarzania w urzadzeniu Prep Station w ciggu
15 minut od wyijecia prébek z temperatury 65°C moze doprowadzi¢ do
hybrydyzacji krzyzowej, mogacej ujemnie wptynac¢ na wyniki oznaczenia.

1. Nalezy dopilnowac szczelnego zamkniecia pokrywek paska probowek
przed hybrydyzacjg w bloku grzejnym, aby zapobiec parowaniu, ktére
mogtoby ujemnie wptynac na wyniki oznaczenia.

6 INFORMACJE DOTYCZACE SZKOLEN

Oznaczenie jest przeznaczone do wykonywania przez profesjonalnych operatoréw
przeszkolonych w ztozonych technikach biologii molekularnej, zgodnie z miejscowymi
przepisami. W celu uzyskania informacji dotyczacych szkolert w zakresie wykonywania
Oznaczenia Prosigna nalezy skontaktowac sie z firma Veracyte.

7 POSTEPOWANIE Z ODPADAMI

Szczegdtowe informacje dotyczace postepowania z odpadami zamieszczono
w Podreczniku uzytkownika systemu analizy nCounter oraz w instrukcjach
odczynnikow stosowanych w procedurach IVD.

Postepowanie z odpadami oraz szczegot dotyczace odczynnikéw do ekstrakeji RNA,
patrz instrukcja obstugi wybranego zestawu do ekstrakcji RNA.

8 PRZECHOWYWANIE | SPOSOB POSTEPOWANIA
(ODCZYNNIKI)

Data waznosci dla wszystkich elementdw zestawu oznaczenia znajduje sie na etykiecie
z kodem kreskowym dostarczonej z opakowaniem CodeSet oraz na zewnetrznym
oznakowaniu opakowania dla wszystkich elementow zestawow Prosigna.

* Elementy opakowania Prosigna CodeSet (zestaw Prosigna Reporter
CodeSet, zestaw Prosigna Capture ProbeSet i probka referencyjna
Prosigna RNA Reference Sample) muszg by¢ przechowywane
w temperaturze -80°C lub nizszej.

+  Kasety nCounter musza by¢ przechowywane w temperaturze -20°C
lub nizszej.

*  Ptytki nCounter Prep Plates muszg by¢ przechowywane w
temperaturze 4°C (2-8°C).

* Elementy zestawu nCounter Prep Pack musza by¢ przechowywane
w temperaturze pokojowej, 15°C-25°C.
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9 URZADZENIA WYMAGANE DO WYKONANIA
OZNACZENIA PROSIGNA

System analizy nCounter (numer katalogowy NCT-SYST-DX) (zawiera
oba instrumenty ponizej)
o0 urzadzenie nCounter Prep Station 5s
(numer katalogowy NCT-PREP-STATION-FLEX)
o analizator cyfrowy nCounter 5s
(numer katalogowy NCT-DIGITAL-ANALYZER-FLEX)

Dodatkowe informacje, patrz Podrecznik uzytkownika systemu analizy IVD
nCounter.

10 ODCZYNNIKI | WYPOSAZENIE WYMAGANE,
LECZ NIE DOSTARCZANE

10.1 Materiaty

1.

©ONOUTAGN

XIS

14.

Zestaw do izolacji RNA z FFPE (w przypadku niekorzystania z zestawu
Roche FFPET RNA isolation kit lub zestawu Veracyte FFPE RNA Extraction
Kit nabytego w firmie Veracyte, patrz punkt 1.5 odnosnie wymagan
dotyczacych zestawu do izolacji)

Hematoksylina i eozyna (H+E)

Dodatnio natadowane szklane szkietka mikroskopowe

Srodek czyszczacy D-limonen (do zastosowan histologicznych)

100% etanol (bezwodny), klasy czystosci ACS (stezenie nie nizsze niz 99,5%)
Glicerol, do stosowania w biologii molekularnej

Woda niezawierajgca nukleaz, do stosowania w biologii molekularnej-?
10% SDS, do stosowania w biologii molekularnej'

10% izopropanol?

. Probowka stozkowa 50 m?

Zyletki (lub skalpele jednorazowe)

Jednorazowe ostrza do mikrotomu

Probowki do mikrowirdwki, 0,5 ml z zakretka'i1,5 lub 1,7 ml gtadkoscienne,
wolne od RNazy.

Wolne od RNazy koncowki do mikropipet z barierg aerozolowa.

'Materiaty wymagane, ale nie dostarczone z zestawem do ekstrakcji RNA Roche FFPET RNA
Isolation Kit.

“Materiaty wymagane, ale nie dostarczone z zestawem d ekstrakcji RNA Veracyte FFPE RNA
Extraction Kit i wymienione réwniez w instrukcji obstugi zestawu Veracyte.

10.2 Wyposazenie

SEGESININES

~

NSRS

Mikrotom

taznia wodna (40°C)

Ogrzewacz do preparatéw (45°C)

Statyw do suszenia szkietek mikroskopowych

Mikropipety: 2 pl, 20 pl, 200 pl i 1000 pl

Miniaturowa wirdowka z wirnikiem na paski probowek 0,2 ml
i standardowym wirnikiem mikrowiréwkowym na probowki 1,5/2,0 ml
Standardowa mikrowirowka blatowa z wirnikiem o statym kacie
mieszczacym probdéwki wirdwkowe 1,5 ml

Prostokatne barwiacze szklane z pokrywkami (szacunkowe wymiary
wewnetrzne 91 x 71 x 60 mm (3,6 x 2,8 x 2,4 cala)), wymagane 3 sztuki
Statyw na preparaty (mieszczacy do dziesieciu szkietek 75 x 25 mm
(3x1cal)

. Suchy blok grzejny, stacjonarny*

Blatowe mieszadto wibracyjne do probdwek mikrowirdwkowych
Cylinder miarowy (sugerowana wielkos¢: 100-250 ml)

Igta do preparowania lub peseta do szkietka nakrywkowego (zagieta, nie
zebrowana)

Skalibrowane termometry (obejmujace zakres temperatur od 55°C
do 80°C)

Spektrofotometr UV-VIS z mozliwoscig pomiaru mikro-objetosci (patrz
specyfikacja ponizej)

Blok grzejny z ogrzewanga pokrywa (patrz specyfikacja ponizej)
Wiréwka z ptytowym adapterem do mikroptytek (patrz specyfikacja
ponizej)

Barwiacz Coplina

*Sprzet wymagany do ekstrakcji RNA za pomoca zestawdw Roche FFPET RNA Isolation Kit oraz
Veracyte FFPE RNA Extraction Kit.

10.3 Specyfikacja wyposazenia

Tabela 1: Petnozakresowy spektrofotometr UV-VIS z mozliwosciag pomiaru mikro-objetosci do
pomiaru ilosci kwaséw nukleinowych

Cechy Parametry

Zakres objetosci probki 1-2 ul

Droga optyczna Tmm

Zakres dtugosci fal 260-280 nm

Doktadnos¢ lub btad dtugosci fali +1nm

Rozdzielczos¢ widmowa lub szerokos¢ pasma | Mniejsza lub rowna 4 nm

Precyzja pomiaru absorbancji lub losowy 0,003 (przy drodze optycznej T mm)
btad fotometru

Limit detekcji 5ng/ul RNA

Maksymalne stezenie >1000 ng/ul RNA




Tabela 2: Spektrofotometr fotodiodowy UV-VIS z mozliwoscia pomiaru mikro-objetosci

do pomiaru ilosci kwaséw nukleinowych

Cechy Parametry
Zakres objetosci probki 1-2 pl

Droga optyczna 0,5mm
Zakres dtugosci fal 2601280 nm

Rozdzielczos¢ widmowa

Mniejsza lub réwna 8 nm

Doktadnos¢ pomiaru absorbancji

3% (przy 1,05 Abs dla 260 nm)

Limit detekgji

4 ng/ul RNA

Maksymalne stezenie

>1000 ng/ul RNA

Tabela 3: Blok grzejny z ogrzewana pokrywa do hybrydyzacji oznaczenia

7.

Do wykonania testu zaleca sie taczng powierzchnie guza wiekszg od
100 mm?. Tabela ponizej ilustruje zalecang liczbe preparatdéw na podstawie
powierzchni guza zmierzonej na preparacie wybarwionym H+E.

Jesli procedura przegladu tkanki wykaze, ze bloczek guza zawiera
niedostateczng powierzchnie guza lub niedostateczng liczbe komorek
nowotworowych, mozna poddac ocenie inny bloczek z tego samego
guza. Jesli brak bloczkéw FFPE zawierajagcych dostateczng ilos¢
tkanki nowotworowej, nie nalezy wykonywac¢ Oznaczenia Prosigna.
Nalezy wzig¢ pod uwage, ze dla guzéw o powierzchni ponizej 20 mm?
najprawdopodobniej nie zostang spetnione wymagania dotyczace ilosci
wejsciowego RNA.

Tabela 5: Zalecana liczba preparatéw w zaleznosci od powierzchni guza

Cechy

Parametry

Budowa bloku grzejnego

dostarczane jako element zestawu nCounter Prep Pack.

(okreslane rowniez jako ,szybkie” bloki do termocyklera).

(np. probdéwki 0,1 ml, 1,5 ml) nie sa kompatybilne.

«  Musi utrzymywac temperature z doktadnoscig + 1°C przy 65°C.

Musi miesci¢ standardowe, oznaczone paski probowek 12 x 0,2 ml

°  Bloki grzejne zaprojektowane do niskich (Low Profile, LP)
iwysokich (High Profile, HP) probdwek nie sa kompatybilne

°  Bloki grzejne zaprojektowane do innych typdéw probdwek

*  Bok musi by¢ programowany do utrzymywania temperatury 65°C.

Budowa pokrywy grzejnej |«

Dopuszczalne sg pokrywy o statej lub regulowanej wysokosci
Pokrywa musi  by¢ programowana do
temperatury 70°C.

utrzymywania

Tabela 4: Wiréwka z uchwytem na mikroptytki do wirowania ptytek nCounter Prep Plates

Cechy

Parametry

Predkos¢ wirowania

Minimum 2000 x g

Wirniki Wirnik horyzontalny 4 x 750 ml z uchwytami na mikroptytki
(lub odpowiednik) mieszczacymi mikroptytki 96-dotkowe
w formacie SBS.

Tryby Tryby przyspieszania/hamowania

11 POBIERANIE | PRZYGOTOWANIE MATERIALU

1.1

Wymogi dotyczace materiatu tkankowego i przegladu
patologicznego

1. Prosigna Breast Cancer Prognostic Gene Signature Test Prosigna
powinno by¢ wykonywane na utrwalonych w formalinie, zatopionych w
parafinie (FFPE) materiatach tkanki raka piersi z dodatnimi receptorami
hormonalnymi, okreslonych przez patologa jako nalezace do jednego z

nastepujgcych typow inwazyjnego raka piersi:
a. inwazyjny rak przewodowy,
b. inwazyjny rak zrazikowy,

c. inwazyjny rak o cechach przewodowych i zrazikowych (,rak typu

mieszanego”),

d. rak bez okreslonego typu histologicznego (no special type, NST)

lub nie okreslony inaczej (not otherwise specified, NOS).

2. Patolog powinien wybra¢ do testu bloczek FFPE guza o najwiekszej

powierzchni zywotnego inwazyjnego raka piersi.

3. Test wymaga niewybarwionych skrawkéw  tkanki

H+E preparatu z bloczka FFPE guza.

4. Zaleca sie, by skrawki tkanki do przetworzenia w oznaczeniu zostaty
wyciete przylegle do skrawka tkanki wycietego do wybarwienia H+E,
w celu zapewnienia, by obszar guza zidentyfikowany na preparacie
wybarwionym H+E byt reprezentatywny dla obszaru guza na preparatach

niewybarwionych.

5. Patolog musi obrysowac rejon zywotnego inwazyjnego raka piersi
na preparacie H+E, wykluczajac otaczajgca go tkanke nie nowotworowa.
6. Patolog lub przeszkolony technik laboratoryjny musi oszacowac budowe
komaorkowa i pole powierzchni guza w obrysowanym obszarze preparatu

wybarwionego H+E.

a. Procent komdérek nowotworowych na preparacie wybarwionym

H+E musi wynosic¢ > 10%.

b. Powierzchnia guza obrysowanego na preparacie wybarwionym

H+E musi wynosi¢ > 4 mm?2.

*Nalezy pamietac, ze udziat procentowy liczby komaorek rakowych
dotyczy udziatu procentowego zywych komdrek rakowych w

obrebie zakreslonego obszaru wystepowania nowotworu.
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zatopionych
na szkietkach do przetworzenia oraz odpowiadajacego im, wybarwionego

Powierzchnia guza zmierzona na preparacie wybarwionym | Liczba niewybarwionych
H+E (mm?) preparatéw
4-19 6
20-99 3
>100 1

1.2 Pobieranie i przechowywanie materiatu

1.

Pobieranie prébek i utrwalanie w formalinie, postepowanie
i przechowywanie bloczku FFPE guza oraz wysytka preparatéw
tkanki FFPE zatopionej na szkietkach moga sie odbywac¢ zgodnie
ze standardowymi procedurami laboratorium.

Skrawki tkanki FFPE zatopione w preparatach musza by¢ przechowywane
zgodnie ze standardowymi procedurami laboratorium. W przypadku
przechowywania przez dtuzszy czas (> 30 dni) preparaty muszg byc
przechowywane w osuszanym srodowisku muszg zostac przetworzone
W Ciggu 9 miesiecy, aby zapewnic jakos¢ wynikéw testu.

11.3 Przygotowanie preparatu

1

N -

3.
4.
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1.

. Zajmujac  sie

Za pomoca mikrotomu odcig¢ skrawek grubosci 4-5 pm do barwienia H+E.
Za pomoca mikrotomu odcig¢ skrawki grubosci 10 um do wykorzystania
W 0znaczeniu Prosigna.

Umiescic skrawki w tazni wodnej o temperaturze 40°C.

Nanies¢ skrawki na dodatnio natadowane szkietka mikroskopowe.
Poczekac, az preparaty wyschna na powietrzu.

Suszyc preparaty przez noc w temperaturze 45°C.

Przetwarzanie preparatu

Przygotuj 3% roztwor roboczy glicerolu przez zmieszanie 1,5 glicerolu
z 485 ml wody do zastosowan w biologii molekularnej, wolnej od
nukleaz. W razie potrzeby odpowiednio przeskaluj ilosci. Wlej roztwér do
barwiacza Coplina do przetworzenia preparatéw.

Wlej okoto 200-250 ml srodka czyszczacego D-limonen do dwoch
barwiaczy upewniajac sie, ze preparaty w statywie na szkietka beda
catkowicie zanurzone.

Wilej okoto 200-250 ml bezwodnego etanolu (EtOH) do trzeciego
barwiacza.

Wtoz niewybarwione, osadzone na szkietkach skrawki tkanki do statywu
na szkietka.

WtézZ statyw z preparatami do pierwszego barwiacza z D-limonenem
i delikatnie poruszaj statywem przez 10-15 sekund. Zostaw statyw w
pierwszym barwiaczu z D-limonenem na 1-2 minuty (tgcznie).

Przenies statyw z preparatami z pierwszego barwiacza z D-limonenem
do drugiego barwiacza z D-limonenem. Delikatnie poruszaj statywem
przez 10-15 sekund. Zostaw statyw w drugim barwiaczu z D-limonenem
na 2 minuty (facznie). Upewnij sie, ze parafina zostata usunieta, jesli tak
nie jest, zostaw statyw w drugim barwiaczu z D-limonenem na okoto
minute dtuzej.

Przenies statyw z preparatami z drugiego barwiacza z D-limonenem do
ptuczki z EtOH. Delikatnie poruszaj statywem przez 10-15 sekund i wyjmij
po 2 minutach.

Zostaw preparaty na powietrzu do wyschniecia przez 5-10 minut lub
az beda catkowicie suche, a tkanka nabierze biatego koloru (moze to
potrwac dtuzej, w zaleznosci od wielkosci tkanki).

Obrysuj powierzchnie guza na tylnej stronie niewybarwionego(-ych)
preparatu(-ow) przez dopasowanie ich do wtasciwego preparatu
wybarwionego H+E i przeniesienie obrysu.

jednym preparatem na raz nawodnij tkanke na
obrysowanym, niewybarwionym preparacie przez zanurzenie szkietka
w 3% roztworze glicerolu.

Usurinadmiar glicerolu ze szkietka za pomocg chusteczek laboratoryjnych.
Przy przetwarzaniu wielu preparatow uzytkownik moze pozostawic¢
preparaty do schniecia na statywie, a w tym czasie zaja¢ sie
nawadnianiem kolejnych.

Za pomocg zyletki lub skalpela zdrap i wyrzu¢ tkanke inng niz
nowotworowa otaczajaca obrysowany obszar guza.

Trzymajac dtonig jeden koniec szkietka i opierajgc drugi na twardej
powierzchni pod katem 45 stopni zbierz wypreparowang tkanke guza
brzegiem zyletki. Podczas zbierania tkanka powinna tatwo ,zwingc¢ sie”
na ostrze.



15. Powtdrz powyzszy krok dla kazdego preparatu z tego samego materiatu.
Uwaga: Tym samym ostrzem mozna zebra¢ wiele niewybarwionych
preparatéw z jednego materiatu FFPE.

16. Delikatnie zsun skrawki tkanki z tego samego materiatu do opisanej
probowki mikrowirdéwkowej 1,5 ml.

17. Jesli ja stosujesz, miedzy poszczegdlnymi probkami tkanki oczysc
igte do preparowania lub pesete przez zanurzenie na kilka sekund
w D-limonenie i wysuszenie.

1.5 lzolacja RNA

Firma Veracyte zaleca uzycie zestawu do izolacji Roche FFPET RNA Isolation
Kit lub Veracyte FFPE RNA Extraction Kit, ktére zostaty zweryfikowane do
stosowania z oznaczeniem Prosigna.

Mozliwe jest uzycie z oznaczeniem Prosigna innych zestawdw do izolacji RNA, jesli
umozliwiajg ekstrakcje RNA z naniesionych na szkietka skrawkow tkanki FFPE raka
piersi przy spetnieniu nastepujacych parametréw:

Tabela 6: Specyfikacja zestawu do izolacji RNA

Metryka Test lub pomiar Parametry
Stezenie RNA Gestosc optyczna przy 260 nm [ >12.5 ng/ul
Catkowita objetos¢ RNA (uL) | kaczna wymyta objetosc >12ul

Stosunek gestosci optycznej przy
Czystos¢ RNA 260 nm do gestosci optycznej 17-2,3

przy 280 nm (OD 260/280 nm)
Zanieczyszczenie DNA Zawarto_s’c’ genowego DNA w <1ng/ul

wymytej probce RNA

o >90% wyizolowanych
Integralnos¢ RNA i?/\zfé\agvc:éryncﬁrf?;vgmentc’)w RNA fragmenE/OW RNA rrywusw miec
dtugosc > 100 nukleotydow

Przestroga: jezeli w potaczeniu z oznaczeniem Prosigna stosowane jest
alternatywna procedura izolacji, przed rutynowym wdrozeniem nalezy w petni
zwalidowac ten konkretny przebieg pracy.

Procedura izolacji RNA dla zestawu do izolacji RNA Roche FFPET Isolation Kit:

- Jesli stosowany jest zestaw Roche FFPET RNA Isolation Kit, nalezy przestrzega
okreslonych nizej opisanych instrukcji producenta dotyczacych izolacji RNA.

- Jesli stosowany jest zestaw Veracyte FFPE RNA Extraction Kit, nalezy przestrzegac
instrukcji dostarczonych przez firme Veracyte, a nastepnie kontynuowac zgodnie
z punktem 11.6

- Jezeli stosowana jest alternatywna metoda ekstrakcji, nalezy przestrzegac
zwalidowanego protokotu lub protokotu podanego przez producenta, a nastepnie
kontynuowac zgodnie z punktem 11.6.

Kazda seria zestawu do ekstrakcji RNA wyprodukowana przez firmy Roche
Veracyte jest zakwalifikowana do dawania probek RNA spetniajacych wstepnie
zdefiniowane specyfikacje do diagnostycznych oznaczen ekspresji gendw.
Instrukcje odpowiedniego przechowywania, bezpieczenstwa i postepowania
patrz arkusz metody / instrukcja obstugi wybranego zestawu do ekstrakcji RNA.

Przygotowanie roztworow roboczych dla zestawu do izolacji RNA Roche FFPET
Isolation Kit

1. Przed przejsciem do trawienia tkanki oraz izolacji RNA przygotuj
roztwory robocze:

Przygotowanie roztworéw roboczych

Odczynnik Procedura

Bufor ptuczacy Wash Buffer | | Dodaj 15 ml 100% etanolu, gotowy bufor WBI
(WBI)* przechowuj w temperaturze od +15 do +25°C.
Bufor ptuczacy Wash Buffer Il | Dodaj 80 ml 100% etanolu, gotowy bufor WBII
(WB2)* przechowuj w temperaturze od +15 do +25°C

Rozpusc liofilizowany odczynnik Proteinase K w

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

(PK) Przygotuj porcje 600 pl, opisz i przechowuj porcje

w temperaturze od -15 do -25°C.
Rozpusc liofilizowany odczynnik DNase | w 740 pl
buforu Reagent Preparation Buffer (RPB).

Enzym DNase |
(DNase ) Przygotuj porcje 50 pl, opisz i przechowuj porcje

w temperaturze od -15 do -25°C.

Uwaga: Pozycje oznaczone gwiazdkg (*) nie sg wymagane do czasu
po trawieniu tkanki.

Trawienie tkanki dla zestawu do izolacji RNA Roche FFPET Isolation Kit

1. RozmroZ wystarczajaca liczbe porcji enzymu Proteinase K (PK). Po
rozmrozeniu przechowuj porcje na lodzie do czasu, az beda gotowe do
uzycia.

Uwaga: Jedna porcja PK o objetosci 600 pl zawiera dosc proteinazy K na
4 trawienia tkanki.

2. Do probdéwek z tkanka dodaj 100 ul odczynnika Tissue Lysis Buffer (TLB),
16 ul'10% SDS 1120 pi roztworu roboczego Proteinase K.

3. Wymieszaj probdéwki z tkankg mieszadtem wirowym przez kilka sekund a
nastepnie odwiruj krétko.

4. Inkubuj w temperaturze 55°C przez noc (12-23 godziny).
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Izolacja RNA dla zestawu do izolacji RNA Roche FFPET Isolation Kit
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Skontroluj wzrokowo probdwki z prébkami w celu stwierdzenia, czy

tkanka zostata catkowicie strawiona. Catkowicie strawiony materiat

bedzie wygladat na przejrzysty i nie bedzie zawierat w roztworze tkanki,

lub tylko niewielka jej ilos¢.

a. jesli trawienie jest petne, przejdz do nastepnego kroku.

b. jesli trawienie jest niepetne, dodaj 20 pl dodatkowego odczynnika
Proteinase K i inkubuj przez dodatkowa godzine.

Krétko odwiruj wszystkie probki (< 30 sekund w miniwiréwce).

Inkubuj prébki w temperaturze 80°C przez 15 minut.

Przygotuj lub rozmroZ wystarczajaca liczbe porcji enzymu DNase.

Po rozmrozeniu przechowuj porcje na lodzie do czasu, az beda gotowe

do uzycia.

Uwaga: Jedna porcja odczynnika DNase o objetosci 50 ul zawiera dosc

DNazy na 4 izolacji RNA.

Rozciencz enzym DNase w buforze DNase Incubation Buffer (DIB)

llos¢ wymagana dla N (liczba) izolacji RNA wynosi: (N+1) x 90 pl

DNase Incubation Buffer + (N+1) x 10 ul DNase. Rozcierczony roztwor

odczynnika DNase przechowuj na lodzie do uzycia.

Do kazdej probki dodaj 325 ul buforu Paraffin Binding Buffer (PBB) oraz

325 ul bezwodnego etanolu i wymieszaj pipetujac.

Odwiruj krétko wszystkie probki (< 30 sekund w miniwiréwce).

Zatdz probowke filtrujaca High Pure Filter Tube na probdwke zbiorcza

High Pure Collection.

Przepipetuj probke do gérnego zbiorniczka probdwki filtrujacej unikajac

pobierania pozostatosci tkanki.

. Odwiruj przez 30 sekund przy 6000 x g.

Zatéz proboéwke filtrujaca High Pure Filter Tube na nowa probdéwke
zbiorczg High Pure Collection (odrzuc¢ poprzednig probdéwke zbiorcza
zZawierajaca przesacz).

Odwiruj przez 2 minuty przy 16 000 x g do catkowitego osuszenia wetny
filtracyjnej.

Zatéz probéwke filtrujgcg High Pure Filter Tube na nowa probdéwke
zbiorcza High Pure Collection (odrzuc¢ poprzednig probowke zbiorczg
zawierajaca przesacz).

Dodaj 100 ul rozcienczonego roztworu DNase do wetny filtracyjnej
probowki High Pure Filter Tube i inkubuj przez 15 minut w temperaturze
od +15 do +25°C.

Dodaj 500 pl roztworu roboczego Wash Buffer | (WBT) do wetny filtracyjnej
High Pure, odwiruj przez 20-30 sekund przy 6000 x g, odrzu¢ przesacz.
Dodaj 500 pl roztworu roboczego Wash Buffer Il (WB2) do wetny filtracyjnej
High Pure, odwiruj przez 20-30 sekund przy 6000 x g, odrzu¢ przesacz.
Dodaj 500 pl roztworu roboczego Wash Buffer Il (WB2) do wetny filtracyjnej
High Pure, odwiruj przez 20-30 sekund przy 6000 x g, odrzu¢ przesacz.
Odwiruj przez 2 minuty przy 16 000 x g do catkowitego osuszenia wetny
filtracyjnej.

Wtéz probowke High Pure Filter Tube do opisanej
mikrowiréwkowej 1,5 lub 1,7 ml, wolnej od RNazy.

probowki

. Dodaj 30 pl buforu Elution Buffer (EB) na srodek wetny filtracyjnej

High Pure.
Inkubuj przez 1 minute w temperaturze od +15 do +25°C.

. Odwiruj przez 1 minute przy 6000 x g do wymycia RNA z kolumny.

Usun i wyrzuc probéwke filtracyjng High Pure.

Odwiruj RNA wymyte do probdéwki zbiorczej przez 2 minuty przy
maksymalnej predkosci.

Przenie$ nadsgcz do proboéwki 0,5 ml z zakretka (bez poruszania
znajdujacych sie na dnie oryginalnej probowki widkien szklanych, ktére
mogty zosta¢ wymyte z wetny filtracyjnej).

Pomiar stezenia i jako$ci RNA

1.

Zmierz stezenie wyizolowanego RNA tego samego dnia roboczego
(przechowuj w temperaturze od +2 do +8°C) lub zamroz w temperaturze
-70°C lub nizszej do uzycia.

Zmierz absorbancje (gestos¢ optyczna, OD) przy 260 i 280 nm 2 pl
wyizolowanego DNA uzywajagc spektrofotometru  spetniajacego
wymagania okreslone punkcie 10.3 Specyfikacja wyposazenia. Unikaj
pipetowania 2 pl z dna probdéwki zrédtowej na wypadek, gdyby pozostaty
w niej witdkna szklane, ktérych obecnos¢ wptynie na odczyt absorbancji.
W celu zmierzenia stezenia RNA postepuj zgodnie z instrukcjg obstugi
producenta spektrofotometru.

Jesli jakas préobka nie spetni warunkéw minimalnej czystosci lub
stezenia RNA (tabela 6), odwiruj probowke z prébka przez 1 minute
przy maksymalnej predkosci (> 10 000 x g), umies¢ probdwke na
lodzie i powtdrz pomiar. Jesli prébka nadal nie spetnia warunkéw
czystosci lub stezenia, probka RNA nie nadaje sie do analizy w ramach
procedury Oznaczenia Prosigna. Nie uzywaj w Oznaczeniu Prosigna RNA
o niedostatecznej ilosci lub jakosci.



5. W przypadku, gdy nie s spetnione minimalne wymagania dotyczace
stezenia lub czystosci (tabela 6), procedure ekstrakcji RNA mozna
powtdrzyc. Uzytkownik moze dokonac izolacji dodatkowych preparatéw
z tego samego bloczka FFPE Iub wybrac inny bloczek pochodzacy od
tego samego pacjenta.

6. Jesli stezenie RNA przekracza 250 ng/ul, przed wykonaniem
hybrydyzacji w ramach oznaczenia nalezy je rozcienczy¢ woda
do zastosowan w biologii molekularnej niezawierajgcg RNazy, do stezenia
docelowego 200 ng/ul. Uzyj zapisanego wyniku OD stosunku 260/280
nierozcienczonej probki do okreslenia, czy rozcienczona probka spetnia
wymogi minimalnej czystosci RNA. Wartos¢ stosunku OD nie moze by¢
nizsza od 1,7.

7. Jesli oznaczenia Prosigna nie mozna wykonac tego samego dnia, zamroz
RNA w temperaturze -70°C lub nizszej.

1.7 Procedura wykonania oznaczenia

Niniejsza procedura oznaczenia zawiera opis krokéw wymaganych do wykonania
Oznaczenia Prosigna za pomocg systemu analizy nCounter. Kroki te mozna
podsumowa¢ w nastepujgcych kategoriach wykonywanych w ciggu dwdch
kolejnych dni:

Dzien pierwszy
+ Konfiguracja wpisu identyfikatora zestawu barwienia (Run Set
Identification, RSID) w aplikacji internetowe;.
* Przygotowanie hybrydyzacji RNA z zestawem Prosigna CodeSet
(przygotowanie 30 minut, hybrydyzacja 15-21 godzin).
Dzien drugi
*  Przygotowanie i pomiar w urzadzeniu Prep Station (przygotowanie
20 minut, barwienie 2-3 godziny, w zaleznosci od liczby przetwarzanych
probek).
*  Przygotowanie i przeskanowanie kasety w analizatorze cyfrowym
(przygotowanie 5 minut, skanowanie 2,5-4,5 godzin na Kasete,
w zaleznosci od liczby przetwarzanych préobek).
«  Pobranie raportu (30 minut).

Wybor prébki pacjenta i przygotowanie partii

1. Okresl prébki pacjenta, ktére zostang przebadane w ramach pomiaru.
W jednej partii mozna umiesci¢ do 10 probek.

a. Kazda probka w partii zostanie przydzielona do unikalnej pozycji

w 12-dotkowympasku probdéwek uzywanym do hybrydyzacji.

Pozycja zostanie zarejestrowana jako element ,Run Set ID”

(Identyfikator zestawu barwienia) w urzadzeniu (identyfikator

wprowadzany przez oprogramowanie internetowe). Zwrdé

uwage, ze pozycje 1 i 2 sg zarezerwowane dla probek
referencyjnych, a pozycje 3-12 dla probek RNA guza.

b. Zataczona ilustracja przedstawia widok z gory (1) i z boku (2) na
pasek probéwek. Paski probdwek sa niesymetrycznie oznaczone
miedzy dotkami reakcyjnymi 112 (A) oraz 819 (B), aby utatwic
zachowanie kolejnosci prébek podczas przetwarzania. Paski
probowek majg rowniez wciecia miedzy dotkami reakcyjnymi
617 (C), aby utatwic rozciecie paska konieczne, by umozliwi¢
zastosowanie standardowych adapteréw wiréwkowych.

Rysunek 6: llustracja oznaczonych paskéw probowek
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2. Oblicz ilos¢ RNA i wody (jesli wymagane), ktore nalezy dodac do reakgcji
hybrydyzacji dla kazdej probki w partii.
a. Zalecanailos¢ RNA do oznaczenia wynosi 250 ng. Dopuszczalny
zakres ilosci wejsciowego RNA do hybrydyzacji wynosi
125-500 ng.
b.  Wylicz objetosc¢ (w mikrolitrach) probki RNA, jakg nalezy dodac
do reakcji hybrydyzacji przez podzielenie ilosci wprowadzanego
RNA (np. 250 ng) przez zmierzong objetosc.
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c. Jedliwyliczone stezenie probki wynosi od 12,5 ng/ul do 25 ng/ul,
dodaj maksymalna objetosc 10 pl.

d. W przypadku probek, ktére wymagaja objetosci mniejsze niz
10 pl, wylicz objetos¢ wody wymagang do uzyskania tacznej
objetosci prébki wynoszacej 10 pl.

Przyktad: Dla probki o zmierzonym stezeniu RNA wynoszacym

85 ng/ul, do tacznej masy 250 ng wymagane jest 2,9 ul probki

oraz 7] ul wody do uzyskania tacznej objetosci 10 ul, zanim zostana

dodane pozostate odczynniki. W réwnaniu: 250 ng + 85 ng/ul = 2,9 ul

Rejestracja i przetwarzanie prébki

Uzytkownik utworzy unikalny ,Run Set ID” (Identyfikator zestawu barwienia) dla
kazdej partii probek przez powigzanie identyfikatora probki z lokalizacja w pasku
probéwek (pozycje 3-12), korzystajgc z aplikacji internetowej systemu analizy
nCounter. Informacje dotyczace obstugi aplikacji internetowej systemu analizy
nCounter, patrz Podrecznik uzytkownika systemu.

1. Jesli RNA zamrozono przed uzyciem, przed kontynuacjq wykonaj
nastepujgce czynnosci:
a. Catkowicie rozmroz probki RNA i umiesc je na lodzie.
Odwiruj probdéwke z rozmrozong probka przez 1 minute przy
maksymalnej predkosci (> 10 000 x g) i umies¢ probowke
z powrotem na lodzie.

2. Wybierz odpowiednia wielko$¢ zestawu testéw Prosigna, na podstawie
liczby badanych prébek pacjenta (1, 2, 3, 4 lub 10). Wyciggnij probdowki
kazdego z nastepujacych odczynnikéw zestawu CodeSet z zamrazarki
o temperaturze -80°C do rozmrozenia. Jesli kolejne kroki nie zostang
wykonane niezwtocznie, odczynniki przechowuj na lodzie.

a. Prosigna Reporter CodeSet (zielona nalepka na zatyczce)
b. Prosigna Capture ProbeSet (szara nalepka na zatyczce)
c. Prosigna Reference Sample (brak nalepki na zatyczce)

3. Zpudetka CodeSet wyjmij nalepke kodu partii CodeSet i kodu konfiguracji
testu.

4. Uzywajac przegladarki internetowej zaloguj sie do aplikacji internetowej
systemu analizy IVD nCounter i wybierz typ oznaczenia Prosigna, aby
rozpoczac przygotowanie cyfrowych formularzy rejestraciji.

5. Na ekranie ,Main Menu” (Menu gtéwne) wybierz polecenie ,Create New
Run Set” (Utwdrz nowy zestaw barwienia).

6. Pierwsze pole wymagane do zdefiniowania barwienia Prosigna
to ,Run Set ID” (Identyfikator zestawu barwienia). Wpisz unikalny
identyfikator w pole ,Run Set ID” (Identyfikator zestawu barwienia),
umozliwiajacy identyfikacje partii probek.

7. Przeskanuj lub recznie wprowadz ,Test Configuration Code” (Kod
konfiguracji testu) do aplikacji internetowej. Po przeskanowaniu lub
wpisaniu kodu mozna go wyrzucic.

8. Przeskanuj lub recznie wprowadz ,CodeSet Kit Number” (Numer
zestawu CodeSet) do aplikacji internetowej.

9. Nastepnie wprowadz w odpowiednie pole unikalny identyfikator prébki,
ktora znajdzie sie w trzeciej pozycji/dotki paska probowek.

a. Wprowadz wartos¢ Sample ID (Identyfikator prébki) materiatu
RNA pacjenta uzywajgc skanera kodow kreskowych lub recznie
wpisujac identyfikator za pomoca klawiatury.

b. Po wprowadzeniu kazdego identyfikatora probki wypetnij
Za pomocg menu rozwijanych wszystkie wymagane pola
(wielkos¢ guza i stan weztdéw) dla probki, zanim przejdziesz
do wprowadzania kolejnej prébki.

i. Uzyj liczby zajetych weztdw okreslonej podczas oceny
patologicznej pacjenta do wybrania wtasciwej kategorii
weztowej dla testu (zero, 1-3, > 4).

ii. Uzyj zmierzonej wielkosci guza lub stadium okreslonego
podczas oceny patologicznej pacjentki do wybrania wiasciwej
kategorii rozmiaru guza do testu (< 2 cm lub > 2 cm).

¢ W opcjonalne pole Memo (Notatka) mozna wpisa¢ dowolny
komentarz.

Uwaga: Jesli dotki/pozycje paska probdwek nie sg wymagane, pozostate
pola nalezy zostawic¢ puste. Jesli wymagane sg dodatkowe pola dla
kolejnych prébek, nalezy uzy¢ innej konfiguracji testu, uwzgledniajgcej
wieksza liczbe probek.

10. Po zakonczeniu wprowadzania danych dla probki
uzytkownicy otrzymaija nastepujace informacje:

a. Aktualizacje statusu z barwienia w urzadzeniach Prep Station
i analizator cyfrowy.

b. Powiadomienie o dostepnosci raportu koncowego.

1. Zapisz gotowy zestaw Run Set (Zestaw barwienia).

a. Mozesz wydrukowad arkusz zestawu barwienia, uzywajac go
do Sledzenia i weryfikacji probek.

okresl, ktorzy



Procedura reakcji hybrydyzacji

Uwaga: W opisie ponizszych krokéw przyjeto, ze przetwarzane jest dziesie¢

(10) probek pacjentow i dwie (2) probki referencyjne.

Uwaga: Nie wiruj zestawu sond Reporter CodeSet z przyspieszeniem

wiekszym niz 3000 x g lub przez wiecej niz 10 sekund i nie wiruj ,,pulsacyjnie”.

Takie dziatanie powoduje osiggniecie przez wiréwke maksymalnych obrotow

i moze odwirowac odczynnik CodeSet z roztworu.

1. Zaprogramuj blok grzejny uzywajac objetosci probki wynoszacej 30 pl,
obliczonej temperatury bloku i pokrywy oraz ustawienia czasu ,forever”
(nieskoniczony) lub odpowiednika. Ustaw temperature bloku grzejnego
na 65°C i pokrywy na 70°C.

Uwaga: Przy kolejnych krokach wyjatkowo wazne jest zachowanie kolejnosci,

w jakiej probki dodawane sg do paska probowek i zapewnienie ich zgodnosci

7 kolejnoscig zdefiniowana w zestawie ,Run Set ID” (Identyfikator zestawu

barwienia).

2. Opisz dostarczony oznaczony, 12-dotkowy pasek probdéwek, aby
odrdzni¢ pozycje 1-6 od pozycji 7-12 (patrz ilustracja przedstawiajgca
pasek probowek).

3. Jesli to konieczne, przetnij pasek probdwek na pot tak, by zmiescit sie do
mini-wirdwki z adapterem na pasek probdéwek.

4. Odpipetuj 10 pl odczynnika Reference Sample do pozycji 1 i 2
0znaczonego paska probowek.

5. Odpipetuj wyliczong objetos¢ wody wymagang dla kazdej probki
do odpowiednich pozycji w oznaczonym pasku probowek.

6. Odpipetuj wyliczong objetos¢ RNA wymagana dla kazdej probki
do odpowiednich pozycji w opisanym pasku probdéwek, uzywajac nowej
koncowki do pipetowania kazdej probki.

7. Po dodaniu prébek pacjenta do paska probdéwek zaleca sie umieszczenie
paska probowek w statywie paska probowek, utrzymujac kolejnosé w ktorej
probki dodawano do paska probdwek. Umozliwia to weryfikacje dodania
probek w zamierzonej kolejnosci po dodaniu probek do paska probdwek.

8. Po dodaniu do paska probdwek wszystkich probek upewnij sie, ze
w pasku probowek zachowano kolejnos¢ probek (do weryfikacji
kolejnosci probek mozna uzyc arkusza zestawu barwienia).

a. W razie potrzeby zmodyfikuj zestaw ,Run Set ID” (Identyfikator
zestawu  barwienia) uzywajac  oprogramowania  aplikacji
internetowej tak, by byt zgodny ostateczng kolejnoscig (instrukcje
dotyczace edycji istniejgcego zestawu ,,Run Set ID” (Identyfikator
zestawu barwienia), patrz Podrecznik uzytkownika systemu
analizy nCounter).

9. Po zweryfikowaniu kolejnosci probek umies¢ poszczegdlne probowki
z RNA z powrotem na lodzie.

10. Przygotuj mieszanine wyjsciowa zawierajaca 130 ul  Buforu
Hybrydyzacyjnego i 65 pl odczynnika Reporter CodeSet.

Uwaga: Jesli odczynnik Reporter CodeSet byt przechowywany
na lodzie, przed dodaniem Buforu Hybrydyzacyjnego odczekaj 1T minute
na osiggniecie temperatury pokojowej.

1. Wymieszaj przez pipetowanie i krotko odwiruj mieszanine wyjsciowa.
Uwaga: Nie dodawaj do mieszaniny wyjsciowej odczynnika Capture
ProbeSet ORAZ nie przechowuj gotowej mieszaniny wyjsciowej na lodzie.

12. Odpipetuj 15 uyl mieszaniny wyjsciowej do kazdego z 12 dotkdw.
Uzyj Swiezej koncowki dla kazdego dotka.

Uwaga: Po zakoriczeniu nastepnego kroku pasek probdéwek musi zostac
w ciggu 15 minut umieszczony w bloku grzejnym o temperaturze 65°C.

13. Dodaj do kazdego dotka 5 ul odczynnika Capture ProbeSet uzywajac
nowej korcowki pipety dla kazdego dotka.

14. Zatkaj studzienki paska probdéwek i wymieszaj odczynniki przez
kilkakrotne odwrdcenie paska probdéwek i postukanie palcem w celu
zapewnienia catkowitego wymieszania.

15. Krétko odwiruj probki w pasku probowek w wiréwce PicoFuge lub
miniwiréwce (przy < 3000 x g).

Uwaga: Uzyj wirdwki PicoFuge, ktora moze pomiesci¢ 12-dotkowy pasek
probowek lub, jesli to konieczne, miniwirowki mieszczacej przeciety
pasek probowek.

16. W1tbz pasek/paski probowek do bloku grzejnego o temperaturze
65°C z ogrzewana pokrywa. Inkubuj oznaczenia hybrydyzacji
w temperaturze 65°C przez 15-21 godzin. Hybrydyzacje nalezy zostawic
w temperaturze 65°C do czasu, az bedzie gotowa do przetwarzania
W urzadzeniu Prep Station.

Uwaga: Usun wszelka niewykorzystang ilos¢ produktu CodeSet.

Przetwarzanie prébek w urzadzeniu nCounter Prep Station

1. Zlokalizuj urzadzenie Prep Station powigzane z analizatorem cyfrowym.
2. Wyciagnij Kasete nCounter z zamrazarki o temperaturze -20°C i
pozostaw w woreczku foliowym przez 10-15 minut do osiagniecia
temperatury pokojowej.
Uwaga: Upewnij sig, ze stosujesz tgcznie elementy tej samej partii zestawu.
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Po osiggnieciu przez Kasete temperatury pokojowej, wyciagnij ja
z woreczka foliowego przed zatadowaniem kasety na ptyte urzadzenia
Prep Station.

Wyciggnij ptytki nCounter Prep Plates z lodowki o temperaturze 4°C
i pozostaw przez 10-15 minut do osiggniecia temperatury pokojowej.
Uwaga: Tylko jedna ptytka Prep Plate jest wymagana do barwienia
z uzyciem zestawu 1-, 2-, 3- lub 4 testéw Prosigna.

Odwiruj ptytki Prep Plates przy 2000 x g przez 2 minuty, aby zebrac
ptyny na dnie dotkéw przed zatadowaniem ptytek Prep Plates na ptyte
urzadzenia Prep Station.

W czasie, gdy kasety i ptytki ogrzewaja sie do temperatury
pokojowej, przygotuj urzadzenie Prep Station za pomocg materiatdéw
eksploatacyjnych z zestawu nCounter Prep Pack.

Zapomocy interfejsu ekranu dotykowego urzgdzenia nCounter Prep Station
wybierz przycisk ,Diagnostics” (Diagnostyka) dla danego oznaczenia.

Na ekranie ,Main Menu” (Menu gtéwne) wybierz przycisk interfejsu
ekranu dotykowego ,,Process Samples” (Przetworz probki).

Przejrzyj liste dostepnych identyfikatorow zestawéw barwienia (RSID)
w celu potwierdzenia RSID dla obecnie przetwarzanych prébek.

. Wybierz RSID przez dotkniecie ekranu i wybranie przycisku ,Next”

(Dale)) interfejsu ekranu dotykowego.
Uzywajac interfejsu ekranu dotykowego upewnij sie, ze wybrano
wiasciwy RSID przez przyjrzenie sie kazdej z probowek na ekranie
i sprawdzenie informacji o probkach.
a. Do $ledzenia i weryfikacji prébek moze zosta¢ wykorzystany
arkusz zestawu barwienia.
b. W przypadku wybrania niewtasciwego RSID dotknij przycisku
,Back” (Wstecz) i wybierz wtasciwy RSID.
c. Jesli wybrano wiasciwy RSID, ale wystepujg btedy wpiséw
proébek, dotknij przycisku ,Back” (Wstecz), przejdz do komputera
i zmodyfikuj RSID uzywajac aplikacji internetowe;.

Rysunek 7: Praca z ekranem barwienia w urzadzeniu Prep Station
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12.

Na kilku kolejnych ekranach beda wyswietlane monity o skanowanie
zadanych kodoéw kreskowych identyfikatoréw odczynnikdéw w otwartych
polachlub potwierdzenie rozmieszczenia na ptycie wymaganych materiatow
eksploatacyjnych. Po wykonaniu kazdego zadania wybierz przycisk ,Next”
(Dalej) na ekranie dotykowym, aby przejs¢ do nastepnego monitu.

Uwaga: Do barwien z uzyciem zestawu Prosigna dla 1, 2, 3 lub 4 testéw
wymagana jest tylko jedna ptytka Prep Plate i jeden pusty pasek probdwek
grzejnika. W przypadku barwienia zestawow 1, 2, 3 lub 4 testéw, zataduj
ptytke Prep Plate i pusty pasek probdéwek do grzejnika we wtasciwe
przednie pozycje (najblizej uzytkownika) ptyty urzadzenia Prep Station.
Wyjmij probki z bloku grzejnego.

Uwaga: Rozpocznij barwienie w urzadzeniu Prep Station w ciggu
15 minut od wyciagniecia probek z bloku grzejnego.

W16z pasek/paski probéwek do wirdwki PicoFuge lub miniwirdwce
i odwiruj krotko (przy < 3000 x g).

Ostroznie zdejmij zatyczki z paska/paskow probowek.

Wociecia na pasku probéwek i prowadnice w urzadzeniu Prep Station
powinny zachowac wtasciwg kolejnosc i orientacje probek.

Umies¢ pasek/paski probéwek na ptycie urzadzenia nCounter Prep
Station z dotkami w kolejnosci1-12 od lewej do prawej. Przy wykonywaniu
barwienia z uzyciem zestawu 1, 2, 3 lub 4 testéw nalezy umiescic tylko
pierwszg potowe paska probowek (dotki 1-6) w uchwycie probowek
prébek na ptycie, jesli dotyczy. Nalezy pamietad, zeby uzywac wytgcznie
dotkow 1-6, druga potowa paska proboéwek (7-12) nie zmiesci sie do lewej
potowy uchwytu z powodu niezgodnosci wzoru wciec.

Upewnij sig, ze pasek probowek jest pewnie osadzony w urzadzeniu Prep
Station i zamknij metalowa pokrywe.

Jesli pokrywa nie zamknie sie prawidtowo, podczas weryfikacji uktadu
ptyty zostanie wyswietlony monit o jej zamkniecie.

. Wybierz przycisk ,Next” (Dalej) interfejsu ekranu dotykowego.



21.

Po wyswietleniu monitu zamknij drzwiczki urzadzenia i wybierz ,Next”
(Dalej), aby rozpoczac weryfikacje ptyty.

22. W przypadku wystgpienia btedu postepuj zgodnie z instrukcjami

dotyczacymi danego btedu, aby kontynuowac weryfikacje uktady ptyty.

Rysunek 8: Weryfikacja uktadu ptyty urzadzenia Prep Station po hybrydyzacji
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23. Po zweryfikowaniu ukfadu ptyty wybierz przycisk ,Start Processing”

(Rozpocznij przetwarzanie) w interfejsie ekranu dotykowego.

Uwaga: W przypadku napotkania probleméw z uruchomieniem
urzadzenia Prep Station przenies zhybrydyzowane prébki do bloku
grzejnego, nie przekraczaj jednak maksymalnego czasu 21 godzin.

24. Po zakonczeniu barwienia postepuj zgodnie z monitami wyswietlanymi

na ekranie urzadzenia Prep Station.

25. Po zakonczeniu barwienia przez urzadzenie Prep Station ostroznie

wyciagnij kasete z urzadzenia Prep Station i zamknij dotki kasety
dostarczong pokrywa samoprzylepna.

Uwaga: Nie pozostawiaj niezamknietej kasety w urzadzeniu Prep Station
na noc.

26. Jesli probki nie beda skanowane tego samego dnia, przechowuj kasete

w temperaturze 4°C w nieprzezroczystym opakowaniu przez okres do
jednego tygodnia.

Skanowanie kasety w analizatorze cyfrowym nCounter

1.

2.

w

10.

1.

Zlokalizuj analizator cyfrowy powigzany z urzadzeniem Prep Station,
w ktérym przetworzono probki. Zataduj Kasete do analizatora cyfrowego
nCounter w celu przeskanowania.
a. Otwodrz drzwiczki analizatora cyfrowego.
b. Wiz Kasete do dodania w pustym gniezdzie.
c.  Zamknij drzwiczki i zapoznaj sie z informacjami wyswietlanymi
na ekranie dotykowym.
W interfejsie ekranu dotykowego analizatora cyfrowego wyswietlanych jest
kilka grafik, umozliwiajacych szybka identyfikacje statusu danej pozycji:
a. Puste miejsce: gniazdo jest puste i mozna do niego zatadowacd
nowa Kasete.
b. Kaseta catkowicie niebieska: skanowanie zakonczone.
NIE WYJMUJ NASTEPUJACYCH KASET:
a. Biata kaseta: Gniazdo zawiera zarejestrowang Kasete, ktora nie
zostata jeszcze przeskanowana.
b. Kaseta czesciowo niebieska: gniazdo zawiera zarejestrowang
Kasete, ktora jest aktualnie skanowana.
Kasety, ktérych skanowanie ukoriczono, mozna wyja¢ z analizatora
cyfrowego.
Jesli jest to pierwsza kaseta zatadowana do analizatora cyfrowego, dotknij
przycisku ,Diagnostics” (Diagnostyka) a nastepnie wybierz ,Main Menu”
(Menu gtéwne), aby zalogowac sie do analizatora cyfrowego. Jesli analizator
cyfrowy skanuje juz kasety, przejdz do kroku 9 ponizej.
Ostroznie wtoz Kasete do wolnego gniazda analizatora cyfrowego (patrz
przewodnik dotyczacy standw pozycji powyzej). Gniazdo i kasety maja
ksztatt utatwiajacy wybranie witasciwej orientacji. Kod kreskowy bedzie
skierowany do gory.
Opus¢ pokrywe gniazda i doci$nij Kasete przez otwor w pokrywie aby
upewnic sie, ze kaseta zostata wiasciwie osadzona.
Dotknij przycisk ,Start Counting” (Rozpocznij zliczanie) i poczekaj,
az skaner rozpocznie proces zliczania. Po rozpoczeciu przez analizator
cyfrowy skanowania kasety rozlegnie sie seria cichych, rytmicznych kliknie¢.
Potwierdz, ze na pozycji kasety na ekranie zostat wyswietlony niebieski
pasek (w ciggu pieciu minut od rozpoczecia skanowania), co wskazuje na
rozpoczecie skanu.
Aby doda¢ Kasete do analizatora cyfrowego, ktory rozpoczat juz
skanowanie kaset, dotknij przycisk ,Pause” (Wstrzymaj) na ekranie
,Counting Cartridges” (Zliczanie kasety) i poczekaj, az analizator cyfrowy
wstrzyma biezace skanowanie.
Otworz drzwiczki analizatora cyfrowego.
W16z Kasete do dodania w pustym gniezdzie (patrz informacje dotyczace
stanu pozycji powyzej).
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Zamknij drzwiczki i nacisnij przycisk ,Resume” (Wznow).

Po zakonczeniu skanowania oprogramowanie wysle raport na adres
e-mail okreslonego wczesniej uzytkownika.

Po otrzymaniu powiadomienia wiadomoscig e-mail wyjmij zakoriczong
Kasete i zutylizuj ja zgodnie z wytycznymi placéwki.

Uwaga: Raporty zostang wygenerowane zarowno dla barwien
zakoriczonych powodzeniem, jak i dla barwien z btedami dotyczacymi
kontroli jakosci danych (Quality Control, QC). Raporty nie zostang
wygenerowane w przypadku btedu niezwigzanego z kontrolg jakosci
danych. W przypadku wystgpienia takiego btedu nalezy skontaktowac
sie z dziatem Pomocy Technicznej firmy Veracyte.

Uzywajactacza zamieszczonego w wiadomosci e-mail z powiadomieniem
otwdrz aplikacje internetowq i pobierz wszystkie raporty diagnostyczne
zwigzane z przetworzonym RSID.

W przypadku bteddw: postepuj zgodnie z zaleceniami zamieszczonym
w raporcie testu dla poszczegdlnych prébek lub btedu systemu.

Uwaga: Niepowodzenia poszczegolnych prébek nie sg uznawane za btad

systemu.

ROZWIAZYWANIE PROBLEMOW
| NIEPOWODZENIA TESTOW

Tabela 7: Kody btedéw wymagajace Powtdrzenia Testu

Kod btedu: Opis niepowodzenia Zalecane dziatanie
5 (Niepowiéignfg”siraenowama) Powtdrz barwienie probki uzywajac 250 ng RNA
7 High Signal Ponownie przygotuj probke i powtorz barwienie
(Silny sygnat) probki uzywajac 125 ng RNA
5 Low Signal Ponownie przygotuj prébke i powtorz barwienie
(Staby sygnat) probki uzywajac 500 ng RNA
0 Low Signal Popovyni_e pr;ygotuj probke i powtdrz barwienie
(Staby sygnat) probki uzywajgc 500 ng RNA
2 Low RNA Signal Popovmi_e prz_ygotuj probke i powtdrz barwienie
(Staby sygnat RNA) probki uzywajac 500 ng RNA

Powdd powtdrzenia oznaczenia:

1.

Raport oznaczenia bedzie zawierat informacje o probkach, ktorych
oznaczenie nie powiodto sie - nie bedag dla nich zgtaszane wyniki
oznaczenia. W przypadku probek, ktérych oznaczenie powiodto sie,
zostang podane wyniki oznaczenia.

Raport oznaczenia bedzie zawierat informacje o typie niepowodzenia
oraz dziataniach zalecanych w przypadku niepowodzenia oznaczenia.
Mozna ponowic¢ oznaczenie stezenia RNA probek, ktérych oznaczenie sie
nie powiodto i ponownie dokonac¢ barwienia probek (w ramach nowej
partii/RSID), w zaleznosci od typu niepowodzenia oraz pozostatej ilosci
RNA dostepnej do powtdrzenia oznaczenia.

13 WYNIKI OZNACZENIA

Oznaczenie Prosigna zawiera serie metryk kontroli jakosci automatycznie stosowanych
do kazdej probki podczas analizy. Metryki te oceniajg wydajnos¢ oznaczenia w celu
okreslenia, czy wynik miesci sie w granicach oczekiwanych wartosci. Po udanej analizie
metryk kontroli jakosci oznaczenie Prosigna zgtasza nastepujace wyniki:

Tabela 8: Wyniki i wartosci wyjsciowe oznaczenia Prosigna

Wynik

Wartosci wyjsciowe

The Intrinsic Subtype of the Breast Cancer Specimen (Podtyp
materiatu raka piersi)

Luminal A (Luminalny A)
Luminal B (Luminalny B)
HER2-Enriched

(Z nadekspresjg HER2)
Basal-Like (Basal)

Individual Estimate of the Probability of Distant Recurrence
within 10 years (Indywidualnie szacowane prawdopodobienstwo
odlegtego nawrotu choroby w ciggu 10 lat)

0-100%

Risk of Recurrence (ROR) Score (Wynik ryzyka nawrotu)

Wartos¢ catkowita w skali 0-100]

Risk Category (Kategoria ryzyka)

Low (Niskie), Intermediate
(Srednie), High (Wysokie)

13.1

Podtypy

Wykazano, ze podtyp raka piersi jest powigzany z rokowaniem w raku piersi
we wczesnym stadium. Srednio rzecz bioragc u pacjentek w guzem luminalnym
A wystepuja znaczaco lepsze wyniki niz u pacjentek z guzem luminalnym B,
z nadekspresjg HER2 lub basal?®.

Podtyp identyfikuje sie przez poréwnanie profilu ekspresji 50 genéw w nieznanej
probce z oczekiwanymi profilami ekspresji dla czterech podtypdw. Nieznanej probce
przypisywany jest podtyp o najbardziej zblizonym profilu.

Najczesciej spotykane podtypy raka piersi to podtypy luminalne: luminalny A (LumA)
i luminalny B (LumB). Wyniki wczesniejszych badan sugerujg, ze typ luminalny
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A obejmuje okoto 30% do 40%, a typ luminalny B okoto 20% przypadkdw raka sutka®.
Jednakze typy luminalne wystepujg u ponad 90% pacjentek z guzem wykazujacym
ekspresje receptoréw hormonalnych. Wzér ekspresji gendw tych podtypow
przypomina luminalny sktadnik nabtonkowy tkanki sutka®. Guzy te charakteryzuja
sie wysokg ekspresja receptora estrogenu (ER), receptora progesteronu (PR) oraz
gendw zwigzanych z aktywacjg ER, takich jak LIV1, GATAZ i cykliny D1, a takze
ekspresja cytokeratyn luminalnych 8 i 18. Raki sutka typu luminalnego A wykazujg
nizszg ekspresje gendw zwigzanych z aktywacjg cyklu komdérkowego w poréwnaniu
to raka sutka typu luminalnego B, co prowadzi do lepszych rokowan.

Wyniki wczesniejszych badan sugeruja, ze typ z nadekspresja HER2 (HER2-E)
obejmuje okoto 20% przypadkow raka sutka®. Jednakze nowotwory z nadekspresjg
HER2 sa zasadniczo ER-ujemne, a wiec tylko u 5% badanej populacji pacjentek
z guzami ER-dodatnimi stwierdzono wystepowanie raka sutka z nadekspresja
HER2. Niezaleznie od statusu ER guzy z nadekspresja HER2 sg HER2-dodatnie w
wiekszosci przypadkéw z wysoka ekspresja grupy ERBB2, wiacznie z ERBB2 i GRB7.
Silnej ekspresji ulegaja takze geny zwigzane z aktywacja cyklu komoérkowego.

Opublikowane dane sugeruja, ze typ z basal obejmuje okoto 20% przypadkow raka
sutka®. Jednakze nowotwory podstawne sg zasadniczo ER-ujemne, a wiec tylko u
1% badanej populacji pacjentek z guzami ER-dodatnimi stwierdzono wystepowanie
podstawnego raka sutka. Podtyp basal jest niemal zawsze klinicznie HER2-ujemny
i zachodzi w nim ekspresja zestawu biomarkerow ,podstawnych”, wigcznie z
podstawnymi cytokeratynami (CK) nabtonka oraz receptorem nabtonkowego
czynnika wzrostu (Epidermal Growth Factor Receptor, EGFR). Silnej ekspresji
ulegajg geny zwigzane z aktywacja cyklu komaérkowego.

13.2 Wynik ROR

Wynik ROR to wartos¢ catkowita w skali 0-100 powigzana z prawdopodobienstwem
wystapienia u pacjentki odlegtego nawrotu choroby w ciggu 10 lat, dla zdefiniowanej
populacji przeznaczenia do stosowania. Wynik ROR oblicza sie przez poréwnanie
profilu ekspresji 46 gendw w nieznanej prébce z oczekiwanymi profilami ekspresji
dla czterech podtypodw, zgodnie z opisem powyzej, do wyliczenia czterech wartosci
korelacji. Wartosci korelacji sa nastepnie tgczone z wynikiem proliferacji oraz
wielkoscig guza do wyliczenia wyniku ROR.

13.3 Prawdopodobierstwo odlegtego nawrotu choroby po
10 latach

Wyniki ROR dla dwdch grup kobiet po menopauzie z rakiem sutka wykazujacym
ekspresje  receptorow  hormonalnych  we  wczesnym  stadium  poréwnano
do przezywalnosci bez nawrotéow po zabiegu i leczeniu w ciggu 5 lat leczenia
wspomagdajaca terapig hormonalna, po ktérym nastepowat 5-letni okres obserwacji
(szczegodtowe informacje, patrz punkt 16.4, Wydajnosc kliniczna). Na podstawie tych
badan opracowano model wigzacy wynik ROR z prawdopodobierstwem odlegtego
nawrotu choroby w przebadanej populacji pacjentek z 95% poziomem ufnosci.

13.4 Klasyfikacja ryzyka

Podawana jest rowniez klasyfikacja ryzyka umozliwiajgca interpretacje wyniku
ROR za pomocg odcietych zwigzanych z wynikiem klinicznym w przebadanych
populacjach pacjentek.

Tabela 9: Klasyfikacja ryzyka na podstawie zakresu ROR i stanu weztéw

Stan weztéw Zakres ROR Klasyfikacja ryzyka
0-40 Niskie
Wezty wolne 41-60 Srednie
61-100 Wysokie
0-15 Niskie
Wezty zajete (1-3 wezty) 16-40 Srednie
41-100 Wysokie
Wezty zajete (> 4 wezty) 0-100 Wysokie

13.5 Kontrola jakosci

Kazda seria sktadnikéw Oznaczenia Prosigna jest testowana z zastosowaniem
wstepnie okreslonych specyfikacji. Wszystkie elementy zestawu mozna przypisac
do serii, a kluczowe elementy kazdego zestawu sg testowane tacznie i wypuszczane
jako seria zestawu Prosigna.

Zestaw Oznaczenia Prosigna zawiera serie kontroli wewnetrznych uzywanych
do oceny jakosci kazdego zestawu pomiarowego jako catosci oraz kazdej
poszczegolnej probki. Kontrole te zostaty opisane ponizej.

Zestaw kontroli partii: referencyjna prébka RNA z transkrypcji in vitro

Zestaw Oznaczenia Prosigna zawiera kontrole w postaci probki referencyjnej
syntetycznego RNA. Prébka referencyjna zawiera docelowe RNA z transkrypcji
in vitro dla 50 genow algorytmu i 8 gendw ,porzadkowych”. Prébka referencyjna
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jest przetwarzana w dwoch kopiach w kazdym barwieniu oznaczenia Prosigna
wraz z zestawem do 10 nieznanych probek RNA raka sutka w pasku probdéwek do
pomiaru 12 reakcji. Aby zakwalifikowad barwienie, sygnat prébki referencyjnej jest
analizowany wzgledem predefiniowanych wartosci progowych.

Sygnat kazdego z 50 gendéw algorytmu RNA raka sutka jest normalizowany
do odpowiadajgcych im gendw probki referencyjnej.

Zestaw kontroli dodatniej: docelowe RNA transkrybowane in vitro i odpowiadajace
im sondy Capture i Reporter Probe.

W oznaczeniu Prosigna jako kontrola dodatnia uzywane jest syntetyczne docelowe
RNA. Sekwencje docelowe kontroli dodatniej wywodzg sie z biblioteki sekwencji
DNA External RNA Control Consortium (ERCC)®. Sekwencje docelowe RNA zostaty
transkrobowane in vitro z plazmiddw DNA. W zestawie oznaczenia znajduje sie szes¢
sekwencji docelowych RNA w 4-krotnej serii miareczkowania (stezenie korcowe
w reakgcji hybrydyzacji wynosi 128-0,125 fM) wraz z odpowiednimi dla nich sondami
Capture i Reporter Probe. Kontrole dodatnie dodawane sa do kazdej probki RNA
raka sutka i probki referencyjnej badanej oznaczeniem Prosigna. Prébka zostanie
zdyskwalifikowana z dalszej analizy, jesli natezenie sygnatu z prébek kontrolnych nie
spetnia predefiniowanych wartosci progowych.

Zestaw kontroli ujemnej: egzogenne probki bez sekwencji docelowych

Sekwencje docelowe kontroli ujemnej wywodza sie z biblioteki sekwencji DNA
ERCC®. W ramach zestawu oznaczenia umieszczono sondy zaprojektowane
do wykrywania sekwencji docelowych bez odpowiadajacych im sekwencji
docelowych. Kontrole ujemne dodawane sg do kazdej prébki RNA raka sutka i Probki
Referencyjnej badanej oznaczeniem Prosigna jako element procedur kontroli jakosci.
Prébka zostanie zdyskwalifikowana z dalszej analizy, jesli natezenie sygnatu z prébek
kontroli ujemnych nie spetnia predefiniowanych wartosci progowych.

Zestaw kontroli integralnosci RNA: geny ,,porzadkowe”

W ramach zestawu Prosigna zamieszczono sondy wychwytujace Capture Probe
i reporterowe Reporter Probe zaprojektowane do wykrywania 8 gendw porzadkowych
i50 genow algorytmu. Poziom ekspresji 8 gendw porzadkowych jest analizowany w celu
okreslenia jakosci RNA wyekstrahowanego z prébki tkanki FFPE i wprowadzanego do
oznaczenia Prosigna. Prébka zostanie zdyskwalifikowana z dalszej analizy, jesli poziom
ekspresji gendw porzadkowych jest nizszy od predefiniowanych wartosci progowych.

Geny porzadkowe uzywane sg tez do normalizacji réznic w ilosci nietknietego RNA
w probce przed normalizacja wzgledem Probki Referencyijnej.

14 OGRANICZENIA PROCEDUR

1. Oznaczenie Prosigna zostato zoptymalizowane do identyfikacji podtypdw
wewnetrznych raka sutka, ryzyka wystapienia odlegtego nawrotu
choroby po 10 latach, wyniku ROR oraz kategorii ryzyka na podstawie
oczyszczonego RNA  wyekstrahowanego z utrwalonej w formalinie
i zatopionej w parafinie tkanki ludzkiego raka sutka. Nie testowano innych
typow materiatow lub Srodkéw utrwalajacych i nie nalezy ich stosowac.

2. Wydajnos¢ oznaczenia Prosigna zweryfikowano stosujac wytgcznie
procedury opisane w niniejszej ulotce. Modyfikacje tych procedur moga
zmieni¢ wydajnosc testu.

3. Charakterystyka wydajnosci oznaczenia Prosigna zostata okreslona
dla kobiet po menopauzie z rakiem sutka wykazujacym ekspresje
receptoréw hormonalnych we wczesnym stadium leczonym 5-letnig
wspomagajaca terapig hormonalng. Nie ustalono wydajnosci z innymi
sposobami leczenia oraz dla innych populacji pacjentéw.

4. Jesli do oznaczenia zostanie dodane RNA o niedostatecznej ilosci lub
jakosci, oznaczenie Prosigna moze nie moc uzyska¢ prawidtowego
wyniku i zamiast tego zgtosi¢ niepowodzenie oznaczenia.

5. Interpretacja wynikéw oznaczenia Prosigna (typ wewnetrzny, wynik
ROR, kategoria ryzyka) powinna zosta¢ oceniona w kontekscie innych
czynnikow kliniczno-patologicznych, historii medycznej pacjentki oraz
wynikow innych testéw laboratoryjnych.

6. Woydajnos¢ oznaczenia Prosigna zostata ustalona z RNA spetniajacym
wymagania zdefiniowane w odniesieniu do procedury powyzej. Nie ustalono
wydajnosci z wyizolowanym RNA, ktére nie spetnia tych parametrow.

7. Substancje, o ktoérych wiadomo, ze zaktdcajg oznaczenie Prosigna
obejmuja DNA genowe oraz tkanke inng niz nowotworowa (np. tkanka
prawidtowa). Przed rozpoczeciem procedury nalezy zapoznac sie
Z uwagami ogélnymi oznaczenia. Przed wykonaniem procedury obszar
zywotnego raka inwazyjnego musizostac jednoznacznie zidentyfikowany
przez patologa. Ponadto kazda probke RNazy nalezy poddac dziataniu
DNazy. W przypadku stosowania zestawu do izolacji innego niz Roche
FFPET RNA przed przejsciem do wykonania analiz prébek pacjenta
kazda nowg serie DNazy nalezy przetestowac i zakwalifikowac¢ zgodnie
z dostarczona specyfikacja.



15 WARTOSCI OCZEKIWANE

Oznaczenie Prosigna zgtasza wynik ROR (0-100), typ wewnetrzny (luminalny A,
Luminalny B, z nadekspresja HER2 lub basal) oraz kategorie ryzyka (niskie, srednie
lub wysokie) dla kazdej probki nowotworu. Na podstawie dwoch, opisanych ponizej
klinicznych badan weryfikacyjnych przeprowadzonych u kobiet z rakiem sutka
wykazujacych ekspresje receptoréw hormonalnych we wczesnym stadium leczonych
anastrozolem lub tamoksyfenem w badaniach ATAC i ABCSG-8 przedstawiono
oczekiwany zakres i czestotliwos¢ wynikéw ROR (rysunek 10), ciagty zwigzek ROR
z prawdopodobienstwem nawrotdw na podstawie stanu weztéw (rysunek 11) i rozktad
wynikow ROR w zaleznosci od podtypu wewnetrznego (rysunek 9). W klinicznych
badaniach weryfikacyjnych uzyskano dane, ktére postuzyty do przedstawienia czasu
przezycia bez przerzutdw w ciggu 10 lat w zaleznosci od kategorii ryzyka: rysunek
12 (pacjentki bez zajetych weztdow chtonnych) i rysunek 13 (pacjentki z zajetymi
weztami, 1-3 wezty).

15.1 Zakres ROR w zaleznosci od podtypu

Rysunek 9 prezentuje wykres skrzynkowy wyniku ROR wzgledem podtypu
wewnetrznego.

Rysunek 9: Wykres skrzynkowy wyniku ROR wzgledem podtypu wewnetrznego.

ROR

T T T T
Luminalny A Luminalny B Z nadekspresja HER2  Podstawny

Podtyp

15.2 Czestotliwo$¢ wyniku ROR wzgledem stanu weziow

Histogram na rysunku 10 wygenerowano uzywajac pojedynczego modelu Cox’a
obejmujacego wynik ROR i zmienne kategoryczne do rozrdéznienia trzech grup
Zajecia weztow chtonnych.

Rysunek 10: Histogram wyniku ROR wzgledem stanu weztéw
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15.3 Przezywalnos¢ bez nawrotéw wzgledem kategorii ryzyka

Przedstawione dane pochodza z potaczonej analizy badan TransATAC i ABCSG-8.
W celu przydziatu pacjentek do grup ryzyka wyniki ROR poréwnano do
predefiniowanych progéw ryzyka dla pacjentek o wolnych lub zajetych weztach
chtonnych. Rysunki 12 i 13 prezentujg 10-letnig przezywalnos¢ bez nawrotéw dla
kazdej kategorii ryzyka wzgledem stanu weztow.

Rysunek 12: Wartos¢ DRFS wzgledem grupy ryzyka dla pacjentek z wolnymi weztami
chtonnymi
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Podsumowanie danych z rysunku 12: Wartos¢ DRFS wzgledem grupy ryzyka dla pacjentek
z wolnymi weztami chtonnymi

. . . Szacunkowa wartos¢ procentowa
Liczba Liczba zdarzen
Grupa ryzyka acjentek (%) IO bez odlegtego nawrotu choroby
A1 d e po 10 latach [95% CI]
Niskie 875 (49%) 31 96,2% [94,7%-97,3%]
Srednie 551 (31%) 53 89,2% [86,1%-91,7%]
Wysokie 360 (20%) 73 77,7% [72,8%-81,9%]
Razem 1786 (100%) 157

Rysunek 13: Wartos¢ DRFS wzgledem grupy ryzyka dla pacjentek z zajetymi weztami
chtonnymi (1-3 wezty)
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Podsumowanie danych z rysunku 13: Wartos¢ DRFS wzgledem grupy ryzyka dla pacjentek
z zajetymi weztami chtonnymi (1-3 wezty)

. . . Szacunkowa wartos¢ procentowa
Liczba Liczba zdarzen

Grupa ryzyka acjentek (%) W ciagu 10 lat bez odlegtego nawrotu choroby
= 4 ekl po 10 latach [95% CI]
Niskie 24 (4%) 2 91,7% [70,6%-97,8%]
Srednie 211 (36%) 18 90,4% [85,2%-93,9%]
Wysokie 355 (60%) 87 71,8% [66,3%-76,6%]

Razem 590 (100%) 107

Tabela 10: Wskazniki dziesigcioletniego DRFS dla pacjentek z 4 lub wiecej zajetymi weztami
chtonnymi

. . . Szacunkowa wartos¢ procentowa bez
Liczba Liczba zdarzen
Grupa ryzyka —— o @B 10 (1 odlegtego nawrotu choroby
= ek po 10 latach [95% CI]
Wysokie 103 39 57,4% [46,3%-67,0%)




16 CHARAKTERYSTYKA WYDAJNOSCI
16.1 Precyzja analityczna i powtarzalnos¢

W celu oceny ogdlnej precyzji i powtarzalnosci oznaczenia Prosigna przeprowadzono
dwa badania, ktorych wyniki potaczono. Pierwsze z nich byto badaniem precyzji
w systemie analizy nCounter, wychodzac z wyekstrahowanego RNA raka sutka,
natomiast drugie byto badaniem powtarzalnosci, wychodzac z tkanki FFPE raka

sutka, ktére obejmowato czynniki preanalityczne.
Precyzja oznaczania RNA
16.1.1 Schemat badania

W celu oceny precyzji analitycznej przeprowadzono trzyosrodkowe,
zaslepione i randomizowane badanie poréwnawcze z uzyciem oznaczenia
Prosigna w systemie analizy nCounter. Ze zarchiwizowanych materiatow
FFPE przygotowano pie¢ pul RNA raka sutka do testow w kazdym
osrodku. Panel probek odzwierciedlat prototypowe profile ekspresji gendéw
napotykane podczas rutynowych testéw i kazda z grup klasyfikacji ryzyka.

Kazdy osrodek wykonat 18 poprawnych barwiert (9 barwiert na operatora,
kazde barwienie obejmowato 10 testéw) po wykonaniu przez kazdego
operatora barwienia umozliwiajgcego zaznajomienie sie z oznaczeniem
(tabelall). Wkazdymzbarwiernkazda probke badanow dwodchegzemplarzach
przy znamionowym poziomie wejsciowym RNA wynoszacym 250 ng na
oznaczenie. Kazdy operator przeprowadzit jedno barwienie danego dania,
zgodnie z ogdlnie przyjetym standardem dla metod wymagajgcych dtugich
czasow barwienia’. taczny czas badania, wliczajgc czas na zapoznanie sie
Z metoda, objat ponad 4 tygodnie w kazdym z osrodkow.

Tabela 11: Podsumowanie badania precyzji oznaczania RNA

Powtarzalnos¢ dla tkanki
16.1.4 Schemat badania

Przeprowadzono trzyosrodkowe, zaslepione i randomizowane badanie
poréwnawcze materiatu probek tkanki raka sutka pobranych z tego samego
bloczka FFPE z uzyciem oznaczenia Prosigna w systemie analizy nCounter.
W ramach badania przetestowano zestaw 43, niedawno pobranych materiatow
FFPE raka sutka od pacjentek z rakiem sutka wykazujgcym ekspresje
receptoréw hormonalnych o potwierdzonym inwazyjnym raku przewodowym
i/lub zrazikowym. Wszystkie materiaty tkanki zostaty przestane do wtasciwych
osrodkéw do przetworzenia. 43 materiaty zostaty ocenione niezaleznie
przez trzech patologéw. Dla kazdej probki tkanki ocenionej przez patologa
wykonano pomiar obejmujacy preparacje tkanki, ekstrakcje RNA i test za
pomocg oznaczenia Prosigna, przeprowadzony przez jednego operatora
w kazdym osrodku, stosujacego zdefiniowang procedure oznaczenia. RNA
wyizolowane z kazdej probki tkanki przetestowano dwukrotnie w osobnych
seriach oznaczen. Do przeprowadzenia tego badania uzyto trzech serii
zestawu do izolacji RNA (po jednym na osrodek) oraz jednej serii odczynnikéw
zestawu oznaczenia. Pojedynczy preparat byt zrodtem do ekstrakcji RNA gdy
zmierzona powierzchnia guza miata wielko$¢ > 100 mm?, a 3 preparaty, gdy
zmierzona powierzchnia guza miata wielkos¢ < 100 mm?, przy minimalnej
wymaganej powierzchni guza wynoszacej 4 mm?2

16.1.5 Podsumowanie testow

Wskaznik decyzji dla czterdziestu trzech (43) materiatéw tkankowych
ocenianych w kazdym z trzech osrodkdéw przedstawiono w tabeli 13.

Tabela 13: Wskaznik decyzji w kazdym z osrodkéw

Osrodek Procent z wynikami Zaliczone/tacznie
1 95% 41/43
2 93% 40/43
3 100% 43/43

Zmienna badania Wartos¢

Liczba probek RNA raka sutka 5
Liczba powtdrzen probek na barwienie (ta sama kaseta) 2
Liczba barwier/osrodek 18
Liczba barwien dziennie 1
Liczba operatorow/osrodek 2
Liczba serii odczynnika/osrodek 3
Liczba osrodkow 3
taczna liczba probek zbadanych przez osrodek (nie liczac zaznajomienia sie)= 180

taczna liczba probek = 540

16.1.2 Analiza komponentéw wariacyjnych

Tabela 12 przedstawia wyniki analizy komponentéw wariacyjnych dla kazdego
elementu panelu. Pod szacunkowa wariancjg zamieszczono procent wariancji
catkowitej (w nawiasie).

Tabela 12: Komponenty wariacyjne dla elementéw panelu (pula prébek RNA)

Element panelu | « . Komponent wariacyjny
wo. ryzyka Srednia taczna | kaczna
édt - ’ ROR X ) | Wramach | Wariancja [ SD
podtyp Seria Osrodek | Operator | Barwienie o
Niskie, 204 0,010 0,000 0,000 0134 0,296 044 066
luminalny A : (2%) (0%) (0%) (30%) (67%) (100%) |
Srednie 55 0,05 0,000 0,000 0,046 0,426 0,576 076
luminalny B (18%) (0%) (0%) (8%) (74%) (100%) |
Srednie, 554 0,059 0,000 0,000 0,046 0194 0,299 055
podstawny | (20%) (0%) (0%) (15%) (65%) (100%) '
Wysokie, 648 on9 0,014 0,000 0,064 0,380 0,576 076
luminalny B | (21%) (2%) (0%) M%) (66%) (100%) |
Wysokie
0,165 0,000 0,000 0,000 0,277 0,442
znadekspresia | 762 | @iy | %) | @ | ©% | @3 | aoom | 0%

Czterdziesci materiatdw zapewnito  wyniki we wszystkich osrodkach
(izolacja RNA jednej proébki w jednym z osrodkéw musiata by¢ powtdrzona),
1 materiat zapewnit wyniki w 2 osrodkach i 2 materiaty zapewnity wyniki
w jednym osrodku. Sto procent (100%) probek, ktore zostaty zaliczone w
przegladzie tkanki i specyfikacji izolacji RNA zapewnito dopuszczalne wyniki
w oznaczeniu Prosigna. Zmierzona powierzchnia guza dla 4/5 niepowodzen
izolacji RNA wyniosta < 15 mm?, co réwnato sie mniej niz 50 mm? catkowitej
powierzchni tkanki wprowadzanej do testu.

43 materiaty pochodzity od pacjentek zaréwno z wolnymi, jak i zajetymi
weztami chtonnymi. Wyliczone wyniki testu z 43 materiatdow reprezentujg
szeroki zakres (94 jednostki) wynikow ROR, wszystkie 4 podtypy oraz
wszystkie kategorie ryzyka po zastosowaniu do wszystkich materiatéw odcie¢
dla wolnych lub zajetych weztéw. Dwie probki, dla ktérych wyniki uzyskano
tylko w jednym osrodku zostaty wykluczone z dalszych analiz statystycznych,
poniewaz brakowato dla nich danych poréwnawczych z innych osrodkow.

16.1.6 Analiza komponentéw wariacyjnych

Nie stwierdzono istotnych statystycznie (a = 0,05) réznic miedzy kategoriami
ryzyka po zastosowaniu nieparametrycznego testu Kruskala-Wallisa,
co znaczy, ze model komponentéw wariancyjnych pasowat réwnoczesnie dla
wszystkich kategorii ryzyka.

Tabela 14 przedstawia wyniki analizy komponentéw wariacyjnych z uzyciem
wszystkich 41 materiatéw tkankowych.

Tabela 14: Komponenty wariacyjne (badanie powtarzalnosci tkanki)

Dla wszystkich pieciu elementéw panelu taczna wartos¢ odchylenia
standardowego (SD) wynosita mnigj niz 1 jednostke ROR w skali 0-100.
Dla wszystkich elementéw panelu zdecydowanie najwiekszy udziat
W wariancji miata wariancja w ramach pomiaru (powtarzalnos¢).
Nie zaobserwowano niemal zadnej wariancji miedzy osrodkami lub miedzy
operatorami. Test stosunku wiarygodnosci dla istotnosci osrodka wzgledem
elementu panelu wykazat, ze roznice miedzy osrodkami byty nieistotne
statystycznie (p > 0,05). Dla kazdej serii Srednie wyniki ROR odlegte sg
o mniej niz 1 jednostke ROR dla kazdego elementu panelu, co daje srednio
okoto 20% udziat w catkowitej wariancji.

16.1.3 Zgodnos¢ rozpoznawania podtypu i klasyfikacji ryzyka

Dlawszystkich elementow panelu stwierdzono100% zgodnos¢ miedzy wynikiem
podtypdw a wewnetrznym podtypem elementu panelu. Dla wszystkich prébek
stwierdzono 100% zgodnos¢ miedzy zmierzong a oczekiwang grupa ryzyka.
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Komponent wariacyjne
. W ramach taczna SD
Osrodek Eeretal Resztowy Razem
0,10 772 0,51 8,34 2,89

Sktadnik osrodka mierzy systematyczng wariancje swoistg dla osrodka,
sktadnik ,w ramach bloczka” mierzy losowg wariancje zmieniajaca sie w funkgji
przegladu/przetwarzania materiatu probki lub wariancje w ramach bloczku
FFPE, a wariancja resztkowa mierzy potgczong zmiennos¢ miedzy analizami
i zmienno$¢ w ramach analizy w Oznaczeniu Prosigna. Sktadnik osrodka jest
bardzo maty wzgledem zmiennosci losowej w ramach bloczka, co wskazuje,
ze $rednie réznice miedzy osrodkami byty zaniedbywalne (< 1% catkowitej
zmiennosci). Zmiennos¢ resztowa byta spdjna z réwnowazng zmiennoscig
zmierzong w badaniu precyzji oznaczania RNA, ktére obejmowato mniej probek,
jednak uzyskato bardziej powtarzalne pomiary (zmiennos$¢ 0,51 w poréwnaniu
do Sredniej pojedynczego osrodka w ramach serii odczynnika Prosigna
wynoszacej 0,39 dla badania precyzji oznaczania RNA).



Tabela 15 zawiera podsumowanie catkowitej zmiennosci z uzyciem sumy
zmiennosci przetwarzania tkanki (elementy osrodka i w ramach bloczka
z tabeli 14 dla tego badani) oraz catkowitej zmiennosci przetwarzania RNA
z badania precyzji oznaczania RNA (usrednionej dla pieciu testowanych
elementéw puli w tabeli 12). Gtoéwnym zrédtem zmiennosci dla testu sg
czynniki przedanalityczne zwigzane z przetwarzaniem tkanki (94% catkowitej
zmiennosci). taczna SD obejmujgca wszystkie zrédta zmiennosci wynosi
2,9, co wskazuje, ze oznaczenie Prosigna jest wiarygodna miarg réznicy
miedzy dwoma wartosciami ROR réznymi o 6,75 z 95% poziomem ufnosci.

Tabela 15: Zmiennos¢ catkowita (przetwarzanie tkanki i RNA)

ZEIEEE AEIESE Zmiennos¢ catkowita taczna SD
przetwarzania tkanki przetwarzania RNA a
782 0,47 8,29 29

16.1.7 Zgodnos¢ klasyfikacji kategorii ryzyka i podtypu

Zgodnos¢ miedzy osrodkami wzgledem podtypu pacjentki i klasyfikacji ryzyka
(niskie/srednie/wysokie ryzyko) zostata przedstawiona w tabeli 16, gdzie
do wszystkich materiatow zastosowano wiasciwie progi odciecia ryzyka dla
klasyfikacji wolnych i zajetych weztéw chtonnych. W nawiasach klamrowych
zamieszczono 95% przedziaty ufnosci dla doktadnego typu, a w nawiasach
okragtych podano liczbe prébek z wynikami w obu osrodkach. Ostatnia
kolumna zawiera $rednig zgodnos¢. Dla kazdego pordwnania zgodnosé
obliczano w dwadch krokach. Najpierw dla kazdej probki tkanki wyliczano
zgodny udziat czterech mozliwych par wynikéw (dwa w osrodku 1 * dwa
w osrodku 2). W drugim kroku te udziaty usredniano dla wszystkich probek
tkanki, ktore wygenerowaty wyniki w obu osrodkach w danym poréwnaniu.

Tabela 16: Podsumowanie zgodnosci podtypu i kategorii ryzyka wzgledem stanu weztéw

Zgodnos¢ par
Typ poréwnania Osrodek 1vs Osrodek 1vs Osrodek 2 vs Zgodnosé érednia
osrodek 2 osrodek 3 osrodek 3
(n =40) (n = 41) (n = 40)
96,3% 98,8% 95%

§
Podtyp [86,4%-995%] | [910%-100%] | [831%-99,3%] 97%

Risk Category
(Kategoria ryzyka)
Wezty wolne

875%
[73,2%-95,8%]

92,7% 90%

(801%-98.4%] | [764%-97.2%] 90%

Kategoria ryzyka
Wezty zajete

88,8%
[75,9%-96,0%]

92.7%
[80,1%-98,4%]

91.3%
[79,2%-97,4%]

91%

Dla kazdego poréwnania (podtyp i kategorii ryzyka wezty wolne oraz wezty
zajete), Srednia zgodnos¢ miedzy osrodkami wynosita przynajmniej 90%.
Nie byto probek, dla ktérych kategoria ryzyka zmienita sie z niskiego na
wysokie ryzyko (lub odwrotnie) miedzy lub w ramach osrodkdéw. Wystapity
tylko dwa materiaty (z 41), ktére nie uzyskaty identycznych podtypoéw dla
wszystkich 6 powtérzen:

1. Jednak prébka uzyskata podwdjne wyniki luminalny A” w jednym osrodku
i podwajne wyniki ,luminalny B” w kazdym z pozostatych dwdch osrodkow.

2. Jednak préobka uzyskata podwdjne wyniki Jluminalny A” w jednym
osrodku podwajne wyniki ,z nadekspresjg HER2” w drugim osrodku i po
jednym ,luminalny A” i,z nadekspresjg HER2” w trzecim osrodku.

16.2 Czutosé/wejsciowe RNA
Opis badania wejsciowego RNA

W badaniu przetestowano 13 probek RNA raka sutka o trzech poziomach
wejsciowych RNA w ramach specyfikacji oznaczenia (500, 250 i 125 ng) oraz dwa
dodatkowe poziomy wejsciowego RNA poza specyfikacjg (625 i 62,5 ng). Kazda
prébke przetestowano kazda serig zestawu (facznie 2 serie) w jednym wykonanym
tedcie obejmujagcym podwodjne pomiary dla kazdego poziomu w specyfikacji
i pojedynczy pomiar dla kazdego poziomu spoza specyfikacji. W kazdym pomiarze
testowym uwzgledniono podwdjne Slepe proby (tj. bez sekwencji docelowych).
Jedna probke przetestowano tylko jedng seria.

Wyniki badania wejsciowego RNA

Wszystkie zmierzone Slepe probki (n = 46) znalazty sie ponizej progu sygnatu
i uzyskaty w tescie wynik odrzucenia (0% wskaznik rozpoznania). Wszystkie pomiary
RNA nowotworu w ramach specyfikacji oznaczenia (n = 138) uzyskaty w tescie wynik
zaliczajacy (100% wskaznik rozpoznania). Sto procent (100%) materiatow z iloscig
powyzej specyfikacji (625 ng) uzyskato zaliczajgcy wynik testu. Osiemdziesiat trzy
procent (83%) materiatéw (10/12) zbadanych przy poziomie wejsciowym ponizej
specyfikacji (62,5) uzyskato dodatni wynik testu w serii 11 100% w serii 2.

Sredni wynik ROR dla 13 probek obejmowat szeroki zakres (20-82). Klasyfikacja
grupy ryzyka (niskie/srednie/wysokie) byta w 100% zgodna dla wszystkich
poziomow wejsciowych RNA dla 13 zbadanych prébek. Tabela 17 zawiera zestawienie
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zmiennosci wyniku ROR w funkgji ilosci wejsciowego RNA. Srednia réznica wyniku
ROR miedzy poziomami wejsciowymi RNA, odchylenie standardowe (SD) réznic
oraz 90% poziom ufnosci wykorzystano do oceny, czy wyniki ROR generowane
z roznych poziomow wejsciowych RNA sg rownowazne wynikom uzyskanym dla
poziomu wejsciowego 250 ng. Aby spetni¢ kryterium akceptacji, poziom ufnosci
musiat miesci¢ sie w przedziale od -3 do 3 ROR. Przy dwdch skrajnych poziomach
w ramach specyfikacji oznaczenia (125 i 500 ng RNA) wyniki ROR byty réwnowazne
uzyskanym przy docelowym stezeniu wejsciowym réownym 250 dla kazdej
z testowanych serii zestawéw. Dla kazdego poziomu poza specyfikacji oznaczenia
wyniki ROR byty réwnowazne dla jednej serii, ale nie dla drugiej.

Tabela 17: Podsumowanie réznic wyniku ROR Liczba oznacza liczbe prébek uwzglednionych
w analizie.

Seria . Srednia . Dolna granica | Gérna granica

zestawu lf=e2l00) Sczed réznica ROR Splozicy ufnosci ufnosci
62,5-250 10 1,90 2,62 0,54 3,26
125-2 12 7! 12 1 1,34

20535 5-250 0,75 23 0,16 3
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 11 -0,36 3,96 -2,33 1,60
125-250 n -0,50 3,07 -2,02 1,02

20536
500-250 11 -0,82 3,25 -2,43 0,79
625-250 n -1,09 4,24 -39 1,01

16.3 Badanie zaburzen
Przylegta tkanka prawidtowa/nie nowotworowa

Przylegta tkanka prawidtowa/nie nowotworowa powszechnie wystepuje w bloczkach
FFPE raka sutka i moze zosta¢ zidentyfikowana w przegladzie patologicznym jako
obszar rdzniacy sie od obszaru inwazyjnego raka sutka. Opisana powyzej procedura
oznaczenia Prosigna wymaga usuniecia przylegtej tkanki prawidtowej za pomoca
preparowania. W celu oceny ryzyka zanieczyszczenia normalng tkanka dla wynikow
testu, tacznie 13 bloczkow FFPE raka sutka zawierajacych potwierdzony patologicznie,
inwazyjny rak przewodowy oraz okoto 50-95% przylegtej tkanki prawidtowej/nie
nowotworowe] przetestowano z wykonaniem preparowania i bez preparowania
przylegtej tkanki, a nastepnie okreslono réznice w wyniku ROR (delta ROR).

Srednio warto$¢ ROR prébki nowotworu po preparacji byta o prawie 8 jednostek
ROR wyzsza od obserwowanej w przypadku nieusuniecia tkanki prawidtowej/nie
nowotworowej. Rysunek 14 ilustruje ten fakt w funkcji wzrostu ilosci tkanki prawidtowej
(do 95% nieusunietej przez preparowanie): istnieje rosnace ryzyko, ze zgtaszana
wartos¢ ROR zostanie niedoszacowana lub uzyska negatywne odchylenie
(do -19 jednostek ROR) przy ocenie ryzyka nawrotu dla pacjentki.

Rysunek 14: Wptyw tkanki prawidtowej/nie nowotworowej na wartos¢ delta ROR

Delta ROR wg % prawidtowy/nienowotwor.

Delta ROR

T T T T
50 60 70 80 20 100
% prawictowy/nienowotworowy

Zaktdcenia tkanki martwicza, krwotocznej i DCIS

W celu oceny ryzyka zanieczyszczenia tkankg martwicza/krwotoczng/DCIS (rak
przewodowy in situ) dla wynikow testu, tgcznie 11 bloczkéw FFPE raka sutka (3 DCIS,
5 martwiczych, 3 krwotoczne) zawierajacych potwierdzony patologicznie, inwazyjny
rak przewodowy oraz okoto 10-30% czynnika zaktdcajacego przetestowano
Z wykonaniem preparowania i bez preparowania czynnika zaktdcajgcego, a nastepnie
okreslono réznice w wyniku ROR (delta ROR). Przy badanych poziomach wptyw krwi/
tkanki krwotocznej, DCIS oraz tkanki martwiczej uwzglednionej w procedurze miat
pomijalny wptyw na zgtaszany wynik ROR (< 6 jednostek ROR). Zaobserwowano
100% zgodnosc¢ w przydziale kategorii ryzyka miedzy jedenastoma probkami z tkankg
martwicza, krwotoczng i DCIS z preparacja i bez.



Ludzkie DNA genomowe

Procedura Oznaczenia Prosigna obejmuje usuniecie ludzkiego DNA genomowego
(gDNA) przez trawienie enzymem DNase. W celu oceny ryzyka zanieczyszczenia

Analiza

Tabela 19: Podsumowanie leczenia i charakterystyki klinicznej w potaczonej analizie badari 1i 2

gDNA na wyniki testu zbadano dziesie¢ (10) bloczkdéw FFPE raka sutka zawierajacych Weliv1;'s‘>é"e 1-3 Zai_etseggez'y 24(1315‘1%‘;61'3’
patologicznie potwierdzony inwazyjny przewodowy rak sutka z usunieciem Charakterystyka |~ Wartos¢ F— A::c' AB)CSGS — AT(:c' A)BCSGB — AT:C' A)BCSGS
genomowego DNA i bez, przez pominiecie w procedurze kroku z DNaza. W zbadanych (n=739) | (n=1047) | (n=208) [ (n=382) (n=54) (n=49)
probkach wynik ROR byt srednio 4 do 5 jednostek nizszy w grupach ryzyka Niskie Anostrozol 377 528 102 184 31 25
i Srednie po usunieciu gDNA za pomoca enzymu DNase | (patrz tabela 18). Gdy probki, | ecseni GLO%) | (504%) | (490%) | (“82%) | (574%) | (510%)
. ; ; A Tylko 362 519 106 198 23 24
ktore mg zostaty _p_otraktowame enzymem D!\lase_zosta+y poddane Jeg_o dm_a%amu tamoksyfen oo | wosw G10% GL8%) o | woow
(po obrobce), wyniki ROR byty zgodne z wartosciami ROR obserwowanymi oryginalne o0 0 = o 3 7
w prébkach poddanych dziataniu DNase zgodnie z protokotem. W obecnosci gDNA Gl 229%) | (207%) (18,8%) A47%) (5,6%) (14,3%)
istnieje ryzyko, ze zgtoszony wynik ROR bedzie przeszacowany lub bedzie miat Stopien G2/6x 438 837 122 328 37 42
odchylenie dodatnie (do 7 jednostek ROR) w zakresie szacunku ryzyka nawrotu (593%) | (79.9%) | (587%) | (859%) (685%) | (857%)
u pacjentki. Ponadto wyliczony sygnat dla probek nie poddanych dziataniu DNase | 63 132 0 47 0 14 0
b - " . . (17.9%) (0%) (22,6%) (0%) (25,9%) (0%)
vt znaczaco (p < 0,05) nizszy niz dla probek poddanych dziataniu enzymu DNase ” e = > 3 P
I, co wynikato z interferencji w odczycie absorbancji uzywanym do ilosciowego <lem 65% | 209% | ©2% (97%) (5.6%) (41%)
oznaczenia RNA przed badaniem oznaczeniem Prosigna. o 420 568 83 193 5 18
B (568%) | 543%) | (399% | 505% | @78% | 367%)
Tabela 18: Wptyw poddania dziataniu enzymu DNase na wartos¢ ROR w prébkach nowotworu Wielkos¢ guza 157 13 77 122 8 23
3 Q20 | @030 | @rom | @ | 33w | 6%
o Réznica ROR
Badane Ré2nica ROR c 40 47 35 30 18 6
ROR probki 2 DNase | - bez DNase | ZDNS ez Dl >sem Gaw | @sm | aesw | a9 | @330 | 22%
Kategoria (po obrdbce)
FFPE T v v Tl i v Uiern 649 984 186 367 47 16
Srechis in. aks. Sieci’s 0. axs. Status HERD yernny (878%) | (940%) | (894%) | (961%) | (870%) | (93,9%)
Niskie 3 -4,0 -6,0 -10 0,7 -10 30
3 . / : ; 3 . 20 63 22 15 7 3
Srednie 2 -45 -70 -20 10 0,0 20 Dodatni 2% | ®0% | 106%) (39%) (13,0%) (61%)
Wysokie 5 04 -10 20 04 -10 10 Odleste 79 9 50 64 31 10
0 . g 107%) | (87%) (24,0%) (168%) | (574%) | (204%)
rzerzuty
inace kling n7 121 59 73 34 10
16.4 Wydajnos¢ kliniczna Dowolne e | aew | asmo | aore | 60w | o
Przeprowadzono dwa kliniczne badania weryfikacyjne w celu walidacji oznaczenia Luminal A 529 725 127 248 31 3l
. . . . . °g °o l)0 °o oa 00
prognostycznej sygnatury genowej raka sutka Prosigna. Gtéwnym celem obu badan Mm‘”?‘”y A | G16%) | 692%) O | ©49%) | G74%) | 635%)
byta weryfikacja opublikowanych obserwacji, wedtug ktorych wynik ryzyka nawrotu e e | s | amo | aoze | cosw | cmo | oo
(ROR) zapewnia dodatkowa informacje prognostyczng dla 10-letniej przezywalnosci zodfysﬁi Basallike 7 6 5 > 0 0
bez nawrotow przewyzszajaca standardowe zmienne Kliniczne. Ponadto wtérnym anosting | (gasaly 9% | ©6%) 0w | ©5%) 0% (0%)
celem obu badan byta weryfikacja wczesniejszych obserwacji, zgodnie z ktdrymi HER2-Enriched 27 32 m 14 3 2
pacjentki o nowotworze typu luminalny A i luminalny B wykazujg istotng statycznie ;ZE?{agekspreSJa 37%) (31%) (53%) (3.7%) (5,6%) (41%)

roznice 10-letniej przezywalnosci bez nawrotow. Poniewaz kryteria wiaczenia i
wyniki obu badan byty podobne, bazy danych badan potaczono i przeanalizowano
uzywajac prospektywnie zdefiniowanego planu analiz o takich samych celach, jak
poszczegodlne badania.

Potaczona analiza: Wyznaczanie krzywych ryzyka na podstawie
potaczonych wynikéw oznaczenia Prosigna z badan TransATAC
i ABCSG-8.

Podsumowanie leczenia i charakterystyki klinicznej potagczonej analizy zamieszczono
ponizej. Schematy poszczegolnych badan oraz informacje dotyczace analizy, patrz
wiasciwe sekcje dla badan 1i 2.
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Oba badania obejmowaty grupe leczenia, ktére polegato na 5 latach przyjmowania
tamoksyfenu. W badaniu TransATAC druga grupa badania obejmowata 5 lat
przyjmowania anastrozolu, natomiast w badaniu ABCSG-8 druga grupa obejmowata
2 lata tamoksyfenu a nastepnie 3 lata anastrozolu. Gdy odlegte przerzuty (distant
recurrence, DR) wymodelowano w funkcji wszystkich zmiennych klinicznych
i leczenia, leczenie nie miato znaczacego udziatu (p = 0,66) jako predyktor DR.
Inne gtéwne réznice miedzy badaniami to fakt, ze badanie TransATAC obejmowato
pacjentki z rakiem stopnia 3, oraz to, ze ogdlny wskaznik przerzutow byt wyzszy
w badaniu TransATAC niz w badaniu ABCSG-8.

Wyniki

Rysunek 15 przedstawia 10-letnie ryzyko nawrotéw w funkcji wyniku ROR z 95%
przedziatami ufnosci na podstawie osobnych modeli proporcjonalnego hazardu
Cox’a dla kazdej z grup pacjentek z wolnymi i zajetymi (1-3 zajete wezty) weztami
chtonnymi.

Rysunek 15: dziesigcioletnie szacunkowe ryzyko odlegtego nawrotu choroby wzgledem stanu
weztéw z 95% przedziatami ufnosci

o
8

—— Wezly wolne
—— Wezly zajete (1-3 wezly)

Szacunkowe 10-letnie ryzyko odlegtego przerzutu

Rysunek 16 przedstawia wykresy Kaplana-Meiera i czestosci wzgledem grup ryzyka
dla pacjentek z wolnymi weztami, a rysunek 17 przedstawia te same wykresy dla
pacjentek z zajetymi 1-3 weztami chtonnymi. Na kazdym rysunku zamieszczono
szczegotowe informacje dotyczace wielkosci proby, liczby zdarzen i szacunkowych
wartosci procentowych bez odlegtego nawrotu choroby po 10 latach wzgledem
grupy ryzyka. W grupie pacjentek z zajetymi weztami znajdowato sie bardzo niewiele

14



pacjentek w predefiniowanych grupach niskiego ryzyka, przez co przedziat ufnosci
na krzywej Kaplana-Meiera, a tym samym szacunkowa wartos¢ 10-letniej DRFS, byta
miata bardzo duzy rozrzut.

Rysunek 16A: Wartos¢ DRFS wzgledem grupy ryzyka dla pacjentek z wolnymi weztami
chtonnymi
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— Niskie ryzyko
— Srednie ryzyko L
— Wysokie ryzyko
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Procent bez odlegtego przerzutu

06

Czas sledzenia (lata)

Podsumowanie danych z rysunku 16A: Warto$¢ DRFS wzgledem grupy ryzyka dla pacjentek
z wolnymi weztami chtonnymi

Podsumowanie danych z rysunku 17A: Wartos¢ DRFS wzgledem grupy ryzyka dla pacjentek
z zajetymi od 1do 3 weztami chtonnymi

. . . Szacunkowa wartos¢ procentowa
Liczba Liczba zdarzen

Grupa ryzyka acjentek (%) W ciagu 10 lat bez odlegtego nawrotu choroby
e 9 ek po 10 latach [95% CI]
Niskie 24 (4%) 2 91,7% [70,6%-97,8%]
Srednie 21 (36%) 18 90,4% [85,2%-93,9%]
Wysokie 355 (60%) 87 71,8% [66,3%-76,6%]

Razem 590 (100%) 107

Czesto$¢ wystepowania dla piecioletniego okresu

0-5 lat

Okres pigcioletni

16,6%

5-10 lat

Rysunek 17B: Czestos¢ wystepowania wzgledem grupy ryzyka dla pacjentek z zajetymi
weztami chtonnymi (1-3 wezty) w odstepach pigcioletnich

. . . Szacunkowa wartos¢ procentowa
Liczba Liczba zdarzen
Grupa ryzyka acjentek (%) w ciagu 10 lat bez odlegtego nawrotu choroby
e e po 10 latach [95% CI]
Niskie 875 (49%) 31 96,2% [94,7%-97,3%]
Srednie 551 (31%) 53 89,2% [86,1%-91,7%]
Wysokie 360 (20%) 73 77,7% [72,8%-81,9%]
Razem 1786 (100%) 57

Rysunek 16B: Czestos¢ wystepowania wzgledem grupy ryzyka dla pacjentek z wolnymi
weztami chtonnymi w odstepach pigcioletnich
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Rysunek 17A: Wartos¢ DRFS wzgledem grupy ryzyka dla pacjentek z zajetymi od 1 do 3 weztami
chtonnymi
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W Wysokie 1l Niskie

Na rysunku 17B, poniewaz badanie obejmowato tylko 24 pacjentow z 2 zdarzeniami
w grupie niskiego ryzyka z zajetymi weztami, do celdow analizy péznych nawrotow
pacjentki zostaty potgczone z pacjentkami Sredniego ryzyka.

Wszystkie 103 pacjentek w potgczonej bazie danych o 4 lub wiecej zajetych weztach
chtonnych sklasyfikowano do grupy wysokiego ryzyka. Tabela 20 prezentuje
10-letnie wartosci DRFS dla tych pacjentek.

Tabela 20: Wskazniki dziesiecioletniego DRFS dla pacjentek z 4 lub wigcej zajetymi weztami
chtonnymi

. . . Szacunkowa wartos¢ procentowa
Liczba Liczba zdarzen
Grupa ryzyka et o G D L bez odlegtego nawrotu choroby
i e po 10 latach [95% CI]
Wysokie 103 39 574% [46,3%-670%]

U wiekszosci uczestniczek potaczonych badan (96%) wystepowat nowotwor
typu luminalny A lub luminalny B. Rysunek 18 przedstawia poréwnanie wartosci
DRFS wzgledem podtypu luminalnego dla pacjentek z wolnymi weztami chtonnymi.

Rysunek 18: Krzywe Kaplana-Meiera dla DRFS z podziatem na podtyp wewnetrzny dla pacjentek
z wolnymi weztami chtonnymi
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Podsumowanie danych z rysunku 18: Krzywe Kaplana-Meiera dla DRFS z podziatem na podtyp
wewnetrzny dla pacjentek z wolnymi weztami chtonnymi

. . . Szacunkowa wartos¢ procentowa
Liczba Liczba zdarzen
Grupa ryzyka Ttk W ciagu 10 lat bez odlegtego nawrotu choroby
[ ek po 10 latach [95% CI]
Luminal A
(Luminalny A) 1254 62 94,6 [93,1-95,8]
Luminal B
(Luminalny B) 460 75 81,9 [77,7-85,3]
Razem 1714 137

Rysunek 19 przedstawia ten sam wykres dla pacjentek z zajetymi 1-3 weztami
chtonnymi. Dla obu grup stwierdzono znaczace rdznice miedzy wartosciami
DRFS pacjentek z nowotworem typu luminalny A i luminalny B.

Rysunek 19: Krzywe Kaplana-Meiera dla DRFS z podziatem na podtyp wewnetrzny dla pacjentek
z zajetymi 1-3 weztami chtonnymi
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Podsumowanie danych z rysunku 19: Krzywe Kaplana-Meiera dla DRFS z podziatem na podtyp
wewnetrzny dla pacjentek z zajetymi 1-3 weztami chtonnymi

. . . Szacunkowa wartos¢ procentowa
Liczba Liczba zdarzen
Grupa ryzyka Ttk W ciagu 10 lat bez odlegtego nawrotu choroby
[ ek po 10 latach [95% CI]
Luminal A
(Luminalny A) 375 4 87,6 [83,5-90,8]
Luminal B
(Luminalny B) 186 52 68,3 [60,4-75,0]
Razem 561 93

W potaczonych bazach danych znajdowato sie tylko 98 pacjentek podtypu
luminalnego z 4 lub wiecej zajetymi weztami chtonnymi. Tabela 21 prezentuje
10-letnie wartosci DRFS dla tych pacjentek, ktére wykazuja réwniez znacznie wyzsze
ryzyko w przypadku typu luminalnego B.

Tabela 21: Wskazniki dziesiecioletniego DRFS dla pacjentek z 4 lub wiecej zajetymi weztami
chtonnymi z podziatem na typ

. . . Szacunkowa wartos¢ procentowa
Liczba Liczba zdarzen
Grupa ryzyka et W ciagu 10 lat bez odlegtego nawrotu choroby
(= ek po 10 latach [95% CI]
Luminal A
(Luminalny A) 62 17 68,3 [53,6-79,3]
Luminal B
(Luminalny B) 36 20 38,0 [21,4-54,5]
Razem 98 37

Analiza péZnych nawrotéw

W opisanej wczesniej potaczonej analizie danych czestotliwosci zdarzen w ramach
kazdej grupy ryzyka nie sa state w okresie 10 lat, co widac na rysunkach 16B i 17B. Aby
lepiej zrozumie¢ odlegte przerzuty w okresie pdznych nawrotdw, przeprowadzono
retrospektywng analize opisanych powyzej, potaczonych danych dla podzbioru
pacjentek bez nawrotow w ciggu pieciu lat (tacznie 2163 pacjentek®). Z tej grupy 1605
byto pacjentkami bez zajetych weztdéw chtonnych, a 488 byto pacjentkami z zajetymi
weztami (1-3 zajete wezty). Dla kazdej grupy wezta wartosci ponizej osi X dla roku 5
na rysunkach 20 i 21 prezentujg liczbe narazonych pacjentek po pieciu latach wedtug
grupy ryzyka, tj. kwalifikujgcych sie do analizy pdznych nawrotow.

Tabela 22 zawiera zestawienie charakterystyki leczenia i klinicznej dla pacjentek
bez zajetych i z zajetymi weztami chtonnymi (1-3 zajete wezty) w analizie pdznych
nawrotow.
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Tabela 22: Podsumowanie leczenia i charakterystyki klinicznej w analizie péznych nawrotéw

Wezty wolne Wezty zajete (1-3)
o (n =1605) (n=488)
Charakterystyka Wartos¢
ABCSG8 ransATAC ABCSG8 TransATAC
(n =944) (n = 661) (n =311) (n=177)

Anastrozol 480 346 153 89

Leczenie
Tylko tamoksyfen 464 315 158 88
Silnie zréznicowany 192 158 46 36
Stopiert Umiarkowanie 752 394 265 105

zroznicowany

Stabo zréznicowany 0 109 0 36
<lcm 204 116 35 n
Wielkosc 1-2cm 526 376 165 74
guza 23cm 183 139 90 64
>3cm 31 30 21 28
Status Ujemny 888 590 300 157
HER2 Dodatni 56 7 il 20
Odlegte 4 40 28 29

Przerzuty
Dowolne 7 78 37 37
Luminal A (Luminalny A) 674 488 218 n2
Luminal B (Luminalny B) 245 150 87 54

Podtyp
Nanostring Basal-Like (Basal) 4 5 0 1
HER2-Enriched

(Z nadekspresja HER2) 2 18 6 10

Gtéwnym celem byta ocena zdolnosci wyniku ROR do zapewnienia istotnej
dodatkowej informacji prognostycznej dla DRFS przewyzszajacej standardowe
zmienne Kkliniczne w latach od 5 do 10. Model zerowy obejmujacy wytacznie CTS
poréwnano z modelem alternatywnym obejmujagcym CTS i ROR stosujac test
stosunku wiarygodnosci (likehood ratio, LR). Parametr ROR dodawat istotng
statystycznie informacje dla DRFS powyzej 5 lat przewyzszajacg standardowe
zmienne kliniczne dla wszystkich pacjentek (p < 0,0001) oraz dla pacjentek
z wolnymi (p < 0,0001) i z zajetymi weztami (1-3 zajete wezty) (p < 0,0001).

Tabela 23 zawiera zestawienie stosunkéw hazardu dla 10-punktowej zmiany
na podstawie analizy jednej zmiennej i analizy wielu zmiennych obejmujacej
wynik ROR i CTS. Wszystkie stosunki hazardu dla wyniku ROR sg istotnie rozne
od 1nawet po skorygowaniu dla CTS. W tabeli 22 zamieszczono takze wspotczynniki
kontyngencji C. Dla obu grup wspdtczynnik kontyngencji C byt znaczaco rozny
od wartosci 0,5, bez wartosci informacyjnej.

Tabela 23: Podsumowanie testow péznych nawrotéw

R Stosunek hazardu: Wspotczynnik C z 95%
Ll_c:bah ~ Zmiana 10-punktowego wyniku ROR przedziatami ufnosci
zajetycl — - - -
weztow Analiza jednej Analiza wielu Wspétczynnik C | Dolna Gorna
zmiennej zmiennych
0 1605 1,38 [1,23-1,54] 1,29 [115-1,46] 70,1% 64,7% 75,5%
1-3 488 143 [1,25-1,63] 1,34 [116-1,53] 711% 64,0% 78,3%

Wiekszos$¢ pacjentek w obu badaniach nie wykazywata nadekspresji HER2. Tabela
24 prezentuje rozktad statusu HER2 dla pacjentek z wolnymi i zajetymi weztami
chtonnymi (1-3 wezty). W obu grupach ponad 90% kobiet uczestniczacych w
badaniu nie wykazywato nadekspresji HER2.

Tabela 24: Rozktad statusu HER2 wedtug liczby zajetych weztéw

» . Status HER2
Podzbiér pacjentek = = Razem
Ujemny Dodatni
Pacjentki z wolnymi weztami 1478 (92)1%) 127 (7.9%) 1605
Pacjentki z zajetymi weztami 457 (93,6%) 31(6,4%) 488
1-3 zajete wezty

Tabela 25 przedstawia poréwnanie modelu wielu zmiennych dopasowanego
do wszystkich pacjentek w danej grupie weztéw oraz modelu dopasowanego
do wszystkich pacjentek bez nadekspresji HER2 w grupie. Brak réznic istotnych
statystycznie.



Tabela 25: Stosunki hazardu dla zmiany 10-punktowego wyniku ROR: wszystkie pacjentki w
podgrupie wzgledem pacjentek bez nadekspresji HER2 w ramach podgrupy

. . . Wszystkie pacjentki Pacjentki bez nadekspresji
Liczba zajetych weztéw 195% CI] HER2 [95% CI]
Pacjentki z wolnymi weztami 1,29 [115-1,46] 1,35[119-1,54]
Pacjentki z zajetymi weztami 134 [116-1,53] 1,29 [111-1,50]
1-3 zajete wezty

Poréwnanie miedzy grupami ryzyka jest analizowane dalej na rysunkach 20 i 21, ktére
prezentujg krzywe czestosci wystepowania dla wczesnych i pdznych nawrotéw,
z podziatem na grupy ryzyka dla pacjentek, odpowiednio, z wolnymi i zajetymi (1-3)
weztami. Krzywe czestosci wystepowania obejmujg okres wczesnych przerzutow (w
ciggu pierwszych 5 lat) i okres pdznych przerzutéw (miedzy 5 a 10 lat po rozpoznaniu).
Pod osig X na kazdym z rysunkéw podano liczbe zagrozonych kobiet i skumulowang
czestos¢  wystepowania. Tabele zestawien prezentuja przedziaty ufnosci dla
skumulowanej czestosci nawrotow przy 5 lub 10 latach dla kobiet bez nawrotéw po
zakonczeniu 5 lat leczenia. Dla pacjentek z weztami zajetymi (1-3 wezty) ujetych na
rysunku 21, potgczono grupy niskiego i $redniego ryzyka, ze wzgledu na mata liczbe
pacjentek w grupie niskiego ryzyka.

Populacja niskiego ryzyka charakteryzuje sie matym prawdopodobieristwem
odlegtego nawrotu choroby miedzy latami 5 a 10 po 5 latach terapii hormonalnej,
czego dowodza krzywe skumulowanej czestosci wystepowania i zwigzane z nimi
stosunki hazardu dla kazdej grupy ryzyka. Dla kontrastu dla populacji $redniego i
wysokiego ryzyka utrzymuje sie ryzyko pdéznego odlegtego nawrotu choroby po
5 latach terapii hormonalnej. Réznica w wynikach miedzy populacjami $redniego i
wysokiego ryzyka pacjentek z weztami wolnymi zostaje ustalona w ciggu pierwszych
5 lat (wskaznik nawrotéw = 13,2% [9,6%-16,7%] dla pacjentek wysokiego ryzyka i
4,7% [2,9%-6,4%] dla pacjentek sredniego ryzyka) i utrzymuje sie do 10 lat, jednak
wskazniki nawrotéw dla grup Sredniego i wysokiego ryzyka po 5 latach terapii
hormonalnej sa bardzo podobne.

Rysunek 20A: Krzywe czestosci wystepowania dla odlegtego nawrotu choroby wzgledem grup
ryzyka w okresie 0-5 lat: Pacjentki z wolnymi weztami
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Wysokie: 360 352 () 339.(39) 319(77) 307 (10,3) 287(13.2)
Srednie: 551 546 (0.4) 533(15) 515(3.5) 506 (41) 500 (4.7)
Niskie: 875 866 (0.5) 850 (0.9) 842(10) 830 (17) 818 21)

Podsumowanie danych z rysunku 20A: Krzywe czestosci wystepowania dla odlegtego nawrotu
choroby wzgledem grup ryzyka w okresie 0-5 lat: Pacjentki z wolnymi weztami

Wskazniki nawrotéw wedtug grupy ryzyka do pieciu lat po zakoriczeniu leczenia
[95% przedziaty ufnosci]

Rysunek 20B: Krzywe czestosci wystepowania dla odlegtego nawrotu choroby wzgledem grup
ryzyka w okresie 5-10 lat: Pacjentki z wolnymi weztami
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Czas sledzenia (lata)

Grupa ryzyka Zagrozone (%DR)

Wysokie: 287 268 (2.8) 256 (4.3) 235(74) 189 (9.9) 144 (10,4)
Srednie: 500 478 (1.4) 460 (2,7) 440 (31 367(52) 156 (6,4)
Niskie: 818 799 (0.2) 785(0.4) 748 (1,0) 653 (1.7) 453(17)

Podsumowanie danych z rysunku 20B: Krzywe czestosci wystepowania dla odlegtego nawrotu
choroby wzgledem grup ryzyka w okresie 5-10 lat: Pacjentki z wolnymi weztami

Wskazniki nawrotéw wedtug grupy ryzyka po wolnym od nawrotéw zakornczeniu leczenia
[95% przedziaty ufnosci]

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

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

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

Rysunek 21A: Krzywe czestosci wystepowania dla odlegtego nawrotu choroby wzgledem grup
ryzyka w okresie 0-5 lat: Pacjentki z weztami zajetymi (1-3 wezty)
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Podsumowanie danych z rysunku 21A: Krzywe czestosci wystepowania dla odlegtego nawrotu
choroby wzgledem grup ryzyka w okresie 0-5 lat: Pacjentki z weztami zajetymi (1-3 wezty)

Wskazniki nawrotéw wedtug grupy ryzyka do pieciu lat po zakoriczeniu leczenia
[95% przedziaty ufnosci]

Wysokie Niskie/$rednie

13,8% [10,1%-17,4%] 4,4% [1,7%-7,0%]

Niskie
21% [11%-3,1%]

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

Wysokie
13,2% [9,6%-16,7%]
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Rysunek 21B: Krzywe czestosci wystepowania dla odlegtego nawrotu choroby wzgledem grup
ryzyka w okresie 5-10 lat: Pacjentki z weztami zajetymi (1-3 wezty)
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Zagrozone (%DR)

Grupa ryzyka
Wysokie: 272 254 (30) 233(6,9) 214 (11,3) 179 (13.9) 130 (16,6)
Srednie: 216 21(0.0) 204 (1.9) 195 (24) 158 (4,0) 1(3)



Podsumowanie danych z rysunku 21B: Krzywe czestosci wystepowania dla odlegtego nawrotu
choroby wzgledem grup ryzyka w okresie 5-10 lat: Pacjentki z weztami zajetymi (1-3 wezty)

Wskazniki nawrotéw wedtug grupy ryzyka po wolnym od nawrotéw zakorczeniu leczenia
[95% przedziaty ufnosci]

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

Niskie/$rednie
5,3% [2,0%-8,4%]

Whioski z potaczonej analizy

W potaczonym badaniu dla pacjentek bez nawrotéw przez piec¢ lat wykazano, ze
wynik ROR dodaje istotne informacje prognostyczne w okresie péZznych nawrotow
miedzy 5 a 10 lat po rozpoznaniu, przewyzszajace standardowe zmienne kliniczne.
Przy zastosowaniu grup ryzyka zdefiniowanych w punkcie wyjsciowym dla kazdej
z grup swoistych dla liczby zajetych weztdw wykazano, ze grupy ryzyka klasyfikujg
petny zestaw pacjentek na grupy o istotnie réznym ryzyku péznego odlegtego
nawrotu choroby. Zaréwno analiza ciggta, jak i na podstawie grup ryzyka na bazie
wyniku ROR, wykazata podobng informacje prognostyczng w roznych podgrupach.
Nie stwierdzono waznej réznicy miedzy wynikami dla pacjentek bez nadekspresji
HER2 w poréwnaniu ze wszystkimi pacjentkami.

W badaniach TransATAC i ABCSG-8 wykazano, ze wartos¢ ROR dodaje znaczaca
informacje prognostyczng przewyzszajaca standardowe zmienne kliniczne i leczenia,
zaréwno przy uwzglednieniu jako miara ciggta, jak i przy zastosowaniu trzech
predefiniowanych grup ryzyka. Badania wykazywaty rozne profile ryzyka w takim
znaczeniu, ze czestosc zdarzen byta wyzsza w badaniu TransATAC niz w badaniu
ABCSG-8: jest to oczywiste po porownaniu wartosci DRFS (%) w grupach kontrolnych
badan ATAC (90,8%) i ABCSG8 (92,5%) podanych w literaturze®°. Analiza ta potaczyta
dane z tych dwdch badan z rownymi wagami, aby wygenerowac profile ryzyka, ktore -
jak sie oczekuje - bedzie mozna uogdinic na inne populacje pacjentow niz tylko wyniki
poszczegdinych badan.

Badanie 1: Przewidywanie ryzyka nawrotéw u kobiet po menopauzie z wolnymi
lub zajetymi weztami chtonnymi, z rakiem sutka wykazujacym ekspresje
receptoréw hormonalnych we wczesnym stadium, leczonych lekiem arimidex lub
tamoksyfenem: badanie TransATAC.

Schemat badania

Kliniczne badanie weryfikacyjne zaprojektowano w celu weryfikacji czy wynik ryzyka
nawrotu (ROR) zapewnia dodatkowa informacje prognostyczng dla przezywalnosci
bez nawrotow (DRFS) przewyzszajaca standardowe zmienne Kkliniczne przy uzyciu
wszystkich dostepnych prébek pacjentek. W badaniu tym wykorzystano RNA
wyizolowane z tkanki FFPE raka sutka z podzbioru pacjentek uczestniczacych w
badaniu ATAC". Badanie ATAC obejmowato 9366 pacjentek w trzech grupach badania
(110). Pacjentki zostaty zrandomizowane do otrzymywania przez 5 lat leczenia
hormonalnego w postaci 1 mg anastrozolu (tj. arimidex) plus placebo tamoksyfenu,
20 mg tamoksyfenu plus placebo anastrozolu lub tamoksyfenu i arimidexu
w skojarzeniu. Leczenie w grupie skojarzonej przerwano po analizie poczatkowej,
poniewaz nie wykazano korzysci w zakresie skutecznosci lub tolerancji w stosunku
do monoterapii tamoksyfenem. Opublikowano ostatnio mediane kontroli po 10 latach
grup monoterapii w badaniu ATAC, zgodnie z wymogami FDA w zakresie aktualizacji
informacji dotyczacych bezpieczenstwa i skutecznosci®. Dla pacjentek z rakiem
wykazujagcym ekspresje receptorow hormonalnych zaobserwowano znaczaca
poprawe wartosci DFS (wspotczynnik ryzyka, HR = 0,86), RFS (HR = 0,79) i DRFS
(HR = 0,85) dla pacjentek leczonych anastrozolem w poréwnaniu do leczonych
tamoksyfenem w tej samej analizie. Réznice bezwzgledne w przezywalnosci bez
nawrotéw miedzy anastrozolem i tamoksyfenem zwiekszyty sie w czasie z 2,7% po
5 latach do 4,3% po 10 latach. Projekt TransATAC rozpoczeto w roku 2002 w ramach
protokotu TA/01, w celu retrospektywnego ustanowienia banku probek z archiwalnych
histopatologicznych bloczkéw FFPE od pacjentek ATAC™.

Uzyskano tgcznie 2006 bloczkéw podchodzacych od 4160 kobiet z rakiem sutka
z ekspresjg receptorow hormonalnych, ktére zostaty zrandomizowane do grup
monoterapii badania ATAC. Z wymienionych bloczkow FFPE 1372 zebrano od pacjentek
w Wielkiej Brytanii i zawieraty one dostateczng ilos¢ inwazyjnego nowotworu do
analizy za pomoca testu Genomic Health® Oncotype Dx®2 Wynik nawrotéw Oncotype
Dx Recurrence Score® (RS) okreslono na podstawie bloczkéw FFPE, a wyniki badania
zweryfikowaty Kklinicznie wartos¢ RS w ocenie przezywalnosci bez nawrotéw u
pacjentek po menopauzie, z rakiem sutka wykazujacych ekspresje receptorow
hormonalnych we wczesnym stadium leczonych anastrozolem lub tamoksyfenem.
RNA pozostate z badania Oncotype Dx zostato przestane do szpitala Royal Marsden
Hospital w Londynie, gdzie przechowywano je w temperaturze -70°C. tacznie dla 1017
pacjentek z badania Oncotype Dx pozostato > 500 ng RNA, ktore zostato przebadane
przez firme NanoString w ramach klinicznego badania weryfikacyjnego NanoString.

W badaniu tym wykorzystano podtypy wewnetrzne wygenerowane przez
oznaczenia i oceniono dwie wersje wyniku ROR, uzywajac predefniowanego
podejscia sekwencyjnego. Dwa wyniki ROR, z ktérych kazdy charakteryzowat sie
zakresem od O do 100 zostaty wyliczone z uzyciem 50 gendw testowych, zgodnie
z wczesniejsza publikacjg?, lub podzbioru 46 gendw. W kazdym przypadku
wspotczynniki wyliczano z modelu Cox’a, obejmujacego korelacje Pearsona zbioru
50 lub 46 gendw uzywanego do obliczenia podtypu, wyniku proliferacji i wielkosci
guza. Wszystkie analizy przeprowadzono z uzyciem danych kontroli po 10 latach.
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Gtownym punktem koricowym byto przezycie bez nawrotéw (distant recurrence-
free survival, DRFS). Wartos¢ te zdefiniowano jako odstep czasowy od rozpoznania
do odlegtego nawrotu choroby lub zgonu z powodu raka sutka. Wtérnym punktem
koncowym byto przezycie bez nawrotow (recurrence-free survival, RFS). Wartosc
te zdefiniowano jako odstep czasowy od rozpoznania do pierwszego nawrotu
(miejscowego, regionalnego lub odlegtego nawrotu choroby) lub zgonu z powodu
raka sutka.

Przy wykorzystaniu dostepnych probek pacjentek dopasowano modele
wielowymiarowego zagrozenia proporcjonalnego (proportional hazards, PH)
Cox’a w celu oceny gtéwnego celu testow sekwencyjnych ROR na podstawie
50 i 46 gendw. Model obejmowat standardowe kliniczne zmienne towarzyszace
(wiek, stopien nowotworu, stan weztow, leczenie wspomagajace). Nastepnie
dopasowano model Cox’a i uzyto testu stosunku wiarygodnosci do sprawdzenia,
czy wartos¢ ROR dodawata istotng statystycznie (a = 0,05) dodatkowa informacje
prognostyczna przewyzszajaca dostepne w klasyfikacji leczenia klinicznego (Clinical
Treatment Score, CTS). CTS to zoptymalizowana kombinacja czynnikéw kliniczno-
patologicznych, stworzona przez badacza klinicznego jako miara standardu
patologii”?. Gtéwne analizy zostaty powtdrzone dla roznych podzbiordéw pacjentek
(wszystkie, z wolnymi weztami, z zajetymi weztami lub tylko bez nadekspresji HER2)
i punktami koricowymi (DRFS lub RFS).

Dla kazdej z grup pacjentek z wolnymi i zajetymi weztami chtonnymi uzyto modeli

Cox’a (wyfaczajac CTS) do przewidzenia 10-letniego ryzyka nawrotow w funkcji wyniku
ROR. W oparciu o przewidywania modeli zdefiniowano trzy grupy ryzyka:

Niskie ryzyko:

Srednie ryzyko:
Wysokie ryzyko:

<10% prawdopodobienstwa DR w ciggu 10 lat.
10-20% prawdopodobienstwa DR w ciggu 10 lat.
>20% prawdopodobierstwa DR w ciggu 10 lat.

Analiza

Dla kazdej grupy ryzyka wykreslono krzywe Kaplana-Meiera. Przeprowadzono testy
stosunku wiarygodnosci (uzywanego do poréwnania dopasowania dwdch modeli
statystycznych) zgodnie z opisem w analizie gtownej dla testow Genomic Health’s
Oncotype Dx (wynik nawrotu, Recurrence Score, RS) oraz testu gtéwnego badaczana
podstawie wynikdw immunochemicznych (IHC4). Wyniki te poréwnano z wynikami
uzyskanymi dla ROR w celu okreslenia zakresu, w jakim kazdy z systemow oceny
zapewnia dodatkowe informacje prognostyczne przewyzszajgce CTS. Wyniki IHC4
nie beda dalej omawiane, poniewaz trudno je poréwnac z innymi oznaczeniami, jako
7e test IHC4 zostat opracowany na podstawie danych z badania TransATAC.

Tabela 26: Podsumowanie danych demograficznych i charakterystyki klinicznej

Biezacy badanie Plerwotne badani i dni grupy
Cl ystyka = (011002) z ktérego uzyskano RJNA Jednedo _czynmka
Liczba . (n=1231) z badania ATAC
pacjentek A PRI (n =2929)
Stan weztéw
Ujemny 701 70% 71% 68%
Dodatni 268 27% 25% 25%
Nieznany 38 4% 4% 7%
Wielkos$¢ guza
<lcm 138 14%
1-2cm 523 52% o7% 70%
2-3cm 253 25% . .
>3cm 93 9% 5% 0%
0
Stopien guza
Siinie 213 21% 27% 25%
zroznicowany
Umiarkowanie | ¢, 60% 57% 59%
zroznicowany
Sfabo 193 19% 16% 17%
zroznicowany
Wiek
Srednia 6441t | 643 | 66,

Tabela 27: Dodatkowa charakterystyka kliniczna

Charakterystyka | Liczba pacjentek | Procent pacjentek

Podtyp

Basal-Like (Basal) 9 1%

HER2-Enrich

(V4 nadeks;reesjda HER2) 4 4%

Luminal A (Luminalny A) 692 69%

Luminal B (Luminalny B) 265 26%
Leczenie

Anastrozol 513 51%

Tamoksyfen 494 49%
Przerzuty

Dowolne 210 21%

Odlegte 160 16%
Status HER2

Ujemny 888 88%

Dodatni 19 12%




Wyniki

Testy analizy pierwotnej wykazaty, ze wynik ROR zapewnia dodatkowe informacje
prognostyczne dla przezycia bez nawrotdw przewyzszajgce standardowe zmienne
kliniczne (CTS). Wszystkie przedstawione ponizej dane ROR dotyczg 46 gendw, jako ze
jest to podstawa wyniku ROR zgtaszanego przez oznaczenie Prosigna.

Tabela 28: Testy analizy pierwotnej ROR

Model 2 2 34
Model zerowy e ALR ¥ ¥? wartos¢ p
CTS CTS + ROR 34,21 P <0,0001

Analiza wtérna wykazata, ze wartos¢ ROR jest w sposob istotny powigzana
z przezyciem bez nawrotéw i dodaje informacje prognostyczne przewyzszajgce CTS
w wielu znaczacych klinicznie podgrupach.

Tabela 29: Powtérzenie testow analizy pierwotnej dla predefiniowanych podgrup

Rysunek 24: Krzywe Kaplana-Meiera dla DRFS dla pacjentek z zajetymi weztami chtonnymi

wzgledem podtypu
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Procent bez odlegtego przerzutu
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S EarT P}mkt Li_czba Liczba' CTS+ROR vs CTS _
korcowy pacjentek zdarzen ALR 2 %2 wartos¢ p
Wszystkie DRFS 1007 160 34,2 <0,0001
RFS 1007 210 31,2 <0,0001
Bez nadekspresji DRFS 888 131 289 < 0,0001
HER2 RFS 888 179 26,9 < 0,0001
DRFS 739 79 25,0 <0,0001
Wezty wolne
RFS 739 17 21,5 <0,0001
Wezly zaiete DRFS 268 81 9,3 0,0023
RFS 268 93 10,6 0,001
Bez nadekspresji DRFS 649 62 24,6 <0,0001
HER2, wezty wolne RFS 649 98 20,8 <0,0001

Czas $ledzenia (lata)

Rysunki 2526 ilustrujg fakt, ze w ramach kazdej kategorii weztéw bezwzgledne ryzyko
kliniczne dla tych pacjentek, dla ktérych przewidziano niskie ryzyko byto znaczaco
rézne od bezwzglednego ryzyka Kklinicznego pacjentek, dla ktérych przewidziano
wysokie ryzyko: pacjentki nalezace wedtug przewidywania do grupy niskiego ryzyka
wykazaty wskaznik 10-letnich DR nizsze od 10%, podczas gdy u pacjentek, dla ktorych
przewidziano wysokie ryzyko zaobserwowano wskaznik 10-letnich DR powyzej 30%.

Rysunek 25: Wartos¢ DRFS wzgledem grupy ryzyka dla pacjentek z wolnymi weztami
chtonnymi z wykluczeniem CTS

Analiza pierwotna i wtérna wykazaty, ze wartos¢ ROR byta w sposéb ciggty
powigzana z DRFS dla wszystkich pacjentek i we wszystkich podgrupach.

Rysunek 22: Przewidywane dziesigecioletnie ryzyko odlegtego nawrotu choroby szacowane
na podstawie wyniku ROR w ramach grupy stanu weztéw
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Podsumowanie danych z rysunku 25: Warto$¢ DRFS wzgledem grupy ryzyka dla pacjentek
z wolnymi weztami chtonnymi z wykluczeniem CTS

Analiza wtérna wykazata, ze podtypy luminalny A i luminalny B wykazujg istotne
statystycznie, rézne wyniki w kazdej z podgrup pacjentek zdefiniowanych
na podstawie stanu weztow.

Rysunek 23: Krzywe Kaplana-Meiera dla DRFS dla pacjentek z wolnymi weztami chtonnymi
wzgledem podtypu

. . Szacunkowa wartos¢ procentowa
Liczba Liczba
Grupa ryzyka acjentek (%) e v bez odlegtego nawrotu choroby
i 9 po 10 latach [95% CI1
Niskie 431(58%) 17 96% [94%-98%]
Srednie 180 (24%) 22 86% [81%-92%]
Wysokie 128 (17%) 38 67% [59%-76%]
Razem 739 (100%) 77

Rysunek 26: Wartos¢ DRFS wzgledem grupy ryzyka dla pacjentek z zajetymi od 1do 3 weztami
chtonnymi, bez CTS
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Podsumowanie danych z rysunku 26: Wartos¢ DRFS wzgledem grupy ryzyka dla pacjentek
z zajetymi od 1 do 3 weztami chtonnymi, bez CTS

. . Szacunkowa wartos¢ procentowa
Liczba Liczba
Grupa ryzyka acjentek (%) e e bez odlegtego nawrotu choroby
=) po 10 latach [95% CI]
Niskie 6 (3%) 0 100% [N/D]
Srednie 74 (35%) 11 84% [76%-93%]
Wysokie 134 (63%) 38 68% [59%-77%]
Razem 214 (100%) 49

Poréwnanie ROR z RS

7 1007 proébek z wynikami ROR, wyniki testu Oncotype Dx byty dostepne dla
wszystkich 1007 probek, jednak wyniki IHC tylko dla 940 probek. Aby umozliwi¢
poréwnanie wszystkich trzech testow, wyniki opisane w tej czesci dotycza tylko
940 prébek, dla ktérych istniaty wyniki wszystkich trzech metod (jednak nie jest
tu omawiana metoda IHC4). Przestawiono testy stosunku wiarygodnosci dla dodania
pojedynczej zmiennej, a wiec aby dodana informacja byta istotna statystycznie
(y = 0,05), zmiana ¥? na 1 stopien swobody musi by¢ wieksza od 3,84. Wykresy ponizej
prezentuja dodang informacje po dodaniu testu prognostycznego do wynikéw innego
testu prognostycznego plus CTS w kolejnosci. Przy kazdym dodaniu wzrost informacji
mierzony jest przez zmiane 2.

ROR dodane do RS oprécz CTS: informacje prognostyczne

Rysunek 27: Informacje prognostyczne dla DRFS poza CTS dla wszystkich pacjentek (n = 940)
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Rysunek 28: Informacje prognostyczne dla DRFS poza CTS dla pacjentek z wolnymi
weztami (n = 683)
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Rysunek 29: Informacje prognostyczne dla DRFS poza CTS dla pacjentek z zajetymi
weztami (n = 257)
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Rysunek 30: Informacje prognostyczne dla DRFS poza CTS dla pacjentek z wolnymi weztami
bez nadekspresji HER2 (n = 649)
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Rysunki od 27 do 30 prezentujg informacje dodang poza CTS po sekwencyjnym
dodaniu dwodch testéw prognostycznych. Przy kazdym dodaniu wzrost informacji
mierzony jest przez zmiane wartosci x2 Na przyktad gdy ROR byto pierwszym
testem dodanym po wigczeniu CTS (dane wszystkich pacjentek), zmiana wartosci
%> wyniosta 274. Z CTS i ROR w modelu, dodanie RS doprowadzito do zmiany
wartosci x? wynoszacej 2,5, co nie jest istotne (wartosc krytyczna dla testu x? z 1
stopniem swobody wynosi 3,84): oznacza to, ze po uwzglednieniu w modelu CTS
i ROR parametr RS nie dodaje znaczacej informacji. Jednakze jesli najpierw zostanie
dodany test RS, w tescie ROR nadal zawarta jest informacja nieuwzgledniona
w kombinacji CTS i RS. Oba testy wykazuja istotnos¢ prognostyczng po dodaniu
do CTS u pacjentek z zajetymi weztami, jednak zaden z nich nie wykazuje
istotnosci jako drugi dodany test, by¢ moze z powodu mniejszej liczebnosci proby.
Dla podzbioru pacjentek bez zajetych weztdw i bez nadekspresji HER2 RS nie dodaje
znaczacej informacji prognostycznej do kombinacji CTS + ROR. Z drugiej strony ROR
dodaje znaczacg informacje prognostyczng do CTS + RS.

ROR wzgledem RS: wyniki grup ryzyka

W celu poréwnania tego, jak te dwa testy dzielity pacjentki pod wzgledem ryzyka,
zdefiniowano grupy ryzyka na podstawie szacunku kazdego testu ryzyka odlegtego
nawrotu choroby po 10 latach w populacji TransATAC. Progi wynikéw ryzyka do
zdefiniowania grup ryzyka wybrano dla kazdego testu na podstawie wynikdw naszego
badania TransATAC w celu zdefiniowania grup ryzyka zawierajacych pacjentki o tym
samym ryzyku. W celu osiggniecia tych poréwnywalnych grup ryzyka punkty odciecia
uzyte w tescie Oncotype DX byt inne, niz zastosowane w tescie Genomic Health.
Dla kazdego testu grupa niskiego ryzyka zostata prospektywnie zdefiniowana jako
pacjentki o ryzyku nawrotu nizszym od 10%. Dla kazdego testu grupa $redniego ryzyka
zostata prospektywnie zdefiniowana jako pacjentki o ryzyku nawrotu od 10% do 20%.
Dla kazdego testu grupa wysokiego ryzyka zostata prospektywnie zdefiniowana
jako pacjentki o ryzyku nawrotu wyzszym od 20%. Wielkosci i wyniki grup ryzyka
zdefiniowane dla kazdego z testow przedstawiono na rysunku.

Rysunek 31 ilustruje fakt, ze test Prosigna przydzielit 26% mniej pacjentek do grupy
Sredniego ryzyka niz test Oncotype DX (180 wzgledem 243 pacjentek). Ponadto
test Prosigna przydzielit do grupy wysokiego ryzyka wiecej pacjentek, niz test
Oncotype DX, jednak grupy niskiego i wysokiego ryzyka zdefiniowane dla kazdego
7 testow majg podobne wyniki, co ilustrujg naktadajgce sie krzywe Kaplana-Meiera.
Obserwacja ta doprowadzita niezaleznych badaczy z naszego badania TransATAC
do wniosku, ze test Prosigna przydzielat do grupy sredniego ryzyka mniej pacjentek,
niz test Oncotype DX RS przy rownowaznym lub wyzszym oddzieleniu miedzy
grupami niskiego i wysokiego ryzyka.
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Rysunek 31: Wynik ROR testu Prosigna identyfikowat znaczaco wiecej pacjentek o wysokim
stopniu ryzyka i mniej pacjentek o srednim stopniu ryzyka, niz wynik RS testu Oncotype DX
dla pacjentek z wolnymi weztami chtonnymi.

Procent bez odlegtego przerzutu
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Przy zastosowaniu wytacznie ROR dla pacjentek z zajetymi weztami chtonnymi
(1-3 zajete wezty), dla 6 pacjentek przewidziano ryzyko odlegtego nawrotu choroby
< 10%. U zadnej z tych pacjentek w trakcie trwania badania nie wystapity zdarzenia.
Jedna z pacjentek byta obserwowana przez 7.9 lat, a u wszystkich pozostatych nie
wystapit odlegty przerzut przez przynajmniej 9,9 lat obserwacji co wskazuje, ze
pacjentki z zajetymi weztami, dla ktérych przewidziano niskie ryzyko, faktycznie
byty narazone na niskie ryzyko. Do poréwnania nie zostaty wykorzystane testy
logarytmiczne rang, poniewaz w przypadku RS nie stwierdzono grupy niskiego ryzyka.

Rysunek 32: Poréwnanie klasyfikacji grup 10-letniej DRFS bez uzycia CTS: pacjentki z zajetymi
weztami (1-3 zajete wezty) (ROR vs RS)
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Whioski badania klinicznego 1

Analiza pierwotna wykazata, ze ROR dodaje znaczaca informacje prognostyczng
przewyzszajaca standardowe Kliniczne zmienne towarzyszace (standard clinical
covariates, CTS) u wszystkich pacjentek i we wszystkich predefiniowanych, istotnych
klinicznie podgrupach. Wykazano, ze ROR dzieli pacjentkina 3 grupy ryzyka o istotnych
statystycznie réznicach wynikdéw dla pacjentek bez zajetych weztéw chtonnych.
Wykazano, ze podtypy wewnetrzne luminalny A i luminalny B charakteryzujg
sie znaczaco réoznymi wartosciami DRFS i RFS, niezaleznie od stanu weztow.
W poréwnaniu ze wskaznikiem prognostycznym RS (21-genowy wynik nawrotow
7 testu Oncotype Dx), wartos¢ ROR zapewniata dodatkowa wartos¢ prognostyczng
przewyzszajagca RS u wszystkich pacjentek i w istotnych klinicznie podgrupach.
Co wiecej, w grupie z weztami wolnymi wartos¢ ROR podwajata liczbe pacjentek
przypisanych do grupy wysokiego ryzyka i znaczaco ograniczyta liczbe pacjentek
przypisanych do grupy $redniego ryzyka bez zmnigjszania réznic w wynikach miedzy
grupa niskiego i wysokiego ryzyka w poréwnaniu z RS.
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Badanie 2: Prognoza dla pacjentek po menopauzie z rakiem wykazujacym ekspresje
receptorow hormonalnych otrzymujacych wytacznie uktadowa wspomagajaca
terapie hormonalna z uzyciem oznaczenia Prosigna: badanie ABCSG-8

Schemat badania

Grupa badania obejmowata prébki tkanki FFPE raka sutka zebrane retrospektywnie
i zarchiwizowane w banku ABCSG od pacjentek przyjetych do badania ABCSG-8 od
1996 do 2004 roku®. tgcznie 3901kobiet po menopauzie z rakiem sutka wykazujacym
ekspresje receptoréw hormonalnych we wczesnym stadium zrandomizowano przed
leczeniem do dwuletniego leczenia wspomagajgcego Tamoksyfenem, po ktérym
nastepowato trzyletnie leczenie lekiem Arimidex® (anastrozol) lub do piecioletniego
leczenia wspomagajacego Tamoksyfenem. Struktura leczenia w badaniu zostata
przedstawiona na rysunku 33.

Rysunek 33: llustracja schematu badania ABCSG-8

Tamoksyfen
20 mg (3 lata)

Tamoksyfen
20 mg (2 lata)

Zabieg pierwotny

Anastrozol
1mg (3 lata)

Tamoksyfen
20 mg (2 lata)

P-NP>PN—-—-X0U0UZ>»2

Grupa weryfikacyjna reprezentuje czes¢ dostepnej do oceny grupy ABCSG-8, dla
ktorej mozliwe byto retrospektywne zebranie materiatéw tkankowych z banku
ABCSG i dla ktérych mozliwe byto uzyskanie Swiadomej zgody, lub pacjentka
zmarta. Pacjentki spetniajgce kryteria wtaczenia do oryginalnego badania byty
wykluczane tylko w przypadku, gdy tkanka byta niedostepna do wykonania
oznaczenia NanoString lub niemozliwe byto uzyskanie zgody pacjentki. W ramach
badania przetestowano wszystkie probki z bloczkiem nowotworu i zgoda pacjentki.

W badaniu tym wykorzystano podtypy wewnetrzne wygenerowane przez oznaczenia
i oceniono wynik ROR uzywajgc predefniowanego planu analizy. Wynik ROR
o zakresie od 0 do 100 zostat wyliczone z uzyciem podzbioru 46 gendw z wczesniej
opublikowanego zbioru 50 gendw? Wspodtczynniki ROR wyliczano z modelu Cox’a,
obejmujacego korelacje Pearsona zbioru 46 gendw uzywanych do okreslenia podtypu
wewnetrznego, wyniku proliferacji i wielkosci guza. Wszystkie analizy przeprowadzono
z uzyciem danych kontroli po maksymalnym czasie.

Gtownym punktem koricowym byto przezycie bez nawrotéw (distant recurrence-
free survival, DRFS). Wartos¢ te zdefiniowano jako odstep czasowy od rozpoznania
do odlegtego nawrotu choroby lub zgonu z powodu raka sutka. Wtérnym punktem
koncowym byto przezycie bez nawrotéw (recurrence-free survival, RFS). Wartos¢
te zdefiniowano jako odstep czasowy od rozpoznania do pierwszego nawrotu
(miejscowego, regionalnego lub odlegtego nawrotu choroby) lub zgonu z powodu
raka sutka.

Przy  wykorzystaniu dostepnych probek pacjentek dopasowano modele
wielowymiarowego zagrozenia proporcjonalnego (proportional hazards, PH)
Cox’a w celu oceny gtéwnego celu testow sekwencyjnych ROR. Model obejmowat
standardowe kliniczne zmienne towarzyszace (wiek, stopien nowotworu, stan
weztow, leczenie wspomagajace). Nastepnie dopasowano model Cox’a i uzyto
testu stosunku wiarygodnosci do sprawdzenia, czy wartos¢ ROR dodawata istotng
statystycznie (a0 = 0,05) dodatkowg informacje prognostyczng przewyzszajaca
dostepne w klasyfikacji leczenia klinicznego (Clinical Treatment Score, CTS). CTS
to zoptymalizowana kombinacja czynnikdéw kliniczno-patologicznych, stworzona
jako miara standardu patologii?. Gtowne analizy zostaty powtorzone dla réznych
podzbiorow pacjentek (wszystkie, z wolnymi weztami, z zajetymi weztami lub tylko
bez nadekspresji HER2) i punktami koncowymi (DRFS lub RFS).

Analiza

Zastosowano podejscie sekwencyjne, w ktorym gtownym celem naukowym byto
wykazanie, ze ROR dodaje istotng informacje prognostyczng przewyzszajaca
standardowe zmienne Kkliniczne. Gtowny cel dodat ponadto wymaganie wykazania,
ze kategoryczna klasyfikacja ryzyka przez przypisanie do jednej z trzech grup
(niskie/srednie/wysokie) dodaje istotng informacje prognostyczng przewyzszajaca
standardowe zmienne kliniczne. W celu spetnienia tego wymagania konieczne byto
wykazanie obu z nastepujgcych warunkow:

+  Wykazanie, ze ciggty wynik ROR zwieksza wartos¢ prognostyczna,
przewyzszajac standardowe zmienne kliniczne.

« W przypadku odrzucenia hipotezy zerowej o braku informacji
prognostycznych wykazanie, ze kategorie ryzyka na podstawie ROR
zwiekszaja wartos¢ prognostyczng, przewyzszajac standardowe
zmienne kliniczne.
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Przy  wykorzystaniu  dostepnych probek pacjentek  dopasowano modele
wielowymiarowego zagrozenia proporcjonalnego (proportional hazards, PH) Cox’a
w celu oceny gtéwnego celu testow sekwencyjnych ROR, a nastepnie predefiniowanych
kategorii ryzyka na podstawie ROR. Modele obejmowaty nastepujace kategoryczne
standardowe kliniczne zmienne towarzyszace (z mozliwymi wartosciami):

*  wiek (>65Iub < 65),

«  stopien (G1lub G2/GX),

«  wielkos$c guza (T1, T2/T3),

+  status weztow (NO, N+(1-3), N+(> 4)),

* leczenie wspomagajace (tylko tamoksyfen lub tamoksyfen — anastrozol).

gdzie NO oznacza pacjentki bez zajetych weztdw chtonnych, N+(1-3) oznacza
pacjentki z zajetymi 1-3 weztami chtonnymi a N+(> 4) oznacza pacjentki z zajetymi
wiecej niz 4 weztami chtonnymi. T1 oznacza guza o srednicy < 2 ¢cm, T2 guza o Srednicy
powyzej 2 cm, ale nie wiekszej niz 5 cm, a T3 guza o Srednicy ponad 5 cm. W badaniu
dostepnych byto tylko 14 materiatéw T3, dlatego potaczono je z materiatami T2.
Guzy dobrze zréznicowane (G1) poréwnano z potaczeniem guzow umiarkowanie
zréznicowanych (G2) i guzéw zrazikowych GX. Do celéw analizy guzy zrazikowe GX
traktowano jak guzy G2, poniewaz G2 to najczestszy stopien w populacji pacjentek,
dla ktorych przeznaczony jest test.

Powyzsze zmienne towarzyszace wprowadzono do modelu w postaci wyniku leczenia
klinicznego (Clinical Treatment Score, CTS). W celu uzyskania CTS dopasowano

nastepujacy model:
M ()=, (1) exp (S2)

gdzie z oznacza zmienne kliniczne i leczenia podane powyzej, a CTS zdefiniowano

Wyniki

71620 probek tkanki dostepnych do badania 25 (1,5%) nie przeszto predefiniowanego
przegladu patologicznego pod katem odpowiedniego guza, 73 z 1595 probek tkanki
(4,6%) z zywotng tkanka inwazyjnego nowotworu nie zaliczyto predefiniowanej
specyfikacji kontroli jakosci dla wyekstrahowanego RNA, a 44 z 1522 prébek
RNA (2,9%) nie uzyskato wyniku zaliczajgcego kontroli jakosci oznaczenia Prosigna,
pozostawiajac do analizy 1478 (91,2%) prébek.

Z 1478 pacjentek dostepnych do analizy u 155 wystepowaty odlegte przerzuty a
u 194 wystapit nawrdt lub odlegty przerzut lub zgon z powodu raka sutka. Mediana
kontroli dla badania wynosita 10 lat.

Testy analizy pierwotnej wykazaty, ze wynik ROR zapewnia istotne dodatkowe
informacje prognostyczne dla przezycia bez nawrotéw przewyzszajace standardowe
zmienne kliniczne (CTS).

Tabela 32: Podsumowanie testéw analizy pierwotnej

Model Model . %% wartos¢ krytyczna 2 "
zerowy alternatywny AHRg (stopnie swobody [df]) 7 UL
CTS CTS + ROR 53,49 384 (df=1) b < 0,0001
CTS CTS + Grupa ryzyka | 34,12 5,99 (df = 2) b < 0,0001

Analiza wtérna wykazata, ze wartos¢ ROR jest w sposdb istotny powigzana z
przezyciem bez nawrotéw i dodaje informacje prognostyczne przewyzszajace CTS
w wielu znaczacych klinicznie podgrupach.

Tabela 33: Powtdrzenie testéw analizy pierwotnej dla predefiniowanych podgrup

>z, CTS+grupa ryzyka
wykorzystujac szacunki wartosci y uzyskane powyzej, tj. CTS= 7 7"/ . Liczba Liczba CISERBEE vs CTS
Sbalbacientex acjentek | zdarzen ALR 2 ALR 2
Zatozenie hazardu proporcjonalnego przetestowano  wykorzystujgc reszty pacj X X
Shoenfelda (Wart. kryt.= 3,84) (Wart. kryt.= 5,99)
) Wszystkie 1478 155 53,49 3412
Pacjentki wtaczone do badania weryfikacyjnego miaty charakterystyke zblizona do Bez nadekspresji
pacjentek w oryginalnym badaniu ABCSG-8. HER2 1397 145 4750 2994
Tabela 30: Podsumowanie charakterystyki klinicznej NONE 1047 86 25.57 23,36
, bez
Wiaczone Niewlaczone ReEEm nadekspresji 984 79 21,69 20,32
Charakterystyka Wartosé (n =1478) (n = 2236) (n = 3714) HER2
Liczba % Liczba % Liczba % N+(1-3) 382 59 25,99 19,94
L Tylko tamoksyfen 741 50,1% 108 493% | 1849 | 498% N+(1-3),
eczenie Tamoksyfen > anastrozol 737 49,9% 1128 50.2% 1865 50,2% bez nadekspresji 367 56 22,75 18,75
Ujemny 14 0,9% 22 1,4% 46 12% HER2
StatusER | Dodatni 1464 99,1% 2199 983% | 3663 | 986%
z:eznany 231 108'2:/; 428 2%2;“/ 7;9 ]2‘:{1’/ Rysunek 34: Wartos¢ DRFS wzgledem grupy ryzyka dla pacjentek z wolnymi weztami chtonnymi
Stopien G2 152 77,9% 1659 73,9% 2811 75,7% N i
GX 55 3,7% 109 4,9% 164 4,4% N
NO 1047 | 708% 1723 767% | 2770 | 746%
Stan weztow | N+(1-3) 382 25,8% 449 20,0% 831 22,4% o |
N+(> 4" 49 3,3% 64 2,8% 13 3,0% © °
Ujemny 260 17,6% 424 18,.9% 684 18,4% 2
Status PgR | Dodatni 1218 824% | 1805 | 804% | 3023 81,4% g @ | o
Nieznany 0 0,0% 7 0.3% 7 0.2% @v ° °
T 1037 70,2% 1745 77.7% 2782 | 74,9% g
o —— Niskie ryzyko
Stadium guza | T2 427 28,9% 472 21,0% 899 24,2% 3 o~ — Srednie yzyko | ~
2 o — Wysokie ryzyko S
T3 14 0,9% 19 0,8% 33 0,9% 5
Mediana 63 64 <
Wiek ND
Zakres 41-79 41-80 9 | Lo
* Obejmuje pacjentki z > 9 zajetymi weztami
Tabela 31: Dodatkowa charakterystyka kliniczna o ) Lo
T T T T
Charakterystyka Wartos¢ Liczba pacjentek Procent pacjentek ° 2 4 e 8 0
Lum"na“r]y A “004 67}9% Czas $ledzenia (lata)
Luminalny B 418 28,3%
Podtyp NanoStri -Enri
oatyp Hanosting HER2 Enn;hed 48 32% Podsumowanie danych z rysunku 34: Wartos¢ DRFS wzgledem grupy ryzyka dla pacjentek
(Z nadekspresjg HER2)
z wolnymi weztami chtonnymi
Basal 8 0,5%
Przerzut Odlegte 155 10.5% Szacunkowa wartos¢
¥ Dowolne 194 131% Grupa ryzyka Liczba Liczba procentowa bez odlegtego
Ujemny 1397 945% pacjentek (%) | Zdarzenia w ciagu 10 lat nawrotu choroby po
. 0,
Status HER2 Dodatni 77 5.2% _ 10 latach [95% €]
Nieznany 2 0.3% Niskie 487 (47%) 15 96,6% [94,4%-97,9%)
,9 /0 T
Srednie 335 (32%) 28 90,4% [86,3%-93,3%]
Wysokie 225 (21%) 32 84,3% [78,4%-88,6%]
Razem 1047 (100%) 75
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Rysunek 35: Wartos¢ DRFS wzgledem grupy ryzyka dla pacjentek bez ekspresji HER2
i z wolnymi weztami chtonnymi

Rysunek 37: Wartos¢ DRFS wzgledem grupy ryzyka dla pacjentek bez nadekspresji HER2
z zajetymi weztami chtonnymi (1-3 wezty)
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Podsumowanie danych z rysunku 35: Warto$¢ DRFS wzgledem grupy ryzyka dla pacjentek
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Podsumowanie danych z rysunku 37: wartos¢ DRFS wzgledem grupy ryzyka dla pacjentek bez
nadekspresji HER2 z zajetymi weztami chtonnymi (1-3 wezty)

Gruparyzyka | - LIZP2 Liczba zdarzen | N O o choreby | | Grupa ryzyka | Liczba Liczba “bez olestea nawrotu choroby
pacjentek (%) w ciqgu 10 lat po 10 latach [95% CI] pacjentek (%) | Zdarzenia w ciggu 10 lat po 10 latach [95% CI]
Niskie 474 (48%) 15 96,5% [94,3%-97,9%] Niskie 15 (4%) 0 100% [78,2%-100%1*
Srednie 31 (32%) 27 90% [85,6%-93,1%] Srednie 142 (39%) 7 93,6% [86,8%-96,9%]
Wysokie 199 (20%) 27 84,7% [78,4%-89,3%] Wysokie 210 (57%) 43 76,1% [69,0%-81,8%]
Razem 984 (100%) 69 Razem 367 (100%) 50

Rysunek 36 przedstawia wykresy Kaplana-Meiera wzgledem grup ryzyka dla
pacjentek z zajetymi 1-3 weztami chtonnymi, a rysunek 37 ten sam wykres dla
pacjentek z zajetymi 1-3 weztami bez nadekspresji HER2. Wyniki sa podobne
z pacjentkami z nadekspresjg HER2 i bez nich

Rysunek 36: Wartos¢ DRFS wzgledem grupy ryzyka dla pacjentek z zajetymi weztami
chtonnymi (1-3 wezty)
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Podsumowanie danych z rysunku 36: Wartos¢ DRFS wzgledem grupy ryzyka dla pacjentek
z zajetymi weztami chtonnymi (1-3 wezty)

. . . Szacunkowa wartos$¢ procentowa
Liczba Liczba Zdarzenia
Grupa ryzyka acjentek (%) W ciagu 10 lat bez odlegtego nawrotu choroby
= d e po 10 latach [95% CI]
Niskie 15 (4%) 0 100% [78,2%-100%1*
Srednie 143 (37%) 7 93,6% [86,9%-97%]
Wysokie 224 (59%) 46 75,8% [68,9%-81,4%]
Razem 382 (100%) 53

* Przedziat ufnosci oszacowany za pomocg metody Clopper-Pearsona
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* Przedziat ufnosci oszacowany za pomoca metody Clopper-Pearsona
Zwigzek miedzy ROR a przewidywaniem ryzyka

Rysunek 38 przedstawia 10-letnie ryzyko nawrotow w funkcji wyniku ROR z 95%
przedziatami ufnosci na podstawie osobnych modeli proporcjonalnego hazardu
Cox’a dla kazdej z grup pacjentek z wolnymi weztami i zajetymi 1-3 weztami. Dla
pacjentek z zajetymi weztami (1-3 wezty) zatozenie proporcjonalnego zagrozenia
zostato naruszone przy dopasowywaniu dla catego zakresu. Przedstawiona krzywa
dla pacjentek z zajetymi weztami (1-3 wezty) wykorzystuje pacjentki z zajetymi
weztami (1-3 wezty) z wynikami ROR w zakresie 0-80, dla ktorych spetnione byto
zatozenie proporcjonalnego zagrozenia.

Rysunek 38: Dziesiecioletnie szacunkowe ryzyko odlegtego nawrotu choroby wzgledem
kategorii weztéw z 95% przedziatami ufnosci

2
3

— Wezty wolne
— Wezly zajete (1-3)

Szacunkowe 10-letnie ryzyko odlegtego przerzutu

Wynik ROR

W ramach kazdej podgrupy bezwzgledne ryzyko kliniczne pacjentek przydzielonych
do kategorii niskiego ryzyka byto znaczaco rézne od bezwzglednego ryzyka
pacjentek przydzielonych do kategorii wysokiego ryzyka.

Tabela 34 prezentuje rozktad pacjentek bez zajetych weztdw chtonnych
w 10-jednostkowych przedziatach ROR. Zamieszczono w nigj réwniez 10-letnie
ryzyko odlegtego przerzutu.
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Tabela 34: Rozktad pacjentek bez zajetych weztéw chtonnych w 10-jednostkowych

przedziatach ROR

Zakres ROR Liczba pacjentek Procent pacjentek Lor;f::dfur‘(’;zl;:v;ﬂ:f;ﬁ\ geg
1-10 7 0.7% 0,0%
11-20 116 1% 1,8%
21-30 155 14,8% 2,5%
31-40 209 20,0% 51%
41-50 183 17.5% 7.5%
51-60 152 14,5% 12,1%
61-70 116 111% 15,0%
71-80 77 7.4% 12,3%
81-90 28 2,7% 26,%

91-100 4 0,4% 33,3%
Razem 1047 100%

Rysunek 39 prezentuje krzywa na bazie modelu dla pacjentek bez zajetych
weztéw wraz z empirycznie oszacowanymi wskaznikami 10-letniego przezycia
dla 10 przedziatow, gdzie kazdy przedziat zawiera wszystkie pacjentki w ramach
10-jednostkowych zakreséow ROR (1-10, 11-20 itd.). Pod krzywa zamieszczono
histogram prezentujgcy rozktad czestosci wedtug przedziatu.

Rysunek 39: Poréwnanie szacunkéw na bazie modelu i doswiadczen dla dziesiecioletniego
ryzyka nawrotéw dla pacjentek bez zajetych weztdw chtonnych z przedstawionym nizej
rozktadem wynikéw ROR
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Rysunek 40: Poréwnanie szacunkéw na bazie modelu i doswiadczen dla dziesiecioletniego
ryzyka nawrotéw dla pacjentek z zajetymi weztami chtonnymi (1-3 wezty) z przedstawionym
nizej rozktadem wynikéw ROR.
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Zarowno tabela 35, jak i rysunek 40 ilustrujg sptaszczenie 10-letniego ryzyka
w goérnym zakresie ROR, ktore doprowadzito do niepowodzenia zatozenia
proporcjonalnego hazardu. Jednakze nalezy zauwazyc, ze liczebnosci préb w dwadch
przedziatach powyzej 80 byty mate dla pacjentek z weztami zajetymi (1-3 wezty)
(17 pacjentek w przedziale 81-90 i tylko 3 dla 91-100).

Poréwnanie typéw wewnetrznych luminalny A i luminalny B

U wiekszosci uczestniczek badania (96%) wystepowat nowotwodr typu luminalny
A lub luminalny B, co nie byto nieoczekiwane, jako ze te podtypy dominujg
u pacjentek z nadekspresja receptorow hormonalnych®.

Tabela 36 prezentuje wyniki testu stosunku wiarygodnosci w celu zaprezentowania
dodatkowej wartosci prognostycznej dla DRFS dodawanej przez rozroznienie
luminalny A/luminalny B ponad CTS. Tabela przedstawia réowniez stosunek
hazardu dla pacjentek z typem luminalnym A w poréwnaniu do pacjentek z typem
luminalnym B. We wszystkich trzech grupach stwierdzono znaczaco nizsze ryzyko
odlegtego nawrotu choroby dla pacjentek z nowotworem typu luminalny A.

Tabela 36: Test stosunku wiarygodnosci dla wartosci prognostycznej DRFS podtypow
luminalnych

Wynik ROR

Dla pacjentek z wolnymi weztami szacunki na podstawie modelu proporcjonalnego
hazardu byty podobne do szacunkéw empirycznych w catym zakresie. Tabela
35 prezentuje rozktad pacjentek z zajetymi weztami chtonnymi (1-3 wezty)
w 10-jednostkowych przedziatach ROR. Zamieszczono w niej rowniez 10-letnie
ryzyko odlegtego nawrotu choroby.

Tabela 35: Rozktad pacjentek z zajetymi weztami chtonnymi (1-3 wezty) w 10-jednostkowych

Podgrupa Li(_:zba Liczba' ARy |y wartosc p Stosunek hazardu LumA:
pacjentek | zdarzen LumB (95% Cl)
Wszystkie 1422 135 24,42 <0,0001 0,42 [0,30-0,59]
NO 1009 74 9,68 0,0019 0,47 [0,30-0,75]
N+(1-3) 366 51 14,94 0,0001 0,33 [0,19-0,58]

Rysunek 41 przedstawia poréwnanie wartosci DRFS wzgledem podtypu luminalnego
dla pacjentek z wolnymi weztami chtonnymi, a rysunek 42 to samo poréwnanie

przedziatach ROR

Zakres ROR Liczba pacjentek Procent pacjentek naw‘g}ﬁ?;ig;fzg::vlﬁag;e;;ne)
1-10 3 0,8% 0,0%
1-20 34 8,9% 3,6%
21-30 53 13,9% 41%
31-40 68 17.8% 8,5%
41-50 57 14,9% 16.7%
51-60 71 18,6% 17.8%
61-70 42 11,0% 28,9%
71-80 34 8,9% 39,5%

81-90 17 4.5% 33,0%
91-100 3 0,8% 33,3%
Razem 382 100%

Rysunek 40 prezentuje krzywa na bazie modelu (dla pacjentek z zajetymi
weztami chtonnymi (1-3 wezty) i wynikami ROR < 80) dla pacjentek z zajetymi
weztami chtonnymi (1--3 wezty) wraz z empirycznie oszacowanymi wskaznikami
10-letniego przezycia dla 10 przedziatdw, gdzie kazdy przedziat zawiera wszystkie
pacjentki w ramach 10-jednostkowych zakreséw ROR (1-10, 11-20 itd.). Pod krzywa

zamieszczono histogram prezentujacy rozktad czestosci wedtug przedziatu.
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dla pacjentek z grupy pacjentek z weztami zajetymi (1-3 wezty). Dla obu grup
stwierdzono znaczace réznice miedzy wartosciami DRFS pacjentek z nowotworem
typu luminalny A i luminalny B.

Rysunek 41: Krzywe Kaplana-Meiera dla DRFS z podziatem na podtyp wewnetrzny
dla pacjentek z wolnymi weztami chtonnymi
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Podsumowanie danych z rysunku 41: Krzywe Kaplana-Meiera dla DRFS z podziatem na podtyp
wewnetrzny dla pacjentek z wolnymi weztami chtonnymi

. . Szacunkowa wartos¢ procentowa
Liczba Liczba
Grupa ryzyka ek Zdarzenia w ciagu 10 lat bez odlegtego nawrotu choroby po
= & 10 latach [95% CI1
Luminal A o o _0R 20
(Lumninalny A) 725 32 95,1% [93,4%-96,3%]
Luminal B o o o
(Luminalny B) 284 32 87,2% [83,2%-90,3%]
Razem 1009 64

Rysunek 42: Krzywe Kaplana-Meiera dla DRFS z podziatem na podtyp wewnetrzny dla
pacjentek z zajetymi weztami chtonnymi (1-3 wezty)
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Podsumowanie danych z rysunku 42: Krzywe Kaplana-Meiera dla DRFS z podziatem
na podtyp wewnetrzny dla pacjentek z zajetymi weztami chtonnymi (1-3 wezty)

GragEte | Wk ek Liczba zdarzen Szacunkowa wartos¢ procentowa bez odlegtego
paryzy pacj w ciggu 10 lat nawrotu choroby po 10 latach [95% CI]
Luminal A o o049
(Lumninalny A) 248 17 91,3% [87,2%-94,2%]
Luminal B o 07019
(Luminalny B) 118 28 72,5% [64,2%-79,1%]
Razem 366 45

Tabela 37 przedstawia podsumowanie wskaznikow 10-letnich RFS wzgledem
podtypu luminalnego dla grup z wolnymi i zajetymi (1-3 wezty) weztami chtonnymi.

Tabela 37: Wskazniki 10-letniego RFS wzgledem grupy weztowej i podtypu luminalnego

Status Podtyp Liczba Liczba zdarzen SHEILELE VARSI
weztéow luminaln: acjentek (%) w ciagu 10 lat 152 G CH D D ity
< o £ po 10 latach [95% CI]
Luminal A
(Luminalny 725(72) 44 93,0% [91,1%-94,5%]
NO A)
Luminal B 9 o/ _ 9
(Luminalny B) 284 (28) 44 82,2% [77,6%-85,9%]
Luminal A
(Luminalny 248 (68) 21 89,1% [84,7%-92,4%]
N+(1-3) A
Luminal B 5 o 77 49
(Luminalny B) 118 (32) 30 71,6% [62,2%~-77,4%]

Dla populacji pacjentek z wolnymi i zajetymi (1-3 wezty) weztami chtonnymi réznica
miedzy podtypem luminalnym A i B byta znaczaca.

Whioski badania klinicznego 2

Warto$¢ ROR dodaje znaczaca informacje prognostyczng przewyzszajaca
standardowe zmienne kliniczne i leczenia, zaréwno przy uwzglednieniu jako miara
ciggta, jak i przy zastosowaniu trzech predefiniowanych grup ryzyka. Zgodnie
z przewidywaniem, w grupie niskiego ryzyka wartos¢ 10-letniego DRFS byta
znaczgco powyzej 90%. W grupie wysokiego ryzyka wartos¢ 10-letniego DRFS
wynosita 80%, co byto wartoscig wyzszg od oczekiwanej - oczekiwano, ze wartosé ta
bedzie nizsza od 80%. Wartosci odciecia zastosowane do zdefiniowania grup ryzyka
oparto na grupie TransATAC, ktora narazona jest na wyzsze ryzyko niz biezaca
grupa, co prowadzi do ogdlnie nizszego ryzyka ,grupy wysokiego ryzyka” niz
oczekiwano. Wartos¢ ROR (ciggta i na podstawie grup ryzyka) wykazata podobng
informacje prognostyczng w réznych podgrupach. Model ciggtego ryzyka wykazuje
dobrg zgodnos¢ z empirycznymi wskaznikami nawrotow zaréwno w populacjach
pacjentek z wolnymi, jak i zajetymi (1-3 wezty) weztami chtonnymi. U wiekszosci
pacjentek w badaniu (96%) wystepowat jeden z dwdch typdw luminalnych guza
(A lub B). We wszystkich grupach stanu weztow rozréznienie typu luminalny
A/luminalny B zwiekszato informacje prognostyczne w zakresie DRFS.
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Podsumowanie potaczonych danych klinicznych

Wyniki  mozna uogdlini¢ do stosowania rozproszonego, poniewaz probki
rozestano i analizowano w réznych laboratoriach w dwdch Kklinicznych badaniach
weryfikacyjnych. Wartos¢ ROR dodaje znaczacg informacje prognostyczng dla
10-letniego DRFS przewyzszajacg standardowe zmienne kliniczne i leczenia,
zarowno przy uwzglednieniu jako miara ciggta, jak i przy zastosowaniu trzech
predefiniowanych grup ryzyka. Ponadto w analizie post-hoc parametr ROR dodawat
istotne informacje dla DRFS powyzej 5 lat przewyzszajacg standardowe zmienne
kliniczne dla wszystkich pacjentek. Wartos¢ ROR (ciggta i na podstawie grup
ryzyka) wykazata podobna informacje prognostyczng w réznych podgrupach.
Przeprowadzono rowniez ograniczone analizy z wykorzystaniem RFS. Klasy ROR
byty takze w stanie zdefiniowac trzy grupy ryzyka z réznymi wartosciami RFS.
Dla obu grup stwierdzono znaczace réznice miedzy wartosciami DRFS pacjentek
z nowotworem typu luminalny A i luminalny B, niezaleznie od stanu weztéw.
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