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1  AVSEDD ANVANDNING/SYFTE

Prosigna® prognostisk gensignaturanalys for brostcancer ar en in vitro-
diagnostisk analys som anvander genuttrycksprofilen for  celler
i brostcancervavnad for att analysera en patients risk for fjarrmetastaser.
Analysen mater genuttrycksprofilen med hjalp av RNA som extraherats fran
FFPE-vavnad (Formalin-Fixed, Paraffin-Embedded) fran tumdren i brostet.
Genuttrycksdata vags tillsammans med Kliniska variabler for att generera
bade en subtyp (luminal A, luminal B, HER2-berikad, eller basalliknande) och
en vardeindikation av sannolikheten for fiarrmetastaser. Analysen gors pa
analyssystemet nCounter® med hjalp av FFPE-vavnad fran brosttumor som
tidigare fatt diagnosen invasiv broéstcancer.

Prosignas prognostiska gensignaturanalys for brostcancer ar indicerad hos
kvinnliga brostcancerpatienter som har genomgatt antingen mastektomi eller
brostbevarande behandling i samband med lokoregional behandling i enlighet
med standardvard, antingen som:

a. En prognostisk indikator for fjarrmetastasfri - 6verlevnad
i 10 ar hos kvinnor i klimakteriet med HR+-bréstcancer
(hormonreceptorpositiv), brostcancer som inte spridit sig till
lymfkortlarna eller en brostcancer som befinner sig i Stadium | eller
Il som endast ska behandlas med adjuvant endokrin behandling
som anvands i samband med andra klinikopatologiska faktorer.

a. En prognostisk indikator for fjarrmetastasfri ¢verlevnad i 10 ar
hos kvinnor i klimakteriet med HR+-bréstcancer (Hormone
Receptor-Positive), brostcancer sominte spridit sig till lymfkortlarna
(1-3 positiva kortlar eller 4 eller fler positiva kortlar) eller en
brostcancer som befinner sig i Stadium Il eller IlIA som endast
ska behandlas med adjuvant endokrin behandling som anvands
i samband med andra klinikopatologiska faktorer.

2 SAMMANFATTNING AV ANALYSSYSTEMET

nCounter Analyssystem ger direkta, multiplexade matningar av genuttryck
genom digitala avlasningar av det relativa dverflodet av mRNA-transkriptioner
med hjalp av foljande steg: 1) hybridisering av RNA till fluorescerande
rapportoérprober och infangningsprober, 2) rening av target/prob-komplex
med hjalp av nCounter analysplattor med de reagenser som behovs for
posthybridiseringsprocessen och immobilisering till nCounter-kassetten
pa nCounter-analysstationen och 3) analys av nCounter-kassetten pa
nCounters digitala analysator for att ge ett testresultat’. Bade infangnings-
och rapportorprober har unika DNA-probsekvenser for malhybridisering och
rening. Infangnings- och rapportérproberna har kombinerats med de positiva
och negativa kontrollerna for att bilda CodeSet. Prosigna mater samtidigt
uttrycksnivaerna for generna i PAM50-gensignaturen som anvands for den
intrinsiska algoritmen for subtypsklassificeringen?, atta hushallsgener som
anvands for signalnormalisering, sex positiva kontroller och atta negativa
kontroller i en enda hybridiseringsreaktion med hjalp av nukleinsyraprober
speciellt utformade for de generna. | Prosigna-kitet finns éven ett referensprov
som bestar av in vitro-transkriberade RNA-mal fér var och en av de 58 generna.
Referensprovet har testats med varje batch av patientens RNA-prover for att
kvalificera korningen och normalisera signalen fran varje gen.

Prosigna-analysen utfors pa RNA som isolerats fran FFPE-brosttumarvévnad.
En patolog undersoker ett Hematoxylin och Eosin-fargat objektglas (Htx-E)
och identifierar (och markerar) omradet med invasiv brostcancer som lampar
sig for analysen. Patologen mater ocksa tumorens yta, vilket avgor antalet
ofargade objektglas som kravs for testet, och tumoren cellularitet for att
sakerstalla forekomsten av tillracklig tumoérvavnad for analysen. En utbildad
tekniker makrodissekerar omradet pa de ofargade objektglasen som motsvarar
det markerade tumoéromradet pa det Htx-E-fargade objektglaset och isolerar
RNA fran vavnaden. Isolerat RNA analyseras sedan pa analyssystemet
nCounter for att ge analysresultat, t.ex. intrinsisk subtyp, aterfallsrisk (ROR)
och riskkategori.



2.1 Principer for analyssystemet nCounter

Analyssystemet nCounter anvander genspecifika probpar (Figur 1) som
hybridiserar direkt till mRNA-provet i I6sning och eliminerar enzymatiska
reaktioner som kan paverka resultaten. | det férsta steget av analysen
hybridiseras  DNA-proberna direkt till ett 70-100-basparsomrade av
RNA-provet i 16sning. Den fluorescerande rapportérproben bestar av en
35-50-basprobssekvens som kompletterar mRNA-malet och en unik DNA-
sekvens som hybridiseras till sex RNA-segment markta med en av fyra
fluorescerande farger; rod (R), gul (Y), bla (B) eller gron (G). De fluorescerande
segmenten skapar en sexlages/4-fargsfluorescerande "fargkod” som &r unik for
varje mal. En separat infangningsprob som bestar av en 35-50 basprobssekvens
som kompletterar mRNA-malet och biotin, som anvands for immobilisering till
ett streptavidin-belagt objektglas.

Figur 1: Hybridisera CodeSet till mMRNA
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Efter hybridisering sker alla provreningssteg automatiskt pa nCounters
analysstation. Foérst avlagsnas onddiga infangnings- och rapportorprober
(Figur 2) med hjalp av successiva steg med infangning av magnetiska kulor
foljit av inbindning av prob-target-komplex till slumpmassiga platser pa ytan
av nCounter-Kassetten via en streptavidin-biotin-koppling (Figur 3). Till sist
justeras och immobiliseras prob/target-komplex (Figur 4) i nCounter-kassetten.

Figur 2: Avlagsna onddiga reportrar
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Figur 3: Bind hybridiserade reportrar till ytan pa kassetten
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Figur 4: Justera och immobilisera hybridiserade reportrar
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Nar provbearbetningen har slutférts placeras Kassetten i nCounters digitala
analysator for datainsamling. Varje malmodul som &r intressant identifieras
av "fargkoden” som genererats av sex ordnade fluroscerande prickar pa den
associerade rapportorproben. Rapportorproberna pa ytan av Kassetten
raknas och tabuleras darefter for varje malmolekyl och bearbetas med samma
algoritm (Figur 5).

2023-07 LB-0043-02

Figur 5: Datainsamling
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2.2 Principer for Prosigna-algoritmen for resultatberdakning

Analysen baseras pa den rapporterade klassificeringsalgoritmen med 50
gener, ursprungligen kallad PAM50?% och utférs pd nCounter-analyssystemet
med hjalp av RNA som extraherats ur formalinfixerade, paraffininbaddade
prover fran brosttumaorvavnad (FFPE). Algoritmen anvander en uttrycksprofil
med 50 gener for att dela in brostcancer i en av fyra molekyldra klasser, eller
intrinsiska subtyper: Luminal A, Luminal B, HER2-berikad eller basalliknande?.
De prototypiska genuttrycksprofilerna (t.ex. centroid) av de fyra intrinsiska
subtyperna programmerades om pa nCounter-analyssystemet med hjalp av
FFPE-brosttumorproverna som samlats in fran flera kliniska platser i USA. Nar
analysen gjorts pa ett patientanalysprov jamfor en berakningsalgoritm baserad
pa Pearsons korrelation den normaliserade genuttrycksprofilen PAMS0 for
patientens analysprov med de prototypiska uttrycksprofilerna for de fyra for
brostcancer intrinsiska subtyperna. Patientens analyserade prov tilldelas den
subtyp som har hogst Pearson-korrelation.

Algoritmen rapporterar vidare ett ROR-varde pa en 0-100-skala® som ar
korrelerat med sannolikheten for fjarrmetastaser efter tio uppfoljningsar hos
postmenopausala kvinnor med hormonreceptorpositiv bréstcancer i tidigt
stadium®. Rapporten ger aven en riskkategori (lag, medelhog eller hog).
ROR-vardet berdknas med hjalp av koefficienter fran en Cox-modell som
inkluderar Pearson-korrelationen for en 46-genssubtyp av de 50 generna for
varjeintrinsiska subtypscentroid, ett proliferationsvarde och bruttotumaorstorlek.
Analysvariablerna multipliceras med motsvarande koefficienterna fran
Cox-modellen for att generera vardet som sedan anpassas till en 0-100-skala
baserad pa Kkoefficienter som genererats fran programmeringssetet for
FFPE-brosttumorsprover. Dessutom baseras riskkategorier pa tréskelvarden
for ROR som faststalls i en klinisk valideringsstudie.

3 MEDFOLJANDE REAGENSER OCH UTRUSTNING
3.1 Oversikt dver Prosigna-kit

Prosigna-kitet innehaller reagenser som racker for att bearbeta 1, 2, 3, 4,
eller 10 patientprover beroende pa vilken produkt som bestéllts. Se nedan
for bestallningsinformation. Prosigna-kitet innehaller ett CodeSet, ett
referensprovrér per en av tio analyser och férbrukningsartiklar som analyseras
tillsammans for prestanda innan de slapps.

Katalognummer Referensprovrér inkluderade

PROSIGNA-001 1 2

Antal analyser i kitet

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

Rekommenderas fér anvandning i samband med Roche FFPET RNA-
isoleringskitet (Roche-FFPET-025 eller Veracyte FFPE RNA-extraktionskit
(550100). Bada RNA-extraktionskiten &r endast tillgdngliga genom
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

buffer, salts
plastic strips
plastic lids

nCounter Prep Station Tips
nCounter Cartridge Adhesive Cover
nCounter Tip Sheaths

2 racks of 90 tips + 6 piercers nCounter
adhesive films
6-well tip holders
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VARNINGAR OCH FORSIKTIGHETSATGARDER

1.

For In Vitro-diagnostik.

2. Dennaanalysaravsedd att anvandas av personer utbildade iavancerad
molekylarbiologiska tekniker, baserade pa lokala féreskrifter.

3. Blanda inte komponenter fran olika kit i olika Prosigna-loter.
Funktionalitet kan endast garanteras for Prosigna Kkitloter i befintligt
skick, eftersom de godkanns pa detta satt under tillverkningen.

4. Eventuella restreagenser ska inte dteranvandas i Prosigna-analysen.

5. Kassera reaktioner med nedsatta hybridiseringstider eller
temperaturer.

6. Det ar viktigt att uppratthalla integriteten i provkedjan (vavnad till
RNA och RNA for analys) for att sakerstalla att patientprovets ID
associeras med ratt analysresultat.

7. Underldtenhet att lagra reagenser enligt de villkor som anges pa
etiketten kan paverka analysens prestanda.

8. Anvand alltid skyddshandskar vid hantering av reagenser och prover.

9. Undvik RNase-kontaminering som kan paverka kvaliteten pa

resultaten negativt.
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10. Alla biologiska prover och allt biologiskt material ska hanteras som
om det foreligger risk for dverforing av smittsamma amnen och ska
kasseras med lampliga forsiktighetsatgarder i enlighet med federala,
statliga och lokala foreskrifter.

1. Pipettera aldrig med munnen.

12. Undvik att reagensen kommer i kontakt med 6gon, hud och
slemhinnor.

13. Anvand basta praxis for molekyldra laboratorier for att forhindra
korskontaminering mellan proverna eller med nukleinsyramal med
hog koncentration (syntetiska eller PCR-forstarkta) som kan inverka
negativt pa resultatens kvalitet.

14. Mycket laga nivaer av natriumazid (<01 %) finns kvar efter processen i
Prosigna analysplattor och nCounter-kassetter darfor rekommenderas
plast (ej metall) till avfallsbehallare som anvands fér kassering. Aven
om det &r ytterst osannolikt for Prosigna ar natriumazidackumulering
pa metall kand for att skapa en explosionsrisk.

15. Ytterligare instrumentspecifik information om kassering finns
i anvandarhandboken och servicehandbéckerna fér nCounters
analyssystem for analysstationen och den digitala analysatorn.

16. Information i  sakerhetsdatabladet  for  rapportor-CodeSet,
infangnings-ProbeSet, hybridiseringsbuffert och analysplattorna finns
pPa WWw.prosigna.com.

17. Allt farligt material ska kasseras enligt institutionens riktlinjer for
korrekt kassering av farligt material.

18. Oanvanda CodeSet ska kasseras.

19. Om en kategorin for en patients tumorstorlek anges pa fel satt
i mjukvaran kan ROR-varde och riskklassificering paverkas negativt
(tex. skiftat ROR-véarde och/eller felaktig klassificering).

20. Omen patientskortelstatus anges pa fel satti mjukvaran kan patientens
testresultat rapporteras felaktigt (t.ex. felaktig riskklassificering).

21. Anvand inte RNA med 1ag kvalitet eller otillrdcklig kvantitet eller
tumorprover med otillracklig tumoryta eller cellularitet i Prosigna-
analysen. Prosigna-analysen kanske inte kan ge ett giltigt resultat.
Istallet rapporteras en analys som misslyckad.

ALLMANNA ANALYSHANSEENDEN

1. Analysen é&r avsedd for anvandning endast pad formalinfixerade,
paraffininbaddade prover (FFPE-prover) fran bréstcancervavnad tagna
vid kirurgisk resektion. Analysen &r inte avsedd att goras pa farsk eller
fryst vavnad eller vavnad som inte ar brostcancervavnad.

2. Bruttostorleken pa patientens primartumor och kortelstatus kravs for
att utféra analysen.

3. Anvand sterila mikropipettspetsar for engangsbruk fér att undvika

mikrobiell och nukleas kontaminering av reagenser eller prover under

bearbetningen.

Forvara de isolerade RNA-proverna pa vat is nar de inte anvands aktivt.

Kalibrerade termometrar kravs for varmeblock.

Anvand inte kitets komponenter om de ar skadade vid leverans.

Det rekommenderas att kliniska kontroller (t.ex. for riskkategori)

utvecklas och utnyttjas av labb som kér Prosigna for att sakerstalla

~No U A

noggrannheten i resultaten éver tid som en del av standardrutinerna for
laboratoriets kvalitetskontroll.

Vavnadsbearbetning

1.

Underlatenhet att ta bort omgivande icke-tumarvavnad/normal vévnad
med hjalp av makrodissektion under vavnadsbearbetning kan leda till
en underskattning da ett lagre ROR-varde rapporteras till lakaren.
Underlatenhet att avlagsna humant genomiskt DNA under RNA-
isolering kan leda till en hogre felfrekvens pa grund av lagre analyssignal,
eller en éverskattning av risk pa grund av att ett hogre ROR-varde
rapporteras till lakaren.

Alla ofargade vavnadssnitt bor ldggas pa positivt laddade objektglas for
att undvika att de lossnar under vavnadsbearbetning.

Om exemplar kraver flera objektglas ska dessa objektglas bearbetas
tillsammans.

Vavnadssnitt som placerats pa objektglas kan forsamras om de forvaras
l&ngre &n 9 manader i en uttorkad miljo.

Byt ut 3 % av glycerolldsningen varje vecka, eller om I6sningen blir
grumlig, for att undvika kontaminering.
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7. Byt ut innehdllet i den férsta D-Limonentvatten efter bearbetning
av fyra objektglas, och etanolen (EtOH) och innehallet i den andra
D-Limonenfargskalen efter bearbetning av atta objektglas for att
undvika forsamring av vavnadskvaliteten.

8. Var forsiktig nar du markerar tumoéromradet pa det ofargade
objektglaset och avlagsnar icke-tumorvavnad for att sakerstalla att
tumaorvavnaden inte stors.

9. Hantera skarpa foremal med forsiktighet vid makrodissektion.

10. Anvand ett nytt rakblad for varje vavnadsprov som bearbetas.

1. 10 % natriumdodekylsulfat (SDS) falls ut frekvent i rumstemperatur
och bor varmas till 37 °C tills utfallningen har 16st sig.*

12. Nya loter/partier av RNA-isoleringskit bor testas mot isoleringskitets
specifikationer for att kvalificera nya kitloter for patientanalys (se
avsnitt 1.5 for detaljer)

*10 % SDS kravs men tillhandahalls inte for Roche FFPET RNA-isoleringskit

Utfora Prosigna-analysen

1. Séakerstall att patientens kategoriska priméara bruttotumorstorlek
anges ratt i mjukvaran.

2. Sakerstdll att patientens kategoriska kortelstatus anges
i mjukvaran.

3. Kontrollera att varmeblocket med uppvarmt lock som kravs for
hybridisering uppfyller specifikationerna och kalibreras regelbundet.

4. Anvand endast de forbrukningsartiklar som  folide med
Prosigna-kitet. De ar speciellt utvecklade for att fungera med
nCounters analysstation nCounters digitala analysator.

5. Om hybridiseringsbufferten har forvarats i kalla temperaturer och
en utfallning observeras, varm upp roren vid 37 °C tills salterna har
|6sts.

6. Vortexblanda inte analyskomponenter for haftigt da det kan skada
reagenserna. Blandning bor utféras med hjalp av en pipett.

7. Centrifugera inte rapportdr-CodeSet snabbare an 3 000 x g i mer an
10 sekunder. Anvand inte alternativet "pulsera” for att centrifugera.
Om du gor det kan CodeSet falla ut.

8. Hall hybridiseringsreaktioner i 65 °C tills de &r redo att dverforas
till analysstationen. Om varmeblocket stalls in for att rampa ner till
4 °C eller om prover placeras pa is i slutet av hybridiseringen kan
korshybridisering intraffa vilket kan férsamra analysresultaten.

9. Underlatenhet att placera PCR-réreni 65 °C inom 15 minuter fran det
att ProbeSet for infangning tillsatts kan leda till korshybridisering
vilket kan férsamra analysresultaten.

10. Underldtenhet att initiera analysstationens bearbetning inom
15 minuter fran det att proverna avlagsnats fran 65 °C kan leda till
korshybridisering vilket kan férsamra analysresultaten.

1. Kontrollera att PCR-rérens lock ar ordentligt forslutna fore
hybridisering i varmeblocket for att undvika kondensering vilket kan
férsamra analysresultaten.

ratt

INFORMATION OM UTBILDNING

Denna analys ar avsedd att anvandas av personer utbildade i avancerade
molekylarbiologiska tekniker, baserade pa lokala foreskrifter. Kontakta Veracyte
for information om utbildning som &r specifik for att kora Prosigna-Analysen.
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Se anvandarhandboken  for

AVFALLSHANTERING

nCounters analyssystem nar det galler

avfallshantering som &r specifik for reagenser och instrument som anvands vid
IVD-applikationer.

Se det valda RNA-extraktionskitets bruksanvisning betraffande avfallshantering
och information som &r specifik for RNA-extraktionsreagenserna.

8

FORVARING OCH HANTERING (REAGENSER)

Utgangsdatum for alla analyskitskomponenter finns pa streckkodsetiketten
som medfdljer CodSet-férpackningen och pa den yttre forpackningens etikett
for alla Prosigna-komponenter.

«  Komponenter i Prosigna CodeSet-forpackningen (Prosigna
rapportoér-CodeSet, Prosigna infangnings-ProbeSet och Prosigna
RNA-referensprov) maste forvaras i -80 °C eller lagre.

« nCounter-kassetterna maste forvaras i eller under -20 °C.

« nCounter-analysplattorna maste forvaras i 4 °C (2-8 °C).

« nCounter-analyspacken maste forvaras i rumstemperatur,
15°C-25°C.
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10.1

10.2

10.3

INSTRUMENT SOM BEHOVS FOR PROSIGNA

* nCounter Analyssystem (Katalognummer NCT-SYST-DX)
(innehaller bada instrumenten nedan)
o nCounter Analysstation 5s
(Katalognummer NCT-PREP-STATION-FLEX)
o nCounter Digital analysator 5s
(Katalognummer NCT-DIGITAL-ANALYZER-FLEX)
Se anvandarhandboken fér nCounter Analyssystem for ytterligare
information.

REAGENSER OCH UTRUSTNING SOM BEHOVS
MEN INTE MEDFOLJER

Material

1. FFPE RNA-isoleringskit (se avsnitt 11.5 for krav pd isoleringskit
om Roche FFPET RNA-isoleringskit eller Veracyte FFPE RNA-
extraktionskit som har képts genom Veracyte inte anvands)
Hematoxylin och Eosin (H&E)

Positivt laddade objektglas

D-Limonen klarmedel (histologikvalitet)

100 % Etanol (Absolut), ACS-kvalitet eller motsvarande (inte mindre
an 99,5 %)

6. Glycerol, molekylarbiologikvalitet

7. Nukleasfritt vatten, molekylarbiologikvalitet™?

8. 10 % natriumdodekylsulfat (SDS), molekylarbiologikvalitet'
9. 100% isopropanol?

10. Konisk ror pa 50 ml?
il
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Rakblad (eller engangsskalpeller)

. Mikrotomblad fér engangsbruk

. 0,5 mL skruvkork' och 1,5 eller 1,7 mL RNase-fria mikrocentrifugerin-
gsror (nonstick)

14. RNas-fria mikropipettspetsar med aerosolbarriar

' Material som kravs men inte tillhandahalls for RNA-extraktion med Roche FFPET RNA-
isoleringskit.

2 Material som kravs men inte tillhandahalls for RNA-extraktion med Veracyte FFPE RNA-
extraktionskit och &ven listat i bruksanvisningen for Veracyte-kitet.

Utrustning

Mikrotom

Vattenbad (40 °C)

Objektglasvarmare (45 °C)

Torkstall for objektglas

Mikropipetter; 2 uL, 20 pL, 200 pL och 1000 uL

Minicentrifug med en 0,2 mL PCR-rérsrotor och 15/2,0 mL

standardroérsrotor for mikrocentrifug

7. Standard mikrocentrifug i bankmodell med en fixerad rotor som
passar 1,5 mL centrifugrér

8. Rektangulara glasskalar for fargning med 6verdrag (ungefarliga
innermatt: 91 x 71 x 60 mm); 3 st behdvs

9. Objektglasstall (plats for upp till tio 75 x 25 mm objektglas)

10. Torrt varmeblock, stationar modell*

1. Vortexblandare, bankmodell, for mikrocentrifugror

12. Graderad cylinder (féreslagen storlek: 100-250 mL)

13. Dissekeringsnal eller pincett (vinklad, icke-rafflad)

14. Kalibrerade termometrar (tacker intervallet 55 °C- 80 °C)

15. UV/Vis-spektrofotometer fér mikrovolym (se specifikationer nedan)

16. Varmeblock med uppvarmt lock (se specifikationer nedan)

17. Centrifug med platta adapter for mikroplatta (se specifikationer
nedan)

18. Coplin-burk

*Utrustning som kravs for RNA-extraktion med Roche FFPET RNA-isoleringskit och Veracyte
FFPE RNA-extraktionskit

RGN

Specifikationer for utrustning

Tabell 1: Fullspektrum mikrovolym UV/Vis-spektrofotometer fér nukleinsyrakvanti-fiering

Utférandefunktion

Specifikationer

Provvolymsintervall 1-2 ul
Banlangd Tmm
Vaglangdsintervall 260-280 nm
Vaglangdsnoggrannhet eller fel +1nm

Spektral upplésning eller bandbredd

Mindre eller lika med 4 nm

Absorbansprecision eller slumpmassigt
fotometrifel

0,003 (1 mm bana)

Detekteringsgrans

5 ng/uL RNA

Maximal koncentration

>1000 ng/uL RNA




Tabell 2: Mikrovolymsfotodiod UV-Vis-spektrofotometer for nukleinsyrakvantifiering

Utférandefunktion Specifikationer

Provvolymsintervall 1-2 ul
Banlangd 0,5mm
Vaglangdsintervall 260 och 280 nm

Spektral upplésning Mindre eller lika med 8 nm

Absorbansnoggrannhet 3% (vid 1,05 Abs vid 260 nm)

Detekteringsgrans 4 ng/uL RNA

Maximal koncentration >1000 ng/uL RNA

Tabell 3: Varmeblock med uppvarmt lock fér analyshybridisering

Utférandefunktion Specifikationer

En total tumodryta som ar storre an 100 mm? rekommenderas att
anvandas for analysen. Foljande tabell illustrerar antalet objektglas
som rekommenderas baserat pa den uppmatta tumorytan pa det
H&E-fargade objektglaset.

Om vavnadsgranskningen visar att tumorblocket har otillrackligt
tumoromrade eller otillracklig tumorcellularitet maste ett annat block
fran samma tumor beddémas. Om det inte finns nagra FFPE-block
som innehaller tillrackligt med tumorvavnad ska Prosigna-analysen
inte koras. Observera att for tumorer med mindre &n 20 mm? ytarea
ar det mer troligt att RNA-inmatningskraven inte uppfylls.

Tabell 5: Rekommenderade krav fér objektglas baserade pa tumdrens ytarea

Varmeblockets utférande

« Maste passa vanlig profil, 12 x 0,2 mL anpassade
PCR-ror som medfoljer i nCounters analyspack.

° Varmeblock utformade fér ror med lag profil
(LP) och hog profil (HP) &r inte kompatibla (Gven
kallade "snabba" block for termocykling)
Varmeblock utformade for andra typer av ror
(tex. 0 mL-ror, 1,5 mL-ror) ar inte kompatibla
« Maste programmeras for att halla en temperatur

om 65 °C
« Maste halla en temperatur som ligger inom +1 °C av

o

Tumérens uppmétta ytarea pa H&E-firgat objektglas (mm2) | Antal oférgade objektglas
4-19 6
20-99 3
>100 1

1.2 PROVINSAMLING OCH BEARBETNING

1. Foljande kan utféras i enlighet med laboratoriets standardrutiner:
vavnadsinsamling och formalinfixering, hantering och férvaring

av  FFPE-tumorblock samt
FFPE-vavnad.

leverans

av  objektglasmonterad

65 °C

Utférande med uppvarmt lock

Fixerade lock eller lock med justerbar hojd ér tillatna
Locket maste kunna programmeras till 70 °C

analysplattor

Tabell 4: Centrifug med barare fér mikroplatta for centrifugering av nCounter-

Utférandefunktion Specifikationer

Centrifughastighet Minst 2 000 x g

Rotorer 4 x 750 mL rotorer med svangande bagare och mikrobarare
(eller motsvarande) for att passa 96-brunnsmikroplattor
i SBS-format

Lagen L&gen for acceleration/deceleration

1 PROVINSAMLING OCH BEARBETNING
1.1 Krav fér vdvnadsexemplar och patologigranskning

1. Prosigna

prognostisk
bor utféras pa ett formalinfixerat,
brosttumorvavnadsexemplar med positiv. hormonreceptor som
narmare specificerats av en patolog som en av féljande typer av

gensignaturanalys  for

invasiv brostcancer:
a. Invasiv duktal cancer
b. Invasiv lobuldr cancer

¢. Invasiv cancer med ductala och

("blandad cancertyp”)

d. Ingensarskild typ (NST) eller pa annat satt specificerad (NOS)
2. Enpatolog bor valja det FFPE-tumérblock som har den stérsta ytan

brostcancer
paraffininbaddat (FFPE)

lobuldra egenskaper

med livskraftig invasiv bréstcancer for denna analys.

3. Analysen kraver ofargade vavnadssnitt pa ett objektglas for
bearbetning och ett motsvarande H&E-fargat objektglas fran

FFPE-tumorblocket.

4. Det rekommenderas att vavnadssnitt for analysbearbetning tas pa
samma gang som vavnadssnitt for H&E-fargning for att sakerstalla
att tumoéromrddet som identifieras pa det H&E-fargade objektglaset
ar representativt for tumoromradet pa de oférgade objektglasen.

5. En patolog maste ringa in omradet med livskraftig invasiv
brostcancer pd det H&E-fargade objektglaset, och utesluta

omagivande icke-tumorvavnad.

6. En patolog eller utbildad laboratorietekniker maste uppskatta
tumarens cellularitet och tumoérens yta i det inringade omradet pa

det H&E-fargade objektglaset.

a. Tumorens cellularitet pa det H&E-fargade objektglaset

maste vara >10 %

b. Den inringade tumorytan pa det H&E-fargade objektglaset

maste vara > 4 mm?

*Observera att tumorcellprocent hanvisar till procentantalet

viabla tumorceller inom det inringade tumoéromradet.
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Objektglasmonterade FFPE-vavnadsskivor maste forvaras i enlighet
med laboratoriets standardrutiner. Om objektglasen forvaras under
l&ngre tidsperioder (> 30 dagar) maste de forvaras i en uttorkad
miljo och bearbetas inom 9 manader for att sakerstalla kvaliteten pa
testresultaten.

1.3 Objektglasberedning

1.
2.

ISAESAIEE

Anvand en mikrotom och skar en 4-5 um tjock skiva for H&E-fargning.
Anvand en mikrotom och skar 10 um tjocka skivor for anvandning
i Prosigna-analysen.

Lat skivorna ligga i ett vattenbad som haller 40 °C.

L&gg skivorna pa positivt laddade objektglas.

Lat objektglasen lufttorka.

Baka objektglasen éver natten i 45 °C.

11.4 Bearbetning av objektglas

1.

Tillred en 3-procentig glycerollésning genom att blanda 1,5 mL
glycerolbuliong med 485 mL molekylargradigt, nukleasfritt
vatten; anvand lamplig skala. Hall I6sningen i en Coplin-burk for
objektglasbearbetning.

Hall ca 200-250 mL klarmedel med d-Limonen i tva fargningsskalar
och sakerstall att objektglasen i stallet sanks ned helt.

Hall ca. 200-250 mL ren etanol (EtOH) i en tredje fargningsskal.
Placera de oférgade objektglasen med vavnadsskivan/-skivorna i ett
objektglasstall.

Placera objektglasstallet i den forsta fargningsskalen for d-Limonen
och skaka forsiktigt objektglasstallet fram och tillbaka i 10-15
sekunder. Lamna stéllet i den forsta skalen for d-Limonen i totalt
2 minuter.

Flytta objektglasstallet fran den forsta fargningsskalen for
d-Limonen till den andra skalen for d-Limonen. Skaka forsiktigt
objektglasstallet i 10-15 sekunder. Lamna objektglasstallet i den
andra fargningsskalen for d-Limonen i totalt 2 minuter. Sakerstall
att allt paraffin har avldgsnats; ldmna annars stéllet i den andra
fargningsskalen for d-Limonen i ytterligare ca 1 minut.

Flytta objektglasstallet fran den andra fargningsskalen for d-Limonen
till EtOH-tvatten. Skaka forsiktigt objektglasstallet i 10-15 sekunder
och avlagsna efter 2 minuter.

Lat objektglasen lufttorka i 5-10 minuter eller tills de ar helt torra
och vavnaden &r vit (detta kan ta langre tid beroende pa vavnadens
storlek).

Mark ut tumorens omrade pd baksidan av det ofargade
objektglaset/-gasen genom att l&gga det dver det motsvarande
H&E-fargade objektglaset och flytta dver det omrade som markts ut.

. Arbeta med ett objektglas at gangen, aterfukta vavnaden pa

det markta, ofdrgade objektglaset genom att doppa glaset i den
3-procentiga glycerollésningen.

Torka av eventuellt éverskott av glycerol fran objektglaset med en
laboratorietrasa.

Nar flera objektglas bearbetas kan anvandaren lata objektglasen
torka pa ett torkstall medan andra objektglas aterfuktas.



1.5

Skrapa bort eventuell icke-tumoérvavnad som om ger det utmarkta
tumoéromradet med ett rakblad eller en skalpell och kasta.

. Hall'i den ena anden av objektglaset och vila den andra &nden pa en

plan yta med 45 graders lutning och fér pa den makrodissekerade
tumorvavnaden pa kanten av ett rakblad. Vavnaden ska utan
problem "rulla” pa rakbladet nar den tas.

Upprepa foregaende steg for varje objektglas fran samma exemplar.
Obs! Flera ofdrgade objektglas fran ett enda FFPE-exemplar kan
samlas in pa samma rakblad.

. Skjut forsiktigt in vavnadsskivorna fran samma exemplar i ett markt

1,5 mL mikrocentrifugeringsror.

Rengor dissekeringsnalen eller pincetten om sadana anvands genom
att doppa dem i d-Limonen i ett nagra sekunder och lata dem torka
mellan vavnadsprover.

Isolering av RNA

Veracyte rekommenderar Roche FFPET RNA-isoleringskitet eller Veracyte FFPE
RNA-extraktionskitet som har validerats sarskilt for anvandning med Prosigna.

Andra RNA-isoleringskit kan anvandas for att preparera prover for Prosigna
om RNA tas fran objektglasmonterade FFPE-brosttumorvavnadsskivor som
uppfyller féljande specifikationer:

Tabell 6: Specifikationer for RNA-isoleringskit

Metrik Analys eller matning Specifikation
RNA-koncentration Optisk densitet vid 260 nm >12,5 ng/pl
RNA total volym (uL) Total eluerad volym >12 ul
Férhallande mellan optisk
densitet vid 260 nm och
RNA-renhet optisk densitet vid 280 nm 17-23
(0D 260/280 nm)
) Genomiskt DNA-innehall for
DNA-kontamination eluerat RNA-prov <1ng/uL
: ) Storleksférdelning av 290 % av isolerade RNA-
RNA-integritet fragment maste vara >100
isolerade RNA-fragment : o
nukleotider i langd

Varning: Om ett alternativt isoleringsférfarande anvands i kombination
med Prosigna-analysen maste detta specifika arbetsfléde valideras helt
av laboratoriet innan det implementeras som rutin.

RNA-isoleringsprocedur:

- Om Roche FFPET RNA-isoleringskit anvands ska du folja de specifika
instruktionerna for isolering av RNA sasom de beskrivs nedan.

- Om Veracyte FFPE RNA-extraktionskit anvands ska du folja bruksanvisningen
som tillhandahalls av Veracyte och sedan fortsatta till avsnitt 11.6.

- Om en alternativ extraktionsmetod anvands ska du félja det validerade
protokollet eller protokollet fran tillverkaren och sedan fortsatta till avsnitt 11.6.

Alla satser med RNA-extraktionskit som har tillverkats av Roche eller

Veracyte ar

kvalificerade att producera RNA-prover som uppfyller

fordefinierade specifikationer for diagnostiska analyser av genuttryck.
Hanvisa till det valda RNA-extraktionskitets metodikblad/bruksanvisning
for lampliga instruktioner betraffande férvaring, sakerhet och hantering.

Beredning av arbetslésningar fér Roche FFPET RNA-isoleringskit

1.

Bered arbetslésningar innan du gar vidare med vavnadsnedbrytning
och RNA-isolering:

Beredning av arbetsldsningar

Reagens Procedur
Tvattbuffert | Tillsatt 15 mL 100 % etanol, forvara preparerad
(WBD* WABI vid +15 till +25 °C.
Tvattbuffert Il Tillsatt 80 mL 100 % etanol, forvara preparerad
(WB2)* WABII vid +15 till +25 °C.
L6s lyofiliserat proteinas K in 4,5 mL reagens
Proteinas K forberedelsebuffert (RPB).
(PK) Bered 600 pL alikvoter, mark och férvara
alikvoter i -15 till -25 °C.
Los lyofiliserat DNas |1 740 pL reagens
DNas | forberedelsebuffert (RPB).
(DNas )* Bered 50 pL alikvoter, mérk och férvara alikvoter
i -15 till -25 °C.

Obs! Poster markerade med en asterisk (*) behovs inte forran nar
vavnaden har brutits ned.

Vavnadsnedbrytning for Roche FFPET RNA-isoleringskit

1.

Tina tillrackligt manga Proteinas K-alikvoter (PK). Nar de har tinat
ska alikvoterna forvaras pa is tills de &r redo att anvandas.

Obs! En 600 plL PK-alikvot innehaller tillrackligt med Proteinas K for
4 vavnadsnedbrytningar.

Tillsatt 100 uL buffert for vavnadssénderdelning (TLB), 16 uL 10 %
SDS och 120 ulL Proteinas K arbetslésning till provrér med vavnad.
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3.

4.

Mixa provroren pa vortex med vavnad i nagra sekunder och
centrifugera en kort stund.
Inkubera i 55 °C under natten (12-23 timmar).

RNA-isolering for Roche FFPET RNA-isoleringskit

1.6

1.

~

10.
1.

12.
13.

18.
19.

20.

21.

22.

23.

24.

Inspektera provroren visuellt for att faststalla om vavnaden har

brutits ned helt. En total nedbrytning ar klar och har ingen eller

mycket lite vavnad i [dsningen.

a. Ga vidare till nasta steg nar nedbrytningen ar fardig.

b. Om nedbrytningen inte ar fardig, tillsatt ytterligare 20 pL
Proteinas K och inkubera i ytterligare en timma.

Centrifugera alla prover en kort stund (< 30 sekunder i en

minicentrifug).

Inkubera vid 80 °C i 15 minuter.

Forbered eller tina tillrackligt médnga DNas-alikvoter. Nar de har tinat

ska alikvoterna forvaras pa is tills de &r redo att anvandas.

Obs! En 50 pL DNas-alikvot innehaller tillrackligt med DNas for

4 RNA-isoleringar.

Spad ut DNas-enzymet i DNas-inkuberingsbufferten (DIB). Den

mangd som behovs for N (antal) RNA-isoleringar ar: (N+1) x 90 pL

DNas inkuberingsbuffert + (N+1) x 10 uL DNas. Foérvara utspadd

DNas-lésning pa is tills den ska anvandas.

Tillsatt 325 pL paraffinbindningsbuffert (PBB) och 325 L ren etanol

till varje prov och blanda med hjalp av pipettering.

Centrifugera en kort stund (< 30 sekunder i en minicentrifug).

Placera ett HP-filterror (High Pure-filterrér) pa ett High Pure

uppsamlingsror.

Pipettera provet till den évre behallaren pa filterréret och undvik

eventuell restvavnad.

Centrifugera i 30 sekunder i 6 000 x g.

Satt filterroret i ett nytt uppsamlingsror (kassera det gamla

uppsamlingsréret med genomflodet).

Centrifugera i 2 minuter i 16 000 x g for att helt torka filtrets vav.

Satt filterroret i ett nytt uppsamlingsror (kassera det gamla

uppsamlingsréret med genomflodet).

. Tillsatt 100 pL DNas-arbetslosning till HP-filterrorets filtervav och

inkubera i 15 minuter i +15 till +25 °C.

. Tillsatt 500 ulL tvattbuffert I-arbetslosning (WBT) till High Pure

filtervay, centrifugera i 20-30 sekunder i 6 000 x g, kassera
genomflodet.

. Tillsatt 500 pL tvattbuffert ll-arbetslosning (WB2) till High Pure

filtervav, centrifugera i 20-30 sekunder i 6 000 x g, kassera
genomflodet.

Tillsatt 500 pL tvattbuffert ll-arbetslésning (WB2) till High Pure
filtervav, centrifugera i 20-30 sekunder i 6 000 x g, kassera
genomflodet.

Centrifugera i 2 minuter i 16 000 x g for att helt torka filtrets vav.
Satt  filterroret i ett markt RNas-fritt 15 eller 17 mL
mikrocentrifugeringsror.

Tillsatt 30 ulL elueringsbuffert (EB) till mitten av High Pure-
filtervaven.

Inkubera i T minut vid +15 till +25 °C.

Centrifugera i 1 minut i 6 000 x g for att eluera RNA fran kolumnen.
Ta bort och kassera High Pure-filterroret.

Centrifugera den eluerade RNA i mikrocentrifugréret i 2 minuter vid
hogsta hastighet.

Overfér supernatanten till ett 0,5 ml rér med skruvkork utan att stéra
nagra glasfibrer som kan ha tvattas bort av filtervaven pa botten av
det ursprungliga roret.

Mata koncentration och kvalitet pa RNA

1.

2.

Mat koncentrationen i den isolerade RNA under samma arbetsdag
(forvarai+2till +8 °C) eller frys i-70 °C eller lagre tills det ska anvandas.
Mat den optiska densiteten (OD) vid 260 och 280 nm fér 2 uL av
det isolerade RNA med hjalp av en spektrofotometer som uppfyller
definierade specifikationer som anges 10.3 Specifikationer for
utrustning. Undvik pipettering av de 2 pL som finns pa botten av
det ursprungliga réret om spar av glasfiber finns kvar som kan stora
avlasningen av den optiska densiteten.

Folj instruktionerna fran spektrofotometerns tillverkare for matning
av RNA.

Om det finns prover som inte uppfyller ldgsta RNA-renhet eller
koncentrationsmetrik (Tabell 6), centrifugera provréret i 1 minut
i maximal hastighet (> 10 000 x @), satt roret pa is och upprepa
matprocessen. Om provet fortfarande inte uppfyller varken renhets-



eller koncentrationsmetriken ar RNA-provet inte lampligt for analys
i Prosigna-Analysproceduren. Anvand inte RNA av otillracklig
kvalitet eller kvantitet i Prosigna-analysen.

5. RNA-extraktion kan upprepas om specifikationer for lagsta
koncentration eller lagsta renhet inte uppfylls (Tabell 6). Anvandare
kan vélja att isolera ytterligare objektglas fran samma FFPE-block
eller vélja att separera block fran samma patient.

6. Om RNA-koncentrationen éverskrider 250 ng/uL maste den spadas
ut med RNas- och DNas-fritt vatten av molekylarkvalitet till en
malkoncentration som ar 200 ng/uL innan hybridiseringsanalys
nedstroms utférs. Anvand det registrerade kvotresultatet for
OD 260/280 fran det outspadda provet for att faststalla om det
utspadda provet uppfyller lagsta RNA-renhet pa 1.7.

7. Frys RNA i-70°C eller lagre om Prosigna-analysen inte kan slutféras
samma arbetsdag.

1.7 Analysprocedur

Denna analysprocedur beskriver de steg som ar nodvandiga for att utfora
Prosigna-analysen med hjalp av nCounter Analyssystem. Dessa steg kan
sammanfattas i féljande kategorier dver tva efter varandra foljande dagar:

Dag ett
» Instaliningav RSID-register (Run Set Identification) i webbapplikationen
* Instdllning av  RNA-hybridisering med Prosigna CodeSet
(30 minuters installning, 15-21 timmar hybridisering)

» Installning och kérning av analysstation (20 minuters installning,
2-3 timmar per korning, beroende pa hur manga prover som kors)

« Installning och skanning av Kassett pa den digitala analysatorn
(5 minuters instéllning, 2,5-4,5 timmar for varje Kassett, beroende
pa hur manga prover som kors)

*  Hamta rapport (30 minuter)

Patientprovsurval och batchinstallning

1. Bestam vilka patientprover som ska inga i analyskorningen. Upp till
10 prover kan ingd i en enda batch

a. Varje prov i batchen kommer att tilldelas en unik plats i en
brunnsremsa med 12 PCR-rér som anvands for hybridisering,

som ar registrerad som en del av korningssetets ID pa
instrumentet (Korningssetets ID utférs i programvara pa

webben). Observera att plats 1 och 2 &r reserverade for
referensprovet och plats 3-12 ar for RNA-prover fran tumoren.

b. Bilden nedan visar PCR-roret fran sidan 1) och
ovanifrdn 2). PCR-réren ar asymmetriskt kodade mellan
reaktionsbrunnarna 1 och 2 (A) och 8 och 9 (B) for att
uppratthalla provordningen under bearbetning. Det finns
aven skaror mellan roren vid reaktionsbrunnarna 6 och 7 (C)
for att gora det lattare att skara av remsan om det behdvs
for att roren ska passa i vanliga centrifugadaptrar.

Figur 6: Bild av kodade PCR-r6r

1)

A cC B

Y Vo
Q00000000000

2)

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

2. Berakna mangden RNA och vatten (vid behov) som ska tillsattas till
hybridigeaktionsbrunn <tionen for varje prov i batchen.
a. Rekommenderad RNA-inmatning ar 250 ng for analysen.
Godtagbart intervall for RNA-inmatning for hybridisering ar
125 - 500 ng.
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b. Berakna volymen (i mikroliter) RNA-prov som ska tillsattas
i hybridiseringsreaktionen genom att dividera den dnskade
provinmatningen (tex. 250 ng) med den uppmatta
koncentrationen.

c.  Om den beraknade koncentrationen av provet ligger mellan
12,5 ng/ul och 25 ng/uL, tillsatt hogst 10 pl.

d. For prover som kraver mindre an 10 uL, berdkna volymen
vatten som kravs for att generera 10 pL provvolym totalt.
Exempel: For ett prov med en uppmatt RNA-koncentration pa
85 ng/uL behdvs 2,9 ul prov for en total massa pa 250 ng och
71 uL vatten kravs for att fa volymen 10 pL innan resterande

reagenser tillsatts. Dvs.: 250 ng + 85 ng/uL = 2,9 uL

Registrering och bearbetning av prov

Anvandaren kommer att bygga ett unikt kérningsset-ID for varje batch med
prover och associerar varje prov-ID med plats pa rorremsan (plats 3-12) med
hjalp av webbapplikationen NCounter Analysis System Services. Anvandaren
kan hamta ytterligare instruktioner i anvandarhandboken fér hur man anvander
webbapplikationen nCounter Analysis System Services.

1. Om RNA varit fryst fore anvandning, utfor foljande steg innan du gar
vidare:

a. Tina RNA-prov helt och férvara pa is.

b. Centrifugera det tinade provroret i en minut i maxhastighet
(>10 000 x g) och satt tillbaka pa is.

2. Valj lamplig storlek pa Prosigna-test baserat pa antal patientprover
som ska analyseras (1, 2, 3, 4 eller 10). Ta fram en tub av varje av
foljande CodeSet-kitreagenser fran frysen som haller -80 °C och
tina. Forvara reagenserna pa is om du inte ska ga vidare med
efterféljande steg omedelbart.

a. Prosigna rapportor-CodeSet (gron etikett pa locket)

b. Prosigna infangnings-ProbeSet (gra etikett pa locket)

c. Prosigna referensprov (ingen etikett pa locket)

3. Avlagsna  streckkodsetiketten  for  CodeSet-loten och en
konfigurationskod for analys fran CodeSet-forpackningen.

4. Anvand en webbldsare och logga in pa IVD nCounter

Analyssystemets webbapplikation fér att boérja stalla in de digitala

registreringsformularen.

Valj "Create New Run Set" (Skapa nytt korningsset) pa huvudsidan.

6. Det forsta obligatoriska faltet nar en Prosigna-korning ska definieras
ar "Run Set ID" (ID for kdrningsset). Skriv in ett unikt ID i faltet for att
identifiera batchen med prover.

7. Skanna eller skriv manuellt in konfigurationskoden for analys
i webbapplikationen. Nar den har skannats eller skrivits in kan den
kastas.

8. Skannaellerskrivmanuelltin CodeSet-kitnumretiwebbapplikationen.

9. Skriv sedan in ett unikt prov-ID for det prov som ska vara pa den
tredje platsen/brunnen pa rérremsan i faltet for prov-ID.

a. Skriv in patientens RNA-prov-ID med hjalp av en
streckkodslasare eller manuellt genom att ange prov-ID
med hjalp av ett tangentbord.

b. Na&r du har angett ett prov-ID i varje, ga vidare for att fylla
i obligatoriska nedrullningsalternativ (bruttotumaorstorlek
och kortelstatus) for provet innan nasta prov skrivs in.

i.  Anvand antalet positiva kortlar som faststalls under
patientens patologiska beddmning for att valja
lamplig kortelkategori for analysen (noll, 1-3, > 4).

i. Anvand den uppmatta bruttotumorstorleken eller
det stadium som faststalldes under patientens
patologiska bedémning for att vdlja lamplig
kategori  for  bruttotumorstorlek  for  analysen
(<2cmeller>2cm).

c. Kommentarer kan skrivas in i det frivilliga Memo-faltet for
varje prov.

Obs! Om nagra brunnar/platser inte behdvs lamnar du resterande
falt tomma. Om ytterligare falt behovs for fler prover anvander du
en annan analyskonfiguration som passar fler prover.

10. Nar alla prover skrivits in, ange vilka anvandare som far foljande:

a. Statusuppdateringar for korningar pa analysstationen och
den digitala analysatorn.

b. Meddelande om att slutrapporten finns tillganglig.

1. Spara det slutférda kdrningssetet.

a. Arbetsbladet for kdrningssetet kan skrivas ut och anvandas
for att spara och verifiera prover.

i



Procedur for hybridiseringsreaktion

Obs! Foljande steg antar tio (10) patientprover och tva (2) referensprover.
Obs! Centrifugera inte rapportér-CodeSet snabbare an 3 000 x g eller
imer an 10 sekunder och "pulsa” inte. Om du gor det kommer centrifugen
upp i maxhastighet vilket kan centrifugera ett CodeSet ut ur [6sningen.

1.

Programmera varmeblocket med hjélp av 30 pL volym, berdknad
block- och locktemperatur och "evig" tidsinstallning (eller
motsvarande instalining for tillhallartid). Stall in temperaturen pa
varmeblocket till 65 °C och stall in det uppvarmda locket pa 70 °C.

Obs! For foljande steg ar det viktigt att uppratthalla ordningen med vilken
proverna laggs till rorremsan for att sakerstalla att de dverensstammer
med ordningen pa korningssetets ID.

2.

3.

Mark den kodade 12-brunnsremsan som medfoljer for att urskilja
platserna 1-6 fran platserna 7-12 (se bild pa provorsremsan).

Dela brunnsremsan pa mitten om det behdvs sa den passar i en
minicentrifug med en PCR-rérsadapter.

Pipettera 10 uL referensprov pa plats 1 och 2 pd den kodade
rorremsan.

Pipettera den beraknade volymen vatten som kravs for varje prov
i respektive platsen pa den kodade rorremsan.

Pipettera den berdknade volymen RNA som kravs for varje prov
i lamplig plats pa den kodade rérremsan med hjalp av en ny
pipettspets for varje prov.

N&r patientprovet har lagts till pa rérremsan bor provroret placeras
i ett provrorsstall for att uppratthalla den ordning i vilken provet
sattes pa remsan. Detta for att sékerstalla att proverna lades till i den
avsedda ordningen efter att alla proverna har lagts till pa rérremsan.
Nar alla prover har lagts till pd rorremsan, kontrollera att
provordningen behalls pa remsan (arbetsbladet for kdrningssetet
kan anvandas for att kontrollera provordningen).

a. Om det behovs, redigera korningssetets ID med hjalp av
webbapplikationens programvara for att spegla samma
ordning som den slutliga layouten (se anvandarhandboken
for nCounter Analyssystem for instruktioner angaende
redigering av ett befintligt ID for kdrningsset).

Nar provordningen har verifierats, satt tillbaka de enskilda
RNA-provréren pa is.

. Skapa en mastermix som innehaller 130 uL hybridiseringsbuffert och

65 L rapportérens CodeSet.

Obs! Om rapportorens CodeSet forvarades pa is, lat det
jamna ut sig till rumstemperatur i en minut innan du tillsatter
hybridiseringsbufferten.

Blanda genom att pipettera och centrifugera mastermixen en kort
stund.

Obs! Tillsatt inte infangnings-ProbeSetet till mastermixen OCH
forvara inte den fardiga mastermixen pa is.

. Pipettera 15 pL mastermix till var och en av de 12 brunnarna. Anvand

en ny pipett till varje brunn.
Obs! Nar nasta steg slutférts maste
i varmeblocket i 65 °C inom 15 minuter.

rérremsan  placeras

. Tillsatt 5 pL infangnings-ProbeSet i varje brunn med hjélp av en ny

pipettspets for varje brunn.

. Forsegla brunnarna och blanda reagenserna genom att invertera

rorremsan flera ganger och knappa pa den for att sakerstalla att
vatskorna blandats helt.

. Centrifugera proverna en kort stund i PCR-réret i en pikofug eller

minicentrifug (vid < 3000 x g).
Obs! Anvand en pikofug med plats for 12 PCR-ror, eller, om det
behovs, en minicentrifug med plats fér skurna brunnsremsor.

. Placera PCR-roren i ett 65 °C varmt varmeblock med uppvarmt

lock. Inkubera hybridiseringsanalyserna i 65 °C i 15-21 timmar.
Hybridiseringar ska halla 65 °C tills de ar redo att bearbetas pa
analysstationen.

Obs! Kassera alla oanvanda CodeSet.

Bearbeta prover pa nCounters analysstation

Hitta den analysstation som tillhér den digitala analysatorn.

Ta ut nCounter-Kassetter ur forvaringen i -20 “C och 1t dem na
rumstemperatur i 10-15 minuter i foliepasen.

Obs! Se till att komponenter fran samma kit anvands tillsammans.
Ta ut Kassetten ur foliepasen nar den har natt rumstemperatur och
satt deni analysstationens dack.

2023-07 LB-0043-02

Ta fram nCounter-analysplattorna fran forvaringsstallet (4 °C) och
14t dem anpassa sig till rumstemperatur i 10-15 minuter.

Obs! Endast en analysplatta kravs for korningar som utfors med
hjalp av ett Prosigna-kit for 1, 2, 3 eller 4 analyser.

Centrifugera analysplattorna i 2 000 x g i 2 minuter for att samla
vatskorna pa botten av brunnarna innan analysplattorna laddas pa
analysstationen.

Forbered analysstationen med forbrukningsartiklar for nCounter-
analyspack medan kassetterna ochanalysplattorna nar rumstemperatur.
Anvand nCounter-analysstationens pekskarm och tryck pa
"Diagnostics” (Diagnostik) for din analys.

Under skarmen "Main Menu" (Huvudmeny) trycker du pa "Process
Samples” (Bearbeta prover) pa pekskarmen.

Bladdra i listan med ID for korningsset (RSID) som visas pa skarmen
for att bekrafta RSID for de prover som haller pa att bearbetas.

. Valj RSID genom att peka pa skarmen och valja "Next” (Nasta) pa

skarmen.
Bekrafta pa pekskarmen att korrekt RSID valdes genom att titta pa
varje ror pa skarmen och kontrollera att provinformationen stammer.
a. Arbetsbladet for korningssetet kan anvandas har for att
spara och verifiera prover.
b. Om fel RSID valdes, tryck pa "Back" (Bakat) och valj ratt
RSID.
c.  Om RSID var ratt men det finns provinmatningsfel, tryck pa
"Back" (Bakat) och ga till en dator och redigera RSID via
webbapplikationen.

Figur 7: Skdrmen "Process a Run" (Bearbeta en kérning) pa analysstationen
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Pa foljande flera skarmar kommer du att uppmanas att skanna
de begarda streckkoderna for reagenserna i de 6ppna falten eller
bekrafta dackplaceringen av de nédvandiga forbrukningsartiklarna.
Tryck pa "Next" (N&sta) pa skarmen nar du har slutfért varje uppgift
for att ga vidare till nasta skarm.

Obs! Endast en analysplatta och ett tomt rér med varmeremsa kravs
for kdrningar som gors med Prosigna-kitet for 1, 2, 3 eller 4 analyser.
For kérningar med 1, 2, 3 eller 4 analyser laddas analysplattan
och tomma rér med varmeremsa i sina respektive frontpositioner
(n&rmast anvandaren) pa analysstationens dack.

. Ta ur proverna ur varmeblocket.

Obs! Initiera analysstationen for korning inom 15 minuter efter det
att du tagit ur proverna ur varmeblocket.

. Placera PCR-roéren i en pikofug eller minicentrifug och centrifugera

en kort stund (vid <3000 x g).

Ta forsiktigt bort rorforseglingarna fran rérremsorna.

Skarorna pa remsan och hjalplinjerna pa analysstationen ska stamma
Overens vad galler ordning och riktning fér proverna.

Placera PCR-réren med brunnarna i ordning 1-12 fran vanster till
hoger pa nCounter-analysstationens dack. Vid en korning med en
sats med 1, 2, 3 eller 4 analyser behover endast den forsta halvan
av remsan (brunn 1-6) placeras pa vanster sida av provrorshallaren
pa dacket, om tillampligt. Observera att det &r viktigt att anvanda
endast brunn 1-6; den andra halvan av remsan (brunn 7-12) passar
inte i den vanstra halvan av hallaren pa grund av skaran pa roret.

. Kontrollera att PCR-roren ar korrekt placerade pa analysstationen

och stang metallocket.



19. Om locket inte gar att stanga ordentligt uppmanas du att stdnga det
under valideringen av ordningen pa dacket.

20. Tryck pa "Next" (Nasta) pa pekskarmen.

21. Stang instrumentets lucka nar du uppmanas gora det och tryck pa
"Next" for att starta valideringen av dackutférande.

22. Om ett fel intraffar foljer du anvisningarna som galler for det
specifika felet for att fortsatta med valideringen.

Figur 8: Efterhybridisering Validering av dackutférande Analysstationsvalidering
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23. Nar dackutforandet har validerats trycker du pa "Start Processing”
(P3dborja bearbetning) pa pekskarmen.
Obs! Om det uppstar problem nar analysstationen ska startas
satter du tillbaka hybridiserade prover i varmeblocket, men ska inte
overskrida maxtiden pa 21 timmar.

24. Folj skarmanvisningarna pa analysstationen nar korningen ar klar.

25. Nar analysstationen har slutfort koérningen tar du forsiktigt ut
kassetten ur analysstationen och férseglar brunnarna pa kassetten
med det medfoéljande dverdragslocket.
Obs! Lat inte kassetten std utan overdrag pa analysstationen
Over natten.

26. Om du inte kommer att skanna proverna samma dag, foérvara dem i
4 °Cien opak kartong i upp till en vecka.

Skanna kassetten pa nCounters digitala analysator

1. Lokalisera den digitala analysator som ar kopplad till analysstationen
som bearbetade proverna. Satt i Kassetten i nCounters digitala
analysator for skanning.

a. Oppna luckan till den digitala analysatorn.
b. Placera Kassetten som ska laggas till i ett tomt fack.
c. Stang luckan och folj anvisningarna pa pekskarmen.

2. Den digitala analysatorns pekskarmsgranssnitt har flera olika bilder
sd att du snabbt kan identifiera positionernas status:

a. Tom plats: Detta fack ar tomt och redo att laddas med en ny
kassett.

b. Slutfor bla kassett: Skanning slutford.

TA INTE UR FOLJANDE KASSETTER:

a. Vit kassett: Det har facket innehaller en kassett som &r
registrerad men inte skannad.

b. Partiell bla kassett: Det har facket innehaller en kassett som
haller pa att skannas

3. Kassetter som har skannats klart kan tas bort fran den digitala
analysatorn.

4. Om detta ar den forsta Kassetten som laddas i den digitala
analysatorn, klicka pa "Diagnostics” (Diagnostik) for att logga in. Om
den digitala analysatorn redan skannar kassetter, ga vidare till steg 9
nedan.

5. Satt forsiktigt Kassetten i ett ledigt fack (se guide for platsstatus
ovan) pa den digitala analysatorn. Facket och Kassetten a&r
anpassade efter varandra for att sakerstéalla att Kassetten satts i pa
ratt hall. Streckkoden kommer att vara vand uppat.

6. Sank ned overdraget over luckan och tryck pa Kassetten genom
Oppningen i luckans lock for att sakerstalla att Kassetten ar korrekt
placerad.

7. Klicka pa "Start Counting” (Borja rakna) och vanta pa att skannern
startar skanningsprocessen. Du kommer att héra sma rytmiska
klickljud nar den digitala analysatorn bérjar skanna Kassetten.

8. Bekrafta att en bld stapel syns vid Kassettens plats pa skarmen
(inom fem minuter efter att skanningen har startat) som indikerar
att skanningen har startat.
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9. Om du vill lagga till en kassett till en digital analysator som redan
skannar kassetter valjer du "Pause" (Pausa) pa skarmen "Counting
Cartridges" (Raknar kassetter) och vantar pa att analysatorn pausar
den aktuella skanningen.

10. Oppna luckan till den digitala analysatorn.

1. Placera Kassetten som ska laggas till i ett tomt fack (se guide for
positionsstatus ovan).

12. Stang luckan och tryck pa "Resume” (Ateruppta).

13. Nar skanningen har slutforts skickar programvaran rapporten till de
e-postadresser som angetts tidigare.

14. Nar e-postmeddelandet har tagits emot, ta bort Kassetten som ar

klar och kasta enligt gallande bestammelser.
Obs! Rapporter genereras for de korningar som slutforts samt for
korningar med fel som ar associerade med datakvalitetskontroll.
Rapporter genereras inte i handelse av ett fel som inte ar associerat
med datakvalitetskontroll. Kontakta Veracytes kundtjanst for att fa
hjalp om detta intraffar.

15. Anvand lanken som bifogas i e-postmeddelandet for att dppna
webbapplikationen och hamta alla analysrapporter som associeras
det RSID som haller pa att bearbetas.

16. Foljande fel: Folj rekommendationerna i analysrapporten for fel
i enskilda prover eller systemfel.

Obs! Fel i enskilda prover anses inte vara systemfel.

12 FELSOKNING OCH ANALYSFEL

Tabell 7: Felkoder for upprepning av analys

Felkod | Felbeskrivning Rekommenderad atgéard
5 Skanningsfel | Koér om provet med 250 ng RNA
7 Hog signal Specificera om provet och kér om analysen med 125 ng RNA
6 Lag signal Specificera om provet och kér om analysen med 500 ng RNA
30 L4g signal Specificera om provet och kér om analysen med 500 ng RNA
31 Lag RNA-signal | Specificera om provet och kér om analysen med 500 ng RNA

Orsaker for att upprepa analysen:

1. Analysrapporten identifierar misslyckade prover och inga
analysresultat rapporteras. Analysresultaten rapporteras for prov
som godkanns.

2. Analysrapporten identifierar typen av fel och rekommenderad atgard
i handelse av ett analysfel. RNA-koncentrationen hos misslyckade
prover kan matas om och proverna kan koras om (som delar i en
ny batch/RSID) beroende pa typen av fel och méngden RNA-massa
som finns kvar for att fa ett analysresultat.

13 RESULTAT AV ANALYSEN

Prosigna-analysen bestar av en serie kvalitetskontrollméatningar som
automatiskt tillampas pa varje prov under analysen. Dessa matningar bedémer
analysens prestanda for att faststalla om resultaten kommer att hamna inom
forvantade varden. Vid en lyckad analys av dessa kvalitetskontrollmatningar
ger Prosigna-analysen féljande resultat:

Tabell 8: Resultat for Prosigna-analysen

Resultat Resultatvarden

Luminal A
Luminal B
HER2-berikad
Basalliknande

Intrinsisk subtyp for brostcancerexemplaret

Individuell berakning av sannolikheten for

i 0,
fiarrmetastaser inom 10 ar 0-100%

ROR-varde (Risk for aterfall) Heltal pa en skala 0-100

Riskkategori Lag, Medelhog, Hog

13.1 Intrinsiska subtyper

Den intrinsiska subtypen av en brostcancertumor har visat sig vara relaterad
till prognos i brostcancer i tidigt stadium. | genomsnitt har patienter med en
Luminal A-tumor betydligt battre resultat an patienter med tumorer av typen
Luminal B, HER2-berikad eller Basal-liknande?®.

Den intrinsiska subtypen identifieras genom att genuttrycksprofilen for
50 gener jamfors i ett okant prov med de férvantade uttrycksprofilerna for
de fyra intrinsiska subtyperna. Den subtyp som har en profil som ar mest lik
tilldelas det okanda provet.



De vanligaste subtyperna for brostcancer &r de luminala subtyperna, Luminal
A (LumA) och Luminal B (LumB). Tidigare studier visar att Luminal A utgor
30-40 % och Luminal B ca. 20 % av brostcancertumorer®. Men mer an 90 % av
hormonreceptorpositiva patienter har luminala tumorer. Genuttrycksmonstret
for dessa subtyper liknar den luminala epitelkomponenten i brostvavnaden®.
Dessa tumorer karakteriseras av ett hogt uttryck av ¢strogenreceptorer (ER),
progesteronreceptorer (PR) och gener som associeras med ER-aktivering, t.ex.
LIV1, GATA3 och cyclin D1, samt uttryck for de luminala cytokeratinerna 8 och
18. Luminal A-brdstcancer uppvisar lagre uttryck av gener associerade med
cellcykelaktivering vid jamfoérelse med Luminal B-bréstcancer vilket resulterar
i battre prognoser.

Tidigare studier visar att subtypen HER2-berikad (HER2-E) utgdr ca. 20 %
av brostcancertyperna®. Men HER2-berikade tumorer ar generellt sett
ER-negativa, sa endast 5 % av den testade ER-positiva patientpopulationen
visade sig ha HER2-berikad bréstcancer. Oavsett ER-status ar HER2-berikade
tumorer HER2-positiva i de flesta fallen, med hogt uttryck av ERBB2-klustret,
inklusive ERBB2 och GRB7. Det finns aven hogt uttryck for gener associerade
med cellcykelaktivering.

Tidigare studier visar att subtypen Basallik utgor ca. 20 % av brostcancertyperna®.
Basalliknande tumorer ar dock generellt sett ER-negativa sa endast 1 %
av hormonreceptorpositiva patienter har basalliknande bréstcancer. Den
basalliknande subtypen ar nastan alltid kliniskt HER2-negativ och uttrycker
en rad "basala" biomarkérer, bl.a. de basal epitelen cytokeratiner (CK) och
EGFR (epidermal tillvaxtfaktorreceptor). Det finns hogt uttryck for gener som
associeras med cellcykelaktivering.

13.2 ROR-varde

ROR-vardet anges som ett heltal pa en skala mellan O och 100 och ér relaterat
till en enskild patients sannolikhet for fijarrmetastaser inom tio uppfoljningsar
for populationen med den definierade populationen for avsedd anvandning.
ROR-véardet beraknas genom att jamfora uttrycksprofilen for 46 gener i ett
okant prov med de forvantade profilerna for de fyra intrinsiska subtyper,
sasom beskrivits ovan, for att berdkna fyra olika korrelationsvarden. Dessa
korrelationsvarden kombineras sedan med ett proliferationsvarde och
bruttotumaorstorleken for att berdkna ROR-vardet.

13.3 Sannolikhet for fjdrrmetastaser efter 10 ar

ROR-vardet for tva kohorter av postmenopausala kvinnor med
hormonreceptorpositiv - brostcancer 1 tidigt stadium jamférdes med
fiarrmetastasfri dverlevnad efter kirurgi och behandling med fem ars adjuvant
endokrin behandling féljt av fem ars observation (se kliniska prestanda avsnitt
16.4 for detaljer). Dessa tva studier resulterade i en modell som jamfor ROR-
vardet med sannolikheten for fidrrmetastaser i den testade patientpopulationen
som inkluderar ett 95 % konfidensintervall.

13.4 Riskklassicificering

Riskklassificering ges ocksa for att tillata tolkning av ROR-vardet genom
att anvanda troskelvarden relaterade till  kliniska resultat i testade
patientpopulationer.

Tabell 9: Riskklassificering efter ROR-vérde och kortelstatus

Kortelstatus ROR-intervall Riskklassicificering

0-40 Lag

Lymfkortelnegativ 41-60 Medelhdg
61-100 Hog
0-15 Lag

Lymfkortelpositiv (1-3 kortlar) 16-40 Medelhog
41-100 Hog
Lymfkortelpositiv (> 4 kortlar) 0-100 Hog

13.5 Kuvalitetskontroll

Varje lotav Prosigna-analysens komponenter testas med hjalp av forutbestamda
specifikationer. Alla poster pa sats-niva sparas med hjalp av lotnummer och
de kritiska komponenterna i varje sats testas tillsammans och sldpps som en
Prosigna-satslot.

| Prosigna-Analyssatsen finns en serie interna kontroller som anvands for
att beddma kvaliteten pa varje korningsset som en helhet och pa varje prov
individuellt. Kontrollerna finns uppraknade nedan.

Kontrollset for parti: Referensprov for /In vitro-transkriberat RNA

Ett syntetiskt RNA-referensprov ingar som en kontroll i Prosigna-Analyskitet.
Referensprovet bestdr av in-vitro-transkriberade RNA-mal fran PAM50-

2023-07 LB-0043-02

gensignaturen och atta hushallsgener. Referensprovet bearbetas tva ganger i
varje Prosigna-Analys som kérs tillsammans med ett set med upp till 10 okanda
RNA-prover fran brésttumorer pa en remsa med 12 reaktionsror. Signalen fran
referensprovet analyseras mot fordefinierade troskelvarden for att kvalificera
kérningen.

Signalen fran var och en av generna i PAM50 for RNA-provet fran brosttumaoren
normaliseras till motsvarande gener for referensprovet.

Set for positiv kontroll: in vitro-transkriberat mal-RNA och motsvarande
infangnings- och rapportérprober

Syntetiska RNA-mal anvands som positiva kontroller (PC) for Prosigna-analysen.
PC-malsekvenser erhdlls fran det externa RNA-kontrollkonsortiets (ERCC)
DNA-sekvensbibliotek®. ~ RNA-malen  ar  in-vitro-transkriberade  fran
DNA-plasmider. Sex RNA-mal ingar i analyskitet i en fyrfaldig titreringsserie
(128-0,125 fM slutlig koncentration i hybridiseringsreaktionen) tillsammans
med motsvarande infangnings- och rapportérprober. De positiva kontrollerna
laggs till varje brosttumors RNA-prov och referensprov som analyseras med
Prosigna. Ett prov diskvalificeras fran vidare analys om signalintensiteterna fran
de positiva kontrollerna inte uppfyller fordefinierade troskelvarden.

Negativt kontrollset: exogena prober utan mal

Negativa kontrollmalsekvenser erhalls fran ERCC:s DNA-sekvensbibliotek®. De
prober som ar utvecklade for att detektera dessa malsekvenser ingar som en
del av analyskitet utan motsvarande malsekvens. De negativa kontrollerna (NC)
laggs till varje brésttumoérs RNA-prov och referensprov som analyseras med
Prosigna som en kvalitetskontroll. Provet diskvalificeras fran vidare analys om
signalintensiteterna fran de negativa kontrollerna inte uppfyller fordefinierade
troskelvarden.

Kontrollset for RNA-integritet: Hushallsgener

Infangnings-ochrapportorprober utformade foratt detektera attahushallsgener
och 50 gener i PAM50-gensignaturen ingar i Prosigna-kitet. Uttrycksnivaerna
for de atta hushallsgenerna analyseras for att bestamma kvaliteten pad RNA
extraherat fran FFPE-vavnadsprovet och insatt i Prosigna-analysen. Provet
diskvalificeras fran vidare analys om uttrycksnivaerna for hushallsgenerna
hamnar under fordefinierade troskelvarden.

Hushallsgenerna anvands aven for att normalisera for eventuella skillnader
i intakt RNA-mangd i ett prov innan normalisering av referensprovet.

14 BEGRANSNINGAR | PROCEDURERNA

1. Prosigna-analysen har optimerats for att identifiera den intrinsiska
subtypen av en brdstcancertumér och patientens risk for
fiarrmetastaser efter tio ar som ett ROR-varde och riskkategori, med
hjalp av renat RNA extraherat fran formalinfixerad, paraffininbaddad
mansklig brostvavnad. Andra typer av exemplar eller fixativ har inte
analyserats och ska inte anvandas.

2. Prestandan for Prosigna-analysen validerades endast med hjalp av
de procedurer som medféljer i denna bipacksedel. Andringar i dessa
procedurer kan andra analysens prestanda.

3. Prestandaegenskaper foér  Prosigna-analysen har  faststallts
for  postmenopausala  kvinnor med hormonreceptorpositiv
brostcancer i tidigt stadium som erhallit fem ars adjuvant endokrin
behandling. Prestanda med andra behandlingsprogram eller i andra
patientgrupper har inte faststallts.

4. Om RNA av otillracklig kvalitet eller kvantitet laggs till i analysen
kan Prosigna-analysen kanske inte kan ge ett giltigt resultat och
rapporterar istallet en misslyckad analys.

5. Tolkningen av Prosigna-analysresultat (intrinsisk subtyp, ROR-varde,
riskkategori) ska utvarderas inom ramen fér andra klinikopatologiska
faktorer, patientens sjukdomshistoria och andra laboratorieresultat.

6. Utférandet av Prosigna-analysen har faststallts med RNA som
uppfyller specifikationerna som definieras i forhallande till
ovanstdende procedur. Utférande med isolerad RNA som inte
uppfyller dessa specifikationer har inte faststallts.

7. Kanda amnen som stér Prosigna-analysen ar bla. genomiskt
DNA och icke-tumérvavnad (t.ex. normal vavnad). Se generella
analysoévervaganden innan proceduren startas. Omradet med
livskraftig invasiv cancer maste tydligt identifieras av en patolog
innan du kor proceduren. Dessutom maste varje RNA-prov behandlas
med DNase. Innan du fortsatter med patientanalysprover bor varje
ny DNase-lot analyseras och kvalificeras per den medféljande
specifikationen vid anvandning av ett annat isoleringskit an
isoleringskitet Roche FFPET RNA.



15 FORVANTADE VARDEN

Prosigna-analysen ger ett ROR-vardet (0-100), en intrinsisk subtyp (Luminal
A, Luminal B, HER2-berikad eller Basalliknande) och riskkategorisering
(Lag, Medelhog eller Hog) for varje tumorprov. Utifrdan de tva Kkliniska
valideringsstudier som beskrivs nedan visas intervallet och frekvensen av ROR-
varden (Figur 10), den kontinuerliga relationen mellan ROR och sannolikheten
for fidrrmetastaser efter kortelstatus (Figur 11) och distribution av ROR-varde
efter intrinsisk subtyp (Figur 9) som férvantas for postmenopausala kvinnor
med HR+, brostcancer i tidigt stadium som behandlas med anastrozol
eller tamoxifen i ATAC- och ABCSG-8-studier. Baserat pd dessa Kkliniska
valideringsstudier visas fjarrmetastasfri dverlevnad efter 10 uppfoljningsar
efter riskkategorisering i Figur 12 (lymfkortelnegativa patienter) och Figur 13
(lymfkortelpositiva (1-3 kortlar) patienter).

15.1 ROR-intervall efter subtyp
Figur 9 visar ett ldadagram av ROR-vérde efter intrinsisk subtyp.

Figur 9: Lddagram av ROR-vérde efter intrinsisk subtyp
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15.2 ROR-vardesfrekvens efter kortelstatus

Histogrammet i Figur 10 genererades med hjalp av en enda Cox-modell
som innehodll ROR-varde och kategoriska variabler for att sarskilja de tre
kortelinvolveringsgrupperna.

Figur 10: Histogram fér ROR-varde och koértelstatusgrupper
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Figur 11: Tio ars férutsagd risk bedémd inom kortelstatusgrupp
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15.3 Fjarrmetastasfri éverlevnad efter riskkategorisering

Foliande data kommer fran den kombinerade analysen av TransATAC-
och ABCSG-8-studierna. For att dela in patienter i riskgrupper jamfordes
ROR-varden med fordefinierade risktrosklar for lymfkortelnegativa eller
lymfkortelpositiva patienter. Figurerna 12 och 13 visar fjarrmetastasfri verlevnad
efter tio uppfoliningsar for varje riskkategorigrupp efter kortelstatus.

Figur 12: DRFS efter riskgrupp fér lymfkortelnegativa patienter
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Sammanfattning av data for figur 12: DRFS efter riskgrupp for lymfkortelnegativa
patienter

. Antal Antal handelser U ppskattad andel utano
Riskgrupp . o N fjarrmetastaser efter 10 ar
patienter (%) under 10 ar [95 % CI]
L ag 875 (49 %) 3] 96,2 % [94,7 % - 97,3 %]
Medelhog 551 (31 %) 53 89,2 % [86,1 % - 91,7 %]
Hog 360 (20 %) 73 777 % (72,8 % - 819 %]
Totalt 1786 (100 %) 157

Figur 13: DRFS efter riskgrupp for lymfkértelpositiva (1-3 kortlar) patienter
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Sammanfattning av data for figur 13: DRFS efter riskgrupp for lymfkortelpositiva
(1-3 kortlar) patienter

) Antal Antal handelser Uppskattad andel utan
Riskgrupp . o o fjarrmetastaser efter 10 ar
patienter (%) under 10 ar [95 % CI]
Ldg 24 (4 %) 2 91,7 % [70,6 % - 97,8 %]
Medelhog 211 (36 %) 18 90,4 % [85,2 % - 93,9 %]
Hog 355 (60 %) 87 71,8 % [66,3% - 76,6 %]
Totalt 590 (100 %) 107

Tabell 10: DRFS-grad efter tio ar fér patienter med fyra eller fler positiva kértlar

Riskaru Antal Antal handelser Uppskattad andel utan
grupp patienter under 10 ar fiarrmetastaser efter 10 ar [95 % CI]
Hog 103 39 57,4 % [46,3 % - 67,0 %]




16 PRESTANDAEGENSKAPER
16.1 Analytisk precision och reproducerbarhet

For att uppskatta évergripande precision och reproducerbarhet for Prosigna
genomfordes tva studier vars resultat kombinerades. Den forsta studien
som genomfordes var en precisionsstudie pa nCounter Analyssystem som
borjade med extraherad brosttumoér-RNA, och den andra studien var en
reproducerbarhetsstudie som anvande sig av FFPE-brésttumaérvavnad och dar
preanalytiska faktorer inkluderades.

RNA-precision
16.1.1 Studiens utférande

Enblind och randomiserad komparativ studie péa tre platser genomférdes
med Prosigna-analysen pa NCounter Analyssystem for att bedoma
analytisk precision. Fem poolade RNA-prover fran brosttumorer
genererades fran arkiverade FFPE-exemplar for analys pa varje plats.
Provpanelen representerade prototypiska genuttrycksprofiler som
patraffas under rutinanalys och varje riskklassificeringsgrupp.

Varje plats genomférde 18 giltiga korningar (9 korningar av varje
anvandare dar varje korning bestod av 10 analyser) efter en
inlarningskoérning av varje anvandare (Tabell 11). Varje prov analyserades
tva ganger under varje kérning med en nominal RNA-inmatningsniva
om 250 ng for analysen. Varje anvandare slutforde en koérning pa
en angiven dag i enlighet med generellt godkand standard for
langa koérningsmetoder’. Den totala perioden for studien, inklusive
fortrogenhet, tackte mer an fyra veckor pa varje plats.

Tabell 11: Oversikt 6ver RNA-precisionsstudie

Vavnadsreproducerbarhet
16.1.4 Studiens utférande

En blind och randomiserad komparativ studie pa tre platser med
replikat av brosttumorsvavnadsexemplar som tagits fran samma FFPE-
block analyserades pa nCounter Analyssystem med hjalp av Prosigna-
analys. Ett set om 43 nyligen insatta FFPE-brosttumoérsexemplar
fran hormonreceptorpositiva cancerpatienter med bekraftad invasiv
duktal och/eller lobulér cancer analyserades som en del i studien. Alla
vavnadsexemplar levererades till ldmplig analysplats foér bearbetning.
De 43 exemplaren granskades oberoende av tre separata patologer.
For varje patologgranskat vavnadsprov gjordes en testkdrning
bestdende av vavnadsmakrodissekion, RNA-extraktion och test med
Prosigna-analysen av en enda anvandare pa varje plats med hjalp av
den definierade analysproceduren. Isolerad RNA fran varje vavnadsprov
analyserades tva ganger i separata analyskorningar. Tre loter av
RNA-isoleringskitet (en per plats) och en enskild lot analyskitreagenser
anvands vid genomférandet av denna studie. Ett enskilt objektglas
sattes i RNA-extraktion nar tumorytan matte > 100 mm? och 3 objektglas
sattes i nar tumorytan matte < 100 mm?2 med ett krav pa en minsta
tumoryta pd 4 mm2.

16.1.5 Analyssammanfattning

Svarsfrekvensen for de fyrtiotre (43) vavnadsexemplar som bedémts
vid var och en av de tre platser som visas i Tabell 13.

Tabell 13: Svarsfrekvens pa varje plats

Plats Andel som gav resultat Godkéanda/Totalt
1 95 % 41/43
2 93 % 40/43
3 100 % 43/43

Variabler for studien Nummer

Antal RNA-prover fran brosttumaor 5
Antal provreplikat per korning (samma kassett) 2
Antal korningar/plats 18
Antal korningar/dag 1
Antal anvandare/plats 2
Antal reagensloter/plats 3
Antal platser 3

Totalt antal prover analyserade per plats (ej inldrning)= 180

Totalt antal prover = 540

16.1.2 Varianskomponentanalys

Tabell 12 visar resultatet av varianskomponentanalysen foér varje
panelmedlem. Under den berdknade variansen finns andel total varians
(inom parentes).

Tabell 12: Varianskomponenter efter panelmedlem (poolat RNA-prov)

Panelme_dlem Medel- Varianskomponent Total Total
Gl ROR varians | SD
subtyp Lot | Pplats | Anvandare | Koming k'::l’:l‘:‘g
Lag 314 0,010 | 0,000 | 0,000 0134 | 0296 0,44 066
Luminal A ! 2%) | (0% (0 %) (30%) | (67 %) | (100 %) !
Medelhog 55 0,05 | 0,000 [ 0,000 0,046 | 0426 0,576 076
Luminal B (18 %) | (0%) (0 %) (8 %) (74%) | (100 %) !
Medelhog 554 0,059 | 0,000 | 0,000 0,046 | 0194 0,299 055
basallik ! (20 %) | (O %) (0 %) (15%) | (65%) | (100 %) !
Hog 648 on9 | 0,014 0,000 0,064 | 0,380 0,576 076
Luminal B ! 21%) | 2%) (0 %) M%) | (66%) | (100 %) )
Hog 76.2 0165 [ 0,000 | 0,000 0,000 | 0277 0,442 066
HER2-berikad ! (37 %) | (O %) (0 %) (0%) | (63%) | (100 %) !

For samtliga fem panelmedlemmar var total SD mindre én 1 ROR-enhet
pa en skala mellan O och 100. Foér samtliga panelmedlemmar kom
majoriteten av variansen fran inom-korningen-varians (repeterbarhet).
Det fanns praktiskt taget ingen varians for plats-till-plats eller anvandare-
till-anvandare. En sannolikhetskvottest for signifikansen av plats per
panelmedlem visade att platsskillnaderna var statistiskt signifikanta
(p> 0,05). For varje lot ar medelvarden for ROR mindre &n 1 ROR-enhet
forutom for varje panelmedlem som bidrar med ca. 20 % i genomsnitt
till den totala variansen.

16.1.3 Konkordans mellan subtypssvar och riskklassificering

Alla panelmedlemmar hade 100 % konkordans mellan subtypsresultatet
och denintrinsiska subtypen for panelmedlemmen. Alla prover hade 100 %
overensstammelse mellan den uppmatta och forvantade riskgruppen.
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Fyrtio exemplar gav resultat pa alla platser (RNA-isolering av ett prov pa en
plats krévde upprepning), ett exemplar gav resultat pa tva platser, och tva
exemplar gavresultat paenenda plats. Hundra procent (100 %) av exemplar
som klarade vavnadsgranskning och RNA-isoleringsspecifikationer gav
godkanda resultat fran Prosigna-analysen. Den uppmaétta tumérytan for
4/5 misslyckade RNA-isoleringar var <15 mm? vilket motsvarar mindre &n
50 mm? total vavnad per yta som anvants i analysen.

De 43 exemplaren innehdll saval lymfkortelnegativa  som
lymfkortelpositiva patienter. Beraknade analysresultat fran de
43 exemplaren representerar ett brett intervall (94 enheter) av
ROR-varden, alla fyra intrinsiska subtyper och alla riskkategorier nar
lymfkortelnegativa eller lymfkdrtelpositiva troskelvarden tillampades
pa alla exemplar. De tva proverna med resultat pa en enda plats
exkluderades fran alla efterfoljande statistiska analyser da det inte fanns
nagra tillgangliga data for jamforelse mellan platserna.

16.1.6 Varianskomponentanalys

Det fanns inga statistiskt signifikanta (a = 0,05) skillnader mellan
riskkategorier som anvander en icke-parametrisk Kruskal-Wallis-analys
sa att varianskomponentmodellen passar i alla riskkategorier samtidigt.

Tabell 14 visar resultaten av varianskomponentanalysen med alla
41 vavnadsexemplar.

Tabell 14: Varianskomponenter (Vavnadsreproducerbarhetsstudie)

Varianskomponenter
Total SD
Plats Inom blocket Rest Totalt otal §
0,10 772 0,51 8,34 2,89

Platskomponenten mater systematisk platsspecifik variation, "Inom
Block"-komponenten mater slumpmassig variation som skiljer sig
som en funktion av granskning/bearbetning av vavnadsexemplar eller
inom FFPE-blocksvariation, och den aterstdende variationen maéater
kombinerad korning-till-kérning-variabilitet  och  variabilitet under
varje korning i Prosigna-analysen. Platskomponenten ar mycket liten
i forhallande till den slumpmassiga variabiliteten inom blocket vilket
indikerar att skillnaderna i genomsnitt mellan platserna var férsumbara
(<1 % av den totala variansen). Restvariationen 6verensstamde med
motsvarande variabilitet uppmatt i RNA-precisionsstudien som hade
farre prover men fler upprepade matningar (0,51 varians jamfért med en
genomsnittlig enskild plats inom Prosigna reagenslotvarians om 0,39 for
RNA-precisionsstudien ).



Tabell 15 sammanfattar den totala variabiliteten genom att anvanda
summan av vavnadsbearbetningsvariabiliteten (plats och inom
blockkomponenter fran Tabell 14 fran den har studien) saval som den
totala RNA-bearbetningsvariabiliteten fran RNA-precisionsstudien
(utslaget pa de fem analyserade panelmedlemmarna i Tabell 12).
Foranalytiska faktorer associerade med vavnadsbearbetning ar
den primara variationskallan for analysen (94 % total varians). Total
SD inklusive alla variationskallor ar lika med 2,9, vilket indikerar att
Prosigna-Analysen ar ett palitligt matt for skillnaden mellan tva
ROR-vérden pa 6,75 med 95 % sakerhet.

Tabell 15: Total variabilitet (Vavnads- och RNA-bearbetning)

Variabilitet fér Variabilitet for o
vdvnadsbearbetning | RNA-bearbetning SO Sl
782 0,47 8,29 29

16.1.7 Konkordans mellan riskkategori och subtypsklassificering

Plats-till-plats-konkordans per patientsubtyp och riskklassificering
(Idg/medelhdg/nog risk) visas i Tabell 16, dar respektive troskelvarde for
lymfkortelnegativa och lymfkértelpositiva klassificeringar tillampades
pa alla exemplar. Exaktmetodens 95 % konfidensintervall visas inom
hakparenteser och antalet prover med resultat pa bada platsena
visas inom parentes. | den sista kolumnen visas den genomsnittliga
konkordansen. For varje jamforelse berdknades konkordansen i tva
steg. Forst berdknades for varje vavnadsprov proportionen av de fyra
mojliga resultatparen (tva pa plats 1* tva pa plats 2) som éverensstamde.
| det andra steget togs ett genomsnitt for dessa proportioner for alla
vavnadsprover som genererade resultat pa bada platsena i den givna
jamforelsen.

Tabell 16: Sammanfattning av konkordans for subtyp och riskkategori efter
kortelstatus

Parvis konkordans .
5 e Genomsnittlig
Jamférelsetyp | Plats1vs. Plats 2 | Plats 1vs. Plats | Plats 2 vs. Plats 3| "\ o1 ordans
(n = 40) 3(n=41) (n = 40)

96,3 % 98,8 % 95% o
Subtyp [86,4 %-99,5 %] | [91,0 % -100 %] | [83]1% - 99,3 %] 97%
Riskkategori 875 % 92,7 % 90 % 90 %
Lymfkortelnegativ | [73,2 % - 95,8 %] | [80,1% - 98,4 %] | [76,4 % - 97,2 %] °
Riskkategori 88,8 % 92,7 % 91.3% 9%
Lymfkortelpositiv | [75,9 % - 96,0 %] | [80,1% - 98,4 %] | [79.2 % - 97.4 %] °

For varje jamforelse  (subtyp och lymfkortelnegativa och
lymfkortelpositiva riskkategorier), var den genomsnittliga konkordansen
mellan platserna minst 90 %. Det fanns inga prover vars riskkategori
andrades fran 1ag risk till hog risk (eller vice versa) mellan eller inom
platserna. Det fanns endast tva exemplar (av 41) som inte gav identiska
subtyper for alla 6 replikaten:

1. Ett exemplar hade dubbla Luminal A-resultat pa en plats och dubbla
Luminal B-resultat pa var och en av de andra tva platserna.

2. Ett exemplar hade dubbla Luminal A-resultat pad en plats, dubbla
HER2-berikade resultat pa en annan plats och en var av Luminal A
och HER2-berikad pa en tredje plats.

16.2 Sensitivitet/RNA-inmatning
Beskrivning av RNA-inmatningsstudie

Studien  analyserade 13 RNA-prover fran  brosttumorer pa  tre
RNA-inmatningsnivaer inom analysens specifikationer (500, 250 och 125 ng) och
ytterligare tvd RNA-inmatningsnivaer utanfor specifikationerna (625, 62,5 ng).
Varje prov analyserades med varje kitlot (2 loter totalt) i en enda analyskérning
som innehdll dubbla matningar for varje niva i specifikationen och en enskild
matning for varje niva utanfor specifikationen. Dubbla tomma (dvs. inget mal)
matningar inkluderades i varje analyskorning. Ett enskilt prov analyserades med
en enskild lot.

Resultat av RNA-inmatningsstudie

Alla uppmatta tomma prover (n = 46) hamnade under troskelvardet for
signal och gav ett icke-godkant analysresultat (O % svarsfrekvens). Alla
RNA-matningar for tumorer inom analysens specifikationer (n = 138) gav
godkant resultat (100 % svarsfrekvens). Hundra procent (100 %) av exemplaren
med inmatning 6ver specifikationen (625 ng) gav ett godkant analysresultat.
Attiotre procent (83 %) av exemplaren (10/12) som analyserades vid inmatning
som underskred specifikationen (62,5 ng) gav ett testresultat i lot 1 med 100 %
ilot 2.
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Genomsnittsvardet for ROR for de 13 proverna tackte ett brett intervall (20-82).
Riskgruppsklassificeringen (lag/medelndg/hog) visade 100 % konkordans for alla
RNA-inmatningsnivaerna for de 13 analyserade proverna. Tabell 17 sammanfattar
variationen i ROR-varde som en funktion av RNA-inmatning. Det genomsnittliga
ROR-vardesskillnaden mellan RNA-inmatningsnivaer, SD for skillnaderna
och det 90-procentiga konfidensintervallet anvandes fér att utvardera om
ROR-varden som genereras fran olika RNA-inmatningsnivaer motsvarade de
som genereras med hjalp av malnivan 250 ng. For att uppfylla acceptanskriteriet
maste konfidensintervallet vara helt inneslutet (-3,3 ROR). Vid de tva nivaerna i
extremlagena for analysspecifikationens intervall (125 och 500 ng RNA), var ROR-
vardena likvardiga med de for malingangskoncentrationen om 250 ng for var och
enav de tva kitloter som analyserades. For varje niva utanfor analysspecifikationen
var ROR-vardena likvardiga for en av loterna men inte for den andra.

Tabell 17: Sammanfattning av ROR-vardesskillnader Antal motsvarar antal prover som
ingar i analysen.

. Medelskillnad |  SD- Nedre Ovre
Kitlot Massal(ng)) | Antal ROR skillnad | konfidensgrans | konfidensgrans
62,5- 250 10 1,90 2,62 0,54 3,26
125- 250 12 0,75 1,23 0,16 1,34
20535 500- 250 12 0,04 0,78 -0,33 0,41
625- 250 12 -0,13 0,86 -0,53 0,28
62,5- 250 11 -0,36 3,96 -2,33 1,60
125- 250 11 -0,50 3,07 -2,02 1,02
20536 500- 250 11 -0,82 3,25 -2,43 0,79
625- 250 11 -1,09 4,24 -319 1,01
16.3 Interferensanalys
Angransande normal viavnad/icke-tumdrvéavnad
Angrénsande normal vavnad/icke-tumérvavnad i brostet  &r  vanligt

forekommande i FFPE-brosttumadrblock och syns vid patologisk granskning som
ett tydligt omrade som skiljer sig fran omradet med invasiv brostcancer. Prosigna-
Analysproceduren ovan beskriver avldgsnande av angransande normal vavnad
med makrodissektion. For att bedéma risken fér normal vavnadskontamination
i testresultaten analyserades totalt 13 FFPE-brosttumdrblock som  inneholl
patologiskt-bekraftad infiltrerande duktal cancer och ca 50-95 % omgivande
normal vavnad/ icke-tumorvavnad med och utan makrodissektion av den
omgivande vavnaden och skillnaden i ROR-varde (delta ROR) faststalldes.

| snitt var ROR for det makrodissekerade tumorprovet nastan 8 ROR-enheter dver
det som observerats nar normal vavnad/icke-tumérvéavnad inte hade avidgsnats.
Figur 14 visar att nar mangden normal vavnad 6kar (upp till 95 % avlagsnades
inte med macrodissektion) finns det en tkande risk for att det rapporterade
ROR-vérdet far en underskattad eller negativt partisk (upp till -19 ROR-enheter)
punktskattning av en patients risk for dterfall.

Figur 14: Normal vdvnads/icke-tumérvévnads paverkan pa skillnaden i ROR-vérde
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Interferens for nekrotisk vavnad, hemorrhagisk vavnad och DCIS-vavnad

For att bedéma risken for nekrotisk/nemorrhagisk/DCIS-kontamination |
testresultaten analyserades totalt 11 FFPE-brosttumorblock (3 DCIS, 5 nekrotiska,
3 hemorrhagiska) som inneholl patologiskt-bekraftad invasiv brostcancer och ca.
10-30 % av interferenten testades med och utan macrodissektion av interferenten
och skillnaden i ROR-varde (delta ROR) faststalldes. Vid de nivaer som
analyserades hade effekten av blod/hemorrhagisk, DCIS och nekrotisk vavnad
som ingick i proceduren forsumbar paverkan pa det rapporterade ROR-vardet,
(< 6 ROR-enheter). Det fanns 100 % konkordans mellan riskkategoritilldelningen
mellan de elva nekrotiska, hemorrhagiska och DCIS-proverna med och utan
macrodissektion.



Humant genomiskt DNA

Prosigna-Analysproceduren innebdar att humant genomiskt DNA (gDNA)
avlagsnas genom nedbrytning med DNas. For att beddma risken
for gDNA-kontamination i testresultaten analyserades tio (10) FFPE

Analys

Tabell 19: Sammanfattning av behandling och kliniska egenskaper i en kombinerad
analys av studie 1och 2

brosttumorblock med patologiskt-bekraftad infiltrerande duktal cancer +/- Lym(f:,(zr:e;geeg)’atw 3 "f:':"g;'g;’"'a' 34"?:':"{8;"““
avlagsnande av humant genomiskt DNA genom att uteldamna DNas-steget i Eoepskad WER e e T | s o | e
proceduren. | de prover som analyserades var i genomsnitt ROR-vardet 4 till (n=739) | (n=1047) | (nN=208) | (nN=382) | (n=54) | (n=49)
5 enheter lagre i riskgrupperna Ldg och Medelhdg nar gDNA avlagsnas med 377 528 102 184 31 25
9 9rupp 9 . 9 9 gshas Vissanastiozol | 1000 | (504%) | (49.0%) | 482%) | (574%) | (510%)
DNas | (se Tabell 18). Nar proverna som inte DNas-behandlades darefter Benandiing [ o o 06 o8 > o
behandlades med DNas | (efterbehandling) matchade ROR-vérdena de Tamoxifen | 490%) | 496%) | 510%) | <18% | @26%) | (49.0%)
ROR-varden som ursprungligen observerades med regelmassig DNas- 169 210 9 54 3 7
behandling. Det finns en risk for att det rapporterade ROR-vardet far en ol 229%) | 201%) | (88%) | (141% | (6% | (143%)
Overskattat eller positivt partisk (upp till 7 ROR-enheter) punktbedémning av Grad G2/6X 438 837 122 328 37 42
en patients risk for dterfall i narvaro av gDNA. Dessutom var den berdknade (5‘?332/0 <79.§ %) <58£.1774>> (85,(;9 %) <68§ %) <85g %)
signalen for prover utan DNas | Pehandlmg slllgn_lﬁkant. (p <0,05) \agﬂre an de G3 a79%) ©% 226 %) ©% (25.9%) 0%
som behandlades med DNasel pd grund av stérningar i absorbansavlasningen 2 29 = = 3 >
som anvands for att kvantifiera mangden RNA fére analys med Prosigna. <lcm 165%) | 209% | 62% | ©7% | G6% | “41%)
. ) . . . . 420 568 83 193 15 18
Tabell 18: Paverkan fér behandling med DNase pa ROR i tumérprover Tumbretorlek 1-2¢m (568%) | (543%) | (39.9%) | (505%) | (27.8%) | (36,7 %)
- >z em 157 213 77 122 18 23
PELEERE ROR-skillnad ROR-skillnad 2% | @03% | G70% | 39w | 333% | 469%)
ROR med DNas | - utan DNas |
Kat . FFPE- med DNas | - utan DNas | (efter behandling) s3em 40 47 35 30 18 6
Teser exemplar Medel Min Max Medel Min Max 54%) (45%) (168%) (7.9%) (555 %) (122%)
Lag 3 -4,0 60 10 07 10 30 Negativ o o e, o S o,

: LERD-status (878%) | (940%) | (894%) | (961%) | (870%) | (939%)
Medelhog 2 45 70 20 10 0,0 20 — %2 63 2 5 7 3
Hog 5 04 1,0 20 04 1,0 10 122%) | 60% | 106%) | G9% | (130% | 1%

o Fiarran . 9 50 64 31 0
16.4 Klinisk prestanda Vetastaser 107%) | 87% | 40% | (168% | (574%) | (204 %)
7 121 59 73 34 10
Tva kliniska valideringsstudier utférdes for att validera Prosigna prognostisk Alla (158%) | (6% | @84%) | 191%) | (630%) | (204 %)
gensignaturanalys for brostcancer. Det primara syftet for bada studierna Luminal A 529 725 127 248 31 31
var att validera publicerade iakttagelser att ROR-vardet (risken for &terfall) m{%@ (62'824@ <6;;”’) W?'é %) (57;;") <63]'2 %)
ger ytteorhga"re prog_nostls_k_ mformatlon for fjarrmetastasfri ovgrlevnad NanoString | Luminal B osem | onw | are | cosw | @w | @27
efter 10 ar utdver vanliga kliniska variabler. Dessutom var ett sekundart syfte 'ntgﬂs‘sk 7 6 5 > o o
fér bada studier att validera tidigare iakttagelser att Luminal A- och Luminal | *“°%P Basalliknande | 595 | (06% | 0% | ©0s5% | ©% 0%
B-patienter har statistiskt sett signifikant olika fjdrrmetastasfri ¢verlevnad ERo-berikad |27 32 n 14 3 2
efter 10 uppféljningsar. Eftersom ingdngskriterierna och resultaten frén dessa G7%) | Gl%) | G3% | G7% | G6% | “1%)

tva studier var liknande slogs de tva databaserna ihop och analyseras med en
prospektivt definierad analysplan med samma syfte som de enskilda studierna.

Kombinerad analys: Generera riskkurvor med hjilp av
kombinerade resultat av Prosigna-analysen fran TransATAC
och ABCSG-8

En sammanfattning av behandling och kliniska egenskaper fran den
kombinerade analysen kan ses nedan. For information om utférande och analys
av en enskild studie, se foljande avsnitt for studie 1 respektive studie 2.
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Bada studier hade en behandlingsarm bestdende av 5 ar med Tamoxifen.
| TransATAC bestod den andra studiearmen av 5 ars behandling med anastrozol,
medan i ABCSG-8-studien bestod den andra armen av 2 ars behandling med
tamoxifen foljt av 3-ars behandling med anastrozol. Nar DR modellerades
som en funktion av alla kliniska variabler och behandlingsvariabler bidrog
behandlingen inte signifikant (p = 0,66) som en prediktor av DR. De andra
stora skillnaderna mellan dessa forsok var det faktum att TransATAC-
forsoket inkluderade patienter med Grad 3-tumorer och att den évergripande
aterfallsgraden var hogre i TransATAC-studien &n i ABCSG-8-studien.

Resultat

Figur 15 visar den tioariga risken fér DR som en funktion av ROR-vardet med
95 % konfidensband baserade pa separata Cox-proportionella riskmodeller for
var och en de lymfkortelnegativa och lymfkortelpositiva (1-3 positiva kortlar)
patientgrupper.

Figur 15: Tioarig uppskattad DR-risk efter kortelstatus med 95 % konfidensintervall
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Figur 16 visar Kaplan-Meier-kurvor och incidens efter riskgrupp for
lymfkortelnegativa patienter och Figur 17 visar samma kurvor for
lymfkortelpositiva patienter med 1-3 positiva kortlar. | varje figur ges information
om provstorlek, antal handelser och uppskattad andel utan fjgrrmetastaser efter
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10 uppfoljningsar for varje riskgrupp. | den lymfkértelpositiva patientgruppen
fanns mycket fa patienter i fordefinierade grupper med Iag risk vilket gjorde
konfidensintervallet pa Kaplan-Meier-kurvan, och darmed berdkningen av
10-arig DRFS, mycket bred.

Figur 16A: DRFS efter riskgrupp for lymfkortelnegativa patienter
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Sammanfattning av data for figur 16A: DRFS efter riskgrupp for lymfkortelnegativa
patienter

. Antal Antal héndelser '}lppskattad I utanﬂ
Riskgrupp . o a fiarrmetastaser efter 10 ar
patienter (%) under 10 ar [95 % CI]
Lag 875 (49 %) 31 96,2 % [94,7 % - 97,3 %]
Medelhog 551 (31 %) 53 89,2% [86,1 % - 91,7 %1
Hog 360 (20 %) 73 777% 72,8 % - 81,9 %]
Totalt 1786 (100 %) 157

Figur 16B: Incidens efter riskgrupp fér kdrtelnegativa patienter i femarsintervall
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Figur 17A: DRFS efter riskgrupp for lymfkortelpositiva patienter med 1 till 3 positiva
kortlar
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Sammanfattning av data for figur 17A: DRFS efter riskgrupp for lymfkortelpositiva
patienter med 1 till 3 positiva kortlar

. Antal Antal héndelser '}lppskattad I utana
Riskgrupp . o a fidrrmetastaser efter 10 ar
patienter (%) under 10 ar [95 % CI]
Lag 24 (4 %) 2 91,7 % [70,6 % - 97,8 %]
Medelhog 211 (36 %) 18 90,4 % [85,2 % - 93,9 %]
Hog 355 (60 %) 87 71,8 % [66,3 % - 76,6 %]
Totalt 590 (100 %) 107

femarsintervall

18 %

16 %

14 %

Incidens fér femarsintervall
@
2

0-5ar

Femrsintervall

WHég ©Llag

16,6 %

5-10 ar

Figur 17B: Incidens efter riskgrupp for kortelpositiva (1-3 kortlar) patienter i

| figur 17B, da det endast fanns 24 patienter med 2 handelser i den kortelpositiva
gruppen med 1ag risk, har dessa patienter slagits ihop med patienter med
medelhdg risk for analys av sent aterfall.

Alla 103 patienter i den kombinerade databasen med fyra eller fler positiva
kortlar klassificeras som hogrisk. Tabell 20 visar tiodriga DRFS-varden for dessa

patienter.

Tabell 20: DRFS-grad efter tio ar fér patienter med fyra eller fler positiva kértlar

. Antal Antal hdndelser "l..lppskattad L utano
Riskgrupp e — under 10 &r fjdrrmetastaser efter 10 ar
P [95 % ClI]
Hog 103 39 574 % [46,3 % - 67,0 %]

Majoriteten av amnena i de kombinerade studierna (96 %) var antingen Luminal
A eller Luminal B. Figur 18 visar en jamfoérelse av DRFS efter luminal subtyp for

lymfkortelnegativa patienter.

Figur 18: Kaplan-Meier-kurvor fér DRFS efter intrinsisk subtyp for lymfkortelnegativa

patienter
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Sammanfattning av data for figur 18: Kaplan-Meier-kurvor fér DRFS efter intrinsisk
subtyp for lymfkortelnegativa patienter

Tabell 22: Sammanfattning av behandling och kliniska egenskaper fér analys av sent
aterfall

. Antal Antal héndelser U 28 EE el utano
Riskgrupp T e under 10 &r fjdrrmetastaser efter 10 ar
[95 % Cl]
Luminal A 1254 62 94,6 [93,1 - 95,8]
Luminal B 460 75 81,9 [777 - 85,3]
Totalt 1714 137

Figur 19 visar samma jamforelse for lymfkortelnegativa patienter med
1-3 positiva kortlar. For bada grupperna fanns betydande skillnader mellan
DRFS for Luminal A- och Luminal B-patienter.

Figur 19: Kaplan-Meier-kurvor for DRFS efter intrinsisk subtyp for lymfkortelpositiva
patienter med 1-3 positiva kortlar
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Sammanfattning av data for figur 19: Kaplan-Meier-kurvor fér DRFS efter intrinsisk
subtyp for lymfkortelpositiva patienter med 1-3 positiva kortlar

. Antal Antal héndelser U 8. E1 5 CLEL utano
Riskgrupp . a fiarrmetastaser efter 10 ar
patienter under 10 ar [95 % CI]
Luminal A 375 41 87,6[83,5-90,8]
Luminal B 186 52 68,3[60,4 - 75,0]
Totalt 561 93

Det fanns endast 98 patienter av Luminal subtyp i den kombinerade databasen
med fyra eller fler positiva kortlar. Tabell 21 visar de tioariga DRFS-vardena for
dessa patienter som dven visar en betydligt hogre risk nar Luminal B-subtypen
férekommer.

Tabell 21: DRFS-grad efter tio ar fér patienter med fyra eller fler positiva kortlar per

Kortelnegativ Kortelpositiv (1-3 kortlar)
" (n =1,605) (n = 488)
Egenskap Varde
ABCSG8 ransATAC ABCSG8 TransATAC
(n =944) (n = 661) (n =311) (n=177)
Viss anastrozol 480 346 153 89
Behandling
Endast Tamoxifen 464 315 158 88
God 192 158 46 36
Grad Mellan 752 394 265 105
Dalig 0 109 0 36
<lcm 204 116 35 n
Tumér- 1-2cm 526 376 165 74
storlek 23cm 183 139 90 64
>3cm 3l 30 21 28
HER2- Negativ 888 590 300 157
status Positiv 56 7 n 20
Fjarran 4 40 28 29
Metastaser
Alla n 78 37 37
Luminal A 674 488 218 12
NanoString Luminal B 245 150 87 54
Intrinsisk
subtyp Basalliknande 4 5 0 1
HER2-berikad 21 18 6 10

Det primara syftet var att utvardera om ROR-vardet bidrog till signifikant
ytterligare prognostisk information fér DRFS utéver vanliga kliniska variabler
ar 5till 10. En nollimodell bestdende av endast CTS jamfordes med en alternativ
modell bestdende av CTS och ROR med hjalp av ett sannolikhetskvottest
(LR). ROR bidrog med statistiskt signifikant information for DRFS efter 5 ar
och utdver vanliga kliniska variabler for alla patienter (p < 0,0001) saval
som for kortelnegativa (p < 0,0001) och kortelpositiva (1-3 kértlar) patienter
(p < 0,0001).

Tabell 23 visar en sammanfattning av de riskkvoter for en forandring pa 10 poang
baserad pa en univariat analys och pa en multivariat analys som innehaller bade
ROR-varde och CTS. Riskkvoterna for ROR-vardet ar alla signifikant olika fran
14ven efter justering for CTS. C-index visas ocksa i Tabell 22. For bada grupperna
skilde sig C-indexet signifikant fran det varde pa 0,5 utan information.

Tabell 23: Sammanfattning av sent aterfall-analys

luminal subtyp Antal Riskkvot: C-index med 95 %
positiva N 10 poangs forandring av ROR-varde konfidensintervall
. Uppskattad andel utan kértlar Univariat analys Multivariat analys | C-index | Lagre Ovre
Riskgrupp A:_ntatl AntaLhaqgeﬂlser fisrrmetastaser efter 10 ar 0 1605 | 138 [1231,54] 1201151461 | 701% | 647% | 755%
Iy under 10 -ar [95 % CI] 1-3 488 1,43 [1,25-1,63] 1,34 [116-1,53] 71% | 640% | 783%
Luminal A 62 17 68,3[53,6-793] o ) ] A ) )
Luminal B % 20 38,0 [214 - 54.5] Majoriteten av patienterna i de tva studierna var HER2-negativa. Tabell
Totalt 98 37 24 visar fordelningen av HER2-status for de kortelnegativa och kortelpositiva

Analys av sent aterfall

| den tidigare beskrivha kombinerade analysdatan ar handelsegraderna inom
varje riskgrupp inte konstanta over tioarsintervallet vilket kan ses i figurerna
16B och 17B. For att ytterligare forsta DR i den sena aterfallsperioden har en
post-hoc retrospektiv analys av de kombinerade data som beskrivs ovan
genomforts for den undergrupp av patienter som var fria fran fjarrmetastaser
i fem ar (totalt 2 163 patienter®). Av dessa var 1605 kortelnegativa patienter
och 488 kortelpositiva patienter (1-3 positiva kortlar). For varje kértelgrupp
visar vardena pa x-axeln vid ar 5 i figurerna 20 och 21 antalet patienter efter
riskgrupp vid 5 ar, dvs. lampade for analys av sent aterfall.

Tabell 22 ger en sammanfattning av behandlingen och kliniska egenskaper
for kortelnegativa och kortelpositiva (1-3 kortlar) patienter i analysen av sent
aterfall.
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(1-3 kortlar) kvinnorna. For bada grupperna var over 90 % av kvinnorna
i studierna HER2-negativa.

Tabell 24: Fordelning av HER2-status efter antalet positiva kértlar

. HER2-status
Patientundergrupp - — Totalt
Negativ Positiv
Kortelnegativa patienter 1478 (92,1 %) 127 (7.9 %) 1605
Kortelpositiva patienter o o
med 1-3 positiva kortlar 457 (93,6 %) 31(6:4.%) 488

Tabell 25 visar en jamférelse mellan den multivariata modellen anpassad till alla
patienter i en given kértelgrupp och den modell som ar anpassad till alla HER2-
negtiva patienter i gruppen. Det finns inga statistiskt signifikanta skillnader.



Tabell 25: Multivariata riskkvoter for en forandring om 10 podng av ROR-vérdet: Alla
patienter i undergruppen jamfort med HER2-negativa patienter i undergruppen

Alla patienter [95 % CI]
1,29 [1,15-1,46]

HER2-negativa patienter [95 % CI]
1,35 [119-1,54]

Antal positiva kortlar
Kortelnegativa patienter

Kortelpositiva patienter
med 1-3 positiva kortlar

1,34 [1,16-1,53] 1,29 [111-1,50]

Jamforelsen mellan riskgrupper undersoks ytterligare i Figur 20 och 21 vilka
visar incidenskurvor for tidigt och sent aterfall skapade efter riskgrupp hos
kortelnegativa respektive kortelpositiva (1-3 kortlar) patienter. Incidenskurvorna
tacker tidig aterfallsperiod (under de forsta 5 aren) och sen aterfallsperiod
(mellan 5 och 10 ar efter diagnos). Direkt under x-axeln visar varje figur antalet
kvinnor i riskzonen och den samlade incidensen. Sammanfattningstabellerna
under figurerna visar konfidensintervallen fér den kumulativa metastasgraden
vid 5 ar eller 10 ar for de kvinnor som var metastasfria efter 5 ars behandling.
For kortelpositiva (1-3 kortlar) patienter representerade i Figur 21och grupperna
med 1ag respektive medelhdg risk har slagits ihop med hansyn till det laga
antalet patienter i lagriskgruppen.

Lagriskpopulationen har en lag sannolikhet for aterfall mellan ar 5 och 10 efter 5
ars endokrin behandling, vilket framgar av de kumulativa incidenskurvorna och
detillhérande riskkvoterna for varje riskgrupp. | populationer med medelhdg risk
eller hog risk finns daremot en standig risk for metastaser efter 5 ars endokrin
behandling. Skillnaden i resultat nar det galler kortelnegativa populationer med
medelh6g och hog risk etableras under de 5 forsta dren (Metastasgrad =132 %
[9,6 % - 16,7 %] for hogriskpatienter och 4,7 % [2,9 % - 6,4 %] for patienter med
medelhdg risk) och finns kvar upp till 10 &r, men aterfallsgraderna for grupper
med medelhdg och hog risk efter 5 ars endokrin behandling ar valdigt lika.

Figur 20A: Incidenskurvor fér metastaser efter riskgrupp fran 0-5 ar: Kértelnegativa
patienter
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Sammanfattning av data for figur 20A: Incidenskurvor for metastaser efter riskgrupp
fran 0-5 ar: Kortelnegativa patienter

Metastasgrad efter riskgrupp upp till 5 ar efter slutférd behandling
[95 % konfidensintervall]
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Figur 20B: Incidenskurvor fér metastaser efter riskgrupp fran 5-10 ar: Kértelnegativa
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Sammanfattning av data for figur 20B: Incidenskurvor for metastaser efter riskgrupp
fran 5-10 ar: Kértelnegativa patienter

Metastasgrad efter riskgrupp 5 ar efter metastasfri slutférd behandling
[95 % konfidensintervall]
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Figur 21A: Incidenskurvor fér metastaser efter riskgrupp fran 0-5 ar: Lymfkértelpositiva
(1-3 kortlar) patienter
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Sammanfattning av data for figur 21A: Incidenskurvor for metastaser efter riskgrupp
fran 0-5 ar: Lymfkortelpositiva (1-3 kértlar) patienter

Metastasgrad efter riskgrupp upp till 5 ar efter slutférd behandling
[95 % konfidensintervall]
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Figur 21B: Incidenskurvor fér metastaser efter riskgrupp fran 5-10 ar: Lymfkértelpositiva
(1-3 kortlar) patienter
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Sammanfattning av data for figur 21B: Incidenskurvor for metastaser efter riskgrupp
fran 5-10 ar: Lymfkértelpositiva (1-3 kortlar) patienter

Metastasgrad efter riskgrupp 5 ar efter metastasfri slutférd behandling
[95 % konfidensintervall]

Hég Lag/medelhég
16,6 % [11,7 % - 21,3 %] 53%[2,0% -84 %]

Slutsatser av kombinerad analys

ROR-vardet visade sig bidra med signifikant prognostisk information under den
senare aterfallsperioden mellan 5 och 10 ar efter diagnos och utéver vanliga
kliniska variabler i den kombinerade studien for patienter som var metastasfria
under fem ar. Genom att anvanda riskgrupper definierade vid baslinjen for varje
kortelantals specifika kohorter kunde man visa att riskgrupperna klassificerade
hela uppsattningen patienter i grupper med signifikant annorlunda
risk for metastaser. Bade de kontinuerliga och de ROR-vardesbaserade
riskgruppsanalyserna visade liknande prognostisk information i olika
undergrupper. Inga materiella skillnader syntes mellan resultaten som anvande
HER2-negativa patienter jamfort med alla patienter.

| var och en av TransATAC- och ABCSG-8-studierna hade ROR visat sig ldgga
betydande prognostisk information ¢ver och ovanpa de vanliga Kliniska
variablerna och behandlingsvariablerna bade nar de ingick som en kontinuerlig
matning och nar de ingick som tre fordefinierade riskgrupper. De tva studierna
hade olika riskprofiler i det avseendet att handelsegraden var hogre i
TransATAC-studien an i ABCSG-8-studien: detta blir tydligt vid en jamforelse
av DRFS (%) i kontrollarmarna for ATAC (90,8 %) och ABCSG8 (92,5 %) som
rapporteras i litteraturen® . Denna analys kombinerade uppgifterna fran de
tva studierna med lika stor betydelse for att generera riskprofiler som i storre
utstrackning ska kunna anvandas pa andra patientpopulationer &n resultaten
fran enskilda studier.

Studie 1: Foérutsdgelse av risken for fidrrmetastaser hos postmenopausala
kvinnormedlymfkortelnegativ ellerlymfkoértelpositiv,hormonreceptorpositiv
brostcancer i tidigt stadium som behandlas med arimidex eller tamoxifen:
en TransATAC-studie

Studiens utférande

Syftet med den kliniska valideringsstudien var att bekrafta att vardet pa risken
for aterfall (ROR) ger ytterligare prognostisk information for fijarrmetastasfri
overlevnad (DRFS) utéver standardkliniska variabler genom att anvanda
alla tillgangliga patientprover. Denna studie anvand RNA som isolerats
fran FFPE-brosttumorvavnad fran ett subset av patienter som deltog i
ATAC-studien. ATAC-forsoket bestod av 9 366 patienter pa tre forsoksarmar
(11:1) dar patienter randomiserades for att erhalla fem ars endokrin behandling
med 1 mg anastrozol (dvs. arimidex) plus en tamoxifen-placebo, 20 mg
tamoxifen plus anastrozol-placebo, eller en kombination av tamoxifen/arimidex.
Kombinationsbehandlingsgruppen avbrots efter den initiala analysen da den inte
visade ndgoneffekteller nagratolerabilitetsfordelarjamfért med endast tamoxifen.
En tio ars medianuppfélining av ATAC-studiens monoterapibehandlingar
rapporterades nyligen for att tillfredsstalla FDA-krav pa uppdaterad information
om sakerhet och effektivitet®. Hormonreceptorpositiva patienter visade en klar
forbattring nar det galler DFS (HR = 0,86), RFS (HR = 0,79) och (DRFS) (HR =
0,85) for de patienter som behandlats med anastrozol jamfort med tamoxifen i
denna analys. Absoluta skillnader i fiarrmetastasfri éverlevnad mellan anastrozol
och tamoxifen 6kade med tiden fran 2,7 % efter fem ar till 4,3 % efter tio ar.
TransATAC-projektet inleddes 2002 under TA/Ol-protokollet for att uppréatta en
vavnadsbank fran arkiverade histopatologiska FFPE-block fran ATAC-patienter
retrospektiv'.

Totalt 2 006 block erhdlls fran de 4 160 kvinnor med hormonreceptorpositiv
brostcancer som randomiserades till monoterapiarmarna i ATAC-studien. Av
de FFPE-blocken samlades 1 372 in fran patienter i Storbritannien och inneholl
tillrdckligt med invasiv tumaor for analys med hjalp av Genomic Health® Oncotype
Dx®-testet?. Oncotype Dx Recurrence Score® (RS) faststalldes utifran FFPE-
bocken och resultaten av studien bekradftade RS Kkliniskt for att uppskatta
figrrmetastasfri dverlevnad i HR+, postmenopausala brostcancerpatienter som
behandlats med anastrozol eller tamoxifen. Aterstdende RNA frén Oncotype
Dx-studien skickades till Royal Marsden Hospital i London dar det lagrades i
-70 °C. Totalt 1 017 patienter fran Oncotype Dx-studien hade >500 ng RNA kvar
och testades av NanoString som en del av NanoStrings kliniska valideringsstudie.

Denna studie anvande de intrinsiska subtyper som genererades av analysen och
evaluerade tva versioner av ROR-vardet med hjalp av en fordefinierad sekventiell
metod. De tva olika ROR-vardena, dar vart och ett ligger inom ett intervall mellan
0 och 100, berdknades genom att anvanda antingen alla 50 testgener i enlighet
med tidigare publicering? eller ett subset med 46 gener. | varje fall berdknades
koefficienten utifran en Cox-modell som inkluderar Pearson-korrelationen till
de 50 eller 46 gener som anvants for att berakna varje intrinsiska subtyp, ett
proliferationsvarde och tumarstorlek. Alla analyser utférdes pa data som bygger
pa en tiodrig uppfoljning.
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Den priméara slutpunkten var fijarrmetastasfri 6verlevnad (DRFS). Detta
definieras som intervallet fran diagnos till upptackt av metastas eller dodsfall i
brostcancer. Den sekundara slutpunkten var aterfallsfri dverlevnad (RFS). Detta
definieras som intervallet fran diagnos till forsta aterfallet (lokalt, regionalt eller
fidrran) eller dodsfall i brostcancer.

Med hjalp av alla tillgangliga patientprover anpassades multivariata
Cox PH-modeller (proportional hazards) foér att utvardera det primara
malet i sekventiella tester av ROR baserat pa 50 och 46 gener. Modellen
inkluderade standardkliniska kovariater (alder, tumoérgrad, tumorstorlek,
kortelstatus, adjuvant behandling). En Cox-modell anpassas sedan och ett
sannolikhetskvottest anvandes for att analysera om ROR bidrog med statistiskt
signifikant (o = 0,05) ytterligare prognostisk information utéver den som fanns
i CTS-vardet (Clinical Treatment Score). CTS ar en optimerad kombination av
klinikopatologiska faktorer utvecklade av den kliniska forskaren som ett matt pa
standardpatologi?. De primara analyserna upprepades for olika patientsubset
(alla, lymfkortelnegativa, lymfkortelpositiva eller endast HER2-negativa) och
slutpunkter (DRFS eller RFS).

For var och en av de lymfkortelnegativa och lymfkortelpositiva patienterna
anvandes Cox-modeller (ej CTS) for att forutspa risken for DR efter tio ar som
en funktion av ROR. Baserat pa dessa modellférutsagelser definierades tre
riskgrupper som:

Lag risk: <10 % risk for DR efter tio ar
Medelhdg risk: 10-20 % risk for DR efter tio ar
Hog risk: < 20 % risk for DR efter tio ar

Analys

Kaplan-Meier-kurvor ritades fér varje riskgrupp. Sannolikhetskvottester
(anvands for att jamfora hur tva statistiska modeller passa ihop) enligt
beskrivning i den primdra analysen genomférdes for Genomic Healths
Oncotype Dx-analys (RS, Recurrence Score) och den huvudsakliga forskarens
immunohistokemi-baserade analys (IHC4). Resultaten jamférdes med de som
erholls for ROR for att faststalla i vilken utstrédckning varje vardesystem ger
ytterligare prognostisk information utéver CTS. IHC4-resultaten diskuteras inte
ytterligare da de ar svara att jamfora med den andra analyserna eftersom IHC4-
analysen programmerades med hjalp av data fran TransATAC-studien.

Tabell 26: Sammanfattning av demografi och kliniska egenskaper

Aktuell studie . F 3Fhms ol . .
(n=1007) Initial studie fran vilken Monoteramarm:ir i .
Egenskap RNA erhdlls ATAC-studien ingar ej
antal Andel (n=1231) (n=2,929)
patienter patienter
Kortelstatus
Negativ 701 70 % 71% 68 %
Positiv 268 27 % 25 % 25 %
Okand 38 4% 4% 7%
Tumdrstorlek
<lcm 138 14 %
1-2cm 523 52 % 67% 0%
2-3cm 253 25 %
>3 cm 93 9% 5% 0%
Tumorgrad
God 213 21% 27 % 25 %
Mellan 601 60 % 57 % 59 %
Dalig 193 19 % 16 % 17 %
Alder
Medel 6448 | | 64,3 | 661

Tabell 27: Ytterligare kliniska egenskaper

Egenskap | Antal patienter | Andel patienter

Subtyp

Basalliknande 9 1%

HER2-berikad 41 4%

Luminal A 692 69 %

Luminal B 265 26 %
Behandling

Anastrozol 513 51%

Tamoxifen 494 49 %
Metastaser

Alla 210 21%

Fjarran 160 16 %
HER2-status

Negativ 888 88 %

Positiv 119 12 %




Resultat

Primar analystestning visat att ROR-vardet ger ytterligare prognostisk
information for sjukdomsfri dverlevnad utéver vanliga kliniska variabler (CTS).
Alla rapporterade ROR-data som foljer baseras pd 46 gener da detta ar
grunden for ROR enligt rapporter fran Prosigna-analysen.

Tabell 28: Primér analystestning av ROR

Alternativ modell
CTS + ROR

Nollmodell
CTS

ALR 2
34,21

¥? p-varde
P < 0,0001

Sekundara analyser visade att ROR ar signifikant relaterad till sjukdomsfri
overlevnad och lagger till prognostisk information utéver CTS i flera kliniskt
relevanta undergrupper.

Tabell 29: Upprepning av primdr analystestning for fordefinierade undergrupper

Subjektgrupp | Slutpunkt A'n tal "Antal GISERORIGACEES

patienter | handelser ALR 2 ¥’ p-vérde
Alla DRFS 1007 160 34,2 <0,0001
RFS 1007 210 31,2 <0,0001
) DRFS 888 131 28,9 <0,0001
HER2-negativa RFS 888 179 269 <0,0001
Lymfksrtelnegativa DRFS 739 79 25,0 <0,0001
RFS 739 n7 215 < 0,0001

Lymfkérte\positiva DRFS 268 el .3 0.0023

RFS 268 93 10,6 0,001
HER2-negativa DRFS 649 62 24,6 < 0,0001
kortelnegativa RFS 649 98 20,8 < 0,0001

Primara och sekundara analyser visade att ROR var fortsatt relaterad till
sjukdomsfri dverlevnad (DRFS) i alla patienter och i alla undergrupper.

Figur 22: Tio ars forutspadd risk for metastaser berdknad med hjélp av analys av
ROR-vdrde inom gruppen for kortelstatus
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Figur 24: Kaplan-Meier-kurvor for DRFS for lymfkortelpositiva patienter efter intrinsisk
subtyp
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Figurerna 25 och 26 visar att inom varje kortelkategori var det vasentlig skillnad
mellan den absoluta kliniska risken for de patienter som spaddes bli 1&g risk och
den absoluta kliniska risken for patienter som spaddes bli hog risk: de patienter
som spaddes bli 1ag risk hade observerat aterfallsvarden efter tio ar pa
mindre &n 10 %, medan patienterna som spaddes bli hog risk hade observerat
aterfallsvarden efter tio ar pa over 30 %.

Figur 25: DRFS efter riskgrupp foér lymfkortelnegativa patienter, utom CTS
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Sammanfattning av data for figur 25: DRFS efter riskgrupp fér lymfkortelnegativa
patienter, utom CTS

Sekundara analyser visade att subtyperna Luminal A och Luminal B hade
statistiskt sett signifikant olika resultat inom varje undergrupp med patienter
definierade efter kortelstatus.

Figur 23: Kaplan-Meier-kurvor for DRFS for lymfkortelnegativa patienter efter intrinsisk
subtyp
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Totalt 739 (100 %) 77

Figur 26: Sjukdomsfri 6verlevnad (DRFS) efter riskgrupp for patienter med 1-3 positiva

kortlar utan CTS
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Sammanfattning av data for figur 26: Sjukdomsfri Gverlevnad (DRFS) efter riskgrupp
for patienter med 1-3 positiva kértlar utan CTS

) Antal Antal '}Jppskattad andel utana
Riskgrupp . o . fidrrmetastaser efter 10 ar
patienter (%) Héandelser [95 % CI]
Lag 6 (3 %) 0 100 % [ej tillampligt]
Medelhog 74 (35 %) 1 84 % [76 % - 93 %]
Hog 134 (63 %) 38 68 % [59 % - 77 %]
Totalt 214 (100 %) 49

ROR jamfort med RS

Av de 1 007 proverna med ROR-varden var Oncotype Dx-analysresultat
tillgédngliga for samtliga 1 007 prover men IHC-resultat var endast tillgangliga
for 940 prover. For att kunna jamfora alla tre analyserna baseras resultat pa
de 940 proverna som hade analysresultat for samtliga tre metoder (IHC4
rapporteras dock inte har). Sannolikhetskvottesten presenteras for att lagga till
en enskild variabel, s& for att tillagd information ska vara statistiskt signifikant
(o = 0,05) maste forandringen i 1 frinetsgrad 2 statistiskt sett vara storre &n
3,84. Figurerna nedan visar den information som lagts till nar det prognostiska
testet 1aggs till ett annat prognostiskt test plus CTS i foljd. Vid varje tillagg mats
den tillagda informationen med forandringen iy

ROR tillagt till RS utdéver CTS: prognostisk information

Figur 27: Prognostisk information for DRFS éver CTS i alla patienter (n = 940)
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Figur 28: Prognostisk information fér DRFS 6ver CTS i lymfkortelnegativa
patienter (n = 683)
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Figur 29: Prognostisk information for DRFS 6ver CTS i lymfkortelnegativa
patienter (n = 257)
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Figur 30: Prognostisk information fér DRFS 6ver CTS i lymfkortelnegativa
HER2-negativa patienter (n = 649)
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Figur 27 till och med 30 visar den information som lagts till forutom CTS nar de
tva prognostiska analyserna har tillagts i foljd. Vid varje tillagg mats den tillagda
informationen med forandringen i yx?-statistiken. Till exempel, nar ROR var den
forsta analysen som lades till efter att CTS inkluderats (alla patientdata) var
forandringen i y?-statistiken 27,4. Med CTS och ROR i modellen blev &ndringen
i y?-statistiken 2,5 nar RS lades till, vilket inte &r signifikant (kritiskt vérde
for y>-analys med 1 frihetsgrad &ar 3,84); dvs. nar CTS och ROR bada finns i
modellen adderar RS inte nagon signifikant information. Men om RS var den
forsta analysen som lades till fanns det fortfarande information i ROR som inte
fanns med i kombinationen av CTS och RS. Bada analyserna visar prognostisk
signifikans nar de laggs till i CTS hos lymfkortelnegativa patienter, men ingen
av analyserna visar signifikans nar de l&aggs till som andra analys, kanske pa
grund av att provstorleken ar mindre. For lymfkortelnegativa HER2-negativa
patientsubset adderar RS inte nagon prognostisk information till CTS + ROR.
A andra sidan lagger ROR till signifikant information till CTS + RS.

ROR vs. RS: resultat for riskgrupper

For att jamféra hur de tva analyserna delade in patienter efter risk definierades
riskgrupper utifran varje analys uppskattning av risken for aterfall efter tio ar
inom TransATAC-populationen. Riskvardestrosklar for att definiera riskgrupperna
valdes fér varje analys och bygger pa resultaten av var TransATAC-studie for
att definiera riskgrupper som innehaller patienter med samma risk. For att
uppna dessa jamférbara riskgrupper skilide sig de brytpunkter som anvandes
for Oncotype DX fran de som anvandes av Genomic Health. For varje analys
definierades lagriskgruppen prospektivt som patienter med mindre &n 10 %
berdknad risk for aterfall. For varje analys definierades medelriskgruppen
prospektivt som patienter med mellan 10 % och 20 % beraknad risk for aterfall.
For varje analys definierades hogriskgruppen prospektivt som patienter med
mindre an 20 % beraknad risk for aterfall. Figuren nedan sammanfattar storlekar
och resultat for de riskgrupper som definieras av varje test.

Figur 31 illustrerar resultatet att Prosigna tilldelade 26 % farre patienter till
medelriskgruppen an Oncotype DX (180 patients vs. 243 patients). Dessutom
tilldelade Prosigna fler patienter till hégriskgruppen an vad Oncotype DX gjorde;
men de lagriskgrupper och hogriskgrupper som definierades av varje analys har
liknande resultat vilket illustreras av de 6verlappande Kaplan-Meier-kurvorna.
Denna iakttagelse ledde oberoende forskare i var TransATAC-studie till slutsatsen
att Prosigna tilldelade farre patienter till medelriskgruppen an vad Oncotype DX
RS gjorde, med lika hog eller hogre separation mellan 1ag- och hégriskgrupper.
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Figur 31: Prosignas ROR-véarde identifierade betydligt fler hégriskpatienter och farre
medelriskpatienter &n Oncotype DX RS-varde for lymfkortelnegativa patienter.
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Nar endast ROR anvandes i lymfkortelnegativa patienter med 1-3 positiva
kortlar spaddes sex patienter ha <10 % risk for fiarrmetastaser. Inget tillstotte
for ndgon av dessa patienter under studiens gang. En av dessa observerades
i 79 ar och alla andra hade inga fjarrmetastaser pa minst 9,9 uppféljningsar
vilket indikerar att lymfkortelpositiva patienter som férutspaddes vara
lagriskpatienter verkligen var lagriskpatienter. Logrankstester anvandes inte for
jamforelse da det inte fanns nagon lagriskgrupp for RS.

Figur 32: Jamférelse av riskgruppsklassificering fér tio ars sjukdomsfri 6verlevnad utan
att anvanda CTS: Lymfkértelpositiva patienter (1-3 kortlar) (ROR vs. RS)
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Klinisk studie 1 Slutsatser

Den primdra analysen visade att ROR bidrog med signifikant prognostisk
information bortom vanliga kliniska kovariater (CTS) i alla patienter och i
alla fordefinierade kliniskt relevanta undergrupper. ROR visade sig dela in
patienter i tre riskgrupper med statistisk sett signifikanta skillnader i resultat i
lymfkortelnegativa patienter. De intrinsiska subtyperna Luminal A och Luminal
B visade sig ha signifikant olika DRFS och RFS, oavsett kortelstatus. | jamforelse
med den prognostiska indikatorn RS (21-gens Recurrence Score fran Oncotype
Dx), lade ROR till prognostisk information bortom RS i alla patienter och i
kliniskt relevanta undergrupper. Vidare férdubblade ROR antalet patienter
i den kortelnegativa gruppen som tilldelats hogriskgruppen och minskade
antalet patienter som tilldelats mellanriskgruppen kraftigt utan att minska
resultatskillnaderna mellan 1dg- och hogriskgrupperna vid jamforelse med RS.
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Studie 2: Prognos fér hormonreceptorpositiva, postmenopausala
bréstcancerpatienter som endast far adjuvant systemisk endokrin
behandling med Prosigna-analysen: en ABCSG-8-studie

Studiens utférande

Studiens kohort bestdr av FFPE-vavnadsprover fran brosttumoér som
samlats in retrospektivt och arkiverats i ABCSG-tumdrbanken fran patienter
som varit registrerade mellan 1996 och 2004 i ABCSG-8-studien®™. Totalt
3 901 postmenopausala kvinnor med HR+, brostcancer i tidigt stadium
randomiserades fore tva ars adjuvant behandling med Tamoxifen foljt av tre ars
behandling med Arimidex® (anastrozol) eller fem ars adjuvant behandling med
Tamoxifen. Behandlingsstrukturen for studien visas i Figur 33.

Figur 33: Schematik for ABCSG-8-studiens utférande
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Valideringskohorten representerar fraktionen av den evaluerbara ABCSG-
8-kohorten for vilka vavnadsexemplar kan samlas in fran den retrospektivt
arkiverade ABCSG-tumorbanken och for vilka informerat samtycke kan erhallas,
eller avled. Patienter som uppfyller kriterierna fér den ursprungliga studien var
bara uteslutna antingen for att vavnaden var otillganglig for Nanostrings analys
som skulle utforas eller for att patienten inte kunde samtycka igen. Alla prover
med ett tumdrblock och patientsamtycke analyserades som en del av denna
studien.

Denna studie anvande de intrinsiska subtyper som genererades av analysen och
evaluerade ROR-vardet med hjalp av en fordefinierad analysplan. ROR-véardet,
som gar fran 0-100, berdknades med hjalp av ett 46-genssubset fran de 50
testgener som tidigare publicerades?. | varje fall berdknades ROR-koefficienten
utifran en Cox-modell som inkluderar Pearson-korrelationen till de 46 gener
som anvants for att berakna varje intrinsiska subtyp, ett proliferationsvarde och
tumorstorlek. Alla analyser utférdes pa maximala uppfoljningsdata.

Den primdara slutpunkten var fijdrrmetastasfri 6verlevnad (DRFS). Detta
definieras som intervallet fran diagnos till upptackt av metastas eller dodsfall i
brostcancer. Den sekundara slutpunkten var aterfallsfri dverlevnad (RFS). Detta
definieras som intervallet fran diagnos till forsta dterfallet (lokalt, regionalt eller
avlagset) eller dodsfall i brostcancer.

Med hjalp av alla tillgangliga patientprover anpassades multivariata Cox PH-
modeller (proportional hazards) for att evaluera det priméara malet i sekventiella
tester av ROR. Modellen inkluderade standardkliniska kovariater (alder,
tumorgrad, bruttotumorstorlek, kortelstatus, adjuvant behandling). En Cox-
modell anpassas sedan och ett sannolikhetskvottest anvandes for att analysera
om ROR bidrog med statistiskt signifikant (o = 0,05) ytterligare prognostisk
information utéver den som fanns i CTS-vardet (Clinical Treatment Score). CTS
ar en optimerad kombination av klinikopatologiska faktorer utvecklad som
ett matt pa standardpatologi?. De priméra analyserna upprepades for olika
patientsubset (alla, lymfkortelnegativa, lymfkortelpositiva eller endast HER2-
negativa) och slutpunkter (DRFS eller RFS).

Analys

En sekventiell metod anvandes dar det framsta vetenskapliga syftet var att
visa att ROR tillfor viktig prognostisk information utéver de vanliga kliniska
variablerna. Det primara malet tillforde ytterligare ett krav for att visa att
kategorisk riskklassificering i en av tre grupper (lag/medel/hdg) tillfor
betydande prognostisk information utoéver de vanliga kliniska variablerna. For
att uppfylla detta krav maste bada av féljande visas:

*  Visa att det kontinuerliga ROR-vardet tillfér prognostiskt varde
utdver de vanliga kliniska variablerna

«  Om nollhypotesen av ingen prognostisk information avvisas, visa att
de ROR-baserade riskkategorierna tillfér prognostiskt varde utover
de vanliga kliniska variablerna
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Med hjalp av alla tillgangliga patientprover anpassades multivariata Cox PH-
modeller (proportional hazards) for att evaluera det priméara malet i sekventiella
analyser av ROR folit av fordefinierade ROR-baserade riskkategorier.
Modellerna innehaller foljiande kategoriska, kliniska standardkovariater (med
mojliga varden):

+ Alder (> 65 eller < 65)

«  Grad (Gleller G2/GX)

«  Bruttotumorstorlek (T1, T2/T3)

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

+ Adjuvant behandling (endast tamoxifen eller tamoxifen — anastrozol)

dar NO betecknar Ilymfkortelnegativa patienter betecknar  N+(1-3)
lymfkortelpositiva  patienter med 1-3  positiva  kortlar  ochN+(> 4)
lymfkortelpositiva patienter med fler an 4 positiva kortlar. T1indikerar en tumor
om ar < 2 cm i diameter, T2 indikerar en tumoér som ar stérre an 2 cm men
hogst 5 cm i diameter och T3 indikerar en tumor som ar mer an 5 ¢ i diameter.
Det fanns endast 14 T3-exemplar i studien sa dessa kombinerades med T2-
exemplar. De valdifferentierade (G1) tumorerna jamférdes med kombinationen
av moderat differentierade (G2) och GX-lobulara tumorer. GX lobulara tumorer
behandlades som G2-tumarer i syfte av analys da G2-tumarer ar den vanligaste
graden i denna avsedda patientpopulation.

Dessa kovariater matas in i modellen i form av kliniskt behandlingsvarde (CTS).
For att erhalla CTS, anpassades foljande modell:

M =1 exp (S5

Dar z representerar de Kkliniska variablerna och behandlingsvariablerna listade
ovanoch CTSdefinieradesmedhjalpav berdkningarnaférysomerholls ovan, dvs.
cTs= 79
Det proportionella riskantagandet analyserades med hjalp av Schoenfeld-
residualerna.

Patienter som ingick i valideringsstudien har liknande egenskaper som de i den
ursprungliga ACBSG-8-studien.

Tabell 30: Sammanfattning av kliniska egenskaper

Ingar Ingar ej Totalt
Egenskap Vérde (n=1478) (n =2236) (n=3714)
Antal % Antal % Antal %
Endast Tamoxifen 741 50,1 % 1108 493% | 1849 | 498%
Behandling
Tamoxifen - Anastrozol 737 49,9 % 1128 50,2% | 1865 | 50.2%
Negativ 14 0,9 % 32 14 % 46 12 %
ER-status | Positiv 1464 | 991% | 2199 | 983% | 3663 | 98,6 %
Okéand 0 0,0 % 5 0.2 % 5 01%
Gl 27 18,3 % 468 208 % 739 19,9 %
Grad G2 1152 779% | 1659 | 739% | 281 757 %
GX 55 37% 109 4,9 % 164 4,4 %
NO 1047 70,8 % 1723 76,7 % 2770 74,6 %
Kortelstatus | N+(1-3) 382 25,8 % 449 | 200% 831 22,4 %
N+(> 4)* 49 33% 64 28% 13 30%
Negativ 260 17,6 % 424 18,9 % 684 18,4 %
PgR-status | Positiv 1218 | 824% | 1805 | 804% | 3023 | 814%
Okéand 0 0,0 % 7 03% 7 02%
T 1037 702 % 1745 777 % 2782 74,9 %
Tumorstadium | T2 427 28,9 % 472 21,0 % 899 24,2 %
T3 14 09 % 19 0.8 % 33 0.9 %
Alder Median 63 NA 64
Intervall 41-79 41- 80

* En patient med > 9 positiva kortlar

Tabell 31: Ytterligare kliniska egenskaper

Egenskap Varde Antal patienter Andel patienter
Luminal A 1004 67,9 %
NanoString Intrinsisk LuminalB 418 28,3 %
subtyp HER2-berikad 48 32%
Basalliknande 8 0,5 %
Metastaser Fjarran 155 10,5 %
Alla 194 131%
Negativ 1397 94,5 %
HER2-status Positiv 77 52 %
Okand 4 0,3%
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Resultat

Av de 1620 vavnader som var tillgangliga for analys klarade 25 (1,5 %) inte
den fordefinierade patologigenomgangen for adekvat tumor, 73 av de
1595 vavnadsproverna (4,6 %) med livskraftig invasiv vavnad klarade inte de
fordefiniderade specifikationerna i kvalitetskontrollen for extraherat RNA och
44 av de 1522 RNA-proverna (2,9 %) klarade inte analysens specifikationer for
kvalitetskontroll for Prosigna-resultat vilket gor att totalt 1478 (91,2 %) var kvar
och tillgangliga for analys.

Av de 1478 patienter som var tillgangliga for analys hade 155 fjdrrmetastaser
och 194 lokala metastaser eller fjarrmetastaser eller dodsfall i brostcancer.
Medianuppféljningen for studien var tio ar.

Primar analys visade att ROR-vardet tillfér betydande ytterligare prognostisk
information for sjukdomsfri dverlevnad utéver vanliga kliniska variabler (CTS).

Tabell 32: Sammanfattning av primar analys

P =
Nollmodell | Alternativ modell | ALR 2 il KULSKE ;/r?tr]::})(Grader av ¥’p-varde
CTS CTS + ROR 53,49 384 (df=1) p < 0,0001
CTS CTS + riskgrupp 34,12 5,99 (df = 2) p < 0,0001

Sekundara analyser visade att ROR ar signifikant relaterad till sjukdomsfri
overlevnad och tillfér prognostisk information utéver CTS i flera Kliniskt
relevanta undergrupper.

Tabell 33: Upprepning av primdr analystestning for fordefinierade undergrupper

CTS+Riskgrupp
+ b
Sublektaru Antal Antal | CTS*RORvs.CTS vs. CTS
JEKIITUPP | hatienter | handelser ALR y? ALR %?
(Krit. varde= 3,84) (Krit. varde= 5,99)
Alla 1478 155 53,49 34,12
HER2-negativ 1397 145 47,50 29,94
NO 1047 86 25,57 23,36
NO, HER2- 984 79 21,69 20,32
negativ
N+(1-3) 382 59 25,99 19,94
N+(1-3),
HER2-negativ 367 56 22,75 18,75
Figur 34: DRFS efter riskgrupp for lymfkortelnegativa patienter
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Sammanfattning av data fér figur 34: DRFS efter riskgrupp for lymfkortelnegativa
patienter

Antal Antal Uppskattad andel utan
Riskgrupp patienter Antal hdndelser under fjarrmetastaser efter
(%) tio ar 10 ar [95 % CI]
Lag 487 (47 %) 15 96,6 % [94,4 % - 979 %]
Medelhog 335 (32 %) 28 90,4 % [86,3 % - 93,3 %]
Hog 225 (21 %) 32 84,3% (784 % - 88,6 %]
Totalt 1047 (100 %) 75
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Figur 35: DRFS efter riskgrupp féor HER2-negativa, lymfkortelnegativa patienter
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Sammanfattning av data for figur 35: DRFS efter riskgrupp fér HER2-negativa,

lymfkortelnegativa patienter

. A_n £ Antal héndelser under U;_)Pskattad EIEE TEL
Riskgrupp patienter 10 ar fjarrmoetastaser efter
(%) 10 &r [95 % CI]
Lag 474 (48 %) 15 96,5 % [94,3 % - 97,9 %]
Medelhog 311 (32 %) 27 90 % [85,6 % - 93,1 %]
Hog 199 (20 %) 27 84,7 % [78,4 % - 89,3 %]
Totalt 984 (100 %) 69

Figur 37: DRFS efter riskgrupp fér HER2-negativa, lymfkortelpositiva (1-3 kortlar)

patienter
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Sammanfattning av data fér Figur 37 DRFS efter riskgrupp for HER2-negativa
lymfkortelpositiva (1-3 kortlar) patienter

Antal Antal Uppskattad andel utan
Riskgrupp patienter Antal handelser under fidrrmetastaser efter
(%) tio ar 10 ar [95 % CI]
Lag 15 (4 %) 0 100 % [78,2 % - 100 %]
Medelhog 142 (39 %) 7 93,6 % [86,8 % - 96,9 %]
Hog 210 (57 %) 43 76,1 % [69,0 % - 81,8 %]
Totalt 367 (100 %) 50

Figur 36 visar Kaplan-Meier-kurvor efter riskgrupp for lymfkortelpositiva
patienter (1-3 kortlar) och Figur 37 visar samma kurvor for kortelpositiva
HER2-negativa patienter (1-3 kortlar). Resultaten med och utan de HER2-
positiva patienterna ar liknande.

Figur 36: DRFS efter riskgrupp for lymfkortelpositiva (1-3 kértlar) patienter
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Sammanfattning av data foér figur 36: DRFS efter riskgrupp for lymfkoértelpositiva
(1-3 kortlar) patienter

Antal Antal Uppskattad andel utan
Riskgrupp patienter Antal handelser fjarrmetastaser efter
(%) under tio ar 10 &r [95 % CI]
Lag 15 (4 %) 0 100 % [78,2 % - 100 %]
Medelhog 143 (37 %) 7 93,6 % [86,9 % - 97 %]
Hog 224 (59 %) 46 75,8 % [68,9 % - 81,4 %]
Totalt 382 (100 %) 53

* Konfidensintervall uppskattat med hjalp av Clopper-Pearson-metoden
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* Konfidensintervall uppskattat med hjalp av Clopper-Pearson-metoden.
Férhallande mellan ROR-vérde och riskférutsigelse

Figur 38 visar den tioariga risken for DR som en funktion av ROR-vardet med
95 % konfidensintervall baserade pa separata Cox-proportionella riskmodeller
for var och en de lymfkortelnegativa och lymfkortelpositiva (1-3 positiva
kortlar) patientgrupperna. For kortelpositiva patienter (1-3 kortlar) uppfylldes
inte det proportionerliga riskantagandet vid anpassning éver hela intervallet.
Kurvan som visas har for kortelpositiva patienter (1-3 kortlar) anvander
kortelpositiva patienter (1-3 kortlar) med ROR-varden i intervallet 0-80 for vilka
det proportionerliga riskantagandet uppfylldes.

Figur 38: Tioarig uppskattad DR-risk efter kortelkategori med 95 % konfidensintervall
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Inom varje undergrupp skilde sig den absoluta kliniska risken for patienter
som tilldelats kategorin 1ag risk vasentligt fran den absoluta kliniska risken for
patienter som tilldelats kategorin hog risk.

Tabell 34 visar fordelningen av lymfkortelnegativa patienter i intervall om
10 ROR-enheter. Den tiodriga DR-risken visas ocksa.
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Tabell 34: Férdelning av lymfkortelnegativa patienter i intervall om 10 ROR-enheter

ROR-intervall Antal patienter Andel patienter DR-risk efter 10-ar (empirisk)
1-10 7 0.7 % 0,0 %
11-20 116 1% 18 %
21-30 155 148 % 25%
31-40 209 20,0 % 51%
41-50 183 175 % 75 %
51-60 152 14,5 % 12) %
61-70 116 1% 15.0 %
71-80 77 74 % 123 %
81-90 28 27 % 26 %

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

Figur 39 visar den modellbaserade kurvan for lymfkortelnegativa patienter
tillsammans med den empiriska berdkningen for dverlevnad efter 10 ar for
de 10 enheterna dar varje enhet bestar av alla patienter inom det intervall om
10 ROR-enheter (1-10, 11-20 etc.). Under kurvan finns ett histogram som visar
frekvensfordelningen per tio enheter.

Figur 39: Jamforelse mellan modellbaserad och empiriska uppskattningar av DR-risk
efter 10 ar fér lymfkértelnegativa patienter med férdelning av ROR-vérden visas nedan
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Figur 40: Jamforelse mellan modellbaserad och emipiriska uppskattningar av DR-risk
efter tio ar for lymfkortelpositiva (1-3 kortlar) patienter med fordelning av ROR-vérden
visas nedan
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Bade tabell 35 och figur 40 visar utplanandet av den observerade 10-arsrisken
overst i ROR-intervallet som ledde till felet i det proportionella riskantagandet.
Men man bor observera att provstorlekarna i de tva karlen éver 80 var bada
sma for lymfkortelpositiva patienter (1-3 kortlar) (17 patienter fran 81-90 och
endast tre fran 91-100).

Jamforelse av de intrinsiska subtyperna Luminal A och Luminal B

Majoriteten av patienternai studien (96 %) var antingen Luminal A eller Luminal
B, vilket inte var ovantat eftersom dessa intrinsiska subtyper dominerar i
hormonreceptorpositiva patienter'?.

Tabell 36 visar resultaten av sannolikhetskvottestet for att visa det ytterligare
prognostiska vardet féor DRFS som den Luminala A/Luminal B-distinktionen
tillfor utdver CTS. Tabellen visar dven riskkvoten dar Luminal A-patienter jamfors
med Luminal B-patienter. Det fanns en signifikant lagre risk for fiarrmetastaser
for Luminal A-patienter i alla tre grupper.

Tabell 36. Sannolikhetskvottest for DRFS Prognostiskt varde for luminala subtyper

ROR-vérde

For kortelnegativa patienter liknade de modellbaserade berékningarna av den
oproportionerliga risken de empiriska berakningarna ¢ver hela intervallet. Tabell
35 visar fordelningen av lymfkortelpositiva (1-3 kértlar) patienter i intervall om
10 ROR-enheter. Den tiodriga DR-risken visas ocksa.

Tabell 35: Fordelningen av lymfkortelpositiva (1-3 kortlar) patienter i enheter om tio

Antal Antal « Riskkvot fér LumA : LumB
Undergrupp | pasienter | Handelser | ALR X | X" P-vérde (95 % Cly
Alla 1422 135 | 24.42 | <0000 0,42 [0,30 - 0,59]
NO 1009 74 968 | 00019 047 (0,30 - 0,75]
N+(1-3) 366 5] 1494 | 0,0001 033019 - 0,58]

ROR-enheter.

ROR-intervall Antal patienter Andel patienter DR-risk efter 10-ar (empirisk)
1-10 3 0.8 % 0.0 %
11-20 34 89 % 36%
21-30 53 139 % 41%
31-40 68 178 % 85 %
41-50 57 14,9 % 16,7 %
51-60 7 18,6 % 17.8 %
61-70 42 1,0 % 289 %
71-80 34 8,9 % 39,5%
81-90 17 45% 330%

91-100 3 0.8 % 333%
Totalt 382 100 %

Figur 40 visar den modellbaserade kurvan (med hjalp av lymfkortelpositiva
(1-3 kortlar) patienter med ROR-varden < 80) for lymfkortelpositiva
(1-3  Kkortlar) patienter tillsammans med den empiriskt berdaknade
10-arsoverlevnad for de 10 enheter dar varje tioenhet innehaller alla patienter
inom de 10 ROR-intervallen (1-10, 11-20 osv.). Under kurvan finns ett histogram
som visar frekvensfordelningen per tio enheter.
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Figur 41visar en jamforelse av DRFS efter Luminal subtyp for lymfkortelnegativa
patienter, Figur 42 visar samma jamforelse for lymfkortelnegativa patienter
(1-3 kortlar). For bada grupperna fanns betydande skillnader mellan DRFS for
Luminal A- och Luminal B-patienter.

Figur 41: Kaplan-Meier-kurvor for DRFS efter intrinsisk subtyp for lymfkortelnegativa
patienter
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Sammanfattning av data for figur 41: Kaplan-Meier-kurvor for DRFS efter intrinsisk
subtyp for lymfkortelnegativa patienter

Pl Uppskattad andel utan
Riskgrupp Antal patienter | Antal ha:lic;e;srer under flarrmetastaser efter 10 &r [95 % CI]
Luminal A 725 32 951% [93,4 % - 96,3 %]
Luminal B 284 32 87,2 % [83,2% - 90,3 %]
Totalt 1009 64

Figur 42: Kaplan-Meier-kurvor for DRFS efter intrinsisk subtyp for lymfkortelpositiva
(1-3 kortlar) patienter
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Sammanfattning av data for figur 42: Kaplan-Meier-kurvor for DRFS efter intrinsisk
subtyp for lymfkortelpositiva (1-3 kortlar) patienter

ik Antal patienter Antal héndejser Uppskattad andeluutan
under 10 ar fidarrmetastaser efter 10 ar [95 % CI]
Luminal A 248 17 91,3 % [87,2% - 94,2 %]
Luminal B 118 28 72,5 % [64,2 % - 791 %]
Totalt 366 45

Tabell 37 visar en tabell dver RFS-varden efter 10 ar efter luminal subtyp for
lymfkortelgrupperna lymfkortelnegativa och lymfkértelpositiva (1-3 kortlar).

Tabell 37: RFS-vérden tio uppfdljningsar per lymkértelgrupp och luminal subtyp

Kortelstatus I;t’g:;:' paﬁinet:tler An::L:érir;geélfer fj;’?rzseﬁtstt?:;n;ile: :?;]ér
(%) [95 % Cl]
NO Luminal A 725 (72) 44 93,0 % [911% - 94,5 %]
Luminal B 284 (28) 44 82,2 % [77,6 % - 85,9 %]
N+(1-3) Luminal A 248 (68) 21 89,1% (84,7 % - 92,4 %]
Luminal B 118 (32) 30 716 % (62,2 % - 774 %]
For varje lymfkortelnegativa och  lymfkortelpositiva  (1-3  kortlar)

patientpopulationer var skillnaden mellan Luminal A-patienter och Luminal
B-patienter signifikant.

Klinisk studie 2 Slutsatser

ROR visade sig tillfora signifikant prognostisk information utéver de vanliga
kliniska variablerna och behandlingsvariablerna bade nar de ingick som
ett kontinuerligt matt och nar de ingick i tre fordefinierade riskgrupper.
Lagriskgruppen hade tio ars DRFS gott och val éver 90 % som forvantat.
Hogriskgruppen hade tio ars DRFS pa 80 % vilket var hogre an forvantat -
forvantad andel var betydligt lagre an 80 %. Troskelvarden som anvandes for
att definiera riskgrupper baserades pa TransATAC-kohorten, vilket &r hogre risk
an den aktuella kohorten vilket leder till en "hogriskgrupp” med betydligt ldgre
risk an forvantat. ROR (kontinuerlig och riskgruppsbaserad) visade liknande
prognostisk information i olika undergrupper. Den kontinuerliga riskmodellen ar
noga anpassad efter de empiriska vardena for aterfall i bade lymfkortelnegativa
och lymfkortelpositiva (1-3 kortlar) patientpopulationer. De flesta patienter
(96 %) i studien hade tumorer av en av tva luminala undergrupper (Luminal
A eller Luminal B). | alla kortelstatusgrupper tillférde Luminal A/Luminal
B-distinktionen prognostisk information fér DRFS.
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Sammanfattning av kombinerade kliniska studier

Resultaten kan generaliseras for distribuerad anvandning da prover skickades
till och analyserades i olika lab i de tva kliniska valideringsstudierna. ROR
visade sig tillféra signifikant prognostisk information for 10 ars DRFS utéver
de vanliga kliniska variablerna och behandlingsvariablerna bade nar de ingick
som ett kontinuerligt matt och nar de ingick i tre fordefinierade riskgrupper.
Dessutom bidrog ROR, i en post-hoc-analys, signifikant information fér DRFS
efter 5 &r utdver vanliga kliniska variabler for alla patienter. ROR (kontinuerlig
och riskgruppsbaserad) visade liknande prognostisk information i olika
undergrupper. Begrénsade analyser utférdes aven med hjdlp av RFS. ROR-
klasserna kunde aven definiera tre riskgrupper med distinkt RFS. For bada
studierna fanns signifikanta skillnader mellan DRFS for Luminal A-undergrupper
och Luminal B-undergrupper, oberoende av kortelstatus.
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19 KONTAKTINFORMATION

‘ Kontaktinformation i USA:
Veracyte, Inc.

6000 Shoreline Court

Suite 300

South San Francisco CA 94080
USA

Telefon: +1-650-243-6335
www.veracyte.com

[EC| REP)

Auktoriserad EU-representant:
Veracyte

Luminy Biotech Entreprises
163 Avenue de Luminy

13288 Marseille Cedex 9
FRANCE

Global kontaktinformation:

E-postadress till teknisk support: DxSupport@Veracyte.com
E-postadress till produktinformation: info@prosigna.com
Webbplats: www.prosigna.com
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