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PRZEZNACZENIE

Do diagnostyki in vitro.

Zestaw do wykrywania krazacych komdrek nowotworowych CELLSEARCH® jest przeznaczony do zliczania krazacych komdrek nowotworowych (CTC)
pochodzenia nabtonkowego (CD45-, EpCAM+ i cytokeratyn 8, 18+ i/lub 19+) w krwi petnej.

Obecnos¢ CTC we krwi obwodowej wykrywanych z uzyciem zestawu do wykrywania krazacych komérek nowotworowych CELLSEARCH® jest
czynnikiem prognostycznym krdtszego czasu przezycia bez progresji choroby i krétszego catkowitego czasu przezycia u pacjentéw leczonych z powodu
przerzutowego raka piersi, jelita grubego lub gruczotu krokowego*. Test ma stanowi¢ pomoc w monitorowaniu pacjentéw z przerzutowym rakiem
piersi, jelita grubego lub gruczotu krokowego. Badania seryjne pod katem obecnosci CTC powinny by¢ stosowane w potaczeniu z innymi metodami
klinicznymi do monitorowania przerzutowego raka piersi, jelita grubego lub gruczotu krokowego. Oznaczenie CTC w dowolnym momencie przebiegu
choroby pozwala oceni¢ rokowanie pacjenta oraz prognozowac czas przezycia bez progresji choroby i catkowity czas przezycia.

*W tym badaniu pacjentdw z przerzutowym rakiem gruczotu krokowego zdefiniowano jako tych, u ktdrych stwierdzono dwa kolejne wzrosty stezenia
markera PSA w surowicy powyzej poziomu referencyjnego, pomimo standardowego leczenia hormonalnego. Ci pacjenci sq najczesciej opisywani jako
majqcy niezaleznego od androgenu, opornego na hormony lub na kastracje raka gruczotu krokowego.

PODSUMOWANIE | OBJASNIENIE

Do przerzutéw nowotworowych dochodzi wtedy, gdy komérki uwalniane s z guza pierwotnego lub przerzutowego, przedostaja sie do uktadu krazenia
i zaczynaja namnazac sie w odlegtych miejscach ciata. Zrédtem raka sa komérki nabtonkowe, ktére normalnie nie s stwierdzane w ukfadzie krazenia'.
System CELLTRACKS® AUTOPREP® zostat zaprojektowany w celu standaryzacji i automatyzacji protokotu przygotowania prébki do uzycia z zestawem
do wykrywania krazacych komdrek nowotworowych CELLSEARCH® (zestaw CTC CELLSEARCH®). Analize i zliczanie CTC przeprowadza sie za pomoca
pétautomatycznego mikroskopu fluorescencyjnego CELLTRACKS ANALYZER 11°. W tescie zliczane s tylko te komrki, u ktorych dochodzi do ekspresji
czasteczki adhezji komérek nabtonkowych (EpCAM) i cytokeratyny (CK) 8, 18 i/lub 19.

ZASADY TESTU

Zestaw do wykrywania krazacych komdrek nowotworowych CELLSEARCH® zawiera odczynnik przechwytujacy na bazie ferrofluidu i odczynniki
immunofluorescencyjne. Odczynnik ferrofluidowy sktada sie z czastek z rdzeniem magnetycznym otoczonym warstwa polimerowa pokryta
przeciwciatami skierowanymi przeciwko antygenowi EpCAM, wychwytujacymi CTC. Po wychwycie i wzbogaceniu immunomagnetycznym dodaje
sie odczynniki fluorescencyjne w celu identyfikacji i zliczenia CTC. Odczynniki fluorescencyjne obejmuja: anty-CK-fikoerytryne (PE) swoista wobec
wewnatrzkomdrkowego biatka cytokeratyny (charakterystycznej dla komdrek nabtonkowych), DAPI, ktdry barwi jadro komérkowe

i anty-CD45-allofikocyjanine (APC) swoista wobec leukocytow.

Mieszanina odczynnik/prébka jest dozowana przez system CELLTRACKS® AUTOPREP® do kasety umieszczonej w uchwycie kasety MAGNEST. Silne

pole magnetyczne uchwytu kasety MAGNEST przyciagga magnetycznie wyznakowane komérki nabtonkowe do powierzchni kasety. Analizator
CELLTRACKS ANALYZER I1° automatycznie skanuje cata powierzchnie kasety, pozyskuje obrazy i wyswietla uzytkownikowi dowolne zdarzenie, w ktérym
wystepuje jednoczesnie fluorescencja CK-PE i DAPI. Obrazy s3 prezentowane uzytkownikowi w formacie galerii do ostatecznej klasyfikacji. Zdarzenie jest
klasyfikowane jako komdrka nowotworowa, gdy jej cechy morfologiczne s3 zgodne z cechami komérki nowotworowej i wykazuje fenotyp EpCAM+,
K+, DAPI+i (D45-.

MATERIALY DOSTARCZONE W ZESTAWIE
+ Instrukcja uzytkowania

3,0 ml ferrofluidu anty-EpCAM: Zawiera zawiesine 0,022% czastek magnetycznych, sprzezonych z mysim przeciwciatem monoklonalnym
swoistym wobec markera powierzchniowego EpCAM obecnego na komérkach nabtonkowych, w buforze zawierajacym 0,03% albuminy surowicy
bydlecej (BSA) i 0,05% srodka konserwujacego ProClin® 300. (brazowy korek)

+ 3,0 ml odczynnika barwiacego: Zawiera 0,0006% mysich przeciwciat monoklonalnych, swoistych wobec cytokeratyn, sprzezonych z fikoerytryna
(PE); 0,0012% mysiego przeciwciata monoklonalnego anty-CD45 sprzezonego z allofikocyjaning (APC) w buforze zawierajacym 0,5% BSAi0,1%
azydku sodu. (biaty korek)

3,0 ml barwnika kwasu nukleinowego: Zawiera 0,005% 4',6-diamidyno-2-fenyloindolu, dichlorowodorku (DAPI) i 0,05% ProClin® 300.
(niebieski korek)

3,0 ml odczynnika poprawiajacego wychwytywanie: Zawiera 0,02% zastrzezonego odczynnika do kontrolowanej agregadji ferrofluidow,
0,5% BSA i0,1% azydku sodu w buforze. (przezroczysty korek)

3,0 ml odczynnika do permeabilizacji: Zawiera 0,011% zastrzezonego odczynnika do permeabilizagji i 0,1% azydku sodu w buforze.
(zielony korek)

3,0 ml odczynnika do utrwalania komérek: Zawiera 25% zastrzezonych sktadnikéw do utrwalania, 0,1% BSA i 0,1% azydku sodu w buforze.
(czerwony korek)

« 2 xbutelka 110 ml z buforem do rozciericzania: Zawiera bufor z 0,1% azydku sodu.
16 stozkowych probowek wirowkowych (15 ml) i stozkowych korkéw probek CELLSEARCH®
16 kaset i zatyczek kaset
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MATERIALY WYMAGANE, ALE NIEDOLACZONE

Probéwki konserwujace CellSave (nr katalogowy 7900005)

System CELLTRACKS® AUTOPREP® (nr katalogowy 9541)

ANALIZATOR CELLTRACKS ANALYZER I1° (nr katalogowy 9555)

Zestaw kontrolny do testu do wykrywania krazacych komérek nowotworowych CELLSEARCH® (nr katalogowy 7900003)
Pojemnik bufora do urzadzenia pomiarowego CELLTRACKS® AUTOPREP® (nr katalogowy 7901003)

Wiréwka z wirnikiem horyzontalnym (tzn. typu swing-bucket) o wydajnosci wirowania 800 x g

Stojaki na probéwki

Kalibrowane mikropipetory i koicowki

Mieszadto wibracyjne

OSTRZEZENIA 1 SRODKI OSTROZNOSCI

1.
2.
3.

8.
9.

Do diagnostyki in vitro.
Przed przystapieniem do badania probek nalezy w catosci przeczytac niniejszg instrukcje uzytkowania.

Przestroga: pobierac krew tylko do probéwki konserwujacej CellSave. Komdrki CTC s3 delikatne i wymagaja konserwacji w celu zapewnienia
dokfadnosci analizy.

Przestroga: wszyscy pracownicy musza przestrzega¢ uniwersalnych Srodkéw ostroznosci oraz stosowac laboratoryjne srodki ochrony indywidualnej
(tzn. okulary ochronne, fartuch laboratoryjny, rekawice).

Przestroga: zakazenie mikrobiologiczne odczynnikéw moze powodowac btedne wyniki i nalezy go unikac.

Przestroga: niektdre odczynniki zawierajq azydek sodu jako konserwant. W razie potkniecia niezwtocznie zasiegna¢ porady lekarza. Przechowywac
w miejscu niedostepnym dla dzieci. Przechowywac z dala od zywnosci i napojéw. Nosi¢ odpowiednig odziez ochronna. W kontakcie z kwasami
uwalnia bardzo toksyczne gazy. Azydki nalezy sptukiwac duzg iloscia wody, aby uniknac ich osadzania sie na otowianych lub miedzianych
elementach instalagji kanalizacyjnych i ryzyka wytworzenia silnie wybuchowych azydkéw metali.

Ostrzezenie: wszystkie probki biologiczne, wkfady i inne materiaty majace kontakt z prébka (prébkami) stanowia zagrozenie biologiczne. Nalezy
traktowac je jak materiat zakaZny. Z odpadami nalezy postepowac, stosujac odpowiednie $rodki ostroznosci oraz zgodnie z lokalnymi, krajowymi i
unijnymi przepisami. W zadnym przypadku nie nalezy pipetowac ustami.

Ostrzezenie: niektére odczynniki zawieraja ProClin® 300 jako srodek konserwujacy.
Przed wykonaniem procedury testowej operator musi zostac przeszkolony.

Ponizej przedstawiono zwroty dotyczace zagrozen i srodkow ostroznosci:

H317 Moze powodowac reakcje alergiczna skory.

Zapobieganie:
P261 Unikac wdychania pytu/dymu/gazu/mgty/par/rozpylonej cieczy.
P272 Zanieczyszczonej odziezy roboczej nie nalezy wynosic poza miejsce pracy.
P280 Stosowac rekawice ochronne.
Reagowanie:
P333 + P313 W przypadku wystapienia podraznienia skéry lub wysypki: zasiegnac porady/zgtosic sie pod opieke lekarza.
P362 + P364 Zanieczyszczong odziez zdja¢ i wyprac przed ponownym uzyciem.
Utylizacja:
P501 Zawartos¢/pojemnik usuwac do zatwierdzonego zaktadu utylizacji odpadéw.

Dodatkowe informacje mozna znalez¢ w karcie charakterystyki na stronie www.cellsearchctc.com.
PRZECHOWYWANIE ODCZYNNIKOW | POSTEPOWANIE Z NIMI

Odczynniki s3 dostarczane w postaci gotowej do uzycia. Przechowywac w zamknietym opakowaniu w temperaturze 2-8°C.

Po otwarciu odczynniki w zestawie z odczynnikami nalezy przechowywac nie dtuzej niz 30 dni w temperaturze od 2 do 8°C. Na potrzeby
przechowywania otwarte odczynniki nalezy ponownie zamkna¢ niepowtarzalnym korkiem o odpowiednim kolorze, kierujac sie kolorami
wskazanymi na etykietach tacy z odczynnikami. Ma to na celu zapobieganie krzyzowej kontaminacji odczynnikow.

UWAGA: Po otwarciu butelke z buforem do rozciericzania, ktéra nie jest czedcig zestawu odczynnikéw, nalezy przechowywac w temperaturze
pokojowej nie dtuzej niz 30 dni.

Chronic¢ odczynniki przed temperatura przekraczajacg 35°C. Nie zamrazac.
Przed uzyciem doprowadzi¢ do temperatury pokojowej (15 do 30°C).

Wzrokowo sprawdzi¢ zestaw odczynnikéw pod katem prawidtowego umieszczenia
odczynnikéw. Sprawdzic, czy kazdy odczynnik znajduje sie w odpowiednim miejscu,
dopasowujac jego niepowtarzalng kolorowa nakretke do koloréw wskazanych na
etykiecie. Prawidtowe umieszczenie przedstawiono na zdjeciu. Jesli odczynniki

€631600006_PL

M LBL-0018



okaza sie niewtasciwie umieszczone lub jesli sg obecne duplikaty butelek, nie nalezy
uzywac opakowania z odczynnikami i powiadomi¢ pomoc techniczng
w celu zorganizowania wymiany.

« Chroni¢ odczynniki przed dziataniem $wiatta stonecznego.

Prawidtowo przechowywane odczynniki zachowuja stabilnos¢ do daty waznosci wydrukowanej na pojemniku z odczynnikiem lub na pudetku
zestawu. Nie uzywac przeterminowanych odczynnikéw.

Elementy zestawu s3 produkowane i testowane jako kompletna partia. Nie mieszac ani nie dopasowywac odczynnikéw z réznych zestawdw.

PROCEDURA TESTU
Pobieranie i przygotowywanie probek
Pobieranie krwi petnej do probdwek konserwujacych CellSave
1. Pobrac¢ poczatkowe probki przed rozpoczeciem danego schematu leczenia. Kolejne prébki mozna pobierac po rozpoczeciu danego schematu
leczenia, zwykle w odstepach od 3 do 4 tygodni, w celu $ledzenia pozioméw CTC podczas terapii. Jesli pacjent jest leczony doksorubicyna, przed
pobraniem krwi nalezy odczekac co najmniej 7 dni po podaniu dawki doksorubicyny.

2. Pobrac krew petng w sposob aseptyczny przez naktucie zyly lub z portu dozylnego. Stosowac tylko probowki konserwujace CellSave.

3. Napetnic¢ probéwke az do ustania przeptywu krwi, aby zapewni¢ prawidtowy stosunek prébki do antykoagulantu i srodka konserwujacego.
Natychmiast wymiesza, delikatnie odwracajac probéwke osiem razy. Odwracanie prob6éwki zapobiega krzepnieciu. Nieodpowiednie lub opdznione
mieszanie moze prowadzi¢ do niedoktadnych wynikéw testu.

4. Prébki krwi moga by¢ przechowywane lub transportowane w probéwce konserwujacej CellSave. Instrukcje dotyczace procedury, przechowywania
i postepowania znajduja sie w instrukgji uzytkowania probéwki konserwujacej CellSave. Nie przechowywac prébek w lodéwece.

PRZESTROGA: przed obrobka w systemie CELLTRACKS® AUTOPREP® nalezy wzrokowo sprawdzic kazda prébke pod katem obecnosci skrzepw.
Zakrzepte prébki nalezy wyrzuci¢.
Obrébka w systemie CELLTRACKS® AUTOPREP®

1. Wymiesza¢ krew w probdwce konserwujacej CellSave, recznie odwracajac ja piec razy. Nastepnie zdja¢ gumowy korek.

2. Przenies¢ nowa pipeta 7,5 ml krwi z probéwki konserwujacej CellSave do odpowiednio oznakowanej 15 ml wiréwkowej probéwki stozkowej
CELLSEARCH® dostarczonej z zestawem CELLSEARCH® CTC.

3. Dodac nowa pipeta 6,5 ml buforu do rozciericzania.
4. Tatkac wirdwkowa probowke stozkowg CELLSEARCH® i wymieszac pigciokrotnie odwracajac.

5. Odwirowac prébke przy predkosci 800 x g przez petne 10 minut z wytaczonym hamulcem, uzywajac wirdwki typu swing bucket.
Dziesieciominutowy czas wirowania nie uwzglednia czasu potrzebnego do osiagniecia predkosci 800 x g. Ustawi¢ hamulec wirdwki na opcje
wytaczony” lub jesli wirdwka ma funkcje zmiennego hamowania, wiaczy¢ najnizsze ustawienie hamulca. Odwirowywac w temperaturze
pokojowej, stosujac wirdwke przystosowana do temperatury pokojowej. Po odwirowaniu kazda probéwke z prébka sprawdzi¢ wzrokowo pod
katem oddzielenia osocza i czerwonych krwinek.

6. Nalezy przeprowadzi¢ obrébke w systemie CELLTRACKS® AUTOPREP® w ciggu 1 godziny od przygotowania prébki. Petne instrukje znajduja sie
w podreczniku uzytkownika systemu CELLTRACKS® AUTOPREP®.
Analiza w analizatorze CELLTRACKS ANALYZER II°
System CELLTRACKS® AUTOPREP® dozuje przetworzong probke do kasety gotowej do analizy przy uzyciu analizatora CELLTRACKS ANALYZER I1°.
Napetniong kasete w uchwycie kasety MAGNEST nalezy pozostawi¢ do inkubacji w ciemnosci przez co najmniej 20 minut i przeanalizowa¢
w ciagu 24 godzin. Instrukgje analizy prébek i przegladu danych znajduja sie w podreczniku uzytkownika analizatora CELLTRACKS ANALYZER I1°.

KONTROLA JAKOSCI

Zestaw kontrolny do testu do wykrywania krazacych komdrek nowotworowych CELLSEARCH® (nr katalogowy 7900003) sprawdza ogéIne dziatanie
systemu, w tym przyrzad, odczynniki i technike operatora. Kontrole testu do wykrywania krazacych komdrek nowotworowych CELLSEARCH® nalezy
przeprowadzac kazdego dnia podczas badania pacjenta lub w przypadku korzystania z nowej partii zestawu do wykrywania krazacych komérek
nowotworowych CELLSEARCH®. Nalezy zapoznac sie z trescig instrukgji uzytkowania zestawu kontrolnego do testu do wykrywania krazacych komérek
nowotworowych CELLSEARCH® i oczekiwanymi wartosciami.

INTERPRETACJA WYNIKOW
Wyniki podaje sie jako liczbe komérek CTC/7,5 ml krwi.

Przerzutowy rak piersi (MBC)

Liczba CTC wynoszaca co najmniej 5 na 7,5 ml krwi w dowolnym momencie przebiegu choroby wigze sie ze ztym rokowaniem oraz prognozuje krétszy
(zas przezycia bez progresji choroby i krotszy catkowity czas przezycia.
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Przerzutowy rak jelita grubego (MCRC)
Liczba CTC wynoszaca co najmniej 3 na 7,5 ml krwi w dowolnym momencie przebiegu choroby wiaze sie ze ztym rokowaniem oraz prognozuje krétszy
(zas przezycia bez progresji choroby i krotszy catkowity czas przezycia.

Przerzutowy rak gruczotu krokowego (MPC)

Liczba CTC wynoszaca co najmniej 5 na 7,5 ml krwi w dowolnym momencie przebiegu choroby wigze sie ze ztym rokowaniem oraz prognozuje krétszy
(zas przezycia bez progresji choroby i krotszy catkowity czas przezycia.

Srodki ostroznosci

Przeniesienie komdrek CTC z probki o wyniku wiekszym lub réwnym 5000 komdrek CTC na 7,5 ml krwi na nastepne prébki przetwarzane w systemie
CELLTRACKS® AUTOPREP®, w tym prébki z kolejnej partii, moze wptywac na uzyskane wyniki. Jesli komérki s przenoszone do kolejnych prébek, wyniki
zliczania CTC w tych probkach moga by¢ btednie wyzsze niz rzeczywista liczba (TC u pacjenta. Dalsze informacje znajduja sie w podreczniku
uzytkownika CELLTRACKS® AUTOPREP®.

OGRANICZENIA
«  Przestroga: zgodnie z prawem federalnym USA wyrob ten moze by¢ sprzedawany wytacznie lekarzowi lub na jego zlecenie.

Wyniki CELLSEARCH® powinny by¢ stosowane w pofaczeniu ze wszystkimi informacjami klinicznymi pochodzacymi z testéw diagnostycznych
(tzn. obrazowania, badari laboratoryjnych), badaniami przedmiotowymi i petng historia medyczna zgodnie z odpowiednimi procedurami
postepowania w leczeniu.

To badanie prognostyczne nie wykazuje, ze jakakolwiek stosowana obecnie linia terapii jest bardziej lub mniej skuteczna niz jakakolwiek inna
terapia lub jej brak.

Wyniki CELLSEARCH® i wyniki obrazowania nie s3 rownowazne w ocenie przejscia pacjenta od braku progresji choroby do jej progresji.

Jesli pacjent jest leczony doksorubicyna, przed pobraniem krwi nalezy odczekac co najmniej 7 dni po podaniu dawki terapeutycznej. Wyniki
testu CELLSEARCH® nalezy interpretowac z zachowaniem ostroznosci, jesli probki zostaty pobrane w ciagu 7 dni od podania doksorubicyny.

« Komérki CTC, w ktdrych nie ulega ekspresji EpCAM, nie zostang wykryte przez test CELLSEARCH®.
Komérki CTC, w ktdrych ulega ekspresji EpCAM, ale nie cytokeratyny 8, 18 19, nie zostang wykryte przez test CELLSEARCH®.

Substancje zaktécajace:

komarki SK-BR-3 dodawane w prébkach krwi narazano na potendjalne substandje zaktdcajace i pordwnano z komérkami kontrolnymi. Zbadano
poziomy toksycznosci (5-krotny indeks terapeutyczny) nastepujacych lekéw przeciwnowotworowych, lekdw dostepnych bez recepty i innych
substandji egzogennych: cyklofosfamid, mitomycyna C®, Procrit®, biotyna, 5-fluorouracyl, metotreksat, cytrynian tamoksyfenu, paklitaksel,
Arimidex®, acetaminofen, kwas acetylosalicylowy, kofeina, dekstrometorfan, Aredia®, ludzkie przeciwciata przeciwko przeciwciatom mysim (HAMA)
typu 1, HAMA typu 2, Herceptin® i ibuprofen. Nie wykryto istotnych réznic w liczhie komdrek SK-BR-3, co wskazuje, ze te substancje nie zaktécaja
dziatania zestawu do wykrywania krazacych komdrek nowotworowych CELLSEARCH®.

Prébki z dodatkiem toksycznych pozioméw doksorubicyny powodowaty nieprawidtowe barwienie leukocytow jako limfocytéw podwadjnie dodatnich
wzgledem cytokeratyny i (D45, poniewaz doksorubicyna jest zwigzkiem fluorescencyjnym wigczonym do komérek jadrzastych. Wzor barwienia
wszystkich komorek jako dodatnich wobec (D45 i cytokeratyny, jesli jest widoczny, jest oczywisty i tatwo identyfikowany przez operatora jako znany
profil zaktdcenia barwienia. Jesli krew zostanie pobrana po zalecanym 7-dniowym okresie wymywania, po wlewie doksorubicyny, zaktdcenie to jest
mato prawdopodobne w praktyce klinicznej z uwagi na kontrolowane poziomy terapeutyczne i szybki klirens leku.

Badano potencjalne zaktdcenia spowodowane lipemig przez dodanie Intralipidu do prébek w stezeniu 2,6%, co odpowiada ponad 1000 mg/dI
tréjglicerydu. Prébki poddano lizie w celu symulagji catkowitej hemolizy. Badano bilirubine przy 7,4 mg/dl, HAMA 1/HAMA 2 i hematokryt w zakresie
18-60%. Lipemia, hemoliza, zottaczka i szeroki zakres wartosci hematokrytu nie zaktdcaj testu CELLSEARCH®. HAMA 11 HAMA 2 réwniez nie zakf6caja
testu, co wskazuje, Ze osoby otrzymujace mysie lg droga pozajelitowa moga hy¢ z powodzeniem badane za pomoca testu CELLSEARCH®.

SPODZIEWANE WARTOSCI

Zdrowi ochotnicy, nieztosliwa choroba sutka, inna niezfosliwa choroba

Jednopunktowe analizy CTC przeprowadzono na grupach kontrolnych 145 zdrowych ochotnikéw, 101 kobiet z nieztosliwg choroba sutka i 99 kobiet z innymi
chorobami nieztosliwymi. Nie oczekuje sie, aby komdrki nabtonkowe byty obecne w krwi obwodowej zdrowych oséb. Sposréd 345 wszystkich probek od
zdrowych ochotnikéw i kobiet z choroba nieztosliwa tylko jedna osoba miata wiecej niz 5 CTC/7,5 ml. Wyniki zostaty podsumowane w tabeli 1.

Tabela 1. Pacjenci z grupy kontrolnej

: Srednia liczba Liczba pacjentéw - %
Kategoria N cc SD 2CIC>5 Min. Maks.
Pacjent zdrowy 145 0,1 0,2 0 0 1
tagodny nowotwor sutka 101 0,2 12 1 0 12
Inna choroba nlel??dqca 9% 01 04 0 0 3
nowotworem ztosliwym

*Wytyczna NCCLS (28-A2
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Zdrowi ochotnicy, nieztosliwa choroba jelita grubego

Krew pobierano od zdrowych mezczyzn i kobiet w wieku 35 lat lub starszych. Zdrowi ochotnicy zostali wtaczeni do badania w trzech osrodkach

w USA. Do celdw tego badania pobrano dwie probowki krwi od kazdego pacjenta i w obu oznaczono CTC. W sumie ocenie poddano 150 pacjentéw,

od ktérych uzyskano jedna lub dwie porcje krwi 7,5 ml i przetwarzano je oddzielnie w celu oznaczenia CTC. Wyniki CTC z obu probéwek nie byty dostepne
w przypadku wszystkich badanych osob. Srednia liczba krazacych komérek nowotworowych wynosita 0,0 w obu grupach pacjentéw, ze standardowym
odchyleniem od 0,1 do 0,2. Sposrdd 284 wszystkich prébek od zdrowych ochotnikdw (mezczyzn i kobiet), zadna z oséb nie miata wiecej niz 3 (T(/7,5 ml.
Wyniki przedstawiono w tabeli 2.

Tabela 2. Wyniki testu do wykrywania krazacych komorek nowotworowych CELLSEARCH® w grupie kontrolnej

0soby zdrowe Wszystkie osoby z grupy kontrolnej Tylko mezczyzni Tylko kobiety

z grupy kontrolnej | Prohowka 1|Probowka2| tacznie |Probowka1|Probowka2| tacznie |Probowka1|Probowka2| tacznie
N 149 135 284 68 64 132 81 n 152
Zakres CTC 0-1 0-1 0-1 0-1 0-1 0-1 0-1 0-1 0-1
Srednia liczba CTC 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
SD CTC 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2 0,2

N (%) = 1 CTC 2(1%) 4(3%) 6 (2%) 1(1%) 1(2%) 2(2%) 1(1%) 3 (4%) 4(3%)

N (%) = 2 CTC 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%)

Pobrano okoto trzydziestu ml krwi (w celu zwiekszenia prawdopodobieristwa wykrycia komdrek) do czterech oddzielnych probdwek CellSave
(minimum 7,5 ml na probéwke) od pacjentéw poddawanych kolonoskopii lub zabiegowi chirurgicznemu z powodu choroby innej niz nowotwér
Ztosliwy. Przed zabiegiem oceniano do czterech prébek krwi po 7,5 ml w przypadku kazdego pacjenta. Wyniki zostaty podsumowane w tabeli 3.
Wyniki CTC ze wszystkich czterech probéwek nie byty dostepne w przypadku wszystkich badanych os6b. Zaden z pacjentéw z choroba jelita grubego
inng niz nowotwdr ztosliwy nie miat wiecej niz pojedyncza krazaca komdrke nowotworowa na 7,5 ml krwi.

Tabela 3. Wyniki testu do wykrywania krazacych komarek nowotworowych CELLSEARCH® w grupie kontrolnej

Choroba inna niz Pobranie krwi przed procedura
nowotwor zlosliwy Probéwka 1 Probéwka 2 Probéwka 3 Probéwka 4 tacznie
N 55 55 53 47 210
Zakres 0-1 0-1 0-1 0-1 0-1
$rednia 0,1 0,0 00 0,1 00
SD 0,2 0,1 0,2 03 0,2
% =1CTC 3(5%) 1(2%) 2 (4%) 4(9%) 10 (5%)
% =2 (TC 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%)

Rysunek 1 przedstawia czestos¢ CTC w potaczonej grupie zdrowych pacjentéw i pacjentdw z choroba inng niz nowotwdr ztosliwy (grupa kontrolna)
oraz u pacjentéw z MBC, MCRC lub MPC przed rozpoczeciem terapii i okoto 1 miesigca po rozpoczeciu terapii.

Rysunek 1 Czestos¢ (TC w grupie kontrolnej (bez nowotworu ztosliwego) i u pacjentéw z przerzutowym rakiem sutka' (MBC),
przerzutowym rakiem jelita grubego” (MCRC) lub przerzutowym rakiem gruczotu krokowego® (MPC) przed rozpoczeciem

nowej linii terapii (punkt poczatkowy) i ~2-5 tygodni po rozpoczeciu terapii.
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Osoby zdrowe Punkt 3-5 tygodni Punkt 3-5 tygodni Punkt 2-5 tygodni
z grupy poczatkowy poczatkowy poczatkowy
Liczba kontrolnej Pacjentki z MBC ' Pacjenci z MCRC 2 Pacjenci zMPC ?
przypadkéw 295 177 132 413 34 219 203
N (%)z 1CTC 10(3%) 125 (71%) 73 (55%) 196 (47%) 89 (27%) 170 (78%) 123 (61%)
N (%)= 2CTC 0(0%) 108 (61%) 53 (40%) 138 (33%) 48 (14%) 152 (69%) 106 (52%)
N (%)z 3CTC 0{0%) 102 (58%) 47 (36%) 108 (26%) 41 (12%) 139 (63%) 93 (46%)
N (%)= 4CTC 0(0%) 94 (53%) 42 (32%) 90 (22%) 34 (10%) 129 (59%) 86 (42%)
N (%)z 5CTC 0{0%) 88 (50%) 40 (30%) 75 (18%) 26 ( 8%) 125 (57%) 80 (39%)

"Informacje o populacji referencyjnej MBC — Tabela 1 klinicznej instrukgji uzytkowania.
“Informacje o populagji referencyjnej MCRC — Tabela 12 klinicznej instrukgji uzytkowania.
*Informacje o populacji referencyjnej MPC — Tabela 22 klinicznej instrukgji uzytkowania.

CHARAKTERYSTYKA DZIALANIA

0dzyskiwanie

Przeprowadzono pulowanie prébek krwi od jednego zdrowego dawcy i do pieciu z szesciu porgji po 7,5 ml dodano okoto 1300, 325, 81,20 5
hodowanych komérek raka sutka (SK-BR-3). Szdsta probdwka zawierata potaczone prébki krwi bez dodatkéw i stuzyta jako punkt zerowy. Probki te
poddano obrébce w systemie CELLTRACKS® AUTOPREP® za pomoca zestawu do wykrywania krazacych komérek nowotworowych CELLSEARCH®,

a oznaczenia (TC dokonywano w analizatorze CELLTRACKS ANALYZER I1°. Eksperyment powtdrzono dla czterech dodatkowych dawcéw.
Obserwowane wyniki oznaczenia komdrek wykreslono wzgledem wynikéw oczekiwanych. Wyniki zostaty podsumowane w tabeli 4.

Tabela 4. Szacunkowe wartosci procentowe wykrywania.

Oczekiwana liczha komérek Srednia obserwowana liczba komérek -
Zakres procentowy odzyskiwania
nowotworowych nowotworowych

1300 1215 od 91 do 95%

325 308 od 82 do 101%
81 85 od 80 do 136%
20 22 od 95 do 140%
5 7 od 120 do 200%

Aby okresli¢ dopasowanie catkowite lub najmniejszych kwadratdw obserwowanych i oczekiwanych wynikdw oznaczenia komérek na podstawie
wszystkich danych, przeprowadzono analize regresji liniowej. Réwnanie regresji dla tych 30 probek wynosito Y = 0,93x + 3,87 przy R* = 0,999
(R=10,999). Wyniki tego badania wskazuja, ze odzyskiwanie w badanym zakresie CTC, jak wynika z analizy regresji, wynosi srednio 93%.

Biorac pod uwage liniowa odpowiedz wynikéw oznaczenia komérek nowotworowych, mozna by oczekiwac, ze nachylenie krzywej obserwowanej
w stosunku do oczekiwanej wyniesie 1,0. Jednak nachylenie wyniosto 0,93. Jest tak, poniewaz system CELLTRACKS® AUTOPREP® z zestawem do
wykrywania krazacych komdrek nowotworowych CELLSEARCH® CTC obejmuje wychwytywanie i znakowanie fluorescencyjne komdrek, a nastepnie
ich wykrywanie i zliczanie przez analizator CELLTRACKS ANALYZER I1°. Utrata komdrek moze zatem miec jedna z nastepujacych przyczyn:

1) odzyskanie jedynie 93% komérek nowotworowych dodanych do 7,5 ml krwi przez system CELLTRACKS® AUTOPREP®, 2) wykrycie tylko 93%
komérek nowotworowych obecnych w komorze probki przez analizator CELLTRACKS ANALYZER I1° lub 3) kombinacja obu tych Zrodet btedu.

Zakres liniowosci/pomiarowy

Innym sposobem przeanalizowania poprzednich danych jest ich analiza w serii rozcieczent w celu oceny liniowosci testu. Usunieto zmienng
zaktdcen odzyskiwania procentowego, stosujac obserwowang wartos¢ prébki poczatkowej w serii rozcieficzen (tzn. pierwsza probdwka) podzielong
przez wspétczynniki rozciericzenia, aby okresli¢ oczekiwane wartosc serii rozciericzen dla kazdej prébki pacjenta. Regresja wszystkich tych liczh
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obserwowanych komdrek nowotworowych w stosunku do liczby oczekiwanych komdrek nowotworowych data nachylenie 1,007, punkt przeciecia
3,0iR?=10,990 (R = 0,995). Zatem, gdy odzyskiwanie procentowe (utrata komdrek) zostato wykluczone z wynikéw oznaczenia CTC w kazdej

z poczatkowych prébek, analiza danych wykazata, ze wykrywanie CTC byto liniowe w zakresie pomiarowym od 0 do 1238 komdrek nowotworowych.
Limit detekji

Analizator CELLTRACKS ANALYZER I1® moze wykry¢ jedng komérke CTCna 7,5 ml, co daje limit detekcji na poziomie 1 komdrki CTC w kasecie.
Regresja liniowa wskazuje, ze system CELLTRACKS® AUTOPREP® odzyskuje srednio 93% komérek CTC obecnych w 7,5 ml prébki krwi (patrz punkt
0dzyskiwanie). Utrata okoto 7% komorek CTC w prdbce nie jest wystarczajaca do zmniejszenia limitu wykrywalnosci wynoszacego 1 komérke CTC.
Odtwarzalnos¢:

a. Odtwarzalnosc systemu do wykrywania krazacych komérek nowotworowych CELLSEARCH®

Przygotowano trzy oddzielne prébki do zestawu do wykrywania krazacych komérek nowotworowych CELLSEARCH® i oznaczano je kazdego dnia przez
ponad 30 dni, zgodnie z metodq dtugookresowa wedtug wytycznych EP5-A NCCLS. Kazda jednorazowa butelka na prébke zawiera niskie i wysokie
stezenie komérek z okreslonej linii komérkowej, ktére zostaty wstepnie wybarwione dwoma réznymi fluorochromami. Podsumowanie statystyk dla
wysokich i niskich kontroli przedstawiono ponizej.

Tabela 5. Podsumowanie analiz precyzji

Nis. Wys.
N 99 99
Srednia liczba komérek 48 969
0dchylenie standardowe catkowitej precyzji (ST)% CV 18% 5%

b. 0dtwarzalnos¢ systemu z probkami pacjenta

Przerzutowy rak sutka (MB()

W trakcie badania klinicznego pobrano tacznie 163 podwdjnych prébek krwi od 47 pacjentek z przerzutowym rakiem sutka. Te probki oznaczano
w kilku osrodkach w celu okreslenia odtwarzalnosci pomiaréw liczby CTC. Réwnanie regresji dla poréwnania tych 163 podwéjnych probek wynosito
Y =0,98x + 0,67, R? = 0,99. Rysunek 2 przedstawia wykres punktowy podwdjnych wynikow pomiaru liczby CTC we krwi od pacjentek z MBC

wykreslonych w skali logarytmicznej, z progiem 5 CTC wskazanym liniami przerywanymi.

Rysunek 2. Odtwarzalnosc oznaczen CTC w podwéjnych prébkach MBC (n = 163) ze sSrednig < 5 lub = 5 C(TCna 7,5 ml krwi.

Liczba CTC, probéwka 2

»oo~Nn®
Ll

[ 1]

[
-

-]
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Rysunek 2 Uwaga: moze
by¢ wiecej niz jeden punkt
natozony na inny. Na
przyktad na tym wykresie
znajduje sie 50 przypadkdw
(31%), w ktdrych obie
probowki zawieraty 0 CTC,
18 przypadkéw (11%),

w ktdrych probowka 1
zawierata 0 (TG, a probéwka
2 zawierata 1 CTC, oraz
kolejne 18 przypadkéw
(11%), gdzie probéwka

1 zawierata 1(TC a
probéwka 2 zawierata 0 CTC.

Przerzutowy rak jelita grubego (MCRC)
W trakcie badania klinicznego pobrano tacznie 1627 podwdjnych probek krwi od 430 pacjentéw z mCRC. Te prébki oznaczano w kilku osrodkach w celu
okreslenia odtwarzalnosci pomiaréw liczby CTC. Rownanie regresji dla pordwnania tych 1627 podwéjnych probek wynosito Y = 0,98x + 0,18, R? = 0,96.

Rysunek 3 przedstawia wykres punktowy podwdjnych wynikéw pomiaru liczby CTC we krwi od pacjentow z mCRC wykreslonych w skali logarytmicznej,
z progiem 3 CTC wskazanym liniami przerywanymi.
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Rysunek 3. Odtwarzalnosc oznaczer CTC w podwéjnych prébkach MCRC (n = 1627) ze Srednia < 3 lub = 3 CTCna 7,5 ml krwi.
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Imiennosc liczby komdrek CTC miedzy probdwkami z prébkami krwi pobranymi od pacjentdw z przerzutowym rakiem sutka i jelita grubego przedstawiono
na rysunkach 2 i 3. Rozktad rzadkich zdarzen (takich jak komérki nowotworowe) w danej objetosc jest losowy i niezalezny od komdrki lub typu choroby.
Najlepiej charakteryzuje to rozktad Poissona — matematyczna metoda stosowana w systemach modelowania, w ktérej prawdopodobieristwo wystapienia
zdarzenia jest bardzo niskie, ale liczba mozliwosci wystapienia takiego zdarzenia jest duza®. W przypadku probowek z bardzo matg liczba komérek CTC
gruczotu krokowego uzasadnione jest oczekiwanie zmiennosci wynikéw podobnych do przedstawionych na rysunkach 2 i 3. Poniewaz dwa poprzednie
badania z udziatem pacjentéw z MBCi mCRC wykazaty prawie identyczne wyniki, poréwnanie wynikéw CTC w poszczegdlnych probkach krwi od pacjentow
z przerzutowym rakiem gruczotu krokowego nie zostato przeprowadzone podczas badania klinicznego gruczotu krokowego z uzyciem systemu do
wykrywania krazacych komérek nowotworowych CELLSEARCH®. Jednak wyniki niezaleznego badania z wykorzystaniem technologii CELLSEARCH®
przeprowadzonego w Memorial Sloan-Kettering Cancer Center nie wykazaty zadnych systematycznych réznic miedzy placdwkami lub probéwkami co do
liczby komérek CTC w zakresie od 0 do 1192 na probéwke u pacjentéw z przerzutowym rakiem gruczotu krokowego®.
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1 Pacjentki z przerzutowym rakiem sutka (MBC)
Przeprowadzono wieloosrodkowe prospektywne badanie kliniczne w celu okreslenia, czy wynik CTC pozwala prognozowac progresje choroby
i czas przezycia. Do badania wigczono pacjentki z przerzutowym rakiem sutka z mierzalng (N = 177) chorobg rozpoczynajace nowa linie terapii.

Dane kliniczne analizowano w grupie przeznaczonej do leczenia (ITT). Dane demograficzne pacjentéw podsumowano w tabeli 1.

Tabela 1: Dane demograficzne pacjentek z MBC

Kategoria

N=177 pacjentow

Wiekw punkcie poczatkowym Srednia + od(;l:::‘ei::‘ea ;tandardowe 58 51;; 13
Opis kategorii Liczba pacjentow (% tacznej liczby)
1 26 (15%)
2 92 (52%)
Stadium 3 26 (15%)
4 20 (11%)
Nieznane 13 (7%)
Biata 153 (86%)
Rasa (zarna 14 (8%)
Latynoamerykariska 7 (4%)
Nieznana 3 (2%)
0 82 (46%)
Wynik w skali ECOG 1 72 (41%)
w punkcie poczatkowym 2 18 (10%)
Nieznany 5(3%)
- Narzady trzewne 152 (86%)
Lokalizacja choroby Koédi 153 (86%)
+ 121 (68%)
ER/PR - 54 (31%)
Brak danych 2(1%)
0 91(51%)
1+ 12 (7%)
HER2 2+ 18 (10%)
3+ 27 (15%)
Brak danych 29 (17%)
1. linia 82 (46%)
Linia terapii 2. linia 26 (15%)
> 3. linia 67 (38%)
Brak danych 2(1%)
Chemioterapia (Ch) 74 (42%)
Hormonalna (En) 45 (25%)
Celowana (Ta) 9(5%)
Ch/En 10 (6%)
Rodzaj terapii Ch/Ta 23 (13%)
En/Ta 7 (4%)
Ch/En/Ta 2(1%)
Inna 2(1%)
Brak danych 5(3%)

Miano CTC w punkcie poczatkowym oznaczono przed rozpoczeciem nowej linii terapii. Miano CTC w okresie kontrolnym oznaczano po rozpoczeciu
terapii w odstepach okoto 3-4 tygodni. W przypadku analiz w punkcie poczatkowym czas przezycia bez progresji choroby (PFS) mierzono od pierwszego
pobrania krwi do rozpoznania progresji na podstawie skanéw TK i/lub Klinicznych objawéw podmiotowych i przedmiotowych, zas catkowity czas
przezycia (0S) mierzono od pierwszego pobrania krwi do zgonu. W przypadku analiz w okresie kontrolnym PFS mierzono od kontrolnego pobrania

krwi do rozpoznania progresji lub zgonu, a 0S mierzono od czasu kontrolnego pobrania krwi do zgonu.

1.1 (zestos¢ oznaczania CTC

Wyniki CTC uzyskane z kontrolnych pobran krwi 3—5 tygodni, 6—8 tygodni, 9—12 tygodni oraz 1320 tygodni po rozpoczeciu leczenia klasyfikowano jako
korzystne (< 5 CTC) lub niekorzystne (= 5 CTC). Jesli uzyskano wiecej niz jeden wynik CTC w dowolnym wyznaczonym kontrolnym punkcie czasowym,
wykorzystywano wynik CTC z pobierania krwi w punkcie najbardziej oddalonym od pobrania krwi w punkcie poczatkowym.

Sposréd catkowitej liczby pacjentek z MBC, wynoszacej 177, 23 nie mozna byto ocenic przy pierwszym badaniu kontrolnym. Sposréd tych 23 pacjentek,
dziesie¢ zmarto przed kolejnym pobraniem krwi w badaniu kontrolnym, u dziewigciu wystapita progresja choroby przed kolejnym pobraniem krwi

w badaniu kontrolnym, a czterech nie poddano badaniu kontrolnemu. Warto zauwazy¢, ze kazda z dziesigciu pacjentek, ktéra zmarfa, miata

> 5 do skrajnie wysokich wynikéw CTC w punkcie poczatkowym (wyniki CTC: 9, 11, 15, 24, 111, 126, 301, 1143, 4648 i 23618). Sposrdd 154 pacjentek
dostepnych do badania kontrolnego, odpowiednio u 132,99, 129 i 85 pobrano krew 3-5, 68, 9—14i 15—20 tygodni po rozpoczeciu leczenia.
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W tabeli 3 podsumowano catkowita liczbe i odsetek pacjentek z niekorzystnym CTC w badaniu klinicznym w odniesieniu do catkowitego czasu przezycia,
ktdre réznig sie od liczby i odsetka pacjentek w odniesieniu do czasu przezycia bez progresji choroby przedstawionego w tabeli 2. Réznica w liczhie pagjentek
w poszczegélnych punktach czasowych miedzy dwiema tabelami wynika z progresji choroby u niektdrych pacjentek przed pobraniem krwi. Réznica w liczhie
pacjentek w obrebie tabel wynika z liczby pacjentek, u ktdrych pobierano krew i dajacych sie oceni¢ wynikéw CTC w kazdym punkcie czasowym.

1.2 Analiza czasu przezycia bez progresji choroby (PFS) pacjentek z MBC
1.2.1 PFS na podstawie wynikow CTC w punkcie poczatkowym

U wszystkich 177 pacjentek z MBC wykonano oznaczenie CTC w punkcie poczatkowym. Na potrzeby analizy Kaplana-Meiera pacjentki podzielono na
dwie grupy na podstawie wyniku CTC w punkcie poczatkowym:

Grupa z wynikiem korzystnym (N = 89), oznaczona kolorem zielonym, sktadata sie z pacjentek z liczbg (TC < 5.
Grupa z wynikiem niekorzystnym (N=88), oznaczona kolorem czerwonym, sktadata sie z pacjentek z liczha (TC = 5.

Mediana PFS byta znacznie dtuzsza w grupie korzystnych wynikw w poréwnaniu z grupg wynikdw niekorzystnych (odpowiednio 7,0 w stosunku
do 2,7 miesiaca). Wyniki te przedstawiono na rysunku 1.

Rysunek 1: PFS u pacjentek z MBCz < 5 lub = 5 CTC w punkcie poczatkowym (N=177).
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1.2.2 PFS na podstawie wynikéw CTC z badan kontrolnych

Na potrzeby analizy Kaplana-Meiera pacjentki z MBC podzielono na dwie grupy w oparciu o liczbe CTCz poszczegélnych kontrolnych pobran krwi. PFS obu
grup pacjentek w poszczegdlnych kontrolnych punktach czasowych pobierania krwi po rozpoczeciu leczenia przedstawiono na rysunku 2. Okresy PFS byly
obliczane od czasu kazdego pobrania krwi, a kazda pacjentka wykazujaca oznaki progresji przed konkretnym pobraniem krwi byta wykluczana z analizy i
wszystkich kolejnych pobran krwi. Rysunek 2 przedstawia mozliwos¢ przewidzenia czasu do progresji klinicznej u 177 pacjentek z przerzutowym rakiem
sutka na podstawie wyniku CTC wynoszacego < 5 lub > 5w okresie 3-5 tygodni, 6-8 tygodni, 9-14 tygodni i 15-20 tygodni po rozpoczeciu terapii.

Grupa z korzystnym wynikiem, oznaczona kolorem oliwkowym, granatowym, fioletowym oraz niebieskim, sktadata sie z pacjentek
zwynikiem (TC <5,

+  Grupa z niekorzystnym wynikiem, oznaczona kolorem brazowym, czarnym, szarym i , sktadata sie z pacjentek z wynikiem
ac=5s.
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Rysunek 2: PFS u pacjentek z MBCz < 5 lub = 5 CTC w réznych punktach czasowych okresu kontrolnego.
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Tabela 2 podsumowuje wyniki analizy PFS na podstawie pozioméw CTCi progu > 5 CT(/7,5 ml w poszczegéinych punktach czasowych pobierania krwi.
Tabela 2: Czas przezycia bez progresji choroby (PFS) u pacjentek z MBCz < 5 lub = 5 CTC w réznych punktach czasowych

1 2 3 4 5 6
(zas prébkomgania " - Mediana PFS w miesigcach (95% CI) V\’,,-,.,togé p
po rozpoczeciu Tx <50I¢ > 5 CIC w tescie log-rank
Punkt poczatkowy 17 88 (50%) 7,0(0d5,6do89) 2,7 (0d 2,1do 4,4) 0,0001
3-5 tygodni 126 36 (29%) 6,1 (od 4,7 do 8,6) 1,3(0d 0,7 do 2,1) <0,0001
6-8 tygodni 88 15 (17%) 5,6 (0d4,5do7,6) 1,4(0d 0,6 do 3,4) 0,0001
9-14 tygodni 102 11(11%) 7,0 (0d 5,1 do 8,8) 3,0 (0d 0,9 do 4,8) 0,0251
15-20 tygodni 76 12 (16%) 59(0d3,8do08,7) 3,6 (0d 0,7 do7,0) 0,0610

Jak pokazano na rysunku 2 i w tabeli 2, u pacjentek z podwyzszonym CTC (= 5 CTC/7,5 ml w krwi petnej) w dowolnym punkcie czasowym prawdopodobieristwo
szybkiej progresji byto znacznie wieksze niz u pacjentek z < 5 CTC. Kolumna 4 tabeli 2 pokazuje, ze mediana czasu PFS u pagjentek z CTC < 5 wynosita od 5,6 do
7,0 miesiecy i byfa znacznie dtuzsza niz mediana czasu PFS u pagjentek z CTC > 5, ktdra wahata sie od 1,3 do 3,6 miesiaca (kolumna 5).
1.2.3 Zmniejszenie lub zwigkszenie liczby CTC prognozuje dtuzszy lub krétszy PFS
(zas PFS liczono od pobrania krwi w punkcie poczatkowym. Na potrzeby analizy Kaplana-Meiera (rysunek 3) pacjentki z MBC podzielono na cztery
grupy w oparciu o wynik CTC w punkcie poczatkowym oraz 3—5 tygodni, 6-8 tygodni, 9—14 tygodni i 15—-20 tygodni od rozpoczecia terapii.
«  Grupa 1 (zielona krzywa), 83 (47%) pacjentki z (TC < 5 we wszystkich punktach czasowych pobrania krwi. U pieciu (6%) z tych pacjentek
uzyskano wynik > 5 CTC tylko w punkcie poczatkowym, a u dwédch (2%) — tylko raz pomiedzy pierwszym i ostatnim pobraniem krwi;
Grupa 2 (granatowa krzywa), 38 (21%) pacjentek z liczbg CTC > 5 przed rozpoczeciem terapii, u ktorych doszto do obnizenia CTCdo < 5 przy
ostatnim pobraniu krwi;
Grupa 3 ( krzywa), 17 (10%) pacjentek z CTC < 5 we wczesnych pobraniach krwi (punkt poczatkowy, 3-5 tygodni i/lub
6-8 tygodni), u ktrych jednak doszto do zwigkszenia CTC do > 5 przy ostatnim pobraniu krwi;

Grupa 4 (czerwona krzywa), 39 (22%) pacjentek z (TC > 5 we wszystkich punktach czasowych pobrania krwi. U dziesieciu (26%) sposréd
tych pacjentek wykonano tylko pobranie krwi w punkcie poczatkowym;
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Rysunek 3: Obnizenie liczby CTC ponizej 5 po rozpoczeciu terapii prognozuje dtuzszy PFS u pacjentek z MBC
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Rysunek 3 pokazuje, ze pacjentki z MBC z CTC > 5 we wszystkich punktach czasowych (grupa 4) miaty najkrotsza mediane PFS, ktora byta znaczaco
rézna od mediany PFS , grupy 2 i grupy 1. Réznice miedzy krzywymi dla innych grup na tym rysunku nie byty znaczace.

1.3 Analiza catkowitego czasu przezycia (0S) pacjentek z MBC

1.3.1 Analiza 0S na podstawie wynikéw CTC w punkcie poczatkowym

Zgon nastapit u 109 (62%) ze 177 pacjentek z MBC, ze Srednim okresem kontrolnym w przypadku 68 pozostajacych nadal przy zyciu pacjentek (38%)
wynoszacym 22,7 + 9,4 miesigca (mediana = 21,1, zakres = 4,4-48,6). W czasie tych analiz zmarty 44 (49%) z 89 pacjentek z grupy korzystnej
(< 5 CTCw punkcie poczatkowym) w poréwnaniu z 65 (74%) z 88 z grupy niekorzystnej (> 5 CTC w punkcie poczatkowym).

Na potrzeby analizy Kaplana-Meiera pacjentki podzielono na dwie grupy na podstawie wyniku CTC w punkcie poczatkowym:
Grupa z wynikiem korzystnym (N = 89), oznaczona kolorem zielonym, sktadata sie z pacjentek z liczhg (TC < 5.
Grupa z wynikiem niekorzystnym (N=88), oznaczona kolorem czerwonym, sktadata sie z pacjentek z liczha (TC = 5.

Mediana 0S byta znacznie dtuzsza w grupie korzystnych wynikdw w poréwnaniu z grupa wynikéw niekorzystnych (odpowiednio 21,9 w stosunku do
10,9 miesigca). Wyniki te przedstawiono na rysunku 4.

Rysunek 4: 0S u pacjentek z MBCz < 5 lub = 5 C(TC w punkcie poczatkowym (N = 177).
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90%, — poczatkowym N (%) (95% CI)
-g <5CTC  89(50%) 21,9 (od 20,1 do 28,6)
,E 80% - z5CTC 88(50%) 10,9 (od 7,0 do 15,2)
g 70% Wespolczynnik hazardu Coxa = 2,4
© % Wartoéé chi-kwadrat = 19,54
% 60% p w tescie (wartos¢ p < 0,0001)
< % logrank < 0,0001
ey 50 21,9 miesiqca
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Czas od punktu poczgtkowego (w miesigcach)

1.3.2  0S na podstawie wynikéw CTC z badan kontrolnych

Analizy Kaplana-Meiera dla obu grup pacjentek z MBC w poszczegélnych kontrolnych punktach czasowych pobierania krwi po rozpoczeciu terapii
przedstawiono na rysunku 5. Ten rysunek przedstawia mozliwos¢ przewidzenia czasu do zgonu u 177 pacjentek z przerzutowym rakiem sutka na
podstawie wyniku CTC wynoszacego < 5 lub > 5 CTC w okresie 3-5 tygodni, 6-8 tygodni, 914 tygodni i 15—20 tygodni po rozpoczeciu terapii.
(zas 0S liczono od kazdego pobrania krwi.
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Grupa z korzystnym wynikiem, oznaczona kolorem oliwkowym, granatowym, fioletowym oraz niebieskim, sktadata sie z pacjentek
zwynikiem (TC <5,

+  Grupa z niekorzystnym wynikiem, oznaczona kolorem brazowym, czarnym, szarym oraz , sktadata sie z pacjentek z wynikiem
(ac=5.

Rysunek 5: 0S u pacjentek z MBCz < 5 lub > 5 CTC w réznych punktach czasowych okresu kontrolnego.
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<5CTCw:
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Czas od pobrania krwi {(w miesiacach)

Tabela 3 podsumowuje wyniki analizy 0S przy uzyciu pozioméw CTCi progu = 5 CTC/7,5 ml w poszczegéInych punktach czasowych pobierania krwi.
Tabela 3: Catkowity czas przezycia (0S) pacjentek z MBC z < 5 lub > 5 CTC w réznych punktach czasowych

1 2 3 4 5 6
(zas p,ébko“.,ania N - Mediana 0S w miesigcach (95% Cl) v\’,a.m,gg p

porozpoczeciu Tx = <5 ¢ =5 CIC w tescie log-rank

Punkt poczatkowy 177 88 (50%) 21,9 (0d 20,1 do 28,6) 10,9 (0d 7,0 do 15,2) <0,0001

3-5 tygodni 132 40 (30%) 21,7 (0d 18,8 do 25,9) 6,2 (0d 4,1do8,9) <0,0001

6-8 tygodni 9 22 (22%) 19,1 (0d 14,2 do 22,1) 6,3 (0d 4,8d09,8) 0,0001

9-14 tygodni 129 24 (19%) 20,8 (0d 17,8 do = 45) 6,4 (0d3,0d010,9) <0,0001

15-20 tygodni 85 15 (18%) 20,1 (0d 17,1 do = 35) 11,3 (0d 2,0 do 22,9) 0,0021

1.3.3 Zmniejszenie lub zwigkszenie liczby CTC prognozuje dtuzszy lub krétszy 0S

(zas 0S liczono od pobrania krwi w punkcie poczatkowym. Na potrzeby analizy Kaplana-Meiera (rysunek 6) pacjentki z MBC podzielono na cztery grupy
w oparciu o wynik CTCw punkcie poczatkowym oraz 3—5 tygodni, 6-8 tygodni, 9—14 tygodni i 15-20 tygodni od rozpoczecia terapii:

Grupa 1 (zielona krzywa), 83 (47%) pacjentki z (TC < 5 we wszystkich punktach czasowych pobrania krwi. U pieciu (6%) z tych pacjentek
uzyskano wynik = 5 CTC tylko w punkcie poczatkowym, a u dwéch (2%) — tylko raz pomigdzy pierwszym i ostatnim pobraniem krwi;

- Grupa 2 (granatowa krzywa), 38 (21%) pacjentek z liczba CTC > 5 przed rozpoczeciem terapii, u ktérych doszto do obnizenia CTC do < 5 przy
ostatnim pobraniu krwi;

Grupa 3 ( krzywa), 17 (10%) pacjentek z CTC < 5 we wezesnych pobraniach krwi (punkt poczatkowy, 3—5 tygodni i/lub
6-8 tygodni), u ktdrych doszto do zwiekszenia CTC do = 5 przy ostatnim pobraniu krwi;

Grupa 4 (czerwona krzywa), 39 (22%) pacjentek z CTC > 5 we wszystkich punktach czasowych pobrania krwi. U dziesieciu (26%) spoérdd tych
pacjentek wykonano tylko pobranie krwi w punkcie poczatkowym.

Rysunek 6 pokazuje, ze u pacjentek z MBC, ktdre przekroczyty prog 5 CTC w dowolnym momencie po rozpoczeciu terapii, wystepowato znacznie wieksze
prawdopodobieristwo krotszego catkowitego czasu przezycia. Pacjentki z MBC z CTC > 5 we wszystkich punktach czasowych (grupa 4) miaty najkrétsza
mediane 0S, ktdra byta znaczaco rézna od mediany 0S , grupy 2 i grupy 1. Réznica w medianie czasu przezycia miedzy igrupa 1

byfa réwniez znaczaca, natomiast mediana 0S dla byta wprawdzie krétsza niz dla grupy 2, lecz rdznica ta nie byta istotna statystycznie.
Rysunek 6 pokazuje rowniez, ze u pacjentek, u ktrych w punkcie poczatkowym wartos¢ CTC byta > 5, ale ostatecznie spadta do poziomu < 5 CTC po
rozpoczeciu leczenia, ryzyko zgonu byto w przyblizeniu takie samo, jak u pacjentek, ktére nigdy nie przekroczyty progu 5 CTC.
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Rysunek 6: Obnizenie liczby CTC ponizej 5 po rozpoczeciu terapii prognozuje diuzszy 0S u pacjentek z MBC, zas wzrost liczby CTCdo 5 lub
wigcej prognozuje krétszy 0S
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Czas od punktu poczatkowego {(w miesigcach)

Jak pokazano na rysunku 6 i w tabeli 3, w kolumnie 4 5, pacjentki z MBCz = 5 CTCw dowolnych punktach czasowych wykazywaty znacznie wieksze
prawdopodobienistwo wczesniejszego zgonu niz pacjentki z liczba (TC < 5. Mediana okresu 0S u tych pacjentek z CTC < 5 miescita sie w zakresie od
19,1 do 21,9 miesiecy i byta znacznie dtuzsza niz mediana okresu 0S u pacjentek z (TC > 5, ktdéra wahata sie od 6,2 do 11,3 miesiaca.

1.3.4 Analiza jednoczynnikowej regresji Coxa u pacjentek z MBC

W celu oceny zwiazku z PFS i 0S wykonano jednoczynnikowa analize regresji Coxa nastepujacych parametrow: wiek pacjentki (ciagty), stadium choroby
w momencie rozpoznania (1-4), czas do przerzutu (ciggty), wynik w skali ECOG przed rozpoczeciem nowej linii terapii (0-2), stan ER/PR (+/-), stan
HER2/neu (0-3+), linia terapii (= 2 lub 1), rodzaj terapii (tylko chemioterapia lub terapia hormonalna/kombinacja), liczba CTC w punkcie poczatkowym
(= 51ub < 5 CTC/7,5 ml) i liczba CTC w oznaczeniach kontrolnych 35 tygodni, 68 tygodni, 9—14 tygodni i 15—20 tygodni po rozpoczeciu terapii

(= 51ub <5 CTC/7,5 ml). Tabela 4 przedstawia wyniki tej analizy, wspétczynnik hazardu Coxa (HR) oraz powiazang warto$¢ p (test Walda statystyki Z),
a takze liczbe pacjentek wchodzacych w zakres kazdej oceny.

Tabela 4: Analiza jednoczynnikowej regresji Coxa u pacjentek z MBC

. Liczba PFS: ryzyko w punkcie 0S: ryzyko w punkcie
Kategorie
Parametr pagjentek poczatkowym poczatkowym
Wynik dodatni | Wynik ujemny |  ZMBC HR Wartosé p HR Wartos¢ p
Wiek podczas pobrania krwi Wiek w latach 175 0,99 0,173 0,99 0,375
w punkcie poczatkowym
Stadium w pierwotnym rozpoznaniu 4lub3lub2lub1 164 0,97 0,723 1,00 0,969
ER/PR Wynik dodatni | Wynik ujemny 175 0,84 0,327 0,53 0,002
Her-2/neu 3+ lub 2+ lub 1+ lub 0 148 0,91 0,207 0,93 0,422
Wynik w skali ECOG w punke 2lub11ub0 m 1,14 0,307 1,64 0,001
poczatkowym
(zas do przerzutu Czas w latach 175 0,97 0,048 0,95 0,018
Linia terapii 22 1 175 1,55 0,007 1,91 0,001
. . Tylko .
Rodzaj terapii N . H/Ci/lub 172 1,97 < 0,001 2,22 <0,001
chemioterapia

Liczba CTC w punkcie poczatkowym >5 <5 177 1,85 <0,001 2,36 < 0,001
Liczba CTC po 3-5 tygodniach 25 <5 132 2,52 < 0,001 3,30 <0,001
Liczba CTC po 6-8 tygodniach >5 <5 99 3,57 <0,001 2,87 < 0,001
Liczba CTC po 9—14 tygodniach >5 <5 129 2,89 <0,001 3,64 < 0,001
Liczba CTC po 15-20 tygodniach >5 <5 85 1,86 0,041 2,85 0,004

H/C/i/lub | — sama terapia hormonalna, immunoterapia lub kombinacja terapii hormonalnej i/lub chemioterapii i/lub immunoterapii
1.3.5 Analiza wieloczynnikowej regresji Coxa u pacjentek z MBC

Przeprowadzono analizy wieloczynnikowej regresji Coxa danych dotyczacych pacjentek z MBC w celu oceny niezaleznej mocy predykcyjnej wyniku CTC
poprzez skorygowanie o wptyw znanych waznych czynnikéw klinicznych, ktdre sg istotne statystycznie w analizach jednoczynnikowych. Wynik CTC
okazat sie silnym czynnikiem rokowniczym PFS (tabela 5) i OS (tabela 6).
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Tabela 5: Analiza czasu przezycia bez progresji choroby z zastosowaniem wieloczynnikowej regresji Coxa u pacjentek z MBC

Zmienna N Wspétczynnik hazardu Wartosc p
(TCw punkcie poczatkowym (< 5 lub = 5) 1,69 0,001
(zas do przerzutu (w latach) - 0,98 0,154
Linia terapii (1. lub > 2.) 1,52 0,013
Rodzaj terapii (hormonalna/inna lub tylko chemioterapia) 1,74 0,001
(TC po 3-5 tygodniach okresu kontrolnego (< 5 lub > 5) 2,32 < 0,001
(zas do przerzutu (w latach) 1 0,97 0,166
Linia terapii (1. lub > 2.) 1,68 0,008
Rodzaj terapii (hormonalna/inna lub tylko chemioterapia) 1,50 0,060
(TC po 6-8 tygodniach okresu kontrolnego (< 5 lub > 5) 2,92 < 0,001
(zas do przerzutu (w latach) 0,93 0,023
Linia terapii (1. lub = 2.) » 1,36 0,175
Rodzaj terapii (hormonalna/inna lub tylko chemioterapia) 1,90 0,005
(TC po 9-14 tygodniach okresu kontrolnego (< 5 lub = 5) 2,23 0,002
Czas do przerzutu (w latach) 19 0,97 0,170
Linia terapii (1. lub > 2.) 1,48 0,061
Rodzaj terapii (hormonalna/inna lub tylko chemioterapia) 173 0,007
(TC po 15-20 tygodniach okresu kontrolnego (< 5 lub = 5) 1,58 0,140
Czas do przerzutu (w latach) o 0,96 0,064
Linia terapii (1. lub > 2.) 1,80 0,018
Rodzaj terapii (hormonalna/inna lub tylko chemioterapia) 1,66 0,049
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Tabela 6: Analiza catkowitego czasu przezycia z zastosowaniem wieloczynnikowej regresji Coxa u pacjentek z MBC

Zmienna N Wspétczynnik hazardu Wartos¢ p
CTCw punkcie poczatkowym (< 5 lub = 5) 2,62 < 0,001
ER/PR (wynik ujemny lub dodatni) 0,57 0,016
Wynik w skali ECOG w punkcie poczatkowym (2 lub 1 lub 0) - 1,58 0,001
Czas do przerzutu (w latach) 0,97 0,078
Linia terapii (1. lub 2.) 2,33 < 0,001
Rodzaj terapii (hormonalna/inna lub tylko chemioterapia) 1,78 0,006
(TC po 3-5 tygodniach okresu kontrolnego (< 5 lub = 5) 3,78 < 0,001
ER/PR (wynik ujemny lub dodatni) 0,51 0,020
Wynik w skali ECOG w punkcie poczatkowym (2 lub 1 lub 0) 0 1,69 0,001
Czas do przerzutu (w latach) 0,96 0,142
Linia terapii (1. lub 2.) 2,30 0,001
Rodzaj terapii (hormonalna/inna lub tylko chemioterapia) 1,72 0,026
(TC po 6-8 tygodniach okresu kontrolnego (< 5 lub = 5) 2,88 0,001
ER/PR (wynik ujemny lub dodatni) 0,58 0,062
Wynik w skali ECOG w punkcie poczatkowym (2 lub 1 1ub 0) % 1,32 0,173
(zas do przerzutu (w latach) 0,94 0,135
Linia terapii (1. lub 2.) 2,51 0,001
Rodzaj terapii (hormonalna/inna lub tylko chemioterapia) 2,33 0,003
(TC po 9-14 tygodniach okresu kontrolnego (< 5 lub = 5) 414 < 0,001
ER/PR (wynik ujemny lub dodatni) 0,39 0,002
Wynik w skali ECOG w punkcie poczatkowym (2 lub 1 lub 0) 19 1,57 0,016
(zas do przerzutu (w latach) 0,98 0,388
Linia terapii (1. lub 2.) 2,21 0,003
Rodzaj terapii (hormonalna/inna lub tylko chemioterapia) 2,28 0,003
(TC po 15-20 tygodniach okresu kontrolnego (< 5 lub = 5) 3,44 0,006
ER/PR (wynik ujemny lub dodatni) 0,38 0,024
Wynik w skali ECOG w punkcie poczatkowym (2 lub 1 lub 0) 6 133 0,321
(zas do przerzutu (w latach) 0,94 0,150
Linia terapii (1. lub 2.) 343 0,001
Rodzaj terapii (hormonalna/inna lub tylko chemioterapia) 1,67 0,166

1.4  Zastosowanie oznaczen komorek CTC do monitorowania stanu klinicznego w przerzutowym raku sutka
1.4.1 Zwiazek miedzy przezyciem, CTCi oceng choroby w obrazowaniu

Obrazowanie radiologiczne jest jednym z podstawowych sposobow okreslania stadium choroby i odpowiedzi na leczenie u pacjentek z przerzutowym
rakiem sutka. Aby okreslic zaleznos¢ miedzy stanem klinicznym ustalonym w obrazowaniu a liczhg CTC, poréwnano wyniki CTC oznaczane w dwdch
réznych punktach czasowych oraz wyniki obrazowania 1) z rzeczywistym ostatecznym klinicznym catkowitym czasem przezycia oraz 2) wzgledem siebie.

14.2 (1C

Poprzednie dane wykazaty, ze u pacjentek z MBC z > 5 CT(/7,5 ml krwi przy kazdym badaniu kontrolnym po rozpoczeciu leczenia prawdopodobierstwo
progresji choroby i krdtszego catkowitego czasu przezycia byto wieksze niz u pagjentek z < 5 CTC/7,5 ml krwi. Wyniki CTC uzyskane podczas pierwszej
kontroli po rozpoczeciu terapii, jak rowniez wyniki CTC uzyskane w ciggu + jednego miesiaca od badania obrazowego sklasyfikowano jako < 5 CTC

i > 5(CTC Jezeli w ciggu + jednego miesiaca od badania obrazowego uzyskano wiecej niz jedng wartos¢ CTC, do obliczen uzywano wyniku CTC
uzyskanego najblizej daty badania obrazowego.

1.4.3 Obrazowanie

Wszystkie placowki, w ktorych wykonywano obrazowanie, spetniaty normy Digital Imaging and Communications in Medicine (DICOM). Wykorzystujac
znormalizowane obrazy cyfrowe, dwdch ekspertéw radiologéw (osoby dokonujace odczytéw), pracujacych niezaleznie i bez wiedzy wzgledem danych
klinicznych, sklasyfikowato kazda ocene przeprowadzang w okresie kontrolnym u 138 pacjentek z mierzalng chorobg (facznie 231 badan obrazowych)
jako nieokreslong (1), chorobe stabilng (), odpowiedz czesciowa (PR) lub progresje (PD) wedtug kryteriow dwuwymiarowych Swiatowej Organizacji
Zdrowia (WHO). Mierzalna chorobe zdefiniowano jako obecnos¢ co najmniej jednej zmiany > 2 cm w najdtuzszym wymiarze. Lekarze dokonujacy
odczytu zidentyfikowali do o$miu zmian na pacjentke na punkt czasowy, opisujac najdtuzszy wymiar zmiany chorobowej i najdtuzszy wymiar
prostopadty. Te dwa wymiary zostaty przemnozone i zgtoszono ,wynik iloczynu”. Wyliczono sume wynikow iloczynu i okreslono procentowa zmiang
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wynikéw w stosunku do poprzedniego punktu czasowego. Chociaz u wszystkich pacjentek wystepowata mierzalna choroba, do okreslenia stanu
pagjentek wiaczono zmiany niemierzalne (chociaz wykrywalne radiologicznie), jak opisano w wytycznych WHO. Progresje definiowano jako wzrost
0 > 25% sumy wszystkich zmian lub pojawienie sie nowej mierzalnej lub niemierzalnej zmiany. Odpowiedz cze$ciowa zostata zdefiniowana jako
spadek sumy wszystkich zmian o > 50% i brak nowych zmian.

Interpretacje radiologiczne dwdch ekspertow radiologow zostaty sklasyfikowane jako nastepujace:
Si PR uznano za odzwierciedlajace brak progresji (NPD)
PD uznano za odzwierciedlajace progresje

W sytuacjach, w ktdrych jeden z radiologéw dokonat klasyfikacji jako nieokreslona (1), ale drugi radiolog dokonat klasyfikacji S, PR lub PD,
do poréwnania z wynikami CTC (n = 11) uzyto klasyfikacji tego ostatniego radiologa

Gdy obaj radiolodzy dokonali klasyfikacji jako nieokreslona (1), dane nie zostaty uzyte do pordwnania z wynikami CTC (n = 3)

« Trzedi niezalezny radiolog rozstrzygnat niezgodne klasyfikacje miedzy dwoma gtéwnymi lekarzami dokonujacymi odczytu w odniesieniu
doPDiNPD (n=27)

W sytuacjach, w ktdrych trzeci niezalezny radiolog dokonat klasyfikacji jako nieokreslona (1), dane nie zostaty uzyte do poréwnania z wynikami
(TC(n=2)

W seryjnych badaniach obrazowych nie korzystano z wynikéw badar radiologicznych, ktére zostaty wykonane w terminie krotszym niz jeden
miesigc od poprzedniej obserwacji przedstawionej w formie tabelarycznej (n = 1).

1.4.4 Iwiazek miedzy przezyciem, obrazowaniem i (TC

Oddzielne analizy Kaplana-Meiera przeprowadzono w celu poréwnania catkowitego czasu przezycia pacjentek z MBC w grupach korzystnej (< 5 CTC)

i niekorzystnej (= 5 CTC) przy uzyciu wynikéw CTC w dwdch réznych punktach czasowych i pierwszym obrazowaniu kontrolnym. W przypadku wynikéw
z pierwszego obrazowania kontrolnego wykonanego 10,1 + 5,1 tygodnia (mediana = 9,0 tygodni) po rozpoczeciu leczenia (tzn. pobranie krwi

w punkcie poczatkowym), mediana przezycia u 96 pacjentek (70%), u ktorych w obrazowaniu stwierdzono NPD, wynosita 23,8 miesigca (95% (I

0d 20,4 do 28,6) (rysunek 7, tabela 7). W przypadku 42 pacjentek (30%), u ktérych w obrazowaniu stwierdzono PD, mediana czasu przezycia
wynosita 12,9 miesiaca (95% Cl od 7,1 do 19,3).

W przypadku CTC przy pierwszym kontrolnym pobraniu krwi, wykonanym 4,3 + 2,5 tygodnia (mediana = 4,0 tygodnie) po rozpoczeciu leczenia,
mediana przezycia u 104 pacjentek (75%) z korzystnymi wynikami CTC (< 5 CTC) wynosita 21,9 miesiaca (95% Cl od 20,4 do 26,9) (rysunek 8,
tabela 7). U 34 pacjentek (25%) z niekorzystnymi wynikami CTC (= 5 CTC) mediana przezycia wynosita 8,3 miesiaca (95% Cl od 5,9 do 15,1).

Aby ustali¢, czy oceny CTC dokonane w okresie blizszym terminowi obrazowania daty podobne szanse przezycia w poréwnaniu z ocenami CTC
wykonanymi okoto 4 tygodni po rozpoczeciu terapii, dokonano analizy tylko w przypadku pacjentek, u ktérych CTC oznaczono w ciagu =+ jednego
miesiaca od pierwszego obrazowania kontrolnego (9,9 £ 5,1 tygodni, mediana = 8,8 tygodnia po rozpoczeciu terapii) (rysunek 9, tabela 7).

U 134 ze 138 pacjentek (97%) dokonano oceny CTC w ciggu jednego miesigca od pierwszego kontrolnego badania obrazowego. Mediana przezycia

u 105 pacjentek (78%) z korzystnymi wynikami CTC wynosita 21,9 miesiaca (95% Cl od 19,9 do 31,6). W przypadku 29 pacjentek (22%) z niekorzystnymi
wynikami CTC mediana przezycia wynosita 8,5 miesigca (95% Cl od 5,5 do 15,1). Dane te pokazuja, ze oceny CTC w obu punktach czasowych daja
podobne wyniki do obrazowania przeprowadzonego okoto 9 tygodni po rozpoczeciu terapii (Clin. Cancer Res. Vol 12: 6403-6409, November 2006).
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Tabela 7: 0S u pacjentek z MBC, u ktorych ocene CTC przeprowadzono okoto miesigca po rozpoczeciu leczenia oraz w ciagu jednego
miesiaca od oceny radiologicznej

N Mediana czasu przezycia i (95% Cl) w miesiacach
Obrazowanie 138
Wynik korzystny (NPD) 96 (70%) 23,8(20,4-28,6)
Wynik niekorzystny (PD) 42 (30%) 12,9(7,1-19,3)
1. badanie kontrolne CTC 138
wynik korzystny (< 5) 104 (75%) 21,9 (20,4-26,9)
wynik niekorzystny (= 5) 34(25%) 8,3(59-15,1)
CTC (+ 1 miesiac od obrazowania) 134*
wynik korzystny (< 5) 105 (78%) 21,9(19,9-31,6)
wynik niekorzystny (= 5) 29 (22%) 8,5 (5,5-15,1)

*U 134/138 pacjentek wykonano oceny CTC w ciagu (+) T miesiaca od obrazowania.

Rysunek 7: Korelacja oceny radiologicznej i CTC z 0S: 0S u pacjentek z MBCz NPD lub PD w pierwszym obrazowaniu

kontrolnym (N=138)
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Rysunek 8: Korelacja oceny radiologicznej i CTC z 0S: 0S u pacjentek z MBCz < 5 lub > 5 CTC podczas pierwszej wizyty kontrolnej po
rozpoczeciu terapii (N=138)
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Rysunek 9: Korelacja oceny radiologiczne;j i CTC z 0S: 0S u pacjentek z MBCz < 5 lub > 5 CTC w ciagu = 1 miesigca od pierwszego
obrazowania kontrolnego (N=134)

100% CTC/7,5 ml przy Mediana OS
pierwszym obrazowaniu W miesiacach
90% — kontrolnym N (%) (95% CI)

<5CTC 105 (78%) 21,9 (od 19,9 do 31,6)
2 n“ t} ) ]
80% — z5CTC 29 (22%)  8,5{od 5,5 do 15,1)
Wspolczynnik hazardu Coxa = 3,2
chi-kwadrat = 19,25
(wartosc p < 0,0001)

70% —
Wartosé
p w tescie
log-rank < 0,0001
117 S NSRSy gy - N S gy
50% 85

60% —

% prawdopodobienstwa przezycia

21,9 miesigca

40 miesigca
-

30%

20%
10%

0% —

ITrT T TITT T T r T T I T T e T T T T T T T T e T I T T T T T T T T I T T T I T oo

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Czas od punktu poczatkowego (w miesigcach)

1.4.5 Zgodnosc miedzy liczbg komérek CTC a monitorowaniem radiologicznym

Jak wspomniano powyzej, badania obrazowe sq istotnym elementem obecnego standardu opieki do okreslenia progresji choroby i odpowiedzi na
leczenie w przypadku przerzutowego raka sutka. Aby wskazac dalsze dowody na skutecznos¢ CTC w przeprowadzaniu tych ocen klinicznych

(Clin. Cancer Res. Vol 12: 6403-6409, November 2006), skonstruowano tabele poréwnujace parami zgodne i niezgodne wyniki oznaczenia (TC

i obrazowania radiologicznego, stosujac wczesniej opisane kryteria.

Uzywajac tylko pierwszego kontrolnego badania obrazowego, odpowiedz radiologiczng podczas tej wizyty poréwnano z wynikami CTC uzyskanymi
w ciagu jednego miesiaca od tego badania obrazowego. £3cznie wyniki CTC 134 z 138 pacjentek z MBC (97%) spetniaty to kryterium. Rezultaty tego
poréwnania wynikéw CTC i obrazowania u poszczegéInych pacjentek podsumowano w tabeli 8.
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Tabela 8: Poréwnanie CTCi obrazowania u poszczegdlnych pacjentek z MBC

Odpowiedz przy pierwszym kontrolnym CTCw ciagu + 1 miesiaca od obrazowania tacani
badaniu obrazowym <50¢75ml >5C1¢7,5ml aanie
Brak progresji 85 9 94
Progresja 20 20 40
tacznie 105 29 134
Dolny Gorny
Pomiar Oszacowanie 95% Cl 95% Cl
Zgodnos¢ dodatnia w % 50% 34% 66%
Zgodnos¢ ujemna w % 90% 83% 96%
Dodatnia warto$¢ predykcyjna 69% 49% 85%
Ujemna wartos¢ predykcyjna 81% 2% 88%
Zgodnos¢ catkowita 78% 70% 85%
lloraz szans 9,4 34 26,8

Wyniki wszystkich kontrolnych badan obrazowych, przeprowadzonych po rozpoczeciu terapii u 138 pacjentek z MBG, ktdre daty uzyteczne wyniki odpowiedzi
radiologicznej (n = 225), poréwnano z wynikami CTC uzyskanymi w ciagu + jednego miesiaca od badania obrazowego. tacznie wyniki CTC 219 2 225 (97%)
badari obrazowych spetniaty to kryterium. Wynik tego poréwnania miedzy CTC a obrazowaniem na podstawie obserwagji przedstawiono w tabeli 9.

Tabela 9: Poréwnanie CTC i obrazowania na podstawie obserwacji MBC

Odpowiedz przy wszystkich kontrolnych (TCw ciagu + 1 miesiaca od obrazowania .
. tacznie
badaniach obrazowych <5C¢/7,5ml >5C1¢/7,5ml
Brak progresji 151 16 167
Progresja 30 2 52
tacznie 181 38 219
Dolny Gorny
Pomiar Oszacowanie 95% (I 95%
Zgodnos¢ dodatnia w % 42% 29% 57%
Zgodnos¢ ujemna w % 90% 85% 94%
Dodatnia warto$¢ predykcyjna 58% 41% 74%
Ujemna wartos¢ predykcyjna 83% 77% 89%
Zgodnosc¢ catkowita 79% 73% 84%
lloraz szans 6,9 3,0 15,8

W seryjnych obserwacjach odnotowano, ze tylko niewielka liczba wynikéw obrazowania, wykazujacych przejscie od choroby bez progresji do choroby
z progresja, zbiegata sie w czasie ze zmiang wynikéw (TCz < 5na = 5 CT(/7,5 ml.

Poniewaz wartos¢ prognostyczna wynikéw CTC we wczesniejszym punkcie czasowym byfa rownowazna z wynikami CTC w momencie obrazowania
(rys. 81 rys. 9), dokonano u poszczegdlnych pacjentek poréwnar wynikow tylko z pierwszego kontrolnego badania obrazowego, przeprowadzonego
okoto 9 tygodni po rozpoczeciu terapii, oraz wynikéw CTC uzyskanych podczas pierwszej obserwacji, przeprowadzonej okoto 4 tygodni po rozpoczeciu
terapii. Wyniki CTC wszystkich 138 pacjentek z MBC speniaty to kryterium. Rezultaty poréwnania wynikéw CTC we wczesniejszym punkcie czasowym
z wynikami obrazowania u poszczegéInych pacjentek przedstawiono w tabeli 10.
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Tabela 10: Poréwnanie CTC i obrazowania u poszczegolnych pacjentek z MBC

Odpowiedz przy pierwszym kontrolnym (TCna 1. wizycie kontrolnej tacnie
badaniu obrazowym <50¢75ml >5C1¢7,5ml 2
Brak progresji 84 12 96
Progresja 20 22 42
tacznie 104 34 138
Dolny Gorny
Pomiar Oszacowanie 95% Cl 95% Cl
Zgodnos¢ dodatnia w % 52% 36% 68%
Zgodnos¢ ujemna w % 88% 79% 93%
Dodatnia warto$¢ predykcyjna 65% 46% 80%
Ujemna wartos¢ predykcyjna 81% 2% 88%
Zgodnos¢ catkowita 77% 69% 84%
lloraz szans 7,7 3,0 19,9

1.4.6 (TCjako dodatek do obrazowania

Chociaz ogdlna zgodnos¢ miedzy CTCi obrazowaniem byta dobra (okoto 78%), zgodno$¢ ta nie wystepowata u okoto 22% pacjentek z MBC. Jako ze
oznaczenie CTC ma by stosowane w potaczeniu z innymi metodami diagnostycznymi do podejmowania decyzji terapeutycznych, wyniki CTC przy
pierwszym badaniu kontrolnym (okoto 4 tygodnie po rozpoczeciu terapii) i wyniki obrazowania poréwnano z 0S w celu okreslenia, ktére z niezgodnych
wynikéw lepiej odzwierciedlaty rokowanie pacjentek (rysunek 10) w nastepujacych grupach:

Grupa 1 (zielona krzywa), 84 (61%) pacjentki z CTC < 5 przy 1. wizycie kontrolnej i NPD;
Grupa 2 (granatowa krzywa), 20 (14%) pacjentek z (TC < 5 na 1. wizycie kontrolnej i PD;

« Grupa3( krzywa), 12 (9%) pacjentek z (TC > 5 na 1. wizycie kontrolnej i NPD;
Grupa 4 (czerwona krzywa), 22 (16%) pacjentki z CTC > 5 na 1. wizycie kontrolnej i PD;

W tym badaniu oznaczenie CTC okazato sie silnym niezaleznym czynnikiem prognostycznym catkowitego czasu przezycia. Wyniki badania wskazuja,
ze kombinacja wynikéw CTCi ocen radiologicznych zapewnia najdoktadniejsza ocene rokowania.

Rysunek 10: 0S u pacjentek z MBC w grupach 1, 2, 3 i 4 na podstawie pierwszego kontrolnego oznaczenia CTC po rozpoczeciu terapii
(n=138) oraz stadium choroby okreslonego za pomoca pierwszego kontrolnego obrazowania

o CTCna 1. wizytakontrolna, Mediana OS
100% bl e Iy
1. wizycie odpowiedz w miesiacach
Grupa kontrolnej w obrazowaniu N {%) {95% CI)
0
< 20% 1 <5CTC NPD 84 (61%) 23,8 (od 20,5 do 31,6)
o 2 <5CTC PD 20 (14%) 19,9 (od 12,5do 23,6)
2 80% —
o 4 z5CTC PD 22 (16%) 6.4 (od 3,5 do 12,9)
i
700 -
% % Poréwnanie Wartosé pw
krzywych tescie log-rank*
£ 60% - y
= 1 wzgledem 2 0,1219
o 0 1 wzgledem 0,0400
g 50% --------- By S 1 wzgledem 4 <0,0001
g 2 wzgledem 0,6665
s 40%, - 2 wzgledem 4 0,0039
g— L wzgledem 4 0,1163
°
= 30% 1
©
E‘ 20% - 2
10% 4
0% — “Wartodci p nie sg skorygowane wzgledem testu zbior hipotez

30 35 40 45 50
Czas od punktu poczgtkowego (w miesigcach)

1.5  Zmiennosc komérek CTC i ocen radiologicznych

1.5.1 (1C

Imienno$¢ miedzy lekarzami analizujacymi wyniki oznaczen CTC przy pierwszym kontrolnym pobraniu krwi okreslano na podstawie liczby przypadkow,
w ktérych dane od operatora w miejscu przeprowadzania badania nie byty zgodne z danymi z laboratorium centralnego klasyfikujacego prébke jako

> 5(TCalbo < 5 CTC. W podgrupie 71 pacjentek pobrano i poddano obrébce dwie probéwki krwi i poréwnano klasyfikacje kazdej z tych dwdch
probdwek jako = 5 CTClub < 5 CTC dokonang w placéwce oraz w laboratorium centralnym.
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1.5.2 Obrazowanie

Zmiennos¢ miedzy lekarzami oceniajacymi wyniki okreslono przez poréwnanie interpretaji radiologicznych sklasyfikowanych jako NPD lub PD przez
dwdch radiologéw. Zmiennos¢ miedzy lekarzami dokonujacymi odczytu obliczono przez pordwnanie interpretacji radiologicznych dwdch radiologéw

w podgrupie pacjentek, gdzie kazdy z radiologéw okreslit odpowiedz na trzech oddzielnych posiedzeniach, a kazde posiedzenie byto oddzielone

w czasie 0 minimum jeden tydzieri. Analizowano réwniez segmenty obrazéw z pézniejszych ocen u tych 138 pacjentek z MBC oraz oznaczenia CTC sprzed
rozpoczecia terapii i z pdzniejszych badan kontrolnych.

Tabela 11: Zmiennos$¢ ocen radiologicznych i CTC u pacjentek z MBC

Niezgodnos¢ . L.
w badaniach Niezgodnos¢
n L n w wynikach (T(/7,5 ml:
radiologicznych: <5lub> 5
NPD lub PD ~ _
Miedzy lekarzami dokonujqcymi odczytu
1. badanie kontrolne 132 11,4% 138 0,7%
Dowolne badanie kontrolne 217 13,4% 695 1,0%
U tego samego lekarza dokonujgcego
odazytu
1. badanie kontrolne
Interpretator 1 (radiologia) 24 25,0% B B
Interpretator 2 (radiologia) 22 9,1% - -
Dowolne badanie kontrolne
Interpretator 1 (radiologia) 30 20,0% o o
Interpretator 2 (radiologia) 28 10,7% — —
Rdznice w CTC miedzy probowkami
1. badanie kontrolne — — 71 5,6%
Dowolne badanie kontrolne — — 403 5,5%

Tabela 11 pokazuje, ze zmienno$¢ miedzy lekarzami oceniajacymi wyniki badan radiologicznych byfa znacznie wigksza, zaréwno podczas pierwszej
oceny kontrolnej choroby, jak i we wszystkich pézniejszych ocenach kontrolnych choroby, od zmiennosci miedzy lekarzami oceniajacymi wyniki oznaczen
(TCw tych samych grupach (P < 0,001 wedtug Fishera).

W przypadkach, w ktdrych oznaczenia CTCi ocena radiologiczna byty niezgodne, (TC umozliwiaty doktadniejsza ocene rokowania.

2 Pacjenci z przerzutowym rakiem jelita grubego (mCRC)

Przeprowadzono wieloosrodkowe prospektywne badanie kliniczne w celu okreslenia, czy wynik CTC pozwala prognozowac progresje choroby i czas
przezycia. Do badania wtaczono pacjentéw z przerzutowym rakiem jelita grubego z mierzalng choroba, rozpoczynajacych nowa linie terapii (N=430).
Dane kliniczne analizowano w grupie przeznaczonej do leczenia (ITT). Informacje demograficzne pacjentéw przedstawiono w tabeli 12.

Miano CTC w punkcie poczatkowym oznaczono przed rozpoczeciem nowej linii terapii. Miano CTC w okresie kontrolnym oznaczano po rozpoczeciu terapii
w odstepach okoto 3—4 tygodni. W przypadku analiz w punkcie poczatkowym czas przezycia bez progresji choroby (PFS) mierzono od pierwszego
pobrania krwi do rozpoznania progresji na podstawie skanéw TK i/lub klinicznych objawéw podmiotowych i przedmiotowych, zas catkowity czas
przezycia (0S) mierzono od pierwszego pobrania krwi do zgonu. W przypadku analiz w okresie kontrolnym PFS mierzono od kontrolnego pobrania krwi
do rozpoznania progresji lub zgonu, a 0S mierzono od czasu kontrolnego pobrania krwi do zgonu.
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Tabela 12: Dane demograficzne pacjentéw z mCRC

Kategoria N=430 pacjentow
Wiek w punkcie poczatkowym (w latach) | Srednia = odchylenie standardowe (mediana) 63,0 +12,6 (64)
Czas do przerzutu (w latach) Srednia + odchylenie standardowe (mediana) 09+1,4(0,1)
Opis kategorii Liczba pacjentow (% tacznej liczby)
i Kobieta 192 (45%)
Pte¢ .
Mezczyzna 238 (55%)
Biata 305 (71%)
Rasa Czarna 44.(10%)
Inna 12 (3%)
Brak danych 69 (16%)
0 196 (46%)
Wynik w skali ECOG w punkcie 1 187 (43%)
poczatkowym 2 31 (7%)
Nieznany 16 (4%)
Okreznicy 292 (68%)
. . . 0dbytnicy 71(17%)
Rodzaj guza w pierwotnym rozpoznaniu Jelita grubego 66 (15%)
Nieznany 1(0%)
1 12 (3%)
2 45 (11%)
Stadium w pierwotnym rozpoznaniu 3 118 (27%)
4 232 (54%)
Nieznane 23 (5%)
Nie 17 (27%)
Przerzuty do watroby Tak 313 (73%)
1. linia 309 (72%)
Linia terapii 2. linia 95 (22%)
3. linia 26 (6%)
Bewacyzumab 243 (56%)
. .. Irynotekan 103 (24%)
Rodzaj terapii Ok?aliplatyna 253 (59%)
Brak danych 25 (6%)

2.1 (zestosc oznaczania (TC

Sposrod catkowitej liczby 430 pacjentéw z mCRC, od 9 pobrano krew w punkcie poczatkowym i nie pobierano krwi w okresie kontrolnym. Czterech sposrod
tych 9 pacjentéw zmarto przed pobraniem krwi w okresie kontrolnym, dwéch wykluczono z leczenia z powodu reakgji toksycznosci spowodowanej leczeniem,
u jednego pacjenta wykonano operacje w celu usuniecia mierzalnej zmiany chorobowej, jeden pacjent odmawit dalszego leczenia, a jeden pacjent odméwit
dalszego pobierania krwi. 0d 362, 342, 321 211 sposréd pozostatych pacjentéw pobrano krew w okresie kontrolnym odpowiednio po 1-2 tygodniach,

3-5 tygodniach, 6-12 tygodniach i 13—20 tygodniach od rozpoczecia leczenia. Réznica w liczbie pacjentéw mozliwych do oceny pod katem PFS i 0S w
kazdym punkcie czasowym wynika z progresji choroby u niektérych pacjentow przed pobraniem krwi, podczas gdy réznica w liczbie pacjentéw w kazdym
punkcie czasowym wynika z liczby pacjentéw, u ktdrych pobierano krew i uzyskiwano mozliwe do oceny wyniki CTC.

Tabela 13 przedstawia liczbe pacjentdw w kazdym punkcie czasowym wytaczonych z analiz PFS, 0S lub PFS i 0S oraz powody ich wykluczenia.

Tabela 13: Wyftaczenia z analizy czasu przezycia bez progresji choroby i catkowitego czasu przezycia u pacjentow z mCRC

Przyczyny wykluczenia z analiz pacjentéw z mCRC: taczna lizba pagjentow
- zm(RC mozliwych
PFSi0S Tylko PFS Tylko 0S do oceny:
Harmonogram . . L.
pobran krwi Pobrame.krm Brak kontroli "f"’“"‘.' FTC Krew pobr a3 | Brak kontroli
Krew w 1-7 dniu po . niemoiliwe po dacie .
. . | po dacie pobra- " po dacie PFS 0s
niepobrana | zastosowaniu R . do oceny progresji X .
. nia krwi pobrania krwi
leczenia choroby
Punkt poczatkowy 1 n 0 5 0 0 413 413
1-2 tygodnie 68 0 0 5 1 0 356 357
3-5 tygodni 88 0 1 8 4 0 329 333
6-12 tygodni 109 0 4 7 26 0 284 310
13-20 tygodni 219 0 9 8 14 1 180 193

Wyniki CTC uzyskane z kontrolnych pobran krwi po okresie 1-2 tygodni, 3-5 tygodni, 612 tygodni oraz 13—20 tygodni od rozpoczecia leczenia
klasyfikowano jako korzystne (< 3 CTC) lub niekorzystne (> 3 CTC). Jesli uzyskano wiecej niz jeden wynik CTC w dowolnym wyznaczonym kontrolnym
punkcie czasowym, wykorzystywano wynik CTC z pobierania krwi w punkcie najbardziej oddalonym od pobrania krwi w punkcie poczatkowym.
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W tabeli 15 podsumowano catkowita liczbe i odsetek pacjentéw z mCRC z niekorzystnym wynikiem CTC w badaniu klinicznym, ktdre réznig sie od liczby
i odsetka pacjentéw w odniesieniu do czasu przezycia bez progresji choroby przedstawionego w tabeli 14.

2.2 Analiza czasu przezycia bez progresji choroby (PFS) pacjentéw z mCRC
2.2.1 PFS na podstawie wynikow CTC w punkcie poczatkowym

U 413 spoéréd 430 pacjentéw z mCRC dostepny byt wynik CTCw punkcie poczatkowym. Na potrzeby analizy Kaplana-Meiera pacjentdw podzielono na
dwie grupy na podstawie wyniku CTC w punkcie poczatkowym:

Grupa z wynikiem korzystnym (N = 305), oznaczona kolorem zielonym, sktadata sie z pacjentow z liczha (TC < 3.
Grupa z wynikiem niekorzystnym (N=108), oznaczona kolorem czerwonym, sktadata sie z pacjentéw z liczhg (TC = 3.

Mediana PFS w grupie z korzystnymi wynikami byfa znacznie dtuzsza niz w grupie z wynikami niekorzystnymi (odpowiednio 7,9 w poréwnaniu
do 4,5 miesiaca). Wyniki te przedstawiono na rysunku 11 i w tabeli 14.

Rysunek 11: PFS u pacjentow zmCRC z < 3 lub > 3 CTC w punkcie poczatkowym (N = 413).

2100% -
o
5 CTCI7,5ml Mediana PFS
6 90% w punkcie w miesiacach
= poczatkowym N (%) (95% CI)
& 80%— <3CTC  305(74%) 7,9 (cd7,0do 8,6)
E: 23CTC 108 (26%) 4,5 (od 3,7 do 6,3)
2 70%-
z' Wspolczynnik hazardu Coxa = 1,6
g 60% - chi-kwadrat = 12,19
® (wartosé p = 0,0002)
O oo % % 7,9 miesiaca
'ﬁ 50% 45]
E_ 40Y miesigca!
LA '
© ! Wartosé p w tescie log-rank = 0,0002
£ 30%- ] |
K : :
% 20% ! '
G : i
2 10%- ; :
o 1 1
T ; ! — =
] 0% — ] 1
o 1 1
=4 rrrrorr1rrrrrrrrrr1rr1r 1111 1 11T T 1171
e 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Czas od pobrania krwi w punkcie poczatkowym (miesigce)

2.2.2 PFS na podstawie wynikéw CTC z badan kontrolnych

W analizie Kaplana-Meiera pacjentéw z mCRC podzielono na dwie grupy w oparciu o liczbe CTC z poszczegélnych kontrolnych pobrar krwi. PFS obu grup
pagjentdw w poszczegéinych punktach czasowych kontrolnego pobierania krwi po rozpoczeciu leczenia przedstawiono na rysunku 12. Okresy PFS byly

obliczane od czasu kazdego pobrania krwi, a kazdy pacjent wykazujacy oznaki progresji przed konkretnym pobraniem krwi byt wykluczany z analizy

i wszystkich kolejnych kontrolnych pobrari krwi. Rysunek 12 przedstawia mozliwos¢ przewidzenia czasu PFS u pacjentéw z mCRC na podstawie wyniku
(TCwynoszacego < 3 lub > 3 CTCw okresie 1-2 tygodni, 3-5 tygodni, 612 tygodni oraz 13—20 tygodni po rozpoczeciu terapii.

Grupa z korzystnym wynikiem, oznaczona kolorem oliwkowym, granatowym, fioletowym oraz niebieskim, sktadata sie z pacjentow
zwynikiem (TC < 3,

Grupa z niekorzystnym wynikiem, oznaczona kolorem brazowym, czarnym, szarym i , sktadata sie z pacjentéw z wynikiem
(c=3.
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Rysunek 12: PFS u pacjentow z mCRC z < 3 lub = 3 CTC w réznych punktach czasowych okresu kontrolnego
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Tabela 14 podsumowuje wyniki analizy PFS przy uzyciu pozioméw CTCi progu = 3 CTC/7,5 ml w kazdym z réznych punktéw czasowych pobierania krwi.

Tabela 14: Czas przezycia bez progresji choroby (PFS) u pacjentow zmCRC z < 3 lub > 3 CTC w réznych punktach czasowych

1 2 3 4 5 6
(zas prébkow-ania " - Mediana PFS w miesigcach (95% CI) V\’Ia.rtoéc' p

po rozpoczeciu Tx = <3¢ >3 CTC w tescie log-rank

Punkt poczatkowy 413 108 (26%) 79(7,0-8,6) 45(3,7-6,3) 0,0002

1-2 tygodnie 356 41(12%) 73(6,5-8,1) 3,8(1,9-5,1) <0,0001

3-5 tygodni 329 39 (12%) 6,8(6,1-7,6) 1,9 (1,2-4,4) <0,0001

6-12 tygodni 284 18 (6%) 6,5(5,8-7,7) 2,0(0,5-2,5) <0,0001

13-20 tygodni 180 16 (9%) 6,3 (4,9-7,4) 1,2(01-23) <0,0001

Jak pokazano na rysunku 12 i w tabeli 14, pacjenci z mCRC z podwyzszonym CTC (> 3 CTC/7,5 ml w krwi petnej) w dowolnym punkcie czasowym
wykazywali znacznie wigksze prawdopodobieristwo szybkiej progresji niz pacjenci z (TC < 3. Kolumna 4 tabeli 14 pokazuje, ze mediana czasu PFS
u pacjentéw z (TC < 3 wynosita od 6,3 do 7,9 miesiecy i byta znacznie dtuzsza niz mediana czasu PFS u pacjentéw z CTC > 3, ktéra wahata sie

od 1,2 do 4,5 miesigca (kolumna 5).

2.2.3 Zmniejszenie lub zwigkszenie liczby CTC prognozuje dtuzszy lub krétszy PFS

(zas PFS liczono od pobrania krwi w punkcie poczatkowym. Na potrzeby analizy Kaplana-Meiera (rysunek 13) pacjentéw z mCRC podzielono na cztery
grupy w oparciu o wynik CTC w punkcie poczatkowym oraz 1-2 tygodni, 3-5 tygodni, 612 tygodni i 13—20 tygodni od rozpoczecia terapii:

Grupa 1 (zielona krzywa), 303 (70%) pacjentéw z C(TC < 3 we wszystkich punktach czasowych. U siedmiu (2%) z tych pacjentéw uzyskano wynik
> 3 (TCtylko w punkcie poczatkowym, a u o$miu (3%) — tylko raz pomiedzy pierwszym i ostatnim pobraniem krwi;

Grupa 2 (granatowa krzywa), 74 (17%) pacjentéw z liczbg CTC > 3 przed rozpoczeciem terapii, u ktérych doszto do obnizenia (TC do < 3 przy

ostatnim pobraniu krwi;

Grupa 3 (

3-5 tygodni), u ktdrych doszto do zwiekszenia (TC do = 3 przy ostatnim pobraniu krwi;

krzywa), 29 (7%) pacjentéw z (TC < 3 we wezesnych pobraniach krwi (punkt poczatkowy, 1-2 tygodni i/lub

+  Grupa 4 (czerwona krzywa), 24 (6%) pacjentéw z (TC > 3 we wszystkich punktach czasowych. U trojga (13%) z tych pacjentéw uzyskano wynik
< 3 (TCtylko w punkcie poczatkowym, u jednego (4%) tylko po 3-5 tygodniach, a u jednego (4%) — tylko raz pomiedzy pierwszym i ostatnim

pobraniem krwi.

2
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Rysunek 13: Obnizenie liczby CTC ponizej 3 po rozpoczeciu terapii prognozuje dtuzszy PFS u pacjentow z mCRC
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Rysunek 13 pokazuje, ze pacjenci zmCRC z CTC = 3 we wszystkich punktach czasowych (grupa 4) mieli najkrétsza mediane PFS, ktéra byta znaczaco
rézna od mediany PFS , grupy 2 i grupy 1. Rdznica pod wzgledem mediany PFS miedzy pacjentami, u ktérych wystapita redukgja liczby CTC po
rozpoczeciu terapii (grupa 2), byta znacznie dtuzsza w poréwnaniu z pacjentami, ktérzy wykazali wzrost CTC ( ).

2.3 Analiza catkowitego czasu przezycia (0S) pacjentéw z mCRC
2.3.1 Analiza 0S na podstawie wynikow CTC w punkcie poczatkowym

Zgon nastapit u 202 (47%) z 430 pacjentéw z m(RC, ze Srednim okresem kontrolnym w przypadku 228 pozostajacych nadal przy zyciu pacjentéw (53%)
wynoszacym 12,6 = 6,5 miesigca (mediana = 11,0, zakres = od 0,8 do 30,0). W czasie tych analiz zmarto 124 (41%) z 305 pacjentéw z grupy z korzystnym
wynikiem (< 3 CTCw punkcie poczatkowym) w poréwnaniu z 68 (63%) ze 108 z grupy z wynikiem niekorzystnym (= 3 CTC w punkcie poczatkowym).

Na potrzeby analizy Kaplana-Meiera pacjentéw podzielono na dwie grupy na podstawie wyniku CTC w punkcie poczatkowym:
Grupa z wynikiem korzystnym (N = 305), oznaczona kolorem zielonym, sktadata sie z pacjentéw z liczba (TC < 3.
Grupa z wynikiem niekorzystnym (N=108), oznaczona kolorem czerwonym, sktadata sie z pacjentéw z liczhg (TC > 3.

Mediana 0S byta znacznie dtuzsza w grupie korzystnych wynikéw w poréwnaniu z grupa wynikéw niekorzystnych (odpowiednio 18,5 w stosunku
do 9,4 miesiaca). Wyniki te przedstawiono na rysunku 14.

Rysunek 14: 0S u pagjentow z mCRC z < 3 lub > 3 CTC w punkcie poczatkowym (N = 413).
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w punkcie w miesigcach
o 90% poczatkowym N (%) (98% CI)
It <3CTC 305 (74%) 18,5 (od 15,5 do 21,2)
.ﬁ 80% 23CTC 108 (26%) 94 (od 7.,5do 11,6)
E_ 70% Wspolczynnik hazardu Coxa= 2,5
g 7] chi-kwadrat = 31,48
& . (wartosc p < 0,0001)
= 60%-
]
o 18,5 miesigca
8 0% - W S tontost o
g. iesiaca | w teoéf:(i:ep |
miesiaca | !
S 40% i log-rank < 0,0001 |
= | |
0/
5 30% : .
1 1
=2 ' |
20% | i
i i
10% ‘ i
: !
o i i
0% i i

rrrrrrrrrrrrrrrrrnrrrrorrrrrrrororora
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
Czas od pobrania krwi w punkcie poczatkowym (miesigce)

€631600006_PL

Y LBL-0018



2.3.2  0S na podstawie wynikéw CTC z badar kontrolnych

Analizy Kaplana-Meiera dla obu grup pacjentéw z mCRC w poszczegélnych punktach czasowych pobierania krwi w okresie kontrolnym po rozpoczeciu
terapii przedstawiono na rysunku 15. Ten rysunek przedstawia mozliwos¢ przewidzenia czasu do zgonu u 421 pacjentéw z przerzutowym rakiem jelita
grubego na podstawie wyniku CTC wynoszacego < 3 lub > 3 CTC w okresie 1-2 tygodni, 35 tygodni, 612 tygodni oraz 13—20 tygodni po rozpoczeciu
terapii. Czas 0S liczono od kazdego pobrania krwi.

Grupa z korzystnym wynikiem, oznaczona kolorem oliwkowym, granatowym, fioletowym oraz niebieskim, sktadata sie z pacjentow
zwynikiem (TC < 3,

Grupa z niekorzystnym wynikiem, oznaczona kolorem brazowym, czarnym, szarym i , sktadata sie z pacjentéw z wynikiem
ac=3s.

Rysunek 15: 0S u pacjentow zmCRC z < 3 lub > 3 CTC w réznych punktach czasowych okresu kontrolnego.
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Tabela 15 podsumowuje wyniki analizy 05 na podstawie pozioméw CTCi progu > 3 CTC/7,5 ml w kazdym z rdznych punktow czasowych pobierania krwi.

Tabela 15: Catkowity czas przezycia (0S) w przypadku pacjentéw z mCRC z < 3 lub > 3 (TC w réznych punktach czasowych

1 2 3 4 5 6
(zas prébkw{ania N - Mediana 0S w miesigcach (95% Cl) v’Ja.nos'c’ P

po rozpoczeciu Tx = <301C >3 CTC w tescie log-rank

Punkt poczatkowy 43 108 (26%) 18,5(15,5-21,2) 9,4(7,5-11,6) <0,0001

1-2 tygodnie 357 4 (11%) 15,7 (14,3-18,4) 6,1(4,9-8,9) <0,0001

3-5 tygodni 333 41(12%) 16,4 (14,1-18,3) 4,4(2,6-87) <0,0001

6-12 tygodni 310 25 (8%) 15,8(13,8-19,2) 3,3(1,8-5,6) <0,0001

13-20 tygodni 193 21(11%) 14,6 (12,0-21,5) 3,3(24-8,5) <0,0001

Jak pokazano na rysunku 15 i w tabeli 15, w kolumnie 4 5, pacjenci zmCRC z = 3 CTC w dowolnych punktach czasowych wykazywali znacznie
wieksze prawdopodobienstwo wczesniejszego zgonu niz pacjenci z liczbg (TC < 3. Mediana czasu 0S dla tych pacjentow z (TC < 3 miescita sie
w zakresie od 14,6 do 18,5 miesiecy i byta znacznie dtuzsza niz mediana czasu 0S u pacjentow z (TC > 3, ktéra wahata sie od 3,3 do 9,4 miesiaca.

2.3.3 Imniejszenie lub zwigkszenie liczby CTC prognozuje dtuzszy lub krétszy 0S
(zas 0S liczono od pobrania krwi w punkcie poczatkowym. Na potrzeby analizy Kaplana-Meiera (rysunek 16) pacjentéw z mCRC podzielono na cztery
grupy w oparciu 0 wynik CTC w punkcie poczatkowym oraz 1-2 tygodni, 3—5 tygodni, 6—12 tygodni i 13—20 tygodni od rozpoczecia terapii:
Grupa 1 (zielona krzywa), 303 (70%) pacjentow z (TC < 3 we wszystkich punktach czasowych. U siedmiu (2%) z tych pacjentéw uzyskano wynik
>3 (TC tylko w punkcie poczatkowym, a u 0smiu (3%) — tylko raz pomiedzy pierwszym i ostatnim pobraniem krwi;
Grupa 2 (granatowa krzywa), 74 (17%) pacjentow z liczba CTC > 3 przed rozpoczeciem terapii, u ktdrych doszto do obnizenia CTCdo < 3 przy
ostatnim pobraniu krwi;
« Grupa3( krzywa), 29 (79%) pacjentéw z CTC < 3 we wczesnych pobraniach krwi (punkt poczatkowy, 1-2 tygodni i/lub
3-5 tygodni), u ktdrych doszto do zwigkszenia CTC do > 3 przy ostatnim pobraniu krwi;
Grupa 4 (czerwona krzywa), 24 (6%) pacjentéw z CTC = 3 we wszystkich punktach czasowych. U trojga (13%) z tych pacjentéw uzyskano wynik
< 3 (TCtylko w punkcie poczatkowym, u jednego (4%) tylko po 35 tygodniach a u jednego (4%) — tylko raz pomiedzy pierwszym i ostatnim
pobraniem krwi.
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Rysunek 16: Obnizenie liczby CTC ponizej 3 po rozpoczeciu terapii prognozuje dtuzszy 0S u pacjentow z mCRC, zas wzrost liczhy CTC do
3 lub wigcej prognozuje krétszy 0S
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Rysunek 16 pokazuje, ze u pagjentdw z mCRG, ktdrzy przekroczyli prég 3 CTC w dowolnym momencie po rozpoczeciu terapii, wystepowato znacznie
wieksze prawdopodobienstwo wczesniejszego zgonu. Pacjenci z (TC > 3 we wszystkich punktach czasowych (grupa 4) mieli najkrotsza mediane
0, ktdra byta znaczaco rézna od mediany 0S , grupy 2 i grupy 1. Pacjenci z (TC < 3 we wszystkich punktach czasowych (grupa 1) mieli
najdtuzsza mediane 05, ktdra byfa znaczaco rézna od mediany S grupy 4, i grupy 2. Rysunek 16 pokazuje rowniez, ze u pacjentéw, ktdrzy
wykazali spadek CTC (grupa 2), ryzyko zgonu byto znaczaco nizsze niz u pacjentéw ze wzrostem CTC ( ).

2.3.4 Analiza jednoczynnikowej regresji Coxa u pacjentéw z mCRC

W celu oceny zwiazku z PFS i 0S wykonano jednoczynnikowg analize regresji Coxa nastepujacych parametréw: pte¢, stadium choroby w momencie
rozpoznania (1-4), czas do przerzutu (ciagty), wiek pacjenta (> 65 lub < 65), lokalizacja choroby pierwotnej (jelito grube, odbytnica lub okreznica),
wynik w skali ECOG przed rozpoczeciem nowej linii terapii (0—2), linia terapii (1, 2 lub 3), obecnos¢ przerzutow do watroby (tak lub nie), rodzaj
terapii (z podawaniem bewacyzumabu, irynotekanu i/lub oksaliplatyny lub bez nich), wynik CTC w punkcie poczatkowym (= 3 lub < 3 CTC/7,5 ml) i
wynik CTCw okresie kontrolnym, w 1-2 tygodniu, 3-5 tygodniu, 6—12 tygodniu i 13—20 tygodniu po rozpoczeciu leczenia (> 3 lub < 3 CTC/7,5 ml).
Tabela 16 przedstawia wyniki tej analizy oraz przedstawia wspétczynnik hazardu Coxa (HR) oraz powigzang warto$¢ p (test Walda statystyki Z),

a takze liczbe pacjentow wchodzacych w zakres kazdej oceny.

Tabela 16: Analiza jednoczynnikowej regresji Coxa u pacjentéw z mCRC

. Liczha PES: ryzyko w punkcie 0S: ryzyko w punkcie
Kategorie
Parametr pacjentéw poczatkowym poczatkowym
Wynik dodatni | Wynik ujemny zmCRC HR Wartosé p HR Wartosé p

Pte¢ Mezczyzna (1) Kobieta (0) 430 1,01 0,944 1,23 0,156
Stadium w pierwotnym 41ub3 lub2lub 1 407 0,98 0,734 1,09 0,330
rozpoznaniu

(Czas do przerzutu Czas w latach 428 1,00 0,901 0,92 0,121
Wiek podczas pobrania kiwi | oo oy, 5vcia | < 65 roku zycia 430 1,65 <0,001 1,8 <0,001
w punkcie poczatkowym

Lokalizacja pierwotnej choroby | *€1ito 9rube (2)lub odbytnica (1) 429 1,03 0733 1,02 0,866

lub okreznica (0)

Wynik w skali ECOG w punkie 21ub11ub0 a4 132 0,002 165 <0,001
|poczatkowym

Linia terapii 3lub2lub1 430 2,04 < 0,001 1,63 < 0,001
Przerzuty do watroby Tak Nie 430 0,86 0,225 1,23 0,198
Bewacyzumab Tak Nie 405 0,54 < 0,001 0,62 0,001
Irynotekan Tak Nie 405 1,51 0,001 1,39 0,029
Oksaliplatyna Tak Nie 405 0,53 <0,001 0,69 0,008
Liczba CTC w punkcie >3 <3 a3 1,59 <0,001 2,48 <0,001
|poczatkowym

Liczba CTC po 1-2 tygodniach >3 <3 357 2,02 < 0,001 3,23 < 0,001
Liczba CTC po 3-5 tygodniach >3 <3 334 2,19 < 0,001 4,23 < 0,001
Liczba CTC po 6-12 tygodniach >3 <3 314 4,59 < 0,001 10,88 < 0,001
Liczba CTC po 13-20 tygodniach =3 <3 203 5,07 <0,001 4,88 <0,001

2%
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2.3.5 Analiza wieloczynnikowej regresji Coxa u pacjentow z mCRC

Przeprowadzono analizy danych metoda wieloczynnikowej regresji Coxa w celu oceny niezaleznej mocy predykcyjnej wyniku CTC poprzez skorygowanie
0 wptyw znanych waznych czynnikéw klinicznych, ktdre sg istotne statystycznie w analizach jednoczynnikowych. Wynik CTC okazat sie silnym
czynnikiem rokowniczym PFSi 0S (tabela 17).

Tabela 17: Analiza wieloczynnikowej regresji Coxa u pacjentéw z mCRC

PFS: ryzyko w punkcie 0S: ryzyko w punkcie
SN L Wspﬂay?l%?lfmm " Wspéh:zyll,'l'::izktkom -
hazardu LT hazardu L)
CTCw punkcie poczatkowym (< 3 lub = 3) 1,76 < 0,001 2,46 < 0,001
Wiek w punkcie poczatkowym (< 65 lub > 65) 147 0,002 1,84 < 0,001
Stan ECOG w punkcie poczatkowym (0 lub 1 lub 2) 1,16 0,107 1,48 0,001
Linia terapii (1. lub 2. lub 3.) 373 1,59 <0,001 141 0,009
Bewacyzumab (Nie/Tak) 0,65 0,001 0,68 0,021
Irynotekan (Nie/Tak) 0,76 0,156 1,25 0,363
Oksaliplatyna (Nie/Tak) 0,57 0,002 1,00 0,984
(TCpo 1-2 tygodniach (< 3 lub = 3) 1,76 0,003 2,77 < 0,001
Wiek w punkcie poczatkowym (< 65 lub > 65) 1,53 0,001 1,85 < 0,001
Stan ECOG w punkdie poczatkowym (0 lub 1 lub 2) 1,26 0,025 1,54 0,001
Linia terapii (1. lub 2. lub 3.) 321 1,76 < 0,001 1,62 0,001
Bewacyzumab (Nie/Tak) 0,66 0,003 0,77 0,156
Irynotekan (Nie/Tak) 0,67 0,066 1,25 0,402
Oksaliplatyna (Nie/Tak) 0,53 0,002 0,97 0,904
CTC po 3-5 tygodniach (< 3 lub = 3) 2,35 < 0,001 4,54 < 0,001
Wiek w punkcie poczatkowym (< 65 lub > 65) 1,58 0,001 2,06 < 0,001
Stan ECOG w punkcie poczatkowym (0 lub 1 lub 2) 1,16 0,149 1,33 0,032
Linia terapii (1. lub 2. lub 3.) 302 1,74 <0,001 1,65 0,001
Bewacyzumab (Nie/Tak) 0,68 0,007 0,86 0,410
Irynotekan (Nie/Tak) 0,58 0,012 0,99 0,966
Oksaliplatyna (Nie/Tak) 0,47 < 0,001 0,88 0,594
(TCpo 6-12 tygodniach (< 3 lub > 3) 3,04 <0,001 9,43 <0,001
Wiek w punkcie poczatkowym (< 65 lub > 65) 143 0,013 173 0,005
Stan ECOG w punkcie poczatkowym (0 lub 1 lub 2) 1,30 0,027 1,53 0,004
Linia terapii (1. lub 2. lub 3.) 279 173 < 0,001 1,20 0,282
Bewacyzumab (Nie/Tak) 0,61 0,001 0,82 0,337
Irynotekan (Nie/Tak) 0,78 0,258 1,47 0,181
Oksaliplatyna (Nie/Tak) 0,62 0,020 1,35 0,278
CTCpo 13-20 tygodniach (< 3 lub > 3) 450 < 0,001 497 < 0,001
Wiek w punkcie poczatkowym (< 65 lub > 65) 1,26 0,218 1,55 0,061
Stan ECOG w punkcie poczatkowym (0 lub 1 lub 2) 1,13 0,417 1,13 0,526
Linia terapii (1. lub 2. lub 3.) 186 1,68 0,004 1,12 0,628
Bewacyzumab (Nie/Tak) 0,68 0,058 0,89 0,655
Irynotekan (Nie/Tak) 0,73 031 1,20 0,636
Oksaliplatyna (Nie/Tak) 0,65 0,135 1,31 0,477

2.4  Zastosowanie oznaczen komdrek CTC do monitorowania stanu klinicznego w przerzutowym raku jelita grubego
2.4.1 Iwiazek migedzy przezyciem, CTCi oceng choroby w obrazowaniu
Obrazowanie radiologiczne jest jednym z podstawowych sposobéw okreslania stadium choroby i odpowiedzi na leczenie pacjentéw z przerzutowym rakiem

jelita grubego. Aby okresli¢ zalezno$¢ miedzy stanem Klinicznym ustalonym w obrazowaniu a liczba CTC, poréwnano wyniki CTC oznaczane w dwéch réznych
punktach czasowych oraz wyniki obrazowania 1) z rzeczywistym ostatecznym klinicznym catkowitym czasem przezycia oraz 2) wzgledem siebie.
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24.2 (TC

Poprzednie dane wykazaty, ze u pacjentéw z przerzutowym rakiem jelita grubego z > 3 CTC/7,5 ml krwi przy kazdym badaniu kontrolnym po
rozpoczeciu leczenia prawdopodobiefistwo progresji choroby i krétszego catkowitego czasu przezycia byto wieksze niz u pacjentéw z < 3 (TC/7,5 ml
krwi. Wyniki CTC uzyskane 3—5 tygodni od rozpoczecia terapii, jak rowniez wyniki CTC uzyskane w ciagu =+ jednego miesiaca od badania obrazowego
sklasyfikowano jako korzystne (< 3 CTC) i niekorzystne (> 3 CTC). Jezeli w ciggu + jednego miesiaca od badania obrazowego uzyskano wiecej niz jedng
warto$¢ CTC, do obliczeri uzywano wyniku CTC uzyskanego najblizej daty badania obrazowego.

2.4.3 Obrazowanie

U kazdego pacjenta zmCRC choroba musiata by¢ mierzalna, tzn. wystepowata co najmniej jedna zmiana o wielkosci 2 cm do maksymalnie 10 takich
zmian. Metoda obrazowania kazdego pacjenta zostafa okreslona przez onkologa prowadzacego leczenie zgodnie z aktualnym standardem opieki.
Wykonano tomografie komputerowa lub rezonans magnetyczny klatki piersiowej, brzucha i narzadéw miednicy, przy czym postawiono wymég,

aby wszystkie zmiany obserwowane w punkcie poczatkowym sledzic ta samg metoda przy wszystkich kolejnych badaniach obrazowych. Obrazy
interpretowat certyfikowany radiolog w osrodku badawczym przy uzyciu kryteriéw jednowymiarowych RECIST w celu sklasyfikowania kazdej kontrolnej
oceny choroby jako odpowiedz catkowita (CR), odpowiedz czesciowa (PR), choroba stabilna (SD) lub progresja (PD).

Kazdy pacjent byt obrazowany w co najmniej dwdch punktach czasowych i maksymalnie 8 réznych punktach czasowych. Badania te obejmowaty:
obraz w punkcie poczatkowym, obrazowanie w kolejnych odstepach 2—3 miesiecy (6—12 tygodni) i koicowe badanie obrazowe, gdy pacjent koriczyt
uczestnictwo w badaniu. Kopie wszystkich badar obrazowych pacjentéw przekazano koordynatorowi badania w kazdym oérodku klinicznym w celu
ztozenia dokumentacji danych klinicznych pacjenta.

Sposrdd catkowitej liczby 430 mozliwych do oceny pagentdw z mCRC wiaczonych do badania, u 28 (7%) nie wykonano kontrolnego badania obrazowego,

18 (4%) zmarto przed wykonaniem kontrolnego badania obrazowego i u 384 (89%) przeprowadzono jedno lub wiecej kontrolne badanie obrazowe,

ktdre oceniono wedtug kryteriéw RECIST. W czasie pierwszego badania kontrolnego u 384 pacjentéw, u ktdrych wykonano kontrolne badanie obrazowe,

u 4 pacjentéw (1%) stwierdzono odpowiedz catkowita, u 117 (31%) stwierdzono odpowiedz czesciowa, u 186 (48%) stwierdzono chorobe stabilna,

au 77 (20%) stwierdzono progresje. Na potrzeby tych analiz uznano, ze u pacjentéw, ktérzy zmarli przed kontrolnym badaniem obrazowym, wystepowata
progresja.

W celu oceny odpowiedzi na leczenie podczas pierwszej kontrolnej oceny choroby korzystna grupe zdefiniowano jako grupe z chorobe stabilng (S),
odpowiedzig czesciowa (PR) lub odpowiedzia catkowita (CR) wedtug kryteriéw RECIST (brak progresji, NPD), a grupe niekorzystna, jako osoby z progresja
lub ktore zmarty (PD).

2.4.4 Iwiazek miedzy przezyciem, obrazowaniem i CTC

Oddzielne analizy Kaplana-Meiera przeprowadzono w celu poréwnania catkowitego czasu przezycia pagjentdw z mCRC w grupach korzystnej (< 3 (TQ) i
niekorzystnej (= 3 CTC) przy uzyciu wynikdw CTCw dwdch rdznych punktach czasowych i pierwszym obrazowaniu kontrolnym. W przypadku wynikéw
z pierwszego obrazowania kontrolnego wykonanego 9,1 + 2,9 tygodnia (mediana = 8,6 tygodnia) po rozpoczeciu leczenia (tzn. pobranie krwi w
punkcie poczatkowym), mediana przezycia u 307 pacjentow (76%), u ktorych w obrazowaniu stwierdzono NPD, wynosita 19,1 miesiecy (95% C od

17,0 do 23,1) (rysunek 17, tabela 18). W przypadku 95 pacjentéw (24%), u ktdrych w obrazowaniu stwierdzono PD, mediana czasu przezycia
wynosita 5,8 miesiaca (95% Cl od 4,4 do 7,7).

W sumie u 320 pacjentow z mCRC przeprowadzono badania obrazowe przed rozpoczeciem leczenia i po nim lub pacjenci zmarli przed wykonaniem
badania kontrolnego oraz oznaczono (TC 3-5 tygodni po rozpoczeciu leczenia (Srednia = 3,8 + 0,7 tygodnia od czasu pobrania krwi w punkcie
poczatkowym, mediana = 4,0 tygodni). Mediana przezycia u 282 pacjentow (88%) z korzystnymi wynikami CTC (< 3 CTC) wynosita 17,3 miesiaca
(95% Cl = od 15,0 do 19,5 miesiaca) (rysunek 18, tabela 18). U 38 pacjentéw (12%) z niekorzystnymi wynikami CTC (> 3 (TC) mediana przezycia
wynosita 5,4 miesigca (95% Cl od 3,6 do 9,4 miesiaca).

Aby ustali¢, czy oceny (TC dokonane w okresie blizszym terminowi obrazowania daty podobne szanse przezycia w poréwnaniu z ocenami CTC
wykonanymi okoto 4 tygodni po rozpoczeciu terapii, dokonano analizy tylko w przypadku pacjentow, u ktérych CTC oznaczono w ciggu + jednego
miesiaca od pierwszego obrazowania kontrolnego (rysunek 19, tabela 18). U 364 z 402 pacjentéw (91%) oznaczono CTC w ciagu jednego miesiaca od
pierwszego kontrolnego badania obrazowego, ktdre zostato wykonane 9,0 + 2,9 tygodnia (mediana = 8,5 tygodnia) po rozpoczeciu terapii. Mediana
przezycia u 335 pacjentéw (92%) z korzystnymi wynikami CTC wynosita 17,2 miesiaca (95% Cl od 15,0 do 19,2 miesiaca). W przypadku 29 pacjentéw
(8%) z niekorzystnymi wynikami CTC mediana przezycia wynosita 5,4 miesiaca (95% Cl = od 3,2 do 7,5 miesiaca). Dane te pokazaty, ze oceny (TC

w obu punktach czasowych daja podobne wyniki do obrazowania przeprowadzonego okoto 9 tygodni po rozpoczeciu terapii.

W tym badaniu zastosowanie wieloczynnikowej analizy regresji Coxa w celu skorygowania o wyniki obrazowania wykazato, ze zaréwno (T, jak
i obrazowanie po 612 tygodniach s3 niezaleznie zwiazane z catkowitym czasem przezycia, ale wyniki CTC [skorygowany wspétczynnik hazardu:
7,9 (4,6-13,6)] sa silniejszym czynnikiem prognostycznym niz obrazowanie [skorygowany wspétczynnik hazardu: 3,1 (2,1-4,6)].
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Tabela 18: 0S u pacjentow z mCRC, u ktérych ocene CTC przeprowadzono okoto miesigca po rozpoczeciu leczenia oraz w ciagu jednego
miesiaca od oceny radiologicznej

N Mediana czasu przezycia i (95% Cl) w miesiacach
A. Obrazowanie 402
Wynik korzystny (NPD) 307 (76%) 19,1(17,0-23,1)
Wynik niekorzystny (PD) 95 (24%) 5,8 (4,4-7,7)
B. CTC po 3-5 tygodniach 320
Wynik korzystny (< 3 CTC) 282 (88%) 17,3 (15,0-19,5)
Wynik niekorzystny (= 3 CTC) 38 (12%) 54 (3,6-9,4)
C. CTC (% 1 miesigc od obrazowania) 364
Wynik korzystny (< 3 CTC) 335(92%) 17,2 (15,0-19,2)
Wynik niekorzystny (= 3 (TC) 29 (8%) 54(3,2-7,5

Rysunek 17: Korelacja oceny radiologicznej i CTC z 0S: 0S u pacjentéw z mCRC z NPD lub PD w pierwszym obrazowaniu
kontrolnym (N=402)
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Rysunek 18: Korelacja oceny radiologicznej i (TC z 0S: 0S u pacjentéw z mCRC z < 3 lub = 3 CTC podczas pierwszej wizyty kontrolnej po
rozpoczeciu terapii (N = 320)
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Rysunek 19: Korelacja oceny radiologicznej i CTC z 0S: OS u pacjentéw z mCRCz < 3 lub > 3 CTC w ciggu + 1 miesigca od pierwszego
obrazowania kontrolnego lub zgon (N = 364)
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2.4.5 Zgodnos¢ miedzy liczha komérek CTC a monitorowaniem radiologicznym u pacjentéw z mCRC

Jak wspomniano powyzej, badania obrazowe s3 istotnym elementem obecnego standardu opieki do okreslenia postepu choroby i odpowiedzi na
leczenie w przypadku przerzutowego raka jelita grubego. Aby przedstawic kolejne dowody na uzytecznos¢ CTC w dokonywaniu tych ocen klinicznych,
skonstruowano tabele pordwnujace parami zgodne i niezgodne wyniki oznaczenia CTC i obrazowania radiologicznego.

W celu oceny odpowiedzi na leczenie korzystng grupe zdefiniowano jako grupe z chorobe stabilng (5), odpowiedzia czesciowa (PR) lub odpowiedzig
catkowita (CR) wedtug kryteriéw RECIST (brak progresji, NPD), a grupe niekorzystna, jako osoby z progresja (PD). Spoéréd 18 pacjentéw, ktérzy zmarli
przed kontrolnym badaniem obrazowym, u 10 wykonano kontrolne pobranie krwi w ciagu 30 dni poprzedzajacych zgon i dla celéw poréwnawezych tych
10 pacjentdéw sklasyfikowano jako pacjentdw z progresja (PD).

Wyniki CTC uzyskane w ciagu + jednego miesiaca od badania obrazowego sklasyfikowano jako korzystne (< 3 CTC) i niekorzystne (= 3 CTC). Jezeli
w ciagu =+ jednego miesigca od badania obrazowego uzyskano wiecej niz jedng wartos¢ CTC, do obliczert uzywano wyniku CTC uzyskanego najblizej
daty badania obrazowego. W analizie wykorzystano wszystkie mozliwe do oceny pobrania krwi od pacjentéw w celu dopasowania CTC do badan
obrazowych, a nie tylko te, ktdre zostaty wybrane dla wyznaczonych punktéw czasowych, jak opisano w punkcie 2.1 powyzej.

W sumie u 366 pacjentow z mCRC uzyskano wyniki CTC w ciggu jednego miesigca od badania obrazowego lub zgonu. Rezultaty tego poréwnania
wynikéw CTCi obrazowania (lub zgonu) u poszczegélnych pacjentéw podsumowano w tabeli 19.

Tabela 19: Poréwnanie CTCi obrazowania u poszczegélnych pacjentéw z mCRC

Odpowiedz przy pierwszym kontrolnym (TCw ciagu + 1 miesigca od badania obrazowego lub zgon
. taaznie
badaniu obrazowym <30¢7,5ml >3(0¢/7,5ml
Brak progresji 272 13 285
Progresja 65 16 81
tacaznie 337 29 366
Dolny Gorny
Pomiar Oszacowanie 95% (I 95% (I
Zgodnos¢ dodatnia w % 20% 12% 30%
Zgodnos$¢ ujemna w % 95% 92% 98%
Dodatnia wartos¢ predykcyjna 55% 36% 74%
Ujemna wartos¢ predykcyjna 81% 76% 85%
Zgodnosc catkowita 79% 74% 83%
lloraz szans 5,2 2,4 11,2

U 384 pacjentéw z mCRG, u ktdrych wykonano jedno lub wiecej kontrolne badanie obrazowe, wykonano facznie 911 badan obrazowych, ktére daty
uzyteczng odpowiedz radiologiczna. W sumie dla 805 sposréd 911 (88%) badan obrazowych uzyskano wyniki CTC w odstepie czasowym =+ jednego
miesiaca. Sposrdd 18 pacjentéw, ktérzy zmarli przed kontrolnym badaniem obrazowym, u 10 wykonano kontrolne pobranie krwi w ciagu 30 dni
poprzedzajacych zgon i dla cel6w pordwnawczych tych 10 pacjentéw sklasyfikowano jako pacjentow z progresj (PD). Wynik tego poréwnania migdzy
(TCa obrazowaniem (lub zgonem) na podstawie 815 obserwacji przedstawiono w tabeli 20.
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Tabela 20: Poréwnanie CTCi obrazowania na podstawie obserwacji mCRC

Odpowied: przy wszystkich kontrolnych badaniach CTCw ciagu + 1 miesigca od badania obrazowego lub zgon tacanie
obrazowych <30¢7,5ml >30¢7,5ml 2
Brak progresji 597 33 630
Progresja 147 38 185
tacznie 744 n 815
Dolny Gorny
Pomiar Oszacowanie 95% Cl 95% Cl
Zgodnos¢ dodatnia w % 21% 15% 27%
Zgodnos¢ ujemna w % 95% 93% 96%
Dodatnia warto$¢ predykcyjna 54% 41% 65%
Ujemna wartos¢ predykcyjna 80% 77% 83%
Zgodnos¢ catkowita 78% 75% 81%
lloraz szans 4,7 28 7,7

W seryjnych obserwacjach odnotowano, ze tylko niewielka liczba wynikdw obrazowania, wykazujacych przejscie od choroby bez progresji do choroby
z progresja, zbiegata sie w czasie ze zmiang wynikéw CTCz < 3 na = 3 CT(/7,5 ml.

Poniewaz warto$¢ prognostyczna wynikéw CTC we wcze$niejszym punkcie czasowym byfa rownowazna z wynikami CTC w momencie obrazowania
(rysunek 18 i rysunek 19), dokonano poréwnania wszystkich pacjentéw z wykorzystaniem wynikéw tylko z pierwszego kontrolnego badania
obrazowego, przeprowadzonego okoto 9 tygodni po rozpoczeciu terapii, oraz wynikéw CTC uzyskanych okoto 4 tygodnie po rozpoczeciu terapii.

W sumie u 320 (80%) z 402 pacjentdw uzyskano wyniki CTC 35 tygodni po rozpoczeciu leczenia. Rezultaty poréwnania wynikéw CTC we wczedniejszym
punkcie czasowym z wynikami obrazowania (lub zgonem) u poszczegdlnych pacjentow przedstawiono w tabeli 21.

Tabela 21: Poréwnanie CTC i obrazowania u poszczegélnych pacjentéw z mCRC

Odpowieds przy pierwszym kontrolnym (TC3-5 tygodni po rozpoczeciu terapii .
. tacznie
badaniu obrazowym <30¢7,5ml >3(1¢/7,5ml
Brak progresji 228 18 246
Progresja 54 20 74
tacznie 282 38 320
Dolny Gorny
Pomiar Oszacowanie 95% (I 95%
Zgodnos¢ dodatnia w % 27% 17% 39%
Zgodnos¢ ujemna w % 93% 89% 96%
Dodatnia warto$¢ predykcyjna 53% 36% 69%
Ujemna wartos¢ predykcyjna 81% 76% 85%
Zgodnos¢ catkowita 78% 73% 82%
lloraz szans 47 23 9,5

2.4.6 (TCjako dodatek do obrazowania
Chociaz ogdlna zgodno$¢ miedzy CTC i obrazowaniem byta dobra (okoto 78%), zgodnos¢ ta nie wystepowata u okoto 22% pacjentdw z m(RC. Jako ze
oznaczenie CTC ma by stosowane w potaczeniu z innymi metodami diagnostycznymi do podejmowania decyzji terapeutycznych, wyniki CTC okoto
3-5 tygodni po rozpoczeciu terapii i wyniki obrazowania poréwnano z 0S w celu okreslenia, ktre z niezgodnych wynikéw lepiej odzwierciedlaty
rokowanie pacjentéw (rysunek 20) w nastepujacych grupach:
«  Grupa 1 (zielona krzywa), 228 (71%) pacjentow z (TC < 3 po 3-5 tygodniach i z NPD;

Grupa 2 (granatowa krzywa), 54 (17%) pacjentéw z CTC < 3 po 3-5 tygodniach i z PD;

Grupa 3 ( krzywa), 18 (6%) pacjentéw z CTC > 3 po 3-5 tygodniach i z NPD;

Grupa 4 (czerwona krzywa), 20 (6%) pacjentow z CTC > 3 po 3-5 tygodniach i z PD.
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Rysunek 20: 0S u pacjentow z mCRC w grupach 1, 2, 3 i 4 z zastosowaniem CTC 3-5 tygodni po rozpoczeciu terapii (n = 320) i stan
choroby okreslony w pierwszym obrazowaniu kontrolnym
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W tym badaniu oznaczenie CTC okazato si¢ silnym niezaleznym czynnikiem prognostycznym catkowitego czasu przezycia. Wyniki badania wskazuja,
ze kombinacja wynikéw CTCi ocen radiologicznych zapewnia najdoktadniejsza ocene rokowania.

3 Pacjenci z przerzutowym rakiem gruczotu krokowego (MPC)

Przeprowadzono wieloosrodkowe prospektywne badanie kliniczne w celu okreslenia, czy wynik CTC pozwala prognozowac progresje choroby

i czas przezycia. W tym badaniu pacjentéw z przerzutowym rakiem gruczotu krokowego zdefiniowano jako tych, u ktdrych stwierdzono dwa kolejne
wzrosty stezenia markera swoistego antygenu sterczowego (PSA) w surowicy powyzej poziomu referencyjnego, pomimo standardowego leczenia
hormonalnego. i pacjenci s3 najczesciej opisywani jako majacy niezaleznego od androgenu, opornego na hormony lub na kastracje raka gruczotu
krokowego. Do badania wiaczono 231 pacjentéw z przerzutowym rakiem gruczotu krokowego, u ktérych stwierdzono progresje PSA pomimo
standardowej terapii hormonalnej i rozpoczecia nowej linii lub rodzaju chemioterapii. Dane kliniczne analizowano w grupie przeznaczonej

do leczenia (ITT). Dane demograficzne pacjentéw przedstawiono w tabeli 22.
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Tabela 22: Dane demograficzne pacjentéw z MPC

Kategoria $rednia + odchylenie standardowe (mediana) Liczba pacjentow
Wiek w punkcie poczatkowym (w latach) 70£9(70) 231
Wstepne leczenie:
PSA (ng/ml) 547 £1616 (144) 231
Hemoglobina (g/dl) 123+1,6(12,4) 221
Fosfataza alkaliczna (ALP) (1U/ml) 235 +271(144) 223
Dehydrogenaza mleczanowa (LDH) (1U/ml) 293 + 228 (224) 219
Albumina (g/dl) 39+26(398) 214
Opis kategorii Liczba pacjentéw (% tacznej liczby)
Biata 209 (90%)
Rasa (zarna 17 (7%)
Inna 5(3%)
0 101 (44%)
. . . 1 100 (43%)
Wynik w skali ECOG w punkcie poczatkowym ) 21(9%)
Nieznany 9 (4%)
>5 18 (8%)
6 28 (12%)
. . 7 63 (27%)
Wynik w skali Gleasona 8 45 (20%)
>9 54 (23%)
Nieznany 23 (10%)
1 14 (6%)
2 30 (13%)
Stadium w pierwotnym rozpoznaniu 3 58 (25%)
4 19 (8%)
Nieznane 110 (48%)
1. 154 (67%)
Linia terapii 2. 38 (16%)
>3. 39 (17%)
i 0
Czy w obecnej linii leczenia stosowany Nie 67 (290/0 )
jest lek Taxotere? Tk 162 (70%)
) ) Brak danych 2 (1%)
Nie 20 (8%)
Przerzuty do kosci Tak 207 (90%)
Brak danych 4(2%)
Nie 142 (62%)
Mierzalna choroba Tak 88 (38%)
Brak danych 1(0%)
Nie 141 (61%)
Przerzuty do narzadow trzewnych Tak 89 (39%)
Brak danych 1(0%)

Miano CTC w punkcie poczatkowym oznaczono przed rozpoczeciem nowej linii chemioterapii. Do oceny wybrano nastepujace ramy czasowe: badanie

w punkcie poczatkowym (przed rozpoczeciem leczenia), 2-5 tygodni (14—41 dni od badania w punkcie poczatkowym), 6-8 tygodni (4262 dni od
badania w punkcie poczatkowym), 9—12 tygodni (63—90 dni od badania w punkcie poczatkowym) i 13—20 tygodni (91—146 dni od badania w punkcie
poczatkowym) po rozpoczeciu terapii. Jesli w wyznaczonych przedziatach czasowych przypadato wiecej niz jedno pobranie krwi, jako wynik dla kazdego
przedziatu czasowego uzyto wynikéw z pobrania krwi najbardziej odlegtego czasowo od badania w punkcie poczatkowym.

3.1  (zestosc oznaczania CTC

0d wszystkich 231 mozliwych do oceny pacjentdw z MPC pobrano krew w punkcie poczatkowym. U 221 z tych pacjentow z MPC wykonano jedno lub
wiecej kontrolne pobranie krwi po rozpoczeciu terapii. Sposrdd dziesieciu pacjentow z MPC, od ktdrych pobrano krew tylko w punkcie poczatkowym,
trzech zmarto przed kontrolnym pobraniem krwi, u jednego doszto do progresji choroby i wystano go do hospicjum, jeden przerwat chemioterapie

z powodu ztamania biodra, jeden wyprowadzit sie, trzech odmdwito zgody na dalsze pobieranie krwi i jeden pacjent wycofat zgode na uczestnictwo

w badaniu. t3cznie od 214, 171, 158 i 149 pacjentéw z MPC pobrano krew w okresie kontrolnym odpowiednio 2—5 tygodni, 6—8 tygodni, 912 tygodni
i 13-20 tygodni po rozpoczeciu leczenia.

W przerzutowym raku gruczotu krokowego progresje choroby okrela sie gtdwnie na podstawie zmian PSA. W tym badaniu progresje choroby okreslano
na podstawie lokalizacji, wykorzystujac oznaczenie PSA, obrazowanie i/lub kliniczne objawy podmiotowe i przedmiotowe. W przypadku analiz w
punkcie poczatkowym czas przezycia bez progresji choroby (PFS) liczono od czasu pobrania krwi w punkcie poczatkowym do progresji lub zgonu,

a catkowity czas przezycia (0S) okreslono od czasu pobrania krwi w punkcie poczatkowym do daty zgonu lub daty ostatniego kontaktu z pacjentem.

W przypadku analiz w okresie kontrolnym PFS liczono od kontrolnego pobrania krwi do rozpoznania progresji lub zgonu, a 0S mierzono od czasu
kontrolnego pobrania krwi do daty zgonu albo daty ostatniego kontaktu z pacjentem. Pacjenci z progresja choroby przed data oceny pobranej probki
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krwi zostali wykluczeni z analiz PFS w tym punkcie czasowym i wszystkich kolejnych kontrolnych pobran krwi. Pacjenci bez dodatkowego badania
kontrolnego przezycia po dacie oceny pobranej prébki krwi zostali wykluczeni z analiz PFS i 0S w tym punkcie czasowym. Tabela 23 przedstawia liczbe
pagjentéw w kazdym punkcie czasowym wytaczonych z analiz PFS lub PFS i OS oraz powody ich wykluczenia.

Tabela 23: Wytaczenia z analizy PFS i 0S u pacjentéw z MPC

Pacjenci z MPC nienadajacy sie do oceny: taana liczba mozliwych
- do oceny pacjentow
Harmonogram Pobranie krwi Wyniki CTC
obran krwi . Brak kontroli | niemozliwe Krew pobrana
P Krew w 1-7 dniu po
. p po dacie do oceny po dacie progresji PFS 0s
niepobrana | zastosowaniu . .
leczenia pobrania krwi lub brak choroby
wynikéw CTC

Punkt poczatkowy 0 6 0 6 0 219 219
2-5 tygodni 17 0 0 n 4 199 203
6-8 tygodni 60 0 0 8 22 141 163
9-12 tygodni 73 1 0 8 15 134 149
13-20 tygodni 82 0 1 5 27 116 143

Wyniki CTC uzyskane z pobrania krwi w punkcie poczatkowym i kontrolnych pobran krwi 25 tygodni, 6-8 tygodni, 9—12 tygodni oraz 13—20 tygodni po
rozpoczeciu leczenia klasyfikowano jako korzystne (< 5 CTC) lub niekorzystne (> 5 CTC). Stezenia PSA, fosfatazy alkalicznej i LDH podsumowane w tabeli
demograficznej i wykorzystane w analizach zostaty oznaczone w centralnym laboratorium w prébkach surowicy pobranych w tym samym czasie, co prébki
krwi wykorzystane do oceny CTC. Stezenia hemoglobiny i albuminy podsumowane w tabelach i wykorzystane w analizach zostaty podane przez oérodki i
zweryfikowane na podstawie dokumentacji medycznej pacjenta, ktéra podlegata ocenie w ciagu = 30 dni od oceny CTC w punkcie poczatkowym.

3.2
3.2.1 PFS na podstawie wynikéw CTC w punkcie poczatkowym

Analiza czasu przezycia bez progresji choroby (PFS) pacjentéw z MPC

U 219 sposréd 231 pacjentéw mozliwych do oceny dostepny byt wynik CTC w punkcie poczatkowym. Na potrzeby analizy Kaplana-Meiera pacjentéw
podzielono na dwie grupy na podstawie wyniku CTC w punkcie poczatkowym:

Grupa z wynikiem korzystnym (N = 94), oznaczona kolorem zielonym, sktadata sie z pacjentéw z liczbg (TC < 5.
+ Grupa z wynikiem niekorzystnym (N=125), oznaczona kolorem czerwonym, sktadata sie z pacjentdw z liczba CTC > 5.

Mediana PFS w grupie z korzystnymi wynikami byfa dtuzsza niz w grupie z wynikami niekorzystnymi (odpowiednio 5,8 w pordwnaniu do 4,2 miesiaca).
Wyniki te przedstawiono na rysunku 21 w tabeli 24.

Rysunek 21: PFS u pagientéw z MPCz < 5 lub = 5 CTC w punkcie poczatkowym (N = 219).
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3.2.2  PFS na podstawie wynikéw CTC z badar kontrolnych

Na potrzeby analizy Kaplana-Meiera pacjentéw z MPC podzielono na dwie grupy w oparciu o liczbe CTC z poszczegéInych kontrolnych pobran krwi.
PFS obu grup pacjentéw w poszczegdlnych kontrolnych pobraniach krwi po rozpoczeciu leczenia przedstawiono na rysunku 22. Rysunek ten
przedstawia mozliwos¢ przewidzenia czasu do progresji klinicznej lub zgonu u pacjentéw z MPC na podstawie wyniku CTC wynoszacego < 5 lub

> 5w okresie 2-5 tygodni (n=199), 6-8 tygodni (n=141), 9-12 tygodni (n=134) i 13-20 tygodni (n=116) po rozpoczeciu terapii.
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Grupa z korzystnym wynikiem, oznaczona kolorem oliwkowym, granatowym, fioletowym oraz niebieskim sktadata sie z pacjentéw
zwynikiem (TC < 5 odpowiednio 2-5, 68, 912 13—20 tygodni po rozpoczeciu leczenia.

+  Grupaz niekorzystnym wynikiem, oznaczona kolorem brazowym, czarnym, szarym oraz
zwynikiem CTC > 5 odpowiednio 2-5, 6-8, 912 i 13—20 tygodni po rozpoczeciu leczenia.

, sktadata sie z pacjentow

Rysunek 22: PFS u pacjentow z MPCz < 5 lub = 5 CTC w réznych punktach czasowych okresu kontrolnego.
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Czas od pobrania krwi (w miesigcach)

Tabela 24 podsumowuje wyniki analizy PFS przy uzyciu pozioméw CTCi progu > 5 CTC/7,5 ml w poszczegélnych punktach czasowych pobierania krwi.
Tabela 24: Czas przezycia bez progresji choroby (PFS) u pacjentow z MPCz < 5 lub > 5 CTC w réznych punktach czasowych

1 2 3 4 | 5 6
(Czas prébko“{ania N - Mediana PFS w miesigcach (95% Cl) v’]a.nos'c’ P
por ozpoczeciu Tx = <5TC =5 CTC w tescie log-rank
Punkt poczatkowy 219 125 (57%) 58(5,0-7,9) 4,2(3,1-4,9) 0,0008
2-5 tygodni 199 77 (39%) 6,5(4,9-7,4) 2,1(1,4-33) <0,0001
6-8 tygodni 141 38 (27%) 59 (4,2-7,0) 19(13-27) <0,0001
9-12 tygodni 134 39 (24%) 49(3,8-6,2) 1,6 (0,9-2,6) <0,0001
13-20 tygodni 116 27 (23%) 41(33-508) 1,2(0,5-1,5) <0,0001

Jak pokazano na rysunku 22 i w tabeli 24, pajenci z MPCz podwyzszonym CTC (= 5 CTC/7,5 ml w krwi petnej) w dowolnym punkcie czasowym wykazywali
znacznie wieksze prawdopodobieristwo szybkiej progresji niz pacjenci z < 5 CTC. Kolumna 4 tabeli 24 pokazuje, ze mediana czasu PFS u pacjentéw z CTC
< 5wynosita od 4,1 do 6,5 miesiecy i byfa znacznie diuzsza niz mediana czasu PFS u pacjentdw z CTC = 5, ktdra wahata sie od 1,2 do 4,2 miesiaca (kolumna 5).

3.2.3 Zmniejszenie lub zwigkszenie liczby CTC prognozuje dtuzszy lub krétszy PFS

(zas PFS liczono od pobrania krwi w punkcie poczatkowym. Na potrzeby analizy Kaplana-Meiera (rysunek 23) pacjentéw z MPC podzielono na cztery
grupy w oparciu o wynik CTC w punkcie poczatkowym oraz 2—5 tygodni, 6-8 tygodni, 9—12 tygodni i 13—20 tygodni od rozpoczecia terapii:
Grupa 1 (zielona krzywa), 88 (38%) pacjentéw z (TC < 5 we wszystkich punktach czasowych. U pieciu (6%) z tych pacjentow uzyskano wynik
=5 (TC tylko w punkcie poczatkowym, a u siedmiu (8%) — tylko raz pomiedzy pierwszym i ostatnim pobraniem krwi;

-+ Grupa 2 (granatowa krzywa), 45 (20%) pacjentow z liczhg CTC > 5 przed rozpoczeciem terapii, u ktrych doszto do obnizenia (TC do < 5 przy
ostatnim pobraniu krwi;

Grupa 3 ( krzywa), 26 (11%) pacjentéw z CTC < 5 we wezesnych pobraniach krwi (punkt poczatkowy, 2-5 tygodni i/lub
6-8 tygodni), u ktdrych doszto do zwigkszenia CTC do > 5 przy ostatnim pobraniu krwi;

+ Grupa 4 (czerwona krzywa), 71 (31%) pacjentéw z (TC > 5 we wszystkich punktach czasowych pobrania krwi. U osmiu (11%) z tych pacjentow
uzyskano wynik < 5 CTC tylko w punkcie poczatkowym, a u dwéch (3%) — tylko raz pomiedzy pierwszym i ostatnim pobraniem krwi.
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Rysunek 23: Obnizenie liczby CTC ponizej 5 po rozpoczeciu terapii prognozuje dtuzszy PFS u pacgjentow z MPC
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Rysunek 23 pokazuje, ze pacjenci z MPCz CTC > 5 we wszystkich punktach czasowych (grupa 4) mieli najkrotsza mediane PFS, ktéra byta znaczaco
rézna od mediany PFS , grupy 2 i grupy 1. Rdznica pod wzgledem mediany PFS miedzy pacjentami, u ktorych wystapita redukcja liczby
(TC po rozpoczeciu terapii (grupa 2), byta znacznie dfuzsza w poréwnaniu z pacjentami, ktdrzy wykazali wzrost CTC ( ).

3.3  Analiza catkowitego czasu przezycia (0S) pacjentow z MPC
3.3.1 Analiza 0S na podstawie wynikow CTC w punkcie poczatkowym

Zgon nastapit u 119 (52%) z 231 pacjentéw z MPC, ze $rednim okresem kontrolnym w przypadku 112 pozostajacych nadal przy zyciu pacjentéw (48%)
wynoszacym 16,1 + 4,9 miesigca (mediana = 16,5, zakres = od 1,9 do 25,7 miesiaca). W czasie tych analiz zmarto 28 (30%) z 94 pacjent6w z grupy
korzystnej (< 5 CTC w punkcie poczatkowym) w poréwnaniu z 83 (66%) z 125 z grupy niekorzystnej (= 5 (TC w punkcie poczatkowym).

Na potrzeby analizy Kaplana-Meiera 219 z 231 pacjentéw mozliwych do oceny, u ktérych uzyskano wyniki w punkcie poczatkowym, podzielono na
dwie grupy na podstawie wyniku CTC w punkcie poczatkowym:

Grupa z wynikiem korzystnym (N = 94), oznaczona kolorem zielonym, sktadata sie z pacjentow z liczbg (TC < 5.
Grupa z wynikiem niekorzystnym (N=125), oznaczona kolorem czerwonym, sktadata sie z pacjentéw z liczhg (TC > 5.

Mediana 0S byta znacznie dtuzsza w grupie korzystnych wynikéw niz w grupie wynikéw niekorzystnych (odpowiednio 21,7 w poréwnaniu do
11,5 miesigca). Wyniki te przedstawiono na rysunku 24.

Rysunek 24: 0S u pacjentow z MPCz < 5 lub = 5 CTC w punkcie poczatkowym (N = 219).
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3.3.2 0S na podstawie wynikéw CTC z badar kontrolnych

Analizy Kaplana-Meiera dla obu grup pacjentéw z MPC w poszczegélnych kontrolnych punktach czasowych pobierania krwi po rozpoczeciu terapii
przedstawiono na rysunku 25. Ten rysunek przedstawia mozliwos¢ przewidzenia czasu do zgonu u pacjentéw z MPC na podstawie wyniku
(TCwynoszacego < 5 lub > 5 CTC w okresie 2-5 tygodni (n=203), 6—8 tygodni (n=163), 9-12 tygodni (n=149) i 13—20 (n=143) tygodni po
rozpoczeciu terapii. (zas 0S liczono od kazdego pobrania krwi.
Grupa z korzystnym wynikiem, oznaczona kolorem oliwkowym, granatowym, fioletowym oraz niebieskim, sktadata sie z pacjentow
zwynikiem (TC < 5,
Grupa z niekorzystnym wynikiem, oznaczona kolorem brazowym, czarnym, szarym i , sktadata sie z pacjentow
zwynikiem (TC= 5.

Rysunek 25: 0S u pacjentow z MPCz < 5 lub = 5 CTC w réznych punktach czasowych okresu kontrolnego.
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Tabela 25 podsumowuje wyniki analizy 0S na podstawie pozioméw CTCi progu = 5 CTC/7,5 ml w kazdym z réznych punktéw czasowych
pobierania krwi.

Tabela 25: Catkowity czas przezycia (0S) pacjentow z MPCz < 5 lub=> 5 CTC w réznych punktach czasowych

1 2 3 4 5 6
(zas prébkow'ania " - Mediana 0S w miesigcach (95% CI) V\'Ia.rtos'é )

po rozpoczeciu Tx = <5 CIC >5CTC w tescie log-rank

Punkt poczatkowy 219 125 (57%) 21,7 (21,3 -NR) 11,5(9,3-13,7) <0,0001

2-5 tygodni 203 80 (39%) 20,7 (20,5 - NR) 9,5(5,8-10,7) <0,0001

6-8 tygodni 163 53 (33%) 19,9 (17,9-NR) 8,5(5,0-10,2) <0,0001

9-12 tygodni 149 49 (33%) 19,6 (18,5—NR) 7,6 (6,2-8,6) <0,0001

13-20 tygodni 143 44 (31%) 19,8 (17,1-NR) 6,7 (4,9-7,6) <0,0001

Jak pokazano na rysunku 25 i w tabeli 25, w kolumnie 45, pacjenci z MPCz > 5 CTC w dowolnych punktach czasowych wykazywali znacznie
wieksze prawdopodobieristwo wczesniejszego zgonu niz pacjenci z liczbg (TC < 5. Mediana okresu 0S u tych pacjentéw z (TC < 5 miescita sie
w zakresie od 19,6 do 21,7 miesiecy i byta znacznie dtuzsza niz mediana okresu 0S u pacjentow z (TC > 5, ktéra wahata sie od 6,7 do 11,5 miesiaca.

3.3.3 Zmniejszenie lub zwigkszenie liczby CTC prognozuje dtuzszy lub krétszy 0S

(zas 0S liczono od pobrania krwi w punkcie poczatkowym. Na potrzeby analizy Kaplana-Meiera (rysunek 26) pagjentdw podzielono na cztery grupy
w oparciu o wynik CTC w punkcie poczatkowym oraz 2-5 tygodni, 6-8 tygodni, 9—12 tygodni i 1320 tygodni od rozpoczecia terapii:
Grupa 1 (zielona krzywa), 88 (38%) pacjentow z CTC < 5 we wszystkich punktach czasowych. U pieciu (6%) z tych pacjentow uzyskano wynik
> 5 (TC tylko w punkcie poczatkowym, a u siedmiu (8%) — tylko raz pomiedzy pierwszym i ostatnim pobraniem krwi;

Grupa 2 (granatowa krzywa), 45 (20%) pacjentéw z liczbg (TC = 5 przed rozpoczeciem terapii, u ktdrych doszto do obnizenia CTCdo < 5 przy
ostatnim pobraniu krwi;

« Grupa3( krzywa), 26 (11%) pacjentow z CTC < 5 we wczesnych pobraniach krwi, u ktorych doszto do zwiekszenia C(TC do > 5 przy
ostatnim pobraniu krwi;

Grupa 4 (czerwona krzywa), 71 (31%) pacjentéw z CTC > 5 we wszystkich punktach czasowych pobrania krwi. U o$miu (11%) z tych pacjentéw
uzyskano wynik < 5 CTC tylko w punkcie poczatkowym, a u dwéch (3%) — tylko raz pomiedzy pierwszym i ostatnim pobraniem krwi.
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Rysunek 26: Obnizenie liczby CTC ponizej 5 po rozpoczeciu terapii prognozuje dtuzszy 0S u pacjentow z MPC, zas wzrost liczby CTC
do 5 lub wiecej prognozuje krotszy 0S
Mediana OS w miesiacach
Grupa Opis N (%) (95% CI)

1 <6 CTC we wszystkich pobraniach 88 (38%) > 26 (0od 21,4 do —-)
2 25CTCwpunkcie poczatkowym 45 (20%) 21,3 (od 18,4 do -——)
i <5 CTC w ostatnim pobraniu

100%

4 25 CTC we wszystkich pobraniach 71 (31%) 6,8 (od 538 do103)

90%
80%
70%
60%
5Q% — ~~ =

40% =] Poréwnanie Wartosé p

% prawdopodobiefstwa przezycia

krzywych w tescie logrank*®
30% < 1 wegledem 2 0,1528
1 wzgledem < 10,0001
20% < 1 wzgledem 4 < 10,0001
2 wzgledem 3 <0,0001
10% < 2 wzgledem 4 < 10,0001
wzgledem 4 0,5013

0% — “Wartosci p nie saskorygowane 2

wzgledem testu zhioru hipotez

B L L L LU UL, L L L AL R .

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
Czas od pobrania krwi w punkcie poczatkowym (miesigce)

Rysunek 26 pokazuje, ze u tych pacjentéw, u ktdrych stwierdzono > 5 CTC w dowolnym momencie po rozpoczeciu terapii, wystepowato znacznie
wieksze prawdopodobienstwo wczesniejszego zgonu. Pacjenci z (TC > 5 we wszystkich punktach czasowych (grupa 4) mieli najkrétsza mediane 0S,
ktra byta znaczaco rézna od mediany 0S grupy 2 i grupy 1, ale nie . Pacjenci z (TC < 5 we wszystkich punktach czasowych (grupa 1) mieli
najdtuzsza mediane 0S, ktdra byfa znaczaco rézna od mediany 0S grupy 4 i , ale nie grupy 2. Rysunek 26 réwniez pokazat, ze u pacjentéw,
u ktdrych stwierdzono spadek liczby CTC (grupa 2), szanse na przezycie zwiekszaty sie i ich mediana 0S byta podobna, jak w przypadku pacjentow

z korzystnym CTC podczas wszystkich pobrari (grupa 1). Rysunek pokazuje réwniez, ze niekorzystne poziomy CTC po rozpoczeciu terapii znaczaco
zmniejszaty catkowity czas przezycia ( igrupa 4).

3.3.4 Analiza jednoczynnikowej regresji Coxa u pacjentéw MPC

Zastosowano analize regresyjng modeli hazardu proporcjonalnego Coxa do oceny zwiazku nastepujacych parametréw przed leczeniem z PFS i 0S: analiza
stadium choroby w momencie rozpoznania (1-4), wiek pacjenta (> 70 lub <70 lat), wynik w skali ECOG przed rozpoczeciem nowej linii terapii (0-2), wynik
w skali Gleasona (2—-10), poziom hemoglobiny w ciagu =+ 30 dni od pobrania krwi w punkcie poczatkowym (g/dl, ciagty), poziom albuminy w ciggu = 30 dni
od pobrania krwi w punkcie poczatkowym (g/dl, ciagty), poziom testosteronu w momencie pobrania krwi w punkcie poczatkowym (ng/ml, ciagty), poziom
LDH w momencie pobrania krwi w punkcie poczatkowym (IU/ml, ciagty), poziom fosfatazy alkalicznej w momencie pobrania krwi w punkcie poczatkowym
(IU/ ml, ciagty), poziom PSA w momencie pobrania krwi w punkcie poczatkowym (ng/ml, ciagty), czas podwojenia PSA przed leczeniem (miesiace, ciagty),
szybkos¢ wzrostu PSA przed leczeniem (ng/ml/miesiac, ciagly), linia leczenia (1, 2, 3, 4, 5 lub 6), rodzaj terapii (w tym wiaczenie Taxotere lub nie), obecnos¢
mierzalnej choroby (tak lub nie), obecnos¢ przerzutéw do kosci (tak lub nie), obecnos¢ przerzutéw do narzaddw trzewnych (tak lub nie), poziom CTC

w punkdie poczatkowym (= 5 CTC/7,5 ml lub < 5 CTC/7,5 ml) i wyniki CTC w okresie kontrolnym, po 25, 6-8, 9—121i 13-20 tygodniach.

W przypadku tych analiz okres PFS i OS liczono od momentu pobrania krwi w punkcie poczatkowym. Wyniki regresji Coxa (tzn. wspdtczynnik hazardu
i zZwiazany z nim 95% przedziat ufnosci, wartos¢ chi-kwadrat i powigzane wartosci p) dla mozliwosci wykorzystania parametréw do niezaleznego
przewidywania PFS i OS podano w tabeli 26 razem z liczba pacjentéw w kazdej ocenie.
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Tabela 26: Analiza jednoczynnikowej regresji Coxa u pacjentow z MPC

Kategorie

Liczha

PFS: ryzyko w punkcie

0S: ryzyko w punkcie

Parametr Wynik Wynik pacjentow poczatkowym - poczatkowym -
dodatni ujemny zZMPC HR Wartos¢ p? HR Wartos¢ p?
Stadium w pierwotnym rozpoznaniu 4lub3lub2lub1 121 0,88 0,206 0,83 0,174
pw‘::qu't’l‘(’:‘;z;:"’“bm"ia krwi w punkcie >70 <70 231 0,9 0,764 1,28 0,178
Wynik w skali ECOG przy wiczaniu do badania 2lub1lub0 222 1,34 0,011 2,36 < 0,001
Wynik w skali Gleasona 0d10do 2 208 1,01 0,919 1,02 0,717
(zas podwajania PSA przed leczeniem (miesiace) Ciagte 230 0,97 0,542 0,97 0,664
S;V;’:“I’/‘;‘I";’f:)'“ PSA przed leczeniem Giagte 230 1,00 0,200 1,00 0,544
Hemoglobina w punkcie poczatkowym (g/dI) Ciagte 221 0,87 0,002 0,71 <0,001
Albumina w punkcie poczatkowym (g/dI) Ciagte 214 0,99 0,748 1,02 0,557
Testosteron w punkcie poczatkowym (ng/ml)’ Ciagte 223 1,07 0,900 2,1 0,060
LDH w punkcie poczatkowym (IU/ml)' Ciagte 219 1,001 <0,001 1,002 <0,001
F“’;fz“:k’: a'::’"laz/':'l;ﬁ’ punkde Ciagte 23 1,00 0,158 1,0008 0,001
Linia terapii Ciagte (1-6) 231 1,23 0,003 1,28 0,003
Rodzaj terapii (Taxotere: Tak/Nie) Tak Nie 229 0,57 <0,001 0,59 0,006
Mierzalna choroba Tak Nie 230 1,00 0,993 1,28 0,181
(zy wystepuja przerzuty do kosci? Tak Nie 227 1,02 0,933 2,22 0,057
(Czy wystepuja przerzuty do narzadéw trzewnych? Tak Nie 230 1,01 0,918 1,26 0,216
PSA w punkcie poczatkowym (ng/ml)’ Ciagte 231 1,00 0,746 1,00 0,907
PSA po 2-5 tygodniach (ng/ml)’ Ciagte 207 1,00 0,819 1,00 0,794
PSA po 6-8 tygodniach (ng/ml)’ Ciagte 167 1,00 0,426 1,00 0,654
PSA po 9-12 tygodniach (ng/ml)’ Ciagte 155 1,00 0,684 1,00 0,324
PSA po 13-20 tygodniach (ng/ml)’ Ciagte 143 1,00 0,639 1,00 0,205
°:::(iti“ii:zs‘:lf: wze'so t(’;z;’,d“ia‘h wagledem <30% | =30% 207 1,56 0,006 124 0,318
O::zfl"i:‘isﬁlf:vf;t({z;d"ia‘h wigledem <30% | >30% 167 221 <0,001 2,27 0,001
Obnizenie PSA po 9-12 tygodniach wzgledem <30% >30% 155 276 <0,001 230 <0,001
unktu poczatkoweqo (%)"
Obnizenie PSA po 13-20 tygodniach wzgledem <30% > 30% 143 2,60 <0,001 3,19 <0,001
unktu poczatkowego (%)’
Liczba CTC w punkcie poczatkowym =5 <5 219 1,62 0,001 3,33 < 0,001
Liczba CTC po 2-5 tygodniach 25 <5 203 2,34 <0,001 4,46 < 0,001
Liczba CTC po 6-8 tygodniach >5 <5 163 3,29 < 0,001 3,66 <0,001
Liczba CTC po 9-12 tygodniach >5 <5 149 3,23 < 0,001 5,82 <0,001
Liczba CTC po 13-20 tygodniach 25 <5 144 4,82 <0,001 718 <0,001

" 0znaczono z surowicy pobranej w tym samym dniu co krew pobrana do oznaczenia CTC

2 Wartos¢ p z testu Walda statystyki Z

3.3.5 Analiza wieloczynnikowej regresji Coxa u pacjentow z MPC

Przeprowadzono analizy danych metoda wieloczynnikowej regresji Coxa w celu oceny niezaleznej mocy predykcyjnej wyniku CTC poprzez skorygowanie
o wptyw znanych waznych czynnikéw klinicznych, ktdre sg istotne statystycznie w analizach jednoczynnikowych. Liczba CTC okazata sie najsilniejszym
czynnikiem prognostycznym PFS i 0S (tabela 27) w wigkszosci punktow czasowych.
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Tabela 27: Analiza wieloczynnikowej regresji Coxa u pacjentow z MPC

PFS: ryzyko w punkcie 0S: ryzyko w punkcie

Parametr Li.czba’ poczatkowym poczatkowym
Pagentiw HR Wartos¢ p* HR Wartos¢ p?

(TCw punkcie poczatkowym (< 5 lub = 5) 1,14 0,455 1,92 0,009
ECOG w punkcie poczatkowym (0 lub 1 lub 2) 1,00 0,982 1,46 0,032
Hemoglobina w punkcie poczatkowym (g/dI)® 0,88 0,027 0,81 0,007
LDH w punkcie poczatkowym (IU/ml)"* 188 1,0007 0,018 1,002 < 0,001
Fosfataza alkaliczna w punkcie poczatkowym (IU/ml)"? 1,00 0,410
Linia terapii (od 1. do 6.) 1,14 0,145 1,07 0,547
Rodzaj terapii (Taxotere: Tak/Nie) 0,63 0,009 0,70 0,139
(TC po 2-5 tygodniach (< 5 lub = 5) 1,48 0,041 2,91 < 0,001
?:r;l(z);"nleu E(Zlgomoz)}:SA po 2-5 tygodniach wzgledem punktu poczatkowego 140 0,077 113 0,637
ECOG w punkcie poczatkowym (0 lub 1 lub 2) 0,97 0,836 1,46 0,054
Hemoglobina w punkcie poczatkowym (g/dI)? 3 0,93 0,246 0,89 0,141
LDH w punkcie poczatkowym (IU/ml)"3 1,002 0,002 1,003 < 0,001
Fosfataza alkaliczna w punkcie poczatkowym (IU/ml)"? 1,00 0,622
Linia terapii (od 1. do 6.) m 0,274 m 0,399
Rodzaj terapii (Taxotere: Tak/Nie) 0,75 0,133 0,80 0,397
(TCpo 6-8 tygodniach (< 5 lub > 5) 2,14 < 0,001 213 0,009
?:r;(z):lﬁj E(zlgomoz)lj'SA po 6-8 tygodniach wzgledem punktu poczatkowego 188 0,002 238 0,007
ECOG w punkcie poczatkowym (0 lub 1 lub 2) 1,04 0,810 1,52 0,088
Hemoglobina w punkcie poczatkowym (g/dl)? 139 0,97 0,695 0,79 0,013
LDH w punkcie poczatkowym (IU/ml)"3 1,002 0,003 1,004 < 0,001
Fosfataza alkaliczna w punkcie poczatkowym (IU/ml)"3 1,00 0,780
Linia terapii (od 1. do 6.) 1,37 0,001 1,35 0,035
Rodzaj terapii (Taxotere: Tak/Nie) 0,80 0,278 1,45 0,276
(TCpo 9-12 tygodniach (< 5 lub = 5) 1,74 0,015 3,94 < 0,001
?:r;és/:lﬁjgt)<2|gomoz)?SA po 9-12 tygodniach wzgledem punktu poczatkowego 3 <0001 146 0,221
ECOG w punkcie poczatkowym (0 lub 11ub 2) 1,21 0,307 1,89 0,004
Hemoglobina w punkcie poczatkowym (g/dl)? 125 0,93 0,322 0,97 0,758
LDH w punkcie poczatkowym (IU/ml)"* 1,00 0,190 1,003 < 0,001
Fosfataza alkaliczna w punkcie poczatkowym (IU/ml)"? 1,00 0,989
Linia terapii (od 1. do 6.) 1,25 0,052 1M 0,499
Rodzaj terapii (Taxotere: Tak/Nie) 0,97 0,903 1,26 0,486
(TCpo 13-20 tygodniach (< 5 lub > 5) 2,95 < 0,001 3,75 0,001
ECOG w punkcie poczatkowym (0 lub 1 lub 2) 0,98 0,919 1,98 0,002
Hemoglobina w punkcie poczatkowym (g/dI)? 3 1,03 0,723 0,87 0,232
LDH w punkcie poczatkowym (IU/ml)"3 1,00 0,380 1,003 < 0,001
Fosfataza alkaliczna w punkcie poczatkowym (IU/ml)" 1,00 0,078
Linia terapii (od 1. do 6.) 1,25 0,050 1,06 0,751
Rodzaj terapii (Taxotere: Tak/Nie) 1,04 0,882 0,90 0,770

' 0znaczono z surowicy pobranej w tym samym dniu co krew pobrana do oznaczenia CTC

2 Wartos¢ p z testu Walda statystyki Z
3 Ocenione jako parametr ciagly
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3.4  Zastosowanie komorek CTC do monitorowania stanu klinicznego pacjentéw z przerzutowym rakiem gruczotu krokowego
3.4.1 Zwiazek miedzy przezyciem, komérkami CTCi oceng choroby na podstawie PSA

Obecnie obnizenie poziomu PSA jest jednym z podstawowych sposob6w okreslenia odpowiedzi na leczenie u pacjentow z MPC. Aby ustali¢ zaleznos¢
miedzy stanem klinicznym okreslonym na podstawie PSA a wynikami CTC, obnizenie PSA i CTC wynoszace > 30% lub > 50%, stwierdzane 2-5 tygodni,
6-8 tygodni, 912 tygodni i 13—20 tygodni po rozpoczeciu terapii, porownano z catkowitym czasem przezycia.

Na potrzeby analizy Kaplana-Meiera OS liczono od momentu pobrania krwi. Pacjentdw przydzielono do grup korzystnych w oparciu o (TC < 5

w momencie oceny i obnizenie PSA > 30% wzgledem warto$ci w punkcie poczatkowym do czasu oceny. Pacjentdw przydzielono do grup niekorzystnych
w oparciu o CTC > 5 w momencie oceny i obnizenie PSA < 30% wzgledem wartosci w punkcie poczatkowym do czasu oceny.

Rysunek 27 przedstawia wyniki analizy 2-5 tygodni po rozpoczeciu terapii, rys. 28 analize 6-8 tygodni po rozpoczeciu terapii, rys. 29 analize

9-12 tygodni po rozpoczeciu terapii i rys. 30 analize 13—20 tygodni po rozpoczeciu terapii.

Rysunek 27: 0S u pajentéw z MPC 2-5 tygodni po rozpoczeciu terapii

A. CTCpo 2-5 tygodniach B. Obnizenie poziomu PSA = 30% w tygodniach 2-5
100% CTCi7,5 ml Mediana OS 100% - Obnizenie PSA Mediana OS
w2-5 tygodniu  N(%) w miesigcach (95% CI) o w 2-5 tygodniu N (%) w miesigcach (85% Cl)

o 90% <§ CTC 123 B1%) 20,7 (0d 20,5 do -} ‘o 90%- 230% zmniejszenie  61(29%) 17,2 {od 15,7 do 20,7)
N 0% z5CTC 80 @9%) 9,5(0d 58 de 10,7) -§ 50% < 30% 2mniejszenie 146 (71%) 15.2 {od 11,7 do 20,6)
o I Wspotczynnik hazardu Coxa=45 D ] Ws pélc zynnik hazardu Coxa = 1.2
& 70% chi-kwadrat = 53,31 g 70% chikwadrat = 0,08
E (warto$ ¢ p < 0,0001) E i (wartesé p = 0,3604)
£ 60% £ 60%- Wartodé p w te cie
o iesi o log-rank =0,3653 o
= 20,7 miesigca 2
8 0% . 3 5 a g 80% T T 17,2 miesigca
o 95 9 v
S 40%- miesiaca | log-rank < 0,0001 g 0%
T . ]
H ] 2
B 30%~ | B 30%-
o H o
& 20%-] : & 20%]

10%— 10% _|

0% : 0% £
| (R e T [ [ B T e o e o i T T PR o T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
Czas od pobrania krwi w 2-5 tygodniu {(miesiace) Czas od pobrania krwi w 2-5 tygodniu (miesigce)

Rysunek 28: 0S u pacjentéw z MPC 6-8 tygodni po rozpoczeciu terapii

A. CTC po 6-8 tygodniach B. Obnizenie poziomu PSA > 30% w tygodniach 6-8
100%— CTC S ml Mediana OS Obnizenie PSA Mediana 0S
w6-8tygodniu N (6) w miesigcach 5% Cl) 100%- w 6-8 tygodniu N (%) w miesiacach (35% CI)

90% <5 CTC 10 (67%) 199 (0d 17.9 do --=--] )

z5CTC 53 (33%) 85 (0d5.0d010,2)

2 30% zmnigjszenie 67 (40%) 22,8 (0d 16,2 do =)

90%r| < 30% zmniejszenie 100 (60%) 11,5 (0d 9.7 do 17,9)

o,
0% Wspélezynnik hazardu Coxa =36 80 % Wspdtezynnik hazardu Coxa=2,2
T0% chi-kwadrat =29,08 chl-kw.a‘drat =11,06
{wartosé p < 0,0001) 70 %~ (wartesé p = 0,0009)
60%- B0% Wartos¢ p w tescie
o il s e R s e s 19,9 miesigca log-rank = 1 o
50% g5 50%1 22,8 miesigca

Wartosc p w tescie
log+ank < 0,0001

5

. : &
40%— miesiaca & 40%- miesigca |

30%~ H

% prawdopo dobienstwa przezycia
% prawdopodobienstwa przezycia

: 30% :
20%-] ! 20% : i
10%-] 10% ‘
0% ; 3 0% 3 :
B R B e | e Tl o e il i e i A B T S R L 5 5 e 7 o P o e i
0 2 4 6 % 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 o 2 4 6 & 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
Czas od pobrania krwi w 6-8 tygodniu {miesiace) Czas od pobrania krwi w 6-8 tygodniu (miesiace)

Rysunek 29: 0S u pacjentéw z MPC 9-12 tygodni po rozpoczeciu terapii

A. CTCpo 9-12 tygodniach B. Obnizenie poziomu PSA > 30% w tygodniach 9-12
100%- cTCr5 ml Mediana 0S 100%- Obnizenie PSA Mediana 0S

- w9-12tygedniu N Q) w miesiacach @5% CI) «© W 9-12 tygodniu N (%) w miesiacach (95% CI)
‘9 90% <5CTC 100 (67%) 196 (ed185do~) & 90% 30% zmniejszenie 83 (54%) 18,5 (od 17,2 do 22.1)
g 25CTC  49(W%) 76(cd62dess) & <30% zmnigjszenie 72 (46%) 102 (o0d 76 do 14.3)
i 80%- Wspslezynnik hazardu Coxa =53 U 80%] Wspétczynnik hazardu Coxa=2,2
: 70%.] chi-kwadrat =44 46 ﬁ o chi-kwadrat = 11,08
H (warto&é p < 0,0001) £ 70%7 (wartosé p = 0,0009)
£ 60%- £ 60%
2 19,6 miesiaca o log-rank = 0,0007 18,5 miesiaca
§ BO% o mmmm el 8 B0V --mmrmer e mm e TR
e 781 Wartosé p w tescle | g 10.2 3
a . H L =% - i
'§ 40% miesiaca E Iog-rank < 010001 : .§ 40% miesigca E |
£ 30%- H E 30% H :
< ! < : :
= 209%-] : = 20% i !
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Czas od pobrania krwi w 9—12 tygodniu (miesiace) Czas od pobrania krwi w 9-12 tygodniu (miesigce)

€631600006_PL

39 LBL-0018



Rysunek 30: 0S u pacjentéw z MPC 13-20 tygodni po rozpoczeciu terapii

A. CTCpo 13-20 tygodniach B. Obnizenie poziomu PSA = 30% w tygodniach 13-20
100% CTC7 5 ml Mediana 0S 100%- Obnizenie PSA Mediana OS$
© w 13-20 tygodniu N (%) w miesigcach 85% CI) © w 13-20 tygodniu N %) wmiesigcach @5% CI)
5 90%-| <§CTC 99 (69%) 19,8 {od 17,1 do ) 5 90% 230% zmniejszenie 84 (59%) 17.7 (od 14,8 do -}
E . 25CTC 44 (31%) 6,7 {0d 4,9 do7,6) E < 30% zmniejszenie 58 (41%) 8.7 (od 6.7 do 12,2)
o
E_EUA' Wspdtezynnik hazardu Coxa=65 E_ 80% Wspotezynnik hazardu Coxa=29
© 70%. chi-kwadrat = 50,72 © o chi-kwadrat = 17 49
E 1 (wartosé p < 0,0001) £ 70% (wartosé p <0,0001)
@ @
5 60%- £ 60% log-rank < 0,0001
= 19,8 miesigca = iesi
3 sowslssrmea e spees e ] a 3 sovalEsT e rn e 17,7 miesiaca
o 6,7 P api o 87!
2 %] miesiaca . WartoS¢ p w tescie 2 A0% miesiaca .
-§ 40%: : log-rank < 0,0001 g o :
& 30%— ' F 30%-~ |
2 ' 2 H
F 20% ‘ R 20% 5
1 |
10%-| : 10% :
0%~ : : 0% H :
| B ] P T 2 i L o o T e R B (e e ] FR e e e | R R T S o s [ R ] e i PR R T [ |
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
Czas od pobrania krwi w tygodniach 13-20 (miesiace) Czas od pobrania krwi w tygodniach 13-20 {miesigce)

Tabela 28 przedstawia poréwnanie mediany catkowitego czasu przezycia w réznych punktach czasowych po terapii CTC, 30% obnizenie poziomu
PSA i 50% obnizenie poziomu PSA.

Tabela 28: Poréwnanie median 0S pomiedzy korzystnymi i niekorzystnymi grupami z obnizeniem poziomu PSA i wyniku CTC.

30% obnizenie poziomu PSA wzgled 50% obnizeni PSA wzgled
agz,sml I F gle
punktu poczatkowego punktu poczatkoweqo
Punkt czasowy — — Wartose
>5 | Mediana0s | Wartos¢p <30 | Mediana0s | Wartos¢p <50 | Medianaos | Wartoscp
N o wtesce | HR | N o wtescde | HR | N wtescie | HR
) | <5 | 25 | log-rank %) | 30% | < 30%| log-rank (%) | 50% | < 50%| jog-rank

2-5tygodni | 203 [ 39% | 207 | 9,5 | <0,0001 | 45 207 | 71% | 172 | 152 | 03653 12 (207 ] 8% | 175 | 162 05599 | 12

6-8 tygodni 63| 33% | 199 | 85 | <0,0001 | 3,6 | 167 | 60% [ 228 | 11,5 0,0011 22 1167 | 75% | 228 | 144 | 00117 | 21

49 33% | 196 | 76 | <00001 [ 53 [155| 46% | 185 | 102 [ 0,007 | 22 [ 15| 59% | 196 | 108 | 0,006 | 23

9-12 tygodni

13-20tygodni | 143 | 31% | 198 | 67 | <0001 | 65 | 142 | 41% | 17,7 | 87 | <0,0001 | 2,9 | 142 | 46% | 17,7 | 99 0,0001 2,6

Dane na rysunkach od 27 do 30 i w tabeli 28 ilustruja bardzo istotna rdznice w catkowitym czasie przezycia pomiedzy pacjentami z niekorzystnym CTC

i korzystnym CTC we wszystkich badanych punktach czasowych, podczas gdy oceny PSA nie byty znaczace az do 6-8 tygodnia po rozpoczeciu terapii. Chociaz
roznice w medianie 0S pomiedzy korzystnymi (= 30% lub = 50% obnizenie poziomu PSA wzgledem punktu poczatkowego) i niekorzystnymi (< 30% lub

< 50% obnizenie poziomu PSA wzgledem punktu poczatkowego) grupami ze zmniejszeniem poziomu PSA byty znaczace, réznica pomiedzy korzystnymi

(< 5CT0) i niekorzystnymi (> 5 CTC) grupami CTC wydawata sie wieksza i byta znaczaca we wszystkich punktach czasowych po rozpoczeciu terapii.

3.4.2 Zgodno$¢ miedzy zmianami CTCi PSA u pacjentéw z MPC

Obecnie do oceny postepu choroby u pacjentéw z przerzutowym rakiem gruczotu krokowego powszechnie stosuje sie zmniejszenie poziomu PSA

> 30% lub = 50%. W zwiazku z tym, aby ustali¢ zaleznos¢ miedzy CTCi zmianami PSA, skonstruowano tabele pordwnujace parami zgodne i niezgodne
obserwacje zmian CTCi PSA dla kazdego punktu czasowego po rozpoczeciu terapii. Chociaz poréwnywano CTC do obu wielkosci zmian PSA, podano tylko
wyniki poréwnania CTA ze zmiang PSA 0 > 30%. Decyzja ta zostata oparta na niedawnej publikacji (/ Nat Ca Inst. 98 (8):p.516-521, 2006), zgodnie

z ktora spadek PSA 0 30% w ciagu 3 miesiecy wykazywat silniejszy zwiazek ze spadkiem ryzyka zgonu niz 50% spadek poziomu PSA. Ponadto
poréwnanie spadku PSA 0 30% i 50% z wynikami CTC na podstawie poszczegdlnych pacjentow i poszczegélnych obserwacji nie wykazato istotnych
roznic w % zgodnosci dodatniej, % zgodnosci ujemnej i zgodnosci ogdlnej w zadnym z punktéw czasowych obserwagji.

tacznie u 197, 159, 146 i 138 pacjentdw w centralnym laboratorium poddano analizie prébki surowicy i uzyskano nadajace sie do oceny wyniki CTC
odpowiednio 2-5 tygodni, 6-8 tygodni, 9-12 tygodni i 13—20 tygodni po rozpoczeciu terapii. Aby okresli¢ odpowiedz pacjenta na leczenie, dla kazdego
z punktéw czasowych po rozpoczeciu terapii obliczono procentowa zmiane PSA wzgledem wartoéci w punkcie poczatkowym. W przypadku zmian PSA
w kazdym punkcie czasowym zdefiniowano grupe korzystng jako pacjentéw z poziomem PSA obnizonym o > 30%, a grupe niekorzystna — jako
pagjentéw z poziomem PSA obnizonym o < 30%. W przypadku CTC w kazdym punkcie czasowym grupe korzystng zdefiniowano jako pacjentéw

z(TC < 5na7,5 mlkrwi, a grupe niekorzystna zdefiniowano jako pacjentéw z (TC > 5.

Jako ze rezultaty pordwnania pomiedzy wynikami CTC a obnizeniem poziomu PSA 0 > 30% u poszczegdlnych pacjentow wykazaty najbardziej znaczaca
niezgodnos¢ i zgodnos¢ odpowiednio 25 tygodni i 13—20 tygodni po rozpoczeciu terapii, te dane podsumowano odpowiednio w tabeli 29 i tabeli 30.
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Tabela 29: Poréwnanie CTCi 30% obnizenia poziomu PSA u poszczegdlnych pagientéw z MPC po 2-5 tygodniach

% obnizenia PSA wzgledem punktu poczatkowego

CTC2-5 tygodni p

0 rozpoczeciu terapii

po 2-5 tygodniach po rozpoczeciu terapii <5CT¢/7,5ml > 5075l tacznie
> 30% obnizenia poziomu PSA 50 n 61
< 30% obnizenia poziomu PSA 69 67 136
tacznie 119 78 197
Dolny Gorny
Pomiar Oszacowanie 95% Cl 95% Cl
Zgodnos¢ dodatnia w % 49% 41% 58%
Zgodnos¢ ujemna w % 82% 70% 91%
Dodatnia warto$¢ predykcyjna 86% 76% 93%
Ujemna wartos¢ predykcyjna 42% 33% 51%
Zgodnos¢ catkowita 59% 52% 66%
lloraz szans 44 2,1 9,2

Tabela 30: Poréwnanie CTCi 30% obnizenia poziomu PSA u poszczegdlnych pacjentéw z MPC po 13-20 tygodniach

% obnizenia PSA wzgledem punktu poczatkowego CTC13-20 tygodni po rozpoczeciu terapii .
L . " tacaznie
po 13-20 tygodniach po rozpoczeciu terapii <5(TC > 5(TC
> 30% obnizenia poziomu PSA 72 9 81
< 30% obnizenia poziomu PSA 23 34 57
tacznie 95 43 138
Dolny Gorny
Pomiar Oszacowanie 95% 95%
Zgodnos¢ dodatnia w % 60% 46% 72%
Zgodnos¢ ujemna w % 89% 80% 95%
Dodatnia warto$¢ predykcyjna 79% 64% 90%
Ujemna wartos¢ predykcyjna 76% 66% 84%
Zgodnos¢ catkowita 77% 69% 84%
lloraz szans 1,8 49 283

Wyniki poréwnania poszczegéinych obserwacji wynikow CTCi zmian PSA przy zastosowaniu progu > 30% w 2-5 tygodni, 6-8 tygodni, 9—12 tygodni
i 13—20 tygodni po rozpoczeciu terapii s podsumowane facznie w tabeli 31.

Tabela 31: Poréwnanie CTCi 30% obnizenia poziomu PSA na podstawie obserwacji pacjentow z MPC

9% obnizenia poziomu PSA wzgledem punktu CTC po rozpoczgdiu terapii tacznie
poczatkowego od rozpoczecia terapii <5(TC >5(TC 2
> 30% obnizenia poziomu PSA 243 41 284
< 30% obnizenia poziomu PSA 175 181 356
taaznie 418 222 640
Dolny Gorny
Pomiar Oszacowanie 95% Cl 95% Cl
Zgodnos¢ dodatnia w % 51% 46% 56%
Zgodnos$¢ ujemna w % 86% 81% 89%
Dodatnia warto$¢ predykcyjna 82% 76% 86%
Ujemna wartos¢ predykcyjna 58% 53% 63%
Zgodnosc catkowita 66% 62% 70%
lloraz szans 6,1 4,1 9,1

Zgodnos$¢ miedzy zmianami CTC w réznych punktach czasowych po rozpoczeciu terapii a obnizeniem poziomu PSA > 30% wahata sie od 59% do 77%,
a zgodno$¢ miedzy zmianami CTC a obnizeniem poziomu PSA > 50% wahata sie od 52% do 75%, co wskazuje, ze wystepowata niezgodnos¢ miedzy

zmianami CTCi PSA u ~25% do 40% pacjentéw.

3.4.3 Jednoczesne obnizenie poziomu CTCi poziomu PSA a prognozowanie 0S u pacjentow z MPC
Aby okresli¢, ktére z niezgodnych wynikéw lepiej odzwierciedlaty rokowania pacjenta, ocene CTC i zmiany PSA w 2-5 tygodni, 6-8 tygodni,

9-12 tygodni i 13—20 tygodni po rozpoczeciu leczenia pordwnano z catkowitym czasem przezycia. (zas 0S liczono od momentu pobrania ocenianej
probki krwi. Na potrzeby analizy Kaplana-Meiera (rysunek 31, panele A, B, Ci D) pacjentéw podzielono na cztery grupy w oparciu o wynik CTCi
obnizenie poziomu PSA w 2-5 tygodni, 6-8 tygodni, 9—12 tygodni oraz 1320 tygodni od rozpoczecia terapii, odpowiednio:

M
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Grupa 1 (zielona kizywa), pacjenci z (TC < 5 w momencie oceny i obnizeniem poziomu PSA > 30% od badania w punkcie poczatkowym do czasu oceny;
Grupa 2 (granatowa krzywa), pacjenci z (TC < 5 w momencie oceny i obnizeniem poziomu PSA < 30% od badania w punkcie poczatkowym do
(zasu oceny;

Grupa 3 ( krzywa), pacjenci z CTC = 5 w momencie oceny i obnizeniem poziomu PSA > 30% od badania w punkcie poczatkowym
do czasu oceny;

Grupa 4 (czerwona krzywa), pacjenci z (TC = 5 w momencie oceny i obnizeniem poziomu PSA < 30% od badania w punkcie poczatkowym do
(zasu oceny.

Rysunek 31: Poziomy CTCi zmiany PSA facznie w prognozowaniu 0S 2-5 tygodni (panel A), 6-8 tygodni (panel B), 9-12 tygodni (panel
€) i 13-20 tygodni (panel D) po rozpoczeciu terapii

A. 2-5 tygodni

CTCw Obnizenie PSA Mediana OS w
Grupa tyg.2-5 w 2-5 tygodniu N (%) miesigcach (95% CI)
o —
100% 1 <5 CTC 2 30% zmniejszenie 50 {25%) 17,5 (od 16,4 do 23,8)
20, 2 <5 CTC <« 30%zmniejszenie 69 (35%) -——-{0d 20,6 do ——)
(T . 8 0 y )
8 25 CTC < 30% zmniejszenie 67 (34%) 8,6 {od 5,8 do 10,8)
% 80% —
70% —

[=23
Q
=

]

% prawdopodobienstwa prze
Boo
2
=
]

Poréwnanie Wartosé pw
krzywych tescie logrank™

30%— 1 wzgledem2 0,0602
1 wzgledem 0,0029
0/ —| 1wzgledemd < 0,0001
20% 2 wzgledem 0,0001
2 wzgledem 4 < 0,0001
10% = 3 wegledem 4 0,4631

0% | Vgindoniostn thior s

1 LI L | # 0 4 § # 1 LN R SR PR Y | L L T T 1 1 T 1 1 1 1

2 4 6 g8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
Czas od pobrania krwi w 2-5 tygodniu (miesiace)

6-8 tygodni
CTCw ObnizZenie PSA Mediana OS w
Grupa tyg. 6-8 w 6-8 tygodniu N (%) miesigcach (95% CI)

100% — 1 <5 CTC 2 30% zmniejszenie 54 (34%) 22,8 (od 19,4 do ——--)
o 2  <5CTC <30%zmniejszenie 53 (33%) 19,1 (od 11,1 do ——1)
90% 50% mnisjszen ) (od
o 26CTC <30%zmniejszenie 43 (27%) 8,9 (0d5,2 do 10,8}
[+
S 80%
N
]
N 70%
o
®
Z 60%
7]
s
LT L — O s e A e S e B S A A

2 50%
S
S 40% 2
=) Poréwnanie Wartosé pw
=] o, | krzywych  tescie log-rank™
g 30% |
® 1 wzglgdem 2 0,0584
o o, — 1 wzgledem 0,0002
= 20% 1 wzglgdem 4 < 0,0001 4

2 wzgledem 0,0353

10% — 2 wegledem 4 0.0002
3 wzgledem 4 0,9416
0%, —| “irtoscip niesq skorygawane
o wazgledem testu zhioru hipotez

T T LT T T [ T T T LT LT T T T T T T T T T T LT T T.1
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
Czas od pobrania krwi w 6-8 tygodniu (miesiace)
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€. 9-12 tygodni

CTCw Obnizenie PSA Mediana OS w
Grupa tyg.9-12  w9-12 tygodniu N {%) miesigcach (95% Cl)
100% — 1 <5CTC 2 30% zmniejszenie 67 (46%) 18,5 (od 17,5 do ———)
2 <5 CTC < 30% zmnigjszenie 30 (21%) -——-{0d 10,6 do ——=)
90% 5 CTc iszer (o 3,4 d
o 4 25 CTC < 30% zmnigjszenie 37 (26%) 8,1 (0d6,2d088)
% 80% _|
‘©
N 70%
= -
o
z 60%
£
o 50%
_g = P S S e ST ) R s S R S E D | e et i e
- 0
3 40%
2 =
Q 30% Poréwnanie Wartos¢ p w
'g krzywych  tescie log-rank®
S 20% | 1wegledem2 0,8909
o 1 wzgledem 3 0,0001
= 10% = 1 wzgledem 4 <0,0001
° | 2wzgledem : 0,0022

- 2wzgledem 4 < 0,0001
0% | 3 wzgledem4 0,7102

“Wartosci p nie sq skorygowane
- wizgledem testu zhioru hipotez

T L T T T LT T LT T T T T T I T T T T T T T 1.1
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
Czas od pobrania krwi w 9-12 tygodniu (miesiace)

D. 13-20 tygodni
CTCw Obnizenie PSA Mediana OS w
Grupa tyg. 13-20 w 13-20 tygodniu N (%) miesiacach (95% Cl)

1 <5CTC 2 30% zmniejszenie 72 (53%) 19,8 (od 17,1 do ----)
<5 CTC < 30% zmniejszenie 22 (16%) - (od 9,6 do —-)

25CTC < 30“/; zmnigjszenie 24 (25%) 6,7 (od4,9do7,8)

Pordwnanie  Wartos¢ p w
krzywych  tescie log-rank*
1 wzgledem 2 0,3609

60%

% prawdopodobienstwa przezycia

S0% -t e T 1wzglegdem3 < 0,0001
1 wzgledem 4 < 0,0001
40%, — 2 wzgledem 0,0006
2 wzgledem 4 0,0003
3 wzgledem 4 0,317
30%
*Wartosci p nie sg skorygowane
20% - wzgledem testu zbioru hipotez
10%
1
0% -

L SO L L LI L PO LI AL L L LU N L
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
Czas od pobrania krwi w tygodniach 13-20 {miesigce)

Rysunek 31 pokazuje, ze u pacjentéw z CTC > 5 w dowolnym momencie po rozpoczeciu leczenia prawdopodobienstwo wezesniejszego zgonu byto
znacznie wieksze, niezaleznie od zmiany poziomu PSA wzgledem punktu poczatkowego. U pacjentéw z CTC > 5 we wszystkich punktach czasowych

( i grupa 4) mediany catkowitego czasu przezycia byty najkrétsze i nie réznity sie znaczaco. Mediana 0S tych dwdch grup byta jednak znaczaco rézna
od mediany 0S u pagjentéw z (TC < 5 we wszystkich punktach czasowych (grupa 11 grupa 2). W tych grupach (grupa 11 grupa 2) mediany catkowitego
(zasu przezycia byly najdtuzsze i nie réznity sie znaczaco. Waznym wnioskiem przedstawionym na rysunku 31 jest to, ze chociaz obnizenie poziomu PSA

w niektdrych punktach czasowych po rozpoczeciu terapii mogto by¢ znaczace w prognozowaniu przezycia, korzystny wynik CTC w dowolnym punkcie
czasowym byt bardziej dokfadny niz ocena PSA. Praktyczng implikacja jest wykorzystanie analizy CTC do oceny prawdopodobienstwa przezycia pagentow
zMPC. W przypadkach, w ktérych wyniki CTCi zmiany poziomu PSA byty niezgodne, wyniki CTC umozliwiaty bardziej doktadna ocene rokowania.
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LEGENDA SYMBOLI

W niniejszej instrukgji uzytkowania lub na powiazanych z nia etykietach mogty zostac uzyte
ukazane ponizej symbole.

1P~ tlodrrbl 90 x

Data waznosci:
RRRR-MM-DD lub RRRR-MM

Kod partii

Numer seryjny

Przestroga: zapoznaj sie z dotaczonymi dokumentami

Data produkgji

Producent

Zawiera ilos¢ wystarczajacq do przeprowadzenia <n> testow

Ostrzezenie

Numer katalogowy

Autoryzowany przedstawiciel we Wspdlnocie Europejskiej

Ograniczenia dotyczace temperatury

Zagrozenie biologiczne

Nalezy zapoznac sie z instrukgja uzytkowania

Diagnostyczny wyrdb medyczny do zastosowan in vitro
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