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AVSEDD ANVANDNING

For in vitro-diagnostisk anviandning.

CELLSEARCH® Circulating Tumor Cell Kit avses anvandas for rakning av CTC av epitelursprung (CD45-, EpCAM+
och cytokeratiner av typen 8, 18+ och/eller 19+) i helblod.

Forekomsten av CTC i periferblodet, vilket detekteras av CELLSEARCH® CTC-kit, associeras med minskad
overlevnadsgrad utan sjukdomsprogression, samt minskad 6verlevnadsgrad rent allmént i patienter som
behandlats mot metastatisk bréstcancer, metastatisk kolorektal cancer och prostatacancer®. Testet anvands som
hjélp vid Gvervakning av patienter med metastatisk bréstcancer, kolorektal cancer och prostatacancer. Serietest for
att hitta CTC anvands i samband med andra kliniska metoder vid 6vervakning av metastatisk brostcancer, kolorektal
cancer och prostatacancer. Utvédrdering av CTC nar som helst under sjukdomens férlopp medger utvérdering av
patientprognos och férutspar dverlevnadsgrad utan sjukdomsprogression, samt allman Gverlevnadsgrad.

*Patienter med metastatisk prostatacancer i denna studie definierades enligt att de haft tva efterfdljande Gkningar
av serummarkar-PSA-vérdet som dverstiger en referensniva, trots standardhormonhantering. Patienterna beskrivs
vanligen enligt att de haft androgenoberoende, hormonresistent eller kastreringsresistent prostatacancer.

SAMMANFATTNING OCH FORKLARING

Cancermetastas uppstar nar celler sléapps fran en primar eller metastatisk tumar, kommer in i blodomloppet

och borjar vdxa pé avldgsna stéllen i kroppen. Carcinom kommer ifran epitelceller som normalt inte forekommer

i blodomloppet.! CELLTRACKS® AUTOPREP®-system avses standardisera och automatisera provpreparerings-
protokoll fér anvandning tillsammans med CELLSEARCH® Circulating Tumor Cell Kit (CELLSEARCH® CTC Kit). Analys
och rékning av CTC utférs med CELLTRACKS ANALYZER II®, ett halvautomatiskt fluorescensmikroskop. Analysen
raknar endast celler som uttrycker epitelcelladhesionsmolekylen (EpCAM) och cytokeratinerna (CK) 8, 18 och/eller 19.

PRINCIPER FOR PROCEDUREN

CELLSEARCH® CTC-kit innehaller ferrovatskebaserad fangstreagens och immunfluorescerande reagenser.
Ferrovatskereagensen bestar av partiklar med en magnetkarna omgiven av ett polymerskikt belagt med antikroppar
som riktar in sig pd EpCAM-antigenet for att fanga CTC. Efter immunmagnetisk fangst och berikning tillsétts
fluorescerande reagenser for identifiering och rakning av CTC. Fluorescerande reagenser omfattar foljande: anti-
CK-fykoerytrin (PE) som &r typiskt for intracellproteinet cytokeratin (typiskt for epitelceller), DAPI, vilket fargar
cellkdrnan och anti-CD45-allofykocyanin (APC) som &r typiskt fér leukocyter.

Reagens-/provblandningen dispenseras av CELLTRACKS® AUTOPREP® System till en kassett som fors ini en
MAGNEST-kassetthéllare. Det starka magnetféltet i MAGNEST-kasetthallare attraherar de magnetiskt méarkta
epitelcellerna till kassettens yta. CELLTRACKS ANALYZER II® skannar automatiskt hela kassettens yta, fangar bilder
och visar handelse for anvéndaren dér CK-PE- och DAPI-fluorescens forekommer pa samma stalle. Bilder visas for
anvéndaren i galleriformat for slutklassificering. En handelse klassificeras som tumdrcell ndr de morfologiska
dragen dverensstdmmer med en tumdrcells. Fenotypen EpCAM+, CK+, DAPI+ och CD45- visas.

MATERIAL SOM MEDFOLJER
e Bruksanvisning

e 3,0 mL anti-EpCAM ferrovétska: Innehaller en suspension pa 0,022% magnetiska partiklar som konjugerats till
en monoklonal antikropp fran en mus, som &r specifik for cellytmarkéren EpCAM som forekommer pa epitelceller
i en buffert som innehaller 0,03% bovint serumalbumin (BSA) och 0,05% ProClin® 300 konserveringsmedel
(brunt lock)

e 3,0 mL fargningsreagens: Innehéller 0,0006% monoklonala antikroppar fran en mus som ar specifika fér
cytokeratiner som konjugerats till fykoerytrin (PE); 0,0012% anti-CD45 monoklonal antikropp frén en mus, som
konjugerats till allofykocyanin (APC) i buffert som innehaller 0,5% BSA och 0,1% natriumazid (vitt lock)

e 3,0 mL farg med nukleinsyra: Innehaller 0,005% 4', 6-diamidin-2-fenylindol, dihydroklorid (DAPI) och 0,05%
ProClin® 300 (blatt lock)

e 3,0 mL reagens for fangstforbattring: Innehéller 0,02% egen reagens for kontrollerad ferrovatskeaggregation,
0,5% BSA och 0,1% natriumazid i buffert (ofargat lock)

e 3,0 mL genomtréngningsreagens: Innehéller 0,011% egen genomtréngningsreagens och 0,1% natriumazid
i buffert (gront lock)

e 3,0 mL cellfixeringsmedel: Innehaller 25% egna bestandsmedel i fixeringsmedel, 0,1% BSA och 0,1%
natriumazid i buffert (rott lock)

e 2x 110 mL flaska spadningsbuffert: Innehaller buffert med 0,1% natriumazid

e 16 CELLSEARCH® Conical Centrifuge Tubes (15 mL) och lock till konformiga ror

* 16 kassetter och kassettpluggar

MATERIAL SOM KRAVS MEN INTE MEDFOLJER
e CellSave Preservative Tube (katalognr 7900005)

e CELLTRACKS® AUTOPREP®-system (katalognr 9541)
e CELLTRACKS ANALYZER I1® (katalognr 9555)
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e CELLSEARCH® Circulating Tumor Cell Control Kit (katalognr 7900003)

e CELLTRACKS® AUTOPREP® Circulating Tumor Cell Control Kit (katalognr 7901003)
e Centrifug med rotor med vagrat utsvangningshallare som kan klara 800 x g

e Stéllningar for provror

e Kalibrerade mikropipetter och spetsar

e Vortexmixer

VARNINGAR OCH FORSIKTIGHETSATGARDER
1. For in vitro-diagnostisk anvandning.

2. Las hela bruksanvisningen innan prov testas.

3. Forsiktighet: Samla endast in blod i ett CellSave Preservative Tube. CTC:er ar omtéliga. De maste konserveras
for korrekt analys.

4. Forsiktighet: All personal maste félja allmangiltiga forsiktighetskrav och anvanda laboratoriesékerhetsutrustning
(dvs. skyddsglas@gon, laboratorierock och handskar).

5. Forsiktighet: Mikrobiell kontaminering av reagenser kan ge fel resultat och bor undvikas.

6. Forsiktighet: Vissa reagenser innehaller natriumazid som konserveringsmedel. S6k omedelbart lakare vid
fortaring. Halls utom rackhall for barn. Far inte komma i berdring med mat eller dryck. Bér lamplig
skyddskladsel. Kontakt med syror skapar mycket giftig gas. Azidféreningar maste spolas med stora mangder
vatten vid kasseringen for att undvika att féllningar sétter sig i bly- eller kopparrdr dér explosion kan intréffa.

7. Varning: Samtliga biologiska prov, kassetter och 6vriga material som kommer i beréring med proven anses
biologiskt farliga. Hantera materialet som om risk for infektionséverforing foreligger. Behandla och kassera
avfall enligt géllande bestdmmelser. Pipettera aldrig med munnen.

8. Varning: Vissa reagenser innehaller ProClin® 300 som konserveringsmedel.

9. Anvandare maste uthildas for att utfora testproceduren.

Féljande &r uttalanden om risker och farsiktighetsatgarder:
H317 kan orsaka en allergisk hudreaktion.
Profylax:
P261 Undvik att inandas damm/r6k/gas/dimma/angor/sprej.
P272 Nedsténkta arbetsklader far inte avlagsnas fran arbetsplatsen.
P280 Bar skyddshandskar.
Svar:
P333 + P313 Vid hudirritation eller utslag: uppsdk lakare.
P362 + P364 Ta av fororenade klader och tvatta dem fore ateranvéndning.
Avfallshantering:
P501 Bortskaffa innehallet/behallaren till en godkénd avfallsanlaggning.
For mer information, se sakerhetsdatabladet pa www.cellsearchctc.com

FORVARING OCH HANTERING AV REAGENS

¢ Reagenser finns fardiga att anvanda. Lagra odppnade vid 2 till 8 °C.

e Efter 6ppnandet far inte reagenser i reagensfdrpackningen lagras langre @n 30 dagar mellan 2 och 8 °C. Vid
lagring maste 6ppna reagenshehallare férses med sina unika fargkodade lock, med de farger som anges pa
etiketterna pa reagensbrickan som hjalp. Detta &r for att sékerstélla att korskontaminering av reagenser inte sker.

e 0BS! Efter 6ppnande far flaskan med spadningsbuffert, som inte ingar i reagensférpackningen, lagras vid
rumstemperatur i hdgst 30 dagar.

e Skydda reagenser mot vdarme som dverstiger 35 °C. Fér inte frysas.

e Latreagenser anta rumstemperatur (mellan 15 och 30 °C) fére anvéndning.

e Inspektera visuellt reagensférpackningen géllande rétt placering
av reagenserna. Bekréfta att alla reagenser finns pa ratt plats
genom att matcha fargen pa locket med férgerna pa etiketten.
Se fotot for ratt placering. Anvénd inte reagensforpackningen om
reagenser befinns sitta fel eller om dubbletter av flaskor finns.
Anvénd inte reagensférpackningen och meddela teknisk support
for att bestélla nya produkter.

e Skydda reagenser mot exponering for solljus.

e Vid riktig lagring haller sig reagenserna stabila tills utgdngsdatumet pa reagensbehallaren eller kitladan.
Anviénd inte utgdngna reagenser.

e Kitkomponenterna ar tillverkade och testade som huvudparti. Blanda inte reagenser fran olika kit for att hitta
matchande reagenser.
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TESTPROCEDUR
Insamling och preparering av prov
Insamling av helblod i CellSave Preservative-rér

1. Ta de fdrsta proven innan behandlingskuren inleds. Efterféljande prov tas efter behandlingskuren pabdrjats,
vanligen med 3 eller 4 veckors mellanrum, for att félja CTC-nivderna under behandlingen. Om patienten
behandlas med doxorubicin krévs minst 7 dagar efter administrering av en dos doxorubicin innan blodprov tas.

2. Samla in helblod aseptiskt genom venpunktur eller genom venport, endast i CellSave Preservative-ror.

3. Fyll roret tills blodflodet slutar for att tillse att proportionen blodprov och antikoagulant och konserveringsmedel
blir ratt. Blanda omedelbart genom att varsamt vanda rdret upp och ned atta ganger. Uppochnedvéndningen av
roret forebygger proppbildning. Om blandningen &r otillrécklig eller fordrdjs kan resultatet bli felaktiga
testresultat.

4. Blodprov lagras eller transporteras i CellSave Preservative-ror. Se bruksanvisningarna for CellSave
Preservative-roret géllande processer, lagring och hantering. Sétt inte prov i kylskap.

FORSIKTIGHET: Inspektera visuellt varje prov for att se om proppbildning forekommer fore behandling
i CELLTRACKS® AUTOPREP®-systemet. Prov med proppbildning kasseras.

Behandling med CELLTRACKS® AUTOPREP®-system
1. Blanda blodet i ett CellSave Preservative-ror genom att vanda det upp och ned for hand fem ganger. Ta sedan
bort gummiproppen.

2. Anvénd en ny pipett och 6verfor 7,5 mL blod fran CellSave Preservative-roret till ett 15 mL konformat
CELLSEARCH®-ror med motsvarande etikett, som medfdljer CELLSEARCH® CTC-kitet.

3. Anviénd en ny pipett och tillsatt 6,5 mL spadningsbuffert.

4. Sitt pa locket pa det konformiga CELLSEARCH®-r6ret och blanda manuellt genom att vanda upp och ned pa
réret fem ganger.

5. Centrifugera provet vid 800 x g i totalt 10 minuter med bromsen frankopplad med anvéndning av en centrifug
med utsvangningshallare. Den 10 minuter langa centrifugeringstiden inkluderar inte tiden som krévs for att
uppna 800 x g. Stéll in centrifugbromsen pa Off (Av) om centrifugen har en variabel reglerbar bromsfunktion,
stéll in bromsen pa den ldgsta bromsinstélliningen. Centrifugera vid rumstemperatur med anvédndning av en
centrifug som kan kdras vid rumstemperatur. Inspektera varje provror visuellt fér separation av plasma och
roda blodkroppar efter provcentrifugeringen.

6. Bearbeta pa CELLTRACKS® AUTOPREP®-systemet inom 1 timme efter ovanstaende provpreparering.
Fullstdndiga anvisningar finns i anvandarhandboken fér CELLTRACKS® AUTOPREP®-systemet.

Analys med CELLTRACKS ANALYZER 1I®

CELLTRACKS AUTOPREP®-systemet dispenserar det behandlade provet till en kassett redo for analys med hjalp av
CELLTRACKS ANALYZER II®. Den fyllda kassetten i MAGNEST-kassetthéllaren méste inkuberas mérkt i minst

20 minuter och analyseras inom 24 timmar. Se anvéndarhandboken for CELLTRACKS ANALYZER I1®, dér det finns
anvisningar om provanalys och datagranskning.

KVALITETSKONTROLL

CELLSEARCH® CTC-kontrollkit (katalognr 7900003) kontrollerar systemprestandan i stort, inklusive instrument,
reagenser och anvéndarens teknik. CELLSEARCH® CTC-kontroll maste koras varje dag under patienttestningen
eller vid anvéndning av nytt parti for CELLSEARCH® CTC-kit. Se anvdndarhandboken for CELLSEARCH®-kontrollkit
géllande forvantade vérden.

TOLKNING AV RESULTAT
Resultat rapporteras i form av antalet CTC/7,5 mL blod.

Metastatisk brostcancer (MBC)

Ett CTC-antal pa 5 eller mer per 7,5 mL blod nér som helst under sjukdomens gang associeras med en dalig
prognos och forutsédger en kortare dverlevnadsperiod utan sjukdomsprogression och forutsager en kortare
overlevnadsperiod rent allmént.

Metastatisk kolorektal cancer (MCRC)

Ett CTC-antal pé 3 eller mer per 7,5 mL blod nér som helst under sjukdomens géng associeras med en dalig
prognos och forutsédger en kortare dverlevnadsperiod utan sjukdomsprogression och forutsager kortare
overlevnadsperiod rent allmént.

Metastatisk prostatacancer (MPC)

Ett CTC-antal pa 5 eller mer per 7,5 mL blod nér som helst under sjukdomens géng associeras med en dalig
prognos och forutsédger en kortare dverlevnadsperiod utan sjukdomsprogression och forutsager en kortare
overlevnadsperiod rent allmént.
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Forsiktighetsatgard

Overféring fran ett CTC-antalsprov med 5000 eller fler CTC-enheter per 7,5 mL blod kan paverka prover som dérefter
bearbetas med CELLTRACKS® AUTOPREP®-system, inklusive den paféljande satsen. Om celler Gverfors till
efterféljande prover kan CTC-antalet for dessa prover vara felaktigt hdgre &n patientens faktiska CTC-antal.
Ytterligare information finns i anvédndarhandboken for CELLTRACKS® AUTOPREP®.

BEGRANSNINGAR
e Forsiktighet: Enligt federal lag i USA far denna enhet endast séljas av eller pé order av ldkare.

e CELLSEARCH®-resultat maste anvandas i samband med all klinisk information som hédmtas fran diagnostiska
test (dvs. bildtagning och laboratorietest), fysisk undersokning och fullstandig medicinsk anamnes i enlighet
med ldmpliga patienthanteringsprocedurer.

e Denna prognostiska studie visar inte att ett nuvarande behandlingssatt a&r mer eller mindre effektivt &n nagon
annan behandling, eller ingen behandling.

e Resultat eller bildtagningsresultat med CELLSEARCH® motsvarar inte varandra vid utvérdering av 6vergangen
mellan patienter med och utan sjukdomsprogression.

e Om patienten behandlas med doxorubicin krévs minst 7 dagar efter administrering av en behandlingsdos
doxorubicin innan blodprov tas. Resultat av ett CELLSEARCH®-test méaste tolkas forsiktigt om prov tagits inom
7 dagar efter administrering av doxorubicinbehandling.

e CTC som inte uttrycker EpCAM detekteras inte av CELLSEARCH®-test.
e CTC som uttrycker EpCAM men inte cytokeratinerna 8, 18 och 19 detekteras inte av CELLSEARCH®-testet.

e Stdrande dmnen:
SK-BR-3-celler som tillsattes i blodprov exponerades for potentiellt stérande @&mnen och jamférdes med
obehandlade kontrollamnen. Giftiga halter (5 gdnger behandlingsindexet) med féljande cancerldakemedel, icke
receptbelagda ladkemedel och andra exogena @mnen testades: cyklofosfamid, Mitomycin C®, Procrit®, biotin,
5-fluorouracil, metotrexat, tamoxifencitrat, paklitaxel, Arimidex®, acetaminofen, acetylsalicylsyra, koffein,
dextrometorfan, Aredia®, human antimusantikropp (HAMA) typ 1, HAMA typ 2, Herceptin® och ibuprofen.
Inga betydande skillnader i SK-BR-3-cellantal detekterades, vilket tyder pa att dessa amnen inte stor
funktionen i CELLSEARCH® CTC-kit.

Prov som tillsattes giftiga halter doxorubicin resulterade i avvikande fargning av leukocyter som cykokeratin och CD45
dubbelpositiva celler, pé grund av att doxorubicin &r en fluorescerande férening som inkorporeras i karnforsedda
celler. Om det syns &r fargningsmdnstret for samtliga celler som &r CD45-positiva och cytokeratinpositiva uppenbart
och latt identifierbart av anvéndaren som en kénd storfargande profil. Om blodprov tas efter den rekommenderade
7-dagars inkdrningsperioden, efter doxorubicininfundering, ar det osannolikt att denna stdrning mérks under klinisk
anvéndning, pa grund av kontrollerade behandlingsnivaer och snabb lakemedelseliminering.

Potentiell stérning fran lipemi studerades genom tillsats av Intralipid i prov med en koncentration pé 2,6%, vilket
motsvarar mer dn 1000 mg/dL triglycerid. Prov uppldstes for att simulera total hemolys. Bilirubin vid 7,4 mg/dL,

HAMA 1/HAMA 2 och hematokrit fran 18-60% studerades. Lipemi, hemolys, ikterus och ett brett spektrum
hematokritvarden stor inte CELLSEARCH®-testet. HAMA 1 och HAMA 2 stdr inte heller, vilket tyder pa att individer
som far mus-lg genom parenterala végar kan testas framgangsrikt med CELLSEARCH®-test.

FORVANTADE VARDEN

Friska frivilliga, icke elakartad bréstsjukdom

Enpunkts CTC-analyser utfdrdes pa kontrollgrupper med 145 friska frivilliga, 101 kvinnor med icke elakartad
brdstsjukdom och 99 kvinnor med andra icke elakartade sjukdomar. Epitelceller férvéntas inte vara ndrvarande
i periferblodet i friska individer. Av totalt 345 prov fran friska frivilliga och kvinnor med icke elaktartad sjukdom
hade endast en individ mer &n 5 CTC/7,5 mL. Resultatet visas i Tabell 1.

Tabell 1. Kontrollpatienter

- Antal patienter :
Kategori Antal | Medelantal CTC SD med 5 CTC Min.* Max.*
Frisk 145 0,1 0,2 0 0 1
Icke elakartad brostsjukdom 101 0,2 1,2 1 0 12
Andra icke elakartade sjukdomar 99 0,1 04 0 0 3

* NCCLS-riktlinjer C28-A23
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Friska frivilliga, icke elakartad kolorektal sjukdom

Blod samlades in fran friska mén och kvinnor som var 35 ar eller &ldre. De friska frivilliga registrerades pa tre olika
institutioner i USA. For studiens skull togs tva ror blod fran varje patient och bade utvarderades utifrdn CTC-halter.
Totalt 150 utvarderbara patienter hade en eller tva 7,5 mL alikvoter blod som behandlats géllande CTC. Inte alla
utvédrderbara patienter hade CTC-resultat att tillgé fran bada réren. Medelantalet CTC var 0,0 for bada grupper
patienter, med standardavvikelser pa mellan 0,1 och 0,2. Av totalt 284 prov fran friska frivilliga (mén och kvinnor)
hade noll antal patienter mer &n 3 CTC/7,5 mL. Resultatet visas i Tabell 2.

Tabell 2. Resultatet géllande CELLSEARCH® CTC-analys i kontrollpatienter

Friska Alla kontroller Endast mén Endast kvinnor
kontroller Rér 1 Rér2 | Totalt | Rér1 Rér2 | Totalt | Rér1 Rér2 | Totalt
Antal 149 135 284 68 64 132 81 71 152
CTC-intervall 0-1 0-1 0-1 0-1 0-1 0-1 0-1 0-1 0-1
Medelantal CTC 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
CTC SD 0,1 02 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 02 0,2
N (%) >1 CTC 2(1%) 4 (3%) 6 (2%) 1(1%) 1(2%) 2(2%) 1(1%) 3(4%) 4(3%)
N (%) 22 CTC 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%)

Cirka 30 mL blod (for att 6ka sannolikheten av att celler detekteras) samlades in i fyra olika CellSave-celler (minst
7,5 mL per ror) fran patienter som undergar kolonoskopi eller operation géllande godartad sjukdom. Upp till fyra 7,5
mL blodprov utvarderades for varje patient fore proceduren. Resultatet visas nedan i Tabell 3. Inte alla
utvarderbara patienter hade CTC-resultat att tillga fran alla fyra réren. Ingen av patienterna med godartad kolorektal
sjukdom hade mer &n en CTC per 7,5 mL blod.

Tabell 3. Resultat av CELLSEARCH® CTC-analys i patienter med godartad kolorektal sjukdom

Blod som togs fore procedur
Godartad sjukdom
Ror 1 Ror 2 Ror 3 Ror 4 Totalt
Antal 55 55 53 47 210
Intervall 0-1 0-1 0-1 0-1 0-1
Medelantal 0,1 0,0 0,0 0,1 0,0
SD 0,2 0,1 0,2 0,3 0,2
% 21 CTC 3(5%) 1(2%) 2 (4%) 4(9%) 10 (5%)
% >2 CTC 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%)

Figur 1 visar frekvensen CTC hos friska och sjuka med godartad sjukdom (kontroller) och hos patienter med MBC,
MCRC MPC, innan behandling inleds och cirka en manad efter inledandet av behandling.
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Figur 1. Frekvensen CTC i kontroller (patienter utan cancer) och patienter med metastatisk brastcancer! (MBC),
metastatisk kolorektal cancer? (MCRC) eller metastatisk prostatacancer3 (MPC) innan inledandet av ett nytt
behandlingssitt (baslinje) och ~2-5 veckor efter inledandet av behandling.
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‘Friska Baslinjen 3-5veckor Baslinjen 3-5veckor Baslinjen 2-5veckor
kontroller MBC-patienter MCRC-patienter? MPC-patienter®
Antal fall 295 177 132 413 334 219 203
N (%) 21 CTC 10(3%) 125(71%)  73(55%) 196(47%)  89(27%) 170(78%) 123 (61%)
N (%) 22 CTC  0(0%) 108 (61%)  53(40%) 138(33%)  48(14%) 152(69%) 106 (52% )
N(%) 23 CTC  0(0%) 102 (58% )  47(36%) 108(26%)  41(12%) 139 (63%) 93 (46%)
N (%) 24 CTC  0(0%) 94 (53% )  42(32%)  90(22%)  34(10%) 129(59%) 86 (42%)
N(%) 25 CTC  0(0%) 88(50%)  40(30%) 75(18%)  26( 8%) 125(57%)  80(39%)

TMBC — information géllande referenspopulation — Tabell 1 klinisk IFU.
2MCRC — information géllande referenspopulation — Tabell 12 i klinisk IFU.
3MPC - information géllande referenspopulation — Tabell 22 i klinisk IFU.

PRESTANDAEGENSKAPER

i\tervinning

Blodprover fréan en enda frisk givare sammanslogs och fem av sex 7,5 mL alikvoter tillsattes 1300, 325, 81, 20 och

5 odlade bristcancerceller (SK-BR-3). Det sjatte blodréret innehdll blod utan tillsats och fungerade som nollpunkt.
Dessa prover bearbetades i CELLTRACKS® AUTOPREP®-systemet med CELLSEARCH® CTC-kit och CTC-antalet
faststélldes med CELLTRACKS ANALYZER II®. Experimentet upprepades med ytterligare fyra givare. De observerade
cellantalen plottades mot resultatet av det forvantade cellantalet. Resultatet sammanfattas i Tabell 4.

Tabell 4. Berdkning av procentuell detektering.

1300 1215 91 till 95%

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

Linjar regressionsanalys utférdes for att faststélla passningen for den totala eller minsta kvadraten for jamfdrelsen
av de observerade och forvéntade cellantalen genom alla data. Regressionsformeln fér dessa 30 prov var Y=0,93x +
3,87 med en R2=0,999 (R=0,999). Resultatet av denna studie sager att genomsnittet for aterhamtningen, som hérletts
frén regressionsanalysen, &r ca 93% inom det testade CTC-intervallet.

Med hansyn till den linjara responsen avseende antalet tumarceller skulle man férvénta sig att lutningen pa den
observerade jamfért med den forvantade plotten skulle vara 1,0. Lutningen &r emellertid 0,93. Detta beror pa att
CELLTRACKS® AUTOPREP®-systemet med CELLSEARCH® CTC-kit involverar infangning och fluorescensmérkning av
celler efter att de detekterats och raknats med CELLTRACKS ANALYZER II®: Forlusten av celler skulle dérfor kunna
forklaras med nagot av foljande: 1) aterhdmtning av endast 93% av tumdrcellerna som tillsatts i 7,5 mL blod med
CELLTRACKS® AUTOPREP®-systemet, 2) detektion av endast 93% av tumdrcellerna som &r nérvarande i
provkammaren med CELLTRACKS ANALYZER II® eller 3) en kombination av bada dessa felkillor.
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Linjaritet och rapporterbart intervall

Ett annat satt att undersdka tidigare data &r att analysera dem som en spéadningsserie for att utvardera testlinjaritet.
Vi tog bort kopplingsvariabeln aterhdmtning i procent genom att anvénda det observerade vérdet i initialprovet

i spadningsserien (dvs. forsta réret) delat med spadningsfaktorerna, for att faststélla de forvantade véardena for
spadningsserien for varje patientprov. Regression av hela detta antal observerade tumdrceller jamfort med antalet
forvantade tumorceller gav en lutning pé 1,007, en skarningspunkt pa 3,0 och ett R2=0,990 (R=0,995). Nar
procentandelen aterhamtning (cellférlust) faktorerats ut ur CTC-vérdena for varje ursprungligt prov visade denna
dataanalys att detektionen av CTC var linjar Gver det rapporterbara intervallet pa mellan 0 och 1238 tumarceller.
Detektionsgranser

En CTC per 7,5 mL kan detekteras av CELLTRACKS ANALYZER I1®, vilket resulterar i en detektionsgrans pa 1 CTC i
en kassett. Linjar regression visar att i genomsnitt 93% av CTC som &r nérvarande i ett 7,5 mL blodprov aterhdmtas

med anvéndning av CELLTRACKS® AUTOPREP®-systemet (se avsnittet i\terhéimtning). Forlusten av ca 7% av CTC
i provet ar inte tillrécklig for att reducera detektionsgransen pa 1 CTC.

Reproducerbarhet:

a. Systemreproducerbarhet med CELLSEARCH® CTC-kontroll

Tre olika CELLSEARCH® CTC-kontrollprov preparerades och behandlades varje dag i mer &n 30 dagar enligt den
langvariga metoden i NCCLS-riktlinjen EP5-A2. Varje provflaska for engangsbruk innehaller en lag och en hdg

koncentration celler fran en fast cellinje som férfargats med tva olika fluorkromer. Sammanfattningsstatistik for hdga
och laga kontrollcellkoncentrationer visas nedan.

Tabell 5. Sammanfattning dver precisionsanalyser

Lag Hég
Antal 99 99
Medelantal celler 48 969
Total standardavvikelse for noggrannhet (ST)% CV 18% 5%

b. Systemreproducerbarhet med patientprov
Metastatisk brostcancer (MBC)
Totalt 163 blodprovsdubbletter samlades in fran 47 patienter med metastatisk brostcancer under den kliniska
studiens gang. Proven behandlades pa olika stallen for att faststélla reproducerbarheten fér CTC-métningar.
Regressionsekvationen for jamfdrelse av dessa 163 provdubbletter var Y=0,98x + 0,67, R2=0,99. Figur 2 visar
punktdiagram for dubbletter med CTC-resultat i blod fran MBC-patienter pa en logaritmisk skala, med en troskel
pa 5 CTC, vilket visas av de streckade linjerna.

Figur 2. Reproducerbarhet av CTC-antal i dubbletter med MBC-prov (n=163) med ett genomshnitt pa <5 eller >5 CTC per

7,5 mL blod.
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Figur 2 0BS! Det kan
finnas mer &n en
punkt lagd ovanpa en
annan. Det fanns till
exempel pa denna
plott 50 férekomster
(31%) dér bada réren
innehéll 0 CTC,

18 férekomster (11%)
dér ror 1 innehéll
0CTC och rér2
innehdll 1 CTC. Vidare
var dér 18 forekomster
(11%) dér rér
1innehdll 1 CTC och
rér 2 innehdll 0 CTC.
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Metastatisk kolorektal cancer (MCRC)

Totalt 1627 blodprovsdubbletter samlades in fran 430 MCRC-patienter under den kliniska studiens géng. Proven
behandlades pa olika stéllen for att faststélla reproducerbarheten fér CTC-métningar. Regressionsekvationen for
jamforelse av dessa 1627 provdubbletter var Y=0,98x + 0,18, R2=0,96. Figur 3 visar punktdiagram foér dubbletter med
CTC-resultat i blod fran MCRC-patienter som kartlagts pa en logaritmisk skala, med en trskel pa 3 CTC, vilket visas
av de streckade linjerna.

Figur 3. Reproducerbarhet av CTC-antal i dubbletter med MCRC-prov (n=1627) med ett genomsnitt pa <3 eller >3 CTC
per 7,5 mL blod.

998, " Figur 3 0BS! Det kan
gE finnas mer d@n en
= punkt lagd ovanpa en
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1o . exempel pa denna
v plott 975 férekomster
g ‘g ote (60%) dér bada réren
5 2 s S innehdll 0 CTC,
g o .l - 116 férekomster (7%)
Q= ~e ‘}"‘" dér rér 1 innehdll
5 n e e 0CTC och rér
14 - ' [ ] . ..
- el * e . Z{nnehall 1CTC.
$ . R g s Vidare var dar
: T teetess w 109 férekomster (7%)
1) AT O, el dér rér 1 innehdll
z L *es o 1CTC och ror2
1 . ‘o innehdll 0 CTC.
0e
Rar 1 CTC-antal

Variationen mellan
olika provrdr i CTC-antal mellan blodprov fran patienter med metastatisk bréstcancer och kolorektal cancer visas
i Figur 2 och 3. Fordelningen av séllsynta héndelser (till exempel tumdrceller) i en viss volym &r godtycklig och
oberoende av cell- eller sjukdomstyp. Detta karaktériseras bést av Poisson-férdelningen, en matematisk metod
som anvands i modelleringssystem dér sannolikheten att en handelse intraffar &r mycket 1dg men antalet
mdjligheter att en sadan handelse intraffar ar stors. For rér med mycket fa prostatiska CTC &r det rimligt att vénta
sig variation i resultat som liknar det som visas i Figur 2 och 3. Eftersom tva tidigare studier av MBC- och MCRC-
patienter visade néastan identiska resultat utférdes inte ndgon jamfdrelse mellan ror géllande antalet CTC i blodprov
fran patienter med metastatisk prostatacancer under CELLSEARCH® klinisk prévning med CTC-prostata. Dock
visade resultaten av en oberoende studie med CELLSEARCH®-teknik som utférdes pa Memorial Sloan-Kettering
Cancer Center inga systematiska variationer i CTC-antal dver intervallet 0 och 1192 CTC per ror for patienter med
metastatisk prostatacancer 4.
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1 Patienter med metastatisk brostcancer (MIBC)

En multicenter, prospektiv klinisk prévning utfordes for att faststélla om antalet CTC forutspar sjukdomsprogression
och dverlevnadsgrad. Patienter med metastatisk bréstcancer med matbhar (N=177) sjukdom som pébérjade nytt
behandlingssatt registrerades. Kliniska data analyserades utifran avsikten att behandla. Patientstatistik visas i
Tabell 1.

Tabell 1: Statistik for MBC-patienter

Kategori N=177 patienter
Alder vid baslinjen MedeIvérlli‘?eiis;:c_ac_l::ir:avvikelse 5851813
Beskrivning av kategorier Antal patienter (% av totalantalet)

1 26 (15%)

2 92 (52%)

Stadium 3 26 (15%)

4 20 (11%)

Okant 13(7%)

Vit 153 (86%)

Ras svart 14 (8%)
spansktalande 7(4%)
okéand 3(2%)

0 82 (46%)

.. . 1 72 (41%)
Baslinjens ECOG-poing 2 18 (10%)
Okéand 5(3%)

. . Inre organ 152 (86%)

Sjukdomsstalle Skelett 153 (86%)

+ 121 (68%)

ER/PR - 54 (31%)
Okéand 2(1%)

0 91 (51%)

1+ 12(7%)

HER2 2+ 18 (10%)

3+ 27 (15%)

Okéand 29 (17%)

Forsta sittet 82 (46%)

. x Andra sattet 26 (15%)
Bohandlingssiitt >Tredje sittet 67 (38%)
Oként 2(1%)

Kemo (Ch) 74 (42%)

endokrin (En) 45 (25%)

malinriktat (M) 9(5%)

K/En 10 ( 6%)

Behandlingstyp K/M 23 (13%)
En/M 7(4%)

K/En/M 2(1%)

Diverse 2(1%)

Oként 5(3%)

Baslinjen for CTC-antal faststélldes innan inledningen av ett nytt behandlingssétt. Uppféljning med CTC-antal
faststélldes efter inledningen av behandlingen med 3-4 veckors intervall. For baslinjeanalyser méattes PFS fran
tidpunkten da blod togs pa baslinjen till diagnosen for sjukdomsprogression med hjalp av CT-skanning och/eller
kliniska tecken och symtom. 0S mattes fran tidpunkten dé blod togs pa baslinjen till tidpunkten dé doden intrddde.
For uppfdljningsanalyserna méttes PFS fran tidpunkten for uppféljningen med blodprovstagning till diagnosen for
sjukdomsprogression eller doden. 0S maéttes fran tidpunkten fér uppfdljningen for blodprovstagning till tidpunkten
da déden intradde.

1.1 CTC-frekvenser

CTC-resultat fran uppfdljningen med blodtagning efter 3-5 veckor, 6-8 veckor, 9-12 veckor och 13-20 veckor efter
inledningen av behandlingen klassificerades som fordelaktig (<5 CTC) eller oférdelaktig (=5 CTC). Om mer &n ett

CTC-resultat hdmtades inom bestdmda tidpunkter for uppféljning anvéndes CTC-resultatet frén det blodprov som
avvek mest fran baslinjens blodprov.

Av det totala MBC-patientantalet p& 177 gick 23 inte att utvdrdera vid forsta uppfdljningen. Av dessa 23 patienter
avled tio patienter innan uppféljning med blodprov kunde utféras, nio patienter upplevde sjukdomsprogression innan
uppfdljning med blodprov och fyra deltog inte i uppféljningen. Det &r anmarkningsvért att alla tio patienter som
avled hade =5 upp till extremt hdga CTC-antal vid baslinjen (CTC-antal 9, 11, 15, 24, 111, 126, 301, 1143, 4648 och
23.618). Av de 154 patienterna som kunde delta i uppfdljningen hade 132, 99, 129 och 85 patienter blodprov tagna
3-5, 6-8, 9-14 och 15-20 veckor efter inledningen av behandlingen.
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Tabell 3 sammanfattar totalantalet och procentandelen patienter med oférdelaktiga CTC-antal i den kliniska
prévningen for 0S som avviker fran antalen och procentandelarna géllande patienter med PFS som visas i Tabell 2.
Skillnaden i antalet patienter vid varje tidpunkt mellan de tvé tabellerna beror pa sjukdomsprogressionen hos vissa
patienter fore blodprovstagningen. Skillnaden i antalet patienter inom tabellerna beror pa antalet patienter med
blodprov och utvédrderbara CTC-resultat vid varje tidpunkt.

1.2 Analys av MBC-patienter PFS
1.21 PFS med CTC-resultat (baslinjen)

Samtliga 177 MBC-patienter fick utfort CTC-test pa baslinjen. For Kaplan-Meier-analys segmenterades patienterna
i tva grupper efter CTC-antalet vid baslinjen:

e Den fordelaktiga gruppen (N=89), som visas i gront, bestod av patienter med <5 CTC.
e Den ofdrdelaktiga gruppen (N=88), som visas i rott, bestod av patienter med >5 CTC.

Median-PFS var betydligt léngre i den férdelaktiga gruppen jamfort med den ofdrdelaktiga gruppen (7,0 jamfort
med 2,7 manader). Resultatet sammanfattas i Figur 1.

Figur 1: PFS for MBC-patienter med <5 eller >5 CTC vid baslinjen (N=177)
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1.2.2 PFS med CTC-resultat (uppfoljning)

For Kaplan-Meier-analys segmenterades MBC-patienter i tva grupper efter CTC-antalet vid var och en av de olika
blodprovstagningarna for uppféljning. Bada patientgrupper vid var och en av de olika blodprovstagningstiderna for
uppfdljning efter inledningen av behandling for PFS visas i Figur 2. PFS-tider beraknades fran tidpunkten for varje
blodprovstagning. Patienter som uppvisade tecken pé sjukdomsprogression fére en viss blodprovstagning utesldts
ur analysen for den blodprovstagningen och samtliga féljande blodprovstagningar fér uppfdljning. Figur 2 visar
férmagan for CTC hos patienter med <5 och >5 CTC 3-5 veckor, 6-8 veckor, 9-14 veckor och 15-20 veckor efter
inledningen av behandlingen att forutspa tiden fram till klinisk sjukdomsprogression hos 177 patienter med
metastatisk brostcancer.

% sannolikhet for 6verlevnad utan sjukdomsprogress

e Den fordelaktiga gruppen, som visas i olivgrint, blatt, lila och cyan, bestod av patienter med <5 CTC.

e Den ofdrdelaktiga gruppen, som visas i brunt, svart, gratt och , bestod av patienter med >5 CTC.

£631600006_SV
6 LBL-0018



Figur 2: PFS for MBC-patienter med <5 eller >5 CTC vid olika tidpunkter under uppfdljning (N=177)
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Tabell 2 sammanfattar resultaten fér PFS-analysen med anvéndning av CTC-nivaer och en troskel pa >5 CTC/7,5 mL
vid var och en av tidpunkterna for blodprovstagning.

Tabell 2: PFS for MBC-patienter med <5 eller >5 CTC vid olika tidpunkter

1 2 3 4 5 6
El:tzv-:;??;;:?::ii:g Antal .5 CTC Median-PFS i manader (95% CI) '-°_99.rad“k

<5CTC 25 CTC p-varde

Baslinjen M7 88 (50%) 7,0 (5,6-8,9) 2,7(21-4,4) 0,0001

3-5 veckor 126 36 (29%) 6,1 (4,7-8,6) 1,3(0,7-2,1) <0,0001
6-8 veckor 88 15 (17%) 5,6 (4,5-7,6) 1,4 (0,6-3,4) 0,0001
9-14 veckor 102 11 (11%) 7,0 (5,1-8,8) 3,0(0,9-4,8) 0,0251
15-20 veckor 76 12 (16%) 59(3,8-8,7) 3,6(0,7-7,0) 0,0610

Enligt Figur 2 och Tabell 2 hade patienter med forh6jd CTC (>5 CTC/7,5 mL helblod) vid samtliga tidpunkter mycket
hogre sannolikhet for snabb sjukdomsprogression an patienter med <5 CTC. Tabell 2 kolumn 4 visar median-PFS-
tider for patienter med <5 CTC mellan 5,6 och 7,0 manader. Tiderna var betydligt Idngre &n median-PFS-tiderna for
patienter med >5 CTC, vilka lag pa mellan 1,3 och 3,6 ménader (kolumn 5).

1.2.3 Minskning eller kning av CTC forutspar forbattrad eller forsamrad PFS

Férflutna PFS-tider berdknades utifran baslinjens blodprov. For Kaplan-Meier-analys (Figur 3) segmenterades MBC-
patienter i fyra grupper utifran deras CTC-antal vid baslinjen, 3-5 veckor, 6-8 veckor, 9-14 veckor och 15-20 veckor
efter inledningen av behandlingen:

e Grupp 1 (grdn kurva), 83 (47%) patienter med <5 CTC vid alla blodprovstagningstidpunkter. Fem (6%) av dessa
patienter hade endast en blodprovstagning pa baslinjen, medan tva (2%) hade en blodprovstagning mellan
forsta och sista blodprovstagning med >5 CTC.

e Grupp 2 (bla kurva), 38 (21%) patienter med >5 CTC fdre inledningen av behandlingen, med minskning till <5 CTC
vid tidpunkten for sista blodprovstagningen.

e Grupp 3(

6-8 veckor) men som okat till >5 CTC vid tidpunkten for sista blodprovstagningen.

kurva), 17 (10%) patienter med <5 CTC vid en tidig blodtagning (baslinjen, 3-5 veckor och/eller

e Grupp 4 (rod kurva), 39 (22%) patienter med =5 CTC vid alla tidpunkter for blodprovstagning. Tio (26%) av dessa
patienter hade endast en blodprovstagning pa baslinjen.
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Figur 3: En minskning av CTC till under 5 efter inledningen av behandlingen forutspar langre PFS for MBC-patienter
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Figur 3 visar att MBC-patienter med >5 CTC vid alla tidpunkter (Grupp 4) hade kortast median-PFS, vilken avvek
betydligt jimfort med median-PFS for , Grupp 2 och Grupp 1. Skillnaderna mellan kurvorna for de andra
grupperna i denna figur var obetydliga.

1.3 Analys av dverlevnadsgraden (0S) i stort gallande MBC-patienter
1.3.1 0S-analys med CTC-resultat (baslinjen)

Dodsfall intraffade hos 109 (62%) av de 177 MBC-patienterna, med en medeluppféljningstid for de 68 (38%)
patienter som fortfarande var i livet pa 22,7+9,4 manader (median=21,1, intervall=4,4 — 48,6). Vid tidpunkten for
analyserna hade 44 (49%) av 89 patienter fran den fordelaktiga gruppen (<5 CTC vid baslinjen) jamfort med 65 (74%) av
88 fran den oférdelaktiga gruppen (=5 CTC vid baslinjen) avlidit.

Fér Kaplan-Meier-analysen segmenterades patienter i tva grupper efter deras CTC-antal vid baslinjen:
e Den fordelaktiga gruppen (N=89), som visas i gront, bestod av patienter med <5 CTC.
e Den ofdrdelaktiga gruppen (N=88), som visas i rott, bestod av patienter med >5 CTC.

Median-0S var betydligt léngre i den fordelaktiga gruppen &n i den oférdelaktiga gruppen (21,9 respektive
10,9 manader). Resultatet sammanfattas i Figur 4.

Figur 4: 0S for MBC-patienter med <5 eller >5 CTC vid baslinjen (N=177).
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1.3.2 0S med CTC-resultat (uppfdljning)

Kaplan-Meier-analyserna av bdda MBC-patientgrupperna vid var och en av de olika tidpunkterna for blodprovstagning
for uppfdljning efter inledning av behandlingen visas i Figur 5. Figuren visar formagan hos CTC hos MBC-patienter
med <5 och >5 CTC 3-5 veckor, 6-8 veckor, 9-14 veckor och 15-20 veckor efter inledningen av behandlingen att
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forutspa tiden fram till dodsfall hos 177 patienter med metastatisk brostcancer. 0S-tider berdknades fran tiden for
varje blodprovstagning.

e Den fordelaktiga gruppen, som visas i olivgrint, blatt, lila och cyan, bestod av patienter med <5 CTC.

* Den ofdrdelaktiga gruppen, som visas i brunt, svart, gratt och , bestod av patienter med >5 CTC.

Figur 5: 0S for MBC-patienter med <5 eller >5 CTC vid olika tidpunkter under uppfdljning.
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Tabell 3 sammanfattar resultaten for 0S-analysen med CTC-nivaer och en troskel pa >5 CTC/7,5 mL vid var och en
av tidpunkterna for blodprovstagning.

Tabell 3: 0S for MBC-patienter med <5 eller >5 CTC vid olika tidpunkter

1 2 3 4 | 5 6
i i Median-0S i manader (95% Cl) N
Ehor Temitring | AT | 250TC e eie varde.

Baslinjen 177 88 (50%) 21,9 (20,1-28,6) 10,9 (7,0-15,2) <0,0001
3-5 veckor 132 40 (30%) 21,7 (18,8-25,9) 6,2 (4,1-8,9) <0,0001
6-8 veckor 99 22 (22%) 19,1 (14,2-22,1) 6,3 (4,8- 9,8) 0,0001
9-14 veckor 129 24.(19%) 20,8 (17,8-245) 6,4 (3,0-10,9) <0,0001
15-20 veckor 85 15 (18%) 20,1 (17,1-235) 11,3 (2,0-22,9) 0,0021

1.3.3 Minskning eller kning av CTC forutspar forbattrad eller forsamrad 0S

Forflutna 0S-tider berdknades utifran baslinjens blodprov. For Kaplan-Meier-analys (Figur 6) segmenterades MBC-
patienter i fyra grupper utifrén deras CTC-antal vid baslinjen, 3-5 veckor, 6-8 veckor, 9-14 veckor och 15-20 veckor
efter inledningen av behandlingen:

e Grupp 1 (gron kurva), 83 (47%) patienter med <5 CTC vid alla blodprovstidpunkter. Fem (6%) av dessa patienter
hade endast en blodprovstagning pé baslinjen, medan tva (2%) hade en blodprovstagning mellan forsta och
sista blodprovstagningen med >5 CTC.

e Grupp 2 (bla kurva), 38 (21%) patienter med >5 CTC innan inledningen av behandlingen, med minskning till
<5 CTC vid tidpunkten for sista blodprovstagningen.

e Grupp3( kurva), 17 (10%) patienter med <5 CTC vid en tidig blodprovstagning (baslinjen, 3-5 veckor
och/eller 6-8 veckor) men som dkat till >5 CTC vid tidpunkten for sista blodprovstagningen.

e Grupp 4 (rod kurva), 39 (22%) patienter med >5 CTC vid alla blodtagningstidpunkter. Tio (26%) av dessa
patienter hade endast en blodprovstagning pa baslinjen.

Figur 6 visar att MBC-patienter som dverstiger troskeln pa 5 CTC nar som helst efter inledningen av behandlingen
hade mycket storre sannolikhet for kortare 6verlevnadsperiod i stort. Patienter med >5 CTC vid alla tidpunkter
(Grupp 4) hade kortast median-0S, vilken avvek betydligt jamfort med median-0S for , Grupp 2, och Grupp 1.
Skillnaden i mediandverlevnaden mellan och Grupp 1 var ocksa betydande. Aven om median-0S fér

var kortare jamfort med Grupp 2 var skillnaden inte statistiskt signifikant. Figur 6 visar dven att patienter
med >5 CTC vid baslinjen men som s& smaningom minskar till <5 CTC efter inledningen av behandlingen har ungefér
samma risk for dodsfall som de patienter som aldrig dverskridit troskeln 5 CTC.
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Figur 6: En minskning av CTC under 5 efter inledningen av behandlingen forutspar langre 0S, medan en dkning av
CTC till 5 eller hogre forutspar kortare 0S for MBC-patienter.
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Enligt vad som visas i Figur 6 och Tabell 3 i kolumn 4 och 5 hade MBC-patienter med >5 CTC vid alla tidpunkter
storre sannolikhet att avlida tidigare @n de med <5 CTC. Median-0S-tiderna for patienter med <5 CTC lag pa mellan
19,1 och 21,9 manader. Tiderna var betydligt Iingre &n median-0S-tiderna fér patienter med >5 CTC, vilka lag pa
mellan 6,2 och 11,3 manader.

1.3.4 Univariat Cox-regressionsanalys av MBC-patienter

Foljande parametrar analyserades med univariat Cox-regressionsanalys for att utvdrdera sambandet med PFS och
0S: patientélder (kontinuerlig), sjukdomsstadium vid diagnos (1-4), tid till metastas (kontinuerlig), ECOG-status fore
inledning av ett nytt behandlingssétt (0-2), ER/PR-status (+/-), HER2/neu-status (0-3+), behandlingssatt (>2:a eller férsta),
behandlingstyp (endast kemobehandling eller hormonbehandling/kombination), baslinjens CTC-antal (5 eller <5 CTC/
7,5 mL) och CTC-antal vid uppféljning 3-5 veckor, 6-8 veckor, 9-14 veckor och 15-20 veckor efter inledningen av
behandling (>5 eller <5 CTC/7,5 mL). Tabell 4 visar resultatet av denna analys och presenterar Cox-riskférhallandet
(HR) och associerat p-varde (Wald-test av Z-statistik) samt antalet patienter i varje utvéardering.

Tabell 4: Univariat Cox-regressionsanalys av MBC-patienter

Parameter Kategorier Antal MBC- PFS-risk fran baslinjen 08-risk fran baslinjen
Positiv Negativ patienter HR p-varde HR p-vérde
Alder vid baslinjens F ‘2
blodprovstagning Alder i ar 175 0,99 0,173 0,99 0,375
Stadium vid primér diagnos | ? ""“’;'Ta'ﬂl‘ig: Jamidrtmed | 159 097 0723 1,00 0,969
ER/PR Positiv Negativ 175 0,84 0,327 0,53 0,002
) 3+ jamfort med 2+ jamfort
Her-2/neu med 1+ jamfort 0 148 091 0,207 0,93 0,422
Baslinjens ECOG-status 2 jamiort med 1 jamiort 172 114 0,307 164 0,001
Tid till metastas Tidi ar 175 0,97 0,048 0,95 0,018
Behandlingssatt >Andra Forsta 175 1,55 0,007 191 0,001
Behandlingstyp Endastkemo | /% | 172 197 <0,001 22 <0,001
Baslinjens CTC-antal >5 <5 171 1,85 <0,001 2,36 <0,001
3-5 veckor CTC-antal >5 <5 132 2,52 <0,001 330 <0,001
6-8 veckor CTC-antal >5 <5 99 357 <0,001 2,87 <0,001
9-14 veckor CTC-antal >5 <5 129 2,89 <0,001 3,64 <0,001
15-20 veckor CTC-antal >5 <5 85 1,86 0,041 2,85 0,004

H/C/och/eller I — Hormon- eller immunbehandling endast eller en kombination av hormon- och/eller kemobehandling
och/eller immunbehandling
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1.3.5 Multivariat Cox-regressionsanalys av MBC-patienter

Multivariata Cox-regressionsanalyser utfordes av MBC-patienter for att utvéardera den oberoende formagan for
CTC-antalet att géra prognoser genom att justera for paverkan fran kanda viktiga kliniska faktorer som &r statistiskt
signifikanta for univariata analyser. CTC befanns vara starka prediktorer for PFS (Tabell 5) och OS (Tabell 6).

Tabell 5: Multivariat Cox-regressionsanalys géallande dverlevnadsgraden utan sjukdomsprogression hos

MBC-patienter

Variabel Antal Riskforhallande p-varde
Baslinjens CTC (<5 jamfort med >5) 1,69 0,001
Tid till metastas (&r) 172 0,98 0,154
Behandlingssatt (forsta jamfért med >andra) 1,52 0,013
Behandlingstyp (hormon/annat jamfért med endast kemo) 1,74 0,001
3-5 veckor uppfoljning CTC (<5 jamfort med >5) 2,32 <0,001
Tid till metastas (ar) 132 0,97 0,166
Behandlingssitt (forsta jamfért med >andra) 1,68 0,008
Behandlingstyp (hormon/annat jamfért med endast kemo) 1,50 0,060
6-8 veckor uppfoljning CTC (<5 jamfort med >5) 2,92 <0,001
Tid till metastas (ar) 99 0,93 0,023
Behandlingssatt (forsta jamfért med >andra) 1,36 0,175
Behandlingstyp (hormon/annat jimfért med endast kemo) 1,90 0,005
9-14 veckor uppfdljning CTC (<5 jamfort med >5) 2,23 0,002
Tid till metastas (ar) 129 0,97 0,170
Behandlingssitt (forsta jamfért med >andra) 1,48 0,061
Behandlingstyp (hormon/annat jamfért med endast kemo) 1,73 0,007
15-20 veckor uppfdljning CTC (<5 jamfort med >5) 1,68 0,140
Tid till metastas (ar) 85 0,96 0,064
Behandlingssitt (forsta jamfért med >andra) 1,80 0,018
Behandlingstyp (hormon/annat jamfért med endast kemo) 1,66 0,049

n
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Tabell 6: Multivariat Cox-regressionsanalys géllande 0S hos MBC-patienter

Variabel Antal Riskforhallande p-vérde
Baslinjens CTC (<5 jamfort med >5) 2,62 <0,001
ER/PR (negativ jamfort med positiv) 0,57 0,016
Baslinjens ECOG-status (2 jamfért med 1 jamfort med 0) 1,58 0,001
Tid till metastas (&r) 170 0,97 0,078
Behandlingssatt (forsta jamfért med andra) 2,33 <0,001
Behandlingstyp (hormon/annat jamfért med endast kemo) 1,78 0,006
3-5 veckor uppfoljning CTC (<5 jamfort med >5) 3,78 <0,001
ER/PR (negativ jamfort med positiv) 0,51 0,020
Baslinjens ECOG-status (2 jamfort med 1 jamfort med 0) 1,69 0,001
Tid till metastas (&r) 130 0,96 0,142
Behandlingssitt (forsta jamfért med andra) 2,30 0,001
Behandlingstyp (hormon/annat jamfért med endast kemo) 1,72 0,026
6-8 veckor uppfoljning CTC (<5 jamfort med >5) 2,88 0,001
ER/PR (negativ jamfort med positiv) 0,58 0,062
Baslinjens ECOG-status (2 jamfort med 1 jamfort med 0) 1,32 0,173
Tid till metastas (ar) % 0,94 0,135
Behandlingssétt (forsta jamfért med andra) 2,51 0,001
Behandlingstyp (hormon/annat jamfért med endast kemo) 2,33 0,003
9-14 veckor uppfdljning CTC (<5 jamfort med >5) 414 <0,001
ER/PR (negativ jamfort med positiv) 0,39 0,002
Baslinjens ECOG-status (2 jamfért med 1 jamfort med 0) 1,57 0,016
Tid till metastas (ar) 129 0,98 0,388
Behandlingssitt (forsta jamfért med andra) 2,21 0,003
Behandlingstyp (hormon/annat jamfért med endast kemo) 2,28 0,003
15-20 veckor uppfdljning CTC (<5 jamfort med >5) 344 0,006
ER/PR (negativ jamfort med positiv) 0,38 0,024
Baslinjens ECOG-status (2 jamfért med 1 jamfort med 0) 85 1,33 0,321
Tid till metastas (ar) 0,94 0,150
Behandlingssitt (forsta jamfért med andra) 3,43 0,001
Behandlingstyp (hormon/annat jamfért med endast kemo) 1,67 0,166

1.4  Anvindning av CTC for att dvervaka klinisk status pa metastatisk brostcancer
1.4.1 Relation mellan dverlevnadsgrad, CTC och sjukdomsutvirdering genom bildtagning

Radiologisk bildtagning &r en av de primara metoderna fér att faststélla sjukdomsstatus och respons pa behandling
av patienter med metastatisk brostcancer. For att faststélla sambandet mellan klinisk status enligt bildtagning och
CTC, métt vid tva tidpunkter, jamférdes resultat av bildtagning 1) med den verkliga kliniska slutpunkten for allmén
éverlevnadsgrad och 2) med varandra.

142 CTC

Tidigare data har visat att MBC-patienter med >5 CTC/7,5 mL blod vid efterféljande uppfdljningshesok efter
inledningen av behandlingen hade stérre sannolikhet for sjukdomsprogression och forsamrad 0S jamfdort med
patienter med <5 CTC/7,5 mL blod. CTC-resultat som inhdmtats vid forsta uppfdljningen efter inledningen av
behandlingen, samt dven CTC-resultat som inhdmtats inom + en manad efter bildtagningsstudien klassificerades
som <5 CTC och >5 CTC. Om mer &n ett CTC-védrde inhdmtades inom + en manad efter bildtagningsstudien anvéndes
det CTC-resultat som inhdmtades ndrmast datumet for bildtagningsstudien.

1.4.3 Bildtagning

Samtliga bildtagningskliniker uppfyllde standarden Digital Imaging and Communications in Medicine (digital
bildtagning och kommunikation inom medicin, DICOM). Med standardiserade digitala bilder klassificerade tva
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expertradiologer (ldsare), som arbetade enskilt och blindat géllande klinisk information, varje sjukdomsutvardering
med uppfdljning (totalt 231 bildtagningsstudier) fran 138 patienter med matbar sjukdom enligt féljande: obestambar
(1), stabil sjukdom (S), delrespons (PR) eller sjukdomsprogression (PD), enligt Vérldshalsoorganisationens (WHO)
bidimensionella kriterier. Méatbar sjukdom definierades som forekomsten av minst en lesion >2 cm som langsta matt.
Lasarna identifierade upp till atta lesioner per patient per tidpunkt genom att beskriva ldngsta dimensionen pa lesionen
och langsta vinkelrata dimension. Dessa tva dimensioner multiplicerades och “korsprodukten” rapporterades.
Summerade métningar for korsprodukterna berdknades och procentuell andring fran tidigare tidpunkt bestdmdes.
Aven om alla patienter had en matbar sjukdom inkluderades icke matbara lesioner (som dnda kunde detekteras
med radiologi) i bestdmningen av patientstatus enligt beskrivning i WHO-riktlinjerna. Sjukdomsprogression
definierades som en >25% dkning av summan av alla lesioner eller uppdykande av en ny métbar eller icke mathar
lesion. Delrespons definierades som en minskning av summan av alla lesioner med >50% och inga nya lesioner.

Radiologiska tolkningar fran tva expertradiologer klassificerades enligt féljande:
e Soch PR anségs bada pavisa en sjukdom utan progression (NPD)
e PD anséags pavisa sjukdomsprogression

e Nér en av radiologerna faststéllde klassificeringen Obestamd (l) men en annan radiolog faststéllde
klassificeringen S, PR eller PD anvéandes klassificeringen fran den senare radiologen vid jamférelse med
CTC (n=11)

e Nér bada radiologerna faststéllde klassificeringen Obestdmd (l) anvandes inte data vid jimférelsen med
CTC (n=3)

e Entredje oberoende radiolog avgjorde tvister mellan tva priméra ldsare géllande PD och NPD (n=27)

e Nér den tredje oberoende radiologen faststéllde klassificeringen Obestdmd (I) anvéndes inte data vid
jamfdrelsen med CTC (n=2)

e | seriella bildtagningsstudier anvandes inte radiologiska resultat d4r det gatt mindre &n en manad fran
féregaende beréknade observation (n=1).

1.44 Relation mellan dverlevnadsgrad och bildtagning och CTC

Separata Kaplan-Meier-analyser utfordes for att jamfora 0S hos MBC-patienter i grupperna fordelaktiga (<5 CTC)
och oférdelaktiga (=5 CTC) med CTC-resultatet vid tva olika tidpunkter och den férsta uppféljande bildtagnings-
studien. Med resultat fran de forsta uppfdljande bildtagningsstudierna som utférdes 10,1+5,1 veckor

(median=9,0 veckor) efter inledningen av behandling (dvs. baslinjens blodprovstagning), faststalldes genom
bildtagning mediandverlevnaden fér de 96 (70%) patienter som hade NPD till 23,8 manader (95% CI mellan 20,4 och
28,6) (Figur 7, Tabell 7). For de 42 (30%) patienter som genom bildtagning faststélldes ha PD var
mediandverlevnaden 12,9 manader (95% Cl mellan 7,1 och 19,3).

For CTC vid forsta blodprovstagningen, som utférdes 4,3+2,5 veckor (median=4,0 veckor) efter inledningen

av behandlingen, var mediandverlevnaden for 104 (75%) patienter med férdelaktiga CTC-resultat (<5 CTC)

21,9 manader (95% CI mellan 20,4 och 26,9) (Figur 8, Tabell 7). Trettiofyra (34) patienter (25%) med oférdelaktiga
CTC-resultat (>5 CTC) hade en mediandverlevnadsperiod pa 8,3 manader (95% Cl mellan 5,9 och 15,1).

For att faststélla om CTC-utvarderingar som utférts ndrmare i tiden till bildtagningen resulterade i liknande
dverlevnadspotential jamfort med CTC-utvarderingar som utférdes cirka 4 veckor efter inledningen av behandlingen,
analyserades endast de patienter med CTC-utvarderingar som utférts inom + en manad efter forsta uppféljande
bildtagningsstudien (9,9+5,1 veckor, medianvarde=8,8 veckor, efter inledningen av behandling) (Figur 9, Tabell 7).
Etthundratrettiofyra (134) av de 138 patienterna (97%) hade CTC-utvéarderingar inom en manad efter férsta
uppféljande bildtagningsstudien. Medianéverlevnadstiden for 105 (78%) patienter med fordelaktiga CTC-resultat var
21,9 manader (95% CI mellan 19,9 och 31,6). Mediandverlevnadstiden for 29 (22%) patienter med oférdelaktiga CTC-
resultat var 8,5 manader (95% CI mellan 5,5 och 15,1). Dessa data visar att CTC-utvarderingar vid bada tidpunkter
ger liknande resultat som bildtagning som utférts cirka 9 veckor efter inledningen av behandling (Clin. Cancer Res.
Vol 12: 6403-6409, November 2006).
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Tabell 7: 0S for MBC-patienter med CTC-utvardering cirka en manad efter behandlingen pabarjas och inom en
manad efter den radiologiska utvédrderingen

Antal Medianﬁverlevr:éd:gg;irod och (95% Cl)
Bildtagning 138
fordelaktig (NPD) 96 (70%) 23,8(20,4 — 28,6)
oférdelaktig (PD) 42 (30%) 129(7,1-1923)
Forsta uppféljning CTC 138
fordelaktig (<5) 104 (75%) 21,9(20,4-26,9)
ofdrdelaktig (5) 34 (25%) 83(59-15,1)
CTC (x1 bildtagningmanad) 134%
férdelaktig (<5) 105 (78%) 21,9(199-31,6)
oférdelaktig (>5) 29 (22%) 85(55-15,1)

*134/138 patienter hade CTC-utvérderingar som utfordes inom () 1 méanad efter bildtagning.

Figur 7: Korrelation mellan radiologisk och CTC-utvérdering med 0S: 0S for MBC-patienter med NPD eller PD vid
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Figur 8: Korrelation mellan radiologisk och CTC-utvédrdering med 0S: 0S for MBC-patienter med <5 eller >5 CTC
vid forsta uppfdljningen efter inledningen av behandlingen (N=138).
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Figur 9: Korrelation mellan radiologisk utvirdering och CTC-utvirdering med 0S: 0S for MBC-patienter med

<5 eller >5
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1.45 Overensstimmelse mellan CTC och radiologisk dvervakning

Som ovan

anges utgor bildtagningsstudier en huvudkomponent i den nuvarande vardstandarden vid bestamning

av sjukdomsprogression och respons pa behandling géllande metastatisk bréstcancer. For att vidare forbéattra

effektivitet
sammanst

en med CTC vid dessa kliniska utvarderingar (Clin. Cancer Res. Vol 12: 6403-6409, November 2006),
dlldes tvaochtvaberakningar av dverensstammande och inte Gverensstimmande observationer mellan

CTC och radiologisk bildtagning, enligt tidigare beskrivna kriterier.

Med anvéndning av endast den forsta uppféljande bildtagningsstudien jamférdes den radiologiska responsen med

det CTC-re

sultat som inhdmtades + en manad efter denna bildtagningsstudie. Totalt 134 av de 138 MBC-patienterna

(97%) hade CTC-resultat som uppfyllde detta kriterium. Resultatet av denna patientvisa jamférelse mellan CTC och
bildtagning visas i Tabell 8.
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Tabell 8: MBC-patientvis jamforelse av CTC och hildtagning

Respons vid forsta forsta uppfoljande CTC inom £1 bildtagningsmanad Totalt
bildtagningsstudie <5CTC/75mL >5CTC/7,5mL

Sjukdom utan progression 85 9 94

Sjukdomsprogression 20 20 40

Totalt 105 29 134
Nedre  Ovre

Matvérde Berdkning  95% Cl  95% ClI

Positiv dverensstammelse % 50% 34% 66%
Negativ 6verensstammelse % 90% 83% 96%
Positivt forutsdgande varde 69% 49% 85%
Negativt forutségande vérde 81% 72% 88%
Overensstammelse i stort 78% 70% 85%
Oddsférhallande 9,4 34 26,8

Med anvéndning av samtliga uppfdljande bildtagningsstudier som utférdes efter inledningen av behandlingen av de
138 MBC-patienterna som gav upphov till anvéndbara radiologiska responsresultat (n=225) jamférdes sedan dessa
resultat med CTC-resultat som inhdmtades inom + manad efter bildtagningsstudien. Totalt 219 av de 225 (97%)
bildtagningsstudierna hade CTC-resultat som uppfyllde detta kriterium. Resultatet av denna observationsvisa
jamforelse mellan CTC och hildtagning visas i Tabell 9.

Tabell 9: MBC-observationsvis jamforelse av CTC och bildtagning

Respons vid alla uppféljningsstudier med CTC inom 1 bildtagningsménad Totalt
bildtagning <5CTC/75mL >5CTC/7,5mL

Sjukdom utan progression 151 16 167

Sjukdomsprogression 30 22 52

Totalt 181 38 219
Nedre  Ovre

Matvarde Berdkning  95% Cl  95% CI

Positiv dverensstammelse % 42% 29% 57%
Negativ 6verensstimmelse % 90% 85% 94%
Positivt férutsdgande vérde 58% 1% 74%
Negativt forutségande vérde 83% 7% 89%
Overensstammelse i stort 79% 3% 84%
Oddsférhallande 6,9 3,0 15,8

| serieobservationerna sammanfdll endast en minoritet av dvergangarna for bildtagningsresultaten mellan
sjukdomar utan progression och sjukdomsprogression med en motsvarande dvergang med CTC-antal mellan
<50ch>5CTC/75mL.

Eftersom det prognostiska véardet for CTC-resultat vid en tidigare tidpunkt motsvarade CTC-resultatet vid tidpunkten
for bildtagning (Figur 8 och Figur 9) skapades en patientvis jamforelse med resultatet fran endast den férsta
uppfdljande bildtagningsstudien, som utférdes cirka 9 veckor efter inledningen av behandling, och det resultat som
erhdlls vid forsta uppfdljningen, cirka 4 veckor efter inledningen av behandlingen. Alla 138 MBC-patienter hade
CTC-resultat som uppfyllde detta kriterium. Resultatet av denna patientvisa jamférelse mellan CTC vid en tidigare
tidpunkt och bildtagning visas i Tabell 10.

Tabell 10: MBC-patientvis jamforelse av CTC och bildtagning

Respons vid forsta uppféljningsstudie med CTC vid férsta uppfdljning Totalt
hildtagning <5CTC/75mL >5CTC/7,5mL
Sjukdom utan progression 84 12 96
Sjukdomsprogression 20 22 42
Totalt 104 34 138
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Nedre  Ovre

Matvérde Berikning 95% Cl  95% CI
Positiv 6verensstammelse % 52% 36% 68%
Negativ 6verensstimmelse %  88% 79% 93%
Positivt forutsdgande véarde 65% 46% 80%
Negativt forutsdgande vérde 81% 2% 88%
Overensstammelse i stort 7% 69% 84%
Oddsférhallande 17 3,0 19,9

1.4.6 CTC som komplement till bildtagning

Gverensstimmelsen mellan CTC och bildtagningen var tillfredsstallande (cirka 78%), men det saknades
dverensstammelse for cirka 22% av MBC-patienterna. Eftersom information fran CTC-utvarderingar avses anvandas
i samband med andra diagnostiska modaliteter for att fatta behandlingsheslut, jamfordes CTC-utvardering vid
forsta uppfdljningen (cirka 4 veckor efter inledningen av behandlingen) och bildtagning av féljande grupper med 0S
for att faststélla vilka av de icke Gverensstimmande resultaten béttre pavisar prognosen for patienten (Figur 10):

e Grupp 1 (grdn kurva), 84 (61%) patienter med <5 CTC vid forsta uppféljningen och NPD.
e Grupp 2 (bla kurva), 20 (14%) patienter med <5 CTC vid férsta uppféljningen och PD.

e Grupp3( kurva), 12 (9%) patienter med >5 CTC vid forsta uppfdljningen och NPD.
e Grupp 4 (rod kurva), 22 (16%) patienter med >5 CTC vid forsta uppfdljningen och PD.

| denna studie utgor CTC-resultatet en stor oberoende och férutsdgande faktor for dverlevnadsperioden i stort.
Studieresultaten tydde pa att kombinationen av CTC och radiologiska utvérderingar ger den riktigaste utvarderingen
géllande prognoser.

Figur 10: OS for MBC-patienter i grupperna 1, 2, 3 och 4 med anvéndning av den forsta uppféljningen med CTC-
utvardering efter inledningen av behandling (n=138) och den sjukdomsstatus som faststélldes vid den forsta
uppfdljande bildtagningsstudien
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1.5 Variabilitet for CTC och radiologiska utvarderingar
151 CTC

Variabilitet mellan ldsare géllande CTC-antal vid forsta blodprovstagningen for uppféljning bestémdes genom att
riakna antalet forekomster dar anvandaren pa testplatsen inte var i 6verensstimmelse med centrallaboratoriet vid
klassificering av ett prov som >5 CTC jamfért med <5 CTC. | en delgrupp bestaende av 71 patienter togs tva ror
med blod och behandlades, och klassificeringen >5 CTC jamfdrt med <5 CTC i vart och ett av de tva rdren, enligt
vad som faststéllts lokalt pa plats samt av centrallaboratoriet jamférdes.

1.5.2 Bildtagning

Variabiliteten mellan lsare bestamdes genom jamférelse av de radiologiska tolkningarna av de tva radiologerna, som
klassificeras som NPD respektive PD. Variabilitet mellan |asare berdknades genom jamfdrelse av de radiologiska
tolkningarna av de tva radiologerna i en delgrupp patienter dér varje radiolog bestamde responsen vid tre olika
tillfallen, dar varje tillfélle skiljdes at med en vecka. Bildtagningsegment vid senare utvédrderingar av dessa

138 MBC-patienter samt CTC-utvérderingar innan inledningen av behandling och vid senare uppfdljningar
studerades ocksa.
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Tabell 11: Variabilitet av radiologiska utvéarderingar och CTC-utvarderingar av MBC-patienter

Bristande Bristande
n dverensstammelse n dverensstaimmelse
mellan NPD och PD for CTC/2,5 ml
vid radiologi <5 jamfort med >5
Mellan ldsare
Forsta uppféljning 132 11,4% 138 0,7%
Alla uppféljningar 217 13,4% 695 1,0%
Enskild ldsare
Forsta uppfdljning
Lésare 1 (radiologi) 24 25,0% — —
Lésare 2 (radiologi) 22 9,1% — —
Alla uppféljningar
Lésare 1 (radiologi) 30 20,0% — —
Lésare 2 (radiologi) 28 10,7% — —
CTC rér till rér
Forsta uppféljning — — n 5,6%
Alla uppféljningar — — 403 5,5%

Tabell 11 visar att variabiliteten mellan ldsare for radiologiska beslut var betydligt hdgre i bade den forsta
uppfdljande sjukdomsutvarderingen och i alla féljande uppféljande sjukdomsutvarderingar jamfort med
variabiliteten mellan l4sare for CTC-antalen i samma grupper (Fishers P<0,001).

Nar CTC och radiologisk utvérdering inte éverensstdmde gav CTC den mest noggranna beddmningen av prognosen.

2 Patienter med metastatisk kolorektal cancer (VICRC)

En prospektiv multicenter klinisk provning utférdes for att faststélla om antalet CTC férutspar sjukdomsprogression
och dverlevnadsgrad. Patienter med metastatisk kolorektal cancer med méatbar (N=430) sjukdom som pébdrjade ett
nytt behandlingssatt registrerades. Kliniska data analyserades utifran avsikten att behandla. Patientstatistik visas i
Tabell 12.

Baslinjen for CTC-antal faststalldes fore inledningen av ett nytt behandlingssétt. Uppféljning med CTC-antal faststélldes
efter inledningen av behandlingen med 3-4 veckors intervall. For baslinjeanalyser méttes PFS fran den tidpunkt da
baslinjens blod togs till diagnos av sjukdomsprogression med hjélp av CT-skanning och/eller kliniska tecken och
symtom. OS méttes fran tidpunkten dé baslinjens blod togs till tidpunkten d& déden intrédde. For uppféljnings-
analyserna méttes PFS fran tidpunkten féruppféljande blodprovstagning tills diagnos av sjukdomsprogression eller
doden. OS méttes fran tidpunkten for uppféljande blodprovstagning tills tidpunkten da déden intréadde.
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Tabell 12: Statistik for MCRC-patienter

Kategori N=430 patienter
Alder vid baslinjen (i &r) Me"""’ar(‘::eflisa‘:",‘;’r‘:l’:)a""i"e'se 63,0£12,6 (64)

Antal &r till metastas Medelvérde + _stan_t_iardavvikelse 0,9:1,4(0,1)

(medianvirde)
Beskrivning av kategorier Antal patienter (% av totalantalet)

. Kvinna 192 (45%)

Kon Man 238 (55%)

Vit 305 (71%)

svart 44 (10%)

Ras annan 12 (3%)

okand 69 (16%)

0 196 (46%)

- s 1 187 (43%)

Baslinjens ECOG-poéng 2 31 (7%)

Okéand 16 (4%)

Kolon 292 (68%)

. - Rektal 71 (17%)

Tumértyp vid primér diagnos Kolorektal 66 (15%)

Okéand 1(0%)

1 12 (3%)

2 45 (11%)

Stadium vid primér diagnos 3 118 (27%)

4 232 (54%)

Okant 23 (5%)

Nej 117 (27%)

Levermetastas Ja 313 (73%)

Forsta sattet 309 (72%)

Behandlingssatt Andra sattet 95 (22%)

Tredje sattet 26 (6%)

Bevacizumab 243 (56%)

. Irinotekan 103 (24%)

Behandlingstyp Oxaliplatin 253 (59%)

Okénd 25 (6%)

21 CTC-frekvenser

Av totalantalet 430 MCRC-patienter fick 9 en blodprovstagning pa baslinjen men inga uppfdljande blodprovstagningar.
Av dessa 9 patienter avled fyra innan blodprov for uppfdljning kunde inhamtas, for tva avslutades behandlingen pa
grund av behandlingsrelaterad toxicitet, en patient genomgick operation for att ta bort den métbara sjukdomen, en
patient végrade fortsatt behandling och en patient vdagrade vidare blodprovstagningar. Av de aterstadende patienterna
fick 362, 342, 321 och 211 uppfdljande blodprovstagningar 1-2 veckor, 3-5 veckor, 6-12 veckor och 13-20 veckor
efter inledningen av behandling. Skillnaden i antalet patienter som kunde utvérderas for PFS och OS vid varje
tidpunkt berodde pa sjukdomsprogression hos vissa patienter fére blodprovstagningen, medan skillnaden i antalet
patienter vid varje tidpunkt berodde pa antalet patienter med blodprovstagningar och utvérderbara CTC-resultat.

Tabell 13 visar antalet patienter vid varje tidpunkt som utesléts fran PFS, OS eller PFS- och 0S-analyser och
orsakerna till deras uteslutning.

Tabell 13: Undantag fran analyser av dverlevnadsgrad utan sjukdomsprogression och i stort, géllande
MCRC-patienter

Orsaker till uteslutning av MCRC-patienter fran analyser: Totalt antal
utvéarderbara
PFS och 0S Endast PFS Endast 0S | MCRC-patienter:
Val av tidpunkt for Blod 1 ~ ~
blodprovstagning Blodprov :a;i::‘q -870m fiirj?l?:gusf':er Icke Btlggipt;o:ﬂs:rm fi:II]i?I?:gusger

som inte | dagar efter datum for utvéi(r:c-lr(:;rbara datum datum for PFS 0s

tagits | administrering | blodprovs- It- t for sjukdoms- | blodprovs-

av behandling tagning resulta progression tagning

Baslinjen 1 n 0 5 0 0 43 413
1-2 veckor 68 0 0 5 1 0 356 357
3-5 veckor 88 0 1 8 4 0 329 333
6-12 veckor 109 0 4 7 26 0 284 310
13-20 veckor 219 0 9 8 14 1 180 193
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CTC-resultatet fran uppfdljningen med blodprovstagning efter 1-2 veckor, 3-5 veckor, 6-12 veckor och 13-20 veckor
efter inledningen av behandlingen klassificerades som férdelaktigt (<3 CTC) eller oférdelaktigt (>3 CTC). Om mer &n
ett CTC-resultat hdmtades inom bestdmda tidpunkter for uppféljning anvéndes CTC-resultatet frén det blodprov
som avvek mest fran blodprovet pa baslinjen.

Tabell 15 sammanfattar totalantalet MCRC-patienter samt procentandelen patienter med oférdelaktiga CTC-antal
i den kliniska prévningen som avviker fran antalen och procentandelarna for patienter med PFS som visas i Tabell 14.

22  Analys av MCRC-patienter géllande dverlevnadsgrad utan sjukdomsprogression (PFS)
221 PFS med CTC-resultat (baslinjen)

Fyrahundratretton (413) av de 430 MCRC-patienter hade ett tillgéngligt CTC-resultat fran baslinjen. For Kaplan-
Meier-analys segmenterades patienter i tva grupper efter CTC-antalet vid baslinjen:

e Den fordelaktiga gruppen (N=305), som visas i grént, bestod av patienter med <3 CTC.
e Den ofdrdelaktiga gruppen (N=108), som visas i ritt, bestod av patienter med >3 CTC.

Median-PFS var betydligt langre i den férdelaktiga gruppen jamfort med den oférdelaktiga gruppen (7,9 jamfort
med 4,5 manader). Resultaten visas i Figur 11 och Tabell 14.

Figur 11: PFS for MCRC-patienter med <3 eller >3 CTC vid baslinjen (N=413).

100%—

CTC/7,5 mL Median-PFS

. - = G s o )
<3CTC 305 (74%) 7,9 (7,0-8,6)
23CTC 108 (26%) 4,5 (3,7-6,3)

90%
80%—

Cox-riskférhallande = 1,6
chi-kvadrat =12,19
(p-védrde = 0,0001)

70%—
60%—

7,9 manader
OF ol ¥
50% 25!

40%— manader!

Loggrank p = 0,0002
30%

20%

10%—

T ) P G (R ) e i O R e R ([ e [ T |
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
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0%

% sannolikhet fér verlevnad utan sjukdomsprogression

222 PFS med CTC-resultat (uppféljning)

For Kaplan-Meier-analys segmenterades MCRC-patienter i tva grupper efter CTC-antalet vid var och en av de olika
uppfdljande blodprovstagningarna. Bada patientgrupper vid var och en av de olika blodprovstagningstiderna for
uppfélining efter inledningen av behandling for PFS visas i Figur 12. PFS-tiderna berdknades fran tidpunkten for varje
blodprovstagning. Patienter som uppvisade tecken pa sjukdomsprogression fére en viss blodprovstagning utesléts
ur analysen for den blodprovstagningen och samtliga foljande uppfdljande blodprovstagningar. Figur 12 visar
férmagan for CTC att forutsdga PFS for MCRC-patienter med <3 och >3 CTC 1-2 veckor, 3-5 veckor, 6-12 veckor och
13-20 veckor efter inledningen av behandling.

e Den fordelaktiga gruppen, som visas i olivgront, blatt, lila och cyan, bestod av patienter med <3 CTC.

e Den ofdrdelaktiga gruppen, som visas i brunt, svart, gratt och , bestod av patienter med >3 CTC.
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Figur 12: PFS for MCRC-patienter med <3 eller >3 CTC vid olika tidpunkter under uppféljning

Tabell 14 sammanfattar resultaten av PFS-analysen med anvandning av CTC-nivaer och en troskel pa
>3 CTC/7,5 mL vid var och en av tidpunkterna for blodprovstagning.

Tabell 14: PFS for MCRC-patienter med <3 eller >3 CTC vid olika tidpunkter
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1 2 3 4 5 6
inasti Median-PFS i manader (95% CI N
o Tomiong | Amal | cre g = A

Baslinjen 43 108 (26%) 79(7,0-8,6) 45(3,7-6,3) 0,0002
1-2 veckor 356 41 (12%) 73(65-8,1) 3,8(1,9-51) <0,0001
3-5 veckor 329 39 (12%) 6,8 (6,1-7,6) 1,9(1,2-4,4) <0,0001
6-12 veckor 284 18 (6%) 6,5(58-7,7) 2,0(0,5-2,5) <0,0001
13-20 veckor 180 16 (9%) 6,3(49-74) 1,2(0,1-23) <0,0001

Som framgar av Figur 12 och Tabell 14 hade patienter med forh6jd CTC (>3 CTC/7,5 mL helblod) vid samtliga
tidpunkter mycket hogre sannolikhet fér snabb sjukdomsprogression &n patienter med <3 CTC. Tabell 14 kolumn 4
visar median-PFS-tider for patienter med <3 CTC mellan 6,3 och 7,9 ménader. Dessa tider var betydligt I&ngre &n
median-PFS-tiderna for patienter med >3 CTC, vilka lag pa mellan 1,2 och 4,5 manader (kolumn 5).

2.2.3 Minskning eller 6kning av CTC forutspar forbattrad eller forsamrad PFS

Forflutna PFS-tider berdknades utifran baslinjens blodprov. Fér Kaplan-Meier-analys (Figur 13) segmenterades
MCRC-patienter i fyra grupper utifran deras CTC-antal vid baslinjen, 1-2 veckor, 3-5 veckor, 6-12 veckor och

13-20 veckor efter inledningen av behandlingen:

Grupp 1 (grén kurva), 303 (70%) patienter med <3 CTC vid alla tidpunkter. Sju (2%) av dessa patienter hade
endast en blodprovstagning pa baslinjen, medan atta (3%) hade en blodprovstagning mellan férsta och sista

blodprovstagningen med >3 CTC.

Grupp 2 (bla kurva), 74 (17%) patienter med >3 CTC innan inledningen av behandlingen, men som hade minskat
till <3 CTC vid tidpunkten for sista blodprovstagningen.

Grupp 3 (

kurva), 29 (7%) patienter med <3 CTC vid en tidig blodprovstagning (baslinjen, 1-2 veckor
och/eller 3-5 veckor) men som dkat till >3 CTC vid tidpunkten fér sista blodprovstagningen.

Grupp 4 (rod kurva), 24 (6%) patienter med >3 CTC vid alla tidpunkter; Tre (13%) av dessa patienter hade endast
en blodprovstagning pa baslinjen, en (4 %) hade endast en blodprovstagning efter 3-5 veckor och en (4%) hade
en enda blodprovstagning mellan forsta och sista blodprovstagningen med resultatet <3 CTC.

21
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Figur 13: En minskning av CTC under 3 efter inledningen av behandlingen forutspar langre PFS for
MCRC-patienter
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Figur 13 visar att MCRC-patienter med >3 CTC vid alla tidpunkter (Grupp 4) hade kortast median-PFS, vilken avvek

betydligt jamfért med median-PFS for , Grupp 2 och Grupp 1. Skillnaden i median-PFS mellan de patienter
som visade en CTC-minskning efter inledningen av behandlingen (Grupp 2) var betydligt stérre &n for de patienter
som visade en CTC-6kning ( ).

23  Analys av dverlevnadsgraden (0S) i stort gdllande MCRC-patienter
2.3.1 08S-analys med CTC-resultat (baslinjen)

Dadsfall intraffade hos 202 (47%) av de 430 MCRC-patienterna, med en medeluppfdljningstid for de 228 (53%)
patienterna i livet pa 12,6+6,5 ménader (median=11,0, intervall=0,8 — 30,0). Vid tidpunkten fér analyserna hade
124 (41%) av 305 patienter fran den fordelaktiga gruppen (<3 CTC vid baslinjen) jamfort med 68 (63%) av 108 fran
den ofdrdelaktiga gruppen (>3 CTC vid baslinjen) avlidit.

For Kaplan-Meier-analysen segmenterades patienterna i tva grupper efter deras CTC-antal vid baslinjen:
e Den fordelaktiga gruppen (N=305), som visas i grént, bestod av patienter med <3 CTC.
e Den ofdrdelaktiga gruppen (N=108), som visas i ritt, bestod av patienter med >3 CTC.

Median-0S var betydligt langre i den fordelaktiga gruppen jamfort med den oférdelaktiga gruppen (18,5 jamfort
med 9,4 manader). Resultatet sammanfattas i Figur 14.

Figur 14: 0S for MCRC-patienter med <3 eller >3 CTC vid baslinjen (N=413).

100%— CTCIi7,5 mL Median-0S
vid baslinjen N (%) i manader (95% C.1.)
=3CTC 305 (T4%) 18,6 (15,5-21,2)

23CTC 108 (26%) 9.4 (7,5-11,6)
Cox-riskfarhallande = 2,5
chi-kvadrat = 31,48
(p-varde = 0,0001)

90%—
80%—
T0%—

60%
18,5 manader

Loggrank
p < 0,0001

L e

40%— manader ;

30%—

% sannolikhet fér Sverlevnad

20%—

10%—

0%+

]

T L T L LI T LELELITLTLILSLEIT
2 4 [ 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
Tid fran baslinjens blodprovstagning (manader)

£631600006_SV
2 LBL-0018



232 0S med CTC-resultat (uppfdljning)

Kaplan-Meier-analyserna for bada MCRC-patientgrupper vid var och en av de olika tidpunkterna for blodprovstagning
for uppfélining efter inledning av behandlingen visas i Figur 15. Figuren visar formagan for CTC att forutspa tiden
fram till dodsfall for MCRC-patienter med <3 och >3 CTC 1-2 veckor, 3-5 veckor, 6-12 veckor och 13-20 veckor efter
inledningen av behandlingen for 421 patienter med metastatisk kolorektal cancer. 0S-tiderna beraknades fran tiden
for varje blodprovstagning.

e Den fordelaktiga gruppen, som visas i olivgrdnt, blatt, lila och cyan, bestod av patienter med <3 CTC.
e Den ofdrdelaktiga gruppen, som visas i brunt, svart, gratt och , bestod av patienter med >3 CTC.
Figur 15: 0S for MCRC-patienter med <3 eller >3 CTC vid olika tidpunkter for uppfoljning.
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Tabell 15 sammanfattar resultaten for 0S-analysen med anvéandning av CTC-nivéer och ett troskelvarde pa
>3 CTC/7,5 mL vid var och en av tidpunkterna for blodprovstagning.

Tabell 15: 0S for MCRC-patienter med <3 eller >3 CTC vid olika tidpunkter

1 2 3 4 5 6
inasti Median-0S i manader (95% CI
crer oy | Al | 23670 e | ek
Baslinjen 413 108 (26%) 18,5 (15,5-21,2) 9,4(7,5-11,) <0,0001
1-2 veckor 357 41 (11%) 15,7 (14,3 -18,4) 6,1(49- 8,9) <0,0001
3-5 veckor 333 41 (12%) 16,4 (14,1 -18,3) 44(26- 87) <0,0001
6-12 veckor 310 25 (8%) 15,8 (13,8 -19,2) 33(1,8- 5,6) <0,0001
13-20 veckor 193 21 (11%) 14,6 (12,0 - 21,5) 33(24-85) <0,0001

Enligt vad som visas i Figur 15 och Tabell 15 i kolumn 4 och 5 hade MCRC-patienter med >3 CTC vid alla tidpunkter

storre sannolikhet att avlida tidigare d@n de med <3 CTC. Median-0S-tiderna for patienter med <3 CTC lag pa mellan
14,6 och 18,5 ménader. Dessa tider var betydligt Idngre dn median-0S-tiderna for patienter med >3 CTC, vilka lag pa
mellan 3,3 och 9,4 manader.

2.3.3 Minskning eller 6kning av CTC forutspar forbattrad eller forsamrad 0S

Forflutna 0S-tider beraknades utifran baslinjens blodprov. Fér Kaplan-Meier-analys (Figur 16) segmenterades
MCRC-patienter i fyra grupper utifran deras CTC-antal vid baslinjen, 1-2 veckor, 3-5 veckor, 6-12 veckor och
13-20 veckor:

e Grupp 1 (grdn kurva), 303 (70%) patienter med <3 CTC vid alla tidpunkter. Sju (2%) av dessa patienter fick
endast en blodprovstagning pa baslinjen, medan &tta (3%) hade en blodprovstagning mellan férsta och sista
blodprovstagningen med >3 CTC.

e Grupp 2 (bla kurva), 74 (17%) patienter med >3 CTC fére inledningen av behandlingen, men som hade minskat
till <3 CTC vid tidpunkten for sista blodprovstagningen.

e Grupp3( kurva), 29 (7%) patienter med <3 CTC vid en tidig blodprovstagning (baslinjen, 1-2 veckor
och/eller 3-5 veckor) men som dkat till >3 CTC vid tidpunkten for sista blodprovstagningen.
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e Grupp 4 (rod kurva), 24 (6%) patienter med >3 CTC vid alla tidpunkter for blodprovstagningar. Tre (13%) av dessa
patienter hade endast en blodprovstagning pé baslinjen, en patient (4 %) hade endast en blodprovstagning
efter 3-5 veckor och en patient (4%) hade en blodprovstagning mellan férsta och sista blodprovstagningen med
resultatet <3 CTC.

Figur 16: En minskning av CTC under 3 efter inledningen av behandlingen forutspar langre 0S, medan en dkning
av CTC till 3 eller hogre forutspar kortare 0S for MCRC-patienter
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Figur 16 visar att MCRC-patienter som 6verstiger tréskeln pa 3 CTC nér som helst efter inledningen av
behandlingen hade mycket storre sannolikhet for kortare dverlevnadsperiod i stort. Patienter med >3 CTC vid alla
tidpunkter (Grupp 4) hade kortast median-0S, vilket avvek betydligt jamfort med median-0S for , Grupp 2 och
Grupp 1. Patienter med 3 CTC vid alla tidpunkter (Grupp 1) hade ldngst median-0S, vilken avvek betydligt fran
median-0S for Grupp 4, och Grupp 2. Figur 16 visar dven att patienter som uppvisat en minskning av CTC
(Grupp 2) hade en betydligt Iagre risk for dodsfall jamfért med patienter med en Gkning av CTC ( ).

234 Univariat Cox-regressionsanalys av MCRC-patienter

Foljande parametrar analyserades med univariat Cox-regressionsanalys for att utvérdera sambandet med PFS och
0S: kon, sjukdomsstadium vid diagnosen (1-4), tid till metastas (kontinuerlig), patientens alder (=65 eller <65), plats
for primar sjukdom (kolorektal eller rektal eller kolon), ECOG-status fore inledning av ett nytt behandlingssétt (0-2),
behandlingssétt (forsta eller andra eller tredje), férekomst av levermetastas (ja eller nej), typ av behandling
(bevacizumab, irinotecan och/eller oxaliplatin med eller inte), CTC-antal pa baslinjen (>3 eller <3 CTC/7,5 mL) och
CTC-antal vid uppfdljningen 1-2 veckor, 3-5 veckor, 6-12 veckor och 13-20 veckor efter inledningen av behandling
(>3 eller <3 CTC/7,5 mL). Tabell 16 visar resultatet av denna analys och presenterar Cox-riskforhallandet (HR) och
associerat p-véarde (Wald-test av Z-statistik) samt antalet patienter i varje utvardering.
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Tabell 16: Univariat Cox-regressionsanalys av MCRC-patienter

Kategorier Antal PFS-risk fran baslinjen 0S-risk fran baslinjen
Parameter MCRC- —— —
L. . Riskfor- R Riskfor- -
Positiv Negativ patienter hi:flal?(;e p-varde héllsla:(;e p-vérde
Kon Man (1) Kvinna (0) 430 1,01 0,944 1,23 0,156
Stadium vid priméar 4 jamfort med 3 jamfort
diagnos med 2 jamfort med 1 407 038 0.734 1.09 0,330
Tid till metastas Tid i ar 428 1,00 0,901 0,92 0121
Alder vid blodprovs- . .
tagning pé baslinjen 265 ar <65 ar 430 1,65 <0,001 1,82 <0,001
e . Kolorektal (2) jamfort med
Plats for primér sjukdom rektal (1) jamfort med kolon (0) 429 1,03 0,733 1,02 0,866
Egglfn'is;g‘“s pa 2 jimfort med 1 jamfortmed 0 | 414 132 0,002 165 <0,001
Behandlingssitt 3 jamfort med 2 jamfort med 1 430 2,04 <0,001 1,63 <0,001
Levermetastaser Ja Nej 430 0,86 0,225 123 0,198
Bevacizumab Ja Nej 405 0,54 <0,001 0,62 0,001
Irinotekan Ja Nej 405 151 0,001 139 0,029
Oxaliplatin Ja Nej 405 0,53 <0,001 0,69 0,008
CTC-antal pa baslinjen >3 <3 413 1,59 <0,001 2,48 <0,001
STC-antal efter 53 3 357 2,02 <0,001 323 <0,001
STC-antal efter 23 3 33 219 <0,001 423 <0,001
CTC-antal efter
6-12 veckor >3 <3 314 459 <0,001 10,88 <0,001
CTC-antal efter
13-20 veckor >3 <3 203 5,07 <0,001 4,88 <0,001

235 Multivariat Cox-regressionsanalys av MCRC-patienter

Multivariata Cox-regressionsanalyser utférdes for att utvdrdera den oberoende forutspaende férmagan hos
CTC-antalet genom att justera for paverkan fran kénda viktiga kliniska faktorer som é&r statistiskt signifikanta
i univariata analyser. CTC befanns vara starka prediktorer av PFS och 0S (Tabell 17).
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Tabell 17: Multivariat Cox-regressionsanalys av MCRC-patienter

PFS-risk fran baslinjen 0S-risk fran baslinjen
Variabel Antal ™ Biskfor- . Riskfor- .
hallande | PV&rde | pajjange | P-varde
CTC pa baslinjen (<3 jamfort med >3) 1,76 <0,001 2,46 <0,001
Alder pa baslinjen (<65 jamfért med >65) 1,47 0,002 1,84 <0,001
ECOG-status pé baslinjen (0 jamfort med
1jamfért med 2) 1,16 0,107 1,48 0,001
Behandlingssitt (forsta jamfért med andra 373
jamfort med tredje) 1,59 <0,001 1,41 0,009
Bevacizumab (nej jamfort med ja) 0,65 0,001 0,68 0,021
Irinotekan (nej jamfort med ja) 0,76 0,156 1,25 0,363
Oxaliplatin (nej jamfort ja) 0,57 0,002 1,00 0,984
CTC efter 1-2 veckor (<3 jamfort med >3) 1,76 0,003 2,71 <0,001
Alder pa baslinjen (<65 jamfért med >65) 1,63 0,001 1,85 <0,001
ECOG-status pé baslinjen (0 jamfort med
1jamfort med 2) 1,26 0,025 1,54 0,001
Behandlingssitt (forsta jamfért med andra 321
Amfart med tredje) 1,76 <0,001 1,62 0,001
Bevacizumab (nej jamfort med ja) 0,66 0,003 0,77 0,156
Irinotekan (nej jamfort med ja) 0,67 0,066 1,25 0,402
Oxaliplatin (nej jamfort ja) 0,53 0,002 0,97 0,904
CTC efter 3-5 veckor (<3 jamfort med >3) 2,35 <0,001 4,54 <0,001
Alder pa baslinjen (<65 jamfért med >65) 1,58 0,001 2,06 <0,001
ECOG-status pé baslinjen (0 jamfort med
1 jamfért med 2) 1,16 0,149 1,33 0,032
Behandlingssatt (forsta jamfért med andra 302
&mfrt med tredje) 1,74 <0,001 1,65 0,001
Bevacizumab (nej jamfort med ja) 0,68 0,007 0,86 0,410
Irinotekan (nej jamfort med ja) 0,58 0,012 0,99 0,966
Oxaliplatin (nej jamfort ja) 0,47 <0,001 0,88 0,594
CTC efter 6-12 veckor (<3 jamfort med >3) 3,04 <0,001 9,43 <0,001
Alder pa baslinjen (<65 jamfort med >65) 1,43 0,013 1,73 0,005
ECOG-status pé baslinjen (0 jamfort med 1
jamfort med 2) 1,30 0,027 1,53 0,004
Behandlingssitt (forsta jamfért med andra 279
&mfért med tredje) 1,73 <0,001 1,20 0,282
Bevacizumab (nej jamfort med ja) 0,61 0,001 0,82 0,337
Irinotekan (nej jamfort med ja) 0,78 0,258 1,47 0,181
Oxaliplatin (nej jamfort ja) 0,62 0,020 1,35 0,278
CTC efter 13-20 veckor (<3 jamfort med >3) 4,50 <0,001 4,97 <0,001
Alder pa baslinjen (<65 jamfort med >65) 1,26 0,218 1,55 0,061
ECOG-status pé baslinjen (0 jamfort med 1
jamfort med 2) 1,13 0,417 1,13 0,526
Behandlingssétt (forsta jamfért med andra 186
jamfort med tredje) 1,68 0,004 1,12 0,628
Bevacizumab (nej jamfort med ja) 0,68 0,058 0,89 0,655
Irinotekan (nej jamfort med ja) 0,73 0,311 1,20 0,636
Oxaliplatin (nej jimfort ja) 0,65 0,135 1,31 0,477

24  Anvéndning av CTC for att dvervaka klinisk status pa metastatisk kolorektal cancer
2.41 Relation mellan dverlevnadsgrad, CTC och sjukdomsutvérdering genom bildtagning

Radiologisk hildtagning &r en av de priméra metoderna for att faststélla sjukdomsstatus och respons pa behandling
hos patienter med metastatisk kolorektal cancer. For att faststdlla sambandet mellan klinisk status enligt bildtagning
och CTC, métt vid tva tidpunkter, jamfordes resultaten av bildtagning 1) med den verkliga kliniska slutpunkten for
allmén dverlevnad och 2) med varandra.
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242 CTC

Tidigare data har visat att patienter med metastatisk kolorektal cancer med >3 CTC/7,5 mL blod vid efterfdljande
uppfdljningsbesok efter inledningen av behandlingen hade stdrre sannolikhet for sjukdomsprogression och forsamrad
0S jamfort med patienter med <3 CTC/7,5 mL blod. CTC-resultat som inhdmtats 3-5 veckor efter inledningen av
behandlingen, samt dven CTC-resultat som inhdmtats inom + en manad efter bildtagningsstudien klassificerades
som fordelaktiga (<3 CTC) och oférdelaktiga (>3 CTC). Om mer &n ett CTC-vérde inhdmtades inom + en manad efter
bildtagningsstudien anvandes det CTC-resultat som inhdmtades narmast datumet for bildtagningsstudien.

243 Bildtagning

Villkoret var att varje MCRC-patient hade matbar sjukdom, dvs. minst en 2 cm lesion upp till och med maximalt

10 lesioner. Bildtagningsmetoden for varje patient bestdmdes av den behandlande onkologen i 6verensstammelse
med aktuell vardstandard. CT eller MRT av bréstet, buken och béackenet utfordes pa villkor att samtliga lesioner
som sags pa baslinjen féljdes med samma metod vid samtliga efterfdljande bildtagningsstudier. Tolkning av bilderna
utférdes av en certifierad radiolog pa deltagande klinik med RECIST unidimensionella kriterier for att klassificera
varje uppfdljning med sjukdomsutvardering som fullstandig respons (CR), delrespons (PR), stabil sjukdom (SD) eller
sjukdomsprogression (PD).

Bilder togs av varje patient vid minst tva och upp till atta tillféllen. Dessa studier omfattade en baslinjebild,
bildtagning vid efterféljande intervall pa 2-3 manader (6-12 veckor) och en slutlig bildtagningsstudie nér patientens
deltagande i prévningen avslutades. Kopior pa samtliga patienters bildtagningsstudier vidarebefordrades till
studiekoordinatorn pa varije klinik for arkivering med patientens kliniska data.

Av totalt 430 utvarderbara MCRC-patienter som registrerats i studien fick 28 (7%) ingen uppfdljande
bildtagningsstudie utford, 18 (4%) avled innan en uppfdljande bildtagningsstudie kunde utféras och 384 (89%) fick
en eller flera uppféljande bildtagningsstudier utférda vilka utvarderades med RECIST-kriterier. Vid tiden for forsta
uppfdljningen av de 384 patienterna med en uppféljande bildtagningsstudie uppvisade 4 (1%) fullstédndig respons,
117 (31%) uppvisade delvis respons, 186 (48%) hade stabil sjukdom och 77 (20%) uppvisade sjukdomsprogression.

| detta analyssammanhang ansags patienter som avled innan en uppfdljande bildtagningsstudie kunde pabdrjas ha
sjukdomsprogression.

For respons pé behandling vid férsta uppféljande sjukdomsutvérdering definierades den fordelaktiga gruppen
som den med stabil sjukdom (S), delrespons (PR) eller fullsténdig respons (CR) enligt RECIST-kriterierna (sjukdom
utan progression, NPD) och den oférdelaktiga gruppen som den med sjukdomsprogression, eller dar dédsfall
intraffade (PD).

2.4.4 Relation mellan dverlevnadsgrad och bildtagning och CTC

Separata Kaplan-Meier-analyser utfordes for att jamfora 0S hos MCRC-patienter i de fordelaktiga (<3 CTC) och
ofdrdelaktiga (>3 CTC) grupperna med anvandning av CTC-resultaten vid tva olika tidpunkter och férsta uppfdljande
bildtagningsstudien. Med anvéndning av resultatet fran de forsta uppféljande bildtagningsstudierna som utfordes
9,1+2,9 veckor (medianvérde=8,6 veckor) efter inledningen av behandling (dvs baslinjens blodprovstagning),
faststdlldes mediandverlevnadstiden for de 307 (76%) patienterna genom bildtagning som hade NPD till 19,1 manader
(95% Cl mellan 17,0 och 23,1) (Figur 17, Tabell 18). For de 95 (24%) patienter som genom bildtagning faststélldes ha
PD var mediandverlevnadstiden 5,8 manader (95% Cl mellan 4,4 och 7,7).

Totalt 320 MCRC-patienter hade bildtagningsstudier som utfordes fére och efter inledningen av behandling, eller sa
avled de innan en uppféljande bildtagningsstudie hann utforas. CTC utvarderades 3-5 veckor efter inledningen av
behandling (medeltal=3,8+0,7 veckor fran och med tiden fér baslinjens blodprovstagning, medianvarde=4,0 veckor).
Mediandverlevnadstiden fér 282 (88%) patienter med fordelaktiga CTC-resultat (<3 CTC) var 17,3 manader (95%
Cl=15,0 till 19,5 mé&nader) (Figur 18, Tabell 18). 38 patienter (12%) med ofdrdelaktiga CTC-resultat (>3 CTC) hade en
mediandverlevnadstid pa 5,4 manader (95% Cl mellan 3,6 och 9,4 manader).

For att faststélla om CTC-utvdrderingar som utférts ndrmare tiden for bildtagning resulterade i liknande
overlevnadstider jamfort med CTC-utvarderingar som utforts cirka 4 veckor efter inledningen av behandling
analyserades endast de patienter som fatt CTC-utvarderingar inom + en manad efter férsta uppféljande
bildtagningsstudie (Figur 19, Tabell 18). Trehundrasextiofyra (364) av de 402 patienterna (91%) fick CTC-
utvérderingar inom en méanad efter forsta uppféljande bildtagningsstudie, vilka utférdes 9,0+2,9 veckor
(medianvarde=8,5 veckor) efter inledningen av behandlingen. Mediandverlevnadstiden for 335 (92%) patienter med
fordelaktiga CTC-resultat var 17,2 manader (95% CI mellan 15,0 och 19,2). Mediandverlevnadstiden for 29 (8%)
patienter med ofdrdelaktiga CTC-resultat var 5,4 manader (95% Cl mellan 3,2 och 7,5 ménader). Dessa data visade att
CTC-utvarderingar vid bada tidpunkterna gav liknande resultat som hildtagning som utférdes cirka 9 veckor efter
inledningen av behandling.

| denna studie tydde tillampandet av multivariat Cox-regressionsanalys for att justera for bildtagning pa att bade
CTC och bildtagning efter 6-12 veckor var for sig &r férknippade med allman dverlevnad, men att CTC [justerat
riskforhallande: 7,9 (4,6-13,6)] ar en starkare prediktor an bildtagning [justerat riskforhallande: 3,1 (2,1-4,6)].
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Tabell 18: 0S for MCRC-patienter med CTC-utvérdering cirka en manad efter behandlingen péabérjas och inom en

manad efter den radiologiska utvédrderingen

Antal " ooh (35% Ch | ménader

A. Bildtagning 402
Férdelaktig (NPD) 307 (76%) 19,1(17,0-23,1)
Oférdelaktig (PD) 95 (24%) 58 (44— 17)

B. 3-5 veckor CTC 320
Fordelaktig (<3 CTC) 282 (88%) 17,3 (15,0 - 19,5)
Oférdelaktig (>3 CTC) 38 (12%) 54(36- 94)

C. CTC (1 bildtagningsmanad) 364
Fordelaktig (<3 CTC) 335 (92%) 17,2(150-19,2)
Oférdelaktig (>3 CTC) 29 (8%) 54(32- 15)

Figur 17: Korrelation mellan radiologisk och CTC-utvardering med 0S: OS for MCRC-patienter med NPD eller PD

vid den forsta uppfdljande bildtagningsstudien (N=402)
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Figur 18: Korrelation mellan radiologisk och CTC-utvardering med 0S: 0S for MCRC-patienter med <3 eller >3 CTC
vid forsta uppfdljningen efter inledningen av behandlingen (N=320)
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Figur 19: Korrelation mellan radiologisk och CTC-utvardering med 0S: 0S for MCRC-patienter med <3 eller
>3 CTC inom + 1 manad efter den forsta uppfdljande bildtagningsstudien (N=364)
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245 Overensstimmelser mellan CTC och radiologisk évervakning av MCRC-patienter

Som framgar ovan utgor bildtagningsstudier en huvudkomponent i den nuvarande vardstandarden vid bestdmning av
sjukdomsprogression och respons pa behandling av metastatisk kolorektal cancer. Fér att vidare stddja effektiviteten
for CTC for att gora sadana kliniska utvarderingar skapades berékningar, tva at gangen, av 6verensstimmande och
icke 6verensstimmande observationer mellan CTC och radiologisk bildtagning.

Fér respons pa behandling definierades den fordelaktiga gruppen som den med stabil sjukdom (S), delrespons (PR)
eller fullstandig respons (CR) enligt RECIST-kriterierna (sjukdom utan progression, NPD) och den oférdelaktiga gruppen
som den med sjukdomsprogression, eller dar dédsfall intraffade (PD). Av de 18 patienter som avled fore en uppféljande
bildtagningsstudie hade 10 fatt en uppfdljande blodprovstagning inom 30 dagar fore dodsfallet. De 10 patienterna
klassificerades som de med sjukdomsprogression (PD) for dessa jamférelser.

CTC-resultatet som inhdmtades inom + en méanad efter bildtagningsstudien klassificerades som férdelaktiga (<3 CTC)
och ofdrdelaktiga (>3 CTC). Om mer &n ett CTC-vérde inhdmtades inom + en manad efter bildtagningsstudien anvandes
det CTC-resultat som inhdmtades ndrmast datumet for bildtagningsstudien. Denna analys anvénde sig av alla
utvédrderbara blodprovstagningar fran patienter fér att matcha CTC mot bildtagningsstudierna, inte enbart de som
valdes ut for angivna tidpunkter enligt beskrivning i 2.1 ovan.
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Totalt 366 MCRC-patienter hade CTC-resultat inom en manad fran bildtagningsstudien eller dédsfall. Resultatet av
denna patientvisa jamfdorelse mellan CTC och bildtagning (eller dédsfall) visas i Tabell 19.

Tabell 19: MCRC-patientvis jamfdrelse av CTC och bildtagning

i i CTC inom +1 manad fran bildtagningsstudie
Respons vid forsta uppfoljande eller dodsfall
- - - Totalt
bildtagningsstudie
<3CTC/75mL >3 CTC/7,5mL

Sjukdom utan progression 272 13 285
Sjukdomsprogression 65 16 81
Totalt 337 29 366

Nedre  Ovre

Matvirde Berdkning  95% Cl  95% CI
Positiv dverensstaimmelse % 20% 12% 30%
Negativ 6verensstimmelse % 95% 92% 98%
Positivt forutsdgande varde 55% 36% 74%
Negativt forutsdgande vérde 81% 76% 85%
Overensstammelse i stort 79% 74% 83%
Oddsfarhallande 52 2,4 11,2

Av 384 MCRC-patienter med en eller flera uppféljande bildtagningsstudier utfordes totalt 911 bildtagningsstudier
som ledde till anvéndbar radiologisk respons. Totalt 805 av 911 (88%) bildtagningsstudier hade CTC-resultat som
inhdmtades inom = en manad efter bildtagningsstudien. Av de 18 patienterna som avled innan en uppféljande

bildtagningsstudie hade 10 fatt en uppfdljande blodprovstagning inom 30 dagar fran dédsfallet. Dessa 10 patienter
klassificerades som de med sjukdomsprogression (PD) for dessa jamférelser. Resultatet av denna observationsvisa
jamférelse mellan CTC och hildtagning (eller dodsfall) fér 815 observationer visas i Tabell 20.

Tabell 20: MCRC-observationsvis jamforelse av CTC och bildtagning

i i CTC inom +1 manad fran bildtagningsstudie
Respons vid alla uppfdljande eller dodsfall
. . . Totalt
bildtagningsstudier
<3CTC/75mL >3 CTC/7,5mL

Sjukdom utan progression 597 33 630
Sjukdomsprogression 147 38 185
Totalt 744 n 815

Nedre  Ovre

Matvérde Berdkning  95% Cl  95% CI
Positiv Gverensstimmelse % 21% 15% 27%
Negativ verensstammelse % 95% 93% 96%
Positivt forutsdgande varde 54% 1% 65%
Negativt forutsdgande vérde 80% 7% 83%
Overensstimmelse i stort 78% 75% 81%
Oddsférhallande 4,7 2,8 1,7

| serieobservationerna sammanfdll endast en minoritet av 6vergangarna for bildtagningsresultaten mellan sjukdomar
med och utan progression med en motsvarande dvergang mellan CTC-antal med <3 och >3 CTC/7,5 mL.

Eftersom det prognostiska vardet for CTC-resultat vid en tidigare tidpunkt var likvardigt med CTC-resultatet vid
tidpunkten for bildtagning (Figur 18 och Figur 19) skapades en patientvis jamférelse med resultatet fran endast den
forsta uppféljande bildtagningsstudien, som utfdrdes cirka 9 veckor efter inledningen av behandling, och det CTC-
resultat som inhdmtades cirka 4 veckor efter inledningen av behandlingen. Totalt 320 (80%) av de 402 patienterna
hade CTC-resultat 3-5 veckor efter inledningen av behandling. Resultatet av denna patientvisa jamfdrelse mellan
CTC vid en tidigare tidpunkt och bildtagning (eller dddsfall) visas i Tabell 21.

Tabell 21: MCRC-patientvis jamfdrelse av CTC och bildtagning

Respons vid forsta uppféljande CTC 3-5 veckor efter inledning av behandling
bildtagningsstudie <3CTC/75mL 53CTC /7,5 mL Totalt
Sjukdom utan progression 228 18 246
Sjukdomsprogression 54 20 74
Totalt 282 38 320
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Nedre  Ovre

Matvérde Berdkning  95% Cl  95% CI
Positiv 6verensstammelse % 21% 17% 39%
Negativ dverensstammelse % 93% 89% 96%
Positivt forutsdgande véarde 53% 36% 69%
Negativt forutsédgande vérde 81% 76% 85%
Overensstammelse i stort 78% 73% 82%
Oddsférhallande 47 2.3 9,5

246 CTC som komplement till bildtagning

Overensstimmelsen i stort mellan CTC och bildtagningen var tillfredsstallande (cirka 78%), men det saknades
Gverensstammelse hos cirka 22% av MCRC-patienterna. Eftersom information fran CTC-utvédrderingar avses anvéndas
i samband med andra diagnostiska modaliteter for att fatta behandlingsheslut, jamfordes CTC-utvardering vid
forsta uppfdljningen 3-5 veckor efter inledningen av behandlingen och bildtagning i féljande grupper med OS for att
faststélla vilka av de icke dverensstdimmande resultaten som béttre pavisar prognosen for patienten (Figur 20):

e Grupp 1 (grdn kurva), 228 (71%) patienter med <3 CTC efter 3-5 veckor och NPD.
e Grupp 2 (bla kurva), 54 (17%) patienter med <3 CTC efter 3-5 veckor och PD.

e Grupp3( kurva), 18 (6%) patienter med >3 CTC efter 3-5 veckor och NPD.
e Grupp 4 (rod kurva), 20 (6%) patienter med >3 CTC efter 3-5 veckor och PD.

Figur 20: OS for MCRC-patienter i grupperna 1, 2, 3 och 4 med CTC 3-5 veckor efter inledningen av behandling
(n=320) och sjukdomsstatus som faststallts vid forsta uppfdljande bildtagningsstudie

CTC efter Respons vid Median-0OS
o/ | Grupp 3-5 veckor forsta uppféljning N (%) imanader (95% C.1.)
100% i} <3CTC NPD 228 (71%) 19,1 (17,2-23,1)
855 2 <3CTC PD 54 (17%) 91 (6,8-31,6)
(3 3 T: » )
o 4 >3CTC NPD 20 (6%) 3,6 (2,6-5,0)
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| denna studie utgdr CTC-resultatet en stor oberoende och forutsédgande faktor for allmén dverlevnad. Studieresultaten
tyder pa att kombinationen CTC och radiologiska utvérderingar ger den mest korrekta utvérderingen av prognosen.

3 Patienter med metastatisk prostatacancer (MPC)

En prospektiv multicenter klinisk provning utférdes for att faststélla om antalet CTC forutspar sjukdomsprogression
och dverlevnadsgrad. Patienter med metastatisk prostatacancer i denna studie definierades enligt att de haft tva
efterféljande Gkningar av serummarkdren prostataspecifik antigen (PSA) Gver en viss en referensniva, trots
standardhormonbehandling. Patienterna beskrivs vanligen som att de haft androgenoberoende, hormonresistent
eller kastreringsresistent prostatacancer. Totalt 231 patienter med metastatisk prostatacancer med pavisad PSA-
utveckling trots standardhormonbehandling som pabdrjade nytt kemobehandlingssétt eller ny kemobehandlingstyp
registrerades. Kliniska data analyserades utifrdn avsikten att behandla. Patientstatistik visas i Tabell 22.
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Tabell 22: Statistik for MPC-patienter

. Medelvirde + standardavvikelse .
Kategori (medianvérde) Antal patienter
Alder pa baslinjen (i ar) 7049 (70) 231
Forbehandling:
PSA (ng/mL) 547+1616 (144) 231
Hemoglobin (g/dL) 12,3+1,6 (12,4) 221
Alkalisk fosfatas (Alkfos) (IU/mL) 235+271 (144) 223
Laktatdehydrogenas (LDH) (IU/mL) 293+228 (224) 219
Albumin (g/dL) 3,9+2,6 (3,8) 214
Beskrivning av kategorier Antal patienter (% av totalantalet)
Vit 209 (90%)
Ras svart 17 (7%)
annan 5 (3%)
0 101 (44%)
. . - 1 100 (43%)
ECOG-poéng pa baslinjen 2 21 (9%)
Okand 9 (4%)
>5 18 (8%)
6 28 (12%)
. 7 63 (27%
Gleason-poiing 8 25 }20‘%‘:;
>9 54 (23%)
Okéand 23 (10%)
1 14 (6%)
2 30 (13%)
Stadium vid primér diagnos 3 58 (25%)
4 19 (8%)
Oként 110 (48%)
Férsta 154 (67%)
Behandlingssatt Andra 38 (16%)
>Tredje 39 (17%)
Nej 67 (29%)
Taxoter i nuvarande behandlingssitt? Ja 162 (70%)
Okant 2 (1%)
Negativ 20 (8%)
Skelettmetastas Positiv 207 (90%)
Okénd 4 (2%)
Nej 142 (62%)
Matbar sjukdom Ja 88 (38%)
Oként 1 (0%)
Nej 141 (61%)
Metastas i inre organ Ja 89 (39%)
Okant 1 (0%)

CTC-antalet pa baslinjen faststélldes fore inséttandet av en ny typ av kemoterapi. Fljande schema valdes for
utvérdering: baslinjen (fore inledning av behandling), 2-5 veckor (14-41 dagar efter baslinjen), 6-8 veckor (42-62 dagar
efter baslinjen), 9-12 veckor (63-90 dagar efter baslinjen) och 13-20 veckor (91-146 dagar efter baslinjen) efter
inledningen av behandling. Om mer &n en blodprovstagning hamnade inom de bestdmda tidsramarna anvandes den
blodprovstagning som Iag langst ifrén baslinjens blodprovstagning som resultat fér varje tidsram.

31 CTC-frekvenser

Samtliga 231 utvarderbara MPC-patienter fick en blodprovstagning pa baslinjen. Tvahundratjugoen (221) av dessa
MPC-patienter fick en eller fler blodprovstagningar for uppfdljning efter inledningen av behandling. Av de tio MPC-
patienter med endast en baslinjens blodprovstagning avled tre innan blodprovstagning for uppfdljning kunde goras,
en patients sjukdom utvecklades och patienten fick I&ggas in pa hospice, en patient fick avsluta kemobehandlingen
pa grund av hoftbensbrott, en patient flyttades, tre patienter vdgrade géra fler blodprovstagningar och en patient tog
tillbaka samtycket till deltagande i studien. Totalt fanns 214, 171, 158 och 149 MPC-patienter med blodprovstagningar
for uppfdljning 2-5 veckor, 6-8 veckor, 9-12 veckor och 13-20 veckor efter inledningen av behandling.

Vid metastatisk prostatacancer faststélls sjukdomens progression huvudsakligen utifran andringar av PSA-vardet.
| denna studie faststélldes sjukdomens progression pa institutioner som anvénder sig av PSA-varde, bildtagning
och/eller kliniska tecken och symtom. For analyser pé baslinjen faststélldes PFS utifran tiden for blodprovstagningen
pa baslinjen till faststallandet av sjukdomsprogression eller dédsfall, och 0S faststélldes utifran tiden for
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blodprovstagningen pa baslinjen till datumet for sista kontakt med patienten. For uppfdljningsanalyserna méttes PFS
fran tidpunkten for uppfdljningen med blodprovstagning till diagnosen sjukdomsprogression eller dddsfall. 0S
méttes fran tidpunkten f6r blodprovstagning for uppféljning till datum fér dédsfall, eller datum for sista kontakt med
patienten. Patienter med sjukdomsprogression fére datum for blodprovstagning for utvérdering utesléts ur PFS-
analyserna for den tidpunkten och samtliga efterfdljande blodprovstagningar for uppféljning. Patienter utan vidare
uppfdljning av dverlevnadsgrad efter datum for blodprovstagning for utvardering uteslots ur PFS- och 0S-analyserna
for den tidpunkten. Tabell 23 visar antalet patienter vid varje tidpunkt som utesldts ur PFS- eller PFS- och 0S-
analyser samt orsakerna till deras uteslutning.

Tabell 23: MPC-patienter som uteslutits ur PFS- och 0S-analyser

Icke utvérderbara MPC-patienter: Totalt antal
utvérderbara
PFS och 0S Endast PFS MPC-patienter
Tidpunkt for Blodprov tagits | Ingen )
blodprovstagning 1-7 dagar efter uppfdljning Inqa eller Blodprov tagits
Blodprov | agministrering | efter datum _icke efter datum PES 0s
inte tagits | 5y pehandling for utvérderbara | for sjukdoms-
blodprovs- | CTC-resultat progression
tagning
Baslinjen 0 6 0 6 0 219 219
2-5 veckor 17 0 0 n 4 199 203
6-8 veckor 60 0 0 8 22 141 163
9-12 veckor 73 1 0 8 15 134 149
13-20 veckor 82 0 1 5 21 116 143

CTC-resultaten fran uppfdljande blodprovstagning efter 2-5 veckor, 6-8 veckor, 9-12 veckor och 13-20 veckor efter
inledningen av behandling klassificerades som fordelaktiga (<5 CTC) oférdelaktiga (=5 CTC). Nivderna av PSA,
alkalisk fosfatas och LDH som sammanfattas i statistiktabellen och som anvéndes i analyserna mattes alla pa ett
centrallaboratorium i serumprover som samlades in samtidigt som de blodprover som anvandes for CTC-
utvdrdering. Hemoglobin- och albuminnivader som sammanfattades i tabellerna och anvéandes i analyserna var
véarden som tillhandahdlls av institutionerna och verifierades enligt patientens journal och som faststélldes inom
+ 30 dagar efter baslinjens CTC-utvardering.

3.2 Analys av MPC-patienter géllande dverlevnadsgrad utan sjukdomsprogression (PFS)
3.2.1 PFS med CTC-resultat (baslinjen)

Tvahundranitton (219) av de 231 utvarderbara patienterna hade ett CTC-resultat fran baslinjen tillgangligt. For
Kaplan-Meier-analys segmenterades patienterna i tva grupper efter CTC-antalet vid baslinjen:

e Den fordelaktiga gruppen (N=94), som visas i gront, bestod av patienter med <5 CTC.
e Den ofdrdelaktiga gruppen (N=125), som visas i ritt, bestod av patienter med =5 CTC.

Median-PFS var betydligt langre i den férdelaktiga gruppen jamfort med den ofdérdelaktiga gruppen (5,8 jamfort med
4,2 manader). Resultatet visas i Figur 21 och Tabell 24.

Figur 21: PFS for MPC-patienter med <5 eller >5 CTC vid baslinjen (N=219).
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3.22 PFS med CTC-resultat (uppfdljning)

For Kaplan-Meier-analys segmenterades MPC-patienter i tva grupper efter CTC-antalet vid vart och ett av de
olika blodprovstagningarna for uppféljning. Vardena for de bada patientgrupperna vid var och en av de olika
blodprovstagningarna for uppféljning efter inledningen av behandling for PFS visas i Figur 22. Figuren visar
férmagan for CTC hos MPC-patienter <5 och >5 CTC att forutsdga perioden till klinisk progression eller dédsfall
efter 2-5 veckor (n=199), 6-8 veckor (n=141), 9-12 veckor (n=134) och 13-20 veckor (n=116) efter inledningen

av behandling.

e Den fordelaktiga gruppen som visas i olivgrint, blatt, lila och cyan bestod av patienter med <5 CTC 2-5, 6-8,
9-12 och 13-20 veckor efter inledningen av behandling.

e Den ofdrdelaktiga gruppen som visas i brunt, svart, gratt och bestod av patienter med >5 CTC 2-5, 6-8,
9-12 och 13-20 veckor efter inledningen av behandling.

Figur 22: PFS for MPC-patienter med <5 eller >5 CTC vid olika tidpunkter under uppfdljning.
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Tabell 24 sammanfattar resultaten av PFS-analysen med anvéndning av CTC-nivaer och ett tréskelvarde pa
>5 CTC/7,5 mL vid var och en av tidpunkterna for blodprovstagning.

Tabell 24: PFS for MPC-patienter med <5 eller >5 CTC vid olika tidpunkter

1 2 3 4 5 6
: : Median-PFS i manader (95% Cl .
rovagningstd | gyt | sscre s ke Lopg.rak

Baslinjen 219 125 (57%) 58(50-79) 42(31-49) 0,0008
2-5 veckor 199 77 (39%) 6,5(49-174) 21(1,4-33) <0,0001
6-8 veckor 141 38 (27%) 59(4,2-17,0) 1,9(1,3-27) <0,0001
9-12 veckor 134 39 (24%) 49(3,8-6,2) 1,6 (0,9-2,6) <0,0001
13-20 veckor 116 27 (23%) 41(3,3-58) 1,2(0,5-1,5) <0,0001

Som framgar av Figur 22 och Tabell 24 hade MPC-patienter med forh6jd CTC (=5 CTC/7,5 mL helblod) vid samtliga
tidpunkter mycket hdgre sannolikhet for snabb sjukdomsprogression &@n patienter med <5 CTC. Tabell 24 kolumn 4
visar median-PFS-tider for patienter med <5 CTC pa mellan 4,1 och 6,5 ménader. Dessa tider var betydligt langre &n
median-PFS-tiderna for patienter med >5 CTC, vilka lag pa mellan 1,2 och 4,2 manader (kolumn 5).

3.23 Minskning eller 6kning av CTC forutspar forbéattrad eller forsdmrad PFS

Forflutna PFS-tider berdknades utifran baslinjens blodprov. For den Kaplan-Meier-analys som visas i Figur 23
segmenterades MPC-patienter i fyra grupper utifran deras CTC-antal vid baslinjen, 2-5 veckor, 6-8 veckor,
9-12 veckor och 13-20 veckor efter inledningen av behandling:

e Grupp 1 (grdn kurva), 88 (38%) patienter med <5 CTC vid alla tidpunkter. Fem (6%) av dessa patienter hade
endast fatt en blodprovstagning pa baslinjen, medan sju (8%) hade fatt en blodprovstagning mellan férsta och
sista blodprovstagningen med >5 CTC.
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e Grupp 2 (bla kurva), 45 (20%) patienter med >5 CTC fdre inledningen av behandlingen, men som hade minskat
till <5 CTC vid tidpunkten for den sista blodprovstagningen.

e Grupp3( kurva), 26 (11%) patienter med <5 CTC vid en tidig blodprovstagning (baslinjen, 2-5 veckor
och/eller 6-8 veckor) men som ¢kat till >5 CTC vid tidpunkten for den sista blodprovstagningen.

e Grupp 4 (rod kurva), 71 (31%) patienter med >5 CTC vid alla tidpunkter fér blodprovstagningar. Atta (11%) av
dessa patienter hade endast fatt en blodprovstagning pa baslinjen, medan tva (3%) hade en blodprovstagning
mellan forsta och sista blodprovstagningen med <5 CTC.

Figur 23: En minskning av CTC under 5 efter inledningen av behandlingen forutspar langre PFS hos MPC-patienter.
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Figur 23 visar att MPC-patienter med >5 CTC vid alla tidpunkter (Grupp 4) hade kortast median-PFS, vilken avvek
betydligt frén median-PFS for , Grupp 2 och Grupp 1. Skillnaden i median-PFS mellan de patienter som
visade en CTC-minskning efter inledningen av behandlingen (Grupp 2) var betydligt léngre &n for de patienter som
visade en CTC-6kning ( ).

3.3 Analys av dverlevnadsgraden (0S) i stort gdllande MPC-patienter
3.3.1 0S-analys med CTC-resultat (baslinjen)

Dédsfall intréaffade hos 119 (52%) av de 231 MPC-patienterna, med en medeluppfdljningstid for de 112 (48%) patienter
i livet pa 16,1+4,9 manader (median=16,5 manader, intervall=1,9 — 25,7 manader). Vid tidpunkten for analyserna

hade 28 (30%) av 94 patienter fran den férdelaktiga gruppen (<5 CTC vid baslinjen) jamfdrt med 83 (66%) av 125 fran
den oférdelaktiga gruppen (=5 CTC vid baslinjen) avlidit.

For Kaplan-Meier-analysen segmenterades 219 av de 231 utvarderbara patienterna som hade resultat fran baslinjen
i tva grupper utifran CTC-antal vid baslinjen:

e Den fordelaktiga gruppen (N=94), som visas i gront, bestod av patienter med <5 CTC.
e Den ofdrdelaktiga gruppen (N=125), som visas i rott, bestod av patienter med >5 CTC.

Median-0S var betydligt Iangre i den foérdelaktiga gruppen an i den oférdelaktiga gruppen (21,7 respektive
11,5 manader). Resultatet sammanfattas i Figur 24.
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Figur 24: 0S for MPC-patienter med <5 eller >5 CTC vid baslinjen (N=219).
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3.3.2 0S med CTC-resultat (uppfdljning)

Kaplan-Meier-analyserna for bada MPC-patientgrupperna vid var och en av de olika blodprovstiderna for uppféljning
efter inledningen av behandling visas i Figur 25. Figuren visar formagan for CTC att berdkna perioden till dédsfall
fér MPC-patienter med <5 och >5 CTC 2-5 veckor (n=203), 6-8 veckor (n=163), 9-12 veckor (n=149) och 13-20 veckor
(n=143) efter inledningen av behandling. 0S-tiderna berdknades fran tiden for varje blodprovstagning.

e Den fordelaktiga gruppen, som visas i olivgrint, blatt, lila och cyan, bestod av patienter med <5 CTC.

e Den ofdrdelaktiga gruppen, som visas i brunt, svart, gratt och , bestod av patienter med >5 CTC.

Figur 25: 0S for MPC-patienter med <5 eller >5 CTC vid olika tidpunkter under uppfdljningen.
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Tabell 25 sammanfattar resultaten fér 0S-analysen med anvandning av CTC-nivaer och ett troskelvarde pa
>5 CTC/7,5 mL vid var och en av tidpunkterna for blodprovstagning.
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Tabell 25: 0S for MPC-patienter med <5 eller >5 CTC vid olika tidpunkter

1 2 3 4 5 6
inasti Median-0S i manader (95% CI
crorTcmonng | Al | 25010 — | ek
Baslinjen 219 125 (57%) 21,7(21,3—-NR) 11,5(9,3-137) <0,0001
2-5 veckor 203 80 (39%) 20,7 (20,5 — NR) 9,5(58—-10,7) <0,0001
6-8 veckor 163 53 (33%) 19,9 (17,9 - NR) 85(50-10,2) <0,0001
9-12 veckor 149 49 (33%) 19,6 (18,5 - NR) 76(6,2— 856) <0,0001
13-20 veckor 143 44 (31%) 19,8 (17,1 — NR) 6,7 (49— 78) <0,0001

Enligt vad som visas i Figur 25 och Tabell 25 i kolumn 4 och 5 hade MPC-patienter med >5 CTC vid alla tidpunkter
storre sannolikhet att avlida tidigare @n de med <5 CTC. Median-0S-tiderna for patienter med <5 CTC lag pa mellan
19,6 och 21,7 ménader. Dessa tider var betydligt Idngre 4n median-0S-tiderna fér patienter med >5 CTC, vilka Iag pa
mellan 6,7 och 11,5 manader.

3.3.3 Minskning eller 6kning av CTC forutspar forbattrad eller forsamrad 0S

Forflutna 0S-tider berdknades fran baslinjens blodprov. Fér Kaplan-Meier-analys (Figur 26) segmenterades MBC-
patienter i fyra grupper utifrén deras CTC-antal vid baslinjen, 2-5 veckor, 6-8 veckor, 9-12 veckor och 13-20 veckor
efter inledningen av behandling:

Grupp 1 (grdn kurva), 88 (38%) patienter med <5 CTC vid alla blodtagningstidpunkter. Fem (6%) av dessa patienter
hade endast fatt en blodprovstagning pa baslinjen, medan sju (8%) hade fatt en blodprovstagning mellan forsta och
sista blodprovstagningen med >5 CTC.

Grupp 2 (bla kurva), 45 (20%) patienter med >5 CTC innan inledningen av behandlingen, men som hade minskat
till <5 CTC vid tidpunkten for sista blodprovstagningen.

Grupp 3 ( kurva), 26 (11%) patienter med <5 CTC vid en tidig blodprovstagning men som &kat till >5 CTC
vid tidpunkten f6r sista blodprovstagningen.

Grupp 4 (rod kurva), 71 (31%) patienter med >5 CTC vid alla tidpunkter for blodprovstagningar. Atta (11%) av
dessa patienter hade endast fatt en blodprovstagning pa baslinjen, medan tva (3%) hade fatt en
blodprovstagning mellan forsta och sista blodprovstagningen med <5 CTC.

Figur 26: En minskning av CTC under 5 efter inledningen av behandlingen forutspar langre 0S, medan en dkning
av CTC till 5 eller hagre forutspar kortare 0S hos MPC-patienter.
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Figur 26 visar att patienter med >5 CTC nar som helst efter inledningen av behandlingen hade mycket storre
sannolikhet att avlida tidigare. Patienter med >5 CTC vid alla tidpunkter (Grupp 4) hade kortast median-0S, vilken
avvek betydligt fran median-0S fér Grupp 2 och Grupp 1 men inte . Patienter med <5 CTC vid alla tidpunkter
(Grupp 1) hade langst median-0S, vilken avvek betydligt fran median-0S fér Grupp 4 och , men inte Grupp 2.
Figur 26 visar dven att patienter som visar en minskning av CTC (Grupp 2) 6kar dverlevnadsgraden och hade en
median-0S som liknade den for patienter med fordelaktiga CTC vid alla blodprovstagningar (Grupp 1). Figuren visar
dven att ofdrdelaktiga CTC-nivéer efter inledningen av behandling pa ett betydande satt minskade OS ( och
Grupp 4).

3.3.4 Univariat Cox-regressionsanalys av MPC-patienter

Univariat Cox-regressionsanalys for proportionell risk anvandes for att utvardera associeringen av foljande
férbehandlingsparametrar med PFS och 0S: sjukdomsstadium vid diagnos (1-4), patientalder (>70 eller <70 ar),
ECOG-status fore inledningen av ett nytt behandlingssétt (0-2), Gleason-poéng (2-10), hemoglobinniva inom + 30 dagar
efter blodprovstagningen pa baslinjen (g/dL, kontinuerlig), albuminniva inom + 30 dagar efter blodprovstagningen pa
baslinjen (g/dL, kontinuerlig), testosteronniva vid tiden for blodprovstagningen pa baslinjen (ng/mL, kontinuerlig),
LDH-niva vid tiden fér blodprovstagningen pa baslinjen (IU/mL, kontinuerlig), alkalisk fosfatas vid tiden for
blodprovstagningen pa baslinjen (IU/mL, kontinuerlig), PSA-niva vid tiden fér blodprovstagningen pa baslinjen
(ng/mL, kontinuerlig), férbehandlings PSA-férdubblingstid (manader, kontinuerlig), forbehandlings PSA-hastighet
(ng/mL/manad, kontinuerlig), behandlingssatt (férsta, andra, tredje, fjarde, femte och sjétte), behandlingstyp
(taxotere medtaget eller inte), forekomst av méathar sjukdom (ja eller nej), forekomst av skelettmetastas (ja eller
nej), forekomst av visceral metastas (ja eller nej) samt CTC-nivan pa baslinjen (x5 CTC/7,5 mL eller <5 CTC/7,5 mL)
och CTC-antal vid uppféljning efters 2-5, 6-8, 9-12 och 13-20 veckor.

For dessa analyser berdknades forfluten tid fér bade PFS och OS utifran tiden fér baslinjens blodprovstagning. Cox-
regressionsresultatet (dvs riskforhallandet och associerat 95% konfidensintervall, chikvadratvérdet och associerade
p-varden) for formagan hos parametrarna att oberoende forutsdga PFS och 0S anges i Tabell 26 samt dven antalet
patienter i varje utvéardering.

£631600006_SV
38 LBL-0018



Tabell 26: Univariat Cox-regressionsanalys av MPC-patienter

Kategorier Antal PFS-risk fran baslinjen | 0S-risk fran baslinjen
Parameter .. . MPC- Riskfor- . Riskfor- "
Positiv Negativ patienter | hallande p-varde? hallande p-varde?
4 jamfort med 3
Stadium vid primér diagnos jamfort med 2 jamfort 121 0,88 0,206 0,83 0,174
med 1
Alder vid blodprovstagning pa baslinjen 270 <70 231 0,96 0,764 1,28 0,178
. . 2 jamfort med 1

ECOG-status vid studieinforing jamfort med 0 222 1,34 0,011 2,36 <0,001
Gleason-poing 10-2 208 1,01 0,919 1,02 0,717
PSA:s fordubblingstid (manader) vid . :

férbehandling Kontinuerligt 230 0,97 0,542 0,97 0,664
PSA-hastighet (ng/mL/manad) vid . :

forbehandling Kontinuerligt 230 1,00 0,200 1,00 0,544
Hemoglobin pa baslinjen (g/dL) Kontinuerligt 221 0,87 0,002 0 <0,001
Albumin pa baslinjen (g/dL) Kontinuerligt 214 0,99 0,748 1,02 0,557
Testosteron pa baslinjen (ng/mL)! Kontinuerligt 223 1,07 0,900 2,1 0,060
LDH pa baslinjen (1U/mL)! Kontinuerligt 219 1,001 <0,001 1,002 <0,001
Alkalisk fosfatas pa baslinjen (IU/mL)! Kontinuerligt 223 1,00 0,158 1,0008 0,001
Behandlingssatt Kontinuerligt (1 - 6) 231 1.23 0,003 1,28 0,003
Behandlingstyp (Taxoter: Ja/nej) Ja Nej 229 0,57 <0,001 0,59 0,006
Matbar sjukdom? Ja Nej 230 1,00 0,993 1,28 0,181
Skelettmetastas? Ja Nej 221 1,02 0,933 2,22 0,057
Metastas i inre organ? Ja Nej 230 1,01 0,918 1,26 0,216
PSA pa baslinjen (ng/mL)! Kontinuerligt 231 1,00 0,746 1,00 0,907
PSA efter 2-5 veckor (ng/mL)! Kontinuerligt 207 1,00 0,819 1,00 0,794
PSA efter 6-8 veckor (ng/mL)! Kontinuerligt 167 1,00 0,426 1,00 0,654
PSA efter 9-12 veckor (ng/mL)? Kontinuerligt 155 1,00 0,684 1,00 0,324
PSA efter 13-20 veckor (ng/mL)! Kontinuerligt 143 1,00 0,639 1,00 0,205
('Z/fﬁ"“i“s"“i“g frén BL efter 2-5veckor | _g50. | 399, 207 156 0,006 124 0318
byt minskning fran BL efter 6-8 veckor | - 30, | 300 167 221 <0,001 221 0,001
byt minskning fran BL efter 3-12 veckor | - 300, | 300 155 2,76 <0,001 230 <0,001
Fzﬁ-minskning fran BL efter 13-20 veckor <30% >30% 143 2,60 <0,001 319 <0,001
CTC-antal pa baslinjen 25 <5 219 1,62 0,001 333 <0,001
CTC-antal efter 2-5 veckor >5 <5 203 2,34 <0,001 4,46 <0,001
CTC-antal efter 6-8 veckor >5 <5 163 329 <0,001 3,66 <0,001
CTC-antal efter 9-12 veckor >5 <5 149 323 <0,001 5,82 <0,001
CTC-antal efter 13-20 veckor >5 <5 144 4,82 <0,001 718 <0,001

1 Bestamt utifran serum som tagits pa samma datum som blod som tagits for CTC

2 p-vérde utifran Wald-test for Z-statistik

3.3.5 Multivariat Cox-regressionsanalys av MPC-patienter

Multivariata Cox-regressionsanalyser utférdes for att utvdrdera den oberoende férutspaende férmagan for
CTC-antalet genom att justera for effekterna av kdnda viktiga kliniska faktorer som ar statistiskt signifikanta
i univariata analyser. CTC befanns vara den starkaste prediktorn vid de flesta tidpunkter for PFS och OS (Tabell 27).
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Tabell 27: Multivariat Cox-regressionsanalys av MPC-patienter

Antal PFS-risk fran baslinjen 0S-risk fran baslinjen
Parameter nta iskf iskf
atienter Riskfor- _yi Riskfor- Ly

P hallande | PVArde? | pajjange | P-varde?
CTC pa baslinjen (<5 jamfort med >5) 114 0,455 1,92 0,009
ECOG-status pa baslinjen (0 jamfort med 1 jamfort med 2) 1,00 0,982 1,46 0,032
Hemoglobin pa baslinjen (g/dL)3 0,88 0,027 0,81 0,007
LDH pa baslinjen (IU/mL)1.3 188 1,0007 0,018 1,002 <0,001
Alkalisk fosfatas pa baslinjen (IU/mL).3 1,00 0,410
Behandlingssitt (forsta till och med sjatte) 1,14 0,145 1,07 0,547
Behandlingstyp (Taxoter: Ja/nej) 0,63 0,009 0,70 0,139
CTC efter 2-5 veckor (<5 jamfort med >5) 1,48 0,041 2,91 <0,001
PSA-minskning fran baslinjen efter 2-5 veckor (>30% jamfort
med <30%)! 1,40 0,077 1,13 0,637
ECOG-status pé baslinjen (0 jamfort med 1 jamfort med 2) 0,97 0,836 1,46 0,054
Hemoglobin pa baslinjen (g/dL)3 173 0,93 0,246 0,89 0,141
LDH pa baslinjen (IU/mL)1.3 1,002 0,002 1,003 <0,001
Alkalisk fosfatas pa baslinjen (IU/mL)".3 1,00 0,622
Behandlingssitt (forsta till och med sjatte) 1.1 0,274 1.1 0,399
Behandlingstyp (Taxoter: Ja/nej) 0,75 0,133 0,80 0,397
CTC efter 6-8 veckor (<5 jamfort med >5) 2,14 <0,001 2,13 0,009
PSA-minskning fran baslinjen efter 6-8 veckor (>30% jamfort
med <30%)! 1,88 0,002 2,38 0,007
ECOG-status pa baslinjen (0 jamfort med 1 jamfort med 2) 1,04 0,810 1,52 0,088
Hemoglobin pa baslinjen (g/dL)3 139 0,97 0,695 0,79 0,013
LDH pa baslinjen (IU/mL)1.3 1,002 0,003 1,004 <0,001
Alkalisk fosfatas pa baslinjen (IU/mL)".3 1,00 0,780
Behandlingssatt (forsta till och med sjatte) 1,37 0,001 1,35 0,035
Behandlingstyp (Taxoter: Ja/nej) 0,80 0,278 1,45 0,276
CTC efter 9-12 veckor (<5 jamfort med >5) 1,74 0,015 3,94 <0,001
;%ﬁg&ilﬂwmg fran baslinjen efter 9-12 veckor (>30% jamfort 223 <0,001 146 0.221
ECOG-status pa baslinjen (0 jamfort med 1 jamfort med 2) 1,21 0,307 1,89 0,004
Hemoglobin pa baslinjen (g/dL)3 125 0,93 0,322 0,97 0,758
LDH pa baslinjen (IU/mL)1.3 1,00 0,190 1,003 <0,001
Alkalisk fosfatas pa baslinjen (IU/mL).3 1,00 0,989
Behandlingssitt (forsta till och med sjatte) 1,25 0,052 1.1 0,499
Behandlingstyp (Taxoter: Ja/nej) 0,97 0,903 1,26 0,486
CTC efter 13-20 veckor (<5 jamfort med >5) 2,95 <0,001 3,75 0,001
E}iﬁgg%ymg fran baslinjen efter 13-20 veckor (>30% jamfort 1,97 0,002 1,52 0275
ECOG-status pa baslinjen (0 jamfért med 1 jamfort med 2) 0,98 0,919 1,98 0,002
Hemoglobin pa baslinjen (g/dL)3 123 1,03 0,723 0,87 0,232
LDH pa baslinjen (IU/mL)1.3 1,00 0,380 1,003 <0,001
Alkalisk fosfatas pa baslinjen (IU/mL).3 1,00 0,078
Behandlingssatt (forsta till och med sjatte) 1,25 0,050 1,06 0,751
Behandlingstyp (Taxoter: Ja/nej) 1,04 0,882 0,90 0,770

1 Bestamt utifran serum som tagits pa samma datum som blod som tagits for CTC

2 p-varde utifran Wald-test for Z-statistik
3 Utvarderad som kontinuerlig parameter

a0
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34  Anvéndning av CTC for att dvervaka klinisk status pa patienter med metastatisk prostatacancer
3.41 Relation mellan dverlevnadsgrad, CTC-antal och sjukdomsutvéardering genom PSA

Fér narvarande ar en minskning i PSA ett av huvudsétten att faststélla respons pa behandling av MPC-patienter.
For att faststalla klinisk status med PSA i forhallande till CTC mattes minskning av >30% eller >50% PSA och CTC
efter 2-5 veckor, 6-8 veckor, 9-12 veckor och 13-20 veckor efter inledning av behandling och jamfort med OS.

For Kaplan-Meier-analysen berdknades forflutna 0S-tider utifran tidpunkten fér blodprovstagning. Patienter
segmenterades i fordelaktiga grupper enligt en CTC pa <5 vid tidpunkten fér utvdrdering och en >30% minskning
av PSA fran baslinjen till tidpunkten for utvardering. Patienter segmenterades i oférdelaktiga grupper enligt en CTC
pa =5 och <30% minskning i PSA fran baslinjen till tidpunkten for utvardering.

Figur 27 visar resultatet av analysen 2-5 veckor efter inledningen av behandling, Figur 28 analysen 6-8 veckor efter
inledningen av behandling, Figur 29 analysen 9-12 veckor efter inledningen av behandling och Figur 30 analysen
13-20 veckor efter inledningen av behandling.

Figur 27: 0S for MPC-patienter 2-5 veckor efter inledningen av behandlingen

A. CTC efter 2-5 veckor B. >30% PSA-minskning efter 2-5 veckor
100% = CTCT.BmL fedian-Q% 100% = PES-minskning Median-05
vid 2-% veckor %) | memader [36% L) X i il o L)
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Tid sedan 2.5 veckors blodprovstagning (minader) Tid sedan 2-5 veckors blodprovstagning (manacer)

Figur 28: 0S for MPC-patienter 6-8 veckor efter inledningen av behandlingen

A. CTC efter 6-8 veckor B. >30% PSA-minskning efter 6-8 veckor
0% CTC 5 mL Median-O5
i o imeeimcy. 1] i PR 0
- = 1 1 179 — after S8 weckor (3] | manader [$5% CL

= s =5 CTC 53 %3:&\.1 25 ‘|5 o u:;.z',:| 0% = 30 minskring 67 (40%) 2208 (16,2- —|
£ non] 3 ] <30% minskning 100 {80%) 11,5 (8,7-17.8)
a Cox-riskidrhallande = 3§ £ 0% =4 c wrhdllande = 2.2
T To% ‘Ew:::ln-ﬂ?ﬁo? i 0% ohi-kvadrat = 11,06
H E (p-irde = 0,0008)
5 L . P
o T 15,8 manadar i s e My 228 minader
= z
£ 4] S son-
- g
# 0% 3 0%
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2P - H H 20%, =

10% = i ; 10%

0] i ! 0% !
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Tid sedan 68 veckors blodprovstagning imanader) Tid sedan 6-8 veckors blodprovstagning {rmanader)

Figur 29: 0S for MPC-patienter 9-12 veckor efter inledningen av behandlingen

A. CTC efter 9-12 veckor B. >30% PSA-minskning efter 9-12 veckor
1007 = CTET S mL Median-05 $00°% = P& -minskning Medlian-C5
uld 312 vockor M%) | mdnader (35% G} affer 812 veckor  M{%| | minader (35% CL)

i, =5 CTC 100 (67%] 186 (1B, B e Aoy 230% minskning B3 (B4%) 108 [(172-33.1)
= S CTC 49 (33%) T8 [62-88) = «30% mimskning  TZ46%| 10,2 (75143
E Bir Cox-riskfirhdlande = 5 3 g B Cox-riskitrhdmanme = 2.2
- . chiskvadrat = &4 45 £ £ chi-kyadrat = 11,00
g 0% {pevidrde < 0,0001) g ™ Loggeank {pevirde = 0,0008)
§ By — § B0 = L000T
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7 3o A 300
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Tid sedan 8-12 veckors blodprovstagning fminader) Tid soddan 9-12 veckors blodprovstagning (minadery
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Figur 30: 0S for MPC-patienter 13-20 veckor efter inledningen av behandlingen

A. CTC efter 13-20 veckor B. >30% PSA-minskning efter 13-20 veckor
100% = CTCT S mil Median-0% 100%: = FE&-minskning Median-0%
vid 13210 veckor M%) i manader (3% CL1) efier 1320 veckor M%) | mdnader (5% C1)

S0 = <5 CTC B9 {68%) 16,8 (1T 1= =} 80% = E30% minskming B4 [S9%) 17,7 (14,8 to—]
] 25 CTC (3R BT (458-TH) 3 <I0% minskning  BA(41%) AT (ET-123)
W) Conaiskothillande = 8.5 E Bk Cox-siskfimillance = 29
-E To% chidkvadrat = 80,72 T 7% chi-kvadrat = 17,48
£ [pesiirede < 0,0001) # {p-uiirda < 0,0001)
=] =
5 S 5 G0t
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Th sedan 13.20 weckors Blodprovstagning (manader) Tid sedan 13-20 veckors blodprovstagring (minader)

Tabell 28 visar en jamforelse mellan median-0S vid olika tidpunkter efter behandling med CTC, en 30% PSA-minskning
och en 50% PSA-minskning.

Tabell 28: Jamforelse av median-0S mellan fordelaktiga och ofdrdelaktiga grupper géllande CTC och
PSA-minskning.

CTC/7,5 mL 30% PSA-minskning fran baslinjen 50% PSA-minskning fran baslinjen
Tid- " " n
Median-0S Median-08 Median-0S
punkt | aneal | 55 (%) loggrank | e | Antal | <30 (%) loggrank | yo | Antal| <50 (%) loggrank | o
<5 | »5 | p-varde >30% | <30% | P-vérde 250% | <50% | P-vérde

2-5veckor | 203 | 39% | 20,7 | 95 | <0,0001 | 45| 207 | 71% | 17,2 | 152 | 03653 |12 207 | 83% | 175 | 162 | 05599 | 12

6-8 veckor | 163 | 33% | 199 | 85 | <0,0001 | 36 | 167 | 60% | 228 | 11,5 [ 00011 (22| 167 | 75% | 228 | 144 | 00117 | 21

9-12veckor | 149 | 33% | 196 | 7,6 | <0,0001 | 53 | 155 | 46% | 185 | 10,2 | 00007 |22 | 155 | 59% | 19,6 | 108 | 0,0006 | 2,3

13-20 veckor| 143 | 31% | 198 | 6,7 | <0,0001 | 6,5 | 142 | 41% | 17,7 | 87 | <0,0001 (29| 142 | 46% | 17,7 99 | 00001 | 26

Data i Figur 27 till och med Figur 30 och i Tabell 28 visar en i hdg grad signifikant skillnad i 0S mellan patienter med
oférdelaktig CTC och férdelaktig CTC vid alla tidpunkter som testas, medan PSA-utvarderingar inte var signifikanta
forran efter 6-8 veckor efter inledningen av behandling. Aven om skillnaderna i median-0S mellan férdelaktiga
(=30% eller >50% PSA-minskning fran baslinjen) och ofdérdelaktiga (<30% eller <50% PSA-minskning fran baslinjen)
PSA-minskningsgrupper var signifikanta foreféll separationen mellan férdelaktiga (<5 CTC) och ofdrdelaktiga

(>5 CTC) CTC-grupper vara storre och var signifikanta vid alla tidpunkter efter inledningen av behandling.

34.2 Overensstimmelser mellan CTC- och PSA-andringar hos MPC-patienter

For narvarande anvénds vanligen en >30% eller >50% minskning av PSA for att utvardera sjukdomsprogression hos
patienter med metastatisk prostatacancer. For att bestimma férhallandet mellan CTC och &ndringar av PSA
sammanstélldes berdkningar tva och tva géallande dverensstimmande och icke dverensstimmande observationer
mellan CTC och PSA-andringar for varje tidpunkt efter inledningen av behandling. Aven om jamforelser av CTC och
PSA-édndringar for bada storleksordningarna beraknades rapporteras endast data fran CTC jamfdrt med >30% PSA-
andring. Beslutet bygger pa en nyligen utkommen skrift (J Nat Ca Inst. 98 (8):p.516-521, 2006) som visar att en
tremanaders 30% PSA-minskning pavisade ett starkare samband med minskning av risken for dédsfall &n med en
50% minskning av PSA. Vidare pavisade inte en jamfdrelse mellan ett patientvist och ett observationsvist resultat
fran den 30% och 50% PSA-minskningen jamfort med CTC inte betydande skillnader i positiv 6verensstimmelse

i %, negativ Gverensstammelse i % och Gverensstammelse i stort vid ndgon av de observerade tidpunkterna.

Totalt 197, 159, 146 och 138 patienter fick serumprov analyserade av centrallaboratoriet och hade utvérderbara
CTC-resultat 2-5 veckor, 6-8 veckor, 9-12 veckor och 13-20 veckor efter inledningen av behandling. For att faststélla
patientens respons pa behandlingen berdknades den procentuella férandringen fran baslinjevardet fér var och en
av tidpunkterna efter inledningen av behandling. Fér PSA-andringar vid varje tidpunkt definierades den fordelaktiga
gruppen som patienter med en >30% minskning av PSA och den ofdrdelaktiga gruppen definierades som patienter
med en <30% minskning av PSA. For CTC vid varje tidpunkt definierades den fordelaktiga gruppen som patienter
med <5 CTC per 7,5 mL blod och den ofdrdelaktiga gruppen definierades som patienter med >5 CTC.

Eftersom resultaten for CTC jamfort med PSA for patientvisa jamfdorelser mellan CTC och en >30% PSA-minskning
efter 2-5 veckor och 13-20 veckor efter inledningen av behandling visade den mest signifikanta bristande
dverensstdmmelsen och dverensstdmmelsen, visas dessa data i Tabell 29 och Tabell 30.
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Tabell 29: MPC-patientvis jamforelse av CTC och 30% PSA-minskning efter 2-5 veckor

% minskning av PSA fran baslinjen efter

CTC 2-5 veckor efter inledning av behandling

2-5 veckor efter inledningen av behandling <5 CTC/7,5 mL >5 CTC/7,5 mL Totalt
>30% minskning i PSA 50 n 61
<30% minskning i PSA 69 67 136
Totalt 119 78 197
Nedre  Ovre
Matvérde Berdkning  95% Cl  95% ClI
Positiv dverensstaimmelse % 49% 1% 58%
Negativ 6verensstimmelse % 82% 70% 91%
Positivt forutsdgande varde 86% 76% 93%
Negativt férutségande vérde 42% 33% 51%
Overensstammelse i stort 59% 52% 66%
Oddsférhallande 44 2,1 9,2
Tabell 30: MPC-patientvis jamforelse av CTC och 30% PSA-minskning efter 13-20 veckor
% minskning av PSA fran baslinjen vid CTC 13-20 veckor efter inledning av behandling Totalt
13-20 veckor efter inledningen av behandling <5CTC >5 CTC
230% minskning i PSA 72 9 81
<30% minskning i PSA 23 34 57
Totalt 95 43 138
Nedre  Ovre
Matvarde Berdkning  95% Cl  95% CI
Positiv dverensstammelse % 60% 46% 72%
Negativ 6verensstimmelse % 89% 80% 95%
Positivt forutsdgande varde 79% 64% 90%
Negativt forutsédgande vérde 76% 66% 84%
Overensstammelse i stort 77% 69% 84%
Oddsférhallande 11,8 49 28,3

Resultatet av en observationsvis jamférelse av CTC och PSA-andringar med en >30% minskningstroskel efter
2-5 veckor, 6-8 veckor, 9-12 veckor och 13-20 veckor efter inledningen av behandling i kombination visas i Tabell 31.

Tabell 31: MPC-observationsvis jamforelse av CTC och 30% PSA-minskning

% minskning av PSA fran baslinjen

CTC efter inledning av behandling

efter inledning av behandling <5CTC 25 CTC Totalt
>30% minskning i PSA 243 4 284
<30% minskning i PSA 175 181 356
Totalt 18 222 640
Nedre  Ovre
Matvérde Berdkning  95% Cl  95% ClI
Positiv dverensstammelse % 51% 46% 56%
Negativ 6verensstammelse % 86% 81% 89%
Positivt forutsdgande varde 82% 76% 86%
Negativt férutségande vérde 58% 53% 63%
Overensstammelse i stort 66% 62% 70%
Oddsférhallande 6,1 41 9,1

Overensstammelse i stort mellan CTC och PSA-andringar vid de olika tidpunkterna efter inledningen av behandling
varierade mellan 59% och 77% vid jamférelse med en >30% PSA-minskning och mellan 52% och 75% vid jamforelse
med en >50% PSA-minskning, vilket visar att CTC och PSA-andringar inte 6verensstammer hos mellan ~25% och

40% av patienterna.
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3.43 CTC-halter och PSA-minskning i kombination for att gora prognoser for MPC-patienter

For att faststélla vilket av de resultat som inte 6verensstimmer som béttre speglar patientens prognos, jdmfdrdes
CTC-utvdrdering och &ndringar av PSA 2-5 veckor, 6-8 veckor, 9-12 veckor och 13-20 veckor efter inledningen av
behandling med 0S. Forflutna 0S-tider berdknades utifran det blodprov som utvarderades. For Kaplan-Meier-
analysen Figur 31 (Panel A, B, C och D) segmenterades patienter i fyra grupper utifran CTC-antal och PSA-minskning
efter 2-5 veckor, 6-8 veckor, 9-12 veckor och 13-20 veckor efter inledningen av behandling:

e Grupp 1 (grdn kurva), patienter med <5 CTC vid tidpunkten for utvdrdering och >30% minskning av PSA fran
baslinjen till tiden fér utvardering.

e Grupp 2 (bla kurva), patienter med <5 CTC vid tiden for utvardering och <30% minskning av PSA fran baslinjen
till tidpunkten for utvardering.

e Grupp3( kurva), patienter med >5 CTC vid tidpunkten for utvardering och >30% minskning av PSA fran
baslinjen till tidpunkten for utvardering.

e Grupp 4 (rdod kurva), patienter med >5 CTC vid tiden for utvérdering och <30% minskning av PSA fran baslinjen
till tidpunkten for utvardering.

Figur 31: CTC-nivaer och PSA-andringar i kombination for att forutspa 0S 2-5 veckor (panel A), 6-8 veckor (panel B),
9-12 veckor (panel C) och 13-20 veckor (panel D) efter inledningen av behandling

A. 2-5 veckor
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90 % | 2 CTC <5 <30% minskning 69 (35%) -—- (20,6—-
- 0 3 CTC 25 230% minskning 11( 6%) 10,7  (5,2—--)
11 CTC 25 <30% minskning 67 (3¢%) 86  (5,8-10,8)
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C. 9-12 veckor
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D. 13-20 veckor
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Figur 31 visar att patienter med >5 CTC nér som helst efter inledningen av behandlingen hade mycket storre
sannolikhet att avlida tidigare, oavsett férandringar av i PSA-nivaerna fran baslinjen. Patienter med >5 CTC vid alla
och Grupp 4) hade kortast median-0S, vilken inte avvek pa ett betydande sétt. Dock avvek
median-08S for dessa tva grupper betydligt jaimfort med median-0S fér patienterna med <5 CTC vid alla tidpunkter
(Grupp 1 och Grupp 2). Dessa tva grupper (Grupp 1 och Grupp 2) hade langst median-0S, vilken inte avvek pé ett
betydande sétt. Det viktiga resultatet som visas i Figur 31 &r att &ven om en minskning av PSA vid vissa punkter
efter inledningen av behandling kanske uppnar signifikans for prognos for 6verlevnad var fordelaktiga CTC vid alla
tidpunkter mer korrekta @n PSA-utvarderingen. Den praktiska innebdrden &r att CTC-analys kan anvandas for
utvardering av sannolikheten for dverlevnad bland MPC-patienter. Nar CTC och PSA-andring inte verensstamde
gav CTC den mest noggranna utvédrderingen av prognosen.

tidpunkter (
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SYMBOLFORKLARINGAR

Féljande symboler kan forekomma i denna bruksanvisning eller pa
tillhérande etiketter.

Anvinds fore
AAAA-MM-DD eller AAAA-MM

Satskod

Serienummer

Forsiktighet! Las medfdljande dokument

Tillverkningsdatum

Tillverkare

Tillrackligt for < n > tester

Varning

Katalognummer

Auktoriserad representant i Europeiska
gemenskapen

Temperaturbegrénsning

Biologiska risker

Las bruksanvisningen

In vitro-diagnostisk medicinteknisk produkt

SE=I S R MR
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