7)) AGENDIA

Navod na pouzitie — MikroCip MammaPrint FFPE

Uvod

Test MammaPrint je profil génovej expresie urc¢eny na predpovedanie klinického vysledku u pacientok s rakovinou
prsnika. Bol vyvinuty s odévodnenim, Ze prirodzena histéria nadoru je uréena jeho zdkladnymi regulacnymi
génovymi drdhami; preto profily génovej expresie mbéiu okrem Standardnej klinickej patoldgie presnejsie
predpovedat progndzu a odpoved na liecbu.

Pouzitim nezaujatého pristupu bol génovy podpis MammaPrint uréeny vykonanim analyzy 25 000 génov v
nelieCenych vzorkdch primarneho nadoru prsnika v celom gendme a porovnanim profilov génovej aktivity
pacientov, ktori do 5 rokov nemali vzdialené metastdzy, s tymi, ktori ich naopak mali. Vysledkom bol profil 70
génov, ktory dokazal odlisit pacientov s vysokym rizikom vzniku metastaz od pacientov, u ktorych bolo dlhodobé
riziko vzniku vzdialenych metastaz dostatocne nizke na to, aby systémova liecba priniesla len maly alebo Ziadny
absolutny klinicky prinos. (-2

Riziko recidivy - Test MammaPrint analyzuje expresiu 70 Specifickych génov vo vzorke tkaniva spustenim RNA
izolovane] zo vzoriek nadoru prsnika na vlastnych sklenenych mikrocipoch. Profil expresie sa potom pouzije vo
vlastnom algoritme na kategoricku klasifikaciu pacienta ako s vysokym alebo nizkym rizikom recidivy rakoviny
prsnika.

Zamyslané pouZitie

MammaPrint® FFPE je kvalitativny, neautomatizovany diagnosticky test in vitro, ktory sa vykondva v laboratériu
diagnostickych sluZieb spoloénosti Agendia a vyuziva profil génovej expresie ziskany zo vzoriek tkaniva rakoviny
prsnika fixovanych vo formaline a zaliatych parafinom (FFPE) na posudenie rizika pacientky pre vzdialené
metastdzy v rdmci 5 rokov.

Test sa vykondva u pacientok s rakovinou prsnika v stadiu | alebo Il, ktoré maju negativne lymfatické uzliny alebo
pozitivne lymfatické uzliny s maximalne 3 pozitivnymi uzlinami, s velkostou nadoru mensou alebo rovnou 5,0 cm,
a u pacientok s ochorenim v stadiu Ill. Vysledok MammaPrint® FFPE je indikovany na pouzitie lekarmi len ako
prognosticky marker spolu s dalsimi klinicko-patologickymi faktormi.

Pre koho je test urceny

Mikro¢ip MammaPrint FFPE je urCeny na vyZiadanie poskytovatefom zdravotnej starostlivosti pacientky s
rakovinou prsnika. Objednanim mikrocipového testu MammaPrint FFPE poskytovatel zdravotnej starostlivosti
poziada spolo¢nost Agendia o vykonanie testu na ich vzorke v laboratériu diagnostickych sluzieb spoloc¢nosti
Agendia.

Princip fungovania testu

Analyza je zalozena na niekolkych neautomatizovanych procesoch: izolacia RNA z tkanivovych rezov rakoviny
prsnika FFPE; reverznd transkripcia RNA veduca k cDNA; amplifikacia a znacenie cDNA; hybridizacia amplifikovanej
a znacenej cDNA s diagnostickym mikroCipom; umyvanie a skenovanie diagnostického mikrocipu a ziskavanie
udajov (vyber charakteristickych znakov); vypocet a uréenie rizika recidivy (MammaPrint).
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Analyza MammaPrint je navrhnuta na uréenie génovej aktivity Specifickych génov vo vzorke tkaniva. Vysledkom
je profil expresie alebo , odtlacok prsta“ vzorky. Pomocou tohto profilu expresie sa vypocita index MammaPrint a
urci sa profil molekularnej prognézy vzorky (nizke riziko, vysoké riziko).

Upozornenia a bezpecnostné opatrenia

Identifikacia pacienta vo formulari Ziadosti sa musi spravne zhodovat s identifikaciou vzorky v systéme LIMS, ¢im
sa vytvori interny identifikator, ktory by sa mal spravne priradit ku vzorke v ramci laboratérneho procesu.

Vypliite formular Ziadosti o test s prislusSnymi informaciami.

Vzorka vybrand na testovanie prostrednictvom MammaPrint by mala zodpovedat charakteristikim urcenej
populacie, ako je napriklad - nie vSak vylu¢ne - rakovina prsnika u zZien, skoré stadium a nadorové bunky aspon z
30 %.

Vysledky MammaPrint su okrem Standardnych klinicko-patologickych faktorov indikované na pouzitie lekdrmi ako
prognosticky marker. Test nie je navrhnuty na uréenie vysledku ochorenia, ani na navrhovanie alebo odvodzovanie
individualnej odpovede pacienta na liecbu.

Vysledok testu MammaPrint s nizkym rizikom nezarucuje, Ze do piatich rokov nedéjde ku vzdialenej recidive.
Podobne ani vysledok s vysokym rizikom nezarucuje, Zze déjde ku vzdialenej recidive. Vysledky testov by sa mali

pouzivat v spojeni s klinicko-patologickymi faktormi.

Postup a) Vyber pacientiek

Pacientky su vhodné, ak ide o Zeny a maju diagnostikovany karcindm prsnika v stadiu |, v stadiu Il alebo v stadiu Ill
s negativnymi lymfatickymi uzlinami a pozitivnymi lymfatickymi uzlinami (aZ 3 pozitivne uzliny), s velkostou nadoru
< 5,0 cm, nezavisle od stavu estrogénového receptora (ER+/-).

b) Odber, registrdacia a odosielanie vzoriek.

Podmienky odberu, manipuldcie a pripravy vzorky su zdkaznikovi poskytnuté prostrednictvom navodu na pouZitie:
M-ROWO067. Tato sUprava obsahuje nasledovné:

= 10 podloznych sklicok

= 2 nosice s piatimi sklickami

= Malu a velku plastovu tasku na zips

= Pokyny na odber vzoriek

= Formular Ziadosti o test

= Etiketovy harok so Stitkami a ¢iarovymi kédmi

= Prepravné materialy

Registracia vzorky sa iniciuje ozndmenim od objednavajiceho poskytovatela zdravotnej starostlivosti. Toto
oznamenie (formuldr Ziadosti o test- TRF) moze byt spustené prostrednictvom online zakaznickeho portalu alebo
iného komunikaéného kandla, kde Agendia registruje vSetky suvisiace informdacie o vzorke a pacientovi. TRF je
uréeny vyhradne pre jedného pacienta. Vzorka je odosland priamo do laboratéria diagnostickych sluZieb
spoloénosti Agendia objedndvajicim poskytovatelom zdravotnej starostlivosti pri teplote okolia pomocou
poskytnutych kuriérskych prepravnych materialov.
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c) Analyza vzorky v spoloénosti Agendia

PouZivaju sa tkanivové rezy FFPE, ktoré bud' poskytli zakaznici na sklenenych podloZnych skli¢kach, alebo sa
pripravili z nadorovych blokov FFPE pomocou standardného mikrotému. Celkova RNA sa extrahuje z tkanivovych
rezov pomocou Standardnej komeréne dostupnej izolacnej stpravy. Vzorka RNA sa precisti, amplifikuje a oznaci
fluorescenénym farbivom cyanin-CTP/dUTP.

Vzorka RNA/cDNA sa hybridizuje na Specificky navrhnutom diagnostickom mikrocipe (balenie po 8 kusoch, Agilent
Technologies). Na skenovanie diagnostického mikrocipu sa pouziva skener Agilent a vysledkom je subor skenu
(TIFF). Tento subor vyuziva softvér na extrakciu funkcii spolo¢nosti Agilent. Softvér urCeny na extrakciu funkcii
analyzuje subor skenu (TIFF) uréenim relativnej intenzity fluorescencie jednotlivych prvkov oproti siboru ndvrhu
diagnostického mikrocipu ako 3ablény s cieflom identifikovat kontrolné prvky, normalizaéné prvky a prvky
reportérového génu. Intenzita fluorescencie prvkov je mierou pre expresiu konkrétnych génov.

d) Analyza udajov

Analyza udajov sa vykonava na zaklade stanoveného algoritmu MammaPrint, ktory vypocitava index MammaPrint
a urcuje profil molekularnej prognézy vzorky (nizke riziko, vysoké riziko). Vzorky s hodnotou indexu MammaPrint
vysSou ako 0 su klasifikované ako nizke riziko a vzorky s hodnotou mensou alebo rovnou 0 su klasifikované ako
vysoké riziko.

Index MammaPrint vzorky sa moZe nachadzat vo vopred definovanej oblasti okolo klasifikacnej hranice medzi MPI
>-0,05 a <0,05, v ktorej ma vysledok MammaPrint <90% presnost klasifikacie, ale nie nizsiu ako 50 % (t. j. hrani¢na
vzorka).

Zavadzaju sa rozsiahle kontroly kvality (> 25), aby sa zabezpedil spravny analyticky vysledok. Kontroly kvality spolu
s vysledkom interne posudzuje a schvaluje riaditel laboratoria.

e) Hlasenie

Objedndvajuci poskytovatel zdravotnej starostlivosti obdrzi spravu o pacientovi, ako aj suhrn vysledkov pre kazdy
objednany mikrocipovy test MammaPrint FFPE. Pokial ide o osobné Udaje pacientov, pozrite si nase podmienky
spracovania Udajov v Zdsadach ochrany osobnych udajov spolo¢nosti Agendia.

Obmedzenia postupu

MammaPrint bol schvdleny na pouzitie vyhradne s nddorovym tkanivom rakoviny prsnika u Zien. Testovanie inych
typov vzoriek méze viest k nespravnym alebo Ziadnym vysledkom. Spolahlivé vysledky zavisia od adekvatnych
postupov odberu a prepravy vzoriek.

MammaPrint bol Specialne schvaleny pre nadory, ktoré su invazivnym duktdlnym karcindmom alebo lobularnym
karcindomom. Testovanie inych typov vzoriek (napr. lymfatickych uzlin) nebolo hodnotené.

Ocakdvané hodnoty

Vysledok MammaPrint sa zobrazi ako binarny vysledok a je kategorizovany bud' ako ,nizke riziko” alebo ,vysoké
riziko" recidivy. Prognosticky profil vzorky sa urcuje vypocétom indexu MammaPrint (MPI) na stupnici od -1 000 do
+1 000.
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Ako kazdy iny test, aj nas test ma stanoveny prah klasifikdcie. Pre MammaPrint bol prah pre nizke a vysoké riziko
nastaveny na nulu, aby sa dosiahla ¢o najvacsia citlivost, pricom hodnoty > 0,000 su klasifikované ako nizke riziko
a hodnoty < 0,000 su klasifikované ako vysoké riziko. Celkova priemerna presnost MPI je 98,5 %, pricom skére <
0,1685 alebo > 0,168 ma presnost > 99 %.

,Hrani¢né“ hodnoty MPI

Zatial' ¢o technickd presnost MammaPrint je extrémne vysoka, vzorky s hodnotou MPI velmi blizko nulovému
prahu maju o nieco nizsie percento presnosti ako vzorky nachadzajlce sa na stupnici dalej od prahu. Konkrétne v
okoli nulového prahu, medzi MPI > -0,05 a < 0,05, oznacovaného aj ako hrani¢na oblast, klesa presnost testu pod
90 %. Napriklad pri MPI 0,04 je istota 86 %, Ze vysledok MP je v pozitivhom rozsahu (nizke riziko), a
pravdepodobnost 14 %, Ze je v negativnom rozsahu (vysoké riziko). Je dblezité poznamenat, Ze vzorky s hodnotami
MPI mimo ,hrani¢nej oblasti maju priemernu presnost > 99 %.

Vykonnostna charakteristika

Vykonnostna charakteristika skiimana pre MammaPrint zahffia: preciznost, reprodukovatelnost, prah, citlivost,
$pecifickost, hranicu detekcie a presnost.

MammaPrint

Analyticky vykon

Preciznost a opakovatelnost MammaPrint sa posudzovala prostrednictvom nezavislej medzilaboratérnej studie,
ktord prebiehala v dvoch laboratéridch spolo¢nosti Agendia s certifikdtom CLIA (Dodatky na zlepSenie klinického
laboratdria) v Holandsku a USA. ©

Na zdklade analytického vykonu MammaPrint je preciznost klasifikacie vzorky ako vysokorizikovej alebo
nizkorizikovej 97,3 % s opakovatelhostou merania 97,8 %. ¥ Reprodukovatelnost bola merana vo viac ako 300
kontrolnych vzorkach a ukazalo sa, Ze je na hodnote 99 %. ¥ Vykonnostna charakteristika je zaloZzend na studiach
a dokumentoch uvedenych niZsie.

Klinickd validdcia

Vysledky su zaloZzené na predtym publikovanych tudajoch pre profil 70 génov molekularnej prognézy™® pri nadoroch
prsnika. Pacienti s dobrym vysledkom su klasifikovani ako pacienti s nizkym rizikom (t. j. bez vzdialenych metastaz
v ramci najmenej 5 rokov). Pacienti s horsim vysledkom su klasifikovani ako pacienti s vysokym rizikom (t. j. vyssia
pravdepodobnost vzdialenych metastaz v ramci 5 rokov). Poskytuje sa ¢iselna hodnota indexu MammaPrint.

MammaPrint bol vyvinuty s Ucastou adjuvantne nelie¢enych, prevaine eurdpskych pacientov s negativnymi
lymfatickymi uzlinami s cielom zachytit bioldgiu primarneho nadoru v profile génovej expresie. %2V janudri 2013
boli publikované 5-ro¢né vysledky prospektivnej pozorovacej stidie RASTER ¥, Tato Studia vplyvu bola studiou
zameranou na biomarkery a bola ,prvou svojho druhu”. V ramci nej sa test MammaPrint Fresh vykonal a
zaznamenal na 427 pacientkach s véasnym Stadiom rakoviny prsnika vo veku 18 - 61 rokov, pT1l a pT2, s
negativnymi lymfatickymi uzlinami, ER+/-, HER 2 +/- pred rozhodnutim lekara a pacienta o adjuvantnej liecbe.
Pacienti boli lie¢eni podla Standardnych praktickych usmerneni, beric do uUvahy vsetky relevantné klinicko-
patologické faktory a vysledky podpisu MammaPrint.
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Nasledne sa MammaPrint vykonal aj na tkanive FFPE od pacientov zo Studie RASTER. Vysledky MammaPrint boli
porovnané pomocou 345 parovych Cerstvych a FFPE vzoriek RASTER s 5-roénymi vysledkami. Bez zohladnenia
akychkolvek kovariat okrem vysledku testu MammaPrint u pacientov, ktori boli klasifikovani ako ,nizkorizikovi“
podla MammaPrint FFPE (71 adjuvantne lieCenych a 108 neadjuvantne lieCenych), sa preukazala
pravdepodobnost 1,3 % (95 % CI 0 - 3,1) recidivy rakoviny v ramci 5 rokov®.

Pacienti klasifikovani ako ,vysokorizikovi“ podla MammaPrint FFPE (145 adjuvantne lieCenych a 21 neadjuvantne
lie¢enych) preukazali pravdepodobnost 11,7 % (95 % Cl 6,6 — 16,8) recidivy rakoviny v ramci 5 rokov®.

MammaPrint bol nezavisle overeny v Studiach u viac ako 75 000 pacientok s rakovinou prsnika s vysledkami

publikovanymi v poprednych odbornych lekarskych a vedeckych ¢asopisoch na medzinarodnej trovni, pricom sa
preukazalo, Ze poskytuju informacie nezavislé od hodnotenia klinicko-patologického rizika 6,

Objednanie testu

Supravu na odber vzoriek vam poskytne vasa kontaktnd osoba spoloc¢nosti Agendia. Pomocou supravy pridajte
vzorku nddoru na podloiné sklicka podla pokynov alebo pripravte blok FFPE. Objedndvku vykonajte
prostrednictvom nasho online portdlu alebo vyplnenim formulara Ziadosti o test, ktory najdete v suprave uréenej
na odber vzoriek. Podrobnosti ndjdete v navode na pouZitie tejto supravy.

Ak potrebujete dodatoénd podporu alebo informacie, kontaktujte nds prosim na adrese
Customerservice@agendia.com alebo +31 (0)20

462 1510.
Odkazy
1. van’t Veer et al. Nature 2002; 415(31): 530-536
2. van de Vijver et al. New Engl J Med 2002; 347(25): 1999-2009
3. Sapino et al. J Mol Diagnostics 2014; 16: 190-197
4. Beumer et al. Breast Cancer Res Treat 2016; DOI 10.1007/s10549-016-3764-5
5. Drukker et al. IntJ Cancer 2013; 133(4): 929-936
6. Piccart et al. Lancet Oncol. 2021;22(4):476-488

Délezité upozornenie:

Akykolvek vazny incident suvisiaci s BluePrint FFPE bezodkladne nahlaste vyrobcovi a prislusSnému organu
¢lenského $tatu. Vyrobca nahldsi zavazny incident prisluSnému organu ¢lenského statu, v ktorom ma
pouzivatel/pacient sidlo.

Dodatky na zlepsenie klinického laboratdria (CLIA)
Osvedcenia o akreditacii: Agendia, Inc.: 0501089250
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Podrobnosti ohfadom vyroby

‘ Agendia NV
Radarweg 60

1043 NT Amsterdam, Holandsko
Telefén: +31 (0)20 462 1510
e-mail: customerservice@agendia.com

Zakladny UDI-DI: 0850024841 MammaprintK9

CCs [m

Adresa laboratéria diagnostickych sluzieb
spolocnosti Agendia Agendia, Inc.:

22 Morgan,

Irvine, CA 92618, USA

Telefén: +1 888 321 2732 Fax: +1 866 756 7548
www.agendia.com

© 2021 Agendia, NV. Vsetky prava vyhradené. Agendia, logo Agendia a MammaPrint su registrované ochranné

znamky spolocnosti Agendia, NV.
M-ROW-387-V1
Datum vydania: 3. november 2022

Upravy predchadzajlicej verzie
Prvé vydanie — xx-xxx-2021
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