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Navod k pouziti — MammaPrint FFPE Microarray

Uvod

MammaPrint je test ke stanoveni profilu genové exprese urceny k predikci klinického vysledku u pacientek s
karcinomem prsu. Tento test byl vyvinut na zakladé odlvodnéni, Ze pfirozend historie nadoru je urovana jeho
zakladnimi regulac¢nimi genovymi drahami, a profily genové exprese proto mohou vedle standardni klinické
patologie presnéji predikovat progndzu a odpovéd na [éCbu.

Genovy podpis MammaPrint byl stanoven pomoci nezaujatého pfistupu na zakladé analyzy 25 000 genl v
nelééenych vzorcich primarnich nadord prsu a porovnanim profild genové aktivity u pacientek, u nichz se v
pribéhu 5 let neobjevily vzdalené metastazy, a pacientek, u kterych se tyto metastazy objevily. Vysledkem byl
profil 70 genl(, ktery dokazal odlisit pacientky s vysokym rizikem vzniku metastaz od téch, u nichz bylo dlouhodobé
riziko vzniku vzdalenych metastaz natolik nizké, ze by systémova lécba neptinesla zadny nebo jen maly klinicky
pfinos. (2

Riziko recidivy — Test MammaPrint analyzuje expresi 70 specifickych genl ve vzorku tkané pomoci RNA izolované
ze vzork( nadoru prsu technikou microarray na specialnich sklenénych destickach. Expresni profil se nasledné
pouzije v chranéném algoritmu, ktery kategoricky klasifikuje pacientku jako pacientku s vysokym nebo nizkym
rizikem recidivy karcinomu prsu.

Zamyslené pouZiti
MammaPrint® FFPE je kvalitativni neautomatizovany diagnosticky test in vitro, ktery se provadi v diagnostické
laboratofi spole¢nosti Agendia a vyuZiva profil genové exprese ziskany ze vzork( tkané karcinomu prsu fixovanych
ve formalinu a zalitych do parafinu (FFPE) k vyhodnoceni rizika vzniku vzdalenych metastaz u pacientky béhem
nasledujicich 5 let.

Test MammaPrint poskytuje prognostické informace tykajici se rizika vzddlenych metastaz u pacientky a predikci
velikosti pfinosu systémové |éCby pro rozhodovani o 1é¢bé u pacientek s karcinomem prsu.

Test gend MammaPrint méfi charakteristiky vicestupriového vyvoje bunék karcinomu prsu, které prezZivaji,
proliferuji, diseminuji a metastazuiji, jak bylo zji$téno v rémci charakteristickych znak( karcinomu®.

Test se pouZiva u pacientek s rakovinou prsu v prvnim, nebo druhém stddiu onemocnéni, které maji negativni
lymfatické uzliny, nebo aZ 3 pozitivni lymfatické uzliny, s nddorem mensim nebo rovnym 5,0 cm, a také pro
pacientky ve tfetim stadiu onemocnéni. Vysledek testu MammaPrint® FFPE je urCen k pouziti Iékafi a mél by byt
interpretovan spolu s dalSimi klinicko-patologickymi faktory.

Zamysleny uzivatel

Test MammaPrint FFPE microarray se provadi na Zadost Iékare, ktery poskytuje péci pacientkdm s karcinomem
prsu. Objednanim testu MammaPrint FFPE microarray Zada lékar spolecnost Agendia o provedeni testu
na dodaném vzorku v diagnostické laboratofi spole€nosti Agendia.

Princip testu
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Analyza je zaloZena na nékolika neautomatizovanych procesech: izolace RNA z tkanovych fezl karcinomu prsu
fixovanych formalinem a zalitych v parafinu (FFPE); reverzni transkripce RNA umoZznujici ziskani cDNA; amplifikace
a znaceni cDNA; hybridizace amplifikované a zna¢ené cDNA na diagnostickych microarray Cipech; promyvani a
skenovani diagnostickych microarray CipU a akvizice dat (extrakce priznaku); vypocet a stanoveni rizika recidivy
(MammaPrint).

Analyza MammaPrint je urcena ke stanoveni genové aktivity specifickych gent ve vzorku tkané. Vysledkem je
expresni profil neboli , otisk prstu” vzorku. Na zdkladé expresniho profilu se vypocitd MammaPrint Index a stanovi

se molekuldrni profil vzorku (nizké riziko, vysoké riziko).

Upozornéni a bezpecnostni opatreni

Identifikace pacientky v zddance musi spravné odpovidat identifikaci vzorku v ramci systému LIMS, ¢imzZ se
vytvofi interni identifikator, ktery by mél byt spravné ptirazen ke vzorku v laboratornim procesu.

Vyplnte pfislusné informace do zaddanky na test.

Vzorek vybrany pro vysetfeni pomoci testu MammaPrint by mél odpovidat charakteristikdm dané populace, napf.
karcinom prsu u Zen, ¢asné stadium a nejméné 30 % nadorovych bunék.

Vysledky testu MammaPrint jsou urceny k pouziti lékafi jako molekularni profil spole¢né s dalSimi klinicko-
patologickymi faktory. Test neni urcen pro stanoveni vysledku onemocnéni.

Vysledek testu MammaPrint Low Risk (nizké riziko) neposkytuje zaruku, Ze v pribéhu pfistich péti let nedojde k
recidivé vzdalenych metastaz. Stejné tak vysledek High Risk (vysoké riziko) neznamend, Ze s urcitosti dojde k

recidivé vzdalenych metastaz. Vysledky test( je tfeba interpretovat ve spojeni s klinicko-patologickymi faktory.

Postup

a) Vybér pacientek

Pacientky jsou zpUsobilé k provedeni testu, pokud je u nich diagnostikovan karcinom prsu ve stadiu |, Il nebo Il s
negativnimi lymfatickymi uzlinami nebo s pozitivitou maximalné ve 3 lymfatickych uzlinach, s velikosti nadoru <
5,0 cm, nezavisle na stavu estrogenovych receptortd (ER+/-).

b) Odbér, registrace a odesldni vzorkdi.

Podminky pro odbér, zachazeni s odebranymi vzorky a jejich pfipravu jsou uvedeny v ndvodu k pouziti (IFU): MKT-
067. Tato souprava obsahuje nasledujici polozky:

= 10 mikroskopickych sklicek

= 2 nosice po péti sklickach

= Maly a velky plastovy sacek na zip

= Pokyny pro odbér vzorki

= Formular zadanky o test

= Arch samolepicich stitkl s ¢arovym kédem

= Pfepravni materialy
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Registrace vzorku je zahajena ozndmenim od objednavatele zdravotni péce. Toto oznameni (Test Request Form-
TRF) muZe probihat prostfednictvim online zdkaznického portdlu nebo jiného komunikacniho kanalu, kde
spoleénost Agendia registruje vSechny souvisejici informace o vzorku a pacientce. TRF je ur€en pouze pro jednu
pacientku. Zdravotnické zatizeni, které vystavuje objednavku, odesila vzorek pfimo do laboratofe diagnostickych
sluZeb spolecnosti Agendia, a to pfi pokojové teploté, s vyuZitim dodanych prepravnich materiald od kuryrni
sluzby.

¢) Analyza vzorkii ve spolecnosti Agendia

PouZivaji se tkanové fezy FFPE, bud poskytnuté zdkazniky na podloZnich sklickdch, nebo pfipravené z nadorovych
blokl FFPE pomoci standardniho mikrotomu. Celkova RNA se extrahuje z tkanovych fezli pomoci standardni
komeréné dostupné izolacni soupravy. Vzorek RNA je purifikovan, amplifikovan a oznacen fluorescenénim
barvivem cyanin-CTP/dUTP.

Vzorek RNA/cDNA se hybridizuje na specialné navrzeném diagnostickém microarray Cipu (baleni po 8, Agilent
Technologies). Ke skenovani diagnostického microarray Cipu se pouZziva skener Agilent a vysledkem skenovani je
soubor ve formatu TIFF. Tento soubor se analyzuje pomoci softwaru pro analyzu microarray Agilent Feature
Extraction Software. Feature Extraction Software analyzuje soubor ze skenovani (TIFF) stanovenim relativni
intenzity fluorescence jednotlivych vlastnosti oproti kontrolnimu souboru diagnostického microarray Cipu, ktery
slouzi jako $ablona, a umoinuje tak identifikovat fidici vlastnosti, normalizacni vlastnosti a vlastnosti
reportérovych gend. Intenzita fluorescence jednotlivych vlastnosti je méfitkem exprese jednotlivych gend.

d) Analyza dat

Analyza dat se provadi podle algoritmu MammaPrint, ktery vypocitd MammaPrint Index a uréi molekularni profil
vzorku (nizké riziko, vysoké riziko). Vzorky s hodnotou indexu MammaPrint vyssi nez 0 jsou klasifikovany jako
vzorky s nizkym rizikem a vzorky s hodnotou nizsi nebo rovnou 0 jsou klasifikovdny jako vzorky s vysokym rizikem.

Index MammaPrint vzorku mZe spadat do pfedem definované oblasti kolem klasifika¢niho prahu mezi hodnotou
MPI >-0,05 a < 0,05, ve které ma vysledek MammaPrint < 90% klasifikacni pfesnost, nikoli vSak nizsi nez 50 % (tj.
hrani¢ni vzorek).

Pro zajisténi spravného analytického vysledku jsou provadény rozsahlé kontroly kvality (> 25). Kontroly kvality jsou
hlaseny a schvalovany interné spolu s vysledky reditelem laboratore.

e) Hlaseni

Poskytovatel zdravotni péce, ktery objednal provedeni testu, obdrzi Zpravu pacientky a Souhrn vysledku pro kazdy
objednany test MammaPrint FFPE microarray. Pokud jde o osobni Udaje pacientek, prectéte si prosim nase
podminky zpracovani Udaji v Zasadach ochrany osobnich Udajl spole¢nosti Agendia.

Omezeni testu

Test MammaPrint je validovan k pouZiti pouze pro nadorovou tkan karcinomu prsu u Zen. Testovani jinych typ
vzork( mUze vést k nespravnym vysledkim nebo nemusi poskytnout Zadné vysledky. Spolehlivé vysledky zavisi na
vhodnych postupech pti odbéru a prepravé vzorka.

Test MammaPrint je specificky validovan pro nadory, které jsou klasifikovany jako invazivni duktdlni karcinom nebo
lobularni karcinom. Testovani jinych typ( vzorkd (napt. lymfatickych uzlin) nebylo hodnoceno.
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Ocekdvané hodnoty

Po provedeni testu MammaPrint se vydava binarni vysledek kategorizovany bud' jako ,nizké riziko“, nebo ,vysoké
riziko” recidivy. Molekularni profil vzorku se stanovi vypoétem MammaPrint Indexu (MPI) na stupnici od -1,000
do +1,000.

Stejné jako u jinych testl je i u naseho testu stanovena prahova hodnota pro klasifikaci. Pro MammaPrint je prah
pro nizké a vysoké riziko nastaven na nulu, aby bylo dosazeno co nejvyssi citlivosti, a hodnoty > 0,000 jsou
klasifikovany jako nizké riziko a hodnoty < 0,000 jsou klasifikovany jako vysoké riziko. Celkova priimérna presnost
MPI je 98,5 %, pricemZ hodnoty skére < 0,1685 nebo > 0,168 vykazuji presnost pres 99 %.

»Hrani¢ni“ hodnoty MPI

Technickd presnost testu MammaPrint je sice extrémné vysoka, vzorky s hodnotou MPI velmi blizko nulové
prahové hodnoté vykazuji o néco nizsi procentualni presnost nez vzorky vzdalenéjsi od prahové hodnoty.
Konkrétné v okoli nulové prahové hodnoty, v intervalu MPI > - 0,05 a < 0,05, oznacovaném téz jako hrani¢ni oblast,
klesa presnost testu pod 90 %. Napfiklad pfi hodnoté MPI 0,04 je 86% pravdépodobnost, Ze vysledek MP je v
pozitivnim pasmu (nizké riziko), a 14% pravdépodobnost, Ze je v negativhim pasmu (vysoké riziko). Zde je dilezité
poznamenat, Ze vzorky s hodnotami MPI mimo ,hrani¢ni“ oblast maji primérnou presnost pres 99 %.

Funkéni charakteristiky

Hodnocené funkcni charakteristiky pro test MammaPrint zahrnuji: preciznost a reprodukovatelnost, vykazovany
rozsah a klasifikacni prah, analytickou specificnost a mez detekce.

Analytickd ucinnost

Shoda vysledkU z cerstvych a FFPE tkani byla hodnocena ve dvou studiich, kde bylo zjisténo, Ze ¢ini 91,5 % (n=221)
a 94,3 % (n=345), pficemz vysledky testu MammaPrint nebyly mezi obéma typy tkani zkresleny. Test MammaPrint
je také stabilni mezi rliznymi izolacemi, kde nebyl pozorovan zadny vyznamny rozdil (p=0,994/p=0,290), riznymi
lokalitami, rGznymi skenery a vykazuje vysokou preciznost (97,3 %), reprodukovatelnost (96 %) a opakovatelnost
(97,8 %) 4.

Navic u FG-Cipu nebyl zjistén Zadny rozdil mezi vysledky opakovanych izolaci RNA, preciznosti (98,47 %)
reprodukovatelnosti (97,73 %) a opakovatelnosti (98,74 %) a shoda mezi vysledky baleni po 8 a FG-Cipu dvou
samostatnych soubor( dat byla zjisténa na Urovni 98,52 % (n = 135) a 94,27 % (n = 698).

Vykazovany rozsah indexu MammaPrint je nastaven na hodnoty od -1,00 do + 1,00 a klasifika¢ni prah MammaPrint
Index (MPI) je nastaven na + 0,0. MPI nizsi a rovny 0,0 je stanoven jako vysoké riziko, MPI vyssinez 0,0 je povaZovan
za nizké riziko™ %4,

Byla provedena interferencni studie na celogenomovém Cipu (FG-Cip) s cilem posoudit, zda Ctyfi relevantni latky
interferu;ji s vysledky testu MammaPrint FFPE. Vysledky ukazaly kontaminaci DNA az 2,5x vyssi neZ pozadi a spike
proteiny béhem izolace RNA, a také, Ze prenos etanolu a AMPure XP Beads pfi purifikaci cDNA neovlivnily vysledky
testu MammaPrint. Celkové lze Fici, Ze interferujici slozky tkané neovliviiuji MammaPrint Index, protoZe plvodni
série nadorl byla reprezentativni pro vzorky karcinomu prsu a i zde byly ostatni slozky tkané nahodné rozloZzeny
a nesouvisely s vysledkem onemocnéni(®.
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Pro posouzeni meze detekce byly vysledky testu MammaPrint FFPE porovnany v rliznych fedénich a ukazaly velmi
stabilni vysledky i pFi velmi nizké vstupni cDNA na Cipu. Na zakladé vysledk( je mez detekce pro vstupni cDNA
900ng. Kromé toho bylo zjisténo, Ze LoD pro vstupni RNA odvozené ze samostatné studie je 8,24 ng.

Klinickd validace

Vysledky jsou zaloZeny na dfive publikovanych udajich pro 70genovy molekularni profil Wu nador( prsu. Pacientky
s dobrymi vysledky jsou klasifikovany jako pacientky s nizkym rizikem (tj. bez vzdalenych metastaz po dobu
nejméné 5 let). Pacientky s horSimi vysledky jsou klasifikovany jako pacientky s vysokym rizikem (tj. s vyssi
pravdépodobnosti vyskytu vzdalenych metastdz do 5 let). V rdmci vysledkd se uvadi Ciselna hodnota indexu
MammaPrint.

Test MammaPrint byl vyvinut s vyuzitim populace pacientek s negativnimi lymfatickymi uzlinami, pochazejicich
prevainé z Evropy a dosud nelécenych adjuvantni chemoterapii, s cilem zachytit biologii primarniho nadoru v
profilu genové exprese. 12 Vlednu 2013 byly publikovany pétileté vysledky prospektivni observacni studie
RASTER @, Tato impaktova studie zamérena na biomarkery byla ,prvni svého druhu”, ve které byl proveden a
vyhodnocen test MammaPrint Fresh u 427 pacientek ve véku 18-61 let s casnym stadiem karcinomu prsu, pT1
a pT2, s negativnimi lymfatickymi uzlinami, ER+/-, HER 2 +/- pfed spolec¢nym rozhodnutim lékafe a pacientky
o adjuvantni léc¢bé. Pacientky byly 1é¢eny pomoci standardnich postupl s prihlédnutim ke vSsem relevantnim
klinicko-patologickym faktortim a vysledkim testu signatury MammaPrint.

Ndasledné byl test MammaPrint proveden také na FFPE vzorcich tkané pacientek ze studie RASTER. Vysledky testu
MammaPrint byly porovnany na zikladé vysetfeni 345 parovych Cerstvych a FFPE vzork( ze studie RASTER, u
kterych byly k dispozici vysledky po 5 letech. Bez zohlednéni jinych kovariat, nez vysledku testu MammaPrint,
byla u pacientek klasifikovanych podle MammaPrint FFPE jako ,,nizké riziko” (71 pacientek s adjuvantni Iécbou a
108 pacientek bez adjuvantni 1é¢by) prokdzana 1,3% (95% Cl O - 3,1) pravdépodobnost recidivy karcinomu v
pribéhu 5 let ©).

U pacientek klasifikovanych podle MammaPrint FFPE jako ,vysoké riziko“ (145 s adjuvantni l1éCbou a 21 bez

adjuvantni 1é¢by) byla prokazana 11,7% (95% Cl 6,6 - 16,8) pravdépodobnost recidivy karcinomu v pribéhu 5 let
©),

Test MammaPrint byl nezdvisle validovan ve studiich u vice nez 75 000 pacientek s karcinomem prsu, pficemz
vysledky byly publikovany v pfednich recenzovanych Iékarskych a védeckych ¢asopisech na mezinarodni Urovni
a bylo prokazéano, Ze test poskytuje informace nezavislé na klinicko-patologickém hodnoceni rizika 7).

Objednadni testu

Soupravu pro odbér vzork(l ziskate od kontaktni osoby spole¢nosti Agendia. Pomoci soupravy pridejte vzorek
nadoru na sklicka podle pokynt nebo pfipravte FFPE blok. Vytvorfte objednavku prostfednictvim naseho online
portalu nebo vyplnénim formulare Zzadanky na test, ktery je pfiloZzen v soupravé pro odbér vzork(. Podrobnosti
jsou uvedeny v navodu k pouziti této soupravy.

Pokud potrebujete dalsi podporu nebo informace, kontaktujte nas na adrese Customerservice@agendia.com
nebo +31 (0)20 462 1510.
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Veskeré zavazné udalosti souvisejici s testem MammaPrint FFPE nahlaste vyrobci a pfisluSnému organu
¢lenského statu. Vyrobce ohlasi zavaznou udalost prislusSnému organu ¢lenského statu, ve kterém je

uzivatel/pacientka registrovan.

Zmény tykajici se zlep3eni klinickych laboratofi (Clinical Laboratory

Improvement Amendments - CLIA)
Osvédceni o akreditaci: Agendia, Inc.: 05D1089250

Informace o vyrobci

u Agendia NV
Radarweg 60
1043 NT Amsterdam, Nizozemsko
Telefon: +31 (0)20 462 1510
e-mail: customerservice@agendia.com

Zakladni UDI-DI: 0850024841 MammaprintK9

c € 0459 VD

Adresa diagnostické laboratore spolecnosti Agendia
Agendia, Inc.:
22 Morgan,
Irvine, CA 92618, USA
Telefon: +1 888 321 2732
Fax: +1 866 756 7548
www.agendia.com
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