1 %AGENDIN

Instructions d’utilisation — microréseau MammaPrint FFPE

Introduction

Le test MammaPrint est un profil d’expression génique qui prédit les résultats cliniques de patientes atteintes d’un
cancer du sein. Il a été développé en s’appuyant sur le principe que I'histoire naturelle d’'une tumeur est
déterminée par ses voies de génes régulateurs sous-jacentes. Par conséquent, ses profils d’expression génique
peuvent étre utilisés paralléelement a la pathologie clinique standard pour prédire de maniére plus précise le
pronostic et la réponse au traitement.

La signature génique du test MammaPrint a été déterminée de maniere objective en effectuant une analyse
pangénomique de 25 000 génes dans des échantillons de tumeurs mammaires primitives non traitées et en
comparant les profils d’activité génique des patientes qui n‘avaient pas de métastases a distance dans les cing ans
avec celles qui en avaient. Cela a permis d’établir un profil de 70 génes qui pourrait différencier les patientes qui
présentent un risque élevé de développer des métastases de celles dont le risque de métastases a distance sur le
long terme est suffisamment bas pour qu’elles ne tirent aucun ou que peu d’avantages cliniques de la
chimiothérapie. (2

Risque de récidive - Le test MammaPrint analyse I'expression de 70 génes spécifiques dans un échantillon de tissu
en fixant de I’ARN isolé d’échantillons de tumeur mammaire sur des lames en verre pour microréseaux. Le profil
d’expression est ensuite traité par un algorithme exclusif pour classer formellement la patiente dans l'une des
deux catégories : haut risque ou faible risque de récidive du cancer du sein.

Utilisation prévue
MammaPrint® FFPE est un test qualitatif non automatisé de diagnostic in vitro, réalisé au sein du Diagnostic
Service Laboratory d’Agendia, sur le profil d’expression génique obtenu a partir d’échantillons de tissu cancéreux
du sein fixé au formaldéhyde et inclus en paraffine (FFIP) pour évaluer le risque de métastase a distance a cinq
ans des patientes.

MammaPrint fournit des informations prognostiques concernant le risque de métastase a distance des patientes
et la prédiction de la magnitude des avantages du traitement systémique afin de guider les décisions
thérapeutiques chez les patientes atteintes d’un cancer du sein.

Les genes analysés par MammaPrint mesurent les caractéristiques des différentes étapes de survie, de
prolifération, de dissémination et de métastase des cellules du cancer du sein, comme elles sont établies dans les
capacités distinctives des cancers'®.

Le test est réalisé sur des patientes atteintes d’un cancer du sein de niveau | ou ll, avec des ganglions lymphatiques
négatifs ou avec trois ganglions lymphatiques positifs maximum, dont la taille de la tumeur est inférieure ou égale
a 5cm, et sur des patientes atteintes d’un cancer du sein de niveau lll. Le résultat du test MammaPrint® FFPE
peut étre utilisé par les médecins et doit étre interprété paralléelement a d’autres facteurs clinicopathologiques.

Utilisateurs prévus

Le microréseau MammaPrint FFPE doit étre demandé par un prestataire de soins de santé de la patiente atteinte
d’un cancer du sein. Par le biais de la commande du test de microréseau MammaPrint FFPE, le prestataire de
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soins de santé demande a Agendia d’exécuter le test sur son échantillon au sein du Diagnostic Service Laboratory
d’Agendia.

Principe du test

Lanalyse est basée sur plusieurs processus non automatisés : l'isolation de 'ARN a partir de sections de tissu
cancéreux du sein FFIP, la transcription inverse de 'ARN en ADNc, I'amplification et le marquage de I'ADNCc,
I’hybridation de 'ADNc amplifié et marqué sur le microréseau de diagnostic, le lavage et la numérisation du
microréseau de diagnostic, I'acquisition des données (extraction des caractéristiques), le calcul et la détermination
du risque de récidive (MammaPrint).

Lanalyse MammaPrint est congue pour déterminer l'activité génique de génes spécifiques dans un échantillon de
tissu. Cela permet d’obtenir un profil d’expression (ou empreinte) de I’échantillon. Ce profil d’expression permet
de calculer I'indice MammaPrint et de déterminer le profil moléculaire de I'échantillon (faible risque ou haut
risque).

Avertissements et précautions

Lidentification de la patiente sur le formulaire de demande doit correspondre a I'identification de I'’échantillon
dans le systeme de gestion de I'information du laboratoire (LIMS), qui crée un identifiant interne qui doit étre
correctement associé a I'échantillon lors du traitement en laboratoire.

Remplissez le formulaire de demande de test avec les informations adaptées.

L'échantillon sélectionné pour le test MammaPrint doit étre conforme aux caractéristiques de la population pour
laquelle I'utilisation est prévue, telles que, sans s’y limiter, des patientes atteintes d’un cancer du sein a un stade
précoce et avec un pourcentage de cellules tumorales d’au moins 30 %.

Les résultats du test MammaPrint peuvent étre utilisés par les médecins en tant que profil moléculaire,
parallelement a des facteurs clinicopathologiques standard. Le test n’est pas congu pour déterminer I'issue de la
maladie.

Un résultat « Faible risque » au test MammaPrint ne garantit pas 'absence de récidive a distance dans les cing
ans. De méme, un résultat « Haut risque » ne garantit pas la survenue d’une récidive a distance. Les résultats du

test doivent étre utilisés en association avec des facteurs clinicopathologiques.

Procédure

a) Sélection des patientes

Les patientes éligibles sont des femmes a qui un cancer du sein de niveau |, Il ou Ill a été diagnostiqué avec des
ganglions lymphatiques négatifs ou avec des ganglions lymphatiques positifs (maximum de trois ganglions
positifs), dont la taille de la tumeur est inférieure ou égale a 5 cm, indépendamment du statut des récepteurs
d’cestrogeénes (ER+/-).

b) Prélévement, enregistrement et expédition de I’échantillon
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Les conditions de prélévement, de manipulation et de préparation de I'échantillon sont communiquées au client
via les instructions d’utilisation MKT-067. Le kit est constitué des éléments suivants :

= 10 lames microscopiques,

= deux supports de cing lames,

= un petit sac et un grand sac hermétiques en plastique,

= des instructions pour le prélevement de I'’échantillon,

= |e formulaire de demande de test,

= une feuille avec des étiquettes munies d’un code a barres,
= des matériaux d’expédition.

Lenregistrement de I'échantillon est initié par la notification du prestataire de soins de santé a l'origine de la
commande. Cette notification (formulaire de demande de test) peut étre effectuée via le portail client en ligne ou
un autre canal de communication par le biais duquel Agendia enregistre toutes les informations relatives a
I’échantillon et au patient. Le formulaire de demande de test n’est destiné qu’a un seul patient. L'échantillon est
envoyé directement au Diagnostic Service Laboratory d’Agendia par le prestataire de soins de santé a I'origine de
la commande, a température ambiante, avec les matériaux de transport par coursier fournis.

c) Analyse de I'échantillon au sein des locaux d’Agendia

Des sections de tissu FFIP, fournies par le client sur des lames en verre ou préparées a partir du bloc tumoral FFIP
a l'aide d’'un microtome standard, sont utilisées. UARN total est extrait des sections de tissu a I'aide d’un kit
d’isolation standard disponible dans le commerce. L'échantillon d’ARN est purifié, amplifié et marqué a I'aide d’un
colorant fluorescent a base de cyanine-CTP/dUTP.

Léchantillon d’ARN/ADNCc fait 'objet d’'une hybridation sur un microréseau de diagnostic spécialement concu
(groupe de 8, Agilent Technologies). Un scanner de microréseau Agilent est utilisé pour numériser le microréseau
de diagnostic et obtenir un fichier de numérisation (TIFF). Ce fichier est utilisé par le logiciel d’extraction de
caractéristiques Agilent. Le logiciel d’extraction de caractéristiques analyse le fichier de numérisation (TIFF) en
déterminant les intensités fluorescentes relatives des caractéristiques individuelles en fonction du fichier de
conception de la puce a microréseau de diagnostic utilisé comme modeéle afin d’identifier les caractéristiques de
contrble, les caractéristiques de normalisation et les caractéristiques de genes rapporteurs. Les intensités
fluorescentes des caractéristiques permettent de mesurer I'expression de génes spécifiques.

d) Analyse des données

Lanalyse des données est effectuée conformément a I'algorithme MammaPrint, qui calcule I'indice MammaPrint
et détermine le profil moléculaire de I'’échantillon (faible risque ou haut risque). Les échantillons dont I'indice
MammaPrint est supérieur a zéro sont classés comme étant a faible risque et ceux dont la valeur est inférieure
ou égale a zéro sont classés comme étant a haut risque.

Lindice MammaPrint d’un échantillon peut étre une valeur incluse dans une zone prédéfinie autour du seuil de
classification (IMP compris entre -0,05 et 0,05), auquel cas le résultat du test MammaPrint présente une précision

de classification inférieure a 90 % mais supérieure a 50 % (échantillon limite).

Des controles qualité poussés (>25) sont mis en place afin de garantir un résultat analytique correct. Les controles
qualité, ainsi que les résultats sont vérifiés et approuvés en interne par le directeur du laboratoire.
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e) Création d’un rapport

Le prestataire de soins de santé a l'origine de la commande regoit un rapport sur la patiente, ainsi qu’une synthése
des résultats pour chaque test de microréseau MammaPrint FFPE commandé. Concernant les données
personnelles des patientes, veuillez vous reporter a nos conditions de traitement des données dans la politique
de confidentialité d’Agendia.

Limitations de la procédure

Le test MammaPrint a uniquement été validé pour 'utilisation sur du tissu tumoral du cancer du sein de femmes.
Le test d’autres types d’échantillons peut renvoyer des résultats incorrects ou ne renvoyer aucun résultat. La
fiabilité des résultats dépend du respect des procédures de prélévement et de transport des échantillons.

Le test MammaPrint a été spécifiquement validé pour les tumeurs qui sont des carcinomes canalaires ou
lobulaires invasifs. Le test d’'autres types d’échantillons (ganglions lymphatiques, par exemple) n’a pas été évalué.

Valeurs attendues

Les résultats du test MammaPrint sont fournis sous forme de résultats binaires et sont classés comme présentant
un faible risque ou un haut risque de récidive. Le profil moléculaire d’un échantillon est déterminé en calculant
I'indice MammaPrint (IMP) sur une échelle de -1 a +1.

Tout comme les autres tests, notre test dispose d’un seuil de classification établi. Pour le test MammaPrint, le
seuil pour le faible risque et le haut risque a été réglé sur zéro de maniére a atteindre la sensibilité la plus élevée
possible, les valeurs supérieures a zéro sont classées a faible risque et les valeurs inférieures ou égales a zéro, a
haut risque. La précision IMP moyenne est de 98,5 %, avec des scores inférieurs a 0,1685 ou supérieurs a 0,168
présentant une précision supérieure a 99 %.

Valeurs IMP limites

La précision technique du test MammaPrint est extrémement élevée, les échantillons avec une valeur IMP trés
proche du seuil de zéro ont un pourcentage de précision légerement plus faible que les échantillons plus éloignés
du seuil. Plus particulierement, la précision du test est inférieure a 90 % autour du seuil de zéro (IMP compris
entre -0,05 et 0,05), également appelé région limite. Par exemple, a un IMP de 0,04, la probabilité que le résultat
du test se trouve dans la plage positive (faible risque) est de 86 % et celle qu’il se trouve dans la plage négative
(haut risque) est de 14 %. Il est important de noter que les échantillons dont les valeurs IMP ne sont pas comprises
dans la région limite ont une précision moyenne supérieure a 99 %.

Caractéristiques de performances

Les caractéristiques de performances qui ont fait 'objet d’études pour le test MammaPrint sont les suivantes :
précision et reproductibilité, plage de validité et seuil de classification, spécificité analytique et limite de détection.

Performances analytiques

La concordance des résultats obtenus a partir de tissus frais et de tissus FFIP a été évaluée dans le cadre de deux
études, qui ont établi des taux de concordance de 91,5 % (n = 221) et 94,3 % (n = 345), sans aucun biais dans les
résultats de MammaPrint entre les deux types de tissus. MammaPrint est également stable au niveau de
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différents isolements, sans que des différences significatives n’aient été observées (p = 0,994/p = 0,290), de
différents sites et de différents scanners et présente des pourcentages de précision (97,3 %), de reproductibilité
(96 %) et de répétabilité (97,8 %) élevés®™.

De plus, pour le réseau du génome complet, aucune différence n’a été observée entre les résultats d’isolements
d’ARN répétés (précision de 98,47 %, reproductibilité de 97,73 % et répétabilité de 98,74 %) et des taux de
concordance de 98,52 % (n = 135) et 94,27 % (n = 698) ont été établis entre les résultats du groupe de 8 et les
résultats du réseau du génome complet de deux ensembles de données distincts.

La plage de validité de I'indice MammaPrint est définie de maniéere a couvrir les valeurs comprises entre-1 et + 1
et le seuil de classification de I'indice MammaPrint Index (IMP) est réglé sur +0. Les IMP inférieurs ou égaux a 0

sont déterminés comme étant a haut risque, les IMP supérieurs a 0 sont considérés comme étant a faible risque™
2,4)

Une étude d’interférences a été menée sur le réseau du génome complet afin de déterminer si quatre substances
pertinentes interféraient avec les résultats du test MammaPrint FFPE. Les résultats ont montré qu’une
contamination de 'ADN équivalente a jusqu’a deux fois et demie les niveaux de base, des pics de protéines lors
de I'isolement de I'ARN, ainsi que le transfert d’éthanol et de billes AMPure XP Beads au cours de la purification
de I'ADNc n’avaient pas d’'impact sur les résultats de MammaPrint. D’'une maniere générale, les composants de
tissus qui interférent n’influencent pas I'indice MammaPrint. Etant donné que la série de tumeurs d’origine était
représentative d’échantillons de cancer du sein ici aussi, les autres composants de tissus ont été distribués de
maniére aléatoire et n’étaient pas associés a une issue de maladie'?.

Pour déterminer la limite de détection, les résultats du test MammaPrint FFPE ont été comparés au fil des
différentes dilutions. Les résultats sont trés stables, méme avec de trés faibles apports d’/ADNc sur le réseau. La
limite de détection établie en fonction des résultats pour I'apport d’ADNc est de 900 ng. De plus, une étude
distincte a déterminé que la limite de détection pour I'apport d’ARN était de 8,24 ng.

Validation clinique

Les résultats sont basés sur des données précédemment publiées pour le profil moléculaire de 70 génes des
tumeurs mammaires. Les patientes ayant de bons résultats sont considérées comme a faible risque (pas de
métastases a distance dans les cing ans minimum). Les patientes ayant de moins bons résultats sont considérées
comme a haut risque (probabilité plus élevée de métastases a distance dans les cing ans). La valeur numérique
de I'indice MammaPrint est fournie.

Le test MammaPrint a été développé en faisant appel a des patients européennes essentiellement, sans atteinte
ganglionnaire et sans traitement adjuvant, de maniéere a capturer la biologie de la tumeur primitive dans un profil
d’expression génique. 2 Les résultats a cing ans de I'’étude d’observation RASTER prospective ont été publiés en
janvier 2013, Cette étude d’impact était un essai centré sur les biomarqueurs pionnier en son genre au cours
duquel le test MammaPrint Fresh a été effectué sur 427 patientes atteintes d’'un cancer du sein a un stade
précoce, dgées de 18 a 61 ans, pT1 et pT2, sans atteinte ganglionnaire, ER+/-, HER 2 +/-, avant que le médecin et
la patiente n‘optent pour un traitement adjuvant. Les patientes ont été traitées conformément aux lignes
directrices de pratique standard, en prenant en compte tous les facteurs clinicopathologiques pertinents et les
résultats de la signature du test MammaPrint.

Le test MammaPrint a également été effectué sur le tissu FFIP de patientes RASTER. Les résultats du test
MammaPrint ont été comparés en utilisant 345 échantillons RASTER FFIP et frais associés avec des données de
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résultats a cing ans. Sans prendre en compte des covariables autres que le résultat de la patiente au test
MammaPrint, les patientes classées a faible risque par le test MammaPrint FFPE (71 avec un traitement adjuvant
et 108 sans traitement adjuvant) présentent 1,3 % (IC a 95 % 0 — 3,1) de risque de récidive du cancer dans les cinq
ans(®,

Les patientes classées a haut risque par le test MammaPrint FFPE (145 avec un traitement adjuvant et 21 sans
traitement adjuvant) présentent 11,7 % (IC a 95 % 6,6 — 16,8) de risque de récidive du cancer dans les cing ans'®.

Le test MammaPrint a été validé de maniére indépendante lors d’études menées sur plus de 75 000 patientes
atteintes d’un cancer du sein, avec des résultats publiés dans des revues scientifiques et médicales majeures du
monde entier, évaluées par les pairs et qui fournissent des informations indépendantes de I'évaluation des risques
clinicopathologiques(®”).

Commande du test

Un kit de prélévement d’échantillon vous sera fourni par votre contact chez Agendia. A I'aide du kit, ajoutez
I’échantillon de la tumeur aux lames conformément aux instructions ou préparez un bloc FFIP. Passez votre
commande sur notre portail en ligne ou en remplissant le formulaire de demande de test fourni avec le kit de
prélevement d’échantillon. Des détails sont disponibles dans les instructions d’utilisation du kit.

Si vous avez besoin d’aide ou d’informations, veuillez nous contacter a I'adresse Customerservice@agendia.com
ou en composant le +31 (0)20 462 1510.
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NoupkwbNE

Avis de sécurité :

Signalez tout incident grave en lien avec le test MammaPrint FFPE au fabricant et a 'autorité compétente de
I’état membre. Le fabricant signalera I'incident a I'autorité compétente de I’état membre ou 'utilisateur/le
patient est basé.

Normes Clinical Laboratory Improvement Amendments (CLIA)

Certificats d’accréditation : Agendia, Inc. :
05D1089250
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Détails de fabrication

“ Agendia NV
Radarweg 60
1043 NT Amsterdam, Pays-Bas
Téléphone : +31 (0)20 462 1510
Adresse électronique : customerservice@agendia.com

IUD-ID de base : 0850024841 MammaprintK9

C €
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Adresse du Diagnostic Service Laboratory d’Agendia
Agendia, Inc. :

22 Morgan,

Irvine, CA 92618, USA
Téléphone : +1 888 321 2732
Fax : +1 866 756 7548
www.agendia.com

© 2021 Agendia, NV. Tous droits réservés. Agendia, le logo d’Agendia et MammaPrint sont des marques

commerciales déposées d’Agendia, NV.

MKT-517-V2

Date de publication : février 2025

Modifications par rapport a la version précédente

Version 2 - Section Usage prévu complétée, mise a jour des sections Performances analytiques, Références et

Avertissements et précautions
Version initiale — 3 novembre 2022
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