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Instructiuni de utilizare — Microarray FFPE MammaPrint

Introducere

Testul MammaPrint este un profil de expresie genica pentru predictia rezultatului clinic al pacientelor cu cancer
mamar. Acesta a fost dezvoltat pe baza rationamentului conform caruia istoricul natural al unei tumori este
determinat de caile genelor regulatoare care stau la baza acesteia; prin urmare, profilurile de expresie genica, in
plus fata de patologia clinica standard, pot face predictii mai precise pentru prognostic si raspunsul la tratament.

Folosind o abordare fara erori sistematice, semnatura genetica MammaPrint a fost determinata prin efectuarea
unei analize la nivel de genom pe 25.000 de gene din esantioane de tumori mamare primare netratate si prin
compararea profilurilor de activitate genica ale pacientelor care nu au prezentat metastaze la distanta in termen
de 5 ani cu cele care au prezentat metastaze. Aceasta a rezultat intr-un profil de 70 de gene care ar putea distinge
pacientele cu risc ridicat de a dezvolta metastaze de cele al caror risc de metastaze raspandite la distanta pe
termen lung a fost suficient de scazut incat terapia sistemicd sa ofere un beneficiu clinic absolut redus sau
inexistent. (+2)

Riscul de recidivd - Testul MammaPrint analizeaza expresia a 70 de gene specifice intr-o proba de tesut prin rularea
ARN-ului izolat din probe de tumori mamare pe lame microarray personalizate din sticla. Profilul de expresie este
apoi utilizat intr-un algoritm brevetat pentru a clasifica pacienta ca avand un Risc Ridicat sau Scazut de recidiva a
cancerului de san.

Utilizare prevézutd
FFPE MammaPrint® este un test de diagnosticare in vitro calitativ, neautomatizat, efectuat in laboratorul de
servicii de diagnostic Agendia, care utilizeaza profilul de expresie genica obtinut din probe de tesut de cancer
mamar fixate in formol si incluse in parafina (FFPE) pentru a evalua riscul unei paciente de metastaze la distanta
in termen de 5 ani.

MammaPrint oferd informatii prognostice cu privire la riscul pacientei de metastaze la distanta si la predictia
magnitudinii beneficiului terapiei sistemice pentru a orienta deciziile de tratament la pacientele cu cancer mamar.

Genele MammaPrint masoara caracteristicile dezvoltarii in mai multe etape a celulelor cancerului de san pentru
a supravietui, prolifera, disemina si metastaza, asa cum au fost descoperite in cadrul caracteristicilor cancerului®.

Testul se efectueaza la pacientele cu cancer mamar in stadiul I sau Il, cu ganglioni limfatici negativi sau cu ganglioni
limfatici pozitivi cu pana la 3 ganglioni pozitivi, cu o dimensiune a tumorii mai mica sau egala cu 5,0 cm si la
pacientele in stadiul Ill. Rezultatul FFPE MammaPrint® este indicat pentru utilizare de catre medici si trebuie
interpretat impreuna cu alti factori clinico-patologici.

Utilizator vizat

Microarray FFPE MammaPrint este prevazut sa fie solicitat de un furnizor de asistentd medicala al pacientei cu
cancer mamar. Prin comandarea testului microarray FFPE MammaPrint, furnizorul de asistenta medicala solicita
Agendia sa efectueze testul pe probele sale in laboratorul de diagnosticare al Agendia.
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Principiul testdarii

Analiza se bazeaza pe mai multe procese neautomatizate: izolarea ARN din sectiuni de tesut FFPE de cancer
mamar; transcriptaza inversa a ARN care rezultd Tn ADNc; amplificarea si marcarea ADNc; hibridizarea ADNc
amplificat si marcat pe microarray-ul de diagnosticare; spalarea si scanarea microarray-ului de diagnosticare si
achizitia datelor (extragerea caracteristicilor); calcularea si determinarea riscului de recidiva (MammaPrint).

Analiza MammaPrint este conceputa pentru a determina activitatea genetica a anumitor gene dintr-o proba de
tesut. Rezultatul este un profil de expresie sau o ,,amprenta digitala” a probei. Folosind acest profil de expresie,

se calculeazad indicele MammaPrint si se determina profilul molecular al probei (Risc Scazut, Risc Ridicat).

Avertizari si precautii

Identificarea pacientului de pe formularul de cerere trebuie sa corespunda corect cu identificarea probei in
cadrul sistemului LIMS, care creeaza un identificator intern care ar trebui sa se potriveasca cu proba in procesul
de laborator.

Completati formularul de solicitare a testului cu informatiile necesare.

Proba selectata pentru testarea MammaPrint trebuie sa corespunda caracteristicilor populatiei destinate utilizarii,
cum ar fi, dar fara a se limita la, cancer mamar feminin, stadiu incipient si celule tumorale de cel putin 30%.

Rezultatele MammaPrint sunt indicate pentru utilizarea de catre medici ca profil molecular in plus fata de factorii
clinico-patologici standard. Testul nu este destinat sa stabileasca rezultatul bolii.

Un rezultat cu Risc Scazut la testul MammaPrint nu garanteaza ca nu va aparea o recidiva la distanta in termen de
cinci ani. Tn mod similar, un rezultat cu Risc Ridicat nu garanteaza c3 va aparea o recidiva la distantd. Rezultatele

testului trebuie utilizate Tmpreuna cu factorii clinici si patologici.

Procedurd

a) Selectia pacientelor

Pacientele sunt eligibile daca sunt de sex feminin si sunt diagnosticate cu cancer mamar in stadiul I, stadiul Il sau
stadiul Ill, cu ganglioni limfatici negativi si ganglioni limfatici pozitivi (pana la 3 ganglioni pozitivi), cu o dimensiune
a tumorii £ 5,0 cm, independent de statusul receptorilor de estrogen (ER+/-).

b) Recoltarea, inregistrarea si expedierea probelor.

Conditiile de recoltare, manipulare si pregatire a probei sunt furnizate clientului prin IFU: MKT-067. Acest kit
include urmatoarele:

= 10 lame pentru microscop

= 2 suporturi pentru cinci lame

= Pungi de plastic cu fermoar mici si mari
= |Instructiuni de prelevare a probelor

= Formular de solicitare a testului

= Coala cu etichete cu coduri de bare

= Materiale de transport
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Tnregistrarea probelor este initiatd prin notificarea din partea furnizorului de asistentd medical3 care efectueaza
comanda. Aceasta notificare (Formular de solicitare a testului - TRF) poate avea loc prin intermediul portalului
online pentru clienti sau al altui canal de comunicare, unde Agendia inregistreaza toate informatiile referitoare la
proba si la pacient. TRF este destinat unui singur pacient. Proba este expediata direct la laboratorul de servicii de
diagnostic Agendia de catre furnizorul de asistenta medicalda care face comanda, la temperatura ambianta,
utilizand materialele de transport prin curier furnizate.

c) Analiza probelor la Agendia

Se utilizeaza sectiuni de tesut FFPE, fie furnizate de clienti pe lamele de sticl3, fie pregatite din blocuri tumorale
FFPE cu ajutorul unui microtom standard. ARN-ul total este extras din sectiunile de tesut cu ajutorul unui kit
standard de izolare disponibil pe piatda. Proba de ARN este purificata, amplificata si marcata cu un colorant
fluorescent cianina-CTP/ dUTP.

Proba de ARN/ADN este hibridizata pe un microarray de diagnosticare special conceput (8pack, Agilent
Technologies). Se utilizeaza un scaner pentru microarray Agilent pentru scanarea microarray-ului de diagnosticare,
iar rezultatul este un fisier de scanare (TIFF). Acest fisier este utilizat de software-ul Agilent Feature Extraction.
Software-ul Feature Extraction analizeaza fisierul de scanare (TIFF) prin determinarea intensitatilor fluorescente
relative ale caracteristicilor individuale Tn raport cu fisierul de proiectare a cipului microarray de diagnosticare ca
sablon, pentru a identifica caracteristicile de control, caracteristicile de normalizare si caracteristicile genelor
reporter. Intensitatile fluorescente ale caracteristicilor sunt o masura pentru expresia anumitor gene.

d) Analiza datelor

Analiza datelor se efectueaza in conformitate cu algoritmul MammaPrint, care calculeaza indicele MammaPrint si
determina profilul molecular al probei (Risc Scazut, Risc Ridicat). Probele cu o valoare a indicelui MammaPrint mai
mare de O sunt clasificate ca Risc Scazut, iar probele cu o valoare mai mica sau egald cu 0 sunt clasificate ca Risc
Ridicat.

Indicele MammaPrint al unei probe se poate incadra intr-o zona predefinita in jurul pragului de clasificare intre
un MPI > -0,05 si <0,05, in care rezultatul MammaPrint are o precizie de clasificare <90%, dar nu mai mica de 50%
(de exemplu, proba la limita).

Sunt implementate controale de calitate extinse (>25) pentru a asigura un rezultat analitic corect. QC, impreuna
cu rezultatul, sunt revizuite si aprobate intern de catre directorul laboratorului.

e) Raportare

Furnizorul de asistenta medicala care efectueaza comanda primeste un Raport privind pacientul, precum si un
rezumat al rezultatelor pentru fiecare test microarray FFPE MammaPrint comandat. in ceea ce priveste datele
personale ale pacientilor, va rugam sa consultati conditiile noastre de prelucrare a datelor din Politica de
confidentialitate a Agendia.

Limitari ale procedurii

MammaPrint a fost validat pentru utilizare numai cu tesut tumoral de cancer mamar feminin. Testarea altor tipuri
de probe poate duce la rezultate incorecte sau la absenta rezultatelor. Rezultatele fiabile depind de procedurile
adecvate de colectare si transport al probei.
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MammaPrint a fost validat Tn mod specific pentru tumorile care sunt carcinom ductal invaziv sau carcinom lobular.
Testarea altor tipuri de probe (de exemplu, ganglionii limfatici) nu a fost evaluata.

Valori asteptate

Rezultatul MammaPrint este furnizat ca rezultat binar si este clasificat ca ,Risc Scazut” sau ,Risc Ridicat” de
recidiva. Profilul molecular al unei probe este determinat prin calcularea indicelui MammaPrint (MPI) pe o scara
de la-1,000 la +1,000.

Ca orice alt test, si testul nostru are un prag de clasificare stabilit. Pentru MammaPrint, pragul pentru Risc Scazut
si Ridicat a fost stabilit la zero pentru a atinge cea mai mare sensibilitate posibila, iar valorile >0,000 sunt clasificate
ca risc scazut, iar valorile < 0,000 sunt clasificate ca Risc Ridicat. Precizia medie generala a MPI este de 98,5%, cu
scoruri < 0,1685 sau > 0,168 avand o precizie de >99%.

Valori MPI ,la limita”

Desi precizia tehnica a MammaPrint este extrem de ridicata, probele cu o valoare MPI foarte apropiata de pragul
zero au un procent de precizie usor mai scazut decat probele mai indepartate de prag. Mai exact, in jurul pragului
zero, intre un MPI de > -0,05 si <0,05, denumita si regiune limita, precizia testului scade sub 90%. De exemplu, la
un MPI de 0,04, existd o certitudine de 86% cd rezultatul MP se afla in intervalul pozitiv (Risc Scazut) si o
posibilitate de 14% ca acesta sa fie in intervalul negativ (Risc Ridicat). Este important de remarcat faptul ca probele
cu valori MPI in afara regiunii ,limita” au o precizie medie >99%.

Caracteristici de performantd

Caracteristicile de performanta investigate pentru MammaPrint cuprind: precizia si reproductibilitatea, intervalul
raportabil si pragul de clasificare, specificitatea analitica si limita de detectie.

Performantd analiticd

Concordanta rezultatelor obtinute din tesuturile proaspete si FFPE a fost evaluatd in doua studii, unde s-a
constatat cd aceasta a fost de 91,5% (n=221) si 94,3% (n=345), fara nicio distorsiune n rezultatele MammaPrint
intre ambele tipuri de tesuturi. MammaPrint este, de asemenea, stabil intre diferite izolari, unde nu s-au observat
diferente semnificative (p=0,994/p=0,290), diferite locatii, diferite scanere, si prezinta o precizie ridicata (97,3%),
reproductibilitate (96%) si repetabilitate (97,8%)®.

n plus, pentru matricea FG, nu s-a constatat nicio diferenta intre rezultatele izolrilor repetate de ARN, precizia
(98,47%) reproductibilitatii (97,73%) si repetabilitatea (98,74%) si acordul dintre rezultatele 8pack si matricea FG
a doua seturi de date separate a fost de 98,52% (n = 135) si 94,27% (n = 698).

Intervalul raportabil al indicelui MammaPrint este stabilit sa acopere valori cuprinse intre -1,00 si + 1,00, iar pragul
de clasificare al indicelui MammaPrint (MPI) este stabilit la +0,0. MPI mai mic sau egal cu 0,0 este determinat ca
Risc Ridicat, MPI mai mare de 0,0 este considerat ca Risc Scizut ('24),

Un studiu de interferentd a fost efectuat pe matricea genomului complet (matrice FG) pentru a evalua daca patru
substante relevante interfereaza cu rezultatele FFPE MammaPrint. Rezultatele au aratat o contaminare a ADN-
ului de pana la 2,5 ori mai mare decat nivelurile de fond si varfurile de proteine in timpul izolarii ARN-ului, precum
si transferul de etanol si AMPure XP in timpul purificirii ADN-ului nu au afectat rezultatele MammaPrint. in
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general, componentele tisulare care interfereaza nu influenteaza indicele MammaPrint, deoarece seria tumorala
originala a fost reprezentativa pentru probele de cancer mamar si, de asemenea, celelalte componente tisulare
au fost distribuite aleatoriu si nu au fost legate de un rezultat al bolii (V).

Pentru a evalua limita de detectie, rezultatele FFPE MammaPrint au fost comparate pe diferite dilutii si au aratat
rezultate foarte stabile chiar si la intrari foarte mici de ADNc pe matrice. Pe baza rezultatelor, limita de detectie
pentru intrarea ADNc este de 900 ng. in plus, LoD pentru intrarea ARN derivata dintr-un studiu separat s-a dovedit
afide 8,24 ng.

Validarea clinicd

Rezultatele se bazeaza pe datele publicate anterior pentru profilul molecular cu 70 de gene ™ in cazul tumorilor
mamare. Pacientele cu rezultate bune sunt clasificate ca avand Risc Scazut (adica fara metastaze la distanta in
decurs de cel putin 5 ani). Pacientele cu rezultate mai slabe sunt clasificate ca avand Risc Ridicat (adica
probabilitate mai mare de metastaze la distanta in termen de 5 ani). Este furnizata valoarea numerica a indicelui
MammaPrint.

MammaPrint a fost dezvoltat utilizdnd paciente care nu au primit tratament adjuvant, cu ganglioni limfatici
negativi, in principal din Europa, pentru a surprinde biologia tumorii primare intr-un profil de expresie genica. *?
n ianuarie 2013, au fost publicate rezultatele la 5 ani ale studiului prospectiv, observational RASTER ). Acest
studiu de impact a fost un studiu centrat pe biomarker, ,primul de acest tip”, in care testul MammaPrint Fresh a
fost efectuat si raportat la 427 de paciente cu cancer de san in stadiu incipient, cu varsta cuprinsa intre 18 si 61
de ani, pT1 si pT2, ganglioni limfatici negativi, ER+/-, HER 2 +/- inainte de decizia medic-pacient pentru terapia
adjuvanta. Pacientele au fost tratate in conformitate cu orientarile standard de practica, luand in considerare toti
factorii clinici si patologici relevanti si rezultatele semnaturii MammaPrint.

Ulterior, MammaPrint a fost efectuat si pe tesut FFPE de la pacientii RASTER. Rezultatele MammaPrint au fost
comparate folosind 345 de probe RASTER proaspete si FFPE potrivite cu date privind rezultatele la 5 ani. Fara a
luain considerare alte covariate in afara de rezultatul testului MammaPrint al pacientului, pacientii clasificati drept
»Risc Scazut” prin FFPE MammaPrint (71 tratati adjuvant si 108 netratati adjuvant), au demonstrat o probabilitate
de 1,3% (1195% O - 3,1) de recidiva a cancerului in termen de 5 ani ©.

Pacientii clasificati ca avand ,Risc Ridicat” prin FFPE MammaPrint (145 tratati adjuvant si 21 netratati adjuvant),
au demonstrat o probabilitate de 11,7% (11 95% 6,6 - 16,8) de recidiva a cancerului in termen de 5 ani (©).

MammaPrint a fost validat in mod independent in studii efectuate la peste 75.000 de paciente cu cancer mamar,

rezultatele fiind publicate in reviste medicale si stiintifice de renume la nivel international si s-a demonstrat ca
furnizeaza informatii independente de evaluarea riscului clinic si patologic 7).

Comandarea testului

Persoana de contact Agendia va va furniza un kit de prelevare a probelor. Cu ajutorul kitului, addaugati proba de
tumora pe lame in conformitate cu instructiunile sau pregatiti un bloc FFPE. Plasati comanda prin intermediul
portalului nostru online sau completand formularul de solicitare a testului pe care il gasiti in kitul de prelevare a
probelor. Detalii pot fi gasite in IFU al acestui kit.
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Dacda aveti nevoie de asistenta sau

informatii  suplimentare, va rugdm s3a ne contactati Ia

Customerservice@agendia.com sau +31 (0)20 462 1510.
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Raportati producatorului si autoritatii competente din statul membru orice incident grav legat de FFPE
MammaPrint. Producatorul va raporta incidentele grave autoritatii competente din statul membru in care este

stabilit utilizatorul/pacientul.

Clinical Laboratory Improvement Amendments (CLIA)

Certificate de acreditare: Agendia, Inc.:
05D1089250

Detalii privind fabricarea

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

UDI-DI de baza: 0850024841MammaprintkK9

CEo [

Adresa laboratorului de servicii de diagnosticare Agendia
Agendia, Inc.:
22 Morgan,
Irvine, CA 92618, USA
Phone: +1 888 321 2732
Fax: +1 866 756 7548
www.agendia.com
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© 2021 Agendia, NV. Toate drepturile rezervate. Agendia, logo-ul Agendia si MammaPrint sunt marci inregistrate
ale Agendia, NV.
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Modificari fata de versiunea anterioara

Versiunea 2 - Extinderea utilizarii prevazute, actualizarea performantei analitice, sectiunea de referinta,
avertismente si precautii

Versiune initiala — 03 noiembrie 2022
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