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Navod na pouzitie — MikroCip MammaPrint FFPE

Uvod

Test MammaPrint je profil génovej expresie urceny na predpovedanie klinického vysledku u pacientok s rakovinou
prsnika. Bol vyvinuty s odovodnenim, Ze prirodzena histdria nadoru je urcena jeho zakladnymi regula¢nymi
génovymi drahami; preto profily génovej expresie moézu okrem Standardnej klinickej patolégie presnejsie
predpovedat progndzu a odpoved na liecbu.

PouZitim nezaujatého pristupu bol génovy podpis MammaPrint uréeny vykonanim analyzy 25 000 génov v
nelieCenych vzorkach primarneho nadoru prsnika v celom gendme a porovnanim profilov génovej aktivity
pacientov, ktori do 5 rokov nemali vzdialené metastazy, 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 metastdz 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
izolovanej 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 spolocnosti 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
metastazy v rdmci 5 rokov.

MammaPrint poskytuje prognostické informacie tykajuce sa rizika vzniku vzdialenych metastdaz u pacientky a
predpovede velkosti prinosu systémovej lie¢by, ktoré sliZia ako pomdcka pri rozhodovani o lieCbe pacientok s
rakovinou prsnika.

Gény MammaPrint meraju charakteristiky viacstupriového vyvoja buniek rakoviny prsnika, ktoré prezivaju, mnozia
sa, $iria sa a metastazuju, ako sa zistilo v rdmci charakteristickych znakov rakoviny®.

Test sa vykondva u pacientok s rakovinou prsnika v stadiu | alebo I, 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 lll. Vysledok MammaPrint® FFPE je indikovany na pouzitie lekarmi a ma sa
interpretovat spolu s dalsimi klinicko-patologickymi faktormi.

Pre koho je test urceny

Mikro¢ip MammaPrint FFPE je ureny 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.
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Princip fungovania testu

Analyza je zaloZend na niekolkych neautomatizovanych procesoch: izolacia RNA z tkanivovych rezov rakoviny
prsnika FFPE; reverzna 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 urcenie rizika recidivy (MammaPrint).

Analyza MammaPrint je navrhnutd na urcenie 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 molekularny profil vzorky (nizke riziko, vysoké riziko).

Upozornenia a bezpeénostné opatrenia

Identifikdcia 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.

Vyplnte formular Ziadosti o test s prislusnymi informdaciami.
Vzorka vybranad na testovanie prostrednictvom MammaPrint by mala zodpovedat charakteristikdim uréenej
populacie, ako je napriklad - nie vsak vylu¢ne - rakovina prsnika u Zien, skoré stadium a nadorové bunky aspon z

30 %.

Vysledky MammaPrint si okrem standardnych klinicko-patologickych faktorov indikované na pouzitie lekarmi ako
molekularny profil. Test nie je navrhnuty na stanovenie vysledku ochorenia.

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

pouzivat v spojeni s klinicko-patologickymi faktormi.

Postup

a) Vyber pacientok

Pacientky su vhodné, ak ide o Zeny a maju diagnostikovany karcindm prsnika v stadiu |, v stadiu Il alebo v Stadiu llI
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, registrdcia a odosielanie vzoriek.

Podmienky odberu, manipuldcie a pripravy vzorky su zdkaznikovi poskytnuté prostrednictvom navodu na pouzitie:
MKT-067. Tato suprava obsahuje nasledovné:

= 10 PodloZnych skli¢ok

= 2 Nosice s piatimi sklickami

= Malu a velkd plastovu tasku na zips

= Pokyny na odber vzoriek

= Formuldr Ziadosti o test

= Etiketovy harok so Stitkami a ¢iarovymi kédmi

= Prepravné materialy
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Registracia vzorky sa iniciuje oznamenim od objednavajuiceho poskytovatela zdravotnej starostlivosti. Toto
oznamenie (formular Ziadosti o test- TRF) mdzZe byt spustené prostrednictvom online zdkaznickeho portalu alebo
iného komunikaéného kandla, kde Agendia registruje vSetky suvisiace informdcie o vzorke a pacientovi. TRF je
uréeny vyhradne pre jedného pacienta. Vzorka je odoslanda priamo do laboratéria diagnostickych sluzieb
spoloénosti Agendia objedndvajucim poskytovatelom zdravotnej starostlivosti pri teplote okolia pomocou
poskytnutych kuriérskych prepravnych materialov.

c) Analyza vzorky v spolo¢nosti Agendia

PouZivaju sa tkanivové rezy FFPE, ktoré bud' poskytli zdkaznici na sklenenych podloznych skli¢kach, alebo sa
pripravili z nddorovych blokov FFPE pomocou Standardného mikrotdmu. Celkova RNA sa extrahuje z tkanivovych
rezov pomocou Standardnej komercne dostupnej izolacnej stipravy. Vzorka RNA sa precisti, amplifikuje a oznaci
fluorescenénym farbivom cyanin-CTP/dUTP.

Vzorka RNA/cDNA sa hybridizuje na $pecificky 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 spoloCnosti Agilent. Softvér uréeny na extrakciu funkcii
analyzuje subor skenu (TIFF) uréenim relativnej intenzity fluorescencie jednotlivych prvkov oproti siboru navrhu
diagnostického mikrocipu ako 3abléony s ciefom identifikovat kontrolné prvky, normalizacné 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 molekularny profil vzorky (nizke riziko, vysokeé 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 mdze nachadzat vo vopred definovanej oblasti okolo klasifika¢nej hranice medzi MPI
>-0,05 a <0,05, v ktorej ma vysledok MammaPrint <90% presnost klasifikacie, ale nie nizsiu ako 50 % (t. j. hranicna
vzorka).

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

e) Hlasenie

Objednavajuci 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 pouZzitie vyhradne s nadorovym 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 Specidlne schvaleny pre nadory, ktoré su invazivnym duktalnym karcinémom alebo lobularnym
karcindomom. Testovanie inych typov vzoriek (napr. lymfatickych uzlin) nebolo hodnotené.
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Ocakdvané hodnoty

Vysledok MammaPrint sa zobrazi ako bindrny vysledok a je kategorizovany bud' ako ,nizke riziko” alebo ,vysoké
riziko” recidivy. Molekuldrny profil vzorky sa urcuje vypoctom indexu MammaPrint (MPI) na stupnici od -1,000 do
+1,000.

Ako kazdy iny test, aj nas test ma stanoveny prah klasifikacie. 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 vysokd, vzorky s hodnotou MPI velmi blizko nulovému
prahu maju o nieco nizSie percento presnosti ako vzorky nachadzajuce 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 pozitivnom rozsahu (nizke riziko), a
pravdepodobnost 14 %, Ze je v negativnom rozsahu (vysoké riziko). Je doleZité poznamenat, Ze vzorky s hodnotami
MPI mimo ,hrani¢nej“ oblasti maju priemernd presnost > 99 %.

Vykonnostnd charakteristika

Vykonnostné charakteristiky skimané pre MammaPrint zahffiaju: preciznost a reprodukovatelnost, hlasitelny
rozsah a klasifikacnu prahovu hodnotu, analytickd Specifickost a hranicu detekcie.

Analyticky vykon

Zhoda vysledkov z €erstvych tkaniv a tkaniv FFPE sa hodnotila v dvoch Studiach, v ktorych sa zistilo, Ze je 91,5 %
(n=221)a 94,3 % (n = 345), pricom medzi oboma typmi tkaniv nedochadza k skresleniu vysledkov MammaPrint.
Test MammaPrint je stabilny aj medzi r6znymi izoldciami, kde sa nezistil Ziadny vyznamny rozdiel
(p=0,994/p = 0,290), medzi roznymi lokalitami, réznymi skenermi a vykazuje vysoku preciznost (97,3 %),
reprodukovatelnost (96 %) a opakovatelhost (97,8 %)®.

Okrem toho sa v pripade FG-array nezistil Ziadny rozdiel medzi vysledkami opakovanych izolacii RNA, rozdiel v
preciznosti (98,47 %), reprodukovatelnosti (97,73 %) a opakovatelnosti (98,74 %) a zistila sa zhoda medzi
vysledkami 8pack a FG-array dvoch samostatnych suborov Udajov 98,52 % (n = 135) a 94,27 % (n = 698).

Hlasitelny rozsah indexu MammaPrint je nastaveny tak, aby pokryval hodnoty od -1,00 do +1,00, a klasifika¢na
prahova hodnota indexu MammaPrint (MPI) je nastavena na +0,0. MPI nizsi a rovny 0,0 oznacuje vysoké riziko,
MPI vy3&i ako 0,0 sa povaZuje za nizke riziko™ %4,

Na subore celého gendmu (FG-array) sa vykonala Stadia interferencie s ciefom posudit, ¢i Styri relevantné latky
interferuju s vysledkami MammaPrint FFPE. Vysledky ukazali, Ze kontaminacia DNA aZz do 2,5-ndsobku Urovne
pozadia a pridanie proteinov pocas izolacie RNA, ako aj prenos etanolu a AMPure XP Beads pocas purifikacie
cDNA, neovplyvnili vysledky MammaPrint. Celkovo interferujlce zlozky tkaniva neovplyviuju index MammaPrint,
kedZe povodna séria nddorov bola reprezentativna pre vzorky rakoviny prsnika a aj tu boli ostatné zlozky tkaniva
nahodne rozlozené a nesuviseli s vysledkom ochorenia™.
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Na posudenie hranice detekcie sa vysledky MammaPrint FFPE porovnali v roznych riedeniach a ukazali sa velmi
stabilné vysledky aj pri velmi nizkych pridanych mnozstvach cDNA na Cip (array). Na zaklade vysledkov je hranica
detekcie pre pridand cDNA 900 ng. Okrem toho sa zistilo, Ze LoD pre pridané mnoistvo RNA ziskany zo
samostatnej Studie je 8,24 ng.

Klinickd validdcia

Vysledky su zaloZzené na predtym publikovanych Gdajoch pre molekuldrny profil 70 génov ) 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. vyssSia
pravdepodobnost vzdialenych metastaz v ramci 5 rokov). Poskytuje sa Ciselnd hodnota indexu MammaPrint.

MammaPrint bol vyvinuty s Géastou adjuvantne nelieCenych, prevaine eurdpskych pacientov s negativnymi
lymfatickymi uzlinami s cielom zachytit bioldgiu primarneho nadoru v profile génovej expresie. 2V januari 2013
boli publikované 5-ro¢né vysledky prospektivnej pozorovacej stadie 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 v€éasnym stadiom rakoviny prsnika vo veku 18 — 61 rokov, pT1 a pT2, s
negativnymi lymfatickymi uzlinami, ER+/-, HER 2 +/- pred rozhodnutim lekara a pacienta o adjuvantnej liecbe.
Pacienti boli lieceni podla Standardnych praktickych usmerneni, beric do uvahy vsetky relevantné klinicko-
patologické faktory a vysledky podpisu MammaPrint.

Ndsledne 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-ro¢nymi 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 rdmci 5 rokov (©),

U pacientov klasifikovanych ako ,vysokorizikovi“ podla MammaPrint FFPE (145 adjuvantne lieCenych a 21
neadjuvantne lieCenych) sa preukazala 11,7 % pravdepodobnost (95 % CI 6,6 — 16,8) recidivy rakoviny v priebehu
5 rokov ),

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

publikovanymi v poprednych odbornych lekarskych a vedeckych ¢asopisoch na medzinarodnej drovni, pricom sa
preukdzalo, Zze poskytuju informacie nezavislé od hodnotenia klinicko-patologického rizika 7).

Objednanie testu

Supravu na odber vzoriek vdm poskytne vasa kontaktna osoba spolo¢nosti Agendia. Pomocou supravy pridajte
vzorku nadoru na podlozné sklicka podla pokynov alebo pripravte blok FFPE. Objedndvku vykonajte
prostrednictvom nasho online portalu alebo vyplnenim formuldra Ziadosti o test, ktory najdete v suprave urcenej
na odber vzoriek. Podrobnosti ndjdete v navode na poufzitie tejto stUpravy.

Ak potrebujete dodatoénu podporu alebo informdcie, kontaktujte nds na adrese Customerservice@agendia.com
alebo +31 (0)20 462 1510.
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NoupkwbheE

DoéleZité upozornenie:
Akykolvek vazny incident suvisiaci s BluePrint FFPE bezodkladne nahlaste vyrobcovi a prislusnému organu

¢lenského Statu. Vyrobca nahlasi zavazny incident prislusSnému organu ¢lenského Statu, v ktorom ma
pouzivatel/pacient sidlo.

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

Podrobnosti ohl'adom vyroby

‘ Agendia NV Adresa laboratéria diagnostickych sluZieb spolo¢nosti Agendia
Radarweg 60 Agendia, Inc.:
1043 NT Amsterdam, Holandsko 22 Morgan,
Telefon: +31 (0)20 462 1510 Irvine, CA 92618, USA
e-mail: customerservice@agendia.com Telefon: +1 888 321 2732

Fax: +1 866 756 7548
www.agendia.com

Zakladny UDI-DI: 0850024841 MammaprintK9

CEo [

© 2021 Agendia, NV. VSetky prava vyhradené. Agendia, logo Agendia a MammaPrint su registrované ochranné
znamky spolocnosti Agendia, NV.
MKT-517-V2
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