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Kullanim Talimatlari - MammaPrint FFPE Mikro Dizin

Giris

MammaPrint testi, meme kanseri hastalari icin klinik sonucun 6ngoriilmesine yonelik bir gen ifadesi profilidir. Bir
timorin dogal seyrinin, onun altta yatan dizenleyici gen yolaklari tarafindan belirlendigi; dolayisiyla standart
klinik patolojiye ek olarak gen ifadesi profillerinin, prognozu ve tedaviye yaniti daha dogru bir sekilde
ongorebilecegi mantigiyla gelistirilmistir.

MammaPrint gen imzasi, tedavi edilmemis primer meme timori orneklerindeki 25.000 genin genom ¢apinda
analizinin yapilmasi ve 5 yil icinde uzak metastazi olmayan hastalar ile uzak metastazi olan hastalarin gen aktivitesi
profillerinin karsilastirilmasi sonucunda, tarafsiz bir yaklasim kullanilarak belirlenir. Bunun sonucunda, metastaz
gelisme riski ylksek olan hastalar ile uzun vadeli uzak metastaz riski, sistemik tedavinin neredeyse hi¢c mutlak klinik
fayda saglayamayacagi kadar disiik olan hastalari ayirt edebilen 70 genli bir profil elde edilmistir. 2

Niiks riski: MammaPrint testi, meme timori orneklerinden izole edilen RNA'y1 6zel cam mikro dizin lamlarinin
Uzerinde teste tabi tutarak bir doku 6rnegindeki 70 spesifik genin ifadesini analiz eder. Ardindan bu ifade profili,
meme kanserinin niiks etmesi agisindan hastanin Yiiksek veya Disuk Riskli kategorilerinde siniflandiriimasi igin
tescilli bir algoritmada kullanilir.

Kullanim Amaci

MammaPrint® FFPE, hastanin 5 yil icinde uzak metastaz gelistirme riskinin degerlendirilmesi igin formalinle fikse
edilmis parafine gobmuli (FFPE) meme kanseri doku 6rneklerinden elde edilen gen ifadesi profili kullanilarak
Agendia Tani Hizmeti Laboratuvari’nda gergeklestirilen niteliksel, otomatik olmayan bir in vitro tanilama testidir.

MammaPrint, meme kanseri olan hastalarda tedavi kararlarina rehberlik etmek igin hastanin uzak metastaz
gelistirme riskine ve sistemik tedavi faydasinin tahmini biyuklGgline iliskin prognostik bilgiler saglar.

MammaPrint genleri, kanserin temel 6zellikleri dahilinde tespit edildikleri sekilde meme kanseri hiicrelerinin
hayatta kalma, cogalma, yayllma ve metastaz yapma olmak {izere cok adimli gelisimine dair 6zellikleri 6lger®.

Test, lenf nodu negatif olan veya lenf nodu pozitif olup en fazla 3 pozitif nodu bulunan, timér boyutu 5,0 cm veya
daha kiglk olan Evre | veya Evre Il kadin meme kanseri hastalari ve Evre Ill hastalar icin gerceklestirilir.
MammaPrint® FFPE sonucu, hekimler tarafindan kullanim i¢in endikedir ve diger klinikopatolojik faktorlerle
birlikte yorumlanmalidir.

Hedef Kullanici

MammaPrint FFPE mikro dizinin, meme kanseri hastasina saglik hizmeti saglayan bir kisi tarafindan talep edilmesi
amagclanmaktadir. Saglk hizmeti saglayicisi, MammaPrint FFPE mikro dizin testini talep ederek Agendia’dan
Agendia Tani Hizmeti Laboratuvari’nda 6rnek lizerinde test gergeklestirmesini talep etmis olur.

Test Prensibi

Analiz, cesitli otomatik olmayan proseslere dayanir: RNA'nin FFPE meme kanseri dokusu kesitlerinden izole
edilmesi; RNA'nin revers transkripsiyonu sonucunda cDNA’'nin elde edilmesi; cDNA'nin c¢ogaltilmasi ve
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etiketlemesi; ¢ogaltiimis ve etiketlenmis cDNA'nin diyagnostik mikro dizine hibritlestirilmesi; diyagnostik mikro
dizinin yikanip taranmasi ve veri toplama (6zellik ¢ikarimi); niks riskinin hesaplanmasi ve belirlenmesi
(MammaPrint).

MammaPrint analizi, bir doku 6rnegindeki belirli genlerin gen aktivitesini belirlemek icin tasarlanmistir. Sonug, bir
ifade profilidir ya da 6érnegin "parmak izi"dir. Bu ifade profili kullanilarak MammaPrint indeksi hesaplanir ve

ornegin molekiiler profili belirlenir (Dlsuk Risk, Yiksek Risk).

Uyarilar ve Onlemler

Talep formundaki hasta kimligi, laboratuvar prosesinde 6rnekle dogru bir sekilde eslestiriimesi gereken dahili bir
tanimlayici olusturan LIMS sistemindeki 6rnek kimligiyle dogru bir sekilde eslesmelidir.

Test talep formunu dogru bilgilerle doldurun.

MammaPrint testi icin segilen 6rnek; kadin meme kanseri, erken evre ve en az %30 timor hicresi dahil ancak
bunlarla sinirh olmamak tzere kullanim amaci popilasyonu kriterlerine uygun olmalidir.

MammaPrint sonuglari, standart klinikopatolojik faktdrlerin yani sira hekimler tarafindan molekiiler profil olarak
kullanim icin endikedir. Test, hastaligin sonucunu belirlemek icin tasarlanmamistr.

MammaPrint Dislik Risk sonucu, bes yil icinde uzak niiksiin gerceklesmeyecegini garanti etmez. Benzer sekilde,
Yiksek Risk sonucu da uzak niksin gerceklesecegini garanti etmez. Test sonuglari, klinikopatolojik faktorlerle

baglantili olarak kullaniimahidir.

Prosediir

a) Hasta se¢imi
Ostrojen reseptdrii durumundan (ER+/-) bagimsiz olarak tiimér boyutu < 5,0 cm olan lenf nodu negatif ve lenf
nodu pozitif (en fazla 3 pozitif nod) Evre |, Evre |l veya Evre Il meme kanseri tanisi konulan kadin hastalar uygundur.

b) Orneklerin Toplanmasi, Kaydedilmesi ve Nakliyesi.

Ornegin toplanmasi, tasinmasi ve hazirlanmasina iliskin kosullar, kullanim talimatlari aracihiiyla misteriye
sunulur: MKT-067. Bu kite asagidakiler dahildir:

= 10 mikroskop lami

= 2 beslam tasiyici

= Kigik ve genis fermuarh plastik canta

* (Ornek alim talimatlari

= Test Talep Formu

= Barkod etiketlerinin bulundugu etiket sayfasi
= Nakliye materyalleri

Ornek kayd, siparisi veren saglik hizmeti saglayicisi tarafindan bildirimle baslatilir. Bu bildirim (Test Talep Formu),

cevrimici misteri portali veya Agendia’nin iliskili tiim 6rnek ve hasta bilgilerini kaydettigi diger iletisim kanallari
araciligiyla sunulabilir. TRF, sadece tek hasta kullanimi icindir. Ornek, siparisi veren saglik hizmeti saglayicisi
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tarafindan, ortam sicakliginda olacak sekilde, saglanan kurye tasima malzemeleri kullanilarak dogrudan Agendia
Tani Hizmeti Laboratuvari’na gonderilir.

¢) Agendia’da Ornek analizi

Musteriler tarafindan cam lamlar (zerinde saglanan veya standart bir mikrotom kullanilarak FFPE timor
bloklarindan hazirlanan FFPE timor kesitleri kullanilir. Total RNA, ticari olarak kullanima sunulan standart izolasyon
kiti kullanilarak doku kesitlerinden cikarilir. RNA 6rnegi, siyanin-CTP/dUTP floresan boya ile saflastirilir, cogaltilir
ve etiketlenir.

RNA/cDNA 6rnegi, 6zel olarak tasarlanan diyagnostik mikro dizin (8'li paket, Agilent Technologies) Uzerinde
hibritlestirilmistir. Agilent mikro dizin tarayicisi, diyagnostik mikro dizini taramak i¢in kullanilir ve sonug, bir tarama
dosyasidir (TIFF). Bu dosya, Agilent Ozellik Cikarma Yazilimi tarafindan kullanilir. Ozellik Cikarma Yazilimi, kontrol
ozelliklerini, normalizasyon 6zelliklerini ve raportér gen 6zelliklerini tanimlamak igin bir sablon olarak diyagnostik
mikro dizin ¢ip tasarimi dosyasina karsilik bireysel 6zelliklerin ilgili floresan yogunluklarini belirleyerek tarama
dosyasini (TIFF) analiz eder. Ozelliklerin floresan yogunluklari, zel genlerin ifadesi icin bir élcimddir.

d) Veri Analizi

Veri analizi, MammaPrint indeksi’ni hesaplayan ve drnegin molekiiler profilini (Diisiik Risk, Yiiksek Risk) belirleyen
MammaPrint algoritmasina gore gerceklestirilir. 0'in Gzerindeki bir MammaPrint indeks degerinin oldugu 6rnekler
Disuk Risk olarak siniflandirilir ve 0'in altindaki veya 0'a esit bir degere sahip ornekler, Yiksek Risk olarak
siniflandirilir.

Bir 6rnegin MammaPrint indeksi, MammaPrint sonucunun siniflandirma dogrulugunun %90'in altinda oldugu
ancak %50’den dusilik olmadigi (6r. sinirdaki 6rnek) >-0,05 ile <0,05 MPI arasindaki siniflandirma esigi yakininda
onceden tanimlanmis bir alana girebilir.

Dogru analitik sonucu elde etmek adina Kapsamli Kalite Kontrolleri (>25) uygulanir. Kalite Kontrolleri, sonugla
birlikte Laboratuvar Direktori tarafindan dahili olarak incelenir ve onaylanir.

e) Raporlama

Siparis edilen her MammaPrint FFPE mikrodizin testi icin siparisi veren saglik hizmeti saglayicisina Hasta Raporu
ve Sonug Ozeti génderilir. Hastalarin kisisel verileri konusunda liitfen Agendia’nin Gizlilik Politikasinda yer alan veri
isleme sartlarimiza bakin.

Prosediiriin Sinirlari

MammaPrint yalnizca kadin meme kanseri timori dokusu ile kullanim icin dogrulanmistir. Diger 6rnek tiirlerinin
test edilmesi durumunda hatali sonuglar ortaya cikabilir ya da hicbir sonug alinamayabilir. Givenilir sonuglar,
yeterli 6rnek toplanmasina ve tasima prosedirlerine baghdir.

MammaPrint 6zellikle invaziv duktal karsinom veya lobiler karsinom tiimorleri igin dogrulanmistir. Diger ornek
tirlerinin test edilmesi (6r. lenf nodlar) konusunda degerlendirme yapilmamistr.

Beklenen Degerler
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MammaPrint sonucu, ikili bir sonug¢ olarak sunulur ve niiks agisindan “Dusilik Risk” veya “Yiksek Risk” olarak
kategorilere ayrilir. Bir 6rnegin molekiiler profili, MammaPrint indeksi’nin (MPI) -1,000 ile +1,000 arasindaki bir
oOlgekte hesaplanmasiyla belirlenir.

Diger tim testlerde oldugu gibi, bizim testimizin de belirlenmis bir siniflandirma esigi bulunmaktadir.
MammaPrint’te olabilecek en yiiksek hassasiyete ulasmak (izere Dislik ve Yiksek Risk icin esik sifir olarak
belirlenmistir ve 0,000'1n altindaki degerler Diistik Risk, 0,000 veya daha ylksek degerler ise Yiiksek Risk olarak
siniflandiriimaktadir. Genel ortalama MPI dogrulugu %98,5'dir ve 0,1685’in altindaki veya 0,168’in Uzerindeki
skorlarin dogrulugu %99’dan yiiksektir.

“Sinirdaki” MPI degerleri

MammaPrint’in teknik dogrulugu son derece yiksek olmakla birlikte, MPI degeri sifir esigine ¢ok yakin olan
drneklerin dogruluk yiizdesi, esikten daha uzakta olan érneklere kiyasla biraz daha disiiktiir. Ozellikle sifir esiginin
cevresinde, sinir bolgesi olarak da adlandirilan >-0.05 ile <0.05 MPI arasinda test dogrulugu %90'in altinda
diismektedir. Ornegin, MPI’'nin 0,04 olmasi durumunda MP sonucunun pozitif aralikta (Disiik Risk) olma olasiligi
%86, negatif aralikta (Ylksek Risk) olma olasilgl ise %14’tir. MPI degerleri “sinir” boélgesinin disinda olan
orneklerin ortalama dogrulugunun %99’dan fazla oldugu unutulmamalidir.

Performans Ozellikleri

MammaPrint i¢in incelenen performans 6zellikleri sunlardir: kesinlik ve yeniden Uretilebilirlik, raporlanabilir aralik
ve siniflandirma esigi, analitik 6zgillik ve saptama siniri.

Analitik performans

Yeni ve FFPE dokularindan elde edilen sonuglarin uyumu iki ¢alismada degerlendirilmis olup MammaPrint
sonuglarinda iki doku tiirG arasinda yanlilik olmaksizin %91,5 (n=221) ve %94,3 (n=345) olarak belirlenmistir.
MammaPrint ayrica anlamli bir farkin gézlemlenmedigi farkli izolasyonlar (p=0,994/p=0,290), farkli konumlar ve
farkli tarayicilar arasinda kararli olmus ve yiiksek kesinlik (%97,3), yeniden Uretilebilirlik (%96) ve tekrar edilebilirlik
gostermistir (%97,8)@.

Ayrica FG dizisi i¢in tekrarlanan RNA izolasyonlarinin sonuglari arasinda kesinlik (%98,47), yeniden Uretilebilirlik
(%97,73) ve tekrar edilebilirlik (%98,74) acgisindan herhangi bir fark tespit edilmemis ve iki ayri veri setinin 8’li
paket ve FG dizisi sonuglari arasindaki uyumun %98,52 (n = 135) ve %94,27 (n = 698) oldugu gorilmustir.

MammaPrint indeksinin raporlanabilir araligi, -1,00 ile +1,00 arasindaki degerleri kapsayacak sekilde ayarlanmis
olup MammaPrint indeksi (MPI) siniflandirma esigi ise +0,0 olarak ayarlanmistir. 0,0’dan diisiik veya buna esit MPI

degerleri Yiksek Risk olarak belirlenmis, 0,0’dan yiiksek MPI degerleri ise Yiiksek Risk olarak kabul edilmistir -2
4)

Dort ilgili maddenin MammaPrint FFPE sonuglarini etkileyip etkilemedigini degerlendirmek icin tim genom dizisi
(FG dizisi) Uzerinde bir interferans calismasi ydritilmustir. Sonuglar, RNA izolasyonu sirasinda arka plan
seviyelerinin 2,5 katina kadar DNA kontaminasyonunun ve protein artislarinin yani sira cDNA saflastirmasi
sirasinda etanol ve AMPure XP Boncuklarinin tasinmasinin MammaPrint sonuglarini etkilemedigini ortaya
koymustur. Orijinal timor serisi, meme kanseri orneklerini temsil etti§inden ve burada ayrica diger doku
bilesenleri rastgele dagilmis olup bir hastalik sonucuyla iliskili olmadigindan, interferans yapan doku bilesenleri
genel olarak MammaPrint indeksini etkilemez¥.
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Saptama sinirini degerlendirmek icin MammaPrint FFPE sonuglari farkli seyreltmelerde karsilastiriimis ve dizideki
cok diistik cDNA girdilerinde dahi ¢cok kararl sonuglar gostermistir. Sonuclara gére cDNA girdisi icin saptama siniri
900 ng’dir. Ayrica farkl bir calismada RNA girdisi i¢cin saptama siniri 8,24 ng olarak bulunmustur.

Klinik Dogrulama

Sonuglar, meme tiimérlerindeki 70 genli molekiiler profil® icin dnceden yayinlanan verilere dayanir. lyi sonuglu
hastalar Dustk Riskli olarak siniflandirilir (yani en az 5 yil icinde hicbir uzak metastaz yok). Daha kotii sonuclu
hastalar Yuksek Riskli olarak siniflandirilir (yani 5 yil icinde uzak metastaz olasiligi daha yiiksek). Sayisal
MammaPrint indeks degeri saglanir.

MammaPrint, destekleyici tedavi olmadan, lenf nodu negatif olan 6zellikle Avrupali hastalarda bir gen ifadesi
profilinde primer tUmorin biyolojisini yakalamak igin gelistirilmistir. (42 Ocak 2013’te prospektif, gozleme dayali
RASTER ¢alismasinin 5 yillik sonuglari yayinlanmistir®. Bu etki ¢alismasi, 18-61 yas arasi, pT1 ve pT2, lenf nodu
negatif, ER+/-, HER2+/- olan 427 erken evre meme kanseri hastasinda destekleyici tedavi icin hekim-hasta karari
oncesinde MammaPrint Fresh testinin gerceklestirildigi ve raporlandigi “tirinin ilk 6rnegi” biyobelirte¢ merkezli
bir arastirmaydi. Hastalar, ilgili tim klinikopatolojik faktorler ve MammaPrint imza sonuglari géz 6niinde
bulundurularak uygulama standardi yonergelerine uygun sekilde tedavi edilmistir.

Ardindan RASTER hastalarinin FFPE dokusunda MammaPrint de gergeklestirilmisti. MammaPrint sonuglari, 5 yillik
sonug verileri bulunan 345 eslenmis yeni 6rnek ve FFPE RASTER o6rnegi kullanilarak karsilastinlmistir. Hastanin
MammaPrint testi sonucu disinda highir es degisken géz 6niinde bulundurulmadiginda, MammaPrint FFPE
tarafindan “Dislk Risk” olarak siniflandirilan hastalarda (71 destekleyici tedavi goren ve 108 destekleyici tedavi
gérmeyen hasta) 5 yil iginde kanserin niiks etme olasihginin %1,3 (%95 GA 0-3,1) oldugu gorilmustir®.

MammaPrint FFPE tarafindan “Yiksek Risk” olarak siniflandirilan hastalarda (145 destekleyici tedavi goren ve 21
destekleyici tedavi gérmeyen hasta) 5 yil icinde kanserin niiks etme olasiliginin %11,7 (%95 GA 6,6-16,8) oldugu
gorilmustur®),

MammaPrint, sonuglari diinya ¢apinda lider hakemli tibbi ve bilimsel dergilerde yayimlanan 75.000’in {izerinde

meme kanseri hastasiyla yapilan galismalarda bagimsiz olarak dogrulanmistir ve MammaPrint’in, klinikopatolojik
risk degerlendirmesinden bagimsiz bilgiler sagladig belirlenmistir®7).

Testin siparis edilmesi

Agendia iletisim kisiniz tarafindan bir 6érnek toplama kiti saglanacaktir. Kiti kullanarak timor 6rnegini talimatlara
uygun sekilde lamlara ekleyin veya bir FFPE bloku hazirlayin. Cevrimici portalimiz araciligiyla veya Ornek Toplama
kitinde yer alan test talep formunu doldurarak siparisinizi olusturun. Ayrintili bilgi icin bu kitin kullanim
talimatlarina bakin.

Daha fazla destek veya bilgiye ihtiyaciniz varsa liitfen Customerservice@agendia.com adresinden veya +31 (0)20
462 1510 numarali telefondan bizimle iletisime gegin.
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Tavsiye:
MammaPrint FFPE ile ilgili ciddi olaylar reticiye ve Uye Ulkenin yetkili makamina bildirin. Uretici, ciddi
durumlari kullanicinin/hastanin bulundugu Uye Ulkenin yetkili makamina bildirecektir.

Klinik Laboratuvar lyilestirme Degisiklikleri (CLIA)
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