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Navod na pouzitie — MikroCip BluePrint FFPE

Uvod

Test BluePrint je test uréeny na molekuldrnu subtypizaciu, ktory nasledne klasifikuje rakovinu prsnika do troch
odliSnych podtypov: Luminalny typ, typ HER2 a bazalny typ na zaklade skutocného biologického profilu nadoru
prostrednictvom génovej expresie. Molekularna subtypizacia zlepSuje alokaciu liecby, pretoZze nadory, ktoré sa

mézu zdat identické na zéklade histopatologickych znakov, mézu mat v skutoénosti velmi odlisné klinické vysledky.
(1,2,3)

Pouzitim 200 pociatocnych vzoriek pacientov s rakovinou prsnika a Styroch nezavislych validacnych kohort (n=748)
sa stanovil 80-génovy profil BluePrint. () BluePrint rozlisuje celkovo tri podtypy rakoviny prsnika; luminalny typ,
typ HER2 a bazdlny typ. Tieto vnutorné podskupiny su presnejSie identifikované pomocou panelov génovej
expresie v porovnani so Standardnym hodnotenim IHC/FISH. 24

Test BluePrint analyzuje profil expresie 80 Specifickych génov vo vzorke tkaniva spustenim izolovanej RNA zo
vzoriek nadorového tkaniva na vlastnych sklenenych mikroc¢ipoch. Pomocou vlastného algoritmu BluePrint uréuje
korelacny index profilu 80 génov s kazdym z troch r6znych tazisk molekularnej subtypizacie: Lumindlny typ, typ
HER2 a bazalny typ.

Zamyslané pouZitie

BluePrint FFPE je kvalitativny, neautomatizovany diagnosticky test in vitro, ktory sa vykondva v laboratdriu
diagnostickych sluZieb spolo¢nosti Agendia a vyuZiva profil génovej expresie ziskany zo vzoriek tkaniva rakoviny
prsnika fixovanych vo formaline a zaliatych parafinom (FFPE) na uréenie molekularneho podtypu rakoviny prsnika.

BluePrint predpoveda velkost prinosu systémove] lieCby na usmernenie rozhodnuti o liecbe u pacientok s
karcindmom prsnika.

Gény BluePrint meraju charakteristiky viacstupniového vyvoja buniek rakoviny prsnika, ktoré preZivaji, mnoZia sa,
$iria sa a metastazuju, ako sa uvadza v ramci charakteristickych znakov rakoviny'®.

Test sa vykondva u Zien s rakovinou prsnika v Stadiu |, v stadiu Il alebo v stadiu lll. Vysledok BluePrint® FFPE je
indikovany na pouZzitie lekarmi a ma sa interpretovat spolu s dal$imi klinicko-patologickymi faktormi.

Pre koho je test urceny

MikrocCip BluePrint FFPE je urceny na vyZiadanie oSetrujucim zdravotnickym pracovnikom pacientky s rakovinou
prsnika. Objednanim mikroCipového testu BluePrint FFPE poskytovatel zdravotnej starostlivosti poZiada
spolocnost Agendia o vykonanie testu na vzorke v laboratériu diagnostickych sluzieb spolo¢nosti Agendia.

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 uréenie molekularneho podtypu (BluePrint).
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Analyza BluePrint je navrhnutd na urcenie aktivity Specifickych génov vo vzorke tkaniva. Vysledkom je profil
expresie alebo ,odtlacok prsta“ vzorky. Vypocita sa korelacia profilu expresie so Sablonami (priemerné hladiny
expresie mRNA nadorov luminalneho, bazalneho typu a typu HER2) (index BluePrint) a urci sa molekularny podtyp
vzorky (t. j. bazalny typ, luminalny typ, typ HER2).

Upozornenia a bezpecnostné opatrenia

Identifikacia pacienta vo formulari Ziadosti sa musi spravne zhodovat s identifikdciou 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 vybrana na testovanie prostrednictvom BluePrint by mala zodpovedat kritéridm urcenej populacie, ako je
napriklad - nie vSak vylu€ne - rakovina prsnika u Zien, v€asné stadium, obsah nadorovych buniek najmenej 30 %.

Vysledky BluePrint su okrem Standardnych klinicko-patologickych faktorov indikované na pouzitie lekdrom. Test
nie je uréeny na stanovenie vysledku ochorenia.

Postup

a) Vyber pacientok
Pacientky su vhodné, ak im bola diagnostikovana rakovina prsnika v Stadiu I, Il alebo IlI.

b) Odber, registrdcia a odosielanie vzoriek.
Podmienky odberu, manipulacie a pripravy vzorky su zakaznikovi poskytnuté prostrednictvom navodu na pouZzitie:
MKT-067. Tato suprava obsahuje nasledovné:

= 10 PodloZznych sklicok

= 2 Nosice s piatimi sklickami

= Mald a velkd plastova tasku na zips

= Pokyny na odber vzoriek

= Formular Ziadosti o test

= Etiketovy harok so Stitkami a ¢iarovymi kédmi
= Prepravné materidly

Registracia vzorky sa iniciuje oznamenim od objednavajiceho poskytovatela zdravotnej starostlivosti. Toto
oznamenie (formuldr Ziadosti o test) sa mozZe uskutocnit prostrednictvom online zakaznickeho portalu alebo iného
komunika¢ného kandla. Spoloénost Agendia registruje vietky stvisiace informacie o vzorke a pacientovi. Vzorka
je odoslana priamo do laboratéria diagnostickych sluzieb spolo¢nosti Agendia objedndvajucim poskytovatefom
zdravotnej starostlivosti pri teplote okolia pomocou poskytnutych kuriérskych prepravnych materialov.

c) Analyza vzorky v spolo¢nosti Agendia

Pre vzorky tkaniva FFPE sa pouZivaju sklenené podloZzné sklicka s tkanivovymi rezmi FFPE poskytnuté zdkaznikom
alebo sa skli¢ka vyrabaju z bloku nddoru FFPE poskytnutého zdkaznikom pomocou Standardného mikrotému.
Celkovd RNA sa extrahuje z tkanivovych rezov pomocou Standardnej komeréne dostupnej izolacnej stipravy. Vzorka
RNA sa precisti, amplifikuje a oznaci fluorescenénym farbivom cyanin-CTP/dUTP.
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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 stibor skenu (TIFF). Tento subor
vyuziva softvér na extrakciu funkcii spolocnosti Agilent. Softvér uréeny na extrakciu funkcii analyzuje sibor skenu
(TIFF) urcenim relativnej intenzity fluorescencie jednotlivych prvkov oproti siboru navrhu diagnostického
mikrocipu ako Sablény s ciefom identifikovat kontrolné prvky, normalizacné prvky a prvky reportérového génu.
Intenzita fluorescencie prvkov je mierou pre expresiu konkrétnych génov.

d) Analyza udajov a hldsenie
Analyza Udajov sa vykonava podla Specifického algoritmu BluePrint, ktory vypocitava indexy BluePrint a ur€uje
molekularny podtyp vzorky (bazalny typ, luminalny typ alebo typ HER2).

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

e) Hlasenie

Objednavajuci poskytovatel zdravotnej starostlivosti dostane spravu o pacientovi, ako aj suhrn vysledkov pre kazdy
objednany mikrocipovy test BluePrint FFPE. Pokial ide o osobné udaje pacientov, pozrite si nase podmienky
spracovania Udajov v Zdsadach ochrany osobnych udajov spolo¢nosti Agendia.

Obmedzenia postupu

BluePrint bol schvaleny na pouzitie len s nadorovym tkanivom rakoviny prsnika u zien. Testovanie inych typov
vzoriek moZe viest k nespravnym alebo Ziadnym vysledkom. Spolahlivé vysledky zavisia od adekvatnych
postupov odberu a prepravy vzoriek.

BluePrint bol Specidlne schvaleny pre nadory, ktoré su invazivnym duktalnym karcindmom alebo lobularnym
karcindmom. Testovanie inych typov vzoriek (napr. lymfatickych uzlin) nebolo hodnotené.

Ocakdvané hodnoty

Test BluePrint FFPE klasifikuje vzorky tkaniva rakoviny prsnika do troch odliSnych podtypov: Lumindlny typ, typ
HER2 a bazalny typ. Podtyp s najvyssim indexovym skdre urcuje molekuldrny podtyp nadoru.

Lumindlny typ
Rakoviny prsnika luminalneho typu su charakterizované génovou expresiou luminalnych epitelidlnych buniek,
ktoré lemuju prsné kanaliky a zlazy.

Typ HER2

Rakoviny prsnika typu HER2 su charakterizované amplifikaciou alebo nadmernou expresiou lokusu HER2.
Rakoviny typu HER2 su typicky HER2-pozitivne nadory podla IHC alebo FISH (HER2/neu pozitivne). Vysledok
BluePrint typu HER2 znamena, ze fenotyp nadoru sa najviac podoba vniutornému podtypu typu HER2.
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Bazdlny typ

Rakoviny prsnika bazalneho typu st charakterizované génovou expresiou pévodnych bazalnych/myoepitelidlnych
buniek. Rakoviny bazdlneho typu su typicky trojndsobne negativne na ER, PR a HER2 so Specifickym profilom
génovej expresie.

Vysledok BluePrint bazalneho typu znamend, Ze fenotyp nddoru sa najviac podoba vnutornému podtypu
bazalneho typu.

Vykonnostnad charakteristika

Vykonnostné charakteristiky skimané pre BluePrint zahffiaju: preciznost a reprodukovatelnost, hlasitelny rozsah,
analyticku Specifickost a hranicu detekcie.

Analyticky vykon

Zhoda vysledkov z Cerstvych tkaniv a tkaniv FFPE sa hodnotila v dvoch stadiach, v ktorych sa zistilo, ze je
97 % (n=413) a 90 % (n=155), pricom medzi oboma typmi tkaniv nedochddza k skresleniu vysledkov
BluePrint.

Test BluePrint je tieZ stabilny v ¢ase s reprodukovatelnost’ou medzi 97,6 % a 98,9 % a je reprodukovatel'ny
medzi réznymi izolaciami toho istého tkaniva, kde sa nepozoroval Ziadny vyznamny rozdiel v podtype
(Cochranov Q-test, p = 1,0) a indexoch (ANOVA luminalny typ p = 0,850, typ HER2 p = 0,725 a bazalny typ
p =0,400). Reprodukovatelnost’ testu BluePrint medzi r6znymi lokalitami bola 100 % a medzi r6znymi
skenermi bola tiez 100 %. Okrem toho sa zaznamenala vysoka preciznost’ (98,6 %) a opakovatel'nost’ (99 %)
(6).

Okrem toho sa v pripade FG-array nezistil Ziadny rozdiel medzi vysledkami opakovanych izolacii RNA, rozdiel v
preciznosti (98,98 % pre luminalny typ, 98,87 % pre typ HER2 a 98,84 % pre bazalny typ), reprodukovatelnosti
(98,71 % pre luminalny typ, 98,43 % pre typ HER2 a 98,24 % pre bazalny typ) a opakovatelnosti (99,08 % pre
lumindlny typ, 99,03 % pre typ HER2 a 98,96 % pre bazalny typ) a zistila sa zhoda medzi vysledkami 8pack a FG-
array dvoch samostatnych suborov udajov 98,91 % (n = 92) a 99,86 % (n = 698).

Hlasitelny rozsah indexu BluePrint FFPE predstavuje korelaciu profilu expresie s templatmi (priemerné drovne
expresie mMRNA nadorov luminalneho, bazalneho typu a typu HER2). Molekularny podtyp vzorky sa potom urci
podla toho, ktory ma najvyssi index BluePrint.

Na subore celého gendmu (FG-array) sa vykonala Stiudia interferencie s cielom posudit, ¢i Styri relevantné latky
interferuju s vysledkami BluePrint FFPE. Vysledky ukazali, Ze kontaminacia DNA az do 2,5-nasobku Urovne pozadia
a pridanie proteinov pocas izolacie RNA, ako aj prenos etanolu a AMPure XP Beads pocas purifikacie cDNA,
neovplyvnili vysledky BluePrint. Celkovo interferujuce zlozky tkaniva neovplyviuju index BluePrint, kedze
povodna séria nadorov bola reprezentativna pre vzorky rakoviny prsnika a aj tu boli ostatné zlozky tkaniva
nahodne rozloZené a nesuviseli s vysledkom ochorenia®,

Na posudenie hranice detekcie sa vysledky BluePrint FFPE porovnali v r6znych riedeniach a ukazali sa velmi
stabilné vysledky aj pri velmi nizkych pridanych mnozstvach cDNA na Cip (array). Na zaklade vysledkov je hranica
detekcie pre pridani cDNA 900 ng. Okrem toho sa zistilo, Zze LoD pre pridané mnozstvo RNA ziskany zo
samostatnej Studie je 19,98 ng.
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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 ndsho online portalu alebo vyplnenim formulara Ziadosti o test, ktory najdete v suprave na odber
vzoriek, podrobnosti ndjdete v ndvode na pouZitie tejto supravy.

Ak potrebujete dodatonid podporu alebo informacie, kontaktujte nds prosim na adrese
Customerservice@agendia.com alebo +31 (0)20 462 1510.
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DoéleZité upozornenie:

Akykolvek véainy incident suvisiaci s BluePrint FFPE nahlaste bezodkladne vyrobcovi a prisluSnému organu
Clenského statu. Vyrobca nahldsi zavainy incident prislusSnému organu c¢lenského $tatu, v ktorom ma
pouZivatel/pacient sidlo.

Dodatky na zlepsenie klinického laboratdria (CLIA)
Osvedcenia o akreditdcii: Agendia, Inc.: 05D1089250

Podrobnosti ohl'adom vyroby

‘ Agendia NV Adresa  laboratdria  diagnostickych  sluZieb

Radarweg 60

1043 NT Amsterdam, Holandsko
Telefon: +31 (0)20 462 1510

e-mail: customerservice@agendia.com

Zakladny UDI-DI: 0850024841BlueprintBB

spolo¢nosti 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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