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Kullanim Talimatlari - BluePrint FFPE Mikro Dizin

Giris

BluePrint testi, meme kanserini Gg farkl alt tipe ayiran bir molekiiler alt tipleme analizidir: gen ifadesi kullanilarak
timorin gergek biyolojik profiline gore Luminal Tip, HER2 Tipi ve Bazal Tip. Histopatolojik 6zelliklerine gore bire
bir ayni goriinebilen timaorler aslinda ¢ok farkli klinik sonuclara sahip olabileceginden molekdler alt tipleme, tedavi
atamasini iyilestirir., (423

200 ilk meme kanseri hastasi 6rnegi ve dort bagimsiz dogrulama kohortu (n=748) kullanilarak 80 genlik BluePrint
profili olusturulmustur. @ BluePrint; Luminal Tip, HER2 Tipi ve Bazal Tip olmak tzere g intrinsik meme kanseri alt
tipini birbirinden ayirir. Bu intrinsik alt gruplar, gen ifadesi panelleri kullanilarak standart IHC/FISH
degerlendirmesine kiyasla daha dogru bir sekilde tanimlanir. 24

BluePrint testi, timor dokusu 6rneklerinden izole edilen RNA'y1 6zel cam mikro dizin lamlarinin Gizerinde teste tabi
tutarak bir doku 6rnegindeki 80 spesifik genin ifade profilini analiz eder. BluePrint, tescilli bir algoritma kullanarak
80 genli profilin Gg farkh molekiler alt tipleme sentroidinin her biriyle olan korelasyon indeksini belirler: Luminal
Tip, HER2 Tipi ve Bazal Tip.

Kullanim Amaci

BluePrint FFPE, molekdiler alt tipin belirlenmesi icin formalinle fikse edilmis parafine gomli (FFPE) meme kanseri
doku orneklerinden elde edilen gen ifadesi profili kullanilarak Agendia Tani Hizmeti Laboratuvari’'nda
gerceklestirilen niteliksel, otomatik olmayan bir in vitro tanilama testidir.

BluePrint, meme kanseri olan hastalarda tedavi kararlarina rehberlik etmek igin sistemik tedavi faydasinin
blylkliglini tahmin eder.

BluePrint genleri, kanserin temel 6zellikleri kapsaminda meme kanseri hiicrelerinin hayatta kalma, ¢ogalma,
yayllma ve metastaz yapma olmak iizere ¢ok adimli gelisimine dair ézellikleri 6lger!®).

Test; Evre |, Evre 1l veya Evre Il hastaligl olan kadin meme kanseri hastalari igin gerceklestirilir. BluePrint® FFPE
sonucu, hekimler tarafindan kullanim igin endikedir ve diger klinikopatolojik faktorlerle birlikte yorumlanmalidir.

Hedef Kullanici

BluePrint FFPE mikro dizinin, kadin meme kanseri hastasini tedavi eden saglik hizmeti saglayicisi tarafindan talep
edilmesi amaglanmaktadir. Saglik hizmeti saglayicisi, BluePrint FFPE mikro dizin testini talep ederek Agendia’dan
Agendia Tani Hizmeti Laboratuvari’nda 6rnek (izerinde test gergeklestirmesini talep etmis olur.

Test Prensibi

Analiz, ¢esitli otomatik olmayan proseslere dayanir: RNA'nin FFPE meme kanseri dokusu kesitlerinden izole
edilmesi; RNA'nin revers transkripsiyonu sonucunda cDNA’nin elde edilmesi; c¢cDNA'nin c¢ogaltilmasi ve
etiketlemesi; cogaltilmis ve etiketlenmis cDNA’nin diyagnostik mikro dizine hibritlestirilmesi; diyagnostik mikro
dizinin yikanip taranmasi ve veri toplama (6zellik ¢ikarimi); molekiler alt tipin hesaplanmasi ve belirlenmesi
(BluePrint).
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BluePrint analizi, bir doku 6rnegindeki belirli genlerin aktivitesini belirlemek i¢in tasarlanmistir. Sonug, bir ifade
profilidir ya da érnegin "parmak izi"dir. ifade profilinin sablonlar ile korelasyonu (Luminal Tip, Bazal Tip ve HER2
Tipi timérlerin ortalama mRNA ifade seviyeleri) hesaplanir (BluePrint indeksi) ve érnegin molekiiler alt tipi
belirlenir (6r. Bazal Tip, Luminal Tip, HER2 Tipi).

Uyarilar ve Onlemler

Talep formundaki hasta kimligi, laboratuvar prosesinde o6rnekle dogru bir sekilde eslestiriimesi gereken dahili bir
tanimlayici olusturan LIMS sistemindeki 6rnek kimligiyle dogru bir sekilde eslesmelidir.

Test talep formunu dogru bilgilerle doldurun

BluePrint testi icin segilen 6rnek; kadin meme kanseri, erken evre, en az %30 timor hiicresi icerigi dahil ancak
bunlarla sinirh olmamak tzere kullanim amaci populasyonu kriterlerine uygun olmalidir.

BluePrint sonuglari, standart klinikopatolojik faktorlere ek olarak hekimler tarafindan kullanim igin endikedir. Test,
hastaligin sonucunu belirlemek i¢in tasarlanmamistr.

Prosediir

a) Hasta segimi
Evre |, Evre Il veya Evre Il meme kanseri tanisi konulan hastalar uygundur.

b) Orneklerin Toplanmasi, Kaydedilmesi ve Nakliyesi.

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

= 10 mikroskop lami

= 2 beslam tasiyici

= Kigik ve genis fermuarh plastik ¢anta

= Ornek alim talimatlari

= Test Talep Formu

= Barkod etiketlerinin bulundugu etiket sayfasi
= Nakliye materyalleri

Ornek kaydi, siparisi veren saglik hizmeti saglayicisi tarafindan bildirimle baslatilir. Bu bildirim (Test Talep Formu),
cevrimici mlsteri portali veya diger iletisim kanallar araciligiyla sunulabilir. Agendia, iliskili tiim 6rnek ve hasta
bilgilerini kaydeder. Ornek, siparisi veren saglik hizmeti saglayicisi tarafindan, ortam sicakliginda olacak sekilde,
saglanan kurye tasima malzemeleri kullanilarak dogrudan Agendia Tani Hizmeti Laboratuvari’'na gonderilir.

¢) Agendia’da Ornek Analizi

FFPE doku 6rnekleri icin FFPE doku kesitlerinin oldugu, misteri tarafindan saglanan cam lamlar kullanilir veya
lamlar, standart bir mikrotom kullanilarak FFPE timor blokundan yapilir. Total RNA, ticari olarak kullanima sunulan
standart izolasyon kiti kullanilarak doku kesitlerinden cikarilir. RNA 6rnegi, siyanin-CTP/dUTP floresan boya ile
saflastirilir, gogaltilir ve etiketlenir.
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RNA/cDNA 6rnegi, 6zel olarak tasarlanan diyagnostik mikro dizin (8'li paket, Agilent Technologies) tzerinde
hibritlestirilmistir.

Agilent mikro dizin tarayicisi, diyagnostik mikro dizini taramak igin kullanilir ve sonug, bir tarama dosyasidir (TIFF).
Bu dosya, Agilent Ozellik Cikarma Yazilimi tarafindan kullanihir. Ozellik Cikarma Yazilimi, kontrol 6zelliklerini,
normalizasyon 0Ozelliklerini ve raportdr gen 6zelliklerini tanimlamak icin bir sablon olarak diyagnostik mikro dizin
¢ip tasarimi dosyasina karsilik bireysel 6zelliklerin ilgili floresan yogunluklarini belirleyerek tarama dosyasini (TIFF)
analiz eder. Ozelliklerin floresan yogunluklari, 6zel genlerin ifadesi igin bir 6l¢imdiir.

d) Veri Analizi ve Raporlama
Veri analizi, BluePrint indeksleri’ni hesaplayan ve drnegin molekiiler alt tipini (Bazal Tip, Luminal Tip veya HER2
Tipi) belirleyen 6zel BluePrint algoritmasina gére gerceklestirilir.

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

e) Raporlama

Siparis edilen her BluePrint FFPE mikro dizin testi icin siparisi veren saglk 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

BluePrint yalnizca kadin meme kanseri timori dokusu ile kullanim igin dogrulanmistir. Diger 6rnek tiirlerinin
test edilmesi durumunda hatali sonuglar ortaya gikabilir ya da higbir sonug alinamayabilir. Glvenilir sonuglar,
yeterli 6rnek toplanmasina ve tasima prosedirlerine baghdir.

BluePrint, ozellikle invaziv duktal karsinom veya lobiler karsinom tlimoérleri icin dogrulanmistir. Diger Ornek
tirlerinin test edilmesi (6r. lenf nodlari) konusunda degerlendirme yapilmamistir.

Beklenen Degerler

BluePrint FFPE testi, meme kanseri dokusu érneklerini tg farkh alt tipe ayirir: Luminal Tip, HER2 Tipi ve Bazal Tip.
En yiiksek indeks skoruna sahip alt tip, timorin molekiiler alt tipini belirler.

Luminal Tip
Luminal Tip meme kanserleri, meme kanallarini ve salgi bezlerini olusturan luminal epitel hiicrelerin gen ifadesi
ile karakterizedir.

HER2 Tipi

HER2 Tipi meme kanserleri, HER2 lokisiiniin gogaltilmasi veya asiri ifadesi ile karakterizedir.

HER2 Tipi kanserler tipik olarak IHC veya FISH’ye (HER2/neu pozitif) gére HER2 pozitif timorlerdir. HER2 Tipteki
bir BluePrint sonucu, timor fenotipinin en fazla HER2 Tipi intrinsik alt tipe benzedigi anlamina gelir.

Bazal Tip

Bazal Tip meme kanserleri, bazal/miyoepitelyal kok hiicrelerin gen ifadesi ile karakterizedir. Bazal Tip kanserler
tipik olarak ER, PR veya HER2 igin {i¢lii negatiftir ve 6zel bir gen ifadesi profiline sahiptir.
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Bazal Tipteki bir BluePrint sonucu, timér fenotipinin en fazla Bazal Tip intrinsik alt tipine benzedigi anlamina gelir.

Performans Ozellikleri

BluePrint icin incelenen performans 6zellikleri sunlardir: kesinlik ve yeniden uretilebilirlik, raporlanabilir aralik,
analitik 6zgullik ve saptama siniri

Analitik performans

Yeni ve FFPE dokularindan elde edilen sonuglarin uyumu iki ¢alismada degerlendirilmis olup BluePrint
sonuclarinda doku tiirleri arasinda yanlilik olmaksizin %97 (n=413) ve %90 (n=55) olarak belirlenmistir.
BluePrint ayrica zaman iginde kararlt olup ayni dokunun farkli izolasyonlar1 arasinda %97,6 ile %98,9
arasinda yeniden iretilebilirlik gostermistir ve alt tip (Cochran Q testi, p=1,0) ve indekslerde (ANOVA
Luminal p=0,850, HER2 p=0,725 ve Bazal p=0,400) anlamli bir fark gozlemlenmemistir. BluePrint’in
yeniden tiretilebilirligi farkli konumlar arasinda ve farkli tarayicilar arasinda %100 olmugtur. Ayrica yiiksek
diizeyde kesinlik (%98,6) ve tekrar edilebilirlik (%99) gbzlemlenmistir (6).

Ek olarak, FG dizisi icin tekrarlanan RNA izolasyonlarinin sonuglari arasinda kesinlik (sirasiyla Luminal, HER2 ve
Bazal icin %98,98, %98,87 ve %98,84), yeniden Uretilebilirlik (sirastyla Luminal, HER2 ve Bazal icin %98,71, %98,43
ve %98,24) ve tekrar edilebilirlik (sirasiyla Luminal, HER2 ve Bazal igin %99,08, %99,03 ve %98,96) acisindan
herhangi bir fark tespit edilmemis ve iki ayri veri setinin 8’li paket ve FG dizisi sonuglari arasindaki uyumun %98,91
(n=92) ve %99,86 (n = 698) oldugu gorilmuistar.

BluePrint FFPE indeksinin raporlanabilir araligi, ifade profilinin sablonlar ile korelasyonudur (Luminal tip, Bazal tip
ve HER2 tipi tiimdrlerin ortalama mRNA ifade seviyeleri). Ornegin molekdiler alt tipi daha sonra BluePrint indeksi
en yuksek olana gore belirlenir.

Dort ilgili maddenin BluePrint FFPE sonuglarini etkileyip etkilemedigini degerlendirmek igin tim genom dizisi (FG
dizisi) tizerinde bir interferans ¢alismasi yrattlmastar. 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 BluePrint sonuglarini etkilemedigini ortaya koymustur. Orijinal timor
serisi, meme kanseri 6rneklerini temsil ettiginden ve burada ayrica diger doku bilesenleri rastgele dagilmis olup
hastalik sonucuyla iliskili olmadigindan, interferans yapan doku bilesenleri genel olarak BluePrint sonucunu
etkilemez®,

Saptama sinirini degerlendirmek icin BluePrint FFPE sonuglari farkli seyreltmelerde karsilastiriimis ve dizideki ¢ok

diistik cDNA girdilerinde dahi ¢ok kararli sonuglar gdstermistir. Sonuglara gére cDNA girdisi icin saptama siniri
900 ng'dir. Ayrica farkh bir calismada RNA girdisi icin saptama siniri 19,98 ng olarak bulunmustur.

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

Klinik Laboratuvar iyilestirme Degisiklikleri (CLIA)
Akreditasyon Sertifikalari: Agendia, Inc.: 0501089250
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Versiyon 2 - kullanim amacinin, referans bolimiinin, performans o6zelliklerinin, uyarilarin ve onlemlerin
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