1 %AGENDIAa

Navod k pouziti — BluePrint FFPE Microarray

Uvod

BluePrint je molekularni subtypizacni test, ktery se pouziva ke klasifikaci karcinomu prsu do tfi rGznych podtypa:
luminalnityp, HER2 typ a bazalni typ na zakladé stanoveni skutecného biologického profilu nadoru pomoci genové
exprese. Molekularni subtypizace zlepsuje rozhodovani o lIé¢bé, protoZe nadory, které se mohou na zakladé
histopatologickych znaki jevit jako identické, mohou mit ve skute¢nosti velmi odlisné klinické vysledky. 423

Na zadkladé 200 uvodnich vzork( pacientek s karcinomem prsu a ¢tyf nezavislych validacnich kohort (n = 748) byl
vytvoren 80genovy profil BluePrint. ™ BluePrint umoziiuje rozlisit t¥i zakladni podtypy karcinomu prsu: luminaini
typ, HER2 typ a bazalni typ. Tyto zakladni podskupiny jsou presnéji identifikovany pomoci panell genové exprese
ve srovnani se standardnim hodnocenim IHC/FISH. 24

Test BluePrint analyzuje profil exprese 80 specifickych genl ve vzorku tkdné pomoci RNA izolované ze vzork(
nadorové tkané technikou microarray na specialnich sklenénych destickach. Test BluePrint stanovuje pomoci
chranéného algoritmu korelac¢ni index 80genového profilu u kaZzdého ze tfi riznych molekularnich subtypizacnich
centroidd: luminalni typ, HER2 typ a bazalni typ.

Zamyslené pouziti

BluePrint FFPE je kvalitativni neautomatizovany diagnosticky test in vitro, ktery se provadi v diagnostické
laboratofi spolec¢nosti Agendia a pouziva se ke stanoveni molekularniho podtypu na zakladé profilu genové
exprese ziskaného ze vzork( tkané karcinomu prsu fixovanych ve formalinu a zalitych do parafinu (FFPE).

BluePrint predikuje velikost pfinosu systémové [écby pro rozhodovani o I1é¢bé u pacientek s karcinomem prsu.

Test gend BluePrint méfi charakteristiky vicestupriového vyvoje bunék karcinomu prsu, které prezivaji, proliferuji,
diseminuji a metastazuji, jak bylo zjist&no v ramci charakteristickych znakd karcinomu®.

Test se provadi u pacientek s karcinomem prsu ve stadiu |, Il nebo Ill. Vysledek testu BluePrint® FFPE je uréen k
pouZziti Iékari a mél by byt interpretovan spolu s dalSimi klinicko-patologickymi faktory.

Zamysleny uZivatel

Test BluePrint FFPE microarray se provadi na Zadost |ékare, ktery poskytuje péci pacientkam s karcinomem prsu.
Objednanim testu BluePrint FFPE microarray Zada lékar spoleé¢nost Agendia o provedeni testu na dodaném vzorku
v diagnostické laboratofi spole¢nosti Agendia.

Princip testu

Analyza je zaloZena na nékolika neautomatizovanych procesech: izolace RNA z tkanovych fezd karcinomu prsu
fixovanych formalinem a zalitych v parafinu (FFPE); reverzni transkripce RNA umozniujici ziskani cDNA; amplifikace
a znaceni cDNA; hybridizace amplifikované a znaCené cDNA na diagnostickém microarray Cipu; promyvani a
skenovani diagnostickych microarray Cipu a akvizice dat (extrakce pfiznaku); vypocet a stanoveni molekularniho
podtypu (BluePrint).
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Analyza BluePrint je urcena ke stanoveni aktivity specifickych genl ve vzorku tkané. Vysledkem je expresni profil
neboli ,otisk prstu” vzorku. Vypocita se korelace expresniho profilu se Sablonami (primérné hladiny exprese
MRNA nador( luminalniho, bazdlniho a HER2-typu) (index BluePrint) a urci se molekularni podtyp vzorku (.
bazalni typ, luminalni typ, HER2-typ).

Upozornéni a bezpecnostni opatreni

Identifikace pacientky v Zddance musi spravné odpovidat identifikaci vzorku v rdmci systému LIMS, ¢imZ se vytvofri
interni identifikator, ktery by mél byt spravné pfifazen ke vzorku v laboratornim procesu.

Vyplnte pfislusné informace do zadanky na test

Vzorek vybrany pro vysSetfeni pomoci testu BluePrint by mél odpovidat kritériim pro danou populaci, napf.
karcinom prsu u Zen, ¢asné stadium a podil nadorovych bunék nejméné 30 %.

Vysledky testu BluePrint jsou indikovany k pouZiti ze strany lékar( spolecné s dalSimi klinicko-patologickymi
faktory. Test neni urcen pro stanoveni vysledku onemocnéni.

Postup

a) Vybér pacientek
Pacientky jsou zpUsobilé k absolvovani testu, pokud je u nich diagnostikovan karcinom prsu ve stadiu I, Il nebo IIl.

b) Odbeér, registrace a odesldni vzorki.
Podminky pro odbér, zachazeni s odebranymi vzorky a jejich pripravu jsou uvedeny v navodu k pouziti (IFU): MKT-
067. Tato souprava obsahuje nasledujici polozky:

= 10 mikroskopickych sklicek

= 2 nosice po péti sklickach

= Maly a velky plastovy sacek na zip

= Pokyny pro odbér vzorki

= Formuldr Zadanky o test

= Arch samolepicich stitk( s ¢arovym kédem
= Pfepravni materialy

Registrace vzorku je zahdjena oznamenim od objednavatele zdravotni péce. Toto oznameni (formular zadanky na
test) mlZe byt provedeno prostfednictvim online zakaznického portalu nebo jiného komunikacniho kanalu.
Spole¢nost Agendia eviduje vSechny souvisejici informace o vzorku a pacientce. Zdravotnické zafizeni, které
vystavuje objednavku, odesila vzorek pfimo do laboratore diagnostickych sluzeb spolecnosti Agendia, a to pfi
pokojové teploté, s vyuzitim dodanych pfepravnich materialt od kuryrni sluzby.

¢) Analyza vzorkii ve spolecnosti Agendia

K provedeni testu se pouzivaji sklenéna sklicka s tkalovymi fezy FFPE dodana zakaznikem nebo se sklicka vyrobi z
FFPE bloku nadoru dodaného zdkaznikem pomoci standardniho mikrotomu. Celkova RNA se extrahuje z tkanovych
fezl pomoci standardni komeréné dostupné izolacni soupravy. Vzorek RNA je purifikovan, amplifikovan a oznacen
fluorescenénim barvivem cyanin-CTP/dUTP.
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Vzorek RNA/cDNA se hybridizuje na specialné navrzeném diagnostickém microarray Cipu (baleni po 8, Agilent
Technologies).

Ke skenovani diagnostického microarray Cipu se pouziva skener Agilent a vysledkem skenovani je soubor ve
formatu TIFF. Tento soubor se analyzuje pomoci softwaru pro analyzu microarray Agilent Feature Extraction
Software. Feature Extraction Software analyzuje soubor ze skenovani (TIFF) stanovenim relativni intenzity
fluorescence jednotlivych vlastnosti oproti kontrolnimu souboru diagnostického microarray Cipu, ktery slouzi jako
Sablona, a umoznuje tak identifikovat fidici vlastnosti, normalizacni vlastnosti a vlastnosti reportérovych gend.
Intenzita fluorescence jednotlivych vlastnosti je méritkem exprese jednotlivych gen(.

d) Analyza dat a hlaseni
Analyza dat se provadi podle specifického algoritmu BluePrint, ktery vypocita indexy BluePrint a stanovi
molekularni podtyp vzorku (bazalni typ, luminalni typ nebo typ HER2).

Pro zajisténi spravného analytického vysledku jsou provadény rozsahlé kontroly kvality (> 25). Kontroly kvality jsou
hldseny a schvalovdny interné spolu s vysledky feditelem laboratore.

e) Hlaseni

Poskytovatel zdravotni péce, ktery objednal provedeni testu, obdrzi Zpravu pacientky a Souhrn vysledku pro kazdy
objednany test BluePrint FFPE microarray. Pokud jde o osobni Udaje pacientek, pfectéte si prosim nase podminky
zpracovani Gdaju v Zasadach ochrany osobnich Gdaji spolecnosti Agendia.

Omezeni testu

Test BluePrint je validovan k pouZiti pouze pro nadorovou tkan karcinomu prsu u Zen. Testovani jinych typ(
vzorkl muZe vést k nespravnym vysledk(im nebo nemusi poskytnout Zadné vysledky. Spolehlivé vysledky zavisi
na vhodnych postupech pti odbéru a pfepravé vzorkda.

Test BluePrint je specificky validovan pro nadory, které jsou klasifikovany jako invazivni duktalni karcinom nebo
lobularni karcinom. Testovani jinych typ( vzorkd (napt. lymfatickych uzlin) nebylo hodnoceno.

Ocekdvané hodnoty

Test BluePrint FFPE umoznuje klasifikovat vzorky tkané z karcinomu prsu do tfi rdznych podtypQ: luminaini typ,
HER2 typ a bazalni typ. Molekularni podtyp nddoru urcuje podtyp s nejvyssim indexovym skére.

Lumindini typ
Lumindlni typ karcinomu prsu je charakterizovan genovou expresi luminalnich epitelialnich bunék, které tvori
vystelku mlékovod( a mlécnych Zlaz.

Typ HER2

Karcinom prsu typu HER2 je charakterizovan amplifikaci nebo nadmérnou expresi lokusu HER2.

Karcinomy typu HER2 jsou obvykle HER2 pozitivni nadory pfi stanoveni pomoci IHC nebo FISH (HER2/neu
pozitivni). Vysledek testu BluePrint typu HER2 znamenad, Ze fenotyp nadoru se nejvice podoba zakladnimu
podtypu HER2.

3 0of6



1 %AGENDIAa

Bazdlni typ

Karcinomy prsu bazalniho typu jsou charakterizovany genovou expresi bazalnich/myoepitelovych bunék.
Karcinomy bazalniho typu jsou obvykle triple negativni na ER, PR a HER2 a vykazuji specificky profil genové
exprese.

Vysledek testu BluePrint bazalniho typu znamena, Ze fenotyp nadoru se nejvice podoba zakladnimu bazalnimu
podtypu.

Funkéni charakteristiky

Hodnocené funkéni charakteristiky pro test BluePrint zahrnuji: preciznost a reprodukovatelnost, vykazovany
rozsah, analytickou specificnost a mez detekce

Analytickd ucinnost

Shoda vysledkt z cerstvych a FFPE tkani byla hodnocena ve dvou studiich, kde bylo zjisténo, ze ¢ini 97 %
(n=413) a 90 % (n=55), pficemz vysledky testu BluePrintu nebyly mezi obéma typy tkani zkresleny.
BluePrint je také stabilni v ¢ase s reprodukovatelnosti mezi 97,6 % a 98,9 % a reprodukovatelny mezi riznymi
izolacemi stejné tkané, kde nebyl pozorovan zadny vyznamny rozdil v podtypu (Cochraniv Q-test, p=1,0)
aindexech (ANOVA luminalni p=0,850, HER2 p=0,725 a bazalni p=0,400). Reprodukovatelnost testu
BluePrint mezi riiznymi misty byla 100 % a mezi riznymi skenery také 100 %. Dale byla zjisténa vysoka
preciznost (98,6 %) a opakovatelnost (99 %) (6).

Navic u FG-Cipu nebyl zjistén Zadny rozdil mezi vysledky opakovanych izolaci RNA, preciznosti (98,98 %, 98,87 % a
98,84 % pro luminalni, HER2 a bazalni, v tomto poradi), reprodukovatelnosti (98,71 %, 98,43 % a 98,24 % pro
luminalni, HER2 a bazalni, v tomto poradi) a opakovatelnosti (99,08 %, 99,03 % a 98,96 % pro lumindlni, HER2 a
bazalni, vtomto pofadi) a shoda mezi vysledky baleni po 8 a FG-Cipu dvou samostatnych soubor(l dat byla zjisténa
na urovni 98,91 % (n =92) a 99,86 % (n = 698).

Vykazovany rozsah indexu BluePrint FFPE je korelace expresniho profilu se Sablonami (primérné hladiny exprese
MRNA nador( lumindlniho, bazélniho a HER2 typu). Molekularni podtyp vzorku je pak stanoven podle toho, ktery
ma nejvyssi index BluePrint.

Byla provedena interferencni studie na celogenomovém Cipu (FG-Cip) s cilem posoudit, zda Ctyfi relevantni latky
interferuji s vysledky testu BluePrint FFPE. Vysledky ukazaly kontaminaci DNA aZ 2,5x vyssi neZ pozadi a spike
proteiny béhem izolace RNA, a také, ze prenos etanolu a AMPure XP Beads pfi purifikaci cDNA neovlivnily
vysledky testu BluePrint. Celkové lIze Tici, Ze interferujici slozky tkané neovliviuji vysledek testu BluePrint, protoze
plvodni série nador( byla reprezentativni pro vzorky karcinomu prsu a i de byly ostatni slozky tkané nahodné
rozloZeny a nesouvisely s vysledkem onemocnéni®.

Pro posouzeni meze detekce byly vysledky testu BluePrint FFPE porovnany v rlznych fedénich a ukazaly velmi

stabilni vysledky i pfi velmi nizké vstupni cDNA na Cipu. Na zakladé vysledkl je mez detekce pro vstupni cDNA
900ng. Kromé toho bylo zjisténo, ze LoD pro vstupni RNA odvozené ze samostatné studie je 19,98 ng.

Objedndni testu
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Soupravu pro odbér vzork(l ziskate od kontaktni osoby spole¢nosti Agendia. Pomoci soupravy pridejte vzorek
nadoru na sklicka podle pokynl nebo pfipravte FFPE blok. Vytvorfte objednavku prostfednictvim naseho online
portalu nebo vyplnénim formuldre Zadanky na test, ktery je pfiloZzen v soupravé pro odbér vzorkd, podrobnosti

jsou uvedeny v navodu k pouZiti této soupravy.

Pokud potrebujete dalsi podporu nebo informace, kontaktujte nas na adrese Customerservice@agendia.com

nebo na Cisle +31 (0)20 462 1510.
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Veskeré zavainé udalosti souvisejici s testem BluePrint FFPE nahlaste vyrobci a pfislusnému organu ¢lenského
statu. Vyrobce ohlasi zdvaznou udalost prislusnému organu clenského statu, ve kterém je uZzivatel/pacientka

registrovan.

Clinical Laboratory Improvement Amendments
(CLIA) Osvédceni o akreditaci: Agendia, Inc.:
05D1089250

Informace o vyrobci

u Agendia NV
Radarweg 60

1043 NT Amsterdam, Nizozemsko
Telefon: +31 (0)20 462 17 1510
e-mail: customerservice@agendia.com

Zakladni UDI-DI: 085002484 1BlueprintBB

Adresa diagnostické laboratore
Agendia Agendia, Inc.:

22 Morgan,

Irvine, CA 92618, USA

Telefon: +1 888 321 2732

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

spolecnosti
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