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Sada MammaPrint® BluePrint® pro recidivu rakoviny prsu a molekuldrni subtypovani

Vhodné pro

Pro odborné laboratorni pouziti.

Pfed rutinnim provadénim testu podstoupi laboratore skolici a Uvodni program spolec¢nosti Agendia. Po
Uspésném absolvovani bude laboratofi vystaven certifikat.

PRED POUZITIM SI PECLIVE PRECTETE VSECHNY INSTRUKCE.

Zamyslené pouziti/Ucel

Sada MammaPrint BluePrint pro recidivu rakoviny prsu a molekularni subtypovani je kvalitativni,
neautomatizovany diagnosticky test ,in vitro“ urceny k pouZiti v klinickych laboratotich. VyuZiva
sekvenovani nové generace (NGS) s cilovym obohacenim pro hodnoceni genové exprese na vzorcich tkané
rakoviny prsu, zalitych ve formalinu fixovaném v parafinu (FFPE) k posouzeni pacientova rizika pro

vzddlené metastdzy a urceni molekularniho subtypu. Toto zafizeni je uréeno pouze pro profesionalni
laboratorni pouZiti.

MammaPrint a BluePrint poskytuji informace ohledné predpovédi rozsahu pfinosu systemické terapie k
provedeni rozhodnuti o 1écbé u pacientll s karcinomem prsu.

Geny MammaPrint a BluePrint poméruji znaky vicestupriového vyvoje rakovinnych bunék v prsu, jejich
preziti, mnoZeni, rozsifovani a metastazi, jak je zahrnuto ve znacich karcinomu (Haan et.al, 2021) [1].

70genovy test MammaPrint je uréen k rozliSeni pacientek s nizkym, ¢i vysokym rizikem rozvoje vzdalenych
metastdz do 5 let od diagndzy [2] [3] [4]. 80genovy test BluePrint je ur¢en k posouzeni molekularniho
subtypu rakoviny prsu a také urcuje, zda jde o nddory typu Luminal, HER2 nebo Basal [5].

Sada MammaPrint a Blueprint NGS se pouZiva u pacientek s rakovinou prsu v prvnim, nebo druhém stadiu
onemocnéni, které maji negativni lymfatické uzliny, nebo aZ 3 pozitivni lymfatické uzliny, s nadorem
mensim nebo rovnym 5,0 cm, ataké pro pacientky ve tfetim stadiu onemocnéni. Vysledky testd
MammaPrint a BluePrint jsou urceny k pouZiti Iékafi spolu s dalSimi klinickopatologickymi faktory. Test
MammaPrint BluePrint NGS se provadi na sekvenovacim systému Illumina® MiSeq® Sequencer System
a vysledky se analyzuji pomoci nastroje ADAPT (Agendia Data Analysis Pipeline Tool).
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Shrnuti a vysvétleni testu

Co je méreno a zjistovano

Test MammaPrint BluePrint NGS poskytuje individualizovany vysledek pro ,Nizké riziko“, nebo ,Vysoké
riziko” recidivy onemocnéni a zdroven také individudlni uréeni molekularniho subtypu nadoru.

MammaPrint urcuje aktivitu 70 gen(l ve vzorku nadoru, coz vede k expresnimu profilu, neboli ,otisku
prstu“ nadoru.. Pomoci proprietarniho algoritmu se profil genové exprese pouZiva k vypoctu indexu
MammaPrint (MPI), ktery udava prognosticky profil rizika recidivy rakoviny prsu.

BluePrint uréuje aktivitu 80 genli ve vzorku nadoru, coZz vede ke tfem profildm exprese. Pomoci
proprietarniho algoritmu se tyto profily genové exprese pouziji k vypoctu indext BluePrint, které jsou pak
pouzivany k uréeni molekuldrniho subtypu vzorku: Bud typ Luminal, HER2 nebo Basal. Geny a skérovaci
algoritmy pouzivané usady MammaPrint BluePrint jsou identické stémi, které se pouZzivaji pro test
MammaPrint a BluePrint provadény v diagnostické laboratofi spole¢nosti Agendia (Agendia's Diagnostic
Service Laboratory) na DNA Cipech ( [2] [3] [4] [7] [8] [9)).

Princip procedury

MammaPrint BluePrint NGS je neautomatizovany laboratorni proces, ktery vyuziva zachyceni sekvenovani
k urceni genové exprese v RNA izolované z tkané FFPE s obsahem nadorovych bunék alespori 30 %.

Sada NGS umozZiuje pfipravu cilenych knihoven NGS z FFPE RNA pomoci cilové obohaceného systému
Agilent SureSelect™ RNA, bez kroku ribozomalni deplece. Pracovni postup cilového obohacovani vyuziva
ultra dlouhé 120merové biotinylované cRNA navnady k zachyceni genl MammaPrint a BluePrint, které
obohati z knihovny genomovych fragmentd NGS. Udaje o poctu ¢teni (read count data), generované z
vystupu sekvenovani (ve formatu FASTQ), se pouZivaji k posouzeni expresnich Grovni profild MammaPrint
a BluePrint a k vykazani vysledkl testa.

Vystup sekvenovani je bezpeéné prenesen na webovy portal Agendia a analyza se provadi pomoci nastroje
ADAPT (Agendia Data Analysis Pipeline Tool). Vysledek testu MammaPrint zahrnuje index MPI, ktery se
uvadi na stupnici od -1 000 do +1 000 a urcuje prognosticky profil vzorku: Nizké riziko (MPI vétsi nez
+0,000) nebo vysoké riziko (MPI rovno nebo mensi nez 0,000). Vysledky testu BluePrint zahrnuiji tfi indexy

BluePrint, z nichZ ten nejvyssi urcuje molekuldrni subtyp vzorku.
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Cinidla

Poskytnuta Cinidla

Katalog #931280 byl nakonfigurovan az pro 16 reakci.

Pfiprava NGS RNA knihovny 15 °C Cilové obohacovani MammaPrint
MammaPrint BluePrint (Pre-PCR) ai BluePrint NGS Target Enrichment 15°C
Katalogové &islo #931281 [Krabice 1 ze 4] -25°C (Post-PCR Box 1) az
4 & i 30°C
Komponent Kat. # Objem Katalogové Cislo #931282 [Krabice 2 ze
Fragmentacni mix Agendia NGS 931281-01 304 pl 4]
Agendia NGS 1- Strand Master Mix 931281-02 140 pl Komponent Kat. # Objem
Agendia NGS 2 Strand + End Repair Agendia NGS Hyb 1 931282-01 400 pl
. 931281-03 400 pl Agendi b
Enzyme Mix gendia NGS Hyb 2 931282-02 | 1,25 ml
Agendia NGS 2 Strand + End Repair Agendia NGS Hyb 4 931282-03 | 1,25 ml
Oligo Mi 931281-04 80 ul . o
180 IVIix Pufr Agendia NGS Binding Buffer | 931282-04 | 13,2 ml
Agendia NGS dA Tailing Master Mix 931281-05 320 pl Pufr Agendia NGS Wash Buffer 1 | 931282-05 g mi
Agendia NGS Oligo Adaptor Mix 931281-06 80 ul Pufr Agendia NGS Wash Buffer2 | 931282-06 | 24 ml
Agendia NGS Ligation Master Mix 931281-07 80 ul
. . Agendia NGS voda bez nukleazy 931282-07 24 ml
Agendia NGS Forward PCR Primer 931281-08 60 ul a /4 M
Agendia NGS PCR Master Mix 931281-09 800 pl Pufr Agendia NGS Elution Buffer | 931282-08 | 5,8 ml
Agendia NGS Uracil DNA glykosyldza | 931281-10 16 ul Neutraliza¢ni pufr Agendia NGS
Agendia NGS Reverse PCR Primer 931281-11 16 pl Neutralization Buffer eGSO
Agendia NGS voda bez nukleazy 931282-07 2,4 ml P¥ibalovy letdk MammaPrint
BluePrint 931282-10 1x
Cilové obohacovani MammaPrint
. . -15°C . .
BluePrint Target Enrichment NGS a3 Panel MammaPrint BluePrint NGS | -75°C
(Post-PCR Box 2) 25 °C Katalogové ¢islo #931284 [Krabice 4 ze az
Katalogové &islo #931283 [Krabice 3 ze 4] 4] -85°C
Komponent Kat. # Objem Komponent Kat. # Objem
Indexovaci blok Agendia NGS 1 931283-01 45 pl Knihovna navnad MammaPrint e 36 4l
Agendia NGS Blok 2 931283-02 45l BluePrint NGS Baits Library
Indexovaci blok Agendia NGS 3 931283-03 12 pl
Agendia NGS RNase Blok 931283-04 18 ul
Agendia NGS Hyb 3 931283-05 160 pl
Agendia NGS Post-Cap PCR Primer 931283-06 16 ul
Agendia NGS PCR Master Mix 931281-09 800 pl
Indexovy stitek Agendia NGS 8bp* 931283-07 12 ul

* Indexové sekvence lze nalézt v Priloha A: Nukleotidové sekvence indexti MammaPrint BluePrint NGS
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Potrebnad Cinidla a vybaveni nejsou obsazena

Cinidlo

Sada pro izolaci RNA RNeasy FFPE
Aktinomycin D

Dynabeads® MyOne™ Streptavidin T1
Agencourt AMPure XP

Sada MiSeq Reagent Kit v3 Kit (150 cyklt)
Sada PhiX Control Kit V3
Dimethylsulfoxid

Buffer EB

Ethanol (EtOH), 100%

Tween 20

Voda bez nukleazy

Hydroxid sodny (NaOH)

Xylen

Histo-Clear

Vybaveni
Platforma pro analyzu nukleovych kyselin
a spotirebni material

Vortexovy mixér
Odstredivka
Deskovd odstredivka
Vakuova odstredivka
Tepelné bloky
Tepelny mixér
Casovat

Magneticky stojan

Termalni cyklovac

Jednokandlové pipety

Zkumavky 8-strip tubes/michadlo
Vicekanalové pipety (volitelné)
Opakovaci pipety (volitelné)
Systém MiSeq

Vyrobce, katalogové Cislo

QIAGEN, 73504

Ze Streptomyces sp. (Sigma-Aldrich, A1410)

Invitrogen, 65601 nebo 65602

Beckman Coulter Genomics, A63880 nebo A63881 nebo A63882
Illumina, MS-102-3001

Illumina, FC-110-3001

Na urovni pouziti v molekularni biologii (Sigma-Aldrich, D8418)
QIAGEN, 19086

Na urovni pouZiti v molekularni biologii (VWR, 1085430250)
Neiontové (Sigma-Aldrich, P7949)

Bez nukleazy, deionizovana, bez chemickych prisad (QIAGEN, 129114)
1N, Na urovni pouziti v molekularni biologii (Sigma-Aldrich, 72068)
Jakykoli dostupny

Narodni diagnostika, HS-200

Minimalni specifikace

RNA DV200 200 nt-4000 nt

DNA 150-550 bp (kvantitativni citlivost 0,5-50 ng/pl)
DNA 150-700 bp (kvantitativni citlivost 5-500 pl)
Jakykoli dostupny

Pro 1,5ml/0,5ml zkumavky
Vhodné pro 0,8ml MIDI desti¢ky
Teplotni rozsah: 15 °C az 45 °C
37 °C pro 0,8ml MIDI destic¢ku
27°Cab65°C

NIST sledovatelné

Pojme 0,80ml desticky (Life Technologies, AM10027)
Pojme zkumavky 8-strip tubes o velikosti 0,2 ml (Life Technologies,
12331D)

Vyhtivané viko: 105 °C

1-1000 pl

Jakékoli dostupné

1-1000 pl

1ul-10ml

Illumina, SY-410-1003 nebo
Illumina, DX-410-1001 méd RUO

*Poznamka: Cinidla a obecné vybaveni uvedené vyse bylo schvéleno spole¢nosti Agendia pro pouziti v kombinaci se

sadou MammaPrint BluePrint NGS. Tyto validace ukazaly, Ze kombinace téchto Cinidel, obecného vybaveni a sady

NGS je bezpeéna a funkéni (viz sekce Funkéni charakteristiky).
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Upozornéni a bezpecnostni opatreni

e Pouze pro diagnostické poufZiti in vitro.

e Tento zdravotnicky prostfedek je uréeny pouze pro pouziti v profesiondlnich laboratofich s pracovniky
vySkolenymi a certifikovanymi spolecnosti Agendia.

o Vysledky poskytované sadou MammaPrint BluePrint pro recidivu rakoviny prsu a molekuldarni
subtypovani jsou urceny pro pouziti |ékati v kombinaci se standardnimi klinickopatologickymi faktory.
Test neni vyroben k uréeni vysledku onemocnéni.

e Pouzivejte zafizeni se vzorky tkané Zenského karcinomu prsu fixované ve formalinu a zalité v parafinu
(FFPE).

e Obsah sady nepouzivejte po uplynuti doby expirace vytisténé na vnéjsi strané krabice..

e NepouZivejte testovaci komponenty ze sad rGznych SarZi. Vsimnéte si, Ze jednotlivé SarZe jsou
uvedeny na Stitcich na vnéjsi strané krabicek.

e Sadu skladujte pfi stanovenych teplotach a v uréenych prostorach pro skladovani pred amplifikaci
a po ni.

e K ziskani presnych vysledkll je potfeba peclivé dodrZovat pokyny pro postup testu.. NedodrZeni
pokynu, Uprava navodu testovaciho systému, pouZiti ¢inidel nebo nastrojli, poptipadé analytickych
nastrojl a nastroji pro podavani zprav, které nebyly spolecnosti Agendia doporuceny, mliZze mit za
nasledek neplatnost vysledkl testu. NedodrZeni pokynl pro deparafinizaci, izolaci RNA, cilové
obohaceni nebo sekvenovani mizZe mit za nasledek neplatnost vysledk( testu.

e K ziskdni validnich vysledkd je nutno, aby procento invazivnich nadorovych bunék bylo alespori 30 %.

e Pro zajisténi integrity vzorku jsou implementovdny vhodné laboratorni procesy identifikace
tkdné/vzorku.

e Neadekvatni nebo nekvalitni RNA muzZe vést k nespravnym vysledkim.

e Pokud nemate s izolaci RNA nebo sekvenovanim nové generace zkusSenosti, vyhledejte konkrétni
pokyny nebo skoleni.

e Proinformace o prostredi, zdravi a bezpecnosti se obratte na Bezpecnosti listy (Safety Data Sheets,
SDS) dostupné na https://diagnostic-products.agendia.com/resources/.

e DodrZujte béind laboratorni bezpeénostni opatfeni. Nepipetujte Usty. Nejezte, nepijte a nekurte ve
vyhrazenych prostorach laboratore. Pfi manipulaci se vzorky a testovacimi Cinidly pouZivejte
jednorazové rukavice a laboratorni plasté. Po manipulaci se vzorky a testovacimi Cinidly si dikladné
umyjte ruce.

e Aktinomycin D je dodavan jako pevna latka a pfipravi se v koncentraci 4 pg/ul v DMSO
(Dimethylsulfoxid) a poté se skladuje v 3 pl jednorazovych alikvotech pfi teploté —20 °C, chranénych
pred svétlem. Alikvoty mohou byt pfed dal$im pouZitim skladovany po dobu azZ jednoho roku. 4 pg/ul
aktinomycinu D v DMSO se bezprostfedné pred pouZitim zfedi vodou na koneénou koncentraci
aktinomycinu D 120 ng/pl.

e POZNAMKA: Aktinomycin D, pouzity v druhém kroku postupu, je nebezpeény — akutni toxicita: oralni,

4€§%» koZni a dychaci.

e  P¥i praci v laboratofi pouZivejte vhodné osobni ochranné pracovni prostfedky (OOPP).
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Skladovani a manipulace

Obsah soupravy je stabilni az do data expirace, vytisténého na Stitku na vnéjsi strané krabice.
KaZdou krabici skladujte pfi nasledujicich teplotach:

o Krabice 1 a krabice 3: mezi -15 °C a -25 °C
o Krabice 2: mezi 15 °C a 30 °C. Skladujte mimo pfimé slunecni svétlo.
o Krabice 4: mezi -75 °Ca -85 °C

Zafizeni lze pouZit maximdlné pro 16 reakci. Cinidla jsou stabilni po maximalné 5 cykld
zmrazeni/rozmrazeni, ke kterym musi dojit pfed datem expirace, uvedenym na krabici.

Test musi byt proveden v laboratofi pfi pokojové teploté (mezi 15 °C a 25 °C).

Pred pouzitim ddkladné promichejte na vortexu (vortexujte) a poté vizudlné zkontrolujte, Ze nejsou
pritomny Zadné srazeniny.

Ujistéte se, Ze pripravujete denné Cerstvy 0,2 N NaOH, ktery je stabilni az 12 hodin pfi skladovani pfi
pokojové teploté.

Ptipravujte denné Cerstvy 70% ethanol.

PFi manipulaci s Cisticimi kulickami PCR Clean-Up AMPure XP Beads a kulickami Library Streptavidin Beads
dodrZujte nasledujici doporuéené postupy:

o Kulicky PCR Clean-Up AMPure XP Beads by nikdy nemély byt zmrazeny.

o Pred pouzitim nechte kulicky AMPure XP beads dosdhnout pokojové teploty, alespon na dobu 30
minut

o Bezprostfedné pred pouZitim kulicky vortexujte, dokud nebudou dobfe suspendovdny a barva
nebude homogenni

o Po pfidani streptavidinovych kuli¢ek vzorek dikladné promichejte pipetovanim nahoru a dold
(10krat)

o Inkubujte smés kulicek/vzorkl pti pokojové teploté po celou dobu, ktera je uvedena

Kontaminace PCR m(iZe zplsobit nepresné a nespolehlivé vysledky. Abyste predesli kontaminaci, zajistéte,
aby oblasti pred amplifikaci a po amplifikaci mély vyhrazené specifické vybaveni (napf. pipety, Spicky
pipet, vortex a odstredivku).

Zabrante krizové kontaminaci. PouzZijte Cerstvé Spicky pipet jak pro vzorky, tak pro ddvkovani cCinidel.
Vzorky promichejte pipetou a podle potreby desticku odstfedte. Desticky nevortexujte, pokud neni

uvedeno jinak. PouzZijte Spicky odolné v(ci aerosolu, abyste sniZili riziko pfenosu amplikonu a kfizové
kontaminace mezi vzorky.

Nakladani s odpadem
S pouzitymi ¢inidly zachdzejte jako s chemickym odpadem a zlikvidujte je v souladu s platnymi
regiondlnimi, narodnimi a lokdlnimi zdkony a predpisy. Informace o Zivotnim prostfedi, zdravi
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a bezpecnosti naleznete v bezpecnostnich listech na adrese https://diagnostic-
products.agendia.com/resources/.

Tento nastroj neobsahuje tkan, buriky, ani latky zviteciho, lidského nebo mikrobialniho plvodu.

Odbér vzorkl a priprava na analyzu

Manipulace s tkani pred fixaci musi byt fizena protokolem odborné laboratore.

Pro kazdy zpracovavany vzorek vyberte nadorovy blok tkané FFPE karcinomu Zenského prsu tak, Ze
pouzijete vzorek tkané, ktery obsahuje nejvétsi mnozstvi invazivniho karcinomu a morfologicky odpovida
predloZené diagndze. Vybrany nddorovy blok FFPE by nemél byt starsi 5 let. Ujistéte se, Ze je vzorek béhem
procesu identifikovan jedine¢nym identifikatorem.

Skladovani vzorku FFPE by mélo byt provddéno podle protokolu profesiondlni laboratore.

Nasledné by se pro kazdy tkariovy blok mélo nafezat 10 laboratornich sklicek o tloustce 5 um s jednim
sériovym fezem 5 um na kazdém sklicku. Doporucuje se pouZzivat nabitd sklicka, aby bylo sniZeno riziko
padu fezu ze sklicka. Jedno sklicko bude pouZito pro barveni hematoxylinem a eosinem (H&E), cozZ slouzi
k urceni procenta nadorovych bunék a zbyvajici sklicka, v zavislosti na velikosti tkdné, mohou byt zcela
nebo &asteéné pouZita pro izolaci RNA. Deparafinizaci je tfeba provést pomoci Xylenu nebo Histo-Clear?.

K ziskani validnich vysledkd je nutno, aby procento invazivnich nadorovych bunék bylo alespon 30 %. Je-li
to nutné a mozné, lze provést mikrodisekci, aby se zabranilo velkym oblastem karcinomu in-situ, nekrézy,
tukové tkané, stromatu a/nebo krvéaceni, jelikoZ ty snizuji celkové procento invazivnich nddorovych bunék.

Kontrola kvality

Provedte pfislusnou kalibraci a udrzbu zafizeni, pouzivaného v laboratornich procesech, v souladu se
standardnimi poZadavky na kontrolu kvality vasi laboratore.

Analytické hodnoceni kvality
Kontrola kvality 1: Hodnoceni kvality celkové purifikované FFPE RNA
Tato kontrola hodnoti kvalitu celkové FFPE RNA na zakladé metriky DV200.

DV200 se méfi jako procento fragment(i RNA s délkou mezi 200 nt a 4000 nt.

Kontrola kvality 2: Hodnoceni kvality amplifikovanych, adaptérem ligovanych knihoven
cDNA.

Tato kontrola hodnoti kvalitu (fragmenty cDNA musi spadat do spravného rozmezi velikosti, tj. mezi 150
az 550 bp) a kvantitu (ng/ul) knihovny cDNA ligované adaptérem.

! Histo-Clear byl otestovan pro poufZiti se sadou MammaPrint BluePrint NGS.
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Kontrola kvality 3: Hodnoceni kvality amplifikovanych, cilové obohacenych, indexovanych

knihoven

Tato kontrola posuzuje kvalitu (fragmenty cDNA musi spadat do spravného rozmezi velikosti, tj. mezi 150
az 700 bp), kvantitu (pg/ul) a molarni koncentraci (pmol/l) amplifikované, cilové obohacené indexované

knihovny.

Kontroly testu

Spravna laboratorni praxe doporucuje, Ze by mél byt kontrolni material prezkouman, aby byly zjiStény
technické procedurdlni rozdily v laboratofi uZivatele, které mohou zpUsobit znac¢nou variabilitu nebo

nepresnosti ve vysledcich.

Pfed prvnim pouZitim tohoto testu v laboratofi uZivatele se doporucuje ovéfit spravnost testu

otestovanim nékolika vzork( se znamymi vysledky.

Testovaci postup

Step 4: Agendia NGS MiSeq Loading
]

Sequencing with MiSeqV3
reagent kit

Total FFPE RNA samples

Fragment RNA using Agendia
RNA Seq Fragmentation Mix

RNA fragments

<
<

Prepare samples using MammaPrint
BluePrint RNA Library Prep kit

Adaptor-ligated cDNA library

PCR amplify

MammaPrint BluePrint NGS
baits library— Agendia 70

Mamma Print and 80 BluePrint
genes

Prepared cDNA library

amplicons

Hybridize using MammaPrint BluePrint NGS Target Enrichment

RNA Capture library/cDNA

library hybrids

Capture hybrids onmagneticbeads

Captured, target-enriched
cDNAlibrary

PCR amplify

Amplified, target-enriched
indexedlibrary

Pool libraries for multiplexing (optional)

<:| Enriched-MammaPrint/BluePrint- indexed NGSsamples

+»—  Step 1: FFPE RNA Quality assessment

s~ Step 2: Agendia NGS library prep

+«— Step 3: Agendia NGS Target Enrichment
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Obrdzek 1: Prehled postupu sady MammaPrint BluePrint NGS
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Krok 1: Hodnoceni kvality FFPE RNA a pfiprava

Izolace RNA se provadi pomoci sady QIAGEN RNeasy FFPE Kit v souladu s ndvodem k pouZiti od vyrobce.
Izolovana celkovd RNA z FFPE musi vykazovat hodnoty absorbancnich pomér 260/280 a 260/230 blizké
2,0 pro oba poméry. Poméry s vyznamnou odchylkou od 2,0 mohou naznacdovat pfitomnost organickych
nebo anorganickych kontaminantd, které mohou vyZadovat dalsi ¢isténi, nebo mohou naznacovat, Ze
vzorek neni vhodny pro pouZiti se sadou MammaPrint BluePrint NGS.

NeZ zacnete, pfipravte celkovou RNA z kazdého vzorku ve vodé bez nukledzy.

Hodnoceni kvality FFPE RNA

Vyhodnotte hodnotu DV200 pro vzorky FFPE RNA pomoci vhodné platformy pro analyzu fragmentd nukleové kyseliny.
Alikvotujte 200ng RNA z kazdého vzorku pro Standardni, Dobré az stfedni, a Slabé vzorky.

Pokud neni k dispozici 200 ng, alikvotujte mnoZstvi RNA uvedené v tabulce nize.

. o Pozadované mnoizstvi RNA
Kategorie Distribucni hodnota (DV200) » .
pro pripravu knihovny
11
Standardni 270 % nad 200 nt 100 ng
Dobré az stfedni >50% nad 200 nt 150 ng
Spatné >20% nad 200 nt 200 ng
Nedoporucené <20 % nad 200 nt Nedoporuceno

Krok 2: Priprava knihovny Agendia NGS

Fragmentace RNA a Zihani primerd

2.1 Rozmrazte Agendia NGS Fragmentation Mix v pokojové teploté a poté umistéte na led.
2.2 Rozmrazte Agendia NGS First Strand Master Mix na ledu.
2.3 K lyofilizaci alikvotniho podilu FFPE RNA pouZijte vakuovou odstredivku (<45 °C). Nepresuste.

Vortexujte Agendia NGS Fragmentation Mix po dobu 10 sekund. Resuspendujte FFPE RNA v 19 ul Agendia NGS

24 Fragmentation Mix. Vortexujte a kratce odstredte.
Pro vzorky Standardni a Dobré/stfedni kvality RNA pouzijte nasledujici program tepelného cyklovace:
Vyhtivani vika na teplotu 95 °C
- 1. 2 minuty pfi teploté 94 °C

2. 3 minuty pfi teploté 65 °C
3. Minimalné 1 minutu pfi teploté 4 °C

Uchovavejte pfi teploté 4 °C nebo na ledu, dokud nebudete pfipraveni pokracovat.

Pro vzorky s nizkou kvalitou RNA (Slabé vzorky) pouZzijte nasledujici program tepelného cyklovace:
Vyhfivani vika na teplotu 95 °C

2.6 1. 5 minut pfi teploté 65 °C

2. Minimalné 1 minutu pfi teploté 4 °C

Uchovavejte pti teploté 4 °C nebo na ledu, dokud nebudete pripraveni pokracovat.
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Syntéza prvniho vlakna cDNA

Ptipravte Cerstvy 120 ng/ul Aktinomycin D roztok podle tabulky niZe. Tento objem vystaci na 96 reakci.

Agendia NGS voda bez nukledzy 97 ul

2.7 Aktinomycin D (4 ug/ul v DMSO) 3ul

Celkovy objem | 100 pl

Vortexujte, kratce odstredte, udrzujte pfi pokojové teploté a chrante pred svétlem.

Pripravte Agendia NGS First Strand Synthesis Mix podle tabulky nize. Vypocitejte pro 1 dalsi reakci.

Poznamka: Pred smichanim slozek Cinidel vortexujte First Strand Master Mix po dobu 10 sekund.

)8 Cinidlo Objem na reakci
Aktinomycin D (120 ng/ul v H20) 0,5 ul
8,0 ul
Celkovy objem | 8,5 ul

Vortexujte, kratce odstredte a nechte na ledu.

Na ledu pridejte 8,5 ul Agendia NGS First Strand Synthesis Mix do kazdé jamky nové desky s prvnim fetézcem

2.9 cDNA.
510 Preneste fragmentovanou FFPE RNA do jamek desticky s prvnim fetézcem cDNA. Desticku uzavrete, vortexujte a
kratce odstredte.
PouZijte nasledujici program tepelného cyklovace:
Vyhtivani vika na teplotu 95 °C
1. 10 minut pfi teploté 25 °C
2.11

2. 40 minut pfi teploté 37 °C
3. Minimalné 3 minuty pfi teploté 4 °C

Uchovavejte pti teploté 4 °C nebo na ledu, dokud nebudete pfipraveni pokracovat.

Syntetizace druhého fetézce cDNA a Oprava konci

Pripravte Second Strand Synthesis and End Repair Mix podle tabulky niZe. Vypocitejte pro 1 dalsi reakci.

Poznamka: Pred smichanim kazdé Cinidlo vortexujte po dobu 5 sekund.

Cinidlo Objem na reakci
212 i_\gze;:ialags Second Strand + End Repair 25,0 pl
5,0 ul
Celkovy objem | 30,0 ul

Vortexujte, kratce odstfedte a nechte na ledu.

2.13 Pridejte 30 ul Second Strand Synthesis and End Repair Mix do kazdé jamky.

2.14 Desticku uzavrete, vortexujte a kratce odstredte.

PouZijte nasledujici program tepelného cyklovace:
Nepouzivejte vyhraté viko. Pokud vyhfivani vika nelze deaktivovat, program by mél byt spustén s
otevienym vikem.
2.15 . - M
1. 60 minut pfi teploté 16 °C

2. Minimalné 3 minuty pfi teploté 4 °C

Uchovavejte pfi teploté 4 °C nebo na ledu, dokud nebudete pfipraveni pokracovat.
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Purifikace syntetizované cDNA pomoci kulicek AMPure XP

Nechte kulicky AMPure XP dosahovat pokojové teploty po dobu alespor 30 minut. Vortexujte suspenzi kulicek,
2.16 dokud neni homogenni.
Pokud postupujete k Adenylate cDNA 3’Ends, rozmrazte Agendia NGS dA Tailing Master Mix na ledu.

2.17 Pridejte 108 ul homogenni suspenze kulicek do kazdé jamky nové 96jamkové MIDI desticky o objemu jamek 0,8 ml.
2.18 Preneste 57,5 ul vzorkové smési do prislusné 0,8ml jamky 96jamkové MIDI desticky.
2.19 Desticku uzavriete, vortexujte a kratce odstredte.

2.20 Vzorky inkubujte po dobu 5 minut pfi pokojové teploté.

2.21 Umistéte desticku na magneticky stojan pfi pokojové teploté alespon na 5 minut.
292 S destickou stale na magnetickém stojanu opatrné vyjméte a zlikvidujte vycistény roztok z kazdé jamky.
Pfi odstranovani roztoku se nedotykejte kulicek.
2.23 S destickou stale na magnetickém stojanu nadavkujte do kazdé jamky 200 ul ¢erstvého 70% ethanolu.
594 Pockejte 10 sekund (nebo dokud nebude roztok Ciry), aby se vSechny kulicky usadily, a poté opatrné odstrante

ethanol.

2.25 Opakuijte - celkem 2 myti.

V pfipadé potfeby MIDI desti¢ku kratce odstiedte, poté ji vratte do magnetického stojanu a odstrafite zbyvajici

2.26 kapicky ethanolu pomoci pipety.

Suste vzorky na tepelném bloku pfi teploté 37 °C po dobu 3 minut. Vzorky nepresusujte, ale dbejte na to, aby byl

2.27 . M
veskery ethanol odstranén.

2.28 Do kazdé jamky na vzorek pridejte 21,5 ul vody bez nukleazy.

2.29 Desticku uzaviete, dobie vortexujte a kratce ji odstiedte, aby se kapalina nashromazdila.

2.30 Inkubujte 2 minuty pfi pokojové teploté.

2.31 Umistéte MIDI desticku na magneticky stojan a inkubujte po dobu 5 minut nebo dokud neni roztok Ciry.
2.32 Odeberte 20 pl vycisténého supernatantu a pridejte jej do nové 96jamkové desticky o objemu jamek 0,2 ml.

Bod zastaveni: Pokud nepokracujete dalsim krokem, desticku uzaviete a skladujte ji pfi teploté -15 °C az -25 °C.

Adenylat cDNA 3'Ends

Rozmrazte Agendia NGS dA Tailing Master Mix na ledu.
2.33 Vortexujte Agendia NGS dA Tailing Master Mix ve vysoké rychlosti po dobu 15 sekund. Pfidejte 20 ul do kazdé
jamky desticky obsahujici 20 ul vycisténého supernatantu. Vortexujte, kratce odstfedte a nechte na ledu.

PouZijte nasledujici program tepelného cyklovace:
Nepouzivejte vyhraté viko. Pokud vyhfivani vika nelze deaktivovat, program by mél byt spustén s
otevienym vikem.
1. 30 minut pfi teploté 37 °C
2. Minimalné 3 minuty pfi teploté 4 °C
Uchovavejte pti teploté 4 °C nebo na ledu, dokud nebudete ptipraveni pokracovat.

2.34

Ligace adaptéri

Rozmrazte Agendia NGS Ligation Master Mix na ledu.
Rozmrazte Agendia NGS Oligo Adaptor Mix na ledu.
Pripravte Adaptor Ligation Mix podle tabulky niZze. Poznamka: Vortexujte kazdé Cinidlo po dobu 10 sekund.

Cinidlo Objem na reakci
5 35 Agendia NGS Ligation Master Mix 5,0 ul
Agendia NGS Oligo Adaptor Mix 5,0 ul
Celkovy objem | 10,0 pl

Vortexujte, kratce odstfedte a nechte na ledu.
U mensiho poctu vzork( lze slozky ¢inidel pridat jednotlivé do kazdé vzorkové jamky. Pti jednotlivém pridavani
pipetujte Agendia NGS Ligation Master Mix pomalu, abyste zajistili, Ze bude pouZit cely objem.
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Umistéte desticku Adenylat/Ligace na led a poté pridejte 10 pl Adaptor Ligation Mix do kazdé vzorkové jamky.

2.36 Desticku uzavrete, vortexujte a kratce odstredte.
Pouzijte nasledujici program tepelného cyklovace:
Nepouzivejte vyhraté viko. Pokud vyhfivani vika nelze deaktivovat, program by mél byt spustén s
otevienym vikem.
2.37

1. 15 minut pfi teploté 20 °C
2. Minimalné 3 minuty pfi teploté 4 °C
Uchovavejte pfi teploté 4 °C nebo na ledu, dokud nebudete pfipraveni pokracovat.

Vycistéte adaptérové ligovanou cDNA (Adaptor Ligated cDNA) pomoci kulicek AMPure XP

Nechte kulicky AMPure XP dosahovat pokojové teploty alespor po dobu 30 minut. Vortexujte suspenzi kulicek,
dokud neni homogenni.

2.38 Rozmrazte Agendia NGS PCR Master Mix pti pokojové teploté. Po rozmrazeni vlozte do ledu.
Rozmrazte Uracilovou DNA glykosylazu (UDG) Agendia NGS, Agendia NGS Forward PCR Primer a Agendia NGS
Reverse PCR Primer v ledu.
2.39 Pridejte 90 pul homogenni suspenze kulicek do kazdé jamky nové 96jamkové MIDI desticky o objemu jamek 0,8 ml.
2.40 Preneste 50 ul vzorkové smési do prislusné 0,8ml jamky 96jamkové MIDI desticky.
2.41 Desticku uzavrete, vortexujte a kratce odstredte.
2.42 Vzorky inkubujte po dobu 5 minut pfi pokojové teploté.
2.43 Umistéte desticku na magneticky stojan pfi pokojové teploté alespor na 5 minut.
544 S destickou stdle na magnetickém stojanu opatrné vyjméte a zlikvidujte vycistény roztok z kazdé jamky. Pri
) odstranovani roztoku se nedotykejte kulic¢ek.
2.45 S destickou stale na magnetickém stojanu nadavkujte do kazdé jamky 200 ul cerstvého 70% ethanolu.
5 46 Pockejte 10 sekund (nebo dokud nebude roztok Ciry), aby se vSechny kulicky usadily, a poté opatrné odstrante
) ethanol.
2.47 Opakujte - celkem 2 myti.
548 V pfipadé potfeby MIDI desti¢ku kratce odstfedte, poté ji vratte do magnetického stojanu a odstrafite zbyvajici
) kapicky ethanolu pomoci pipety.
5 49 Suste vzorky na tepelném bloku pfi teploté 37 °C po dobu 3 minut. Vzorky nepresusujte, ale dbejte na to, aby byl
’ veskery ethanol odstranén.
2.50 Do kazdé jamky na vzorek pridejte 23 ul vody bez nukledazy.
2.51 Desticku uzavrete, dobre vortexujte a kratce ji odstfedte, aby se kapalina nashromazdila.
2.52 Inkubujte 2 minuty pfi pokojové teploté.
2.53 Umistéte MIDI desticku na magneticky stojan a inkubujte po dobu 5 minut nebo dokud neni roztok Ciry.
2.54 Odeberte 22 pl vycisténého supernatantu a pridejte jej do nové 96jamkové desticky o objemu jamek 0,2 ml.

Amplifikace adaptérové ligované knihovny cDNA

2.55

Ptipravte Pre-Capture PCR Mix na ledu podle tabulky niZe.
Poznamka: Vortexujte cinidlo Agendia NGS PCR Master Mix po dobu 30 sekund pred smichanim.

Cinidlo Objem na reakci
Agendia NGS PCR Master Mix 25,0 ul
1,0 ul
Agendia NGS Forward PCR Primer 1,0 ul
Agendia NGS Reverse PCR Primer 1,0 ul
Celkovy objem | 28,0 pl

Vortexujte, kratce odstredte a nechte na ledu.
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‘ 2.56 | Pridejte 28 ul Pre-Capture PCR Mix do kazdé vzorkové jamky. Desticku uzavrete, vortexujte a kratce odstredte.
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2.57

Pouzijte nasledujici program tepelného cyklovace:
Vyhfivani vika na teplotu 95 °C.
15 minut pfi teploté 37 °C
2 minuty pfi teploté 95 °C
30 sekund pfi teploté 95 °C
30 sekund pfi teploté 65 °C
1 minutu pfi teploté 72 °C
Opakujte kroky 3-5 po celkem 14 cykld
5 minut pfi teploté 72 °C
8. Minimalné 3 minuty pfi teploté 4 °C
Uchovavejte pfi teploté 4 °C nebo na ledu, dokud nebudete pripraveni pokracovat.

NouhkwhNpeE

Vycistéte adaptérové ligovanou cDNA (Adaptor Ligated cDNA) pomoci kulicek AMPure XP

Nechte kapky AMPure XP dosahovat pokojové teploty po dobu alespon 30 minut. Vortexujte suspenzi kulicek,

2.58 dokud neni homogenni.

2.59 Pridejte 90 ul homogenni suspenze kuli¢ek do kazdé jamky nové 96jamkové MIDI desticky o objemu jamek 0,8 ml.

2.60 Preneste 50 pl vzorkové smési do prislusné 0,8ml jamky 96jamkové MIDI desticky.

2.61 Desticku uzavrete, vortexujte a kratce odstredte.

2.62 Vzorky inkubujte po dobu 5 minut pfi pokojové teploté

2.63 Umistéte desticku na magneticky stojan pfi pokojové teploté alespon na 5 minut.

5 64 S destickou stale na magnetickém stojanu opatrné vyjméte a zlikvidujte vycistény roztok z kazdé jamky. Pri
) odstranovani roztoku se nedotykejte kuli¢ek.

2.65 S destickou stdle na magnetickém stojanu naddvkujte do kazdé jamky 200 pl ¢erstvého 70% ethanolu.

5 66 Pockejte 10 sekund (nebo dokud nebude roztok cCiry), aby se vSechny kulicky usadily, a poté opatrné odstrarite
) ethanol.

2.67 Opakujte - celkem 2 myti.

5 68 V ptipadé potfeby MIDI desticku krétce odstfedte, poté ji vratte do magnetického stojanu a odstrarite zbyvajici
’ kapicky ethanolu pomoci pipety.

5 69 Suste vzorky na tepelném bloku pfi teploté 37 °C po dobu 3 minut. Vzorky nepresusujte, ale dbejte na to, aby byl
) veskery ethanol odstranén.

2.70 Do kazdé jamky na vzorek pridejte 26 ul vody bez nukleazy.

2.71 Desticku uzavrete, dobre vortexujte a kratce ji odstredte, aby se kapalina nashromazdila.

2.72 Inkubujte 2 minuty pfi pokojové teploté.

2.73 Umistéte MIDI desticku na magneticky stojan a inkubujte po dobu 5 minut nebo dokud neni roztok ¢iry.

2.74 Odeberte 25 pl vycisténého supernatantu a pridejte jej do nové 96jamkové desticky o objemu jamek 0,2 ml.

Bod zastaveni: Pokud nepokracujete dalSim krokem, desticku uzavrete a skladujte pfi teploté -15 °C a -25 °C.

Kvantifikujte a normalizujte amplifikovanou, adaptérové ligovanou cDNA

Kvantifikujte amplifikovanou, adaptérové ligovanou predzachytnou knihovnu (Amplified Adapter Ligated Pre-

2.75 Capture library) pomoci vhodné platformy pro analyzu fragmentl nukleové kyseliny v oblasti mezi 150 bp-550 bp.
Alikvotujte celkem 200 ng cDNA predzachytné knihovny.
976 Pomoci vakuové centrifugy lyofilizujte 200 ng cDNA predzachytné knihovny a vratte do 3,4 ul vody bez nukleazy.

Nepresuste. Dobie vortexujte a kratce odstredte.

Bod zastaveni: Pokud nepokracujete dalsim krokem, skladujte zkumavky mezi -15°C a -25°C.
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Krok 3: Cilové obohaceni Agendia NGS Target Enrichment

Hybridizovani knihovny

Pripravte kyblik ledu a rozmrazujte Cinidla podle popisu nize:

Mix A Hyb Buffer Mix B Prepped Library Mix C Capture Library
Agendia NGS Hyb #1 Indexovaci blok Agendia NGS #1 Agendola NGs {?N.ase Block
Pokojova teplota 4°C (led) z _2(.),. c Od?vb mf]te. pouze
pri vytvareni Mix C
3.1 Agendia NGS Hyb #2 Agendia NGS Blok #2 Knihovna ndvnad MammaPrint
Pokojova teplota 4°C (led) BluePrint NGS Baits Library
4 °C (led)
Indexovaci blok Agendia NGS #3
Pokojova teplota 4 °C (led) i
Agendia NGS Hyb #4
Pokojova teplota i i
Ptipravte Library Mix A podle tabulky nize do 1,5ml zkumavky pfi pokojové teploté.
Cinidlo Objem na reakci
Agendia NGS Hyb #1 6,63 pl
3.2 Agendia NGS Hyb #2 0,27 ul
2,65 pl
Agendia NGS Hyb #4 3,45 ul
Celkovy objem 13,0 ul
Jemné promichejte na vortexu, kratce odstfedte a udrzujte pti pokojové teploté.
Pripravte si novou sadu zkumavek 8-strip tube a oznacte ji jako ,,A“, poté do kazdé zkumavky alikvotujte 13 pl (na
3.3 1 vzorek) mixu Library Mix A.
Zkumavky udrzujte pfi pokojové teploté.
Ptipravte Library Mix B podle tabulky nize do 0,5ml zkumavky na ledu.
Cinidlo Objem na reakci
Indexovaci blok Agendia NGS #1 2,5 ul
3.4 Agendia NGS Blok #2 2,54l
Indexovaci blok Agendia NGS #3 0,6 ul
Celkovy objem 5,6 pl
Jemné mix vortexujte, kratce odstredte a nechte na ledu.
Pripravte si nové zkumavky 8-strip tube a oznacte je jako ,,B“ a poté
35 1. Do kazdé jamky alikvotujte 5,6 ul mixu Library Mix B.
2. Do kazdé prislusné jamky pridejte 3,4 ul vzorku.
3. Jemné 10krat promichejte pipetovanim nahoru a dold.
Umistéte zkumavky 8-strip tube, obsahujici Library Mix B a vzorek na termocykler a spustte nasledujici program:
Zahtejte viko na 105 °C.; objem méjte nastaveny na 29 ul, pokud je to mozné.
3.6

1. 5 minut pfi teploté 95 °C
2. 5 minut pfi teploté 65 °C
3. Udrzujte pti teploté 65 °C
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P¥ipravte Library Mix C podle tabulky nize do 0,5m zkumavky na 4°C led.

Cinidlo Objem na reakci
Agendia NGS voda bez nukledzy 4,5 pl
Agendia NGS RNase Block 0,5 ul
Knihovna navnad MammaPrint BluePrint NGS 2,0 ul
3.7 Baits Library
Celkovy objem 7,0 ul
Jemné promichejte pipetovanim nahoru a dolu. Ujistéte se, Ze se v mixu nevyskytuji Zadné bubliny.
Poznamka: Pfipravte Mix C okolo 5 minut pfi teploté 65 °C u kroku 3.6. Smés udrZujte pfi pokojové teploté jen kratce, dokud
nepfidate Mix A do Mixu C.
Roztoky obsahujici knihovnu ndvnad MammaPrint BluePrint NGS Baits Library uchovévejte pfi pokojové teploté jen kratce.
3.8 Oznacte novou zkumavku 8-strip tube jako ,,C“ a do kazdé zkumavky 8-strip tube pridejte 7 pl Library Mix C.
Do zkumavek 8-strip tube s Library Mix C napipetujte 13 ul Library Mix A. Dobte promichejte vortexovanim po
3.9 dobu 5 sekund a kratce odstredte. UdrZujte smés pfi pokojové teploté pouze kratkodobé, dokud neni pouzita v
kroku 3.10.
310 Zatimco termocykler je porad na 65 °C, napipetujte vse z Library Mix A+C do jamek na vzorky, obsahujicich Library
' Mix B. Ujistéte se, Ze je cely obsah Library Mix A+C prenesen do Library Mix B.
311 10krat jemné promichejte pipetovanim nahoru a doll a zavrete viko. Pokud jamky pofad obsahuji bubliny,
' provedte rychlé odstredéni.
Ujistéte se, Ze jsou vsechna vicka zkumavek utésnéna. Zavrete viko termocykléru a spustte pokradujici program:
3.12

1. 17-24 hodin pfi teploté 65 °C
2. UdrZujte pfi teploté 65 °C

Pripravte kulicky Streptavidinu

3.13 Do zkumavek o objemu 2 ml vortexujte a alikvotujte 650 ul pufru Agendia NGS Wash Buffer 2 pro kazdy vzorek.
3.14 Vlozte alikvotované zkumavky do 65 °C zahfivaciho bloku po dobu alespori 30 minut.
3.15 Vortexujte kulicky Dynabeads MyOne Streptavidin T1 po dobu alespon 30 sekund, aby nebyly kulicky
' nashromazdéné u sebe.
3.16 Do zkumavek o objemu 2 ml alikvotujte 50 pl kulicek pro kazdy vzorek. (Maximalné 200 ul kulicek, na 4 vzorky, na
' zkumavku)
Umyjte kulicky streptavidinu:
a. Ke KAZDEMU VZORKU ve zkumavkéch o objemu 2 ml pridejte 200 ul pufru Agendia NGS Binding Buffer.
(Maximalné 800 pl pufru, na 4 vzorky, na zkumavku)
3.17 b.  Kulicky michejte na vortexovém mixéru po dobu 5 sekund a kratce odstredte.
c. Umistéte 2,0ml zkumavky na magneticky separator na 2 minuty a nechte roztok vycefit.
d. Supernatant odstrante a zlikvidujte.
e. Opakujte kroky a. aZ d. pro celkem 3 myti.
318 Resuspendujte kulicky ve 200 ul pufru Agendia NGS Binding Buffer (na jeden vzorek) a alikvotujte je v PCR

zkumavkach 8-strip tube.

Zachytte hybridy pomoci streptavidinovych kuli¢ek

Strana 19 ze 41




Pfi udrZzovani vzorku pfi teploté 65 °C na termocykleru preneste 29 pl z 17-24 hodinové inkubace Hybridizacni

3.19 knihovny do zkumavek 8-strip tube obsahujicich 200 pl promytych streptavidinovych kulic¢ek.
(Promyté streptavidinové kulicky uchovavejte pfi pokojové teploté).
3.20 Uzavrete zkumavky 8-strip tube a promichejte je oto¢enim zkumavek a rychlym odstfedénim.
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Inkubujte vzorek na tepelném mixéru pti teploté 27 °C 1400 ot./min po dobu 30 minut.
Poznamka: Po 5 minutach zkontrolujte, zda se kulicky neshlukuji. Pokud se vytvorily shluky kuli¢ek, rychle

3.21 .
zkumavku vortexujte.
Po 30 minutach inkubace nastavte tepelny mixér na 65 °C.
3.22 Zkumavky kratce odstredte.
3.23 Umistéte desticku na 2 minuty na magneticky separator, aby se shromazdily kulicky ze suspenze.
3.24 Supernatant odstrante a zlikvidujte.
3.95 Resuspendujte kulicky ve 200 pl pufru Agendia NGS Wash Buffer 1 michanim ve vortexovém mixéru po dobu
' 5 sekund.
3.26 Inkubujte vzorky po dobu 15 minut pfi pokojové teploté.
3.27 Oddélte kulicky a pufr na magnetickém separatoru po dobu 2 minut a odstrante supernatant.
Kulicky omyjte pomoci pufru Agendia NGS Wash Buffer 2:
a. Resuspendujte kulicky ve 200 pl promyvaciho pufru Agendia NGS Wash Buffer 2, pfedehiatého na 65 °C.
b. Zkumavky uzaviete a michejte je na vortexovém mixéru po dobu 5 sekund, aby se kulicky znovu
suspendovaly. Kratce odstredte.
3.28 c. Inkubujte zkumavky na tepelném shakeru po dobu 10 minut pfi teploté 65 °C a 1200 ot./min.
d. Pokud si vSimnete, Ze se kulicky usazuji, zkumavky obcas otocte, aby se promichaly.
e. Kratce zkumavky odstredte v odstredivce nebo v minidestickové odstredivce.
f.  Na 2 minuty umistéte zkumavky na magneticky separator.
g. Supernatant odstrante a zlikvidujte.
h.  Opakujte kroky a. az g. pro celkem 3 myti.
3.29 Vortexujte kulicky v 31,5 pl pufru Agendia NGS Elution Buffer po dobu 5 sekund, aby se kulicky znovu
suspendovaly. Kratce odstredte.
3.30 Inkubujte vzorky po dobu 10 minut pfi pokojové teploté.
3.31 Oddélte kulicky a pufr vloZzenim na magneticky separator po dobu 2 minut.
3.32 Preneste 30 ul supernatantu na cerstvou desticku. Kulicky odstrante.
3.33 Pridejte 30 ul pufru Agendia NGS Neutralization Buffer do zachycené knihovny cDNA.

Vycistéte zachycenou knihovnu pomoci kulicek AMPure XP

Nechte kulicky AMPure XP beads dosahovat pokojové teploty, a to po dobu alespor 30 minut. Vortexujte suspenzi
kulicek, dokud neni homogenni.

3.34 Pokud budete pokracovat ¢asti ,Amplifikujte zachycené knihovny k pfidani indexovych stitkGi“, rozmrazteAgendia
NGS PCR Master Mix, primer Agendia NGS Post-Capture PCR Primer a indexovou desticku Agendia NGS 8bp Index
Plate a vloZte je do ledu.

3.35 Pridejte 108 pl homogenni suspenze kuli¢ek do kazdé jamky nové 96jamkové MIDI desticky o objemu jamek 0,8 ml.

3.36 Pridejte 60 pl vzorkové smési z kroku 3.33.

3.37 Desticku uzavrete, vortexujte a kratce odstredte.

3.38 Vzorky inkubujte po dobu 5 minut pfi pokojové teploté

3.39 Umistéte desticku na magneticky stojan pfi pokojové teploté alespori na 5 minut.
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S destickou stale na magnetickém stojanu opatrné vyjméte a zlikvidujte vycistény roztok z kazdé jamky.

340 Pti odstranovani roztoku se nedotykejte kulicek.

3.41 S destickou stdle na magnetickém stojanu nadavkujte do kazdé jamky 200 ul cerstvého 70% ethanolu.

3.4 Pockejte 10 sekund (nebo dokud nebude roztok Ciry), aby se vSechny kulicky usadily, a poté opatrné odstrarite
ethanol.

3.43 Opakujte - celkem 2 myti.

344 V pfipadé potfeby MIDI desti¢ku kratce odstfedte, poté ji vratte do magnetického stojanu a odstrarite zbyvajici
kapicky ethanolu pomoci pipety.

3.45 Suste vzorky na tepelném bloku pfi teploté 37 °C po dobu 3 minut. Vzorky nepresusujte, ale dbejte na to, aby byl
veskery ethanol odstranén.

3.46 Do kazdé jamky na vzorek pridejte 36 pl vody bez nukleazy.

3.47 Desticku uzavrete, dobre vortexujte a kratce ji odstredte, aby se kapalina nashromazdila.

3.48 Inkubujte 2 minuty pti pokojové teploté.

3.49 Umistéte MIDI desticku na magneticky stojan a inkubujte po dobu 5 minut nebo dokud neni roztok Ciry.

350 Odeberte 35 pl vycisténého supernatantu a pridejte ho do nové 96jamkové desticky o objemu jamek 0,2 ml nebo do

novych zkumavek.

Bod zastaveni: Pokud nepokracujete dalSim krokem, desticku uzavrete a skladujte ji pfi teploté -15 °C az -25 °C.

Amplifikujte zachycené knihovny k pfidani indexovych stitkd

Rozmrazte Agendia NGS PCR Master Mix, primer Agendia NGS Post-Capture PCR Primer a indexovovou desticku
Agendia NGS 8bp Index Plate a vioZte je do ledu.

Poznamka: Agendia NGS PCR Master Mix je viskozni, pfed pridanim PCR primerd jej vortexujte po dobu 30
sekund.

PripravtePost-Capture PCR Mix podle tabulky nize do 1,5ml zkumavky na ledu.

3.51 Cinidla Objem na reakci
Agendia NGS PCR Master Mix 25 ul
Agendia NGS Post-Capture PCR primer 1l
Celkovy objem 26 pl
Smés opatrné vortexujte a otocCte. Nechte na ledé.
3.52 Aby byl kazdy vzorek amplifikovan, umistéte 26 pl mixu Post-Capture PCR Mix do PCR jamkové desticky.
Pridejte 5 ul prislusného indexovaciho primeru (z Agendia NGS 8bp Index Plate) do kazdé jamky obsahujici Post-
3.53 Capture PCR Mix.
Pro kazdy vzorek, ktery ma byt sekvenovdn ve stejné draze, poufZijte jiny indexovaci primer.
354 Pridejte 19 pl purifikované knihovny z kroku 3.50 do kazdé jamky obsahujici Post-Capture PCR Mix.
10krat promichejte pipetovanim nahoru a dold. Desti¢ku kratce odstredte.
Umistéte PCR desti¢ku do termocykleru. Spustte nasledujici program termocykleru:
Vyhftivani vika na teplotu 105 °C
1. 2 minuty pfi teploté 95 °C
3.55

30 sekund pri teploté 95 °C
30 sekund pri teploté 57 °C
1 minutu pfi teploté 72 °C

v W

Opakujte kroky 2-4 po celkem 12 cykld
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6. 5 minut pfiteploté 72 °C
7. UdrZujte pfiteploté 4 °C
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Vycistéte amplifikované zachycené knihovny pomoci kulicek AMPure XP Beads.

Nechte kulicky AMPure XPBeads dosahovat pokojové teploty, a to po dobu alespori 30 minut. Vortexujte suspenzi

3.6 kulicek, dokud neni homogenni.

3.57 Pridejte 90 pl homogenni suspenze kulicek do kazdé jamky nové 96jamkové MIDI desticky o objemu jamek 0,8 ml.
3.58 Preneste 50 ul vzorkové smési do prislusné 0,8ml jamky 96jamkové MIDI desticky.

3.59 Desticku uzavrete, vortexujte a kratce odstredte.

3.60 Vzorky inkubujte po dobu 5 minut pfi pokojové teploté

3.61 Umistéte desticku na magneticky stojan pfi pokojové teploté alespori na 5 minut.

S destickou stidle na magnetickém stojanu opatrné vyjméte a zlikvidujte vycCiStény roztok z kazdé jamky. Pfi

3.62
odstranovani roztoku se nedotykejte kulic¢ek.
3.63 S desti¢kou stéle na magnetickém stojanu naddvkujte do kazdé jamky 200 pl erstvého 70% ethanolu.
364 Pockejte 10 sekund (nebo dokud nebude roztok ciry), aby se vSechny kulicky usadily, a poté opatrné odstrante

ethanol.

3.65 Opakujte - celkem 2 myti.

3.66 V ptipadé potfeby MIDI desti¢ku kratce odstfedte, poté desti¢ku vratte do magnetického stojanu a pipetou
' odstrarite zbyvajici kapic¢ky ethanolu.

367 Suste vzorky na tepelném bloku pfi teploté 37 °C po dobu 3 minut. Nepresuste vzorky, ale zaroven se ujistéte, zZe je
' odstranén veskery ethanol.

3.68 Do kazdé vzorkové jamky pridejte 22,5 ul pufru Buffer EB.

3.69 Desticku uzavrete, dobre vortexujte a kratce ji odstfedte, aby se kapalina nashromazdila.

3.70 Inkubujte 2 minuty pfi pokojové teploté.

3.71 Umistéte MIDI desticku na magneticky stojan a inkubujte po dobu 5 minut nebo dokud neni roztok Ciry.
3.72 Odeberte 21 pl vycisténého supernatantu do nové 96jamkové desticky nebo do novych zkumavek.

Bod zastaveni:, Pokud nepokracujete dalSim krokem, uzavrete desticku a uloZte 21 pl indexovanych knihoven pfi teploté mezi
-15a-25°C.

Kontrola kvality 3: Hodnoceni kvality amplifikovanych, cilové obohacenych,

indexovanych knihoven
Ovérte velikostni distribuce kazdé amplifikované, zachycené, indexované knihovny pomoci vhodné
platformy pro analyzu fragment( nukleové kyseliny. Fragmentova velikostni distribuce by se méla
pohybovat mezi 150-700 bp. Pro pfesnou kvantifikaci se ujistéte, Ze koncentrace spada do linedrniho
rozsahu testu (5-500 pg/ul).

Zasobni molarita Cilova molarita [nM]
[pmol/L]
> 4000 4
2000-3999 2
1000-1999 1
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<1000

Neprovadét, nedspésny
vzorek
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Krok 4: Nahravani Agendia NGS MiSeq Loading

Pfiprava vzorkového listu

Pripravte vzorkovy list MiSeq ve formatu s hodnotami oddélenymi ¢arkami (CSV) podle pokyni nize.

Jedna se o 150bp single-end protokol.

Obecné pokyny naleznete v referencni pfirucce spolec¢nosti lllumina:

https://support.illumina.com/downloads/miseq sample sheet quick reference guide 15028392.html

Ptiklad vzorkového listu MiSeq je k dispozici zde: https://diagnostic-products.agendia.com/resources/

Pod [Nazev]

Jméno vyzkumného
pracovnika:

Povinné, doddno uZivatelem

Nazev projektu

Povinné, doddno uZivatelem

Nazev experimentu

Povinné, doddno uZivatelem

Datum

Povinné

Pracovni postup

Povinné [GenerovatFASTQ]

Test Povinné [SureSelect]
41 Chemie Povinné [Vychozi]
V Casti [Pocet precteni]: 150
V ¢asti [Nastaveni]
Generovat pouze FASTQ 1
(OnlyGenerateFASTQ)
Filtrovat PCR duplikaty 0
(FilterPCRDuplicates)
V ¢asti [Data]:
ID vzorku Nazev vzorku Desticka vzorku Jamka vzorku | Projekt vzorku Index 17_Index_ID
Povinné, Povinné Volitelné
doddno Volitelné Volitelné Volitelné Volitelné [Sekvence
uZivatelem indexu]
Pozndmka: Kazdy vzorek musi mit jedinecné ,,ID vzorku“; ,Ndzev vzorku“ bude obsaZen v ndzvech souborii FASTQ
Ulozit list. Software uZivatele vyzve, aby nahral vzorkovy list.
4.2 Pripravte cartridge s Cinidly podle doporuceni spolecnosti Illumina.
Vkladani kone¢nych knihoven do spole¢ného fondu (tj. Sdruzovani knihoven) pro multiplexované sekvenovani
Pouzity sekvenacni protokol (1 nM, 2 nM nebo 4 nM) zévisi na vzorcich na pfipraveném vzorkovém listu. Naredte kazdy
4.3 vzorek individualné na cilovou molaritu (tj. 1 nM, 2 nM nebo 4 nM). Pokud je tfeba sloucit vzorky s rdznou cilovou molaritou
do jednoho cyklu MiSeq, zfedte vSechny vzorky na nejnizsi cilovou spole¢nou molaritu a poté je slucte.
4.4 Odeberte 5 pl z kazdého normalizovaného vzorku a vloZte je do jedné zkumavky o objemu 1,5 ml.
4.5 Vortexujte, kratce odstredte a vloZte do ledu.
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Denaturujte sdruzenou cDNA knihovnu

Pfipravte si novou zkumavku s 0,2 N NaOH (0,2 N NaOH je stabilni maximalné 12 hodin)
Denaturujte sdruzenou knihovnu z kroku 4.5 podle pouZitého sekvenacéniho protokolu:

1nM 2nM 4 nM
4.6 Sdruzena knihovna
(knihovna ve spole¢ném
fondu) 10 pl 5ul 5ul
0,2 N NaOH 10ul 5ul S5ul
4.7 Kratce promichejte na vortexu a odstfedte pfi 280 x g po dobu 1 minuty pfi pokojové teploté.
4.8 Inkubujte pti pokojové teploté po dobu 5 minut.

Zred'te denaturovanou knihovnu cDNA

Denaturovanou knihovnu cDNA z kroku 4.8 nafedte predem vychlazenym pufrem HT1 podle pouzitého sekvenéniho protokolu:
Poznamka: K michani invertujte pufr HT1.

1nM 2nM 4 nM
49 Denaturovand cDNA
' knihovna 20 pl 10 ul 0ul
HT1 480 ul 490 pl 990 pl
Koncentrace 20 pM 20 pM 20 pM
4.10 | Nékolikrat obratte, aby doslo k promichani, kratce odstfedte a uloZte na led.
V nové zkumavce o objemu 1,5 ml dale nafedte denaturovanou knihovnu z kroku 4.10 podle sekvenacniho protokolu, abyste
ziskali poZzadovanou konec¢nou vstupni koncentraci.
1nM 2nM 4 nM
4.11 Denaturovana DNA 500 pl 500 ul 450 pl
HT1 167 wl 167 ul 150 pl
Finalni koncentrace 15 pM 15 pM 15 pM
Nékolikrat invertujte, aby se smés promichala, a poté pulzné odstiedte. Umistéte do ledu, dokud smés nebude pfipravena
4.12 | kvloZeni do MiSeq cartridge s Cinidly.

Kombinujte knihovnu vzorkt a PhiX control (volitelné)

4.13

Pfipravte 20 pM PhiX podle protokolu Illumnina's MiSeq Protocol nebo rozmrazte 20 pM knihovny PhiX (pokud byla jiz dfive
pripravena) na ledu. Obracenim promichejte a kratce odstredte.

4.14

Zkombinujte nasledujici objemy kontrolnich PhiX a knihovny vzorkd z kroku 4.12 do zkumavky o objemu 1,5 ml:
a. 6 uldenaturované a naredéné 20 pM PhiX knihovny
b. 594 ul denaturované a nafedéné knihovny vzorkid (pokud neni pfidan zadny PhiX, pridejte 600 pl denaturované
a naredéné knihovny vzork()

4.15

Nékolikrat invertujte, aby doslo k promichani, a kratce odstfedte. Odlozte stranou do ledu, dokud smés nebude pfipravena
k vloZzeni do MiSeq cartridge s Cinidly.

Sekvenovani na MiSeq

4.16 | Na uvitaci obrazovce softwarového rozhrani vyberte ,,Sequence” pro zahajeni krokl nastaveni sekvenovani.
Pokud pouZzivate operacni systém Windows 7:
e a. Vyberte prikaz ,Change Sample Sheet” na obrazovce pro vkladani ¢inidel a nasmérujte software na pfislusny vzorkovy

list.

b. Vyberte ,Browse” pro prechod na vzorovy list a vyberte ,,Open”.
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c. Vyberte ,Save and Continue” a vyberte ,Next” pro kontrolu parametrd béhu.

d. Pokracujte ve vkladani MiSeq.

Pokud pouzivate operacni systém Windows 10:
a. V nabidce Run Setup Option vyberte moznost ,Sample Sheet”.
b. [Volitelné] Po aktivaci BaseSpace vyberte ,Use BaseSpace™ Sequence Hub for this run“ a prihlaste se.
c. Vopacném pripadé vyberte ,Next” a vyberte soubor vzorkového listu (.csv).
4.18 Soubor se odesle do Local Run Manager pro ovéreni nebo vytvoreni béhu.
d. [Volitelné] Chcete-li obejit sekundarni analyzu Local Run Manager, vyberte ,Disable Local Run Manager Secondary
Analysis”.
e. 'V pripadé potreby vyreste vsechny chyby ve vzorkovém listu.

f.  Vyberte ,Next“ a pokracujte ve vkladani pritokové kyvety.

Pokracujte v sekvenovani podle sekvenovaciho protokolu MiSeq spole¢nosti lllumina a vygenerujte soubory FASTQ.
4.19 | Dalsi pokyny k systému MiSeq naleznete v pfirucce k systému spolecnosti lllumina:
https://support.illumina.com/sequencing/sequencing instruments/miseq/documentation.html

Krok 5: Analyza soubor( FASTQ prostrednictvim nastroje ADAPT

Soubory FASTQ, vygenerované sekvenatorem MiSeq, budou zpracovany nastrojem Agendia Data Analysis
Pipeline Tool (ADAPT), coZ je vysoce vykonna a bezpecna cloudova platforma pro analyzu genomiky.
ADAPT je urcen k pouziti v kombinaci se sadou MammaPrint® BluePrint® pro recidivu rakoviny prsu a
molekuldrni subtypovani (MammaPrint BluePrint Kit). ADAPT poskytuje integrovanou analyzu a hlaseni
vysledk( vzork(, zpracovanych pomoci sady MammaPrint BluePrint NGS.

Podrobné pokyny jsou uvedeny v uzivatelské priru¢ce ADAPT-CE (EM-002), véetné toho, jak vytvofrit Ucet,
jak nainstalovat konektor pro zabezpeceni soubor(, jak nahrat a analyzovat deidentifikovanad data
pacientl v zabezpeceném prostiedi a jak ziskat vysledky testu.

ADAPT je bezpecny cloudovy systém a lze se k nému pfipojit prostiednictvim prohlize¢ uvedenych nize.

Prohlize¢ Podporovana verze Operacni systém
Google, Chrome a Mozilla Nejnovéjsi stabilni verze Windows, Mac a Linux
Firefox

NeZ zacnete, prectéte si viechny pokyny uvedené v uZivatelské prirucce ADAPT-CE (EM-002). Mate-li i po
precteni téchto pokynd dalsi otazky, obratte se na produktovy servis Agendia
(NGS.support@agendia.com).
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Vysledky

Ke kazdému vzorku uZivatel obdrZi dva dokumenty — Technickou zpravu a Vysvétleni vysledk(l. Technicka
zprava bude obsahovat informace o vzorku a zprocesovani ADAPT, vcetné informaci o kontrole kvality
a vysledcich sady MammaPrint BluePrint NGS, které zahrnuji MammaPrint Index (MPI), urceni rizika
recidivy (,,Vysoké riziko“ nebo , Nizké riziko“) a vysledek BluePrint testu (Typ Luminal, HER2 nebo Basal).
Podrobnéjsiinformace naleznete v sekci , Interpretace vysledki” Sekce ,, Vysvétleni vysledkl” (Explanation
of Results) vysvétluje vysledky testu v kontextu publikovanych klinickych udaju.

Interpretace vysledkU

Vysledek testu je povaZovan za platny, pouze pokud je v poli Celkové hodnoceni v Technické zpravé
uvedeno ,Splnéno”. Pokud nékterda z metrik kontroly kvality selZe, Celkové hodnoceni poté uvede
»Nesplnil“. Pokud je v Celkovém hodnoceni uvedeno ,nesplnil”, v Technické zpravé se v ¢asti Vysledky
testu zobrazi ,Pro tento vzorek nelze poskytnout vysledek” a dokument ,Vysvétleni vysledk(” nebude
poskytnut. Zkusebni laborator se mlze rozhodnout znovu otestovat vzorek, aby zjistila, zda bude nasledny
vysledek testu platny.

MammaPrint

Vysledek testu MammaPrint se zobrazi jako bindrni vysledek, bud' jako , Nizké riziko“, nebo jako , Vysoké
riziko” recidivy. Prognosticky profil (,Nizké riziko“, ,Vysoké riziko“) vzorku se stanovi vypoétem MPI na
stupnici od -1.000 do +1.000 (rozsah MammaPrint FFPE, Obrazek 2). Vysledky s profilem , Vysoké riziko”
maji MammaPrint index (MPI) roven nebo nizs$i nez 0,000, zatimco vysledky s profilem , Nizké riziko” maji
MPI nad 0,000. Pokud MPI spada do predem definované oblasti kolem mezni hodnoty klasifikace, tj. mezi
-0,058 a +0,058, presnost klasifikace je mensi nez 90 %.

MammaPrint Index - Risk of Recurrence

HIGH RISK OF LOW RISK OF
RECURRENCE RECURRENCE

-1.000 & > 0.000 & >  +1.000

Obrdzek 2: MammaPrint Index
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BluePrint

BluePrint je test molekuldrniho subtypovani, ktery klasifikuje rakovinu prsu do tfi odliSnych subtypu: Typy

Luminal, HER2 a Basal podle stanoveni hladin mRNA 80 gend, které nejlépe rozlisuji mezi témito 3

odlisnymi molekularnimi subtypy. Kazdy z téchto subtypl ma vyrazné rozdily v dlouhodobych nasledcich

a reakci na (neo)adjuvantni chemoterapii [10]. Kombinace MammaPrint a BluePrint umoZniuje rozdélovat

pacientky do nasledujicich podskupin: typ Luminal/MammaPrint Nizké riziko (podobny typu Luminal A);

typ Luminal/MammaPrint Vysoké riziko (podobny typu Luminal B); typ HER2 a typ Basal.

Omezeni u procedury

Sada MammaPrint BluePrint pro recidivu a molekularni subtypovani rakoviny prsu byla ovéfena pouze
pro pouZiti s nadorovou tkani rakoviny prsu FFPE od pacientek. Testovani jinych typl vzorkd nebo jiné
konzervacni metody nebylo ovéreno.

Souprava RNeasy FFPE byla ovéfena pro pouZiti vtomto testu. PouZiti jinych souprav pro izolaci RNA
nebylo ovéreno.

Sada MammaPrint BluePrint NGS byla ovérena v kombinaci s Cinidly Illumina MiSeq V3 na 150 cykld.
Pouziti jinych sekvenatord DNA nebo jinych cinidel nebylo ovéreno.

Vysledek MammaPrint ,,Nizké riziko” nezarucuje, Ze se v rozmezi péti let rakovina prsu nevrati. Stejné
tak vysledek ,Vysoké riziko” nezarucuje, Ze se rakovina prsu vrati. Vysledky testd by mély byt pouZity
v kombinaci s klinickopatologickymi faktory.

Vysledky MammaPrint BluePrint NGS jsou zamysleny pro poufziti Iékafi a mély by byt interpretovany
spole¢né s dalSimi standardnimi klinickopatologickymi faktory. Test neni vyroben k uréeni vysledku
onemocnéni.
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Ocekavané hodnoty

MammaPrint

Klinické udaje z populacnich studii prokazaly klinickou uZite¢nost testu MammaPrint v zamyslené populaci.
MammaPrint byl klinicky ovéfen v prospektivnich klinickych studiich pro pouZiti u pacientek s ¢asnym (1, Il
a lll) karcinomem prsu bez ohledu na stav estrogenovych receptorli (ER) nebo stav HER2, s velikosti
nadoru £5,0 cm a 0 aZ 3 pozitivnimi lymfatickymi uzlinami (LN 0-3), bez zvlastnich specifikaci pro nodalni
mikrometastazy. Ve studii MINDACT primarni analyza prokazala, Ze odepreni chemoterapie u pacientek
s klinicky vysokym rizikem/Genomovy-MammaPrint-Nizké riziko (C-high/G-low) nema skodlivy vliv na
vysledek. U pacientek MammaPrint s nizkym rizikem a 1-3 pozitivnimi lymfatickymi uzlinami nebyl
pozorovan zadny vyznamny ptinos adjuvantni systémové chemoterapie (po 5 letech) [11]. Na zdkladé
téchto a dalSich publikovanych studii [8] [12] [13] [14] [15] [16] [17] [18] bylo prokazano, Ze test
MammaPrint zlepsSuje predikci klinického vysledku u Zen s rakovinou prsu v ¢asném stadiu.

BluePrint

Karcinomy prsu typu Basal jsou charakterizovany genovou expresi plvodnich bazalnich/myoepitelidlnich
bunék. Rakoviny typu Basal jsou typicky trojnasobné negativni pro ER, PR a HER2 (podobné bazalnimu
typu) a maji specificky profil genové exprese. Hormondlni terapie a anti-HER2 terapie, jako je trastuzumab
a lapatinib, nejsou proti témto rakovindm povaZovany za ucéinné, ale chemoterapie za uZitecnou
povaZovana je.

Rakoviny prsu typu Luminal jsou charakterizovdny genovou expresi luminalnich epitelidlnich bunék, které
lemuji vyvody a Zlazy prsu. Rakoviny typu Luminal jsou typicky nddory pozitivni na hormonalni receptory
a Casto reaguji na hormonalni terapii. U pacientek klasifikovanych jako MammaPrint ,Nizké riziko” typu
Luminal lze ocekdvat, Ze budou mit klinicky pribéh podobny typu Luminal A, ktery se obvykle léci
hormonalni terapii, zatimco u pacientek svysledky MammaPrint ,Vysoké riziko” typu Luminal lze
ocekavat podobny klinicky pribéh jako u pacientek typu Luminal B, u kterych obvykle lépe funguje
agresivnéjsi 1écba, kterd maze zahrnovat i chemoterapii.

Rakoviny prsu typu HER2 jsou charakterizovdny amplifikaci nebo nadmérnou expresi lokusu HER2 a jsou
typicky HER2-pozitivnimi nadory dle IHC nebo FISH (HER2/neu pozitivni). Tyto rakoviny maji tendenci ruast
rychleji a mohou se vracet, i kdyz je Ize ¢asto |éCit anti-HER2 terapiemi.
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Funkéni vlastnosti

Aby bylo moiné odhadnout presnost, reprodukovatelnost a mezilaboratorni reprodukovatelnost
soupravy MammaPrint BluePrint pro recidivu rakoviny prsu a molekularni subtypovani, byly provedeny
analytické a klinické validacni studie, jejichz vysledky jsou uvedeny nize.

MammaPrint

Analyticky vykon

Shoda mezi testem MammaPrint na NGS a aktudlné prodavanou technologii MammaPrint FFPE na
mikrocipu byla hodnocena pomoci RNA z 85 vzork(l FFPE. Veskeré testovani bylo provedeno v laboratofi
Agendia v Amsterdamu (Nizozemsko). Vykonnost testu byla uréena vypoctem pozitivni procentudlni shody
(PPA), negativni procentuadlni shody (NPA) a celkové shody mezi témito dvéma testy. PPA byla 100 %, NPA
94 % a celkovd shoda 98 %.

Reprodukovatelnost testu MammaPrint na NGS byla hodnocena v priibéhu ¢asu pomoci RNA izolované ze
tfi vzorkl tkané FFPE, které reprezentovaly obé rizikové kategorie MammaPrint (MammaPrint ,Vysoké
riziko” a ,Nizké riziko“). Vzorky byly nékolikrat analyzovany béhem riznych dn( vicero laboratornimi
pracovniky v laboratofich Agendia v Amsterdamu (Nizozemsko) a Irvine (Kalifornie, USA). Za jeden den byl
proveden jeden cyklus: Vzorek 1 mél 25 méreni, Vzorek 2 mél 17 méreni a Vzorek 3 mél 14 méreni. Stfedni
relativni reprodukovatelnost na zakladé MammaPrint indexu byla 98 %.

Reprodukovatelnost byla hodnocena mezi dvéma izolacemi RNA, ziskanymi ze stejného vzorku tkané
FFPE, pro celkovych 43 vzork(. Dvé izolace ze 43 vzorkl tkané byly analyzovany ve stejny den v laboratofi
Agendia v Amsterdamu (Nizozemsko). Shoda vysledkd MammaPrint mezi prvni a druhou izolaci s pouZitim
téchto 43 vzork(l byla 98 %.

Mezilaboratorni reprodukovatelnost byla hodnocena na dvou externich evropskych pracovistich a v
laboratori Agendia v Amsterdamu (Nizozemsko). Celkem byla RNA izolovana z 16 vzork( FFPE a odeslana
k testovani na tfi mista. Téchto 16 vzork( bylo rozdéleno mezi nejméné dva laboratorni pracovniky na
kazdém misté. Mezi témito dvéma externimi pracovisti a pracovistém Agendia byla stanovena
mezilaboratorni reprodukovatelnost. Celkova shoda byla 100 %.

Bylo hodnoceno nékolik latek, aby byla urcena mozna interference s vysledky testd sady MammaPrint
a BluePrint NGS (napt. gDNA, Prot. K, Actinomicyn D, ethanol a hydroxid sodny). Zddna z testovanych latek
neovlivnila vysledky testd MammaPrint a BluePrint.

Limit detekce (LoD) byl stanoven u post-capture materialu, kde byly zachyceny rozdilné urovné molarity

na MiSeq, coz vedlo k LoD 0,4 nM. Prahovd hodnota molarity zachyceného materidlu je 1,0 nM, coz je
vyrazné nad LoD.
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Klinicky vykon

Test MammaPrint na klinické vykonnostni charakteristiky NGS byl hodnocen pomoci studijni kohorty
316 vzork(l tkané nadoru prsu FFPE, retrospektivné shromazdénych a archivovanych od pacientek
s rakovinou prsu ve stadiu | nebo Il, velikosti nddoru < 5,0 cm s negativnimi lymfatickymi uzlinami nebo 1-
3 pozitivnimi lymfatickymi uzlinami, zapsanymi v letech 2004 az 2006. Pro podporu klinické vykonnosti
testu MammaPrint bylo 316 vzorkd srovnano s 5letymi vyslednymi daty pro vzdaleny interval bez recidivy
(DRFI), cozZ je doba do diagndzy vzdalenych metastaz nebo Umrti na rakovinu prsu. Jak bylo ocekavano,
tato data prokazala vyznamny rozdil mezi skupinami MammaPrint s vysokym a nizkym rizikem pro 5letou
DRFI (LogRank p=0,002). Dulezité je, Ze klinicky vykon testu MammaPrint na NGS pro skupiny s vysokym i
nizkym rizikem v této kohorté studie byl statisticky ekvivalentni (vysoké riziko p=0,83, nizké riziko p=0,44)
vykonu aktualné proddavaného MammaPrint FFPE na technologii DNA Cipu.

Nakonec byla provedena korelacni studie v terénu, ve dvou nezdvislych evropskych lokalitach. Vzorky
karcinomu prsu byly prospektivné odebrany od 95 pacient( v odpovidajici populaci (tj. stadium | nebo
stadium Il onemocnéni, velikost nddoru < 5,0 cm a negativni lymfatické uzliny, ¢i 1-3 pozitivni lymfatické
uzliny). Tyto vzorky byly zpracovany pfimo v terénu pomoci testu MammaPrint s NGS a ¢ast tkané byla
odeslana do laboratore Agendia v Amsterdamu (Nizozemsko) k testovani pomoci testu MammaPrint na
NGS a také pomoci aktualné prodavaného MammaPrint FFPE s technologii DNA CipU. Vykonnost testu byla
hodnocena porovnanim vysledk NGS testu MammaPrint ziskanych v terénu s testy MammaPrint s NGS
a MammaPrint FFPE ziskanymi v laboratofi Agendia. Na zakladé 86 vzorkl byla nalezena shoda mezi
testem MammaPrint s NGS, provedenym v terénu, a testem MammaPrint na NGS, provedenym v Agendia,
93 %. Podobné byla shoda mezi testem MammaPrint s NGS provedenym v terénu a MammaPrint FFPE s
DNA ¢ipem provedeném v Agendia 91 %.

BluePrint

Analyticky vykon

Shoda mezi testem BluePrint s NGS a aktualné proddvanou technologii BluePrint FFPE s DNA Cipem byla
hodnocena pomoci 98 vzorkli FFPE RNA. Veskeré testovani bylo provedeno v laboratofi Agendia v
Amsterdamu (Nizozemsko). Vykonnost testu byla stanovena vypoctem celkové shody mezi dvéma testy,
ktera byla 100 %. Dalsi srovnani bylo provedeno mezi vysledky BluePrint ziskanymi z platforem NGS
a mikrocipovych platforem na zékladé 316 vzorkd. Na zakladé tohoto srovnani byla celkova shoda 98 %,
shoda pro podtypy Luminal, Her2 a Basal 100, 75 a 96 %.

Reprodukovatelnost testu BluePrint s NGS byla hodnocena v prlibéhu ¢asu a to pomoci RNA izolované ze
tfi vzork( tkané FFPE, které predstavovaly rizné urovné vysledk( BluePrint: Typ Luminal, HER2 typ a typ
Basal. Vzorky byly nékolikrat analyzovany béhem rlznych dnl vicero laboratornimi pracovniky v
laboratorich Agendia v Amsterdamu (Nizozemsko) a Irvine (Kalifornie, USA). Za jeden den byl proveden
jeden cyklus: Vzorek 1 mél 25 méfeni, Vzorek 2 mél 17 méreni a Vzorek 3 mél 14 méreni. Stredni relativni
reprodukovatelnost v BluePrint indexu pro typ Luminal byla 98 %; pro typ HER2 bylo 98 %; a pro typ Basal
byl 98 %.

Strana 33 ze 41



Reprodukovatelnost byla hodnocena mezi dvéma izolacemi RNA ziskanymi ze stejné tkané FFPE, pro
celkovych 43 vzork(. Tyto dvé izolace ze 43 vzork( tkané byly analyzovany testem BluePrint s NGS ve
stejny den. Shoda mezi prvni a druhou izolaci téchto 43 vzorkd byla 100 %.

Mezilaboratorni reprodukovatelnost byla hodnocena na dvou externich evropskych pracovistich a v
laboratofi Agendia v Amsterdamu (Nizozemsko). RNA izolovana z 16 vzork( FFPE byla odeslana k testovani
na tii mista. Téchto 16 vzorkd bylo rozdéleno mezi nejméné dva laboratorni pracovniky na kazdém misté.
Mezi témito dvéma externimi pracovisti a pracovistém Agendia byla stanovena mezilaboratorni
reprodukovatelnost. Celkova shoda byla 100 %.

Klinicky vykon

Terénni korelacni studie byla provedena ve dvou nezavislych evropskych lokalitach. Vzorky karcinomu
prsu byly prospektivné odebrdny od 95 pacientek v odpovidajici populaci (tj. stadium | nebo stadium Il
onemocnéni, velikost nddoru < 5,0 cm a negativni lymfatické uzliny, ¢i 1-3 pozitivni lymfatické uzliny). Tyto
vzorky byly zpracovany pfimo v terénu pomoci testu BluePrint s NGS a ¢ast tkané byla odeslana do
laboratofe Agendia

v Amsterdamu (Nizozemsko) na zkousSeni testu BluePrint s NGS a zaroven na zkouseni aktualné
proddvaného testu BluePrint FFPE s technologii DNA Cipu. Vykonnost testu byla hodnocena srovnanim
vysledkl testu BluePrint s NGS, ziskanych v terénu, s vysledky testu BluePrint s NGS a vysledky BluePrint
FFPE, ziskanymi v Agendia. Shoda mezi testem BluePrint s NGS, provedenym v terénu, a testem BluePrint
s NGS, provedenym v Agendia, byla pro viech 86 vzork(i 100 %. Podobné shoda mezi BluePrint testem s
NGS, provedenym v terénu, a BluePrint FFPE s DNA cipem, provedenym v Agendia, byla 98 %.
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Asistence

Mate-li jakékoli dotazy tykajici se pouzivani tohoto produktu, obratte se na servis spole¢nosti Agendia pro
NGS na adrese NGS.support@agendia.com nebo telefonicky na ¢isle +31 (0) 20 462 1510, pondéli az patek
od 8:30 do 17:00 (GMT/UTC +1).

Nazev a sidlo podnikani

= - Agendia NV
Radarweg 60
1043NT Amsterdam
- - Nizozemsko

Telefon: +31 (0)20 462 17 1510
e-mail: customerservice@agendia.com

IVD

L -

Basic UDI-DI: 085002484193128042
Datum vydani

Unor 2025 verze 7

Upravy ptedchozi verze

Aktualizovana sekce varovani a opatreni odrazky 3, odstranéna ,,pouze jako prognosticky marker” — MKT-
339v7

Rozsiteni zamysleného pouziti MP a aktualizace BP v sekcich zamyslené poutZiti, varovani a preventivni
opatteni, omezeni procedur, pfiddno UDI — MKT-339 v6

Dalsi informace pfidany BP — MKT-339 v5

Oprava kroku 2.37 — MKT-339 v4

Pridani systému Windows 10 — MKT-339 v3

Aktualizace webu — MKT-339 v2

Prvni vydani — MKT-339-v1
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Upozornéni:

Jakykoli vazny incident souvisejici se sadami MammaPrint a BluePrint NGS Kit & ADAPT nahlaste vyrobci
a prislusnému organu ¢lenského statu. Vyrobce ohlasi zavazny incident pfislusnému orgdnu clenského
statu, ve kterém ma uZivatel/pacient bydlisté.

C €

© 2021 Agendia. VSechna prdva vyhrazena.

Agendia®, MammaPrint® a BluePrint® jsou ochranné znamky spolecnosti Agendia NV a/nebo jejich
pfidruzenych spolecnosti v USA. VSechny ostatni nazvy a dalS$i ochranné znamky jsou majetkem
pfislusnych vlastnikd.

Pokyny v tomto dokumentu musi byt pfisné dodrzovany kvalifikovanym a fadné vyskolenym personalem,
aby bylo zaji$téno spravné a bezpelné pouzivani zde popsaného produktu. NEPRECTENI A VYSLOVNE
NEDODRZEN{ VSECH ZDE UVEDENYCH POKYNU MUZE MIT ZA NASLEDEK POSKOZEN{ VYROBKU, ZRANENI
0SOB, VCETNE UZIVATELU NEBO JINYCH OSOB. AGENDIA NEPREBIRA ZADNOU ODPOVEDNOST
VYPLYVAJICi Z NESPRAVNEHO POUZIVANI ZDE POPSANYCH PRODUKTU (VCETNE JEJICH CASTI NEBO
SOFTWARU).
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Symboly

Uplny odkaz na symboly, které se mohou objevit na obalu a $titku produktu, naleznete v nasledujicim klici

symbol(.

Symbol

-

-

4

L

IVD

Nazev symbolu

Vyrobce

Datum spotieby

Kéd Sarze

Katalogové cislo

Chrarnite pred slunecnim zarenim

Teplotni limit

Prostuduijte si ndvod k pouZziti

Upozornéni

In vitro diagnosticky zdravotnicky vyrobek

NepouZivejte, pokud je baleni poskozené

Obsahuje dostatek pro testy

PouZivejte ochranu o¢i

Pouzivejte ochranné rukavice

PouZivejte ochranny odév
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Popis symbolu

Oznaduje vyrobce zdravotnického vybaveni,
podle definice nafizeni (EU) 2017/746

Oznacduje datum, po kterém se zdravotnicky
prostfedek nesmi pouzivat.

Oznacduje kod Sarze vyrobce, aby bylo mozné
SarZi nebo sadu identifikovat.

Oznaduje katalogové Cislo vyrobce, aby bylo
mozné zdravotnicky prostiedek identifikovat.

Oznaduje zdravotnicky prostiedek, ktery je
potieba chranit pred zdroji svétla.

Oznacuje teplotni limity, kterym muize byt
zdravotnicky prostfedek bezpecné vystaven.

Oznaduje, Ze uzivatel musi nahlédnout do
navodu k pouZziti.

Oznaduje, Ze je nutné, aby si uZivatel
prostudoval ndvod k pouZiti, kde jsou
obsaZeny duleZité varovné informace, jako
jsou varovani a opatreni, kterd z riznych
dlvodl nemohou byt uvedena na samotném
zdravotnickém zafizeni.

Oznaduje zdravotnicky vyrobek, ktery je urc¢en
k poufziti jako diagnosticky zdravotnicky
vyrobek in vitro.

Oznacduje zdravotnicky vyrobek, ktery by

nemél byt pouzit, pokud byl obal poskozen
nebo otevien

Oznacuje celkovy pocet IVD testd, které Ize
provést s IVD.

PouZivejte ochranu o¢i

Pouzivejte ochranné rukavice

PouZivejte ochranny odév



o Mize byt korozivni pro kovy.
Korozivni/Ziravé . o o . .
o, ZpUsobuje tézké poleptani klize a poskozeni
Znak: korozivita/ziravost ..
oci.

Pfi poZiti a vniknuti do dychacich cest mdze
zpUsobit smrt.
ZpUsobuje poskozeni organ(.
Mize zpUsobit poskozeni organd.
Mize poskodit reprodukéni schopnost nebo
plod v téle matky.

Vysokd nebezpecnost pro zdravi Podezreni na poskozeni reprodukéni

Znak: nebezpecnost pro zdravi schopnosti nebo plodu v téle matky.
Mize vyvolat rakovinu.
Podezieni na vyvolani rakoviny.
MiZe vyvolat genetické poskozeni.
Podezieni na genetické poskozeni.
Pfi vdechovani muze vyvolat pfiznaky alergie
nebo astmatu nebo dychaci potize.
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Priloha A: Nukleotidové sekvence indextl MammaPrint BluePrint NGS
8bp

Tabulka 1: Nukleotidové sekvence index( sady MammaPrint BluePrint AO1 az HO4

Index (soufadnice Sekvence
desticky)

AO01 ATGCCTAA
BO1 GAATCTGA
Cco1 AACGTGAT
DO1 CACTTCGA
EO1 GCCAAGAC
FO1 GACTAGTA
G01 ATTGGCTC
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HO1 GATGAATC
A02 AGCAGGAA
B0O2 GAGCTGAA
C02 AAACATCG
D02 GAGTTAGC
E02 CGAACTTA
FO2 GATAGACA
G02 AAGGACAC
HO2 GACAGTGC
AO03 ATCATTCC
BO3 GCCACATA
Co3 ACCACTGT
D03 CTGGCATA
EO3 ACCTCCAA
FO3 GCGAGTAA
G03 ACTATGCA
HO3 CGGATTGC
AO4 AACTCACC
BO4 GCTAACGA
co4 CAGATCTG
D04 ATCCTGTA
EO4 CTGTAGCC
FO4 GCTCGGTA
G04 ACACGACC
HO4 AGTCACTA
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