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MammaPrint® BluePrint®-Kit zur Erkennung des Rezidivrisikos und molekularen Subtypisierung bei
Patientinnen mit Mammakarzinom

Vorgesehener Benutzer

Fiir den professionellen Einsatz im Labor.

Bevor der Test routinemaBig durchgefiihrt wird, miissen die Labors das Schulungs- und
Einflhrungsprogramm von Agendia absolvieren. Nach erfolgreichem Abschluss wird ein Zertifikat
ausgestellt.

VOR DER ANWENDUNG BITTE ALLE ANWEISUNGEN SORGFALTIG DURCHLESEN.

Bestimmungsgemalie Verwendung/Verwendungszweck

Das MammaPrint BluePrint-Kit zur Erkennung des Rezidivrisikos und molekularen Subtypisierung bei
Patientinnen mit Mammakarzinom ist ein qualitativer, nicht automatisierter In-vitro-Diagnosetest fiir den
Einsatz in klinischen Labors, bei dem mit Formalin-fixierten und in Paraffin eingebetteten (FFPE)
Brustkrebsproben mithilfe der Zielanreicherung der Sequenzierung der nachsten Generation (NGS) die
Genexpression gemessen wird, um das Risiko einer Patientin fiir Fernmetastasen zu beurteilen und den
molekularen Subtyp zu bestimmen. Dieses Produkt ist ausschlieRlich fiir den professionellen Gebrauch im
Labor bestimmt.

MammaPrint und BluePrint liefern Informationen zur Vorhersage der GroRe des Nutzens einer
systemischen Therapie und konnen bei der Behandlung von Brustkrebspatientinnen als
Entscheidungshilfe dienen.

Die MammaPrint- und BluePrint-Gene messen die Eigenschaften der mehrstufigen Entwicklung von
Brustkrebszellen zum Uberleben, Vermehren, Ausbreiten und Metastasieren, die zu den
krebsspezifischen Merkmalen gehoren (Haan et.al, 2021) [1].

Der 70-Gen-MammaPrint-Test dient zur Erkennung von Patientinnen mit niedrigem oder hohem Risiko,
innerhalb von 5 Jahren nach der Diagnose Fernmetastasen zu entwickeln [2] [3] [4]. Der BluePrint 80-Gen-
Test dient zur Bestimmung des molekularen Subtyps von Brustkrebs und ermittelt, ob es sich um Tumoren
vom Luminal-Typ, HER2-Typ oder Basal-Typ handelt [5].

Das MammaPrint- und BluePrint NGS-Kit wird bei Brustkrebspatientinnen im Stadium | oder I, die
lymphknotennegativ oder lymphknotenpositiv mit bis zu 3 positiven Knoten sind, mit einer TumorgréRe
von 5,0 cm oder weniger und bei Patientinnen im Stadium Ill durchgefiihrt. Das MammaPrint- und
BluePrint-Ergebnis ist fiir die Verwendung durch Arzte in Verbindung mit anderen klinisch-pathologischen
Faktoren geeignet. [6]. Das MammaPrint BluePrint NGS-Kit wird mit dem Illumina® MiSeq®-System
durchgefiihrt und die Ergebnisse werden mit dem Agendia Data Analysis Pipeline Tool (ADAPT) analysiert.
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Zusammenfassung und Erlauterung des Tests

Was wird gemessen und festgestellt?

Das MammaPrint BluePrint NGS-Kit liefert ein individuelles Ergebnis mit niedrigem oder hohem Risiko fiir
ein Wiederauftreten der Krankheit sowie eine individuelle Bestimmung des molekularen Subtyps eines
Tumors.

MammaPrint bestimmt die Aktivitdit von 70 Genen in einer Tumorprobe und erstellt daraus ein
Expressionsprofil oder einen ,Fingerabdruck” des Tumors. Mithilfe eines proprietaren Algorithmus wird
das Genexpressionsprofil zur Berechnung des MammaPrint-Index (MPI) verwendet, der das prognostische
Profil fiir das Risiko eines Brustkrebsrezidivs angibt.

BluePrint bestimmt die Aktivitdt von 80 Genen in einer Tumorprobe und erstellt daraus drei
Expressionsprofile. Mithilfe eines proprietdren Algorithmus werden die Genexpressionsprofile zur
Berechnung von BluePrint-Indizes verwendet, die zur Bestimmung des molekularen Subtyps der Probe
dienen: Luminal-Typ, HER2-Typ, Basal-Typ. Die fir das MammaPrint BluePrint NGS-Kit verwendeten Gene
und Bewertungsalgorithmen sind identisch mit denjenigen, die fir den MammaPrint- und BluePrint-Test
verwendet werden, der im Diagnostic Service Laboratory von Agendia mit Microarray durchgefiihrt wird

([21 31 (4] [71 (8] [9D).
Verfahrensprinzip

Das MammaPrint BluePrint NGS-Kit ist ein nicht-automatisiertes Laborverfahren, das mittels Capture
Sequencing die Genexpression in RNA bestimmt, die aus FFPE-Gewebe mit einem Tumorzellgehalt von
mindestens 30 % isoliert wurde.

Das NGS-Kit ermoglicht die Herstellung von zielgerichteten NGS-Bibliotheken aus FFPE-RNA unter
Verwendung des Agilent SureSelectX™ RNA-Zielanreicherungssystems ohne einen ribosomalen
Depletionsschritt. Im Arbeitsablauf der Zielanreicherung werden ultralange 120-mer biotinylierte cRNA-
Koder verwendet, um MammaPrint- und BluePrint-Gene zu erfassen und sie aus einer NGS-
Genomfragmentbibliothek anzureichern. Die aus dem Sequenzierungsergebnis (im FASTQ-Format)
generierten Read-Count-Daten werden verwendet, um die Expressionsniveaus von MammaPrint- und
BluePrint-Profilen zu bewerten und die Testergebnisse zu melden.

Das Sequenzierungsergebnis wird auf sichere Weise auf das Webportal von Agendia lbertragen, und die
Analyse erfolgt mit dem Agendia Data Analysis Pipeline Tool (ADAPT). Das Ergebnis des MammaPrint-
Tests umfasst den MPI, der auf einer Skala von -1,000 bis +1,000 angegeben wird und das prognostische
Profil der Probe bestimmt: Niedriges Risiko (MPI gréRer als +0,000) oder Hohes Risiko (MPI gleich oder
kleiner als 0,000). Die BluePrint-Testergebnisse umfassen drei BluePrint-Indizes, wobei der hochste Index
den molekularen Subtyp der Probe bestimmt.
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Reagenzien

Mitgelieferte Reagenzien

Katalog Nr. 931280 wurde fiir bis zu 16 Reaktionen konfiguriert.

MammaPrint BluePrint NGS RNA- -15°C MammaPrint BluePrint NGS 15°C
Bibliotheksvorbereitung (Pre-PCR) bis Zielanreicherung (Post-PCR Box 1) bis
Katalog Nr. 931281 [Box 1 von 4] -25°C Katalog Nr. 931282 [Box 2 von 4] 30°C
Komponente Kat.-Nr. Volumen Komponente Kat.-Nr. | Volumen
Agendia NGS Fragmentation Mix 931281-01 304 pL Agendia NGS Hyb 1 931282-01 400 plL
Agendia NGS 1%t Strand Master Mix 931281-02 140 pL Agendia NGS Hyb 2 931282-02 1.25 mi
; nd i ;
Agendia NF-IS 2nd Strand + End Repair 931281.03 400 L Agendia NGS Hyb 4 931282-03 1,25 ml
=S Agendia NGS Binding Buffer |
Agendia NGS 2" Strand + End Repair . 931282-04 13,2m
Oligo Mix 931281-04 80 uL Agendia NGS Wash Buffer 1 931282-05 8 mL
Agendia NGS dA Tailing Master Mix 931281-05 320 pL Agendia NGS Wash Buffer 2 931282-06 24 ml
Agendia NGS Oligo Adaptor Mix 931281-06 80 uL Agendia NGS Nuclease-Free 93128207 | 2,4 ml
Agendia NGS Ligation Master Mix 931281-07 80 uL LUELED
. - Agendia NGS Elution Buffer 931282-08 58ml
Agendia NGS Forward PCR Primer 931281-08 60 L .
- - Agendia NGS Neutralization
Agendia NGS PCR Master Mix 931281-09 800 pL Buffer 931282-09 960 pL
Agendia NGS Uracil DNA Glycosylase 931281-10 16 uL
MammaPrint BluePrint
Agendia NGS Reverse PCR Primer 931281-11 16 pL -
2 - W Packungsbeilage 931282-10 Ix
Agendia NGS Nuclease-Free Water 931282-07 2,4 ml
" . 1E o . . -75°C
IV.Iamma.Prlnt BluePrint NGS 15°C MammaPrint BluePrint NGS Panel bis
Zielanreicherung (Post-PCR Box 2) b's., Katalog Nr. 931284 [Box 4 von 4] 85 °C
Katalog Nr. 931283 [Box 3 von 4] -25°C
Komponente Kat.-Nr Volumen Komponente Kat.- Volumen
p. . bl MammaPrint BluePrint NGS Baits
Agendia NGS Indexing Block 1 931283-01 45 L Lib 931284 36 pL
ibrar
Agendia NGS Block 2 931283-02 45 uL !
Agendia NGS Indexing Block 3 931283-03 12 puL
Agendia NGS RNase Block 931283-04 18 uL
Agendia NGS Hyb 3 931283-05 160 pL
Agendia NGS Post-Cap PCR Primer 931283-06 16 pL
Agendia NGS PCR Master Mix 931281-09 800 pL
Agendia NGS 8bp Index Plate* 931283-07 12 uL

* Die Indexsequenzen finden Sie in Anhang A: Nukleotid-Sequenzen von MammaPrint BluePrint NGS-

Indizes
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Erforderliche, nicht mitgelieferte Reagenzien und Ausriistung

Reagenz
RNA Isolation RNeasy FFPE Kit
Actinomycin D

Dynabeads® MyOne™ Streptavidin T1

Agencourt AMPure XP

MiSeq-Reagenzien-Kit v3-Kit (150 Zyklen)

PhiX Control Kit V3
Dimethylsulfoxid
Elutionsbuffer EB
Ethanol (EtOH), 100 %
Tween 20
Nuklease-freies Wasser
Natriumhydroxid (NaOH)
Xylol

Histo-Clear

Ausristung
Nukleinsaure-Analyseplattform
und Verbrauchsmaterialien

Vortexmischer
Zentrifuge
Plattenzentrifuge
Vakuumzentrifuge
Warmebldcke
Thermomixer
Timer
Magnetstativ

Thermocycler
Einkanalpipetten
8-Streifen-Rohrchen/Schittler
Mehrkanalpipetten (optional)

Wiederholungspipetten (optional)

MiSeq System

Hersteller, Katalognummer

QIAGEN, 73504

Von Streptomyces sp. (Sigma-Aldrich, A1410)
Invitrogen, 65601 oder 65602

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

Illumina, FC-110-3001

Molekularbiologische Qualitat (Sigma-Aldrich, D8418)
QIAGEN, 19086

Molekularbiologische Qualitat (VWR, 1085430250)
Nichtionisch (Sigma-Aldrich, P7949)

Nuklease-frei, deionisiert, ohne chemische Zusatze (QIAGEN, 129114)

1N, Molekularbiologische Qualitat (Sigma-Aldrich, 72068)
Alle verfligbaren
Nationale Diagnostik, HS-200

Mindestanforderungen

RNA DV200 200 nt-4000 nt

DNA 150 bp-550 bp (Quantitative Empfindlichkeit 0,5-50 ng/il)
DNA 150 bp-700 bp (Quantitative Empfindlichkeit 5-500 pg/pl)
Alle verfuigbaren

Fir 1,5 ml/0,5 ml-Rohrchen
Passend fir 0,8-mI-MIDI-Platten
Temperaturbereich: 15 °C bis 45 °C
37 °C fuir 0,8-ml-MIDI-Platten

27 °Cund 65 °C

NIST ruckfihrbar

Passend fur 0,80-ml-Platten (Life Technologies, AM10027)
Passend fir 0,2 ml 8-Streifen-Réhrchen(Life Technologies, 12331D)
Passend fuir 1,5/2-ml-Réhrchen (Life Technologies, 12321D)

Beheizter Deckel: 105 °C

1 ul—1000 pl
Alle verfuigbaren
1 ul—1000 pl
1ul-10ul

Illumina, SY-410-1003 oder
Illumina, DX-410-1001 RUO-Modus

Hinweis: Die oben aufgefiihrten Reagenzien und allgemeine Ausriistung wurden von Agendia fir die Verwendung in

Kombination mit dem MammaPrint BluePrint NGS Kit validiert. Diese Validierungen haben gezeigt, dass die

Kombination dieser Reagenzien und allgemeinen Ausriistung mit dem NGS Kit eine sichere und leistungsfahige

Kombination ist (siehe Abschnitt Leistungsmerkmale).
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Warnhinweise und Vorsichtsmallihahmen

e Zur Verwendung in der In-vitro-Diagnostik.

e Dieses Produkt darf nur von professionellen Labors verwendet werden, die von Agendia geschult und
zertifiziert wurden.

e Die vom MammaPrint BluePrint-Kit zur Erkennung des Rezidivrisikos und molekularen Subtypisierung
bei Patientinnen mit Mammakarzinom gelieferten Ergebnisse sind nur zur Verwendung durch Arzte
mit klinisch-pathologischen Standardfaktoren geeignet. Der Test ist nicht zur Krankheitsprognose
konzipiert.

e Das Gerat ist fir die Verwendung mit Formalin-fixierten und in Paraffin eingebetteten (FFPE)
Gewebeproben von weiblichem Brustkrebs bestimmt.

e DenInhalt des Kits nach Ablauf des auf der AuRenseite der Verpackung aufgedruckten Verfallsdatums
nicht mehr verwenden.

e Testkomponenten aus verschiedenen Kit-Chargen nicht untereinander austauschen. Bitte beachten,
dass die Kit-Chargen auf dem Etikett der Umverpackung angegeben sind.

e Die Kitkomponenten bei den angegebenen Temperaturen in den dafiir vorgesehenen Vor- und
Nachamplifikationsbereichen aufbewahren.

e Um genaue Ergebnisse zu erhalten, sind die Anweisungen zum Testverfahren genau zu befolgen. Die
Nichtbeachtung der Anweisungen, die Anderung der Anweisungen fiir das Testsystem oder die
Verwendung von Reagenzien oder Instrumenten bzw. Analyse- und Reporting-Tools, die nicht von
Agendia empfohlen werden, kénnen die Testergebnisse ungiiltig machen. Werden die Anweisungen
zur Entparaffinierung, RNA-Isolierung, Zielanreicherung oder Sequenzierung nicht befolgt, konnen die
Testergebnisse ungiiltig sein.

e Der Prozentsatz der invasiven Tumorzellen muss mindestens 30 % betragen, da dies fiir giltige
Ergebnisse erforderlich ist.

e Zur Gewahrleistung der Probenintegritat werden im Labor geeignete Verfahren zur Identifizierung der
Gewebe/Proben eingesetzt.

e Unzureichende oder minderwertige RNA kann zu falschen Ergebnissen fiihren.

e Personen ohne Erfahrung mit der RNA-Isolierung oder den Sequenzierungsverfahren der nachsten
Generation sollten sich zuerst speziell schulen oder anleiten lassen.

e Informationen zu Umwelt, Gesundheit und Sicherheit konnen den Sicherheitsdatenblattern (SDS) auf
https://diagnostic-products.agendia.com/resources/ entnommen werden.

e Die in Labors (iblichen VorsichtsmaBnahmen anwenden. Nicht mit dem Mund pipettieren. In den
ausgewiesenen Laborarbeitsbereichen weder essen und trinken noch rauchen. Beim Umgang mit
Proben und Testreagenzien Einweghandschuhe und Laborkittel tragen. Nach dem Umgang mit Proben
und Testreagenzien griindlich die Hande waschen.

e Actinomycin D wird als Feststoff hergestellt und in einer Konzentration von 4 pg/ul in DMSO
zubereitet und dann in 3 pl-Aliquoten fiir den einmaligen Gebrauch bei -20 °C lichtgeschiitzt gelagert.
Die Aliquoten kénnen bis zu einem Jahr vor der Verwendung gelagert werden. Das 4 pg/ul
Actinomycin D in DMSO wird unmittelbar vor der Verwendung mit Wasser auf eine Actinomycin-D-
Endkonzentration von 120 ng/ul verdiinnt.

e ANMERKUNG: Das in Schritt 2 des Verfahrens verwendete Actinomycin D ist gefahrlich — akute
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Toxizitat: oral, dermal und inhalativ.

“ e Beider Arbeit im Labor eine geeignete persdnliche Schutzausristung (PSA) tragen.

Aufbewahrung und Handhabung

Der Inhalt des Kits ist bis zu dem auf dem Etikett der Umverpackung aufgedruckten Verfallsdatum haltbar.
Jede Box bei den folgenden Temperaturen lagern:

o Box 1 und Box 3: zwischen -15 °C und -25 °C
o Box 2: zwischen 15 °C und 30 °C. Vor direktem Sonnenlicht geschiitzt lagern.
o Box 4: zwischen -75 °C und -85 °C

Das Produkt kann fir bis zu 16 Reaktionen verwendet werden. Die Reagenzien sind fiir maximal 5 vor dem
auf der Verpackung angegebenen Verfallsdatum stattfindende Gefrier-/Auftauzyklen stabil.

Der Test muss im Labor bei Raumtemperatur (zwischen 15 °C und 25 °C) durchgefiihrt werden.

Vor der Verwendung kraftig vortexen und anschlieBend visuell Gberpriifen, um sicherzustellen, dass keine
Ausfallungen vorhanden sind.

Sicherstellen, dass taglich 0,2 N NaOH frisch zubereitet werden. Bei Raumtemperatur ist dies bis zu 12
Stunden stabil.

Taglich 70%iges Ethanol frisch zubereiten.

Beim Umgang mit PCR Clean-Up AMPure XP Beads und Library Streptavidin Beads und Library Streptavidin
Beads die folgenden bewahrten Praktiken beachten:

o Die AMPure XP PCR Beads keinesfalls einfrieren.

o Die AMPure XP Beads vor der Verwendung mindestens 30 Minuten lang auf Raumtemperatur
kommen lassen.

o Unmittelbar vor der Verwendung die Perlen vortexen, bis sie gut suspendiert sind und eine
homogene Farbe aufweisen.

o Die Probe nach Zugabe der Streptavidin Beads durch 10-maliges Auf- und Abpipettieren griindlich
mischen.

o Die Perlen/Probenmischung bei Raumtemperatur fir die gesamte angegebene Dauer einwirken
lassen.

Eine PCR-Kontamination kann wungenaue und unzuverldssige Ergebnisse verursachen. Um
Kontaminationen zu vermeiden, ist sicherzustellen, dass in den Vor- und Nachamplifikationsbereichen
ausreichend Ausristung vorhanden ist (z. B. Pipetten, Pipettenspitzen, Vortexer und Zentrifuge).

Kreuzkontaminationen vermeiden. Nach jeder Probe und Abgabe von Reagenzien neue Pipettenspitzen
verwenden. Die Proben mit einer Pipette mischen und die Platte zentrifugieren, wenn dies angezeigt wird.
Sofern nicht anders angegeben, die Platten nicht vortexen. Aerosolfeste Spitzen verwenden, um das Risiko
einer Amplifikatverschleppung und einer Kreuzkontamination von Probe zu Probe zu verringern.
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Abfallbehandlung

Gebrauchte Reagenzien als chemischen Abfall behandeln und in Ubereinstimmung mit den geltenden
regionalen, nationalen und lokalen Gesetzen und Vorschriften entsorgen. Informationen zu Umwelt,
Gesundheit und Sicherheit konnen den Sicherheitsdatenblattern (SDS) auf https://diagnostic-
products.agendia.com/resources/ entnommen werden.

Das Produkt umfasst keine Gewebe, Zellen, Substanzen tierischen, menschlichen oder mikrobiellen
Ursprungs.

Entnahme und Vorbereitung von Proben flir die Analyse

Die Handhabung des Gewebes vor der Fixierung hat gemaR dem professionellen Laborprotokoll zu
erfolgen.

Fiir jede zu verarbeitende Probe den FFPE-Tumorblock aus dem weiblichem Brustkrebsgewebe
auswahlen, indem eine Gewebeprobe verwendet wird, die den grofRten Anteil an invasivem Karzinom
enthadlt und morphologisch mit der eingereichten Diagnose Ubereinstimmt. Der ausgewahlte FFPE-
Tumorblock sollte nicht alter als 5 Jahre sein. Sicherstellen, dass die Probe wahrend des gesamten
Prozesses eindeutig gekennzeichnet ist.

Die Lagerung der FFPE-Probe sollte gemaR einem professionellen Laborprotokoll erfolgen.

AnschliefSend sollten von jedem Gewebeblock 10 Praparate a 5 um geschnitten werden mit jeweils einem
5-um-Serienschnitt auf jedem Objekttrager. Es wird empfohlen, geladene Objekttrager zu verwenden, um
die Gefahr zu verringern, dass Teile vom Objekttrager fallen. Ein Objekttrager wird fiir die Hamatoxylin-
Eosin-Farbung (H&E) verwendet, um den Prozentsatz der Tumorzellen zu bestimmen, und die Ubrigen
Objekttrager kdnnen, je nach Grolle des Gewebes, ganz oder teilweise fir die RNA-Isolierung verwendet
werden. Die Entparaffinierung muss entweder mit Xylol oder Histo-Clear! durchgefiihrt werden.

Der Prozentsatz der invasiven Tumorzellen muss mindestens 30 % betragen, da dies fir gliltige Ergebnisse
erforderlich ist. Wenn noétig und moglich, kann eine Mikrodissektion durchgefiihrt werden, um grol3e
Bereiche von In-situ-Karzinomen, Nekrosen, Fettgewebe, Stroma und/oder Blutungen zu vermeiden, da
diese den Gesamtanteil invasiver Tumorzellen verringern.

Qualitatskontrolle

Die in den Laborprozessen verwendeten Gerite sind auf geeignete Weise und in Ubereinstimmung mit
den Standardanforderungen lhres Labors an die Qualitatskontrolle zu kalibrieren und zu warten.

Analytische Qualitatsbewertung
QC 1: Qualitatsbewertung von gereinigter FFPE-Gesamt-RNA

! Histo-Clear wurde fiir die Verwendung mit dem MammaPrint BluePrint NGS-Kit getestet.
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Diese Qualitatskontrolle bewertet die Qualitat der FFPE-Gesamt-RNA auf der Grundlage der DV200-
Qualitatskontrollmetrik.

Der DV200-Wert wird als Prozentsatz der RNA-Fragmente mit einer Lange zwischen 200 nt und 4000 nt
gemessen.

QC 2: Qualitatsbewertung von amplifizerten, adaptorligierten cDNA-Bibliotheken

Diese Qualitdtskontrolle bewertet die Qualitdit (die cDNA-Fragmente missen in den richtigen
GroRenbereich fallen, d. h. zwischen 150 und 550 bp) und die Quantitdt (ng/uL) der adaptorligierten
cDNA-Bibliothek.

QC 3: Qualitatsbewertung von amplifizierten, zielangereicherten, indizierten Bibliotheken

Diese Qualitatskontrolle bewertet die Qualitat (cDNA-Fragmente missen in den richtigen GréRenbereich
fallen, d. h. zwischen 150 und 700 bp), die Menge (pg/ul) und die Stoffmengenkonzentration (pmol/l) der
amplifizierten, zielangereicherten, indizierten Bibliothek.

Assay-Kontrollen

Gute Laborpraxis legt nahe, Kontrollmaterial auszuwerten, um verfahrenstechnische Unterschiede im
Labor des Anwenders zu erkennen, die zu erheblichen Schwankungen oder Ungenauigkeiten bei den
Ergebnissen fihren kénnen.

Es wird empfohlen, vor der erstmaligen Anwendung dieses Tests im Labor des Anwenders die Leistung
des Tests zu Gberprifen, indem mehrere Proben mit bekannten Leistungsergebnissen getestet werden.
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Testverfahren

Step 4: Agendia NGS MiSeq Loading

Total FFPE RNA samples

Fragment RNA using Agendia
RNA Seq Fragmentation Mix
v

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 on magnetic beads

Captured, target-enriched
cDNAlibrary

PCR amplify

Amplified, target-enriched
indexed library

Pool libraries for multiplexing (optional)

Sequencing with MiSeqV3 ] <:| Enriched-MammaPrint/BluePrint- indexed NGSsamples

reagent kit

+-=—  Step 1: FFPE RNA Quality assessment

~ Step 2: Agendia NGS library prep

s:— Step 3: Agendia NGS Target Enrichment

Abbildung 1: Uberblick iiber das Verfahren mit dem MammaPrint BluePrint

NGS-Kit
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1. Schritt: FFPE-RNA-Qualitatsbewertung und Aufbereitung

Die RNA-Isolierung erfolgt mit dem QIAGEN RNeasy FFPE-Kit gemaR der Gebrauchsanweisung des
Herstellers. Isolierte FFPE-gesamt-RNA muss ein Absorptionsverhéltnis von 260/280 und 260/230
aufweisen, das bei beiden Verhaltnissen nahe bei 2,0 liegt. Verhaltniswerte mit einer signifikanten
Abweichung von 2,0 koénnen auf das Vorhandensein von organischen oder anorganischen
Verunreinigungen hinweisen, die eine weitere Reinigung erforderlich machen oder anzeigen, dass die
Probe nicht fir die Verwendung mit dem MammaPrint BluePrint NGS-Kit geeignet ist.

Vor dem Beginn die gesamte RNA von jeder Probe in Nuklease-freiem Wasser aufbereiten.

FFPE-RNA-Qualitatsbewertung

Mit einer geeigneten Analyseplattform fiir Nukleinsaurefragmente den DV200-Wert fiir FFPE-RNA-Proben bestimmen.
200 ng RNA pro Probe fiir Standard-, gute bis mittlere und schlechte Proben aliquotieren.

Wenn keine 200 ng zur Verfligung stehen, die in der nachstehenden Tabelle angegebene RNA-Menge aliquotieren.

. . Fur Bibliotheksvorbereitung
Kategorie Verteilungswert (DV200) .
erforderliche RNA-Menge
11
Standard 270 % Uber 200 nt 100 ng
Gut bis mittel >50 % Uber 200 nt 150 ng
Schlecht 220 % Uber 200 nt 200 ng
Nicht empfohlen <20 % uber 200 nt Nicht empfohlen

2. Schritt: Agendia NGS Bibliotheksvorbereitung

RNA-Fragmentierung und Primerhybridisierung

2.1 Agendia NGS Fragmentation Mix bei RT auftauen, dann auf Eis legen.
2.2 Agendia NGS First Strand Master Mix auf Eis auftauen.
2.3 Die aliquotierte FFPE-RNA in einer Vakuumzentrifuge (<45 °C) lyophilisieren. Nicht iibertrocknen.

Agendia NGS Fragmentation Mix fir 10 Sekunden vortexen. Die FFPE-RNA in 19 uL Agendia NGS Fragmentation

24 Mix resuspendieren. Vortexen und kurz zentrifugieren.
Das folgende Thermocycler-Programm fiir Proben mit Standard- und guter/mittlerer RNA-Qualitat ausfiihren:
Deckel auf 95 °C erhitzt
1. 2 Minuten auf 94 °C
2.5

2. 3 Minuten auf 65 °C
3.  Mindestens 1 Minute auf 4 °C

Bei 4 °C oder auf Eis aufbewahren, bis fortgefahren werden kann.

Das folgende Thermocycler-Programm fiir Proben mit schlechter RNA-Qualitat ausfiihren:
Deckel auf 95 °C erhitzt

2.6 1. 5 Minuten auf 65 °C

2. Mindestens 1 Minute auf 4 °C

Bei 4 °C oder auf Eis aufbewahren, bis fortgefahren werden kann.
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Erststrang-cDNA-Synthese

Frische 120 ng/uL Actinomycin D-Verdiinnung gemaR der nachstehenden Tabelle vorbereiten. Dieses Volumen ist
ausreichend fiir 96 Reaktionen.

Agendia NGS Nuclease-Free Water 97 uL
2.7 Actinomycin D (4 ug/ul in DMSO) 3uL
Gesamtvolumen | 100 pL
Mischung vortexen, kurz schleudern, bei RT aufbewahren und vor Licht schiitzen.
Agendia NGS First Strand Synthesis Mix gemal der folgenden Tabelle vorbereiten. Bei der Berechnung 1 zusatzliche
Reaktion bericksichtigen.
Anmerkung: Vor dem Zusammenfiihren der Reagenzkomponenten den First Strand Master Mix 10 Sekunden lang
vortexen.
2.8 Reagenz Volumen pro Reaktion
Actinomycin D (120 ng/ ul in H20) 0,5 ul
8,0 ul
Gesamtvolumen | 8,5 pl
Mischung vortexen, kurz schleudern und auf Eis aufbewahren.
2.9 Auf Eis 8,5 pl Agendia NGS First Strand Synthesis Mix in jede Vertiefung einer neuen Erststrang-cDNA-Platte geben.
510 Die fragmentierte FFPE-RNA in die Vertiefungen der Erststrang-cDNA-Platte fiillen. Die Platte verschliefen, vortexen
) und kurz zentrifugieren.
Das folgende Thermocycler-Programm ausfiihren:
Deckel auf 95 °C erhitzt
1. 10 Minuten auf 25 °C
2.11

2. 40 Minuten auf 37 °C
3. Mindestens 3 Minute auf 4 °C
Bei 4 °C oder auf Eis aufbewahren, bis fortgefahren werden kann.

Zweitstrang-cDNA-Synthese und Reparatur der Enden

2.12

Second Strand Synthesis and End Repair Mix gemaR der folgenden Tabelle vorbereiten. Bei der Berechnung 1
zusatzliche Reaktion berlcksichtigen.

Anmerkung: Vor dem Zusammenfiihren jedes Reagenz 5 Sekunden lang vortexen.

Reagenz Volumen pro Reaktion

Agendia NGS Second Strand + End Repair

Enzyme Mix 25,04l

5,0 ul

Gesamtvolumen | 30,0 ul

Mischung vortexen, kurz schleudern und auf Eis aufbewahren.

2.13

30 pl Second Strand Synthesis and End Repair Mix in jede Vertiefung geben.

2.14

Die Platte verschlieRen, vortexen und kurz zentrifugieren.

2.15

Das folgende Thermocycler-Programm ausfiihren:
Keinen beheizten Deckel verwenden. Wenn der Heizdeckel nicht ausgeschaltet werden kann, sollte das
Programm mit ge6ffnetem Deckel durchgefiihrt werden.
1. 60 Minuten auf 16 °C
2. Mindestens 3 Minute auf 4 °C
Bei 4 °C oder auf Eis aufbewahren, bis fortgefahren werden kann.
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Aufreinigung der synthetisierten cDNA mit AMPure XP Beads

AMPure XP Beads mindestens 30 Minuten lang auf Raumtemperatur kommen lassen. Vortexen, bis die

2.16 Perlensuspension homogen ist.
Beim Fortfahren mit der Adenylierung der cDNA 3'-Enden Agendia NGS dA Tailing Master Mix auf Eis auftauen.
2.17 108 pl homogene Perlensuspension in jede Vertiefung einer neuen 0,8-mL-MIDI-Platte mit 96 Vertiefungen geben.
2.18 57,5 ul der Probenmischung in die jeweilige Vertiefung der 0,8-mL-MIDI-Platte mit 96 Vertiefungen fillen.
2.19 Die Platte verschlieBen, vortexen und kurz zentrifugieren.
2.20 Proben fiir 5 Minuten bei RT inkubieren.
2.21 Die Platte mindestens 5 Minuten lang bei RT auf ein Magnetstativ legen.
Wahrend die Platte auf dem Magnetstativ liegt, vorsichtig die gereinigte Losung aus jeder Vertiefung entnehmen
2.22 und entsorgen.
Die Perlen beim Entfernen der Losung nicht beriihren.
2.23 Wahrend die Platte auf dem Magnetstativ liegt, 200 pl frisches 70%iges Ethanol in jede Vertiefung geben.
294 10 Sekunden (oder bis die Lésung klar ist) warten, damit sich alle vermischten Perlen setzen konnen, und daraufhin
) das Ethanol vorsichtig entnehmen.
2.25 Diesen Vorgang fur insgesamt 2 Waschgadnge wiederholen.
526 Falls erforderlich, die MIDI-Platte kurz zentrifugieren, die Platte wieder auf das Magnetstativ legen und dann die
) restlichen Ethanoltropfen mit einer Pipette entnehmen.
597 Die Proben 3 Minuten lang bei 37 °C auf dem Heizblock trocknen. Nicht Gbertrocknen, aber sicherstellen, dass das
’ gesamte Ethanol entfernt wird.
2.28 21,5 pl nuklease-freies Wasser in jede Probenvertiefung geben.
2.29 Die Platte verschlieBen, grindlich vortexen und kurz zentrifugieren, um die Fliissigkeit aufzufangen.
2.30 2 Minuten bei RT inkubieren.
2.31 Die MIDI-Platte auf das Magnetstativ legen und 5 Minuten lang — oder bis die Losung klar ist — inkubieren.
2.32 20 pl des gereinigten Uberstandes entnehmen und in eine neue 0,2-mL-Platte mit 96 Vertiefungen geben.

Haltepunkt: Wenn nicht mit dem né&chsten Schritt fortgefahren wird, die Platte verschlieRen und zwischen —15 °C und —25 °C

lagern.

Adenylierung der cDNA 3'-Enden

Agendia NGS dA Tailing Master Mix auf Eis auftauen.
Agendia NGS dA Tailing Master Mix fiir 15 Sekunden auf hoher Geschwindigkeit vortexen. 20 ul in jede Vertiefung

2.33 der Platte geben und 20 pul des gereinigten Uberstandes hinzufiigen. Mischung vortexen, kurz schleudern und auf Eis
aufbewahren.
Das folgende Thermocycler-Programm ausfihren:
Keinen beheizten Deckel verwenden. Wenn der Heizdeckel nicht ausgeschaltet werden kann, sollte das
534 Programm mit ge6ffnetem Deckel durchgefiihrt werden.

1. 30 Minuten auf 37 °C
2.  Mindestens 3 Minute auf 4 °C
Bei 4 °C oder auf Eis aufbewahren, bis fortgefahren werden kann.

Adaptorligation

2.35

Agendia NGS Ligation Master Mix in Eis auftauen.

Agendia NGS Oligo Adaptor Mix auf Eis auftauen.

Adaptor Ligation Mix gemal der nachstehenden Tabelle vorbereiten. Anmerkung: Jedes Reagenz 10 Sekunden lang
vortexen.

Reagenz Volumen pro Reaktion
Agendia NGS Ligation Master Mix 5,0 ul
5,0 ul
Gesamtvolumen | 10,0 ul
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Mischung vortexen, kurz schleudern und auf Eis aufbewahren.

Bei kleinen Probenchargen kdnnen die Reagenzkomponenten einzeln in jede Probenvertiefung gegeben werden. Bei
individueller Zugabe Agendia NGS Ligation Master Mix langsam pipettieren, um sicherzustellen, dass das gesamte
Volumen abgegeben wird.

Die Adenylierungs-/Ligationsplatte auf Eis legen und daraufhin 10 pl Adaptor Ligation Mix in jede Probenvertiefung

2.36 geben.
Platte verschlieRen, vortexen und kurz zentrifugieren.
Das folgende Thermocycler-Programm ausfihren:
Keinen beheizten Deckel verwenden. Wenn der Heizdeckel nicht ausgeschaltet werden kann, sollte das
537 Programm mit gedffnetem Deckel durchgefiihrt werden.

1. 15 Minuten auf 20 °C
2.  Mindestens 3 Minute auf 4 °C
Bei 4 °C oder auf Eis aufbewahren, bis fortgefahren werden kann.

Aufreinigung der adaptorligierten cDONA mit AMPure XP Beads

AMPure XP Beads mindestens 30 Minuten lang auf Raumtemperatur kommen lassen. Vortexen, bis die
Perlensuspension homogen ist.

2.38 Agendia NGS PCR Master Mix bei RT auftauen. Nach dem Auftauen in Eis legen.
Agendia NGS Uracil DNA Glycosylase (UDG), Agendia NGS Forward PCR Primer und Agendia NGS Reverse PCR
Primer in Eis auftauen
2.39 90 pl homogene Perlensuspension in jede Vertiefung einer neuen 0,8-mL-MIDI-Platte mit 96 Vertiefungen geben.
2.40 50 pl der Probenmischung in die jeweilige Vertiefung der 0,8-mL-MIDI-Platte mit 96 Vertiefungen fiillen.
2.41 Die Platte verschlieRen, vortexen und kurz zentrifugieren.
2.42 Proben flr 5 Minuten bei RT inkubieren.
2.43 Die Platte mindestens 5 Minuten lang bei RT auf ein Magnetstativ legen.
Wahrend die Platte auf dem Magnetstativ liegt, vorsichtig die gereinigte Losung aus jeder Vertiefung entnehmen
2.44 . . .. R .
und entsorgen. Die Perlen beim Entfernen der Lésung nicht beriihren.
2.45 Wahrend die Platte auf dem Magnetstativ liegt, 200 pl frisches 70%iges Ethanol in jede Vertiefung geben.
5 46 10 Sekunden (oder bis die Losung klar ist) warten, damit sich alle vermischten Perlen setzen kdnnen, und daraufhin
) das Ethanol vorsichtig entnehmen.
2.47 Diesen Vorgang fur insgesamt 2 Waschgadnge wiederholen.
548 Falls erforderlich, die MIDI-Platte kurz zentrifugieren, die Platte wieder auf das Magnetstativ legen und dann die
) restlichen Ethanoltropfen mit einer Pipette entnehmen.
5 49 Die Proben 3 Minuten lang bei 37 °C auf dem Heizblock trocknen. Die Proben nicht tibertrocknen, aber sicherstellen,
) dass das gesamte Ethanol entfernt wird.
2.50 23 ul nuklease-freies Wasser in jede Probenvertiefung geben.
2.51 Die Platte verschlieRen, griindlich vortexen und kurz zentrifugieren, um die FlUssigkeit aufzufangen.
2.52 2 Minuten bei RT inkubieren.
2.53 Die MIDI-Platte auf das Magnetstativ legen und 5 Minuten lang — oder bis die Losung klar ist — inkubieren.
2.54 22 pl des gereinigten Uberstandes entnehmen und in eine neue 0,2-mL-Platte mit 96 Vertiefungen geben.

Amplifikation der adaptorligierten cDNA-Bibliothek

2.55

Den Pre-Capture PCR Mix gemaR der folgenden Tabelle auf Eis vorbereiten.
Anmerkung: Agendia NGS PCR Master Mix-Reagenz flir 30 Sekunden vor dem Zusammenfiihren vortexen.

Reagenz Volumen pro Reaktion
Agendia NGS PCR Master Mix 25,0 ul
1,0 ul
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Agendia NGS Forward PCR Primer 1,0 ul

Agendia NGS Reverse PCR Primer 1,0 ul

Gesamtvolumen | 28,0 ul

Mischung vortexen, kurz schleudern und auf Eis aufbewahren.

2.56 28 ul Pre-Capture PCR Mix in jede Probenvertiefung geben. Platte verschlieBen, vortexen und kurz zentrifugieren.
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Das folgende Thermocycler-Programm ausfiihren:
Deckel auf 95 °C erhitzt
15 Minuten auf 37 °C
2 Minuten auf 95 °C
30 Sekunden auf 95 °C
30 Sekunden auf 65 °C
1 Minute auf 72 °C
Die Schritte 3-5 flr insgesamt 14 Zyklen wiederholen.
5 Minuten auf 72 °C
8. Mindestens 3 Minute auf 4 °C
Bei 4 °C oder auf Eis aufbewahren, bis fortgefahren werden kann.

2.57

NouhkwhNpeE

Aufreinigung der amplifizierten, adaptorligierten cDNA mit AMPure XP Beads

AMPure XP Beads mindestens 30 Minuten lang auf Raumtemperatur kommen lassen. Vortexen, bis die

2.58 . .
Perlensuspension homogen ist.

2.59 90 ul homogene Perlensuspension in jede Vertiefung einer neuen 0,8-mL-MIDI-Platte mit 96 Vertiefungen geben.

2.60 50 ul der Probenmischung in die jeweilige Vertiefung der 0,8-mL-MIDI-Platte mit 96 Vertiefungen fillen.

2.61 Die Platte verschlieRen, vortexen und kurz zentrifugieren.

2.62 Proben fir 5 Minuten bei RT inkubieren.

2.63 Die Platte mindestens 5 Minuten lang bei RT auf ein Magnetstativ legen.

Waihrend die Platte auf dem Magnetstativ liegt, vorsichtig die gereinigte Losung aus jeder Vertiefung entnehmen

2.64
und entsorgen. Die Perlen beim Entfernen der Losung nicht beriihren.

2.65 Waihrend die Platte auf dem Magnetstativ liegt, 200 pl frisches 70%iges Ethanol in jede Vertiefung geben.

10 Sekunden (oder bis die Losung klar ist) warten, damit sich alle vermischten Perlen setzen kénnen, und daraufhin

2.66 das Ethanol vorsichtig entnehmen.

2.67 Diesen Vorgang fur insgesamt 2 Waschgadnge wiederholen.

5 68 Falls erforderlich, die MIDI-Platte kurz zentrifugieren, die Platte wieder auf das Magnetstativ legen und dann die
’ restlichen Ethanoltropfen mit einer Pipette entnehmen.

5 69 Die Proben 3 Minuten lang bei 37 °C auf dem Heizblock trocknen. Die Proben nicht tGibertrocknen, aber sicherstellen,
) dass das gesamte Ethanol entfernt wird.

2.70 26 ul nuklease-freies Wasser in jede Probenvertiefung geben.

2.71 Die Platte verschlieRen, griindlich vortexen und kurz zentrifugieren, um die Flissigkeit aufzufangen.

2.72 Flr 2 Minuten bei RT inkubieren.

2.73 Die MIDI-Platte auf das Magnetstativ legen und 5 Minuten lang — oder bis die Lésung klar ist — inkubieren.

2.74 25 pl des gereinigten Uberstandes entnehmen und in eine neue 0,2-mL-Platte mit 96 Vertiefungen geben.

Haltepunkt: Wenn nicht mit dem nachsten Schritt fortgefahren wird, die Platte verschlieBen und zwischen —15 °C und —25 °C
lagern.

Quantifizierung und Normalisierung der amplifizierten, adaptorligierten cDNA

Die amplifizierte, adaptorligierte Pre-Capture-Bibliothek mithilfe einer geeigneten Nukleinsdurefragment-
2.75 Analyseplattform im Bereich zwischen 150 bp und 550 bp berechnen.
Insgesamt 200 ng cDNA-Pre-Capture-Bibliothek aliquotieren.

Die 200 ng cDNA-Pre-Capture-Bibliothek in einer Vakuumzentrifuge lyophilisieren und in 3,4 ul nuklease-freiem

2.76 . . P
Wasser neu zusammenstellen. Nicht iibertrocknen. Vortexen und kurz zentrifugieren.

Haltepunkt: Wenn nicht mit dem nachsten Schritt fortgefahren wird, die R6hrchen zwischen —15 °C und —25 °C aufbewahren.
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3. Schritt: Agendia NGS Zielanreicherung

Bibliothek-Hybridisierung

Einen Eiskiibel vorbereiten und die Reagenzien wie unten beschrieben auftauen:

Mix A Hyb-Buffer Mix B Vorbereitete Bibliothek Mix C Capture Bibliothek
Agendia NGS RNase Block
Agendia NGS Hyb Nr. 1 Agendia NGS Indexing Block Nr. 1 Nur bei der Herstellung von Mix C
RT 4 °C (Eis) von
31 —20 °C entfernen
. Agendia NGS Hyb Nr. 2 Agendia NGS Block Nr. 2 MammaPrint E.iluePrlnt NGS Baits
RT 4 (Eis) Library
4 °C (Eis)
Agendia NGS Indexing Block Nr. 3
RT 4 °C (Eis) i
Agendia NGS Hyb Nr. 4
RT i i
Den Library Mix A gemal der nachstehenden Tabellein einem 1,5-ml-Réhrchen bei RT vorbereiten.
Reagenz Volumen pro Reaktion
Agendia NGS Hyb Nr. 1 6,63 pL
3.2 Agendia NGS Hyb Nr. 2 0,27 pL
2,65 L
Agendia NGS Hyb Nr. 4 3,45 uL
Gesamtvolumen 13,0 puL
Den Mix vorsichtig vortexen, kurz schleudern und bei RT aufbewahren.
Ein neues 8-Streifen-Rohrchen vorbereiten und mit "A" beschriften. AnschlieBend 13 pl pro Probe von Library Mix A
3.3 in jede Vertiefung aliquotieren.
Rohrchen bei RT aufbewahren.
Den Library Mix B gemal’ der nachstehenden Tabelle in einem 0,5-mlI-Réhrchen auf Eis vorbereiten.
Reagenz Volumen pro Reaktion
Agendia NGS Indexing Block Nr. 1 2,5 uL
3.4 Agendia NGS Block Nr. 2 2,5 uL
Agendia NGS Indexing Block Nr. 3 0,6 uL
Gesamtvolumen 5,6 uL
Den Mix vorsichtig vortexen, kurz schleudern und auf Eis aufbewahren.
Ein neues 8-Streifen-Rohrchen vorbereiten und mit "B“ beschriften. AnschlieRend
35 1. 5,6 ulvon Library Mix B in jede Vertiefung aliquotieren.
2. 3,4 plder Probe in jede betreffende Vertiefung geben.
3. Vorsichtig mischen durch 10-maliges Auf- und Abpipettieren.
Das 8-Streifen-Réhrchen mit dem Library Mix B und der Probe in einen Thermocycler setzen und das folgende
Programm ausfiihren:
3.6 Deckel auf 105 °C erhitzt; Volumen auf 29 ul einstellen, falls zutreffend

1. 5 Minuten auf 95 °C
2. 5 Minuten auf 65 °C
3. Halten bei 65 °C
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Den Library Mix C gemaR der nachstehenden Tabelle in einem 0,5-ml-R6hrchen in 4 °C kaltem Eis vorbereiten.

Reagenz Volumen pro Reaktion
Agendia NGS Nuclease-free water 4,5 uL
Agendia NGS RNase Block 0,5 uL
37 MammaPrint BluePrint NGS Baits Library 2,0 uL
’ Gesamtvolumen 7,0 uL
Vorsichtig durch Auf- und Abpipettieren mischen. Sicherstellen, dass keine Luftblasen vorhanden sind.
Anmerkung: Mix C nahe der 5-Minuten-Marke bei 65 °C von Schritt 3.6 vorbereiten. Die Mischung nur kurz auf RT halten, bis Mix
A zu Mix C hinzugefiigt wird.
Lésungen, die die MammaPrint BluePrint NGS Baits Library enthalten, nicht Gber langere Zeit auf RT halten.
38 Ein neues 8-Streifen-Rohrchen mit ,,C* beschriften und 7 pl von Library Mix C in jede Vertiefung des 8-Streifen-
' Réhrchens geben.
39 13 pl von Library Mix A in 8-Streifen-Rohrchen mit Library Mix C pipettieren. 5 Sekunden lang durch Vortexen gut
' mischen und kurz zentrifugieren. Die Mischung bis zur Verwendung in Schritt 3.10 kurz auf RT halten.
Waihrend der Thermocycler noch auf 65°C gehalten wird, Library Mix A+C vollstandig in die Probenvertiefungen
3.10 mit Library Mix B pipettieren. Sicherstellen, dass der gesamte Inhalt von Library Mix A+C in Library Mix
Bibertragen wird.
311 Vorsichtig mischen durch 10-maliges Auf- und Abpipettieren und den Deckel schliefen. Wenn Blasen vorhanden
) sind, eine schnelle Drehung durchfiihren.
Sicherstellen, dass alle R6hrchendeckel geschlossen sind. Den Deckel des Thermocyclers schlieRen und das
3.12 kontinuierliche Programm ausfiihren:

1. 17-24 Stunden bei 65 °C
2. Halten bei 65 °C

Streptavidin Beads vorbereiten

3.13 650 pl Agendia NGS Wash Buffer 2 pro Probe in 2-ml-Réhrchen vortexen und aliquotieren.
3.14 Aliquotierte Rohrchen fiir mindestens 30 Minuten in einen 65 °C heilRen Heizblock stellen.
3.15 Die Dynabeads MyOne Streptavidin T1 Beads mindestens 30 Sekunden lang vortexen, um die verklumpten Beads
' aufzubrechen.
3.16 50 pl Perlen pro Probe in 2-ml-Réhrchen aliquotieren (maximal 200 pl Perlen, fir 4 Proben, pro Réhrchen).
Die Streptavidin Beads waschen:
a. 200 pl Agendia NGS Binding Buffer PRO PROBE in das 2-ml-R6hrchen geben (maximal 800 ul Puffer, fir
4 Proben, pro Réhrchen).
3.17 b. Die Perlen 5 Sekunden lang auf einem Vortexmischer mischen und kurz zentrifugieren.
c. Die 2,0-ml-R6hrchen fur 2 Minuten auf einen Magnetseparator setzen, sodass sich die Losung klaren
kann.
d. Den Uberstand entnehmen und entsorgen.
e. Schritte a bis d firr insgesamt 3 Waschgange wiederholen.
318 Die Perlen in 200 ul pro Probe Agendia NGS Binding Buffer resuspendieren und in 8-Streifen-PCR-Réhrchen

aliquotieren.

Hybrid-Capture mit Streptavidin Beads
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Waihrend die Proben auf dem Thermocycler auf 65 °C gehalten werden, 29 ul der Hybrid-Bibliothek nach 17-24

3.19 Stunden Inkubation in ein 8-Strip-Réhrchen mit 200 pl gewaschenen Streptavidin Beads geben
(gewaschene Streptavidin Beads bei RT aufbewahren).
3.20 Den 8-Rohrchen-Streifen schlieRen und durch Umdrehen und anschlieBendes schnelles Drehen mischen.
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Die Probe auf dem Thermomixer bei 27 °C und 1.400 U/min fiir 30 Minuten inkubieren.
Anmerkung: Die Perlen nach 5 Minuten auf Verklumpung kontrollieren. Wenn sich Verklumpungen gebildet

3.21
haben, das Rohrchen schnell vortexen.
Nach der 30-mindtigen Inkubation den Thermomixer auf 65 °C einstellen.
3.22 Ro6hrchen kurz zentrifugieren.
3.23 Die Platte 2 Minuten lang auf einen Magnetseparator legen, um die Perlen aus der Suspension zu sammein.
3.24 Den Uberstand entnehmen und entsorgen.
3.95 Die Perlen in 200 ul Agendia NGS Wash Buffer 1 durch 5 Sekunden langes Mischen auf einem Vortexmischer
' resuspendieren.
3.26 Die Proben flr 15 Minuten bei RT inkubieren.
3.27 Die Perlen und den Puffer 2 Minuten lang in einem Magnetseparator trennen und den Uberstand entnehmen.
Die Perlen mit Agendia NGS Wash Buffer 2 waschen:
a. Die Perlen in 200 pl des auf 65 °C vorgewdrmten Agendia NGS-Waschbuffers 2 resuspendieren.
b. Die Rohrchen verschlieBen und 5 Sekunden lang auf einem Vortexmischer mischen, um die Perlen zu
resuspendieren. Kurz abzentrifugieren.
3.28 c Die R6hrchen 10 Minuten lang bei 65 °C und 1.200 U/min auf einem Thermoshaker inkubieren.
d. Wenn sich die Perlen setzen, die Rohrchen gelegentlich umdrehen, um sie zu mischen.
e. Die Rohrchen kurz in einer Zentrifuge oder Mini-Plattenzentrifuge schleudern.
f.  Die Réhrchen fiir 2 Minuten auf einen Magnetseparator setzen.
g. Den Uberstand entnehmen und entsorgen.
h.  Schritte a bis g fiir insgesamt 3 Waschgange wiederholen.
3.29 Die Perlen in 31,5 pl Agendia NGS Elutionsbuffer fiir 5 Sekunden vortexen, um die Perlen zu resuspendieren. Kurz
abzentrifugieren.
3.30 Die Proben fiir 10 Minuten bei RT inkubieren.
3.31 Die Perlen und den Puffer 2 Minuten lang in einem Magnetseparator trennen.
3.32 30 pl Uberstand in eine neue Platte {iberfiihren. Die Perlen entsorgen.
3.33 30 pl Agendia NGS Neutralization Buffer zu der hergestellten cDNA-Bibliothek geben.

Aufreinigung der hergestellten Bibliothek mit AMPure XP Beads

AMPure XP Beads mindestens 30 Minuten lang auf Raumtemperatur kommen lassen. Vortexen, bis die
Perlensuspension homogen ist.

3.34 Wenn mit der ,,Amplifikation der hergestellten Bibliotheken zum Hinzufiigen von Index-Tags“ fortgefahren wird,
Agendia NGS PCR Master Mix, Agendia NGS Post-Capture PCR Primer und die Agendia NGS 8bp Index Plate
auftauen und in Eis legen.

3.35 108 ul homogene Perlensuspension in jede Vertiefung einer neuen 0,8-mL-MIDI-Platte mit 96 Vertiefungen geben.

3.36 Die 60 pl Probenmischung aus Schritt 3.33 hinzufiigen.

3.37 Die Platte verschlieRen, vortexen und kurz zentrifugieren.

3.38 Proben fiir 5 Minuten bei RT inkubieren.

3.39 Die Platte mindestens 5 Minuten lang bei RT auf ein Magnetstativ legen.
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Wihrend die Platte auf dem Magnetstativ liegt, vorsichtig die gereinigte Losung aus jeder Vertiefung entnehmen

3.40 und entsorgen.
Die Perlen beim Entfernen der Lésung nicht beriihren.

3.41 Wahrend die Platte auf dem Magnetstativ liegt, 200 pl frisches 70%iges Ethanol in jede Vertiefung geben.

3.40 10 Sekunden (oder bis die Losung klar ist) warten, damit sich alle vermischten Perlen setzen kénnen, und daraufhin
' das Ethanol vorsichtig entnehmen.

3.43 Diesen Vorgang fiir insgesamt 2 Waschgange wiederholen.

344 Falls erforderlich, die MIDI-Platte kurz zentrifugieren, die Platte wieder auf das Magnetstativ legen und dann die
' restlichen Ethanoltropfen mit einer Pipette entnehmen.

3.45 Die Proben 3 Minuten lang bei 37 °C auf dem Heizblock trocknen. Die Proben nicht tibertrocknen, aber
’ sicherstellen, dass das gesamte Ethanol entfernt wird.

3.46 36 pl nuklease-freies Wasser in jede Probenvertiefung geben.

3.47 Die Platte verschlieRen, griindlich vortexen und kurz zentrifugieren, um die FlUssigkeit aufzufangen.

3.48 Fir 2 Minuten bei RT inkubieren.

3.49 Die MIDI-Platte auf das Magnetstativ legen und 5 Minuten lang — oder bis die Lésung klar ist — inkubieren.

3.50 35 pl des gereinigten Uberstandes entnehmen und in eine neue 0,2-mL-Platte mit 96 Vertiefungen oder in neue

Rohrchen geben.

Haltepunkt: Wenn nicht mit dem nachsten Schritt fortgefahren wird, die Platte verschlieRen und zwischen =15 °C und —25 °C

lagern.

Amplifikation der hergestellten Bibliotheken, um Index-Tags hinzuzufiigen

3.51

Agendia NGS PCR Master Mix, Agendia NGS Post-Capture PCR Primer und die Agendia NGS 8bp Index Plate
auftauen und in Eis legen.

Anmerkung: Den zahflissigen Agendia NGS PCR Master Mix vor dem Hinzufligen von PCR-Primer 30 Sekunden
lang vortexen.

Den Post-Capture PCR Mix gemal’ der folgenden Tabelle in einem 1,5-ml-GefaR in Eis vorbereiten.

Reagenzien Volumen pro Reaktion

Agendia NGS PCR Master Mix 25 ul

Agendia NGS Post-Capture PCR Primer 1pL

Gesamtvolumen 26 pl

Die Mischung vorsichtig vortexen und drehen. Auf Eis halten.

3.52

Fiir jede zu amplifizierende Probe 26 pl des Post-Capture PCR Mix in eine PCR-Plattenvertiefung geben.

3.53

5 ul des entsprechenden Indexierungsprimers (von der Agendia NGS 8bp Index Plate) in jede Vertiefung mit dem
Post-Capture PCR Mix geben.

Fiir jede zu sequenzierende Probe in derselben Bahn einen anderen Indizierungsprimer
verwenden.

3.54

19 ul der gereinigten Bibliothek aus Schritt 3.50 in jede Vertiefung mit dem Post-Capture PCR Mix geben.
Durch 10-maliges Auf- und Abpipettieren mischen. Die Platte kurz zentrifugieren.

3.55

Die PCR-Platte in einen Thermocycler legen. Das folgende Thermocycler-Programm ausfiihren:
Deckel auf 105 °C erhitzt
1. 2 Minuten auf 95 °C
2. 30 Sekunden auf 95 °C
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N o v s~w

30 Sekunden auf 57 °C

1 Minute auf 72 °C

Die Schritte 2-4 flr insgesamt 12 Zyklen wiederholen.
5 Minuten auf 72 °C

Halten auf 4 °C
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Aufreinigung der amplifizierten hergestellten Bibliothek mit AMPure XP Beads.

3.56 AMPure XP Beads mindestens 30 Minuten lang auf Raumtemperatur kommen lassen. Vortexen, bis die
' Perlensuspension homogen ist.

3.57 90 ul homogene Perlensuspension in jede Vertiefung einer neuen 0,8-mL-MIDI-Platte mit 96 Vertiefungen geben.

3.58 50 pl der Probenmischung in die jeweilige Vertiefung der 0,8-mL-MIDI-Platte mit 96 Vertiefungen fiillen.

3.59 Die Platte verschlieRen, vortexen und kurz zentrifugieren.

3.60 Proben fiir 5 Minuten bei RT inkubieren.

3.61 Die Platte mindestens 5 Minuten lang bei RT auf ein Magnetstativ legen.

3.69 Wahrend die Platte auf dem Magnetstativ liegt, vorsichtig die gereinigte Losung aus jeder Vertiefung entnehmen und
' entsorgen. Die Perlen beim Entfernen der Losung nicht berihren.

3.63 Wahrend die Platte auf dem Magnetstativ liegt, 200 pl frisches 70%iges Ethanol in jede Vertiefung geben.

10 Sekunden (oder bis die Losung klar ist) warten, damit sich alle vermischten Perlen setzen kdnnen, und daraufhin

3.64 N
das Ethanol vorsichtig entnehmen.
3.65 Diesen Vorgang fiir insgesamt 2 Waschgange wiederholen.
3.66 Falls erforderlich, die MIDI-Platte kurz zentrifugieren, die Platte wieder auf das Magnetstativ legen und die
' restlichen Ethanoltropfen mit einer Pipette entnehmen.
367 Die Proben 3 Minuten lang bei 37 °C auf dem Heizblock trocknen. Die Proben nicht tibertrocknen, aber

sicherstellen, dass das gesamte Ethanol entfernt wird.

3.68 22,5 ul Elutionsbuffer EB in jede Probenvertiefung geben.

3.69 Die Platte verschlieRen, griindlich vortexen und kurz zentrifugieren, um die Fliissigkeit aufzufangen.

3.70 Fiir 2 Minuten bei RT inkubieren.

3.71 Die MIDI-Platte auf das Magnetstativ legen und 5 Minuten lang — oder bis die Losung klar ist — inkubieren.

373 21 pl des gereinigten Uberstandes entnehmen und in eine neue-Platte mit 96 Vertiefungen oder in neue Réhrchen
' geben.

Haltepunkt: Wenn nicht mit dem néachsten Schritt fortgefahren wird, die Platte verschlieBen und die 21 pl der indexierten
Bibliotheken zwischen —15 °C und —-25 °C lagern.

QC 3: Qualitatsbhewertung von amplifizierten, zielangereicherten, indizierten
Bibliotheken

Die GroRRenverteilung jeder amplifizierten, hergestellten, indizierten Bibliothek mit einer geeigneten
Nukleinsdaurefragment-Analyseplattform bestatigen. Die FragmentgréRenverteilung sollte 150-700 bp
betragen. Im Hinblick auf eine genaue Quantifizierung ist darauf zu achten, dass die Konzentration
innerhalb des linearen Bereichs des Assays liegt (5-500 pg/ul).

Stoffmengenkonzentration | Konzentrationszielwert
[pmol/L] [nM]
> 4000 4
2000-3999 2
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1000-1999

1

<1000

Nicht ausfihren, Probe
fehlgeschlagen
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4. Schritt: Agendia NGS MiSeq Laden

Vorbereitung des Probenblattes

Das MiSeq-Probenblatt gemaR den nachstehenden Anweisungen im CSV-Format (kommagetrennt) vorbereiten.
Es handelt sich um ein 150 bp Single-Ended-Protokoll.

Fir allgemeine Anweisungen siehe bitte die Referenzanleitung von Illumina:
https://support.illumina.com/downloads/miseq sample sheet quick reference guide 15028392.html

Ein Beispiel fur ein MiSeq-Probenblatt finden Sie hier: https://diagnostic-products.agendia.com/resources/
Unter [Uberschrift]

Erforderlich, vom Benutzer
Name des Untersuchers .
auszufiillen
) Erforderlich, vom Benutzer
Projektname .
auszufiillen
. Erforderlich, vom Benutzer
Name des Experiments .
auszufiillen
Datum Erforderlich
. Erforderlich
Arbeitsablauf
[GenerateFASTQ]
41 Assay Erforderlich [SureSelect]
Chemie Erforderlich [Standard]
Unter [Reads]: 150
Unter [Einstellungen]
OnlyGenerateFASTQ 1
FilterPCRDuplicates 0
Unter [Daten]:
Name der Probenvertiefu 3 17_Index_ID
Proben-ID Probenplatte Probenprojekt Index
Probe ng
Erforderlic ) Optional
Erforderlich
h, vom . . . .
Optional Optional Optional Optional [Index-
Benutzer
3 Sequenz]
auszufiillen
Anmerkung: Jede Probe muss eine eindeutige "Proben-ID" haben; der ,,Name der Probe” flief3t in die FASTQ-Dateinamen ein
Blatt speichern. Die Software fordert den Benutzer auf, das Probenblatt hochzuladen.
4.2 Die Reagenzienkartusche gemal den Empfehlungen von Illlumina vorbereiten.

Poolen der endgiiltigen Bibliotheken fiir die Multiplex-Sequenzierung

Das verwendete Sequenzierungsprotokoll(1 nM, 2 nM oder 4 nM) hangt von den Proben auf dem vorbereiteten Probenblatt
ab. Jede Probe einzeln auf die Zielkonzentration verdiinnen (d. h. 1 nM, 2 nM oder 4 nM). Wenn Proben mit unterschiedlichen

4.3
Zielkonzentrationen in einem MiSeq-Lauf kombiniert werden miissen, alle Proben auf die niedrigste gemeinsame
Zielkonzentration verdiinnen und dann poolen.

4.4 5 pl von jeder normalisierten Probe in ein einzelnes 1,5-ml-Réhrchen geben.

4.5 Vortexen, kurz zentrifugieren und in Eis legen.
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Denaturierung der gepoolten cDNA-Bibliothek

Ein frisches Rohrchen mit 0,2 N NaOH vorbereiten (0,2 N NaOH ist maximal 12 Stunden lang stabil)
Die gepoolte Bibliothek aus Schritt 4.5 entsprechend dem verwendeten Sequenzierungsprotokoll denaturieren:

1nM 2nM 4 nM
4.6
Gepoolte Bibliothek 10 uL 5uL 5uL
0,2 N NaOH 10 pL 5uL 5uL
4.7 Zum Mischen kurz vortexen und bei 280 x g 1 Minute lang bei RT zentrifugieren.
4.8 5 Minuten bei RT inkubieren.

Verdiinnung der denaturierten cDNA-Bibliothek

Die denaturierte cDNA-Bibliothek aus Schritt 4.8 mit vorgekiihltem HT1-Puffer entsprechend dem verwendeten
Sequenzierungsprotokoll verdiinnen:
Anmerkung: HT1-Puffer zum Mischen invertieren.

1nM 2nM 4 nM
4.9 Denaturierte cDNA-
Bibliothek 20 uL 10 pL 10 pL
HT1 480 pL 490 pL 990 pL
Konzentration 20 pM 20 pM 20 pM
4.10 | Zum Mischen mehrmals umdrehen, kurz zentrifugieren und auf Eis stellen.
Die denaturierte verdiinnte Bibliothek aus Schritt 4.10 in einem neuen 1,5-mL-Réhrchen gemaR dem Sequenzierungsprotokoll
weiter verdiinnen, um die gewiinschte endglltige Eingangskonzentration zu erhalten.
1nM 2nM 4 nM
4.11 Denaturierte DNA 500 pL 500 pL 450 pL
HT1 167 pL 167 pL 150 pL
Endkonzentration: 15 pM 15 pM 15 pM
Zum Mischen mehrmals umdrehen und anschlieBend pulsierend zentrifugieren. Bis zum Einlegen in die MiSeg-
4.12 | Reagenzienkartusche in Eis legen.

Zusammenfiigung von Probenbibliothek und PhiX Control (optional)

4.13

20 pM PhiX gemaR dem MiSeg-Protokoll von lllumina vorbereiten oder 20 pM PhiX-Bibliothek (falls zuvor vorbereitet) auf Eis
auftauen. Zum Mischen umdrehen und kurz zentrifugieren.

4.14

Die folgenden Volumina von PhiX Control und Probenbibliothek aus Schritt 4.12 in einem 1,5-mlI-R6hrchen zusammenfiigen:
a. 6 pl Denaturierte, verdiinnte 20 pM PhiX-Bibliothek
b. 594 ul Denaturierte, verdiinnte Probenbibliothek (wenn kein PhiX hinzugefiigt wird, 600 pl denaturierte, verdiinnte
Probenbibliothek hinzufigen)

4.15

Zum Mischen mehrmals umdrehen und pulsierend zentrifugieren. Bis zum Einlegen in die MiSeq-Reagenzienkartusche in Eis
beiseite legen.

Sequenzieren mit MiSeq

Auf dem BegriiBungsbildschirm der Software-Schnittstelle die Option , Sequenzieren” wahlen, um die Einrichtungsschritte fr

4.16 | den Sequenzierungslauf zu starten.
Bei Verwendung von Windows 7:
4.17 a. Im Bildschirm ,Load Reagents” (Reagenzien laden) den Befehl ,,Change Sample Sheet” (Probenblatt wechseln)

wahlen, um die Software auf das entsprechende Probenblatt zu verweisen.
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b. ,Suchen“wihlen, um zu dem Probenblatt zu navigieren, und ,,Offnen” wihlen.
c. ,Speichern und fortfahren” wahlen und ,Weiter” wahlen, um die Laufparameter zu liberprifen.
d. Mit dem Laden von MiSeq fortfahren.

4.18

Bei Verwendung von Windows 10:

a. Unter dem Menupunkt ,Run Setup” den Menlpunkt ,,Sample Sheet” auswahlen.

b. [Optional] BaseSpace aktivieren: , BaseSpace™ Sequence Hub fir diesen Lauf verwenden” wahlen und zum
Verwenden anmelden.

c. Andernfalls ,,Weiter” wahlen und lhre Probenblattdatei (.csv) auswahlen.
Die Datei wird zur Validierung oder zum Erstellen eines Laufs an den Local Run Manager gesendet.

d. [Optional] ,Sekundaranalyse mit Local Run Manager deaktivieren” wahlen, um die Sekundéaranalyse mit dem Local Run
Manager zu umgehen.

e. Gegebenenfalls Fehler im Probenblatt berichtigen.

f.  ,Weiter” wahlen und mit dem Laden der Durchflusszelle fortfahren.

Mit der Sequenzierung gemaR dem MiSeq-Sequenzierungsprotokoll von lllumina fortfahren, um FASTQ-Dateien zu erstellen.

4.19 | Fur weitere Anleitungen zum MiSeq-System siehe die Systemanleitung von lllumina:

https://support.illumina.com/sequencing/sequencing_instruments/miseq/documentation.html

5. Schritt: Analyse von FASTQ-Dateien mit ADAPT

Die vom MiSeqg-Sequenzer erstellten FASTQ-Dateien werden vom Agendia Data Analysis Pipeline Tool
(ADAPT) verarbeitet, einer leistungsstarken und sicherheitskonformen Cloud-basierten Genomanalyse-
Plattform. ADAPT ist fur die Verwendung in Kombination mit dem MammaPrint® BluePrint®-Kit zur
Erkennung des Rezidivrisikos und molekularen Subtypisierung bei Patientinnen mit Mammakarzinom
(MammaPrint BluePrint-Kit) vorgesehen. ADAPT liefert integrierte Analysen und Ergebnisberichte fiir
Proben, die mit dem MammaPrint BluePrint NGS-Kit verarbeitet wurden.

Das Benutzerhandbuch fiir ADAPT-CE (EM-002) enthalt schrittweise Anleitungen, u. a. zur Erstellung eines
Kontos, zur Installation eines sicheren File Connector, zum Hochladen und Analysieren anonymisierter
Patientendaten in einer sicheren Umgebung und zum Abrufen von Testergebnissen.

ADAPT ist ein sicheres, Cloud-basiertes System und ist tiber die unten aufgefiihrten Browser zuganglich.

Browser Unterstitzte Version Betriebssystem
Google, Chrome & Neueste stabile Version von Windows, Mac und Linux
Mozilla Firefox

Vor dem Beginn alle Anweisungen im Benutzerleitfaden zu ADAPT-CE (EM-002) lesen. Wenn Sie nach dem
Lesen dieser Anleitung noch Fragen haben, wenden Sie sich bitte an den Agendia-Produktsupport
(NGS.support@agendia.com).
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Ergebnisse

Der Nutzer erhalt zwei Dokumente pro Probe — den Technischen Bericht und die Erlauterung der
Ergebnisse. Der Technische Bericht enthalt Informationen liber die Probe und die ADAPT-Verarbeitung,
einschlieRlich Informationen zur Qualitatskontrolle, und die Ergebnisse des MammaPrint BluePrint NGS-
Kits, die den MammaPrint Index (MPI), die Bestimmung des Rezidivrisikos (hohes Risiko oder geringes
Risiko) und das BluePrint-Ergebnis (Luminal-Typ, HER2-Typ oder Basal-Typ) umfassen. Ausfihrlichere
Informationen sind im Abschnitt , Interpretation der Ergebnisse” zu finden. Die Erlduterung der Ergebnisse
erklart die Testergebnisse im Zusammenhang mit den veréffentlichten klinischen Daten.

Interpretation der Ergebnisse

Ein Testergebnis gilt nur dann als giiltig, wenn im Feld Gesamtbewertung des Technischen Berichts
,Bestanden” steht. Wenn eines der Qualitatskriterien nicht erfillt ist, wird die Gesamtbewertung als
,Nicht bestanden” angezeigt. Wenn die Gesamtbeurteilung ,Nicht bestanden” lautet, erscheint im
Technischen Bericht im Abschnitt ,Prifergebnisse” der Hinweis ,Fir diese Probe kann kein Ergebnis
vorgelegt werden” und wird das Dokument ,,Erlduterung der Ergebnisse” nicht erstellt. Das Testlabor kann
sich dafiir entscheiden, die Probe erneut zu testen, um zu sehen, ob das nachfolgende Resultat ein gliltiges
Testergebnis ergibt.

MammaPrint

Das MammaPrint-Ergebnis wird als bindres Ergebnis angegeben und kann fiir das Rezidivrisiko ,,Niedriges
Risiko”“ oder ,Hohes Risiko” lauten. Das prognostische Profil (geringes Risiko, hohes Risiko) der Probe wird
durch Berechnung des MPI auf einer Skala von -1,000 bis +1,000 (MammaPrint FFPE-Berichtsbereich,
Abbildung 2) bestimmt. Ergebnisse mit hohem Risiko haben einen MammaPrint-Index (MPI) von 0,000
oder darunter, wahrend Ergebnisse mit niedrigem Risiko einen MPI von {ber 0,000 haben. Fallt der MPI
in einen vordefinierten Bereich um die Klassifizierungsgrenze zwischen -0,058 und +0,058, betragt die
Klassifizierungsgenauigkeit weniger als 90 %.

MammaPrint Index - Risk of Recurrence

HIGH RISK OF LOW RISK OF
RECURRENCE RECURRENCE

-1.000 & > 0.000 & >  +1.000

Abbildung 2: MammaPrint Index
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BluePrint

BluePrint ist ein Test, der den molekularen Subtyp des Mammakarzinoms anhand des mRNA-Spiegels von

80 Genen mit dem grofSten Differenzierungsvermogen in einen der folgenden drei Subtypen einordnet:

Luminal-Typ, HER2-Typ und Basal-Typ. Jeder dieser Subtypen weist deutliche Unterschiede in Bezug auf

das langfristige Ergebnis und das Ansprechen auf eine (neo)-adjuvante Chemotherapie auf [10]. Die

Kombination von MammaPrint und BluePrint ermoglicht eine Stratifizierung der Patientinnen in die

folgenden Untergruppen: Luminal-Typ/MammaPrint Niedriges Risiko (dhnlich wie Luminal A); Luminal-
Typ/MammaPrint Hohes Risiko (dhnlich wie Luminal B); HER2-Typ und Basal-Typ.

Verfahrensgrenzen

Das MammaPrint BluePrint-Kit zur Erkennung des Rezidivrisikos und molekularen Subtypisierung bei
Patientinnen mit Mammakarzinom wurde nur fiir die Verwendung mit FFPE-Brustkrebstumorgewebe
von weiblichen Patienten validiert. Die Prifung anderer Probentypen oder anderer
Konservierungsmethoden wurde nicht evaluiert.

Das RNeasy FFPE-Kit wurde fiir die Verwendung in diesem Test validiert. Die Verwendung anderer
RNA-Isolierungskits wurde nicht evaluiert.

Das MammaPrint BluePrint NGS-Kit wurde in Kombination mit lllumina MiSeq V3-Reagenzien fiir 150
Zyklen validiert. Die Verwendung anderer DNA-Sequenzer oder anderer Reagenzien wurde nicht
evaluiert.

Ein MammaPrint Low-Risk-Ergebnis ist keine Garantie dafiir, dass das Mammakarzinom innerhalb von
fanf Jahren nicht erneut auftritt. In gleicher Weise ist ein High-Risk-Ergebnis keine Garantie dafiir,
dass das Mammakarzinom erneut auftritt. Die Testergebnisse sollten in Verbindung mit klinisch-
pathologischen Faktoren verwendet werden.

Die MammaPrint BluePrint NGS-Ergebnisse sind fiir die Verwendung durch Arzte vorgesehen und
sollten in Verbindung mit anderen klinisch-pathologischen Faktoren interpretiert werden. Der Test ist
nicht zur Krankheitsprognose konzipiert.
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Erwartete Werte

MammaPrint

Klinische Daten bevoélkerungsbasierter Studien haben den klinischen Nutzen des MammaPrint-Tests in der
vorgesehenen Anwendungspopulation nachgewiesen. MammaPrint wurde in prospektiven klinischen
Studien fir den Einsatz bei Brustkrebspatientinnen im Frihstadium (I, Il und Ill) unabhangig vom
Ostrogenrezeptor- (ER) oder HER2-Status, mit einer TumorgréRe < 5,0 cm und 0-3 positiven Lymphknoten
(LN 0-3) ohne besondere Spezifikationen fir nodale Mikrometastasen klinisch validiert. In der MINDACT-
Studie hat die primare Analyse gezeigt, dass der Verzicht auf eine Chemotherapie bei Patientinnen mit
klinisch hohem Risiko/Genomischem MammaPrint-Low Risk-Ergebnis (C-hoch/G-niedrig) keine
nachteiligen Auswirkungen auf das Ergebnis hat. Bei MammaPrint Low Risk-Patientinnen mit 1-3 positiven
Lymphknoten wurde nach 5 Jahren kein signifikanter Nutzen einer adjuvanten systemischen
Chemotherapie beobachtet [11]. Aus diesen und anderen veroffentlichten Studien [8] [12] [13] [14] [15]
[16] [17] [18] hat sich gezeigt, dass der MammaPrint-Test die Vorhersage der klinischen Ergebnisse bei

Frauen mit Brustkrebs im Frihstadium verbessert.

BluePrint

Brustkrebsarten des Basal-Typs zeichnen sich durch die Genexpression der Basal-/Myoepithelzellen aus.
Krebsarten vom Basalttyp sind in der Regel dreifach negativ fiir ER, PR und HER2 (,,basal-like”) und weisen
ein spezifisches Genexpressionsprofil auf. Von Hormontherapie und anti-HER2-Therapien, wie
Trastuzumab und Lapatinib, wird angenommen, dass sie gegen diese Krebsarten nicht wirksam sind,
anders als Chemotherapie, die als hilfreich erachtet wird.

Brustkrebsarten vom Luminal-Typ zeichnen sich durch die Genexpression der luminalen Epithelzellen aus,
welche die Milchgange und Brustdriisen bedecken. Die Krebsarten vom Luminal-Typ sind in der Regel
Hormonrezeptor-positive Tumore und sprechen wahrscheinlich auf eine Hormontherapie an. Bei
Patientinnen, die als MammaPrint Low Risk und Luminal-Typ eingestuft werden, ist ein dhnlicher klinischer
Verlauf wie bei Luminal-A-Patientinnen zu erwarten, die in der Regel mit einer Hormontherapie behandelt
werden, wahrend bei Patientinnen mit MammaPrint High Risk- und Luminal-Typ-Ergebnissen ein
dhnlicher klinischer Verlauf wie bei Luminal-B-Patientinnen zu erwarten ist, die in der Regel von einer
aggressiveren Behandlung profitieren, die auch eine Chemotherapie umfassen kann.

Mammakarzinome vom HER2-Typ zeichnen sich durch eine Amplifikation oder Uberexpression des HER2-
Lokus aus und sind typischerweise in einer IHC- oder FISH-Analyse HER2-positiv (HER2/neu-positiv). Diese
Krebsarten neigen dazu, schneller zu wachsen, und kénnen wiederkehren, obwohl sie oft mit Anti-HER2-

Therapien behandelt werden kdnnen.
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Leistungsmerkmale

Zur Abschatzung der Prazision, Reproduzierbarkeit und laboriibergreifenden Reproduzierbarkeit des
MammaPrint BluePrint-Kit zur Erkennung des Rezidivrisikos und molekularen Subtypisierung wurden
analytische und klinische Validierungsstudien durchgefiihrt, deren Ergebnisse im Folgenden vorgestellt
werden.

MammaPrint

Analytische Leistung

Die Ubereinstimmung zwischen dem MammaPrint-Test mit NGS und dem derzeit im Handel befindlichen
MammaPrint FFPE mit Microarray-Technologie wurde anhand von RNA aus 85 FFPE-Proben bewertet. Alle
Tests wurden im Labor von Agendia in Amsterdam, Niederlande, durchgefiihrt. Die Leistungsfahigkeit des
Tests wurde durch Berechnung der positiven prozentualen Ubereinstimmung (PPA), der negativen
prozentualen Ubereinstimmung (NPA) und der Gesamtiibereinstimmung zwischen den beiden Tests
ermittelt. Die PPA-, NPA- und Gesamtkonkordanz betrug 100 %, 94 % bzw. 98 %.

Die Reproduzierbarkeit des MammaPrint-Tests mit NGS wurde im Laufe der Zeit anhand von RNA
bewertet, die aus drei FFPE-Gewebeproben isoliert wurde, die beide MammaPrint-Risikokategorien
(MammaPrint High Risk und Low Risk) reprasentierten. Die Proben wurden mehrmals an verschiedenen
Tagen von mehreren Mitarbeitern in den Agendia-Labors in Amsterdam, Niederlande, und Irvine,
Kalifornien, USA, analysiert. Pro Tag wurde ein einziger Lauf durchgefihrt: Bei Probe 1 wurden 25
Messungen durchgefiihrt, bei Probe 2 waren es 17 und bei Probe 3 14 Messungen. Die durchschnittliche
relative Reproduzierbarkeit auf der Grundlage des MammaPrint-Index lag bei 98 %.

Die Reproduzierbarkeit wurde zwischen zwei Isolierungen von RNA aus derselben FFPE-Gewebeprobe
(insgesamt 43 Proben) bewertet. Die beiden Isolierungen der 43 Gewebeproben wurden am selben Tag
im Labor von Agendia in Amsterdam (Niederlande) analysiert. Die Ubereinstimmung der MammaPrint-
Ergebnisse zwischen der ersten und der zweiten Isolierung mit diesen 43 Proben betrug 98 %.

Die laboriibergreifende Reproduzierbarkeit wurde an zwei externen europdischen Standorten und im
Labor von Agendia in Amsterdam, Niederlande, bewertet. Insgesamt wurde die aus 16 FFPE-Proben
isolierte RNA zur Untersuchung an die drei Standorte versandt. Die 16 Proben wurden auf mindestens
zwei Laboranten an jedem Standort verteilt. Die laboribergreifende Reproduzierbarkeit wurde zwischen
den beiden externen Standorten und Agendia ermittelt. Die Gesamtkonkordanz betrug 100 %.

Es wurden mehrere Substanzen untersucht, um eine mogliche Beeinflussung der Testergebnisse des
MammaPrint- und BluePrint-NGS-Kits festzustellen (z. B. gDNA, Prot. K, Actinomicyn D, Ethanol und
Natriumhydroxid). Keine der getesteten Substanzen hatte Einfluss auf die Testergebnisse von
MammaPrint und BluePrint.
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Die Nachweisgrenze (LoD) wurde am Post-Capture-Material bestimmt, wobei mit MiSeq unterschiedliche
Stoffmengenkonzentrationen gemessen wurden, was zu einer LoD von 0,4 nM fiihrte. Der Schwellenwert
fir die Stoffmengenkonzentration des erfassten Materials liegt bei 1,0 nM und damit deutlich Gber der
LoD.

Klinische Leistung

Der MammaPrint-Test mit den klinischen NGS-Leistungsmerkmalen wurde anhand einer Studienkohorte
von 316 FFPE-Brusttumorgewebeproben bewertet, die zwischen 2004 und 2006 retrospektiv von
Brustkrebspatientinnen mit einer Erkrankung im Stadium | oder Il, einer TumorgréRe < 5,0 cm und
Lymphknoten negativ oder 1-3 Lymphknoten positiv gesammelt und archiviert worden waren. Um die
klinische Leistung des MammaPrint-Tests zu unterstiitzen, wurden die 316 Proben mit 5-Jahres-
Ergebnisdaten fiir das Fernrezidiv-freie Intervall (DRFI) ausgewertet, d. h. der Zeit bis zur Diagnose einer
Fernmetastasierung oder des Todes durch Brustkrebs. Wie erwartet, zeigten diese Daten einen
signifikanten Unterschied zwischen den MammaPrint-Gruppen mit hohem und niedrigem Risiko fiir das
5-Jahres-DRFI (LogRank p = 0,002). Wichtig ist, dass die klinische Leistung des MammaPrint-Tests mit NGS
sowohl flir Hoch- als auch fiir Niedrigrisikogruppen in dieser Studienkohorte mit der Leistung des derzeit
im Handel befindlichen MammaPrint FFPE mit Microarray-Technologie statistisch gleichwertig war
(Hochrisiko p=0,83, Niedrigrisiko p=0,44).

SchlieRlich wurde eine Korrelationsstudie im Feld an zwei unabhdngigen europdischen Feldstandorten
durchgefiihrt. Von 95 Patientinnen der vorgesehenen Anwendungspopulation (d. h. Erkrankung im
Stadium | oder II, TumorgréRe < 5,0 cm und Lymphknoten negativ oder 1-3 Lymphknoten positiv) wurden
prospektiv Brustkrebsproben gesammelt. Diese Proben wurden vor Ort mit dem MammaPrint-Test mit
NGS verarbeitet und ein Teil des Gewebes wurde an das Labor von Agendia in Amsterdam, Niederlande,
geschickt, um dort mit dem MammaPrint-Test mit NGS sowie mit dem derzeit im Handel befindlichen
MammaPrint FFPE mit Microarray-Technologie getestet zu werden. Die Leistung des Tests wurde durch
den Vergleich der NGS-Ergebnisse des MammaPrint-Tests, die vor Ort erzielt wurden, mit den NGS-
Ergebnissen des MammaPrint-Tests und den MammaPrint FFPE-Ergebnissen bei Agendia bewertet. Die
Konkordanz zwischen dem MammaPrint-Test mit NGS, der im Feld durchgefiihrt worden war, und dem
MammaPrint-Test mit NGS, der bei Agendia auf der Grundlage von 86 Proben durchgefiihrt worden war,
betrug 93 %. Vergleichbar betrug die Konkordanz zwischen dem MammaPrint-Test mit NGS, der im Feld
durchgefiihrt worden war, und dem MammaPrint FFPE mit Microarray, der bei Agendia durchgefiihrt
worden war, 91 %.

BluePrint

Analytische Leistung

Die Konkordanz zwischen dem BluePrint-Test mit NGS und dem derzeit im Handel befindlichen BluePrint
FFPE mit Microarray-Technologie wurde anhand von 98 FFPE-RNA-Proben bewertet. Alle Tests wurden im
Labor von Agendia in Amsterdam, Niederlande, durchgefiihrt. Die Leistung des Tests wurde durch
Berechnung der Gesamtkonkordanz zwischen den beiden Tests ermittelt, die 100 % betrug. Ein weiterer
Vergleich wurde zwischen den BluePrint-Ergebnissen der NGS- und Microarray-Plattformen anhand von
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316 Proben durchgefiihrt. Auf der Grundlage dieses Vergleichs lag die Ubereinstimmung insgesamt bei 98
%, die Ubereinstimmung fiir die Subtypen Luminal, Her2 und Basal separat betrug 100 %, 75 % bzw. 96 %.

Die Reproduzierbarkeit des BluePrint-Tests mit NGS wurde im Laufe der Zeit anhand von RNA bewertet,
die aus drei FFPE-Gewebeproben isoliert wurde, die die verschiedenen BluePrint-Ergebniskategorien
reprasentierten: Luminal-Typ, HER2-Typ, Basal-Typ. Die Proben wurden mehrmals an verschiedenen
Tagen von mehreren Mitarbeitern in den Agendia-Labors in Amsterdam, Niederlande, und Irvine,
Kalifornien, USA, analysiert. Pro Tag wurde ein einziger Lauf durchgefiihrt: Bei Probe 1 wurden 25
Messungen durchgefiihrt, bei Probe 2 waren es 17 und bei Probe 3 14 Messungen. Die durchschnittliche
relative Reproduzierbarkeit des BluePrint-Index fir den Luminal-Typ lag bei 98 %, fiir den HER2-Typ bei
98 % und fiir den Basal-Typ bei 98 %.

Die Reproduzierbarkeit wurde zwischen zwei Isolierungen von RNA aus demselben FFPE-Gewebe
(insgesamt 43 Proben) bewertet. Die beiden Isolierungen der 43 Gewebeproben wurden noch am selben
Tag mit dem BluePrint-Test mit NGS analysiert. Die Konkordanz zwischen der ersten und der zweiten
Isolierung von diesen 43 Proben betrug 100 %.

Die laboriibergreifende Reproduzierbarkeit wurde an zwei externen europdischen Standorten und im
Labor von Agendia in Amsterdam, Niederlande, bewertet. Aus 16 FFPE-Proben isolierte RNA wurde zur
Untersuchung an die drei Standorte versandt. Die 16 Proben wurden auf mindestens zwei Laboranten an
jedem Standort verteilt. Die laboriibergreifende Reproduzierbarkeit wurde zwischen den beiden externen
Standorten und Agendia ermittelt. Die Gesamtkonkordanz betrug 100 %.

Klinische Leistung

An zwei unabhangigen europaischen Feldstandorten wurde eine Korrelationsstudie im Feld durchgefiihrt.
Von 95 Patientinnen der vorgesehenen Anwendungspopulation (d. h. Erkrankung im Stadium | oder II,
TumorgroRe < 5,0 cm und Lymphknoten negativ oder 1-3 Lymphknoten positiv) wurden prospektiv
Brustkrebsproben gesammelt. Diese Proben wurden vor Ort mit dem BluePrint-Test mit NGS verarbeitet
und ein Teil des Gewebes wurde an das Agendia-Labor

in Amsterdam, Niederlande, geschickt, um mit dem BluePrint-Tests mit NGS sowie dem derzeit im Handel
befindlichen BluePrint FFPE mit Microarray-Technologie getestet zu werden. Die Leistung des Tests wurde
durch den Vergleich der NGS-Ergebnisse des BluePrint-Tests, die vor Ort erzielt wurden, mit den NGS-
Ergebnissen des BluePrint-Tests und BluePrint FFPE-Ergebnissen bei Agendia bewertet. Die Konkordanz
zwischen dem BluePrint-Test mit NGS, der im Feld durchgefiihrt worden war, und dem BluePrint-Test mit
NGS, der bei Agendia auf der Grundlage von 86 Proben durchgefiihrt worden war, betrug 100 %.
Vergleichbar betrug die Konkordanz zwischen dem BluePrint-Test mit NGS, der im Feld durchgefiihrt
worden war, und dem BluePrint FFPE mit Microarray, der bei Agendia durchgefiihrt worden war, 98 %.
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Unterstutzung

Im Falle von Fragen zur Verwendung dieses Produkts wenden Sie sich bitte an den Kundendienst von
Agendia NGS. Sie erreichen ihn per E-Mail an NGS.support@agendia.com oder telefonisch unter +31 (0)
20462 1510, montags bis freitags von 08:30 bis 17:00 Uhr (GMT/UTC +1).

Name und Sitz des Unternehmens

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

Telefon: +31 (0)20 462 1510

E-Mail: customerservice@agendia.com

IVD

L Jd

Basic UDI-DI: 085002484193128042
Ausgabedatum

Februar 2025 Version 7

Anderungen gegeniiber vorheriger Version

Abschnitt 3 mit Warnungen und VorsichtsmalBnahmen aktualisiert und ,als prognostischer Marker
zusammen” entfernt. MKT-339 v7

Erweiterung der bestimmungsgemaRen Verwendung von MP und BP, Aktualisierungen der Abschnitte
Bestimmungsgemale Verwendung, Warnhinweise und VorsichtsmaRnahmen, Einschrankungen des
Verfahrens, UDI hinzugefligt - MKT-339 v6

Zusatzliche Informationen BP erganzt — MKT-339 v5

Schritt 2.37 korrigiert - MKT-339 v4

Ergdnzung Windows 10 — MKT-339 v3

Update der Website — MKT-339 v2

Erstveroffentlichung — MKT-339-v1
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Malknahmenempfehlung:

Melden Sie jeden schwerwiegenden Vorfall im Zusammenhang mit dem MammaPrint und BluePrint NGS
Kit & ADAPT dem Hersteller und der zustdandigen Behdrde des Mitgliedstaates. Der Hersteller meldet die
ernsten Storfille der zustdndigen Behorde des Mitgliedstaats, in dem der Benutzer/Patient ansassig ist.

C €

© 2021 Agendia. Alle Rechte vorbehalten.

Agendia®, MammaPrint® und BluePrint® sind Marken von Agendia NV und/oder ihrer Tochtergesellschaft
in den USA. Alle anderen Namen und Marken sind das Eigentum ihrer jeweiligen Inhaber.

Die Anweisungen in diesem Dokument miissen von qualifiziertem und entsprechend geschultem Personal
strikt befolgt werden, um die ordnungsgemafie und sichere Verwendung des hier beschriebenen Produkts
zu gewiahrleisten. DAS VERSAUMNIS, DIE HIERIN ENTHALTENEN ANWEISUNGEN VOLLSTANDIG ZU LESEN
UND AUSDRUCKLICH ZU BEFOLGEN, KANN ZU SCHADEN AM PRODUKT, ZU VERLETZUNGEN VON
PERSONEN, EINSCHLIESSLICH VON BENUTZERN ODER ANDEREN, FUHREN. AGENDIA UBERNIMMT
KEINERLEI HAFTUNG FUR DEN UNSACHGEMASSEN GEBRAUCH DES BZW. DER HIER BESCHRIEBENEN
PRODUKTE (EINSCHLIESSLICH TEILEN DAVON ODER SOFTWARE).
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Symbole

Im folgenden Symbolschlissel

Produktverpackung und -kennzeichnung erscheinen kénnen.

Symbol

IVD

Titel des Symbols

Hersteller

Verwendbar bis

Chargencode

Katalognummer

Keiner direkten Sonneneinstrahlung
aussetzen

Temperaturbegrenzung

Gebrauchsanweisung zu Rate ziehen

Achtung

In-vitro-Diagnostikum

Nicht verwenden, falls Verpackung
beschadigt

Enthélt ausreichend fiir Tests

Augenschutz benutzen

Handschutz benutzen
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finden Sie eine vollstandige Liste der Symbole, die auf der

Beschreibung des Symbols

Angabe des Herstellers des Medizinprodukts
entsprechend der Verordnung (EU) 2017/746

Angabe des Datums, nach dem das
Medizinprodukt nicht mehr verwendet
werden darf.

Angabe der Chargenkennung des Herstellers
zur ldentifikation der Charge oder Partie.

Angabe der Katalognummer des Herstellers
zur |dentifikation des Medizinprodukts.

Kennzeichnet ein Medizinprodukt, das vor
Lichtquellen geschiitzt werden muss.

Angabe des Temperaturbereichs, dem das
Medizinprodukt sicher ausgesetzt werden
kann.

Weist darauf hin, dass der Benutzer die
Gebrauchsanweisung zu Rate ziehen muss.

Weist darauf hin, dass der Benutzer fur
wichtige Sicherheitsinformationen, wie
Warnhinweise und VorsichtsmaRnahmen, die
aus verschiedenen Griinden nicht auf dem
Medizinprodukt selbst angegeben werden
kénnen, die Gebrauchsanweisung zu Rate
ziehen muss.

Kennzeichnet ein Medizinprodukt, das zur
Verwendung als In-vitro-Diagnostikum
bestimmt ist.

Kennzeichnet ein Medizinprodukt, das nicht
verwendet werden sollte, wenn die
Verpackung beschadigt oder gedffnet wurde

Gibt die Gesamtzahl der IVD-Tests an, die mit
dem IVD durchgefiihrt werden kénnen.

Augenschutz benutzen

Handschutz benutzen



Schutzkleidung benutzen Schutzkleidung benutzen

i Kann gegentiber Metallen korrosiv sein
Korrosiv B
A Verursacht schwere Verdtzungen der Haut
Symbol: Atzwirkung .
und schwere Augenschaden

Kann bei Verschlucken und Eindringen in die
Atemwege tddlich sein
Schadigt die Organe
Kann die Organe schadigen
Kann die Fruchtbarkeit beeintrachtigen oder
das Kind im Mutterleib schadigen
Kann vermutlich die Fruchtbarkeit
: . beeintrachtigen oder das Kind im Mutterleib
Ernste Gesundheitsgefahr L
. schadigen

Symbol: Gesundheitsgefahr
Kann Krebs erzeugen
Kann vermutlich Krebs erzeugen
Kann genetische Defekte verursachen
Kann vermutlich genetische Defekte
verursachen
Kann bei Einatmen Allergie, asthmaartige
Symptome oder Atembeschwerden
verursachen
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Anhang A: Nukleotidsequenzen von MammaPrint BluePrint NGS 8 bp
Indizes

Tabelle 1: Nukleotidsequenzen von MammaPrint BluePrint-Kit-Indizes AO1 bis HO4

Index (Plattenkoordinate) | Sequenz

AO1 ATGCCTAA
BO1 GAATCTGA
co1 AACGTGAT
D01 CACTTCGA
EO1 GCCAAGAC
FO1 GACTAGTA
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GO01 ATTGGCTC
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
A04 AACTCACC
BO4 GCTAACGA
co4 CAGATCTG
D04 ATCCTGTA
EO4 CTGTAGCC
FO4 GCTCGGTA
Go4 ACACGACC
HO4 AGTCACTA
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