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MammaPrint® BluePrint® Meme Kanseri Niksl ve Molekdiler Alt Tipleme Kiti

Amaclanan Kullanici

Profesyonel laboratuvar kullanimi igindir.

Testin rutin olarak yapilabilmesi icin laboratuvarlar 6nce Agendia'nin egitim ve oryantasyon programina
tabi tutulacaktir. Programin basaril bir sekilde tamamlanmasinin ardindan bir sertifika verilecektir.

KULLANMADAN ONCE TUM TALIMATLARI DiKKATLICE OKUYUN.

Amaclanan Kullanim/Amac

MammaPrint BluePrint Meme Kanseri Niiksii ve Molekiler Alt Tipleme Kiti, bir hastanin uzak metastaz
riskini degerlendirmek ve molekiiler alt tipin belirlenmesi amaciyla formalinle sabitlenmis parafine gomali
(FFPE) meme kanseri doku orneklerinde gen ekspresyonunu degerlendirmek icin klinik laboratuvarlar
tarafindan kullanilmaya yonelik, hedef zenginlestirmeli yeni nesil dizileme (NGS) kullanan, kalitatif,
otomatik olmayan bir in vitro bir tani testidir. Bu cihaz sadece profesyonel laboratuvar kullanimi icindir.

MammaPrint ve BluePrint, meme kanseri olan hastalarda tedavi kararlarina rehberlik etmek i¢in sistemik
tedavi yararinin blyuklGgliniin tahmini ile ilgili bilgi saglar.

MammaPrint ve BluePrint genleri, kanserin ayirt edici temel 6zelliklerinden olarak hayatta kalma,
cogalma, yayllma ve metastaz yapmaya yonelik olarak meme kanseri hiicrelerinin ¢oklu asamal
gelisiminin karakteristik 6zelliklerini 6lcer [1].

MammaPrint testi, 70 genli olup tanidan sonraki 5 yil icinde uzak metastaz gelismesi bakimindan Duslik
Risk veya Yiksek Risk altinda olan hastalari ayirt etmeyi amacglamaktadir [2] [3] [4]. BluePrint 80 gen testi,
meme kanserinin molekdler alt tipini degerlendirmeyi ve timorlerin Luminal Tip, HER2 Tipi veya Bazal Tip
olup olmadigini belirlemeyi amaglamaktadir [5].

MammaPrint ve Blueprint NGS Kiti, kadin meme kanseri hastalarindan lenf nodu negatif veya en fazla 3
pozitif lenf nodu olan 1. evre veya 2. evre hastaligi olan, timdr boyutu 5,0 cm'den kii¢lik veya esit olanlar
ve 3. evre hastaligi olan hastalar i¢in uygulanir. MammaPrint ve BluePrint sonuglari, diger klinikopatolojik
faktorlerle birlikte doktorlar tarafindan kullanilmak izere endikedir [6]. MammaPrint BluePrint NGS Kiti,
lllumina® MiSeq® Dizileme Sistemi lizerinde gergeklestirilir ve sonuglar Agendia Veri Analizi Araci (ADAPT)
kullanilarak analiz edilir.
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Testin Ozeti ve Aciklamasi

Olgiim ve tespiti yapilanlar

MammaPrint BluePrint NGS Kiti, bireysellestirilmis Diisiik veya Yiksek hastalik niksi Riski sonucunun yani
sira bir timorin molekiler alt tipinin kisisellestirilmis sekilde belirlenmesini saglar.

MammaPrint, bir timor 6rnegindeki 70 genin aktivitesini belirler ve bunun sonucu olarak da tiimérin bir
ekspresyon profili veya “parmak izi” ¢ikar. Tescilli bir algoritma kullanarak, gen ekspresyon profili, meme
kan serinin niks riskine yonelik prognostik profili gésteren MammaPrint indeksini (MP1) hesaplamak igin
kullanilir.

BluePrint, bir timor 6rnegindeki 80 genin aktivitesini belirler ve sonug olarak Ui¢ ekspresyon profili ¢ikarir.
Tescilli bir algoritma kullanilarak, gen ekspresyon profilleri, numunenin molekiiler alt tipini belirlemek igin
kullanilan BluePrint indekslerini hesaplamak igin kullanilir: Luminal Tip, HER2 Tipi veya Bazal Tip.
MammaPrint BluePrint NGS Kiti icin kullanilan genler ve puanlama algoritmalari, Agendia'nin Teshis
Hizmeti Laboratuvari'nda mikrodizi Uzerinde gerceklestirilen MammaPrint ve BluePrint testi igin
kullanilanlarla aymidir ( [2] [3] [4] [7] [8] [9]).

Proseduriin ilkesi

MammaPrint BluePrint NGS Kiti, timor hiicresi igerigi en az %30 olan FFPE dokusundan izole edilen
RNA'da gen ekspresyonunu belirlemek icin yakalama dizileme kullanan otomatik olmayan bir laboratuvar
surecidir.

NGS Kiti, ribozom tiiketme adimi olmaksizin Agilent SureSelect’™ RNA hedef zenginlestirme sistemini
kullanarak FFPE RNA'dan elde edilen hedeflenen NGS kiitliphanelerinin hazirlanmasini saglar. Hedef
zenginlestirme is akisi, MammaPrint ve BluePrint genlerini yakalamak i¢in ultra uzun 120'lik biyotinillenmis
cRNA yemlerini kullanir ve bir NGS genomik fragman kitliphanesi icinden bunlari zenginlestirir. Dizileme
¢iktisindan (FASTQ formatinda) olusturulan okuma sayisi verileri, MammaPrint ve BluePrint profillerinin
ekspresyon seviyelerini degerlendirmek ve test sonuglarini raporlamak icin kullanilir.

Dizileme ciktisi Agendia'nin web portalina glivenli bir sekilde aktarilir ve analiz, Agendia Veri Analizi Araci
(ADAPT) kullanilarak gerceklestirilir. MammaPrint test sonucu, -1,000 ila +1,000 arasinda bir 6l¢cekte rapor
edilen ve numunenin prognostik profilini belirleyen MPI'yi igerir: Dlstk Risk (MP1 +0,000'den biiyik) veya
Yiiksek Risk (MPI 0,000'e esit veya daha az). BluePrint test sonuglari ise ¢ tane BluePrint indeksi icerir ve
en ylksek indeks numunenin molekdler alt tipini belirler.
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Reaktifler

Temin Edilen Reaktifler
Katalog no. 931280 en fazla 16 reaksiyon icin yapilandiriimistir.

MammaPrint BluePrint NGS RNA -15°C
Kitliphanesi Hazirlanmasi (PCR 6ncesi) ila
Katalog no. 931281 [Kutu 1/4] -25°C - -

: - MammaPrint BluePrint NGS Hedef .
B'Iese," - Katalog no. Hacim Zenginlestirme (PCR Sonrasi 1. 1.5 ¢
Agendia NGS Fragmanlara Bolme ila
Kanisimi 931281-01 304 pl Kutu) 30°C
Agendia NGS 1. Zincir Ana Karisimi 931281-02 140 ul KatalOg no. 931282 [Kuw 2/4]

Agendia NGS 2. Zincir + Ug Onarimi Bilegen Katalog no. Hacim
Enzim Karisimi ERilzeE s Agendia NGS Hyb 1 931282-01 400 pl
Agendia NGS 2. Zincir + Ug Onarimi Agendia NGS Hyb 2 931282-02 | 1,25ml
Oligo Karigimi 931281-04 goul Agendia NGS Hyb 4 931282-03 1,25 ml
Agendia NGS dA Kuyruk Ekleme Ana 931281.05 3204 Agendia NGS Baglama Tamponu 931282-04 13,2 ml
Karigsimi Agendia NGS Yikama Tamponu 1 931282-05 8 ml
Agendia NGS Oligo Adaptor Karisimi 931281-06 80 ul Agendia NGS Yikama Tamponu 2 931282-06 24 ml
Agendia NGS Ligasyon Ana Karigimi 931281-07 80 pl

Agendia NGS ileri Yénlii PCR Primeri | 931281-08 60 ul Agendia NGS Nukleazsiz Su 931282-07 2,4 ml
Agendia NGS PCR Ana Karigimi 931281-09 800 pl Agendia NGS Elisyon Tamponu 931282-08 5,8 ml
Agendia NGS Urasil DNA Glikosilaz ; PANSET

(UgDG) 931281-10 16 pl ?ag;npc:?“?GS Notralizasyon 931282-09 | 960 pl
Agendia NGS Ters Yonli PCR Primer | 931281-11 16 pl MammaPrint BluePrint Paket

Agendia NGS Niikleazsiz Su 931282-07 2,4 ml Eklentisi 931282-10 1x
MammaPrint BluePrint NGS Hedef -15°C

Zenginlestirme (PCR Sonrasi 2. Kutu) ila MammaPrint BluePrint NGS Paneli | -75°Cila
Katalog no. 931283 [Kutu 3/4] -25°C Katalog no. 931284 [Kutu 4/4] -85°C
Bilesen Katalog no. Hacim Bilesen Katalog no. | Hacim
Agendia NGS indeksleme Bloku 1 931283-01 45 pl MammaPrint BluePrint NGS 931284 36 ul
Agendia NGS Bloku 2 931283-02 45 pl Yemleri Kutlphanesi

Agendia NGS indeksleme Bloku 3 931283-03 12 pl

Agendia NGS RNaz Bloku 931283-04 18 ul

Agendia NGS Hyb 3 931283-05 160 pl

Agendia NGS Baslik Sonrasi PCR

Primeri 931283-06 16 ul

Agendia NGS PCR Ana Karisimi 931281-09 800 pl

Agendia NGS 8 bp indeks Plakasi* 931283-07 12 pl

* indeks dizileri icin bkz. Ek A: MammaPrint BluePrint NGS indesklerinin Niikleotid Dizileri
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Gerekli Olup Temin Edilmeyen Reaktifler ve Ekipman

Reaktif

RNA izolasyon RNeasy FFPE Kiti
Aktinomisin D

Dynabeads® MyOne™ Streptavidin T1
Agencourt AMPure XP

MiSeq Reaktif Kiti v3 Kiti (150 déngiiliik)

PhiX Kontrol Kiti V3
Dimetil siilfoksit

EB Tamponu

Etanol (EtOH), %100
Tween 20

Niikleaz icermeyen su

Sodyum hidroksit (NaOH)
Ksilen
Histo-Clear

Ekipman
Niikleik asit analiz platformu ve sarf
malzemeleri

Vorteks karigtirici
Santrifiij

Plaka santrifiiju
Vakum santrifiiji
Isi bloklari

Isil karistirici
Siire Olger
Manyetik stand

Isil dongiileyici

Tek kanalli pipetler

8'li serit tiipler/tiip gevirici

Cok kanalli pipetler (istege bagh)
Tekrarlayici pipetler (istege bagh)
MiSeq sistemi

Uretici, Katalog Numarasi

QIAGEN, 73504

Streptomyces suslarindan (Sigma Aldrich, A1410)

Invitrogen, 65601 veya 65602

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

Illumina, FC-110-3001

Molekdler biyoloji sinifi (Sigma-Aldrich, D8418)

QIAGEN, 19086

Molekdler Biyoloji sinifi (VWR, 1085430250)

iyonik olmayan (Sigma-Aldrich, P7949)

Niikleaz icermeyen, deiyonize, kimyasal katki maddesi icermeyen
(QIAGEN, 129114)

1N, Molekiiler Biyoloji sinifi (Sigma-Aldrich, 72068)
Kullanilabilir herhangi biri

National Diagnostics, HS-200

Minimum Ozellikler

RNA DV200 200 nt-4000 nt
DNA 150 bp-550 bp (Kantitatif duyarlilik 0,5-50 ng/pl)
DNA 150 bp-700 bp (Kantitatif duyarlilik 5-500 pg/ ul)

Kullanilabilir herhangi biri
1,5 ml/0,5 ml tiipler igin

0,8 ml MIDI plakalara uygun
Sicaklik arahgi: 15°Cila 45°C
0,8 ml MIDI plaka igin 37°C
27°Cve 65°C

NIST izlenebilir

0,80 ml plakalara uygun (Life Technologies, AM10027)
0,2 ml 8'li serit tlplere uygun (Life Technologies, 12331D)
1.5/2 ml tiplere uygun (Life Technologies, 12321D)

Isitmal kapak: 105°C

1 pl — 1000 pl
Kullanilabilir herhangi biri
1 ul — 1000 pl
1ul—10ml

Illumina, SY-410-1003 veya
Illumina, DX-410-1001 RUO modu

*Not: Yukarida listelenen reaktifler ve genel ekipman, MammaPrint BluePrint NGS Kiti ile birlikte kullanilmak lzere
Agendia tarafindan gecerlenmistir. Bu dogrulamalar, bu reaktiflerin, genel ekipmanin ve NGS Kitinin
kombinasyonunun giivenli ve performansli bir kombinasyon oldugunu gdstermistir (bkz. Performans Ozellikleri
bolimi).
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Uyarilar ve Onlemler

e Invitro tani amagli kullanim igindir.

e Bu cihaz, yalnizca Agendia tarafindan egitilmis ve onaylanmis profesyonel laboratuvarlar tarafindan
kullaniimaldir.

e MammaPrint BluePrint Meme Kanseri Niksli ve Molekiler Alt Tipleme Kiti tarafindan saglanan
sonuglar, standart klinikopatolojik faktorlerle birlikte doktorlar tarafindan kullaniimak (zere
endikedir. Test, hastaligin akibetini belirlemek icin tasarlanmamistir.

e Cihazi, Formalinle Sabitlenmis Parafine Gomiili (FFPE) kadin meme kanseri doku drnekleri ile kullanin.

e Kitigerigini kutunun disinda yazili son kullanma tarihinden sonra kullanmayin.

e Farkh kit lotlarindan tayin bilesenlerini birbiriyle degistirmeyin. Kit lotlarinin dis kutu etiketinde
tanimlandigini unutmayin.

e Kit bilesenlerini bu amaca ayrilmis amplifikasyon 6ncesi ve amplifikasyon sonrasi alanlarda belirtilen
sicakliklarda saklayin.

e Dogru sonuglar elde etmek icin Test Prosediirii talimatlarini tam olarak izlemeniz gerekir. Talimatlara
uyulmamasi, test sistemi talimatlarinda degisiklik yapilmasi, Agendia tarafindan Onerilmeyen
reaktiflerin veya aletlerin ya da analiz ve raporlama araglarinin kullanilmasi test sonuglarini gegersiz
kilabilir. Deparafinizasyon, RNA izolasyonu, hedef zenginlestirme veya dizileme talimatlarina
uyulmamasi test sonuglarini gegersiz kilabilir.

e Gecerli sonuglar elde etmek icin gerekli olmasi nedeniyle, invaziv timor hiicre ylizdesinin en az %30
olmasi gerekir.

e Numune muntazamligini saglamak icin uygun laboratuvar doku/numune tanimlama islemleri
uygulanir.

e Yetersiz veya disik kaliteli RNA yanlis sonuglar verebilir.

e RNA izolasyonu veya yeni nesil dizileme prosediirleri konusunda deneyiminiz yoksa 6zel egitim veya
rehberlik talebinde bulunun.

e Cevre, saghk ve giivenlik bilgileri icin https://diagnostic-products.agendia.com/resources/ adresinde
bulunan Giivenlik Veri Sayfalarina (SDS) bakin.

e Rutinlaboratuvar énlemlerini kullanin. Agizla pipetleme yapmayin. Laboratuvar ¢alisma alanlari olarak
ayrilan yerlerde yemek yemeyin, icmeyin ve sigara icmeyin. Numuneleri ve test reaktiflerini tutarken
tek kullanimlik eldivenler ve laboratuvar onlikleri giyin. Numuneleri ve tayin reaktiflerini kullandiktan
sonra ellerinizi iyice yikayin.

e Aktinomisin D kati olarak elde edilir ve DMSO icinde 4 pug/ul konsantrasyonda hazirlanir, daha sonra 3
pl tek kullanimhk alikotlar halinde, —20°C'de, 1siktan korunarak saklanir. Alikotlar kullanimdan énce
bir yila kadar saklanabilir. DMSO icindeki 4 pg/ul Aktinomisin D, kullanimdan hemen 6nce su ile
seyreltilir; nihai Aktinomisin D konsantrasyonu 120 ng/ul olacak sekilde seyreltilir.

e NOT: Prosediriin 2. adiminda kullanilan aktinomisin D tehlikelidir; akut toksisite: oral, dermal ve

inhalasyon.

e Laboratuvarda calisirken uygun kisisel koruyucu ekipman (KKD) kullanin.
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Depolama ve Kullanim

Kit icerigi, dis kutu etiketinde yazili son kullanma tarihine kadar stabildir.
Her kutuyu asagidaki sicakliklarda saklayin:

o 1. Kutuve 3. Kutu: -15°Cile -25°C arasinda
o 2. Kutu: 15°Cile 30°C arasinda. Dogrudan giines isigindan uzak tutun.
o 4. Kutu:-75°Cile -85°C arasinda

Cihaz maksimum 16 reaksiyon icin kullanilabilir. Reaktifler, kutu Uzerinde belirtilen son kullanma
tarihinden 6nce meydana gelen maksimum 5 dondurma/¢6ziindiirme dénglsu igin stabildir.

Test, laboratuvarda oda sicakligi kosullarinda (15°C ile 25°C arasinda) yapilmahdir.

Kullanmadan 6nce vorteksle kuvvetli bir sekilde karistirin ve ardindan ¢okelti olmadigindan emin olmak
icin gozle inceleyin.

Her gilin taze olarak 0,2 N NaOH hazirladiginizdan emin olun; oda sicakhginda saklandiginda 12 saate kadar
stabildir.

Gunliik %70 etanoli taze olarak hazirlayin.

PCR Clean-Up AMpure XP Boncuklari ve Kitiphane Streptavidin Boncuklarini islerken asagidaki en iyi
uygulamalara uyun:

o PCR Clean-Up AMPure XP Boncuklarinin asla dondurulmamasi gerekir

o AMPure XP Boncuklarinin kullanimdan dnce en az 30 dakika oda sicakligina ulasmasina izin verin

o Kullanmadan hemen o6nce, boncuklari iyi bir stispansiyon olusana ve renk homojen goériinene
kadar vorteksle karistirin

o Streptavidin boncuklari eklendikten sonra numuneyi 10 kez yukari ve asag pipetleyerek iyice
karistirin

o Boncuk/numune karisimini belirtilen stire boyunca oda sicakhiginda bekletin

PCR kontaminasyonu yanlis ve glivenilmez sonuclara neden olabilir. Kontaminasyonu 6énlemek igin,
amplifikasyon 6ncesi ve amplifikasyon sonrasi alanlarin alana 6zel ekipmanlari (6rnegin pipetler, pipet
uclari, vorteks ve santrifiij) icerdiginden emin olun.

Capraz kontaminasyondan kacginin. Numuneler arasinda ve reaktifleri dagitirken aralarinda yeni pipet
uclari  kullanin. Numuneleri bir pipetle karistirin ve belirtildiginde plakayl santrifijleyin. Aksi
belirtiimedikce plakalari vorteksle karistirmayin. Amplikon tasinmasi ve numuneden numuneye capraz
kontaminasyon riskini azaltmak icin aerosole dayanikli uglar kullanin.

Atik islemleri
Kullanilmis reaktifleri kimyasal atik olarak ele alin ve gecerli bolgesel, ulusal ve yerel yasa ve

yonetmeliklere uygun olarak atin. Cevre, saglk ve guvenlik bilgileri icin https://diagnostic-
products.agendia.com/resources/ adresinde bulunan Glvenlik Veri Sayfalarina (SDS) bakin.
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Cihaz doku, hiicre; hayvan, insan veya mikrobiyal kokenli maddeler icermez.

Numune Toplama ve Analiz icin Hazirlama

Fiksasyondan 6nceki doku ellecleme profesyonel laboratuvar protokoliine gore yonetilmelidir.

Takibi yapilacak her numune i¢in en fazla miktarda invaziv karsinom iceren ve sunulan tani ile morfolojik
olarak tutarl olan bir doku 6rnegi kullanilarak bir FFPE kadin meme kanseri dokusu tiimor bloku secin.
Secilen FFPE tiimor bloku 5 yildan eski olmamalidir. Numunenin slire¢ boyunca benzersiz bir sekilde
tanimlandigindan emin olun.

FFPE numunesinin depolanmasi profesyonel laboratuvar protokoliine gore yapiimalidir.

Daha sonra, her doku bloku igin, her lamda bir tane 5 um seri kesit olacak sekilde 5 um'lik 10 adet lam
kesiti alinmalidir. Kesitlerin Bélimlerin lamdan disme olasiligini azaltmak icin yikll lamlarin kullaniimasi
onerilir. TGmor hicre ylzdesini belirlemek icin hematoksilin ve eozin (H&E) boyamasi icin bir lam
kullanilacak ve dokunun boyutuna bagli olarak kalan lamlar tamamen veya kismen RNA izolasyonu igin
kullanilabilir. Deparafinizasyonun Ksilen veya Histo-Clear kullanilarak yapilmasi gerekir.?

Gegerli sonuglar elde etmek icin gerekli oldugundan invaziv tiimor hiicre ylizdesi en az %30 olmalidir.
Gerektiginde ve mimkiin oldugunda, genel invaziv timor hiicre yiizdesini azaltacagindan, genis in-situ
karsinom, nekroz, yag dokusu, stroma ve/veya kanama alanlarindan kaginmak icin bir mikro diseksiyon
yapilabilir.

Kalite Kontrolu

Laboratuvarinizin standart Kalite Kontrol (QC) gerekliliklerine uygun olarak laboratuvar proseslerinde
kullanilan ekipmanlarda uygun ekipman kalibrasyonu ve bakimini yapin.

Analitik Kalite Degerlendirmesi
QC 1: Saflastiriimis, FFPE toplam RNA'sinin kalite degerlendirmesi
Bu QC, DV200 metrigine dayali olarak FFPE toplam RNA'nin kalitesini degerlendirir.

DV200, uzunlugu 200 nt ile 4000 nt arasinda olan RNA fragmanlarinin yizdesi olarak olgulir.

QC 2: Amplifiye edilmis, adaptore bagli cDNA kitliphanelerinin kalite degerlendirmesi
Bu QC, adaptore bagh cDNA kitiuphanesinin kalitesini (cDNA fragmanlari dogru boyut araliginda, yani 150
ila 550 bp arasinda olmalidir) ve miktarini (ng/ul) degerlendirir.

QC 3: Amplifiye edilmis, hedef agisindan zenginlestirilmis, indekslenmis kitiphanenin
kalite degerlendirmesi

! Histo-Clear, MammaPrint BluePrint NGS Kit ile kullanim igin test edilmistir.
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Bu QC, amplifiye edilmis, hedef acgisindan zenginlestirilmis indekslenmis kiitiphanenin kalitesini (cDNA
fragmanlar dogru boyut araliginda, yani 150 ila 700 bp arasinda olmalidir), miktarini (pg/ul) ve

molaritesini (pmol/L) degerlendirir.

Tayin Kontrolleri

iyi laboratuvar uygulamasi, kullanicinin laboratuvarinda sonuglarda énemli degiskenlik veya yanlishklar
Uretebilecek teknik prosediir farkhliklarini tespit etmek icin kontrol materyalinin degerlendirilmesini

tavsiye eder.

Bu testin kullanicinin laboratuvarinda ilk kullanimindan énce, bilinen performans sonuclarina sahip birkag

numunenin test edilmesiyle testin performansinin dogrulanmasi énerilir.

Test Prosedur

Toplam FFPE RNA drnekleri

Agendia RNA SegFragmentasyon
Kanisinu kullanarak RNA'vi
fragmanlara baliin

RNA fragmanlar

MammaPrint BluePrint RNA Kiitphanesi
Hazirlama kitini kullanarak ornekleri
hazirlayin

h 4

Adaptore baglh cDNA kitiphanesi

PCR amplifikasyonu
MammaPrint BluePrint NGS
yem kitdphanesi;

Agendia 70 MammaPrint ve
80 BluePrint geni

Hazirlanan cDNA kiitdphanesi

amplikonlar

MammaPrint BluePrint NG5S Hedef Zenginlestirmeyi kullanarak
hibritlestirin

RNA Yakalama katUphanesi/cDNA
katuphanesi hibritleri

Manyetik boncuklardaki hibritleri yakalayin

Yakalanmis, hedef agisindan
zenginlestirilmis cDNA
kitiphanesi

PCR amplifikasyonu

4. Adim: Agendia NG5S MiSeq'e Yilkleme
|

l Coklama igin kutuphaneleri havuzlayin (istege bagh)

MiSeqV3 reaktif kiti ile
dizileme

Zenginlestirilmis MammaPrint/Blueprint indeksli NGS

numuneleri

=

e»— 1. Adim: FFPE RNA Kalite degerlendirmesi

= 2. Adim: Agendia NGS kiitiiphanesi hazirlanmasi

«— 3, Adim: Agendia NGS Hedef Zenginlestirme

Sekil 1: MammaPrint BluePrint NGS Kit prosediiriine genel bakis
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1. Adim: FFPE RNA Kalite Degerlendirmesi ve Hazirlama

RNA izolasyonu, ureticinin kullanim talimatlarina uygun olarak QIAGEN RNeasy FFPE Kit kullanilarak
gergeklestirilir. izole edilmis FFPE toplam RNA, her iki oran icin de 2,0'a yakin 260/280 ve 260/230
absorbans orani degerlerine sahip olmaldir. 2,0'dan 6nemli sapma gosteren oranlar, daha fazla
saflastirma gerektirebilecek veya numunenin MammaPrint BluePrint NGS Kiti ile kullanim igin uygun

olmadigini gdsterebilecek organik veya inorganik kirleticilerin varligini gosterebilir.

Baslamadan 6nce, her numuneden niikleaz icermeyen su icinde toplam RNA hazirlayin.

FFPE RNA Kalite Degerlendirmesi

1.1

Uygun bir nikleik asit fragman analiz platformu kullanarak FFPE RNA 6rnekleri igin DV200 degerini degerlendirin.

Standart, lyi ila Orta ve K&tii numuneler icin numune basina 200 ng RNA alikot alin.

200 ng mevcut degilse, asagidaki tabloda belirtilen RNA miktarini alikot alin.

X . .. Kutiiphane Hazirlanmasi igin
Kategori Dagitim Degeri (DV200) i X
Gerekli RNA Miktari
Standart 200 nt'nin Uzerinde 2%70 100 ng
iyi ila Orta 200 nt'nin Uzerinde 2%50 150 ng
Kotii 200 nt'nin Gzerinde 2%20 200 ng
Tavsiye edilmez 200 nt'nin Uzerinde <%20 Tavsiye edilmez

2. Adim: Agendia NGS Kutlphanesi Hazirlanmasi

RNA'nin Fragmanlara Boéliinmesi ve Primer Tutunmasi

21 Agendia NGS Fragmanlara Bélme Karisimini oda sicakli§inda ¢6ziinduriin, ardindan buz tzerine yerlestirin.
2.2 Agendia NGS Birinci Zincir Ana Karisimini buz tizerinde ¢6zindurindarin.
2.3 Ornek olarak alinan FFPE RNA'y! liyofilize etmek igin bir vakum santrifiijii (<45°C) kullanin. Asiri kurutmayin.
24 Agendia NGS Fragmanlara BéIme Karisimini 10 saniye vorteksle karistirin. FFPE RNA'sini 19 ul Agendia NGS
Fragmentation Karisiminda yeniden stspansiyon haline getirin. Vorteksleyin ve kisa bir stre santrifiijleyin.
Standart ve lyi/Orta RNA kalitesinde &rnekler icin asagidaki 1sil déngiileyici programini galistirin:
95°C'de i1sitilmig kapak
1. 94°C'de 2 dakika
23 2. 65°C'de 3 dakika
3. 4°C'de en az 1 dakika
Devam etmeye hazir oluncaya kadar 4°C'de veya buz tizerinde tutun.
K6t RNA kalitesinde 6rnekler igin asagidaki 1sil donguleyici programini galistirin:
95°C'de i1sitilmis kapak
2.6 1. 65°C'de 5 dakika

2. 4°C'de en az 1 dakika

Devam etmeye hazir oluncaya kadar 4°C'de veya buz tizerinde tutun.
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Birinci Zincir cDNA'nin Sentezi

Asagidaki tabloya gore seyreltilmis taze 120 ng/ul Aktinomisin D hazirlayin. Bu hacim 96 reaksiyon igin yeterlidir.

Agendia NGS Niikleazsiz Su 97 ul
2.7 Aktinomisin D (DMSO'da 4 ug/ul) 3ul
Toplam hacim | 100 pl

Karisimi vorteksleyin, kisa bir stire dondiiriin, oda sicakhiginda tutun ve isiktan koruyun.

hesaplayin.

Agendia NGS Birinci Zincir Sentezi Karisgimini asagidaki tabloya gore hazirlayin. 1 ek reaksiyon daha var gibi

Not: Birinci Zincir Ana Karigimini reaktif bilesenlerini birlestirmeden 6nce 10 saniye vorteksle karigtirin.

2.8 Reaktif

Reaksiyon bagina hacim
Aktinomisin D (H20 iginde 120 ng/ul) 0,5 ul
8,0 ul
Toplam hacim | 8,5 pl

Karigimi vorteksleyin, kisa bir stire dondiriin ve buzda tutun.

Buz Uzerinde, yeni bir Birinci Zincir cDNA plakasinin her kuyucuguna 8,5 pl Agendia NGS Birinci Zincir Sentezi

2.9 Karigimi ekleyin.
510 Fragmanlara ayrilmis FFPE RNA'yi Birinci Sarmal cDNA plakasinin kuyucuklarina aktarin. Plakayi kapatin, vorteksle
karigtirin ve kisa bir stire santriftijleyin.
Asagidaki i1sil dongdleyici programini galistirin:
95°C'de 1sitilmis kapak
1. 25°C'de 10 dakika
2.11

2. 37°C'de 40 dakika
3. 4°C'de en az 3 dakika

Devam etmeye hazir oluncaya kadar 4°C'de veya buz lizerinde tutun.

ikinci Zincir cDNA Sentezi ve Ug Onarimi

hesaplayin.

ikinci Zincir Sentezi ve Son Onarim Karisimini asagidaki tabloya gére hazirlayin. 1 ek reaksiyon daha var gibi

Not: Birlestirmeden 6nce her reaktifi 5 saniye boyunca vorteksleyin.

Reaktif

Reaksiyon bagina hacim

Agendia NGS ikinci Zincir + U¢ Onarim Enzim
Karigimi

2.12

25,0 ul

5,0 ul

Toplam Hacim

30,0 pl

Karisimi vorteksleyin, kisa bir siire dénduriin ve buzda tutun.

2.13

Her kuyucuga 30 l ikinci Zincir Sentezi ve Son Onarim Karisimi ekleyin.

2.14

Plakayi kapatin, vorteksle karigtirin ve kisa bir slire santrifijleyin.

Asagidaki 1sil donglileyici programini galistirin:

calistiriimalidir.
1. 16°C'de 60 dakika
2. 4°C'de en az 3 dakika

2.15

Isitmali kapak kullanmayin. Isitmali kapak devre disi birakilamiyorsa, program kapak agikken

Devam etmeye hazir oluncaya kadar 4°C'de veya buz tizerinde tutun.
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AMPure XP boncuklarini kullanarak sentezlenmis cDNA'yi saflagtirin

AMPure XP boncuklarinin oda sicakligina en az 30 dakika dengelenmesine izin verin. Homojen olana kadar boncuk
stispansiyonunu vorteksleyin.

2.16 cDNA 3' Uglarinin Adenilatlanmasi ile devam ederseniz, Agendia NGS dA Kuyruk Ekleme Ana Karisimini buz
Uzerinde ¢oziindUrindurin.

2.17 Yeni bir 0,8 ml 96 kuyucuklu MIDI plakasinin her kuyucuguna 108 pl homojen boncuk stispansiyonu ekleyin.

2.18 57,5 pl numune karisimini 0,8 ml 96 kuyucuklu MIDI plakasinin ilgili kuyucuguna aktarin.

2.19 Plakay! kapatin, vorteksle karistirin ve kisa bir slire santriftjleyin.

2.20 Numuneleri oda sicakliginda 5 dakika inkibe edin.

2.21 Plakayi oda sicakliginda en az 5 dakika manyetik stand Gizerinde tutun.

592 Plaka manyetik stand tizerindeyken, berraklasmis ¢ozeltiyi her bir kuyucuktan dikkatlice uzaklastirin ve atin.
) Cozeltiyi uzaklastirirken boncuklara dokunmayin.

2.23 Plaka manyetik stand tizerindeyken, her kuyucuga 200 ul taze %70 etanol koyun.

294 Varsa dagilmis boncuklarin ¢okelmesine izin vermek igin 10 saniye (veya ¢6zelti berrak olana kadar) bekleyin,
) ardindan etanoll dikkatlice uzaklastirin.

2.25 Toplam 2 yikama olacak sekilde tekrarlayin.

296 Gerekirse, MIDI plakasini kisa bir slire santrifiij yapin, plakayr manyetik standa geri koyun ve ardindan kalan etanol
) damlaciklarini bir pipetle uzaklastirin.

597 Numuneleri i1si bloku izerinde 37°C'de 3 dakika kurutun. Asiri kurutmayin, ancak tiim etanoliin uzaklastirildigindan
) emin olun.

2.28 Her numune kuyucuguna 21,5 ul nikleaz icermeyen su ekleyin.

2.29 Plakayi kapatin, vorteksle iyice karistirin ve siviyi toplamak igin plakayi kisa bir stire santrifajleyin.

2.30 Oda sicakhiginda 2 dakika inkiibe edin.

2.31 MIDI plakasini manyetik stand Gzerine yerlestirin ve 5 dakika veya ¢ozelti berrak olana kadar inkiibe edin.

2.32 20 pl berraklagmis stipernatanti uzaklastirin ve yeni bir 0,2 ml 96 kuyucuklu plakaya ekleyin.

Durma noktasi: Bir sonraki adima devam etmiyorsaniz, plakayi kapatin ve -15°C ila -25°C arasinda saklayin.

cDNA 3' Uglarinin Adenilatlanmasi

Agendia NGS dA Kuyruk Ekleme Ana Karisimini buz lizerinde ¢o6zindirinddrin.
Agendia NGS dA Kuyruk Ekleme Ana Karisimi yiksek hizda 15 saniye boyunca vorteksle karistirin. 20 pl

2.33 berraklasmig siipernatant iceren plakanin her kuyucuguna 20 pl ekleyin. Karisimi vorteksleyin, kisa bir stire déndurin
ve buzda tutun.
Asagidaki 1sil donglileyici programini galistirin:
Isitmali kapak kullanmayin. Isitmali kapak devre disi birakilamiyorsa, program kapak agikken
alistinimahdir.
2.34 cals

1. 37°C'de 30 dakika
2. 4°C'de en az 3 dakika
Devam etmeye hazir oluncaya kadar 4°C'de veya buz izerinde tutun.

Adaptorlerin Ligasyonu

2.35

Agendia NGS Ligasyon Ana Karisimini buzda ¢oziindirin.

Agendia NGS Oligo Adaptér Karigimini buz (izerinde ¢ozindirindirin.

Adaptér Ligasyon Karisimini asagidaki tabloya gore hazirlayin. Not: Her reaktifi 10 saniye boyunca Karigimi
vorteksleyin.

Reaktif Reaksiyon basina hacim
Agendia NGS Ligasyon Ana Karisimi 5,0 ul
Agendia NGS Oligo Adaptor Karigimi 5,0 ul

Toplam hacim | 10,0 pl

Karisimi vorteksleyin, kisa bir siire déndurin ve buzda tutun.
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Kiglik numune gruplari igin, reaktif bilesenleri her numune kuyucuguna ayri ayri eklenebilir. Tek tek eklerken, tim
hacmin dagitilmasini saglamak igin Agendia NGS Ligation Ana Karisimini yavasca pipetleyin.

Adenilat/Ligasyon plakasini buza yerlestirin, ardindan her numune kuyucuguna 10 pl Adaptér Ligasyon Karisimi
2.36 ekleyin.
Plakayi kapatin, vorteksle karigtirin ve kisa bir slire santrifijleyin.

Asagidaki 1sil donglileyici programini galistirin:
Isitmali kapak kullanmayin. Isitmali kapak devre disi birakilamiyorsa, program kapak agikken
calistiriimalidir.
1. 20°C'de 15 dakika
2. 4°C'de en az 3 dakika
Devam etmeye hazir oluncaya kadar 4°C'de veya buz izerinde tutun.

2.37

AMPure XP Boncuklari Kullanilarak Adaptore Bagli cDNA'nin Saflagtirilmasi

AMPure XP boncuklarinin oda sicakligina en az 30 dakika dengeye gelmesine izin verin. Homojen olana kadar
boncuk stispansiyonunu vorteksleyin.

2.38 Agendia NGS PCR Ana Karisimini oda sicakliginda ¢oziindirin. Coziindiigiinde buza koyun.

Agendia NGS Urasil DNA Glikosilaz (UDG), Agendia NGS ileri PCR Primeri ve Agendia NGS Ters PCR Primerini buzda
¢oziindiiriin.

2.39 Yeni bir 0,8 ml 96 kuyucuklu MIDI plakasinin her kuyucuguna 90 pl homojen boncuk stispansiyonu ekleyin.

2.40 50 pl numune karisimini 0,8 ml 96 kuyucuklu MIDI plakasinin ilgili kuyucuguna aktarin.

2.41 Plakayi kapatin, vorteksle karistirin ve kisa bir siire santrifijleyin.

2.42 Numuneleri oda sicakhginda 5 dakika inkiibe edin.

2.43 Plakayi oda sicakliginda manyetik standa en az 5 dakika yerlestirin.

Plaka manyetik stand Gzerindeyken, berraklasmis ¢ozeltiyi her bir kuyucuktan dikkatlice uzaklastirin ve atin. Cozeltiyi

2.44 uzaklastirirken boncuklara dokunmayin.

2.45 Plaka manyetik stand Uzerindeyken, her bir kuyucuga 200 pl taze %70 etanol ekleyin.

Varsa dagilmis boncuklarin ¢gokelmesine izin vermek igin 10 saniye (veya ¢6zelti berrak olana kadar) bekleyin,

2:46 ardindan etanoll dikkatlice uzaklastirin.

2.47 Toplam 2 yikama olacak sekilde tekrarlayin.

Gerekirse, MIDI plakasini kisa bir slire santrifiij yapin, plakayr manyetik standa geri koyun ve ardindan kalan etanol

2.48 A
damlaciklarini bir pipetle uzaklastirin.
5 49 Numuneleri isi bloku tizerinde 37°C'de 3 dakika kurutun. Asiri kurutmayin, ancak tiim etanolln uzaklastirildigindan
) emin olun.
2.50 Her numune kuyucuguna 23 ul niikleaz igermeyen su ekleyin.
2.51 Plakayi kapatin, vorteksle iyice karistirin ve siviyi toplamak igin plakayi kisa bir slre santrifijleyin.

2.52 Oda sicakhiginda 2 dakika inkiibe edin.

2.53 MIDI plakasini manyetik stand lizerine yerlestirin ve 5 dakika veya ¢ozelti berrak olana kadar inkiibe edin.

2.54 22 ul berraklagmis stipernatanti uzaklastirin ve yeni bir 0,2 ml 96 kuyucuklu plakaya ekleyin.

Adaptore Bagh cDNA Kitiiphanesinin Amplifikasyonu

Asagidaki tabloya gore buz lizerinde Yakalama Oncesi PCR Karisimi hazirlayin.
Not: Birlestirmeden 6nce 30 saniye boyunca Agendia NGS PCR Ana Karisimi reaktifini vorteksleyin.

Reaktif Reaksiyon bagina hacim
2.55 Agendia NGS PCR Ana Karisimi 25,0 ul
1,0 ul
Agendia NGS ileri Yénlii PCR Primeri 1,0 ul
Agendia NGS Ters Yonlii PCR Primeri 1,0 pl
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Toplam hacim | 28,0 ul

Karisimi vorteksleyin, kisa bir stire dondlriin ve buzda tutun.

2.56

Her numune kuyucuguna 28 pl Yakalama Oncesi PCR Karisimi ekleyin. Plakayi kapatin, vorteksle karistirin ve kisa bir
sure santrifjleyin.

2.57

Asagidaki i1sil dongdleyici programini galistirin:
95°C'de i1sitilmis kapak
37°C'de 15 dakika
95°C'de 2 dakika
95°C'de 30 saniye
65°C'de 30 saniye
72°C'de 1 dakika
Toplam 14 d6éngii olacak sekilde 3.-5. adimlari tekrarlayin
72°C'de 5 dakika
8. 4°C'de en az 3 dakika
Devam etmeye hazir oluncaya kadar 4°C'de veya buz lizerinde tutun.

NouswNe

AMPure XP Boncuklari Kullanilarak Adaptore Bagh cDNA'nin Saflagtiriimasi

AMPure XP boncuklarinin oda sicakligina en az 30 dakika dengeye gelmesine izin verin. Homojen olana kadar

2.58 . . .
boncuk sitispansiyonunu vorteksleyin.

2.59 Yeni bir 0,8 ml 96 kuyucuklu MIDI plakasinin her kuyucuguna 90 pl homojen boncuk siispansiyonu ekleyin.

2.60 50 pl numune karigimini 0,8 ml 96 kuyucuklu MIDI plakasinin ilgili kuyucuguna aktarin.

2.61 Plakay! kapatin, vorteksle karistirin ve kisa bir slire santriftjleyin.

2.62 Numuneleri oda sicakliginda 5 dakika inkibe edin.

2.63 Plakayi en az 5 dakika oda sicakliginda manyetik standda tutun.

564 Plaka manyetik stand izerindeyken, berraklasmis ¢ozeltiyi her bir kuyucuktan dikkatlice uzaklastirin ve atin. Cozeltiyi
’ uzaklastirirken boncuklara dokunmayin.

2.65 Plaka manyetik stand tizerindeyken, her bir kuyucuga 200 ul taze %70 etanol ekleyin.

2 66 Varsa dagilmis boncuklarin ¢okelmesine izin vermek igin 10 saniye (veya ¢6zelti berrak olana kadar) bekleyin,
) ardindan etanoll dikkatlice uzaklastirin.

2.67 Toplam 2 yikama olacak sekilde tekrarlayin.

)68 Gerekirse, MIDI plakasini kisa bir slire santrifiij yapin, plakayi manyetik standa geri koyun ve ardindan kalan etanol
) damlaciklarini bir pipetle uzaklastirin.

5 69 Numuneleri s bloku tizerinde 37°C'de 3 dakika kurutun. Asiri kurutmayin, ancak tiim etanoliin uzaklastirildigindan
) emin olun.

2.70 Her numune kuyucuguna 26 ul niikleaz igermeyen su ekleyin.

2.71 Plakay! kapatin, vorteksle iyice karistirin ve siviyi toplamak igin plakayi kisa bir stire santrifajleyin.

2.72 Oda sicakhginda 2 dakika inkiibe edin.

2.73 MIDI plakasini manyetik stand Gzerine yerlestirin ve 5 dakika veya ¢ozelti berrak olana kadar inkiibe edin.

2.74 25 ul berraklasmis siipernatanti uzaklastirin ve yeni bir 0,2 ml 96 kuyucuklu plakaya ekleyin.

Durma noktasi: Bir sonraki adima devam etmiyorsaniz, plakay kapatin ve -15°C ila -25°C arasinda saklayin.

Amplifiye, Adaptore Bagli cDNA'nin Miktarinin Belirlenmesi ve Normallegstirilmesi

150 bp-550 bp arasindaki bolgede uygun bir nikleik asit fragmani analiz platformu kullanarak Amplifiye, Adaptore

2.75 Bagli, Yakalama Oncesi kiitiiphanesinin miktarini élgiin.
Toplam 200 ng cDNA yakalama 6ncesi kitiiphanesini alikotlayin.
276 Bir vakum santrifiiji kullanarak, 200 ng cDNA yakalama oncesi kiitiphanesini liyofilize edin ve 3,4 ul nikleaz

icermeyen suda tekrar ¢ozdiirtn. Asiri kurutmayin. Vorteksle iyice karistirin ve kisa bir stire santrifijleyin.

Durma noktasi: Bir sonraki adima devam etmiyorsaniz, plakayi kapatin ve -15°C ila -25°C arasinda saklayin.
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3. Adim: Agendia NGS Hedef Zenginlestirme

Kitiiphanenin Hibridize Edilmesi

Bir buz kovasi hazirlayin ve reaktifleri asagida agiklandigi gibi ¢ozindiriin:
A Karigimi Hyb (Hibritleme) B Karigimi Hazirlanmig Kiitiiphane C Karisimi Yakalama Kiitiiphanesi
Tamponu
Agendia NGS I-‘I‘yb No. 1 Agendia NGS inodeksleme Bloku No. 1 Saﬁg::i’;::_ifﬁ’xx:;:f:en
Oda sicakliginda 4°C (buz) o
31 -.20 C'den ?ylrln :
Agendia NGS Hyb No. 2 Agendia NGS Bloku No. 2 MammaPrmt"Bl.flePnnt ,.VGS Yemleri
Oda sicakliginda 4°C (buz) Kut.;uphanes:
4°C (buz)
Agendia NGS Indeksleme Bloku No. 3 )
Oda sicakliginda 4°C (buz)
Agendia NGS Hyb No. 4 i i
Oda sicakliginda
Kutiiphane A Karisgimini agagidaki tabloya gore, oda sicakliginda 1,5 ml'lik bir tiip igine hazirlayin.
Reaktif Reaksiyon basina hacim
Agendia NGS Hyb No. 1 6,63 ul
3.2 Agendia NGS Hyb No. 2 0,27 ul
2,65 pl
Agendia NGS Hyb No. 4 3,45 ul
Toplam hacim 13,0 ul
Karisimi yavasga vorteksleyin, kisa bir stire dondirin ve oda sicakhiginda tutun.
Yeni bir 8'li serit tiip hazirlayin ve “A” olarak etiketleyin, ardindan her kuyucuga Kiitiiphane A Karisimi 6rnegi basina
3.3 13 ul 6rnek alin.
Serit tUpleri oda sicakliginda tutun.
Kiitiiphane B Karisimini agagidaki tabloya gorebuz tizerinde 0,5 ml'lik bir tip igine hazirlayin.
Reaktif Reaksiyon bagina hacim
Agendia NGS indeksleme Bloku No. 1 2,5ul
3.4 Agendia NGS Bloku No. 2 2,54l
Agendia NGS indeksleme Bloku No. 3 0,6 pl
Toplam hacim 5,6 ul
Karigtirin, kisa bir stire dondirin ve buzda tutun.
Yeni bir 8'li serit tip hazirlayin ve “B” olarak etiketleyin, ardindan
35 1. Her kuyucuga 5,6 ul Kiitiiphane B Karisimi ekleyin.
2. Herilgili kuyucuga 3,4 ul numune ekleyin.
3. Yavasca 10 kez yukari ve asagi pipetleyerek karistirin.
Kiitiiphane B Karigimini iceren 8'li serit tiipl ve numuneyi bir isil dongileyiciye yerlestirin ve asagidaki programi
calistirin:
36 105°C'de isitilmis kapak; uygulanabiliyorsa hacim 29 ul olarak ayarlanmis
1. 95°C'de 5 dakika
2.  65°C'de 5 dakika
3. 65°C'de tutun
Kiitiiphane C Karisimini agagidaki tabloya gére 4°C buz igerisinde 0,5 ml'lik tipiin igine hazirlayin.
Reaktif Reaksiyon basina hacim
3.7 Agendia NGS Niikleazsiz Su 4,5 pl
Agendia NGS RNaz Bloku 0,5 ul
MammaPrint BluePrint NGS Yemleri 2,0 ul
Kiitiiphanesi
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Toplam hacim 7,0 ul

Yukari ve asagi pipetleyerek yavasca karistirin. Kabarcik olmadigindan emin olun.

Not: C Karisimini adim 3.6'daki 65°C'de 5 dakikalik isaretine yakin zamanda hazirlayin. A Karigimini C Karisimina ekleyene kadar
karisimi sadece kisa bir siire oda sicakliginda tutun.
MammaPrint BluePrint NGS Yem Kiitliphanelerini iceren ¢ozeltileri uzun siire oda sicakliginda saklamayin.

3.8 Yeni bir 8'li serit tlipu “C” olarak etiketleyin ve 8'li serit tiiplnher kuyucuguna 7 pl Kiitiiphane C Karisimi ekleyin.
39 13 pl Kiitiiphane A Karisimini, Kiitiiphane C Karigimi olan 8'li serit tliplere pipetleyin. 5 saniye vorteksle iyice
’ karistirin ve kisa bir siire santrifujleyin. 3.10 adiminda kullanilana kadar karisimi kisa bir siire oda sicakhginda tutun.

Isil dongdleyici hala 65°C'de tutulurken tiim Kiitiiphane A+C Karigimini Kiitiiphane B Karigimi iceren numune

3.10 kuyucuklarina pipetleyin. Tim Kiitiiphane A+C Karisimi igeriginin Kiitiiphane B Karisimi igine aktarildigindan emin
olun.

3.11 10 kez yukari ve agagi pipetleyerek yavasga karistirin ve kapagi kapatin. Kabarciklar varsa, hizli bir dondiirme yapin.
TUm tup kapaklarinin kapal oldugundan emin olun. Isi dongleyicinin kapagini kapatin ve sonraki programi galistirin:

3.12

1. 65°C'de 17-24 saat
2. 65°C'de tutun

Streptavidin Boncuklarin Hazirlanmasi

3.13

Agendia NGS Yikama Tamponu 2'yi vorteksle karistirin ve numune basina 650 ul 'sini 2 ml'lik tiiplere alikot alin.

3.14

Alikot tuplerini en az 30 dakika boyunca 65°C'lik bir 1s1 blokuna koyun.

3.15

Boncuk kiimelerini ayirmak igin Dynabeads MyOne Streptavidin T1 boncuklarini en az 30 saniye boyunca
vorteksleyin.

3.16

Numune basina 50 pl boncugu 2 ml tiplere alin. (TUp basina 4 numune igin maksimum 200 pl boncuk)

3.17

Streptavidin boncuklarin yikanmasi:
a. 2 mltiipe ORNEK BASINA 200 pl Agendia NGS Baglama Tamponu ekleyin. (Tiip basina 4 numune igin
maksimum 800 pl tampon)
b.  Boncuklari bir vorteksle 5 saniye karistirin ve kisa bir stire santrifijleyin.
c. 2,0 mltupleri 2 dakika boyunca manyetik bir ayirici cihaza koyun ve ¢ozeltinin berraklasmasina izin
verin.
d. Sidpernatanti uzaklastirin ve atin.

e. Toplam 3 yikama olacak sekilde a. ile d. arasindaki adimlari tekrarlayin.

3.18

Boncuklari Agendia NGS Baglama Tamponu 6rnegi basina 200 ul olacak sekilde yeniden siispansiyon haline getirin
ve bunlari 8'li serit PCR tiplerine alin.

Streptavidin Boncuklari Kullanilarak Hibritlerin Yakalanmasi

Numuneleri isi déngtleyici tizerinde 65°C'de tutarken, 17-24 saat inkiibe edilmis Hibridizasyon Kiitiiphanesinden

3.19 29 pl'yi 200 pl yikanmis streptavidin boncuklari iceren 8'li serit tiipe aktarin.
(Yikanmig Streptavidin boncuklarini oda sicakliginda saklayin).

3.20 8'li serit tlipu kapatin ve ters gevirerek karistirin ve ardindan hizli dondiirtin.
Numuneyi isil karistirici izerinde 1400 rpm'de 27°C'de 30 dakika inklbe edin.

3.21

Not: 5 dakika sonra boncuklarin topaklanip topaklanmadigini kontrol edin. Boncuk kiimeleri olusmussa, ttipl hizla
vorteksleyin.
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30 dakikalk inkiibasyondan sonra isil karistiriciyt 65°C'ye ayarlayin.

3.22 Kisa bir siire tupleri santrifiij yapin.
3.23 Boncuklari stispansiyondan toplamak igin plakayi 2 dakika boyunca manyetik bir ayiriciya koyun.
3.24 Stpernatanti uzaklastirin ve atin.
395 Boncuklari bir vorteksle 5 saniye karistirarak 200 pl Agendia NGS Yikama Tamponu 1 iginde yeniden siispansiyon
' haline getirin.
3.26 Numuneleri oda sicakhginda 15 dakika inklbe edin.
3.27 Boncuklari ve tamponu manyetik bir ayirici Gizerinde 2 dakika ayirin ve siipernatanti uzaklastirin.
Boncuklari Agendia NGS Yikama Tamponu 2 ile yikayin:
a. Boncuklari 200 ul 6nceden isitilmis 65°C Agendia NGS Yikama Tamponu 2 iginde yeniden siispansiyon
haline getirin.
b. Taplerin kapaklarini kapatin ve boncuklari tekrar siispansiyon haline getirmek igin 5 saniye boyunca bir
vorteks karigtiriciyla karistirin. Kisa bir stire donddrin.
3.28 c. Tupleri birsil galkalayici tizerinde 65°C'de ve 1200 rpm'de 10 dakika inkibe edin.
d. Boncuklarin ¢okeldigini fark ederseniz ara sira karistirmak igin tiipleri ters gevirin.
e. Tupleri bir santrifij veya mini plaka gevirici iginde kisa bir stire dondurin.
f.  Tupleri 2 dakika boyunca manyetik bir ayiriciya koyun.
g. Slipernatanti uzaklastirin ve atin.
h. Toplam 3 yikama olacak sekilde a'dan g'ye kadar olan adimlari tekrarlayin.
3.29 Boncuklari yeniden slispansiyon haline getirmek igin boncuklari 31,5 pl Agendia NGS Eliisyon Tamponunda 5
saniye vorteksleyin. Kisa bir stire déndirin.
3.30 Numuneleri oda sicakhginda 10 dakika inklbe edin.
3.31 Manyetik ayirici Gzerindeki boncuklari ve tamponu 2 dakika ayirin.
3.32 30 pl siipernatant taze bir plakaya aktarin. Boncuklari atin.
3.33 Yakalanan cDNA kitiphanesine 30 pl Agendia NGS Nétralizasyon Tamponu ekleyin.

Yakalanan Kitiiphaneyi AMpure XP boncuklariyla saflagtirin

AMpure XP boncuklarinin en az 30 dakika oda sicakligina dengelenmesine izin verin. Homojen olana kadar boncuk
slispansiyonunu vorteksleyin.

3.34 “indeks Etiketlerini Eklemek i¢in Yakalanmis Kiitiiphanelerin Amplifiye Edilmesi” adimiyla devam ediyorsaniz,
Agendia NGS PCR Karisimi, Agendia NGS Yakalama Sonrasi PCR Primeri ve Agendia NGS 8 bp Index Plakasini
¢6zundiirtn ve bunlari buza yerlestirin.

3.35 Yeni bir 0,8 ml 96 kuyucuklu MIDI plakasinin her kuyucuguna 108 pl homojen boncuk siispansiyonu ekleyin.

3.36 Adim 3.33'teki numune karisimindan 60 ul ekleyin.

3.37 Plakayi kapatin, vorteksle karisgtirin ve kisa bir slire santrifijleyin.

3.38 Numuneleri oda sicakliginda 5 dakika inkibe edin.

3.39 Plakayi en az 5 dakika oda sicakliginda manyetik standda tutun.

3.40 Plaka manyetik stand lzerindeyken, berraklagsmis ¢ozeltiyi her bir kuyucuktan dikkatlice uzaklastirin ve atin.

Cozeltiyi uzaklastirirken boncuklara dokunmayin.
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3.41 Plaka manyetik stand Uzerindeyken, her bir kuyucuga 200 pl taze %70 etanol ekleyin.

349 Varsa dagilmis boncuklarin ¢okelmesine izin vermek icin 10 saniye (veya ¢ozelti berrak olana kadar) bekleyin,
ardindan etanoll dikkatlice uzaklastirin.

3.43 Toplam 2 yikama olacak sekilde tekrarlayin.

344 Gerekirse, MIDI plakasini kisa bir siire santriflij yapin, plakayr manyetik standa geri koyun ve ardindan kalan etanol
damlaciklarini bir pipetle uzaklastirin.

3.45 Numuneleri isi bloku tizerinde 37°C'de 3 dakika kurutun. Asiri kurutmayin, ancak tiim etanolln uzaklastirildigindan
emin olun.

3.46 Her numune kuyucuguna 36 ul niikleaz igermeyen su ekleyin.

3.47 Plakayi kapatin, vorteksle iyice karistirin ve siviyi toplamak igin plakayi kisa bir stre santrifijleyin.

3.48 Oda sicakhginda 2 dakika inkiibe edin.

3.49 MIDI plakasini manyetik stand lzerine yerlestirin ve 5 dakika veya ¢ozelti berrak olana kadar inklbe edin.

3.50 35 ul berraklagmis stipernatanti uzaklastirin ve yeni bir 0,2 ml 96 kuyucuklu plakaya ekleyin.

Durma noktasi: Bir sonraki adima devam etmiyorsaniz, plakayi kapatin ve -15°C ila -25°C arasinda saklayin.

indeks Etiketlerini Eklemek i¢in Yakalanmis Kiitiiphanelerin Amplifiye Edilmesi

Agendia NGS PCR Karisimini, Agendia NGS Yakalama Sonrasi PCR Primeri ve Agendia NGS 8 bp indeks Plakasini
¢6zundiirtn ve bunlari buza yerlestirin.

Not: Agendia NGS PCR Ana Karisimi viskozdur, PCR primerlerini eklemeden once 30 saniye boyunca vorteksle
karistirin.

3.51 Yakalama Sonrasi PCR Karisiminiagagidaki tabloya gore buz igindeki 1,5 ml'lik bir tipe hazirlayin.
Reaktifler Reaksiyon basina hacim
Agendia NGS PCR Ana Karigimi 25 ul
Agendia NGS Yakalama Sonrasi PCR Primeri 1ul
Toplam Hacim 26 pl
Karigimi yavasga vorteksle karistirin ve dondiriin. Buz tGzerinde tutun.
357 Her numunenin amplifiye edilmesi igin, Yakalama Sonrasi PCR Karisiminin 26 pl'sini bir PCR plakasi kuyucuguna
yerlestirin.
Yakalama Sonrasi PCR Karisimini igeren her kuyucuga 5 pl uygun indeksleme primeri (Agendia NGS 8 bp indeks
3.53 Plakasindan) ekleyin.
Ayni seritte dizilemesi yapilanacak her numune icin farkl bir indeksleme primeri kullanin.
Yakalama Sonrasi PCR Karisimini igeren her kuyucuga 3.50 adimindaki saflastiriimis kiitiphaneden 19 ul ekleyin.
3.4 Yukari ve asagi yonde 10 kez pipetleyerek karistirin. Plakayi kisa bir siire santrifijleyin.
PCR plakasini bir 1sil dongiileyiciye yerlestirin. Asagidaki isil dongiileyici programini galistirin:
105°C'de Isitmali Kapak
95°C'de 2 dakika
95°C'de 30 saniye
3.55

57°C'de 30 saniye

72°C'de 1 dakika

Toplam 12 dongii olacak sekilde 2.-4. adimlari tekrarlayin
72°C'de 5 dakika

4°C'de tutun

Nouvurwne
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AMPure XP Boncuklarini Kullanarak Amplifiye, Yakalanmig Kutiiphanelerin Saflagtiriimasi.

3.56 AMpure XP boncuklarinin en az 30 dakika oda sicakligina dengelenmesine izin verin. Homojen olana kadar boncuk
' slispansiyonunu vorteksleyin.

3.57 Yeni bir 0,8 ml 96 kuyucuklu MIDI plakasinin her kuyucuguna 90 pl homojen boncuk stispansiyonu ekleyin.

3.58 50 pl numune karisimini 0,8 ml 96 kuyucuklu MIDI plakasinin ilgili kuyucuguna aktarin.

3.59 Plakayi kapatin, vorteksle karigtirin ve kisa bir slire santrifijleyin.

3.60 Numuneleri oda sicakhginda 5 dakika inkiibe edin.

3.61 Plakayi en az 5 dakika oda sicakliginda manyetik standda tutun.

3.62 Plaka manyetik stand lzerindeyken, berraklagsmis ¢ozeltiyi her bir kuyucuktan dikkatlice uzaklastirin ve atin. Cozeltiyi
' uzaklastirirken boncuklara dokunmayin.

3.63 Plaka manyetik stand Uzerindeyken, her bir kuyucuga 200 pl taze %70 etanol ekleyin.

364 Varsa dagilmis boncuklarin ¢okelmesine izin vermek igin 10 saniye (veya ¢ozelti berrak olana kadar) bekleyin,
' ardindan etanoli dikkatlice uzaklastirin.

3.65 Toplam 2 yikama olacak sekilde tekrarlayin.

366 Gerekirse, MIDI plakasini kisa bir stire santrifij yapin, plakayr manyetik standa geri koyun ve ardindan kalan etanol
' damlaciklarini bir pipetle uzaklastirin.

367 Numuneleri isi bloku tizerinde 37°C'de 3 dakika kurutun. Asiri kurutmayin, ancak tiim etanolln uzaklastirildigindan
' emin olun.

3.68 Her numune kuyucuguna 22,5 ul Tampon EB ekleyin.

3.69 Plakayi kapatin, vorteksle iyice karistirin ve siviyi toplamak igin plakayi kisa bir siire santrifijleyin.

3.70 Oda sicakhiginda 2 dakika inkiibe edin.

3.71 MIDI plakasini manyetik stand lizerine yerlestirin ve 5 dakika veya ¢ozelti berrak olana kadar inkiibe edin.

3.72 Berraklasmis slipernatanttan 21 pl'yi yeni bir 96 kuyucuklu plakaya veya yeni tiplere alin.

Durma noktasi: Bir sonraki adima devam etmiyorsaniz, plakayl kapatin ve 21 pl'lik indekslenmis kitiiphaneleri -15°C ila
-25°C arasinda saklayin.

QC 3: Amplifiye edilmis, hedef acisindan zenginlestirilmis, indekslenmis

kitUphanenin kalite degerlendirmesi

Uygun bir nikleik asit fragman analiz platformu kullanarak amplifiye edilmis, yakalanmis, indekslenmis
kitiphanenin boyut dagilimini onaylayin. Fragman boyutu dagilimi 150-700 bp olmalidir. Dogru miktar
tayini igin, konsantrasyonun testin dogrusal araligina (5-500 pg/ul) distiginden emin olun.

Stok Molaritesi [pmol/L] Molarite Hedefi [nM]
> 4000 4
2000-3999 2
1000-1999 1
<1000 Calistirmayin, 6rnek basarisiz
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4. Adim: Agendia NGS MiSeq'e Yukleme

Ornek Sayfasinin Hazirlanmasi

MiSeq Ornek Sayfasini asagidaki talimatlara gére virgiille ayrilmis deger (CSV) biciminde hazirlayin.
Bu 150 bp'lik, tek uglu bir protokoldiir.

Genel talimatlar igin litfen lllumina'nin referans kilavuzuna bakin:
https://support.illumina.com/downloads/miseq sample sheet quick reference guide 15028392.html

(Baghk) altinda

Bir MiSeq Ornek Sayfasi 6rnegi surada bulunabilir: https://diagnostic-products.agendia.com/resources/

Arastirmaci Adi

Gerekli, kullanici tarafindan saglanir

Proje Adi Gerekli, kullanici tarafindan saglanir
Deney Adi Gerekli, kullanici tarafindan saglanir
Tarih Gerekli
is Akisl Gerekli [GenerateFastQ]
Tayin Gerekli [SureSelect]
a1 Kimya Gerekli (Varsayilan)
(Okumalar): Altinda 150
(Ayarlar) altinda
OnlyGenerateFASTQ 1
FiltrePCRuplicates 0
[Data] (Veri): altinda
. . . Ornek . L. . 17_Index_ID
Ornek No Ornek Adi Ornek Plakasi . Ornek Projesi Indeks
Kuyucugu
Gerekli, istege Bagli
Gerekli & &
kullanici . . . . S . . . .
Istege Bagl Istege Bagl Istege Bagh Istege Bagl (Indeks
tarafindan .
- Dizisi)
saglanir
Not: Her érnede ait benzersiz bir “Ornek No” olmalidir; “Grnek Adi” FASTQ dosya adlarinda yer alacaktir
Save sheet (Sayfayi kaydet). Yazilim, kullanicidan Ornek Sayfasini yiiklemesini isteyecektir.
4.2 Illumina'nin tavsiyelerine gore reaktif kartusunu hazirlayin.
Coklu Dizileme igin Nihai Kiitiiphanelerin Havuzlanmasi
Kullanilan dizileme protokolii (1 nM, 2 nM veya 4 nM) hazirlanan Ornek Sayfasindaki numunelere dayalidir. Her numuneyi ayri
4.3 ayri Molarite Hedefine (yani 1 nM, 2 nM veya 4 nM) seyreltin. Farkli molarite hedeflerine sahip numunelerin tek bir MiSeq
calismasinda birlestirilmesi gerekiyorsa, tim numuneleri en diisiik ortak molarite hedefine seyreltin ve ardindan havuzlayin.
4.4 Tek bir 1,5 ml tipe her normallestirilmis numuneden 5 pl ekleyin.
4.5 Karigimi vorteksleyin, kisa bir siire santrifiijleyin ve buza koyun.

Sayfa 21 /37



https://support.illumina.com/downloads/miseq_sample_sheet_quick_reference_guide_15028392.html
https://diagnostic-products.agendia.com/resources/

Havuzlanmig cDNA Kiitiiphanesinin Denatiirasyonu

0,2 N NaOH iceren taze bir tip hazirlayin (0,2 N NaOH maksimum 12 saat stabildir)
4.5 adiminda elde edilen havuzlanmis kiitiphaneyi kullanilan dizileme protokoliine gére denatiire edin:

1nM 2nM 4 nM
4.6
Havuzlanmis kitlphane 10 ul S5ul 5ul
0,2 N NaOH 10 pl 5ul 5l
4.7 Karisimi kisa bir slire vorteksleyin ve oda sicakliginda 1 dakika boyunca 280 x g'de santriftjleyin.
4.8 Oda sicakhiginda 5 dakika inkiibe edin.

Denatiire cDNA Kiitiiphanesinin Seyreltilmesi

4.8 adiminda elde edilen denatire edilmis cDNA kiitiphanesini, kullanilan dizileme protokoliine goére dnceden sogutulmus HT1
tamponu ile seyreltin:
Not: Karishrmak icin HT1 tamponunu ters gevirin.

1nM 2nM 4 nM
4.9 Denatilire cDNA
Kitiiphanesi 20 ul 10 ul 10 pl
HT1 480 ul 490 ul 990 ul
Konsantrasyon 20 pM 20 pM 20 pM
4.10 | Kanstirmak icin birkag kez ters gevirin, kisa bir siire santrifij yapin ve buza koyun.
istenen nihai girdi konsantrasyonunu vermek icin 4.10 adimindan gelen denatiire edilmis seyreltilmis kiitiiphaneyi, yeni bir
1,5 ml tupte dizileme protokoliine gére daha da seyreltin.
1nM 2nM 4 nM
4.11 Denatiire DNA 500 pl 500 pl 450 pl
HT1 167 pl 167 pl 150 pl
Nihai konsantrasyon 15 pM 15 pM 15 pM
Karistirmak igin birkag kez ters gevirin ve ardindan puls santrifiij yapin. MiSeq reaktif kartusuna yiklenmeye hazir olana kadar
4.12 | buza koyun.

Numune Kiitiiphanesi ve PhiX Kontroliinii (istege Bagh) Birlestirme

4.13

Illumina'nin MiSeq Protokoliine gére 20 pM PhiX hazirlayin veya 20 pM PhiX katliphanesini (6nceden hazirlanmigsa) buz
Uzerinde ¢6ziindlrin. Karistirmak igin ters gevirin ve kisa bir siire santrifiij yapin.

4.14

Adim 4.12'de elde edilen numune kitiphanesini ve asagidaki PhiX kontrol hacimlerini 1,5 ml'lik bir tipte birlestirin:
a. 6 pl Denature, seyreltilmis 20 pM PhiX kiitiphanesi
b. 594 ul Denatiire edilmis, seyreltilmis numune kittiphanesi (PhiX eklenmemisse, 600 ul denatiire edilmis, seyreltilmis
numune kiatliphanesi ekleyin)

4.15

Karistirmak igin birkag kez ters gevirin ve kisa bir siire santrifijleyin. MiSeq reaktif kartusuna yiklemeye hazir olana kadar buz
icinde bekletin.

MiSeq'de Dizileme

4.16

Yazilim arayiizi “Welcome screen” (Hos Geldiniz ekrani)nda dizileme galistirma ayarlari adimlarini baslatmak icin “Sequence”
(Dizileyi)yi segin.

Windows 7 kullaniyorsaniz,
a. Yazihmi uygun 6rnek sayfasina yonlendirmek icin Load Reagents (Reaktifleri Yiikle) ekraninda “Change Sample Sheet”
(Ornek Sayfasini Degistir) komutunu segin.

Sayfa 22 /37




b. Ornek sayfasina gitmek icin “Browse” (Gdzat)i segin ve “Open” (Ag)i isaretleyin.

c. Calisma parametrelerini gozden gegirmek igin “Save and Continue” (Kaydet ve Devam et)i segin ardindan “Next”
(ileri)yi segin.

d. MiSeq'in yiklenmesiile devam edin.

Windows 10 kullaniyorsaniz,
a. Run Setup (Calistirma Ayari) Seceneginden “Sample Sheet” (Ornek Sayfasi) secenegini segin.
b. [istede bagl] BaseSpace'in etkinlestiriimesi: “Use BaseSpace™ Sequence Hub for this run” (Bu ¢alistirma icin
BaseSpace™ Sequence Hub'i kullan) segenegini isaretleyin ve kullanmak igin oturum agin.
c.  Aksitakdirde, “Next” (ileri)yi segin ve érnek sayfasi dosyanizi (.csv) segmek icin gdz atin.

4.18 Bu dosya, dogrulama veya calistirma olusturma igin Yerel Calistirma Yoneticisine gonderilir.
d. [lstede bagh] Yerel Calisirma Yéneticisi ikincil analizini atlamak igin “Disable Local Run Manager Secondary Analysis”
(Yerel Calisma Yéneticisi ikincil Analizini Devre Disi Birak) segenegini isaretleyin.
e. Gerekirse 6rnek sayfasindaki hatalari giderin.
f.  “Next” (ileri)yi secin ve Akis Hiicresinin yiiklenmesine devam edin.
FASTQ dosyalari olusturmak igin Illumina'nin MiSeq Dizileme protokoliine gore dizilemeye devam edin.
4.19 | MiSeq Sistemi hakkinda ek rehberlik igin Illumina'nin Sistem Kilavuzu'na bakin:

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

5. Adim: ADAPT aracihgiyla FASTQ dosyalarinin analizi

MiSeq dizileyici tarafindan olusturulan FASTQ dosyalari, yiksek performansli, glivenlikle uyumlu ve bulut

tabanli bir genomik analiz platformu olan Agendia Veri Analizi Araci (ADAPT) tarafindan islenecektir.
ADAPT'In MammaPrint® BluePrint® Meme Kanseri Niiksii ve Molekiler Alt Tipleme Kiti (MammaPrint

BluePrint Kit) ile birlikte kullanilmasi amaglanmistir. ADAPT, MammaPrint BluePrint NGS Kiti ile islenen

numunelerin entegre analizini ve sonug raporlamasini saglar.

Bir hesap olusturmak, glivenli bir dosya aktarim konnektori kurmak, kimliksizlestirilmis hasta verilerini

glivenli bir ortamda yuklemek ve analiz etmek ve test sonuclarini almak dahil olmak tzere ADAPT-CE

Kullanici kilavuzunda (EM-002) adim adim talimatlar verilmistir.

ADAPT glivenli, bulut tabanl bir sistemdir ve asagida listelenen tarayicilar aracihgiyla erisilebilir.

Tarayici Desteklenen Versiyon isletim sistemi
Google, Chrome ve Mozilla En son kararli versiyon Windows, Mac ve Linux
Firefox

Baslamadan 6nce ADAPT-CE Kullanim kilavuzunda (EM-002) verilen tim talimatlari gézden gecirin. Bu

talimatlari okuduktan sonra sorulariniz varsa litfen yardim igin Agendia Uriin Destegi

(NGS.support@agendia.com) ile iletisime gegin.
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Sonuglar

Kullanici 6rnek basina iki belge alir: Teknik Rapor ve Sonuglarin Acgiklamasi. Teknik Rapor, kalite kontrol
bilgileri ve MammaPrint BluePrint NGS Kit sonuglari MammaPrint indeksi (MPI), niiks riskinin belirlenmesi
(YUksek Risk veya Diisiik Risk) ve BluePrint sonucunu (Luminal Tip, HER2 Tipi veya Bazal Tip) icerir) dahil
olmak Uzere numune ve ADAPT islemi hakkinda bilgi icerir. Daha ayrintih bilgi icin Sonuglarin
Yorumlanmasi bolimine bakin. Sonuclarin Aciklanmasi, test sonugclarini yayinlanmis klinik veriler
baglaminda agiklar.

Sonuglarin Yorumlanmasi

Bir test sonucu, yalnizca Teknik Rapordaki Overall Assessment (Genel Degerlendirme) alaninda “Pass”
(Basarill) yaziyorsa gecerli sayilir. Kalite kontrol metriklerinden herhangi biri basarisiz olursa, Genel
Degerlendirme de “Fail” (Basarisiz) oldugunu gosterecektir. Genel Degerlendirme “Basarisiz” sonucunu
gosteriyorsa, Teknik Rapor, Test Results (Test Sonuglari) bolimiinde “Unable to provide result for this
specimen” (Bu numune igin sonug verilemiyor) gorilir ve Sonuglarin Agiklamasi belgesi saglanamaz. Test
laboratuvari, sonraki sonucun gecerli bir test sonucuyla sonuglanip sonuglanmayacagini gérmek icin
numuneyi yeniden test etmeyi secebilir.

MammaPrint

MammaPrint sonucu ikili bir sonug olarak verilir ve niiks riski bakimindan “Dislik Risk” veya “Yiksek Risk”
olabilir. Numunenin prognostik profili (Dlistk Risk, Yiiksek Risk) MPI -1,000 ila +1,000 arasinda bir 6lgekte
hesaplanarak belirlenir (MammaPrint FFPE raporlanabilir araligi, Sekil 2). Yiksek Risk sonuclarinda
MammaPrint indeksi (MPI) 0,000'e esit veya altindayken, Diisiik Risk sonuglarinda MPI 0,000'in
lizerindedir. MPI, -0,058 ile +0,058 arasindaki siniflandirma kesme noktasi etrafinda 6nceden tanimlanmis
bir alana diserse, siniflandirma dogrulugu %90'dan azdir.

MammaPrint indeksi : Niiks Riski

1,000 &£ > 0,000 <€ > +1,000

Sekil 2: MammaPrint indeksi
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BluePrint

BluePrint, meme kanserini Ug farkli alt tipe (Luminal Tip, HER2 Tipi ve Bazal Tip) ayiran bir molekdler alt
tipleme tayini olup bunu s6z konusu 3 farkli molekdiler alt tip arasinda en iyi ayrim yapan 80 tane genin
MRNA seviyelerini belirleyerek yapar. Bu alt tiplerin her biri, uzun vadeli akibet ve (neo)adjuvan
kemoterapiye yanit agisindan belirgin farkliliklara sahiptir [10]. MammaPrint ve BluePrint'in birlestirilmesi,
hastalarin alt gruplara ayrilmasini saglar: Luminal Tip/MammaPrint Disik Risk (Luminal A'ya benzer);
Luminal Tip/MammaPrint Yiksek Risk (Luminal B'ye benzer); HER2 Tipi ve Bazal Tip.

Prosedurln Sinirlamalari

e MammaPrint BluePrint Meme Kanseri Niiksii ve Molekdler Alt Tipleme Kiti, yalnizca kadin hastalardan
alinan FFPE meme kanseri timor dokusu ile kullanim igin dogrulanmistir. Diger numune tirlerinin veya
diger koruma yontemlerinin test edilmesi degerlendirilmemistir.

e RNeasy FFPE kiti bu testte kullanim icin gecerlenmistir. Diger RNA izolasyon kitlerinin kullanimi
degerlendirilmemistir.

e MammaPrint BluePrint NGS Kiti, lllumina MiSeq V3 reaktifleri ile birlikte 150 dongi olacak sekilde
dogrulanmistir. Diger DNA dizileyicilerinin ve diger reaktiflerin kullanimi degerlendirilmemistir.

e MammaPrint sonucunun Distk Risk olmasi, meme kanserinin bes yil icinde tekrarlamayacagini
garanti etmez. Benzer sekilde, Yiiksek Risk sonucu, meme kanserinin tekrarlayacagini garanti etmez.
Test sonuglari klinikopatolojik faktorlerle birlikte kullanilmahdir.

e MammaPrint BluePrint NGS sonuglari doktorlar tarafindan kullanim icin endikedir ve diger standart
klinikopatolojik faktorlerle birlikte yorumlanmalidir. Test, hastaligin akibetini belirlemek icin
tasarlanmamistr.
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Beklenen Degerler

MammaPrint

Popilasyona dayal calismalardan elde edilen klinik veriler, MammaPrint testinin amaglanan kullanim
poplilasyonunda klinik faydasini gostermistir. MammaPrint, Ostrojen Reseptoéri (ER) veya HER2
durumundan bagimsiz olarak, tiimor boyutu < 5,0 cm ve nodal mikro metastazlar icin 6zel spesifikasyon
olmaksizin 0-3 pozitif lenf diGgimi (LN 0-3) olan erken evre (I, Il ve lll) meme kanseri hastalarinda
kullaniimak Gizere prospektif klinik ¢alismalarda klinik olarak gegerlenmistir. MINDACT ¢alismasinda birincil
analiz, Klinik Olarak Yuksek Riskli/Genomik Olarak MammaPrint Duslk Riskli (C-Yiksek/G-diisiik)
hastalarda kemoterapinin kesilmesinin akibette yikici etki yapmadigini gdstermistir. MammaPrint Disik
Riskli, 1-3 lenf nodu pozitif olan hastalarda 5. yilda adjuvan sistemik kemoterapiden anlaml bir fayda
gozlenmemistir [11]. Bu calisma ve diger yayinlanmis calismalarda, [8] [12] [13] [14] [15] [16] [17] [18],
MammaPrint testinin erken evre meme kanseri olan kadinlarda klinik akibet tahminini iyilestirdigi
gosterilmistir.

BluePrint

Bazal Tip meme kanserleri, kdkeni bazal/miyoepitel olan hiicrelerin gen ekspresyonu ile karakterizedir.
Bazal Tip kanserler tipik olarak ER, PR ve HER2 (bazal benzeri) bakimindan (gli negatiftir ve spesifik bir
gen ekspresyonu profiline sahiptir. Kemoterapinin yararli oldugu disliniilse de hormon tedavisi ve
trastuzumab ve lapatinib gibi anti-HER2 tedavilerinin bu kanserlere karsi etkili olduguna inanilmamaktadir.

Luminal Tip meme kanserleri, meme kanallarini ve bezlerini kaplayan luminal epitel hicrelerin gen
ekspresyonu ile karakterizedir. Luminal Tipteki kanserler tipik olarak hormon reseptori pozitif timarlerdir
ve hormonal tedaviye yanit vermeleri olasidir. MammaPrint Dislik Riskli ve Luminal Tip olarak
siniflandirilan hastalarin genellikle hormonal tedavi ile tedavi edilen Luminal A'ya benzer bir klinik seyir
gostermesi beklenirken, MammaPrint Yiksek Riskli ve Luminal Tip sonuglari olanlarin genellikle
kemoterapi icerebilecek daha agresif tedaviden yararlanan Luminal B hastalarina benzer bir klinik seyir
gostermeleri beklenebilir.

HER2 Tipi meme kanserleri, HER2 lokusunun amplifikasyonu veya asiri ekspresyonu ile karakterizedir ve
tipik olarak IHC veya FISH (HER2/neu pozitif) ile gdsterilen HER2 pozitif tiimorlerdir. Bu kanserler daha hizli
bliyiime egilimindedir ve tekrarlayabilir, ancak siklikla anti-HER2 tedavileri ile tedavi edilebilir.
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Performans Ozellikleri

MammaPrint BluePrint Meme Kanseri Tekrarlama ve Molekiler Alt Tipleme Kitinin kesinligini,
tekrarlanabilirligini ve laboratuvarlar arasi tekrarlanabilirligini tahmin etmek icin analitik ve klinik
gecerleme galismalari yapilmistir ve sonuglar asagida sunulmustur.

MammaPrint

Analitik Performans

NGS temelli MammaPrint testi ile su anda pazarda olan mikrodizi teknolojisine dayali MammaPrint FFPE
arasindaki uyum, 85 FFPE 6rneginden RNA kullanilarak degerlendirilmistir. Tim testler Agendia'nin
Amsterdam, Hollanda'daki laboratuvarinda gergeklestirilmistir. Test performansi, pozitif ylizde uyumu
(PPA), negatif ylizde uyumu (NPA) ve iki test arasindaki genel uyum hesaplanarak belirlenmistir. PPA, NPA
ve genel uyum sirasiyla %100, %94 ve %98 olmustur.

NGS temelli MammaPrint testinin tekrarlanabilirligi, her iki MammaPrint risk kategorisini (MammaPrint
Yiiksek Risk ve Disuk Risk) temsil eden ¢ FFPE doku 6rneginden izole edilen RNA kullanilarak zaman
icinde degerlendirilmistir. Numuneler, Agendia'nin Amsterdam/Hollanda ve Irvine, Kaliforniya/ABD'deki
laboratuvarlarinda birden fazla operatér tarafindan farkli glinlerde birden ¢ok kez analiz edilmistir. Giin
basina tek bir calisma yapilmistir: Ornek 1'de 25 6lciim, Ornek 2'de 17 6lciim ve Ornek 3'te 14 6l¢im
gercgeklestirilmistir. MammaPrint indeksine gére medyan nispi tekrarlanabilirlik %98 olmustur.

Tekrarlanabilirlik, ayni FFPE doku 6rneginden elde edilen iki RNA izolasyonu arasinda toplam 43 6rnek igin
degerlendirilmistir. 43 doku 6rneginin iki izolasyonu ayni giin Agendia'nin Amsterdam, Hollanda'daki
laboratuvarinda analiz edilmistir. Bu 43 numune kullanilarak birinci ve ikinci izolasyon arasindaki
MammaPrint sonuglarinin uyumu %98 olmustur.

Laboratuvarlar arasi tekrarlanabilirlik, iki harici Avrupa tesisinde ve Agendia'nin Amsterdam, Hollanda'daki
laboratuvarinda degerlendirilmistir. Toplamda, 16 FFPE 6rneginden izole edilen RNA, test i¢in Ug¢ tesise
gonderilmistir. 16 6rnek, her tesiste en az iki operatdre bélinmistir. iki dis tesis ve Agendia arasindaki
laboratuvarlar arasi tekrarlanabilirlik belirlenmistir. Genel uyum %100 olmustur.

MammaPrint ve BluePrint NGS Kitinin test sonuglarina olasi girisimi belirlemek icin birkag madde
degerlendirilmistir (6rn. gDNA, Prot. K, Actinomicyn D, etanol ve sodyum hidroksit). Test edilen higbir
madde, MammaPrint ve BluePrint test sonuglarini etkilememistir.

Tespit siniri (LoD), yakalama sonrasi materyal lizerinde belirlenmistir ve degerlendirmede MiSeq lzerinde

farkli molarite seviyeleri degerlendirip 0,4 nM'lik bir LoD ile sonuclanmistir. Yakalanmis malzemenin
molarite esigi, LoD'nin ¢ok lzerinde olan 1,0 nM olmustur.
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Klinik Performans

NGS temelli MammaPrint testinin klinik performans 6zellikleri, 2004-2006 vyillari arasinda kaydedilen
timor boyutu < 5,0 cm ve lenf nodu negatif veya 1-3 lenf nodu pozitif olan, I. evre veya Il. evre meme
kanseri hastalarindan retrospektif olarak toplanan ve arsivienen 316 FFPE meme tiimori doku 6rneginden
olusan bir calisma kohortu kullanilarak degerlendirilmistir. MammaPrint testinin klinik performansini
desteklemek icin 316 numune, uzak metastaz veya meme kanserinden 6lim tanisina kadar gecen siire
olan Uzak Niks Olmaksizin Zaman Arahgi (DRFI) icin 5 yillik akibet verileriyle degerlendirilmistir. Beklendigi
gibi, bu veriler 5 yillk DRFI icin MammaPrint Yiksek ve Disik Risk gruplari arasinda anlamli bir fark
oldugunu gostermistir (LogRank p=0,002). Belirtmek gerekir ki, bu ¢alisma kohortunda hem Yiiksek hem
de Duslik Risk gruplari icin NGS temelli MammaPrint testinin klinik performansi, su anda pazarda bulunan
mikrodizi teknolojisine dayali MammaPrint FFPE'nin performansina istatistiksel olarak esdegerdir (Yiiksek
Risk p=0,83, Dusuk Risk p=0,44).

Son olarak, iki bagimsiz saha Avrupa tesisinde bir saha korelasyonu galismasi yapiimistir. Meme kanseri
ornekleri, amaglanan kullanim popilasyonundaki (yani, I. evre veya Il. evre hastalik, timor boyutu < 5,0
cm ve lenf nodu negatif veya 1-3 lenf nodu pozitif) 95 hastadan prospektif olarak alinmistir. Bu numuneler,
saha tesislerinde NGS temelli MammaPrint testinde islenmis ve dokunun bir kismi, NGS temelli
MammaPrint testinin yani sira su anda pazarda bulunan mikrodizi teknolojisine dayali MammaPrint FFPE
ile test edilmek Uzere Amsterdam, Hollanda'daki Agendia laboratuvarina gonderilmistir. Tayin
performansi, saha tesislerinde elde edilen NGS MammaPrint testi sonuglari ile Agendia'da elde edilen NGS
temelli MammaPrint testi ve MammaPrint FFPE sonugclari karsilastirilarak degerlendirilmistir. Sahada
yapilan NGS temelli MammaPrint testi ile Agendia'da yapilan NGS temelli MammaPrint testi arasindaki
uyumluluk 86 numune bazinda %93 bulunmustur. Benzer sekilde, sahada gergeklestirilen NGS temelli
MammaPrint testi ile Agendia'da gerceklestirilen mikrodiziye dayali MammaPrint FFPE arasindaki uyum
%91 olmustur.

BluePrint

Analitik Performans

NGS temelli BluePrint testi ile su anda pazarda bulunan mikrodizi teknolojisine dayali BluePrint FFPE
arasindaki uyum 98 FFPE RNA 6rnegi kullanilarak degerlendirilmistir. Tiim testler Agendia'nin Amsterdam,
Hollanda'daki laboratuvarinda gergeklestirilmistir. Tayin performansi, iki test arasindaki genel uyum
hesaplanarak belirlenmistir, ki bu %100 olmustur. NGS ve mikrodizi platformlarindan elde edilen BluePrint
sonuglari arasinda 316 6rnek kullanilarak ek bir karsilastirma yapilmistir. Bu karsilastirmaya dayanarak
genel uyum %98, Luminal, Her2 ve Bazal alt tip icin ayri ayri uyum sirasiyla %100, %75 ve %96 olmustur.

NGS temelli BluePrint testinin tekrarlanabilirligi, BluePrint'in farkh sonug seviyelerini (Luminal Tip, HER2
Tipi ve Bazal Tip) temsil eden (¢ FFPE doku 6rneginden izole edilen RNA kullanilarak zaman icinde
degerlendirilmistir. Numuneler, Agendia'nin Amsterdam/Hollanda ve Irvine, Kaliforniya/ABD'deki
laboratuvarlarinda birden fazla operatér tarafindan farkli glinlerde birden ¢ok kez analiz edilmistir. Giin
basina tek bir calisma yapilmistir: Ornek 1'de 25 6lciim, Ornek 2'de 17 6lciim ve Ornek 3'te 14 6l¢im
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gerceklestirilmistir. Luminal Tip icin BluePrint indeksindeki medyan nispi tekrarlanabilirlik %98, HER2 Tipi
icin %98 ve Bazal Tip i¢in %98 olmustur.

Tekrarlanabilirlik, toplam 43 6rnek icin ayni FFPE dokusundan elde edilen iki RNA izolasyonu arasinda
degerlendirilmistir. 43 doku 6rneginin iki izolasyonu, ayni giin NGS temelli BluePrint testinde analiz
edilmistir. Bu 43 numunenin birinci ve ikinci izolasyonu arasindaki uyum %100 olmustur.

Laboratuvarlar arasi tekrarlanabilirlik, iki harici Avrupa tesisinde ve Agendia'nin Amsterdam, Hollanda'daki
laboratuvarinda degerlendirilmistir. 16 FFPE 6rneginden izole edilen RNA test icin li¢ tesise gonderilmistir.
16 drnek, her tesiste en az iki operatére béliinmiistiir. iki dis tesis ve Agendia arasindaki laboratuvarlar
arasi tekrarlanabilirlik belirlenmistir. Genel uyum %100 olmustur.

Klinik Performans

iki bagimsiz Avrupa saha tesisinde bir saha korelasyonu ¢alismasi yiiriitiilmistiir. Meme kanseri 6rnekleri,
amaglanan kullanim poptlasyonundaki (yani, I. evre veya Il. evre hastalik, timor boyutu < 5,0 cm ve lenf
nodu negatif veya 1-3 lenf nodu pozitif) 95 hastadan prospektif olarak alinmistir. Bu numuneler NGS
temelli BluePrint testinde saha tesislerinde islenmis ve dokunun bir blima NGS temelli BluePrint testinin
yani sira su anda pazarda bulunan mikrodizi teknolojisine dayali BluePrint FFPE'yi test etmek igin
Agendia'nin Amsterdam, Hollanda'daki laboratuvarina gonderilmistir. Tayin performansi, saha
tesislerinde elde edilen NGS BluePrint testi sonuglari ile Agendia'da elde edilen NGS temelli BluePrint testi
ve BluePrint FFPE sonuclari karsilastirilarak degerlendirilmistir. Sahada gerceklestirilen NGS temelli
BluePrint testi ile Agendia'da gergeklestirilen NGS temelli BluePrint testi arasindaki 86 numune iceren
uyumluluk %100 olmustur. Benzer sekilde, sahada gerceklestiriien NGS temelli BluePrint testi ile
Agendia'da gergeklestirilen mikrodiziye dayali BluePrint FFPE arasindaki uyum %98 olmustur.
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Yardim

Bu Urinidn kullanimiyla ilgili herhangi bir sorunuz varsa, liitfen NGS.support@agendia.com adresinden
veya +31 (0) 20 462 1510 numarali telefondan pazartesi-cuma 08:30-17:00 (GMT/UTC +1) saatleri arasinda
Agendia NGS destek birimiyle iletisime gecin.

Isletmenin Adi ve Adresi

- - Agendia NV
Radarweg 60
1043NT Amsterdam
Hollanda

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

IVD

L =

Temel UDI-DI: 085002484193128042
Duzenlendigi Tarihi

Subat 2025 versiyon 7

Onceki versiyona gore yapilan degisiklikler

Uyari ve 6nlemler bolimu, 3. madde imi giincellendi, "yalnizca prognostik bir belirteci olarak" ifadesi
kaldirildi — MKT-339v7

MP ve BP kullanim amacinin genisletilmesi; kullanim amaci, uyari ve énlemler, prosedir sinirlamalari
boliimlerinde glincellemeler, UDI- MKT-339 v6'ya eklendi

Ek bilgi BP eklendi — MKT-339 v5

2.37 adimi dizeltildi —MKT-339 v4

Windows 10 eklendi — MKT-339 v3

Web sitesi glincellendi — MKT-339 v2

ilk yayin — MKT-339-v1
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Tavsiye Bildirimi:

MammaPrint ve BluePrint NGS Kit ve ADAPT ile ilgili ciddi olaylari ireticiye ve Uye Devletin yetkili
makamina bildirin. Uretici, ciddi olayr kullanici/hastanin bulundugu Uye Devletin yetkili makamina
bildirecektir.

C €

© 2021 Agendia. Tim haklari saklidir.

Agendia®, MammaPrint® ve BluePrint®, Agendia NV ve/veya ABD'deki bagl kurulusunun ticari
markalaridir. Diger tiim isimler ve diger ticari markalar ilgili sahiplerinin milkiyetindedir.

Bu belgedeki talimatlara, burada aciklanan Grtinin dogru ve glivenli bir sekilde kullanilmasini saglamak
icin nitelikli ve uygun sekilde egitilmis personel tarafindan siki bir sekilde uyulmasi gereklidir. BURADA YER
ALAN TUM TALIMATLARIN TAMAMEN OKUNMAMASI VE ACIKCA TAKiP EDILMEMESI, URUNE ZARAR
VEREBILIR, KULLANICILAR VEYA BASKALARI DA DAHIL OLMAK UZERE KiSILERIN YARALANMASINA NEDEN
OLABILIR. AGENDIA, BURADA ACIKLANAN URUNUN/URUNLERIN (BUNLARIN PARCALARI VEYA
YAZILIMLARI DAHIL) UYGUNSUZ KULLANIMINDAN KAYNAKLANAN HERHANGI BIR SORUMLULUGU KABUL
ETMEZ.
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Semboller

Uriin ambalaji ve etiketlemesinde goriinebilecek sembollere eksiksiz referans icin asagidaki sembol

anahtarina bak

n.

Sembol

L

Semboliin Bashigi

Uretici

Son kullanma tarihi

Parti kodu

Katalog numarasi

Glines Isigindan uzak tutun

Sicaklik siniri

Kullanim talimatlarina bakin

Dikkat

in vitro tani amagl tibbi cihaz

Ambalaj hasar gérmdsse kullanmayin

Testler igin yeterli miktarda icerir

GOz korumasi kullanin

Koruyucu eldiven giyin

Koruyucu kiyafet giyin
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Semboliin Agiklamasi

(AB) 2017/746 Yonetmeliginde tanimlandig
gibi tibbi cihaz Ureticisini belirtir

Gegildiginde tibbi cihazin kullaniimayacagi
tarihi belirtir.

Parti veya lotun tanimlanabilmesi igin
Ureticinin parti kodunu gosterir.

Tibbi cihazin tanimlanabilmesi igin Ureticinin
katalog numarasini gosterir.

Isik kaynaklarindan korunmasi gereken tibbi
bir cihazi gosterir.

Tibbi cihazin giivenli bir sekilde maruz
kalabilecegi sicaklik sinirlarini gosterir.

Kullanicinin kullanim talimatlarina bagvurmasi
gerektigini gosterir.

Cesitli nedenlerle tibbi cihazin kendisi tizerine
yerlestirilemeyen uyarilar ve énlemler gibi
onemli uyarici bilgiler igin kullanicinin
kullanim talimatlarina bagvurmasi gerektigini
ifade eder.

in vitro tanisal tibbi cihaz olarak kullaniimasi
amaglanan bir tibbi cihazi ifade eder.

Ambalaj hasar gormds veya agilmigsa
kullanilmamasi gereken tibbi cihazi belirtir

IVD ile yapilabilecek toplam IVD testi sayisini
gosterir.

GOz korumasi kullanin

Koruyucu eldiven giyin

Koruyucu kiyafet giyin



Metaller igin asindirici olabilir
Korozyon Ciddi cilt yaniklarina ve gz hasarina neden
olur

Yutuldugunda ve hava yollarina girerse
olimcdul olabilir
Organlara zarar verir
Organlara zarar verebilir
Dogurganliga veya anne karnindaki cocuga
zarar verebilir
Dogurganliga veya anne karnindaki cocuga
o I zarar verdigi siiphesi bulunmaktadir
Saglk Tehlikesi .
Kansere neden olabilir
Kansere neden oldugu siphesi bulunmaktadir
Genetik kusurlara neden olabilir
Genetik kusurlara neden oldugu siiphesi
bulunmaktadir
Solundugunda alerji veya astim
semptomlarina veya solunum glgligiine
neden olabilir
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Ek A: MammaPrint BluePrint NGS 8 bp indekslerinin Niikleotid Diziler

Tablo 1: MammaPrint BluePrint Kit A01 ila HO4 indekslerinin Niikleotid Dizileri

indeks (plaka koordinati)) | Sira

A01 ATGCCTAA
BO1 GAATCTGA
co1 AACGTGAT
D01 CACTTCGA
EO1 GCCAAGAC
FO1 GACTAGTA
G01 ATTGGCTC
HO1 GATGAATC
A02 AGCAGGAA
BO2 GAGCTGAA
Cc02 AAACATCG
D02 GAGTTAGC
EO2 CGAACTTA
FO2 GATAGACA
G02 AAGGACAC
HO2 GACAGTGC
A03 ATCATTCC
BO3 GCCACATA
co3 ACCACTGT
D03 CTGGCATA
EO3 ACCTCCAA
FO3 GCGAGTAA
GO03 ACTATGCA
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HO3 CGGATTGC
AO4 AACTCACC

BO4 GCTAACGA
Cco4 CAGATCTG
D04 ATCCTGTA

EO4 CTGTAGCC
FO4 GCTCGGTA
G04 ACACGACC
HO4 AGTCACTA
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