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Rendeltetésszerid hasznalat

A cobas® PIK3CA Mutation Test egy valds idejii PCR teszt, amely a foszfoinozitid-3-kinaz katalitikus alegységét
(PIK3CA) k6dol6 gén 2-es, 5-0s, 8-as, 10-es és 21-es exonjan eléforduld 17 mutacié kvalitativ detektalasara és
azonositasara szolgal formalinfixalt, paraffinba agyazott tumorszovetekbdl (FFPET) izolalt DNS-ben. A cobas®
PIK3CA Mutation Test egy valos idejii PCR teszt, amely a cobas® 4800 rendszeren hasznalatos az olyan attétes
eml6rakos betegek azonositasara, akik daganataban megtalalhatok ezek a mutacidk.

A teszt Osszegzése és ismertetése

Hattér

A foszfoinozitid-3-kinaz (PI3K) szignalizaciés utvonala kulcsfontossagu szabalyozé szerepet tolt be a normal
sejtmiikodésben, beleértve a névekedésben, tilélésben, motilitdsban és proliferaciéban.!-3 A PI3K dtvonal
aktivalédasanak egyik fontos mechanizmusa a receptor tirozin-kinaz (RTK) receptorokon keresztiil zajlik,
példaul a human epidermalis novekedési faktor receptor 2-n (HER-2) vagy az epidermalis névekedési faktor
receptoron (EGFR). A PI3K, Akt és mTOR 3 f6 csoméponttal rendelkezik a PI3K/Akt/mTOR szignalizacios
utvonalban.5 A PI3K utvonal aktivaldsa miatt a foszfatidinozitol-(4,5)-biszfoszfat (PIP2) atalakul
foszfatidinozitol-(3,4,5)-triszfoszfatta (PIP3), amely fontos masodlagos hirvivé, és szamos downstream
effektoratvonalat stimulal, koztiik az Akt-ot és mTOR-t. A PI3K/Akt/mTOR utvonal aktivalasa szamos sejtes
folyamathoz, koztiik sejtnévekedéshez, proliferacidhoz és taléléshez vezet.6

A PIK3CA az egyik legjobban mutal6dott onkogén, amelyet a human daganatokban azonositottak. Emellett a
jelentett mutacidk legtobbje a fehérje néhany ,forrépontjan” jelentkezik (az alabbi kodonokon: 1047 [40%],
545 [25%] és 542 [13%]).” A legtobb mutacio els6sorban a PIK3CA 10-es és 21-es exonjan torténik. Azonban
aktivalé mutaciokat a 2-es, 5-0s és 8-as exonon is taldltak. A COSMIC adatbazis szerint a PIK3CA az 6sszes
daganattipus 12%-aban mutalédott. Az emlérakban a vizsgalt daganatok 26%-anal talaltak PIK3CA-mutacidkat.
A PIK3CA-mutaciok még gyakoribbnak bizonyultak a hormonreceptor-pozitiv (~40%) és a HER-2-pozitiv
(~25%) eml6rakban.8?

No6knél az emlérak a leggyakrabban diagnosztizalt raktipus, és a rak eredet(i elhalalozas vezet6 oka. 2017-ben
viladgszerte a néknél el6fordulé sszes rakos eset 25%-a és a rakos elhaldlozasok 15%-a eml6rak miatt fordul
el6.10 A becslések szerint az eml6rakos esetek fele, az elhaldlozasok 60%-a a gazdasagilag fejlett orszagokban
torténik. Az incidencia aranya altalanossagban magas Nyugat- és Eszak-Eurépaban, Ausztraliaban és Uj-
Zélandon, valamint Eszak-Amerikaban. Az incidenciaarany vilagszerte tapasztalt kiilonbségeihez jelentds
mértékben hozzajarul a reprodukcids és hormonalis tényezo6k kiilonbsége és a korai detektalas elérhetésége.11
Altalanosséagban tjabb terapidkra van sziikség az emlérak magas incidenciaja és az emlérak miatti halalozas
magas esetszama elleni harcban. A PIK3CA mutacids allapotanak ismerete fontos a PIK3CA utvonal aktivitasat
célzo terapiak alkalmazasanal.

A cobas® PIK3CA Mutation Test (cobas PIK3CA-teszt) altal detektalt mutaciok felsorolasat lasd: 1. tablazat.
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1. tablazat: A cobas® PIK3CA-teszt ltal detektalt mutaciok

Aktudlis Korabbi
PIK3CA .
PIK3CA PIK3CA PIK3CA . L. , HGVS** nukleotid COSMIC
, .. | nukleinsav- | HGVS** fehérje megnevezése ) L,
exon- exon- mutacié . megnevezése azonosit612
A szekvencia
szam szam
2 1 R88Q 263G>A NM_006218.2:p.(Arg88GIn) NM_006218.2:¢.263G>A 746
5 4 N345K 1035T>A NM_006218.2:p.(Asn345Lys) NM_006218.2:c.1035T>A 754
8 7 C420R 1258T>C NM_006218.2:p.(Cys420Arg) NM_006218.2:¢.1258T>C 757
10 9 E542K 1624G>A NM_006218.2:p.(Glu542Lys) NM_006218.2:c.1624G>A 760
10 9 E545A 1634A>C NM_006218.2:p.(Glu545Ala) NM_006218.2:c.1634A>C 12458
10 9 E545D 1635G>T NM_006218.2:p.(Glu545Asp) NM_006218.2:¢.1635G>T 765
10 9 E545G 1634A>G NM_006218.2:p.(Glu545Gly) NM_006218.2:c.1634A>G 764
10 9 E545K 1633G>A NM_006218.2:p.(Glu545Lys) NM_006218.2:c.1633G>A 763
10 9 Q546E 1636C>G NM_006218.2:p.(GIn546Glu) NM_006218.2:¢c.1636C>G 6147
10 9 Q546K 1636C>A NM_006218.2:p.(GIn546Lys) | NM_006218.2:c.1636C>A 766
10 9 Q546L 1637A>T NM_006218.2:p.(Glu546Leu) NM_006218.2:c.1637A>T 25041
10 9 Q546R 1637A>G NM_006218.2:p.(GIn546Arg) NM_006218.2:c.1637A>G 12459
21 20 H1047L 3140A>T NM_006218.2:p.(His1047Leu) NM_006218.2:c.3140A>T 776
21 20 H1047R 3140A>G NM_006218.2:p.(His1047Glu) NM_006218.2:c.3140A>G 775
21 20 H1047Y 3139C>T NM_006218.2:p.(His1047Tyr) NM_006218.2:c.3139C>T 774
21 20 G1049R 3145G>C NM_006218.2:p.(Gly1049Glu) NM_006218.2:¢c.3145G>C 12597
21 20 M1043I 3129G>T NM_006218.2:p.(Met1043lle) NM_006218.2:¢c.3129G>A 773

* A korabbi PIK3CA exonszamozas nem tartalmazta az elsG, nem transzlalodé exont

** HGVS — Human Genome Variation Society

Az eljaras alapelvei

A cobas PIK3CA-teszt két f6 eljarasbdl épiil fel: (1) manualis minta-el6készités genom DNS izolalasara FFPET-
bél; és (2) cél DNS PCR-amplifikalasa és kimutatasa komplementer primerparok és fluoreszcens festékkel jelolt
oligonukleotid-prébak segitségével. A teszt az alabbiak detektalasara szolgal: RB8Q a 2-es exonon, N345K az 5-
0s exonon, C420R a 8-as exonon, E542K, E545X (E545A, E545D", E545G és E545K), Q546X (Q546E, Q546K,
Q546L és Q546R) a 10-es exonon, valamint M10431*, H1047X (H1047L, H1047R és H1047Y) és G1049R a 21-es
exonon. A mutacidk kimutatasa PCR-analizissel torténik a cobas z 480 analizator segitségével. A futtatas
érvényességét az biztositja, hogy minden futtatas tartalmaz egy mutanskontrollt és egy negativ kontrollt.

* Az E545D aminosavcserénél a teszt csak a ¢.1635G>T mutaciés nukleotidvaltozast ismeri fel.
** Az M10431 aminosavcserénél a teszt csak a ¢.3129G>T mutacids nukleotidvaltozast ismeri fel.

Referenciaszekvenciak

Tekintse meg a kovetkezd forrast a PIK3CA referenciaszekvenciajara vonatkozdan.!3

PIK3CA: LRG_310t1
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Minta-elGkészités

A cobas® DNS-minta-el6készit6 készlet segitségével FFPET-mintakat lehet feldolgozni és a genomi DNS-t
izolalni iivegszalakhoz val6 nukleinsav-kot6désen alapulé generikus, manudlis minta-el6készitéssel. Az FFPET-
minta egy deparaffinalt 5 pm-es metszetét magas homérsékleten inkubalva lizaljak egy proteaz- és egy olyan
kaotrép lizis-/kotépuffer segitségével, amely felszabaditja a nukleinsavakat és megvédi a felszabadult genomi
DNS-t a DNazoktdl. Ezt kovetéen izopropanolt adnak a liziskeverékhez, majd ezt livegszalas szlir6betétes
oszlopon at centrifugaljak. A centrifugalas soran a genomi DNS az tivegszalas sz(ir6 feliiletéhez kotédik. A nem
kotédott anyagokat, példaul sokat, fehérjéket és egyéb sejteredetii szennyez6déseket a centrifugalas eltavolitja.
Az adszorbealt nukleinsavak mosasa, majd eludlasa vizes oldattal torténik. A genomikus DNS mennyiségét
spektrofotometridval hatdrozzak meg, és egy adott koncentraciora allitjak be, amelyet azutan az
amplifikaciés/kimutatasi keverékhez kell adni. Ezt kovet6en a target DNS amplifikalasat és kimutatasat

a cobas z 480 analizator végzi a cobas PIK3CA-tesztkészletben biztositott amplifikalasi és kimutatasi reagensek
segitségével.

PCR-amplifikalas

A target kivalasztasa

A cobas PIK3CA-tesztkészlet egy olyan primercsoportot hasznal, amelyek bizonyos 85-155 bazispar
hosszlisagu bazispar-szekvencidkat hataroznak meg a PIK3CA 2-es, 5-0s, 8-as, 10-es és 21-es exonjan. Egy
tovabbi primerpar egy 167 bazisparbol all6 konzervativ régiét céloz a PIK3CA gén 4-es exonjan, igy biztosit
kontrollt a teljes teszthez a minta megfelel6sége, extrakcitja és amplifikalasa tekintetében. Az amplifikalas

s sz

Targetamplifikalas

A targetamplifikalas egy Thermus baktériumfaj Z05-AS1 DNS polimerazszarmazékaval torténik. E16szor

a genomi DNS denaturaldsa és a primer targetszekvencidk felszabaditasa céljabo6l melegiteni kell a PCR
reakcidelegyet. Az elegy kihtilésével az upstream és downstream primerek a target DNS-szekvenciakhoz
kapcsolddnak. A Z05-AS1 DNS-polimeraz kétértéki fémion és feleslegben levé dNTP-k jelenlétében

a kapcsolddott primer folytatasaként egy masodik DNS-szalat szintetizal. Ezzel a PCR els6 ciklusa véget ért,
létrehozva a PIK3CA gén target bazispar régidit tartalmazé kettés szali DNS-masolatot. Ez a folyamat szamos
cikluson keresztiil ismétlédik, és az amplikon DNS mennyisége minden ciklus soran mintegy kétszeres lesz.

Automatizalt valds idejli mutaciokimutatas

A cobas PIK3CA-teszt valos idejli PCR-technoldgiat alkalmaz. Minden egyes target-specifikus oligonukleotid
préba a reakcioban egy jelz6ként szolgalo fluoreszcens festékkel van jeldlve, valamint egy blokkolé molekulaval,
amely az érintetlen prébaban elnyeli (blokkolja) a jel616 festék fluoreszcens emisszidjat. Az amplifikalas minden
egyes ciklusa soran egy komplementer proba az amplikon egyszali DNS-szekvencidjahoz kotédik, majd az 5'-3'-
nukledz aktivitdst Z05-AS1 DNS-polimeraz hasitja. Amikor a jelz6festéktdl a blokkolét a nukleaz-aktivitas
elvalasztja, akkor a jelz6festék a megfeleld spektrumu fénnyel gerjesztve jellemzé hullamhosszu fluoreszcens
sugarzast bocsat ki, amely mérhet6. A PIK3CA targetszekvenciak jel6léséhez a teszt négy kiilonb6z6
jelz6festéket alkalmaz. A PIK3CA targetszekvencia amplifikalasanak kimutatasa harom egymastdl fiiggetlen
reakcidban torténik a fluoreszcencia négy jellemz6 hullamhosszon, dedikalt optikai csatornakban torténd
mérésével.

Szelektiv amplifikalas

A mintdban talalhat6 targetnukleinsav szelektiv amplifikalasat a cobas PIK3CA-teszt az AmpErase (uracil-N-
glikozilaz) enzim és dezoxiuridin-trifoszfat (dUTP) segitségével hajtja végre.1* Az AmpErase enzim felismeri és
katalizalja a dezoxiuridin tartalmd DNS-szalak megsemmisitését, a timidint tartalmaz6 DNS-ét viszont nem.
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A dezoxiuridin a természetes DNS-ben nincs jelen, ugyanakkor az amplikonokban mindig megtalalhat6, miutan
a master mix reagens a nukleotid-trifoszfatok egyikeként dezoxitimidin-trifoszfat mellett dUTP-t hasznal; tehat
csak az amplikonok tartalmaznak dezoxiuridint. A dezoxiuridinnak készonhet6en a szennyezé amplikont az
AmpErase enzim még a target DNS amplifikdlasat megel6z6en lebontja. A master mix reagensben 1év6
AmpErase enzim katalizalja a dezoxiuridint tartalmazé DNS hasitasat a dezoxiuridin-csoportoknal ugy, hogy

a dezoxiribo6zlanc felnyilasat okozza a C1 helyen. Az els6 hevitési 1épésben ligos pH-n az amplikon DNS-lanc
eltorik a dezoxiuridin helyén, tehat a DNS nem lesz amplifikalhat6. Az AmpErase enzim 55 °C felett, azaz

a hevitési lépések soran inaktiv, és igy nem bontja le a targetamplikont.

Reagensek és anyagok

Minden felbontatlan reagenst és kontrollt , A reagensek tarolasi és kezelési feltételei” tdblazat ajanlasai szerint
taroljon.

A cobas’ PIK3CA Mutation Test esetében biztositott reagensek, 24 teszt (P/N:
07003986190)

, L. Biztonsagi
.. P Készletenkénti L,
Reagensek Reagens-osszetevok L, jelzés és
mennyiség . .
figyelmeztetés
PIK3CA MMX-1 Tris-puffer, kalium-klorid, glicerin, EDTA, nem ionos
(PIK3CA Master Mix 1; fehér detergens,.dlmgtll szulfoxid, 0,09/? natrl.um .a,ZId, dNTP
ombos kupak) k, DNS-polimeraz, AmpErase (uracil-N-glikozilaz) enzim 2x0,48 ml N/A

g (mikrobialis), aptamer, PIK3CA primerek, fluoreszcensen
(P/N 07003897001) jelolt PIK3CA-probak
PIK3CA MMX-2 Tris-puffer, kalium-klorid, glicerin, EDTA, nem ionos

s, detergens, dimetil-szulfoxid, 0,09% natrium-azid, dNTP-
(zlr:'\(z(ci?kmua:(e)r Mix 2; arany k, DNS-polimerdz, AmpErase (uracil-N-glikozilaz) enzim 2x0,48 ml N/A
& P (mikrobidlis), aptamer, PIK3CA primerek, fluoreszcensen
(P/N 07003927001) jelolt PIK3CA-probak
PIK3CA MMX-3 Tris-puffer, kalium-klorid, glicerin, EDTA, nem ionos

ol ., | detergens, dimetil-szulfoxid, 0,09% nétrium-azid, dNTP-
(PIK3CA Master Mix 3; z6ldeskék k, DNS-polimerdz, AmpErase (uracil-N-glikozilaz) enzim 2x0,48 ml N/A
gombos kupak) (mikrobialis), aptamer, PIK3CA primerek, fluoreszcensen
(P/N 07003943001) jelolt PIK3CA-probak
MGAC
(magnézium-acetat; sarga magnézium-acetat, 0,09% natrium-azid 6x0,20 ml N/A
gombos kupak)
(P/N 05854326001)
PIK3CA MC Tris-puffer, EDTA, poli-rA RNS (szintetikus), 0,05%
(PIK3CA mutanskontroll; piros natrium-azid, a PIK3CA 2-es, 5-0s, 8-as, 10-es és 21-es 6010 ml N/A
gombos kupak) exonszekvenciakat tartalmazé plazmid DNS, PIK3CA vad A0 m
(P/N 07003960001 tipusd DNS
DNA SD
(DNS-minta-olddszer) Tris-HCl puffer, 0,09% néatrium-azid 2x3,5ml N/A
(P/N 05854474001)
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A reagensek tarolasi és kezelési feltételei

Tarolasi

Reagens hémérséklet

Tarolasi id6

cobas® PIK3CA-mutécidteszt* 2-8°C

Felbontas utan 90 napon belll 4 hasznalatig, vagy
a jelzett lejarati datumig stabil (amelyik hamarabb
kovetkezik).

*A PIK3CA MMX-1, PIK3CA MMX-2, PIK3CA MMX-3 és MMX munkareagenst (ami az MGAC oldat PIK3CA MMX-1 vagy PIK3CA

MMX-2 vagy PIK3CA MMX-3 reagensekhez vald hozzaadasaval késziil) védeni kell a tartds fényhatastdl. Az MMX
munkareagenst tarolja sotétben 2 °C és 8 °C kozott. Az elGkészitett mintakat és kontrollokat az MMX munkareagenshez az
elkészitésétbl szamitott 1 6ran beliil adja hozza. Az amplifikalast a feldolgozott mintak és kontrollok Master Mix

munkareagenshez adasatol szamitott 1 oran belll meg kell kezdeni.

Tovabbi sziikséges anyagok

része)

Anyagok P/N
Fehérit6szer Tetsz6leges gyartd
70% etanol Tetszbleges gyartd
cobas® 4800 System Microwell Plate (AD-lemez) és zaréfilm Roche 05232724001
cobas® 4800 rendszer zarofilm-felhelyezd (a cobas® 4800 rendszer telepitett Roche 04900383001

Allithatd pipettak* (5-1000 pl adagoldkapacitdssal)

Tetsz6leges gyartd

Aeroszolbarrieres vagy pozitiv kiszoritdsos DNaz-mentes hegyek

Tetszbleges gyartd

Asztali mikrocentrifuga* (20 000 x g kapacitasu)

Eppendorf 5430 vagy 5430R, vagy ennek
megfelel

Zéarhat6 fedell mikrocentrifuga-csévek (1,5 ml, steril, RNdz-/DNaz-mentes, PCR
minGségu)

Tetszbleges gyartd

Mikrocentrifugacsé-allvanyok

Tetszbleges gyartd

Spektrofotométer a DNS-koncentracié mérésére*

Tetsz6leges gyartd

Vortex keverg*

Tetsz6leges gyartd

Egyszer hasznalatos keszty(ik, pudermentes

Tetsz6leges gyartd

* Valamennyi felszerelés karbantartdsat a gyarto utasitasai szerint kell végezni.

A kiilén beszerezhet6 anyagokkal kapcsolatos tovébbi informacidkért forduljon a Roche helyi képviselGjéhez.

Sziikséges, de nem biztositott eszkozok és szoftverek

Sziikséges, de nem biztositott eszk6zok és szoftverek P/N
cobas z 480 analizator és vezérlGegység 05200881001
cobas® 4800 rendszer alkalmazasszoftver (Core) 2.2-es vagy Ujabb verzidja 07565500001
cobas® PIK3CA P1 plazmaanalizis-csomag szoftver, 1.0-3s vagy Ujabb verzidja 08249628001

A kilon beszerezhet6 anyagokkal kapcsolatos tovabbi informacidkért forduljon a Roche helyi képviselGjéhez.
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cobas® PIK3CA Mutation Test

Ovintézkedések és kezelési kdvetelmények

Figyelmeztetések és ovintézkedések

Mint minden teszteljarasnal, a helyes laboratériumi gyakorlat alapvetd a teszt megfelel6 kivitelezéséhez.

Csak in vitro diagnosztikai célra.
A biztonsagi adatlapok (SDS) igény esetén hozzaférhetdek a helyi Roche irodaban.

Ez a teszt kizaroélag FFPET-mintak vizsgalatara alkalmas. A mintakat fert6z6ként, biztonsagos laboratoriumi
eljarasokat alkalmazva kell kezelni. Ilyeneket ir le példaul a Biosafety in Microbiological and Biomedical
Laboratories!s és a CLSI Document M29-A4.16

Steril, egyszer haszndlatos pipettak és DNaz-mentes pipettahegyek hasznalata javasolt.

Helyes laboratdriumi gyakorlat

Ne pipettazzon szajjal.
Ne egyen, igyon vagy dohanyozzon a laboratérium munkatertiletén.
A mintdk és reagensek kezelése utan alaposan mosson kezet.

Viseljen szemvédoét, véddruhat és egyszer hasznalatos véd6keszty(it minden reagens kezelése kozben. Ezen
anyagok bérrel, szemmel és nyalkahartyaval valo érintkezése keriilendd. Ha mégis érintkezésbe keriilnek,
azonnal oblitse le b vizzel. Ellenkezd esetben égés torténhet. Ha reagens 6mlik ki, miel6tt feltorolné, higitsa
vizzel.

Gondosan tisztitson meg, és desztillalt vagy ioncserélt vizb6l frissen készitett 0,5%-0s natrium-hipoklorit
oldattal (1:10 aranyban higitott haztartasi fehéritészer) fert6tlenitsen minden laboratériumi
munkafeliiletet. Utana torolje at a feltiletet 70%-os etanollal.

Megjegyzés: A kereskedelemben kaphato folyékony hdztartdsi fehérité rendszerint 5,25% koncentrdciéban

tartalmaz ndtrium-hipokloritot. Az 1:10 ardnyban higitott hdztartdsi fehérité 0,5%-os ndtrium-
hipoklorit oldatnak felel meg.

SzennyezOdés

Viseljen keszty(it. A mintak és a cobas PIK3CA-teszt reagenseinek kezelése kozott a szennyez6dés
megel6zése érdekében valtson keszty(it. A mintdk kezelése soran keriilje a kesztyiik szennyezését.

A mintdk szennyez6dési lehet6ségének csokkentése érdekében gyakran cseréljen kesztyfit.

A DNS-izolacios teriilet elhagyasa el6tt vagy ha lehetséges, hogy oldatokhoz vagy mintahoz ért, cseréljen
kesztylit.

Keriilje a reagensek mikrobialis szennyezését.

Az amplifikalasi és kimutatasi munkateriiletet alaposan meg kell tisztitani az MMX munkareagens
elkészitése el4tt. Valamennyi miivelethez tartozo felszerelést és eszkozt jelolni kell, és tilos mas mivelethez
haszndlni vagy mas teriiletre atvinni. A DNS-izolaldshoz hasznalt pipettakat és eszkozoket példdul nem
szabad az amplifikdlashoz vagy kimutatdshoz hasznalt reagensek el6készitéséhez hasznalni.

Erésen ajanlott a laboratériumi folyamatokat egyiranytuként szervezni, vagyis egy tevékenység megkezdése
el6tt az el6z6t ajanlatos befejezni. A DNS-izolalast példaul be kell fejezni az amplifikalas és a kimutatas
megkezdése el6tt. A DNS-izolalast az amplifikalas és a kimutatas teriiletétdl elkiilonitett helyen kell végezni.
Annak érdekében, hogy a Master Mix munkareagens ne szennyez6djon DNS-mintakkal, az amplifikalas és

a kimutatds munkateriiletét a Master Mix el6készitése el6tt alaposan meg kell tisztitani.
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Felhasznalhatosag

e Ne hasznalja a készleteket a lejarati id6 utan.

e Ne Ontson 0ssze kiilonboz készletekbdl vagy gyartasi tételekbdl szarmazd reagenseket.

o Ne keverje a kiilonb6z6 készlettételekbdl szarmazo reagenscsoveket.

e Ne haszndljon egyszer hasznalatos termékeket a lejarati id6 utan.

o Az egyszer hasznalatos termékeket csak egyszer szabad felhasznalni. Ne hasznalja 6ket gjra.

e Valamennyi felszerelést a gyartd utasitasai szerint megfelelden karban kell tartani.

Hulladékkezelés

1. AMGAC, PIK3CA MMX-1, PIK3CA MMX-2, PIK3CA MMX-3, PIK3CA MC és DNA SD natrium-azidot
tartalmaz. A natrium-azid az 6lom- és rézcsovekkel reakciéba 1épve er6sen robbanékony fém-azidokat
képezhet. Amikor natrium-azid tartalmu oldatot 6nt ki a laboratériumi mosogatéba, nagy mennyiségli hideg
vizzel oblitse a lefoly6t az azidlerak6das megakadalyozasa érdekében.

2. A fel nem hasznalt reagensek és hulladék kezelésének 6sszhangban kell lennie a megfelel6 orszagos,
szovetségi, allami és helyi el6irasokkal.

Kiomlés és tisztitas
o Haa cobas® 4800 késziilékre folyadék 6mlik, a cobas® 4800 rendszer felhasznaloi segédletének utasitasai
alapjan tisztitsa meg.

e Ne hasznaljon natrium-hipoklorit-oldatot (fehéritészert) a cobas z 480 analizator tisztitadsahoz. A
cobas z 480 analizatort a megfelel6 cobas® 4800 rendszer felhasznaléi segédletében leirt eljarasok alapjan
tisztitsa.

e A cobas z 480 analizator fert6zési kockazatanak csokkentésére vonatkozd tovabbi figyelmeztetéseket,
ovintézkedéseket és eljarasokat a cobas® 4800 rendszer felhasznalo6i segédletében talalja.

Minta levétele, szallitasa és tarolasa

Megjegyzés: Valamennyi mintdt fertdz6 anyag dtvitelére alkalmasként kell kezelni.

Mintavétel

Az FFPET eml6rak mintakat validaltak a cobas PIK3CA-teszttel valo hasznalathoz.

Mintak szallitasa, taroldsa és stabilitasa

Az FFPET eml6rak mintak 15 °C és 30 °C kozott szallithatdk. Az FFPET eml6rak mintak szallitdsanak meg kell
felelnie az etioldgiai 4gensek szallitdsara vonatkozé orszagos, szovetségi, allami és helyi el6irasoknak.1”

Bizonyitott, hogy az FFPET eml6rak mintak 15 °C és 30 °C kozott tarolva a mintavétel id6pontjat kovetden
legfeljebb 12 hénapig stabilak maradnak. A targylemezre ragasztott 5 pm-es metszetek 15 °C és 30 °C kozott
legfeljebb 60 napig tarolhatok.

Az FFPET eml6rak mintak stabilitasi id6tartama:

07004010001-01HU
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FFPET-mintatipus

FFPET-blokk

5 um-es FFPET-metszet

FFPET-minta tarolasi h6mérséklete

15-30°C

15-30°C

Tarolasi ido

Legfeljebb 12 hénap

Legfeljebb 60 nap

A feldolgozott mintak taroldsa és stabilitasa

A feldolgozott mintak (extrahalt DNS) stabil az aldbbi kériilmények valamelyikének teljesiilése esetén:

A kivont DNS tarolasi
|vc’),n DN: arolasi —15...-25 °C 2-8°C 15-30 °C
hémérséklete
Legfeljebb
Tarolasi id6 3 fagyasztds/olvasztas Legfeljebb 14 nap Legfeljebb 1 nap
60 nap alatt

A kivont DNS-t az ajanlott tarolasi id6tartamon beliil kell felhasznalni, vagy azon cobas® DNS-minta-el6készit6
készlet lejarati datuma el6tt, amellyel a DNS kivonasa tortént (amelyik hamarabb kovetkezik).

A teszteljaras

A teszt futtatasa

1. dbra: A cobas PIK3CA-teszt munkafolyamata cobas® DNS-minta-el&készitd készlettel

# Munkafolyamat lépése
1 A rendszer inditasa

2 A késziilék karbantartasanak elvégzése

3 A mintak és reagensek eltavolitdsa a tarolébdl

4 A mintak deparaffindlasa

5 DNS-izolalas elvégzése

6 DNS-eludlas

7 Munkamenet |étrehozdasa és a lemezelrendezés nyomtatasa
8 Az amplifikalasi reagensek el6készitése

9 Az amplifikdlasi reagensek AD-lemezre helyezése

10 A minta AD-lemezre helyezése

11 Az AD-lemez lezdrésa

12 Az AD-lemez cobas z 480 analizatorra helyezése

13 A futtatas inditdsa

14 Az eredmények attekintése

15 LIS esetén: az eredmények LIS-be kiildése

16 Az eszkdzok és anyagok kivétele az analizatorbdl
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Hasznalati utasitas

Megjegyzés: A cobas PIK3CA-teszttel csak tertiletenként legaldbb 10% tumorsejtet tartalmazé, 5 um
vastagsdgu FFPET emldrdk metszetek haszndlhatdk. Tertiletenként 10%-ndl kevesebb tumort
tartalmazdé bdrmely mintdndl deparaffindlds utdn makrodisszekciot kell végezni.

Megjegyzés: A cobas z 480 analizdtorra vonatkozo részletes haszndlati utasitdsokat a cobas® 4800 rendszer
felhaszndldi segédletében taldlja.

Futtatasi mennyiség

Egyetlen futtatas 96 lyuka AD-lemezenként 1-30 mintat (plusz kontrollokat) tartalmazhat. Amikor 24 mintanal
tobbet futtat, tobb cobas PIK3CA-tesztkészletre lesz sziliksége.

A cobas PIK3CA-teszt elegend reagenst tartalmaz 8 futtatashoz 3 minta (plusz kontrollok) esetén;
készletenként legfeljebb 24 mintdhoz.

Kontrollok a teljes teszthez

Ennek a tesztnek a teljes folyamatahoz negativ kontrollt (NEG) kell hasznalni. Minden futtatasban dolgozzon fel
egy NEG-et a mintaval vagy mintakkal egyiitt a DNS-izolalasi eljarastdl kezdve.

DNS-izolalas

A DNS izolalasat FFPET eml6rak mintabdél a cobas® DNA Sample Preparation Kit (M/N 05985536190)
segitségével kell végezni.

Makrodisszekcio

Ha a minta teriiletenként 10%-nal kevesebb tumort tartalmaz, makrodisszekciot kell késziteni a mintan a minta-
el6készités részeként.

DNS mennyiségi meghatarozasa

Note: A DNS-koncentrdcié mérését azonnal, még tdrolds elitt el kell végezni a DNS-izoldlds utdn.
Note: A DNS-térzsoldatot a Mintdk szdllitdsa, taroldsa és stabilitdsa cimii részben leirtak szerint tdrolja.
1. Vortexelje mindegyik DNS-torzsoldatot 5 masodpercig.

2. Hatarozza meg a DNS mennyiségét spektrofotométer segitségével a gyartd utasitasai szerint.
Referenciamintaként a késziilékhez hasznaljon DNS-elualé puffert (DNA EB). Két konzisztens leolvasas
atlaga sziikséges. A két mérésnek +10%-on beliil kell lennie egymashoz képest, amikor a késziilék
> 20,0 ng/pl DNS-koncentraciot jelez. Ha a DNS-koncentracié < 20,0 ng/pl, a két mérésnek +2 ng/ul-en beliil
kell lennie. Ha a két mérés nincs +10%-on beliil egymashoz képest, amikor a DNS-koncentracio leolvasott
értéke = 20,0 ng/pl, vagy +2 ng/ul-en belil, amikor a DNS-koncentracio leolvasott értéke < 20,0 ng/ul, két
tovabbi leolvasast kell végezni, amig a feltételek nem teljesiilnek. Utdna a két Gj mérés atlagat kell
kiszamitani.

Megjegyzés: A feldolgozott NEG-bil szdarmazo DNS-térzsoldatot nem sziikséges mérni.

VA

3. A mintakbdl szarmazé DNS-toérzsoldat koncentraci6janak = 2 ng/ul-nek kell lennie ahhoz, hogy a cobas
PIK3CA-tesztet el lehessen végezni. Mintdnként harom amplifikdlds/kimutatds torténik, minden
amplifikalas/kimutatas esetén 25 pl felhasznalasaval a DNS-térzsoldat 2 ng/ul-es higitasabdl (6sszesen 50 ng
DNS).

ey

a cobas PIK3CA-tesztet el lehessen végezni. Ha a DNS-térzsoldat koncentrdcidja < 2 ng/ul, ismételje
meg a deparaffindlds, DNS-izoldlds és DNS-mennyiségmeghatdrozds lépéseit az adott mintdra két
07004010001-01HU
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5 um-es FFPET-metszet haszndlatdval. Tdrgylemezre ragasztott metszetek esetén a deparaffindldst
kdvetden tegye ugyanabba a csébe a két metszetbdl szdrmazd szévetet, meritse a szévetet a DNS
szévet lizispuffer (DNA TLB) + Proteindz K (PK) elegybe, és végezze el a DNS izoldldsdt és
mennyiségi meghatdrozdsdt a fentiek szerint. Tdrgylemezre nem ragasztott metszetek esetén tegyen
két sz6vetmetszetet egy csébe, majd deparaffindlja. Meritse a sz6vetet DNA TLB + PK elegybe, és
végezze el a DNS izoldldsdt és mennyiségi meghatdrozdsat a fentiek szerint. Ha a DNS-torzsoldat
még mindig < 2 ng/ul, kérjen mdsik FFPET-metszetmintdt a mintdt kiildd intézménytol.

Amplifikalas és kimutatas

Megjegyzés:

Annak érdekében, hogy az MMX munkareagens DNS-mintdval torténd szennyezddését elkertiilje, az
amplifikdldst és kimutatdst a DNS-izoldldstdl elkiilénitett tertileten kell végezni. Az amplifikdldsi és
kimutatdsi munkatertiletet alaposan meg kell tisztitani az MMX munkareagens elkészitése elétt.

A megfeleld tisztitdshoz valamennyi feliiletet, példdul az dllvanyokat és pipettdkat, gondosan le kell
torélni 0,5%-os ndtrium-hipoklorit-oldattal, majd 70%-os etanololdattal. A kereskedelemben
kaphato folyékony hdztartdsi fehéritd rendszerint 5,25% koncentrdcidban tartalmaz ndtrium-
hipokloritot. Az 1:10 ardnyban higitott hdztartdsi fehéritd 0,5%-os ndtrium-hipoklorit oldatnak felel
meg.

A készlilék el6készitése

A cobas z 48

0 analizator bedllitasara vonatkozo részletes utasitasokat a cobas® 4800 rendszer felhasznaloi

segédletében talalja.

Tesztsorrend Osszeallitasa

A cobas PIK3CA-teszt munkafolyamat lépéseinek részletes leirasat a cobas® 4800 rendszer felhasznaloi
segédletében taldlja.

Hozzon létre

lemezelrendezést a futtatds 6sszes mintdja és kontrollja pozicidjaval. A mutans kontroll (MC) a

lemez A01-A03 pozicidira keriil. A NEG a lemez B01-B03 pozicidira keriil. Utdna kovetkeznek a higitott mintak
3 oszloponként a C01-C03 pozicidoktél a H10-H12 pozicidkig, az alabbi 2. tablazat szerinti elrendezésben.

2. tablazat: Lemezelrendezés a cobas PIK3CA-teszthez

OSS‘; o/ o | o 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12

A MC MC MC 57 57 57 515 515 515 523 523 523
MMX1 | MMX2 | MMX3 | MMX1 | MMX2 | MMX3 | MMX1 | MMX2 | MMX3 | MMX1 | MMX2 | MMX 3

R NEG | NEG | NEG 58 58 58 516 516 516 524 524 524
MMX1 | MMX2 | MMX3 | MMX1 | MMX2 | MMX3 | MMX1 | MMX2 | MMX3 | MMX1 | MMX2 | MMX 3

c 51 s1 51 59 59 59 517 517 517 525 525 525
MMX1 | MMX2 | MMX3 | MMX1 | MMX2 | MMX3 | MMX1 | MMX2 | MMX3 | MMX1 | MMX2 | MMX 3

o 52 52 52 510 510 510 518 518 518 526 526 526
MMX1 | MMX2 | MMX3 | MMX1 | MMX2 | MMX3 | MMX1 | MMX2 | MMX3 | MMX1 | MMX2 | MMX 3

: 53 53 53 s11 511 s11 519 519 519 527 527 527
MMX1 | MMX2 | MMX3 | MMX1 | MMX2 | MMX3 | MMX1 | MMX2 | MMX3 | MMX1 | MMX2 | MMX 3

] s4 s4 54 s12 512 s12 520 520 520 528 528 528
MMX1 | MMX2 | MMX3 | MMX1 | MMX2 | MMX3 | MMX1 | MMX2 | MMX3 | MMX1 | MMX2 | MMX 3

. s5 s5 s5 513 513 513 521 521 521 529 529 529
MMX1 | MMX2 | MMX3 | MMX1 | MMX2 | MMX3 | MMX1 | MMX2 | MMX3 | MMX1 | MMX2 | MMX 3

4 s6 s6 s6 S14 514 S14 522 522 522 530 530 530
MMX1 | MMX2 | MMX3 | MMX1 | MMX2 | MMX3 | MMX1 | MMX2 | MMX3 | MMX1 | MMX2 | MMX 3

Ahol: MC = mutanskontroll, NEG = negativ kontroll, S# = mintaazonosité és MMX szam = Master Mix reagens 1, 2 vagy 3.
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Megjegyzés: Ahhoz, hogy eredményt kapjon, minden mintdt hdrom egymds melletti oszlop azonos sordba kell
elosztani.

Megjegyzés: A Master Mix 1 munkareagenst a 01., 04., 07. és 10. oszlopokba kell helyezni a lemezen. A Master
Mix 2 munkareagenst a 02., 05., 08. és 11. oszlopokba kell helyezni a lemezen. A Master Mix 3
munkareagenst a 03., 06., 09. és 12. oszlopokba kell helyezni a lemezen.

Megjegyzés: Egy lemezre legfeljebb 30 mintdt lehet betélteni. Ha a lemez dsszes mintdjdnak feldolgozdsdhoz
egynél tébb reagenskészletre van sziikség, a készleteknek ugyanabbdl a gydrtdsi tételbdl kell
szdrmazniuk.

Minta DNS-t6rzsoldat higitasanak kiszamitasa

Higitas kiszamitasa 2—-36 ng/pl DNS-térzsoldat-koncentracidk esetén

Megjegyzés: A mintdkbdl szarmazo DNS-térzsoldatokat kézvetleniil amplifikdlds és kimutatds elétt higitsa.

Megjegyzés: Mintdnként hdrom amplifikdlds/kimutatds térténik, amihez ésszesen 75 ul (a hdrom reakcio
mindegyikéhez 25 ul) sziikséges a DNS-torzsoldat 2 ng/ul-es higitdsdbdl (6sszesen 150 ng DNS).

1. Minden mintdhoz szamitsa ki a DNS-t6rzsoldat sziikséges térfogatat (pl):

A DNS-torzsoldat mennyisége pl-ben = (90 pl x 2 ng/pl) + DNS-torzsoldat-koncentracié [ng/ul]
2. Minden mintahoz szamitsa ki a DNA SD sziikséges mennyiségét (pl):

DNA SD mennyisége pl-ben = 90 pl - a DNS-torzsoldat mennyisége pl-ben
Példa:

DNS-torzsoldat koncentracidja = 6,5 ng/ul
1. A DNS-torzsoldat mennyisége pl-ben = (90 pl x 2 ng/pl) + 6,5 ng/ul = 27,7 ul
2. DNA SD mennyisége pl-ben = (90 pl - 27,7 pl) = 62,3 pl

Higitas kiszamitasa, amikor a DNS-t6rzsoldat-koncentraciok értékei > 36 ng/pl

Megjegyzés: A mintdkbdl szarmazé DNS-térzsoldatokat kézvetleniil amplifikdlds és kimutatds eldtt higitsa.
Megjegyzés: Mintdnként hdrom amplifikdlds/kimutatds térténik, amihez ésszesen 75 ul (a hdrom reakcio
mindegyikéhez 25 ul) sziikséges a DNS-térzsoldat 2 ng/ul-es higitdsdabdl (6sszesen 150 ng DNS).

1. Ha aDNS-torzskoncentracié >36ng/ul, hasznalja az aldbbi képletet a DNASD mennyiségének
Kiszamitasahoz, amely legalabb 90 pl higitott DNS-torzsoldat készitéséhez sziikséges. Igy biztositsa, hogy
minden mintaba legalabb 5 pl DNS-torzsoldat keriiljon.

2. Minden mintidhoz szamitsa ki a DNA SD azon mennyiségét pl-ben, amely 5 ul DNS-t6érzsoldat 2 ng/pl
koncentraciora higitasahoz sziikséges:

DNA SD sziikséges mennyisége pl-ben = [(5 ul DNS-torzsoldat x DNS-térzsoldat-koncentracié (ng/pl)
/ 2ng/ul)] -5 pl
Példa:

DNS-torzsoldat koncentracidja = 100 ng/pl

1. DNA SD sziikséges mennyisége pl-ben = [(5 pul x 100 ng/ul) / 2 ng/ul] - 5 pl = 245 pl
2. 5 pul DNS-torzsoldat higitasahoz hasznalja a DNA SD kiszamitott mennyiségét.
Mintak higitasa

1. Készitse el6 a kivant szamu 1,5 ml-es zarhaté fedeli mikrocentrifuga-csovet a DNS higitashoz, és lassa el
a megfelel6 mintaazonositoval.
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2. Aeroszol-rezisztens heggyel ellatott pipetta segitségével pipettazza a DNA SD oldészer Kiszamitott
mennyiségét a megfelel6en jelolt csovekbe. Pipettazzon 45 ul DNA SD-t egy NEG jelolésti zarhaté fedell
mikrocentrifuga-csébe.

3. Vortexeljen minden egyes DNS-torzsoldatot és a NEG-et 5-10 masodpercig.

Aeroszol-rezisztens pipettaheggyel ellatott pipetta segitségével (minden pipettazashoz 1j heggyel) 6vatosan
pipettazza minden egyes DNS-torzsoldat esetén a kiszamitott mennyiséget a DNA SD oldészert tartalmazdé
megfelel6 cs6be. Pipettdzzon 45 pl NEG-et (extrahalt eludtum) a NEG cs6be.

5. Helyezze a csovekre a kupakokat, és vortexelje mindegyiket 5-10 masodpercig.
Cseréljen kesztyfit.

A reakcio el6készitése

Master mix (MMX-1, MMX-2 és MMX-3) munkareagensek elkészitése

Megjegyzés: A PIK3CA MMX-1, PIK3CA MMX-2, PIK3CA MMX-3 és az MMX munkareagensek fényérzékenyek, és
védeni kell a tartos fényhatdstol.

Megjegyzés: Mivel a PIK3CA reagensek és az MMX munkareagens viszkoézus folyadékok, lassan pipettdzzon, hogy
biztosan a teljes mennyiség kijojjon a hegybdl.

Megjegyzés: A PIK3CA MMX-1, PIK3CA MMX-2 és PIK3CA MMX-3 reagensek szine vildgoskék/lilds lehet. Ez
nem befolydsolja a reagens mindségét.

Készitsen harom kiilon MMX munkareagenst: egyet PIK3CA MMX-1-bdl, egyet PIK3CA MMX-2-bd4l és egy

harmadikat PIK3CA MMX-3-bdl egy-egy 1,5 ml-es zarhato fedel(i mikrocentrifuga-cs6be.

1. Az alabbi képlet alapjan szamitsa ki az egyes MMX munkareagensekhez sziikséges PIK3CA MMX-1, PIK3CA
MMX-2 vagy PIK3CA MMX-3 mennyiségét:

PIK3CA MMX-1 vagy PIK3CA MMX-2 vagy PIK3CA MMX-3 sziikséges mennyisége = (mintak szama +
2 kontroll + 1) x 20 pl

2. Az alabbi képlet alapjan szamitsa ki az egyes MMX munkareagensekhez sziikséges MGAC mennyiségét:
MGAC sziikséges mennyisége = (mintak szama + 2 kontroll + 1) x 7 pl

A 3. tdblazat szerint hatarozza meg az egyes reagenseknek az MMX munkareagens készitéséhez sziikséges
mennyiségét a futtatasban részt vevé mintak szama alapjan.

3. tablazat: MMX-1 munkareagens, MMX-2 munkareagens és MMX-3 munkareagens készitéséhez sziikséges reagenstérfogatok a vizsgalt
mintdk szama* alapjan

Reagens Térfogat 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
MMX 20 ul 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260
MGAC 7 28 35 42 49 56 63 70 77 84 91

Ossztérfogat az
egyes MMX 10
munka- 3 135 162 189 216 243 270 297 324 351
reagensekhez
(1)

* A mintdk szdmahoz tartozo térfogatok szamitdsa a (mintak szama + 2 kontroll + 1) 6sszeg alapjan torténik

3. Vegyen ki 2 °C és 8 °C kozott tarolt, megfelelé szamu PIK3CA MMX-1, PIK3CA MMX-2 vagy PIK3CA MMX-3
és MGAC csovet. Hasznalat el6tt vortexelje mindegyik reagenst 5 masodpercig, és gyljtse a cs6 aljara a
folyadékot. Lasson el jeloléssel steril mikrocentrifuga csoveket az MMX-1 munkareagens, MMX-2
munkareagens és MMX-3 munkareagens szamara.

07004010001-01HU
Doc. Rev. 1.0 15




cobas® PIK3CA Mutation Test

4. Meérje a PIK3CA MMX-1 vagy PIK3CA MMX-2 vagy PIK3CA MMX-3 kiszamitott mennyiségét a megfeleld
MMX munkareagens-csébe.

5. Mérje az MGAC kiszamitott mennyiségét az MMX munkareagens-csdvekbe.

6. A megfelel6 keveredés érdekében vortexelje a csévet 3-5 masodpercig.

Megjegyzés: A mintdkat és kontrollokat az MMX munkareagensek elkészitésétél szamitott 1 érdn beliil az AD-
lemezre kell helyezni.

Megjegyzés: Csak cobas® 4800 rendszerhez tartozo AD-lemezt és zdréfilmet haszndljon.

Lemez el6készitése

1. Pipettazzon 25 pul MMX munkareagenst a futtatashoz sziikséges minden reakci6élyukba az AD-lemezen.
Ugyeljen, hogy a pipetta hegye ne érjen a lemezhez a lyukakon kiviil.

e Mérjen sziikség szerint (PIK3CA MMX-1-tartalmi) MMX-1 munkareagenst az AD-lemez lyukaiba
a 01, 04, 07. és 10. oszlopokban.

e Mérjen sziikség szerint (PIK3CA MMX-2-tartalmi) MMX-2 munkareagenst az AD-lemez lyukaiba
a02., 05, 08. és 11. oszlopokban.

e Mérjen sziikség szerint (PIK3CA MMX-3-tartalmi) MMX-3 munkareagenst az AD-lemez lyukaiba
a 03,06, 09. és 12. oszlopokban.

2. Pipettazzon 25 pl PIK3CA MC-t az AD-lemez A01, A02 és A03 lyukaiba; legalabb kétszeri felszivassal és
kitliritéssel keverje jol dssze a lyukon beliil a pipettaval.

3. Uj pipettaheggyel pipettazzon 25 pl NEG-et az AD-lemez B01, BO2 és B03 lyukaiba; legalabb kétszeri
felszivassal és kiliritéssel keverje jol 6ssze a lyukon beliil a pipettaval.

Megjegyzés: Minden futtatdsnak tartalmaznia kell PIK3CA MC-t az A01, A02 és A03 lyukakban és NEG-et
a B01, B02 és B03 lyukakban, kiilonben a futtatdst a cobas z 480 analizdtor érvényteleniti.

Megjegyzés: Sziikség szerint cseréljen kesztyiit, hogy megel6zze a minta-minta dtszennyezddést, valamint a PCR
reakciocso kiilsé eredetii szennyezddését.

4. Minden egyes higitott DNS-mintdhoz 4j pipettahegyet hasznalva mérjen 25 pl-t az els6 minta-DNS-bél
az AD-lemez C01, C0O2 és CO3 lyukaiba. Haszndljon 4j hegyet, valahanyszor DNS-mintat tolt a lyukakba, és
legalabb kétszeri felszivassal és Kiliritéssel keverje jol 0ssze a lyukon beliil a pipettaval. Ismételje meg ezt az
eljarast az egyes mintak higitott DNS-ével, és kovesse az 2. tablazat elrendezését, amig valamennyi minta
higitott DNS-ét be nem toltotte az AD-lemezre. Ellendrizze, hogy az 6sszes folyadék a lyukak aljara gyfilt-e.

5. Fedje le az AD-lemezt zaréfilmmel (a lemezek csomagjabol). A zaréfilm-felhelyez6 segitségével rogzitse
a filmet szilardan az AD-lemezre.

6. A PCRinditasa el6tt ellen6rizze, hogy az 6sszes folyadék az egyes lyukak aljara gyiilt.

Megjegyzés: Az amplifikdldst és kimutatdst az elsé minta DNS-higitdsnak az MMX munkaoldathoz hozzdaddsdt
kévetd 1 ordn beliil meg kell kezdeni.

PCR inditasa

A PIK3CA-munkafolyamat 1épéseire vonatkozo részletes utasitasokat a cobas® 4800 rendszer felhasznal6i
segédletében taldlja. Amikor megjelenik a ,Select test” el6ugro ablak, valassza a ,,PCR Only” munkafolyamat-
tipust, majd jeldlje ki a ,PIK3CA P1” lehetdséget, és kattintson az ,,0K” gombra.
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Eredmények

Eredmények értelmezése

Megjegyzés:
Megjegyzés:

A futtatdsok és mintdk validdldsdt a cobas® 4800 szoftver végzi.

Egy érvényes tesztfuttatds érvényes és érvénytelen mintaeredményeket is tartalmazhat.

A szoftver az érvényes futtatdshoz a mintadk eredményeit a 4. tablazat szerint értelmezi.

4. tablazat: cobas PIK3CA teszt — eredmények értelmezése

Teszteredmény Mutaciéeredmény Ertelmezés
Mutation Detected R88Q Kimutatott mutacid az adott target PIK3CA régidban.
Mutation Detected N345K Kimutatott mutacid az adott target PIK3CA régidban.
Mutation Detected C420R Kimutatott mutdcid az adott target PIK3CA régidban.
Mutation Detected ES542K Kimutatott mutécid az adott target PIK3CA régidban.

Mutation Detected

E545X (E545A, E545D*, ES45G vagy E545K)

Kimutatott mutacié az adott target PIK3CA régidban.

Mutation Detected

Q546X (Q546E, Q546K, Q546L vagy Q546R)

Kimutatott mutacié az adott target PIK3CA régidban.

Mutation Detected

M10431**

Kimutatott mutacid az adott target PIK3CA régidban.

Mutation Detected

H1047X (H1047L, H1047R vagy H1047Y)

Kimutatott mutacid az adott target PIK3CA régidban.

Mutation Detected

G1049R

Kimutatott mutacid az adott target PIK3CA régidban.

Mutation Detected

(Egynél tobb mutacid is jelen lehet)

Kimutatott mutacié az adott target PIK3CA régidban.

No Mutation Detected|N/A Nincs kimutathatd mutacio a target PIK3CA régiokban.

A minta eredménye érvénytelen. Az érvénytelen
eredményl mintak vizsgalatat ismételje meg az alabbi

Invalid N/A c o, o
nvail / ,Ervénytelen eredményl mintak ismételt tesztelése” cimd
részben irtak szerint.
Hibds futtatas hardver- vagy szoftverhiba miatt. Mdszaki
Failed N/A segitségért vegye fel a kapcsolatot a Roche helyi

szervizével.

* Az E545D aminosavcserénél a teszt csak a ¢.1635G>T mutdcids nukleotidvaltozast ismeri fel.
** Az M1043I aminosavcserénél a teszt csak a ¢.3129G>T mutdcids nukleotidvaltozast ismeri fel.

Megjegyzés: A,No Mutation Detected” eredmény nem zdrja ki mutdcié jelenlétét a target PIK3CA
régiokban, mivel az eredmény a mutdns szekvencidk szdzalékos ardnydtdl, a minta
megfeleld integritdsdtdl, a gdtloanyagok hidnydtdl és az elegendd mennyiségii
kimutathatd DNS jelenlététdl is fiigg.

Ervénytelen eredmény(i mintak Gjratesztelése

1. Ismételje meg az érvénytelen minta DNS-térzsoldatanak higitasat az Amplifikalas és kimutatas cimi
részben leirt ,,Minta DNS-torzsoldat higitasanak kiszamitasa” és ,,Mintak higitdsa” miiveleteit6l kezdve.

2. Miutan a ,Mintak higitdsa” szakaszban irtak szerint elvégezte a DNS-torzs 2 ng/ul-re higitasat, folytassa
a A Master Mix (MMX-1, MMX-2 és MMX-3) munkareagensek elkészitése” miivelettel, valamint az
amplifikalas és kimutatas folyamatanak tobbi 1épésével.

Megjegyzés: Ha a minta az ismételt teszt utdn is érvénytelen marad, vagy nem volt elegendd DNS-térzsoldat tj
higitds készitéséhez az ,Ervénytelen eredményii mintdk ismételt tesztelése” eljdrds ,,A” 1épésében,
ismételje meg az adott minta teljes tesztfolyamatdt egy uj 5 um-es FFPET-tumormetszettel a

»Deparaffindlds” és,DNS-izoldlds” lépésektil.
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Mindség-ellendrzés és az eredmények érvényessége

Minden, legfeljebb 30 mintat tartalmazé futtatdsban szerepel az MMX-1, MMX-2 és MMX-3 munkareagensekhez
tartozo egy készlet cobas PIK3CA-teszt PIK3CA MC (A01, A02 és A03 lyukak) és egy NEG (B01, BO2 és B03
lyukak). A futtatas akkor érvényes, ha a PIK3CA MC és a NEG érvényes. Ha egy PIK3CA MC vagy NEG
érvénytelen, az egész futtatds érvénytelen, és meg kell ismételni. Készitsen egy friss higitast a korabban izolalt
minta DNS-torzsoldatbol, és allitson 6ssze egy Uj AD-lemezt kontrollokkal az amplifikalashoz és kimutatashoz.
Mutanskontroll

A PIK3CA MC eredményének érvényesnek kell lennie (,,Valid”). Ha a PIK3CA MC eredmények kovetkezetesen
érvénytelenek, technikai segitségért vegye fel a kapcsolatot a Roche helyi kirendeltségével.

Negativ kontroll

A NEG eredményének érvényesnek kell lennie (,Valid”). Ha a NEG eredményei kovetkezetesen érvénytelenek,
technikai segitségért vegye fel a kapcsolatot a Roche helyi kirendeltségével.

Az eljarassal kapcsolatos korlatozasok
1. Csak a feltiintetett mintatipusokat tesztelje. A cobas PIK3CA-tesztet FFPET eml6rak mintdkon validaltak.

2. A cobas PIK3CA-tesztet csak a cobas® DNA Sample Preparation Kit készlettel valé hasznalathoz validaltak
(Roche M/N: 05985536190).

3. Egy mutaci6 kimutatdsa a mintaban lev6 kopidk szamatol fiigg, és a minta integritasa, az izolalt DNS
mennyisége és a zavar6 anyagok jelenléte is befolyasolhatja.

4. A megbizhato eredmény a megfelel6 mintavételen, szallitdson, tarolason és feldolgozason mulik. Kdvesse
a cobas® DNA Sample Preparation Kit (M/N 05985536190) hasznalati itmutatéjaban, az ebben a hasznalati
Utmutatdban, és a cobas® 4800 rendszer felhasznaloi kézikonyvében ismertetett eljarasokat.

5. Egyéb potencialis valtozdk, példaul kiillonb6z6 mintafixalasi lehetdségek hatasat nem vizsgaltak.

6. Az AmpErase enzim cobas PIK3CA-teszt Master Mixhez adasa lehet6vé teszi a target DNS szelektiv
amplifikalasat, ugyanakkor a reagensek szennyez6désének elkeriiléséhez a helyes laboratériumi gyakorlat
és az ezen hasznalati utasitdsban meghatarozott eljarasok gondos betartasa sziikséges.

7. Aterméket csak a PCR-technikak alkalmazasara és a cobas® 4800 rendszer hasznalatara kiképzett dolgozdok
hasznalhatjak.

8. Csaka cobas z 480 analizatort validaltak a termékkel val6 hasznalatra. A termékkel mas, valos idejli optikai
kimutatassal miikod6 PCR-késziiléket nem lehet hasznalni.

9. A technoldgiak kiilonbozdsége miatt javasolt, hogy a technolégiak valtasat megel6z6en a felhasznalok
végezzenek korrelacids laboratériumi vizsgalatokat, hogy a technol6giak kozotti kiilonbség mindsithetd
legyen.

10. PCR-inhibitorok jelenléte dlnegativ vagy érvénytelen eredményeket okozhat.

11. Noha ritkan, de a cobas PIK3CA-tesztben hasznalt, PIK3CA gén primerek vagy probal altal lefedett DNS-
régiéjaban bekovetkezett mutaciok miatt a teszt helytelen eredményeket adhat.

12. Noha ritkan, de a cobas PIK3CA-teszt korlatozott keresztreaktivitast (,Mutation Detected” eredményt)
mutat a 10-es és 21-es exonon 1évé célmutaciok kdzelében bekdvetkezett mutaciok esetén (pl. magas
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mutacidszazalékok esetén az E545K visszajuthat az E545X;Q546X mutacideredményre vagy a H1047X
visszajuthat a H1047X;G1049R mutaciéeredményre).

13. A cobas PIK3CA-tesztet reakcidélyukanként 50 ng DNS-sel val6 hasznalatra validaltak. Reakcidlyukanként 50
ng-nal kisebb DNS-mennyiség hasznalata nem javasolt.

14. A cobas PIK3CA-teszt kvalitativ teszt. A teszt nem alkalmas a mutaci6 kvantitativ, szazalékaranyos
meghatarozasara.

15. A degradalt DNS-t tartalmazé FFPET emlérak mintak befolyasolhatjak a teszt PIK3CA-mutaciékimutatasi
képességét.

16. A ,No Mutation Detected” eredményt adé mintak rejthetnek a vizsgalat altal nem észlelt PIK3CA-mutacidkat.

17. Noha ritkan, de az azonos DNS-szalon egymas kozelében két mutacidt tartalmazé mintak esetében zavaras
léphet fel a két mutacié egyikének detektalasaban (pl. P539R (CCT>CGT) zavarhatja az E542K detektalasat,
illetve az Y343Y (TAC>TAT) zavarhatja az N345K detektalasat).

A nem klinikai teljesitmény értékelése

Megjegyzés: Az aldbbi vizsgdlatleirdsok a cobas PIK3CA-teszttel végzett vizsgdlatok dsszesitett adatait
tartalmazzdk.

Az alabb ismertetett nem klinikai vizsgalatoknal a tumorok szazalékaranyat patoldgiai vizsgalattal allapitottak
meg. A tesztelésre a mintakat kétiranyd Sanger-féle szekvenalassal és 11j generacios szekvenalassal (NGS)
valasztottak ki. Az FFPET eml6rak mintdk mutacidjanak szazalékaranyat NGS mddszerrel hataroztak meg.

A fontosabb teljesitményjellemz6k

Analitikai érzékenység — blankhatar (LoB)

A cobas PIK3CA-teszt teljesitménye meghatarozasanak céljabol, valamint annak biztositasa érdekében, hogy
tipust mintakat vizsgaltak FFPET eml6érak mintakban. Az LOB-t a CLSI EP17-A2 irdnyelvben18leirt nem
parametrikus opcid szerint hataroztak meg a PIK3CA WT mintakhoz. Az LoB minden mutacid esetében nullanak
bizonyult.

Kimutatasi hatar FFPET kevert mintaknal

33, PIK3CA mutacidkat tartalmazé FFPET eml6rak szovetmintabdl izolalt DNS-t 6sszekevertek 25, WT PIK3CA
FFPET eml6rak szovetmintabdl izolalt DNS-sel, igy 42 egyedi DNS-keveréket kaptak a 10,0%, 7,5%, 5,0%, 2,5%
és 1,0% mutacios szintet célozva (amelyet NGS-modszerrel hatdroztak meg). Minden DNS-keverékmintabol
higitast készitettek, és minden mutacios szintbdl 21 ismétlést futtattak le harom tétel cobas PIK3CA-
tesztkészlettel (paneltagonként n = 21). Az egyes mintak kimutatasi hatarat a legkisebb olyan szazalékos
mutdcional hataroztadk meg, amely legalabb 95% aranyban adott PIK3CA ,Mutation Detected” eredményt

a target mutacidk esetén a 5. tablazat szerint.
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5. tablazat: A cobas PIK3CA-teszt kimutatasi hatara kevert FFPET DNS-mintaval

Mutdciészazalék abban
a paneltagban, amely > 95%
PIK?CA COSMIC ) aranyban ,,Mu’tation Detected”
PIK3CA exon | PIK3CA mutéacié| nukleinsav- o112 Minta eredményt adott
szekvencia azonosito reakcidlyukanként 50 ng DNS-
mennyiség mellett
(N = 21 ismétlés)
2 R88Q 263 G>A 746 1. minta 2,2%
2 R88Q 263 G>A 746 2. minta 1,3%
2 R88Q 263 G>A 746 3. minta 1,1%
5 N345K 1035 T>A 754 4. minta 2,2%
5 N345K 1035 T>A 754 5. minta 1,9%
5 N345K 1035 T>A 754 6. minta 1,3%
8 C420R 1258 T>C 757 7. minta 1,7%
8 C420R 1258 T>C 757 8. minta 1,9%
8 C420R 1258 T>C 757 9. minta 1,6%
10 E542K 1624 G>A 760 10. minta 1,1%
10 E542K 1624 G>A 760 11. minta 1,2%
10 E542K 1624 G>A 760 12. minta 1,1%
10 E545A 1634 A>C 12458 13. minta 2,8%
10 E545A 1634 A>C 12458 14. minta 0,9%
10 E545A 1634 A>C 12458 15. minta 1,6%
10 E545G 1634 A>G 764 16. minta 1,8%
10 E545G 1634 A>G 764 17. minta 1,2%
10 E545G 1634 A>G 764 18. minta 1,6%
10 E545K 1633 G>A 763 19. minta 3,3%
10 E545K 1633 G>A 763 20. minta 1,5%
10 E545K 1633 G>A 763 21. minta 1,8%
10 Q546E 1636 C>G 6147 22. minta 3,5%
10 Q546E 1636 C>G 6147 23. minta 1,6%
10 Q546E 1636 C>G 6147 24. minta 2,5%
10 Q546K 1636 C>A 766 25. minta 3,4%
10 Q546K 1636 C>A 766 26. minta 2,3%
10 Q546K 1636 C>A 766 27. minta 2,7%
10 Q546R 1637 A>G 12459 28. minta 1,5%
10 Q546R 1637 A>G 12459 29. minta 3,2%
10 Q546R 1637 A>G 12459 30. minta 1,3%
21 H1047L 3140 A>T 776 31. minta 2,8%
21 H1047L 3140 A>T 776 32. minta 1,8%
21 H1047L 3140 A>T 776 33. minta 3,3%
21 H1047R 3140 A>G 775 34. minta 2,8%
21 H1047R 3140 A>G 775 35. minta 1,5%
21 H1047R 3140 A>G 775 36. minta 1,0%
21 H1047Y 3139 C>T 774 37. minta 3,5%
21 H1047Y 3139 C>T 774 38. minta 2,2%
21 H1047Y 3139 C>T 774 39. minta 3,4%
21 G1049R 3145 G>C 12597 40. minta 1,0%
21 G1049R 3145 G>C 12597 41. minta 0,7%
21 G1049R 3145 G>C 12597 42. minta 1,0%

A cobas PIK3CA-teszt képes volt kimutatni a PIK3CA-génben 1év6 célmutacidkat a 0,7% és 3,5% tartomanyba

esd szazalékos mutdcioval, PCR-enként 50 ng bemeneti DNS-mennyiséggel.

Ritka genotipusok detektalasa plazmidok segitségével

A 6. tablazatban feltiintetett hArom PIK3CA-mutaciéhoz egy WT DNS-t tartalmazé DNS-plazmidkonstrukcié van
hozzakeverve alacsony szazalékos aranyti mutans DNS-mintak elkészitéséhez. Osszesen
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legalabb 20 ismétlésben vizsgaltak az egyes plazmidkeverékeket 50 ng bemeneti DNS-mennyiséggel,

legalabb egy gyartasi tétel cobas PIK3CA-tesztkészlettel. Az egyes plazmidkeverékeknél érvényes binomialis

fels6 95%-os konfidenciahatart a 6. tdblazat mutatja be.

6. tablazat: A cobas PIK3CA-teszttel kimutatott mutaciék mutans plazmid DNS-keverékekkel

PikacA | piksca | PNGCA o cogmic | TEVIEBES | pinomisis alss 95%-0s | Binomialis felsé 95%-os
exon mutacio - azonosito1? PR konfidenciahatar (N = 20) konfidenciahatar (N 2 20)
szekvencia mutacié
10 E545D 1635 G>T 765 1,2% 62% 97%
10 Q546L 1637 A>T 25041 2,1% 83% 100%
21 M1043I 3129 G>T 773 2,6% 83% 100%

IsmételhetGség

A cobas PIK3CA-teszt ismételhet6ségét tiz FFPET minta segitségével mérték fel, kozottiik két WT mintaval,
valamint nyolc mutans mintaval, ezek egyenként egy E542K, N345K, E545K, C420R, G1049R, Q546K, R88Q vagy
H1047R mutaciot tartalmaztak. A mintakat két-két paArhuzamos mintaként vizsgalta két vizsgalé két kiilonbozd
reagenstétellel és két cobas z 480 analizatorral nyolc napon keresztiil. Mintanként 6sszesen 32 ismétlést
értékeltek. A cobas PIK3CA-teszt 99,7%-o0s reprodukalhatésagot mutatott (319/320).

Korrelacio referencia-modszerrel

206 FFPET eml6rak szovetminta dsszehasonlitd vizsgalatat végezték el a cobas PIK3CA-teszt két kiilonb6z6
tételével és Sanger-féle szekvenalassal, hogy meghatarozzak a modszerek kozti pozitiv, negativ és teljes
megfelelési aranyt. A cobas PIK3CA-teszttel és a Sanger-féle szekvenalassal kapott eltér6 eredmények feloldasat

NGS-médszerrel végezték.

A cobas PIK3CA-teszt és a Sanger-maddszer eredményei

A Sanger-modszer és a cobas PIK3CA-teszt 205 érvényes eredményének dsszehasonlitdsat a 7. tablazat mutatja
be.

7. tablazat: A cobas PIK3CA-teszt és a Sanger-mddszer eredménye megfelelésének elemzése

Sanger, MD Sanger, NMD Osszesen
cobas PIK3CA-teszt, MD 95* 7 102
cobas PIK3CA-teszt, NMD 0 103 103
cobas PIK3CA-teszt, érvénytelen 0 1 1
Osszesen 95 111 206

Pozitiv megfelelési arany = 100% (95% Cl = 96,1-100%)
Negativ megfelelési arany = 93,6% (95% Cl = 87,4-96,9%)
Teljes megfelelési ardny = 96,6% (95% Cl = 93,1-98,3%)

MD: Mutation Detected
NMD: No Mutation Detected

* Az 1. tételbGl 6t minta, a 2. tételb6l harom minta adott MD eredményt mind a Sanger-féle szekvenalassal, mind a cobas PIK3CA-teszttel,

azonban a Sanger-féle szekvenalds kimutatta az elsé mutaciét és nem mutatta ki a masodik mutaciot (lasd 9. tablazat).
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A cobas PIK3CA-teszt és a Sanger-modszer 0sszehasonlitdsa minden egyes minta esetén kilenc targetet értékelt.
Osszesen 1845 mutacié vizsgalata tortént a 205 érvényes minta eredményei alapjan. A 8. tablazat bemutatja a
cobas PIK3CA-teszt és a Sanger-modszer 6sszehasonlitasat a helyes eredmények alapjan az 1. tételnél.

8. tablazat: A cobas® PIK3CA-teszt és a Sanger-mddszer dsszehasonlitasa az 1. tételnél

Sanger, | Sanger, | Sanger, | Sanger, | Sanger, | Sanger, | Sanger, | Sanger, | Sanger, | Sanger, 8
sszesen
R88Q N345K | C420R E542K E545X | Q546X | M1043l | H1047X | G1049R| NMD
cobas PIK3CA-teszt, 1 1
R88Q
cobas PIK3CA-teszt, ; ;
N345K
cobas PIK3CA-teszt, 3 3
C420R
cobas PIK3CA-teszt,
- - - 14 - - - - - 2 16
E542K
cobas PIK3CA-teszt,
- - - - 17 - - - - 2 19
E545X
cobas PIK3CA-teszt,
- - - - - 8 - - - 1* 9
Q546X
cobas PIK3CA-teszt, 0
M1043I
cobas PIK3CA-teszt,
- - - - - - - 42 - 7* 49
H1047X
cobas PIK3CA-teszt, 3 3
G1049R
cobas PIK3CA-teszt,
- - - - - - - - - 1738 1738
NMD
cobas PIK3CA-teszt, - - - - - - - - - 9 9
érvénytelen
Osszesen 1 7 3 14 17 8 0 42 3 1759 1854

* A 2. tétel eredményei hasonldak voltak, mint az 1. tétel eredményei, kivéve hogy 6sszesen kettével kevesebb eltéré eredmény szilletett a
2. tétel esetében. Lasd a 9. tablazat 8. mintdjat és 9. mintdjat.

Eltér6 eredmények vizsgalata NGS-mddszerrel

Hét minta mutacideredménye volt eltérd a Sanger-féle szekvenalas és a cobas PIK3CA-teszt szerint. Tovabbi 6t
minta mutatott egyezést egy mutacié esetében, azonban a cobas PIK3CA-teszt mindegyiknél egy tovabbi
mutdciot detektalt. Ezt a tizenkét mintat elemezték NGS-modszerrel, és a 9. tablazat mutatja be. Egy feliilvizsgalt
egyezési elemzést végeztek az NGS-elemzés eredményei alapjan. Ebben a vizsgalatban a cobas PIK3CA-teszt
eredményével megegyezd NGS-eredményt adé mintakat ,,megegyezének” tekintették.

9. tablazat: Nem egyez6 eredmények feloldasa NGS-mddszerrel

Minta Sanger cobas :I I:Zf:l-teszt, NGS-feloldas, 1. tétel** cobas :fl::::::-teszt, NGS-feloldas, 2. tétel**
1. minta NMD H1047X H1047R (3,4% mutacid) H1047X H1047R (2,5% mutacid)
2. minta NMD E542K E542K (4,8% mutacid) E542K E542K (3,4% mutacid)
3. minta NMD H1047X H1047R (2,0% mutacid) H1047X H1047R (2,8% mutacid)
4. minta NMD E542K E542K (10,1% mutécio) E542K E542K (8,3% mutacid)
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cobas PIK3CA-teszt, B ; cobas PIK3CA-teszt, ; ;
Minta Sanger i NGS-feloldas, 1. tétel** i NGS-feloldas, 2. tétel**
1. tétel 2. tétel
5. minta NMD E545X E545K (4,3% mutacid) E545X E545K (2,2% mutacid)
. H1047R (5,1% mutacio); (s
. ;e ,170
6. minta NMD H1047X H1047X H1047R (4,1% mutacio)
H1047Y (1,1% mutacid)
7. minta NMD E545X E545K (17,2% mutacio) E545X E545K (25,6% mutacid)
8. minta* H1047L H1047X;Q546X Q546K (2,2% mutacio) H1047X N/A
) H1047R (0,6% mutacid);
9. minta* Q546R H1047X;Q546X L Q546X N/A
H1047Y (0,4% mutécid)
10. minta C420R H1047X;C420R H1047R (0,9% mutacid) H1047X;C420R H1047R (1,1% mutacid)
11. minta E545K H1047X;E545X H1047R (1,7% mutacio) H1047X;E545X H1047R (1,8% mutacio)
12. minta Q546E H1047X;Q546X H1047R (6,7% mutacio) H1047X;Q546X H1047R (5,4% mutacio)

* A 8. és 9. minta nem adott megegyezd eredményt az 1. tétel és a 2. tétel haszndlataval. A 2. tétel eredménye megegyezett a Sanger-mddszer
eredményével, igy nem volt sziikség tesztelésre az ellentmondas feloldasahoz.

** Csak az ellentmondo eredményt adé exon(ok)nal végeztek NGS-t az ellentmondas feloldasahoz.

Megjegyzés: A 8-12. minta cobas PIK3CA-teszteredménye kimutatta ugyanazokat a PIK3CA-mutdcidkat, mint a
Sanger-mdédszer, azonban az NGS tovdbbi mutdcidkat is kimutatott és igazolt.

A cobas PIK3CA-teszt és a Sanger-modszer ellentmond6 eredményeit NGS-mddszerrel oldottak fel, a cobas
PIK3CA-teszt teljes egyezése a szekvenalassal 100% volt az 6sszes célmutacio esetében minden egyes gyartasi
tételnél, amint a 10. tdblazat mutatja.

10. tablazat: A cobas PIK3CA-teszt és a Sanger-mddszer megfelelésének vizsgalata, az ellentmondé eredmények feloldasa NGS-sel tortént

(Sanger + NGS)
Sanger+NGS, MD Sanger+NGS, NMD Osszesen
cobas PIK3CA-teszt, MD 102 0 102
cobas PIK3CA-teszt, NMD 0 103 103
cobas PIK3CA-teszt, érvénytelen 0 1 1
Osszesen 102 104 206

Pozitiv megfelelési arany = 100% (95% Cl = 96,4—100%)
Negativ megfelelési arany = 100% (95% Cl = 96,4-100%)
Teljes megfelelési ardny = 100% (95% Cl = 98,2—100%)
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A 11. tdblazat bemutatja a cobas PIK3CA-teszt és a Sanger-mddszer 6sszehasonlitidsat a helyes eredmények
alapjan (az ellentmondé eredményeket NGS-sel oldottak fel) az 1. tételnél.

eredmények felolddasa NGS-sel tortént (Sanger + NGS)

11. tablazat: A cobas PIK3CA-teszt és a Sanger-mddszer altal kapott helyes eredmények szerinti 6sszehasonlitasa, az ellentmondé

Sanger + | Sanger + | Sanger + | Sanger + | Sanger + | Sanger + | Sanger + | Sanger + | Sanger + | Sanger +
NGS, NGS, NGS, NGS, NGS, NGS, NGS, NGS, NGS, NGS, Osszesen
R88Q N345K C420R E542K E545X Q546X M10431 | H1047X | G1049R NMD
cobas PIK3CA- 1 1
teszt, R88Q
cobas PIK3CA- 7 -
teszt, N345K
cobas PIK3CA- 3 3
teszt, C420R
cobas PIK3CA-
- - - 16 - - - - - - 16
teszt, E542K
cobas PIK3CA- 19 19
teszt, E545X
cobas PIK3CA- g 9
teszt, Q546X
cobas PIK3CA- 0
teszt, M1043I
cobas PIK3CA-
- - - - - - - 49* - - 49
teszt, H1047X
cobas PIK3CA- 3 3
teszt, G1049R
bas PIK3CA-
cobas - - - - - - - - - 1738* | 1738
teszt, NMD
cobas PIK3CA- - - - - - - - - - 9 9
teszt, érvénytelen
Osszesen 1 7 3 16 19 9 0 49 3 1747 1854

* A 2. tétel eredményei hasonldak voltak, mint az 1. tétel eredményei, kivéve hogy 6sszesen kettével kevesebb mutacidt ismert fel a cobas

PIK3CA-teszt és a Sanger + NGS. Lasd a 9. tablazat 8. mintdjat és 9. mintajat. A 2. tétel eredményében kettével tébb NMD, és ennek
megfelel6en eggyel kevesebb Q546X-mutacio és eggyel kevesebb H1047X-mutécid volt.

Keresztreaktivitas

Az alabbi, nem célzott mutaciokat vizsgaltak keresztreaktivitas szempontjabol plazmidok segitségével,

kortlbeliil 50% plazmiddal a genomi DNS bemeneti mennyiségében: M10431, M1043V, M1043T, G1049S,
G1049A, E542V, E542Q, E545D, E545V, E545Q, Q546P, Q546H és a PIK3CA pszeudogén. Ezek a nem célzott

mutaciok nem Kkeresztreagaltak (nem zavartak) a cobas PIK3CA-tesztet, amikor WT és mutans PIK3CA-

szekvencidkhoz adtak azokat.
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Potencidlisan zavaré anyagok értékelése

Endogén

Trigliceridek (< 37 mM, CLSI altal javasolt magas koncentraci619) és hemoglobin (< 2 mg/ml, CLSI altal javasolt
magas koncentracig!9) nem mutattak zavard hatast a cobas PIK3CA-teszt sordn, amikor az anyagot a minta-
el6készités folyaman a mintdhoz adtak. Emellett a legfeljebb 90% zsirszovetet tartalmazo6 mintak vizsgalatakor
azok nem mutattak zavar6 hatast a cobas PIK3CA-teszt soran.

Exogén

Az alabbi hatéanyagok zavaro hatdsat vizsgaltak 3-szoros Cmax-értéknél: letrozol, anasztrozol, kapecitabin,
tamoxifén, exemesztan, everolimusz, paklitaxel, docetaxel, ciklofoszfamid, doxorubicin és fulvesztrant. Ezen
hatéanyagok esetében nem tapasztaltak zavaré hatast a cobas PIK3CA-tesztnél, amikor a minta-el6készitési
eljaras soran hozzaadtak ezen hatéanyagokat a mintakhoz.

Nekrotikus szovet

A PIK3CA-mutédns mintak esetén legfeljebb 55%, WT mintak esetén legfeljebb 70% nekrotikus szovetet
tartalmazé FFPET eml6rak szovetmintak nem mutattak zavar6 hatast a cobas PIK3CA-teszt eredményeire.
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Klinikai teljesitmény értékelése

A klinikai reprodukalhatdsag vizsgalata

A cobas PIK3CA-teszt reprodukalhatésaganak felmérése céljabol vizsgalatot végeztek 3 vizsgalohelyen (1 belsd
és 2 kiils6; helyszinenként 2 vizsgaléval) 3 reagenstétellel 5 nem egymast kovetd napon at vad tipusa (WT) és
mutdans tipusd (MT) tumormintdk FFPET szovetmetszetébdl szarmazé DNS-mintak 21 tagi paneljével, amelyek
kereskedelmi célu szovetbankokbol szarmaznak. Ez a panel a 2-es, 5-0s, 8-as, 10-es és 21-es exonokon
tartalmazott mutacidkat, amit DNS-szekvenalassal igazoltak. A 21 paneltagon 90 érvényes futtatassal dsszesen
3780 tesztet végeztek el, és minden teszteredmény érvényes volt. A WT-paneltagok 180 érvényes vizsgalatanak
eredménye ,No Mutation Detected” volt, ami 100%-os megfelelést jelent. A 20 MT-paneltag koziil 19 esetében
100% volt a megfelelés. A 10-es exon E545 - LoD paneltag esetén a megfelelés 99,4% volt (180-bo6l 179 teszt
volt ,Mutation Detected” eredményti). A teljes megfelelési arany szerinti eredményeket a 12 tartalmazza.

A variacios koefficiens (CV) az 6sszes mutacids paneltag esetében < 2% volt. Bels6 kontrollra a teljes CV < 1,9%
volt. A CV% < 0,4% volt a tételek k6zott és < 1,9% tételen beliil.

12. tablazat: Megfelelések G6sszesitett becslése paneltagonként a reprodukalhatésagi vizsgalatban

Paneltag Ervényes )/izsgélatok Megfelelés Megfelelés
szama N % (95% Cl)?
Vad tipus 180 180 100 (98,0, 100,0)
5-6s exon N345K — LoD 180 180 100 (98,0, 100,0)
10-es exon E542K — LoD 180 180 100 (98,0, 100,0)
10-es exon E545K — LoD 180 180 100 (98,0, 100,0)
21-es exon H1047L — LoD 180 180 100 (98,0, 100,0)
21-es exon G1049R — LoD 180 180 100 (98,0, 100,0)
5-6s exon N345K -2 x LoD 180 180 100 (98,0, 100,0)
10-es exon E542K -2 x LoD 180 180 100 (98,0, 100,0)
10-es exon E545K — 2 x LoD 180 180 100 (98,0, 100,0)
21-es exon H1047L -2 x LoD 180 180 100 (98,0, 100,0)
21-es exon G1049R — 2 x LoD 180 180 100 (98,0, 100,0)
2-es exon R88Q — LoD 180 180 100 (98,0, 100,0)
8-as exon C420R — LoD 180 180 100 (98,0, 100,0)
10-es exon E545A — LoD 180 179 99,4 (96,9, 100,0)
10-es exon Q546K — LoD 180 180 100 (98,0, 100,0)
21-es exon H1047R — LoD 180 180 100 (98,0, 100,0)
2-es exon R88Q -2 x LoD 180 180 100 (98,0, 100,0)
8-as exon C420R -2 x LoD 180 180 100 (98,0, 100,0)
10-es exon E545A -2 x LoD 180 180 100 (98,0, 100,0)
10-es exon Q546K — 2 x LoD 180 180 100 (98,0, 100,0)
21-es exon H1047R -2 x LoD 180 180 100 (98,0, 100,0)
Megjegyzés: Amikor a mutdns paneltag érvényes tesztje ,Mutation Detected” eredményt adott, illetve amikor a vad tipusu paneltag

érvényes ,No Mutation Detected” eredményt adott, az eredményeket megfelelésként tiintettiik fel.

395% Cl = 95% egzakt binomialis konfidenciaintervallum.

Osszefoglalva, a cobas PIK3CA-teszt reprodukalhatésaga a formalinfixalt, paraffinba 4gyazott human emlérak
szovetmintakbdl szarmaz6 DNS PIK3CA-génjének 2-es, 5-0s, 8-as, 10-es és 21-es exonja mutacidinak
azonositasaban kivalo volt, és a vizsgalatban minden értékelt mutacié esetében > 99%-o0s egyezést mutatott.
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Eredményjelzék

Eredményjelz6k magyarazata

A jelzOk forrasat a jelz6k kddja mutatja a 13. tablazat szerint.

13. tablazat:Jelz6 forrasa

A jelz6kdd elsé betiije Jelz6 forrasa Példa
M* Tobb vagy egyéb ok M6

R Az eredmény értelmezése R500
Z* Analizator Z1

* Tovébbi informacidkat cobas® 4800 rendszer felhasznéldi segédletében taldl.

ey

A 14. tablazat a rendszer dsszes olyan eredményijelz6jét felsorolja, amellyel a felhasznal6 talalkozhat.

14. tablazat:Eredményértelmezési jelz6k listaja

Jelz6kéd Leiras Javasolt teend6
R500-R511 Nem kimutathaté mutanskontroll Ismételje meg a futtatast. Lasd A teszteljaras rész. Ezek a

jelz6kddok azt jelzik, hogy a konyokmeghatarozé algoritmus
hibat tapasztalt. Ez atipikus vagy zajos
fluoreszcenciamintazatok esetén fordulhat el6.

R512—-R523 Nem kimutathaté muténskontroll Ismételje meg a futtatdst. Lasd A teszteljaras rész. Ezek

a jelz6kodok azt jelentik, hogy a mutanskontroll negativ
eredményt adott (vagyis el6fordulhat, hogy egy vagy tobb
lyukba nem kerilt mutanskontroll DNS).

R524-R535 A mutanskontroll a tartomanyon kivil Ismételje meg a futtatast. Lasd A teszteljaras rész. Ezek
van a jelz6kodok azt jelzik, hogy a mutanskontroll egy megfigyelt

konyokértéke a meghatdrozott kiiszobérték alatt volt (azaz
a konyok tal alacsony). Ez DNS-szennyezGdés esetén
fordulhat el6.

R536-R547 A mutanskontroll a tartomanyon kivdl Ismételje meg a futtatdst. Lasd A teszteljaras rész. Ezek
van a jelz6kddok azt jelzik, hogy a mutanskontroll egy megfigyelt

konyokértéke a meghatdrozott kiiszobérték felett volt (azaz
a konyok tul magas). Ez a kdvetkez6k esetén fordulhat el6:

1. A Master Mix munkareagens hibas elkészitése,

2. Pipettdzasi hiba a Master Mix munkareagensnek az AD-
lemez egyik reakcidlyukdba adagolasakor, illetve

3. Pipettazasi hiba a mutanskontrollnak az AD-lemez egyik
reakciélyukaba adagolasakor.

R548-R559 Nem kimutathato negativ kontroll Ismételje meg a futtatast. Lasd A teszteljaras rész. Ezek a
jelz6kddok azt jelzik, hogy a konyokmeghatarozé algoritmus
hibat tapasztalt. Ez atipikus vagy zajos
fluoreszcenciamintazatok esetén fordulhat el6.

R560-R571 A negativ kontroll a tartomanyon kiviil Ismételje meg a futtatast. Lasd A teszteljaras rész. Ezek
van a jelz6kodok azt jelzik, hogy a negativ kontroll esetében
pozitiv eredmény jelentkezett (azaz szennyezddési esemény
tortént).
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Jelz6kod

Leiras

Javasolt teendé

R572-R583 Nem kimutathato target Ismételje meg a mintat. Lasd A teszteljaras rész. Ezek a
jelz6kddok azt jelzik, hogy a konyokmeghatarozé algoritmus
hibat tapasztalt. Ez atipikus vagy zajos
fluoreszcenciamintazatok esetén fordulhat el6.

R584—-R586, Az eredmény a tartomanyon kivil van Ismételje meg a mintat. Lasd A teszteljaras rész. Ezek a

R588—-R590, jelz6kddok az aldbbiak valamelyikét jelzik:

R592-R594, 1. Atipikusan alacsony kényokérték volt megfigyelhetd a

R596—-R604

mintanal, illetve
2. Atipikus kapcsolat van a mutéans konyokértéke és a belsé
kontroll konydkértéke kdzott az adott mintanal.

R587, R591,
R595

A belsé kontroll a tartomanyon kivil
van

Ismételje meg a mintét. Lasd A teszteljaras rész. Ezek
a jelz6kodok azt jelzik, hogy a rendszer mintaval kapcsolatos

atipikusan alacsony kényokértéket észlelt a belsé kontrollnal.

Ez akkor fordulhat el8, ha a PCR-keverékben szignifikdnsan
sok a koncentralt genomi DNS.

R605-R610

Nem kimutathaté belsé kontroll

Ismételje meg a mintat. Lasd A teszteljaras rész. Ezek

a jelz6kodok azt jelentik, hogy a minta belsd kontroll
eredménye nem volt érvényes. Az érvényes belsé kontroll
eredmény hianya a kévetkezd6kre utal:

1. Rossz min8ségli genomi DNS a mintdban,
2. Elégtelen mintafeldolgozas,

3. PCR-inhibitorok jelenléte a mintaban,

4

. Ritka mutacidk a belss kontroll primerjei és/vagy probai
altal lefedett genomi DNS régidiban,

5. Egy vagy tobb lyukba esetleg nem adagoltak minta-DNS-t,
illetve

6. Egyéb tényezbk.
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Tovabbi informacidok

A teszt legfontosabb tulajdonsagai

Mintatipus
Minimalisan sziikséges mintamennyiség
Analitikai érzékenység

Analitikai specificitas

Kimutatott genotipusok

Formalinfixalt, paraffinba agyazott szévet (FFPET)
5 um-es FFPET-metszet
5% mutansszekvencia 50 ng DNS-ben

100% egyezés a szekvenalassal

R88Q

N345K

CA420R

E542K

E545X (E545A, E545D*, E545G vagy E545K)
Q546X (Q546E, Q546K, Q546L vagy Q546R)
M10431**

H1047X (H1047L, H1047R vagy H1047Y)
G1049R

* Az E545D aminosavcserénél a teszt csak a ¢.1635G>T mutdcids nukleotidvaltozast ismeri fel.

** Az M1043I| aminosavcserénél a teszt csak a ¢.3129G>T mutacids nukleotidvaltozast ismeri fel.
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Szimbdlumok

A Roche PCR diagnosztikai termékeket a kovetkez6 szimbolumok jelolik.

15. tablazat: A Roche PCR diagnosztikai termékek cimkéjén hasznalt szimbélumok

Age/DOB| Eletkor vagy sziiletési ids

Segédszoftver
SW

| Assigned Range [copies/mL] | Megadott tartomany (képia/mi)

| Assigned Range [IlU/mL]] Megadott tartomany (1U/ml)

Meghatalmazott képviseld
EC|REP az Eurdpai Kdzosségben

[LERRRRRRRND]
BARCODE | Vonalkéd-adatlap

I_OT Mintacsoport szama

(%'I% Bioldgiai veszély

REF Katalégusszam

|Collect Date| oyiites datuma

@ Olvassa el a hasznalati Gtmutatot
W Tartalma <n> vizsgalathoz elegendé

CONTENT | A készlet tartalma

CONTHOL Kontroll

07004010001-01HU

»+0 ® 2] [£

GTIN

IVD

LLR

%Ez%

+H

=gge —H°
)

Gyartas napja

Forgalmazé

Tilos Ujrafelhasznalni

N6

Csak IVD teljesitmény értékelésre

Globalis kereskedelmi cikkszam

In vitro diagnosztikai orvostechnikai eszkdz

Megadott tartoméany alsé hatara

Férfi

Gyarto

Negativ kontroll

Nem steril

Beteg szama

Beteg neve
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»

Itt hizza le

4

CONTROL | 4] Pozitiv kontroll

szamitasahoz.

SN | sorozatszam

Site| Hey

| Procedure | Standard | szokasos eljaras

STERILE | EO | Etilén-oxiddal sterilizalva

Sotétben tarolandé

/”/ Hémérsékletkorlat
Vizsgalatdefinicios fajl

Megfelel6ségi CE-jelolés: ez az eszkdz

TDF
megfelel az in vitro diagnosztikai
orvostechnikai eszkdzok CE-jelélésére

vonatkozo eléirasoknak

07004010001-01HU

uDI

[ Procedure | UitraSensitive |

: QS-kopidk szama PCR-reakcionként;
QS copies/ PCR hasznalja a QS-kopiak reakcionkénti
szamat az eredmények szamitasahoz.

QS-IU-k szama PCR-reakciénként;
US | UfPCR hasznalja a QS-1U-k (nemzetkdzi egységek)
reakcionkénti szamat az eredmények

ULR

Urine Fill Line

Rx Only

a

Ezzel a részével felfelé

Egyedi eszkdzazonosité

Ultraérzékeny eljaras

Megadott tartomany felsé hatara

Vizelet toltévonala

Csak az USA-ban: Az USA szovetségi
térvényei értelmében az eszkdz csak orvos
részére vagy rendelvényére adhato ki.

Lejarat datuma

Beteg melletti tesztelésre szolgélé eszkoz

Nem a beteg melletti tesztelésre szolgélé eszkdz

Ontesztelésre szolgalo eszkdz

Nem ontesztelésre szolgal6 eszkoz
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Technikai segitségnyujtas

Technikai segitségnyujtasért (tamogatasért), kérjiik, forduljon a teriiletileg illetékes leanyvallalatunkhoz:
https://www.roche.com/about/business/roche_worldwide.htm

Gyarto és forgalmazok
16. tablazat: Gyarto és forgalmazdék

Készilt az Amerikai Egyesult
Allamokban

Roche Diagnostics GmbH
Sandhofer Strasse 116

68305 Mannheim, Germany
www.roche.com

Roche Diagnostics Roche Diagnostics GmbH
D 9115 Hague Road Sandhofer Strasse 116
Indianapolis, IN 46250-0457 USA 68305 Mannheim, Germany

(MUszaki tAmogatdasért kérjuk,
hivja a Roche Response Center
ingyenesen hivhato telefonszamat:
1-800-526-1247)

Védjegyek és szabadalmak

Lasd: http://www.roche-diagnostics.us/patents

Szerz6i jogok

©2020 Roche Molecular Systems, Inc.
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