cobas® 4800 BRAF V600 Mutation Test C(O)bas®

FOR IN VITRO-DIAGNOSTISK ANVANDNING.
cobas® 4800 BRAF V600 Mutation Test BRAF 24 Tests M/N: 05985595190

Se cobas® DNA Sample Preparation Kit (M/N 05985536190) for information om provberedning.

AVSEDD ANVANDNING

Det primara anvandningssyftet med cobas® 4800 BRAF V600 Test ér detektion av BRAF V600-mutationer i DNA som extraherats fran
formalinfixerad, paraffininbdddad mansklig melanomvavnad och vavnad fran papillart tyreoideakarcinom (PTC). | melanom é&r testet
avsett som en hjélp for att kunna vélja ut patienter vars tumorer bar pa BRAF V600-mutationer fér behandling med antingen enbart
ZELBORAF® (vemurafenib), eller med COTELLIC® (kobimetinib) i kombination med ZELBORAF® (vemurafenib).

SAMMANFATTNING OCH FORKLARING AV TESTET

Aktiverande mutationer i proto-onkogenen BRAF uppstar i ménga cancerformer hos ménniskor, t.ex. malignt melanom, kolorektal
cancer, dggstockscancer och skoldkértelcancer. 2 BRAF-mutationer har identifierats i 40-60 % av fallen med malignt melanom? och
i 36-46 0o av fallen med papillart tyreoideakarcinom.* ® BRAF-mutationer ar ocksa vanliga vid benigna nevi,® vilket indikerar att sddana
mutationer uppstar valdigt tidigt. Upptéckten av sddana somatiska mutationer i BRAF-genen i melanom, PTC och andra ménskliga
tumorer har hjalpt till att klargéra den centrala roll som BRAF-kinas spelar for signaleringsvdgar som kontrollerar celltillvaxt,
celldifferentiering och celldéd. | normala celler &r BRAF en del av en strikt reglerad signaleringsvdg som astadkommer effekterna pa
tillvaxtfaktorreceptorer (t.ex. EGFR) genom RAS, RAF, MEK och ERK. Onkogena mutationer i BRAF resulterar i en okning av
kinasaktiviteten, vilket gor signaleringsvagen RAF-MEK-ERK konstitutivt aktiv i franvaro av de typiska tillvaxtfaktorerna.

Majoriteten av BRAF-mutationerna i melanom, PTC och andra maénskliga tumorer uppstar i kodon 600 Den dominerande
mutationen i kodon 600 ar V600E-mutationen (GTG > GAG). Ett antal dinukleotidmutationer som paverkar kodon 600 [V600K
(GTG > AAQG), V600R (GTG > AGQG), V600E2 (GTG > GAA) och V600D (GTG > GAT)] har ocksd observerats (fast inte lika ofta),
huvudsakligen i melanom och séllan i andra tumorer som kolorektal cancer.

cobas® 4800 BRAF V600 Mutation Test &r en realtids-PCR-analys som &r utformad for att detektera forekomst av mutationen V600E
(T1799A). cobas® 4800 BRAF V600 Mutation Test &r ett s& kallat companion diagnostics-test som &r kopplat till vemurafenib, en
substans som hammar den mutanta V600E-versionen av BRAF. Kliniska studier av vemurafenib hos patienter med langt framskriden
melanom har visat att patienter med en V600E-mutant tumor sannolikt kommer att uppvisa klinisk nytta av substansen.® ® En
efterféljande studie av kobimetinib i kombination med vemurafenib hos patienter med langt framskriden melanom visade att patienter
med antingen en V600E- eller V600K-mutant tumér som detekteras av cobas® 4800 BRAF V600 Mutation Test sannolikt kommer att
uppvisa klinisk nytta av den har behandlingen.'® " V600K férekommer i ungefér 10-15 % av melanomprover med BRAF V600-
mutationer.'?

ANVANDNINGSPRINCIPER

cobas® 4800 BRAF V600 Mutation Test (cobas BRAF Test) baseras pa tva processer: (1) manuell provberedning for att fa fram
genomiskt DNA fran formalinfixerad paraffininbdddad vavnad (FFPET); (2) PCR-amplifiering och detektion av mal-DNA med hjalp av
komplementéra primerpar och tva oligonukleotidprober mérkta med olika fluorokromer. En prob &ar utformad for att detektera vildtyp-
BRAF V600-sekvensen och en ar utformad for att detektera V600E-mutationssekvensen. Tva externa kérningskontroller medféljer och
vildtypsallelen fungerar som en internkontroll som gar igenom hela processen.

Extraktion

FFPET-prover bearbetas och genomiskt DNA isoleras med cobas® DNA Sample Preparation Kit, en manuell provberedning baserad
pa nukleinsyrabindning till glasfiber. Ett avparaffinerat 5 pm snitt av ett FFPET-prov lyseras genom inkubering i férhojd temperatur
med proteas och en kaotropisk lyserings-/bindningsbuffert som frigér nukleinsyror och skyddar det frigjorda genomiska DNA:t mot
DNaser. Dérefter tillsatts isopropanol i lyseringsblandningen som sedan centrifugeras genom en kolonn med ett glasfiberfilter. Under
centrifugeringen binds genomiskt DNA till glasfiberfiltrets yta. Obundna @mnen, t.ex. salter, proteiner och andra celluléra féroreningar
tas bort genom centrifugering. De adsorberade nukleinsyrorna tvéttas och elueras sedan med en vattenbaserad 16sning. Méangden
genomiskt DNA bestdms spektrofotometriskt och justeras till en faststdlld koncentration som ska tillsdttas i amplifierings- och
detektionsblandningen. Mal-DNA amplifieras och detekteras sedan med analysinstrumentet cobas z 480 med hjilp av de
amplifierings- och detektionsreagens som medfdljer i cobas BRAF Test-kitet.

Avsnittet med information om revidering av dokumentet finns i slutet av det hdr dokumentet.
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PCR-amplifiering och -detektion
Val av mélsekvens

cobas BRAF Test anvander primers som definierar en 116 baspar lang sekvens i humant genomiskt DNA som innehéller BRAF
kodon 600 i exon 15. Hela BRAF-genen amplifieras inte. cobas BRAF Test &r utformat for att detektera nukleotidférandringen 1799
T > Ai BRAF-genen, vilket resulterari en valin-till-glutamin-syrasubstitution i kodon 600 (V600E). BRAF-vildtyps- och mutant DNA-
malspecifika TagMan-prober markta med fluorokromer binder till vildtyps- respektive mutantsekvenserna. Vildtyps- och mutant-
sekvensen detekteras med hjélp av en dedikerad optisk kanal foér varje sekvens.

Malsekvensamplifiering

DNA-polymeras fran Thermusarten Z05 anvdnds for malsekvensamplifiering. Forst varms PCR-reaktionsblandningen sa att det
genomiska DNA:t denatureras och primer-malsekvenserna exponeras. Nar blandningen svalnar binder uppstroms- och nedstroms-
primers till mal-DNA-sekvenserna. Z05 DNA-polymeras, i narvaro av divalenta metalljoner och éverskott av dNTPs, forlanger varje
bunden primer och syntetiserar ddrmed en andra DNA-strang. Detta slutfér den foérsta PCR-cykeln och ger en dubbelstrdéngad DNA-
kopia av mélregionen med 116 baspar for BRAF-genen. Proceduren upprepas i cykler, dar varje cykel effektivt fordubblar méngden
amplikon-DNA. Endast omradet mellan primrarna i BRAF-genen amplifieras.

Automatisk realtidsdetektion

| cobas BRAF Test anvands realtids-PCR-teknik. Varje mélspecifik oligonukleotidprob i reaktionen &r markt med en fluorokrom som
fungerar som reporterfluorokrom, och med en quenchermolekyl som absorberar (sldcker) den fluorescerande emissionen fran
reporterfluorokromen i en intakt prob. Under varje amplifieringscykel binder prober som ar komplementéra till den enkelstrangade
DNA-sekvensen i amplicon och klyvs sedan av 5' till 3'-nukleasaktiviteten i Z05 DNA-polymeras. Nar reporterfluorokromen har
separerats frdn quenchern genom denna nukleasaktivitet kan fluorescens med en specifik vaglangd matas nér reporterfluorokromen
exciteras av réatt ljusspektrum. Tva olika reporterfluorokromer anvénds for att marka den malspecifika BRAF-vildtypsproben (WT) och
BRAF V600E-mutationsproben. Amplifiering av de tvd BRAF-sekvenserna kan detekteras oberoende av varandra i en enkel
reaktionsbrunn genom att mata fluorescensen vid de fyra specifika vagldngderna i separata optiska kanaler.

Selektiv amplifiering

Selektiv amplifiering av mal-nukleinsyra fran provet kan goras med cobas BRAF Test genom anvandning av AmpErase (uracil-N-
glykosylas) och deoxiuridintrifosfat (dUTP)."® AmpErase-enzymet kénner igen och katalyserar nedbrytning av DNA-strdngar som
innehaller deoxiuridin, men inte DNA som innehéller tymidin. Deoxiuridin finns inte i naturligt forekommande DNA men finns daremot
alltid i amplicon p& grund av att dUTP anvands som en av nukleotidtrifosfaterna (dNTP) i reaktionsmixreagenset, varfér endast
amplicon innehéller deoxiuridin. Deoxiuridin gor kontaminerande amplikon kansligt for nedbrytning av AmpErase-enzym fore DNA-
amplifieringen. AmpErase-enzymet, som ingar i reaktionsmixreagenset, katalyserar klyvning av DNA innehallande deoxiuridin vid
deoxiuridinnukleosiderna genom att éppna deoxiriboskedjan vid C1-positionen. Vid uppvdrmning i det forsta termocyklingssteget vid
alkaliskt pH bryts amplikon-DNA-kedjan vid deoxiuridinets position vilket ger icke amplifierbart DNA. AmpErase-enzymet &r inaktivt
vid temperaturer 6ver 55 °C, dvs. genom alla termocyklingssteg. Darfor forstors inte nybildade amplikon.

05952603001-10SV 2 Doc Rev. 11.0



REAGENS

cobas® 4800 BRAF V600 Mutation Test (BRAF)
24 tester (M/N: 05985595190)

Kitkomponenter

Reagensingredienser

Kvantitet per kit

Sidkerhetssymbol och
varning?

RXNMIX
(reaktionsmix)

Tricinbuffert

Kaliumacetat

Kaliumhydroxid

Glycerol

Tween 20

EDTA

5 % dimetylsulfoxid

< 0,09 % dNTPs

< 0,10 % Z05 DNA-polymeras (mikrobiellt)

< 0,10 % AmpErase-enzym (uracil-N-glykosylas)
(mikrobiellt)

< 0,003 % oligonukleotid-aptamer

0,08 % natriumazid

3 x 0,16 ml

N/A

MGAC
(magnesiumacetat)

Magnesiumacetat
0,09 % natriumazid

3x 0,15 ml

N/A

BRAF OM
(BRAF Oligo Mix)

Tris-HCI-buffert

EDTA

0,09 % natriumazid

Poly rA RNA (syntetiskt)

< 0,01 % uppstréoms- och nedstroms-BRAF-primers
< 0,01 % fluorescensméarkta BRAF-prober

3x 0,13 ml

N/A

BRAF MUT
(BRAF-mutations-
kontroll)

Tris-HCl-buffert

EDTA

Poly rA RNA (syntetiskt)
0,05 % natriumazid

< 0,001 % plasmid-DNA (mikrobiellt) innehéllande
BRAF-mutantsekvens

< 0,001 % plasmid-DNA (mikrobiellt) innehéllande
BRAF-vildtypssekvens

2x0,13 ml

N/A

BRAF WT
(BRAF-vildtypskontroll)

Tris-HCl-buffert

EDTA

Poly rA RNA (syntetiskt)
0,05 % natriumazid

< 0,001 % plasmid-DNA (mikrobiellt) innehallande
BRAF-vildtypssekvens

2x0,13 ml

N/A

DNA SD
(DNA-spéadnings-
buffert)

Tris-HCI-buffert
0,09 % natriumazid

2x1ml

N/A

3 Produktsékerhetsmérkningen foljer huvudsakligen EU:s GHS-system.
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VARNINGAR OCH FORSIKTIGHETSATGARDER
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FOR /N VITRO-DIAGNOSTISK ANVANDNING.

Det hér testet ar avsett for anvdndning med formalinfixerade paraffininbdddade vavnadsprover.

Pipettera inte med munnen.

At, drick eller rok inte i laboratoriet.

Undvik mikrobiell kontamination och DNA-kontamination av reagens.

Kassera oanvanda reagens och avfall enligt géllande nationella, regionala och lokala féreskrifter.

Anvand inte kit efter utgdngsdatum.

Blanda inte reagens frén olika kit eller loter.

Sakerhetsdatablad (SDS) erhélls pa begéran hos narmaste Roche-kontor.

Handskar ska anvindas och ska bytas mellan hantering av prover och cobas® 4800-reagens for att undvika kontamination.

For att undvika kontamination av working master mix med DNA-prover ska amplifiering och detektion utféras i ett omradde som
ar separerat fran DNA-isolering. Arbetsomradet fér amplifiering och detektion ska rengéras ordentligt innan beredning av working
master mix. En korrekt rengdring innebér att alla rack och pipetter torkas av ordentligt med en |6sning med 0,5 %
natriumhypoklorit* och dérefter torkas av med en |6sning med 70 % etanol.

* OBS! Vanliga hushallsblekmedel innehaller normalt 5,25 % natriumhypoklorit. En utspédning 1:10 med hushalls-
blekmedel ger en Iésning med 0,5 % natriumhypoklorit.

Prover ska behandlas som smittbdrande i enlighet med sékra laboratorierutiner, exempelvis de rutiner som beskrivs i Biosafety in
Microbiological and Biomedical Laboratories' och i CLSI-dokumentet M29 A4.5

RXNMIX, MGAC, BRAF MUT, BRAF WT och DNA SD innehaller natriumazid. Natriumazid kan reagera med bly- eller kopparror
och bilda mycket explosiva metallazider. Forhindra aziduppbyggnad genom att spola med mycket kallt vatten om lésningar som
innehaller natriumazid halls uti avloppet.

Anvand engangshandskar, laboratorierock och skyddsglaségon vid hantering av reagens. Undvik att dessa material kommer
i kontakt med hud, 6gon och slemhinnor. Tvétta omedelbart med stora méangder vatten vid eventuell kontakt. Brannskador kan
annars uppsta. Om spill forekommer, spad med vatten innan spillet torkas upp.

Alla engangsartiklar ar avsedda att anviandas en gang. Ateranvand dem inte.
Anvand inte engangsartiklar efter utgdngsdatum.

Anvand inte natriumhypokloritlésning (blekmedel) vid rengéring av analysinstrumentet cobas z 480. Reng6r analysinstrumentet
cobas z 480 enligt anvisningarna i anvandarhandboken till cobas® 4800-systemet eller i anvandarassistansen till
cobas® 4800-systemet.

Ytterligare varningar, forsiktighetsatgarder och procedurer for att minska kontaminationsrisken for analysinstrumentet
cobas z 480 finns i anvandarhandboken till cobas® 4800-systemet eller i anvéndarassistansen till cobas® 4800-systemet.

Anvandning av sterila engangspipetter och DNase-fria pipettspetsar rekommenderas.

FORVARING OCH HANTERING

A.
B.

C.

D.

E.

F.

Frys inte reagens.

Forvara RKNMIX, MGAC, BRAF OM, BRAF MUT, BRAF WT och DNA SD i 2-8 °C. Nar férpackningen 6ppnats ar reagensen
héllbara i upp till 4 anvandningstillfallen under 60 dagar, dock langst till angivet utgdngsdatum.

BRAF OM och Working Master Mix (beredd genom tillsats av BRAF OM och MGAC i RXNMIX) ska skyddas mot langvarig
exponering for ljus.

Working Master Mix (beredd genom tillsats av BRAF OM och MGAC i RXNMIX) ska férvaras mérkt i 2-8 °C. De beredda
proverna och kontrollerna maste tillsdttas inom 1 timme efter beredning av Working Master Mix.

Bearbetade prover (extraherat DNA) ar hallbara i upp till 24 timmari 15 °C till 30 °C eller upp till 14 dagari 2 °C till 8 °C eller
upp till 60 dagari -15 °Ctill -25 °C eller nar de har genomgatt 3 frys-tiningscykler vid férvaring i -15 °C till -25 °C. Extraherat
DNA ska amplifieras inom den rekommenderade férvaringstiden, dock fore utgangsdatum fér det cobas® DNA Sample
Preparation Kit som anvandes for att extrahera DNA.

Amplifieringen ska startas inom 1 timme efter att de bearbetade proverna och kontrollerna har tillsatts i Working Master Mix
(beredd genom tillsats av BRAF OM och MGAC i RXNMIX).
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MATERIAL SOM MEDFOLJER

cobas® 4800 BRAF V600 Mutation Test BRAF 24 tester
(M/N: 05985595190)

RXNMIX
(reaktionsmix) (transparent lock)
MGAC
(magnesiumacetat) (gult lock)
BRAF OM
(BRAF QOligo Mix) (svartvitt lock)
BRAF MUT
(BRAF-mutationskontroll) (rott lock)
BRAF WT
(BRAF-vildtypskontroll) (blatt lock)
DNA SD

(DNA-spadningsbuffert) (lila lock)

MATERIAL SOM BEHOVS MEN INTE MEDFOLJER

*¥%

cobas® DNA Sample Preparation Kit (DNA-provberedningskit) (Roche M/N 05985536190)
Mikrotiterplatta (AD-platta) och skyddsfilm (Roche M/N: 05232724001) till cobas® 4800-systemet

Justerbara pipetter*: (kapacitet 10 pl, 20 pl, 200 pl och 1 000 ul) med DNase-fria spetsar och aerosolbarriar eller positiv
forskjutning

Mikrocentrifugrér med lasbart lock (1,5 ml sterila RNase/DNase-fria, PCR-grad) (valfri produkttillverkare)
Spektrofotometer for matning av DNA-koncentrationen**

Vortexmixer**

Mikrocentrifug-rérrack

Engéngshandskar, puderfria

Frys som kan hantera foérvaring i -25 °C till -15 °C

Pipetter ska hanteras enligt tillverkarens instruktioner och ha en noggrannhet inom 3 % av angiven volym. DNase-fria spetsar
med aerosolbarridr eller positiv forskjutning ska anvdndas nér s anges fér att hindra nedbrytning av prov och korskontamination.

All utrustning ska hanteras enligt tillverkarens instruktioner.

Instrument och programvara

Analysinstrumentet cobas z 480

Kontrollenhet till cobas® 4800 SR2-systemet med Windows XP
cobas® 4800 SR2 systemprogram version 2.0 eller hégre
Programmet BRAF Analysis Package version 1.0 eller hégre
Streckkodslasare (Roche M/N 05339910001)

Skrivare HP P2055d (Roche M/N 05704375001)

PROVTAGNING, TRANSPORT OCH FORVARING AV PROVER

0BS!

Hantera alla prover som potentiellt smitthdrande.

A. Provtagning
FFPET-prover har validerats for anvandning med cobas BRAF Test.

B. Transportera prover

FFPET-prover kan transporteras i 15-30 °C. Vid transport av FFPET-prover ska géllande bestammelser for transport av etiologiska
agens foljas.’®

C. Férvaring av prover

Hallbarhet har bekréftats for FFPET-prover som forvarasi 15-30 °Ci upp till 12 manader efter provtagning. FFPET-snitt p4 5 pm som
placeras pa objektglas kan forvarasi 15-30 °Ci upp till 60 dagar.
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BRUKSANVISNING
OBS! Alla reagens férutom RXNMIX, MGAC och BRAF OM ska ha omgivningstemperatur fére anvdndning. RXN MIX,
MGAC och BRAF OM kan tas direkt fran forvaring i 2-8 °C for beredning av Working Master Mix.

OBS! Endast melanom- och PTC-FFPET-snitt med 5 pm tjocklek didr minst 50 % utgdérs av tumédrceller far anviandas
i cobas BRAF Test. Alla prover som innehaller mindre &dn 50 % tumdrceller ska makrodissekeras efter
avparaffinering.

OBS! Detaljerad information om anvédndning av analysinstrumentet cobas z 480 finns i anviandarhandboken till
cobas® 4800-systemet eller i anvéindarassistansen till cobas® 4800-systemet.
Kérningsstorlek

cobas BRAF Test-kitet ar utformat for att kdras med minst 3 prover plus kontroller upp till hégst 24 prover plus kontroller. Farre &n
3 prover plus kontroller kan kéras vid samma tillfalle men kan resultera i otillracklig reagensvolym for kdrning av totalt 24 prover plus
kontroller. cobas BRAF Test innehaller reagens som récker till 8 kdrningar med 3 prover plus kontroller. Ett replikat av cobas BRAF
Test mutationskontroll [BRAF MUT] och ett replikat av cobas BRAF Test vildtypskontroll [BRAF WT] behdvs for att utféra varje
kérning (se avsnittet "Kvalitetskontroll”).

Arbetsflode
OBS! cobas BRAF Test kan anvéndas for upp till 24 prover i en kérning.

OBS! For att maximera reagensanvéndningen ska en testkérning inkludera minst tre (3) patientprover plus kontroller.
DNA-isolering
DNA isoleras fran FFPET-prover med cobas® DNA Sample Preparation Kit (M/N 05985536190).

Makrodissektion
Om mindre &n 50 % av provets area utgors av tumor maste provet makrodissekeras som en del av provberedningen.

DNA-kvantifiering
0BS! Mitning av DNA-koncentration ska utféras omedelbart efter DNA-isoleringsproceduren och innan férvaring.

A. Blanda varje DNA-stamlésning genom att vortexa i 5 sekunder innan kvantifiering.

B. Kvantifiera DNA med en spektrofotometer enligt tillverkarens instruktioner. Anvind DNA EB fran cobas® DNA Sample
Preparation Kit som blankprov for instrumentet. Ett genomsnitt av 2 konsekventa avlasningar behovs. De tvd matningarna ska
ligga inom 10 % av varandra nér avlasningarna av DNA-koncentrationen ar =20,0 ng/pl. For avlasningar av DNA-
koncentrationen < 20,0 ng/pl ska de tvd méatningarna ligga inom 2,0 ng/pl.

C. DNA-stamldsningskoncentrationen maste vara 2 5 ng/pl for att utféra cobas BRAF Test.

OBS! Varje DNA-stamlésning maste ha en minimikoncentration pa 5 ng/ul for att cobas BRAF Test ska kunna utféras.
Om koncentrationen av en DNA-stamlésning dr < 5 ng/ul ska avparaffinering, DNA-isolering och DNA-
kvantifiering upprepas for det provet med tva FFPET-snitt pa 5 pm. For prover pa objektglas: Avparaffinera och ligg
vidvnad fran bada snitten tillsammans i ett rér, sink ned vivnaden i TLB och PK fran cobas® DNA Sample
Preparation Kit och utfér sedan DNA-isolering och -kvantifiering. Foér prover som inte ér pa objektglas: ligg vavnad
fran bada snitten tillsammans i ett rér och utfér avparaffinering, DNA-isolering och -kvantifiering. Om DNA-
stamldésningen fortfarande ér< 5 ng/ul ska du bestilla ett ytterligare FFPET-snitt fran den aktuella kliniska enheten.

OBS! Bearbetade prover (extraherat DNA) ér hallbara i upp till 24 timmari 15 °Ctill 30 °C eller upp till 14 dagari 2 °C
till 8 °C eller upp till 60 dagar i —15 °C till -25 °C eller néir de har genomgatt 3 frys-tiningscykler vid férvaring
i =15 °C till -25 °C. Extraherat DNA ska amplifieras inom den rekommenderade férvaringstiden, dock fére
utgangsdatum for det cobas® DNA Sample Preparation Kit som anvéindes for att extrahera DNA.
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AMPLIFIERING OCH DETEKTION

OBS! For att undvika kontamination av working master mix med DNA-prover ska amplifiering och detektion utféras i ett
omrade som ér separerat fran DNA-isolering. Arbetsomradet for amplifiering och detektion ska rengdras ordentligt
innan beredning av working master mix. En korrekt rengéring innebdr att alla rack och pipetter torkas av ordentligt
med en lésning med 0,5 % natriumhypoklorit och dérefter torkas av med en Iésning med 70 % etanol. Vanliga
hushallsblekmedel innehaller normalt 5,25 % natriumhypoklorit. En utspédning 1:10 med hushallsblekmedel ger
en Iésning med 0,5 % natriumhypoklorit.

Férbereda instrumentet

Detaljerad information om instéllning av analysinstrumentet cobas z 480 finns i anvandarhandboken till cobas® 4800-systemet eller
i anvandarassistansen till cobas® 4800-systemet.

Forbereda testproceduren

Information om stegen i arbetsflodet for cobas BRAF Test finns i anvandarhandboken till cobas® 4800-systemet eller i anvandar-
assistansen till cobas® 4800-systemet.

Berikning av spiadning av DNA-stamlosning fran prov

Endast en amplifiering/detektion kdrs per prov, dér 25 pl av en 5 ng/pl spadning av DNA-stamldsningen (totalt 125 ng) anvéands.
Anvisningarna nedan beskriver beredning av minst 35 pl spddd DNA-stamlésning med 5 ng/ul, beroende pa den initiala DNA-
stamldsningskoncentrationen. Detta sdkerstéller att minst 5 pyl DNA-staml6sning anvéands i varje prov for att forhindra variation som
kan uppsta vid pipettering av mindre provvolymer.

Berikning av spadning av prov-DNA-stamlésningar vid koncentrationer fran 5 ng/ul till 35 ng/pl
OBS! DNA-stamlésningar fran prover ska spddas omedelbart innan amplifiering och detektion.

OBS! Endast en amplifiering/detektion kérs per prov, ddr 25 ul av en 5 ng/ul spddning av DNA-stamlésningen (totalt
125 ng) anvénds.

A. Berdkna volymen DNA-stamlésning som behovs for varje prov med hjalp av féljande formel:
Volymen DNA-stamlésning som behévs = (35 pl x 5 ng/pl) = DNA-stamlésningens koncentration i ng/pl
B. Berdkna volymen DNA-spadningsbuffert (DNA SD) som behdvs for varje prov med hjélp av féljande formel:
Volymen DNA SD som behévs i pl = (35 pl - volymen DNA-staml6ésning som behdvs i pl)
Exempel:
DNA-stamlésningskoncentration =21 ng/pl
A. Volymen DNA-stamlésning som behdvs = (35 pl x 5 ng/pl) ~ 21 ng/pl= 8,3 pl
B. Volymen DNA SD som behévsi pl = (35 pl - 8,3 pl) = 26,7 pl

Berakning av spadning av DNA-stamldsning vid koncentrationer > 35 ng/pl
OBS! DNA-stamlésningar fran prover ska spiadas omedelbart innan amplifiering och detektion.

OBS! Endast en amplifiering/detektion kérs per prov, ddr 25 ul av en 5 ng/ul spddning av DNA-stamlésningen (totalt
125 ng) anvénds.

A. Vid DNA-stamlésningskoncentrationer > 35 ng/ul ska féljande formel anvandas for att berdkna den méngd DNA-spadnings-
buffert (DNA SD) som behdovs for att bereda minst 35 pl spadd DNA-stamldsning. Det ar for att sdkerstélla att minst 5 pl DNA-
stamldsning anvands i varje prov.

Volymen DNA SD som behévs i pl =[(5 pl DNA-stamlésning x DNA-stamlésningskonc. i ng/pl) =5 ng/ul] - 5 pl
B. Anvand den berdknade volymen DNA SD for att spada 5 pl DNA-stamlésning.
Exempel:
DNA-stamldsningskoncentration = 42 ng/pl
A. Volymen DNA SD som behévs i pl =[(5 pl x 42 ng/pl) =5 ng/ul] - 5 pl= 37 ul
B. Anvand den berdknade volymen DNA SD for att spdda 5 pl DNA-stamldsning.
Spédning av prov

A. Forbered det antal 1,5 ml mikrocentrifugrér for spadningar av prov-DNA-stamlésning som behdvs genom att marka dem med
aktuell providentifiering i omradet for tillsats av prover.

B. Anvand en pipett med aerosolresistent pipettspets och pipettera den berdknade volymen DNA-spadningsbuffert (DNA SD) i varje
markt provror.

Vortexa varje prov-DNA-stamlésning i 10 sekunder.

D. Anvand en pipett med aerosolresistent spets och pipettera forsiktigt den berdknade volymen av varje prov-DNA-stamlésning
i motsvarande markt rér med DNA SD. Anvand en ny pipettspets for varje prov.

o
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E. Forslut och blanda varje spadd prov-DNA-stamlésning genom att vortexa i 10 sekunder.
F. Byt handskar.

Beredning av Working Master Mix (MMX)
OBS! BRAF Oligo Mix och Working MMX ér ljuskénsliga. Alla 6ppna blandningar av BRAF OM och Working MMX ska
skyddas mot langvarig exponering for ljus.
A. Berédkna volymen RXNMIX som behévs med hjélp av féljande formel:
Volymen RXNMIX som behdovs = (antal prover + 2 kontroller + 1) x 10 pl
B. Berdkna volymen BRAF OM som behdvs med hjélp av féljande formel:
Volymen BRAF OM som behovs = (antal prover + 2 kontroller + 1) x 8 pl
C. Berakna volymen MGAC som behdvs med hjélp av féljande formel:
Volymen MGAC som behdovs = (antal prover + 2 kontroller + 1) x 7 pl

Tabell 1 kan anvdndas for att bestdmma volymen for varje reagens som behdvs fér beredning av Working MMX baserat pa
antalet prover som ingéar i kdérningen.

Tabell 1

Volym reagens som behdovs for Working MMX
Antal prover*

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
RXN MIX 10 pl 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
BRAF OM 8 ul 32 40 48 56 64 72 80 88 96 104
MGAC 7 pl 28 35 42 49 56 63 70 77 84 91
Total volym pl 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325

* Antal prover + 2 kontroller + 1
D. Ta fram motsvarande antal rér med RXNMIX, BRAF OM och MGAC fran forvaringen i 2-8 °C. Vortexa varje reagens
i 5 sekunder for att samla upp vatska fran botten av réret innan anvandning. Mérk ett sterilt mikrocentrifugrér for Working Master
Mix (MMX).
Tillsatt den berdknade volymen RXNMIX i det mérkta MMX-roret.
Tillsatt den berdaknade volymen BRAF OM i det méarkta MMX-roret.
Tillsatt den berdknade volymen MGAC i det markta MMX-roret.
. Vortexaroreti 5 sekunder sa att innehallet blandas tillréckligt.
OBS! Anvind endast mikrotiterplatta (AD-platta) och skyddsfilm till cobas® 4800-systemet (Roche M/N:
05232724001).

I.  Tillsatt forsiktigt 25 pl arbets-MMX i varje reaktionsbrunn pa AD-plattan som beh&vs for kdrningen. Se till att pipettspetsen inte
vidror plattan utanfér brunnen.

Teomm

Tillsats av kontroller och prover:

A. Tillsatt 25 pyl BRAF MUT-kontroll i brunn AO01 pa& mikrotiterplattan (AD-platta). Blanda innehallet i brunnen noga genom att
pipettera upp och ned minst tva ganger.

B. Anvénd en ny pipettspets och tillsatt 25 ul BRAF WT-kontroll i brunn BO1 pa AD-plattan. Blanda innehdllet i brunnen noga
genom att pipettera upp och ned minst tva ganger.

OBS! Varje kérning maste innehalla bade en BRAF MUT-kontroll i position A0T och en BRAF WT-kontroll i position BO1,
annars kommer kérningen att ogiltigférklaras av analysinstrumentet cobas z 480.
OBS! Byt handskar fér att motverka kontamination mellan prover och utvédndig kontamination av PCR-plattan.

C. Tillsatt med hjélp av en pipett med aerosolbarridrspets 25 pl spatt prov-DNA i den aktuella brunnen med Working MMX. Starta
fran position CO1 pa AD-plattan och folj mallen i Bild 1 nedan. Blanda innehallet i brunnen noga genom att pipettera upp och
ned minst tva ganger. Kontrollera att all vatska &r samlad i botten av brunnen.

OBS! Prov-DNA och kontroller ska tillséttas pa AD-plattan inom 1 timme efter beredning av Working Master Mix (MMX).

05952603001-10SV 8 Doc Rev. 11.0



Bild 1

Layout for provplatta

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A BRAF Prov Prov Prov
MUT 7 15 23
B BRAF Prov Prov Prov
WT 8 16 24
c Prov Prov Prov
1 9 17
D Prov Prov Prov
2 10 18
E Prov Prov Prov
3 11 19
F Prov Prov Prov
4 12 20
G Prov Prov Prov
5 13 21
H Prov Prov Prov
6 14 22

D. Fortsétt tills alla testprover har tillsatts i AD-plattan.

E. Téck AD-plattan med skyddsfilmen (medféljer plattorna). Anvand skyddsfilmapplikatorn for att sékerstélla att skyddsfilmen forsluts
noga mot AD-plattan.

F. Bekrafta att all vatska &r uppsamlad i botten av varje brunn innan amplifiering och detektion startas.
OBS! Ampilifiering och detektion ska pabérjas inom 1 timme efter tillsats av prov-DNA och kontroller i Working MMX.

Starta PCR-korning

Detaljerad information om stegen i BRAF-arbetsflodet finns i anvandarhandboken till cobas® 4800-systemet eller i anvéndar-

assistansen till cobas® 4800-systemet.

Tolkning av resultat

OBS! All kérnings- och provvalidering utférs av programmet cobas® 4800 BRAF AP.

OBS! En giltig kérning kan innehdélla bada giltiga och ogiltiga provresultat.

Om koérningen éar giltig tolkas provresultaten enligt Tabell 2.

Tabell 2
Tolkning av provresultat

Resultat for cobas BRAF Test

Betydelse

Mutation Detected

V600-mutation detekterad i BRAF kodon 600i exon 15

Mutation Not Detected
eller
No Mutation Detected*

V600-mutation inte detekterad i BRAF kodon 600i exon 15

Ogiltigt resultat.

Invalid Upprepa testning av prover med ogiltiga resultat enligt instruktionerna
i avsnittet Omtestning av prover med ogiltiga resultat nedan.
Failed Misslyckad kérning pa grund av fel p& maskin- eller programvara.

* Resultatet "Mutation Not Detected” utesluter inte férekomst av en mutation i BRAF kodon 600 eftersom resultaten beror pa antalet mutantsekvens-
kopior i provet och kan paverkas av provets renhet, mangden isolerat DNA och férekomst av interfererande substanser.
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Omtestning av prover med ogiltiga resultat

A. Upprepa spadningen av den ogiltiga DNA-stamldsningen frdn prov med bdérjan frdn procedurerna Berakning av spadning av
DNA-stamldsning fran prov och Spédning av prov i avsnittet AMPLIFIERING OCH DETEKTION.

Obs! Om det inte finns tillrdcklig prov-DNA-stamlésning kvar fér att utféra en ny spddning av DNA-stamlésningen, ta ett
nytt vivnadssnitt pa 5 pm och isolera DNA pa nytt med cobas® DNA Sample Preparation Kit (M/N 05985536190).
Fortsiétt sedan med steg B nedan.

B. Efter spadning av DNA-stamldsning till 5 ng/pl som beskrivs i Spédning av prov, utfor en ytterligare spadning pa 1:2 genom att
ta 20 pl av den spadda DNA-stamldsningen och tillsatt 20 pl DNA-spadningsbuffert (DNA SD).
C. Fortsatt med Beredning av Working Master Mix (MMX) och resten av amplifierings- och detektionsproceduren.

Obs! Om provet ér ogiltigt efter omtestning med en spéddning pa 1:2, upprepa hela testproceduren for det provet och
bérja da med DNA-isolering med hjéilp av cobas® DNA Sample Preparation Kit (M/N 05985536190) och anvind
ett nytt FFPET-snitt pa 5 pm. Standardvolymen 25 pl DNA med 5 ng/ul (utan ytterligare spédning) ska anvindas
for amplifiering och detektion.

KVALITETSKONTROLL

cobas BRAF Test mutationskontroll (BRAF MUT) och vildtypskontroll (BRAF WT) ingér i varje kérning. En kérning ar giltig om bade
BRAF MUT-kontrollbrunnen (A01) och BRAF WT-kontrollbrunnen (BO1) har en giltig kontrollstatus. Om BRAF MUT-kontrollen eller
BRAF WT-kontrollen ar ogiltig maste provet upprepas. Bered en ny spadning av den tidigare isolerade prov-DNA-stamldsningen for
att férbereda en ny AD-platta med kontroller fér amplifiering och detektion.

BRAF-mutationskontroll

BRAF MUT-kontrollresultatet maste vara "Valid”. Kontakta Roche kundsupport och begar teknisk hjdlp om BRAF MUT-
kontrollresultaten genomgéende &r ogiltiga.

BRAF-vildtypskontroll

BRAF WT-kontrollresultatet maste vara "Valid”. Kontakta Roche kundsupport och begér teknisk hjalp om BRAF WT-kontrollresultaten
genomgaende &r ogiltiga.

FORSIKTIGHETSATGARDER

Liksom for alla testmetoder &r det mycket viktigt att anvédnda god laboratorieteknik fér att denna analys ska fungera korrekt. Med
hénsyn till PCR-baserade testers hdga analytiska sensitivitet ar noggrannhet nddvandig sa att reagens- och amplifierings-
blandningarna halls rena.

TESTETS BEGRANSNINGAR

1. Testa endast de angivna provtyperna. cobas BRAF Test har endast validerats for att anvdndas med melanom- och PTC FFPET-
prover.

2. cobas BRAF Test har endast validerats med anvandning av cobas® DNA Sample Preparation Kit (Roche M/N: 05985536190) for
att extrahera genomiskt DNA.

3. Detektion av en mutation &r beroende av antalet mutantsekvenskopior i provet och kan paverkas av provets renhet, mangden
isolerat DNA och férekomst av interfererande substanser.

4. Resultatens tillforlitlighet forutsatter ratt fixering, transport, férvaring och bearbetning av prover. Folj beskrivningarna i denna
bipacksedel och i anvandarhandboken till cobas® 4800-systemet eller i anvéndarassistansen till cobas® 4800-systemet.

5. Tillsats av AmpErase-enzym i cobas BRAF Test Reaction Mix mojliggor selektiv amplifiering av mal-DNA. Kontaminering av
reagens kan dock endast undvikas om god laboratoriesed tilldmpas och de forfaranden som beskrivs i den hér bipacksedeln foljs
noga.

6. Produkten far endast anvéndas av personal med utbildning i PCR-teknik och anvindning av cobas® 4800-systemet.

7. Endast cobas® 4800-systemet har validerats for anvandning med denna produkt. Inget annat PCR-system har validerats med
denna produkt.

8. Pa grund av inneboende skillnader mellan metoder rekommenderas anvandaren, innan en metod byts ut mot en annan, att
genomfora metodkorrelationsanalyser i laboratoriet for att bestdmma skillnaderna mellan metoderna.

9. Effekterna av andra mojliga variabler, t.ex. vid fixering av prover, har inte utvarderats.

10. Mutationer och varianter inom regionerna for BRAF-genen som técks av primers eller prober som anvénds i cobas BRAF Test
ar visserligen séllsynta, men kan resultera i att BRAF V600-allelen inte amplifieras eller att mutationer i kodon 600 inte detekteras.

11. Nérvaron av PCR-hammare kan orsaka falskt negativa eller ogiltiga resultat.

12. Melanin ar en kand hammare for PCR-reaktioner. DNA-provberedningskitet avidgsnar melanin fran provet under extraktionen.
Det kan dock finnas kvar melanin i provet som orsakar ogiltiga resultat. Om du misstanker att melanin hdmmar reaktionen
rekommenderar vi att du upprepar testet med en 1:2-spadning enligt beskrivningen i "Omtestning av prover med ogiltiga resultat”.

13. cobas 4800 BRAF V600 Mutation Test visar begransad korsreaktivitet med icke-V600E-mutanta prover (V600K, V600D och
V600E2). Mer information finns i avsnittet "Melanom - Utvardering av icke-kliniska egenskaper”.

14. FFPET-prover som innehaller degraderat DNA kan péaverka testets mojlighet att detektera mutationen.

15. cobas 4800 BRAF Mutation Test ar ett kvalitativt test. Testet ar inte avsett for kvantitativa matningar av mutation.
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I. MELANOM

UTVARDERING AV ICKE-KLINISKA EGENSKAPER

For de icke-kliniska studier som beskrivs nedan faststdlldes procentandelen tumorinnehall genom patologigranskning och
melaninandelen faststélldes genom patologigranskning och en intern melaninbestdmningsanalys. Bidirektionell Sanger-sekvensering
anvéndes for att valja prover for testning. Procentandelen mutationsniva bestdmdes med 454-sekvensering (kvantitativ massiv parallell
pyrosekvenseringsmetod).

Analytisk sensitivitet

Analytisk sensitivitet och detektionsgréns (LoD)

Den minsta mangden input-DNA som producerar korrekta resultat i 95 % av fallen beddmdes med spadningspaneler som beretts
fran tre typer av prover:

o Provblandningar som beretts genom att blanda DNA-stamlésningar som erhallits frdin BRAF V600E-mutant-FFPET-prover och
BRAF-vildtyp-FFPET-prover for att uppné specifika mutationsnivaer.

« Individuella FFPET DNA-stamlésningar som beretts fran tre BRAF V600E-mutant-FFPET-prover.

o Cellinjeblandning som beretts genom att blanda DNA-stamlosningar som erhallits fran en BRAF V600E-mutant-cellinje och en
BRAF-vildtyp-cellinje.

Alla prover som anvéndes i den hér studien sekvenserades med 454-sekvensering for att bestimma procentandelen mutation i varje
prov.

Analytisk sensitivitet med provblandningar

BRAF V600E-mutant-FFPET-prov-DNA-stamlésningar blandades med BRAF-vildtyp-FFPET-prov-DNA-stamldsningar for att uppna ett
prov vid ~10 %, tre prover vid ~5 % och ett prov vid ~3 % mutationsniva. Ett BRAF-vildtyp-prov testades ocksa. Efter blandning
verifierades mutationsnivderna med 454-sekvensering. Var och en av de fem provblandningarna med V600E-mutation (dock inte
vildtyp-provet) spaddes sedan for att producera de panelprover som redovisas i Tabell 3.

Tabell 3
Beredning av spédda panelprover fran provblandningar

Genomsnittlig Mangd DNA i spadda
Blandning procentandel mutation* | panelprover (ng/25 pl)**
10 % blandning 9 % (n=6) 125, 62,5, 31,3
5 % blandning 1 5% (n=>5) 125, 5,25, 1,3, 0,6, 0,3
5 % blandning 2 5% (n=25) 125, 5, 2,5, 1,3, 0,6, 0,3
5 % blandning 3 6 % (n=>5) 125, 5, 2,5, 1,3, 0,6, 0,3
2,5 % blandning 3% (Mn=>5) 125, 62,5, 31,3
0 % (endast vildtyp) --- 125

*  Genomsnittlig procentandel mutation av blandningen, testad med 454-sekvensering.
**  Méangden genomiskt DNA i varje panelprov. 25 pl &r provvolym for testet.
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Atta (8) replikat av varje panelprov kérdes med vardera 3 cobas BRAF Test-kitloter (n = 24/panelprov). | Tabell 4 visas
sensitiviteten hos varje FFPET-blandning, som bestdmts av den lagsta mangd DNA som gav ett BRAF V600E "Mutation Detected”-

véarde pa minst 95 % (skuggade rader).

Tabell 4
Sensitivitet for cobas BRAF Test med FFPET-blandningar

Procentandel mutation Mangd DNA "Mutation Detected”-
FFPET-blandning| med 454-sekvensering i panelprovet varde (n = 24)
125 ng/25 pl 100 %
1%;‘;\5555‘ 9 % 62,5 ng/25 i 100 %
31,3 ng/25 pl 100 %
125 ng/25 pl 96 %
5,0 ng/25 pl 100 %
5 % FFPET- 5 0 2,5 ng/25 yl 100 %
blandning 1 1,3 ng/25 pl 75 %
0,6 ng/25 pl 88 %
0,3 ng/25 pl 71 %
125 ng/25 pl 100 %
5,0 ng/25 pl 92 %
5 % FFPET- 5 0 2,5 ng/25 yl 100 %
blandning 2 1,3 ng/25 pl 96 %
0,6 ng/25 pl 58 %
0,3 ng/25 pl 50 %
125 ng/25 pl 100 %
5,0 ng/25 pl 100 %
5 % FFPET- 2,5ng/25 yl 100 %
blandning 3 6% 1,3 ng/25 pl 100 %
0,6 ng/25 pl 96 %
0,3 ng/25 pl 71 %
125 ng/25 pl 0 %
2 oo dFrfiEZT' 3 0% 62,5 ng/25 4 %
31,3 ng/25 pl 4 o
0 % (vildtyp) --- 125 ng/25 pl 0 %

Denna studie visar att cobas BRAF Test kan detektera BRAF V600E-mutationen vid 2 5 % mutationsnivd med standard-input pa
125 ng/25 pl. Testets forméaga att detektera mutation vid lagre DNA-input-nivaer visar att proverna kan innehalla degraderat DNA
fran fixeringsprocessen och mutationen dndé detekteras. Alla testresultat som erhélls for BRAF vildtyp-provet var "Mutation Not

Detected”.
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Analytisk sensitivitet med FFPET-prover

For att bekrafta mutationsdetektionsvardet pd 5 % i patientprover har 48 enskilda snitt pd 5 pm fran vardera 3 BRAF V600E-mutant-
FFPET-prover med mutationsnivaer pa 6 %, 12 % och 4 % bearbetats individuellt med 3 loter av cobas® DNA Sample Preparation
Kit for att isolera DNA. For att bedoma paverkan av melanin pa analysen inkluderades ett prov (6 % mutation) med hég melanin-
koncentration. Seriella spadningar av DNA fran varje snitt bereddes for att producera en uppséttning om 6 panelprover som redovisas

i Tabell 5.

Tabell 5

Beredning av spéddda panelprover fran FFPET-prover

Genomsnittlig procentandel

Provinformation

Mangd DNA i spadda panelprover

FFPET-prov V600E-mutation* Pigmentering (ng/25 pl)
Prov 1 6 % Hogpigmenterat** 125, 15,6, 7,8, 3,9, 2,0, 1,0
Prov 2 12 % NHP*** 125,7,8,39,2,1,0,5
Prov 3 4 % NHP 125, 31,3, 15,6, 7,8, 3,9, 2,0

*

*%

***  NHP = Inte hégpigmenterat baserat pa visuell bedémning

Sexton (16) replikat av varje panelprov kdrdes med vardera 3 cobas BRAF Test-kitloter (n = 48/panelprov). Sensitiviteten hos varje
FFPET-prov bestdamdes av den lagsta mangd DNA som gav ett BRAF V600E "Mutation Detected’-varde pa minst 95 % (skuggade

rader). Resultaten fran studien visas i Tabell 6.

Genomsnittlig procentandel mutation av blandningen, bestdmd med 454-sekvensering
Hogpigmenterat baserat pa visuell bedémning, melaninkoncentration = 0,17/25 ul

Tabell 6
Sensitivitet for cobas BRAF Test med FFPET-prover
Procentandel mutation med "Mutation Detected”-
FFPET-prov 454-sekvensering Mangd DNA i panelprovet varde (n = 48)

125 ng/25 pl 100 %
15,6 ng/25 pl 100 %
7,8 ng/25 pl 98 %

Prov 1 6 %
3,9 ng/25 pl 98 %
2,0 ng/25 pl 81 %
1,0 ng/25 pl 71 %
125 ng/25 pl 100 %
7,8 ng/25 pl 100 %
3,9 ng/25 pl 100 %

Prov 2 12 %
2,0 ng/25 pl 98 %
1,0 ng/25 pl 98 %
0,5 ng/25 pl 94 %
125 ng/25 pl 98 %
31,3 ng/25 pl 98 %
15,6 ng/25 pl 85 %

Prov 3 4 %
7,8 ng/25 pl 90 %
3,9 ng/25 pl 90 %
2,0 ng/25 pl 67 %

Studien visade att cobas BRAF Test kan detektera BRAF V600E-mutationen i faktiska kliniska FFPET-prover vid 2 5 % mutationsniva
med standard-input pd 125 ng/25 pl. Testets formaga att detektera mutation vid ldgre DNA-input-nivaer visar att proverna kan
innehalla degraderat DNA fran fixeringsprocessen och mutationen dnda detekteras. Ett hogpigmenterat prov som ingick i studien

forefoll inte paverka testets sensitivitet.
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Analytisk sensitivitet med cellinjeblandningar

DNA-stamldsningar fran tvd melanom-cellinjer [SK-MEL 28 (BRAF V600E-mutant) och SK-MEL 2 (BRAF-vildtyp)] blandades for att
uppna ett prov vid 5 % mutation, verifierat med 454-sekvensering. Tre separata spadningspaneler innehédllande DNA fran
125 ng/25 pltill0 ng/25 pl bereddes. Tjugo (20) replikat av varje panelprov testades med vardera 3 cobas BRAF Test-kitloter (totalt
60 replikat). Sensitiviteten bestdmdes av den lagsta mangd DNA som gav ett BRAF V600E "Mutation Detected”-varde p& minst 95 %
(skuggad rad). Resultaten fran studien visas i Tabell 7.

Tabell 7
Sensitivitet for cobas BRAF Test med cellinjeblandningar
Genomsnittlig procentandel Mangd DNA "Mutation Detected”-

Cellinjeblandning | mutation med 454-sekvensering i panelprovet varde (n = 60)
125,0 ng/25 pl 97 %
31,3 ng/25 pl 100 %
15,6 ng/25 pl 95 %
N _ 7,8 ng/25 pl 98 %

Cellinjeblandning 5 %

3,9 ng/25 pl 95 %
2,0 ng/25 pl 82 %
1,0 ng/25 pl 78 %
0,5 ng/25 pl 77 %

cobas BRAF Test gav ett "Mutation Detected”-varde pa 95 % vid 3,9 ng/25 pl, vilket representerar en spadning pa 1:32 av
rekommenderad DNA-input pa 125 ng/25 pl. Detta indikerar att testet detekterar BRAF V600E-mutation nar ~97 % av DNA ar
degraderat pa grund av fixeringsprocessen, om man antar att cellinje-DNA innehdll 100 % intakt och amplifierbart DNA.

Genomiskt input-intervall

Rekommenderad DNA-input for cobas BRAF Test @r 125 ng. Olika input-mangder av genomiskt DNA kan vara ett resultat av DNA-
kvantitetsfel och/eller variationer i méngden degraderat DNA. For att utvardera effekterna av olika input-méangder av genomiskt DNA
extraherades genomiskt DNA frdn 11 melanom-FFPET-prover, valda pa grund av mutationsstatus och pigmenteringsniva, och spaddes
seriellt med prov-input som representerade 250 ng, 125 ng, 62,5 ng och 31,3 ng/25 ul. Alla 4 DNA-nivderna utvdrderades med
2 olika reagensloter. Forvéntade resultat erhélls for alla input-nivaer av genomiskt DNA.

Lagsta tumorandel

Trettiotre (33) BRAF V600E-mutanta prover testades for att avgora den lagsta andelen tumoér som krévs for att detektera BRAF V600E-
mutationen i prover med en tumdrandel frdn 5 % till 50 %, utan makrodissektion. Ett (1) snitt frdn varje prov testades med
cobas BRAF Test.

cobas BRAF Test detekterade korrekt alla BRAF V600E-mutanta prover som hade en lagsta procentandel mutant DNA dver 5 % och
nar den lagsta tumoérandelen var minst 15 % sa som visas i Tabell 8. Prover vars tumérandel var lagre an 15 % och hade mindre an
5 % mutation rapporterades som "mutation-not-detected”. Dessutom utvarderades ytterligare 24 vildtyp-prover med tumérandel fran
5 till 45 % vid den rekommenderade DNA-input-koncentrationen p& 125 ng/25 pl. Alla vildtyp-prover identifierades korrekt.
Makrodissektion for prover vars area innehaller < 50 % tumaorceller kravs.

Tabell 8
Resultat vid test av 33 BRAF V600E-prover med olika procentandelar tumér respektive mutation

Provnummer Tumérandel* | % mutation Testresultat
1 5%/5 % 3 % Mutation Not Detected
2 5%/5 % 5 % Mutation Not Detected
3 5%/5 % 1% Mutation Not Detected
4 10 % /10 % 4 % Mutation Not Detected
5 10 %/ 10 % 14 % Mutation Detected
6 15 %/ 10 % 6 % Mutation Detected
7 15 %/ 15 % 23 % Mutation Detected
8 15 %/ 15 % 3 % Mutation Detected
9 15 %/ 15 % 29 % Mutation Detected
10 15 %/ 15 % 14 % Mutation Detected
11 15 %/ 15 % 14 % Mutation Detected
12 15 % /20 % 5 0% Mutation Detected
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Korsreaktivitet

Provnummer Tumérandel* | % mutation Testresultat
13 20 % /20 % 28 % Mutation Detected
14 20 % /20 % 2 % Mutation Detected
15 25 % /20 % 13 % Mutation Detected
16 25 % /25 % 25 % Mutation Detected
17 30 % /25 % 20 % Mutation Detected
18 30 % /30 % 10 % Mutation Detected
19 30 % /35 % 4 % Mutation Detected
20 30 % /35 % 17 % Mutation Detected
21 35 % /30 % 8 % Mutation Detected
22 35 % /35 % 7 % Mutation Detected
23 35 % /35 % 12 % Mutation Detected
24 35 % /35 % 22 % Mutation Detected
25 35 %/ 40 % 36 % Mutation Detected
26 40 %/ 35 % 7 % Mutation Detected
27 40 % /35 % 12 % Mutation Detected
28 40 %/ 40 % 14 % Mutation Detected
29 40 %/ 40 % 21 % Mutation Detected
30 40 %/ 40 % 28 % Mutation Detected
31 40 %/ 45 % 36 % Mutation Detected
32 45 %/ 45 O 10 % Mutation Detected
33 50 % /40 % 8 % Mutation Detected

*Tumdrandelen i provet bedémdes genom att det férsta och sista av tolv angrénsande
snitt pd 5 pum for varje prov underséktes av en patolog. Tumdrandelen for bade det
forsta och det sista snittet visas (t.ex. 95 % / 95 ).

Korsreaktiviteten for cobas BRAF Test utvdarderades genom att testa féljande provtyper:

o BRAF icke-V600E mutanta melanom-FFPET-prover med olika mutationsnivaer,

e plasmider med BRAF icke-V600E-mutationer,

e plasmider med BRAF-homologer,

e hudrelaterade mikroorganismer.

Korsreaktiviteten utvérderades ocksd genom att bestimma huruvida férekomsten av BRAF-homologa plasmider eller hudrelaterade
mikroorganismer interfererade med detektion av BRAF V600E-mutationen.
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BRAF icke-V600E melanom-FFPET-prover

Fjorton (14) melanom-FFPET-prover med BRAF icke-V600E-mutationer (V600D, V600E2, V600R eller V600K) testades tre ganger med
cobas BRAF Test. For atta av BRAF icke-V600E-proverna visade alla tre replikaten korsreaktivitet med cobas BRAF Test. Dessa éatta
prover var. BRAF V600D-mutant (18 % mutation), BRAF V600E2-mutant (68 % mutation) och BRAF V600K-mutant (mer an
30 % mutation). Ingen korsreaktivitet observerades for provet BRAF V600R-mutant (23 % mutation) vilket visas i Tabell 9.

Tabell 9
cobas BRAF Test, "Mutation Detected”-vérden for BRAF icke-V600E-mutationer i FFPET-prover
Provhummer BRAF- Procentandel | Tumérandel* | Tumérstadium | ”Mutation Detected”-
mutationsstatus mutation virde (n=3)

1 V600D 18 % 30 % /30 % 1\ 100 %

2 16 % 75 % /75 % 1\ 0 %

3 V600E2 36 % 75 %/ 80 % 1l 0 %

4 68 % 75 % /75 % 1\ 100 %

5 V600R 23 % 15 % /15 % 1\ 0 %

6 17 % 25 % /25 % 1l 0 %

7 22 % 35 0%/ 40 % 1\ 0 %

8 23 % 40 %/ 40 % 1\ 0 %

9 31 % 60 % /60 % 1\ 100 %

10 V600K 35 % 75 % /75 % 1\ 100 %

11 39 % 80 % /80 % 1\ 100 %

12 36 % 95 % /95 % Ic 100 %

13 62 % 75 % /75 % 1\ 100 %

14 69 % 80 % /80 % 1\ 100 %

* Tumdrandelen i provet bedémdes genom att det forsta och sista av tolv angrénsande snitt pa 5 um for varje prov
undersoktes av en patolog. Tumérandelen for bade det forsta och det sista snittet visas (tex. 95 % / 95 %).

En spadningspanel med elva prover med DNA-koncentrationer fran 5,0 ng/ul ned till 0,0049 ng/pl (motsvarande mellan 125 till0,1 ng
DNA i provvolymen 25 pl for testet) bereddes och varje panelprov testades tre ganger for att bestimma den lagsta médngden DNA
som gav ett "Mutation Detected”-varde pa 100 % for de atta prover som visade sig korsreagerai cobas BRAF Test. Den lagsta DNA-
input-nivan innan forlust av korsreaktivitet observerades lag mellan 0,5 ng / 25 pl for ett BRAF V600K-mutant prov med 69 %
mutation och 15,6 ng / 25 pl for ett BRAF V600D-mutant prov med 18 % mutation (Tabell 10).

Tabell 10
Lagsta DNA-input fér detektion av korsreaktivitet i cobas BRAF Test

BRAF- Procentandel | Ligsta mdngd DNA-input innan forlust
Provnummer mutationsstatus mutation av korsreaktivitet (n = 3)
1 V600D 18 % 15,6 ng/25 pl
2 V600E2 68 % 7,8 ng/25 pl
3 31 % 3,9 ng/25 pl
4 35 % 3,9 ng/25 pl
5 39 % 3,9 ng/25 pl
V600K
6 36 % 2,0 ng/25 pl
7 62 % 3,9 ng/25 pl
8 69 % 0,5 ng/25 pl

BRAF-icke-V600E-plasmider

Plasmidspadningspaneler med mutationsnivaer fradn 5 % till 75 % i en bakgrund av vildtyp-plasmid bereddes for féljande nio BRAF-
icke-V600E-mutationer: D594G, G596R, K601E, L597Q, L597S, V600D, V600E2, V600K och V600R. Tre replikat av varje prov
i spadningspanelerna som hade beretts for varje plasmid testades med cobas BRAF Test. Korsreaktivitet observeradesi alla 3 replikat
for BRAF V600D-plasmid vid > 10 % mutation, BRAF V600K-plasmid vid > 35 9% mutation och BRAF V600E2-plasmid vid > 65 %
mutation. Ingen korsreaktivitet observerades med plasmider fran de sex évriga BRAF-mutationer som testades.
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Plasmider med BRAF-homologer

Prover bereddes for tre BRAF-homologa plasmider (BRAF-pseudogen, ARAF och RAF1), BRAF V600E-mutant plasmid och BRAF
vildtyp-plasmid s& som visas i Tabell 11. Tre till sex replikat av varje panelprov testades med cobas BRAF Test.

Tabell 11
BRAF-homologplasmidprover

Panel Komposition efter volym
Namn Prov Komponent 1 Komponent 2
1 95 0% BRAF-pseudogen 5 9% BRAF V600E-mutant
BRAF-pseudogen
2 100 % BRAF-pseudogen ---
1 95 % ARAF 5 0 BRAF V600E-mutant
ARAF
2 100 % ARAF ---
1 95 06 RAF1 5 9% BRAF V600E-mutant
RAF1
2 100 % RAF1 ---
1 95 % BRAF-vildtyp 5 0 BRAF V600E-mutant
Kontroll 2 100 % BRAF-vildtyp ---
3 95 % DNA-elueringsbuffert 5 9% BRAF V600E-mutant

Ingen av de tre BRAF-homologplasmider som testades detekterades av cobas BRAF Test nér de testades fristdende, vilket indikerar
att BRAF-homologplasmider inte korsreagerar med testet.

BRAF V600E-mutantplasmiden vid 5 % i narvaro av 95 % av BRAF-homologplasmiderna gav férvantade "Mutation Detected”-resultat
for alla fall, vilket indikerar att homologplasmiderna inte interfererade med detektionen av BRAF V600E-mutationen.

Hudrelaterade mikroorganismer

Féljande hudrelaterade mikroorganismer visade sig inte korsreagerai cobas BRAF Test nér de tillsattes i ett vildtyp-melanom-FFPET-
provvid T x 10¢ kolonibildande enheter (CFU) under vévnadslyseringssteget:

1. Staphylococcus epidermidis

Staphylococcus aureus

Corynebacterium xerosis

Corynebacterium jeikeium

Corynebacterium minutissimum

6. Corynebacterium ulcerans

De testade mikroorganismerna interfererade inte heller med detektion av ett FFPET-prov med 8 % BRAF V600E-mutation nér
1 x 108 kolonibildande enheter (CFU) tillsattes under védvnadslyseringssteget.

aF LN

Interferens

Triglycerider (£ 74 mM, 2x rekommenderad niva fran CLSI fér hog koncentration'”), hemoglobin (£ 2 mg/ml, 1x rekommenderad
niva fran CLSI for hog koncentration'”), och < 95 % nekrotisk vdvnad har visat sig inte interferera med cobas BRAF Test nar det
potentiella interfererande @mnet tillsattes i lyseringssteget under provberedningen.

Melanin

Paverkan av hoga koncentrationer av endogent melanin utvdrderades med hogpigmenterade melanom-FFPET-prover. Totalt 41 unika
FFPET-melanom-prover fran tumdérvdvnad valdes ut baserat pa pigmenteringsniva: 33 var hdgpigmenterade, 3 hade afrikanskt-
amerikanskt ursprung och 5 var latt pigmenterade for jamforelse. DNA extraherades fran vdvnaden och melaninkoncentrationen
bestamdes for varje prov. Ett replikat av DNA-stamldsning fran de tva snitten som erhéllits fran vart och ett av de 41 proven testades.
Tre prover gav ogiltiga resultat. Ett prov gav ett "Mutation Not Detected”-resultat men detta prov bedémdes att ligga under
detektionsgransen. De 3 proverna med "Invalid”-resultat anvindes for att bereda den rekommenderade koncentrationen av DNA for
testet liksom tvafaldiga, fyrfaldiga och éattafaldiga spadningar av rekommenderad DNA-input p& 125 ng/PCR. De resulterande spadda
DNA-proverna (innehéallande totalt 125 ng, 61,5 ng, 31,25 ng eller 15,6 ng DNA i 25 pl) testades om for att bestdmma om giltiga
resultat kunde erhéllas med motsvarande reducering av melanin genom spédning. Alla tre proverna gav korrekta resultat nar de
spaddes tva ganger.
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Tabell 12

Sammanfattning av prestanda hos cobas BRAF Test med pigmenterade melanom-FFPET-prover

Prov-ID Spadning Melaninméngd i prov/PCR Resultat
Inget (125 ng) 0,15 pg Invalid/Invalid
: Tvafaldigt (62,5 ng) 0,08 ug Mutation Detected/Mutation Detected
Fyrfaldigt (31,3 ng) 0,04 pg Mutation Detected/Mutation Detected
Attafaldigt (15,6 ng) 0,02 ug Mutation Detected/Mutation Detected
Inget (125 ng) 0,24 pg Invalid/Invalid
) Tvafaldigt (62,5 ng) 0,12 ug Mutation Detected/Mutation Detected
Fyrfaldigt (31,3 ng) 0,06 pg Mutation Detected/Mutation Not Detected
Attafaldigt (15,6 ng) 0,03 ug Mutation Not Detected/Invalid
Inget (125 ng) 0,34 pg Invalid/Invalid
5 Tvafaldigt (62,5 ng) 0,17 ug Mutation Detected/Mutation Detected
Fyrfaldigt (31,3 ng) 0,08 pg Mutation Detected/Mutation Detected
Attafaldigt (15,6 ng) 0,04 ug Mutation Detected/Mutation Detected

Resultaten frdn de 17 testade vildtyp-proverna visade att alla prover tilldelades ett korrekt "Mutation Not Detected”-resultat med
undantag fér 2 hdégpigmenterade prover som gav falskt positiva resultat.

KLINISKA EGENSKAPER

Reproducerbarhet

En studie utférdes for att bedéma reproducerbarheten hos cobas BRAF Test pd 3 externa testlaboratorier (2 operatérer per labb),
3 reagensloter och 5 testdagar (ej i foljd), med en panel pa 8 DNA-prover fran FFPET-snitt av malignt melanom. Panelen inkluderade
bade pigmenterade och icke-pigmenterade prover samt ett intervall av procentuellt tumérinnehall och mutantalleler, inklusive ett prov
vid detektionsgransen 5 % (LoD). Av 94 korningar var 92 giltiga (97,9 %). Av 1 442 testade prover gav 2 prover (0,14 %) ogiltiga
resultat. For alla panelprover med undantag for LoD-proverna angavs ett korrekt varde fér 100 % av giltiga test, inklusive panelprover
med 20 % mutation och tva panelprover som bedémdes som hdégpigmenterade. For LoD-panelprovet detekterades V600E-mutation
i 90 % (162/180) av proverna. Det fanns inga falskt positiva resultat for nagot testat vildtyp-prov. Sammanfattningsvis har
cobas BRAF Test hog reproducerbarhet for bdde pigmenterade och icke-pigmenterade prover, i prover med lagt tumérinnehall och
med lag procentandel mutantalleler, med olika testlaboratorier, operatdrer, reagensloter och testdagar. Analytisk specificitet var 100 %.
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Korrelation till referensmetod for prover i klinisk fas lll-studie

Prevalensen av V600OE-mutation i den kliniska fas Ill-studien var 46,5 % baserat pa resultat med cobas BRAF Test. Detta dverens-
stimmer med prevalensen av V600E hos melanompatienter enligt publicerade rapporter.

For att utvdrdera egenskaperna hos cobas BRAF Test vid jamforelse med 2x bidirektionell Sanger-sekvensering identifierades
596 patienter screenade for fas lll-studien av vemurafenib, for vilka kliniska, demografiska och Sanger-sekvenseringsdata samlades
in. Av dessa fall var 94 oldmpliga pa grund av ej uppfyllda inklusionskriterier, 4 fall utan patologigranskning, och 2 fall med ogiltiga
resultat for cobas BRAF Test. Av aterstdende 496 1ampliga fall hade 47 prover ogiltiga resultat fér Sanger-sekvensering, vilket ldmnar
449 fall for utvardering. Overensstammelseanalysen mellan resultat for cobas BRAF Test och resultat fér Sanger-sekvensering for
detektion av V60OE-mutationen visas i Tabell 13 nedan.

Tabell 13
Sammanfattning av resultat for cobas BRAF Test jamfért med Sanger-sekvensering

Sanger-sekvensering

(referensmetod)
cobas BRAF Test BRAF V600E BRAF V600E
(testmetod) Mutation Detected? Mutation Not Detected” Totalt
Mutation Detected 216 35 251
Mutation Not Detected 6 192 198
Totalt 222 227 449

Positiv procentandel 6verensstimmelse (95 % Kil)

100 % x 216 /222 =197,3 % (94,2 %, 98,8 %)

Negativ procentandel 6verensstammelse (95 % KI)

100 % x 192/ 227 = 84,6 % (79,3 %, 88,7 %)

Total procentandel 6verensstimmelse (95 % KI) 100 % x 408 / 449 =90,9 % (87,8 %, 93,2 %)
@ "Mutation Detected” indikerar férekomst av den dominerande BRAF-mutationstypen, V600OE (1799 T>A), identifierat med Sanger.

b “"Mutation Not Detected” indikerar franvaro av den dominerande BRAF-mutationstypen, V600E, identifierat med Sanger (dvs. vildtyp
eller ingen mutation, V600D, V600E2, V600K, V600R och évriga mutationer).

Obs! Melanomprover med giltiga parade resultat fran bade cobas BRAF Test och Sanger-sekvensering.

Obs! KI = konfidensintervall (score).

Alla 41 prover som gav avvikande resultat med cobas BRAF Test och Sanger-sekvensering fick genomgé 454-sekvensering
(kvantitativ massiv parallell pyrosekvensering) som en andra referensmetod. Dessutom testades 33 Overensstdmmande prover for
cobas BRAF Test och Sanger-sekvensering med 454-sekvensering. Den andra dverensstimmelseanalysen, efter bestamning, visas
i Tabell 14.

Av de 6 avvikande proverna som hade ett "Mutation Detected”-resultat med cobas BRAF Test och ett V600E-resultat med Sanger-
sekvensering gav 454-sekvensering ett vildtyp-resultat i 5/6 prover (ett prov hade ett ogiltigt 454-resultat).

Av de 8/35 awvikande proverna som hade ett "Mutation Detected”-resultat med cobas BRAF Test och ett WT-resultat med Sanger-
sekvensering detekterades en V60OE-mutation i 7/8 prover med 454-sekvensering (ett prov hade ett ogiltigt 454-resultat).

Av de 27/35 avvikande proverna som hade ett "Mutation Detected”-resultat med cobas BRAF Test och ett icke-V600E-resultat med
Sanger-sekvensering detekterades en V600K-mutation i 24 prover, en "V600E2” i ett prov och en V600E i ett prov med 454-
sekvensering. | ett (1) prov detekterades en V600D-mutation med Sanger och ett vildtyp-resultat med 454-sekvensering.

Korsreaktiviteten hos cobas BRAF Test for V600K var 66 % (25/38).

Overensstammelsen med 454-sekvensering var 100 % for de 33 VB00E- och vildtyp-prover som éverensstimde med cobas BRAF
Test och Sanger-sekvensering.

Tabell 14
Jamférelse av resultat for cobas BRAF Test och Sanger-sekvensering efter bestamning med 454-sekvensering

Efter bestamning med 454-sekvensering

cobas BRAF Test BRAF V600E BRAF V600E
(testmetod) Mutation Detected Mutation Not Detected Totalt
Mutation Detected 224 27 251
Mutation Not Detected 1 197 198
Totalt 225 224 449

Positiv procentandel éverensstammelse (95 % KI)

100 % x 224 /225=199,6 % (97,5 %, 99,9 %)

Negativ procentandel dverensstdmmelse (95 % KI)

100 % x 197 / 224 =879 % (83,0 %, 91,6 %)

Total procentandel 6verensstimmelse (95 % KI)

100 % x 421/ 449 =938 % (91,1 %, 95,7 %)
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Férdelning av BRAF kodon 600-mutationer

Fordelningen av kodon 600-mutationer bestdmdes i de 496 lampliga fallen baserat p& en sammanséttning av Sanger- och 454-
sekvenseringsresultat. Av dessa 496 fall var 182 fall vildtyp och 314 fall mutanta. Férdelningen av kodon 600-mutationer bland
314 mutationspositiva fall visas i Tabell 15. V600K-mutationer identifierades i 13,4 9% av alla fall med kodon 600-mutationer.

Tabell 15
Férdelning av BRAF kodon 600-mutationer i mutationspositiv population enligt bestamning med Sanger och/eller 454-
sekvensering
A odon 00) 179618000 N % distribution

V600E GAG 255 81,2
V600K AAG 42 13,4
V600E2 GAA 13 4.1

V600R AGG 3 1,0
V600D GAC 1 0,3
Kodon 600-mutanter totalt 314 100
Kodon 600-vildtyp totalt 182 -—-

Klinisk effektivitet hos ZELBORAF® (vemurafenib)?®

cobas BRAF Test anvidndes som ett s& kallat companion diagnostics-test for att vélja ut patienter for behandling med ZELBORAF®.
Den kliniska sdkerheten och effektiviteten hos ZELBORAF® pavisades i NO25026-studien (BRIM3), en internationell, randomiserad,
oblindad, kontrollerad, fas lll-multicenterstudie av tidigare obehandlade patienter med icke-resektabelt melanom i stadie IIIC eller
stadie IV med en V600E BRAF-mutation for att utvdrdera den kliniska effektiviteten hos ZELBORAF® jamfort med dakarbazin
(standardbehandling). FFPET-prover fran alla melanompatienter som valts ut for behandling testades med cobas BRAF Test. Patienter
med ett "Mutation Detected”-testresultat var [dmpliga fér deltagande i den har ldkemedelsstudien om de aven uppfyllde de andra
kriterierna. Patienter med ett "Mutation Not Detected”-testresultat var olampliga fér deltagande i den héar lakemedelsstudien. Studien
genomfordes pa ungefér 104 platseri hela varlden (22 klinikeri USA).

| studien ingick 675 patienter, dar 337 fick vemurafenib och 338 fick dakarbazin. De huvudsakliga méatparametrarna for effektiviteten
i studien var total 6verlevnad (OS) och 6verlevnad utan progression (PFS) vid bedémning av prévare. Andra méatparametrar var
bekraftad basta totala responsgrad vid bedémning av prévare.

Baseline-karakteristiken balanserades mellan behandlingsgrupperna. De flesta patienterna var man (56 %) och kaukasier (99 %),
medianaldern var 54 ar (24 % var = 65 &r), samtliga patienter hade en ECOG-prestandastatus pa 0 eller 1 och majoriteten av
patienterna hade metastatisk sjukdom (95 %).

Resultaten for effektivitet fran studien visas nedan i Tabell 16 och Bild 2:

Tabell 16
Effektivitet for vemurafenib hos behandlingsnaiva patienter med BRAFV600E mutationspositivt melanom?

Vemurafenib Dakarbazin _virded
(N =337) (N =338) p-v
Total éverlevnad
Antal dodsfall 78(23 %) | 121 (36 %) -
Hazard ratio 0,44
©5 9% KI)b (0,33, 0,59) < 0,0001
Medianoverlevnad (manader) NRe 7.9 )
95 % KDe 9,6, NR) 7,3, 9,6)
Mediantid for uppféljning (manader) 6,2 4,5
(intervall) (0,4, 13,9) <0,1,11,7)
Hazard ratio fér progressionsfri 0,26 < 00007
dverlevnad (95 % KI)P (0,20, 0,33) ’
. . 53 1,6
- C ? ’ _
Median-PFS (manader) 4.9, 6,6) 16,17

a Enligt detektering med cobas BRAF Test

b Hazard ratio uppskattad med hjalp av Cox-modellen; en hazard ratio p4 < 1 stdjer vemurafenib
¢ Kaplan-Meier-uppskattning

d Ostratifierat logrank-test

¢ Ej uppnétt (NR)
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Bild 2
Kaplan-Meier-kurvor for total éverlevnad - behandlingsnaiva patienter
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Dakarbazin ZELBORAF

Den bekréaftade basta totala responsgraden vid bedémning av provare var 48,4 % (95 % Kl: 41,6 %, 55,2 %) for ZELBORAF® jamfort
med 5,5 % (95 % KI: 2,8 %, 9,3 %) for dakarbazin.

Klinisk effektivitet hos COTELLIC® (kobimetinib)'® "

COTELLIC®, en MEK-hammare, testades i en klinisk studie (coBRIM) i kombination med ZELBORAF® jamfért med ZELBORAF® plus
placebo. cobas BRAF Test anvandes for att bestimma lampligheten for patienter att delta i den hér kliniska studien. Sékerheten och
effektiviteten hos kombinationen av COTELLIC® och ZELBORAF® faststélldes i en randomiserad (1:1), dubbelblindad, placebo-
kontrollerad multicenterstudie som utférdes pa 495 patienter med tidigare obehandlat, BRAF V600 mutationspositivt, icke-resektabelt
eller metastatiskt melanom. Den huvudsakliga matparametern var éverlevnad utan progression (PFS) vid bedémning av provare enligt
RECIST v1.1. Ytterligare méatparametrar var objektiv responsgrad (ORR) vid bedémning av prévare, total éverlevnad (OS), PFS enligt
beddémning av blindad, oberoende central granskning och responsduration (DOR).

Baseline-karakteristiken balanserades mellan behandlingsgrupperna. De flesta patienterna var man (58 %) och kaukasier (93 %),
medianaldern var 55 &r, 72 % av patienterna hade en ECOG-prestandastatus pd 0 och 60 % av patienterna hade sjukdom
i stadiet M1c.

FFPET-prover fran alla patienter som valts ut fér behandling testades med cobas BRAF Test. Patienter med ett "Mutation Detected”-
resultat var lampliga for deltagande i studien om de &ven uppfyllde de andra kriterierna. Patienter med ett "No Mutation Detected”-
resultat var oldampliga for deltagande i studien. | studien ingick patienter med BRAF V600K-mutationer enligt detektering med
cobas BRAF Test, for att pavisa sikerhet och effektivitet vid behandling med produkten hos den del av patientpopulationen dér
tumorer som innehaller V600K hade detekterats.
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Resultaten for effektivitet fran studien visas nedan i Tab

ell 17 och Bild 3:

05952603001-10SV

Tabell 17
Kobimetinib + | Placebo +
vemurafenib | vemurafenib | p-varde
(N=247) (N =248)
Progressionsfri 6verlevnad (bedémning av prévare)
Antal handelser (%) 143 (58 %) 180 (73 %)
Progression 131 169
Dodsfall 12 11
Median-PFS (ménader) 12,3 7.2
95 % KD 9,5, 13,4) (5,6, 7,5)
Hazard ratio (95 % KI)® 0,56 (0,45, 0,70) < 0,0014
Total 6verlevnad
Antal dodsfall (%) 79 (32 %) 109 (44 %)
Ej
uppskattningsb 17,0
Medianoverlevnad (manader) art (15,0, €j )
(95 % KI)© (20,7, ¢j uppskattnings
uppskattningsb bart)
art)
Hazard ratio 0,63 de
©5 9 KI)b (0,47, 0,85) 0.0019
Objektiv responsgrad
Objektiv responsgrad 70 % 50 % < 0,001
(95 % KI)© (64 %, 75 %) | (44 %, 56 %)
Fullstdndig respons 16 % 10 %
Partiell respons 54 % 40 %
Median-responsduration, 13,0 9,2 _
manader (95 % KI)° (11,1, 16,6) (7,5,12,8)

@ Enligt detektering med cobas BRAF Test
b Hazard ratio uppskattad med hjélp av Cox-modellen; en hazard ratio pa

< 1 stodjer kobimetinib + vemurafenib
¢ Kaplan-Meier-uppskattning

d Stratifierat logrank-test

e Statistisk signifikans beroende pa jamforelsen med det allokerade alfa-vérdet
pa 0,019 for den har interimanalysen

Bild 3

Kaplan-Meier-kurvor fér total éverlevnad
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40+

Distributionsfunktion for dverlevnad

T~y

o

+ Granskade

Vemurafenib + kobimetinib (N = 247)
Vemurafenib + placebo (N = 248)

Antal patienter med risk

Tid

Vemurafenib + kobimetinib 243 232 216 203 192 173 152 9 57 22 8
Vemurafenib + placebo 245 230 2086 178 163 150 118 7™ 48 17 2
T T T T T T T
1 manad 5méanader ~ 9manader 13 manader 17 manader 21 ménader 25 manader
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Effektivitet for kobimetinib i kombination med vemurafenib hos patienter med BRAF mutationspositivt melanom?
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Tillgangliga tumérprover fran randomiserade patienter analyserades retrospektivt med NGS (Next Generation Sequencing) for vidare
klassificering av BRAF-mutationerna som V600E eller V600K; testresultaten erhélls med 81 % av de randomiserade patienterna
(400/495). Bland de har patienterna dar NGS utférdes med lyckat resultat sa hade 56 av 400 (14 %) patienter tumdérer med BRAF
V600K-mutationer, och de aterstdende patienterna hade tumérer med BRAF V600E-mutationer. De 56 tumdrer som retrospektivt
visade sig ha BRAF V600K-mutationen hade mutationsfrekvenser pa mellan 5,1 och 36,6 % i den har analysen. En trend som stddjer
kobimetinib med vemurafenib observerades i explorativa undergruppsanalyser av PFS, OS och ORR fér subtyper av BRAF V600-
mutationen hos 81 % av patienterna i den har studien déar BRAF V600-mutationstypen hade faststéllts.

Il. PAPILLART TYREOIDEAKARCINOM (PTC)

UTVARDERING AV ICKE-KLINISKA EGENSKAPER

For de icke-kliniska studier som beskrivs nedan beddmdes tumdéregenskaper sdsom procentandel tumdérinnehdll genom
patologigranskning. Bidirektionell Sanger-sekvensering anvandes for att valja prover for testning. Procentandelen mutationsniva
bestdmdes med 454-sekvensering (kvantitativ massiv parallell pyrosekvenseringsmetod).

Analytisk sensitivitet

Analytisk sensitivitet och detektionsgréns (LoD)

Den minsta mangden input-DNA som producerar korrekta resultat i 95 % av fallen beddmdes med spadningspaneler som beretts
fran tva typer av prover:

« Provblandningar som beretts genom att blanda DNA-stamlésningar som erhallits frain BRAF V600E-mutant-FFPET-prover och
BRAF-vildtyp-FFPET-prover for att uppné specifika mutationsnivaer.

o Individuella FFPET DNA-staml6sningar som beretts fran tvd BRAF V600E-mutant-FFPET-prover.

Alla prover som anvéndes i den har studien sekvenserades med 454-sekvensering for att bestdmma procentandelen mutation i varje
prov.

Analytisk sensitivitet med provblandningar

BRAF V600E-mutant-FFPET-prov-DNA-stamlésningar blandades med BRAF-vildtyp-FFPET-prov-DNA-stamldsningar for att uppna ett
prov vid ~10 %, ett prov vid ~5 % och ett prov vid ~2% mutationsniva. Efter blandning verifierades mutationsnivaerna med 454-
sekvensering. Var och en av de tre provblandningarna med V600E-mutation spaddes sedan for att producera de panelprover som
redovisas i Tabell 18.

Tabell 18
Beredning av spéddda panelprover fran provblandningar
Genomsnittlig Méngd DNA i spadda panelprover

Blandning procentandel mutation* (ng/25 ph**
10 % blandning 10 % 125, 41,7, 13,9, 4,6, 1,5, 0,5, 0,2, 0,1
5 0o blandning 5 % 125, 41,7, 13,9, 4,6, 1,5, 0,5, 0,2, 0,1
2,5 % blandning 2 % 125, 41,7, 13,9, 4,6, 1,5, 0,5, 0,2, 0,1

0 % (endast vildtyp) --- 125

* Genomsnittlig procentandel mutation av blandningen, testad med 454-sekvensering.
** Méngden genomiskt DNA i varje panelprov. 25 pl dr provvolym fér testet.
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Atta (8) replikat av varje panelprov kdrdes med vardera 3 cobas BRAF Test-kitloter (n = 24/panelprov). | Tabell 19 visas sensiti-
viteten hos varje FFPET-blandning, som bestamts av den lagsta mangd DNA som gav ett BRAF V600E "Mutation Detected”-vérde pa
minst 95 % (skuggade rader).

Tabell 19
Sensitivitet for cobas BRAF Test med FFPET-blandningar
Procentandel mutation Mangd DNA "Mutation Detected”-
FFPET-blandning| med 454-sekvensering i panelprovet varde (n = 24)
125 ng/25 pl 100 %
41,7 ng/25 pl 100 %
13,9 ng/25 pl 100 %
10 % FFPET- 4,6 ng/25 pl 100 %
bl . 10 %
andning 1,6 ng/25 l 100 %
0,5 ng/25 pl 92 %
0,2 ng/25 pl 83 0
0,1 ng/25 pl 29 %
125 ng/25 pl 96 %
41,7 ng/25 pl 100 %
13,9 ng/25 pl 100 %
5 % FFPET- 4,6 ng/25 yl 100 %
. 5 0%
blandning 1,5 ng/25 pl 83 %
0,5 ng/25 pl 54 %
0,2 ng/25 pl 67 %
0,1 ng/25 pl 25 %
125 ng/25 pl 0 %
41,7 ng/25 pl 0 %
13,9 ng/25 pl 4 o
2.5 % FFPET- 4,6 ng/25 yl 21 %
’ . 2 %
blandning 1,5 ng/25 pl 21 %
0,5 ng/25 pl 33 %
0,2 ng/25 pl 13 %
0,1 ng/25 pl 8 %
0 % (vildtyp) --- 125 ng/25 pl 0 %

Denna studie visar att cobas BRAF Test kan detektera BRAF V600E-mutationen vid 2 5 % mutationsnivd med standard-input pa
125 ng/25 pl. Testets formaga att detektera mutation vid lagre DNA-input-niver visar att proverna kan innehalla degraderat DNA

fran fixeringsprocessen och mutationen dndé detekteras. Alla testresultat som erhélls for BRAF vildtyp-provet var "Mutation Not
Detected”.

Analytisk sensitivitet med FFPET-prover

For att bekréfta mutationsdetektionsvardet paA 5 % i patientprover har 24 enskilda snitt pAd 5 pm fran vardera tvd BRAF V600E-mutant-
FFPET-prover med mutationsnivaer pa 6 % och 11 % bearbetats individuellt med 3 loter av cobas® DNA Sample Preparation Kit for

att isolera DNA. Seriella spadningar av DNA fran varje snitt bereddes for att producera en uppséttning om 8 panelprover som redovisas
i Tabell 20.

Tabell 20
Beredning av spéddda panelprover fran FFPET-prover

Genomsnittlig procentandel | Mangd DNA i spadda panelprover
V600E-mutation* (ng/25 pl)
Prov 1 6 % 125, 41,7, 13,9, 4,6, 1,5, 0,5, 0,2, 0,1
Prov 2 11 % 125, 41,7, 13,9, 4,6, 1,5, 0,5, 0,2, 0,1

*

Genomesnittlig procentandel mutation av blandningen, bestdmd med 454-sekvensering
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Atta (8) replikat av varje panelprov kérdes med vardera 3 cobas BRAF Test-kitloter (n = 24/panelprov). Sensitiviteten hos varje

FFPET-prov bestdamdes av den lagsta mangd DNA som gav ett BRAF V600E "Mutation Detected’-varde pa minst 95 % (skuggade
rader). Resultaten fran studien visas i Tabell 21.

Tabell 21
Sensitivitet for cobas BRAF Test med FFPET-prover
Procentandel mutation med "Mutation Detected”-
FFPET-prov 454-sekvensering Mangd DNA i panelprovet varde (n = 48)
125 ng/25 pl 100 %
41,7 ng/25 pl 100 %
13,9 ng/25 pl 100 %
4,6 ng/25 pl 83 %
Prov 1 6 %
1,5 ng/25 pl 71 %
0,5 ng/25 pl 29 %
0,2 ng/25 pl 17 %
0,1 ng/25 pl 0 %
125 ng/25 pl 100 %
41,7 ng/25 pl 100 %
13,9 ng/25 100 %
4,6 ng/25 pl 71 %
Prov 2 11 %

1,5 ng/25 l 46 %
0,5 ng/25 pl 17 %
0,2 ng/25 pl 13 %
0,1 ng/25 pl 8 %

Studien visade att cobas BRAF Test kan detektera BRAF V600OE-mutationen i faktiska kliniska FFPET-prover vid 2 5 % mutationsniva
med standard-input pd 125 ng/25 pl. Testets formaga att detektera mutation vid ldgre DNA-input-nivaer visar att proverna kan
innehalla degraderat DNA fran fixeringsprocessen och mutationen dnda detekteras.

Repeterbarhet

En studie utférdes for att bedéma repeterbarheten hos cobas BRAF Test pa tva reagensloter, tva anvédndare och fyra testdagar med
fem FFPET-prover fran papillar tyreoideacancer. Dessa FFPET-prover inkluderade ett intervall av procentuellt tumérinnehall (50 till
70 %) och mutantalleler (16 till 22 %) inklusive 2 V600E-mutanta prover med ~16-18 9% mutation (~3 x LoD). Ett korrekt varde
angavs for 100 % av de testade proverna (80/80). Det fanns inga falskt positiva resultat fér nagot testat vildtyp-prov. Samman-

fattningsvis har cobas BRAF Test hdg repeterbarhet i prover med &gt tumdérinnehall och med 1ag procentandel mutantalleler, med
olika anvéndare, reagensloter och testdagar.
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Korrelation till referensmetod

For att utvardera egenskaperna fér cobas BRAF Test vid jamférelse med 2x bidirektionell Sanger-sekvensering samlades Sanger-
sekvenseringsdata in for 159 PTC FFPET-prover. Den priméra 6verensstdmmelseanalysen mellan resultat for cobas BRAF Test och
resultat for Sanger-sekvensering for detektion av V600E-mutationen visas i Tabell 22 for en av de tvéa reagensloterna som testats. Den
andra loten gav liknande resultat, férutom for ett prov som gav ett "Mutation Not Detected’-resultat. Bestdmning med 454-
sekvensering faststéllde att provet inneh6ll 1,4 % mutation och |&g under sensitivitetsnivan pa 5 % foér cobas BRAF Test.

Tabell 22
Sammanfattning av resultat for cobas BRAF Test jamfort med Sanger-sekvensering

Sanger-sekvensering

(referensmetod)
cobas BRAF Test BRAF V600E BRAF V600E
(testmetod) Mutation Detected? Mutation Not Detected” Totalt
Mutation Detected 88 13 101
Mutation Not Detected 1 57 58
Totalt 89 70 159

100 % x 88/89=298,9 % (93,9 %, 99,8 %)
100 % x 57 /70 =81,4 % (70,8 %, 88,8 %)
100 % x 145/ 159 =91,2 % (85,8 %, 94,7 %)

@ "Mutation Detected” indikerar férekomst av den dominerande BRAF-mutationstypen, V600OE (1799 T>A), identifierat med Sanger.

Positiv procentandel 6verensstimmelse (95 % Kl)
Negativ procentandel dverensstimmelse (95 % KI)
Total procentandel 6verensstimmelse (95 % KI)

b "Mutation Not Detected” indikerar franvaro av den dominerande BRAF-mutationstypen, V600E, identifierat med Sanger (dvs. vildtyp
eller ingen mutation, och évriga mutationer).

Obs! KI = konfidensintervall (score).

Alla prover som gav avvikande resultat med cobas BRAF Test och Sanger-sekvensering fick genomga 454-sekvensering (kvantitativ
massiv parallell pyrosekvensering) som en andra referensmetod. Den andra &verensstimmelseanalysen, efter bestdmning, visas
i Tabell 23.

Ett avikande prov hade ett "Mutation Not Detected”-resultat med cobas BRAF Test och ett V600E-resultat med Sanger-
sekvensering. 454-sekvensering gav ett vildtyp-resultat som var 6verensstimmande med cobas BRAF Test.

For tolv av de tretton avvikande proverna som fick en mutation detekterad med cobas BRAF Test och en vildtyp med Sanger-
sekvensering gav 454-sekvensering en V600E-mutation (1,2 % till 19 % allel-frekvens), dverensstémmande med cobas BRAF Test.

Det aterstdende avvikande provet som fick en V600OE-mutation detekterad med cobas BRAF Test var vildtyp med Sanger-sekvensering
och var &ven vildtyp med 454-sekvensering. Efter ytterligare undersdkning med 454-sekvensering bekraftades att provet hade en lag
procentandel V600OE-mutation.
Tabell 23
Jamférelse av resultat for cobas BRAF Test och Sanger-sekvensering efter bestamning med 454-sekvensering

Sanger-sekvensering efter bestamning med 454-sekvensering
cobas BRAF Test BRAF V600OE BRAF V600E

(testmetod) Mutation Detected Mutation Not Detected Totalt
Mutation Detected 101 1 102
Mutation Not Detected 0 57 57
Totalt 101 58 159
Positiv procentandel 6verensstimmelse (95 % Kil) 100 % x 101/ 101 =100,0 % (96,3 9%, 100,0 %)
Negativ procentandel dverensstdmmelse (95 % KI) | 100 % x 57 / 58 =98,3 % (90,9 %, 99,7 %)
Total procentandel 6verensstimmelse (95 % KI) 100 % x 158 /159 =99,4 % (96,5 %, 99,9 %)
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LISTA MED RESULTATFLAGGOR

Resultatflaggor finns pa fliken Results. Orsaken till en flagga indikeras i flaggkoden enligt beskrivningen i Tabell 24.1 Tabell 25 listas
alla flaggor for tolkning av resultat som ar relevanta for anvandaren.

Tabell 24
Flaggorsak
Flaggkoden bérjar med Flaggorsak Exempel
M* Flera eller andra orsaker M6
R Tolkning av resultat R200
Z* Analysinstrument Z1

* Mer information finns i anvéndarhandboken till cobas® 4800-systemet eller i anvéndarassistansen till cobas® 4800-systemet

Tabell 25
Lista éver flaggor for tolkning av resultat

Flaggkod Allvarlighetsniva Beskrivning Rekommenderad atgérd

R200 Fel Mutationskontroll ogiltig. Upprepa korningen. Se den testspecifika bipacksedeln.
Den héar flaggkoden indikerar antingen att:

1. Ett observerat elbow-varde for mutationskontrollen 1a4g under
det faststéllda troskelvérdet (dvs. elbow ar for 1ag). Detta kan
uppstad i handelse av DNA-kontamination eller ett algoritmfel
som orsakas av ett icke typiskt fluorescensmonster, eller

2. Ett observerat elbow-vérde fér mutationskontrollen lag éver
det faststéllda troskelvérdet (dvs. elbow &r for hog). Detta kan
uppstad i handelse av 1) felaktig beredning av arbetsmastermix,
2) pipetteringsfel vid tillsdttning av arbetsmastermix i en brunn
pa mikrotiterplattan, eller 3) pipetteringsfel vid tillsattning av
mutationskontroll i en reaktionsbrunn pa mikrotiterplattan.

R201 Fel Vildtypskontrollen &r ogiltig. Upprepa korningen. Se den testspecifika bipacksedeln.
Den har flaggkoden indikerar antingen att:

1. Ett observerat elbow-varde for vildtypskontrollen lag under
det faststéllda troskelvardet (dvs. elbow ar for 1ag). Detta kan
uppsta i handelse av DNA-kontamination eller ett algoritmfel
som orsakas av ett icke typiskt fluorescensmonster, eller

2. Ett observerat elbow-vérde for vildtypskontrollen lag éver det
faststéllda troskelvardet (dvs. elbow &r for hdg). Detta kan
uppstad i handelse av 1) felaktig beredning av arbetsmastermix,
2) pipetteringsfel vid tillsattning av arbetsmastermix i en brunn
pa mikrotiterplattan, eller 3) pipetteringsfel vid tillsittning av
vildtypskontroll i en reaktionsbrunn pa mikrotiterplattan.

R202 Fel Mutations-Ct detekterades Upprepa provet. Se den testspecifika bipacksedeln.

inte. Den héar flaggkoden indikerar att ett mutations-elbow-véarde inte
observerades for provet. Det kan indikera franvaro av
mutationen i provet eller kan indikera en eller flera av féljande
saker:

1. Lag procentandel mutantsekvenser som &r under
detektionsgransen for testet.

2. Dalig kvalitet pa genomiskt DNA fran provet.
3. Otillracklig provbearbetning.
4. Férekomst av PCR-hdmmare i provet.

5. Séllsynta mutationer i regionerna for genomiskt DNA técks
av primers och/eller mutationsproben.

6. Provpipetteringsfel eller prov-DNA har eventuellt inte tillsatts
i reaktionsbrunnen.
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Flaggkod Allvarlighetsniva Beskrivning
R203 Fel

Vildtyps-Ct detekterades inte.

Rekommenderad atgard

Upprepa provet. Se den testspecifika bipacksedeln.

Den hér flaggkoden indikerar att ett vildtyps-elbow-véarde inte
observerades for provet. Franvaro av ett vildtyps-elbow-varde
kan indikera en eller flera av féljande saker:

1. Délig kvalitet pd genomiskt DNA fran provet.
2. Otillracklig provbearbetning.
3. Férekomst av PCR-hdammare i provet.

4. Séllsynta mutationer i regionerna fér genomiskt DNA técks
av primers och/eller vildtypsproben.

5. Prov-DNA har eventuellt inte tillsatts i en eller flera brunnar.

Ct-vardet for mutationen ar
utanfér intervallet.

R204 Fel

Upprepa provet. Se den testspecifika bipacksedeln.

Den hér flaggkoden indikerar antingen att:

1. Ett observerat mutations-elbow-véarde for provet 1dg under det
faststéllda troskelvardet (dvs. elbow &r for lag). Detta kan
uppstd om PCR-blandningen innehaller avsevart for mycket
koncentrerat genomiskt DNA eller om det intraffar ett
algoritmfel som orsakas av ett icke typiskt fluorescensménster,
eller

2. Ett observerat mutations-elbow-varde for provet 1ag éver det
faststéllda troskelvardet (dvs. elbow &r fér hog). Det kan
indikera en eller flera av foljande saker:

e Lag procentandel mutantsekvenser som ar under
detektionsgransen for testet.

o Pipetteringsfel vid tillsats av prov-DNA
i reaktionsbrunnen.

o Dalig kvalitet pa genomiskt DNA fran provet.
o Otillracklig provbearbetning.
e Forekomst av PCR-hdmmare i provet.

o Sillsynta mutationer i regionerna fér genomiskt DNA
técks av primers och/eller mutationsproben.

R205 Fel Vildtyps-Ct &r utanfor

intervallet.

Upprepa provet. Se den testspecifika bipacksedeln.

Den har flaggkoden indikerar antingen att:

1. Ett observerat vildtyps-elbow-vérde for provet g under det
faststéllda troskelvardet (dvs. elbow &r for lag). Detta kan
uppstd om PCR-blandningen innehaller avsevart for mycket
koncentrerat genomiskt DNA eller om det intraffar ett
algoritmfel som orsakas av ett icke typiskt fluorescensmonster,
eller

2. Ett observerat vildtyps-elbow-vérde for provet 1ag 6ver det
faststéllda troskelvardet (dvs. elbow &r fér hog). Det kan
indikera en eller flera av féljande saker:

o Pipetteringsfel vid tillsats av prov-DNA
i reaktionsbrunnen.

o Dalig kvalitet pd genomiskt DNA fran provet.
¢ Otillracklig provbearbetning.
e Forekomst av PCR-hdmmare i provet.

o Sillsynta mutationer i regionerna for genomiskt DNA
tdcks av primers och/eller vildtypsproben.
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Information om revidering av dokumentet
Doc Rev. 10.0 Avsnitten AVSEDD ANVANDNING och SAMMANFATTNING OCH FORKLARING AV TESTET har
08/2019 uppdaterats.

Avsnitten Klinisk effektivitet hos ZELBORAF® (vemurafenib) och Klinisk effektivitet hos
COTELLIC® (cobimetinib) har lagts till.

Information om héllbarhet for objektglas har lagts till i avsnittet PROVTAGNING, TRANSPORT OCH
FORVARING AV PROV.

Information om melanin har lagts till i avsnittet TESTETS BEGRANSNINGAR.

Allmanna sprakuppdateringar har lagts till fér att fortydliga och harmonisera med bruksanvisningen till
cobas® 4800 BRAF V600 Mutation Test US-IVD.

Kontakta Roche kundsupport vid eventuella fragor.

11/2019 Texten "FFFPET” har korrigerats till "FFPET” och typsnittet féor symbolen "stérre an eller lika med” pa
sidan 24 har &ndrats for att mojliggéra béattre pdf-rendering.

Sidan med harmoniserade symboler har uppdaterats.
Kontakta Roche kundsupport vid eventuella fragor.

Doc Rev. 11.0

Foljande information om DNA Sample Preparation Kit har tagits bort:
06/2020

e Lista dver reagens och kompositionsinformation
o Relaterade procedursteg och kommentarer

Referens till bruksanvisningen fér cobas® DNA Sample Preparation Kit har lagts till i bérjan och
i avsnittet "Testets begransningar”.

System- och anvéndarhandboken har genomgéende uppdaterats till anvdndarhandboken till
cobas® 4800-systemet eller anvandarassistansen till cobas® 4800-systemet.

Mindre korrigeringar och uppdateringar har utférts genomgaende for konsekvens och standardisering
av spraket och for konsekvens med den amerikanska bruksanvisningen.

Resultatflaggor har lagts till.
Referensen till International Air Transport Association har uppdaterats.

Sidan med harmoniserade symboler, avsnittet om varumarken och patent och adresser till distributérer
har uppdaterats.

Information har lagts till for att fortydliga att produktsékerhetsmarkningen huvudsakligen foljer EU:s
GHS-system.

Kontakta Roche kundsupport vid eventuella fragor.
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Foljande symboler anvands vid markning av Roche PCR diagnostiska produkter.
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av en medicinteknisk produkt fér in vitro-diagnostik.
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