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Kullanim amaci

cobas® PIK3CA Mutation Test, formalinle sabitlenmis parafine gomiilii timér dokusundan (FFPET) izole edilmis
DNA'daki fosfoinositid 3-kinazin (PIK3CA) katalitik alt birimini kodlayan gende 2, 5, 8, 10 ve 21 ekzonlarindaki
17 mutasyonun kalitatif olarak saptanmasi ve tayini i¢in ger¢ek zamanli bir PCR testidir. cobas® PIK3CA Mutation
Test, tiimorlerinde bu mutasyonlar1 barindiran metastatik meme kanserli hastalar1 belirlemek i¢in kullanilmas:
amaglanan cobas® 4800 Sisteminde kullanim i¢in ger¢ek zamanl bir PCR testidir.

Test O0zeti ve aciklamasi

Temel bilgiler

Fosfoinositid-3-kinaz (PI3K) sinyal yolags, biiyiime, hayatta kalma, hareketlilik ve cogalma dahil olmak iizere normal
hiicre davraniginin birgok 6zelliginin ana diizenleyicisidir.'”* PI3K yolaginin aktivasyonu ve diizensizliginin, ¢ok ¢esitli
insan kanseriyle baglantili oldugu gorilmustiir.* Kanserde, yolak aktivasyonunun 6nemli bir mekanizmas, insan
epidermal biiytime faktorii reseptorii 2 (HER-2) veya epidermal bityiime faktorii reseptorii (EGFR) gibi reseptor tirozin
kinazlar (RTK) olarak bilinen reseptorler araciligiyla gergeklesir. PI3K, Akt ve mTOR, PI3K/Akt/mTOR sinyal
yolagindaki 3 ana baglantidan olusur.” PI3K yolaginin aktivasyonu, fosfatidilinositol (4,5)-bifosfatin (PIP2), Akt ve
mTOR dahil olmak iizere gok gesitli asag1 yonlii efektor yolagi uyaran dnemli bir ikincil haberci olan fosfatidilinositol
(3,4,5)-trifosfata (PIP3) doniistiiriilmesine yol agar. PI3K/Akt/mTOR yolaginin aktivasyonu, hiicre biiyiimesi,
¢ogalmasi ve hayatta kalmasi dahil olmak tizere birgok hiicresel isleme yol acar.®

PIK3CA, insan kanserlerinde tanimlanan en yiiksek oranda mutasyona ugramis onkogenlerden biridir. Ayrica,
bildirilen mutasyonlarin ¢ogu proteindeki birkag sicak noktada meydana gelir (kodonlar 1047 [%40], 545 [%25]

ve 542 [%13]).” Mutasyonlarin ¢ogu, 6ncelikle PIK3CA'nin 10. ve 21. ekzonlarinda meydana gelir. Ancak 2., 5. ve

8. ekzonlarda da aktive edici mutasyonlar bulunmugstur. COSMIC veri tabaninda, PIK3CA'nin tiim tiimor tiplerinde
olgularin %12'sinde mutasyona ugradig1 gosterilmistir. Meme kanserinde (BC), test edilen tiimorlerin %26'sinda
PIK3CA mutasyonlar1 bulunmugtur. PIK3CA mutasyonlarinin, hormon reseptérii pozitif (~%40) ve HER-2 pozitif
(~%25) BC'de daha yaygin oldugu gosterilmistir.>®

Kadinlarda BC, en sik teshis edilen kanserdir ve kanser 6liimlerinin baglica nedenidir. 2017 yilinda BC, diinya
capindaki toplam kanser vakalarinin %25'inden ve kadinlardaki kanser 6liimlerinin %15'inden sorumlu olmugtur.'
BC vakalarinin yaklasik yarisinin ve 6liimlerin %60'1nin ekonomik olarak gelismis olan iilkelerde meydana geldigi
tahmin edilmektedir. Genel olarak, insidans oranlar1 Bat1 ve Kuzey Avrupa, Avustralya/Yeni Zelanda ve Kuzey
Amerika'da yiiksektir. Insidans oranlarindaki uluslararasi degiskenlige katkida bulunan faktérler, biiyiik éliide {ireme
ve hormonal faktorlerdeki farkliliklardan ve erken saptama hizmetlerinin ulasilabilirliginden kaynaklanmaktadir.'!
Genel olarak ytiksek BC insidansi ve BC'ye bagl ¢ok sayida kanser 6liimiiyle miicadele etmek icin daha yeni tedavilere
ihtiyag vardir. PIK3CA'nin mutasyon durumunun bilinmesi, PIK3CA yolaginin aktivitesini hedefleyen tedavilerin
kullanilmasinda 6nemlidir.

cobas® PIK3CA Mutation Test (cobas PIK3CA Test) tarafindan saptanan mutasyonlar Tablo 1 kisminda listelenmistir.
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Tablo 1: cobas® PIK3CA Test ile saptanan mutasyonlar
Mevcut Onceki PIK3CA
PIK3CA PIK3CA PIK3CA Niikleik HGVS** Protein Terimleri HGVS**_NiikIfaotid cCosMmiIcC
Ekzon Ekzon Mutasyonu Asit Terimleri ID?
numarasi | numarasr* Sekansi

2 1 R88Q 263G>A NM_006218.2:p.(Arg88GIn) NM_006218.2:c.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:c.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:c.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.(Glus45Lys) | 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.(His1047Arg) NM_006218.2:c.3140A>G 775
21 20 H1047Y 3139C>T NM_006218.2:p.(His1047Tyr) NM_006218.2:¢.3139C>T 774
21 20 G1049R 3145G>C NM_006218.2:p.(Gly1049Arg) NM_006218.2:c.3145G>C 12597
21 20 M1043I 3129G>T NM_006218.2:p.(Met1043lle) NM_006218.2:c.3129G>T 773

*  Onceki PIK3CA ekzon numaralandirmasinda, ilk translasyon gegirmemis ekzon harig tutulmustur

** HGVS - Human Genome Variation Society

Prosediir prensipleri

cobas PIK3CA Test, iki temel isleme dayanir: (1) FFPET'ten genomik DNA elde etmek i¢in manuel numune hazirlama
ve (2) tamamlayici primer ciftleri ve floresan boyalarla etiketlenmis oligontikleotid problarini kullanilarak hedef
DNA'nin PCR amplifikasyonu ve saptamasi. Test, ekzon 2'de R88Q, ekzon 5'te N345K, ekzon 8'de C420R, ekzon 10'da
E542K, E545X (E545A, E545D*, E545G ve E545K), Q546X (Q546E, Q546K, Q546L ve Q546R) ve ekzon 21'de
M10431**, H1047X (H1047L, H1047R ve H1047Y) ve G1049R'yi saptamak i¢in tasarlanmistir. Mutasyon saptamast,
cobas z 480 analizoriinde PCR analizi yoluyla elde edilir. Calismanin gecerliligini dogrulamak i¢in her ¢alismaya bir
mutant kontrol ve bir negatif kontrol dahil edilir.

* E545D amino asit degisikligi icin, test tarafindan yalnizca niikleotid degisikligi ¢.1635G>T mutasyonu saptanir.
** M10431 amino asit degisikligi i¢in, test tarafindan yalnizca niikleotid degisikligi ¢.3129G>T mutasyonu saptanir.

Referans sekanslar

PIK3CA'nin referans sekansi i¢in liitfen asagidaki kaynaga bakin."
PIK3CA: LRG_310t1

07004010001-02TR
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Numunenin hazirlanmasi

Cam fiberlere baglanan niikleik aside dayal1 genel bir manuel numune preparati olan cobas® DNA Sample Preparation
Kit kullanilarak FFPET numuneleri islenir ve genomik DNA izole edilir. FFPET numunesinin parafinden ayrilmis

5 pm'lik kismy, niikleik asit agiga ¢ikaran ve agiga ¢ikarilan genomik DNA'y1 DNazlardan koruyan bir proteaz ve
kaotropik lizis/baglayic1 tampon ile yiiksek bir sicaklikta inkiibasyon ile lizlenir. Sonrasinda, lizis karisimina
izopropanol eklenir ve karisim, cam fiber filtre eki ile birlikte bir kolondan santrifiijlenir. Santrifiij islemi sirasinda,
genomik DNA, cam fiber filtrenin ytizeyine baglanir. Tuzlar, proteinler ve diger hiicresel safsizliklar gibi baglanmayan
maddeler, santrifiij islemi ile giderilir. Adsorbe edilen niikleik asitler yikanir ve sonrasinda, sulu ¢ozelti ile eliite edilir.
Genomik DNA miktari, spektrofotometrik olarak belirlenir ve amplifikasyon ve saptama karisimina eklenmek tizere
sabit bir konsantrasyona ayarlanir. Daha sonra hedef DNA'ya amplifikasyon uygulanir ve cobas PIK3CA Test kitinde
verilen amplifikasyon ve saptama reaktifleri kullanilarak cobas z 480 analizoriinde saptanir.

PCR yoluyla amplifikasyon

Hedefin secilmesi

cobas PIK3CA Test kit, PIK3CA ekzonlar1 2, 5, 8, 10 ve 21'de 85 ila 155 baz ifti arasinda degisen spesifik baz

¢ifti sekanslarini tanimlayan bir primer havuzu kullanir. Ek bir primer ¢ifti, numune yeterliligi, ekstraksiyon ve
amplifikasyonda tam bir islem kontrolii saglamak amaciyla PIK3CA geninin 4. ekzonunda korunmus 167 baz cifti
bolgesini hedefler. Amplifikasyon, yalnizca primerler arasindaki PIK3CA geni bolgelerinde meydana gelir; tim
PIK3CA geni amplifikasyona tabi tutulmaz.

Hedef amplifikasyon

Hedef amplifikasyon igin Thermus tiirii Z05-AS1 DNA polimeraz tiirevi kullanilir. ilk olarak, PCR reaksiyon karisimu,
genomik DNA'y1 denatiire etmek ve primer hedef sekanslarini agiga ¢ikarmak icin 1sitilir. Karigim sogudukea, ileri ve
geri primerler hedef DNA sekanslarinda yeniden birlesir. Z05-AS1 DNA polimeraz, divalent metal iyon ve fazlalik
dNTP'lerin varliginda, yeniden birlesen her bir primeri uzatarak ikinci bir DNA zincirini sentezler. Bu durum PCR'nin
birinci dongiistinii tamamlayarak PIK3CA geninin hedeflenen baz cifti bolgelerini igeren gift zincirli bir DNA kopyast
tiretir. Bu islem, belli sayida dongii i¢in tekrarlanir, her dongiide amplikon DNA'nin miktarini etkili bir sekilde iki
katina cikarir.

Otomatik gercek zamanh mutasyon saptamasi

cobas PIK3CA Test, gercek zamanli PCR teknolojisini kullanir. Reaksiyondaki her hedefe 6zgii oligoniikleotid probu,
haberci islevi goren floresan bir boya ve intakt bir prob igerisindeki haberci boyadan gelen floresan emisyonlar: absorbe
eden (sondiiren) bir sondiiriicii molekiil ile isaretlenir. Her bir amplifikasyon dongiisii esnasinda, amplikondaki tek
zincirli DNA sekansina tamamlayici prob baglanir ve ardindan Z05-AS1 DNA Polimerazin 5' ila 3' niikleaz aktivitesiyle
boliiniir. Haberci boya bu niikleaz aktivitesi ile sondiiriiciden ayrildiginda, haberci boya uygun 151k spektrumu ile
uyarildiginda karakteristik bir dalga boyunun floresans: 6l¢iilebilir. Testle hedeflenen PIK3CA sekanslarinin
saptanmasi i¢in dort farkli haberci boya kullanilir. Hedeflenen PIK3CA sekanslarinin amplifikasyonu, 6zel optik
kanallarda dort karakteristik dalga boyunda floresansin 6l¢iilmesiyle ii¢ reaksiyon boyunca bagimsiz olarak saptanir.

Selektif amplifikasyon

Numuneden gelen hedef niikleik asidin selektif amplifikasyonu cobas PIK3CA Test'te, AmpErase (urasil-N-glikosilaz)
enzimi ve deoksiiiridin trifosfat (dUTP) kullanilarak gerceklestirilir."* AmpErase enzimi, timidin iceren DNA'y1 degil,
deoksiiiridin iceren DNA zincirlerini tanir ve bunlarin yikimini katalize eder. Deoksitiridin dogal olusumlu DNA'da
yoktur ancak Master Mix reaktiflerinde niikleotid trifosfatlardan birisi olarak deoksitimidin trifosfata ek olarak dUTP
kullanildig1 i¢in amplikonda her zaman mevcuttur; bu nedenle sadece amplikon, deoksitiridin igerir. Deoksiiiridin,
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kontamine edici amplikonu, hedef DNA'nin amplifiye edilmesi 6ncesinde AmpErase enzimiyle yikilmaya maruz
birakir. Master Mix reaktiflerinde yer alan AmpErase enzimi, C1 konumunda deoksiriboz zincirini agarak deoksiiiridin
kalintilarinda deoksiiiridin iceren DNA'nin boliinmesini katalize eder. Alkalin pH'da birinci 1s1l ¢evrim asamasinda
sitildiginda, amplikon DNA zinciri deoksitiridinin konumunda kirilir, béylece DNA'nin amplifiye edilemez olmasini
saglar. AmpErase enzimi, 55°C'nin {izerindeki sicakliklarda yani 1s1] ¢evrim agamalarinin tiimiinde inaktiftir ve boylece
hedef amplikonu yikmaz.

Reaktifler ve materyaller

Ttum acilmamus reaktifler ve kontroller, Reaktif saklama ve kullanma kosullar1 tablosunda 6nerilen sekilde
saklanmalidur.

cobas® PIK3CA Mutation Test, 24 Test icin saglanan reaktifler
(P/N: 07003986190)

Reaktifler Reaktif igerigi Kit I_Ja§|na Giivenlik sembolii
miktar ve uyari

PIK3CA MMX-1 Tris tamponu, potasyum klortr, gliserol, EDTA, iyonik

o olmayan deterjan, dimetil stlfoksit, %0,09 sodyum azit,
|§PIK3?1I.'\' vIVIasIEekr MDI((L dNTP'ler, DNA polimeraz, AmpErase (urasil-N- 2 x 0,48 mL Yok

eyaz digmeli kapak) glikosilaz) enzimi (mikrobik), Aptamer, PIK3CA

(P/N 07003897001) primerleri, floresan etiketli PIK3CA problari
PIK3CA MMX-2 Tris tamponu, potasyum klortr, gliserol, EDTA, iyonik

s olmayan deterjan, dimetil stlfoksit, %0,09 sodyum azit,
(:’IK3CA I_V:Ieisvter I:m:: 2; K dNTP'ler, DNA polimeraz, AmpErase (urasil-N- 2 x 0,48 mL Yok
altn rengi diigmeli kapak) glikosilaz) enzimi (mikrobik), Aptamer, PIK3CA
(P/N 07003927001) primerleri, floresan etiketli PIK3CA problari
PIK3CA MMX-3 Tris tamponu, potasyum klortr, gliserol, EDTA, iyonik

o olmayan deterjan, dimetil siilfoksit, %0,09 sodyum azit,
(PIK3CA Master Mix 3; dNTP'er, DNA polimeraz, AmpErase (urasil-N- 2 x 0,48 mL Yok
mavi diigmeli kapak) glikosilaz) enzimi (mikrobik), Aptamer, PIK3CA
(P/N 07003943001) primerleri, floresan etiketli PIK3CA problar
MGAC
(Magnezyum asetat; Magnezyum asetat, %0,09 sodyum azit 6 x 0,20 mL Yok
san diijgmeli kapak) gnezy T y '
(P/N 05854326001)
PIK3CA MC Tris tamponu, EDTA, Poly-rA RNA (sentetik),
(PIK3CA Mutant Control; 90,05 sodyum azit, PIK3CA ekzon 2, 5, 8, 10 ve 21 6 x 0.10 mlL Yok
kirmizi diigmeli kapak) sekanslarini iceren Plazmid DNA, PIK3CA yabanil A0m
(P/N 07003960001) tip DNA
DNA SD
(DNA Specimen Diluent) Tris-HCI tamponu, %0,09 sodyum azit 2x35mL Yok
(P/N 05854474001)
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Reaktif saklama ve kullanma kosullan

Reaktif Saklama sicakhg: Saklama Siiresi
cobas® PIK3CA Mutation Test* 2°Cila 8°C Aglldiginda 9.0.gun igindeki 4 lfu.”.?mma kadar \{e){a son
kullanma tarihine kadar (hangisi 6nceyse) stabildir.

* PIK3CA MMX-1, PIK3CA MMX-2, PIK3CA MMX-3 ve ¢alisma MMX (MGAC'nin PIK3CA MMX-1 veya PIK3CA MMX-2
veya PIK3CA MMX-3'ye eklenmesiyle hazirlanir) uzun sureli 1siga maruz kalmaktan korunmaldir. GCalisma MMX'i 2°C ila
8°C'de karanlik bir yerde muhafaza edilmelidir. Hazirlanan numuneler ve kontroller, galisma MMX'i hazirlandiktan sonra
1 saat icinde eklenmelidir. islenen numuneler ve kontroller galisma MMX'ine eklendikten sonra 1 saat icinde amplifikasyon

baslatiimalidir.

Kullanimdan 6nce, her bir reaktifi gorsel olarak inceleyerek sizinti belirtisi olmadigindan emin olun. Herhangi bir sizinti

kaniti varsa bu materyali test icin kullanmayin.

Diger gerekli malzemeler

Malzemeler

P/N

Camasir suyu

Herhangi bir satici

%70 etanol

Herhangi bir satici

cobas® 4800 Sistemi Mikrokuyucuk Plakasi (AD plakasi) ve kapatici film

Roche 05232724001

cobas® 4800 Sistemi kapatici film aplikatorii (cobas® 4800 Sisteminin montajiyla saglanir)

Roche 04900383001

Ayarlanabilen pipetleyiciler* (5-1000 pL pipetleme yapabilir)

Herhangi bir satici

Aerosol bariyer veya pozitif yer degistirmeli DNase icermeyen uclar

Herhangi bir satici

Tezgah Ustt mikrosantrifiij* (20.000 x g kapasiteli)

Herhangi bir satici

Kilitteme kapakl mikrosantrifdj tipleri (1,5 mL steril, RNaz/DNaz icermeyen, PCR sinifi)

Herhangi bir satici

Mikrosantrifiij tip raklan

Herhangi bir satici

DNA konsantrasyonunun 6l¢iimi igin spektrofotometre*

Herhangi bir satici

Vorteks karistiricr*

Herhangi bir satici

Tek kullanimlik eldivenler, pudrasiz

Herhangi bir satici

* Tim ekipmanlarin bakimi Greticinin talimatlarina gére gergeklestirilmelidir.
Ayn satilan malzemelerle ilgili daha fazla bilgi i¢in, litfen yerel Roche temsilcinizle iletisime

Gereken ancak saglanmayan cihaz ve yazihmlar

gegin.

Gerekli Cihaz ve Yazihmlar, Saglanmamistir P/N
cobas z 480 analizorii ve Kontrol Unitesi 05200881001
cobas® 4800 Sistemi Uygulama Yazilimi (Ana) stirim 2.2 veya (izeri 07565500001
cobas® PIK3CA P1 Analiz Paketi Yazilim stiriimii 1.0 veya (istii 08249628001

Ayr satilan malzemelerle ilgili daha fazla bilgi igin, litfen yerel Roche temsilcinizle iletisime

07004010001-02TR
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cobas® PIK3CA Mutation Test

Onlemler ve tasima gereklilikleri

Uyarilar ve 6nlemler

Herhangi bir test prosediiriinde oldugu gibi, bu testin iyi performans saglamasi i¢in iyi laboratuvar uygulamalari
esastir.

Sadece in vitro diagnostik kullanim i¢indir.
Giivenlik Bilgi Formlari (SDS) talep halinde bolge Roche ofisinizden temin edilebilir.

Bu test, FFPET numuneleriyle kullanim i¢indir. Numuneler, Mikrobiyoloji ve Biyomedikal Laboratuvarlarinda
Biyogiivenlik (Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories)'" ve CLSI Belgesi M29-A4'te'® tanimlanan
giivenli laboratuvar prosediirleri kullanilarak enfeksiyoz madde gibi degerlendirilmelidir.

Steril tek kullanimlik pipetlerin ve DNase icermeyen pipet uglarinin kullanilmasi 6nerilir.

Testin dogru sekilde gergeklestirildiginden emin olmak i¢in temin edilen kilavuzlar: ve prosediirleri yakindan takip
edin. Prosediirlerden ve kilavuzlardan herhangi bir sapma, optimum test performansini etkileyebilir.

Bu testi kullanirken meydana gelebilecek tiim ciddi olaylar1 yerel yetkili makama ve tireticiye bildirin.

lyi laboratuvar uygulamalan

Agzinizla pipetleme yapmayin.
Laboratuvar ¢aligma ortamlarinda yiyecek veya icecek tiiketmeyin veya sigara igmeyin.
Numunelerle ve kit reaktifleriyle islem yaptiktan sonra ellerinizi iyice yikayin.

Reaktiflerle islem yaparken gozliik, laboratuvar 6nliigii ve tek kullanimlik eldiven kullanin. Bu materyallerin
cildinize, gozlerinize veya mukoza membranlarina temas etmesinden ka¢inin. Temas etmeniz durumunda, vakit
kaybetmeden bol miktarda suyla yikayin. Tedavi edilmezse yaniklar olusabilir. Dokiilme meydana gelirse, silmeden
once suyla seyreltin.

Distile veya deiyonize suya %0,5 oraninda sodyum hipoklorit ekleyerek taze hazirlayacaginiz ¢ozeltiyle
laboratuvardaki tiim ¢aligma yiizeylerini iyice temizleyin ve dezenfekte edin (ev temizligi icin kullanilan ¢amagir
suyunu 1:10 oraninda seyreltin). Bunun ardindan %70 etanol igeren ¢ozeltiyle yiizeyi silin.

Not: Ev islerinde kullanilan piyasadaki camagir sulari genel olarak %5,25 oraninda sodyum hipoklorit igerir.

A 1:10 oraninda seyreltilen camagsir suyu %0,5 oraninda sodyum hipoklorit ¢ozeltisi iiretir.

Kontaminasyon

Kontaminasyonu 6nlemek i¢in eldiven kullanilmalidir ve farkli numunelerle ve cobas PIK3CA Test reaktifleriyle
islem yapildiktan sonra eldiven degistirilmelidir. Numunelerle islem yaparken kontamine edici eldiven
kullanmaktan kaginin.

Eldivenler, kontaminasyon potansiyelini azaltmak i¢in sik degistirilmelidir.

DNA izolasyon alanlarindan ayrilmadan 6nce veya ¢ozeltilerle veya bir numuneyle temas edildiginden
stipheleniliyorsa eldivenler degistirilmelidir.

Reaktiflerin mikrobik kontaminasyonundan kaginin.

Amplifikasyon ve saptama ¢alisma alani MMX hazirlama islemine baslamadan 6nce tiimiiyle temizlenmelidir.
Her aktiviteye ayr1 malzemeler ve ekipmanlar hazirlanmalidir ve bu malzemeler ve ekipmanlar diger aktiviteler
icin kullanilmamalidir veya alanlar arasinda hareket ettirilmemelidir. Ornegin, DNA izolasyonu i¢in kullanilan
pipetleyiciler ve malzemeler amplifikasyon ve saptama islemlerine yonelik reaktifleri hazirlamak i¢in
kullanilmamalidir.

07004010001-02TR
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cobas® PIK3CA Mutation Test

Laboratuvardaki is akiginin tek yonlii olarak ilerlemesi, bir sonraki aktiviteye gegmeden 6nce hali hazirdaki
aktivitenin tamamlanmasi nemle tavsiye edilir. Ornegin, amplifikasyon ve saptama islemlerine gegmeden 6nce
DNA izolasyonu tamamlanmalidir. DNA izolasyonu, amplifikasyon ve saptama islemleri i¢in kullanilacak alandan
ayr1 bir alanda gergeklestirilmelidir. Caligma master mix'inin DNA numuneleriyle kontamine edilmesini 6nlemek
i¢in ¢aligma master mix'inin hazirlanmas: 6ncesinde amplifikasyon ve saptama ¢aligma alani tiimiiyle
temizlenmelidir.

Biitiinliik

e Kitleri son kullanma tarihi ge¢migse kullanmayin.

e Farkli kitlerden veya lotlardan alinan reaktifleri birlikte kullanmayin.

e Farkli kit lotlarindan gelen reaktif siselerini birlestirmeyin.

e Tek kullanimlik iirtinleri son kullanma tarihi ge¢misse kullanmayin.

e Tek kullanimlik iiriinlerin hepsi sadece bir kez kullanilmak i¢indir. Tekrar kullanmayin.

e Tiim ekipmanlarin bakimi iireticinin talimatlarina gore dogru bir sekilde gerceklestirilmelidir.

imha

1. MGAC, PIK3CA MMX-1, PIK3CA MMX-2, PIK3CA MMX-3, PIK3CA MC ve DNA SD, sodyum azit igerir.
Sodyum azit, bakir ve kursun su borulariyla reaksiyona girerek yiiksek patlayici 6zellige sahip metal azitler
olusturabilir. Laboratuvardaki lavabolarda ¢ozeltileri igeren sodyum azit atilirken, azit birikimini 6nlemek i¢in bol
miktarda soguk su akitarak giderleri temizleyin.

2. Kullanilmayan reaktifleri ve atiklar: iilke genelindeki, federal, eyalet diizeyindeki ve yerel diizenlemelere gore atin.

Dokiilme ve temizleme

e Dokiilme cobas® 4800 cihazinin iizerinde gergeklesirse, temizlemek icin cobas® 4800 Sistemi — Yardim Asistani'nda
yer alan yonergeleri izleyin.

e cobas z 480 analizorii temizlemek i¢in sodyum hipoklorit ¢ozeltisi (¢amasir suyu) kullanmayin. cobas z 480
analizoriinii cobas® 4800 Sistemi - Yardim Asistani'nda tarif edilen prosediirlere gore temizleyin.

e cobas z 480 analizoriiniin kontaminasyon riskini azaltmaya yonelik ek uyarilar, 6nlemler ve prosediirler i¢in,
cobas® 4800 Sistemi — Yardim Asistani'na bakin.
Numune toplama, tasima ve saklama

Not: Tiim numuneleri bulasict madde yayma potansiyeli oldugunu varsayarak kullanin.

Numune toplama

BC FFPET numuneleri, cobas PIK3CA Test ile birlikte kullanim i¢in dogrulanmigtir.

Numunelerin taginmasi, saklanmasi ve stabilitesi

BC FFPET numuneleri, 15°C ila 30°C'de taginabilir. BC FFPET numunelerinin taginmasi, etiyolojik ajanlarin taginmasi
ile ilgili tilkeye, eyalete 6zgii federal ve yerel diizenlemelere uygun olmalidir."”

Numune alma tarihinden sonraki 12 aya kadar 15°C ila 30°C'de saklanan BC FFPET numunelerinin stabilitesi
dogrulanmustir. Slaytlara yerlestirilen 5 pm'lik kesitler, 60 giine kadar 15-30°C'de saklanabilir.

07004010001-02TR
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BC FFPET numuneleri asagidaki siireler boyunca stabildir:

FFPET Numune Tipi FFPET Blogu 5 pm FFPET Kesiti
FFPET Numune Saklama Sicakhig 15°C ila 30°C 15°C ila 30°C
Saklama Siiresi 12 aya kadar 60 gline kadar

islenmis numunelerin saklanmasi ve stabilitesi

Islenmis numuneler (ekstrakte edilen DNA), asagidakilerden birinde stabildir:

Ekstrakte Edilmis DNA Saklama Sicakhgi -15°C ila -25°C

2°Cila 8°C

15°C ila 30°C

60 glin boyunca 3 kez

Saklama Siiresi dondurma/¢6zmeye kadar

14 gline kadar

1 gline kadar

Ekstraksiyon uygulanan DNA, onerilen saklama donemleri iginde ya da DNA'y1 ekstrakte etmek i¢in kullanilan
cobas® DNA Sample Preparation Kit'in son kullanma tarihinden 6nce (hangisi daha 6nce gelirse) kullanilmalidir.

Test prosediirii

Testin ¢calistinimasi

Sekil 1:  cobas® DNA Sample Preparation Kit ile cobas PIK3CA Test is akisi

No. is Akisi Asamalan
1 Sistemi baslatin

2 Cihaz bakimini gerceklestirin

3 Numuneleri ve reaktifleri saklama alanindan alin

4 Numuneleri parafinden ayirin

5 DNA izolasyonu gerceklestirin

6 DNAly ellite edin

7 is istemi olusturun ve plaka yerlesim planinin ¢iktisini alin
8 Amplifikasyon reaktiflerini hazirlayin

9 AD plakasina amplifikasyon reaktiflerini yerlestirin

10 AD plakasina numuneyi yerlestirin

11 AD plakasini kapatin

12 AD plakasini cobas z 480 analizore yerlestirin

13 Calismayi basglatin

14 Sonuglar gbézden gegirin

15 LIS ile: sonuglar LIS'e gdonderin

16 Analizdri bosaltin

07004010001-02TR
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cobas® PIK3CA Mutation Test

Kullanmim talimatlan

Not: cobas PIK3CA Test'te yalnizca bilgeye gore en az %10 tiimor icerigi olan 5 ym kalinligindaki BC FFPET kesitleri
kullanilmalidir. Bolgeye gore %10'dan az tiimor igerigi olan herhangi bir numune, parafinden arindirildiktan
sonra makrodiseksiyona tabi tutulmalidir.

Not: cobas z 480 analizoriiniin ayrintili ¢alistirma yonergeleri icin cobas® 4800 Sistemi — Yardum Asistani'na bakin.

Calisma hacmi

Tek bir ¢alisma dongiisii, 96 kuyucuklu AD plakasi basina 1 ila 30 numune (art1 kontroller) igerebilir. 24'ten fazla
numuneyle ¢alisirken birden fazla cobas PIK3CA Test kiti gerekli olacaktir.

cobas PIK3CA Test, kit bagina maksimum 24 numune i¢in 3 numunenin (art1 kontroller) 8 ¢calismasi igin yeterli reaktif

icerir.

Tam islem kontrolii

Bu test, tam islemli bir negatif kontrolii (NEG) gerektirir. Her ¢aligma i¢in, DNA izolasyon prosediiriinden baglayarak
numuneler ile eszamanli bir NEG isleyin.

DNA izolasyonu

DNA, cobas®” DNA Sample Preparation Kit (M/N 05985536190) kullanilarak BC FFPET numunelerinden izole edilir.

Makrodiseksiyon

Numune alana gore %10'den az tiimor igerigine sahipse, numunenin numune hazirlama islemi kapsaminda
makrodiseksiyona tabi tutulmas: gerekir.

DNA kantitasyonu

Not: DNA konsantrasyonu 0lgiimii, DNA izolasyonu prosediiriinden hemen sonra ve saklama siirecinden énce
gerceklestirilmelidir.

Not: DNA stokunu Numunelerin tasinmasi, saklanmasi ve stabilitesi boliimiindeki talimatlara gore saklayin.
1. Her DNA stokunu 5 saniye vorteksleyerek karistirin.

2. Uretici protokoliine uygun sekilde spektrofotometre kullanarak DNA kantitasyonu gerceklestirin. DNA Elution
Buffer'1 (DNA EB) cihaz i¢in kor olarak kullanin. Ortalama 2 tutarli degerlendirme gereklidir. iki 6l¢iim, DNA
konsantrasyon degerlendirmeleri > 20,0 ng/uL oldugunda birbirinin £%10'u i¢cinde olmalidir. < 20,0 ng/uL DNA
konsantrasyon degerlendirmeleri igin iki 6l¢iim, +2 ng/uL dahilinde olmalidir. Iki 6l¢iim, DNA konsantrasyon
degerlendirmeleri > 20,0 ng/uL iken birbirinin +%10'u icinde veya DNA konsantrasyon degerlendirmeleri
< 20,0 ng/uL iken +2 ng/uL dahilinde olmadiginda, gereklilikler kargilanana kadar ek 2 degerlendirme daha
yapilmalidir. Ardindan, bu iki yeni 6l¢imiin ortalamas: hesaplanmalidir.

Not: [slenmis NEG'den alinan DNA stokunun élgiilmesine gerek yoktur.

3. Numunelerdeki DNA stoku konsantrasyonu, cobas PIK3CA Test'in gergeklestirilmesi igin > 2 ng/uL olmalidir.
Her amplifikasyon/saptama i¢in 2 ng/uL DNA stoku diliisyonunun 25 pL'si (toplam 50 ng DNA) kullanilarak
numune basina ti¢ amplifikasyon/saptama ¢aligtirilir.

07004010001-02TR
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Not:

Her DNA stoku, cobas PIK3CA Test'in gerceklestirilmesi icin minimum 2 ng/uL konsantrasyona sahip olmalidir.
DNA stok konsantrasyonu < 2 ng/uL ise, bu numune icin parafinden ayirma islemini, DNA izolasyonunu ve DNA
kantitasyon prosediirlerini iki adet 5 um'lik FFPET kesiti kullanarak tekrarlayin. Yerlestirilen numuneler igin,
parafinden ayirma isleminin ardindan, her iki kesitten alinan dokuyu bir tiipiin icinde birlestirin, dokuyu DNA
Tissue Lysis Buffer (DNA TLB) + Proteinaz K (PK) igine daldirin ve yukarida agiklandigi gibi DNA izolasyonu

ve kantitasyon islemini gerceklestirin. Yerlestirilmeyen numuneler igin, iki kesiti bir tiipiin icinde birlestirin ve
parafinden ayirma islemini gerceklestirin. Dokuyu DNA TLB + PK'nin igine daldirin ve yukarida agiklandig gibi
DNA izolasyonu ve kantitasyon islemini gerceklestirin. DNA stoku hala < 2 ng/uL ise, ilgili klinik merkezden baska
bir FFPET numune kesiti isteyin.

Amplifikasyon ve saptama

Not:

Calisma MMX'inin DNA numuneleriyle kontamine edilmesini 6nlemek igin, amplifikasyon ve saptama islemleri
DNA izolasyonundan ayri bir alanda gerceklestirilmelidir. Amplifikasyon ve saptama ¢alisma alant MMX
hazirlama islemine baslamadan énce tiimiiyle temizlenmelidir. Dogru temizlik icin, raklar ve pipetleyiciler dahil
tiim yiizeyler once %0,5 sodyum hipoklorit ¢ozeltisiyle ardindan %70 etanol ¢ozeltisiyle tiimiiyle silinmelidir.

Ev islerinde kullanilan piyasadaki ¢camagsir sulari genel olarak %5,25 oraninda sodyum hipoklorit igerir.

A 1:10 oraninda seyreltilen camagsir suyu %0,5 oraninda sodyum hipoklorit ¢ozeltisi iiretir.

Cihaz diizenegi

cobas z 480 analizor kurulumu ile ilgili ayrintili yonergeler i¢in cobas® 4800 Sistemi — Yardim Asistani'na bakin.

Test istemi diizenegi

cobas PIK3CA Test is akis1 asamalariyla ilgili ayrintili yonergeler i¢in cobas® 4800 Sistemi — Yardim Asistani'na bakin.

Calismadaki tiim numune ve kontrollerin konumunu igeren bir plaka yerlesim haritast olusturun. Mutant Kontrola
(MCQ), plaka tizerinde A01-A03 konumlarina yiiklenir. NEG, plaka tizerinde B01-B03 konumlarina yiiklenir.
Seyreltilmis numuneler daha sonra asagidaki Tablo 2 i¢inde gosterildigi gibi C01-C03'ten baslayarak H10-H12'ye
kadar 3 stitunluk setler halinde eklenir.

Tablo 2: cobas PIK3CA Test icin plaka yerlesim diizeni

SSS:::] 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12

A MC MC MC s7 s7 s7 S15 | S15 | S15 | S23 | s23 | s23
MMX 1 | MMX 2 | MMX 3 | MMX 1 | MMX 2 | MMX 3 | MMX 1 | MMX 2 | MMX 3 | MMX 1 | MMX 2 | MMX 3

5 NEG | NEG | NEG S8 S8 S8 S16 | S16 | S16 | S24 | S24 | sS4
MMX 1 | MMX 2 | MMX 3 | MMX 1 | MMX 2 | MMX 3 | MMX 1 | MMX 2 | MMX 3 | MMX 1 | MMX 2 | MMX 3

c S1 S1 S1 S9 S9 S9 s17 | s17 | s17 | s25 | s25 | s25
MMX 1 | MMX 2 | MMX 3 | MMX 1 | MMX 2 | MMX 3 | MMX 1 | MMX 2 | MMX 3 | MMX 1 | MMX 2 | MMX 3

5 S2 s2 S2 S0 | S0 | sio | s18 | si18 | si8 | S26 | S26 | S26
MMX 1 | MMX 2 | MMX 3 | MMX 1 | MMX 2 | MMX 3 | MMX 1 | MMX 2 | MMX 3 | MMX 1 | MMX 2 | MMX 3

. s3 s3 s3 S11 ST1 S11 S19 s19 | s19 | s27 | S27 | s27
MMX 1 | MMX 2 | MMX 3 | MMX 1 | MMX 2 | MMX 3 | MMX 1 | MMX 2 | MMX 3 | MMX 1 | MMX 2 | MMX 3

i S4 S4 S4 si2 | si2 | s12 | s20 S20 | S20 | s28 | S28 | s28
MMX 1 | MMX 2 | MMX 3 | MMX 1 | MMX 2 | MMX 3 | MMX 1 | MMX 2 | MMX 3 | MMX 1 | MMX 2 | MMX 3

a S5 S5 S5 S13 | s13 | s13 | S21 S21 S21 S29 | S29 | s29
MMX 1 | MMX 2 | MMX 3 | MMX 1 | MMX 2 | MMX 3 | MMX 1 | MMX 2 | MMX 3 | MMX 1 | MMX 2 | MMX 3

y S6 S6 S6 sS4 | S14 | S14 | S22 s22 | s22 | s30 | s30 | s30
MMX 1 | MMX 2 | MMX 3 | MMX 1 | MMX 2 | MMX 3 | MMX 1 | MMX 2 | MMX 3 | MMX 1 | MMX 2 | MMX 3

Burada: MC = Mutant Kontrolli, NEG = Negatif Kontrol; S# = numune kimligi ve MMX #, Master Mix Reagent 1, 2 veya 3'U belirtir.
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Not: Yamnit olusturmak igin herhangi bir numune, bir satirda art arda gelen ii¢ siituna yayilmalidir.

Not: Calisma Master Mix 1, plaka iizerinde 01, 04, 07 ve 10 stitunlarina yiiklenmelidir. Calisma Master Mix 2, plaka
iizerinde 02, 05, 08 ve 11 siitunlarina yiiklenmelidir. Calisma Master Mix 3, plaka iizerinde 03, 06, 09 ve 12
siitunlarina yiiklenmelidir.

Not: Tek plakaya 30'a kadar numune yiiklenebilir. Plakadaki tiim numuneleri islemek icin birden fazla reaktif kiti
gerekiyorsa, kitlerin tiimii ayni lottan olmalidir.

Numune DNA stokunun diliisyon hesaplamasi

2 ng/plL ila 36 ng/pL DNA stoku konsantrasyonlari icin diliisyon hesaplamasi

Not: Numunelerden alinan DNA stoklari, amplifikasyon ve saptamadan hemen once seyreltilmelidir.

Not: 2 ng/uL DNA stoku diliisyonunun (toplam 150 ng DNA) toplam hacminin 75 uL (ii¢ reaksiyonun her biri igin 25 uL)
olmasini gerektiren her numune igin ii¢c amplifikasyon/saptama ¢alistirilir.

1. Her numune i¢in gereken DNA stokunun hacmini (pL) hesaplayin:

DNA stoku puL miktar1 = (90 pL x 2 ng/uL) + DNA stoku konsantrasyonu [ng/uL]
2. Her numune i¢in gereken DNA SD hacmini (uL) hesaplayin:

DNA SD pL miktar1 = 90 uL - DNA stoku pL degeri
Ornek:

DNA stoku konsantrasyonu = 6,5 ng/uL
1. DNA stoku pL degeri = (90 pL x 2 ng/uL) + 6,5 ng/uL = 27,7 uL
2. DNA SD pL degeri = (90 pL - 27,7 uL) = 62,3 pL

> 36 ng/pL olan DNA stoku konsantrasyonlari i¢in diliisyon hesaplamasi

Not: Numunelerden alinan DNA stoklari, amplifikasyon ve saptamadan hemen once seyreltilmelidir.

Not: 2 ng/uL DNA stoku diliisyonunun (toplam 150 ng DNA) toplam hacminin 75 uL (ii¢ reaksiyonun her biri igin 25 uL)
olmasini gerektiren her numune igin ii¢c amplifikasyon/saptama ¢alistirilir.

1. > 36 ng/uL DNA stoku konsantrasyonu i¢in, en az 90 L seyreltilmis DNA stoku hazirlamak i¢in gereken DNA SD
miktarini hesaplamak tizere asagidaki formiilii kullanin. Bu, her numunede minimum 5 uL. DNA stoku
kullanilmasini saglama amaghdir.

2. Her numune igin 5 pL. DNA stokunu 2 ng/pLye seyreltmek i¢in gereken DNA SD hacmini (uL) hesaplayin:

uL cinsinden gerekli DNA SD hacmi = ((5 uL DNA stoku x ng/uL cinsinden DNA stok konsantrasyonu)
+2ng/uL) - 5uL

Ornek:
DNA stoku konsantrasyonu = 100 ng/uL
1. pL cinsinden gerekli DNA SD hacmi = ((5 puL x 100 ng/pL) + 2 ng/pL) - 5 uL = 245 pL
2. 5 puL DNA stokunu seyreltmek i¢in hesaplanan DNA SD hacmini kullanin.

07004010001-02TR
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Numune diliisyonu

1. DNA Diliisyonlari i¢in uygun sayida 1,5 mL'lik kilitli kapakli mikrosantrifiij tiiplerini uygun numune tayiniyle
etiketleyerek hazirlayin.

2. Aerosol direngli ucu olan bir pipet kullanarak, hesaplanan DNA SD hacimlerini ilgili etiketli tiiplere pipetleyin.
NEG olarak etiketlenmis, kilitli kapakli bir mikrosantrifij tiipiine 45 uL. DNA SD pipetleyin.

3. Her bir DNA stokunu ve NEG'i 5 ila 10 saniye vorteksleyin.

4. Aerosol direngli ucu olan bir pipet kullanarak (her pipetleme islemi i¢in yeni ug), her bir DNA stokundan
hesaplanan hacmi nazikce DNA SD igeren ilgili tiipe pipetleyin. 45 uL. NEG'i (ekstrakte edilmis eliiat), NEG tiipiine
pipetleyin.

5. Tiplerin kapagini kapatin ve her birini 5 ila 10 saniye vorteksleyin.

6. Eldiven degistirin.
Reaksiyon diizenegi

Calisma master mix'lerinin hazirlanmasi (MMX-1, MMX-2 ve MMX-3)

Not: PIK3CA MMX-1, PIK3CA MMX-2, PIK3CA MMX-3 ve ¢alisma MMX'i 1518a karsi duyarlhdir ve uzun siireli 1518a
maruz kalmaktan korunmalidir.

Not: Calisma MMX'i ve PIK3CA reaktiflerinin viskozitesinden otiirii, tiim karisimin ugtan tamamen dagitildigindan
emin olmak i¢in yavasca pipetleyin.

Not: PIK3CA MMX-1, PIK3CA MMX-2 ve PIK3CA MMX-3, acik mavi/morumsu renkte goriilebilir. Bu durum
reaktifin performansini etkilemez.

Ayri 1,5 mL kilitli kapakli mikrosantrifij tiiplerinde biri PIK3CA MMX-1, biri PIK3CA MMX-2 ve digeri PIK3CA
MMX-3 iceren ii¢ bulk ¢alisma MMX'i hazirlayin.

1. Asagidaki formulii kullanarak her ¢calisma MMX'i i¢in gerekli olan PIK3CA MMX-1 veya PIK3CA MMX-2 veya
PIK3CA MMX-3 hacmini hesaplayin:

Gerekli olan PIK3CA MMX-1 veya PIK3CA MMX-2 veya PIK3CA MMX-3 hacmi = (Numune Say1s1
+ 2 Kontrol + 1) x 20 uL

2. Asagidaki formiilii kullanarak her bir ¢alisma MMX'i i¢in gerekli MGAC hacmini hesaplayin:
Gerekli MGAC hacmi = (Numune Sayist + 2 Kontrol + 1) x 7 uL

Calismaya dahil edilen numune sayisina bagl olarak ¢alisma MMX'inin hazirlanmas: i¢in gereken her reaktifin
hacmini belirlemek i¢in Tablo 3 kullanin.

Tablo 3: Test edilen numune sayisina* dayah olarak caligma MMX-1, caisma MMX-2 ve calisma MMX-3 icin gerekli olan
reaktiflerin hacimleri

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

Her Calisma MMXi
- icin Toplam Hacim 108 135 162 189 216 243 270 297 324 351
(ub)

* Numunelerin Sayisi i¢in hacimler, Numunelerin Sayisi + 2 Kontrol + 1 toplamina dayanir
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3. Uygun sayida PIK3CA MMX-1 veya PIK3CA MMX-2 ya da PIK3CA MMX-3 ve MGAC flakonlarini 2°C ila 8°C
sicakliktaki depodan cikarin. Her reaktifi 5 saniye vorteksleyin ve kullanmadan 6nce tiipiin altindaki siviy
toplayin. Calisma MMX-1, ¢alisma MMX-2 ve ¢alisma MMX-3 igin steril bir mikrosantrifiij tiiptinii etiketleyin.

4. PIK3CA MMX-1 veya PIK3CA MMX-2 veya PIK3CA MMX-3'nin hesaplanan hacmini ilgili ¢calisma MMX'i
tiipiine ekleyin.

5. Hesaplanan MGAC hacmini ¢alisma MMX'i tiiplerine ekleyin.
6. Yeterli karisimi saglamak igin tiipleri 3 ila 5 saniye vorteksleyin.
Not: Numuneler ve kontroller, ¢alisma MMX leri hazirlandiktan sonra 1 saat icinde AD plakasina eklenmelidir.

Not: Sadece cobas® 4800 Sistemi AD plakasi ve Kapatici film kullanin.

Plakanin hazirlanmasi

1. Calisma i¢in gerekli AD plakasinin her bir reaksiyon kuyucuguna 25 pL ¢alisma MMX'i pipetleyin. Pipet ucunun
kuyucugun disindaki plakaya temas etmesine izin vermeyin.

e 01,04, 07 ve 10 siitunlarindaki AD plakas1 kuyucuklarina gerektigi bicimde ¢aligma MMX-1'i
(PIK3CA MMX-1 igeren) ekleyin.

e 02,05,08 ve 11 siitunlarindaki AD plakas1 kuyucuklarina gerektigi bicimde ¢aligma MMX-2'yi
(PIK3CA MMX-2 igeren) ekleyin.

e 03,06, 09 ve 12 siitunlarindaki AD plakasi kuyucuklarina gerektigi bicimde ¢aliyma MMX-3'ii
(PIK3CA MMX-3 igeren) ekleyin.

2. 25 uL PIK3CA MCl'i AD plakasinin A01, A02 ve A03 kuyucuklarina pipetleyin; en az iki kez aspirasyon usuliiyle
¢ekmek ve kuyucuga aktarmak i¢in pipeti kullanarak iyice karistirin.

3. Yeni bir pipet ucu kullanarak, 25 uL. NEG'i AD plakasinin B01, B02 ve B03 kuyucuklarina pipetleyin; en az iki kez
aspirasyon usuliiyle cekmek ve kuyucuga aktarmak i¢in pipeti kullanarak iyice karigtirin.

Not: Her ¢alisma A01, A02 ve A03 kuyucuklarinda PIK3CA MC ve B01, B02 ve B03 kuyucuklarinda NEG icermelidir
aksi halde ¢calisma cobas z 480 analizérii tarafindan gegersiz kilinacaktir.

Not: Numuneden numuneye gecebilecek kontaminasyona veya PCR reaksiyon tiipii kontaminasyonuna karsi koruma

saglamak icin gerektigi bicimde eldivenlerinizi degistirin.

4. Her seyreltilmis numune DNA's1 icin yeni pipet uglar1 kullanarak, numune DNA'sinin her bir kuyucuga eklenmesi
i¢in yeni bir ug kullanarak AD plakasinin C01, C02 ve C03 kuyucuklarina ilk numune DNA'sindan 25 uL ekleyin;
en az iki kez aspirasyon usuliiyle cekmek ve kuyucuga aktarmak i¢in pipeti kullanarak her kuyucugu iyice
karistirin. Bu prosediirii her numunedeki seyreltilmis DNA igin tekrarlayin ve tiim numunelerin DNA Diliisyonlar1
AD plakasina yiiklenene kadar Tablo 2 i¢indeki sablonu takip edin. Ttim sivinin kuyucuklarin tabaninda
toplandigindan emin olun.

5. AD plakasini kapatici film (plakalarla birlikte verilen) ile 6rtiin. Filmi AD plaka saglam bir sekilde yapistirmak icin
kapatici film aplikatoriini kullanin.

6. PCR'yi baglatmadan 6nce tiim sivinin her kuyucugun tabaninda toplandigini onaylayin.

Not: Amplifikasyon ve saptama, ¢alisma MMX 'ine ilk numune DNA diliisyonunun eklenmesinden sonraki 1 saat iginde
baslatilmalidr.
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PCR'nin baslatiimasi

PIK3CA is akist asamalart ile ilgili ayrintili yonergeler icin cobas® 4800 Sistemi - Yardim Asistani'na bakin. “Select test”
acilir penceresi agildiginda, “PCR Only” is akis1 tipini se¢in, ardindan “PIK3CA P17i isaretleyin ve “OK” diigmesine
tiklayin.

Sonuclar

Sonuclarin yorumlanmasi

Not: Tiim ¢alisma ve numune dogrulama islemleri cobas® 4800 yazilimiyla gerceklestirilir.
Not: Gegerli bir test calismasi: hem gegerli hem de gecersiz numune sonuglarini igerebilir.

Gegerli bir ¢alisma i¢in, numune sonuglar1 Tablo 4'da gosterildigi gibi yorumlanur.

Tablo 4: cobas PIK3CA Test i¢in sonu¢ yorumlama

Test sonucu Mutasyon sonucu Yorum
Mutasyon Saptandi R88Q Belirtilen hedeflenen PIK3CA bdlgesinde mutasyon saptandi.
Mutasyon Saptandi N345K Belirtilen hedeflenen PIK3CA bolgesinde mutasyon saptandi.
Mutasyon Saptandi C420R Belirtilen hedeflenen PIK3CA bdlgesinde mutasyon saptandi.
Mutasyon Saptandi E542K Belirtilen hedeflenen PIK3CA bolgesinde mutasyon saptandi.

Mutasyon Saptandi E545X (E545A, E545D* E545G veya E545K) | Belirtilen hedeflenen PIK3CA bélgesinde mutasyon saptand.
Mutasyon Saptandi Q546X (Q546E, Q546K, Q546L veya Q546R) | Belirtilen hedeflenen PIK3CA bolgesinde mutasyon saptandi.

Mutasyon Saptandi M10431** Belirtilen hedeflenen PIK3CA bolgesinde mutasyon saptandi.
Mutasyon Saptandi H1047X (H1047L, H1047R veya H1047Y) Belirtilen hedeflenen PIK3CA bdlgesinde mutasyon saptandi.
Mutasyon Saptandi G1049R Belirtilen hedeflenen PIK3CA bolgesinde mutasyon saptandi.
Mutasyon Saptandi (Birden fazla mutasyon mevcut olabilir) Belirtilen hedeflenen PIK3CA bdlgesinde mutasyon saptandi.
Mutasyon Saptanmadi | Yok Hedeflenen PIK3CA bdlgelerinde mutasyon saptanmadi.

Numune sonucu gecersizdir. Asagidaki “Sonuclar gecersiz
Gegersiz Yok numunelerin yeniden test edilmesi” adli béliimde yer alan y6nergeleri
izleyerek gecersiz sonug iceren numuneleri yeniden test edin.

Donanim veya yazihm hatasi nedeniyle ¢calisma basarisiz oldu. Teknik

Bagansiz Yok destek almak igin bélgesel Roche ofisinizle iletisime gegin.

* E545D amino asit degisikligi icin, test tarafindan yalnizca nikleotid degisikligi c.1635G>T mutasyonu saptanir.
** M1043l amino asit degisikligi icin, test tarafindan yalnizca niikleotid degisikligi ¢.3129G>T mutasyonu saptanir.

Not: “Mutasyon Saptanmad)” sonucu, sonuglarin mutant sekanslarinin ytizdesine, yeterli numune biitiinligiine, inhibitérlerin yokluguna
ve saptanacak yeterli DNA'ya bagli olmasindan étiiri hedeflenen PIK3CA bélgelerinde bir mutasyonun varligini engellemez.

Sonuclan gecersiz numunelerin yeniden test edilmesi

1. Amplifikasyon ve saptama bolimiindeki “Numune DNA Stokunun Diliisyon Hesaplamas1” ve “Numune
Diliisyonu” prosediirlerinden baslayarak gecersiz numune DNA stokunun diliisyonunu tekrarlayin.

2. DNA stoku diliisyonunu “Numune diliisyonu” béliimiinde agiklandig: gibi 2 ng/uL olarak gergeklestirdikten sonra
“calisgma MMX (MMX-1, MMX-2 ve MMX-3) hazirlama” ve amplifikasyon ve saptama prosediiriiniin geri kalani
ile devam edin.
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Not: Numune yeniden test edildikten sonra gegersiz kalirsa veya adim A'daki Sonuglar: Gegersiz Numunelerin Yeniden
Test Edilmesi sirasinda baska bir diliisyon hazirlamak igin yeterli DNA stoku yoksa, yeni bir 5 ym FFPET tiimor
kesitini kullanarak Parafinden Arindirma ve DNA izolasyonu ile baslayin ve bu numune igin tiim test
prosediiriinii tekrarlayin.

Kalite kontrol ve sonuclarin gecerliligi

30 numuneye kadar her bir ¢alismaya, calisma MMX-1, calisma MMX-2 ve ¢alisma MMX-3 icin bir set cobas PIK3CA
PIK3CA MC (A01, A02 ve A03 kuyucuklari) ve NEG (B01, B02 ve B03 kuyucuklar1) dahil edilir. Hem PIK3CA MC
hem de NEG gecerli ise calisma gecerlidir. PIK3CA MC veya NEG gecersiz ise, tiim calisma gecersizdir ve tekrar
edilmelidir. Amplifikasyon ve saptama i¢in kontrollerle birlikte yeni bir AD plakas: diizenegi kurmak i¢in 6nceden
izole edilmis numune DNA stokundan yeni bir diliisyon hazirlayin.

Mutant kontrolii

PIK3CA MC sonucu “Gegerli” olmalidir. PIK3CA MC sonuglart siirekli gecersizlik gosteriyorsa, teknik destek almak
i¢in bolgesel Roche ofisinizle iletisime gecin.

Negatif kontrol

NEG sonucu “Gegerli” olmalidir. NEG sonuglari siirekli gegersizlik gosteriyorsa, teknik destek almak i¢in bolgesel
Roche ofisinizle iletisime ge¢in.

Prosediir ile ilgili simrlamalar

1. Yalnizca belirtilen numune tiplerini test edin. cobas PIK3CA Test, BC FFPET numuneleri kullanilarak
dogrulanmustir.

2. cobas PIK3CA Test, yalnizca cobas® DNA Sample Preparation Kit kullanilarak dogrulanmistir
(Roche M/N: 05985536190).

3. Bir mutasyonun saptanmasi numunede mevcut olan kopya sayisina baghdir ve numunenin biitiinligiinden, izole
edilen DNA konsantrasyonundan ve etkilesimde bulunan maddelerin varligindan etkilenebilir.

4. Alinan sonuglarin giivenilir olmasi yeterli numune fiksasyonu, tasima, depolama ve isleme kosullarina baglidir.
cobas® DNA Sample Preparation Kit Kullanim Talimatlar1 (M/N 05985536190), bu Kullanim Talimatlar1 ve
cobas® 4800 Sistemi — Yardim Asistani i¢indeki prosediirleri takip edin.

5. Numune fiksasyonu degiskenleri gibi diger potansiyel degiskenlerin etkileri degerlendirilmemistir.

6. AmpErase enziminin cobas PIK3CA Test Master Mix'e eklenmesi, hedef DNA'nin selektif amplifikasyonunu
saglar; ancak iyi laboratuvar uygulamalar1 ve bu Kullanim Talimatlari'nda belirtilen prosediirlere tam uyum,
reaktiflerde kontaminasyondan ka¢inmak i¢in gereklidir.

7. Bu iirinii sadece PCR tekniklerinde ve cobas® 4800 Sisteminin kullaniminda egitimli olan personel kullanmalidir.

8. Sadece cobas z 480 analizoriiniin bu tiriinle kullanimi dogrulanmistir. Bagka gercek zamanli optik saptama sistemi
olan hi¢bir termal déngiileyici bu iiriinle kullanilamaz.

9. Teknolojiler arasindaki i¢sel farkliliklardan 6tiirii, bir teknolojiden diger teknolojiye gegmeden 6nce kullanicilarin,
teknoloji farkliliklarini degerlendirmek i¢in kendi laboratuvarlarinda yontem korelasyon ¢aligmalar1 yapmalari
oOnerilir.
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10. PCR inhibitorlerinin varligi, yanlis negatif ya da gecersiz sonuglara yol agabilir.

11. Nadir de olsa, cobas PIK3CA Test'te kullanilan primerlerin veya problarin kapsadigi PIK3CA geninin genomik
DNA bolgelerindeki mutasyonlar yanlis sonuglara yol agabilir.

12. Nadir olsa da, cobas PIK3CA Test, ekzon 10 ve 21'de hedeflenen mutasyonlarin gevresindeki mutasyonlar i¢in bazi
sinirl gapraz reaktivite (“Mutasyon Saptandi” sonuglari) gosterebilir (6rnegin, yiiksek mutant yiizdelerinde E545K,
E545X; Q546X 'in bir mutasyon sonucunu verebilir veya H1047X, H1047X; G1049R'nin bir mutasyon sonucunu
verebilir).

13. cobas PIK3CA Test, reaksiyon kuyucugu basina 50 ng DNA ile kullanilmak tizere dogrulanmistir. Reaksiyon
kuyucugu basina 50 ng'nin altindaki DNA girdisi miktarlar1 6nerilmez.

14. cobas PIK3CA Test, kalitatif bir testtir. Test, mutasyon yiizdesinin kantitatif 6l¢timleri i¢in degildir.
15. Bozunmus DNA igeren BC FFPET numuneleri, testin PIK3CA mutasyonlarini saptama becerisini etkileyebilir.

16. “Mutasyon Saptanmadi” olarak raporlanan sonuglara sahip numuneler, test tarafindan saptanmayan PIK3CA
mutasyonlarini igerebilir.

17. Nadir olsa da, ayn1 DNA zincirinde yakindaki ¢ift mutasyonlar1 iceren numuneler, iki mutasyondan birinin
saptanmasini engelleyebilir (6r. P539R (CCT>CGT), E542K'nin saptanmasini engelleyebilir veya Y343Y
(TAC>TAT), N345K'nin saptanmasini engelleyebilir).

Klinik olmayan performans degerlendirmesi

Not: Asagidaki calisma agiklamalari, cobas PIK3CA Test ile gerceklestirilen kiimiilatif verileri igerir.

Asagida agiklanan klinik dis1 ¢caligmalar i¢in, tiimor ylizdesi patoloji incelemesi ile degerlendirilmistir. Test edilecek
numuneleri se¢cmek i¢in ¢ift yonlii Sanger sekanslamasi ve yeni nesil sekanslama (NGS) kullanilmigtir. BC FFPET
numunesinin mutasyon yiizdesi, bir NGS yontemi kullanilarak belirlenmistir.

Temel performans ozellikleri

Analitik hassasiyet — bos sinir1 (LoB)

cobas PIK3CA Test'in performansini degerlendirmek ve yabanil tip (WT) numunelerin diisiik bir mutasyon
konsantrasyonuna isaret edebilecek bir analitik sinyal olusturmadigindan emin olmak icin BC FFPET PIK3CA WT
numuneleri degerlendirilmistir. LoB, PIK3CA WT numuneleri i¢in CLSI kilavuzu EP17-A2'¥'de belirtildigi gibi
parametrik olmayan secenek kullanilarak belirlenmistir. LoB, tiim mutasyonlar igin sifir olarak belirlenmistir.

FFPET numune kansimlarimi kullanarak Saptama Limiti

PIK3CA mutasyonlarina sahip 33 BC FFPET numunesinden izole edilen DNA, 25 PIK3CA WT BC FFPET
numunesinden izole edilen DNA ile karistirilarak bir NGS metoduyla belirlenen %10,0, %7,5, %5,0, %2,5 ve %1,0
mutasyon seviyelerini hedefleyen 42 benzersiz DNA karigimi elde edilmistir. Her numune DNA karigiminin
diliisyonlar1 hazirlanmis ve ti¢ cobas PIK3CA Test kiti lotu (n = 21/panel iiyesi) kullanilarak her mutasyon seviyesinin
toplam 21 tekrari ¢aligtirlmigtir. Her numune i¢in saptama limiti, Tablo 5 i¢inde gosterildigi sekilde hedeflenen
mutasyon i¢in en az %95'lik bir PIK3CA “Mutasyon Saptandi” orani veren en diisitk mutasyon yiizdesi ile
belirlenmistir.
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Tablo 5: FFPET numune DNA kanigimlarini kullanan cobas PIK3CA Test icin saptama limiti
PIK3CA RDeh?Xsiy(:in kulyucugu bgana 50 ng
3 irdisi ile 2 %95 “Mutasyon
PIk3CA MflltlggfoAn . | Nikieik Asit | COSMIC D' |  Numune Sapt_apdgu'_' Orani elde etmek igin )IID_aneI
Sekansi Ogesindeki Mutasyon Yiizdesi
(N = 21 kopya)
2 R88Q 263 G>A 746 Numune 1 002,2
2 R88Q 263 G>A 746 Numune 2 01,3
2 R88Q 263 G>A 746 Numune 3 01,1
5 N345K 1035 T>A 754 Numune 4 002,2
5 N345K 1035 T>A 754 Numune 5 001,9
5 N345K 1035 T>A 754 Numune 6 01,3
8 C420R 1258 T>C 757 Numune 7 001,7
8 C420R 1258 T>C 757 Numune 8 001,9
8 C420R 1258 T>C 757 Numune 9 01,6
10 E542K 1624 G>A 760 Numune 10 01,1
10 E542K 1624 G>A 760 Numune 11 001,2
10 E542K 1624 G>A 760 Numune 12 01,1
10 E545A 1634 A>C 12458 Numune 13 002,8
10 E545A 1634 A>C 12458 Numune 14 000,9
10 E545A 1634 A>C 12458 Numune 15 01,6
10 E545G 1634 A>G 764 Numune 16 001,8
10 E545G 1634 A>G 764 Numune 17 001,2
10 E545G 1634 A>G 764 Numune 18 01,6
10 E545K 1633 G>A 763 Numune 19 003,3
10 E545K 1633 G>A 763 Numune 20 01,5
10 E545K 1633 G>A 763 Numune 21 001,8
10 Q546E 1636 C>G 6147 Numune 22 003,5
10 Q546E 1636 C>G 6147 Numune 23 01,6
10 Q546E 1636 C>G 6147 Numune 24 002,5
10 Q546K 1636 C>A 766 Numune 25 003,4
10 Q546K 1636 C>A 766 Numune 26 002,3
10 Q546K 1636 C>A 766 Numune 27 02,7
10 Q546R 1637 A>G 12459 Numune 28 01,5
10 Q546R 1637 A>G 12459 Numune 29 03,2
10 Q546R 1637 A>G 12459 Numune 30 01,3
21 H1047L 3140 A>T 776 Numune 31 002,8
21 H1047L 3140 A>T 776 Numune 32 01,8
21 H1047L 3140 A>T 776 Numune 33 003,3
21 H1047R 3140 A>G 775 Numune 34 002,8
21 H1047R 3140 A>G 775 Numune 35 01,5
21 H1047R 3140 A>G 775 Numune 36 01,0
21 H1047Y 3139 C>T 774 Numune 37 003,5
21 H1047Y 3139 C>T 774 Numune 38 002,2
21 H1047Y 3139 C>T 774 Numune 39 003,4
21 G1049R 3145 G>C 12597 Numune 40 01,0
21 G1049R 3145 G>C 12597 Numune 41 000,7
21 G1049R 3145 G>C 12597 Numune 42 01,0

cobas PIK3CA Test, 50 ng/PCR DNA girdisi ile %0,7 ile %3,5 arasinda degisen mutasyon yiizdesi seviyesi ile PIK3CA

genindeki hedeflenen mutasyonlar: saptayabilmistir.
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Plazmidler kullanilarak nadir genotiplerin saptanmasi

Tablo 6 i¢inde listelenen {i¢ PIK3CA mutasyonu igin, diisiik ytizdeli mutant DNA numuneleri hazirlamak amaciyla
bir DNA plazmid yapist WT DNA ile karistirilmistir. Her plazmid karigimi icin toplam en az 20 tekrar, en az bir
cobas PIK3CA Test kiti lotu kullanilarak 50 ng'lik bir DNA girdisi ile test edilmistir. Her plazmid karisimi i¢in binom
%95 tst gliven limiti, Tablo 6 i¢inde gosterilmistir.

Tablo 6: Mutant plazmid DNA kansimlar kullanilarak cobas PIK3CA Test ile saptanan mutasyonlar

PIK3CA | PIK3CA | PIK3CA Niikleik | COSMIC M‘fﬁ;‘;"'{: ,  |Binom %95 alt giiven limiti| Binom %95 iist gilven
Ekzonu | Mutasyonu Asit Sekansi ID2 1tasyol (N 2 20) limiti (N 2 20)
Yiizdesi
10 E545D 1635 G>T 765 01,2 %62 %97
10 Q546L 1637 A>T 25041 %2,1 %83 %100
21 M1043| 3129 G>T 773 %2,6 %83 %100

Tekrarlanabilirlik

cobas PIK3CA Test'in tekrarlanabilirligi, her biri bir E542K, N345K, E545K, C420R, G1049R, Q546K, R88Q veya
H1047R mutasyonuna sahip iki WT numunesi ve sekiz mutant numune dahil olmak iizere on FFPET numunesi
kullanilarak degerlendirilmistir. Bu numuneler, sekiz giin boyunca iki farkli reaktif lotu ve iki cobas z 480 analizorii
kullanilarak iki operator tarafindan iki kopya halinde test edilmistir. Her numunenin toplam 32 tekrari
degerlendirilmistir. cobas PIK3CA Test, %99,7 (319/320) dogru karar oranina sahiptir.

Referans yontem ile korelasyon

cobas PIK3CA Test ve Sanger sekanslamasinin (Sanger) iki lotunun her biri kullanilarak yapilan 206 BC FFPET
numunesi karsilastirma testi, yontemler arasindaki pozitif, negatif ve genel ylizde uyumunu belirlemek i¢in
gergeklestirilmistir. cobas PIK3CA Test ile Sanger arasindaki uyumsuz sonuglar, uyumsuzlugu gidermek igin
NGS kullanilarak test edilmistir.

cobas PIK3CA Test ve Sanger sonuclan

Sanger ve cobas PIK3CA Test i¢in 205 gegerli sonucun karsilastirmasi Tablo 7 i¢inde gosterilmistir.

Tablo 7:  cobas PIK3CA Test ile Sanger karsilagtirmasinin uyum analizi

Sanger, MD Sanger, NMD Toplam
cobas PIK3CA Test, MD 95* 7 102
cobas PIK3CA Test, NMD 0 103 103
cobas PIK3CA Test, Gegersiz 0 1 1
Toplam 95 111 206

Pozitif uyumu = %100 (%95 GA = %96,1-100)
Negatif uyumu = %93,6 (%95 GA = %87,4-96,9)
Genel uyumu = %96,6 (%95 GA = %93,1-98,3)
MD: Mutasyon Saptandi

NMD: Mutasyon Saptanmadi

* Lot 1 i¢in bes numune ve Lot 2 i¢in Gig numune hem Sanger sekanslamasi hem de cobas PIK3CA Test ile MD olarak sonuglanmig ancak
Sanger sekanslamasi birinci mutasyonu saptarken ikinci mutasyonu kacirmistir (bkz. Tablo 9).
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cobas PIK3CA Test ile Sanger arasindaki karsilastirma, her numune igin dokuz hedefi degerlendirmistir. 205 gegerli
numunenin sonuglarina goére toplam 1845 karar verilmistir. Tablo 8 cobas PIK3CA Test ile Sanger'in Lot 1 i¢in karar
bazinda kargsilagtirmasini gosterir.

Tablo 8: Lot 1 igin cobas® PIK3CA Test ile Sanger'in karar basina karsilagtirmasi

Sanger, | Sanger, | Sanger, | Sanger, | Sanger, | Sanger, | Sanger, | Sanger, | Sanger, | Sanger, Toplam
R88Q | N345K | C420R | E542K | E545X | Q546X | M1043l | H1047X | G1049R | NMD P
cobas PIK3CA 1 B B _ _ _ - _ - - 1
Test, R88Q
cobas PIK3CA . 7 B ~ _ _ B _ _ _ 7
Test, N345K
cobas PIK3CA ) ~ 3 _ _ _ _ _ _ _ 3
Test, C420R
cobas PIK3CA
Test, E542K ) ) ] B ] ) ) ] ] ’ °
cobas PIK3CA
Test, E545X ) ] ] ] i ] ) ] ] ’ ®
cobas PIK3CA } B B _ _ 8 _ _ _ 1* 9
Test, Q546X
cobas PIK3CA ) ~ B _ _ _ _ _ _ _ 0
Test, M1043lI
cobas PIK3CA .
Test, H1047X i i i i i ] ] 2 ) ’ *
cobas PIK3CA ) B B . _ _ - - 3 - 3
Test, G1049R
cobas PIK3CA
Tost NMD _ _ _ - - - - - - 1738 1738
cobas PIK3CA
_ . - - - - - - - - 9 9
Test, Gegersiz
Toplam 1 7 3 14 17 8 0 42 3 1759 1854

* Lot 2 sonuglari, Lot 2 igin toplam iki adet daha az uyumsuz sonug olmasi disinda Lot 1 ile benzer olmustur. Tablo 9 icindeki Numune 8
ve Numune 9'a bakin.

NGS ile uyumsuzluk analizi

Yedi numune mutasyon sonucu Sanger sekanslamasi ve cobas PIK3CA Test arasinda uyumsuz olmustur. Bir mutasyon
i¢in bes numune daha uyumlu olmus ancak cobas PIK3CA Test her biri i¢in fazladan bir mutasyon saptamistir. Bu on
iki numune NGS tarafindan analiz edilmis ve Tablo 9 iginde gosterilmistir. NGS sonuglarina gore revize edilmis bir
uyum analizi yapilmistir. Bu analizde, cobas PIK3CA Test sonucuyla uyumlu olan NGS sonuglarina sahip numuneler
uyumlu kabul edilmistir.
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Tablo 9: NGS'ye gore uyumsuz sonug ¢éziimlemesi

Numune Sanger cobas P:(I)(t31cA Test, NGS Goziimleme, Lot 1** cobas P:(I)(:%;.!A Test, NGS (Liﬁ:i;l::leme,
Numune 1 NMD H1047X H1047R (%3,4 mutasyon) H1047X H1047R (%2,5 mutasyon)
Numune 2 NMD E542K E542K (%4,8 mutasyon) E542K E542K (%3,4 mutasyon)
Numune 3 NMD H1047X H1047R (%2,0 mutasyon) H1047X H1047R (%2,8 mutasyon)
Numune 4 NMD E542K E542K (%10,1 mutasyon) E542K E542K (%8,3 mutasyon)
Numune 5 NMD E545X E545K (%4,3 mutasyon) E545X E545K (%2,2 mutasyon)
Numune 6 NMD H1047X |:1112)1775 (([3;:1?11 2312?)//(():1)); H1047X H1047R (%4,1 mutasyon)
Numune 7 NMD E545X E545K (%17,2 mutasyon) E545X E545K (%25,6 mutasyon)
Numune 8* H1047L H1047X; Q546X Q546K (%2,2 mutasyon) H1047X Yok

Numune 9* | Q546R H1047X; Q546X m%zs (((;/;J%i thttiz/(;?) Q546X Yok

Numune 10 C420R H1047X; C420R H1047R (%0,9 mutasyon) H1047X; C420R H1047R (%1,1 mutasyon)
Numune 11 E545K H1047X; E545X H1047R (%1,7 mutasyon) H1047X; E545X H1047R (%1,8 mutasyon)
Numune 12 Q546E H1047X; Q546X H1047R (%6,7 mutasyon) H1047X; Q546X H1047R (%5,4 mutasyon)

*

¢oziimleme testi gerekli olmamigtir.

** Coztimleme icin NGS, yalnizca uyumsuz sonucu olan ekzonlar igin gergeklestirilmistir.

Numune 8 ve 9, Lot 1 ve Lot 2 arasinda uyumsuz sonuglara sahip olmustur. Lot 2 sonuglari Sanger ile uyumlu olmus, bu nedenle

Not:  Numune 8-12 i¢in cobas PIK3CA Test sonuglari, Sanger ile ayni PIK3CA mutasyonlarini saptamis ancak ek
mutasyonlar NGS tarafindan saptanmis ve dogrulanmigtir.

cobas PIK3CA Test ve Sanger arasindaki uyumsuz sonuglar NGS tarafindan ¢oziimlendikten sonra, Tablo 10 iginde
gosterildigi gibi, cobas PIK3CA Testinin sekanslama ile genel uyumu, her lot i¢in hedeflenen tiim mutasyonlarda %100

olmusgtur.

Tablo 10: NGS (Sanger+NGS) tarafindan uyumsuzluk ¢éziimlemesiyle cobas PIK3CA Test ile Sanger karsilagtirmasinin uyum

analizi
Sanger+NGS, MD Sanger+NGS, NMD Toplam
cobas PIK3CA Test, MD 102 0 102
cobas PIK3CA Test, NMD 0 103 103
cobas PIK3CA Test, Gegersiz 0 1 1
Toplam 102 104 206

Pozitif uyumu = %100 (%95 GA = %96,4-100)
Negatif uyumu = %7100 (%95 GA = %96,4-100)
Genel uyumu = %100 (%95 GA = %98,2-100)
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Tablo 11 Lot 1 i¢in karar bazinda NGS tarafindan uyumsuzluk ¢oztimlemesiyle birlikte cobas PIK3CA Test ve Sanger
karsilastirmasini gosterir.

Tablo 11: NGS (Sanger+NGS) tarafindan uyumsuzluk ¢éziimlemesiyle birlikte karar basina cobas PIK3CA Test ile Sanger
karsilastirmasi

Sanger+ | Sanger+ | Sanger+ | Sanger+ | Sanger+ | Sanger+ | Sanger+ | Sanger+ | Sanger+ | Sanger+
NGS, NGS, NGS, NGS, NGS, NGS, NGS, NGS, NGS, NGS, | Toplam
R88Q N345K C420R E542K E545X Q546X M1043l | H1047X | G1049R NMD
cobas PIK3CA 1 ) _ _ _ _ _ _ _ _ 1
Test, R88Q
cobas PIK3CA _ 7 ) _ _ _ _ _ _ _ 7
Test, N345K
cobas PIK3CA ) ) 3 _ _ _ _ _ _ _ 3
Test, C420R
cobas PIK3CA
Test, E542K - ) ) 10 ) ] ) ) ] ] °
cobas PIK3CA
Test, E545X ) ) ) ] " ] ] ) ] ] °
cobas PIK3CA ) ) _ _ _ o* - - - - 9
Test, Q546X
cobas PIK3CA ) ) _ _ . . - - - - 0
Test, M1043|
cobas PIK3CA N
Test, H1047X - ) ) ] ] ] ] * ) ] *
cobas PIK3CA ) ) B _ _ _ - - 3 - 3
Test, G1049R
cobas PIK3CA .
e 3 ) B} B} _ - - - - 1738 1738
cobas PIK3CA
: - - . - - - - - - 9 9
Test, Gegersiz
Toplam 1 7 3 16 19 9 0 49 3 1747 1854

* Lot 2 sonuglan Lot 1 ile benzer olmustur ancak cobas PIK3CA Test ve Sanger + NGS tarafindan saptanan toplam iki adet daha az
mutasyon vardir. Tablo 9 icindeki Numune 8 ve Numune 9'a bakin. Lot 2 sonuglarinda fazladan iki NMD ve buna bagli olarak bir adet
daha az Q546X mutasyonu ve bir adet daha az H1047X mutasyonu olmustur.

Capraz reaktivite

Asagidaki hedeflenmeyen mutasyonlar, genomik DNA girdisi seviyesinde yaklasik %50'lik bir plazmidde ¢apraz
reaktivite icin plazmidler kullanilarak test edilmistir: M10431, M1043V, M1043T, G1049S, G1049A, E542V, E542Q,
E545D, E545V, E545Q, Q546P, Q546H ve PIK3CA psodogeni. Bu hedeflenmeyen mutasyonlar, WT ve mutant
PIK3CA sekanslari iceren numunelere eklendiginde cobas PIK3CA Test ile capraz reaksiyona girmemistir (veya
etkilesimde bulunmamastir).
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Potansiyel etkilesimde bulunan maddelerin degerlendirilmesi

Endojen

Trigliseritler (< 37 mM, CLSI tarafindan 6nerilen yiiksek konsantrasyon') ve hemoglobinin (< 2 mg/mL, CLSI
tarafindan onerilen yiiksek konsantrasyon'®), numune hazirlama prosediirii sirasinda numunelere madde eklendiginde
cobas PIK3CA Test ile etkilesime girmedigi gosterilmistir. Ek olarak, %90'a kadar yag dokusu iceren numunelerin
cobas PIK3CA Test ile etkilesime girmedigi gosterilmistir.

Ekzojen

Asagidaki ilaglar, interferans agisindan test edilmigtir: letrozol (107,25 ng/mL), anastrozol (91,20 ng/mL), kapesitabin
(11,97 ng/mL), tamoksifen (111,0 ng/mL), eksemestan (66,9 ng/mL), everolimus (47,1 ng/mL), paklitaksel

(10.950,0 ng/mL), dosetaksel (16,50 pg/mL), siklofosfamid (603 pg/mL), doksorubisin (1998,4 ng/mL) ve fulvestrant

(84 ng/mL).

Bu ilaglarin, numune hazirlama prosediirii sirasinda numunelere ilag eklendiginde cobas PIK3CA Test ile etkilesime

girmedigi gortilmistiir.

Nekrotik doku

PIK3CA mutanti i¢in %55'e kadar ve WT numunelerde %70'e kadar nekrotik doku i¢erigine sahip BC FFPET
numunelerinin, cobas PIK3CA Test kullanilarak sonuglar: etkilemedigi gosterilmistir.
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Klinik performans degerlendirmesi

Klinik tekrar tretilebilirlik calismasi

cobas PIK3CA Test'in tekrar iiretilebilirligini degerlendirmek i¢in 3 test merkezinde, 1 dahili ve 2 harici (merkez
basina 2 operator), 3 reaktif lotu ve 5 ardisik olmayan test giiniinde ticari doku depolarindan elde edilen meme
kanseri Yabanil tip (WT) ve Mutant tip (MT) tiim6r numunelerinin FFPET kesitlerinden ekstrakte edilen DNA
numunelerinden olusan 21 6geli bir panel ile bir ¢aligma gerceklestirilmistir. Bu panel, DNA sekanslamast ile teyit
edilen 2, 5, 8, 10 ve 21 ekzonlarindaki mutasyonlar1 igermistir. Gegerli olan 90 ¢aligmada 21 panel 6gesi tizerinde
toplam 3780 test gerceklestirilmistir ve tiim test sonuglar: gegerlidir. WT panel iiyelerinin 180 gegerli testinde %100
uyum saglayan “Mutasyon Saptanmadi” sonuglari elde edilmistir. 20 MT panel 6gesinin 19'u i¢in %100 uyum
saglanmustir. Panel {iyesi Ekzon 10 E545 - LoD i¢in, uyum %99,4 olmustur (180 test sonucundan 179'unda Mutasyon
Saptanmustir). Genel uyuma gore sonuglar Tablo 12 icinde gosterilmistir. Varyasyon katsayisi (CV), tiim mutasyon
panel 6gelerinde < %2'dir. Internal kontroller icin CV, < %1,9 olmustur. CV, lotlar aras1 < %0,4 ve lot ici < %1,9'dir.

Tablo 12: Tekrar iiretilebilirlik calismasinda panel 6gesine gére genel uyum tahminleri

Panel f)gesi Gecerli Test Sayisi Uyl\l; m (:/Jn );usn:;:(o)a
Yabanil tip 180 180 100 (98,0, 100,0)
Ekzon 5 N345K - LoD 180 180 100 (98,0, 100,0)
Ekzon 10 E542K - LoD 180 180 100 (98,0, 100,0)
Ekzon 10 E545K - LoD 180 180 100 (98,0, 100,0)
Ekzon 21 H1047L - LoD 180 180 100 (98,0, 100,0)
Ekzon 21 G1049R - LoD 180 180 100 (98,0, 100,0)
Ekzon 5 N345K - 2 x LoD 180 180 100 (98,0, 100,0)
Ekzon 10 E542K - 2 x LoD 180 180 100 (98,0, 100,0)
Ekzon 10 E545K - 2 x LoD 180 180 100 (98,0, 100,0)
Ekzon 21 H1047L - 2 x LoD 180 180 100 (98,0, 100,0)
Ekzon 21 G1049R - 2 x LoD 180 180 100 (98,0, 100,0)
Ekzon 2 R88Q - LoD 180 180 100 (98,0, 100,0)
Ekzon 8 C420R - LoD 180 180 100 (98,0, 100,0)
Ekzon 10 E545A - LoD 180 179 99,4 (96,9, 100,0)
Ekzon 10 Q546K - LoD 180 180 100 (98,0, 100,0)
Ekzon 21 H1047R - LoD 180 180 100 (98,0, 100,0)
Ekzon 2 R88Q - 2 x LoD 180 180 100 (98,0, 100,0)
Ekzon 8 C420R - 2 x LoD 180 180 100 (98,0, 100,0)
Ekzon 10 E545A - 2 x LoD 180 180 100 (98,0, 100,0)
Ekzon 10 Q546K - 2 x LoD 180 180 100 (98,0, 100,0)
Ekzon 21 H1047R - 2 x LoD 180 180 100 (98,0, 100,0)
Not: Gecerli bir Mutant panel égesi testinin sonucu “Mutasyon Saptandi” seklindeyse veya gecerli bir Yabanil Tip panel égesi testinin

sonucu “Mutasyon Saptanmadi” ise sonuglar uyumlu olarak dahil edilir.
20095 GA = %95 kesin glven aralig..

Ozetle, formalinle sabitlenmis parafine gémiilii insan meme kanseri dokusundan elde edilen DNA'daki PIK3CA
geninin 2., 5., 8., 10. ve 21. ekzonlarindaki mutasyonlarin tayini i¢in cobas PIK3CA Test'in tekrar iiretilebilirligi
miikemmel olarak degerlendirilmis ve uyum bu ¢alismada degerlendirilen tiim mutasyonlar i¢in > %99 olmustur.
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Sonuc isaretleri

Sonug isaretlerinin aciklamasi

Bir isaretin kaynagi, Tablo 13 i¢inde belirtildigi sekilde isaret kodunda gosterilir.

Tablo 13: isaret kaynag

isaret kodu baslangici isaret kaynag Ornek
M* Birden cok veya diger nedenler M6

R Sonucun yorumlanmasi R500
z* Analizor 21

* cobas® 4800 Sistemi - Yardim Asistani'na bakin.

Sistemde bulunan kullaniciya yonelik tiim sonug isaretleri Tablo 14 i¢inde listelenmistir.

Tablo 14: Sonu¢ yorumlama isaretlerinin listesi

isaret kodu

Aciklama

Onerilen islem

R500-R511

Mutant kontroli saptanamadi

Calismayi tekrarlayin. Test prosediirii bolimine bakin. Bu isaret kodlar,
dirsek tayini algoritmasinin bir hatayla karsilastigini gésterir. Bu, atipik veya
gurdltalu bir floresan modeli durumunda ortaya gikabilir.

R512-R523

Mutant kontrolii saptanamadi

Calismayi tekrarlayin. Test prosediirii bolimiine bakin. Bu isaret kodlar,
Mutant Kontrol( igin negatif bir sonucun olustugunu belirtir (Mutant
Kontrolii DNA'sI bir veya daha fazla kuyucuga eklenmemis olabilir).

R524-R535

Mutant kontroli aralik digindadir

Calismayi tekrarlayin. Test prosediirii bolimiine bakin. Bu isaret kodlari
Mutant Kontrolii icin g6zlemlenen bir dirsek degerinin, belirlenen esigin
altinda oldugunu gésterir (yani dirsek ¢ok diisiik). Bu hata, DNA
kontaminasyonu durumunda olusabilir.

R536-R547

Mutant kontrolii aralik digindadir

Calismayi tekrarlayin. Test prosediirii bolimiine bakin. Bu isaret kodlari
Mutant Kontrolii icin g6zlemlenen bir dirsek degerinin, belirlenen esigin
Gzerinde oldugunu goésterir (yani dirsek ¢ok ytiksektir). Bu, asagidaki
durumlarda meydana gelebilir:

1. Calisma Master Mix'inin yanlis hazirlanmasi,

2. Calisma Master Mix'ini AD plakasinin bir reaksiyon kuyucuguna
eklerken pipetleme hatasi veya

3. Mutant Kontroli AD plakasinin bir reaksiyon kuyucuguna eklerken
pipetleme hatasi.

R548-R559

Negatif kontrol saptanamadi

Calismayi tekrarlayin. Test prosediirii bolimiine bakin. Bu isaret kodlar,
dirsek tayini algoritmasinin bir hatayla karsilastigini gésterir. Bu, atipik veya
gurdltalu bir floresan modeli durumunda ortaya gikabilir.

R560-R571

Negatif kontrol aralik disindadir

Calismayi tekrarlayin. Test prosediirii bolimine bakin. Bu isaret kodlar,
Negatif Kontrol igin pozitif bir sonug olustugunu gésterir (yani bir
kontaminasyon gerceklesmistir).

R572-R583

Hedef saptanamadi

Numuneyi tekrarlayin. Test prosediirii bolimine bakin. Bu isaret kodlari,
dirsek tayini algoritmasinin bir hatayla karsilastigini gosterir. Bu, atipik veya
gurdltald bir floresan modeli durumunda ortaya cikabilir.
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isaret kodu

Aciklama

Onerilen islem

R584-R586, Sonug, aralik disindadir Numuneyi tekrarlayin. Test prosediirii bolimiine bakin. Bu isaret kodlari

R588-R590, asagidakilerden birini gosterir:

R592-R594, 1. Numune igin atipik olan diisiik bir dirsek degeri gézlenmistir veya

R596-R604 2. Numune igin Mutant dirsek degeri ile Internal Kontrol dirsek degeri

arasinda atipik bir iliski gézlenmistir.

R587, R591, internal kontrol aralik disindadir Numuneyi tekrarlayin. Test prosediirii bolimiine bakin. Bu isaret kodlar,

R595 numunede atipik diisiik bir internal Kontrol dirsek degerinin
gozlemlendigini gosterir. Bu, PCR karigiminin konsantre genomik DNA ile
o6nemli 6lctde asin yiiklenmesi durumunda ortaya cikabilir.

R605-R610 internal kontrol saptanamadi Numuneyi tekrarlayin. Test prosediirii bolimiine bakin. Bu isaret kodlari,

numune igin internal Kontrol sonucunun gegerli olmadigini gésterir.
Gegerli bir internal Kontrol sonucunun olmamasi asagidakilerin belirtisidir:

1. Numuneden alinan genomik DNA'nin kalitesi dlisUktar.
2. isleme alinan numune miktan yetersizdir.

3. Numune iginde PCR inhibitérleri vardir.
4

. Genomik DNA bélgelerinin igindeki nadir mutasyonlar internal Kontrol
primerleriyle ve/veya problarla kapatiimistir.

[

. Numune DNA bir ya da daha fazla kuyucuga eklenmemis olabilir veya
6. Diger faktorler.
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Ek bilgiler

Temel test ozellikleri

Numune tipi
Gereken minimum numune miktan
Analitik hassasiyet

Analitik dzgiilliik

Saptanan genotipler

Formalinle Sabitlenmis Parafine Gomuli Doku (FFPET)
5 uym FFPET kesiti

50 ng DNA'da %5 mutant sekansi
Sekanslama ile %100 uyum

R88Q

N345K

C420R

E542K

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

H1047X (H1047L, H1047R veya H1047Y)
G1049R

* E545D amino asit degisikligi icin, test tarafindan yalnizca nikleotid degisikligi c.1635G>T mutasyonu saptanir.

** M1043l amino asit degisikligi icin, test tarafindan yalnizca niikleotid degisikligi ¢.3129G>T mutasyonu saptanir.
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Semboller

Asagidaki semboller Roche PCR diagnostik iiriinlerinin etiketlenmesinde kullanilir.

Tablo 15: Roche PCR diagnostik iiriinlerinin etiketlenmesinde kullanilan semboller

Age/DOB| Yas veya dogum tarihi

@ Yardimcli yazihm

sw

| Assigned Range [copies/mL] | Atanan aralik

(kopya/mL)

| Assigned Range [1U/mL] IAtanan aralik

(lU/mL)
Avrupa Toplulugundaki
E yetkili temsilci

[EIRRRRRARNN .
BARCODE Barkod Veri Sayfasi

LOT Seri kodu
(‘(‘. Biyolojik riskler
&

RE F Katalog numarasi

CE uygunluk isareti; bu
cihaz, in vitro tibbi tani
cihazi igin gecerli CE isareti

gerekliliklerine uygundur

Collect Date| Numune alma tarihi

® | Kullanim talimatlarina
1 bakin

<n> test icin yeterli
miktarda igerir

4

CONTENT | Kit icerigi

CONTROL | Kontrol

Uretim tarihi

[ |
”E Hasta yaninda test igin
uygun cihaz
4 9
[ ] . . .
Kendi kendine test igin
d uygun cihaz

E
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Hasta yaninda test igin
uygun olmayan cihaz

Kendi kendine test igin
uygun olmayan cihaz

&P Distriblitor
(Not: Semboliin altinda gegerli
tilke/bolge belirtilmis olabilir)

R

Tekrar kullanmayin
Kadin

Sadece IVD performans
degerlendirmesi igin

GTIN Kiresel ticaret Griin

numarasi

ithalatg

&

<
S

In vitro tibbi tani cihazi

-
-
-

Belirlenen aralidin alt limiti

Erkek

Uretici

EQ,

CONTROL

Negatif kontrol

Steril degil

1

£ Hasta ad

Hasta numarasi

Buradan soyarak agin

S

CONTROL | + | Pozitif kontrol

kopyalarini kullanin.

PCR reaksiyonu basina
QS 1U, sonuglarin
hesaplanmasinda PCR

QS 1U/PCR reaksiyonu basina QS
ulusal birimlerini (IU)
kullanin.

SN | Seri numarasi

S|te Tesis

| Procedure | Standard | Standart prosediir

STERILE E Etilen oksit ile sterilize

edilmistir

Karanlik ortamda
muhafaza edin

Sicaklik siniri

Test tanim dosyasi

0~<D

TDF

Burasi yukari gelecek

|—>
—»

| Procedure | UltraSensitive | Ultra hassas prosediir

UDI | Benzersiz cihaz tanimlayici

UI_R Belirlenen aralidin ast limiti

Urine Fill Line | idrar dolum gizgisi

Yalnizda ABD: Federal
yasalar, bu cihazin yalnizca

RX Only bir hekim tarafindan veya
hekimin siparigiyle satigina
izin verir.

g Son kullanma tarihi

- PCR reaksiyonu basina QS kopya, sonuglarin
|QS coples/PCR I hesaplanmasinda PCR reaksiyonu basina QS
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Teknik destek

Teknik destek igin liitfen yerel bagl sirket ile iletisime gegin:
https://www.roche.com/about/business/roche_worldwide.htm

Uretici

Tablo 16: Uretici

Amerika Birlesik Devletleri'nde
dretilmigtir

Roche Diagnostics GmbH
Sandhofer Strasse 116

68305 Mannheim, Germany
www.roche.com

ABD'de imal edilir

Ticari markalar ve patentler

Bkz. https://diagnostics.roche.com/us/en/about-us/patents

Telif hakki
©2023 Roche Molecular Systems, Inc.
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Belge revizyonu

Belge revizyonu bilgileri

Doc Rev. 2.0 IVDR gerekliliklerini icerecek sekilde gtincellenmistir.

08/2023 Tablo 1'de yer alan protein ve niikleotid terimlerindeki 3 yazim yanlisi diizeltilmistir.

Reaktif saklama ve kullanma kosullarn bélimiine sizintiyla ilgili ifade eklenmigtir.

Uyanilar ve dnlemler bélimune asagidaki prosedirler ve ciddi olaylarla ilgili ifadeler eklenmistir.
Ekzojen bolimiine konsantrasyon bilgileri dahil edilmistir.

Uglinci taraf referansini gikarmak igin Diger gerekli materyaller bolimi giincellenmistir.
Uyumlulastinimis sembol sayfasi gtincellenmistir.

Giincel ekonomik operatorlere gére glincellenmistir.

Ticari marka ve patentler bolimi gincellenmistir.

Herhangi bir sorunuz varsa litfen Roche Temsilciniz ile iletisime gegin.

Giivenlilik ve performans raporunun 6zetine asagidaki baglantiy: kullanarak ulasabilirsiniz:
https://ec.europa.eu/tools/eudamed
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