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Kullanim amaci

cobas® EGFR Mutation Test v2, Kiiciik Hiicre Dis1 Akciger Kanseri (KHDAK) hastalarinda epidermal biiyiime faktor
reseptoril (EGFR) geninin tanimlanan mutasyonlarini kalitatif olarak saptamaya yonelik ger¢ek zamanl bir PCR testidir.
Tanimli EGFR mutasyonlari, formalinle fikse edilmis parafin bloklarda saklanan tiimér dokusundan (FFPET) izole edilen
DNA veya EDTA antikoagiile edilmis periferik tam kandan elde edilmis plazmadan dolasimda bulunmayan tiimér DNA's1
(cfDNA) kullanilarak saptanir.

Test, onayli terapdtik tiriiniin etiketlenmesine uygun sekilde EGER tirozin kinaz inhibitorleri (asagida Tablo 1 icinde
listelenen hedefe yonelik tedaviler dahil) ile tedavi igin KHDAK hastalarinin se¢ilmesine yardimei olma amagls, eslik eden
bir tani olarak endikedir:

Tablo 1

ilag FFPET Plazma
TARCEVA® (erlotinib)
TAGRISSO® (osimertinib)

IRESSA® (gefitinib)

Ekzon 19 delesyonlari ve L858R
Ekzon 19 delesyonlari, L858R ve T790M

Ekzon 19 delesyonlari ve L858R
Ekzon 19 delesyonlari, L858R ve T790M

Ekzon 19 delesyonlari ve L858R Ekzon 19 delesyonlar ve L858R

Plazma orneklerinin test edilmesi, timor biyopsisinin elde edilemedigi hastalarda degerlendirme i¢in uygundur. Plazma
ornekleri kullanilarak bu testle bu mutasyonlar i¢in negatif olan hastalar, rutin doku biyopsisine ve varsa, FFPET 6rnek
tipiyle EGFR mutasyonlari i¢in teste yonlendirilmelidir.

cobas® EGFR Mutation Test v2 tarafindan da saptanan agagidaki EGFR mutasyonlari igin ilag giivenliligi ve etkililigi
belirlenmemistir:

Tablo 2

ilag FFPET Plazma

TARCEVA® (erlotinib)

G719X, Ekzon 20 ekleme, T790M, S768l ve L861Q

G719X, Ekzon 20 ekleme, T790M, S768l ve L861Q

TAGRISSO® (osimertinib)

G719X, Ekzon 20 ekleme, S768I, ve L861Q

G719X, Ekzon 20 ekleme, S768I, ve L861Q

IRESSA® (gefitinib)

G719X, Ekzon 20 ekleme, T790M, S768l ve L861Q

G719X, Ekzon 20 ekleme, T790M, S768l ve L861Q

Plazma ile kullanim i¢in cobas® EGFR Mutation Test v2, EGFR geninin 18, 19, 20 ve 21 ekzonlarinda yar1 kantitatif bir
Olgimiinii igerir. Yar1 kantitatif indeks (SQI) olarak bildirilen bu 6l¢tim, plazmadaki hedef mutant cfDNA miktariyla
baglantilidir ve belirli bir hasta i¢in zaman i¢inde hedef mutant cfDNA yiikiindeki degisiklikleri saptamak i¢in

kullanilabilir.

Manuel 6rnek hazirlama i¢in FFPET 6rnekleri, cobas® DNA Sample Preparation Kit kullanilarak iglenir ve plazma
ornekleri, cobas® cfDNA Sample Preparation Kit kullanilarak islenir. Otomatik amplifikasyon ve saptama i¢in
cobas® z 480 analizori kullanilir.
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Test Ozeti ve aciklamasi

Temel bilgiler

EGFR'yi kodlayan gendeki aktive edici mutasyonlar, birincil olarak KHDAK'de meydana gelir ve EGFR proteininin kinaz
aktivitesinin konstitutif aktivasyonu ile sonuglanarak onkojenik isleme katkida bulunur.! Bu mutasyonlarin KHDAK'nin
se¢ilmemis vakalarindaki prevalansi yaklasik %10-30'dur.>? Bununla birlikte bu mutasyonlar, Asya kokenli adeno-
karsinom histolojileri olan sigara igmeyen/az sigara icen kadin hastalarda daha sik géruliir, ancak bunlarla sinirh degildir.*

KHDAK!'de en sik goriilen EGFR mutasyonlari, ekzon 19'daki ¢esitli delesyonlar: ve ekzon 21'deki L858R yer degistirme
mutasyonunu igerir; bu mutasyonlar toplu olarak KHDAK'de gozlemlenen EGFR mutasyonlarinin yaklagik %85'ini
olusturur.” cobas® EGFR Mutation Test v2 (cobas EGFR Test), ekzon 18'de G719X yer degistirme mutasyonlarini,
ekzon 19'da delesyon mutasyonlarini, ekzon 20'de T790M ve S7681 yer degistirme mutasyonlarini, ekzon 20'de ekleme
mutasyonlarini ve ekzon 21'de L858R ve L861Q yer degistirme mutasyonlarini saptamak i¢in tasarlanan ger¢ek zamanl
bir PCR testidir.

cobas EGFR Test, EGFR'nin kinaz aktivitesini tersine gevrilebilir sekilde inhibe eden, reseptérle baglantil: tirozin
kalintilarinin otofosforilasyonunu dnleyen ve boylece hiicre sagkalimini ve ¢cogalmasini destekleyen daha fazla asag: akish
sinyali inhibe eden bir bilesik olan TARCEVA® (erlotinib) i¢in eslik eden bir tani testi olarak kullanilir. EGFR ekzon 19
delesyonu veya ekzon 21 L858R mutasyonlar1 icin TARCEV A®'nin baglanma afinitesi, yabanil tip reseptore iliskin
afinitesinden daha yiiksektir.® Klinik aragtirmalar, birinci basamak tedavi olarak TARCEVA® ile tedavi edilen ileri evre
KHDAK hastalarinin ve ekzon 19 delesyon mutasyonlar: veya ekzon 21 L858R yer degistirme mutasyonlar: olan
hastalarin, kemoterapi ile tedavi edilen hastalara kiyasla klinik fayda gérmelerinin muhtemel oldugunu gostermistir.>’

cobas EGEFR Test, ileri evre KHDAK'de hem EGFR TKI hassaslastirict hem de T790M diren¢ mutasyonlarinin geri
doniistimsiiz bir inhibitorii olan TAGRISSO® (osimertinib) icin eslik eden bir tani testi olarak kullanilir. TAGRISSO?,
hiicre proliferasyonunu, sagkalimi ve anjiyojenezi destekleyen bir dizi intraseliiler asag1 akish sinyal durumlarini inhibe
eden EGFR 'nin kinaz aktivitesini inhibe eder.® Klinik aragtirmalar, EGFR TKI hassaslagtirict mutasyonu olan ve birinci
kusak EGFR TKI ile tedaviyi takiben ilerleme gosteren ileri evre non-skuaméz KHDAK hastalarinin ve ekzon 20'de bir
T790M direng mutasyonu gelistiren ve TAGRISSO® ile tedavi edilen hastalarin klinik fayda gérmelerinin muhtemel
oldugunu gostermistir.’ Bir faz III klinik aragtirma, birinci basamak tedavi olarak TAGRISSO?® ile tedavi edilen ileri evre
KHDAK hastalarinin (ekzon 19 delesyonu veya ekzon 21 L858R yer degistirme mutasyonu pozitif), birinci kusak EGFR
TKI (gefitinib veya erlotinib) ile tedavi edilen hastalara kiyasla daha fazla klinik faydaya sahip oldugunu gostermistir.'’

cobas EGFR Test, EGFR'nin kinaz aktivitesini tersine gevrilebilir sekilde inhibe eden, reseptorle baglantil: tirozin
kalintilarinin otofosforilasyonunu énleyen ve boylece hiicre sagkalimini ve gogalmasini destekleyen daha fazla agag: akish
sinyali inhibe eden bir bilesik olan IRESSA® (gefitinib) i¢in eslik eden bir tan testi olarak kullanilir. Klinik aragtirmalar,
birinci basamak tedavi olarak IRESSA® ile tedavi edilen ileri evre KHDAK hastalarinin ve ekzon 19 delesyon mutasyonlari
veya ekzon 21 L858R yer degistirme mutasyonlar1 olan hastalarin, kemoterapi ile tedavi edilen hastalara kiyasla klinik
fayda gormelerinin muhtemel oldugunu gostermistir.'>'> "

Tablo 3 i¢inde cobas EGFR Test ile saptanan EGFR mutasyonlari listelenmistir.
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Tablo 3 cobas EGFR Test, asagidaki mutasyonlan saptamak icin tasarlanmistir
EGFR L
Ekzon |Mutasyon| Ty hguakieik HGVS* Protein Terimleri HGVS* Niikleotid Terimleri cosmie
Grubu
2156G>C LRG_304p1:p.(Gly719Ala) LRG_30411:c.2156G>C 6239
Ekfg“ G719X 2155G>A LRG_304p1:p.(Gly719Ser) LRG_304t1:c.2155G>A 6252
2155G>T LRG_304p1:p.(Gly719Cys) LRG_30411:c.2155G>T 6253
2240 2251del12 | LRG_304p1:p.(Leu747 Thr751delinsSer) | LRG_304t1:c.2240 2251delTAAGAGAAGCAA 6210
2239 _2247del9 LRG_304p1:p.(Leu747_Glu749del) LRG_30411:c.2239_2247delTTAAGAGAA 6218
2238 2255de18 | LRG_304p1:p.(Glu746_Ser752delinsAsp) | -HC-3041] “"2238—225Z$‘3AWAAGAGAAGCAAC 6220
2235 _2249del15 LRG_304p1:p.(Glu746_Ala750del) LRG_304t1:c.2235_2249delGGAATTAAGAGAAGC| 6223
2236_2250del15 LRG_304p1:p.(Glu746_Ala750del) LRG_304t1:c.2236_2250delGAATTAAGAGAAGCA | 6225
2239_2253del15 LRG_304p1:p.(Leu747_Thr751del) LRG_30411:c.2240_2254delTAAGAGAAGCAACAT | 6254
2239 2256del18 LRG_304p1:p.(Leu747 Ser7s2del) | -RG-30411 “"2239—225?8‘%'WAAGAGAAGCAACA 6255
2237 2254del18 | LRG_304p1:p.(Glu746_Ser752delinsAla) | -RC-30411 10'2237—225édAeT'AAﬂAAGAGAAGCAA 12367
2240 2254del15 LRG_304p1:p.(Leu747 Thr751del) LRG_304t1:c.2240_2254delTAAGAGAAGCAACAT | 12369
2240 2257del18 | LRG_304p1:p.(Leu747 Pro753delinsSer) | -RC-304U] :0'2240—225%‘%‘?:'TAAGAGAAGCAACAT 12370
2239 _2248TTAA . .
GAGAAG>C LRG_304p1:p.(Leu747_Ala750delinsPro) LRG_304t1:c.2239_2248delinsC 12382
2239_2251>C LRG_304p1:p.(Leu747_Thr751delinsPro) LRG_30411:c.2239_2251delinsC 12383
Ekzon 2237 _2255>T LRG_304p1:p.(Glu746_Ser752delinsVal) LRG_304t1:c.2237_2255delinsT 12384
19 Ex19Del | 2235 2255>AAT | LRG 304p1:p.(Glu746 Ser752delinslie) LRG_304t1:c.2235_2255delinsAAT 12385
2237 _2252>T LRG_304p1:p.(Glu746_Thr751delinsVal) LRG_304t1:c.2237_2252delinsT 12386
2239_2258>CA | LRG_304p1:p.(Leu747_Pro753delinsGIn) LRG_30411:c.2239_2258delinsCA 12387
2239_2256>CAA | LRG_304p1:p.(Leu747_Ser752delinsGIn) LRG_30411:c.2239_2256delinsCAA 12403
2237_2253>TTGCT |LRG_304p1:p.(Glu746_Thr751delinsValAla) LRG_30411:c.2237_2253delinsTTGCT 12416
2238 2252>GCA | LRG_304p1:p.(Leu747 Thr751delinsGIn) LRG_304t1:c.2238_2252delinsGCA 12419
2238_2248>GC LRG_304p1:p.(Leu747_Ala750delinsPro) LRG_304t1:c.2238_2248delinsGC 12422
2237 2251del15 | LRG_304p1:p.(Glu746 Thr751delinsAla) |LRG_304t1:c.2237 2251delAATTAAGAGAAGCAA | 12678
2236_2253del18 LRG_304p1:p.(Glu746_Thr7s1den | ERG-30411 “"2236—2252?3?L{GAA1TAAGAGAAGCA 12728
2235 2248>AATTC|LRG_304p1:p.(Glu746_Ala750delinsllePro) LRG_304t1:¢.2235_2248delinsAATTC 13550
2235 _2252>AAT LRG_304p1:p.(Glu746_Thr751delinslle) LRG_304t1:¢.2235_2252delinsAAT 13551
2235_2251>AATTC| LRG_304p1:p.(Glu746_Thr751delinsllePro) LRG_30411:c.2235_2251delinsAATTC 13552
] LRG_304t1:c.2253_2276del ATCTCCGAAAGCCAA
2253 2276del24 LRG_304p1:p.(Ser752_lle759del) S AAGGAAAT 13556
2237_2257>TCT |LRG_304p1:p.(Glu746_Pro753delinsValSer) LRG_30411:c.2237_2257delinsTCT 18427
2238_2252del15 LRG_304p1:p.(Leu747_Thr751del) LRG_30411:c.2240_2254delTAAGAGAAGCAACAT | 23571
2233_2247del15 LRG_304p1:p.(Lys745_Glu749del) LRG_30411:c.2233_2247delAAGGAATTAAGAGAA| 26038
S768l 2303G>T LRG_304p1:p.(Ser768lle) LRG_304t1:¢.2303G>T 6241
T790M 2369C>T LRG_304p1:p.(Thr790Met) LRG_304t1:¢.2369C>T 6240
2307_2308ins9 . .
GCCAGCGTG LRG_304p1:p.(Ala767_Val769dup) LRG_304t1:c.2300_2308dupCCAGCGTGG 12376
Ekzon 2319_2320insCAC LRG_304p1:p.(His773dup) LRG_304t1:¢.2317_2319dupCAC 12377
20 Exo0ins | 2310_2311insGGT | LRG_304p1:p.(Asp770_Asn771insGly) LRG_304t1:c.2310_2311insGGT 12378
2311_2312ins9 . .
GCGTGGACA LRG_304p1:p.(Ser768_Asp770dup) LRG_30411:¢.2303_2311dupGCGTGGACA 13428
2309 _2310AC> _ _ .
CCAGCGTGGAT LRG_304p1:p.(Ala767_Val769dup) LRG_304t1:c.2309_2310delinsCCAGCGTGGAT 13558
EK L858R 2573T>G LRG_304p1:p.(LeuB58Arg) LRG_30411:c.2573T>G 6224
zon 2573 2574TG>GT LRG_304p1:p.(Leus58Arg) LRG_304t1:c.2573 2574delinsGT 12429
21
L861Q 2582T>A LRG_304p1:p.(Leu861GIn) LRG_304t1:¢.2582T>A 6213
* HGVS - Human Genome Variation Society
07340761001-03TR
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cobas® EGFR Mutation Test v2

Prosediir prensipleri

cobas EGFR Test, iki temel isleme dayanir: (1) FFPET veya plazmadan DNA elde etmek i¢in manuel 6rnek hazirlama ve
(2) tamamlayic1 primer giftleri ve floresan boyalarla etiketlenmis oligoniikleotid problar: kullanilarak hedef DNA'nin PCR
amplifikasyonu ve saptamasi. cobas EGFR Test, agagidaki mutasyonlar1 saptamak i¢in tasarlanmistir:

o Ekzon 18: G719X (G719A, G719C ve G719S)

e Ekzon 19: delesyonlar ve kompleks mutasyonlar (bir delesyon ve bir eklemenin kombinasyonu olarak tanimlanir)
e Ekzon 20: S768I, T790M ve eklemeler

e Ekzon 21: L858R ve L861Q

Mutasyon saptamasi, cobas® z 480 analizériinde PCR analizi yoluyla elde edilir. Calismanin gegerliligini dogrulamak i¢in
her ¢alismaya bir mutant kontrol ve bir negatif kontrol dahil edilir.

Ornegin hazirlanmasi

cobas® DNA Sample Preparation Kit ve cobas® cfDNA Sample Preparation Kit, cam liflere baglanan niikleik aside
dayanarak sirastyla FFPET ve plazmadan manuel 6rnek hazirlamada kullanilir. Bir proteaz ve kaotropik lizis/baglanma
tamponu, niikleik asitleri serbest birakir ve serbest birakilan DNA'y1 DNazlardan korur. Ardindan, lizis karisimina
izopropanol eklenir ve daha sonra bir cam lif filtre eki ile bir kolon yoluyla santrifiijlenir. Santrifiijleme sirasinda DNA,
cam lif filtrenin yiizeyine baglanir. Tuzlar, proteinler ve diger hiicresel safsizliklar gibi baglanmayan maddeler,
santrifiijleme yoluyla giderilir. Adsorbe edilmis niikleik asitler yikanir ve ardindan sulu bir ¢6zelti ile eliite edilir. Daha
sonra hedef DNA'ya amplifikasyon uygulanir ve cobas EGFR Test kitinde verilen amplifikasyon ve saptama reaktifleri
kullanilarak cobas® z 480 analizriinde saptanur.

PCR yoluyla amplifikasyon

Hedefin secilmesi

cobas EGFR Test, her bir hedeflenen mutasyon i¢in mutasyonlarin spesifik baz ¢ifti sekanslarini tanimlayan primerleri
kullanir. Ekzon 19 delesyon mutasyonlari i¢in 125 ile 141 baz cifti araligindaki sekanslar hedeflenir; ekzon 21'deki L858R
yer degistirme mutasyonu i¢in 138 baz cifti sekans1 hedeflenir; ekzon 20'deki T790M yer degistirme mutasyonu igin

118 baz gifti sekansi hedeflenir; ekzon 18'deki G719X yer degistirme mutasyonu i¢in 104-106 baz ¢ifti araligindaki
sekanslar hedeflenir; ekzon 20'deki S768I yer degistirme mutasyonu i¢in 133 baz ¢ifti sekansi hedeflenir; ekzon 20 ekleme
mutasyonlari i¢in 125 ila 143 baz cifti araligindaki sekanslar hedeflenir; ekzon 21'deki L861Q yer degistirme mutasyonu
i¢in 129 baz ¢ifti sekans1 hedeflenir. Amplifikasyon, yalnizca primerler arasindaki EGFR geni bolgelerinde meydana gelir;
tim EGFR genine amplifikasyon uygulanmaz.

Hedef amplifikasyon

Hedef amplifikasyon icin Thermus tiirii Z05-AS1 DNA polimeraz tiirevi kullanilir. {lk olarak, PCR karigimi, DNA'y1
denatiire etmek ve primer hedef sekanslarini agiga ¢ikarmak igin 1sitilir. Karigim sogudugu zaman, yukar: yonli ve asag1
yonlii primerler, hedef DNA sekanslariyla yeniden birlesir. Z05 DNA polimerazi, divalan metal katyonu ve fazla ANTP
olmast halinde, ikinci DNA zincirini sentezleyerek her bir baglanmis primeri uzatir. Bu durum PCR'nin birinci
dongiistinii tamamlayarak EGFR geninin hedeflenen baz ¢ifti bolgelerini igeren ¢ift zincirli bir DNA kopyas iiretir. Bu
islem birka¢ dongii boyunca tekrarlanir ve her bir dongii, amplikon DNA'nin miktarini etkili bir sekilde iki katina ¢ikarir.

07340761001-03TR
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cobas® EGFR Mutation Test v2

Otomatik gercek zamanh mutasyon saptamasi

cobas EGFR Test, gercek zamanli PCR teknolojisini kullanir. Reaksiyondaki her hedefe 6zgii oligoniikleotid probu,
haberci islevi gorev floresan bir boya ve intakt bir prob icerisindeki haberci boyadan gelen floresan emisyonlar1 absorbe
eden (sondiiren) bir sondiiriicii molekiil ile isaretlenir. Her bir amplifikasyon déngiisii 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 sondiiriiciiden ayrildiginda, haberci boya uygun 151k spektrumu ile
uyarildiginda karakteristik bir dalga boyunun floresans: dl¢iilebilir. Testle hedeflenen mutasyonlarin etiketlenmesi

igin dort farkli haberci boya kullanilir. Hedeflenen yedi EGFR sekansinin amplifikasyonu, 6zel optik kanallarda dort
karakteristik dalga boyunda floresansin 6lgiilmesiyle ii¢ reaksiyon boyunca bagimsiz olarak saptanir.

Selektif amplifikasyon

Ornekten gelen hedef niikleik asidin selektif amplifikasyonu cobas EGFR Test'te, AmpErase (urasil-N-glikozilaz)

enzimi ve deoksiiiridin trifosfat (dUTP) kullanilarak gergeklestirilir." 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 trifosfatin yerine dUTP
kullanildig i¢in amplikon DNA'da her zaman mevcuttur; bu nedenle sadece amplikon, deoksitiridin ierir. Deoksiiiridin,
kontamine edici amplikonu, hedef DNA'nin amplifiye edilmesi dncesinde AmpErase enzimiyle yikilmaya maruz birakar.
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 agamasinda
1sitildiginda, amplikon DNA zinciri deoksitiridinin konumunda kirilir, boylece DNA'nin amplifiye edilemez olmasini
saglar. AmpErase enzimi, 55°C'nin tizerindeki sicakliklarda, yani termal dongii asamalarinin tiimiinde inaktiftir ve
boylece hedef amplikonu yikmaz. cobas EGFR Test'in deoksiiiridin igeren EGFR mutant amplikonunu inaktive ettigi
gosterilmistir.

07340761001-03TR
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BOLUM A: Doku Ornekleriyle Kullanim igin cobas® EGFR Mutation Test v2

DOKU ORNEKLERIYLE KULLANIM iCiN BOLUM A'DA VERILEN TALIMATLARI
TAKIP EDIN.

PLAZMA ORNEKLERIYLE KULLANIM iCiN BOLUM B'DE VERILEN
TALIMATLARI TAKIP EDIN.

BOLUM A: DOKU ORNEKLERIYLE KULLANIM ICIN

Doku 6rneklerinden DNA'nin izole edilmesi i¢in cobas® DNA Sample Preparation Kit'e (M/N 05985536190) bakin.

Malzemeler ve reaktifler

Saglanan malzemeler ve reaktifler

Test Basina

Kullamlan Miktar Giivenlik Sembolii ve Uyan

Kit/Kasetler Bilesenler ve Reaktif icerikleri

EGFR MMX-1
(EGFR Master Mix 1)
(M/N 06471366001)

Tris tamponu
Potasyum klortr
Gliserol

EDTA

Tween 20 2 x 0,48 mL Yok
%3,13 dimetil silfoksit

%0,09 sodyum azid

< %0,10 dNTPs

< 90,01 Z05-AS1 DNA polimeraz (mikrobik)

< %0,01 AmpErase (lirasil-N-glikozilaz) enzimi (mikrobik)
< %0,01 aptamer

cobas® EGFR Mutation | < 40,01 yukari akigl ve asagi akigl EGFR primerleri
Testv2 < 90,01 floresan etiketli EGFR problari

24 test EGFR MMX-2

(M/N: 07248563190) (EGFR Master Mix 2)
(M/N 06471382001)

Tris tamponu
Potasyum klortr
Gliserol

EDTA

Tween 20 2 x 0,48 mL Yok
%3,13 dimetil suilfoksit

%0,09 sodyum azid

< %0,10 dNTPs

< %0,01 Z05-AS1 DNA polimeraz (mikrobik)

< %0,01 AmpErase (lirasil-N-glikozilaz) enzimi (mikrobik)
< 00,01 aptamer

< 90,01 yukari akigh ve asagi akigh EGFR primerleri

< %0,01 floresan etiketli EGFR problari

07340761001-03TR
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BOLUM A: Doku Ornekleriyle Kullanim igin

cobas® EGFR Mutation Test v2

Kit/Kasetler

Bilesenler ve Reaktif icerikleri

Test Basina

Kullamlan Miktar Giivenlik Sembolii ve Uyan

cobas® EGFR Mutation
Testv2

24 test

(M/N: 07248563190)

EGFR MMX-3 v2
(EGFR Master Mix 3)
(M/N 07248610001)

Tris tamponu

Potasyum kloriir

Gliserol

EDTA

Tween 20

%3,13 dimetil siilfoksit

%0,09 sodyum azid

< %0,10 dNTPs

< 90,01 Z05-AS1 DNA polimeraz (mikrobik)

< %0,01 AmpErase (lrasil-N-glikozilaz) enzimi (mikrobik)
< %0,01 aptamer

< 000,01 yukari akigh ve asagi akish EGFR primerleri
< 90,01 floresan etiketli EGFR problari

2 x 0,48 mL Yok

MGAC
(Magnezyum asetat)
(M/N 05854326001)

Magnezyum asetat
%0,09 sodyum azid

6 x 0,2 mL Yok

EGFR MC
(EGFR Mutant Kontroli1)
(M/N 06471455001)

Tris tamponu

EDTA

Poly rA RNA (sentetik)

%0,05 sodyum azid

< 00,1 EGFR ekzonu 18, 19, 20 ve 21 sekanslarini igeren
plazmid DNA (mikrobik)

< %0,1 EGFR yabanil tip DNA (hiicre kiiltiirii)

6 x 0,1 mL Yok

DNA SD
(DNA Ornek Diltienti)
(M/N 05854474001)

Tris-HCI tamponu
90,09 sodyum azid

2 x35mL Yok

Reaktif saklama ve kullanma

Reaktif

Saklama sicakhgi

Saklama Siiresi

cobas® EGFR Mutation Test v2*

2°Cila 8°C

Acildiginda 90 giin icindeki 4 kullanima kadar veya son
kullanma tarihine kadar (hangisi 6nceyse) stabildir.

* EGFR MMX-1, EGFR MMX-2, EGFR MMX-3 v2 ve calisma MMX (MGAC'nin EGFR MMX-1 veya EGFR MMX-2 veya EGFR MMX-3
v2'ye eklenmesiyle hazirlanir) uzun sireli 1siga maruz kalmaktan korunmalidir. Calisma MMX'i 2°C ila 8°C'de karanlik bir yerde muhafaza
edilmelidir. Hazirlanan érnekler ve kontroller, calisma MMX'i hazirlandiktan sonra 1 saat iginde eklenmelidir. islenen drnekler ve kontroller
calisma MMX'ine eklendikten sonra 1 saat icinde amplifikasyon baslatiimalidir.
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BOLUM A: Doku Ornekleriyle Kullanim igin

cobas® EGFR Mutation Test v2

Diger gerekli malzemeler

Malzemeler

M/N

cobas® DNA Sample Preparation Kit

Roche 05985536190

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

Kilitli kapakl mikrosantrif(ij tipleri (1,5 mL steril, RNase/DNase icermeyen, PCR sinifi)

Herhangi bir satici

Mikrosantrifiij ttpd raklari

Herhangi bir satici

DNA konsantrasyonunun oél¢ilmesi igin spektrofotometre*

Herhangi bir satici

Vorteks karigtiricr*

Herhangi bir satici

Tek kullanimlik eldivenler, pudrasiz

Herhangi bir satici

-25°C ila -15°C saklama kapasiteli dondurucu

Herhangi bir satici

* Tam ekipmanlarin bakimi Greticinin talimatlarina gére gerceklestiriimelidir.

Ayr satilan malzemelerle ilgili daha fazla bilgi icin, litfen yerel Roche temsilcinizle iletisime gegin.

Gereken ancak saglanmayan cihaz ve yazihhmlar

Gerekli cihaz ve yazilmlar, saglanmamistir

cobas® z 480 analizér

cobas® 4800 Sistem Kontrol Unitesi ve Sistem Yazilimi siiriimii 2.2 veya (stil

EGFR Doku P1 Analiz Paketi Yazilim versiyonu 1.0 veya tst(*

Barkod Okuyucu uzat. USB

Yazicl

* Mevcut yazilim siirimii igin cobas® EGFR Mutation Test v2 kit Urtin Bilgi Kartina (M/N: 07335873001) bakin.
Ayn satilan materyallerle ilgili daha fazla bilgi igin, litfen yerel Roche temsilcinizle iletisime gegin.

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.

« Gtvenlik Bilgi Formlar1 (SDS) talep halinde bolge Roche ofisinizden temin edilebilir.

o Butest, FFPET KHDAK o6rnekleriyle kullanim i¢indir. Numuneler, Mikrobiyoloji ve Biyomedikal Laboratuvar-
larinda Biyogtivenlik (Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories)'® ve CLSI Belgesi M29-A4'te”
tanimlanan giivenli laboratuvar prosediirleri kullanilarak enfeksiy6z madde gibi degerlendirilmelidir.

o  Steril tek kullanimlik pipetlerin ve DNase icermeyen pipet uglarinin kullanilmas: 6nerilir.

07340761001-03TR
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BOLUM A: Doku Ornekleriyle Kullanim igin cobas® EGFR Mutation Test v2

lyi laboratuvar uygulamalan

Not:

Agzinizla pipetleme yapmayin.
Laboratuvar ¢alisma ortamlarinda yiyecek veya icecek titketmeyin veya sigara i¢meyin.
Orneklerle ve kit reaktifleriyle islem yaptiktan sonra ellerinizi iyice yikayin.

Reaktiflerle islem yaparken gozliik, laboratuvar 6nliigii ve tek kullanimlik eldiven kullanin. Bu malzemelerin
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 6nce suyla seyreltin.

Distile veya deiyonize suya %0,5 oraninda sodyum hipoklorit ekleyerek taze hazirlayacaginiz ¢ozeltiyle laboratu-
vardaki tiim ¢aligma ytizeylerini iyice temizleyin ve dezenfekte edin (ev temizligi i¢in kullanilan gamagir suyunu
1:10 oraninda seyreltin). Bunun ardindan %70 etanol igeren ¢ozeltiyle yiizeyi silin.

Ev islerinde kullanilan piyasadaki camagir sulari genel olarak %5,25 oraninda sodyum hipoklorit igerir.
1:10 oraminda seyreltilen ¢camagsir suyu %0,5 oraninda sodyum hipoklorit ¢ozeltisi iiretir.

Kontaminasyon

Kontaminasyonu dnlemek i¢in eldiven kullanilmalidir ve farkli numunelerle ve cobas EGFR Test reaktifleriyle
islem yapildiktan sonra eldiven degistirilmelidir. Numunelerle islem yaparken kontamine edici eldiven
kullanmaktan ka¢inin.

Eldivenler, kontaminasyon potansiyelini azaltmak igin sik degistirilmelidir.

DNA izolasyon alanlarindan ayrilmadan dnce veya ¢ozeltilerle veya bir 6rnekle temas edildiginden stipheleniliyorsa
eldivenler degistirilmelidir.

Reaktiflerin mikrobik ve riboniikleaz kontaminasyonundan kaginin.

Amplifikasyon ve saptama ¢aliyma 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
pipetler ve malzemeler amplifikasyon ve saptama iglemlerine yonelik reaktifleri hazirlamak i¢in kullanilmamalidir.

Laboratuvardaki is akisinin 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. Calisma master mix'inin DNA 6rnekleriyle kontamine edilmesini 6nlemek
i¢in ¢aligma master mix'inin hazirlanmas 6ncesinde amplifikasyon ve saptama ¢aligma alani tiimiiyle
temizlenmelidir.

Biitiinliik

Kitleri son kullanma tarihi ge¢migse kullanmayin.

Farkli kitlerden veya lotlardan alinan reaktifleri birlikte kullanmayin.

Tek kullanimlik @iriinleri son kullanma tarihi ge¢misse kullanmayin.

Tek kullanimlik @iriinlerin hepsi sadece bir kez kullanilmak i¢indir. Tekrar kullanmayin.

Tiim ekipmanlarin bakimu ireticinin talimatlarina gére dogru bir sekilde gerceklestirilmelidir.

07340761001-03TR
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imha

MGAC, EGFR MMX-1, EGFR MMX-2, EGFR MMX-3 v2, EGFR MC ve DNA SD, sodyum azid igerir. Sodyum
azid, bakir ve kursun su borulariyla reaksiyona girerek yiiksek patlayici 6zellige sahip metal azidler olusturabilir.
Laboratuvardaki lavabolarda ¢ozeltileri iceren sodyum azid atilirken, azid birikimini 6nlemek i¢in bol miktarda
soguk su akitarak giderleri temizleyin.

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

Dokiilme ve temizleme

cobas® 4800 cihazinda dokiilme meydana gelirse, temizlemek i¢in uygun cobas® 4800 Sistemi — Kullanim Kilavuzu
veya cobas® 4800 Sistemi — Kullanic1 Yardimu i¢inde verilen talimatlari takip edin.

cobas® z 480 analizorii temizlemek i¢in sodyum hipoklorit ¢ozeltisi (¢camagir suyu) kullanmayin. cobas® z 480
analizorii, cobas® 4800 Sistemi — Kullanim Kilavuzunda veya cobas® 4800 Sistemi — Kullanici Yardimi i¢inde
aciklanan prosediirlere gore temizleyin.

cobas® z 480 analizoriiniin kontaminasyon riskini azaltmaya yonelik ek uyarilar, dnlemler ve prosediirler i¢in
cobas® 4800 Sistemi — Kullanim Kilavuzuna veya cobas® 4800 Sistemi — Kullanici Yardimina bakin.

Ornek toplama, tasima ve saklama

Not:

Tiim ornekleri bulasici madde yayma potansiyeli oldugunu varsayarak kullanin.

Ornek toplama

KHDAK FFPET o6rnekleri, cobas EGFR Test ile kullanim i¢in dogrulanmstir.

Orneklerin tasinmasi, saklanmasi ve stabilitesi

KHDAK FFPET o6rnekleri, 15°C ila 30°C'de taginabilir. FFPET 6rneklerinin tasinmast etiyolojik ajanlarin tasginmasiyla
ilgili iilke genelindeki, federal, eyalet diizeyindeki ve yerel diizenlemelere uygun olmalidir."

FFPET Orneklerinin stabilitesi, 15°C ila 30°C'de saklandiginda, toplama tarihinden itibaren 12 aya kadar dogrulanmustir.
Slaytlara takilan bes pm'lik kesitler, 15°C ila 30°C'de 60 giine kadar saklanabilir.

FFPET ornekleri, asagidakilerden biri i¢in stabildir:

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

Islenmis 6rneklerin saklanmasi ve stabilitesi

Islenmis drnekler (ekstrakte edilen DNA), agagidakilerden birinde stabildir:

Ekstrakte Edilmis DNA
Saklama Sicakhg

-15°C ila -25°C 2°Cila 8°C 15°C ila 30°C

60 gilin boyunca

Saklama Siiresi 3 kez dondurma/¢6zmeye kadar

14 gline kadar 1 gline kadar

Ekstrakte edilmis DNA, onerilen saklama dénemleri iginde ya da DNA'y1 ekstrakte etmek igin kullanilan
cobas® DNA Sample Preparation Kit'in son kullanma tarihinden 6nce (hangisi ilk dnce gelirse) kullanilmalidir.
07340761001-03TR
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BOLUM A: Doku Ornekleriyle Kullanim igin cobas® EGFR Mutation Test v2

Test prosediirii

Testin uygulanmasi

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

1 Sistemi baslatin

2 Cihaz bakimini gergeklestirin

3 Ornekleri ve reakiifleri depodan gikarin

4 Ornekleri parafinden arindirin

5 DNA izolasyonunu gerceklestirin

6 DNAy ellite edin

7 is siparisi olusturun ve plaka yerlesim planinin giktisini alin
8 Amplifikasyon reaktiflerini hazirlayin

9 AD plakasina amplifikasyon reaktiflerini yerlestirin
10 AD plakasina érnegi yerlestirin

11 AD plakasini kapatin

12 AD plakasini cobas® z 480 analizére yerlestirin
13 Calismayi baslatin

14 Sonuglar gbzden gegirin

15 LIS ile: sonuglari LIS'e génderin

16 Analizori bosaltin

Kullanim talimatlan

Not:  cobas EGFR Test'te yalnizca bélgeye gore en az %10 tiimor igerigi olan 5 ym kalimlhigindaki KHDAK FFPET kesitleri
kullanilmalidir. Bolgeye gore %10'dan az tiimor igerigi olan herhangi bir 6rnek, parafinden arindirildiktan sonra
makrodiseksiyona tabi tutulmalidir.

Not:  cobas® z 480 analizoriiniin ayrintili calistirma talimatlari icin cobas® 4800 Sistemi — Kullanim Kilavuzuna veya
cobas® 4800 Sistemi — Kullanic1 Yardimina bakin.
Calisma hacmi

Tek bir ¢alisma dongiisii, 96 kuyucuklu mikrokuyucuk plakas: bagina 1 ila 30 6rnek (art1 kontroller) ierebilir. 24'ten fazla
ornekle ¢alisirken birden fazla cobas EGFR Test kiti gerekli olacaktir.

cobas EGFR Test, kit basina maksimum 24 6rnek i¢in 3 6rnegin (art1 kontroller) 8 ¢aligmasi icin yeterli reaktif igerir.

Tam islem kontrolii

Bu test, tam islemli bir negatif kontrolii gerektirir. Her ¢alisma icin, DNA izolasyon prosediiriinden baslayarak 6rnek(ler)
ile eszamanli bir negatif kontrol isleyin.

DNA izolasyonu
DNA, cobas® DNA Sample Preparation Kit (M/N 05985536190) kullanilarak FFPET 6rneklerinden izole edilir.
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Makrodiseksiyon

Ornek, alana gore %10'dan az tiimér ierigine sahipse 6rnek hazirlamanin bir parcasi olarak makrodiseke edilmelidir.

DNA kantitasyonu

Not:  DNA konsantrasyonunun él¢iimii, DNA izolasyon prosediiriinden hemen sonra ve saklamadan once yapilmalidir.

Not:  DNA stokunu Orneklerin tasinmasi, saklanmast ve stabilitesi biliimiindeki talimatlara gore saklaymn.

1. Her DNA stokunu 5 saniye vorteksleyerek karistirin.

2. Ureticinin protokoliine gore bir spektrofotometre kullanarak DNA'y1 kantifikasyona tabi tutun. Cihaz i¢in kor
olarak cobas® DNA Sample preparation kit'ten DNA EB'yi kullanin. Iki tutarli okumanin ortalamasi gereklidir. DNA
konsantrasyonu okumalar1 > 20,0 ng/uL oldugunda iki 6l¢iim birbirinin +%10'u iginde olmalidir. < 20,0 ng/uL DNA
konsantrasyon degerlendirmeleri igin iki 6l¢iim, +2 ng/pL dahilinde olmalidir. DNA konsantrasyonu okumalari
> 20,0 ng/pL oldugunda iki 6l¢tim birbirinin +%10'u i¢inde degilse veya DNA konsantrasyonu okumalar1 < 20,0 ng/uL
oldugunda +2 ng/pL i¢inde degilse, gereksinimler karsilanincaya kadar ek 2 okuma alinmalidir. Daha sonra bu iki yeni
6l¢imiin ortalamasi hesaplanmalidir.

Not:  Islenmis negatif kontrolden (NEG) alinan DNA stokunun 6l¢iilmesine gerek yoktur.

3. Orneklerdeki DNA stoku konsantrasyonu, cobas EGFR Test'in gerceklestirilmesi icin > 2 ng/uL olmahdir. Her
amplifikasyon/saptama i¢in 2 ng/puL DNA stoku diliisyonunun 25 pL'si (toplam 50 ng DNA) kullanilarak 6rnek basina
ti¢ amplifikasyon/saptama ¢alistirilir.

Not:  Her DNA stoku, cobas EGFR Test'in gerceklestirilmesi icin minimum 2 ng/uL konsantrasyona sahip olmalidir.
DNA stok konsantrasyonu < 2 ng/uL ise, bu 0rnek icin parafinden ayirma islemini, DNA izolasyonunu ve DNA
kantitasyon prosediirlerini iki adet 5 um'lik FFPET kesiti kullanarak tekrarlaymn. Takilan numuneler igin,
parafinden armdirdiktan sonra her iki kesitten alinan dokuyu tek bir tiipte birlestirin, dokuyu cobas® DNA Sample
Preparation Kit'te TLB + PK'ya daldirin ve DNA izolasyonunu ve kantitasyonu gerceklestirin. Takilmamis 6rnekler
icin, her iki kesitten alinan dokuyu tek bir tiipte birlestirin ve parafinden arindirma, DNA izolasyonu ve
kantitasyonu gerceklestirin. DNA stoku hala < 2 ng/uL ise, ilgili klinik merkezden baska bir FFPET oOrnek kesiti
talep edin.

Amplifikasyon ve saptama

Not:  Calisma MMX'inin DNA érnekleriyle kontamine edilmesini 6nlemek icin, amplifikasyon ve saptama islemleri DNA
izolasyonundan ayri bir alanda gerceklestirilmelidir. Amplifikasyon ve saptama ¢calisma alant MMX hazirlama
islemine baslamadan once tiimiiyle temizlenmelidir. Dogru temizlik igin, raklar ve pipetleyiciler dahil tiim yiizeyler
once %0,5 sodyum hipoklorit ¢ozeltisiyle ardindan %70 etanol ¢ozeltisiyle tiimiiyle silinmelidir. Ev islerinde
kullanilan piyasadaki ¢camagir sulari genel olarak %5,25 oraninda sodyum hipoklorit igerir. A 1:10 oraninda
seyreltilen camagir suyu %0,5 oraninda sodyum hipoklorit ¢ozeltisi iiretir.

Cihaz diizenegi

cobas® z 480 diizeneginin ayrintili talimatlari i¢in cobas® 4800 Sistemi — Kullanim Kilavuzuna veya cobas® 4800 Sistemi -
Kullanic1 Yardimina bakin.
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BOLUM A: Doku Ornekleriyle Kullanim igin cobas® EGFR Mutation Test v2

Test siparisi diizenegi

EGFR is akis1 adimlariyla ilgili ayrintili talimatlar igin cobas® 4800 Sistemi — Kullanim Kilavuzuna veya cobas® 4800
Sistemi — Kullanic1 Yardimina bakin.

Calismadaki tiim 6rnek ve kontrollerin konumunu igeren bir plaka yerlesim haritas: olusturun. Yalnizca doku drneklerini
iceren bir ¢calismada Mutant Kontrol, plaka iizerinde A01-A03 konumlarina yiiklenir. Negatif Kontrol, plaka tizerinde
B01-B03 konumlarina yiiklenir. Seyreltilmis 6rnekler daha sonra Sekil 2icinde gosterildigi gibi C01-C03'ten baglayarak
H10-H12'ye kadar 3 stitunluk setler halinde eklenir.

cobas EGFR Test, karigik test modunda calistirilabilir (6r., EGFR Tissue ile EGFR Plasma). Kontrol konumlari, segilen
testlere ve 6rnek numaralarina gore farklilik gosterebilir. Karisik test caligmasi diizenegi hakkinda ayrintili bilgi icin
cobas® 4800 Sistemi — Kullanim Kilavuzuna veya cobas® 4800 Sistemi — Kullanic1 Yardimina bakin.

Sekil2 cobas EGFR Test icin plaka yerlesim diizeni

S?tlr/ 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12
Siitun

MC MC MC S7 S7 S7 S15 S15 S15 S23 S23 S23

A MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3
v2 v2 v2 v2
NEG NEG NEG S8 S8 S8 S16 S16 S16 S24 S24 S24

B MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3
v2 v2 V2 v2
S1 S1 S1 S9 S9 S9 S17 S17 S17 S25 S25 S25

Cc MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3
v2 v2 v2 v2
S2 S2 S2 S10 S10 S10 S18 S18 S18 S26 S26 S26

D MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3
v2 v2 V2 v2
S3 S3 S3 S11 S11 S11 S19 S19 S19 S27 S27 S27

E MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3
v2 v2 v2 v2
S4 S4 S4 S12 S12 S12 S20 S20 S20 S28 S28 S28

F MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3
v2 v2 V2 v2
S5 S5 S5 S13 S13 S13 S21 S21 S21 S29 S29 S29

G MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3
v2 v2 V2 v2
S6 S6 S6 S14 S14 S14 S22 S22 S22 S30 S30 S30

H MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3
v2 v2 v2 v2

Burada: MC = Mutant Control, NEG = Negatif Kontrol; S# = 6rnek kimligi ve MMX #, Master Mix Reagent 1, 2 veya 3 v2'yi belirtir.
Not:  Yamit olusturmak icin herhangi bir ornek, bir satirda art arda gelen iig siituna yayilmalidir.

Not:  Calisma Master Mix 1, plaka iizerinde 01, 04, 07 ve 10 siitunlarina yiiklenmelidir. Calisma Master Mix 2, plaka
iizerinde 02, 05, 08 ve 11 siitunlarina yiiklenmelidir. Calisma Master Mix 3 v2, plaka tizerinde 03, 06, 09 ve 12
siitunlarina yiiklenmelidir.

Not:  Tek plakaya 30'a kadar érnek yiiklenebilir. Plakadaki tiim 6rnekleri islemek icin birden fazla reaktif kiti gerekiyorsa,
kitlerin tiimii ayni lottan olmalidr.

07340761001-03TR

Doc. Rev. 8.0 18



BOLUM A: Doku Ornekleriyle Kullanim igin cobas® EGFR Mutation Test v2

Ornek DNA stokunun diliisyon hesaplamasi

2 ng/ul ila 36 ng/ul. DNA stoku konsantrasyonlari icin diliisyon hesaplamasi

Not:  Orneklerden alinan DNA stoklari, amplifikasyon ve saptamadan hemen dnce 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 ornek igin ii¢ amplifikasyon/saptama yapilir.
1. Her 6rnek i¢in gereken DNA stokunun hacmini (uL) hesaplayin:
uL DNA stoku = (90 pL x 2 ng/uL) + DNA stoku konsantrasyonu [ng/pL]
2. Her Ornek i¢in gereken DNA SD hacmini (uL) hesaplayin:
uL DNA SD =90 pL - pL DNA stoku
Ornek:
DNA stoku konsantrasyonu = 6,5 ng/pL
1. pL DNA stoku = (90 puL x 2 ng/uL) + 6,5 ng/uL = 27,7 uL
2. pLDNA SD = (90 uL - 27,7 uL) = 62,3 uL

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

Not:  Orneklerden 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 i¢in 25 uL)
olmasini gerektiren her ornek igin ii¢ amplifikasyon/saptama yapilir.

1. > 36 ng/uL DNA Stoku konsantrasyonu igin, en az 90 pL seyreltilmis DNA stoku hazirlamak i¢in gereken DNA SD
miktarini hesaplamak iizere asagidaki formiilii kullanin. Bu, her 6rnekte minimum 5 pL DNA stoku kullanilmasini
saglama amaghdir.

2. Her ornek igin 5 pL. DNA stokunu 2 ng/pL'ye 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) + 2 ng/pL)
-5uL

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

Ornek diliisyonu

1. DNA Diliisyonlar: i¢in uygun sayida 1,5 mL1ik kilitli kapakli mikrosantrifiij tiiplerini uygun érnek tayiniyle
etiketleyereﬁ hazirlayin.

2. Aerosole direncli uglu bir 1}()ilpet kullanarak, hesaplanan DNA SD hacimlerini sirasiyla etiketlenmis tiiplere pipetleyin.
NEG olarak etiketlenmis, kilitli kapakli bir mikrosantrifiij tiiptine 45 uL DNA SD pipetleyin.

Her DNA sokunu ve negatif kontrolii 5 ila 10 saniye vorteksleyin.

Aerosole direngli pipet ucuna sahip bir pipet kullanarak (her pipetleme i¢in yeni ug), her DNA stokunun hesaplanan
hacmini DNA SD iceren ilgili tiipe yavasca pipetleyin. Negatif kontroliin 45 uL'sini (ekstrakte edilen eliiat) NEG
tiipiine pipetleyin.

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

Eldivenleri degistirin.
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Reaksiyon diizenegi

Calisma master mix'lerinin hazirlanmasi (MMX-1, MMX-2 ve MMX-3 v2)

Not: EGFR MMX-1, EGFR MMX-2, EGFR MMX-3 v2 ve ¢calisma MMX'i 1s18a karsi duyarlidir ve uzun siireli 1518a
maruz kalmaktan korunmalidir.

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

Not: EGFR MMX-1, EGFR MMX-2 ve EGFR MMX-3 v2, acik mavi/morumsu renkte goriilebilir. Bu durum reaktifin
performansini etkilemez.

Ayr1 1,5 mL kilitli kapakli mikrosantrifiij tiiplerinde biri EGFR MMX-1, biri EGFR MMX-2 ve digeri EGFR MMX-3 v2

igeren ii¢ bulk ¢caligma MMX'i hazirlayin.

1. Asagidaki formiilii kullanarak her calisma MMX'i i¢in gerekli olan EGFR MMX-1 veya EGFR MMX-2 veya EGFR
MMX-3 v2 hacmini hesaplayin:

Gerekli olan EGFR MMX-1 veya EGFR MMX-2 veya EGFR MMX-3 v2 hacmi = (Ornek Sayisi + 2 Kontrol + 1)
x 20 L

2. Asagidaki formiilii kullanarak her ¢alisma MMX'i i¢in gerekli MGAC hacmini hesaplayin:

Gerekli MGAC hacmi = (Ornek Sayisi + 2 Kontrol + 1) x 5 uL.
Caligmaya dahil edilen 6rnek sayisina baglh olarak ¢alisma MMX'inin hazirlanmasi i¢in gereken her reaktifin hacmini
belirlemek i¢in Tablo 4 kullanin.

Tablo 4 Calhisma MMX-1, caisma MMX-2 ve calisma MMX-3 v2 icin gerekli olan reaktiflerin hacimleri

Orneklerin Sayisr*
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
MMX 20 pL 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260
MGAC 5pL 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65
Her Calisma MMX'i
icin Toplam Hacim 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325
(]3]

* Orneklerin Sayisi igin hacimler, Orneklerin Sayisi + 2 Kontrol + 1 toplamina dayanir

3. Uygun sayida EGFR MMX-1, EGFR MMX-2, EGFR MMX-3 v2 ve MGAC flakonlarini 2°C ila 8°C sicakliktaki
depodan ¢ikarin. Her reaktifi 5 saniye vorteksleyin ve kullanmadan 6nce tiipiin altindaki siviy1 toplayin. Calisma
MMX-1, ¢alisma MMX-2 ve ¢alisma MMX-3 v2 i¢in steril bir mikrosantrifijj tiipiinii etiketleyin.

4. EGFR MMX-1 veya EGFR MMX-2 veya EGFR MMX-3 v2'nin hesaplanan hacmini ilgili galisma MMX'i tiipiine
ekleyin.

5. MGACHhin hesaplanan hacmini ¢alisma MMX'i tiiplerine ekleyin.

6. Yeterli karisimi saglamak igin tiipleri 3 ila 5 saniye vorteksleyin.

Not:  Ornekler ve kontroller, calisma MMX leri hazirlandiktan sonra 1 saat icinde AD plakasina eklenmelidir.

Not:  Sadece cobas® 4800 Sistemi AD plakast ve Kapatici film kullanin.
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Plakanin hazirlanmasi

1.

Not:

Not:

6.

Not:

Calisma i¢in gerekli olan AD plakasinin her 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 plakas: kuyucuklarina gerektigi bicimde ¢alisma MMX-1'i (EGFR MMX-1
iceren) ekleyin.
e 02,05,08 ve 11 siitunlarindaki AD plakas: kuyucuklarina gerektigi bicimde ¢alisma MMX-2'1 (EGFR MMX-2
iceren) ekleyin.
e 03,06, 09 ve 12 siitunlarindaki AD plakas: kuyucuklarina gerektigi bicimde ¢aliysma MMX-3 v2'yi (EGFR
MMX-3 v2 igeren) ekleyin.

25 uL EGFR MC'yi AD plakasinin A01, A02 ve A03 kuyucuklarina pipetleyin; en az iki kez aspirasyon usuliiyle
cekmek ve kuyucuga aktarmak i¢in pipeti kullanarak iyice karistirin.

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 karistirin.

Her ¢alisma A01, A02 ve A03 kuyucuklarinda EGFR MC ve B01, B02 ve B03 kuyucuklarinda NEG igermelidir aksi
halde ¢alisma cobas® z 480 analizorii tarafindan gegersiz kilinacaktir.

Ornekten drnege gegebilecek kontaminasyona veya PCR reaksiyon tiipii kontaminasyonuna karst koruma saglamak
icin gerektigi bicimde eldivenlerinizi degistirin.

Her seyreltilmis 6rnek DNA's1 i¢in yeni pipet uglari kullanarak, 6rnek DNA'sinin her bir kuyucuga eklenmesi igin yeni
bir u¢ kullanarak AD plakasinin C01, C02 ve C03 kuyucuklarina ilk 6rnek DNA'sindan 25 pL ekleyin; en az iki kez
aspirasyon usuliiyle gekmek ve kuyucuga aktarmak icin pipeti kullanarak her kuyucugu iyice karistirin. Bu prosediirii
her drnekteki DNA igin tekrarlayin ve tiim DNA 6rnek diliisyonlar1 AD plakasina yiiklenene kadar $ekil 2 i¢indeki
sablonu takip edin. Tiim stvinin kuyucuklarin tabaninda toplandigindan emin olun.

AD plakasini kapatic film (plakalarla birlikte verilen) ile 6rtiin. Filmi AD plakasina saglam bir sekilde yapistirmak
i¢in kapatici film aplikatoriinii kullanin.

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

Amplifikasyon ve saptama, ¢calisma MMX 'ine ilk 6rnek DNA diliisyonunun eklenmesinden sonraki 1 saat icinde
baslatilmalidir.

PCR'nin baslatiimasi

EGEFR is akist adimlar1 hakkinda ayrintili talimatlar i¢in cobas® 4800 Sistemi — Kullanim Kilavuzuna veya cobas® 4800
Sistemi — Kullanic1 Yardimina bakin. “Select test” (Test se¢in) agilir penceresi agildiginda, “EGFR Tissue P1” (EGFR
Doku P1) se¢in ve “OK” (Tamam) diigmesine tiklayin.
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Sonuclar

Sonuclarin yorumlanmasi

Not:  Tiim ¢alisma ve 6rnek dogrulama islemleri cobas® 4800 yazilimiyla gerceklestirilir.
Not:  Gegerli bir test ¢alismast hem gegerli hem de gegersiz ornek sonuglarini icerebilir.

Gegerli bir ¢aligma igin, 6rnek sonuglar1 Tablo 5'da gosterildigi gibi yorumlanir.

Tablo5 cobas EGFR Test i¢in sonuglarin yorumlanmasi

Test sonucu Mutasyon Sonucu Yorum

Ex19Del
S768l
L858R
Mutasyon Saptandi I;Z?Z Belirtilen hedeflenen EGFR bdlgesinde mutasyon saptandi.
G719X
Ex20Ins

(Birden fazla mutasyon mevcut olabilir)

Mutasyon Saptanmadi

(NMDY* Yok Hedeflenen EGFR bélgelerinde mutasyon saptanmadi

Ornek sonucu gegersizdir. Asagidaki Sonuglan gegersiz érneklerin
Gegersiz Yok yeniden test edilmesi adli bolimde yer alan yonergeleri izleyerek
gecersiz sonug iceren drnekleri yeniden test edin.

Donanim veya yazihm hatasi nedeniyle ¢alisma basarisiz oldu. Teknik

Bagansiz Yok destek almak igin bélgesel Roche ofisinizle iletisime gegin.

* “Mutasyon Saptanmadi” sonucu, sonuclarin mutant sekanslarinin ylizdesine, yeterli 6rnek bitinliigine, inhibitérlerin yokluguna ve
saptanacak yeterli DNA'ya bagl olmasindan 6tiir(i hedeflenen EGFR bolgelerinde bir mutasyonun varligini engellemez.

Sonug isaretleri Results (Sonuglar) sekmesinin (ekranda) veya Flags (Isaretler) siitununun (raporda) altinda gériilebilir.
Daha ayrintil bilgi i¢in Sonug isaretleri boliimiine bakin.

Sonuclan gecersiz drneklerin yeniden test edilmesi

1. Amplifikasyon ve saptama boliimiindeki “Ornek DNA Stokunun Diliisyon Hesaplamasi” ve “Ornek Diliisyonu”
prosediirlerinden baglayarak gecersiz 6rnek DNA stokunun diliisyonunu tekrarlayin.

2. DNA stoku diliisyonunu “Ornek Diliisyonu” béliimiinde agiklandig gibi 2 ng/uL olarak gergeklestirdikten sonra
“Calisma master mix'lerinin hazirlanmasi (MMX-1, MMX-2 ve MMX-3 v2)” ve amplifikasyon ve saptama
prosediiriiniin geri kalani ile devam edin.

Not:  Ornek yeniden test edildikten sonra gegersiz kalirsa veya 1. adimdaki Sonuglari gegersiz rneklerin yeniden test
edilmesi sirasinda baska bir diltisyon hazirlamak icin yeterli DNA stoku yoksa, yeni bir 5 ym FFPET tiimor kesitini
kullanarak Parafinden Arindirma ve DNA izolasyonu ile baslayin ve bu drnek igin tiim test prosediiriinii
tekrarlayin.
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Kalite kontrol ve sonuclarin gecerliligi

30 6rnege kadar her bir ¢aligmaya, ¢calisma MMX-1, ¢alisma MMX-2 ve ¢alisma MMX-3 v2 i¢in bir set cobas EGFR Test
Mutant Control (EGFR MC) (A01, A02 ve A03 kuyucuklar1) ve negatif kontrol (NEG) (B01, B02 ve B03 kuyucuklar1)
dahil edilir. Hem EGFR MC hem de NEG gegerli ise ¢alisma gegerlidir. EGFR MC veya NEG gegersiz ise, tiim ¢aligma
gecersizdir ve tekrar edilmelidir. Amplifikasyon ve saptama i¢in kontroller iceren yeni bir AD plakasi olusturmak tizere
onceden izole edilmis 6rnek DNA Stokunun yeni bir diliisyonunu hazirlayin.

Mutant kontrolii

EGFR MC sonucu “Gegerli” olmalidir. EGFR MC sonuglari siirekli gegersizlik gosteriyorsa, teknik destek almak igin
bolgesel Roche ofisinizle iletisime gegin.

Negatif kontrol

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

Prosediir ile ilgili simirlamalar

1. Yalnizca belirtilen 6rnek tiplerini test edin. cobas EGFR Test, KHDAK FFPET tiimor ornekleriyle kullanim igin
dogrulanmuigtir.

2. cobas EGFR Test, yalnizca cobas® DNA Sample Preparation Kit kullanilarak dogrulanmigtir
(Roche P/N: 05985536190).

3. Bir mutasyonun saptanmasi 6rnekte mevcut olan kopya sayisina baghdir ve 6rnegin biitiinliigiinden, izole edilen DNA
konsantrasyonundan ve etkilesimde bulunan maddelerin varligindan etkilenebilir.

4. Alinan sonuglarin giivenilir olmasi, gerekli ve yeterli 6rnek fiksasyonu, tasima, depolama ve islem kosullarina baglhdir.
cobas® DNA Sample Preparation Kit Kullanim Talimatlar1 (M/N 05985536190), bu Kullanim Talimatlar1 ve
cobas® 4800 Sistemi — Kullanim Kilavuzu veya cobas® 4800 Sistemi — Kullanic1 Yardimi icindeki prosediirleri takip
edin.

5. Ornegin fiksasyon degiskenleri gibi diger potansiyel degiskenlerin etkileri degerlendirilmemistir.

6. AmpErase enziminin cobas EGFR 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 kaginmak i¢in gereklidir.

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

8. Sadece cobas® z 480 analizoriiniin bu triinle kullanilmas: onaylanmigtir. Bagka gercek zamanli optik saptama sistemi
olan hi¢bir termal déngiileyici bu iiriinle kullanilamaz.

9. Teknolojiler arasindaki i¢sel farkliliklardan 6tiird, bir teknolojiden diger teknolojiye gegmeden 6nce kullanicilarin,
teknoloji farkliliklarini degerlendirmek igin kendi laboratuvarlarinda yontem korelasyon ¢aligmalar1 yapmalari
onerilir.

10. PCR inhibitorlerinin varlig1 sonuglarin yanlis negatif veya gegersiz olmasina yol agabilir.

11. Nadir olmakla birlikte cobas EGFR Test'te kullanilan primerler veya problar tarafindan kapsanan EGFR geninin
genomik DNA bolgelerindeki mutasyonlar, 18, 19, 20 ve 21 ekzonlarinda mutasyon varliginin saptanamamasina
neden olabilir (“Mutasyon Saptanmad1” sonuglarr).

12. cobas EGFR Test, TKI tedavisine direng gosterebilen nadir bir edinilmis mutasyon olan ekzon 19 L747S mutasyonuna
capraz reaktivite (“Mutasyon Saptand1” sonuglar1) gosterir."
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13. cobas EGFR Test'in, reaksiyon kuyucugu basina 50 ng DNA ile kullanim1 dogrulanmistir. Reaksiyon kuyucugu basina
50 ng'den daha az DNA girdi miktarlar1 6nerilmez.

14. cobas EGFR Test, kalitatif bir testtir. Test, mutasyon yiizdesinin kantitatif 6l¢iimleri i¢in degildir.
15. Bozulmus DNA igceren KHDAK FFPET oOrnekleri, testin EGFR mutasyonlarini saptama yetenegini etkileyebilir.

16. “Mutasyon Saptanmadi” olarak raporlanan sonuglara sahip 6rnekler, test tarafindan saptanmayan EGFR
mutasyonlarini igerebilir.

17. cobas EGFR Test, tiimorlerinde ekzon 18 (G719X) yer degistirmeleri, ekzon 19 delesyonlari, ekzon 20 eklemeleri ve
yer degistirmeleri (T790M, S7681) ve ekzon 21 yer degistirmeleri (L858R, L861Q) olan ancak baska EGFR mutasyonu
olmayan KHDAK hastalarinda EGFR mutasyonlarini saptar.

Klinik olmayan performans degerlendirmesi

Not:  Asagidaki calisma agiklamalari, cobas EGFR Test v1 ve v2 ile gerceklestirilen kiimiilatif verileri icerir.

Asagida agiklanan klinik dis1 ¢alismalar i¢in, tiimor yiizdesi patoloji incelemesi ile degerlendirilmigtir. Test edilecek
ornekleri segmek icin cift yonlii Sanger sekanslamasi ve yeni nesil sekanslama (NGS) kullanilmistir. KHDAK FFPET
orneginin mutasyon yiizdesi, bir NGS yontemi kullanilarak belirlenmistir.

Analitik hassasiyet — bos sinin

Bir sablon olmadiginda cobas EGFR Test'in performansini degerlendirmek ve bir bos 6rnegin diisiik bir mutasyon
konsantrasyonuna isaret edebilecek analitik sinyal olusturmadigindan emin olmak i¢in sablonsuz 6rnekler ve KHDAK
FFPET EGER yabanil tip 6rnekler degerlendirilmistir. CLSI EP17-A2 kilavuzunda agiklanan analiz kullanilarak®

Bos Siniri, tiim mutasyonlar i¢in sifir olarak saptanmugstir.

FFPET 6rnek kansimlarini kullanarak Saptama Limiti

Ekzon 19 delesyon mutasyonlari igin ii¢ FFPET 6rnegi DNA ekstrakti, L858R mutasyonu igin dért FFPET 6rnegi DNA
ekstrakti, L858R ve T790M mutasyonlari igin iki ¢ift mutant FFPET 6rnegi DNA ekstrakti, G719A mutasyonu igin iki
FFPET 6rnegi DNA ekstrakt, ikili mutant FFPET 6rnegi T790M ve G719A i¢in DNA ekstrakti, G719C ve S7681
mutasyonu i¢in ¢ift mutant FFPET 6rnegi DNA ekstrakti, S7681 ve G719S i¢in bir ¢ift mutant FFPET 6rnegi DNA
ekstrakti, ekzon 20 ekleme mutasyonu i¢in ti¢ FFPET 6rnegi DNA ekstrakt: ve L861Q mutasyonu i¢in ti¢ FFPET

ornegi DNA ekstrakti, ekzon 18, 19, 20 ve 21'de EGFR mutasyonlarini saptamak i¢in kullanimi dogrulanmis yeni nesil
sekanslama yontemi (NGS) ile %10, 5,0, 2,5 ve 1,25 mutasyon seviyesini hedefleyen 6rneklerle karisimlar elde etmek i¢in
EGEFR yabanil tip FFPET 6rnek ekstraktlari ile karistirilmigtir. Her 6rnek karigimin seri diliisyonlar: hazirlanmigtir ve her
bir panel 6gesinin sekiz kopyasi, li¢c cobas EGFR Test kit lotunun (n = 24/panel 6gesi) her biri kullanilarak ¢aligtirilmugtr.
Her 6rnegin saptama limiti, Tablo 6 iginde gosterildigi sekilde hedeflenen mutasyon igin en az %95'lik bir EGFR
“Mutasyon Saptand1” orani veren en diisiik DNA miktari ile belirlenmistir.
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Tablo 6 FFPET 6rnek kansimlarini kullanarak cobas EGFR Test'in saptama limiti

EGFR Reaksiyon kuyucugu basina 50 ng DNA
H HSY > 0, “ ”
EGFR | Mutasyon | EGFR Niikleik Asit Sekansi girdisi ile 2 %95 "Mutasyon Saptandi™ COSMIC ID"
Ekzonu Grubu Orani elde etmek icin Panel Ogesindeki
Mutasyon Yiizdesi (N = 24 kopya)
2156 G>C 25 6239
2156 G>C 4,7 6239
18 G719X
2155 G>A 3.2 6252
2155 G>T 5,6 6253
2235_2249del15 1.4 6223
2236_2250del15 25 6225
2239 2256del18* 4,7 6255
2240_2254del15 7.2 12369
Ek 2240 _2257del18 13,4** 12370
19 zon 19 2239 2248>C 2,2 12382
Delesyon
2237 2255>T* 4,1 12384
2237_2253>TTGCT* 6,3 12416
2238 _2252del15 2,4 23571
2238 _2252del15* 5,5 23571
2239 _2257>GT* 6,0 Bulunamadi
2369 C>T 2,0 6240
T790M 2369 C>T 2,4 6240
2369 C>T 3.0 6240
2303 G>T 1,3 6241
20 S768l
2303 G>T 2,4 6241
Ek 2307_2308insGCCAGCGTG 1,7 12376
20 -
zon 2319_2320insCAC 6.8 12377
Ekleme
2310_2311insGGT 1,3 12378
2573 T>G 4,0 6224
2573 T>G 42 6224
L858RP 2573 T>G 4,3 6224
, 2573 T>G 43 6224
1
2573 T>G 5,3 6224
2582T>A 2,1 6213
L861Q 2582T>A 2,2 6213
2582T>A 3.4 6213

* EURTAC kohortunda bulunan baskin olmayan ekzon 19 delesyon mutasyonlari igin yalnizca yaklasik %5 mutasyonu hedefleyen tek bir
seviye test edilmigtir. Ornek DNA kanigimlari, 3 galisma merkezinde test edilmigtir.

** Bu mutasyon icin cobas EGFR Test'in Saptama Limiti, reaksiyon kuyucugu basina 50 ng'lik standart girdi kullanildiginda %10 mutasyon

seviyesinden fazladir.

Bu caligma, cobas EGFR Test'in, reaksiyon kuﬁlcugu basina 50 ng'lik standart girdiyi kullanarak en az %5 mutasyon

seviyesi ile EGFR ekzonlar1 18, 19, 20 ve 21'de
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Minimum tiimor icerigi

Tumor igerigi %25 ila %99 arasinda degisen toplam 66 bagimsiz EGFR mutant 6rnegi (35 ekzon 19 delesyon mutanti ve

31 ekzon 21 L858R mutant1), KHDAK 6rneklerinde EGFR mutasyonunu saptamak i¢in gereken minimum timor igerigini
belirlemek igin test edilmistir. Degerlendirilen 6rneklerin higbirinde hem ekzon 19 delesyon mutasyonu hem de ekzon 21
L858R mutasyonu yoktur. Her 6rnek makrodiseksiyon (saf) olmadan ve makrodiseksiyondan sonra test edilmistir. Temiz
ve makrodiseke edilmis slaytlar i¢in gozlemlenen CtR degerleri, Deming regresyonu ve Bland-Altman grafigi (farklara

kars1 ortalama) kullanilarak analiz edilmistir. Sonuglar, makrodiseksiyon olmadan tiimor icerigi %25'ten fazla olan
orneklerin kullanimini desteklemektedir.

[lave 10 EGFR yabanil tip KHDAK &rnegi (%1-90 tiimor igerigi) ve 10 EGFR mutant 6rnegi (%8-95 tiimér igerigi), diisiik
yiizde tiimorlit KHDAK tiimor dokusunun makrodiseksiyonunun cobas EGFR Test'in saptama kapasitesini iyilestirip
iyilestirmeyecegini belirlemek i¢in test edilmistir. Her 6rnek makrodiseksiyon (saf) olmadan ve makrodiseksiyondan
sonra test edilmistir. Tiim makrodiseke edilmis sonuglar, makrodiseke edilmemis tiim sonuglarla eslesmistir ve 20 6rnegin
tiimii i¢in beklenen mutasyon ve yabanil tip sonuglar1 gozlemlenmistir.

Erlotinib ile sisplatin bazli kemoterapinin karsilagtirildig: Faz III EURTAC ¢aligmasinda, %10'dan az timdr igerigine

sahip KHDAK FFPET 6rnekleri, EGFR mutasyon analizinden 6nce makrodiseke edilmistir. EURTAC tarafindan taranan
orneklerin bir alt kiimesi, hem cobas EGFR Test hem de yeni nesil sekanslama (NGS) yontemleriyle EGFR mutasyon
durumu agisindan degerlendirilmistir. Tablo 7 ve Tablo 8 hem cobas EGFR Test hem de NGS sekanslamasindan
birlestirilen EGFR ekzon 19 veya L858R mutasyonlarinin gegerli eslestirilmis sonuglarina sahip KHDAK o6rneklerini igerir.
NGS'yi referans yontemi olarak kullanan sonuglar, %10'dan az tiimoér igerigine sahip KHDAK FFPET kesitlerinin
makrodiseksiyonunun, makrodiseksiyonsuz KHDAK FFPET kesitiyle benzer analitik dogruluk gosterdigini ortaya
koymustur.

Bu ¢aligmalar, cobas EGER Test ile test edilmeden 6nce %10'dan az tiimor igerigine sahip KHDAK FFPET kesitleri i¢in
makrodiseksiyonun gerekli oldugunu desteklemektedir.

Tablo 7 Tiimér icerigi < %10 olan KHDAK FFPET o6rnekleri icin cobas EGFR Test performansi (makrodiseke)

Uyum élciitii Uyum yiizdesi (N) %95 GA
Pozitif Uyum Yiizdesi (PPA) 0097,2 (35/36) 85,8, %99,5
Negatif Uyum Yizdesi (NPA) %94,5 (52/55) 0085,1, %98,1
Genel Uyum Yiizdesi (OPA) %95,6 (87/91) 0089,2, %98,3

Tablo 8 Tiamér icerigi > %10 olan KHDAK FFPET drnekleri icin cobas EGFR Test performansi (makrodiseke edilmemis)

Uyum élciitii Uyum yiizdesi (N) %95 GA
Pozitif Uyum Yiizdesi (PPA) 093,0 (107/115) 86,9, %96,4
Negatif Uyum Yizdesi (NPA) 0098,5 (199/202) 0095,7, %99,5
Genel Uyum Yizdesi (OPA) 096,5 (306/317) 0093,9, %98,1
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Diger ekzon 18, 19, 20 ve 21 mutasyonlar icin ¢capraz reaktivite

EURTAC klinik arastirma oérnekleri

cobas EGFR Test, EURTAC klinik arastirma 6rneklerinde gozlemlenen asagidaki EGFR mutasyonlar1 igin “Mutasyon
Saptand1” sonuglarini vermistir (Tablo 9). cobas EGFR Test'in bu mutasyonlar1 saptamasindaki analitik performansi
degerlendirilmemistir.

Tablo9 cobas EGFR Test ile capraz reaksiyonda oldugu saptanan EURTAC kohortunda gézlemlenen mutasyonlar

Ekzon Mutasyon sekansi AA degisikligi CcOosMIC ID™
2236_2252>AT E746 _T751>1 26680
2239 2253>CAA L747_T751>Q 51527
o 2234 2251>AAT K745 T751>K Bulunamadi
2236_2244del9 E746 _R748>E Bulunamadi
2236_2263>GAAGCAT E746_A755>E Bulunamadi
2237 2251>AAC E746_751T>E Bulunamadi

AURA2 klinik arastirma ornekleri

cobas EGFR Test, AURA2 klinik arastirma drneklerinde gozlemlenen asagidaki EGFR mutasyonu i¢in “Mutasyon
Saptand1” sonucunu vermistir (Tablo 10). cobas EGFR Test'in bu mutasyonu saptamasindaki analitik performansi
degerlendirilmemistir.

Tablo 10 cobas EGFR Test ile capraz reaksiyonda oldugu saptanan AURA2 calismasinda gézlemlenen mutasyonlar

Ekzon Mutasyon sekansi AA degisikligi COosMIC ID™
21 2572_2573CT>AG L858R 13553

Ozgiilliik - mikroorganizmalar ve EGFR homologlan

Akcigerle iligkili mikroorganizmalar ve EGFR homologlarinin plazmidleri, yani, cobas EGFR Test ile amplifikasyona
ugrayan EGFR 18, 19, 20 ve 21 ekzonlarindaki sekanslara benzer sekilde HER2, HER3 ve HER4 genetik bolgelerinin
her birinden gelen sekanslar1 igeren plazmidler test edilerek cobas EGFR Test'in 6zgiilligii degerlendirilmistir.

Akcigerle iligkili mikroorganizmalar

4 x 10° koloni olusturabilen birimlerde Streptococcus pneumoniae ve Haemophilus influenzae'nin, doku lizisi adimi
sirasinda yabanil tip ve mutant EGFR sekanslarini igeren 6rneklere eklendiginde cobas EGFR Test ile capraz reaksiyona
girmedigi veya etkilesimde bulunmadig gortlmiistiir.

EGFR homologlarinin plazmidleri

Yapisal olarak iligkili epidermal reseptor tirozin kinaz protein analog sekanslari (EGFR/HER1, HER2, HER3 ve HER4)
amplifikasyon/saptama prosediiriinden 6nce izole edilmis DNA stokuna 50 ng/PCR girdisine esdeger bir genomik
kopya numarasinda potansiyel ¢apraz reaktif sekans eklendiginde cobas EGFR Test ile capraz reaksiyona girmedigi
gosterilmistir. Plazmid DNA'nin olmadig1 bir kontrol durumu dahil edilmistir. Sonuglar, test edilen 15 FFPET 6rneginin
timi i¢in gozlemlenen mutasyonlarin, eklenen HER gen plazmid DNA'sinin varliginda ve yoklugunda sekanslama ile
belirlenen sekilde beklenen mutasyonla eslestigini gostermistir. Ek olarak, EGFR ekzon 19 mutasyonu L7478, ¢apraz
reaktivite icin test edilmistir. Sonuglar, cobas EGFR Test'in EGFR ekzon 19 mutasyonu L747S ile ¢apraz reaksiyona
girdigini gostermistir.
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interferans

Trigliseritler (37 mM, CLSI 6nerilen yiiksek konsantrasyon®') ve hemoglobine (2 mg/mL, CLSI nerilen yiiksek
konsantrasyon*'), 6rnek hazirlama prosediirii sirasinda lizis adimina potansiyel etkilesimde bulunan madde eklendiginde
cobas EGFR Test ile etkilesime girmedigi gosterilmistir.

Ornek hazirlama prosediirii sirasinda lizis adimina Albuterol (Ventolin), Ipratropium (Atrovent), Flutikazon (Flonaz),
Seftazidim (Fortaz), Imipenem-silastin (Primaksin), Piperazilin-tazobaktam, Cilastin (Silastatin sodyum), Betadin ve
Lidokain eklendiginde cobas EGFR Test'in performansini etkilemedigi gosterilmistir.

Nekrotik doku

EGFR mutanti igin %60'a kadar ve yabanil tip 6rneklerde %85'e kadar nekrotik doku igerigine sahip KHDAK FFPET
orneklerinin, cobas EGFR Test kullanilarak sonuglari etkilemedigi gosterilmistir.

Tekrarlanabilirlik

cobas EGFR Test'in tekrarlanabilirligi, asagidakiler dahil olmak izere alt: FFPET 6rnegi kullanilarak degerlendirilmistir:
iki yabanil tip EGFR 6rnegi; dort mutant EGFR 6rnegi ve asagidakilerden birer adet: ekzon 19 delesyonu, S7681 ve G719X,
T790M ve L858R ve ekzon 20 ekleme mutasyonlar1. Bu drnekler, dort giin boyunca iki farkli reaktif lotu ve iki cobas® z 480
analizorii kullanilarak iki operatér tarafindan iki kopya halinde test edilmistir. Ornek bagina toplam 32 kopya
degerlendirilmistir. cobas EGFR Test, %96,9 (186/192) dogru karar oranina sahiptir.

cobas EGFR Test'in tekrarlanabilirligi, asagidakiler dahil olmak tizere dort FFPET 6rneginin kullanildig: ikinci bir
calismada da degerlendirilmistir: bir yabanil tip EGFR 6rnegi; ti¢ mutant EGFR FFPET 6rnegi ve asagidakilerden birer
adet: L861Q, G719X ve ekzon 20 ekleme mutasyonlar1. Ornekler, birden fazla giin boyunca iki farkl: reaktif lotu ve iki
cobas® z 480 analizorii kullanilarak iki operatdr tarafindan iki kopya halinde test edilmistir. cobas EGFR Test, tiim 6rnek
kopyalarinda, operatorlerde, reaktif lotlarinda ve kombine cihazlarda %99,2 (127/128) karar dogruluguna sahiptir.

Ornek islemenin tekrar iiretilebilirligi

cobas® DNA Sample Preparation Kit'in tekrar tiretilebilirligi, biri ekzon 19 delesyon mutasyonu, biri L858R mutasyonu ve
biri de yabanil tip olmak iizere ti¢ FFPET 6rnek blogundan alinan kesitler kullanilarak incelenmistir. Her 6rnek, her bir
giin her bir merkezde iki kopya halinde test edilmistir. Belirli bir 6rnek i¢in 6rnek kesitleri randomize edilmistir ve her
merkezde bir operator, her merkezde bir cobas® z 480 analizori, {i¢ cobas® DNA Sample Preparation Kit lotu ve bir

cobas EGFR Test kiti kullanilarak ti¢ merkezde alt1 giin boyunca test edilmistir. Her test giintinde, her operator

cobas EGFR Test'i kullanarak her drnek i¢in iki KHDAK FFPET curl kesitinden DNA'y1 izole ederek test etmistir. Alt1
glinliik testler boyunca tiim 6rneklerde gecerli ve dogru sonuglar raporlanmistir. Tiim kombine drnekler ve operatorler
i¢in cobas EGFR Test, %100 (108/108) dogru karar oranina sahiptir.
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Klinik performans degerlendirmesi

Klinik tekrar tiretilebilirlik calismasi 1

cobas EGFR Test'in tekrar tiretilebilirligini degerlendirmek i¢in 3 harici test merkezinde (merkez basina 2 operator),

3 reaktif lotu ve 5 ardisik olmayan test giiniinde KHDAK yabanil tip (WT) ve Mutant tip (MT) tiimor 6rneklerinin FFPET
kesitlerinden ekstrakte edilen DNA 6rneklerinden olugan 13 6geli bir panel ile bir ¢aligma gerceklestirilmistir. Bu panel,
ekzon 21'deki L858R mutasyonunu ve bes farkli ekzon 19 delesyon mutasyonunu igermistir. 92 ¢alismadan 90'1 (%97,8)
gecerlidir. Gegerli olan 90 ¢aligmada 13 panel 6gesi tizerinde toplam 2340 test gerceklestirilmistir ve tiim test sonuglari
gecerlidir. WT panel 6gelerinin gegerli 180 testinde “Mutasyon Saptandi” sonucu bulunmamistir ve %100 uyum
saglanmstir. 12 MT panel 6gesinin 10'u igin %100 uyum saglanmustir. EX19_2240_2257del18 - %5 Mutasyon panel 6gesi
i¢in uyum %62,8'dir (180 test sonucunun 67'sinde Mutasyon Saptanmadi). EX19_2240_2257del18 — %10 Mutasyon panel
Ogesi i¢cin uyum %99,4'tiir (180 test sonucunun 1'inde Mutasyon Saptanmadi). Genel uyuma gore sonuglar Tablo 11 i¢inde
gosterilmistir. Varyasyon katsayisi (CV), tiim mutasyon panel 6gelerinde < %6'dir. Her panel 6gesi iginde CV < %3,5'tur.
Harici kontrol i¢in genel CV, < %1,3'tiir. CV, lotlar aras1 < %0,5 ve lot i¢i < %1,2'dir.

Tablo 11 cobas EGFR Test tekrar iiretilebilirlik calismasi 1'de panel 6gesine gore genel uyum tahminleri

Panel Ogesi Gecerli Test Sayisi Ug'::r (:/1 gusn:;:(o]a

Yabanil tip 180 180 100 (98,0, 100,0)
EX19_2235 2249del15 - %5 Mutasyon 180 180 100 (98,0, 100,0)
EX19_2235 2249del15 - < %10 Mutasyon 180 180 100 (98,0, 100,0)
EX19_2236_2250del15 - %5 Mutasyon 180 180 100 (98,0, 100,0)
EX19_2236 2250del15 - < %10 Mutasyon 180 180 100 (98,0, 100,0)
EX19_2239 2248>C - %5 Mutasyon 180 180 100 (98,0, 100,0)
EX19_2239 2248>C - < %10 Mutasyon 180 180 100 (98,0, 100,0)
EX19_2240 2254del15-%5 Mutasyon 180 180 100 (98,0, 100,0)
EX19_2240 2254del15 - < %10 Mutasyon 180 180 100 (98,0, 100,0)
EX19_2240 2257del18 - %5 Mutasyon 180 113 62,8 (55,3, 69,9)
EX19_2240 2257del18 - < %10 Mutasyon 180 179 99,4 (96,9, 100,0)*
EX21_2573T>G=L858R - %5 Mutasyon 180 180 100 (98,0, 100,0)
EX21_2573T>G=L858R - < 0010 Mutasyon 180 180 100 (98,0, 100,0)

Not: Sonuglar, bir MT panel 6gesi gecerli bir “Mutasyon Saptandi” sonucuna sahip oldugunda veya Yabanil tip panel 6desi
gecerli bir Mutasyon Saptanmadi sonucuna sahip oldugunda uyumludur.

2 0095 GA = %95 kesin binom gliven aralig.

* Bu mutasyonun saptanmasi igin cobas EGFR Test'in analitik hassasiyeti, reaksiyon kuyucugu basina 50 ng'lik standart
girdi kullanildiginda %10 mutasyon seviyesinden fazladir.
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Klinik tekrar lretilebilirlik calismasi 2

cobas EGFR Test'in tekrar tiretilebilirligini degerlendirmek i¢in 3 test merkezinde (2 harici ve 1 dahili, merkez basina

2 operator), 3 reaktif lotu ve 5 ardigik olmayan test giiniinde KHDAK WT ve mutant tiimor 6rneklerinin FFPET
kesitlerinden ekstrakte edilen DNA 6rneklerinden olugan 11 6geli bir panel ile bir ¢aligma gerceklestirilmistir. Bu panel,
ekzon 18 G719X mutasyonunu, ekzon 20 T790M mutasyonunu, ekzon 20 S7681 mutasyonunu, ekzon 20 ekleme
mutasyonunu ve ekzon 21 L861Q mutasyonunu igerir. 91 ¢alismadan 90'1 (%98,9) gegerlidir. 90 gecerli ¢aligmada iki kez
test edilen 11 panel 6gesi ile toplam 1980 test gerceklestirilmistir; tiim test sonuglar1 gecerlidir. WT panel 6gelerinin gegerli
180 testinde “Mutasyon Saptand1” sonucu bulunmamistir ve %100 uyum saglanmistir. Ekzon 20 ekleme LoD paneli 6gesi
hari¢ tim mutant panel 6geleri i¢in uyum %100'diir. Genel uyuma gore sonuglar, asagida Tablo 12 i¢cinde gosterilmistir.
CV, tim mutant panel 6gelerinde < %9,2'dir. Harici kontrol i¢in genel CV, < %1,3'tiir. %CV, lotlar aras1 i¢in < %0,6 ve lot
ici i¢in < %1,1'dir.

Tablo 12 cobas EGFR Test tekrar iiretilebilirlik calismasi 2'de panel 6gesine gore genel uyum tahminleri

Panel Ogesi Gecerli Test Sayisi Ugl::)m (:’/‘:] 3;1:!(13:((;*
Yabanll tip 180 180 100 (98,0, 100,0)
Ekzon 18 G719X - LoD 180 180 100 (98,0, 100,0)
Ekzon 20 T790M - LoD 180 180 100 (98,0, 100,0)
Ekzon 20 S768l - LoD 180 180 100 (98,0, 100,0)
Ekzon 20 Ekleme - LoD 180 166 92,2 (87,3, 95,7)
Ekzon 21 L861Q - LoD 180 180 100 (98,0, 100,0)
Ekzon 18 G719X - 2 x LoD 180 180 100 (98,0, 100,0)
Ekzon 20 T790M - 2 x LoD 180 180 100 (98,0, 100,0)
Ekzon 20 S768l - 2 x LoD 180 180 100 (98,0, 100,0)
Ekzon 20 Ekleme - 2 x LoD 180 180 100 (98,0, 100,0)
Ekzon 21 L861Q - 2 x LoD 180 180 100 (98,0, 100,0)

Not: Mutant Tipi bir panel 6desi, hedef mutasyon icin saptanan gecerli bir mutasyon sonucuna sahip oldugunda veya
yabanil tip bir panel 6gesi, gecerli bir NMD sonucuna sahip oldugunda sonuglar uyumludur.

* 0095 GA = %95 kesin binom glven aralig.
GA = glven araligi; LoD = saptama limiti; NMD = Mutasyon Saptanmadi.
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EURTAC calhismasindan Faz Ill 6rneklerini kullanarak referans yonteme korelasyon

cobas EGFR Test'in klinik performansi, TARCEVA® (erlotinib) ile sisplatin bazli kemoterapinin Faz III EURTAC
¢alismasinda taranan ileri evre KHDAK hastalarindan alinan 487 formalinle fikse edilmis parafin bloklarda saklanan
akciger tiimorii 6rnegi kullanilarak iki referans yontemle (2 x ift yonlii Sanger sekanslamas: ve kantitatif yeni nesil
sekanslama (NGS)) ile kargilagtirilarak degerlendirilmistir.”>* Bu retrospektif test i¢in 6rnekleri mevcut olan hastalarin
klinik ve demografik 6zellikleri, 6rneklerin tekrar test edilmesi i¢in mevcut olmayan diger uygun hastalarin (557)
ozellikleriyle benzerdir.

Toplamda 1276 hasta, toplu olarak klinik ¢aligma testi (CTA) olarak adlandirilan, laboratuvarda gelistirilmis testlerin bir
kombinasyonu kullanilarak EURTAC ¢aligmast igin taranmustir. Uygun olmayan hastalar ve CTA sonuglar1 olmayanlar
harig tutulduktan sonra bu ¢aligma i¢in 1044 hasta potansiyel olarak uygun bulunmustur. 1044 uygun hasta arasinda,
225 hastada CTA ile mutasyon pozitif numuneler, 792 hastada CTA ile WT olan numuneler ve 27 hastada CTA ile
sonugsuz kalan érnekler vardir. Potansiyel olarak uygun olan 1044 hastadan, cobas EGFR Test ile tekrar test i¢in

487 6rnek mevcuttur.

487 6rnegin tamami hem cobas EGFR Test hem de Sanger sekanslamas ile kor bir sekilde test edilmistir. Bunlardan
406's1 hem cobas EGFR Test hem de Sanger sekanslamasi ile gegerli sonuglara sahiptir, 38'i cobas EGFR Test ve Sanger
sekanslamasi tarafindan gegersiz sonug, yalnizca Sanger sekanslamasi ile 38 gecersiz sonug ve yalnizca cobas EGFR Test
ile 5 gegersiz sonug gozlemlenmistir. cobas EGFR Test ile tekrar test edilebilecek 487 6rnek arasindan 444 6rnek, gegerli
cobas EGFR Test sonuglar1 vermistir ve ayrica NGS ile test edilmistir. Bunlardan NGS tarafindan 36 gecersiz sonug vardir;
dolayisiyla 4081, hem cobas EGFR Test hem de NGS tarafindan gegerli sonuglara sahiptir. Her referans yontem ile
kargilagtirilan cobas EGFR Test'in analitik dogrulugu, pozitif uyum yiizdesi (PPA), negatif uyum yiizdesi (NPA) ve genel
uyum yiizdesi (OPA) ve ekzon 19 delesyonlar: ve L858R mutasyonlari i¢in bunlara karsilik gelen %95 GA'lar toplu olarak
ve ayr1 ayr1 tahmin edilerek degerlendirilmistir.

EURTAC kohortunda, Tablo 13 i¢inde listelenen sekilde, cobas EGFR Test, EGFR geninin 19 ekzonunda ve 21 ekzonunda
mutasyonlar saptamistir.. EURTAC kohortunda saptanan mutasyonlarda analitik hassasiyet, Tablo 6 i¢inde listelenen
mutasyonlarda gosterilmistir.

Tablo 13 EURTAC kohortunda cobas EGFR Test ile saptanan mutasyonlar

Ekzon Mutasyon sekansi AA degisikligi COSMIC ID™

2235 _2249del15 E746_A750delELREA 6223
2236_2250del15 E746_A750delELREA 6225
2239 2256del18 L747_S752delLREATS 6255
2240 _2257del18 L747_P753>S 12370
2239_2248 TTAAGAGAAG >C L747 _A750>P 12382
2239 2251>C L747_T751>P 12383
2237_2255>T E746_S752>V 12384
2237 2253>TTGCT E746_T751>VA 12416
19 2237 2257>TCT E746_P753>VS 18427
2238 _2252del15 L747_T751delLREAT 23571
2236_2252>AT E746 T751>1 26680
2239_2253>CAA L747_T751>Q 51527

2234 2251>AAT K745 T751>K Bulunamadi

2236_2244del9 E746 _R748>E Bulunamadi

2236 2263>GAAGCAT E746_A755>E Bulunamadi

2237 _2251>AAC E746_751T>E Bulunamadi

2239 2257>GT L747_P753>V Bulunamadi
21 2573 T>G L858R 6224
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Gegerli cobas EGFR Test ve Sanger sonuglarina sahip toplam 406 6rnek uyum analizine dahil edilmistir. Tablo 14 i¢inde
gosterildigi gibi toplu olarak ekzon 19 delesyonlarinin ve L858R mutasyonlarinin saptanmasinda cobas EGFR Test ile
Sanger sekanslamasi arasindaki PPA %96,6'dir (%95 GA: %91,5-98,7) ve NPA %88,3'tiir (%95 GA: %84,1-91,5). OPA
%90,6'd1r ve %95 GA'nin alt limiti ise %87'nin iizerindedir. Ekzon 19 delesyon mutasyonlarinin saptanmasinda PPA,
NPA ve OPA'nin tiimii > %92'dir. L858R mutasyonlarinin saptanmasinda PPA, NPA ve OPA'nin timii > %95'tir.

Tablo 14 EGFR ekzon 19 delesyon mutasyonlarn ve L858R mutasyonunun saptanmasi i¢in cobas EGFR Test'in Sanger

sekanslamasi ile karsilagtiriimasi

Mutasyon

Uyum dlciitii

Uyum yiizdesi (N)

%95 GA

Pozitif Uyum Yizdesi (PPA)

%97,3 (71/73)

%90,5, %99,2

Ekzon 19 Delesyon

Negatif Uyum Yizdesi (NPA)

%92,5 (308/333)

%89,2, %94,9

Genel Uyum Yizdesi (OPA)

%93,3 (379/406)

%90,5, %95,4

Pozitif Uyum Yiizdesi (PPA)

%95,3 (41/43)

%84,5, %98,7

L858R

Negatif Uyum Yizdesi (NPA)

%97,5 (354/363)

0095,4, %98,7

Genel Uyum Yizdesi (OPA)

%97,3 (395/406)

%95,2, %98,5

Pozitif Uyum Yiizdesi (PPA)

0096,6 (112/116)

%91,5, %98,7

Toplu halde

Negatif Uyum Yiizdesi (NPA)

%88,3 (256/290)

%84,1, %91,5

Genel Uyum Yizdesi (OPA)

%90,6 (368/406)

0087,4, %93,1

Gegerli cobas EGFR Test ve NGS sonuglarina sahip toplam 408 6rnek uyum analizine dahil edilmistir. Karsilagtirma
yaparak ekzon 19 delesyonlari ve agregadaki L858R nokta mutasyonunun saptanmasi i¢in cobas EGFR Test ile NGS
arasinda PPA ve NPA, Tablo 15 i¢inde gosterildigi gibi sirasiyla %94,0 (%95 GA: %89,1-96,8) ve %97,7'dir (%95 GA:
%95,0-98,9). OPA %96,3'tiir ve %95 GA'nin alt limiti ise %94,0'tlir. Ekzon 19 delesyon mutasyonlarinin saptanmasinda
PPA, NPA ve OPA'nin tiimii > %95 'tir ve %95'lik alt limit GA'larinin timi > %90'dir. L858R mutasyonunun
saptanmasinda PPA, NPA ve OPA'nin tiimii > %95'tir ve saptanan az sayida L858R mutasyonundan &tiirii PPA (%90)

disinda > %95 GA'larin tiim alt limitleri %95'tir.

Tablo 15 EGFR ekzon 19 delesyon mutasyonlari ve L858R mutasyonunun saptanmasi i¢in cobas EGFR Test'in NGS ile

kargilagtinlmasi

Mutasyon

Uyum élgiitii

Uyum yiizdesi (N)

%95 GA

Pozitif Uyum Yizdesi (PPA)

%95,9 (94/98)

%90,0, %98,4

Ekzon 19 Delesyon

Negatif Uyum Yizdesi (NPA)

%99,7 (309/310)

%98,2, %99,9

Genel Uyum Yizdesi (OPA)

%98,8 (403/408)

%97,2, %99,5

Pozitif Uyum Yiizdesi (PPA)

%90,6 (48/53)

%79,7, %95,9

L858R

Negatif Uyum Yizdesi (NPA)

%98,6 (350/355)

%96,7, %99,4

Genel Uyum Yiizdesi (OPA)

%97,5 (398/408)

0095,5, %98,7

Pozitif Uyum Yiizdesi (PPA)

0094,0 (142/151)

%89,1, %96,8

Toplu halde

Negatif Uyum Yiizdesi (NPA)

%97,7 (251/257)

%95,0, %98,9

Genel Uyum Yiizdesi (OPA)

%96,3 (393/408)

%94,0, %97,8
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AURA2 calismasindan Faz Il 6rneklerini kullanarak referans yonteme korelasyon

cobas EGFR Test'in klinik performansi, TAGRISSO® (osimertinib) Faz II AURA2 ¢aligmasinda cobas EGFR Test
kullanilarak taranan ileri evre KHDAK hastalarindan alinan 383 adet formalinle fikse edilmis parafin blokta akciger
tiimori ornekleri kullanilarak dogrulanmus bir yeni nesil sekanslama (NGS) platformuyla karsilastirilarak
degerlendirilmistir.

AURA?2 ¢alismast igin toplam 472 hasta cobas EGFR Test kullanilarak taranmistir. Uygun olmayan hastalar hari¢
tutulduktan sonra bu ¢alisma icin 383 hasta uygun bulunmustur.

383 ornegin tamami hem cobas EGFR Test hem de dogrulanmis NGS yontemi ile kor bir sekilde test edilmigtir. Bunlardan
3681, hem cobas EGFR Test hem de NGS tarafindan gegerli sonuglara sahiptir. Hem cobas EGFR Test hem de NGS
tarafindan toplam 2 gegersiz sonug, yalnizca NGS tarafindan 2 gegersiz sonug ve yalnizca cobas EGFR Test ile 11 gecersiz
sonu¢ gozlemlenmistir. T790M mutasyonunun saptanmasi i¢in referans yontem, NGS ile karsilastirilan cobas EGFR
Test'in analitik dogrulugu, pozitif uyum yiizdesi (PPA), negatif uyum yiizdesi (NPA) ve genel uyum yiizdesi (OPA) ve
T790M mutasyonu igin karsilik gelen %95 GA'lar1 tahmin edilerek degerlendirilmistir.

AURA2 ¢alismasinda cobas EGFR Test, Tablo 16 iginde listelenen EGFR geninin mutasyonlarini saptamistir. AURA2
caligmasinda saptanan mutasyonlarda analitik hassasiyet, Tablo 6 i¢inde listelenen mutasyonlarda gosterilmistir.

Tablo 16 AURA2 kohortunda cobas EGFR Test ile saptanan mutasyonlar

Ekzon Mutasyon sekansi AA degisikligi COosMIC ID™
2156G>C G719A 6239
18 2155G>A G719S 6252
2155G>T G719C 6253
2239 2247delTTAAGAGAA L747_E749delLRE 6218
2235_2249del15 E746_A750delELREA 6223
2236_2250del15 E746_A750delELREA 6225
2239 2256del18 L747_S752delLREATS 6255
2240 _2254del15 L747_T751delLREAT 12369
2240 2257del18 L747_P753>S 12370
19 2239 2248 TTAAGAGAAG>C L747 _A750>P 12382
2239 2251>C L747_T751>P 12383
2237_2255>T E746_S752>V 12384
2237 _2251del15 E746_T751>A 12678
2235 _2248>AATTC E746_A750>IP 13550
2235 2252>AAT E746 _T751>1 13551
2253 2276del24 $752_1759delSPKANKEI 13556
2237_2257>TCT E746_P753>VS 18427
2369C>T T790M 6240
20 2303G>T S768l 6241
2573T>G L858R 6224
21 2573 _2574TG>GT L858R 12429
2582T>A L861Q 6213

Gegerli cobas EGFR Test ve NGS sonuglarina sahip toplam 368 6rnek uyum analizine dahil edilmistir. Tablo 17 i¢inde
gosterildigi sekilde T790M mutasyonunun saptanmast igin cobas EGFR Test ve NGS arasinda PPA %88,3 (%95 GA:
%83,8-91,7), NPA %97,3 (%95 GA: %92,4-99,1) ve OPA %91,0'd1r (%95 GA: %87,7-93,5). Otuz 6rnek NGS ile pozitif
ancak cobas EGFR Test ile negatiftir: 10/30 6rnekte, NGS tarafindan belirlenen T790M mutasyon yiizdesi, cobas EGFR
Test'in LoD degerinin (< %2 mutasyon) altindadir. 20/30 drnekte, orta derecede gecikmis bir IC Ct degeri, DNA
sablonunun zayif amplifikasyona ugrayabildigini gostermistir.
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Tablo 17 EGFR T790M mutasyonunun saptanmasi icin NGS ile cobas EGFR Test'in karsilagtinlmasi

Uyum élciitii Uyum yiizdesi (N) %95 GA
Pozitif Uyum Yiizdesi (PPA) 88,3 (226/256) 0083,8, %91,7
Negatif Uyum Yizdesi (NPA) %97,3 (109/112) 0092,4, %99,1
Genel Uyum Yiizdesi (OPA) %91,0 (335/368) %87,7, %93,5

Klinik sonuc verileri

EURTAC

EURTAC ¢alismasi”> TARCEVA® (erlotinib) ile daha 6nce kemoterapi almamis ve bir klinik aragtirma testi (CTA) ile
degerlendirilen sekilde tiimorlerin EGFR ekzon 19 delesyonlar: veya ekzon 21 (L858R) yer degistirme mutasyonlarini
iceren ileri evre KHDAK hastalarinda birinci basamak tedavi olarak standart platin ikili kemoterapinin karsilastirildig:
bir Faz I11, cok merkezli, agik etiketli, randomize bir ¢calismadir. Calisma, Ispanya Akciger Kanseri Grubu'nun (SLCG)
sponsorlugunda gergeklestirilmistir. Calismaya toplam 174 hasta kabul edilmistir. Calisma sonuglari, TARCEVA® alan
hastalarin, 0,34'liik bir tehlike oraniyla, kemoterapi alan hastalara kiyasla ilerlemesiz sagkalimda (PFS) (medyan PFS
10,4 aya kars1 5,1 ay) istatistiksel olarak anlaml bir artiga sahip oldugunu gostermistir (p < 0,0001, %95 GA [0,23; 0,49]).
TARCEVA® kolundaki hastalarin yanit orani, kemoterapi ile tedavi edilen hastalarin yanit oranindan daha ytiksektir
(%65,1'e kars1 %16,1). Standart kemoterapi kolundaki hastalarin %76's1 TARCEVA* almak i¢in ¢apraz gegis yaptigindan,
iki kolda da genel sagkalimda (OS) anlaml bir fark gézlemlenmemistir.

EURTAC ¢alismasina dahil olan 174 hastadan 134 vaka (TARCEVA® kolundan 69 hasta ve kemoterapi kolundan 65 hasta
dahil olmak iizere ¢alisma popiilasyonunun %77'si) tekrar test i¢in uygundur ve cobas EGFR Test ile retrospektif olarak
test edilmiglerdir. Tekrar test edilen 134 cobas EGFR Test vakasindan 116 vakada (TARCEVA® kolundan 59 hasta ve
kemoterapi kolundan 57 hasta) cobas EGFR Test tarafindan “Mutasyon Saptand1” sonucu bulunmustur. 116 alt grubun
analizi, TARCEVA® ile tedavi edilen hastalarin PFS siiresinde anlamli bir artis oldugunu (medyan PFS 10,4'e kars1 5,4 ay)
ve kemoterapi ile tedavi edilen hastalara gore ilerleyen hastalik veya 6lim (HR = 0,34, %95 GA [0,21; 0,54], p < 0,0001)
durumunu yasama olasiliginin daha diisiik oldugunu ortaya koymustur (Sekil 3). TARCEV A® kolundaki yanit orani
kemoterapi koluna kiyasla daha yiiksektir (%59,3'e kars1 %14,0). Iki grup arasinda OS'de anlaml bir fark
gozlemlenmemigstir. cobas EGFR Test ile test edilen hasta alt grubunda gézlemlenen klinik fayda, tiim ¢aligma
popiilasyonunda gozlemlenenle benzerdir (Tablo 18).

cobas EGFR Test ile pozitif olarak test edilen ancak CTA tarafindan negatif veya gegersiz olarak test edilen hastalar:
degerlendirmek i¢in ek etkililik analizi yapilmigtir. En kétii durum senaryosunda (cobas EGER Test ile pozitif ve CTA
ile negatif hastalar igin tehlike oraninin 1 oldugu varsayilarak), veriler 0,42'lik bir tehlike orani oldugunu géstermistir
(%95 GA [0,26; 0,57]).

07340761001-03TR

Doc. Rev. 8.0 34



BOLUM A: Doku Ornekleriyle Kullanim igin

cobas® EGFR Mutation Test v2

Sekil 3  cobas EGFR Test (aragtirmaci degerlendirmesi) tarafindan mutasyon saptanan hastalar icin tedaviye gore PFS'nin
Kaplan-Meier grafigi

1,04

09

0,81

07 L HR: 0,34
> L P < 0,0001
% 061 Y
o '
E 051 |
© L
X I
g 04 -
(%2} l‘

03 A Erlotinib (N = 59)

1 i Medyan: 10,4 Ay

02 §

I
_: Kemoterapi (N = 57)
0.1+ ~ 7 Medyan: 5,4 Ay
o !
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33 36 39 42 45
Tedaviden sonra gegen ay sayisi

Tablo 18 cobas EGFR Test ile test edilen hastalarin klinik faydasi, EURTAC popiilasyonunda gozlemlenenle benzerdir

cobas EGFR Test Pozitif Popiilasyon EURTAC
n=116 n=173*
Parametre
Kemoterapi Erlotinib Kemoterapi Erlotinib
n =57 n=59 n = 87 n =86

PFS
Medyan (Ay) 5,4 10,4 5,1 10,4
Tehlike Orani 0,34 0,34
Tehlike Orani %95 GA [0,21; 0,54] [0,23; 0,49]
P degeri (log-sira testi) < 0,0001 < 0,0001

* Bir hasta, EURTAC caligmasinin tamamlanmasindan sonra onamini geri gektiginden ¢alisma n = 173'liik bir veri setine sahiptir.

AURA2

AURA?2 ¢alismas1,” TAGRISSO®' nun (osimertinib) giivenliligini ve etkililigini, onayli EGFR TKI ajani ile daha 6nce tedavi
almasinin ardindan hastaligi ilerlemis olan ileri evre KHDAK hastalarinda ikinci veya > ti¢lincii basamak tedavi olarak
degerlendiren, ¢ok merkezli, agik etiketli, tek kollu bir Faz II ¢aligmasidir. Tiim hastalarin, cobas EGFR Test ile saptanan
sekilde T790M mutasyonu pozitif KHDAK'ye sahip olmasi gerekmektedir. Birincil etkililik sonug 6l¢iitii, yanit i¢in
degerlendirilebilir olan analiz seti kullanilarak Kor Bagimsiz Merkezi Inceleme (BICR) tarafindan degerlendirildigi tizere
RECIST 1.1'e gore objektif yanit oranidir (ORR). ORR, en az 4 hafta sonra dogrulanan tam yanit (CR) veya kismi yanit
(PR) i¢in en az 1 ziyaret yaniti olan hastalarin sayis1 (%) olarak tanimlanmistir (CR veya PR'nin en iyi objektif yaniti

[BOR]).

AURA?2 ¢alismast i¢in taranan 472 hastadan 383'(, cobas EGFR Test ile test etmek i¢in uygundur. Uygun olan hastalar
arasinda 233 T790M+ hastast AURA2 calismasina alinmistir ve 210 hasta kabul edilmis ve TAGRISSO® almistir (tam

analiz seti [FAS]).
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Tablo 19 i¢inde asagida AURA2 i¢inde BICR ve aragtirmaci degerlendirmesi tarafindan ORR gosterilmektedir. En az
bir doz TAGRISSO® (FAS) alan 210 hastadan 128'i BICR tarafindan %61,0'lik bir ORR (%95 GA: %54,0-67,6) ve 135'i
aragtirmaci degerlendirmesi ile %64,3liik bir ORR ile dogrulanmis bir yanit vermistir (%95 GA: %57,4-70,8).

AURA2 galismasi i¢in uygun olan 383 hastanin tiimii, cobas EGFR Test ile tekrar test edilmistir. AURA 2 ¢aligmasina
kabul edilen 233 pozitif T790M hastasindan 225', cobas EGFR Test ile T790M+'dir ve 204"t ise FAS'tadur.

TAGRISSO® (FAS) alan 204 hastadan 127'si BICR tarafindan %62,3'lik bir ORR (%95 GA: %55,2-68,9) ve 133'i
arastirmaci degerlendirmesi ile %65,2'litkk bir ORR ile dogrulanmis yanit vermistir (%95 GA: %58,2-71,7).

Tablo 19 AURA2 calismasinda cobas EGFR Test ile test edilen T790M+ hastalarinin klinik faydasi

AURA2 cobas EGFR Test (IVD)
T790M Pozitif
. . y . Dogrulanmig Yanit ORR Dogrulanmis Yanit ORR
Analiz Seti Degerlendiren N Verenlerin Sayisi (%95 GA) N Verenlerin Sayisi (%95 GA)
Koér Bagimsiz Merkezi 128 %61,0 127 %62,3
Tam Analiz Seti Gozden Gegirme (%54,0, %67,6) (%55,2, %68,9)
210 204
(FAS) %64,3 9065,2
Aragtirmaci 135 133
(%57.,4, %70,8) (%58,2, %71,7)
FLAURA
L. TAGRISSO® Birinci Basamak i¢in Faz Il Caligmasi

FLAURA ¢alismasi'’ lokal olarak ilerlemis veya metastatik KHDAK'j, ilerlemis hastalik i¢in daha 6nce sistemik tedavi
almamuis ve tiimorleri lokal veya merkezi olarak dogrulanmis EGFR hassaslastirici mutasyonlari, birlikte EGFRm pozitif
olarak adlandirilan Ex19del veya L858R yer degistirme mutasyonlari olan hastalarda birinci basamak tedavi olarak
TAGRISSO®'nun, bakim standardina kars: etkililigini ve giivenliligini degerlendirmek i¢in yiiriitiilen Faz III, gift kor,
randomize klinik bir ¢aligmadir (SoC: EGFR-TKI [gefitinib veya erlotinib]). FLAURA ¢alismasinin birincil u¢ noktasi, tam
analiz setindeki (FAS: kiiresel olarak randomize edilmis tiim hastalar) hastalar igin aragtirmaci degerlendirmesine dayanan
ilerlemesiz sagkalimdir (PES).

Calismada randomizasyon i¢in toplam 994 hasta taranmis ve bunlarin 809'unda tiimor dokusu 6rnekleri, tarama sirasinda
prospektif veya retrospektif olarak merkezi cobas EGFR Test ile test edilmistir. Randomize 556 hastadan (289'u merkezi
cobas doku testine gore ve 267'si yerel bir teste gore randomize edilmis), 500 hastanin merkezi cobas EGFRm pozitif test
sonucuna sahip oldugu dogrulanmistir. Yerel bir teste dayal1 olarak randomize edilen 267 hastadan 211 hastada
dogrulanmis bir merkezi cobas EGFRm pozitif test sonucu vardir, 41 hastada 6rnek olmamasindan/yetersiz 6rnek
olmasindan 6tiirii cobas test sonucu yoktur, 9 hastada gegersiz cobas test sonucu vardir ve 6 hastada ise “Mutasyon
Saptanmadi” cobas test sonucu vardir.

Tablo 20 i¢inde asagida, tam analiz seti ve birincil cihaz popiilasyonu (merkezi cobas doku EGFRm pozitif sonucu olan
hastalar) i¢in arastirmaci degerlendirmesine gore PFS i¢cin HR gosterilmektedir. Tam analiz seti (N = 556) i¢in arastirmaci
degerlendirmesine gore PFS i¢in HR, katmanli bir log siralamas: testine dayali olarak 0,46'dir (%95 GA: 0,37, 0,57). Ayn1
nokta tahmini, ayarlanmamig bir Cox orantili tehlike modelinden elde edilmistir. Birincil cihaz popiilasyonu (N = 500)
i¢in arastirmaci degerlendirmesine gore, ayarlanmamis bir Cox orantili tehlike modelinden hesaplanan PFS i¢in HR,
0,43'tlir (%95 GA: 0,34, 0,54). Birincil cihaz popiilasyonunda gozlemlenen klinik etkililik, tam analiz setindeki ile
tutarlidir. Birincil cihaz popiilasyonunda arastirmaci degerlendirmesine gore PFS'nin Kaplan-Meier egrisi, Sekil 4

icinde gosterilmistir.
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Tablo 20 FLAURA tam analiz seti ve birincil cihaz popiilasyonu icin arastirmaci degerlendirmesiyle ilerlemesiz sagkalim

(cobas EGFR Test pozitif)

FLAURA tam analiz seti FLAURA co_b_as _EGI_=R Test p.(.)sz popiilasyonu
N (Birincil Cihaz Popiilasyonu)
= 556 N = 500
Osimertinib Ge::::::)n‘i’: ya Osimertinib Geg:::::)n‘i’; ya

(N = 279) (N = 277) (N = 255) (N = 245)
PFS
Olay sayisi (%) 136 (49) 206 (74) 124 (49) 188 (77)
Aylar icinde medyan PFS 18,9 10,2 18,9 9,7
(%095 GA) (15,2, 21,4) (9,6, 11,1) (15,2, 21,4) 9,5, 11,0)

. 0,46 0,43
Tehlike Orani (%695 GA)?
(0,37,0,57) (0,34, 0,54)

2 tarafli p degeri® < 0,0001 < 0,001

a ayarlanmamig Cox orantili tehlike modeli

Sekil 4 FLAURA'da cobas EGFR Test (aragstirmaci degerlendirmesi) tarafindan mutasyon saptanan hastalar icin tedaviye
gore PFS'nin Kaplan-Meier Grafigi
1,0
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Medyan: 18,9 Ay
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Risk altindaki sayi Randomizasyondan Sonra Gegen Siire (Ay)
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SoC
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+ Durdurulmus hastalar.
Seklin altindaki degerler, risk altindaki gonallilerin sayisini gosterir.
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il. IRESSA® Bakim Standardi Analizi

FLAURA ¢alismasinin kontrol kolunda IRESSA® (gefitinib) ile tedavi edilen tEGFR+ hastalarinin ayr1 bir analizi
yapilmigstir. IRESSA® ile tedavi edilen toplam 178 hastadan 174'linde arastirmaci tarafindan degerlendirilen objektif bir
yanit mevcuttur [ORR = %67,8 (118/174, %95 GA: %60,6, %74,3, Tablo 21 igcinde POPO0)].

IRESSA® ile tedavi edilen ve merkezi bir cobas doku testi (birincil etkililik popiilasyonu) ile randomize edilen 79 hastadan
57'sinde %72,2 ORR oranu ile objektif bir yanit vardir (%95 GA: %61,4, %80,8, Tablo 21 icinde POP1).

IRESSA®'nin cobas doku testine dayali tedavi etkisi, ORR orani %64,2 (POP2, kayith yerel test ve ayrica cobas tEGFR+
hastalari) ile %68,5 (POP3, tiim cobas tEGFR+ hastalar1) arasinda degisen diger hasta popiilasyonlarinda korunmugstur
(Tablo 21 ve Sekil 5). Bu sonuglar, IRESSA® i¢in secilen hastalar i¢in orijinal kayit ¢alismasinda (IFUM) bildirilen
sonuglarla tutarhdir.”

Tablo 21 Dokuda cobas EGFR Test'e dayanan farkl hasta popiilasyonlar i¢cin ORR sonuclan

SoC Kolunda IRESSA® ile Tedavi Edilen Randomize Hastalar
Objektif Yanit Merkezi Olarak Yerel Olarak Randomize Edilen (Yerel tEGFR+) Toplam
Randomize Edilen bas tEGFR cobas cobas tEGFR
cobas t +
(cobas tEGFR+) tEGFR- Gegersiz/Bilinmiyor
Hasta Sayisi 79 70 2 23 174
Yanit 57 45 1 15 118
Yanitsiz 22 25 1 8 56
POP1 = %72,2 POP4 = %64,3 POP5 = %65,2 POPO = %67,8
(57/79: (45/70: - (15/23: (118/174:
%61,4, %80,8) 052,86, %74,5) %44,9, %81,2) %60,6, %74,3)
ORR POP2 = %64,2
(%, %95 GA) - -
(61/95: %54,2, %73,1)
POP3 = %68,5
(102/149: %60,6, %75,4)

Not: Eksik objektif yaniti olan hastalar ¢calisma disi birakilmigtir.

Not: tEGFR = doku EGFR; GA = (skor) Guven Araligi.

POP = popiilasyon (alt grup)

POP1: cobas doku testi ile randomize edilen hastalar icin ORR (cobas doku testi icin birincil etkililik popUlasyonu).
POP2: Yerel doku testi ile randomize edilen hastalar i¢in ORR.

POP3: cobas doku testinde pozitif olan hastalar igin ORR.

POP4: Yerel doku testi ile randomize edilen ve cobas doku testi ile dogrulanan hastalar icin ORR.

POP5: Yerel doku testi ile randomize edilen ve cobas doku testi gegersiz veya test edilmemis olan hastalar icin ORR.
POPO: IRESSA® ile tedavi edilen tim hastalar i¢in ORR.
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Farkl popiilasyonlar icin dokuda cobas EGFR Test'e dayanan ORR'lerin Forest grafikleri

Sekil 5
Calisma Popiilasyonu ORR % (%95 GA)
POP1 %72,2 (57/79: %61,4, %80,8)
POP2 0064,2 (61/95: %54,2, %73,1)
POP3 %68,5 (102/149: %60,6, %75,4)
POP4 %64,3 (45/70: %52,6, %74,5)
POP5 0065,2 (15/23: %44,9, %81,2)
POPO %67,8 (118/174: %60,6, %74,3)

T
0,4

0,5

0,6

0,7 08 09 1
ORR

POP = popiilasyon (alt grup)

POP1: cobas doku testi ile randomize edilen hastalar icin ORR (cobas doku testi icin birincil etkililik popUlasyonu).

POP2: Yerel doku testi ile randomize edilen hastalar i¢in ORR.
POP3: cobas doku testinde pozitif olan hastalar igin ORR.

POP4: Yerel doku testi ile randomize edilen ve cobas doku testi ile dogrulanan hastalar icin ORR.
POPS5: Yerel doku testi ile randomize edilen ve cobas doku testi gegersiz veya test edilmemis olan hastalar icin ORR.

POPO: IRESSA® ile tedavi edilen tiim hastalar igin ORR.
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BOLUM B: PLAZMA ORNEKLERIYLE KULLANIM ICiN

Ornegin hazirlanmasi

Plazma orneklerinden DNA'nin izole edilmesi i¢in cobas® cfDNA Sample Preparation Kit'e (M/N 07247737190) bakin.

Malzemeler ve reaktifler

Saglanan malzemeler ve reaktifler

Kit/Kasetler

Bilesenler ve Reaktif icerikleri

Test Basina
Kullanilan Miktar

Giivenlik Sembolii ve Uyan

cobas® EGFR Mutation
Test v2 Kit

24 test

(M/N: 07248563190)

EGFR MMX-1

(EGFR Master Mix 1)

(M/N: 06471366001)

Tris tamponu

Potasyum klortr

Gliserol

EDTA

Tween 20

%3,13 dimetil stilfoksit

000,09 sodyum azid

< 000,10 dNTPs

< 9%0,01 Z05-AS1 DNA polimeraz (mikrobik)

< %0,01 AmpErase (lirasil-N-glikozilaz) enzimi (mikrobik)
< %0,01 aptamer

< 90,01 yukar akigh ve asa@i akigh EGFR primerleri
< %0,01 floresan etiketli EGFR problan

2 x 0,48 mL

Yok

EGFR MMX-2

(EGFR Master Mix 2)

(M/N: 06471382001)

Tris tamponu

Potasyum klortr

Gliserol

EDTA

Tween 20

%3,13 dimetil stilfoksit

000,09 sodyum azid

< 000,10 dNTPs

< 9%0,01 Z05-AS1 DNA polimeraz (mikrobik)

< %0,01 AmpErase (lirasil-N-glikozilaz) enzimi (mikrobik)
< %0,01 aptamer

< 90,01 yukar akigh ve asagi akigh EGFR primerleri
< %0,01 floresan etiketli EGFR problan

2 x 0,48 mL

Yok
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Kit/Kasetler

Bilesenler ve Reaktif icerikleri

Test Basina

Kullamlan Miktar Giivenlik Sembolii ve Uyan

cobas® EGFR Mutation
Test v2 Kit

24 test

(M/N: 07248563190)

EGFR MMX-3 v2

(EGFR Master Mix 3)

(M/N: 07248601001)

Tris tamponu

Potasyum klorr

Gliserol

EDTA

Tween 20

%3,13 dimetil stlfoksit

90,09 sodyum azid

< %0,10 dNTPs

< 90,01 Z05-AS1 DNA polimeraz (mikrobik)

< 9%0,01 AmpErase (lirasil-N-glikozilaz) enzimi (mikrobik)
< 00,01 aptamer

< %0,01 yukar akiglh ve asagi akish EGFR primerleri
< %0,01 floresan etiketli EGFR problar

Yok

2 x 0,48 mL

MGAC
(Magnezyum asetat)
(M/N: 05854326001)

Magnezyum asetat
90,09 sodyum azid

Yok

6 x 0,2 mL

EGFR MC
(EGFR Mutant Kontrolii)
(M/N: 06471455001)

Tris tamponu

EDTA

Poly rA RNA (sentetik)

90,05 sodyum azid

< %0,1 EGFR ekzonu 18, 19, 20 ve 21 sekanslarini igeren
plazmid DNA (mikrobik)

< %0,1 EGFR yabanil tip DNA (hiicre kultarii)

Yok

6 x 0,1 mL

DNA SD
(DNA Ornek Diltenti)

(IM/N: 05854474001)

Tris-HCI tamponu
%0,09 sodyum azid

Yok

2 x 35mL

Reaktif saklama ve kullanma

Reaktif

Saklama Sicakhgi

Saklama Siiresi

cobas® EGFR Mutation Test v2*

2°Cila 8°C

Acildiginda 90 giin igindeki 4 kullanima kadar veya son kullanma
tarihine kadar (hangisi 6nceyse) stabildir.

*EGFR MMX-1, EGFR MMX-2, EGFR MMX-3 v2 ve calisma MMX (MGAC'nin EGFR MMX-1 veya EGFR MMX-2 veya EGFR MMX-3
v2'ye eklenmesiyle hazirlanir) uzun sireli 1siga maruz kalmaktan korunmalidir. Calisma MMX'i 2°C ila 8°C'de karanlik bir yerde muhafaza
edilmelidir. Hazirlanan drnekler ve kontroller, galisma MMX'i hazirlandiktan sonra 1 saat iginde eklenmelidir. islenen érnekler ve kontroller
calisma MMX'ine eklendikten sonra 1 saat iginde amplifikasyon baslatiimalidir.
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Diger gerekli malzemeler

Malzemeler P/N

cobas® cfDNA Sample Preparation Kit Roche M/N 07247737190

Camasir suyu Herhangi bir satic

%70 Etanol

Herhangi bir satici

Steril tek kullanimlik, serolojik 5 ve 25 mL'lik pipetler 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 pipet uclari Herhangi bir satici
Tezgah Gstt mikrosantriflij* (20.000 x g kapasiteli) Eppendorf 5430 veya 5430R veya esdeger
-25°C ila -15°C saklama kapasitesi olan dondurucu Herhangi bir satici
Kilitli kapakl mikrosantrif(jj tipleri (1,5 mL RNase/DNase icermeyen/PCR sinifi) Herhangi bir satici
Konik ve mikrosantrifiij tiip raklan Herhangi bir satici
Vorteks karigtiricr* Herhangi bir satici
Tek kullanimlk pudrasiz eldivenler Herhangi bir satici

* Tam ekipmanlarin bakimi Greticinin talimatlarina gére gerceklestiriimelidir.

Ayri satilan malzemelerle ilgili daha fazla bilgi icin, litfen yerel Roche temsilcinizle iletisime gegin.

Gereken ancak saglanmayan cihaz ve yazihhmlar

Gerekli cihaz ve yazimlar, saglanmamistir

cobas® z 480 analizor

cobas® 4800 Sistem Kontrol Unitesi ve Sistem Yazilimi siiriimii 2.2 veya (stil

EGFR Plazma P1 Analiz Paketi Yazilim stirimd 1.0 veya Usti*

Barkod Okuyucu uzat. USB

Yazicl

* Meveut yazihm siirimi igin cobas® EGFR Mutation Test v2 Kiti Uriin Bilgi Kartina (M/N: 07335873001) bakin.
Ayr satilan materyallerle ilgili daha fazla bilgi i¢in, Iltfen yerel Roche temsilcinizle iletisime gecin.

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, KHDAK plazma 6rnekleriyle kullanim igindir. Ornekler, Mikrobiyoloji ve Biyomedikal Laboratuvar-
larinda Biyogtivenlik (Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories)' ve CLSI Belgesi M29-A4'te"”
tanimlanan iyi laboratuvar uygulamalar1 kullanilarak enfeksiyoz madde gibi degerlendirilmelidir.

Steril tek kullanimlik pipetlerin ve DNase icermeyen pipet uglarinin kullanilmasi énerilir.
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lyi laboratuvar uygulamalan

Not:

Agzinizla pipetleme yapmayin.
Laboratuvar ¢alisma ortamlarinda yiyecek veya icecek tiiketmeyin veya sigara igmeyin.
Orneklerle ve kit reaktifleriyle islem yaptiktan sonra ellerinizi iyice yikayn.

Reaktiflerle islem yaparken gozliik, laboratuvar 6nliigii ve tek kullanimlik eldiven kullanin. Bu malzemelerin
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 6nce suyla seyreltin.

Distile veya deiyonize suya %0,5 oraninda sodyum hipoklorit ekleyerek taze hazirlayacaginiz ¢ozeltiyle laboratu-
vardaki tiim ¢aligma ytizeylerini iyice temizleyin ve dezenfekte edin (ev temizligi i¢in kullanilan gamagir suyunu
1:10 oraninda seyreltin). Bunun ardindan %70 etanol igeren ¢ozeltiyle yiizeyi silin.

Ev islerinde kullanilan piyasadaki ¢camagir sulari genel olarak %5,25 oraninda sodyum hipoklorit igerir.
A 1:10 oraminda seyreltilen ¢camagsir suyu %0,5 oraninda sodyum hipoklorit ¢ozeltisi iiretir.

Kontaminasyon

Kontaminasyonu 6nlemek i¢in eldiven kullanilmalidir ve farkli numunelerle ve cobas EGFR 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 6rnekle temas edildiginden
stipheleniliyorsa eldivenler degistirilmelidir.

Reaktiflerin mikrobik ve riboniikleaz kontaminasyonundan kag¢inin.

Amplifikasyon ve saptama ¢aligma alan1t 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
pipetler ve malzemeler amplifikasyon ve saptama islemlerine yonelik reaktifleri hazirlamak i¢in
kullanilmamalidir.

Laboratuvardaki is akisinin tek yonlii olarak ilerlemesi, bir sonraki aktiviteye gegmeden 6nce hali hazirdaki
aktivitenin tamamlanmasi énemle tavsiye edilir. Ornegin, amplifikasyon ve saptama iglemlerine gecmeden
once DNA izolasyonu tamamlanmalidir. DNA izolasyonu, amplifikasyon ve saptama islemleri i¢in kullanilacak
alandan ayr1 bir alanda gerceklestirilmelidir. Caliyma master mix'inin DNA 6rnekleriyle kontamine edilmesini
onlemek icin ¢alisma master mix'inin hazirlanmasi 6ncesinde amplifikasyon ve saptama ¢aligma alani tiimiiyle
temizlenmelidir.

Biitiinliik

Kitleri son kullanma tarihi ge¢migse kullanmayin.

Farkli kitlerden veya lotlardan alinan reaktifleri birlikte kullanmayin.

Tek kullanimlik @irtinleri son kullanma tarihi gegmisse kullanmayin.

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

Tiim ekipmanlarin bakimi iireticinin talimatlarina gore dogru bir sekilde gergeklestirilmelidir.
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imha

+ DNA EB, MGAC, EGFR MMX-1, EGFR MMX-2, EGFR MMX-3 v2, EGFR MC ve DNA SD, sodyum azid
igerir. Sodyum azid, bakir ve kursun su borulariyla reaksiyona girerek yiiksek patlayici 6zellige sahip metal
azidler olusturabilir. Laboratuvardaki lavabolarda ¢ozeltileri iceren sodyum azid atilirken, azid birikimini
onlemek i¢in bol miktarda soguk su akitarak giderleri temizleyin.

« Kullanilmayan reaktifleri ve atiklar1 iilke genelindeki, federal, eyalet diizeyindeki ve yerel diizenlemelere gore atin.

Dokiilme ve temizleme
« cobas® 4800 cihazinda dokiilme meydana gelirse, temizlemek i¢in uygun cobas® 4800 Sistemi — Kullanim Kilavuzu
veya cobas® 4800 Sistemi — Kullanic1 Yardimu i¢inde verilen talimatlari takip edin.

« cobas® z 480 analizorii temizlemek i¢in sodyum hipoklorit ¢ozeltisi (¢camasgir suyu) kullanmayin. cobas® z 480
analizorii, cobas® 4800 Sistemi — Kullanim Kilavuzunda veya cobas® 4800 Sistemi — Kullanic1 Yardimi iginde
aciklanan prosediirlere gore temizleyin.

o cobas®z 480 analizoriiniin kontaminasyon riskini azaltmaya yonelik ek uyarilar, onlemler ve prosediirler i¢in
cobas® 4800 Sistemi — Kullanim Kilavuzuna veya cobas® 4800 Sistemi — Kullanici Yardimina bakin.

Ornek toplama, tasima ve saklama

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

Ornek toplama ve kullanma

Roche Hiicresiz DNA Toplama Tiipi

Roche Hiicresiz DNA Toplama Tiiplerinde (Roche cfDNA tiipleri) tam kandan toplanan plazma, cobas EGFR Test ile
kullanim i¢in dogrulanmustur.

Plazma, kanin toplanmasindan sonra 7 giin icinde Roche cfDNA tiipiinde toplanan kandan ayrilmalidir. Roche cfDNA
tiiptinde toplanan kan drnekleri, 15-25°C arasinda saklandiginda veya tasindiginda, 16 saate kadar olan gecici tasima
siirecinde 15-30°C arasinda 7 giin boyunca stabildir. Plazmanin ayrilmasindan sonra, asagidaki Orneklerin taginmast,
saklanmas: ve stabilitesi boliimiinde belirtilen sekilde saklayin.

Not:  Roche ¢fDNA tiiptinde toplanan kandan ayrilan plazmada hemoliz gozlemlenmistir. Bununla birlikte, < 2,0 g/L'deki
hemoglobin konsantrasyonlarinin, cobas EGFR Test'in performansini etkilemedigi gosterilmistir.

K2 EDTA Toplama Tiipa

K2 EDTA tiiplerinde tam kandan toplanan plazma, cobas EGFR Test ile kullanim i¢in dogrulanmuigtir.

K2 EDTA tam kan, < 30°C'de 8 saate kadar saklanabilir. Plazmanin ayrilmasindan sonra, asagidaki Orneklerin tasinmasi,
saklanmasi ve stabilitesi boliimiinde belirtildigi gibi saklayin.
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Orneklerin tasinmasi, saklanmasi ve stabilitesi

Plazma 6rneklerinin taginmasi, etiyolojik ajanlarin taginmasiyla ilgili tilke genelindeki, federal, eyalet diizeyindeki ve yerel
diizenlemelere uygun olmaldir."

Plazma 6rnekleri, asagidakilerden birinde stabildir:

Plazma Ornegi Saklama

, £-70°C -15°C ila -25°C 2°Cila 8°C 15°C ila 30°C
Sicakhgi

Roche cfDNA Plazma
icin 30 gline kadar 30 gline kadar 7 gline kadar 1 gline kadar
Saklama Siiresi

K2 EDTA Plazma icin

Saklama Siiresi 12 aya kadar 12 aya kadar 3 guine kadar 1 gline kadar

Islenmis érneklerin saklanmasi ve stabilitesi

Roche cfDNA tiipiinden veya K2 EDTA tiipiinden elde edilmis plazmadan islenmis drnek (ekstrakte edilen cfDNA),
asagidakilerden birinde stabildir:

Ekstrakte Edilmis cfDNA

Saklama Sicakhg -15°Cila -25°C 2°Cila 8°C 15°C ila 30°C

60 glin boyunca

Saklama Siiresi 2 kez dondurma/g6zmeye kadar

21 giine kadar 7 gline kadar

Ekstrakte edilmis cfDNA, 6nerilen saklama dénemleri iginde ya da DNA'y1 ekstrakte etmek igin kullanilan cobas® cfDNA
Sample Preparation Kit'in son kullanma tarihinden énce (hangisi ilk 6nce gelirse) kullanilmalidir.

Ekstrakte edilen, saklanan DNA stoklarini kullanmadan 6nce, stoku igeren eliisyon tiipiine puls vorteks uygulayin ve
santrifiijleyin.
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Test prosediirii

Testin uygulanmasi

Sekil 6 cobas® ¢cfDNA Sample Preparation Kit ile cobas EGFR Test is akisi

—_

Sistemi baslatin

Cihaz bakimini gergeklestirin

Ornekleri ve reakiifleri depodan gikarin

Situna bagdlanma icin 6érnekleri hazirlayin

DNA izolasyonunu gerceklestirin
DNA'y eltite edin

is siparisi olusturun ve plaka yerlesim planinin giktisini alin

Amplifikasyon reaktiflerini hazirlayin

Ol |IN||o|([a||&~]||W||IN

AD plakasina amplifikasyon reaktiflerini yerlestirin

—_
o

AD plakasina 6rnegi yerlestirin

—_
—_

AD plakasini kapatin

—_
N

AD plakasini cobas® z 480 analizére yerlestirin

—_
w

Calismayi baslatin

—_
=3

Sonuglari gbézden gegirin

—_
()]

LIS ile: sonuglari LIS'e génderin

—_
(2]

Analizéri bosaltin

Kullanim talimatlan

Not:  Yalnizca Roche cfDNA tiipiinde veya K2 EDTA tiipiinde toplanan kandan ayrilan plazma, cobas EGFR Test ile
kullanim igin dogrulanmastir.

Not:  cobas® z 480 analizoriiniin ayrintili calisma talimatlari icin cobas® z 480 analizoriiniin Cihaz Kilavuzuna bakin.

Calisma hacmi

Tek bir ¢alisma dongiisii, 96 kuyucuklu AD plakasi basina 1 ila 30 6rnek (art1 kontroller) igerebilir. 24'ten fazla 6rnekle
calisirken birden fazla cobas EGFR Test kiti gerekli olacaktir.

cobas EGFR Test kiti, kit bagina maksimum 24 6rnek i¢in 3 6rnegin (art1 kontroller) 8 ¢alismasi i¢in yeterli reaktif igerir.

Tam islem kontrolii

Bu test, tam islemli bir negatif kontrolii gerektirir. Her ¢alisma i¢in, DNA izolasyon prosediiriinden baslayarak 6rnek(ler)
ile eszamanli bir negatif kontrol isleyin.

DNA izolasyonu
DNA, cobas® cfDNA Sample Preparation Kit (M/N 07247737190) kullanilarak plazma 6rneklerinden izole edilir.
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Amplifikasyon ve saptama

Not:  Calisma MMX'inin DNA érnekleriyle kontamine edilmesini 6nlemek icin, amplifikasyon ve saptama islemleri DNA
izolasyonundan ayri bir alanda gerceklestirilmelidir. Amplifikasyon ve saptama ¢calisma alant MMX hazirlama
islemine baslamadan once 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 ¢camagir sular: genel olarak %5,25 oraninda sodyum hipoklorit igerir. A 1:10 oraninda
seyreltilen camagir suyu %0,5 oraninda sodyum hipoklorit ¢ozeltisi iiretir.

Cihaz diizenegi

cobas® z 480 diizeneginin ayrintili talimatlari i¢in cobas® 4800 Sistemi — Kullanim Kilavuzuna veya cobas® 4800 Sistemi -
Kullanic1 Yardimina bakin.

Test siparisi diizenegi

EGFR is akis1 adimlariyla ilgili ayrintili talimatlar igin cobas® 4800 Sistemi — Kullanim Kilavuzuna veya cobas® 4800
Sistemi — Kullanic1 Yardimina bakin.

Calismadaki tiim 6rnek ve kontrollerin konumunu igeren bir plaka yerlesim haritas: olusturun. Yalnizca plazma
orneklerini igeren bir ¢alismada Mutant Kontrol, plaka tizerinde A01-A03 konumlarina yiiklenir. Negatif Kontrol, plaka
iizerinde B01-B03 konumlarina yiiklenir. Ornekler daha sonra Sekil 7 icinde gosterildigi gibi C01-C03'ten baslayarak
H10-H12'ye kadar 3 siitunluk setler halinde eklenir.

cobas EGFR Test, karigik test modunda calistirilabilir (6r., EGFR Tissue ile EGFR Plasma). Kontrol konumlari, segilen
testlere ve 6rnek numaralarina gore farklilik gosterebilir. Karigik test calismasi diizenegi hakkinda ayrintih bilgi icin
cobas® EGFR Mutation Test v2 i¢in Yazilim Kullanim Kilavuzuna veya cobas® 4800 Sistemi - Kullanim Kilavuzuna
veya cobas® 4800 Sistemi — Kullanic1 Yardimina bakin.

Sekil 7 cobas EGFR Test icin plaka yerlesim diizeni

Satir/Stitun 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12
MC MC MC S7 S7 S7 S15 S15 S15 S23 S23 S23

A MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3
v2 v2 v2 v2
NEG NEG NEG S8 S8 S8 S16 S16 S16 S24 S24 S24

B MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3
v2 v2 v2 v2
S1 S1 S1 S9 S9 S9 S17 S17 S17 S25 S25 S25

Cc MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3
v2 v2 v2 v2
S2 S2 S2 S10 S10 S10 S18 S18 S18 S26 S26 S26

D MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3
v2 v2 v2 v2
S3 S3 S3 S11 S11 S11 S19 S19 S19 S27 S27 S27

E MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3
v2 v2 v2 v2
S4 S4 S4 S12 S12 S12 S20 S20 S20 S28 S28 S28

F MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3
v2 v2 v2 v2
S5 S5 S5 S13 S13 S13 S21 S21 S21 S29 S29 S29

G MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3
v2 v2 v2 v2
S6 S6 S6 S14 S14 S14 S22 S22 S22 S30 S30 S30

H MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3
v2 v2 v2 v2

Burada: MC = Mutant Control, NEG = Negatif Kontrol; S# = 6rnek kimligi ve MMX #, Master Mix Reagent 1, 2 veya 3 v2'yi belirtir.

Not:  Yamit olusturmak icin herhangi bir 6rnek, bir satirda art arda gelen iig siituna yayilmalidir.
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Not:  Calisma Master Mix 1, plaka iizerinde 01, 04, 07 ve 10 siitunlarina yiiklenmelidir. Calisma Master Mix 2, plaka
iizerinde 02, 05, 08 ve 11 siitunlarina yiiklenmelidir. Calisma Master Mix 3 v2, plaka tizerinde 03, 06, 09 ve 12
siitunlarina yiiklenmelidir.

Not:  Tek plakaya 30'a kadar érnek yiiklenebilir. Plakadaki tiim 6rnekleri islemek icin birden fazla reaktif kiti gerekiyorsa,
kitlerin tiimii ayni lottan olmalidir.

Reaksiyon diizenegi

Calisma master mix'inin hazirlanmasi (MMX-1, MMX-2 ve MMX-3 v2)

Not: EGFR MMX-1, EGFR MMX-2, EGFR MMX-3 v2 ve ¢calisma MMX'i 1s1¢a karsi duyarlidir ve uzun siireli 151ga
maruz kalmaktan korunmalidir.

Not:  Calisma MMX'i ve EGFR MMX reaktiflerinin viskozitesinden étiirii, tiim karisimin ugtan tamamen dagitildigindan
emin olmak igin yavasca pipetleyin.

Not: EGFR MMX-1, EGFR MMX-2 ve EGFR MMX-3 v2, acik mavi/morumsu renkte goriilebilir. Bu durum reaktifin
performansini etkilemez.

Not:  Ayri 1,5 mL'lik mikrosantrifiij tiiplerinde biri EGFR MMX-1, biri EGFR MMX-2 ve digeri EGFR MMX-3 v2 iceren
ii¢ bulk ¢alisma MMX'i hazirlayin.

1. Asagidaki formiili kullanarak her ¢alisma MMX'i i¢in gerekli olan EGFR MMX-1 veya EGFR MMX-2 veya EGFR
MMX-3 v2 hacmini hesaplayin:

Gerekli olan EGFR MMX-1 veya EGFR MMX-2 veya EGFR MMX-3 v2 hacmi = (Ornek Sayisi + 2 Kontrol + 1)
x 20 uL

2. Asagidaki formiili kullanarak her ¢alisma MMX'i i¢in gerekli MGAC hacmini hesaplayin:
Gerekli MGAC hacmi = (Ornek Sayisi + 2 Kontrol + 1) x 5 L
Calismaya dahil edilen 6rnek sayisina bagli olarak ¢aligma MMX'inin hazirlanmasi i¢in gereken her reaktifin hacmini

belirlemek i¢in Tablo 22 kullanin.

Tablo 22 Cahsma MMX-1, caisma MMX-2 ve calisma MMX-3 v2 icin gerekli olan reaktiflerin hacimleri

Orneklerin Sayisi*
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
MMX 20 pL 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260
MGAC 5L 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65
Her Calisma MMX'i
icin Toplam Hacim 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325
(D)

* Orneklerin Sayisi igin hacimler, Orneklerin Sayisi + 2 Kontrol + 1 toplamina dayanir

3. Uygun sayida EGFR MMX-1, EGFR MMX-2, EGFR MMX-3 v2 ve MGAC flakonlarini 2°C ila 8°C sicakliktaki
depodan ¢ikarin. Her reaktifi 5 saniye vorteksleyin ve kullanmadan 6nce tiipiin altindaki siviy1 toplayin. Calisma
MMX-1, ¢alisma MMX-2 ve ¢alisma MMX-3 v2 i¢in steril bir mikrosantrifijj tiipiinii etiketleyin.

4. EGFR MMX-1 veya EGFR MMX-2 veya EGFR MMX-3 v2'nin hesaplanan hacmini ilgili galisma MMX'i tiipiine
ekleyin.

5. MGACin hesaplanan hacmini ¢aligma MMXi tiiplerine ekleyin.
6. Yeterli karisimi saglamak icin tiipleri 3 ila 5 saniye vorteksleyin.

Not:  Ornekler ve kontroller, calisma MMX leri hazirlandiktan sonra 1 saat icinde AD plakasina eklenmelidir.
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Not:  Sadece cobas® 4800 Sistemi AD plakasi ve Kapatici film kullanin.

Plakamin hazirlanmasi

Not:  DNA stoklari saklanarak kullanilirsa Orneklerin tasinmasi, saklanmasi ve stabilitesi boliimiindeki talimatlar
takip edin.

1. Calisma i¢in gerekli olan AD plakasinin her 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 plakas: kuyucuklarina gerektigi bicimde ¢alisma MMX-1'i (EGFR MMX-1
iceren) ekleyin.

e 02,05,08 ve 11 siitunlarindaki AD plakas: kuyucuklarina gerektigi bicimde ¢alisma MMX-2'1 (EGFR MMX-2
iceren) ekleyin.

e 03,06, 09 ve 12 siitunlarindaki AD plakas: kuyucuklarina gerektigi bicimde ¢aliysma MMX-3 v2'yi (EGFR
MMX-3 v2 igeren) ekleyin.

2. 25 uL EGFR MClyi 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 igin pipeti kullanarak iyice karistirin.

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

Not:  Ornekten drnege gegebilecek kontaminasyona veya PCR reaksiyon tiipii kontaminasyonuna karsi koruma saglamak

icin gerektigi bicimde eldivenlerinizi degistirin.

4. Her 6rnek DNA's1 i¢in yeni pipet uglar1 kullanarak, 6rnek DNA'sinin her bir kuyucuga eklenmesi i¢in yeni bir u¢
kullanarak AD plakasinin C01, C02 ve C03 kuyucuklarina ilk 6rnek DNA'sindan 25 pL ekleyin; en az iki kez
aspirasyon usuliiyle cekmek ve kuyucuga aktarmak icin pipeti kullanarak her kuyucugu iyice karistirin. Bu prosediirii
her drnekteki DNA igin tekrarlayin ve tiim DNA 6rnekleri AD plakasina yiiklenene kadar Sekil 7 icindeki sablonu
takip edin. Tiim sivinin kuyucuklarin tabaninda toplandigindan emin olun.

Not:  Saklanan DNA stoklarini kullanmadan énce, stoku iceren eliisyon tiipiine puls vorteks uygulayin ve santrifiijleyin.

5. AD plakasini kapatici film (plakalarla birlikte verilen) ile 6rtiin. Filmi AD plakasina saglam bir sekilde yapistirmak i¢in
kapatici film aplikatoriini kullanin.

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

Not:  Amplifikasyon ve saptama, ¢alisma MMX 'ine ilk 6rnek DNA diltisyonunun eklenmesinden sonraki 1 saat i¢inde
baslatilmalidir.

PCR'nin baslatiilmasi

EGEFR is akis1 adimlar1 hakkinda ayrintili talimatlar i¢in cobas® 4800 Sistemi — Kullanim Kilavuzuna veya cobas® 4800
Sistemi — Kullanic1 Yardimina bakin. “Select test” agilir penceresi acildiginda, “EGFR Plasma P1” (EGFR Plazma P1)
secin ve “OK” (Tamam) diigmesine tiklayin.
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Sonuclar

Sonuclarin yorumlanmasi

Not:  Tiim ¢alisma ve 6rnek dogrulama islemleri cobas® 4800 yazilimiyla gerceklestirilir.
Not:  Gegerli bir test calismasi hem gegerli hem de gegersiz ornek sonuglarini icerebilir.

Gegerli bir ¢alisma i¢in, 6rnek sonuglar: Tablo 23'da gosterildigi gibi yorumlanur.

Tablo 23 cobas EGFR Test i¢in sonuglarin yorumlanmasi

Yan-Kantitatif indeks (SQI)

Test sonucu Mutasyon Sonucu Yorum
Sonucu
Ex19Del Ex19Del: SQ/
S768l S768l: SQ/
L858R L858R: SQ/
T790M T790M: SQ/ o .
Mutasyon Saptandi L861Q L861Q: SO/ Belirtilen hedeflenen EGFR bolgesinde
mutasyon saptandl.
G719X G719X: SQ/
Ex20Ins Ex20Ins: SQ/
(Birden fazla mutasyon (Birden fazla mutasyon mevcut
mevcut olabilir) olabilir)
Mutasyon Saptanmadi Yok Yok Hedeflenen EGFR bdlgelerinde mutasyon
(NMD)* saptanmadi

Ornek sonucu gegersizdir. Asagidaki
Sonuclan gecersiz dérneklerin yeniden
Gegersiz Yok Yok test edilmesi adli bélimde yer alan
yonergeleri izleyerek gecgersiz sonug igeren
ornekleri yeniden test edin.

Donanim veya yazihm hatasi nedeniyle
Basarisiz Yok Yok calisma basarisiz oldu. Teknik destek almak
icin bolgesel Roche ofisinizle iletisime gegin.

* “Mutasyon Saptanmadi” sonucu, sonuclarin mutant sekanslarinin konsantrasyonuna, yeterli 6rnek bittnligine, inhibitérlerin yokluguna ve
saptanacak yeterli DNA'ya bagl olmasindan 6tiirii hedeflenen EGFR bolgelerinde bir mutasyonun varligini engellemez.

Sonug isaretleri Results (Sonuglar) sekmesinin (ekranda) veya Flags (Isaretler) siitununun (raporda) altinda gériilebilir.
Daha ayrintil bilgi icin Sonug isaretleri boliimiine bakin.

Yari-Kantitatif indeks (SQI)

SQI, zaman i¢inde mutasyon yiikiindeki farkliliklar: 6l¢gmek i¢in kullanilabilen bir 6rnekteki mutant cfDNA miktarinin
yar1 kantitatif bir 6l¢iisiidiir. SQI degerindeki artis, tek bir 6rnek kaynag iginde karsilik gelen hedef mutasyon miktarinda
bir artis1 belirtirken SQI degerindeki azalma, tek bir 6rnek kaynag icinde karsilik gelen hedef mutasyonun toplam
miktarindaki bir azalmay1 gosterir. Test tarafindan saptanan her EGFR mutasyon sinifi i¢in temsili SQI sonuglari, Sekil 8 -
Sekil 14 icindeki dogrusallik sonuglarinda gosterilir.
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Sonuclan gecersiz érneklerin yeniden test edilmesi

1. Caligma gegersizse, Amplifikasyon ve Saptamayi tekrarlamak tizere her 6rnek i¢in yeterli miktarda ekstrakte edilmis
DNA bulunmayacaktir. DNA izolasyonundan baglayarak tiim 6rnekler i¢in biitiin test prosediiriinii tekrarlayn.

2. Caligma gegerli ancak 6rnek gecersizse, Amplifikasyon ve Saptamayi tekrarlamak iizere her 6rnek igin yeterli miktarda
ekstrakte edilmis DNA bulunmayacaktir. DNA izolasyonundan baslayarak gecersiz 6rnek i¢in biitiin test prosediiriinii
tekrarlayin.

Kalite kontrol ve sonuclarin gecerliligi

30 6rnege kadar her bir ¢aligmaya, ¢calisma MMX-1, ¢alisma MMX-2 ve ¢alisma MMX-3 v2 i¢in bir set cobas EGFR Test
Mutant Control (EGFR MC) (A01, A02 ve A03 kuyucuklar1) ve negatif kontrol (NEG) (B01, B02 ve B03 kuyucuklar1)
dahil edilir. Hem EGFR MC hem de NEG gegerli ise ¢caligma gecerlidir. EGFR MC veya NEG gegersiz ise, tiim ¢aligma
gecersizdir ve tekrar edilmelidir.

Mutant kontrolii

EGFR MC sonucu “Gegerli” olmalidir. EGFR MC sonuglari siirekli gegersizlik gosteriyorsa, teknik destek almak igin
bolgesel Roche ofisinizle iletisime gecin.

Negatif kontrol

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

Prosediir ile ilgili simirlamalar

1. Yalnizca belirtilen 6rnek tiplerini test edin. cobas EGFR Test, Roche cfDNA tiipiinde veya K2 EDTA tiiptinde
toplanan kandan ayrilan plazma ile kullanim i¢in dogrulanmustir.

2. cobas EGFR Test performansi, cobas® cfDNA Sample Preparation Kit kullanilarak dogrulanmistir.

3. Bir mutasyonun saptanmasi érnekte mevcut olan kopya sayisina baglidir ve 6rnegin biitiinliigiinden, izole edilen
DNA konsantrasyonundan ve etkilesimde bulunan maddelerin varligindan etkilenebilir.

4. Alinan sonuglarin giivenilir olmasi gerekli ve yeterli tasima, depolama ve isleme alma kosullarina baglidir. Bu
Kullanim Talimatlarinda ve cobas® 4800 Sistemi — Kullanim Kilavuzunda veya cobas® 4800 Sistemi — Kullanici
Yardiminda yer alan prosediirleri takip edin.

5. Elisyon tiipiiniin altindan pipetlemek peleti bozabilir ve test sonuglarini olumsuz yonde etkileyebilir.

6. AmpErase enziminin cobas EGFR Test Master Mix'e eklenmesi, hedef DNA'nin selektif amplifikasyonunu saglar;
ancak iyi laboratuvar uygulamalari ve bu Kullanim Talimatlarinda belirtilen prosediirlere tam uyum, reaktiflerde
kontaminasyondan kaginmak i¢in gereklidir.

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

8. Sadece cobas® z 480 analizoriiniin bu iiriinle kullanilmas: onaylanmigtir. Bagka gercek zamanli optik saptama sistemi
olan higbir termal dongiileyici bu tiriinle kullanilamaz.

9. Teknolojiler arasindaki igsel farkliliklardan 6tiird, bir teknolojiden diger teknolojiye gegmeden 6nce kullanicilarin,
teknoloji farkliliklarini degerlendirmek i¢in kendi laboratuvarlarinda yontem korelasyon ¢alismalar1 yapmalari
onerilir.

10. PCR inhibitorlerinin varlig1 sonuglarin yanlis negatif veya gegersiz olmasina yol agabilir.
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11.

12.

13.
14.

15.

16.

17.

18.
19.
20.

21.

Nadir olmakla birlikte cobas EGFR Test'te kullanilan primerler veya problar tarafindan kapsanan EGFR geninin
genomik DNA bolgelerindeki mutasyonlar, 18, 19, 20 ve 21 ekzonlarinda mutasyon varliginin saptanamamasina
neden olabilir (“Mutasyon Saptanmad1” sonuglari).

cobas EGFR Test, TKI tedavisine direng gosterebilen nadir bir edinilmis mutasyon olan ekzon 19 L747S mutasyonuna
capraz reaktivite (“Mutasyon Saptand1” sonuglar1) gosterir."

Yiiksek konsantrasyonlarda (> 10° kopya/mL) test edilen 6rnekler yanlis sonuglar verebilir.

cobas EGEFR Test, reaksiyon kuyucugu basina 25 pL DNA stoku ile kullanim i¢in dogrulanmistir. Reaksiyon kuyucugu
basina 25 pL'den daha az DNA stoku girdi hacimleri 6nerilmez.

Tablo 3 i¢cinde EGFR mutasyonlari i¢in Roche cfDNA tiipiinde veya K2 EDTA tiipiinde toplanan kandan ayrilan her
mL plazma i¢in > 100 mutant DNA kopyasi saptamak iizere yukarida agiklanan prosediir takip edilmelidir.

“Mutasyon Saptanmad1” olarak raporlanan sonuglara sahip 6rnekler, test tarafindan saptanmayan EGFR
mutasyonlarini igerebilir.

Plazmanin doku testine yonlendirilmesi veya doku testi ile dogrulanmast i¢cin “Mutasyon Saptanmadi” sonucu dikkate
alinmalhidir.

Roche cfDNA tiipiinde toplanan tam kandan elde edilen plazma, yalnizca tek seferlik test igin yeterlidir.
Ayni anda ¢ekilmeyen hasta alimlarindan toplanan plazmalar kombine edilmemelidir.

Roche cfDNA tiipii ile toplanan pihtilasmis 6rneklerle cobas EGFR Test performansi belirlenmemistir. Pihtilasmuig
ornekler reddedilmeli ve hastadan yeni bir 6rnek alinmalidir.

Roche cfDNA tiipiinde toplanan kandan ayrilan plazmada hemoliz gozlemlenmistir. > 2,0 g/L'deki hemoglobin
konsantrasyonlari, cobas EGFR Test performansiyla etkilesimde bulunabilir.
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Klinik olmayan performans degerlendirmesi

Analitik performans

Asagidaki veriler cobas EGFR Test'in analitik performansini gostermek i¢in hazirlanmigtir.

Analitik hassasiyet — bos sinin

Bir sablon olmadiginda cobas EGFR Test'in performansini degerlendirmek ve bir bos 6rnegin diisiik bir mutasyon
konsantrasyonuna isaret edebilecek bir analitik sinyal olusturmadigindan emin olmak i¢in saglikli dondriin K2 EDTA
plazma EGFR yabanul tip 6rnekleri degerlendirilmistir. CLSI EP17-A2 kilavuzunda agiklanan analiz kullanilarak® Bog
Siniry, tiim mutasyonlar i¢in sifir olarak saptanmustir.

Hiicre hatti DNA's1 kullanilarak saptama limiti

K2 EDTA plazma

Test tarafindan saptanan yedi mutasyon smnifinin her birini igeren hiicre hatti DNA'lar1, EGFR igin yabanil tip olan saglikli
dondr K2 EDTA plazmasina ilave edilmistir. Seri diliisyonlar hazirlanmistir ve her bir panel 6gesinin 24 kopyasi, ii¢
cobas EGFR Test kit lotunun her biri kullanilarak test edilmistir.

Saptama Limiti, hedeflenen mutasyon i¢in en az %95'lik bir EGFR “Mutasyon Saptand1” orani veren en diisiik DNA
konsantrasyonu olarak test tarafindan saptanan yedi mutasyon sinifinin her biri i¢in belirlenmistir. Sonuglar, Tablo 24
iginde gosterilmistir.

Tablo 24 K2 EDTA Plazma ile cobas EGFR Test'in Saptama Limiti

SOPR, | Mutasyon | FOFNekAGt | Ikt DNALID | Kesilie DNALSD | cosmic o
rubu
18 G719A 2156G>C 100 100 6239
19 Ex19Del 2235 2249del15 25 75 6223
20 T790M 2369C>T 25 100 6240
20 S768l 2303G>T 20 25 6241
20 Ex20Ins 2307_2308ins9GCCAGCGTG 80 25 12376
21 L858R 2573T>G 10 100 6224
21 L861Q 2582T>A 30 30 6213

Gozlemlenen LoD'deki farkliliklar, temel DNA'daki farkhliktan kaynaklanmaktadir.
* Intakt hiicre hattt DNA'si, yaklasik 10.000 kopya/mL'lik bir WT DNA temeline sahiptir.
** Mekanik olarak ortalama 220 bp boyutuna kesilmis hiicre hatti DNA'si, yaklasik 100.000 kopya/mL'lik bir WT DNA temeline sahiptir.

Roche ¢fDNA plazmasi

Roche cfDNA tiipiinde toplanan kandan ayrilan plazma i¢in, LoD degerleri, EGFR i¢in yabanuil tip olan saglikli dondriin
Roche cfDNA plazmasinin testi ile saptanan yedi mutasyon sinifinin her birini iceren kesilmis hiicre hatt1 DNA'lar1
eklenerek dogrulanmustir. Diliisyonlar, Tablo 24 icinde gosterilen LoD konsantrasyonlarini hedef alarak hazirlanmigtir ve
bir cobas EGFR Test kit lotu kullanilarak her 6rnek i¢in 20 kopya test edilmistir. Her mutasyon i¢in gézlemlenen isabet
orani %100'diir.

Ozetle, cobas EGFR Test, K2 EDTA veya Roche cfDNA plazma ile reaksiyon kuyucugu bagina 25 pL. DNA stokunun
standart girdisini kullanarak EGFR ekzon 18, 19, 20 ve 21'deki mutasyonlari, plazma mL'si bagina < 100 mutant DNA
kopyasi ile saptayabilir.
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Diger ekzon 18, 19, 20 ve 21 mutasyonlar icin ¢capraz reaktivite

AURA Uzatma calismasi ve AURA2 klinik aragstirma érnekleri

cobas EGFR Test, AURA Uzatma ¢alismasi ve AURA?2 klinik arastirma 6rneklerinde gozlemlenen asagidaki EGFR
mutasyonlari i¢in “Mutasyon Saptand1” sonucunu vermistir (Tablo 25). AURA Uzatma ¢aligmasi, AURA2 kohortundaki
ornekleri desteklemek ve plazmada nadir olan mutasyonlar1 saptama olasiligini arttirmak i¢in kullanilmistir. cobas EGFR
Test'in bu mutasyonlar: saptamasindaki analitik performans: degerlendirilmemistir.

Tablo 25 cobas EGFR Test ile capraz reaksiyonda oldugu saptanan AURA Uzatma Calismasi ve AURA2 Calismasinda
gdzlemlenen mutasyonlar

Ekzon Mutasyon sekansi AA degisikligi cosMIC ID™
2236_2256>ATC E746_S752>1 133190
2237 _2258>TATC E746_P753>VS Bulunamadi
19 2239 2256>CAG L747 _S752>Q Bulunamadi
2239 2264>GCCAA L747_A755>AN 85891
2240 2264>CGAGAGA L747_A755>SRD Bulunamadi

Ozgiilliik - mikroorganizma

cobas EGFR Test'in 6zgilliigii, yabanil tip ve mutant EGFR sekanslarini igeren saglikli donér K2 EDTA plazma
orneklerine eklendiginde cobas EGFR Test ile capraz reaksiyona veya etkilesime girmedigi belirlenen 1 x 10° koloni
olusturabilen birimlerde Staphylococcus epidermidis test edilerek degerlendirilmistir.

interferans

K2 EDTA plazma

Trigliseritler (37 mM CLSI, 6nerilen yiiksek konsantrasyon®'), 0,2 g/L bilirubin (konjuge olmayan veya konjuge, CLSI
onerilen ytiksek konsantrasyon®') ve hemoglobinin (1,5 g/L), potansiyel olarak yabanil tip ve mutant EGFR sekanslarini
iceren saglikli donor K2 EDTA plazma 6rneklerine etkilesimde bulunan bir madde eklendiginde cobas EGFR Test ile
etkilesimde bulunmadig1 gosterilmistir. Plazmada 2,0 g/L konsantrasyonda hemoglobinin cobas EGFR Test ile etkilesime
girdigi gosterilmistir. > 60 g/L (60 g/L konsantrasyonda albiimin, CLSI tarafindan 6nerilen yiiksek konsantrasyon®')
cobas EGFR Test ile etkilesimde bulunabilir.

Calisma sonuglari, EDTA, Neupogen ve TARCEV A®'nin, yabanil tip ve mutant EGFR sekanslar1 iceren saglikli donor
K2 EDTA plazma orneklerine potansiyel olarak etkilesimde bulunan maddeler eklendiginde cobas EGFR Test'in
performansiyla etkilesimde bulunmadigini gostermektedir.

Roche ¢fDNA plazmasi

Trigliseritler (37 mM, CLSI tarafindan 6nerilen yiiksek konsantrasyon®'), 0,2 g/L bilirubin (konjuge olmayan veya
konjuge, CLSI tarafindan 6nerilen yiiksek konsantrasyon®'), hemoglobin (2,0 g/L) ve albuminin (60 g/L, CLSI tarafindan
onerilen yiiksek konsantrasyon®'), yabanil tip ve mutant EGFR sekanslarini igeren saglikli donér Roche cfDNA plazma
iceren Orneklere potansiyel olarak etkilesimde bulunan bir madde eklendiginde cobas EGFR Test ile etkilesimde
bulunmadig: gosterilmistir.
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Dogrusallik

K2 EDTA plazma

cobas EGFR Test'in dogrusallik ¢alismas, test tarafindan raporlanan her EGFR mutasyon sinifi i¢in baskin mutasyonun
dogrusal araligini kapsayan en az 8 panel 6gesinden olusan diliisyon serisiyle gerceklestirilmistir. Panel 6geleri, baskin
mutasyonlarin her birini igeren hiicre hatti DNA'larinin, EGFR i¢in yabanil tip olan saglikli donér K2 EDTA plazmasina
seyreltilmesiyle hazirlanmustir. Degerlendirme, CLSI Kilavuzu EP-06A'ya gore gergeklestirilmistir.”* 2 lotun her biri i¢in
panel 6gesi bagina on kopya, 1,0E+04 kopya/mL'ye kadar (seviye basina toplam 20 kopya) olan konsantrasyonlar igin test
edilmistir. 1,0E+04 kopya/mL'nin iizerinde lot bagina bir kopya test edilmistir.

cobas EGFR Test'in her mutasyon sinifi icin dogrusal aralig1 Tablo 26 iginde belirtilmistir ve bir lot i¢in ilgili grafikler
Sekil 8 ila Sekil 14 i¢cinde gosterilmistir.

Tablo 26 K2 EDTA plazma ile cobas EGFR Test'in dogrusal arahgi

EGFR Ekzonu EGFR Mutasyonu Hedef Niikleik Asit Sekansi Dogrusal Aralik (kopya/mL)
18 G719A 2156G>C 50-1E+04
19 Ekzon 19 Delesyon 2235 _2249del15 10-1E+05
20 S768l 2303G>T 10-1E+05
20 T790M 2369C>T 50-1E+05
20 Ekzon 20 Ekleme 2307_2308ins9GCCAGCGTG 10-1E+05
21 L858R 2573T>G 10-1E+05
21 L861Q 2582T>A 10-1E+05
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Sekil 8 K2 EDTA Plazma'da mutant DNA'nin dogrusalhg:
G719A hiicre hatti DNA'si
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Log titresi (kopya/mL)

SQI =-0,987 + 2,986 x log kopya/mL

R*=10,968

Sekil 10 K2 EDTA Plazma'da mutant DNA'nin dogrusalhg:
§768l hiicre hatti DNA'si
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8
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STEBI S0l
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|
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Log titresi (kopya/mL)

SQI =-0,578 + 3,093 x log kopya/mL

R*=0,912
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Sekil 9

K2 EDTA Plazma'da mutant DNA'nin dogrusalhgi

Ex19 Del hiicre hatti DNA'si
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SQI = 7,042 + 3,507 x log kopya/mL

R*=0,981

Sekil 11

K2 EDTA Plazma'da mutant DNA'nin dogrusallig

T790M hiicre hatti DNA's1
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Log titresi (kopya/mL)
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SQI = 3,593 + 3,352 x log kopya/mL

R*=0,973
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Sekil 12 K2 EDTA Plazma'da mutant DNA'nin dogrusalhg:

Ex20Ins hiicre hatti DNA'si

Ex20Ins Sl
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Sekil 13 K2 EDTA Plazma'da mutant DNA'nin dogrusalhg:

L858R hiicre hatti DNA'si
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SQI =-1,268 + 2,973 x log kopya/mL

R*=0,990

Sekil 14 K2 EDTA Plazma'da mutant DNA'nin dogrusalhg:

L861Q hiicre hatti DNA'si

Log titresi (kopya/mL)
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SQI = 2,543 + 3,283 x log kopya/mL
R*=0,933

SQI=-1,177 + 3,149 x log kopya/mL
R*=0,980

Roche ¢fDNA plazmasi

Roche cfDNA plazmast ile dogrusal aralik, K2 EDTA plazma 6rnekleri ile olusturulan dogrusal araligi kapsayan en az

6 panel 6gesinden olusan bir diliisyon serisi kullanilarak dogrulanmistir (Tablo 26). Panel 6geleri, baskin mutasyonlarin
her birini igeren kesilmis hiicre hatti DNA'sinin EGFR yabanul tip, saglikli donér Roche ¢fDNA plazmasina seyreltil-
mesiyle hazirlanmigtir. Degerlendirme, CLSI Kilavuzu EP06-A'ya gore gergeklestirilmistir.** 2 lotun her biri i¢in panel
6gesi basina dort kopya, 1,0E+04 kopya/mL'ye kadar (seviye bagina toplam 8 kopya) olan konsantrasyonlarda test
edilmistir. 1,0E+04 kopya/mL'nin iizerinde, lot bagina 2 kopya test edilmistir (seviye basina toplam 4 kopya).
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Tekrarlanabilirlik

cobas EGFR Test'in tekrarlanabilirligi, saglikli donér K2 EDTA plazma 6rneklerinde seyreltilmis EGFR Mutant hiicre
hattt DNA'sinin diliisyonlarindan olusan on iki 6rnekli bir panel kullanilarak degerlendirilmistir. Test tarafindan
raporlanan her sinif i¢in baskin mutasyon, on bir 6rnekte birlikte seyreltilmistir ve 3 x her mutasyonun ilgili LoD
degerinde (kopya/mL olarak), 1,0E+03 kopya/mL ve 5,0E+04 kopya/mL'de degerlendirilmistir. Ek olarak bir yabanil tip
ornek test edilmistir. On iki 6rnegin her biri iki operatdr tarafindan iki farkl reaktif lotu kullanilarak iki cobas® z 480
analizoriinde 4 giin boyunca (6rnek bagina N = 32) iki kez test edilmistir. cobas EGFR Test, %99,2 (381/384) dogru
karar oranina sahiptir.

Tablo 27 i¢inde tekrarlanabilirlik ¢aliymasindan ortalama SQI ve SQI SD listelenmektedir. Yabanil tip 6rnek i¢in
32 kopyanin tiimii, beklenen “Mutasyon Saptanmadi” sonucunu vermistir.

Tablo 27 Tekrarlanabilirlik calismasindan ortalama SQl ve SQI SD

EGFR Ekzonu Muff:;nu Hedef Niikleik Asit Sekans K‘(’:(f;;:/‘:{;’" 0“;:;“"" (?I[):s;;')

3,00E+02 4,53 0,41

18 G719A 2156G>C 1,00E+03 6,86 0,38
5,00E-+04 11,81 0,67

7,50E+01 13,42 0,46

19 Ex19Del 2235_2249del15 1,00E+03 16,85 0,42
5,00E+04 2231 0,55

6,00E+01 5,99 0,45

20 S768l 2303G>T 1,00E+03 8,49 0,43
5,00E+04 14,13 0,43

7,50E+01 9,00 1,03

20 T790M 2369C>T 1,00E+03 13,28 0,43
5,00E-+04 19,52 0,57

2,40E+02 4,92 0,43

20 Ex20Ins 2307_2308ins9GCCAGCGTG 1,00E+03 6,77 0,40
5,00E-+04 12,61 0,60

1,20E+02 9,81 0,47

21 L858R 2573T>G 1,00E+03 12,91 0,28
5,00E+04 17,21 0,81

4,50E+01 3,58 0,73

21 L861Q 2582T>A 1,00E+03 7,91 0,45
5,00E+04 10,06 0,60

EGFR yabanil tip 0 NMD NMD

“NMD” = Mutasyon Saptanmadi
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Klinik performans degerlendirmesi

K2 EDTA plazma ile klinik tekrar iiretilebilirlik

cobas EGEFR Test'in tekrar iiretilebilirligini degerlendirmek i¢in 3 test merkezinde (2 harici ve 1 dahili, merkez basina

2 operator), 3 reaktif lotu ve 3 ardisik olmayan test giininde KHDAK plazmada seyreltilmis hiicre hatt1 DNA'sin1 igeren
yapay orneklerden olusan dokuz 6geli bir panel ile bir ¢alisma gergeklestirilmistir. Bir ekzon 18 G719X mutasyonu, bir
ekzon 19 delesyon mutasyonu, iki ekzon 20 T790M mutasyonu, bir ekzon 20 ekleme mutasyonu, bir ekzon 21 L858R
mutasyonu ve bir ekzon 21 L861Q mutasyonunu iceren mutasyonlar, Tablo 28 i¢inde 6zetlenen sekilde dort yapay 6rnekte
temsil edilmistir. Her bir yapay 6rnek iki seviyede hazirlanmistir: yaklasik 100 kopya/mL ve 300 kopya/mL. Bu yapay
ornekler, dokuz 6geli bir panel olusturmak i¢in yabanil tipte bir kontrolle birlikte sekiz ayr1 panel 6gesine yerlestirilmistir.

Tablo 28 Yapay 6rnek mutasyon kombinasyonlari

Hiicre Hatti DNA'si
Kombinasyonu 1

Hiicre Hatti DNA'sI
Kombinasyonu 2

Hiicre Hatti DNA'si
Kombinasyonu 3

Hiicre Hatti DNA'si
Kombinasyonu 4

Ekzon 19 Del

L858R

S768l

L861Q

T790M

T790M

G719A

Ekzon 20 Ins

36 gegerli calisma ve bir gegersiz ¢aligma ile toplam 37 ¢aligma gergeklestirilmistir. Toplam 648 panel (veya

1224 mutasyon) test edilmistir ve 646 panel (veya 1220 mutasyon) gegerli sonuglara sahiptir. Yabanil tip panel 6gesinin
gecerli olan 72 testinde “Mutasyon Saptand1” sonucu bulunmamustir ve %100 uyum saglanmigtir. Mutasyon 6geleri i¢in
uyumlar degisiklik gostermektedir: sekizinde %100, besinde > %97 uyum elde edilmistir ve bir mutasyon ise (G719X)
yaklasik %90 olarak daha diisiik uyum gostermistir. Mutasyonlarla genel uyum igin sonuglar, Tablo 29 iginde
gosterilmistir. Varyasyon katsayis1 (CV), tiim mutant panel 6gelerinde < %12,8'dir. Dahili ve Mutant kontroller i¢in
genel CV < %1,5'tir. CV, lotlar aras1 < %0,89 ve lot i¢i < %1,47'dir.
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Tablo 29 Tekrar iiretilebilirlik caismasinda mutasyon 6gesi tarafindan genel uyum tahminleri

Mutasyon Ogesi Ge‘;:';:’s‘ "Vl:l"“ (;’;‘;“:;Z‘;
Yabanil tip - uygulanmaz 72 72 100 (95,0, 100,0)
Ekzon 18 G719A - 100 kopya/mL 72 65 90,3 (81,0, 96,0)°
Ekzon 19 Delesyon (2235 _2249del15) - 100 kopya/mL 72 72 100 (95,0, 100,0)
Ekzon 20 Ekleme (2307_2308ins9) - 100 kopya/mL 72 72 100 (95,0, 100,0)
Ekzon 20 S768l - 100 kopya/mL 72 72 100 (95,0, 100,0)
Ekzon 20 T790M - 100 kopya/mL 143 139 97,2 (93,0, 99,2)
Ekzon 21 L858R - 100 kopya/mL 71 70 98,6 (92,4, 100,0)
Ekzon 21 L861Q - 100 kopya/mL 72 72 100 (95,0, 100,0)
Ekzon 18 G719A - 300 kopya/mL 71 70 98,6 (92,4, 100,0)
Ekzon 19 Delesyon (2235_2249del15) - 300 kopya/mL 72 72 100 (95,0, 100,0)
Ekzon 20 Ekleme (2307_2308ins9) - 300 kopya/mL 72 72 100 (95,0, 100,0)
Ekzon 20 S768l - 300 kopya/mL 71 71 100 (94,9, 100,0)
Ekzon 20 T790M - 300 kopya/mL 144 142 98,6 (95,1, 99,8)
Ekzon 21 L858R - 300 kopya/mL 72 71 98,6 (92,5, 100,0)
Ekzon 21 L861Q - 300 kopya/mL 72 72 100 (95,0, 100,0)

a 0095 GA = %395 kesin binom giiven araligi.
b Bu 6rnek igin daha distik uyum, birincil olarak ti¢ merkezden birinden meydana gelen birden fazla yanitsiz karardan
(n = 6/24 toplam kopya) kaynaklanmaktadir.
Not: Sonuglar, bir Mutant Tipi panel 6§esi gecerli bir “Mutasyon Saptandi” sonucuna sahip oldugunda veya yabanil tip panel
6gesi gecerli bir “Mutasyon Saptanmadi” sonucuna sahip oldugunda uyumludur.

Not: Bu calismada kullanilan érnekler, mekanik olarak ortalama 220 bp boyutunda kesilmistir ve yaklasik 12.000 kopya/mL'lik
bir WT DNA temeline sahip hiicre hatti DNA'sindan olugsmaktadir.

Roche cfDNA plazmasi ile klinik tekrar iiretilebilirlik

cobas EGEFR Test'in tekrar iiretilebilirligini degerlendirmek i¢in 3 test merkezinde (2 harici ve 1 dahili, merkez basina

2 operator), bir reaktif lotu ve 3 ardisik olmayan test giiniinde saglikli dondr plazmasinin ii¢ benzersiz havuzunda
seyreltilmis hiicre hattt DNA'sini igeren yapay 6rneklerden olusan ti¢ adet dokuz 6geli panel ile bir ¢aligma
gerceklestirilmistir. Her havuzdaki 6rnekler, Roche cfDNA tiiplerinin benzersiz bir lotu ile toplanmistir. Plazma
panellerinden ikisi, her merkezde test edilmistir. Bir ekzon 18 G719X mutasyonu, bir ekzon 19 delesyon mutasyonu, bir
ekzon 20 T790M mutasyonu, bir ekzon 20 ekleme mutasyonu, bir ekzon 21 L858R mutasyonu ve bir ekzon 21 L861Q
mutasyonunu igeren mutasyonlar, Tablo 30 i¢inde 6zetlenen sekilde dort yapay 6rnekte temsil edilmistir. Her bir yapay
ornek iki seviyede hazirlanmustir: yaklasik 100 kopya/mL ve 300 kopya/mL. Bu yapay 6rnekler, dokuz 6geli bir panel
olusturmak i¢in yabanil tipte bir kontrolle birlikte sekiz ayr1 panel 6gesine yerlestirilmistir.

Tablo 30 Yapay 6rnek mutasyon kombinasyonlan

Hiicre Hatti DNA'si
Kombinasyonu 1

Hiicre Hatti DNA'si
Kombinasyonu 2

Hiicre Hatti DNA'si
Kombinasyonu 3

Hiicre Hatti DNA'si
Kombinasyonu 4

Ekzon 19 Del

S768l

T790M

L858R

Ekzon 20 Ins

G719A

L861Q

Yok
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Toplam 36 ¢alisma gerceklestirilmistir ve tiimii gecerlidir. Toplam 648 panel test edilmistir ve 646 panel (veya

1220 mutasyon) gegerli sonuglara sahiptir. Yabanil tip panel 6gesinin gegerli olan 72 testinde bir “Mutasyon Saptand1”
sonucu bulunmustur ve %98,6 uyum saglanmigstir. Mutasyon 6geleri i¢in uyumlar farklilik gostermistir: on tigiinde %100,
birinde > %98 uyum elde edilmistir. Mutasyonlarla genel uyum i¢in sonuglar, Tablo 31 i¢inde gosterilmistir. Varyasyon
katsayis1 (CV), tiim mutant panel 6gelerinde < %13,7'dir. Dahili ve Mutant kontroller i¢in genel CV < %1,3 'tiir.

Tablo 31 Tekrar iiretilebilirlik caismasinda mutasyon 6gesi tarafindan genel uyum tahminleri

Mutasyon Ogesi Geg«;r;ils;l;est Uyl:: m (ol/i )g;n:;OA/o)a
Yabanil tip - uygulanmaz 72 71 98,6 (92,5, 100,0)
Ekzon 18 G719A - 100 kopya/mL 72 71 98,6 (92,5, 100,0)
Ekzon 19 Delesyon (2235_2249del15) - 100 kopya/mL 72 72 100 (95,0, 100,0)
Ekzon 20 Ekleme (2307_2308ins9) - 100 kopya/mL 72 72 100 (95,0, 100,0)
Ekzon 20 S768l - 100 kopya/mL 72 72 100 (95,0, 100,0)
Ekzon 20 T790M - 100 kopya/mL 72 72 100 (95,0, 100,0)
Ekzon 21 L858R - 100 kopya/mL 72 72 100 (95,0, 100,0)
Ekzon 21 L861Q - 100 kopya/mL 72 72 100 (95,0, 100,0)
Ekzon 18 G719A - 300 kopya/mL 72 72 100 (95,0, 100,0)
Ekzon 19 Delesyon (2235 _2249del15) - 300 kopya/mL 71 71 100 (94,9, 100,0)
Ekzon 20 Ekleme (2307_2308ins9) - 300 kopya/mL 71 71 100 (94,9, 100,0)
Ekzon 20 S768l - 300 kopya/mL 72 72 100 (95,0, 100,0)
Ekzon 20 T790M - 300 kopya/mL 71 71 100 (94,9, 100,0)
Ekzon 21 L858R - 300 kopya/mL 72 72 100 (95,0, 100,0)
Ekzon 21 L861Q - 300 kopya/mL 71 71 100 (94,9, 100,0)

20095 GA = %95 kesin binom given aralg:.

Not: Sonuglar, bir Mutant Tipi panel 6desi gegerli bir “Mutasyon Saptandi” sonucuna sahip oldugunda veya yabanil tip
panel 6gesi gegerli bir “Mutasyon Saptanmadi” sonucuna sahip oldugunda uyumludur.

KHDAK plazma érneklerini kullanarak Saptama Limiti (LoD)

Ug ekzon 19 delesyonu, bir L858R mutasyonu ve bir T790M mutasyonu icin ii¢ test merkezinde (iki harici ve bir dahili,
merkez bagina iki operator), ii¢ reaktif lotu ve iki ardisik olmayan test giiniinde KHDAK plazma 6rneklerinin 11 6geli
bir paneli ile cobas EGFR Test kullanilarak K2 EDTA KHDAK plazma 6rnekleri ile LoD'u dogrulamak i¢in bir ¢alisma
gerceklestirilmistir (her biri iki seviyeli bes mutasyon: 1 x LoD ve 2 x LoD; art1 WT). Genel olarak 12 ¢alisma yapilmistir
(¢aligma bagina iki kopya) ve tiim galismalar gegerlidir. 11 panel 6gesi ile 262'si (%99,2) gegerli olmak iizere toplam

264 test gergeklestirilmistir. Yabanil tip panel 6gesinin 23 gecerli testinde “Mutasyon Saptand1” sonuglari
gozlemlenmemistir ve %100 uyum saglanmistir. Ekzon 20 T790M - 1 x LoD i¢in uyum yiizdesi %95,8'dir ve diger tiim
mutant panel 6geleri i¢in %100'diir. Panel 6gesine gore uyum tahminleri Tablo 32 i¢inde 6zetlenmistir. Varyasyon
katsayis1 (CV), tiim mutant panel 6gelerinde < %7,0'dr.
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Tablo 32 Panel 6gesine gore uyum tahminleri

Panel f)gesi Gecerli Test Sayisi Uyl\lll m (ol/?g;néz(;a
Yabanil tip - uygulanmaz 23 23 100 (85,2, 100,0)
Ekzon 19 Delesyon 1 - 1 x LoD 24 24 100 (85,8, 100,0)
Ekzon 19 Delesyon 1 - 2 x LoD 24 24 100 (85,8, 100,0)
Ekzon 19 Delesyon 2 - 1 x LoD 23 23 100 (85,2, 100,0)
Ekzon 19 Delesyon 2 - 2 x LoD 24 24 100 (85,8, 100,0)
Ekzon 19 Delesyon 3 - 1 x LoD 24 24 100 (85,8, 100,0)
Ekzon 19 Delesyon 3 - 2 x LoD 24 24 100 (85,8, 100,0)
Ekzon 20 T790M - 1 x LoD 24 23 95,8 (78,9, 99,9)
Ekzon 20 T790M - 2 x LoD 24 24 100 (85,8, 100,0)
Ekzon 21 L858R - 1 x LoD 24 24 100 (85,8, 100,0)
Ekzon 21 L858R - 2 x LoD 24 24 100 (85,8, 100,0)

30095 GA = %95 kesin binom given araligi.

Not: Gegerli bir Mutant Tipi panel 6desi testinin sonucu Mutasyon Saptandi seklindeyse veya gecerli bir yabanil tip panel
o6gesi testinin sonucu “Mutasyon Saptanmadi” ise sonuglar uyumlu olarak dahil edilir.

Not: Bu galismada kullanilan klinik 6rnekler, yaklagik 24.000 kopya/mL'lik WT DNA temeline sahiptir.

Roche cfDNA plazmasinin K2 EDTA plazmasina korelasyonu

cobas EGFR Test'in, K2 EDTA plazmasi ve Roche cfDNA plazmasi ile performansi 34 EGFR yabanil tip KHDAK hastast,
17 EGFR mutasyonu pozitif KHDAK hastasi ve 20 saglikli donérden alinan eglestirilmis cekimleri iceren bir 6rnek paneli
test edilerek karsilagtirilmistir. Saglikli dondrlerden yapilan alimlar, K2 EDTA ve Roche cfDNA tiiplerine aktarilarak tam
kana eklenen cobas EGFR Test tarafindan raporlanan baskin mutasyonlari igeren kesilmis hiicre hattt DNA'sindan olusan
vekil 6rnekler olusturmak i¢in kullanilmistir. Vekil 6rneklerdeki kesilmis hiicre hatt1 DNA's1 i¢in spike seviyesi, K2 EDTA
plazma ile belirlendigi tizere her mutasyon i¢in yaklasik 1,5 x LoD'dur (Tablo 24). Mutasyon durumu, bir NGS yontemi
kullanilarak her KHDAK hastasi i¢in dogrulanmistir. Her 6rnek, bir lot cobas EGFR Test reaktifi ile test edilmigtir. Tim
ornekler gecerli sonuglar vermistir ve karsilagtirma sonuglar1 Tablo 33 iginde gosterilmistir.

Tablo 33 K2 EDTA plazmasi ile Roche cfDNA tiipiinden toplanan plazma arasindaki uyum analizi

K2 EDTA Tiipii
MD NMD Toplam
: Pozitif Uyum (%): %100
N F MD 37 0 37
_qé § E 0095 GA 0090,5-100
e < Negatif Uyum (%): %100
e =S 2
T NMD 0 34 34 %95 GA 989,7-100
Genel Uyum (%): %100
Toplam 37 34 7 %95 GA 0094,5-100

Burada: MD = Mutasyon Saptandi ve NMD = Mutasyon Saptanmad..

K2 EDTA plazma igin eslestirilmis 6rnekler ile Roche Hiicresiz DNA Toplama Tiiplerinden elde edilen plazma arasindaki
uyum %100'dir. Uyumsuz sonug gozlemlenmemistir.
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Caligmadan alinan plazma 6rneklerinde, cobas EGFR Test, Tablo 34 iginde listelenen EGFR geninin 18, 19, 20 ve
21 ekzonlarinda saptanmigstir. Aksi belirtilmedik¢e, KHDAK 6rneklerinde mutasyonlar gézlemlenmistir.

Tablo 34 Roche cfDNA plazmasinin K2 EDTA plazmasina korelasyonunda gézlemlenen mutasyonlar

Ekzon Mutasyon sekansi AA degisikligi cosMIC ID™
2156G>C* G719A 6239
18 2155G>A* G719S 6252
2235 2249del15* E746_A750delELREA 6223
2236_2250del15° E746_A750delELREA 6225
ee éé}%—éé?i:‘é&m o K745_E746insVPVAIK 6963938
19 2237 2248del12 E746_E749delELRE Bulunamadi
2237 2251del15* E746_T751>A 12678
2239 2240TT>CC’ L747P 24267
2251A>C’ T751P Bulunamadi
2369C>T* T790M 6240
20 2303G>T* S768l 6241
2307_2308insGCCAGCGTG* V769 _D770insASV 12376
2573T>G* L858R 6224
A 2582T>A* L861Q 6213

* Yalnizca vekil 6rnekte goézlemlenmistir
* Vekil 6rnekte ve KHDAK &rnekte gdzlemlenmistir

5 Yalnizca KHDAK &rnekte gozlemlenmigtir

ASPIRATION kohortundan Faz Il plazma 6rneklerini kullanarak referans yénteme
korelasyon

cobas EGFR Test'in ekzon 19 delesyonu ve L858R mutasyonlarinin saptanmasindaki analitik dogrulugu, asagidaki
¢alismalarin bir veya daha fazlasindan (ASPIRATION) ileri evre KHDAK hastalarindan alinan K2 EDTA plazma
ornekleri kullanilarak dogrulanmis bir yeni nesil sekanslama (NGS) platformuyla kargilastirilarak degerlendirilmistir
(ASPIRATION Kohortu): Genentech klinik arastirmalar1 G027821 (MetMab) ve G027761 (MetLung) ile birlikte Roche
klinik arastirmas1t ML25637 (ASPIRATION).

2 mL hacimli ve hem plazmadaki cobas EGFR Test'ten hem de plazma 6rneklerini kullanan bir NGS y6nteminden alinan
gegerli eslestirilmis sonuglara sahip yiiz yirmi sekiz plazma 6rnegi, EGFR ekzon 19 delesyonu veya L858R mutasyonlar:
i¢in uyum analizine dahil edilmigtir. NGS yontemine gore toplam 32 érnekte MD ve 95 6rnekte NMD sonuglari elde
edilmistir. Plazmada cobas EGFR Test ile plazmada NGS arasindaki PPA %87,5 (%95 GA: %71,9, %95,0) olup Tablo 35
icinde gosterildigi sekilde cobas EGFR Test ile NGS arasindaki NPA %96,8'dir (%95 GA: %91,1, %98,9).

Tablo 35 EGFR ekzon 19 delesyonu veya L858R mutasyonlarinin saptanmasi icin plazmada cobas EGFR Test'in NGS
ile kargilagtinlmasi

Uyum dlciitii
Pozitif Uyum Yiizdesi (PPA)
Negatif Uyum Yizdesi (NPA)

Uyum yiizdesi (N) %95 GA

%87,5 (28/32)
%96,8 (92/95)

%71,9, %95,0

%91,1, %98,9
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ENSURE calismasindan Faz Ill 6rnekleri kullanilarak ekzon 19 delesyonu ve L858R
mutasyonlarinin saptanmasi icin cobas EGFR Test ile plazma ve doku 6rnekleri
arasindaki korelasyon

ENSURE g¢alismasi (YO25121), tiimorlerinde epidermal bilyiime reseptériiniin (EGFR) tirozin kinaz alaninda ekzon 19
delesyonu veya L858R mutasyonlari olan evre IIIB/IV Kiigiik Hiicre Dis1 Akciger Kanseri (KHDAK) hastalarinda birinci
basamak tedavi olarak TARCEV A*'nin (erlotinib) gemsitabin/sisplatine kars1 etkililigini ve giivenligini degerlendirme
amagli cok merkezli, agik etiketli, randomize bir Faz III ¢aligmasidir. Toplam 647 hasta taranmuistir, 601 hasta cobas EGFR
Test'ten ekzon 19 delesyonu ve L858R Mutasyonu igin gegerli doku EGFR sonuglarina sahiptir ve ¢alismaya 217 hasta
randomize edilmistir.

Bes yiiz on yedi hasta (%86,0, 517/601) K2 EDTA plazma ve doku 6rnekleriyle eglesmistir ve 441 hastada plazma 6rnek
hacmi, yani plazmada cobas EGFR Test'in dogrulandig1 6rnek hacmi, > 2,0 mL'dir.

Ekzon 19 delesyonu ve L858R mutasyonunun saptanmasi i¢cin cobas EGFR Test ile plazma ve doku 6rneklerinin
korelasyonu hem ayr1 ayr1 hem de birlikte degerlendirilmistir. cobas EGFR Test ile hem doku hem de plazma
orneklerinden eslestirilmis gecerli sonuglar olan toplam 431 6rnek, uyum analizine dahil edilmistir. Plazma ve doku
ornegi arasindaki pozitif uyum yiizdesi (PPA) %76,7'dir (%95 GA: %70,5-81,9), negatif uyum yiizdesi (NPA) ise Tablo 36
iginde gosterilen sekilde toplu halde ekzon 19 delesyonu ve L858R mutasyonunun saptanmast i¢in %98,2'dir (%95 GA:
%95,4-99,3). Ekzon 19 delesyonu ve L858R mutasyonunun saptanmast i¢in PPA, NPA ve OPA da ayr1 ayr1 Tablo 36
iginde gosterilmistir.

Tablo 36 Ekzon 19 delesyonu ve L858R mutasyonunun saptanmasinda cobas EGFR Test ile plazma 6rnekleri ve doku drnekleri
arasinda uyum

Mutasyon Uyum élciitii Uyum yiizdesi (N) %95 GA
Pozitif Uyum Yiizdesi (PPA) %76,7 (161/210) %70,5, %81,9
Toplu halde Negatif Uyum Ylizdesi (NPA) 0098,2 (217/221) 0095,4, %99,3
Genel Uyum Yizdesi (OPA) %87,7 (378/431) 0084,2, %90,5
Pozitif Uyum Yiizdesi (PPA) %80,8 (97/120) 0072,9, %86,9
Ekzon 19 Delesyon Negatif Uyum Yizdesi (NPA) 98,7 (307/311) 0096,7, %99,5
Genel Uyum Yizdesi (OPA) 0093,7 (404/431) 0091,0, %95,7
Pozitif Uyum Yizdesi (PPA) %67,8 (61/90) %57,6, %76,5
L858R Negatif Uyum Yizdesi (NPA) 0099,1 (338/341) 0097,4, %99,7
Genel Uyum Yiizdesi (OPA) 0092,6 (399/431) 0089,7, %94,7

Not: Referans olarak doku kullanilarak hesaplanan PPA ve NPA.

Ekzon 19 delesyonu ve L858R mutasyonlarinin toplu olarak saptanmast igin pozitif tahmin degeri (PPV) ve negatif tahmin
degeri (NPV), farkli popiilasyon doku prevalansina dayal: dnyiikleme yontemi kullanilarak hesaplanmigtir (Tablo 37).
Beklendigi sekilde EGFR mutasyon prevalansi arttikca PPV artar ve NPV azalir. %10-15 doku EGFR mutasyon prevalansi
oldugunu varsayan bir beyaz hasta popiilasyonu i¢in PPV %82,8-88,6 arasinda degisirken NPV %96,0-97,4 arasinda
degisir. %30-50 doku EGFR mutasyon prevalansi oldugu varsayildiginda ise bir Asya popiilasyonundaki prevalansa
dayanmasi durumunda PPV %94,8-97,8 arasinda degisirken NPV %80,8-90,9 arasinda degisir.
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Tablo 37 Farkhlik gésteren doku EGFR mutasyon prevalansina dayanarak dokuda cobas EGFR Test ve plazmada cobas EGFR Test
(plazma 6rnegi hacimleri > 2,0 mL olan hastalar) icin tahmini degerler

Doku Orneklerine Dayanan Pozitif Tahmin Degeri Negatif Tahmin Degeri

Varsayilan EGFR Prevalansi (PPV) (NPV)
%10 %82,8 (%71,3, %93,7) %97,4 (%96,2, %98,7)
%15 %88,6 (%79,7, %96,9) %096,0 (%94,3, %97,6)
020 %91,6 (%85,0, %97,8) %094,4 (%92,3, %96,3)
0030 %094,8 (%90,0, %98,6) %90,9 (%88,4, %93,4)
0040 0096,8 (%93,0, %99,4) %86,4 (%83,3, %89,4)
050 %97,8 (%95,0, %100,0) %80,8 (%77,4, %84,8)

Not: %95 GA'lar, dnylkleme yonteminden hesaplanmistir.
Not: Hacmi < 2,0 mL olan 79 6érnegin sonucu bu analizde gecgersiz olarak degerlendirilmistir.
Not: Referans olarak plazma kullanilarak hesaplanan PPV ve NPV.

AURA2 calismasindan Faz Il 6rneklerini kullanarak referans yonteme korelasyon

cobas EGFR Test'in klinik performansi, TAGRISSO® ile Faz IT AURA2 calismasinda taranan ileri evre KHDAK
hastalarindan K2 EDTA plazma 6rnekleri kullanilarak dogrulanmis bir yeni nesil sekanslama (NGS) platformuyla
karsilagtirillarak degerlendirilmistir.”

383 uygun hastadan 344'tinde plazma 6rnegi mevcuttur ve 342 gecerli ve iki gegersiz sonugla birlikte cobas EGFR Test
ile test edilmistir. cobas EGFR Test ile test edilen toplam 344 plazma 6rneginden 322'si (%93,6) NGS yontemiyle de test
edilmistir ve 22'sinde NGS tarafindan test edilecek yeterli plazma hacmi kalmamigtir.

Plazma orneklerinde T790M mutasyonunun saptanmasi i¢in referans yontem olan NGS ile kargilagtirmali cobas EGFR
Test'in analitik dogrulugu degerlendirilmistir. Hem cobas EGFR Test'ten hem de NGS sonuglarindan gegerli eslestirilmis
sonuglara sahip toplam 320 6rnek, uyum analizine dahil edilmistir. cobas EGFR Test ve NGS arasindaki pozitif uyum
yiizdesi (PPA) %91,5'dir (%95 GA: %85,7-95,1), negatif uyum yiizdesi (NPA) ise Tablo 38 icinde gosterilen sekilde T790M
mutasyonunun saptanmast i¢in %91,1'dir (%95 GA: %86,0-94,4).

Tablo 38 EGFR T790M mutasyonunun saptanmasi i¢in plazmada NGS ile cobas EGFR Test'in karsilastiriimasi

Uyum élciitii Uyum yiizdesi (N) %95 GA
Pozitif Uyum Yizdesi (PPA) %91,5 (129/141) 0085,7, %95,1
Negatif Uyum Ylizdesi (NPA) %91,1 (163/179) 0086,0, %94,4
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AURA2 ¢alismasindan K2 EDTA plazma 6rneklerinde, cobas EGER Test, Tablo 39 icinde listelenen EGFR geninin 18, 19,

20 ve 21 ekzonlarinda saptanmustir.

Tablo 39 AURA2 kohortunda cobas EGFR Test ile saptanan mutasyonlar

Ekzon Mutasyon sekansi AA degisikligi COSMIC ID™
2156G>C G719A 6239
18 2155G>A G719S 6252
2155G>T G719C 6253
2235 _2249del15 E746_A750delELREA 6223
2236_2250del15 E746_A750delELREA 6225
2236_2256>ATC E746_S752>| 133190
2237 _2251del15 E746_T751>A 12678
2237 2255>T E746_S752>V 12384
2237 2258>TATC E746_P753>VS Bulunamadi
2238_2248>GC L747 _A750>P 12422
2239_2247delTTAAGAGAA L747_E749delLRE 6218
2239 2248TTAAGAGAAG>C L747_A750>P 12382
19 2239 2251>C L747_T751>P 12383
2239_2256>CAG L747 _S752>Q Bulunamadi
2239 _2256del18 L747_S752delLREATS 6255
2239 2258>CA L747_P753>Q 12387
2239 2264>GCCAA L747_A755>AN 85891
2240 2251del12 L747_T751>S 6210
2240_2254del15 L747_T751delLREAT 12369
2240_2257del18 L747 P753>S 12370
2240_2264>CGAGAGA L747_A755>SRD Bulunamadi
2253_2276del24 S$752_1759delSPKANKEI 13556
2369C>T T790M 6240
20 2303G>T S768l 6241
2573T>G L858R 6224
21 2573 _2574TG>GT L858R 12429
2582T>A L861Q 6213

AURAZ2'den Faz Il 6rnekleri kullanilarak T790M'nin saptanmasi icin plazma ve doku
oérnekleri arasindaki korelasyon

AURAZ2 Klinik aragtirmasi*® TAGRISSO®'nun (osimertinib) giivenliligini ve etkililigini, onayli EGFR TKI ajan ile daha
once tedavi almasinin ardindan hastalig: ilerlemis olan ileri evre KHDAK hastalarinda ikinci veya > tiglincii basamak
tedavi olarak degerlendiren, ¢ok merkezli, acik etiketli, tek kollu bir Faz IT ¢aligmasidir ve T790M, cobas EGFR Test
tarafindan saptanan sekilde pozitiftir. Toplam 472 hasta taranmistir, 383 hastada doku 6rnegi test edilmistir ve

371 hastada cobas EGFR Test'ten T790M mutasyonu i¢in gegerli bir doku EGFR sonucu elde edilmistir; bunlarin 233"t
T790M pozitiftir ve 210 hasta ¢alismaya randomize edilmistir.
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383 uygun hastadan 344'tinde K2 EDTA plazma 6rnegi vardir. cobas EGFR Test ile hem doku hem de plazma
orneklerinden eslestirilmis gegerli sonuglar1 olan toplam 334 6rnek, analize dahil edilmistir. Plazma ve doku 6rnegi
arasindaki pozitif uyum ytizdesi (PPA) %58,7'dir (%95 GA: %52,2, %65,0) ve negatif uyum yiizdesi (NPA) ise T790M
mutasyonunun saptanmast i¢in %80,2'dir (%95 GA: %71,8, %86,5). Tablo 40 i¢inde gosterilen sekilde T790M
mutasyonunun saptanmast i¢in pozitif tahmin degeri (PPV) %85,6 (%95 GA: %79,2, %90,3) ve negatif tahmin degeri
(NPV) %49,2'dir (%95 GA: %42,0, %56,4).

Tablo 40 i¢inde gosterilen PPV, dokuda cobas EGFR Test ile T790M negatif ve plazmada cobas EGFR Test ile T790M
pozitif olan 22 6rnekten etkilenmistir. On sekiz drnegin plazmada NGS tarafindan T790M pozitif oldugu dogrulanmistir
ve bir 6rnek ise NGS testi i¢in yeterli hacme sahip degildir. NGS tarafindan yalnizca tigtiniin T790M negatif oldugu
saptanmuigtir.

Tablo 40 T790M mutasyonunun saptanmasinda cobas EGFR Test ile plazma drnekleri ve doku érnekleri arasinda uyum

Mutasyon Uyum élciitii Uyum yiizdesi (N) %95 GA
Pozitif Uyum Yiizdesi (PPA) 0058,7 (131/223) %52,2, %65,0
Negatif Uyum Yizdesi (NPA) 080,2 (89/111) %71,8, %86,5
T790M Genel Uyum Yizdesi (OPA) 065,9 (220/334) %60,6, %70,8
Pozitif Tahmin Degeri (PPV) %85,6 (131/153) 079,2, 9%90,3
Negatif Tahmin Degeri (NPV) 049,2 (89/181) 0042,0, %56,4

Not: Referans olarak doku kullanilarak hesaplanan PPA ve NPA.
Not: Referans olarak plazma kullanilarak hesaplanan PPV ve NPV.

T790M direngli mutasyonunun saptanmasinda plazma ve doku 6rnekleri arasindaki uyum, aktive edici mutasyonlara gore
daha diigiiktiir. PPA, dokunun heterojenliginden etkilenebilir: aktive edici mutasyonlar L858R ve ekzon 19 delesyonlarinin
aksine, T790M, genellikle edinilmis bir mutasyon oldugu igin tiimor hiicrelerinin kiigiik bir yilizdesinde mevcut olabilir;
bu nedenle, T790M cfDNA, plazmada yalnizca ¢ok diisiik konsantrasyonda ve saptama limitinin altinda mevcut olabilir.
NPA, tiimdriin heterojenliginden de etkilenebilir: T790M mutasyonu tiim tiimor hiicrelerinde bulunmayabileceginden,
diger tiimor bolgeleri T790M pozitif olabilirken T790M mutasyonunun bulunmadig bir tiimoérden doku biyopsisi
almabilir.”

Klinik sonug verileri

ENSURE

ENSURE ¢aligmasinda, kayitli 217 hastanin (cobas EGFR Test v1 ile bir doku 6rneginde saptanan bir ekzon 19 delesyonu
veya L858R mutasyonu olanlar), 214'tinde (%98,6) bir K2 EDTA plazma 6rnegi mevcuttur ve 180 hasta da 2,0 mLlik bir
plazma 6rnegi hacmine sahiptir. cobas EGFR Test ile test edilen 2 mL hacimli 180 plazma 6rneginden 137'sinde ekzon 19
delesyonu veya L858R mutasyonu i¢in “Mutasyon Saptand1” sonucu vardir (erlotinib kolunda 68 hasta, kemoterapi
kolunda 69 hasta), 42'sinde “Mutasyon Saptanmadi” sonucu vardir (TARCEVA® kolunda 22 hasta, kemoterapi kolunda
20 hasta) ve bir 6rnek de gecersiz sonug iiretmistir. Aragtirmaci tarafindan degerlendirilen PFS i¢in Kaplan-Meier egrileri,
bir plazma 6rneginde ekzon 19 delesyonu veya L858R mutasyonu olan hastalar i¢in Sekil 15 i¢inde gosterilmistir.
TARCEVA® kolundaki hastalar, kemoterapi kolundaki hastalara kiyasla daha uzun PFS'ye sahiptir ve iki egri, plazmada
saptanabilir bir EGFR aktive edici mutasyonu olan hastalarda TARCEVA® ile tedaviye 6nemli fayda gostererek gozlem
stiresi boyunca iyi ayrilmistir (p degeri < 0,001).
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Sekil 15 Hem plazma hem de dokuda cobas EGFR Test ile mutasyon saptanan hastalar icin tedaviye gore Kaplan-Meier PFS
Grafigi (arastirmaci degerlendirmesi) (2 mL plazma 6rnegi ile)

1.0 1 1: Erlotinib
0.9 1 o —=—  2: Kemoterapi
0.8 1 _A
07 - Log-Sira Testi (P < 0,0001)
. -
0.6 1 '
4 h
o 0.51 oo
0.4 1
o3¢ 7
0.2 1
o1 e
o
00 I I I I I I I I I I I I I I I I I I I
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Tedaviden sonra gecen ay sayisi
Risk altinda N
1 68 67 63 62 59 57 40 38 35 23 23 22 12 11 4 4 4 1 1 1 (0]
2 69 60 54 51 43 31 18 18 16 5 4 3 0

Plazma mutasyonu pozitif veya negatif olsun, doku EGFR mutasyonu pozitif olan ve plazma 6rnek hacimleri 2,0 mL olan
tiim hastalarda tutarli bir PFS faydasi gézlemlenmistir ve bu fayda, Sekil 16 icinde gosterilen sekilde genel ENSURE ITT
popiilasyonunda gozlemlenen PES faydasina benzerdir (HR = 0,33; %95 GA: 0,23, 0,47).

Sekil 16

Arastirmaci degerlendirmesi tarafindan PFS icin HR'lerin Forest grafigi (2 mL plazma érnekleri ile)

cobas EGFR Plazma Sonucu

Doku MD/Plazma MD (n = 137)

Doku MD/Plazma NMD (n = 42)

Referans: Doku ITT Popiilasyonu (n = 217)

HR (%95 GA)

0,29 (0,19, 0,45)

0,37 (0,15, 0,90)

0,33 (0,23, 0,47)

e

0,125

T T T T
0,25 0,5 1 2

Tehlike Orani

Not: MD = Mutasyon Saptandi (ekzon 19 delesyonu veya L858R); NMD = Mutasyon Saptanmadi (ekzon 19 delesyonu ve L858R).
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AURA2

Birincil etkililik ug nokta degiskeni, yanit i¢in degerlendirilebilir analiz seti kullanilarak BICR tarafindan RECIST 1.1'e
gore objektif yanit oranidir (ORR). ORR, en az bir ziyarette bulunan ve en az dort hafta sonra dogrulanan tam yanit (CR)
veya kismi yanitin (PR) sonucu olan hastalarin sayis1 (%) olarak tanimlanmistir (CR veya PR'nin en iyi objektif yanit1
[BOR]).

Doku Degerlendirilebilir Yanit Analizi Seti (ERAS) popiilasyonunda (en az bir doz TAGRISSO® alan ve baslangicta
BICR'ye gore olgiilebilir hastalig1 olan, dokuda cobas EGFR Test'te T790M+ olan hastalar) 111 hasta cobas EGFR Test ile
K2 EDTA plazma T790M+'dir (hem doku hem de plazma 6rnekleri tarafindan T790M+). Bu alt kiime i¢in ORR %64,9'dur
(72/111, %95 GA: %52,1, %70,4) ve bu, doku ERAS popiilasyonunda gézlemlenen %64,1 ORR degerine ¢ok benzerdir.

Doku Tam Analiz Seti (FAS) popiilasyonunda (en az bir doz TAGRISSO® alan, dokuda cobas EGFR Test ile T790M+
hastalar) 117 hasta, cobas EGFR Test ile plazma T790M+'dir. Hem doku hem plazma 6rnekleri ile T790M+ sonucuna
sahip hastalar icin ORR %61,5'dir (72/117, %95 GA: %55,2, %73,7) ve bu, doku FAS popiilasyonunda gozlemlenen %61
ORR degerine ¢ok benzerdir. Bu analizlerin sonuglar1 Tablo 41 i¢inde gosterilmistir. AURA2'ye katilmanin pozitif doku
testi sonuglarina dayanmasindan 6tiirii (T790M plazma+, T790M doku-) hastalar i¢in sonug verileri bu ¢alismada mevcut
degildir.

Tablo 41 AURA2 cahismasindan alinan kayith hastalar arasinda (dokuya gére T790M+) plazma sonucuna gore objektif yanit

orani
Poplfllasy(u)_n Plazma Orneginden cobas EGFR Yaniti olan Hastalarin ORR
(doku drnegiyle Test Sonuclar N Sayisi (ORR)? (%95 GA)
T790M+) ¢ n (%)

T790M+ (Plazma FAS) 117 72 (%61,5) (%55,2, %73,7)

Doku Tam Analiz Seti
- 0, 0, 0,

(Doku FAS) T790M 89 53 (%59,6) (%51,3, %73,0)

Genel (Doku FAS) 210 128 (%61,0) (%57,0, %70,8)
Doku Degerlendirilebilir | 1790M+ (Plazma ERAS) 11 72 (%64,9) (52,1, %70,4)
Yanit Analizi Seti T790M- 83 52 (%62,7) (%48,6, %69,8)
(Doku ERAS) Genel (Doku ERAS) 198 127 (%64,1) (9654,0, %67,6)

@ Yanitlar yalnizca dogrulanmig yanitlari igerir.

FLAURA
I TAGRISSO® Birinci Basamak icin Faz Il Calismasi

FLAURA ¢alismasinda'® toplam 994 hasta taranmis olup klinik aragtirmaya 556 hasta randomize edilmistir ve

438 hastanin taramasi basarisiz olmustur. 556 randomize FLAURA hastasindan 537'si ¢aligma analizi i¢in uygundur.
Calismaya uygun 537 hastadan 276's1 merkezi bir cobas EGFR doku testi ile randomize edilmis olup bunlarin 254'tinde
test i¢cin mevcut bir K2 EDTA plazma 6rnegi vardir ve 190'1 cobas EGFR plazma testi (pEGFRm+) igin pozitiftir; 261'i
yerel bir doku testi ile randomize edilmistir ve bunlarin 242'sinin test i¢in hazir plazma 6rnegi vardir ve 169'u cobas EGFR
plazma testi i¢in pozitiftir (136 cobas doku EGFR mutasyonu pozitif (tEGFRm+), 1'inde cobas doku EGFR mutasyonu
negatiftir tEGFRm-) ve 32'si ise gecersizdir/cobas doku testi ile test edilmemistir).

cobas EGFR Test'e gore birincil plazma popiilasyonu (tEGFRm+ ve pEGFRm+) i¢cin N = 326 olup 190'1 merkezi olarak
randomize ve 136's1 ise yerel olarak randomizedir), HR 0,41'dir (%95 GA: 0,31, 0,54) ve FLAURA FAS i¢in HR
(tEGFRm+, N = 556) 0,46'd1r (%95 GA: 0,37, 0,58). Dolayisiyla, birincil plazma popiilasyonu i¢in ilacin etkililigi, FLAURA
FAS popiilasyonu ile tutarlidir. Plazma 6rneginde ekzon 19 delesyonu veya L858R mutasyonu bulunan birincil plazma
popiilasyonu i¢in Kaplan Meier grafigi Sekil 17 icinde gosterilmistir.
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Sekil 177 FLAURA birincil plazma popiilasyonu i¢in tedavi yoluyla PFS'nin Kaplan-Meier Grafigi (cobas tEGFRm+ ve
cobas pEGFRm+ olan hastalar, n = 326)

0,6 1
0,57
0,4
0,3
0,21

0,11

I

[ —

1: Osimertinib

2: SoC

Log-Sira Testi (P < 0,0001)

HR = 0,41, %95 GA [0,31, 0,54]

0,0 T

Risk altinda N
1165 161
2 161 141

144 126
108 82

107
53

82
39

18 21

27

30

Tedaviden sonra gegen ay sayisi

Asagida Sekil 18 icinde gosterildigi sekilde TAGRISSO®'nun SoC iizerindeki iistiinliigii, 0,39 ila 0,48 arasinda degisen
HR'lerle ve FLAURA FAS popiilasyonundan elde edilen HR ile tutarl: (HR = 0,46) olup yerel ve merkezi cobas tEGFR

kayit durumu tarafindan tanimlanan tiim plazma pozitif alt gruplarda tutarlidir.

Sekil 18 Yerel ve Merkezi cobas EGFR Test Durumu ile Tanimlanan FLAURA Alt gruplarni i¢in HR'lerin Forest Grafigi

Calisma
Popiilasyonu*

POP1 (n = 326)

POP2 (n = 190)

POP3 (n = 136)

POP4 (n = 169)

POP5 (n = 359)

Genel (n = 537)

tFAS (n = 556)

HR (%95 GA)

0,41 (0,31, 0,54)

0,43 (0,30, 0,62)

0,39 (0,26, 0,59)

0,48 (0,33, 0,70)

0,45 (0,35, 0,58)

0,46 (0,37, 0,58)

0.46 (0.37. 0.58)

| —

0,25

T
0,5
Tehlike Oram

POP = Popiilasyon (alt grup)

* POP1: cobas doku testi ve cobas plazma testi pozitif olan tiim randomize hastalar.

POP2: cobas doku testi ile randomize edilen ve ayrica cobas plazma testi pozitif olan hastalar.

POP3: Yerel doku testi ile randomize edilen ve ayrica cobas doku ve plazma testi pozitif olan hastalar.
POP4: Yerel doku testi ile randomize edilen ve ayrica cobas plazma testi pozitif olan hastalar.

POP5: cobas plazma testi pozitif olan tim randomize hastalar.
Genel: 19 Cinli hasta hari¢ tim randomize hastalar.
tFAS: Tim randomize hastalar (FLAURA tam analiz seti).
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Il IRESSA® Bakim Standardi Analizi

IRESSA® (gefitinib) ile tedavi edilen bakim standardi kolundan (SoC) gelen hastalar iizerinde ayr1 bir analiz yapilmigtir.

FLAURA'da arastirmaci tarafindan degerlendirilen objektif yaniti olan IRESSA® ile tedavi edilen tiim hastalar arasindan

105 hastada, K2 EDTA orneklerinden alinan cobas plazma testi pozitiftir. Tiim cobas plazma pozitif hastalar1 icin ORR

%71,4'tlir (75/105, %95 GA: %62,2, %79,2, Tablo 42 i¢cinde POP4).

cobas plazma testinden pozitif sonug alan 105 hastadan 47'si cobas doku testiyle (cobas plazma testi i¢in birincil etkililik

popiilasyonu) randomize edilmistir ve 58 hasta ise yerel bir testle randomize edilmistir. cobas plazma testi i¢in birincil
etkililik poptilasyonunda (n = 47) aragtirmaci degerlendirmesine gore toplam 36 hastanin yanit verdigi kabul edilmistir
ve %76,6'lik bir ORR degeri ile sonuglanmistir (%95 GA: %62,8, %86,4, Tablo 42 icinde POP1).

Hem cobas doku hem de cobas plazma testleri ile pozitif olan yerel randomize edilmis hastalarda ORR degeri %62,2'dir
(28/45, %95 GA: %47,6, %74,9) (Tablo 42 i¢cinde POP2). Hem cobas doku hem de cobas plazma testleri ile pozitif olan
tiim IRESSA” ile tedavi edilen hastalarda ORR degeri %69,6'd1r (64/92, %95 GA: %59,5, %78,0) (Tablo 42 icinde POP3).
Bu farkls hasta popiilasyonlari i¢cin ORR'lerin Forest grafigi Sekil 19i¢cinde gosterilmistir. Sonuglar, IRESSA®'nin cobas
plazma testine dayali tedavi etkisinin her alt popiilasyonda korundugunu ve IRESSA®'da segilen hastalar i¢in orijinal
kayit calismasinda (IFUM) bildirilen sonuglarla tutarli oldugunu gostermektedir.”

Tablo 42 FLAURA'da IRESSAP® ile Tedavi Edilen Hastalarda cobas Plazma Pozitif icin ORR'ler

SoC Kolunda IRESSAP ile Tedavi Edilen Plazma Pozitif (pEGFR+) Hastalar

pEGFR+ Merkezi

PEGFR+ Yerel olarak Randomize Edilen (Yerel tEGFR+)

ORR (%, %95 GA)

%62,8, %86,4)

%47,6, %74,9)

Objektif Yanit :
olarak Rfmdomlze cobas tEGFR Toplam
Edilen cobas tEGFR+ | cobas tEGFR- Gegersiz/
(cobas tEGFR+) Test Edilmedi
Hasta Sayisi 47 45 1 12 105
Yanit 36 28 1 10 75
Yanitsiz 11 17 0 2 30
POP1 = %76,6 POP2 = %62,2 POP4 = %71,4
(36/47: (28/45: - - (75/105:

%62,2, %79,2)

POP3 = %69,6
(64/92: %59,5, %78,0)

Not: tEGFR = doku EGFR; pEGFR = plazma EGFR; GA = (skor) giiven arahg!.
POP = popiilasyon (alt grup)

POP1: cobas doku testi ile randomize edilen cobas pEGFR+ hastalar icin ORR (cobas plazma testi igin birincil etkililik poptlasyonu).

POP2: Yerel doku testi ile randomize edilen cobas plazma ve doku pozitif hastalar igin ORR.

POP3: Tim cobas plazma ve doku pozitif hastalar igin ORR.

POP4: Tim cobas plazma pozitif hastalar icin ORR.
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Sekil 19 Farkh Popiilasyonlar icin Plazmada cobas EGFR Test'e Dayanan ORR'lerin Forest Grafikleri

Calisma Popiilasyonu

POP1

POP2

POP3

POP4

ORR % (%95 GA)

76,6 (36/47: %62,8, %86,4)

0062,2 (28/45: %47,6, %74,9)

0069,6 (64/92: %59,5, %78,0)

%71,4 (75/105: %62,2, %79,2)

04

ORR

POP = popiilasyon (alt grup)

POP1: cobas doku testi ile randomize edilen cobas pEGFR+ hastalar icin ORR (cobas plazma testi igin birincil etkililik popllasyonu).
POP2: Yerel doku testi ile randomize edilen cobas plazma ve doku pozitif hastalar icin ORR.
POP3: Tim cobas plazma ve doku pozitif hastalar i¢cin ORR.
POP4: Tim cobas plazma pozitif hastalar icin ORR.

07340761001-03TR

Doc. Rev. 8.0

72



cobas® EGFR Mutation Test v2

Sonuc isaretleri

Sonug isaretlerinin aciklamasi

Bir isaretin kaynagi, Tablo 43 icinde belirtildigi sekilde isaret kodunda gosterilir.

Tablo 43 isaret kaynag

isaret kodu baslangici isaret kaynag Ornek
M2 Birden cok veya diger nedenler M6

R Sonucun yorumlanmasi R20

zz Analizér 21

2 cobas® 4800 Sistemi - Kullanim Kilavuzuna veya cobas® 4800 Sistemi - Kullanici Yardimina bakin.

Tablo 44 icinde, sistemde kullaniciya yonelik tiim sonug isaretleri listelenmistir.

Tablo 44 Sonuc¢ yorumlama isaretlerinin listesi

isaret kodu dOnem . Aciklama Onerilen islem
erecesi
R797, R807, | Hata Hedef saptanamadi Ornegi tekrarlayin. Test prosediirii bélimine bakin.
R817, R827, Bu isaret kodlari, rnek igin negatif bir sonucun olustugunu belirtir
R837, R842, (6rnek bir veya daha fazla kuyucuga eklenmemis olabilir).
R847
R700, R718, | Hata Mutant Kontrolii saptanamadi Calismay: tekrarlayin. Test prosediirii bélimune bakin.
R724, R736, Bu isaret kodlar dirsek belirleme algoritmasinin atipik veya parazitli
R742, R748, floresan paterni olmasi durumunda meydana gelebilecek bir hatayla
R766, R712, karsilagtigini gosterir.
R754, R760
R701, R719, | Hata Mutant Kontrolii saptanamadi Calismay: tekrarlayin. Test prosediirii bdlimine bakin.
R725, R737, Bu isaret kodlar Mutant Kontrol i¢in negatif bir sonucun meydana
R743, R749, geldigini belirtir. Bir Mutant Kontrol DNA'si bir ya da daha fazla
R767, R713, kuyucuga eklenmemis olabilir.
R755, R761
R702, R720, | Hata Mutant Kontrolii aralik digindadir Calismay: tekrarlayin. Test prosediirii bdlimiine bakin.
R726, R738, Bu isaret kodlari Mutant Kontrolii igin gézlemlenen bir Ct degerinin,
R744, R750, yerlesik esigin tizerinde oldugunu gésterir (yani dirsek ¢cok
R768, R714, yuksektir).
R756, R762 Olasi nedenler sunlar olabilir:
1. Calisma Master Mix'inin yanlis hazirlanmasi
2. Calisma Master Mix'ini mikrokuyucuk plakasinin bir kuyucuguna
eklerken pipetleme hatasi
3. Mutant Kontroli mikrokuyucuk plakasinin bir kuyucuguna
eklerken pipetleme hatasi.
R703, R721, | Hata Mutant Kontrolii aralik digindadir Calismay: tekrarlayin. Test prosediirii bdlimine bakin.
R727, R739, Bu isaret kodlari Mutant Kontrol i¢in gézlemlenen bir Ct degerinin,
R745, R751, yerlesik esigin altinda oldugunu gésterir (yani dirsek ¢ok diistik). Bu
R769, R715, hata DNA kontaminasyonu durumunda olusabilir.
R757, R763
R772,R778, | Hata Negatif Kontrol saptanamadi Calismay: tekrarlayin. Test prosediirii bdlimine bakin.
R780, R784, Bu isaret kodlar dirsek belirleme algoritmasinin atipik veya parazitli
R786, R788, floresan paterni olmasi durumunda meydana gelebilecek bir hatayla
R794, R776, karsilastigini gosterir.
R790, R792
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isaret kodu dO:r(:::esi Aciklama Onerilen islem

R773, R779, | Hata Negatif Kontrol aralik digindadir Calismay: tekrarlayin. Test prosediirii bdlimine bakin.

R781, R785, Bu isaret kodlari, Negatif Kontrol igin pozitif bir sonu¢ olustugunu

R787, R789, gosterir (yani bir kontaminasyon gerceklesmistir).

R795, R777,

R791, R793

R796, R816, | Hata Hedef saptanamadi Ornegi tekrarlayin. Test prosediirii bslimiine bakin.

R826, R836, Bu isaret kodlan dirsek belirleme algoritmasinin atipik veya parazitli

R806, R841, floresan paterni olmasi durumunda meydana gelebilecek bir hatayla

R846 karsilastigini gosterir.

R799, R819, | Hata Sonug, aralik digindadir Ornegi tekrarlayin. Test prosediirii bélimine bakin.

R829, R839, Bu isaret kodlari, drnekte atipik distik bir Ct degerinin

R809, R844, g6zlemlendigini gosterir.

R849

R800, R820, | Hata Sonug, aralik digindadir Ornegi tekrarlayin. Test prosediirii bélimine bakin.

R830, R840, Bu isaret kodlari, érnek igin Mutant Ct degeri ile Internal Kontrol Ct

R810, R845, degeri arasinda atipik bir iligkinin gézlemlendigini gdsterir.

R850

R811, R831, | Hata internal Kontrol saptanamadi Ornegi tekrarlayin. Test prosediirii bélimine bakin.

R851 Bu isaret kodlar dirsek belirleme algoritmasinin atipik veya parazitli
floresan paterni olmasi durumunda meydana gelebilecek bir hatayla
karsilagtigini gosterir.

R812, R832, | Hata internal Kontrol saptanamadi Ornegi tekrarlayin. Test prosediirii bélimine bakin.

R852 Bu isaret kodlar, 6rnek icin internal Kontrol sonucunun gegerli
olmadigini gésterir. Gegerli bir internal Kontrol sonucunun olmamasi
asagidakileri gosterir:

1. Ornekten alinan genomik DNA'nin kalitesi digtiktir

2. isleme alinan érnek miktar yetersizdir

3. Ornek iginde PCR inhibitdrleri vardir

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

5. Ornek DNA bir ya da daha fazla kuyucuga eklenmemis olabilir
6. Diger faktorler.

R813, R834, | Hata internal Kontrol aralik digindadir Ornegi tekrarlayin. Test prosediirii bsliimiine bakin.

R853 Bu isaret kodlari, 6rnek icin Internal Kontrol sonucunun gecerli
olmadigini gésterir. Gegerli bir internal Kontrol sonucunun olmamasi
asagidakileri gosterir:

1. Ornekten alinan genomik DNA'nin kalitesi diistiktiir.

2. Isleme alinan érnek miktan yetersizdir.

3. Ornek iginde PCR inhibitdrleri vardir.

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

5. Ornek DNA bir ya da daha fazla kuyucuga eklenmemis olabilir.
6. Diger faktorler.

R814, R835, | Hata internal Kontrol aralik digindadir Ornegi tekrarlayin. Test prosediirii bélimine bakin.

R854 Bu isaret kodlari, drnekte atipik diisik bir Internal Kontrol Ct
degerinin gézlemlendigini gosterir. Bu hata, PCR karigiminin
konsantre genomik DNA ile asir yliklenmesi durumunda ortaya
cikabilir.
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Ek bilgiler

Semboller

Asagidaki semboller Roche PCR diagnostik iiriinlerinin etiketlenmesinde kullanilir.

Tablo 45 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]] /Atanan aralik

(U/mL)
Avrupa Toplulugundaki
E yetkili temsilci

[IRRRRRRRRTN] .
BARCODE Barkod Veri Sayfasi

I_ OT Seri kodu
f(- Biyolojik riskler
EN

REF Katalog numarasi

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

gerekliliklerine uygundur

Collect Date| Numune alma tarihi

1 )

<n> testicin yeterli
miktarda icerir

4

CONTENT | Kit icerigi

CONTROL | Kontrol

Uretim tarihi

q
”E Hasta yaninda test igin
uygun cihaz
4 y9
o R -
Kendi kendine test igin
4 uygun cihaz

£

07340761001-03TR

:o:l
1 Kullanim talimatlarina bakin

Hasta yaninda test igin
uygun olmayan cihaz

Kendi kendine test igin
uygun olmayan cihaz

& Distriblitor
(Not: Semboltin altinda gegerli
lilke/bélge belirtilmis olabilir)

Tekrar kullanmayin

Kadin

Sadece IVD performans
degerlendirmesi icin

Kiresel ticaret Grin
numarasi

ithalatg

@ % ﬁom@@@@

<
=

In vitro Tibbi Tani cihazi

F
—
=

Belirlenen aralidin alt limiti

Erkek

Uretici

E.Q

CONTROL

Negatif kontrol

Steril degil

=P

£ Hasta ad

Hasta numarasi

Buradan soyarak agin

<

CONTROL | + | Pozitif kontrol

kopyalarini kullanin.

PCR reaksiyonu bagina QS
IU, sonuglarin
hesaplanmasinda PCR

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

SN | Seri numarasi

Site| Tesis

| Procedure | Standard | Standart prosediir

Etilen oksit ile sterilize
STERILE E edilmistir

Sicaklik siniri

Karanlik ortamda muhafaza
edin
TDF

Test tanim dosyasi

Burasi yukar gelecek

—

| Procedure [ UltraSensitive | Ultra hassas prosediir

UD | Benzersiz cihaz tanimlayici

ULR Belirlenen araligin Gst limiti

Urine Fill Line| idrar dolum gizgisi

Yalnizda ABD: Federal
yasalar, bu cihazin yalnizca

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

g Son kullanma tarihi

- PCR reaksiyonu basina QS kopya, sonuglarin
IQS COPIES/PCR I hesaplanmasinda PCR reaksiyonu basina QS
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Teknik destek

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

Uretici
Tablo 46 Uretici

Amerika Birlesik Devletleri'nde Gretilmistir

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
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Boliim A ve Boliim B'deki Gereken ancak saglanmayan cihaz ve yazilmlar bélimiinde Sistem
Yazilimi stiriimii 2.2'ye gtincellenmistir ve Uriin Bilgi Kartina iligkin bir not eklenmistir.

cobas® markasi glincellenmistir.
Baglanti da dahil olmak (izere Ticari markalar ve patentler b6limU glincellenmistir.
Herhangi bir sorunuz varsa lttfen Roche Temsilciniz ile iletisime gegin.
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