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

IN VITRO DIAGNOSZTIKAI CELRA.

cobas® 4800 BRAF V600 Mutation Test BRAF 24 Tests M/N: 05985595190

A minta-elékészitéssel kapcsolatos tudnivalokat a cobas® DNA Sample Preparation Kit (DNS minta-elékészité készlet;
M/N 05985536190) dokumentacioja tartalmazza.

RENDELTETESSZERU HASZNALAT

A cobas® 4800 BRAF V600 mutacié teszt elsédleges felhasznalasa a BRAF V600 mutaciok kimutatasa formalin-fixalt,
paraffinba agyazott human melanoma-, illetve papillaris pajzsmirigy-carcinoma (Papillary Thyroid Carcinoma, PTC) szbvetbdl
extrahalt DNS-ben. Melanoma érintettség esetén segédeszkdzként hasznalhaté azon betegek kivalasztasara, akiknek tumora
BRAF V600 mutaciét hordoz, és akezelésiik vagy csak ZELBORAF® (vemurafenib) gyégyszerrel, vagy COTELLIC®
(cobimetinib) és ZELBORAF® (vemurafenib) kombinaciojaval torténik.

A VIZSGALAT OSSZEGZESE ES MAGYARAZATA

A BRAF protoonkogén aktivald mutaciéi szdmos human rakban el6fordulnak, egyebek kdz6tt malignus melanomaban,
colorectalis rakban, petefészekrakban és pajzsmirigyrakban.! 2 A malignus melanomak 40-60%-aban azonositottak BRAF
mutaciokat,® valamint a papillaris pajzsmirigy-carcinomak 36—46%-aban is.* 5 BRAF mutaciok benignus anyajegyekben szintén
gyakoriak,® igy felmerdl, hogy az ilyen mutaciok igen korai eseménynek szamitanak. A BRAF gén ilyen, melanomaban, PTC-
ben és mas human daganatokban el6fordulé6 szomatikus mutaciéinak felfedezése el6segitette a BRAF kinaz kézponti
szerepének tisztazasat a sejtproliferaciot, -differencialédést és sejthalalt szabalyozé jelatviteli utakban. Normal sejtekben
a BRAF egy szigoruan szabalyozott jelatviteli ut része, amely a névekedési faktor receptorok (pl. EGFR) hatasat medialja RAS,
RAF, MEK és ERK komponenseken keresztiil. A BRAF onkogén mutacidi egy kinazfunkcio létrejottét eredményezik, amelynek
kovetkeztében a RAF-MEK-ERK ut konstitutivan aktivva valik a tipusos ndvekedési faktorok hianyaban is.

A BRAF mutéaciok tulnyomo tébbsége melanomaban, PTC-ben és mas human daganatokban a 600. kodonban fordul el6.”
A 600. kodon predominans mutacioja a V600E mutacidé (GTG > GAG). A 600. kodont érintd szamos kevésbé gyakori
dinukleotid mutaciot [V600K (GTG > AAG), V600R (GTG > AGG), V600E2 (GTG > GAA) és V600D (GTG > GAT)] ugyancsak
medgfigyeltek, els6sorban melanomaban és ritkdbban egyéb daganatokban, pl. colorectalis rakban.

A cobas® 4800 BRAF V600 mutacidteszt valos idejli PCR-vizsgalat, amelyet a V60OE (T1799A) mutacio kimutatasara
terveztek. A cobas® 4800 BRAF V600 mutacioteszt kiegészité diagnosztikai teszt a vemurafenib vegyiiletre, amely gatolja
a BRAF mutans V600E valtozatat. Az elérehaladott melanomaban szenvedé betegek klinikai vizsgalatai szerint a V600E-
mutans tumorl betegek esetében valdszinlileg klinikai elényokkel jar a vegyllet hasznalata.? ® Az elérehaladott melanomaban
szenvedd betegek korében végzett klinikai vizsgalat a cobimetinib és vemurafenib egyuttes hasznalatarél megmutatta, hogy az
olyan betegeknél, akiknek a cobas® 4800 BRAF V600 mutacidteszt altal kimutatott V60OE vagy V600K-mutans tumoruk van,
valészinlleg klinikai elénydkkel jar a vegylilet hasznalata.’® " A V600K a BRAF V600 mutaciét tartalmazé melanomamintak
mintegy 10-15%-anal van jelen.'?

AZ ELJARAS ALAPELVEI

A cobas® 4800 BRAF V600 mutacioteszt (cobas BRAF teszt) két eljarason alapul: (1) manualis minta-elékészités genomialis
DNS izolalasara formalinfixalt, paraffinba agyazott szévetbél (Formalin-Fixed, Paraffin-Embedded Tissue — FFPET); és (2) a cél
DNS PCR-amplifikalasa és kimutatdsa komplementer primerpar és kilonbdz6 fluoreszcens festékkel jeldlt két oligonukleotid-
proba segitségével. Egyik probat a vad tipusu BRAF V600 szekvencia, a masik prébat pedig a V600E mutaciés szekvencia
kimutatasara tervezték. A készlethez két kiilsé futtatasi kontroll tartozik, és a vad tipusu allél belsé, teljes folyamat kontrollként
szolgal.

Minta elokészitése

A cobas® DNA Sample Preparation Kit segitségével FFPE-szovetmintakat lehet feldolgozni és a genomialis DNS-t izolalni
Uvegszalakhoz val6é nukleinsav-kétédésen alapuld manualis minta-el6készitéssel. Az FFPE-szévetminta egy deparaffinalt
5 ym-es metszetét magas hdmérsékleten inkubalva lizéljak egy proteadz- és egy olyan chaotrop lizis-/kdtépuffer segitségével,
amely felszabaditja a nukleinsavakat, és megvédi a felszabadult genomi DNS-t a DN4&zoktdl. Ezt kdvetéen izopropanolt adnak
a liziskeverékhez, majd ezt livegszalas sziir6betétes oszlopon at centrifugaljak. A centrifugalas soran a genomi DNS az
Uvegszalas sz(rd feliletéhez kotédik. A nem kotédott anyagokat, példaul sokat, fehérjéket és egyéb sejteredeti
szennyez6déseket a centrifugélas eltavolitia. Az adszorbealt nukleinsavak mosasa, majd elualasa vizes oldattal toérténik.
A genomidlis DNS mennyiségét spektrofotometriaval hatdrozzak meg, és egy adott koncentraciora allitjak be, amelyet azutan
az amplifikalo- és kimutatdkeverékhez kell adni. Ezt kdvetéen a target DNS amplifikalasat és kimutatasat a cobas z 480
analizator végzi a cobas BRAF tesztkészletben biztositott amplifikalasi és kimutatasi reagensek segitségével.

A dokumentum verzidinformacioit tartalmazé rész a dokumentum végén talalhato.
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PCR amplifikalas és kimutatas
A target kivalasztasa

A cobas BRAF teszt olyan primereket hasznal, amelyek a 15-6s exonon a BRAF 600-as kodon helyét tartalmazé human
genomialis DNS egy 116 bazisparbdl allé szekvencidjat hatdrozzak meg. A teszt nem amplifikdlja a telies BRAF gént.
A cobas BRAF tesztet az 1799 T>A nukleotidcsere kimutatasara tervezték a BRAF génben, amely a 600-as kodonnal valin—
glutaminsav szubsztituciot eredményez (V600E). A BRAF vad tipus és mutans DNS targetspecifikus fluoreszcens festékkel
jeldlt TagMan probak a vad tipusu, illetve a mutans szekvenciakhoz kétédnek. A vad tipusu és mutans szekvenciakat az adott
szekvenciahoz rendelt optikai csatorna detektalja.

Targetamplifikalas

Thermus species Z05 DNS polimerazt alkalmaz a rendszer a targetamplifikalashoz. El§sz6r a genomi DNS denaturalasa és
a primer targetszekvenciak felszabaditasa végett a PCR reakcidelegyet fel kell melegiteni. Az elegy kih(ilésével az upstream
és downstream primerek a target DNS-szekvenciakhoz kapcsolédnak. A Z05 DNS-polimeraz kétérték fémion és feleslegben
levé dNTP-k jelenlétében a kapcsolddott primer folytatasaként egy masodik DNS-szalat szintetizal. Ezzel a PCR elsé ciklusa

Automatizalt valds idejd kimutatas

A cobas BRAF-teszt valos idejii PCR-technoldgiat alkalmaz. Minden egyes target-specifikus oligonukleotid préba a reakciéban
egy jelzéként szolgald fluoreszcens festékkel van jeldlve, valamint egy blokkoléd molekulaval, amely az érintetlen prébaban
elnyeli (blokkolja) a jel6l6 festék fluoreszcens emisszidjat. Az amplifikalas minden egyes ciklusa soran a komplementer préba
az amplikon egyszald DNS-szekvencigjahoz kétédik, majd az 5'-3'-nukleazaktivitasi Z05 DNS-polimeraz hasitja. Amikor
a jelz6festéktdl a blokkoldt a nukleaz-aktivitas elvalasztja, akkor a jelz6festék a megfelelé6 spektrumu fénnyel gerjesztve
jellemzé hullamhosszu fluoreszcens sugarzast bocsat ki, amely mérhetd. A target-specifikus BRAF vad tipusu (WT) proba és
a BRAF V600E mutéacids proba jeldléséhez a teszt két kildnb6zd jelzbfestéket alkalmaz. A két BRAF szekvencia amplifikalasa
egyetlen reakciélyukban egymastdl fiiggetlentl detektélhaté a fluoreszcencia kijeldlt optikai csatornakban, két jellemzd
hullamhosszon torténd mérésével.

Szelektiv amplifikalas

A mintaban |1évd targetnukleinsav szelektiv amplifikalasat a cobas BRAF teszt az AmpErase (uracil-N-glikozilaz) enzim és
dezoxiuridin-trifoszfat (dUTP) hasznalataval hajtja végre.'® Az AmpErase enzim felismeri és katalizalja a dezoxiuridin-tartalmu
DNS-szdlak megsemmisitését, a timidint tartalmazé DNS-ét viszont nem. A dezoxiuridin a természetes DNS-ben nincs jelen,
ugyanakkor az amplikonokban mindig megtalalhatd, miutédn a reakciomix reagens a nukleotid-trifoszfatok egyikeként dUTP-t
hasznal; tehat csak az amplikonok tartalmaznak dezoxiuridint. A dezoxiuridinnak kdszonhetéen a szennyezé amplikont az
AmpErase enzim még a target DNS amplifikalasat megel6zéen lebontja. A Reaction Mix reagensben |évd AmpErase enzim
katalizalja a dezoxiuridint tartalmazé DNS hasitasat a dezoxiuridin-maradvanyoknal a dezoxirib6zlanc felnyitadsaval a C1
helyen. Az els6 hevitési lépésben lugos pH-n az amplikon DNS-lanc eltérik a dezoxiuridin helyén, tehat a DNS nem lesz
amplifikalhaté. Az AmpErase enzim 55 °C felett, azaz a hevitési Iépések soran inaktiv, azaz nem bontja le a targetamplikont.
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REAGENSEK

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

A készlet 0sszetevoi

Reagensosszetevok

Készletenkénti
mennyiség

Biztonsagi jelzés és
figyelmeztetés?

RXNMIX
(reakciomix)

Tricin puffer

Kalium-acetat

Kalium-hidroxid

Glicerin

Tween 20

EDTA

5% dimetil-szulfoxid

<0,09% dNTP-k

< 0,10% Z05 DNS-polimeraz (mikrobialis)

< 0,10% AmpErase (uracil-N-glikozilaz)
enzim (mikrobialis)

< 0,003% oligonukleotid aptamer

0,08% natrium-azid

3% 0,16 ml

N/A

MGAC
(magnézium-acetat)

magnézium-acetat
0,09% natrium-azid

3% 0,15 ml

N/A

BRAF OM
(BRAF oligo mix)

trisz-HCI puffer

EDTA

0,09% natrium-azid

poli-rA RNS (szintetikus)

< 0,01% upstream és downstream BRAF
primerek

< 0,01% fluoreszcensen jeldlt BRAF
probak

3x0,13 ml

N/A

BRAF MUT
(BRAF mutans
kontroll)

trisz-HCI puffer

EDTA

poli-rA RNS (szintetikus)

0,05% natrium-azid

< 0,001% plazmid DNS (mikrobialis),
amely BRAF mutans szekvenciat
tartalmaz

< 0,001% plazmid DNS (mikrobialis),
amely BRAF vad tipus szekvenciat
tartalmaz

2x0,13 ml

N/A

BRAF WT
(BRAF vad tipus
kontroll)

trisz-HCI puffer

EDTA

poli-rA RNS (szintetikus)

0,05% natrium-azid

< 0,001% plazmid DNS (mikrobialis),
amely BRAF vad tipus szekvenciat
tartalmaz

2x0,13 ml

N/A

DNA SD
(DNS mintaoldészer)

trisz-HCI puffer
0,09% natrium-azid

2x1ml

N/A

a A termék biztonsagi cimkéi megfelelnek az EU GHS el6irasainak.
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FIGYELMEZTETESEK ES OVINTEZKEDESEK
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IN VITRO DIAGNOSZTIKAI CELRA.

A teszt formalin-fixalt paraffinba agyazott szévetmintak vizsgalatara szolgal.
Ne pipettazzon szajjal.

Ne egyen, igyon vagy dohanyozzon a laboratérium munkatertletén.

Kerllje a reagensek mikrobialis és DNS-szennyezését.

A fel nem hasznalt reagensek és hulladék kezelésének dsszhangban kell lennie a megfelelé orszagos, szdvetségi, allami
és helyi el6irasokkal.

Ne haszndlja a készleteket a lejarati id6 utan.

Ne 6ntson Ossze kilonb6z6 készletekbdl vagy gyartasi tételekbdl szarmazé reagenseket.
A biztonsagi adatlapok (SDS) igény esetén hozzaférhetéek a helyi Roche irodaban.
Viseljen kesztylit, és a mintak és cobas® 4800 reagensek kezelése kozott valtson kesztydit.

Hogy a master mix munkareagens DNS mintaval valé kontaminalasat elkertlje, az amplifikalast és kimutatast elkilénitve
kell végezni a DNS-izolalastol. Az amplifikalasi és kimutatasi munkateriletet alaposan meg kell tisztitani a master mix
munkareagens elkészitése el6tt. A megfeleld tisztitdshoz valamennyi felliletet, az allvanyokat és pipettakat is beleértve,
gondosan le kell tdréIni 0,5%-o0s natrium-hipoklorit* oldattal, majd 70%-os etanol oldattal.

* MEGJEGYZES: A kereskedelemben kaphaté héztartdsi fehérité rendszerint 5,25% koncentréciéban tartalmaz
natrium-hipokloritot. Az 1:10 aranyban higitott haztartasi fehérité 0,5%-os natrium-hipoklorit oldatnak felel meg.

A mintakat fertéz6ként kell kezelni a Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories'* és az CLS| Document M29-
A415 eléirasoknak megfeleld biztonsagos laboratériumi eljarasokat alkalmazva.

A RXNMIX, MGAC, BRAF MUT, BRAF WT és DNA SD reagensek natrium-azidot tartalmaznak. A natrium-azid az élom-
és rézcsOvekkel reakcidba 1épve erésen robbanékony fém-azidokat képezhet. Amikor natrium-azid tartalmua oldatot 6nt ki
a laboratériumi mosogatéba, nagy mennyiségl hideg vizzel &blitse a lefolyét az azidlerak6édas megakadalyozasa
eérdekében.

Viseljen véddszemiveget, védbéruhat és egyszer hasznalatos védbkesztylit minden reagens kezelése kodzben. Ezen
anyagok bdérrel, szemmel és nyalkahartyaval val6 érintkezése kerllend6. Ha mégis érintkezésbe kerllnek, azonnal dblitse
le b8 vizzel. Ellenkezb esetben égés torténhet. Ha reagens dmlik ki, mielétt feltéroiné, higitsa vizzel.

Minden egyszer hasznalatos anyagot csak egyszer szabad felhasznalni. Ne hasznalja Ujra azokat.
Ne hasznaljon egyszer hasznalatos termékeket a lejarati id6 utan.

Ne hasznéljon natrium-hipoklorit-oldatot (fehéritészert) a cobas z 480 analizator tisztitdsdhoz. A cobas z 480 analizatort
a megfelel6 cobas® 4800 rendszer felhasznaloi kézikdnyvének vagy cobas® 4800 rendszer felhasznaldi segédletének
eljarasaival tisztitsa.

A cobas z 480 analizator fert6zési kockazatanak csokkentésére vonatkozoé tovabbi figyelmeztetéseket, dvintézkedéseket
és eljarasokat lasd a cobas® 4800 rendszer felhasznaldi kézikonyvében vagy a cobas® 4800 rendszer felhasznaloi
segédletében.

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

TAROLASI ES KEZELESI KOVETELMENYEK

A
B.

C.

Ne fagyassza le a reagenseket.

Az RXNMIX, MGAC, BRAF OM, BRAF MUT, BRAF WT és DNA SD reagenseket tarolja 2 és 8 °C kozott. Felbontast
kovetben ezek a reagensek 4 felhasznalasig 60 napon &t, illetve a lejarati datumig stabilak, amelyik el8bb kdvetkezik.

A BRAF OM és a (BRAF OM és MGAC oldatok RXNMIX reagenshez vald hozzaadasaval késziilt) master mix
munkareagens fénytdl védve tartando.

A (BRAF OM és MGAC oldatok RXNMIX reagenshez valé hozzdadasaval készult) master mix munkareagenst 2 és 8 °C
kozott sotétben kell tarolni. Az el6készitett mintédkat és kontrollokat a master mix munkareagenshez annak elkészitésétél
szamitott 1 6ran belul hozz4 kell adni.

A feldolgozott mintak (kivont DNS) legfeljebb 24 éraig stabilak 15 és 30 °C kozétt, legfeljebb 14 napig 2 és 8 °C kozott, és
legfeljebb 60 napig —15 és —25 °C kozott, illetve az, hogy —15 és —25 °C kozott tarolva atestek 3 fagyasztas—kiolvasztas
cikluson. A kivont DNS amplifikalasat az ajanlott tarolasi idészak alatt, illetve a DNS kivonasahoz hasznalt cobas® DNA
Sample Preparation Kit lejarati ideje el6tt kell elvégezni attol fliggéen, hogy melyik a korabbi idépont.

Az amplifikalast a feldolgozott mintaknak és kontrolloknak a (BRAF OM és MGAC oldatok RXNMIX reagenshez val6
hozzaadasaval késziilt) master mix munkareagenshez valé hozzaadasat koveté 1 6ran belll meg kell kezdeni.
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A KESZLET TARTALMA

cobas® 4800 BRAF V600 Mutation Test BRAF 24 teszt

(M/N: 05985595190)

RXNMIX
(reakcio mix) (attetsz6 gombos kupak)

MGAC
(magnézium-acetat) (sarga gombos kupak)

BRAF OM
(BRAF oligo mix) (fehér gombos fekete kupak)

BRAF MUT
(BRAF mutans kontroll) (piros gombos kupak)

BRAF WT
(BRAF vad tipus kontroll) (kék gombos kupak)

DNA SD
(DNS mintaoldészer) (lila gombos kupak)

SZUKSEGES, DE NEM BIZTOSITOTT ANYAGOK
¢ cobas® DNA Sample Preparation Kit (DNS minta-el6készitd készlet; Roche M/N 05985536190)
e cobas® 4800 rendszer mikrolemez (AD-lemez) és zardfilm (Roche M/N: 05232724001)

o Allithat6 pipettak*: (kapacitas: 10 pl, 20 pl, 200 ul és 1000 pl) aeroszolbarrieres vagy pozitiv kiszoritasos DN4z-mentes
hegyekkel

e Zarhato fedell mikrocentrifuga-csévek (1,5 ml-es, steril, RNaz-/DNaz-mentes, PCR min&ség) (tetszdleges gyartétol)
e Spektrofotométer a DNS-koncentracié mérésére**

e Vortex kever6**

e Mikrocentrifugacsé-allvanyok

o Egyszer hasznalatos kesztylk, pudermentes

o —15és—25 °C kozotti tarolasra alkalmas fagyaszto

* A pipettakat a gyarté utasitasai szerint kell karbantartani, és pontossaguk a megadott térfogathoz képest 3%-on beliil
legyen. Aeroszolbarrieres vagy pozitiv kiszoritasos DNaz-mentes pipettahegyeket kell hasznalni, amikor elé van irva
a minta degradalédasa és a keresztszennyezédés megelbzésére.

** Valamennyi felszerelést a gyarté utasitasai szerint megfeleléen karban kell tartani.

Miiszerek és szoftver
e cobas z 480 analizator
e cobas® 4800 SR2 rendszervezérl-egység Windows XP-vel
e cobas® 4800 SR2 rendszerszoftver 2.0 vagy Ujabb verzio
e BRAF analizis csomag szoftver 1.0 vagy Ujabb verzié
e Vonalkddolvasé (Roche M/N: 05339910001)
¢ Nyomtaté, HP P2055d (Roche M/N: 05704375001)

MINTAVETEL, SZALLITAS ES TAROLAS

MEGJEGYZES: Valamennyi mintat fert6z6 anyag atvitelére alkalmasként kell kezelni.
A. Mintavétel

Az FFPE-szovetmintakat validaltak a cobas BRAF-teszttel valo hasznalathoz.

B. Mintaszallitas

Az FFPE-szdvetmintdk 15 °C és 30 °C kdzott szallithatéak. Az FFPE-szdvetmintak szallitdsanak meg kell felelnie az etiologiai
anyagok szallitdsara vonatkozo orszagos, szévetségi, allami és helyi eléirasoknak.'®

C. Mintatarolas

A mintavétel idejét kdvetéen 12 hénapig 15 °C és 30 °C kdzdbtt tarolt FFPE-szdvetmintak stabilitdsat igazoltak. A targylemezre
ragasztott 5 ym-es FFPE-szévetmetszetek 15 °C és 30 °C kdz6tt 60 napig tarolhatoak.
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HASZNALATI UTMUTATO

MEGJEGYZES: Felhaszndlés el6tt az RXNMIX, MGAC és BRAF OM kivételével valamennyi reagensnek
szobahémérsékletiinek kell lennie. Az RXN MIX, MGAC és BRAF OM a 2 °C és 8 °C kézo6tti tarolast
kovetben kdzvetleniil is felhasznalhaté master mix munkareagens készitéséhez.

MEGJEGYZES: Csak legaldbb 50% daganatsejtet tartalmazé 5um vastagsdgu melanoma és PTC FFPE-
szbévetmetszetek hasznalhatéak a cobas BRAF teszt sordan. Az 50%-ndl kevesebb daganatsejtet
tartalmazdé mintakbol deparaffinalas utan makrometszetet kell késziteni.

MEGJEGYZES: A cobas z 480 analizdtorra vonatkozo részletes hasznalati utasitisokat a cobas® 4800 rendszer
felhasznaloi kézikényvében vagy a cobas® 4800 rendszer felhasznéléi segédletében talélja.

Futtatasi mennyiség

A cobas BRAF tesztkészletet ugy tervezték, hogy segitségével legalabb 3 minta plusz kontrollok, illetve legfelijebb 24 minta
plusz kontrollok futtathaték. 3 mintanal plusz kontrolloknal kevesebb futtathaté ugyan, de ez azt eredményezheti, hogy nem
marad elegend§ reagenstérfogat dsszesen 24 minta plusz két kontroll futtatasara a készlettel. A cobas BRAF teszt 3 minta
plusz két kontroll 8 alkalommal térténd futtatasahoz elegendd reagenst tartalmaz. Minden futtatashoz a cobas BRAF teszt
mutans kontrolljanak [BRAF MUT] és a cobas BRAF teszt vad tipusu kontrolljanak [BRAF WT] egy-egy masodpéldanya
szikséges (lasd a ,Min6ség-ellenbrzés” cimil részben).

Munkafolyamat
MEGJEGYZES: A cobas BRAF teszt futtatisonként maximum 24 mintahoz hasznalhaté.

MEGJEGYZES: A reagensfelhasznélds gazdasdgosabbd tételéhez egy futtatdsnak legaldabb hdrom (3) betegmintat
plusz két kontrolit kell tartalmaznia.

DNS-izolalas
A DNS izolalasat FFPE-szovetmintabdl a cobas® DNA Sample Preparation Kit (M/N 05985536190) segitségével kell végezni.

Makrodisszekcio
Ha a minta tertletenként 50%-nal kevesebb tumort tartalmaz, makrodisszekciot kell késziteni a minta-el6készités részeként.

DNS mennyiségi meghatarozasa
MEGJEGYZES: A DNS-koncentrécié mérését azonnal, még tdrolds el6tt el kell végezni a DNS-izolalés utdn.

A. Vortexelje mindegyik DNS torzset 5 masodpercig a mennyiségi meghatarozas el6tt.

B. Hatarozza meg a DNS mennyiségét spektrofotométer segitségével a gyartd utasitasai szerint. A cobas® DNA Sample
Preparation Kit DNA EB pufferét hasznalja a készlilék referenciamintajaként. 2 konzisztens leolvasas atlaga sziikséges.
A két mérésnek £10%-on belll kell lennie egymashoz képest, amikor a készulék = 20,0 ng/ul DNS-koncentraciot jelez. Ha
a DNS-koncentracié < 20,0 ng/ul, a két mérésnek £2,0 ng/ul-en belll kell lennie.

C. A DNS-torzs koncentracidjanak = 5 ng/ul-nek kell a cobas BRAF teszt végzéséhez.

MEGJEGYZES: A DNS-térzsoldat koncentrécijanak minden esetben legaldbb 5 ng/ul-nek kell lennie ahhoz, hogy
a cobas BRAF tesztet el lehessen végezni. Ha a DNS-térzsoldat koncentrdacidja < 5 ng/ul, ismételje
meg a deparaffinalas, DNS-izolalas és DNS-mennyiségimeghatdrozas Iépéseit az adott mintara két
Sum-es FFPE-szévetmetszet haszndlataval. Targylemezre ragasztott metszetek esetén
a deparaffindlast kbvetéen tegye ugyanabba a csébe a két metszetb6l szarmazé szévetet, meritse
a szévetet a cobas® DNA Sample Preparation Kit TLB és PK elegyébe, és végezze el a DNS izoldldsat
és mennyiségi meghatarozasat. Targylemezre nem ragasztott metszetek esetén tegye mind a két
szbvetmetszetet egy csbbe, majd deparaffindlja, és végezze el a DNS izoldalasat és mennyiségi
meghatarozasat. Ha a DNS-térzsoldat még mindig < § ng/ul, kérjen masik FFPE-szévetmetszetmintat
a mintat kiild6é intézménytél.

MEGJEGYZES: A feldolgozott minték (kivont DNS) legfeljebb 24 6réig stabilak 15 és 30 °C k6zétt, legfeljebb 14 napig
2 és 8 °C kozott, és legfeljebb 60 napig —15 és —25 °C ko6z6tt, illetve az, hogy —15 és —25 °C kézott
tarolva atestek 3 fagyasztas—kiolvasztas cikluson. A kivont DNS amplifikalasat az ajanlott tarolasi
id6szak alatt, illetve a DNS kivondsdhoz hasznélt cobas® DNA Sample Preparation Kit lejarati ideje
elé6tt kell elvégezni attol fiiggéen, hogy melyik a korabbi idépont.
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AMPLIFIKALAS ES KIMUTATAS

MEGJEGYZES: Hogy a master mix munkareagens DNS mintéval valé kontaminaldsat elkeriilje, az amplifikaldst és
kimutatast elkiilénitve kell végezni a DNS-izolalastél. Az amplifikalasi és kimutatasi munkateriiletet
alaposan meg kell tisztitani a master mix munkareagens elkészitése el6tt. A megfelel6 tisztitashoz
valamennyi feliiletet, az allvanyokat és pipettakat is beleértve, gondosan le kell téréini 0,5%-os
natrium-hipoklorit oldattal, majd 70%-os etanol oldattal. A kereskedelemben kaphaté haztartasi
fehérité rendszerint 5,25% koncentracioban tartalmaz natrium-hipokloritot. Az 1:10 aranyban higitott
haztartasi fehérité 0,5%-os natrium-hipoklorit oldatnak felel meg.

A késziilék el6készitése:

A cobas z 480 analizator bedllitasara vonatkozo részletes utasitasokat a cobas® 4800 rendszer felhasznaloi kézikbnyvében
vagy a cobas® 4800 rendszer felhasznaloi segédletében talalja.

Tesztsorrend osszeallitasa:

A cobas BRAF-munkafolyamat lépéseit a cobas® 4800 rendszer felhasznaldi kézikényvében vagy a cobas® 4800 rendszer
felhasznal6i segédletében talalja.

Minta DNS-torzsoldata higitasanak kiszamitasa:

Csak egy amplifikalas/kimutatas van futtatva mintanként 5 ng/ul-es DNS torzs higitas 25 pl-ének felhasznalasaval (0sszesen
125 ng). Az alabbi leiras ismerteti, hogyan kell 5 ng/ul-es DNS t6rzs higitasbdl legalabb 35 ul-t késziteni a kiindulasi DNS torzs
koncentracié figgvényében. Ez biztositja, hogy minden minta tartalmazzon legalabb 5 yl DNS térzset a kis mintatérfogatok
pipettazasakor el6forduld pontatlansag elkertlése végett.

Higitas kiszamitasa 5-35 ng/ul minta DNS torzs koncentraciok esetén
MEGJEGYZES: A mintékbdl szérmazé DNS-térzsoldatokat kézvetleniil amplifikdlds és kimutatés el6tt higitsa.

MEGJEGYZES: Csak egy amplifikdlds/kimutatds van futtatva mintanként 5 ng/ul-es DNS toérzs higités 25 ul-ének
felhasznalasdval (6sszesen 125 ng).

A. Minden mintahoz az alabbi képlet segitségével hatdrozza meg a szikséges DNS tdrzs mennyiségét:
Sziikséges DNS-torzsoldat-mennyiség = (35 ul x 5 ng/ul) + DNS-térzsoldat-koncentracié ng/ul-ben
B. Minden mintahoz az aldbbi képlet segitségével hatarozza meg a szikséges DNS mintaoldészer (DNA SD) mennyiségét:
Sziikséges DNA SD térfogat (ul) = 35 ul — sziikséges DNS torzs térfogat (ul).
Példa:
DNS-térzsoldat koncentracidja = 21 ng/pl
A. Sziikséges DNS-torzsoldat-mennyiség = (35 ul x 5 ng/ul) + 21 ng/pl = 8,3 ul
B. Szikséges DNA SD térfogat (ul) = (35 pl — 8,3 ul) = 26,7 pl

Higitas kiszamitadsa > 35 ng/ul minta DNS térzs koncentracidk esetén
MEGJEGYZES: A mintékbdl szérmazé DNS-térzsoldatokat kbzvetleniil amplifikdlds és kimutatds el6tt higitsa.

MEGJEGYZES: Csak egy amplifikélds/kimutatds van futtatva mintanként 5 ng/ul-es DNS térzs higitds 25 ul-ének
felhasznalasdval (6sszesen 125 ng).

A. Ha a DNS-térzskoncentracié > 35 ng/ul, hasznalja az alabbi képletet a DNS-mintaoldészer (DNA SD) mennyiségének
kiszamitasahoz, amely legalabb 35 pl higitott DNS-térzsoldat készitéséhez sziikséges. gy biztositsa, hogy minden mintadba
legalabb 5 pl DNS-térzsoldat kerljon.

DNA SD sziikséges mennyisége ul-ben = [(5 pl DNS-térzsoldat x DNS-térzsoldat-koncentracié (ng/ul) + 5 ng/ul)] — 5 pl
B. 5 pl DNS-térzsoldat higitasahoz hasznélja a DNA SD kiszamitott mennyiségét.
Példa:
DNS-torzsoldat koncentracidja = 42 ng/pl
A. DNA SD sziikséges mennyisége pl-ben = [(5 pl x 42 ng/pl) + (5 ng/pl)] — 5 pl = 37 pl
B. 5 pl DNS-torzsoldat higitasahoz hasznalja a DNA SD kiszamitott mennyiségét.
Mintahigitas
A. Készitse el6 a kivant szamu 1,5 ml-es mikrocentrifuga csévet a minta DNS torzs higitashoz, és lassa el 6ket a megfelel
mintaazonositoval a mintabemérd teruleten.

B. Aeroszol-rezisztens pipettaheggyel ellatott pipetta segitségével pipettazza a kiszamitott DNS mintaoldészer (DNA SD)
térfogatot a megfeleléen jeldlt mintacsébe.

C. Vortexeljen minden egyes minta DNS térzset 10 masodpercig.
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D. Aeroszol-rezisztens pipettaheggyel ellatott pipetta segitségével o6vatosan pipettdzza minden minta DNS-t6rzsbdl
a szamitott térfogatot a megfeleléen jeldlt DNA SD olddszert tartalmazoé csébe. Hasznaljon Uj pipettahegyet minden egyes
mintahoz.

E. Tegye ra a kupakot a csévekre, majd 10 masodperces vortexeléssel keverje 6ssze mindegyik higitott minta DNS torzset.
F. Cseréljen kesztyit.

Master mix (MMX) munkareagens készitése
MEGJEGYZES: A BRAF oligo mix és az MMX munkareagens fényérzékeny. A BRAF OM és az MMX munkareagens
nyitott elegye fénytél védve tartandé.
A. Szamitsa ki a szlikséges RXNMIX térfogatot az alabbi képlet segitségével:
Sziikséges RXNMIX térfogat = (mintak szama + 2 kontroll + 1) x 10 pl
B. Szamitsa ki a szikséges BRAF OM térfogatot az alabbi képlet segitségével:
Szikséges BRAF OM térfogat = (mintdk szama + 2 kontroll + 1) x 8 pl
C. Szamitsa ki a szikséges MGAC térfogatot az alabbi képlet segitségével:
Sziikséges MGAC térfogat = (mintak szama + 2 kontroll + 1) x 7 pl

Az 1. tablazat segitségével meghatarozhatja az egyes reagenseknek az MMX munkareagens készitéséhez sziikséges
térfogatat a futtatasban részt vevé mintak szama alapjan.

1. tablazat

MMX munkareagenshez sziikséges reagenstérfogatok
Mintak szama*

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

* Mintak szdma + 2 kontroll + 1

D. Vegyen ki a hiitébdl 2 °C és 8 °C kozott tarolt megfelel6 szamu RXNMIX, BRAF OM és MGAC csévet. Hasznalat el6tt
vortexelje mindegyik reagenst 5 masodpercig, hogy acsd aljara gylijtse a folyadékot. Jeldljon meg egy steril
mikrocentrifuga csdvet a master mix (MMX) munkareagens szamara.

E. Meérje az RXNMIX kiszamitott térfogatat a kijeldlt MMX csébe.

F. Meérje a BRAF OM kiszamitott térfogatat a kijelolt MMX csébe.

G. Mérje az MGAC kiszamitott térfogatat a kijelolt MMX csdbe.

H. A megfelel6 keveredés érdekében vortexelje a csdvet 5 masodpercig.

MEGJEGYZES: Csak cobas®4800 rendszer mikrolemezt (AD-lemez) és zéréfilmet (Roche M/N: 05232724001)
hasznaljon.

I.  Gondosan mérjen 25 yl MMX munkareagenst az AD-lemeznek a futtatashoz szlikséges minden reakcidlyukaba.
Ugyeljen, hogy a pipetta hegye ne érjen a lemezhez az adott lyukon kivdl.

Kontrollok és mintak hozzaadasa:

A. Meérjen 25 yl BRAF MUT kontrollt az AD-lemez A01 lyukaba, és keverje jol 6ssze a pipettat a lyukon belll legalabb kétszer
felszivva és kilritve.

B. Uj pipettahegyet hasznalva mérjen 25 ul BRAF WT kontrollt az AD-lemez B01 lyukaba, és keverje j6l 6ssze a pipettat
a lyukon belll legalabb kétszer felszivva és kilritve.

MEGJEGYZES: Minden futésnak tartalmaznia kell egy BRAF MUT kontrollt az A01 poziciéban és egy BRAF WT
kontrollt a B01 poziciéban, kiilbnben a cobas z 480 analizator érvényteleniti a futtatast.

MEGJEGYZES: Sziikség szerint cseréljen kesztyiit, hogy megel6zze a minta-minta dtszennyezédést, valamint a PCR
reakciocso kiils6 eredetii szennyez6dését.

C. Aeroszol-rezisztens pipettaheggyel ellatott pipetta segitségével mérjen 25 pl higitottminta-DNS-t az MMX munkareagenst
tartalmaz6 megfeleld lyukba az AD-lemezen a C01 poziciétdl kezdve a(z) 1. dbra elrendezése szerint. Keverje jol 6ssze
a reakcibelegyet a pipettat a lyukon belll legalabb kétszer felszivva és kilritve. Ellen8rizze, hogy az 6sszes folyadék a lyuk
aljara gydilt.
MEGJEGYZES: A minta DNS-ét és kontrollokat a Master Mix (MMX) munkareagenshez annak elkészitésétol szamitott
1 6ran beliil helyezze az AD-lemezre.
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1. abra

Lemez elrendezés minta

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

6

14

22

D. Folytassa, amig valamennyi vizsgalati mintat az AD-lemezre nem helyezte.

E. Fedje le az AD-lemezt zaréfiimmel (a lemezek csomagjabdl). A zaréfilm-felhelyezé segitségével gondoskodjon arrdl, hogy
a zarofilm légmentesen illeszkedjen az AD-lemezre.

F. Az amplifikalas és kimutatas inditasa el6tt ellenérizze, hogy az 6sszes folyadék az egyes lyukak aljara gydilt.

MEGJEGYZES: Az amplifikdlést és kimutatdst a minta DNS-nek és kontrolloknak az MMX munkaoldathoz valé
hozzaadasat kévetd 1 6ran beliil meg kell kezdeni.

PCR inditasa

A BRAF-munkafolyamat Iépéseire vonatkozé részletes utasitasokat a cobas® 4800 rendszer felhasznaloi kézikonyvében vagy
a cobas® 4800 rendszer felhasznaldi segédletében talalja.

Eredmények értelmezése

MEGJEGYZES: A futtatdsok és mintidk minden validéldsét a cobas® 4800 BRAF AP szoftver végzi.
MEGJEGYZES: Egy érvényes futds tartalmazhat érvényes és érvénytelen mintaeredményeket is.

Ervényes futtatas esetén a mintaeredmények értelmezését a 2. tablazat szerint végezze.

2. tablazat
A mintaeredmények értelmezése

cobas BRAF teszteredmény

Ertelmezés

Mutation Detected

V600-mutacio kimutathatd a 15-0s exonban a BRAF 600-as
kodonhelyen

Mutation Not Detected

vagy
No Mutation Detected*

V600-mutacié nem mutathaté ki a 15-0s exonban a BRAF 600-as
kodonhelyen

Ervénytelen eredmény.
Az érvénytelen eredményl mintak vizsgalatat ismételje meg az alabbi

Invalid Ervénytelen eredményii mintak ismételt vizsgalata szakaszban
leirtak szerint.
Failed Hibas futtatas hardver- vagy szoftverhiba miatt.

* A ,Mutation Not Detected” vagy ,No Mutation Detected” (mutacié kimutathaté/nem mutathato ki) eredmény nem zarja ki mutéacié jelenlétét
a BRAF 600-as kodonhelyen, mert az eredmények a mintaban l1évé mutans szekvenciakdpiak szamatél fliggnek, ezért hatassal lehet rajuk
a mintak integritasa, az izolalt DNS mennyisége és a zavar6 anyagok jelenléte.
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Ervénytelen eredményii mintak ujratesztelése
A. Ismételje meg az érvénytelen minta DNS térzs higitasat az AMPLIFIKALAS ES KIMUTATAS szakaszban leirt Minta DNS
torzs higitas kiszamitasa és Minta higitas mUveletektdl kezdve.
Megjegyzés: Ha a DNS-térzs egy uj higitaisahoz nem maradt elegendé minta DNS-térzsoldat, Gj 5 pum-es
szévetmetszetb6l izoldlja ujra a DNS-t a cobas® DNA Sample Preparation Kit (M/N 05985536190)
segitségével, majd folytassa az alabbi B. Iépéssel.

B. Miutan a Mintahigitas szakaszban leirtak szerint elvégezte a DNS torzs higitasat 5 ng/pl-re, végezzen egy tovabbi 1:2
higitast ugy, hogy a higitott DNS tdrzs 20 pl-éhez hozzdad 20 yl DNS mintaolddszert (DNA SD).

C. Folytassa a Master mix (MMX) munkareagens készitése szakasszal és az amplifikalas és kimutatas hatralévé
mi{iveleteivel.

Megjegyzés: Ha a minta érvénytelen marad az 1:2 higitas melletti ismételt teszteléskor is, ismételje meg a teljes
teszteljarast az adott mintdra. Kezdje a DNS izoldldsdval a cobas® DNA Sample Preparation Kit
(M/N 05985536190)segitségével Uj 5um-es FFPE-szévetmetszetbdl. A standard 25ul DNS-t 5 ng/ul
koncentracidoban (tovabbi higitas nélkiil) kell alkalmazni amplifikalasra és kimutatdsra.

MINOSEG-ELLENORZES

A cobas BRAF teszt mutans (BRAF MUT) kontroll és vad tipus (BRAF WT) kontroll minden futtatdsban szerepel. Egy futtatas
akkor érvényes, ha mind a BRAF MUT kontroll lyuk (A01), mind a BRAF WT kontroll lyuk (B01) érvényes kontroll allapotu. Ha
akar a BRAF MUT kontroll, akar a BRAF WT kontroll érvénytelen, a futtatast meg kell ismételni. Készitsen friss higitast
a korabban izolalt minta DNS-torzsoldatabdl, és allitson 6ssze egy Uj AD-lemezt kontrollokkal az amplifikalashoz és
kimutatashoz.

BRAF muténs kontroll

A BRAF MUT kontroll eredménye ,Valid” kell, hogy legyen. Ha a BRAF MUT kontroll eredménye kdvetkezetesen érvénytelen
lesz, technikai segitségért vegye fel a kapcsolatot a helyi Roche irodaval.

BRAF vad tipus kontroll

A BRAF WT kontroll eredménye ,Valid” kell, hogy legyen. Ha a BRAF WT kontroll eredménye kdvetkezetesen érvénytelen
lesz, technikai segitségért vegye fel a kapcsolatot a helyi Roche irodaval.

AZ ELJARASSAL KAPCSOLATOS OVINTEZKEDESEK

Mint minden teszteljarasnal, a helyes laboratériumi technika alapvetd a vizsgalat megfeleld kivitelezéséhez. A PCR-alapu
vizsgalatok nagy analitikai érzékenysége miatt Ggyeljen arra, hogy a reagensek és amplifikalasi keverékek szennyez&déstdl
mentesek maradjanak.

ELJARASSAL KAPCSOLATOS KORLATOZASOK

1. Csak afeltiintetett mintatipusokat tesztelje. A cobas BRAF tesztet csak melanoma- és PTC FFPE-szdvetmintak
vizsgalatara validaltak.

2. A cobas BRAF mutaciotesztet csak a cobas® DNA Sample Preparation Kit (Roche M/N: 05985536190) valé hasznalathoz
validaltak genomialis DNS extrahalasara.

3. Egy mutacio kimutatasa a mintaban lIévé mutans szekvenciakdpiak szamatdl fligg, ezért befolyasolhatja a minta integritasa,
az izolalt DNS mennyisége és zavard anyagok jelenléte is.

4. A megbizhaté eredmény a megfeleld mintalevételen, szallitason, tarolason és feldolgozason mulik. Kévesse a mellékelt
Utmutatd, valamint a cobas® 4800 rendszer felhasznaléi kézikdonyvének vagy a cobas® 4800 rendszer felhasznaloi
segédletének utasitasait.

5. Az AmpErase enzim hozzaadasa a cobas BRAF teszt Master Mixhez lehetévé teszi a target DNS szelektiv amplifikalasat,
ugyanakkor areagensek szennyezédésének elkerliléséhez a helyes laboratériumi gyakorlat és ezen hasznalati
utasitasban meghatarozott eljarasok gondos betartasa sziikséges.

6. Aterméket csak a PCR-technikak alkalmazasdra és a cobas® 4800 rendszer haszndlatara kiképzett dolgozok
hasznélhatjak.

7. Csak a cobas® 4800 rendszert validaltak a termékkel valé hasznalathoz. Mas PCR rendszert nem validaltak a termékkel
valé hasznalathoz.

8. Atechnolégidk kilénbdz8sége miatt javasolt, hogy az egyik technolégiarél a masikra valé attéréskor a felhasznaldk
végezzenek korrelacios laboratoriumi vizsgalatokat, hogy a technoldgiak kdzétti kuildnbség mindsithetd legyen.

9. Egyéb potencidlis valtozok, példaul kildnbdz6 mintafixalasi lehetéségek hatdsat nem vizsgaltak.
10. Ritkan bar, de eléfordulhat, hogy a cobas BRAF teszt primerei vagy probai altal lefedett BRAF gén régidiban levé mutaciok

lesz.
11. PCR-inhibitorok jelenléte alnegativ vagy érvénytelen eredményeket okozhat.

12. A melanin a PCR-reakcidk ismert inhibitora. A DNS-minta-el6készité készlet az extrahalas soran eltavolitja a melanint
a mintabdl, a mintaban lévé melanin azonban ennek ellenére érvénytelen eredményeket okozhat. Ha felmerGl a melanin
gatlé hatasanak gyanuja, ajanlatos megismételni a vizsgélatot 1:2 higitds mellett az ,Ervénytelen eredményl mintak
ismételt vizsgalata” szerint.
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13. A cobas 4800 BRAF V600 mutacié teszt korlatozottan keresztreaktivitast mutat nem-V600E mutans mintakkal (V600K,
V600D és V600E2). Tovabbi részletekért lasd a ,Melanoma - Nem klinikai értékelés” szakaszt.

14. Degradalt DNS-t tartalmazé FFPE-sz6vetmintak befolyasolhatjak a teszt mutacio-kimutatasi képességét.
15. A cobas 4800 BRAF mutacié teszt egy kvalitativ vizsgdlat. A teszt nem alkalmas a mutacié mennyiségi meghatarozasara.

. MELANOMA

NEM KLINIKAI ERTEKELES

Az alabb ismertetett nem klinikai vizsgalatok soran a %-os tumortartalmat patoldgiai vizsgalattal, a melanin tartalmat patologiai
vizsgalattal és belsé melaninmeghatarozasi médszerrel hataroztak meg. A mintakat bidirekcionalis Sanger-féle szekvenalassal
valasztottak ki vizsgalatra. A mutacid szazalékos szintjét 454 szekvenalas (kvantitativ, masszivan parhuzamos
piroszekvenalasi médszer) segitségével hataroztak meg.

Analitikai érzékenység

Analitikai érzékenység — Kimutatasi hatar (LoD)

A bevitt DNS minimalis mennyiségét, amely az esetek 95%-aban helyes eredményt ad, hdrom mintatipusbdl készitett higitasi

panelek segitségével vizsgaltak:

o Mintakeverékek, amelyeket BRAF V600E mutans FFPE-szdvetmintakbdl és BRAF vad tipus FFPE-szdvetmintakbdl
szarmazo DNS torzsek osszekeverésével készitettek adott mutacidszinteknek megfeleléen.

o Egyéni FFPET DNS tdrzsek, amelyeket harom BRAF V600E muténs FFPE-szdvetmintabdl készitettek.

« Sejtvonalkeverék, amelyet BRAF V600E mutans sejtvonalbdl és BRAF vad tipus sejtvonalbdl szarmazé DNS térzsek
Osszekeverésével készitettek.

Hogy meghatarozzak az egyes mintak szazalékos mutacidjat, a vizsgalatban hasznalt valamennyi mintat 454 szekvenalassal
szekvenaltak.

Analitikai érzékenység mintakeverék segitségével

BRAF V600E mutans FFPE-szdvetminta DNS térzseket ugy kevertek BRAF vad tipus FFPE-szévetminta DNS térzsekkel, hogy
egy minta ~10%, harom minta ~5% és egy minta ~3% mutaciészinten legyen. Egy BRAF vad tipus mintat ugyancsak vizsgaltak.
Az sszekeverést kovetben a mutacioszinteket 454 szekvenalassal ellendrizték. Az 6t V60OE mutaciot tartalmazo mintakeverék
mindegyikébdl (de a vad tipus mintabol nem) a 3. tablazat részletezett paneltagoknak megfelelé higitasok késziltek.

3. tablazat
Higitasi panel tagok készitése mintakeverékbol

Atlag % DNS mennyiség higitasi panel
Keverék mutacio” tagokban (ng/25 pl)”
10% keverék 9% (n=6) | 125, 62,5, 31,3
5% keverék 1 5% (n=5) | 125,5,2,5,1,3, 0,6, 0,3
5% keverék 2 5% (n=5) | 125,5,2,5,1,3, 0,6, 0,3
5% keverék 3 6% (n=5) | 125,5,2,5,1,3, 0,6, 0,3
2,5% keverék 3% (n=5) | 125, 62,5, 31,3
0% (csak vad tipus) --- 125

* A keverék atlagos szazalékos mutacibtartalma 454 szekvenalassal.
** Az egyes paneltagok genomi DNS tartalma. 25 ul a minta beviteli térfogat a teszt soran.
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Minden paneltag nyolc-nyolc (8) ismétiését futtattdk cobas BRAF tesztkészlet 3 gyartési tételének mindegyikével
(n = 24/paneltag). A 4. tablazat az egyes FFPET mintakeverékek érzékenységét mutatja, amelyet gy hataroztak meg, mint az
a legkisebb DNS mennyiség, amely legalabb 95%-ban BRAF V600E ,Mutation Detected” eredményt ad (szirkén kiemelt sorok).
4. tablazat
A cobas BRAF teszt érzékenysége FFPE-szbvetmintakeverékekkel

FFPE- Szazalékos mutacio DNS mennyiség ~Mutation Detected”
szbvetkeverék 454 szekvenalassal a paneltagban arany (n = 24)
125 ng/25 pl 100%
NPGARI 9% 62,5 ng/25 i 100%
31,3 ng/25 pl 100%
125 ng/25 pl 96%
5,0 ng/25 pl 100%
5% FFPET- 59 2,5 ng/25 pl 100%
szovetkeverék 1 1,3 ng/25 75%
0,6 ng/25 pl 88%
0,3 ng/25 pl 1%
125 ng/25 pl 100%
5,0 ng/25 pl 92%
5% FFPET- 59 2,5 ng/25 pl 100%
szOvetkeverék 2 1,3 ng/25 96%
0,6 ng/25 pl 58%
0,3 ng/25 pl 50%
125 ng/25 pl 100%
5,0 ng/25 pl 100%
§% FFPET- 6% 2,5 ng/25 pl 100%
szOvetkeverék 3 1,3 ng/25 100%
0,6 ng/25 pl 96%
0,3 ng/25 pl 1%
125 ng/25 pl 0%
625 25
31,3 ng/25 pl 4%
0% (vad tipus) --- 125 ng/25 pl 0%

Ez a vizsgalat megmutatja, hogy a cobas BRAF teszt képes a BRAF V600E mutacié kimutatdsdra = 5% mutacidszintnél
a standard 125 ng/25 pl bevitt DNS mennyiség mellett. A teszt képes alacsonyabb bevitt DNS szintek mellett is a mutécio
kimutatasara, ami azt jelenti, hogy bar a mintak a fixalasi eljaras kdvetkeztében degradalt DNS-t tartalmazhatnak, mégis
kimutathaté marad a mutacié. A BRAF vad tipus minta esetén végzett valamennyi vizsgalat ,Mutation Not Detected” eredményt
adott.
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Analitikai érzékenység FFPE-szévetmintak segitségével

Az 5%-0s mutacidkimutatasi képesség igazolasara betegmintakban a kdvetkezd vizsgalatot végezték: 3 BRAF V600E mutéans
FFPE-szdvetmintabdl készult negyvennyolc egyéni, 6%, 12% és 4% mutéacidszintl 5 ym-es metszetet dolgoztak fel egyenként
ugy, hogy a DNS-izolalashoz a cobas® DNS-minta-elékészité készlet 3 gyartasi tételét hasznaltak. A melanin zavar6 hatasat

készllt: egy 6 paneltagbdl allé sorozat (részletek a 5. tablazat).

5. tablazat
Higitasi panel tagok készitése FFPE-sz6vetmintabol

Minta informacié
FFPE- Atlag % V600E DNS mennyiség higitasi panel
szbvetminta mutacio” Pigmenttartalom tagokban (ng/25 pl)
Minta 1 6% Erésen pigmentalt*™ | 125, 15,6, 7,8, 3,9, 2,0, 1,0
Minta 2 12% NEP™ 125,7,8,3,9,2,1,0,5
Minta 3 4% NEP 125, 31,3, 15,6, 7,8, 3,9, 2,0

*

A minta étlagos szézalékos mutaciotartalma 454 szekvenalassal.
Erésen pigmentalt vizualisan vizsgalva, melanin koncentracié = 0,17 ug/25 ul.
*** NEP = nem erésen pigmentalt vizualisan vizsgalva.

*k

Minden paneltag 16 ismétlését futtattak a cobas BRAF tesztkészlet 3 gyartasi tételének mindegyikével (n = 48/paneltag). Az
egyes FFPE-szbvetmintak esetén az érzékenységet ugy hataroztak meg, mint az a legkisebb DNS mennyiség, amely legalabb

95%-ban BRAF V600E ,Mutation Detected” eredményt ad (szirkén kiemelt sorok). A vizsgalat eredményei a 6. tablazat
lathatoak.

6. tablazat
A cobas BRAF teszt érzékenysége FFPE-szbévetmintak segitségével
FFPE- Szazalékos mutacio DNS mennyiség »Mutation Detected”
szdvetminta 454 szekvenalassal a paneltagban arany (n = 48)
125 ng/25 pl 100%
15,6 ng/25 pl 100%
7,8 ng/25 pl 989
Minta 1 6% ng’e> v /e
3,9 ng/25 pl 98%
2,0 ng/25 pl 81%
1,0 ng/25 pl 71%
125 ng/25 pl 100%
7,8 ng/25 pl 100%
3,9 ng/25 pl 1009
Minta 2 12% ngreo M A
2,0 ng/25 pl 98%
1,0 ng/25 pl 98%
0,5 ng/25 pl 94%
125 ng/25 pl 98%
31,3 ng/25 pl 98%
15,6 ng/25 pl 85%
Minta 3 4% geou °
7,8 ng/25 pl 90%
3,9 ng/25 pl 90%
2,0 ng/25 pl 67%

Ez a vizsgalat megmutatta, hogy a cobas BRAF teszt képes a BRAF V600E mutacié kimutatdsara konkrét klinikai FFPE-
szovetmintakban = 5% mutaciészintnél a standard 125 ng/25 ul bevitt DNS mennyiség mellett. A teszt képes alacsonyabb bevitt
DNS szintek mellett is a mutacié kimutatasara, ami azt jelenti, hogy bar a mintak a fixalasi eljaras kovetkeztében degradalt
DNS-t tartalmazhatnak, mégis kimutathaté marad a mutécié. A vizsgalatban szerepl6 egyetlen er8sen pigmentalt minta nem
ugy tlnt, hogy befolyasolna a teszt érzékenységét.
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Analitikai érzékenység sejvonalkeverék segitségével

Két melanoma sejtvonalbdl [SK-MEL 28 (BRAF V600E mutans) és SK-MEL 2 (BRAF vad tipus)] szarmaz6 DNS torzsekbél
készitettek 5% mutacioszintli keverékmintat, amelyet 454 szekvenalassal ellendriztek. Harom darab 125 ng/25 pl — 0 ng/25 pl
DNS-t tartalmazé 6nallé higitasi panelt készitettek. Minden paneltag 20 ismétlését vizsgaltak a cobas BRAF 3 gyartasi tételével
(6sszesen 60 ismétlés). Az érzékenységet ugy hataroztak meg, mint az a legkisebb DNS mennyiség, amely legalabb 95%-ban
BRAF V600E ,Mutation Detected” eredményt ad (szlrkén kiemelt sor). A vizsgdlat eredményei a 7. tdblazat lathatdak.

7. tablazat
A cobas BRAF teszt érzékenysége sejtvonalkeverék segitségével

Atlagos szazalékos mutacio DNS mennyiség | ,Mutation Detected”

Sejtvonalkeverék 454 szekvenalassal a paneltagban arany (n = 60)
125,0 ng/25 pl 97%
31,3 ng/25 pl 100%
15,6 ng/25 pl 95%
Sejtvonalkeverék 5% 7.8 ng/25 98%
3,9 ng/25 pl 95%
2,0 ng/25 pl 82%
1,0 ng/25 pl 78%
0,5 ng/25 pl 7%

A cobas BRAF teszt 95%-os ,Mutation Detected” aranyt adott 3,9 ng/25 pl mellett, ami 1:32 aranyu higitast jelent az ajanlott
125 ng/25 pl beviteli DNS-mennyiséghez képest. Ez azt jelenti, hogy a teszt akkor is kimutatna a BRAF V600E mutéacidt, amikor
a DNS ~97%-a degradalddott a fixalas soran, feltételezve azt, hogy a sejtvonal DNS 100%-ban intakt és amplifikalhaté DNS-t
tartalmazott.

Genomi beviteli tartomany:

Az ajanlott beviteli DNS mennyiség a cobas BRAF teszthez 125 ng. DNS mennyiségi hibak és/vagy eltérések a degradalt DNS
mennyiségében kilénb6zd beviteli genomi DNS mennyiségeket eredményezhetnek. A kilénb6z8 beviteli genomi DNS
mennyiségek hatasanak vizsgalatara genomi DNS-t extrahaltak 11 melanoma FFPE-szdvetmintabdl, amelyeket mutacios
allapot és pigmenttartalom szerint szelektaltak, és higitasi sort készitettek a kovetkezé beviteli mennyiségeknek megfeleléen:
250 ng, 125 ng, 62,5 ng és 31,3 ng/25 pl. Mind a 4 DNS szintet 2 kilénb6z8 gyartasi tétellel értékeltek. Valamennyi genomi
DNS beviteli mennyiség esetén a vart eredményeket kaptak.

Minimalis tumortartalom

Harmincharom (33) BRAF V600E mutans mintat vizsgaltak, hogy meghatarozzak azt a minimalis tumoraranyt, ami szikséges
a BRAF V600E mutacio kimutatasahoz 5-50% tumortartalmu mintakban makrometszet készitése nélkil. Minden mintabdl
egy (1) metszetet vizsgaltak a cobas BRAF teszt segitségével.

A cobas BRAF teszt helyesen azonositott minden olyan BRAF V600E mutans mintat, amelynek minimalis mutans-DNS-
tartalma 5% feletti volt, €s amikor a minimalis tumortartalom legalabb 15% volt; lasd a 8. tablazat. A 15%-osnal alacsonyabb
tumortartalmu és 5%-osndl alacsonyabb mutaciészinti mintakra a vizsgalat ,Mutation Not Detected” eredményt adott. Tovabbi
24 vad tipusu mintat is vizsgaltak 5-45% tumortartalommal az ajanlott DNS beviteli koncentracié (125 ng/25 pl) mellett.
A vizsgalat valamennyi vad tipusu mintat helyesen azonositotta. A terilethez viszonyitva < 50%-nal kisebb tumortartalmu
mintakbdl makrometszetet kell késziteni.

33 kiilbnb6z6 szdzalékos tumortartalmu és must:a'?i?iltaaﬁatlmd BRAF V600E minta vizsgalati eredményei

Mintaszam Tumortartalom* | % mutacié Teszteredmény
1 5% /5% 3% Mutation Not Detected
2 5% /5% 5% Mutation Not Detected
3 5% I 5% 1% Mutation Not Detected
4 10% /10% 4% Mutation Not Detected
5 10% / 10% 14% Mutation Detected
6 15% /1 10% 6% Mutation Detected
7 15% /1 15% 23% Mutation Detected
8 15% /1 15% 3% Mutation Detected
9 15% / 15% 29% Mutation Detected
10 15% / 15% 14% Mutation Detected
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Mintaszam Tumortartalom* | % mutacié Teszteredmény
11 15% / 15% 14% Mutation Detected
12 15% / 20% 5% Mutation Detected
13 20% / 20% 28% Mutation Detected
14 20% / 20% 2% Mutation Detected
15 25% 1 20% 13% Mutation Detected
16 25% /1 25% 25% Mutation Detected
17 30% / 25% 20% Mutation Detected
18 30% / 30% 10% Mutation Detected
19 30% / 35% 4% Mutation Detected
20 30% / 35% 17% Mutation Detected
21 35% / 30% 8% Mutation Detected
22 35% / 35% 7% Mutation Detected
23 35% 1 35% 12% Mutation Detected
24 35% / 35% 22% Mutation Detected
25 35% 1 40% 36% Mutation Detected
26 40% / 35% 7% Mutation Detected
27 40% / 35% 12% Mutation Detected
28 40% / 40% 14% Mutation Detected
29 40% / 40% 21% Mutation Detected
30 40% / 40% 28% Mutation Detected
31 40% / 45% 36% Mutation Detected
32 45% 1 45% 10% Mutation Detected
33 50% / 40% 8% Mutation Detected

* A mintak tumortartalmat ugy hataroztak meg, hogy mintanként tizenkét egymas

melletti 5 um-es metszetbdl az elsét és az utolsét vizsgalta egy patolégus.
A tablazatban fel van tiintetve mind az elsé, mind az utols6 metszet
tumortartalma (példaul 95% / 95%).

Keresztreaktivitas

A cobas BRAF teszt keresztreaktivitasat az alabbi mintatipusok segitségével vizsgaltak:

BRAF homoldg plazmidok,

Bérrel kapcsolatos mikroorganizmusok.

BRAF nem-V600E mutans melanoma FFPE-szovetmintak kilonb6zé mutacioszint mellett,
BRAF non-V600E mutaciéju plazmidok,

A keresztreaktivitast ugy is értékelték, hogy azt vizsgaltak, hogy BRAF homoldg plazmidok vagy bérrel kapcsolatos mikro-
organizmusok jelenléte zavarja-e a BRAF V600E mutacio kimutatasat.
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BRAF Non-V600E melanoma FFPE-szbévetmintak

Tizennégy (14) BRAF nem-V600E mutans (V600D, V600E2, V600R, illetve V600K) melanoma FFPE-szdvetmintat vizsgaltak
harom-hdrom parhuzamos mintaként a cobas BRAF teszttel. Nyolc BRAF nem-V600E minta esetén mindharom ismétlés
keresztreaktivitast mutatott a cobas BRAF teszttel. A nyolc minta a kdvetkezd tipusu volt: BRAF V600D mutans (18%-o0s
mutacio), BRAF V600E2 mutans (68%-0s mutacid) és BRAF V600K mutans (30%-osnal nagyobb mutacio). Nem figyeltek meg
keresztreaktivitast a BRAF V600R mutans (23% mutacid) minta esetén, ahogy azt a 9. tablazat mutatja.

9. tablazat
A cobas BRAF teszt altal kimutatott BRAF nem-V600E mutaciék aranya FFPE-szévetmintaknal

Mintaszam |BRAF mutacios| Szazalékos |Tumortartalom*|Tumorstadium|, Mutation Detected”
allapot mutacié arany (n = 3)
1 V600D 18% 30% / 30% v 100%
2 16% 75% 1 75% v 0%
3 V600E2 36% 75% 1 80% 1 0%
4 68% 75% [ 75% v 100%
5 V600R 23% 15% / 15% v 0%
6 17% 25% 1 25% 1 0%
7 22% 35% 1 40% v 0%
8 23% 40% / 40% v 0%
9 31% 60% / 60% v 100%
10 V600K 35% 75% 1 75% v 100%
11 39% 80% / 80% v 100%
12 36% 95% / 95% lIc 100%
13 62% 75% [ 75% v 100%
14 69% 80% / 80% v 100%

* A mintak tumortartalmat Ggy hataroztak meg, hogy mintanként tizenkét egymas melletti 5 um-es
metszetbdl az elsét és az utolsot vizsgalta egy patolégus. A tablazatban fel van tiintetve mind az elsé,
mind az utolsé metszet tumortartalma (példaul 95% / 95%).

Egy tizenegy tagu higitasi panelt készitettek 5,0-0,0049 ng/ul DNS koncentracidkkal (ez megfelel a tesztnél 125-0,1 ng DNS-
nek 25 ul beviteli térfogatban), és minden egyes paneltagot harom parhuzamos ismétlésben vizsgaltak, hogy meghatarozzak
azt alegkisebb DNS mennyiséget, amely még 100% Mutation Detected aranyt ad anyolc minta esetén, amelyek
keresztreagalnak a cobas BRAF teszt soran. A keresztreaktivitas elvesztése el6tti legkisebb DNS beviteli szintet vizsgaltak,
amely 0,5 ng/25 pl-t6l (BRAF V600K mutans minta 69% mutaciéval) 15,6 ng/25 pl-ig (BRAF V600D mutadns minta 18%
mutacidval) terjedt (10. tablazat).

10. tablazat
A legkisebb DNS-bevitel, amely még keresztreakciot okoz a cobas BRAF teszt soran

Legkisebb DNS beviteli mennyiség
BRAF mutacios | Szazalékos a keresztreaktivitas elvesztése el6tt
Mintaszam allapot mutacioé (n=3)
1 V600D 18% 15,6 ng/25 pl
2 V600E2 68% 7,8 ng/25 i
3 31% 3,9 ng/25 pl
4 35% 3,9 ng/25 pl
5 39% 3,9 ng/25 pl
V600K

6 36% 2,0 ng/25 pl
7 62% 3,9 ng/25 pl
8 69% 0,5 ng/25 pl
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BRAF non-V600E plazmidok

5-75% mutaciészintl plazmid higitasi paneleket készitettek vad tipusu plazmiddal a hattérben a kévetkez6 kilenc BRAF nem-
VB600E mutécidra: D594G, G596R, K601E, L597Q, L597S, V600D, V600E2, V600K és V600R. A higitasi panelek minden
tagjabol harom ismétlést készitettek minden plazmidhoz, és ezeket vizsgaltak a cobas BRAF teszttel. Keresztreaktivitast
észleltek mindharom ismétlésnél a BRAF V600D plazmid esetén = 10% mutacioszint mellett, a BRAF V600K plazmid esetén
2 35% mutacidészint mellett és a BRAF V600E2 plazmid esetén = 65% mutacioszint mellett. A tdbbi hat, vizsgélatban részt vevd
BRAF mutaciés plazmid esetén nem figyeltek meg keresztreakciot.

BRAF homolég plazmidok

Mintakat készitettek harom BRAF homolég plazmidbdl (BRAF pszeudogén, ARAF és RAF1), BRAF V600E mutans plazmidbdl
és BRAF vad tipus plazmidbdl, ahogy azt a 11. tablazat mutatja. Minden egyes paneltag harom-hat ismétiését vizsgaltak
a cobas BRAF teszt segitségével.
11. tablazat
BRAF homolég plazmid mintak

Panel Térfogatosszetétel
Név Tag 1. 6sszetevod 2. 6sszetevd
1 95% BRAF pszeudogén 5% BRAF V600E mutans
BRAF pszeudogén
2 100% BRAF pszeudogén ---
1 95% ARAF 5% BRAF V600E mutans
ARAF
2 100% ARAF ---
1 95% RAF1 5% BRAF V600E mutans
RAF1
2 100% RAF1 ---
1 95% BRAF vad tipus 5% BRAF V600E mutans
Kontroll 2 100% BRAF vad tipus ---
3 95% DNS elualé puffer 5% BRAF V600E mutans

A cobas BRAF teszt a harom vizsgalt BRAF-homoldg plazmid egyikét sem mutatta ki, amikor 6nmagukban vizsgaltak dket,
ami azt jelenti, hogy a BRAF-homoldg plazmidok nem keresztreagalnak a teszt soran.

A BRAF V600E mutans plazmid 5% koncentraciéban, 95% BRAF homoldg plazmid jelenlétében a vart ,Mutation Detected”
eredményt adta valamennyi esetben, ami azt jelenti, hogy a homolég plazmidok nem zavarjak a BRAF VG600E mutécio
kimutatasat.

Bérrel kapcsolatos mikroorganizmusok

Az alabbi bdrrel kapcsolatos mikroorganizmusokat vizsgalva, azok nem keresztreagaltak a cobas BRAF teszt soran, amikor
a szoOvetlizis |épésben 1 x 10° telepképzd egység (CFU) mennyiségben hozzaadtak oket vad tipusu melanoma FFPE-
szbvetmintahoz:

1. Staphylococcus epidermidis

2. Staphylococcus aureus

3. Corynebacterium xerosis

4. Corynebacterium jeikeium

5. Corynebacterium minutissimum

6. Corynebacterium ulcerans

a szovetlizis 1épésben 1 x 10° telepképzd egység (CFU) mennyiségben hozzaadtak 6ket a mintahoz.

Interferencia

Trigliceridek (<74 mM, 2x CLSI altal javasolt magas koncentracié'”), hemoglobin (< 2 mg/ml, 1x CLSI altal javasolt magas
koncentracio') és < 95% nekrotikus szovet vizsgalatakor azok nem mutattak zavaré hatast a cobas BRAF teszt soran, amikor
a potencialis zavaré anyagot hozzaadtak a lizis Iépéshez a minta-el6készités folyaman.

Melanin

Az endogén melanin magas koncentracioinak hatasat er6sen pigmentalt melanoma FFPE-szOvetmintak segitségével
vizsgaltak. Osszesen 41 egyedi FFPE melanoma tumorszovet-mintat valasztottak ki a pigmentaltsagi fokuk alapjan: 33 erésen
pigmentalt volt, 3 afro-amerikaibdl szarmazott és 5 enyhén pigmentalt volt 6sszehasonlitéas céljara. A DNS-t extrahaltak
a szOvetbdl, és minden mintanak meghataroztak a melanin-koncentracidjat. A 41 minta mindegyikébdl két-két metszet készlilt,
és az ezekbdl szarmazé DNS térzsek mindegyikének egy-egy mintajat vizsgaltak. Harom minta érvénytelen eredményt adott.
Egy minta ,Mutation Not Detected” eredményt adott, de ez a minta a kimutatasi hatar alattinak bizonyult. Az ,Invalid” eredményt

mennyiség kétszeres, négyszeres és nyolcszoros higitasait is. A készitett higitott DNS mintakat (amelyek DNS-tartalma 125 ng,
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61,5 ng, 31,25 ng, illetve 15,6 ng volt 25 pl-ben) ismételten tesztelték azért, hogy a melanin koncentracié csokkenése a higitas
soran vajon lehetévé teszi-e, hogy érvényes eredmények szllessenek. Mindharom minta mar a kétszeres higitasnal helyes
eredményt adott.

12. tablazat
A cobas BRAF teszt teljesitményének 6sszefoglalasa pigmentalt melanoma FFPE-szévetmintak esetén

Mintaazonosité Higitas M: I;’;mgﬂ::rggg g Eredmény
Nincs (125 ng) 0,15 ug Invalid/Invalid
1 Kétszeres (62,5 ng) 0,08 pg Mutation Detected/Mutation Detected
Négyszeres (31,3 ng) 0,04 ug Mutation Detected/Mutation Detected
Nyolcszoros (15,6 ng) 0,02 ug Mutation Detected/Mutation Detected
Nincs (125 ng) 0,24 ug Invalid/Invalid
5 Kétszeres (62,5 ng) 0,12 ug Mutation Detected/Mutation Detected
Négyszeres (31,3 ng) 0,06 ug Mutation Detected/Mutation Not Detected
Nyolcszoros (15,6 ng) 0,03 pg Mutation Not Detected/Invalid
Nincs (125 ng) 0,34 ug Invalid/Invalid
3 Kétszeres (62,5 ng) 0,17 ug Mutation Detected/Mutation Detected
Négyszeres (31,3 ng) 0,08 ug Mutation Detected/Mutation Detected
Nyolcszoros (15,6 ng) 0,04 ug Mutation Detected/Mutation Detected

A 17 vad tipusu minta vizsgalatdnak eredményeibdl latszik, hogy valamennyi minta helyesen ,Mutation Not Detected”
eredmeényt kapott kivéve 2 erésen pigmentalt mintat, amelyek alpozitiv eredményt adtak.

KLINIKAI TELJESITMENY

Reprodukalhatésag

Vizsgalatot végeztek a cobas BRAF teszt reprodukalhatésagara 3 kilsé vizsgaldhelyen (helyszinenként 2 vizsgaléval),
3 reagens tétellel 5 egymast kéveté napon at malignus melanoma FFPE-szOvetmetszetekbdl szarmazé DNS mintak 8 tagu
paneljével. A panel pigmentélt és nem pigmentalt mintdkat egyarant tartalmazott, valamint kiilénb6z6 szazalékos tumortartalma
és mutans allél tartalmu mintakat (egy mintat az 5%-os kimutatési hataron (LoD)). A 94 futtatasbol 92 (97,9%) volt érvényes.
Az 1442 vizsgalt mintabdl 2 minta (0,14%) érvénytelen eredményt adott. A LoD mintak kivételével valamennyi paneltag esetén
az érvényes vizsgalatok 100%-a helyes eredményt adott, beleértve a 20% mutacioészintli paneltagokat és az erésen
pigmentaltnak mindsitett két paneltagot is. A LoD paneltag esetén a V600E mutaciot a mintak 90%-aban (162/180) sikerdilt
kimutatni. Egyetlen vad tipusi minta sem adott alpozitiv eredményt. Osszességében a cobas BRAF teszt j6l reprodukalhaténak
bizonyult a pigmentalt és nem pigmentalt mintak, valamint az alacsony tumortartalmu és alacsony szazalékos mutans allél
szintl mintak esetén is, eltérd helyszineken és vizsgaldk altal kilonbdzé reagenstételekkel mas-mas idépontban végzett
vizsgalatok mellett egyarant. Az analitikai specificitas 100% volt.
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Referencia médszerrel valé korrelacié fazis Il klinikai vizsgdlati mintak esetén

A V600E mutacié el6fordulasa a fazis Il klinikai vizsgalatban 46,5% volt a cobas BRAF teszt eredmények alapjan. Ez
dsszhangban van a melanoma betegek V600E prevalencidjara vonatkozé irodalmi adatokkal.

A cobas BRAF teszt és a 2x bidirekcionalis Sanger-féle szekvenalas teljesitményének Osszehasonlitasara Kkijeloltek
a vemurafenib lll-as fazisu vizsgalatahoz szirt egymast kovetd 596 beteget, és 6sszegyUjtétték klinikai, demografiai és Sanger-
szekvenalasi adataikat. Kozllik 94 beteg nem volt alkalmas a bevalasztasi feltételek hianya miatt, 4 betegrél nem volt
patoldgiai vélemény, 2 betegnek érvénytelen cobas BRAF teszteredményei voltak. A maradék vizsgalatra alkalmas
496 esetbdl 47 minta érvénytelen Sanger-szekvenalasi eredményt adott, igy 449 értékelheté eset maradt. A cobas BRAF
teszteredmények és a Sanger-szekvenalasi eredmények kozti megfeleléségi vizsgalatot a V600OE mutacio kimutatasara az
alabbi 13. tablazat mutatja.

13. tablazat
A cobas BRAF teszt és Sanger-szekvendlas eredményei 6sszehasonlitasanak 6sszefoglalasa

Sanger-szekvenalas
(referencia-moédszer)
cobas BRAF teszt BRAF V600E BRAF V600E B
(vizsgalati médszer) Mutation Detected? Mutation Not Detected” Osszes

Mutation Detected 216 35 251
Mutation Not Detected 6 192 198
Osszes 222 227 449
Pozitiv megfelelési arany (95% CI) 100% % 216 / 222 = 97,3% (94,2%, 98,8%)
Negativ megfelelési arany (95% Cl) 100% x 192 / 227 = 84,6% (79,3%, 88,7%)
Teljes megfelelési arany (95% Cl) 100% % 408 / 449 = 90,9% (87,8%, 93,2%)

a ,Mutation Detected” jeldli a predominans BRAF mutacio tipus, a V600E (1799 T>A) jelenlétét Sanger-mddszer szerint.

b Mutation Not Detected” jel6li a predominans BRAF mutacio tipus, a V600E hianyat Sanger-maodszer szerint (azaz mutacio
nélkuli vagy vad tipus, V600D, V600E2, V600K, V600R és egyéb mutaciok).

Megjegyzés: A cobas BRAF teszttel és Sanger-féle szekvenalassal egyarant érvényes eredményt adé melanoma mintak.
Megjegyzés: Cl = konfidenciaintervallum.

Mind a 41 mintat, amely eltér§ eredményt adott cobas BRAF teszttel és Sanger-szekvenalassal, masodik referencia-
modszerként 454 szekvendldssal (kvantitativ, masszivan parhuzamos piroszekvenalas) is megvizsgaltdk. Ezen Kkivil
a cobas BRAF teszttel és Sanger-szekvenalassal megegyezé eredményt add tovabbi 33 mintat is teszteltek
454 szekvenalassal. A masodlagos megfelelési vizsgalat eredményeit az eltérd eredmények feloldasa utan a 14. tablazat
ismerteti.

A 6 eltér6 eredményt adoé minta kozll, amely a cobas BRAF teszttel ,Mutation Not Detected”, Sanger-szekvenalassal pedig
VB00E eredményt adott, 5/6 minta bizonyult vad tipusnak 454 szekvenalassal (egy minta érvénytelen 454-eredményt adott).
A 8/35 eltéré eredményt adé mintabdl, amely a cobas BRAF teszttel ,Mutation Detected”, Sanger-szekvenalassal pedig vad
tipus eredményt adott, 7/8 mintdban 454 szekvenalassal V600E mutécio volt kimutathaté (egy minta érvénytelen 454-
eredményt adott).

A 27/35 eltéré eredményt adé mintabdl, amely a cobas BRAF teszttel ,Mutation Detected”, Sanger-szekvendlassal pedig nem-
V600E eredményt adott, 24 mintdban V600K, egy mintdban ,V600E2”, egy mintdban pedig V600E mutacié volt kimutathato
454 szekvenalassal. Egy mintaban a Sanger-féle vizsgalat V600D mutaciot mutatott ki, a 454 szekvenalas pedig vad tipus
eredményt adott.

A cobas BRAF teszt soran a V600K keresztreaktivitasa 66% (25/38) volt.
A megfelelési arany 454 szekvenalassal 100% volt azoknal a 33 V60OE, illetve vad tipus mintaknal, amelyek eredménye
egyezett a cobas BRAF teszt és a Sanger-szekvenélas szerint.

14. tablazat

A cobas BRAF teszt és a Sanger-szekvenalas eredményeinek ésszehasonlitasa az eltéré6 eredmények
454 szekvenaldssal valo felolddsa utan

Az eltér6 eredmények 454 szekvenalassal valo feloldasaval utan
cobas BRAF teszt BRAF V600E BRAF V600E B
(vizsgalati médszer) Mutation Detected Mutation Not Detected Osszes
Mutation Detected 224 27 251
Mutation Not Detected 1 197 198
Osszes 225 224 449
Pozitiv megfelelési arany (95% Cl) 100% % 224 / 225 = 99,6% (97,5%, 99,9%)
Negativ megfelelési arany (95% ClI) 100% % 197 / 224 = 87,9% (83,0%, 91,6%)
Teljes megfelelési arany (95% ClI) 100% % 421/ 449 = 93,8% (91,1%, 95,7%)
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BRAF 600. kodon mutaciék megoszlasa

A 600. kodon mutaciéinak megoszlasat a vizsgalatra alkalmas 496 beteg mintadiban hataroztdk meg a Sanger-médszer és
a 454 szekvenalas kombinalt eredményeinek alapjan. A 496 mintabdl 182 minta vad tipus, 314 minta pedig mutans volt.
A 600. kodon mutacidinak megoszlasat a 314 mutacié-pozitiv minta kdzt a 15. tablazat foglalja 6ssze. A V600K mutaciot
a 600. kodon mutacidinak 13,4%-aban azonositottak.

15. tablazat
A mutacioé-pozitiv népesség BRAF 600. kodon mutaciéinak megoszlasa Sanger és/vagy 454 szekvenaladssal

meghatadrozva
Aminosavsorrend Nukleotid-szekvencia N %-0s megoszlds
(600. kodon) (1798-1800)
V600E GAG 255 81,2
V600K AAG 42 13,4
V600E2 GAA 13 4.1
V600R AGG 3 1,0
V600D GAC 1 0,3
Osszes 600. kodon mutans 314 100
Osszes 600. kodon vad tipus 182 -—-

A ZELBORAF® (vemurafenib) klinikai hatékonysdga®

A cobas BRAF tesztet kiegészitd vizsgalatként hasznaltak, amikor betegeket valasztottak ki ZELBORAF® gyogyszerrel torténé
kezelésre. A ZELBORAF® klinikai biztonsagossagat és hatékonysagat a NO25026 (BRIM3) vizsgalat mutatta meg, amely egy
nemzetkdzi, nyilt, kontrollalt, tébb helyszin(, lll-as fazisu klinikai vizsgalat volt olyan korabban még nem kezelt betegek kérében,
akik melanomaja kimetszhetetlen IlIC vagy 1V-es stadiumu, és akiknél V60OE BRAF mutacié van jelen. A vizsgalat célja
a ZELBORAF® Kklinikai hatékonysaganak meghatarozasa volt a dacarbazine-hoz képest (mértékadd terapia). A kezelésre
tekintetbe vett 6sszes melanomabeteg FFPE-szOvetmintajat vizsgaltdak a cobas BRAF teszitel. A ,Mutation Detected”
teszteredményl betegek vehettek részt a gydgyszervizsgalatban, amennyiben megfeleltek az egyéb besorolasi kovetel-
ményeknek is. A ,Mutation Not Detected” teszteredményl betegek nem vehettek részt a gydgyszervizsgalatban. A vizsgalatot
vilagszerte mintegy 104 helyszinen végezték (az USA-ban 22 kdzpontban).

A vizsgalatban 675 beteg vett részt, akik kézil 337-en vemurafenib-, 338-an pedig dacarbazine-kezelést kaptak. A vizsgalat
hatasossag szempontjabdl legfontosabb eredményeként meghatéroztak a teljes tulélés (Overall Survival — OS) és a vizsgaldk
altal megallapitott progressziomentes tulélés (Progression-Free Survival — PFS) mérészamait. Eredményességi mérészamként
meghataroztak a vizsgalok altal megallapitott legjobb teljes reakcidaranyt is.

A betegek alapvetd jellemzdi kiegyensulyozottak voltak a kezelési csoportok kdzott. A legtdbb beteg férfi volt (56%) és europid
(99%), az életkor kdzépértéke 54 év volt (24% = 65 éves volt), minden beteg ECOG teljesitménystatusza 0 vagy 1 volt, és
a betegek tobbségének attétképz6 volt a betegsége (95%).

A vizsgalat hatékonysagi eredmeényeit az alabbi 16. tablazat és 2. abra mutatja.

16. tablazat
A vemurafenib hatékonysdaga korabban még nem kezelt,
BRAFV600E mutaciora pozitiv melanomaban szenvedd betegeknél?

Vemurafenib | Dacarbazine értékd
(N=337) | (N=338) P
Teljes tulélés
Halalesetek szdma 78 (23%) | 121 (36%) -
Kockazati arany 0,44
(95% CI)° (0,33, 0,59) < 0,0001
Tulélés kdzépértéke (hénap) NRe® 79 )
(95% Cl)e° (9,6, NR) (7,3,9,6)
Betegkovetési idd kdzépértéke 6,2 4.5
(hénap) (tartomany) (0,4,13,9) | (<0,1,11,7)
Progresszidmentes tulélés 0,26 <0.0001
kockazati arany (95% CI)° (0,20, 0,33) ’
s . 53 1,6
PFS kézépértéke (hénap)© (4.9, 6,6) (1,6.1,7) -

a A cobas BRAF teszt eredménye szerint

b A kockazati arany becslése a Cox-modell alapjan; a < 1-es kockazati arany szerint
a vemurafenib kedvez6

¢ Kaplan-Meier becslés

d Logaritmikus besorolast nem rétegezett teszt

¢ Nem érte el
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2. dbra

A még nem kezelt betegek teljes tulélésének Kaplan-Meier gorbéi
Tulélés
1,0
0,9 —+
0,8
0,7 +
06 —
0,5 +
04 —
0,3 —+
0,2 —+
0,1 4
0,0 —+

T T T T T T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 b 7 8 9 1w n 1 13
. 1d6 (honap)
n db veszélyeztetett
Dacarbazine 338 W2 28 12 186 146 11 B3 43 0 12 B 0 0 0
ZELBORAF 337 B6 ¥ N7 W 1e 78 1B 82 B RN 4 2 0

Dacarbazin ZELBORAF

A meger§sitett, vizsgalok altal megallapitott legjobb teljes reakcidéarany 48,4% volt (95% Cl: 41,6%, 55,2%) a ZELBORAF®
agban, és 5,5% (95% Cl: 2,8%, 9,3%) a dacarbazine agban.

A COTELLIC® (cobimetinib) klinikai hatékonysdga'® 1"

A COTELLIC® MEK-inhibitor és a ZELBORAF® egylttes hasznalatat klinikai vizsgalatban (coBRIM) hasonlitottak Gssze
a ZELBORAF® és egy placebo kombinaciéjaval. A cobas BRAF teszttel hataroztak meg, hogy a betegek részt vehetnek-e
ebben a klinikai vizsgalatban. A COTELLIC® és a ZELBORAF® egyiittes hasznalatanak biztonsagossagat és hatékonysagat
tobb helyszin(, randomizalt (1:1), kettés vak placebo-kontrollalt vizsgalatban allapitottak meg, amelyet 495 olyan beteg kérében
végeztek, akiket kordbban még nem kezeltek a BRAF V600 mutécidra pozitiv kimetszhetetlen vagy attétképzé melanomajuk
miatt. A hatasossdg szempontjdbdl legfontosabb eredmény a vizsgaldk altal megallapitott progresszidmentes tulélés
(Progression-Free Survival — PFS) értéke volt RECIST v1.1 szerint. Tovabbi hatékonysagi eredmény volt a vizsgaldk altal
megallapitott megerdsitett objektiv reakcidarany (Objective Response Rate — ORR), a teljes tulélés (Overall Survival — OS),
a vak, fuggetlen kdzponti felllvizsgalat altal megallapitott PFS és a reakci6 idétartama (Duration of Response — DOR).

A betegek alapvetd jellemzdi kiegyensulyozottak voltak a kezelési csoportok kdzott. A legtdbb beteg férfi volt (58%) és europid
(93%), az életkor kozépértéke 55 év volt, a betegek 72%-anak ECOG teljesitménystatusza 0 volt, és a betegek 60%-anak M1c
stadiumu volt a betegsége.

A kezelésre tekintetbe vett 6sszes beteg FFPE-szdvetmintajat vizsgaltdk a cobas BRAF teszttel. A ,Mutation Detected”
eredmény(i betegek vehettek részt a vizsgalatban, amennyiben megfeleltek az egyéb besorolasi kdvetelményeknek is.
A ,No Mutation Detected” eredményl betegek nem vehettek részt a vizsgalatban. A vizsgalatban azok a betegek vettek részt,
akiknél a cobas BRAF teszt BRAF V600K mutaciét mutatott ki, ami a termék terapias biztonsagossagat és hatékonysagat
mutatja a V600K-tartalmu daganattal rendelkezd betegpopulaciénak a teszt altal meghatarozott részében.
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A vizsgalat hatékonysagi eredményeit az alabbi 17. tablazat és 3. abra mutatja.

17. tablazat
A cobimentinib és vemurafenib egyiittes alkalmazasanak hatékonysdga
BRAF mutaciéra pozitiv melanomaban szenvedé betegeknélP

Cobimentinib + Placebo +
vemurafenib vemurafenib p érték
(N = 247) (N = 248)
Progressziomentes tulélés (vizsgaldk altal megallapitott)
Események szama (%) 143 (58%) 180 (73%)
Progresszié 131 169
Halal 12 11
PFS kodzépértéke (hdnap) 12,3 7,2
(95% ClI) (9,5, 13,4) (5,6, 7,5)
Kockazati arany (95% CI)° 0,56 (0,45, 0,70) <0,0014
Teljes talélés

Halalesetek szama (%) 79 (32%) 109 (44%)
Tulélés kézépértéke (hénap) Nem becsulhetd 17,0 )
(95% ClI)° (20,7, nem becstlhet6)| (15,0, nem becsiilhetd)
Kockazati arany 0,63 de
(95% CIyp (0,47, 0,85) 0,0019

Objektiv reakciéarany
Objektiv reakcidarany 70% 50% < 0,001
(95% Cl)° (64%, 75%) (44%, 56%)
Teljes reakcio 16% 10%
Részleges reakcio 54% 40%
Reakci6 id6tartamanak 13,0 9,2 )
koézépértéke, hénap (95% Cl)° (11,1, 16,6) (7,5, 12,8)

a2 A cobas BRAF teszt eredménye szerint

b A kockazati arany becslése a Cox-modell alapjan; a < 1-es kockazati arany szerint
a cobimentinib + vemurafenib kedvezé

¢ Kaplan-Meier becslés

d Logaritmikus besorolasu rétegezett teszt

¢ Statisztikai szignifikanssag attél fliggéen, hogyan viszonyul a 0,019-es kijeldlt alfa érték
ennél a kdzbensd elemzésnél

3. abra
A teljes tulélés Kaplan-Meier gérbéi

404

Tulélés eloszlasi fuggvénye

Vemurafenib + cobimetinib (N = 247)
Vemurafenib + placebo (N = 248)
+  Cenzordlva

Id6

Veszélyeztetett betegek szama
Vemurafenib + cobimetinib
Vemurafenib + placebo

243 232 216 203 182 173 152 ] 57 22 L}
245 230 206 178 163 150 118 7 48 17

T T T T T T T
1 hénap 5 honap 9 hénap 13 hénap 17 hénap 21 honap 25 honap

A randomizalt betegektdél szarmazd rendelkezésre allé tumormintakat visszamendlegesen elemezték U generacids
szekvenalassal (Next Generation Sequencing — NGS), hogy a BRAF mutacidkat tovabbosztalyozzak V600E és V600K
kategoriakba. A teszteredményeket a randomizalt betegek 81%-4tdl szerezték be (400/495). Azon betegek korében, akiknél az
NGS sikeres volt, a 400 beteg koziil 56 (14%) tumoraban voltak BRAF V600K mutaciok, a tobbi beteg tumoraban pedig BRAF
V600E mutaciokat talaltak. Annal az 56 tumornal, amelyekrél visszamenélegesen megallapitottak, hogy BRAF V600K mutacio
van jelen, a mutéciok gyakorisaga 5,1 és 36,6% kozott volt ebben az elemzésben. A cobimentinib és vemurafenib kombinaciojat
hasznalé agat elényben részesit6 trend volt megdfigyelheté a PFS, OS és ORR értékeket vizsgalé alcsoportelemzésekben
a BRAF V600 mutacio altipusaira a vizsgalat betegeinek 81%-anal a BRAF V600 mutaciétipusok meghatarozasakor.

05952603001-09HU 22 Doc Rev. 11.0



Il. PAPILLARIS PAJZSMIRIGYCARCINOMA (PTC)

NEM KLINIKAI ERTEKELES

Az alabb ismertetett nem klinikai vizsgalatok soran az olyan tumor olyan jellemzdit, mint a %-os tumor tartalom, patoldgiai
vizsgalattal értékelték. A mintakat bidirekcionalis Sanger-féle szekvenalassal valasztottak ki vizsgalatra. A mutacié szézalékos
szintjét 454 szekvenalas (kvantitativ, masszivan parhuzamos piroszekvenalasi médszer) segitségével hataroztak meg.

Analitikai érzékenység

Analitikai érzékenység — Kimutatasi hatar (LoD)

A bevitt DNS minimélis mennyiségét, amely az esetek 95%-aban helyes eredményt ad, két mintatipusbdl készitett higitasi

panelek segitségével vizsgaltak:

o Mintakeverékek, amelyeket BRAF V600E mutans FFPE-szdvetmintakbdl és BRAF vad tipus FFPE-szdvetmintakbdl
szarmazo DNS torzsek osszekeverésével készitettek adott mutacidszinteknek megfeleléen.

o Egyéni FFPET DNS tdrzsek, amelyeket két BRAF V600E mutans FFPE-szévetmintabdl készitettek.

szekvenaltak.

Analitikai érzékenység mintakeverék segitségével

BRAF V600E mutans FFPE-szévetminta DNS torzseket ugy kevertek BRAF vad tipus FFPE-sz6vetminta DNS torzsekkel, hogy
egy minta ~10%, egy ~5% és egy minta ~2% mutaciészinten legyen. Az Gsszekeverést kbvetben a mutacioszinteket
454 szekvenalassal ellendrizték. A harom, VG600E mutaciét tartalmazé mintakeveréket felhigitottdk, hogy a 18. tablazat
részletezett panel tagjait kapjak.

18. tablazat
Higitasi panel tagok készitése mintakeverékbél

Atlag % DNS mennyiség higitasi panel tagokban
Keverék mutacié* (ng/25 pl)**
10% keverék 10% 125, 41,7, 13,9, 4,6, 1,5, 0,5, 0,2, 0,1
5% keverék 5% 125, 41,7,13,9,4,6,1,5,0,5, 0,2, 0,1
2,5% keverék 2% 125, 41,7, 13,9, 4,6, 1,5,0,5, 0,2, 0,1
0% (csak vad tipus) --- 125

* A keverék atlagos szazalékos mutéciotartalma 454 szekvenalassal.
** Az egyes paneltagok genomi DNS tartalma. 25 ul a minta beviteli térfogat a teszt soran.
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Minden paneltag nyolc-nyolc (8) ismétiését futtattdk cobas BRAF tesztkészlet 3 gyartési tételének mindegyikével
(n = 24/paneltag). A 19. tablazat az egyes FFPET mintakeverékek érzékenységét mutatja, amelyet Ggy hataroztak meg, mint

az alegkisebb DNS mennyiség, amely legalabb 95%-ban BRAF V600E ,Mutation Detected” eredményt ad (szlrkén kiemelt
sorok).

19. tablazat
A cobas BRAF teszt érzékenysége FFPE-szévetmintakeverékekkel

FFPE- Szazalékos mutacio DNS mennyiség »Mutation Detected”
szbvetkeverék | 454 szekvendlassal a paneltagban arany (n = 24)
125 ng/25 pl 100%
41,7 ng/25 pl 100%
13,9 ng/25 pl 100%
10% FFPET- o 4,6 ng/25 pl 100%
szbvetkeverék 10% 1,5 ng/25 l 100%
0,5 ng/25 pl 92%
0,2 ng/25 yl 83%
0,1 ng/25 pl 29%
125 ng/25 pl 96%
41,7 ng/25 pl 100%
13,9 ng/25 pl 100%
5% FFPET- 59 4,6 ng/25 pl 100%
szOvetkeverék 1,5 ng/25 pl 83%
0,5 ng/25 pl 54%
0,2 ng/25 yl 67%
0,1 ng/25 pl 25%
125 ng/25 pl 0%
41,7 ng/25 pl 0%
13,9 ng/25 pl 4%
2,5% FFPET- 2% 4,6 ng/25 pl 21%
szovetkeverék 1,5 ng/25 pl 21%
0,5 ng/25 pl 33%
0,2 ng/25 yl 13%
0,1 ng/25 pl 8%
0% (vad tipus) --- 125 ng/25 pl 0%

Ez avizsgalat megmutatja, hogy a cobas BRAF teszt képes a BRAF V600E mutacio kimutatasara = 5% mutaciészintnél
a standard 125 ng/25 pl bevitt DNS mennyiség mellett. A teszt képes alacsonyabb bevitt DNS szintek mellett is a mutécio
kimutatédsara, ami azt jelenti, hogy bar a mintak a fixalasi eljaras kdvetkeztében degradalt DNS-t tartalmazhatnak, mégis

kimutathaté marad a mutacié. A BRAF vad tipus minta esetén végzett valamennyi vizsgalat ,Mutation Not Detected” eredményt
adott.

Analitikai érzékenység FFPE-szévetmintak segitségével

Az 5%-0s mutacié-kimutatasi képesség igazolasara betegmintakban a kdvetkezé vizsgalatot végezték: két BRAF V600E
mutans FFPE-szdvetmintdbdl készult huszonnégy egyéni, 6%, illetve 11% mutacidszintli 5 pm-es metszetet dolgoztak fel
egyenként gy, hogy a DNS izolaldshoz cobas® DNA Sample Preparation Kit 3 gyartasi tételét hasznaltak. Minden metszet
DNS-ébdl sorozathigitas készllt: egy 8 paneltagbdl allé sorozat (részletek a 20. tablazat).

20. tablazat
Higitasi panel tagok készitése FFPE-szévetmintabdl

Atlag % V600E |DNS mennyiség higitasi panel tagokban
mutacié* (ng/25 ul)
Minta 1 6% 125, 41,7, 13,9, 4,6, 1,5, 0,5, 0,2, 0,1
Minta 2 11% 125, 41,7, 13,9, 4,6, 1,5, 0,5, 0,2, 0,1

* A minta atlagos szézalékos mutaciotartalma 454 szekvenalassal.
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Minden paneltag nyolc-nyolc (8) ismétiését futtattdk cobas BRAF tesztkészlet 3 gyartési tételének mindegyikével
(n = 24/paneltag). Az egyes FFPE-szdvetmintak esetén az érzékenységet ugy hataroztak meg, mint az alegkisebb DNS

mennyiség, amely legalabb 95%-ban BRAF V600E ,Mutation Detected” eredményt ad (szirkén kiemelt sorok). A vizsgalat
eredményei a 21. tablazat lathatdak.

21. tablazat
A cobas BRAF teszt érzékenysége FFPE-szévetmintak segitségével

FFPE- Szazalékos mutacio DNS mennyiség »Mutation Detected”
szbvetminta 454 szekvenalassal a paneltagban arany (n = 48)
125 ng/25 pl 100%
41,7 ng/25 pl 100%
13,9 ng/25 pl 100%
Minta 1 6% 4,6 ng/25 pl 83%
1,5 ng/25 pl 71%
0,5 ng/25 pl 29%
0,2 ng/25 yl 17%
0,1 ng/25 pl 0%
125 ng/25 pl 100%
41,7 ng/25 pl 100%
13,9 ng/25 pl 100%
Minta 2 1% 4,6 ng/25 pl 71%
1,5 ng/25 pl 46%
0,5 ng/25 pl 17%
0,2 ng/25 yl 13%
0,1 ng/25 pl 8%

Ez avizsgalat megmutatta, hogy a cobas BRAF teszt képes a BRAF V600E mutacié kimutatasara konkrét klinikai FFPE-
szovetmintakban = 5% mutaciészintnél a standard 125 ng/25 ul bevitt DNS mennyiség mellett. A teszt képes alacsonyabb bevitt
DNS szintek mellett is a mutécioé kimutatasara, ami azt jelenti, hogy bar a mintak a fixalasi eljarads kdvetkeztében degradalt
DNS-t tartalmazhatnak, mégis kimutathaté marad a mutéacio.

Ismételhet6ség

Vizsgalatot végeztek a cobas BRAF teszt ismételhet6ségére két kezelbvel, két reagenstétellel, négy egymast kdvetd napon at
6t papillaris pajzsmirigy-carcinoma FFPE-szévetmmintabdl. Ezen FFPE-szovetmintak a 50-70% kozotti tartomanyban
tartalmaztak tumorszdvetet, valamint a 16—22% koz6tti tartomanyban mutans allélokat, beleértve két V600OE mutans mintat is
~16-18% mutéacios arannyal (a kimutatasi hatar ~3x-osa). A helyes eredmények aranya a vizsgalt mintaknal 100% volt (80/80).
Egyetlen vad tipusu minta sem adott alpozitiv eredményt. Osszességében a cobas BRAF teszt j6l ismételhetének bizonyult az
alacsony tumortartalmu és alacsony szazalékos mutansallél-szinti mintak esetén, eltér6 kezel6k altal kulénbdzé
reagenstételekkel mas-mas id6pontban végzett vizsgalatok mellett.
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Korrelacié referenciamédszerrel

A cobas BRAF teszt és a 2x bidirekcionalis Sanger-szekvendlas teljesitményének 6sszehasonlitasara 159 PTC FFPE-
szbvetmintardl gydijtotték a Sanger-szekvendlds adatait. A cobas BRAF teszteredmények és a Sanger-szekvendlasi
eredmények kozti elsédleges megfeleléségi vizsgalatot a V600E mutacio kimutatasara a 22. tablazat mutatja (a két vizsgalt
gyartasi tétel kozil az egyikre). A masodik gyartasi tételnél hasonlé eredmények sziilettek egy minta kivételével, amely
»Mutation Not Detected” eredményt adott. A 454 szekvenalassal tortént feloldas szerint a minta 1,4%-ban tartalmazott mutaciot,
és a cobas BRAF teszt 5%-os érzékenységi kuszobe alatt volt.

22. tablazat
A cobas BRAF teszt és Sanger-szekvendlas eredményei 6sszehasonlitasanak 6sszefoglaldasa

Sanger-szekvenalas
(referencia-moédszer)
cobas BRAF teszt BRAF V600E BRAF V600E B
(vizsgalati médszer) Mutation Detected? Mutation Not Detected” Osszes

Mutation Detected 88 13 101
Mutation Not Detected 1 57 58
Osszes 89 70 159
Pozitiv megfelelési arany (95% CI) 100% % 88 / 89 = 98,9% (93,9%, 99,8%)
Negativ megfelelési arany (95% Cl) 100% % 57 / 70 = 81,4% (70,8%, 88,8%)
Teljes megfelelési arany (95% Cl) 100% % 145/ 159 = 91,2% (85,8%, 94,7%)

a ,Mutation Detected” jeldli a predominans BRAF mutacio tipus, a V600E (1799 T>A) jelenlétét Sanger-mddszer szerint.

b, Mutation Not Detected” jeldli a predominans BRAF mutacio tipus, a VB0OE hianyat Sanger-mddszer szerint (azaz mutacio
nélkili vagy vad tipus és egyéb mutaciok).

Megjegyzés: Cl = konfidenciaintervallum.

Minden mintat, amely eltéré eredményt adott cobas BRAF teszttel és Sanger-szekvenalassal, masodik referencia-modszerként
454 szekvenadlassal (kvantitativ, masszivan parhuzamos piroszekvenalas) is megvizsgaltak. A masodlagos megfelelési
vizsgalat eredményeit az eltérdé eredmeények felolddsa utan a 23. tdblazat ismerteti.

Egy eltér6 eredményt adé mintanak a cobas BRAF teszttel ,Mutation Not Detected” eredménye, Sanger-féle szekvenalassal
pedig ,V600E” eredménye volt, a 454 szekvenalas pedig vad tipusu eredményt adott dsszhangban a cobas BRAF teszt
eredményével.

A tizenharom eltéré eredményt adé mintabdl, amelyek cobas BRAF teszttel ,Mutation Detected”, Sanger-féle szekvenalassal
pedig vad tipusi eredményt adtak, tizenketténél 454 szekvenalassal V600E mutacié volt kimutathatd (1,2-19%
allélgyakorisag), 6sszhangban a cobas BRAF teszt eredményeivel.

Az egyetlen eltéré eredményt adé minta, mely V600OE-re Mutation Detected eredményt adott cobas BRAF teszttel, Sanger-féle
és 454 szekvenalassal is vad tipus eredményt adott. Egy Gjabb 454 szekvenalas soran kés6bb bebizonyosodott, hogy a minta
alacsony sz4zalékban tartalmaz V600E mutaciot.

23. tablazat
A cobas BRAF teszt és a Sanger-szekvenalas eredményeinek 6sszehasonlitasa
az eltéré eredmények 454 szekvenalassal valé feloldasa utan

Sanger-féle szekvendlas az eltér6 eredmények 454 szekvenalassal
valé feloldasaval
cobas BRAF teszt BRAF V600E BRAF V600E .

(vizsgalati médszer) Mutation Detected Mutation Not Detected Osszes
Mutation Detected 101 1 102
Mutation Not Detected 0 57 57
Osszes 101 58 159
Pozitiv megfelelési arany (95% CI) 100% % 101 /101 = 100,0% (96,3%, 100,0%)
Negativ megfelelési arany (95% Cl) 100% % 57 / 58 = 98,3% (90,9%, 99,7%)
Teljes megfelelési arany (95% Cl) 100% % 158 / 1569 = 99,4% (96,5%, 99,9%)
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EREDMENYJELZOK LISTAJA

A ,Results” lapon eredményjelzéket talal. A jelz6k forrasat az alabbi 24. tdblazatban ldthaté mddon a jelz8k kddja tartalmazza.
A 25. tdblazat a felhaszndld szamara relevans minden értelmezési jelz6t tartalmaz.

24. tablazat
Jelz6 forrasa

A jelz6kéd elsé betiije Jelz6 forrasa

M* Tobb vagy egyéb ok M6

R Az eredmény értelmezése R200
z* Analizator Z1

* Atovabbi részleteket a cobas® 4800 rendszer felhasznaloi kézikdnyvében vagy a cobas® 4800 rendszer felhasznaloi
segédletében talalja

25. tablazat
Eredményértelmezési jelz6k listdja

Jelzokéd Sulyossag Leiras Javasolt teend6
R200 Hiba Ervénytelen Ismételje meg a futtatast a teszt leirasa szerint.
mutanskontroll. Ez a jelz6kod a kévetkezéket jelentheti:

1. A mutanskontroll egy medfigyelt kbnyokértéke a meghatarozott
kiszObérték alatt volt (azaz a kényok tul alacsony). Ez DNS-
szennyez6dés esetén torténhet, vagy ha atipikus fluoreszcencia-
mintazat miatt az algoritmus hibas eredményt ad; vagy

2. A mutanskontroll egy medfigyelt kdnyokértéke a meghatérozott
kiszObérték felett volt (azaz a kdnydk tul magas). Ez akkor fordulhat
el6, ha 1) a Master Mix munkareagenst nem megfeleléen készitették
el, 2) pipettazasi hiba tértént, amikor a Master Mix munkareagenst

a mikrolemez reakciolyukaba tették, vagy 3) pipettazasi hiba tortént,
amikor a mutanskontrollt a mikrolemez reakciélyukaba tették.

R201 Hiba A vad tipusu kontroll Ismételje meg a futtatast a teszt leirasa szerint.
ervenytelen. Ez a jelz6kod a kévetkezdket jelentheti:

1. A vad tipusu kontroll egy medfigyelt kdnydkértéke a meghatarozott
kiszobérték alatt volt (azaz a konyok tul alacsony). Ez DNS-
szennyez6dés esetén torténhet, vagy ha atipikus fluoreszcencia-
mintazat miatt az algoritmus hibas eredményt ad; vagy

2. A vad tipusu kontroll egy megfigyelt konyokértéke a meghatarozott
kiszobérték felett volt (azaz a kdnyok tul magas). Ez akkor fordulhat
el6, ha 1) a Master Mix munkareagenst nem megfeleléen készitették
el, 2) pipettazasi hiba tértént, amikor a Master Mix munkareagenst

a mikrolemez reakciodlyukaba tették, vagy 3) pipettazasi hiba tortént,
amikor a vad tipusu kontrollt a mikrolemez reakcidlyukaba tették.

R202 Hiba A muténskontroll nem Ismételje meg a minta tesztelését a teszt leirasa szerint.

mutathato ki. Ez a jelzékod azt jelzi, hogy a teszt szerint a mintanak nem volt
mutaciora jellemz6 konyokértéke. Ez vagy azt jelenti, hogy a mintaban
nem volt mutacio, vagy a kdvetkezd okok kdzll egyet vagy tobbet.

1. Kicsi a teszt kimutatasi hatara alatti mutans szekvenciak aranya.
2. Rossz min6ségl genomialis DNS a mintaban.

3. Elégtelen mintafeldolgozas.

4. PCR-inhibitorok jelenléte a mintaban.

5. Ritka mutacidk a primerek és/vagy mutans préba altal lefedett
genomialis DNS régidiban.

6. Mintapipettazasi hiba, vagy a minta DNS-ét nem helyezték

a reakcidlyukba.
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Jelzokéd Sulyossag Leiras

Javasolt teendd

R203 Hiba A vad tipusu kontroll
nem mutathato ki.

Ismételje meg a minta tesztelését a teszt leirasa szerint.

Ez a jelz6kdd azt jelzi, hogy a teszt szerint a mintanak nem volt vad
tipusra jellemz6 konyokértéke. A vad tipusra jellemzd konydkeérték
hianya a kévetkezd okok kozil egynek vagy tébbnek a fennallasara
utalhat.

1. Rossz minéségl genomialis DNS a mintaban.

2. Elégtelen mintafeldolgozas.

3. PCR-inhibitorok jelenléte a mintaban.

4. Ritka mutaciok a primerek és/vagy vad tipusu préba altal lefedett
genomialis DNS régidiban.

5. Lehetséges, hogy egy vagy tobb Iyukba nem adagoltak minta-
DNS-t.

R204 Hiba A muténskontroll Ismételje meg a minta tesztelését a teszt leirasa szerint.
a tartomanyon kivdl Ez a jelz6kod a kévetkezéket jelentheti:
van. 1. A minta egy medfigyelt mutans kdnyokértéke a meghatarozott
kiiszdbérték alatt volt (azaz a konyok tul alacsony). Ez akkor fordulhat
el6, ha a PCR-elegy jelentdsen tulterhelt koncentralt genomi DNS-sel,
vagy ha atipikus fluoreszcencia-mintazat miatt az algoritmus hibas
eredmeényt ad; vagy
2. A minta egy megfigyelt mutans konyokértéke a meghatarozott
kiszobérték folott volt (azaz a kdnydk tul magas). Ez a kdvetkezé
okok koziil egy vagy tébb fennallasat jelentheti.
¢ Kicsi a teszt kimutatasi hatara alatti mutans szekvenciak
aranya.
e Pipettazasi hiba tértént, amikor a minta DNS-ét a reakciolyukba
helyezték.
e Rossz mindségi genomialis DNS a mintaban.
e Elégtelen mintafeldolgozas.
e PCR-inhibitorok jelenléte a mintaban.
¢ Ritka mutacidk a primerek és/vagy mutans préba altal lefedett
genomialis DNS régidiban.
R205 Hiba A vad tipusu kontroll Ismételje meg a minta tesztelését a teszt leirasa szerint.

tartomanyon kivul van.

Ez a jelz6kdd a kovetkezbket jelentheti:

1. A minta egy megfigyelt vad tipusu kdnyokértéke a meghatarozott
kiszbbérték alatt volt (azaz a konyok tul alacsony). Ez akkor fordulhat
el6, ha a PCR-elegy jelentdsen tulterhelt koncentralt genomi DNS-sel,
vagy ha atipikus fluoreszcencia-mintazat miatt az algoritmus hibas
eredményt ad; vagy

2. A minta egy megfigyelt vad tipusu konyokértéke a meghatarozott
kiszobérték folott volt (azaz a kdnyok tul magas). Ez a kdvetkezd
okok koziil egy vagy tébb fennallasat jelentheti.

e Pipettazasi hiba tértént, amikor a minta DNS-ét a reakciolyukba
helyezték.

¢ Rossz mindségi genomialis DNS a mintaban.
o Elégtelen mintafeldolgozas.
e PCR-inhibitorok jelenléte a mintaban.

¢ Ritka mutacidk a primerek és/vagy vad tipusu proba altal
lefedett genomialis DNS régidiban.
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Frissitett részek: FELHASZNALAS MODJA és A VIZSGALAT OSSZEGZESE ES MAGYARAZATA.
Uj részek: A ZELBORAF® (vemurafenib) klinikai hatékonysaga és A COTELLIC® (cobimetinib)
klinikai hatékonysaga.

Kiegészitve a targylemez stabilitasi adataval a MINTA LEVETELE, SZALLITASA ES TAROLASA
részben.

Kiegészitve a melaninrél szol6 allitassal az ELJARASSAL KAPCSOLATOS KORLATOZASOK
részben.

Uj altalanos nyelvi frissitések a jobb érthetéség és a cobas® 4800 BRAF V600 Mutation Test US-IVD
hasznélati dtmutatéjaval valé 6sszhang céljabdl.

Esetleges kérdésével forduljon a Roche helyi képvisel6jéhez.

11/2019

.FFFPET” rovidités javitasa ,FFPET"-re, és a ,nagyobb vagy egyenld” jel javitasa a PDF megfelel6é
elrendezéséhez (24. oldal).

A harmonizalt szimbdlumok oldala frissitve.
Esetleges kérdésével forduljon a Roche helyi képviseléjéhez.
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A DNS minta-el6készité készlet kovetkezd adatai eltavolitva:

e Reagensek felsorolasa és Osszetétele
e Ezekhez kapcsolodo eljaraslépések és megjegyzések

Uj hivatkozas a cobas® DNA Sample Preparation Kit hasznalati utmutatéjara ,Az eljarassal
kapcsolatos korlatozasok” részben.

A rendszer kézikonyvére és a felhasznaldi kézikbnyvre valo hivatkozasok cseréje erre: ,cobas® 4800
rendszer felhasznaléi kézikonyve vagy a cobas® 4800 rendszer felhasznaloi segédlete”.

Az egész dokumentumban javitottuk a betlihibakat, és kovetkezetesebb nyelvezetet vezettliink be,
valamint a dokumentumot konzisztensebbé tettik az USA-beli hasznalati utmutatéval.

Uj eredményjelzdk.

Frissitett hivatkozas a Nemzetk6zi Légi Szallitasi Szdvetségre.

A harmonizalt szimbélumok oldala, a védjegyekre és szabadalmakra vonatkozo rész és
a viszonteladdk cimei frissitve.

Uj nyilatkozat arrél, hogy a termék biztonsagi cimkézése elsésorban az EU GHS iranyelveket kdveti.
Esetleges kérdésével forduljon a Roche helyi képviseléjéhez.
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A Roche PCR diagnosztikai termékeket a kovetkezé szimbdlumok jelolik.
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	A betegek alapvető jellemzői kiegyensúlyozottak voltak a kezelési csoportok között. A legtöbb beteg férfi volt (58%) és europid (93%), az életkor középértéke 55 év volt, a betegek 72%-ának ECOG teljesítménystátusza 0 volt, és a betegek 60%-ának M1c st...
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