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

DO STOSOWANIA W DIAGNOSTYCE IN VITRO.

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

Szczegotowe informacje na temat przygotowywania probek podano w ulotce dotgczonej do zestawu cobas® DNA Sample
Preparation Kit (M/N 05985536190).

ZASTOSOWANIE

Podstawowe zastosowanie testu cobas®4800 BRAF V600 Mutation Test to detekcja mutacji BRAF V600 w DNA
wyizolowanym z utrwalonych w formalinie i zatopionych w parafinie tkanek czerniaka oraz raka brodawczakowatego tarczycy
(ang. Papillary Thyroid Carcinoma, PTC) pochodzenia ludzkiego. W przypadku czerniaka jest testem pomocniczym w selekcji
pacjentéw, ktorych guzy zawierajg mutacje BRAF V600, w leczeniu lekiem ZELBORAF® (wemurafenib) lub lekiem COTELLIC®
(kobimetynib) w skojarzeniu z lekiem ZELBORAF® (wemurafenib).

PODSUMOWANIE ORAZ OPIS TESTU

Uaktywnianie sie mutacji protoonkogenu BRAF zachodzi w przypadku wielu ludzkich nowotwordéw, w tym w przebiegu
czerniaka ztosliwego, raka jelita grubego, raka jajnika czy raka tarczycy' 2. Mutacje BRAF zostaty zidentyfikowane w 40-60%
przypadkow czerniakéw ztosliwych® oraz w 36—46% przypadkow raka brodawczakowatego tarczycy* 5. Wystepowanie mutac;ji
BRAF jest powszechne takze w przypadku tagodnych znamion®, co sugeruje, ze tego typu mutacje zachodzg na bardzo
wczesnym etapie. Odkrycie opisywanych mutacji somatycznych w genie BRAF czerniaka, PTC i innych ludzkich nowotworéw
okazato sie pomocne w okresleniu gtéwnej roli kinazy BRAF w $ciezkach sygnatowych kontrolujgcych proliferacje, réznicowanie
i obumieranie komérek. W przypadku zdrowych komorek, gen BRAF stanowi czesS¢ wysoce regulowanej sciezki sygnatowe;,
ktéra posredniczy w oddziatywaniu receptoréw czynnika wzrostu (takich jak EGFR) na gen RAS, RAF, MEK oraz ERK. Mutacje
onkogenne w obrebie genu BRAF powodujg zwiekszenie funkcji kinaz, tworzagc konstytutywnie aktywng sciezke RAF-MEK-
ERK przy braku typowych czynnikéw wzrostu.

Wiekszo$¢ mutacji genu BRAF w przypadku czerniaka, PTC iinnych nowotworéw ludzkich zachodzi w kodonie 6007.
Dominujgca mutacja w kodonie 600 to mutacja V600E (GTG > GAG). Mniej powszechnie obserwowano takze wiele mutac;ji
dinukleotydowych obejmujgcych kodon 600 [V600K (GTG > AAG), V600R (GTG > AGG), V600E2 (GTG > GAA) i V600D
(GTG > GAT)], gtéwnie w przebiegu czerniaka i rzadko w przypadku innych nowotworéw, takich jak rak jelita grubego.

Test cobas® 4800 BRAF V600 Mutation Test to test reakcji PCR zachodzgcej w czasie rzeczywistym opracowany do
wykrywania obecnos$ci mutacji V600OE (T1799A). Test cobas® 4800 BRAF V600 Mutation Test to test diagnostyczny
towarzyszgcy leczeniu wemurafenibem, zwigzkiem powodujgcym inhibicje zmutowanej wersji V600E genu BRAF. Badania
kliniczne wemurafenibu u pacjentow z zaawansowanym czerniakiem wykazaty, ze pacjenci ze zmutowanym guzem V600E
przypuszczalnie skorzystajg klinicznie ze stosowania tego zwigzku® °. Pézniejsze badanie kliniczne kobimetynibu w skojarzeniu
z wemurafenibem u pacjentéw z zaawansowanym czerniakiem wykazato, ze pacjenci z mutacjami guza V600E lub V600K
wykrywanymi za pomocg testu cobas® 4800 BRAF V600 Mutation Test przypuszczalnie odniosg korzys¢ kliniczng z tej
terapii'® 1. V600K wystepuje w okoto 10-15% prébek czerniaka z mutacjg BRAF V60012,

ZASADY PROCEDURY

Test cobas® 4800 BRAF V600 Mutation Test (test cobas BRAF) opiera sig na dwoch procesach: (1) manualnym przygotowaniu
prébki w celu pozyskania genomowego DNA z utrwalonych w formalinie i zatopionych w parafinie probek tkanki (ang. Formalin-
Fixed, Paraffin-Embedded Tissue, FFPET); (2) amplifikacji w reakcji PCR i detekcji docelowego DNA z uzyciem pary starterow
komplementarnych oraz dwoch sond oligonukleotydowych znakowanych réznymi barwnikami fluorescencyjnymi. Jedna sonda
stuzy do detekcji naturalnie wystepujacej sekwencji BRAF V600, natomiast druga stuzy do detekcji sekwencji mutacji V60OE.
Dostarczane sg dwie kontrole zewnetrzne cyklu oznaczeh, natomiast naturalnie wystepujacy allel stuzy jako wewnetrzna
kontrola catego procesu.

Przygotowanie probki

Probki FFPET sg przetwarzane w celu wyizolowania genomowego DNA przy uzyciu zestawu cobas® DNA Sample Preparation
Kit, manualnego przygotowywania probek opartego na zwigzaniu kwasu nukleinowego z widknami szklanymi. Pozbawiony
parafiny skrawek probki FFPET o grubosci 5 um zostaje poddany lizie przez inkubacje w podwyzszonej temperaturze
z proteazg i chaotropowym buforem lizujgcym/wigzgcym, ktéry uwalnia kwasy nukleinowe i chroni uwolniony genomowy DNA
przed DNazami. W dalszej kolejnosci do mieszaniny, w ktdrej dokonano lizy, dodaje sie izopropanol, po czym mieszanine wiruje
sie i przepuszcza przez kolumne z wktadem filtrujgcym, zawierajgcym witdkna szklane. W trakcie wirowania genomowy DNA
ulega zwigzaniu na powierzchni witdkien szklanych filtra. Substancje niezwigzane, takie jak sole, biatka i inne zanieczyszczenia
pochodzenia komorkowego, zostajg usuniete w wyniku wirowania. Zwigzane kwasy nukleinowe sg przemywane i poddane
elucji roztworem wodnym. llo§¢ genomowego DNA okre$la sie spektrofotometrycznie i dostosowuje do ustalonego stezenia
dodawanego do mieszaniny do amplifikacji i detekcji. Nastepnie docelowy DNA amplifikuje sie i poddaje detekcji w analizatorze
cobas z 480 z uzyciem odczynnikdw do amplifikacji i detekcji, dostarczanych wraz z zestawem cobas BRAF.

Rozdziat Informacje dotyczgce wersji dokumentu znajduje sie na koricu tego dokumentu.
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Amplifikacja i detekcja metodg PCR
Wybor sekwencji docelowej

Test cobas BRAF wykorzystuje startery, ktore definiujg sekwencje 116 par zasad ludzkiego DNA genomowego zawierajgcego
miejsce kodonu 600 BRAF w eksonie 15. Catos¢ genu BRAF nie ulega amplifikacji. Test cobas BRAF jest przeznaczony do
detekcji zmiany T>A nukleotydu 1799 w genie BRAF, powodujgcej podstawienie waliny do kwasu glutaminowego
w kodonie 600 (V600E). Swoiste dla docelowego, naturalnie wystepujgcego genu BRAF i DNA mutanta, znakowane
fluorescencyjnie sondy TagMan wigzg sie odpowiednio z sekwencjami naturalnie wystepujgcymi i z sekwencjami mutanta.
Sekwencje naturalnie wystepujace i sekwencje mutantéw wykrywane sg przy uzyciu dedykowanego kanatu optycznego dla
kazdej sekwencji.

Amplifikacja sekwencji docelowej

Do amplifikacji sekwencji docelowej wykorzystywana jest polimeraza DNA Thermus species Z05. Mieszanina reakcyjna PCR
jest najpierw podgrzewana w celu zdenaturowania genomowego DNA oraz odstoniecia sekwencji docelowych starterow.
W miare ochtadzania sie mieszaniny startery wiodgce i odwrotne hybrydyzujg z docelowymi sekwencjami DNA. Polimeraza
DNA Z05 w obecnosci jonu dwuwartosciowego metalu oraz nadmiaru dezoksyrybonukleotydéw (dNTP) wydtuza kazdy
przytgczony w wyniku hybrydyzacji starter i w ten sposéb nastepuje synteza drugiej nici DNA. Proces ten konczy pierwszy cykl
reakcji PCR, dostarczajgc dwuniciowej kopii DNA docelowego regionu zawierajgcego 116 par zasad genu BRAF. Proces ten
powtarza sie wielokrotnie, przy czym w kazdym z cykli ilo§¢ docelowego DNA (amplikonu) ulega podwojeniu. Amplifikacja
odbywa sie wytgcznie w tym regionie genu BRAF, ktéry zawarty jest pomiedzy parg starterow.

Zautomatyzowana detekcja w czasie rzeczywistym

Test cobas BRAF wykorzystuje technologie PCR w czasie rzeczywistym (ang. real-time PCR). W tej reakcji kazda swoista dla
sekwencji docelowej sonda oligonukleotydowa jest znakowana barwnikiem fluorescencyjnym, stuzgcym jako reporter, a takze
czasteczkg petnigcg funkcje wygaszacza absorbujgcego (wygaszajgcego) emisje fluorescencji pochodzacg z barwnika
reporterowego w nienaruszonej sondzie. W trakcie kazdego cyklu amplifikacji stuzgca do sekwencji jednoniciowego DNA
w amplikonie sonda komplementarna wigze sie z nig, a nastepnie ulega rozszczepieniu pod wptywem polimerazy DNA Z05,
wykazujgcej aktywnos¢ nukleazy w kierunku od konca 5' do konca 3' faricucha. Po oddzieleniu sie barwnika reporterowego od
wygaszacza wskutek aktywnosci nukleazy mozna zmierzyé promieniowanie fluorescencyjne o charakterystycznej dtugosci fali
po wzbudzeniu barwnika reporterowego odpowiednim widmem Swiatta. Dwa rézne barwniki reporterowe stuzg do oznaczania
sondy swoistej dla docelowego, naturalnie wystepujacego genu BRAF (WT) oraz sondy mutacji BRAF V600E. Amplifikacja
dwadch sekwencji genu BRAF moze by¢ wykrywana niezaleznie, w jednym dotku reakcyjnym, przez pomiar fluorescencji przy
dwéch charakterystycznych dtugosciach fali w przypisanych do nich kanatach optycznych.

Amplifikacja wybidrcza

Amplifikacja wybiércza docelowego kwasu nukleinowego z probki jest osiggana w tescie cobas BRAF dzieki uzyciu enzymu
AmpErase (uracylo-N-glikozylaza) i trifosforanu dezoksyurydyny (dUTP)S. Enzym AmpErase rozpoznaje i katalizuje
zniszczenie nici DNA zawierajgcych dezoksyurydyne, ale nie DNA zawierajgcego tymidyne. W DNA wystepujgcym w naturze
nie ma dezoksyurydyny, natomiast jest ona zawsze obecna w amplikonie w zwigzku z zastosowaniem trojfosforanu
dezoksyurydyny (dUTP) jako jednego sposrod trojfosforandw nukleotyddw w odczynniku Reaction Mix. Dlatego
dezoksyurydyne zawiera wytgcznie amplikon. Dezoksyurydyna powoduje wrazliwo$¢ zanieczyszczajgcego amplikonu na
rozktad przez enzym AmpErase przed amplifikacjg docelowego DNA. Zawarty w odczynniku Reaction Mix enzym AmpErase
katalizuje rozktad DNA zawierajgcego dezoksyurydyne w miejscu reszt dezoksyurydynowych przez otwarcie tancucha
dezoksyrybozy w pozycji C1. Podczas ogrzewania w pierwszym cyklu termicznym przy wartosciach pH oznaczajgcych
srodowisko zasadowe tancuch amplikonu DNA peka w miejscu, w ktéorym znajduje sie dezoksyurydyna, wykluczajac w ten
sposob dalszg amplifikacje DNA. Enzym AmpErase jest nieczynny w temperaturze powyzej 55°C, tj. w czasie trwania catego
cyklu termicznego, dlatego tez nie niszczy on amplikonu docelowego.
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ODCZYNNIKI

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

Elementy zestawu

Sklad odczynnikéw

llo$¢ na zestaw

Symbol bezpieczenstwa
i ostrzezenie?

RXNMIX
(Mieszanina reakcyjna)

Bufor trycynowy

Octan potasu

Wodorotlenek potasu

Glicerol

Tween 20

EDTA

5% dimetylosulfotlenek

<0,09% dNTP

< 0,10% polimeraza DNA Z05 (bakteryjnej)

<0,10% enzym AmpErase (uracylo-N-
glikozylaza) (bakteryjny)

< 0,003% aptameru oligonukleotydowego

0,08% azydku sodu

3% 0,16 ml

Brak danych

MGAC
(Octan magnezu)

Octan magnezu
0,09% azydku sodu

3x0,15 ml

Brak danych

BRAF OM
(BRAF Oligo Mix)

Bufor Tris-HCI

EDTA

0,09% azydku sodu
Poli-rA RNA (syntetyczny)

< 0,01% startery sensowne i antysensowne
BRAF

< 0,01% sondy BRAF znakowanej barwnikiem
fluorescencyjnym

3x0,13 ml

Brak danych

BRAF MUT
(Kontrola mutacji
genu BRAF)

Bufor Tris-HCI

EDTA

Poli-rA RNA (syntetyczny)

0,05% azydku sodu

< 0,001% plazmidu DNA (bakteryjnego)
zawierajgcego sekwencje mutacji BRAF
< 0,001% plazmidu DNA (bakteryjnego)
zawierajgcego naturalnie wystepujgca
sekwencje BRAF

2x0,13 ml

Brak danych

BRAF WT

(Kontrola naturalnie
wystepujacej
sekwencji BRAF)

Bufor Tris-HCI

EDTA

Poli-rA RNA (syntetyczny)
0,05% azydku sodu

< 0,001% plazmidu DNA (bakteryjnego)
zawierajgcego naturalnie wystepujgca
sekwencje BRAF

2x0,13 ml

Brak danych

DNA SD
(Rozcienczalnik DNA
probki)

Bufor Tris-HCI
0,09% azydku sodu

2x1ml

Brak danych

a Oznakowanie bezpieczenstwa produktu jest zgodne przede wszystkim z wytycznymi GHS UE.
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OSTRZEZENIA | SRODKI OSTROZNOSCI
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DO STOSOWANIA W DIAGNOSTYCE IN VITRO.

Niniejszy test jest przeznaczony do badania utrwalonych w formalinie i zatopionych w parafinie prébek tkanki.
Nie nalezy pipetowa¢ za pomocg ust.

Nie wolno jes¢, pi¢ ani pali¢ w obszarach roboczych laboratorium.

Nalezy unika¢ zakazenia odczynnikow: bakteryjnego i przez DNA.

Nalezy zutylizowa¢ wszystkie nieuzyte odczynniki, postepujac zgodnie z przepisami krajowymi, federalnymi, stanowymi
i lokalnymi.

Nie wolno uzywaé zestawow po uptywie daty waznosci.
Nie nalezy miesza¢ odczynnikéw pochodzacych z réznych zestawdw lub serii.
Karty charakterystyki sg dostepne na zgdanie w miejscowym przedstawicielstwie firmy Roche.

W celu zapobiezenia zanieczyszczeniu konieczne jest noszenie rekawic i ich zmiana przed przystgpieniem do ponowne;j
pracy z prébkami i odczynnikami cobas® 4800.

Aby zapobiec kontaminacji mastermiksu probkami DNA, nalezy przeprowadzaé amplifikacje idetekcje w miejscu
oddzielonym od obszaru wykonywania izolacji DNA. Przed przygotowaniem mastermiksu nalezy doktadnie oczysci¢ obszar
roboczy amplifikacji i detekcji. W celu wtasciwego oczyszczenia nalezy doktadnie przetrze¢ wszystkie powierzchnie,
wigcznie ze statywami i pipetorami, 0,5% roztworem podchlorynu sodu*, a nastepnie 70% roztworem etanolu.

* UWAGA: dostepny w handlu ptynny wybielacz przeznaczony do zastosowan domowych zazwyczaj zawiera
podchloryn sodu o stezeniu 5,25%. Rozciericzenie domowego wybielacza w stosunku 1:10 daje 0,5% roztwoér
podchlorynu sodu.

Z probkami nalezy obchodzi¢ sie tak, jak z materiatem zakaznym, stosujgc laboratoryjne procedury bezpieczenstwa, takie
jak okreslone w dokumentach Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories'* oraz w dokumencie M29-A4
CLSI"s.

. Odczynniki RXNMIX, MGAC, BRAF MUT, BRAF WT i DNA SD zawierajg azydek sodu. Azydek sodu moze reagowaé

z instalacjami wodno-kanalizacyjnymi wykonanymi z otowiu lub miedzi, tworzac silnie wybuchowe azydki metali. Usuwajgc
roztwory zawierajgce azydek sodu do zlewéw laboratoryjnych, nalezy sptukaé rury duzg iloscig zimnej wody, aby zapobiec
nagromadzeniu azydkow.

Podczas pracy z jakimikolwiek odczynnikami nalezy uzywac¢ ostony oczu oraz fartuchéw laboratoryjnych i rekawic
jednorazowych. Nalezy unika¢ kontaktu wymienionych materiatdow ze skorg, oczami i btonami sluzowymi. Jezeli dojdzie do
kontaktu, miejsce tego kontaktu nalezy natychmiast sptukaé duzg iloscig wody. Jezeli nie zostang podjete odpowiednie
dziatania lecznicze, moze doj$¢ do oparzen. W razie rozlania przed wytarciem nalezy rozcienczyé woda.

Wszystkie przedmioty jednorazowego uzytku sg przeznaczone do jednokrotnego uzycia. Nie wykorzystywac¢ ponownie.
Nie wolno uzywac przedmiotéw jednorazowego uzytku po uptywie daty waznosci.

Do czyszczenia analizatora cobas z 480 nie wolno uzywaé roztworu podchlorynu sodu (wybielacza). Czyszczenie
analizatora cobas z 480 nalezy przeprowadzaé zgodnie z procedurami opisanymi w podreczniku operatora systemu
cobas® 4800 System lub podreczniku uzytkownika cobas® 4800 System.

Dodatkowe ostrzezenia, srodki ostroznosci oraz procedury majgce na celu zredukowanie ryzyka skazenia, dotyczace
analizatora cobas z 480 mozna znalezé w podreczniku operatora systemu cobas® 4800 System lub podreczniku
uzytkownika cobas® 4800 System.

Zaleca sie uzywanie jatowych jednorazowych pipet oraz koncéwek pipet wolnych od DNazy.

WYMAGANIA DOTYCZACE PRZECHOWYWANIA | UZYTKOWANIA

A
B.

Nie nalezy zamrazac odczynnikéw.

Odczynniki RXNMIX, MGAC, BRAF OM, BRAF MUT, BRAF WT i DNA SD nalezy przechowywaé¢ w temperaturze 2—8°C.
Po otwarciu odczynniki zachowujg stabilnos¢ do 4-krotnego uzycia w ciggu 60 dni albo do daty wazno$ci, zaleznie od tego,
ktéry termin wypada wczesniej.

Odczynnik BRAF OM i mastermiks (przygotowany przez dodanie odczynnika BRAF OM i MGAC do odczynnika RXNMIX)
nalezy chronié przed dtugotrwatg ekspozycjg na swiatto.

Mastermiks (przygotowany przez dodanie odczynnika BRAF OM i MGAC do odczynnika RXNMIX) nalezy przechowywac
w temperaturze 2—-8°C w zaciemnionym miejscu. Przygotowane prébki i kontrole nalezy doda¢ do mastermiksu w ciggu
1 godziny od jego przygotowania.
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E. Przetworzone prébki (wyizolowany DNA) zachowujg stabilno$¢ maksymalnie przez 24 godziny w temperaturze od 15°C do
30°C, maksymalnie przez 14 dni w temperaturze od 2°C do 8°C, maksymalnie przez 60 dni w temperaturze od —15°C do
—25°C lub po przejsciu 3 cykli zamrazania i rozmrazania przy przechowywaniu w temperaturze od —15°C do —25°C.
Wyizolowany DNA powinien zosta¢ poddany amplifikacji podczas okresu przechowywania zalecanego w danych warunkach
lub przed uptynigciem daty waznosci zestawu cobas® DNA Sample Preparation Kit uzytego do wyizolowania DNA
w zaleznosci od tego, co nastgpi wczesnie;.

F. Amplifikacja musi sie rozpoczaé¢ w ciggu 1 godziny od czasu dodania przygotowanych prébek badanych i kontrolnych do
mastermiksu (przygotowanego przez dodanie odczynnika BRAF OM i MGAC do odczynnika RXNMIX).

DOSTARCZONE MATERIALY

cobas® 4800 BRAF V600 Mutation Test BRAF 24 testy

(M/N: 05985595190)

RXNMIX

(Mieszanina reakcyjna) (korek z bezbarwnym przyciskiem)
MGAC

(Octan magnezu) (korek z zéttym przyciskiem)

BRAF OM

(Odczynnik BRAF Oligo Mix) (czarny korek z biatym przyciskiem)
BRAF MUT

(Kontrola mutacji BRAF) (korek z czerwonym przyciskiem)
BRAF WT

(Kontrola naturalnie wystepujacej sekwencji BRAF) (korek z niebieskim przyciskiem)
DNA SD

(DNA rozcienczalnik prébki) (korek z fioletowym przyciskiem)

MATERIALY WYMAGANE, ALE NIEDOSTARCZONE
e cobas® DNA Sample Preparation Kit (Roche M/N 05985536190)
e Plytki mikrodotkowe system cobas® 4800 System (ptytki AD) i folia uszczelniajgca (Roche M/N 05232724001)

e Pipetory zmiennopojemnosciowe™*: (pojemnos¢ 10 pl, 20 pl, 200 yl i 1000 pl) z barierg aerozolowg lub koncéwki
z przesunieciem dodatnim wolne od DNazy

e Probdéwki do mikrowiréwki z blokowanym wieczkiem (jalowe o pojemnosci 1,5 ml, wolne od RNaz/DNaz, o czystosci do
PCR)

e Spektrofotometr do pomiaru stezenia DNA**

e Mieszadto wibracyjne**

e  Statywy do probéwek do mikrowiréwki

o Rekawice jednorazowe bezpudrowe

e Zamrazarka umozliwiajgca przechowywanie w temperaturze od —25°C do —-15°C

*  Pipetory powinny by¢ konserwowane zgodnie z instrukcjg producenta, aich doktadno$¢ powinna miesci¢ sie
w granicach 3% podanej objetosci. W sytuacjach okre$lonych w dokumentacji nalezy uzywac wolnych od DNaz
koricowek z barierg aerozolowg lub przesunieciem dodatnim, aby zapobiec degradacji probki i kontaminacji krzyzowey.

** Cafe wyposazenie powinno by¢ odpowiednio konserwowane, zgodnie z instrukcjami producenta.

Urzadzenia i oprogramowanie
e Analizator cobas z 480
e Jednostka sterujgca systemu cobas® 4800 SR2 System z obrazem systemu Windows XP
e Oprogramowanie systemu cobas® 4800 SR2 System w wersji 2.0 lub nowsze
e Pakiet oprogramowania do analizy genu BRAF w wers;ji 1.0 lub nowszy
e Czytnik kodéw kreskowych (Roche M/N: 05339910001)
e Drukarka HP P2055d (Roche M/N: 05704375001)

05952603001-11PL 5 Doc Rev. 11.0



POBIERANIE, TRANSPORT | PRZECHOWYWANIE PROBEK
UWAGA: ze wszystkimi prébkami nalezy obchodzié sie jak z materialem potencjalnie zakaznym.

A. Pobieranie probek
Probki FFPET zostaty zatwierdzone do wykorzystania w tescie cobas BRAF.

B. Transport prébek

Prébki FFPET mozna transportowaé w temperaturze 15-30°C. Probki FFPET muszg byé transportowane zgodnie z przepisami
krajowymi, federalnymi, stanowymi i lokalnymi, dotyczacymi transportu czynnikéw zakaznych'®.

C. Przechowywanie probek

Stabilnos¢ prébek FFPET przechowywanych w temperaturze 15-30°C potwierdzono przez okres do 12 miesiecy od daty
pobrania. Skrawki FFPET o grubosci 5 um, umieszczone na szkietkach, mozna przechowywa¢ w temperaturze 15-30°C przez
okres do 60 dni.

INSTRUKCJA UZYTKOWANIA

UWAGA: wszystkie odczynniki z wyjatkiem odczynnikéw RXNMIX, MGAC i BRAF OM musza przed uzyciem zostac
doprowadzone do temperatury otoczenia. Odczynniki RXN MIX, MGAC i BRAF OM mozna pobieraé¢
bezposrednio z temperatury przechowywania 2-8°C w celu przygotowania mastermiksu.

UWAGA: w teScie cobas BRAF Test mozna wykorzystywac wylacznie skrawki FFPET czerniaka i PTC o grubosci 5 um,
zawierajgce co najmniej 50% komorek nowotworowych. Kazda prébke zawierajacg mniej niz 50% komérek
nowotworowych nalezy po pozbawieniu jej parafiny przecig¢é makroskopowo.

UWAGA: szczegblowe wskazowki dotyczace obstugi analizatora cobas z 480 zamieszczono w podreczniku operatora
systemu cobas® 4800 System lub podreczniku uzytkownika cobas® 4800 System.

Wielkos$¢ przebiegu

Zestaw cobas BRAF jest przeznaczony do przetwarzania od minimum 3 probek plus kontrole do maksimum 24 prébek plus
kontrole. Istnieje mozliwosS¢ przetwarzania jednoczeé$nie mniej niz 3 probek oraz kontroli, moze to jednak spowodowac
niewystarczajgcg objetos¢ odczynnika do przetworzenia 24 probek oraz kontroli w zestawie. Test cobas BRAF zawiera
odczynniki wystarczajgce na 8 przebiegdw z uzyciem 3 probek oraz kontroli. Do przeprowadzenia kazdego przebiegu
konieczne jest jedno powtdrzenie kontroli cobas BRAF Test Mutant Control [BRAF MUT] ijedno powtérzenie kontroli
cobas BRAF Test Wild-Type Control [BRAF WT] (patrz czes¢ ,Kontrola jakoS$ci”).

Przebieg pracy
UWAGA: test cobas BRAF mozna zastosowacé do 24 prébek w jednym przebiegu.

UWAGA: aby maksymalnie wykorzystaé odczynnik, przebieg powinien zawieraé co najmniej trzy (3) prébki pacjenta
oraz kontrole.

Izolacja DNA
DNA izoluje sie od probek FFPET za pomocg zestawu cobas® DNA Sample Preparation Kit (M/N 05985536190).

Przeciecie makroskopowe

Jezeli prébka zawiera ponizej 50% tkanki guza z danego obszaru, prébke nalezy przecig¢é makroskopowo w ramach

przygotowywania probki.

Ocena ilosciowa stezenia DNA

UWAGA: pomiar stezenia DNA nalezy przeprowadzaé natychmiast po zakornczeniu procedury izolacji DNA i przed
odtlozeniem materiatu do przechowywania.

A. Przed rozpoczeciem oceny ilosciowej mieszac kazdy roztwor podstawowy DNA na mieszadle wibracyjnym przez 5 sekund.

B. Przeprowadzi¢ ocene ilosciowg stezenia DNA za pomocg spektrofotometru zgodnie z protokotem postepowania, podanym
przez producenta urzadzenia. Jako préby Slepej do urzadzenia uzy¢ odczynnika DNA EB dostarczonego w zestawie
cobas® DNA Sample Preparation Kit. Nalezy obliczy¢ $rednig z 2 zgodnych odczytow. Wyniki dwéch pomiaréw powinny
miesci¢ sie w granicach £10% kazdego z nich przy odczytach stezenia DNA = 20,0 ng/pl. W przypadku odczytdéw stezenia
DNA < 20,0 ng/ul wyniki dwéch pomiaréw powinny miesci¢ sie w granicach £2,0 ng/pl.

C. Stezenie roztworu podstawowego DNA musi wynosi¢ = 5 ng/ul, aby przeprowadzenie testu cobas BRAF byto mozliwe.
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UWAGA: aby mozna bylo przeprowadzi¢ test cobas BRAF, kazdy roztwér podstawowy DNA musi mie¢ minimalne
stezenie 5 ng/ul. Jezeli stezenie roztworu podstawowego DNA nie przekracza 5 ng/ul, nalezy powtorzyé¢
procedury pozbawiania prébek parafiny, izolacji DNA i oceny iloSciowej stezenia DNA z uzyciem dwdch
skrawkow FFPET tej prébki o grubosci 5 um. W przypadku préobek osadzonych na szkietkach po pozbawieniu
ich parafiny nalezy potfaczyé tkanke z obu skrawkéw w jednej probéwce, zanurzyé tkanke w odczynnikach
TLB i PK z zestawu cobas® DNA Sample Preparation Kit, a nastepnie przeprowadzi¢ izolacje oraz ocene
ilosciowag stezenia DNA. W przypadku probek nieosadzonych na szkietkach, nalezy pofaczy¢ tkanke z obu
skrawkoéw w jednej probéwce, odparafinowaé, a nastepnie przeprowadzié izolacje DNA i ocene iloSciowa.
Jezeli stezenie roztworu podstawowego DNA nadal jest < 5 ng/ul, nalezy zwrécié¢ sie do osrodka klinicznego,
zlecajgcego wykonanie badania, o przystanie kolejnej probki FFPET.

UWAGA: przetworzone probki (wyizolowany DNA) zachowuja stabilnosé maksymalnie przez 24 godziny w tempera-
turze od 15°C do 30°C, maksymalnie przez 14 dni w temperaturze od 2°C do 8°C, maksymalnie przez 60 dni
w temperaturze od —15°C do —25°C lub po przejsciu 3 cykli zamrazania i rozmrazania przy przechowywaniu
w temperaturze od -15°C do -25°C. Wyizolowany DNA powinien zosta¢ poddany amplifikacji podczas okresu
przechowywania zalecanego w danych warunkach Ilub przed upfynieciem daty waznos$ci zestawu
cobas® DNA Sample Preparation Kit uzytego do wyizolowania DNA w zaleznos$ci od tego, co nastapi
wczesniej.

AMPLIFIKACJA | DETEKCJA

UWAGA: aby zapobiec kontaminacji mastermiksu prébkami DNA, nalezy przeprowadza¢ amplifikacje i detekcje
w miejscu oddzielonym od obszaru wykonywania izolacji DNA. Przed przygotowaniem mastermiksu nalezy
doktadnie oczyscié obszar roboczy amplifikacji i detekcji. W celu wlasciwego oczyszczenia nalezy doktadnie
przetrze¢ wszystkie powierzchnie, wigcznie ze statywami i pipetorami, 0,5% roztworem podchlorynu sodu,
a nastepnie 70% roztworem etanolu. dostepny w handlu plynny wybielacz przeznaczony do zastosowan
domowych zazwyczaj zawiera podchloryn sodu o stezeniu 5,25%. Rozcienczenie domowego wybielacza
w stosunku 1:10 daje 0,5% roztwér podchlorynu sodu.

Konfigurowanie aparatu

Wskazdwki dotyczgce konfigurowania analizatora cobas z 480 zamieszczono w podreczniku operatora systemu cobas® 4800
System lub podreczniku uzytkownika cobas® 4800 System.

Konfiguracja zlecenia testu

Zapoznaj sie z podrecznikiem uzytkownika systemu cobas® 4800 lub podrecznikiem uzytkownika systemu cobas® 4800 w celu
uzyskania instrukcji dotyczgcych etapéw procedury testu cobas BRAF.

Obliczanie rozcienczenia roztworu podstawowego DNA, pochodzacego z prébki:

Dla jednej probki przeprowadzany jest tylko jeden cykl amplifikacji/detekcji z wykorzystaniem 25 pl z 5 ng/pl rozcienczenia
roztworu podstawowego DNA (w sumie 125 ng). Instrukcje ponizej opisuja, w jaki sposéb przygotowaé minimum 35 pl
rozcienczonego roztworu podstawowego DNA o stezeniu 5 ng/ul w zaleznosci od poczgtkowego stezenia DNA. Ma to na celu
zapewnienie, ze do badania kazdej prébki zostanie uzyta objeto$¢ co najmniej 5 pl roztworu podstawowego DNA, aby zapobiec
zmiennosci, ktéra moze wystgpi¢ podczas pipetowania mniejszych objetosci probki.

Obliczanie rozcienczenia roztworu podstawowego DNA prébki w przypadku stezen od 5 ng/ul do 35 ng/ul

UWAGA: roztwory podstawowe DNA, pochodzace z prébek, nalezy rozciericzaé bezposrednio przed amplifikacja
i detekcja.

UWAGA: dla jednej probki przeprowadzany jest tylko jeden cykl amplifikacji/detekcji z wykorzystaniem 25 ul z 5 ng/ul
rozcienczenia roztworu podstawowego DNA (w sumie 125 ng).

A. Dla kazdej probki nalezy okresli¢ wymagang ilo$¢ roztworu podstawowego DNA za pomoca nastepujgcego wzoru:
Wymagana objetos$¢ roztworu podstawowego DNA = (35 ul x 5 ng/ul) + stezenie roztworu podstawowego DNA w ng/ul

B. Dla kazdej prébki nalezy okreslic wymagang ilos¢ rozcienczalnika do prébek DNA (DNA SD) za pomocg nastepujacego
WZOru:

Wymagana objetos$¢ rozcienczalnika DNA SD w ul = (35 yl — wymagana objetos¢ roztworu podstawowego DNA w ul)
Przyktad:
Stezenie roztworu podstawowego DNA = 21 ng/ul
A. Wymagana objetos¢ roztworu podstawowego DNA = (35 ul x 5 ng/pl) + 21 ng/ul = 8,3 pl
B. Wymagana objetosc¢ rozcienczalnika DNA SD w pl = (35 pl — 8,3 pl) = 26,7 i
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Obliczanie rozcienczenia roztworu podstawowego DNA prébki w przypadku stezen > 35 ng/ul
UWAGA: roztwory podstawowe DNA, pochodzace z prébek, nalezy rozciericzaé bezposrednio przed amplifikacja
i detekcja.

UWAGA: dla jednej probki przeprowadzany jest tylko jeden cykl amplifikacji/detekcji z wykorzystaniem 25 ul z 5 ng/ul
rozcienczenia roztworu podstawowego DNA (w sumie 125 ng).

A. W przypadku stezen roztworu podstawowego DNA > 35 ng/ul do obliczania iloéci odczynnika DNA Rozciehczalnik probki
(DNA SD), wymaganej do przygotowania co najmniej 35 pl rozcienczonego roztworu podstawowego DNA, nalezy uzyé
zamieszczonego ponizej wzoru. Ma to na celu zapewnienie, ze do badania kazdej prébki zostanie uzyta objetosé co
najmniej 5 ul roztworu podstawowego DNA.

W%/mlagana obj. DNA SD w pl = [(5 pl roztworu podstawowego DNA x stez. roztworu podstawowego DNA w ng/ul) + 5 ng/ul]
—oM
B. Uzy¢ obliczonej objetosci odczynnika DNA SD do rozcienczenia 5 ul roztworu podstawowego DNA.
Przyktad:
Stezenie roztworu podstawowego DNA = 42 ng/ul
A. Wymagana obj. DNA SD w ul = [(5 uyl x 42 ng/ul) + 5 ng/pl] = 5 pl = 37 pl
B. Uzyc¢ obliczonej objetosci odczynnika DNA SD do rozcienczenia 5 ul roztworu podstawowego DNA.
Rozcienczanie probki

A. Przygotowa¢ odpowiednig ilos¢ probéwek do mikrowiréwki o pojemnosci 1,5 ml na rozcienczenia roztworu podstawowego
DNA z prébki, oznaczajgc je odpowiednimi informacjami identyfikacyjnymi w obszarze dodawania probek.

B. Za pomoca pipetora z koncéwkag zabezpieczong przed powstawaniem aerozolu przenies¢ pipetg obliczong objetos¢
rozcienczalnika prébek DNA (DNA SD) do kazdej oznaczonej probdwki z prébka.

C. Mieszaé kazdy roztwér podstawowy DNA z prébki w mieszadle wibracyjnym przez 10 sekund.

D. Za pomocg pipetora zabezpieczonego przed powstawaniem aerozolu delikatnie przenies¢ pipetg obliczong objetosc

roztworu podstawowego DNA kazdej prébki do wtasciwie oznaczonej probowki zawierajgcej rozcienczalnik probki (DNA
SD). Do kazdej probki nalezy uzy¢ nowej pipety.

E. Zamkngé zatyczkg i mieszaé kazdy rozciehczony roztwér podstawowy DNA z prébki w mieszadle wibracyjnym przez
10 sekund.

F. Zmieni¢ rekawiczki.
Przygotowanie mastermiksu (MMX)
UWAGA: odczynnik BRAF Oligo Mix i mastermiks MMX sa wrazliwe na Swiatlo. Wszystkie otwarte mieszaniny
odczynnikéw BRAF OM i mastermiksu MMX nalezy chroni¢ przed diugotrwalg ekspozycja na swiatfo.
A. Obliczy¢ wymagang objetos¢ odczynnika RXNMIX za pomoca nastepujgcego wzoru:
Wymagana objeto$é odczynnika RXNMIX = (liczba prébek + 2 kontrole + 1) x 10 pl
B. Obliczy¢ wymagang objetos¢ odczynnika BRAF OM za pomocg nastepujgcego wzoru:
Wymagana objetos¢ odczynnika BRAF OM = (liczba probek + 2 kontrole + 1) x 8 pl
C. Obliczy¢ wymagang objeto$¢ odczynnika MGAC za pomocg nastepujgcego wzoru:
Wymagana objeto$é odczynnika MGAC = (liczba prébek + 2 kontrole + 1) x 7 pl

Postugujac sie Tabela 1, mozna okresli¢ objetosci kazdego odczynnika, potrzebne do przygotowania mastermiksu MMX,
na podstawie liczby prébek wtgczonych do przebiegu.

Tabela 1
Objetosci odczynnikéw potrzebne do przygotowania odczynnika roboczego MMX
Liczba probek*
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 7pl 28 35 42 49 56 63 70 77 84 91
Catkowita obj. (pl) 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325

* Liczba probek + 2 kontrole + 1
D. Wyja¢ odpowiednig ilos¢ fiolek odczynnikow RXNMIX, BRAF OM i MGAC z miejsca przechowywania w temperaturze
2-8°C. Przed uzyciem kazdego odczynnika mieszac go przez 5 sekund na mieszadle wibracyjnym, aby zgromadzi¢ ptyn
na dnie probowki. Oznakowa¢ jatowg probowke do mikrowiréwki, przeznaczong na mastermiks (MMX).

E. Dodac¢ obliczong objetos¢ odczynnika RXNMIX do oznakowanej probdwki przeznaczonej na odczynnik MMX.
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F. Dodac¢ obliczong objetos¢ odczynnika BRAF OM do oznakowanej probéwki przeznaczonej na odczynnik MMX.

G. Dodaé¢ obliczong objetos¢ odczynnika MGAC do oznakowanej probowki przeznaczonej na odczynnik MMX.

H. Mieszac¢ probowke na mieszadle wibracyjnym przez 5 sekund, aby zapewni¢ odpowiednie zmieszanie roztworow.

UWAGA: nalezy uzywaé wylgcznie plytki mikrodotkowej (plytki AD) systemu cobas® 4800 System oraz odpowiedniej
folii uszczelniajacej (Roche M/N: 05232724001).

I.  Ostroznie doda¢ 25 pl mastermiksu MMX do kazdego dotka reakcyjnego ptytki AD, potrzebnego do przeprowadzenia
przebiegu. Nie mozna dopusci¢ do tego, aby koncéwka pipety dotkneta ptytki poza obrebem dotka.

Dodawanie kontroli i prébek

A. Dodac¢ 25 pl kontroli BRAF MUT do dotka A01 ptytki AD i dobrze wymiesza¢ za pomocg pipetora, aspirujgc i dozujgc
kontrole w obrebie dotka co najmniej dwukrotnie.

B. Za pomoca nowej koncowki pipety dodaé 25 ul kontroli BRAF WT do dotka B01 ptytki AD i dobrze zmieszaé za pomocag
pipetora, aspirujgc i dozujgc kontrole w obrebie dotka co najmniej dwukrotnie.

UWAGA: kazdy przebieg musi obejmowaé zaréwno kontrole BRAF MUT w pozycji A01, jak i kontrole BRAF WT
w pozycji BO1. W przeciwnym razie przebieg zostanie uniewazniony przez analizator cobas z 480.

UWAGA: nalezy zmienia¢ rekawice zgodnie z potrzebami, aby chronic¢ prébki przed wzajemna kontaminacjg zawartym
w nich materialem oraz chronié probéwki do reakcji PCR przed kontaminacja na ich zewnetrznych
powierzchniach.

C. Za pomocy pipetora z koncéwka zabezpieczajgcg przed powstawaniem aerozolu dodaé¢ 25 pl rozcienczonego roztworu
podstawowego DNA prébki do odpowiedniego dotka zawierajgcego mastermiks MMX, rozpoczynajgc od pozycji C01 na
ptytce AD i postepujgc zgodnie ze schematem przedstawionym na Rysunek 1, ponizej. Zmiesza¢ mieszanine reakcyjng za
pomoca pipetora, aspirujgc i podajac mieszanine w obrebie dotka co najmniej dwukrotnie. Upewnic sie, ze caty ptyn zebrat
sie na dnie dofka.

UWAGA: DNA prébki i kontrole nalezy dodaé do pfytki AD w ciagu 1 godziny od przygotowania mastermiksu (MMX).
Rysunek 1

Rozmieszczenie prébek na plytce

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

D. Kontynuowaé, az wszystkie badane prdbki zostang dodane do ptytki AD.
E. Przykry¢ ptytke AD folig do zaklejania (dostarczong wraz z ptytkami). Do zapewnienia szczelnego przytwierdzenia folii do
ptytki AD uzyc aplikatora folii.
F. Przed rozpoczeciem reakcji amplifikacji i detekcji potwierdzi¢, ze caty ptyn zebrat sie na dnie kazdego z dotkéw.
UWAGA: amplifikacja i detekcja powinny rozpoczaé sie w ciggu 1 godziny od dodania roztworu DNA i kontroli do
mastermiksu MMX.
Rozpoczecie reakcji PCR

Szczegotowe wskazowki dotyczgce etapdw przebiegu pracy przy wykonywaniu badan genu kodujgcego BRAF zamieszczono
w podreczniku operatora systemu cobas® 4800 System lub podreczniku uzytkownika cobas® 4800 System.
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Interpretacja wynikéw
UWAGA: caly przebieg i walidacje probek przeprowadza oprogramowanie cobas® 4800 BRAF AP.

UWAGA: wazny przebieg moze obejmowac zaréwno wazne, jak i niewazne wyniki probek.
W przypadku waznego przebiegu wyniki badania probek interpretuje sie w sposob, ktéry przedstawia Tabela 2.

Tabela 2
Interpretacja wynikow testu

Wynik testu cobas BRAF Interpretacja
Mutation Detected Wykryto mutacje V600 w obrebie kodonu 600 genu BRAF w eksonie 15
Mutation Not Detected

Nie wykryto mutacji V600 w obrebie kodonu 600 genu BRAF

lub w eksonie 15

No Mutation Detected*

Wynik testu jest niewazny.
Powtorzyé test prébek z niewaznymi wynikami,

Invalid . R . . e .
postepujgc zgodnie z instrukcjg przedstawiong ponizej, w rozdziale
Ponowny test probek z niewaznymi wynikami.
Failed Przebieg nie powiddt sie wskutek awarii sprzetu lub oprogramowania.

* Wynik ,Mutation Not Detected” lub ,,No Mutation Detected” nie wyklucza obecnosci mutacji w kodonie 600 genu BRAF, poniewaz wyniki
zalezg od liczby kopii sekwencji mutanta obecnych w probce, a na to moze miec¢ wptyw integralno$¢ probki, ilos¢ izolowanego DNA oraz
obecnosc¢ substancji zaktécajgcych.

Ponowny test probek z niewaznymi wynikami

A. Powtdrzy¢ rozcienczenie roztworu podstawowego DNA z prébki, ktéra data wynik niewazny, rozpoczynajgc od procedur:
Obliczanie rozcienczenia roztworu podstawowego DNA, pochodzacego z probki i Rozcienczanie préobki, opisanych
w rozdziale AMPLIFIKACJA | DETEKCJA.

Uwaga: jez'eli nie pozostala wystarczajgca objetos¢ roztworu podstawowego DNA prébki do wykonania nowego
rozcienczenia roztworu podstawowego DNA, nalezy uzyska¢é nowy skrawek tkanki o grubosci 5um
i ponownie wylzolowac DNA za pomoca zestawu cobas® DNA Sample Preparation Kit (M/N 05985536190)
a nastepnie przejsé¢ do punktu B ponizej.

B. Po wykonaniu rozcienczenia roztworu podstawowego DNA do 5 ng/ul w sposéb opisany w rozdziale Rozcienczanie
probki, wykonac dodatkowe rozcienczenie w stosunku 1:2, pobierajgc 20 ul rozcienczonego roztworu podstawowego DNA
i dodajgc 20 yl rozcienczalnika probki DNA (DNA SD).

C. Kontynuowaé postepowanie opisane w rozdziale Przygotowanie mastermiksu (MMX) oraz dalszg czes¢ procedury

amplifikacji i detekcji.

Uwaga: jesli wynik dla danej probki pozostaje niewazny po ponownym testowaniu przy rozcienczeniu 1:2, nalezy
powtdrzy¢é calg procedure oznaczania dla tej prébki, rozpoczynajac od izolacji DNA za pomoca testu
cobas® DNA Sample Preparation Kit (M/N 05985536190) z wykorzystaniem nowego skrawka FFPET
o grubosci 5 um. Do amplifikacji i detekcji powinno sie stosowa¢ standardowga objetos$¢ 25 ul DNA w stezeniu
5 ng/ul (bez dalszego rozcienczania).

KONTROLA JAKOSCI

Kazdy przebieg obejmuje kontrole mutacji cobas BRAF Test (BRAF MUT) oraz kontrole sekwencji naturalnie wystepujace;j
(BRAF WT). Przebieg jest wazny pod warunkiem, ze zaréwno status kontroli BRAF MUT znajdujacej sie w dotku (A01), jak
i kontroli BRAF WT w dotku (B01) sg wazne. Jesli kontrola BRAF MUT lub BRAF WT jest niewazna, konieczne jest powtdrzenie
przebiegu. Nalezy wéwczas przygotowal Swieze rozcienczenie roztworu podstawowego DNA, wyizolowanego uprzednio
z prébki, aby skonfigurowa¢ nowa ptytke AD wraz z kontrolami w celu przeprowadzenia amplifikacji i detekciji.

Kontrola mutacji genu BRAF

Wynik kontroli BRAF MUT musi by¢é oznaczony jako ,Valid”. Jezeli wyniki oznaczenia BRAF MUT stale sg niewazne, nalezy
skontaktowac sie z miejscowym biurem firmy Roche w celu uzyskania pomocy techniczne;.

Kontrola naturalnie wystepujacej sekwencji BRAF

Wynik kontroli BRAF WT musi by¢ oznaczony jako ,Valid”. Jezeli wyniki oznaczenia BRAF WT stale sg niewazne, nalezy
skontaktowac sie z miejscowym biurem firmy Roche w celu uzyskania pomocy technicznej.

SRODKI OSTROZNOSCI DOTYCZACE PROCEDURY

Podobnie jak w przypadku kazdej procedury testowej, dla prawidtowego przeprowadzenia badania kluczowe znaczenie ma
zachowanie zasad dobrej praktyki laboratoryjnej. Z uwagi na wysokg czutos¢ analityczng testow opartych na PCR nalezy
przedsiewzigé wyjatkowg ostroznos¢, uzywajgc odczynnikdw oraz mieszanin do amplifikacji, aby zapobiec kontaminac;ji.
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OGRANICZENIA METODY

1. Do badanh nalezy uzywa¢ wytacznie okreslonych rodzajow prébek. Test cobas BRAF zostat zwalidowany wytgcznie do
badania prébek FFPET czerniaka i PTC.

2. Test cobas BRAF zostat zwalidowany wyfacznie przy uzyciu zestawu do przygotowywania probek cobas® DNA Sample
Preparation Kit (Roche M/N: 05985536190) w celu ekstrakcji genomowego DNA.

3. Detekcja mutacji zalezy od liczby kopii obecnych w prébce, na ktérg wptywaé moze integralnos¢ probki, ilos¢ wyizolo-
wanego DNA i obecnos¢ substancji zaktécajgcych detekcje.

4. Wiarygodnos$é wynikow zalezy od dostatecznego utrwalenia probki, jej transportu, przechowywania i przetwarzania. Nalezy
przestrzega¢ procedur opisanych w niniejszej ulotce dotgczonej do opakowania testu, oraz w Podreczniku uzytkownika
systemu cobas® 4800 lub podreczniku uzytkownika systemu cobas® 4800.

5. Dodanie do mieszaniny reakcyjnej testu cobas BRAF enzymu AmpErase umozliwia selektywng amplifikacje docelowego
DNA; jednak dla unikniecia zanieczyszczenia odczynnikow konieczne jest stosowanie dobrej praktyki laboratoryjnej
i dokfadne przestrzeganie procedur wyszczegdlnionych w niniejszej ulotce dotgczonej do opakowania testu.

6. Niniejszego wyrobu mogg uzywac wytgcznie osoby przeszkolone w zakresie technik PCR i uzywania systemu cobas® 4800
System.

7. Do uzycia z tym produktem zostat zatwierdzony wytgcznie system cobas® 4800 System. Produkt nie zostat zatwierdzony
z zadnym innym systemem do PCR.

8. Zuwagi na réznice pomiedzy technologiami zaleca sie, aby przed zmiang uzytkownik przeprowadzit w laboratorium
badania korelacji stosowanych metod w celu okreslenia wystepujgcych pomiedzy nimi réznic jakosciowych.

Wptyw innych mozliwych zmiennych, takich jak te zwigzane z utrwaleniem prébki, nie zostat zbadany.

10. Mutacje i zmiennosci w obrebie regionéw genomowego DNA tworzgcych gen kodujacy BRAF, z ktérymi wigzg sie startery
lub sondy uzywane w tescie cobas BRAF, chociaz rzadkie, mogg spowodowac brak amplifikacji allelu BRAF V600 lub
wykrycia mutacji w kodonie 600.

11. Obecnos¢ inhibitoréow PCR moze prowadzi¢ do uzyskiwania wynikéw fatszywie ujemnych lub niewaznych.

12. Melanina jest znanym inhibitorem reakcji PCR. Zestaw do przygotowywania prébek DNA w trakcie ekstrakcji usuwa
melanine z probki; jednak melanina w prébce nadal moze powodowac niewazne wyniki. Jezeli podejrzewa sie inhibicje
spowodowang melaning, sugerowane jest powtdrzenie badania przy uzyciu rozcienczenia 1:2, zgodnie z opisem w czesci
.Ponowny test probek z niewaznymi wynikami”.

13. Test cobas 4800 BRAF V600 Mutation Test wykazuje ograniczong reaktywnosS¢ krzyzowag w przypadku prébek
zawierajgcych mutacje inne niz V600E (V600K, V600D i V600E2). Szczegdtowe informacje mozna znalez¢é w rozdziale
»,Czerniak — Ocena dziatania w badaniach nieklinicznych”.

14. Probki FFPET zawierajgce zdegradowany DNA moga wptywaé na zdolnos¢ testu do wykrycia mutacji.

15. Test cobas 4800 BRAF Mutation Test jest testem jakosciowym. Test nie jest przeznaczony do ilosciowych pomiaréw
mutacji.

. CZERNIAK

OCENA SKUTECZNOSCI W BADANIACH NIEKLINICZNYCH

W przypadku opisanych nizej badan nieklinicznych za pomoca badania anatomopatologicznego, oceny zawartosci melaniny za

pomoca badania anatomopatologicznego i wewnetrznego oznaczenia melaniny oceniano procentowg zawartos¢ tkanki guza.

Do selekcji probek przeznaczonych do badania uzyto dwukierunkowego sekwencjonowania metodg Sangera. Poziom %

mutacji oznaczono za pomocg sekwencjonowania metodg 454 (metoda ilosciowego pyrosekwencjonowania rownolegtego).

Czutosé analityczna

Czutos$¢ analityczna — granica wykrywalnosci (ang. Limit of Detection, LoD)

Za pomocg paneli rozcienczen przygotowanych z trzech rodzajéw prébek oceniono minimalng ilos¢ wejsciowego DNA, ktéra

daje wazne wyniki w 95% przypadkow:

e Mieszaniny prébek przygotowane przez zmieszanie roztworow podstawowych DNA otrzymanych z probek FFPET mutacji
BRAF V600E oraz probek FFPET naturalnie wystepujgcego genu BRAF w celu uzyskania okreslonych pozioméw mutacji.

o Pojedyncze roztwory podstawowe DNA FFPET przygotowane z trzech prébek FFPET mutanta BRAF VG60O0E.

e Mieszanina linii komérkowych przygotowana poprzez zmieszanie roztworow podstawowych DNA uzyskanych z linii
komérkowej mutacji BRAF V600E oraz z linii komoérkowej naturalnie wystepujgcego genu BRAF.

Wszystkie prébki wykorzystane w tym badaniu zostalty poddane procesowi oznaczenia sekwencji przez sekwencjonowanie
metodg 454 w celu okreslenia udziatu procentowego mutacji kazdej z probek.
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Czutos¢ analityczna, badana z uzyciem mieszanin probek

Roztwér podstawowy DNA z probek FFPET zawierajgcych mutacje BRAF V600E zostat zmieszany z roztworami podstawo-
wymi DNA prébek FFPET zawierajgcymi naturalnie wystepujacy gen BRAF w celu uzyskania jednej prébki o poziomie mutacji
~10%, trzech probek o poziomie mutacji ~5% i jednej prébki o poziomie mutacji ~3%. Zbadano takze jedng probke naturalnie
wystepujgcego genu BRAF. Po zmieszaniu poziomy mutacji zostaty poddane weryfikacji przez sekwencjonowanie metodg 454.
Kazda z pieciu mieszanin probek zawierajgcych mutacje V60OE (a nie prébke zawierajgcg naturalnie wystepujgcg sekwencje)
zostata nastepnie rozcienczona, dajgc elementy paneli, ktére wyszczegolniono w Tabela 3.

Tabela 3
Przygotowanie elementéw panelu rozcienczen otrzymanych z mieszanin probek

Sredni udziat | lloé¢ DNA w elementach panelu
Mieszanina % mutacji* rozcienczen (ng/25 pl)**
10-procentowa mieszanina 9% (n=6) | 125, 62,5, 31,3
5-procentowa mieszanina 1 5% (n=5) |125,5,25,1,3,0,6, 0,3
5-procentowa mieszanina 2 5% (n=5) |125,5,25,1,3,0,6, 0,3
5-procentowa mieszanina 3 6% (n=5) | 125,5,2,5,1,3,0,6,0,3
2,5-procentowa mieszanina 3% (n=5) | 125,62,5, 31,3
0% (tylko naturalnie wystepujgce sekwencje) --- 125

*  Sredni udziat procentowy mutacji w mieszaninie, zbadany przez sekwencjonowanie metodg 454.
**  llos¢ genomowego DNA zawartego w kazdym elemencie panelu. 25 ul to wej$ciowa dla testu objeto$c¢ probki.
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Wykonano 8 powtérzeh kazdego elementu panelu z uzyciem kazdej z 3 serii zestawu cobas BRAF (n = 24/elementu panelu).
Tabela 4 przedstawia czutos¢ dla kazdej z mieszanin FFPET, okreslong na podstawie najmniejszej ilosci DNA, ktora data
odsetek wynikow ,Mutation Detected”, dotyczgcych mutacji BRAF V600E, wynoszacy co najmniej 95% (szare wiersze).

Tabela 4
Czulos¢ analityczna testu cobas BRAF badana z uzyciem mieszanin probek FFPET
Udziat procentowy
mutacji na podstawie Odsetek wynikéw
sekwencjonowania llos¢ DNA ,Mutation Detected”
Mieszanina probek FFPET metodg 454 w elemencie panelu (n=24)

10-procentowa 125 ng/25 yl 100%

mieszanina 9% 62,5 ng/25 ul 100%

probek FFPET 31,3 ng/25 pl 100%
125 ng/25 pl 96%

5,0 ng/25 pl 100%

S-procentowa 2,5 ng/25 100%
mieszanina 1 5% 5
probek FFPET 1,3 ng/25 75%
0,6 ng/25 pl 88%

0,3 ng/25 pl 71%

125 ng/25 pl 100%

5,0 ng/25 pl 92%

S-procentowa 2,5 ng/25 pl 100%
mieszanina 2 5% 5
probek FFPET 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%

S-procentowa 2,5 ng/25 pl 100%
mieszanina 3 6% 5

probek FFPET 1,3 ng/25 pl 100%
0,6 ng/25 pl 96%

0,3 ng/25 pl 71%
2,5-procentowa 125 ng/25 0%
mieszanina 3% 62,5 ng/25 ul 4%
0% (naturalnie 0%

wystepujgce sekwencje) --- 125 ng/25 pl

Wyniki tego badania wykazujg, ze test cobas BRAF moze wykrywaé¢ mutacje BRAF V600E przy poziomie mutacji = 5%
z zastosowaniem standardowego stezenia o wartosci 125 ng/25 pl. Zdolno$é opisywanego testu do wykrywania mutacji przy
nizszych poziomach wejsciowych DNA pokazuje, ze mutacja moze zostaé wykryta nawet w probkach zawierajgcych DNA
zdegradowany w procesie utrwalenia. Wszystkie testy uzyskane dla prébki naturalnie wystepujgcej sekwencji BRAF daty wynik
,Mutation Not Detected”.
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Czufos¢ analityczna, badana z uzyciem prébek FFPET

W celu potwierdzenia deklaracji wykrywania mutacji 5% w prébkach pacjenta czterdziesci osiem oddzielnych skrawkéw
o grubosci 5 ym z kazdej z 3 prébek FFPET zawierajgcych mutacje BRAF V600E na poziomie mutacji 6%, 12%, i 4% zostato
przetworzonych oddzielnie z zastosowaniem 3 serii zestawu do przygotowania probek cobas® DNA Sample Preparation Kit
w celu wyizolowania DNA. W celu oceny wptywu melaniny na test, jedna prébka (mutacja 6%) miata wysokie stezenie melaniny.
Przygotowano seryjne rozcienczenia DNA pochodzgce z kazdego skrawka w celu uzyskania zestawu 6 elementéw panelu,
ktore wyszczegdlniono w Tabela 5.

Tabela 5
Przygotowanie elementéw panelu rozciennczen otrzymanych z prébek FFPET
Informacje o prébce
Sredni udziat % llos¢ DNA w elementach panelu
Prébka FFPET | mutacji V6OOE* Pigmentacja rozcienczen (ng/25 pl)
Prébka 1 6% Wysoko pigmentowane** | 125, 15,6, 7,8, 3,9, 2,0, 1,0
Probka 2 12% NHP*** 125,7,8,3,9,2,1,0,5
Probka 3 4% NHP 125, 31,3, 15,6, 7,8, 3,9, 2,0

*

Sredni udziat procentowy mutacji w probce, okreslony przez sekwencjonowanie metods 454.
Wysoko pigmentowane na podstawie oceny wizualnej, steZzenie melaniny = 0,17 ug/25 pl.
***  NHP = Niepigmentowane wysoko (ang. Not Highly Pigmented) na podstawie oceny wizualnej.

*%

Wykonano 16 powtérzen kazdego elementu panelu z uzyciem kazdej z 3 serii zestawu cobas BRAF (n = 48/elementu panelu).
Czutos¢ dla kazdej z probek FFPET okreslono na podstawie najmniejszej ilosci DNA, ktéra data odsetek wynikéw ,Mutation
Detected”, dotyczgcych mutacji BRAF V600E, wynoszacy co najmniej 95% (szare wiersze). Wyniki omawianego badania
przedstawiono w Tabela 6.

Tabela 6
Czulo$¢ testu cobas BRAF z zastosowaniem préobek FFPET
Odsetek wynikow
Prébka Udziat procentowy mutacji na podstawie| llos¢ DNA w elemencie »Mutation Detected”
FFPET sekwencjonowania metodg 454 panelu (n =48)

125 ng/25 pl 100%

15,6 ng/25 pl 100%

) 7,8 ng/25 pl 98%
Probka 1 6% 3,9 ng/25 i 98%
2,0 ng/25 yl 81%

1,0 ng/25 pl 1%

125 ng/25 pl 100%

7,8 ng/25 pl 100%

Prébka 2 12% 3,9 ng/25 pl 100%
2,0 ng/25 yl 98%

1,0 ng/25 pl 98%

0,5 ng/25 pl 94%

125 ng/25 pl 98%

31,3 ng/25 pl 98%

Probka 3 4% 15,6 ng/25 pl 85%
7,8 ng/25 pl 90%

3,9 ng/25 pl 90%

2,0 ng/25 yl 67%

Wyniki tego badania wykazaty, ze test cobas BRAF moze wykrywa¢ mutacje BRAF V600E w przetwarzanych probkach
klinicznych FFPET przy poziomie mutacji = 5% z zastosowaniem standardowego stezenia o wartosci 125 ng/25 ul. Zdolnosé
opisywanego testu do wykrywania mutacji przy nizszych poziomach wejsciowych DNA pokazuje, ze mutacja moze zostaé
wykryta nawet w probkach zawierajgcych DNA zdegradowany w procesie utrwalenia. Jedna wysoko pigmentowana prébka
objeta badaniem prawdopodobnie nie wptyneta na czutosc¢ testu.
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Czutos$é analityczna z zastosowaniem mieszaniny linii komérkowych

Roztwory podstawowe DNA pochodzgce z dwdch linii komérkowych czerniaka [SK-MEL 28 (mutacja BRAF V600E) i SK-MEL 2
(naturalnie wystepujgca sekwencja BRAF)] zostaty zmieszane w celu uzyskania probki o poziomie mutacji 5%, ktoéra zostata
zweryfikowana przez sekwencjonowanie metodg 454. Przygotowano trzy oddzielne panele rozcienczen, zawierajgce od
125 ng/25 pl do 0 ng/25 ul DNA. Z zastosowaniem kazdej z 3 serii zestawu cobas BRAF zbadano 20 powtérzenia kazdego
elementu panelu (w sumie 60 powtdrzenia). Czutos¢ okreslono na podstawie najmniejszej ilosci DNA, ktora data odsetek
wynikéw ,Mutation Detected”, dotyczgcych mutacji BRAF V600OE, wynoszacy co najmniej 95% (szary wiersz). Wyniki omawia-
nego badania przedstawiono w Tabela 7.

Tabela 7
Czulos¢ testu cobas BRAF z zastosowaniem mieszanin linii komoérkowych
Sredni udziat procentowy mutagji Odsetek wynikéw
Mieszanina linii | na podstawie sekwencjonowania | llo§¢ DNA w elemencie | ,Mutation Detected”
komérkowych metodg 454 panelu (n =60)
125,0 ng/25 pl 97%
31,3 ng/25 pl 100%
15,6 ng/25 pl 95%
Mieszanina linii o 7,8 ng/25 pl 98%
- 5%
komorkowych 3,9 ng/25 ul 95%
2,0 ng/25 pl 82%
1,0 ng/25 pl 78%
0,5 ng/25 pl 77%

Test cobas BRAF dat 95% wynikéw ,Mutation Detected” przy stezeniu o wartosci 3,9 ng/25 pl, co odzwierciedla rozcienczenie
w stosunku 1:32 zalecanego stezenia wejsciowego DNA o wartosci 125 ng/25 ul. Moze to wskazywagé, ze test wykryje mutacje
BRAF V600E w przypadku degradacji ~97% DNA z powodu procesu utrwalenia, zaktadajgc, ze DNA linii komoérkowej zawierat
w 100% nienaruszony i nadajacy sie do amplifikacji DNA.

Wejsciowy zakres genomowy

Zalecana ilos¢ wejsciowego DNA dla testu cobas BRAF wynosi 125 ng. Rozne ilosci wejsciowego DNA genomowego mogg
wynika¢ z btedéw oceny ilosciowej DNA i/lub zmiennej ilosci zdegradowanego DNA. W celu oceny wptywu réznych ilosci
wejsciowego DNA genomowego, DNA genomowe wyodrebniano z 11 prébek FFPET czerniaka wybranych pod wzgledem
statusu mutacji ipoziomu pigmentacji, a nastepnie dokonano rozcienczen seryjnych z probkami wejsciowymi
odzwierciedlajgcymi 250 ng, 125 ng, 62,5 ng i 31,3 ng/25 pl. Wszystkie 4 poziomy DNA oceniano za pomoca 2 serii. Wyniki
oczekiwane uzyskano dla wszystkich poziomoéw wejsciowych DNA genomowego.

Minimalna zawartos¢ tkanki guza

Trzydziesci trzy (33) prébki zawierajgce mutacje BRAF V600E poddano testowi w celu okreslenia minimalnej proporcji guza
wymaganej do wykrywania mutacji BRAF V600E w probkach zawierajgcych od 5% do 50% tkanki guza, bez przecinania
makroskopowego. Jeden (1) skrawek pochodzacy z kazdej z prébek poddano testowi cobas BRAF.

Test cobas BRAF prawidtowo wykrywat wszystkie probki mutantow BRAF V600E, ktére zawieraty co najmniej 5% DNA mutanta
i gdy minimalna zawartos¢ tkanki guza wynosita co najmniej 15%, jak przedstawia to Tabela 8. Probki zawierajgce ponizej 15%
tkanki guza i z poziomem mutaciji ponizej 5% byty zgtaszane jako brak wykrycia mutacji. Ponadto przy zalecanym stezeniu DNA
wejsciowego 125 ng/25 pl oceniono 24 probki naturalnie wystepujgce o zawartosci guza od 5% do 45%. Wszystkie probki
naturalnie wystepujgce zostaty prawidtowo okreslone. W przypadku probek zawierajgcych < 50% tkanki guza wg powierzchni
wymagane jest ich przeciecie makroskopowe.

Tabela 8
Wyniki przebadania 33 probek zawierajacych mutacje BRAF V600E
o réznym odsetku procentowym tkanki guza i odsetku procentowym mutacji

Numer probki | Zawartos¢ tkanki guza* | % mutacji Wynik testu
1 5% /5% 3% Mutation Not Detected
2 5% 15% 5% Mutation Not Detected
3 5% 15% 1% Mutation Not Detected
4 10% /10% 4% Mutation Not Detected
5 10% / 10% 14% Mutation Detected
6 15% / 10% 6% Mutation Detected
7 15% /1 15% 23% Mutation Detected
8 15% /1 15% 3% Mutation Detected
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Numer prébki | Zawartos¢ tkanki guza* | % mutacji Wynik testu
9 15% / 15% 29% Mutation Detected
10 15% /1 15% 14% Mutation Detected
11 15% / 15% 14% Mutation Detected
12 15% 1 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% 1 35% 7% Mutation Detected
23 35% /1 35% 12% Mutation Detected
24 35% /1 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% [ 45% 10% Mutation Detected
33 50% / 40% 8% Mutation Detected

* Zawarto$c tkanki guza w probce zostata oceniona przez anatomopatologa na
podstawie badania pierwszego i ostatniego z dwunastu sgsiadujgcych skrawkow
o grubosci 5 um kazdej z probek. Przedstawiono zawarto$c tkanki guza

w pierwszym i ostatnim skrawku (na przyktad 95%/95%).

Reaktywnos¢ krzyzowa

Reaktywnosc¢ krzyzowg testu cobas BRAF oceniono badajgc nastepujgce rodzaje probek:

e probki FFPET czerniaka zawierajgce mutanty BRAF inne niz V600E o réznych poziomach mutaciji,

¢ plazmidy mutacji BRAF innych niz V60O0E,

e plazmidy homologéw BRAF,

e drobnoustroje wystepujgce w skorze.

Reaktywnos¢ krzyzowg poddano takze ocenie, okreslajac, czy obecnos¢ plazmidéw homologu BRAF lub mikroorganizmoéw
wystepujgcych w skorze zaktdcita detekcje mutacji BRAF VG0OE.
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Prébki FFPET czerniaka zawierajace mutacje BRAF inne niz V600E
Czternascie (14) prébek FFPET czerniaka zawierajgcych mutacje BRAF inne niz V600E (V600D, V600E2, V600R lub V600K)
zbadano w trzech powtdrzeniach za pomocg testu cobas BRAF. Sposrdod osmiu probek BRAF innych niz V600E, wszystkie
trzy powtérzenia wykazywaty reaktywnos$¢ krzyzowg ztestem cobas BRAF. Te osiem probek to: mutant BRAF V600D
(18% mutacji), mutant BRAF V600E2 (68% mutacji) lub mutant BRAF V600K (ponad 30% mutaciji). Nie odnotowano reaktyw-
nosci krzyzowej w przypadku prébek zawierajgcych mutacje BRAF V600R (23% mutacji) (Tabela 9).

Tabela 9

Czestosci wykrywania mutacji testu cobas BRAF obserwowane
w probkach FFPET zawierajacych mutacje inne niz BRAF V600E

Numer préobki | Status mutacji Odsetek Zawartos¢ | Stadium Odsetek wynikéw
BRAF procentowy | tkanki guza* guza »Mutation Detected”

mutacji (n=3)

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

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

3 V600E2 36% 75% 1 80% 1] 0%

4 68% 75% 1 75% \Y 100%

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

6 17% 25% 1 25% 1] 0%

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

8 23% 40% / 40% \Y 0%

9 31% 60% / 60% \Y 100%

10 V600K 35% 75% 1 75% v 100%

11 39% 80% / 80% v 100%

12 36% 95% / 95% IIC 100%

13 62% 75% 1 75% \Y 100%

14 69% 80% / 80% v 100%

* Zawarto$c tkanki guza w probce zostata oceniona przez anatomopatologa na podstawie badania
pierwszego i ostatniego z dwunastu sgsiadujgcych skrawkéw o grubos$ci 5 um kazdej z probek.
Przedstawiono zawartos$¢ tkanki guza w pierwszym i ostatnim skrawku (na przyktad 95%/95%).

Przygotowano jedenastoelementowy panel rozcienczen o stezeniach DNA wahajgcych sie od 5,0 ng/ul az do 0,0049 ng/ul
(co odpowiada od 125 do 0,1 ng zawartosci DNA w 25 pyl objetosci wejsciowej dla testu), a kazdy z elementéw panelu
przebadano trzykrotnie w celu okreslenia najmniejszej iloSci DNA, ktéra data 100-procentowy odsetek wynikéw ,Mutation
Detected” dla o$miu probek wykazujgcych reaktywno$¢ krzyzowag w tescie cobas BRAF. Najnizsze odnotowane wejsciowe
ilosci DNA przed utratg reaktywnosci krzyzowej prébki wynosito od 0,5 ng/25 pl dla prébki zawierajgcej mutacje BRAF V600K
0 69% mutacji do 15,6 ng/25 pl dla prébki zawierajgcej mutacje BRAF V600D o 18% mutacji (Tabela 10).

Tabela 10

Najnizsze ilosci wejsciowe DNA do wykrycia reaktywnos$ci krzyzowej testu cobas BRAF

05952603001-11PL

Odsetek Najnizsze stezenie wejsciowe DNA
Status mutacji procentowy | przed utratg w reaktywnosci krzyzowej
Numer prébki BRAF mutacji (n=3)
1 V600D 18% 15,6 ng/25 i
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
V600K
6 36% 2,0 ng/25 i
7 62% 3,9 ng/25 pl
8 69% 0,5 ng/25 pl
17
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Plazmidy inne niz BRAF V600E

Przygotowano panele rozcienczen plazmidéw o poziomach mutacji wynoszacych od 5% do 75% w tle naturalnie wystepujgcych
plazmidéw dla nastepujgcych dziewieciu mutacji innych niz BRAF V600E: D594G, G596R, K601E, L597Q, L597S, V600D,
V600E2, V600K i V600R. Za pomocg testu cobas BRAF zbadano trzy powtérzenia kazdego cztonka paneli rozcienczen
przygotowanych z kazdego plazmidu. Reaktywnos¢ krzyzowg zaobserwowano w przypadku 3 powtdrzen plazmidu BRAF
V600D o > 10% mutacji, plazmidu BRAF V600K o > 35% mutacji i plazmidu BRAF V600E2 o > 65% mutacji. W przypadku
plazmidéw pochodzgcych z szesciu innych przebadanych mutacji BRAF nie odnotowano reaktywnosci krzyzowe;.

Plazmidy homologéw BRAF

Przygotowano préobki dla trzech plazmidéw homologéw BRAF (pseudogen BRAF, ARAF oraz RAF1), plazmidu mutacji BRAF
V600E oraz naturalnie wystepujgcego plazmidu BRAF, tak jak przedstawiono w Tabela 11. Od trzech do szes$ciu powtérzen
kazdego z elementéw panelu przebadano za pomoca testu cobas BRAF.
Tabela 11
Probki plazmidéw homologéw BRAF

Panel Struktura z uwzglednieniem objetosci

Nazwa Element Skiadnik 1 Skiadnik 2

1 95% pseudogen BRAF 5% mutacja BRAF V600E

Pseudogen BRAF

2 100% pseudogen BRAF ---

1 95% ARAF 5% mutacja BRAF V600E
ARAF

2 100% ARAF ---

1 95% RAF1 5% mutacja BRAF V600E
RAF1

2 100% RAF1 ---

1 95% naturalnie wystepujacy gen BRAF 5% mutacja BRAF V600E

Préba kontrolna 2 100% naturalnie wystepujacy gen BRAF ---
3 95% DNA bufor do elucji 5% mutacja BRAF V600E

Zaden z trzech przebadanych oddzielnie plazmidéw homologéw BRAF nie zostat wykryty przez test cobas BRAF, co wskazuije,
ze plazmidy homologéw BRAF nie dajg reakcji krzyzowej w tescie.

5% plazmidu zawierajgcego mutacje BRAF V600E w obecnosci plazmidow homologéw BRAF w ilosci 95% we wszystkich
przypadkach dat oczekiwany wyniki ,Mutation Detected”, co wskazuje, ze plazmidy homologéw nie zaktdcity procesu detekcji
mutacji BRAF V600E.

Drobnoustroje wystepujace w skorze

Stwierdzono, ze wymienione nizej drobnoustroje wystepujgce w skérze nie wykazujg reaktywnosci krzyzowej w tescie
cobas BRAF po dodaniu podczas etapu lizy tkanki do probki FFPET czerniaka zawierajgcej naturalnie wystepujace sekwencje
w ilosci 1 x 10° jednostek tworzacych kolonie (CFU):

1. Staphylococcus epidermidis

2. Staphylococcus aureus

3. Corynebacterium xerosis

4. Corynebacterium jeikeium

5. Corynebacterium minutissimum

6. Corynebacterium ulcerans

Badane drobnoustroje nie zaktécaty takze detekcji probki FFPET z 8% mutacjg BRAF V600E po dodaniu podczas etapu lizy
tkanki w ilosci 1 x 108 jednostek tworzgcych kolonie (CFU).

Substancje wplywajace na wynik testu

Wykazano, ze triglicerydy (< 74 mM, 2x granica podwyzszonego stezenia, zalecana przez Clinical and Laboratory Standards
Institute [CLSI]'"), hemoglobina (< 2 mg/ml, 1x granica podwyzszonego stezenia, zalecana przez CLSI'") oraz obecnos¢ < 95%
tkanki martwiczej nie zaktécajg dziatania testu cobas BRAF w przypadku dodania potencjalnej substancji zaktdcajgcej podczas
procedury przygotowania probki na etapie lizy.
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Melanina

Wptyw wysokich stezert endogennej melaniny oceniano uzywajgc prébek FFPET o wysokiej pigmentaciji melaning. Lgcznie na
podstawie poziomu ich pigmentacji wybrano 41 unikalnych probek FFPET tkanki guza czerniaka: 33 wykazywaty wysoka
pigmentacje, 3 pochodzity od Afroamerykanéw i 5 dla poréwnania byto stabo pigmentowanych. Dla kazdej probki oznaczano
uzyskane z tych probek DNA oraz stezenie melaniny. Zbadano jedno powtdrzenie roztworu podstawowego DNA z kazdego
z dwdch skrawkow pochodzacych z kazdej z 41 probek. Trzy probki daty wyniki niewazne. Jedna probka data wyniki ,Mutation
Not Detected”, ale byta ona oznaczana ponizej granicy wykrywalno$ci. 3 probki z wynikami ,Invalid” zostaty uzyte do
przygotowania zalecanego stezenia DNA do testu oraz dwukrotnego, czterokrotnego iosmiokrotnego rozcienczenia
zalecanego DNA wejsciowego stezenia DNA 125 ng/PCR. Uzyskane rozciehczone probki DNA (zawierajgce tgcznie 125 ng,
61,5 ng, 31,25 ng lub 15,6 ng DNA w 25 pl) badano ponownie w celu okreslenia, czy odpowiednie zmniejszenie zawartosci
melaniny przez rozcienczenie pozwolito uzyska¢ wazne wyniki. Wszystkie trzy probki po rozcienczeniu dwukrotnym daty wyniki
prawidiowe.

Tabela 12
Podsumowanie dziatania testu cobas BRAF z pigmentowanymi probkami FFPET czerniaka
Numer
identyfikacyjny Rozcienczanie llo$¢ melaniny w prébce/PCR Wynik
(ID) prébki
Brak (125 ng) 0,15 ug Invalid/Invalid
1 Dwukrotne (62,5 ng) 0,08 ug Mutation Detected/Mutation Detected
Czterokrotne (31,3 ng) 0,04 pg Mutation Detected/Mutation Detected
Osmiokrotne (15,6 ng) 0,02 ug Mutation Detected/Mutation Detected
Brak (125 ng) 0,24 ug Invalid/Invalid
Dwukrotne (62,5 ng) 0,12 ug Mutation Detected/Mutation Detected
2 Czterokrotne (31,3 ng) 0,06 ug Mutation D%tiféi?él(\j/lutation Not
Os$miokrotne (15,6 ng) 0,03 pg Mutation Not Detected/Invalid
Brak (125 ng) 0,34 ug Invalid/Invalid
Dwukrotne (62,5 ng) 0,17 ug Mutation Detected/Mutation Detected
3 Czterokrotne (31,3 ng) 0,08 ug Mutation Detected/Mutation Detected
Os$miokrotne (15,6 ng) 0,04 pg Mutation Detected/Mutation Detected

Whyniki badania 17 prébek naturalnie wystepujgcej sekwencji wykazujg, ze wszystkie probki zostaty prawidtowo oznaczone jako
»Mutation Not Detected” z wyjatkiem 2 prébek o wysokiej pigmentacii, ktére dawaty wyniki fatszywie dodatnie.

SKUTECZNOSC KLINICZNA

Odtwarzalnos¢

Przeprowadzono badanie w celu oceny odtwarzalnosci testu cobas BRAF z 3 zewnetrznymi osrodkami badawczymi
(2 operatorow na osrodek), 3 seriami odczynnikéw przez 5 niekolejnych dni badania z 8-elementowym panelem prébek DNA
uzyskanych ze skrawkéw FFPET czerniaka zto$liwego. Ten panel zawierat zaréwno probki pigmentowane, jak
i niepigmentowane oraz szereg réznych zawartosci procentowych guza i odsetka alleli mutantéw, w tym jedng prébka z 5%
granicg wykrywalnosci. Na 94 przebiegi 92 (97,9%) byto waznych. Na 1442 prébki badane, 2 préobki (0,14%) daty wyniki
niewazne. Dla wszystkich elementéw panelu z wyjatkiem prébek granicy wykrywalnosci, wazne byto 100% testow, w tym
elementy panelu o 20% mutacji i dwa elementy panelu okreslone jako o wysokiej pigmentacji. W przypadku elementéw panelu
granicy wykrywalnosci mutacje V600E wykrywano w 90% (162/180) prébek. W przypadku prébek WT nie bytlo wynikéw
fatszywie dodatnich. Podsumowujac, test cobas BRAF Test byt wysoce odtwarzalny zaréwno dla probek pigmentowanych oraz
niepigmentowanych, prébek o niskiej zawartosci guza oraz niskim odsetku procentowym alleli mutacji i dla r6znych o$rodkéw
badawczych, operatoréw, serii odczynnikéw i dni badania. Swoistos¢ analityczna wynosita 100%.
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Korelacja z metoda referencyjng dla prébek badan klinicznych fazy Il

Czesto$¢ wystepowania mutacji V600E w badaniu klinicznym fazy lll na podstawie wynikow testu cobas BRAF wyniosta
46,5%. Jest to zgodne z opisywang w pismiennictwie czestoscig wystepowania mutacji V600E u pacjentéw z czerniakiem.

W celu oceny skutecznosci testu cobas BRAF po poréwnaniu z metodg dwukierunkowego sekwencjonowania 2x metodag
Sangera, zidentyfikowano 596 kolejnych pacjentéw poddanych badaniu przesiewowemu do badania klinicznego fazy llI
preparatu wemurafenib, dla ktérych zbierano dane kliniczne, demograficzne i sekwencjonowania metodg Sangera. Sposrdd
nich 94 byto nie do przyjecia ze wzgledu na brak kryteriéw wtaczenia, 4 przypadki nie miaty badania patologicznego, a 2 miaty
niewazne wyniki testu cobas BRAF. Sposréd pozostatych 496 przypadkow, 47 prébek miato niewazne wyniki sekwencjono-
wania metodg Sangera pozostawiajac 449 przypadki nadajgce sie do oceny. Analize zgodnosci miedzy wynikami testow
cobas BRAF i sekwencjonowania metodg Sangera dla wykrywania mutacji V600E przedstawiono ponizej w Tabela 13.

Tabela 13
Podsumowanie wynikéw testu cobas BRAF z sekwencjonowaniem metoda Sangera

Sekwencjonowanie metoda Sangera
(metoda referencyjna)

Test cobas BRAF Wykryta mutacja Nie wykryto mutacji

(metoda badania) BRAF V600E? BRAF V600E® Ogoétem
Mutation Detected 216 35 251
Mutation Not Detected 6 192 198
Ogotem 222 227 449

Zgodnos$¢ procentowa wynikéw dodatnich (95% Cl) | 100% x 216/222 = 97,3% (94,2%, 98,8%)

Zgodnos$¢ procentowa wynikéw ujemnych (95% Cl) | 100% x 192/227 = 84,6% (79,3%, 88,7%)

Procentowa zgodnos$¢ ogdtem (95% Cl) 100% x 408/449 = 90,9% (87,8%, 93,2%)

a2 Wynik ,Mutation Detected” wskazuje na obecnos$¢ dominujgcego typu mutacji BRAF, V600E (1799 T>A), zidentyfikowanego
metodg Sanger.

b Wynik ,Mutation Not Detected” wskazuje na brak dominujgcego typu mutacji BRAF, V600E, zidentyfikowanego metodg
Sanger (tj. naturalnie wystepujgca sekwencja lub brak mutacji, V600D, V600E2, V600K, V600R i inne mutacje).

Uwaga: prébki czerniaka z waznymi wynikami sparowanymi z testu cobas BRAF oraz sekwencjonowania metodg Sangera.
Uwaga: Cl = (punktacja) przedziat ufnosci.

Wszystkie 41 probek dajgcych niezgodne wyniki testéw cobas BRAF i sekwencjonowania metodg Sangera poddano
sekwencjonowaniu metoda 454 (metoda iloSciowego pirosekwencjonowania réwnolegtego) jako drugiej metody referencyjnej.
Ponadto 33 prébki zgodne w testach cobas BRAF i sekwencjonowania metodg Sangera zbadano za pomocg sekwencjono-
wania metodg 454. Analize zgodno$ci drugorzedowej po rozwigzaniu niezgodnosci przedstawiono w Tabela 14.

Sposrod 6 probek niezgodnych dajgcych w tescie cobas BRAF wynik ,Mutation Not Detected” i wynik V60OE w sekwencjono-
wania metodg Sangera, sekwencjonowanie metodg 454 dato wynik naturalnie wystepujgcy dla 5/6 préobek (jedna probka miata
niewazny wynik metody 454).

Sposrod 8/35 prébek niezgodnych dajacych wynik ,Mutation Detected” w tescie cobas BRAF i wynik WT sekwencjonowania
metoda Sangera, sekwencjonowanie metodg 454 wykryto mutacje V60OE dla 7/8 probek (jedna probka miata niewazny wynik
metody 454).

Sposrod 27/35 probek niezgodnych dajgcych wynik ,Mutation Detected” w te$cie cobas BRAF iwynik inny niz V600E
sekwencjonowania metodg Sangera Sanger, sekwencjonowanie metodg 454 wykryto mutacje V600K w 24 prébkach, V600E2
w jednej probce i VBOOE w jednej prébce. W 1 probce test Sanger wykryt mutacje V600D, a sekwencjonowanie metodg 454
dato wynik naturalnie wystepujacy.

Reaktywno$¢ krzyzowa testu cobas BRAF dla V600K wynosita 66% (25/38).

Zgodnos¢ z sekwencjonowaniem metodg 454 wynosita 100% dla 33 probek V600E i WT zgodnych w tescie cobas BRAF/
sekwencjonowaniu metodg Sangera.

Tabela 14
Wyniki testu cobas BRAF wobec wynikow sekwencjonowania metoda Sangera
po rozwiazaniu niezgodnosci przez sekwencjonowanie metoda 454

Po rozwigzaniu niezgodnosci przez sekwencjonowanie metodg 454

Test cobas BRAF Wykryta mutacja Nie wykryto mutacji

(metoda badania) BRAF V600E BRAF V600E Ogoétem
Mutation Detected 224 27 251
Mutation Not Detected 1 197 198
Ogotem 225 224 449

Zgodnos¢ procentowa wynikéw dodatnich (95% Cl) | 100% x 224/225 = 99,6% (97,5%, 99,9%)
Zgodnos¢ procentowa wynikéw ujemnych (95% CI) | 100% x 197/224 = 87,9% (83,0%, 91,6%)
Procentowa zgodnos$¢ ogotem (95% Cl) 100% % 421/449 = 93,8% (91,1%, 95,7%)
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Rozkfad mutacji kodonu 600 genu BRAF

Rozktad mutacji kodonu 600 okreslono dla 496 kwalifikujgcych sie przypadkdw na podstawie ztozenia wynikéw testow Sangera
i sekwencjonowania metodg 454. Sposrod tych 496 przypadkow, 182 przypadkow byto wystepujacymi naturalnie, a 314 przy-
padkéw mutantami. Rozktad mutacji kodonu 600 wsréd 314 przypadkow dodatnich mutacji przedstawiono w Tabela 15.
Mutacje V600K zidentyfikowano w 13,4% przypadkéw z mutacjg kodonu 600.

Tabela 15
Rozktad mutacji kodonu 600 genu BRAF populacji z mutacjami okreslonymi za pomocg testu Sanger i/lub
sekwencjonowania metoda 454

Sekwen(c’{s ;(:Zlggg)wasowa Sekwer(r;:;; g_t;lggg)tydowa N % rozkladu
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
tacznie mutacje kodonu 600 314 100
tacznie naturalnie wystepujgcy kodon 600 182 -

Skutecznosé kliniczna leku ZELBORAF® (wemurafenib)®

Test cobas BRAF byt stosowany jako dodatkowy test do selekcji pacjentow do leczenia lekiem ZELBORAF®, Bezpieczenstwo
i skutecznos$¢ kliniczna leku ZELBORAF® zostata wykazana w badaniu NO25026 (BRIM3), miedzynarodowym, randomi-
zowanym, otwartym, kontrolowanym, wieloodrodkowym badaniu fazy Ill u nieleczonych wcze$niej pacjentéw z nieresekcyjnym
czerniakiem w stadium llIC lub 1V z mutacjg V600E BRAF w celu oceny skutecznosci klinicznej leku ZELBORAF® w poréwnaniu
z dakarbazyng (terapia standardowa). Prébki FFPET od wszystkich pacjentéw z czerniakiem rozwazanych jako kandydaci do
leczenia byly badane przy uzyciu testu cobas BRAF. Pacjenci z wynikiem testu ,Mutation Detected” kwalifikowali sie do
wigczenia do badania leku, jezeli spetniali inne kryteria. Pacjenci z wynikiem testu ,Mutation Not Detected” nie kwalifikowali sie
do wigczenia do badania leku. Badanie przeprowadzono w okoto 104 osrodkach na catym Swiecie (22 osrodki w Stanach
Zjednoczonych).

Do badania wigczono 675 pacjentéw; 337 zrandomizowano do otrzymywania wemurafenibu, a 338 do otrzymywania
dakarbazyny. Gtéwna miarg skutecznosci byto catkowite przezycie (ang. Overall Survival, OS) ioceniane przez badacza
przezycie bez progresji (ang. Progression-Free Survival, PFS). Inne miary efektu obejmowaty potwierdzony, oceniony przez
badacza wspotczynnik odpowiedzi catkowite;.

Charakterystyka wyjsciowa byta zrownowazona miedzy grupami leczenia. Wiekszos¢ pacjentow byta mezczyznami (56%)
i nalezata do rasy biatej (99%), mediana wieku wynosita 54 lata (24% byto w wieku = 65 lat), wszyscy pacjenci mieli status
wydajnosci ECOG réwny 0 lub 1, a wiekszos$¢ pacjentdw miata chorobe przerzutowg (95%).

Wyniki skutecznosci badania przedstawiono ponizej w Tabela 16 i na Rysunek 2:

Tabela 16
Skutecznos$¢ wemurafenibu u pacjentow wczesniej nieleczonych z czerniakiem
z dodatnim wynikiem mutacji BRAFV600E?
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Wemurafenib Dakarbazyna ‘s
(N = 337) (N = 33z¥) Wartos¢ p
Przezycie catkowite
Liczba zgonéw 78 (23%) | 121(36%) -
Wspétczynnik ryzyka 0,44 < 0.0001
(95% przedziat ufnosci)® (0,33, 0,59) ’
Mediana przezycia (miesigce) NRe® 7,9 )
(95% Cl)e° (9,6, NR) (7,3, 9,6)
Mediana kontroli (miesigce) 6,2 4,5
(zakres) (0,4, 13,9) (<0,1,11,7)
Stosunek ryzyka dla przezycia 0,26 <0.0001
bez progresji (95% CI)° (0,20, 0,33) ’
Mediana PFS (miesigce)° (4,95,,36,5,6) (1’(;,’6,5]’7) -

a Jak wskazano w tescie cobas BRAF
b Wspdtczynnik ryzyka szacowany przy uzyciu modelu Coxa, wspétczynnik ryzyka

< 1 faworyzuje wemurafenib

¢ Szacunkowe wartosci Kaplana-Meiera
d Niestratyfikowany test logarytmiczny rang

¢ Nie osiggnieto
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Rysunek 2

Krzywe Kaplana-Meiera przezycia catkowitego — pacjenci wczes$niej nieleczeni
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ZELBORAF

Dakarbazyn

Potwierdzony, oceniony przez badacza najlepszy wspotczynnik odpowiedzi catkowitej wynosit 48,4% (95% Cl: 41,6%, 55,2%)
w grupie leku ZELBORAF® w poréwnaniu do 5,5% (95% Cl: 2,8%, 9,3%) w grupie dakarbazyny.

Skutecznosé kliniczna leku COTELLIC® (kobimetynib)?% 1

Lek COTELLIC®, inhibitor MEK, badano w badaniu klinicznym (coBRIM) w skojarzeniu z lekom ZELBORAF® w poréwnaniu do
leku ZELBORAF® plus placebo. Test cobas BRAF zastosowano do okreslenia kwalifikowalnos$ci do wtgczenia pacjentéw do
tego badania klinicznego. Bezpieczenstwo i skuteczno$é skojarzenia lekéw COTELLIC® i ZELBORAF® ustalono w wieloosrod-
kowym, randomizowanym (1:1), prowadzonym metodg podwajnie slepej proby, kontrolowanym placebo badaniu prowadzonym
z udziatem 495 pacjentéw z wczesniej nieleczonym, nieresekcyjnym lub przerzutowym czerniakiem majgcym dodatni wynik
mutacji BRAF V600. Gtéwng miarg skutecznosci byto oceniane przez badacza przezycie bez progresji (PFS) zgodnie
z RECIST v1.1. Dodatkowymi miarami skutecznosci byty oceniony przez badacza, potwierdzony wspétczynnik odpowiedzi
obiektywnej (ang. Objective Response Rate, ORR), przezycie catlkowite (OS), PFS oceniane za pomocg zaslepionej
niezaleznej oceny centralnej i czas trwania odpowiedzi (DOR).

Charakterystyka wyj$ciowa byta zrownowazona miedzy grupami leczenia. Wiekszos¢ pacjentow byta mezczyznami (58%)
i nalezata do rasy biatej (93%), mediana wieku wynosita 55 lat, 72% pacjentow miato status wydajnosci ECOG réwny 0 i 60%
pacjentow miato chorobe w stadium M1c.

Prébki FFPET od wszystkich pacjentéw rozwazanych jako kandydaci do leczenia byly badane przy uzyciu testu cobas BRAF.
Pacjenci z wynikiem ,Mutation Detected” kwalifikowali sie¢ do wigczenia do badania, jezeli spetniali inne kryteria. Pacjenci
z wynikiem ,No Mutation Detected” nie kwalifikowali sie do wigczenia do badania. Badanie obejmowato pacjentéow z mutacjami
BRAF V600K wykrytymi przez test cobas BRAF, wykazujgc bezpieczenstwo i skutecznos¢ produktu terapeutycznego w czesci
populacji pacjentéw z wykrywanymi guzami zawierajgcymi mutacje V600K.
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Wyniki skutecznosci badania przedstawiono ponizej w Tabela 17 i na Rysunek 3:

Skutecznosé kobimetynibu w skojarzeniu z wemurafenibem u pacjentéw

Tabela 17

z czerniakiem z dodatnim wynikiem mutacji BRAF?

Kobimetynib + Placebo +
wemurafenib wemurafenib |Wartosé p
(N =247) (N =248)
Przezycie bez progresji (oceniane przez badacza)
Liczba zdarzenh (%) 143 (58%) 180 (73%)
Progresja 131 169
Zgon 12 11
Mediana PFS (miesigce) 12,3 7,2
(95% ClI) (9,5, 13,4) (5,6, 7,5)
Wspétczynnik ryzyka d
(95% przedziat ufnosci)® 0,56 (0.45, 0,70) < 0,001
Przezycie catkowite
Liczba zgondéw (%) 79 (32%) 109 (44%)
. . . Nieszacowalne 17,0
Mediana przezycia (miesigce)
o (20,7, (15,0, -
(95% Cl)° . .
nieszacowalne) | nieszacowalne)
Wspétczynnik ryzyka 0,63 0.0019¢% ¢
(95% przedziat ufnosci)° (0,47, 0,85) ’
Wspoétczynnik odpowiedzi obiektywnej
Wspétczynnik odpowiedzi 70% 50% < 0,001
obiektywnej (95% CI)° (64%, 75%) (44%, 56%)
Odpowiedz petna 16% 10%
Odpowiedz czesciowa 54% 40%
Mediana czasu trwania 13,0 9,2 }
odpowiedzi, miesigce (95% CI)° (11,1, 16,6) (7,5, 12,8)

a Jak wskazano w tescie cobas BRAF

b Wspotczynnik ryzyka szacowany przy uzyciu modelu Coxa, wspotczynnik ryzyka
< 1 faworyzuje kobimetynib + wemurafenib

¢ Szacunkowe wartosci Kaplana-Meiera

d Stratyfikowany test logarytmiczny rang

¢ |stotnos¢ statystyczna zalezna od poréwnania alokowanego alfa 0,019 do tej
analizy tymczasowej

Rysunek 3

Krzywe Kaplana-Meiera przezycia catkowitego
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Dostepne probki guza od randomizowanych pacjentéw byty analizowane retrospektywnie przy uzyciu sekwencjonowania
nastepnej generacji (ang. Next Generation Sequencing, NGS) w celu dalszej klasyfikacji mutacji BRAF jako V600E lub V600K;
wyniki testu uzyskano u 81% randomizowanych pacjentéw (400/495). Wsréd tych pacjentéw, u ktérych z powodzeniem
przeprowadzono NGS, 56 sposrdd 400 (14%) pacjentéw miato guzy z mutacjami BRAF V600K, a pozostali pacjenci mieli guzy
z mutacjami BRAF V600E. 56 guzow retrospektywnie ocenionych jako majgcych mutacje BRAF V600K miato w tej analizie
czestosci od 5,1 do 36,6%. Trend faworyzujgcy kobimetynib z wemurafenibem zaobserwowano w analizach badawczych PFS,
OS i ORR podgrup dla podtypow mutacji BRAF V600 u 81% pacjentéw w tym badaniu, u ktérych oznaczono typ mutacji BRAF
V600.

Il. RAK BRODAWCZAKOWATY TARCZYCY (PTC)

OCENA SKUTECZNOSCI W BADANIACH NIEKLINICZNYCH

W przypadku opisanych nizej badan nieklinicznych za pomocg badania anatomopatologicznego oceniano charakterystyke
guza, takg jak procentowa zawarto$¢ tkanki guza. Do selekcji probek przeznaczonych do badania uzyto dwukierunkowego
sekwencjonowania metodg Sangera. Poziom % mutacji oznaczono za pomocg sekwencjonowania metodg 454 (metoda
iloSciowego pyrosekwencjonowania rownolegtego).

Czutos$é¢ analityczna

Czutos$¢ analityczna — granica wykrywalnosci (ang. Limit of Detection, LoD)

Za pomocg paneli rozcienczen przygotowanych z dwdch rodzajow probek oceniono minimalng ilos¢ wejsciowego DNA, ktéra

daje prawidtowe wyniki w 95% przypadkdéw:

e Mieszaniny prébek przygotowane przez zmieszanie roztworow podstawowych DNA otrzymanych z probek FFPET mutacji
BRAF V600E oraz probek FFPET naturalnie wystepujgcego genu BRAF w celu uzyskania okreslonych poziomdéw mutacji.

o Pojedyncze roztwory podstawowe DNA FFPET przygotowane z dwéch prébek FFPET mutanta BRAF V600E.

Wszystkie prébki wykorzystane w tym badaniu zostaty poddane procesowi oznaczenia sekwencji przez sekwencjonowanie
metodg 454 w celu okreslenia udziatu procentowego mutacji kazdej z prébek.

Czutos¢ analityczna, badana z uzyciem mieszanin probek

Roztwor podstawowy DNA zprobek FFPET zawierajgcych mutacje BRAF VG600E zostat zmieszany zroztworami
podstawowymi DNA prébek FFPET zawierajgcymi naturalnie wystepujacy gen BRAF w celu uzyskania jednej probki o poziomie
mutacji ~10%, jednej prébki o poziomie mutacji ~5% i jednej probki o poziomie mutacji ~2%. Po zmieszaniu poziomy mutacji
zostaty poddane weryfikacji przez sekwencjonowanie metodg 454. Kazda z trzech mieszanin prébek zawierajgcych mutacje
V600E zostata nastepnie rozcienczona, dajgc elementy paneli, ktére wyszczegdlniono w Tabela 18.

Tabela 18
Przygotowanie elementéw panelu rozcienczen otrzymanych z mieszanin prébek

Sredni udziat llos¢ DNA w elementach panelu
Mieszanina % mutacji* rozciehczen (ng/25 pl)**
10-procentowa mieszanina 10% 125, 41,7, 13,9,4,6, 1,5, 0,5, 0,2, 0,1
5-procentowa mieszanina 5% 125, 41,7, 13,9, 4,6, 1,5, 0,5, 0,2, 0,1
2,5-procentowa mieszanina 2% 125, 41,7, 13,9, 4,6, 1,5, 0,5, 0,2, 0,1
0% (tylko naturalnie
: . --- 125
wystepujgce sekwencje)

*  Sredni udziat procentowy mutacji w mieszaninie, zbadany przez sekwencjonowanie metodg 454.
** Jlo$¢ genomowego DNA zawartego w kazdym elemencie panelu. 25 ul to wejsciowa dla testu
objetos¢ probki.
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Wykonano 8 powtérzeh kazdego elementu panelu z uzyciem kazdej z 3 serii zestawu cobas BRAF (n = 24/elementu panelu).
Tabela 19 przedstawia czutos¢ dla kazdej z mieszanin FFPET, okreslong na podstawie najmniejszej ilosci DNA, ktéra data
odsetek wynikéw ,Mutation Detected”, dotyczgcych mutacji BRAF V600E, wynoszacy co najmniej 95% (szare wiersze).
Tabela 19
Czutfos¢ analityczna testu cobas BRAF badana z uzyciem mieszanin prébek FFPET

Udziat procentowy
mutacji na podstawie Odsetek wynikéw
Mieszanina sekwencjonowania llos¢ DNA ,Mutation Detected”
probek FFPET metodg 454 w elemencie panelu (n=24)
125 ng/25 pl 100%
41,7 ng/25 pl 100%
13,9 ng/25 pl 100%
10-procentowa 4,6 ng/25 pl 100%
mieszanina 10% 5
probek FFPET 1,5 ng/25 pl 100%
0,5 ng/25 pl 92%
0,2 ng/25 pl 83%
0,1 ng/25 pl 29%
125 ng/25 pl 96%
41,7 ng/25 pl 100%
13,9 ng/25 pl 100%
S-procentowa 4,6 ng/25 pl 100%
mieszanina 5% 5
probek FFPET 1,5 ng/25 yl 83%
0,5 ng/25 pl 54%
0,2 ng/25 pl 67%
0,1 ng/25 pl 25%
125 ng/25 pl 0%
41,7 ng/25 pl 0%
25 13,9 ng/25 pl 4%
procentowa 2% 4,6 ng/25 pl 21%
njti)eskzlgrllziSET ° 1,5 ng/25 Ul 21%
probe 0,5 ng/25 33%
0,2 ng/25 pl 13%
0,1 ng/25 pl 8%
0% (naturalnie 0%
wystepujace
sekwencje) --- 125 ng/25 pli

Wyniki tego badania wykazujg, ze test cobas BRAF moze wykrywa¢ mutacje BRAF V600E przy poziomie mutacji =2 5%
z zastosowaniem standardowego stezenia o wartosci 125 ng/25 ul. Zdolno$¢ opisywanego testu do wykrywania mutacji przy
nizszych poziomach wejsciowych DNA pokazuje, ze mutacja moze zostaé wykryta nawet w probkach zawierajgcych DNA

zdegradowany w procesie utrwalenia. Wszystkie testy uzyskane dla prébki naturalnie wystepujgcej sekwencji BRAF daty wynik
,Mutation Not Detected”.
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Czufos¢ analityczna, badana z uzyciem prébek FFPET

W celu potwierdzenia deklaracji wykrywania mutacji 5% w probkach pacjenta dwadziescia cztery oddzielne skrawki o grubos$ci
5 ym z dwdch prébek FFPET zawierajgcych mutacje BRAF V600OE na poziomie mutacji 6% i 11% przetworzono oddzielnie
z zastosowaniem 3 serii zestawu do przygotowania probek cobas® DNA Sample Preparation Kit w celu wyizolowania DNA.

Przygotowano seryjne rozcienczenia DNA pochodzgce z kazdego skrawka w celu uzyskania zestawu 8 elementéw panelu,
ktére wyszczegdlniono w Tabela 20.

Tabela 20
Przygotowanie elementéw panelu rozcienczen otrzymanych z prébek FFPET
Sredni udziat % lloS¢ DNA w elementach panelu rozcienczen
mutacji V600E* (ng/25 pl)
Probka 1 6% 125, 41,7, 13,9, 4,6, 1,5, 0,5, 0,2, 0,1
Probka 2 11% 125, 41,7,13,9,4,6, 1,5, 0,5, 0,2, 0,1

*  Sredni udziat procentowy mutacji w prébce, okreslony przez sekwencjonowanie metodg 454.

Wykonano 8 powtérzen kazdego elementu panelu z uzyciem kazdej z 3 serii zestawu cobas BRAF (n = 24/elementu panelu).
Czutos¢ dla kazdej z prébek FFPET okreslono na podstawie najmniejszej ilosci DNA, ktora data odsetek wynikow ,Mutation

Detected”, dotyczgcych mutacji BRAF V600E, wynoszgcy co najmniej 95% (szare wiersze). Wyniki omawianego badania
przedstawiono w Tabela 21.

Tabela 21
Czutos¢ testu cobas BRAF z zastosowaniem probek FFPET

Udziat procentowy mutacji
na podstawie Odsetek wynikow
Probka sekwencjonowania llos¢ DNA w elemencie ~Mutation Detected”
FFPET metodg 454 panelu (n =48)
125 ng/25 pl 100%
41,7 ng/25 pl 100%
13,9 ng/25 pl 100%
4,6 ng/25 pl 83%
Probka 1 6% gZoH °
1,5 ng/25 pl 71%
0,5 ng/25 pl 29%
0,2 ng/25 pl 17%
0,1 ng/25 pl 0%
125 ng/25 pl 100%
41,7 ng/25 pl 100%
13,9 ng/25 pl 100%
4,6 ng/25 pl 71%
Probka 2 11% gZoH °
1,5 ng/25 pl 46%
0,5 ng/25 pl 17%
0,2 ng/25 pl 13%
0,1 ng/25 pl 8%

Wyniki tego badania wykazaty, ze test cobas BRAF moze wykrywa¢ mutacje BRAF V600E w przetwarzanych probkach
klinicznych FFPET przy poziomie mutacji = 5% z zastosowaniem standardowego stezenia o wartosci 125 ng/25 ul. Zdolnosé
opisywanego testu do wykrywania mutacji przy nizszych poziomach wejsciowych DNA pokazuje, ze mutacja moze zostac
wykryta nawet w probkach zawierajgcych DNA zdegradowany w procesie utrwalenia.

Powtarzalnos¢

Przeprowadzono badanie w celu oceny powtarzalnosci testu cobas BRAF z dwoma seriami odczynnikéw, dwoma operatorami
przez cztery dni badania z piecioma prébkami FFPET raka brodawczakowatego tarczycy. Te probki FFPET obejmowaty zakres
odsetka zawartosci guza (50-70%) i odsetka alleli mutantéw (16—22%), w tym dwie probki mutanta V600E przy ~16-18%
mutacji (~3 x LoD). Prawidtowo okreslono 100% zbadanych prébek (80/80). W przypadku prébek WT nie byto wynikow
fatszywie dodatnich. Podsumowaujgc, test cobas BRAF byt wysoce powtarzalny dla prébek o niskiej zawartosci guza oraz niskim
odsetku procentowym alleli mutacji w przypadku réznych operatoréw, serii odczynnikéw i dni badania.
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Korelacja z metoda referencyjna

W celu oceny skutecznosci testu cobas BRAF po poréwnaniu z metodg dwukierunkowego sekwencjonowania bezposredniego
2x (Sanger) zebrano dane Sangera dla 159 prébek FFPET PTC. Analize pierwszorzedowej zgodnosci miedzy wynikami testu
cobas BRAF i sekwencjonowania Sangera dla wykrywania mutacji V60OE przedstawiono ponizej, w Tabela 22, dla jednej
z dwéch badanych serii odczynnikow. Druga seria data podobne wyniki z wyjatkiem tego, ze dla jednej prébki uzyskano wynik
,Mutation Not Detected”. Dzieki analizie za pomocg sekwencjonowania metodg 454 ustalono, ze probka zawierata 1,4% mutaciji
i byta ponizej 5% progu czutosci deklarowanego dla testu cobas BRAF.

Tabela 22
Podsumowanie wynikoéw testu cobas BRAF z sekwencjonowaniem metoda Sangera

Sekwencjonowanie metoda Sangera
(metoda referencyjna)

Test cobas BRAF Wykryta mutacja Nie wykryto mutacji

(metoda badania) BRAF V600E? BRAF V600E® Ogoétem
Mutation Detected 88 13 101
Mutation Not Detected 1 57 58
Ogotem 89 70 159

100% x 88/89 = 98,9% (93,9%, 99,8%)

100% % 57/70 = 81,4% (70,8%, 88,8%)

100% % 145/159 = 91,2% (85,8%, 94,7%)

a2 Wynik ,Mutation Detected” wskazuje na obecno$¢ dominujgcego typu mutacji BRAF, V600E (1799 T>A), zidentyfikowanego
metodg Sanger.

b Wynik ,Mutation Not Detected” wskazuje na brak dominujgcego typu mutacji BRAF, V600E, zidentyfikowanego metodg
Sanger (tj. naturalnie wystepujgca sekwencja lub brak mutaciji i inne mutacje).

Zgodnos¢ procentowa wynikéw dodatnich (95% Cl)
Zgodnos¢ procentowa wynikéw ujemnych (95% Cl)
Procentowa zgodnos$¢ ogotem (95% Cl)

Uwaga: Cl = (punktacja) przedziat ufnosci.

Wszystkie probki dajgce niezgodne wyniki testéw cobas BRAF i sekwencjonowania metodg Sangera poddano sekwencjono-
waniu metodg 454 (metoda ilosciowego pirosekwencjonowania réwnolegtego) jako drugiej metody referencyjnej. Analize
zgodnosci drugorzedowej po rozwigzaniu niezgodnosci przedstawiono w Tabela 23.

Jedna prébka niezgodna miata wynik ,Mutation Not Detected” w te$cie cobas BRAF i wynik V600E w sekwencjonowaniu
metoda Sangera, sekwencjonowanie 454 dato wynik naturalnie wystepujgcy zgodny z testem cobas BRAF.

W dwunastu sposrdd trzynastu probek niezgodnych, w ktérych mutacje wykryto testem cobas BRAF i naturalnie wystepujgcag
sekwencje metodg Sanger, po sekwencjonowaniu metoda 454 uzyskano mutacje V600E (czestos¢ allelu 1,2-19%), zgodnie
z testem cobas BRAF.

Jedna pozostata prébka niezgodna, ktéra miata wynik V600E ,Mutation Detected” w tescie cobas BRAF byta naturalnie wyste-
pujaca w sekwencjonowaniu metodg Sangera i byla rowniez naturalnie wystepujagca w sekwencjonowaniu 454. Pézniejsza
dodatkowa analiza sekwencjonowania metodg 454 potwierdzita, ze prébka byta mutantem V600E o niskim odsetku.

Tabela 23
Wyniki testu cobas BRAF wobec wynikéw sekwencjonowania metoda Sangera
po rozwigzaniu niezgodnosci przez sekwencjonowanie metoda 454

Sekwencjonowanie metoda Sangera po rozwigzaniu
niezgodnosci przez sekwencjonowanie metoda 454
Test cobas BRAF Wykryta mutacja Nie wykryto mutacji
(metoda badania) BRAF V600E BRAF V600E Ogoétem
Mutation Detected 101 1 102
Mutation Not Detected 0 57 57
Ogotem 101 58 159
Zgodnos$c¢ procentowa wynikéw dodatnich (95% CI) | 100% x 101/101 = 100,0% (96,3%, 100,0%)
Zgodnosc¢ procentowa wynikéw ujemnych (95% Cl) | 100% x 57/58 = 98,3% (90,9%, 99,7%)
Procentowa zgodnos$¢ ogdtem (95% Cl) 100% % 158/159 = 99,4% (96,5%, 99,9%)
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LISTA FLAG WYNIKOW

Flagi wynikéw sg dostepne na karcie Results (Wyniki). Zrédto flagi jest podane w kodzie flagi, patrz ponizsza Tabela 24.
Tabela 25 wymienia wszystkie flagi interpretacji wynikow, ktore sg istotne dla uzytkownika.

Tabela 24

Zrodfo flagi

Kod flagi zaczyna sie od Zrédto flagi Przyktad
M* Wiele lub inne powody M6

R Interpretacja wynikow R200

z* Analizator Z1

* Patrz podrecznik operatora systemu cobas® 4800 System lub podrecznik uzytkownika cobas® 4800 System.

Tabela 25
Lista flag interpretacji wynikow

Kod flagi Natezenie Opis Zalecane dzialanie
R200 Biad Kontrola mutaciji Powtérz przebieg testowy. Patrz ulotka dotgczona do opakowania testu
niewazna Ten kod flagi oznacza:

1. Zaobserwowana wartos¢ punktu przejscia dla kontroli mutacji byta
mniejsza od ustalonej wartosci granicznej (1j. za niski pik). Taki btgd moze
wystepowac w razie zanieczyszczenia DNA lub w wyniku btedu algorytmu
z powodu nietypowego wzoru fluorescencii.

2. Zaobserwowana wartos¢ punktu przejscia dla kontroli mutacji byta
wieksza od ustalonej wartosci granicznej (tj. za wysoki pik). Moze to nastgpic
w przypadku 1) niewtasciwego przygotowania roboczego odczynnika Master
Mix, 2) btedu pipetowania przy dodawaniu odczynnika Master Mix do dotka
reakcyjnego ptytki mikrodotkowej lub 3) btedu pipetowania przy dodawaniu
kontroli mutacji do dotka reakcyjnego ptytki mikrodotkowe;j.

R201 Btad Kontrola Powtorz przebieg testowy. Patrz ulotka dotgczona do opakowania testu
naturalnie Ten kod flagi oznacza:
wystepujgcej

1. Zaobserwowana warto$¢ punktu przejscia dla kontroli naturalnie
wystepujacej mutacji byta mniejsza od ustalonej wartosci granicznej (. za
niski pik). Taki blgd moze wystepowac w razie zanieczyszczenia DNA lub
w wyniku btedu algorytmu z powodu nietypowego wzoru fluorescenc;ji.

2. Zaobserwowana wartos¢ punktu przejscia dla kontroli naturalnie
wystepujgcej mutacji byta wieksza od ustalonej wartosci granicznej (j. za
wysoki pik). Moze to nastgpi¢ w przypadku 1) niewlasciwego przygotowania
roboczego odczynnika Master Mix, 2) btedu pipetowania przy dodawaniu
odczynnika Master Mix do dotka reakcyjnego ptytki mikrodotkowej lub

3) btedu pipetowania przy dodawaniu kontroli naturalnie wystepujace;j
mutacji do dotka reakcyjnego ptytki mikrodotkowe;.

mutacji niewazna.

R202 Btad Nie wykryto Ct Powtdrzyé oznaczenie prébki. Patrz ulotka dotgczona do opakowania testu
mutacji. Ten kod flagi oznacza, ze dla prébki nie zaobserwowano wartosci punktu

przejscia dla mutacji. Moze to wskazywac¢ brak mutacji w prébce lub jeden
z nastepujagcych powodow:
1. Niski odsetek sekwencji mutacji, ponizej granicy wykrywalno$ci testu.
2. Niskg jako$¢ genomowego DNA w prébce.
3. Nieodpowiednie przetworzenie probki.
4. Obecnos¢ inhibitorow PCR w prébce.

5. Wystepowanie rzadkich mutacji mutacje w obrebie regiondw genomowego
DNA, z ktérymi wigza sie startery i/lub sonda mutac;ji.

6. Btad pipetowania lub mogto nie dojs¢ do dodania DNA prébki do dotka
rekacyjnego.
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Kod flagi Natezenie Opis Zalecane dzialanie

R203 Btad Nie wykryto Ct Powtdrzyé oznaczenie prébki. Patrz ulotka dotgczona do opakowania testu
naturalnie Ten kod flagi oznacza, ze dla prébki nie zaobserwowano wartosci punktu
wystepujacej przej$cia dla naturalnie wystepujgcej sekwencji. Brak wartosci punktu
sekwencji. przejscia sugeruje jeden z nastepujgcych problemow:

1. Niskg jako$¢ genomowego DNA w prébce.
2. Nieodpowiednie przetworzenie prébki.
3. Obecnos¢ inhibitorow PCR w prébce.

4. Wystepowanie rzadkich mutacji mutacje w obrebie regionéw genomowego
DNA, z ktérymi wigza sie startery i/lub sonda typu wystepujgcego naturalnie.

5. Mogto nie doj$¢ do dodania DNA prébki do co najmniej jednej studzienki.

R204 Btad Ct mutacji poza Powtdrzyé oznaczenie prébki. Patrz ulotka dotgczona do opakowania testu
zakresem. Ten kod flagi oznacza:

1. Zaobserwowana wartos¢ punktu przejscia dla mutacji w prébce byta
mniejsza od ustalonej wartosci granicznej (1j. za niski pik). Moze to moze
wystepowac w razie znacznego przetadowania mieszaniny PCR stezonym
genomowym DNA lub w wyniku btedu algorytmu na skutek nietypowego
wzoru fluorescenc;ji.

2. Zaobserwowana wartos¢ punktu przejscia dla mutacji w prébce byta
wieksza od ustalonej warto$ci granicznej (j. za wysoki pik). Moze to
wskazywac na przynajmniej jedno z ponizszych:

¢ Niski odsetek sekwencji mutacji, ponizej granicy wykrywalnosci testu.
e Btad pipetowania przy dodawaniu DNA probki do dotka reakcyjnego.
¢ Niskg jakos¢ genomowego DNA w probce.

¢ Nieodpowiednie przetworzenie probki.

e Obecnos¢ inhibitorow PCR w prébcee.

o Wystepowanie rzadkich mutacji mutacje w obrebie regionéw
genomowego DNA, z ktérymi wigzg sie startery i/lub sonda mutaciji.

R205 Btad Ct naturalnie Powtdrzyé oznaczenie prébki. Patrz ulotka dotgczona do opakowania testu
wystepujacej Ten kod flagi oznacza:

sekwencji poza > . . L
1. Zaobserwowana wartos¢ punktu przejscia dla naturalnie wystepujace;j
zakresem. o . o . o ; L
sekwencji w probce byta mniejsza od ustalonej warto$ci granicznej (1. za
niski pik). Moze to moze wystepowac w razie znacznego przetadowania
mieszaniny PCR stezonym genomowym DNA lub w wyniku btedu algorytmu
na skutek nietypowego wzoru fluorescenciji.

2. Zaobserwowana wartos¢ punktu przejscia dla naturalnie wystepujace;j
sekwencji w probce byta wigksza od ustalonej warto$ci granicznej (1j. za
wysoki pik). Moze to wskazywaé na przynajmniej jedno z ponizszych:

e Biad pipetowania przy dodawaniu DNA prébki do dotka reakcyjnego.
¢ Niskg jakos¢ genomowego DNA w probce.

¢ Nieodpowiednie przetworzenie probki.

e Obecnos¢ inhibitorow PCR w probcee.

o Woystepowanie rzadkich mutacji mutacje w obrebie regionéw
genomowego DNA, z ktérymi wigzg sie startery i/lub sonda typu
wystepujgcego naturalnie.
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Informacje dotyczace wersji dokumentu

Doc Rev. 10.0 Zaktualizowano cze$ci ZASTOSOWANIE i PODSUMOWANIE ORAZ OPIS TESTU.

08/2019 Dodano czesci Skutecznosé¢ kliniczna leku ZELBORAF® (wemurafenib) oraz Skutecznosé
kliniczna leku ZOTELLIC® (kobimetynib).

Dodano informacje o stabilnosci preparatu w czesci POBIERANIE, TRANSPORT
| PRZECHOWYWANIE PROBEK.

Dodano deklaracje dotyczgcg melaniny do czesci OGRANICZENIA METODY.

Dodano ogdlne aktualizacje jezykowe w celu zamieszczenia objasnien i uspéjnienia z Instrukcjg
uzytkowania testu cobas® 4800 BRAF V600 Mutation Test posiadajgcego oznaczenie US-IVD.

W razie jakichkolwiek pytan prosimy o kontakt z lokalnym przedstawicielstwem firmy Roche.

11/2019 Skorygowano ,FFFPET” na ,FFPET” oraz symbol ,wigeksze lub rowne” na stronie 24 do wtasciwej
prezentacji w pliku PDF.

Zaktualizowano strone z ujednoliconymi symbolami.
W razie jakichkolwiek pytan prosimy o kontakt z lokalnym przedstawicielstwem firmy Roche.

g&%&eov' 11.0 Usunieto ponizsze informacje o zestawie DNA Sample Preparation:

o listy odczynnikéw i informacja o skfadzie
e powigzane etapy i uwagi proceduralne

Na poczatku i w czesci Ograniczenia metody dodano odwotanie do instrukcji uzytkowania zestawu
cobas® DNA Sample Preparation Kit.

Zaktualizowano odniesienia do systemu i podrecznika operatora na odniesienia do ,podrecznika
uzytkownika systemu cobas® 4800 lub podrecznika uzytkownika systemu cobas® 4800".

Wprowadzono poprawki literowek i zaktualizowano w celu uspdjnienia i standaryzacji jezyka oraz
uspojnienia z instrukcjg obstugi dla USA.

Dodano flagi wynikow.

Zaktualizowano odwotanie do Miedzynarodowego Zrzeszenia Przewoznikdw Powietrznych (IATA,
International Air Transport Association).

Zaktualizowano strone z ujednoliconymi symbolami, czes¢ ze znakami towarowymi i patentami oraz
adresy dystrybutorow.

Dodano o$wiadczenie wyjasniajgce, ze oznakowanie bezpieczenstwa produktu zasadniczo spetnia
wytyczne GHS UE.

W razie jakichkolwiek pytan prosimy o kontakt z lokalnym przedstawicielstwem firmy Roche.
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Wyprodukowano w Stanach Zjednoczonych

Roche Diagnostics GmbH
Sandhofer Strasse 116
68305 Mannheim, Germany
www.roche.com

Roche Diagnostics

9115 Hague Road

Indianapolis, IN 46250-0457 USA
(For Technical Assistance call the
Roche Response Center

toll-free: 1-800-526-1247)

Roche Diagnostics GmbH
Sandhofer Strasse 116
68305 Mannheim, Germany

Znaki towarowe i patenty

COBAS, COBAS Z i AMPERASE sg znakami towarowymi firmy Roche.

Inne nazwy produktow i znaki towarowe sg wtasnoscig odpowiednich podmiotow.

Technologia zapobiegania zanieczyszczeniu preparatu enzymu AmpErase resztkami jest chroniona patentem USA
nr 7,687,247 stanowigcym wtasno$¢ firmy Life Technologies; udostepniono jg na zasadzie licencji firmie Roche Molecular

Systems, Inc.

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

©2020 Roche Molecular Systems, Inc.
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Na etykietach produktéw diagnostycznych Roche PCR stosuje si¢ nastepujace oznaczenia.

SW

EC|REP

I
BARCODE

(1]

CONTENT

D

IVD

TDF

ULR

GTIN

q

Oprogramowanie pomocnicze

Autoryzowany Przedstawiciel
we Wspodlnocie Europejskiej

Arkusz kodéw kreskowych

Sprawdz w instrukcji obstugi

Zawarto$¢ wystarczajgca na <n> testow

Zawarto$¢ zestawu

Dystrybucja

Wyroéb do diagnostyki in vitro

Plik definicji testow

Godrna granica przypisanego zakresu

Numer globalny jednostki handlowe;j

LOT

.

Rx Only

]

Kod partii

Zagrozenie biologiczne

Numer katalogowy

Wytacznie do oceny dziatania
w badaniach IVD

Dolna granica przypisanego zakresu

Wytwoérca

Przechowywa¢ z dala od swiatta

Przestrzegac¢ zakresu temperatury

Termin przydatnosci

Tylko Stany Zjednoczone: prawo federalne
zezwala na sprzedaz tego wyrobu wytgcznie
lekarzowi lub na zamoéwienie takiego lekarza.

Data produkgiji

Oznaczenie zgodnosci CE — wyréb ten jest zgodny z obowigzujgcymi wymogami dotyczgcymi oznaczenia CE

dla wyrobu medycznego do diagnostyki in vitro

Pomoc techniczna dla klientéw w Stanach Zjednoczonych 1-800-526-1247
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	Wskazówki dotyczące konfigurowania analizatora cobas z 480 zamieszczono w podręczniku operatora systemu cobas® 4800 System lub podręczniku użytkownika cobas® 4800 System.
	Obliczanie rozcieńczenia roztworu podstawowego DNA próbki w przypadku stężeń od 5 ng/µl do 35 ng/µl
	Obliczanie rozcieńczenia roztworu podstawowego DNA próbki w przypadku stężeń > 35 ng/µl
	Czułość analityczna — granica wykrywalności (ang. Limit of Detection, LoD)
	Czułość analityczna, badana z użyciem mieszanin próbek
	Czułość analityczna, badana z użyciem próbek FFPET
	Czułość analityczna z zastosowaniem mieszaniny linii komórkowych
	Próbki FFPET czerniaka zawierające mutacje BRAF inne niż V600E
	Plazmidy inne niż BRAF V600E
	Plazmidy homologów BRAF
	Drobnoustroje występujące w skórze
	Odtwarzalność
	Korelacja z metodą referencyjną dla próbek badań klinicznych fazy III
	Rozkład mutacji kodonu 600 genu BRAF
	Skuteczność kliniczna leku ZELBORAF® (wemurafenib)9

	Wynik testu jest nieważny.Powtórzyć test próbek z nieważnymi wynikami, postępując zgodnie z instrukcją przedstawioną poniżej, w rozdziale Ponowny test próbek z nieważnymi wynikami.
	Test cobas BRAF był stosowany jako dodatkowy test do selekcji pacjentów do leczenia lekiem ZELBORAF®. Bezpieczeństwo i skuteczność kliniczna leku ZELBORAF® została wykazana w badaniu NO25026 (BRIM3), międzynarodowym, randomizowanym, otwartym, kontrol...
	Wyniki skuteczności badania przedstawiono poniżej w Tabela 16 i na Rysunek 2:
	Skuteczność kliniczna leku COTELLIC® (kobimetynib)10, 11

	Lek COTELLIC®, inhibitor MEK, badano w badaniu klinicznym (coBRIM) w skojarzeniu z lekom ZELBORAF® w porównaniu do leku ZELBORAF® plus placebo. Test cobas BRAF zastosowano do określenia kwalifikowalności do włączenia pacjentów do tego badania kliniczn...
	Charakterystyka wyjściowa była zrównoważona między grupami leczenia. Większość pacjentów była mężczyznami (58%) i należała do rasy białej (93%), mediana wieku wynosiła 55 lat, 72% pacjentów miało status wydajności ECOG równy 0 i 60% pacjentów miało ch...
	Próbki FFPET od wszystkich pacjentów rozważanych jako kandydaci do leczenia były badane przy użyciu testu cobas BRAF. Pacjenci z wynikiem „Mutation Detected” kwalifikowali się do włączenia do badania, jeżeli spełniali inne kryteria. Pacjenci z wynikie...
	Wyniki skuteczności badania przedstawiono poniżej w Tabela 17 i na Rysunek 3:
	Dostępne próbki guza od randomizowanych pacjentów były analizowane retrospektywnie przy użyciu sekwencjonowania następnej generacji (ang. Next Generation Sequencing, NGS) w celu dalszej klasyfikacji mutacji BRAF jako V600E lub V600K; wyniki testu uzys...
	Czułość analityczna — granica wykrywalności (ang. Limit of Detection, LoD)
	Czułość analityczna, badana z użyciem mieszanin próbek
	Czułość analityczna, badana z użyciem próbek FFPET
	Powtarzalność
	Korelacja z metodą referencyjną
	5. Soares P, Trovisco V, Rocha AS, et al. BRAF mutations and RET/PTC rearrangements are alternative events in the etiopathogenesis of PTC. Oncogene. 2003; 22:4578–80.


