cobas® 4800 BRAF V600 Mutation Test c<o>bas®

IN VITRO DIAGNOSTIK KULLANIM iCiNDIR.
cobas® 4800 BRAF V600 Mutation Test BRAF 24 Tests M/N: 05985595190

Ornek hazirlama bilgileri igin bkz. cobas® DNA Sample Preparation Kit (M/N 05985536190).

KULLANIM AMACI

cobas® 4800 BRAF V600 Mutation Test'in temel kullanim amaci, formalinle sabitlenmis, parafine gémdilii insan melanom ve papiller tiroid
karsinomu (PTC) dokusundan ekstrakte edilen DNA'da BRAF V600 mutasyonlarinin saptanmasidir. Melanomda test, tek basina
ZELBORAF® (vemurafenib) ya da ZELBORAF® (vemurafenib) ile kombinasyon halinde COTELLIC® (kobimetinib) ile tedavi igin timérleri
BRAF V600 mutasyonlari taglyan hastalarin segilmesinde yardimci olarak kullaniimak tzere tasarlanmisgtir.

TEST OZETi VE ACIKLAMASI

Proto-onkojen BRAF'de aktive edici mutasyonlar; malign melanom, kolorektal kanser, over kanseri ve tiroit kanseri dahil olmak Ulzere
insanlarda gortlen birgok kanser tiirinde meydana gelir.:? BRAF mutasyonlari, malign melanom vakalarinin %40-60'inda® ve papiller
tiroit karsinomu vakalarinin %36-46'sinda tanimlanmigtir.* > BRAF mutasyonlari, ayrica benign nevislerde (benlerde) de yaygindir® ve bu
durum, bu mutasyonlarin ¢ok erken meydana gelen olaylar oldugunu disiindiirmektedir. Melanom, PTC ve diger insan tiimérlerinde BRAF
genindeki bu somatik mutasyonlarin kesfi, BRAF kinazin hiicresel proliferasyonu, aynistirmay ve hiicre 6limini kontrol eden sinyal
yolaklarindaki 6nemli roltini aydinlatmaya yardimei olmustur. Normal hiicrelerde BRAF; RAS, RAF, MEK ve ERK yoluyla biylime faktori
reseptorlerinin (EGFR gibi) etkilerine aracilik eden, oldukga regiile bir sinyal yolaginin pargasidir. BRAF'deki onkojenik mutasyonlar, kinaz
fonksiyonu kazanimina yol acar ve tipik bliytiime faktorlerinin yoklugunda strekli aktif olan RAF-MEK-ERK yolagini verir.

Melanom, PTC ve diger insan timorlerinde BRAF mutasyonlarinin gogu, 600. kodonda meydana gelir.” 600. kodonda agirlikli olarak
gorilen mutasyon, V60OE mutasyonudur (GTG > GAG). Temel olarak melanomda ve nadiren kolorektal kanseri gibi diger timérlerde
olmak (zere, 600. kodonu etkileyen cok sayida diniikleotit mutasyonu da [V600K (GTG > AAG), V60OR (GTG > AGG), V600E2
(GTG > GAA) ve V600D (GTG > GAT)] daha az yaygin sekilde gézlenmistir.

cobas® 4800 BRAF V600 Mutation Test, V60OE (T1799A) mutasyonunun varI|g|n| saptamak lizere tasarlanmig gercek zamanl bir PCR
testidir. cobas® 4800 BRAF V600 Mutation Test, BRAF'nin mutant V60OE versiyonunu inhibe eden bir bilesik olan vemurafenib igin birlikte
uygulanan bir tani testi olarak kullaniimaktadir. ileri evre melanomlu hastalarda vemurafenib klinik aragtirmalari, V600E mutant tiimér
bulunan hastalarin bilesikten klinik yarar saglamalarinin muhtemel oldugunu géstermistir. ® Sonrasinda, ileri evre melanomlu hastalarda
vemurafenib ile kombinasyon halinde kobimentinib'in incelendigi bir klinik aragtirma, cobas® 4800 BRAF V600 Mutation Test ile saptanan
V600E ya da V600K mutant timdori bulunan hastalarin bu tedaviden yarar saglamalarinin muhtemel oldugunu gostermistir.'® "' V600K,
BRAF V600 mutasyonlar bulunan melanom 6rneklerinin yaklagik %10-15'inde mevcuttur.'?

PROSEDUR PRENSIPLERI

cobas® 4800 BRAF V600 Mutation Test (cobas BRAF Test) iki isleme dayanir: (1) formalinle sabitlenmis, parafine gémuli dokudan (FFPET)
genomik DNA elde etmek igin manuel 6rnek hazirlanmasi; (2) farkli floresan boyalarla etiketli iki oligoniikleotid probu ve kompleman
primer Gifti kullanilarak hedef DNA'nin saptanmasi ve PCR amplifikasyonu. Bir prob, yabanil tip BRAF V600 sekansini saptamak ve bir
prob, V60OE mutasyon sekansini saptamak (zere tasarlanmigtir. Iki harici galisma kontrolli saglanir ve yabanil tip allel internal, tam islem
kontrol gérevi gorur.

Ornegin Hazirlanmasi

Cam fiberlere baglanan niikleik aside dayali manuel 6rnek preparati olan cobas® DNA Sample Preparation Kit kullanilarak FFPET drnekleri
islenir ve genomik DNA izole edilir. FFPET 6rneginin parafinden ayrilmig 5 pm'lik kismi, niikleik asit agiga c¢ikaran ve agiga cikarilan
genomik DNA'y1 DNazlardan koruyan bir proteaz ve kaotropik lizis/baglayici tampon ile ylksek bir sicaklikta inklibasyon ile lizlenir.
Sonrasinda, lizis karisimina izopropanol eklenir ve karisim, cam fiber filtre eki ile birlikte bir kolondan santriftjlenir. Santriftj islemi sirasinda,
genomik DNA, cam fiber filtrenin yiizeyine baglanir. Tuzlar, proteinler ve diger hiicresel safsizliklar gibi baglanmayan maddeler, santrif(jj
islemi ile giderilir. Adsorbe edilen niikleik asitler yikanir ve sonrasinda, sulu ¢ozelti ile ellte edilir. Genomik DNA miktan, spektrofotometrik
olarak belirlenir ve amplifikasyon ve saptama karigimina eklenmek Uzere sabit bir konsantrasyona ayarlanir. Ardindan, hedef DNA,
cobas BRAF Test kit icinde verilen amplifikasyon ve saptama reaktifleri kullanilarak cobas z 480 analizérde amplifikasyona tabi tutularak
saptanir.

PCR Amplifikasyonu ve Saptama
Hedefin Secilmesi

cobas BRAF Test, ekzon 15'te BRAF 600. kodon bélgesini igeren insan genomik DNA'sinin 116 bazl ¢ift sekansini tanimlayan primerler
kullanir. Tum BRAF geni amplifikasyona tabi tutulmaz. cobas BRAF Test, BRAF geninde 600. kodonda valin-glutamik asit stbstitlisyonu
(VB00E) ile sonuclanan niikleotid 1799 T > A degisikligini saptamak Uizere tasarlanmistir. BRAF yabanil tip ve mutant DNA hedefine 6zgi
floresan boyasi ile isaretlenmis TagMan problari, sirasiyla yabanil tip ve mutant sekanslara baglanir. Yabanil tip ve mutant sekanslar, her
bir sekans icin 6zel bir optik kanal kullanilarak saptanir.

Belge Revizyonu Bilgileri bu belgenin sonunda yer almaktadir.
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Hedef Amplifikasyonu

Thermus tiirli Z05 DNA polimeraz, hedef amplifikasyon igin kullanilir. ik olarak, PCR reaksiyon karigimi, genomik DNA'yi denatiire etmek
ve primer hedef sekanslarini agiga ¢ikarmak igin isitilir. Karigim sogudukga, yukari yonli ve agagi yonl primerler hedef DNA sekanslarinda
yeniden birlesir. Z05 DNA Polimeraz, divalent metal iyon ve fazlalik dNTP'lerin varliginda, yeniden birlesen her bir primeri uzatarak ikinci
bir DNA zincirini sentezler. Bu durum PCR'nin birinci dongiisiinii tamamlayarak BRAF geninin hedeflenen 116 bazl cift bélgesinin gift
zincirli DNA kopyasini retir. Bu islem, belli sayida déngii igin tekrarlanir, her déngtide amplikon DNA'nin miktarini etkili bir sekilde iki
katina ¢ikanr. Amplifikasyon, yalnizca primerler arasinda BRAF geni bolgesinde meydana gelir.

Otomatik Gercek Zamanh Saptama

cobas BRAF Test, gercek zamanl PCR teknolojisinden yararlanir. Reaksiyondaki her bir hedefe 6zgii oligoniikleotid probu, haberci islevi
gorev floresan bir boya ve intakt bir prob icerisindeki haberci boyadan gelen floresan emisyonlari absorbe eden (séndiiren) bir séndiriict
molekil ile isaretlenir. Her bir amplifikasyon dénglisti esnasinda, amplikondaki tek zincirli DNA sekansina kompleman niteliginde olan
prob baglanir ve sonrasinda, Z05 DNA Polimerazin 5' ila 3' nlikleaz aktivitesiyle klevajlanir. Haberci boya bu niikleaz aktivitesi ile
sonduricuden ayrildiktan sonra, haberci boyanin uygun 1gik spektrumu ile tetiklendigi durumlarda karakteristik bir dalga boyunun
floresani 6lgulebilir. Hedefe 6zgli BRAF yabanil tip (WT) probu ve BRAF V600E mutasyon probunu isaretlemek tizere iki farkli haberci boya
kullanilir. Iki BRAF sekansinin amplifikasyonu, 6zel optik kanallarda iki karakteristik dalga boyunda floresanin él¢tilmesi ile tek bir reaksiyon
kuyucugunda bagimsiz sekilde saptanabilir.

Selektif Amplifikasyon

Ornekten gelen hedef niikleik asidin selektif amplifikasyonu, cobas BRAF Test ile AmpErase (urasil-N-glikozilaz) enzimi ve deoksitiridin
trifosfat (dUTP) kullanilarak gerceklestirilir.'® AmpErase enzimi, timidin iceren DNA zincirlerini degil deoksitiridin igeren DNA zincirlerini
tanir ve bunlarin yikimini katalize eder. Deoksiliridin dogal olusumlu DNA'da yoktur ancak Reaction Mix reaktifinde nikleotid
trifosfatlardan birisi olarak dUTP kullanildigi icin amplikonda her zaman mevcuttur; bu nedenle sadece amplikon deoksitridin icerir.
Deoksilridin, kontamine edici amplikonu, hedef DNA'nin amplifiye edilmesi éncesinde AmpErase enzimiyle yikilmaya maruz birakir.
Reaction Mix reaktifinde yer alan AmpErase enzimi, C1-konumunda deoksiriboz zincirini agarak deoksiiiridin kalintilarinda deoksitiridin
iceren DNA'nin klevajini katalize eder. Alkalin pH'da birinci 1sil gevrim asamasinda isitildiginda, amplikon DNA zinciri deoksidridinin
konumunda kirilir, bdylece DNA'nin amplifiye edilemez olmasini saglar. AmpErase enzimi, 55°C'nin (izerindeki sicakliklarda yani isil gevrim
agamalarinin timinde inaktiftir ve boylece hedef amplikonu yikmaz.
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REAKTIFLER

cobas® 4800 BRAF V600 Mutation Test (BRAF)
24 test (IM/N: 05985595190)

Kit bilesenleri

Reaktif icerigi

Kit basina miktar

Giivenlik sembolii ve uyar®

RXNMIX
(Reaction Mix)

Trisin tamponu

Potasyum asetat

Potasyum hidroksit

Gliserol

Tween 20

EDTA

%5 dimetil siilfoksit

< %0,09 dNTPs

< %0,10 Z05 DNA polimeraz (mikrobik)
< 90,10 AmpErase (lirasil-N-glikozilaz)
enzimi (mikrobik)

< 90,003 Oligoniikleotid aptamer

90,08 sodyum azit

3 x 0,16 mL

Yok

MGAC
(Magnezyum asetat)

Magnezyum asetat
90,09 sodyum azit

3 x 0,15 mL

Yok

BRAF OM
(BRAF Oligo Mix)

Tris-HCI tamponu
EDTA

90,09 sodyum azit
Poly rA RNA (sentetik)

< %0,01 yukari akigl ve agag! akigh BRAF
primerleri

< 9%0,01 floresan etiketli BRAF problari

3 x 0,13 mL

Yok

BRAF MUT
(BRAF Mutant Control)

Tris-HCI tamponu
EDTA
Poly rA RNA (sentetik)
90,05 sodyum azit
BRAF mutant sekans igeren
< %0,001 plazmid DNA (mikrobik)
BRAF yabanil tip sekans iceren
< 9%0,001 plazmid DNA (mikrobik)

2 x 0,13 mL

Yok

BRAF WT
(BRAF Wild-Type
Control)

Tris-HCI tamponu
EDTA

Poly rA RNA (sentetik)
%0,05 sodyum azit

BRAF yabanil tip sekans iceren
< 90,001 plazmid DNA (mikrobik)

2 x 0,13 mL

Yok

DNA SD
(DNA Specimen
Diluent)

Tris-HCI tamponu
90,09 sodyum azit

2x1mL

Yok

2 Urtin giivenlik etiketi dncelikli olarak AB GHS kilavuzlarina tabidir.
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UYARILAR VE ONLEMLER
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IN VITRO DIAGNOSTIK KULLANIM iCiNDIR.

Bu test, formalinle sabitlenmis, parafine gémulG doku drnekleri ile kullanim igindir.

Adzinizla pipetleme yapmayin.

Laboratuvar ¢alisma ortamlarinda yiyecek veya icecek tiiketmeyin veya sigara icmeyin.

Reaktiflerin mikrobik ve DNA kontaminasyonundan kaginin.

Kullanilmayan reaktifleri ve atiklan tilke genelindeki, federal, eyalet diizeyindeki ve yerel diizenlemelere gére atin.

Kitleri son kullanma tarihi gegmisse kullanmayin.

Farkli kitlerden veya lotlardan alinan reaktifleri birlikte kullanmayin.

Gvenlik Bilgi Formlari (SDS) talep halinde bdlge Roche ofisinden temin edilebilir.

Kontaminasyonu énlemek igin eldiven kullaniimalidir ve farkli érneklerle ve cobas® 4800 reaktifleriyle islem yapildiktan sonra eldiven degistirilmelidir.

Calisma ana kangiminin DNA érnekleriyle kontaminasyonunu énlemek icin, Amplifikasyon ve Saptama iglemleri DNA izolasyonundan ayn bir alanda
gerceklestirilmelidir. Amplifikasyon ve saptama calisma alani, calisma ana karigsimi hazirlanmadan 6nce iyice temizlenmelidir. Dogru temizlik igin, raklar
ve pipetleyiciler dahil tiim yiizeyler 6nce %0,5 sodyum hipoklorit* ¢ozeltisiyle ardindan %70 etanol ¢ozeltisiyle timiyle silinmelidir.

* NOT: Ev islerinde kullamilan piyasadaki camasir sulan genel olarak 95,25 oraminda sodyum hipoklorit icerir.
A 1:10 oraninda seyreltilen camasir suyu %0,5 oraminda sodyum hipoklorit cézeltisi tiretir.

Ornekler, Mikrobiyoloji ve Biyomedikal Laboratuvarlarinda Biyogiivenlik (Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories)" ve CLS| Belgesi
M29-A4'te™ tanimlanan guvenli laboratuvar uygulamalan kullanilarak bulagici madde gibi degerlendirilmelidir.

RXNMIX, MGAC, BRAF MUT, BRAF WT ve DNA SD sodyum azit icerir. Sodyum azit, bakir ve kursun su borulanyla reaksiyona girerek yiiksek patlayici
ozellige sahip metal azitler olusturabilir. Laboratuvardaki lavabolarda cozeltileri iceren sodyum azit atilirken, azit birikimini dnlemek icin bol miktarda
soguk su akitarak giderleri temizleyin.

Reakstiflerle islem yaparken gozlik, laboratuvar 6nliigi ve tek kullanimlik eldiven kullanin. Bu malzemelerin cildinize, gézlerinize veya mukoza
membranlarina temas etmesinden kaginin. Temas etmeniz durumunda, vakit kaybetmeden bol miktarda suyla yikayin. Tedavi edilmezse yaniklar
olugabilir. Dékiilme meydana gelirse, silmeden 6nce suyla seyreltin.

Tek kullanimlik tirtinlerin hepsi sadece bir kez kullanilmak igindir. Tekrar kullanmayin.
Tek kullanimlik tirtinleri son kullanma tarihi gegmisse kullanmayin.

cobas z 480 analizorii temizlemek igin sodyum hipoklorit ¢ozeltisi (gamasgir suyu) kullanmayin. cobas z 480 analizorii, cobas® 4800 Sistemi - Kullanici
Kilavuzu ya da cobas® 4800 Sistemi - Kullanici Yardimi belgesinde tarif edilen prosediirlere gore temizleyin.

cobas z 480 analizériin kontaminasyon riskini azaltmaya yénelik ek uyanlar, énlemler ve prosedurler icin cobas® 4800 Sistemi - Kullanici Kilavuzu ya
da cobas® 4800 Sistemi - Kullanici Yardimi belgesine bakin.

Steril tek kullanimlik pipetlerin ve DNase icermeyen pipet uclannin kullanilmasi énerilir.

SAKLAMA VE KULLANMA KOSULLARI

A.
B.

C.

Reaktifleri dondurmayin.

RXNMIX, MGAC, BRAF OM, BRAF MUT, BRAF WT ve DNA SD'yi 2-8°C'de saklayin. Agildiktan sonra, bu reaktifler 60 giinde
4 kullanima kadar veya son kullanma tarihine kadar (hangisi daha 6nceyse) stabildir.

BRAF OM ve Calisma Ana Karisimi (BRAF OM ve MGAC'nin RXNMIX'e eklenmesiyle elde edilir), uzun sireli 15tk maruziyetine
karsi korunmalidr.

Calisma Ana Karigimi (BRAF OM ve MGAC'nin RXNMIX'e eklenmesiyle elde edilir), karanlik bir ortamda 2-8°C'de saklanmalidir.
Hazirlanan érnekler ve kontroller, Calisma Ana Karisimi hazirlandiktan sonra 1 saat iginde eklenmelidir.

islenen émekler (ekstrakte edilen DNA), 15°C ila 30°C'de 24 saate kadar, 2°C ila 8°C'de 14 giine kadar veya -15°C ila -25°C'de 60 giine ya da -15°C ila -
25°C'de saklandiinda 3 kez dondurma ¢ézme déngistine kadar stabildir. Ekstrakte edilen DNA, énerilen saklama siireleri iginde veya DNAY1 ekstrakte
etmek igin kullanilan cobas® DNA Sample Preparation Kit'in son kullanma tarihinden énce (hangisi daha dnceyse) amplifikasyona tabi tutulmalidir.

Amplifikasyon, islenen 6rnekler ve kontrollerin Calisma Ana Karigimina (BRAF OM ve MGAC'nin RXNMIX'e eklenmesi ile elde
edilir) eklendigi andan itibaren 1 saat icinde baslatiimaldir.
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SAGLANAN MALZEMELER

cobas® 4800 BRAF V600 Mutation Test24 test BRAF
(IM/N: 05985595190)

RXNMIX
(Reaction Mix) (Dogal Digmeli Kapak)
MGAC
(Magnesium acetate) (Sari Digmeli Kapak)
BRAF OM
(BRAF Oligo Mix) (Beyaz Diigmeli Siyah Kapak)
BRAF MUT
(BRAF Mutant Control) (Kirmizi Digmeli Kapak)
BRAF WT
(BRAF Wild-Type Control) (Mavi Digmeli Kapak)
DNA SD

(DNA Specimen Diluent) (Mor Diigmeli Kapak)

GEREKLI OLAN FAKAT SAGLANMAYAN MATERYALLER
e cobas® DNA Sample Preparation Kit (Roche M/N 05985536190)
e cobas® 4800 Sistemi Mikrokuyucuk Plagi (AD plagr) ve kapatici film (Roche M/N 05232724001)

e Ayarlanabilen Pipetleyiciler*: (kapasite 10 pL, 20 pL, 200 pL ve 1000 pL), aerosol bariyer ya da pozitif yer degistirmeli DNaz
icermeyen uclar ile

o Kilittleme kapaklh mikrosantrifij tipleri (1,5 mL steril, RNaz/DNaz icermeyen, PCR sinif)) (Herhangi bir tedarikgi)
e DNA konsantrasyonunun 6lgimu i¢in spektrofotometre**

e Vorteks karigtiricr**

e  Mikrosantrifiij tiip raklari

o Tek kullanimlik eldivenler, pudrasiz

e -25°Cila -15°C'de saklama kapasitesine sahip dondurucu

Pipetleyiciler, treticinin talimatlarina uygun sekilde ve belirtilen hacmin %3'l dahilinde korunmalidir. Belirtilen yerlerde érnekte
bozulmayr ya da c¢apraz kontaminasyonu 6nlemek icin, aerosol bariyer ya da pozitif yer degistirmeli DNaz icermeyen uglar
kullanimalidir.

Tiim ekipmanlarin bakimi dreticinin talimatlarina gére dogru bir sekilde gerceklestirilmelidir.

*%

Cihaz ve Yazilim
e cobas z 480 Analizér
e cobas® 4800 SR2 Sistem Kontrol Unitesi ve OSXP goriintii
e cobas® 4800 SR2 Sistem Yazilimi siirimii 2.0 veya st
o BRAF Analiz Paketi Yazilm siirim 1.0 veya Gsti
e Barkod Okuyucu (Roche M/N 05339910001)
e  Yazici HP P2055d (Roche M/N 05704375001)

ORNEKLERIN TOPLANMASI, TASINMASI VE SAKLANMASI

NOT: Tiim érnekleri bulasici madde yayma potansiyeli oldugunu varsayarak kullanin.
A. Orneklerin Toplanmasi

FFPET 6rnekleri, cobas BRAF Test ile birlikte kullanim igin dogrulanmustir.

B. Orneklerin Taginmasi

FFPET 6rnekleri, 15-30°C'de tasinabilir. FFPET dérneklerinin tagsinmasi, etiyolojik ajanlarin taginmasiyla ilgili tilke genelindeki, federal, eyalet
dtizeyindeki ve yerel dlizenlemelere uygun olmalidir.'®

C. Orneklerin Saklanmasi

Toplama tarihinden sonra 12 aya kadar 15-30°C'de saklanan FFPET 6rneklerinin stabilitesi dogrulanmistir. Slaytlara yerlestirilen FFPET
5 um'lik kesitler, 60 gtine kadar 15-30°C'de saklanabilir.
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KULLANIM TALIMATLARI

NOT: RXNMIX, MGAC ve BRAF OM disindaki tiim reaktifler, kullanilmadan énce oda sicakliginda olmaldir. RXN MIX,
MGAC ve BRAF OM, Calisma Ana Kansiminin hazirlanmasi icin dogrudan 2-8°C'de saklama kosulundan alinabilir.

NOT: cobas® BRAF Test ile yalmizca en az %50 tiimér hiicresi iceren, 5 ym kalinligindaki melanom ve PTC FFPET kesitleri
kullanilmalidir. %50'den az tiimér hiicresi iceren tiim érnekler, parafinden ayrildiktan sonra makrodisseksiyon
kesitlere ayrilmalidir.

NOT: cobas z 480 analizériin ayrntili ¢alisirma yénergeleri icin bkz. cobas® 4800 Sistemi - Kullamci Kilavuzu veya
cobas® 4800 Sistemi — Kullanici Yardmm.

Calisma hacmi

cobas BRAF Test kit, en fazla 24 6rnek arti kontrole kadar olmak tizere en az 3 érnek arti kontrol ile calisma gerceklestirecek sekilde
tasarlanmistir. 3'ten az 6rnek arti kontrol ayni anda calistirilabilir; ancak bu durum, kit ile toplam 24 6rnek arti kontrolli ¢alistirmak igin
yetersiz reaktif hacmine neden olabilir. cobas BRAF Test, 3 6rnek arti kontrol igin 8 ¢alismaya yetecek kadar reaktif igerir. Her bir
calismanin gergeklestirilmesi i¢in bir cobas BRAF Test Mutant Control [BRAF MUT] tekrari ve bir cobas BRAF Test Wild-Type Control
[BRAF WT] tekran gereklidir (bkz. “Kalite Kontrol” bélima).

is Akisi
NOT: cobas BRAF Test, bir calismada en fazla 24 érnek icin kullanilabilir.

NOT: Reaktif kullamimimi maksimuma cikarmak icin test calismasinin en az iic (3) hasta érnegi arti kontrol icermesi
gerekir.

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

Makrodisseksiyon

Ornek alana gére %50'den az timér igerigine sahipse, 6rnegin drnek hazirlama igslemi kapsaminda makrodisseksiyona tabi tutulmasi
gerekir.

DNA Kantitasyonu

NOT: DNA konsantrasyonu délciimii, DNA izolasyonu prosediiriinden hemen sonra ve saklama siirecinden énce
gerceklestirilmelidir.

A. Her bir DNA stokunu, kantitasyondan 6nce 5 saniye vorteksleyerek karigtirin.

B. Uretici protokoliine uygun sekilde spektrofotometre kullanarak DNA kantitasyonu gergeklestirin. cobas® DNA Sample Preparation
Kit icinde saglanan DNA EB'yi cihaz i¢in kor 6lcim olarak kullanin. Ortalama 2 tutarli degerlendirme gereklidir. lki dlgiim, DNA
konsantrasyon degerlendirmeleri > 20,0 ng/pL oldugunda birbirinin £%710'u iginde olmalidir. < 20,0 ng/uL DNA konsantrasyon
degerlendirmeleri igin iki 6l¢ciim, £2,0 ng/pL dahilinde olmalidir.

C. cobas BRAF Test'in gergeklestirilmesi icin DNA stok konsantrasyonu > 5 ng/pL olmalidir.

NOT: cobas BRAF Testin gerceklestirilmesi icin her bir DNA stok konsantrasyonu en az 5 ng/uL olmaldir. DNA stok
konsantrasyonu < 5 ng/ul ise, bu érnek icin parafinden ayirma islemini, DNA izolasyonunu ve DNA kantitasyon
prosediirlerini iki adet 5 pm'lik FFPET kesiti kullanarak tekrarlaym. Yerlestirilen érnekler icin, parafinden ayirma
isleminin ardindan, her iki kesitten alinan dokuyu bir tiipiin iginde birlestirin, dokuyu cobas® DNA Sample
Preparation Kitteki TLB ve PK icine daldinn ve DNA izolasyonu ve kantitasyon islemini gerceklestirin.
Yerlestirilmeyen érnekler icin, her iki kesitten alinan dokuyu bir tiipiin icinde birlestirin ve parafinden ayirma, DNA
izolasyonu ve kantitasyon gerceklestirin. DNA stoku hala < 5 ng/ulL ise, ilgili klinik merkezden baska bir FFPET
ornek kesiti isteyin.

NOT: Islenen érnekler (ekstrakte edilen DNA), 15°C ila 30°C'de 24 saate kadar, 2°C ila 8°C'de 14 giine kadar veya -15°C
ila -25°C'de 60 giine ya da -15°C ila -25°C'de saklandiginda 3 kez dondurma ¢ézme déngiisiine kadar stabildir.
Ekstrakte edilen DNA, énerilen saklama siireleri icinde veya DNA'y1 ekstrakte etmek icin kullanilan cobas® DNA
Sample Preparation Kit'in son kullanma tarihinden énce (hangisi daha énceyse) amplifikasyona tabi tutulmalidir.
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AMPLIiFiIKASYON VE SAPTAMA

NOT: Calisma ana karnisiminin DNA érnekleriyle kontaminasyonunu énlemek icin, Amplifikasyon ve Saptama islemleri
DNA Izolasyonundan ayn bir alanda gerceklestirilmelidir. Amplifikasyon ve saptama calisma alani, calisma ana
kansimi hazirlanmadan énce iyice temizlenmelidir. Dogru temizlik icin, raklar ve pipetleyiciler dahil tiim yiizeyler
énce %0,5 sodyum hipoklorit cézeltisiyle ardindan %70 etanol cézeltisiyle tiimiiyle silinmelidir. Ev islerinde
kullanilan piyasadaki camasir sulari genel olarak %5,25 oraminda sodyum hipoklorit icerir. A 1:10 oraninda
seyreltilen camagir suyu %0,5 oraninda sodyum hipoklorit cézeltisi tiretir.

Cihaz diizenegi

cobas z 480 analizor dizenegine iligkin ayrintili yonergeler igin bkz. cobas® 4800 Sistemi - Kullanici Kilavuzu veya cobas® 4800
Sistemi - Kullanici Yardimi.

Test istegi Diizenegi
cobas BRAF Test ig akigi adimlari igin bkz. cobas® 4800 Sistemi - Kullanici Kilavuzu veya cobas® 4800 Sistemi - Kullanici Yardimi.

Ornek DNA Stokunun Diliisyon Hesaplamasi:

DNA stokunun 5 ng/pL dilisyonunun 25 pl'si kullanilarak (toplamda 125 ng), érnek basina yalnizca bir amplifikasyon/saptama iglemi
calistinilir. Asagidaki talimatlar, ilk DNA stok konsantrasyonuna bagli olarak 5 ng/plL'de en az 35 pL seyreltilmis DNA stoku hazirlamaya
iliskin yonergeler icermektedir. Bu, daha kigik 6rnek hacimleri pipetlenirken meydana gelebilen varyasyonu énlemek icin her bir 6rnegin
en az 5 uL DNA stoku kullanmasini saglayacaktir.

5 ng/pL ila 35 ng/pL arasi Konsantrasyonlarda Ornek DNA Stokunun Diliisyon Hesaplamasi
NOT: Orneklerden elde edilen DNA stoklari, amplifikasyon ve saptamadan hemen énce seyreltilmelidir.

NOT: DNA stokunun 5 ng/ulL diliisyonunun 25 pl'si kullanilarak (toplamda 125 ng), é6rnek basina yalmzca bir
amplifikasyon/saptama islemi caligtirilir.
A. Her bir 6rnek icin asagidaki formiili kullanarak gerekli DNA stok miktarini belirleyin:
Gerekli DNA stok hacmi = (35 pL x 5 ng/pL) + ng/pL cinsinden DNA stok konsantrasyonu
B. Her bir 6rnek icin asagidaki formili kullanarak gerekli DNA Specimen Diluent (DNA SD) miktarini belirleyin:
pL cinsinden gerekli DNA SD hacmi = (35 pL - pL cinsinden gerekli DNA stok hacmi).
Ornek:
DNA stok konsantrasyonu = 21 ng/puL
A. Gerekli DNA stok hacmi = (35 pL x 5 ng/pL) + 21 ng/pL = 8,3 pL
B. pL cinsinden gerekli DNA SD hacmi = (35 pL - 8,3 yL) = 26,7 uL

> 35 ng/pL Konsantrasyonlarda Ornek DNA Stokunun Diliisyon Hesaplamasi
NOT: Orneklerden elde edilen DNA stoklari, amplifikasyon ve saptamadan hemen énce seyreltilmelidir.

NOT: DNA stokunun 5 ng/puL diliisyonunun 25 pl'si kullanilarak (toplamda 125 ng), érnek basina yalnizca bir
amplifikasyon/saptama islemi caligtirilir.

A. > 35 ng/pL DNA stok konsantrasyonlarinda, seyreltiimis DNA stokundan en az 35 pL hazirlamak igin gerekli DNA Specimen
Diluent (DNA SD) miktarini hesaplamak (izere asagidaki formili kullanin. Bunun amaci, her bir 6rnegin en az 5 pL DNA stoku
kullanmasini saglamaktir.

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

B. 5 pL DNA stokunu seyreltmek icin hesaplanan DNA SD hacmini kullanin.
Ornek:
DNA stok konsantrasyonu = 42 ng/puL
A. pL cinsinden gerekli DNA SD hacmi = ((56 L x 42 ng/pL) <= 5 ng/pL) - 5 uL = 37 pL
B. 5 pL DNA stokunu seyreltmek icin hesaplanan DNA SD hacmini kullanin.

Ornek Diliisyonu

A. Ornek ekleme alaninda uygun 6rnek tayini ile etiketleyerek, érnek DNA stoku diliisyonlar igin uygun sayida 1,5 mL'lik
mikrosantrif(j ttipleri hazirlayin.

B. Aerosol direngli pipet ucu bulunan bir pipetleyici kullanarak, hesaplanan DNA Specimen Diluent (DNA SD) hacmini her bir etiketli
ornek tipulne pipetleyin.
Her bir 6rnek DNA stokunu 10 saniye vorteksleyin.

D. Aerosol direncli pipet ucu bulunan bir pipetleyici kullanarak, her bir érnek DNA stokundan hesaplanan hacmi, nazikce DNA SD
iceren uygun sekilde etiketlenmis tiipe pipetleyin. Her bir érnek igin yeni bir pipet ucu kullanin.

E. 10 saniye vorteksleyerek her bir seyreltilmis 6rnek DNA stokunun kapagini kapatip karistirin.
F. Eldiven degistirin.

o
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Calisma ana karisiminin (MMX) hazirlanmasi
NOT: BRAF Oligo Mix ve calisma MMX isiga duyarhdir. Tiim acitk BRAF OM ve calisma MMX karisimlari, uzun siireli 1tk
maruziyetine kargi korunmalidir.
A. Asagidaki formli kullanarak gerekli RXNMIX hacmini hesaplayin:
Gerekli RXNMIX hacmi = (Ornek Sayisi + 2 Kontrol + 1) x 10 pL
B. Asagidaki formiili kullanarak gerekli BRAF OM hacmini hesaplayin:
Gerekli BRAF OM hacmi = (Ornek Sayisi + 2 Kontrol + 1) x 8 L
C. Asagidaki formili kullanarak gerekli MGAC hacmini hesaplayin:
Gerekli MGAC hacmi = (Ornek Sayisi + 2 Kontrol + 1) x 7 L

Tablo 1, calismaya dahil edilen drnek sayisina gére Calisma MMX'in hazirlanmasi igin ihtiyag duyulan her bir reaktif hacmini
belirlemek icin kullanilabilir.

Tablo 1
Caligma MMX igin gerekli Reaktif Hacimleri
Ornek Sayisi*

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
RXNMIX 10pL 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
BRAF OM 8L 32 40 48 56 64 72 80 88 96 104
MGAC 7uL 28 35 42 49 56 63 70 77 84 91
Toplam Hacim, pL 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325

* Ornek Sayisi + 2 Kontrol + 1

D. Uygun sayida RXNMIX, BRAF OM ve MGAC flakonunu, 2-8°C'de saklandiklari konumdan alin. Her reaktifi 5 saniye vorteksleyin
ve kullanmadan 6nce tiipin altindaki siviy toplayin. Calisma ana karigimi (MMX) igin steril bir mikrosantriftij tipin( etiketleyin.

E. Etiketli MMX tuplne hesaplanan RXKNMIX hacmini ekleyin.

F. Etiketli MMX tiplne hesaplanan BRAF OM hacmini ekleyin.

G. Etiketli MMX tipiine hesaplanan MGAC hacmini ekleyin.

H. Yeterli karisigindan emin olmak icin tiipl 5 saniye boyunca vorteksleyin.

NOT: Yalnizca cobas® 4800 Sistemi Mikrokuyucuk Pladi (AD plagi) ve Kapatici Film (Roche M/N 05232724001) kullanin.

I. Cahsma icin gerekli AD plaginin her bir reaksiyon kuyucuguna dikkatli bir bicimde 25 pL ¢alisma MMX ekleyin. Pipet ucunun bu
kuyucugun digindaki plaga temas etmesine izin vermeyin.

Kontrollerin ve Orneklerin Eklenmesi:

A. AD plaginin A01 kuyucuguna 25 uL BRAF MUT Control ekleyin ve en az iki kez kuyucuk i¢inde ¢ekip birakmak icin pipetleyiciyi
kullanarak iyice karistirin.

B. Yenibir pipet ucu kullanarak, AD plaginin BO1 kuyucuguna 25 pL BRAF WT Control ekleyin ve en az iki kez kuyucuk igcinde ¢ekip
birakmak icin pipetleyiciyi kullanarak iyice karstirin.

NOT: Her calisma, hem A01 konumunda BRAF MUT Control hem de BO1 konumunda BRAF WT Control icermelidir; aksi
halde calisma cobas z 480 analizor tarafindan gecersiz kilinacaktir.

NOT: Ornekten érnege gecebilecek kontaminasyona veya PCR reaksiyon tiipii kontaminasyonuna karsi koruma saglamak

icin gerektigi bicimde eldivenlerinizi degistirin.

C. Aerosol direngli pipet ucu bulunan bir pipetleyici kullanarak, AD plagindaki CO1 konumundan baglayarak ve asagida Sekil 1 icinde
verilen sablonu takip ederek ¢calisma MMX igeren uygun kuyucuga 25 pL seyreltilmis 6rnek DNA'si ekleyin. En az iki kez kuyucuk
icinde aspire edip birakmak icin pipetleyiciyi kullanarak reaksiyonu karistirin. Tim sivinin kuyucugun tabaninda toplandigindan
emin olun.

NOT: Ornek DNA ve Kontroller, calisma Ana Karisimi (MMX) hazirlandiktan sonra 1 saat icinde AD plagina eklenmelidir.
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Sekil 1

Ornek Plag Diizeni

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A BRAF Ornek Ormek  Ornek
MUT 7 3] 23
B BRAF Ornek Ornek  Ornek
WT 8 16 24
¢ Omek  Ornek Ornek
1 9 17
p Omek  Ornek Ornek
a 10 18
g Omek  Ornek Ornek
3 o 19
F Omek  Omek Ornek
4 12 20
G Ornek  Ornek Ornek
5 | 21
H Ornek Ornek Ornek
6 14 22

D. Tam test drnekleri AD plagina eklenene kadar devam edin.

E. AD plagini kapatici film (plaklarla birlikte verilen) ile 6értiin. Kapatici filmin AD plagina sikica yapistigindan emin olmak icin kapatici

film aplikatériint kullanin.

F. Amplifikasyon ve Saptama islemini basglatmadan 6nce tim sivinin her kuyucugun tabaninda toplandigini onaylayin.
NOT: Ornek DNA ve Kontrollerin cahsma MMX'e eklenmesinden sonra 1 saat icinde amplifikasyon ve saptama islemi

baslatiimalidir.
PCR'nin baslatiimasi

BRAF is akigi adimlarina iligkin ayrintili yonergeler igin bkz. cobas® 4800 Sistemi

Yardimu.

Sonuclarin Yorumlanmasi

NOT: Tiim galisma ve érnek dogrulama islemleri cobas® 4800 BRAF AP yazilimyla gerceklestirilir.

NOT: Gecgerli bir cahsmasi hem gecerli hem de gecersiz 6rnek sonuclarini icerebilir.

Gegerli bir galisma igin, 6rnek sonuglari Tablo 2'da gésterildidi gibi yorumlanir.

- Kullanici Kilavuzu veya cobas® 4800 Sistemi - Kullanici

) Tablo 2
Ornek Sonuclarinin Yorumlanmasi
cobas BRAF Test Sonucu Yorum
Mutation Detected Ekzon 15'te BRAF 600. kodon bolgesinde V600 Mutasyonu Saptandi
Mutation Not Detected
veya Ekzon 15'te BRAF 600. kodon bélgesinde V600 Mutasyonu Saptanmadi

No Mutation Detected*

Sonug gegersizdir.

Asagidaki “Sonuclarn gecersiz drneklerin yeniden test edilmesi”

Invalid o . -, . .
adli bélimde yer alan yénergeleri izleyerek gecersiz sonug igeren
ornekleri yeniden test edin.
Failed Donanim veya yazihm hatasi nedeniyle ¢alisma basarisiz oldu.

* Mutasyon Saptanmadi sonucu, BRAF 600. kodon bélgesinde mutasyon varligi olasiligini dislamaz; sonuglar, érnekte var olan mutant sekans kopyalarinin
sayisina baghdir ve érnek bditinligiinden, izole edilen DNA miktarindan ve etkilesimde bulunan maddelerin varligindan etkilenebilir.
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Sonuclar gecersiz érneklerin yeniden test edilmesi

A. “AMPLIFIKASYON ve SAPTAMA” béliimiindeki “Ornek DNA Stokunun Diliisyon Hesaplamasi”’ ve “Ornek Diliisyonu”
prosedurlerinden baslayarak gecgersiz 6rnek DNA stokunda diltisyon iglemini tekrarlayin.

Not: DNA stokunda yeni bir diliisyon islemi icin yeterli 6rnek DNA stoku kalmamssa, yeni bir 5 ym'lik doku kesiti elde
edin ve cobas® DNA Sample Preparation Kit (M/N 05985536190) ile DNA'y izole edin, ardindan asagidaki Adim B
ile devam edin.

B. “Ornek Diliisyonu” kisminda agiklanan sekilde 5 ng/uL'ye DNA stok diliisyonu islemini gergeklestirdikten sonra, seyreltiimis DNA
stokundan 20 pL alarak ve 20 pL DNA Specimen Diluent (DNA SD) ekleyerek ek bir 1:2 dilisyon islemi gerceklestirin.
C. “Calisma Ana Kangiminin (MMX) Hazirlanmasi” kismi ve amplifikasyon ve saptama prosediriiniin kalan kismi ile devam edin.

Not: 1:2 diliisyon oraninda yeniden test isleminden sonra érnek gecersiz olursa, yeni bir 5 ym FFPET kesiti ile
cobas® DNA Sample Preparation Kit (M/N 05985536 190) kullanarak DNA izolasyonu isleminden baslayip bu érnek
icin tiim test prosediiriinii tekrarlayin. Amplifikasyon ve saptama icin 5 ng/ulL'de standart 25 ul. DNA (daha fazla
seyreltiimeden) kullaniimalidir.

KALITE KONTROL

cobas BRAF Test Mutant (BRAF MUT) Control ve Wild-Type (BRAF WT) Control her ¢calismaya dahil edilir. Bir calisma, hem BRAF MUT
Control kuyucugu (A01) hem de BRAF WT Control kuyucudu (B01) gecerli kontrol durumuna sahipse gecerlidi. BRAF MUT Control ya
da BRAF WT Control gecersizse ¢alisma tekrarlanmalidir. Amplifikasyon ve saptama igin kontrollerle birlikte yeni bir AD plagr diizenegi
kurmak i¢in dnceden izole edilmis 6rnek DNA stokundan yeni bir diliisyon hazirlayin.

BRAF Mutant Control

BRAF MUT Control sonucu “Gegerli” olmalidir. BRAF MUT Control sonuglar tutarli bir gecersizlik gdsteriyorsa, teknik destek igin yerel
Roche ofisinizle iletisime gegin.

BRAF Wild-Type Control

BRAF WT Control sonucu “Gegerli” olmalidir. BRAF WT Control sonuglari tutarli bir gegersizlik gosteriyorsa, teknik destek icin yerel
Roche ofisinizle iletisime gegin.

PROSEDUR ONLEMLERI

Herhangi bir test prosediiriinde oldugdu gibi, bu testin iyi performans saglamasi igin iyi laboratuvar teknigi esastir. PCR bazli testlerin
yUksek analitik hassasiyeti nedeniyle, reaktifleri ve amplifikasyon karisimlarini kontaminasyondan korumaya dikkat edilmelidir.

PROSEDUR iLE iLGiLi SINIRLAMALAR

1. Yalnizca belirtilen érnek tiplerini test edin. cobas BRAF Test, yalnizca melanom ve PTC FFPET 6rnekleri ile birlikte kullanim igin
dogrulanmistir.

2. cobas BRAF Test, genomik DNA ekstraksiyonu igin yalnizca cobas® DNA Sample Preparation Kit (Roche M/N 05985536190)
kullanilarak dogrulanmisgtir.

3. Mutasyonun saptanmasi, 6rnekte var olan mutant sekans kopyalarinin sayisina baglidir ve 6rnek batinligiinden, izole edilen DNA
miktarindan ve etkilesimde bulunan maddelerin varligindan etkilenebilir.

4, Guvenilir sonuglar; 6rnek icin yeterli fiksasyon, tagsima, saklama ve iglemeye baghdir. Bu Kullanma Talimati ve cobas® 4800 Sistemi -
Kullanici Kilavuzu veya cobas® 4800 Sistemi - Kullanici Yardimi belgesinde belirtilen prosediirleri takip edin.

5.  AmpErase enziminin cobas BRAF Test Reaction Mix'e eklenmesi, hedef DNA'nin selektif amplifikasyonunu saglar; ancak reaktiflerin
kontaminasyonunu énlemek igin iyi laboratuvar uygulamalari ve bu Kullanma Talimati belgesinde belirtilen prosedurlere tam uyum
gereklidir.

6. Bu tiriinii sadece PCR tekniklerinde ve cobas® 4800 Sisteminin kullaniminda egitimli olan personel kullanmalidir.
7. Sadece cobas® 4800 Sisteminin bu tiriinle kullanilmasi onaylanmistir. Bu Giriinle kullanilmasi onaylanmig baska bir PCR Sistemi yoktur.

8. Teknolojiler arasindaki i¢csel farkliliklardan 6tar(, bir teknolojiden baska birine gegmeden 6nce kullanicilarin, teknoloji farkliliklarini
degerlendirmek icin kendi laboratuvarlarinda yéntem korelasyon ¢alismalan yapmalar 6nerilir.

9. Ornek fiksasyonu degiskenleri gibi diger potansiyel degdiskenlerin etkileri degerlendirilmemistir.

10. Nadir de olsa cobas BRAF Test ile kullanilan primerler veya problar tarafindan kapsanan BRAF geni bolgeleri igindeki mutasyonlar
ve varyantlar, BRAF V600 allellerinin amplifikasyonunda ya da 600. kodonda mutasyon varliginin saptanmasinda basarisizliga neden
olabilir.

11. PCR inhibitérlerinin varlidi, yanls negatif ya da gegersiz sonuglara yol agabilir.

12. Melanin, PCR reaksiyonlarinin bilinen bir inhibitériidiir. DNA &rnek hazirlama kiti, ekstraksiyon sirasinda érnekten melanini giderir,
ancak bir 6rnekteki melanin yine de gegersiz sonuglara neden olabilir. Melanin inhibisyonundan stiphelenilirse, “Sonuclar Gegersiz
Orneklerin Yeniden Test Edilmesi” kisminda agiklanan sekilde 1:2 diliisyon ile testin tekrarlanmasi 6nerilir.

13. cobas 4800 BRAF V600 Mutation Test, VB0OE disi mutant érneklerle sinirli capraz reaktivite géstermektedir (V600K, V600D ve
VB00E2). Daha fazla bilgi icin Melanom Klinik Digi Performans Degerlendirmesi bélimiine bakin.

14. Bozunmus DNA igeren FFPET drnekleri, testin mutasyon saptama becerisini etkileyebilir.

15. cobas 4800 BRAF Mutation Test, kalitatif bir testtir. Test, mutasyonun kantitatif 6lcimleri igin degildir.
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I. MELANOM

KLINIK DISI PERFORMANS DEGERLENDIRMESI

Asagida aciklanan klinik digi calismalarda % timor icerigi, patolojik incelemeye ve melanin icerigi, patolojik inceleye ve dahili melanin
tayin testine gore degerlendirilmistir. Test edilecek 6rnekleri segmek icin iki yonli Sanger sekanslama kullanilmistir. % mutasyon diizeyi,
454 sekanslama (kantitatif masif paralel pirosekanslama yontemi) kullanilarak tayin edilmistir.

Analitik Hassasiyet

Analitik hassasiyet (Saptama Limiti — LoD)

Denemelerin %95'inde dogru sonuglar veren minimum DNA girdisi miktari, (i¢ tir érnekten hazirlanan diliisyon panelleri kullanilarak
degerlendirilmigtir:

«  Belirli mutasyon diizeylerine ulasmak icin BRAF V600OE mutant FFPET 6rneklerinden ve BRAF yabanil tip FFPET érneklerinden elde
edilen DNA stoklaninin karistinlmasi ile hazirlanan érnek karigimlari.

«  Ug BRAF V600E mutant FFPET érneginden hazirlanan ayri FFPET DNA stoklari.

« BRAF V600E mutant hiicre soyu ve BRAF yabanil tip hiicre soyundan elde edilen DNA stoklarinin karigtirnimasi ile hazirlanan hiicre
soyu karigimi.

Bu calismada kullanilan tiim érnekler, her bir 6rnegin mutasyon ylizdesinin tayin edilmesi i¢in 454 sekanslama ile sekanslanmstir.

Ornek Kanisimlari ile Analitik Hassasiyet

BRAF V600E mutant FFPET érnek DNA stoklar, ~%10 mutasyon dlzeyinde bir érnek, ~%5 mutasyon dlizeyinde (¢ 6rnek ve ~%3
mutasyon diuzeyinde bir 6rnek elde etmek Gzere BRAF yabanil tip FFPET érnek DNA stoklari ile karnstinimistir. Ayrica bir BRAF yabanil
tip 6rnek de test edilmistir. Karigtirma isleminin ardindan, mutasyon dizeyleri 454 sekanslama ile dogrulanmigtir. V600OE mutasyonu
bulunan bes 6rnek karigiminin her biri (yabanil tip 6rnek degil), daha sonra Tablo 3 iginde ayrintili sekilde belirtilen panel 6gelerini elde
etmek Uzere seyreltilmistir.

Tablo 3
Ornek Kansimlanindan Diliisyon Panel Ogelerinin Hazirlanmasi
Ortalama % Diliisyon Panel Ogelerindeki
Karisim Mutasyon* DNA Miktari (ng/25 pL)**
%10 Karigim %9 (n = 6) | 125, 62,5, 31,3
%5 Karigim 1 %5 (n=5) | 125,5,25,1,3,0,6,0,3
%5 Karigim 2 %5 (n=15) | 125,5,25,1,3,0,6,0,3
%5 Karigim 3 %6 (n=5) | 125,5,25,1,3,0,6,0,3
02,5 Karigim %3 (n =5) | 125,625, 31,3
%0 (Yalnizca yabanil tip) --- 125

*

454 sekanslama ile test edilen karigimin ortalama mutasyon ylizdesi
Her bir panel gesinde yer alan genomik DNA miktari. 25 L, testin 6rnek girdi hacmidir.

Kk
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Her bir panel 6gesinden sekiz (8) tekrar, 3 cobas BRAF Test kit lotunun her biri (n = 24/panel 6gesi) kullanilarak ¢aligtinimigtir. Tablo 4,
en az %95 BRAF V600E “Mutasyon Saptandi” orani veren (golgeli alanlar) en digiik DNA miktan ile tayin edilen her bir FFPET
karisiminin hassasiyetini gosterir.
Tablo 4
FFPET Kanisimlari ile cobas BRAF Test hassasiyeti

454 Sekanslama ile Panel Ogesindeki DNA| “Mutasyon Saptand”
FFPET Karigimi Mutasyon Yizdesi Miktar Orani (n = 24)
125 ng/25 pL %100
O/UQSEEET %9 62,5 ng/25 L %100
31,3 ng/25 pL %100
125 ng/25 pL 996
5,0 ng/25 pL %100
005 FFPET 05 2,5 ng/25 pL %100
Karigimi 1 1,3 ng/25 pL %75
0,6 ng/25 pL 988
0,3 ng/25 uL %71
125 ng/25 pL %100
5,0 ng/25 uL 0092
005 FFPET %5 2,5 ng/25 pL %100
Karigimi 2 1,3 ng/25 pL 996
0,6 ng/25 pL 9058
0,3 ng/25 uL %50
125 ng/25 pL %100
5,0 ng/25 pL %100
%5 FFPET %6 2,5 ng/25 pL %100
Karigimi 3 1,3 ng/25 pL %100
0,6 ng/25 pL 996
0,3 ng/25 pL %71
125 ng/25 pL %0
O/U}Zé’n';Frf”ET %3 62,5 ng/25 L 004
31,3 ng/25 pL %4
%0 (Yabanil Tip) --- 125 ng/25 pL %0

Bu calisma, cobas BRAF Test ile 125ng/25 pL standart girdi kullanilarak 2 %5 mutasyon diizeyinde BRAF V600E mutasyonu
saptanabildigini gostermektedir. Testin daha diisik DNA girdisi diizeylerinde mutasyonu saptayabilme kapasitesi, 6rneklerin fiksasyon
isleminden bozunmus DNA icerebilecegini ve yine de saptanabilecegini gostermektedir. BRAF yabanil tip 6rnekler icin elde edilen tim
test sonuglar, “Mutasyon Saptanmadi” olmustur.

05952603001-01TR 12 Doc Rev. 11.0



FFPET Ornekleri ile Analitik Hassasiyet

Hasta drneklerinde %5 mutasyon saptama iddiasini dogrulamak amaciyla, %6, %12 ve %4 mutasyon dizeyleri iceren 3 BRAF V600E
mutant FFPET érneginin her birinden alinan kirk sekiz ayri 5 um'lik kesit, DNA izolasyonu igin 3 cobas® DNA Sample Preparation Kit
lotu kullanilarak ayri ayri islenmistir. Melaninin test (zerindeki etkisini dederlendirmek igin, bir érnegin (%6 mutasyon) melanin
konsantrasyonu yiiksek olmustur. Tablo 5 igcinde ayrintili gekilde agiklanan 6 panel 6gesini iceren bir dizi elde etmek icin her bir kesitten
DNA'nin seri diliisyonlari hazirlanmistir.

Tablo 5
FFPET Orneklerinden Diliisyon Panel Ogelerinin Hazirlanmasi
Ornek Bilgileri
. Ortalama % V600E Diliisyon Panel Ogelerindeki

FFPET Ornegi Mutasyonu* Pigmentasyon DNA Miktari (ng/25 pL)

Ornek 1 %6 Yiksek Duizeyde Pigmente** 125, 15,6, 7,8, 3,9, 2,0, 1,0

Ornek 2 %12 NHP*** 125,7,8,3,9,2,1,05

Ornek 3 004 NHP 125, 31,3, 15,6, 7,8, 3,9, 2,0

*

454 sekanslama ile tayin edilen drnegin ortalama mutasyon ylizdesi
Gdrsel degerlendirmeye gére yiiksek diizeyde pigmente, Melanin konsantrasyonu = 0,17 ug/25 uL
*** NHP = Gérsel degerlendirmeye gére Yiiksek Diizeyde Pigmente Degil

Her bir panel 6gesinden on alti (16) tekrar, 3 cobas BRAF Test kit lotunun her biri (n = 48/panel 6gesi) kullanilarak ¢alstinlmigtir. Her
bir FFPET 6rnegi icin hassasiyet, en az %95 BRAF V600E “Mutasyon Saptandi” orani veren (g6lgeli alanlar) en diisiik DNA miktari ile
tayin edilmistir. Calismanin sonuglarn Tablo 6 icinde gosterilmistir.
Tablo 6
FFPET Ornekleri ile cobas BRAF Test hassasiyeti

**k

FFPET 454 Sekanslama ile Panel Ogesindeki “Mutasyon Saptandi”
Ornegi Mutasyon Yizdesi DNA Miktar Orani (n = 48)
125 ng/25 pL %100
15,6 ng/25 pL %100
. 7,8 ng/25 pL %98
Ornek 1 %6
3,9 ng/25 pL %98
2,0 ng/25 pL %81
1,0 ng/25 pL %71
125 ng/25 pL %100
7.8 ng/25 pL %100
. 3,9 ng/25 pL %100
Ornek 2 %12
2,0 ng/25 pL %98
1,0 ng/25 pL %98
0,5 ng/25 pL %94
125 ng/25 pL %98
31,3 ng/25 pL %98
i 15,6 ng/25 uL %85
Ornek 3 %4
7.8 ng/25 pL %90
3,9 ng/25 pL %90
2,0 ng/25 pL %67

Calisma, cobas BRAF Test ile 125 ng/25 pL standart girdi kullanilarak > %5 mutasyon diizeyinde gercek klinik FFPET 6rneklerinde BRAF
VB00E mutasyonu saptanabildigini géstermistir. Testin daha disiik DNA girdisi diizeylerinde mutasyonu saptayabilme kapasitesi,
orneklerin fiksasyon isleminden bozunmug DNA icerebilecegini ve yine de saptanabilecegini géstermektedir. Calismaya dahil edilen bir
adet yiksek diizeyde pigmente ornegin testin hassasiyetini etkilemedigi géralmastar.
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Hiicre Soyu Kanigimi ile Analitik Hassasiyet

iki melanom hiicre soyundan [SK-MEL 28 (BRAF V600E mutant) ve SK-MEL 2 (BRAF yabanil tip)] DNA stoklari, 454 sekanslama ile
dogrulanan %5 mutasyon diizeyinde bir érnek elde etmek lizere karistirilmistir. 125 ng/25 pL'den sifir ng/25 pL'ye kadar DNA igceren
¢ ayn dilisyon paneli hazirlanmistir. Her bir panel 6gesinden yirmi (20) tekrar, 3 cobas BRAF Test kit lotunun her biri (n = 60/panel
6gesi) kullanilarak calstinimigtir. Hassasiyet, en az %95 BRAF V600E “Mutasyon Saptandi” orani veren (gélgeli alanlar) en disik DNA
miktari ile tayin edilmistir. Calismanin sonuglan Tablo 7 iginde gosterilmistir.

Tablo 7
Hiicre Soyu Karisimi ile cobas BRAF Test hassasiyeti

454 Sekanslama ile )
Ortalama Mutasyon Panel Ogesindeki DNA | “Mutasyon Saptandi”
Hiicre Soyu Karigimi Yiizdesi Miktari Orani (n = 60)
125,0 ng/25 pL %97
31,3 ng/25 L %100
15,6 ng/25 pL %95
Hiicre Soyu 7,8 ng/25 lJI_ 0098
005

Karigimi 3,9 ng/25 L %95
2,0 ng/25 pL %82
1,0 ng/25 pL %78
0,5 ng/25 pL %77

cobas BRAF testi, dnerilen 125 ng/25 pL DNA girdisinin 1:32 diltisyonunu temsil eden 3,9 ng/25 pl'de %95 “Mutasyon Saptandi” orani
vermigtir. Bu durum, DNA'nin ~%97'si fiksasyon islemi nedeniyle bozunmus oldugunda, hiicre soyu DNA'sinin %100 intakt ve
amplifikasyona tabi tutulabilir DNA igerdigi varsayilarak testin BRAF V600E mutasyonunu saptayacagini géstermektedir.

Genomik Girdi Arahig::

cobas BRAF Test igin dnerilen DNA girdisi 125 ng'dir. Farkli genomik DNA girdisi miktarlari, bozunan DNA miktarindaki varyasyondan
ve/veya DNA kantitasyonundaki hatalardan kaynaklanabilir. Farkli genomik DNA girdisi miktarlarinin etkilerini degerlendirmek igin,
mutasyon durumu ve pigmentasyon diizeyi icin secilen 11 melanom FFPET érneginden genomik DNA ekstrakte edilmis ve 250 ng, 125 ng,
62,5ng ve 31,3ng/25 plyi temsil eden oOrnek girdisi ile seri sekilde seyreltiimistir. 4 DNA diizeyinin tamami, 2 lot kullanilarak
degerlendirilmigtir. Tum genomik DNA girdisi dlzeyleri icin beklenen sonuglar elde edilmistir.

Minimal Tiimér igerigi

Otuz ¢ (33) BRAF V600E mutant 6rnegi, makrodisseksiyon olmadan %5 ila %50 arasinda timdr igerigine sahip érneklerde BRAF V600E
mutasyonunu saptamak icin gerekli minimum timar oranini tayin etmek (izere test edilmistir. Her bir 6rnekten bir (1) kesit, cobas BRAF
Test kullanilarak test edilmistir.

cobas BRAF Test, minimum tiimoér igerigi Tablo 8 iginde gosterildigi Gizere en az %15 oldugunda minimum % mutant DNA dizeyi %5'in
tizerinde olan BRAF V600E mutant 6rneklerinin tamamini dogru saptamistir. %15'ten az timor icerigine ve %5'ten diisik mutasyon
dizeyine sahip ornekler, mutasyon saptanmadi olarak bildirilmistir. Ayrica, 6nerilen 125 ng/25 pL DNA girdisi konsantrasyonunda,

tumor icerigi %5 ila %45 arasinda degisen ek 24 yabanil tip 6rnek test edilmistir. Tim yabanil tip 6rnekler dogru sekilde saptanmistir.
Alana gore < %50 timor icerigi bulunan érnekler icin makrodisseksiyon gereklidir.

Tablo 8
33 BRAF V600E Orneginin Cesitli Yiizdelerde Tiimér Icerigi ve Mutasyon Yiizdesi ile Test Edilmesinin Sonuclari

Ornek Sayisi Timor icerigi* |% Mutasyon Test sonucu
1 %5 / %5 %3 Mutasyon Saptanmadi
2 %5 / %5 %5 Mutasyon Saptanmadi
3 %5 / %5 Y01 Mutasyon Saptanmadi
4 %10/ %10 Yok Mutasyon Saptanmadi
5 %10/ %10 %714 Mutasyon Saptandi
6 %15/ %10 %6 Mutasyon Saptandi
7 %15/ %15 %23 Mutasyon Saptandi
8 %15/ %15 %3 Mutasyon Saptandi
9 %15/ %15 %29 Mutasyon Saptandi
10 %15/ %15 %14 Mutasyon Saptandi
11 %15/ %15 %14 Mutasyon Saptandi
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Capraz Reaktivite

Ornek Sayisi Timor icerigi* |% Mutasyon Test sonucu
12 %15 / %20 05 Mutasyon Saptandi
13 %20 / %20 %328 Mutasyon Saptandi
14 %20 / %20 %2 Mutasyon Saptandi
15 %25 / %20 %13 Mutasyon Saptandi
16 0025 / %25 025 Mutasyon Saptandi
17 030 / %25 020 Mutasyon Saptandi
18 030 / %30 %10 Mutasyon Saptandi
19 %30 / %35 %4 Mutasyon Saptandi
20 %30 / %35 %17 Mutasyon Saptandi
21 %35 / %30 %8 Mutasyon Saptandi
22 0035 / %35 %7 Mutasyon Saptandi
23 0035 / %35 %12 Mutasyon Saptandi
24 0035 / %35 0022 Mutasyon Saptandi
25 %35 / %40 %36 Mutasyon Saptandi
26 %40 / %35 %7 Mutasyon Saptandi
27 %40 / %35 %12 Mutasyon Saptandi
28 %40 / %40 %14 Mutasyon Saptandi
29 %40 / %40 021 Mutasyon Saptandi
30 %40 / %40 0028 Mutasyon Saptandi
31 %40 / %45 %36 Mutasyon Saptandi
32 045 / %45 %10 Mutasyon Saptandi
33 %50 / %40 %8 Mutasyon Saptandi

* Ornegin timaor iceridji, bir patoloji uzmani tarafindan her bir érnedin on iki bitigik
5 um'lik kesitinin birincisi ve sonuncusu incelenerek degerlendirilmistir. Ilk ve son
Kkesitin timdr icerigi gdsterilir (6rnedin, %95/%95).

cobas BRAF Test icin ¢apraz reaktivite, asagidaki érnek tiplerinin test edilmesi ile degerlendirilmistir;

e (Cesitli mutasyon diizeylerinde BRAF V600E disi mutant melanom FFPET 6rnekleri,
o BRAF V600E disi mutasyon plazmidleri,

e BRAF homolog plazmidleri,

o Ciltle ilgili mikroorganizmalar.

Capraz reaktivite, ayrica BRAF homolog plazmidlerinin veya ciltle ilgili mikroorganizmalarin BRAF V600E mutasyonunun saptanmasina
engel olup olmadigi belirlenerek de degerlendirilmistir.
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BRAF V600E Disi Melanom FFPET Ornekleri

BRAF V600E digi mutasyonlar (V600D, V600E2, V60OR veya V600K) bulunan on dort (14) melanom FFPET 6rnegi, Gc¢li halde
cobas BRAF Test ile test edilmigtir. BRAF V600E digi érneklerin sekizinde, (i¢ tekrarin tamami cobas BRAF Test ile ¢capraz reaktivite
gostermistir. Bu sekiz 6rnek; BRAF V600D mutant (%18 mutasyon), BRAF V600E2 mutant (%68 mutasyon) veya BRAF V600K mutant
(%30'un Gzerinde mutasyon) olmustur. Tablo 9'da gosterildigi izere, BRAF V600R mutant (%23 mutasyon) érnek i¢in gcapraz reaktivite
gozlenmemisgtir.

Tablo 9
cobas BRAF Test ile FFPET Orneklerinde BRAF V600E Dis1 Mutasyonlar icin Gézlenen Mutasyon Saptandi Oranlari
Ornek Sayis1 |BRAF Mutasyon| Mutasyon Tiimor Timor “Mutasyon Saptandi”
Durumu Yiizdesi Icerigi* Evresi Orani (n = 3)
1 V600D %18 %30 / %30 1\ %100
2 %16 %75 / %75 1\ %0
3 V600E2 %36 %75 / %80 1 %0
4 %68 %75 / %75 1\ %100
5 V600R %23 %15/ %15 1\ %0
6 %17 %25 / %25 i %0
7 %22 %35 / %40 1\ %0
8 %23 %40 / %40 1\ %0
9 0031 %60 / %60 1\ %100
10 V600K %35 %75 / %75 1\ %100
1 %39 %80 / %80 1\ 0100
12 %36 %95 / %95 IIC 0100
13 %62 %75 / %75 1\ %100
14 %69 %80 / %80 1\ %100

* Ornegin timér iceridi, bir patoloji uzmani tarafindan her bir 6rnedin on iki bitisik 5 um'lik kesitinin birincisi
ve sonuncusu incelenerek degerlendirilmistir. ik ve son kesitin timér icerigi gosterilir (6rnegin, %95/%95).

DNA konsantrasyonlari 5,0 ng/uL'den 0,0049 ng/pl'ye kadar degisen (test icin 25 pL girdi hacminde 125 ila 0,1 ng arasinda DNA'ya
karsilik gelir) on bir 6geli bir dilisyon paneli hazirlanmis ve her bir panel 6gesi, cobas BRAF Test ile capraz reaksiyona girdigi bulunan
sekiz 6rnek icin %100 Mutasyon Saptandi Orani veren en distiik DNA miktarini tayin etmek tzere (icli sekilde test edilmistir. Capraz
reaktivitede kayiptan énce en disik DNA girdisi dizeyinin, %69 mutasyonlu BRAF V600K mutant 6rnegi icin 0,5 ng/25 pL ile %18
mutasyonlu BRAF V600D mutant 6rnegi icin 15,6 ng/25 plL arasinda degistigi gozlenmistir (Tablo 10).

Tablo 10
cobas BRAF Testinin Capraz Reaktivite Saptayabilmesi icin En Diigiik DNA Girdisi

. BRAF Mutasyon Mutasyon Capraz Reaktivite Kaybindan Once En
Ornek Sayisi Durumu Yiizdesi Diisiik DNA Girdisi Miktarn (n = 3)

1 V600D %18 15,6 ng/25 pL

2 V600E2 %68 7,8 ng/25 L

3 %31 3,9 ng/25 pL

4 %35 3,9 ng/25 pL

5 %39 3,9 ng/25 pL

V600K

6 %36 2,0 ng/25 pL

7 %62 3,9 ng/25 pL

8 %69 0,5 ng/25 pL

BRAF V600E Dis1 Plazmidler

Asagidaki dokuz BRAF V600E disi mutasyon icin yabanil tip plazmid arka planinda %5 ila %75 arasinda dedigen mutasyon diizeylerine
sahip plazmid diltsyon panelleri hazirlanmistir: D594G, G596R, K601E, L597Q, L597S, V600D, V600E2, V600K ve V600R. Her bir plazmid
icin hazirlanan diliisyon panellerinin her bir 6gesinin Gg¢lu tekrari, cobas BRAF Test kullanilarak test edilmistir. Capraz reaktivite, > %10
mutasyonda BRAF V600D plazmid, > %35 mutasyonda BRAF V600K plazmid ve > %65 mutasyonda BRAF V600E2 plazmid igin
3 tekrarin tamaminda goérilmustir. Test edilen diger altt BRAF mutasyonlu plazmidlerde ¢apraz reaktivite gézlenmemistir.
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BRAF Homolog Plazmidleri

Tablo 11 icinde belirtildigi Gzere ¢ BRAF homolog plazmid (BRAF Psédogen, ARAF ve RAF1), BRAF V600E mutant plazmid ve BRAF
yabanil tip plazmid i¢in 6rnekler hazirlanmigtir. Her bir panel Gyesinden (g ila sekiz tekrar, cobas BRAF Test kullanilarak test edilmistir.

Tablo 11
BRAF Homolog Plazmid Ornekleri

Panel Hacme Gore Bilesim
Adi Oge Bilesen 1 Bilesen 2
1 %95 BRAF Ps6dogen %5 BRAF V600E Mutant
BRAF Ps6dogen
2 %100 BRAF Psédogen ---
1 %95 ARAF %5 BRAF V600E Mutant
ARAF
2 %100 ARAF ---
1 %95 RAF1 %5 BRAF V600E Mutant
RAF1
2 0100 RAF1 ---
1 %95 BRAF Yabanil tip %5 BRAF V600E Mutant
Kontrol 2 0100 BRAF Yabanil tip ---
3 %95 DNA Eliisyon Tamponu %5 BRAF V600E Mutant

Test edilen Gig BRAF homolog plazmidin hicbiri, tek bagina test edildiginde cobas BRAF Test ile saptanmamisgtir. Bu durum, BRAF
homolog plazmidlerinin test ile gcapraz reaksiyona girmedigine isaret etmektedir.

%95 BRAF homolog plazmid varliginda %5 dizeyinde BRAF V600E Mutant plazmid, her durumda beklenen “Mutasyon Saptandi”
sonucunu vermistir. Bu durum, homolog plazmidlerin BRAF V600E mutasyonunun saptanmasina engel olmadigina isaret etmektedir.
Ciltle ilgili mikroorganizmalar

Asagidaki ciltle ilgili mikroorganizmalarin, doku lizis adimi sirasinda 1 x 10° koloni olusturabilen birim (CFU) diizeyinde yabanil tip
melanom FFPET 6rnegine eklendiginde, cobas BRAF Test'te ¢capraz reaksiyon gergeklestirmedigi bulunmustur:

1. Staphylococcus epidermidis

Staphylococcus aureus

Corynebacterium xerosis

Corynebacterium jeikeium

Corynebacterium minutissimum

6. Corynebacterium ulcerans

Test edilen mikroorganizmalar, ayrica, doku lizis adimi sirasinda 1 x 10° koloni olusturabilen birim (CFU) eklendiginde, %8 BRAF
V600E mutasyonu ile FFPET 6rneginin saptanmasina engel olmamistir.

aF LN

interferans

Trigliseritler (€ 74 mM, 2 x CLSI tarafindan 6nerilen yiiksek konsantrasyon'”), hemoglobin (< 2 mg/mL, 1 x CLSI tarafindan énerilen
yiksek konsantrasyon'’) ve < %95 nekrotik doku, rnek hazirlama prosediirii sirasinda lizis adimina potansiyel etkilesimde bulunan
madde eklendiginde cobas BRAF Test ile etkilesime girmemistir.

Melanin

Yiksek konsantrasyonlarda endojen melaninin etkisi, yiksek diizeyde pigmente melanom FFPET 6rnekleri kullanilarak
degerlendirilmistir. Pigmentasyon duzeylerine gore toplamda 41 benzersiz FFPET melanom timér dokusu o6rnegi secilmistir:
Karsilagtirma amaciyla bunlarin 33' yliksek diizeyde pigmente olmus, 3'G Afrikali Amerikali bireylerden alinmis ve 5'i hafif diizeyde
pigmente olmustur. DNA dokudan ekstrakte edilmig ve her bir érnek icin melanin konsantrasyonu belirlenmigtir. 41 érnegin her
birinden elde edilen iki kesitin her birinden DNA stokunun tek bir tekrari test edilmistir. U¢ 6rnek gegersiz sonuglar vermistir. Bir 6rnek,
“Mutasyon Saptanmadi” sonucu vermis, ancak bu érnegdin saptama limitinin altinda oldugu belirlenmistir. “Gegersiz” sonuglar olan
3 drnek, dnerilen DNA konsantrasyonunu ve 125 ng/PCR 6nerilen DNA girdisinin iki kat, dort kat ve sekiz kat dillisyonlarini hazirlamak
amaciyla kullaniimistir. Elde edilen seyreltilmis DNA 6rnekleri (25 pL'de toplam 125 ng, 61,5 ng, 31,25 ng veya 15,6 ng DNA igeren),
dilisyon ile melaninde ilgili azaltumin gecgerli sonug elde edilmesini saglayip saglamadigini belirlemek (izere yeniden test edilmistir. Ug
ornegin tamami, 2 kat seyreltildiginde dogru sonuglar vermistir.
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Tablo 12
Pigmente Melanom FFPET Ornekleri ile cobas BRAF Test Performansinin Ozeti

Ornek Kimligi Diliisyon Ornekteki/PCR'deki melanin miktan Sonug
Yok (125 ng) 0,15 ug Gegersiz/Gegersiz
: iki kat (62,5 ng) 0,08 pug Mutasyon Saptandi/Mutasyon Saptandi
Dort kat (31,3 ng) 0,04 pg Mutasyon Saptandi/Mutasyon Saptandi
Sekiz kat (15,6 ng) 0,02 ug Mutasyon Saptandi/Mutasyon Saptandi
Yok (125 ng) 0,24 ug Gegersiz/Gegersiz
iki kat (62,5 ng) 0,12 ug Mutasyon Saptandi/Mutasyon Saptandi
2 Dort kat (31,3 ng) 0,06 pg Mutasyon Saptandi/Mutasyon Saptanmadi
Sekiz kat (15,6 ng) 0,03 pug Mutasyon Saptanmadi/Gecersiz
Yok (125 ng) 0,34 ug Gegersiz/Gegersiz
iki kat (62,5 ng) 0,17 ug Mutasyon Saptandi/Mutasyon Saptandi
3 Dort kat (31,3 ng) 0,08 pg Mutasyon Saptandi/Mutasyon Saptandi
Sekiz kat (15,6 ng) 0,04 pug Mutasyon Saptandi/Mutasyon Saptandi

17 yabanil tip 6rnegin test edilmesinden elde edilen sonuglar, yanhs pozitif sonuclar veren 2 yiiksek diizeyde pigmente érnek hari¢ olmak
lzere, 6rneklerin tamamina “Mutasyon Saptanmadi” sonucunun dogru sekilde atandigini gdstermistir.

KLiNiK PERFORMANS

Tekrar iiretilebilirlik

3 harici test tesisinde (tesis basina 2 operatér), 3 reaktif lotunda ve 5 ardisik olmayan test giiniinde, malign melanomun FFPET
kesitlerinden elde edilen DNA orneklerinin 8 d6@eli paneli ile cobas BRAF Test'in tekrar Uretilebilirligini degerlendirmek (izere bir
calisma gerceklestirilmistir. Bu panel, hem pigmente hem de pigmente olmayan 6rnekler ile birlikte, %5 saptama limitinde (LoD) bir
ornek dahil olmak Uzere, belirli bir aralikta timor igerigi ylizdesi ve mutant allel ylizdesi icermistir. 94 calismanin 92'si (%97,9) gegerli
olmustur. Test edilen 1442 6rnegin 2'si (%0,14) gegersiz sonuclar vermistir. LoD 6rnekler disindaki panel 6gelerinin tamaminda, %20
mutasyonlu 6rnek panel 6geleri ve yiiksek diizeyde pigmente oldudu belirlenen iki panel 6gesi dahil olmak tizere, gecerli testlerin
%100'0 igin dogru degerlendirme saglanmistir. LoD panel 6desi icin, érneklerin %90'Inda (162/180) V600E mutasyonu saptanmustir.
Test edilen higbir WT érneginde yanlis pozitif sonug elde edilmemistir. Ozetle, cobas® BRAF Test, hem pigmente hem de pigmente
olmayan érneklerde, diigiik timor igerigine ve disiik mutant allel yiizdesine sahip dérneklerde ve test tesisleri, operatorler, reaktif lotlar
ve test glinleri arasinda ylksek oranda tekrar uretilebilir olmustur. Analitik 6zgulliik %100 olmustur.
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Faz Ill Klinik Arastirma Ornekleri icin Referans Yéntem ile Korelasyon

Faz Ill klinik aragtirmada V600E mutasyonunun prevalansi, cobas BRAF Test ile elde edilen sonuca goére %46,5 olmusgtur. Bu deger,
literatiirde bildirilen melanom hastalarindaki V60OE prevalansi ile tutarlidir.

2 x iki yonli Sanger sekanslama ile karsilastirma yaparak cobas BRAF Test performansini degerlendirmek icin, klinik, demografik ve
Sanger sekanslama verilerinin toplandidi, Faz Ill vemurafenib arastirmasi i¢in taranan 596 ardisik hasta tanimlanmistir. Bu vakalarin
94'0i dahil edilme kriterleri eksik oldugundan uygun olmamis, 4 vakada patolojik inceleme eksik olmus ve 2 vakada gegersiz
cobas BRAF Test sonuglari elde edilmistir. Kalan 496 uygun vakadan 47 érnekte gegersiz Sanger sekanslama sonuglari elde edilmig
ve geriye 449 de@erlendirilebilir vaka kalmistir. cobas BRAF Test sonuclar ve Sanger sekanslama sonuglar arasinda V600E
mutasyonunun saptanmasi agisindan uyum analizi, agagida Tablo 13 i¢inde gosterilmistir.

Tablo 13
cobas BRAF Test Sonuclan ile Sanger Sekanslama Sonuclaninin Kargilastirilmasinin Ozeti

Sanger Sekanslama
(Referans Yontem)
cobas BRAF Test BRAF V600E BRAF V600E
(Test Yéntemi) Mutasyon Saptandr Mutasyon Saptanmadi” Toplam

Mutasyon Saptandi 216 35 251
Mutasyon Saptanmadi 6 192 198
Toplam 222 227 449
Pozitif uyum yiizdesi (%95 GA) %100 x 216/222 = %97,3 (%94,2, %98,8)
Negatif uyum ytizdesi (%95 GA) %100 x 192/227 = %84,6 (%79,3, %88,7)
Genel uyum yiizdesi (%095 GA) 0100 x 408/449 = %90,9 (%87,8, %93,2)

@ Mutasyon Saptandi, Sanger ile belirlendigi tizere agirlikli BRAF mutasyon tipi VB0OE'nin (1799 T > A) varligina isaret eder.

b Mutasyon Saptanmadi, Sanger ile belirlendigi tizere agirlikli BRAF mutasyon tipi V600E'nin yokluguna isaret eder (yani yabanil tip
mutasyon ya da mutasyon yok, V600D, V600E2, V600K, V600R ve Diger Mutasyonlar).

Not: Hem cobas BRAF Test hem de Sanger sekanslamadan gecerli eslesen sonuglari olan melanom 6rnekleri.
Not: GA = (skor) gliven araligi.
Uyumsuz cobas BRAF Test ve Sanger sekanslama sonuglar veren 41 6rnegin tamami, ikinci referans yodntemi olarak

454 sekanslamaya (kantitatif masif paralel pirosekanslama) tabi tutulmustur. Ek olarak, 33 cobas BRAF Test ve Sanger sekanslama ile
uyumlu oérnek, 454 sekanslama ile test edilmistir. Uyumsuz ¢6ziimlemenin ardindan ikincil uyum analizi Tablo 14 iginde sunulmustur.

cobas BRAF Test uyarinca Mutasyon Saptanmadi ve Sanger sekanslama uyarinca V600E sonucu olan 6 uyumsuz érnedin 5/6'sinda,
454 sekanslama ile yabanil tip sonucu elde edilmistir (bir drnekte gecersiz 454 sonucu elde edilmistir).

cobas BRAF Test uyarinca Mutasyon Saptandi ve Sanger sekanslama uyarinca WT sonucu olan 8/35 uyumsuz drnedin 7/8'inde,
454 sekanslama ile V60OE mutasyonu saptanmistir (bir 6rnekte gecersiz 454 sonucu elde edilmistir).

cobas BRAF Test uyarinca Mutasyon Saptandi ve Sanger sekanslama uyarinca V600E disi sonucu olan 27/35 uyumsuz érnegin 24'tinde,
454 sekanslama ile V600K mutasyonu, birinde V600E2 ve birinde V600E saptanmistir. 1 6rnekte, Sanger, V600D mutasyonu saptamis ve
454 sekanslama, yabanil tip sonucu vermistir.

V600K icin cobas BRAF Test'in ¢apraz reaktivitesi %66 (25/38) olmustur.
454 sekanslama ile uyum, 33 cobas BRAF Test ve Sanger sekanslama ile uyumlu V600E ve WT &érnegi icin %100 olmustur.

Tablo 14
454 Sekanslama ile Uyumsuz Céziimleme Sonrasi cobas BRAF Test Sonuclari ve Sanger Sekanslama

454 Sekanslama ile Uyumsuz Coziimleme Sonrasi
cobas BRAF Test BRAF V600E BRAF V600E
(Test Yontemi) Mutasyon Saptandi Mutasyon Saptanmadi Toplam
Mutasyon Saptandi 224 27 251
Mutasyon Saptanmadi 1 197 198
Toplam 225 224 449
Pozitif uyum yiizdesi (%95 GA) %100 x 224/225 = %99,6 (%97,5, %99,9)
Negatif uyum yiizdesi (%95 GA) %100 x 197/224 = %87,9 (%83,0, %91,6)
Genel uyum yiizdesi (%95 GA) 0100 x 421/449 = %93,8 (%91,1, %95,7)
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BRAF 600. Kodon Mutasyonlarinin Dagilimi

600. kodon mutasyonlarinin dagiimi, 496 uygun vakada, Sanger ve 454 sekanslama sonuglarinin birlesimine gore tayin edilmistir.
496 vakanin 182'si yabanil tip ve 314'0 mutant olmustur. 600. kodon mutasyonlarinin 314 mutasyon pozitif vakadaki dagilimi, Tablo 15
icinde gosterilmistir. V600K mutasyonlari, 600. kodon mutasyonlari bulunan tiim vakalarin %713,4'inde tanimlanmstir.

Tablo 15
Sanger ve/veya 454 Sekanslama ile Belirlendigi Uzere Mutasyon Pozitif Popiilasyonda BRAF 600. Kodon Mutasyonlarinin
Dagilhinu
Aminoasit Sekansi Niikleotid Sekansi N % Dagilim
(600. Kodon) (1798-1800)
V600E GAG 255 81,2
V600K AAG 42 13,4
V600E2 GAA 13 4,1
V600R AGG 3 1,0
V600D GAC 1 0,3
Toplam 600. kodon mutantlari 314 100
Toplam 600. kodon yabanil tip 182 -—-

ZELBORAF®'in (vemurafenib) Klinik Etkilili¢ji®

cobas BRAF Test, ZELBORAF® ile tedavi igin hasta segiminde birlikte uygulanan bir test olarak kullanilmistir. ZELBORAF®'in klinik
guvenliligi ve etkililigi, dakarbazin'e (standart tedavi) kiyasla ZELBORAF®n Klinik etkililigini degerlendirmek tizere V600E BRAF mutasyonu
bulunan, rezeke edilemeyen evre llIC veya evre IV melanomlu, daha énceden tedavi uygulanmamis hastalarla gerceklestirilen uluslararasi,
randomize, acik etiketli, kontrollii, cok merkezli bir Faz Ill calisma olan NO25026 calismasinda (BRIM3) kanitlanmigtir. Tedavi igin
degerlendirilen tim melanomlu hastalardan alinan FFPET 6rnekleri, cobas BRAF Test ile test edilmistir. “Mutasyon Saptandi” test sonucu
olan hastalar, diger uygunluk kriterlerini de karsilamalan halinde ila¢ arastirmasina kaydedilmeye uygun olmustur. “Mutasyon Saptanmadi”
test sonucu olan hastalar, ilag arastirmasina kaydedilmeye uygun olmamistir. Calisma, diinya genelinde yaklasik 104 tesiste (ABD'de
22 merkez) yurittlmustar.

Arastirmaya 675 hasta kaydedilmistir. Bunlarin 337'si vemurafenib, 338'i ise dakarbazin almak lizere atanmistir. Arastirmanin temel etkililik
sonucu 6lctleri, genel sagkalim (OS) ve arastirmaci tarafindan degerlendirilen ilerlemesiz sagkalim (PFS) olmustur. Diger sonug 6lgtitleri,
dogrulanmig arastirmaci tarafindan degerlendirilen en iyi genel yanit oranini icermistir.

Baslangi¢ ozellikleri, tedavi gruplan arasinda dengeli olmustur. Hastalarin gogu erkek (%56) ve Beyaz (%99) olmus, medyan yas ise 54
(hastalarin %24'G > 65 yasinda) olmustur. Tim hastalarin ECOG performans durumu 0 veya 1 olmus ve hastalarin cojunda metastatik
hastalik mevcut olmustur (%95).

Arastirmadan edinilen etkililik sonuglari, agagida Tablo 16 ve Sekil 2 icinde gdsterilmigtir:

Tablo 16
Vemurafenib'in BRAF V600E Mutasyon Pozitif Melanomlu, Daha Onceden Tedavi Uygulanmanus Hastalardaki EtkililiGiP
Vemurafenib | Dakarbazin degeri®
(N=337) | (N=338) peg
Genel Sagkalim
Oliim Sayis 78 (%23) | 121 (%36) -
Risk Orani 0,44
(%95 GA)° (0,33, 0,59) < 0.0001
Medyan Sagkalim (ay) NR® 79 )
(%095 GA)° (9,6, NR) (7,3,9,6)
Medyan Takip (ay) 6,2 45
(aralk) 0,4, 13,9) (<0,1,11,7)
ilerlemesiz sagkalim Risk Orani 0,26
(%95 GA)° (0,20, 0,33) < 0.0001
53 1,6
c ’ ! -
Medyan PFS (ay) 49, 6.6) (16.1.7)

@ cobas BRAF Test ile saptandi§i Gizere

b Cox modeli kullanilarak tahmin edilen risk orani; < 1 risk orani vemurafenib lehinedir
¢ Kaplan-Meier tahmini

d Kategorilendirilmemis log-sira testi

¢ Ulasilamadi
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Sekil 2
Kaplan-Meier Genel Sagkahm Egrileri — Tedavi Uygulanmamis Hastalar
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Dakarbazin ZELBORAF

Dogrulanmis, arastirmaci tarafindan degerlendirilen en iyi genel yanit orani, dakarbazin kolunda %5,5'e (%95 GA: %2,8, %9,3) kiyasla
ZELBORAF® kolunda %48,4 (%95 GA: %41,6, %55,2) olmustur.

COTELLIC®'in (kobimetinib) Klinik Etkililigi'® '

MEK inhibitorii olan COTELLIC®, bir klinik aragtirmada (coBRIM) ZELBORAF® ve plaseboya kiyasla ZELBORAF® ile kombinasyonda test
edilmistir. Hastalarin bu klinik aragtirmaya kaydedilmeye uygunlugunu belirlemek icin cobas BRAF Test kullanilmigtir. COTELLIC® ve
ZELBORAF® kombinasyonunun giivenliligi ve etkililigi, BRAF V600 mutasyonu pozitif, rezeke edilemeyen veya metastatik melanomlu, daha
Onceden tedavi uygulanmamig 495 hastada gerceklestirilen ¢ok merkezli, randomize (1:1), ¢ift kor, plasebo kontrollii bir ¢alismada
belirlenmigtir. Temel etkililik sonucu 6lcdti, RECIST vi1.1 uyarinca arastirmaci tarafindan degerlendirilen ilerlemesiz sagkalim (PFS)
olmustur. Ek etkililik sonuglar arasinda arastirmaci tarafindan degerlendirilen onaylanmig objektif yanit orani (ORR), genel sagkalim (OS),
kérlenmis bagimsiz merkezi inceleme yoluyla degerlendirildigi Gizere PFS ve yanit siiresi (DOR) yer almigtir.

Baglangi¢ 6zellikleri, tedavi gruplar arasinda dengeli olmustur. Hastalarin ¢cogu erkek (%58) ve Beyaz (%93) olmus, medyan yas ise
55 olmustur. Hastalarin %72'sinin ECOG performans durumu 0 olmus ve %60'Inda evre M1c hastalik mevcut olmustur.

Tedavi icin degerlendirilen tiim hastalardan alinan FFPET 6rnekleri, cobas BRAF Test ile test edilmistir. “Mutasyon Saptandi” sonucu olan
hastalar, diger uygunluk kriterlerini de karsilamalari halinde arastirmaya kaydedilmeye uygun olmustur. “Mutasyon Saptanmadi” sonucu
olan hastalar, arastirmaya kaydedilmeye uygun olmamigtir. Aragtirma, cobas BRAF Test ile saptandigi Gizere BRAF V600K mutasyonlari
olan hastalari icermistir. Bu durum, V600K iceren timdrleri bulunan hasta popilasyonunun saptanan kisminda terapétik trtin gavenliligini
ve etkililigini kanrtlamistir.
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Tablo 17

Arastirmadan edinilen etkililik sonugclari, asagida Tablo 17 ve Sekil 3 iginde gdsterilmistir:

Kobimetinib +
Vemurafenib
(N =247)

Plasebo +
Vemurafenib
(N = 248)

p degeri

ilerlemesiz sagkalim (Arastirmaci tarafin

dan degerlendirilir)

Olay sayisi (%) 143 (%58) 180 (%73)
ilerleme 131 169
Olim 12 11
Medyan PFS (ay) 12,3 7.2
(%095 GA) (9,5, 13,4) (5,6,7,5)
Risk Orani (%95 GA)P 0,56 (0,45, 0,70) < 0,001
Genel Sagkalim

Olim Sayisi (%) 79 (%32) 109 (%44)

Tahmin 170
Medyan Sagkalim (ay) edilemez L )
(%95 GAY® 20.7, Tahmin | (1>0. Tahmin

. edilemez)
edilemez)
Risk Orani 0,63 de
(%95 GA)® (0,47, 0,85) 0.0019
Objektif Yanit Orani

Objektif Yanit Orani %70 %50 < 0,001
(%95 GA)° (%64, %75) (%44, %56)
Tam Yanit %16 %10
Kismi Yanit %54 %40
Medyan Yanit Siiresi, ay 13,0 9,2 )
(%095 GA)® (11,1,16,6) (7,5,12,8)

05952603001-01TR

2 cobas BRAF Test ile saptandi§i (izere
b Cox modeli kullanilarak tahmin edilen risk orani; < 1 risk orani kobimetinib

+ vemurafenib lehinedir

¢ Kaplan-Meier tahmini

d Kategorilendirilmis log-sira testi
¢ Bu ara analiz igin tahsis edilen 0,019 alfa degeri ile kargilagtirmaya bagh olarak

istatistiksel anlamlilik

Sekil 3

Kaplan-Meier Genel Sagkalim Egrileri
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Randomize edilen hastalardan edinilen mevcut timér érnekleri, BRAF mutasyonlarini V600E veya V600K seklinde daha iyi siniflandirmak
icin yeni nesil sekanslama (NGS) kullanilarak retrospektif sekilde analiz edilmistir. Test sonuglari, randomize edilen hastalarin %81'inde
elde edilmistir (400/495). NGS'nin basarili sekilde gerceklestirildigi bu 400 hastanin 56'sinda (%14), BRAF V600K mutasyonlari bulunan
tumorler, kalan hastalarda ise BRAF V600E mutasyonlart mevcut olmustur. Retrospektif sekilde BRAF V600K mutasyonu igerdigi bulunan
56 timorde, bu analizde %5,1 ve %36,6 arasinda mutasyon sikhidi tespit edilmistir. Bu arastirmada BRAF V600 mutasyon tipinin belirlendigi
hastalarin %81'inde bulunan BRAF V600 mutasyon alt tipleri icin, PFS, OS ve ORR'ye yonelik kesifsel alt grup analizlerinde vemurafenible
birlikte kobimetinib uygulanan kolun lehine bir egilim gézlenmistir.

Il. PAPILLER TiROIT KARSINOMU (PTC)

KLiNiK DISI PERFORMANS DEGERLENDIRMESi

Asagida aciklanan Klinik digi ¢caligmalarda, % timor icerigi gibi timor 6zellikleri patolojik incelemeye gore degerlendirilmigtir. Test

edilecek ornekleri segcmek icin iki yonli Sanger sekanslama kullaniimistir. % mutasyon diizeyi, 454 sekanslama (kantitatif masif paralel

pirosekanslama yontemi) kullanilarak tayin edilmistir.

Analitik Hassasiyet

Analitik hassasiyet (Saptama Limiti — LoD)

Denemelerin %95'inde dogru sonuglar veren minimum DNA girdisi miktari, iki tir érnekten hazirlanan diltisyon panelleri kullanilarak

degerlendirilmigtir:

o  Belirli mutasyon diizeylerine ulasmak i¢in BRAF V600OE mutant FFPET drneklerinden ve BRAF yabanil tip FFPET érneklerinden elde
edilen DNA stoklarinin karigtirimasi ile hazirlanan érnek karigimlari.

« iki BRAF V600E mutant FFPET 6rneginden hazirlanan ayri FFPET DNA stoklari.

Bu calismada kullanilan tiim érnekler, her bir 6rnegin mutasyon ylizdesinin tayin edilmesi icin 454 sekanslama ile sekanslanmstir.

Ornek Karisimlari ile Analitik Hassasiyet

BRAF V600E mutant FFPET 6rnek DNA stoklari, ~%10 mutasyon diizeyinde bir érnek, ~%?5 mutasyon diizeyinde bir drnek ve
~002 mutasyon diizeyinde bir 6rnek elde etmek tzere BRAF yabanil tip FFPET 6rnek DNA stoklari ile karigtinimistir. Karigtirma igleminin
ardindan, mutasyon dizeyleri 454 sekanslama ile dogrulanmigtir. V60OE mutasyonu bulunan t¢ 6rnek karigiminin her biri, daha sonra
Tablo 18 icinde ayrintili sekilde belirtilen panel 6gelerini elde etmek Gzere seyreltilmistir.

Tablo 18
Ornek Kansimlanindan Diliisyon Panel Ogelerinin Hazirlanmasi

Ortalama % | Diliisyon Panel Ogelerindeki DNA
Karigim Mutasyon* Miktari (ng/25 pL)**
%10 Karisim %10 125, 41,7,13)9, 4,6,1,5, 0,5, 0,2, 0,1
%5 Karigim %5 125, 41,7,13)9, 46,15, 0,5, 0,2, 0,1
%2,5 Karigim %2 125, 41,7,13)9, 46,15, 0,5, 0,2, 0,1
%0 (Yalnizca yabanil tip) --- 125

* 454 sekanslama ile test edilen kanigimin ortalama mutasyon ylizdesi
** Her bir panel égesinde yer alan genomik DNA miktari. 25 plL, testin érnek girdi hacmidir.
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Her bir panel 6gesinden sekiz (8) tekrar, 3 cobas BRAF Test kit lotunun her biri (n = 24/panel 6gesi) kullanilarak cahstiriimigtir.
Tablo 19, en az %95 BRAF V600E “Mutasyon Saptandi” orani veren (golgeli alanlar) en diistik DNA miktari ile tayin edilen her bir FFPET
karisiminin hassasiyetini gosterir.

Tablo 19
FFPET Kanisimlar ile cobas BRAF Test hassasiyeti
454 Sekanslama ile Panel Ogesindeki DNA | “Mutasyon Saptandi”
FFPET Karigimi Mutasyon Yizdesi Miktari Orani (n = 24)
125 ng/25 pL %100
41,7 ng/25 pL %100
13,9 ng/25 pL %100
010 FFPET %10 4,6 ng/25 pL %100
Karigimi 1,5 ng/25 pL %7100
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
%5 FFPET %5 4,6 ng/25 pL %100
Karigimi 1,5 ng/25 pL %83
0,5 ng/25 pL %054
0,2 ng/25 pL %67
0,1 ng/25 pL %25
125 ng/25 pL %0
41,7 ng/25 pL %0
13,9 ng/25 uL Yoh
%2,5 FFPET %2 4,6 ng/25 pL %21
Karigimi 1,5 ng/25 pL 021
0,5 ng/25 pL %33
0,2 ng/25 pL %13
0,1 ng/25 pL %8
%0 (Yabanil %0
Tip) --- 125 ng/25 pL

Bu calisma, cobas BRAF Test ile 125 ng/25 pL standart girdi kullanilarak = %5 mutasyon diizeyinde BRAF VB00E mutasyonu
saptanabildigini géstermektedir. Testin daha disik DNA girdisi diizeylerinde mutasyonu saptayabilme kapasitesi, 6rneklerin fiksasyon
isleminden bozunmus DNA igerebilecegini ve yine de saptanabilecegini géstermektedir. BRAF yabanil tip drnekler icin elde edilen tim
test sonuclar, “Mutasyon Saptanmadi” olmustur.

FFPET Ornekleri ile Analitik Hassasiyet

Hasta orneklerinde %5 mutasyon saptama iddiasini dogrulamak amaciyla, %6 ve %11 mutasyon diizeyleri iceren iki BRAF V600E
mutant FFPET 6rneginden alinan yirmi dort ayn 5 pm'lik kesit, DNA izolasyonu igin 3 cobas® DNA Sample Preparation Kit lotu
kullanilarak ayr ayri islenmistir. Tablo 20 iginde ayrintil sekilde agiklanan 8 panel 6gesini iceren bir dizi elde etmek igin her bir kesitten
DNA'nin seri diliisyonlari hazirlanmistir.

Tablo 20
FFPET Orneklerinden Diliisyon Panel Ogelerinin Hazirlanmasi
Ortalama % V600E Diltisyon Panel Ogelerindeki DNA
Mutasyonu* Miktari (ng/25 pL)
Ornek 1 %6 125, 41,7,13)9, 46,15, 0,5, 0,2, 0,1
Ornek 2 %11 125, 41,7,13,9, 4,6, 1,5, 0,5, 0,2, 0,1

*

454 sekanslama ile tayin edilen drnegin ortalama mutasyon ylizdesi
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Her bir panel 6gesinden sekiz (8) tekrar, 3 cobas BRAF Test kit lotunun her biri (n = 24/panel 6gesi) kullanilarak ¢alistinimigtir. Her
bir FFPET 6rnegi icin hassasiyet, en az %95 BRAF V600E “Mutasyon Saptandi” orani veren (g6lgeli alanlar) en diisik DNA miktari ile
tayin edilmistir. Calismanin sonuglari Tablo 21 icinde gdsterilmistir.
Tablo 21
FFPET Ornekleri ile cobas BRAF Test hassasiyeti

FFPET 454 Sekanslama ile Mutasyon Panel Ogesindeki DNA “Mutasyon Saptandi”
Ornegi Yiizdesi Miktari Orani (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
Ornek 1 %6
1,5 ng/25 pL %71
0,5 ng/25 pL %29
0,2 ng/25 pL %17
0,1 ng/25 pL %0
125 ng/25 pL %100
41,7 ng/25 pL %100
13,9 ng/25 pL %100
. 4,6 ng/25 pL %71
Ornek 2 011
1,5 ng/25 pL %46
0,5 ng/25 pL %17
0,2 ng/25 pL %13
0,1 ng/25 pL %8

Calisma, cobas BRAF Test ile 125 ng/25 pL standart girdi kullanilarak > %5 mutasyon diizeyinde gercek klinik FFPET érneklerinde BRAF
VB00E mutasyonu saptanabildigini gostermistir. Testin daha disiik DNA girdisi diizeylerinde mutasyonu saptayabilme kapasitesi,
orneklerin fiksasyon igleminden bozunmusg DNA icerebilecegini ve yine de saptanabilecegini gostermektedir.

Tekrarlanabilirlik

Bes Papiller Tiroit Kanseri FFPET 6rnegi ile cobas BRAF Test'in iki reaktif lotu, iki operator ve dort test glini arasinda tekrarlanabilirligini
degerlendirmek Uzere bir ¢alisma gercgeklestirilmigtir. Bu FFPET 6rnekleri; farkh yizdelerde timor icerigi (%50 ila %70) ve ~%16-
18 mutasyonda iki V600E mutant 6rnek dahil olmak tizere (yaklasik 3 x LoD), farkli yiizdelerde mutant allel (%16 ila %22) icermistir.
Dogru degerlendirme, test edilen érneklerin %100'G icin saglanmistir (80/80). Test edilen hi¢bir WT érneginde yanlis pozitif sonug elde
edilmemistir. Ozetle, cobas BRAF Test, disUk tlimor i¢erigine ve diisiik mutant allel ylizdesine sahip érneklerde ve operatorler, reaktif
lotlar ve test glinleri arasinda ylksek oranda tekrarlanabilir olmustur.
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Referans Yéntem ile Korelasyon

2 x iki yonlt Sanger sekanslama ile karsilastirma yaparak cobas BRAF Test performansini degerlendirmek icin, 159 PTC FFPET 6rnegi
icin Sanger sekanslama verileri toplanmigtir. cobas BRAF Test sonuclan ve Sanger sekanslama sonuglari arasinda V600E
mutasyonunun saptanmasi agisindan birincil uyum analizi, test edilen iki reaktif lotundan biri icin agsagida Tablo 22 icinde gosterilmistir.
Mutasyon Saptanmadi sonucu veren bir érnek diginda, ikinci lot da benzer sonuclar vermistir. 454 sekanslama ile ¢éziimleme, 6rnegin
%1,4 mutasyon igerdigini ve cobas BRAF Test i¢in %5 hassasiyet beyaninin altinda oldugunu belirlemistir.

Tablo 22
cobas BRAF Test Sonuclar ile Sanger Sekanslama Sonuclaninin Kargilastirilmasinin Ozeti

Sanger Sekanslama
(Referans Yontem)
cobas BRAF Test BRAF V600E BRAF V600E
(Test Yontemi) Mutasyon Saptandr’ Mutasyon Saptanmadi® Toplam

Mutasyon Saptandi 88 13 101
Mutasyon Saptanmadi 1 57 58
Toplam 89 70 159
Pozitif uyum yiizdesi (%95 GA) 0100 x 88/89 = %98,9 (%93,9, %99,8)
Negatif uyum ytizdesi (%95 GA) %100 x 57/70 = %81,4 (%70,8, %88,8)
Genel uyum yilizdesi (%95 GA) %100 x 145/159 = %91,2 (%85,8, %94,7)

a Mutasyon Saptandi, Sanger ile belirlendigi Gzere agirlikl BRAF mutasyon tipi V600E'nin (1799 T > A) varligina isaret eder.

b Mutasyon Saptanmadi, Sanger ile belirlendigi tizere agirlkli BRAF mutasyon tipi V600E'nin yokluguna isaret eder (yani yabanil tip
mutasyon ya da mutasyon yok ve Diger Mutasyonlar).

Not: GA = (skor) gliven araligi.

Uyumsuz cobas BRAF Test ve Sanger sekanslama sonugclari veren érneklerin tamami, ikinci referans yontemi olarak 454 sekanslamaya
(kantitatif masif paralel pirosekanslama) tabi tutulmustur. Uyumsuz ¢éziimlemenin ardindan ikincil uyum analizi Tablo 23 icinde
sunulmustur.

Uyumsuz bir 6rnekte, cobas BRAF Test ile Mutasyon Saptanmadi sonucu ve Sanger sekanslama ile V600E sonucu elde edilmistir.
454 sekanslama, cobas BRAF Test ile uyumlu yabanil tip sonucu vermistir.

cobas BRAF Test ile saptanan mutasyonu bulunan ve Sanger sekanslama uyarinca yabanil tip olan on i uyumsuz érnegin on ikisinde,
454 sekanslama, cobas BRAF Test ile uyumlu sekilde V60OE mutasyonu gostermistir (%1,2 ila %19 allel sikhgr).

cobas BRAF Test uyarinca V600E Mutasyon Saptandi durumundaki kalan bir uyumsuz érnek, Sanger sekanslama ile ve 454 sekanslama
ile yabanil tip olmustur. Daha sonra gerceklestirilen ek 454 sekanslama incelemesi, 6rneg@in disik ylzdeli bir VBOOE mutanti oldugunu
dogrulamigtir.
Tablo 23
454 Sekanslama ile Uyumsuz Céziimleme Sonrasi cobas BRAF Test Sonuclar ve Sanger Sekanslama

454 Sekanslama ile Uyumsuz Céziimleme Sonrasi Sanger Sekanslama
cobas BRAF Test BRAF V600E BRAF V600E
(Test Yéntemi) Mutasyon Saptandi Mutasyon Saptanmadi Toplam
Mutasyon Saptandi 101 1 102
Mutasyon Saptanmadi 0 57 57
Toplam 101 58 159
Pozitif uyum yiizdesi (%95 GA) %100 x 101/101 = %100,0 (%96,3, %100,0)
Negatif uyum yiizdesi (%95 GA) %100 x 57/58 = %98,3 (%90,9, %99,7)
Genel uyum yuizdesi (%95 GA) %100 x 158/159 = %99,4 (%96,5, %99,9)
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SONUGC iSARETLERININ LiSTESI

Sonug isaretleri Results sekmesinin altinda gériilebilir. Bir isaretin kaynagi, asagida Tablo 24'de belirtildidi sekilde isaret kodunda gésterilir.
Tablo 25 kullaniciyla ilgili tim sonug yorumlama isaretlerini listeler.

] Tablo 24

Isaret kaynagi
isaret kodu baslangici isaret kaynag
M* Birden ¢ok veya diger nedenler M6
R Sonucun yorumlanmasi R200
z* Analizor Z1

* Bkz cobas® 4800 Sistemi - Kullanici Kilavuzu veya cobas® 4800 Sistemi - Kullanici Yardimi

Tablo 25
Sonuc¢ yorumlama isaretlerinin listesi

isaret kodu Onem derecesi Aciklama Onerilen islem

R200 Hata Mutant kontrol gegersiz. Calismay tekrarlayin. Teste 6zgii kullanma talimatina bakin.
Bu isaret kodu asagidakilerden birine isaret eder:

1. Mutant kontrol i¢in gdzlemlenen bir dirsek degeri, belirlenen
esigin altindadir (yani dirsek ¢ok diigtik). Bu durum, DNA
kontaminasyonu durumunda ya da atipik floresan paterni nedeniyle
algoritma hatasi halinde meydana gelebilir veya

2. Mutant kontrol icin gbzlemlenen bir dirsek degeri, belirlenen
esigin Ustlindedir (yani dirsek ¢ok yliksek). Bu durum, 1) calisma
ana karisiminin yanlis hazirlanmasi, 2) ¢calisma ana karigimini mikro
kuyucuk plaginin reaksiyon kuyucuguna eklerken pipetleme hatasi
gerceklesmesi veya 3) mutant kontrolii mikro kuyucuk plaginin
reaksiyon kuyucuguna eklerken pipetleme hatasi gerceklesmesi
halinde meydana gelebilir.

R201 Hata Yabanil tip kontrol gecersiz.  Calismayi tekrarlayin. Teste 6zgQ kullanma talimatina bakin.
Bu isaret kodu asagidakilerden birine isaret eder:

1. Yabanil tip kontrol i¢in gbzlemlenen bir dirsek degeri, belirlenen
esigin altindadir (yani dirsek ¢ok diigtik). Bu durum, DNA
kontaminasyonu durumunda ya da atipik floresan paterni nedeniyle
algoritma hatasi halinde meydana gelebilir veya

2. Yabanll tip kontrol icin gézlemlenen bir dirsek degeri, belirlenen
esigin Ustlindedir (yani dirsek ¢ok yliksek). Bu durum, 1) calisma
ana karigiminin yanlhs hazirlanmasi, 2) ¢alisma ana karigimini mikro
kuyucuk plaginin reaksiyon kuyucuguna eklerken pipetleme hatasi
gerceklesmesi veya 3) yabanil tip kontrolii mikro kuyucuk plaginin
reaksiyon kuyucuguna eklerken pipetleme hatasi gerceklesmesi
halinde meydana gelebilir.
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isaret kodu Onem derecesi Agiklama

R202 Hata Mutant Ct saptanmadi.

Onerilen islem

Ornegi tekrarlayin. Teste 6zgii kullanma talimatina bakin.

Bu isaret kodu, drnek icin mutant dirsek degerinin
gozlemlenmedigine isaret eder. Bu durum, érnekte mutasyon
olmadigina ya da agagidakilerden birine ya da daha fazlasina isaret
edebilir:

1. Testin saptama limitinin altinda olan dusiik mutant sekans
ylizdesi.

2. Ornekten alinan genomik DNA'nin kalitesi diigtiktir.

3. isleme alinan drnek miktar yetersizdir.

4. Ornek iginde PCR inhibitorleri vardr.

5. Genomik DNA bélgelerinin icindeki nadir mutasyonlar primerlerle
ve/veya mutant probla kapatiimigtir.

6. Ornek pipetleme hatasi gergeklesmis ya da rnek DNA'si,
reaksiyon kuyucuguna eklenmemis olabilir.

R203 Hata Yabanll tip Ct saptanmadi.

Ornegi tekrarlayin. Teste 6zgii kullanma talimatina bakin.

Bu isaret kodu, 6rnek i¢in yabanil tip dirsek deg@erinin
gozlemlenmedigine isaret eder. Yabanil tip dirsek degerinin
olmamasi, agagidakilerden birini ya da daha fazlasini distnduarar:

1. Ornekten alinan genomik DNA'nin Kalitesi diigtiktir.
2. isleme alinan érnek miktar yetersizdir.
3. Ornek icinde PCR inhibitdrleri vardir.

4. Genomik DNA bélgelerinin igindeki nadir mutasyonlar primerlerle
ve/veya Yabanil Tip probla kapatilimigtir.

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

R204 Hata Mutant Ct aralik diginda.

Ornegi tekrarlayin. Teste 6zgii kullanma talimatina bakin.
Bu isaret kodu asagidakilerden birine igaret eder:

1. Ornek icin gézlemlenen bir mutant dirsek degeri, belirlenen esigin
altindadir (yani dirsek ¢ok disiik). Bu durum, PCR karigimina
konsantre genomik DNA'nin anlamli diizeyde asir yiiklenmesi
halinde ya da atipik floresan patern nedeniyle algoritma hatasi
durumunda meydana gelebilir ya da

2. Ornek igin gézlemlenen bir mutant dirsek degeri, belirlenen esigin
Ustiindedir (yani dirsek ¢ok yiksek). Bu durum, agagidakilerden
birine ya da daha fazlasina igaret edebilir:

e Testin saptama limitinin altinda olan disiik mutant sekans
ylizdesi.

e Ornek DNA'sinin reaksiyon kuyucuguna eklenmesinde
pipetleme hatasi.

e Ornekten alinan genomik DNA'nin kalitesi diigtiktir.
e isleme alinan érnek miktari yetersizdir.
e Ornek iginde PCR inhibitérleri vardir.

e Genomik DNA bolgelerinin i¢indeki nadir mutasyonlar
primerlerle ve/veya mutant probla kapatiimigtir.
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isaret kodu Onem derecesi Aciklama Onerilen islem

R205 Hata Yabanil tip Ct aralik diginda.  Ornegi tekrarlayin. Teste 6zgii kullanma talimatina bakin.

Bu isaret kodu asagidakilerden birine igaret eder:

1. Ornek igin gézlemlenen bir yabanil tip dirsek degeri, belirlenen
esigin altindadir (yani dirsek ¢ok diistik). Bu durum, PCR karigimina
konsantre genomik DNA'nin anlamli diizeyde asiri yiklenmesi
halinde ya da atipik floresan patern nedeniyle algoritma hatasi
durumunda meydana gelebilir ya da

2. Ornek igin gézlemlenen bir yabanil tip dirsek degeri, belirlenen
esigin ustiindedir (yani dirsek ¢ok yiiksek). Bu durum,
asagidakilerden birine ya da daha fazlasina isaret edebilir:

Ornek DNA'sinin reaksiyon kuyucuguna eklenmesinde
pipetleme hatasi.

Ornekten alinan genomik DNA'nin kalitesi diistiktdr.
isleme alinan érnek miktar yetersizdir.
Ornek iginde PCR inhibitérleri vardr.

Genomik DNA bélgelerinin i¢indeki nadir mutasyonlar
primerlerle ve/veya yabanil tip probla kapatiimistir.
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Belge revizyonu bilgileri

DO/C Rev. 10.0 KULLANIM AMACI ve TEST OZETi VE AGIKLAMASI boliimleri giincellenmistir.
08/2019
ZELBORAF®n (vemurafenib) Klinik Etkililigi ve COTELLIC®'in (kobimetinib) Klinik Etkililigi boltimleri
eklenmistir.

ORNEKLERIN TOPLANMASI, TASINMASI VE SAKLANMASI béliimiine slayt stabilite bilgileri eklenmistir.
PROSEDUR ILE iLGILi SINIRLAMALAR bélimiine melanin ile ilgili ifade eklenmistir.

Aciklama saglamak ve cobas® 4800 BRAF V600 Mutation Test US-IVD IFU ile uyum igin genel anlatim
guncellemeleri eklenmigtir.

Herhangi bir sorunuz varsa litfen Roche Temsilciniz ile iletisime gegin.

11/2019 PDF'in dogru iglenmesi igin 24. sayfada “biiyiiktir ya da esittir” semboliiniin yaz tipi dizeltiimis ve “FFFPET”
ifadesi “FFPET” olarak dizeltilmistir.

Uyumlulastirilmis sembol sayfasi giincellenmistir.

Herhangi bir sorunuz varsa litfen Roche Temsilciniz ile iletisime gegin.

Doc Rev. 11.0

Asagidaki DNA Sample Preparation kit bilgileri kaldirilmistir:
06/2020 %49 P P g ¢

o Reaktif listeleri ve bilesim bilgileri
e llgili prosediir adimlar ve notlar

Baslangigta ve Proseddir ile ilgili Sinirlamalar béliimiinde cobas® DNA Sample Preparation Kit Kullanim
Talimatlarina referans eklenmistir.

Sistem ve Kullanici Kilavuzlar, belge genelinde “cobas® 4800 Sistemi - Kullanici Kilavuzu veya cobas® 4800
Sistemi - Kullanici Yardimi” olarak giincellenmistir.

Yazim hatalari diizeltilmis ve ABD Kullanma Talimatlari ile uyumluluk ve belge genelinde anlatim tutarhh@i ve
standardizasyonu i¢in gliincellenmistir.

Sonugc uyari isaretleri eklenmistir.

Uluslararasi Hava Tagimacihigi Birligi referansi gtincellenmistir.

Uyumluluk sembol sayfasi, ticari markalar ve patentler bolima ve distribltér adresleri giincellenmistir.

Uriin gavenliligi etiketlemesinde temel olarak AB GHS kilavuzlarinin takip edildigini agiklayan ifade eklenmistir.

Herhangi bir sorunuz varsa litfen Roche Temsilciniz ile iletigime gegin.
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Amerika Birlesik Devletleri'nde tretilmistir

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

Ticari markalar ve patentler
COBAS, COBAS Z ve AMPERASE, Roche sirketinin ticari markalandir.

Tdm diger trtin adlan ve ticari markalar, ilgili sahiplerinin mulkiyetindedir.

AmpErase enzimindeki bulasma onleyici teknoloji, Life Technologies tarafindan sahip olunan ve Roche Molecular Systems, Inc.'nin
lisansina sahip oldugu ABD Patenti 7,687,247 kapsami altindadir.

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

©2020 Roche Molecular Systems, Inc.
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Asagidaki semboller Roche PCR diagnostik iiriinlerinin etiketlenmesinde kullanilir.

@ Yardimci yaziim LOT Seri kodu

SW
EC|REP| Avrupa Toplulugundaki yetkili temsilci fs-’* Biyolojik riskler
[RERRNRRRNNN
BARCODE Barkod Veri Sayfasi RE F Katalog numarasi
7
gi] Kullanim talimatlarina bakin Sadece IVD performans degerlendirmesi igin
<n> testicin yeterli miktarda icerir I_ L R Belirlenen araligin alt limiti
CONTENT | Kit ierigi u Uretici
D Dagrtimci Karanlik ortamda muhafaza edin
I v D In vitro Tibbi Tani cihaz Sicaklik siniri
@ Test tanim dosyasi g Son kullanma tarihi
TDF

Yalnizda ABD: Federal yasalar, bu cihazin yalnizca
UI_R Belirlenen araligin ast limiti Rx Only bir hekim tarafindan veya hekimin siparigiyle
satigina izin verir.

GTIN Kuresel ticaret Giriin numarasi @ Uretim tarihi
‘ € CE uygunluk isareti; bu cihaz, in vitro tibbi tani cihazi igin gegerli CE isareti gerekliliklerine uygundur

ABD icin Musteri Teknik Destek Hatti 1-800-526-1247
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