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Sihtotstarve

Test cobas® EGFR Mutation v2 on reaalaja PCR-i pdhine test epidermaalse kasvuteguri retseptori (EGFR — epidermal
growth factor) geeni mutatsioonide kvalitatiivseks médramiseks mitteviikerakulise kopsuvédhiga (NSCLC — non-small
cell lung cancer) patsientidel. EGFR-i mutatsioone méaratakse formaliinis fikseeritud ja parafineeritud kasvaja koest
(FFPET - formalin-fixed paraffin-embedded tumor tissue) voi EDTA-antikoagulandiga perifeersest tdisvere plasmast
eraldatud rakuvabast kasvaja DNA-st (cfDNA — circulating-free tumor DNA).

Test on ndidustatud kasutamiseks diagnostilise lisameetodina, mis vdoimaldab hinnata NSCLC patsientide sobivust raviks
EGFR-i tiirosiini kinaasi inhibiitoritega vastavalt konkreetse ravimi omadustele (sh allpool loetletud suunatud ravi korral,
vt Tab. 1):

Tab. 1
Ravim FFPET Plasma
TARCEVA® (erlotiniib) 19. eksoni deletsioon ja L858R 19. eksoni deletsioon ja L858R
TAGRISSO® (osimertiniib) 19. eksoni deletsioon, L858R ja T790M 19. eksoni deletsioon, L858R ja T790M
IRESSA® (gefitiniib) 19. eksoni deletsioon ja L858R 19. eksoni deletsioon ja L858R

Plasmaproovide analiilisimine on sobivaim patsientidel, kellelt kasvajabiopsiat ei saa votta. Patsiente, kes on selle testi
plasmaproovidega nende mutatsioonide suhtes negatiivsed, tuleks EGFR-i mutatsioonide suhtes testida tavapérase
koebiopsia ja testimismeetodiga FFPET-proovidest, kui vdimalik.

Ravimi ohutust ja tdhusust ei ole kontrollitud jargmiste EGFR-i mutatsioonide puhul, mida on samuti véimalik tuvastada
siisteemiga cobas® EGFR Mutation Test v2.

Tab. 2
Ravim FFPET Plasma
TARGEVA® (erlotiniib) (&37(;1922( 20. eksoni insertsioonid, T790M, S768lI ja (L387€;I19é( 20. eksoni insertsioonid, T790M, S768lI ja
TAGRISSO® G719X, 20. eksoni insertsioonid, S768I ja L861Q G719X, 20. eksoni insertsioonid, S768| ja L861Q
(osimertiniib)
IRESSA® (gefitiniib) G719X, 20. eksoni insertsioonid, T790M, S768I ja G719X, 20. eksoni insertsioonid, T790M, S768I ja
L861Q L861Q

Test cobas® EGFR Mutation v2 plasmaga kasutamiseks hdlmab poolkvantitatiivset mutatsioonide mddtmist EGFR-geeni
eksonites 18, 19, 20 ja 21. Poolkvantitatiivse indeksina (SQI) raporteeritud mdode korreleerub sihtméarkmutatsiooni
cfDNA kogusega plasmas ning seda saab kasutada, et miérata sihtmérkmutatsiooni cfDNA koormuse muudatused ajas
ithel patsiendil.

FFPET-proove toodeldakse komplektiga cobas® DNA Sample Preparation Kit ja plasmaproove tdddeldakse komplektiga
cobas® cfDNA Sample Preparation Kit. Automaatseks amplifitseerimiseks ja tulemuste tuvastamiseks kasutatakse
analiisaatorit cobas® z 480.
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Testi ulevaade ja selgitus

Taust

EGFR-i geeni mutatsioonide aktiveerumine toimub peamiselt mittevdikserakulise kopsuvahi (NSCLC) puhul ning
tulemuseks on EGFR-proteiini kinaasi aktiivsuse konstitutiivne aktiveerumine, mis soodustab onkogeenset protsessi.'
Nende mutatsioonide esinemissagedus NSCLC mittevalitud juhtudel on ligikaudu 10-30%.% * Need mutatsioonid
esinevad kdige sagedamini (kuid mitte ainult) adenokartsinoomi histoloogiaga Aasia péritolu mittesuitsetavatel voi vahe
suitsetavatel naispatsientidel.*

Koige sagedasemad NSCLC korral esinevad EGFR-i mutatsioonid on mitmesugused deletsioonid 19. eksonis ja L§58R
asendusmutatsioon 21. eksonis. Need mutatsioonid moodustavad umbes 85% NSCLC puhul tdheldatud EGFR-i
mutatsioonidest.® cobas® EGFR Mutation Test v2 (cobas EGFR test) on reaalaja PCR-test, mis on ette nihtud 18. eksoni
asendusmutatsiooni G719X, 19. eksoni deletsioonimutatsioonide, 20. eksoni asendusmutatsioonide T790M ja S768I,

20. eksoni insertsioonimutatsioonide ja 21. eksoni asendusmutatsioonide L858R ning L.861Q méiramiseks.

cobas EGFR testi kasutatakse koos ravimiga TARCEVA® (erlotiniib), mis on EGFR-i kinaasse aktiivsuse inhibiitor,
takistades retseptoriga seotud tiirosiini jidkide autofosforiileerumist ja seega jargnevat signaalirada, mis vastasel juhul
aitaks kaasa rakkude elulemusele ja paljunemisele. TARCEVA® sidumise afiinsus EGFR-i 19. eksoni deletsiooni v3i
21. eksoni L858R mutatsiooni korral on suurem kui tema afiinsus metsiktiiiipi retseptori korral.® Kliinilised uuringud on
ndidanud, et kaugelearenenud NSCLC-ga ja 19. eksoni deletsioonimutatsioonide voi 21. eksoni asendusmutatsioonidega
L858R-ga patsientidel, keda raviti esmavaliku ravimiga TARCEVA®, vdivad esineda kliinilised eelised kemoteraapiat
saavate patsientide ees.>’

cobas EGFR testi kasutatakse koos ravimiga TAGRISSO® (osimertiniib), mis on tiirosiini kinaasi inhibiitorite (TKI)
sensitiseerivate mutatsioonide ja T790M resistentsusmutatsioonidega EGFR-1 po6rdumatu inhibiitor kaugelearenenud
mitteviikerakulise kopsuvihi (NSCLC) korral. TAGRISSO® inhibeerib EGFR-i kinaasset aktiivsust, mis omakorda
inhibeerib jérgnevaid signaaliradasid, mis soodustaksid rakkude paljunemist, elulemust ja angiogeneesi.® Kliinilised
uuringud on ndidanud, et mitte-skvamoosse NSCLC-ga patsiendid EGFR-i TKI-sensitiseerivate mutatsioonidega, kelle
haigus on progresseerunud esimese pdlvkonna EGFR TKI ravi alustamise jérgselt ja kellel on 20. eksonis tekkinud
T790M resistentsusmutatsioon, vdivad saavutada kliinilisi eeliseid kui neid ravida TAGRISSO® ravimiga.’ I1I faasi
kliiniline uuring néitas, et kaugelearenenud NSCLC-ga patsientidel (19. eksoni deletsiooni vdi 21. eksoni
asendusmutatsiooni L858R suhtes positiivne), mida raviti esmavalikuna ravimiga TAGRISSO®, said rohkem kliinilist
kasu vorreldes patsientidega, keda raviti esmase pdlvkonna EGFR TKI-ga (gefitiniib vdi erlotiniib).!°

cobas EGFR testi kasutatakse koos ravimiga IRESSA® (gefitiniib), mis on EGFR-i kinaasse aktiivsuse inhibiitor,
takistades retseptoriga seotud tiirosiini jadkide autofosforiileerumist ja seega jargnevat signaalirada, mis vastasel juhul
aitaks kaasa rakkude elulemusele ja paljunemisele. Kliinilised uuringud on nédidanud, et kaugelearenenud NSCLC-ga ja
19. eksoni deletsioonimutatsioonide v6i 21. eksoni asendusmutatsioonidega L858R-ga patsientidel, keda raviti esmavaliku
ravimiga IRESSA®, vdivad esineda kliinilised eelised kemoteraapiat saavate patsientide ees.!!> 1% 13

Tab. 3 loetleb cobas EGFR testiga avastatavad EGFR mutatsioonid.
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Tab. 3 cobas EGFR Test on moéeldud jargmiste mutatsioonide avastamiseks
EGFRA -
Ekson tgi‘:;i-i- Ehczzﬁgj;:;:zﬂz' HGVS* valgu nomenklatuur HGVS* nukleotiidi nomenklatuur CCI)SMIC
riihm
21566C LRG_304pTp.(Gly719AT) LRG_30411:0.2156G5C 62390
eﬁfbn G719X 2155G>A LRG_304p1:p.(Gly719Ser) LRG_304t1:c.2155G>A 6252
2155G>T LRG_304p1:p.(Gly719Cys) LRG_304t1:c.2155G>T 6253
2240 2251del12 | LRG_304p1p.(Leu747_Thr751delinsSer) LRG_304t1:0.2240_2251delTAAGAGAAGCAA 6210
2239_2247del9 LRG_304p1:p.(Leu747_Glu749del) LRG_304t1:0.2239_2247delTTAAGAGAA 6218
2238 205506118 | LRG_304p1:p.(GIu746_Ser752delinsAsp) | LRG_30411:0.2238_2255deIATTAAGAGAAGCAACATC | 6220
2235_2249del15 LRG_304p1:p.(Glu746_Ala750del) LRG_304t1:.0235_2249delGGAATTAAGAGAAGC | 6223
2236_2250del15 LRG_304pT:p.(GIu746_Ala750del) LRG_30411:c.0236_2250deIGAATTAAGAGAAGCA | 6225
2239_2253del15 LRG_304p7:p.(Leu747_Thr751del) LRG_304t1:c.2240_2254delTAAGAGAAGCAACAT 6254
2239_2256de/18 LRG_304p1:p.(Leu747_Ser752del) LRG_304t1:c.2239_2256delTTAAGAGAAGCAACATCT | 6255
2237 205406118 | LRG_304p1p.(Glu746_Ser752delinsAla) | LRG_304t1:0.2237_2254delAATTAAGAGAAGCAACAT | 12367
2240_2254del15 LRG_304p1:p.(Leu747_Thr751del) LRG_304t1:c.2240_2254delTAAGAGAAGCAACAT | 12369
2240_2257del18 | LRG_304pT:p.(Leu747_Pro753delinsSer) | LRG_304t1:c.2240_2257delTAAGAGAAGCAACATCTC | 12370
zzgi—éif\%lTCAA LRG_304p1:p.(Leu747_Ala750delinsPro) LRG_304t1:c.2239_2248delinsC 12382
2239 2251>C LRG_304p1:p(Leu747_Thr751delinsPro) [RG_304t1:c.2239_2251delinsC 12383
2237 22555T LRG_304p:p.(GIu746_Ser752delinsVal) LRG_304t1:c.0237_2255delinsT 12384
2235_22555AAT LRG_304p7:p.(GIu746_Ser752delinslle) LRG_30411:c.2235_2255elinsAAT 12385
oS | ExtoDel | 2237 22525 LRG_304pT:p.(GIu746_Thr751delinsVal) LRG_304t1:.0237_2252delinsT 12386
2239_2258>CA LRG_304p1:p.(Leu747_Pro753delinsGin) LRG_304t1:c.2239_2258delinsCA 12387
2239 22565CAA | LRG_304p1:p.(Leu747 Ser752delinsGin) LRG_304t1:0.2239_2256delinsCAA 12403
2237 2253>TTGCT | LRG_304p1p.(Glu746_Thr751delinsValAla) LRG_304t1:0.2237 2253delinsTTGCT 12416
2238 22505GCA | LRG_304p1:p.(Leu747_Thr751delinsGin) LRG_304t1:c.2238_2252delinsGCA 12419
2238_2248>GC LRG_304p7:p.(Leu747_Ala750delinsPro) LRG_304t1:c.2238_22480elinsGC 12422
2237 2251del15 LRG_304pT:p.(GIu746_Thr751delinsAla) LRG_304t1:.0237_2251deAATTAAGAGAAGCAA | 12678
2236_2253del18 LRG_304p1:p.(Glu746_Thr751del) LRG_304t1:c.2236_2253delGAATTAAGAGAAGCAACA | 12728
2235 2048>AATTC | LRG_304p1p.(GIu746_Ala750delinsllePro) LRG_304t1:c.2235_2248delinsAATTC 13550
2235 _20525AAT LRG_304p1:p.(Glu746_Thr751delinslle) LRG_304t1:c.2235_2252delinsAAT 13551
2235 22515AATTC | LRG_304pT:p.(GIu746_Thr751delinsliePro) LRG_304t1:c.2235_2251delinsAATTC 13552
2253 2276del24 LRG._304p1:p.(Ser752_lle75del) LRG_304t1 :°-2253—2276‘(’3‘1'\‘)\1\%chGAAAGCCAACAAG 13556
2237 2257>TCT | LRG_304pT:p.(GIu746_Pro753delinsVaiSen) LRG_304t1:c.2237_2257delinsTCT 18427
2238_2252del15 LRG_304pT:p.(Leu747_Thr751del) LRG_30411:c.2240_2254deITAAGAGAAGCAACAT | 23571
2233_2247del15 LRG_304pTp.(Lys745_Glu749del) LRG_304t1:c.0233_2247deIAAGGAATTAAGAGAA | 26038
S7681 2303G>T LRG._304p1:p.(Ser768lle) LRG_304t1:.2303G>T 6241
T790M 2369C>T LRG_304p1:p.(Thr790Met) LRG_304t1:0.2369C>T 6240
AT Z308nes LRG_304p1:p.(Ala767 Val769dup) LRG._304t1:¢.2300_2308dupCCAGCGTGG 12376
2. 2319_2320insCAC LRG_304p1:p.(His773dup) LRG_304t1:c.2317_2319dupCAC 12377
ekson | oo [ 2310 2311insGGT | LRG_304pi:p.(Asp770_Asn771insGly) LRG_304t1:¢.2310_2311insGGT 12378
AT LRG_304p1:p.(Ser768_Asp770dup) LRG_304t1:.2303_2311dupGCGTGGACA 13428
e LRG_304p1:p.(Ala767_Val769dup) LRG_304t1:¢.2309_2310delinsCCAGCGTGGAT 13558
9 LaseR 25737>G LRG_304pT:p.(Leus58Arg) LRG_304t1:c.25737>G 6224
2 2573 2574TG>GT LRG_304p1:p.(Leus58Arg) LRG_304t1:0.2573_2574delinsGT 12429
L861Q 2582T>A LRG_304p1p.(Leusb1Gin) LRG_304t1:c.2582T>A 6213

* HGVS - Human Genome Variation Society
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Protseduuri pohimoétted

cobas EGFR test pohineb peamiselt kahel protsessil: (1) proovide kisitsi ettevalmistamine DNA saamiseks FFPET-st voi
plasmast ja (2) sihtmérk-DNA PCR-amplifikatsioon ja tuvastamine komplementaarsete praimeripaaride ja fluorestsents-
mérgisega oligonukleotiidsondide abil. cobas EGFR test on ette nihtud jargmiste mutatsioonide avastamiseks:

18. ekson: G719X (G719A, G719C ja G719S)

19. ekson: deletsioonid ja keerulised mutatsioonid (méératletud deletsiooni ja insertsiooni kombinatsioonina)
20. ekson: S768I, T790M ja insertsioonid

21. ekson: L858R ja L861Q

Mutatsioonide avastamine toimub PCR-analiiiisi abil analiisaatoriga cobas® z 480. Iga katseseeria sisaldab katseseeria
kehtivuse kinnitamiseks mutatsioonikontrolli ja negatiivset kontrolli.

Proovi ettevalmistamine

cobas® DNA Sample Preparation Kit ja cobas® cfDNA Sample Preparation Kit on proovide kisitsi ettevalmistamise
komplektid FFPET-proovidest ja plasmast, kus nukleiinhapped seotakse klaaskiududega. Proteaasi ja kaotroopse
liisi/sidumispuhver vabastab nukleiinhapped ja kaitseb vabanenud DNA-d DNaaside eest. Seejarel lisatakse liiiisisegule
isopropanooli ja tsentrifuugitakse segu ldbi klaaskiutdidisega kihi. Tsentrifuugimise kiigus seondub DNA klaaskiudfiltri
pinnale. Tsentrifuugimisel korvaldatakse seondumata ained, nagu soolad, valgud ja muud rakkudest parinevad lisandid.
Adsorbeerunud nukleiinhapped pestakse ja seejérel elueeritakse vesilahusega. Seejérel sihtmérk-DNA amplifitseeritakse
ja tuvastatakse analiisaatoril cobas® z 480, kasutades cobas EGFR testi amplifitseerimis- ja tuvastamisrkieaktiivide
komplekti.

PCR-amplifikatsioon

Sihtmargi valik

cobas EGFR testi komplektis kasutatakse praimereid, mis médratlevad iga sihtmarkmutatsiooni spetsiifilise aluspaari
jarjestuse. Sihitakse 19. eksoni deletsioonimutatsiooni 125-141 aluspaariga jarjestust; 21. eksoni asendusmutatsiooni
L858R 138 aluspaariga jérjestust; 20. eksonis T790M asendusmutatsiooni 118 aluspaariga jarjestust; 18. eksonis G719X
asendusmutatsiooni 104—106 aluspaariga jarjestust; 20. eksoni S768I asendusmutatsiooni 133 aluspaariga jérjestust;

20. eksoni insertsioonimutatsioone 125—143 aluspaariga; 21. eksoni L861Q asendusmutatsiooni 129 aluspaariga jérjestust.
Amplifitseeritakse ainult praimerite vahele jadvat ala EGFR-i genoomis; kogu EGFR-i genoomi ei amplifitseerita.

Sihtmargi amplifikatsioon

Sihtmaérgi amplifitseerimiseks kasutatakse liigi Thermus Z05-AS1 DNA poliimeraasi. Esmalt kuumutatakse PCR-segu
DNA denatureerimiseks ja praimeri sihtmérkjarjestuste avamiseks. Segu jahtudes liituvad péri- ja pdérdsuunalised
praimerid sihtmirk-DNA jérjestustele. Z05 DNA poliimeraas pikendab divalentse metalli katiooni ja ANTP-de liia
juuresolekul iga seondunud praimerit ja siinteesib teise DNA ahela. Sellega 10peb PCR-i esimene tsiikkel, saadakse
topeltahelaga DNA-koopia, mis holmab ka EGFR-geeni aluspaari sihtmérkalasid. Seda protsessi korratakse mitme tsiikli
viltel, iga tslikliga kahekordistatakse amplikon-DNA kogust.
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Mutatsioonide automaatne reaalajaline tuvastamine

cobas EGFR test kasutab reaalaja PCR-tehnoloogiat. Iga reaktsioonis osalev sihtmaérgispetsiifiline oligonukleotiidsond on
maérgistatud reporterina toimiva fluorestsentsvérviga ja kustutusmolekuliga, mis neelab (kustutab) intaktses sondis
reporteri fluorestsentsete emissioonide varvid. Iga amplifikatsioonitsiikli ajal seondub amplikoni iiheahelalise DNA
jarjestusega komplementaarne sond Z05-AS1, mis seejdrel 16hustub DNA poliimeraasi 5'-3'-nukleaasse aktiivsuse mdjul.
Kui reportervérv on selle nukleaasiaktiivsuse mdjul kustutusvérvist eraldatud, saab moodta fluorestsentsvalguse
iseloomulikku lainepikkust, kui dige valgusspekter ergastab reportervérvi. Testi sihtmédrgiks olevate mutatsioonide
margistamiseks kasutatakse nelja erinevat reportervarvi. Seitsme EGFR-jérjestuse amplifikatsioonid tuvastatakse
iiksteisest soltumatult kolme reaktsiooni kdigus, mdodtes spetsiaalsetes optilistes kanalites fluorestsentsvalgust neljal
iseloomulikul lainepikkusel.

Selektiivne amplifikatsioon

Sihtnukleiinhapete selektiivne amplifikatsioon proovis saavutatakse cobas EGFR testis ensiilimiga AmpErase (uratsiil-
N-gliikosiilaas) ja deoksiiuridiintrifosfaadiga (dUTP).!> AmpErase-ensiiiim tunneb ira ja lagundab desoksiiuridiini
sisaldavad DNA ahelad, jittes puutumata tiimidiini sisaldava DNA. Looduslikus DNA-s desoksiiuridiini ei leidu, aga
desokstiuridiintrifosfaadi kui iihe nukleotiidtrifosfaadi kasutamise tottu pdhisegus iihe dUTP-na desoksiitiimidiin-
trifosfaadi asemel leidub seda alati amplikonis — seetdttu sisaldab desokstiuridiini ainult amplikon. Desokstiuridiin
vdimaldab amplikonilisandi enne sihtmérk-DNA amplifikatsiooni AmpErase'i abil 16hkuda. PShisegureaktiivides sisalduv
AmpErase-ensiitim kataliiiisib desoksiiuridiini sisaldava DNA 16hustamist desokstiuridiinijadkide juures, avades desokii-
riboosahela Cl-asendis. Amplikoni DNA ahel laguneb kuumutamisel aluselise pH korral esimeses termilise tsiikli etapis
desokstiuridiini kohalt, muutes DNA mitteamplifitseeritavaks. AmpErase-ensiilim on inaktiivne temperatuuridel {ile

55 °C, st termiliste tsiiklite etappides, ega 16hu sihtamplikoni. On tdendatud, et cobas EGFR test inaktiveerib
desoksiiuridiini sisaldavat EGFR-1 mutatsiooni amplikoni.
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FGHSI%E‘%WSEKS KOEPROOVIDEGA JARGIGE JAOTISES A ESITATUD

‘IJ(GHSI%EIO«[I)VIISEKS PLASMAPROOVIDEGA JARGIGE JAOTISES B ESITATUD

JAOTIS A: KASUTAMISEKS KOEPROOVIDEGA

DNA eraldamise kohta koeproovidest vaadake komplekti cobas® DNA Sample Preparation Kit (M/N 05985536190).

Materjalid ja reaktiivid

Komplekti kuuluvad materjalid ja reaktiivid

Kogus lihes

Komplekt/kassetid Komponendid ja reaktiivi toimeained testis

Ohutussiimbol ja hoiatus

EGFR MMX-1
(EGFR pohisegu 1)
(M/N 06471366001)

Tris-puhver

Kaaliumkloriid

Glitserool

EDTA

Tween 20

3,13% dimetuiilsulfoksiidi 2% 0,48 ml NA

0,09% naatriumasiid

< 0,10% dNTP-sid

< 0,01% Z05 AS1 DNA polimeraasi (mikroobne)

< 0,01% AmpErase-ensuimi (uratsiil-N-
gliikostlaas) (mikroobne)

< 0,01% aptameeri

cobas® EGFR < 0,01% pari- ja podrdsuunalised EGFR praimereid

Mutation Test v2 < 0,01% fluorestsentsmargisega EGFR-sonde

24 testi EGFR MMX-2
(M/N: 07248563190)  |(EGFR pdhisegu 2)
(M/N 06471382001)

Tris-puhver

Kaaliumkloriid

Glitserool

EDTA

Tween 20

3,13% dimetitilsulfoksiidi 2x048ml NA

0,09% naatriumasiid

< 0,10% dNTP-sid

< 0,01% Z05 AS1 DNA polimeraasi (mikroobne)

< 0,01% AmpErase-ensuimi (uratsiil-N-
gliikostlaas) (mikroobne)

< 0,01% aptameeri

< 0,01% péri- ja péordsuunalised EGFR praimereid

< 0,01% fluorestsentsmargisega EGFR-sonde
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Komplekt/kassetid

Komponendid ja reaktiivi toimeained

Kogus lihes
testis

Ohutussiimbol ja hoiatus

cobas® EGFR
Mutation Test v2
24 testi

(M/N: 07248563190)

EGFR MMX-3 v2
(EGFR pbhisegu 3)
(M/N 07248610001)

Tris-puhver

Kaaliumkloriid

Glutserool

EDTA

Tween 20

3,13% dimetullsulfoksiidi

0,09% naatriumasiid

< 0,10% dNTP-sid

< 0,01% Z05 AS1 DNA polimeraasi (mikroobne)

< 0,01% AmpErase-ensuumi (uratsiil-N-
glikosulaas) (mikroobne)

< 0,01% aptameeri

< 0,01% pari- ja pdordsuunalised EGFR praimereid

< 0,01% fluorestsentsmargisega EGFR-sonde

2x%0,48 ml

NA

MGAC
(Magneesiumatsetaat)
(M/N 05854326001)

Magneesiumatsetaat
0,09% naatriumasiid

6x02ml

NA

EGFR MC

(EGFR mutatsioonikontroll)

(M/N 06471455001)

Tris-puhver

EDTA

Poly rA RNA (stnteetiline)

0,05% naatriumasiid

< 0,1% plasmiidset DNA-d, mis sisaldab EGFR-i
eksoni 18, 19, 20 ja 21 jarjestusi (mikroobne)

< 0,1% EGFR-i ,looduslik” DNA (rakukultuur)

6x0,1ml

NA

DNA SD
(DNA-proovi lahusti)
(M/N 05854474001)

Tris-HCI puhver
0,09% naatriumasiid

2x35ml

NA

Reaktiivide sailitamine ja kaitlemine

Reaktiiv Sailitamistemperatuur Sailitamisaeg
Parast avamist pusivad stabiilsena 4 kasutuskorda
cobas® EGFR Mutation Test v2* 2.8°C (90 paeva jooksul) vdi kuni aegumistahtajani, kui see
saabub varem.

* EGFR MMX-1, EGFR MMX-2, EGFR MMX-3 v2 ja t66p&hisegu (valmistatud reaktiivi MGAC lisamisega reaktiivle EGFR MMX-1 voi
reaktiivile EGFR MMX-2 véi reaktiivie EGFR MMX-3 v2) tuleb kaitsta pikaajalise kokkupuute eest valgusega. Té6pdhisegu tuleb
sailitada pimedas, temperatuuril 2...8 °C. Ettevalmistatud proovid ja kontrollproovid tuleb lisada 1 tunni jooksul alates t66pdhisegu
valmistamisest. Amplifikatsiooniga tuleb alustada 1 tunni jooksul alates t66deldud proovide ja kontrollproovide lisamisest

toopdhisegule.
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Taiendavad vajalikud materjalid

Materjalid M/N

cobas® DNA Sample Preparation Kit Roche 05985536190
Valgendaja Iga tarnija

70%-line etanool Iga tarnija

cobas® 4800 siisteemi mikrotiiterplaat (AD-plaat) ja kattekile Roche 05232724001

® - . . .

(amiakss cobas® 4300 sisteer pagaldarisa Roche 04900383001
Reguleeritavad pipetid* (mahuga 5-1 000 pl) Iga tarnija
Aerosoolitokkega varustatud voi DNaasi-vabad kolbotsikud Iga tarnija

Lukustuva k?anega mikr.otsentriflljugi katsutid lga tamija

(1,5 ml, steriilne, RNaasi-/DNaasi-vaba, PCR grade)

Mikrotsentrifuugi katsutistatiivid Iga tarnija
Spektrofotomeeter DNA kontsentratsiooni médtmiseks* Iga tarnija
Vortex-segisti* Iga tarnija
Uhekordselt kasutatavad talgivabad kindad Iga tarnija

Kilmik sailitustemperatuuriga —25 °C...—15 °C Iga tarnija

* Kdiki seadmeid tuleb hoida korras vastavalt tootja juhistele.

Taiendavat teavet eraldi miiiidavate materjalide kohta kisige kohalikult Roche esindajalt.

Vajalikud seadmed ja tarkvara, mida kaasas ei ole

Vajalikud seadmed ja tarkvara, ei ole kaasas

Analiisaator cobas® z 480

Siisteemi cobas® 4800 juhtimisseade, mille tarkvaraversioon on 2.2 véi uuem

EGFR-i koeanallisipakett P1, tarkvaraversioon 1.0 v6i uuem*

Valine USB-vooétkoodilugeja

Printer

* Praeguse tarkvaraversiooni jaoks vaadake cobas® EGFR Mutation Test v2 komplekti toote infolehte (M/N: 07335873001).
Lisateavet eraldi miidavate materjalide kohta kisige kohalikult Roche'i esindajalt.

Ettevaatusabinoud ja kaitlemise nouded

Hoiatused ja ettevaatusabinoud

Nagu koigi testiprotseduuride puhul, on selle analiiiisi toimimise eelduseks hea laboritava.

« Kasutamiseks ainult in vitro diagnostikas.

o Ohutuskaardid (SDS) on saadaval kohalikus Roche esinduses.

o Test on ette ndhtud kasutamiseks formaliinis fikseeritud ja parafiini sisestatud (FFPET) NSCLC-proovidega.
Proove tuleb kisitada nakkusohtlikena, rakendades viljaandes Biosafety in Microbiological and Biomedical
Laboratories ' ja CLSI dokumendis M29-A4 kirjeldatud laboriohutuseeskirju.'”

« Soovitatav on kasutada {ihekordselt kasutatavaid pipette ja DNaasi-vabu pipetiotsikuid.
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Hea laboritava

Suu abil mitte pipeteerida.

Arge sdoge, jooge ega suitsetage laboris.

Péarast proovide ja komplektireaktiivide késitsemist tuleb hoolikalt kési pesta.

Mis tahes reaktiivide kdsitsemisel tuleb kanda kaitseprille, laborikitlit ja lihekordselt kasutatavaid kindaid. Viltige
materjalide kokkupuudet naha, silmade ja limaskestadega. Kokkupuute korral tuleb kokkupuutekohta kohe rohke

veega pesta. Vastasel korral voivad tekkida pdletushaavad. Mahavoolamise korral tuleb mahavoolanud kogus
enne drakuivatamist veega lahjendada.

Koik labori toopinnad tuleb pohjalikult puhastada ja desinfitseerida destilleeritud voi deioniseeritud vees varskelt
valmistatud 0,5% naatriumhiipokloriti lahusega (lahjendada olmepleegitusvedelikku vahekorras 1:10). Seejérel
tuleb pind iile piihkida 70%-lise etanooliga.

Miirkus. Miiiigil olevad olmepleegitusvedelikud sisaldavad iildjuhul 5,25% naatriumhiipokloritit. Lahjendades

olmepleegitusvedelikku vahekorras 1:10, saadakse naatriumhiipokloriti 0,5% lahus.

Saastumine

Proovide ja cobas EGFR testi reaktiivide késitsemisel tuleb saastumise viltimiseks kanda kindaid. Proovide
késitsemisel tuleb véltida kinnaste saastumist.

Kinnaste saastumise voimalikkuse vihendamiseks tuleb kindaid sageli vahetada.

Kindaid tuleb vahetada enne DNA eraldamise alalt lahkumist voi kui on alust kahtlustada kokkupuutumist lahuse
vOi prooviga.

Viltige reaktiivide saastumist mikroobide ja ribonukleaasmaterjaliga.

Amplifitseerimise ja tuvastamise to6ala tuleb enne to6pohisegu ettevalmistamist pShjalikult puhastada. Iga
operatsiooni jaoks tuleb kasutada eraldi varusid ja seadmeid, mida ei tohi kasutada muude operatsioonide jaoks
ega viia muudesse toopiirkondadesse. Néiteks ei tohi DNA eraldamiseks mdeldud pipette ja varusid kasutada
amplifitseerimiseks ja tuvastamiseks ette néhtud reaktiivide ettevalmistamiseks.

Soovitatav on korraldada labori to0protsessid ithesuunaliselt, Iopetades {ihe tegevuse enne jargmise juurde
asumist. Nditeks DNA eraldamine tuleb teostada enne amplifitseerimise ja tuvastamise alustamist. DNA
eraldamine tuleb teostada alas, mis on eraldatud alast, kus toimub amplifitseerimine ja tuvastamine. T66pdhisegu
saastumise valtimiseks DNA-proovidega, tuleb amplifitseerimise ja tuvastamise ala enne t60pohisegu
valmistamist pdhjalikult puhastada.

Terviklikkus

Arge kasutage komplekte pirast kdlblikkusaja 1ppu.

Arge segage kokku eri komplektidest vdi partiidest périt reaktiive.

Arge kasutage iihekordselt kasutatavaid esemeid pirast nende aegumistiihtaega.

Koik tihekordselt kasutatavad esemed on mdeldud iihekordseks kasutamiseks. Mitte kasutada korduvalt!

Koiki seadmeid tuleb hoida nduetekohases korras vastavalt tootja juhistele.
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Utiliseerimine

« MGAC, EGFR MMX-1, EGFR MMX-2, EGFR MMX-3 v2, EGFR MC ja DNA SD sisaldavad naatrium-
asiidi. Naatriumasiid voib reageerida pliist ja vasest dravoolutorudega, moodustades iilimalt plahvatusohtlikke
metalliasiide. Naatriumasiidi sisaldavate lahuste labori kraanikausist allavalamise korral tuleb asiidi kogunemise
véltimiseks torusid uhtuda suure koguse kiilma veega.

» Kasutamata reaktiivid ja jaégid tuleb kdrvaldada kooskolas foderaalsete, riiklike ja kohalike nduetega.

Mahavoolamine ja puhastamine

« Kui instrumendile cobas® 4800 satub pritsmeid, jirgige puhastamiseks asjakohase siisteemi cobas® 4800 kasutaja
kisiraamatu voi siisteemi cobas® 4800 kasutajaabi juhiseid.

« Arge kasutage analiisaatori cobas® z 480 puhastamiseks naatriumhiipokloritilahust (pleegitusvedelikku). Jirgige
analiisaatori cobas® z 480 puhastamisel asjakohase siisteemi cobas® 4800 kasutaja kiisiraamatus voi siisteemi
cobas® 4800 kasutajaabis kirjeldatud toiminguid.

« Lisahoiatused, ettevaatusabindud ja toimingud analiisaatori cobas® z 480 saastumisohu vihendamiseks leiate
siisteemi cobas® 4800 kasutaja kiisiraamatust voi siisteemi cobas® 4800 kasutajaabist.

Proovide votmine, transportimine ja sailitamine

Miirkus. Koiki proove tuleb kdsitada potentsiaalselt nakkusohtlikena.

Proovide votmine
NSCLC FFPET-proovid on valideeritud kasutamiseks cobas EGFR Test komplektiga.

Proovide transportimine, sailitamine ja stabiilsus

NSCLC FFPET-proove saab transportida temperatuuril 15...30 °C. FFPET-proovide transportimisel tuleb jargida
riiklikke, foderaalseid, osariigi ja kohalikke nakkusohtlike materjalide transportimise ndudeid.!'®

FFPET-proovide stabiilsus on kontrollitud kuni 12 kuu jooksul péarast kogumist, kui proove on siilitatud temperatuuril
15...30 °C. Preparaadiklaasidele kinnitatud 5 um paksuseid 16ike voib sdilitada temperatuuril 15...30 °C kuni 60 paeva.

FFPET-proovid on stabiilsed, kas:

FFPET-proovi tilip FFPET-plokk 5 ym FFPET-16ik

FFPET-proovide

st . 15...30 °C 15...30 °C
sdilitamistemperatuur

Sailitamisaeg Kuni 12 kuud Kuni 60 paeva

Toodeldud proovide sailitamine ja stabiilsus

To0deldud proovid (eraldatud DNA) piisivad stabiilsena iihel jargnevatest tingimustest:

Ekstraheeritud DNA

. - -15...-25°C 2.8°C 15...30 °C
sdilitamistemperatuur

Kllmutatud ja sulatatud kuni

Sdilitamisaeg 3 korda 60 paeva jooksul

Kuni 14 paeva Kuni 1 paev

Eraldatud DNA tuleb kasutada édra soovitusliku séilitusaja jooksul vdi enne DNA eraldamiseks kasutatud komplekti

cobas® DNA Sample Preparation Kit acgumistihtaega, kui see saabub varem.
07340761001-08ET
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cobas® EGFR Mutation Test v2

Testiprotseduur

Testi teostamine

Joonis 1 cobas EGFR testi té6protsess cobas® DNA Sample Preparation Kitiga

1 Kaivitage susteem

2 Tehke instrumentide hooldus

3 Votke sailituskohast proovid ja reaktiivid

4 Deparafineerige proovid

5 Eraldage DNA

6 Elueerige DNA

7 Looge Work Order ja printige plaadi paigutus
8 Valmistage amplifikatsiooni reaktiivid

9 Pange amplifikatsiooni reaktiivid AD-plaadile
10 Pange proov AD-plaadile

11 Sulgege AD-plaat

12 Pange AD-plaat analiisaatorisse cobas® z 480
13 Kaivitage t60seeria

14 Vaadake tulemused ule

15 LIS-i kasutades: saatke tulemus LIS-i

16 Votke materjalid anallisaatorist valja

Kasutusjuhised

Miirkus. cobas EGFR testis tohib kasutada ainult 5 um paksuseid NSCLC FFPET-1oike, mille pindalast vihemalt 10%
moodustab kasvajakude. Koikidele proovidele, mille pindalast moodustab kasvajakude alla 10%, tuleb pdirast
deparafineerimist teha makrodissektsioon.

Miirkus.  Analiisaatori cobas® 7 480 iiksikasjalikke kasutusjuhiseid vt siisteemi cobas® 4800 kasutaja késiraamatust voi
siisteemi cobas® 4800 kasutajaabist.

Tooseeria maht

Uks tédseeria vdib hdlmata 1-30 proovi (lisaks kontrollproovid) 96 auguga mikrotiiterplaadi kohta. Kui tddseerias on iile

24 proovi, tuleb kasutada mitut cobas EGFR testi komplekti.

cobas EGFR test sisaldab piisavalt reaktiive 8 to0seeria jaoks, milles igaiihes on 3 proovi (lisaks kontrollproovid). Seega
saab iihe komplektiga testida kuni 24 proovi.

Tervikliku protsessi kontroll

Selleks testiks on vaja tervikliku protsessi negatiivset kontrolli. T66delge igas katseseerias negatiivset kontrolli samal ajal
proovi(de)ga DNA eraldamise toimingust alates.

DNA eraldamine

DNA eraldatakse FFPET-proovidest komplekti cobas® DNA Sample Preparation Kit (M/N 05985536190) kasutades.
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Makrodissektsioon

Kui proovi pindalast on vihkkasvajat alla 10%, tuleb proovi ettevalmistamise osana teha selle proovi makrodissektsioon.

DNA koguse maaramine

Miirkus. DNA kontsentratsiooni tuleb mddrata kohe pdrast DNA eraldamist ja enne sdilitamist.

Mirkus. Sdilitage DNA pohimaterjali vastavalt juhistele jaotises Proovide transportimine, sdilitamine ja stabiilsus.

1. Segage iga DNA pdhimaterjali 5 sekundit vortex-segistis.

2. Maidrake DNA kogus spektrofotomeetri abil vastavalt tootja protokollile. Kasutage instrumendi tithiproovina DNA
EB-d komplektist cobas® DNA Sample Preparation Kit. Valik on vihemalt kaks kokkulangevat niitu. Need kaks
modtmistulemust tohivad erineda iiksteisest £10%, kui DNA kontsentratsiooni nditudeks on > 20,0 ng/ul. Kui DNA
kontsentratsiooni ndidud on < 20,0 ng/pl, tohivad need kaks mddtmistulemust erineda +2 ng/pl. Kui need kaks
modtmistulemust erinevad iiksteisest rohkem kui +£10%, juhul kui DNA kontsentratsiooni néitudeks on > 20,0 ng/pul,
vOi rohkem kui £2 ng/pl, juhul kui DNA kontsentratsiooni néitudeks on < 20,0 ng/ul, siis tuleb votta veel 2 nditu,
kuni nduded on tdidetud. Seejdrel tuleb arvutada nende kahe mddtmistulemuse keskmine véaértus.

Miirkus. Toodeldud negatiivsest kontrollproovist (NEG) pdrinevat DNA pohimaterjali pole vaja moota.

3. Proovide DNA pdhimaterjali kontsentratsioon peab cobas EGFR testi tegemiseks olema > 2 ng/pl. Iga proovi kohta
tehakse kolm amplifikatsiooni/tuvastamist, kusjuures igaks amplifitseerimiseks/tuvastamiseks kasutatakse 25 ul DNA
algmaterjali 2 ng/pl lahjendust (kokku 50 ng DNA-d).

Miirkus. cobas EGFR testi tegemiseks peab iga DNA pohimaterjali kontsentratsioon olema vihemalt 2 ng/ul. Kui DNA
pohimaterjali kontsentratsioon on < 2 ng/ul, siis korrake selle proovi puhul deparafineerimist, DNA
eraldamist ja DNA koguse mddramist, kasutades selleks kahte 5 um FFPET-10iku. Slaidile kinnitatud proovide
puhul pange mélema 16igu kude pérast deparafineerimist iihte katsutisse, katke kude komplekti cobas® DNA
Sample Preparation Kit kuuluva TLB + PK seguga ning tehke DNA eraldamine ja kvantifitseerimine.
Kinnitamata proovide puhul pange molema [oigu kude iihte katsutisse ning tehke deparafineerimine, DNA
eraldamine ja kvantifitseerimine. Kui DNA pohimaterjali kontsentratsioon on ikka < 2 ng/ul, siis noudke
viitavast kliinilisest asutusest uus FFPET-proovi [oik.

Amplifikatsioon ja tuvastamine

Miirkus. Toopohisegu saastumise viltimiseks DNA-proovidega tuleb amplifitseerimist ja tuvastamist teha DNA
eraldamisest eraldi alal. Amplifitseerimise ja tuvastamise téoala tuleb enne toopohisegu ettevalmistamist
pohjalikult puhastada. Oigeks puhastamiseks tuleb kéiki pindu (sh reste ja pipeteerijaid) pohjalikult puhastada
0,5% naatriumhiipokloritilahusega ja seejdrel 70% etanoolilahusega. Miiiigil olevad olmepleegitusvedelikud
sisaldavad iildjuhul 5,25% naatriumhiipokloritit. Lahjendades olmepleegitusvedelikku vahekorras 1:10,
saadakse naatriumhiipokloriti 0,5% lahus.

Instrumendi seadistamine

Analiisaatori cobas® z 480 iiksikasjalikke kasutusjuhiseid vt siisteemi cobas® 4800 kasutaja kisiraamatust vdi siisteemi
cobas® 4800 kasutajaabist.
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Testi tellimuste seadistamine

Uksikasjalikke juhiseid EGFR-td8vooetappide kohta vt siisteemi cobas® 4800 kasutaja kiisiraamatust voi siisteemi
cobas® 4800 kasutajaabist.

Koostage plaadikaart kdikide selle todseeria proovide ja kontrollproovidega. Lisage ainult koeproove sisaldavasse
seeriasse mutatsiooni kontrollproov plaadile aukudesse A01-A03. Lisage negatiivne kontrollproov plaadile aukudesse
B01-B03. Secjirel lisage lahjendatud proovid 3 kaupa veergudesse, alates C01-C03 kuni H10-H12, vt Joonis 2.

Testi cobas EGFR saab kasutada segatestimisreziimis (nt EGFR-kude EGFR-plasmaga). Kontrollpositsioonid vdivad
erineda, olenedes valitud testidest ja proovide arvust. Rohkem teavet segatestiseeria seadistamiseks vaadake siisteemi
cobas® 4800 kasutaja kiisiraamatust voi siisteemi cobas® 4800 kasutajaabist.

Joonis 2 cobas EGFR testi asetus plaadil

Rida / 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12
veerg

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Seletus: MC = mutatsiooni kontrollproov, NEG = negatiivne kontrollproov; S# = proovi ID ja MMX-# vastab pdhisegu reaktiivile 1, 2 v6i 3 v2.
Miirkus. Mis tahes proov peab tulemuse andmiseks olema iihe rea kolmes jdrjestikuses veerus.

Miirkus. Téopohisegu 1 tuleb lisada plaadil veergudesse 01, 04, 07 ja 10. Toopohisegu 2 tuleb lisada plaadil
veergudesse 02, 05, 08 ja 11. Téopohisegu 3 v2 tuleb lisada plaadil veergudesse 03, 06, 09 ja 12.

Miirkus.  Uhele plaadile saab lisada kuni 30 proovi. Kui kéikide plaadil olevate proovide toétlemiseks on vaja
rohkem kui tihte reaktiivikomplekti, peavad koik komplektid olema samast partiist.
Proovi DNA pohimaterjali lahjenduse arvutamine

Lahjenduse arvutamine DNA pohimaterjali kontsentratsioonide 2 ng/ul kuni 36 ng/ul kohta

Miirkus. Proovidest saadud DNA pohimaterjal tuleb lahjendada vahetult enne amplifitseerimist ja tuvastamist.

Mirkus. Iga proovi kohta tehakse kolm amplifikatsiooni/tuvastamise katseseeriat, mille kogumaht on 75 ul (25 ul iga
kolme reaktsiooni kohta) DNA pohimaterjali 2 ng/ul lahjendust (kokku 150 ng DNA-d).

1. Arvutage iga proovi jaoks vajalik DNA pohimaterjali maht (ul):

DNA pohimaterjali maht ul = (90 pl x 2 ng/ul) + DNA pS&himaterjali kontsentratsioon [ng/ul]
2. Arvutage iga proovi jaoks vajalik DNA SD maht (ul):

DNA SD maht pul =90 pl — DNA pdhimaterjali maht pl
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Naide:
DNA pdhimaterjali kontsentratsioon = 6,5 ng/pl
1. DNA pohimaterjali maht pl = (90 pl x 2 ng/ul) + 6,5 ng/pl = 27,7 ul
2. DNA SD maht ul = (90 pl —27,7 pl) = 62,3 pl

Lahjenduse arvutamine DNA pohimaterjali kontsentratsioonide > 36 ng/ul korral

Miirkus. Proovidest saadud DNA pohimaterjal tuleb lahjendada vahetult enne amplifitseerimist ja tuvastamist.

Miirkus. Iga proovi kohta tehakse kolm amplifikatsiooni/tuvastamise katseseeriat, mille kogumaht on 75 ul (25 ul iga
kolme reaktsiooni kohta) DNA pohimaterjali 2 ng/ul lahjendust (kokku 150 ng DNA-d).

1. DNA pohimaterjali kontsentratsioonide korral, mis iiletavad 36 ng/ul, kasutage vihemalt 90 pl lahjendatud DNA
pohimaterjali valmistamiseks vajamineva DNA SD mahu arvutamiseks jairgmist valemit. Selle eesmérk on tagada,
et iga proovi korral kasutatakse vihemalt 5 ul DNA pdhimaterjali.

2. Arvutage iga proovi kohta DNA SD vajalik maht (ul), et lahjendada 5 pl DNA pohimaterjali kontsentratsioonini
2 ng/ul:

DNA SD vajalik maht (ul) = [(5 pl DNA pdhimaterjali X DNA pdhimaterjali kontsentratsioon ng/pl) + 2 ng/ul]
—5ul

Naide:
DNA pohimaterjali kontsentratsioon = 100 ng/ul
1. DNA SD vajalik maht (ul) = [(5 pl x 100 ng/pl) + 2 ng/ul] — 5 pl =245 pl
2. Kasutage arvutatud mahus DNA SD-d 5 pul DNA pohimaterjali lahjendamiseks.

Proovi lahjendamine

1. Valmistage DNA lahjenduste jaoks ette vajalik arv 1,5 ml lukustuva kaanega mikrotsentrifuugi katsuteid ja mérkige
nendele proovi tuvastamiseks vajalik teave.

2. Pipeteerige aerosoolikindla otsikuga pipeteerija abil DNA SD arvutatud kogused vastavalt margistatud katsutitesse.
Pipeteerige 45 pul DNA SD-d lukustuva kaanega mikrotsentrifuugi katsutisse, millele on mérgitud NEG.

3. Segage iga DNA pdhimaterjali ja negatiivset kontrollproovi vortex-segistis 5—10 sekundit.

Pipeteerige aerosoolikindla otsikuga pipeteerija abil (votke iga pipeteerimise jaoks uus otsik) iga DNA pShimaterjali
arvutatus kogus ettevaatlikult vastavasse katsutisse, mis sisaldab proovi lahjendust DNA SD. Pipeteerige 45 pl
negatiivset kontrollproovi (eraldatud eluaat) NEG katsutisse.

Sulgege katsutid korgiga ja segage vortex-segistis 5—10 sekundit.
Vahetage kindad.

Reaktsiooni seadistamine

Toopohisegude (MMX-1, MMX-2 ja MMX-3 v2) valmistamine
Miirkus. EGFR MMX-1, EGFR MMX-2, EGFR MMX-3 v2 ja t6opohisegu on valgustundlikud ning neid tuleb kaitsta

pikaajalise kokkupuute eest valgusega.

Miirkus. EGFR MMX-segude ja t6opohisegu viskoossuse tottu pipeteerige aeglaselt, et kogu segu viljuks otsikust.

Mirkus. EGFR MMX-1, EGFR MMX-2 ja EGFR MMX-3 v2 voivad olla helesinist voi lillakat tooni. See ei mojuta
reaktiivi toimet.
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Valmistage eraldi 1,5 ml lukustuva kaanega mikrotsentrifuugi katsutitesse ette kolm t66pohisegu, millest iiks sisaldab
reaktiivi EGFR MMX-1, teine reaktiivi EGFR MMX-2 ja kolmas reaktiivi EGFR MMX-3 v2.

1. Arvutage iga to6pShisegu jaoks reaktiivi EGFR MMX-1 voi EGFR MMX-2 voi EGFR MMX-3 v2 vajalik maht
jargmise valemi abil:

Reaktiivi EGFR MMX-1 v6i EGFR MMX-2 voi EGFR MMX-3 v2 vajalik maht = (proovide arv
+ 2 kontrollproovi + 1) x 20 pul

2. Arvutage iga todpdhisegu jaoks vajalik MGAC vajalik maht jargmise valemi abil:

MGAC vajalik maht = (proovide arv + 2 kontrollproovi + 1) x 5 ul
Vt Tab. 4, et méédrata kindlaks iga reaktiivi kogus, mis on vajalik 66pohisegu valmistamiseks, vottes aluseks
katseseeriasse kuuluvate proovide arvu.

Tab. 4 Toopohisegude t66-MMX-1, t66-MMX-2 ja t66- MMX-3 v2 jaoks vajalikud reaktiivide kogused

Proovide arv*
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
MMX 20 80 100 120 140 160 180 200 220 240 | 260
MGAC 5yl 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65
Iga t50pChisegu 100 125 150 175 200 225 250 275 300 | 325
kogumaht (ul)

* Proovide arvule vastavate koguste aluseks on jargmine summa: proovide arv + 2 kontrollproovi + 1

3. Vatke 2...8 °C siilituskohast sobiv arv pohisegude EGFR MMX-1, EGFR MMX-2, EGFR MMX-3 v2 ja MGAC
viaale. Segage iga reaktiivi 5 sekundit vortex-segistis ja koguge enne kasutamist katsuti pohjast vedelik. Mérgistage
toopdhisegude t66-MMX-1, t66-MMX-2 ja t66-MMX-3 v2 jaoks steriilne mikrotsentrifuugi katsuti.

4. Lisage arvutatud kogus pohisegu EGFR MMX-1 vdi EGFR MMX-2 v6i EGFR MMX-3 v2 vastavasse to0pohisegu
katsutisse.

5. Lisage toopShisegu katsutitesse arvutatud kogus MGAC-i.
6. Segage piisava segamise tagamiseks katsuteid 3—5 sekundit vortex-segistis.

Miirkus. Proovid ja kontrollproovid tuleb lisada AD-plaadile 1 tunni jooksul alates t6opohisegu valmimisest.

Miirkus. Kasutage ainult siisteemi cobas® 4800 AD-plaati ja kattekilet.

Plaadi ettevalmistamine
1. Pipeteerige igasse katseseeria jaoks vajalikku AD-plaadi reaktsiooniauku 25 pl to6pdhisegu. Arge puudutage
pipeteerija otsikuga plaati véljaspool auke.
e Lisage t00-MMX-1 (mis sisaldab pohisegu EGFR MMX-1) AD-plaadi aukudesse veergudes 01, 04, 07 ja 10.
o Lisage t66-MMX-2 (mis sisaldab pohisegu EGFR MMX-2) AD-plaadi aukudesse veergudes 02, 05, 08 ja 11.

e Lisage t00-MMX-3 v2 (mis sisaldab pohisegu EGFR MMX-3 v2) AD-plaadi aukudesse veergudes 03, 06, 09
jal2.

2. Pipeteerige 25 pul kontrollproovi EGFR MC AD-plaadi aukudesse A01, A02 ja A03; segage pdhjalikult pipetiga
suspendeerides augu sees vihemalt kaks korda (aspireerides segu vihemalt kaks korda).

3. Pipeteerige uue pipeteerijaotsiku abil 25 ul kontrollproovi NEG AD-plaadi aukudesse B01, B02 ja B03; segage
pohjalikult pipetiga suspendeerides augu sees viahemalt kaks korda (aspireerides segu vahemalt kaks korda).

Mirkus. Igas katseseerias peavad augud A01, A02 ja A03 sisaldama kontrollproovi (EGFR MC) ning augud B01, B02
Jja B03 negatiivset kontrollproovi (NEG). Vastasel korral loeb analiisaator cobas® z 480 katseseeria kehtetuks.
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Miirkus. Vahetage vastavalt vajadusele kindaid, et viltida proovide ristsaastumist ja PCR-reaktsiooni katsuti
vdlispinna saastumist.

4. Kasutades iga lahjendatud proovi DNA jaoks uusi pipeteerijaotsikuid, lisage 25 pl esimese proovi DNA-d AD-plaadi
aukudesse C01, C02 ja C03; igasse auku proovi DNA lisamisel uut otsikut kasutades segage kdiki auke pdhjalikult
pipeteerija abil, et augu sees vihemalt kaks korda aspireerida ja doseerida. Korrake seda toimingut iga proovi DNA-
ga ja jérgige Joonis 2 malli, kuni kdik DNA-proovi lahjendused on AD-plaadile lisatud. Veenduge, et kogu vedelik
on kogutud aukude pohja.

5. Katke mikrotiiterplaat (AD-plaat) kattekilega (kuulub plaatide tarnekomplekti). Kasutage kattekile aplikaatorit, et
kinnitada kile kindlalt mikrotiiterplaadi (AD-plaadi) kiilge.

6. Veenduge enne PCR-i alustamist, et kogu vedelik on aukude pdhjast kokku kogutud.

Miirkus. Amplifikatsiooni ja tuvastamist tuleb alustada 1 tunni jooksul alates esimese proovi DNA lahjenduse lisamist
téopohisegule.

PCR-i alustamine

Uksikasjalikke juhiseid EGFR todvooetappide kohta vt siisteemi cobas® 4800 kasutaja kiisiraamatust vdi siisteemi
cobas® 4800 kasutajaabist. Kui ilmub hiipikaken ,,Select test”, valige suvand ,,EGFR Tissue P1” ja kldpsake nuppu ,,0K”.
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Tulemused

Tulemuste tolgendamine

Miirkus. Koik katseseeria ja proovi valideerimised teeb cobas® 4800 tarkvara.

Miirkus. Kehtiv katseseeria voib sisaldada nii kehtivaid kui ka kehtetuid proovide tulemusi.

Nouetele vastavate tulemustega katseseeria puhul tdlgendatakse proovidega saadud tulemusi vastavalt: Tab. 5.

Tab. 5 cobas EGFR testi tulemuste tdlgendamine
Katsetulemus Mutatsiooni tulemus Tolgendus
Ex19Del
S768l
L858R
Mutation T790M Mutatsioon avastati m&aratud sintmérgiks olevas EGFR-i
Detected L861Q piirkonnas.
G719X
Ex20Ins
(mutatsioone vbib olla rohkem kui tks)
No Mutation NA Sihtmargiks olevas EGFR-i piirkonnas mutatsiooni ei
Detected (NMD)* avastatud.
Proovi tulemus on kehtetu. Korrake kehtetute tulemustega
Kehtetu NA proovide testimist vastavalt jaotises ,Kehtetute tulemustega
proovide uuesti testimine” esitatud juhistele.
Failed NA Riist- vdi tarkvara térke tottu nurjunud katseseeria. P6drduge

tehnilise abi saamiseks Roche'i kohalikku esindusse.

* Tulemus ,No Mutation Detected” ei valista mutatsiooni olemasolu sihtméargiks olevas EGFR-i piirkonnas, kuna tulemused
séltuvad mutatsioonidega jarjestuste protsendimaarast, proovide terviklikkusest, inhibiitorite juuresolekust ja avastamiseks
piisava DNA-koguse olemasolust.

Tulemuste lipud on leitavad tulemuste vahekaardilt (ekraan) voi lippude veerust (aruanne). Rohkemat teavet vaadake

jaotisest Tulemuste lipud.

Kehtetute tulemustega proovide uuesti testimine

1. Korrake kehtetu proovi DNA pShimaterjali lahjendamist, jargides jaotises Amplifikatsioon ja tuvastamine esitatud
protseduuride ,,Proovi DNA p&himaterjali lahjenduse arvutamine” ja ,,Proovi lahjendamine” juhiseid.

2. Parast DNA pdhimaterjali lahjendamist kontsentratsioonile 2 ng/ul (vt ,,Proovi lahjendamine”) jétkake protseduuriga

,,100pOhisegude (MMX-1, MMX-2 ja MMX-3 v2) valmistamine” ning iilejadnud amplifikatsiooni ja tuvastamise

protseduuriga.

Miirkus. Kui proov jddb ka pdrast uuesti testimist kehtetuks voi uue lahjenduse valmistamiseks polnud piisavalt DNA
pohimaterjali (vt Kehtetute tulemustega proovide uuesti testimine, etapp 1), korrake selle prooviga kogu

testiprotseduuri alates deparafineerimisest ja DNA eraldamisest, kasutades uut 5 um paksust FFPET-kasvaja

[oiku.
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Kvaliteedikontroll ja tulemuste kehtivus

Igas 30 prooviga katseseerias on iiks komplekt cobas EGFR testi mutatsiooni kontrollproove (EGFR MC) (augud A01,
A02 ja A03) ja negatiivseid kontrollproove (NEG) (augud B01, B02 ja B03) t66-MMX-1, t66-MMX-2 ja t66-MMX-3 v2
jaoks. Katseseeria on kehtiv, kui EGFR MC ja NEG on kehtivad. Kui EGFR MC v&i NEG tulemused on kehtetud, on
kogu katseseeria kehtetu ning seda tuleb korrata. Valmistage varem eraldatud proovi DNA pdhimaterjalist uus lahjendus,
et seadistada uus AD-plaat kontrollproovidega amplifikatsiooniks ja tuvastamiseks.

Mutatsioonikontroll

EGFR MC tulemus peab olema ,,Valid”. Kui EGFR MC kontrolliga saadakse jarjepidevalt kehtetuid tulemusi, p66rduge
tehnilise abi saamiseks Roche'i kohalikku esindusse.

Negatiivne kontroll

NEG tulemus peab olema ,,Valid”. Kui NEG kontrolliga saadakse jarjepidevalt kehtetuid tulemusi, p6orduge tehnilise abi
saamiseks Roche'i kohalikku esindusse.

Meetodi piirangud

1. Analiitisida tuleb ainult ettendhtud proovitiiiipe. cobas EGFR test on valideeritud kasutamiseks ainult koos NSCLC
FFPET-kasvajaproovidega.

2. cobas EGFR-test on valideeritud kasutamiseks ainult koos komplektiga cobas® DNA Sample Preparation Kit
(Roche P/N: 05985536190).

3. Mutatsiooni avastamine soltub koopiate arvust proovis ja seda vdivad mdjutada proovi terviklikkus, eraldatud DNA
kogus ja segavate ainete juuresolek.

4. Tulemuste usaldusvéaarsus soltub proovide fikseerimise, transportimise, sdilitamise ja to6tlemise kvaliteedist. Jargige
komplekti cobas® DNA Sample Preparation Kit kasutusjuhises (M/N 05985536190), selles kasutusjuhises ja siisteemi
cobas® 4800 kasutaja késiraamatus voi siisteemi cobas® 4800 kasutajaabis kirjeldatud toiminguid.

5. Muude voimalike mojurite (nt proovi kinnitamise mdjurite) toimet ei ole uuritud.

6. AmpErase-ensiiiimi lisamine testi cobas EGFR Mutation pohisegule vdimaldab sihtmérk-DNA-d valikuliselt
amplifitseerida. Siiski on reaktiivide saastumise valtimiseks vaja jargida hdid laboritdotavasid ja kdesoleva
kasutusjuhendi juhiseid.

7. Seda toodet tohivad kasutada vaid PCR-meetodit ja siisteemi cobas® 4800 viljadppe saanud tootajad.

8. Selle tootega kasutamiseks on valideeritud ainult analiisaator cobas® z 480. Muid reaalajas optilise midaramisega
termotsiiklereid ei tohi selle tootega kasutada.

9. Tehnoloogiate sisemiste erinevuste tottu on soovitatav, et kasutaja teeks enne iihelt tehnoloogialt teisele lilitumist
oma laboris tehnoloogiate erinevuste hindamiseks meetodi korrelatsiooniuuringu.

10. PCR-i inhibiitorite esinemine voib pohjustada valenegatiivseid voi kehtetuid tulemusi.

11. cobas EGFR testi praimerite ja/v4i sondidega kaetud EGFR-i geeni genoomse DNA piirkondades tekkinud
mutatsioonid voivad tingida mutatsiooni olemasolu tuvastamise ebadnnestumise eksonites 18, 19, 20 ja 21
(tulemus ,,No Mutation Detected”), kuigi seda esineb harva.

12. cobas EGFR test néitab ristreaktiivsust (tulemus ,,Mutation Detected”) 19. eksoni L747S-mutatsiooni, mis on
haruldane omandatud mutatsioon, mis vdib anda resistentsuse TKI-ravi suhtes."®

13. cobas EGFR test on valideeritud kasutamiseks koos 50 ng DNA-ga reaktsiooniaugu kohta. 50 ng vdiksemad DNA
kogused reaktsiooniaugu kohta pole soovitatavad.

07340761001-08ET

Doc. Rev. 8.0 23



JAOTIS A: Kasutamiseks koeproovidega cobas® EGFR Mutation Test v2

14. cobas EGFR test on kvalitatiivne test. Test ei ole ette ndhtud mutatsiooniprotsendi kvantitatiivseks modtmiseks.

15. Lagunenud DNA-d sisaldavad NSCLC FFPET-proovid vdivad mdjutada testi suutlikkust EGFR-1 mutatsioone
tuvastada.

16. Proovid, mille kohta registreeritakse tulemus ,,No Mutation Detected”, vdivad sisaldada EGFR-i mutatsioone, mida
katse ei tuvasta.

17. cobas EGFR test avastab EGFR mutatsioone NSCLC-kasvajaga patsientidel, kelle kasvajatel on 18. eksoni (G719X)
asendused, 19. eksoni deletsioonid, 20. eksoni insertsioonid ja asendused (T790M, S768I) ja 21. eksoni asendused
(L858R, L861Q), kuid mitte muid EGFR mutatsioone.

Mittekliinilise toimivuse hindamine

Mirkus. Allpool kirjeldatud uuringud sisaldavad cobas EGFR testist vi ja v2 saadud kumulatiivseid andmeid.

Allpool kirjeldatud mittekliinilistes uuringutes hinnati kasvaja protsenti patoloogilise iilevaatusega. Testitavate proovide
valimiseks kasutati kahesuunalist Sangeri sekveneerimist ja jargmise polvkonna sekveneerimist (NGS). NSCLC FFPET-
proovi mutatsiooniprotsendi madramiseks kasutati NGS-meetodit.

Analiiitiline tundlikkus — tulemuse puudumise piir

cobas EGFR testi toimivuse hindamiseks ilma matriitsita ja tagamaks, et tulemuseta proov ei loo analiiiitilist signaali,
mis vOib osutada mutatsiooni madalale kontsentratsioonile, hinnati ilma matriitsita proove ja NSCLC FFPET EGFR
metsiktiiiibi proove. Suunises CLSI EP17-A2% ette nihtud analiiiisi kasutades tehti kindlaks, et tulemuse puudumise
piir on koikide mutatsioonide puhul null.

Tuvastamispiir FFPET-proovi segusid kasutades

19. eksoni deletsioonmutatsiooni jaoks segati kolm FFPET-proovi ekstraheeritud DNA-proovi, L858R mutatsiooni
jaoks segati neli FFPET-proovi ekstraheeritud DNA-proovi, L858R ja T790M mutatsioonide jaoks segati kaks topelt-
mutatsiooniga FFPET-proovi ekstraheeritud DNA-proovi, G719A mutatsiooni jaoks segati kaks FFPET-proovi
ekstraheeritud DNA-proovi, T790M ja G719A jaoks segati iiks topeltmutatsiooniga FFPET-proovi ekstraheeritud DNA-
proov, G719C ja S7681 mutatsiooni jaoks segati iiks topeltmutatsiooniga FFPET-proovi ekstraheeritud DNA-proov,
S7681ja G719S jaoks segati liks topeltmutatsiooniga FFPET-proovi ekstraheeritud DNA-proov, 20. eksoni insertsioon-
mutatsiooni jaoks segati kolm FFPET-proovi ekstraheeritud DNA-proovi ning L861Q mutatsiooni jaoks segati kolm
FFPET-proovi ekstraheeritud DNA-proovi EGFR-1 metsiktiiiibi FFPET-proovi ekstraheeritud prooviga, et saada segu,
mille proovides oleks sihtmérgiks 10%, 5,0%, 2,5% ja 1,25% mutatsioonitase, mis méérati kindlaks jirgmise pdlvkonna
sekveneerimise (NGS) meetodi abil, mis on valideeritud kasutamiseks 18., 19., 20. ja 21. eksoni EGFR mutatsioonide
avastamiseks. Proovisegudest valmistati lahjendusseeriad ja cobas EGFR testi koigi kolme komplekti partii abil testiti iga
paneeliliikme kaheksat paralleelproovi (n = 24/paneeliliige). Iga proovi tuvastamispiir méérati kdige viiksema DNA-
koguse alusel, mis andis sihtmérgiks oleva mutatsiooni korral EGFR-i tulemuse ,,Mutation Detected” vihemalt 95%
juhtudel (vt Tab. 6).
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Tab. 6 cobas EGFR testi tuvastamispiir FFPET-proovi segusid kasutades

Paneeliliikme mutatsiooniprotsent,
. EGFR-i . et saavutada 50 ng DNA-ga
Eecli's::r;l mutatsiooni- nukleiinES::}e-jlérjestus reaktsiooniaugi ko%ta 2 Qg% COSMIC ID™4
rihm juhtudest tulemus ,,Mutation
Detected” (N = 24 paralleelproovi)

2156 G>C 25 6239

2156 G>C 4,7 6239

18 G719X 2155 G>A 3,2 6252

2155 G>T 5,6 6253

2235 _2249del15 1,4 6223

2236_2250del15 2,5 6225

2239 2256del18* 4,7 6255

2240 _2254del15 7,2 12369

. 2240 2257del18 13,4* 12370

19 19. eksoni 2239 2248>C 22 12382

deletsioon

2237_2255>T* 4,1 12384

2237_2253>TTGCT* 6,3 12416

2238 2252del15 24 23571

2238 2252del15* 55 23571
2239_2257>GT* 6,0 Ei leitud

2369 C>T 2,0 6240

T790M 2369 C>T 24 6240

2369 C>T 3,0 6240

2303 G>T 1,3 6241

20 S68l 2303 G>T 24 6241
) 2307_2308insGCCAGCGTG 1,7 12376

.igeenfc?gr: 2319_2320insCAC 6,8 12377
2310_2311insGGT 1,3 12378

2573 T>G 4,0 6224

2573 T>G 4,2 6224

L858RP 2573 T>G 4,3 6224

o1 2573 T>G 4,3 6224

2573 T>G 5,3 6224

2582T>A 21 6213

L861Q 2582T>A 2,2 6213

2582T>A 3,4 6213

* Neid EURTAC-i kohordis olevate 19. eksoni mittepeamisi deletsioonmutatsioone testiti ainult ligikaudu 5% mutatsiooni Uhel
sihttasemel. Proovi DNA-segusid testiti 3 uuringukeskuses.

** cobas EGFR testi tuvastamispiir selle mutatsiooni tuvastamisel on standardkoguse (50 ng reaktsiooniaugu kohta) kasutamisel
Ule 10% mutatsioonitase.

See uuring néitab, et cobas EGFR Test suudab standardkoguse (50 ng reaktsiooniaugu kohta) kasutamisel tuvastada
EGFR-i 18., 19., 20. ja 21. eksoni mutatsioone vahemalt 5% mutatsioonitaseme korral.
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Vahkkasvaja minimaalne sisaldus

NSCLC-proovides EGFR-i mutatsiooni tuvastamiseks ndutava kasvaja minimaalse pindala kindlaksmé&dramiseks testiti
kokku 66 soltumatut EGFR-i mutatsiooniga proovi (st 35 19. eksoni mutatsiooni ja 31 21. eksoni L858R-mutatsiooni),
milles kasvaja pindala oli vahemikus 25-99%. Uheski uuritud proovis polnud korraga nii 19. eksoni deletsiooni kui ka
21. eksoni L858R-mutatsiooni. Iga proovi testiti ilma makrodissektsioonita (esialgsel kujul) ja parast makrodissektsiooni.
Esialgsel kujul koeldikudes ja makrodissekteeritud 16ikudes tdheldatud CtR-vairtusi analiiiisiti Demingi regressiooni ja
Bland-Altmani graafiku abil (erinevused vs. keskmine). Tulemused toetavad selliste proovide kasutamist, milles kasvaja
pindala on suurem kui 25%, ilma makrodissektsioonita.

Testiti veel 10 EGFR-1 metsiktiiiibi NSCLC-proovi (1-90% kasvaja pindala) ja 10 EGFR-i mutatsiooni proovi (8-95%
kasvaja pindala), et teha kindlaks, kas véikese kasvaja pindalaga NSCLC kasvajakoe makrodissektsioon suurendaks cobas
EGFR testi avastamismadira. Iga proovi testiti ilma makrodissektsioonita (esialgsel kujul) ja parast makrodissektsiooni.
Koik makrodissektsiooniga testi tulemused vastasid ilma makrodissektsioonita testi tulemustele ja kdigi 20 proovi puhul
tdheldati eeldatavaid mutatsiooni ja metsiktiilibi tulemusi.

EURTACHi erlotiniibi- ja tsisplatiinipohise kemoteraapia vordlusuuringu III faasis makrodissekteeriti NSCLC FFPET-
proove, mille kasvaja pindala oli alla 10%, enne EGFR mutatsioonianaliiiisi. EURTAC-i sdelutud proovide iihte alam-
rithma uuriti EGFR-1 mutatsiooni oleku suhtes nii cobas EGFR testi abil kui ka jargmise pdlvkonna sekveneerimise
(NGS) meetodil. Tab. 7 ja Tab. 8§ esitavad ithendatult NSCLC-proovide EGFR-i 19. eksoni v3di L858Ri mutatsioonide
cobas EGFR testi kui ka NGS-sekveneerimise tulemusi. Kasutades standardmeetodina NGS-i, néitasid tulemused, et
véiksema kui 10% kasvajapindalaga NSCLC FFPET-16ikude makrodissektsiooni analiiiitiline tépsus oli vorreldav
makrodissekteerimata NSCLC FFPET-16iguga.

Koos toetavad need uuringud seisukohta, et alla 10% kasvajapindalga NSCLC FFPET-16ikude puhul tuleb enne
cobas EGFR testi teha makrodissektsioon.

Tab. 7 cobas EGFR testi toimivus NSCLC FFPET-proovide puhul, mille kasvaja pindala on < 10% (makrodissekteeritud)

o Protsentuaalne o )
Kokkulangevuse moot kokkulangevus (N) 95% usaldusvahemik

Positiivne protsentuaalne kokkulangevus (PPA) 97,2% (35/36) 85,8%, 99,5%
Negatiivne protsentuaalne kokkulangevus (NPA) 94,5% (52/55) 85,1%, 98,1%
Uldine protsentuaalne kokkulangevus (OPA) 95,6% (87/91) 89,2%, 98,3%

Tab. 8 cobas EGFR testi toimivus NSCLC FFPET-proovide puhul, mille kasvaja pindala on > 10% (makrodissekteerimata)

o Protsentuaalne o ]
Kokkulangevuse moot kokkulangevus (N) 95% usaldusvahemik

Positiivne protsentuaalne kokkulangevus (PPA) 93,0% (107/115) 86,9%, 96,4%
Negatiivne protsentuaalne kokkulangevus (NPA) 98,5% (199/202) 95,7%, 99,5%
Uldine protsentuaalne kokkulangevus (OPA) 96,5% (306/317) 93,9%, 98,1%

07340761001-08ET

Doc. Rev. 8.0 26



JAOTIS A: Kasutamiseks koeproovidega cobas® EGFR Mutation Test v2

Ristreaktsioonid teiste 18., 19., 20. ja 21. eksoni mutatsioonidega

EURTAC Kkliiniliste uuringute proovid

cobas EGFR test andis ,,Mutation Detected” tulemuse jargnevatele EGFR-1 mutatsioonidele EURTAC Kkliiniliste
uuringute proovides (Tab. 9). cobas EGFR testi analiiiitilisi tulemusi nende mutatsioonide médramisel ei ole hinnatud.

Tab. 9 Mutatsioonid, mis esinevad EURTAC kohordis ja ristreageerivad cobas EGFR testiga

Ekson Mutatsiooni jarjestus AA muutus COSMIC ID"
2236_2252>AT E746_T751>I 26680
2239 _2253>CAA L747_T751>Q 51527
19 2234 2251>AAT K745_T751>K Ei leitud
2236_2244del9 E746_R748>E Ei leitud
2236_2263>GAAGCAT E746_AT755>E Ei leitud
2237_2251>AAC E746_751T>E Ei leitud

AURAZ2 kliiniliste uuringute proovid

cobas EGFR-test andis ,,Mutation Detected” tulemuse jargnevale EGFR-i mutatsioonile AURA2 kliiniliste uuringute
proovides (Tab. 10). cobas EGFR-testi analiiiitilisi tulemusi selle mutatsiooni méédramisel ei ole hinnatud.

Tab. 10 Mutatsioonid, mis esinevad AURA2 kohordis ja ristreageerivad cobas EGFR testiga
Ekson Mutatsiooni jarjestus AA muutus COSMIC ID"
21 2572_2573CT>AG L858R 13553

Spetsiifilisus — mikroorganismid ja EGFR-i homoloogid

cobas EGFR testi spetsiifilisuse hindamiseks testiti kopsuga seotud mikroorganisme ja EGFR-1 homoloogide plasmiide, st
plasmiide, mis sisaldavad jérjestusi igast HER2, HER3 ja HER4 geneetilisest regioonist analoogselt jérjestustele EGFR-i
18.,19., 20. ja 21. eksonis, mida amplifitseeritakse cobas EGFR testiga.

Kopsuga seotud mikroorganismid

Streptococcus pneumoniae ja Haemophilus influenzae kolooniat moodustavate iihikute hulga 4 x 10° puhul ei tdheldatud
ristreaktsiooni ega takistavat moju cobas EGFR testile juhul, kui mikroorganismid lisati koeliiiisi ajal looduslikku tiiiipi ja
muteerunud EGFR-1 jérjestusi sisaldavatele proovidele.

EGFR-i homoloogide plasmiidid

Struktuuriliselt seotud epidermaalse retseptori proteiini tiirosiinkinaasi analoogi jéarjestused (EGFR/HER1, HER2, HER3
ja HER4) on nédidanud, et ristreaktiivsust cobas EGFR testiga ei esine, kui enne amplifitseerimis-/tuvastamisprotseduuri
lisati eraldatud DNA pohimaterjalile potentsiaalselt ristreaktiivne jérjestus genoomsete koopiate arvu tasemel, mis oli
samavéirne sisendiga 50 ng/PCR. Lisati kontrollitingimus ilma plasmiidi DNA-ta. Tulemused néitasid, et kdigi 15 testitud
FFPET-proovi puhul tdheldatud mutatsioonid vastasid sekveneerimisega méératavale eeldatavale mutatsioonile nii lisatud
HER-geeni plasmiidi DNA olemasolu kui ka puudumise korral. Lisaks testiti EGFR-1 19. eksoni mutatsiooni L747S
ristreaktsiivsuse suhtes. Tulemused néitasid, et cobas EGFR test ristreageerib EGFR-i 19. eksoni mutatsiooniga L.7478S.
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Segavad mojurid

Trigliitseriidide (37 mM, CLSI soovitatav suur kontsentratsioon?') ja hemoglobiini (2 mg/ml, CLSI soovitatav suur
kontsentratsioon?") puhul ei tdheldatud segavat mdju cobas EGFR testile, kui proovi ettevalmistamisel lisati koeliiiisi
ajal potentsiaalselt segav aine.

Albuterooli (Ventolin), ipratroopiumi (Atrovent), fluticasooni (Flonase), tseftatsidiimi (Fortaz), imipeneem-tsilastatiini
(Primaxin), piperatsilliin-tasobaktaami, tsilastatiini (Cilastatin sodium), betadiini ja lidokaiini puhul ei tdheldatud segavat
mdju cobas EGFR testile, kui proovi ettevalmistamisel lisati need koeliiiisi ajal.

Nekroosne kude

On tdendatud, et NSCLC FFPET-proovid kuni 60% nekroosse koe pindalaga EGFR-i mutatsiooni puhul ja 85%
nekroosse koe pindalaga metsiktiiiibi proovide puhul ei takista cobas EGFR testi tulemusi.

Korratavus

cobas EGFR testi korratavuse hindamiseks kasutati kuut FFPET-proovi, sh kahte EGFR-1 metsiktiiiibi proovi; nelja
EGFR-i mutatsiooni proovi, lihte igast jdrgmisest mutatsioonist: 19. eksoni deletsioon, S7681 ja G719X, T790M ja L858R
ning 20. eksoni insertsioon. Kaks todtajat testisid neid proove kahes eksemplaris, kasutades nelja paeva jooksul kahte
reaktiivipartiid ja kahte analiisaatorit cobas® z 480. Kokku hinnati iga proovi kohta 32 paralleelproovi. cobas EGFR testi
oigete hinnangute tépsus oli 96,9% (186/192).

cobas EGFR testi korratavust hinnati ka teises uuringus, milles kasutati nelja FFPET-proovi, sh iihte EGFR-i metsiktiiiibi
proov, kolme EGFR-i1 mutatsiooni FFPET-proovi, iihte igast jirgmisest mutatsioonist: L861Q, G719X ja 20. eksoni
insertsioon. Kaks tootajat testisid neid proove kahes eksemplaris, kasutades mitme péeva jooksul kahte reaktiivipartiid

ja kahte analiisaatorit cobas® z 480. cobas EGFR testi digete hinnangute tipsus kdikide paralleelproovide, tootajate,
reaktiivipartiide ja instrumentide kaupa oli kokku 99,2% (127/128).

Proovide kasitsemise reprodutseeritavus

Komplekti cobas® DNA Sample Preparation Kit reprodutseeritavust uuriti kolmest FFPET-proovide plokist vdetud
16ikude abil, millest iiks sisaldas 19. eksoni deletsiooni mutatsiooni, teine mutatsiooni L858R ja kolmas metsiktiitipi
mutatsiooni. Iga proovi testiti iga pdev igas uurimisasutuses kahes eksemplaris. Konkreetse proovi 16igud randomiseeriti
ja neid testiti kuue paeva pikkusel perioodil kolmes uurimisasutuses, kusjuures igas asutuses osales {liks to0taja, kasutati
tihte analiisaatorit cobas® z 480, kolme cobas® DNA Sample Preparation Kiti partiid ja iihte cobas EGFR testi partiid.
Igal testipédeval eraldas ja testis iga tootaja iga proovi kahest NSCLC FFPET-16igust voetud DNA-d cobas EGFR testiga.
K&ik proovid andsid kogu kuuepievase testiperioodi jooksul kehtivad ja diged tulemused. Kdikide proovide ja tootajate
puhul kokku oli cobas EGFR testi digete hinnangute tdpsus 100% (108/108).
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Kliinilise toimivuse hindamine

Kliinilise reprodutseeritavuse uuring 1

Viline uuring tehti eesmargiga hinnata testi cobas EGFR reprodutseeritavust 3 vilise testimiskoha (2 t66tajat tihe koha
kohta), 3 reaktiivipartii ja 5 mittejérjestikuse testimispieva ldikes, kasutades NSCLC metsiktiitipi (WT) ja mutantsete
(MT) kasvajaproovide FFPET-16ikudest saadud 13-liikmelist DNA-proovide paneeli. See paneel sisaldas 21. eksoni
mutatsiooni L858R ja 19. eksoni viit erinevat deletsioonmutatsiooni. 92 seeriast 90 (97,8%) olid kehtivad. 90 kehtiva
seeria kdigus tehti iga paneelitiilibi 13 paneeliliikmega 2340 testi. Koik testitulemused olid kehtivad. Metsiktiiiipi
paneeliliikmete 180 kehtivate tulemustega testis polnud {ihtki tulemust ,,Mutation Detected”, seega oli kokkulangevus
100%. 12 mutantsest paneelilitkmest oli 10 juhul 100% kokkulangevus. Paneeliliikme ,,EX19 2240 2257dell18 — 5%
mutatsioon” puhul oli kokkulangevus 62,8% (67/180 testitulemusest oli ,,No Mutation Detected”). Paneeliliikme
»EX19 2240 2257del18 — 10% mutatsioon” puhul oli kokkulangevus 99,4% (1/180 testitulemusest oli ,,No Mutation
Detected”). Tulemused vastavalt {ildisele kokkulangevusele on esitatud allpool (vt Tab. 11). K&igi mutatsioonipaneeli
litkmete variatsioonikordaja (VC) oli < 6%. Iga paneeliliikme sees oli CV < 3,5%. Viliste kontrollproovide iildine CV
oli < 1,3%. Partiidevaheline CV oli < 0,5% ja partiidesisene CV < 1,2%.

Tab. 11 cobas EGFR testi reprodutseeritavus uuring 1 paneeliliikmete hinnanguline lildine kokkulangevus
Paneeliliige Kehtiva tult?muse Kokkulangevus Kokkulangevuse %
andnud testide arv (N) (95% Cl)2
Metsiktllp 180 180 100 (98,0, 100,0)
EX19_2235 2249del15 — 5% mutatsioon 180 180 100 (98,0, 100,0)
EX19_2235_2249del15 — < 10% mutatsioon 180 180 100 (98,0, 100,0)
EX19_2236_2250del15 — 5% mutatsioon 180 180 100 (98,0, 100,0)
EX19_2236_2250del15 — < 10% mutatsioon 180 180 100 (98,0, 100,0)
EX19_2239 2248>C - 5% mutatsioon 180 180 100 (98,0, 100,0)
EX19_2239 2248>C — < 10% mutatsioon 180 180 100 (98,0, 100,0)
EX19_2240_2254del15 — 5% mutatsioon 180 180 100 (98,0, 100,0)
EX19_2240_2254del15 — < 10% mutatsioon 180 180 100 (98,0, 100,0)
EX19_2240_2257del18 — 5% mutatsioon 180 113 62,8 (55,3, 69,9)*
EX19_2240_2257del18 — < 10% mutatsioon 180 179 99,4 (96,9, 100,0)*
EX21_2573T>G=L858R — 5% mutatsioon 180 180 100 (98,0, 100,0)
EX21_2573T>G=L858R — < 10% mutatsioon 180 180 100 (98,0, 100,0)

Markus. Tulemused langesid kokku, kui mutantne paneelilige andis kehtiva tulemuse ,Mutation Detected” v6i metsiktlipi
paneelilige andis kehtiva tulemuse ,No Mutation Detected”.
295% CIl = 95% tépne binominaalne usaldusvahemik.

*

cobas EGFR testi analldtiline tundlikkus selle mutatsiooni tuvastamisel on standardkoguse (50 ng reaktsiooniaugu
kohta) kasutamisel lile 10% mutatsioonitase.
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Kliinilise reprodutseeritavuse uuring 2

Viline uuring tehti eesmérgiga hinnata testi cobas EGFR reprodutseeritavust 3 testimiskoha (2 vélist ja 1 sisemine,

2 todtajat iihe koha kohta), 3 reaktiivipartii ja 5 mittejérjestikuse testimispéeva 10ikes, kasutades NSCLC metsiktiitipi
(WT) ja mutantsete kasvajaproovide FFPET-15ikudest saadud 11-liikmelist DNA-proovide paneeli. See paneel sisaldas
18. eksoni G719X mutatsiooni, 20. eksoni T790M mutatsiooni, 20. eksoni S768I mutatsiooni, 20. eksoni insertsiooni-
mutatsiooni ja 21. eksoni L861Q mutatsiooni. 91 seeriast 90 (98,9%) olid kehtivad. 90 kehtiva seeria kdigus tehti iga
paneelitiilibi 11 paneeliliikmega 1980 korduvat testi. Kdik testitulemused olid kehtivad. Metsiktiiiipi paneelilitkmete
180 kehtivate tulemustega testis polnud {ihtki tulemust ,,Mutation Detected”, seega oli kokkulangevus 100%.
Kokkulangevus koigi mutatsiooniga paneeliliikmete vahel oli 100%, vélja arvatud 20. eksoni insertsiooni LoD paneeli
puhul. Tulemused vastavalt {ildisele kokkulangevusele on esitatud allpool (vt Tab. 12). K&igi mutatsioonipaneeli litkmete
variatsioonikordaja (CV) oli < 9,2%. Viliste kontrollproovide iildine CV oli < 1,3%. Partiidevaheline CV oli < 0,6% ja
partiidesisene < 1,1%.

Tab. 12 cobas EGFR testi reprodutseeritavus uuring 2 paneeliliikmete hinnanguline lildine kokkulangevus

Paneeliliige Kehtiva tuletmuse Kokkulangevus Kokkulargevgse %
andnud testide arv (N) (95% Cl)
Metsiktlip 180 180 100 (98,0, 100,0)
18. eksoni G719X — LoD 180 180 100 (98,0, 100,0)
20. eksoni T790M — LoD 180 180 100 (98,0, 100,0)
20. eksoni S768| — LoD 180 180 100 (98,0, 100,0)
20. eksoni insertsioon — LoD 180 166 92,2 (87,3, 95,7)
21. eksoni L861Q — LoD 180 180 100 (98,0, 100,0)
18. eksoni G719X — 2 x LoD 180 180 100 (98,0, 100,0)
20. eksoni T790M — 2 x LoD 180 180 100 (98,0, 100,0)
20. eksoni S768| — 2 x LoD 180 180 100 (98,0, 100,0)
20. eksoni insertsioon — 2 x LoD 180 180 100 (98,0, 100,0)
21. eksoni L861Q — 2 x LoD 180 180 100 (98,0, 100,0)

Markus. Tulemused langesid kokku, kui mutantne paneelilige andis kehtiva tulemuse ,Mutation Detected” v6i metsiktlitpi
paneelilige andis kehtiva tulemuse ,No Mutation Detected” (NMD).

*95% CIl = 95% tapne binominaalne usaldusvahemik.
Cl = usaldusvahemik; LoD = tuvastamispiir (Limit of Detection); NMD = mutatsiooni ei tuvastatud (No Mutation Detected)
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Korrelatsioon standardmeetodiga EURTAC-i uuringu lll faasi proovide
kasutamisel

Testi cobas EGFR kliinilise toimivuse hindamiseks vorreldi seda kahe standardmeetodiga: 2 x kahesuunaline Sangeri
sekveneerimise ja kvantitatiivse jargmise polvkonna sekveneerimisega (NGS). Kasutati 487 formaliinis fikseeritud ja
parafineeritud kopsuvihi kasvajaproovi, mis périnesid kaugele arenenud NSCLC-kasvajaga patsientidelt, kes sdeluti
EURTAC-i TARCEVA® (erlotiniib) ja tsisplatiinipdhise kemoteraapia vordlusuuringu III faasis.® 2> Nende patsientide
kliinilised ja demograafilised niitajad, kelle proovid olid selleks retrospektiivseks testimiseks saadaval, olid vorreldavad
nende muidu kolblike patsientidega (557), kelle proovid polnud uuesti testimiseks saadaval.

EURTAC-i uuringu jaoks soeluti 1276 patsienti, kasutades laboris viljatodtatud testide kombinatsiooni, mida
kokkuvotvalt nimetatakse kliinilise uuringu katseteks (CTA). Parast mittekdlblikke ja CTA tulemusteta patsientide
véljajatmist olid selle uuringu jaoks potentsiaalselt kolblikud 1044 patsienti. 1044 kolblikust patsiendist olid CTA pdhjal
225 patsiendi proovid mutantset, 792 patsiendi proovid olid metsiktiilipi ja 27 patsiendi proovid ei andnud tiheseid
tulemusi. 1044 potentsiaalselt kdlblikkust patsiendist olid cobas EGFR testiga uuesti testimiseks saadaval 487 proovi.

Koiki 487 proovi testiti pimemeetodil nii cobas EGFR testi kui ka Sangeri sekveneerimisega. Neist 406 andsid kehtivad
tulemused nii cobas EGFR testi kui ka Sangeri sekveneerimisega, 38 juhul andis cobas EGFR test ja Sangeri
sekveneerimine kehtetu tulemuse, 38 juhul téheldati kehtetut tulemust ainult Sangeri sekveneerimisel ja 5 juhul andis
kehtetu tulemuse ainult cobas EGFR test. Uuesti testimiseks saadaolevast 487 proovist andsid cobas EGFR testiga
kehtivad cobas EGFR testi tulemused 444 proovi ja neid testiti ka NGS-iga. Neist 36 andsid NGS-iga kehtetu tulemuse.
Seega oli 408 proovi tulemused kehtivad nii cobas EGFR testi kui ka NGS-i puhul. cobas EGFR testi analiiiitilise tdpsuse
analiitisimiseks vorreldes iga standardmeetodiga hinnati 19. eksoni deletsioonide ja L858R mutatsioonide positiivsete
tulemuste protsentuaalset kokkulangevust (PPA), negatiivsete tulemuste protsentuaalset kokkulangevust (NPA) ja tildist
protsentuaalset kokkulangevust (OPA) ning nende vastavaid 95% usaldusvahemikke kokkuvotlikult ja eraldi.

EURTAC-i kohordis avastati cobas EGFR testiga EGFR-i geeni 19. ja 21. eksonites jargmised mutatsioonid (vt Tab. 13).
EURTAC-i kohordis avastatud mutatsioonide puhul on analiiiitiline tundlikkus tdendatud eespool loetletud mutatsioonide
nditel (vt Tab. 6).

Tab. 13 cobas EGFR testiga EURTAC-i kohordis avastatud mutatsioonid

Ekson Mutatsiooni jarjestus AA muutus COSMIC ID"4
2235 _2249del15 E746_A750delELREA 6223
2236_2250del15 E746_A750delELREA 6225
2239 2256del18 L747_S752delLREATS 6255
2240 _2257del18 L747_P753>S 12370
2239 2248 TTAAGAGAAG >C L747_A750>P 12382
2239 2251>C L747_T751>P 12383
2237 _2255>T E746_S752>V 12384
2237_2253>TTGCT E746_T751>VA 12416
19 2237_2257>TCT E746_P753>VS 18427
2238_2252del15 L747_T751delLREAT 23571
2236_2252>AT E746_T751>I 26680
2239 2253>CAA L747_T751>Q 51527
2234 _2251>AAT K745 _T751>K Ei leitud
2236_2244del9 E746_R748>E Ei leitud
2236_2263>GAAGCAT E746_AT755>E Ei leitud
2237_2251>AAC E746_751T>E Ei leitud
2239 2257>GT L747_P753>V Ei leitud
21 2573 T>G L858R 6224

07340761001-08ET

Doc. Rev. 8.0

31



JAOTIS A: Kasutamiseks koeproovidega cobas® EGFR Mutation Test v2

Kokkulangevusanaliiiis holmas kokku 406 proovi, mis andsid kehtivad tulemused nii cobas EGFR testi kui ka Sangeri
sekveneerimisega. Kokkuvdtlikult oli cobas EGFR testi ja Sangeri sekveneerimise vaheline PPA 19. eksoni deletsioonide
ja L858R mutatsioonide avastamisel 96,6% (95% CI: 91,5%-98,7%) ja NPA 88,3% (95% CI: 84,1%-91,5%)

(vt Tab. 14). OPA oli 90,6%, kusjuures 95% usaldusvahemiku alampiir oli iile 87%. 19. eksoni deletsioonimutatsioonide
avastamise PPA, NPA ja OPA olid kdik > 92%. Vorreldud L858R mutatsioonide avastamise PPA, NPA ja OPA olid koik
> 95%.

Tab. 14 cobas EGFR testi ja Sangeri sekveneerimise vordlus EGFR-i 19. eksoni deletsioonide ja L858R mutatsiooni

avastamisel
Mutatsioon Kokkulangevuse moot Protsentuaalne 95% usaldusvahemik
kokkulangevus (N)

Positiivne protsentuaalne kokkulangevus (PPA) 97,3% (71/73) 90,5%, 99,2%

:jzl.eetls(iso(;r: Negatiivne protsentuaalne kokkulangevus (NPA) 92,5% (308/333) 89,2%, 94,9%

Uldine protsentuaalne kokkulangevus (OPA) 93,3% (379/406) 90,5%, 95,4%

Positiivne protsentuaalne kokkulangevus (PPA) 95,3% (41/43) 84,5%, 98,7%

L858R Negatiivne protsentuaalne kokkulangevus (NPA) 97,5% (354/363) 95,4%, 98,7%

Uldine protsentuaalne kokkulangevus (OPA) 97,3% (395/406) 95,2%, 98,5%

Positiivne protsentuaalne kokkulangevus (PPA) 96,6% (112/116) 91,5%, 98,7%

Kokkuvétlikult Negatiivne protsentuaalne kokkulangevus (NPA) 88,3% (256/290) 84,1%, 91,5%

Uldine protsentuaalne kokkulangevus (OPA) 90,6% (368/406) 87,4%, 93,1%

Kokkulangevusanaliiiis hdlmas kokku 408 proovi, mis andsid kehtivad tulemused nii cobas EGFR testi kui ka NGS-i
sekveneerimisega. Vordluseks, cobas EGFR testi ja NGS-i vaheline PPA ja NPA oli 19. eksoni deletsioonide ja L§58R
punktmutatsiooni avastamisel kokkuvotlikult vastavalt 94,0% (95% CI: 89,1%-96,8%) ja 97,7% (95% CI: 95,0%-98,9%)
(vt Tab. 15). OPA oli 96,3%, kusjuures 95% usaldusvahemiku alampiir oli 94,0%. 19. eksoni deletsioonimutatsioonide
avastamise PPA, NPA ja OPA olid kéik iile > 95%, kusjuures 95% usaldusvahemiku alampiir oli koigil juhtudel > 90%.
L858R mutatsiooni avastamise PPA, NPA ja OPA olid samuti kdik > 95% ja 95% usaldusvahemiku alampiir koigil
juhtudel > 95%, vilja arvatud PPA osas (90%), mis oli tingitud avastatud L858R mutatsioonide véikesest arvust.

Tab. 15 cobas EGFR testi ja NGS-i vordlus EGFR-i 19. eksoni deletsioonide ja L858R mutatsiooni avastamisel

Mutatsioon Kokkulangevuse mo66t Protsentuaaine 95% usaldusvahemik
kokkulangevus (N)
Positiivne protsentuaalne kokkulangevus (PPA) 95,9% (94/98) 90,0%, 98,4%
19. ek_som Negatiivne protsentuaalne kokkulangevus (NPA) 99,7% (309/310) 98,2%, 99,9%
deletsioon —

Uldine protsentuaalne kokkulangevus (OPA) 98,8% (403/408) 97,2%, 99,5%
Positiivne protsentuaalne kokkulangevus (PPA) 90,6% (48/53) 79,7%, 95,9%
L858R Negatiivne protsentuaalne kokkulangevus (NPA) 98,6% (350/355) 96,7%, 99,4%
Uldine protsentuaalne kokkulangevus (OPA) 97,5% (398/408) 95,5%, 98,7%
Positiivne protsentuaalne kokkulangevus (PPA) 94,0% (142/151) 89,1%, 96,8%
Kokkuvatlikult Negatiivne protsentuaalne kokkulangevus (NPA) 97,7% (251/257) 95,0%, 98,9%
Uldine protsentuaalne kokkulangevus (OPA) 96,3% (393/408) 94,0%, 97,8%
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Korrelatsioon standardmeetodiga AURA2 uuringu Il faasi proovide kasutamisel

cobas EGFR testi kliinilise toimivuse hindamiseks vorreldi seda valideeritud jargmise pdlvkonna sekveneerimismeetodiga
(NGS). Kasutati 383 formaliinis fikseeritud ja parafineeritud kopsuvéhi kasvajaproovi, mis périnesid AURA2
TAGRISSO® (osimertiniib) uuringu II faasi kaugele arenenud NSCLC-kasvajaga patsientidelt, kes sdeluti cobas EGFR
Testi kasutades.

cobas EGFR testi kasutades uuriti kokku 472 AURA2 uuringu patsienti. Parast mittekSlblike patsientide valjajatmist olid
selle uuringu jaoks kolblikud 383 patsienti.

Koiki 383 proovi testiti pimemeetodil nii cobas EGFR testi kui ka valideeritud NGS meetodiga. Neist 368 proovi
tulemused olid kehtivad nii cobas EGFR testi kui ka NGS-iga. Kokku 2 juhul téheldati kehtetut tulemust nii cobas EGFR
testi ja NGS-iga, 2 juhul ainult NGS-iga ja 11 juhul ainult cobas EGFR testiga. cobas EGFR testi analiiiitilise tdpsuse
analiilisimiseks vorreldes NGS vordlusmeetodiga hinnati T790M mutatsioonide positiivsete tulemuste protsentuaalset
kokkulangevust (PPA), negatiivsete tulemuste protsentuaalset kokkulangevust (NPA) ja iildist protsentuaalset
kokkulangevust (OPA) ning nende vastavaid 95% usaldusvahemikke.

AURAZ2 uuringus cobas EGFR testiga tuvastatud EGFR geeni mutatsioonid on esitatud vastavalt (vt Tab. 16). AURA2
kohordis avastatud mutatsioonide puhul on analiiiitiline tundlikkus tdendatud eespool loetletud mutatsioonide néitel
(vt Tab. 6).

Tab. 16 cobas EGFR testiga AURA2 kohordis tuvastatud mutatsioonid

Ekson Mutatsiooni jirjestus AA muutus COSMIC ID™4
2156G>C G719A 6239
18 2155G>A G719S 6252
2155G>T G719C 6253
2239 2247delTTAAGAGAA L747_E749delLRE 6218
2235_2249del15 E746_A750delELREA 6223
2236_2250del15 E746_A750delELREA 6225
2239 2256del18 L747_S752delLREATS 6255
2240 _2254del15 L747_T751delLREAT 12369

2240_2257del18 L747_P753>S 12370
19 2239_2248 TTAAGAGAAG>C L747_A750>P 12382
2239 _2251>C L747_T751>P 12383
2237_2255>T E746_S752>V 12384
2237_2251del15 E746_T751>A 12678
2235_2248>AATTC E746_A750>|P 13550

2235_2252>AAT E746_T751>| 13551
2253_2276del24 S752_1759delSPKANKEI 13556
2237_2257>TCT E746_P753>VS 18427

20 2369C>T T790M 6240

2303G>T S768I 6241

2573T>G L858R 6224
21 2573_2574TG>GT L858R 12429
2582T>A L861Q 6213
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Kokkulangevusanaliiiis holmas kokku 368 proovi, mis andsid kehtivad tulemused nii cobas EGFR testi kui ka NGS-i
sekveneerimisega. PPA cobas EGFR testi ja NGS-i vahel oli 88,3% (95% CI: 83,8-91,7%), NPA oli 97,3% (95% CIL:
92,4-99,1%) ja OPA 91,0% (95% CI: 87,7 kuni 93,5%) T790M mutatsiooni tuvastamisel, vt Tab. 17. Kolmkiimmend
proovi olid NGS-i analiiiisil positiivsed, kuid negatiivsed cobas EGFR testi alusel. Vastavalt 10/30 proovi puhul oli
NGS-iga méératud T790M mutatsiooni esinemisprotsent alla cobas EGFR testi tuvastamispiiri (LoD) (< 2% mutatsioon).
20/30-proovi puhul viitas mdodukalt viibinud IC Ct vaartus DNA raskele amplifitseeritavusele.

Tab. 17 cobas EGFR testi ja NGS-i vordlus EGFR T790M mutatsiooni tuvastamisel

L Protsentuaalne o .
Kokkulangevuse moot kokkulangevus (N) 95% usaldusvahemik

Positiivne protsentuaalne kokkulangevus (PPA) 88,3% (226/256) 83,8%, 91,7%
Negatiivne protsentuaalne kokkulangevus (NPA) 97,3% (109/112) 92,4%, 99,1%
Uldine protsentuaalne kokkulangevus (OPA) 91,0% (335/368) 87,7%, 93,5%

Kliinilise kaigu andmed

EURTAC

EURTAC-i uuring? oli mitmes uurimiskeskuses lidbiviidud III faasi avatud, randomiseeritud vordlusuuring ravimi
TARCEVAY® (erlotiniib) ja standardse plaatinadubletiga kemoteraapia kohta esimese rea ravina, kemoteraapiat mitte
saanud kaugele arenenud NSCLC-kasvajaga patsientide osas, kelle kasvajad sisaldavad kliinilise uuringu katsete (CTA)
pohjal EGFR-i 19. eksoni deletsioone voi 21. eksoni (L858R) asendusmutatsioone. Uuring ldbiviimist spondeeris Spanish
Lung Cancer Group (SLCG). Uuringusse kaasati kokku 174 patsienti. Uuringu tulemused néitasid, et patsientidel, kes said
ravimit TARCEVA®, oli vorreldes kemoteraapiat saanud patsientidega statistiliselt mérkimisvéirselt suurem
progressioonivaba elulemus (PFS) (mediaanne PFS 10,4 kuud, vorreldes 5,1 kuuga) ja ohusuhe (HR) 0,34 (p < 0,0001,
95% CI1[0,23; 0,49]). TARCEVA® haru patsientide ravivastus oli suurem kui kemoteraapiaravi saanud patsientidel
(vastavalt 65,1% ja 16,1%). Uldise elulemuse (OS) osas ei tiheldatud nendes kahes harus mirkimisviirset erinevust,

sest 76% tavapérast kemoteraapiaravi saanud patsientidest liksid iile TARCEVA® ravile.

EURTAC-i uuringus osalenud 174 patsiendist olid uuesti testimiseks saadaval 134 juhtumit (77% uuringu populatsioonist,
sealhulgas 69 patsienti TARCEVA® harust ja 65 patsienti kemoteraapia harust) ning neid testiti retrospektiivselt cobas
EGFR-testiga. cobas EGFR-testiga uuesti testitud 134 juhtumist saadi cobas EGFR-testiga 116 juhul (59 patsienti
TARCEVA® harust ja 57 patsienti kemoteraapia harust) tulemus ,,Mutation Detected”. Selle 116-liikmelise alamrithma
analiitisimisel selgus, et TARCEVA® ravi saanud patsientidel oli mirkimisvéérselt pikem progressioonivaba elulemus
(PFS) (mediaanne PFS vastavalt 10,4 ja 5,4 kuud) ning vdiksem progresseeruva haiguse véljaarenemise v3i surma
tdendosus (ohutegur = 0,34, 95% CI [0,21; 0,54], p < 0,0001) kui kemoteraapiat saanud patsientidel (Joonis 3).
TARCEVA® haru ravivastus oli vorreldes kemoteraapia haruga suurem (vastavalt 59,3% ja 14,0%). Uldise elulemuse
osas nende kahe rithma vahel markimisvééarset erinevust ei tdheldatud. cobas EGFR testiga testitud patsientide
alamriihmas tidheldatud kliiniline eelis oli vorreldav uuringu kogupopulatsiooni vastava néitajaga (Tab. 18).

Tehti tdiendav tdhususanaliiiis patsientide kohta, kelle puhul cobas EGFR test andis positiivse tulemuse, kuid CTA
negatiivse voi kehtetu tulemuse. Kodige halvema stsenaariumi korral (eeldades, et cobas EGFR testi jargi positiivsete
ja CTA jérgi negatiivsete patsientide ohutegur on 1) néitasid andmed ohutegurit 0,42 (95% CI [0,26; 0,57]).
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Joonis 3  Progressioonivaba elulemuse Kaplan-Meieri graafik vastavalt ravile patsientide kohta, kelle puhul cobas EGFR
test andis tulemuse ,,Mutation Detected” (uurijahinnang)
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Tab. 18 cobas EGFR testiga testitud patsientide kliiniline eelis on vorreldav EURTAC-i populatsioonis tiheldatud vastava
nditajaga
cobas EGFR-testi positiivhe populatsioon EURTAC
n=116 n=173*
Parameeter
Kemoteraapia Erlotiniib Kemoteraapia Erlotiniib
n=57 n =59 n =87 n =86
PFS
Mediaan (kuud) 54 10,4 51 10,4
Riskisuhe 0,34 0,34
Riskisuhe 95% CI (0,21; 0,54) (0,23; 0,49)
P-vaartus (logrank-test) < 0,0001 < 0,0001

* Uks patsient véttis parast EURTAC-i uuringu I8pulejéudmist oma ndusoleku tagasi, mistéttu andmekogum olin = 173.

AURA2

AURA? oli** mitmes uurimiskeskuses 1ébi viidud II faasi avatud, iithegrupiline uuring, hindamaks ravimi TAGRISSO®
(osimertiniib) ohutust ja tdhusust teise voi > kolmanda ravivalikuna kaugelearenenud NSCLC patsientidel, kelle kasvaja
oli progresseerunud pérast ravi heakskiidetud EGFR TKI preparaadiga. Kdikidel patsientidel pidi olema cobas EGFR testi
alusel T790M mutatsiooniga NSCLC kasvaja. Esmane tdhususe 16pp-punkti tunnus oli objektiivne vastusméér (ORR —
objective response rate) vastavalt RECIST 1.1-le, mida hinnati sdltumatu keskse pimelidbivaatuse tulemustega (BICR),
kasutades vastuse analiilisikomplekti hindamist. ORR méiératleti kui 1 arstivisiidi teinud ja tdisvastuse (CR) voi osalise
vastuse (PR) andnud patsientide arv (%), mis kinnitati vihemalt 4 nédalat hiljem (st kui CR-i vdi PR-i parim objektiivne

vastus [BOR]).

AURAZ2? uuringu sdelutud 472-st patsiendist olid 383 kolbulikud cobas EGFR testimiseks. Nendest 233-st sobilikust
patsientidest haarati 210 T790M+ AURAZ2 uuringusse ja nad said ravimit TAGRISSO® (full analysis set [FAS] — téielik

analiiiiside komplekt).
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Tab. 19 allpool on esitatud ORR tulemused BICR-i jérgi vastavalt uurijahinnangule AURA2 uuringus. Vahemalt iihe
annuse ravimit TAGRISSO® (FAS) saanud 210-st patsiendist ilmnes BICR-iga kinnitatud ravivastus 128 patsiendil,
ORR-iga 61,0% (95% CI: 54,0-67,6%) ja 135 patsiendil uurijahinnanguga ORR-iga 64,3% (95% CI: 57,4-70,8%).

Koiki 383 AURA2 uuringuks kolblikke patsiente testiti uuesti cobas EGFR-testiga. AURA?2 uuringusse kaasatud 233-st
T790M patsiendist 225 olid cobas EGFR Test alusel T790+ ja 204 olid FAS-is.

Vihemalt iihe annuse ravimit TAGRISSO® (FAS) saanud 204-st patsiendist ilmnes ravivastus BICR-iga kinnitatud
ravivastus 127 patsiendil, ORR-iga 62,3% (95% CI: 55,2-68,9%) ja 133 patsiendil uurijahinnanguga ja ORR-iga 65,2%
(95% CI: 58,2-71,7%).

Tab. 19 cobas EGFR testiga testitud T790M+ AURAZ2 patsientide kliiniline eelis

AURA2 cobas EGFR test (IVD)
T790M positiivhe
o . K.|nn|tatud ORR K.|nn|tatud ORR
Analiiusi komplekt Hinnatud N ravivastusega N ravivastusega
. . (95% CI) . . (95% Cl)
patisentide arv patisentide arv
Pimendatud 61,0% 62,3%
labivaatuse 128 (54,0%, 127 (55,2%,
Siali P tulemused 67,6%) 68,9%)
Taielik analtUside 210 204
komplekt 64,3% 65,2%
Uurija 135 (57,4%, 133 (58,2%,
70,8%) 71,7%)
FLAURA
I TAGRISSO® esmase rea lll faasi uuring

FLAURA uuring'® oli III faasi topeltpime randomiseeritud kliiniline uuring hindamaks TAGRISSO® efektiivsust ja
ohutust vorreldes tavaraviga (tavaravi: EGFR-TKI [kas gefitiniib voi erlotiniib]) esmase valiku ravina lokaalselt
kaugelearenenud vOi metastaatilise NSCLC-ga patsientidel, kes ei saanud varem siisteemset ravi kaugelearenenud haiguse
raviks ning kelle kasvajad olid lokaalselt voi tsentraalselt kinnitatud EGFR-tundlikkusmutatsioonidega, Ex19del- v6i
L858R-asendusmutatsioonidega (kokkuvotlikult EGFRm-positiivsed). FLAURA uuringu pShitulemusnéitaja oli
progressioonivaba elulemus (PFS), mis pdhines uurija hinnangul patsientidele tiisanaliiiisi rithmas (FAS: kdik globaalselt
randomiseeritud patsiendid).

Uuringus randomiseerimiseks skriiniti kokku 994 patsienti, kellest 809-1 testiti kasvajakoeproove tsentraalse cobas
EGFR-testiga kas prospektiivselt skriinimisel voi retrospektiivselt. Tsentraalne cobas EGFRm-positiivne testitulemus
saadi 500 patsiendil 556 randomiseeritud patsiendist (289 randomiseeriti tsentraalse cobas koetestiga ja 267 randomi-
seeriti lokaalse testiga). Lokaalse testiga randomiseeritud 267 patsiendist 211-1 kinnitati tsentraalne cobas EGFRm-
positiivne testitulemus, 41 patsiendil ei saadud cobas testitulemust proovi puudumise / inadekvaatse proovi tottu,

9 patsiendil olid testiga cobas kehtetud tulemused ja 6 patsiendil oli cobas testitulemus ,,Mutatsiooni ei tuvastatud”.

Tab. 20all on toodud uurija hinnangul PFS-i HR kogu analiiiisi riihmale ja primaarsele seadmepopulatsioonile
(patsientidel, kellel oli tsentraalne cobas-koe EGFRm-positiivne tulemus). Kogu analiiiisi rithma (N = 556) uurija
hinnangulise PFS-i HR stratifitseeritud log-rank-testi alusel oli 0,46 (95% CI: 0,37, 0,57). Sama punktihinnang saadi
kohandamata Coxi proportsionaalsete ohtude mudelist. Primaarse seadmepopulatsiooni (N = 500) uurija hinnangulise
PFS-i HR kohaldamata Coxi proportsionaalsete ohtude mudeli alusel oli 0,43 (95% CI: 0,34, 0,54). Primaarses seadme-
populatsioonis tidheldatud kliiniline tShusus sobitus tdielikus analiiiisi rithmas saaduga. Uurija hinnangulise PFS-i Kaplan-
Meieri kdver primaarses seadmepopulatsioonis on toodud Joonis 4.
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Tab. 20 FLAURA taisanaliiiisi riihma ja primaarse seadmepopulatsiooni (cobas EGFR testiga positiivne) uurija
hinnanguline progressioonivaba elulemus
FLAURA cobas EGFR-testi positiivne
FLAURA tiisanaliiisikomplekt populatsioon (primaarne
N = 556 seadmepopulatsioon)
N =500
Osimertiniib szr'lt(')':i'::i;m Osimertiniib G:?::t‘il::i;m
(N'=279) (N = 277) (N'=255) (N = 245)
PFS
Juhtude arv (%) 136 (49) 206 (74) 124 (49) 188 (77)
Mediaan-PFS 18,9 10,2 18,9 9,7
kuudes (95% ClI) (15,2, 21,4) (9,6, 11,1) (15,2, 21,4) (9,5, 11,0)
. 0,46 0,43
Riskisuhe (95% CI)?
(0,37, 0,57) (0,34, 0,54)
2-poolne p-vaartus? < 0,0001 < 0,001

a2 Kohandamata Coxi proportsionaalne ohtude mudel

Joonis 4 Progressioonivaba elulemuse Kaplan-Meieri graafik olenevalt ravist patsientide kohta, kelle puhul cobas EGFR-
test andis FLAURA uuringus tulemuse ,,Mutation Detected” (uurijahinnang)
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2 08
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Joonise all toodud vaartused néitavad riskirihma kuuluvate patsientide arvu.
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il. IRESSAP tavaravi analiiis

FLAURA uuringu kontrollriihmas tehti tEGFR-+-patsientidega, keda raviti IRESSA®-ga (gefitiniib), eraldusanaliiiis.
IRESSA®-ravi saanud 178 patsiendist esines 174-1 uurija-hinnatud objektiivne ravivastus [ORR = 67,8% (118/174,
95% CI: 60,6%, 74,3%, POPO Tab. 21)].

IRESSA®-ravi saanud ja tsentraalse cobas-koetestiga randomeeritud 79 patsiendist (primaarne efektiivsuspopulatsioon)
esines 57-1 objektiivne ravivastus, kui ORR oli 72,2% (95% CI: 61,4%, 80,8%, POP1 Tab. 21).

IRESSA®-ravi mdju tagati olenevalt cobas-koetestist teistes patsiendipopulatsioonides, kus ORR-id olid 64,2% (POP2,
lokaalseks testiks voetud cobas tEGFR+-patsiendid) kuni 68,5% (POP3, kdik cobas tEGFR+-patsiendid) (Tab. 21ja
Joonis 5). Need tulemused vastavad algses registreeritud uuringus (IFUM) toodud tulemustele patsientide puhul, kes
valiti saama IRESSA®-ravi."?

Tab. 21 Erinevate patsiendipopulatsioonide ORR-tulemused olenevalt cobas EGFR-i koetestist

Randomiseeritud patsiendid tavaravi rithmas, keda raviti IRESSA®-ga

Objektiivne Tsentraalselt Lokaalselt randomiseeritud (lokaalne tEGFR+) Kokku
ravivastus randomiseeritud cobas cobas tEGFR
(cobas tEGFR¥) | COPaStEGFRY | \porp | kohtetuteadmata
Patsientide arv 79 70 2 23 174
Vastus 57 45 1 15 118
Vastus puudub 22 25 1 8 56
POP1=722% | POP4 =64,3% POP5 = 65,2% POPO = 67,8%
(57/79: (45/70: - (15/23: (118/174:
61,4%, 80,8%) | 52,6%, 74,5%) 44,9%, 81,2%) 60,6%, 74,3%)
ORR (%, 95% Cl) i POP2 = 64,2% )
(61/95: 54,2%, 73,1%)
POP3 = 68,5%
(102/149: 60,6%, 75,4%)

Markus. Puuduva objektiivse ravivastusega patsiendid jaeti valja.

Markus. tEGFR = koe EGFR; Cl =(skoor) usaldusvahemik.

POP = populatsioon (alagrupp)

POP1: cobas-koetestiga randomiseeritud patsientide ORR (primaarne efektiivsuspopulatsioon cobas-koetestiga).
POP2: lokaalse koetestiga randomiseeritud patsientide ORR.

POP3: positiivse cobas-koetestiga randomiseeritud patsientide ORR.

POP4: lokaalse koetestiga randomiseeritud ja cobas-koetestiga kinnitatud patsientide ORR.

POPS5: lokaalse koetestiga randomiseeritud kehtetu cobas-koetestiga voi sellega mitte testitud patsientide ORR.
POPO: kdikide IRESSA®-ga ravitud patsientide ORR.
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Joonis 5 Foresti graafikud ORR-ides, pohinedes cobas EGFR-i koetestil erinevates populatsioonides

Uuringu populatsioon

POP1

POP2

POP3

POP4

POP5

POPO

ORR % (95% Cl)

72,2% (57/79: 61,4%, 80,8%)

64,2% (61/95: 54,2%, 73,1%)

68,5% (102/149: 60,6%, 75,4%)

64,3% (45/70: 52,6%, 74,5%)

65,2% (15/23: 44,9%, 81,2%)

67,8% (118/174: 60,6%, 74,3%)

0,4

0,5

0,6

0,7 0,8 0,9
ORR

POP = populatsioon (alagrupp)
POP1: cobas-koetestiga randomiseeritud patsientide ORR (primaarne efektiivsuspopulatsioon cobas-koetestiga).

POP2: lokaalse koetestiga randomiseeritud patsientide ORR.
POP3: positiivse cobas-koetestiga randomiseeritud patsientide ORR.

POP4: lokaalse koetestiga randomiseeritud ja cobas-koetestiga kinnitatud patsientide ORR.
POPS5: lokaalse koetestiga randomiseeritud kehtetu cobas-koetestiga voi sellega mitte testitud patsientide ORR.
POPO: kéikide IRESSA®-ga ravitud patsientide ORR.
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JAOTIS B: KASUTAMINE PLASMAPROOVIDEGA

Proovi ettevalmistamine

DNA eraldamise kohta plasmaproovidest vaadake komplekti cobas® cfDNA Sample Preparation Kit
(M/N 07247737190).

Materjalid ja reaktiivid

Komplekti kuuluvad materjalid ja reaktiivid

Komplekt/kassetid Komponendid ja reaktiivi toimeained Kogus lihes testis Ohutussiimbol ja hoiatus

EGFR MMX-1 NA

(EGFR pohisegu 1)

(M/N: 06471366001)

Tris-puhver

Kaaliumkloriid

Glitserool

EDTA

Tween 20

3,13% dimetidlsulfoksiidi 2x0,48 ml

0,09% naatriumasiid

< 0,10% dNTP-sid

< 0,01% Z05 AS1 DNA polimeraasi (mikroobne)

< 0,01% AmpErase-ensiumi (uratsiil-N-glikosilaas)
(mikroobne)

< 0,01% aptameeri

cobas® EGFR < 0,01% péri- ja pédrdsuunalised EGFR praimereid
Mutation Test v2 Kit |< 0,01% fluorestsentsmérgisega EGFR-sonde
24 testi EGFR MMX-2 NA

(M/N: 07248563190)  |(EGFR pdhisegu 2)
(M/N: 06471382001)

Tris-puhver

Kaaliumkloriid

Glitserool

EDTA

Tween 20

3,13% dimetidlsulfoksiidi 2x0,48 ml

0,09% naatriumasiid

< 0,10% dNTP-sid

< 0,01% Z05 AS1 DNA polumeraasi (mikroobne)

< 0,01% AmpErase-ensiumi (uratsiil-N-glikosilaas)
(mikroobne)

< 0,01% aptameeri

< 0,01% péri- ja pd6érdsuunalised EGFR praimereid

< 0,01% fluorestsentsmargisega EGFR-sonde
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Komplekt/kassetid

Komponendid ja reaktiivi toimeained

Kogus lihes testis

Ohutussiimbol ja hoiatus

cobas® EGFR
Mutation Test v2 Kit
24 testi

(M/N: 07248563190)

EGFR MMX-3 v2

(EGFR p6hisegu 3)
(M/N: 07248601001)
Tris-puhver
Kaaliumkloriid

Glitserool

EDTA

Tween 20

3,13% dimetidlsulfoksiidi
0,09% naatriumasiid

< 0,10% dNTP-sid

< 0,01% Z05 AS1 DNA polimeraasi (mikroobne)

< 0,01% AmpErase-ensulmi (uratsiil-N-glukosulaas)

(mikroobne)
< 0,01% aptameeri

< 0,01% pari- ja pdordsuunalised EGFR praimereid

< 0,01% fluorestsentsmargisega EGFR-sonde

2x0,48 ml

NA

MGAC
(Magneesiumatsetaat)
(M/N: 05854326001)

Magneesiumatsetaat
0,09% naatriumasiid

6x02ml

NA

EGFR MC

(EGFR mutatsioonikontroll)

(M/N: 06471455001)

Tris-puhver

EDTA

Poly rA RNA (slinteetiline)

0,05% naatriumasiid

< 0,1% plasmiidset DNA-d, mis sisaldab EGFR-i
eksoni 18, 19, 20 ja 21 jarjestusi (mikroobne)

< 0,1% EGFR-i ,looduslik” DNA (rakukultuur)

6x0,1ml

NA

DNA SD
(DNA-proovi lahusti)

(M/N: 05854474001)

Tris-HCI puhver
0,09% naatriumasiid

2x35ml

NA

Reaktiivide sailitamine ja kaitlemine

Reaktiiv Sailitamistemperatuur Sailitamisaeg
cobas® EGFR Mutation Test v2* 2 8°C .Parast av;:\rnlst Puswad .st?buls.en.a 4 Ifasutuskorda (90 paeva
jooksul) véi kuni aegumistahtajani, kui see saabub varem.

*EGFR MMX-1, EGFR MMX-2, EGFR MMX-3 v2 ja t66pdhisegu (valmistatud reaktiivi MGAC lisamisega reaktiivie EGFR MMX-1 voi
reaktiivile EGFR MMX-2 voi reaktiivilie EGFR MMX-3 v2) tuleb kaitsta pikaajalise kokkupuute eest valgusega. Té0pdhisegu tuleb
sailitada pimedas, temperatuuril 2...8 °C. Ettevalmistatud proovid ja kontrollproovid tuleb lisada 1 tunni jooksul alates t66p&hisegu
valmistamisest. Amplifikatsiooniga tuleb alustada 1 tunni jooksul alates t66deldud proovide ja kontrollproovide lisamisest

téopdhisegule.
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Taiendavad vajalikud materjalid

pipeteerijale

Materjalid P/N

cobas® cfDNA Sample Preparation Kit Roche M/N 07247737190
Valgendaja Iga tarnija

70%-line etanool Iga tarnija

Steriilsed, hekordselt kasutatavad seroloogilised pipetid (5 ja 25 ml) |Iga tarija

cobas® 4800 siisteemi mikrotiiterplaat (AD-plaat) ja kattekile Roche 05232724001
:g:tzziq?ig?gz?dsatiqeirsneilI)<attekile aplikaator (tarnitakse cobas® 4800 Roche 04900383001
Reguleeritavad pipetid* (mahuga 5-1 000 pl) Iga tarnija
Aerosoolitokkega varustatud voi DNaasi-vabad kolbotsikud lga tamija

Laua-mikrotsentrifuug* (véimsusega 20 000 x g)

Eppendorfi mudel 5430 voi 5430R voi samavaarne

Kilmik sailitustemperatuuriga —25...-15 °C Iga tarnija
Lukustuva kaanega mikrotsentrifuugi katsutid (1,5 ml, RNaasi- .

. Iga tarnija
/DNaasi-vaba, PCR grade)
Katsutirestid koonilistele katsutitele ja mikrotsentrifuugi katsutitele Iga tarnija
Vortex-segisti* Iga tarnija
Uhekordselt kasutatavad talgivabad kindad Iga tarnija

* Kdiki seadmeid tuleb hoida korras vastavalt tootja juhistele.

Taiendavat teavet eraldi miiiidavate materjalide kohta kisige kohalikult Roche esindajalt.

Vajalikud seadmed ja tarkvara, mida kaasas ei ole

Vajalikud seadmed ja tarkvara, ei ole kaasas

Analiisaator cobas® z 480

Siisteemi cobas® 4800 juhtimisseade, mille tarkvaraversioon on 2.2 v8i uuem

EGFR-i plasmaanallusipakett P1, tarkvaraversioon 1.0 v6i uuem*

Valine USB-v66tkoodilugeja

Printer

* Praeguse tarkvaraversiooni jaoks vaadake cobas® EGFR Mutation Test v2 komplekti toote infolehte (M/N: 07335873001).

Lisateavet eraldi miidavate materjalide kohta kiisige kohalikult Roche'i esindajalt.
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Ettevaatusabinoud ja kaitlemise nouded

Hoiatused ja ettevaatusabinoud

Nagu koigi testiprotseduuride puhul, on selle analiiiisi toimimise eelduseks hea laboritava.

Kasutamiseks ainult in vitro diagnostikas
Ohutuskaardid (SDS) on saadaval kohalikus Roche esinduses.

Test on ette ndhtud kasutamiseks NSCLC-plasmaproovidega. Proove tuleb kisitada nakkusohtlikena,
rakendades viljaandes Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories'® ja CLSI dokumendis
M29-A4 kirjeldatud laboriohutuseeskirju.!”

Soovitatav on kasutada tihekordselt kasutatavaid pipette ja DNaasi-vabu pipetiotsikuid.

Hea laboritava

Suu abil mitte pipeteerida.

Arge sdoge, jooge ega suitsetage laboris.

Pérast proovide ja komplektireaktiivide kédsitsemist tuleb hoolikalt kési pesta.

Mis tahes reaktiivide késitsemisel tuleb kanda kaitseprille, laborikitlit ja ihekordselt kasutatavaid kindaid.
Viltige materjalide kokkupuudet naha, silmade ja limaskestadega. Kokkupuute korral tuleb kokkupuutekohta

kohe rohke veega pesta. Vastasel korral voivad tekkida pdletushaavad. Mahavoolamise korral tuleb
mahavoolanud kogus enne drakuivatamist veega lahjendada.

Koik labori toopinnad tuleb pShjalikult puhastada ja desinfitseerida destilleeritud voi deioniseeritud vees
vérskelt valmistatud 0,5% naatriumhiipokloriti lahusega (lahjendada olmepleegitusvedelikku vahekorras 1:10).
Seejérel tuleb pind {ile piihkida 70%-lise etanooliga.

Miirkus. Miiiigil olevad olmepleegitusvedelikud sisaldavad iildjuhul 5,25% naatriumhiipokloritit. Lahjendades
olmepleegitusvedelikku vahekorras 1:10, saadakse naatriumhiipokloriti 0,5% lahus.
Saastumine

Proovide ja cobas EGFR testi reaktiivide kédsitsemisel tuleb saastumise véltimiseks kanda kindaid. Proovide
késitsemisel tuleb véltida kinnaste saastumist.

Kinnaste saastumise voimalikkuse vihendamiseks tuleb kindaid sageli vahetada.

Kindaid tuleb vahetada enne DNA eraldamise aladest lahkumist voi kui on alust kahtlustada kokkupuutumist
lahuse v4i prooviga.

Viltige reaktiivide saastumist mikroobide ja ribonukleaasmaterjaliga.

Amplifitseerimise ja tuvastamise todala tuleb enne t66pShisegu ettevalmistamist pdhjalikult puhastada. Iga
operatsiooni jaoks tuleb kasutada eraldi varusid ja seadmeid, mida ei tohi kasutada muude operatsioonide jaoks
ega viia muudesse toopiirkondadesse. Néiteks ei tohi DNA eraldamiseks mdeldud pipette ja varusid kasutada
amplifitseerimiseks ja tuvastamiseks ette ndhtud reaktiivide ettevalmistamiseks.

Soovitatav on korraldada labori todprotsessid ithesuunaliselt, 15petades lihe tegevuse enne jargmise juurde
asumist. Néiteks DNA eraldamine tuleb teostada enne amplifitseerimise ja tuvastamise alustamist. DNA
eraldamine tuleb teostada alas, mis on eraldatud alast, kus toimub amplifitseerimine ja tuvastamine.
To6pohisegu saastumise valtimiseks DNA-proovidega, tuleb amplifitseerimise ja tuvastamise ala enne
toopdhisegu valmistamist pohjalikult puhastada.
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Terviklikkus

«  Arge kasutage komplekte pérast kdlblikkusaja 15ppu.

« Arge segage kokku eri komplektidest vdi partiidest pirit reaktiive.

« Arge kasutage iihekordselt kasutatavaid esemeid pirast nende aegumistihtaega.

« Kaik iihekordselt kasutatavad esemed on mdeldud iihekordseks kasutamiseks. Mitte kasutada korduvalt!

« Koiki seadmeid tuleb hoida nduetekohases korras vastavalt tootja juhistele.

Utiliseerimine

« DNA EB, MGAC, EGFR MMX-1, EGFR MMX-2, EGFR MMX-3 v2, EGFR MC ja DNA SD sisaldavad
naatriumasiidi. Naatriumasiid v0ib reageerida pliist ja vasest dravoolutorudega, moodustades iilimalt
plahvatusohtlikke metalliasiide. Naatriumasiidi sisaldavate lahuste labori kraanikausist allavalamise korral
tuleb asiidi kogunemise véltimiseks torusid uhtuda suure koguse kiilma veega.

» Kasutamata reaktiivid ja jaagid tuleb korvaldada kooskdlas foderaalsete, riiklike ja kohalike nduetega.

Mahavoolamine ja puhastamine
« Kui instrumendile cobas® 4800 satub pritsmeid, jirgige puhastamiseks asjakohase siisteemi cobas® 4800 kasutaja
kisiraamatu voi siisteemi cobas® 4800 kasutajaabi juhiseid.

« Arge kasutage analiisaatori cobas® z 480 puhastamiseks naatriumhiipokloritilahust (pleegitusvedelikku). Jirgige
analiisaatori cobas® z 480 puhastamisel asjakohase siisteemi cobas® 4800 kasutaja kiisiraamatus voi siisteemi
cobas® 4800 kasutajaabis kirjeldatud toiminguid.

« Lisahoiatused, ettevaatusabindud ja toimingud analiisaatori cobas® z 480 saastumisohu vihendamiseks leiate
siisteemi cobas® 4800 kasutaja kisiraamatust vdi siisteemi cobas® 4800 kasutajaabist.

Proovide votmine, transportimine ja sailitamine

Miirkus. Koiki proove tuleb kdsitada potentsiaalselt nakkusohtlikena.

Proovide votmine ja kaitlemine

Roche Cell-Free DNA Collection Tube

Roche Cell-Free DNA Collection Tubes (Roche cfDNA katsutitesse) kogutud tdisvere plasma on valideeritud
kasutamiseks cobas EGFR-testiga.

Roche cfDNA katsutisse kogutud verest tuleb eraldada plasma 7 paeva jooksul alates kogumisest. Roche cfDNA
katsutisse kogutud vereproovid on stabiilsed 7 péeva, kui neid séilitatakse v0i transporditakse temperatuurivahemikus
15-25 °C siirdeajaga kuni 16 tundi temperatuurivahemikus 15-30 °C. Pérast plasma eraldamist sdilitage, nagu on
niidatud allolevas jaotises Proovide transportimine, séiilitamine ja stabiilsus.

Miirkus. Roche cfDNA katsutisse kogutud verest eraldatud plasmas on tdheldatud hemoliiiisi. Siiski on ndidatud,
et hemoglobiini kontsentratsioonid < 2,0 g/l ei mojuta cobas EGFR-testi toimivust.
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K2 EDTA kogumiskatsuti

K2 EDTA katsutitesse kogutud tdisvere plasma on valideeritud kasutamiseks cobas EGFR-testiga.

K2 EDTA téisverd vdib séilitada kuni 8 tundi temperatuuril < 30 °C. Pérast plasma eraldamist séilitage nii, nagu on
niidatud allolevas jaotises Proovide transportimine, séiilitamine ja stabiilsus.

Proovide transportimine, sailitamine ja stabiilsus

Plasmaproovide transportimisel tuleb jérgida foderaalseid, riiklikke ja kohalikke nakkusohtlike materjalide transpordi
ndudeid.'

Plasmaproovid on stabiilsed jargmiste puhul:

 Plasmaproovide <-70°C -15..-25°C 2..8°C 15..30 °C
sdilitamistemperatuur
ROCheff.DNA Kuni 30 paeva Kuni 30 paeva Kuni 7 péeva Kuni 1 paev
plasma sailitusaeg
K2 EDTA Kuni 12 kuud Kuni 12 kuud Kuni 3 paeva Kuni 1 paev
plasma sailitusaeg

Toodeldud proovide sailitamine ja stabiilsus

Roche cfDNA v&i K2 EDTA Kkatsutist saadud plasma t66deldud proov (eraldatud cfDNA) on stabiilne {ihe jaoks
jargnevatest:

Ekstraheeritud cfDNA

st - -15..-25°C 2.8°C 15...30 °C
sdilitamistemperatuur

Kllmutatud ja sulatatud kuni

2 korda 60 piéeva jooksul Kuni 21 paeva Kuni 7 paeva

Saéilitamisaeg

Eraldatud cfDNA tuleb kasutada dra soovitusliku sdilitusaja jooksul voi enne DNA eraldamiseks kasutatud komplekti
cobas® cfDNA Sample Preparation Kit acgumistihtaega, kui see saabub varem.

Enne ekstraheeritud ja séilitatud DNA pShimaterjali kasutamist segage pulseerivalt ja tsentrifuugige pohimaterjali
sisaldavat elutsioonikatsutit.
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Testiprotseduur

Testi teostamine

Joonis 6 cobas EGFR testi té6protsess cobas® cfDNA Sample Preparation Kitiga

1 Kaivitage slisteem

2 Tehke instrumentide hooldus

3 Voétke séilituskohast proovid ja reaktiivid

4 Valmistage proovid veeruga sidumiseks

5 Eraldage DNA

6 Elueerige DNA

7 Looge Work Order ja printige plaadi paigutus
8 Valmistage amplifikatsiooni reaktiivid

9 Pange amplifikatsiooni reaktiivid AD-plaadile
10 Pange proov AD-plaadile

11 Sulgege AD-plaat

12 Pange AD-plaat analiisaatorisse cobas® z 480
13 Kaivitage t60seeria

14 Vaadake tulemused Ule

15 LIS-i kasutades: saatke tulemus LIS-i

16 Votke materjalid anallisaatorist vélja

Kasutusjuhised

Miirkus. Ainult Roche cfDNA katsutisse voi K2 EDTA katsutisse kogutud verest eraldatud plasma on valideeritud
kasutamiseks cobas EGFR-testiga.

Miirkus.  Analiisaatori cobas® 7 480 kasutusjuhised leiate analiisaatori cobas® z 480 kasutusjuhendist.

Tooseeria maht

Uks tddseeria vdib hdlmata 1-30 proovi (lisaks kontrollproovid) 96 auguga AD-plaadi kohta. Kui todseerias on iile
24 proovi, tuleb kasutada mitut cobas EGFR testi komplekti.

cobas EGFR-testikompekt sisaldab piisavalt reaktiive 8 todseeria jaoks, milles igaiihes on 3 proovi (lisaks
kontrollproovid). Seega saab lihe komplektiga testida kuni 24 proovi.

Tervikliku protsessi kontroll

Selleks testiks on vaja tervikliku protsessi negatiivset kontrolli. T66delge igas katseseerias negatiivset kontrolli samal
ajal proovi(de)ga DNA eraldamise toimingust alates.

DNA eraldamine

DNA eraldatakse plasmaproovidest komplekti cobas® cfDNA Sample Preparation Kit (M/N 07247737190) kasutades.
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Amplifikatsioon ja tuvastamine

Miirkus. Téopohisegu saastumise viltimiseks DNA-proovidega tuleb amplifitseerimist ja tuvastamist teha DNA
eraldamisest eraldi alal. Amplifitseerimise ja mddramise tooala tuleb enne to6pohisegu ettevalmistamist
pohjalikult puhastada. Oigeks puhastamiseks tuleb kéiki pindu (sh reste ja pipeteerijaid) pohjalikult puhastada
0,5% naatriumhiipokloritilahusega ja seejdrel 70% etanoolilahusega. Miiiigil olevad olmepleegitusvedelikud
sisaldavad iildjuhul 5,25% naatriumhiipokloritit. Lahjendades olmepleegitusvedelikku vahekorras 1:10,
saadakse naatriumhiipokloriti 0,5% lahus.

Instrumendi seadistamine

Analiisaatori cobas® z 480 iiksikasjalikke kasutusjuhiseid vt siisteemi cobas® 4800 kasutaja kisiraamatust vdi siisteemi
cobas® 4800 kasutajaabist.

Testi tellimuste seadistamine

Uksikasjalikke juhiseid EGFR-td8vooetappide kohta vt siisteemi cobas® 4800 kasutaja kiisiraamatust voi siisteemi
cobas® 4800 kasutajaabist.

Koostage plaadikaart kdikide selle tooseeria proovide ja kontrollproovidega. Lisage ainult plasmaproove sisaldavasse
seeriasse mutatsiooni kontrollproov plaadile aukudesse A01-A03. Lisage negatiivne kontrollproov plaadile aukudesse
B01-B03. Secjirel lisage proovid 3 kaupa veergudesse, alates C01-C03 kuni H10-H12, vt Joonis 7.

Testi cobas EGFR saab kasutada segatestimisreziimis (nt EGFR-kude EGFR-plasmaga). Kontrollpositsioonid voivad
erineda, olenedes valitud testidest ja proovide arvust. Rohkem teavet segatestiseeria seadistamiseks vaadake testi
cobas® EGFR Mutation v2 tarkvara kasutaja kisiraamatust voi siisteemi cobas® 4800 kasutaja késiraamatust voi
siisteemi cobas® 4800 kasuajaabist.

Joonis 7 cobas EGFR testi asetus plaadil

Rida / 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 1 12
veerg

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

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

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

(o] MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3
v2 v2 v2 v2
S2 S2 S2 S10 S10 S10 S18 S18 S18 S26 S26 S26

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

E MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3 MMX 1 MMX 2 MMX 3
v2 v2 v2 v2
sS4 sS4 sS4 S12 S12 S12 S20 S20 S20 S28 S28 S28

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

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

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

Seletus: MC = mutatsiooni kontrollproov, NEG = negatiivne kontrollproov, S# = proovi ID ja MMX-# vastab pdhisegu reaktiivile 1, 2 voi 3 v2.

Miirkus. Mis tahes proov peab tulemuse andmiseks olema tihe rea kolmes jdirjestikuses veerus.

Miirkus. Téopohisegu 1 tuleb lisada plaadil veergudesse 01, 04, 07 ja 10. Toopohisegu 2 tuleb lisada plaadil
veergudesse 02, 05, 08 ja 11. Téopohisegu 3 v2 tuleb lisada plaadil veergudesse 03, 06, 09 ja 12.
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Miirkus. Uhele plaadile saab lisada kuni 30 proovi. Kui kéikide plaadil olevate proovide téétlemiseks on vaja rohkem
kui tihte reaktiivikomplekti, peavad koik komplektid olema samast partiist.

Reaktsiooni seadistamine

Toopohisegu (MMX-1, MMX-2 ja MMX-3 v2) valmistamine

Miirkus. EGFR MMX-1, EGFR MMX-2, EGFR MMX-3 v2 ja t6opohisegu on valgustundlikud ning neid tuleb kaitsta
pikaajalise kokkupuute eest valgusega.

Miirkus. EGFR MMX-segude ja t6opohisegu viskoossuse tottu pipeteerige aeglaselt, et kogu segu viljuks otsikust.

Mirkus. EGFR MMX-1, EGFR MMX-2 ja EGFR MMX-3 v2 voivad olla helesinist voi lillakat tooni. See ei mojuta
reaktiivi toimet.

Mirkus. Valmistage eraldi 1,5 ml mikrotsentrifuugi katsutitesse ette kolm t6opohisegu, millest iiks sisaldab reaktiivi
EGFR MMX-1, teine reaktiivi EGFR MMX-2 ja kolmas reaktiivi EGFR MMX-3 v2.

1. Arvutage iga t06pShisegu jaoks reaktiivi EGFR MMX-1 voi EGFR MMX-2 voi EGFR MMX-3 v2 vajalik maht
jérgmise valemi abil:

Reaktiivi EGFR MMX-1 voi EGFR MMX-2 v6i EGFR MMX-3 v2 vajalik maht = (proovide arv
+ 2 kontrollproovi + 1) x 20 ul

2. Arvutage iga toopOhisegu jaoks vajalik MGAC vajalik maht jérgmise valemi abil:
MGAC vajalik maht = (proovide arv + 2 kontrollproovi + 1) x 5 pl
Vt Tab. 22, et méiérata kindlaks iga reaktiivi kogus, mis on vajalik 66pohisegu valmistamiseks, vottes aluseks katseseeriasse

kuuluvate proovide arvu.

Tab. 22 Toopohisegude t66-MMX-1, t66-MMX-2 ja t66- MMX-3 v2 jaoks vajalikud reaktiivide kogused

Proovide arv*
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
MMX 20 pl 80 100 120 140 160 180 200 220 240 | 260
MGAC 5yl 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65
lga toopShisegu 100 | 125 150 175 200 225 250 275 300 | 325
kogumaht (pl)

* Proovide arvule vastavate koguste aluseks on jargmine summa: proovide arv + 2 kontrollproovi + 1

3. Votke 2...8 °C siilituskohast sobiv arv pShisegude EGFR MMX-1, EGFR MMX-2, EGFR MMX-3 v2 ja MGAC
viaale. Segage iga reaktiivi 5 sekundit vortex-segistis ja koguge enne kasutamist katsuti pdhjast vedelik. Mérgistage
toopdhisegude t66-MMX-1, t66-MMX-2 ja t66-MMX-3 v2 jaoks steriilne mikrotsentrifuugi katsuti.

4. Lisage arvutatud kogus pdhisegu EGFR MMX-1 v6i EGFR MMX-2 v6i EGFR MMX-3 v2 vastavasse t06pohisegu
katsutisse.

5. Lisage toopShisegu katsutitesse arvutatud kogus MGAC-i.

6. Segage piisava segamise tagamiseks katsuteid 3—5 sekundit vortex-segistis.
Miirkus. Proovid ja kontrollproovid tuleb lisada AD-plaadile 1 tunni jooksul alates t6opohisegu valmimisest.

Miirkus. Kasutage ainult siisteemi cobas® 4800 AD-plaati ja kattekilet.
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Plaadi ettevalmistamine

Miirkus. Sdilitatud DNA pohimaterjalikasutamise korral jirgige jaotises Proovide transportimine, sdilitamine ja
stabiilsus esitatud juhiseid.

1. Pipeteerige igasse katseseeria jaoks vajalikku AD-plaadi reaktsiooniauku 25 pl to6pdhisegu. Arge puudutage
pipeteerija otsikuga plaati viljaspool auke.
e Lisage t660-MMX-1 (mis sisaldab pohisegu EGFR MMX-1) AD-plaadi aukudesse veergudes 01, 04, 07 ja 10.
e Lisage t00-MMX-2 (mis sisaldab pohisegu EGFR MMX-2) AD-plaadi aukudesse veergudes 02, 05, 08 ja 11.

e Lisage t06-MMX-3 v2 (mis sisaldab pohisegu EGFR MMX-3 v2) AD-plaadi aukudesse veergudes 03, 06, 09
ja12.

2. Pipeteerige 25 ul kontrollproovi EGFR MC AD-plaadi aukudesse A01, A02 ja A03; segage pohjalikult pipetiga
suspendeerides augu sees vihemalt kaks korda (aspireerides segu vihemalt kaks korda).

3. Pipeteerige uue pipeteerijaotsiku abil 25 pl kontrollproovi NEG AD-plaadi aukudesse B01, B02 ja B03; segage
pohjalikult pipetiga suspendeerides augu sees viahemalt kaks korda (aspireerides segu vahemalt kaks korda).

Miirkus. Igas katseseerias peavad augud A01, A02 ja A03 sisaldama kontrollproovi (EGFR MC) ning augud B01, B02
Jja B03 negatiivset kontrollproovi (NEG). Vastasel korral loeb analiisaator cobas® z 480 katseseeria kehtetuks.

Miirkus. Vahetage vastavalt vajadusele kindaid, et vdiltida proovide ristsaastumist ja PCR-reaktsiooni katsuti
vdlispinna saastumist.

4. Kasutades iga proovi DNA jaoks uusi pipetiotsakuid lisage 25 pl esimese proovi DNA-d AD-plaadi aukudesse CO01,
C02 ja C03; igasse auku proovi DNA lisamisel kasutage uut otsakut; segage igas augus olevat segu pipeti abil,
aspireerides ja dispenseerides augu sees vihemalt kaks korda. Korrake seda toimingut iga proovi DNA-ga ja jargige
Joonis 7 malli, kuni kdik DNA-proovid on lisatud AD-plaadile. Veenduge, et kogu vedelik on kogutud aukude pdhja.

Miirkus. Enne sdilitatud DNA pohimaterjali kasutamist segage pulseerivalt ja tsentrifuugige pohimaterjali sisaldavat
elutsioonikatsutit.

5. Katke mikrotiiterplaat (AD-plaat) kattekilega (kuulub plaatide tarnekomplekti). Kasutage kattekile aplikaatorit, et
kinnitada kile kindlalt mikrotiiterplaadi (AD-plaadi) kiilge.

6. Veenduge enne PCR-i alustamist, et kogu vedelik on aukude pdhjast kokku kogutud.
Miirkus. Amplifikatsiooni ja tuvastamist tuleb alustada 1 tunni jooksul alates esimese proovi DNA lahjenduse lisamist

téopohisegule.

PCR-i alustamine

Uksikasjalikke juhiseid EGFR-td8vooetappide kohta vt siisteemi cobas® 4800 kasutaja kiisiraamatust voi siisteemi
cobas® 4800 kasutajaabist. Kui avaneb hiipikaken ,,Select test” (Valige test), valige ,,EGFR Plasma P1” ja vajutage
nuppu ,,0K”.
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Tulemused

Tulemuste tolgendamine

Miirkus.
Miirkus.

Koik katseseeria ja proovi valideerimised teeb cobas® 4800 tarkvara.

Kehtiv katseseeria voib sisaldada nii kehtivaid kui ka kehtetuid proovide tulemusi.

Nouetele vastavate tulemustega katseseeria puhul tdlgendatakse proovidega saadud tulemusi vastavalt: Tab. 23.

Tab. 23 cobas EGFR testi tulemuste tolgendamine
Katsetulemus Mutatsiooni tulemus Poolkvantitatiivse indeksi (SQI) Tolgendus
tulemus
Ex19Del Ex19Del: SQ/
S768lI S768l: SQI
L858R L858R: SQI ' o
Mutation T790M T790M: SQI Mutatgogn avastati maara.tud
Detected L861Q L861Q: SQI sihtmargiks olevas EGFR-i
) piirkonnas.
G719X G719X: SQ/
Ex20Ins Ex20Ins: SQ/
(mutatsioone vdib olla rohkem kui iks) |(mutatsioone vdib olla rohkem kui Uks)
No Mutation . _ .
" " e o et
(NMD)* P '
Proovi tulemus on kehtetu. Korrake
kehtetute tulemustega proovide
Kehtetu NA NA testimist vastavalt jaotises
.Kehtetute tulemustega proovide
uuesti testimine” esitatud juhistele.
Riist- voi tarkvara térke t6ttu
. nurjunud katseseeria. P66rduge
Failed NA NA tehnilise abi saamiseks Roche'i
kohalikku esindusse.

*

Tulemus ,No Mutation Detected” ei valista mutatsiooni olemasolu sihtmargiks olevas EGFR-i piirkonnas, kuna tulemused sdltuvad

mutatsioonidega jarjestuste kontsentratsioonist, proovide terviklikkusest, inhibiitorite juuresolekust ja avastamiseks piisava DNA-

koguse olemasolust.

Tulemuste lipud on leitavad tulemuste vahekaardilt (ekraan) voi lippude veerust (aruanne). Rohkem teavet vaadake
jaotisest Tulemuste lipud.

Poolkvantitatiivne indeks (SQlI)

SQI on proovis leiduva muteerunud cfDNA hulga poolkvantitatiivne mdot, mida saab kasutada mutatsioonikoormuse
erinevuste mootmiseks ajas. SQI védrtuse kasv niitab vastava sihtmirkmutatsiooni hulga kasvu individuaalses
prooviallikas; SQI véértuse vihenemine néitab vastava sihtmarkmutatsiooni iildise hulga vahenemist individuaalses
prooviallikas. Esinduslikud SQI tulemused iga EGFR-i mutatsiooniklassi kohta, mis tuvastati testiga, on toodud
lineaarsustulemustes Joonis 8 — Joonis 14.
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Kehtetute tulemustega proovide uuesti testimine

1. Kui tédseeria on kehtetu, on iga proovi jaoks ebapiisav hulk ekstraheeritud DNAd amplifikatsiooni ja tuvastamise
kordamiseks. Korrake kdikide proovide jaoks kogu testiprotseduuri alates DNA eraldamisest.

2. Kui todseeria tulemused on kehtivad aga proov on kehtetu, on iga proovi jaoks ebapiisav hulk ekstraheeritud DNAd
amplifikatsiooni ja tuvastamise kordamiseks. Korrake kehtetu proovi jaoks kogu testiprotseduuri alates DNA
eraldamisest.

Kvaliteedikontroll ja tulemuste kehtivus

Igas 30 prooviga katseseerias on liks komplekt cobas EGFR testi mutatsiooni kontrollproove (EGFR MC) (augud A01,
A02 ja A03) ja negatiivseid kontrollproove (NEG) (augud B01, B02 ja B03) t66-MMX-1, t66-MMX-2 ja t66-MMX-3 v2
jaoks. Katseseeria on kehtiv, kui EGFR MC ja NEG on kehtivad. Kui EGFR MC v&i NEG tulemused on kehtetud, on
kogu katseseeria kehtetu ning seda tuleb korrata.

Mutatsioonikontroll

EGFR MC tulemus peab olema ,,Valid”. Kui EGFR MC kontrolliga saadakse jarjepidevalt kehtetuid tulemusi, p66rduge
tehnilise abi saamiseks Roche'i kohalikku esindusse.

Negatiivne kontroll

NEG tulemus peab olema ,,Valid”. Kui NEG kontrolliga saadakse jarjepidevalt kehtetuid tulemusi, p6orduge tehnilise abi
saamiseks Roche'i kohalikku esindusse.

Meetodi piirangud

1. Analiitisida tuleb ainult ettendhtud proovitiiiipe. cobas EGFR-test on valideeritud kasutamiseks Roche cfDNA
katsutisse voi K2 EDTA katsutisse kogutud verest eraldatud plasmaga.

2. cobas EGFR-testi toimivust kontrolliti komplektiga cobas® cfDNA Sample Preparation Kit.

3. Mutatsiooni avastamine soltub koopiate arvust proovis ja seda vdivad mojutada proovi terviklikkus, eraldatud DNA
kogus ja segavate ainete juuresolek.

4. Tulemuste usaldusviadrsus soltub transportimise, sédilitamise ja to6tlemise kvaliteedist. Jargige nendes kasutusjuhistes
ja siisteemi cobas® 4800 kasutaja kisiraamatus vdi siisteemi cobas® 4800 kasutajaabis olevaid toiminguid.

5. Elutsioonikatsuti pohjast pipeteerimine v3ib sademetombukese 16hkuda ja avaldada testitulemustele ebasoodsat mdju.

6. AmpErase-ensiiiimi lisamine testi cobas EGFR Mutation pohisegule vdimaldab sihtmérk-DNA-d valikuliselt
amplifitseerida. Siiski on reaktiivide saastumise véltimiseks vaja jérgida héid laboritdotavasid ja kéesoleva
kasutusjuhendi juhiseid.

7. Seda toodet tohivad kasutada vaid PCR-meetodit ja siisteemi cobas® 4800 viljadppe saanud tootajad.

8. Selle tootega kasutamiseks on valideeritud ainult analiisaator cobas® z 480. Muid reaalajas optilise méiiramisega
termotsiiklereid ei tohi selle tootega kasutada.

9. Tehnoloogiate sisemiste erinevuste tottu on soovitatav, et kasutaja teeks enne iihelt tehnoloogialt teisele lilitumist
oma laboris tehnoloogiate erinevuste hindamiseks meetodi korrelatsiooniuuringu.

10. PCR-i inhibiitorite esinemine vib pohjustada valenegatiivseid voi kehtetuid tulemusi.

11. cobas EGFR testi praimerite ja/v4i sondidega kaetud EGFR-i geeni genoomse DNA piirkondades tekkinud
mutatsioonid voivad tingida mutatsiooni olemasolu tuvastamise ebadnnestumise eksonites 18, 19, 20 ja 21
(tulemus ,,No Mutation Detected”), kuigi seda esineb harva.
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12.

13.
14.

15.

16.

17.

18.
19.
20.

21.

cobas EGFR test nditab ristreaktiivsust (tulemus ,,Mutation Detected”) 19. eksoni L747S-mutatsiooni, mis on
haruldane omandatud mutatsioon, mis vdib anda resistentsuse TKI-ravi suhtes."®

Korges kontsentratsioonis (> 10° koopiat/ml) testitavad proovid vdivad pdhjustada valesid tulemusi.

cobas EGFR-test on valideeritud kasutamiseks koos 25 ul DNA pohimaterjaliga reaktsiooniaugu kohta. 25 pl
viiksemad DNA pdhimaterjali kogused reaktsiooniaugu kohta pole soovitatavad.

Ulalkirjeldatud protseduuri jargides tuleb avastada EGFR-i mutatsioonide puhul (vt Tab. 3) > 100 koopiat muteerunud
DNA-d iihes ml Roche cfDNA katsutisse voi K2 EDTA katsutisse kogutud vere plasmas.

Proovid, mille kohta registreeritakse tulemus ,,No Mutation Detected”, vdivad sisaldada EGFR-i mutatsioone, mida
katse ei tuvasta.

Plasma jaoks registreeritud tulemuse ,,No Mutation Detected” korral tuleb sel juhul kaaluda reflekstestimist voi
kinnitamist koetestiga.

Roche cfDNA katsutisse kogutud tdisverest eraldatud plasma on piisav ainult iiheks testimiseks.
Patsiendilt erinevatel aegadel saadud plasmat ei tohi iihendada.

cobas EGFR-testi toimivust ei ole méaratud hiilibinud proovide puhul, mis on kogutud Roche cfDNA katsutisse.
Hiiiibinud proovid tuleb &ra visata ja patsiendilt tuleb uus proov vétta.

Roche cfDNA katsutisse kogutud verest eraldatud plasmas on tdheldatud hemoliiiisi. Hemoglobiini kontsentratsioonid
> 2,0 g/l vaivad hiirida cobas EGFR-testi toimivust.
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Mittekliinilise toimivuse hindamine

Analuutilised tulemused

Jargnevad andmed on méeldud cobas EGFR testi analiiiitilise soorituse demonstreerimiseks.

Analiiitiline tundlikkus — tulemuse puudumise piir

cobas EGFR testi toimivuse hindamiseks ilma mérklaud-DNA-ta ja tagamaks, et tiihi proov ei tekita analiititilist signaali,
mis vOib osutada mutatsiooni madalale kontsentratsioonile, hinnati tervete doonorite K2 EDTA plasma EGFR metsiktiiiibi
proove. Suunises CLSI EP17-A2?° ette nihtud analiiiisi kasutades tehti kindlaks, et tulemuse puudumise piir on kdikide
mutatsioonide puhul null.

Tuvastamispiir rakuliini DNA-d kasutades

K2 EDTA plasma

EGFR-i metsiktiiiibi terve doonori K2 EDTA plasmale lisati rakuliini DNA-d, mis sisaldas koiki seitset mutatsiooni
klassi, mida test avastas. Valmistati lahjendusseeriad ja cobas EGFR testi komplekti kdigi kolme komplekti partii abil
testiti iga paneeliliikme 24 paralleelproovi.

Koigi seitsme testiga avastatava mutatsiooniklassi tuvastamispiir médrati kdige vdiksema DNA-kontsentratsiooni alusel,
mis andis sihtmérgiks oleva mutatsiooni korral EGFR-i tulemuse ,,Mutation Detected” vdhemalt 95% juhtudel. Tulemusi
vt Tab. 24.

Tab. 24 cobas EGFR testi tuvastamispiir K2 EDTA plasmat kasutades

EGFR-i E(_EFR-_i i ) EGFR-_i" _ Terve* D_NA LoD L6igutud*’_‘ DNA LoD COSMIC ID*
ekson mutatsiooniriihm nukleiinhappejéarjestus (koopiat/ml) (koopiat/ml)

18 G719A 2156G>C 100 100 6239

19 Ex19Del 2235 2249del15 25 75 6223

20 T790M 2369C>T 25 100 6240

20 S768l 2303G>T 20 25 6241

20 Ex20Ins 2307_2308ins9GCCAGCGTG 80 25 12376

21 L858R 2573T>G 10 100 6224

21 L861Q 2582T>A 30 30 6213

Erinevused vaadeldud LoD-s tulenevad DNA tausta erinevustest.
* Terve rakuliini DNA-I oli metsiktttibi DNA taust umbes 10 000 koopiat/ml.
** Rakuliini DNA-I, mis oli I8igustatud keskmiselt 220 aluspaari pikkuseks, oli metsikttitpi DNA taust umbes 100 000 koopiat/ml.

Roche ¢cfDNA plasma

Roche cfDNA katsutisse kogutud verest eemaldatud plasma puhul verifitseeriti LoD-véartusi, lisades 10igustatud rakuliini
DNA-d, millest igaiiks sisaldas seitset mutatsiooniklassi, mis tuvastati terve doonori Roche cfDNA plasma testimisel, mis
oli EGFR-i jaoks metsikut tiilipi. Valmistati lahjendused eesmérgiga saavutada Tab. 24 toodud LoD-kontsentratsioonid ja
testiti iga proovi 20 kordust, kasutades cobas EGFR-testikomplekti partiid. Tabavustase iga mutatsiooni korral oli 100%.

Kokkuvottes suudab cobas EGFR-test standardkoguse (25 ul DNA pohimaterjali reaktsiooniaugu kohta kas K2 EDTA
v0i Roche ¢fDNA plasmas) kasutamisel tuvastada EGFR-1 18.,19., 20. ja 21. eksoni mutatsioone, tuvastades
< 100 muteerunud DNA koopiat ithes ml plasmas.
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Ristreaktsioonid teiste 18., 19., 20. ja 21. eksoni mutatsioonidega

AURA Extension ja AURAZ kliinilise uuringu proovid

cobas EGFR test andis tulemuse ,,Mutation Detected” jargmistele EGFR-1 mutatsioonidele AURA Extension ja AURA2
kliiniliste uuringute proovides (Tab. 25). AURA Extension uuring oli mdoeldud AURA2 kohordi proovide tdiendamiseks
ja plasmast haruldaste mutatsioonide tuvastamise tdendosuse suurendamiseks. cobas EGFR testi analiiiitilisi tulemusi
nende mutatsioonide mdiramisel ei ole hinnatud.

Tab. 25 Mutatsioonid, mis esinevad AURA Extensionis ja AURAZ2 Trialis ja ristreageerivad cobas EGFR testiga

Ekson Mutatsiooni jarjestus AA muutus COSMIC ID"*
2236_2256>ATC E746_S752>| 133190
2237_2258>TATC E746_P753>VS Ei leitud
19 2239 2256>CAG L747_S752>Q Ei leitud
2239 2264>GCCAA L747_A755>AN 85891
2240_2264>CGAGAGA L747_A755>SRD Ei leitud

Spetsiifilisus — mikroorganism

cobas EGFR testi spetsiifilisust hinnati, kasutades Staphylococcus epidermidis 1 x 10° pesa moodustavat iihikut, mis ei
pohjustanud ristreaktsiooni ega seganud cobas EGFR testi reaktsiooni terve doonori metsiktiiiipi ja muteerunud EGFR-
jérjestusi sisaldavate K2 EDTA plasma proovidele lisamisel.

Segavad mojurid
K2 EDTA plasma

Trigliitseriidide (37 mM, CLSI soovitatav kdrge kontsentratsioon?!), 0,2 g/l bilirubiini (konjugeerimata vdi konjugeeritud,
CLSI soovitatav kdrge kontsentratsioon on?') ja hemoglobiini 1,5 g/l ei seganud cobas EGFR testi tegemist, kui
potentsiaalselt segav aine lisati terve doonori metsiktiiiipi ja muteerunud EGFR-jérjestusi sisaldavatele K2 EDTA plasma
proovidele. Hemoglobiini 2,0 g/l kontsentratsioon plasmas segab cobas EGFR testi tegemist. Albumiini kontsentratsioon
> 60 g/1 (60 g/l, CLSI soovitatav kdrge kontsentratsioon®!) vdib cobas EGFR testi tegemist segada.

Uuringu tulemused niitavad, et EDTA, Neupogen ja TARCEVA® ei sega cobas EGFR testi, kui potentsiaalselt segav aine
lisati terve doonori metsiktiiiipi ja muteerunud EGFR-jérjestusi sisaldavatele K2 EDTA plasma proovidele.

Roche cfDNA plasma

On niidatud, et trigliitseriidid (37 mM, CLSI soovituslikult suur kontsentratsioon®'), 0,2 g/1 bilirubiini (konjugeerimata
voi konjugeeritud, CLSI soovituslikult suur kontsentratsioon?!), hemoglobiin (2,0 g/1) ja albumiin (60 g/I, CLSI
soovituslikult suur kontsentratsioon?') ei hiiri cobas EGFR-testi, kui potentsiaalselt segav aine lisati terve doonori
Roche cfDNA plasma proovidesse, mis sisaldavad metsiktiitipi ja muteerunud EGFR-jérjestusi.
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Lineaarsus
K2 EDTA plasma

cobas EGFR testi lineaarsusuuring tehti vidhemalt 8 paneeli liikme lahjendusseeriaga vastavalt iga testiga avastatava
EGFR-i mutatsiooni klassi peamise mutatsiooni lineaarsusvahemikule. Paneeli litkmete valmistamiseks lahjendati EGFR-1i
metsiktiiiibi terve doonori K2 EDTA plasmas rakuliini DNA-d, mis sisaldasid kdiki peamisi mutatsioone. Hinnati
vastavalt CLSI EP-06A juhisele.?* Testiti kiimmet paralleelproovi paneeli liikme kohta kahe partii suhtes
kontsentratsiooniga kuni 1,0E+04 koopiat/ml (iga kontsentratsioonitaseme kohta 20 paralleelproovi). Uhte paralleelproovi
partii kohta testiti kontsentratsiooniga iile 1,0E+04 koopiat/ml.

Iga cobas EGFR testi mutatsiooni klassi jaoks on ndidatud lineaarsusvahemik (Tab. 26) ja {ihe partii vastavad graafikud
(Joonis 8 kuni Joonis 14).

Tab. 26 cobas EGFR testi lineaarsusvahemik K2 EDTA plasmaga

EGFR-i EGFR-i mutatsioon Sihtmark-nukleiinhappejarjestus Lineaarsu_svahemik
ekson (koopiat/ml)

18 G719A 2156G>C 50 — 1E+04

19 19. eksoni deletsioon 2235_2249del15 10 - 1E+05

20 S768I 2303G>T 10 - 1E+05

20 T790M 2369C>T 50 — 1E+05

20 20. eksoni insertsioon 2307_2308ins9GCCAGCGTG 10 — 1E+05

21 L858R 2573T>G 10 - 1E+05

21 L861Q 2582T>A 10 - 1E+05

07340761001-08ET
Doc. Rev. 8.0 55




JAOTIS B: Kasutamiseks plasmaproovidega

cobas® EGFR Mutation Test v2

Joonis 8 Muteerunud DNA lineaarsus K2 EDTA plasmas:

G719A rakuliini DNA
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Logaritmiline tiiter (c/ml)

SQI =-0,987 + 2,986 x log koopiat/ml
R%=0,968

Joonis 10 Muteerunud DNA lineaarsus K2 EDTA plasmas:

S§768I rakuliini DNA
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Logaritmiline tiiter (c/ml)

STEBI S0l

SQI=-0,578 + 3,093 x log koopiat/ml
R2=0,912
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Joonis 9 Muteerunud DNA lineaarsus K2 EDTA plasmas:

19. eks. kust. rakuliini DNA
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Ex15Del SQI

1 2 3 4
Logaritmiline tiiter (c/ml)

SQI = 7,042 + 3,507 x log koopiat/ml
R?=10,981

Joonis 11 Muteerunud DNA lineaarsus K2 EDTA plasmas:

T790M rakuliini DNA
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TroomM S0l

1 2 3 4
Logaritmiline tiiter (c/ml)

SQI = 3,593 + 3,352 x log koopiat/ml
R?>=10,973
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Joonis 12 Muteerunud DNA lineaarsus K2 EDTA plasmas:

20. eks. sis. rakuliini DNA
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SQI =-1,268 + 2,973 x log koopiat/ml
R?2=10,990

Joonis 14 Muteerunud DNA lineaarsus K2 EDTA plasmas:

L861Q rakuliini DNA
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Joonis 13 Muteerunud DNA lineaarsus K2 EDTA plasmas:

L858R rakuliini DNA

20
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Logaritmiline tiiter (c/ml)

T
4]

SQI = 2,543 + 3,283 x log koopiat/ml
R?>=10,933

SQI=-1,177 + 3,149 x log koopiat/ml
R?=10,980

Roche ¢cfDNA plasma

Roche cfDNA plasma lineaarsusvahemikku verifitseeriti, kasutades viahemalt 6 paneeliliikme lahjendusrida, mis holmasid
K2 EDTA plasmaproovide lineaarsusvahemikku (Tab. 26). Paneeliliikmed valmistati ette, lahjendades 18igustatud
rakuliini DNA-d, mis sisaldas koiki peamisi mutatsioone, EGFR-i metsiktiiiipi terve doonori Roche cfDNA plasmas.
Analiiiisi tegemisel jargiti CLSI juhendit EP06-A.** Testiti kahest partiist kummagi jaoks nelja paralleelproovi paneeli
liikme kohta kontsentratsiooniga kuni 1,0E+04 koopiat/ml (iga kontsentratsioonitaseme kohta 8 paralleelproovi). Testiti

2 paralleelproovi kontsentratsiooniga iile 1,0E+04 koopiat/ml (iga kontsentratsioonitaseme kohta 4 paralleelproovi).
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Korratavus

cobas EGFR testi korratavuse hindamiseks kasutati 12-st proovist koosnevat paneeli, mis sisaldas terve doonori K2
EDTA plasma proovides lahjendatud EGFR Mutant rakuliini DNA-d. Iga testiga avastatav peamist mutatsiooniklassi
sisaldav proov kaaslahjendati 11-sse proovi ja hinnati iga vastava mutatsiooni kolmekordse LoD-taseme (koopiat/ml)
suhtes, 1,0E+03 koopiat/ml ja 5,0E+04 koopiat/ml suhtes. Testiti ka iihte metsiktiiiibi proovi. Kdik kaksteist dubleerivat

proovi analiiiisiti 4 pieva jooksul kahe laborandi poolt kahe reaktiivipartiiga, kasutades kahte analiisaatorit cobas® z 480
(N =32 proovi kohta). cobas EGFR testi digete hinnangute tépsus oli 99,2% (381/384).

Tab. 27 néitab korratavuse uuringu keskmist SQI-d ja SQI SD-d. K&ik 32 metsiktiilipi proovi andsid oodatava tulemuse

,,No Mutation Detected”.

Tab. 27 Korratavuse uuringu keskmine SQl ja SQI SD

EGFR-i EGFR-i Sihtmark- Kontsentratsioon | Keskmine SD sQl
ekson mutatsioon nukleiinhappejarjestus (koopiat/ml) sal (n=32)

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

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

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

19 Ex19Del 2235_2249del15 1,00E+03 16,85 0,42
5,00E+04 22,31 0,55

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

20 S768I 2303G>T 1,00E+03 8,49 0,43
5,00E+04 14,13 0,43

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

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

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

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

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

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

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

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

EGFR-i metsiktiitp 0 NMD NMD

NMD = Mutatsiooni ei tuvastatud (No Mutation Detected)
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Kliinilise toimivuse hindamine

Kliiniline reprodutseeritavus K2 EDTA plasmaga

Uuring tehti eesmérgiga hinnata testi cobas EGFR Test reprodutseeritavust kolmes testimiskohas (2 vilist ja 1 sisemine,
2 todtajat iihel testimiskohal), 3 reaktiivipartiid ja 3 mittejarjestikust testimispédeva, kasutades 9-liikmelist kunstlikku
NSCLC plasmas lahjendatud rakuliini DNA-proovide paneeli. Mutatsioonid hdlmasid iiht 18. eksoni mutatsiooni G719X,
iiht 19. eksoni deletsioonmutatsiooni, kaht 20. eksoni T790M mutatsiooni, {iht 20. eksoni insertsioonmutatsiooni, iiht

21. eksoni L858R mutatsiooni ja {iht 21. eksoni L.861Q mutatsiooni, mis olid esindatud neljas kunstlikus proovis nagu
kokku voetud Tab. 28. Iga kunstlik proov valmistati kahes kontsentratsioonis: umbes 100 koopiat/ml ja umbes

300 koopiat/ml. Need kunstlikud proovid jaotati lisaks metsiktiiiipi kontrollpaneelile kaheksasse erinevasse paneeli
kokku tiheksaliikmeline paneel.

Tab. 28 Kunstlikud mutatsioonikombinatsioonide proovid

Rakuliin DNA Rakuliin DNA Rakuliin DNA Rakuliin DNA
kombinatsiooniga 1 kombinatsiooniga 2 kombinatsiooniga 3 kombinatsiooniga 4
19. eksoni deletsioon L858R S768lI L861Q

T790M T790M G719A 20. eksoni insertsioon

Kokku tehti 37 katseseeriat, neist 36 olid kehtivad ja iiks mittekehtiv. Kokku testiti 648 paneeli (ehk 1224 mutatsiooni),
neist 646 paneeli (ehk 1220 mutatsiooni) tulemused olid kehtivad. Metsiktiiiipi paneeliliikmete 72 kehtivate tulemustega
testides polnud iihtki tulemust ,,Mutation Detected”, seega oli kokkulangevus 100%. Mutatsiooniliikmeti on kokku-
langevused erinevad: kaheksal juhul 100%, viiel juhul > 97% ja iihe (G719X) mutatsiooni puhul alla 90%. Uldine
kokkulangevus mutatsioonide kaupa on esitatud Tab. 29. Kdigi mutatsioonipaneeli litkmete variatsioonikordaja (CV)

oli < 12,8%. Sisemiste ja mutantsete kontrollide iildine CV oli < 1,5%. Partiidevaheline CV oli < 0,89% ja partiidesisene
< 1,47%.
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Tab. 29 Uldised kokkulangevuse hinnangud mutatsiooniliikmete kaupa reprodutseeritavuse uuringus
Mutatsiooniliikmed :,ZTL‘:;USI::::; Kokkul;ngevus Kokk(uglg‘;gg:/)l:se %
Metsiktlilip — pole saadaval 72 72 100 (95,0, 100,0)
18. eksoni G719A — 100 koopiat/ml 72 65 90,3 (81,0, 96,0)°
19. eksoni deletsioon (2235_2249del15) — 100 koopiat/ml 72 72 100 (95,0, 100,0)
20. eksoni insertsioon (2307_2308ins9) — 100 koopiat/ml 72 72 100 (95,0, 100,0)
20. eksoni S768I — 100 koopiat/ml 72 72 100 (95,0, 100,0)
20. eksoni T790M — 100 koopiat/ml 143 139 97,2 (93,0, 99,2)
21. eksoni L858R — 100 koopiat/ml 71 70 98,6 (92,4, 100,0)
21. eksoni L861Q — 100 koopiat/ml 72 72 100 (95,0, 100,0)
18. eksoni G719A — 300 koopiat/ml 71 70 98,6 (92,4, 100,0)
19. eksoni deletsioon (2235_2249del15) — 300 koopiat/ml 72 72 100 (95,0, 100,0)
20. eksoni insertsioon (2307_2308ins9) — 300 koopiat/ml 72 72 100 (95,0, 100,0)
20. eksoni S768I — 300 koopiat/ml 71 71 100 (94,9, 100,0)
20. eksoni T790M — 300 koopiat/ml 144 142 98,6 (95,1, 99,8)
21. eksoni L858R — 300 koopiat/ml 72 71 98,6 (92,5, 100,0)
21. eksoni L861Q — 300 koopiat/ml 72 72 100 (95,0, 100,0)

a 95% CIl = 95% tépne binominaalne usaldusvahemik.

b Madalam kokkulangevus selle proovis oli tingitud mitmest (n = 6/24 kombineeritud kordust) mutatsioonim&aaramise tehniliselt
negatiivsest (mismatch) tulemusest (SNP asendus, insertsioon véi deletsioon), mis ilmnesid valdavalt (ihes lookuses kolmest.

Markus. Tulemused langesid kokku, kui mutantne paneelilige andis kehtiva tulemuse ,Mutation Detected” voi metsiktlilipi paneelilige

andis kehtiva tulemuse ,No Mutation Detected”.

Markus. Selles uuringus kasutatud rakuliini DNA proovid koosnesid mehaaniliselt keskmiselt 220-aluspaaristeks osadeks I6igutud

osadest ja sisaldasid metsiktlupi rakuliini DNA-d kontsentratsiooniga umbes 12 000 koopiat/ml.

Kliiniline reprodutseeritavus Roche cfDNA plasmaga

Uuring tehti eesmérgiga hinnata cobas EGFR-testi reprodutseeritavust kolmes testimiskohas (2 vilist ja 1 sisemine,

2 tootajat iihel testimiskohal), tiks reaktiivipartii ja 3 mittejdrjestikust testimispdeva, kasutades kolme 9-liikmelist
kunstlikku terve doonori plasmas lahjendatud rakuliini DNA-proovide paneeli. Iga kogumi proovid koguti Roche

cfDNA Kkatsutite unikaalse partiiga. Igal testimiskohal testiti kahte plasmapaneeli. Mutatsioonid hdlmasid iiht 18. eksoni
mutatsiooni G719X, {iht 19. eksoni deletsioonmutatsiooni, iiht 20. eksoni T790M mutatsiooni, itht 20. eksoni insertsioon-
mutatsiooni, tiht 21. eksoni L858R mutatsiooni ja iiht 21. eksoni L861Q mutatsiooni, mis olid esindatud neljas kunstlikus
proovis, nagu kokku vdetud Tab. 30. Iga kunstlik proov valmistati kahes kontsentratsioonis: umbes 100 koopiat/ml ja
umbes 300 koopiat/ml. Need kunstlikud proovid jaotati lisaks metsiktiiiipi kontrollpaneelile kaheksasse erinevasse paneeli
kokku iiheksaliikmeline paneel.

Tab. 30 Kunstlikud mutatsioonikombinatsioonide proovid
Rakuliin DNA Rakuliin DNA Rakuliin DNA Rakuliin DNA
kombinatsiooniga 1 kombinatsiooniga 2 kombinatsiooniga 3 kombinatsiooniga 4
19. eksoni deletsioon S768I T790M L858R
20. eksoni insertsioon G719A L861Q NA
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Kokku tehti 36 katseseeriat ja kdik seeriad olid kehtivad. Kokku testiti 648 paneeli, neist 646 paneeli (ehk 1220 muta-
tsiooni) tulemused olid kehtivad. Metsiktiilipi paneeliliikmete 72 kehtiva tulemusega testides oli iiks tulemus ,,Mutation
Detected”, seega oli kokkulangevus 98,6%. Kokkulangevused on mutatsiooniliikmete vahel erinevad: kolmteist
saavutasid kokkulangevuse 100%, iiks > 98%. Uldine kokkulangevus mutatsioonide kaupa on esitatud Tab. 31.

Kdigi mutatsioonipaneeli liikmete variatsioonikordaja (CV) oli < 13,7%. Sisemiste ja mutantsete kontrollide {ildine

CV oli <1,3%.

Tab. 31 Uldised kokkulangevuse hinnangud mutatsiooniliikmete kaupa reprodutseeritavuse uuringus
Mutatsiooniliikmed aﬁzl:‘tlij\;at::!::eu:fv Kokkul;ngevus Kokk(uglg;gg\ll):se %

Metsiktliip — pole saadaval 72 71 98,6 (92,5, 100,0)

18. eksoni G719A — 100 koopiat/ml 72 71 98,6 (92,5, 100,0)

19. eksoni deletsioon (2235_2249del15) — 100 koopiat/ml 72 72 100 (95,0, 100,0)
20. eksoni insertsioon (2307_2308ins9) — 100 koopiat/ml 72 72 100 (95,0, 100,0)
20. eksoni S768I — 100 koopiat/ml 72 72 100 (95,0, 100,0)

20. eksoni T790M — 100 koopiat/ml 72 72 100 (95,0, 100,0)

21. eksoni L858R — 100 koopiat/ml 72 72 100 (95,0, 100,0)

21. eksoni L861Q — 100 koopiat/ml 72 72 100 (95,0, 100,0)

18. eksoni G719A — 300 koopiat/ml 72 72 100 (95,0, 100,0)

19. eksoni deletsioon (2235_2249del15) — 300 koopiat/ml 71 71 100 (94,9, 100,0)
20. eksoni insertsioon (2307_2308ins9) — 300 koopiat/ml 71 71 100 (94,9, 100,0)
20. eksoni S768I — 300 koopiat/ml 72 72 100 (95,0, 100,0)

20. eksoni T790M — 300 koopiat/ml 71 71 100 (94,9, 100,0)

21. eksoni L858R — 300 koopiat/ml 72 72 100 (95,0, 100,0)

21. eksoni L861Q — 300 koopiat/ml 71 71 100 (94,9, 100,0)

@ 95% CIl = 95% tapne binominaalne usaldusvahemik.

Markus. Tulemused langesid kokku, kui mutantne paneelilige andis kehtiva tulemuse ,Mutation Detected” voi metsiktiilipi paneelilige
andis kehtiva tulemuse ,No Mutation Detected”.

Tuvastamispiir (LoD), kasutades NSCLC plasmaproove

Tehti uuring, et kinnitada LoD-i K2 EDTA NSCLC plasmaproovidega kolme 19. eksoni deletsiooni ithe L858R-
mutatsiooni ja iihe T790M-mutatsiooni suhtes, kasutades cobas EGFR-testi kolmes erinevas testimiskohas (kaks vilist ja
iiks sisemine, kaks laboranti igas testimiskohas), kolm reaktiivipartiid ja kaks mittejargnevat testipdeva, 11-liikkmeline
NSCLC-plasmaproovide paneel (igas viis mutatsiooni kahes kontsentratsioonis: 1 X LoD ja 2 x LoD; lisaks metsiktiiiip).
Kokku tehti 12 katseseeriat (kaks paralleelproovi seeria kohta) ja koik seeriad olid kehtivad. Kokku tehti 264 testi
11-liikmelise paneeliga, millest 262 (99,2%) olid kehtivad. Metsiktiiiipi paneeli liikmete 23 kehtivate tulemustega testides
polnud iihtki ,,Mutation Detected” tulemust, seega oli kokkulangevus 100%. 20. eksoni T790M — 1 x LoD-i kokku-
langevus on 95,8% ja koigi muude mutantsete paneeli litkkmetega 100%. Kokkulangevuse hinnangud on paneelide liikmeti
kokku voetud Tab. 32. K&igi mutatsioonipaneeli litkmete variatsioonikordaja (CV) oli < 7,0%.
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Tab. 32 Kokkulangevuse hinnangud paneelide liikmeti
Paneeliliige Kehtiva tule.muse Kokkulangevus Kokkulangevuse %
andnud testide arv N (95% CI)2
Metsiktllp — pole saadaval 23 23 100 (85,2, 100,0)
19. eksoni deletsioon 1 — 1 x LoD 24 24 100 (85,8, 100,0)
19. eksoni deletsioon 1 — 2 x LoD 24 24 100 (85,8, 100,0)
19. eksoni deletsioon 2 — 1 x LoD 23 23 100 (85,2, 100,0)
19. eksoni deletsioon 2 — 2 x LoD 24 24 100 (85,8, 100,0)
19. eksoni deletsioon 3 — 1 x LoD 24 24 100 (85,8, 100,0)
19. eksoni deletsioon 3 — 2 x LoD 24 24 100 (85,8, 100,0)
20. eksoni T790M — 1 x LoD 24 23 95,8 (78,9, 99,9)
20. eksoni T790M — 2 x LoD 24 24 100 (85,8, 100,0)
21. eksoni L858R — 1 x LoD 24 24 100 (85,8, 100,0)
21. eksoni L858R — 2 x LoD 24 24 100 (85,8, 100,0)

2 95% CIl = 95% tépne binominaalne usaldusvahemik.

Markus. Tulemusi kéasitletakse kokkulangevatena, kui mutantne paneelilige andis kehtiva tulemuse ,Mutation
Detected” voi metsiktitpi paneelilige andis kehtiva tulemuse ,No Mutation Detected”.

Markus. Selles kliinilises uuringus kasutatud proovide metsiktiitipi DNA taust oli umbes 24 000 koopiat/ml.

Roche cfDNA plasma korrelatsioon K2 EDTA plasmaga

cobas EGFR-testi toimivust K2 EDTA plasma ja Roche cfDNA plasmaga vorreldi proovide paneeli testimisega, mis
sisaldas paarisproove 34 EGFR-i metsiktiitipi NSCLC patsiendilt, 17 EGFR-i positiivse mutatsiooniga NSCLC patsiendilt
ja 20 tervelt doonorilt. Tervete doonorite proove kasutati surrogaatproovide koostamiseks, mis koosnevad 1d6igustatud
rakuliini DNA-st koos peamiste mutatsioonidega, lisatuna K2 EDTA ja Roche cfDNA katsutitest voetud tdisverele, mida
tuvastas cobas EGFR-test. Loigustatud rakuliini DNA lisamistase surrogaatproovi oli umbes 1,5 x LoD iga mutatsiooni
kohta, médratuna K2 EDTA plasmaga (Tab. 24). Mutatsiooni olek kinnitati iga NSCLC patsiendi puhul, kasutades NGS-
meetodit. Igat proovi testiti ithe cobas EGFR-testireaktiivide partiiga. Kdik proovid andsid kehtivad tulemused ja
vordlustulemused on nédidatud Tab. 33.

Tab. 33 Uhilduvuse analiiiis K2 EDTA plasma ja Roche cfDNA katsutist saadud plasma vahel
K2 EDTA katsuti
MD NMD Kokku
o 2 Positiivne uhilduvus (%): 100%
2253 MD 37 0 37 95% usaldusvahemik 90,5-100%
0=« Negatiivne Uhilduvus (%): 100%
x
S Z NMD 0 34 34 95% usaldusvahemik 89,7-100%
Uldine Ghilduvus (%): 100%
Kokku 37 34 4 95% usaldusvahemik 94,5-100%

Seletus: MD = tuvastatud mutatsioon ja NMD = mutatsiooni ei tuvastatud

K2 EDTA plasma ja katsutist Roche Cell-Free DNA Collection Tube saadud plasma iihilduvus oli 100%. Vastuolulisi
tulemusi ei tédheldatud.
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Uuringu plasmaproovides tuvastas cobas EGFR-test EGFR-geeni 18., 19., 20. ja 21. eksonis jargmised mutatsioonid
(vt Tab. 34). Kui ei mérgitud vastupidi, tdheldati NSCLC proovides mutatsioone.

Tab. 34 Roche cfDNA plasma korrelatsioonis K2 EDTA plasmaga tiheldatud mutatsioonid

Ekson Mutatsiooni jérjestus AA muutus COSMIC ID**
2156G>C* G719A 6239
18 2155G>AS G719S 6252
2235_2249del15* E746_A750delELREA 6223
2236_2250del158 E746_A750delELREA 6225
TTCCCZCf':'g_(Szé'?'BA('jFlg)AAGG§ K745_E746insVPVAIK 6963938
19 2237 2248del128 E746_E749delELRE Ei leitud
2237_2251del158 E746_T751>A 12678
2239 2240TT>CCS L747P 24267
2251A>CS T751P Ei leitud
2369C>T* T790M 6240
20 2303G>T* S768I 6241
2307_2308insGCCAGCGTG* V769_D770insASV 12376
2573T>G* L858R 6224
21 2582T>A* L861Q 6213

* taheldatud ainult surrogaatproovis
* tdheldatud surrogaatproovis ja NSCLC-proovis
§ taheldatud ainult NSCLC-proovis

Vastavus standardmeetodiga, kasutades lll faasi plasmaproove ASPIRATION-i
kohordist

cobas EGFR-testi 19. eksoni deletsiooni ja L§58R-mutatsioonide tuvastamise analiiiitilist tdpsust hinnati valideeritud
jargmise pdlvkonna jérjestamistehnoloogia (NGS) platvormi abil {ihes v3i rohkemas jérgnevas uuringus (ASPIRATIONI
kohort) osalenud kaugelearenenud mittevéikeserakulise kopsuvihiga (NSCLC) patsientide K2 EDTA plasmaproove
kasutades: Genentech kliinilised uuringud G027821 (MetMab) ja G027761 (MetLung) koos Roche'i kliinilise uuringuga
ML25637 (ASPIRATION).

128 plasmaproovi mahus 2 ml ja kehtiva paaristulemusega nii cobas EGFR testiga kui ka NGS-meetodil analiitisitud
plasmaproovid hdlmati EGFR-i 19. eksoni deletsiooni voi L858R mutatsiooni kokkulangevuse analiiiisi. NGS-meetodil
tuvastati 32-s proovis MD ja 95-s proovis NMD. cobas EGFR testi iplasmas ja NGS-i PPA oli plasma puhul 87,5% (95%
CI: 71,9%, 95,0%); cobas EGFR test ja NGS-i vaheline NPA oli 96,8% (95% CI: 91,1%, 98,9%), nagu esitatud Tab. 35.

Tab. 35 cobas EGFR testi ja NGS-i EGFR-i 19. eksoni deletsioonide voi L858R mutatsiooni plasmas tuvastamise vordlus

95% usaldusvahemik
71,9%, 95,0%
91,1%, 98,9%

Kokkulangevuse moot Protsentuaalne kokkulangevus (N)
87,5% (28/32)

96,8% (92/95)

Positiivne protsentuaalne kokkulangevus (PPA)

Negatiivne protsentuaalne kokkulangevus (NPA)
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cobas EGFR testi plasma- ja koeproovide tuvastatud 19. eksoni deletsiooni ja
L858R mutatsiooni kokkulangevus kasutades lll faasi proove ENSURE-ilt

ENSURE uuring (YO25121) oli mitmekeskuseline avatud randomiseeritud 1II faasi uuring hindamaks TARCEVA®
(erlotiniib) a gemtsitabiini/tsisplatiini vordluses esmaravi ohutust IIIB/IV staadiumi mittevéikerakulise kopsuvihiga
(NSCLC) patsientidel, kelle epidermaalse kasvufaktori retseptori (EGFR) geeni tiirosiinkinaasi domeenis on 19. eksoni
deletsioon voi L858R-mutatsioon. Kokku uuriti 647 patsienti, neist 601-1 olid EGFR-i 19. eksoni deletsiooni ja L858R-
mutatsiooni koeproovi analiiiisi tulemused cobas EGFR-testiga kehtivad ja 217 uuringus osalenud patsienti olid
randomiseeritud.

517 patsiendil (86,0%, 517/601) olid kokkulangevad K2 EDTA plasma- ja koeproovid ning 441 patsiendil oli plasma-
proovi maht > 2,0 ml, mis on cobas EGFR-testi jaoks valideeritud plasma maht.

cobas EGFR testi plasma ja koeproovide tulemuste kokkulangevust 19. eksoni deletsiooni ja L858R mutatsiooni
tuvastamisel hinnati nii eraldi- kui kobaranaliiiisis. Kokku holmati cobas EGFR testi kokkulangevusanaliiiisiks

431 kehtiva paaristulemusega koe- ja plasmaproovi. 19. eksoni deletsiooni ja L858R mutatsiooni tuvastamisel oli
positiivne protsentuaalne kokkulangevus (PPA) plasma- ja koeproovi vahel 76,7%, (95% CI: 70,5-81,9%), negatiivne
protsentuaalne kokkulangevus(NPA) oli 98,2% (95% CI: 95,4-99,3%), nagu esitatud Tab. 36. 19. eksoni deletsiooni ja
L858R mutatsiooni eraldi tuvastamise PPA, NPA ja OPA on samuti esitatud Tab. 36.

Tab. 36 Plasma- ja koeproovide kokkulangevus cobas EGFR testiga 19. eksoni deletsiooni ja L858R mutatsiooni
tuvastamisel

Mutatsioon Kokkulangevuse mo66t koPI:I(()LtJIs::;:\aI:Isn:N) 95% usaldusvahemik
Positiivne protsentuaalne kokkulangevus (PPA) 76,7% (161/210) 70,5%, 81,9%
Kokkuvétlikult Negatiivne protsentuaalne kokkulangevus (NPA) 98,2% (217/221) 95,4%, 99,3%
Uldine protsentuaalne kokkulangevus (OPA) 87,7% (378/431) 84,2%, 90,5%
Positiivne protsentuaalne kokkulangevus (PPA) 80,8% (97/120) 72,9%, 86,9%
;ZIeetls(foc;r: Negatiivne protsentuaalne kokkulangevus (NPA) 98,7% (307/311) 96,7%, 99,5%
Uldine protsentuaalne kokkulangevus (OPA) 93,7% (404/431) 91,0%, 95,7%
Positiivne protsentuaalne kokkulangevus (PPA) 67,8% (61/90) 57,6%, 76,5%
L858R Negatiivne protsentuaalne kokkulangevus (NPA) 99,1% (338/341) 97,4%, 99,7%
Uldine protsentuaalne kokkulangevus (OPA) 92,6% (399/431) 89,7%, 94,7%

Markus. PPA ja NPA arvutati, kasutades vérdlusena koematerijali.

19. eksoni ja L858R tuvastamise positiivne ennustusvaartus (PPV) ja negatiivne ennustusvairtus (NPV) arvutati,
kasutades ka bootstrap-meetodit, mis arvestab esinemissageduse(Tab. 37) erinevust erinevates kudedes. EGFR
mutatsiooni esinemissageduse suurenemisel PPV oodatult suureneb ja NPV viheneb. Valgete patsientide populatsioonis,
kus EGFR mutatsiooni esinemissagedus kudedes on eeldatavalt 10—15%, kdigub PPV vahemikus 82,8-88,6% ja NPV
vahemikus 96,0-97,4%. Aasia populatsiooni esinemissagedusele pdhinedes kdigub PPV 94,8% ja 97,8% ning NPV
80,8% ja 90,9% vahel, kui eeldada kudedes EGFR-i mutatsiooni esinemissageduseks 30—50%.
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Tab. 37

cobas EGFR testi hinnangulised ennustusvaartused koeproovide ja cobas EGFR testi plasmaproovide

(patsientide plasmaproovi maht > 2,0 ml) jaoks, p6hineb EGFR mutatsiooni esinemissageduse erinevusel

erinevates kudedes

EGFR esinemissagedus

Koeproovidele pohinev eeldatav

Positiivne ennustusvaartus
(PPV)

Negatiivhe ennustusvaartus

(NPV)

10% 82,8% (71,3%, 93,7%) 97,4% (96,2%, 98,7%)
15% 88,6% (79,7%, 96,9%) 96,0% (94,3%, 97,6%)
20% 91,6% (85,0%, 97,8%) 94,4% (92,3%, 96,3%)
30% 94,8% (90,0%, 98,6%) 90,9% (88,4%, 93,4%)
40% 96,8% (93,0%, 99,4%) 86,4% (83,3%, 89,4%)
50% 97,8% (95,0%, 100,0%) 80,8% (77,4%, 84,8%)

Markus. 95% Cls arvutati bootstrap meetodil.

Markus. 79 alla < 2,0 ml mahuga proovi tulemusi kasitleti selles analulsis kehtetutena.

Markus. PPV ja NPV arvutati, kasutades vordlusena plasmat.

Korrelatsioon standardmeetodiga AURA2 uuringu Il faasi proovide kasutamisel

Testi cobas EGFR kliinilist sooritust hinnati vordluses kinnitatud jairgmise pdlvkonna jérjestamisplatvormiga, kasutades
K2 EDTA plasmaproove kaugelearenenud NSCLC-ga patsientidelt, keda oli analiiiisitud II faasi AURA2 TAGRISSO®

uuringus.?

383-st kdlblikust patsiendist 344 plasmaproov oli saadaval, neist cobas EGFR testiga analiiiisitud tulemustest olid
342 kehtivad ja 2 kehtetud. Kdigist cobas EGFR testiga analiiiisitud 344 proovist analiiiisiti 322 (93,6%) ka NGS-
meetodil ja 22-1 juhul ei olnud NGS-i jaoks jadnud piisavalt plasmamahtu.

Hinnati cobas EGFR testi analiiiitilist tipsust T790M mutatsiooni tuvastamisel plasmaproovides vordluses standard-
meetodi NGS-iga. Kokkulangevusanaliilisi holmati 320 nii cobas EGFR testi kui ka NGS-i analiiiisil saadud kehtiva
paaristulemusega proovi andmed. Positiivne protsentuaalne kokkulangevus (PPA) cobas EGFR testi ja NGS vahel oli
91,5% (95% CI: 85,7-95,1%), negatiivne protsentuaalne kokkulangevus (NPA) oli 91,1% (95% CI: 86,0-94,4%),
T790M mutatsiooni detekterimisel, nagu esitatud Tab. 38.

Tab. 38

cobas EGFR testi plasmas ja NGS-i vordlus EGFR T790M mutatsiooni tuvastamisel

Kokkulangevuse moot

Protsentuaalne
kokkulangevus (N)

95% usaldusvahemik

Positiivne protsentuaalne kokkulangevus (PPA)

91,5% (129/141)

85,7%, 95,1%

Negatiivne protsentuaalne kokkulangevus (NPA)

91,1% (163/179)

86,0%, 94,4%
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AURA2 uuringu K2 EDTA plasmaproovides tuvastas cobas EGFR-test EGFR-geeni 18., 19., 20. ja 21. eksonis
mutatsioonid (vt Tab. 39).

Tab. 39 cobas EGFR testiga AURA2 kohordis tuvastatud mutatsioonid

Ekson Mutatsiooni jarjestus AA muutus COSMIC ID"¢
2156G>C G719A 6239
18 2155G>A G719S 6252
2155G>T G719C 6253
2235_2249del15 E746_A750delELREA 6223
2236_2250del15 E746_A750delELREA 6225
2236_2256>ATC E746_S752>| 133190
2237_2251del15 E746_T751>A 12678
2237_2255>T E746_S752>V 12384
2237_2258>TATC E746_P753>VS Ei leitud
2238 _2248>GC L747_A750>P 12422
2239 2247delTTAAGAGAA L747_E749delLRE 6218
2239 2248TTAAGAGAAG>C L747_A750>P 12382
19 2239 2251>C L747_T751>P 12383
2239 2256>CAG L747_S752>Q Ei leitud
2239 2256del18 L747_S752delLREATS 6255
2239 2258>CA L747_P753>Q 12387
2239 2264>GCCAA L747_A755>AN 85891
2240 _2251del12 L747_T751>S 6210
2240 _2254del15 L747_T751delLREAT 12369
2240_2257del18 L747_P753>S 12370
2240_2264>CGAGAGA L747_A755>SRD Ei leitud
2253_2276del24 S752_1759delSPKANKEI 13556
2369C>T T790M 6240
20 2303G>T S768l 6241
2573T>G L858R 6224
21 2573 _2574TG>GT L858R 12429
2582T>A L861Q 6213

Plasma ja koeproovide kokkulangevus kasutades Il faasi AURA2 proove T790M
mutatsiooni maaramiseks

AURA? kliiniline* uuring oli II faasi avatud iiheharuline uuring, hindamaks ravimi TAGRISSO® (osimertiniib) ohutust ja
tohusust teise voi > kolmanda ravivalikuna kaugelearenenud mitteviikerakulise kopsuvihiga (NSCLC) patsientidel, kelle
kasvaja oli progresseerunud pérast ravi heakskiidetud EGFR TKI preparaadiga ja kes olid cobas EGFR-testi tulemuse
kohaselt T790M-positiivsed. Kokku analiiiisiti 472 patsienti, neist 383 patsiendil koeproovi, viimastest 371 patsiendil oli
cobas EGFR testi EGFR-i T790M mutatsiooni analiiiisi tulemus kehtiv, neist 233 patsienti olid T790M-positiivsed ja

210 patsienti randomiseeriti uuringus.
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383 kdlblikust patsiendist 344-1 oli K2 EDTA plasmaproov. Kokku holmati analiitisi 334 cobas EGFR testi kohaselt
kehtiva paaristulemusega koe- ja plasmaproovi. Plasma- ja koeproovide positiivne protsentuaalne kokkulangevus (PPA)
oli 58,7% (95% CI: 52,2%, 65,0%) ja negatiivne protsentuaalne kokkulangevus (NPA) oli 80,2% (95% CI: 71,8%,
86,5%) T790M mutatsiooni tuvastamisel. Positiivne ennustusvédrtus (PPV) oli 85,6% (95% CI: 79,2%, 90,3%) ja
negatiivne ennustusvairtus (NPV) oli 49,2% (95% CI: 42,0%, 56,4%) T790M mutatsiooni tuvastamisel, nagu esitatud
Tab. 40.

Tab. 40 ndidatud PPV-d mojutasid 22 proovi, mis olid koes cobas EGFR testi kohaselt T790M-negatiivsed ja plasmas
cobas EGFR testi kohaselt T790M-positiivsed. 18 plasmaproovi olid NGS-i kohaselt T790M-positiivsed ja iiks proov
ei kvalifitseerunud vihese mahu tottu NGS-analiiiisiks. Vaid 3 olid NGS-i kohaselt T790M-negatiivsed.

Tab. 40 Plasma- ja koeproovide analiiiisitulemuste kokkulangemine T790M mutatsiooni tuvastamisel cobas EGFR testiga

Mutatsioon Kokkulangevuse moot Protsentuaaine 95% .
kokkulangevus (N) usaldusvahemik

Positiivne protsentuaalne kokkulangevus (PPA) 58,7% (131/223) 52,2%, 65,0%

Negatiivne protsentuaalne kokkulangevus (NPA) 80,2% (89/111) 71,8%, 86,5%

T790M Uldine protsentuaalne kokkulangevus (OPA) 65,9% (220/334) 60,6%, 70,8%

Positiivne ennustusvaartus (PPV) 85,6% (131/153) 79,2%, 90,3%

Negatiivne ennustusvaartus (NPV) 49,2% (89/181) 42,0%, 56,4%

Markus. PPA ja NPA arvutati, kasutades vordlusena koematerijali.
Markus. PPV ja NPV arvutati, kasutades vérdlusena plasmat.

Plasma- ja koeproovide kokkulangevus on T790M resistentsusmutatsiooni puhul madalam kui aktiveerivate
mutatsioonide puhul. PPA-d saab mdjutada koe heterogeensus: erinevalt aktiveerivatest mutatsioonidest L858R ja

19. eksoni deletsioonidest voib T790M sisalduda vaid vihestes kasvajarakkudes, kuna enamasti on tegemist omandatud
mutatsiooniga; seetdttu voib T790M-i tsirkuleeriva DNA (cfDNA) kontsentratsioon plasmas olla viga viike ja seega
allpool tuvastamispiiri. Kasvaja heterogeensus saab samuti NPA-d mojutada, sest T790M mutatsioon ei pruugi esineda
koigis kasvajarakkudes, vOib juhtuda, et biopsia vdetakse kasvajakoldest, milles T790M mutatsiooni ei ole, samal ajal
vdivad moned teised kasvajakolded olla T790-positiivsed.’

Kliinilise kaigu andmed

ENSURE

ENSURE'I uuringusse kaasatud 217 patsiendist (s.t need, kellel oli testi cobas EGFR v1 kohaselt tuvastatud koeproovis
19. eksoni deletsioon vai L858R-mutatsioon) 214 (98,6%) K2 EDTA plasmaproov oli saadaval ja 180 patsiendi
plasmaproovi maht oli 2,0 ml. Testi cobas EGFR poolt analiiiisitud 180 plasmaproovist mahuga 2 ml oli 137 juhul

19. eksoni deletsiooni voi L858R-mutatsiooni suhtes tulemus ,,Mutation Detected” (68 patsienti erlotiniibi rithmas,

69 patsienti kemoteraapia riithmas), 42 juhul oli tulemus ,,No Mutation Detected” (22 patsienti TARCEVA® riihmas,

20 patsienti kemoteraapia rithmas) ja lihe proovi tulemus oli kehtetu. Uurijapoolselt hinnatud progressioonivaba elumuse
(PFS) Kaplan-Meieri kdverad plasmaproovis tuvastatud 19. eksoni deletsiooni vdi L858R mutatsiooniga patsientidel on
ndidatud Joonis 15. TARCEVA® riithma patsientide PFS oli kemoteraapia riilhmaga vorreldes pikem ja kaks kdverat olid
jalgimisperioodi viltel mérgatavalt lahknevad (p védértus < 0,001), mis nditab TARCEV A®-ravi olulist kasu plasmas
tuvastatava EGFR-i aktiveeriva mutatsiooniga patsientidele.
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Joonis 15 Kaplan-Meieri PFS diagramm cobas EGFR testiga nii plasma- kui ka koeproovides analiiiisitud mutatsioonide

kohta vastavalt ravile (uurijahinnang) (2 ml plasmaproovid)

1.0 1 Erlotiniib

0.9 1 L —=— 2 Kemoteraapia

0.8 ¥ o

A"-. Logaritmiline astaktest
0.7 1 e (P <0,0001)
4 h
0 0.6 A
o 0.5 T
0.4 1 a
L_____,

0.3 ] -

0.2 1

ol . emma

o
00 I I I I I I I I I I I II I I I I I I I
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

o Ravist méddunud aeg (kuud)
Riskiga N
1 68 67 63 62 59 57 40 38 35 23 23 22 12 11 4 4 4 1 1 1 (0]
2 69 60 54 51 43 31 18 18 16 5 4 3 (0]

Jarjepidev kasulik moju PFS-ile oli jélgitav kdigil 2,0 ml plasmaproovi mahuga EGFR mutatsioon-positiivsetel
patsientidel nii negatiivse kui positiivse plasmamutatsiooni puhul. See kasulik mdju oli sarnane ENSURE ITT
iildpopulatsioonis (ohutegur = 0,33; 95% CI: 0,23, 0,47) jélgitud kasuliku mojuga, nagu niidatud Joonis 16 allpool.

Joonis 16 PFS-i ohuteguri uurijahinnangu blobogramm (2 ml plasmaproovidega)

cobas EGFR plasma tulemus Ohutegur (95% Cl)
Koe MD/plasma MD (n = 137) 0,29 (0,19, 0,45) L |
Koe MD/plasma NMD (n = 42) 0,37 (0,15, 0,90) I = i
Viide: Koe ITT populatsioon (n = 217) 0,33 (0,23, 0,47) |
I I | I
0,125 0,25 0,5 1
Riskisuhe

Markus. MD = Mutation Detected (19. eksoni deletsioon vdi L858R); NMD = No Mutation Detected (19. eksoni deletsioon vdi L858R)
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AURA2

Esmane mojusust viljendav uuritav tunnus oli objektiivne ravivastuse méadr (ORR) RECIST 1.1 soltumatu keskse
pimeldbivaatuse tulemuste kohaselt, kasutades vastuse analiiiisikomplekti hindamist. ORR maéératleti kui iihe arstivisiidi
teinud ja tdisvastuse (CR) vdi osalise vastuse (PR) andnud patsientide arv (%), mis kinnitati vihemalt 4 niddalat hiljem
(st kui CR-i v6i PR-1 parim objektiivne vastus [BOR]).

Koe-hinnatava vastuse analiitisikomplekti (koe ERAS) kogumis (koeproovide T790M+ patsiendid testi cobas EGFR
kohaselt, kes said vihemalt {ihe annuse ravimit TAGRISSO® ja kellel oli baasjoonel mdddetav haigusseisund BICR-i
kohaselt) olid 111 patsienti cobas EGFR-testi kohaselt K2 EDTA plasma T790M+ (st T790M+ nii koe- kui ka
plasmaproovides). ORR selle alamkogumi jaoks oli 64,9% (72/111, 95% CI: 52,1%, 70,4%), mis on véga ldhedane
koe ERAS-kogumis tédheldatud 64,1%-ga.

Koe Full Analysis Set (FAS) kogumist (testi cobas EGFR kohaselt T790M+ patsiendid, kes said vihemalt iihe annuse
ravimit TAGRISSO®) olid 117 patsienti testi cobas EGFR kohaselt plasma T790M+. ORR nii koe- kui ka plasma-
proovide T790M tulemusega patsientide jaoks oli 61,5% (72/117, 95% CI: 55,2%, 73,7%), mis on samuti l&hedane

koe FAS kogumis tiheldatud ORR-i 61%-le. Nende analiiliside tulemused on esitatud Tab. 41. Holmamine AURA2
programmi pdhines positiivsetel koeproovi tulemustel, T790M plasma+, T790M tissue— patsientide testitulemused pole
selle uuringu kohta saadaval.

Tab. 41 Objektiivne vastusmaar AURA2 uuringusse holmatud patsientide seas plasma tulemuse jargi (T790M+ koe jargi)
Kogum (T790M+ Testi cobas EGFR tulemused Va_stu_sega ORR
koeproovi jargi) lasmaproovist N patsientide arv (95% Cl)

T790M+ (plasma FAS) 117 72 (61,5%) (55,2%, 73,7%)
Koe taisanaludsi o o o
komplekt (koe FAS) T790M— 89 53 (59,6%) (51,3%, 73,0%)

Uldine (koe FAS) 210 128 (61,0%) (57,0%, 70,8%)
Koe hinnatava vastuse T790M+ (plasma ERAS) 111 72 (64,9%) (52,1%, 70,4%)
analllsikomplekt T790M— 83 52 (62,7%) (48,6%, 69,8%)

Uldine (koe A% 0%, 67,6%
(koe ERAS) Uldine (koe ERAS) 108 127 (64,1%) (54,0%, 67,6%)

2 Vastused hdlmavad vaid kinnitatud vastuseid.

FLAURA

I TAGRISSO® esmase rea lll faasi uuring

FLAURA uuringus skriiniti kokku 994 patsienti'® 556 patsienti randomiseeriti kliinilisse uuringusse ja 438 ei tditnud
skriinimisel tingimusi. FLAURA uuringus randomiseeritud 556 patsiendist sobisid uuringuanaliiiisi 537. Uuringusse
sobivast 537 patsiendist randomiseeriti 276 tsentraalse cobas EGFR-i koetestiga, kellest 254 oli saadaval K2 EDTA
plasmaproovi testimiseks, millest 190 olid positiivsed cobas EGFR-i plasmatestiga (pEGFRm+); 261 randomiseeriti
lokaalse koetestiga, kellest 242 oli saadaval plasmaproovi testimiseks, millest 169 olid positiivsed cobas EGFR-i
plasmatestiga (136 cobas koe EGFR-i mutatsioon positiivne (tEGFRm+), 1 cobas koe EGFR-i mutatsioon negatiivne
(tEGFRm-) ja 32 kehtetut/mittetestitud cobas-koetestiga).

Plasma primaarpopulatsioonis (tEGFRm+ ja pEGFRm+ testiga cobas EGFR, N =326, 190 randomeeriti tsentraalselt
ja 136 randomeeriti lokaalselt) oli HR 0,41 (95% CI: 0,31, 0,54) ja FLAURA FAS (tEGFRm+, N =556) HR oli 0,46
(95% CI: 0,37, 0,58). Seega on plasma primaarpopulatsiooni ravimi efektiivsus vorreldav FLAURA FAS-popula-
tsiooniga. Plasma primaarpopulatsiooni Kaplan-Meieri graafik kas 19. eksoni deletsiooniga voi L858R-mutatsiooniga
plasmaproovis on toodud Joonis 17.
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Joonis 17 PFS-i Kaplan-Meieri graafik FLAURA plasma primaarpopulatsiooni ravis (patsiendid, kes olid cobas tEGFRm+ ja
cobas pEGFRm+, n = 326)

05 |
04 |
03 |
0,2

0,1

0,0

ar

—_—

1 Osimertiniib
2 Tavaravi

Logaritmiline astaktest (P < 0,0001)
Ohutegur = 0,41, 95% CI [0,31, 0,54]

Riskiga N

1165 161 144 126
2161 141 108 82

27

30

TAGRISSO" iileolek tavaravi suhtes oli iihtlane kdikides plasmapositiivsetes alagruppides, mis méérati lokaalse ja
tsentraalse cobas tEGFR-i kaasamisstaatusega, kus HR-i vahemik oli 0,39 kuni 0,48 ning vastas FLAURA FAS-

populatsiooniga saadud HR-ile (HR = 0,46), nagu on ndidatud Joonis 18 all.

Joonis 18 FLAURA alagruppide, mis on maaratud lokaalse ja tsentraalse cobas EGFR-i testistaatusega, HR-ide Foresti

graafik
Uuringu Ohutegur
populatsioon*® (95% ClI)
POP1 (n = 326) 0,41 -
(0,31, 0,54)
POP2 (n = 190) 0,43 f = !
(0,30, 0,62)
POP3 (n = 136) 0,39 ‘ = !
(0,26, 0,59)
I = i
POP4 (n = 169) 0,48
(0,33, 0,70)
e
POP5 (n = 359) 0,45
(0,35, 0,58) -
Uldine (n = 537) 0,46
(0,37, 0,58) e —
T T
0,25 0,5 1
Riskisuhe

POP = populatsioon (alagrupp)

* POP1: kbik randomiseeritud patsiendid, kellel oli positiivne cobas-koetest ja cobas-plasmatest.

POP2: patsiendid, kes randomiseeriti cobasakoetesti alusel ja kes olid positiivsed cobas-plasmatestiga.
POP3: patsiendid, kes randomiseeriti lokaalse koetesti alusel ja kes olid positiivsed cobas-koe- ja -plasmatestiga.
POP4: patsiendid, kes randomiseeriti lokaalse koetesti alusel ja kes olid positiivsed cobas-plasmatestiga.

POP5: koik randomiseeritud patsiendid, kellel oli positivne cobas-plasmatest.
Uldine: 16ik randomiseeritud patsiendid, valja arvatud 19 Hiina patsienti.

tFAS: kdik randomiseeritud patsiendid (FLAURA taisanaltisi rihm).
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il. IRESSAP® tavaravi analiiiis

Tavaravi kogumi patsientidele, kes said IRESSA®-ravi (gefitiniib), tehti eraldi analiiiis. Kdikidest IRESSA®-ravi saanud
patsientidest, kellel oli uurija hinnatud objektiivne ravivastus FLAURA uuringus, oli 105 patsiendil cobas-plasmatest K2
EDTA proovidest positiivne. ORR koikidel cobas-plasmapositiivsetel patsientidel oli 71,4% (75/105, 95% CI: 62,2%,

79,2%, POP4 Tab. 42.

Nendest 105 patsiendist, kellel oli cobas-plasmatest positiivne, randomiseeriti cobas-koetestiga 47 patsienti (cobas-
plasmatesti primaarne efektiivsuspopulatsioon) ja 58 patsienti randomiseeriti lokaalse testiga. Kokku hinnati uurija
hinnangu alusel vastajaks 36 patsienti cobas-plasmatesti primaarsest efektiivsuspopulatsioonist (n = 47), mis andis
ORR 76,6% (95% CI: 62,8%, 86,4%, POP1 Tab. 42).

ORR oli 62,2% (28/45, 95% CI: 47,6%, 74,9%) lokaalselt randomeeritud patsientidel, kes andsid positiivsed tulemused

nii cobas-koe- kui ka cobas-plasmatestiga (POP2 Tab. 42). ORR oli 69,6% (64/92, 95% CI: 59,5%, 78,0%) koikidel
IRESSA® ravi saanud patsientidel, kes andsid positiivsed tulemused nii cobas-koe- kui ka cobas-plasmatestiga (POP3
Tab. 42). Nende erinevate patsiendipopulatsioonide ORR-ide Foresti graafik on toodud Joonis 19. Tulemused viitavad,

et IRESSA® raviefekt cobas-plasmatestiga tagati igas alamgrupis ning need olid sarnased algse registreerimisuuringuga

(IFUM) patsientidel, kes valiti IRESSA®-ravi saama."'?

Tab. 42

cobas-plasmapositiivsete IRESSA®-ravi saanud patsientide ORR-id FLAURA uuringus

Plasmapositiivsed (pEGFR+) patsiendid tavaravi riihmas, keda raviti IRESSA®-ga

PEGFR+ lokaalselt randomiseeritud

ORR (%, 95% Cl)

62,8%, 86,4%)

47,6%, 74,9%)

Objektiivne ravivastus | PEGFR* tsentraalselt (lokaalne tEGFR+)
randomiseeritud cobas tEGFR Kokku
(cobas tEGFR+) cobas tEGFR+ | cobas tEGFR- Kehtetu /
ei testitud
Patsientide arv 47 45 1 12 105
Vastus 36 28 1 10 75
Vastus puudub 11 17 0 2 30
POP1 =76,6% POP2 = 62,2% POP4 = 71,4%
(36/47: (28/45: - - (75/105:

62,2%, 79,2%)

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

Markus: tEGFR = koe EGFR; pEGFR = plasma EGFR; CI (skoor) usaldusvahemik.
POP = populatsioon (alagrupp)

POP1: cobas-koetestiga randomiseeritud cobas pEGFR+-patsientide ORR (primaarne efektiivsuspopulatsioon cobas-

plasmatestiga).

POP2: cobas plasma- ja koetestiga positiivsete patsientide, kes randomiseeriti lokaalse koetestiga, ORR.

POP3: kdikide cobas-plasma- ja -koetestidega positiivsete patsientide ORR.

POP4: kdikide cobas-plasmatestiga positiivsete patsientide ORR.
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Joonis 19 Foresti graafikud ORR-ides, p6hinedes cobas EGFR-i plasmatestil erinevates populatsioonides

Uuringu populatsioon

POP1

POP2

POP3

POP4

ORR % (95% Cl)

76,6% (36/47: 62,8%, 86,4%)
62,2% (28/45: 47,6%, 74,9%)
69,6% (64/92: 59,5%, 78,0%)

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

0,4

ORR

POP = populatsioon (alagrupp)
POP1: cobas-koetestiga randomiseeritud cobas pEGFR+-patsientide ORR (primaarne efektiivsuspopulatsioon cobas-plasmatestiga).
POP2: cobas plasma- ja koetestiga positiivsete patsientide, kes randomiseeriti lokaalse koetestiga, ORR.

POP3: kdikide cobas-plasma- ja -koetestidega positiivsete patsientide ORR.

POP4: kdikide cobas-plasmatestiga positiivsete patsientide ORR.
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Tulemuste lipud

Tulemuste lippude seletus

Lipu kood viitab lipu allikale, tdipsema teabe jaoks vt Tab. 43.

Tab. 43 Lipu allikas
Lipu koodi algus on Lipu allikas Naide
Mma Mitmed véi teised pdhjused M6
R Tulemuse tdlgendamine R20
z2 Anallsaator Z1

a Vt siisteemi cobas® 4800 kasutaja kasiraamatut vi slisteemi cobas® 4800 kasutajaabi

Tab. 44 toob vilja kdik siisteemi tulemuste lipud, mis on kasutajale olulised.

Tab. 44 Tulemuste tdolgendamise lippude loend
Lipukood Raskusaste | Kirjeldus Soovitatav tegevus
R797, R807, | Térge Sihtmarki ei tuvastatud Korrake proovi analiitsi. Vaadake jaotist Testiprotseduur.
R817, R827, Need lipukoodid naitavad, et proovis saadi negatiivhe
R837, R842, vastus (s.t proovi ei pruugitud lisada Uhte v6i mitmesse
R847 auku).
R700, R718, | Térge Mutatsioonikontrolli ei tuvastatud Korrake katseseeriat. Vaadake jaotist Testiprotseduur.
R724, R736, Vastavad lipukoodid naitavad, et kddnukoha maaramise
R742, R748, algoritmis esines torge. Sellised térked vdivad esineda
R766, R712, ebatlupilise véi miraga fluorestseeruva signaali korral.
R754, R760
R701, R719, | Térge Mutatsioonikontrolli ei tuvastatud Korrake katseseeriat. Vaadake jaotist Testiprotseduur.
R725, R737, Need lipukoodid naitavad, et mutatsioonikontrollil oli
R743, R749, negatiivne tulemus. Uhte v6i mitmesse auku ei ole lisatud
R767, R713, mutatsioonikontrolli DNA-d.
R755, R761
R702, R720, | Térge Mutatsioonikontroll on véljaspool Korrake katseseeriat. Vaadake jaotist Testiprotseduur.
R726, R738, vahemikku Lipukoodid naitavad, et mutatsioonikontrolli Ct-vaartus oli
R744, R750, Ule kehtestatud piirvaartuse (st kdanukoht liiga kérgel).
R768, R714, Selle pbhjuseks vodib olla:
R756, R762 1. T6Opdhisegu ebakorrektne valmistamine.
2. Pipettimisviga mikrotiiterplaadile t66p6hisegu lisamisel.
3. Pipettimisviga mikrotiiterplaadi aukudesse
mutatsioonikontrolli lisamisel.
R703, R721, | Térge Mutatsioonikontroll on véljaspool Korrake katseseeriat. Vaadake jaotist Testiprotseduur.
R727, R739, vahemikku Lipukoodid naitavad, et mutatsioonikontrolli Ct-vaartus oli
R745, R751, kehtestatud piirvédartusest madalam (st kdanukoht liiga
R769, R715, madalal). Selline viga vdib esineda DNA saastuse korral.
R757, R763
R772,R778, | Térge Negatiivset kontrolli ei tuvastatud Korrake katseseeriat. Vaadake jaotist Testiprotseduur.
R780, R784, Vastavad lipukoodid naitavad, et kddnukoha maaramise
R786, R788, algoritmis esines torge. Sellised térked véivad esineda
R794, R776, ebatlupilise véi miraga fluorestseeruva signaali korral.
R790, R792
R773, R779, | Térge Negatiivne kontroll on véljaspool Korrake katseseeriat. Vaadake jaotist Testiprotseduur.
R781, R785, vahemikku Vastavad lipukoodid naitavad, et negatiivse kontrolli
R787, R789, tulemus oli positiivne (st toimunud on saastus).
R795, R777,
R791, R793
R796, R816, | Térge Sihtmarki ei tuvastatud Korrake proovi analiitsi. Vaadake jaotist Testiprotseduur.
R826, R836, Vastavad lipukoodid néitavad, et kddnukoha maaramise
R806, R841, algoritmis esines torge. Sellised térked véivad esineda
R846 ebatiilpilise voi miraga fluorestseeruva signaali korral.
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Lipukood

Raskusaste

Kirjeldus

Soovitatav tegevus

R799, R819,
R829, R839,
R809, R844,
R849

Torge

Tulemus jaab valjapoole vahemikku

Korrake proovi analiitisi. Vaadake jaotist Testiprotseduur.
Vastavad lipukoodid naitavad, et proovi Ct vaartus oli
ebatiupiliselt madal.

R800, R820,
R830, R840,
R810, R845,
R850

Térge

Tulemus jaab valjapoole vahemikku

Korrake proovi analiitsi. Vaadake jaotist Testiprotseduur.
Need lipukoodid naitavad, et mutatsiooni Ct-vaartuse ja
sisemise kontrolli Ct-vaartuse vahel leiti proovis
ebatiipiline suhe.

R811, R831,
R851

Torge

Sisemist kontrolli ei tuvastatud

Korrake proovi analiitisi. Vaadake jaotist Testiprotseduur.
Vastavad lipukoodid naitavad, et kddnukoha maaramise
algoritmis esines torge. Sellised tdrked véivad esineda
ebatiupilise véi miraga fluorestseeruva signaali korral.

R812, R832,
R852

Térge

Sisemist kontrolli ei tuvastatud

Korrake proovi analiitsi. Vaadake jaotist Testiprotseduur.
Need lipukoodid naitavad, et proovi sisemise kontrolli
tulemus oli kehtetu. Kehtiva sisemise kontrolli vaartuse
puudumine naitab jargmist.

1. Proovi genoomse DNA halb kvaliteet.

2. Viga proovi tootlemisel.

3. Proov sisaldab PCR-i inhibiitoreid.

4. Genoomse DNA sisemise kontrolli praimerite ja/voi
sondide seondumise piirkondades esinevad haruldased
mutatsioonid

5. Uhte v&i mitmesse auku ei ole lisatud proovi DNA-d.
6. Muud faktorid.

R813, R834,
R853

Térge

Sisemine kontroll valjaspool
vahemikku

Korrake proovi analiitsi. Vaadake jaotist Testiprotseduur.
Need lipukoodid naitavad, et proovi sisemise kontrolli
tulemus oli kehtetu. Kehtiva sisemise kontrolli vaartuse
puudumine naitab jéargmist.

1. Proovi genoomse DNA halb kvaliteet.

2. Viga proovi tootlemisel.

3. Proov sisaldab PCR-i inhibiitoreid.

4. Genoomse DNA sisemise kontrolli praimerite ja/voi
sondide seondumise piirkondades esinevad haruldased
mutatsioonid

5. Uhte v&i mitmesse auku ei ole lisatud proovi DNA-d.

6. Muud faktorid.

R814, R835,
R854

Torge

Sisemine kontroll valjaspool
vahemikku

Korrake proovi analiitisi. Vaadake jaotist Testiprotseduur.
Need lipukoodid naitavad, et proovi sisemise kontrolli Ct-
vaartus oli ebatlupiliselt vaike. See viga vdib tekkida, kui
PCR-segu laaditakse Ule kontsentreeritud genoomse
DNA-ga.
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Lisateave
Sumbolid

Roche'i PCR diagnostikatoodete mirgistamisel kasutatakse jargmisi siimboleid.

Tabel 45

Age/DOB| vanus véi siinniaeg

Lisatarkvara

swW

Etteantud vahemik

| Assigned Range [copies/mL] | (koopiat/mi)

| Assigned Range [1U/mL] Et&‘j:gucj vahemik

Volitatud esindaja
E Euroopa Uhenduses

LICIRRRRInity .
BARCODE Vootkoodi andmeleht

LOT Partii number
r(" Bioloogilised riskid
EA

RE F Tootekood

CE-vastavusmérgis; see

seade vastab meditsiinilisele
in vitro diagnostika-
vahendile kohaldatavatele

CE-margise nduetele.

Collect Date| Kogumise kuupiev
® | Enne kasutamist lugege
1 juhendit

W Piisab <n> testiks

CONTENT | Komplekti sisu

Kontroll

& Tootmiskuupdev
”. E
[ 4

Seade, mis on ettenahtud
patsiendi lahedal
testimiseks

[
!m Seade enesetestimiseks
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Roche'i PCR diagnostikatoodete margistamisel kasutatavad siimbolid

Seade, mis ei ole
ettendhtud patsiendi
lahedal testimiseks
Seade, mis ei ole
ettendhtud
enesetestimiseks
Edasimiiija

(Mérkus. Stimboli all v6ib olla
médratletud vastav riik/piirkond.)

Mitte korduskasutada

Naine

Ainult IVD toimivuse
hindamiseks

Globaalne kaubaartikli
kood

1

Maaletooja

Meditsiiniline in vitro
diagnostikavahend

5 @ g a:*«»i-O@@@@

Maaratud vahemiku
alampiir

F
r—
=

Mees

Tootja

EQ

CONTROL = Negatiivne kontroll

Mittesteriilne

£ Patsiendi nimi

Patsiendi number

Rebige siit

e

CONTROL | + | Positiivne kontroll

kohta.

QS IU PCR-reaktsiooni

kohta, kasutage tulemuste
Qs |U/PCR arvutamisel QS

rahvusvahelisi (hikuid (1U)

PCR-reaktsiooni kohta.

SN | Seerianumber

Site | uuringukoht

| Procedure | Standard | Standardne protseduur

Steriliseeritud
STERILE E etlileenoksiidi kasutades

® Hoida pimedas
TDF

Temperatuuripiir

Katsekirjeldusfail

Siit Gles

—

| Procedure | UltraSensitive | Ulitundlik meetod

U DI Seadme unikaalne
identifikaator

U LR Méé&ratud vahemiku
tlempiir
Urine Fill Line| Uriini taitejoon

Ainult USA-s: seadet on
RX Only foéderaalseaduste alusel

lubatud mada ainult arstile
vOi arsti tellimusel.

2 Kasutustdhtaeg

- QS koopiat PCR-reaktsiooni kohta, kasutage
IQS coples/PCR I tulemuste arvutamisel QS koopiaid PCR-rekatsiooni
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Tehniline tugi

Tehnilise toe (abi) saamiseks poorduge palun oma kohaliku sidusettevotte poole:
https://www.roche.com/about/business/roche worldwide.htm

Tootja
Tabel 46 Tootja

Toodetud USAs

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

Tehtud USAs

Kaubamargid ja patendid

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

Autoridigus
©2023 Roche Molecular Systems, Inc.
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Uuendatud jaotus Kaubamargid ja patendid, sh link.
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