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Zastosowanie

Test cobas® EGFR Mutation Test v2 jest oparty na reakcji PCR w czasie rzeczywistym, przeznaczony do jako$ciowej
detekeji zdefiniowanych mutacji w genie kodujacym receptor naskdrkowego czynnika wzrostu (ang. Epidermal Growth
Factor Receptor, EGFR) u pacjentow z niedrobnokomoérkowym rakiem ptuca (ang. Non-Small Cell Lung Cancer,
NSCLC). Zdefiniowane mutacje w genie EGFR sg wykrywane przy uzyciu DNA izolowanego z utrwalonych

w formalinie i zatopionych w parafinie (ang. Formalin-Fixed Paraffin-Embedded Tumor Tissue, FFPET) probek tkanki
nowotworowej lub wolnego DNA komdrek nowotworowych znajdujacego si¢ w krwiobiegu (ang. Circulating-Free
Tumor DNA, cfDNA) z osocza pozyskiwanego z obwodowej krwi pelnej pobranej na EDTA jako antykoagulant.

Test jest przeznaczony do dodatkowej diagnostyki wspomagajacej dobdr pacjentow z NSCLC do leczenia za pomoca
inhibitorow kinazy tyrozynowej EGFR (w tym terapii celowanych, ktore zawiera Tabela 1 ponizej) zgodnie
z zatwierdzonym wskazaniem terapeutycznym produktu:

Tabela 1
Lek FFPET Osocze
TARCEVA® (erlotynib) Delecje w eksonie 19 i mutacja L858R Delecje w eksonie 19 i mutacja L858R
TAGRISSO® (ozymertynib) | Delecje w eksonie 19, mutacja L858R i T790M Delecje w eksonie 19, mutacja L858R i T790M
IRESSA® (gefitynib) Delecje w eksonie 19 i mutacja L858R Delecje w eksonie 19 i mutacja L858R

Badanie probek osocza jest najbardziej odpowiednie w przypadku pacjentow, od ktorych nie mozna uzyska¢ biopsji
tkanki nowotworowej. Pacjenci, u ktorych nie stwierdzono tych mutacji w tescie uzywanym z prébkami osocza, powinni
zosta¢ skierowani na rutynowe badanie biopsyjne i badanie w kierunku mutacji w genie EGFR z wykorzystaniem probki
FFPET, jezeli jest dostepne.

Bezpieczenstwo i skutecznos¢ leku nie zostaty ustalone dla nastgpujacych mutacji w genie EGFR wykrywanych za
pomoca testu cobas® EGFR Mutation Test v2:

Tabela 2
Lek FFPET Osocze
TARCEVA® (erlotynib) :3:;691)8 insercje w eksonie 20, T790M, S768I :3:;691)8 insercje w eksonie 20, T790M, S768I
TAGRISSO® (ozymertynib) | G719X, insercje w eksonie 20, S768I1i L861Q G719X, insercje w eksonie 20, S7681i L861Q
IRESSA® (gefitynib) G719X, insercje w eksonie 20, T790M, S768I G719X, insercje w eksonie 20, T790M, S768I
iL861Q iL861Q

Test cobas® EGFR Mutation Test v2 przeznaczony do stosowania z probkami osocza obejmuje pétilosciowe oznaczanie
mutacji w eksonach 18, 19, 201 21 genu EGFR. To oznaczenie, zgtaszane jako wskaznik potilosciowy (SQI), koreluje

z ilo$cig docelowego zmutowanego cfDNA w osoczu i mozna go uzywac w celu okreslenia zmian w ilo$ci docelowego
zmutowanego cfDNA w funkcji czasu dla danego pacjenta.

W przypadku recznego przygotowywania probek probki FFPET sg przetwarzane przy uzyciu zestawu cobas® DNA
Sample Preparation Kit, a probki osocza sg przetwarzane przy uzyciu zestawu cobas® cfDNA Sample Preparation Kit.
Analizator cobas z 480 stuzy do automatycznej amplifikacji i detekcji.
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Podsumowanie oraz objasnienie testu

Informacje podstawowe

Uaktywnienie si¢ mutacji genu kodujacego EGFR nast¢puje gtownie w przypadku NSCLC i skutkuje konstytutywna
aktywacja biatka EGFR, ktére wykazuje aktywno$¢ kinazy, przyczyniajac si¢ tym samym do rozwoju procesu
onkogennego.! Czgsto$¢ wystepowania tych mutacji w niewyselekcjonowanych przypadkach NSCLC wynosi okoto
10-30%.>* Jednak mutacje te wystepuja czesciej (cho¢ nie wylgcznie) u niepalacych/rzadko palacych pacjentek
pochodzenia azjatyckiego, u ktorych w badaniach histopatologicznych wykrywa sie gruczolakoraka.*

Najczestsze mutacje w genie EGFR w przypadku NSCLC to rozne delecje w eksonie 19 i substytucja L858R

w eksonie 21. Mutacje te stanowig tgcznie okoto 85% mutacji w genie EGFR obserwowanych w przebiegu NSCLC.> Test
cobas® EGFR Mutation Test v2 (cobas EGFR Test) to test reakcji PCR zachodzacej w czasie rzeczywistym opracowany
do wykrywania substytucji G719X w eksonie 18, delecji w eksonie 19, substytucji T790M i S7681 w eksonie 20, insercji
w eksonie 20 i substytucji L858R oraz L861Q w eksonie 21.

Test cobas EGFR Test to dodatkowy test diagnostyczny w przypadku leczenia produktem leczniczym TARCEVA®
(erlotynib), zwigzkiem, ktéry w odwracalny sposéb hamuje aktywnos$¢ kinazy EGFR, zapobiegajac autofosforylacji reszt
tyrozynowych zwigzanych z receptorem i tym samym hamujac dalsze przekazywanie sygnatu, ktére stymuluje przezycie
i proliferacje komoérek. Powinowactwo wigzania TARCEVA® do receptora z delecja w eksonie 19 lub mutacjg L858R

w eksonie 21 genu EGFR jest wyzsze niz powinowactwo w przypadku receptora bez mutacji.®* W badaniach klinicznych
wykazano, ze pacjenci z zaawansowanym NSCLC i delecja w eksonie 19 lub substytucja w eksonie 21 L858R leczeni

w ramach leczenia pierwszego rzutu produktem leczniczym TARCEVA® mogg odnie$¢ korzysci kliniczne w pordwnaniu
z pacjentami poddawanymi chemioterapii.>’

Test cobas EGFR Test to dodatkowy test diagnostyczny w przypadku leczenia produktem leczniczym TAGRISSO®
(ozymertynib), nicodwracalnym inhibitorem EGFR obarczonego mutacjami uwrazliwiajacymi na dziatanie TKI, jak

i mutacjami T790M prowadzacymi do opornosci w przebiegu zaawansowanego NSCLC. Produkt leczniczy TAGRISSO®
hamuje aktywnos¢ kinazy EGFR, co prowadzi do zahamowania kaskady dalszych zdarzen sygnatowych we wnetrzu
komorki, ktore stymuluja proliferacje i przezycie komorek, a takze angiogeneze.® W badaniach klinicznych wykazano, ze
pacjenci z zaawansowanym nieplaskonablonkowym NSCLC i1 z mutacjg w genie EGFR uwrazliwiajacg na dziatanie TKI,
u ktérych doszto do progresji choroby po leczeniu z uzyciem TKI EGFR pierwszej generacji, a takze pacjenci, u ktorych
wystgpita mutacja T790M w eksonie 20 prowadzaca do opornosci, moga odnie$¢ korzysci kliniczne z leczenia produktem
leczniczym TAGRISSO®.® W badaniu klinicznym fazy III wykazano, ze pacjenci z zaawansowanym NSCLC (z delecja
w eksonie 19 lub mutacjg substytucji L858R w eksonie 21) leczeni produktem leczniczym TAGRISSO® w ramach
leczenia pierwszego rzutu uzyskali wigksze korzysci kliniczne w porownaniu do pacjentéw leczonych TKI EGFR
pierwszej generacji (gefitynib lub erlotynib).!°

Test cobas EGFR Test to dodatkowy test diagnostyczny w przypadku leczenia produktem leczniczym IRESSA®
(gefitynib), zwigzkiem, ktéry w odwracalny sposéb hamuje aktywnos¢ kinazy EGFR, zapobiegajac autofosforylacji reszt
tyrozynowych zwigzanych z receptorem i tym samym hamujac dalsze przekazywanie sygnatu, ktére stymuluje przezycie
i proliferacje komorek. W badaniach klinicznych wykazano, Ze pacjenci z zaawansowanym NSCLC i delecjg

w eksonie 19 lub substytucja w eksonie 21 L858R leczeni w ramach leczenia pierwszego rzutu produktem leczniczym
IRESSA® moga odnies$é¢ korzysci kliniczne w pordwnaniu z pacjentami poddawanymi chemioterapii.!! 1213

Tabela 3 wymienia mutacje EGFR wykrywane za pomocg testu cobas EGFR.
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Tabela3 Test cobas EGFR jest przeznaczony do detekcji nastepujacych mutacji
Grupa Sekwencja kwasu Identy-
Ekson | mutacji | nukleinowego genu Nomenklatura biatek wg HGVS* Nomenklatura nukleotydéw wg HGVS* fikator
EGFR kodujacego EGFR COSMIC™
2156G>C LRG_304p1p.(Gly719Ala) LRG_304t1.2156G>C 6239
Ekson 18| 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_304pTp.(Leu747_Thr751delinsSen) LRG_304t1:.2240_2251deITAAGAGAAGCAA 6210
2239_2247del9 LRG_304p1:p.(Leu747_Glu749del) LRG_304t1:0.2239_2247delTTAAGAGAA 6218
2238 225506118 | LRG_304p1:p.(GIu746_Ser752delinsAsp) | LRG_3041:0.2238_2255deATTAAGAGAAGCAACATC | 6220
2235_2249del15 LRG_304p1:p.(Glu746_Ala750del) LRG_304t1:c.2235_2249delGGAATTAAGAGAAGC | 6223
2236_2250del15 LRG_304p1:p.(GIu746_Ala750del) LRG_304t1:c.2236_2250delGAATTAAGAGAAGCA | 6225
2239_2253del15 LRG_304p1:p.(Leu747_Thr751del) [RG_304t1:c.2240_2254delTAAGAGAAGCAACAT 6254
2239_2256de/18 LRG_304p1:p.(Leu747_Ser752del) LRG_304t1:c.2239_2256delTTAAGAGAAGCAACATCT | 6255
2237 2254del18 LRG_304p1:p.(GIu746_Ser752delinsAla) | LRG_304t1:c.0237_225406IAATTAAGAGAAGCAACAT | 12367
2240_2254del15 LRG._304p1:p.(Leu747_Thr751del) LRG_304t1:c.2240_2254delTAAGAGAAGCAACAT | 12369
2240 205706118 | LRG_304pTp.(Leu747_Pro753delinsSer) | LRG_304t1:c.2240_2257delTAAGAGAAGCAACATCTC | 12370
zzg%—éif\%lTCAA LRG_304p1:p.(Leu747_Ala750delinsPro) LRG._304t1:¢.2239_2248delinsC 12382
2239_2251>C LRG_304p1:p.(Leu747_Thr751delinsPro) LRG_304t1:c.2239_2251delinsC 12383
2237 22555T LRG_304p1:p.(GIu746_Ser752delinsVal) LRG._304t1:c.2237_2255delinsT 12384
2235 20555AAT LRG_304p1:p.(GIu746_Ser752delinslie) LRG_304t1:c.2235_2255delinsAAT 12385
Ekson 19| Ex19Del | 2237 22525T LRG_304p1:p.(GIu746_Thr751delinsVal) LRG_304t1:c.2237_2252delinsT 12386
2239_2258>CA LRG_304p1:p.(Leu747_Pro753delinsGin) LRG_304t1:c.2239_2258delinsCA 12387
2239 2256>CAA | LRG_304p1:p.(Leu747_Ser752delinsGin) LRG._304t1:c.2239_2256delinsCAA 12403
2237 2253>TTGCT | LRG._304p1:p.(Glu746_Thr751delinsValAla) LRG_30411:c.2237_2253delinsTTGCT 12416
2238 225>GCA | LRG._304p1:p.(Leu747_Thr751delinsGin) LRG_304t1:c.2238_2252delinsGCA 12419
2238 2248>GC LRG_304p1:p.(Leu747_Ala750delinsPro) LRG_304t1:c.2238_22480elinsGC 12422
2237 2251del15 LRG_304p1:p.(GIu746_Thr751delinsAla) LRG_304t1:0.2237 2251delAATTAAGAGAAGCAA | 12678
2236_2253del18 LRG_304p1:p.(GIu746_Thr751del) [RG_304t1:c.2236_2253delGAATTAAGAGAAGCAACA | 12728
2235 _2048>AATTC | LRG_304p1p.(GIu746_Ala750delinsllePro) LRG_304t1:c.2235_2248delinsAATTC 13550
2235 _20525AAT LRG_304p1:p.(GIu746_Thr751delinslle) LRG_304t1:c.2235_2252delinsAAT 13551
2235 2251>AATTC | LRG_304p1:p.(GIu746_Thr751delinsliePro) LRG_304t1:c.2235_2251delinsAATTC 13552
2253 2276del24 LRG._304p1:p.(Ser752_lle75del) LRG_304t1:0.2253 2276deCTCCGARGCCARCARG | 13556
2237 22575TCT | LRG_304p1p.(GIu746_Pro753delinsvaiSer) LRG_304t1:c.2237_2257delinsTCT 18427
2238_2252el15 LRG._304p1:p.(Leu747_Thr751del) LRG_304t1:c.2240_2254delTAAGAGAAGCAACAT | 23571
2233 2247del15 LRG_304p1:p.(Lys745_Glu749del) LRG_304t1:c.2233_2247delAAGGAATTAAGAGAA | 26038
5768 2303G>T LRG_304p1:p.(Ser768lle) LRG_304t1:0.2303G>T 6241
T790M 2369CT LRG_304p1:p.(Thr790Met) LRG_304t1:0.2369C>T 6240
2638(737\288%’}3(? LRG_304p1:p.(Ala767 Val769dup) LRG._304t1:¢.2300_2308dupCCAGCGTGG 12376
Ekson 20 2319_2320insCAC LRG_304p1p.(His773dup) [RG_304t1:c.2317_2319dupCAC 12377
Ex20Ins 2310_231 1in§GGT LRG_304p1:p.(Asp770_Asn771insCly) LRG_304t1:c.2310_2311insGGT 12378
ggg&ﬁ LRG_304p1:p.(Ser768_Asp770dup) LRG_304t1:.2303_2311dupGCGTGGACA 13428
e LRG_304p1:p.(Ala767_Val769dup) LRG_304t1:¢.2309_2310delinsCCAGCGTGGAT 13558
e5eR 2573T>G LRG_304p1:p.(Leus58Arg) LRG_3041:0.2573T>G 6224
Ekson 21 2573 2574TG>GT LRG_304p1:p.(Leus58Arg) LRG_304t1:0.2573_2574delinsGT 12429
18610 2582T>A LRG_304p1:p.(Leusb1Gin) LRG_304t1:c.2582T>A 6213

* HGVS — ang. Human Genome Variation Society
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Zasady procedury

Test cobas EGFR jest oparty na dwoch gtoéwnych procesach: (1) recznym przygotowaniu probki w celu pozyskania DNA
z probek FFPET lub osocza oraz (2) amplifikacji PCR i detekcji docelowego DNA z uzyciem komplementarnych par
primerow oraz znakowanych barwnikami fluorescencyjnymi sond oligonukleotydowych. Test cobas EGFR jest
przeznaczony do detekcji nastepujacych mutacji:

Ekson 18: G719X (G719A, G719C i G719YS)

Ekson 19: delecje i mutacje ztozone (definiowane jako réwnoczesne wystgpienie delecji i insercji)
Ekson 20: S7681, T790M i insercje

Ekson 21: L858R 1 L861Q

Detekcje¢ mutacji uzyskuje si¢ w toku analizy PCR za pomocg analizatora cobas z 480. Do kazdego przebiegu testowego
wlacza si¢ kontrole mutacji oraz kontrole ujemng w celu potwierdzenia waznosci przebiegu.

Przygotowanie prébek

Zestawy cobas® DNA Sample Preparation Kit oraz cobas® cfDNA Sample Preparation Kit to zestawy do recznego
przygotowywania probek z wykorzystaniem odpowiednio FFPET i osocza, oparte na wigzaniu kwasu nukleinowego do
wilokien szklanych. Proteaza i chaotropowy bufor do lizy/wigzacy uwalnia kwasy nukleinowe i chroni uwolniony DNA
przed DNazami. W dalszej kolejnos$ci do mieszaniny, w ktérej dokonano lizy, dodaje si¢ izopropanol, po czym
mieszaning wiruje si¢ i przepuszcza przez kolumne z wkladem filtrujacym, zawierajacym widkna szklane. W trakcie
wirowania DNA ulega zwigzaniu na powierzchni widkien szklanych filtra. Substancje niezwigzane, takie jak sole, biatka
1 inne zanieczyszczenia pochodzenia komorkowego, zostajg usuniete w wyniku wirowania. Zwigzane kwasy nukleinowe
sa przemywane i poddane elucji roztworem wodnym. Nastepnie docelowy DNA amplifikuje si¢ i poddaje detekcji

w analizatorze cobas z 480 z uzyciem odczynnikow do amplifikacji i detekcji, dostarczanych wraz z zestawem

cobas EGFR Test.

Amplifikacja PCR

Wybér sekwencji docelowej

W tescie cobas EGFR wykorzystuje si¢ primery okreslajace specyficzne sekwencje par zasad kazdej z mutacji
docelowych. W przypadku delecji w eksonie 19 sekwencje docelowe majg dtugos¢ od 125 do 141 par zasad; w przypadku
substytucji L858R w eksonie 21 sekwencja docelowa ma dtugos¢ 138 par zasad; w przypadku substytucji T790M

w eksonie 20 sekwencja docelowa ma dtugos¢ 118 par zasad; w przypadku substytucji G719X w eksonie 18 sekwencje
docelowe maja dtugos¢ 104—106 par zasad; w przypadku substytucji S7681 w eksonie 20 sekwencja docelowa ma dtugos¢
133 par zasad; w przypadku insercji w eksonie 20 sekwencje docelowe maja dlugos¢ od 125 do 143 par zasad,

w przypadku substytucji L861Q w eksonie 21 sekwencja docelowa ma dlugos¢ 129 par zasad. Amplifikacja zachodzi
jedynie w regionach genu kodujacego EGFR miedzy primerami; cato$¢ genu kodujacego EGFR nie ulega amplifikac;ji.

Amplifikacja sekwencji docelowej

Do amplifikacji sekwencji docelowej wykorzystuje si¢ polimerazg DNA Z05-AS1 pochodzaca z gatunku Thermus.
Mieszanina PCR jest najpierw podgrzewana w celu denaturacji DNA oraz odstoni¢cia sekwencji docelowych primerow.
W miar¢ ochtadzania si¢ mieszaniny startery wiodace i odwrotne hybrydyzuja z docelowymi sekwencjami DNA.
Polimeraza DNA Z05 w obecnosci kationu dwuwarto$ciowego metalu oraz nadmiaru dezoksyrybonukleotydow (dNTP)
wydtuza kazdy przytaczony w wyniku hybrydyzacji primer i w ten sposob nastepuje synteza drugiej nici DNA. Proces ten
konczy pierwszy cykl PCR, dostarczajac dwuniciowej kopii DNA, zawierajacej regiony genu kodujacego EGFR

z docelowymi sekwencjami par zasad. Proces ten powtarza sie wielokrotnie, przy czym w kazdym z cykli ilo§¢
docelowego DNA (amplikonu) ulega podwojeniu.
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Zautomatyzowana detekcja mutacji w czasie rzeczywistym

Test cobas EGFR wykorzystuje technologie PCR w czasie rzeczywistym (ang. real-time PCR). W tej reakcji kazda
swoista dla sekwencji docelowej sonda oligonukleotydowa jest znakowana barwnikiem fluorescencyjnym, stuzagcym jako
reporter, a takze czasteczka petniaca funkcje wygaszacza absorbujacego (wygaszajacego) emisje fluorescencji pochodzaca
z barwnika reporterowego w nienaruszonej sondzie. W trakcie kazdego cyklu amplifikacji stuzgca do sekwencji jedno-
niciowego DNA w amplikonie sonda komplementarna wigze si¢ z nig, a nast¢pnie ulega rozszczepieniu pod wptywem
polimerazy DNA Z05-AS1, wykazujacej aktywno$¢ nukleazy w kierunku od konca 5' do konca 3' fancucha. Po
oddzieleniu si¢ barwnika reporterowego od wygaszacza wskutek aktywnosci nukleazy mozna zmierzy¢ promieniowanie
fluorescencyjne o charakterystycznej dlugosci fali po wzbudzeniu barwnika reporterowego odpowiednim widmem
$wiatta. Do znakowania mutacji docelowych dla tego testu uzyto czterech réznych barwnikow reporterowych. Produkty
amplifikacji docelowych siedmiu sekwencji wchodzacych w sktad genu kodujacego EGFR sa wykrywane niezaleznie

w toku trzech reakcji przez pomiar fluorescencji o czterech charakterystycznych dtugosciach fal w wydzielonych kanatach
optycznych.

Amplifikacja wybiércza

Amplifikacje wybiorcza badanego kwasu nukleinowego z probki klinicznej przy uzyciu testu cobas EGFR Test uzyskuje
sie dzieki zastosowaniu enzymu AmpErase (uracylo-N-glikozylazy) i trdjfosforanu dezoksyurydyny (dUTP).!> Enzym
AmpErase rozpoznaje i katalizuje niszczenie nici DNA zawierajacych dezoksyurydyng, lecz nie tancuchéw DNA
zawierajgcych tymidyne. Dezoksyurydyna nie wchodzi w sktad wystepujacego w naturze DNA, jest natomiast zawsze
obecna w amplikonie wskutek uzycia dUTP zamiast trojfosforanu dezoksytymidyny jako jednego z trdjfosforanow
nukleotydow w odczynnikach Master Mix; dlatego wytacznie amplikon zawiera dezoksyurydyng. Dezoksyurydyna
powoduje wrazliwos$¢ zanieczyszczajacego amplikonu na rozktad przez enzym AmpErase przed amplifikacja docelowego
DNA. Enzym AmpErase zawarty w odczynnikach Master Mix katalizuje rozktad DNA zawierajacego dezoksyurydyne

w miejscu reszt dezoksyurydynowych przez otwarcie fancucha dezoksyrybozy w pozycji C1. Podczas ogrzewania

w pierwszym cyklu termicznym przy warto$ciach pH oznaczajacych srodowisko zasadowe tancuch amplikonu DNA p¢ka
w miejscu, w ktorym znajduje si¢ dezoksyurydyna, wykluczajac w ten sposob dalsza amplifikacje DNA. Enzym
AmpkErase jest nieczynny w temperaturze powyzej 55°C, tj. w czasie trwania catego cyklu termicznego, dlatego tez nie
niszczy on amplikonu docelowego. Wykazano, ze test cobas EGFR inaktywuje zmutowany amplikon EGFR zawierajacy
dezoksyurydyne.
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CZESC A: Do stosowania z prébkami tkanki

cobas® EGFR Mutation Test v2

W PRZYPADKU PROBEK TKANKI NALEZY POSTEPOWAC ZGODNIE

Z INSTRUKCJAMI W CZESCI A.

W PRZYPADKU PROBEK OSOCZA NALEZY POSTEPOWAC ZGODNIE

Z INSTRUKCJAMI W CZESCI B.

CZESC A: DO STOSOWANIA Z PROBKAMI TKANKI

Szczegblowe informacje na temat izolacji DNA od probek tkanki podano w sekcji cobas® DNA Sample Preparation Kit

(M/N 05985536190).

Materiatly i odczynniki

Dostarczone materiaty i odczynniki

Zestaw/kasety Elementy i sktadniki odczynnikow

llo$¢ na test

Symbol bezpieczenstwa
i ostrzezenie

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

Bufor Tris

Chlorek potasu

Glicerol

EDTA

Tween 20

3,13% dimetylosulfotlenek

0,09% azydku sodu

<0,10% dNTP

<0,01% polimerazy DNA Z05-AS1 (bakteryjnej)

<0,01% enzym AmpErase (uracylo-N-glikozylaza) (bakteryjny)
<0,01% aptameru

<0,01% primerow sensownych i antysensownych EGFR
cobas® EGFR <0,01% sond EGFR znakowanych barwnikiem
Mutation Test v2 fluorescencyjnym

2x0,48 ml

Brak danych

24 testéw EGFR MMX-2
(M/N: 07248563190)  |(EGFR Master Mix 2)
(M/N 06471382001)

Bufor Tris

Chlorek potasu

Glicerol

EDTA

Tween 20

3,13% dimetylosulfotlenek

0,09% azydku sodu

<0,10% dNTP

<0,01% polimerazy DNA Z05-AS1 (bakteryjnej)

<0,01% enzym AmpErase (uracylo-N-glikozylaza) (bakteryjny)

<0,01% aptameru

<0,01% primerow sensownych i antysensownych EGFR

<0,01% sond EGFR znakowanych barwnikiem
fluorescencyjnym

2x0,48 ml

Brak danych
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Symbol bezpieczenstwa

Zestaw/kasety Elementy i sktadniki odczynnikéw llos$¢ na test i ostrzezenie

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

Bufor Tris
Chlorek potasu
Glicerol

EDTA

Tween 20
3,13% dimetylosulfotlenek 2x0,48 ml Brak danych
0,09% azydku sodu

<0,10% dNTP

<0,01% polimerazy DNA Z05-AS1 (bakteryjnej)

<0,01% enzym AmpErase (uracylo-N-glikozylaza) (bakteryjny)
<0,01% aptameru

<0,01% primeréw sensownych i antysensownych EGFR
<0,01% sond EGFR znakowanych barwnikiem

fluorescencyjnym
cobas® EGFR MGAC
Mutation Test v2 (Octan magnezu)
(M/N 05854326001) 6x0,2ml Brak danych

24 testow

. Octan magnezu
M/N: 07248563190
(M/ ) 0,09% azydku sodu

EGFR MC

(EGFR Kontrola mutac;ji)

(M/N 06471455001)

Bufor Tris

EDTA

Poli-rA RNA (syntetyczny) 6x0,1ml Brak danych

0,05% azydku sodu

<0,1% plazmidowego DNA (bakteryjnego) zawierajgcego
sekwencje eksonow: 18, 19, 20 i 21 genu kodujgcego EGFR

<0,1% naturalnie wystepujgcego DNA genu kodujgcego EGFR
(z hodowli komorkowej)

DNA SD

(rozcienczalnik prébki DNA)

(M/N 05854474001) 2x35ml Brak danych

Bufor Tris-HCI

0,09% azydku sodu

Przechowywanie i uzytkowanie odczynnikéw

Odczynnik Temperatura przechowywania Czas przechowywania

Po otwarciu zachowujg stabilno$¢ do 4-krotnego uzycia
cobas® EGFR Mutation Test v2* Od 2°C do 8°C w ciggu 90 dni lub do podanej daty waznosci, w zaleznosci
od tego, ktéry termin wypada wczesnie;.

* Odczynniki EGFR MMX-1, EGFR MMX-2, EGFR MMX-3 v2 oraz roboczy odczynnik MMX (przygotowany przez dodanie odczynnika
MGAC do EGFR MMX-1 lub EGFR MMX-2 lub EGFR MMX-3 v2) nalezy chroni¢ przed dtugotrwatg ekspozycjg na $wiatto. Roboczy
odczynnik MMX trzeba przechowywac¢ w zaciemnionym miejscu w temperaturze od 2°C do 8°C. Przygotowane probki i kontrole
nalezy dodaé¢ do roboczego odczynnika MMX w ciagu 1 godziny od jego przygotowania. Amplifikacje nalezy rozpoczaé w ciagu
1 godziny od chwili dodania przygotowanych prébek badanych i kontrolnych do roboczego odczynnika MMX.
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CZESC A: Do stosowania z prébkami tkanki cobas® EGFR Mutation Test v2

Wymagane materialy dodatkowe

Materiaty M/N
cobas® DNA Sample Preparation Kit Roche 05985536190
Wybielacz Dowolny dostawca
70% etanol Dowolny dostawca
Plytki z mikrodotkami systemu cobas® 4800 (ptytki AD) i folie do zaklejania Roche 05232724001

Aplikator folii do zaklejania systemu cobas® 4800 (dostarczany wraz z instalacjg

systemu cobas® 4800) Roche 04900383001

Pipetory regulowane* (mogace pipetowaé 5—1000 pl) Dowolny dostawca

Wolne od DNaz koncéwki z ostong aerozolowg lub wyrzutnikiem Dowolny dostawca

Probéwki do mikrowiréwki z blokowanym wieczkiem (jatowe o pojemnosci 1,5 ml,

wolne od RNaz/DNaz, o czystosci do PCR) Dowolny dostawca

Statywy do probéwek do mikrowirowki Dowolny dostawca
Spektrofotometr do pomiaru stezenia DNA* Dowolny dostawca
Mieszadto wibracyjne* Dowolny dostawca
Rekawiczki jednorazowe, bezpudrowe Dowolny dostawca
Zamrazarka umozliwiajgca przechowywanie w temperaturze od —25°C do —-15°C Dowolny dostawca

* Cate wyposazenie powinno by¢ konserwowane zgodnie z instrukcjami producenta.

W celu uzyskania dodatkowych informaciji dotyczacych materiatéw sprzedawanych oddzielnie prosimy o kontakt
Z miejscowym przedstawicielstwem firmy Roche.

Urzadzenia i oprogramowanie wymagane, lecz niedostarczane

Urzadzenia i oprogramowanie wymagane, lecz niedostarczane

Analizator cobas z 480

Jednostka sterujgca systemu cobas® 4800 z oprogramowaniem systemowym w wersji 2.1 lub nowszej

Pakiet oprogramowania EGFR Tissue P1 Analysis Package Software w wersji 1.0 lub nowszy

Zewnetrzny czytnik kodéw kreskowych, podtgczany do portu USB

Drukarka

W celu uzyskania dodatkowych informaciji dotyczacych materiatéw sprzedawanych oddzielnie prosimy o kontakt
z miejscowym przedstawicielstwem firmy Roche.
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CZESC A: Do stosowania z prébkami tkanki cobas® EGFR Mutation Test v2

Wymagania dotyczace srodkow ostroznosci i uzytkowania

Ostrzezenia i srodki ostroznosci

Podobnie jak w przypadku kazdej procedury testowej, dla prawidlowego przeprowadzenia badania kluczowe znaczenie
ma zachowanie zasad dobrej praktyki laboratoryjne;j.

« Do stosowania wylacznie w diagnostyce in vitro.
» Karty charakterystyki sg dostgpne na zagdanie w miejscowym biurze firmy Roche.

» Niniejszy test jest przeznaczony do badania probek FFPET NSCLC. Z probkami nalezy obchodzi¢ si¢ tak, jak
z materiatem zakaznym, stosujac laboratoryjne procedury bezpieczenstwa, takie jak okreslone w dokumentach
Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories'® oraz w dokumencie M29-A4 CLSL."

o Zaleca si¢ uzywanie jalowych, jednorazowych pipet oraz koncoéwek pipetoréow wolnych od DNaz.

Dobra praktyka laboratoryjna

» Nie nalezy pipetowac za pomocg ust.
« Nie wolno jes¢, pi¢ ani pali¢ w obszarach roboczych laboratorium.
» Po pracy z probkami i zestawami odczynnikéw nalezy doktadnie umy¢ rece.

o Podczas pracy z jakimikolwiek odczynnikami nalezy uzywac ostony oczu oraz fartuchow laboratoryjnych
i rekawic jednorazowych. Nalezy unika¢ kontaktu wymienionych materiatow ze skora, oczami i blonami
sluzowymi. Jezeli dojdzie do kontaktu, miejsce tego kontaktu nalezy natychmiast sptuka¢ duza iloscig wody.
Jezeli nie zostang podjete odpowiednie dziatania lecznicze, moze doj$¢ do oparzen. W razie rozlania przed
wytarciem nalezy rozcienczy¢ woda.

» Doktadnie oczysci¢ i odkazi¢ wszystkie laboratoryjne powierzchnie robocze $wiezo przygotowanym roztworem
0,5% podchlorynu sodu w wodzie destylowanej lub dejonizowanej (rozcienczy¢ domowy wybielacz
w stosunku 1:10). Nastgpnie nalezy przetrze¢ powierzchni¢ 70% etanolem.

Uwaga: dostepny w handlu plynny wybielacz przeznaczony do zastosowan domowych zazwyczaj zawiera podchloryn
sodu o stezeniu 5,25%. Rozcienczenie domowego wybielacza w stosunku 1:10 daje 0,5% roztwor podchlorynu
sodu.

Zanieczyszczenie

o W celu zapobiezenia zanieczyszczeniu konieczne jest noszenie r¢kawic i ich zmiana pomi¢dzy praca z probkami
a odczynnikami testu cobas EGFR. Podczas pracy z probkami nalezy unika¢ zanieczyszczenia r¢kawiczek.

» Rekawiczki nalezy czgsto zmieniac, aby ograniczy¢ mozliwos$¢ zanieczyszczenia.

» Rekawiczki nalezy zmienia¢ przed opuszczeniem obszarow izolacji DNA lub w przypadku podejrzenia kontaktu
z roztworami lub probka.

« Nalezy unika¢ zanieczyszczenia odczynnikow przez rybonukleazy i mikrobiologicznego.

o Przed przygotowaniem MMX nalezy doktadnie oczys$ci¢ obszar roboczy amplifikacji i detekcji. Materiaty
i urzgdzenia powinny by¢ przeznaczone do kazdego z dziatan; nie mogg by¢ stosowane w innych dziataniach lub
przenoszone pomi¢dzy obszarami. Na przyktad pipetory i materialy przeznaczone do izolacji DNA nie mogg by¢
stosowane do przygotowywania odczynnikdéw do amplifikacji i detekcji.

o Zdecydowanie zaleca si¢, aby przebieg pracy w laboratorium byt jednokierunkowy i polegal na zakonczeniu
jednej czynnosci przed przej$ciem do kolejnej. Na przyktad izolacje DNA nalezy zakonczy¢ przed rozpoczeciem
amplifikacji i detekcji. Izolacja DNA powinna by¢ prowadzona w obszarze oddzielonym od amplifikacji
1 detekcji. Aby unikng¢ zanieczyszczenia odczynnika roboczego Master Mix probkami DNA, obszar roboczy
amplifikacji i detekcji powinien by¢ doktadnie oczyszczony przed przygotowaniem odczynnika roboczego
Master Mix.
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CZESC A: Do stosowania z prébkami tkanki cobas® EGFR Mutation Test v2

Integralnosé

« Nie wolno uzywac zestawow po uptywie daty waznosci.
o Nie nalezy miesza¢ odczynnikow pochodzacych z roznych zestawdw lub serii.
« Nie wolno uzywaé przedmiotéw jednorazowego uzytku po uplywie daty waznosci.

o Wszystkie przedmioty jednorazowego uzytku sg przeznaczone do jednokrotnego uzycia. Nie wykorzystywac
ponownie.

« Cale wyposazenie powinno by¢ odpowiednio konserwowane, zgodnie z instrukcjami producenta.

Utylizacja

e Odczynniki MGAC, EGFR MMX-1, EGFR MMX-2, EGFR MMX-3 v2, EGFR MC i DNA SD zawieraja
azydek sodu. Azydek sodu moze reagowa¢ z instalacjami wodno-kanalizacyjnymi wykonanymi z otowiu lub
miedzi, tworzac silnie wybuchowe azydki metali. Usuwajac roztwory zawierajgce azydek sodu do zlewow
laboratoryjnych, nalezy sptuka¢ rury duza iloscig zimnej wody, aby zapobiec nagromadzeniu azydkow.

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

Rozlanie plynéw i czyszczenie

« Jesli do rozlania ptynu dojdzie na powierzchni aparatu cobas® 4800, nalezy postepowac zgodnie z instrukcjami
zamieszczonymi w odpowiednim podreczniku operatora systemu cobas® 4800 System lub podreczniku
uzytkownika cobas® 4800 System w celu przeprowadzenia czyszczenia.

o Do czyszczenia analizatora cobas z 480 nie wolno uzywacé roztworu podchlorynu sodu (wybielacza). Czyszczenie
analizatora cobas z 480 nalezy przeprowadza¢ zgodnie z procedurami opisanymi w podr¢czniku operatora
systemu cobas® 4800 System lub podreczniku uzytkownika cobas® 4800 System.

» Dodatkowe ostrzezenia, $rodki ostroznosci oraz procedury majace na celu zredukowanie ryzyka skazenia,
dotyczace analizatora cobas z 480 mozna znalez¢ w podreczniku operatora systemu cobas® 4800 System lub
podreczniku uzytkownika cobas® 4800 System.

Pobieranie, transport i przechowywanie prébek

Uwaga: ze wszystkimi probkami nalezy obchodzi¢ sie jak z materiatem potencjalnie zakaznym.

Pobieranie probki
Probki NSCLC FFPET zostaty zatwierdzone do wykorzystania w tescie cobas EGFR Test.

Transport, przechowywanie i stabilnosé¢ prébek

Probki FFPET NSCLC mozna transportowa¢ w temperaturze od 15°C do 30°C. Probki FFPET musza by¢ transportowane
zgodnie z krajowymi, federalnymi, stanowymi i lokalnymi przepisami dotyczacymi transportu czynnikow
chorobotworczych. '8

Stabilno$¢ probek FFPET zostata potwierdzona do uptywu maksymalnie 12 miesi¢cy od daty pobrania w przypadku

przechowywania w temperaturze od 15°C do 30°C. Skrawki o grubo$ci 5 um osadzone na szkietkach mozna
przechowywa¢ w temperaturze od 15°C do 30°C przez maksymalnie 60 dni.

07340761001-08PL
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cobas® EGFR Mutation Test v2

Probki FFPET zachowuja stabilnos¢ przez:

Typ probki FFPET

Bloczek FFPET

Skrawek 5 ym FFPET

Temperatura przechowywania
probek FFPET

Od 15°C do 30°C

Od 15°C do 30°C

Czas przechowywania

Do 12 miesiecy

Do 60 dni

Przechowywanie i stabilnos¢ prébki przetworzonej

Probki przetworzone (wyizolowany DNA) zachowujg stabilnos$¢ przez jeden z nastgpujacych okresow:

Temperatura przechowywania
wyizolowanego DNA

Od -15°C do —25°C

Od 2°C do 8°C

Od 15°C do 30°C

Czas przechowywania

Do 3 cykli zamrazania

i rozmrazania w ciggu 60 dni

Do 14 dni

Do 1 dnia

Wyizolowany DNA powinien by¢ uzywany w zalecanych okresach przechowywania lub przed uplywem daty wazno$ci
zestawu cobas® DNA Sample Preparation Kit uzytego do izolacji DNA, w zalezno$ci od tego, co nastapi wczesnie;.
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CZESC A: Do stosowania z prébkami tkanki cobas® EGFR Mutation Test v2

Procedura testowa

Wykonywanie oznaczenia

Ryc. 1 Przebieg pracy z testem cobas EGFR Test i zestawem cobas® DNA Sample Preparation Kit
1 Uruchomienie systemu.
2 Wykonanie czynnosci konserwacyjnych aparatéw.
3 Wyjecie prébek i odczynnikdw z miejsca przechowywania.
4 Pozbawienie prébek parafiny.
5 Przeprowadzenie izolacji DNA.
6 Elucja DNA.
7 Utworzenie zlecenia pracy i wydrukowanie uktadu ptytki.
8 Przygotowanie odczynnikow do amplifikacji.
9 tadowanie odczynnikow do amplifikacji na ptytke AD
10 tadowanie prébki na ptytke AD
11 Uszczelnienie ptytki AD
12 tadowanie plytki AD na analizator cobas z 480
13 Rozpoczecie przebiegu.
14 Przeanalizowanie wynikow.
15 W przypadku korzystania z systemu LIS: przestanie wynikdéw do systemu LIS.
16 Wyjecie plytki z analizatora.

Instrukcja uzytkowania

Uwaga: do badania za pomocgq testu cobas EGFR mozna uzywac wylgcznie skrawkow probki FFPET NSCLC o grubosci
5 um, zawierajgcych co najmniej 10% tkanki guza z danego obszaru. Kazdg probke zawierajgcqg mniej niz 10%
tkanki guza z danego obszaru nalezy po pozbawieniu jej parafiny przecigé makroskopowo.

Uwaga: szczegoly dotyczgce obstugi analizatora cobas 7 480 zamieszczono w podreczniku operatora systemu
cobas® 4800 System lub podreczniku uzytkownika cobas® 4800 System.

Wielkos¢ przebiegu

Pojedynczy przebieg testowy moze obejmowac od 1 do 30 probek (plus kontrole) w kazdej plytce z 96 mikrodotkami.
Przy przeprowadzaniu przebiegu testowego obejmujgcego wigcej niz 24 probki trzeba begdzie uzy¢ wielu zestawow testu
cobas EGFR.

Test cobas EGFR zawiera ilo$¢ odczynnikow wystarczajacg do wykonania 8 przebiegdw testowych po 3 probki (plus
kontrole), czyli maksymalnie na 24 probki na zestaw.

Kontrola catego procesu

Ten test wymaga kontroli ujemnej calego procesu. Przy kazdym przebiegu, nalezy przeprowadzi¢ przetwarzanie kontroli
ujemnej jednoczesnie z probka(-ami) zaczynajac od procedury izolacji DNA.
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CZESC A: Do stosowania z prébkami tkanki cobas® EGFR Mutation Test v2

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

Przeciecie makroskopowe

Jezeli probka zawiera ponizej 10% tkanki guza z danego obszaru, probke nalezy przecigé¢ makroskopowo w ramach
przygotowywania probki.

Ocena ilosciowa stezenia DNA

Uwaga: pomiar stezenia DNA nalezy przeprowadza¢ natychmiast po zakonczeniu procedury izolacji DNA i przed
odlozeniem materiatu do przechowywania.

Uwaga: przechowywac roztwor podstawowy DNA zgodnie z instrukcjami w czesci Transport, przechowywanie
i stabilnos¢ probek.

1. Wymiesza¢ kazdy roztwor podstawowy DNA na mieszadle wibracyjnym przez 5 sekund.

2. Przeprowadzi¢ oceng ilo$ciowa stezenia DNA za pomoca spektrofotometru zgodnie z protokotem postgpowania,
podanym przez producenta urzadzenia. Do wyzerowania urzadzenia uzy¢ odczynnika DNA EB z zestawu
cobas® DNA Sample preparation kit. Nalezy obliczy¢ $rednig z dwoch zgodnych odczytow. Wyniki dwdch pomiardw
powinny miesci¢ si¢ w granicach +10% kazdego z nich przy odczytach stezenia DNA > 20,0 ng/ul. W przypadku
odczytow stezenia DNA < 20,0 ng/ul wyniki dwoch pomiarow powinny miescié¢ si¢ w granicach £2 ng/ul. Jezeli
wyniki dwoch pomiarow nie mieszczg si¢ w granicach £10% kazdego z nich przy odczytach stezenia DNA
> 20,0 ng/pl lub w granicach +2 ng/ul przy odczytach st¢zenia DNA < 20,0 ng/ul, nalezy uzyska¢ dodatkowe
2 odczyty, aby wymogi badania zostaty spetnione. Wowczas nalezy obliczy¢ srednig z dwoch nowych wynikow
pomiarow.

Uwaga: nie ma potrzeby wykonywania pomiarow w przypadku roztworu podstawowego DNA, pochodzgcego
z przetworzonej kontroli ujemnej (NEG).

3. Stezenie roztworu podstawowego DNA, pochodzacego z probek, musi by¢ > 2 ng/ul, aby mozna byto wykona¢ test
cobas EGFR. Kazdg probke poddaje si¢ trzykrotnej amplifikacji/detekcji z uzyciem w kazdej amplifikacji/detekcji
25 ul rozcienczonego roztworu podstawowego DNA o stezeniu 2 ng/pl (co daje ogotem 50 ng DNA).

Uwaga: aby mozna bylo przeprowadzié¢ test cobas EGFR Test, kazdy roztwor podstawowy DNA musi mie¢ minimalne
stezenie 2 ng/ul. Jezeli stezenie roztworu podstawowego DNA nie przekracza 2 ng/ul, nalezy powtorzyé
procedury pozbawiania probek parafiny, izolacji DNA i oceny ilosciowej stgzenia DNA z uzyciem dwoch
skrawkow FFPET tej probki o grubosci 5 um. W przypadku probek osadzonych na szkietkach po pozbawieniu
ich parafiny nalezy potgczy¢ thkanke z obu skrawkow w jednej probowce, zanurzy¢ tkanke w odczynnikach
TLB + PK z zestawu cobas DNA Sample Preparation Kit, a nastepnie przeprowadzic izolacje oraz ocene
ilosciowq stezenia DNA. W przypadku probek nieosadzonych na szkietkach, nalezy polgczy¢ tkanke z obu
skrawkow w jednej probowce, odparafinowad, a nastepnie przeprowadzi¢ izolacje DNA i oceng ilosciowq.
Jezeli stezenie roztworu podstawowego DNA nadal jest < 2 ng/ul, nalezy zwrocic sig do osrodka klinicznego,
zlecajgcego wykonanie badania, o przystanie kolejnej probki FFPET.
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Amplifikacja i detekcja

Uwaga: aby zapobiec zanieczyszczeniu roboczego odczynnika MMX probkami DNA, nalezy przeprowadzaé amplifikacje
i detekcje w miejscu oddzielonym od obszaru wykonywania izolacji DNA. Przed przygotowaniem MMX nalezy
dokiadnie oczysci¢ obszar roboczy amplifikacji i detekcji. W celu wiasciwego oczyszczenia nalezy doktadnie
przetrze¢ wszystkie powierzchnie, wigcznie ze statywami i pipetorami, 0,5% roztworem podchlorynu sodu,

a nastgpnie 70% roztworem etanolu. Dostegpny w handlu plynny wybielacz przeznaczony do zastosowan
domowych zazwyczaj zawiera podchloryn sodu o stezeniu 5,25%. Rozcienczenie domowego wybielacza
w stosunku 1:10 daje 0,5% roztwor podchlorynu sodu.

Konfiguracja aparatu

Wskazowki dotyczace konfiguracji analizatora cobas z 480 zamieszczono w podreczniku operatora systemu cobas® 4800
System lub podreczniku uzytkownika cobas® 4800 System.

Konfiguracja zlecenia testu

Szczegotowe wskazowki dotyczace etapow przebiegu pracy przy wykonywaniu badan genu kodujacego EGFR
zamieszczono w podreczniku operatora systemu cobas® 4800 System lub podreczniku uzytkownika cobas® 4800 System.

Wygenerowac mape ptytki z pozycjami wszystkich probek i kontroli do przebiegu. W serii oznaczen zawierajacej
wylacznie probki tkankowe kontrola mutacji jest umieszczana w pozycjach A01-A03 ptytki. Kontrola ujemna jest
umieszczona w pozycjach B01-B03 ptytki. Nastepnie rozcienczone probki sag dodawane w zestawach po 3 kolumny
poczawszy od C01-C03 do H10-H12, jak przedstawia to Ryc. 2.

Test cobas EGFR mozna oznacza¢ w trybie mieszanym testow (np. EGFR Tissue (EGFR — tkanki) w polgczeniu

z EGFR Plasma (EGFR — osocze)). Pozycje kontroli moga si¢ zmienia¢ w zalezno$ci od wybranych testow i liczby
probek. Bardziej szczegotowe informacje opisujace sposob skonfigurowania trybu mieszanego testu opisano

w podreczniku operatora systemu cobas® 4800 System lub podreczniku uzytkownika cobas® 4800 System.

Ryc. 2 Uktad ptytki dla testu cobas EGFR Test

Rzad/ko 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 1 12
lumna

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
[ 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

Gdzie: MC = kontrola mutacji, NEG = kontrola ujemna, S# = identyfikator probki, a MMX-# odpowiada odczynnikowi Master Mix 1, 2 lub 3 v2.
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Uwaga: kazda probka musi rozciggac sie przez trzy kolejne kolumny w jednym rzedzie, aby mozliwe byto utworzenie
wyniku.

Uwaga: odczynnik roboczy Master Mix 1 musi by¢ umieszczony w kolumnie 01, 04, 07 i 10 na plytce. Odczynnik roboczy
Master Mix 2 musi by¢ umieszczony w kolumnie 02, 05, 08 i 11 na plytce. Odczynnik roboczy Master Mix 3 v2
musi by¢ umieszczony w kolumnie 03, 06, 09 i 12 na plytce.

Uwaga: na jednej plytce mozna umiescic do 30 probek. Jezeli do przetworzenia wszystkich probek na ptytce potrzebny
Jest wiecej niz jeden zestaw odczynnika, wszystkie zestawy muszq pochodzi¢ z tej samej serii.
Obliczanie rozcienczenia roztworu podstawowego DNA, pochodzacego z prébki

Obliczanie rozcienczenia roztworu podstawowego DNA w przypadku stezen od 2 ng/ul do 36 ng/ul

Uwaga: roztwory podstawowe DNA, pochodzgce z probek, nalezy rozcienczac bezposrednio przed amplifikacjg
i detekcjq.

Uwaga: kazdqg probke poddaje sie trzykrotnej amplifikacji/detekcji, co wymaga objetosci rozcienczonego roztworu
podstawowego DNA o stezeniu 2 ng/ul, wynoszqgcej ogotem 75 ul (po 25 ul na kazdq z trzech reakcji)
(ogotem 150 ng DNA).
1. Obliczy¢ dla kazdej probki potrzebng objetosé (ul) roztworu podstawowego DNA:
[o$¢ pl roztworu podstawowego DNA = (90 ul x 2 ng/ul) + stgzenie roztworu podstawowego DNA [ng/pl]
2. Obliczy¢ dla kazdej probki potrzebng objetos¢ (ul) roztworu DNA SD:
Ilo$¢ ul odczynnika DNA SD = 90 ul —ilos¢ ul roztworu podstawowego DNA
Przyktad:
Stezenie roztworu podstawowego DNA = 6,5 ng/ul
1. Liczba pl roztworu podstawowego DNA = (90 pl x 2 ng/pul) + 6,5 ng/ul =27,7 ul
2. Ilo$¢ ul odczynnika DNA SD = (90 ul — 27,7 ul) = 62,3 ul

Obliczanie rozcienczenia roztworu podstawowego DNA w przypadku stezen >36 ng/ul

Uwaga: roztwory podstawowe DNA, pochodzqce z probek, nalezy rozcienczac¢ bezposrednio przed amplifikacjg
i detekcjq.

Uwaga: kazdg probke poddaje sie trzykrotnej amplifikacji/detekcji, co wymaga objetosci rozcienczonego roztworu
podstawowego DNA o stezeniu 2 ng/ul, wynoszqgcej ogolem 75 ul (po 25 ul na kazdq z trzech reakcji)
(ogotem 150 ng DNA).

1. W przypadku stezen roztworu podstawowego DNA przekraczajgcych 36 ng/ul do obliczania ilosci odczynnika DNA
SD, wymaganej do przygotowania co najmniej 90 ul rozcienczonego roztworu podstawowego DNA, nalezy uzy¢
zamieszczonego ponizej wzoru. Ma to na celu zapewnienie, ze do badania kazdej probki zostanie uzyta objetosc co
najmniej 5 pl roztworu podstawowego DNA.

2. Obliczy¢ dla kazdej probki objetosé (ul) odczynnika DNA SD, potrzebng do rozcienczenia 5 pl roztworu
podstawowego DNA do stgzenia 2 ng/pl:

Wymagana obj. DNA SD w pul = [(5 pl roztworu podstawowego DNA x stgzenie roztworu podstawowego DNA
w ng/ul) + 2 ng/ul] -5 pl

Przyktad:
Stezenie roztworu podstawowego DNA = 100 ng/ul
1. Wymagana obj. DNA SD w pl =[(5 pl X 100 ng/pul) + 2 ng/ul] — 5 ul =245 pl

2. Uzy¢ obliczonej objetosci odczynnika DNA SD do rozcienczenia 5 pl roztworu podstawowego DNA.
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Rozcienczenie probki

1. Przygotowac stosowng liczbe probowek do mikrowirowki z blokowanym wieczkiem o pojemnosci 1,5 ml na
rozcienczenia DNA, oznakowujgc je odpowiednimi informacjami identyfikujacymi probke.

2. Uzywajac pipetora z koncdwka zabezpieczong przed powstawaniem aerozolu, przenies¢ pipeta obliczone objgtosci
odczynnika DNA SD do odpowiednio oznakowanych probéwek. Przenies¢ pipeta 45 pl odczynnika DNA SD do
probowki do mikrowirowki z blokowanym wieczkiem oznakowanej napisem NEG.

3. Miesza¢ kazdy roztwor podstawowy DNA i kontrole ujemng na mieszadle wibracyjnym od 5 do 10 sekund.

Uzywajac pipetora z koncowka zabezpieczong przed powstawaniem aerozolu (nowa koncéwka do przenoszenia
kazdej probki), delikatnie przenies¢ pipeta obliczona objetos¢ kazdego roztworu podstawowego DNA do
odpowiedniej probowki zawierajgcej odczynnik DNA SD. Przenies¢ pipeta 45 ul kontroli ujemnej (wyizolowanego
eluatu) do probowki z napisem NEG.

Zamkna¢ probowki zatyczkami i miesza¢ zawarto$¢ kazdej z nich na mieszadle wibracyjnym od 5 do 10 sekund.

Zmieni¢ rekawiczki.
Konfiguracja reakcji

Przygotowanie roboczych odczynnikéw Master Mix (MMX-1, MMX-2 i MMX-3 v2)

Uwaga: odczynniki EGFR MMX-1, EGFR MMX-2, EGFR MMX-3 v2 oraz roboczy odczynnik MMX sq wrazliwe na
Swiatto i nalezy je chroni¢ przed dlugotrwatq ekspozycjg na swiatfo.

Uwaga: ze wzgledu na lepkosé odczynnikow EGFR MMX oraz roboczego odczynnika MMX przenoszenie pipetg nalezy
wykonywa¢ powoli, aby zagwarantowa¢ podanie z koncowki catej objetosci mieszaniny.

Uwaga: odczynniki EGFR MMX-1, EGFR MMX-2 i EGFR MMX-3 v2 mogq przybierac zabarwienie jasnoniebieskie
lub zblizone do purpury. Nie wplywa to na dzialanie odczynnika.

Przygotowa¢ w oddzielnych probowkach do mikrowiréwki z blokowanym wieczkiem o pojemnosci 1,5 ml trzy wigksze
porcje odczynnikoéw potrzebnych do sporzadzenia roboczych odczynnikow MMX: jedna odczynnika EGFR MMX-1,
jedng odczynnika EGFR MMX-2 i jedng odczynnika EGFR MMX-3 v2.

1. Obliczy¢ objetos¢ odczynnika EGFR MMX-1 lub EGFR MMX-2 lub EGFR MMX-3 v2 wymagang do
sporzadzenia kazdego z odczynnikow roboczych MMX wedtug nastgpujgcego wzoru:

Wymagana objetos¢ odczynnika EGFR MMX-1 lub EGFR MMX-2 lub EGFR MMX-3 v2 = (liczba probek
+ 2 kontrole + 1) x 20 ul

2. Obliczy¢ objetos¢ odczynnika MGAC, wymagang do sporzadzenia kazdego z odczynnikow roboczych MMX,
wedtug nastepujacego wzoru:

Wymagana obj¢tos¢ odezynnika MGAC = (liczba probek + 2 kontrole + 1) x 5 pl
Postugujac si¢ Tabela 4 okresli¢ objetos¢ kazdego odczynnika, potrzebna do przygotowania roboczego odczynnika MMX,
na podstawie liczby probek wiaczonych do przebiegu testowego.

Tabelad4 Objetosci odczynnikéw, potrzebne do sporzadzenia roboczego odczynnika MMX-1, roboczego odczynnika MMX-2
i roboczego odczynnika MMX-3 v2

Liczba prébek*
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
MMX 20 pl 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260
MGAC 5ul 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65
Catkowita obj.
kazdego roboczego 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325
odczynnika MMX (pl)

* Objetosci odpowiadajgce liczbie probek obliczono na podstawie sumy: liczba prébek + 2 kontrole + 1.
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3.

Wyjac¢ odpowiednig liczbe fiolek z odczynnikami EGFR MMX-1, EGFR MMX-2, EGFR MMX-3 v2 i MGAC
z miejsca, w ktorym byty przechowywane w temperaturze od 2°C do 8°C. Przed uzyciem kazdego odczynnika
mieszac go przez 5 sekund na mieszadle wibracyjnym, po czym zgromadzi¢ plyn na dnie proboéwki. Oznakowac
jatowa probowke do mikrowiréwki, przeznaczong na roboczy odczynnik MMX-1, roboczy odczynnik MMX-2

i roboczy odczynnik MMX-3 v2.

Dodac¢ obliczong objetos¢ odczynnika EGFR MMX-1 lub EGFR MMX-2 lub EGFR MMX-3 v2 do odpowiednie;j
probowki przeznaczonej na roboczy odczynnik MMX.

Doda¢ obliczong objetos¢ odczynnika MGAC do probdwek przeznaczonych na robocze odczynniki MMX.

Miesza¢ zawarto$¢ probowek na mieszadle wibracyjnym od 3 do 5 sekund, aby zapewni¢ dostateczne wymieszanie
odczynnika.

Uwaga: probki i kontrole nalezy dodac do ptytki AD w ciggu 1 godziny od przygotowania roboczych odczynnikow MMX.

Uwaga: nalezy uzywac wylgcznie plytki AD systemu cobas® 4800 oraz odpowiedniej folii do zaklejania.

Przygotowanie plytki

L.

Przenies¢ pipetg 25 pl roboczego odczynnika MMX do kazdego dotka reakcyjnego plytki AD, potrzebnego do
przeprowadzenia przebiegu testowego. Nie mozna dopusci¢ do tego, aby koncowka pipetora dotkneta ptytki poza
obrgbem dofka.

e Dodac¢ roboczego odczynnika MMX-1 (zawierajacego odczynnik EGFR MMX-1) do dotkow ptytki AD
w kolumnach 01, 04, 07 i 10, zgodnie z potrzeba.

e Dodac¢ roboczego odczynnika MMX-2 (zawierajacego odczynnik EGFR MMX-2) do dotkow ptytki AD
w kolumnach 02, 05, 08 i 11, zgodnie z potrzeba.

e Dodac roboczego odczynnika MMX-3 v2 (zawierajacego odczynnik EGFR MMX-3 v2) do dotkow plytki
AD w kolumnach 03, 06, 09 i 12, zgodnie z potrzeba.

Przenies¢ pipetg 25 ul odczynnika EGFR MC do dotkéw A01, A02 i A03 plytki AD; doktadnie wymieszac, aspirujgc
pipeta zawartos¢ 1 podajac ja z powrotem co najmniej dwukrotnie w obregbie danego dotka.

Uzywajac nowej koncowki pipetora, przenies¢ pipeta 25 pl roztworu NEG do dotkow B01, B02 i B03 ptytki AD;
doktadnie wymieszaé, aspirujac pipetg zawartos¢ i podajac jg z powrotem co najmniej dwukrotnie w obrebie danego
dotka.

Uwaga: kazdy przebieg testowy musi zawierac odczynnik EGFR MC w dotkach A01, A02 i A03 oraz NEG

w dotkach B01, B02 i B03; w przeciwnym razie przebieg testowy zostanie odrzucony przez analizator
cobas 7 480 jako niewazny.

Uwaga: nalezy zmieniac rekawice zgodnie z potrzebami, aby chronié¢ probki przed wzajemnym zanieczyszczeniem

6.

zawartym w nich materialem oraz chronic¢ probowki do reakcji PCR przed zanieczyszczeniem na ich
zewnetrznych powierzchniach.

Uzywajac nowych koncowek pipetora do kazdej rozcienczonej probki DNA, doda¢ 25 pl pierwszej probki DNA

do dotkow: CO01, C02 i CO03 ptytki AD; uzywajac nowej koncoéwki do dodawania probki DNA do kazdego dotka;
doktadnie wymiesza¢ zawarto$¢ kazdego dotka, aspirujagc pipeta zawartos¢ i podajac jg z powrotem, przynajmnie;j
dwukrotnie w obrebie danego dotka. Powtorzy¢ te procedurg dla DNA z kazdej probki i postepowac wedtug szablonu
przedstawionego w Ryc. 2, dopdki rozcienczenia probek DNA ze wszystkich probek nie zostang umieszczone na
ptytce AD. Upewnic sig, ze caly ptyn zebrat si¢ na dnie dotkow.

Przykry¢ ptytke AD folig do zaklejania (dostarczong wraz z ptytkami). Uzy¢ aplikatora folii uszczelniajacej do
szczelnego przytwierdzenia folii do ptytki AD.

Przed rozpoczeciem reakcji PCR potwierdzi¢, ze caly ptyn zebrat si¢ na dnie kazdego z dotkow.

Uwaga: amplifikacja i detekcja powinny rozpoczqé sie w ciggu 1 godziny od dodania rozcienczonego roztworu DNA

z pierwszej probki do roboczego odczynnika MMX.
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Rozpoczecie reakcji PCR

Szczegotowe wskazowki dotyczace etapow przebiegu pracy przy wykonywaniu badan genu kodujacego EGFR
zamieszczono w podreczniku operatora systemu cobas® 4800 System lub podreczniku uzytkownika cobas® 4800 System.
Po wys$wietleniu okna wyskakujacego ,,Select test” wybrac opcj¢ ,,EGFR Tissue P17 i klikna¢ przycisk ,,OK”.

Wyniki

Interpretacja wynikéw

Uwaga: walidacje przebiegu pracy oraz probek przeprowadza oprogramowanie cobas® 4800.
Uwaga: wazny przebieg testowy moze obejmowac zarowno wazne, jak i niewazne wyniki badania probek.

W przypadku waznego przebiegu wyniki badania probek interpretuje si¢ w sposob, ktory przedstawia Tabela 5.

Tabela5 Interpretacja wyniku testu cobas EGFR

Wynik testu Wynik badania mutacji Interpretacja
Ex19Del
S768I
L858R
. T790M . . Lo
Mutation 1 Wykryto mutacje w okreslonym regionie docelowym genu
Detected L861Q kodujgcego EGFR.
G719X
Ex20Ins
(moze by¢ obecna wieksza liczba
mutacji niz jedna)
No Mutation Nie wykryto mutacji w regionach docelowych genu
Detected (NMD)* Brak danych kodujacego EGFR.
Wynik badania prébki jest niewazny. Powtérzy¢ test prébek
Niewazny Brak danych z nlewaznyml wyn|I.<.ar.n|, postepwqc zgodnie z mstruk’qa
przedstawiong ponizej w rozdziale Ponowny test probek
z niewaznymi wynikami.
Przebieg nie powiddt sie wskutek awarii sprzetu lub
Btad Brak danych oprogramowania. Skontaktowac sie z miejscowym biurem
firmy Roche w celu uzyskania pomocy techniczne;j.

* Wynik ,No Mutation Detected” nie wyklucza obecnosci mutacji w regionach docelowych genu kodujgcego EGFR,
poniewaz wyniki zalezg od procentu zmutowanych sekwencji, dostatecznej integralnosci prébki, braku inhibitoréw
i wystarczajgcej do wykrycia ilosci DNA.

Flagi wynikow sg dostepne na karcie Result (Wynik) (ekran) lub w kolumnie Flags (Flagi) (raport). Dalsze informacje
opisano w czesci Flagi wynikow.
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Ponowny test prébek z niewaznymi wynikami

1. Powtdrzy¢ rozcienczanie roztworu podstawowego DNA z probki, ktora data wynik niewazny, rozpoczynajac od
procedur: obliczanie rozcienczenia roztworu podstawowego DNA, pochodzacego z probki i Rozcienczanie probki
w rozdziale Amplifikacja i detekcja.

2. Po rozcienczeniu roztworu podstawowego DNA do stezenia 2 ng/pul w sposob opisany w rozdziale ,,Rozcienczenie
probki” kontynuowaé wykonywanie czynnos$ci opisanych w rozdziale ,,Przygotowanie roboczych odczynnikow
Master Mix (MMX-1, MMX-2 i MMX-3 v2)” oraz pozostalych czynnosci w ramach procedury amplifikacji
1 detekcji.

Uwaga: jezeli po ponownym przeprowadzeniu testu wynik badania probki nadal jest niewazny lub jesli nie byto

dostatecznej ilosci roztworu podstawowego DNA do przygotowania kolejnego rozcienczenia zgodnie z opisem
w punkcie 1 rozdziatu Ponowny test probek z niewaznymi wynikami, nalezy powtorzy¢ calg procedure testu dla
tej probki od etapu pozbawienia parafiny i izolacji DNA, uzywajgc nowego skrawka FFPET guza o grubosci

5 um.

Kontrola jakosci i waznos¢ wynikéw

Kazdy przebieg testowy liczacy do 30 probek zawiera jeden zestaw kontroli mutacji do testu cobas EGFR Test (EGFR
MC) (dotki A01, A02 i A03) oraz kontroli ujemnej (NEG) (dotki B01, B02 i B03) dla odczynnikow roboczych MMX-1,
MMX-2 i MMX-3 v2. Przebieg jest wazny, jezeli wazne sg wyniki dla EGFR MC i NEG. Jezeli wynik dla EGFR MC
lub NEG jest niewazny, caly przebieg wymaga powtérzenia. Nalezy wowczas przygotowac swieze rozcienczenie
roztworu podstawowego DNA, wyizolowanego uprzednio z probki, aby skonfigurowa¢ nowg plytke AD wraz

z kontrolami w celu przeprowadzenia amplifikacji i detekcji.

Kontrola mutacji

Wynik dla EGFR MC musi by¢ oznaczony jako ,,Valid”. Jezeli wyniki oznaczenia EGFR MC stale sg niewazne,
nalezy skontaktowac si¢ z miejscowym biurem firmy Roche w celu uzyskania pomocy techniczne;j.

Kontrola ujemna

Wynik dla NEG musi by¢ oznaczony jako ,,Valid”. Jezeli wyniki oznaczenia NEG stale sg niewazne, nalezy
skontaktowac si¢ z miejscowym biurem firmy Roche w celu uzyskania pomocy techniczne;.

Ograniczenia metody

1. Do badan nalezy uzywaé wytacznie okreslonych rodzajow probek. Test cobas EGFR zostat zatwierdzony do badania
probek FFPET guza NSCLC.

2. Test cobas EGFR Test zostat zatwierdzony do uzytku wylgcznie z zestawem cobas® DNA Sample Preparation Kit
(Roche P/N: 05985536190).

3. Detekcja mutacji zalezy od liczby kopii obecnych w probce, na ktorg wpltywaé moze integralno$¢ probki, ilosé
wyizolowanego DNA i obecno$¢ substancji zaktocajacych detekeje.

4. Wiarygodno$¢ wynikoéw zalezy od dostatecznego utrwalenia probki, jej transportu, przechowywania i przetwarzania.
Nalezy postepowa¢ zgodnie z procedurami opisanymi w instrukeji uzytkowania zestawu cobas® DNA Sample
Preparation Kit (M/N 05985536190), niniejszej instrukcji uzytkowania oraz w podrgczniku operatora systemu
cobas® 4800 System lub podreczniku uzytkownika cobas® 4800 System.

5. Wplyw innych mozliwych zmiennych, takich jak te zwigzane z utrwaleniem probki, nie zostat zbadany.
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6. Dodanie do odczynnika Master Mix testu cobas EGFR Test enzymu AmpErase umozliwia selektywng amplifikacje
docelowego DNA; jednak dla unikni¢cia zanieczyszczenia odczynnikow konieczne jest stosowanie dobrej praktyki
laboratoryjnej i doktadne przestrzeganie procedur wyszczegolnionych w niniejszej instrukcji uzytkowania.

7. Tego produktu moga uzywac wylacznie osoby przeszkolone w zakresie technik PCR i uzywania systemow
cobas® 4800 System.

8. Do uzycia z tym produktem zostat zatwierdzony wytacznie analizator cobas z 480. Z tym produktem nie wolno
uzywacé zadnego innego termocyklera z systemem optycznym do detekcji w czasie rzeczywistym.

9. Z uwagi na r6znice pomig¢dzy technologiami zaleca si¢, aby przed zmiang stosowanych metod uzytkownik
przeprowadzit w laboratorium badanie korelacji stosowanych metod w celu okreslenia technologicznych réznic
wystepujacych pomigdzy nimi.

10. Obecnos$¢ inhibitorow PCR moze prowadzi¢ do uzyskiwania wynikoéw fatszywie ujemnych lub niewaznych.

11. Mutacje w obrebie regionow genomowego DNA tworzacego gen kodujacy EGFR, z ktorymi wigzg si¢ primery i/lub
sondy uzywane w tescie cobas EGFR Test, chociaz rzadkie, moga spowodowac niewykrycie obecno$ci mutacji
w eksonach 18, 19, 20, 21 (wyniki ,,No Mutation Detected”).

12. Test cobas EGFR Test wykazuje reaktywnos¢ krzyzowa (wyniki ,,Mutation Detected”) z mutacja L747S
w eksonie 19, rzadka mutacjg nabyta, ktora moze odpowiada¢ za oporno$¢ na leczenie TKI. '

13. Test cobas EGFR zostat zatwierdzony do zastosowania w kazdym dotku reakcyjnym DNA w ilosci 50 ng. Nie zaleca
sie stosowania poczatkowych ilosci DNA na poziomie nizszym niz 50 ng w kazdym dotku reakcyjnym.

14. Test cobas EGFR jest testem jakoSciowym. Test nie jest przeznaczony do ilosciowych pomiarow odsetka mutacji.

15. Probki NSCLC FFPET zawierajgce zdegradowany DNA moga wptywac na zdolnos¢ testu do wykrycia mutacji
w genie EGFR.

16. Probki z wynikami oznaczonymi jako ,,No Mutation Detected” mogg zawiera¢ mutacje w genie EGFR niewykrywane
przez to oznaczenie.

17. Test cobas EGFR Test wykrywa mutacje w genie EGFR u pacjentéw z NSCLC, u ktorych w komorkach
nowotworowych wystepuja substytucje w eksonie 18 (G719X), delecje w eksonie 19, insercje 1 substytucje
w eksonie 20 (T790M, S7681) oraz substytucje w eksonie 21 (L858R, L861Q), ale nie jakiekolwiek inne mutacje
w genie EGFR.

Niekliniczna ocena wiarygodnosci

Uwaga: ponizsze opisy badan zawierajq dane zbiorcze przeprowadzone z wersjami vl oraz v2 testu cobas EGFR.

W przypadku nizej opisanych badan nieklinicznych, odsetek guza byt oceniany przy zastosowaniu badania
patologicznego. Do wybrania probek do badan zastosowano dwukierunkowe sekwencjonowanie metodg Sangera oraz
sekwencjonowanie nowej generacji (NGS). Odsetek mutacji w probce NSCLC FFPET okreslano metodg NGS.

Czutos¢ analityczna — granica slepej préby

W celu oceny wiarygodnoscéi testu cobas EGFR przy braku matrycy i zapewnienia, ze Slepa proba nie generuje sygnatu
analitycznego, ktéry moze wskazywaé na niskie st¢zenie mutacji, oceniano probki bez matrycy i probki NSCLC FFPET
EGFR typu dzikiego. Wykorzystujac analize zalecong w wytycznych CLSI EP17-A2%, granice proby $lepej okreslono
jako zero dla wszystkich mutacji.
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Granica wykrywalnosci przy uzyciu mieszanek prébek FFPET

Trzy izolaty DNA probki FFPET dla mutacji delecji eksonu 19, cztery izolaty DNA probki FFPET dla mutacji L858R,
dwa izolaty DNA probki FFPET podwdjnego mutanta dla mutacji L858R 1 T790M, dwa izolaty DNA probki FFPET dla
mutacji G719A, jeden izolat DNA probki FFPET podwdjnego mutanta dla mutacji T790M i G719A, jeden izolat DNA
probki FFPET podwojnego mutanta dla mutacji G719C i S768]1, jeden izolat DNA probki FFPET podwojnego mutanta
dla mutacji S76811 G719S, trzy izolaty DNA probki FFPET dla mutacji insercji eksonu 20 i trzy izolaty DNA probki
FFPET dla mutacji L861Q wymieszano z izolatami prébki FFPET EGFR typu dzikiego w celu uzyskania mieszanin

z probkami celujgcymi w poziom mutacji 10, 5,0, 2,5 oraz 1,25%, co okreslono metodg sekwencjonowania nowe;j
generacji (NGS), ktora jest zatwierdzona do stosowania w wykrywaniu mutacji EGFR w eksonach 18, 19,201 21. Dla
kazdej mieszaniny probek przygotowano seryjne rozcienczenia i przetworzono osiem powtorzen kazdego elementu
panelu z wykorzystaniem kazdej z trzech serii zestawow cobas EGFR Test (n = 24/element panelu). Granicg
wykrywalnosci kazdej probki okreslono na podstawie najmniejszej ilosci DNA, ktéra data odsetek wynikdéw ,,Mutation
Detected”, dla mutacji docelowej genu kodujacego EGFR, wynoszacy co najmniej 95%; wyniki przedstawia Tabela 6.
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Tabela6 Granica wykrywalnosci testu cobas EGFR Test przy uzyciu mieszanek probek FFPET
Odsetek mutacji w elemencie panelu
Ekson Sekwencja kwasu konieczn_y 1'10 uzyska_nia odsetka ) _
genu Gera nukleinowego genu 2 95% wynikéw ,,Mutatlo_n Dt_etected Identyflka1t:>r
kodujacego | mutacji EGFR kodujacego EGFR przy pt?c.zatkowym poziomie DNA cosMic
EGFR w ilosci 50 ng w kazdym dotku
reakcyjnym (n = 24 powtorzenia)
2156 G>C 2,5 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 Delecja 2239 2248>C 2.2 12382
w eksonie 19
2237_2255>T* 41 12384
2237_2253>TTGCT* 6,3 12416
2238_2252del15 2,4 23571
2238_2252del15* 5,5 23571
2239_2257>GT* 6,0 Nie stwierdzono
2369 C>T 2,0 6240
T790M 2369 C>T 2,4 6240
2369 C>T 3,0 6240
2303 G>T 1,3 6241
20 Sesl 2303 G>T 2,4 6241
) 2307_2308insGCCAGCGTG 1,7 12376
w éﬁii[ﬁgzo 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 53 6224
2582T>A 21 6213
L861Q 2582T>A 2,2 6213
2582T>A 3,4 6213

* Dla tych niedominujgcych delecji w eksonie 19 wystepujgcych w kohorcie badania EURTAC przebadano jedynie pojedynczy
poziom sekwencji docelowych zawierajgcych okoto 5% mutacji. Mieszaniny probek DNA zostaty przebadane w 3 osrodkach
biorgcych udziat w badaniu.

** Granica wykrywalnosci testu cobas EGFR dla tej mutacji jest wieksza niz 10% poziom mutacji z zastosowaniem standardowej
poczatkowej ilosci 50 ng w kazdym dotku reakcyjnym.

Wyniki tego badania wskazuja, ze test cobas EGFR umozliwia wykrywanie mutacji w eksonach 18, 19, 201 21 genu
kodujacego EGFR przy poziomie mutacji o warto$ci co najmniej 5% z zastosowaniem standardowej poczatkowej ilosci
50 ng w kazdym dotku reakcyjnym.
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Minimalna zawartos¢ tkanki guza

Przebadano tacznie 66 niezaleznych probek z mutacjami genu EGFR (4. 35 probek mutantow delecji w eksonie 191 31
probek mutantow L858R w eksonie 21) o zawartosci tkanki guza mieszczacej si¢ w przedziale 25-99% w celu okre$lenia
minimalnej zawartos$ci tkanki guza wymaganej do wykrycia mutacji w genie EGFR w probkach NSCLC. W Zadnej

z przebadanych prébek nie stwierdzono jednoczesnego wystepowania delecji w eksonie 19 1 mutacji L858R w eksonie 21.
Kazdg probke przebadano bez wykonania przecigcia makroskopowego (w stanie niezmienionym) oraz po przeci¢ciu
makroskopowym. Obserwowane warto$ci CtR dla probek niezmienionych i poddanych przecigciu makroskopowemu
przeanalizowano z uzyciem regresji Deminga oraz wykresu Blanda-Altmana (r6znice w funkcji wartosci $redniej).
Wyniki potwierdzajg zasadno$¢ stosowania probek z zawarto$cig tkanki guza przekraczajaca 25% bez przeciecia
makroskopowego.

Dodatkowe 10 probek NSCLC EGFR typu dzikiego (zawarto$¢ tkanki guza 1-90%) i 10 probek mutantéw EGFR
(zawarto$¢ tkanki guza 8-95%) testowano w celu okreslenia, czy makroskopowe przecigcie probki tkanki o niskiej
zawarto$ci guza NSCLC poprawia wykrywalno$¢ testu cobas EGFR. Kazda probke przebadano bez wykonania przeciecia
makroskopowego (w stanie niezmienionym) oraz po przeci¢ciu makroskopowym. Wszystkie wyniki po makroskopowym
rozcigciu byly zgodne z wynikami bez makroskopowego rozcigcia i oczekiwane wyniki mutacji oraz sekwencji
wystepujacych naturalnie obserwowano dla wszystkich 20 probek.

W badaniu fazy Il EURTAC dotyczacym stosowania erlotynibu w poréwnaniu z chemioterapig oparta na cisplatynie
probki NSCLC FFPET z zawarto$cig tkanki guza ponizej 10% zostaly przeciete makroskopowo przed analizg mutacji

w genie EGFR. Podgrupa probek przebadanych przesiewowo w badaniu EURTAC zostata oceniona pod katem statusu
mutacji w genie EGFR z uzyciem testu cobas EGFR oraz sekwencjonowania nowej generacji (NGS). Tabela 7 i Tabela 8
uwzgledniaja probki NSCLC z waznymi sparowanymi wynikami mutacji w eksonie 19 lub L858R genu EGFR
potaczonymi dla testu cobas EGFR Test oraz sekwencjonowania NGS. Podczas korzystania z sekwencjonowania NGS
jako metody referencyjnej wyniki wykazaty, ze w przypadku probek NSCLC FFPET po przecieciu makroskopowym

z zawartoscig tkanek guza ponizej 10% uzyskano porownywalna doktadnos¢ analityczng jak w przypadku probek NSCLC
FFPET nieprzecigtych makroskopowo.

Razem te badania potwierdzajg, ze przed przeprowadzeniem testu cobas EGFR wymagane jest przeci¢cie makroskopowe
w przypadku probek NSCLC FFPET o zawartosci tkanki guza ponizej 10%.

Tabela7 Skutecznos¢ testu cobas EGFR w przypadku prébek NSCLC FFPET z zawartoscia tkanki guza < 10%
(przecietych makroskopowo)

Miara zgodnosci Procent zgodnosci (N) 95% ClI
Zgodnos¢ procentowa wynikéw dodatnich (PPA) 97,2% (35/36) 85,8%, 99,5%
Zgodnosc¢ procentowa wynikéw ujemnych (NPA) 94,5% (52/55) 85,1%, 98,1%
Procentowa zgodnos$¢ ogdtem (OPA) 95,6% (87/91) 89,2%, 98,3%

Tabela8 Skutecznos¢ testu cobas EGFR w przypadku prébek NSCLC FFPET z zawartoscig tkanki guza > 10%
(nieprzecietych makroskopowo)

Miara zgodnosci Procent zgodnosci (N) 95% ClI
Zgodnos¢ procentowa wynikéw dodatnich (PPA) 93,0% (107/115) 86,9%, 96,4%
Zgodnos¢ procentowa wynikéw ujemnych (NPA) 98,5% (199/202) 95,7%, 99,5%
Procentowa zgodnos$¢ ogdtem (OPA) 96,5% (306/317) 93,9%, 98,1%
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Reaktywnos¢ krzyzowa z innym mutacjami w eksonach 18, 19, 20 i 21

Prébki badania klinicznego EURTAC

Test cobas EGFR Test dat wyniki ,,Mutation Detected” dla nast¢pujacych mutacji w genie EGFR obserwowanych
w przypadku probek badania klinicznego EURTAC (Tabela 9). Skuteczno$¢ analityczna testu cobas EGFR Test
w wykrywaniu tych mutacji nie zostata oceniona.

Tabela9 Mutacje obserwowane w kohorcie EURTAC okreslone jako reagujace krzyzowo w tescie cobas EGFR Test

Ekson Sekwencja mutacji Zmiana aminokwasu Identyfikator COSMIC'4
2236_2252>AT E746_T751>1 26680
2239 2253>CAA L747_T751>Q 51527
2234 2251>AAT K745_T751>K Nie stwierdzono
19 2236_2244del9 E746_R748>E Nie stwierdzono
2236_2263>GAAGCAT E746_AT755>E Nie stwierdzono
2237_2251>AAC E746_751T>E Nie stwierdzono

Prébki badania klinicznego AURA2

Test cobas EGFR Test dat wynik ,,Mutation Detected” dla nastepujacej mutacji w genie EGFR obserwowanej
w przypadku probek badania klinicznego AURA?2 (Tabela 10). Skuteczno$¢ analityczna testu cobas EGFR Test
w wykrywaniu tej mutacji nie zostata oceniona.

Tabela 10 Mutacje obserwowane w badaniu AURA2 okreslone jako reagujace krzyzowo w tescie cobas EGFR Test

Ekson Sekwencja mutacji Zmiana aminokwasu Identyfikator COSMIC'4
21 2572_2573CT>AG L858R 13553

Swoistos¢é — mikroorganizmy i homologi EGFR

Swoistos¢ testu cobas EGFR byta oceniana przez badanie mikroorganizmow zwigzanych z plucami oraz plazmidow
homologéw EGFR tj. plazmidow zawierajacych sekwencje dla kazdego obszaru genetycznego HER2, HER3 i HER4
analogiczne do sekwencji eksonow 18, 19, 20 i 21 EGFR amplifikowanych za pomoca testu cobas EGFR.

Mikroorganizmy zwigzane z ptucami

Stwierdzono, ze jednostki tworzace kolonie Streptococcus pneumoniae i Haemophilus influenzae w ilosci 4 x 10° CFU
nie wykazujg reaktywnos$ci krzyzowej ani nie zakldcajg dziatania testu cobas EGFR po dodaniu podczas etapu lizy tkanki
do probek zawierajacych naturalnie wystepujace oraz zmutowane sekwencje genu kodujacego EGFR.

Plazmidy homologéw EGFR

Wykazano, ze powigzane strukturalnie sekwencje analogow biatka receptora naskorkowego o aktywnosci kinazy
tyrozynowej (EGFR/HER1, HER2, HER3 i HER4) nie reaguja krzyzowo w tescie cobas EGFR w przypadku dodania
przed procedurg amplifikacji/detekcji do roztworu podstawowego wyizolowanego DNA sekwencji potencjalnie
reagujacej krzyzowo w liczbie kopii genomowych réwnowaznej 50 ng na reakcje PCR. Uwzgledniono warunki kontrolne
bez dodatku DNA plazmidowego. Wyniki wykazaly, ze obserwowane mutacje dla wszystkich 15 przebadanych probek
FFPET byly zgodne z oczekiwanymi mutacjami okreslonymi w drodze sekwencjonowania zarowno w obecnosci, jak

i przy braku dodanego DNA plazmidowego genu HER. Dodatkowo pod katem reaktywnosci krzyzowej przebadano
mutacje L747S w eksonie 19 genu EGFR. Wyniki wykazaty, ze test cobas EGFR reaguje krzyzowo z mutacjg L747S

w eksonie 19 genu EGFR.

07340761001-08PL

Doc. Rev. 7.0 29



CZESC A: Do stosowania z prébkami tkanki cobas® EGFR Mutation Test v2

Substancje wptywajace na wynik testu

Wykazano, ze triglicerydy (37 mM, granica podwyzszonego stezenia zalecana przez CLSI?!) i hemoglobina (2 mg/ml,
granica podwyzszonego stezenia zalecana przez CLSI*') nie zaktdcajg dziatania testu cobas EGFR Test w przypadku
dodania potencjalnej substancji zaktocajacej podczas procedury przygotowania probki na etapie lizy.

Wykazano, ze leki albuterol (Ventolin), ipratropium (Atrovent), flutykazon (Flonase), ceftazydym (Fortaz), Imipenem-
cylastyna (Primaxin), Piperacillin-tazobaktam, Cilastin (cylastatyna sodu), Betadine oraz lidokaina nie zaktdcajg dziatania
testu cobas EGFR w przypadku dodania podczas procedury przygotowania probki na etapie lizy.

Tkanka martwicza

Wykazano, ze probki FFPET NSCLC z zawartoscig tkanki martwiczej do 60% w przypadku probek mutanta EGFR oraz
do 85% w przypadku probek typu dzikiego nie zaktocajg rozpoznan wynikow przy uzyciu testu cobas EGFR.

Powtarzalnos¢é¢

Powtarzalno$¢ testu cobas EGFR oceniano przy uzyciu szesciu probek FFPET obejmujacych: dwie probki EGFR typu
dzikiego; cztery probki mutantoéw EGFR, po jednej delecji w eksonie 19, S76811 G719X, T790M i L858R oraz insercji
w eksonie 20. Probki te badato dwukrotnie dwoch operatorow, uzywajac dwoch roznych serii odczynnikow i dwoch
analizatorow cobas z 480 w ciggu czterech dni. Lacznie oceniano 32 powtorzenia na probke. Odsetek prawidtowych
rozpoznan testu cobas EGFR wyniost 96,9% (186/192).

Powtarzalno$¢ testu cobas EGFR oceniano takze w drugim badaniu wykorzystujacym cztery probki FFPET obejmujace:
jedna probke EGFR typu dzikiego; trzy probki mutantow FFPET EGFR po jednej sposrod nastepujacych mutacji: L861Q,
G719X i insercja w eksonie 20. Probki badalo dwukrotnie dwoch operatoréw, uzywajgc dwoch réznych serii odczyn-
nikow i dwoch analizatoréw cobas z 480 w ciggu wielu dni. Test cobas EGFR miat doktadnos$¢ prawidtowych rozpoznan
99,2% (127/128) dla wszystkich potaczonych powtdrzen probek, operatorow, serii odczynnikoéw i instrumentow.

Odtwarzalnos¢ przygotowywania probek

Odtwarzalno$¢ dzialania zestawu do przygotowywania probek cobas® DNA Sample Preparation Kit przebadano

z uzyciem skrawkow uzyskanych z trzech blokéw z probkami FFPET — jednego zawierajacego delecje w eksonie 19,
jednego z mutacjg L858R oraz jednego z sekwencjg wystepujaca naturalnie. Kazda probke badano w dwaéch
powtorzeniach w kazdym os$rodku kazdego dnia. Skrawki danej probki zostaty poddane randomizacji i przebadane

w ciggu szesciu dni w trzech osrodkach przez jednego operatora w kazdym osrodku, z uzyciem jednego analizatora

cobas z 480 w kazdym osrodku, trzech serii zestawu cobas® DNA Sample Preparation Kit oraz jednej serii testu

cobas EGFR. Kazdego dnia kazdy operator prowadzit izolacj¢ i analiz¢ DNA pochodzacego z dwoch skrawkéw NSCLC
FFPET w przypadku kazdej probki z uzyciem testu cobas EGFR. W ciagu szesciu dni prowadzenia testow dla wszystkich
probek uzyskano wazne i prawidlowe wyniki. Dla potaczonych wszystkich probek i operatorow odsetek prawidtowych
rozpoznan testu cobas EGFR wynidst 100% (108/108).
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Ocena klinicznej skutecznosci testu

Badanie powtarzalnosci klinicznej 1

Przeprowadzono badanie zewng¢trzne w celu oceny powtarzalnosci testu cobas EGFR z udziatem 3 zewnetrznych
osrodkéw badawczych (2 operatorow na osrodek) i uzyciem 3 serii odczynnikdéw przez 5 niekolejnych dni badania

z 13-elementowym panelem probek DNA uzyskanych ze skrawkéw FFPET probek NSCLC z naturalnie wystepujaca
sekwencja (ang. wild-type, WT) oraz obarczonych mutacja (ang. mutant type, MT). Ten panel obejmowat mutacje L858R
w eksonie 21 oraz pig¢ r6znych mutacji w eksonie 19 w postaci delecji. Na 92 przebiegi 90 (97,8%) byto prawidtowych.
Ogotem dla kazdego z 13 cztonow panelu w 90 waznych cyklach pracy wykonano 2340 testow; wszystkie wyniki testu
byly wazne. Nie stwierdzono wynikow ,,Mutation Detected” w 180 waznych testach dla elementow panelu WT, co
skutkowato 100% zgodno$cia. W przypadku 10 sposrod 12 elementdw panelu MT uzyskano zgodnos¢ rzedu 100%. Dla
elementu panelu EX19 2240 2257del18 — 5% mutacji, zgodnos$¢ wyniosta 62,8% (67 ze 180 wynikow testu stanowity
wyniki ,,No Mutation Detected”). Dla elementu panelu EX19 2240 2257del18 — 10% mutacji, zgodnos¢ wyniosta
99,4% (1 ze 180 wynikow testu byt wynikiem ,,No Mutation Detected”’). Wyniki wedlug ogdlnej zgodnosci przedstawia
Tabela 11. Wspdtczynnik zmiennosci (CV) wyniost < 6% w przypadku wszystkich elementow panelu mutacji.

W przypadku kazdego elementu panelu warto$¢ CV wyniosta < 3,5%. Dla kontroli zewng¢trznej ogdlna wartos¢ CV
wyniosta < 1,3%. Warto$¢ procentowa CV wyniosta < 0,5% mig¢dzy seriami i < 1,2% w ramach serii.

Tabela 11 Ogoélne oszacowania zgodnosci wedtug elementéw panelu w badaniu 1 odtwarzalnosci testu cobas EGFR Test

Czion panelu Liczba w?inych Zgodnos¢ Odsetek zgodnosci
testow (N) (95% CI)?

Naturalnie wystepujgca 180 180 100 (98,0, 100,0)
EX19_2235_2249del15 — 5% mutaciji 180 180 100 (98,0, 100,0)
EX19_2235 2249del15 — < 10% mutac;ji 180 180 100 (98,0, 100,0)
EX19_2236_2250del15 — 5% mutaciji 180 180 100 (98,0, 100,0)
EX19_2236_2250del15 — < 10% mutaciji 180 180 100 (98,0, 100,0)
EX19_2239 2248>C — 5% mutacji 180 180 100 (98,0, 100,0)
EX19_2239 2248>C — < 10% mutacji 180 180 100 (98,0, 100,0)
EX19_2240_2254del15 — 5% mutagiji 180 180 100 (98,0, 100,0)
EX19_2240_2254del15 — < 10% mutacji 180 180 100 (98,0, 100,0)
EX19_2240_2257del18 — 5% mutaciji 180 113 62,8 (55,3; 69,9)*
EX19_2240_2257del18 — < 10% mutac;ji 180 179 99,4 (96,9; 100,0)*
EX21_2573T>G=L858R — 5% mutagji 180 180 100 (98,0, 100,0)
EX21_2573T>G=L858R — < 10% mutac;ji 180 180 100 (98,0, 100,0)

Uwaga: wyniki uznawano za zgodne, gdy dla elementu panelu mutacji (MT) uzyskano wazny wynik ,Mutation Detected”
lub gdy dla elementu panelu sekwencji wystepujgcych naturalnie uzyskano wazny wynik ,No Mutation Detected”.

a8 95% Cl = 95% przedziat ufnosci na podstawie doktadnej metody dwumianowe;.

* Czutos¢ analityczna testu cobas EGFR w przypadku detekcji tej mutacji jest wieksza niz 10% z zastosowaniem
standardowej poczatkowe;j ilosci 50 ng w kazdym dotku reakcyjnym.
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Badanie powtarzalnosci klinicznej 2

Przeprowadzono badanie zewnetrzne w celu oceny powtarzalno$ci testu cobas EGFR Test migdzy 3 osrodkami
badawczymi (2 zewnetrzne i 1| wewngtrzny, 2 operatoréw na osrodek), 3 seriami odczynnikow przez 5 niekolejnych dni
badania z 11-elementowym panelem probek DNA uzyskanych ze skrawkow FFPET probek NSCLC z naturalnie
wystepujaca sekwencja (WT) oraz obarczonych mutacja. Panel ten obejmowal mutacje G719X w eksonie 18, mutacje
T790M w eksonie 20, mutacje S7681 w eksonie 20, insercj¢ w eksonie 20 1 mutacje L861Q w eksonie 21. Na 91 przebiegi
90 (98,9%) bylto prawidtowych. Ogdtem dla kazdego z 11 elementéw panelu badanych w dwoch powtorzeniach

w 90 waznych cyklach pracy wykonano 1980 testow; wszystkie wyniki testu byly wazne. Nie stwierdzono wynikow
,»Mutation Detected” w 180 waznych testach dla elementow panelu WT, co skutkowato 100% zgodnoscia. Zgodnosci
wynosily 100% dla wszystkich elementéw panelu mutacji z wyjatkiem elementu panelu LoD w postaci insercji

w eksonie 20. Wyniki wedtug og6lnej zgodnosci przedstawia Tabela 12 ponizej. Wspolczynnik zmiennosci (CV) wyniost
<9,2% w przypadku wszystkich elementdw panelu mutacji. Dla kontroli zewnetrznej ogdlna wartos¢ CV wyniosta
<1,3%. Warto$¢ CV wyniosta < 0,6% miedzy seriami i < 1,1% w ramach serii.

Tabela 12 0Ogoélne oszacowania zgodnosci wedtug elementéw panelu w badaniu 2 odtwarzalnosci testu cobas EGFR Test

Czton panelu Liczl:;:svtvgvivnych Zgo(c:‘lr;os'é %(;gsgggﬁfci
Naturalnie wystepujgca 180 180 100 (98,0, 100,0)
G719X w eksonie 18 — LoD 180 180 100 (98,0, 100,0)
GT790M w eksonie 20 — LoD 180 180 100 (98,0, 100,0)
768l w eksonie 20 — LoD 180 180 100 (98,0, 100,0)
Insercja w eksonie 20 — LoD 180 166 92,2 (87,3, 95,7)
L861Q w eksonie 21 — LoD 180 180 100 (98,0, 100,0)
G719X w eksonie 18 — 2 x LoD 180 180 100 (98,0, 100,0)
T790M w eksonie 20 — 2 x LoD 180 180 100 (98,0, 100,0)
S7681 w eksonie 20 — 2 x LoD 180 180 100 (98,0, 100,0)
Insercja w eksonie 20 — 2 x LoD 180 180 100 (98,0, 100,0)
L861Q w eksonie 21 — 2 x LoD 180 180 100 (98,0, 100,0)

Uwaga: wyniki uznawano za zgodne, gdy dla elementu panelu mutacji uzyskano wazny wynik ,Mutation Detected” dla
mutacji docelowej lub gdy dla elementu panelu sekwencji wystepujacych naturalnie uzyskano wazny wynik NMD.

*95% CIl = 95% przedziat ufnosci na podstawie doktadnej metody dwumianowe;j.

Cl = przedziat ufnosci (ang. Confidence Interval); LoD = granica wykrywalnosci (ang. Limit of Detection);
NMD = brak wykrycia mutacji (ang. No Mutation Detected).
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Korelacja z metoda referencyjng wykorzystujaca probki fazy Ill z badania
EURTAC

Skutecznos¢ kliniczng testu cobas EGFR Test oceniono poprzez porownanie z dwiema metodami referencyjnymi —
dwukierunkowym sekwencjonowaniem 2 x metoda Sangera oraz ilosciowym sekwencjonowaniem nowej generacji
(ang. Next Generation Sequencing, NGS) — korzystajac z 487 utrwalonych w formalinie i zatopionych w parafinie
probek tkanki guza ptuc pochodzacych od pacjentow z zaawansowanym NSCLC, ktorych poddano badaniu
przesiewowemu w ramach badania fazy III EURTAC dotyczacego stosowania TARCEVA® (erlotynib) w poréwnaniu
z chemioterapig opartg na cisplatynie.® 2> Charakterystyka kliniczna i demograficzna pacjentéw, ktorych probki byty
dostepne do tego badania retrospektywnego, byla porownywalna z charakterystyka pacjentow spetniajgcych pod innym
wzgledem kryteria kwalifikacji do badania (557), w przypadku ktorych probki nie byty dostepne do przeprowadzenia
ponownego badania.

W ramach badania EURTAC badaniu przesiewowemu z uzyciem skojarzenia testow opracowanych laboratoryjnie,
okreslanych wspolnie mianem oznaczenia badania klinicznego (ang. Clinical Trial Assay, CTA) poddano tacznie

1276 pacjentéw. Po wykluczeniu pacjentow niespetniajacych kryteriow badania oraz bez wynikéw oznaczenia CTA do
tego badania potencjalnie kwalifikowato si¢ 1044 pacjentow. W grupie 1044 pacjentow kwalifikujacych si¢ do badania
probki 225 z nich uzyskaty dodatni wynik dla mutacji w oznaczeniu CTA, probki 792 pacjentow daty wynik naturalnie
wystepujacej sekwencji (WT) w badaniu CTA, a 27 probek miato niejednoznaczny wynik w badaniu CTA. W przypadku
487 sposrod 1044 pacjentdw potencjalnie kwalifikujgcych si¢ do badania dostepne byty probki do przeprowadzenia
ponownego badania z uzyciem testu cobas EGFR.

Wszystkie 487 probek przebadano metoda slepej proby z uzyciem testu cobas EGFR oraz sekwencjonowania metoda
Sangera. Sposrod nich w przypadku 406 probek uzyskano wazne wyniki w tescie cobas EGFR i sekwencjonowaniu
metodg Sangera, 38 probek dato wynik niewazny w tescie cobas EGFR i sekwencjonowaniu metoda Sangera,

a w przypadku 38 i 5 probek uzyskano niewazne wyniki odpowiednio tylko w sekwencjonowaniu metoda Sangera oraz
tylko w tescie cobas EGFR. Sposrod 487 probek dostepnych do ponownego badania z uzyciem testu cobas EGFR,

444 probki daly wazny wynik w teScie cobas EGFR 1 zostaty rowniez przebadane z uzyciem sekwencjonowania NGS.
Sposrod nich uzyskano 36 niewaznych wynikow w drodze sekwencjonowania NGS; z tego powodu 408 probek uzyskato
wazne wyniki w tescie cobas EGFR i sekwencjonowaniu NGS. Doktadnos¢ analityczna testu cobas EGFR Test

w poréwnaniu z kazdg metodg referencyjna zostata oceniona poprzez oszacowanie odsetka zgodnosci wynikéw dodatnich
(ang. Positive Percentage Agreement, PPA), odsetka zgodnosci wynikoéw ujemnych (ang. Negative Percentage
Agreement, NPA) oraz procentowej zgodnosci ogdtem (ang. Overall Percentage Agreement, OPA), a takze odpowiednich
95% przedziatdow ufnosci dla mutacji w postaci delecji w eksonie 19 1 L858R tacznie oraz oddzielnie.

W kohorcie badania EURTAC test cobas EGFR Test umozliwil wykrycie mutacji w eksonie 19 i eksonie 21 genu EGFR
zgodnie z lista, ktorg zawiera Tabela 13. Sposréd mutacji wykrytych w kohorcie badania EURTAC wykazano czulosé¢
analityczng w odniesieniu do mutacji, ktoére zawiera Tabela 6.
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Tabela 13 Mutacje wykryte przez test cobas EGFR Test w kohorcie EURTAC

Ekson Sekwencja mutacji Zmiana aminokwasu Identyfikator COSMIC'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>| 26680

2239_2253>CAA

L747_T751>Q

51527

2234_2251>AAT

K745_T751>K

Nie stwierdzono

2236_2244del9

E746_R748>E

Nie stwierdzono

2236_2263>GAAGCAT

E746_A755>E

Nie stwierdzono

2237_2251>AAC

E746_751T>E

Nie stwierdzono

2239_2257>GT

L747_P753>V

Nie stwierdzono

L858R

6224

21 2573 T>G

W analizie zgodnosci uwzgledniono tacznie 406 probek z waznymi wynikami testu cobas EGFR i1 sekwencjonowania
metodg Sangera. Wartos¢ PPA pomigdzy testem cobas EGFR Test i sekwencjonowaniem metoda Sangera wyniosta
96,6% (95% CI: od 91,5% do 98,7%), a wartos¢ NPA — 88,3% (95% CI: od 84,1% do 91,5%) w przypadku tacznej
analizy delecji w eksonie 19. i mutacji L858R, co przedstawiono w Tabela 14. Warto$¢ OPA wyniosta 90,6% z dolna
granicg 95% przedziatu ufnos$ci przekraczajacg 87%. Wartosci PPA, NPA oraz OPA w przypadku detekcji mutacji

w postaci delecji w eksonie 19 przekroczyty 92%. Warto$ci PPA, NPA oraz OPA w przypadku detekcji mutacji L858R
przekroczyty 95%.

Tabela 14 Poréwnanie testu cobas EGFR z sekwencjonowaniem metoda Sangera w celu wykrywania mutacji delecji
w eksonie 19 oraz L858R EGFR

Mutacja Miara zgodnosci Procent zgodnosci (N) 95% CI
Zgodnosc¢ procentowa wynikéw dodatnich (PPA) 97,3% (71/73) 90,5%, 99,2%
Delecja Zgodnos¢ procentowa wynikéw ujemnych (NPA) 92,5% (308/333) 89,2%, 94,9%

w eksonie 19

93,3% (379/406)
95,3% (41/43)

90,5%, 95,4%
84,5%, 98,7%

Procentowa zgodnos¢ ogétem (OPA)

Zgodnos¢ procentowa wynikéw dodatnich (PPA)

L858R Zgodnos¢ procentowa wynikéw ujemnych (NPA) 97,5% (354/363) 95,4%, 98,7%
Procentowa zgodnos$¢ ogdtem (OPA) 97,3% (395/406) 95,2%, 98,5%

Zgodnos¢ procentowa wynikéw dodatnich (PPA) 96,6% (112/116) 91,5%, 98,7%

tacznie Zgodnos¢ procentowa wynikéw ujemnych (NPA) 88,3% (256/290) 84,1%, 91,5%

90,6% (368/406) 87,4%, 93,1%

Procentowa zgodnos$¢ ogdtem (OPA)
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W analizie zgodnos$ci uwzgledniono tgcznie 408 probek z waznymi wynikami testu cobas EGFR Test i sekwencjo-

nowania metodg NGS. Po poréwnaniu pomiedzy tgcznymi wynikami testu cobas EGFR Test i NGS w przypadku detekcji

delecji w eksonie 19. i mutacji punktowej L858R wartosci PPA oraz NPA wyniosty odpowiednio 94,0% (95% CI: od

89,1% do 96,8%) 1 97,7% (95% CI: od 95,0% do 98,9%), co przedstawiono w Tabela 15. Warto$¢ OPA wyniosta 96,3%
z dolng granica 95% przedzialu ufnosci wynoszaca 94,0%. Wartosci PPA, NPA i OPA w przypadku wykrywania delecji
w eksonie 19 przekroczyty 95%, a wszystkie dolne granice 95% przedzialu ufnosci bylty wyzsze od 90%. Wartosci PPA,
NPA i OPA w przypadku detekcji mutacji L858R rowniez przekroczyly 95%, a wszystkie dolne granice 95% przedziatu
ufno$ci wyniosty = 95% z wyjatkiem PPA (90%), co wynikalo z matej liczby wykrytych mutacji L§58R.

Tabela 15 Poréwnanie testu cobas EGFR z sekwencjonowaniem metoda NGS w celu wykrywania delecji w eksonie 19 oraz

mutacji L858R genu EGFR

Mutacja

Miara zgodnosci

Procent zgodnosci (N)

95% ClI

Delecja
w eksonie 19

Zgodnos¢ procentowa wynikéw dodatnich (PPA)

95,9% (94/98)

90,0%, 98,4%

Zgodnos¢ procentowa wynikéw ujemnych (NPA)

99,7% (309/310)

98,2%, 99,9%

Procentowa zgodnos¢ ogétem (OPA)

98,8% (403/408)

97,2%, 99,5%

Zgodnos¢ procentowa wynikéw dodatnich (PPA)

90,6% (48/53)

79,7%, 95,9%

Procentowa zgodnos$¢ ogdtem (OPA)

96,3% (393/408

L858R Zgodnosc¢ procentowa wynikéw ujemnych (NPA) 98,6% (350/355) 96,7%, 99,4%

Procentowa zgodnos$¢ ogdtem (OPA) 97,5% (398/408) 95,5%, 98,7%

Zgodnos¢ procentowa wynikéw dodatnich (PPA) 94,0% (142/151) 89,1%, 96,8%

tacznie Zgodnos¢ procentowa wynikéw ujemnych (NPA) 97,7% (251/257) 95,0%, 98,9%
( )

94,0%, 97,8%
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Korelacja z metoda referencyjng wykorzystujaca probki z badania fazy Il AURA2

Skutecznos¢ kliniczna testu cobas EGFR Test zostata oceniona przez jego porownanie ze zwalidowang platforma
sekwencjonowania nowej generacji (NGS) przy uzyciu 383 utrwalonych w formalinie i zatopionych w parafinie probek
guza raka ptuca pochodzacych od pacjentow z zaawansowanym NSCLC, ktorzy zostali poddani badaniu przesiewowemu
przy uzyciu testu cobas EGFR Test w ramach badania fazy II AURA2 dotyczacego produktu leczniczego TAGRISSO®
(ozymertynib).

Badaniu przesiewowemu przy uzyciu testu cobas EGFR Test w ramach badania AURA2 poddano tgcznie 472 pacjentow.
Po wykluczeniu pacjentow niespetniajacych kryteriow wiaczenia do udzialu do tego badania kwalifikowato si¢
383 pacjentow.

Wszystkie 383 probki przebadano metodg §lepej proby z uzyciem testu cobas EGFR Test oraz zwalidowanej metody
NGS. Sposrod nich uzyskano 368 waznych wynikdéw zarowno za pomoca testu cobas EGFR, jak i sekwencjonowania
NGS. Uzyskano tacznie 2 niewazne wyniki w tescie cobas EGFR Test, jak 1 metodzie NGS, 2 niewazne wyniki tylko
w metodzie NGS i 11 niewaznych wynikow tylko podczas testu cobas EGFR Test. Doktadno$¢ analityczng testu
cobas EGFR Test w wykrywaniu mutacji T790M w poréwnaniu z metoda referencyjng, NGS, oceniono przez
oszacowanie odsetka zgodno$ci wynikow dodatnich (ang. Positive Percentage Agreement, PPA), odsetka zgodnosci
wynikow ujemnych (ang. Negative Percentage Agreement, NPA) oraz procentowej zgodnosci ogdtem (ang. Overall
Percentage Agreement, OPA), a takze odpowiednich 95% przedziatéw ufnosci dla mutacji T790M.

W kohorcie badania AURA?2 test cobas EGFR Test umozliwit wykrycie mutacji w genie EGFR zgodnie z lista, ktéra
zawiera Tabela 16. Sposréd mutacji wykrytych w badaniu AURA2 wykazano czulo$¢ analityczng w odniesieniu do
mutacji, ktore zawiera Tabela 6.

Tabela16 Mutacje wykryte za pomoca testu cobas EGFR Test w kohorcie AURA2

Ekson Sekwencja mutacji Zmiana aminokwasu Identyfikator COSMIC*
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

W analizie zgodnos$ci uwzgledniono tacznie 368 probek z waznymi wynikami testu cobas EGFR Test i sekwencjono-
wania metoda NGS. PPA miedzy testem cobas EGFR Test i NGS wynosita 88,3% (95% CI: od 83,8% do 91,7%), NPA
wynosita 97,3% (95% CI: od 92,4% do 99,1%), a OPA wynosita 91,0% (95% CI: od 87,7% do 93,5%) w przypadku

07340761001-08PL
Doc. Rev. 7.0 36




CZESC A: Do stosowania z prébkami tkanki cobas® EGFR Mutation Test v2

wykrywania mutacji T790M, jak przedstawia to Tabela 17. Trzydziesci probek dato dodatni wynik w NGS, lecz ujemny
w tescie cobas EGFR Test: w 10 na 30 probek odsetek mutacji T790M okreslony za pomocg NGS wynosit ponizej LoD
(< 2% mutacji) testu cobas EGFR Test. W przypadku 20 na 30 probek umiarkowanie opdzniona wartos¢ IC Ct
wskazywata niedostateczng mozliwo$¢ amplifikacji matrycy DNA.

Tabela17 Poréwnanie testu cobas EGFR Test z sekwencjonowaniem metodg NGS w celu wykrywania mutacji T790M

w genie EGFR
Miara zgodnosci Procent zgodnosci (N) 95% ClI
Zgodnos¢ procentowa wynikéw dodatnich (PPA) 88,3% (226/256) 83,8%, 91,7%
Zgodnos¢ procentowa wynikéw ujemnych (NPA) 97,3% (109/112) 92,4%, 99,1%
Procentowa zgodnos$¢ ogdtem (OPA) 91,0% (335/368) 87,7%, 93,5%

Dane dotyczace wyniku klinicznego

EURTAC

Badanie EURTAC? to wieloo$rodkowe, randomizowane badanie fazy III, prowadzone metodg otwartej proby w celu
pordéwnania stosowania produktu leczniczego TARCEVA® (erlotynib) ze standardowa chemioterapia dwulekowa
zwigzkami platyny w ramach leczenia pierwszej linii u pacjentow z zaawansowanym NSCLC, u ktérych nie stosowano
chemioterapii i ktorzy sg obarczeni mutacjami w postaci delecji w eksonie 19 lub substytucji w eksonie 21 (L858R) genu
EGEFR ocenionych z uzyciem oznaczenia badania klinicznego (CTA). Badanie bylo sponsorowane przez hiszpanski
zespo6t badan nad rakiem ptuca (Spanish Lung Cancer Group, SLCG). Do udziatu w badaniu zakwalifikowano tacznie
174 pacjentow. Wyniki badania wykazaty, ze w przypadku pacjentow otrzymujacych produkt leczniczy TARCEVA®
stwierdzono statystycznie istotng réznice w dtugosci okresu przezycia bez progresji choroby (PFS) (mediana warto$ci
PFS 10,4 miesigca w por. z 5,1 miesigca) w porownaniu z pacjentami leczonymi chemioterapig ze wspotczynnikiem
ryzyka wynoszacym 0,34 (p < 0,0001, 95% CI [0,23; 0,49]). Odsetek odpowiedzi na leczenie w przypadku grupy
pacjentow otrzymujacych produkt leczniczy TARCEVA® byt wyzszy niz u pacjentdw leczonych z uzyciem chemioterapii
(odpowiednio 65,1% i 16,1%). Nie zaobserwowano istotnej r6znicy w catkowitym czasie przezycia (ang. Overall
Survival, OS) w obu grupach, gdyz 76% pacjentow otrzymujacych standardowa chemioterapi¢ przeniesiono do grupy
leczonej z uzyciem produktu leczniczego TARCEVA®,

Sposrdod 174 pacjentéw wiaczonych do udziatu w badaniu EURTAC 134 przypadki (77% populacji badanej, w tym

69 pacjentdw z grupy otrzymujacej TARCEVA® oraz 65 pacjentdw z grupy leczonej z uzyciem chemioterapii) byty
dostepne do ponownego badania i zostaty przebadane retrospektywnie z uzyciem testu cobas EGFR. Sposrod

134 przypadkow przebadanych ponownie z uzyciem testu cobas EGFR dla 116 pacjentow (59 pacjentow z grupy
otrzymujacej] TARCEVA® oraz 57 pacjentow z grupy leczonej z uzyciem chemioterapii) uzyskano wynik ,,Mutation
Detected” w tescie cobas EGFR. Analiza podgrupy 116 pacjentéw wykazata, ze osoby leczone z uzyciem produktu
leczniczego TARCEVA® cechowalo istotne wydhuzenie czasu PFS (mediana warto$ci PFS 10,4 miesigca w poréwnaniu
z 5,4 miesigca) i mniejsze prawdopodobienstwo wystapienia zdarzenia w postaci progresji choroby lub zgonu
(wspolczynnik ryzyka = 0,34; 95% CI [0,21; 0,54], p < 0,0001) niz w przypadku pacjentdow leczonych z uzyciem
chemioterapii (Ryc. 3). Czesto$¢ odpowiedzi na leczenie w grupie leczonej produktem leczniczym TARCEVA® byta
wigksza w porownaniu z grupg otrzymujacg chemioterapi¢ (odpowiednio 59,3% i 14,0%). Nie zaobserwowano istotnej
roznicy w warto$ci OS pomiedzy dwiema grupami. Obserwowana korzys¢ kliniczna w podgrupie pacjentéw
przebadanych z uzyciem testu cobas EGFR byla poréwnywalna ze stwierdzong w catej populacji badania (Tabela 18).
Przeprowadzono dodatkowg analize skutecznosci w celu uwzglednienia pacjentow, dla ktorych uzyskano dodatni wynik
w tescie cobas EGFR i ujemny lub niewazny wynik w oznaczeniu CTA. Dane uzyskane w najgorszym scenariuszu (przy

zatozeniu wspotczynnika ryzyka wynoszacego 1 dla pacjentow z dodatnim wynikiem w te$cie cobas EGFR i ujemnym
wynikiem oznaczenia CTA) wykazaly wspolczynnik ryzyka wynoszacy 0,42 (95% CI [0,26; 0,57]).
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Ryc. 3 Wykres Kaplana-Meiera dla wartosci PFS wedtug metody leczenia w przypadku pacjentéw z mutacja wykryta
w tescie cobas EGFR Test (ocena badacza)
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Tabela 18 Korzysci kliniczne w przypadku pacjentéw przebadanych z uzyciem testu cobas EGFR sg poréwnywaine
z obserwowanymi w populacji badania EURTAC

Populacja z dodatnim wynikiem testu
cobas EGFR EURTAC
_ n=173*
Parametr n=116
Chemioterapia Erlotynib Chemioterapia Erlotynib
n =57 n =59 n =87 n =86
PFS
Mediana (miesigce) 54 10,4 51 10,4
Wspodtezynnik ryzyka 0,34 0,34
o . "
95 /olprzedz.lal ufnosci [0.21: 0,54] [0.23: 0.49]
wspotczynnika hazardu
Wartos¢ P (test log rank) < 0,0001 < 0,0001

* Jeden pacjent wycofat zgode po zakonczeniu badania EURTAC, co skutkowato zestawem danych o wielkosci n = 173.

AURA2

Badanie AURA2? byto wieloosrodkowym, jednoramiennym badaniem fazy Il prowadzonym metodg otwartej proby,
oceniajgcym bezpieczenstwo i skuteczno$¢ produktu leczniczego TAGRISSO® (ozymertynib) jako leczenia drugiej lub

> trzeciej linii u pacjentéw z zaawansowanym NSCLC, u ktoérych doszto do progresji choroby po wcze$niejszej terapii
dopuszczonym do stosowania TKI EGFR. U wszystkich pacjentow musial wystepowa¢ NSCLC dodatni pod wzgledem
mutacji T790M wykrytej w teScie cobas EGFR Test. Pierwszorzedowa miarg oceny skutecznos$ci byt odsetek
obiektywnych odpowiedzi (ang. Objective Response Rate, ORR) wedlug kryteriow RECIST 1.1 na podstawie zaslepionej
niezaleznej oceny centralnej (ang. Blinded Independent Central Review, BICR) przy uzyciu mozliwego do oceny zestawu
do analizy odpowiedzi. ORR definiowano jako liczbg (%) pacjentow, ktorzy odbyli co najmniej 1 wizyte i u ktérych
stwierdzono odpowiedz catkowita (ang. Complete Response, CR) lub czgsciowq (ang. Partial Response, PR)
potwierdzong przynajmniej 4 tygodnie pozniej (tj. najlepsza odpowiedz obiektywna [ang. Best Objective Response, BOR]

sposréd CR lub PR).
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Sposrod 472 pacjentéw poddanych badaniu przesiewowemu w badaniu AURA?2 do przeprowadzenia testu cobas EGFR
Test kwalifikowato si¢ 383 pacjentow. Sposrod tych kwalifikujacych sig¢ oso6b 233 pacjentéw z obecnoscig mutacji
T790M poddano rekrutacji do badania AURA2, natomiast 210 pacjentéw wlaczono do udzialu w badaniu i otrzymywato
produkt leczniczy TAGRISSO® (zbidr danych do pelnej analizy [ang. Full Analysis Set, FAS]).

Tabela 19 ponizej przedstawia ORR na podstawie BICR i oceny badacza w badaniu AURA2. Sposrod 210 pacjentow,
ktorzy otrzymali przynajmniej jedng dawke produktu leczniczego TAGRISSO® (FAS), u 128 wystapita potwierdzona
odpowiedz wg BICR z warto$ciag ORR wynoszaca 61,0% (95% CI: od 54,0% do 67,6%), natomiast u 135 odpowiedz
wg oceny badacza z warto$cig ORR na poziomie 64,3% (95% CI: od 57,4% do 70,8%).

W przypadku wszystkich 383 pacjentéw kwalifikujacych si¢ do udzialu w badaniu AURA2 wykonano ponowne badanie
z uzyciem testu cobas EGFR Test. Sposrod 233 pacjentéw z obecno$cig mutacji T790M poddanych rekrutacji w ramach
badania AURA 2 mutacje T790M stwierdzono na podstawie testu cobas EGFR Test w przypadku 225 0s6b, natomiast
204 pacjentow uwzgledniono w FAS.

Sposrdd 204 pacjentéw otrzymujacych produkt leczniczy TAGRISSO® (FAS) u 127 wystapita potwierdzona odpowiedz
wg BICR z warto$cig ORR wynoszacg 62,3% (95% CI: od 55,2% do 68,9%), natomiast u 133 odpowiedz wg oceny
badacza z warto$ciag ORR na poziomie 65,2% (95% CI: od 58,2% do 71,7%).

Tabela 19 Korzysci kliniczne w przypadku pacjentéw z mutacja T790M przebadanych z uzyciem testu cobas EGFR Test
w badaniu AURA2

AURA2 cobas EGFR Test (IVD)
Obecnos$¢ mutacji T790M
‘. Liczba pacjentow Liczba pacjentow
Zbier danych do Ocena na N | zpotwierdzona | ORR(95%Cl) | N | zpotwierdzona | ORR (95% ClI)
analizy podstawie e . e .
odpowiedzig odpowiedzig
. Zaél.epiona 61,0% 62,3%
niezalezna ocena 128 o 0 127 o o
Zbiér danych do centralna (54,0%, 67,6%) (55,2%, 68,9%)
. . 210 204
petnej analizy (FAS)
64,3% 65,2%
Badacz 135 133
(57,4%, 70,8%) (58,2%, 71,7%)
FLAURA
I Badanie fazy lll oceniajacej podawanie produktu leczniczego TAGRISSO® w ramach leczenia

pierwszego rzutu

Badanie FLAURA! byto prowadzonym metoda podwojnie $lepej proby randomizowanym badaniem klinicznym fazy 111,
ktorego celem byla ocena skutecznos$ci i bezpieczenstwa stosowania produktu leczniczego TAGRISSO® w poréwnaniu do
standardowego leczenia (SoC: TKI EGFR [gefitynib lub erlotynib]) w ramach leczenia pierwszego rzutu u pacjentow

Z miejscowo zaawansowanym lub przerzutowym NSCLC, ktérzy wczesniej nie otrzymywali leczenia ogélnoustrojowego
w ramach leczenia zaawansowanej choroby i u ktérych wystepowaty lokalnie lub centralnie potwierdzone mutacje

w genie EGFR uwrazliwiajace na dziatanie TKI, delecja Ex19del lub mutacja substytucji L858R, zwane tacznie ,,dodatnig
mutacjag EGFRm”. Pierwszorzegdowym punktem koncowym badania FLAURA byt czas przezycia bez progresji choroby
(ang. Progression-Free Survival, PFS) na podstawie oceny badacza u pacjentow nalezacych do zbioru danych do pelnej
analizy (ang. Full Analysis Set, FAS — wszyscy pacjenci na calym §wiecie poddani randomizacji).

Do badan przesiewowych pod katem randomizacji w badaniu dopuszczono 994 pacjentdéw, gdzie u 809 pacjentow probki
tkanki zmiany nowotworowej poddano badaniom centralnie przy uzyciu testu cobas EGFR prospektywnie w trakcie
badan przesiewowych lub retrospektywnie. Z 556 poddanych randomizacji pacjentéw (289 pacjentéw zrandomizowanych
na podstawie centralnie wykonanego testu cobas w probkach tkanki i 267 pacjentéw zrandomizowanych na podstawie
testu wykonanego lokalnie), u 500 pacjentéw uzyskano potwierdzenie dodatniego wyniku EGFRm w centralnie
wykonanym tescie cobas. Z 267 pacjentow poddanych randomizacji na podstawie testu wykonanego lokalnie,
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u 211 pacjentéw uzyskano potwierdzenie dodatniego wyniku EGFRm w centralnie wykonanym tescie cobas,
u 41 pacjentdw nie wykonano testu cobas z powodu braku/niewystarczajacej ilosci probki, u 9 pacjentow uzyskano
niewazny wynik testu cobas, a u 6 pacjentow nie wykryto mutacji w tescie cobas.

Tabela 20 ponizej prezentuje wspotczynnik hazardu (HR) dla PFS wedtug oceny badacza dla zbioru danych do petnej
analizy oraz populacji urzadzenia gldéwnego (pacjenci z dodatnim wynikiem EGFRm testu cobas wykonywanego
centralnie). Wspotczynnik hazardu dla PFS wedlug oceny badacza dla zbioru danych do peinej analizy (N = 556), na
podstawie stratyfikowanego testu logarytmicznego rang wynosit 0,46 (95% CI: 0,37, 0,57). Taka sama estymacje
punktowg uzyskano przy uzyciu nieskorygowanego modelu proporcjonalnego hazardu Coxa. Wspodtczynnik hazardu dla
PFS wedtug oceny badacza dla populacji urzadzenia gtdéwnego (N = 500), wyliczony na podstawie nieskorygowanego
modelu proporcjonalnego hazardu Coxa, wynosit 0,43 (95% CI: 0,34, 0,54). Skutecznos¢ kliniczna zaobserwowana

w populacji urzadzenia gléwnego byta spdjna ze skutecznoscia dla zbioru danych do pelnej analizy. Wykres Kaplana-
Meiera dla PFS wedtug oceny badacza w populacji urzadzenia gtownego przedstawia Ryc. 4.

Tabela 20 Czas przezycia bez progresji choroby w ocenie badacza dla zbioru danych do petnej analizy badania FLAURA
oraz dla zbioru danych do petnej analizy (populacja z dodatnim wynikiem testu cobas EGFR)

L. . . . Populacja z dodatnim wynikiem testu
Zbiér danych d:f:?;kanallzy badania cobas EGER w badaniu FLAURA
= 556 (populacja urzadzenia gtéwnego)
N =55 N = 500
Ozymertynib Gefitynib lub erlotynib Ozymertynib Gefitynib lub erlotynib
(N =279) (N =277) (N = 255) (N = 245)
PFS
Liczba zdarzen (%) 136 (49) 206 (74) 124 (49) 188 (77)
Mediana PFS 18,9 10,2 18,9 9,7
w miesigcach (95% Cl) (15,2, 21,4) (9,6, 11,1) (15,2, 21,4) (9,5, 11,0)
Wspétczynnik ryzyka 0,46 0,43
(95% CI)? (0,37, 0,57) (0,34, 0,54)
Wartos¢ p testu 2- <0,0001 < 0,001
stronnego?

2 Nieskorygowany model proporcjonalnego hazardu Coxa.
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Ryc. 4 Wykres Kaplana-Meiera dla wartosci PFS wedtug metody leczenia w przypadku pacjentéw z mutacjg wykryta

w tescie cobas EGFR Test (ocena badacza) w badaniu FLAURA

1,01t
- ¥
e}
2 09 TAGRISSO (N = 255)
o ’ . L
< Mediana: 18,9 miesigca
‘T 0,8
o SoC (N = 245)
2 Mediana: 9,7 miesigca
= 0,7
E 06 Wspdtczynnik ryzyka:
o % 0,43
9 - 4 v T 95% CI (0,34, 0,54)
'§ ) T L T Wartos¢ P < 0,001
o 04
2 .
fn ¥
5 03
B 02 o
o
]
s 01
o
o
o’o T T T T T T T T T
] 3 6 =] 12 15 18 21 24 27
Liczba pacjentéw zagrozonych Czas od randomizacji (miesigce)
TAGRISSO
= 255 239 213 192 163 127 63 25 4 0
SoC
245 215 173 132 89 64 9 8 2 0
+ ocenzurowanych.
Wartosci u dotu ryciny wskazujg liczbe pacjentéw zagrozonych.
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Il Analiza standardowego leczenia produktem leczniczym IRESSA®

Przeprowadzono oddzielng analize tEGFR+ pacjentow leczonych produktem leczniczym IRESSA® (gefitynib) w grupie
kontrolnej badania FLAURA. Z grupy 178 pacjentow leczonych produktem leczniczym IRESSA® 174 uzyskato w ocenie
badacza odpowiedz obiektywna [ORR = 67,8% (118/174, 95% CI: 60,6%, 74,3%, POP0O w Tabela 21)].

779 pacjentdw leczonych produktem leczniczym IRESSA® i poddanych randomizacji przy uzyciu wykonywanego
centralnie testu cobas w probkach tkanki (populacja analizy pierwszorzedowej skutecznosci), u 57 wystgpita odpowiedz
obiektywna z ORR 72,2% (95% CI: 61,4%, 80,8%, POP1 w Tabela 21).

Efekt terapeutyczny produktu leczniczego IRESSA®, na podstawie testu cobas w probkach tkanki, utrzymywat si¢

w innych populacjach pacjentow z ORR w przedziale od 64,2% (POP2, test wykonywany lokalnie oraz pacjenci tEGFR+
w tescie cobas) do 68,5% (POP3, wszyscy pacjenci tEGFR+ w tescie cobas) (Tabela 21 i Rys. 5). Te wyniki sg zgodne

z wynikami zgloszonymi dla oryginalnego badania rejestracyjnego (IFUM) dla pacjentéw wybranych do stosowania
produktu leczniczego IRESSA®. !

Tabela 21 Wyniki ORR dla réznych populacji pacjentéw na podstawie testu cobas EGFR w probkach tkanki

Pacjenci zrandomizowani w grupie SoC leczeni produktem leczniczym IRESSA®

od ieds o Randomizacja lokalna Oaélem
‘powieadz Randomizacja (lokalnie wykonany test tEGFR+) 9
obiektywna centralna
(cobas tEGFR+) | cobas tEGFR+ cobas cobas tEGFR
tEGFR- Niewazne/nieznane
Liczba pacjentéw 79 70 2 23 174
Odpowiedz 57 45 1 15 118
Brak odpowiedzi 22 25 1 8 56
POP1 =72,2% POP4 = 64,3% POP5 = 65,2% POPO = 67,8%
(57/79: (45/70: - (15/23: (118/174:
61,4%, 80,8%) 52,6%, 74,5%) 44,9%, 81,2%) 60,6%, 74,3%)
ORR (%, 95% CI) i POP2 = 64,2% )
(61/95: 54,2%, 73,1%)
POP3 = 68,5%
(102/149: 60,6%, 75,4%)

Uwaga: wykluczono pacjentéw z brakiem odpowiedzi obiektywne;j.

Uwaga: tEGFR = EGFR w tkankach; Cl = przedziat ufnosci.

POP = populacja (podgrupa).

POP1: ORR dla pacjentéw poddanych randomizacji przy uzyciu testu cobas w prébkach tkanki (populacja analizy
pierwszorzedowej skutecznosci dla testu cobas w prébkach tkanki).

POP2: ORR dla pacjentéw poddanych randomizacji przy uzyciu wykonywanego lokalnie testu w probkach tkanki.
POP3: ORR dla pacjentéw z dodatnim wynikiem testu cobas w prébkach tkanki.

POP4: ORR dla pacjentéw poddanych randomizacji przy uzyciu wykonywanego lokalnie testu w prébkach tkanki
oraz z potwierdzeniem w tescie cobas w probkach tkanki.

POP5: ORR dla pacjentéw poddanych randomizacji przy uzyciu wykonywanego lokalnie testu w probkach tkanki
z niewaznym wynikiem testu cobas w prébkach tkanki lub bez wykonywania takiego testu.

POPO: ORR dla wszystkich pacjentdw leczonych produktem leczniczym IRESSA®.
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Rys. 5 Wykresy typu Forest Plot wspétczynnikow ORR na podstawie testu cobas EGFR w prébkach tkanki dla réznych

populaciji

Populacja badania

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

. |
—s
s |
s |
—
1 1 1 1
0,6 0,7 0,8 0,9
ORR

POP = populacja (podgrupa).
POP1: ORR dla pacjentéw poddanych randomizacji przy uzyciu testu cobas w prébkach tkanki (populacja analizy

pierwszorzedowej skutecznosci dla testu cobas w prébkach tkanki).

POP2: ORR dla pacjentéw poddanych randomizacji przy uzyciu wykonywanego lokalnie testu w prébkach tkanki.

POP3: ORR dla pacjentéw z dodatnim wynikiem testu cobas w probkach tkanki.

POP4: ORR dla pacjentéw poddanych randomizacji przy uzyciu wykonywanego lokalnie testu w probkach tkanki oraz
z potwierdzeniem w tescie cobas w prébkach tkanki.

POP5: ORR dla pacjentéw poddanych randomizacji przy uzyciu wykonywanego lokalnie testu w probkach tkanki z niewaznym

wynikiem testu cobas w probkach tkanki lub bez wykonywania takiego testu.

POPO: ORR dla wszystkich pacjentow leczonych produktem leczniczym IRESSA®.
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CZESC B: DO STOSOWANIA Z PROBKAMI OSOCZA

Przygotowanie probek

Szczegdtowe informacje na temat izolacji DNA od probek osocza podano w sekcji cobas® cfDNA Sample Preparation Kit

(M/N 07247737190).

Materiatly i odczynniki

Dostarczone materiaty i odczynniki

Zestaw/kasety

Elementy i sktadniki odczynnikéw

llo$¢ na test

Symbol bezpieczenstwa i ostrzezenie

cobas® EGFR
Mutation Test v2 Kit

24 testow
(M/N: 07248563190)

EGFR MMX-1

(EGFR Master Mix 1)

(M/N: 06471366001)

Bufor Tris

Chlorek potasu

Glicerol

EDTA

Tween 20

3,13% dimetylosulfotlenek

0,09% azydku sodu

<0,10% dNTP

<0,01% polimerazy DNA Z05-AS1 (bakteryjnej)

<0,01% enzym AmpErase (uracylo-N-glikozylaza)
(bakteryjny)

<0,01% aptameru

<0,01% primeréw sensownych i antysensownych
EGFR

<0,01% sond EGFR znakowanych barwnikiem
fluorescencyjnym

2% 0,48 ml

Brak danych

EGFR MMX-2

(EGFR Master Mix 2)

(M/N: 06471382001)

Bufor Tris

Chlorek potasu

Glicerol

EDTA

Tween 20

3,13% dimetylosulfotlenek

0,09% azydku sodu

<0,10% dNTP

<0,01% polimerazy DNA Z05-AS1 (bakteryjnej)

<0,01% enzym AmpErase (uracylo-N-glikozylaza)
(bakteryjny)

<0,01% aptameru

<0,01% primerow sensownych i antysensownych
EGFR

<0,01% sond EGFR znakowanych barwnikiem
fluorescencyjnym

2x%0,48 ml

Brak danych
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Zestaw/kasety

Elementy i sktadniki odczynnikow

llo$¢ na test

Symbol bezpieczenstwa i ostrzezenie

cobas® EGFR
Mutation Test v2 Kit

24 testow
(M/N: 07248563190)

EGFR MMX-3 v2

(EGFR Master Mix 3)

(M/N: 07248601001)

Bufor Tris

Chlorek potasu

Glicerol

EDTA

Tween 20

3,13% dimetylosulfotlenek

0,09% azydku sodu

<0,10% dNTP

<0,01% polimerazy DNA Z05-AS1 (bakteryjnej)

<0,01% enzym AmpErase (uracylo-N-glikozylaza)
(bakteryjny)

<0,01% aptameru

<0,01% primerow sensownych i antysensownych
EGFR

<0,01% sond EGFR znakowanych barwnikiem
fluorescencyjnym

2x%0,48 ml

Brak danych

MGAC
(Octan magnezu)
(M/N: 05854326001)

Octan magnezu
0,09% azydku sodu

6x0,2ml

Brak danych

EGFR MC
(EGFR Kontrola mutacji)

(M/N: 06471455001)

Bufor Tris

EDTA

Poli-rA RNA (syntetyczny)

0,05% azydku sodu

<0,1% plazmidowego DNA (bakteryjnego)
zawierajgcego sekwencje eksonow: 18, 19, 20
i 21 genu kodujgcego EGFR

<0,1% naturalnie wystepujacego DNA genu
kodujgcego EGFR (z hodowli komaérkowej)

6x0,1ml

Brak danych

DNA SD
(rozcienczalnik probki DNA)

(M/N: 05854474001)

Bufor Tris-HCI
0,09% azydku sodu

2x35ml

Brak danych

Przechowywanie i uzytkowanie odczynnikéw

Odczynnik

Temperatura
przechowywania

Czas przechowywania

cobas® EGFR Mutation Test v2*

0Od 2°C do 8°C

Po otwarciu zachowujg stabilno$¢ do 4-krotnego uzycia w ciggu
90 dni lub do podanej daty waznosci, w zaleznosci od tego, ktory
termin wypada wczesniej.

*QOdczynniki EGFR MMX-1, EGFR MMX-2, EGFR MMX-3 v2 oraz roboczy odczynnik MMX (przygotowany przez dodanie odczynnika
MGAC do EGFR MMX-1 lub EGFR MMX-2 lub EGFR MMX-3 v2) nalezy chroni¢ przed dlugotrwatg ekspozycjg na swiatto. Roboczy
odczynnik MMX trzeba przechowywaé w zaciemnionym miejscu w temperaturze od 2°C do 8°C. Przygotowane probki i kontrole
nalezy doda¢ do roboczego odczynnika MMX w ciggu 1 godziny od jego przygotowania. Amplifikacje nalezy rozpoczaé w ciggu
1 godziny od chwili dodania przygotowanych prébek badanych i kontrolnych do roboczego odczynnika MMX.
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Wymagane materialy dodatkowe

Materiaty P/N
cobas® cfDNA Sample Preparation Kit Roche M/N 07247737190
Wybielacz Dowolny dostawca
70% etanol Dowolny dostawca
Jatowe, jednorazowe, serologiczne pipety 5i 25 ml Dowolny dostawca

Plytki z mikrodotkami systemu cobas® 4800 (ptytki AD) i folie do zaklejania | Roche 05232724001

Aplikator folii do zaklejania systemu cobas® 4800

(dostarczany wraz z instalacjg systemu cobas® 4800) Roche 04900383001
Pipetory regulowane* (mogace pipetowaé 5—1000 pl) Dowolny dostawca
Wolne od DNaz koncéwki z ostong aerozolowg lub wyrzutnikiem Dowolny dostawca

Mikrowiréwka laboratoryjna* (umozliwiajgca wirowanie przy 20 000 x g) Eppendorf 5430 lub 5430R albo odpowiednik

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

Probéwki do mikrowiréwki z blokowanym wieczkiem (o pojemnoséci 1,5 ml,

wolne od RNaz/DNaz, o czystosci do PCR) Dowolny dostawca

Statywy na wiréwki stozkowe i do mikrowiréwki Dowolny dostawca
Mieszadto wibracyjne* Dowolny dostawca
Rekawiczki jednorazowe bezpudrowe Dowolny dostawca

* Cate wyposazenie powinno by¢ konserwowane zgodnie z instrukcjami producenta.

W celu uzyskania dodatkowych informaciji dotyczacych materiatéw sprzedawanych oddzielnie prosimy o kontakt
Z miejscowym przedstawicielstwem firmy Roche.

Urzadzenia i oprogramowanie wymagane, lecz niedostarczane

Urzadzenia i oprogramowanie wymagane, lecz niedostarczane

Analizator cobas z 480

Jednostka sterujgca systemu cobas® 4800 z oprogramowaniem systemowym w wersji 2.1 lub nowszej

Pakiet oprogramowania EGFR Plasma P1 Analysis Package Software w wersji 1.0 lub nowszy

Zewnetrzny czytnik kodéw kreskowych, podtgczany do portu USB

Drukarka

W celu uzyskania dodatkowych informacji dotyczacych materiatéw sprzedawanych oddzielnie prosimy o kontakt
z miejscowym przedstawicielstwem firmy Roche.
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Wymagania dotyczace srodkow ostroznosci i uzytkowania

Ostrzezenia i srodki ostroznosci

Podobnie jak w przypadku kazdej procedury testowej, dla prawidlowego przeprowadzenia badania kluczowe znaczenie
ma zachowanie zasad dobrej praktyki laboratoryjne;.

Do stosowania wylacznie w diagnostyce in vitro.
Karty charakterystyki sg dostepne na zadanie w miejscowym biurze firmy Roche.

Niniejszy test jest przeznaczony do badania probek osocza u 0sob z NSCLC. Z probkami nalezy obchodzic¢ si¢
tak, jak z materiatem zakaznym, stosujac dobre praktyki laboratoryjne, takie jak okreslone w dokumentach
Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories'® oraz w dokumencie M29-A4 CLSI."

Zaleca si¢ uzywanie jalowych jednorazowych pipet oraz koncowek pipet niezawierajacych DNazy.

Dobra praktyka laboratoryjna

Uwaga

Nie nalezy pipetowac za pomoca ust.
Nie wolno jesc¢, pi¢ ani pali¢ w obszarach roboczych laboratorium.
Po pracy z prébkami i zestawami odczynnikow nalezy doktadnie umy¢ rece.

Podczas pracy z jakimikolwiek odczynnikami nalezy uzywac ostony oczu oraz fartuchow laboratoryjnych

1 rekawic jednorazowych. Nalezy unika¢ kontaktu wymienionych materialow ze skéra, oczami i blonami
sluzowymi. Jezeli dojdzie do kontaktu, miejsce tego kontaktu nalezy natychmiast spluka¢ duzg ilo$cig wody.
Jezeli nie zostang podjete odpowiednie dziatania lecznicze, moze dojs¢ do oparzen. W razie rozlania przed
wytarciem nalezy rozcienczy¢ woda.

Doktadnie oczyscic i odkazi¢ wszystkie laboratoryjne powierzchnie robocze §wiezo przygotowanym roztworem
0,5% podchlorynu sodu w wodzie destylowanej lub dejonizowanej (rozcienczy¢ domowy wybielacz
w stosunku 1:10). Nastepnie nalezy przetrze¢ powierzchni¢ 70% etanolem.

dostgpny w handlu ptynny wybielacz przeznaczony do zastosowan domowych zazwyczaj zawiera podchloryn
sodu o stezeniu 5,25%. Rozcienczenie domowego wybielacza w stosunku 1:10 daje 0,5% roztwor podchlorynu
sodu.

Zanieczyszczenie

W celu zapobiezenia zanieczyszczeniu konieczne jest noszenie rekawic i1 ich zmiana pomigdzy praca
z probkami a odczynnikami testu cobas EGFR. Podczas pracy z probkami nalezy unika¢ zanieczyszczenia
rekawiczek.

Rekawiczki nalezy czesto zmienia¢, aby ograniczy¢ mozliwos¢ zanieczyszczenia.

Rekawiczki nalezy zmieniaé¢ przed opuszczeniem obszaréw izolacji DNA lub w przypadku podejrzenia
kontaktu z roztworami lub probka.

Nalezy unika¢ zanieczyszczenia odczynnikow przez rybonukleazy i mikrobiologicznego.

Przed przygotowaniem MMX nalezy doktadnie oczysci¢ obszar roboczy amplifikacji i detekcji. Materialy

1 urzadzenia powinny by¢ przeznaczone do kazdego z dziatan; nie moga by¢ stosowane w innych dziataniach
lub przenoszone pomigdzy obszarami. Na przyktad pipetory i materialy przeznaczone do izolacji DNA nie
mogg by¢ stosowane do przygotowywania odczynnikow do amplifikacji i detekcji.
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Zdecydowanie zaleca si¢, aby przebieg pracy w laboratorium byt jednokierunkowy i polegal na zakonczeniu
jednej czynnosci przed przejsciem do kolejnej. Na przyktad izolacje DNA nalezy zakonczy¢ przed
rozpoczeciem amplifikacji i detekcji. Izolacja DNA powinna by¢ prowadzona w obszarze oddzielonym od
amplifikacji i detekcji. Aby unikna¢ zanieczyszczenia odczynnika roboczego Master Mix probkami DNA,
obszar roboczy amplifikacji i detekcji powinien by¢ doktadnie oczyszczony przed przygotowaniem odczynnika
roboczego Master Mix.

Integralnosé

Nie wolno uzywac zestawdw po uptywie daty waznosci.
Nie nalezy miesza¢ odczynnikow pochodzacych z réznych zestawow lub serii.
Nie wolno uzywac przedmiotéw jednorazowego uzytku po uptywie daty waznosci.

Wszystkie przedmioty jednorazowego uzytku sg przeznaczone do jednokrotnego uzycia. Nie wykorzystywac
ponownie.

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

Utylizacja

Odczynniki DNA EB, MGAC, EGFR MMX-1, EGFR MMX-2, EGFR MMX-3 v2, EGFR MC i DNA SD
zawierajg azydek sodu. Azydek sodu moze reagowac z instalacjami wodno-kanalizacyjnymi wykonanymi

z otowiu lub miedzi, tworzac silnie wybuchowe azydki metali. Usuwajac roztwory zawierajace azydek sodu do
zlewow laboratoryjnych, nalezy sptukaé rury duzg iloscig zimnej wody, aby zapobiec nagromadzeniu azydkow.

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

Rozlanie ptynéw i czyszczenie

Jesli do rozlania ptynu dojdzie na powierzchni aparatu cobas® 4800, nalezy postgpowaé zgodnie z instrukcjami
zamieszczonymi w odpowiednim podreczniku operatora systemu cobas® 4800 System lub podreczniku
uzytkownika cobas® 4800 System w celu przeprowadzenia czyszczenia.

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

Dodatkowe ostrzezenia, srodki ostroznosci oraz procedury majace na celu zredukowanie ryzyka skazenia,
dotyczgce analizatora cobas z 480 mozna znalez¢ w podreczniku operatora systemu cobas® 4800 System lub
podreczniku uzytkownika cobas® 4800 System.
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Pobieranie, transport i przechowywanie prébek

Uwaga: ze wszystkimi probkami nalezy obchodzi¢ sie jak z materiatlem potencjalnie zakaznym.

Pobieranie préobek i praca z probkami

Probowka firmy Roche do pobierania DNA pozakomorkowego Roche Cell-Free DNA Collection Tube

Osocze z krwi pelnej zebrane w probowce firmy Roche do pobierania DNA pozakomorkowego Roche Cell-Free DNA
Collection Tubes (probowek Roche cfDNA) zostalo zwalidowane do stosowania z testem cobas EGFR.

Osocze powinno zosta¢ oddzielone od krwi pobranej do probowki Roche cfDNA w ciggu 7 dni od momentu pobrania.
Probki krwi pobrane do probowek Roche cfDNA utrzymujg stabilno$¢ przez okres 7 dni przy przechowywaniu lub
transportowaniu w temperaturze 15-25°C, z chwilowymi wychyleniami trwajagcymi do 16 godzin w temperaturze
15-30°C. Po oddzieleniu osocza probke nalezy przechowywaé w sposob opisany w ponizszej czgsci zatytutowanej
Transport, przechowywanie i stabilnos$¢ probek.

Uwaga: w probkach osocza oddzielonych od krwi pobranej do probowek Roche cfDNA zaobserwowano wystepowanie
hemolizy. Jednakze wykazano, ze hemoglobina w stezeniu < 2,0 g/l nie zaktoca dziatania testu cobas EGFR.

Probowka do pobierania z K2 EDTA

Potwierdzono mozliwos¢ uzywania osocza z krwi pelnej pobranej do probowek K2 EDTA razem z testem cobas EGFR.

Probki krwi pelnej pobrane do proboéwek z K2 EDTA mozna przechowywac przez okres do 8 godzin w temperaturze
< 30°C. Po oddzieleniu osocza probke nalezy przechowywac¢ w sposob opisany w ponizszej czesci zatytutlowanej
Transport, przechowywanie i stabilnos$¢ probek.

Transport, przechowywanie i stabilnosé prébek

Probki osocza musza by¢ transportowane zgodnie z przepisami krajowymi, federalnymi, stanowymi i lokalnymi,
dotyczacymi transportu czynnikow etiologicznych.'®

Probki osocza zachowuja stabilno$¢ przez jeden z nastgpujacych okresow:

Temperatura przechowywania <-70°C 0d -15°C do —-25°C 0d 2°C do 8°C 0d 15°C do 30°C
probek osocza
Czas przechowywania osocza . . . .
w probéwce Roche cfDNA Do 30 dni Do 30 dni Do 7 dni Do 1 dnia
Czas przechowywania osocza . . . .
w probéwce K2 EDTA Do 12 miesiecy Do 12 miesiecy Do 3 dni Do 1 dnia

Przechowywanie i stabilnos¢ prébki przetworzonej

Probka przetworzona (wyizolowany ¢cfDNA) z osocza pochodzacego z probowki Roche cfDNA lub K2 EDTA zachowuje
stabilnos¢ przez jeden z nastepujacych okresow:

Temperatura przechowywania

. Od -15°C do -25°C Od 2°C do 8°C Od 15°C do 30°C
wyizolowanego cfDNA

Do 2 cykli zamrazania

. Y . . Do 21 dni Do 7 dni
i rozmrazania w ciggu 60 dni

Czas przechowywania

Wyizolowany cfDNA powinien by¢ uzywany w zalecanych okresach przechowywania lub przed uptywem daty waznoSci
zestawu cobas® cfDNA Sample Preparation Kit uzytego do izolacji DNA, w zalezno$ci od tego, co nastapi wczesniej.

Przed uzyciem izolowanych, przechowywanych roztworow podstawowych DNA, szybko wytrzasa¢ i odwirowac
probowke do elucji zawierajgca roztwor podstawowy.
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Procedura testowa

Wykonywanie oznaczenia

Ryc. 6 Przebieg pracy z testem cobas EGFR Test i zestawem cobas® cfDNA Sample Preparation Kit
1 Uruchomienie systemu.
2 Wykonanie czynnosci konserwacyjnych aparatéw.
3 Wyjecie prébek i odczynnikow z miejsca przechowywania.
4 Przygotowanie probek do wigzania na kolumnie.
5 Przeprowadzenie izolacji DNA.
6 Elucja DNA.
7 Utworzenie zlecenia pracy i wydrukowanie uktadu ptytki.
8 Przygotowanie odczynnikow do amplifikacji.
9 tadowanie odczynnikow do amplifikacji na ptytke AD
10 tadowanie prébki na ptytke AD
11 Uszczelnienie ptytki AD
12 tadowanie plytki AD na analizator cobas z 480
13 Rozpoczecie przebiegu.
14 Przeanalizowanie wynikéw.
15 W przypadku korzystania z systemu LIS: przestanie wynikdéw do systemu LIS.
16 Wyjecie plytki z analizatora.

Instrukcja uzytkowania

Uwaga: do stosowania z testem cobas EGFR potwierdzono mozliwos¢ uzywania wylqcznie osocza oddzielonego od krwi
pobranej do probowek Roche cfDNA lub K2 EDTA.

Uwaga: szczegotowe wskazowki dotyczqce obstugi analizatora cobas z 480 zamieszczono w Instrukcji obstugi
analizatora cobas 7 480.
Wielkos¢ przebiegu

Pojedynczy przebieg testowy moze obejmowaé od 1 do 30 probek (plus kontrole) w kazdej ptytce AD z 96 dotkami. Przy
przeprowadzaniu przebiegu testowego obejmujacego wigcej niz 24 probki trzeba bedzie uzy¢ wielu zestawow testu
cobas EGFR.

Zestaw cobas EGFR Test zawiera ilo$¢ odczynnikow wystarczajacg do wykonania 8 przebiegéw testowych po 3 probki
(plus kontrole), czyli maksymalnie na 24 probki na zestaw.

Kontrola catego procesu

Ten test wymaga kontroli ujemnej catego procesu. Przy kazdym przebiegu, nalezy przeprowadzi¢ przetwarzanie kontroli
ujemnej jednoczesnie z probka(-ami) zaczynajac od procedury izolacji DNA.

Izolacja DNA
DNA izoluje sie od probek osocza za pomocg zestawu cobas® cfDNA Sample Preparation Kit (M/N 07247737190).
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Amplifikacja i detekcja

Uwaga: aby zapobiec zanieczyszczeniu roboczego odczynnika MMX probkami DNA, nalezy przeprowadzaé amplifikacje
i detekcje w miejscu oddzielonym od obszaru wykonywania izolacji DNA. Przed przygotowaniem MMX nalezy
dokiadnie oczysci¢ obszar roboczy amplifikacji i detekcji. W celu wiasciwego oczyszczenia nalezy doktadnie
przetrze¢ wszystkie powierzchnie, wigcznie ze statywami i pipetorami, 0,5% roztworem podchlorynu sodu,

a nastgpnie 70% roztworem etanolu. Dostegpny w handlu pltynny wybielacz przeznaczony do zastosowan
domowych zazwyczaj zawiera podchloryn sodu o stezeniu 5,25%. Rozcienczenie domowego wybielacza
w stosunku 1:10 daje 0,5% roztwor podchlorynu sodu.

Konfigurowanie aparatu

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

Konfiguracja zlecenia testu

Szczegotowe wskazowki dotyczace etapow przebiegu pracy przy wykonywaniu badan genu kodujacego EGFR
zamieszczono w podreczniku operatora systemu cobas® 4800 System lub podreczniku uzytkownika cobas® 4800 System.

Wygenerowac mape ptytki z pozycjami wszystkich probek i kontroli do przebiegu. W serii oznaczen zawierajacej
wylacznie probki osocza kontrola mutacji jest umieszczana w pozycjach A01-A03 ptytki. Kontrola ujemna jest
umieszczona w pozycjach B01-B03 ptytki. Nastepnie probki sa dodawane w zestawach po 3 kolumny poczawszy
od C01-C03 do H10-H12, jak przedstawia to Ryc. 7.

Test cobas EGFR mozna oznacza¢ w trybie mieszanym testow (np. EGFR Tissue (EGFR — tkanki) w potgczeniu

z EGFR Plasma (EGFR — osocze)). Pozycje kontroli mogg si¢ zmienia¢ w zalezno$ci od wybranych testow i liczby
probek. Bardziej szczegotowe informacje opisujace sposob skonfigurowania trybu mieszanego testu opisano

w podreczniku operatora testu cobas® EGFR Mutation Test v2, w podreczniku operatora systemu cobas® 4800 System
lub podreczniku uzytkownika cobas® 4800 System.

Ryc. 7 Uktad ptytki dla testu cobas EGFR Test

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

A MMX 1 MMX2 | MMX3 | MMX 1 MMX2 | MMX3 | MMX 1 MMX 2 MMX 3 | MMX1 MMX2 | MMX3
v2 v2 v2 v2
NEG NEG NEG S8 S8 S8 S16 S16 S16 S24 S24 S24

B MMX 1 MMX2 | MMX3 | MMX 1 MMX 2 | MMX3 | MMX 1 MMX 2 MMX 3 | MMX1 MMX2 | MMX3
v2 v2 v2 v2
S1 S1 S1 S9 S9 S9 S17 S17 S17 S25 S25 S25

C MMX 1 MMX2 | MMX3 | MMX 1 MMX 2 | MMX3 | MMX 1 MMX 2 MMX 3 | MMX 1 MMX2 | MMX 3
v2 v2 v2 v2
S2 S2 S2 S10 S10 S10 S18 S18 S18 S26 S26 S26

D MMX 1 MMX2 | MMX3 | MMX 1 MMX 2 | MMX3 | MMX 1 MMX 2 MMX 3 | MMX1 MMX2 | MMX 3
v2 v2 v2 v2
S3 S3 S3 S11 S11 S11 S19 S19 S19 S27 S27 S27

E MMX 1 MMX2 | MMX3 | MMX 1 MMX 2 | MMX3 | MMX 1 MMX 2 MMX 3 | MMX 1 MMX2 | MMX 3
v2 v2 v2 v2
S4 S4 S4 S12 S12 S12 S20 S20 S20 S28 S28 S28

F MMX 1 MMX2 | MMX3 | MMX 1 MMX 2 | MMX3 | MMX 1 MMX 2 MMX 3 | MMX1 MMX2 | MMX3
v2 v2 v2 v2
S5 S5 S5 S13 S13 S13 S21 S21 S21 S29 S29 S29

G MMX 1 MMX2 | MMX3 | MMX 1 MMX 2 | MMX3 | MMX 1 MMX 2 MMX 3 | MMX1 MMX2 | MMX3
v2 v2 v2 v2
S6 S6 S6 S14 S14 S14 S22 S22 S22 S30 S30 S30

H MMX 1 MMX2 | MMX3 | MMX 1 MMX 2 | MMX3 | MMX 1 MMX 2 MMX 3 | MMX 1 MMX2 | MMX 3
v2 v2 v2 v2

Gdzie: MC = kontrola mutacji, NEG = kontrola ujemna, S# = identyfikator prébki, a MMX-# odpowiada odczynnikowi Master Mix 1, 2 lub 3 v2.
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Uwaga: kazda probka musi rozciggac sie przez trzy kolejne kolumny w jednym rzedzie, aby mozliwe byto utworzenie
wyniku.

Uwaga: odczynnik roboczy Master Mix 1 musi by¢ umieszczony w kolumnie 01, 04, 07 i 10 na plytce. Odczynnik roboczy
Master Mix 2 musi by¢ umieszczony w kolumnie 02, 05, 08 i 11 na plytce. Odczynnik roboczy Master Mix 3 v2
musi by¢ umieszczony w kolumnie 03, 06, 09 i 12 na plytce.

Uwaga: na jednej plytce mozna umiescic do 30 probek. Jezeli do przetworzenia wszystkich probek na ptytce potrzebny
Jest wiecej niz jeden zestaw odczynnika, wszystkie zestawy muszq pochodzi¢ z tej samej serii.

Konfiguracja reakcji

Przygotowanie roboczego odczynnika Master Mix (MMX-1, MMX-2 i MMX-3 v2)

Uwaga: odczynniki EGFR MMX-1, EGFR MMX-2, EGFR MMX-3 v2 oraz roboczy odczynnik MMX sq wrazliwe na
swiatlo i nalezy je chroni¢ przed diugotrwalq ekspozycjg na swiatto.

Uwaga: ze wzgledu na lepkos¢ odczynnikow EGFR MMX oraz roboczego odczynnika MMX przenoszenie pipetq nalezy
wykonywac powoli, aby zagwarantowa¢ podanie z koncowki calej objetosci mieszaniny.

Uwaga: odczynniki EGFR MMX-1, EGFR MMX-2 i EGFR MMX-3 v2 mogq przybierac zabarwienie jasnoniebieskie
lub zblizone do purpury. Nie wplywa to na dziatanie odczynnika.

Uwaga: przygotowac w oddzielnych probowkach do mikrowirowki o pojemnosci 1,5 ml trzy wigksze porcje odczynnikow
potrzebnych do sporzgdzenia roboczych odczynnikow MMX: jedng odczynnika EGFR MMX-1, jedng
odczynnika EGFR MMX-2 i jedng odczynnika EGFR MMX-3 v2.

1. Obliczy¢ objetos¢ odczynnika EGFR MMX-1 lub EGFR MMX-2 lub EGFR MMX-3 v2 wymagang do sporzadzenia
kazdego z odczynnikow roboczych MMX wedtug nastgpujacego wzoru:

Wymagana obj¢tos¢ odczynnika EGFR MMX-1 lub EGFR MMX-2 lub EGFR MMX-3 v2 = (liczba probek
+ 2 kontrole + 1) x 20 pl

2. Obliczy¢ objetos¢ odczynnika MGAC, wymagang do sporzadzenia kazdego z odczynnikow roboczych MMX, wedtlug
nastgpujacego wzoru:

Wymagana obj¢tos¢ odezynnika MGAC = (liczba probek + 2 kontrole + 1) x 5 pl

Postugujac si¢ Tabela 22 okresli¢ objetos¢ kazdego odczynnika, potrzebng do przygotowania roboczego odczynnika MMX,
na podstawie liczby probek wiaczonych do przebiegu testowego.

Tabela 22 Objetosci odczynnikéw, potrzebne do sporzadzenia roboczego odczynnika MMX-1, roboczego odczynnika MMX-2
i roboczego odczynnika MMX-3 v2

Liczba prébek*

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
MMX 20 ul 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260
MGAC 5ul 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65

Catkowita obj.
kazdego roboczego 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325
odczynnika MMX (ul)

* Objetosci odpowiadajagce liczbie probek obliczono na podstawie sumy: liczba probek + 2 kontrole + 1.

3. Wyja¢ odpowiednig liczbe fiolek z odczynnikami EGFR MMX-1, EGFR MMX-2, EGFR MMX-3 v2 i MGAC
z miejsca, w ktorym byty przechowywane w temperaturze od 2°C do 8°C. Przed uzyciem kazdego odczynnika
mieszac go przez 5 sekund na mieszadle wibracyjnym, po czym zgromadzi¢ plyn na dnie probowki. Oznakowac
jatowa probowke do mikrowirowki, przeznaczong na roboczy odczynnik MMX-1, roboczy odczynnik MM X-2
i roboczy odczynnik MMX-3 v2.
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4. Doda¢ obliczong objetos¢ odczynnika EGFR MMX-1 lub EGFR MMX-2 lub EGFR MMX-3 v2 do odpowiednie;j
probowki przeznaczonej na roboczy odczynnik MMX.

5. Doda¢ obliczong obj¢tos¢ odczynnika MGAC do probowek przeznaczonych na robocze odczynniki MMX.

Miesza¢ zawarto$¢ probowek na mieszadle wibracyjnym od 3 do 5 sekund, aby zapewni¢ dostateczne wymieszanie
odczynnika.

Uwaga: probki i kontrole nalezy dodac do ptytki AD w ciggu 1 godziny od przygotowania roboczych odczynnikow MMX.
Uwaga: nalezy uzywac wylgcznie plytki AD systemu cobas® 4800 oraz odpowiedniej folii do zaklejania.

Przygotowanie ptytki

Uwaga: w przypadku stosowania przechowywanych roztworow podstawowych DNA postgpowac zgodnie z instrukcjami
w czesci Transport, przechowywanie i stabilnos¢ probek.

1. Przenie$¢ pipeta 25 pl roboczego odczynnika MMX do kazdego dotka reakcyjnego ptytki AD, potrzebnego do
przeprowadzenia przebiegu testowego. Nie mozna dopusci¢ do tego, aby koncowka pipetora dotkneta ptytki poza
obrebem dotka.

e Dodac roboczego odczynnika MMX-1 (zawierajacego odczynnik EGFR MMX-1) do dotkéw plytki AD
w kolumnach 01, 04, 07 i 10, zgodnie z potrzeba.

e Dodac¢ roboczego odczynnika MMX-2 (zawierajacego odczynnik EGFR MMX-2) do dotkow ptytki AD
w kolumnach 02, 05, 08 i 11, zgodnie z potrzeba.

e Doda¢ roboczego odczynnika MMX-3 v2 (zawierajacego odczynnik EGFR MMX-3 v2) do dotkow ptytki
AD w kolumnach 03, 06, 09 i 12, zgodnie z potrzeba.

2. Przenies¢ pipeta 25 pl odczynnika EGFR MC do dotkéw A01, A02 i A03 plytki AD; doktadnie wymieszac, aspirujac
pipeta zawartos¢ 1 podajac ja z powrotem co najmniej dwukrotnie w obregbie danego dotka.

3. Uzywajac nowej koncoéwki pipetora, przenie$¢ pipeta 25 ul roztworu NEG do dotkow B01, B02 i B03 ptytki AD;
doktadnie wymieszaé, aspirujac pipetg zawartos¢ i podajac jg z powrotem co najmniej dwukrotnie w obrebie danego
dotka.

Uwaga: kazdy przebieg testowy musi zawiera¢ odczynnik EGFR MC w dotkach A01, A02 i A03 oraz NEG
w dotkach B01, B02 i B03; w przeciwnym razie przebieg testowy zostanie odrzucony przez analizator
cobas 7 480 jako niewazny.

Uwaga: nalezy zmieniac rekawice zgodnie z potrzebami, aby chronic¢ probki przed wzajemnym zanieczyszczeniem
zawartym w nich materialem oraz chronic¢ probowki do reakcji PCR przed zanieczyszczeniem na ich
zewnetrznych powierzchniach.

4. Uzywajac nowych koncowek pipetora do kazdej probki DNA, doda¢ 25 ul pierwszej probki DNA do dotkow: CO1,
C02 i C03 ptytki AD; uzywajac nowej koncoéwki do dodawania probki DNA do kazdego dotka; doktadnie wymieszac
zawarto$¢ kazdego dolka, aspirujac pipeta zawarto$¢ 1 podajac ja z powrotem, przynajmniej dwukrotnie w obrebie
danego dotka. Powtorzy¢ te procedur¢ dla DNA z kazdej probki i postepowac wedtug szablonu, ktory przedstawia
Ryc. 7, dopoki roztwory DNA ze wszystkich probek nie zostang umieszczone na ptytce AD. Upewni¢ sig, ze caty
ptyn zebrat si¢ na dnie dotkow.

Uwaga: przed uzyciem przechowywanych roztworow podstawowych DNA, szybko wytrzgsac i odwirowac probowke
do elucji zawierajqgcq roztwor podstawowy.

5. Przykry¢ ptytke AD folig do zaklejania (dostarczong wraz z ptytkami). Uzy¢ aplikatora folii uszczelniajacej do
szczelnego przytwierdzenia folii do ptytki AD.

6. Przed rozpoczgciem reakcji PCR potwierdzi¢, ze caty ptyn zebrat si¢ na dnie kazdego z dotkow.

Uwaga: amplifikacja i detekcja powinny rozpoczqé sie w ciggu 1 godziny od dodania rozcienczonego roztworu DNA
z pierwszej probki do roboczego odczynnika MMX.
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Rozpoczecie reakcji PCR

Szczegotowe wskazowki dotyczace etapow przebiegu pracy przy wykonywaniu badan genu kodujacego EGFR
zamieszczono w podreczniku operatora systemu cobas® 4800 System lub podreczniku uzytkownika cobas® 4800 System.
Po wyswietleniu okna wyskakujacego ,,Select test” wybrac opcj¢ ,,EGFR Plasma P17 i klikng¢ przycisk ,,OK”.

Wyniki

Interpretacja wynikéw
Uwaga: walidacje przebiegu pracy oraz probek przeprowadza oprogramowanie cobas® 4800.

Uwaga: wazny przebieg testowy moze obejmowac zarowno wazne, jak i niewazne wyniki badania probek.

W przypadku waznego przebiegu wyniki badania probek interpretuje si¢ w sposob, ktory przedstawia Tabela 23.

Tabela 23 Interpretacja wyniku testu cobas EGFR

Wynik wskaznika

(moze by¢ obecna wicksza
liczba mutaciji niz jedna)

(moze by¢ obecna wigksza
liczba mutacji niz jedna)

Wynik testu Wynik badania mutacji pofilosciowego (SQI) Interpretacja

Ex19Del Ex19Del: SQ/
S768I S768I: SQI
L858R L858R: SQ/

Mutation T790M T790M: SQ/ Wykryto mutacje w okreslonym
L861Q L861Q: SQI regionie docelowym genu

Detected .
G719X G719X: SQ/ kodujacego EGFR.
Ex20Ins Ex20Ins: SQ/

No Mutation Nie wykryto mutacji w regionach
Detected Brak danych Brak danych docelowych genu kodujgcego
(NMD)* EGFR.

Wynik badania prébki jest niewazny.
Powtorzy¢ test probek z niewaznymi
wynikami, postepujgc zgodnie

z instrukcjg przedstawiong ponizej
w rozdziale Ponowny test probek
z niewaznymi wynikami.

Niewazny Brak danych Brak danych

Przebieg nie powiodt sie wskutek
awarii sprzetu lub oprogramowania.
Skontaktowac sie z miejscowym
biurem firmy Roche w celu
uzyskania pomocy techniczne;j.

Btad Brak danych Brak danych

*  Wynik ,No Mutation Detected” nie wyklucza obecnosci mutacji w regionach docelowych genu kodujgcego EGFR,
poniewaz wyniki zalezg od stezenia sekwencji zawierajgcych mutacje, dostatecznej integralnosci prébki, braku
inhibitoréw i wystarczajgcej do wykrycia ilosci DNA.

Flagi wynikow sg dostepne na karcie ,,Result” (Wynik) (ekran) lub w kolumnie ,,Flags” (Flagi) (raport). Dalsze
informacje opisano w cze¢sci Flagi wynikéw.
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Wskaznik pétilosciowy (SQl)

SQI to potilosciowa miara ilo§ci zmutowanego cfDNA w probce, ktorej mozna uzy¢ do pomiaru réznic w obcigzeniu
mutacjg w czasie. Wzrost warto$ci SQI wskazuje na wzrost ilo$ci odpowiadajgcej mutacji docelowej w danej probcee,
natomiast zmniejszenie wartosci SQI wskazuje na spadek catkowitej ilosci odpowiadajacej mutacji docelowej w danej
probee. Reprezentatywne wyniki wskaznika SQI dla kazdej klasy mutacji genu EGFR wykrywanych w tescie
przedstawiono w wynikach liniowosci: Ryc. 8 — Ryc. 14.

Ponowny test prébek z niewaznymi wynikami

1. Jezeli przebieg jest niewazny, ilo$¢ wyizolowanego DNA dla kazdej probki bedzie niewystarczajgca, aby powtorzy¢
amplifikacje i detekcje. Powtorzy¢ cala procedurg testu dla wszystkich probek zaczynajac od izolacji DNA.

2. Jezeli przebieg jest wazny, ale probka jest niewazna, ilo$¢ wyizolowanego DNA dla kazdej probki bedzie
niewystarczajgca, aby powtorzy¢ amplifikacj¢ i detekcje. Powtorzy¢ catg procedure testu dla probki niewaznej
zaczynajac od izolacji DNA.

Kontrola jakosci i waznos¢é wynikéw

Kazdy przebieg testowy liczacy do 30 probek zawiera jeden zestaw kontroli mutacji do testu cobas EGFR Test (EGFR
MC) (dotki A01, A02 i A03) oraz kontroli ujemnej (NEG) (dotki B01, B02 i B03) dla odczynnikéw roboczych MMX-1,
MMX-2 i MMX-3 v2. Przebieg jest wazny, jezeli wazne sg wyniki dla EGFR MC i NEG. Jezeli wynik dla EGFR MC
lub NEG jest niewazny, caly przebieg wymaga powtorzenia.

Kontrola mutaciji

Wynik dla EGFR MC musi by¢ oznaczony jako ,,Valid”. Jezeli wyniki oznaczenia EGFR MC stale sg niewazne, nalezy
skontaktowac si¢ z miejscowym biurem firmy Roche w celu uzyskania pomocy techniczne;.

Kontrola ujemna

Wynik dla NEG musi by¢ oznaczony jako ,,Valid”. Jezeli wyniki oznaczenia NEG stale sg niewazne, nalezy
skontaktowac si¢ z miejscowym biurem firmy Roche w celu uzyskania pomocy techniczne;.

Ograniczenia metody

1. Do badan nalezy uzywaé¢ wylacznie okreslonych rodzajow probek. Potwierdzono mozliwos¢ uzywania testu
cobas EGFR z probkami osocza oddzielonego od krwi pobranej do probowek Roche ¢cfDNA lub K2 EDTA.

2. Skuteczno$¢ testu cobas EGFR Test zostata zatwierdzona przy uzyciu zestawu cobas® cfDNA Sample Preparation Kit.

3. Detekcja mutacji zalezy od liczby kopii obecnych w probee, na ktorg wplywaé moze integralnos¢ probki, ilosé
wyizolowanego DNA i obecno$¢ substancji zaktocajacych detekeje.
4. Wiarygodno$¢ wynikéw zalezy od odpowiedniego transportu, przechowywania i przetwarzania. Nalezy postepowaé

zgodnie z procedurami opisanymi w podreczniku operatora systemu cobas® 4800 System lub podreczniku
uzytkownika cobas® 4800 System.

5. Pipetowanie ze spodu probowki do elucji moze spowodowac zniszczenie peletki i niekorzystnie wptynaé¢ na wyniki
testu.

6. Dodanie do odczynnika Master Mix testu cobas EGFR Test enzymu AmpErase umozliwia selektywng amplifikacje
docelowego DNA; jednak dla uniknigcia zanieczyszczenia odczynnikéw konieczne jest stosowanie dobrej praktyki
laboratoryjnej 1 doktadne przestrzeganie procedur wyszczegolnionych w niniejszej instrukcji uzytkowania.

7. Tego produktu moga uzywac wylacznie osoby przeszkolone w zakresie technik PCR i uzywania systemow
cobas® 4800 System.
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8.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.
20.

21.

Do uzycia z tym produktem zostal zatwierdzony wylgcznie analizator cobas z 480. Z tym produktem nie wolno
uzywac zadnego innego termocyklera z systemem optycznym do detekcji w czasie rzeczywistym.

Z uwagi na roznice pomig¢dzy technologiami zaleca si¢, aby przed zmiang stosowanych metod uzytkownik
przeprowadzit w laboratorium badanie korelacji stosowanych metod w celu okreslenia technologicznych réznic
wystepujacych pomigdzy nimi.

Obecnos$¢ inhibitorow PCR moze prowadzi¢ do uzyskiwania wynikow fatszywie ujemnych Iub niewaznych.

Mutacje w obrebie regiondw genomowego DNA tworzacego gen kodujacy EGFR, z ktorymi wigzg si¢ primery i/lub
sondy uzywane w tescie cobas EGFR Test, chociaz rzadkie, moga spowodowac niewykrycie obecno$ci mutacji
w eksonach 18, 19, 20, 21 (wyniki ,,No Mutation Detected”).

Test cobas EGFR Test wykazuje reaktywno$¢ krzyzowa (wyniki ,,Mutation Detected””) z mutacjg L747S
w eksonie 19, rzadka mutacjg nabyta, ktora moze odpowiada¢ za opornos¢ na leczenie TKI. '

Probki badane przy wysokich stezeniach (>10° kopii/ml) moga generowa¢ wyniki fatszywe.

Test cobas EGFR Test zostat zwalidowany do zastosowania z uzyciem 25 ul roztworu podstawowego DNA na dotek
reakcyjny. Nie zaleca si¢ stosowania poczatkowych obj¢tosci roztworu podstawowego DNA w ilo§ci mniejszej niz
25 ul w kazdym dotku reakcyjnym.

Opisana wyzej procedura musi by¢ przestrzegana, aby wykrywac¢ > 100 kopii DNA mutanta na ml osocza
oddzielonego od krwi pobranej do probowki Roche cfDNA lub K2 EDTA w przypadku mutacji EGFR (Tabela 3).

Probki z wynikami oznaczonymi jako ,,No Mutation Detected” mogg zawiera¢ mutacje w genie EGFR niewykrywane
przez to oznaczenie.

Nalezy rozwazy¢, czy wynik ,,No Mutation Detected” dla osocza nalezy powtdrzy¢, czy potwierdzi¢ przez badania
tkanki.

Osocze pochodzace z krwi pelnej pobranej do probowki Roche cfDNA wystarcza wylacznie na przeprowadzenie
jednego testu.

Nie nalezy taczy¢ osocza z probek, ktore nie zostaty pobrane od pacjentow w tym samym momencie.

Nie okreslono wiarygodnoscéi testu cobas EGFR z pobranymi do probowki Roche cfDNA probkami zawierajgcymi
skrzepy. Zawierajace skrzepy probki nalezy odrzuci¢ i pobra¢ od pacjenta nowa probke.

W prébkach osocza oddzielonych od krwi pobranej do probéwek Roche cfDNA zaobserwowano wystepowanie
hemolizy. Hemoglobina w stezeniu > 2,0 g/l moze zaktoca¢ dziatania testu cobas EGFR.
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Niekliniczna ocena wiarygodnosci

Skutecznos¢ analityczna

Nastepujace dane majg wykazywac skutecznos¢ analityczng testu cobas EGFR Test.

Czutos¢ analityczna — granica slepej préby

W celu oceny skutecznos$ci testu cobas EGFR Test przy braku matrycy i zapewnienia, ze $lepa proba nie generuje sygnatu
analitycznego, ktéry moze wskazywaé na niskie st¢zenie mutacji, oceniano probki osocza od zdrowych dawcow
pobranego na K2 EDTA z naturalnie wystepujacym genem kodujacym EGFR. Wykorzystujac analizg zalecong

w wytycznych CLSI EP17-A2%, granice proby $lepej okreslono jako zero dla wszystkich mutacji.

Granica wykrywalnosci przy uzyciu DNA linii komérkowych

Osocze pobrane na K2 EDTA

DNA linii komorkowych zawierajacy kazda z siedmiu klas mutacji wykrywanych przez test dodano do osocza K2 EDTA
od zdrowego dawcy, typu dzikiego dla EGFR. Przygotowano seryjne rozcienczenia i zbadano 24 powtorzenia kazdego
elementu panelu z uzyciem kazdej z trzech serii zestawow cobas EGFR.

Granic¢ wykrywalnosci okreslono dla kazdej z siedmiu klas mutacji wykrywanych przez test jako najnizsze st¢zenia
DNA, ktore dawaty wynik EGFR ,,Mutation Detected” z czestoscia przynajmniej 95% dla badanej mutacji. Wyniki
przedstawia Tabela 24.

Tabela 24 Granica wykrywalnosci testu cobas EGFR przy uzyciu osocza K2 EDTA

Ekson . . o Granica wykrywalnosci

genu Grupa" SekV\_lencja kwasu Gr_'anlca wykrywa*lnosm pofragmentowanego** Identyfikator
. mutacji nukleinowego genu nienaruszonego”* DNA 14

kodujacego | “pqopp kodujacego EGFR (kopie/ml) DNA cosmic

EGFR (kopie/ml)
18 G719A 2156G>C 100 100 6239
19 Ex19Del 2235 _2249del15 25 75 6223
20 T790M 2369C>T 25 100 6240
20 S768lI 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

Réznice w obserwowanej granicy wykrywalnosci wynikaty z réznic DNA tfa.
* Nienaruszony DNA linii komérkowej miat tto DNA typu dzikiego wynoszgce okoto 10 000 kopii/ml.

** DNA linii komdrkowych pofragmentowany mechaniczne na fragmenty o $redniej wielkosci 220 pz miat tto naturalnie
wystepujgcego DNA wynoszgce okoto 100 000 kopii/ml.

Osocze pobrane do probéwki Roche ¢cfDNA

W przypadku osocza oddzielonego od krwi pobranej do probowki Roche cfDNA, warto$ci LoD zweryfikowano poprzez
dodanie pofragmentowanego DNA linii komérkowych zawierajacego kazda z siedmiu klas mutacji wykrywanych przez
test do pobranego od zdrowego dawcy do probdéwki Roche cfDNA osocza, typu dzikiego dla EGFR. Przygotowano
rozcienczenia ukierunkowane na stezenia LoD podane w Tabela 24, a 20 powtorzen kazdej probki przetestowano przy
uzyciu jednej serii zestawow testu cobas EGFR. Zaobserwowany odsetek trafnosci dla kazdej mutacji wynidst 100%.
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Podsumowujac, test cobas EGFR umozliwia wykrywanie mutacji w eksonach 18, 19, 201 21 genu kodujacego EGFR
przy < 100 kopiach DNA mutanta na ml osocza z zastosowaniem standardowej poczatkowej objetosci 25 pl
podstawowego roztworu DNA na dotek reakcyjny przy uzyciu osocza pobranego do probéwki Roche cfDNA lub

K2 EDTA.

Reaktywnos¢ krzyzowa z innymi mutacjami w eksonach 18, 19, 20 i 21

Prébki z przedtuzenia badania AURA oraz badania klinicznego AURA2

Test cobas EGFR Test dat wyniki ,,Mutation Detected” dla nastepujacych mutacji w genie EGFR obserwowanych

w przypadku probek z przedtuzenia badania AURA i badania klinicznego AURA?2 (Tabela 25). Przedtuzenie badania
AURA miato na celu uzupetienie probek w kohorcie badania AURA2 i zwigkszenia prawdopodobienstwa wykrycia
rzadkich mutacji w osoczu. Skutecznos¢ analityczna testu cobas EGFR Test w wykrywaniu tych mutacji nie zostata
oceniona.

Tabela 25 Mutacje obserwowane w przediuzeniu badania AURA i badaniu AURA2 okreslone jako reagujace krzyzowo
w tescie cobas EGFR Test

Ekson Sekwencja mutacji Zmiana aminokwasu Identyfikator COSMIC'4
2236_2256>ATC E746_S752>| 133190
2237_2258>TATC E746_P753>VS Nie stwierdzono
19 2239 2256>CAG L747_S752>Q Nie stwierdzono

2239 _2264>GCCAA

L747_A755>AN

85891

2240_2264>CGAGAGA

L747_A755>SRD

Nie stwierdzono

Swoistos¢ — mikroorganizm

Swoisto$¢ testu cobas EGFR Test oceniano, badajac bakterie Staphylococcus epidermidis w iloéci 1 x 10° jednostek
tworzacych kolonie i stwierdzono, ze mikroorganizm ten nie reaguje krzyzowo ani nie zaktoca dzialania testu
cobas EGFR Test po dodaniu do osocza od zdrowego dawcy pobranego na K2 EDTA, zawierajagcego naturalnie
wystepujace i zmutowane sekwencje genu EGFR.

Substancje wptywajace na wynik testu
Osocze pobrane na K2 EDTA

Wykazano, ze triglicerydy (37 mM, granica podwyzszonego stezenia zalecana przez CLSI?!), 0,2 g/I bilirubiny
(niezwigzanej lub zwigzanej, granica podwyzszonego stezenia zalecana przez CLSI?!) i hemoglobina (1,5 g/1) nie
zaktocajg dziatania testu cobas EGFR Test w przypadku dodania potencjalnej substancji zakldcajacej do probek osocza
od zdrowych dawcow pobranych na K2 EDTA, zawierajacych naturalnie wystepujace i zmutowane sekwencje genu
EGFR. Wykazano, ze hemoglobina w stezeniu 2,0 g/l w osoczu zaktoca dziatanie testu cobas EGFR Test. Albumina

w stezeniu > 60 g/1 (60 g/1, granica podwyzszonego stezenia zalecana przez CLSI?') moze zaklocaé dziatanie testu
cobas EGFR Test.

Wyniki badania wykazuja, ze EDTA oraz produkty lecznicze Neupogen i TARCEVA® nie zaktdcaja dziatania testu
cobas EGFR Test w przypadku dodania potencjalnej substancji zaktocajacej do probek osocza od zdrowych dawcodw
pobranych na K2 EDTA, zawierajacych naturalnie wystepujace oraz zmutowane sekwencje genu EGFR.
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Osocze pobrane do probowki Roche cfDNA

Wykazano, ze triglicerydy (37 mM, granica podwyzszonego stezenia zalecana przez CLSI?!), 0,2 g/1 bilirubiny
(niezwigzanej lub zwigzanej, granica podwyzszonego stezenia zalecana przez CLSI?*!), hemoglobina (2,0 g/) i albumina
(60 g/1, granica podwyzszonego stezenia zalecana przez CLSI*') nie zaktdcajg dziatania testu cobas EGFR w przypadku
dodania potencjalnej substancji zaklocajacej do probek osocza od zdrowych dawcoéw pobranych do probowki Roche
c¢fDNA, zawierajacych naturalnie wystgpujace i zmutowane sekwencje genu EGFR.

Liniowos¢
Osocze pobrane na K2 EDTA

Badanie liniowosci testu cobas EGFR Test przeprowadzono za pomoca serii rozcienczen przynajmniej 8 elementow
panelu obejmujacych zakres liniowosci dominujacej mutacji w kazdej klasie mutacji w genie EGFR raportowanych
przez test. Elementy panelu zostaly przygotowane przez rozcienczenie DNA linii komorkowych zawierajacych kazda

z dominujacych mutacji w zdrowym osoczu K2 EDTA, bedacym typem dzikim dla EGFR. Badanie zostato przeprowa-
dzone zgodnie z wytycznymi CLSI Guideline EP-06A.%* Zbadano dziesig¢ powtorzen na element panelu dla kazdej

z 2 serii dla stezen do 1,0E+04 kopii/ml (tacznie 20 powtoérzen na poziom). Powyzej 1,0E+04 kopii/ml badano jedno
powtorzenie na serie.

Dla kazdej klasy mutacji testu cobas EGFR zakres liniowos$ci wskazuje Tabela 26 i odpowiednie wykresy dla jednej serii
przedstawiaja Ryc. 8 do Ryc. 14.

Tabela 26 Zakres liniowosci testu cobas EGFR przy uzyciu osocza K2 EDTA

E"s°!‘ genu Mutacja genu Sekwencja docelowa kwasu Zakres liniowosci
kodujacego . . ]
kodujacego EGFR nukleinowego (kopie/ml)
EGFR
18 G719A 2156G>C 50-1E+04
19 Delecja w eksonie 19 2235 _2249del15 10-1E+05
20 S768I 2303G>T 10-1E+05
20 T790M 2369C>T 50-1E+05
20 Insercja w eksonie 20 2307_2308ins9GCCAGCGTG 10-1E+05
21 L858R 2573T>G 10-1E+05
21 L861Q 2582T>A 10-1E+05
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Ryc. 8 Liniowosé DNA mutanta w osoczu K2 EDTA:

DNA linii komérkowej G719A
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SQI =-0,987 + 2,986 x log kopii na ml
R?=0,968

Ryc. 10 Liniowos¢ DNA mutanta w osoczu K2 EDTA:

DNA linii komérkowej S768I
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Ryc. 9

Liniowos¢ DNA mutanta w osoczu K2 EDTA:

DNA linii komérkowej Ex19 Del

267
24—_
22—_
2[]—_
‘18—_
‘15—_
14
‘12—_

Ex15Del SQI

ol

109 -

Log miana (kp/ml)

SQI = 17,042 + 3,507 x log kopii na ml

R?=0,981

Ryc. 11

Liniowos¢ DNA mutanta w osoczu K2 EDTA:

DNA linii komérkowej T790M

22
20
18
16
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12
10

5-

TroomM S0l

2 3 4
Log miana (kp/ml)

SQI = 3,593 + 3,352 x log kopii na ml

R?=0,973
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Ryc. 12 Liniowos¢é DNA mutanta w osoczu K2 EDTA:
DNA linii komérkowej Ex20Ins
144 »
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= 101 '
2 ot
w8 ) 1
= ¥
ST ) |
i | |
4- | 4
21 &
e T
1 2 3 4 5
Log miana (kp/ml)

SQI =-1,268 + 2,973 x log kopii na ml

R?=0,990
Ryc. 14 Liniowosé DNA mutanta w osoczu K2 EDTA:
DNA linii komoérkowej L861Q
16
L Py
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o 104 "
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o '
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4 ) §
24 &
L g .
0 e - L e —
1 2 3 4 5
Log miana (kp/ml)

SQI =-1,177 + 3,149 x log kopii na ml

R?2=0,980

Osocze pobrane do probowki Roche cfDNA

Ryc. 13 Liniowosé DNA mutanta w osoczu K2 EDTA:
DNA linii komérkowej L858R
20 =
18 e
164 i }
S 147 I | §
[ 12
o ] '
9101 I\
g1 = ' L
e 7
6 & (I
4~+— e i B
1 2 3 4 5
Log miana (kp/ml)

SQI = 2,543 + 3,283 x log kopii na ml

R?=0,933

Badanie liniowosci probek osocza pobranych do probéwki Roche ¢fDNA zweryfikowano za pomocg serii rozcienczen
przynajmniej 6 elementow panelu obejmujacych zakres liniowosci okreslony przy uzyciu probek osocza pobranych na
K2 EDTA (Tabela 26). Elementy panelu zostaly przygotowane przez rozcienczenie pofragmentowanego DNA linii
komorkowych zawierajacych kazdg z dominujgcych mutacji w pobranym do probéwki Roche cfDNA zdrowym osoczu,
bedgcym typem dzikim dla EGFR. Oceng przeprowadzono wedtug wytycznych EP06-AE CLSI.?* Zbadano cztery
powtorzenia na element panelu dla kazdej z 2 serii dla stezen do 1,0E+04 kopii/ml (tacznie 8 powtorzen na poziom).
Powyzej 1,0E+04 kopii/ml badano dwa powtorzenia na seri¢ (fgcznie 4 powtdrzenia na poziom).

07340761001-08PL

Doc. Rev. 7.0

61



CZESC B: Do stosowania z prébkami osocza cobas® EGFR Mutation Test v2

Powtarzalnos¢é¢

Powtarzalno$¢ testu cobas EGFR Test oceniono, wykorzystujac panel dwunastu probek sktadajacy si¢ z rozcienczen
DNA linii komérkowej mutanta EGFR rozcienczonego w probkach osocza K2 EDTA od zdrowego dawcy. Dominujaca
mutacja w kazdej klasie raportowanej przez test byla jednoczes$nie rozcienczana do jedenastu probek i oceniana przy
3-krotnosci granicy wykrywalnosci odpowiedniej mutacji (w kopiach/ml), 1,0E+03 kopii/ml i 5,0E+04 kopii/ml.
Dodatkowo badano jedna prébke typu dzikiego. Kazda z dwunastu probek badato dwukrotnie dwdch operatorow,
uzywajac dwoch roznych serii odczynnikoéw przez 4 dni na dwdéch analizatorach cobas z 480 (N = 32 na probke).
Odsetek prawidlowych rozpoznan testu cobas EGFR wyniost 99,2% (381/384).

Tabela 27 wymienia $redni SQI oraz odchylenie standardowe SQI z badania powtarzalnosci. Wszystkie 32 powtorzenia
probki naturalnie wystepujacej sekwencji daty oczekiwany wynik ,,No Mutation Detected”.

Tabela 27 Sredni SQI oraz odchylenie standardowe SQI z badania powtarzalnosci

E(SOP genu Mutacja genu Sekwencja docelowa kwasu Stezenie Srednie Odchylenie
o%u(j;?:t;ago ko%u(j;?:(i:go nukleinowego (kopie/ml) Sal standar:iowe 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

Naturalnie wystepujgcy gen EGFR 0 NMD NMD

NMD = No Mutation Detected (Nie wykryto mutacji)
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Ocena klinicznej skutecznosci testu

Powtarzalnosé¢ kliniczna z osoczem pobranym na K2 EDTA

Przeprowadzono badanie w celu oceny odtwarzalnosci testu cobas EGFR Test migdzy 3 osrodkami badawczymi

(2 zewngtrzne i 1 wewnetrzny, 2 operatoréw na os$rodek), 3 seriami odczynnikdéw przez 3 niekolejne dni badania

z dziewigcioelementowym panelem spreparowanych probek zawierajacych DNA linii komorek rozcienczony w osoczu
NSCLC. Mutacje obejmujace jedng mutacje G719X w eksonie 18, jedng delecje w eksonie 19, dwie mutacje T790M

w eksonie 20, jedng insercje w eksonie 20, jedng mutacje L858R w eksonie 21 i jedng mutacje L861Q w eksonie 21 byly
reprezentowane w czterech spreparowanych probkach, co podsumowano w Tabela 28. Kazda spreparowana prébka
zostala przygotowana w dwoch st¢zeniach wynoszacych okoto 100 kopii/ml i 300 kopii/ml. Te spreparowane probki
wbudowano do o$miu oddzielnych elementéw panelu wraz z kontrolg naturalnie wystepujacej sekwencji, aby
przygotowac dziewigcioelementowy panel.

Tabela 28 Kombinacje mutacji probek spreparowanych

Kombinacja 1 DNA linii Kombinacja 2 DNA linii Kombinacja 3 DNA linii Kombinacja 4 DNA linii
komorek komoérek komorek komoérek
Del. w eksonie 19 L858R S768lI L861Q
T790M T790M G719A Insercja w eksonie 20

Ogodlnie przeprowadzono 37 cykli pracy z 36 waznymi cyklami pracy i jednym niewaznym. L.gcznie zbadano 648 paneli
(lub 1224 mutacje), z ktorych 646 paneli (lub 1220 mutacji) miato wazne wyniki. W 72 waznych testach dla elementow
panelu naturalnie wystepujacych sekwencji nie byto wynikow ,,Mutation Detected”, co skutkowato 100% zgodnoscia.
Zgodnos¢ rozni si¢ dla elementéw panelu mutacji: w przypadku osmiu uzyskano 100% zgodnos$¢, dla pieciu zgodnosé¢
>97%, a w przypadku jednej mutacji (G719X) zgodnos¢ byta nizsza i wynosita okoto 90%. Wyniki dotyczace zgodnosci
catkowitej wg mutacji przedstawia Tabela 29. Wspotczynnik zmiennosci (CV) wyniost < 12,8% w przypadku wszystkich
elementdéw panelu mutacji. Dla kontroli wewnetrznej i mutacji ogélna wartos¢ CV wyniosta < 1,5%. Wartos¢ CV
wyniosta < 0,89% miedzy seriami i < 1,47% w ramach serii.
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Tabela 29 Ogodlne oszacowania zgodnosci wg elementu panelu mutacji w badaniu powtarzalnosci

Element panelu mutaciji Liczba w'ainych Zgodnosé Odsetek zgodnosci
testow N (95% CI)?
Naturalnie wystepujgca — nd. 72 72 100 (95,0, 100,0)
G719A w eksonie 18 — 100 kopii/ml 72 65 90,3 (81,0, 96,0)°
Delecja (2235_2249del15) w eksonie 19 — 100 kopii/ml 72 72 100 (95,0, 100,0)
Insercja (2307_2308ins9) w eksonie 20 — 100 kopii/ml 72 72 100 (95,0, 100,0)
S7681 w eksonie 20 — 100 kopii/ml 72 72 100 (95,0, 100,0)
T790M w eksonie 20 — 100 kopii/ml 143 139 97,2 (93,0, 99,2)
L858R w eksonie 21 — 100 kopii/ml 71 70 98,6 (92,4, 100,0)
L861Q w eksonie 21 — 100 kopii/ml 72 72 100 (95,0, 100,0)
G719A w eksonie 18 — 300 kopii/ml 71 70 98,6 (92,4, 100,0)
Delecja (2235_2249del15) w eksonie 19 — 300 kopii/m| 72 72 100 (95,0, 100,0)
Insercja (2307_2308ins9) w eksonie 20 — 300 kopii/ml 72 72 100 (95,0, 100,0)
S768I w eksonie 20 — 300 kopii/ml 71 71 100 (94,9, 100,0)
T790M w eksonie 20 — 300 kopii/ml 144 142 98,6 (95,1, 99,8)
L858R w eksonie 21 — 300 kopii/ml 72 71 98,6 (92,5, 100,0)
L861Q w eksonie 21 — 300 kopii/ml 72 72 100 (95,0, 100,0)

@ 95% Cl = 95% przedziat ufnosci na podstawie doktadnej metody dwumianowe;.
b Nizsza zgodnos¢ dla tej probki byta spowodowana gtownie wielokrotnymi pominietymi rozpoznaniami

(n = 6/24 powtdrzen fgcznie) wystepujgcymi gtownie w jednym z trzech osrodkéw.
Uwaga: wyniki uznawano za zgodne, gdy dla elementu panelu mutacji uzyskano wazny wynik ,Mutation Detected”
lub gdy dla elementu panelu sekwencji wystepujgcych naturalnie uzyskano wazny wynik ,No Mutation Detected”.
Uwaga: probki stosowane w tym badaniu sktadaty sie z DNA linii komérkowych pofragmentowanego mechaniczne
na fragmenty o $redniej wielkosci 220 pz i miaty tto naturalnie wystepujacego DNA wynoszgce okoto 12 000 kopii/ml.

Powtarzalnosé¢ kliniczna z osoczem pobranym do probéwki Roche cfDNA

Przeprowadzono badanie w celu oceny powtarzalnosci testu cobas EGFR Test migdzy 3 osrodkami badawczymi

(2 zewnetrzne 1 1 wewngtrzny, 2 operatorow na osrodek), jedng serig odczynnikow przez 3 niekolejne dni badania

z trzema dziewigcioelementowymi panelami spreparowanych probek zawierajagcych DNA linii komorek rozcienczony
w trzech unikatowych pulach osocza pochodzacego od zdrowych dawcow. Probki zawarte w kazdej puli pobrano przy
uzyciu unikatowej serii probéwek Roche cfDNA. W kazdym osrodku przetestowano dwa panele osocza. Mutacje
obejmujace jedng mutacje G719X w eksonie 18, jedna delecje w eksonie 19, jedna mutacje T790M w eksonie 20, jedna
insercje w eksonie 20, jedna mutacje L858R w eksonie 21 i jedna mutacje L861Q w eksonie 21 byly reprezentowane

w czterech spreparowanych probkach, co podsumowano w Tabela 30. Kazda spreparowana probka zostata przygotowana
w dwoch stezeniach wynoszacych okoto 100 kopii/ml i 300 kopii/ml. Te spreparowane probki wbudowano do o$miu
oddzielnych elementow panelu wraz z kontrolg naturalnie wystgpujacej sekwencji, aby przygotowac
dziewiecioelementowy panel.

Tabela 30 Kombinacje mutacji probek spreparowanych

Kombinacja 1 DNA linii

Kombinacja 2 DNA linii

Kombinacja 3 DNA linii

Kombinacja 4 DNA linii

komorek komorek komorek komorek
Del. w eksonie 19 S768I T790M L858R
Ins. w eksonie 20 G719A L861Q Brak danych
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Lacznie wykonano 36 cykli pracy i wszystkie z nich byly wazne. Lacznie zbadano 648 paneli, z ktorych 646 paneli (lub
1220 mutacji) mialo wazne wyniki. W 72 waznych testach dla elementéw panelu naturalnie wystepujacych sekwencji
uzyskano jeden wynik ,,Mutation Detected”, co skutkowato 98,6% zgodnoscia. Zgodno$¢ rozni si¢ dla elementéw panelu
mutacji: w przypadku trzynastu uzyskano 100% zgodno$¢, dla jednego > 98%. Wyniki dotyczace zgodnosci catkowite;j
wg mutacji przedstawia Tabela 31. Wspotczynnik zmiennosci (CV) wyniost < 13,7% w przypadku wszystkich elementow
panelu mutacji. Dla kontroli wewnetrznej 1 mutacji og6lna wartos¢ CV wyniosta < 1,3%.

Tabela 31 0Ogoélne oszacowania zgodnosci wg elementu panelu mutacji w badaniu powtarzalnosci

Element panelu mutacji Liczba w?inych Zgodnos¢ Odsetek zgodnosci
testow N (95% CI)?

Naturalnie wystepujgca — nd. 72 71 98,6 (92,5, 100,0)

G719A w eksonie 18 — 100 kopii/ml 72 71 98,6 (92,5, 100,0)

Delecja (2235_2249del15) w eksonie 19 — 100 kopii/ml 72 72 100 (95,0, 100,0)
Insercja (2307_2308ins9) w eksonie 20 — 100 kopii/ml 72 72 100 (95,0, 100,0)
S7681 w eksonie 20 — 100 kopii/ml 72 72 100 (95,0, 100,0)

T790M w eksonie 20 — 100 kopii/ml 72 72 100 (95,0, 100,0)

L858R w eksonie 21 — 100 kopii/ml 72 72 100 (95,0, 100,0)

L861Q w eksonie 21 — 100 kopii/ml 72 72 100 (95,0, 100,0)

G719A w eksonie 18 — 300 kopii/ml 72 72 100 (95,0, 100,0)

Delecja (2235_2249del15) w eksonie 19 — 300 kopii/ml 71 71 100 (94,9, 100,0)
Insercja (2307_2308ins9) w eksonie 20 — 300 kopii/ml 71 71 100 (94,9, 100,0)
S7681 w eksonie 20 — 300 kopii/ml 72 72 100 (95,0, 100,0)

T790M w eksonie 20 — 300 kopii/ml 71 71 100 (94,9, 100,0)

L858R w eksonie 21 — 300 kopii/ml 72 72 100 (95,0, 100,0)

L861Q w eksonie 21 — 300 kopii/ml 7 71 100 (94,9, 100,0)

@ 95% CIl = 95% przedziat ufnosci na podstawie doktadnej metody dwumianowe;j.

Uwaga: wyniki uznawano za zgodne, gdy dla elementu panelu mutacji uzyskano wazny wynik ,Mutation Detected”
lub gdy dla elementu panelu sekwencji wystepujgcych naturalnie uzyskano wazny wynik ,No Mutation Detected”.

Granica wykrywalnosci (LoD) przy uzyciu probek osocza NSCLC

Przeprowadzono badanie w celu potwierdzenia LoD przy uzyciu probek osocza K2 EDTA NSCLC dla trzech delecji,
jednej mutacji L858R i jednej mutacji T790M w eksonie 19 przy uzyciu testu cobas EGFR miedzy trzema o$rodkami
badawczymi (dwoma zewnetrznymi i jednym wewnetrznym, dwoch operatoréw na os$rodek), trzema seriami
odczynnikow i dwoma niekolejnymi dniami z 11-elementowym panelem probek osocza NSCLC (kazdy po pie¢ mutacji
z dwoma poziomami: 1 x LoD i 2 x LoD; plus sekwencja wystepujaca naturalnie). Ogotem przeprowadzono 12 cykli
pracy (dwa powtorzenia na cykl pracy) i wszystkie cykle pracy byty wazne. Ogotem dla kazdego z 11 elementéw panelu
wykonano 264 testy, z czego 262 (99,2%) testy byly wazne. W 23 waznych testach dla elementéw panelu naturalnie
wystepujacych sekwencji nie bylo wynikdéw ,,Mutation Detected”, co skutkowato 100% zgodnoscia. Procent zgodnosci
dla T790M — 1 x LoD w eksonie 20 wynosi 95,8% 1 100% dla wszystkich innych elementow panelu mutacji.
Oszacowang zgodnos¢ wedtug elementu panelu podsumowuje Tabela 32. Wspotczynnik zmiennosci (CV) wyniost
<17,0% w przypadku wszystkich elementow panelu mutacji.
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Tabela 32 Oszacowana zgodnos¢ wg elementu panelu

Czion panelu Liczba waznych testow Zgox:lnoé(: Odse(tglgo/zo g(;()janos'ci
Naturalnie wystepujgca — nd. 23 23 100 (85,2, 100,0)
Delecja 1 w eksonie 19 — 1 x LoD 24 24 100 (85,8, 100,0)
Delecja 1 w eksonie 19 — 2 x LoD 24 24 100 (85,8, 100,0)
Delecja 2 w eksonie 19 — 1 x LoD 23 23 100 (85,2, 100,0)
Delecja 2 w eksonie 19 — 2 x LoD 24 24 100 (85,8, 100,0)
Delecja 3 w eksonie 19 — 1 x LoD 24 24 100 (85,8, 100,0)
Delecja 3 w eksonie 19 — 2 x LoD 24 24 100 (85,8, 100,0)
T790M w eksonie 20 — 1 x LoD 24 23 95,8 (78,9, 99,9)
T790M w eksonie 20 — 2 x LoD 24 24 100 (85,8, 100,0)
L858R w eksonie 21 — 1 x LoD 24 24 100 (85,8, 100,0)
L858R w eksonie 21 — 2 x LoD 24 24 100 (85,8, 100,0)

2 95% Cl = 95% przedziat ufnosci na podstawie doktadnej metody dwumianowe;j.

Uwaga: wyniki sg uznawane za zgodne, gdy wazny test elementu panelu mutacji ma wynik w postaci ,Mutation Detected” lub
gdy wazny test elementu panelu naturalnie wystepujgcych sekwencji ma wynik ,No Mutation Detected”.

Uwaga: prébki kliniczne stosowane w tym badaniu miaty tto naturalnie wystepujgcego DNA wynoszgce okoto 24 000 kopii/ml.

Korelacja osocza pobranego do probéwki Roche cfDNA z osoczem pobranym
na K2 EDTA

Skutecznos¢ testu cobas EGFR z osoczem pobranym na K2 EDTA i do probéwki Roche cfDNA poréwnano poprzez
przetestowanie panelu probek, ktory obejmowal sparowane pobrania od 34 pacjentow z NSCLC EGFR typu dzikiego,

17 pacjentéw z NSCLC EGFR z dodatnim wynikiem dla mutacji i 20 zdrowych dawcédw. Probki pobrane od zdrowych
dawcow zostaly wykorzystane do stworzenia probek zastepczych sktadajacych si¢ z potaczenia pofragmentowanego DNA
linii komorkowych zawierajagcych dominujace mutacje zglaszane przez test cobas EGFR oraz krwi pelnej pobranej do
probowek z K2 EDTA i probowek Roche cfDNA. Do probek zastepczych dodano pofragmentowane DNA linii
komodrkowych w ilo$ci wynoszacej w przyblizeniu 1,5 x LoD dla kazdej mutacji zgodnie z ustaleniami przy uzyciu
osocza pobranego na K2 EDTA (Tabela 24). Status mutacji potwierdzono dla kazdego pacjenta NSCLC przy uzyciu
metody NGS. Wszystkie probki przetestowano przy uzyciu jednej serii odczynnikow testu cobas EGFR. Dla wszystkich
prébek uzyskano wazne wyniki, a wyniki poréwnania przedstawia Tabela 33.

Tabela 33 Analiza zgodnosci pomiedzy osoczem pobranym na K2 EDTA i osoczem pochodzacym z probéwek Roche cfDNA

Probéwka z K2 EDTA
MD NMD Ogédtem
< Zgodnos$¢ wynikéw dodatnich (%): 100%
x
$2% MD 37 0 37 95% Cl 90,5-100%
208 Zgodnosé wynikow uj h (%): 100%
o2 5 godnos$é wynikéw ujemnych (%): o
s&®o NMD 0 34 34 95% Cl 89,7-100%
i Catkowita zgodnosé (%): 100%
Ogotem 37 34 4 989% CI ) 94,5-100%

Gdzie: MD = Mutation Detected i NMD = No Mutation Detected
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Zgodnos¢ pomiedzy sparowanymi probkami dla osocza pobranego na K2 EDTA oraz osocza pochodzgcego z probowek
firmy Roche do pobierania DNA pozakomoérkowego Roche Cell-Free DNA Collection Tube wynosita 100%. Nie
zaobserwowano niezgodnych wynikow.

W prébkach osocza z badania test cobas EGFR pozwolit na wykrycie nastepujacych mutacji w eksonach 18, 19, 201 21
genu EGFR, ktore wymienia Tabela 34. O ile nie podano inaczej, mutacje zaobserwowano w probkach NSCLC.

Tabela 34 Mutacje zaobserwowane w korelacji osocza pobranego do probéwki Roche cfDNA z osoczem pobranym na

K2 EDTA
Ekson Sekwencja mutacji Zmiana aminokwasu Identyfikator COSMIC'*
2156G>C* G719A 6239
18 2155G>AS G719S 6252
2235_2249del15* E746_A750delELREA 6223
2236_2250del158 E746_A750delELREA 6225
TTCC Czélg_Gz é?sAdTUgAA GGS K745_E746insVPVAIK 6963938
19 2237_2248del128 E746_E749delELRE Nie stwierdzono
2237_2251del158 E746_T751>A 12678
2239 _2240TT>CC$ L747P 24267
2251A>CS T751P Nie stwierdzono
2369C>T* T790M 6240
20 2303G>T* S768I 6241
2307_2308insGCCAGCGTG* V769_D770insASV 12376
2573T7>G* L858R 6224
21 2582T>A* L861Q 6213

* Zaobserwowano wytgcznie w prébce zastepczej
* Zaobserwowano w probce zastepczej i probce NSCLC
§ Zaobserwowano wytgcznie w probce NSCLC

Korelacja z metoda referencyjna wykorzystujaca probki osocza z kohorty
badania fazy Ill ASPIRATION

Doktadnos¢ analityczna testu cobas EGFR Test w wykrywaniu delecji w eksonie 19 1 mutacji L858R oceniono przez
poréwnanie ze zwalidowang platforma sekwencjonowania nowej generacji (NGS) przy uzyciu pobranych na K2 EDTA
probek osocza pochodzacych od pacjentdw z zaawansowanym NSCLC z jednego lub wickszej liczby nastepujacych
badan (kohorta ASPIRATION): badania kliniczne firmy Genentech G027821 (MetMab) i G027761 (MetLung) wraz

z badaniem klinicznym firmy Roche ML25637 (ASPIRATION).

Sto dwadziescia osiem probek osocza o objetosci 2 ml i z waznymi sparowanymi wynikami z testu cobas EGFR Test

w probkach osocza, jak i metody NGS przy uzyciu probek osocza uwzgledniono w analizie zgodnosci dla delecji

w eksonie 19 lub mutacji L858R w genie EGFR. Lacznie 32 probki dato wynik MD, a 95 miato wynik NMD wg metody
NGS. Warto$¢ PPA miedzy testem cobas EGFR Test w osoczu i NGS w osoczu wynosita 87,5% (95% CI: 71,9%,
95,0%); wartos¢ NPA migdzy testem cobas EGFR i NGS wynosita 96,8% (95% CI: 91,1%, 98,9%), co przedstawiono
w Tabela 35.
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Tabela 35 Poréwnanie testu cobas EGFR Test w osoczu z sekwencjonowaniem metoda NGS w celu wykrycia delecji
w eksonie 19 oraz L858R genu EGFR

Miara zgodnosci Procent zgodnosci (N) 95% CI
Zgodnos¢ procentowa wynikéw dodatnich (PPA) 87,5% (28/32) 71,9%, 95,0%
Zgodnos¢ procentowa wynikéw ujemnych (NPA) 96,8% (92/95) 91,1%, 98,9%

Korelacja miedzy prébkami osocza i tkanki wg testu cobas EGFR Test pod
wzgledem wykrywania delecji w eksonie 19 i L858R przy uzyciu probek z badania
fazy Ill ENSURE

Badanie ENSURE (Y025121) byto wieloosrodkowym, randomizowanym badaniem fazy III prowadzonym metoda
otwartej proby w celu oceny skutecznosci i bezpieczenstwa stosowania TARCEVA® (erlotynib) poréwnaniu

z gemcytabing/cisplatyng w ramach leczenia pierwszej linii pacjentow z niedrobnokomoérkowym rakiem ptuca (NSCLC)
w stadium IIB/IV i z delecjg w eksonie 19 lub mutacjg L858R w domenie kinazy tyrozynowej receptora naskorkowego
czynnika wzrostu (ang. Epidermal Growth Receptor, EGFR) w komorkach nowotworowych. Badaniu przesiewowemu
poddano tacznie 647 pacjentéw. 601 pacjentow miato wazny wynik dla delecji w eksonie 19 i mutacji L8S8R w genie
EGFR w tesécie cobas EGFR Test z tkanki, a randomizacji w ramach badania poddano 217 pacjentow.

W przypadku pigciuset siedemnastu pacjentow (86,0%, 517/601) dostgpne byly dopasowane probki osocza pobrane na
K2 EDTA 1 probki tkanek, a objetos¢ probki osocza wynoszaca = 2,0 ml, tj. objetos¢ probki zatwierdzong do stosowania
w tescie cobas EGFR Test w osoczu, stwierdzono w przypadku 441 pacjentow.

Korelacj¢ pomigdzy wynikami probek osocza i tkanki w tescie cobas EGFR Test w odniesieniu do wykrywania delecji

w eksonie 19 i mutacji L858R oceniano zarowno oddzielnie, jak i tgcznie. W analizie zgodno$ci uwzgledniono tacznie
431 probek ze sparowanymi wynikami w tescie cobas EGFR Test zarowno z probek tkanki, jak i osocza. Zgodnosc¢
procentowa wynikow dodatnich (PPA) miedzy probkami osocza i tkanki wynosita 76,7% (95% CI: od 70,5% do 81,9%),
natomiast zgodnos$¢ procentowa wynikow ujemnych (NPA) wynosita 98,2% (95% CI: od 95,4% do 99,3%) w odniesieniu
do wykrywania delecji w eksonie 19 i mutacji L858R tacznie, co przedstawia Tabela 36. Wartosci PPA, NPA i OPA dla
wykrywania delecji w eksonie 19 i mutacji L858R oddzielnie przedstawia réwniez Tabela 36.

Tabela 36 Zgodnos¢ miedzy wynikami prébek osocza i tkanki w tescie cobas EGFR Test w odniesieniu do wykrywania
delecji w eksonie 19 i mutacji L858R

Mutacja Miara zgodnosci Procent zgodnosci (N) 95% ClI
Zgodnos¢ procentowa wynikéw dodatnich (PPA) 76,7% (161/210) 70,5%, 81,9%
tacznie Zgodnosc¢ procentowa wynikéw ujemnych (NPA) 98,2% (217/221) 95,4%, 99,3%
Procentowa zgodnos$é ogotem (OPA) 87,7% (378/431) 84,2%, 90,5%
Zgodnos¢ procentowa wynikéw dodatnich (PPA) 80,8% (97/120) 72,9%, 86,9%
w eizfrfij: 19 Zgodnosc¢ procentowa wynikéw ujemnych (NPA) 98,7% (307/311) 96,7%, 99,5%
Procentowa zgodnos$é ogotem (OPA) 93,7% (404/431) 91,0%, 95,7%
Zgodnos¢ procentowa wynikéw dodatnich (PPA) 67,8% (61/90) 57,6%, 76,5%
L858R Zgodnos¢ procentowa wynikéw ujemnych (NPA) 99,1% (338/341) 97,4%, 99,7%
Procentowa zgodnos$é ogotem (OPA) 92,6% (399/431) 89,7%, 94,7%

Uwaga: wartosci PPA i NPA obliczono, wykorzystujgc tkanke jako punkt odniesienia.

Obliczono rowniez warto$¢ predykcyjng dodatnig (PPV) i warto$¢ predykeyjng ujemng (NPV) dla wykrywania delecji

w eksonie 19 i mutacji L858R tacznie z wykorzystaniem metody typu bootstrap opartej na réznym wystepowaniu tkanek
populacji (Tabela 37). Zgodnie z oczekiwaniami w miar¢ wzrostu czesto$ci wystgpowania mutacji w genie EGFR warto$¢
PPV rosnie, a NPV spada. W przypadku populacji pacjentow rasy biatej, w ktorej zaktada sie czestos¢ wystgpowania
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mutacji w genie EGFR na poziomie 10-15%, zakres PPV wynosi od 82,8% do 88,6%, natomiast zakres NPV to
96,0-97,4%. W przypadku oparcia si¢ na czgstosci wystepowania w populacji azjatyckiej, przy zatozeniu czgstos$¢
wystgpowania mutacji w genie EGFR na poziomie 30-50%, zakres PPV wynosi od 94,8% do 97,8%, natomiast zakres
NPV to 80,8-90,9%.

Tabela 37 Szacunkowe wartosci prognostyczne dla testu cobas EGFR Test w probkach tkanki i testu cobas EGFR Test

w prébkach osocza (pacjenci z prébkami osocza o objetosci >2,0 ml) na podstawie réznej czestosci wystepowania
mutacji w genie EGFR

wystezpaol;i::]a;:a:n (:jztzi;?fvégenie Dodatnia wa:::’o:\c,':)predykcyjna Ujemna war(t;ic;:l )predykcyjna
EGFR na podstawie probek tkanki
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%)

Uwaga: 95% przedziaty ufnosci obliczono metodg typu bootstrap.
Uwaga: wyniki 79 prébek o objetosciach < 2,0 ml traktowano w tej analizie jako niewazne.
Uwaga: wartosci PPV i NPV obliczono, wykorzystujgc osocze jako punkt odniesienia.

Korelacja z metoda referencyjng wykorzystujaca probki z badania fazy Il AURA2

Skutecznos¢ kliniczna testu cobas EGFR Test zostata oceniona przez jego porownanie ze zwalidowang platforma
sekwencjonowania nowej generacji (NGS) przy uzyciu pobranych na K2 EDTA probek osocza pochodzacych od
pacjentéw z zaawansowanym NSCLC, ktorzy zostali poddani badaniu przesiewowemu w ramach badania fazy II AURA2
dotyczacego produktu leczniczego TAGRISSO®.2

Sposrod 383 pacjentdw kwalifikujacych si¢ do udziatu w przypadku 344 dostgpne byly probki osocza, ktore przebadano
za pomocg testu cobas EGFR Test i uzyskano 342 wyniki wazne oraz dwa wyniki niewazne. Sposrod tacznie 344 probek
osocza przebadanych za pomoca testu cobas EGFR Test w przypadku 322 (93,6%) zastosowano rowniez metode NGS,

a objetosc¢ 22 probek osocza byta niewystarczajgca do zbadania metodg NGS.

Oceniono doktadnos¢ analityczng testu cobas EGFR Test w poréwnaniu z metoda referencyjna, NGS, w odniesieniu do
detekcji mutacji T790M w probkach osocza. W analizie zgodnosci uwzgledniono tgcznie 320 probek z waznymi
sparowanymi wynikami zarowno testu cobas EGFR Test, jak i sekwencjonowania metoda NGS. Zgodnos¢ procentowa
wynikow dodatnich (PPA) miedzy testem cobas EGFR Test i NGS wynosita 91,5% (95% CI: od 85,7% do 95,1%),
natomiast zgodnos$¢ procentowa wynikow ujemnych (NPA) wynosita 91,1% (95% CI: od 86,0% do 94,4%) w odniesieniu
do wykrywania mutacji T790M, co przedstawia Tabela 38.

Tabela 38 Poréwnanie testu cobas EGFR Test w probkach osocza z sekwencjonowaniem metodg NGS w celu wykrywania
mutacji T790M w genie EGFR

Miara zgodnosci Procent zgodnosci (N) 95% CI
Zgodnos¢ procentowa wynikéw dodatnich (PPA) 91,5% (129/141) 85,7%, 95,1%
Zgodnos¢ procentowa wynikéw ujemnych (NPA) 91,1% (163/179) 86,0%, 94,4%
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W pobranych na K2 EDTA probkach osocza z badania AURA?2 test cobas EGFR Test pozwolit na wykrycie mutacji

w eksonach 18, 19, 201 21 genu EGFR, ktére wymieniono w Tabela 39.

Tabela 39 Mutacje wykryte za pomoca testu cobas EGFR Test w kohorcie AURA2

Ekson Sekwencja mutacji Zmiana aminokwasu Identyfikator COSMIC'4

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 Nie stwierdzono

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 Nie stwierdzono

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

Nie stwierdzono

2253_2276del24 S752_1759delSPKANKEI 13556

2369C>T T790M 6240

20 2303G>T S768I 6241
2573T>G L858R 6224
21 2573_2574TG>GT L858R 12429
2582T>A L861Q 6213
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Korelacja miedzy prébkami osocza i tkanki w odniesieniu do wykrywania mutaciji
T790M przy uzyciu probek z badania fazy Il AURA2

Badanie kliniczne AURA2? byto wieloo$rodkowym, jednoramiennym badaniem fazy Il prowadzonym metodg otwarte;j
proby, oceniajgcym bezpieczenstwo i skuteczno$é¢ produktu leczniczego TAGRISSO® (ozymertynib) jako leczenia drugie;
lub > trzeciej linii u pacjentéw z zaawansowanym NSCLC, u ktorych doszto do progresji choroby po wczesniejszej terapii
dopuszczonym do stosowania TKI EGFR i u ktorych stwierdzono wystepowanie mutacji T790M na podstawie testu
cobas EGFR Test. Badaniu przesiewowemu poddano tgcznie 472 pacjentow. W przypadku 383 pacjentdw przeprowa-
dzono badanie probki osocza, a 371 pacjentow miato wazny wynik z probki tkanki dla mutacji T790M w genie EGFR

w tescie cobas EGFR Test, sposrod ktorych u 233 pacjentéw stwierdzono obecnosci mutacji T790M, a 210 poddano
randomizacji w ramach badania.

Sposrod 383 pacjentow kwalifikujacych si¢ do udzialu w przypadku 344 dostepne byty probki osocza pobrane na

K2 EDTA. W analizie uwzglgdniono tacznie 334 probki ze sparowanymi wynikami w tescie cobas EGFR Test zarowno
z probek tkanki, jak i osocza. Zgodno$¢ procentowa wynikéw dodatnich (PPA) migdzy préobkami osocza i tkanek
wynosita 58,7% (95% CI: 52,2%, 65,0%), natomiast zgodno$¢ procentowa wynikow ujemnych (NPA) wynosita 80,2%
(95% CI: 71,8%, 86,5%) w odniesieniu do wykrywania mutacji T790M. Warto$¢ predykcyjna dodatnia (PPV) wynosita
85,6% (95% CI: 79,2%, 90,3%), natomiast warto$¢ predykcyjna ujemna (NPV) wynosita 49,2% (95% CI: 42,0%, 56,4%)
w odniesieniu do mutacji T790M, co przedstawiono w Tabela 40.

Na warto$¢ PPV przedstawiona w Tabela 40 wptyw wywarly 22 probki, ktore daly ujemny wynik na obecno$¢ mutacji
T790M w tkance w tescie cobas EGFR Test i wynik dodatni na obecno$¢ mutacji T790M w tescie cobas EGFR Test
w osoczu. W przypadku osiemnastu probek potwierdzono obecno$¢ mutacji T790M na podstawie NGS w osoczu,

a objetos¢ jednej probki nie byta wystarczajaca do przeprowadzenia badania NGS. Tylko w przypadku trzech nie
stwierdzono mutacji T790M w badaniu metodg NGS.

Tabela 40 Zgodnos$¢ miedzy wynikami prébek osocza i tkanki w tescie cobas EGFR w odniesieniu do wykrywania
mutacji T790M

Mutacja Miara zgodnosci Procent zgodnosci (N) 95% ClI
Zgodnos¢ procentowa wynikéw dodatnich (PPA) 58,7% (131/223) 52,2%, 65,0%
Zgodnos¢ procentowa wynikéw ujemnych (NPA) 80,2% (89/111) 71,8%, 86,5%
T790M Procentowa zgodnos$é ogotem (OPA) 65,9% (220/334) 60,6%, 70,8%
Dodatnia warto$¢ predykcyjna (PPV) 85,6% (131/153) 79,2%, 90,3%
Ujemna warto$¢ predykcyjna (NPV) 49,2% (89/181) 42,0%, 56,4%

Uwaga: wartosci PPA i NPA obliczono, wykorzystujgc tkanke jako punkt odniesienia.
Uwaga: wartosci PPV i NPV obliczono, wykorzystujgc osocze jako punkt odniesienia.

Zgodnos$¢ migdzy wynikami z probek osocza i tkanek w odniesieniu do wykrywania mutacji T790M zwigzanej

z opornos$cig na leczenie jest mniejsza niz w przypadku mutacji aktywujacych. Na wartos¢ PPA moze wplywac
niejednorodnos$¢ tkanki: w odroznieniu od mutacji aktywujacych L858R i delecji w eksonie 19 mutacja T790M moze
wystepowacé w niewielkim odsetku komorek nowotworowych, gdyz zasadniczo jest mutacjg nabyta. Dlatego cfDNA
z mutacjg T790M moze wystepowac jedynie w bardzo matym stg¢zeniu w osoczu i ponizej poziomu wykrywalnosci.
Na warto$¢ NPA moze rowniez wptywaé niejednorodno$¢ guza: poniewaz mutacja T790M moze nie wystepowacé we
wszystkich komorkach nowotworowych, biopsja tkanki moze by¢ pobrana z miejsca guza, w ktorym nie wystepuje
mutacja T790M, chociaz w innym miejscu guza mutacja T790M moze by¢ obecna.’
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Dane dotyczace wyniku klinicznego

ENSURE

Sposrod 217 pacjentéw wiaczonych do udziatu w badaniu ENSURE (4. 0s6b z wykrytg delecjg w eksonie 19 lub mutacja
L858R w probce tkanki w tescie cobas EGFR Test v1) dla 214 (98,6%) dostepne byty probki osocza pobrane na

K2 EDTA, a w przypadku 180 0s6b objetos¢ probki osocza wynosita 2,0 ml. Sposrod 180 probek osocza o objetosci

2 ml przebadanych z uzyciem testu cobas EGFR Test 137 dato wynik ,,Mutation Detected” dla delecji w eksonie 19 lub
mutacji L858R (68 pacjentow w grupie leczonej erlotynibem, 69 pacjentdow w grupie poddawanej chemioterapii), 42 dato
wynik ,,No Mutation Detected” (22 pacjentow w grupie leczonej TARCEVA®, 20 pacjentow w grupie poddawanej
chemioterapii), a jedna probka wygenerowata wynik niewazny. Krzywe Kaplana-Meiera dla PFS w ocenie badacza

w przypadku pacjentow z delecjg w eksonie 19 Iub mutacjg L858R w probkach osocza przedstawia Ryc. 15. W przypadku
pacjentow z grupy leczonej produktem leczniczym TARCEVA® stwierdzono dtuzszy PFS w poréwnaniu z pacjentami

z grupy poddawanej chemioterapii, a dwie krzywe byly dobrze oddzielone w okresie obserwacji (warto$¢ p < 0,001),
wskazujac znaczne korzy$ci wynikajace z leczenia produktem leczniczym TARCEVA® u pacjentéw z wykrywalng

w probkach osocza mutacjg aktywujacg w genie EGFR.

Ryc. 15 Wykres Kaplana-Meiera dla PFS wedlug metody leczenia w przypadku pacjentéw z mutacjg wykryta w tescie
cobas EGFR Test zaréwno w osoczu, jak i tkance (ocena badacza) (z prébkami osocza 2 ml)
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—=—  2: Chemioterapia

) Test logarytmiczny rang
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Spojne korzysci w odniesieniu do PFS obserwowano u wszystkich pacjentow, u ktorych stwierdzono mutacj¢ w genie
EGFR w probcee tkanki i w przypadku ktérych dostepne byty probki osocza o objetosci 2,0 ml, niezaleznie od
stwierdzenia mutacji w probce osocza, a korzysci te byty zblizone do korzysci w odniesieniu do PFS obserwowanych
w ogo6lnej populacji ITT badania ENSURE (wspotczynnik ryzyka = 0,33; 95% CI: 0,23; 0,47), co przedstawia Ryc. 16
ponize;j.

Ryc. 16 Wykres typu forest plot wspétczynnikéw ryzyka dla PFS wg oceny badacza (z prébkami osocza 2 ml)
Wynik prébki osocza w tescie cobas EGFR Wspétczynnik ryzyka
(95% ClI)
|
MD w tkance/MD w osoczu (n = 137) 0,29 (0,19, 0,45)
MD w tkance/NMD w osoczu (n = 42) 0,37 (0,15, 0,90) ' - '
Odniesienie: populacja ITT z probkami tkanki 0,33 (0,23, 0,47)
(n=217)
I I | I I
0,125 0,25 0,5 1 2
Wspétczynnik ryzyka

Uwaga: MD = wykryta mutacja (delecja w eksonie 19 lub mutacja L858R);
NMD = brak wykrytej mutaciji (delecja w eksonie 19 i mutacja L858R)

AURA2

Zmienng pierwszorzedowego punktu koncowego w ocenie skutecznosci byt odsetek obiektywnych odpowiedzi

(ang. Objective Response Rate, ORR) wedlug kryteriow RECIST 1.1 przy uzyciu mozliwego do oceny zestawu do analizy
odpowiedzi. ORR definiowano jako liczbe (%) pacjentdw, ktorzy odbyli co najmniej jedna wizyte i u ktorych stwierdzono
odpowiedz catkowitg (ang. Complete Response, CR) lub czesciowy (ang. Partial Response, PR) potwierdzong
przynajmniej cztery tygodnie pdzniej (tj. najlepsza odpowiedz obiektywna [ang. Best Objective Response, BOR] sposrod
CR lub PR).

W zbiorze danych do analizy z populacji z probkami tkanek z mozliwo$cia oceny odpowiedzi (ang. Evaluable Response
Analysis Set, ERAS) (pacjenci ze stwierdzong mutacja T790M w tescie cobas EGFR Test w tkance, ktorzy otrzymali
przynajmniej jedng dawke produktu leczniczego TAGRISSO® i u ktorych wystepowaly mierzalne zmiany chorobowe
w punkcie poczatkowym na podstawie BICR) u 111 pacjentéw stwierdzono mutacje T790M w pobranym na K2 EDTA
osoczu w tescie cobas EGFR Test (tj. T790M+ zaréwno na podstawie probek tkanki, jak i osocza). ORR dla tego
podzbioru wyniost 64,9% (72/111, 95% CI: 52,1%, 70,4%), co bylo bardzo zblizong wartosciag do ORR na poziomie
64,1% zaobserwowanego w populacji ERAS z probkami tkanki.

W zbiorze danych do pelnej analizy (FAS) z populacji z probkami tkanki (pacjenci ze stwierdzong mutacjag T790M

w tescie cobas EGFR Test w tkance, ktorzy otrzymali przynajmniej jedng dawke produktu leczniczego TAGRISSO®)

u 117 pacjentow stwierdzono mutacj¢ T790M w osoczu w tescie cobas EGFR Test. ORR dla pacjentow z wynikiem
T790M+ w probkach tkanki i osocza wyniost 61,5% (72/117, 95% CI: 55,2%, 73,7%), co byto bardzo zblizong warto$cia
do ORR na poziomie 61% zaobserwowanego w populacji FAS z probkami tkanki. Wyniki tych analiz przedstawia
Tabela 41. Poniewaz wlaczenie do udzialu w badaniu AURA2 opierato si¢ na dodatnich wynikach testu w probkach
tkanki, z tego badania nie byly dostepne dane dotyczace wynikow dla pacjentow z mutacja T790M stwierdzong w osoczu
1 brakiem mutacji T790M w tkance.
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Tabela 41 Odsetek obiektywnych odpowiedzi na podstawie wyniku w prébce osocza wsréd pacjentéw z mutacja T790M
stwierdzong w tkance wiaczonych do udziatu w badaniu AURA2

Populacja . Liczba pacjentow
(obecnos¢ mutacji T790M Wyniki :es::bckc: :ZSOE:‘FR Test N z odpowiedzig (ORR)? (9?°/RIZI)
w probce tkanki) P n (%) °

Zbior danych do pelnej analizy T790M+ (FAS z prébkami osocza) 117 72 (61,5%) (55,2%, 73,7%)
z populacji z prébkami tkanki T790M- 89 53 (59,6%) (51,3%, 73,0%)
(FAS z probkami tkanki) Ogoétem (FAS z prébkami tkanki) 210 128 (61,0%) (57,0%, 70,8%)
Zbior danych do analizy T790M+ (ERAS z probkami osocza) 111 72 (64,9%) (52,1%, 70,4%)
Z populacii z probkami tkanek —  t7gy_ 83 52 (62,7%) (48,6%, 69,8%)
z mozliwoscig oceny odpowiedzi
(ERAS z probkami tkanki) Ogotem (ERAS z probkami tkanki) 198 127 (64,1%) (54,0%, 67,6%)
a Odpowiedzi na leczenie obejmowaty tylko potwierdzone odpowiedzi.

FLAURA

I Badanie fazy Ill oceniajacej podawanie produktu leczniczego TAGRISSO® w ramach leczenia

pierwszego rzutu

Lacznie 994 pacjentow przystapito do badan przesiewowych dla badania FLAURA.!? 556 pacjentow poddano
randomizacji i wigczono do badania klinicznego, natomiast 438 pacjentdow nie przeszto badan przesiewowych.

Z 556 pacjentéw poddanych randomizacji do badania FLAURA, 537 zakwalifikowalo si¢ do analizy badania.

Z 537 pacjentow kwalifikujacych si¢ do badania, 276 zostato poddanych randomizacji na podstawie wykonanego
centralnie testu cobas EGFR z probek tkanki, natomiast w przypadku 254 pacjentow dostepna do testow byta probka
osocza pobranego na K2 EDTA — w 190 przypadkach uzyskano wynik dodatni testu cobas EGFR z préobki osocza
(pEGFRm+); 261 pacjentéw zostalo poddanych randomizacji na podstawie testu wykonanego lokalnie, w ktorej to
grupie w przypadku 242 pacjentdow dostepna do testow byla probka osocza — uzyskano 169 wynikéw dodatnich testu
cobas EGFR z probki osocza (136 przypadkéw stwierdzenia mutacji w genie EGFR w probce tkanki przy uzyciu testu
cobas tEGFRm+), 1 przypadek niestwierdzenia mutacji w genie EGFR w probce tkanki przy uzyciu testu cobas
(tEGFRm-) i 32 wyniki niewazne/pacjenci nieprzetestowani przy uzyciu testu cobas z probki tkanki).

W przypadku populacji gtéwnej probek osocza (tEGFRm+ oraz pPEGFRm+ w tescie cobas EGFR, N = 326,

190 pacjentéw randomizowanych centralnie i 136 randomizowanych lokalnie) HR wynosit 0,41 (95% CI: 0,31, 0,54)

a wspolczynnik HR dla FAS badania FLAURA (tEGFRm+, N = 556) wynosit 0,46 (95% CI: 0,37, 0,58). W zwiazku

z tym skuteczno$¢ leku w populacji gtownej probek osocza jest zgodna z wynikami dla populacji FAS badania FLAURA.
Wykres Kaplana-Meiera dla populacji gtdéwnej probek osocza z delecja w eksonie 19 lub mutacjg L858R w probee osocza
przedstawia rowniez Ryc. 17.
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Ryc. 17 Wykres Kaplana-Meiera okresu PFS wg sposobu leczenia dla populacji gtéwnej prébek osocza badania FLAURA
(pacjenci z wynikiem tEGFRm+ i cobas pEGFRm+ w tescie cobas, n = 326)

PFS
10— “ 1: Ozymertynib
0,9 4 — 2:SoC
0,8 | o
5 Test logarytmiczny rang
0,71 Aeey (P < 0,0001)
06 Wspétczynnik ryzyka = 0,41,
= 95% CI [0,31, 0,54]
0,5 |
0,4 |
03] RN
)
0,2 | S
ey
0,1 | W
OYO T T T T T T T T T
0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30
Miesigce od zakonczenia leczenia
N narazonych pacjentéw
1165 161 144 126 107 82 42 18 3 0
2161 141 108 82 53 39 17 1 0

Wyzszo$¢ leczenia produktem leczniczym TAGRISSO® w poroéwnaniu do standardowego leczenia byta spdjna w obrebie
wszystkich podgrup z dodatnim wynikiem testu w probce osocza i byta definiowana statusem kwalifikacji tEGFR

w tescie cobas wykonywanym lokalnie i centralnie, z HR w przedziale od 0,39 do 0,48, co bylo zgodne z wskaznikiem
HR uzyskanym dla populacji FAS w badaniu FLAURA (HR = 0,46) co przedstawia Ryc. 18 ponize;j.

Ryc. 18 Wykres typu Forest Plot dla wskaznikow HR dla podgrup badania FLAURA zdefiniowanych statusem testu
cobas EGFR wykonywanym lokalnie i centralnie

Populacja badania* Wspoétczynnik
ryzyka (95% ClI)
POP1 (n = 326) 0,41 (0,31, 0,54) -
POP2 (n = 190) 0,43 (0,30, 0,62) o |
POP3 (n = 136) 0,39 (0,26, 0,59) = i
POP4 (n = 169) 0,48 (0,33, 0,70) I = {
POPS5 (n = 359) 0,45 (0,35, 0,58) s
Ogodtem (n =537) 0,46 (0,37, 0,58) e
tFAS (n = 556) 0,46 (0,37, 0,58) b
. g : : i i
0,25 0,5 1
Wspoétczynnik ryzyka

POP = populacja (podgrupa).

* POP1: wszyscy pacjenci poddani randomizacji z dodatnim wynikiem testu cobas w prébce tkanki i testu cobas w probce osocza.
POP2: pacjenci poddani randomizacji przy uzyciu testu cobas w prébce tkanki oraz z dodatnim wynikiem testu cobas w probce
osocza.

POP3: pacjenci poddani randomizaciji przy uzyciu wykonywanego lokalnie testu w prébce tkanki oraz z dodatnim wynikiem testu cobas
w prébce osocza i tkanki.

POP4: pacjenci poddani randomizaciji przy uzyciu wykonywanego lokalnie testu w prébce tkanki oraz z dodatnim wynikiem testu cobas
w probce osocza.

POPS5: wszyscy pacjenci poddani randomizacji z dodatnim wynikiem testu cobas w prébce osocza.

Ogotem: wszyscy pacjenci poddani randomizacji z wytgczeniem 19 pacjentéw z Chin.

tFAS: wszyscy pacjenci poddani randomizaciji (zbior danych do petnej analizy badania FLAURA).
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Il Analiza standardowego leczenia produktem leczniczym IRESSA®

Przeprowadzono oddzielng analiz¢ pacjentdow z grupy standardowego leczenia leczonych produktem leczniczym
IRESSA® (gefitynib). Ze wszystkich pacjentdw leczonych w badaniu FLAURA produktem leczniczym IRESSA®

z odpowiedzig obiektywng w ocenie badacza, u 105 pacjentéw uzyskano wynik dodatni testu cobas w probce osocza
pobranego na K2 EDTA. ORR dla wszystkich pacjentéw z dodatnim wynikiem testu cobas w prébce osocza
wyniost 71,4% (75/105, 95% CI: 62,2%, 79,2%, POP4 w Tabela 42.

Ze 105 z dodatnim wynikiem testu cobas w probce osocza, 47 pacjentow poddano randomizacji wedtug testu cobas

w probcee tkanki (populacja analizy pierwszorzedowej skutecznosci dla testu cobas w probee osocza) a 58 pacjentow
poddano randomizacji wedtug testu wykonanego lokalnie. L.acznie 36 pacjentow w populacji analizy pierwszorzedowej
skutecznos$ci uznano, w ocenie badacza, za wykazujacych odpowiedz dla testu cobas w probee osocza (n = 47), co
pozwolito uzyska¢ ORR o wartosci 76,6% (95% CI: 62,8%, 86,4%, POP1 w Tabela 42).

ORR wyniost 62,2% (28/45, 95% CI: 47,6%, 74,9%) w przypadku pacjentdw zrandomizowanych lokalnie, z dodatnim
wynikiem w tescie cobas w probcee tkanki i tescie cobas w probce osocza (POP2 w Tabela 42). ORR wyniost 69,6%
(64/92, 95% CI: 59,5%, 78,0%) w przypadku wszystkich pacjentow leczonych produktem leczniczym IRESSA®

z dodatnim wynikiem w tescie cobas w probcee tkanki i tescie cobas w probee osocza (POP3 w Tabela 42). Wykres typu
Forest Plot wspotczynnikéw dla innych populacji pacjentéw przedstawiono na Ryc. 19. Wyniki wskazuja, ze efekt
terapeutyczny produktu leczniczego IRESSA®, na podstawie testu cobas w probkach osocza utrzymywat si¢ w kazdej
subpopulacji. Te wyniki sg zgodne z wynikami zgtoszonymi dla oryginalnego badania rejestracyjnego (IFUM) dla
pacjentow wybranych do stosowania produktu leczniczego IRESSA®. !

Tabela 42 Wspoétczynniki ORRs dla pacjentow z dodatnim wynikiem testu cobas w probce osocza i leczonych produktem
leczniczym IRESSA® w ramach badania FLAURA

Pacjenci z dodatnim wynikiem w prébce osocza (pEGFR+)
w grupie SoC leczeni produktem leczniczym IRESSA®

pEGFR+ Randomizacja lokalna

Odpowiedz obiektywna PEGFR+ (lokalnie wykonany test tEGFR+)
Randomizacja Oaélem
centralna cobas tEGFR g
(cobas tEGFR+) cobas tEGFR+ | cobas tEGFR- Niewazny/
Nieprzetestowano
Liczba pacjentow 47 45 1 12 105
Odpowiedz 36 28 1 10 75
Brak odpowiedzi 11 17 0 2 30
POP1 =76,6% POP2 = 62,2% POP4 = 71,4%
(36/47: (28/45: - - (75/105:
ORR (%, 95% Cl) 62,8%, 86,4%) 47,6%, 74,9%) 62,2%, 79,2%)

POP3 = 69,6%
(64/ 92: 59,5%, 78,0%)
Uwaga: tEGFR = EGFR w prdbce tkanki; pPEGFR = EGFR w prébce osocza; Cl = przedziat ufnosci.
POP = populacja (podgrupa).

POP1: ORR dla pacjentéw cobas pEGFR+ poddanych randomizacji przy uzyciu testu cobas w prébkach tkanki (populacja
analizy pierwszorzedowej skutecznosci dla testu cobas w probkach osocza).

POP2: ORR dla pacjentéw z dodatnim wynikiem testu cobas w prébce osocza i tkanki poddanych randomizacji przy uzyciu
wykonywanego lokalnie testu w prébkach tkanki.

POP3: ORR dla wszystkich pacjentéw z dodatnim wynikiem testu cobas w probce osocza i tkanki.
POP4: ORR dla wszystkich pacjentéw z dodatnim wynikiem testu cobas w prébce osocza.
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Ryc. 19
populacji

Wykresy typu Forest Plot wspétczynnikow ORR na podstawie testu cobas EGFR w probkach osocza dla réznych

Populacja badania

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 = populacja (podgrupa).
POP1: ORR dla pacjentéw cobas pEGFR+ poddanych randomizacji przy uzyciu testu cobas w probkach tkanki (populacja analizy

pierwszorzedowej skutecznosci dla testu cobas w probkach osocza).

POP2: ORR dla pacjentéw z dodatnim wynikiem testu cobas w prébce osocza i tkanki poddanych randomizacji przy uzyciu
wykonywanego lokalnie testu w prébkach tkanki.
POP3: ORR dla wszystkich pacjentéw z dodatnim wynikiem testu cobas w prébce osocza i tkanki.
POP4: ORR dla wszystkich pacjentéw z dodatnim wynikiem testu cobas w prébce osocza.
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Flagi wynikow

Objasnienie flag wynikéw

Zrédlo flagi jest podane w kodzie flagi, co wskazuje Tabela 43.

Tabela 43 Zrédto flagi

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

R Interpretacja wynikow R20

z2 Analizator Z1

a Patrz instrukcja obstugi systemu cobas® 4800 System lub podrecznik uzytkownika cobas® 4800 System

Tabela 44 zawiera liste wszystkich flag wynikow systemu, ktére dotycza uzytkownika.

Tabela 44 Lista flag interpretacji wynikéw

Kod flagi Natezenie | Opis Zalecane dzialanie
R797, R807, | Btad Nie wykryto zadnego celu Powtérzy¢ oznaczenie prébki. Patrz sekcja Procedura testu.
R817, R827, Te kody flag wskazujg wystgpienie negatywnego wyniku dla
R837, R842, proébki (tj. mogto nie dojs¢ do dodania probki do co najmniej
R847 jednej studzienki).
R700, R718, | Btad Nie wykryto kontroli mutacji Powtoérz przebieg testowy. Patrz sekcja Procedura testu.
R724, R736, Te kody flag wskazuja, ze algorytm okreslania piku napotkat
R742, R748, biad, ktéry moze wystapi¢ w razie atypowego lub
R766, R712, wysyconego szumami obrazu fluorescencji.
R754, R760
R701, R719, | Btad Nie wykryto kontroli mutacj Powtdrz przebieg testowy. Patrz sekcja Procedura testu.
R725, R737, Te kody flag wskazujg wystgpienie negatywnego wyniku dla
R743, R749, kontroli mutacji. Mogto nie doj$¢ do dodania DNA kontroli
R767, R713, mutacji do co najmniej jednej studzienki).
R755, R761
R702, R720, | Btad Kontrola mutaciji jest poza zakresem Powtdérz przebieg testowy. Patrz sekcja Procedura testu.
R726, R738, Te kody flag wskazujg, ze zaobserwowana wartos¢ Ct dla
R744, R750, kontroli mutacji wykraczata poza ustalong warto$¢ graniczng
R768, R714, (tj. za wysoki pik).
R756, R762 Mozliwe powody:
1. Nieprawidtowe przygotowanie roboczego odczynnika
Master Mix (Mieszanina gtowna).
2. Btad pipetowania podczas dodawania odczynnika
roboczego Master Mix do studzienki ptytki
z mikrostudzienkami.
3. Btad pipetowania podczas dodawania kontroli mutacji do
studzienki ptytki z mikrodotkami.
R703, R721, | Btad Kontrola mutaciji jest poza zakresem Powtérz przebieg testowy. Patrz sekcja Procedura testu.
R727, R739, Te kody flag wskazuja, ze zaobserwowana wartos¢ Ct dla
R745, R751, kontroli mutacji byta mniejsza od ustalonej wartosci
R769, R715, granicznej (tj. za niski pik). Taki blgd moze wystepowac
R757, R763 w razie kontaminacji DNA.
R772, R778, | Btad Nie wykryto kontroli ujemne; Powtdrz przebieg testowy. Patrz sekcja Procedura testu.
R780, R784, Te kody flag wskazujg, ze algorytm okreslania piku napotkat
R786, R788, biad, ktéry moze wystgpi¢ w razie atypowego lub
R794, R776, wysyconego szumami obrazu fluorescenciji.
R790, R792
R773, R779, | Btad Warto$¢ kontroli ujemnej jest poza Powtdrz przebieg testowy. Patrz sekcja Procedura testu.
R781, R785, zakresem Te kody flag wskazujg wystgpienie dodatniego wyniku dla
R787, R789, kontroli ujemnej (co oznacza kontaminacje).
R795, R777,
R791, R793
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Kod flagi Natezenie | Opis Zalecane dziatanie

R796, R816, | Btad Nie wykryto zadnego celu Powtérzy¢ oznaczenie probki. Patrz sekcja Procedura testu.
R826, R836, Te kody flag wskazuja, ze algorytm okreslania piku napotkat
R806, R841, biad, ktéry moze wystagpi¢ w razie atypowego lub

R846 wysyconego szumami obrazu fluorescencgiji.

R799, R819, | Btad Wynik poza zakresem Powtdrzy¢ oznaczenie prébki. Patrz sekcja Procedura testu.
R829, R839, Te kody flag wskazujg odnotowanie nietypowo niskiej

R809, R844, wartosci Ct dla prébki.

R849

R800, R820, | Biad Wynik poza zakresem Powtdrzy¢ oznaczenie probki. Patrz sekcja Procedura testu.
R830, R840, Te kody flag wskazujg odnotowanie dla probki nietypowej
R810, R845, zaleznos$ci pomiedzy wartoscig Ct mutacji i warto$cig Ct
R850 kontroli wewnetrznej.

R811, R831, | Btad Nie wykryto kontroli wewnetrznej Powtérzy¢ oznaczenie prébki. Patrz sekcja Procedura testu.
R851 Te kody flag wskazujg, ze algorytm okreslania piku napotkat

biad, ktéry moze wystgpi¢ w razie atypowego lub
wysyconego szumami obrazu fluorescencgiji.

R812, R832, | Btad
R852

Nie wykryto kontroli wewnetrznej

Powtérzy¢ oznaczenie probki. Patrz sekcja Procedura testu.
Te kody flag wskazuja, ze wynik kontroli wewnetrznej dla
probki byt niewazny. Brak waznego wyniku kontroli
wewnetrznej moze sugerowac:

1. Niska jako$¢ genomowego DNA w probce

2. Nieodpowiednie przetworzenie prébki

3. Obecnos¢ inhibitoréw PCR w prébce

4. Wystepowanie rzadkich mutacji mutacje w obrebie
regionow genomowego DNA, z ktérymi wigzg sie primery
i/lub sondy kontroli wewnetrznej

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

6. Wystepowanie innych czynnikow

R813, R834, | Btad Wynik kontroli wewnetrznej poza
R853 zakresem

Powtérzy¢ oznaczenie probki. Patrz sekcja Procedura testu.
Te kody flag wskazuja, ze wynik kontroli wewnetrznej dla
prébki byt niewazny. Brak waznego wyniku kontroli
wewnetrznej moze sugerowac:

1. Niska jako$¢ genomowego DNA w probce

2. Nieodpowiednie przetworzenie probki

3. Obecnos¢ inhibitoréw PCR w prébce

4. Wystepowanie rzadkich mutacji mutacje w obrebie
regionow genomowego DNA, z ktérymi wigzg sie primery
i/lub sondy kontroli wewnetrznej

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

6. Wystepowanie innych czynnikow

R814, R835, | Btad Wynik kontroli wewnetrznej poza
R854 zakresem

Powtdrzy¢ oznaczenie probki. Patrz sekcja Procedura testu.
Te kody flag wskazujg odnotowanie nietypowo niskiej
wartosci Ct kontroli wewnetrznej dla prébki. Taki btgd moze
wystepowac w razie przetadowania mieszaniny PCR
stezonym genomowym DNA.
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Dodatkowe informacje

Oznaczenia

Na etykietach produktow diagnostycznych Roche PCR stosuje si¢ nastepujace oznaczenia.

Tabela 45 Oznaczenia stosowane na etykietach produktéw diagnostycznych Roche PCR

Age/DOB| wiek Ilub data urodzenia

Oprogramowanie
pomocnicze

swW

Przypisany zakres

| Assigned Range [copies/mL] | (kopie/m)

Przypisany zakres

| Assigned Range [1U/mL] | i

|EC|REP)

[IERRRRRNRNN
BARCODE

LOT

Autoryzowany
Przedstawiciel we
Wspdlnocie Europejskiej

Arkusz kodéw kreskowych

Kod partii

fg-% Zagrozenie biologiczne

REF

Numer katalogowy

Oznaczenie zgodnosci CE -
wyrdb ten jest zgodny

z obowigzujacymi
wymogami dotyczacymi
oznaczenia CE dla wyrobu

medycznego do diagnostyki
in vitro

Collect Date| Data pobrania
Sprawdz w instrukcji
uzytkowania
Zawarto$¢ wystarczajaca
na <n> testow

CONTENT

Zawarto$¢ zestawu

CONTROL | Proba kontrolna

& Data produkciji
e ) )
” Wyréb do testéw przy
pacjencie
[ 4
®

Wyréb do samodzielnego
A\ testowania
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Wyréb nieprzeznaczony do
testow przy pacjencie

Wyréb nieprzeznaczony do
samodzielnego testowania

A

Dystrybutor
(Uwaga: pod symbolem moze by¢
wskazany wiasciwy kraj/region.)

Nie uzywaé powtdrnie

Kobieta

Wytacznie do oceny
dziatania w badaniach IVD

Numer globalny jednostki
handlowe;j

Importer

@ % a:»@@@@@

Wyréb do diagnostyki
in vitro

IVD

Dolna granica przypisanego
zakresu

& Mezczyzna
“ Wytwdrca

= Kontrola ujemna

Wyréb niejatowy

*? Nazwisko pacjenta

*# Numer pacjenta
4

LLR

Rozerwac¢ tutaj
<4

Kontrola dodatnia

(S copies / PCR |

IU QS na reakcje PCR, uzyé

jednostek miedzy-

QS IU/PCR | narodowych (1U) QS na
reakcje PCR w obliczeniach
wynikow.

SN

Numer seryjny

Site

Osrodek

| Procedure | Standard | Procedura standardowa

Produkt sterylizowany
tlenkiem etylenu

|STERILE|FO)

Przechowywac¢ z dala od
Swiatta

Przestrzega¢ zakresu
temperatury

0-<®

Plik definicji testow
TDF

Ta strong do géry

|—>
—

| Procedure | UltraSensitive | Procedura ultraczuta

Niepowtarzalny kod
identyfikacyjny wyrobu

U LR Gorna granica
przypisanego zakresu
Urine Fill Line| Linia napetniania moczem

Tylko Stany Zjednoczone:
prawo federalne zezwala na
Rx Only sprzedaz tego wyrobu
wyltacznie lekarzowi lub na
zamdwienie takiego lekarza.

E Termin przydatnosci

Kopie QS na reakcje PCR, uzy¢ kopii QS
na reakcje PCR w obliczeniach wynikéw.
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Pomoc techniczna

W celu uzyskania wsparcia (pomocy) technicznego nalezy skontaktowac si¢ z lokalnym przedstawicielem:
https://www.roche.com/about/business/roche worldwide.htm

Wytworca

Tabela 46 Wytworca
Wyprodukowano w Stanach Zjednoczonych

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

Made in USA

Znaki towarowe i patenty
COBAS, COBAS Z i AMPERASE s3 znakami towarowymi firmy Roche.

Inne nazwy produktow i znaki towarowe s wtasno$cig odpowiednich podmiotdw.

Technologia zapobiegania zanieczyszczeniu preparatu enzymu AmpErase resztkami jest chroniona patentem
USA nr 7,687,247 stanowigcym wtasnos¢ firmy Life Technologies; udostepniono ja na zasadzie licencji firmie
Roche Molecular Systems, Inc.

Pewne sekwencje genu EGFR zawarte w tym produkcie sg chronione przez co najmniej jeden patent firmy
Genzyme Corp. i Dana Farber Cancer Institute oraz The General Hospital Corporation i udostgpnionych na
licencji firmie Roche Molecular Systems, Inc. pod numerem patentu nr 7,964,349 oraz jako inne patenty
amerykanskie 1 zagraniczne oczekujgce na zatwierdzenie.

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

Prawo autorskie
©2022 Roche Molecular Systems, Inc.
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Wersja dokumentu

Informacje dotyczace wersji dokumentu

Doc Rev. 7.0 Zaktualizowano instrukcje dotyczace przechowywania krwi petnej dla Pobierania probek i pracy
03/2022 z prébkami dla probéwki do pobierania DNA pozakomérkowego w Czesci B.

Zaktualizowano do aktualnych podmiotéw gospodarczych.
Dodano/zaktualizowano cze$¢é Pomoc techniczna.
Zaktualizowano strone z ujednoliconymi symbolami.
Dodano deklaracje ,Made in”.

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