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

PRO UCELY DIAGNOSTIKY IN VITRO.

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

Informace o pfipravé vzorku najdete v soupravé cobas® DNA Sample Preparation Kit (M/N 05985536190).

UCEL POUZITI

Primarni pouZiti testu mutace V600 genu BRAF na zafizeni cobas® 4800 je detekce mutaci V600 genu BRAF v DNA,
extrahovanych zlidskych koznich melanomi a papilarnich karcinomd §titné zlazy (PTC) fixovanych ve formalinu
a archivovanych v parafinovych blocich. U melanomu je test uréen jako pomucka pro vybér pacientd, jejichz nadory obsahuji
mutace genu BRAF V600, pro lécbu samotnym pfipravkem ZELBORAF® (vemurafenib) nebo pfipravkem COTELLIC®
(cobimetinib) v kombinaci s pfipravkem ZELBORAF® (vemurafenib).

SOUHRN A VYKLAD TESTU

Aktivujici mutace protoonkogenu BRAF se objevuji u mnoha lidskych karcinomd véetné maligniho melanomu, kolorektalniho
karcinomu, karcinomu vajeénik(l a karcinomu §titné zlazy."2 Mutace genu BRAF byly detekovany u40-60 % malignich
melanom0?® a 36—46 % papilarnich karcinom( stitné Zlazy.* ® Mutace genu BRAF se bézné vyskytuji u benignich materskych
znamének,® coz poukazuje na to, Ze k témto mutacim dochazi velice ¢asné. Objeveni téchto somatickych mutaci genu BRAF
v melanomu, PTC a jinych lidskych nadorech pomohlo objasnit Ustfedni roli kinazy BRAF v signalnich drahach, které Fidi
bunécény rast, diferenciaci a zanik bunék. U zdravych bunék je BRAF soucasti vysoce regulované signalni drahy, jez
zprostfedkovava ucinky receptorll pro rlstovy faktor (jako je EGFR) pomoci RAS, RAF, MEK a ERK. Onkogenické mutace
genu BRAF maji za nasledek aktivaci kinazy, coz vede k nadmérné aktivaci drahy RAF-MEK-ERK pfi nepfitomnosti typickych
rustovych faktor(.

Vétsina mutaci genu BRAF v melanomech, PTC a jinych lidskych nadorech se objevuje v kodonu 600.7 Predominantni mutace
v kodonu 600 je mutace V600E (GTG > GAG). Méné &asto bylo pozorovano mnozstvi dinukleotidovych mutaci postihujicich
kodon 600 [V600K (GTG > AAG), V600R (GTG > AGG), V600E2 (GTG > GAA) a V600D (GTG > GAT)] primarné u melanomd
a zfidka u jinych nador(, jako je kolorektalni karcinom.

Test mutace V600 genu BRAF na systému cobas® 4800 je zalozen na principu PCR v realném Case a je uréeny ke zjistovani
mutace V600E (T1799A). Test mutace V600 genu BRAF na systému cobas® 4800 se pouziva jako pomocny diagnosticky pro
vemurafenib, latku, ktera inhibuje mutaci V600E genu BRAF. P¥i klinickych hodnocenich vemurafenibu u pacientt s pokro¢ilym
melanomem se ukazalo, Ze tato latka ma pravdépodobné klinicky pfinos u pacientt s nadorem s mutaci V600E.% ° Nasledné
se v klinickém hodnoceni pfipravku cobimetinib v kombinaci s vemurafenibem u pacientt s pokro€ilym melanomem ukazalo,
Ze pacienti s nadorem vykazujicim mutaci V600E nebo V600K, které jsou detekované pomoci testu V600 genu BRAF na
systému cobas® 4800 budou mit z této Iéby pravdépodobné Klinicky pfinos.1% " Mutace V600K je pfitomna u pfiblizné
10-15 % vzork( melanomu s mutacemi V600 genu BRAF.'2

PRINCIPY POSTUPU

Test mutace V600 genu BRAF na systému cobas® 4800 (test cobas BRAF) je zaloZen na dvou procesech: (1) manudlni
priprava vzorku za uc¢elem ziskani genomické DNA z tkani fixovanych ve formalinu a zalitych v parafinovych blocich (FFPET);
(2) PCR amplifikace a detekce cilové DNA pomoci komplementarniho paru primerl a dvou oligonukleotidovych sond
znacéenych raznymi fluorescencnimi barvivy. Jedna sonda detekuje sekvenci V600 genu BRAF divokého typu a druha detekuje
zmutovanou sekvenci V600E. Dodavany jsou dvé externi kontroly cyklu a alela divokého typu slouZi jako interni kontrola
zpracovani.

Priprava vzorku

Pomoci soupravy cobas® DNA Sample Preparation Kit, ktera slouzi k manualni pfipravé vzorkd zalozené na vazbé nukleové
kyseliny na skelna vlakna, se zpracuji vzorky FFPET a izoluje se genomicka DNA. 5um fez FFPET vzorku zbaveny parafinu je
roz§tépen inkubaci pfi zvySené teploté pomoci proteazy a chaotropniho lytického/vazebného pufru, ktery uvolfiuje nukleové
kyseliny a chrani uvolnénou genomickou DNA pFed plsobenim DNaz. Nasledné je k lytické smési pfidan isopropanol a tato
smés je pak centrifugovana ve sloupci s filtraéni vioZzkou ze skelného vldkna. Pfi centrifugaci se genomicka DNA navaze na
povrch filiru ze skelného vlakna. Nenavazané substance, jako soli, bilkoviny a ostatni bunééné necistoty, jsou odstranény
centrifugaci. Adsorbované nukleové kyseliny jsou vymyty a poté eluovany vodnym roztokem. Mnozstvi genomické DNA je
méfeno spektrofotometricky a upraveno na uréenou koncentraci pro pfidani k amplifikani a detek&ni smési. V analyzatoru
cobas z 480 je amplifikovana a detekovana cilova DNA pomoci amplifikaCnich a detekénich &inidel dodavanych v soupravé
testu cobas BRAF.

Oddil s informacemi o revizi dokumentu se nachazi na konci tohoto dokumentu.
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Amplifikace a detekce pomoci PCR
Volba cilové sekvence

Test cobas BRAF vyuziva primery, které definuji sekvenci se 116 pary bazi lidské genomické DNA obsahujici oblast
kodonu 600 genu BRAF v exonu 15. Cely gen BRAF amplifikovan neni. Test cobas BRAF detekuje zmé&nu nukleotidu
1799 T>A genu BRAF, coZz mé za nasledek substituci valinu za kyselinu glutdmovou v kodonu 600 (V600E). Fluorescen&ni
znacené sondy TagMan specifické pro gen BRAF divokého typu se vazou na sekvence divokého typu a fluorescenéni znacené
sondy TagMan specifické pro mutantni DNA se vazou na mutantni sekvence. Sekvence divokého typu a mutantni sekvence
jsou detekovany optickymi kanaly pfifazenymi pro kazdou sekvenci.

Amplifikace cile

Pro amplifikaci cile se pouziva Z05 DNA polymeraza druh Thermus. Nejdfive se PCR reakéni smés zahfeje za ucelem
denaturace genomické DNA a tim se odhali cilové sekvence pro primer. BEhem ochlazovani smési dochazi k anelaci upstream
a downstream primerQ k sekvencim cilové DNA. Z05 DNA polymeraza za pfitomnosti dvojmocnych kovovych iont(i a nadbytku
dNTP kazdy anelovany primer prodluzuje a syntetizuje se druhy fetézec DNA. Tim se ukonCuje prvni cyklus PCR, ktery
poskytuje dvouretézcovou DNA kopii cilové oblasti 116 par( bazi genu BRAF. Tento proces se nékolikrat opakuje a v kazdém
cyklu se efektivné zdvojnasobuje mnozZstvi amplikonové DNA. Amplifikace probiha pouze v oblasti genu BRAF mezi primery.

Automaticka detekce v realném Case

Test cobas BRAF vyuziva technologii PCR v realném Case. Kazda cilové specificka oligonukleotidova sonda v reakci je
oznacena fluorescenénim barvivem, které slouzi jako oznamovaci, a dal§i tlumici molekulou, ktera absorbuje a tlumi
fluorescenéni emise z oznamovaciho barviva v intaktni sondé. BEéhem kazdého cyklu amplifikace se sonda komplementarni
k jednovlaknové DNA sekvenci v amplikonu vaze a nasledné je rozstépena 5' az 3' nukleazovou aktivitou Z05 DNA polymerazy.
Jakmile je pomoci této nukledzové aktivity separovano oznamovaci barvivo od tlumiciho barviva, je mozné po excitaci
oznamovaciho barviva pfisluSnym svételnym spekirem meéfit fluorescencni signal o specifické vinové délce. Pro oznaceni
sondy pro cilové specificky gen BRAF divokého typu (WT) a sondy pro mutaci V600OE BRAF se pouzivaji dvé rizna oznamovaci
barviva. Amplifikaci téchto dvou sekvenci BRAF je moZné detekovat samostatné v jedné reakéni jamce pomoci méfeni
fluorescenéniho signalu o dvou specifickych vinovych délkach v dedikovanych optickych kanalech.

Selektivni amplifikace

Selektivni amplifikace cilové nukleové kyseliny vzorku je v testu cobas BRAF dosaZena pouZitim enzymu AmpErase (uracil-N-
glykosylazy) a deoxyuridin-trifosfatu (dUTP).' Enzym AmpErase rozpoznava a katalyzuje destrukci vidaken DNA obsahuijicich
deoxyuridin, ale vynechava DNA obsahujici thymidin. Deoxyuridin se v pfirozené DNA nevyskytuje, je v3ak vzdy pfitomen
v amplikonu, diky pouziti dUTP jako jednoho z nukleotid trifosfatu v €inidle Reaction Mix, takZze deoxyuridin obsahuje pouze
amplikon. V disledku pfitomnosti deoxyuridinu je kontaminujici amplikon citlivy vUci destrukci enzymem AmpErase pfed
amplifikaci cilové DNA. Enzym AmpErase, ktery je obsazeny v Cinidle Reaction Mix, katalyzuje roz§tépeni DNA obsahujici
deoxyuridin v misté deoxyuridinového zbytku rozevienim deoxyribozového fetézce v pozici C1. Kdyz je fetézec amplikonové
DNA v prvnim tepelné cyklizanim kroku pfi alkalickém pH zahfivan, $tépi se v poloze deoxyuridinu, ¢imz se DNA stava
neamplifikovatelnou. Enzym AmpErase je pfi teplotach nad 55 °C, to je b&hem fazi tepelného cyklu, neaktivni, a proto teréovy
amplikon nerozklada.
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CINIDLA

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

Soucasti soupravy

Slozky €inidel

Mnozstvi
Vv soupravé

Bezpecnostni symboly
a varovani?

RXNMIX
(Reakéni smés)

Tricinovy pufr

Octan draselny

Hydroxid draselny

Glycerol

Tween 20

EDTA

5 % dimetylsulfoxid

< 0,09 % dNTPs

< 0,10 % Z05 DNA polymeraza
(mikrobialnf)

< 0,10 % enzym AmpErase (uracil-N-
glykosylaza) (mikrobialni)

< 0,003 % oligonukleotidovy aptamer

0,08 % azid sodny

3% 0,16 ml

N/A

MGAC
(Octan horecénaty)

Octan hofe¢naty
0,09 % azid sodny

3x0,15 ml

N/A

BRAF OM
(BRAF Oligo smés)

Pufr Tris-HCI

EDTA

0,09 % azid sodny

Poly rA RNA (synteticka)

< 0,01 % upstream a downstream BRAF
primery

< 0,01 % fluorescenéné znacené sondy
BRAF

3% 0,13 ml

N/A

BRAF MUT
(Kontrola mutace
BRAF)

Pufr Tris-HCI

EDTA

Poly rA RNA (synteticka)

0,05 % azid sodny

< 0,001 % plazmid DNA (mikrobialni)
obsahujici sekvence mutace BRAF
< 0,001 % plazmid DNA (mikrobialni)
obsahujici sekvence BRAF divokého
typu

2x0,13 ml

N/A

BRAF WT
(Kontrola BRAF
divokého typu)

Pufr Tris-HCI

EDTA

Poly rA RNA (synteticka)

0,05 % azid sodny

< 0,001 % plazmid DNA (mikrobidlni)
obsahujici sekvence BRAF divokého
typu

2x0,13 ml

N/A

DNA SD
(Roztok pro redéni
vzorkl DNA)

Pufr Tris-HCI
0,09 % azid sodny

2x1ml

N/A

a Bezpecnostni oznaceni produktll vychazi primarné z pokyna GHS EU.
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VAROVANi A BEZPECNOSTNi OPATRENI
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PRO UCELY DIAGNOSTIKY IN VITRO.

Tento test se pouziva pro vzorky tkané fixované ve formalinu a archivované v parafinovych blocich.
Nepipetujte usty.

V pracovnich laboratornich prostorach nejezte, nepijte a nekurte.

Zamezte mikrobialni a DNA kontaminaci Cinidel.

Nespotfebovana Cinidla a odpad likvidujte v souladu s celostatnimi a mistnimi pfedpisy.
Nepouzivejte soupravy po uplynuti data pouzitelnosti.

Nesmésujte dohromady ¢inidla z riznych souprav nebo $arzi.

Bezpecnostni listy (SDS) zasle na vyzadani Vase mistni pobocka spolecnosti Roche.

Je nutné nosit rukavice. Aby nedoslo ke kontaminaci, musi se rukavice vyménit mezi manipulaci se vzorky a manipulaci
s ¢inidly pro cobas® 4800.

Aby nedoslo ke kontaminaci pracovniho Master mixu vzorky DNA, musi se amplifikace a detekce provadét v misté
oddéleném od izolace DNA. Pracovisté pro amplifikaci a detekci je nutno pfed pfipravou Master mixu peclivé vygcistit. PFi
peclivém vycisténi je nutné vSechny stojany a pipetory fadné otfit 0,5% roztokem chlornanu sodného* a poté oftfit 70%
roztokem etanolu.

* POZN.: bézné bélici prostfedky pro domacnost obvykle obsahuji chlornan sodny o koncentraci 5,25 %. Roztok
chlornanu sodného o koncentraci 0,5 % tak ziskate ziedénim bélidla pro domacnost v poméru 1:10.

Se vzorky je tfeba zachazet jako s infekénimi za pouziti bezpeénych laboratornich postupu, které jsou uvedeny v publikaci
Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories' a dokumentu CLSI M29-A4.15

RXNMIX, MGAC, BRAF MUT, BRAF WT a DNA SD obsahuji azid sodny. Ten mlze reagovat s olovénym nebo médénym
potrubim a vytvaret vysoce explozivni kovové azidy. Pfi likvidaci roztok( obsahujicich azid sodny do laboratorniho umyvadia
proplachnéte odtok velkym mnozstvim studené vody, abyste tak zabranili vytvareni azidu.

Pfi praci s jakymikoliv Cinidly pouzivejte rukavice na jedno pouziti, pracovni odév a ochranné bryle. Dbejte na to, aby se
tyto materialy nedostaly do styku s pokoZkou, o¢ima nebo sliznicemi. Pokud ke styku dojde, okamzité postiZzenou oblast
omyjte velkym mnozZstvim vody. Pokud by byla tato opatfeni zanedbana, muze dojit k popaleninam. Pokud dojde k roZzliti,
zfedte je pfed vytfenim dosucha vodou.

VSechny polozZky k jednorazovému pouziti pouzijte jen jednou. Nepouzivat opakované.
PolozZky k jednorazovému pouziti nepouzivejte po uplynuti doby pouZitelnosti.

Pro Cisténi analyzatoru cobas z 480 nepouZivejte roztok chlornanu sodného (bélidlo). VycCistéte analyzator cobas z 480
podle postupt popsanych v Navodu k pouZziti systému cobas® 4800 nebo Asistentu uzivatele systému cobas® 4800.

Dal8i varovani, upozornéni a postupy pro snizeni nebezpeci kontaminace analyzatoru cobas z 480 najdete v navodu
k pouziti systému cobas® 4800 nebo v Asistentu uzivatele systému cobas® 4800.

Doporucuje se pouzivat sterilni pipety na jedno pouziti a $pi¢ky na pipety bez DNazy.

POZADAVKY NA UCHOVAVANI A MANIPULACI

A.
B.

C.

Cinidla nezmrazujte.

RXNMIX, MGAC, BRAF OM, BRAF MUT, BRAF WT a DNA SD uchovavejte pfi 2-8 °C. Po otevieni jsou tato €inidla
stabilni az 4 pouZiti po dobu 60 dni nebo do data expirace, je-li tato doba kratsi.

BRAF OM a pracovni Master Mix (pfipraveny pfidanim BRAF OM a MGAC do RXNMIX) musi byt chranény pfed delSim
vystavenim svétlu.

Pracovni Master Mix (pfipraveny pfidanim BRAF OM a MGAC do RXNMIX) je nutné uchovavat pfi teploté 2—8 °C ve tmé.
Pfipravené vzorky a kontroly musi byt pfidany béhem 1 hodiny od pfipravy pracovniho Master Mix.

Zpracované vzorky (extrahovana DNA) jsou stabilni maximalné 24 hodiny pfi teploté 15 °C az 30 °C, az 14 dni pfi teploté
2 °C az 8 °C nebo az 60 dni pfi—15 °C az —25 °C nebo do provedeni 3 cyklt zmrazeni/rozmrazeni pfi uchovavani pfi teploté
—15 °C az-25 °C. Extrahovanou DNA je nutné amplifikovat béhem doporu¢ené doby uchovavani nebo pred datem expirace
soupravy cobas® DNA Sample Preparation Kit pouZité pro extrakci DNA, je-li tato doba kratsi.

Amplifikace musi zacit do 1 hodiny od pfidani zpracovanych vzork( a kontrol do pracovniho Master Mixu (pfipraveného
pfidanim BRAF OM a MGAC do RXNMIX).
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DODAVANY MATERIAL

cobas® 4800 BRAF V600 Mutation Test BRAF 24 testd

(M/N: 05985595190)

RXNMIX

(Reakéni smés) (Vicko s bezbarvym tlagitkem)

MGAC

(Octan horecnaty) (Vicko se zlutym tlacitkem)

BRAF OM ;

(BRAF Oligo smés) (Cerné vicko s bilym tlaCitkem)
BRAF MUT

(Kontrola mutace BRAF) (Vicko s ¢ervenym tlacitkem)
BRAF WT

(Kontrola BRAF divokého typu) (Vicko s modrym tlagitkem)
DNA SD

(Roztok pro fedéni vzorka DNA) (Vicko s purpurovym tlagitkem)

POTREBNY MATERIAL, KTERY NENi SOUCASTi DODAVKY
¢ cobas® DNA Sample Preparation Kit (Roche M/N 05985536190)
e Mikrotitra¢ni destitka (AD-desti¢ka) a zalepovaci folie pro systém cobas® 4800 (Roche M/N: 05232724001)

e Nastavitelné pipetory*: (objem 10 pl, 20 pl, 200 uyl a 1000 ul) s aerosolovou bariérou nebo $picky s pfimym vypuzo-
vanim bez DNazy

e Zkumavky do mikrocentrifugy s vickem s pojistkou (1,5ml sterilni, bez RNazy/DNazy, pro PCR) (od kteréhokoli
dodavatele)

e  Spektrofotometr pro méfeni koncentrace DNA**

o Vifivy mixér (Vortex)**

e Stojany na zkumavky do mikrocentrifugy

¢ Rukavice na jedno pouZiti bez pudru

¢ Mrazni¢ka umoznujici dosahovat teplot —25 °C az -15 °C

*  Pipetory je nutné udrzovat podle pokyni vyrobce a musi byt pfesné s 3% objemovou chybou. Kde je tak uvedeno,
museji byt pouzity $picky s aerosolovou bariérou nebo $piCky s pfimym vypuzovanim bez DNazy, aby se zabranilo
degradaci vzorku a vzéjemné kontaminaci.

** VeSkeré vybaveni je nutné radné udrzovat podle pokyni vyrobce.

Vybaveni a software
e Analyzator cobas z 480
e Ridici jednotka systému cobas® 4800 SR2 s Windows XP
e Software systému cobas® 4800 SR2 verze 2.0 nebo vyssi
e Softwarovy bali¢ek pro analyzu BRAF verze 1.0 nebo vy3si
o Ctetka &arovych kadu (Roche M/N 05339910001)
e Tiskarna HP P2055d (Roche M/N 05704375001)

ODBER, PREPRAVA A SKLADOVANI VZORKU
POZN.: se vSemi vzorky je tfeba zachdzet jako s infekénimi.

A. Odbér vzorki
Vzorky FFPET byly validovany pro pouZiti s testem cobas BRAF.

B. Preprava vzorkui

Vzorky FFPET piepravovat pfi teploté 15 az 30 °C. P¥i prepravé vzork(l FFPET je tfeba dodrzovat celostatni i mistni pfedpisy
pro piepravu infekénich biologickych material(.'®

C. Skladovani vzorkt

Byla potvrzena stabilita vzork(l FFPET uchovavanych pfi teploté 15-30 °C po dobu az 12 mésicu od data odebrani. 5um fezy
FFPET na skli¢kach je mozné uchovavat pfi teplotach 15-30 °C az 60 dna.
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NAVOD K POUZITi

POZN.: vSechna cinidla, kromé RXNMIX, MGAC a BRAF OM, musi mit pfed pouzitim teplotu okoli. RXN MIX, MGAC
a BRAF OM je mozné vyjmout pfimo z teploty 2-8 °C pred pripravou pracovniho Master Mixu.

POZN.: v testu cobas BRAF se pouzivaji pouze FFPET fezy melanomu a PTC o tloustce 5 um, které obsahuji alespori
50 % nadorovych bunék. U vzorkl, které obsahuji méné neZz 50 % nadorovych bunék, je nutné po
deparafinizaci provést makrodisekci.

POZN.: viz pfiruéka obsluhy pro systém cobas® 4800 nebo Asistent uZivatele systému cobas® 4800, kde najdete
podrobné postupy pro analyzator cobas z 480.

Velikost cyklu

Souprava testu cobas BRAF je uréena pro zpracovani minimalné 3 vzork( plus kontroly a maximalné pro 24 vzork( plus
kontroly. Je mozné najednou zpracovat méné nez 3 vzorky plus kontroly, ale m{ize to mit za nasledek nedostatecny objem
¢inidel pro zpracovani, celkem 24 vzorkd plus kontroly danou soupravou. Test cobas BRAF obsahuje mnoZstvi Cinidel
dostatecné pro 8 cykld se 3 vzorky plus kontrolami. K provedeni kazdého cyklu je zapotfebi jeden replikat kontroly mutace testu
cobas BRAF [BRAF MUT] a jeden replikat kontroly divokého typu testu cobas BRAF [BRAF WT] (viz ¢ast ,Kontrola kvality®).

Pracovni postup
POZN.: test cobas BRAF je mozné pouZit pro cyklus az se 24 vzorky.

POZN.: aby byla ¢inidla maximalné vyuZita, testovaci cyklus by mél zahrnovat alespon tfi (3) vzorky od pacienti plus
kontroly.

Izolace DNA

Pomoci cobas® DNA Sample Preparation Kit (M/N 05985536190) (Souprava pro pripravu vzorkii DNA) je DNA izolovana ze
vzorkl FFPET.

Makrodesekce

Jestlize vzorek podle plochy obsahuje méné nez 50 % nadoru, musi byt provedena makrodisekce vzorku jako sou&ast pfipravy
vzorku.

Kvantifikace DNA
POZN.: méreni koncentrace DNA je nutné provést pred uchovavanim okamzité po izolaci DNA.

A. Pred kvantifikaci kazdou zasobni DNA michejte vifenim po dobu 5 sekund.

B. Spektrofotometrem kvantifikujte DNA podle protokolu vyrobce. Jako slepy vzorek pro zafizeni pouzijte DNA EB dodavany
v soupravé cobas® DNA Sample Preparation Kit. Primérné jsou nutna 2 konzistentni méfeni. Kdyz budou hodnoty
koncentrace DNA = 20,0 ng/ul, tato dvé méfeni by se méla vzajemné liSit o £10 % hodnoty. Pfi koncentraci DNA
< 20,0 ng/ul musi byt tato dvé méfeni v rozmezi £2,0 ng/pl.

C. Koncentrace zasobni DNA musi byt = 5 ng/ul, aby bylo mozné provést test cobas BRAF.

POZN.: aby bylo mozZné provést test cobas BRAF, kazda zasobni DNA musi mit minimalni koncentraci 5 ng/ul. Pokud
Jje koncentrace zasobni DNA < 5 ng/ul, je nutné deparafinizaci, izolaci DNA a kvantifikaci DNA pro tento vzorek
opakovat s pouzitim dvou 5um FFPET rezi. U vzorkid na skliccich po deparafinizaci smichejte tkan z obou
fezii do jedné zkumavky, ponofte tkari do TLB a PK ze soupravy cobas® DNA Sample Preparation Kit
a proved’e izolaci a kvantifikaci DNA. U vzorki bez sklicek smichejte tkané z obou rezu do jedné zkumavky
a proved’te deparafinizaci, izolaci a kvantifikaci DNA. Pokud je koncentrace zasobni DNA stale < 5 ng/ul,

vyZadejte si dalsi Fez vzorku FFPET z dodavaciho klinického pracovisté.

POZN.: zpracované vzorky (extrahovana DNA) jsou stabilni maximalné 24 hodiny pri teploté 15 °C az 30 °C, az 14 dni
pf¥i teploté 2 °C azZ 8 °C nebo az 60 dni pfi—15 °C aZ —25 °C nebo do provedeni 3 cyklii zmrazeni/rozmrazeni pri
uchovavani pri teploté —15 °C az —25 °C. Extrahovanou DNA je nutné amplifikovat béhem doporuc¢ené doby
uchovavéani nebo pred datem expirace soupravy cobas® DNA Sample Preparation Kit pouZité pro extrakci
DNA, je-li tato doba kratsi.

05952603001-12CS 6 Doc Rev. 11.0



AMPLIFIKACE A DETEKCE

POZN.: aby nedoslo ke kontaminaci pracovniho Master mixu vzorky DNA, musi se amplifikace a detekce provadét
v misté oddéleném od izolace DNA. Pracovisté pro amplifikaci a detekci je nutno pred pripravou Master mixu
peclivé vycistit. Pri peclivém vycisténi je nutné vSechny stojany a pipetory fadné otrit 0,5% roztokem
chlornanu sodného a poté otrit 70% roztokem etanolu. Bézné bélici prostfedky pro domdcnost obvykle
obsahuji chlornan sodny o koncentraci 5,25 %. Roztok chlornanu sodného o koncentraci 0,5 % tak ziskate
zfedénim bélidla pro domacnost v poméru 1:10.

Nastaveni pristroje

Viz PFirucka obsluhy pro systém cobas® 4800 nebo Asistent uzivatele systému cobas® 4800, kde najdete podrobné postupy
pro nastaveni analyzatoru cobas z 480.

Nastaveni objednavky testu

Podrobné pokyny ke krokiim pracovniho postupu testu cobas BRAF naleznete v Navodu k pouziti systému cobas® 4800 nebo
v Asistentu uZivatele systému cobas® 4800.

Vypocet fedéni zasobni DNA ze vzorku:

s kazdym vzorkem se provadi jen jedna amplifikace/detekce pomoci 25 ul zasobni DNA nafedéné na 5 ng/ul (celkem 125 ng).
Pokyny nize uvadéji pfipravu minimalniho objemu 35 ul nafedéné zasobni DNA na 5 ng/ul v zavislosti na koncentraci pavodni
zasobni DNA. Timto se zajisti, Ze kazdy vzorek pouZije alespon 5 ul zasobni DNA a zabrani tak variaci, ke které by mohlo dojit
pfi pipetovani mensich objemu vzorku.

Vypocet fedéni zdsobni DNA ze vzorku pfi koncentracich od 5 ng/ul do 35 ng/ul

POZN.: zasobni DNA ze vzorku je nutné rFedit bezprostfedné pred amplifikaci a detekci.

POZN.: s kazdym vzorkem se provadi jen jedna amplifikace/detekce pomoci 25 ul zasobni DNA nafedéné na 5 ng/ul
(celkem 125 ng).

A. Pomoci nasledujiciho vzorce stanovte mnozZstvi pozadované zasobni DNA pro kazdy vzorek:
Objem pozadované zasobni DNA = (35 ul x 5 ng/ul) + koncentrace zasobni DNA v ng/ul
B. Pomoci nasledujiciho vzorce stanovte mnoZstvi pozadovaného roztoku k fedéni DNA vzorku (DNA SD) pro kazdy vzorek:
Objem pozadovaného DNA SD v ul = (35 ul — objem pozadované zasobni DNA v pl)
Priklad:
Koncentrace zasobni DNA = 21 ng/ul
A. Objem pozadované zasobni DNA = (35 ul x 5 ng/ul) + 21 ng/pl = 8,3 pl
B. Objem poZadovaného DNA SD v ul = (35 uyl — 8,3 ul) = 26,7 pl
Vypocet Ffedéni zasobni DNA ze vzorku pfi koncentracich > 35 ng/ul
POZN.: zasobni DNA ze vzorki je nutné rFedit bezprostiedné pred amplifikaci a detekci.

POZN.: s kazdym vzorkem se provadi jen jedna amplifikace/detekce pomoci 25 ul zasobni DNA nafedéné na 5 ng/ul
(celkem 125 ng).

A. P¥ikoncentraci zasobni DNA > 35 ng/ul pouziveijte nasledujici vzorec pro vypocet mnozstvi roztoku pro fedéni DNA vzorku
(DNA SD) pozadovaného k pfipravé alespon 35 ul zfedéné zasobni DNA. Diky tomu kazdy vzorek pouzije minimalné 5 ul
zasobni DNA.

Objem potfebného DNA SD v pl = [(5 pl zasobni DNA x konc. zasobni DNA v ng/ul) + (5 ng/ul)] — 5 ul

B. Pouzijte vypocteny objem DNA SD k fedéni 5 ul zasobni DNA.

Priklad:

Koncentrace zasobni DNA = 42 ng/pl

A. Objem pozadovaného DNA SD v ul = [(5 ul x 42 ng/ul) + 5 ng/pl] — 5 ul = 37 pl
B. Pouzijte vypocteny objem DNA SD k fedéni 5 pl zasobni DNA.

Redéni vzorku

A. Pripravte si pfislusné mnozstvi 1,5ml zkumavek pro mikrocentrifugu pro fedéni zasobni DNA ze vzorkl a oznacte je
pfislusnou identifikaci vzorku v ¢asti pro pfidani vzorku.

B. Pomoci pipetoru se $pic¢kou branici vzniku aerosoll napipetujte vypocteny objem roztoku pro fedéni DNA vzorkd (DNA SD)
do kazdé oznacené zkumavky.

C. KaZdou zasobni DNA ze vzorku michejte vifenim po dobu 10 sekund.

D. Pomoci pipetoru se Spickou branici vzniku aerosolu opatrné napipetujte vypocteny objem kazdé zasobni DNA ze vzorku
do pfisludné oznacenych zkumavek obsahujicich DNA SD. Na kazdy vzorek pfitom pouZijte novou $picku.

E. Kazdou nafedénou zasobni DNA ze vzorku uzavfete vickem a michejte vifenim 10 sekund.
F. Vymérnte rukavice.
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Priprava pracovniho Master Mix (MMX)
POZN.: BRAF Oligo Mix a pracovni MMX jsou citlivé na svétlo. VSechny smési BRAF OM a pracovniho MMX je nutné
chranit pred dlouhodobym ptsobenim svétla.
A. Vypoctéte objem potiebného RXNMIX pomoci nasledujiciho vzorce:
Objem pozadovaného RXNMIX = (pocet vzorkd + 2 kontroly + 1) x 10 pl
B. Vypoctéte objem potfebného BRAF OM pomoci nasledujiciho vzorce:
Objem pozadovaného BRAF OM = (pocet vzorkl + 2 kontroly + 1) x 8 pl
C. Vypoctéte objem potfebného MGAC pomoci nasledujiciho vzorce:
Objem pozadovaného MGAC = (pocet vzorkl + 2 kontroly + 1) x 7 pl

Tab. 1 muzete pouzit ke stanoveni objemu kazdého ¢inidla potfebného pro pfipravou pracovniho MMx za zakladé poctu
vzork({ v cyklu.

Tab. 1

Objem cinidel potiebny pro pracovni MMX
Pocet vzork(*

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

* Pocet vzorkl + 2 kontroly + 1

D. Vyjméte prisluSny pocet lahvicek RXNMIX, BRAF OM a MGAC z mista skladovani o teploté 2—-8 °C. Pfed pouzitim kazdé
¢inidlo michejte 5 sekund vifenim, a shromazdéte kapalinu ve spodni ¢asti zkumavky. Oznacte sterilni zkumavku pro
mikrocentrifugu pro pracovni Master Mix (MMX).

E. Pridejte vypocteny objem RXNMIX do zkumavky oznacené MMX.

F. Pridejte vypocteny objem BRAF OM do zkumavky oznacené MMX.

G. Pridejte vypocteny objem MGAC do zkumavky ozna¢ené MMX.

H. Aby doSlo k fadnému promichani, vortexujte 5 sekund.

POZN.: pogz"i\{@e{’tgo%ouze mikrotitracni desticku (AD-desti¢ku) a zalepovaci félii (Roche M/N 05232724001) pro systém
cobas .

I. Do kazdé reakéni jamky na AD-desti&ce, ktera je potfebna pro cyklus, pfidejte 25 ul pracovniho MMX. Spicka pipety se
nesmi dotknout desticky mimo danou jamku.
Pridani kontrol a vzorki

A. Pridejte 25 ul kontroly BRAF MUT do jamky A01 na AD-destiCce a pomoci pipetoru dobfe smichejte — odsajte a davkuijte
Vv jamce alesponi dvakrat.

B. Pomoci noveé pipetovaci SpiCky pfidejte 25 ul kontroly BRAF WT do jamky B01 na AD-desti¢ce a pomoci pipetoru dobfe
smichejte — odsajte a davkujte v jamce alespor dvakrat.

POZN.: kazdy cyklus musi obsahovat jako kontrolu BRAF MUT v pozici A01, tak kontrolu BRAF WT v pozici BO1.
V opaéném pripadé analyzator cobas z 480 cyklus zneplatni.

POZN.: podle potieby mérite rukavice, aby nedoslo ke kontaminaci mezi vzorky a kontaminaci PCR reakéni zkumavky
zvnéjsku.

C. Pomoci pipetoru se Spickou branici vzniku aerosolll pfidejte 25 pl zfredéné DNA ze vzorku do pfislusné jamky obsahujici

pracovni MMX. Zacénéte pozici C01 na AD-destiCce a pokracujte podle vzoru na Obr. 1 nize. Promichejte obsah jamky
pomoci pipetoru — odsajte a davkujte v jamce alespoi dvakrat. Ujistéte se, Ze je veSkera kapalina umisténa na dné jamky.

POZN.: DNA ze vzorku a kontroly je nutné dat na AD-desticku do jedné hodiny po pfipravé pracovniho Master Mixu
(MMX).
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Obr. 1

Rozvrzeni desticky se vzorky

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

6

14

22

D. Pokradujte, az budou veskeré vzorky pfidany na AD-destiCku.
E. Zalepte AD-desti¢ku zalepovaci folii (dodanou s destiCkami). Pomoci aplikatoru k zalepovaci folii pfilepte zalepovaci folii

pevné k AD-desticce.
F. Pfed zahajenim amplifikace a detekce se ujistéte, Ze je veSkera kapalina umisténa na dné jamek.
POZN.: amplifikace a detekce musi zacit do 1 hodiny od okamZiku priddani DNA ze vzorku a kontrol do pracovniho

MMX.
Zahéjeni PCR

Podrobné pokyny ke krokdm pracovniho postupu BRAF naleznete v Navodu k pouziti systému cobas® 4800 nebo v Asistentu
uzivatele systému cobas® 4800.

Interpretace vysledkt
POZN.: veskerou validaci cykli a vzorkt provadi software cobas® 4800 BRAF AP.

POZN.: platny cyklus miize zahrnovat jak platné tak i neplatné vysledky vzorku.

Jestlize je cyklus platny, Ize vysledky vzorkU interpretovat dle uvedeného zplsobu (viz Tab. 2).

Tab. 2
Interpretace vysledki vzorku

Vysledek testu cobas BRAF Interpretace

Mutation Detected

Mutace V600 byla detekovana v oblasti kodonu 600 genu BRAF
v exonu 15

Mutation Not Detected
nebo
No Mutation Detected*

v exonu 15

Mutace V600 nebyla detekovana v oblasti kodonu 600 genu BRAF

Vysledek je neplatny.

Invalid Opakujte testovani vzork( s neplatnymi vysledky podle pokyna v Easti
nize Opakované testovani vzorkl s neplatnymi vysledky.
Failed Neuspésny cyklus zpusobeny poruchou hardwaru nebo softwaru

* Vysledek ,,Mutation Not Detected” (Mutace nedetekovana) nebo ,No Mutation Detected” (Nebyla detekovana zadna mutace) nevyluéuje
pfitomnost mutace genu BRAF v oblasti kodonu 600, protoZe vysledky zavisi na poctu kopii mutantnich sekvenci pfitomnych ve vzorku
a mohou byt ovlivnény integritou vzorku, mnoZstvim izolované DNA a pritomnosti interferujicich latek.
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Opakované testovani vzorkt s neplatnymi vysledky

A. Opakuijte fedéni neplatné zasobni DNA ze vzorku od postupu Vypoéet fedéni zasobni DNA ze vzorku a Redéni vzorki
v ¢asti AMPLIFIKACE A DETEKCE.

Pozn.: jestlize neni dostate¢né mnoZstvi zasobni DNA ze vzorku pro provedeni nového fedéni zasobni DNA, vezméte
novy 5um Fez tkané a znovu izolujte DNA pomoci cobas® DNA Sample Preparation Kit (M/N 05985536190)
a poté pokracujte krokem B uvedenym nize.

B. Po provedeni fedéni zasobni DNA na 5 ng/ul podle postupu v &asti Redéni vzorki provedte dal$i fedéni 1:2. Vezméte
20 pl zfedéné zasobni DNA a pfidejte 20 pl roztoku pro fedéni DNA vzorkd (DNA SD).
C. Pokracujte podle Priprava pracovniho Master Mixu (MMX) a zbyvajiciho postupu amplifikace a detekce.

Pozn.: pokud je vzorek neplatny po opétném testovani v fedéni 1:2, opakujte cely test daného vzorku. Zaénéte izolaci
DNA pomoci soupravy cobas® DNA Sample Preparation Kit (M/N 05985536190) a pouZijte novy 5um FFPET
fez. Pro amplifikaci a detekci pouZijte standardnich 25 ul DNA o koncentraci 5 ng/ul (bez dalsiho Fedéni).

KONTROLA KVALITY

V kazdém cyklu testu cobas BRAF je zahrnuta kontrola mutace (BRAF MUT) a kontrola divokého typu (BRAF WT). Cyklus je
platny, jestlize jamka s kontrolou BRAF MUT (A01) i jamka s kontrolou BRAF WT (B01) maji platny status kontroly. Pokud je
kontrola BRAF MUT nebo BRAF WT neplatnd, cyklus se musi opakovat. Cerstvé si nafedte jiz dfive izolovanou zasobni DNA
ze vzorku a pfipravte si novou AD desti¢ku s kontrolami pro amplifikaci a detekci.

Kontrola mutace BRAF

Vysledek kontroly BRAF MUT musi byt platny. Pokud jsou vysledky testu kontroly BRAF MUT soustavné neplatné, spojte se
s mistnim zastoupenim firmy Roche a vyzadejte si technickou pomoc.

Kontrola BRAF divokého typu

Vysledek kontroly BRAF WT musi byt platny. Pokud jsou vysledky testu kontroly BRAF WT soustavné neplatné, spojte se
s mistnim zastoupenim firmy Roche a vyzadejte si technickou pomoc.

BEZPECNOSTNi OPATRENI PRI PRACI

Jak je tomu pfi kazdém testovacim postupu, je pro spravné fungovani tohoto testu zasadnim pozadavkem dodrzovat principy
spravné laboratorni praxe. Vzhledem k vysoké analytické citlivosti testt na bazi PCR je tfeba dbat opatrnosti, aby nedoslo ke
kontaminaci Cinidel a amplifikacnich smési.

PROCEDURALNIi OMEZENI

1. Testujte pouze indikované typy vzork(. Test cobas BRAF byl validovan pro pouziti pouze se vzorky FFPET melanomu
a PTC.

2. Test cobas BRAF byl validovan k pouziti pouze se soupravou cobas® DNA Sample Preparation Kit (Roche M/N:
05985536190) k extrakci genomické DNA.

3. Detekce mutace zavisi na tom, kolik kopii mutaéni sekvence genu je ve vzorku pfitomno, a mlze ji ovliviiovat integrita
vzorku, mnozstvi izolované DNA a pfitomnost interferujicich latek.

4. K ziskani spolehlivych vysledkl je tfeba dodrzovat pfislusné postupy fixace vzorkd, transportu, skladovani a zpracovani
vzork(. Postupujte dle krokl uvedenych vtomto pribalovém letdku a Navodu k pouZiti systému cobas® 4800
nebo v Asistentu uzivatele systému cobas® 4800.

5. PFidani enzymu AmpErase k reakéni smési testu cobas BRAF umozZiiuje selektivni amplifikaci cilové DNA. Aby se v8ak
predeslo kontaminaci €inidel, je tfeba uplathovat zasady spravné laboratorni praxe a dlisledné dodrZovat postupy uvedené
v této pfibalové informaci.

6. Tento produkt smi pouzivat pouze personal vyskoleny v technikach PCR a v pouzivani systému cobas® 4800 System.

7. Pouze systém cobas® 4800 System byl validovan pro pouZiti s timto produktem. S timto produktem nebyl validovan zadny
jiny systém PCR.

8. Vzhledem k rozdilim mezi technologiemi se doporucuje, aby uzivatelé pfed pfechodem od jedné technologie k druhé
provedli ve své laboratofi studie pro stanoveni rozdild mezi témito technologiemi.
Vlivy jinych proménnych, jako jsou proménné fixace vzorku, hodnoceny nebyly.

10. | kdyz vzacné, mutace a varianty v oblastech genu BRAF pokryté primery nebo sondami testu cobas BRAF mohou vést
k selhani amplifikace alely V600 genu BRAF nebo detekce mutace v kodonu 600.

11. PFitomnost inhibitorll PCR muze vyvolavat faleSné negativni nebo neplatné vysledky.

12. Melanin je znamym inhibitorem PCR reakci. Souprava pro pfipravu vzorki DNA béhem extrakce odstrani melanin ze
vzorku; melanin ve vzorku vSak muze inadale zpusobit neplatné vysledky. Jestlize existuje podezieni na inhibici
melaninem, doporucuje se zopakovat testovani s pouzitim fedéni 1:2, jak je popsano v ¢asti ,Opakované testovani vzorki
s neplatnymi vysledky*.

13. Test mutace V600 genu BRAF na zafizeni cobas 4800 vykazuje omezenou zkfizenou reaktivitu se vzorky s mutacemi
jinymi nez V60OE (V600K, V600D a V600E2). Vice podrobnosti viz ¢ast ,Melanom — Hodnoceni neklinickych funkénich
parametru®.
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14. Vzorky FFPET s degradovanou DNA mohou ovlivnit schopnost testu detekovat mutaci.
15. Test mutace genu BRAF na zafizeni cobas 4800 je kvalitativni test. Test neslouZi pro kvantitativni méfeni mutace.

. MELANOM

HODNOCENI NEKLINICKYCH FUNKCENICH PARAMETRU

V nize uvedenych laboratornich studiich byl obsah nadoru v % stanoven pfi patologickém zkoumani. Obsah melaninu byl
stanoven pfi patologickém zkoumani a pomoci vlastniho testu pracovis§té pro stanoveni melaninu. Pro vybér vzorkd pro
testovani byla pouzita obousmérna Sangerova sekvenacni metoda. % hladiny mutace bylo stanoveno sekvenovanim 454
(kvantitativni hromadné paralelni pyrosekvenacni metodou).

Analyticka citlivost

Analyticka citlivost — limit detekce (LoD)

Minimalni mnozstvi vstupni DNA, které v 95 % pfipadl dava spravné vysledky, bylo stanoveno pomoci dilu€nich paneld

pfipravenych ze tfi typU vzorku:

« Smeési vzorkl pfipravenych smichanim zasobnich DNA ziskanych z FFPET vzork( s mutaci V60OE genu BRAF a FFPET
vzorkU divokého typu genu BRAF pro dosazeni specifickych hladin mutace.

o Individualni zasobni DNA z FFPET pfipravené ze tfi vzork(i FFPET s mutaci V600E genu BRAF.

e Smési bunécné linie pfipravené smichanim zasobnich DNA ziskanych z bunééné linie s mutaci V600E genu BRAF
a z bunécné linie divokého typu genu BRAF.

VSechny vzorky pouzité v této studii byly sekvenovany pomoci sekvenovani 454, aby bylo mozné stanovit procentualni mutaci
kazdého vzorku.

Analyticka citlivost stanovena pomoci smési vzorku

Zasobni DNA ze vzorku FFPET s mutaci V600E genu BRAF byly smichany se zasobnimi DNA vzork( FFPET divokého typu
genu BRAF, a tak byl ziskan jeden vzorek s hladinou mutace 10 %, tfi vzorky s hladinou mutace 5 % a jeden vzorek s hladinou
mutace 3 %. Byl testovan rovnéZ jeden vzorek divokého typu genu BRAF. Po smichani byly hladiny mutace ovéfeny
sekvenovanim 454. Kazda z péti smési vzorkl s mutaci V60OE (ale ne se vzorkem divokého typu) byla poté zfedéna a byl
vytvofen panel uvedeny v Tab. 3.

Priprava diluéniho palczll)l'l :c’;lend ze smési vzorku
Primérné % Mnozstvi DNA ve &lenech
Smés mutace” diluéniho panelu (ng/25 pl)™
10% smés 9% (n=6) | 125;62,5; 31,3
5% smés 1 5% (n=5) | 125;5; 2,5; 1,3; 0,6; 0,3
5% smés 2 5% (n=5) | 125;5;2,5;1,3; 0,6; 0,3
5% smés 3 6% (n=5) | 125;5;2,5;1,3; 0,6; 0,3
2,5% smés 3% (n=5) | 125;62,5; 31,3
0% (pouze divoky typ) --- 125

*  Pramérna procentuaini mutace smési testovana sekvenovanim 454.
**  Mnozstvi genomické DNA obsazené v kazdém &lenu panelu. 25 ul je stejnym vstupnim objemem pro test.
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Pomoci 3 Sarzi soupravy testu cobas BRAF bylo testovano 8 replikati kazdého ¢lena panelu (n = 24/¢lena panelu). V Tab. 4

,Mutation Detected alespofi 95 % (Sedé fadky).

Tab. 4
Citlivost testu cobas BRAF pomoci smési FFPET
Procento mutace urené | Mnozstvi DNA ve Cetnost ,Mutation
FFPET smés sekvenovanim 454 ¢lenu panelu Detected” (n = 24)
125 ng/25 pl 100 %
10% FEPET 9% 62,5 ng/25 100 %
31,3 ng/25 i 100 %
125 ng/25 pl 96 %
5,0 ng/25 pl 100 %
5% FFPET 59 2,5 ng/25 yl 100 %
smés 1 1,3 ng/25 pl 75 %
0,6 ng/25 pl 88 %
0,3 ng/25 pl 71 %
125 ng/25 pl 100 %
5,0 ng/25 pl 92 %
5% FFPET 59 2,5ng/25 pl 100 %
smes 2 1,3 ng/25 pl 96 %
0,6 ng/25 pl 58 %
0,3 ng/25 pl 50 %
125 ng/25 pl 100 %
5,0 ng/25 pl 100 %
5% FFPET 6 % 2,5 ng/25 pl 100 %
smes 3 1,3 ng/25 yl 100 %
0,6 ng/25 pl 96 %
0,3 ng/25 pl 71 %
125 ng/25 pl 0%
2:5% FEPET 3% 62,5 ng/25 i 4%
31,3 ng/25 i 4%
0% 0%
(divoky typ) --- 125 ng/25 pli

Tato studie ukazuje, Ze test cobas BRAF dokaze detekovat mutace V600OE genu BRAF v hladinach mutace = 5 % pfi pouziti
standardni koncentrace 125 ng/25 ul. Schopnost testu detekovat mutace pfi nizSich vstupnich hladinach koncentrace DNA
ukazuje, ze vzorky mohou obsahovat DNA degradovanou fixaénim procesem a presto bude mutace detekovana. VSechny
vysledky ziskané ze vzorkl divokého typu genu BRAF mély status ,Mutation Not Detected".
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Analyticka citlivost stanovena pomoci FFPET vzorki

Pro potvrzeni detekce 5% mutace ve vzorcich pacientd, 48 jednotlivych 5um fez( z kazdého ze 3 FFPET vzork( s mutaci
VB00E genu BRAF obsahujici hladiny mutace 6%, 12% a 4% bylo jednotlivé zpracovano pomoci 3 $arzi soupravy cobas® DNA
Sample Preparation Kit a byla izolovana DNA. Aby bylo mozné stanovit vliv melaninu na test, jeden vzorek (6% mutace) mél

vysokou koncentraci melaninu. Sériovym fedénim DNA z kazdého fezu byl pfipraven soubor panelt s 6 ¢leny podrobné
uvedenymi v Tab. 5.

Tab. 5
Priprava diluéniho panelu ¢lent z FFPET vzorku

Informace o vzorku
Priimérna % Mnozstvi DNA ve ¢&lenech diluéniho
FFPET vzorek V600E mutace’ Pigmentace panelu (ng/25 pl)
Vzorek 1 6 % Silna pigmentace** | 125; 15,6; 7,8; 3,9; 2,0; 1,0
Vzorek 2 12 % NHP™ 125;7,8; 3,9; 2; 1; 0,5
Vzorek 3 4% NHP 125; 31,3; 15,6; 7,8; 3,9; 2,0

*

Pramérna procentualni mutace vzorku stanovena sekvenovanin 454
Silna pigmentace na zakladé vizualniho posouzeni, koncentrace melaninu = 0,17 ug/25 ul
*** NHP = bez silné pigmentace, zaloZzeno na vizualnim vyhodnoceni

*k

Pomoci 3 Sarzi soupravy testu cobas BRAF bylo testovano 16 replikatt kazdého ¢lena panelu (n = 48/¢lena panelu). Citlivost

alespon 95 % (Sedé rfadky). Vysledky této studie ukazuje Tab. 6.

Tab. 6
Citlivost testu cobas BRAF pomoci FFPET vzorku

FFPET Procento mutace uréené Mnozstvi DNA ve ¢lenu Cetnost ,Mutation
vzorek sekvenovanim 454 panelu Detected” (n = 48)

125 ng/25 pli 100 %

15,6 ng/25 pl 100 %

Vzorek 1 6% 7,8 ng/25 pl 98 %
3,9 ng/25 pl 98 %

2,0 ng/25 pl 81 %

1,0 ng/25 pl 71 %

125 ng/25 pl 100 %

7,8 ng/25 pl 100 %

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

1,0 ng/25 pl 98 %

0,5 ng/25 pl 94 %

125 ng/25 pl 98 %

31,3 ng/25 pl 98 %

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

3,9 ng/25 pl 90 %

2,0 ng/25 pl 67 %

Tato studie ukazala, Ze test cobas BRAF dokaze detekovat mutace V600OE genu BRAF v FFPET vzorcich pfi hladiné mutace
=5 % pfi pouziti standardni koncentrace 125 ng/25 ul. Schopnost testu detekovat mutace pfi nizSich vstupnich hladinach
koncentrace DNA ukazuje, Ze vzorky mohou obsahovat DNA degradovanou fixacnim procesem a pfesto bude mutace
detekovana. Jeden silné pigmentovany vzorek ve studii nemél vliv na citlivost testu.
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Analyticka citlivost stanovena pomoci smési bunécéné linie

Zasobni DNA ze dvou bunéénych linii melanomu [SK-MEL 28 (mutace V600E genu BRAF) a SK-MEL 2 (divoky typ genu
BRAF)] byly smichany a vznikl vzorek s mutaci 5 %, coZ bylo ovéfeno sekvenovanim 454. Byly pfipraveny tfi oddélené diluéni
panely obsahujici 125 ng/25 ul az 0 ng/25 ul DNA. Pomoci 3 Sarzi soupravy testu cobas BRAF bylo testovano 20 replikata
kazdého ¢lena panelu (n = 60/replikatt celkem). Citlivost byla stanovena nejniz§im mnozstvim DNA, které mélo miru pozitivity
V600E BRAF ,Mutation Detected” alespon 95 % (Sedy fadek). Vysledky této studie ukazuje Tab. 7.

Tab. 7
Citlivost testu cobas BRAF stanovena pomoci smési bunécné linie

Pramérné procento }
mutace uréené Mnozstvi DNA ve €&lenu Cetnost ,Mutation
Smés bunécné linie| sekvenovanim 454 panelu Detected” (n = 60)
125,0 ng/25 pl 97 %
31,3 ng/25 i 100 %
15,6 ng/25 pl 95 %
Smés bunécné 59 7,8 ng/25 pl 98 %
linie 3,9 ng/25 pl 95 %
2,0 ng/25 pl 82 %
1,0 ng/25 pl 78 %
0,5 ng/25 pl 77 %

Test cobas BRAF vykazal 95% &etnost ,Mutation Detected” pfi koncentraci 3,9 ng/25 pl, coz je fedéni 1:32 doporu¢ené vstupni
DNA koncentrace 125 ng/25 ul. To znamena, Ze tento test bude detekovat mutaci V60OE genu BRAF, kdyz bude 97 % DNA

degradovano kvili procesu fixace, za pfedpokladu, Ze bunécna linie DNA obsahovala 100 % neporusené a amplifikovatelné
DNA.

Vstupni rozsah genomu:

Doporu¢ené mnozZstvi DNA pro test cobas BRAF je 125 ng. Chyby ve kvantifikaci DNA a/nebo variacich v mnoZstvi
degradované DNA mohou vést k rdznym vstupnim mnozstvim genomické DNA. Aby bylo mozné vyhodnotit vliv riznych
mnozstvi vstupni genomické DNA, byla z 11 FFPET vzorkl melanomu, zvolenych na zakladé stavu mutace a hladiny
pigmentace, extrahovana genomicka DNA a sériové nafedéna se vstupem reprezentujicim 250 ng, 125 ng, 62,5 ng
a 31,3 ng/25 pl. V8echny 4 hladiny DNA byly vyhodnoceny pomoci 2 Sarzi. Pro vSechny hladiny vstupni genomické DNA byly

ziskany oCekavané vysledky.
Minimalni obsah nadoru

Bylo testovano 33 vzorkd mutaci V600E genu BRAF, aby byla zji§téna minimalni ¢ast nadoru nutna pro detekci mutace V600E

genu BRAF u vzorku s obsahem nadoru od 5 % do 50 % bez provedeni makrodisekce. Pomoci test cobas BRAF byl testovan
1 fez kazdého vzorku.

Test cobas BRAF spravné detekoval vSechny vzorky s mutaci V600OE genu BRAF s minimalnim obsahem mutované DNA vice
nez 5 % a minimalnim obsahem nadoru alespori 15 % (Tab. 8). Vzorky s niZzSim obsahem nadoru nez 15 % a méné nez 5%
hladinou mutace byly oznaéeny jako ,Mutation Not Detected”. DalSich 24 vzorkd divokého typu s obsahem nadoru od 5 % do
45 % bylo vyhodnoceno pfi doporu€ené vstupni koncentraci DNA 125 ng/25 pul. VSechny vzorky divokého typu byly spravné
vyhodnoceny. Je nutna makrodisekce vzorkd, které obsahuji < 50 % oblasti nadorovych bunék.

Tab. 8
Vysledky testovadni 33 vzorki s mutaci V600E genu BRAF
s riznym procentnim obsahem nddoru a procentem mutace

Cislo vzorku Obsah nadoru* | % mutace Vysledky testu
1 5%15% 3% Mutation Not Detected
2 S%/5% 5 % Mutation Not Detected
3 S%/5% 1% Mutation Not Detected
4 10 % /10 % 4% Mutation Not Detected
5 10% /10 % 14 % Mutation Detected
6 15% /10 % 6 % Mutation Detected
7 15%/15% 23 % Mutation Detected
8 15% /15 % 3% Mutation Detected
9 15% /15 % 29 % Mutation Detected
10 15% /15 % 14 % Mutation Detected
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Cislo vzorku Obsah nadoru* | % mutace Vysledky testu
11 15% /15 % 14 % Mutation Detected
12 15 % /20 % 5% Mutation Detected
13 20 %120 % 28 % Mutation Detected
14 20 % 120 % 2% Mutation Detected
15 25% 120 % 13 % Mutation Detected
16 25% 125 % 25% Mutation Detected
17 30%/25% 20 % Mutation Detected
18 30 % /30 % 10 % Mutation Detected
19 30 % /35 % 4% Mutation Detected
20 30 % /35 % 17 % Mutation Detected
21 35 % /30 % 8 % Mutation Detected
22 35%/35% 7% Mutation Detected
23 35% /35 % 12 % Mutation Detected
24 35% /35 % 22 % Mutation Detected
25 35 % /40 % 36 % Mutation Detected
26 40 % /135 % 7% Mutation Detected
27 40 % /35 % 12 % Mutation Detected
28 40 % /40 % 14 % Mutation Detected
29 40 % /40 % 21 % Mutation Detected
30 40 % /140 % 28 % Mutation Detected
31 40 % 145 % 36 % Mutation Detected
32 45 % 145 % 10 % Mutation Detected
33 50 % /40 % 8 % Mutation Detected

* Obsah nédoru ve vzorku stanovil patolog na zakladé rozboru prvniho a posledniho
z dvanacti sousednich 5um fez( kazdého vzorku. Je uveden obsah nadoru prvniho
a posledniho fezu (napr. 95 % / 95 %).

Zkiizena reaktivita

ZkFizena reaktivita testu cobas BRAF byla vyhodnocena testovanim nasledujicich typu vzorka:
e FFPET vzorky melanomu jiné mutace genu BRAF nez V600E s riznymi hladinami mutace
e Plazmidy jinych mutaci genu BRAF nez V600OE

e Plazmidy homologli genu BRAF

¢ Kozni mikroorganizmy

U zkFizené reaktivity se rovnéz vyhodnocovalo, zda pfitomnost plazmid{i homologl genu BRAF nebo koZnich mikroorganizmu
interferuje s detekci mutace V60OE genu BRAF.

05952603001-12CS 15 Doc Rev. 11.0



FFPET vzorky melanomu jiné mutace genu BRAF nezZ V600E

Ctrnact (14) FFPET vzorkd melanomu jiné mutace nez V60OE (V600D, V600E2, V60OR nebo V600K) genu BRAF bylo testo-
vano v triplikatu pomoci testu cobas BRAF. U osmi vzorkd melanomu jiné mutace nez V600E genu BRAF vSechny tfi replikaty
vykazaly zkfizenou reaktivitu s testem cobas BRAF. Téchto osm vzorkl bylo: mutace V600D genu BRAF (18% mutace),
mutace V600E2 genu BRAF (68% mutace) nebo mutace V600K genu BRAF (vy$Si nez 30% mutace). U vzorku mutace V600R
genu BRAF (23% mutace) nebyla zjisténa 2adna zkiiZzena reaktivita, viz Tab. 9.

Pozorované miry detekce mutace v testu cobas BRAI;r }a)l:t') ?iné mutace nez V600E genu BRAF ve vzorcich FFPET
Cislo vzorku Stav mutace Procento Obsah Stadium Cetnost ,,Mutation
genu BRAF mutace nadoru* nadoru Detected” (n = 3)
1 V600D 18 % 30 % /30 % \% 100 %
2 16 % 75 %175 % \Y 0%
3 V600E2 36 % 75 % 180 % 1 0%
4 68 % 75% 175 % v 100 %
5 V600R 23 % 15% /15 % \% 0 %
6 17 % 25%125% 1 0%
7 22 % 35 % /40 % \Y 0%
8 23 % 40 % /40 % v 0 %
9 31 % 60 % /60 % v 100 %
10 V600K 35 % 75% 175 % \Y 100 %
11 39 % 80 % /80 % \Y 100 %
12 36 % 95 % /95 % lIc 100 %
13 62 % 75% 175 % \% 100 %
14 69 % 80 % /80 % \Y 100 %

* Obsah nadoru ve vzorku stanovil patolog na zakladé rozboru prvniho a posledniho z dvanacti
sousednich 5um fezl kaZzdého vzorku. Je uveden obsah nadoru prvniho a posledniho fezu
(napfr. 95 % / 95 %).
Byl pfipraven jedenactiClenny diluéni panel s koncentracemi DNA od 5,0 ng/ul az 0,0049 ng/ul (coz odpovida 125 az 0,1 ng

0,5 ng/25 pl u vzorku s mutaci V600K genu BRAF s 69 % mutace a 15,6 ng/25 pl vzorku s mutaci V600D genu BRAF s 18 %
mutace (Tab. 10).

Tab. 10
Nejnizsi mnozstvi vstupni DNA, které dokaze detekovat zkfizenou reaktivitu na pfi testu cobas BRAF

Nejnizsi mnozstvi vstupni DNA predtim,
; Stav mutace Procento nez dojde k vymizeni zkFizené reaktivity
Cislo vzorku genu BRAF mutace (n=3)
1 V600D 18 % 15,6 ng/25 pl
2 V600E2 68 % 7,8 ng/25 yl
3 31 % 3,9 ng/25 pl
4 35 % 3,9 ng/25 pl
5 39 % 3,9 ng/25 pl
V600K
6 36 % 2,0 ng/25 yl
7 62 % 3,9 ng/25 yl
8 69 % 0,5 ng/25 pl
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Plazmidy jiné mutace genu BRAF nez V600E

Pro nasledujicich devét mutaci genu BRAF jinych nez V600E byly pfipraveny diluéni panely plazmidd s hladinami mutace od
5 % do 75 % na pozadi plazmidu divokého typu: D594G, G596R, K601E, L597Q, L597S, V600D, V600E2, V600K a V600R.
Tfi replikaty kazdého ¢lena téchto dilu¢nich panelu pfipravenych pro kazdy plazmid byly testovany pomoci testu cobas BRAF.
Byla zjiSténa zkfizena reaktivita u vSech 3 replikat(l u plazmidu V600D genu BRAF pfi = 10% mutaci, plazmidu V600K genu
BRAF pfi 2 35% mutaci a plazmidu V600E2 genu BRAF pfi = 65% mutaci. U zbyvajicich Sesti testovanych mutaci genu BRAF
nebyla u plazmidd pozorovana zadna zkFizena reaktivita.

Plazmidy homologi genu BRAF

Pro tfi plazmidy homologt genu BRAF byly pfipraveny vzorky (pseudogen BRAF, ARAF a RAF1), plazmid s mutaci V600E
genu BRAF a plazmid divokého typu genu BRAF, jak je uvedeno v Tab. 11. Pomoci testu cobas BRAF bylo testovano tfi az
Sest replikatd kazdého ¢lena panelu.

Tab. 11
Plazmidové vzorky homologti genu BRAF
Panel Slozeni podle objemu
Nazev Clen panelu Slozka 1 Slozka 2
1 95 % pseudogenu BRAF 5 % mutace V600OE genu BRAF
Pseudogen BRAF
2 100 % pseudogenu BRAF ---
1 95 % ARAF 5 % mutace V600OE genu BRAF
ARAF
2 100 % ARAF ---
RAF1 1 95 % RAF1 5 % mutace V60OE genu BRAF
2 100 % RAF1 ---
1 95 % divokého typu genu BRAF 5 % mutace V600E genu BRAF
Kontrola 2 100 % divokého typu genu BRAF ---
3 95 % eluéniho pufru pro DNA 5 % mutace V600OE genu BRAF

Zadny z t&chto tfi plazmidd homolog(i genu BRAF nebyl testem cobas BRAF detekovan, kdyZ byl testovan samostatné, coz
znamena, ze plazmidy homologl genu BRAF nevykazuji zkfizenou reaktivitu s testem.

Plazmid s 5 % mutace V600E genu BRAF za pfitomnosti 95 % plazmidd homologt genu BRAF vykazal ve vSech pfFipadech
gc;::g&(évané vysledky ,Mutation Detected”. To znamena, Ze plazmidy homologl neinterferovaly pfi detekci mutace V600E genu
Kozni mikroorganizmy

Zjistilo se, Ze v testu cobas BRAF nasledujici koZni mikroorganizmy zkfiZzené nereaguji, kdyz jsou pfidany do vzorku FFPET
melanomu divokého typu s 1 x 108 CFU béhem lyzy tkané:

1. Staphylococcus epidermidis

2. Staphylococcus aureus

3. Corynebacterium xerosis

4. Corynebacterium jeikeium

5. Corynebacterium minutissimum

6. Corynebacterium ulcerans

Testované mikroorganizmy rovnéz neovliviiovaly detekci vzorku FFPET s 8 % mutace V600E genu BRAF, kdyz bylo pfidano
1 x 108 CFU bé&hem lyzy tkané.

Interference

Ukazalo se, ze triglyceridy (< 74 mM, 2x CLSI doporucené vysoké koncentrace'”), hemoglobin (< 2 mg/ml, 1x CLSI doporu¢ené
vysoké koncentrace'”) a < 95% nekroticka tkan neinterferovaly s testem cobas BRAF, kdyZz byla potencialné interferujici latka
pfidana do lyzy béhem pfipravy vzorku.
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Melanin

Vliv vysokych koncentraci endogenniho melaninu byl vyhodnocen pomoci vysoce pigmentovanych FFPET vzorkd s mela-
nomem. Bylo vybrano celkem 41 unikatnich FFPET vzorkd s nadorovou tkani s melanomem na zakladé jejich hladiny
pigmentace. 33 bylo vysoce pigmentovanych, 3 byly od afro-ameriCani a5 bylo lehce pigmentovanych pro srovnani.
U kazdého vzorku byla extrahovana DNA z tkané a byla stanovena koncentrace melaninu. Byl testovan jeden replikat zasobni
DNA z kazdého ze dvou oddilt ziskanych z kazdého ze 41 vzork(. Tfi vzorky vykazaly neplatné vysledky. Jeden vzorek vykazal
vysledek ,Mutation Not Detected®, ale tento vzorek byl pod mezi detekce. Tfi vzorky s ,neplatnymi“ vysledky byly pouZity pro
pripravu doporu¢ené koncentrace DNA pro test a dvojnasobného, ¢tyfnasobného a osminasobného fedéni doporucené vstupni
koncentrace DNA 125 ng/PCR. Vysledné fedéné vzorky DNA (obsahujici celkem 125 ng, 61,5 ng, 31,25 ng nebo 15,6 ng DNA
ve 25 pl) byly znovu testovany, aby bylo mozné stanovit, zda odpovidajici snizeni melaninu pomoci fedéni umozni ziskat platné
vysledky. V8echny tfi vzorky pfi dvojnasobném fedéni vykazaly spravné vysledky.

Tab. 12
Shrnuti vysledku testu cobas BRAF s pigmentovanymi FFPET vzorky melanomu
ID vzorku Zredéni Mnozstvi melaninu ve vzorku/PCR Vysledek
Z&adné (125 ng) 0,15 ug Invalid/Invalid
Dvojnasobné (62,5 ng) 0,08 ug Mutation Detected/Mutation Detected
! Ctyfnasobné (31,3 ng) 0,04 ug Mutation Detected/Mutation Detected
Osminasobné (15,6 ng) 0,02 ug Mutation Detected/Mutation Detected
Z&adné (125 ng) 0,24 g Invalid/Invalid
Dvojnasobné (62,5 ng) 0,12 ug Mutation Detected/Mutation Detected
2 Ctyfnasobné (31,3 ng) 0,06 pg Mutation Detected/Mutation Not Detected
Osminasobné (15,6 ng) 0,03 ug Mutation Not Detected/Invalid
Z&adné (125 ng) 0,34 ug Invalid/Invalid
Dvojnasobné (62,5 ng) 0,17 ug Mutation Detected/Mutation Detected
3 Ctyfnasobné (31,3 ng) 0,08 pg Mutation Detected/Mutation Detected
Osminasobné (15,6 ng) 0,04 ug Mutation Detected/Mutation Detected

Vysledky testovani 17 vzorka divokého typu ukazaly, ze vSechny vzorky mély spravny vysledek ,Mutation Not Detected”
s vyjimkou 2 vysoce pigmentovanych vzorka, které vykazaly faleSné pozitivni vysledky.

KLINICKE VYSLEDKY

Reprodukovatelnost

Reprodukovatelnost testu cobas BRAF byla stanovena pomoci studie na tfech externich testovacich pracovistich (2 pracovnici
na kazdém pracovisti), tfi Sarzi ¢inidel a v péti testovacich dnech nejdoucich po sobé. Pouzit byl osmiclenny panel vzorkti DNA
ze FFPET sekci maligniho melanomu. Tento panel zahrnoval jak pigmentované, tak nepigmentované vzorky a fadu s riznym
procentualnim mnozstvim nadoru a mutantnich alel, v€etné jednoho vzorku s 5% mezi detekce (LoD). Z 94 cyklG bylo 92
(97,9 %) platnych. Z 1442 testovanych vzork(i vykazaly 2 vzorky (0,14 %) neplatné vysledky. U vSech &lenU panelu (kromé
vzork( LoD) byly spravné vysledky u 100 % platnych testu, v€etné ¢lenl panelu s 20% mutaci a dvou ¢len( panelu s vysokou
pigmentaci. U ¢lenu panelu LoD byla mutace V600E detekovana v 90 % (162/180) vzork(. Zadné vzorky WT (divokého typu)
nebyly faleSné pozitivni. Mizeme shrnout, Ze test cobas BRAF byl vysoce reprodukovatelny jak u pigmentovanych, tak
u nepigmentovanych vzorku, u vzorkl s nizkym obsahem nadoru a malym procentem mutantnich alel, mezi pracovisti,
obsluhami, SarZemi Cinidel a testovacimi dny. Analyticka specificita byla 100 %.
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Korelace s referenéni metodou u klinickych vzorku faze

Prevalence mutaci V600E u klinické zkousky faze Ill byla 46,5 % na zakladé vysledkd testli cobas BRAF. To odpovida
prevalenci mutaci V600E u pacientd s melanomem, jez se uvadi v literature.

Za ucelem hodnoceni funkéni charakteristiky testu cobas BRAF ve srovnani s 2x metodou obousmérného Sangerova sekve-
novani bylo uréeno 596 po sobé jdoucich pacientd, ktefi se za€astnili screeningu pro klinické hodnoceni vemurafenibu, faze lll,
a od kterych byly shromazdény klinické a demografické udaje a Udaje ziskané Sangerovou sekvenaéni metodou. Z nich bylo
94 nevhodnych pacientd kvali chybé&jicim kritériim pro zafazeni, u 4 pacientd neprobéhlo patologické zkoumani a 2 méli
neplatné vysledky testu cobas BRAF. Ze zbyvajicich 496 zpUsobilych pacientd mélo 47 pacientll neplatné vysledky ziskané
Sangerovou sekvenacéni metodou, takze zbylo 449 vyhodnotitelnych pacientl. Primarni analyza shody mezi vysledky testu
cobas BRAF a vysledky testll Sangerovou sekvenaéni metodou pfi detekci mutace V600E je uvedena nize v Tab. 13.

Tab. 13
Shrnuti vysledki testu cobas BRAF vs. Sangerova sekvenac¢ni metoda

Sangerova sekvenacéni metoda
(referenéni metoda)

Test cobas BRAF Mutace V600E genu BRAF Mutace V600E genu BRAF

(testovaci metoda) detekovadna? nedetekovdna® Celkem
Mutation Detected 216 35 251
Mutation Not Detected 6 192 198
Celkem 222 227 449

Procentni shoda pozitivnich (95% CI) 100 % x 216/222 = 97,3 % (94,2 %, 98,8 %)

Procentni shoda negativnich (95% CI) 100 % x 192/227 = 84,6 % (79,3 %, 88,7 %)

Celkova procentni shoda (95% Cl) 100 % x 408/449 = 90,9 % (87,8 %, 93,2 %)

a2 Vysledek ,Mutation Detected” oznacuje pfitomnost predominantniho typu mutace genu BRAF, V600E (1799 T>A) podle
Sangerovy sekvenacni metody.

b Vysledek ,Mutation Not Detected” oznaduje nepfitomnost predominantniho typu mutace genu BRAF, V600E podle Sangerovy
sekvenacéni metody (j. divoky typ nebo bez mutace, V600D, ,V600E2*, V600K, V600R a jiné mutace).

Pozn.: vzorky melanomu s platnymi parovymi vysledky z obou testll cobas BRAF a Sangerovy sekvenacni metody.
Pozn.: Cl = interval spolehlivosti (skore).

VSech 41 vzorkdl, jejichz vysledky testu cobas BRAF a Sangerovy sekvenaéni metody byly neshodné, bylo podrobeno
sekvenovani 454 (hromadné paralelni pyrosekvenaéni metodou) jako druhou referenéni metodou. Navic bylo 33 shodnych
vysledkl testu cobas BRAF a Sangerovy sekvenacni metody testovano sekvenovanim 454. Sekundarni analyza shody po
vyfeSeni neshodnych vysledku je uvedena v Tab. 14.

Ze 6 neshodnych vysledkd, které mély vysledek ,Mutation Not Detected” u testu cobas BRAF a vysledek V600E Sangerovou
sekvenacni metodou, sekvenovani 454 vykazalo u 5/6 vzork( vysledek ,divoky typ“ (jeden vzorek mél neplatny vysledek
u sekvenovani 454).

Z 8/35 neshodnych vysledku, které meély vysledek ,Mutation Detected” u testu cobas BRAF a vysledek ,divoky typ“ Sangerovou
sekvenaéni metodou, sekvenovani 454 detekovalo mutaci V600E u 7/8 vzork(i (jeden vzorek mél neplatny vysledek
u sekvenovani 454).

Z 27/35 neshodnych vysledku, které mély vysledek ,Mutation Detected” u testu cobas BRAF a vysledek ,mutace jind nez
VB00E" Sangerovou sekvenacni metodou, sekvenovani 454 detekovalo mutaci V600K u 24 vzork(, ,V600E2" u jednoho vzorku
a V600E u jednoho vzorku. U jednoho vzorku Sangerova sekvenaéni metoda detekovala mutaci V600D a sekvenovani 454
detekovalo divoky typ.

ZkfiZena reaktivita testu cobas BRAF pro mutaci V600K byla 66 % (25/38).

Shoda se sekvenovanim 454 byla 100 % u 33 shodnych (test cobas BRAF a Sangerova sekvenacni metoda) vzorkd s mutaci
V600E a vzork( divokého typu.

Tab. 14
Vysledky testu cobas BRAF vs. Sangerova sekvenacni metoda po rozliSeni neshodnych vysledki sekvenovanim 454

Po rozliseni neshodnych vysledku sekvenovanim 454

Test cobas BRAF Mutace V600E genu BRAF Mutace V600E genu BRAF

(testovaci metoda) detekovana nedetekovana Celkem
Mutation Detected 224 27 251
Mutation Not Detected 1 197 198
Celkem 225 224 449
Procentni shoda pozitivnich (95% CI) 100 % x 224/225 = 99,6 % (97,5 %, 99,9 %)
Procentni shoda negativnich (95% Cl) 100 % x 197/224 = 87,9 % (83,0 %, 91,6 %)
Celkova procentni shoda (95% CI) 100 % x 421/449 = 93,8 % (91,1 %, 95,7 %)
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Distribuce mutaci v kodonu 600 genu BRAF

Distribuce mutaci v kodonu 600 byla stanovena ve 496 opravnénych pfipadech na zakladé kombinovanych vysledkd Sange-
rovou sekvenacni metodou a sekvenovanim 454. Z téchto 496 pfipadt bylo 182 divokého typu a 314 obsahovalo mutaci.
Distribuce mutaci v kodonu 600 mezi 314 pfipady pozitivnimi na mutaci je uvedena v Tab. 15. Mutace V600K byly identifikovany
ve 13,4 % vSech pfipadd s mutacemi v kodonu 600.

Tab. 15
Distribuce mutaci v kodonu 600 genu BRAF u populace pozitivni na mutaci dle stanoveni Sangerovou sekvenaéni
metodou a sekvenovanim 454

Aminokyselinova sekvence | Nukleotidova sekvence

(kodon 600) (1798-1800) N % distribuce

V600E GAG 255 81,2
V600K AAG 42 13,4
V600E2 GAA 13 41

V600R AGG 3 1,0
V600D GAC 1 0,3
Celkem mutaci v kodonu 600 314 100
Celkem divokého typu v kodonu 600 182 -—-

Klinicka uéinnost pfipravku ZELBORAF® (vemurafenib)®

Test cobas BRAF byl pouzit jako pomocny test pro vybér pacientl pro Ié¢bu pFipravkem ZELBORAF®. Klinicka bezpecénost
a ucinnost pripravku ZELBORAF® byla prokazana ve studii NO25026 (BRIM3), coz je mezinarodni, randomizovand, oteviena,
kontrolovana, multicentricka studie faze Il u dfive nelééenych pacientd s neresekovatelnym melanomem stadia IlIC nebo IV
s mutaci V600E genu BRAF k vyhodnoceni klinické ucinnosti pfipravku ZELBORAF® oproti dakarbazinu (standardni 1écba).
Vzorky FFPET od vSech pacientd s melanomem, u nichz bylo zvazovano zafazeni k [éCbé, byly testovany pomoci testu
cobas BRAF. Pacienti s vysledkem testu ,Mutation Detected” byli zpUsobili k zafazeni do klinického hodnoceni Iéku, pokud
splnili dal$i kritéria zpuUsobilosti. Pacienti s vysledkem testu ,Mutation Not Detected” nebyli zpUsobili k zafazeni do tohoto
klinického hodnoceni. Studie se provadéla pfiblizné na 104 pracovistich na celém svété (22 center v USA).

Do hodnoceni bylo zafazeno 675 pacient(l; 337 bylo zafazeno k 1éEbé vemurafenibem a 338 dakarbazinem. Hlavnimi cilovymi
ukazateli ucinnosti tohoto klinického hodnoceni bylo celkové preziti (OS) a preziti bez progrese (PFS) vyhodnocené
zkousejicim. DalSi cilové ukazatele zahrnovaly potvrzenou nejlepsi celkovou miru odpovédi vyhodnocenou zkouSejicim.

Vstupni charakteristiky byly vyvazeny mezi [é¢ebnymi skupinami. VétSina pacientl byli muzi (56 %) a bélosi (99 %), stfedni vék
byl 54 let (24 % bylo = 65 let), vSichni pacienti méli stav vykonnosti ECOG 0 nebo 1 a vétSina pacientd méla metastazujici
onemocnéni (95 %).

Vysledky uc€innosti v klinickém hodnoceni jsou uvedeny niZe v Tab. 16 a na Obr. 2:

Tab. 16
Ucinnost pfipravku Vemurafenib v 1éébé dfive nelééenych pacientu s melanomem pozitivnim na mutaci BRAFV600E?

Vemurafenib | Dakarbazin Hodnota p¢
(N=337) | (N=338) P
Celkové preziti
Podet timrti 78 (23%) | 121 (36 %) -
Pomeér rizik 0,44
(95% Clyp (0,33, 0,59) < 0,0001
Median preziti (mésice) NRe® 7,9 )
(95% CI)° (9,6, NR) (7,3, 9,6)
i sy
. (0,4,13,9) | (<0,1,11,7)
(rozmezi)
Pomeér rizik preziti bez 0,26
progrese (95% CI)P (0,20, 0,33) < 0,0001
L . 53 1,6
Median PFS (mésice)® (4.9, 6,6) (1,6,17) -

2 Dle detekce testem cobas BRAF

b Pomér rizik odhadovany s pouzitim Coxova modelu; pomér rizik < 1 je ve
prospéch vemurafenibu

¢ Kaplan-Meiertv odhad

d Nestratifikovany log-rank test

¢ Nedosazeno
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Obr. 2

Kaplan-Meierovy kfivky celkového preZiti — pacienti bez pfedchozi Ié¢by
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Dakarbazin ZELBORAF

Potvrzena mira celkové odpovédi vyhodnocena zkousejicim byla 48,4 % (95% Cl: 41,6 %, 55,2 %) v rameni s pfipravkem
ZELBORAF® v porovnani s 5,5 % (95% Cl: 2,8 %, 9,3 %) v rameni s dakarbazinem.

Klinicka aéinnost pripravku COTELLIC® (cobimetinib)'% !

COTELLIC®, inhibitor MEK, byl testovan v klinickém hodnoceni (coBRIM) v kombinaci s pfipravkem ZELBORAF® v porovnani
s pripravkem ZELBORAF® plus placebo. Ke stanoveni zpUsobilosti pro zafazeni pacientl do tohoto klinického hodnoceni byl
pouzit test cobas BRAF. Bezpecnost a Géinnost kombinace pripravkd COTELLIC® a ZELBORAF® byla stanovena
v multicentrickém, randomizovaném (1:1), dvojité zaslepeném, placebem kontrolovaném klinickém hodnoceni provadéném
u 495 drive nelécenych pacientll s neresekovatelnym ¢i metastazujicim melanomem pozitivnim na mutaci V600 genu BRAF.
Hlavnim cilovym ukazatelem G€innosti bylo pieZiti bez progrese (PFS) vyhodnocené zkou$ejicim dle kritérii RECIST v1.1.
Dalsimi cilovymi ukazateli u¢innosti byly potvrzena objektivni mira odpovédi vyhodnocena zkousejicim (ORR), celkové preziti
(OS), PFS na zakladé vyhodnoceni v zaslepeném nezavislém centralnim hodnoceni a doba trvani odpovédi (DOR).

Vstupni charakteristiky byly vyvazeny mezi [é¢ebnymi skupinami. VétSina pacientl byli muzi (58 %) a bélosi (93 %), stfedni vék
byl 55 let, 72 % pacientl mélo stav vykonnosti ECOG 0 a 60 % pacientl mélo stadium onemocnéni M1c.

Vzorky FFPET od vSech pacientd, u nichz bylo zvazovano zafazeni k Ié€bé, byly testovany pomoci testu cobas BRAF. Pacienti
s vysledkem ,Mutation Detected” byli zpUsobili k zafazeni do klinického hodnoceni, pokud splnili dal$i kritéria zpUsobilosti.
Pacienti s vysledkem ,No Mutation Detected” nebyli zpUsobili k zafazeni do klinického hodnoceni. U pacientld s mutacemi
V600K genu BRAF zahrnutych do klinického hodnoceni na zakladé detekovani testem cobas BRAF se prokazala bezpecnost
a ucinnost lécivého pfipravku v detekované ¢asti populace pacientll s nadory obsahujicimi V600K.
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Vysledky uc€innosti v klinickém hodnoceni jsou uvedeny niZze v Tab. 17 a na Obr. 3:

Tab. 17
Ucinnost pripravku Cobimetinib v porovndni s Vemurafenibem
v lIé¢bé pacientu s melanomem pozitivnim na mutaci genu BRAF?

Cobimetinib + Placebo +
Vemurafenib Vemurafenib Hodnota p
(N = 247) (N = 248)

Preziti bez progrese (vyhodnocené zkousejicim)
Pocet pfihod (%) 143 (58 %) 180 (73 %)
Progrese 131 169
Umrti 12 11
Median PFS (mésice) 12,3 7,2
(95% ClI) (9,5, 13,4) (5,6, 7,5)
Pomér rizik (95% CI)° 0,56 (0,45, 0,70) < 0,001¢

Celkové preziti
Pocet umrti (%) 79 (32 %) 109 (44 %)
Median preziti (mésice) Neodhadnutelné 17,0 }
(95% ClI)° (20,7, neodhadnutelné) | (15,0, neodhadnutelné)
Pomér rizik 0,63 d e
(95% CIyp (0,47, 0,85) 0,0019
Objektivni mira odpovédi

Objektivni mira odpovédi 70 % 50 % < 0,001
(95% Cl)° (64 %, 75 %) (44 %, 56 %)
Uplna odpovéd 16 % 10 %
Casteéna odpovéd 54 % 40 %
Median doby preziti, mésice 13,0 9,2 )
(95% Cl)° (11,1, 16,6) (7,5, 12,8)

@ Dle detekce testem cobas BRAF

b Pomér rizik odhadovany s pouzitim Coxova modelu; pomér rizik < 1 je ve prospéch
kombinace cobimetinib + vemurafenib

¢ Kaplan-Meier(v odhad

d Stratifikovany log-rank test

¢ Statisticka vyznamnost zavisi na porovnani vici pfifazené hladiné alfa 0,019 pro tuto dil&i
analyzu

Obr. 3
Kaplan-Meierovy kfivky celkového preziti
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Vemurafenib + Cobimetinib (N = 247)
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Dostupné vzorky nadoru od randomizovanych pacientd byly retrospektivné analyzovany pomoci sekvenovani nové generace
(NGS) k dalsi klasifikaci mutaci V600OE nebo V600K genu BRAF; vysledky testu byly ziskany u 81 % randomizovanych pacientt
(400/495). Z pacientd, u jejichz vzorkl bylo ispésné provedeno NGS, mélo 56 ze 400 (14 %) pacientt nador s mutaci V600K
genu BRAF a zbyvajici pacienti méli nadory s mutaci V60OE genu BRAF. U 56 nadoru, u nichz byla retrospektivné zjisténa
mutace V600K genu BRAF, byla v této analyze ¢etnost mutace 5,1 az 36,6 %. Vyvojovy trend ve prospéch ramena s kombinaci
cobimetinib s vemurafenibem byl pozorovan u exploratorni podskupiny pfi analyzach PFS, OS a ORR u subtypu mutace V600
genu BRAF u 81 % pacientt v tomto klinickém hodnoceni, kde byl stanoven typ mutace V600 genu BRAF.
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Il. PAPILARNI KARCINOM STITNE ZLAZY (PTC)

HODNOCENI NEKLINICKYCH FUNKCNICH PARAMETRU

V nize uvedenych laboratornich studiich byly charakteristiky nadoru, jako je obsah nadoru v %, stanoveny pfi patologickém
zkoumani. Pro vybér vzorkd pro testovani byla pouzita obousmérna Sangerova sekvenaéni metoda. % hladiny mutace bylo
stanoveno sekvenovanim 454 (kvantitativni hromadné paralelni pyrosekvenacni metodou).

Analyticka citlivost

Analyticka citlivost — limit detekce (LoD)

Minimalni mnozstvi vstupni DNA, které v 95 % pfipadd dava spravné vysledky, bylo stanoveno pomoci dilu¢nich paneld
pfipravenych ze dvou typu vzorku:

o Smési vzorku pfipravenych smichanim zasobnich DNA ziskanych z FFPET vzorkd s mutaci V600OE genu BRAF a FFPET
vzorkl divokého typu genu BRAF pro dosazeni specifickych hladin mutace.

o Individualni zasobni DNA z FFPET pfipravené ze dvou vzork(l FFPET s mutaci V600E genu BRAF.

VSechny vzorky pouzité v této studii byly sekvenovany pomoci sekvenovani 454, aby bylo mozné stanovit procentualni mutaci
kazdého vzorku.

Analyticka citlivost stanovena pomoci smési vzorku

Zasobni DNA ze vzorku FFPET s mutaci V600OE genu BRAF byly smichany se zasobnimi DNA vzork( FFPET divokého typu
genu BRAF, atak byl ziskan jeden vzorek s hladinou mutace 10 %, jeden vzorek s hladinou mutace 5 % a jeden vzorek
s hladinou mutace 2 %. Po smichani byly hladiny mutace ovéfeny sekvenovanim 454. Kazda ze tfi smési vzorkd s mutaci
V600E byla poté rozfedéna a byl vytvofen panel €len(, jak je uvedeno v Tab. 18.

Tab. 18
Priprava diluéniho panelu ¢lent ze smési vzorku

Primérné % | Mnozstvi DNA ve ¢lenech diluéniho
Smés mutace* panelu (ng/25 pl)**
10% smés 10 % 125, 41,7, 13,9, 4,6, 1,5, 0,5, 0,2, 0,1
5% smés 5% 125, 41,7,13,9,4,6,1,5,0,5,0,2, 0,1
2,5% smés 2% 125, 41,7,13,9,4,6,1,5,0,5,0,2, 0,1
0% (pouze divoky typ) --- 125

* Prdmérna procentualni mutace smési testovana sekvenovanim 454.
** MnoZstvi genomické DNA obsaZené v kazdém clenu panelu. 25 ul je stejnym
vstupnim objemem pro test.
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Pomoci 3 Sarzi soupravy testu cobas BRAF bylo testovano 8 replikati kazdého ¢lena panelu (n = 24/¢lena panelu). V Tab. 19

,Mutation Detected alespori 95 % (Sedé fadky).

Tab. 19
Citlivost testu cobas BRAF pomoci smési FFPET
Procento mutace uréené | MnoZstvi DNA ve Cetnost ,Mutation
FFPET smés sekvenovanim 454 ¢lenu panelu Detected” (n = 24)
125 ng/25 pl 100 %
41,7 ng/25 pl 100 %
13,9 ng/25 pl 100 %
. 4,6 ng/25 pl 100 %
10% FFPET smés 10 % 15 ng/25 i 100%
0,5 ng/25 pl 92 %
0,2 ng/25 pl 83 %
0,1 ng/25 pl 29 %
125 ng/25 pl 96 %
41,7 ng/25 pl 100 %
13,9 ng/25 pl 100 %
5% FFPET smés 5% 4.6 ng/25 pl 100 %
1,5 ng/25 pl 83 %
0,5 ng/25 pl 54 %
0,2 ng/25 pl 67 %
0,1 ng/25 pl 25 %
125 ng/25 pl 0 %
41,7 ng/25 pl 0%
13,9 ng/25 pl 4%
2,5% FFPET smés 2% 4.6 ng/25 pl 21 %
1,5 ng/25 pl 21 %
0,5 ng/25 pl 33 %
0,2 ng/25 pl 13 %
0,1 ng/25 pl 8 %
0 % (divoky typ) --- 125 ng/25 pli 0 %

Tato studie ukazuje, ze test cobas BRAF dokaze detekovat mutace V600OE genu BRAF v hladinach mutace = 5 % pfi pouziti
standardni koncentrace 125 ng/25 ul. Schopnost testu detekovat mutace pfi nizSich vstupnich hladinach koncentrace DNA
ukazuje, Zze vzorky mohou obsahovat DNA degradovanou fixanim procesem a pfesto bude mutace detekovana. Vdechny
vysledky ziskané ze vzorkl divokého typu genu BRAF mély status ,Mutation Not Detected".

Analyticka citlivost stanovena pomoci FFPET vzorku

Pro potvrzeni detekce 5% mutace ve vzorcich pacientl bylo jednotlivé zpracovano 24 jednotlivych 5um fez(i z kazdého ze dvou
FFPET vzork( s mutaci V60OE genu BRAF obsahuijici hladiny mutace 6% a 11% pomoci 3 $arzi soupravy cobas® DNA Sample

Preparation Kit a byla izolovana DNA. Sériovym fedénim DNA z kazdého Fezu byl pfipraven soubor panell s 8 ¢leny podrobné
uvedenymi v Tab. 20.

Tab. 20
Priprava diluéniho panelu ¢lent z FFPET vzorki

Prdmérna % Mnozstvi DNA ve &lenech diluéniho

V600E mutace* panelu (ng/25 pl)
Vzorek 1 6 % 125, 41,7, 13,9, 4,6, 1,5, 0,5, 0,2, 0,1
Vzorek 2 1 % 125, 41,7, 13,9, 4,6, 1,5, 0,5, 0,2, 0,1

*  PrGmérna procentualni mutace vzorku stanovena sekvenovanin 454
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Pomoci 3 Sarzi soupravy testu cobas BRAF bylo testovano 8 replikatli kazdého ¢lena panelu (n = 24/¢lena panelu). Citlivost

alespon 95 % (Sedé rfadky). Vysledky této studie ukazuje Tab. 21.

Tab. 21
Citlivost testu cobas BRAF pomoci FFPET vzorku
FFPET Procento mutace uréené MnozZstvi DNA ve €Elenu Cetnost ,Mutation
vzorek sekvenovanim 454 panelu Detected” (n = 48)

125 ng/25 pl 100 %
41,7 ng/25 pl 100 %
13,9 ng/25 pl 100 %

Vzorek 1 6% 4,6 ng/25 pl 83 %
1,5 ng/25 pl 71 %

0,5 ng/25 pl 29 %

0,2 ng/25 pl 17 %

0,1 ng/25 pl 0%
125 ng/25 pl 100 %
41,7 ng/25 pl 100 %
13,9 ng/25 pl 100 %

Vzorek 2 11% 4.6 ng/25 pl %
1,5 ng/25 pl 46 %

0,5 ng/25 pl 17 %

0,2 ng/25 pl 13 %

0,1 ng/25 pl 8 %

Tato studie ukazala, Ze test cobas BRAF dokaze detekovat mutace V600OE genu BRAF v FFPET vzorcich pfi hladiné mutace
25 % pfi pouziti standardni koncentrace 125 ng/25 ul. Schopnost testu detekovat mutace pfi nizSich vstupnich hladinach

koncentrace DNA ukazuje, ze vzorky mohou obsahovat DNA degradovanou fixacnim procesem a pfesto bude mutace
detekovana.

Opakovatelnost

Pro vyhodnoceni opakovatelnosti testu cobas BRAF byla provedena studie s pouZitim dvou Sarzi €inidel, kdy dv& obsluhy
béhem ¢tyF testovacich dnll testovaly pét FFPET vzork( papilarnich karcinomu stitné Zlazy. Tyto vzorky FFPET zahrnovaly
fadu s riznym procentualnim mnozstvim nadoru (50—70 %) a mutantnich alel (16-22 %), v€etné dvou vzorkl s mutaci V600E
s 16—-18 % mutaci (~3 x LoD). Procentni spravnost byla ur€ena pro 100 % testovanych vzorkd (80/80). Zadné vzorky WT
(divokého typu) nebyly faleSné pozitivni. MGzeme shrnout, Ze test cobas BRAF byl vysoce opakovatelny u vzork( s nizkym
obsahem nadoru a malym procentem mutantnich alel, a to mezi obsluhami, $arzemi €inidel a testovacimi dny.
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Korelace s referen¢ni metodou

PFi hodnoceni funkéni charakteristiky testu cobas BRAF ve srovnani s 2x metodou obousmé&rného Sangerova sekvenovani
byly u 159 FFPET vzork(l PTC ziskany Udaje Sangerovou sekvenacéni metodou. Primarni analyza shody mezi vysledky testu
cobas BRAF a vysledky testll Sangerovou sekvenacéni metodou pfi detekci mutace V600E je uvedena nize v Tab. 22 pro jednu
ze dvou testovanych Sarzi Cinidel. Druha Sarze vykazala podobné vysledky, kromé jednoho vzorku, u néhoz byl vysledek
»Mutation Not Detected”. RozliSeni sekvenovanim 454 urcilo, Ze dany vzorek obsahoval 1,4 % mutace a byl pod 5%
deklarovanou citlivosti testu cobas BRAF.

Tab. 22
Shrnuti vysledku testu cobas BRAF vs. Sangerova sekvenaéni metoda

Sangerova sekvenac¢ni metoda
(referenéni metoda)

Test cobas BRAF Mutace V600E genu BRAF Mutace V600E genu BRAF

(testovaci metoda) detekovadna? nedetekovdna® Celkem
Mutation Detected 88 13 101
Mutation Not Detected 1 57 58
Celkem 89 70 159

Procentni shoda pozitivnich (95% CI) 100 % % 88/89 = 98,9 % (93,9 %, 99,8 %)
Procentni shoda negativnich (95% CI) 100 % x 57/70 = 81,4 % (70,8 %, 88,8 %)
Celkova procentni shoda (95% Cl) 100 % % 145/159 = 91,2 % (85,8 %, 94,7 %)

a2 Vysledek ,Mutation Detected” oznacuje pfitomnost predominantniho typu mutace genu BRAF, V600E (1799 T>A) podle
Sangerovy sekvenacni metody.

b Vysledek ,Mutation Not Detected” oznaduje nepfitomnost predominantniho typu mutace genu BRAF, V60OE podle Sangerovy
sekvenacéni metody (ij. divoky typ nebo bez mutace a jiné mutace).

Pozn.: Cl = interval spolehlivosti (skére).

V8echny vzorky, jejichz vysledky testu cobas BRAF a Sangerovy sekvenacéni metody byly neshodné, byly podrobeny sekve-
novani 454 (hromadné paralelni pyrosekvenacni metodou) jako druhou referenéni metodou. Sekundarni analyza shody po
vyfeSeni neshodnych vysledku je uvedena v Tab. 23.

Jeden neshodny vzorek mél vysledek ,Mutation Not Detected” dle testu cobas BRAF a dle Sangerovy sekvenacni metody
vysledek V600E. Dle sekvenovani 454 byl vysledek divokého typu shodny s testem cobas BRAF.

U dvanacti ze tfinacti neshodnych vzork(, u nichz test cobas BRAF detekoval mutaci a Sangerova sekvenacni metoda urcila
divoky typ, sekvenovani 454 ur€ilo mutaci V60OE (Cetnost alely 1,2—19 %), stejné jako test cobas BRAF.

U zbyvajiciho neshodného vzorku, u néhoz test cobas BRAF detekoval mutaci V600E, Sangerova sekvenacni metoda urcila
divoky typ a sekvenovani 454 urcilo rovnéz divoky typ. Nasledné dalSi sekvenovani 454 potvrdilo nizkoprocentni mutaci V60OE.

Tab. 23
Vysledky testu cobas BRAF vs. Sangerova sekvenacni metoda po rozliSeni neshodnych vysledkii sekvenovanim 454

Sangerova sekvenacni metoda po rozliSeni neshodnych vysledki
sekvenovanim 454

Test cobas BRAF Mutace V600E genu BRAF Mutace V600E genu BRAF

(testovaci metoda) detekovana nedetekovana Celkem
Mutation Detected 101 1 102
Mutation Not Detected 0 57 57
Celkem 101 58 159
Procentni shoda pozitivnich (95% CI) 100 % x 101/101 = 100,0 % (96,3 %, 100,0 %)
Procentni shoda negativnich (95% CI) 100 % % 57/58 = 98,3 % (90,9 %, 99,7 %)
Celkova procentni shoda (95% Cl) 100 % % 158/159 = 99,4 % (96,5 %, 99,9 %)
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SEZNAM ZNACEK VYSLEDKU

Znacky vysledkl Ize najit na zalozce ,Results”. Kod znacky ukazuje pficinu znacky; kody uvadi nasledujici Tab. 24. Tab. 25
uvadi vSechny znacky interpretace vysledku, které jsou relevantni pro uzivatele.

Tab. 24
Pfi¢ina znacky

Kéd znacky zacina pismenem Pric¢ina znacky Priklad
M* Mnohocetné &i jiné diivody M6

R Interpretace vysledku R200
zZ* Analyzator Z1

* Viz Navod k pouziti systému cobas® 4800 nebo Asistent uzivatele systému cobas® 4800.

Tab. 25
Seznam znacek interpretace vysledkii

Koéd znacky Zavaznost Popis Doporucéeny ukon
R200 Chyba Kontrola mutace je Cyklus opakujte. Pfectéte si pfibalovy letak k danému testu.
neplatna. Tento kod znacky ukazuje, Ze:

1. Pozorovana hodnota ohybu u kontroly mutace byla pod
stanovenou prahovou hodnotou (tj. ohyb byl pfili§ nizky).

K tomu muze dochazet pfi kontaminaci DNA nebo pfi chybé
algoritmu kvuli atypickému vzorci fluorescence.

2. Pozorovana hodnota ohybu u kontroly mutace byla nad
stanovenou prahovou hodnotou (tj. ohyb byl pFili§ vysoky).
Mozné pficiny: 1) nespravna priprava pracovniho Master Mixu;
2) chyba pipetovani pfi pfidavani pracovniho Master Mixu do
jamky mikrotitracni desti¢ky; nebo 3) chyba pipetovani pfi
pfidavani kontroly mutace do jamky mikrotitraéni desticky.

R201 Chyba Kontrola divokého typu Cyklus opakuijte. Prectéte si pfibalovy letak k danému testu.
neplatna. Tento kod znaéky ukazuje, Ze:

1. Pozorovana hodnota ohybu u kontroly divokého typu byla
pod stanovenou prahovou hodnotou (tj. ohyb byl pfili§ nizky).
K tomu muze dochazet pfi kontaminaci DNA nebo pfi chybé
algoritmu kvuli atypickému vzorci fluorescence.

2. Pozorovana hodnota ohybu u kontroly divokého typu byla
nad stanovenou prahovou hodnotou (tj. ohyb byl pfili§ vysoky).
Mozné pf¥ic¢iny: 1) nespravna pfiprava pracovniho Master Mixu;
2) chyba pipetovani pfi pfidavani pracovniho Master Mixu do
jamky mikrotitraéni desti¢ky; nebo 3) chyba pipetovani pfi
pfidavani kontroly divokého typu do jamky mikrotitragni
desticky.

R202 Chyba Ct mutace neni detekovana. Opakujte vzorek. Pfectéte si pfibalovy letak k danému testu.

Tento kdd znacky ukazuje, Ze u vzorku nebyla pozorovana
hodnota ohybu mutace. To mUze znamenat nepfitomnost
mutace ve vzorku nebo to mize znamenat jednu nebo vice ze
skute€nosti nize:

1. malé procento mutantnich sekvenci, které je pod mezi
detekce testu;

2. $patna kvalita genomické DNA ze vzorku;
3. nevhodné zpracovani vzorku;
4. pfitomnost inhibitord PCR ve vzorku;

5. vyskyt vzacnych mutaci v oblastech genomické DNA
pokrytych primery a/nebo mutantni sondou;

6. chyba pfi pipetovani vzorku nebo moznost, Ze DNA vzorku
nebyla pfidana do reakéni jamky.
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Koéd znacky Zavaznost Popis

Doporucéeny ukon

R203 Chyba Ct divokého typu nebyla

detekovana.

Opakujte vzorek. Prectéte si pfibalovy letak k danému testu.

Tento kdd znaCky ukazuje, Ze u vzorku nebyla pozorovana
hodnota ohybu divokého typu. Nepfitomnost hodnoty ohybu
divokého typu miize znamenat jednu nebo vice ze skute¢nosti
nize:

1. $patna kvalita genomické DNA ze vzorku;

2. nevhodné zpracovani vzorku;

3. pfitomnost inhibitordl PCR ve vzorku;

4. vyskyt vzacnych mutaci v oblastech genomické DNA
pokrytych primery a/nebo sondou pro gen divokého typu;

5. moznost, Ze DNA vzorkd nebyla pfidana do jedné ¢&i vice
jamek.

R204 Chyba Ct mutace je mimo rozmezi

testu.

Opakujte vzorek. Prectéte si pfibalovy letak k danému testu.
Tento kdd znaCky ukazuje, Ze:

1. Pozorovana hodnota ohybu u mutantniho vzorku byla pod
stanovenou prahovou hodnotou (tj. ohyb byl pfili§ nizky).

K tomu muze dojit, kdyz je smés PCR pfeplnéna koncentro-
vanou genomickou DNA nebo pfi chybé algoritmu kvili
atypickému vzorci fluorescence.

2. Pozorovana hodnota ohybu u mutantniho vzorku byla nad
stanovenou prahovou hodnotou (tj. ohyb byl pFili§ vysoky).
To muize znamenat jednu nebo vice ze skute¢nosti nize:

e malé procento mutantnich sekvenci, které je pod mezi
detekce testu;

e chyba pipetovani pfi pfidavani DNA vzorku do reak&ni
jamky;

e Spatna kvalita genomické DNA ze vzorku;

¢ nevhodné zpracovani vzorku;

e pritomnost inhibitorll PCR ve vzorku;

e vyskyt vzacnych mutaci v oblastech genomické DNA
pokrytych primery a/nebo mutantni sondou.

R205 Chyba Ct divokého typu je mimo

rozmezi testu.

Opakujte vzorek. Prectéte si pfibalovy letak k danému testu.
Tento kod znacky ukazuje, Ze:

1. Pozorovana hodnota ohybu u vzorku divokého typu byla
pod stanovenou prahovou hodnotou (tj. ohyb byl pfili§ nizky).
K tomu muze dojit, kdyz je smés PCR pfeplnéna
koncentrovanou genomickou DNA nebo pfi chybé algoritmu
kvuli atypickému vzorci fluorescence.

2. Pozorovana hodnota ohybu u vzorku divokého typu byla nad
stanovenou prahovou hodnotou (tj. ohyb byl pfili§ vysoky).
To muze znamenat jednu nebo vice ze skute¢nosti nize:

e chyba pipetovani pfi pfidavani DNA vzorku do reak&ni
jamky;

e 3Spatna kvalita genomické DNA ze vzorku;
e nevhodné zpracovani vzorku;
e prfitomnost inhibitorl PCR ve vzorku;

e vyskyt vzacnych mutaci v oblastech genomické DNA
pokrytych primery a/nebo sondou pro gen divokého typu.
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V oznacovani diagnostickych produkt( spoleénosti Roche PCR se pouzivaji nasledujici symboly.
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| () I .
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I v D Diagnosticky zdravotnicky prostfedek in vitro Omezeni teploty
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nebo na jeho objednavku.

GTIN Globalni Cislo obchodni polozky @ Datum vyroby

Znacka shody CE. Tento prostfedek odpovida pFislusnym pozadavkam pro znacku shody CE pro diagnosticky
zdravotnicky prostfedek in vitro.

Technicka podpora pro zakazniky v USA 1-800-526-1247
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