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Xpert® Breast Cancer STRAT4

In vitro diagnostiline meditsiiniseade

1 Kaubanduslik nimetus

Xpert® Breast Cancer STRAT4

2 Levinud voi tavaparane nimetus

Xpert Breast CA STRAT4
Xpert BC STRAT4

3 Sihtostarve

Xpert Breast Cancer STRAT4 on poliimeraasi ahelreaktsioonil pohinev poolkvantitatiivne analiiiis, mis sisaldab
kvalitatiivseid lavivdértusi dstrogeeni retseptori (ESR1), progesterooni retseptori (PGR), inimese epidermise kasvufaktori
retseptori 2 (ERBB2/HER?) ja proliferatsiooni markeri Ki-67 (MKi67) mRNA-de jaoks, mis on eraldatud formaliiniga
fikseeritud parafiinis olevast (FFPE) invasiivsest rinnavéhi koest. RNA ekstraheeritakse mikroskoobikoe 16ike tuumoriga
rikastatud alalt, mille on tuvastanud patoloog. Test on moeldud kasutamiseks koos muude kliiniliste ja laboriandmetega
rinnavihi kudede klassifitseerimiseks nende hormooniretseptori oleku, HER2-retseptori oleku ja proliferatsioonimarkeri
oleku jirgi. Test on mdeldud kasutamiseks siisteemis GeneXpert®, mis viib libi RNA eraldamine FFPE koest ning
kordistamise ja sihtjérjestuste tuvastamise kassetis.

Test Xpert Breast Cancer STRAT4 ei ole mdeldud jargmiseks otstarbeks:

e haiguse tdsiduse prognoosimine;
e kasutamiseks iseseiseva rinnavéhi diagnostilise testimise seadmena;
e haiguse kordumise prognoosimiseks.

Naiidustused kasutamiseks: test on ette nahtud ESR/, PGR, ERBB?2 ja MKi67 mRNA-tasemete hindamiseks invasiivsetes
rinnavéhi kudedes, mis on kogtud patsientidelt ja ette valmistatud FFPE proovidena, ning on abiks kliinilisel hindamisel
koos muude laboriandmetega.

4 Kokkuvote ja selgitus

Rinnavéhk on kogu maailmas iiks levinumaid vihkkasvajaid naistel ja igal aastal diagnoositakse umbes 1,7 miljonit uut
rinnavihi juhtu.! Euroopas diagnoositakse igal aastal ligikaudu 494 000 uut juhtu ja haiguse tagajarjel sureb 143 000
patsienti. USA-s diagnoositi ligikaudu 200,000 uut invasiivse rinnavihi juhtu aastal 2015.2 Arenguriikides on rinnavihk
kdige levinum naiste vihihaigusse suremise pohjus, arenenud riikides on see aga teisel kohal (pdrast kopsuvihki).2

WHO andmetel oli rinnavéhk 2020. aastal naiste kdige sagedamini diagnoositud véhk ja vdhisurmade! Suremus rinnavéahki
on alates 1990. aastast vdhenenud 34 protsenti peamiselt tinu ravi parandamisele ja varajasele avastamisele.3 ER- ja
PR-proteiini ekspressiooni modtmine voimaldab prognoosida rinnavihi tulemusniitajaid ning tamoksifeeni ja teiste
hormonaalsete ravimeetodite toimet.#>:6.7 HER?2 iileekspressiooni korral on rinnavihi prognoos halb; olulisem on aga HER2
(ERBB2) valgu iileekspressioon voi HER2 geeni amplifikatsioon, mis voimaldab prognoosida allumist trastuzumabile

voi teistele ravimeetoditele, mille sihtmérk on HER2.8 Proliferatsiooni markerit Ki-67 (MKi67) on rinnavihihaigete
retrospektiivsete uuringute kiigus laialdaselt uuritud® ja seda peetakse oluliseks keemiaravi vajaduse niitajaks.! Meta-
analiilisid on ndidanud selle seost halvema elulemusprognoosiga varase rinnavéhi korral.!! Arvestades nende markerite
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téhtsust rinnavahiga patsiendile tdhusa raviskeemi valimisel soovitatakse Euroopa Meditsiinilise Onkoloogia Seltsi
(European Society for Medical Oncology, ESMO) ravisuunistes diagnoosimisel testida koiki esmaseid rinnakartsinoome ER,
PR, HER2 (ERBB2) ja Ki67 suhtes.!2

ER, PR, HER?2 ja Ki67 valgu ekspressiooni mddtmiseks kasutatakse tavaliselt immunohistokeemiat (IHC). HER2
ekspressiooni jaoks on IHC tavaliselt esimene kasutatav test ja tulemused esitatakse skaalal 0 kuni 3+. Kui tulemus on
HER?2 ekspressiooni (2-+) puhul iiheselt mdistetav, reflekteeritakse proovi HER2 in situ hiibridisatsiooni (ISH) analiiiisiks,
niiteks fluorestsentsi in situ hiibridisatsioon (FISH) v6i kromogeenne in situ hiibridisatsioon (CISH), mis otsib HER2
geeni kordistust.!3 THC ja ISH tulemuste puhul esineb suur laborite vaheline varieeruvus, mis tuleneb peamiselt IHC jaoks
kasutatud antikehade erinevustest ja tdlgendusmeetodite subjektiivsusest.!4

Xpert Breast Cancer STRAT4 on in vitro diagnostiline test, mida kasutatakse invasiivse rinnavéhi koe FFPE proovidest
eraldatud ESR1, PGR, ERBB?2 ja MKi67 mRNA ekspressioonitaseme médramiseks.

Analiiiis toimub iseseisvas kassetis parast lithikest prooviliisaadi ettevalmistamist seadmest véljaspool; analiiiis kestab
vihem kui 15 minutit ja protsessi kogukestus on alla 2 tunni.

5 Protseduuri pohimote

Xpert Breast Cancer STRAT4 on reaalaja poliimeraasi ahelreaktsiooni (PCR) test ESR1, PGR, ERBB2 ja MKi67

mRNA tuvastamiseks invasiivsest rinnakoest, mis on eraldatud formaliiniga fikseeritud parafiinis olevast (FFPE) koest.
Analiitisimiseks kasutatakse Cepheid GeneXperti instrumendisiisteeme. GeneXperti instrumendisiisteemid automatiseerivad
ja integreerivad proovide puhastamist, nukleiinhapete kordistamist ning sihtjirjestuse tuvastamist lihtsate ja keerukate
proovide puhul, kasutades reaalaja RT-PCR-i. Siisteemid koosnevad instrumendist, véotkoodiskannerist, arvutist ning
eellaaditud tarkvarast testide analiilisimiseks ja tulemuste vaatamiseks. Siisteemides kasutatakse tihekordselt kasutatavaid
GeneXperti kassette, mis sisaldavad RT-PCR reagente ning milles toimub RT-PCR-i protsess. Siisteemide téieliku kirjelduse
leiate vastava instrumendisiisteemi GeneXpert operaatorijuhendist.

Test Xpert Breast Cancer STRAT4 sisaldab reagente ESR1, PGR, ERBB2 ja MKi67 samaaegseks tuvastamiseks,
tsiitoplasmaatilise FMR1 interaktiivset valgu 1 (CYFIP1) vordlusgeeni, sisemist RT-PCR kontrolli (CIC) ja sisemist
sondikontrolli kontrolli (PCC). Vérdlusgeen verifitseerib proovi sobivust ja seda kasutatakse ESR1, PGR, ERBB2 ja
MKi67 mRNA ekspressioonitasemete normaliseerimiseks. Sisemise RT-PCR kontrolliga (CIC) kontrollitakse, kas RT-PCR
reaktsioon kulges nduetekohaselt. PCC verifitseerib reagendi kuulikese rehiidratsiooni, kasseti RT-PCR-i katsuti tiitmist,
sondi terviklikkust ja kassetis oleva vérvaine stabiilsust. Analiiiisis kasutatakse sihtmérgi vdi kontrolli/vordlusmaterjali
tuvastamiseks kuut eristatavat fluorestsentsi kanalit, millest igatihel on sihtmérgi/kontrolli/vordlusmaterjali valideerimiseks
omad ldviparameetrid.

FFPE proove tuleb kdigepealt toodelda Xpert® FFPE lLiiisikomplektiga, valmistades ette 4-5 um (mikroni) paksuse
koeldigu, milles FFPE kude vajadusel esmalt makrodissekteeritakse, et invasiivse tuumori piirkonda rikastada, seejérel
kaapida ja asetada katsutisse koos FFPE liiiisireagendi ja proteinaas K soovitatava mahuga. Pérast seda inkubeerida lahust
kuumutiplokis 30 minutit temperatuuril 80 °C. Jargmiseks segada etanool prooviga ja lisada ettevalmistatud prooviliisaadi
soovitatav maht otse testikassetti. Sisestada testikassett GeneXperti instrumendisiisteemi moodulisse, kus toimub
tdisautomaatselt ja siisteemiga téielikult integreeritult nukleiinhapete puhastamine, kordistamine ja reaalajas tuvastamine.
K&ik proovi seadmes ettevalmistamiseks ja RT-PCR analiiiisiks vajalikud reagendid on kassetti eelnevalt laaditud. Liisaadis
sisalduvad nukleiinhapped jaévad filtri pinnale ning need pestakse ja elueeritakse ultraheliga. Puhastatud nukleiinhape
segatakse kuivade RT-PCR reagentidega ja lahus viiakse RT-PCR-i jaoks ja tuvastamiseks reaktsioonikatsutisse. Tulemuseni
joudmiseks kulub GeneXpertis aega ligikaudu 75 minutit.

Tuvastamise lavivadrtused, mida testi Xpert Breast Cancer STRAT4 igas fluorestsentsikanalis kasutatakse, on méaratud
positiivse, negatiivse ja iildise tihtivusprotsendi maksimeerimiseks vorreldes vordluslaboris saadud IHC v&i IHC/FISH
tulemustega iga sihtmérgi puhul. T66deldi IHC ER-i, PR-i, Ki67 ja HER2 jaoks, samuti FISH HER?2 jaoks ning hinnati
vastavalt kasutusjuhendi juhistele. tulemusi télgendati vastavalt ASCO/CAP 2013 suunistele.!> Tuumorid klassifitseeriti
ER- v&i PRIHC-positiivseks, kui > 1% invasiivsetest tuumorirakkudest andis eristuvalt tuumale vastava vérvi, olenemata
selle intensiivsusest. HER2 ekspressiooni hinnati HercepTesti (IHC) komplektiga (Dako), saades hindeks 0, 1+, 2+

voi 3+. Tuumorid, mille hinne oli 2+, reflekteeriti HER2 FISH-iga, kasutades PathVysion HER2 DNA sondikomplekti
(Vysis-Abbott, Chicago, Illinois). Proove loeti HER2-positiivseks, kui IHC andis hindeks 3+ ja/voi FISH neid kordistas
(méératletud kui HER2:CEP17; suhe > 2,0) ja/vdi keskmine HER2 koopiate arv > 6,0 signaali/rakk vastavalt 2013.

aasta ASCO/CAP Kliinilisele praktika juhendi uuendatud véljaandele HER2 testimiseks rinnavéhi korral.!15 Ki67 puhul
klassifitseeriti tuumorid positiivseks (korgeks), kui > 20% invasiivsetest tuumorirakkudest andis eristuvalt tuumale vastava
vérvi, olenemata selle intensiivsusest.
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Vordlusgeeni kontrolli ja sisemise RT-PCR-i kontrolli korral mééravad tuvastamise lavivdiartused minimaalse ja
maksimaalse tsiiklildve (Ct) PCR-i védirtuste vahemikud, mis méératlevad kehtiva tulemuse, proovi piisava minimaalse
sisendi ja PCR-i inhibeerimise puudumise. ESR1, PGR, ERBB2 ja MKi67 sihtmirkide korral on tuvastamise lavivéartused
médratletud tsiiklilave deltaga (dCt) (vOrdlusgeeni Ct miinus sihtgeeni Ct), mis méératleb vastava sihtmérgi POSITIIVSE
(POSITIVE) voi NEGATIIVSE (NEGATIVE) tulemuse vastavas kanalis.

6 Reagendid ja instrumendid

6.1 Tarnitud materjal

Test Xpert Breast Cancer STRAT4 komplekt sisaldab piisavalt reagente 10 kvaliteedikontrolli proovi voi FFPE liisaadi
tootlemiseks, kui need on ette valmistatud komplektiga Xpert FFPE Lysis Kit (katalooginr GXFFPE-LY SIS-CE-10). Xpert
Breast Cancer STRAT4 komplekt sisaldab jargmist.

Xpert Breast Cancer STRAT4 kassetid

integreeritud reaktsioonikatsutitega 10

e Kuulike 1, 2 ja 3 (kiilmkuivatatud) 1 tk kasseti kohta

e | oputusreagent 1,0 ml kasseti kohta
e Elueerimisreagent 2,0 ml igas kassetis
CD-plaat 1 tk komplektis

e Analllsi definitsioonifail (ADF)
e Kasutusjuhend
e ONCore’i aruandefailid

Ohutuskaardid (SDS) on saadaval aadressil www.cepheid.com v&i www.cepheidinternational.com, vahekaardilTUGI

Markus  s\ppoRT).

Toote kuulikestes sisalduv veise seerumi albumiin (BSA) on saadud ja toodetud ainult Ameerika Uhendriikidest périt
Markus veiseplasmast. Loomadele ei so6detud maletsejavalku ega muud loomset valku; loomad labisid tapmise eel- ja
jareltestimise. Téotlemise ajal ei segunenud materjalid teiste loomsete materjalidega.

7 Hoiustamine ja kasitsemine

Hoiustage Xpert Breast Cancer STRAT4 komplekti sisu temperatuuril 2-28 °C.
Arge avage kasseti kaant enne, kui olete valmis testi sooritama.
Kasutage kassett 30 minuti jooksul parast kasseti kaane avamist.

Arge kasutage kassetti, mis on lekkinud.

8 Mitte tranitud kuid vajalikud materjalid

o Xpert FFPE liiiisikomplekt (katalooginr XFFPE-LYSIS-CE-10) FFPE liisaadi valmistamsieks. Komplekt sisaldab FFPE
lutisireagenti, proteinaas K (PK), 1,5 ml katsuteid ja 5 ml viaale.
Keerissegur.
Pipetid ja aerosoolfiltriga pipetiotsikud, mis sobivad 600 pl, 1,2 ul ja 520 pl.
Arvuti GeneXperti eritarkvaraga, versioon alates 4.7b, voi Xpertise alates 6.4b, vootkoodiskanner ja asjakohane siisteemi
GeneXpert operaatorijuhend.

e Printer: kui printer on vajalik, pdorduge soovitatava printeri ostmise asjus Cepheidi tehnilise toe poole.
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9 Hoiatused ja ettevaatusabinoud

Ainult in vitro diagnostiliseks kasutamiseks.

Kaidelge koiki bioloogilisi proove nii, nagu need oleksid vdimalikud nakkuslike materjalide levitajad. K&iki inimproove
kéidelda tavapéraseid ettevaatusabindusid rakendades. Proovide kéitlemise suunised on saadaval WHO-st (Maailma
Terviseorganisatsioon) voi USA-s asutustes Centers for Disease Control and Prevention.

Kemikaalidega to6tamisel ja bioloogiliste proovide késitsemisel jargige oma asutuse ohutusprotseduure.

Testi toimivusniitajad on kindlaks médratud ainult jaotises Jaotis 3 loetletud proovitiiiibiga. Analiiiisi toimivust teiste
proovitiitipide vdi proovidega ei ole hinnatud.

FFPE kudet tuleb toddelda Xpert FFPE liitisikomplektiga (katalooginr GXFFPE-LY SIS-CE-10).

Tuumoriala mittetéielikul eemaldamisel (kaapimisel) slaidilt FFPE liisaadi ettevalmistamisel voib saadav materjalihulk
olla testi jaoks ebapiisav, mis v0ib kaasa tuua oodatust suurema médramatatute/kehtetute tulemuste méaéra testiga Xpert
Breast Cancer STRAT4.

Arge avage testiXpert Breast Cancer STRAT4 kasseti kaant muul otstarbel peale FFPE liisaadi lisamise.

Arge kasutage kassetti, mis on pirast pakendist viljavotmist kukkunud.

Arge kassetti raputage. Kasseti raputamine vdi kukutamine pirast kasseti kaane avamist voib pohjustada kehtetuid
tulemusi.

Arge kasutage kassetti, mille reaktsioonikatsuti on kahjustatud.

Testi Xpert Breast Cancer STRAT4 iihekordselt kasutatavat kassetti kasutatakse iihe testi tootlemiseks. Arge kasutage
kassette korduvalt.

Arge kasutage kassetti, kui see on nihtavalt mirg v&i kui kaane tihend on purunenud.

Arge paigutage proovi ID etiketti kasseti kaanele ega vootkoodi etiketile.

Proovide voi reagentide saastumise véiltimiseks on soovitatav jérgida héid laboritavasid, vahetades patsiendiproovide
késitsemise vahel kindaid.

Konsulteerige asutuse keskkonnajiddtmete personaliga kasutatud kassettide ja kasutamata reagentide nduetekohase
kdrvaldamise kohta. Kontrollida osariigi, piirkonna voi kohalikke méarusi, kuna need vdivad riiklikest
jaatmekditlusnduetest erineda. Nendel materjalidel voib olla ohtlikele jadtmetele iseloomulikke omadusi, mille

tottu tuleb kohaldada kindlaksméératud kdrvaldamisndudeid. Asutustes tuleb kontrollida ohtlike jadtmete
kdrvaldamisndudeid.

10 Keemilised ohud16.17

Vastavalt iihtsele iilemaailmsele kemikaalide klassifitseerimise ja mérgistamise siisteemile (GHS) ei peeta seda materjali
ohtlikuks

11 Proovide kogumine, transport ja hoiustamine

Kasutage ainult Xpert FFPE Lysis Kit liitisikomplektiga (katalooginumber GXFFPE-LYSIS-CE-10) t66deldud FFPE
proove. Jargige ASCO/CAP suuniseid!> FFPE koe ettevalmistamise kohta.

FFPE liisaat tuleb valmistada suurima elujdulise rinnakartsinoomi pindalaga (vihemalt 30% tuumorirakkudega) FFPE
tuumoriplokist, tehes seejdrel vajadusel késitsi makrodissektsiooni enne testimist testiga Xpert Breast Cancer STRAT4.
Kui tuumoriproovi suurus on alla 10 mm2, milles tuumorit on alla 30%, vdib kehtivate tulemuste saamiseks olla vajalik
kontsentreeritud liisaadi protseduuri v3i rohkem kui iihte 4-5 pm 13ike kasutamine.

FFPE liisaat tuleb laborisse transportida temperatuuril 2—8 °C.

Enne testimist testiga Xpert Breast Cancer STRAT4 on FFPE liisaat stabiilne kuni 1 niddal temperatuuril 2-8 °C voi 4
nédalat temperatuuril <20 °C. Pikaajaliseks sdilitamiseks hoida temperatuuril —80 °C. Soovitatav kiilmutada-sulatada
mitte rohkem kui 1 kord. Sulatamisel sulatada toatemperatuurini ja keeristada FFPE liisaati 15 sekundit enne kasutamist.

12 Protseduur

Tahtis

Testi Xpert Breast Cancer STRAT4 kasseti kasutamiseks tuleb valmistada liisaat, kasutades Xpert FFPE

litsikomplekti (katalooginumber GXFFPE-LYSIS-CE-10).

Tahtis Kaivitage analiiiis 30 minuti jooksul parast ettevalmistatud proovi lisamist kassetti.
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12.1 FFPE luiisaadi ettevalmistamine

Valmistage FFPE liisaat FFPE liisaadikomplekti kasutusjuhendi kohaselt.

12.2 Kasseti ettevalmistamine

b=

5.

Eemaldage kassett kartongpakendist.

Enne segamist keeristage ettevalmistatud FFPE liisaati 15 sekundit.

Avage kasseti kaas.

Pipettige 520 pL FFPE liisaati kasseti proovikambrisse. (Mérkus: esineda voib véhesel médéral sadet, mis ei mdjuta

analiiiisi toimivust).

Siilitage jarelejadnud FFPE liisaati kordustestimise jaoks temperatuuril 2—8 °C v6i <20 °C.

Proovikamber
(suur ava)

Joonis 1. Testi Xpert Breast Cancer STRAT4 kassett (vaade iilalt)
Sulgege kasseti kaas. Veenduge, et kaas sulgub kindlalt, kldpsatuse saatel.

12.3 Testi alustamine

Tahtis

Enne testi alustamist veenduge, et tarkvarasse on imporditud analiiiisi definitsioonifail (Assay Definition File,
ADF).

Selles jaotises on loetletud vaikimisi ldbitavad etapid GeneXperti siisteemi kditamisel. Olenevalt kasutatavast
instrumendist vaadake tliksikasjalikke juhiseid Siisteemi GeneXpert Dx operaatorijuhendist voi Siisteemi GeneXpert Infinity
operaatorijuhendist.

Markus Jargitavad sammud véivad siin toodutest erineda, kui slisteemiadministraator on siisteemi vaiketé6voogu muutnud.

1.

2.

Liilitage instrument GeneXpert sisse.

« Kui kasutate instrumenti GeneXpert Dx, liilitage esmalt sisse instrument ja seejérel arvuti. GeneXperti tarkvara
kéivitub automaatselt; kui ei kiivitu, topeltkldpsake GeneXpert Dx tarkvara ikoonit Windows® to6laual.
voi

* Kui kasutate instrumenti GeneXpert Infinity, kdivitage instrument. GeneXperti tarkvara kéivitub automaatselt; kui ei
kéivitu, topeltkldpsake Xpertise’i tarkvara otsetee ikooni Windowsi tddlaual.

Logige oma kasutajanime ja parooli abil sisse instrumendisiisteemi GeneXpert tarkvarasse. Stisteemi GeneXpert

aknas klopsake Testi loomine (Create Test) (GeneXpert Dx) voi kldpsake Korraldused (Orders) ja Anna
testikorraldus (Order Test) (Infinity). Avaneb aken Testi loomine (Create Test).

. Skannige vdi tippige sisse Proovi ID (Sample ID). Kui tipite Proovi ID (Sample ID) sisse, veenduge, et Proovi ID

(Sample ID) on sisestatud digesti. Proovi ID (Sample ID) on seotud testi tulemustega ning seda kasutatakse aknas
Tulemuste vaatamine (View Results) ja kdigis aruannetes. Kuvatakse dialoogiboks Skanni kassetti (Scan Cartridge).

. Skannige testi Xpert Breast Cancer STRAT4 kasseti vootkoodi. Ilmub aken Testi loomine (Create Test) Vodtkoodi

teabe abil tdidab tarkvara automaatselt jargmiste véljade ruudud: Analiiiisi valimine (Select Assay), Reagendipartii ID
(Reagent Lot ID), Kasseti SN (Cartridge SN).

Xpert® Breast Cancer STRAT4
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Markus

5. Klopsake Testi alustamine (Start Test) (GeneXpert Dx) voi Edasta (Submit) (Infinity). Sisestage oma parool, kui
seda palutakse.
6. Instrumendi GeneXpert Dx korral tehke jargmist.
a) Avage vilkuv rohelise tulega instrumendimooduli luuk ja laadige kassett.
b) Sulgege luuk. Test kdivitub ja roheline tuli ei vilgu enam. Kui test on 16ppenud, liilitub tuli vilja.
¢) Enne mooduli luugi avamist oodake, kuni siisteem avab luugi lukust. Eemaldage kassett.
d) Pange kasutatud kassetid vastavasse proovide jddtmekonteinerisse vastavalt asutuse tavapraktikale. Vt Jaotis 9.

Vo1

Stisteemi GeneXpert Infinity korral asetage kassett konveierilindile. Kassett laaditakse automaatselt, test kéivitatakse
ja kasutatud kassett véljutatakse jadtmekonteinerisse.

13 Tulemuste vaatamine ja printimine

Selles jaotises on loetletud tulemuste vaatamise ja printimise pdhisammud. Olenevalt kasutatavast instrumendist, vaadake
tdpsemaid juhiseid tulemuste kuvamise ja printimise kohta Siisteemi GeneXpert Dx operaatorijuhendist voi Siisteemi
GeneXpert Infinity operaatorijuhendist.

1. Tulemuste vaatamiseks kldpsake ikooni Tulemuste vaatamine (View Results) .

2. Testi 16ppedes kldpsake nuppu Aruanne (Report) aknas Tulemuste vaatamine (View Results), et kuvada ja/voi
genereerida aruande PDF-fail.

Kui kasutate aruande genereerimiseks tarkvara ONCore, lugege aruande koostamise juhiseid ONCore'i kasutusjuhendi
laserplaadil olevast GeneXpert ONCore'i tarkvara kasutusjuhendist. Lisaks vaadake Xpert Breast Cancer STRAT4
laserplaadil olevast ONCore’i aruande juhendist, kuidas tdlgendada testi Xpert Breast Cancer STRAT4 kohta loodud
ONCore'i aruannet.

14 Kvaliteedikontroll

Iga test sisaldab vordlusgeeni kontrolli (CYFIP1) ja sondikontrolli kontrolli (PCC).

e CYFIPI kontroll: vordlusgeen, mida kasutatakse ESRI, PGR, ERBB?2 ja MKi67 ekspressioonitasemete
normaliseerimiseks. Lisaks toimib proovi adekvaatsuse kontrollina (SAC), mis tagab RNA piisava sisalduse proovis.
Kehtiva testitulemuse saamiseks on vajalik minimaalne CYFIP/ signaal. Miinimumkogusest vdiksem CYFIP] signaal
vOi negatiivne signaal néitab, et proov ei sisalda piisavalt RNA-d.

e CYFIPI vahelduv: CYFIP] kontrolli duplikaat, mida kasutatakse algoritmis, kui PGR voi MKi67 tsiiklildve delta (dCt)
on analiiiisi lavivédrtuse séttest vdiksem. Nende sihtmérkide puhul on kehtiva testitulemuse saamiseks vajalik tdiendav
minimaalne CYFIPI vahelduvsignaal.

e Sondikontrolli kentroll (PCC): enne PCR-i kidivitamist mdddab instrumendisiisteem GeneXpert sondide fluorestsentsi
signaali, et jalgida kuulikeste rehiidratsiooni, reaktsioonikatsuti tditmist, sondi terviklikkust ja vdrvaine stabiilsust. PCC
kinnitab nduetekohasust, kui valideeritud vastuvotukriteeriumid on tdidetud.

e Viilised kontrollid (ei kaasne komplektis): viliseid kontrolle tuleb kasutada vastavalt kohaliku piirkonna ja riikliku
akrediteerimisasutuse nduetele.

15 Tulemuste tolgendamine

Instrumendisiisteem GeneXpert tdlgendab tulemusi moddetud fluorestsentssignaalide jérgi automaatselt, kasutades
slisteemisiseseid arvutusalgoritme, ja nditab neid selgelt aknas Tulemuste vaatamine (View Results) kaartidel Testitulemused
(Test Results) ja Analiitiditulemus (Analyte Result). Testitulemus (Test Result) ja analiitiditulemused (Analyte Results) on
toodud ka testi aruandes (Test Report). Voimalikke tulemusi vt Tabel 1 ja Tabel 2.
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Tabel 1. Testi Xpert Breast Cancer STRAT4 ko6ik véimalikud tulemused

Naidatav tulemus CYFIP1 CYFIP1 vahelduv CiCc
ES’?;SS?:JEYNE LABITUD (PASS) POS v6i NEG POS v6i NEG
ES’XQGEAC\;T/T\T/E\)’NE LABITUD (PASS) POS v6i NEG POS v6i NEG
P G(’i,gglsT'L'l'E\;NE LABITUD (PASS) POS v6i NEG POS v6i NEG
P G@’;g%{,’gw LABITUD (PASS) POS POS v6i NEG
ERB@%';%?\'/TE”)VNE LABITUD (PASS) POS v6i NEG POS v6i NEG
ERB(’f\fE"C';i?ﬁ‘/TE")VNE LABITUD (PASS) POS v6i NEG POS v6i NEG
MK’?FZOPS(,?%'JE;’NE LABITUD (PASS) POS v6i NEG POS v6i NEG
MK"S\TEN(;(\BT’I*JE;/NE LABITUD (PASS) POS POS v6i NEG
P ﬁﬁg"éé’;ﬂhi“ﬂgm LABITUD (PASS) NEG POS v6i NEG
M’gﬁg“é'éég@kﬂ"é‘m LABITUD (PASS) NEG POS v6i NEG
}((ISIIEQIEI?;?'ITIESS'IT)I LABITUD (PASS) POS v6i NEG NEG
KEHTETU (INVALID) NURJUS (FAIL) NEG POS v6i NEG
VIGAERROR) | VSR | (NORESUT) | (NORESULT)
TULEMUS PUUDUB | TULEMUS PUUDUB | TULEMUS PUUDUB | TULEMUS PUUDUB
(NO RESULT) (NO RESULT) (NO RESULT) (NO RESULT)
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Tabel 2. Testi Xpert Breast Cancer STRAT4 iseloomulikud tulemused ja nende tdlgendamine

Tulemus Toélgendamine

e ESR1 mRNA transkriptsiooni lileekspressioon ja tsiiklilave delta (dCt)
on seatud lavivaartusest kérgem.
ESR1 POSITIIVNE e CYFIP1—-LABITUD (PASS); CYFIP1 mRNA transkriptsioon tuvastati,

(POSITIVE) selle tslklilavi (Ct) on kehtivas vahemikus ja 16pp-punktis seatud lavest
Vit Joonis 2. krgem. )
e Sondikontroll — LABITUD (PASS); kéik sondikontrolli tulemused on
nduetekohased.

e PGR mRNA transkriptsiooni uleekspressioon ja tsikli Iave delta (dCt) on
seatud lavivaartusest kdrgem.
PGR POSITIIVNE e CYFIP1—-LABITUD (PASS); CYFIP1 mRNA transkriptsioon tuvastati,

(POSITIVE) selle tsuklilavi (Ct) on kehtivas vahemikus ja 16pp-punktis seatud lavest
Vit Joonis 2. kdrgem. ]
e Sondikontroll — LABITUD (PASS); kéik sondikontrolli tulemused on
nduetekohased.

e ERBB2 mRNA transkriptsiooni lleekspressioon ja tsiikli Iave delta (dCt)
on seatud lavivaartusest kérgem.
ERBB2 POSITIIVNE e CYFIP1—LABITUD (PASS); CYFIP1 mRNA transkriptsioon tuvastati,

(POSITIVE) selle tsiiklilavi (Ct) on kehtivas vahemikus ja I8pp-punktis seatud lavest
Vt Joonis 2. kérgem. .
e Sondikontroll — LABITUD (PASS); kéik sondikontrolli tulemused on
nduetekohased.

e MKi67 mRNA transkriptsiooni Uleekspressioon ja tsukli [ave delta (dCt)
on seatud lavivaartusest kérgem.

MKi67 POSITIIVNE e CYFIP1—LABITUD (PASS); CYFIP1 mRNA transkriptsioon tuvastati,
(POSITIVE) selle tsuklilavi (Ct) on kehtivas vahemikus ja 16pp-punktis seatud lavest
Vt Joonis 2. korgem. )
e Sondikontroll — LABITUD (PASS); kdik sondikontrolli tulemused on
nduetekohased.

e ESR1 mRNA transkriptsiooni lleekspressiooni pole ja tsiklilave delta
(dCt) on seatud lavivaartusest madalam.

ESR1 NEGATIIVNE e CYFIP1—LABITUD (PASS); CYFIP1 mRNA transkriptsioon tuvastati,
(NEGATIVE) selle tsuklilavi (Ct) on kehtivas vahemikus ja I6pp-punktis seatud lavest
Vit Joonis 3. kérgem. )
e Sondikontroll — LABITUD (PASS); kéik sondikontrolli tulemused on
nduetekohased.

o PGR mRNA transkriptsiooni uleekspressiooni pole ja tsuklilave delta
(dCt) on seatud lavivaartusest madalam.

e CYFIP1—-LABITUD (PASS); CYFIP1 mRNA transkriptsioon tuvastati,

PGR NEGATIIVNE selle tslklilavi (Ct) on kehtivas vahemikus ja 16pp-punktis seatud lavest
(NEGATIVE) kdrgem.
Vt Joonis 3. e CYFIP1 vahelduv — POS; CYFIP1 tsiklilavi (Ct) on kehtivas vahemikus

ja 16pp-punktis seatud lavest kérgem.
Sondikontroll — LABITUD (PASS); kdik sondikontrolli tulemused on
nduetekohased.
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Tulemus

Toélgendamine

ERBB2 NEGATIIVNE
(NEGATIVE)

Vt Joonis 3.

ERBB2 mRNA transkriptsiooni Uleekspressiooni pole ja selle tsuklilave
delta (dCt) on seatud lavivaartusest madalam.

CYFIP1 — LABITUD (PASS); CYFIP1 mRNA transkriptsioon tuvastati,
selle tsuklilavi (Ct) on kehtivas vahemikus ja 16pp-punktis seatud lavest
kdérgem.

Sondikontroll — LABITUD (PASS); kdik sondikontrolli tulemused on
nduetekohased.

MKi67 NEGATIIVNE
(NEGATIVE)

Vt Joonis 3.

MKi67 mRNA transkriptsiooni tleekspressiooni pole ja selle tstklilave
delta (dCt) on seatud lavivaartusest madalam.

CYFIP1 - LABITUD (PASS); CYFIP1 mRNA transkriptsioon tuvastati,
selle tsuklilavi (Ct) on kehtivas vahemikus ja 16pp-punktis seatud lavest
kdrgem.

CYFIP1 vahelduv — POS; CYFIP1 tsiklilavi (Ct) on kehtivas vahemikus
ja I16pp-punktis seatud lavest kdrgem.

Sondikontroll — LABITUD (PASS); kdik sondikontrolli tulemused on
nduetekohased.

PGR maaratlemata
(Indeterminate)

Vt Joonis 4.

PGR mRNA ekspressioonitaset ei 6nnestu maarata, sest proov

ei sisalda piisavalt materjali. Korrake testi, kasutades kdrgema
kontsentratsiooniga lusaati.

CYFIP1 — LABITUD (PASS); CYFIP1 mRNA transkriptsioon tuvastati,
selle tsuklilavi (Ct) on kehtivas vahemikus ja 16pp-punktis seatud lavest
kérgem.

CYFIP1 vahelduv — NEG; CYFIP1 tsuklilavi (Ct) ei olnud kehtivas
vahemikus ja I6pp-punkt oli PGR-i oleku maaramiseks seatud lavest
madalam.

Sondikontroll — LABITUD (PASS); kdik sondikontrolli tulemused on
nduetekohased.

MKi67 maaratlemata
(Indeterminate)

Vt Joonis 4.

MKi67 mRNA ekspressioonitaset ei dnnestu maarata, sest proov

ei sisalda piisavalt materjali. Korrake testi, kasutades kdrgema
kontsentratsiooniga lUsaati.

CYFIP1 — LABITUD (PASS); CYFIP1 mRNA transkriptsioon tuvastati,
selle tsuklilavi (Ct) on kehtivas vahemikus ja 16pp-punktis seatud lavest
kdérgem.

CYFIP1 vahelduv — NEG; CYFIP1 tsuklilavi (Ct) ei olnud kehtivas
vahemikus ja I6pp-punkt oli MKi67 oleku maaramiseks seatud lavest
madalam.

Sondikontroll — LABITUD (PASS); kdik sondikontrolli tulemused on
nduetekohased.

KORRATA TESTI
(REPEAT TEST)

Vt Joonis 5.

ESR1/PGR/ERBB2/MKi67 mRNA ekspressioonitasemeid ei 6nnestu
maarata. Korrake testi, kasutades sailitatud FFPE proovi lisaadi
alikvooti.

CYFIP1 - LABITUD (PASS); CYFIP1 mRNA transkriptsioon tuvastati,
selle tsuklilavi (Ct) on kehtivas vahemikus ja 16pp-punktis seatud lavest
kdrgem.

CYFIP1 vahelduv — POS/NEG; CYFIP1 mRNA transkriptsioon tuvastati.
Transkriptsiooni tstklilavi (Ct) voib olla vdi mitte olla kehtivas vahemikus
ja l6pp-punkt Uletab seatud lave.

CIC - NEG; sisemise kontrolli tstiklilavi (Ct) ei ole kehtivas vahemikus.
Sondikontroll — LABITUD (PASS); kdik sondikontrolli tulemused on
nduetekohased.
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Tulemus Tolgendamine

e KEHTETU (INVALID) — ESR1/PGR/ERBB2/MKi67 mRNA
ekspressioonitaset ei dnnestu maarata, sest proov ei sisalda piisavalt
materjali. Korrake testi, kasutades kdrgema kontsentratsiooniga lisaati.

e CYFIP1—-NURJUNUD (FAIL); CYFIP1 tsiklilavi (Ct) ei olnud kehtivas

KEHTETU (INVALID) vahemikus ja 18pp-punkt oli seatud lavest madalam.

e CYFIP1 vahelduv — NEG; CYFIP1 tsuklilavi (Ct) ei olnud kehtivas
vahemikus ja I16pp-punkt oli seatud lavest madalam.

e Sondikontroll — LABITUD (PASS); kéik sondikontrolli tulemused on
nduetekohased.

e ESR1/PGR/ERBB2/MKi67 mRNA ekspressioonitasemeid ei dnnestu
maarata. Korrake testi, kasutades sailitatud FFPE proovi lisaadi

alikvooti.
e ESR1/PGR/ERBB2/MKi67 — TULEMUS PUUDUB (NO RESULT)
VIGA (ERROR) e CYFIP1/CYFIP1 vahelduv — TULEMUS PUUDUB (NO RESULT)

Sondikontroll — LABITUD*/NURJUNUD (PASS*/FAIL); kdik voi iiks
sondikontrolli tulemustest on nurjunud.

* Kui sondikontroll dnnestub, pdhjustab viga lubatud vahemikku Uletav
maksimumrdhu piir, kdvera sobituse viga vdi slisteemikomponendi rike.

e ESR1/PGR/ERBB2/MKi67 mRNA ekspressioonitasemeid ei dnnestu
maarata. Kogutud andmete hulk oli testi tulemuse saamiseks ebapiisav.
See voib naiteks juhtuda, kui operaator poolelioleva testi peatab.

TULEMUS PUUDUB Korrake testi, kasutades sailitatud FFPE proovi liisaati.

(NO RESULT) e ESR1/PGR/ERBB2/MKi67 — TULEMUS PUUDUB (NO RESULT)
CYFIP1/CYFIP1 vahelduv - TULEMUS PUUDUB (NO RESULT)
Sondikontroll: — ei kohaldu (NA (not applicable))

}| TestResult | AnalyteResult | Detail | Errors | History | Messages | Support |
|Assay Name Xpert Breast Cancer STRAT4 Version 1

| TestResult |gsrq pOSITIVE;
- PGR POSITIVE;
ERBB2 POSITIVE;
MKi67 POSITIVE

‘||For In Vitro Diagnostic Use

Legend

1200 v [/] CYFIP1; Primary |
[vi /| ESR1; Primary
1000 v || PGR; Primary
vl |/| ERBB2; Primary
3 800 [V || MKi67; Primary
3 vl | /| cic; Primary
@ 600 [vi | /| CYFIP1 alternate; Primary
3
“ 400 T
200
. -
10 20
Cycles

<

Joonis 2. GeneXpert Dx tulemuste vaatamise aken: ESR1/PGR/ERBB2/MKi67 POSITIIVNE (POSITIVE)
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ESR1 NEGATIVE;

MKi67 NEGATIVE

RIRNNRIRE
INWNNNNN

LU

E].
7Es
PG
|
/] C
21

Joonis 4. GeneXpert Dx tulemuste vaatamise aken: PGR/MKi67 MAARATLEMATA (INDETERMINATE)
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[ TestResult | Analyte Result | Detail | Errors | History | Messages | Support |

:|Assay Name Xpert Breast Cancer STRAT4 Version 1
| TestResult |REPEAT TEST
||For In Vitro Diagnostic Use
Legend
500 [vi[/] CYFIP1; Primary 4|
[vI[/] ESR1; Primary
400 Vi [.| PGR; Primary

— [vi [/| ERBB2; Primary

2 T V|| MKi67; Primary

§ 300 < [vi[/] cic; Primary

8 / [vI[/| CYFIP1 alternate; Primary
S 200 /

<

Joonis 5. GeneXpert Dx tulemuste vaatamise aken: KORRATA TESTI (REPEAT TEST)

16 Testi kordamise pohjused

Korrake testi, kasutades uut kassetti (drge kasutage kassetti uuesti).

Tulemus KORRATA TESTI (REPEAT TEST) niitab, et sisemine kontroll on nurjunud. Proovi pole to6deldud
nduetekohaselt. Sellisel juhul korrake testi, kasutades sama FFPE liisaadi uut 520 pL alikvooti.

Tulemus KEHTETU (INVALID) niitab, et vdrdluskontroll nurjus. Proovi ei tdddeldud nduetekohaselt, PCR inhibeerus
voi uuritava tuumori RNA kvaliteet oli sobimatu. Sel juhul korrake testi kontsentreerituma FFPE liisaadiga vastavalt
FFPE liiisikomplekti kasutusjuhendi juhistele.

Tulemus VIGA (ERROR) niitab, et sondikontrolli kontroll nurjus ja test katkestus, sest reaktsioonikatsuti oli
tdendoliselt valesti tdidetud vdi tuvastati probleem reagendisondi terviklikkusega, iiletati maksimaalsed rohupiirid voi
tuvastati klapi asendiviga. Sellisel juhul korrake testi, kasutades sama FFPE liisaadi uut 520 pL alikvooti.

Niit TULEMUS PUUDUB (NO RESULT) téhendab, et kogutud andmete hulk oli ebapiisav. Néiteks peatas operaator
poolelioleva testi voi tekkis elektrikatkestus. Sellisel juhul korrake testi, kasutades sama FFPE liisaadi uut 520 pL
alikvooti.

Kui véline kvaliteedikontroll (QC) ei toimi ootuspéraselt, korrake vilise kontrolli testi ja/vdi pdorduge abi saamiseks
Cepheidi poole.

17 Piirangud

Protseduuride muutmine voib testi toimivust muuta. Testi Xpert Breast Cancer STRAT4 tulemusi tuleb tolgendada koos
muude labori- ja kliiniliste andmetega, mis on klinitsistile kéttesaadavad.

Testi Xpert Breast Cancer STRAT4 toimivust valideeriti kdesolevas kasutusjuhendis kirjeldatud protseduuride abil ning
kasutades viis kuni kiimme aastat vana FFPE proovi.

Testi Xpert Breast Cancer STRAT4 toimivust valideeriti ainult selles kasutusjuhendis kirjeldatud protseduuride abil.

14
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e Proovide ebadige kogumine, kéitlemine, hoiustamine vdi segunemine voib pdhjustada ebadigeid testitulemusi. Vidérate
testitulemuste viltimiseks tuleb kdesoleva kasutusjuhendi juhiseid hoolikalt jargida.
Toimivusniitajaid ei olnud kindlaks tehtud alla 25-aastaste patsientide puhul.
Mutatsioonid vdi poliimorfismid praimeri v3i sondi siduvusaladel vdivad pdhjustada ekslikke, kuid usutavaid ESR/,
PGR, ERBB?2 ja MKi67 tulemusi.

18 Toimivusnaitajad

18.1 Kliiniline toimivus

Testi Xpert Breast Cancer STRAT4 toimivusnditajate hindamiseks kasutati vordluseks immunohistokeemilisi (IHC) tulemusi
ER, PR, HER2 ja Ki67 suhtes ning fluorestsentsi in situ hiibridisatsiooni (FISH) HER2 geeni kordistamiseks USA-s ja

EL-is asuvates laborites. Esmalt kaasati uuringusse 211 USA-st ja EL-ist kogutud primaarse invasiivse rinnavéhi tuumori
deidentifitseeritud FFPE jadkproovi. Neist 10 proovi jéeti vélja, kuna testimiseks ei sisaldanud need piisavalt tuumorit, ja
iiks proov jéeti vélja ndusoleku tagasivotmise tottu. Seega oli andmeanaliiiisidesse kaasamiseks saadaval 200 proovi. Iga
FFPE proovi jaoks valmistati Xperti abil testimiseks mitu slaidi; ER, PR, HER2 ja Ki67 IHC-testimiseks; ja HER2 geeni
kordistamise FISH-testimiseks.

Uldiselt andis Xpert Breast Cancer STRAT4 uuringusse kaasatud proovidest 99,5% (199/200) puhul esimesel testimiskatsel
kehtivad tulemused. Esialgselt oli iihe proovi tulemus méaératlemata (VIGA (ERROR), KEHTETU (INVALID) vdi
TULEMUS PUUDUB (NO RESULT)) kuid andis pérast {ihekordset kordustesti testitulemuse. Analiiiisi dnnestumise
ildméar oli 100,0% (200/200).

200 proovist, mille Xperti testi tulemused olid kehtivad, andsid ESR1 ja ERBB2 kehtiva positiivse vOi negatiivse
testitulemuse 100% kordadest (200/200). PGR ja MKi67 puhul andis Xpert kehtiva positiivse vdi negatiivse testitulemuse
vastavalt 98,5% (197/200) ja 97,0% (194/200) juhtudest. 7 proovi, mis andsid PGR ja/vdi MKi67 jaoks Xpertis
madratlemata tulemuse, kordustestiti kontsentreeritud FFPE liisaadi meetodil. Nii algsete (esimene katse) kui ka
kordustestide tulemusi vt Tabel 3.

Kogu andmekogumi, sealhulgas kordustestide tulemuste 15ikes saadi testi Xpert Breast Cancer STRAT4 ESR1 jaoks [HC
suhtes positiivsete iihtivuseks (PPA) 97,2%, negatiivsete tihtivuseks (NPA) 95,0% ja iildiseks lihtivuseks (OPA) 97,0% !8;
PGR-i jaoks THC suhtes PPA 88,4%, NPA 90,7% ja OPA 88,9%!8; ERBB2 jaoks IHC suhtes PPA 100,0%, NPA 92,4%

ja OPA 93,3%!9; ning ERBB2 jaoks HER2 FISH suhtes PPA 100%, NPA 92,0% ja OPA 93,3% 1°. MKi67 puhul oli PPA
88,8%, NPA 100% ja OPA 90,7%, kui IHC laveks oli seatud > 20% positiivse ja < 10% negatiivse jaoks. MKi67 IHC
vahepealsed proovid (10-20% lavi, kaasa arvatud) jéeti analiiiisist vélja. Iga sihtmaérgi iildise PPA, NPA ja OPA niitajaid vt
Tabel 3.

Tabel 3. Kliiniline toimivus

Vérdlus Andmekomplekt? Kokku (n)? PPA 95% ClI NPA 95% ClI OPA 95% ClI
ESR1/ER Originaal 199 ( 1%1’/21‘)7/"9) 93,6-98,8 (;g%) 83,9-100 ( 1%1'/51‘3’9) 94,3-98,9
ver)s(S: THC Kordsutest 199 ( 1971'/21?’9) 93,6-98,8 (91%%’) (76.4#99,1) | 1%73’/303’9) 93,6-98,6
PGR/PR Originaal 196 ( 1%%%4) 83,0-93,0 (93%%’) 81,0-97,5 ( ﬁ%ﬁ’g’s) 84,8-93,3
ver)s(ﬁs r|t|-|c Kordsutest 198 ( 1%87'/‘%’5) 82,4-92,5 33%';1?) 78,4-96,3 ( 1@%%8) 83,8-92,5
Eﬁgggl Originaal 180 (;g?;/;) 85,1-100 ( 13%'73?8) 87,2-95,6 ( 196%%’0) 88,7-96,1
Ver’;ﬁs'ltH c Kordsutest 180 (;g?;/;) 85,1-100 ( ﬁé’/ﬁ?& 87,2-95,6 ( 1%%/?;:/3"0) 88,7-96,1
EEEFBé/ Originaal 178 (;g%’) 87,9-100 ( 1%%%’0) 86,5-95,4 ( 1%%/310;"8) 88,6-96,1
ver ;"Segl H Kordsutest 178 (;g%’) 87,9-100 ( 1%%’2?0) 86,5-95,4 ( 196%/?;3’8) 88,6-96,1
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Vérdlus Andmekomplekt? Kokku ()P PPA 95% Cl NPA 95% Cl OPA 95% Cl

ERBB2/ Originaal 197 (;3?;/;) 875-100 | 1%15'/21";"0) 86.0-946 | 1%22’/‘%’7) 87,8-95,3
fﬂecﬂl’;rssgs Kordsutest 197 (;3?;/;) 87,5-100 ( 19515'/21?’0) 86,0-94,6 (1%22’/";‘?7) 87,8-95,3
MKIGTIKIET Originaal 148 ( 151’%/71"2/"4) 81,9-93,2 (;ggﬁ’) 862-100 | 1%%/51‘2/;’8) 84,7-94,3
versus IHC Kordsutest 151 ( ﬁ?ﬁ?s) 82,1-93,2 (;g%’) 87.1-100 | 1%07'/71?’1) 85,0-94,4

a Algne = 1X lUsaati vastavalt pakendi kasutusjuhendi juhistele; Kordustest = kordustestida tulemust 4X kontsentreeritud llisaadiga
juhul, kui algne proov (1X lisaati) andis PGR ja/vdi MKi67 jaoks maaratlemata tulemuse.

b Maaratlematu véi maaratlemata Xperti tulemustega proovid, ebaselge vdi vahepealse IHC tulemusega proovid, ebadnnestunud
IHC ja ebadnnestunud FISH proovid on vélja jaetud.

19 Analuutiline toimivus

19.1 Analiitiline tundlikkus / analiitisi minimaalne sisend

Analiiiisi minimaalne sisend méérati maksimaalse CYFIP1 Ct (vordlusgeen) hindamise teel, mis médratleb tdpselt analiiiisi
usaldusviérseks toimimiseks vajaliku proovisisendi. See proovisisend tagab kehtivate tulemuste saamise enamiku kliiniliste
FFPE proovide testimisel. Proovid, mille CYFIP1 Ct véirtus on lubatust suurem, annavad tulemuseks KEHTETU
(INVALID).

Testi Xpert Breast Cancer STRAT4 analiiiitiline tundlikkus / analiiiisi minimaalne sisend, mis on mééaratletud kui > 95%
kehtivad tulemusi andev maksimaalne CYFIP1 tsiikli 1avi (Ct), tehti kindlaks, kasutades FFPE kliinilise proovi liisaatide
lahjendusi CYFIP1 Ct proovilepanekuks. CYFIP1 Ct tundlikkuse hindamiseks tehti FFPE kliinilise proovi liisaadist

seeria lahjendusi ning iga lahjenduse N = 20 replikaati testiti 3 paeval, kuni < 95% testi tulemustest olid kehtivad.
Lahjendustasemed sisaldasid iihe eeldatava analiiiisi minimaalse sisendiga proovi ning sellest kaks taset madalamat ja kaks
taset korgemat sisendit. Testimiseks kasutati Xpert Breast Cancer STRAT4 kassettide kahte partiid.

Enne uuringu alustamist méérati kindlaks piirvaértus tiihja proovi korral replikaatide arvuga N = 60, kasutades Xpert Breast
Cancer STRAT4 kassettide kahte sdltumatut partiid. Piirvdédrtuse mddramine tiihja prooviga sisaldas tithja parafiinildiget
(ilma koeproovita); kdik testitulemused andsid eeldatava tulemuse KEHTETU ( KEHTETU (INVALID). ). Kliinilise FFPE
koeproovisisendi lahjenduste seeriad andsid 1/1000 korral 20/20 kehtivat CYFIP1 Ct-d, kusjuures testi Xpert Breast Cancer
STRAT4 partii 1 keskmine Ct = 33,4 ja 0,6 SD ning partii 2 keskmise Ct = 33,6 ja 0,5 SD. Edasised lahjendused hilisemate
CYFIP1 Ct véirtustega ei vastanud uuringu > 95% kehtivate tulemuste ndudele. Tabel 4 sisaldab kokkuvotte kehtiva
tulemusega analiitisidest igal jarjestiku lahjendatud proovisisendi tasemel suhtelise lahjenduse voi keskmise CYFIP1 Ct
vadrtusena. Analiiiitilise tundlikkuse médramisel testi Xpert Breast CancerSTRAT4 kassettide kahe partiiga tiitus analiilisi
minimaalse sisendi ndue CYFIP1 Ct = 33,4. See viértus, kombineerituna analiilisi lahknevusega, vdimaldab testi Xpert
Breast Cancer STRAT4 iilempiiriks méaédrata CYFIP1 Ct = 35.

Tabel 4. Testi Xpert Breast Cancer STRAT4 analiilisi minimaalne sisend

Proovi sisend Keksmine Kehtivate
Komplekti partii (suhteline CYFIP1 Ct SD analiiiiside
lahjendus) N (Ct =< 35)

1/20 27,6 0,4 20/20

1/100 29,8 0,3 20/20

1/1000 33,4 0,6 20/20

00801 (partii 1)

1/2000 34,2 0,5 9/20

1/4000 34,5 0,5 2/20

NTC - - 0/20

00903 (partii 2) 1/20 27,8 0,3 20/20
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Proovi sisend Keksmine Kehtivate
Komplekti partii (suhteline CYFIP1 Ct SD analuuside
lahjendus) N (Ct =< 35)

1/100 30,0 0,3 20/20

1/1000 33.6 0,5 20/20

1/2000 34,2 0,4 9/20

1/4000 34,6 0,0 1/20

NTC - - 0/20

19.2 Hairingute testimine

Korvalolev normaalne/tuumorita kude

Normaalseid kdrvalolevaid (tuumorita) kudesid (NAT) esineb rinnavéhi koeproovides tavaliselt saastajatena, mis voivad
sihtmérgi tuvastamist héirida. Patoloogi médératud juhtudel v3ib testi Xpert Breast Cancer STRAT4 jaoks olla vajalik
patoloogiliselt verifitseeritud rinnatuumori FFPE 15igu makrodissekteerimine, et minimeerida tuumorita saastekudede
potentsiaalset moju. Korvalolevate normaalsete/tuumorita kudede mdju hindamiseks testiti Xpert Breast Cancer STRAT4
abil makrodissektsiooniga ja makrodissektsioonita viitteist (15) invasiivse rinnavdhi FFPE koeplokki, mis sisaldasid 21—
98% timbritsevat NAT-i. Testiga Xpert Breast Cancer STRAT4 testiti iga tingimuse jaoks sama liisaadi N=4 replikaati.
ESR1, PGR, ERBB2 ja MKi67 dCt-d iga koeproovi jaoks makrodissektsiooniga (sinine diagrammitulp) voi ilma
makrodissektsioonita (must diagrammitulp) hinnati kdigepealt iithesuunalise ANOVA abil, et médrata NAT-ist pdhjustatud
statistilisi hdiringuid. NAT-ist tingitud héiringut loeti kliiniliselt oluliseks, kui makrodissekteeritud ja makrodissekteerimata
proovide ddCt (delta-delta Ct) oli > 1,0 ja testi tulemused muutusid. Uuringu tulemuste kokkuvétet vt Joonis 6.

Kaigi 15 proovi ESR1, PGR, ERBB2 ja MKi67 dCt-d rithmitati % NAT (< 30%, 31-60% voi > 61%) jargi. SD-ga

sinised ja mustad vertikaalsed diagrammitulbad t&histavad keskmisi sihtmérgi dCt-sid FFPE invasiivse rinnavéhi ploki
makrodissekteeritud ja makrodissekteerimata FFPE 18ikude N=4 replikaadist. Uhegi FFPE ploki puhul 15-st (N=1 alla 30%
NAT, N=8 31-60% NAT ja N=6 iile 60% NAT) ei ilmnenud statistilise tdhtsusega hdiringut kdrvaloleva normaalse/tuumorita
koe poolt vastavalt ihesuunalisele ANOVA analiiiisile p-vaértusega > 0,05; ega ka kliinilist tahtsust (tdhistatud siimboliga
#), kui sihtmérgi delta Ct vaartuste varieerumine makrodisekteeritud voi makrodisekteerimata proovide vahel oli < 1,0 voi
kui sihtmégi testitulemused (positiivsed, negatiivsed) ei muutunud.
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ERBB2 dCt PGR dCt ESR dCt

MKi67 dCt

Joonis 6. Korvaloleva normaalse/tuumorita koe méju Xpert Breast Cancer STRAT4 sihtmargi dCt-dele
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DCIS, nekroosne, hemorraagiline kude

Duktaalse kartsinoomi in situ (DCIS), nekrootiliste ja hemorraagiliste kudede mdju hindamiseks testiti Xpert Breast Cancer
STRAT4 abil makrodissektsiooniga ja makrodissektsioonita kokku 9 FFPE rinnatuumori proovi (3 FFPE rinnatuumori
plokki sisaldusega 3—61% DCIS, 3 FFPE plokki sisaldusega 10-65% nekrootilist kudet ja 3 FFPE plokki sisaldusega 15—
41% hemorraagilist kudet). Testi Xpert Breast Cancer STRAT4 abil testiti iga tingimuse jaoks sama liisaadi N=4 replikaati.
Leiti, et testi Xpert Breast Cancer STRAT4 kasutamisel ei avaldanud iikski testitingimus statistiliselt voi kliiniliselt olulist
modju varieeruvale DCIS, nekrootilise ja hemorraagilise koega saastumisele (graafilisi andmeid pole esitatud).

Inimgenoomi DNA (hgDNA)

Testis Xpert Breast Cancer STRAT4 kasutatakse véiga spetsiifilisi praimereid ja sonde tdhusaks hiibridiseerimiseks sihtmérgi
ESR1, PGR, ERBB2 ja MKi67 mRNA mallidega, mis parinevad genoomsete nukleiinhapete kogumist (inimese genoomne
DNA = hgDNA). HgDNA mdju hindamiseks testile Xpert Breast Cancer STRAT4 makrodissekteeriti 10 varieeruva
invasiivsete duktaalsete kartsinoomirakkude sisaldusega FFPE rinnatuumori plokki ja testiti, lisades 25 ng hgDNA-d FFPE
proovi liisaatidele ja ilma seda lisamata, kasutades testi Xpert Breast Cancer STRAT4 sama liisaadi N=4 replikaadis iga
tingimuse kohta. Leiti, et hgDNA ei avaldanud iihelegi testitingimusele statistiliselt voi kliiniliselt olulist mdju (graafilisi
andmeid ei ole esitatud).
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19.3 Kontaminatsiooni lilekandumine

Tehti uuring eesmérgiga demonstreerida, et ithekordselt kasutatavad iseseisvad GeneXperti kassetid minimeerivad
ristsaastumist kdrgelt positiivsetest proovidest nendele jargnevatesse negatiivsetesse proovidesse, mida testitakse samas
GeneXperti moodulis. Uuring koosnes samas GeneXperti moodulis toddeldud negatiivsest proovist mis jargnes kdrgelt
ESR1/PGR/ERBB2/MKIi67 positiivsele proovile. Negatiivne proov koosnes in vitro transkribeeritud (IVT) RNA-st, mis
sisaldas CYFIP1 transkripti 5 x 10# koopiaga, et tagada vordlusgeeni sihtmirgi olemasolu. Korgelt positiivne proov koosnes
IVF RNA-st, mis sisaldas CYFIP1 transkripti 5 x 103 koopiaga, ja IVT RNA-st, mis sisaldas ESR1, PGR, ERBB2 ja MKi67
transkripte 5 x 109 koopiaga, mis valmistati FFPE liisaadina. Testimisskeemi korrati 41 korda iihel GeneXpert moodulil,
kokku 20 positiivse ja 21 negatiivse proovi testimiseks. Kodigi 20 korgelt positiivse proovi puhul teatati dige tulemus ESR1/
PGR/ERBB2/MKi67 POSITIIVNE (POSITIVE) ja kdigi 21 negatiivse proovi puhul teatati dige tulemus ESR1/PGR/
ERBB2/MKi67 NEGATIIVNE (NEGATIVE).

19.4 Analuusi reprodutseeritavus ja kordustapsus

Testi Xpert Breast Cancer STRAT4 reprodutseeritavust hinnati viie liisaadi proovi paneeli abil.

Paneeli kolm liiget valmistati ette, lisades in vitro transkriptsiooni (IVT) RNA-d FFPE liitisipuhvrisse, mida oli lisatud
~2dCt ulatuses dCt lavivaartustest ESR1 (1 IVT RNA), PGR (2 IVT RNA) ja ERBB2 (3 IVT RNA) jaoks, ning mille
CYFIP1 Ct véidrtused vordusid ~2-3 Ct-ga analiiiisi minimaalsest sisendtasemest.

Kaks paneeli liiget (4 kliinilist FFPE proovi ja 5 kliinilist FFPE proovi) valmistati puulitud kliinilistest FFPE proovidest
FFPE liitisipuhvris, et saada analiiiisi minimaalse sisendi 1&hedasi CYFIP1 Ct véartusi ja saavutada dCt lavivaartused koigi
sihtmérkide jaoks kogu raporteeritava vahemiku ulatuses, vdimaluse korral kuni analiiiisi dCt lavivaértusteni.

Kaks operaatorit igas kolmest uuringulaborist testisid kuue testimispdeva igal paeval viie proovi kahte paneeli (viis proovi
x kuus péeva x kaks operaatorit x kaks replikaati x kolm laborit). Iga proovi kohta testiti kokku 72 replikaati. Koigis
kolmes testimislaboris kasutati kolme Xpert Breast Cancer STRAT4 kasseti partiid. Test Xpert Breast Cancer STRAT4 tehti
kéesoleva kasutusjuhendi protseduuri kohaselt.

Testi Xpert Breast Cancer STRAT4 reprodutseeritavust hinnati iga paneeli kdigi nelja sihtmérgi dCt jargi. Paneeli kdigi
litkmete keskmisi, standardhélbeid (SD) ja variatsioonikoefitsiente (CV) laborite, partiide, pdevade, operaatorite ja
analiiiiside vahelise vordlusena vt Tabel 5.

Tabel 5. Reprodutseeritavusandmete kokkuvote

Analiiiisi K . Laborite vahel | Partiide vahel P'?'Iz\rl‘zclie Ope\:’:ﬁzrite A:izginu:i Kokku

Proov kanal N2 esdkcr:rtune
(analiiiit) Var (E/:,) Var (E/:l) Var (S/:I) Var (C‘,/:I) Var ((:V:/) Var ((:0/:,)
ESR1 72 0,20 0,00 | 0,00 | 003 [29,30 | 000 | 000 | 0,00 | 1,80 | 007 |689 [ 011 | 033
VT PGR 72 -0,03 0,00 | 0,00 | 001 [ 1470 | 0,00 | 230 | 0,00 | 0,00 | 0,06 | 8300 007 | 026
RNA | ErBB2 72 2,42 0,00 | 0,00 | 004 [2790 | 002 | 11,40 | 0,00 | 260 | 008 | 5810 | 013 | 036
MKi67 70 2,55 0,00 | 0,00 | 032 [6210 | 000 | 000 | 0,00 | 0,00 | 020 |37.9 [ 052 | 072
ESR1 72 -1,03 0,00 | 160 | 001 [ 920 | 0,01 | 550 | 0,00 | 0,00 | 0,10 | 8370 | 0,12 | 0,35
2VT PGR 72 1,26 0,00 | 0,00 | 001 [ 1220 | 000 | 000 | 0,01 | 1070 | 0,04 | 77,10 | 0,05 | 0,23
RNA | £rBB2 72 -3,49 001 | 480 | 003 [ 31,60 | 000 | 000 | 0,00 | 0,40 | 007 | 6320 | 011 | 033
MKi67 72 -3,53 0,00 | 0,00 | 008 [ 4900 000 | 000 | 0,00 | 0,00 | 008 |5100]| 016 | 040
ESR1 72 3,64 0,00 | 0,00 | 001 | 840 | 001 | 1650 | 0,00 | 0,00 | 0,06 | 7510 | 0,08 | 0,29
3IVT PGR 72 3,34 0,00 | 340 | 000 | 000 | 001 | 970 | 0,00 | 540 | 005 | 8150 | 006 | 025
RNA | ErBB2 72 0,91 0,02 | 2060 | 001 [ 1030 | 0,00 | 000 | 0,00 | 0,00 | 005 | 69,10 | 0,08 | 028
MKi67 72 1,14 0,00 | 0,00 | 002 | 1540 | 0,02 [ 1800 | 0,00 | 0,00 | 0,07 | 6660 | 010 | 031
ESR1 72 -0,11 0,00 | 0,00 | 000 | 000 | 0,00 | 1440 | 0,00 | 1590 | 0,02 | 69,70 [ 0,03 | 0,17
F,f;,E PGR 72 -1,99 0,00 | 630 | 001 [ 19,70 | 0,00 | 250 | 0,00 | 0,00 | 0,02 | 71,60 [ 0,03 | 0,18
k"iir"oigce ERBB2 72 -2,39 0,02 | 3130 | 000 | 220 | 000 | 000 | 0,00 | 370 | 005 | 6280 | 0,07 | 027
MKi67 72 -0,93 0,00 | 0,00 | 002 | 3650 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 003 |6350| 004 | 021
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Proov

Analiiiisi
kanal N2

Paevade Operaatorite Analiiisi

vahel vahel sisene Kokku

Laborite vahel | Partiide vahel
Keskmine

(analiiiit) dct var | €V cv cv cv cv cv

(%) Var (%) Var (%) Var (%) Var (%) Var (%)

ESR1 72 -2,83 0,00 0,00 0,05 | 13,70 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,34 | 86,30 | 0,39 0,63

5-
FFPE

PGR 72 -5,66 0,00 0,00 0,02 3,60 0,03 | 4,40 0,00 0,00 0,56 | 92,00 | 0,60 0,78

kliiniling
proov

ERBB2 72 1,93 0,00 2,90 0,00 3,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,03 | 94,20 | 0,03 0,17

MKi67 72 -1,57 0,00 1,70 0,01 | 17,170 | 0,01 9,00 0,00 | 11,10 | 0,05 | 61,10 | 0,09 0,29

a Tulemused 72-st, mille Ct vaartus oli kehtiv.
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21 Cepheidi peakontorite aadressid

Ettevotte peakontor

Cepheid

904 Caribbean Drive
Sunnyvale, CA 94089
USA

Tel: + 1 408 541 4191
Faks: + 1 408 541 4192
www.cepheid.com

Euroopa peakontor

Cepheid Europe SAS
Vira Solelh

81470 Maurens-Scopont
France

Tel: + 33 563 825 300
Faks: + 33 563 825 301
www.cepheidinternational.com

22 Tehniline abi

Enne Cepheidi tehnilise toe poole poordumist koguge jargmine teave.

Toote nimetus

Partii number

Instrumendi seerianumber

Veateated (olemasolu korral)

Tarkvaraversioon ja olemasolu korral arvutihoolduse sildi number

USA

Telefon: + 1 888 838 3222
E-post techsupport@cepheid.com

Prantsusmaa

Telefon: + 33 563 825 319
E-post: support@cepheideurope.com

Koigi Cepheidi tehnilise toe kontorite kontaktandmed on saadaval meie veebisaidil www.cepheid.com/en/support/contact-us

23 Sumbolite tabel

Siimbol Tahendus
Katalooginumber
REF
In vitro diagnostiline meditsiiniseade
IVD ?
C € CE-margis — vastavus Euroopa nduetele
EC |REP Volitatud esindaja Euroopa Uhenduses
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Siimbol

Tahendus

&

Korduvalt mitte kasutada

LOT

Partii kood

|
(=

Juhinduge kasutusjuhendist

Ettevaatust!

Tootja

Tootmisriik

Sisaldab piisavalt n testi jaoks

CONTROL

Kontroll

Aegumiskuupaev

¥mlqgg>

Temperatuuripiirang

Bioloogilised ohud

CH |REP

Volitatud esindaja Sveitsis

Importija
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Cepheid

904 Caribbean Drive
Sunnyvale, CA 94089
USA

EC |REP

Cepheid Europe SAS
Vira Solelh

81470 Maurens-Scopont
France

CH |REP

Cepheid Switzerland GmbH
Ziircherstrasse 66

Postfach 124, Thalwil
CH-8800

Switzerland

B

Cepheid Switzerland GmbH
Ziircherstrasse 66

Postfach 124, Thalwil
CH-8800

Switzerland

wvb|C €

24 Redaktsiooniajalugu

Jaotis

Muudatuse kirjeldus

Siumbolite tabel

Lisati CH REP ja importija simbolid ja definitsioonid
stiimbolite tavbelisse. Lisati CH REP ja importija
teave koos Sveitsi aadressiga.

Redaktsiooniajalugu

Uuendati redaktsiooniajaloo tabelit.
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