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Xpert® Breast Cancer STRAT4

In vitro-diagnostisk medisinsk utstyr

1 Proprietaert navn

Xpert® Breast Cancer STRAT4

2 Vanlig navn

Xpert Breast CA STRAT4
Xpert BC STRAT4

3 Tiltenkt bruk

Xpert Breast Cancer STRAT4-testen er en polymerasekjedereaksjonbasert semikvantitativ analyse med kvalitative
avskjeringsverdier for mRNA-er for gstrogenreseptor (ESRI), progesteronreseptor (PGR), human epidermal
vekstfaktorreseptor 2 (ERBB2/HER?2) og celledelingsmarkeren Ki-67 (MKi67) isolert fra formalinfiksert og
parafininnkapslet (FFPE) invasiv brystkreft-vev. RNA-et ekstraheres fra et tumorberiket omrade av et vevssnitt for
mikroskop som identifisert av en patolog. Testen brukes sammen med andre kliniske data og laboratoriedata for &
klassifisere brystkreftvev vedrerende deres hormonreseptorstatus, HER2-reseptorstatus og celledelingsmarkerstatus. Testen
er beregnet brukt med GeneXpert®-systemet, som inkluderer RNA-isolering fra FFPE-vev samt amplifikasjon og deteksjon
av méalsekvenser i patronen.

Xpert Breast Cancer STRAT4-testen er ikke tiltenkt som:

e En prediktor for sykdommens alvorlighet
e En enkeltstdende enhet for diagnostisk testing av brystkreft
e En prognostikator for tilbakevendende sykdom

Indikasjoner for bruk: Testen er tiltenkt brukt ved vurdering av mRNA-nivéene av ESRI, PGR, ERBB2 og MKi67 i invasiv
brystkreft-vev innhentet fra pasienter og klargjort som FFPE-prever, og som et hjelpemiddel ved klinisk evaluering sammen
med andre laboratoriedata.

4 Oppsummering og forklaring

Brystkreft er en av de vanligste kreftformene hos kvinner pa verdensbasis, med cirka 1,7 millioner nye tilfeller av brystkreft
hvert &r.! I Europa diagnostiseres cirka 494 000 nye tilfeller hvert dr, og 143 000 pasienter vil de av sykdommen. I USA

ble det diagnostisert cirka 200 000 nye tilfeller av invasiv brystkreft i 2015.2 Brystkreft er den vanligste arsaken til
kreftmortalitet blant kvinner i u-land og den nest vanligste arsaken til kreftmortalitet (etter lungekreft) blant kvinner i i-
land.2

Hos kvinner er brystkreft den vanligst diagnostiserte kreftformen og den fremste &rsaken til kreftdedsfall.!
Brystkreftmortalitet er redusert med 34 prosent siden 1990, stort sett pa grunn av bedre behandling og tidlig oppdagelse.3
Malinger av ER- og PR-proteinuttrykk er prognostiske for utfall av brystkreft, og de forutsier respons pa tamoxifen og andre
hormonbehandlinger.45:6.7 HER2-overuttrykk gir en negativ prognose hos kvinner med brystkreft, men enda viktigere,
respons pa trastuzumab eller andre behandlinger rettet mot HER2 forutsies av proteinoveruttrykk av HER2 (ERBB2)

eller amplifikasjon av HER2-genet.8 Celledelingsmarkeren Ki-67 (MKi67) har blitt studert i bredt omfang i retrospektive
studier som omfatter brystkreftpasienter®, og anses som en viktig indikator for behovet for behandling med cellegift.!®
Metaanalyser har vist at det er forbundet med lavere overlevelse i tidlig brystkreft.!! Gitt hvor viktige disse markerene er
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ved valg av et effektivt behandlingsprogram for en pasient med brystkreft, anbefaler behandlingsretningslinjene til European
Society for Medical Oncology (ESMO) at alle primzre brystkarsinomer testes for ER, PR, HER2 (ERBB2) og Ki67 ved
diagnosetidspunktet.!2

Immunhistokjemi (IHC) brukes ofte for maling av proteinuttrykk av ER, PR, HER2 og Ki67. For HER2-uttrykk er IHC
typisk den forste testen som utfores, og resultatene rapporteres pa en skala fra 0 til 3+. Hvis resultatet er tvetydig for HER2-
uttrykk (2+), sendes proven til en HER2 in situ-hybridisering (ISH)-analyse, som fluorescens in situ-hybridisering (FISH)
eller kromogen in situ-hybridisering (CISH) som ser etter amplifikasjon av HER2-genet.!3 Det er vist en hgy grad av
variasjon i resultatene for IHC og ISH nar de sammenlignes pa tvers av laboratorier, stort sett pa grunn av forskjeller i
antistoffene som brukes for [HC, samt subjektivitet i tolkningsmetoder.!4

Xpert Breast Cancer STRAT4-testen er en in vitro diagnostisk test brukt til & bestemme mRNA-uttrykksnivaene til ESRI,
PGR, ERBB2 og MKi67 isolert fra FFPE-prover av invasiv brystkreft-vev.

Analysen utferes i en selvstendig reagenskassett etter et kort eksternt klargjering av provelysat-trinn og krever mindre enn
15 minutter manuell tid med en total behandlingstid p& mindre enn 2 timer.

5 Prosedyrens prinsipp

Xpert Breast Cancer STRAT4-testen er en sanntids -polymerasekjedereaksjon (PCR)-analyse for deteksjon av mRNA-er for
ESR1, PGR, ERBB2 og MKi67 isolert fra formalinfiksert og parafininnkapslet (FFPE) invasivt brystvev. Analysen utfores
pa Cepheid GeneXpert-instrumentsystemene. GeneXpert Instrument-systemene automatiserer og integrerer rensing av
prover, amplifikasjon av nukleinsyre og deteksjon av malsekvensen i enkle eller komplekse prover ved bruk av sanntids RT-
PCR. Systemene bestar at et instrument, en strekkodeskanner, en datamaskin og forhdndsinstallert programvare for & kjore
tester og vise resultatene. Systemene bruker GeneXpert-patroner til engangsbruk som inneholder RT-PCR-reagensene, og
hvor RT-PCR-prosessen utfores. Se den relevante operaterhandboken for GeneXpert-instrumentsystemet for en fullstendig
beskrivelse av systemene.

Xpert Breast Cancer STRAT4-testen inkluderer reagenser for samtidig deteksjon av ESR1, PGR, ERBB2, MKi67, et
cytoplasmisk FMR 1-interagerende protein 1 (CYFIP1) referansegen, en intern RT-PCR-kontroll (CIC) og en intern
probekontroll (PCC). Referansegenet verifiserer tilstrekkelig preve og brukes til & normalisere mRNA-uttrykksnivaene for
ESR1, PGR, ERBB2 og MKi67. Den interne RT-PCR-kontrollen (CIC) brukes til & verifisere at RT-PCR-reaksjonen gikk
riktig for seg. PCC verifiserer reagensperlerehydrering, RT-PCR-rerfylling i patronen, probeintegritet og fargestoffstabilitet
i patronen. Analysen bruker totalt seks distinkte fluorescenskanaler for deteksjon av mal eller kontroll/referanse med sine
egne avskj@ringsparametre for gyldighet av mal/kontroll/referanse.

FFPE-provene ma forst behandles med Xpert® FFPE-lyseringssettet ved & preparere et 4-5 pm tykt vevssnitt hvor FFPE-
vevet forst makrodissekeres, om nedvendig, for & anrike omradet med invasiv tumor, og deretter skrapes og plasseres i et ror
sammen med den anbefalte mengden FFPE-lyseringsreagens og proteinase K. Losningen inkuberes deretter i en varmeblokk
ved 80 °C i 30 minutter. Deretter blandes etanol med proven, og den anbefalte mengden av det klargjorte provelysatet
tilsettes deretter direkte i en testpatron. Testpatronen settes inn i en modul i et GeneXpert instrumentsystem hvor rensing,
amplifikasjon og sanntidsdeteksjon av nukleinsyre er helautomatisert og fullstendig integrert i systemet. Alle reagensene
som trengs for preveklargjoring og RT-PCR-analyse i systemet, er forhandslastet i patronen. Nukleinsyrene i lysatet fanges
pa et filter, vaskes og elueres med sonikering. Den rensede nukleinsyren blandes med terre RT-PCR-reagenser, og lesningen
overfores til reaksjonsroret for RT-PCR og deteksjon. Tiden det tar & fé et resultat, er cirka 75 minutter i GeneXpert.

Avskjeringene for deteksjon som Xpert Breast Cancer STRAT4-testen bruker i hver fluorescenskanal, ble etablert for

a maksimere positivt, negativt og totalt samsvar i prosent sammenlignet med referanselaboratorieresultatene med IHC

eller IHC/FISH for hvert mal. IHC for ER, PR, Ki67 og HER2 samt FISH for HER2 ble prosessert og scoret i henhold til
instruksjonene i bruksanvisningen. Tolkning av -resultater ble fullfert i henhold til retningslinjene i ASCO/CAP 2013 .15
Tumorer ble klassifisert som ER eller PR IHC-positive nar > 1 % av invasiv tumor-celler viste definitiv nuklezr farging,
uavhengig av fargingens intensitet. HER2-uttrykket ble evaluert med HercepTest (IHC)-settet (Dako) og scoret som 0,

1+, 2+ eller 3+. Tumorer scoret som 2+ ble sendt til HER2 FISH med PathVysion HER2 DNA-probesettet (Vysis-Abbott,
Chicago, IL, USA). Tilfeller ble ansett som HER2-positive hvis scoret 3+ med IHC og/eller amplifisert med FISH (definert
som HER2:CEP17 (forhold > 2,0), og/eller gjennomsnittlig HER2-kopiantall > 6,0 signaler/celle i henhold til 2013 ASCO/
CAP Clinical Practice Guideline Update for HER2 Testing in Breast Cancer.!3 For Ki67 ble tumorer klassifisert som
positive (hoy) nar > 20 % av invasiv tumor-celler viste definitiv nuklear farging, uavhengig av fargingens intensitet.

Nar det gjelder referansegenkontrollen og den interne RT-PCR-kontrollen, definerer avskjringene for deteksjon omrader
med minimum og maksimum syklusterskel (Ct) PCR-verdier som bestemmer et gyldig resultat, en tilstrekkelig minimum
proveinngang, og ingen PCR-hemming. Nar det gjelder mélene for ESR1, PGR, ERBB2 og MKi67, defineres avskjaeringene
for deteksjon av verdier for deltasyklusterskel (dCt) (referansegenets Ct minus malgenets Ct) som bestemmer POSITIV
(POSITIVE) kontra NEGATIV (NEGATIVE) resultater for et gitt mal i en kanal.
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6 Reagenser og instrumenter

6.1 Materialer som felger med

Xpert Breast Cancer STRAT4-settet inneholder tilstrekkelig reagenser til & prosessere 10 kvalitetskontrollprever eller FFPE-
lysater klargjort med Xpert FFPE Lysis Kit (katalognr. GXFFPE-LY SIS-CE-10). Xpert Breast Cancer STRAT4-settet
inneholder folgende:

Xpert Breast Cancer STRAT4-reagenskassetter

med integrerte reaksjonsror 10

e Perle 1, 2 og 3 (frysetarket) 1 per reagenskassett

e Skyllereagens 1,0 ml per reagenskassett
e FElueringsreagens 2,0 ml per reagenskassett
CD 1 per sett

e Analysedefinisjonsfil (ADF)
e Bruksanvisning
e ONCore rapportfiler

Sikkerhetsdatablad (SDS) er tilgjengelig pa www.cepheid.com eller www.cepheidinternational.com pa fanen STGTTE
Merk suppoRT)

Det bovine serumalbuminet (BSA) i perlene i dette produktet er utelukkende produsert av bovint plasma fra USA. Intet
Merk dravtyggerprotein eller annet animalsk protein ble gitt til dyrene; dyrene besto testing ante og post mortem. Det var
ingen blanding av materialet med andre animalske materialer under behandlingen.

7 Oppbevaring og handtering

Oppbevar Xpert Breast Cancer STRAT4-settets innhold ved 2-28 °C.
Ikke &pne lokket pa patronen for du er klar til & utfore testing.

Bruk patronen innen 30 minutter etter at lokket apnes.

Ikke bruk en patron som har lekket.

8 Nadvendige materialer som ikke felger med

o Xpert FFPE-lyseringssett (katalognr. GXFFPE-LY SIS-CE-10) for klargjering av FFPE-lysat. Dette settet inneholder
FFPE lyseringsreagens, proteinase K (PK), 1,5 ml rer og 5 ml flasker.
Vortex-blander.
Pipetter og pipettespisser med aerosolfilter som egner seg for a pipettere 600 ul 1,2 pl og 520 pl.

Datamaskin med proprieteer GeneXpert-programvare versjon 4.7b eller nyere eller Xpertise versjon 6.4b eller nyere,
strekkodeskanner og relevant operaterhdndbok for GeneXpert instrumentsystem.

e Skriver: Hvis det er behov for en skriver, kontaktes Cepheids tekniske brukerstette for & arrangere kjop av en anbefalt
skriver.

9 Advarsler og forholdsregler

Kun til in vitro diagnostisk bruk.

Alle biologiske prover skal behandles som om de er i stand til & overfere smittsomme agenser. Alle humane prover
skal behandles med standard forholdsregler. Retningslinjer for héndtering av prover er tilgjengelig fra Verdens
helseorganisasjon eller U.S. Centers for Disease Control and Prevention.

Folg institusjonens sikkerhetsprosedyrer for arbeid med kjemikalier og hdndtering av biologiske prover.
Ytelsesegenskapene til denne testen er etablert med prevetypen som er oppfort i Avsnitt 3. Ytelsen til denne analysen
med andre pravetyper eller prover er ikke evaluert.
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Viktig

Viktig

FFPE-vev ma prosesseres med Xpert FFPE-lyseringssettet (katalognr. GXFFPE-LY SIS-CE-10).

Ufullstendig fjerning (skraping) av tumoromradet fra objektglasset for klargjering av FFPE-lysatet kan fore til
utilstrekkelig materiale for analysen og derfor en hoyere enn forventet andel ubestemmelig/ugyldig med Xpert Breast
Cancer STRAT4-testen.

Ikke apne Xpert Breast Cancer STRAT4-patronens lokk unntatt nar du tilsetter klargjort FFPE-lysat.

Ikke bruk en patron som har falt etter at den ble tatt ut av emballasjen.

Ikke rist patronen. Hvis patronen ristes eller faller etter at patronens lokk er &pnet, kan den gi ugyldige resultater.
Ikke bruk en patron som har et skadet reaksjonsrer.

Hver Xpert Xpert Breast Cancer STRAT4-patron til engangsbruk brukes til & prosessere én test. Brukte patroner skal
ikke gjenbrukes.

Ikke bruk en patron hvis den ser vét ut, eller hvis lokkets forsegling ser ut til & ha blitt brutt.
Ikke plasser prave-ID-etiketten pd patronens lokk eller pa strekkodeetiketten.

God laboratoriepraksis, inkludert bytte av hansker mellom handtering av pasientprever, anbefales for & unngé
kontaminasjon av prever eller reagenser.

e Konsulter institusjonens miljeavfallspersonell om riktig avhending av brukte patroner og ubrukte reagenser. Kontroller
lokale forskrifter siden de kan avvike fra nasjonale avhendingsforskrifter. Materialet kan utvise egenskaper til farlig
avfall som har spesifikke avhendingskrav. Institusjoner skal kontrollere sine krav for avhending av farlig avfall.

10 Kjemiske farer16.17

T henhold til det globalt harmoniserte systemet for klassifisering og merking (GHS) anses dette materialet ikke som farlig.

11 Provetaking og transport og oppbevaring av prever

e Brukes kun med FFPE-praver prosessert med Xpert FFPE Lysis Kit (katalognr. GXFFPE-LY SIS-CE-10). Felg ASCO/
CAP-retningslinjer!3 for klargjoring av FFPE-vev.

e FFPE-lysat skal klargjeres fra FFPE tumorblokken med det storste omradet med levedyktig brystkarsinom (minst 30 %
tumorceller), og manuell makrodisseksjon skal utferes, om nedvendig, for testing i Xpert Breast Cancer STRAT4-testen.
For tumorprever mindre enn 10 mm? med mindre enn 30 % tumor kan det veere nedvendig & bruke prosedyren med
konsentrert lysat eller mer enn ett 4-5 pum snitt for & oppna gyldige resultater.

FFPE-lysat skal transporteres til laboratoriet ved 2—8 °C.

FFPE-lysat er holdbart opptil 1 uke ved 2—8 °C eller 4 uker ved < -20 °C for testing med Xpert Breast Cancer STRAT4.
Oppbevar ved -80 °C for langtidsoppbevaring. Det anbefales ikke mer enn 1 fryse—tine-syklus. Ved tining tiner du til
romtemperatur og vortex-blander FFPE-lysatet i 15 sekunder for bruk.

12 Prosedyre

Bruk av Xpert Breast Cancer STRAT4-patronen krever klargjering av et lysat med Xpert FFPE-lyseringssettet
(katalognr. GXFFPE-LYSIS-CE-10).

Start analysen innen 30 minutter etter at den klargjorte preven er tilsatt i patronen.

12.1 Klargjere FFPE-lysatet
Klargjer FFPE-lysat i henhold til bruksanvisningen for FFPE-lyseringssettet.

12.2 Klargjgre patronen

1. Ta patronen ut av pappemballasjen.

2. Vortex-bland klargjort FFPE-lysat i 15 sekunder for bruk.
3. Apne lokket pa patronen.
4

. Bruk en pipette til & overfore 520 pl FFPE-lysat til patronens prevekammer. (Merk: Det kan vere en liten mengde
presipitat til stede, som ikke pavirker analysens ytelse.)

Xpert® Breast Cancer STRAT4
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Oppbevar resterende FFPE-lysat ved 2—8 °C eller <20 °C i tilfelle det mé utfores en ny test.

Eksempelkammer
(stor apning)

Figur 1. Xpert Breast Cancer STRAT4-patron (sett ovenfra).

5. Lukk lokket pé patronen. Serg for at lokket knepper skikkelig pa plass.

12.3 Starte testen

Vikti Sorg for at analysedefinisjonsfilen (ADF) for Xpert Breast Cancer STRAT4 er importert i programvaren for
9 testen startes.

Dette avsnittet inneholder standardtrinnene for & bruke GeneXpert-systemet. Se operatorhandboken for GeneXpert Dx-
systemet eller operatorhdandboken for GeneXpert Infinity-systemet, avhengig av instrumentet som brukes, for mer detaljerte
instruksjoner.

Merk Trinnene du fglger, kan avvike hvis systemadministratoren har endret systemets standard arbeidsflyt.

1. Sla pa GeneXpert-instrumentet:

* Hvis GeneXpert Dx-instrumentet brukes, sla forst paA GeneXpert Dx-instrumentet og sl deretter pa datamaskinen.
GeneXpert-programvaren vil starte automatisk eller kan kreve at du dobbeltklikker pé ikonet til GeneXpert Dx-
programvaren pa skrivebordet i Windows®.

eller

*  Hvis GeneXpert Infinity-instrumentet brukes, sla pa instrumentet. Xpertise-programvaren vil starte automatisk eller
kan kreve at du dobbeltklikker pa ikonet til Xpertise-programvaren pa skrivebordet i Windows.

. Logg pé programvaren til GeneXpert instrumentsystemet med ditt brukernavn og passord. Klikk pa Opprett test

(Create Test) (GeneXpert Dx) eller klikk pa Bestillinger (Orders) og Bestill test (Order Test) (Infinity) i vinduet
til GeneXpert Dx-systemet. Vinduet Opprett test (Create Test) apnes.

. Skann eller skriv inn preve-ID-en. Hvis du skriver inn preve-ID-en, ma du passe pa at den skrives inn riktig. Prove-ID-

en er knyttet til testresultatene og vises i vinduet Vis resultater (View Results) og alle rapporter. Dialogboksen Skann
patron (Scan Cartridge) vises.

. Skann strekkoden pa Xpert Breast Cancer STRAT4-patronen. Vinduet Opprett test (Create Test) vises. Programvaren

bruker strekkodeinformasjonen til automatisk a fylle ut folgende felt: Velg analyse (Select Assay), Reagensparti-ID
(Reagent Lot ID), Patronserienummer (Cartridge SN).

. Klikk pa Start test (Start Test) (GeneXpert Dx) eller Send (Submit) (Infinity) i vinduet til GeneXpert Dx-systemet.

Legg inn passordet hvis du blir bedt om det.
For GeneXpert Dx-instrumentet:

a) Apne luken med den blinkende gronne lampen pé instrumentmodulen og last inn patronen.

b) Lukk luken. Testen starter, og den grenne lampen slutter & blinke. Nar testen er ferdig, slukker lampen.

c) Vent til systemet frigjor lasen pé luken for du dpner modulluken. Fjern patronen.

d) Kast brukte patroner i de riktige preveavfallsbeholderne i samsvar med institusjonens standard praksis. Se Avsnitt 9.

eller
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For GeneXpert Infinity-systemet plasseres patronen pa transportbandet. Patronen blir automatisk lastet inn, testen vil
kjere, og den brukte patronen vil plasseres i avfallsbeholderen.

13 Vise og skrive ut resultater

Dette avsnittet beskriver de grunnleggende trinnene for a vise og skrive ut resultater. Se operatorhdndboken for GeneXpert
Dx-systemet eller operatorhdndboken for GeneXpert Infinity-systemet, avhengig av instrumentmodellen som brukes, for mer
detaljerte instruksjoner vedrerende hvordan du viser og skriver ut resultatene.

1. Klikk pa Vis resultater (View Results) -ikonet for & vise resultatene.

2. Nar testen er ferdig, klikker du pa knappen Rapport (Report) i vinduet Vis resultater (View Results) for & vise og/eller
generere en PDF-rapportfil.

Hvis du bruker ONCore-programvaren til & generere en rapport, se brukerhandboken til GeneXpert ONCore-
programvaren pa ONCore brukerhandbok-CD-en for instruksjoner om hvordan du genererer en rapport. Se ogsa
rapportinstruksjonene for ONCore pa Xpert Breast Cancer STRAT4-CD-en for instruksjoner om hvordan du tolker
ONCore-rapporten for Xpert Breast Cancer STRAT4-testen.

Merk

14 Kvalitetskontroll

Hver test inneholder en referansegenkontroll (CYFIP1) og en probekontroll (PCC).

e CYFIPI-kontroll: Dette referansegenet brukes til 4 normalisere uttrykksnivéene for ESRI, PGR, ERBB2 og MKi67.
Det fungerer ogsé som en provetilstrekkelighetskontroll (SAC) som sikrer at proven inneholder tilstrekkelig RNA.
Det kreves et minimum CYFIP1-signal for et gyldig testresultat. Et CYFIPI-signal under minimumsmengden eller et
negativt signal indikerer at proven ikke inneholder tilstrekkelig RNA.

e CYFIPI-alternativ: Dette er en duplikat-CYFIP-kontroll som brukes i algoritmen nar deltasyklusterskelen (dCt) til
PGR eller MKi67 er under analysens avskjeringsinnstilling. For disse mélene trengs det et tilleggs minimum CYFIPI-
alternativsignal for & sikre et gyldig testresultat.

e Probekontroll (PCC): For PCR starter, maler GeneXpert instrumentsystemet fluorescenssignalet fra probene for &
overvake rehydrering av perler, fylling av reaksjonsrer, probeintegritet og fargestoffstabilitet. PCC bestér hvis den
oppfyller de validerte godkjenningskriteriene.

e Eksterne kontroller (folger ikke med): Eksterne kontroller skal brukes i samsvar med lokale og nasjonale
akkrediteringsorganisasjoners krav som relevant.

15 Tolkning av resultater

Resultatene tolkes automatisk av GeneXpert Instrument-systemet ut fra malte fluorescenssignaler og innebygde
beregningsalgoritmer og vises tydelig i vinduet Vis resultater (View Results) pa fanene Testresultater (Test Results) og
Analyttresultater (Analyte Results). Testresultateter (Test Results) og Analyttresultater (Analyte Results) vises ogsé i
Testrapporten (Test Report). De mulige resultatene vises i Tabell 1 og Tabell 2.

Tabell 1. Alle mulige resultater for Xpert Breast Cancer STRAT4-testen

Resultat vist CYFIP1 CYFIP1-alternativ CIC

ESR1 POSITIV
(ESR1 POSITIVE)

ESR1 NEGATIV

BESTATT (PASS) POS eller NEG POS eller NEG

(ESR1 NEGATIVE) BESTATT (PASS) POS eller NEG POS eller NEG
PGR POSITIV
(PGR POSITIVE) BESTATT (PASS) POS eller NEG POS eller NEG
PGR NEGATIV
(PGR NEGATIVE) BESTATT (PASS) POS POS eller NEG
8 Xpert® Breast Cancer STRAT4
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Resultat vist CYFIP1 CYFIP1-alternativ CiC
ERBB2 POSITIV
(ERBB2 POSITIVE) BESTATT (PASS) POS eller NEG POS eller NEG
ERBB2 NEGATIV
(ERBS NEGATIVE) BESTATT (PASS) POS eller NEG POS eller NEG
MKi67 POSITIV
(MKi? POSITIVE) BESTATT (PASS) POS eller NEG POS eller NEG
MKi67 NEGATIV
(VKI6? NEGATIVE) BESTATT (PASS) POS POS eller NEG
PGR UBESTEMMELIG
(POR INDETERMINATE) | BESTATT (PASS) NEG POS eller NEG
MKi67 UBESTEMMELIG
(MKi67 BESTATT (PASS) NEG POS eller NEG
INDETERMINATE)
GJENTATT TEST
(REPEAT TEST) BESTATT (PASS) POS eller NEG NEG
UGYLDIG (INVALID) | IKKE BESTATT (FAIL) NEG POS eller NEG
INTET RESULTAT INTET RESULTAT INTET RESULTAT
FEIL (ERROR) (NO RESULT) (NO RESULT) (NO RESULT)
INTET RESULTAT INTET RESULTAT INTET RESULTAT INTET RESULTAT
(NO RESULT) (NO RESULT) (NO RESULT) (NO RESULT)
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Tabell 2. Representative resultater og tolkning for Xpert Breast Cancer STRAT4

Resultat Tolkning

e ESR1-mRNA-transkriptet er overuttrykt og har en deltasyklusterskel
(dCt) over avskjeeringsinnstillingen.

ESR1 POSITIV e CYFIP1-BESTATT (PASS); CYFIP1-mRNA-transkript ble detektert
(ESR1 POSITIVE) og har en syklusterskel (Ct) innenfor det gyldige omradet og endepunkt
Se Figur 2. over terskelinnstillingen.
e Probekontroll - BESTATT (PASS); alle probekontrollresultater er
bestatt.

e PGR-mRNA-transkriptet er overuttrykt og har en deltasyklusterskel (dCt)
over avskjeeringsinnstillingen.

PGR POSITIV e CYFIP1-BESTATT (PASS); CYFIP1-mRNA-transkript ble detektert
(PGR POSITIVE) og har en syklusterskel (Ct) innenfor det gyldige omradet og endepunkt
Se Figur 2. over terskelinnstillingen.
e Probekontroll - BESTATT (PASS); alle probekontroliresultater er
bestatt.

e ERBB2-mRNA-transkriptet er overuttrykt og har en deltasyklusterskel
(dCt) over avskjeeringsinnstillingen.

ERBB2 POSITIV e CYFIP1—BESTATT (PASS); CYFIP1-mRNA-transkript ble detektert
(ERBB2 POSITIVE) og har en syklusterskel (Ct) innenfor det gyldige omradet og endepunkt
Se Figur 2. over terskelinnstillingen.
e Probekontroll — BESTATT (PASS); alle probekontroliresultater er
bestatt.

o MKi67-mRNA-transkriptet er overuttrykt og har en deltasyklusterskel
(dCt) over avskjeeringsinnstillingen.

MKi67 POSITIV e CYFIP1—BESTATT (PASS); CYFIP1-mRNA-transkript ble detektert
(MKi67 POSITIVE) og har en syklusterskel (Ct) innenfor det gyldige omradet og endepunkt
Se Figur 2. over terskelinnstillingen.
e Probekontroll — BESTATT (PASS); alle probekontroliresultater er
bestatt.

e ESR1-mRNA-transkriptet er ikke overuttrykt og har en deltasyklusterskel
(dCt) under avskjeeringsinnstillingen.

ESR1 NEGATIV e CYFIP1—BESTATT (PASS); CYFIP1-mRNA-transkript ble detektert
(ESR1 NEGATIVE) og har en syklusterskel (Ct) innenfor det gyldige omradet og endepunkt
Se Figur 3. over terskelinnstillingen.
e Probekontroll - BESTATT (PASS); alle probekontrollresultater er
bestatt.

e PGR-mRNA-transkriptet er ikke overuttrykt og har en deltasyklusterskel
(dCt) under avskjaeringsinnstillingen.

e CYFIP1—BESTATT (PASS); CYFIP1-mRNA-transkript ble detektert

PGR NEGATIV og har en syklusterskel (Ct) innenfor det gyldige omradet og endepunkt
(PGR NEGATIVE) over terskelinnstillingen.
Se Figur 3. e CYFIP1 alternativ — POS; CYFIP1 har en syklusterskel (Ct) innenfor det

gyldige omradet og endepunkt over terskelinnstillingen.

e Probekontroll - BESTATT (PASS); alle probekontrollresultater er
bestatt.
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Resultat Tolkning

o ERBB2-mRNA-transkriptet er ikke overuttrykt og har en
deltasyklusterskel (dCt) under avskjeeringsinnstillingen.

ERBB2 NEGATIV e CYFIP1—BESTATT (PASS); CYFIP1-mRNA-transkript ble detektert
(ERBB2 NEGATIVE) og har en syklusterskel (Ct) innenfor det gyldige omradet og endepunkt
Se Figur 3. over terskelinnstillingen.
e Probekontroll - BESTATT (PASS); alle probekontroliresultater er
bestatt.

o MKi67-mRNA-transkriptet er ikke overuttrykt og har en
deltasyklusterskel (dCt) under avskjeeringsinnstillingen.

e CYFIP1-BESTATT (PASS); CYFIP1-mRNA-transkript ble detektert

MKi67 NEGATIV og har en syklusterskel (Ct) innenfor det gyldige omradet og endepunkt
(MKi67 NEGATIVE) over terskelinnstillingen.
Se Figur 3. o CYFIP1 alternativ — POS; CYFIP1 har en syklusterskel (Ct) innenfor det

gyldige omradet og endepunkt over terskelinnstillingen.

e Probekontroll - BESTATT (PASS); alle probekontrollresultater er
bestatt.

o PGR-mRNA-uttrykksnivaet kan ikke bestemmes fordi preven inneholder
utilstrekkelig materiale. Gjenta testen med et mer konsentrert lysat.

e CYFIP1—BESTATT (PASS); CYFIP1-mRNA-transkript ble detektert

PGR ubestemmelig og har en syklusterskel (Ct) innenfor det gyldige omradet og endepunkt
(PGR Indeterminate) over terskelinnstillingen.
) e CYFIP1-alternativ — NEG; Syklusterskelen (Ct) til CYFIP1 var
Se Figur 4. ikke innenfor det gyldige omréadet eller endepunktet var under

terskelinnstillingen som er ngdvendig for bestemmelse av PGR-status.

e Probekontroll - BESTATT (PASS); alle probekontrollresultater er
bestatt.

o MKi67-mRNA-uttrykksnivaet kan ikke bestemmes fordi prgven
inneholder utilstrekkelig materiale. Gjenta testen med et mer konsentrert

lysat.
) . e CYFIP1—BESTATT (PASS); CYFIP1-mRNA-transkript ble detektert
MKi67 ubestemmelig og har en syklusterskel (Ct) innenfor det gyldige omradet og endepunkt
(MKi67 Indeterminate) over terskelinnstillingen.
Se Figur 4. e CYFIP1-alternativ — NEG; Syklusterskelen (Ct) til CYFIP1 var

ikke innenfor det gyldige omradet eller endepunktet var under
terskelinnstillingen som er ngdvendig for bestemmelse av MKi67-status.

e Probekontroll - BESTATT (PASS); alle probekontroliresultater er
bestatt.

o mRNA-uttrykksnivaene for ESR1/PGR/ERBB2/MKi67 kan ikke
bestemmes. Gjenta testen med en alikvot av gjenvaerende FFPE-
provelysat

e CYFIP1—BESTATT (PASS); CYFIP1-mRNA-transkript ble detektert
og har en syklusterskel (Ct) innenfor det gyldige omradet og endepunkt

GJENTATT TEST over terskelinnstillingen.
(REPEAT TEST) e CYFIP1-alternativ — POS/NEG; CYFIP1-mRNA-transkript ble detektert.
Se Figur 5. Transkriptet kan eller kan ikke ha en syklusterskel (Ct) innenfor det

gyldige omradet og endepunkt over terskelinnstillingen.

e CIC — NEG,; internkontrollen har en syklusterskel (Ct) utenfor det gyldige
omradet.

e Probekontroll - BESTATT (PASS); alle probekontrollresultater er
bestatt.
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Resultat Tolkning

e UGYLDIG (INVALID) — mRNA-uttrykksnivaene for ESR1/PGR/ERBB2/
MKi67 kan ikke bestemmes fordi praven inneholder utilstrekkelig
materiale. Gjenta testen med et mer konsentrert lysat.

e CYFIP1— IKKE BESTATT (FAIL); Syklusterskelen (Ct) til CYFIP1
var ikke innenfor det gyldige omradet, eller endepunktet var under

UGYLDIG (INVALID) terskelinnstillingen.

e CYFIP1-alternativ — NEG; Syklusterskelen (Ct) til CYFIP1 var
ikke innenfor det gyldige omradet, eller endepunktet var under
terskelinnstillingen.

e Probekontroll — BESTATT (PASS); alle probekontroliresultater er
bestétt.

e mRNA-uttrykksnivéene for ESR1/PGR/ERBB2/MKi67 kan ikke
bestemmes. Gjenta testen med en alikvot av gjenvaerende FFPE-
provelysat
ESR1/PGR/ERBB2/MKi67 — INTET RESULTAT (NO RESULT)
CYFIP1/CYFIP1-alternativ — INTET RESULTAT (NO RESULT)

Probekontroll - BESTATT (PASS)* / IKKE BESTATT (FAIL); alle eller ett
av probekontrollresultatene er ikke bestatt.

FEIL (ERROR)

* Hvis probekontrollen ble bestatt, ble feilen forarsaket av at
maksimal trykkgrense overskrider godkjenningsomradet, av
en kurvetilpasningsfeil eller av en systemkomponentsvikt.

o mRNA-uttrykksnivaene for ESR1/PGR/ERBB2/MKi67 kan ikke
bestemmes. Det ble innhentet utilstrekkelig data for & produsere et
testresultat. Dette kan for eksempel oppsta hvis operatgren stoppet en
test mens den kjorte. Gjenta testen med gjenveerende FFPE-pravelysat.

ESR1/PGR/ERBB2/MKi67 — INTET RESULTAT (NO RESULT)
CYFIP1/CYFIP1-alternativ — INTET RESULTAT (NO RESULT)
Probekontroll — IR (ikke relevant) (NA (not applicable))

INTET RESULTAT
(NO RESULT)
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Figur 2. GeneXpert Dx-vinduet Vis resultater: ESR1/PGR/ERBB2/MKi67 POSITIVE.

ESR1 NEGATIVE;
PGR NEGATIVE;
ERBB2 NEGA
MKi67 NEGATIVE
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Figur 3. GeneXpert Dx-vinduet Vis resultater: ESR1/PGR/ERBB2/MKi67 NEGATIVE.
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Figur 4. GeneXpert Dx-vinduet Vis resultater: MKi67 UBESTEMMELIG.
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Figur 5. GeneXpert Dx-vinduet Vis resultater: GJENTATT TEST (REPEAT TEST)
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16 Grunner til a gjenta testen

Gjenta testen med en ny patron (patronen skal ikke gjenbrukes).

e Et GJENTA TESTEN (REPEAT TEST) resultat indikerer at internkontrollen ikke besto. Praven ble ikke prosessert
skikkelig. I dette tilfellet gjentas testen med en ny 520 pl alikvot av det samme FFPE-lysatet.

e Et UGYLDIG (INVALID) resultat indikerer at referansekontrollen ikke besto. Preven ble ikke prosessert skikkelig, PCR
ble hemmet, eller tilgjengelige RNA-kvaliteten i tumoren var utilstrekkelig. I dette tilfellet gjentas testen med et mer
konsentert FFPE-lysat i henhold til instruksjonene i bruksanvisningen for FFPE-lyseringssettet.

e Et FEIL (ERROR) resultat indikerer at probekontrollen ikke besto, og at analysen ble avbrutt, muligens pa grunn av at
reaksjonsreret ikke ble fylt riktig, et reagensprobeintegritetsproblem ble detektert, fordi maksimumsgrensene for trykk
ble overskredet, eller en ventilposisjoneringsfeil ble detektert. I dette tilfellet gjentas testen med en ny 520 ul alikvot av
det samme FFPE-lysatet.

e EtINTET RESULTAT (NO RESULT) indikerer at det ble innhentet utilstrekkelige data. For eksempel at operateren
stoppet en test mens den kjerte, eller det oppsto strembrudd. I dette tilfellet gjentas testen med en ny 520 pl alikvot av
det samme FFPE-lysatet.

e Hvis en ekstern QC ikke presterer som forventet, gjentar du testen av den eksterne kontrollen og/eller kontakter Cepheid
for hjelp.

17 Begrensninger

e Modifikasjoner av disse prosedyrene kan pavirke testens ytelse. Resultater fra Xpert Breast Cancer STRAT4 skal tolkes
sammen med andre laboratoriedata og kliniske data som er tilgjengelig for klinikeren.

e Ytelsen til Xpert Breast Cancer STRAT4 ble validert med prosedyrene i denne bruksanvisningen og med FFPE-prover
som var fem til ti &r gamle.
Ytelsen til Xpert Breast Cancer STRAT4 er kun validert med prosedyrene oppgitt i denne bruksanvisningen.
Feilaktige proveresultater kan oppsta fra feil prevetaking, feil handtering eller oppbevaring av prover eller forveksling av
prover. Instruksjonene i denne bruksanvisningen ma felges noye for & unnga feilaktige resultater.
Ytelsesegenskaper ble ikke etablert for pasienter yngre enn 25 &r.
Mutasjoner eller polymorfismer i primer- og probebindingsregioner kan fore til feilaktige, men troverdige resultater for
ESR1, PGR, ERBB2 og MKi67.

18 Ytelsesegenskaper

18.1 Klinisk ytelse

Ytelsesegenskapene til Xpert Breast Cancer STRAT4-testen ble evaluert i forhold til IHC-resultater for ER, PR, HER2

og Ki67 og i forhold til fluorescens in situ-hybridisering (FISH) for amplifikasjon av HER2-genet pa steder i USA og

EU. Opprinnelig ble totalt 211 avidentifiserte rest-FFPE-prever av primere invasive brystkrefttumorer fra USA og EU
innlemmet i denne studien. 10 prever ble ekskludert fordi det ikke var nok tumor tilgjengelig for testing, og én preve ble
ekskludert pa grunn av tilbaketrukket samtykke. Dermed var totalt 200 prever tilgjengelig for & inkluderes i dataanalysene.
For hver FFPE-prove ble det klargjort flere snitt for testing med Xpert; for [HC-testing av ER, PR, HER2 og Ki67; og for
FISH-testing av amplifikasjon av HER2-genet.

Totalt ga Xpert Breast Cancer STRAT4 gyldige resultater pa ferste testforsek for 99,5 % (199/200) av studieprevene. En
preve som forst ga et ubestemmelig resultat (FEIL (ERROR), UGYLDIG (INVALID) cller INTET RESULTAT (NO
RESULT)), ga et testresultat etter en enkelt ny test. Den samlede andelen av vellykket analyse var 100,0 % (200/200).

Av de 200 provene med gyldige Xpert testresultater ga ESR1 og ERBB2 et gyldig positivt eller negativt testresultat 100 %
av tiden (200/200). For PGR og MKi67 ga Xpert et gyldig positivt eller negativt testresultat i henholdsvis 98,5 % (197/200)
0g 97,0 % (194/200) av tilfellene. De 7 provene med Xpert ubestemmelig resultater for PGR og/eller MKi67 ble testet pa
nytt med metoden med konsentrert FFPE-lysat. Resultatene fra bade den opprinnelige testen (forste forsek) og den nye
testen vises i Tabell 3.

For hele datasettet, inkludert resultatene fra ny test, viste Xpert Breast Cancer STRAT4 et positivt samsvar i prosent (PPA)
pa 97,2 %, et negativt samsvar i prosent (NPA) pa 95,0 % og et totalt samsvar i prosent (OPA) pa 97,0 % for ESR1 i forhold
til IHC;!8PPA p4 88,4 %, NPA pa 90,7 % og OPA pa 88,9 % for PGR i forhold til IHC;!8 PPA pa 100,0 %, NPA pé 92,4 %
og OPA pa 93,3 % for ERBB2 i forhold til IHC;!® og PPA p& 100 %, NPA p& 92,0 % og OPA pé 93,3 % for ERBB2 i
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forhold til HER2 FISH.!? For MKi67 en PPA pé 88,8 %, NPA pa 100 % og OPA pé 90,7 % med IHC-terskelen satt til >
20 % for positiv og < 10 % for negativ. MKi67 IHC ubestemmelig prever (10-20 % terskel, inklusive) ble ekskludert fra
analysen. Samlet PPA, NPA og OPA for hvert mal vises i Tabell 3.

Tabell 3. Klinisk ytelse

Sammenligning  patasett® Totalt (n)° PPA 95% Cl NPA 95% Cl OPA 95% Cl

ESR1/ER | Opprinnelig 199 ( 19774/21 ;/"9) 93,6-98,8 | 100 % (20/20) |  83,9-100 ( 19974531 ;A’g) 94,3-98,9
kontra IHC tZ:S; as‘:;tt 199 ( 19774/21 ;A’g) 93,6-98,8 ?15;;0/‘; 76,4-99,1 ( 19973;?1 °9/°9) 93,6-98,6
PGR/PR Opprinnelig 196 ( 183?7'5’1 ;/‘;) 83,0-93,0 ?32;4‘)2/‘; 81,0-97,5 ( 1879;1 °9/°6) 84,8-93,3
kontra IHC t::s;és c:;/ntt 198 (183?7’?1 ?5) 82:4-92,5 (9255/74;/3 78,4-96,3 (1878é/91 Z)s) 83,8-92,5
ERBB2/HER2 | Opprinnelig 180 100 % (22/22) | 85,1-100 ( 19426?1 °5/°8) 87,2-95,6 ( 19635?1 °8/°0) 88,7-96,1
kontra IHC t::S; :ﬁ’;‘u 180 100 % (22/22) | 85,1-100 ( 19426;11 °5/°8) 87,2-95,6 ( 19635/31 Z’O) 88,7-96,1
ERBB2/HER2 | Opprinnelig 178 100 % (28/28) | 87,9-100 ( 1932é§)1 °5/°0) 86,5-95,4 ( 19636/31 °7A’8) 88,6-96,1
kontra FISH tZ:S; ;‘r’]’;ﬁ 178 100 % (28/28) | 87,9-100 ( 1932;1 °5/°0) 86,5-95,4 ( 1963é?1 "7/"8) 88,6-96,1
ERBB2/HER2 | Opprinnelig 197 100 % (27/27) | 87,5-100 ( 19515'/21 °7/°0) 86,0-94,6 ( 19:2';‘1 °9/°7) 87,8-953
)l(ﬁgrt»fk;nstﬁ ;‘:S; ascr’]';,”tt 197 100 % (27/27) | 87,5-100 ( 19515;/21 ;A’O) 86,0-94,6 ( 19§é?1 3’7) 87,8-953
MKi67/Ki67 | Opprinnelig 148 (181%/71 ;/Z) 81,9-932 | 100 % (24/24) |  86,2-100 ( XL :f’s) 847-943
kontra IHC t::S; :ﬁ’;‘u 151 ( 18181’/81 ;/"5) 82,1-932 | 100 % (26/26) | 87,1-100 ( 19307'/71"5/"1) 85,0-94,4

a Opprinnelig = 1X lysat i henhold til instruksjonene i bruksanvisningen; Ny test = resultat fra ny test med et 4X konsentrert lysat i
tilfeller hvor den opprinnelige preven (1X lysat) ga et ubestemmelig resultat for PGR og/eller MKi67.

b Prgver med ubestemmelige Xpert-resultater, prover med tvetydige eller ubestemmelige IHC-resultater, prever med mislykket IHC
og mislykket FISH er ekskludert.

19 Analytisk ytelse

19.1 Analytisk sensitivitet / minimum analyseinngang

Minimum analyseinngang ble bestemt ved & vurdere maksimal CYFIP1 Ct (referansegen) som neyaktig bestemmer
preveinngangen som behgves for robust analyseytelse. Denne preveinngangen sikrer at gyldige resultater oppnas i de fleste
kliniske FFPE-provene som testes. Prover med en CYFIP1 Ct-verdi storre enn den som er tillatt, vil generere et UGYLDIG
(INVALID) resultat.

Den analytiske sensitiviteten / minimum analyseinngangen for Xpert Breast Cancer STRAT4-testen, definert som
maksimum CYFIP1 Ct som gir > 95 % gyldige resultater, ble etablert med fortynninger av FFPE klinisk prove-lysater for &
utfordre CYFIP1 Ct. For & vurdere sensitiviteten til CYFIP1 Ct ble FFPE klinisk preve-lysat serielt fortynnet og testet med
n = 20 replikater per fortynningsniva over 3 dager til <95 % av testresultatene var gyldige. Fortynningsnivdene inkluderte
én prove ved den forventede minimum analyseinngangen, to nivaer under det og to nivder over. Testingen ble utfort pa to
partier med Xpert Breast Cancer STRAT4-patroner.

For igangsetting av studien ble det utfert blankverdigrensetesting med n = 60 replikater med to uavhengige partier med
Xpert Breast Cancer STRAT4-patroner. Blankverdigrensepreven besto av et blankt parafinsnitt (ingen vevspreve), og alle
testresultatene viste forventede UGYLDIG ( UGYLDIG (INVALID) ) resultater. Serielle fortynninger av den kliniske
FFPE vevsproveinngangen ved 1/1000 ga 20/20 gyldige CYFIP1 Ct-er med gjennomsnittlig Ct = 33,4 og 0,6 SD fra parti
1 med Xpert Breast Cancer STRAT4-testen og gjennomsnittlig Ct = 33,6 og 0,5 SD fra parti 2. Videre fortynninger med

16

Xpert® Breast Cancer STRAT4
301-4981-NO, Rev. E
Mars 2023



Xpert® Breast Cancer STRAT4

senere CYFIP1 Ct-verdier oppfylte ikke > 95 % gyldige resultater som krevdes for studien. Tabell 4 oppsummerer antall
gyldige testkjoringer ved hvert serielt fortynnede preveinngangsnivd som relativ fortynning eller som gjennomsnittlig
CYFIP1 Ct. Den analytiske sensitiviteten med to partier med Xpert Breast Cancer STRAT4-testpatroner viste minimum
analyseinngangskrav for CYFIP1 Ct = 33.,4. Denne verdien, kombinert med analysevariasjon, ville tillate at den evre
grensen CYFIP1 Ct = 35 settes for Xpert Breast Cancer STRAT4-testen.

Tabell 4. Minimum analyseinngang i Xpert Breast Cancer STRAT4

. Prgveinngang Gjennomsnittlig N gyldig
Settpartl (relativ fortynning) |  CYFIP1 Ct SD kjgring (Ct < 35)
1/20 27,6 0,4 20/20
1/100 29,8 0,3 20/20
1/1000 334 0,6 20/20
00801 (parti 1)
1/2000 34,2 0,5 9/20
1/4000 34,5 0,5 2/20
NTC IIA I1A 0/20
1/20 27,8 0,3 20/20
1/100 30,0 0,3 20/20
1/1000 33,6 0,5 20/20
00903 (parti 2)
1/2000 34,2 0,4 9/20
1/4000 34,6 0,0 1/20
NTC IIA I1A 0/20

19.2 Interferenstesting

Tilstetende normalt/ikke-tumor vev

Normalt tilstatende (ikke-tumor) vev (NAT) er ofte til stede blant brystkreftvevsprever som kontaminanter som potensielt
interfererer med deteksjon av bestemt mal. Xpert Breast Cancer STRAT4-testen kan kreve at et FFPE-snitt av en patologisk
verifisert brysttumor makrodissekeres for & minimere potensielle effekter av ikke-tumor-kontaminanter i relevante tilfeller
som bestemt av en patolog. For & vurdere effekten av tilstatende normale/ikke-tumor vev ble femten (15) FFPE-vevblokker
med invasiv brystkarsinom som inneholdt 21-98 % omkringliggende NAT, testet med Xpert Breast Cancer STRAT4-testen
med og uten makrodisseksjon. Xpert Breast Cancer STRAT4-testing ble utfort med n = 4 replikater fra samme lysat per
betingelse. ESR1, PGR, ERBB2 og MKi67 dCt-er for hver vevsprove med makrodisseksjon (stolpediagram i blatt) eller
uten makrodisseksjon (stolpediagram i svart) ble forst evaluert via enveis ANOVA for & bestemme statistisk interferens fra
NAT. Klinisk signifikant interferens fra NAT ble ansett & veere til stede nar ddCt (delta-delta Ct) mellom prover med og uten
makrodisseksjon var > 1,0 og det var en endring i testresultatet. Studieresultatene er oppsummert i Figur 6.

ESR1, PGR, ERBB2 og MKi67 dCt-er for alle de 15 prevene ble gruppert basert pa % NAT ( <30 %, 31-60 % eller

> 61 %). Bla og svarte loddrette stolpediagrammer med SD representerer gjennomsnittlige mal-dCT-er fra n = 4 replikater
av FFPE-snitt med og uten makrodisseksjon av en FFPE invasiv brystkreft-blokk. Alle de 15 FFPE-blokkene (n = 1 under
30 % NAT, n =8 med 31-60 % NAT og n = 6 over 60 % NAT) viste enten ingen statistisk signifikans av interferensen fra
tilstatende normalt/ikke-tumor vev basert pa enveis ANOVA-analyser med p-verdi > 0,05; eller ingen klinisk signifikans
(markert som #) hvis variasjonen i delta Ct-verdier for hvert mal mellom prever med og uten makrodisseksjon var < 1,0,
eller nar maltestresultatene (positive, negative) forble upévirket.
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ERBB2 dCt PGR dCt ESR dCt

MKi67 dCt

Figur 6. Interferens fra tilstotende normalt/ikke-tumor vev med Xpert Breast Cancer STRAT4 mal-dCt-er
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DCIS, nekrotisk, hemoragisk vev

For & vurdere effekten av ductalt carcinoma in situ (DCIS), nekrotiske og hemoragiske vev ble totalt 9 FFPE
brysttumorprever (3 FFPE brysttumorblokker som inneholdt 3—-61 % DCIS, 3 FFPE-blokker som inneholdt 10-65 %
nekrotisk vev, og 3 FFPE-blokker som inneholdt 15-41 % hemoragisk vev) testet med Xpert Breast Cancer STRAT4-
testen med og uten makrodisseksjon. Xpert Breast Cancer STRAT4-testen ble utfert med n = 4 replikater fra samme lysat
per betingelse. Alle testbetingelsene ble funnet & ha enten ingen statistisk eller ingen klinisk signifikant pavirkning fra
varierende kontaminasjoner av DCIS, nekrotisk og hemoragisk vev med Xpert Breast Cancer STRAT4-testen (grafiske data
ikke vist).

Humant genomisk DNA (hgDNA)

Xpert Breast Cancer STRAT4-testen bruker sveert spesifikke primere og prober til effektivt & hybridisere med mal-mRNA-
templatene for ESR1, PGR, ERBB2 og MKi67 fra en pool med genomiske nukleinsyrer (humant genomisk DNA =
hgDNA). For & vurdere effekten av hgDNA pa Xpert Breast Cancer STRAT4-testen ble 10 FFPE brysttumorblokker med
varierende innhold av invasiv ductalt carcinoma-celler makrodissekert og testet med og uten tilsetning av 25 ng hgDNA

i FFPE-provelysatene med Xpert Breast Cancer STRAT4-testen i n = 4 replikater fra samme lysat per betingelse. Alle
testbetingelsene ble funnet & ha enten ingen statistisk eller ingen klinisk signifikant pavirkning fra hgDNA-interferensen
(grafiske data ikke vist).
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19.3 «Carry-over»-kontaminasjon

Det ble utfort en studie for & demonstrere at selvstendige GeneXpert-patroner til engangsbruk minimerer «catry-over-
kontaminasjon fra svaert heye positive prover i etterfolgende negative prover kjort i samme GeneXpert-modul. Studien
besto av en negativ prove prosessert i samme GeneXpert-modul umiddelbart etter en hoy ESR1/PGR/ERBB2/MKi67
positiv preve. Den negative preven besto av in vitro-transkribert (IVT) RNA som inneholdt CYFIP1-transkript ved 5 x

104 kopier for & sikre tilstedeverelse av et referansegenmél. Den heye positive proven besto av IVT-RNA som inneholdt
CYFIPI-transkript ved 5 x 105 kopier, og IVT-RNA som inneholdt ESR1-, PGR-, ERBB2- og MKi67-transkripter ved 5

x 106 kopier, klargjort som FFPE-lysat. Testordningen ble gjentatt 41 ganger med en enkelt GeneXpert-modul for totalt 20
heye positive og 21 negative prover. Alle de 20 haye positive provene ble riktig rapportert som ESR1/PGR/ERBB2/MKi67
POSITIV (ESR1/PGR/ERBB2/MKi67 POSITIVE), og alle de 21 negative prevene ble riktig rapportert som ESR1/PGR/
ERBB2/MKi67 NEGATIV (ESR1/PGR/ERBB2/MKi67 NEGATIVE).

19.4 Analysens reproduserbarhet og presisjon

Reproduserbarheten til Xpert Breast Cancer STRAT4 ble evaluert med et panel pa fem lysatprover.

Tre panelmedlemmer ble klargjort ved & tilsette in vitro-transkript (IVT) RNA i FFPE lyseringsbuffer tilsatt innenfor ~2dCt-
er av dCt-avskjeringene for ESR1 (1 IVT RNA), PGR (2 IVT RNA) og ERBB2 (3 IVT RNA), og med CYFIP1 Ct-verdier
~2-3 Ct-er fra minimum analyseinngangsnivaet.

To panelmedlemmer (4 klinisk FFPE-prove og 5 klinisk FFPE-preve) ble opprettet fra poolede kliniske FFPE-prover
1 FFPE-lyseringsbuffer for & generere CYFIP1 Ct-verdier i naerheten av minimum analyseinngang og for a ha dCt
avskjeringsverdier for alle malene over det rapporterbare omradet og, i den grad det var mulig, i nerheten av dCt-
avskjeringene.

To operaterer ved hvert av de tre studiestedene testet to paneler med fem prover per dag over seks testdager (fem prover x
seks dager X to operatarer X to replikater x tre steder). Totalt 72 replikater per prove ble testet. Tre partier med Xpert Breast
Cancer STRAT4-patroner ble brukt pa hvert av de tre teststedene. Xpert Breast Cancer STRAT4-testen ble utfor i henhold til
prosedyren i denne bruksanvisningen.

Reproduserbarheten til Xpert Breast Cancer STRAT4 ble evaluert i form av dCt for hvert av de fire malene for hvert panel.
Gjennomsnittet, standardavviket (SD) og variasjonskoeffisienten (CV) mellom steder, mellom partier, mellom dager,
mellom operaterer og innen analysen for hvert panelmedlem presenteres i Tabell 5.

Tabell 5. Sammendrag av reproduserbarhetsdata

Mellom Mell9m Mellom Mellom Innen Totalt

Prove Analysekanal \@ Gjennomsnittlig steder partier dager operatgrer analysen
(analytt) act Var cv Var cv Var cv Var cv Var cv Var cv
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
ESR1 72 0,20 0,00 | 0,00 | 0,03 | 29,30 0,00 | 0,00 | 0,00 | 1,80 | 0,07 | 68,90 | 0,11 0,33
1VT PGR 72 -0,03 0,00 | 0,00 | 0,01 | 14,70 | 0,00 | 2,30 | 0,00 | 0,00 | 0,06 | 83,00 0,07 | 0,26
RNA ERBB2 72 -2,42 0,00 | 0,00 | 0,04 |27,9 | 0,02 | 11,40 | 0,00 | 2,60 | 0,08 | 58,10 | 0,13 | 0,36
MKi67 70 -2,55 0,00 | 0,00 | 0,32 | 62,10 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,20 | 37,90 | 0,52 | 0,72
ESR1 72 -1,03 0,00 | 1,60 | 0,01 9,20 | 0,01 5,50 | 0,00 | 0,00 | 0,10 | 83,70 | 0,12 | 0,35
2.VT PGR 72 -1,26 0,00 | 0,00 | 0,01 | 12,20 | 0,00 | 0,00 | 0,01 | 10,70 | 0,04 | 77,170 | 0,05 | 0,23
RNA ERBB2 72 -3,49 0,01 4,80 | 0,03 | 31,60 | 0,00 [ 0,00 [ 0,00 | 0,40 | 0,07 | 63,20 | 0,11 0,33
MKi67 72 -3,53 0,00 | 0,00 | 0,08 | 49,00 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,08 | 51,00 0,16 | 0,40
ESR1 72 3,64 0,00 | 0,00 | 0,01 8,40 | 0,01 | 16,50 | 0,00 | 0,00 | 0,06 | 75,10 | 0,08 | 0,29
VT PGR 72 3,34 0,00 | 3,40 | 0,00 [ 0,00 | 0,01 9,70 | 0,00 | 5,40 | 0,05 | 81,50 | 0,06 | 0,25
RNA ERBB2 72 0,91 0,02 | 20,60 | 0,01 | 10,30 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,05 | 69,70 | 0,08 | 0,28
MKi67 72 1,14 0,00 | 0,00 | 0,02 | 1540 0,02 | 18,00 | 0,00 | 0,00 | 0,07 | 66,60 | 0,70 | 0,31
4- ESR1 72 -0,11 0,00 | 0,00 | 0,00 [ 0,00 | 0,00 | 14,40 | 0,00 | 1590 | 0,02 | 69,70 | 0,03 | 0,17
klilli:sEk PGR 72 -1,99 0,00 | 6,30 | 0,01 [ 19,70 | 0,00 | 2,50 | 0,00 | 0,00 | 0,02 | 71,60 | 0,03 | 0,18
prove ERBB2 72 -2,39 0,02 | 31,30 | 0,00 [ 2,20 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 3,70 | 0,05 | 62,80 | 0,07 | 0,27
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Prove

Analysekanal NE
(analytt) dct cv cv cv cv cv cv

Mellom Mellom Mellom Mellom Innen

steder partier dager operatorer analysen Totalt

Gjennomsnittlig

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

MKi67 72 -0,93 0,00 | 0,00 | 0,02 | 36,50 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,03 | 63,50 | 0,04 | 0,21

5-
FFPE

klinisk
prove

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

PGR 72 -5,66 0,00 | 0,00 | 0,02 | 3,60 | 0,03 | 440 | 0,00 | 0,00 | 0,56 | 92,00| 0,60 | 0,78

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 | 17,70 | 0,01 | 9,00 | 0,00 | 11,10 | 0,05 | 61,70 | 0,09 | 0,29

a Resultater med gyldige delta-Ct-verdier av 72
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21 Cepheids hovedkontorer

Konsernhovedkontor

Cepheid

904 Caribbean Drive
Sunnyvale, CA 94089
USA

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

Europeisk hovedkontor

Cepheid Europe SAS
Vira Solelh

81470 Maurens-Scopont
France

Telefon: + 33 563 825 300
Faks: + 33 563 825 301

www.cepheidinternational.com

22 Teknisk ass

Innhent folgende informasjon for du kontakter Cepheids tekniske brukerstotte:

Produktnavn
Partinummer
Instrumentets serienummer

USA
Telefon: + 1 888 838 3222

istanse

Feilmeldinger (om det er noen)
Programvareversjon og, hvis relevant, nummeret pa datamaskinens serviceetikett

E-post: techsupport@cepheid.com

Frankrike

Telefon: + 33 563 825 319
E-post: support@cepheideurop

c.com

Kontaktinformasjon for alle Cepheids kontorer for teknisk brukerstette finnes pa nettstedet vart: www.cepheid.com/en/

support/contact-us

23 Symboltabell

Symbol Betydning
Katalognummer
REF
In vitro-diagnostisk medisinsk utstyr
IVD 9 Y

C€

CE-merking — europeisk samsvar
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Symbol Betydning
EC |REP Autorisert representant i EU
® Ma ikke gjenbrukes
Partikode
LOT

Se bruksanvisningen

Forsiktig

Produsent

Produksjonsland

Inneholder nok til n tester

CONTROL

Kontroll

Utlgpsdato

“?DGI@@L9_.

Temperaturbegrensning

Biologiske risikoer

CH |REP

Autorisert representant i Sveits

Importer
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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
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