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Xpert® Breast Cancer STRAT4

Medicinsko sredstvo za in vitro dijagnostiku

1 Vlasnicko ime

Xpert® Breast Cancer STRAT4

2 Opste prihvacéeni ili uobi€ajeni naziv
Xpert Breast CA STRAT4
Xpert BC STRAT4

3 Namena

Xpert Breast Cancer STRAT4 test je polukvantitativna analiza zasnovana na lanc¢anoj reakciji polimeraze sa kvalitativnim
vrednostima preseka za estrogenski receptor (ESR1), progesteronski receptor (PGR), receptor 2 humanog epidermalnog
faktora rasta (ERBB2/HER?2) i marker proliferacije Ki-67 (MKi67) mRNK, izolovanih iz tkiva sa invazivnim karcinomom
dojke, koje je fiksirano formalinom i impregnirano parafinom. RNK se ekstrahuje iz oblasti bogate tumorom, iz
mikroskopskog isecka tkiva, koji je identifikovao patolog. Test treba koristiti u kombinaciji sa drugim klini¢kim i
laboratorijskim podacima kako bi se klasifikovala tkiva karcinoma dojke u pogledu statusa hormonskih receptora, statusa
HER? receptora i statusa markera proliferacije. Test je namenjen za koris¢enje sa GeneXpert® sistemom, §to obuhvata
izolaciju RNK iz FFPE tkiva, kao i amplifikaciju i detekciju ciljanih sekvenci u okviru patrone.

Xpert Breast Cancer STRAT4 test nije namenjen za:

e Predvidanje tezine bolesti
e Samostalno dijagnosticko testiranje za karcinom dojke
® Prognozu recidiva bolesti

Indikacije za upotrebu: Test je namenjen za procenu nivoa mRNK ESRI, PGR, ERBB2 i MKi67 u tkivima sa invazivnim
karcinomom dojke dobijenih od pacijenata i pripremljenih kao FFPE uzorci, i kao pomoéno sredstvo u klini¢koj proceni,
zajedno sa drugim laboratorijskim podacima.

4 Sazetak i objasnjenje

Karcinom dojke je jedan od najces¢ih karcinoma kod Zena §irom sveta, sa priblizno 1,7 miliona novih slu¢ajeva karcinoma
dojke svake godine.! U Evropi, priblizno 494.000 novih slu¢ajeva se dijagnostikuje svake godine, a 143.000 pacijenata

¢e umreti zbog ove bolesti. U SAD-u, dijagnostikovano je priblizno 200.000 novih sluc¢ajeva invazivnog karcinoma dojke
2015.2 Karcinom dojke je najées¢i uzro¢nik mortaliteta usled karcinoma medu Zenama u zemljama u razvoju, a drugi
najéed¢i uzro¢nik mortaliteta usled karcinoma (nakon karcinoma pluc¢a) medu Zenama u razvijenim zemljama.2

Kod Zena, karcinom dojke je naj¢esce dijagnostikovan karcinom i glavni uzroénik smrti usled karcinoma.! Mortalitet

usled karcinoma dojke je smanjen za 34 procenata od 1990. godine, najvise zbog poboljsanog le¢enja i ranog otkrivanja.3
Merenja ekspresije proteina ER i PR su prognosticka za ishode karcinoma dojke i predvidaju odgovor na tamoksifen i druge
hormonske terapije.*56.7 HER2 prekomerna ekspresija nosi negativnu prognozu kod Zena sa karcinomom dojke; ali §to je
jos vaznije, odgovor na trastuzumab i druge HER?2 ciljane terapije, predvida se prekomernom ekspresijom HER2 (ERBB2)
proteina ili amplifikacijom HER2 gena.8 Marker proliferacije Ki-67 (MKi67) je dosta ispitivan u retrospektivnim studijama
koje su ukljucivale pacijente sa karcinomom dojke® i smatra se vaznim pokazateljom potrebe za hemioterapijom.!0 Meta
analize su demonstrirale da je povezan sa losijim ishodima preZivljavanja kod ranog karcinoma dojke.!! S obzirom na
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vaznost ovih markera pri odabiru efikasnog rezima lecenja za pacijente sa karcinomom dojke, smernice Evropskog
udruzenja za medicinsku onkologiju (ESMO) preporucuju da se svi primarni karcinomi dojke testiraju na ER, PR, HER2
(ERBB2) i Ki67 u vreme dijagnoze.!2

Imunihistohemija (IHC) se uobicajeno koristi za merenje ekspresije proteina ER, PR, HER2 i Ki67. Za HER2 ekspresiju,
IHC je tipi¢no prvi test koji se izvodi, a rezultati se ocenjuju na skali od 0 do 3+. Ako je rezultat ekvivokalan za HER2
ekspresiju (2+), uzorak se reflektuje na HER2 in situ analizu hibridizacije (ISH), kao $to su fluorescencija in situ
hibridizacije (FISH), ili hromogena in situ hibridizacija (CISH) koja pretrazuje amplifikaciju HER2 gena.!3 Visok stepen
varijabilnosti u rezultatima je pokazan za IHC i ISH kada se porede Sirom laboratorija, najvise zbog razlika u antitelima koja
se koriste za IHC, kao i zbog subjektivnosti metoda tumacenja.!4

Xpert Breast Cancer STRAT4 test je in vitro dijagnosticki test koji se koristi za odredivanje nivoa ekspresije mRNK za
ESRI, PGR, ERBB2 i MKi67 izolovanih iz FFPE uzoraka tkiva kod invazivnog karcinoma dojke.

Analiza se izvodi u samostalnoj patroni nakon kratkog koraka pripreme lizata uzorka van instrumenta, za §ta je potrebno
manje od 15 minuta uz ukupno vreme koje je manje od 2 sata.

5 Princip postupka

Xpert Breast Cancer STRAT4 test je analiza lanCane rekacije polimeraze u realnom vremenu (PCR) za detekciju ESR1,
PGR, ERBB2 i MKi67 mRNK izolovanih iz tkiva invazivnog tumora dojke, koje je fiksirano formalinom i impregnirano

u parafinu (FFPE). Analiza je obavljena na Cepheid GeneXpert sistemima instrumenata. GeneXpert sistemi instrumenata
automatizuju i integri$u preciS¢avanje uzoraka, amplifikaciju nukleinske kiseline i detekciju ciljane sekvence u jednostavnim
ili slozenim uzorcima pomocu RT-PCR u realnom vremenu. Sistemi se sastoje od instrumenta, bar-kod skenera, raunara

i unapred ucitanog softvera za izvodenje testova i pregled rezultata. Sistemi zahtevaju upotrebu GeneXpert patrona za
jednokratnu upotrebu koji sadrze RT-PCR reagense i koji su domacini RT-PCR procesa. Za puni opis sistema, pogledajte
odgovarajuci prirucnik za operatera za GeneXpert sistem instrumenata.

Xpert Breast Cancer STRAT4 test ukljucuje reagense za simultanu detekciju ESR1, PGR, ERBB2, MKi67, citoplazmatski
FMR1 interaktivni protein 1 (CYFIP1) referentni gen, unutrasnju RT-PCR kontrolu (CIC) i unutrasnju kontrolu provere
probe (PCC). Referentni gen potvrduje adekvatnost uzorka i koristi se za normalizaciju nivoa ekspresije mRNK za ESR1,
PGR, ERBB2 i MKi67. Unutrasnja RT-PCR kontrola (CIC) se koristi za proveru pravilne obrade RT-PCR reakcije. PCC
proverava rehidrataciju zrna reagensa, punjenje RT-PCR epruvete, integritet probe i stabilnost boje u patroni. Ukupno,
analiza koristi Sest razli¢itih fluorescentnih kanala za detekciju cilja ili kontrole/reference sa sopstvenim parametrima
preseka za potvrdu cilja/kontrole/reference.

FFPE uzorci najpre moraju biti tretirani Xpert® FFPE kompletom za lizu, pripremom (mikronskog)-isecka tkiva debljine
4-5 um, gde je FFPE tkivo najpre makrodisektovano ako je potrebno, kako bi oblast tkiva bila bogata invazivnim tumorom,
a zatim ostrugani i postavljeni u epruvetu zajedno sa preporucenim zapreminama FFPE reagensa za lizu i proteinaze K.
Rastvor se zatim inkubira u bloku za toplotu na temperaturi od 80°C 30 minuta. Nakon toga uzorak se mesa sa etanolom,
pa se onda direktno u test patronu dodaje preporucena zapremina pripremljenog lizata uzorka. Patrona za testiranje se
postavlja u modul GeneXpert sistema instrumenata, gde su precis¢avanje nukleinskih kiselina, amplifikacija i detekcija u
realnom vremenu u potpunosti automatizovane i integrisane od strane sistema. Svi reagensi potrebni za pripremu uzorka

na instrumentu i RT-PCR analizu, prethodno su ucitani u patroni. Nukleinske kiseline u lizatu se hvataju na filteru, peru se
i eluiraju sonifikacijom. PreciS¢ena nukleinska kiselina se mesa sa RT-PCR reagensima, a rastvor se prenosi u reakcionu
epruvetu za RT-PCR i detekciju. Vreme do rezultata iznosi priblizno 75 minuta za GeneXpert.

Detekcija preseka koje Xpert Breast Cancer STRAT4 test koristi u svakom fluorescentnom kanalu, utvrdena je kako bi se
pozitivan, negativan i sveukupan procenat slaganja doveo do maksimuma, u poredenju sa referentnim laboratorijskim IHC
ili IHC/FISH rezultatima za svaki cilj. IHC za ER, PR, Ki67 i HER2, kao i za FISH za HER2, obradene su i ocenjene prema
uputstvima u uputstvu za upotrebu. Tumadenje pozitivnih rezultata dovr$eno je prema ASCO/CAP 2013 smernicama.!>
Tumori su klasifikovani kao ER ili PRIHC pozitivni kad je >1% ¢elija invazivnog tumora pokazalo definitivno bojenje
nukleusa, bez obzira na intenzitet bojenja. HER2 ekspresija procenjena je pomoc¢u HercepTest (IHC) kompleta (Dako) i
ocenjena je kao 0, 1+, 2+ ili 3+. Tumori ocenjeni kao 2+ bili su reflektovani na HER2 FISH pomoc¢u PathVysion HER2
DNK kompleta probe (Vysis-Abbott, Chicago, IL). Slu¢ajevi su smatrani da su HER2 pozitivni ako su ocenjeni kao 3+
pomocu IHC 1/ili pomoc¢u amplifikacije FISH (definisano kao HER2:CEP17 (odnos > 2,0) i/ili prosecan broj HER2 kopija >
6,0 signala/¢elija u skladu sa 2013 ASCO/CAP Azuriranim smernicama klinicke prakse za HER2 testiranje kod karcinoma
dojke.13 Za Ki67, tumori su klasifikovani kao pozitivni (visoko) kad je >20% invazivnih tumorskih éelija pokazalo
definitivno bojenje nukleusa, bez obzira na intenzitet bojenja.
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U slucaju kontrole referentnog gena i unutra$nje RT-PCR kontrole, detekcija preseka definiSe opsege minimalnih i
maksimalnih PCR vrednosti praga ciklusa (Ct), koje odreduju vazeci rezultat, minimalni adekvatni unos uzorka i da nema
PCR inhibicije. U slu¢aju ESR1, PGR, ERBB2 i MKi67 ciljeva, detekcija preseka je definisana vrednostima praga delta
ciklusa (dCt) (Ct referentnog gena minus Ct ciljanog gena), koje odreduju POZITIVNE naspram NEGATIVNIH rezultata za
dati cilj u kanalu.

6 Reagensi i instrumenti

6.1 Prilozeni materijal

Xpert Breast Cancer STRAT4 komplet sadrzi dovoljno reagenasa za obradu 10 uzoraka kontrole kvaliteta ili FFPE lizata,
pripremljenih pomoc¢u kompleta Xpert FFPE Lysis Kit (kataloski br. GXFFPE-LYSIS-CE-10). Xpert Breast Cancer STRAT4
komplet sadrzi sledece stavke:

Xpert Breast Cancer STRAT4 patrone sa

. . L 10

integrisanim reakcionim epruvetama

e Zrno 1, 2i 3 (zamrznuto-osu$eno) 1 po patroni

e Reagens za ispiranje, 1,0 ml po patroni
e Reagens za eluciju, 2,0 ml po patroni
cDh 1 po kompletu

e Datoteka za definiciju testa (ADF)
e Uputstvo za upotrebu
e ONCore datoteke izvestaja

Listovi sa bezbednosnim podacima (SDS), dostupni su na www.cepheid.com ili www.cepheidinternational.com na kartici

HanomeHa pqppsKA (SUPPORT).

Govedi serumski albumin (BSA) u zrnima ovog proizvoda napravljen je i proizveden iskljuéivo od govede plazme
poreklom iz Sjedinjenih Drzava. Zivotinjama nije davan nijedan protein preZivara ili drugi proteini Zivotinjskog porekla;
Zivotinje su prosle ante- i post-mortem testiranje. Tokom obrade nije bilo meSanja materijala sa drugim Zivotinjskim
materijalima.

HanomeHa

7 Skladistenje i rukovanje

Skladistite Xpert Breast Cancer STRAT4 komplet na temperaturi od 2—28°C.
Nemojte otvarati poklopac patrone dok niste spremni za testiranje.
Iskoristite patronu u roku od 30 minuta nakon otvaranja poklopca.

Nemojte koristiti patronu koja je procurela.

8 Materijali koji su potrebni, ali nisu obezbedeni

o Xpert FFPE komplet za lizu (kataloski br. GXFFPE-LY SIS-CE-10) za pripremu FFPE lizata. Ovaj komplet sadrzi FFPE
reagens za lizu, proteinazu K (PK), epruvete od 1,5 ml i bo¢ice od 5 ml.
Vorteks mesalica.
Pipete i vrhovi pipeta sa filterima za aerosoli pogodne za pipetiranje 600 ul, 1,2 pl i 520 pl.
Racunar sa vlasnickim GeneXpert softverom verzije 4.7b ili novijom ili Xpertise verziju 6.4b ili noviju, skener bar-koda
i odgovarajuce uputstvo za operatere za GeneXpert sistem instrumenata.

e Stampaé: Ako je §tampaé neophodan, kontaktirajte Cepheid tehni¢ku podriku da dogovorite kupovinu preporuéenog
Stampaca.
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9 Upozorenja i mere predostroznosti

Samo za in vitro dijagnosticku upotrebu.

Svim bioloskim uzorcima treba rukovati kao da su sposobni za prenos infektivnih agenasa. Svim humanim uzorcima
treba rukovati uz standardne mere predostroznosti. Smernice za rukovanje uzorcima dostupne su od strane Svetske
zdravstvene organizacije ili od strane SAD Centara za kontrolu i prevenciju bolesti.

Pridrzavajte se sigurnosnih procedura vase ustanove za rad sa hemikalijama i rukovanje bioloskim uzorcima.
Karakteristike performansi ovog testa utvrdene su tipovima uzoraka navedenim u Odeljak 3. Performanse ove analize sa
drugim tipovima uzoraka ili uzorcima nisu procenjene.

FFPE tkivo mora biti obradeno pomoc¢u Xpert FFPE kompleta za lizu (kataloski br. GXFFPE-LY SIS-CE-10).
Nekompletno uklanjanje (guljenje) oblasti tumora sa plocice za pripremu FFPE lizata moze dovesti do nedovoljno
materijala za analizu, a samim tim i do vece stope neodredenosti/nevazenja od ocekivane kad se koristi Xpert Breast
Cancer STRAT4 test.

Nemojte otvarati Xpert Breast Cancer STRAT4 poklopac patrone osim kada dodajete pripremljeni FFPE lizat.
Nemojte koristiti patronu koja je pala nakon §to ste je izvadili iz pakovanja.

Nemojte protresati patronu. Protresanje ili ispustanje patrone nakon otvaranja poklopca patrone moze dovesti do
nevazecih rezultata.

Nemojte koristiti patronu ¢ija je reakciona epruveta oStecena.

Svaka jednokratna patrona Xpert Breast Cancer STRAT4 testa koristi se za obradu jednog testa. Nemojte ponovo
koristiti iskoris¢ene patrone.

Ne koristite patronu ako se ¢ini da je mokra ili ako se ¢ini da je zaptivka poklopca polomljena.

Nemojte postavljati nalepnicu za ID uzorka na poklopac patrone ili na nalepnicu sa bar-kodom.

Preporucuje se dobra laboratorijska praksa, uklju¢uju¢i menjanje rukavica izmedu rukovanja uzorcima pacijenata, kako
bi se izbegla kontaminacija uzoraka ili reagenasa.

Sledite uputstva osoblja vase ustanove za pravilno odlaganje iskori§¢enih patrona i neiskoris§éenih reagenasa u otpad.
Proverite drzavne, teritorijalne ili lokalne propise jer se mogu razlikovati od saveznih propisa za odlaganje otpada.
Materijal moze pokazivati karakteristike hemijskog opasnog otpada i zahteva posebno odlaganje. Ustanove treba da
provere njihove odredbe u vezi sa odlaganjem opasnog otpada.

10 Opasnosti od hemikalija'6.17

U skladu sa Globalnim harmonizovanim sistemom za klasifikaciju i obelezavanje (Globally Harmonized System for
Classification and Labeling, GHS), ovaj proizvod se ne smatra opasnim.

11 Prikupljanje uzorka, transport i skladiStenje

Koristite samo FFPE uzorke obradene pomoc¢u kompleta Xpert FFPE Lysis Kit (kataloski br. GXFFPE-LYSIS-CE-10).
Pratite ASCO/CAP smernice!> za pripremu FFPE tkiva.

FFPE lizat treba pripremiti iz FFPE bloka tumora iz najvece oblasti vijabilnog karcinoma dojke (minimalno 30%
tumorske celularnosti), a ruénu makrodisekciju treba izvesti, ako je potrebno, pre testiranja pomocu Xpert Breast Cancer
STRAT4 testa. Za uzorke tumora manje od 10 mm? sa manje od 30% tumora, koristite postupak za koncentrovani lizat,
ili moze biti potrebno viSe od jednog isecka debljine 4-5 um za vazece rezultate.

FFPE lizat treba transportovati u laboratoriju na temperaturi od 2—8°C.

FFPE lizat je stabilan do nedelju dana na temperaturi od 2—-8°C, ili 4 nedelje na temperaturi < -20°C pre testiranja
pomocu Xpert Breast Cancer STRAT4 testa. Za dugotrajno skladistenje, skladistite na temperaturi od -80°C. Ne
preporucuje se vise od jednog zamrzavanja-odmrzavanja. Prilikom odmrzavanja, odmrzavajte na sobnoj temperaturi i
promesajte FFPE lizat pomocu vorteks mesalice 15 sekundi pre upotrebe.

12 Postupak

BaxHo

Upotreba Xpert Breast Cancer STRAT4 patrona zahteva pripremu lizata pomocu Xpert FFPE kompleta za lizu
(kataloski br. GXFFPE-LYSIS-CE-10).

BaxHo Zapocnite analizu u roku od 30 minuta od dodavanja pripremljenog uzorka u patronu.

Xpert® Breast Cancer STRAT4
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12.1 Priprema FFPE lizata

Pripremite FFPE lizat prema uputstvima za upotrebu FFPE kompleta za lizu.

12.2 Priprema patrone

Izvadite patronu iz kartonskog pakovanja.
U vorteks mesalici pripremite FFPE lizat 15 sekundi pre upotrebe.

Otvorite poklopac patrone.

b=

Pomocu pipete, prebacite 520 pl FFPE lizata u komoru za uzorke patrone. (Napomena: moze biti prisutna mala koli¢ina
precipitata, §to ne utice na performanse analize).

Preostali FFPE lizat ¢uvajte na temperaturi od 2—-8°C ili <-20°C u slu¢aju ponavljanja testa.

Y3opak komope
(Benuko orBapame)

Slika 1. Xpert Breast Cancer STRAT4 patrona (pogled odozgo)

5. Zatvorite poklopac patrone. Uverite se da je poklopac ¢vrsto ulegao na mesto.

12.3 Zapocinjanje testa

Pre nego sto zapocnete test, uverite se da je u softver uvezena odgovarajuc¢a Xpert Breast Cancer STRAT4

BaxHo datoteka za definiciju testa (ADF).

Ovaj odeljak navodi podrazumevane korake za rukovanje GeneXpert sistemom. Za detaljna uputstva, pogledajte GeneXpert
Dx sistem prirucnik za operatera ili GeneXpert Infinity sistem prirucnik za operatera, u zavisnosti od modela instrumenta
koji se koristi.

HanomeHa Koraci koje pratite mogu se razlikovati ako je administrator sistema promenio podrazumevani tok rada sistema.

1. Ukljucite GeneXpert instrument:

« Ako koristite GeneXpert Dx instrument, prvo uklju¢ite GeneXpert Dx instrument, a zatim ukljucite racunar.
GeneXpert softver ce se automatski pokrenuti ili ce mozda biti potrebno dvaput kliknuti na ikonu za GeneXpert Dx
softver na Windows® radnoj povrsini.

ili

«  Ako koristite GeneXpert Infinity instrument, uklju¢ite instrument. GeneXpert softver ce se automatski pokrenuti ili
ce mozda biti potrebno dvaput kliknuti na ikonu za Xpertise softver na Windows radnoj povrsini.

2. Prijavite se na softver sistema instrumenta GeneXpert koriste¢i svoje korisni¢ko ime i lozinku. U prozoru GeneXpert
sistem, kliknite na Kreiraj test (Create Test) (GeneXpert Dx) ili kliknite na Nalozi (Orders) i Nalog za test
(Order Test) (Infinity). Otvara se prozor Kreiraj test (Create Test).

3. Skenirajte ili unesite ID uzorka (Sample ID). Ako unosite ID uzorka (Sample ID), pobrinite se da ID uzorka (Sample ID)
bude ta¢no unet. ID uzorka (Sample ID) je povezan sa rezultatima testa i prikazuje se u prozoru View Results (Prikaz
rezultata) i svim izvestajima. Pojavljuje se dijalog Skeniraj patronu (Scan Cartridge).

Xpert® Breast Cancer STRAT4 7
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HanomeHa

4. Skenirajte bar-kod na Xpert Breast Cancer STRAT4 patroni. Otvara se prozor Kreiraj test (Create Test). Koris¢enjem
informacija sa bar-koda, softver automatski popunjava slede¢a polja: Izbor testa (Select Assay), ID serije reagensa
(Reagent Lot ID), Serijski broj patrone (Cartridge SN).

5. Kliknite na Zapo¢€ni test (Start Test) (GeneXpert Dx) ili Prosledi (Submit) (Infinity). Ako se trazi, unesite svoju
lozinku.

6. Za GeneXpert Dx instrument:

a) Otvorite vrata modula instrumenta na kojima trepce zeleno svetlo i ubacite patronu.
b) Zatvorite vrata. Test zapocinje i zeleno svetlo prestaje da trepée. Kada je test zavrSen, svetlo se gasi.
c) Sacekajte dok sistem ne otpusti bravu vrata pre nego Sto otvorite vrata modula. Uklonite patronu.

d) Bacite iskoridcene patrone u odgovarajuce kontejnere za otpad u skladu sa standardnom praksom vae ustanove.
Pogledajte Odeljak 9.

ili
Za GeneXpert Infinity sistem, patronu postavite na pokretnu traku. Patrona ¢e se automatski ubaciti, test ¢e se
pokrenuti, a iskori§¢ena patrona Ce biti postavljena u kontejner za otpad.

13 Prikazivanje i Stampanje rezultata

Ovaj odeljak navodi osnovne korake za prikazivanje i Stampanje rezultata. Za detaljnija uputstva o prikazivanju i Stampanju
rezultata, pogledajte GeneXpert Dx sistem prirucnik za operatera ili GeneXpert Infinity sistem prirucnik za operatera, u
zavisnosti od instrumenta koji se koristi.

1. Kliknite na ikonu Prikaz rezultata (View Results) da biste prikazali rezultate.

2. Nakon zavr$etka testa, kliknite na dugme lzvestaj (Report) u prozoru Prikaz rezultata (View Results) da biste
pogledali i/ili generisali PDF datoteku izvestaja.

Ako koristite ONCore softver za generisanje izvestaja, pogledajte GeneXpert ONCore softver korisnicki priru¢nik na
ONCore CD-u sa korisni¢kim priruénikom za uputstva o tome kako generisati izvestaj. Takode pogledajte ONCore
Uputstvo za izvestaj na Xpert Breast Cancer STRAT4 CD-u za uputstva o tome kako da tumacite ONCore izvestaj za
Xpert Breast Cancer STRAT4 test.

14 Kontrola kvaliteta

Svaki test sadrzi kontrolu referentnog gena (CYFIPI) i kontrolu provere probe (PCC).

e CYFIPI kontrola: Ovaj referentni gen se koristi za normalizaciju nivoa ekspresije ESRI, PGR, ERBB2 i MKi67. Takode
sluzi kao kontrola adekvatnosti uzorka (SAC) §to osigurava da uzorak sadrzi dovoljno RNK. Potreban je minimalan
CYFIPI signal za vazeéi rezultat testa. CYFIP] signal ispod minimalne koli¢ine ili negativan signal, ukazuju na to da
uzorci ne sadrze dovoljno RNK.

e (CYFIPI alternativno: Ovo je duplikat CYFIPI kontrole koji se koristi u algoritmu kad je prag delta ciklusa (dCt) PGR
ili MKi67 ispod podeSenog preseka analize. Za ove ciljeve, potreban je dodatni minimum CYFIP] alternativnog signala,
kako bi se osigurao vaze¢i rezultat testa.

e Kontrola provere probe (PCC): Pre pocetka PCR reakcije, GeneXpert sistem instrumenata meri fluorescentni signal sa
proba kako bi nadgledao rehidraciju zrna, punjenje reakcione epruvete, integritet probe i stabilnost boje. PCC je uspesna
ako su kriterijumi za prihvatanje ispunjeni.

e Spoljne kontrole (nije priloZeno): Spoljne kontrole treba koristiti u skladu sa lokalnim, drzavnim i saveznim zahtevima
organizacija za akreditaciju, prema potrebi.

15 Tumacenje rezultata

Rezultati se tumace automatski putem sistema GeneXpert sistema instrumenata na osnovu izmerenih fluorescentnih signala i
ugradenih algoritama za izraCunavanje i jasno su prikazani u prozoru Prikaz rezultata (View Results) na karticama Rezultati
testa (Test Results) i Rezultat analita (Analyte Result). Rezultat testa (Test Result) i Rezultati analita (Analyte Results)
takode su prikazani u Izvestaju testa (Test Report). Moguéi rezultati su prikazani u Tabela 1 i Tabela 2.
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Tabela 1. Svi moguci rezultati za Xpert Breast Cancer STRAT4 test

Prikazani rezultat CYFIP1 CYFIP1 alternativho CiC
Es’f;ggfl'\g“o USPESNO (PASS) POZ. ili NEG. POZ. ili NEG.
ES’(?JEN(EE/I*\;'E\;NO USPESNO (PASS) POZ. ili NEG. POZ. ili NEG.

P G(I;(E’(S)I?I'II-\F)I\E/)'\‘O USPESNO (PASS) POZ. ili NEG. POZ. ili NEG.

P G@E‘ggﬁvg)”o USPESNO (PASS) POZ. POZ. ili NEG.
ERB@%';?TT\'/TE';/NO USPESNO (PASS) POZ. ili NEG. POZ. ili NEG.
ERB(iZEgi%f‘/TE';/NO USPESNO (PASS) POZ. ili NEG. POZ. ili NEG.
MK’@,%F;?T%UI'E\)’NO USPESNO (PASS) POZ. ili NEG. POZ. ili NEG.
MKI(GI\TE'\(ISEA('BI"IAJIIE\)/NO USPESNO (PASS) POZ. POZ. ili NEG.
7%’%25?5&&252? USPESNO (PASS) NEG. POZ. ili NEG.

M(’f,’;ngNTi%?A'T,\EIETEgO USPESNO (PASS) NEG. POZ. ili NEG.
(PSE’;%\/@'TTEESS;T) USPESNO (PASS) POZ. ili NEG. NEG.
NEVAZECI (INVALID) NEUSPESNO (FAIL) NEG. POZ. ili NEG.

GRESKA(ERROR) | M (oestimy | NoResum | (NoRESULT)

NEMA REZULTATA NEMA REZULTATA NEMA REZULTATA NEMA REZULTATA
(NO RESULT) (NO RESULT) (NO RESULT) (NO RESULT)

Xpert® Breast Cancer STRAT4
301-4981-SR, Rev. E
Mart 2023




Xpert® Breast Cancer STRAT4

Tabela 2. Xpert Breast Cancer STRAT4 reprezentativni rezultati i tumacenje

Rezultat

Tumacenje

ESR1 POZITIVNO
(POSITIVE)

Pogledajte Slika 2.

ESR1 mRNK transkript je prekomerno ekspresovan i ima prag delta
ciklusa (dCt) iznad podeSenog preseka.

CYFIP1 - USPESNO (PASS); CYFIP1 mRNK transkript je detektovan
i ima prag ciklusa (Ct) u okviru vazec¢eg opsega i krajnju tacku iznad
podeSenog praga.

Provera probe — USPESNO (PASS); svi rezultati provere probe su
uspesni.

PGR POZITIVNO
(POSITIVE)

Pogledajte Slika 2.

PGR mRNK transkript je prekomerno ekspresovan i ima prag delta
ciklusa (dCt) iznad podeSenog preseka.

CYFIP1 - USPESNO (PASS); CYFIP1 mRNK transkript je detektovan
i ima prag ciklusa (Ct) u okviru vazeéeg opsega i krajnju tac¢ku iznad
podeSenog praga.

Provera probe — USPESNO (PASS); svi rezultati provere probe su
uspesni.

ERBB2 POZITIVNO
(POSITIVE)

Pogledajte Slika 2.

ERBB2 mRNK transkript je prekomerno ekspresovan i ima prag delta
ciklusa (dCt) iznad podes$enog preseka.

CYFIP1 - USPESNO (PASS); CYFIP1 mRNK transkript je detektovan
i ima prag ciklusa (Ct) u okviru vazeéeg opsega i krajnju tacku iznad
podeSenog praga.

Provera probe — USPESNO (PASS); svi rezultati provere probe su
uspesni.

MKi67 POZITIVNO
(POSITIVE)

Pogledajte Slika 2.

MKi67 mRNK transkript je prekomerno ekspresovan i ima prag delta
ciklusa (dCt) iznad podedenog preseka.

CYFIP1 — USPESNO (PASS); CYFIP1 mRNK transkript je detektovan
i ima prag ciklusa (Ct) u okviru vazeéeg opsega i krajnju tacku iznad
podeSenog praga.

Provera probe — USPESNO (PASS); svi rezultati provere probe su
uspesni.

ESR1 NEGATIVNO
(NEGATIVE)

Pogledajte Slika 3.

ESR1 mRNK transkript nije prekomerno ekspresovan i ima prag delta
ciklusa (dCt) ispod podeSenog preseka.

CYFIP1 - USPESNO (PASS); CYFIP1 mRNK transkript je detektovan
i ima prag ciklusa (Ct) u okviru vazeéeg opsega i krajnju tacku iznad
podeSenog praga.

Provera probe — USPESNO (PASS); svi rezultati provere probe su
uspesni.

PGR NEGATIVNO
(NEGATIVE)

Pogledajte Slika 3.

PGR mRNK transkript nije prekomerno ekspresovan i ima prag delta
ciklusa (dCt) ispod podeSenog preseka.

CYFIP1 - USPESNO (PASS); CYFIP1 mRNK transkript je detektovan
i ima prag ciklusa (Ct) u okviru vazeceg opsega i krajnju tacku iznad
podeSenog praga.

CYFIP1 alternativno — POZ.; CYFIP1 ima prag ciklusa (Ct) u okviru
vazecéeg opsega i krajnju tacku iznad podeSenog praga.

Provera probe — USPESNO (PASS); svi rezultati provere probe su
uspesni.
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Rezultat

Tumacenje

ERBB2 NEGATIVNO
(NEGATIVE)

Pogledajte Slika 3.

ERBBZ2 mRNK transkript nije prekomerno ekspresovan i ima prag delta
ciklusa (dCt) ispod podes$enog preseka.

CYFIP1 - USPESNO (PASS); CYFIP1 mRNK transkript je detektovan
i ima prag ciklusa (Ct) u okviru vazeéeg opsega i krajnju tacku iznad
podeSenog praga.

Provera probe — USPESNO (PASS); svi rezultati provere probe su
uspesni.

MKi67 NEGATIVNO
(NEGATIVE)

Pogledajte Slika 3.

MKi67 mRNK transkript nije prekomerno ekspresovan i ima prag delta
ciklusa (dCt) ispod podesenog preseka.

CYFIP1 - USPESNO (PASS); CYFIP1 mRNK transkript je detektovan
i ima prag ciklusa (Ct) u okviru vazeéeg opsega i krajnju tacku iznad
podeSenog praga.

CYFIP1 alternativno — POZ.; CYFIP1 ima prag ciklusa (Ct) u okviru
vazecéeg opsega i krajnju taku iznad podesenog praga.

Provera probe — USPESNO (PASS); svi rezultati provere probe su
uspesni.

PGR Neodredeno
(Indeterminate)

Pogledajte Slika 4.

PGR nivo ekspresije MRNK ne moze biti odreden jer uzorak sadrzi
nedovoljno materijala. Ponovite test pomocu koncentrovanijeg lizata.
CYFIP1 - USPESNO (PASS); CYFIP1 mRNK transkript je detektovan
i ima prag ciklusa (Ct) u okviru vazeéeg opsega i krajnju tacku iznad
podeSenog praga.

CYFIP1 alternativno — NEG.; CYFIP1 prag ciklusa (Ct) nije u okviru
vazecéeg opsega ili je krajnja tacka bila ispod podeSenog praga koji je
potreban za odredivanje PGR statusa.

Provera probe — USPESNO (PASS); svi rezultati provere probe su
uspesni.

MKi67 Neodredeno
(Indeterminate)

Pogledajte Slika 4.

MKi67 nivo ekspresije mMRNK ne moZe biti odreden jer uzorak sadrzi
nedovoljno materijala. Ponovite test pomocu koncentrovanijeg lizata.
CYFIP1 — USPESNO (PASS); CYFIP1 mRNK transkript je detektovan
i ima prag ciklusa (Ct) u okviru vazeéeg opsega i krajnju tacku iznad
podeSenog praga.

CYFIP1 alternativno — NEG.; CYFIP1 prag ciklusa (Ct) nije u okviru
vazecéeg opsega ili je krajnja tacka bila ispod podeSenog praga koji je
potreban za odredivanje MKi67 statusa.

Provera probe — USPESNO (PASS); svi rezultati provere probe su
uspesni.

PONOVNI TEST
(REPEAT TEST)

Pogledajte Slika 5.

ESR1/PGR/ERBB2/MKi67 nivoi ekspresije mRNK ne mogu biti

odredeni. Ponovite test pomocu alikvota preostalog lizata FFPE uzorka.

CYFIP1 - USPESNO (PASS); CYFIP1 mRNK transkript je detektovan
i ima prag ciklusa (Ct) u okviru vazeéeg opsega i krajnju taku iznad
podeSenog praga.

CYFIP1 alternativno — POZ./NEG.; CYFIP1 mRNK transkript je
detektovan. Transkript moze ili ne mora imati prag ciklusa (Ct) u okviru
vazeéeg opsega i krajnju tacku iznad podesSenog praga.

CIC — NEG:.; unutrasnja kontrola ima prag ciklusa (Ct) izvan vazeceg
opsega.

Provera probe — USPESNO (PASS); svi rezultati provere probe su
uspesni.
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Rezultat Tumacdenje

e NEVAZECI (INVALID) — ESR1/PGR/ERBB2/MKi67 nivoi ekspresije
mRNK ne mogu biti odredeni jer uzorak sadrZi nedovoljno materijala.
Ponovite test pomoc¢u koncentrovanijeg lizata.

e CYFIP1—-NEUSPESNO (FAIL); CYFIP1 prag ciklusa (Ct) nije u okviru

NEVAZECI (INVALID) vazecéeg opsega ili je krajnja tacka bila ispod podeSenog praga.

e CYFIP1 alternativno — NEG.; CYFIP1 prag ciklusa (Ct) nije u okviru
vazecéeg opsega ili je krajnja tacka bila ispod podeSenog praga.

e Provera probe — USPESNO (PASS); svi rezultati provere probe su
uspesni.

o ESR1/PGR/ERBB2/MKi67 nivoi ekspresije mRNK ne mogu biti
odredeni. Ponovite test pomocu alikvota preostalog lizata FFPE uzorka.
ESR1/PGR/ERBB2/MKi67 — NEMA REZULTATA (NO RESULT)
CYFIP1/CYFIP1 alternativno — NEMA REZULTATA (NO RESULT)

[ ]
GRESKA (ERROR) e Provera probe — USPESNO (PASS)*/NEUSPESNO (FAIL); svi ili jedan
od rezultata provere probe je neuspesan.

* Ako je provera probe uspesna, greSku uzrokuje maksimalno
prekoracenje pritiska koje prelazi prihvatljivi opseg,
greSka u uklapanju krivulje ili kvar sistemske komponente.

e ESR1/PGR/ERBB2/MKIi67 nivoi ekspresije mRNK ne mogu biti
odredeni. Prikupljeno je nedovoljno podataka za proizvodnju rezultata
testa. Na primer, ovo se moze dogoditi ako je operater zaustavio test

NEMA REZULTATA dok je on bio u toku. Ponovite test pomocu preostalog lizata FFPE
(NO RESULT) uzorka.
e ESR1/PGR/ERBB2/MKi67 — NEMA REZULTATA (NO RESULT)

CYFIP1/CYFIP1 alternativno — NEMA REZULTATA (NO RESULT)
Provera probe — NP (nije primenjivo) (NA (not applicable))
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RNRENRE
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Slika 2. GeneXpert Dx prozor Prikaz rezultata (View
results): ESR1/PGR/ERBB2/MKi67 POZITIVNO (POSITIVE)

ESR1 NEGATIVE;
PGR NEGATIVE;
ERBB2 NEGA
MKi67 NEGATIVE
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Slika 3. GeneXpert Dx prozor Prikaz rezultata (View
results): ESR1/PGR/ERBB2/MKi67 NEGATIVNO (NEGATIVE)
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RISNRISINE
DINENNNN

Slika 4. GeneXpert Dx prozor Prikaz rezultata (View
results): PGR/MKi67 NEODREDENO (INDETERMINATE)

Slika 5. GeneXpert Dx prozor Prikaz rezultata (View results): PONOVNI TEST (REPEAT TEST)
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16 Razlozi za ponavljanje testa

Ponovite test pomoc¢u nove patrone (nemojte ponovo koristiti patronu).

e Rezultat PONOVNOG TESTA (REPEAT TEST) ukazuje na neuspeh unutrasnje kontrole. Uzorak nije pravilno
obraden. U ovom slucaju, ponovite test pomocu novog alikvota od 520 pl iz istog FFPE lizata.

e NEVAZECI (INVALID) rezultat ukazuje na neuspeh referentne kontrole. Uzorak nije pravilno obraden, PCR je
inhibirana, ili je kvalitet RNK iz tumora kome je pristupljeno neodgovarajuca. U tom slucaju, ponovite test pomocu
koncentrovanijeg FFPE lizata prema uputstvima u uputstvu za upotrebu FFPE kompleta za lizu.

e Rezultat GRESKA (ERROR) ukazuje na to da je kontrola provere probe neuspesna i da je test obustavljen, moguée
usled nepravilno napunjene reakcione epruvete, ili je detektovan problem sa integritetom reagensa probe, ili jer su
prekorac¢ena maksimalna ogranicenja za pritisak, ili je detektovana greska u pozicioniranju ventila. U ovom slucaju,
ponovite test pomocu novog alikvota od 520 pl iz istog FFPE lizata.

o NEMA REZULTATA (NO RESULT) znati da nije prikupljeno dovoljno podataka. Na primer, operater je zaustavio test
koji je bio u toku ili je doslo do nestanka struje. U ovom slucaju, ponovite test pomocu novog alikvota od 520 pl iz istog
FFPE lizata.

e Ako performanse spoljne QC ne budu onakve kakve se ocekuju, ponovite test spoljne kontrole i/ili se obratite kompaniji
Cepheid za pomoc¢.

17 Ogranic¢enja

e Modifikacije ovih postupaka mogu izmeniti performanse testa. Rezultate Xpert Breast Cancer STRAT4 treba tumaciti
zajedno sa ostalim laboratorijskim i klini¢kim podacima dostupnim lekaru.

e Performanse Xpert Breast Cancer STRAT4 potvrdene su pomocu postupaka koji se nalaze u ovom uputstvu za upotrebu
i pomoc¢u FFPE uzoraka koji su stari pet do deset godina.

e Performanse Xpert Breast Cancer STRAT4 potvrdene su samo pomocu postupaka navedenih u ovom uputstvu za
upotrebu.

e Pogresni rezultati testa se mogu dogoditi prilikom nepravilnog prikupljanja uzorka, rukovanja i skladistenja, ili prilikom
zamene uzoraka. Da bi se izbegli pogresni rezultati, neophodno je pazljivo postovanje uputstava u ovom uputstvu za
upotrebu.

Karakteristike performansi nisu utvrdene za pacijente koji su mladi od 25 godina.
Mutacije ili polimorfizam u regionima vezivanja prajmera ili proba, mogu dovesti do pogresnih ali uverljivih rezultata za
ESR1, PGR, ERBB2 i MKi67.

18 Karakteristike performansi

18.1 Klinicke performanse

Karakteristike performansi za Xpert Breast Cancer STRAT4 test procenjene su u odnosu na IHC rezultate za ER, PR, HER2
1 Ki67 i u odnosu na hibridizaciju fluorescencije in situ (FISH) za amplifikaciju HER2 gena na lokacijama u SAD i EU.

Na pocetku je u ovu studiju bilo ukljuéeno ukupno 211 neidentifikovanih preostalih FFPE uzoraka primarnog invazivnog
karcinoma dojke. 10 uzoraka je isklju¢eno jer nije bilo dostupno dovoljno tumorskog tkiva za testiranje, a jedan uzorak je
isklju¢en zbog povucenog pristanka. Tako je bilo dostupno ukupno 200 uzoraka za ukljucivanje u analize podataka. Za svaki
FFPE uzorak pripremljeno je vise plocica za Xpert testiranje; za IHC testiranje ER, PR, HER2 i Ki67; i za FISH testiranje
amplifikacije HER2 gena.

Sveukupno, Xpert Breast Cancer STRAT4 pruzio je vazecée rezultate pri prvom pokusaju testiranja od 99,5% (199/200) za
studijske uzorke. Jedan uzorak koji je inicijalno davao neodredeni rezultat (GRESKA (ERROR), NEVAZECI (INVALID)
ili NEMA REZULTATA (NO RESULT)) dao je rezultat testa nakon jednog ponovnog testiranja. Sveukupna stopa
uspesnosti analize bila je 100,0% (200/200).

0d 200 uzoraka sa vazeéim Xpert rezultatom testa, ESR1 i ERBB2 dali su vazeéi pozitivan ili negativan rezultat testa u
100% vremena (200/200). Za PGR i MKi67, Xpert je dao vazeci pozitivan ili negativan rezultat testa u 98,5% (197/200),
odnosno u 97,0% (194/200) slucajeva. 7 uzoraka sa Xpert neodredenim rezultatima za PGR 1/ili MKi67 bilo je ponovo
testirano pomoc¢u metode koncentrovanog FFPE lizata. I originalni (prvi pokusaj) rezultati i rezultati ponovljenog testa
prikazani su u Tabela 3.
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Za celokupan skup podataka, ukljucujuéi rezultate ponovnog testiranja, Xpert Breast Cancer STRAT4 demonstrirao je
procenat pozitivnog slaganja (PPA) od 97,2%, procenat negativnog slaganja (NPA) od 95,0% i procenat sveukupnog
slaganja (OPA) od 97,0% za ESR1 u odnosu na IHC;!8PPA od 88,4%, NPA od 90,7% i OPA od 88,9% za PGR u odnosu
na IHC;!8 PPA od 100,0%, NPA od 92,4% i OPA od 93,3% za ERBB2 u odnosu na IHC;1? iPPA od 100%, NPA od 92,0%
i OPA od 93,3% za ERBB2 u odnosu na HER2 FISH.!® Za MKi67 PPA od 88,8%, NPA od 100% i OPA od 90,7% sa IHC
pragom podesenim na>20% za pozitivno i <10% za negativno. MKi67 IHC srednji uzorci (10%-20% prag, zaklju¢no)
iskljuceni su iz analize. Sveukupan PPA, NPA ili OPA za svaki cilj, prikazani su u Tabela 3.

Tabela 3. Klinicke performanse

Uporedivanje po::::(aa Ukupno (n)b PPA 95% ClI NPA 95% CI OPA 95% CI
ESR1/ER Originalno 199 ( 19;1'/21‘?9) 93,6-988 | 100% (20/20) | 83,9-100 ( 1%1'/51?9) 94,3-98,9
nasﬁZﬁ”.HC Ponovljeni test 199 ( 15;1'/21‘?’9) 93,6-988 | 95,0% (19/20) | 76,4-99,1 ( 1%73%’9) 93,6-98,6
PGRIPR Originalno 196 ( 18397'/(1?4) 83,0930 | 92,9% (39/42) | 81,0-97,5 ( 1@%/%6) 84,8-93,3
nas;Z(:nHHC Ponovljeni test 198 ( 1287'/‘2?5) 82,4-925 | 90,7% (39/43) | 78,4-963 ( 1386%’8) 83,8-92,5
ERBBYHER2 | Originalno 180 100% (22/22) | 85,1-100 ( 13%'/‘21/_:8) 87,2-95,6 ( 196%/3:;/;’0) 88,7-96,1
nas;(rze:nﬂmc Ponovljeni test 180 100% (22/22) |  85,1-100 ( 1326,/%8) 87,2-95,6 ( 1%%/?;?0) 88,7-96,1
ERBB2MER2 |  Originalno 178 100% (28/28) |  87,9-100 ( 1%2'/01(?0) 86,5-954 ( 1%%/310?8) 88,696, 1
nasp)r(ap;rtp|s|-| Ponovljeni test 178 100% (28/28) |  87,9-100 ( 1%%/%0) 86,5-954 ( 1%%/31";"8) 88,696, 1
ERBB2HER2 |  Originalno 197 100% (27/27) | 87,5-100 ( 19515'/21?’0) 86,0-94.6 ( 1%22'/‘%’7) 87,8-95,3

Xpert

aspram | Ponovijeni test 197 100% (27/27) | 87,5-100 ( 19515'/2107/"0) 86,0-94,6 ( 19822'/‘%’7) 87,8-953
MKi67/Ki67 | Originalno 148 ( 1%/?)264) 81,9-932 | 100% (24/24) | 86,2100 ( 1%3'/512/1"8) 84,7-94.3
nasﬁZﬁ”.HC Ponovljeni test 151 ( ﬁ?ﬁ?& 82,1-932 | 100% (26/26) | 87,1100 ( 1%(;/71?1) 85,0-94,4

a Qriginalno = 1X lizat u skladu sa uputstvima u uputstvu za upotrebu, Ponovljeni test = rezultat ponovljenog testa na 4X
koncentrovanom lizatu u slu¢ajevima u kojima je originalni uzorak (1X lizat) dao neodredeni rezultat za PGR i/ili MKi67.

b Uzorci sa neodredenim Xpert rezultatima, uzorci sa ekvivokalnim ili srednjim IHC rezultatima, uzorci sa neuspesnim IHC i
neuspesnim FISH su isklju€eni.

19 Analiticke performanse

19.1 Analiticka senzitivhost/minimalni unos za analizu

Minimalni unos za analizu odreden je procenom maksimalne CYFIP1 Ct (referentni gen), koja precizno odreduje potreban
unos uzorka za grube performanse analize. Unos uzorka osigurava dobijanje vazecih rezultata za veéinu testiranih FFPE
klini¢kih uzoraka. Uzorci sa CYFIP1 Ct vredno$¢u vecom od dozvoljene bic¢e generisani kao NEVAZECI (INVALID)

rezultat.

Analitika osetljivost/minimalni unos za analizu za Xpert Breast Cancer STRATA4 test, definisano kao maksimalna CYFIP1
Ct koja daje >95% vazecih rezultata, utvrdeni su pomocu razblazenih lizata FFPE klinic¢kih uzoraka, kako bi se testirala
CYFIP1 Ct. Da bi se procenila senzitivnost CYFIP1 Ct, lizat FFPE klini¢kog uzorka je serijski razblazen i testiran sa N=20
replikata prema nivou razblazenja tokom 3 dana dok <95% rezultata testova nije bilo vazece. Nivoi razblazenja ukljucivali
su jedan uzorak sa o¢ekivanim minimalnim unosom za analizu, dva uzorka sa nivoom ispod toga i dva uzorka sa nivoom
iznad. Testiranje je obavljeno na dve serije Xpert Breast Cancer STRAT4 patrona.
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Pre zapocinjanja studije, obavljeno je testiranje na prazno za odredivanje granice sa N=60 replikata pomoc¢u dve nezavisne
serije Xpert Breast Cancer STRAT4 patrona. Granica za prazne uzorke sastojala se od praznog odeljka za parafin (nema
uzorka tkiva) i svi rezultati su pokazali oéekivane NEVAZECE ( NEVAZECI (INVALID) ) rezultate. Serijska razblazenja
unosa klinickog FFPE uzorka tkiva pri razblazenju od 1:1000, dala su 20/20 vaze¢ih CYFIP1 Ct sa srednjom Ct =33,4 i
SD 0,6 iz serije 1 Xpert Breast Cancer STRAT4 testa i srednju Ct = 33,6 1 SD 0,5 iz serije 2. Dalja razblazenja sa kasnijim
CYFIP1 Ct vrednostima nisu uspela da ispune >95% vazecih rezultata, potrebnih za studiju. Tabela 4 sumira broj vaze¢ih
ciklusa testova za svaki nivo unosa serijski razblazenog uzorka, kao relativno razblazenje ili kao Srednja CYFIP1 Ct.
Analiticka senzitivnost pomocu dve serije Xpert Breast Cancer STRAT4 test patrona, demonstrirala je minimalan potreban
unos za analizu za CYFIP1 Ct = 33,4. Ova vrednost u kombinaciji sa varijabilnos¢u analize, omogucice da gornja granica
Xpert Breast Cancer STRAT4 testa bude podesena na CYFIP1 Ct = 35.

Tabela 4. Minimalni unos za analizu za Xpert Breast Cancer STRAT4

Unos uzorka

. - . N vazeci
Serija kompleta (relativno Srednja CYFIP1 Ct SD .
razblazenje) ciklus (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 (serija 1)
1/2000 34,2 0,5 9/20
1/4000 34,5 0,5 2/20
NTC n/a n/a 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 (serija 2)
1/2000 34,2 0,4 9/20
1/4000 34,6 0,0 1/20
NTC n/a n/a 0/20

19.2 Ometanje testiranja

Okolno normalno/netumorsko tkivo

Okolno normalno (netumorsko) tkivo ¢esto je prisutno u uzorcima tkiva karcinoma dojke kao kontaminirajuca

supstanca, koja potencijalno moze ometati detekciju specifiénog cilja. Xpert Breast Cancer STRAT4 test moze zahtevati
makrodisektovani patoloski potvrden FFPE isecak tumora dojke, kako bi se potencijalni efekti ometanja netumorskim
tkivom sveli na minimum u primenjivim slu¢ajevima, kako je odredio patolog. Da bi se procenio efekat okolnog normalnog/
netumorskog tkiva, testirano je petnaest (15) FFPE blokova tkiva invazivnog karcinoma dojke, koji su sadrzali 21-98%
okruzujuéeg NAT, pomocu Xpert Breast Cancer STRAT4 testa sa i bez makrodisekcije. Xpert Breast Cancer STRAT4
testiranje je obavljeno sa N=4 replikata iz istog lizata po stanju. Najpre su procenjene dCts ESR1, PGR, ERBB2 i MKi67 za
svaki uzorak tkiva sa makrodisekcijom (trakasti grafikon u plavoj boji) ili bez makrodisekcije (grafikon u crnoj boji) putem
jednosmerne ANOVA analize, kako bi se odredilo statisticko ometanje od strane NAT. Klini¢ki znacajno ometanje od strane
NAT je smatrano prisutnim kad je ddCt (delta-delta Ct) izmedu makrodisektovanog tkiva i tkiva bez makrodisekcije bila
>1,0 i kad je postojala promena u rezultatu testa. Rezultati studije su sumirani u Slika 6.

dCts ESR1, PGR, ERBB2 i MKi67 za svih 15 uzoraka bile su grupisane na osnovu % NAT ( <30%, 31-60%, ili >61%).
Vertikalni grafikoni u plavoj i crnoj boji sa SD predstavljaju srednji cilj za dCts iz N=4 replikata makrodisektovanih i
nemakrodisektovanih FFPE iseCaka za FFPE blok invazivnog karcinoma dojke. Svih 15 FFPE blokova (N=1 ispod 30%
NAT, N=8 sa 31-60% NAT i N=6 iznad 60% NAT) pokazali su ili da nema statisticki znacajne razlike za ometanje okolnim
normalnim/netumorskim tkivom na osnovu jednosmernih ANOVA analiza sa p-vredno$éu >0,05; ili da nema klinic¢ki
znacajne razlike (oznaceno kao br.), ako je varijacija u delta Ct vrednostima za svaki cilj izmedu makrodisektovanih ili
nemakrodisektovanih uzoraka bila <1,0, ili kada se na ciljane rezultate testa (pozitivno, negativno) nije uticalo.
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ERBB2 dCt PGR dCt ESR dCt

MKi67 dCt

Slika 6. Ometanje okolnim normalnim/netumorskim tkivom ciljanih dCts za Xpert Breast Cancer STRAT4
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DCIS, nekroti€éno, hemoragi¢no tkivo

Da bi se procenio efekat duktalnog karcinoma in situ (DCIS), nekroti¢nog i hemoragicnog tkiva, ukupno 9 FFPE uzoraka
tumora dojke (3 FFPE bloka tumora dojke koji sadrze 3-61% DCIS, 3 FFPE bloka koji sadrze 10-65% nekroti¢nog tkiva

i 3 FFPE bloka koji sadrze 15-41% hemoragi¢nog tkiva) testirano je pomocu Xpert Breast Cancer STRAT4 testa sa i bez
makrodisekcije. Xpert Breast Cancer STRAT4 test je obavljen sa N=4 replikata iz istog lizata po stanju. Za sva stanja testa je
pronadeno da nemaju statisticki ili klinicki znacajan uticaj iz razli¢itih DCIS, nekroti¢nog ili hemoragi¢nog kontaminiranog
tkiva pomocu Xpert Breast Cancer STRAT4 testa (graficki podaci nisu prikazani).

Humana genomska DNK (hgDNK)

Xpert Breast Cancer STRAT4 test koristi visoko specificne prajmere i probe za efikasnu hibridizaciju sa ciljanim ESR1,
PGR, ERBB2 i MKi67 mRNK predlo$cima iz pula genomskih nukleinskih kiselina (humana genomska DNK = hgDNK). Za
procenu efekta hgDNK na Xpert Breast Cancer STRAT4 testu, 10 FFPE blokova tumora dojke sa razli¢itim sadrzajem celija
invazivnog duktalnog karcinoma je makrodisektovano i testirano sa i bez dodavanja 25 ng hgDNK u FFPE lizate uzoraka
pomocu Xpert Breast Cancer STRAT4 testa u N=4 replikata iz istog lizata po stanju. Za sva stanja testa je pronadeno da
nemaju statisticki ili klinicki znacajan uticaj pri ometanju hgDNK (graficki podaci nisu prikazani).
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19.3 Prenosenje kontaminacije

Sprovedena je studija da bi se demonstriralo da GeneXpert samostalne patrone za jednokratnu upotrebu svode prenos

kontaminacije na minimum sa visoko pozitivnih uzoraka nakon kojih sledi ciklus negativnih uzoraka u istom GeneXpert
modulu. Studija se sastojala od negativnog uzorka obradenog u istom GeneXpert modulu, odmah nakon visoko pozitivnog
ESR1/PGR/ERBB2/MKi67 uzorka. Negativan uzorak se sastojao od in vitro-transkribovane (IVT) RNK koja je sadrzala

CYFIP1 transkript sa 5 x 10* kopija, kako bi se osiguralo prisustvo cilja referentnog gena. Visoko pozitivan uzorak se

sastojao od IVT RNK koja je sadrzala CYFIP1 transkript sa 5 x 105 kopija i IVT RNK koja je sadrzala ESR1, PGR, ERBB2
i MKi67 transkripte sa 5 x 106 kopija, pripremljeno kao FFPE lizat. Sema testiranja ponovljena je 41 put pomoéu jednog
GeneXpert modula za ukupno 20 visoko pozitivnih uzoraka i 21 visoko negativan uzorak. Svih 20 visoko pozitivnih uzoraka
je tacno prijavljeno kao ESR1/PGR/ERBB2/MKi67 POZITIVNO (POSITIVE), a svih 21 negativnih uzoraka je tacno

prijavljeno kao ESR1/PGR/ERBB2/MKi67 NEGATIVNO (NEGATIVE).

19.4 Reproducibilnost i preciznost analize

Reproducibilnost za Xpert Breast Cancer STRAT4 procenjena je pomocu panela od pet lizata uzoraka.

Tri ¢lana panela pripremljena su dodavanjem in vitro transkripta (IVT) RNK u FFPE pufer za lizu, spajkovan u okviru
~2dCts dCt preseka za ESR1 (1 IVT RNK), PGR (2 IVT RNK) i ERBB2 (3 IVT RNK) sa CYFIP1 Ct vrednostima ~2-3 Cts
iz nivoa minimalnog unosa za analizu.

Dva ¢lana panela (klini¢ki FFPE uzorak 4 i klinicki FFPE uzorak 5) kreirana su iz pulovanih klinickih FFPE uzoraka
u FFPE puferu za lizu, kako bi se dobile CYFIP1 Ct vrednosti blizu minimalnog unosa za analizu i kako bi imale dCt

vrednosti preseka za sve ciljeve Sirom prijavljenog opsega i §to je moguce blize dCt presecima analize.

Dva operatera na svakoj od tri studijske lokacije, testirala su dva panela od pet uzoraka dnevno u toku Sest dana testiranja
(pet uzoraka x Sest dana x dva operatera x dva replikata x tri lokacije). Testirano je ukupno 72 replikata po uzorku.
Koriséene su tri serije Xpert Breast Cancer STRAT4 patrona na svakoj od tri test lokacije. Xpert Breast Cancer STRAT4 test

izveden je u skladu sa postupkom u ovom uputstvu za upotrebu.

Reproducibilnost za Xpert Breast Cancer STRAT4 procenjena je u smislu dCt za sva Cetiri cilja za svaki panel. Srednja,
standardna devijacija (SD) i koeficijent varijacije (CV) izmedu lokacija, izmedu serija, izmedu dana, izmedu operatera i u
okviru analiza za svakog ¢lana panela, prikazani su u Tabela 5.

Tabela 5. Sazetak podataka reproducibilnosti

Izmedu

U okviru

Usorak alfgl‘i;:a @ Srzg't'ja Izmedu lokacija | Izmedu serija Izmedu dana operatera analize Ukupno
(analit) var. [cv(%)| var. [cv(%)| var. |cv(%)| var |[cv(®)| var. [cv(%)| var. |cv(%)
ESR1 | 72 | 020 | 000 | 000 | 003 | 2930 | 000 | 000 | 000 [ 180 | 007 | 6890 [ 011 | 033
aavr | PGR | 72 | 003 [ 000 [ 000 | 001 [ 1470 [ 000 | 230 | 000 | 000 | 006 | 8300 | 007 | 026
RNK [erBB2| 72 | -242 | 000 | 000 | 004 | 2790 | 002 | 11,40 [ 000 | 260 | 008 | 5810 | 013 | 036
Mki67 | 70 | -255 | 000 | 000 | 032 | 6210 | 000 | 000 | 000 | 000 | 020 | 3790 | 052 | 072
ESR1 | 72 | 1,03 | 000 | 160 | 001 | 920 [ 001 | 550 | 000 | 000 | 010 | 8370 [ 012 | 035
ot | PSR | 72 [ 126 | 000 | 000 | 001 | 1220 [ 000 | 000 | 001 [ 1070 [ 004 | 7710 | 005 | 0,23
RNK 1erse2| 72 | 349 | 001 | 480 | 003 | 3160 | 000 | 000 | 000 | 040 | 007 | 6320 | 011 | 033
M7 | 72 | -353 | 000 | 000 | 008 | 4900 | 000 | 000 | 000 | 000 | 008 | 5100 016 | 040
EsR1 | 72 | 364 | 000 | 000 | 001 | 840 [ 001 | 1650 | 000 [ 000 | 006 | 7510 | 008 | 029
st | PR | 72 | 334 | 000 | 340 [ 000 [ 000 | 001 | 970 [ 000 | 540 | 005 | 8150 [ 006 | 025
RNK 1erse2| 72 | 091 | 002 | 2060 [ 001 | 1030 | 000 | 000 | 000 | 000 | 005 | 69,10 | 008 | 0,28
mkie7 | 72 | 114 | 000 [ 000 | 002 | 1540 [ 002 | 1800 | 000 | 000 | 007 | 6660 [ 0,10 | 031
ESR1 | 72 | -011 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 1440 | 000 | 1500 | 002 | 69,70 | 003 | 0,17
F:;,E PGR | 72 | 199 | 000 | 630 | 001 | 1970 | 000 | 250 | 000 | 000 | 002 | 7160 | 003 | 0,18
'l‘j':;'r‘;';' ERBB2| 72 | -239 | 002 | 3130 | 000 | 220 | 000 | 000 | 000 | 370 | 005 | 6280 | 007 | 027
M7 | 72 | -093 | 000 [ 000 | 002 | 3650 [ 000 | 0,00 | 000 | 000 | 003 | 6350 [ 0,04 | 021
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Uzorak alf;:‘iile @ Sr:dcrt‘ja Izmedu lokacija | lzmedu serija Izmedu dana oI::::tde‘:a Ua::;il:eu Ukupno

(analit) Var. [cv(%)| Var. [cv(%)| Var |cv(%)| var |cv(w)| var. |cv(%)| var. [cv(%)

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

FIE;’E 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
'l‘l':;'r:':(' ERBB2| 72 | 193 | 000 | 29 | 000 | 300 | 000 | 000 | 000 | 000 | 003 [ 9420 | 003 | 017
MKi67 72 -1,57 0,00 1,70 0,01 17,10 0,01 9,00 0,00 11,10 0,05 61,10 0,09 0,29

a Rezultati sa vazec¢im delta Ct vrednostima od 72
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21 Lokacije sediSta kompanije Cepheid

Sedista kompanije

Cepheid

904 Caribbean Drive
Sunnyvale, CA 94089
USA

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

Sedista u Evropi

Cepheid Europe SAS
Vira Solelh

81470 Maurens-Scopont
France

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

www.cepheidinternational.com

22 Tehnicka pomo¢

Prikupite sledece informacije pre nego $to se obratite tehnickoj podrsci kompanije Cepheid:

Naziv proizvoda
Broj partije
Serijski broj instrumenta

Sjedinjene Drzave
Telefon: + 1 888 838 3222

Poruke o greskama (ako ih ima)
Verzija softvera i ako je primenljivo, broj servisne oznake racunara

Adresa e-poste: techsupport@cepheid.com

Francuska

Telefon: + 33 563 825 319

Adresa e-poste: support@cepheideurope.com

Informacije za kontakt sa svim kancelarijama sluzbe tehni¢ke podrske kompanije Cepheid dostupne su na nasem veb-sajtu:
www.cepheid.com/en/support/contact-us

23 Tabela simbola

Simbol Znacenje
Kataloski broj
REF
In vitro dijagnosti¢ko medicinsko sredstvo
IVD 129

C€

CE oznaka — Evropska uskladenost
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Simbol Znacenje
EC |REP Ovlagceni predstavnik u Evropskoj zajednici
® Ne koristiti ponovo
Serijski kod
LOT )

Pogledajte uputstvo za upotrebu

Oprez

Proizvodac

Zemlja proizvodnje

Sadrzi dovoljno za n testova

CONTROL

Kontrola

Rok upotrebe

*mlﬁﬁhb_.

Ogranicenje temperature

Bioloski rizici

CH |REP

Ovlagceni predstavnik u Svajcarskoj

Uvoznik
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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 Istorija revizija

Odeljak Opis promene

Tabela simbola Dodati simboli za CH REP i uvoznika i definicije
u tabeli simbola. Dodate informacije o CH REP i
uvozniku sa adresom u Svajcarskoj.

Istorija revizija Tabela sa istorijom revizija je azurirana.
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