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Xpert® Breast Cancer STRAT4

In vitro-diagnostisk medicinteknisk produkt

1 Egendomsskyddat namn

Xpert® Breast Cancer STRAT4

2 Allmant namn

Xpert Breast CA STRAT4
Xpert BC STRAT4

3 Avsedd anvandning

Xpert Breast Cancer STRAT4-test dr en semikvantitativ assay baserat pa polymeraskedjereaktion med kvalitativa cutoff-
véden for dstrogenreceptor (ESRI), progesteronreceptor (PGR), human epidermal tillvéxtfaktorreceptor 2 (ERBB2/

HER?2) och markdr for proliferering Ki-67 (MKi67) mRNAs isolerade fran formalinfixerad och paraftininbdddad

(FFPE) invasiv brostcancervdvnad. RNA extraheras fran ett tumorberikat omrade av en mikroskopvavnadssektion som
identifierats av en patolog. Testet ska anvéndas i kombination med andra kliniska data och laboratoriedata for att klassificera
brostcancervdvnader angdende deras status for hormonreceptor, HER2-receptor och prolifereringsmarkdr. Testet &r avsett att
anviindas med GeneXpert®-systemet, som inkluderar RNA-isolering frin FFPE-vivnad, samt amplifiering och detektion av
malsekvenser i kassetten.

Xpert Breast Cancer STRAT4-testet r inte avsett som:

e En prediktor for sjukdomens svarighetsgrad
e En fristdende enhet for diagnostisk testning av brostcancer
e En prognostikator for sjukdomséterfall

Indikationer for anvandning: Testet &r avsett att anvédndas for att beddma mRNA-nivéerna av ESRI, PGR, ERBB2, och
MKi67 i invasiva brostcancervavnader erhallna fran patienter och beredda som FFPE-prover, och som ett hjdlpmedel vid
klinisk utvérdering i kombination med andra laboratoriedata.

4 Sammanfattning och forklaring

Brostcancer dr en av de vanligaste cancerformerna hos kvinnor vérlden dver, med cirka 1,7 miljoner nya fall av brostcancer
varje ar.! I Europa diagnostiseras cirka 494 000 nya fall varje ar och 143 000 patienter kommer att d6 av sin sjukdom. I USA
diagnostiserades cirka 200 000 nya fall av invasiv bréstcancer 2015.2 Brostcancer dr den vanligaste orsaken till dodlighet
frén cancer bland kvinnor i utvecklingsldnder och den nést vanligaste orsaken till dodlighet frdn cancer (efter lungcancer)
bland kvinnor i industrilénder.?

Hos kvinnor &r brostcancer den vanligaste cancerdiagnosen och den framsta orsaken till dodsorsak frén cancer.! Dodligheten
for brostcancer har minskat med 34 procent sedan 1990, frémst pa grund av forbittrad behandling och tidig detektion.?
Mitningar av uttryck av ER- och PR-protein ar prognostiska for utfall av brostcancer och de forutspér respons mot
tamoxifen och andra hormonella terapier. 4567 HER2-6veruttryck ger en negativ prognos hos kvinnor med brostcancer;
men dnnu viktigare, respons mot trastuzumab eller andra HER2-riktade behandlingar forutses av HER2 (ERBB2)
proteindveruttryck eller HER2-genamplifiering.8 Markér for prolifiering av Ki-67 (MKi67) har studerats i stor utstrickning
i retrospektiva studier hos patienter med brostcancer® och anses vara en viktig indikator for behovet av kemoterapi.!® Meta-
analyser har visat att det dr forknippat med sdmre dverlevnadsresultat vid tidig brostcancer.!! Med tanke pa dessa markérers
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betydelse vid valet av en effektiv behandlingsregim for en patient med brostcancer, rekommenderar behandlingsriktlinjer i
European Society for Medical Oncology (ESMO) att alla priméra brostkarcinomer testas for ER, PR, HER2 (ERBB2) och
Ki67 vid tidpunkten for diagnos.!2

Immunhistokemi (IHC) anvénds vanligtvis for métning av ER, PR, HER2 och Ki67 proteinuttryck. Fér HER2-uttryck ar
IHC vanligtvis det forsta testet som utfors och resultaten rapporteras pa en skala fran O till 3+. Om resultatet &r tvetydigt for
HER2-uttryck (2+) dndras provet till en HER2 In situ-hybridiserings (ISH)-assay, sdsom fluorescens in situ-hybridisering
(FISH) eller kromogen in situ-hybridisering (CISH) som letar efter HER2-gen amplifiering.!3 En hog grad av variation

i resultat har visats for IHC och ISH jamfort mellan laboratorier, till stor del pa grund av skillnader i antikropparna som
anvinds for IHC savil som subjektivitet av tolkningsmetoder. 14

Xpert Breast Cancer STRAT4-testet &r ett in vitro-diagnostiskt test som anvénds for att bestimma mRNA-uttrycksnivaerna
for ESR1, PGR, ERBB2, och MKi67 isolerade frin FFPE-prover av invasiv brostcancervdvnad.

Assayen utfors i en fristdende kassett efter ett lysatberedningssteg off-board, vilket krédver mindre &n 15 minuters hands-on-
tid med en total tid p&d mindre 4n 2 timmar.

5 Metodens princip

Xpert Breast Cancer STRAT4-testet &r en transkriptaspolymeraskedjereaktion (PCR)-assay i realtid for detektion av ESR1-,
PGR-, ERBB2- och MKi67-mRNA-isolerade fran formalinfixerad och paraffininbdddad (FFPE) invasiv brostvdvnad.
Assayen utfors pa Cepheid GeneXpert-instrumentsystemen. GeneXpert-instrumentsystemen automatiserar och integrerar
provrening, nukleinsyraamplifiering och mélsekvensdetektion i enkla eller komplexa prov med RT-PCR-assayer i realtid.
Systemen bestar av ett instrument, en streckkodsscanner, en dator och forladdad programvara for att kora tester och visa
resultaten. Systemen anvénder kasserbara kassetter for engangsbruk som rymmer RT-PCR-reagenserna och som stér for RT-
PCR-processen. For en fullstindig beskrivning av systemen, se tillimplig anvindarmanual for GeneXpert instrumentsystem.

Xpert Breast Cancer STRAT4-testet inkluderar reagens for samtidig detektering av ESR1, PGR, ERBB2, MKi67, en
cytoplasmatisk FMR 1-interagerande protein 1 (CYFIP1) referensgen, en intern RT-PCR-kontroll (CIC) och en intern probe
check kontroll (PCC). Referensgenen verifierar provtillracklighet och anvénds for att normalisera mRNA-uttrycksnivaerna
for ESR1, PGR, ERBB2 och MKi67. Den interna RT-PCR-kontrollen (CIC) anvénds for att verifiera att RT-PCR-reaktionen
fortsatte korrekt. PCC verifierar rehydrering av reagenskula, RT-PCR-rorets fyllning, probens integritet och farghallbarheten
i kassetten. Totalt anvénder assayen sex distinkta fluorescerande kanaler f6r mél- eller kontroll/referensdetektering med sina
egna cutoft-parametrar f6r mél-/kontroll/referensgiltighet.

FFPE-prover méste forst behandlas med Xpert® FFPE Lysis Kit genom att bereda en 4-5 um (mikron)-tjock vdvnadssektion
dér FFPE-viavnaden forst makrodissekteras, om s kravs, for att berika invasivt tumdromrade och sedan skrapas och placeras
i ett ror tillsammans med de rekommenderade volymerna av FFPE-lysreagens och proteinas K. Losningen inkuberas sedan i
ett virmeblock vid 80 °C i 30 minuter. Etanol blandas sedan med provet och den rekommenderade volymen av det beredda
provlysatet tillsétts sedan direkt i en testkassett. Testkassetten sdtts in i en modul i ett GeneXpert instrumentsystem dar
nukleinsyrarening, amplifiering och realtidsdetektering &r helt automatiserade och helt integrerade i systemet. Alla reagenser
som krévs for beredning ombord och RT-PCR-analys ar forinstallerade i kassetten. Nukleinsyror i lysatet fangas upp pa

ett filter, tvéttas och elueras genom ultraljudsbehandling. Den renade nukleinsyran blandas dérefter med torra RT-PCR-
reagenser och 19sningen dverfors till reaktionsroret for RT-PCR och detektion. Tiden till resultat &r cirka 75 minuter i
GeneXpert.

Detekterings-cutoff som Xpert Breast Cancer STRAT4-testet anvénder i varje fluorescerande kanal faststélldes for att
maximera positiva, negativa och dvergripande procentuella dverensstimmelser jamfort med referenslaboratoriets IHC-
eller IHC/FISH-resultat for varje mal. IHC for ER, PR, Ki67 och HER2 samt FISH for HER2 bearbetades och betygsattes
enligt instruktionerna i bruksanvisningen. Tolkningen av positiva -resultat slutfordes enligt ASCO/CAP 2013 riktlinjer.13
tumorer klassificerades som ER- eller PRIHC-positiva nir > 1 % av invasiva tumdrceller visade bestdmd nukleérfargning,
oavsett fargningsintensitet. HER2-utryck utvirderades med HercepTest (IHC)-kitet (Dako) och fick betygsattes som 0,
1+, 2+ eller 3+. Tumorer som fick 2+ @ndrades till HER2 FISH med hjélp av PathVysion HER2 DNA-probekit (Vysis-
Abbott, Chicago, IL). Fall ansags HER2-positiva om de fick 3+ med IHC och/eller amplifierad med FISH (definierat som
HER2:CEP17 (forhéllande > 2,0) och/eller genomsnittligt HER2-kopieringsnummer > 6,0 signaler/cell enligt 2013 ars
ASCO/CAP riktlinjeuppdatering for klinisk praxis for HER2-testning vid brostcancer.!> For Ki67 klassificerades tumérer
som positiva (hogt) ndr > 20 % av invasiva tumorceller visade bestimd nukleédrfargning, oavsett firgningsintensitet.

Nar det géller referensgenkontrollen och intern RT-PCR-kontroll definierar detektion-cutoff intervall f6r minsta och
maximala cykeltroskel (Ct) PCR-virden som bestdmmer ett giltigt resultat, en adekvat minsta provinmatning och ingen
PCR-hidmning. Nar det géller mélen ESR1, PGR, ERBB2 och MKi67 definieras detektion-cutoff av delta-cykeltroskel
(dCt) (referensgen Ct minus mélgen Ct) viarden som bestimmer POSITIVE (POSITIVE) kontra NEGATIVA (NEGATIVE)
resultat for ett givet mal i en kanal.
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6 Reagenser och instrument

6.1 Tillhandahallna material

Xpert Breast Cancer STRAT4-kitet innehéller tillrickligt med reagens for att bearbeta 10 kvalitetskontrollprover eller FFPE-
lysat som &r beredda med Xpert FFPE Lysis Kit (katalog# GXFFPE-LYSIS-CE-10). Xpert Breast Cancer STRAT4-kitet
innehaller foljande artiklar:

Xpert Breast Cancer STRAT4-kassetter med

integrerade reaktionsror 10

e Kula 1, 2 och 3 (frystorkade) 1 per kassett

e Skdljreagens, 1,0 ml per kassett
e FElueringsreagens, 2,0 ml per kassett
CD 1 per kit

e Assay Definition File (ADF)
e Bruksanvisning
e ONCore rapportfiler

Sékerhetsdatabladen (SDS) finns tillgangliga pa www.cepheid.com eller www.cepheidinternational.com under fliken

Anm o ppORT.

Bovint serumalbumin (BSA) i kulorna inuti denna produkt producerades och tillverkades enbart fran bovin plasma
Anm insamlad i USA. Inget protein fran idisslare eller annat djurprotein gavs till djuren. Djuren testades och godkandes fére
och efter déden. Under bearbetning blandades inte materialet ihop med andra djurmaterial.

7 Forvaring och hantering

Forvara innehéllet i Xpert Breast Cancer STRAT4-kitet vid 2-28 °C.
Oppna inte ett kassettlock forrin du ir klar att genomfora testningen.
Anvénd kassetten inom 30 minuter efter ppnandet av kassettlocket.
Anvind inte en kassett som har lickt.

8 Nodvandiga material som inte tillhandahalls

e Xpert FFPE Lysis Kit (katalog# GXFFPE-LYSIS-CE-10) for beredning av FFPE-lysat. Kitet bestar av FFPE-lysreagens,
proteinas K (PK), 1,5 ml rér och 5 ml ampuller.

Vortexblandare.
Pipetter och pipettspetsar med aerosolfilter limpliga for att pipettera 600ul 1,2 ul och 520 pl.

Dator med proprietir GeneXpert-mjukvara version 4.7b eller senare eller Xpertise version 6.4b eller senare,
streckkodsskanner och tillimplig anvindarmanual for GeneXpert-instrumentsystem.

e Skrivare: Om en skrivare behdvs kan du kontakta Cepheid teknisk support for att ordna inkép av en rekommenderad
skrivare.

9 Varningar och forsiktighetsatgarder

Endast for in vitro-diagnostisk anvéndning.

Alla biologiska prov bor behandlas som om de kan overfora smittimnen. Alla humanprov ska behandlas med sedvanliga
forsiktighetsdtgérder. Riktlinjer for provhantering finns tillgéngliga frén Viarldshélsoorganisationen (World Health
Organization) eller CDC (Center for sjukdomskontroll och prevention, Centers for Disease Control and Prevention) i
USA.

e Fo¢lj din institutions sdkerhetsmetoder vid arbete med kemikalier och hantering av biologiska prov.
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Viktigt

Viktigt

e Prestanda och egenskaper for detta test har faststillts med de provtyper som listats i Avsnitt 3. Prestandan for denna
assay med andra provtyper eller prov har inte utvérderats.
FFPE-vdvnad maéste bearbetas med Xpert FFPE Lysis Kit (katalog # GXFFPE-LYSIS-CE-10).
Ofullstdndigt avldgsnande (skrapning) av tumoromradet fran objektglaset for beredning av FFPE-lysatet kan resultera i

otillrdckligt material for assayen och darfor en hogre én forviantad obestdmd/ogiltig hastighet med Xpert Breast Cancer
STRAT4-testet.

Oppna inte Xpert Breast Cancer STRAT4-kassettlocket forutom nér du tillsitter forberett FFPE-lysat.

Anvind inte en kassett som tappats efter uttagandet ur forpackningen.

Skaka inte kassetten. Om kassetten skakas eller tappas efter dppnandet av kassettlocket kan ogiltiga resultat erhallas.
Anvind inte en kassett som har ett skadat reaktionsror.

Varje Xpert Breast Cancer STRAT4-kassett for engdngsbruk anvinds for att bearbeta ett test. Ateranviind inte anviinda
kassetter.

Anvind inte en kassett om den verkar vat eller om lockforseglingen verkar vara bruten.

Placera inte provets ID-etikett pa kassettlocket eller pa streckkodsetiketten pa kassetten.

e For att undvika kontaminering av prov eller reagenser rekommenderas god laboratoriesed, vilket inkluderar byte av

handskar mellan hanteringar av patientprov.

e Kontakta din institutions miljéavdelning géllande korrekt avyttrande av anvénda kassetter och oanvinda reagenser.
Kontrollera statliga, territoriella eller lokala bestimmelser eftersom de kan skilja sig frén nationella bestimmelser om
bortskaffande. Materialet kan uppvisa egenskaper som farligt avfall och kriva specifika bortskaffningsfoérfaranden.
Institutioner ska kontrollera sina respektive bestimmelser for avyttring av farligt avfall.

10 Kemiskt farliga amnen16.17

Enligt Globally Harmonized System for Classification and Labeling (GHS, globalt harmoniserat system for klassificering
och mirkning av kemikalier) anses det hér materialet inte vara farligt.

11 Provinsamling, transport och forvaring

e Anvéind endast med FFPE-prover som behandlats med Xpert FFPE Lysis Kit (katalog # GXFFPE-LYSIS-CE-10). Folj
ASCO/CAP-riktlinjernal!> for beredning av FFPE-vévnad.

e FFPE-lysat bor beredas fran FFPE-tumorblocket med det storsta omradet av livskraftigt brostkarcinom (minst 30
% cellularitet av tumdr) och manuell makrodissektion bor utfoéras, om det behdvs, innan test i Xpert Breast Cancer
STRAT4-testet. For tumérprover mindre dn 10 mm? med mindre 4n 30 % tumor kan anvindning av den koncentrerade
lysatmetoden eller mer 4n en 4-5 pm sektion krdvas for giltiga resultat.
FFPE-lysat ska transporteras till laboratoriet vid 2-8 © C.
FFPE-lysat ir stabilt upp till 1 vecka vid 2-8 °C eller 4 veckor vid <-20 °C fore test med Xpert Breast Cancer STRAT4.
Forvaras vid -80 °C for langvarig forvaring. Hogst 1 frys-tining rekommenderas. Nér du tinar, tina till rumstemperatur
och vortexa FFPE-lysat i 15 sekunder fore anvdndning.

12 Metod

Anvandning av Xpert Breast Cancer STRAT4-kassetten kraver forberedelse av ett lysat med Xpert FFPE Lysis
Kit (katalog # GXFFPE-LYSIS-CE-10).

Starta assayen inom 30 minuter fran det att det forberedda provet tillsatts till kassetten.

12.1 Forbereder FFPE-lysat
Forbered FFPE-lysat i enlighet med bruksanvisningen for FFPE-lysiskit.

12.2 Forbereda kassetten

1. Ta ut kassetten ur pappforpackningen.
2. Vortexa beredd FFPE-lysat 15 sekunder fore anviandning.

Xpert® Breast Cancer STRAT4
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3. Oppna kassettens lock.

4. Anvind en pipett for att overfora 520 ul FFPE-lysat till kassettens provkammare. (Obs: en liten mingd féllning kan
forekomma, vilket inte paverkar assayens prestanda).

Behall kvarvarande FFPE-lysat vid 2—8 °C eller <— 20 °C i fall av omprovning.

Provkammare
(stor 6ppning

Figur 1. Xpert Breast Cancer STRAT4-kaset (vy ovanifran)
5. Sténg locket pa kassetten. Sdkerstdll att locket snépper stadigt pa plats.

12.3 Starta testet

Innan du startar testet ska du forsdkra dig om att Xpert Breast Cancer STRAT4 assay definition file (ADF) har

Viktigt importerats in i mjukvaran.

Detta avsnitt listar standardstegen for att anvinda GeneXpert-systemet. For detaljerade anvisningar, se GeneXpert Dx-
systemets anvindarmanual eller GeneXpert Infinity-systemets anvindarmanual, beroende pé vilket instrument som anvénds.

Anm De steg som du foljer kan skilja sig 4t om systemadministratéren har &ndrat systemets standardarbetsflode.

1. Sitt pd GeneXpert-instrumentet:

e Om du anvénder GeneXpert Dx-instrumentet, sétt forst pd GeneXpert-instrumentet och sedan datorn. GeneXpert-
mjukvaran startar automatiskt eller kan kréva en dubbelklickning pa GeneXpert Dx-mjukvarans ikon pd Windows®-
skrivbordet.

eller
e Om du anvénder GeneXpert Infinity-instrumentet, starta instrumentet. Xpertise-mjukvaran startar automatiskt eller
kan kréva en dubbelklickning pa Xpertise—mjukvarans ikon pd Windows-arbetsbordet.

2. Logga in pa GeneXpert-instrumentsystemets mjukvara med anvéndning av ditt anvindarnamn och 16senord. I
GeneXpert-systemfonstret, klicka p4 Skapa test (Create Test) (GeneXpert Dx) eller klicka p4 Bestallningar
(Orders) och Bestalla test (Order Test) (Infinity). Fonstret Skapa test (Create Test) 6ppnas.

3. Skanna eller skriv in Prov-ID (Sample ID). Om du skriver in Prov-ID (Sample ID), se till att du skriver in det rétt. Prov-
ID (Sample ID) associeras med testresultaten och visas i fonstret Granska resultat (View Results) och alla rapporter.
Dialogrutan Skanna kassetten (Scan Cartridge) visas.

4. Skanna streckkoden pa Xpert Breast Cancer STRAT4-kassetten. Fonstret Skapa test (Create Test) visas. Mjukvaran fyller
automatiskt i rutorna i de f6ljande félten med hjilp av streckkodsinformationen: Vilj assay (Select Assay), reagenslot-ID
(Reagent Lot ID), kassettens serienummer (Cartridge SN).

5. Klicka pé Starta test (Start Test) (GeneXpert Dx) eller Skicka in (Submit) (Infinity). Skriv in losenordet om det
begirs.

6. For GeneXpert Dx-instrumentet:

a) Oppna instrumentmodulens dérr med den blinkande gréna lampan och ladda kassetten.

b) Sténg dorren. Testet startas och den grona lampan slutar att blinka. Nar testet dr klart slutar lampan att lysa.

¢) Vinta tills systemet frigdr dorregeln innan du 6ppnar moduldorren. Ta ut kassetten.

d) Kassera anvinda kassetter i ldmpliga avfallsbehéllare for prov enligt din institutions standardpraxis. Se Avsnitt 9.
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Anm

eller

For GeneXpert Infinity-systemet ska kassetten placeras pé transportbandet. Kassetten kommer automatiskt att laddas,
testen kommer att koras och den anvénda kassetten kommer att placeras i avfallsbehallaren.

13 Granska och skriva ut resultat

Detta avsnitt anger de grundlidggande stegen for att granska och skriva ut resultat. For mer detaljerade anvisningar om
hur man granskar och skriver ut resultat, se GeneXpert Dx-systemets anvindarmanual, eller GeneXpert Infinity-systemets
anvindarmanual, beroende pa vilket instrument som anvénds.

1. Klicka pa Granska resultat (View Results) ikonen for att granska resultat (View Results).

2. Nir testet &r klart, klicka pA Rapport (Report) knappen pa Granska resultat (View Results) for att visa och/eller
generera en rapportfil i PDF-format.

Om du anvander ONCore-mjukvara for att generera en rapport hanvisar vi till GeneXpert ONCore-anvandarhandboken
for mjukvara pa CD-skivan for ONCore-anvandarhandboken for instruktioner om hur du skapar en rapport. Se aven
instruktionerna for ONCore-rapporten pa Xpert Breast Cancer STRAT4 CDn for instruktioner om hur du tolkar ONCore-
rapporten for Xpert Breast Cancer STRAT4-testet.

14 Kvalitetskontroll

Varje test innehdller en referensgenkontroll (CYFIPI) och en probe check kontroll (PCC).

e CYFIPI kontroll: Denna referensgen anvénds for att normalisera uttrycksnivéerna for ESR1, PGR, ERBB2, och
MKi67. Det fungerar ocksé som en SAC (Sample Adequacy Control, adekvat provkontroll) for att sikerstélla att provet
innehaller tillrackligt med RNA. En minsta CYFIPI-signal krdvs for ett giltigt testresultat. En CYFIPI-signal under
minsta midngden eller en negativ signal indikerar att provet inte innehéller tillrackligt med RNA.

e (CYFIPI -alternativ: Detta ar en duplicerad CYFIPI-kontroll som anvénds i algoritmen nér delta-cykeltroskel (dCt) for
PGR eller MKi67 ligger under cutoff-instéllningarna for assayen. For dessa mal krévs ytterligare en minsta CYFIPI-
alternativsignal for att sékerstdlla ett giltigt testresultat.

e Probe check kontroll (PCC): Fore start av PCR méter GeneXpert-instrumentsystemet fluorescenssignalen fran
proberna for att 6vervaka rehydreringen av kulan, fyllningen av reaktionsroret, probeintegriteten och fargstabiliteten.
PCC godkénns om den uppfyller de validerade acceptanskriterierna.

e Externa kontroller (inte tillhandahallna): Externa kontroller ska anvéndas i enlighet med lokala, statliga och federala
godkénda organisationers krav, som tillimpligt.

15 Tolkning av resultat

Resultaten tolkas automatiskt av GeneXpert-instrumentsystemet frén uppmatta fluorescenssignaler, och inbdddade
berdkningsalgoritmer och visas tydligt i fonstret Granska resultat (View Results) i flikarna Testresultat (Test Results)
och Analytresultat (Analyte Result). Testresultaten (Test results) och Analytresultaten (Analyte Results) visas dven i
Testrapporten (Test Raport). Mojliga resultat visas i Tabell 1 and Tabell 2.

Tabell 1. Alla méjliga resultat for Xpert Breast Cancer STRAT4-testet

Visade resultat CYFIP1 CYFIP1-alternativ Cic
(EESSRR11PP§SS|’%-T|\|>/E) GODKANT (PASS) POS eller NEG POS eller NEG
(EESSSNNEEC?AATT&/VE) GODKANT (PASS) POS eller NEG POS eller NEG
(pPGGé? ppgs?ITT{/VE) GODKANT (PASS) POS eller NEG POS eller NEG
(PPGGF\”? NNEES/GR/VE) GODKANT (PASS) POS POS eller NEG
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Visade resultat CYFIP1 CYFIP1-alternativ CiC
ERBB2 POSITIV "
(ERBB2 POSITIVE) GODKANT (PASS) POS eller NEG POS eller NEG
ERBB2 NEGATIV M
(ERBB2 NEGATIVE) GODKANT (PASS) POS eller NEG POS eller NEG
MKi67 POSITIV "
(MKi67 POSITIVE) GODKANT (PASS) POS eller NEG POS eller NEG
MKi67 NEGATIV "
(MKi67 NEGATIVE) GODKANT (PASS) POS POS eller NEG
PGR OBESTAMT (PGR "
INDETERMINATE) GODKANT (PASS) NEG POS eller NEG
MKi67 OBESAMT
(MKi67 GODKANT (PASS) NEG POS eller NEG
INDETERMINATE)
UPPREPA TEST =
(REPEAT TEST) GODKANT (PASS) POS eller NEG NEG
OGILTIGT (INVALID) EJ GODKANT (FAIL) NEG POS eller NEG
FEL (ERROR) INGET RESULTAT INGET RESULTAT INGET RESULTAT
(NO RESULT) (NO RESULT) (NO RESULT)
INGET RESULTAT INGET RESULTAT INGET RESULTAT INGET RESULTAT
(NO RESULT) (NO RESULT) (NO RESULT) (NO RESULT)
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Tabell 2. Xpert Breast Cancer STRAT4 representativa resultat och tolkning

Resultat Tolkning

e ESR1 mRNA-transkript ar éveruttryckt och har en delta-cykeltroskel
(dCt) ovanfér cutoff-instaliningarna.

ESR1 POSITIV e CYFIP1 - GODKANT (PASS); CYFIP1 mRNA-transkript har detekterats
(ESR1 POSITIVE) och har en cykeltréskel (Ct) inom giltigt intervall och en slutpunkt 6ver
Se Figur 2. troskelinstallningen.
e Probekontroll - GODKANT (PASS), alla probekontrollresultat &r
godkanda.

e PGR mRNA-transkript ar overuttryckt och har en delta-cykeltroskel (dCt)
ovanfor cuttoff-instaliningarna.

PGR POSITIV e CYFIP1 - GODKANT (PASS); CYFIP1 mRNA-transkript har detekterats
(PGR POSITIVE) och har en cykeltréskel (Ct) inom giltigt intervall och en slutpunkt 6ver
Se Figur 2. troskelinstaliningen.
e Probekontroll —- GODKANT (PASS), alla probekontrollresultat ar
godkanda.

e ERBB2 mRNA-transkript ar éveruttryckt och har en delta-cykeltréskel
(dCt) ovanfor cuttoff-installningarna.

ERBB2 POSITIV e CYFIP1— GODKANT (PASS); CYFIP1 mRNA-transkript har detekterats
(ERBB2 POSITIVE) och har en cykeltréskel (Ct) inom giltigt intervall och en slutpunkt 6ver
Se Figur 2. tréskelinstallningen.
e Probekontroll - GODKANT (PASS), alla probekontrollresultat &r
godkanda.

o MKi67 mRNA-transkript ar 6veruttryckt och har en delta-cykeltroskel
(dCt) ovanfor cuttoff-instéllningarna.

MKi67 POSITIV e CYFIP1— GODKANT (PASS); CYFIP1 mRNA-transkript har detekterats
(MKi67 POSITIVE) och har en cykeltréskel (Ct) inom giltigt intervall och en slutpunkt dver
Se Figur 2. tréskelinstallningen.
e Probekontroll - GODKANT (PASS), alla probekontrollresultat &r
godkanda.

e ESR1 mRNA-transkript ar inte dveruttryckt och har en delta-cykeltroskel
(dCt) nedanfor cuttoff-installningarna.

ESR1 NEGATIV e CYFIP1 - GODKANT (PASS); CYFIP1 mRNA-transkript har detekterats
(ESR1 NEGATIVE) och har en cykeltréskel (Ct) inom giltigt intervall och en slutpunkt dver
Se Figur 3. troskelinstallningen.
e Probekontroll - GODKANT (PASS), alla probekontrollresultat &r
godkanda.

e PGR mRNA-transkript ar inte éveruttryckt och har en delta-cykeltroskel
(dCt) nedanfor cuttoff-installningarna.

e CYFIP1— GODKANT (PASS); CYFIP1 mRNA-transkript har detekterats

PGR NEGATIV och har en cykeltréskel (Ct) inom giltigt intervall och en slutpunkt éver
(PGR NEGATIVE) troskelinstaliningen.
Se Figur 3. e CYFIP1 alternativ — POS; CYFIP1 har en cykeltréskel (Ct) inom giltigt

intervall och en slutpunkt dver tréskelinstallningen.

e Probekontroll - GODKANT (PASS), alla probekontrollresultat &r
godkanda.
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Resultat

Tolkning

ERBB2 NEGATIV
(ERBB2 NEGATIVE)

Se Figur 3.

ERBB2 mRNA-transkript &r inte 6veruttryckt och har en delta-
cykeltroskel (dCt) nedanfor cuttoff-instaliningarna.

CYFIP1 — GODKANT (PASS); CYFIP1 mRNA-transkript har detekterats
och har en cykeltréskel (Ct) inom giltigt intervall och en slutpunkt dver
troskelinstallningen.

Probekontroll - GODKANT (PASS), alla probekontrollresultat &r
godkanda.

MKi67 NEGATIV
(MKi67 NEGATIVE)

Se Figur 3.

MKi67 mRNA-transkript ar inte dveruttryckt och har en delta-cykeltréskel
(dCt) nedanfor cuttoff-instéllningarna.

CYFIP1— GODKANT (PASS); CYFIP1 mRNA-transkript har detekterats
och har en cykeltréskel (Ct) inom giltigt intervall och en slutpunkt éver
troskelinstallningen.

CYFIP1 alternativ — POS; CYFIP1 har en cykeltroskel (Ct) inom giltigt
intervall och en slutpunkt dver troskelinstaliningen.

Probekontroll - GODKANT (PASS), alla probekontrollresultat ar
godkanda.

PGR Obestamt
(PGR Indeterminate)

Se Figur 4.

PGR mRNA-uttrycksniva kan inte bestdmmas pa grund av att provet
innehaller otillrackligt material. Upprepa testet med mer koncentrerat
lysat.

CYFIP1 — GODKANT (PASS); CYFIP1 mRNA-transkript har detekterats
och har en cykeltréskel (Ct) inom giltigt intervall och en slutpunkt dver
troskelinstallningen.

CYFIP1 alternativ — NEG; CYFIP1 cykeltroskel (Ct) var inte inom giltigt
intervall eller var slutpunkt under den nédvéandiga troskelinstaliningen
som kravs for PGR-statusbestamning.

Probekontroll - GODKANT (PASS), alla probekontrollresultat &r
godkanda.

MKi67 Obestamt
(MKi67 Indeterminate)

Se Figur 4.

MKi67 mRNA-uttrycksniva kan inte bestdmmas pa grund av att provet
innehaller ofillrackligt material. Upprepa testet med mer koncentrerat
lysat.

CYFIP1 — GODKANT (PASS); CYFIP1 mRNA-transkript har detekterats
och har en cykeltréskel (Ct) inom giltigt intervall och en slutpunkt dver
troskelinstéllningen.

CYFIP1 alternativ — NEG; CYFIP1 cykeltréskel (Ct) var inte inom giltigt
intervall eller var slutpunkt under den nédvéandiga troskelinstaliningen
som kravs for MKi67-statusbestdmning.

Probekontroll - GODKANT (PASS), alla probekontrollresultat &r
godkanda.

UPPREPA TEST
(REPEAT TEST)

Se Figur 5.

ESR1/PGR/ERBB2/MKi67 mRNA-uttrycksnivaer kan inte bestdammas.
Upprepa testet med en alikvot av kvarvarande FFPE-provlysat.
CYFIP1— GODKANT (PASS); CYFIP1 mRNA-transkript har detekterats
och har en cykeltroskel (Ct) inom giltigt intervall och en slutpunkt 6ver
troskelinstallningen.

CYFIP1 alternativ — POS/NEG; CYFIP1 mRNA-transkript detekterades.
Transkriptet kan ha eller inte ha en cykeltroskel (Ct) inom giltigt intervall
och slutpunkt éver troskelinstallning.

CIC — NEG,; intern kontroll har en cykeltroskel (Ct) utanfor giltigt
intervall.

Probekontroll - GODKANT (PASS), alla probekontrollresultat &r
godkanda.
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Resultat Tolkning

e OGILTIGT (INVALID) — ESR1/PGR/ERBB2/MKi67 mRNA-uttrycksniva
kan inte bestammas pa grund av att provet innehaller otillrackligt
material. Upprepa testet med mer koncentrerat lysat.

e CYFIP1—EJ GODKANT (FAIL) — CYFIP1-cykeltréskeln (Ct) lag inte

OGILTIGT (INVALID) inom giltigt intervall eller slutpunkten 1&g under troskelinstéllningen.

e CYFIP1 alternativ — NEG; CYFIP1 -cykeltroskeln (Ct) 1&g inte inom
giltigt intervall eller slutpunkten lag under tréskelinstaliningen.

e Probekontroll —- GODKANT (PASS), alla probekontrollresultat &r
godkanda.

e ESR1/PGR/ERBB2/MKi67 mRNA-uttrycksnivaer kan inte bestdmmas.
Upprepa testet med en alikvot av kvarvarande FFPE-provlysat.

ESR1/PGR/ERBB2/MKi67 — INGET RESULTAT (NO RESULT)
CYFIP1/CYFIP1 alternativ — INGET RESULTAT (NO RESULT)

[ ]
FEL (ERROR) e Probecheck — GODKANT (PASS)*/EJ GODKANT (FAIL); alla eller ett av
probekontrollresultaten ar ej godkanda.

* Om probekontrollen ar godkand, orsakades felet av att den
maximala tryckgransen éverskred det acceptabla intervallet, ett
fel med kurvanpassning eller av ett fel pa en systemkomponent.

e ESR1/PGR/ERBB2/MKi67 mRNA-uttrycksnivaer kan inte bestammas.
Otillrackligt med data har samlats in for att ett testresultat ska kunna
produceras. Till exempel kan detta handa nar anvandaren stoppade ett

INGET RESULTAT test som kordes. Upprepa testet med kvarvarande FFPE-provlysat.

(NO RESULT) e ESR1/PGR/ERBB2/MKi67 — INGET RESULTAT (NO RESULT)
CYFIP1/CYFIP1 alternativ — INGET RESULTAT (NO RESULT)
Probekontroll — Ej tillampligt (NA, not applicable)

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

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

‘||For In Vitro Diagnostic Use

Legend

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

Figur 2. Fonstret Granska resultat (View Results) i GeneXpert Dx: ESR1/PGR/ERBB2/MKi67 POSITIV
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ESR1 NEGATIVE;

MKi67 NEGATIVE

RIRNNRIRE
INWNNNNN
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E].
/| ES
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|
/] C
21

Figur 4. Fonstret Granska resultat (View Results) i GeneXpert Dx: PGR/MKi67 OBESTAMT
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|| TestResult | AnalyteResult | Detail | Errors | History | Messages | Support |
:|Assay Name Xpert Breast Cancer STRAT4 Version 1
| TestResult |REPEAT TEST
||For In Vitro Diagnostic Use
Legend
500 [vi[/] CYFIP1; Primary 4|
[vI[/] ESR1; Primary
400 Vi [.| PGR; Primary

— [vi /] ERBB2; Primary
T [V || MKi67; Primary
300 < [vi[/] cic; Primary
/ [vi [/] CYFIP1 alternate; Primary

Fluorescence

<

Figur 5. Fonstret Granska resultat (View Results) i GeneXpert Dx: UPPREPA TEST (REPEAT TEST)

16 Anledningar till att upprepa testet

Upprepa testningen med en ny kassett (ateranvind inte kassetten).

Resultatet UPPREPA TEST (REPEAT TEST) tyder pai att den interna kontrollen misslyckades. Provet bearbetades
inte korrekt. I detta fall upprepar du testet med en ny 520 pl alikvot av samma FFPE-lysat.

Resultatet OGILTIGT (INVALID) anger att referenskontrollen misslyckades. Provet bearbetades inte korrekt, PCR
inhiberades eller sa var RNA-kvaliteten i den dtkomna tuméren otillrdcklig. I detta fall upprepar du testet med ett mer
koncentrerat FFPE-lysat per instruktioner i bruksanvisningen for FFPE Lysis Kit.

Ett FEL (ERROR)-resultat anger att probe check kontrollen misslyckades och analysen avbréts mojligen pa grund
av att ett reaktionsror inte fyllts korrekt, ett integritetsproblem med reagensproben detekterades eller att maximala
tryckgrénserna dverskreds, eller ett ventilpositioneringsfel detekterades. I detta fall upprepar du testet med en ny 520 pl
alikvot av samma FFPE-lysat.

Ett INGET RESULTAT (NO RESULT) tyder pa att otillrdckligt med data insamlades. Anvindaren stoppade till
exempel ett pagaende test eller ett stromavbrott uppstod. I detta fall upprepar du testet med en ny 520 pl alikvot av
samma FFPE-lysat.

Om en extern QC inte fungerar som forvéntat, upprepa det externa kontrolltestet och/eller kontakta Cepheid for hjélp.

17 Begransningar

Modifiering av dessa metoder kan dndra testens prestanda. Resultat fran Xpert Breast Cancer STRAT4 ska tolkas
tillsammans med andra laboratorieresultat och kliniska uppgifter som ér tillgéngliga for klinikern.

Prestanda for Xpert Breast Cancer STRAT4 validerades enligt procedurerna i denna bruksanvisning och med FFPE-
prover som var fem till tio ar gamla.

Prestandan hos Xpert Breast Cancer STRAT4 validerades endast med anvidndning av metoderna i denna bruksanvisning.
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e Felaktiga testresultat kan uppstd vid oldmplig provinsamling, hantering, forvaring eller vid forvéxling av prov. Noggrann
foljsamhet av instruktionerna i denna bruksanvisning ar nddvéndig for att undvika felaktiga resultat.
Prestanda och egenskaper har inte faststéllts for patienter yngre &n 25 ars alder.
Mutationer eller polymorfismer i primrar- eller probebindningsregioner kan resultera i felaktiga men trovérdiga resultat
for ESR1, PGR, ERBB2, och MKi67.

18 Prestanda och egenskaper

18.1 Klinisk prestanda

Prestanda och egenskaper for Xpert Breast Cancer STRAT4-testet utvirderades jamfort med IHC-resultat for ER, PR,
HER2, och Ki67 och till fluorescens in situ hybridisering (FISH) for HER2-genamplifiering pa platser i USA och EU.
Inledningsvis registrerades totalt 211 aterstdende avidentifierade FFPE-prover av priméra invasiva brostcancertumorer fran
USA och EU i denna studie. Tio (10) prover exkluderades pé grund av att otillricklig tumdr var tillgdnglig for testning,

och ett prov exkluderades pa grund av indraget samtycke. Saledes var totalt 200 prover tillgédngliga for inkludering i
dataanalyserna. For varje FFPE-prov bereddes flera objektglas for testning av Xpert; for IHC-testning av ER, PR, HER2 och
Ki67; och for FISH-testning av HER2-genamplifiering.

Sammantaget gav Xpert Breast Cancer STRAT4 giltiga resultat vid det forsta testforsoket for 99,5 % (199/200) av
studieproverna. Ett prov som forst gav ett obestamt resultat (FEL (ERROR), (OGILTIGT) INVALID eller INGET
RESULTAT (NO RESULT)) gav senare ett testresultat efter ett enda omprov. Assayens totala lyckandefrekvens var 100,0
% (200/200).

Av de 200 proverna med giltiga Xpert-testresultat gav ESR1 och ERBB2 ett giltigt positivt eller negativt testresultat 100 %
av tiden (200/200). Fér PGR och MKi67 gav Xpert ett giltigt positivt eller negativt testresultat i 98,5 % (197/200) respektive
97,0 % (194/200) av fallen. De 7 proverna med Xpert obestdmda resultat for PGR och/eller MKi67 testades pa nytt med den
koncentrerade FFPE-lysatmetoden. Bade det ursprungliga (forsta forsoket) och omprévningsresultaten visas i Tabell 3.

For hela datasetet, inklusive omprovningsresultaten, visade Xpert Breast Cancer STRAT4 en positiv procentuell
overensstimmelse (PPA) pa 97,2 %, en negativ procentuell dverensstimmelse (NPA) pa 95,0 % och en dvergripande
procentuell verensstimmelse (OPA) pd 97,0 % for ESR1 i forhéllande till IHC;'8PPA pa 88,4 %, NPA pé 90,7 % och OPA

pé 88,9 % for PGR i forhéllande till IHC;!8 PPA p4 100,0 %, NPA pa 92,4 % och OPA pa 93,3 % for ERBB2 i férhallande
till THC;!® och PPA p& 100 %, NPA pé 92,0 % och OPA pé 93,3 % for ERBB2 i forhéllande till HER2 FISH.!® For MKi67
en PPA pa 88,8 %, NPA pa 100 % och OPA pa 90,7 % med IHC-troskelniva instdlld pd >20 % for positivt och <10% for

negativt. MKi67 IHC intermedidra prover (10-20 % troskelniva, inberdknad) uteslots fran analysen. De dvergripande PPA,
NPA och OPA for varje mal visas i Tabell 3.

Tabell 3. Klinisk prestanda

Jamférande Dataset?® Totalt (n)° PPA 95 % KI NPA 95 % KI OPA 95 % KI
. 97,2% . 97,5 %
ESR1/ER Ursprunglig 199 (174179) 93,6-98,8 | 100 % (20/20) |  83,9-100 (194/199) 94,3-98,9
Xpert . 97,2 % 95,0 % 97,0 %
kontra IHC Omtestning 199 (174/179) 93,6-98,8 (19/20) 76,4-99,1 (193/199) 93,6-98,6
. 89,0 % 92,9 % 89,8 %
PGR/PR Ursprunglig 196 (137/154) 83,0-93,0 (35/42) 81,0-97,5 (176/196) 84,8-93,3
Xpert . 88,4 % 90,7 % 88,9 %
kontra IHC Omtestning 198 (137/155) 82,4-92,5 (35/43) 78,4-96,3 (176/198) 83,8-92,5
. 92,4 % 93,3 %
0, _ ) __ ’ .
ERBB2/HER2 | Ursprunglig 180 100 % (22/22) |  85,1-100 (146/158) 87,2-95,6 (168/180) 88,7-96,1
Xpert 92,4 % 93,3 %
. o, _ B ( _ , (] .
kontra IHC Omtestning 180 100 % (22/22) |  85,1-100 (1461158) 87,2-95,6 (168/180) 88,7-96,1
. 92,0 % 93,3 %
o, _ ’ - ’ -
ERBB2/HER2 Ursprunglig 178 100 % (28/28) 87,9-100 (138/150) 86,5-95,4 (166/178) 88,6-96,1
e Omtestnin 178 100 % (28/28) |  87,9-100 92,0 % 86,5-95,4 93,3 % 88,6-96,1
kontra FISH g o s (138/150) s g (166/178) , s
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Jamforande | pataset? | Totalt (n)? PPA 95 % K NPA 95 % KI OPA 95 % K

ERBB2/HER2 | Ursprunglig 197 100 % (27/27) | 87,5-100 ( e ;A’O) 86,0-94,6 ( e °9A’7) 87,8-953
e Omtestning 197 100 % (27/27) | 87,5-100 ( o ;A’O) 86,0-94,6 ( oy 09”’7) 87,8-953
MKi67/Ki67 | Ursprunglig 148 ( 181%/71 Z‘:‘) 81,9-932 | 100 % (24/24) | 86,2100 ( 193051 :f’S) 84.7-94.3
kontra IHC | Omtestning 151 ( se8 ;/"5) 82,1-932 | 100% (26/26) | 87,1100 ( 19307'/71"5/"1) 85,0-94,4

a Ursprunglig = 1X lysat enligt instruktionerna i bruksanvisningen; Omprdévning = omprévningsresultat pa ett 4X koncentrerat lysat i
fall dar det ursprungliga provet (1X lysat) gav ett obestadmt resultat for PGR och/eller MKi67.

b Prover med obestdmda eller icke-bestdmda Xpert-resultat, prov med tvetydigt eller intermediart IHC-resultat, prover med
misslyckad IHC och misslyckad FISH exkluderas.

19 Analytisk prestanda

19.1 Analytisk sensitivitet/minsta assay-inmatning

Minsta assay-inmatning bestimdes genom att beddma den maximala CYFIP1 Ct (referensgen) som exakt bestdimmer den
provinmatning som behdvs for robust prestanda as assay. Denna provinmatning sikerstéller att giltiga resultat erhalls i de
flesta kliniska FFPE-prov som testats. Prov med ett varde av CYFIP1 Ct som ér storre dn tillatet kommer att generera ett
OGILTIGT (INVALID) resultat.

Den analytiska sensitiviteten/minsta assay-inmatningen for Xpert Breast Cancer STRAT4-test definierade som maximum
CYFIP1 Ct som resulterar i > 95 % giltiga resultat, faststélldes med hjélp av spddningar av kliniska FFPE-provlysat for att
utmana CYFIP1 Ct. For att bedoma sensitiviteten for CYFIP1 Ct spaddes ett kliniskt FFPE-provlysat i serier och testades
med N=20 replikat for varje spddningsnivd &ver 3 dagar tills < 95 % av testresultaten var giltiga. Spadningsnivderna
inkluderade ett prov vid den forvintade minsta assay-inmatningen, tva nivéer under det och tva nivéer ovan. Testning
utfordes pé tva loter av Xpert Breast Cancer STRAT4-kassetter.

Innan studien inleddes utfordes gransen for blankprovning med N = 60 replikat med tva oberoende loter av Xpert Breast
Cancer STRAT4-kassetter. Gransen for blankt prov bestod av en tom paraffinsektion (inget vdvnadsprov), och alla
testresultat visade forvintat OGILTIGT ( OGILTIGT (INVALID) ) resultatupprop. Seriespadningar av den kliniska
provinmatningen av FFPE-véivnad vid 1/1000 gav 20/20 giltiga CYFIP1 Ct-virden med medelvérde Ct = 33,4 och 0,6
standardavvikelse (SD) frén lot 1 i Xpert Breast Cancer STRAT4-test och medelvirde Ct = 33,6 och 0,5 standardavvikelse
(SD) fran lot 2. Ytterligare spddningar med senare CYFIP1 Ct-vdarden uppfyllde inte de giltiga resultaten med > 95 % som
krévs for studien. Tabell 4 sammanfattar antalet giltiga testkdrningar vid varje serieutspadd provinmatning som relativ
spadning eller som ett medelvérde for CYFIP1 Ct. Den analytiska sensitiviteten med tva loter av Xpert Breast Cancer
STRAT4-testkassetter visade minsta krav for assay-inmatning for CYFIP1 Ct = 33,4. Detta vérde i kombination med assay-
variabilitet skulle mojliggora att den 6vre CYFIP1 Ct = 35-grénsen stélls in for Xpert Breast Cancer STRAT4-testet.

Tabell 4. Minsta assay-inmatning i Xpert Breast Cancer STRAT4

Kitlot Proyinmetnipg Medelvarde Standardavvikelse | N giltig kérning
(relativ spadning) CYFIP1 Ct (SD) (Ct < 35)
1/20 27,6 0,4 20/20
1/100 29,8 0,3 20/20
1/1 000 33,4 0,6 20/20
00801 (Lot 1) 1/2 000 34,2 05 9/20
1/4 000 34,5 0,5 2/20
r:';ﬁg:t?;?) Ej tillamplig Ej tillamplig 0/20
00903 (Lot 2) 1/20 27,8 0,3 20/20
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Kitlot Proyinmatnipg Medelvérde Standardavvikelse | N giltig kérning
(relativ spadning) CYFIP1 Ct (SD) (Ct < 35)
1/100 30,0 0,3 20/20
1/1 000 33,6 0,5 20/20
1/2 000 34,2 0,4 9/20
1/4 000 34,6 0,0 1/20
n'\qj:uig:t?;T) Ej tillamplig Ej tillamplig 0/20

19.2 Interferens-testning

Intilliggande normal/icke-tumoér vavnad

Intilliggande normal (icke-tumor) viavnad (NAT, normal adjacent tissue, intilliggande normal vivnad) férekommer ofta
bland bréstcancerviavnadsprover som fororeningar som potentiellt skapar interferens med specifik méldetektion. Xpert
Breast Cancer STRAT4-testet kan kréva att en patologiskt verifierad FFPE-sektion for brosttumor makrodissekteras

for att minimera potentiella effekter av icke-tumorfororeningar i tillimpliga fall som bestédmts av en patolog. For att
bedoma effekten fran intilliggande normal/icke-tumér vdvnad testades femton (15) FFPE-vdvnadsblock med invasiv
brostcancer innehéllande 21-98 % omgivande NAT med Xpert Breast Cancer STRAT4-testet med och utan makrodissektion.
Xpert Breast Cancer STRAT4-testning utférdes med N = 4 replikat fran samma lysat per tillstind. ESR1, PGR, ERBB2
och MKi67 dCt-vérden for varje vidvnadsprov med makrodissektion (stapeldiagram i blatt) eller utan makrodissektion
(stapeldiagram i svart) utvédrderades forst via one-way ANOVA for att bestdmma statistisk interferens av NAT. Kliniskt
signifikant interferens av NAT ansags forekomma nér ddCt (delta-delta Ct) mellan makro- och icke-makrodissekterade
prover var > 1,0 och det uppstod en fordndring av testresultatet. Studieresultaten sammanfattas i Figur 6.

ESR1, PGR, ERBB2 och MKi67 dCt-virden av alla 15 prover grupperades baserat pa % NAT (< 30 %, 31-60 % eller >
61 %). Bla och svarta vertikala stapeldiagram med standardavvikelse (SD) representerar genomsnittliga mal-dCt-vérden
fran N = 4 replikat av makro- och icke-makrodissekterade FFPE-sektioner i ett FFPE-invasivt bréstcancerblock. Alla

15 FFPE-block (N = 1 under 30 % NAT, N = 8 med 31-60 % NAT och N = 6 dver 60 % NAT) visade antingen ingen
statistisk signifikans av intilliggande normal/ icke-tumér vévnadsinterferens baserad pa one-way ANOVA-analyser med
p-vérde > 0,05; eller ingen klinisk signifikans (markerat som #) om variationen i delta Ct-vdrden for varje mal mellan
makrodissekterade eller icke-makrodissekterade prover var < 1,0 eller ndr maltestresultaten (positiva, negativa) forblev
opaverkade.
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ERBB2 dCt PGR dCt ESR dCt

MKi67 dCt

Figur 6. Intilliggande normal/icke-tumér vavnadinterferens
till Xpert Breast Cancer STRAT4 mal dCt-viarden
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DCIS, nekrotisk, hemorragisk vavnad

For att bedoma effekten av duktalt karcinom in situ (DCIS), nekrotiska och hemorragiska vévnader, testades totalt 9 FFPE-
brosttumorprover (3 FFPE-brosttumérblock innehallande 3-61 % DCIS, 3 FFPE-block innehallande 10-65 % nekrotisk
vévnad och 3 FFPE-block innehallande 15-41 % hemorragisk vdvnad) med Xpert Breast Cancer STRAT4-testet, med och
utan makrodissektion. Xpert Breast Cancer STRAT4-test utfordes med N = 4 replikat fran samma lysat per tillstand. Alla
testforhallanden befanns ha antingen ingen statistisk eller ingen kliniskt signifikant inverkan fran varierande DCIS, nekros
och hemorragisk vdvnadsfororeningar med Xpert Breast Cancer STRAT4-testet (grafiska data visas inte).

Humant genomiskt DNA (hgDNA)

Xpert Breast Cancer STRAT4-testet anviander mycket specifika primrar och prober for att effektivt hybridisera med mal-
ESR1-, PGR-, ERBB2- och MKi67-mRNA-mallarna fran en pool av genomiska nukleinsyror (humant genomiskt DNA
=hgDNA). For att bedoma effekten av hgDNA pa Xpert Breast Cancer STRAT4-testet makrodissekterades och testades
10 FFPE-brosttumdrblock med varierande cellinnehall av duktalt karcinom i brost med och utan tillsats av 25 ng av
hgDNA till FFPE-provlysatet med Xpert Breast Cancer STRAT4-testet i N = 4 replikat fran samma lysat per tillstand.
Alla testforhallanden befanns ha antingen ingen statistisk eller ingen kliniskt signifikant inverkan av hgDNA-interferensen
(grafiska data visas inte).

18

Xpert® Breast Cancer STRAT4
301-4981-SV, Rev. E
Mars 2023



Xpert® Breast Cancer STRAT4

19.3 Overféringskontaminering

En studie genomfordes for att visa att fristdende GeneXpert-kassetter for engdngsbruk minskar verforingskontaminering
vid korning av negativa prov efter kdrning av mycket hogt positiva prov i samma GeneXpert-modul. Studien bestod av ett
negativt prov som bearbetats i samma GeneXpert-modul omedelbart efter korning av ett hogt positivt prov for ESR1/PGR/
ERBB2/MKi67. Det negativa provet bestod av in vitro-transkriberat (IVT) RNA innehéllande CYFIP1-transkript vid 5 x 10%
kopior for att sidkerstélla forekomst av en referens for ett genmal. Det hogt positiva provet bestod av IVT-RNA innehallande
CYFIPI-transkript vid 5 x 103 kopior, och IVT-RNA innehéllande ESR1-, PGR-, ERBB2- och MKi67-transkript vid 5 x 10°
kopior, framstillda som FFPE-lysat. Testschemat upprepades 41 ganger pa en och samma GeneXpert-modul i totalt 20 hogt
positiva och 21 negativa prover. Alla 20 hogt positiva prov rapporterade korrekt som ESR1/PGR/ERBB2/MKi67 POSITIV
(POSITIVE) och alla 21 negativa prov rapporterades korrekt som ESR1/PGR/ERBB2/MKi67 NEGATIV (NEGATIVE).

19.4 Assayens reproducerbarhet och precision

Reproducerbarheten av Xpert Breast Cancer STRAT4 utvérderades med en panel av fem lysatprov.

Tre panelmedlemmar framstilldes genom att tillsétta in vitro transkript (IVT) RNA i FFPE-lyseringsbuffert spetsad inom
~ 2dCt-virden fran dCt-virden cutoffs for ESR1 (1 IVT RNA), PGR (2 IVT RNA) och ERBB2 (3 IVT RNA) och med
CYFIP1 Ct-védrden ~ 2-3 Ct-vérden fran den minsta nivan for assay-inmatning.

Tva panelmedlemmar (4 kliniska FFPE-prov och 5 kliniska FFPE-prov) skapades fran poolade kliniska FFPE-prover i
FFPE-lyseringsbuffert for att generera CYFIP1 Ct-vdrden néra den minimala assay-inmatningen och for att ha dCt-virde
cutoffs for alla mal 6ver det rapporterbara intervallet och, i den mén det &r mdjligt, ndra assayens Ct-virde cutoffs.

Tva operatorer vid vardera av de tre studieplatserna testade tva paneler med fem prov per dag under sex testdagar (fem prov
x sex dagar x tva operatdrer x tva replikat x tre platser). Ett totalnummer pa 72 replikat per prov testades. Tre loter med
Xpert Breast Cancer STRAT4-kassetter anvédndes vid var och en av de tre testplatserna. Xpert Breast Cancer STRAT4-testet
utfordes enligt metoden i denna bruksanvisning.

Reproducerbarheten av Xpert Breast Cancer STRAT4 utvérderades i termer av dCt for vart och ett av de fyra mélen for varje
panel. Medelvirdet, standardavvikelsen (SD) och variationskoefficienten (CV) mellan platser, mellan loter, mellan dagar och
mellan operatdrer och inom assayer for varje panelmedlem visas i Tabell 5.

Tabell 5. Sammanfattning av reproducerbarhetsdata

. z:::lsaer:' Mellan loter | Mellan dagar op'::}:taér:er Inom assay Total

Prov As(z:);ll(yat?al N2 Medzgtarde
Varians cv Varians| cv Varians cv Varians cv Varians cv Varians cv
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
ESR1 72 0,20 0,00 | 0,00 | 003 [2930] 000 | 0,00 [ 0,00 | 1,80 | 007 | 6890 | 0,11 | 033
1AVT PGR 72 -0,03 0,00 | 0,00 | 001 [1470] 000 | 230 | 0,00 | 0,00 | 0,06 | 8300 007 | 0,26
RNA | ERrsB2 72 2,42 0,00 | 0,00 | 0,04 [2790| 002 | 1140 | 000 | 260 | 0,08 | 5810 | 013 | 036
MKi67 70 2,55 0,00 | 0,00 | 032 [6210] 000 | 0,00 | 000 | 0,00 | 020 | 379 | 052 | 072
ESR1 72 -1,03 000 | 1,60 | 001 [ 920 | 001 | 550 | 0,00 | 0,00 | 0,10 | 8370 012 | 035
2VT PGR 72 1,26 0,00 | 0,00 | 001 [1220] 000 | 0,00 [ 001 | 1070 | 004 | 77,10 | 0,05 | 0,23
RNA | ErsB2 72 -3,49 001 | 480 | 003 [31,60] 000 | 0,00 [ 000 | 040 | 007 | 6320 0,11 | 033
MKi67 72 -3,53 0,00 | 0,00 | 0,08 [49,00]| 000 | 0,00 [ 0,00 | 0,00 | 0,08 |51,00]| 0,16 | 0,40
ESR1 72 3,64 0,00 | 000 | 001 [ 840 | 001 | 1650 | 0,00 | 0,00 | 0,06 | 7510 | 0,08 | 0,29
3T PGR 72 3,34 0,00 | 340 | 0,00 [ 000 | 001 | 970 | 0,00 | 540 | 005 | 81,50 | 0,06 | 0,25
RNA | ErBB2 72 0,91 0,02 | 2060 | 001 [ 1030 000 | 0,00 [ 000 | 0,00 | 005 | 69,10 0,08 | 0,28
MKi67 72 1,14 0,00 | 0,00 | 002 [ 1540 | 002 | 1800 | 0,00 | 0,00 | 007 | 6660 | 0,10 | 0,31
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
F,f;,E PGR 72 -1,99 0,00 | 630 | 001 [1970] 000 | 250 | 0,00 | 0,00 | 0,02 | 71,60 | 0,03 | 0,18
k':)’:‘:"/‘a ERBB2 72 -2,39 002 | 31,30 | 0,00 [ 220 | 0,00 | 0,00 | 000 | 370 | 005 | 6280 | 007 | 027
MKi67 72 -0,93 0,00 | 0,00 | 0,02 [3650| 000 | 0,00 [ 000 | 0,00 | 0,03 |6350| 004 | 021
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Prov

Assaykanal
(analyt)

Na

Medelvarde
dCt

Mellan
platser

Mellan loter

Mellan dagar

Mellan
operatorer

Inom assay

Total

cv

Varians (%)

cv

Varians (%)

cv

Varians (%)

cv

Varians (%)

cv

Varians (%)

cv

Varians (%)

ESR1

72

-2,83

0,00 | 0,00

0,05 | 13,70

0,00 | 0,00

0,00 | 0,00

0,34 | 86,30

0,39 | 0,63

5-
FFPE

PGR

72

-5,66

0,00 | 0,00

0,02 | 3,60

0,03 | 4,40

0,00 | 0,00

0,56 | 92,00

0,60 | 0,78

kliniskal
prov

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

-1,67

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 Resultat med giltiga delta Ct-varden utav 72
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21 Platser for Cepheid-huvudkontor

Huvudkontor

Cepheid

904 Caribbean Drive
Sunnyvale, CA 94089
USA

Telefon: + 1 408 541 4191
Fax: + 1408 541 4192
www.cepheid.com

Europeiska huvudkontor

Cepheid Europe SAS
Vira Solelh

81470 Maurens-Scopont
France

Telefon: + 33 563 825 300
Fax: + 33 563 825 301
www.cepheidinternational.com

22 Teknisk assistans

Innan kontakt med Cepheid teknisk support, samla in foljande information:

Produktnamn

Lotnummer

Instrumentets serienummer

Felmeddelanden (om négra)

Mjukvaruversion och, om tilldimpligt, datorns service tag-nummer

USA

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

Frankrike

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

Kontaktinformation till alla kontor f6r Cepheid teknisk support finns tillgénglig pa var hemsida: www.cepheid.com/en/

support/contact-us

23 Tabell med symboler

Symbol Betydelse
Katalognummer
REF
In vitro-diagnostisk medicinteknisk produkt
IVD ?
C € CE-markning — europeisk dverensstdmmelse
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Symbol Betydelse
EC |REP Auktoriserad representant inom den Europeiska gemenskapen
® Far ej ateranvandas
Batchkod
LOT

Se bruksanvisningen

Forsiktighet

Tillverkare

Tillverkningsland

Innehaller tillrackligt for n tester

CONTROL

Kontroll

Utgangsdatum

“?DGI@@L9_.

Temperaturbegransning

Biologiska risker

REP

Auktoriserad representant i Schweiz

Importor
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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 Revisionshistorik

Avsnitt

Beskrivning av dndringen

Tabell med symboler

CH REP- och importérsymboler lades till samt
definitioner i symboltabellen. CH REP och
importérsymboler lades till med adress i Schweiz.

Revisionshistorik

Uppdaterade tabell om revisionshistorik.
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