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Xpert® Breast Cancer STRAT4

Zdravotnicky prostiedek pro diagnostiku In Vitro

1 Vlastnicky nazev

Xpert® Breast Cancer STRAT4

2 Bézny nebo obvykly nazev
Xpert Breast CA STRAT4
Xpert BC STRAT4

3 Ur€ené pouziti

Test Xpert Breast Cancer STRAT4 je semikvantitativni analyza zaloZena na polymerazové fetézové reakei s kvalitativnimi
hodnotami cut-off pro mRNA estrogenového receptoru (ESR1), progesteronového receptoru (PGR), receptoru pro lidsky
epidermalni ristovy faktor 2 (ERBB2/HER?) a prolifera¢niho markeru Ki-67 (MKi67) izolované z tkan¢ invazivni

rakoviny prsu fixované formalinem a zalité v parafinu (FFPE). RNA se extrahuje z mikroskopického fezu tkan¢ z oblasti
obohacené nadorem identifikované patologem. Test je urcen k pouziti ve spojeni s dal§imi klinickymi a laboratornimi daty
ke klasifikaci tkani rakoviny prsu s ohledem na stav hormonalnich receptort, stav receptoru HER2 a stav proliferacniho
markeru. Test je uréen k pouZiti se systémem GeneXpert®, ktery zahrnuje izolaci RNA z tkdné FFPE a amplifikaci a detekci
cilovych sekvenci v kazeté.

Test Xpert Breast Cancer STRAT4 neni urcen jako:

e Prediktor zavaznosti onemocnéni
e Samostatny prostiedek pro diagnostické testovani rakoviny prsu
e Prostiedek ke stanoveni prognoézy recidivy onemocnéni

Indikace k pouziti: Test je uren ke zhodnoceni hladin mRNA ESRI, PGR, ERBB2 a MKi67 ve tkanich invazivni rakoviny
prsu ziskanych z pacientt a pfipravenych do formy vzork FFPE a je uréen jako pomicka pro klinické zhodnoceni ve
spojeni s dal§imi laboratornimi daty.

4 Souhrn a vysvétleni

Rakovina prsu je jednou z nejcastéjSich rakovin u Zen po celém svété a kazdy rok pribyde ptiblizn€ 1,7 miliont novych
ptipadi rakoviny prsu.! V Evropé je kazdy rok diagnostikovano piiblizné 494 000 novych piipadii a 143 000 pacientii

na jejich onemocnéni zemie. V USA bylo v roce 2015 diagnostikovano ptiblizné 200 000 novych ptipadd invazivni
rakoviny prsu.2 Rakovina prsu je nejcast&jsi pficinou umrti souvisejicich s rakovinou u Zzen v rozvojovych zemich a druhou
nejéast&jsi piicinou imrti souvisejicich s rakovinou (po rakoviné plic) u Zen ve vyspélych zemich.?

Dle dat WHO z roku 2020 je u Zen rakovina prsu nejcastéji diagnostikovanou rakovinou a je hlavni pfi¢inou imrti
souvisejicich s rakovinou.! Umrtnost na rakovinu prsu se od roku 1990 sniZila o 34 procent, z velké ¢asti diky zlep3eni 16¢by
a Casné detekcei.? Méfeni exprese proteinti ER a PR je prostiedek ke stanoveni progndzy vysledki rakoviny prsu a predikuje
odezvu na 1é¢bu tamoxifenem a jiné hormonalni 16¢by.45-6.7 Nadmérna exprese HER2 znamena u Zen s rakovinou prsu
neptiznivou prognozu, ale dilezitéjsi je, ze nadmérna exprese proteinu HER2 (ERBB2) nebo amplifikace genu HER2
predikuji odezvu na 1é¢bu trastuzumabem nebo jiné 1é¢by cilené na HER2.8 Proliferaéni marker Ki-67 (MKi67) byl rozsahle
studovan v retrospektivnich studiich zahrnujicich pacienty s rakovinou prsu® a povazuje se za dilezity indikator potieby
chemoterapie.!0 Metaanalyzy ukézaly, Ze je spojen s hor$imi vysledky, co se tyCe preziti u Casné rakoviny prsu.!! Vzhledem
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k tomu, jak jsou tyto markery dulezité pro vybér uc¢inného lécebného rezimu pro pacienty s rakovinou prsu, doporucuji
lécebné smernice od spolec¢nosti European Society for Medical Oncology (ESMO), aby vSechny primarni karcinomy prsu
byly v dobé& stanoveni diagndzy otestovany na ER, PR, HER2 (ERBB2) a Ki67.12

Imunohistochemie (IHC) se bézné€ pouziva k méteni exprese proteini ER, PR, HER2 a Ki67. Pro expresi HER2 se typicky
jako prvni provadi IHC test a vysledky se ohlasuji na stupnici od 0 do 3+. Pokud je vysledek exprese HER2 nejednoznaény
(2+), provede se reflexni test vzorku na HER2 metodou hybridizace in situ (ISH), jako jsou fluorescen¢ni hybridizace in
situ (FISH) nebo chromogenni hybridizace in situ (CISH), které zjist'uji amplifikaci genu HER2.13 Pro metody IHC a ISH
byla pfi mezilaboratornim porovnani prokadzana vysokd mira variability vysledkd, pfevazné kvili rozdilim v protilatkach
pouzivanych pro IHC a subjektivité v interpreta¢nich metodach. 4

Test Xpert Breast Cancer STRAT4 je test pro diagnostiku in vitro pouzivany ke stanoveni hladin exprese mRNA ESR/,
PGR, ERBB2 a MKi67 izolované ze vzorkl FFPE z tkan¢ invazivni rakoviny prsu.

Test se provadi v sobéstacné kazeté po kratkém kroku ptipravy lyzatu vzorku provadéném mimo systém, vyzaduje méné nez
15 minut manipulace a celkova doba vydani vysledkil je méné nez 2 hodiny.

5 Princip postupu

Test Xpert Breast Cancer STRATA4 je test vyuzivajici polymerazovou fetézovou reakci s (RTPCR) v realném case k detekci
mRNA ESR1, PGR, ERBB2 a MKi67 izolované z tkani invazivnich nadort prsu fixovanych formalinem a zalitych

v parafinu (FFPE). Test se provadi na pfistrojovych systémech Cepheid GeneXpert. Pfistrojové systémy GeneXpert
automatizuji a integruji purifikaci vzorku, amplifikaci nukleovych kyselin a detekci cilové sekvence v jednoduchych nebo
komplexnich vzorcich pomoci RT-PCR v realném case. Systém sestava z piistroje, snimace ¢arovych koda, pocitace

a pfedem nacteného softwaru pro zpracovani testll a zobrazeni vysledkil. Systémy pouzivaji jednorazové kazety GeneXpert,
které obsahuji reagencie RT-PCR a ve kterych probihaji procesy RT-PCR. Uplny popis systémi najdete v piislusné Piiruéce
obsluhy pristrojového systému GeneXpert (GeneXpert Instrument System Operator Manual).

Test Xpert Breast Cancer STRAT4 obsahuje reagencie pro soucasnou detekci ESR1, PGR, ERBB2, MKi67, referencni gen
cytoplasmatického proteinu 1 interagujiciho s FMR1 (CYFIP1), vnitini kontrolu RT-PCR (CIC) a vnitini systém kontroly
sondy (PCC). Referen¢ni gen ovéfuje vhodnost vzorku a pouziva se k normalizaci hladin exprese mRNA ESR1, PGR,
ERBB2 a MKi67. Vnittni kontrola RT-PCR (CIC) se pouziva k ovéfeni, ze reakce RT-PCR probehla spravné. PCC ovétuje
rehydrataci reagencnich perlicek, plnéni RT-PCR zkumavky, neporusenost sond a stabilitu barviva v kazeté. Celkové test
pouziva Sest riznych fluorescencnich kanalti pro detekci cilti nebo kontroly/reference s jejich vlastnimi parametry cut-off
pro platnost cili/kontroly/reference.

Vzorky FFPE musi byt nejprve oetfeny lyza¢ni soupravou FFPE Xpert® tak, Ze se ptipravi tkatiovy fez o tloustce 4—

5 um (mikront) a v pfipadé nutnosti se na tkani FFPE nejprve provede makrodisekce, pomoci které se obohati oblast
invazivniho nadoru, a poté se tkan seskrabne a vlozi do zkumavky spole¢né s doporuc¢enymi objemy lyzacni reagencie
FFPE a proteinazy K. Roztok se poté inkubuje v termobloku pfi teploté 80 °C po dobu 30 minut. Nasledné se vzorek smicha
s etanolem a poté se doporuceny objem piipraveného lyzatu vzorku ptida ptimo do testovaci kazety. Testovaci kazeta

se vlozi do modulu pfistrojového systému GeneXpert, kde systém provede plné¢ automatizovanou a zcela integrovanou
purifikaci, amplifikaci a detekci nukleovych kyselin v realném ¢ase. VSechny reagencie potiebné pro ptipravu vzorku

v systému a analyzu RT-PCR jsou pfedem vlozené v kazeté. Nukleové kyseliny v lyzatu jsou zachyceny na filtr, promyty
a eluovany sonikaci. Purifikované nukleové kyseliny se smichaji s vysuSenymi reagenciemi RT-PCR a roztok se pienese
do reak¢ni zkumavky, kde probéhne RT-PCR a detekce. Doba do vydani vysledku s piistrojem GeneXpert je pfiblizné 75
minut.

Detekéni hodnoty cut-off, které test Xpert Breast Cancer STRAT4 pouziva v kazdém fluorescenénim kanalu, byly stanoveny
tak, aby se maximalizovaly pozitivni, negativni a celkové procentualni shody v porovnani s referen¢nimi laboratornimi
vysledky IHC nebo IHC/FISH pro kazdy cil. IHC pro ER, PR, Ki67 a HER2 a FISH pro HER2 byly zpracovany

a ohodnoceny podle pokynd v navodu k pouziti. Interpretace vysledkii byla provedena podle smérnice ASCO/CAP 2013 .15
Nadory byly klasifikovany jako ER nebo PR pozitivni metodou IHC, kdyz > 1 % invazivnich nadorovych bun¢k vykazovalo
jednoznacné barveni jader bez ohledu na intenzitu barveni. Exprese HER2 byla vyhodnocena soupravou HercepTest (IHC)
(Dako) a ohodnocena jako 0, 1+, 2+, nebo 3+. Nadory se skore 2+ byly reflexné otestovany na HER2 metodou FISH pomoci
soupravy HER2 DNA sondy PathVysion (Vysis-Abbott, Chicago, IL). Pfipady byly povazovany za HER2 pozitivni, pokud
mély skore 3+ metodou IHC a/nebo byly amplifikovany metodou FISH (definovano jako HER2:CEP17 (pomér > 2,0)
a/nebo prumérny pocet kopii HER2 > 6,0 signali/burika dle dokumentu 2013 ASCO/CAP Clinical Practice Guideline
Update for HER2 Testing in Breast Cancer).!5 Pro Ki67 byly nadory klasifikovany jako pozitivni (vysoké), kdyz > 20 %
invazivnich nadorovych bunék vykazovalo jednozna¢né barveni jader bez ohledu na intenzitu barveni.
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Poznamka

Poznamka

V piipad¢ referencni genové kontroly a vnitini kontroly RT-PCR definuji detekéni hodnoty cut-off rozsahy minimalnich

a maximalnich hodnot prahu cyklt (Ct) PCR, které zjist'uji platny vysledek, dostate¢ny minimalni vstup vzorku

a nepiitomnost inhibice PCR. V pfipadé cili ESR1, PGR, ERBB2 a MKi67 jsou detekéni hodnoty cut-off definovany
hodnotami delta prahu cykli (dCt) (Ct referenéniho genu minus Ct cilového genu), které zjistuji POZITIVNI (POSITIVE)
vs. NEGATIVNI (NEGATIVE) vysledky pro dany cil v kanalu.

6 Reagencie a pristroje

6.1 Dodany material

Souprava Xpert Breast Cancer STRAT4 obsahuje dostate¢né mnozstvi reagencii na zpracovani 10 vzorkd kontroly kvality
nebo lyzati FFPE pfipravenych lyza¢ni soupravou Xpert FFPE Lysis Kit (katalogové ¢. GXFFPE-LYSIS-CE-10). Souprava
Xpert Breast Cancer STRAT4 obsahuje nasledujici polozky:

Kazety Xpert Breast Cancer STRAT4

s integrovanymi reakénimi zkumavkami 10

e Perlicky 1, 2 a 3 (suSené mrazem) 1 v kazdé kazeté

e Proplachovaci reagencie 1,0 ml v kazdé kazeté
e Elu¢ni reagencie 2,0 ml v kazdé kazeté
CcD 1 v kazdé soupravé

e Soubor definice analyzy (ADF)
e Navod k pouziti

Bezpecnostni listy (SDS) jsou k dispozici na adrese www.cepheid.com nebo www.cepheidinternational.com na karté
PODPORA (SUPPORT).

Hovézi sérovy albumin (BSA) v perlickach v tomto produktu byl vyroben vyhradné z hovézi plazmy pochazejici

ze Spojenych statli americkych. Zvifata nebyla krmena bilkovinami pochazejicimi z pfezvykavcu &i jinych zvifat; zvifata
prosla testy ante-mortem i post-mortem. V pribéhu zpracovani nedochazelo k Zzadnému smésovani materiald s jinymi
zvifecimi materialy.

7 Skladovani a manipulace

Obsah soupravy Xpert Breast Cancer STRAT4 skladujte pfi teploté 2—-28 °C.
Viko kazety neotevirejte, dokud nejste pfipraveni k provedeni testu.

Kazetu pouzijte do 30 minut od otevieni vika.

Nepouzivejte kazetu, ktera vytekla.

8 Pozadované materialy, které nejsou soucasti dodavky

e Lyzaéni souprava FFPE Xpert (katalogové ¢. GXFFPE-LYSIS-CE-10) pro pfipravu lyzatu FFPE. Tato souprava je
tvofena lyzacni reagencii FFPE, proteinazou K (PK), 1,5ml zkumavkami a S5ml lahvickami.
Michacka vortex.
Pipety a pipetovaci $picky s filtrem proti aerosolu vhodné pro pipetovani 600 ul, 1,2 pl a 520 pl.
Pocitac s proprietarnim softwarem GeneXpert verze 4.7b nebo vyssi nebo Xpertise verze 6.4b nebo vyssi, ctecka
carovych kodu a piislusna pfirucka obsluhy k pfistrojovému systému GeneXpert.

e Tiskarna: Pokud pozadujete tiskarnu, kontaktujte technickou podporu spole¢nosti Cepheid a sjednejte si nakup
doporucené tiskarny.
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9 Varovani a bezpeénostni upozornéni

Pouze pro diagnostické pouziti in vitro.
Se vSemi biologickymi vzorky je nutné zachazet, jako kdyby byly schopné pienaset infek¢ni agens. Se vSemi lidskymi
vzorky je nutné zachazet se standardnimi bezpecnostnimi opatfenimi. Smérnice pro zachazeni se vzorky jsou dostupné
u Svétové zdravotnické organizace (World Health Organization) nebo u Center pro kontrolu a prevenci nemoci v USA
(Centers for Disease Control and Prevention).
e Piipraci s chemikaliemi a manipulaci s biologickymi vzorky dodrZujte bezpecnostni postupy vaseho zdravotnického
zafizeni.
e Funkéni charakteristiky tohoto testu byly stanoveny s typy vzork®, které uvadi Cést 3. Funkénost tohoto testu s jinymi
typy vzorki nebyla vyhodnocena.
Tkané FFPE musi byt zpracovany lyza¢ni soupravou FFPE Xpert (katalogové ¢. GXFFPE-LYSIS-CE-10).
Netiplné odstranéni (seskrabnuti) oblasti nadoru ze sklicka pfi pfipravé lyzatu FFPE mtze vést k nedostatku materialu
pro analyzu, coz miize znamenat vyssi nez o¢ekavanou miru vyskytu neurcitych/neplatnych vysledka s testem Xpert
Breast Cancer STRAT4.
Viko kazety Xpert Breast Cancer STRAT4 otevirejte, jen kdyz pridavate ptipraveny lyzat FFPE.
Nepouzivejte kazetu, ktera po vyjmuti z obalu upadla.
Kazetou netfepte. Tieseni nebo upusténi kazety po otevieni vika kazety miize zptisobit neplatné vysledky.
Nepouzivejte kazetu s poskozenou reakéni zkumavkou.
Kazda jednorazova kazeta testu Xpert Breast Cancer STRAT4 se pouziva ke zpracovani jednoho testu. Pouzité kazety
nepouzivejte opakovang.

Nepouzivejte kazetu, pokud se zda byt vlhka nebo pokud se zda, Ze je porusené tésnéni vika.

Stitek s ID vzorku neumistujte na viko kazety ani na ititek s &arovym kédem.

Pfi manipulaci se vzorky se doporucuje spravna laboratorni praxe véetné vymeény rukavic mezi manipulacemi se vzorky
pacienttl, aby se zabranilo kontaminaci vzorkil nebo reagencii.

e Ohledné spravné likvidace pouzitych kazet a nepouzitych reagencii se porad’te s pracovniky vaseho zdravotnického
zafizeni odpovédnymi za ekologickou likvidaci odpadu. Ovéite si statni, regionalni nebo mistni ptedpisy, protoze

se mohou li$it od narodnich pfedpisti pro likvidaci. Material mtize vykazovat charakteristiky nebezpe¢ného odpadu
vyzadujiciho specialni likvidaci. Zdravotnicka zafizeni si musi ovéfit své pozadavky na likvidaci nebezpecného odpadu.

10 Chemicka nebezpecil6.17

Podle Globaln¢ harmonizovaného systému klasifikace a oznacovani chemikalii (GHS) se tento material nepovazuje
za nebezpeény.

11 Odbér, preprava a skladovani vzorku

e Pouzivejte pouze vzorky FFPE zpracované lyza¢ni soupravou Xpert FFPE Lysis Kit (katalogové ¢. GXFFPE-LY SIS-
CE-10). Dodrzujte smérnici ASCO/CAP!5 pro ptipravu tkané FFPE.

e Lyzat FFPE je nutné pfipravit z bloku nadoru FFPE s nejvétsi oblasti zivotaschopnych bunék karcinomu prsu (nejméné
30 % bunék nadoru) a pied testovanim s testem Xpert Breast Cancer STRAT4 je potfeba v pfipadé nutnosti provést
manual makrodisekci. Pro vzorky nadoru o velikosti méné nez 10 mm? s méné nez 30 % nadoru mize byt k dosaZenim
platnych vysledkti nutné pouZit postup s koncentrovanym lyzatem nebo vice nez jeden fez o tloustce 4-5 um.

Lyzat FFPE je nutné pifepravit do laboratote pti teploté 2—8 °C.

Lyzat FFPE je pred testovanim testem Xpert Breast Cancer STRAT4 stabilni po dobu az 1 tydne pfi teploté 2—8 °C nebo
po dobu az 4 tydnu pti teploté < -20 °C. Pii dlouhodobém skladovani ho skladujte pfi teploté -80 °C. Nedoporucuje se
provadeét vice nez 1 zmrazeni a rozmrazeni. Lyzat FFPE rozmrazujte pfi pokojové teploté a ped pouzitim ho promichejte
na michacce vortex po dobu 15 sekund.

12 Postup

Pouzivani kazet Xpert Breast Cancer STRAT4 vyzaduje pfipravu lyzatu pomoci lyzaéni soupravy FFPE Xpert
(referencni ¢. GXFFPE-LYSIS-CE-10).

Dulezité

Dulezité Test zahajte do 30 minut od pFidani pfipraveného vzorku do kazety.

6 Xpert® Breast Cancer STRAT4
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12.1 Priprava lyzatu FFPE
Lyzat FFPE pitipravte podle navodu k pouziti lyzacni soupravy FFPE.

12.2 Priprava kazety

Vyjméte kazetu z kartonového obalu.
Pripraveny lyzat FFPE pted pouzitim promichejte na michacce vortex po dobu 15 sekund.

Oteviete viko kazety.

PoDbd-=

Napipetujte 520 pl lyzatu FFPE do vzorkové komory kazety. (Pozndmka: mize byt pfitomno malé mnozstvi precipitatu,
které nema vliv na vykon testu.)

Zbyvajici lyzat FFPE uschovejte pii teploté 2—8 °C nebo < -20 °C pro pfipad, ze bylo nutné test zopakovat.

Vzorkova komurka
(velky otvor)

Obrazek 1. Kazeta Xpert Breast Cancer STRAT4 (pohled shora)

5. Zavfete viko kazety. Ujistéte se, Ze viko pevné zapadne na misto.

12.3 Spusténi testu

Pred spusténim testu se ujistéte, ze do softwaru byl importovan soubor definice analyzy Xpert Breast Cancer

Dulezité orpat4 (ADF).

Tato ¢ast uvadi vychozi kroky k obsluze systému GeneXpert. Podrobné pokyny viz Prirucka obsluhy systému GeneXpert
Dx (GeneXpert Dx System Operator Manual) nebo Prirucka obsluhy systému GeneXpert Infinity (GeneXpert Infinity System
Operator Manual), v zavislosti na pouZzitém pfistroji.

Poznamka Postup se muze lisit, pokud spravce systému zménil vychozi pracovni postup systému.

1. Zapnéte pristroj GeneXpert:

* Pokud pouzivate piistroj GeneXpert Dx, nejprve zapnéte ptistroj GeneXpert Dx a poté pocitac. Software GeneXpert
se spusti automaticky, nebo mize vyzadovat dvojité kliknuti na ikonu softwaru GeneXpert Dx na pracovni plose

systému Windows®.

nebo
* Pokud pouzivate piistroj GeneXpert Infinity, zapnéte piistroj. Software Xpertise se spusti automaticky, nebo muize
vyzadovat dvojité kliknuti na ikonu softwaru Xpertise na pracovni plose systému Windows.

2. Pomoci svého uzivatelského jména a hesla se pfihlaste do softwaru systému pfistroje GeneXpert. V okn¢ systému
GeneXpert kliknéte na Vytvorit test (Create Test) (GeneXpert Dx) nebo kliknéte na Objednavky (Orders) a
Objednat test (Order Test) (Infinity). Otevie se okno Vytvofit test (Create Test) .

3. Oskenujte nebo zadejte ID vzorku (Sample ID). Pokud ID vzorku (Sample ID) zadavate, dbejte, aby bylo zadano

spravné. ID vzorku (Sample ID) je spojeno s vysledky testu a je zobrazeno v okné Zobrazit vysledky (View Results) a ve
vSech zpravach. Objevi se dialogové okno Naskenovat kazetu (Scan Cartridge).

Xpert® Breast Cancer STRAT4 7
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4. Naskenujte ¢arovy kod na kazeté Xpert Breast Cancer STRAT4. Zobrazi se okno Vytvofit test (Create Test). Pomoci
informaci z ¢arového kodu software automaticky vyplni nésledujici pole: Vybér testu (Select Assay), ID Sarze reagencie
(Reagent Lot ID), Sériové ¢islo kazety (Cartridge SN).

5. Kliknéte na Zahdjit test (Start Test) (GeneXpert Dx) nebo Odeslat (Submit) (Infinity). Pokud je to poZzadovano,
zadejte heslo.

6. U pristroje GeneXpert Dx:

a) Oteviete dvitka modulu pfistroje s blikajicim zelenym svétlem a zalozte kazetu.

b) Zaviete dvitka. Spusti se test a zelené svétlo prestane blikat. Po dokonceni testu svétlo zhasne.

c) Pred otevienim dvifek modulu pockejte, az systém uvolni zamek dvefi. Vyjméte kazetu.

d) Pouzité kazety zlikvidujte do vhodné odpadové nadoby na vzorky podle standardni praxe vaseho zdravotnického
zafizeni. Viz Cést 9.
nebo

U systému GeneXpert Infinity vloZte kazetu na dopravnikovy pas. Kazeta se zalozi automaticky, prob&hne test
a pouzita kazeta vypadne do odpadové nadoby.

13 Zobrazeni a tisk vysledku

Tato ¢ast uvadi zékladni kroky pfi zobrazeni a tisku vysledkt. Podrobnéjsi pokyny k zobrazeni a tisku vysledkt viz Prirucka
obsluhy systému GeneXpert Dx (GeneXpert Dx System Operator Manual) nebo Prirucka obsluhy systéemu GeneXpert Infinity
(GeneXpert Infinity System Operator Manual) v z&vislosti na pouzitém pfistroji.

1. Kliknutim na ikonu Zobrazeni vysledku (View Results) zobrazite vysledky.

2. Po dokondeni testu zobrazte a/nebo vygenerujte soubor PDF se zpravou kliknutim na tlagitko Zprava (Report) na
obrazovce Zobrazeni vysledkt (View Results).

14 Kontrola kvality

Kazdy test obsahuje referenéni genovou kontrolu (CYFIPI) a systém kontroly sondy (PCC).

e Kontrola CYFIPI: Tento referencni gen se pouziva k normalizaci hladin exprese ESRI, PGR, ERBB2 a MKi67. Rovnéz
slouzi jako kontrola adekvatnosti vzorku (SAC), ktera zajistuje, Ze vzorek obsahuje dostatek RNA. Aby byl vysledek
testu platny, vyzaduje se alespott minimalni signal CYFIPI. Signal CYFIP1 pod minimalni intenzitou nebo negativni
signal znaci, Ze vzorek neobsahuje dostatek RNA.

e Alternativni CYFIPI: Toto je duplicitni kontrola CYFIPI pouzivana v algoritmu, kdyZ je hodnota delta prahu cykla
(dCt) PGR nebo MKi67 pod nastavenou hodnotou cut-off testu. Pro tyto cile je navic potfeba alesponi minimalni signal
alternativni CYFIP1, aby byl vysledek testu platny.

a monitoruje tak rehydrataci perliek, plnéni reakéni zkumavky, neporusenost sond a stabilitu barviva. PCC vyhovuje,
pokud splituje validovana kritéria piijatelnosti.

e Externi kontroly (nejsou soucasti dodavky): Externi kontroly by se mély pouzivat v souladu s pozadavky mistnich,
statnich a federalnich akredita¢nich organizaci, pokud je to relevantni.

15 Interpretace vysledku

Vysledky jsou interpretovany automaticky pfistrojovym systémem GeneXpert z naméfenych fluorescenénich signalt

a vloZenych vypocetnich algoritmtl a jsou zfetelné zobrazeny v okné Zobrazeni vysledkid (View Results) na kartach
Vysledky testu (Test Results) a Vysledek analyti (Analyte Result). Vysledek testu (Test Result) a Vysledky analyti (Analyte
Results) jsou rovnéz uvedeny ve Zprave o testu (Test Report). VSechny mozné vysledky uvadi Tabulka 1 a Tabulka 2.
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Tabulka 1. VSechny mozné vysledky pro test Xpert Breast Cancer STRAT4

Zobrazeny vysledek

CYFIP1

Alternativni CYFIP1

Cic

ESR1 POZITIVNI
(ESR1 POSITIVE)

USPECH (PASS)

POZ nebo NEG

POZ nebo NEG

ESR1 NEGATIVNI
(ESR1 NEGATIVE)

USPECH (PASS)

POZ nebo NEG

POZ nebo NEG

PGR POZITIVNI -
(PGR POSITIVE) USPECH (PASS) POZ nebo NEG POZ nebo NEG
PGR NEGATIVNI e
(PGR NEGATIVE) USPECH (PASS) POZ POZ nebo NEG
ERBB2 POZITIVNI el
(ERBB2 POSITIVE) USPECH (PASS) POZ nebo NEG POZ nebo NEG
ERBB2 NEGATIVNI B
(ERBB2 NEGATIVE) USPECH (PASS) POZ nebo NEG POZ nebo NEG
MKi67 POZITIVNI A
(MKi67 POSITIVE) USPECH (PASS) POZ nebo NEG POZ nebo NEG
MKi67 NEGATIVNI -
(MKi67 NEGATIVE) USPECH (PASS) POZ POZ nebo NEG
PGR NEURCITY (PGR e
INDETERMINATE) USPECH (PASS) NEG POZ nebo NEG
MKi67 NEURCITY o
(MKi67 USPECH (PASS) NEG POZ nebo NEG
INDETERMINATE)
ZOPAKUJTE TEST e
(REPEAT TEST) USPECH (PASS) POZ nebo NEG NEG
NEPLATNY (INVALID) NEUSPECH (FAIL) NEG POZ nebo NEG
ZADNY VYSLEDEK ZADNY VYSLEDEK ZADNY VYSLEDEK
CHYBA (ERROR) (NO RESULT) (NO RESULT) (NO RESULT)
ZADNY VYSLEDEK ZADNY VYSLEDEK ZADNY VYSLEDEK ZADNY VYSLEDEK
(NO RESULT) (NO RESULT) (NO RESULT) (NO RESULT)

Xpert® Breast Cancer STRAT4
301-4981-CS, Rev. F
2025-03




Xpert® Breast Cancer STRAT4

Tabulka 2. Reprezentativni vysledky a interpretace testu Xpert Breast Cancer STRAT4

Vysledek Interpretace

e Transkript mRNA ESRI je nadmérné exprimovan a méa hodnotu delta prahu
cykld (dCt) nad nastavenou hodnotou cut-off.

ESR1 POZITIVNI e CYFIPI — USPECH (PASS); transkript mRNA CYFIPI byl detekovan
(ESR1 POSITIVE) a ma hodnotu prahu cyklt (Ct) v platném rozsahu a koncovy parametr nad
Viz Obrazek 2. nastavenou prahovou hodnotou.
e Kontrola sondy — USPESNA (PASS); viechny vysledky kontroly sondy byly
uspésné.

e Transkript nRNA PGR je nadmérné exprimovan a ma hodnotu delta prahu
cykld (dCt) nad nastavenou hodnotou cut-off.

PGR POZITIVNI e CYFIP] — USPECH (PASS); transkript mRNA CYFIPI byl detekovén
(PGR POSITIVE) a ma hodnotu prahu cykld (Ct) v platném rozsahu a koncovy parametr nad
Viz Obrazek 2. nastavenou prahovou hodnotou.
e Kontrola sondy — USPESNA (PASS); viechny vysledky kontroly sondy byly
uspésné.

e Transkript mRNA ERBB?2 je nadmérné exprimovan a ma hodnotu delta prahu
cykld (dCt) nad nastavenou hodnotou cut-off.

ERBB2 POZITIVNI e CYFIPI— USPECH (PASS); transkript mRNA CYFIP! byl detekovén
(ERBB2 POSITIVE) a ma hodnotu prahu cyklt (Ct) v platném rozsahu a koncovy parametr nad
Viz Obrazek 2. nastavenou prahovou hodnotou.
e Kontrola sondy — USPESNA (PASS); vSechny vysledky kontroly sondy byly
uspésné.

e Transkript mRNA MKi67 je nadmérné exprimovan a ma hodnotu delta prahu
cyklt (dCt) nad nastavenou hodnotou cut-off.

MKi67 POZITIVNI e CYFIPI — USPECH (PASS); transkript mRNA CYFIP! byl detekovan
(MKi67 POSITIVE) a ma hodnotu prahu cykli (Ct) v platném rozsahu a koncovy parametr nad
Viz Obrazek 2. nastavenou prahovou hodnotou.
e Kontrola sondy — USPESNA (PASS); viechny vysledky kontroly sondy byly
uspésné.

e Transkript mRNA ESRI neni nadmérné exprimovan a mé hodnotu delta prahu
cykld (dCt) pod nastavenou hodnotou cut-off.

ESR1 NEGATIVNI e CYFIPI - USPECH (PASS); transkript mRNA CYFIPI byl detekovan
(ESR1 NEGATIVE) a ma hodnotu prahu cyklt (Ct) v platném rozsahu a koncovy parametr nad
Viz Obrazek 3. nastavenou prahovou hodnotou.
e Kontrola sondy — USPESNA (PASS); viechny vysledky kontroly sondy byly
uspésné.

e Transkript nRNA PGR neni nadmérné exprimovan a ma hodnotu delta prahu
cyklt (dCt) pod nastavenou hodnotou cut-off.

e CYFIPI - USPECH (PASS); transkript mRNA CYFIPI byl detekovan

PGR NEGATIVNI a ma hodnotu prahu cykld (Ct) v platném rozsahu a koncovy parametr nad
(PGR NEGATIVE) nastavenou prahovou hodnotou.
Viz Obrazek 3. e Alternativni CYFIPI — POZ; CYFIPI ma hodnotu prahu cykli (Ct) v platném

rozsahu a koncovy parametr nad nastavenou prahovou hodnotou.

e Kontrola sondy — USPESNA (PASS); viechny vysledky kontroly sondy byly
uspésné.
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Vysledek

Interpretace

ERBB2 NEGATIVNI
(ERBB2 NEGATIVE)

Viz Obrazek 3.

Transkript mRNA ERBB2 neni nadmérné exprimovan a ma hodnotu delta
prahu cykli (dCt) pod nastavenou hodnotou cut-off.

CYFIPI — USPECH (PASS); transkript mRNA CYFIPI byl detekovén

a ma hodnotu prahu cykld (Ct) v platném rozsahu a koncovy parametr nad
nastavenou prahovou hodnotou.

Kontrola sondy — USPESNA (PASS); viechny vysledky kontroly sondy byly
uspeésné.

MKi67 NEGATIVNI
(MKi67 NEGATIVE)

Viz Obrazek 3.

Transkript mRNA MKi67 neni nadmérné exprimovan a ma hodnotu delta prahu
cykli (dCt) pod nastavenou hodnotou cut-off.

CYFIPI — USPECH (PASS); transkript mRNA CYFIP! byl detekovan

a ma hodnotu prahu cyklt (Ct) v platném rozsahu a koncovy parametr nad
nastavenou prahovou hodnotou.

Alternativni CYFIPI — POZ; CYFIP1 mé hodnotu prahu cyklt (Ct) v platném
rozsahu a koncovy parametr nad nastavenou prahovou hodnotou.

Kontrola sondy — USPESNA (PASS); viechny vysledky kontroly sondy byly
uspesné.

PGR neurc¢ity (PGR
Indeterminate)

Viz Obrazek 4.

Hladinu exprese mRNA PGR nelze stanovit, protoze vzorek neobsahuje
dostatek materialu. Zopakujte test s koncentrovanéj$im lyzatem.

CYFIPI — USPECH (PASS); transkript mRNA CYFIPI byl detekovén

a ma hodnotu prahu cyklt (Ct) v platném rozsahu a koncovy parametr nad
nastavenou prahovou hodnotou.

Alternativni CYFIPI — NEG; hodnota prahu cyklt (Ct) CYFIPI nebyla

v platném rozsahu nebo koncovy parametr byl pod nastavenou prahovou
hodnotou, ktera je nutna pro zjisténi stavu PGR.

Kontrola sondy — USPESNA (PASS); viechny vysledky kontroly sondy byly
uspésné.

MKi67 neurcity
(MKi67 Indeterminate)

Viz Obrazek 4.

Hladinu exprese mRNA MKi67 nelze stanovit, protoZe vzorek neobsahuje
dostatek materialu. Zopakujte test s koncentrovanéjsim lyzatem.

CYFIP1 — USPECH (PASS); transkript mRNA CYFIP] byl detekovan

a ma hodnotu prahu cyklt (Ct) v platném rozsahu a koncovy parametr nad
nastavenou prahovou hodnotou.

Alternativni CYFIP1 — NEG; hodnota prahu cykli (Ct) CYFIPI nebyla

v platném rozsahu nebo koncovy parametr byl pod nastavenou prahovou
hodnotou, ktera je nutna pro zjisténi stavu MKi67.

Kontrola sondy — USPESNA (PASS); viechny vysledky kontroly sondy byly
uspésné.

ZOPAKUJTE TEST
(REPEAT TEST)

Viz Obrazek 5.

Hladiny exprese mRNA ESRI/PGR/ERBB2/MKi67 nelze stanovit. Zopakujte
test s alikvotem uschovaného lyzatu vzorku FFPE.

CYFIPI — USPECH (PASS); transkript mRNA CYFIPI byl detekovén

a ma hodnotu prahu cyklt (Ct) v platném rozsahu a koncovy parametr nad
nastavenou prahovou hodnotou.

Alternativni CYFIPI — POZ/NEG,; transkript mRNA CYFIP] byl detekovan.
Transkript mize, ale nemusi mit hodnotu prahu cykla (Ct) v platném rozsahu
a koncovy parametr nad nastavenou prahovou hodnotou.

CIC — NEG; vnitini kontrola ma hodnotu prahu cyklt (Ct) mimo platny rozsah.
Kontrola sondy — USPESNA (PASS); viechny vysledky kontroly sondy byly
uspésné.

Xpert® Breast Cancer STRAT4
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Vysledek Interpretace

e NEPLATNY (INVALID) — Hladiny exprese mRNA ESRI/PGR/ERBB2/MKi67
nelze stanovit, protoze vzorek neobsahuje dostatek materialu. Zopakujte test
s koncentrovanéj$im lyzatem.

e CYFIP] - NEUSPECH (FAIL); hodnota prahu cykli (Ct) CYFIPI nebyla
v platném rozsahu nebo koncovy parametr byl pod nastavenou prahovou

NEPLATNY (INVALID) hodnotou.

e Alternativni CYFIPI — NEG; hodnota prahu cykla (Ct) CYFIPI nebyla
v platném rozsahu nebo koncovy parametr byl pod nastavenou prahovou
hodnotou.

e Kontrola sondy — USPESNA (PASS); viechny vysledky kontroly sondy byly
uspésné.

e Hiladiny exprese mRNA ESRI/PGR/ERBB2/MKi67 nelze stanovit. Zopakujte
test s alikvotem uschovaného lyzatu vzorku FFPE.

ESR1/PGR/ERBB2/MKi67 — ZADNY VYSLEDEK (NO RESULT)
Alternativni CYFIPI / CYFIPI — ZADNY VYSLEDEK (NO RESULT)
CHYBA (ERROR) e Kontrola sondy — USPESNA (PASS)* / NEUSPESNA (FAIL); jeden nebo
vSechny vysledky kontroly sondy byly netispés$né.

* Pokud kontrola sondy probéhla Uspésné, je chyba zplsobena
maximalnim limitem tlaku pfesahujicim pfijatelny rozsah,
chybou prolozeni kfivkou nebo selhanim soucasti systému.

e Hladiny exprese mRNA ESR1/PGR/ERBB2/MKi67 nelze stanovit. Nebylo
shromazdéno dostate¢né mnozstvi dat k vyprodukovani vysledku testu. To
muize nastat napfiklad tehdy, kdyz operator zastavil probihajici test. Zopakujte
test s uschovanym lyzatem vzorku FFPE.

ESRI/PGR/ERBB2/MKi67 — ZADNY VYSLEDEK (NO RESULT)
Alternativni CYFIP1 / CYFIPI — ZADNY VYSLEDEK (NO RESULT)
Kontrola sondy — Neuplatiluje se (NA)

ZADNY VYSLEDEK
(NO RESULT)
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Obrazek 2. Okno zobrazeni vysledkd GeneXpert Dx: ESR1/PGR/ERBB2/MKi67 POZITIVNI

ESR1 NEGATIVE;
PGR NEGATIVE;
ERBB2 NEGA
MKi67 NEGATIVE
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Obrazek 3. Okno zobrazeni vysledkd GeneXpert Dx: ESR1/PGR/ERBB2/MKi67 NEGATIVNI
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Obrazek 5. Okno zobrazeni vysledkii GeneXpert Dx: ZOPAKUJTE TEST (REPEAT TEST)
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16 Dlvody k opakovani testu

Test opakujte s novou kazetou (kazetu nepouzivejte opakovang).

o Vysledek ZOPAKUJTE TEST (REPEAT TEST) znadi, Ze se nezdafila vnitini kontrola. Vzorek nebyl spravné
zpracovan. V tomto piipadé zopakujte test s novym alikvotem o objemu 520 pl ze stejného lyzatu FFPE.

e NEPLATNY (INVALID) vysledek zna¢i, Ze se nezdafila referenéni kontrola. Vzorek nebyl spravné zpracovan,

PCR byla inhibovana nebo byla kvalita RNA v dostupném nadoru nedostatecna. V tomto ptipadé zopakujte test
s koncentrovangjsim lyzatem FFPE dle pokyntl v navodu k pouziti lyza¢ni soupravy FFPE.

o Vysledek CHYBA (ERROR) znaci, ze se nezdatila kontrola sond a test byl pferusen mozna z divodu nespravné
naplnéné reakéni zkumavky, z divodu detekce problému s neporusenosti sond, kvili pfekro¢eni maximalnich limiti
tlaku nebo byla detekovana chyba umisténi ventilu. V tomto pfipadé zopakujte test s novym alikvotem o objemu 520 pul
ze stejného lyzatu FFPE.

e ZADNY VYSLEDEK (NO RESULT) znamen4, Ze nebylo shroméazdéno dostateiné mnozstvi udajii. Napiiklad obsluha
zastavila probihajici test nebo doslo k vypadku napéjeni. V tomto piipadé zopakujte test s novym alikvotem o objemu
520 pl ze stejného lyzatu FFPE.

e Pokud externi kontrola kvality nefunguje podle ocekavani, opakujte test externi kontroly a/nebo kontaktujte spolecnost
Cepheid a pozadejte o pomoc.

17 Omezeni

o Upravy t&chto postupit mohou ovlivnit funké&nost testu. Vysledky testu Xpert Breast Cancer STRAT4 by mély byt
interpretovany spole¢né s dal§imi laboratornimi a klinickymi udaji, které ma 1ékat k dispozici.

e Vykon testu Xpert Breast Cancer STRAT4 byl validovan pomoci postupti uvedenych v tomto ndvodu k pouziti a pomoci
vzorkti FFPE starych pét az deset let.
Vykon testu Xpert Breast Cancer STRAT4 byl validovan pouze pomoci postupt uvedenych v tomto navodu k pouziti.
Pfi nespravném odbéru, manipulaci nebo skladovani vzorku ¢i pfi jejich zaméné mize dojit k chybnym vysledkim testu.
Aby se zabranilo chybnym vysledktim, je nutné peclivé dodrzovat pokyny v tomto navodu k pouziti.
Funkéni charakteristiky nebyly stanoveny pro pacienty mladsi 25 let.
Mutace nebo polymorfismy v oblastech primert nebo oblastech vazby sond mohou vést k chybnym, ale uvétitelnym
vysledkim ESRI, PGR, ERBB2 a MKi67.

18 Funkéni charakteristiky

18.1 Klinicky vykon

Funkéni charakteristiky testu Xpert Breast Cancer STRAT4 byly vyhodnoceny relativné k vysledkim IHC pro ER, PR,
HER?2 a Ki67 a k fluorescenéni in situ hybridizaci (FISH) pro amplifikaci genu HER2 na pracovistich v USA a EU. Puvodné
bylo do této studie zafazeno celkem 211 zbylych deidentifikovanych vzorkti FFPE primarnich invazivnich nadort prsu

z USA a EU. 10 vzorkd bylo vylouceno, protoze nebyl k dispozici dostatek nadoru pro testovani, a jeden vzorek byl
vylou¢en z diivodu odvolani souhlasu. Celkem tedy bylo k dispozici 200 vzorkd pro zahrnuti do analyz dat. Pro kazdy
vzorek FFPE bylo pfipraveno vice sklicek pro testovani Xpert, pro IHC testovani ER, PR, HER2 a Ki67 a pro testovani
FISH amplifikace genu HER2.

Celkové poskytl test Xpert Breast Cancer STRAT4 platné vysledky pii prvnim pokusu testovani pro 99,5 % (199/200)
studovanych vzorkd. Jeden vzorek, jehoz vysledek byl zpocatku neur¢ity (CHYBA (ERROR), NEPLATNY (INVALID)
nebo ZADNY VYSLEDEK (NO RESULT)), poskytl vysledek testu po jednom zopakovani testu. Celkové mira usp&snosti
testu byla 100,0 % (200/200).

Z 200 vzorka s platnymi vysledky testu Xpert poskytly ESR1 a ERBB2 platny pozitivni nebo negativni vysledek testu
ve 100 % piipadii (200/200). Pro PGR poskytl test Xpert platny pozitivni nebo negativni vysledek testu v 98,5 % ptipadt
(197/200) a pro MKi67 v 97,0 % (194/200) ptipadii. 7 vzorki s neur¢itymi vysledky testu Xpert pro PGR a/nebo MKi67
bylo otestovano znovu pomoci metody koncentrovaného lyzatu FFPE. Pivodni vysledky (prvni pokus) a vysledky
opakovanych testi uvadi Tabulka 3.

Pro cely soubor dat véetné vysledkl opakovanych testi prokazal test Xpert Breast Cancer STRAT4 pozitivni procentualni
shodu (PPA) 97,2 %, negativni procentualni shodu (NPA) 95,0 % a celkovou procentudlni shodu (OPA) 97,0 % pro ESR1
relativné vici IHC;!8PPA 88,4 %, NPA 90,7 % a OPA 88,9 % pro PGR relativné vi¢i IHC;!8 PPA 100,0 %, NPA 92,4 %
a OPA 93,3 % pro ERBB2 relativné vii¢i IHC!® a PPA 100 %, NPA 92,0 % a OPA 93,3 % pro ERBB2 relativné vici

Xpert® Breast Cancer STRAT4 15
301-4981-CS, Rev. F
2025-03



Xpert® Breast Cancer STRAT4

FISH HER2.!9 Pro MKi67 byla PPA 88,8 %, NPA 100 % a OPA 90,7 % s prahovou hodnotou IHC nastavenou na > 20 %
pro pozitivni a < 10 % pro negativni. Mezilehlé vzorky IHC MKi67 (prahova hodnota 10-20 % v¢etn€) byly vylouceny
z analyzy. Celkové hodnoty PPA, NPA a OPA pro kazdy cil uvadi Tabulka 3.

Tabulka 3. Klinicky vykon

Porovnani | soubor dat® | Celkem (n)b PPA 95% CI NPA 95% CI OPA 95% ClI
ESRUER Pvodni 199 ( N °7/°9) 93,6-988 | 100 % (20/20) |  83,9-100 ( o ;A’g) 94.3-98,9
Xpertvs. IHC | - Opakoveni 100 (19774/21 ;A;g) 03.6-98.8 ?15;233 76.4-99.1 (19973:5)1 ;A,g) 03.6.98.6
oGRIPR Puvodni 196 ( 183?7*?1 ;/‘;) 83,0-93,0 ?32;4‘)2/‘; 81,0-97,5 ( 1879;1 °9/°6) 84.8-933
Xpertvs. IHC | - Opakoveni 108 (18:?7,;11 °5/05) 62.4-925 ?gé/z;/; 78.4-96.3 (18786,?1 ;A;g) 638925
crematEry | 700NN 180 100 % (22/22) | 85,1-100 ( s 054,8) 87,2-956 ( -3 Z’O) 88.7-96,1
Xpertvs. IHC | Opakovani 180 100 % (22/22) | 85,1-100 ( b °5/°8) 872956 | -3 Z’O) 88,7-96,1
ErmamERs | PO 178 100 % (28/28) |  87,9-100 ( ey °5/°0) 86,5-954 ( 3 "7"8) 88,6-96,1
Xpertvs. FISH | Opakovani 178 100 % (28/28) | 87,9-100 ( oy °5/°0) 865954 | -3 °7/°8) 88,6-96,1
ERBB2HER2 |  Puvodni 197 100 % (27/27) | 87,5-100 ( w2 °7/°0) 86,0-94.6 ( o °9/°7) 87.8-95.3
Il-)i((? irtF\gH Opfekscxé"" 197 100 % (27/27) | 87,5-100 ( 19515;/21 ;A’O) 86,0-94,6 ( 19§éj‘1 3’7) 87.8-95.3
O Pavodn 148 ( o ;/21) 819-932 | 100% (24/24) | 86,2100 (19304?1 :fs) 84,7-94,3
Xpertvs. IHC Opfeksné"" 151 ( 18181’/81 ;/"5) 82,1-932 | 100 % (26/26) | 87,1-100 ( 19307'/71"5/"1) 85,0-94.4

a  Pavodni = lyzat 1% dle pokynl v navodu k pouZiti; opakovani testu = vysledek opakovaného testu 4x zakoncentrovaného lyzatu
v pfipadech, kdy plavodni vzorek (lyzat 1x) poskytl neurcity vysledek pro PGR a/nebo MKi67.
b Vzorky s nejasnymi nebo neurcitymi vysledky Xpert, vzorky s nejednoznaénymi nebo mezilehlymi vysledky IHC, vzorky

s nezdafilou IHC a nezdafilou FISH jsou vylouceny.
19 Analyticky vykon

19.1 Analyticka citlivost / minimalni vstup testu

Minimalni vstup testu byl stanoven zhodnocenim maximalni hodnoty Ct CYFIP1 (referen¢niho genu), ktera ptesné
stanovi vstup vzorku potfebny pro robustni vykon testu. Tento vstup vzorku zajist'uje ziskani platnych vysledki ve vétsiné
testovanych klinickych vzorkii FFPE. Vzorky s vétsi nez dovolenou hodnotou Ct CYFIP1 vygeneruji NEPLATNY
(INVALID) vysledek.

Analyticka citlivost / minimalni vstup testu pro test Xpert Breast Cancer STRAT4 definované jako maximalni hodnota Ct
CYFIP1, ktera vede k > 95 % platnych vysledk, byly stanoveny fedénim lyzata klinickych vzorkti FFPE s cilem otestovat
hodnotu Ct CYFIP1. Pro zhodnoceni citlivosti Ct CYFIP1 bylo pfipraveno sériové fedéni lyzatu klinického vzorku FFPE,
které bylo testovano s N = 20 replikaty v kazdé hladiné fedéni v priibé¢hu 3 dnti, az dokud nebylo platnych < 95 % vysledkt
testu. Hladiny fedéni zahrnovaly jeden vzorek na ocekdvaném minimalnim vstupu testu, dvé hladiny nad touto hodnotou

a dv¢ hladiny pod ni. Testovéni bylo provedeno na dvou Sarzich kazet Xpert Breast Cancer STRAT4.

Pted zahéjenim studie bylo provedeno testovani meze blanku s N = 60 replikaty pomoci dvou nezavislych Sarzi kazet
Xpert Breast Cancer STRAT4. Vzorek pro mez blanku byl tvofen fezem prazdného parafinu (bez vzorku tkan¢) a vSechny
vysledky testu vykazaly oSekavané NEPLATNE ( NEPLATNY (INVALID) ) vysledky. Sériovéa fedéni klinického vzorku
tkan€ FFPE se vstupem 1/1000 méla 20/20 platnych hodnot Ct CYFIP1, kdy 1. Sarze testu Xpert Breast Cancer STRAT4
méla primérnou hodnotu Ct = 33,4 a SD 0,6 a 2. Sarze primérnou hodnotu Ct = 33,6 a SD 0,5. Dalsi fedéni s naslednymi
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hodnotami Ct CYFIP1 nesplitovala pozadavek > 95 % platnych vysledkii vyzadovany studii. Tabulka 4 shrnuje pocet
platnych testovacich cykli na kazdé sériove ziedéné vstupni hladin€ vzorku vyjadiené ve formée relativniho fedéni nebo
priméru Ct CYFIP1. Analyticka citlivost za pouziti dvou Sarzi kazet testu Xpert Breast Cancer STRAT4 prokézala
pozadavek na minimalni vstup testu pro CYFIP1 Ct = 33,4. Tato hodnota by spole¢né s variabilitou testu umoznovala
nastavit pro test Xpert Breast Cancer STRAT4 horni limit CYFIP1 Ct = 35.

Tabulka 4. Minimalni vstup testu Xpert Breast Cancer STRAT4

Sarze soupravy (r:allzttlij\?n:’l?e):;rj\i) Pramér Ct CYFIP1 SD cy"ll(lfﬁla(‘tcr:yscg 5)
1/20 27,6 0,4 20/20
1/100 29,8 0,3 20/20
o 1/1000 33,4 0,6 20/20
00801 (sarze 1) 1/2000 34,2 0,5 9/20
1/4000 34,5 0,5 2/20
NTC Neuplatriuje se Neuplatriuje se 0/20
1/20 27,8 0,3 20/20
1/100 30,0 0,3 20/20
o 1/1000 33,6 0,5 20/20
00903 (sarze 2) 1/2000 34,2 0,4 9/20
1/4000 34,6 0,0 1/20
NTC Neuplatriuje se Neuplatriuje se 0/20

19.2 Testovani interference

Prilehla normalni/nenadorova tkan

Normalni (nenadoroveé) prilehlé tkané (NAT) se bézné€ vyskytuji ve vzorcich tkané rakoviny prsu jako kontaminanty,
které mohou interferovat se specifickou detekei cile. Test Xpert Breast Cancer STRAT4 muze dle rozhodnuti patologa

v ptislusnych ptipadech vyZadovat makrodisekci patologicky ovéfeného fezu FFPE nadoru prsu za uc¢elem snizeni
potencialnich vlivii nenadorovych kontaminanti na minimum. Ke zhodnoceni vlivu pfilehlych normalnich/nenadorovych
tkani bylo testem Xpert Breast Cancer STRAT4 otestovano patnact (15) blokt tkané FFPE s invazivnim karcinomem
prsu obsahujicich 21-98 % okolni NAT, na kterych byla nebo nebyla provedena makrodisekce. Testovani Xpert Breast
Cancer STRAT4 bylo provedeno na N = 4 replikatech ze stejného lyzatu pro kazdy stav. Hodnoty dCt ESR1, PGR,
ERBB2 a MKi67 pro kazdy vzorek tkan¢ s makrodisekci (modie ve sloupcovém grafu) nebo bez makrodisekce (¢erné ve
sloupcovém grafu) byly nejprve vyhodnoceny jednofaktorovou analyzou ANOVA s cilem stanovit statistickou interferenci
NAT. Za ptitomnost klinicky vyznamné interference NAT byl povazovan stav, kdy hodnota ddCt (delta-delta Ct) mezi
vzorky s provedenou a neprovedenou makrodisekei byla > 1,0 a doslo ke zméné vysledku testu. Vysledky studie shrnuje
Obrazek 6.

Hodnoty dCt ESR1, PGR, ERBB2 a MKi67 vsech 15 vzorkl byly seskupeny na zakladé % NAT (< 30 %, 31-60 % nebo

> 61 %). Modré a ¢erné svislé sloupcové grafy s SD predstavuji primérné hodnoty dCt cilti z N = 4 replikatt fezii FFPE

s provedenou a neprovedenou makrodisekci z bloku FFPE invazivni rakoviny prsu. VSech 15 blokd FFPE (N = 1 pod 30 %
NAT, N =85 31-60 % NAT a N = 6 nad 60 % NAT) nevykazovalo zadnou statisticky vyznamnou interferenci pfilehlé
normalni/nenaddorové tkan¢ na zakladé jednoparametrovych analyz ANOVA s p-hodnotou > 0,05 nebo nevykazovalo zadny
klinicky vyznam (oznaceno symbolem #), pokud odchylka v hodnotach delta Ct kazdého cile mezi vzorky s provedenou

a neprovedenou makrodisekci byla < 1,0 nebo pokud nebyly ovlivnény vysledky testu cile (pozitivni, negativni).
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ERBB2 dCt PGR dCt ESR dCt

MKi67 dCt

Obrazek 6. Interference prilehlé normalni/nenadorové tkané
s hodnotami dCt cili testu Xpert Breast Cancer STRAT4
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Tkan DCIS, nekroticka tkan, hemoragicka tkan

Zhodnoceni vlivu tkdné duktalniho karcinomu in situ (DCIS), nekrotické tkané a hemoragické tkané bylo provedeno
testovanim celkem 9 vzorkti FFPE nadoru prsu (3 bloky FFPE nadoru prsu obsahujici 3-61 % DCIS, 3 bloky FFPE
obsahujici 10-65 % nekrotické tkané a 3 bloky FFPE obsahujici 15-41 % hemoragické tkan¢) s testem Xpert Breast
Cancer STRAT4 s makrodisekei a bez ni. Test Xpert Breast Cancer STRAT4 byl proveden na N = 4 replikatech ze stejného
lyzatu pro kazdy stav. U vSech testovanych stavi bylo zjisténo, Ze proménlivé kontaminace tkani DCIS, nekrotickou tkani
a hemoragickou tkani nema pfi pouziti testu Xpert Breast Cancer STRAT4 zadny statisticky nebo klinicky vyznamny vliv
(graficka data nejsou znazornéna).

Lidska genomicka DNA (hgDNA)

Test Xpert Breast Cancer STRAT4 pouziva vysoce specifické primery a sondy k u¢inné hybridizaci s cilovymi templaty
mRNA ESR1, PGR, ERBB2 a MKi67 ze smési genomickych nukleovych kyselin (lidska genomickda DNA = hgDNA).
Zhodnoceni vlivu hgDNA na test Xpert Breast Cancer STRAT4 bylo provedeno makrodisekei a testovanim 10 bloki FFPE
nadoru prsu s proménlivym obsahem buné¢k invazivniho duktalniho karcinomu, kdy do lyzati vzork FFPE bylo nebo
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nebylo ptidano 25 ng hgDNA. Testovani bylo provedeno pomoci testu Xpert Breast Cancer STRAT4 na N = 4 replikatech ze
stejného lyzatu pro kazdy stav. U vSech testovanych stavi bylo zjisténo, ze interference hgDNA nema zadny statisticky nebo
klinicky vyznamny vliv (grafickd data nejsou znazornéna).

19.3 Kontaminace z prenosu

Byla provedena studie, jejimz ucelem bylo prokazat, Ze jednorazové sobéstacné kazety GeneXpert minimalizuji
kontaminaci negativnich vzorkl pfenosem z velmi vysoce pozitivnich vzorki analyzovanych bezprostiedné pied
negativnimi vzorky ve stejném modulu GeneXpert. Studie obsahovala negativni vzorek zpracovany ve stejném modulu
GeneXpert bezprostiedné po vysoce ESR1/PGR/ERBB2/MKi67 pozitivnim vzorku. Negativni vzorek byl tvofen in

vitro transkribovanou (IVT) RNA obsahujici 5 x 104 kopii transkriptu CYFIP1, aby byla zaji§téna ptitomnost cilového
referenéniho genu. Vysoce pozitivni vzorek byl pfipraven jako lyzat FFPE a byl tvofen IVT RNA obsahujici 5 x 103 kopii
transkriptu CYFIP1 a IVT RNA obsahujici 5 x 10° kopii transkriptd ESR1, PGR, ERBB2 a MKi67. Schéma testovani bylo
zopakovano 41krat s pouzitim jednoho modulu GeneXpert pro celkem 20 vysoce pozitivnich a 21 negativnich vzorkda.
Vsech 20 vysoce pozitivnich vzorkii bylo spravné ohlageno jako ESR1/PGR/ERBB2/MKi67 POZITIVNI (POSITIVE)

a viech 21 negativnich vzorki bylo spravné ohlaseno jako ESR1/PGR/ERBB2/MKi67 NEGATIVNI (NEGATIVE).

19.4 Reprodukovatelnost a preciznost testu

Reprodukovatelnost testu Xpert Breast Cancer STRAT4 byla vyhodnocena pouzitim panelu péti vzorku lyzati.

Tti ¢leny panelu byly pfipraveny ptidanim in vitro transkriptu (IVT) RNA do lyzaéniho pufru FFPE obohaceného
na hodnotu do ~2dCt od hodnoty cut-off dCt pro ESR1 (1 IVT RNA), PGR (2 IVT RNA) a ERBB2 (3 IVT RNA)
a s hodnotami Ct CYFIP1 ~2-3 Ct od hladiny minimalniho vstupu testu.

Dva ¢leny panelu (klinicky vzorek FFPE ¢. 4 a klinicky vzorek FFPE €. 5) byly vytvofeny ze smichanych klinickych vzorkid
FFPE v lyza¢nim pufru FFPE tak, aby mély hodnoty Ct CYFIP1 blizko minimalniho vstupu testu a aby mély hodnoty cut-
off dCt pro vSechny cile napfi¢ vykazovatelnym rozsahem a co mozna nejblize hodnotam cut-off dCt testu.

Dva operatofi na kazdém ze tii studijnich pracovist testovali kazdy den dva panely po péti vzorcich po dobu Sesti
testovacich dni (pét vzorkt x Sest dnii x dva operatofi x dva replikaty x tii pracovisté). Celkem bylo otestovano 72 replikatt
kazdého vzorku. Na kazdém ze tfi testovacich pracovist’ byly pouzity tii Sarze kazet Xpert Breast Cancer STRAT4. Test
Xpert Breast Cancer STRAT4 byl proveden podle postupu v tomto navodu k pouZiti.

Reprodukovatelnost testu Xpert Breast Cancer STRAT4 byla vyhodnocena dle dCt pro kazdy ze ¢tyf cild pro kazdy panel.
Primér, smérodatnou odchylku (SD) a variaéni koeficient (CV) mezi pracovisti, mezi $arzemi, mezi dny, mezi operatory
a v ramci testd pro kazdy ¢len panelu uvadi Tabulka 5.

Tabulka 5. Souhrn udaji o reprodukovatelnosti

Kanal Promé Mezi pracovisti Mezi Sarzemi Mezi dny Mezi operatory V ramci stanoveni Celkem
Vzorek [stanovenii N2 r:(r:r;er
(analyt) odch. | cv(%) | odch. | cv (%) | odeh. | cv (%) | odeh. | cv (%) | odeh. | cv (%) | odeh. | cv (%)
ESR1 | 72 | 020 0,00 0,00 003 | 2930 | 000 0,00 0,00 1,80 007 | 6890 | o011 033
qavr | POR [ 72| 003 [ o000 0,00 0,01 14,70 | 0,00 2,30 0,00 0,00 006 | 8300 | 007 0,26
RNA | eree2 | 72 | 242 | o000 0,00 004 | 2790 | 002 | 1140 | o000 2,60 008 | 5810 | 013 0,36
Mkie7 | 70 | -255 | 000 0,00 032 | 6210 | 000 0,00 0,00 0,00 020 | 3790 | o052 0,72
EsrR1 | 72 | -103 | o000 1,60 0,01 9,20 0,01 5,50 0,00 0,00 010 | 8370 | 012 0,35
ot | PR | 72 [ <126 | o000 0,00 0,01 12,20 | 0,00 0,00 0,01 10,70 | 004 | 7710 | o005 023
RNA 1 ereB2 | 72 | -349 | o001 48 | 003 | 3160 | 000 | 000 | 000 | 040 | 007 | €320 | 0.1 0,33
Mki6z | 72 | -353 | 0,00 0,00 008 | 4900 | 0,00 0,00 0,00 0,00 008 | 51,00 | 016 0,40
ESR1 | 72 | 364 0,00 0,00 0,01 8,40 0,01 16,50 | 0,00 0,00 006 | 7510 | 008 0,29
avr | POR | 72 | 334 0,00 340 0,00 0,00 0,01 9,70 0,00 540 005 | 8150 | 006 025
RNA [ ErBB2 | 72 | 001 002 | 2060 | 001 10,30 | 0,00 0,00 0,00 0,00 005 | 69,10 | 008 0,28
Mkie7 | 72 | 114 0,00 0,00 002 | 1540 | o002 | 1800 | 0,00 0,00 007 | 6660 | 0,10 0,31
ESR1 | 72 | -0.11 0,00 0,00 0,00 0,00 000 | 1440 | o000 | 1590 | 002 | 6970 | 003 017
Klinicky
vzorek | PGR | 72 | -199 | 000 6,30 0,01 19,70 | 0,00 2,50 0,00 0,00 002 | 7160 | 003 0,18
+FPPE ereez | 72 239 | 002 | 3130 | 000 2,20 0,00 0,00 0,00 3,70 005 | 6280 | 007 027
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‘Kanél | a Pramér Mezi pracovisti Mezi Sarzemi Mezi dny Mezi operatory V ramci stanoveni Celkem
Vzorek EE::;I‘;:;" N dct Odch. CV (%) | Odch. CV (%) | Odch. CV (%) Odch. CV (%) Odch. CV (%) Odch. CV (%)

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

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
Klinicky 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
;IzFoFrgll(z ERBB2 | 72 1,93 0,00 2,90 0,00 3,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,03 94,20 0,03 0,17

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

a Vysledky s platnymi hodnotami delta Ct ze 72
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21 Ustiedni sklad spoleénosti Cepheid

Podnikova centrala

Cepheid

904 Caribbean Drive
Sunnyvale, CA 94089
USA

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

Evropska centrala

Cepheid Europe SAS
Vira Solelh

81470 Maurens-Scopont
France

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

22 Technicka pomoc

Diive, nez kontaktujete technickou podporu spole¢nosti Cepheid, ptipravte si nasledujici informace:

Nazev produktu

Cislo Sarze

Sériové Cislo pristroje

Chybové zpravy (pokud je to relevantni)

Verze softwaru a (pokud je to relevantni) ¢islo servisniho Stitku pocitace

Spojené staty

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

Francie

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

Kontaktni informace vSech kancelati technické podpory spolecnosti Cepheid jsou uvedeny na nasem webu:
www.cepheid.com/en/support/contact-us
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23 Tabulka znacek

Znacka Vyznam
Katalogové Eislo
REF ?
IVD Zdravotnicky prostfedek pro diagnostiku in vitro

Oznaceni CE — Evropska shoda

REP

Zplnomocnény zastupce v Evropském spolecenstvi

& |[z|| =~

Nepouzivat opétovné

LOT

Koéd Sarze

Ctéte navod k pouziti

Upozornéni

Vyrobce

Zeme vyroby

Obsahuje dostate¢né mnozstvi pro n testl

Kontrola

Datum expirace

Teplotni limit

Biologicka rizika

REP

Zplnomocnény zastupce ve Svycarsku

Dovozce
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