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Xpert® Breast Cancer STRAT4

In vitro diagnostické zdravotnicke zariadenie

1 Obchodny nazov

Xpert® Breast Cancer STRAT4

2 Bezne pouzivany nazov
Xpert Breast CA STRAT4
Xpert BC STRAT4

3 Uréené pouzitie

Test Xpert Breast Cancer STRAT4 je semikvantitativna analyza zalozena na polymerazovej retazovej reakcii

s kvalitativnymi medznymi hodnotami pre receptor estrogénu (ESRI), receptor progesteronu (PGR), receptor 'udského
epidermalneho rastového faktoru 2 (ERBB2/HER?) a marker proliferacie génu Ki-67 (MKi67) z mRNA izolovanej

z formalinom fixovaného a v parafine vlozeného (FFPE) tkaniva invazivnej rakoviny prsnika. RNA sa extrahuje z oblasti
nadobu mikroskopickej disekcie tkaniva identifikovanej patologom. Test sa pouziva v kombindcii s d’al§imi klinickymi

a laboratornymi udajmi na klasifikaciu tkaniv rakoviny prsnika podla stavu hormonalnych receptorov, stavu receptorov
HER? a stavu markerov §$irenia. Test je uréeny na pouZitie so systémom GeneXpert®, ktorého st¢astou je izolacia RNA
z FFPE tkaniva, ako aj amplifikacia a detekciu cielovych sekvencii v zdsobniku.

Test Xpert Breast Cancer STRAT4 nie je urceny na:

e predikciu zdvaznosti ochorenia,
e samostatné diagnostické posudenie rakoviny prsnika,
e progndzu navratu ochorenia.

Indikécie na pouzitie: Test je ureny na pouzitie pri hodnoteni hladin ESRI, PGR, ERBB2 a MKi67 v mRNA z tkaniv
invazivneho karcindomu prsnika ziskanych od pacientov/pacientiek a pripravenych ako FFPE vzorky, a ako pomdcka pri
klinickom hodnoteni spolu s d’al§imi laboratornymi udajmi.

4 Suhrn a vysvetlenie

Rakovina prsnika je jednym z najbeznejSich druhov rakoviny u zien na celom svete, s priblizne 1,7 miliénmi novych
pripadov rakoviny prsnika kazdy rok.! V Europe je kazdy rok diagnostikovanych priblizne 494 000 novych pripadov

a 143 000 pacientok tomuto ochoreniu podlicha. V USA bolo diagnostikovanych priblizne 200 000 novych pripadov
invazivneho karcinému prsnika medzi rokmi 2015.2 Rakovina prsnika je najéastejSou pri¢inou umrtnosti na rakovinu u Zien
v rozvojovych krajinach a druhou najbeznejSou pric¢inou imrtnosti na rakovinu (po rakovine plic) u zien vo vyspelych
krajinach.2

Podl'a idajov WHO z roku 2020 je rakovina prsnika najéastejSie diagnostikovanou rakovinou a hlavnou pri¢inou

amrti.! Umrtnost’ na rakovinu prsnika sa od roku 1990 zniZila o 34 percent, a to najmi vd'aka zlepsenej lietbe a v&asnej
diagnostike.3> Merania expresie ER a PR proteinu st prognostické pre klinické vysledky rakoviny prsnika a predpovedaju
reakciu na tamoxifén a d’alSie hormonalne terapie.*>67 Nadmerna expresia HER2 je nositelom nepriaznivej progndzy u Zien
s rakovinou prsnika; ¢o je vSak dblezitejSie, odpoved’ na trastuzumab alebo iné terapie zamerané na HER2 sa predpoveda
nadmernou expresiou proteinu HER2 (ERBB2) alebo amplifikaciou génu HER2.8 Markeru proliferacie Ki-67 (MKi67)

bola v retrospektivnych $tadiach zahthajucich pacientky s rakovinou prsnika® venovana zna¢na pozornost’ a povaZuje sa za
délezity indikator potreby chemoterapie.!0 Metaanalyzy preukézali, Ze je spojeny s horsimi vysledkami preZitia pri véasnom
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karcinome prsnika.!! Vzhl'adom na vyznam tychto markerov pri vybere efektivneho lieCebného rezimu pre pacientku

s rakovinou prsnika odporucaji pokyny pre liecbu Eurdpskej spolo¢nosti pre lekarsku onkologiu (European Society for
Medical Oncology, ESMO), aby boli vsetky primarne karcindémy prsnika testované na ER, PR, HER2 (ERBB2) a Ki67
v Case diagnozy.!2

Na meranie expresie proteinov ER, PR, HER2 a Ki67 sa bezne pouziva imunohistochémia (IHC). V pripade expresice HER2
sa zvycajne najskor vykonava IHC, pricom vysledky sa reportuju na stupnici od 0 do 3+. Ak je vysledok expresie HER2
nejednoznaény (2+), vzorka sa reflektuje do analyzy in situ hybridizacie (ISH) HER2, ako je napriklad fluorescen¢na in
situ hybridizacia (FISH) alebo chromogénna in situ hybridizacia (CISH), ktoré hl'adaju amplifikaciu génu HER2.13 Pri
porovnani laboratorii sa ukéazal vysoky stupeii variability vysledkov u IHC a ISH, a to predovsetkym kvdli rozdielom

v protilatkach pouzitych u IHC a subjektivite interpretaénych metod. 14

Test Xpert Breast Cancer STRAT4 je in vitro diagnosticky test pouzivany na stanovenie Grovni expresie mRNA ESR/, PGR,
ERBB?2 a MKi67 izolovanych z FFPE vzoriek tkaniva invazivnej rakoviny prsnika.

Analyza sa vykondva v uzavretom zasobniku po kratkom kroku pripravy vzorky lyzatu mimo pristroja, ktory si vyzaduje
menej ako 15 minut manipulécie s celkovym obratom trvajucim menej ako 2 hodiny.

5 Princip postupu

Test Xpert Breast Cancer STRAT4 je analyza pouzivajuca polymerazovi retazovu reakciu (RT-PCR) v realnom case
(PCR) na detekciu ESR1, PGR, ERBB2, a MKi67 z mRNA izolovanej z formalinom fixovaného a v parafine vlozeného
(FFPE) tkaniva invazivnej rakoviny prsnika. Analyza sa vykonava na systéme GeneXpert od spoloc¢nosti Cepheid. Systém
GeneXpert automatizuje a integruje purifikaciu vzoriek, amplifikaciu nukleovych kyselin a detekciu ciel'ovej sekvencie

v jednoduchych alebo zlozitych vzorkdch pomocou RT-PCR v redlnom ¢ase. Systém sa sklada z pristroja, snimaca
ciarovych kodov, pocitaca, a predinstalovaného softvéru na vykonavanie testov a prezeranie vysledkov. Systém vyuziva
jednorazové zasobniky GeneXpert, ktoré obsahujiu RT-PCR ¢&inidl a v ktorych prebieha proces RT-PCR. Uplny popis
systému néjdete v Prirucke operatora prislusného pristrojového systému GeneXpert.

Stcast’ou testu Xpert Breast Cancer STRAT4 su ¢inidla na simultannu detekciu génov ESR1, PGR, ERBB2, MKi67,
cytoplazmaticky referencny gén FMR1 interagujici s proteinom 1 (CYFIP1), interna RT-PCR kontrola (CIC) a interna
kontrola skusky sondy (PCC). Referenény gén overuje primeranost’ vzorky a pouziva sa na normalizaciu urovni expresie
mRNA pre ESR1, PGR, ERBB2 a MKi67. Interna RT-PCR kontrola (CIC) sa pouziva na overenie spravneho priebehu RT-
PCR reakcie. PCC overuje rehydrataciu gul'6¢iek Cinidiel, plnenie skimaviek RT-PCR, integritu sondy a stabilitu zasovnika.
Celkovo test pouziva Sest’ odliSnych fluorescenénych kanalov na detekciu ciel’a alebo kontroly/referencie s vlastnymi
parametrami medznych hodnét pre platnost’ ciel'a/kontroly/referencie.

FFPE vzorky musia vyt najprv spracované supravou Xpert® FFPE Lysis, pripravenim 4-5 um disekcie tkaniva

s mikronovou hribkou, kde sa v pripade potreby najskor ziska FFPE tkanivo makrodisekciou na obohatenie oblasti
invazivneho nadoru, a nasledne sa zoskrabe a umiestni do skimavky spolu s odpora¢anymi objemami FFPE lyza¢né¢ho
¢inidla a proteinazy K. Roztok sa potom inkubuje v tepelnom bloku 30 mintt pri teplote 80 °C. Nasledne sa do vzorky
primiesa etanol a potom sa priamo do zasobnika pridd odportucany objem pripraveného lyzatu vzorky. Zasobnik na
testovanie sa vlozi do modulu pristrojového systému GeneXpert, v ktorom st purifikacia, amplifikacia nukleovych kyselin
a detekcia nukleovych kyselin v readlnom ¢ase plne automatizované a Uiplne integrované systémom. Vsetky ¢inidla potrebné
na pripravu vzorky v pristroji a RT-PCR analyzu su vopred naplnené v zasobniku. Nukleové kyseliny v lyzate su zachytené
na filtri, premyté a eluované ultrazvukom. Purifikovana nukleova kyselina sa zmieSa so suchymi RT-PCR ¢inidlami a roztok
sa presunie do reakénej skiimavky na RT-PCR a detekciu. Cas potrebny na ziskanie vysledkov na pristroji GeneXpert je
priblizne 75 minut.

Medzné hodnoty detekcie, ktoré test Xpert Breast Cancer STRAT4 vyuziva v jednotlivych fluorescen¢nych kanaloch sa
stanovili na maximalizaciu zhody pozitivneho, negativneho a celkového percenta v porovnani s vysledkami referencnej
laboratornej IHC alebo IHC/FISH pre jednotlivé ciele. IHC pre ER, PR, Ki67 a HER2, ako aj FISH pre HER2 boli
spracované a hodnotené podl'a pokynov na pouZitie. Interpretacia sa uskutoénila podl'a pokynov ASCO/CAP 2013 .15
Nadory boli klasifikované ako pozitivne na ER alebo PRIHC, ked’ >1 % invazivnych naddorovych buniek vykazovalo
jednoznacné sfarbenie jadra bez ohl'adu na intenzitu sfarbenia. Expresia HER2 sa hodnotila pomocou supravy HercepTest
(IHC) (Dako) a hodnotila sa ako 0, 1+, 2+ alebo 3+. Nadory hodnotené ako 2+ sa reflexovali na FISH HER2 pomocou
supravy na detekciu DNA pomocou sondy PathVysion HER2 (Vysis-Abbott, Chicago, IL). Pripady sa povazovali za HER2-
pozitivne, ak boli pomocou IHC hodnotené ako 3+ a/alebo zosilnené pomocou FISH (definované ako HER2:CEP17 (pomer
>2,0) a/alebo priemerny pocet kopii HER2 >6,0 signalov/bunku podl'a 2013 ASCO/CAP Clinical Practice Guideline Update
pre testovanie HER2 v rakovine prsnika.!> V pripade Ki67 sa nadory klasifikovali ako pozitivne (vysoko), ked’ >20 %
invazivnych nadorovych buniek vykazovalo jednoznacné sfarbenie jadra bez ohl'adu na intenzitu sfarbenia.
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V pripade kontroly referenéného génu a vnatornej kontroly RT-PCR definuju medzné hodnoty detekcie rozsahy
minimalnych a maximalnych prahovych hodnét cyklu (Ct) PCR, ktoré stanovuji platny vysledok, primerany minimalny
vstup vzorky a ziadnu inhibiciu PCR. V pripade cielov ESR1, PGR, ERBB2, a MKi67 st medzné hodnoty detekcie
zadefinované hodnotami delty prahovej hodnoty cyklu (dCt) (Ct referenéného génu minus Ct cielového génu), ktoré
stanovuju vysledok POZITIVNY (POSITIVE) vs. NEGATIVNY (NEGATIVE) pre dany ciel’ v kanali.
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Poznamka

Poznamka

6 Cinidla a nastroje

6.1 Poskytovany material

Suprava Xpert Breast Cancer STRAT4 obsahuje dostatok ¢inidiel na spracovanie 10 vzoriek kontroly kvality alebo FFPE
lyzatov pripravenych so supravou Xpert FFPE Lysis Kit (katalogové ¢islo GXFFPE-LYSIS-CE-10). Stuprava testu Xpert
Breast Cancer STRAT4 obsahuje nasledujuce polozky:

Zasobniky Xpert Breast Cancer STRAT4

s integrovanymi reakénymi skimavkami 10

e Guldeka 1, 2 a 3 (lyofilizované) 1 z kazdého na zasobnik
e Cinidlo na vymyvanie, 1,0 ml na kazdy zasobnik
o Elucné ¢inidlo, 2,0 ml na kazdy zasobnik
CD 1 v kazdej suprave

e Subor s definiciou analyzy (ADF)
e Pokyny na pouzivanie

Karty bezpe¢nostnych udajov (SDS) su dostupné na adrese www.cepheid.com alebo www.cepheidinternational.com na
karte SUPPORT (PODPORA).

Hovadzi sérovy albumin (BSA) v gul6ckach tohto produktu bol vyprodukovany a vyrobeny vyhradne z hovadzej plazmy
pochadzajucej z USA. Zvieratdm nebol podavany ziadny protein z prezavavcov ani iné zivo&iSne bielkoviny; zvierata
presli testovanim pred porazkou a po nej. Po€as spracovania nedochadzalo k mieSaniu materialu s inymi zivo¢iSnymi
materialmi.

7 Skladovanie a manipulacia

Obsah supravy Xpert Breast Cancer STRAT4 skladujte pri teplote 2-28 °C.
Veko zasobnika otvarajte, az ked’ ste pripraveni na vykonanie testu.
Zasobnik pouzite do 30 minut od otvorenia veka.

Nepouzivajte zasobnik, z ktorého unika tekutina.

8 Pozadované materialy, ktoré nie s sucast’ou balenia

e Suprava Xpert FFPE Lysis (katalogové ¢islo GXFFPE-LY SIS-CE-10) na pripravu FFPE lyzatu. Tato suprava pozostava
z FFPE lyza¢ného ¢inidla, proteinazy K (PK), 1,5 ml skimaviek a 5 ml liekoviek.
Vortexovy mixeér.
Pipety a pipetovacie $picky s aerosoélovym filtrom vhodné na pipety 600 ul 1,2 pl a 520 pl.
Pocita¢ s proprietarnym sofvérom GeneXpert verzie 4.7b alebo novsej alebo Xpertise 6.4b alebo novsi, snimac
¢iarovych kodov a prislusna prirucka operatora pristrojového systému GeneXpert.

e Tlaciaren: Ak sa vyzaduje tlaciaren, vhodnu tlaciaren vam odporuci technicka podpora spolo¢nosti Cepheid.

9 Varovania a bezpecnostné opatrenia

Iba na in vitro diagnostiku.
So vsetkymi biologickymi vzorkami je potrebné manipulovat’, ako so zdrojom prenosu infekénych agens. So vetkymi
Pudskymi vzorkami je potrebné manipulovat’ so Standardnymi bezpe¢nostnymi opatreniami. Pokyny pre manipulaciu so
vzorkami ma k dispozicii Svetova zdravotnicka organizacia alebo Centrum pre kontrolu a prevenciu choréb v USA.
Pri préaci s chemikaliami a pri manipulécii s biologickymi vzorkami dodrziavajte bezpecnostné postupy vasej instittcie.
Vykonnostné charakteristiky tohto testu boli stanovené vyhradne s typom vzoriek uvedenymi v asti Cast’ 3. Vykonnost
tejto analyzy s inymi typmi vzoriek alebo vzorkami nebola stanovena.

e Tkanivo FFPE sa musi spracovat’ pouzitim supravy Xpert FFPE Lysis (katalogové ¢. GXFFPE-LYSIS-CE-10).

Xpert® Breast Cancer STRAT4
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Délezité

Doélezité

Netplné odstranenie (oskrabanie) oblasti nadoru z podlozného sklicka na pripravu FFPE lyzatu moze mat’ za nasledok
nedostatok materialu pre analyzu, a v dosledku toho vysSiu ako o¢akdvant mieru neurcitosti/neplatnosti pri teste Xpert
Breast Cancer STRATA4.

Veko zasobnika Xpert Breast Cancer STRAT4 otvarajte iba pri pridavani pripraveného FFPE lyzatu.

Nepouzivajte zasobnik, ktory vam po vybaleni spadol.

Zasobnikom netraste. Ak po otvoreni veka zasobnika ddjde k traseniu zasobnikom alebo jeho padu, vysledok testu moze
byt neplatny.

Nepouzivajte zasobnik, ktory mé poskodent reakénu skiimavku.

Kazdy jednorazovy zasobnik testu Xpert Breast Cancer STRAT4 sa pouziva na spracovanie jediného testu. Pouzité
zasobniky nepouzivajte opakovane.

Nepouzivajte zasobnik, ak je vlhky alebo ak je poskodené tesnenie veka.

Stitok s ID vzorky neumiestiiujte na veko zasobnika ani na §titok s &iarovym kédom.

Aby sa zabranilo kontamindcii vzoriek a ¢inidiel, odportca sa spravna laboratérna prax, vratane vymeny rukavic medzi
manipulaciami so vzorkami pacientov.

Pri spravnom zneskodiovani pouzitych zasobnikov a nepouzitych reagencii sa obratte na personal zodpovedny za
environmentalny odpad svojej institiicie. Pozrite si Statne, krajské alebo miestne predpisy, pretoze sa mézu 1isit’ od
federalnych predpisov o likvidacii odpadu. Tento material m6ze mat’ vlastnosti nebezpecného odpadu vyzadujiceho
osobitné znesSkodnenie. Institiicie si musia pozriet’ poziadavky na likvidaciu nebezpe¢ného odpadu.

10 Chemické nebezpecenstvo16.17

Podl'a Globalneho harmonizovaného systému klasifikacie a ozna¢ovania (GHS) sa tento material nepovazuje za nebezpecny.

11 Odber, preprava a uskladnenie vzoriek

Pouzivajte iba s FFPE vzorkami spracovanymi stipravou Xpert FFPE Lysis Kit (katalogové ¢. GXFFPE-LYSIS-CE-10).
Postupujte podla pokynov ASCO/CAP!3 na pripravu FFPE tkaniv.

Lyzat FFPE je potrebné pripravit’ z FFPE bloku nadoru s najvéc¢sou plochou zivotaschopného karcinomu prsnika
(minimalne 30 % buniek nadoru) a v pripade potreby je pred testovanim pomocou testu Xpert Breast Cancer STRAT4
potrebné vykonat’ manualnu makro-disekciu. U vzoriek nadoru mensich ako 10 mm?2 s menej ako 30 % nadoru sa moZze
pre platné vysledky vyZadovat’ pouzitie postupu koncentrovaného lyzatu alebo viac ako jedného 4-5 pm rezu.

FFPE lyzat je potrebné prepravovat’ do laboratoria pri teplote 2 — 8 °C.

FFPE lyzat je stabilny 1 tyzden pri teplote 2 — 8 °C alebo 4 tyzdne pri teplote <—20 °C pred testovanim testom Xpert
Breast Cancer STRAT4. Pri dlhodobom skladovani skladujte pri teplote -80 °C. Neodporuca sa viac ako 1 cyklus
zmrazenia-rozmrazenia. Ked’ sa rozmrazuje, pred pouzitim nechajte rozmrazit’ na izbovu teplotu a FFPE lyzat vortexujte
15 sektind.

12 Postup

Pouzitie zasobnika Xpert Breast Cancer STRAT4 si vyzaduje pripravu lyzatu pouzitim supravy Xpert FFPE Lysis
(katalogové €. GXFFPE-LYSIS-CE-10).

Analyzu spustite do 30 minut od pridania pripravenej vzorky do zasobnika.

12.1 Priprava FFPE lyzatu
Pripravte FFPE lyzat podl'a pokynov na pouzitie stipravy FFPE Lysis.

12.2 Priprava zasobnika

1. Vyberte zasovnik z kartonového obalu.

2. Pripraveny FFPE lyzat vortexujte pred pouzitim 15 sekind.
3. Otvorte kryt zasobnika.

Xpert® Breast Cancer STRAT4
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4,

5.

Pomocou pipety preneste 520 ul FFPE lyzatu do komory na vzorky zasobnika. (Pozndmka: moze byt’ pritomné malé
mnozstvo zrazeniny, ktord nema vplyv na vykonnost’ analyzy).

Zvysny FFPE lyzat uchovavajte pri teplote 2 — 8 °C, pripadne pri teplote <20 °C v pripade opakovania testovania.

Komora na vzorky
(velky otvor)

Obrazok 1. Zasobnik testu Xpert Breast Cancer STRAT4 (pohl'ad zhora)

Zatvorte veko zasobnika. Uistite sa, Ze veko pevne zacvaklo na miesto.

12.3 Spustenie testu

Délezité

Pred spustenim analyzy sa usitite, ze do softvéru je importovany subor s definiciou analyzy (ADF) Xpert Breast
Cancer STRATA4.

V tejto Casti st uvedené predvolené kroky na prevadzku systému GeneXpert. Podrobné pokyny najdete v prirucke
pouzivatela systému GeneXpert Dx alebo GeneXpert Infinity, v zavislosti od pristroja, ktory pouzivate.

Poznamka Konkrétne kroky sa mozu lisit, ak administrator systému zmenil predvoleny tok ¢innosti systému.

1.

Zapnutie pristroja GeneXpert:

* Ak pouzivate pristroj GeneXpert Dx, najskor zapnite pristroj GeneXpert Dx a potom pocitac. Softvér GeneXpert sa
spusti automaticky, pripadne moze byt potrebné dvakrat kliknut' na ikonu softvéru GeneXpert Dx na ploche systému
Windows®.

alebo
* Ak pouZivate pristroj GeneXpert Infinity, zapnite ho. Softvér Xpertise sa spusti automaticky, pripadne moze byt
potrebné dvakrat kliknat’ na ikonu softvéru Xpertise na ploche systému Windows.

. Do softvéru pristroja GeneXpert sa prihlaste pomocou svojho mena pouzivatel'a a hesla. V okne systému GeneXpert

kliknite na polozku Vytvortit’ test (Create Test) (GeneXpert Dx) alebo kliknite na polozku Objednavky (Orders) a
Objednat’ test (Order Test) (Infinity). Otvori sa okno Vytvortit’ test (Create Test).

. Naskenujte alebo zadajte ID vzorky. Ak ID vzorky zadavate pomocou klavesnice, uistite sa, Ze je spravne. ID vzorky

suvisi s vysledkami testu a zobrazuje sa v okne Zobrazit’ vysledky (View Results) a vo vSetkych spravach. Zobrazi sa
kontextové okno Skenovat’ zasobnik (Scan Cartridge).

. Naskenujte ¢iarovy kod na zasobniku Xpert Breast Cancer STRAT4. Otvori sa okno Vytvortit’ test (Create Test). Softvér

prostrednictvom informacii z ¢iarového kodu automaticky vyplni tidaje do nasledujucich poli: Vyber analyzy (Select
Assay), ID sarze reagencie (Reagent Lot ID), Sériové ¢. zasobnika (Cartridge SN).

. Kliknite na polozku Spustit’ test (Start Test) (GeneXpert Dx) alebo Odoslat’ (Submit) (Infinity). Ak je to potrebné,

zadajte svoje heslo.

.V pripade pristroja GeneXpert Dx:

a) Otvorte dvierka modulu pristroja s blikajucim zelenym svetlom a vlozte zasobnik.
b) Zatvorte dvierka. Test sa spusti a zelené svetlo prestane blikat’. Po ukonceni testu sa svetlo vypne.
¢) Pockajte, kym systém neodomkne dvierka modulu, a otvorte ich. Vytiahnite zdsobnik.

d) Pouzité zasobniky zlikvidujte v prislusnych nadobach na odpad zo vzoriek v stlade so Standardnymi postupmi
institacie. Pozri Cast’ 9.
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alebo

V pripade systému GeneXpert Infinity polozte zasobnik na dopravnik. Zasobnik sa automaticky nacita, nasledne
prebehne test a pouzity zasobnik sa automaticky umiestni do nadoby na odpad.

13 Zobrazenie a tla¢ vysledkov

Téato cast’ uvadza zékladné kroky na zobrazenie a tla¢ vysledkov. Podrobné pokyny tykajice sa zobrazenia a tlace vysledkov
najdete v prirucke pouzivatela systému GeneXpert Dx alebo v v prirucke pouzivatela systému GeneXpert Infinity,
v zé&vislosti od modelu pristroja, ktory pouzivate.

1. Na zobrazenie vysledkov kliknite na polozku Zobrazit’ vysledky (View Results) .

2. Po dokonceni testu kliknutim na tla¢idlo Sprava (Report) v okne Zobrazenie vysledkov (View Results) zobrazite a/
alebo vygenerujete PDF stibor so spravou.

14 Kontrola kvality

Kazdy test obsahuje kontrolu referenéného génu(CYFIPI) a kontrolu skiisky sondy (PCC).

e Kontrola CYFIPI: Tento referencny gén sa pouziva na normalizaciu expresie urovni ESRI, PGR, ERBB2 a MKi67. Sluzi
tiez ako kontrola primeranosti vzorky (Sample Adequacy Control, SAC) zabezpecCujuca, ze vzorka obsahuje dostatoéné
mnozstvo RNA. Pre platny vysledok testu sa vyzaduje minimalny CYFIP]1 signal. Signal CYFIPI pod minimalnym
mnozstvom alebo negativny signal indikuju, ze vzorka neobsahuje dostatocné mnozstvo RNA.

e Nahrada CYFIPI: Toto je kontrola duplikatu CYFIPI pouzivana v algoritme, ked’ je delta prahovej hodnoty (dCt) PGR
alebo MKi67 pod nastavenim hrani¢nej hodnoty analyzy. Na zabezpecenie platného vysledku testu je u tychto cielov
potrebny dodatoény minimalny signal nahrady CYFIP]I.

o Kontrola skusky sondy (Probe Check Control, PCC): Pred zaciatkom reakcie PCR meria systém GeneXpert
fluorescenény signal zo sond na monitorovanie rehydratacie gul'6cok, plnenia reakénych skimaviek, integrity sondy
a stability farbiva. Ak su kritéria splnené, kontrola PCC je uspesna.

o Externé kontroly (nie su stucast'ou dodavky): Externé kontroly sa musia podl'a potreby pouzivat’ v stilade
s poziadavkami miestnych, narodnych a federalnych akreditacnych organizacii.

15 Interpretacia vysledkov

Vysledky sa interpretuju automaticky pristrojom GeneXpert z nameranych fluorescenénych signdlov a zo zabudovanych
vypoctovych algoritmov a s zobrazené v okne Zobrazit’ vysledky (View Results) na kartdch Vysledky testu (Test Results)
a Vysledky analytu (Analyte Results). Vysledky testu a Vysledky analytu sa zobrazuju aj v sprave Sprava testu (Test
Report). Mozné vysledky uvadza Tabulka 1 a Tabulka 2.
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Tabulka 1. VSetky mozné vysledky testu Xpert Breast Cancer STRAT4

Zobrazovany vysledok CYFIP1 Nahrada CYFIP1 CiCc
ESTFZOPS?%U;\;NE VYSLEE@TZI(DASS) POZ. alebo NEG. POZ. alebo NEG.
ESTJEI\IGEA??JIL\;NE VYSLEEA&L\]}ASS) POZ. alebo NEG. POZ. alebo NEG.
PG(I;ggﬂUg)NE VYSLEBA&L\]Z;ASS) POZ. alebo NEG. POZ. alebo NEG.
Pc;(ﬁIIE\ICEET/T\T/iIE\/)NE V\'(SLEEA(\)T&\l ZII(DASS) POZ. POZ. alebo NEG.
ERB(gég?rf\l/E;/NE VYSLEE@F}L\]ZDASS) POZ. alebo NEG. POZ. alebo NEG.
ERB(ﬁégi%C‘l;)\/NE VYSLEE@TZ’I(DASS) POZ. alebo NEG. POZ. alebo NEG.
MKI(?:ZOZ?TZSLZ\)/NE VYSLEE@TZI(DASS) POZ. alebo NEG. POZ. alebo NEG.
MKI.(?\TE,&%/TQ)/NE V\’KSLEE)A&Trzl :I(DASS) POZ. POZ. alebo NEG.
(|ZSET'\EEL$SL\TTEE) VYSLEEA&L\‘ :I(DASS) NEG. POZ. alebo NEG.
(?ﬁ’ggggmﬂg) VYSLEIE)@—IL\] ZI(DASS) NEG. POZ. alebo NEG.
Z?Rpé\;(é)p}/rAjETsETS)T VYSLEII-DA(gr}L\lZDASS) POZ. alebo NEG. NEG.

NEPLATNY

VYSLEDOK (INVALID)

ZLYHANIE (FAIL)

NEG.

POZ. alebo NEG.

CHYBA (ERROR)

ZIADEN VYSLEDOK

ZIADEN VYSLEDOK

ZIADEN VYSLEDOK

(NO RESULT) (NO RESULT) (NO RESULT)
ZIADEN VYSLEDOK ZIADEN VYSLEDOK ZIADEN VYSLEDOK ZIADEN VYSLEDOK
(NO RESULT) (NO RESULT) (NO RESULT) (NO RESULT)
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Tabulka 2. Reprezentacia vysledkov testu Xpert Breast Cancer STRAT4 a interpretacia

Vysledok

Interpretacia

ESR1 POZITiVNE
(POSITIVE)

Pozrite Obrazok 2.

ESRI mRNA transkript je nadmerne exprimovany a ma deltu prahovej hodnoty
cyklu (dCt) nad nastavenim hrani¢nej hodnoty.

CYFIPI — PLATNY VYSLEDOK (PASS); CYFIPI mRNA transkript sa
detegoval a prahova hodnota cyklu je v platnom rozsahu a koncovy bod je nad
nastavenim hrani¢nej hodnoty.

Kontrola sondy — PLATNY VYSLEDOK (PASS); vietky vysledky kontroly
sondy su platné.

PGR POZITIVNE
(POSITIVE)

Pozrite Obrazok 2.

PGR mRNA transkript je nadmerne exprimovany a ma deltu prahovej hodnoty
cyklu (dCt) nad nastavenim hrani¢nej hodnoty.

CYFIPI — PLATNY VYSLEDOK (PASS); CYFIPI mRNA transkript sa
detegoval a prahova hodnota cyklu je v platnom rozsahu a koncovy bod je nad
nastavenim hrani¢nej hodnoty.

Kontrola sondy — PLATNY VYSLEDOK (PASS); vietky vysledky kontroly
sondy su platné.

ERBB2 POZITIVNE
(POSITIVE)

Pozrite Obrazok 2.

ERBB2 mRNA transkript je nadmerne exprimovany a ma deltu prahovej
hodnoty cyklu (dCt) nad nastavenim hrani¢nej hodnoty.

CYFIPI —PLATNY VYSLEDOK (PASS); CYFIPI mRNA transkript sa
detegoval a prahova hodnota cyklu je v platnom rozsahu a koncovy bod je nad
nastavenim hrani¢nej hodnoty.

Kontrola sondy — PLATNY VYSLEDOK (PASS); vietky vysledky kontroly
sondy su platné.

MKi67 POZITIVNE
(POSITIVE)

Pozrite Obrazok 2.

MKi67 mRNA transkript je nadmerne exprimovany a ma deltu prahovej
hodnoty cyklu (dCt) nad nastavenim hrani¢nej hodnoty.

CYFIPI — PLATNY VYSLEDOK (PASS); CYFIPI mRNA transkript sa
detegoval a prahova hodnota cyklu je v platnom rozsahu a koncovy bod je nad
nastavenim hrani¢nej hodnoty.

Kontrola sondy — PLATNY VYSLEDOK (PASS); vietky vysledky kontroly
sondy su platné.

ESR1 NEGATIVNE
(NEGATIVE)

Pozrite Obrazok 3.

ESRI mRNA transkript nie je nadmerne exprimovany a ma deltu prahovej
hodnoty cyklu (dCt) pod nastavenim hrani¢nej hodnoty.

CYFIPI — PLATNY VYSLEDOK (PASS); CYFIPI mRNA transkript sa
detegoval a prahova hodnota cyklu je v platnom rozsahu a koncovy bod je nad
nastavenim hrani¢nej hodnoty.

Kontrola sondy — PLATNY VYSLEDOK (PASS); vietky vysledky kontroly
sondy su platné.

PGR NEGATIVNE
(NEGATIVE)

Pozrite Obrazok 3.

PGR mRNA transkript nie je nadmerne exprimovany a ma deltu prahovej
hodnoty cyklu (dCt) pod nastavenim hrani¢nej hodnoty.

CYFIPI — PLATNY VYSLEDOK (PASS); CYFIPI mRNA transkript sa
detegoval a prahova hodnota cyklu je v platnom rozsahu a koncovy bod je nad
nastavenim hrani¢nej hodnoty.

Nahrada CYFIP1 — POZ. (POS); CYFIPI ma prahovu hodnotu delta cyklu (Ct)
v platnom rozsahu a koncovy bod je nad nastavenim hrani¢nej hodnoty.
Kontrola sondy — PLATNY VYSLEDOK (PASS); vietky vysledky kontroly
sondy su platné.
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Vysledok

Interpretacia

ERBB2 NEGATIVNE
(NEGATIVE

Pozrite Obrazok 3.

ERBB2 mRNA transkript nie je nadmerne exprimovany a ma deltu prahovej
hodnoty cyklu (dCt) pod nastavenim hrani¢nej hodnoty.

CYFIPI — PLATNY VYSLEDOK (PASS); CYFIPI mRNA transkript sa
detegoval a prahova hodnota cyklu je v platnom rozsahu a koncovy bod je nad
nastavenim hrani¢nej hodnoty.

Kontrola sondy — PLATNY VYSLEDOK (PASS); vietky vysledky kontroly
sondy su platné.

MKi67 NEGATIVNE

MKi67 mRNA transkript nie je nadmerne exprimovany a ma deltu prahovej
hodnoty cyklu (dCt) pod nastavenim hrani¢nej hodnoty.

CYFIPI — PLATNY VYSLEDOK (PASS); CYFIP] mRNA transkript sa
detegoval a prahova hodnota cyklu je v platnom rozsahu a koncovy bod je nad

(NEGATIVE) nastavenim hrani¢nej hodnoty.
Pozrite Obrazok 3. Nahrada CYFIPI — POZ. (POS); CYFIPI méa prahovu hodnotu delta cyklu (Ct)
v platnom rozsahu a koncovy bod je nad nastavenim hrani¢nej hodnoty.
Kontrola sondy — PLATNY VYSLEDOK (PASS); vietky vysledky kontroly
sondy su platné.
Uroveii expresic PGR mRNA nie je mozné stanovit, pretoZe vzorka neobsahuje
dostatok materialu. Test zopakujte s koncentrovanej$im lyzatom.
CYFIPI - PLATNY VYSLEDOK (PASS); CYFIPI mRNA transkript sa
PGR Neurgité detegoval a prahova hodnota cyklu je v platnom rozsahu a koncovy bod je nad
(Indeterminate) nastavenim hrani¢nej hodnoty.
Nahrada CYFIPI — NEG. (NEG); prahova hodnota cyklu (Ct) CYFIPI nebola
Pozrite Obrazok 4.

v platnom rozsahu, alebo koncovy bod bol pod nastavenim hrani¢nej hodnoty
potrebnej na stanovenie stavu PGR.

Kontrola sondy — PLATNY VYSLEDOK (PASS); vetky vysledky kontroly
sondy su platné.

MKi67 Neurcité
(Indeterminate)

Pozrite Obrazok 4.

Uroveii expresie MKi67 mRNA nie je mozné stanovit, pretoze vzorka
neobsahuje dostatok materialu. Test zopakujte s koncentrovanej$im lyzatom.
CYFIP1 — PLATNY VYSLEDOK (PASS); CYFIPI mRNA transkript sa
detegoval a prahova hodnota cyklu je v platnom rozsahu a koncovy bod je nad
nastavenim hrani¢nej hodnoty.

Néhrada CYFIP1 — NEG. (NEG); prahova hodnota cyklu (Ct) CYFIPI nebola
v platnom rozsahu, alebo koncovy bod bol pod nastavenim hrani¢nej hodnoty
potrebnej na stanovenie stavu MKi67.

Kontrola sondy — PLATNY VYSLEDOK (PASS); vietky vysledky kontroly
sondy su platné.

ZOPAKOVAT TEST
(REPEAT TEST)

Pozrite Obrazok 5.

Urovne expresie ESRI/PGR/ERBB2/MKi67 mRNA nie je mozné stanovit’.
Zopakujte test pouzitim alikvotneho mnozstva nepouzitého lyzatu FFPE
vzorky.

CYFIPI — PLATNY VYSLEDOK (PASS); CYFIPI mRNA transkript sa
detegoval a prahova hodnota cyklu je v platnom rozsahu a koncovy bod je nad
nastavenim hrani¢nej hodnoty.

Nahrada CYFIPI — POZ./NEG. (POS/NEG); Transkript CYFIP! mRNA sa
detegoval. Transkript méze alebo nemusi mat’ prahovii hodnotu cyklu (Ct)

v ramci platného rozsahu a koncovy bod nad nastavenim hrani¢nej hodnoty.
CIC — NEG; interné kontrola mé prahova hodnotu cyklu (Ct) mimo platného
rozsahu.

Kontrola sondy — PLATNY VYSLEDOK (PASS); vietky vysledky kontroly
sondy su platné.
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Vysledok Interpretacia
NEPLATNY VYSLEDOK (INVALID) — tirovne expresie ESR1/PGR/ERBB2/
MKi67 mRNA nie je mozné stanovit, pretoze vzorka neobsahuje dostatok
materialu. Test zopakujte s koncentrovanej$im lyzatom.
NEPLATNY CYFIPI1 — ZLYHANIE (FAIL); prahova hodnota cyklu (Ct) CYFIPI nebola

VYSLEDOK (INVALID)

v platnom rozsahu, alebo koncovy bod bol pod nastavenim hrani¢nej hodnoty.

Nahrada CYFIPI — NEG. (NEG); prahova hodnota cyklu (Ct) CYFIPI nebola
v platnom rozsahu, alebo koncovy bod bol pod nastavenim hrani¢nej hodnoty.

Kontrola sondy — PLATNY VYSLEDOK (PASS); vietky vysledky kontroly
sondy su platné.

CHYBA (ERROR)

Urovne expresie ESR1/PGR/ERBB2/MKi67 mRNA nie je mozné stanovit’.
Zopakujte test pouzitim alikvotneho mnozstva nepouzitého lyzatu FFPE
vzorky.

ESR1/PGR/ERBB2/MKi67 — ZIADEN VYSLEDOK (NO RESULT)

Néhrada CYFIP1/CYFIPI — ZIADEN VYSLEDOK (NO RESULT)

Kontrola sondy — PLATNY VYSLEDOK (PASS)*/ZLYHANIE (FAIL); vietky
alebo jeden z vysledkov kontroly sondy zlyhal.

* Ak mala kontrola sondy platny vysledok, chyba bola spbsobena
limitom maximalneho tlaku presahujicim prijatelny rozsah, chybou
prispdsobenia krivky alebo zlyhanim komponentu systému.

ZIADEN VYSLEDOK
(NO RESULT)

Urovne expresie ESRI/PGR/ERBB2/MKi67 mRNA nie je moZné stanovit.
Na vysledok testu neboli ziskané dostatocné udaje. Toto sa moze napriklad
stat’, ked’ operator pozastavil test, ktory prebiehal. Zopakujte test pouzitim
nepouzitého lyzatu FFPE vzorky.

ESRI/PGR/ERBB2/MKi67 — ZIADEN VYSLEDOK (NO RESULT)
Nahrada CYFIP1/CYFIPI — ZIADEN VYSLEDOK (NO RESULT)
Kontrola sondy — neuplatiiuje sa (not applicable)
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Obrazok 2. Okno zobrazenia vysledkov softvéru GeneXpert
Dx: ESR1/PGR/ERBB2/MKi67 POZITIVNE (POSITIVE)

ESR1 NEGATIVE;
PGR NEGATIVE;
ERBB2 NEGA
MKi67 NEGATIVE

vil/lc
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Vi [/| EF
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[/ c

Obrazok 3. Okno zobrazenia vysledkov softvéru GeneXpert
Dx: ESR1/PGR/ERBB2/MKi67 NEGATIVNE (NEGATIVE)
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RISNRISINE
DINENNNN

Obrazok 4. Okno zobrazenia vysledkov softvéru
GeneXpert Dx: PGR/MKi67 NEURCITE (INDETERMINATE)

Obrazok 5. Okno zobrazenia vysledkov softvéru GeneXpert Dx: ZOPAKOVAT TEST (REPEAT TEST)
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16 Dévody na opakovanie testu

Zopakujte test pouzitim nového zasobnika (zasobnik nepouzivajte opakovane).

e Vysledok ZOPAKUJTE TEST (REPEAT TEST) indikuje, Ze interna kontrola zlyhala. Vzorka nebola riadne
spracovana. V tomto pripade zopakujte test pouzitim nového alikvotneho mnozstva rovnakého FFPE lyzatu v objeme
520 pl.

e Vysledok NEPLATNY (INVALID) oznacuje, e referencna kontrola zlyhala. Vzorka nebola spravne spracovana, PCR
bola prerusena alebo kvalita RNA v nadobe nebola adekvatna. V tomto pripade zopakujte test s koncentrovanejsim
FFPE lyzatom podl'a pokynov na pouzitie supravy FFPE Lysis.

e Vysledok CHYBA (ERROR) indikuje, Ze kontrola skisky sondy (PCC) zlyhala a analyza sa zrusila z dovodu
nespravneho naplnenia reakénej skimavky, detekcie problému s integritou reakénej sondy, prekro¢enia maximalnych
limitov tlaku alebo zistenia chyby pozicie ventilu. V tomto pripade zopakujte test pouzitim nového alikvotneho
mnozstva rovnakého FFPE lyzatu v objeme 520 pl.

e ZIADEN VYSLEDOK (NO RESULT) indikuje, Ze neboli zozbierané postatujice tidaje. Operétor napriklad pozastavil
test, ktory prebiehal, alebo doslo k vypadku napajania. V tomto pripade zopakujte test pouzitim nového alikvétneho
mnozstva rovnakého FFPE lyzatu v objeme 520 pl.

e Ak externd kontrola kvality nefunguje podl'a ocakavani, opakujte test externej kontroly a/alebo na ziskanie pomoci
kontaktujte spolocnost’ Cepheid.

17 Obmedzenia

e Uprava tychto postupov mdze mat’ za nasledok zmenu vykonnosti testu. Vysledky testu Xpert Breast Cancer STRAT4je
potrebné interpretovat’ spolo¢ne s d’al$imi laboratornymi a klinickymi udajmi, ktoré ma lekar k dispozicii.

e Vykonnost testu Xpert Breast Cancer STRAT4 sa overila pouzitim postupov uvedenych v tychto pokynoch na pouzite
a pouzitim FFPE vzoriek, ktoré mali pat’ az desat’ rokov.

e Vykonnost testu Xpert Breast Cancer STRAT4 sa overila iba pouzitim postupov uvedenych v tychto pokynoch na
pouzite.

e Chybné vysledky testu sa mozu vyskytnat’ v dosledku nespravneho odberu, manipulacie, uskladnenia vzoriek, pripadne
zameny vzoriek. Aby sa zabranilo chybnym vysledkom, je potrebné doésledne dodrziavat’ pokyny v tychto pokynoch na
pouzite.

Vykonnostné charakteristiky neboli stanovené u pacientov s vekom menej ako 25 rokov.
Mutacie alebo polymorfizmy v regidnoch viazucich primer alebo sondu moézu viest’ ku chybnym ale uveritelnym
vysledkom pre ESR1, PGR, ERBB2 a MKi67.

18 Vykonnostné charakteristiky

18.1 Klinicka vykonnost’

Vykonnostné charakteristiky testu Xpert Breast Cancer STRAT4 sa vyhodnotili relativne k vysledkom IHC pre ER, PR,
HER?2 a Ki67 a ku fluorescenénej in situ hybridizacii (FISH) pre amplifikaciu gén HER2 na pracoviskach v USA a EU.

Do tejto Stidie bolo pévodne zaradenych celkovo 211 deidentifikovanych zvyskov FFPE vzoriek primarnych invazivnych
nadorov prsnika z USA a EU. 10 vzoriek bolo vylugenych, pretoZe na testovanie nebolo k dispozicii dostatoéné mnoZstvo
nadoru a jeden exemplar bol vyluceny z dovodu stiahnutého suhlasu. V analyzach udajov tak bolo napokon zahrnutych 200
vzoriek. Pre kazdt FFPE vzorku sa pripravilo viacero podloznych skli¢ok na testovanie testom Xpert; na IHC testovanie pre
ER, PR, HER2 a Ki67; a na FISH testovanie amplifikacie génu HER2.

Test Xpert Breast Cancer STRAT4 poskytol celkovo platné vysledky na prvy pokus u 99,5 % (199/200) skusanych vzoriek.
Jedna vzorka z pociatku vykazujuca neurdity vysledok (CHYBA (ERROR), NEPLATNY VYSLEDOK (INVALID) alebo
ZIADEN VYSLEDOK (NO RESULT)) poskytla po jednom opakovani testu vysledok. Celkovéa miera uspechu analyzy
bola 100,0 % (200/200).

Z 200 vzoriek s platnymi vysledkami testu Xpert poskytli ESR1 a ERBB2 platny pozitivny alebo negativny vysledok

testu v 100 % pripadov (200/200). U PGR a MKi67 poskytol test Xpert platny pozitivny alebo negativny vysledok testu

v 98,5 % (197/200) resp. 97,0 % (194/200) pripadov. 7 vzoriek s neurcitymi vysledkami testu Xpert pre PGR a/alebo MKi67
sa testovalo opakovane pouzitim metddy s koncentrovanym FFPE lyzatom. Pévodné vysledky (prvy pokus) aj vysledky
opakovaného testovania uvadza Tabulka 3.
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Pre cely stibor udajov vratane vysledkov opakovaného testovania vykazal test Xpert Breast Cancer STRAT4 pre ESR1
relativne k IHC pozitivnu percentudlnu zhodu (PPA) 97,2 %, negativnu percentudlnu zhodu (NPA) 95,0 % a celkovua
percentudlnu zhodu (OPA) 97,0 %;!8PPA 88,4 %, NPA 90,7 % a OPA 88,9 % pre PGR relativne k THC;!8 PPA 100,0 %,
NPA 92,4 %, a OPA 93,3 % pre ERBB2 relativne k IHC;!? a PPA 100 %, NPA 92,0 %, a OPA 93,3 % pre ERBB2 relativne
k HER2 FISH.!9 Pre MKi67 PPA 88,8 %, NPA 100 %, a OPA 90,7 % s hranicou IHC nastavenou na >20 % pre pozitivne
<10 % pre negativne. MKi67 IHC prechodné vzorky (10 % — 20 % prah, vratane) boli z analyzy vylu¢ené. Celkova PPA,

NPA a OPA pre jednotlivé ciele uvadza Tabulka 3.

Tabulka 3. Klinicka vykonnost’

Porovnanie S’l]p-rav: C(velkovyb PPA 95% IS NPA 95% IS OPA 95% IS
udajov' pocet (n)

ESRUER Pévodny 199 (1977 4,21;/"9) 93,6-98.8 | 100% (20/20) | 839-100 | o 0969) 94,3-98,9
Xpertvs. IHC | Opakovanie 190 (19774/21;/; | sas-ses ?159,?23.; 764991 (19973,?1 ;A,g) 036986
PGRIPR Povodny 196 ( 18397'?12‘;) 83,0-93,0 ?3255/94;/‘; 810-975 | 1879(%?1 Z’S) 848933
Xpert vs. IHC Op?;:;(s);/uanie 198 (18;57,;11 ';/05) 824925 ???9/74"3/3 784963 (1878é?1 ;/08) 838925
ErBB2MER2 | | O 180 100% (22/22) | 851 -100 (19426’;1 ?8) 87,2-956 (1955’;?1 08/00) 88,7 - 96,1
Xpert vs. IHC | Opakovanie 180 100% (22/22) | 85,1100 | s ?8) 87.2-956 | v Z"O) 88,7 - 96,1
R I 178 100 % (28/28) | 87,9100 ( 193,2é?1 ;/00) 865-954 | 1956?1 ;A’B) 88,6 — 96.1
Xpert vs. FISH Opizgz’:”ie 178 100 % (28/28) | 87,9100 ( 1932é?1 Z’O) 865-954 | 1956/31 ;4’8) 88,6 — 96.1
ERBB2/HER2 |  Povodny 197 100% (27/27) | 875-100 | e’ | 860-946 | il | 87.8-953
Mo AFisH | Opakouanie 197 [100%@uzn) | ers-00 | UL | seo-sas | gEiE | e7s-953
MKi67/Ki67 Povodny 148 <ﬁ8f5/71§/2> 81,9-932 | 100 % (24/24) | 86,2100 ( 19394/51 Z"S) 847943
Xpertvs. IHC O"i';;’tvj e 151 (fﬁﬁ ;/‘:5) 82.1-932 | 100% (26/26) | 87.1-100 | 19397’/71;{"1) 85,0 -94.4

a Poévodna = 1X lyzat podla postupu v pokynoch na pouzitie; Opakované testovanie = vysledok opakovaného testovania so 4X
koncentrovanym lyzatom v pripadoch, kde pévodna vzorka (1X lyzat) poskytla nejednoznacny vysledok pre PGR a/aleob MKi67.

b vzoriek s nestanovenymi alebo nejednoznaénymi vysledkami testu Xpert, vzorky s nejednozna&nymi alebo prechodnymi
vysledkami IHC, vzorky so zlyhanim IHC a zlyhanim FISH su vyluc¢ené.

19 Analyticka vykonnost’

19.1 Analyticka citlivost/Minimalny vstup potrebny na analyzu

Miniméalny vstup potrebny na analyzu sa stanovil vyhodnotenim maximalnej hodnoty Ct CYFIP1 (referenény gén),
ktora presne stanovuje vstup vzorky potrebny na dobri vykonnost’ analyzy. Toto vstupné mnozstvo vzorky zabezpecuje

platnost’ vysledkov ziskanych s vacsinou testovanych vzoriek FFPE. Vzorky s hodnotou Ct CYFIP1 vysSou ako povolenou
vygeneruji vysledok NEPLATNY VYSLEDOK (INVALID) .

Analyticka citlivost/Minimalny vstup potrebny na analyzu testu Xpert Breast Cancer STRAT4, definované ako maximalna
hodnota Ct CYFIP1, pri ktorej je >95 % vysledkov platna, sa stanovili pomocou riedeni lyzatov FFPE klinickych vzoriek na
vyvolanie hodnoty Ct CYFIP1. Na vyhodnotenie citlivosti Ct CYFIP1 sa lyzat FFPE klinickej vzorky riedil v sérii a testoval
v 20 replikdtoch na urove riedenia pocas 3 dni, az kym sa neziskalo <95 % platnych testov. Urovne riedenia zahfiiali jednu
vzorku pri o¢akdvanom minimalnom vstupe potrebnom na analyzu, dve Grovne pod nim a dve Grovne nad nim. Testovanie
sa uskuto¢nilo pouzitim dvoch Sarzi zasobnika Xpert Breast Cancer STRAT4.
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Pred zacatim $tadie sa s pouzitim dvoch nezavislych Sarzi zasobnika Xpert Breast Cancer STRAT4 vykonalo testovanie
limitu slepého pokusu so 60 replikatmi. Vzorka limitu slepého pokusu pozostavala z parafinovej disekcie (bez vzorky
tkaniva) a vietky vysledky testov vykazovali oéakavani hodnotu NEPLATNY VYSLEDOK ( NEPLATNY VYSLEDOK
(INVALID) ). Sériové riedenia klinického vstupného mnozstva FFPE vzorky tkaniva pri 1/1000 poskytli 20/20 platnych
Ct CYFIP1 s priemernou hodnotou Ct = 33,4 a 0,6 SD pri Sarzi 1 testu STRAT4 pre Xpert Breast Cancer a s priemernou
hodnotou Ct = 33,6 a 0,5 SD pri $arzi 2. Dalgie riedenia s neskor§imi hodnotami Ct CYFIP1 Ct nedosiahli >95 % platnych
vysledkov poZadovanych §tidiou. Tabul'ka 4 pontika suhrn poétu platnych testov pri jednotlivych sériovo riedenych
urovniach vstupnej vzorky ako relativne riedenia alebo ako priemer hodnoty Ct CYFIP1. Analyticka citlivost’ pri pouziti
dvoch sarzi testu Xpert Breast Cancer STRAT4 ukazala minimalny pozadovany vstup analyzy pre Ct CYFIP1 =33 4.
Tato hodnota, spolu s variabilitou analyzy, umozni nastavenie horného limitu Ct CYFIP1 = 35 testu Xpert Breast Cancer
STRAT4.

Tabul'ka 4. Minimalny vstup analyzy pri teste Xpert Breast Cancer STRAT4

Vstup vzorky . . .
Sarza supravy (Relativne Strt::d}néYhF?g?ota St. odch. :;I:igtlrzlgtt 'ly;:)
riedenie) -
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 (Sarza 1)
1/2 000 34,2 0,5 9/20
1/4 000 34,5 0,5 2/20
NTC - - 0/20
1/20 27,8 0,3 20/20
1/100 30,0 0,3 20/20
. 1/1 000 33,6 0,5 20/20
00903 (Sarza 2)
1/2 000 34,2 0,4 9/20
1/4 000 34,6 0,0 1/20
NTC - - 0/20

19.2 Testovanie interferencie

Prilahlé normalne/nenadorové tkanivo

Normalne pril'ahlé (nenadorové) tkaniva (NAT) st bezne pritomné vo vzorkach tkaniva prsnika ako kontaminanty, ktoré
potencidlne interferuju s detekciou Specifického ciel’a. Test Xpert Breast Cancer STRAT4 si moze vyzadovat FFPE
disekciu patologicky overenej ¢asti nadoru prsnika, na pripadné minimalizovanie potencialnych ¢inkov nenadorovych
kontaminantov ur¢enych patoldgom. Na vyhodnotenie u¢inku prilahlych normalnych/nenddorovych tkaniv bolo pomocou
testu Xpert Breast Cancer STRAT4 testovalo 15 FFPE blokov tkaniva s invazivnym karcindmom prsnika obsahujucich

21 - 98 % okolitého NAT s mikrodisekciou a bez nej. Testovanie testom Xpert Breast Cancer STRAT4 sa uskutocnilo v N=4
replikatoch z rovnakého lyzatu podl'a podmienky. Hodnoty dCt ESR1, PGR, ERBB2, a MKi67 dCts pre kazdu vzorku
takniva s mikrodisekciou (modra farba v stipcovom grafe) alebo bez makrodisekcie (&ierna farba v stipcovom grafe) boli
najskor vyhodnotené pomocou jednosmernej ANOVA analyzy na urcenie $tatistickej interferencie NAT. Klinicky vyznamna
interferencia NAT sa povazovala za pritomnu, ked’ bola hodnota ddCt (delta-delta Ct) medzi vzorkami s makrodisekciou

a bez >1,0 a doslo k zmene vysledku testu. Vysledky $tadie sa uvadza zosumarizované Obrazok 6.

Hodnoty dCt ESR1, PGR, ERBB2, a MKi67 vsetkych 15 vzoriek sa rozdelili do skupin podla % NAT (<30 %, 31-60 %
alebo >61 %). Modré a ¢ierne vertikalne stipcové grafy so §t. odch. predstavujii priemerné cielové hodnoty dCt z N=4
replikdtov FFPE disekcii s makrodisekciou a bez nej z FFPE bloku invazivneho karcinomu prsnika. Vsetkych 15 FFPE
blokov (N=1 menej ako 30 % NAT, N=8 s 31-60 % NAT a N=6 s viac ako 60 % NAT) nevykazovalo bud’ Ziaden Statisticky
vyznam interferencie prilahlého normalneho/nenadorového tkaniva na zéklade jedosmernej ANOVA analyzy s hodnotou

p =0,05; alebo ziaden klinicky vyznam (oznaceny ako #), ak bola odchylka v hodnotach delta Ct kazdého ciel'a medzi
vzorkami s makrodisekciou a bez nej <1,0 alebo ked’ vysledky cielového testu (pozitivne, negativne) zostali bez zmeny.
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Obrazok 6. Interferencia prilahlého normalneho/nenadorového
tkaniva na cielové hodnoty dCt testu Xpert Breast Cancer STRAT4
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DCIS, nekrotické, hemoragické tkanivo
Na vyhodnotenie G¢inku duktalneho karcinomu in situ (DCIS), nekrotickych a hemoragickych tkaniv sa celkovo 9
odobranych FFPE vzoriek nadoru prsnika (3 FFPE bloky nadoru prsnika obsahujuce 3-61 % DCIS, 3 FFPE bloky
obsahujuce 10-65 % nekrotického tkaniva a 3 FFPE bloky obsahujuce 15-41 % hemoragického tkaniva) testovalo
testom Xpert Breast Cancer STRAT4 s makrodisekciou alebo bez nej. Testovanie testom Xpert Breast Cancer STRAT4
sa uskuto¢nilo v N=4 replikatoch z rovnakého lyzatu podl'a podmienky. Zistilo sa, ze ziadne podmienky testu nemaju
Statisticky alebo klinicky vyznamny vplyv sposobeny réznymi DCIS, nekroznymi a hemoragickymi tkanivovymi
kontaminaciami na test Xpert Breast Cancer STRAT4 (grafické udaje nie st uvedené).
Ludska genomicka DNA (hgDNA)
Test Xpert Breast Cancer STRAT4 vyuziva vysoko $pecifické primery a sondy na u¢innt hybridizaciu s cielovymi
templatmi mRNA ESR1, PGR, ERBB2 a MKi67 zo skupiny genémovych nukleovych kyselin (l'udska gendomova DNA
=hgDNA). Na vyhodnotenie G¢inku hgDNA na test Xpert Breast Cancer STRAT4 sa mikrodisekciou ziskalo 10 FFPE
blokov nadoru prsnika s réznym obsahom buniek invazivneho duktalneho karcinému a testovalo s pridanim 25 ng hgDNA
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k lyzatom FFPE vzoriek a bez pridania pomocou testu Xpert Breast Cancer STRAT4 v N=4 replikatoch z rovnakého lyzatu
podl'a podmienky. Zistilo sa, ze Ziadne testovacie podmienky nemaju Statisticky ani klinicky vyznamny vplyv sposobeny
interferenciou hgDNA (grafické udaje nie su uvedené).

19.3 Prenesena kontaminacia

Uskutocnila sa Stidia na preukazanie toho, Ze samostatné zasobniky GeneXpert na jedno pouzitie minimalizuju prenesenu
kontaminaciu z vysoko pozitivnych vzoriek prenosom do nasledujtcich negativnych vzoriek analyzovanych v tom istom
module GeneXpert. Studia pozostévala z negativnej vzorky spracovanej v rovnakom module GeneXpert, ihned’ po
vysokopozitivnej vzorke ESR1/PGR/ERBB2/MKi67. Negativna vzorka pozostavala z in vitro-transkribovanej (IVT) RNA
obsahujiicej CYFIP1 transkript v poéte kopii 5 x 104 na zabezpecenie pritomnosti ciel’a referenéného génu. Vysokopozitivna
vzorka pozostavala z IVT RNA obsahujucej CYFIP1 transkript v poéte kopii 5 x 10% a IVT RNA obsahujtcu transkripty
ESR1, PGR, ERBB2 a MKi67 v poéte kopii 5 x 10°. Vzorka bola pripravena ako FFPE lyzat. Schéma testovania sa
zopakovala 41-krat pouzitim jedného modulu GeneXpert na celkovo 20 vysokopozitivnych a 21 negativnych vzorkach.
Vsetkych 20 vysokopozitivnych vzoriek bolo spravne hlasenych ako ESR1/PGR/ERBB2/MKi67 POZITIVNE (POSITIVE)
a vetkych 21 negativnych vzoriek bolo spravne hlasenych ako ESR1/PGR/ERBB2/MKi67 NEGATIVNE (NEGATIVE).

19.4 Presnost’ a reprodukovatelnost’ analyzy
Reprodukovatelnost’ testu Xpert Breast Cancer STRAT4 sa stanovila pouzitim panelu piatich lyzatovych vzoriek.

Pridanim in vitro transkriptovej (IVT) RNA do FFPE lyza¢ného pufra obohateného o ~ 2dCt medznych hodndt dCt pre
ESR1 (1 IVT RNA), PGR (2 IVT RNA) a ERBB2 (3 IVT RNA) sa pripravil troj-¢lenny panel s hodnotami Ct CYFIP1
~2 — 3 Ct od trovne minimalneho vstupu analyzy.

Zo zhromazdenych klinickych FFPE vzoriek sa v FFPE lyzacnom pufti vytvoril dvoj-clenny panel (4 klinické FFPE vzorky
FFPE a 5 klinickych FFPE vzoriek), aby sa vygenerovali hodnoty Ct CYFIP1 v blizkosti minimalneho vstupu analyzy, a aby
sa dosiahli hrani¢né hodnoty dCt pre vsetky ciele v hlasenom rozsahu, pokial’ je to mozné, v blizkosti hrani¢nych hodnét dCt
analyzy.

Dvaja operatori na kazdom z troch pracovisk stadie testovali dva panely s piatimi vzorkami denne pocas Siestich testovacich
dni (pat vzoriek x Sest’ dni x dvaja operatori x dva replikaty x tri pravoviska). Celkovo sa na kazdd vzorku testovalo

72 replikatov. Na kazdom z troch pracovisk sa pouzili tri Sarze zasobnika Xpert Breast Cancer STRAT4. Test Xpert Breast
Cancer STRAT4 sa vykonal podla postupu uvedeného v tychto pokynoch na pouzitie.

Reprodukovatel'nost testu Xpert Breast Cancer STRAT4 sa hodnotila z hl'adiska dCt kazdého zo Styroch ciel'ov kazdého
panelu. Priemer, $tandardna odchylka (SD) a varia¢ny koeficient (CV) medzi pracoviskami, Sarzami, diiami, operatormi
a analyzami pre kazdého ¢lena panelu uvadza Tabulka 5.

Tabul'ka 5. Suhrn udajov reprodukovatelnosti

Vzorka

Kanal ) Medzi | Medzisarzami | Medzi divami Medzi Vramei Celkovo
. a |Stredné| pracoviskami operatormi analyzy
analyzy| N dct
(analyt) Var |CV(%)| Var |CV(%)| Vvar |CV(%)| Var |CV(%)| Var |CV(%)| Var |CV (%)

1-IVT
RNA

ESR1 72 0,20 0,00 0,00 0,03 29,30 0,00 0,00 0,00 1,80 0,07 68,90 0,11 0,33

PGR 72 -0,03 0,00 0,00 0,01 14,70 0,00 2,30 0,00 0,00 0,06 83,00 0,07 0,26

ERBB2 72 -2,42 0,00 0,00 0,04 27,90 0,02 11,40 0,00 2,60 0,08 58,10 0,13 0,36

MKi67 70 -2,55 0,00 0,00 0,32 62,10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,20 37,90 0,52 0,72

ESR1 72 -1,03 0,00 1,60 0,01 9,20 0,01 5,50 0,00 0,00 0,10 83,70 0,12 0,35
2.VT PGR 72 -1,26 0,00 0,00 0,01 12,20 0,00 0,00 0,01 10,70 0,04 77,10 0,05 0,23
RNA | ErBB2 72 -3,49 0,01 4,80 0,03 31,60 0,00 0,00 0,00 0,40 0,07 63,20 0,11 0,33

MKi67 72 -3,53 0,00 0,00 0,08 49,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,08 51,00 0,16 0,40

ESR1 72 3,64 0,00 0,00 0,01 8,40 0,01 16,50 0,00 0,00 0,06 75,10 0,08 0,29
3VT PGR 72 3,34 0,00 3,40 0,00 0,00 0,01 9,70 0,00 5,40 0,05 81,50 0,06 0,25
RNA

ERBB2 72 0,91 0,02 20,60 0,01 10,30 0,00 0,00 0,00 0,00 0,05 69,10 0,08 0,28

MKi67 72 1,14 0,00 0,00 0,02 15,40 0,02 18,00 0,00 0,00 0,07 66,60 0,10 0,31
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Kanal Stredné Me‘.’zli . | Medzi sarzami | Medzi diami Me.‘:'Zi . v 'é'l'f“’i Celkovo
Vzorka analyzy Na dct pracoviskami operatormi analyzy
(analyt) Var |CV(%)| Var [cv(%)| Vvar |cv(%)| var [cV(%)| Vvar |cv(%)| var |cVv (%)
ESR1 72 -0,11 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 14,40 0,00 15,90 0,02 69,70 0,03 0,17
F:;’E PGR 72 -1,99 0,00 6,30 0,01 19,70 0,00 2,50 0,00 0,00 0,02 71,60 0,03 0,18
'::iz'(‘)irckkaé ERBB2| 72 | 239 | 002 | 3130 | 000 | 220 | 000 | 000 | 000 | 370 | 005 | 6280 | 007 | 027
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
F:;’E PGR 72 -5,66 0,00 0,00 0,02 3,60 0,03 4,40 0,00 0,00 0,56 92,00 0,60 0,78
':I"z’:)'rck": ErBB2| 72 | 193 | 000 | 290 [ 000 | 300 | 000 [ 000 | 000 | 000 | 003 | 9420 | 003 | 017

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

a  Vysledky zo 72 s platnymi hodnotami Ct
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Sunnyvale, CA 94089
USA

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

Eurdpske Ustredie

Cepheid Europe SAS
Vira Solelh

81470 Maurens-Scopont
France

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

22 Technicka podpora

Pred kontaktovanim technickej podpory spolo¢nosti Cepheid majte nasledovné:

Nazov produktu

Cislo $arze

Sériové Cislo pristroja

Chybové hlasenia (ak nejaké su)

Verziu softvéru a pripadne ¢islo servisnej znacky pocitaca

Spojené staty americké

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

Telefon: + 33 563 825 319

E-mail: support@cepheideurope.com

Kontaktné udaje vSetkych pobociek technickej podpory spolo¢nosti Cepheid su k dispozicii na nasej webovej stranke:
www.cepheid.com/en/support/contact-us

23 Tabulka symbolov

Symbol Vyznam
Katalégové cislo
REF ?
In vitro diagnostické zdravotnicke zariadenie
IVD

Oznacenie CE — znacka Eurdpskej zhody

REP

Autorizovany zastupca pre Eurdpske spolo¢enstvo

& [=]| =
ol| M

Nepouzivajte opakovane

LOT

Koéd Sarze

Pozrite si navod na pouzitie

Upozornenie

Vyrobca

Krajina vyroby

Obsah postacuje na vykonanie n testov

CONTROL

Kontrola

Datum exspiracie

“?DGI@@L§_.

Teplotné obmedzenie

Biologickeé rizika

CH |REP

Splnomocneny zastupca vo Svajéiarsku

Dovozca
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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
Zircherstrasse 66

Postfach 124, Thalwil
CH-8800

Switzerland

B

Cepheid Switzerland GmbH
Zircherstrasse 66

Postfach 124, Thalwil
CH-8800

Switzerland

wvb|C €

24 Historia revizii

Cast’

Opis zmeny

Cely text

Odstranené odkazy na softvér ONCore.
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