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Xpert® Breast Cancer STRAT4

In Vitro Tanisal Tibbi Cihaz

1 Tescilli Ad

Xpert® Breast Cancer STRAT4

2 Yaygin veya Olagan Adi

Xpert Breast CA STRAT4
Xpert BC STRAT4

3 Kullanim Amaci

Xpert Breast Cancer STRAT4 testi, Ostrojen Reseptérii (ESR/), Progesteron Reseptdrii (PGR), insan Epidermal Biiyiime
Faktorii Reseptorii 2 (ERBB2/HER?) ve formalinle fikse edilmis parafin bloklarda saklanan (FFPE) invaziv meme kanseri
dokusundan izole edilen Proliferasyon Belirteci Ki-67 (MKi67) mRNA’lar1 i¢in kalitatif kesim degerlerine sahip bir
polimeraz zincir reaksiyonu tabanli yari kantitatif tahlildir. RNA, patolog tarafindan tanimlanan bir mikroskop doku
kesitinin timor agisindan zengin bir bolgesinden ekstrakte edilir. Test, meme kanseri dokularini hormon reseptdr durumu,
HER?2 reseptor durumu ve Proliferasyon belirteci durumuna gore smiflandirmak i¢in diger klinik ve laboratuvar verileriyle
kombinasyon halinde kullanilmalidir. Testin, FFPE dokudan RNA izolasyonunun yani sira kartus i¢indeki hedef sekanslarin
amplifikasyonunu ve tespitini igeren GeneXpert® sistemi ile kullanilmas1 amaglanmistir.

Xpert Breast Cancer STRAT4 testi su amaglar i¢in tasarlanmamusgtir:

e Hastalik siddeti ongdstergesi
o Meme kanserine yonelik tanisal testler i¢in bagimsiz bir cihaz
e Hastalik niiksiine yonelik prognostik bir belirleyici

Kullanim endikasyonlart: Testin, hastalardan alinan ve FFPE numuneleri olarak hazirlanan invaziv meme kanseri
dokularinda ESR1, PGR, ERBB2 ve MKi67’nin mRNA seviyelerinin degerlendirilmesi igin ve diger laboratuvar verileriyle
birlikte klinik degerlendirmeye yardimci olarak kullanilmasi amaglanmistir.

4 Ozet ve Aciklama

Meme kanseri, her yil yaklasik 1,7 milyon yeni meme kanseri vakasiyla, diinya ¢apinda kadinlar arasinda en yaygin goriilen
kanserlerden biridir.! Avrupa’da her yil yaklagik 494.000 yeni vaka tanis1 konmakta ve 143.000 hasta bu hastalik sebebiyle
hayatini kaybetmektedir. ABD’de 2015 yilinda yaklasik 200.000 yeni invaziv meme kanseri vakasi tanis1 konmustur.2
Meme kanseri, gelismekte olan iilkelerde kadinlar arasinda kanser 6liimlerinin en yaygin nedenidir ve gelismis iilkelerde
kadinlar arasinda kanser 6liimlerinin (akciger kanserinden sonra) en yaygin ikinci nedenidir.2

Kadnlarda meme kanseri, DSO'niin 2020 verilerine gére en yaygin tanis1 konulan kanser olup, kansere bagli 6liim.!
Meme kanserine bagl 6liim orani, biiyiik dlciide gelistirilmis tedaviler ve erken teshis sayesinde 1990’dan bu yana yiizde
34 azalmistir.3 ER ve PR protein ekspresyonunun olgiimleri, meme kanseri sonuglari igin prognostiktir ve tamoksifen

ve diger hormonal tedavilere yanit1 6ngériirler.#5:6.7 HER2 asir1 ekspresyonu, meme kanseri olan kadinlarda advers bir
prognozu iletir; ancak daha da énemlisi, trastuzumab veya diger HER2 hedefli terapilere yanit, HER2 (ERBB2) proteinin
asir1 ekspresyonu veya HER2 gen amplifikasyonu ile tahmin edilir.8 Proliferasyon Belirteci Ki-67 (MKi67), meme kanseri
hastalarim® igeren retrospektif galigmalarda genis ¢apta incelenmis olup, kemoterapi ihtiyacinin énemli bir gostergesi
olarak kabul edilir.!0 Meta analizler, bunun erken meme kanserinde daha kétii sagkalim sonuglari ile iliskili oldugunu
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gostermistir.!! Meme kanserli hastalar i¢in etkili tedavi rejimi segiminde bu belirteglerin 6nemi goz oniine alinarak, Avrupa
Tibbi Onkoloji Dernegi (ESMO) tedavi yonergeleri, tiim primer meme karsinomlarinin tan1 aninda ER, PR, HER2 (ERBB2)
ve Ki67 igin test edilmesini dnermektedir.!2

ER, PR, HER2 ve Ki67 protein ekspresyonunun &lgiimiinde immiinohistokimya (IHC) yaygin olarak kullanilmaktadir.
HER?2 ekspresyonu i¢in, IHC tipik olarak gerceklestirilen ilk testtir ve sonuglar 0 ila 3+ 6lgeginde rapor edilir. Sonug
HER?2 ekspresyonu (2+) i¢in siipheliyse, drnek, HER2 gen amplifikasyonunu arayan kromojenik in situ hibridizasyon
(CISH) veya fliioresans in situ hibridizasyon (FISH) gibi bir HER2 in situ hibridizasyon (ISH) tahliline reflekslenir.!3
Laboratuvarlar arasinda kiyaslama yapildiginda IHC ve ISH i¢in alinan sonuglarda yiiksek dl¢tide degiskenlik goriilmistiir,
bu durum genellikle IHC ig¢in kullanilan antikorlardaki farkliliklarin yan sira yorumlama yontemlerinin 6znelliginden
kaynaklanmaktadir.!4

Xpert Breast Cancer STRAT4 testi, invazif meme kanseri dokusunun FFPE 6rneklerinden izole edilen ESR1, PGR, ERBB?2
ve MKi67’nin mRNA ekspresyon seviyelerini belirlemek i¢in kullanilan bir in vitro tan1 testidir.

Kisa bir cihaz dis1 6rnek lizat1 hazirlama adimimin ardindan bagimsiz bir kartusta gergeklestirilen tahlil, 2 saatten daha kisa
bir toplam doniis siiresi ile 15 dakikadan daha az uygulamali ¢alisma siiresi gerektirir.

5 islem Prensibi

Xpert Breast Cancer STRAT4 testi, gercek zamanli bir Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) tahlili olup, formalinle

fikse edilmis parafin bloklarda saklanan (FFPE) invaziv meme dokusundan izole edilen ESR1, PGR, ERBB2 ve MKi67
mRNA’larinin saptanmast i¢indir. Tahlil, Cepheid GeneXpert Alet Sistemlerinde gergeklestirilir. GeneXpert Alet Sistemleri;
ornek saflastirma, niikleik asit amplifikasyonu ve gergek zamanli RT-PCR kullanarak basit veya karmasik érneklerde

hedef sekans tespiti siireglerini otomatize ve entegre eder. Sistemler, testleri ¢aligtirmak ve sonuglart goriintiilemek i¢in bir
alet, barkod tarayici, bilgisayar ve énceden yiiklenmis yazilim igerir. Sistemlerde, RT-PCR reaktiflerini tutan ve RT-PCR
siirecleri yiirliten tek kullanimlik, kullanim sonrasi atilan GeneXpert kartuslarini kullanilir. Sistemlerin tam agiklamast igin,
uygun GeneXpert Alet Sistemi Kullanim Kilavuzuna bakin.

Xpert Breast Cancer STRAT4 testi, ESR1, PGR, ERBB2, MKi67'nin eszamanli tespitine yonelik reaktifler, bir sitoplazmik
FMR1 etkilesimli protein 1 (CYFIP1) referans geni, bir dahili RT-PCR kontrolii (CIC) ve bir dahili Prob Denetim Kontrolii
(PCC) igermektedir. Referans gen, numune yeterliligini dogrular ve ESR1, PGR, ERBB2 ve MKi67 i¢in mRNA ekspresyon
seviyelerini normallestirmek i¢in kullanilir. Dahili RT-PCR kontrolii (CIC), RT-PCR reaksiyonunun dogru sekilde
ilerledigini dogrulamak i¢in kullanilir. PCC, reaktif kiire rehidrasyonunu, RT-PCR tiip dolumunu, prob biitiinliigiinii ve
kartus i¢indeki boya stabilitesini dogrular. Tahlil, hedef/kontrol/referans gegerliligi i¢in kendi kesim parametreleriyle hedef
veya kontrol/referans tespiti igin toplamda alt1 farkl: floresan kanali kullanir.

FFPE &rnekleri 6nce, invaziv timdr bolgesini zenginlestirmek igin gerekirse FFPE dokusuna ilk olarak makrodiseksiyon
yapildigi 4-5 um (mikron) kalinhginda bir doku kesiti hazirlanarak Xpert® FFPE Lizis Kitiyle islenmeli, ve ardindan
kazinmali ve dnerilen hacimlerde FFPE lizis reaktifi ve proteinaz K ile birlikte bir tiipe yerlestirilmelidir. C6zelti daha sonra
30 dakika siireyle 80°C’de bir 1s1 blogunda inkiibe edilir. Daha sonra etanol &rnek ile karistirilir ve hazirlanan 6rnek lizatt
oOnerilen miktarda daha sonra dogrudan bir test kartusuna eklenir. Test kartusu, GeneXpert Alet Sisteminin bir modiiliine
yerlestirilir, burada niikleik asit saflastirmasi, amplifikasyon ve ger¢ek zamanli saptama tamamen otomatiktir ve sistem
tarafindan tamamen entegredir. Yerlesik (onboard) 6rnek hazirlama ve RT-PCR analizi i¢in gerekli tiim reaktifler kartusa
onceden yiiklenmistir. Lizattaki niikleik asitler bir filtre lizerinde tutulur, yikanir ve sonikasyon ile ayrigtirtlir. Saflagtiriimig
niikleik asit, kuru RT-PCR reaktifleri ile karistirilir ve ¢ozelti, RT-PCR ve saptama igin reaksiyon tiipiine aktarilir. Sonug
alma stiresi GeneXpert’te yaklasik 75 dakikadur.

Xpert Breast Cancer STRAT4 testinin her bir floresan kanalda kullandig: tespit kesim degerleri, her hedef i¢in referans
laboratuvar1 IHC veya IHC/FISH sonuglarina kiyasla pozitif, negatif ve genel yiizde uyusmasini maksimize edecek sekilde
olusturulmustur. ER, PR, Ki67 ve HER2 i¢in IHC; ve HER2 i¢in FISH islenmis ve Kullanim Talimatindaki talimata

gore puanlanmustir. sonuglarinin yorumlanmast ASCO/CAP 2013 yonergelerine gore tamamlanmustir.!5 Invaziv timor
hiicrelerinin > %1’i boyama yogunluguna bakilmaksizin kesin niikleer boyama gosterdiginde tiimérler ER veya PRIHC
pozitif olarak siniflandirilmistir. HER2 ekspresyonu, HercepTest (IHC) kiti (Dako) ile degerlendirilmis ve 0, 1+, 2+ veya
3+ olarak puanlanmistir. 2+ olarak puanlanan tiimorler, PathVysion HER2 DNA prob kiti (Vysis-Abbott, Chicago, IL)
kullanilarak HER2 FISH’e reflekslenmistir. Vakalar, IHC tarafindan 3+ puanlandiysa ve/veya FISH ile biiyiitiilmiigse
HER2-pozitif olarak kabul edilmistir (Meme Kanserinde HER2 Testi i¢in 2013 ASCO/CAP Klinik Uygulama Y 6nergesi
Giincellemesine gore HER2:CEP17 (oran > 2,0) ve/veya ortalama HER2 kopya sayis1 > 6,0 sinyal/hiicre olarak tanimlanir)!?
Ki67 i¢in, invaziv tiimdr hiicrelerinin > %20’si boyama yogunluguna bakilmaksizin kesin niikleer boyama gosterdiginde,
tiimorler pozitif (yiiksek) olarak siniflandirilmigtir.
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Referans gen kontrolii ve dahili RT-PCR kontrolii durumunda, saptama kesim degerleri; gegerli bir sonucu, yeterli bir
minimum Ornek girigini ve PCR inhibisyonu olmadigini belirleyen minimum ve maksimum dongii esigi (Ct) PCR degerleri
araliklarini tanimlar. ESR1, PGR, ERBB2 ve MKi67 hedefleri durumunda, saptama kesim degerleri, bir kanaldaki belirli bir
hedef i¢in POZITIF’e (POSITIVE) karsi NEGATIF (NEGATIVE) sonuglar1 belirleyen delta dongii esigi (dCt) (referans gen
Ct eksi hedef gen Ct) degerleriyle tanimlanir.

6 Reaktifler ve Aletler

6.1 Saglanan Materyal

Xpert Breast Cancer STRAT4 kiti, 10 kalite kontrol 6rnegini veya Xpert FFPE Lysis Kiti (katalog no. GXFFPE-LYSIS-
CE-10) ile hazirlanmis FFPE lizatlarini islemek igin yeterli miktarda reaktif igerir. Xpert Breast Cancer STRAT4 kiti
asagidaki 6geleri icerir:

Entegre Reaksiyon Tiiplii Xpert Breast Cancer

STRATA4 Kartuglar 10

e Kiire 1, 2 ve 3 (dondurularak kurutulmus) Kartus basina 1

e Durulama Reaktifi, Her kartus i¢in 1,0 ml
e Eliisyon Reaktifi, Kartus basina 2,0 ml
CD Kit basina 1

e Tahlil Tanim Dosyas1 (ADF)
e Kullanma Talimati

N www.cepheid.com veya www.cepheidinternational.com adreslerinde DESTEK (SUPPORT) sekmesi altinda Givenlik
ot .
Veri Sayfalari (SDS) yer alir.

Bu Urdn igindeki kurelerdeki sigir serum albumini (BSA), Amerika Birlesik Devletleri'nde 6zel olarak sigir plazmasindan

Not uretilip imal edilmistir. Hayvanlar, gevis getiren hayvan proteini_ veya baska hayvan proteiniyle beslenmemistir;
hayvanlar antemortem ve postmortem testlerden gegirilmigtir. Islem sirasinda, materyal diger hayvan materyalleriyle
kanstinimadi.

7 Saklama ve Muamele

Xpert Breast Cancer STRAT4 kit igerigini 2-28°C’de saklayn.
Testi gergeklestirmeye hazir olana kadar kartus kapagini agmayin.
Kartusu, kapagini actiktan sonraki 30 dakika i¢erisinde kullanin.
Sizintih kartugu kullanmayin.

8 Gerekli Olan Ama Saglanmayan Materyaller

e FFPE lizati hazirlamak i¢in Xpert FFPE Lizis Kiti (katalog no. GXFFPE-LYSIS-CE-10). Bu kit, FFPE Lizis Reaktifi,
Proteinaz K (PK), 1,5 mI’lik tiipler ve 5 ml’lik flakonlardan olusur.
Vorteks karistirici.
Pipetler ve 600 ul, 1,2 pl ve 520 pl pipetlemeye uygun aerosol filtre pipet uglari.
Tescilli GeneXpert yazilim versiyonu 4.7b veya {izerini i¢eren bilgisayar, Xpertise Versiyonu 6.4b veya iizeri, barkod
tarayici ve uygun GeneXpert Alet Sistemi kullanici kilavuzu

e Yazici: Yazici gerekliyse, 6nerilen bir yazici satin alma ayarlamalarini yapmak i¢in Cepheid Teknik Destek birimiyle
temas kurun.

Xpert® Breast Cancer STRAT4 5
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9 Uyarilar ve Onlemler

Sadece In Vitro Tanisal Kullanim I¢indir.

Tiim biyolojik drnekler, enfeksiy6z ajan bulastirma ihtimalleri oldugu varsayilarak islenmelidir. Tiim insan kaynakli
ornekler, standart dnlemlerle islenmelidir. Numune islemeye iliskin kilavuzlar Diinya Saglik Orgiitii veya ABD Hastalik
Kontrol ve Onleme Merkezlerinden edinilebilir.

Kimyasallarla ¢aligma ve biyolojik numuneleri isleme ile ilgili kurumunuzun giivenlik prosediirlerine uyun.

Bu testin performans 6zellikleri, yalnizca Boliim 3 iginde listelenen numune tiiriiyle belirlenmistir. Bu tahlilin diger
numune tiirleri veya 6rneklerle performansi degerlendirilmemistir.

FFPE dokusu, Xpert FFPE Lizis Kiti (katalog no. GXFFPE-LYSIS-CE-10) ile islenmelidir.

FFPE lizatinin hazirlanmasi i¢in timor alaninin slayttan eksik ¢ikarilmasi (kazinmasi), tahlil igin yetersiz materyale
ve dolayistyla Xpert Breast Cancer STRAT4 testinde beklenenden daha yiiksek belirsizlik/Gegersizlik oranina neden
olabilir.

Xpert Breast Cancer STRAT4 kartus kapagini, hazirlanmis FFPE lizat ekleme amacinin disinda agmayin.
Ambalajindan ¢ikarildiktan sonra diigiiriilmiis olan bir kartusu kullanmayin.

Kartusu sallamayim. Kartus kapagini agtiktan sonra kartusu sallamak veya diisiirmek gegersiz sonuglara yol agabilir.
Hasarli reaksiyon tiipii olan bir kartusu kullanmayin.

Her tek kullanimlik Xpert Breast Cancer STRAT4 kartusu bir test islemek i¢in kullanilir. Kullanilmis kartuslar tekrar
kullanmayin.

Islak goriiniiyorsa veya kapak miihrii kirilmisa kartusu kullanmayin.

Ornek kimligi etiketini kartus kapagina veya barkod etiketi iizerine yerlestirmeyin.

Numunelerin veya reaktiflerin kontaminasyonunu 6nlemek i¢in hasta numunelerini muamele ederken bir islemden
digerine eldiven degistirmek de dahil olmak {izere iyi laboratuvar uygulamalarinin tatbik edilmesi onerilir.
Kullanilmig kartuglarin ve kullanilmamig reaktiflerin uygun bertarafi igin kurumunuzun ¢evresel atik personeline
danigin. Ulusal bertaraf yonetmeliklerinden farkli olabilecekleri i¢in eyalet yonetmeliklerini, bolgesel veya yerel
yonetmelikleri kontrol edin. Materyaller, spesifik atma islemi gerektiren, tehlikeli atik 6zellikleri gosterebilir. Kurumlar,
tehlikeli atik bertaraf gerekliliklerini kontrol etmelidir.

10 Kimyasal Tehlikeler16.17

Siniflandirma ve Etiketleme i¢in Kiiresel Uyumlagstirilmis Sisteme (GHS) gore bu materyal tehlikeli olarak kabul edilmez.

11 Numune Toplama, Tagsima ve Saklama

Yalnizca Xpert FFPE Lysis Kitiyle islenmig FFPE numuneleriyle kullanin (katalog no. GXFFPE-LYSIS-CE-10). FFPE
dokusunu hazirlamak i¢in ASCO/CAP yonergelerinil izleyin.

FFPE lizat1, en biiyiik canli meme karsinomu alanina sahip (minimum %30 tiimér seliilaritesi) FFPE tiimor blogundan
hazirlanmalidir ve Xpert Breast Cancer STRATH4 testiyle test edilmeden dnce, gerekirse, manuel makrodiseksiyon
yapilmalidir. %30’dan az tiimére sahip 10 mm?’den kiigiik tiimor 6rneklerinde gegerli sonuglar igin konsantre lizat
prosediirii veya 4-5 um’lik birden fazla kesit kullanilmas1 gerekebilir.

FFPE lizati laboratuvara 2—8 °C’de taginmalidir.

FFPE lizat1, Xpert Meme Kanseri STRAT4 ile test yapilmadan 6nce 2—8 °C’de 1 haftaya veya < -20 °C’de 4

haftaya kadar stabildir. Uzun siireli saklama igin -80 °C’de saklaym. Bir (1) defadan fazla dondurulmasi/¢éziilmesi
onerilmemektedir. Cozerken liitfen oda sicakligina gelene kadar ¢ézdiiriin ve FFPE lizat1 kullanmadan &nce 15 saniye
vorteksleyin.

12 islem

Onemli

Xpert Breast Cancer STRAT4 kartugsunun kullanimi, Xpert FFPE Lizis Kiti (katalog no. GXFFPE-LYSIS-CE-10)

kullanilarak bir lizat hazirlanmasini gerektirir.

Onemli Hazirlanmis 6rnegi kartusa ekledikten sonra 30 dakika iginde tahlili baglatin.

Xpert® Breast Cancer STRAT4
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12.1 FFPE Lizati hazirlama

FFPE Lizis Kiti Kullanim Talimati uyarinca FFPE lizati hazirlaym.

12.2 Kartusu Hazirlama

Kartusu karton ambalajindan ¢ikarin.

Hazir FFPE lizati, kullanimdan 15 saniye 6nce vorteksleyin.

Kartus kapagin1 agin.

Bir pipet kullanarak, 520 pl FFPE lizat1 kartusun Ornek Haznesine aktarin. (Not: Az miktarda ¢okelti bulunabilir, bu
tahlil performansini etkilemez).

PoDbd-=

Tekrar test edilmesi durumunda kullanmak iizere, kalan FFPE lizat1 2-8°C veya <-20°C'de tutun.

Numune Haznesi
(Buyuk Agiklik)

Sekil 1. Xpert Breast Cancer STRAT4 Kartusu (Ustten Gériiniim)

5. Kartusun kapagini kapatin. Kapagin tiklayarak yerine oturdugundan emin olun.

12.3 Testi Baslatma

Testi baglatmadan 6nce, Xpert Breast Cancer STRAT4 Tahlil Tanim Dosyasinin (ADF) yazilima aktarildigindan

Onemli
emin olun.

Bu béliimde, GeneXpert Sistemini ¢alistirmak i¢in varsayilan adimlar listelenmistir. Ayrintili talimat i¢in kullanilmakta olan
alete bagli olarak bkz. GeneXpert Dx Sistemi Kullanici Kilavuzu veya GeneXpert Infinity Sistemi Kullanici Kilavuzu.

Not Sistemin varsayilan is akisi sistem yoneticisi tarafindan degistiriimisse, izleyeceginiz adimlar farkli olabilir.

1. GeneXpert aletini agin:

*  GeneXpert Dx aleti kullanilryorsa, 6ncelikle GeneXpert Dx aletini agin, ardindan bilgisayar1 acin. GeneXpert
yazilimi otomatik olarak baslatilir veya Windows® masaiistiindeki GeneXpert Dx yazilim simgesine ¢ift tiklanmas1
gerekebilir.

veya
*  GeneXpert Infinity aleti kullaniliyorsa, alete gii¢ besleyin. Xpertise yazilimi otomatik olarak baglatilir veya Windows
masaiistiindeki Xpertise yazilim simgesine ¢ift tiklanmasi gerekebilir.

2. Kullanict adinizi ve sifrenizi kullanarak GeneXpert Alet Sistemi yazilimina giris yapin. GeneXpert Sistemi penceresinde,
Test Olustur (Create Test) (GeneXpert Dx) 6gesine veya Emirler (Orders) ve Test Emri (Order Test) (Infinity)
ogesine tiklaymn. Test Olustur (Create Test) penceresi agilir.

3. Ornek Kimligini (Sample ID) tarayin veya yazin. Ornek Kimligini (Sample ID) yaziyorsaniz, Ornek Kimliginin (Sample
ID) hatasiz yazildigindan emin olun. Ornek Kimligi (Sample ID), test sonuglaryla iliskilendirilir ve Sonuglari Goster
(View Results) penceresinde ve tiim raporlarda gosterilir. Kartugu Tara (Scan Cartridge) iletisim kutusu goriintiilenir.

4. Xpert Breast Cancer STRAT4 kartusundaki barkodu taraym. Test Olustur (Create Test) penceresi agilir. Yazilim, barkod

bilgisini kullanarak otomatik olarak asagidaki alanlarla ilgili kutular1 doldurur: Tahlil Se¢ (Select Assay), Reaktif Lot
Kimligi (Reagent Lot ID), Kartus Seri No. (Cartridge SN).
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5. Testi Baglat’a (Start Test) tiklayin (GeneXpert Dx) veya Gonder (Submit) (Infinity) 6gesine tiklayin. Sorulursa,
sifrenizi girin.
6. GeneXpert Dx Aleti igin:
a) Aletin yanip sonen yesil 151klt modiil kapagini agin ve kartusu yiikleyin.
b) Kapagi kapatin. Test baslar ve yesil 151k yanip sénmeyi keser. Test bittiginde 1g1k kapanir.
¢) Modiil kapagin1 agmadan once sistemin kapak kilidini serbest birakmasini bekleyin. Kartusu ¢ikarin.

d) Kullanilmis kartuslari, kurumunuzun standart uygulamalar1 dogrultusunda uygun numune atik kaplarma atin. Bkz.
Bolim 9.

veya

GeneXpert Infinity Sistemi i¢in kartusu tastyici bant lizerine koyun. Kartus otomatik olarak yiiklenecek, test calisacak
ve kullanilan kartus, atik kabina yerlestirilecektir.

13 Sonuglari Goruintileme ve Yazdirma

Bu béliimde, sonuglari goriintiileme ve yazdirma igin temel adimlar listelenmistir. Sonuglari goriintiileme ve yazdirma ile
ilgili daha ayrintili talimat i¢in, kullanilan alete bagli olarak bkz. GeneXpert Dx Sistemi Kullanici Kilavuzu veya GeneXpert
Infinity Sistemi Kullanict Kilavuzu.

1. Sonuglar1 goriintiilemek icin Sonuglan Goriintile (View Results) simgesine tiklayn.

2. Testi tamamladiktan sonra sonuglar: goriintiilemek ve/veya bir PDF rapor dosyasi olusturmak i¢in, Sonuclar1 Goster
(View Results) penceresinde Rapor (Report) diigmesine tiklayin.

14 Kalite Kontrol

Her test bir Referans Gen Kontrolii (CYFIPI) ve bir Prob Denetim Kontrolii (PCC) igerir.

e CYFIPI Kontrolii: Bu referans gen, ESRI, PGR, ERBB2 ve MKi67 igin ekspresyon seviyelerini normallestirmekte
kullanilir. Ayrica Ornek Yeterliligi Kontrolii (SAC) gorevi goriir ve 6rnegin yeterli RNA icermesini saglar. Gegerli bir
test sonucu i¢in minimum bir CYFIP] sinyali gereklidir. Minimum miktarin altindaki bir CYFIP1 sinyali veya negatif bir
sinyal, 6rnegin yeterli RNA icermedigini gosterir.

e CYFIPI Alternatif: Bu, PGR veya MKi67’nin delta dongii esigi (dCt) tahlil kesim ayarmin altinda oldugu zaman
algoritmada kullanilan kopya bir CYFIPI kontroliidiir. Bu hedefler i¢in, gecerli bir test sonucu saglamak agisindan ek bir
minimum CYFIPI alternatif sinyali gereklidir.

e Prob Denetim Kontrolii (PCC): PCR baslamadan 6nce, GeneXpert Alet Sistemi, kiire rehidrasyonunu, reaksiyonu
tiipli dolumunu, prob biitiinligiinii ve boya stabilitesini izlemek i¢in problardan alinan fliioresans sinyali 6l¢er. PCC,
dogrulanmuis kabul kriterlerini karsilarsa basarili olur.

e Harici Kontroller (iiriinle verilmez): Yerel, eyalet ve federal akreditasyon kuruluslarinin gerekliliklerine uygun olarak
harici kontroller kullanilmalidir.

15 Sonuclarin Yorumlanmasi

Sonuglar, GeneXpert Alet Sistemi tarafindan, dlgiilen floresan sinyaller ve entegre hesaplama algoritmalar: kullanilarak
otomatik olarak yorumlanir ve Test Sonuglar1 (Test Results) ve Analit Sonucu (Analyte Result) sekmelerindeki Sonuglar1
Goriintiile (View Results) penceresinde acik¢a gosterilir. Test Sonucu (Test Result) ve Analit Sonuglar1 (Analyte Results) da
Test Raporunda (Test Report) gosterilir. Olast sonuglar Tablo 1 ve Tablo 2 iginde gosterilmistir.
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Tablo 1. Xpert Breast Cancer STRAT4 Testi i¢cin Tiim Olasi Sonuglar

Goriintiilenen Sonug

CYFIP1

CYFIP1 Alternatif

Cic

ESR1 POZITIF
(ESR1 POSITIVE)

BASARILI (PASS)

POZ veya NEG

POZ veya NEG

ESR1 NEGATIF
(ESR1 NEGATIVE)

BASARILI (PASS)

POZ veya NEG

POZ veya NEG

PGR POZITIF
(PGR POSITIVE)

BASARILI (PASS)

POZ veya NEG

POZ veya NEG

PGR NEGATIF
(PGR NEGATIVE)

BASARILI (PASS)

POZ

POZ veya NEG

ERBB2 POZITIF
(ERBB2 POSITIVE)

BASARILI (PASS)

POZ veya NEG

POZ veya NEG

ERBB2 NEGATIF
(ERBB2 NEGATIVE)

BASARILI (PASS)

POZ veya NEG

POZ veya NEG

MKi67 POZITIF
(MKi67 POSITIVE)

BASARILI (PASS)

POZ veya NEG

POZ veya NEG

MKi67 NEGATIF

(K67 NEGATIVE) BASARILI (PASS) POZ POZ veya NEG
PGR BELIRSIZ (PGR

INDETERMINATE) BASARILI (PASS) NEG POZ veya NEG

MKi67 BELIRSIZ (MKIB7 | - gpgaR) | (PASS) NEG POZ veya NEG

INDETERMINATE)

TEKRAR TEST
(REPEAT TEST) BASARILI (PASS) POZ veya NEG NEG
GECERSIZ (INVALID) BASARISIZ (FAIL) NEG POZ veya NEG
SONUG YOK SONUG YOK SONUG YOK
HATA (ERROR) (NO RESULT) (NO RESULT) (NO RESULT)
SONUG YOK SONUG YOK SONUG YOK SONUG YOK
(NO RESULT) (NO RESULT) (NO RESULT) (NO RESULT)
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Tablo 2. Xpert Breast Cancer STRAT4 Temsili Sonuglar ve Yorumlama

Sonug Yorumlama

e [ESRI mRNA transkripti asirt iiretilmektedir ve kesim ayarinin iizerinde bir

ESR1 POZITIiF delta dongii esigine (dCt) sahiptir.
(ESR1 POSITIVE) e CYFIPI — BASARILI (PASS); CYFIPI mRNA transkripti saptanmistir
ve gecerli aralik dahilinde bir dongii esigine (Ct) ve esik ayarinin iizerinde
Bkz. Sekil 2. sonlanim noktasina sahiptir.

e Prob Kontrolii — BASARILI (PASS); tiim prob kontrol sonuglar basarilidir.

® PGR mRNA transkripti asir1 tiretilmektedir ve kesim ayarinin {izerinde bir delta

(PGR POSITIVE) e CYFIP] — BASARILI (PASS); CYFIPI mRNA transkripti saptanmistir
ve gecerli aralik dahilinde bir dongii esigine (Ct) ve esik ayarinin iizerinde
Bkz. Sekil 2. sonlanim noktasina sahiptir.

e Prob Kontrolii — BASARILI (PASS); tiim prob kontrol sonuglar: basarilidir.

e ERBB2 mRNA transkripti asir1 liretilmektedir ve kesim ayarinin iizerinde bir

ERBB2 POZITiF delta dongii esigine (dCt) sahiptir.
(ERBB2 POSITIVE) e CYFIP] —BASARILI (PASS); CYFIPI mRNA transkripti saptanmustir
ve gecerli aralik dahilinde bir dongii esigine (Ct) ve esik ayarinin iizerinde
Bkz. Sekil 2. sonlanim noktasina sahiptir.

e Prob Kontrolii — BASARILI (PASS); tiim prob kontrol sonuglart basarilidir.

e MKi67 mRNA transkripti asir1 iiretilmektedir ve kesim ayarimin tizerinde bir

MKi67 POZITIiF delta dongii esigine (dCt) sahiptir.
(MKi67 POSITIVE) e C(CYFIPI - BASARILI (PASS); CYFIPI mRNA transkripti saptanmistir
ve gegerli aralik dahilinde bir dongii esigine (Ct) ve esik ayarinin {izerinde
Bkz. Sekil 2. sonlanim noktasina sahiptir.

e Prob Kontrolii — BASARILI (PASS); tiim prob kontrol sonuglar basarilidir.

e [ESRI mRNA transkripti asir1 iiretilmemektedir ve kesim ayarmin altinda bir

ESR1 NEGATIF delta dongii esigine (dCt) sahiptir.
(ESR1 NEGATIVE) e CYFIP] - BASARILI (PASS); CYFIPI mRNA transkripti saptanmugtir
ve gecerli aralik dahilinde bir dongii esigine (Ct) ve esik ayarinin iizerinde
Bkz. Sekil 3. sonlanim noktasina sahiptir.

e Prob Kontrolii — BASARILI (PASS); tiim prob kontrol sonuglar basarilidir.

® PGR mRNA transkripti agir1 iretilmemektedir ve kesim ayarinn altinda bir
delta dongii esigine (dCt) sahiptir.

PGR NEGATIF e CYFIPI — BASARILI (PASS); CYFIPI mRNA transkripti saptanmistir
(PGR NEGATIVE) ve gecerli aralik dahilinde bir dongii esigine (Ct) ve esik ayarinin iizerinde
sonlanim noktasina sahiptir.
Bkz. Sekil 3. e CYFIP] alternatif — POZ; CYFIP] gegerli aralik dahilinde bir dongii esigine

(Ct) ve esik ayariin iizerinde sonlanim noktasina sahiptir.
e Prob Kontrolii — BASARILI (PASS); tiim prob kontrol sonuglart basarilidir.

o FERBB2 mRNA transkripti agirt iiretilmemektedir ve kesim ayarinin altinda bir
ERBB2 NEGATIF delta dongii esigine (dCt) sahiptir.

(ERBB2 NEGATIVE) e (CYFIPI - BASARILI (PASS); CYFIPI mRNA transkripti saptanmistir

ve gegerli aralik dahilinde bir dongii esigine (Ct) ve esik ayarinin {izerinde

Bkz. Sekil 3. sonlanim noktasina sahiptir.

e Prob Kontrolii — BASARILI (PASS); tiim prob kontrol sonuglar: basarilidir.
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Sonug

Yorumlama

MKi67 NEGATIF
(MKi67 NEGATIVE)

Bkz. Sekil 3.

MKi67 mRNA transkripti asir1 iiretilmemektedir ve kesim ayarimin altinda bir
delta dongii esigine (dCt) sahiptir.

CYFIPI — BASARILI (PASS); CYFIP1 mRNA transkripti saptanmistir

ve gecerli aralik dahilinde bir dongii esigine (Ct) ve esik ayarinin iizerinde
sonlanim noktasina sahiptir.

CYFIP] alternatif — POZ; CYFIP1 gecerli aralik dahilinde bir dongii esigine
(Ct) ve esik ayarinin iizerinde sonlanim noktasina sahiptir.

Prob Kontrolii — BASARILI (PASS); tiim prob kontrol sonuglari bagarilidir.

PGR Belirsiz (PGR
Indeterminate)

Bkz. Sekil 4.

PGR mRNA seviyesi belirlenemiyor, ¢linkii numune igerigindeki materyal
yetersiz. Daha konsantre bir lizat kullanarak testi tekrarlayin.

CYFIPI — BASARILI (PASS); CYFIP1 mRNA transkripti saptanmistir

ve gegerli aralik dahilinde bir dongii esigine (Ct) ve esik ayarinin {izerinde
sonlanim noktasina sahiptir.

CYFIPI alternatif —- NEG; CYFIP1 dongii esigi (Ct) gegerli aralik dahilinde
degildir veya sonlanim noktas1 PGR durumunu belirlemek i¢in gereken esik
ayarinin altindadir.

Prob Kontrolii — BASARILI (PASS); tiim prob kontrol sonuglar basarilidir.

MKi67 Belirsiz (MKi67
Indeterminate)

Bkz. Sekil 4.

MKi67 mRNA seviyesi belirlenemiyor, ¢iinkii numune igerigindeki materyal
yetersiz. Daha konsantre bir lizat kullanarak testi tekrarlayin.

CYFIP1 — BASARILI (PASS); CYFIP1 mRNA transkripti saptanmistir

ve gecerli aralik dahilinde bir dongii esigine (Ct) ve esik ayarinin iizerinde
sonlanim noktasina sahiptir.

CYFIP1 alternatif — NEG; CYFIP1 dongii esigi (Ct) gecerli aralik dahilinde
degildir veya sonlanim noktas1t MKi67 durumunu belirlemek i¢in gereken esik
ayarmnin altindadir.

Prob Kontrolii — BASARILI (PASS); tiim prob kontrol sonuglari bagarilidir.

TESTi TEKRARLA
(REPEAT TEST)

Bkz. Sekil 5.

ESR1/PGR/ERBB2/MKi67 mRNA ekspresyon seviyeleri belirlenemiyor.
Tutulan FFPE 6rnek lizatinin bir alikotunu kullanarak testi tekrarlayin.
CYFIPI — BASARILI (PASS); CYFIP1 mRNA transkripti saptanmigtir
ve gegerli aralik dahilinde bir dongii esigine (Ct) ve esik ayarinin lizerinde
sonlanim noktasina sahiptir.

CYFIP] alternatif — POZ/NEG; CYFIPI mRNA transkripti saptanmistir.
Transkript, gegerli aralik dahilinde bir dongii esigine (Ct) ve esik ayarmnin
tizerinde bir sonlanim noktasina sahip olabilir veya olmayabilir.

CIC — NEG; dahili kontrol, gegerli araligin disinda bir dongii esigine (Ct)
sahiptir.

Prob Kontrolii — BASARILI (PASS); tiim prob kontrol sonuglar1 bagarilidir.

GEGERSIZ (INVALID)

GECERSIZ (INVALID) — ESRI/PGR/ERBB2/MKi67 mRNA seviyeleri
belirlenemiyor, ¢iinkii numune igerigindeki materyal yetersiz. Daha konsantre
bir lizat kullanarak testi tekrarlayin.

CYFIPI — BASARISIZ (FAIL); CYFIP1 dongii esigi (Ct) gegerli aralik
dahilinde degildir veya sonlanim noktasi esik ayarinin altindadir.

CYFIPI alternatif — NEG; CYFIP1 dongii esigi (Ct) gegerli aralik dahilinde
degildir veya sonlanim noktas1 esik ayarinin altindadir.

Prob Kontrolii — BASARILI (PASS); tiim prob kontrol sonuglar basarilidir.

Xpert® Breast Cancer STRAT4
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Sonug

Yorumlama

HATA (ERROR)

ESRI1/PGR/ERBB2/MKi67 mRNA ekspresyon seviyeleri belirlenemiyor.
Tutulan FFPE 6rnek lizatinin bir alikotunu kullanarak testi tekrarlayn.

ESRI/PGR/ERBB2/MKi67 — SONUC YOK (NO RESULT)
CYFIP1/CYFIP] alternatif —- SONUC YOK (NO RESULT)

Prob Kontrolii — BASARILI (PASS)*/BASARISIZ (FAIL); prob kontrol
sonuglarinin biri veya tiimii basarisiz.

* Prob kontroll bagaril olduysa, kabul edilebilir aralidi
asan maksimum basing limiti, egri uydurma hatasi
veya bir sistem bileseni arizasi hataya neden olmustur.

SONUG YOK (NO RESULT)

ESR1/PGR/ERBB2/MKi67 mRNA ekspresyon seviyeleri belirlenemiyor.
Toplanan veriler test sonucu olusturmak igin yeterli degil. Ornegin kullanici,
ilerlemekte olan bir testi durdurduysa bu meydana gelebilir. Tutulan FFPE
ornek lizatin1 kullanarak testi tekrarlayin.

ESRI/PGR/ERBB2/MKi67 — SONUC YOK (NO RESULT)
CYFIP1/CYFIPI alternatif — SONUC YOK (NO RESULT)

Prob Kontrolii — NA (gecerli degil)

}| TestResult | AnalyteResult | Detail | Errors | History | Messages | Support |

gAssay Name Xpert Breast Cancer STRAT4 Version 1
| TestResult |gsRq pOSITIVE;
- PGR POSITIVE;
ERBB2 POSITIVE;
MKi67 POSITIVE
For In Vitro Diagnostic Use
Legend
1200 Vi [/| CYFIP1; Primary A
v |/] ESR1; Primary
1000 Vi [.”| PGR; Primary
vl |/| ERBB2; Primary
3 800 VI [ | MKi67; Primary
@ v /] cic; Primary
@ 600 Vi [/| CYFIP1 alternate; Primary
o
=
* 400 e
200 / ///f /__/
/ "
, - __:—'/4/4;5/
. e
10 20 30 40
Cycles

Sekil 2. GeneXpert Dx Sonuglari Goriintiileme Penceresi: ESR1/PGR/ERBB2/MKi67 POZITIF
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ESR1 NEGATIVE;

MKi67 NEGATIVE

RIRNNRIRE
INWNNNNN

LU

E].
/| ES
PG
|
/] C
21

Sekil 4. GeneXpert Dx Sonuglari Goriintiileme Penceresi: PGR/MKi67 BELIRSIZ
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[ TestResult | Analyte Result | Detail | Errors | History | Messages | Support |

:|Assay Name Xpert Breast Cancer STRAT4 Version 1
| TestResult |REPEAT TEST
||For In Vitro Diagnostic Use
Legend
500 [vi[/] CYFIP1; Primary 4|
[vI[/] ESR1; Primary
400 Vi [.| PGR; Primary

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

Fluorescence

<

Sekil 5. GeneXpert Dx Sonuglari Goriintiileme Penceresi: TEKRAR TEST (REPEAT TEST)

16 Testi Tekrar Etme Gerekceleri

Testi yeni bir kartus (kartusu tekrar kullanmayn) kullanarak tekrarlayn.

TESTi TEKRARLA (REPEAT TEST) sonucu, dahili kontroliin basarisiz oldugunu gosterir. Ornek uygun sekilde
islenmemistir. Bu durumda, ayn1 FFPE lizatindan yeni bir 520 pl alikot kullanarak testi tekrarlayin.

GEGERSIZ (INVALID) sonucu, referans kontroliin basarisiz oldugunu gésterir. Ornek uygun sekilde islenmemistir,
PCR inhibe edilmistir veya erisilen timordeki RNA kalitesi yetersizdir. Bu durumda testi, FFPE Lizis Kiti Kullanim
Talimatindaki talimata uygun olarak daha konsantre bir FFPE lizat ile tekrarlayin.

HATA (ERROR) sonucu, Prob Denetim kontroliiniin bagarisiz oldugunu ve muhtemelen bir reaksiyon tiipliniin yanhs
doldurulmasi, reaktif probu biitiinliigii sorunu tespit edilmesi, maksimum basing limitlerinin agilmas1 veya bir valf
konumlandirma hatasi tespit edilmesi nedeniyle tahlilin iptal edildigini gosterir. Bu durumda, ayn1 FFPE lizatindan yeni
bir 520 pl alikot kullanarak testi tekrarlaym.

SONUG YOK (NO RESULT), yetersiz veri toplanmis oldugunu belirtir. Ornegin, kullanic, ilerlemekte olan testi
durdurmustur veya gii¢ arizasi ortaya ¢tkmustir. Bu durumda, ayni FFPE lizatindan yeni bir 520 pl alikot kullanarak testi
tekrarlayin.

Harici bir KK beklendigi gibi caligmazsa, harici kontrol testini tekrarlayin ve/veya yardim icin Cepheid ile iletigsime
gecin.

17 Sinirlamalar

Bu islemlerde yapilacak degisiklikler testin performansini degistirebilir. Xpert Breast Cancer STRAT4 testinden elde
edilen sonuglar klinisyenin kullanabilecegi diger laboratuvar verileri ve klinik verilerle birlikte yorumlanmalidir.
Xpert Breast Cancer STRAT4 performansi, bu kullanim talimatinda saglanan iglemler kullanilarak ve bes ila on yillik
FFPE numuneleri kullanilarak dogrulanmastir.

Xpert Breast Cancer STRAT4 performansi, yalnizca bu kullanim talimatinda saglanan islemler kullanilarak
dogrulanmustir.
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e Hatali test sonuglari, uygun olmayan numune toplama, isleme, saklama veya drneklerin karistirilmasindan
kaynaklanabilir. Hatali sonuglar1 dnlemek i¢in bu kullanim talimatindaki talimata dikkatli bir sekilde uyulmasi gerekir.
Performans 6zellikleri, 25 yasgin altindaki hastalar i¢in belirlenmemistir.

Primer veya prob baglama bdlgelerindeki mutasyonlar veya polimorfizmler, ESR1, PGR, ERBB2 ve MKi67 i¢in hatali
ancak inandirici sonuglara neden olabilir.

18 Performans Ozellikleri

18.1 Klinik Performans

Xpert Breast Cancer STRAT4 testine yonelik performans 6zellikleri ABD ve AB’deki ¢aligma merkezlerinde, ER, PR,
HER?2 ve Ki67 i¢in IHC sonuglarina gére ve HER2 gen amplifikasyonu i¢in fliioresans in situ hibridizasyona (FISH) gore
degerlendirilmistir. Baglangicta, ABD ve AB’den primer invazif meme kanseri tiimorlerinden toplam 211 adet kimligi
gizlenmis artik FFPE numunesi bu ¢alismaya kaydedilmistir. Test i¢in yeterli tiimor olmamasindan dolay1 10 numune ve
gOniillii oluru geri ¢ekildiginden dolay1 1 numune hari¢ tutulmustur. Bu nedenle, veri analizlerine dahil edilmek {izere
toplam 200 numune kullanilmistir. Her FFPE numunesi i¢in, Xpert tarafindan test edilmek iizere, ER, PR, HER2 ve
Ki67’nin IHC testi i¢in ve HER2 gen amplifikasyonunun FISH testi i¢in, birden fazla slayt hazirlanmistir.

Genel olarak, Xpert Breast Cancer STRAT4, ilk test denemesinde ¢alisma numunelerinin %99,5°1 (199/200) igin gegerli
sonuglar saglamustir. Baslangicta belirli olmayan bir sonug veren bir numune (HATA (ERROR), GEGERSIZ (INVALID)
veya SONUC YOK (NO RESULT)), tek bir tekrar testten sonra bir test sonucu verdi. Genel tahlil bagart orant %100,0
olmustur (200/200).

Gegerli Xpert test sonuglart veren 200 numuneden, ESR1 ve ERBB2, %100 olarak (200/200) gecerli bir pozitif veya negatif
test sonucu vermistir. PGR ve MKi67 igin Xpert, vakalarin sirastyla %98,5’inde (197/200) ve %97,0’inda (194/200) gegerli
bir pozitif veya negatif test sonucu vermistir. PGR ve/veya MKi67 i¢in Xpert’te belirsiz sonuglar veren 7 numune, konsantre
FFPE lizat yontemi kullanilarak tekrar test edilmistir. Hem orijinal (ilk deneme) hem de tekrar test sonuclari Tablo 3 iginde
gosterilmektedir.

Tekrar test sonuglari da dahil olmak iizere tiim veri seti i¢in Xpert Breast Cancer STRAT4, ESR1 i¢in IHC’ye gore %97,2’lik
bir Pozitif Yiizde Uyusmasit (PPA), %95,0’1ik bir Negatif Yiizde Uyusmasi (NPA) ve %97,0’lik bir Genel Yiizde Uyusmasi
(OPA);!8PGR igin IHC’ye gore %88,4 PPA, %90,7 NPA ve %88,9 OPA;!8 ERBB2 i¢in IHC’ye gore %100,0 PPA, %92,4
NPA ve %93,3 OPA;!° ve ERBB2 i¢in HER2 FISH’e gore %100 PPA, %92,0 NPA ve %93,3 OPA gostermistir.!® MKi67
icin, pozitifte >%20 ve negatifte <%10 olarak ayarlanan IHC esigiyle %88,8 PPA, %100 NPA ve %90,7 OPA. MKi67 IHC
orta seviye numuneleri (%10-%20 esik dahil) analizden ¢ikarilmistir. Her hedef i¢in genel PPA, NPA ve OPA Tablo 3 iginde
gosterilmektedir.

Tablo 3. Klinik Performans

Karsilagtirma Veri Seti® Toplam (n)b PPA %95 GA NPA %95 GA OPA %95 GA

ESR1ER Orijinal 199 (1‘?32'729) 936-988 | %100 (20/20) [ 839-100 ( 1‘3’%959) 94,3-98.9
Xpertve IHC | ogt Tekrar 199 ( 1";"%'729) 936988 | %950 (19/20) | 76,4-09,1 ( 1"3’39/%9) 93,6-98,6

BGRIPR Orijinal 196 ( 102"?/3?4) 83,0930 | %92,9(39/42) | 81,0975 ( 1‘?’33';36) 84,8933
Xpertve IHC | qogt Tekrar 198 ( 1??22‘5) 824-925 | %90,7 (39/43) | 78,4-96,3 ( 1";";?38) 83,8-92,5
cresomery | Ofinel 180 %100 (22/22) |  85,1-100 ( 1‘:/“’3/%;‘8) 87,2-95,6 ( 1"2’;?';0) 88,7-96,1
Xpertve IHC | 1ot Tekrar 180 %100 (22/22) |  85,1-100 ( 1‘:/1"2/%‘8) 87.2-95.6 (:éﬁgo) 88.7-96.1
ERBBZHER2 | O 178 %100 (28/28) | 87.9-100 (1‘?;?!?0) 86,5-95,4 (1?;?738) 88,6-96,1
Xpertve FISH | foqt Tekrar 178 %100 (28/28) |  87,9-100 ( 1?{%?0) 865954 | 1"{;’3?'738) 88,6-96,1
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Karsilagtirma Veri Seti? Toplam (n)b PPA %95 GA NPA %95 GA OPA %95 GA
ERBB2HER2 | Orijinal 197 %100 (27/27) | 87,5-100 ( 1?59/11’720) 86,0-94,6 ( 102’3/2137) 87,8-95,3
ﬁ@'i}\vseH Test Tekrar 197 %100 (27/27) | 87,5-100 ( 1?59/11’720) 86,0-94,6 ( 10{;’3/21';‘7) 87,8-95,3
O Orijinal 148 ( 101"3?*27 0 81,9932 | %100 (24/24) | 86,2100 ( 1?3%58) 84,7-94,3
Xpertve IHC | qoqt Tokrar 151 ( 1014’3?;35) 82,1932 | %100 (26/26) | 87,1-100 ( 1??;3'57 " 85,0-94,4

a  QOrijinal = Kullanim talimatindaki talimata gére 1X lizat; Tekrar test = orijinal numunenin (1X lizat) PGR ve/veya MKi67 igin belirsiz

bir sonug verdigi durumlarda 4X konsantre lizat Uzerinde tekrar test sonucu.

b Belirlenmeyen veya belirsiz Xpert sonuglar veren numuneler, stpheli veya orta seviye IHC sonuglar veren numuneler, IHC’si

basarisiz ve FISH'i basarisiz olan numuneler hari¢ birakiimigtir.

19 Analitik Performans

19.1 Analitik Hassasiyet/Minimum Tahlil Girisi

Minimum tahlil girisi, saglam bir tahlil performansi i¢in gereken 6rnek girigini dogru bir sekilde belirleyen maksimum
CYFIP1 Ct (referans gen) degerlendirilerek belirlenmistir. Bu 6rnek girisi, test edilen pek ¢ok klinik FFPE 6rneginde
gegerli sonuglarn elde edilmesini saglar. Izin verilenden daha yiiksek bir CYFIP1 Ct degerine sahip 6rnekler GEGERSIZ
(INVALID) sonug iiretecektir.

Xpert Breast Cancer STRAT4 testi i¢in analitik hassasiyet/minimum tahlil girisi, >%95 gegerli sonuglarla sonuglanan
maksimum CYFIP1 Ct olarak belirlenmis olup, CYFIP1 Ct degerini zorlayacak sekilde FFPE klinik 6rnek lizatlarinin
diliisyonlar1 kullanilarak olusturulmustur. CYFIP1 Ct’nin hassasiyetini degerlendirmek i¢in, bir FFPE klinik 6rnek lizati seri
olarak seyreltilmis ve test sonuglarmin <%95°1 gecerli olana kadar 3 giin boyunca seyreltme seviyesi basina N=20 kopya ile
test edilmistir. Seyreltme seviyeleri; beklenen minimum tahlil girisinde, bunun iki seviye altinda ve iki seviye {izerinde bir
numune igermistir. Test, iki lot Xpert Breast Cancer STRAT4 kartusunda gergeklestirilmistir.

Calismanin baslatilmasindan 6nce, iki bagimsiz Xpert Breast Cancer STRAT4 kartusu kullanilarak N=60 kopya ile kor
numune limiti (limit of blank) testi ger¢eklestirildi. Kér numune limiti bog bir parafin kesitinden (doku numunesi yok)
olusturulmustur ve tiim test sonuglar1 beklenen GECERSIZ ( GEGERSIZ (INVALID) ) sonug gagrilarin gostermistir.
1/1000°de klinik FFPE doku 6rnegi girisinin seri diliisyonlari, Xpert Breast Cancer STRAT4 testinin 1. lotunda ortalama
Ct=33,4 ve 0,6 SD ve 2. lotunda ortalama Ct = 33,6 ve 0,5 SD ile 20/20 gegerli CYFIP1 Ct sagladi. Sonraki CYFIP1

Ct degerleriyle yapilan ilave diliisyonlar, ¢alisma i¢in gerekli >%95 gegerli sonuglar1 kargilayamadi. Tablo 4, seri olarak
seyreltilmis her 6rnek giris seviyesindeki gecerli test caligmalariin sayisini1 Bagil Seyreltme veya Ortalama CYFIP1 Ct
olarak dzetlemektedir. iki lot Xpert Breast Cancer STRAT4 test kartusu kullanilarak yapilan Analitik Hassasiyet, CYFIP1
Ct = 33,4 icin minimum tahlil girisi gereksinimi gostermistir. Tahlil degiskenligiyle birlikte bu deger, Xpert Breast Cancer
STRAT4 testi i¢in ist CYFIP1 Ct = 35 sinirinin ayarlanmasina olanak tanir.

Tablo 4. Xpert Breast Cancer STRAT4’te Minimum Tahlil Girisi

. Ornek Girisi Ortalama Gegerli Calisma
Kit Lotu (Bagil Seyreltme) CYFIP1 Ct Sb Sayisi (Ct < 35)
1/20 27,6 0,4 20/20
1/100 29,8 0,3 20/20
1/1000 33,4 0,6 20/20
00801 (Lot 1)
1/2000 34,2 0,5 9/20
1/4000 34,5 0,5 2/20
NTC gecerli degil gecerli degil 0/20
1/20 27,8 0,3 20/20
00903 (Lot 2)
1/100 30,0 0,3 20/20
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Kit Lotu (Bg.'fg'éﬁ::ﬁi‘e) ((:)Yr::a::’a1m§t Sb (;ii?sr: i(gflsl§£7
1/1000 33,6 0,5 20/20
1/2000 34,2 0,4 9/20
1/4000 34,6 0,0 1/20
NTC gecerli degil gecerli degil 0/20

19.2 Enterferans Testi

Bitisik Normal/Tumor Disi Doku

Normal Bitisik (timor dist) Dokular (NAT), meme kanseri doku numuneleri arasinda, spesifik hedef saptamay1 potansiyel
olarak engelleyen kontaminantlar seklinde yaygin olarak bulunur. Xpert Breast Cancer STRAT4 testi, bir patolog tarafindan
belirlendigi iizere, uygulanabilir durumlarda, timor dis1 kontaminantlarin potansiyel etkilerini en aza indirmek igin,
patolojik olarak dogrulanmis bir meme tiimorii FFPE kesitinin makrodiseksiyonunu gerektirebilir. Bitigik normal/timér dist
dokularim etkisini degerlendirmek i¢in, %21-98 ¢evre NATsi iceren invaziv meme karsinomlu on bes (15) FFPE doku
blogu makrodiseksiyon yapilarak veya yapilmadan Xpert Breast Cancer STRAT4 testi ile test edilmistir. Xpert Breast
Cancer STRAT4 testi, durum basina ayni lizattan N=4 kopya ile gerceklestirilmistir. NAT nin istatistiksel enterferansini
belirlemek i¢in, makrodiseksiyonlu (mavi ¢cubuk grafik) veya makrodiseksiyonsuz (siyah ¢ubuk grafik) her doku 6rnegi
icin ESR1, PGR, ERBB2 ve MKi67 dCt'leri ilk olarak Tek Yonli ANOVA ile degerlendirilmistir. Makrodiseksiyon
yapilmis ve yapilmamig 6rnekler arasindaki ddCt (delta-delta Ct) degerinin >1,0 olmasi ve test sonucunda bir degisiklik
olmast durumunda, NAT nin klinik olarak anlamli bir enterferansi oldugu kabul edildi. Calisma sonuglart Sekil 6 i¢inde
Ozetlenmistir.

15 6rnegin hepsinin ESR1, PGR, ERBB2 ve MKi67 dCt’leri NAT %’sine gore gruplandirildi ( <%30, %31-60 veya >
%61). SD’li mavi ve siyah dikey cubuk grafikler, bir FFPE invaziv meme kanseri blogunun makrodiseksiyon yapilmis ve
yapilmamis FFPE kesitlerinin N=4 kopyasindan elde edilen ortalama hedef dCt’leri temsil etmektedir. 15 FFPE blogunun
(%30 NAT’m altinda N=1, %31-60 NAT ile N=8 ve %60 NAT 1n lizerinde N=6) tamamu, bitisik normal/timor dis1

doku enterferansinin, p-degeri >0,05 ile Tek Yo6nlii ANOVA analizine gore istatistiksel olarak anlamli olmadigini; veya
makrodiseksiyon yapilmis veya yapilmamis drnekler arasindaki her bir hedefin delta Ct degerlerindeki varyasyon <1,0 ise
veya hedef test sonuglar1 (pozitif, negatif) etkilenmeden kalmigsa, klinik olarak anlamli olmadigini géstermistir (no. olarak
isaretlenmistir).
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Sekil 6. Xpert Breast Cancer STRAT4 Hedef dCt’lere Bitisik Normal/Tiimor Digi Doku Enterferansi
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DCIS, Nekrotik ve Hemorajik Doku
Duktal karsinom in situ (DCIS), nekrotik ve hemorajik dokularin etkisini degerlendirmek i¢in, Xpert Breast Cancer
STRAT4 testiyle, makrodiseksiyon yapilan ve yapilmayan, toplam 9 FFPE meme tiimorii 6rnegi (%3-61 DCIS igeren
3 FFPE meme tiimérii blogu, %10-65 nekrotik doku iceren 3 FFPE blogu ve %15-41 hemorajik doku i¢eren 3 FFPE
blogu) test edilmistir. Xpert Breast Cancer STRAT4 testi, durum basina ayni lizattan N=4 kopya ile gerceklestirilmistir.
Xpert Breast Cancer STRAT4 testi kullanilarak, tiim test kosullarinin, degisen DCIS, nekroz ve hemorajik doku
kontaminasyonlarindan istatistiksel olarak anlamli veya klinik olarak anlamli olacak sekilde etkilenmedigi bulunmustur
(grafik veriler gosterilmemistir).
insan Genomik DNA’s1 (hgDNA)
Xpert Breast Cancer STRAT4 testi, hedef ESR1, PGR, ERBB2 ve MKi67 mRNA sablonlariyla verimli bir sekilde hibridize
olmak i¢in, bir genomik niikleik asit havuzundan (insan genomik DNA’s1 = hgDNA) oldukga spesifik primerler ve problar
kullanir. HgDNA'nin Xpert Breast Cancer STRAT4 testi iizerindeki etkisini degerlendirmek i¢in, degisen invaziv duktal
karsinom hiicre icerigine sahip 10 FFPE meme tiimérii bloguna makrodiseksiyon yapilmis ve bunlar, her kosulda ayni
lizattan N=4 kopyada Xpert Breast Cancer STRAT4 testi kullanilarak FFPE 6rnek lizatlaria 25 ng hgDNA eklenerek ve
eklenmeden test edilmistir. hgDNA enterferansinin, tiim test kosullari i¢in ne istatistiksel ne de klinik olarak anlamli bir
etkisi olmadig1 bulunmustur (grafiksel veriler gosterilmemistir).
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19.3 Tasinan Kontaminasyon

Tek kullanimlik, bagimsiz GeneXpert kartuslariin, ¢cok yiiksek pozitif 6rneklerden, ayn1 GeneXpert modiiliinde ¢aligtirilan
sonraki negatif drneklere taginan kontaminasyonu en aza indirdigini gostermek i¢in bir ¢aligma yapilmigtir. Caligmada,
yiiksek bir ESR1/PGR/ERBB2/MKi67 pozitif 6rnegin hemen ardindan ayn1 GeneXpert modiiliinde islenen bir negatif drnek
kullanilmistir. Negatif numune, bir referans gen hedefi varligindan emin olmak igin, 5 x 104 kopyada CYFIP1 transkripti
igeren in vitro transkripsiyonlu (IVT) RNA'dan olugsmustur. 5 x 105 kopyada CYFIP1 transkripti iceren IVT RNA ve 5 x 106
kopyada ESR1, PGR, ERBB2 ve MKi67 transkriptleri igeren IVT RNA’dan olusan yiiksek pozitif 6rnek FFPE lizat1 olarak
hazirlanmistir. Test semasi, toplam 20 yiiksek pozitif ve 21 negatif 6rnek igin tek bir GeneXpert modiilii kullanilarak 41 kez
tekrarlanmistir. 20 yiiksek pozitif 6rnegin hepsi dogru sekilde ESR1/PGR/ERBB2/MKi67 POZITIF (POSITIVE) olarak
rapor edilmistir ve 21 negatif 6rnegin hepsi ESR1/PGR/ERBB2/MKi67 NEGATIF (NEGATIVE) olarak dogru sekilde rapor
edilmistir.

19.4 Tahlil Tekrarlanabilirligi ve Kesinligi

Xpert Breast Cancer STRAT4’{in tekrarlanabilirligi, bes lizat numunesi 6rneginden olusan bir panel kullanilarak
degerlendirilmistir.

Ug panel iiyesi, ESR1 (1 IVT RNA), PGR (2 IVT RNA) ve ERBB2 (3 IVT RNA) i¢gin dCt kesim degerlerinin ~2dCt’leri
icinde yiiklenmis olan ve Minimum Tahlil Giris seviyesinden ~2-3 CYFIP1 Ct degerine sahip FFPE liziz tamponuna in vitro
transkript (IVT) RNA eklenerek hazirlanmistir.

iki panel iiyesi (4 Klinik FFPE Ornegi ve 5 Klinik FFPE Ornegi), Minimum Tahlil Girisine yakin CYFIP1 Ct degerleri
olusturmak ve tiim hedefler i¢in raporlanabilir aralikta ve -miimkiin oldugu 6lgiide- tahlil dCt kesimlerine yakin dCt kesim
degerlerine sahip olmak i¢in, havuzlanmis klinik FFPE &rneklerinden FFPE lizis tamponunda olusturulmustur.

Ug ¢alisma merkezinin her birinde ikiser operatdr, her giin bes numuneden olusan iki paneli alti test giinii boyunca test
etmistir (bes numune x alt1 giin x iki operatér x iki kopya x ii¢ ¢alisma merkezi). Ornek basina toplam 72 kopya test
edilmistir. Ug test merkezinin her birinde ii¢ lot Xpert Breast Cancer STRAT4 kartusu kullamilmistir. Xpert Breast Cancer
STRAT4 testi, bu kullanim talimatindaki isleme gore gergeklestirilmistir.

Xpert Breast Cancer STRAT4 iin tekrarlanabilirligi, her panel i¢in dort hedefin her biri i¢in dCt agisindan
degerlendirilmistir. Her bir panel iiyesi i¢in tahlil igerisinde ¢alisma merkezleri arasi, lotlar arasi, giinler aras1 ve kullanicilar
arasi ortalama, standart sapma (SD) ve varyasyon katsayist (CV) Tablo 5 i¢inde sunulmaktadir.

Tablo 5. Tekrarlanabilirlik Verilerinin Ozeti

. Caligma . . Kullanicilar .
B Tahlil Ortalama ~ Merkezleri Lotlar Arasi Giinler Arasi Arast Tahlil igi Toplam
Ornek Kanalll N2 dCt Arasi
(Analit)
Var | CV (%) Var CV (%) Var | CV (%) Var |CV(%)| Var |CV(%)| Var |CV (%)
ESR1 72 0,20 0,00 0,00 0,03 29,30 0,00 0,00 0,00 1,80 0,07 68,90 0,11 0,33
14VT PGR 72 -0,03 0,00 0,00 0,01 14,70 0,00 2,30 0,00 0,00 0,06 83,00 0,07 0,26
RNA lergB2| 72 | -242 | 000 | 000 | 004 | 2790 [ 002 | 1140 | 000 | 260 | 008 | 5810 | 0,13 | 036
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 -3,563 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
3IVT 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
4- 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
I';::I:I’Ii 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
Ornek ERBB2 72 -2,39 0,02 31,30 0,00 2,20 0,00 0,00 0,00 3,70 0,05 62,80 0,07 0,27
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: Calisma . . Kullanicilar .
Tahlil Ortalamd ~ Merkezleri Lotlar Arasi Giinler Arasi Aras: Tahlil igi Toplam
Ornek | Kanali N2 Arasi
(Analit) dct
Var [cv(%)| Vvar |cv(%)| var |[cv(%)| Var |cv(%)| var |cv(%)| var |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
Fg;’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
g'r:‘;"‘( 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 72 kopyadan gecerli delta Ct degerlerine sahip sonuglar
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Cepheid

904 Caribbean Drive
Sunnyvale, CA 94089
USA

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

Avrupa Genel Merkezi

Cepheid Europe SAS
Vira Solelh

81470 Maurens-Scopont
France

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

22 Teknik Destek

Cepheid Teknik Destek birimiyle temas kurmadan 6nce su bilgileri toplayin:

Uriin ad

Lot numarasi

Aletin seri numarast

Hata mesajlar (varsa)

Yazilim siirtimii ve gecerli durumda Bilgisayar Servis Etiketi numarasi

ABD

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

Fransa

Telefon: + 33 563 825 319
E-posta: support@cepheideurope.com
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Tiim Cepheid Teknik Destek ofisleri i¢in irtibat bilgileri web sitemizde mevcuttur: www.cepheid.com/en/support/contact-us

23 Sembol Tablosu

Sembol Anlami
Katalog numarasi
REF J
In Vitro tanisal tibbi cihaz
IVD

CE igareti - Avrupa Uyumu

REP

Avrupa Toplulugu’nda Yetkili Temsilci

& |[=z|| =~

Tekrar kullanmayin

LOT

Parti kodu

Kullanma talimatina basvurun

Dikkat

Uretici

Uretim yapilan iilke

s teste yetecek kadar icerir

CONTROL

Kontrol

Son kullanma tarihi

Sicaklik sinirlamasi

S FE <R

Biyolojik riskler

REP

isvigre'deki Yetkili Temsilci

E

ithalatg
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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

®

Cepheid Switzerland GmbH
Zlrcherstrasse 66

Postfach 124, Thalwil
CH-8800

Switzerland

wvb|C €

24 Revizyon Ge¢misgi

Boliim

Degisikligin Agiklamasi

Tum Metin

ONCore yazilim referanslari silindi.
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