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Przeznaczenie

Zestaw therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit to diagnostyczny test in vitro wykorzystujacy
reakcje real-time PCR przeznaczony do jakosciowej detekcji iidentyfikacji mutacji
w eksonach 18, 19, 20 i 21 genu receptora naskoérkowego czynnika wzrostu (epidermal
growth factor receptor, EGFR) (1) w DNA wyizolowanym z tkanek nowotworowych
utrwalonych w formalinie i zatopionych w parafinie (Formalin-Fixed Paraffin-Embedded,
FFPE) oraz prébek osocza pobranych od pacjentéw z niedrobnokomérkowym rakiem ptuca
(NDRP).

Zestaw therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit jest rowniez przeznaczony do pétilosciowego
oznaczenia mutacji w eksonach 18, 20 i 21 genu EGFR w prébkach ludzkiego osocza w celu

utatwienia podejmowania decyzji dotyczgcych procesu leczenia pacjentéw z NDRP.

Test jest przeznaczony do stosowania przez przeszkolony personel w warunkach

laboratoryjnych

Zestaw therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit jest przeznaczony do diagnostyki in vitro.

Wskazania dotyczgce stosowania

Test jest przeznaczony do stosowania pomocniczo podczas wyboru pacjentéw z NDRP,
w przypadku ktérych ma zosta¢ zastosowana terapia przy uzyciu inhibitora kinazy

tyrozynowej (Tyrosine Kinase Inhibitor, TKI) receptora EGFR.
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Opis i zasada procedury

Podsumowanie i objasnienie

Mutacje w onkogenie EGFR sa spotykane w nowotworach ludzkich (1, 2). Obecnos$¢ tych
mutacji jest skorelowana z odpowiedzig na leczenie okreslonymi inhibitorami kinazy
tyrozynowej (tyrosine kinase inhibitor, TKI) u pacjentéw z niedrobnokomdérkowym rakiem
ptuca (NDRP) (3-8). Czesto$¢ wystepowania takich mutacji w onkogenie EGFR w ogdlne;j
populacji pacjentow z NDRP wynosi okoto 10% u pacjentéw ze Stanéw Zjednoczonych,

Europy i Australii oraz do 30% u pacjentéw z Japonii i Tajwanu (1, 2, 9).

Zestaw therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit to test wykorzystujgcy reakcje real-time PCR
(tancuchowa reakcja polimerazy) do detekcji 42 mutacji wystepujgcych w zwigzanym
z rakiem genie EGFR. Zestaw dziata w oparciu o metode wykrywania mutacji w uktadzie
opornym na amplifikacje (Amplification Refractory Mutation System, ARMS) (10, 11) oraz
metode PCR clamp w celu jakosciowej detekgciji i identyfikacji mutacji w eksonach 18, 19, 20
i21 genu EGFR (Tabela 1). Zestaw umozliwia potiloSciowe oznaczenie nastepujgcych
mutacji: G719X (X = A, S lub C; ekson 18), T790M (ekson 20), C797Sa i C797Sb (ekson
20), S768l (ekson 20), L858R (ekson 21) oraz L861Q (ekson 21) w prébkach DNA

wyizolowanego z ludzkiego osocza. Podsumowujac, zestaw wykrywa:

mutacje G719X w eksonie 18 (wykrywa i oznacza pétilosciowo obecnos¢ mutacji G719S,

G719A lub G719C, ale ich nie rozréznia);

® 28 delecji weksonie 19 (wykrywa obecnos¢ ktorejkolwiek z 28 delecji, ale ich nie
rozroznia);

® mutacje S768l, T790M, C797Sai C797Sb w eksonie 20 (wykrywa i oznacza pétilosciowo
wszystkie cztery mutacje, ale nie rozréznia mutacji C797Sa i C797Sb);

® piec insercji w eksonie 20 (wykrywa obecno$¢ ktérejkolwiek z pigciu insercji, ale ich nie

rozréznia).
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Stosowane metody sg wysoce selektywne i, zaleznie od catkowitej ilosci obecnego DNA,
umozliwiajg wykrycie niewielkiego odsetka zmutowanego DNA wobec tta genomowego DNA
typu dzikiego. Granice selektywnosci i wykrywalno$ci sg lepsze niz w przypadku technologii,

takich jak sekwencjonowanie metodg terminacji tancucha.

Tabela 1. Lista mutacji i numeréw identyfikacyjnych COSMIC

Ekson Mutacja Nr identyfikacyjny Zmiana zasady
cosMmic*

18 G719A 6239 ¢.2156G>C

G719S 6252 ¢.2155G>A
G719C 6253 c.2155G>T

19 Delecje 26038 €.2233_2247del15
13550 €.2235_2248>AATTC
6223 €.2235_2249del15
6225 €.2236_2250del15
18427 €.2237_2257>TCT
6220 €.2238_2255del18
12367 €.2237_2254del18
12384 €.2237_2255>T
12678 €.2237_2251del15
13551 €.2235_2252>AAT
13552 €.2235_2251>AATTC
12386 €.2237_2252>T
12416 €.2237_2253>TTGCT
12728 €.2236_2253del18
12422 €.2238_2248>GC
12382 €.2239_2248TTAAGAGAAG>C

Ciag dalszy tabeli na nastepnej stronie
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Ciag dalszy tabeli z poprzedniej strony
Tabela 1. Lista mutacji i numeréw identyfikacyjnych COSMIC (cd.)

Ekson Mutacja Nr Zmiana zasady
identyfikacyjny
cosMmic*
19 Delecje 6218 €.2239_2247delTTAAGAGAA
12387 €.2239_2258>CA
12370 €.2240_2257del18
12403 €.2239_2256>CAA
6255 €.2239_2256del18
12383 €.2239_2251>C
12419 €.2238_2252>GCA
6210 €.2240_2251del12
23571 €.2238_2252del15
123697 €.2240_2254del15
13556 €.2253_2276del24
12385 €.2235_2255>AAT
20 S768| 6241 c.2303G>T
Insercje 12376 €.2307_2308insGCCAGCGTG
12378 ¢.2310_2311insGGT
12377 €.2319_2320insCAC
13428 ¢.2311_2312insGCGTGGACA
13558 €.2309_2310AC>CCAGCGTGGAT
T790M 6240 €.2369C>T
C797Sa 6493937 €.2389T>A
C797Sb 5945664 €.2390G>C

Ciag dalszy tabeli na nastepnej stronie
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Ciag dalszy tabeli z poprzedniej strony
Tabela 1. Lista mutacji i numeréw identyfikacyjnych COSMIC (cd.)

Ekson Mutacja Nr Zmiana zasady
identyfikacyjny
COsMIC*
21 L858R 6224 c.2573T>G
L861Q 6213 C.2582T>A

* COSMIC: Catalogue Of Somatic Mutations In Cancer (Katalog mutacji somatycznych
w nowotworach):http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic.

1 Na podstawie nowej bazy danych COSMIC, ze wzgledu na podobienstwa sekwencji po wystgpieniu delecji, delecja
6254 jest rozpatrywana jako delecja 12369.

Zasady procedury

Zestaw therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit wykorzystuje reakcje real-time PCR w celu
detekcji 42 mutacji genu EGFR (eksony 18, 19, 20 i 21) oraz pdtiloSciowego oznaczenia
nastepujgcych mutacji: G719X (gdzie X = A, S lub C; ekson 18), T790M (ekson 20), C797Sa
i C797Sb (ekson 20), S768| (ekson 20), L858R (ekson 21) oraz L861Q (ekson 21)
w probkach DNA wyizolowanego z ludzkiego osocza. Za pomocag zestawu therascreen
EGFR Plus RGQ PCR Kit testowany jest genomowy DNA (genomic DNA, gDNA)
wyizolowany z nowotworowych tkanek FFPE oraz wolnokrgzgcy pozakomorkowy DNA
(circulating cell-free DNA, ccfDNA) wyizolowany z probek osocza pobranych od pacjentow
z niedrobnokomoérkowym rakiem ptuca (NDRP). Status mutacji genu EGFR oraz
pdtilosciowy wynik oznaczenia (w stosownych przypadkach) czystego ccfDNA okresla sie
przy uzyciu zestawu therascreen EGFR RGQ PCR Kit stosowanego w aparacie Rotor-Gene
Q MDx 5plex HRM z zainstalowanym oprogramowaniem Rotor-Gene AssayManager
(RGAM) w wersji 2.1 (lub wyzszej) oraz narzedziem Gamma plug-in w wersji 1.0.0
(lub wyzszej) powigzanym z profilem oznaczenia przeznaczonym do wykonywania testéw
na probkach osocza. Analiza danych oraz interpretacja wynikow s3g w petni
zautomatyzowane i wykonywane przez oprogramowanie RGAM (Ryc. 1).
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ormalizacja/
oznaczenie
ilosciowe
gDNA

Iu%st(l:gﬁia Izolacia
FFPE DNA

* Zestaw QIAsymphony ¢ Wytgcznie « Zestaw therascreen * Aparat Rotor-Gene
DSP DNA Mini Kit w przypadku EGFR Plus RGQPCR  Q MDx 5plex HRM
(nr kat. 937236) testowania tkanek Kit z oprogramowanie

» Zestaw QIAsymphony  FFPE m Rotor-Gene
DSP Circulating DNA AssayManager,
Kit (nr kat. 937556) narzedziem

* Zestaw QlAamp DSP Gamma Plug-in

oraz odpowiednimi

DNA FFPE Tissue Kit
profilami oznaczen

(nr kat. 60404)

* Zestaw QlAamp DSP
Circulating Nucleic
Acid Kit (nr kat. 61504)

Ryc. 1. Przebieg oznaczenia wykonywanego za pomoca zestawu therascreen EGFR Plus
RGQ PCR Kit.
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Technologia

Technika qPCR umozliwia precyzyjng detekcje produktéw reakcji PCR podczas fazy
wyktadniczej procesu amplifikacji zachodzgcego w reakcji PCR. Dane zreakcji qPCR
mozna szybko uzyskac, bez koniecznosci ich przetwarzania po reakcji PCR, poprzez
detekcje sygnatéw fluorescencyjnych w czasie rzeczywistym podczas poszczegdinych
cyklow reakcji PCR.

W oznaczeniu therascreen EGFR Plus RGQ PCR wykorzystywana jest technologia gqPCR
oparta o hydrolize oligonukleotydéw. Podczas reakcji PCR startery ,forward” i ,reverse”
hybrydyzujg do swoistej sekwencji. W tej samej mieszaninie znajduje sie inny oligonukleotyd
zwigzany z barwnikiem. Sonda, ktéra sklada sie z oligonukleotydu wyznakowanego
barwnikiem reporterowym na koncu 5' i wygaszaczem niezwigzanym z barwnikiem na koricu
3’ hybrydyzuje do sekwencji docelowej w obrebie produktu reakcji PCR. W analizie gPCR
z sondami hydrolitycznymi wykorzystywana jest aktywnosé egzonukleazy 5'—3' polimerazy
DNA z bakterii Thermus aquaticus (polimeraza Taq). Jesli sonda jest nienaruszona, bliskos$¢
barwnika reporterowego iwygaszacza powoduje wyttumienie fluorescencji barwnika

reporterowego gtéwnie poprzez przeniesienie energii wedtug mechanizmu Forstera.

Podczas reakcji PCR, jesli sekwencja docelowa jest obecna, startery ,forward” i ,reverse”
swoiscie hybrydyzujg do sekwenc;ji i otaczajg sonde z dwdch stron. Polimeraza DNA, dzieki
aktywnosci egzonukleazy 5'-3', rozcina sonde miedzy barwnikiem reporterowym
i wygaszaczem, tylko jesli 3 oligonukleotydy zhybrydyzuja do sekwencji docelowej.
Fragmenty sondy sg nastepnie wypierane z sekwencji docelowej, a polimeryzacja nici jest
kontynuowana. Koniec 3' sondy jest zablokowany, aby nie doszto do wydtuzania sondy
podczas reakcji PCR (Ryc. 2). Ten proces zachodzi podczas kazdego cyklu i nie zaktoca
gromadzenia produktu w sposob wyktadniczy.

Wzrost sygnatu fluorescencyjnego jest wykrywany wytgcznie wtedy, gdy sekwencja
docelowa jest komplementarna ze starterami i sondg i, co za tym idzie, amplifikowana
podczas reakcji PCR.
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4)& { }. Hybrydyzacja
I

[ Hybrydyzacja starterow
— i sondy

Polimeryzacja
Wypieranie sondy
z nici

Rozcinanie

Prowadzi do uwolnienia wygaszacza
i emisji sygnatu fluorescencyjnego
barwnika reporterowego

| Zakonczenie polimeryzacji

W kazdym cyklu utworzono produkt PCR
i nagromadzono sygnat fluorescencyjny

“<  Barwnik . »
#255 reporterowy LN J&  Swoista sonda = Startery ,forward” i ,reverse

# Wygaszacz -=--# Produkt PCR @ Polimeraza Taq

Ryc. 2. Zasada reakgcji.

Podczas wykonywania testu przy uzyciu zestawu therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit
reakcje swoiste wzgledem mutacji zachodzg w oparciu o metode wykrywania mutacji
w uktadzie opornym na amplifikacje (Amplification Refractory Mutation System, ARMS) oraz
metode ,clamp” w celu detekgji, identyfikacji i oznaczenia péfilosciowego (w stosownych
przypadkach) mutacji obecnych w DNA wyizolowanym z prébek osocza.
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ARMS

Metoda wykrywania mutacji w uktadzie opornym na amplifikacje (Amplification-Refractory
Mutation System, ARMS) wykorzystuje zdolno$¢ polimerazy DNA Taq do rozrézniania
dopasowanej i niedopasowanej zasady przy koncu 3' startera PCR. Kiedy starter jest w petni
dopasowany, amplifikacja zachodzi z peing wydajnoscia. Kiedy zasada przy koncu 3' nie
jest dopasowana, moze zaj$¢ jedynie staba amplifikacja tta. Zmutowana sekwencja moze

by¢ zatem selektywnie amplifikowana — nawet w prébkach, w ktérych wieksza cze$¢ DNA

nie zawiera tej mutacji (Ryc 3).

WT |

Q F 4—
Mutacja <7

Q F 4—
Mutacja 1 'S,

Q F —

O Sekwencja WT v Docelowa zmutowana
sekwencja

—» Staba amplifikacja lub brak
amplifikacii

—» Amplifikacja

— Staba amplifikacja lub brak
amplifikacji

© Inna zmutowana
sekwencja

Ryc. 3. Identyfikacja okreslonych mutacji metoda ARMS PCR. WT: typ dziki. Q—F: sonda

z dwoma barwnikami. D: startery ,forward” i ,reverse”.
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Metoda PCR clamp

Metoda jest wykorzystywana w celu detekgciji kilku wariantow mutaciji zlokalizowanych w tzw.
»miejscach gorgcych” (np. delecje w eksonie 19 genu EGFR). Oznaczenie metodg ,clamp”
faczy wykorzystanie standardowych starterow isondy z dodatkowym oligonukleotydem
zablokowanym na koncu 3' poprzez dodanie grupy fosforanowej w celu uniemozliwienia
wydituzania tancucha podczas reakcji PCR. Oligonukleotyd wykorzystywany w metodzie
,clamp” (tzw. zacisk), jak rowniez startery i sonda, sg swoiste wzgledem sekwencji typu
dzikiego (tzw. ,PCR clamping”). Jesli matryca PCR zawiera sekwencje typu dzikiego zacisk
zhybrydyzuje przed starterem ze wzgledu na wyzszg temperature topnienia startera (Tm),
zapobiegajac w ten sposéb amplifikacji lub prowadzgc do stabej amplifikacji. Natomiast jesli
matryca zawiera zmutowang sekwencje zacisk nie moze sie przytagczyé, przez co moze

doj$¢ do hybrydyzac;ji startera i amplifikacji (Ryc. 4).

— 7

WT O — Staba amplifikacja lub brak
Q F — amplifikacji

Mutacja st —>  Amplifikacja
Q F 4—

Mutacia 1 —> Staba amplifikacja lub brak
Q F amplifikacji

Mutacja 2 e —» Staba amplifikacja lub brak
Q——F +— amplifikacji

O Sekwencja WT ¥¥ Docelowa zmutowana sekwencja

1% Inna zmutowana sekwencja

Oligonukleotyd z grupg fosforanowg na koncu 3' (tzw. zacisk
wykorzystywany w metodzie PCR clamp)

Ryc. 4. Detekcja mutacji przy uzyciu metody ,,clamp”. WT: typ dziki. Q—F: sonda z dwoma
barwnikami. D: startery ,forward” i ,reverse”.
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Dostarczane materiaty

Zawartos¢ zestawu

(Kontrola pozytywna genu
EGFR)

(Kontrola pozytywna
genu EGFR)

Zestaw therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit (24)
Nr katalogowy 874611
Liczba reakcji 24
Kolor Produkt Id. probowki Objetos¢
Zielony T790M & L861Q Mix EGFR T790M & L861Q 280 pl
(Mieszanina reakcyjna do Mix (Mieszanina
wykrywania mutacji T790M reakcyjna do wykrywania
iL861Q) mutacji T790M i L861Q w
genie EGFR)
Zotty Insertions & G719X Mix EGFR Insertions 280 pl
(Mieszanina reakcyjna do & G719X Mix
wykrywania insercji i mutacji (Mieszanina reakcyjna do
G719X) wykrywania insercji i
mutacji G719X w genie
EGFR)
Fioletowy L858R & C797S Mix EGFR L858R & C797S 280 pl
(Mieszanina reakcyjna do Mix (Mieszanina
wykrywania mutacji L858R reakcyjna do wykrywania
i C797S) mutacji L858R i C797S w
genie EGFR)
Pomaranczowy Deletions & S768| Mix EGFR Deletions & S768l| 280 pl
(Mieszanina reakcyjna do Mix (Mieszanina
\év%g\;vama delecji i mutacji reakcyjna do
wykrywania delecji i
mutacji S768l w genie
EGFR)
Czerwony EGFR Positive Control EGFR Positive Control 190 pl
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Niebieski PCR Master Mix (Mieszanina EGFR PCR Master Mix 2 x 940

Master Mix do reakcji PCR) (Mieszanina Master Mix ]
do reakcji PCR na genie
EGFR)
Bezbarwny Water for NTC (Woda do NTC 1,9 mi
stosowania jako NTC)
Bezbarwny Water for sample dilution Dil. 1,9 ml
(Woda do rozcienczania
probek)

Uwaga: Sktadniki zestawu therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit sg dostarczane w iloSci
wystarczajgcej do wykonania testéw na 24 prébkach (odczynniki zawarte w zestawie sg
dostarczane w ilosci wystarczajacej do wykonania czterech reakcji qPCR, gdzie na reakcje
przypada szes¢ probek, z uwzglednieniem kontroli reakcji).
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Format zestawu i oznaczenia

Oznaczenia mutac;ji

Zestaw therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit zawiera cztery mieszaniny starteréw i sond

przeznaczonych do detekcji:

® mutacji T790M i L861Q;

® insercji (ekson 20) i mutacji G719X;
e mutacji L858R i C797S;

e delecji (ekson 19) i mutacji S768lI.

Wszystkie mieszaniny starteroéw i sond po potagczeniu z mieszaning Master Mix do reakgji
PCR umozliwiajg detekcje sekwencji docelowych wyznakowanych karboksyfluoresceing
(FAM™) i barwnikiem CAL Fluor® Red 610 oraz detekcje kontroli wewnetrzne;

wyznakowanej heksachlorofluoresceing (HEX™).

Oznaczenie kontroli wewnetrznej

Reakcja amplifikacji kontroli wewnetrznej wyznakowanej barwnikiem HEX jest
wykorzystywana w celu oceny catkowitej ilosci matrycowego DNA genu EGFR mogacego
ulec amplifikacji w préobkach zawierajgcych mutacje oraz prébkach bez mutacji (typu
dzikiego) (Ryc. 5) oraz w celu okreslenia, czy ewentualne niepowodzenie reakcji zostato
spowodowane niewystarczajacg iloscig wejsciowg DNA, czy obecnoscig inhibitoréw
w macierzy probki. Podczas reakcji amplifikacji kontroli wewnetrznej dochodzi do amplifikaciji
regionu eksonu 2 genu EGFR. Startery oraz sonda zostaty zaprojektowane tak, aby poming¢
wszystkie znane polimorfizmy genu EGFR.
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Ryc. 5. Detekcja kontroli wewnetrznej (internal control, IC) w formie eksonu 2 genu EGFR.
WT: typ dziki. Q—F: sonda z dwoma barwnikami. D: startery ,forward” i ,reverse”.

Woda do rozcienczania probek (Dil.)

Zestaw therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit zawiera wode wolng od nukleaz
przeznaczong do rozcienczania probek gDNA.

Kontrole

W kazdej reakcji PCR wykonywanej przy uzyciu jednego z czterech oznaczeh nalezy
uwzgledni¢ kontrole pozytywna (Positive Control, PC) i kontrole negatywng (No Template
Control, NTC).

Kontrola pozytywna (Positive Control, PC)

W kazdej reakcji nalezy uwzgledni¢ kontrole pozytywng w probdéwkach 1-4. Zestaw
therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit zawiera jedng kontrole pozytywng (positive control,
PC) wzgledem genu EGFR, ktéra petni role matrycy w reakcji kontroli pozytywnej. Wyniki
kontroli pozytywnej zostajg automatycznie ocenione przez oprogramowanie Rotor-Gene
AssayManager® w celu upewnienia sie, ze zestaw spetnia wstepnie zdefiniowane kryteria
akceptac;ji.
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Kontrola bez matrycy (no template control, NTC)

W kazdej reakcji nalezy uwzgledni¢ kontrole negatywng (kontrola bez matrycy — no
template control, NTC) w probéwkach 5-8. Zestaw therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit
zawiera wode przeznaczong do stosowania jako kontrola NTC jako ,matryca” do reakcji
kontroli bez matrycy. Kontrola bez matrycy jest stosowana w celu oceny potencjalnego
zanieczyszczenia odczynnika lub Srodowiska.

Platforma i oprogramowanie

Zestaw therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit zostat zaprojektowany specjalnie do uzytku
z aparatami Rotor-Gene® Q MDx 5plex HRM* z kanatami fluorescencyjnymi Cycling Green,
Cycling Red iCycling Yellow oraz z zainstalowanym oprogramowaniem podstawowym
Rotor-Gene AssayManager v2.1.X (X20), narzedziem Gamma plug-in v1.0.X (X=0)
i profilami oznaczen therascreen EGFR Plus Assay Profile.

Dostepne sg dwa profile oznaczen therascreen EGFR Assay Profile — therascreen EGFR
Plus FFPE (przeznaczony do oceny prébek FFPE) oraz therascreen EGFR Plus Plasma
(przeznaczony do oceny prébek osocza). Profile oznaczeh zawierajg parametry reakcji PCR
oraz parametry analizy, dzieki czemu mozliwa jest automatyczna interpretacja wynikow.

* Upewnic sie, ze aparaty i sprzet zostaty sprawdzone i skalibrowane zgodnie z wytycznymi producenta.
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Materiaty wymagane, ale niedostarczane
Dodatkowe odczynniki do przygotowania prébki

® Odczynnik Deparaffinization Solution (nr kat. 19093 lub 939018) przeznaczony do
recznej lub zautomatyzowanej preparaciji gDNA z probek FFPE

e Zestaw QIAsymphony® DSP DNA Mini Kit (nr kat. 937236) przeznaczony do
zautomatyzowanej preparacji gDNA z probek FFPE

® Zestaw QIAsymphony DSP Circulating DNA Kit (nr kat. 937556) przeznaczony do
zautomatyzowanej preparacji ccfDNA z probek osocza

e Zestaw QlAamp® DSP DNA FFPE Tissue Kit (nr kat. 60404) przeznaczony do recznej
preparacji gDNA z probek FFPE

® Zestaw QIAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit (nr kat. 61504) przeznaczony do
recznej preparacji ccfDNA z probek osocza
Uwaga: Szczegétowe informacje na temat wymaganych materiatéw, ktore nie sag
dostarczane z wymienionymi powyzej zestawami do izolacji DNA, mozna znalez¢
w instrukcjach obstugi odpowiednich zestawow.

® Odczynnik RNase A (nr kat. 19101) przeznaczony do recznej lub zautomatyzowanej

preparacji probki gDNA z prébek tkanek FFPE

® Odczynnik Buffer ATL (nr kat. 939016) przeznaczony do stosowania z zestawem
QlAsymphony DSP DNA Mini Kit (nr kat. 937236) lub QlAsymphony DNA Mini Kit
(nr kat. 931236) podczas wykonywania protokotu odparafinowywania.
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Materiaty eksploatacyjne i ogdiny sprzet laboratoryjny

Pipety* (z regulacjag) przeznaczone do przygotowania probek

Pipety* (z regulacjg) przeznaczone do przygotowania mieszaniny reakcyjnej do reakgcji
PCR

Pipety* (z regulacjg) przeznaczone do dozowania matrycy DNA

Jatowe koncowki do pipet do przygotowywania reakcji PCR, wolne od nukleaz, odporne
na aerozole, z filtrami hydrofobowymi (w celu uniknigcia wystagpienia zanieczyszczenia

krzyzowego zalecane jest stosowanie koncéwek do pipet z barierami aerozolowymi)
Wytrzgsarka*®

Wiréwka laboratoryjna* z rotorem do probéwek reakcyjnych o pojemnosci 0,5 ml, 1,5 ml
oraz 2,0 ml (umozliwiajgca wirowanie przy 13 000—14 000 rpm)

Jatowe, wolne od DNaz, RNaz i DNA probowki mikrowirowkowe o pojemnosci 1,5 lub
2,0 ml przeznaczone do przygotowywania probek DNA i mieszanin do reakcji PCR
Strip Tubes and Caps, 0.1 ml, do aparatu Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM (nr kat. 981103
lub 981106)

Aparat do wykonywania oznaczenia ilosciowego DNA

Probowki (np. 2 ml Sarstedt tube (nr kat. 72.693)) do zautomatyzowanej preparacji gDNA

(z bloczkéw tkanek FFPE). Lista zgodnych formatéw probdwek pierwotnych i wtérnych
znajduje sie pod adresem www.qgiagen.com/goto/dspdnakits.

Jednorazowy, jatowy skalpel do recznej lub zautomatyzowanej preparacji gDNA (ze
skrawka tkanki FFPE na szkietku)

Jatowy fizjologiczny roztwoér soli buforowany fosforanem (phosphate-buffered saline,
PBS; moze by¢ wymagany do uzupetnienia objetosci probki osocza) przeznaczony do

zastosowan VD

* Upewnic sie, ze aparaty zostaty sprawdzone i skalibrowane zgodnie z wytycznymi producenta.
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Wyposazenie

Wyposazenie do zautomatyzowanego przygotowania prébek

® Aparat QIAsymphony SP* (nr kat. 9001297) Akcesoria

Uwaga: Szczegotowe informacje na temat wymaganych akcesoriow mozna znalezé
w instrukcjach obstugi odpowiednich zestawow do izolacji lub w dokumencie Podrecznik
uzytkownika aparatu QIAsymphony SP/AS — opis ogdiny.

® Oprogramowanie QlAsymphony w wersji 4.0 lub nowszej

® Protokdt QlAsymphony Tissue_LC_200_DSP do zautomatyzowanej preparacji gDNA
z prébek FFPE (patrz www.qiagen.com/shop/sample-technologies/dna/genomic-

dna/qiasymphony-dsp-dna-kits-row/#resources)

® Protokét QlIAsymphony circDNA_2000_DSP do zautomatyzowanej preparacji ccfDNA
z probek osocza (patrz www.giagen.com/shop/sample-technologies/dna/genomic-
dnal/qiasymphony-dsp-circulating-dna-kit/#resources)

Sprzet i materiaty do wykonania reakcji gPCR

® Aparat Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM+t z kanatami fluorescencyjnymi Cycling Green,
Cycling Red i Cycling Yellow (wykrywanie odpowiednio barwnika FAM, barwnika CAL
Fluor Red 610 i barwnika HEX)

® Loading Block 72x 0.1 ml Tubes, aluminiowy blok do recznego przygotowywania reakgc;ji
za pomocg pipety jednokanatowej (nr kat. 9018901)

e 72-Well Rotor (nr kat. 9018903), Locking Ring 72-Well Rotor (nr kat. 9018904)
i Rotor Holder (nr kat. 9018908)

e Oprogramowanie Rotor-Gene AssayManager w wersji 2.1.x (gdzie x= 1 lub wiecej)

* Upewnic sie, ze aparaty zostaty sprawdzone i skalibrowane zgodnie z wytycznymi producenta.

1 Jesli ma to zastosowanie, w niektérych krajach moze by¢ uzywany aparat Rotor-Gene Q 5plex HRM
wyprodukowany w maju 2011 roku lub pdézniej. Date produkcji mozna odczyta¢ z numeru seryjnego, ktéry znajduje
sie na tylnej czes$ci aparatu. Numer seryjny ma format ,mmrrnnn”, gdzie ,mm” oznacza miesiac produkgcji (cyfry),
LIr” 0znacza dwie ostatnie cyfry roku produkgji, a ,nnn” oznacza unikalny identyfikator aparatu.
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® Zainstalowane narzedzie Rotor-Gene AssayManager Gamma Plug-in w wersji 1.0.
x (gdzie x = 0 lub wiecej)

® Profil oznaczenia EGFR RGQ PCR Assay Profile w wersji 1.0.x (gdzie x = 0 lub wiecej)
O therascreen_EGFR_Plus_FFPE do probek FFPE

O therascreen_EGFR_Plus_Plasma do prébek osocza
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Ostrzezenia i srodki ostroznosci

Klienci na terenie Unii Europejskiej muszg pamietaé, ze jest wymagane zgtaszanie
powaznych incydentéw, ktére wystgpity w zwigzku z wyrobem, producentowi oraz
wiasciwemu organowi panstwa czionkowskiego, ktorego rezydentem jest uzytkownik i/lub

pacjent.

Informacje dotyczgce bezpieczenstwa

Podczas pracy ze srodkami chemicznymi nalezy zawsze nosi¢ odpowiedni fartuch
laboratoryjny, rekawiczki jednorazowe i okulary ochronne. W celu uzyskania dodatkowych
informacji nalezy zapoznac¢ si¢ z odpowiednimi kartami charakterystyki (Safety Data Sheet,
SDS). Sg one dostepne online w wygodnym i kompaktowym formacie PDF pod adresem
www.qgiagen.com/safety. Na tej stronie mozna wyszukiwac, wyswietla¢ i drukowac karty

charakterystyki dla wszystkich zestawow i sktadnikéw zestawow firmy QIAGEN.

W celu uzyskania informacji dotyczacych bezpieczenstwa obstugi aparatu QlAsymphony SP
oraz aparatu Rotor-Gene Q nalezy zapozna¢ sie z podrecznikiem uzytkownika

dostarczonym z aparatem.

e Wszystkie Srodki chemiczne imateriaty biologiczne sg potencjalnie niebezpieczne.
Prébki sg potencjalnie zakazne inalezy je traktowa¢ jako materialy stwarzajgce

zagrozenie biologiczne.

® Pozostatosci probek i odczynnikéw uzywanych do oznaczenia nalezy utylizowaé zgodnie
z lokalnymi procedurami dotyczgcymi bezpieczenstwa.
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Srodki ostroznosci

Podczas wykonywania testow przy uzyciu zestawu therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit

wymagane jest przestrzeganie dobrych praktyk laboratoryjnych, wtym dotyczacych

identyfikowalnos$ci i konserwacji sprzetu, wtasciwych dla biologii molekularnej i zgodnych

z obowigzujgcymi przepisami i wtasciwymi normami.

Ten zestaw jest przeznaczony do diagnostyki in vitro. Odczynniki i instrukcje dostarczane

w tym zestawie zostaty zwalidowane w celu zapewnienia optymalnej skutecznosci.

Uzytkownik zawsze powinien mie¢ na uwadze ponizsze kwestie:

® Test jest przeznaczony do stosowania wylgcznie z probkami raka NDRP — probkami

tkanek FFPE i prébkami osocza.

Podczas pracy nalezy zachowaé szczegdlng ostroznos¢, aby nie dopusci¢ do

zanieczyszczenia prébek i odczynnikéw materiatem pozytywnym wzgledem genu EGFR

(t.
(4.
(@]

kontrolg pozytywng) lub materiatem potencjalnie pozytywnym wzgledem genu EGFR
prébkami przeznaczonymi do badania).

Podczas zeskrobywania tkanek nalezy zmieniaé skalpel na nowy przed
przystapieniem do pracy z kolejng probka.

Do izolacji/preparacji DNA, przygotowywania mieszanin reakcyjnych do reakcji PCR
(przygotowywanie mieszanin przed reakcjg PCR) oraz dodawania matrycy DNA do
probdwek do reakcji PCR nalezy uzywaé osobnych, przeznaczonych do
odpowiedniego zastosowania pipet.

Aby unikngé zanieczyszczenia krzyzowego probek i odczynnikéw, w kazdym etapie
pipetowania uzywac $wiezych, odpornych na aerozole koncowek do pipet. Zachowac
szczegolng ostrozno$é, aby zapobiec zanieczyszczeniu spowodowanemu
przeniesieniem DNA lub produktdow reakcji PCR, ktére moze doprowadzi¢ do
otrzymania fatszywie pozytywnego sygnatu.
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O Mieszaniny reakcyjne nalezy przygotowywaé i dozowa¢ w przeznaczonym do tego
celu miejscu, ktére jest oddzielone od miejsca preparacji DNA i do ktérego nie sg
wprowadzane zadne matryce DNA (DNA, plazmid lub produkty reakcji PCR). W tym
samym miejscu do probéwek NTC nalezy doda¢ wode, a nastepnie zamknaé te
probowki.

O Matryce DNA nalezy doda¢ w oddzielnej strefie (najlepiej w innym pomieszczeniu),
uzywajgc przeznaczonego do tego celu wyposazenia (pipet, koncowek itp.).

O Nie otwiera¢ probowek aparatu Rotor-Gene Q po zakonczeniu reakcji PCR. Nalezy
przestrzega¢ tego =zalecenia, aby zapobiec =zanieczyszczeniu laboratorium
produktami powstatymi po reakcji PCR.

® Odczynniki zestawu therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit nalezy chroni¢ przed
Swiatlem, nieodpowiednig temperaturg oraz wielokrotnym rozmrazaniem i zamrazaniem;

w przeciwnym razie dziatanie zestawu moze ulec zmianie.

® Zamrozone sktadniki nalezy chroni¢ przed s$wiattem inalezy je pozostawié
w temperaturze pokojowej (15-25°C) (lub w chtodziarce (2-8°C)) do catkowitego

rozmrozenia. Nalezy regularnie sprawdza¢ czy materiat sie rozmrozit.

e Wszystkie Srodki chemiczne imateriaty biologiczne sg potencjalnie niebezpieczne.
Prébki sg potencjalnie zakazne inalezy je traktowaé jako materialy stwarzajgce

zagrozenie biologiczne.

® Odczynniki przeznaczone do stosowania z zestawem therascreen EGFR Plus RGQ
PCR Kit zostaty optymalnie rozcienczone. Nie nalezy bardziej rozciencza¢ odczynnikéw,

poniewaz moze to skutkowac utratg skutecznosci.

® Nie nalezy stosowac objetosci reakcyjnych (mieszanina reakcyjna i prébka tacznie)
mniejszych niz 25 pl, poniewaz zwieksza to ryzyko otrzymania wynikow fatszywie
negatywnych.

® \Wszystkie odczynniki dostarczone w zestawie therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit sg
przeznaczone wytgcznie do stosowania z odczynnikami ztego samego zestawu
therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit.
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Odczynnikéw z zestawu therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit nie nalezy zastepowac
innymi odczynnikami oraz nie nalezy jednoczesnie uzywac¢ odczynnikéw pochodzgcych
zroznych serii zestawu therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit, poniewaz moze to
wplywaé na dziatanie testu.

Nie nalezy uzywaé sktadnikdw z przekroczong datg waznosci ani niewtasciwie

przechowywanych.

Aby zapewni¢ prawidtowy przebieg testu i analizy, podczas pracy nalezy zachowaé
ostroznos¢, szczegdlnie w celu wyeliminowania btedéw zwigzanych z wprowadzaniem
probek, btedéw ftadowania i btedéw pipetowania oraz podczas umieszczania probéwek

PCR w paskach w odpowiednich pozycjach rotora z 72 pozycjami.

Z probkami nalezy postepowaé w sposéb systematyczny w celu zapewnienia ich
identyfikowalnosci i aby byto mozliwe ich pdzniejsze rozpoznanie.

Zachowac szczegolng ostroznose, aby nie dopusci¢ do zanieczyszczenia DNaza, ktére
moze spowodowac rozktad matrycy DNA. Podczas wykonywania oznaczenia uzywaé
sprzetu laboratoryjnego (np. pipet, koncowek do pipet, fiolek reakcyjnych) wolnego od
nukleaz i nosi¢ rekawiczki.

Uwaga: Produkt moze by¢ uzywany wytgcznie przez doswiadczony personel
laboratoryjny przeszkolony w zakresie procedur laboratoryjnych oraz obstugi aparatu
Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM.
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Przechowywanie i sposob postepowania
z odczynnikami

Nalezy zwrdci¢ uwage na daty waznosci oraz informacje o warunkach przechowywania
wydrukowane na opakowaniu i etykietach wszystkich skfadnikéw. Nie nalezy uzywac

skfadnikow z przekroczong datg waznosci ani niewtasciwie przechowywanych.

Warunki podczas transportu

Zestaw therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit jest dostarczany na suchym lodzie i musi byé
zamrozony w chwili odbioru przesyiki. Jesli ktérykolwiek sktadnik zestawu therascreen
EGFR Plus RGQ PCR Kit nie jest zamrozony w chwili odbioru, opakowanie zewnetrzne
zostalo otwarte podczas transportu lub przesytka nie zawiera instrukcji uzycia lub
odczynnikéw, nalezy skontaktowaé sie zjednym z dziatéw serwisu technicznego firmy
QIAGEN lub lokalnym dystrybutorem (informacje znajdujg sie pod adresem

www.giagen.com).

Informacje na temat warunkéw podczas transportu zestawéw do izolacji DNA oraz
uzywanych z nimi odczynnikbw mozna znalez¢ w instrukcjach obstugi odpowiednich

zestawow.

Warunki przechowywania

Niezwtocznie po otrzymaniu zestawu therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit nalezy go
umiesci¢ w temperaturze od —30 do —15°C w zamrazarce o statej temperaturze i chroni¢

przed Swiattem.
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Uwaga: Wszystkie wyznakowane fluorescencyjnie sondy zawarte w mieszaninach
reakcyjnych sg wrazliwe na $wiattlo. Odczynniki mieszanin reakcyjnych nalezy chroni¢ przed
Swiatlem, aby nie dopusci¢ do fotowybielenia czgsteczek.

Nalezy unika¢ wielokrotnego zamrazania irozmrazania. Optymalnie odczynniki mogg

zosta¢ poddane maksymalnie czterem cyklom zamrazania-rozmrazania.

Informacje na temat przechowywania i postepowania z zestawami do izolacji DNA oraz
uzywanymi z nimi odczynnikami mozna znalez¢ w instrukcjach obstugi odpowiednich

zestawow.

Stabilnosé

Zestaw therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit zachowuje stabilno$¢ do podanej na etykiecie
daty waznosci, jesli jest przechowywany w okreslonych warunkach przechowywania.

Sktadnikéw zestawu nie nalezy niepotrzebnie zamrazaé oraz rozmrazac.

Po otwarciu odczynniki mozna przechowywa¢ wich oryginalnych opakowaniach
w temperaturze od —30 do —15°C do podanego daty waznosci widocznej na opakowaniu.
W przypadku odczynnikéw przechowywanych w chtodziarce (2—8°C) catkowity czas przed
rozpoczeciem reakcji liczony od przygotowania odczynnikéw do reakcji PCR nie powinien
przekracza¢ 24 godzin (czas ten obejmuje przygotowanie reakcji PCR oraz

przechowywanie).

Informacje na temat stabilnosci zestawdw do izolacji DNA oraz uzywanych z nimi

odczynnikdw mozna znalez¢ w instrukcjach obstugi odpowiednich zestawow.

Nalezy zwrdci¢ uwage na daty waznosci oraz informacje o warunkach przechowywania
wydrukowane na opakowaniu i etykietach wszystkich sktadnikow. Nie nalezy uzywaé
skfadnikow z przekroczong datg waznosci ani niewtasciwie przechowywanych.
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Przechowywanie i sposob postepowania
Z probkami

Materiat probki to ludzki genomowy DNA wyizolowany z tkanek nowotworowych FFPE lub
wolnokrazgcy pozakomorkowy DNA (circulating cell-free DNA, ccfDNA) wyizolowany
z probek osocza 2K-EDTA.

W celu zapewnienia odpowiedniej jakosci probek nalezy je transportowaé zgodnie ze

standardowymi metodami stosowanymi w patologii.
Uwaga: Wszystkie prébki nalezy traktowaé jako materiat potencjalnie zakazny.

Uwaga: Aby w sposob optymalny wykorzysta¢ odczynniki zestawu therascreen EGFR Plus
RGQ PCR Kit, nalezy testowa¢ probki wsadowo. Testowanie pojedynczych préobek
powoduje zuzycie wiekszej ilosci odczynnikdw i zmniejszenie liczby probek, ktére mogg

zosta¢ zbadane za pomoca jednego zestawu.

Probki FFPE

Prébki tkanki guza nie sg jednorodne, a dane uzyskane dla jednej probki tkanki guza moga
nie odpowiada¢ danym uzyskanym dla innych skrawkow tego samego guza. Probki tkanki
nowotworowej mogg zawierac rowniez tkanke nienowotworowg. Mutacje wykrywane przez
zestaw therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit nie powinny by¢ obecne w DNA

wyizolowanym z tkanek nienowotworowych.

W celu przygotowania prébek tkankowych do izolacji gDNA:

therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit — Instrukcja uzycia 03/2022 31



e Nalezy stosowa¢ standardowe procedury utrwalania w formalinie izatapiania
w parafinie. Szczegdtowe informacje zawiera instrukcja obstugi odpowiedniego zestawu
do izolagji.

® Przy uzyciu mikrotomu z bloczka parafinowego nalezy wycig¢ skrawki seryjne o grubosci
5 um, a nastepnie przenies¢ je na szkietka podstawowe. Poprosi¢ przeszkolong osobe
(np. patologa) o ocene skrawka wybarwionego hematoksyling i eozyna (H&E) pod katem
obecnosci tkanki nowotworowej. Do izolacji DNA nie nalezy uzywa¢ wybarwionych
skrawkow.

® Materiat poczatkowy do wykonania oczyszczania gDNA to skrawki tkanek FFPE
(najlepiej Swiezo wyciete).

® Wszystkie bloczki FFPE i szkietka nalezy przechowywa¢ w temperaturze pokojowej
(15-25°C). Szkietka podstawowe ze skrawkami tkanek FFPE mozna przechowywac

w temperaturze pokojowej przez maksymalnie 1 miesigc do wykonania izolacji DNA.

Probki osocza

Prébki osocza nalezy preparowac¢ zprobek krwi petnej 2K-EDTA, korzystajac ze
standardowych procedur laboratoryjnych. Szczegétowe informacje zawiera instrukcja

obstugi odpowiedniego zestawu do izolaciji.

Jesli Swieze osocze ma tego samego dnia zosta¢ wykorzystane do izolacji kwasow
nukleinowych, nalezy przechowywac je w temperaturze 2-8°C do momentu dalszego
przetwarzania. Probki osocza mogg byé przechowywane przez dluzszy czas
w temperaturze od —30 do —-15°C lub od —90 do —65°C. Aby unikngé¢ niepotrzebnego
zamrazania i rozmrazania prébek osocza, zalecane jest, aby przed przechowywaniem
podzieli¢ je na porcje. Wielokrotne zamrazanie irozmrazanie prowadzi do denaturaciji
i precypitacji biatek, co moze skutkowa¢ obnizeniem uzysku wolnokrgzacych kwaséw
nukleinowych.
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Prébki genomowego DNA i wolnokrgzgcego pozakomorkowego
DNA

Prébki genomowego DNA wyizolowanego ztkanek FFPE iprobki wolnokrgzgcego
pozakomérkowego DNA wyizolowanego zprobek osocza nalezy przechowywac
w temperaturze 2—8°C do 24 godzin (przechowywanie krétkoterminowe) lub w temperaturze
od —30 do —15°C (lub od —90 do —65°C) w przypadku przechowywania dtugoterminowego.
Prébek wyizolowanego gDNA lub ccfDNA nie nalezy niepotrzebnie zamrazaé oraz

rozmrazac¢. Zamrozonych eluatow nie mozna rozmrazaé wiecej niz trzy razy.
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Procedura

Protokét: 1zolacja i przygotowanie DNA

Czynnosci do wykonania przed rozpoczeciem procedury

o Upewnic¢ sie, ze operator zostat przeszkolony z obstugi aparatéw oraz sposobu uzywania
zestawow do izolacji wymaganych do przeprowadzenia izolacji DNA oraz przygotowania
probki. W razie potrzeby szkolenie w zakresie obstugi aparatow moze zostaé
przeprowadzone po wykonaniu instalacji (patrz cze$¢ ,Dane do zaméwienia”, strona
119).

® Aby uzyska¢ informacje na temat akcesoriw wymaganych do przeprowadzenia
procedury, nalezy zapozna¢ sie z czescig ,Materialy wymagane, ale niedostarczane”
w instrukcji obstugi odpowiedniego zestawu do izolacji:

® Zestaw QIAsymphony DSP DNA Mini Kit (nr kat. 937236) przeznaczony do
zautomatyzowanej preparacji gDNA (z probek tkanek FFPE)

o Zestaw QIAsymphony DSP Circulating DNA Kit (nr kat. 937556) przeznaczony do
zautomatyzowanej preparacji ccfDNA (z prébek osocza)

® Zestaw QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit (nr kat. 60404) przeznaczony do recznej
preparacji gDNA (z prébek tkanek FFPE)

e Zestaw QlAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit (nr kat. 61504) przeznaczony do

recznej preparacji ccfDNA (z prébek osocza)

Protokot: izolacja gDNA z probek tkanek FFPE

Dziatanie zestawu therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit zostato przetestowane wytgcznie
z odczynnikiem QIAGEN Deparaffinization Solution (nr kat. 19093 Ilub 939018)
przeznaczonym do odparafinowywania skrawkéw tkanek FFPE oraz ponizszymi zestawami
do izolacji DNA:
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e Zestaw QIAsymphony DSP DNA Mini Kit (nr kat. 937236) przeznaczony do

zautomatyzowanej izolacji

® Zestaw QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit (nr kat. 60404) przeznaczony do recznej

izolacji
Wazne informacje przed rozpoczeciem procedury

Maijg zastosowanie w przypadku protokotéw zautomatyzowanej i recznej izolac;ji:

® Upewni¢ sie, czy odczynniki do izolacji DNA nie sg przeterminowane oraz, czy byly

transportowane i przechowywane w odpowiednich warunkach.

e Nie nalezy uzywal skfadnikow z przekroczong datg waznosci ani niewlasciwie

przechowywanych.

® Podczas jednego protokotu izolacji mozna wypreparowa¢ materiat z od jednego do
czterech skrawkow tkanek FFPE o grubosci 10 um albo z od dwdch do o$miu skrawkow

tkanek o grubosci 5 ym.

e Tkanki FFPE nalezy odparafinowywa¢ wylgcznie przy uzyciu odczynnika
Deparaffinization Solution w sposdb zgodny z procedurg ,Protokdt wstepnego
przygotowania do uzycia z zestawem QIAsymphony DSP DNA Mini Kit” dostepng na
stronie 37 lub procedurg ,Protokét: Protokét wstepnego przygotowania do uzycia
z zestawem QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit” dostepng na stronie 41.

Uwaga: Odczynnik Deparaffinization Solution nie jest dostarczany razem z zestawami
do izolacji, dlatego nalezy go zaméwi¢ osobno (patrz czes¢ ,Dane do zamdwienia” na
stronie 119).

® Uzy¢ odczynnika RNase A w celu zminimalizowania zawartosci RNA (uwzgledniono
w procedurze ,Protokét: odparafinowanie skrawka tkanki FFPE przy uzyciu odczynnika
Deparaffinization Solution firmy QIAGEN” dostgpnej na stronie 37).

Uwaga: Odczynnik RNase A nie jest dostarczany razem z zestawami do izolacji, dlatego
nalezy go zamoéwic osobno (patrz czes¢ ,Dane do zamdwienia” na stronie 119).
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® Przed wykonaniem testu gPCR (patrz czes¢ ,Protokdt: oczyszczanie i normalizacja
gDNA” na stronie 46) lub na potrzeby przechowywania moze by¢ konieczne
rozciehczenie probek.

® DNA wyizolowany z prébek FFPE zazwyczaj ma nizszg mase czasteczkowg niz DNA
wyizolowany ze $wiezych lub mrozonych prébek. Stopien rozpadu tkanki jest zalezny od
typu i wieku tkanki oraz warunkow jej utrwalania.

® |Informacje na temat warunkéw przechowywania wyizolowanego DNA, patrz czesé
,Probki genomowego DNA i wolnokrgzgcego pozakomérkowego DNA” na stronie 33.

Protokét: zautomatyzowana izolacja gDNA z probek tkanek FFPE
przy uzyciu aparatu QIAsymphony SP

W przypadku korzystania z zestawu QIAsymphony DSP DNA Mini Kit (nr kat. 937236)
przeznaczonego do zautomatyzowanej izolacji, izolacje DNA nalezy wykonywaé¢ zgodnie
z instrukcjami zawartymi w instrukcji obstugi tego zestawu, uwzgledniajgc nastepujgce
kwestie:

e Tkanki FFPE nalezy odparafinowywa¢ wylgcznie przy wuzyciu odczynnika
Deparaffinization Solution w sposob zgodny z procedurg ,Protokdt wstepnego
przygotowania do uzycia z zestawem QIAsymphony DSP DNA Mini Kit" dostepng na
stronie 37.

Uwaga: Odczynnik Deparaffinization Solution nie jest dostarczany razem z zestawami
do izolacji, dlatego nalezy go zaméwi¢ osobno (patrz cze$¢ ,Dane do zamdwienia” na
stronie 119).

® W aparacie QIAsymphony SP wybraé protokét Tissue_LC_200_V7_DSP (aby uzyskac
wigcej informacji, nalezy zapozna¢ sie z kartg protokofu wykonywanego w aparacie
QIAsymphony SP — Tissue_LC_200_V7_DSP).

® Uzy¢ 50 pl objetosci elucji.

® Aby uzyskac¢ dodatkowe informacje dotyczgce obstugi aparatu QIAsymphony SP, nalezy
zapoznac sie z podrecznikiem uzytkownika dostarczonym z aparatem.

36 therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit — Instrukcja uzycia 03/2022



Protokét: reczna izolacja gDNA z probek tkanek FFPE

W przypadku korzystania z zestawu QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit (nr kat. 60404)
przeznaczonego do recznej izolacji, izolacje DNA nalezy wykonywac¢ zgodnie z instrukcjami

zawartymi w instrukcji obstugi tego zestawu, uwzgledniajgc nastepujgce kwestie:

e Tkanki FFPE nalezy odparafinowywa¢ wylgcznie przy wuzyciu odczynnika
Deparaffinization Solution w sposdb zgodny z procedurg ,Protokét: Protokét wstepnego
przygotowania do uzycia z zestawem QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit” dostepng na
stronie 41.

Uwaga: Odczynnik Deparaffinization Solution nie jest dostarczany razem z zestawami
do izolacji, dlatego nalezy go zaméwi¢ osobno (patrz czes¢ ,Dane do zamdwienia” na
stronie 119).

e Uzy¢ 50 pl objetosci eluciji.

Protokét: odparafinowanie skrawka tkanki FFPE przy uzyciu
odczynnika Deparaffinization Solution firmy QIAGEN

Protokot wstepnego przygotowania do uzycia z zestawem QIlAsymphony DSP
DNA Mini Kit

Niniejszy protokdt wstepnego przygotowania jest przeznaczony do uzycia z zestawem
QlAsymphony DSP DNA Mini Kit (do zautomatyzowanej izolacji) i zostat opracowany na
podstawie protokotu karty protokotu wykonywanego w aparacie QIAsymphony
SP — Tissue _LC 200 _V7_DSP (metoda 1: odparafinowanie przy uzyciu odczynnika

Deparaffinization Solution).
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Wazne informacje przed rozpoczeciem procedury

Doprowadzi¢ wszystkie bufory do temperatury pokojowej (15-25°C), a odczynnik

Deparaffinization Solution doprowadzi¢ do temperatury 20-25°C.

Czasteczki magnetyczne QIAsymphony mogg spowodowaé jednoczesne oczyszczenie
RNA i DNA, jesli oba kwasy nukleinowe sg obecne w prébce. W celu zminimalizowania
zawartosci RNA w prébce, na etapie wskazanym w ponizszym protokole wstepnego
przygotowania, nalezy doda¢ do probki odczynnik RNase A.

Odczynniki Deparaffinization Solution, RNase A i Buffer ATL nie sg dostarczane razem
z zestawem QIAsymphony DSP DNA Mini Kit, dlatego nalezy je zamowi¢ osobno (patrz

czes¢ ,Dane do zaméwienia” na stronie 119).

Czynnosci do wykonania przed rozpoczeciem procedury

® Rozgrza¢ termomikser lub inkubator z funkcjg wytrzasania do temperatury 56°C do
uzycia w kroku 7.

e Sprawdzi¢, czy w buforze ATL wytrgcit sie biaty precypitat. W razie potrzeby rozpusci¢
precypitat, postepujgc zgodnie z protokotem opisanym w karcie protokotu
wykonywanego w aparacie QIAsymphony SP — Tissue_LC_200_V7_DSP.

Procedura

Tylko w przypadku bloczkéw tkanek FFPE

1. Uzywajac skalpela, przycigé nadmiar parafiny z bloczka prébki. Wycigé¢ od jednego do
czterech skrawkoéw o grubosci 10 pm lub od dwoch do o$Smiu skrawkéw o grubosci
5 um.
Uwaga: Jesli powierzchnia prébki zostata narazona na powietrze, odrzuci¢

pierwsze 2—-3 skrawki.

2. Natychmiast umiesci¢ skrawki w proboéwce o pojemnosci 2 ml zgodnej z no$nikiem

probowek aparatu QIAsymphony SP (probdwki nie sg dostarczane; odpowiednie
probowki to np. probéwki Sarstedt, nr kat. 72.693).

3. Kontynuowac¢ od kroku 4 zawartego ponizej (,Dla wszystkich prébek”).
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Tylko dla skrawkow tkanek FFPE na szkietkach
1. Umiesci¢ po 1 kropli odczynnika Deparaffinization Solution na kazdym preparacie,
uzywajgc przeznaczonych do tego celu pipet do przygotowywania probek.

2. Zeskroba¢ caty materiat probki tkanki przy uzyciu jednorazowego jatowego skalpela.
Umiesci¢ zeskrobany materiat w probéwce o pojemnosci 2 ml zgodnej z nosnikiem
probowek aparatu QIAsymphony SP (probowki nie sg dostarczane; odpowiednie
probowki to np. probéwki Sarstedt, nr kat. 72.693).

3. Kontynuowac¢ od kroku 4 zawartego ponizej (,Dla wszystkich prébek”).

Dla wszystkich prébek

4. Doda¢ 200 pl buforu ATL na skrawki.

5. Dodac 20 pl proteinazy K.
Uwaga: Uzy¢ proteinazy K ze statywu na enzymy zestawu QIAsymphony DSP DNA
Mini Kit.

6. Doda¢ 160 pl lub 320 pl odczynnika Deparaffinization Solution (patrz Tabela 2)

i wymieszac poprzez wytrzgsanie.

Tabela 2. Wymagana objetos¢ odczynnika Deparaffinization Solution

Grubos¢ skrawka Liczba skrawkow Objetos¢ odczynnika
Deparaffinization Solution

5um 1-4 160 pl
5-8 320 pl
10pm 1-2 160 pl
3-4 320 pl

7. Umiesci¢ probowke w aparacie ThermoMixer lub inkubatorze z funkcjg wytrzgsania
i inkubowa¢ w temperaturze 56°C przez 1 godzine z wytrzgsaniem przy 1000 rpom do
momentu catkowitej lizy tkanki.
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10.
11.

12.

Uwaga: Czas trwania lizy rézni sie w zaleznosci od typu przetwarzanej tkanki.
W przypadku wiekszosci tkanek liza zajmuje 1 godzine. Jesli w ciggu 1 godziny nie
doszto do catkowitej lizy, na co wskazuje obecnosé nierozpuszczonego materiatu,
mozna wydtuzy¢ czas trwania lizy lub zebra¢ nierozpuszczony materiat poprzez

wirowanie. Mozliwe jest prowadzenie lizy przez noc; nie ma to wptywu na preparat.

. Inkubowa¢ w temperaturze 90°C przez 1 godzine.

Uwaga: Inkubacja w temperaturze 90°C w odczynniku Buffer ATL czes$ciowo odwraca
modyfikacje kwasow nukleinowych spowodowang przez formaldehyd. Dluzszy czas
inkubac;ji lub wyzsza temperatura inkubacji moze zwiekszy¢ stopien fragmentacji DNA.
W przypadku uzywania tylko jednego bloku grzewczego po zakonczeniu inkubacji
w temperaturze 56°C pozostawi¢ probke w temperaturze pokojowej, dopdki blok

grzewczy nie osiggnie temperatury 90°C.

. Aby zminimalizowaé¢ zawartos¢ RNA w probce, przed przejsciem do etapu 10 dodaé

2 yl odczynnika RNase A (100 mg/ml) do fazy dolnej iinkubowa¢ przez 2 minuty
w temperaturze pokojowej. Przed dodaniem odczynnika RNase A schtodzi¢ prébke do
temperatury pokojowe;.

Wirowac przy maksymalnej szybkosci przez 1 minute w temperaturze pokojowe;.
Ostroznie przenie$¢ probowki (zawierajgce obie fazy) do nosnika prébek aparatu
QIAsymphony SP.

Wykona¢ izolacje zgodnie z instrukcjami zawartymi w Instrukcji obstugi zestawu
QIAsymphony DSP DNA Mini Kit (uzy¢ 50 pl objetosci elucji).
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Protokot: Protokdt wstepnego przygotowania do uzycia z zestawem
QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit

Niniejszy protokdt wstepnego przygotowania jest przeznaczony do uzycia z zestawem

QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit (do recznej izolacji) i zostat opracowany na podstawie

dokumentu ,Protokét uzupetniajgcy firmy QIAGEN: oczyszczanie genomowego DNA

z prébek tkanek FFPE przy uzyciu zestawu QlAamp DNA FFPE Tissue Kit i odczynnika

Deparaffinization Solution”.

Wazne informacje przed rozpoczeciem procedury

Wszystkie etapy wirowania nalezy wykonywac¢ w temperaturze pokojowej (15-25°C).
Doprowadzi¢ wszystkie bufory do temperatury pokojowej; odczynnik Deparaffinization
Solution doprowadzi¢ do temperatury 20-25°C.

Odczynniki Deparaffinization Solution, RNase A i Buffer ATL nie sg dostarczane razem
z zestawem QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit, dlatego nalezy je zamoéwi¢ osobno

(patrz czes¢ ,Dane do zamoéwienia” na stronie 119).

Czynnosci do wykonania przed rozpoczeciem procedury

Rozgrza¢ termomikser lub podgrzewany inkubator z funkcjg wytrzgsania o ruchu
orbitalnym do temperatury 56°C do uzycia w krokach 6i 10. W przypadku braku
termomiksera lub podgrzewanego inkubatora z funkcjg wytrzgsania o ruchu orbitalnym
mozna uzy¢ bloku grzewczego lub tazni wodne;j.

Jesli w odczynniku Buffer AL lub Buffer ATL obecny jest precypitat, nalezy go rozpuscic,
postepujac zgodnie z protokotem opisanym w instrukcji zestawu QlAamp DSP DNA
FFPE Tissue Kit.

Odczynniki Buffer AW1 iBuffer AW2 nalezy przygotowa¢ zgodnie z instrukcjami
zawartymi w Instrukcji obstugi zestawu QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit.
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Procedura
Tylko w przypadku bloczkéw tkanek FFPE
1. Uzywajac skalpela, przyciga¢é nadmiar parafiny z bloczka prébki. Wycig¢ skrawki
o grubosci 5-10 ym.
Uwaga: Jesli powierzchnia probki zostata narazona na powietrze, odrzuci¢
pierwsze 2—-3 skrawki.

2. Natychmiast umiesci¢ skrawki w probowce mikrowiréwkowej o pojemnosci 1,5 ml lub
2 ml (probdéwki nie sg dostarczane).

3. Kontynuowac¢ od kroku 4 zawartego ponizej (,Dla wszystkich prébek”).

Tylko dla skrawkow tkanek FFPE na szkietkach
1. Umiesci¢ po 1 kropli odczynnika Deparaffinization Solution na kazdym preparacie,
uzywajgc przeznaczonych do tego celu pipet do przygotowywania probek.

2. Zeskroba¢ caly materiat probki tkanki przy uzyciu skalpela. Umiesci¢ zeskrobany
materiat w proboéwce mikrowirowkowej o pojemnosci 1,5 ml lub 2 ml (probéwki nie sg
dostarczane).

3. Kontynuowac¢ od kroku 4 zawartego ponizej (,Dla wszystkich prébek”).

Dla wszystkich probek

4. Doda¢ 160 pl lub 320 pl odczynnika Deparaffinization Solution (Tabela 3) i mocno
wytrzgsac przez 10 sekund.

Tabela 3. Wymagana objetos¢ odczynnika Deparaffinization Solution

Grubos¢ skrawka Liczba skrawkow Objetos¢ odczynnika
Deparaffinization Solution
5 um 14 160 pl
5.8 320 pl
10 yim 1-2 160 pl
34 320 pl
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10.

1.

12.

13.
14.

15.

. Kroétko odwirowac, aby zebra¢ prébke na dnie probowki.

. Inkubowaé¢ w temperaturze 56°C przez 3 minuty ipozostawi¢ do ostygniecia do

temperatury pokojowej (15-25°C).

. Doda¢ 180 ul odczynnika Buffer ATL, a nastepnie wymieszac poprzez wytrzgsanie.

. Wirowac¢ przez 1 minute przy 11 000 x g (10 000 rpm). Powstang dwie fazy (niebieska

i bezbarwna).

. Doda¢ 20 pl proteinazy K do dolnej, bezbarwnej fazy. Delikatnie wymieszaé, pipetujac

w goére i w dot.

Inkubowa¢ w temperaturze 56°C przez 1 godzine (lub do momentu catkowitej lizy
probki).

Inkubowaé w temperaturze 90°C przez 1 godzine.

Inkubacja w temperaturze 90°C w odczynniku Buffer ATL czesciowo odwraca
modyfikacje kwasow nukleinowych spowodowang przez formaldehyd. Diuzszy czas

inkubaciji lub wyzsza temperatura inkubacji moze zwiekszy¢ stopien fragmentacji DNA.

Uwaga: Jesli uzywany jest tylko jeden blok grzewczy, po zakonczeniu inkubaciji
w temperaturze 56°C (krok 10) pozostawi¢ probke w temperaturze pokojowej (15-25°C),
dopoki blok grzewczy nie osiggnie temperatury 90°C do uzycia w kroku 11.

Krotko odwirowaé probdwke o objetosci 1,5 ml w celu usuniecia kropli z wewnetrznej
strony wieczka.

Przenies¢ dolng, bezbarwng faze do nowej probdwki mikrowiréwkowej o objetosci 2 ml.
Doda¢ 2l odczynnika RNase A (100 mg/ml) iinkubowa¢ przez 2 minuty
w temperaturze pokojowe;.

Kontynuowac¢ od kroku 12 (dodawanie odczynnika Buffer AL) Instrukcji obstugi zestawu
QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit (uzy¢ 50 pl objetosci elucji).
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Protokdt: izolacja ccfDNA z prébek osocza

Dziatanie zestawu therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit zostato przetestowane

z nastepujgcymi zestawami do izolacji DNA:

Zestaw QIAsymphony DSP Circulating DNA Kit (nr kat. 937556) przeznaczony do

zautomatyzowanej izolacji ccfDNA (z probek osocza)

Zestaw QlAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit (nr kat. 61504) przeznaczony do
recznej izolacji ccfDNA (z probek osocza)

Wazne informacje przed rozpoczeciem procedury

Maja zastosowanie w przypadku protokotéw zautomatyzowanej i recznej izolac;ji:

Upewnic¢ sig, czy odczynniki do izolacji DNA nie sg przeterminowane oraz, czy byty

transportowane i przechowywane w odpowiednich warunkach.

Nie nalezy uzywac sktadnikdw z przekroczong datg waznosci ani niewtasciwie

przechowywanych.

Materiatem, od ktérego nalezy rozpoczg¢ proces oczyszczania ccfDNA, powinno by¢
osocze z probek krwi petnej 2K-EDTA. Prébki mogg by¢ swieze lub zamrozone (pod

warunkiem, ze nie byty zamrazane i rozmrazane wiecej niz raz).

Stezenie wolnokrgzagcych kwaséw nukleinowych w ptynach ustrojowych takich jak
osocze zazwyczaj jest niskie iznacznie rézni sie u poszczegdlnych oséb. Dlatego
wyizolowany z probek osocza ccfDNA nie jest oznaczany ilosciowo ani normalizowany

(rozcienczany), a jest uzywany bezposrednio w reakcji gPCR.

Informacje na temat warunkdw przechowywania wyizolowanego DNA zawiera czesé

,Probki genomowego DNA i wolnokrgzgcego pozakomadrkowego DNA” na stronie 33.
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Protokét: zautomatyzowana izolacja ccfDNA z prébek osocza przy
uzyciu aparatu QIAsymphony SP

W przypadku korzystania z zestawu QlAsymphony DSP Circulating DNA Kit (nr kat. 937556)
przeznaczonego do zautomatyzowanej izolacji, izolacije DNA nalezy wykonywac zgodnie
z instrukcjami zawartymi w instrukcji obstugi tego zestawu, uwzgledniajgc nastepujgce
kwestie:

e W aparacie QlAsymphony SP wybra¢ protokét circDNA_2000_DSP_V1 (aby uzyskac
wiecej informacji dotyczgcych tego protokotu, nalezy zapoznac sie z kartg protokofu
wykonywanego w aparacie QIAsymphony SP — circDNA_2000_DSP_V1).

° & Zalecana objetos¢ probki do protokotu circDNA_2000_DSP wynosi 2 ml. Zalecane
jest jednak, aby rozpoczaé procedure od 2,4 ml, aby nie dopusci¢ do jakiegokolwiek
niepowodzenia izolacji podczas wstepnego pipetowania, opisane w czesci
.Rozwigzywanie problemow” Instrukcji obstugi zestawu QIAsymphony DSP Circulating
DNA Kit. Jesli nie jest dostepna wystarczajgca objeto$é prébki, przed zatadowaniem
probki uzupetni¢ prébke do wymaganej objetosci, uzywajac jatowego buforu PBS.

e Uzy¢ 60 pl objetosci eluciji.

® Aby uzyskac¢ dodatkowe informacje dotyczgce obstugi aparatu QIAsymphony SP, nalezy

zapoznac sie z podrecznikiem uzytkownika dostarczonym z aparatem.

Protokot: reczna izolacja ccfDNA z probek osocza

W przypadku korzystania z zestawu QIAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit
(nr kat. 61504) przeznaczonego do recznego oczyszczania, izolacje DNA nalezy wykonywaé
zgodnie zinstrukcjami zawartymi w instrukcji obstugi tego zestawu, uwzgledniajgc

nastepujgce kwestie:

therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit — Instrukcja uzycia 03/2022 45



® Oczyszczanie wolnokrgzacych kwaséw nukleinowych nalezy wykonywaé z 2 ml osocza.

e Do wykonania tego protokotu wymagany jest kolektor prézniowy (np. QlAvac 24 Plus
z systemem QlAvac Connecting System) i pompa prézniowa umozliwiajgca wytworzenie
podcisnienia od —900 do —800 mbar (np. QIAGEN Vacuum Pump).

o Uzy¢ 60 pl objetosci elugiji.
Protokot: oczyszczanie i normalizacja gDNA

Czynnosci do wykonania przed rozpoczeciem procedury

W przypadku korzystania ze zautomatyzowanych procedur po zakonczeniu reakcji nalezy
sprawdzi¢ zawarto$é kolumny ,Validity of result” (Waznos$¢ wyniku) dla kazdej probki

widocznej w pliku wynikéw aparatu QlAsymphony SP:

e Status wazny: przejs¢ do oznaczania ilosciowego gDNA.

e Status nieokreslony: przetwarzanie probki jest zalezne od przyczyny wyswietlenia flagi
(szczegotowe informacije na temat mozliwych przyczyn wystgpienia flagi wskazujacej na
Jhieokreslony” status mozna znalez¢é w podreczniku uzytkownika aparatu
QIlAsymphony SP/AS).

e Status niewazny: probka zostata odrzucona. Nalezy ponownie wykonac izolacje.
Procedura

gDNA wyizolowany z prébek tkanek FFPE powinien zostaé oznaczony ilosciowo.

Jesli mierzone stezenie wynosi mniej niz 4 ng/ul, préobke nalezy ponownie wyizolowac,

uzywajgc w tym celu wiekszej liczby skrawkéw (mozna uzy¢ maksymalnie osmiu skrawkéw

o grubosci 5 um lub czterech skrawkoéw o grubosci 10 um).

Jesli mierzone stezenie wynosi wiecej niz 6 ng/ul, prébke nalezy rozcienczy¢ do 5 ng/ul,
uzywajgc w tym celu wody do rozcienczania probek dostarczanej z zestawem therascreen

EGFR Plus RGQ PCR Kit. Rozcienczanie nalezy wykonaé zgodnie ze wzorem:
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CixVi=Cf xVf

Gdzie:

Ci: wstepne stezenie wyizolowanego gDNA

Cf: kohcowe stezenie, do ktérego nalezy rozcienczy¢ probke = 5 ng/ul

Vf: koricowa objetosé wymagana do wykonania reakcji przy uzyciu zestawu therascreen
EGFR Plus RGQ PCR Kit (. 20 upl + dodatkowa objeto$s¢ uwzgledniajgca btad
pipetowania)

Vi: wstepna objetos¢ wyizolowanego gDNA przeznaczona do odpipetowania

i rozcienczenia przy uzyciu wody do rozcienczania probek dostarczanej z zestawem
therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit (objeto$¢ dodawanej wody = Vf — Vi)

Kazda reakcja PCR zostata zoptymalizowana do uzycia 25 ng rozcienczonego gDNA
zawartego w probce o koricowej objetosci wynoszgcej 5 pl. Kazda prébka jest testowana
przy uzyciu czterech mieszanin reakcyjnych genu EGFR, dlatego catkowita iloS¢ DNA

w testowanej probce powinna wynosi¢ 100 ng.

Uwaga: Nalezy upewnic¢ sie, ze do kalibracji aparatu, w ktérym wykonywane jest oznaczenie

ilosciowe, uzyto prawidtowego buforu do eluciji.

ccfDNA wyizolowanego z probek osocza nie nalezy oznaczac¢ ilosciowo. Kazda reakcja PCR
zostata zoptymalizowana do uzycia 5 pl czystego wyizolowanego ccfDNA. Kazda prébka
jest testowana przy uzyciu czterech mieszanin reakcyjnych genu EGFR, dlatego catkowita
objetosc¢ testowanej prébki powinna wynosi¢ 20 pl.
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Protokaét: okreslenie mutacji w genie EGFR za pomocg reakcji
gPCR wykonywanej w aparacie Rotor-Gene Q MDx 5Plex HRM

Wazne informacje przed rozpoczeciem procedury

Upewni¢ sie, ze operator zostat przeszkolony z obstugi aparatéw do wykonywania reakcji
gPCR. W razie potrzeby szkolenie w zakresie obstugi aparatbw moze =zostaé
przeprowadzone po wykonaniu instalacji (patrz cze$¢ ,Dane do zamodwienia”,
strona 119).

Przed rozpoczeciem uzywania zestawu nalezy doktadnie przeczytaé cze$é ,Srodki
ostroznosci” dostepnag na stronie 26 oraz zapoznac sie z instrukcjami dotyczgcymi uzycia
wszystkich sktadnikow zestawu.

Testy przy uzyciu zestawu therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit muszg by¢
wykonywane w aparacie Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM* z zainstalowanym
oprogramowaniem Rotor-Gene AssayManager w wersji 2.1 (lub nowszej) oraz
narzedziem Gamma plug-in w wersji 1.0.0 (lub nowszej) powigzanym z profilem
oznaczenia przeznaczonym do wykonywania testéw na probkach tkanek FFPE lub
prébkach osocza.

Przed rozpoczeciem protokotu zapoznac sie z obstugg aparatu Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRM, oprogramowania Rotor-Gene AssayManager oraz narzedzia Gamma plug-in.
Szczegdtowe informacje zawierajg podreczniki uzytkownika aparatu, oprogramowania
Rotor-Gene AssayManager oraz narzedzia Gamma plug-in.

Oprogramowanie Rotor-Gene AssayManager w wersji 2.1 zapewnia zautomatyzowang
interpretacje wynikéw reakcji PCR. Parametry wykonywania cykli sg zablokowane dla

reakciji.

* Upewnic sie, ze aparaty i sprzet zostaty sprawdzone i skalibrowane zgodnie z wytycznymi producenta.
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e Jesli oprogramowanie Rotor-Gene AssayManager w wersiji 2.1, narzedzie Gamma Plug-
in oraz profil oznaczenia majg zosta¢ uzyte po raz pierwszy, nalezy przejs¢ do czesci
.Zatgcznik A: Instalacja oprogramowania Rotor-Gene AssayManager v2.1 i narzedzia
Gamma Plug-in oraz importowanie profilu oznaczenia” na stronie 112, aby zapoznac sie
z instrukcjami dotyczgcymi instalacji. Jesli oprogramowanie Rotor-Gene AssayManager
v2.1, narzedzie Gamma Plug-in oraz profil oznaczenia zostaty zainstalowane
i zaimportowane na komputer uzytkownika, nalezy kontynuowac, postepujac wedtug
ponizszych instrukcji.

e W przypadku korzystania ze zautomatyzowanych procedur izolacji po zakonczeniu
reakcji nalezy sprawdzi¢ zawarto$é kolumny ,Validity of result” (Wazno$é wyniku) dla
kazdej probki widocznej w pliku wynikow aparatu QIAsymphony SP; patrz czesé
,Protokot: oczyszczanie i normalizacja gDNA” na stronie 46.

e Jesli uzywany jest gDNA wyizolowany z tkanki FFPE, probke nalezy oznaczy¢ ilosciowo
i rozcienczy¢ do stezenia 5 ng/pl; patrz czes¢ ,Protokét: oczyszczanie i normalizacja
gDNA” na stronie 46.

o Jesli uzywany jest ccfDNA wyizolowany z osocza, prébek nie nalezy rozcienczac.
Przygotowanie reakcji gPCR

Korzystajac z zestawu therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit, zalecane jest, aby podczas
jednego eksperymentu testowaé szes¢ probek DNA w celu optymalnego zuzycia kontroli
i mieszanin reakcyjnych. Podczas jednego eksperymentu mozna jednak przetestowaé do
16 probek.
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Czynnosci do wykonania przed rozpoczeciem procedury

Schtodzi¢ blok Loading Block (na 72 probdwki o pojemnosci 0,1 ml) w chtodziarce
(2-8°C).
Przed kazdym uzyciem rozmrozi¢ wszystkie wymagane sktadniki.

Uwaga: Aby nie dopusci¢ do rozktadu materiatu, etap rozmrazania w temperaturze
pokojowej nie powinien trwac dtuzej niz 1 godzine. Jesli wymagane jest dluzsze rozmrazanie,
sktadniki nalezy na maksymalnie 8 godzin umiesci¢ w temperaturze 2-8°C.

Wyczysci¢ obszar roboczy przeznaczony do przygotowywania mieszaniny do reakcji

PCR, aby zmninimalizowa¢ ryzyko zanieczyszczenia matryca lub nukleazami.

Wytrzgsa¢ probowki z kontrolami, mieszaninami starterow i sond oraz mieszaning
Master Mix do reakcji PCR (3-5 sekund), a nastepnie krotko je odwirowaé przed

uzyciem.

Procedura

1. Przygotowac cztery mieszaniny reakcyjne do reakcji PCR w probowkach o pojemnosci

1,5 ml lub 2 ml (proboéwki nie sg dostarczane) tzn. wymiesza¢ kazdg mieszanine
starteréw i sond (T790M & L861Q Mix, Insertions & G719X Mix, L858R & C797S Mix
oraz Deletions & S768| Mix) z mieszaning Master Mix do reakcji PCR; nalezy
przygotowac ilos¢ odpowiadajgcg liczbie testowanych préobek.

Objetosci sktadnikow poszczegolnych zestawdéw wymagane do przygotowania
mieszanin reakcyjnych zawiera Tabela 4. Pod dodaniu 5 pl prébki DNA lub matrycy
kontroli reakcji koncowa objetos¢ probki wymagana do wykonania reakcji PCR wynosi
25 pl. Uwzgledniono nadwyzke objeto$ci w celu kompensacji réznic wynikajgcych
z pipetowania oraz umozliwienia przygotowania mieszaniny reakcyjnej wiloSci
wystarczajgcej do wykonania testéw planowanej liczby prébek i kontroli, np. szesciu

prébek i dwéch kontroli.
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Tabela 4. Przygotowanie mieszanin reakcyjnych

Skladnik 1 reakcja (pl) 8 + 1 reakcji (ul)*

Mieszanina starteréow i sond dla 7,5 67,5
genu EGFR

Mieszanina Master Mix do 12,5 112,5
reakcji PCR

Catkowita objeto$¢ mieszaniny 20 180
reakcyjnej

Dozowanie mieszaniny 20 pl na probowke
reakcyjnej

Dozowanie prébki badanej 5 pl na probéwke

Catkowita objetos¢ na 25 ul
reakcje

* Uwzgledniono nadwyzke objetosci reakcji w celu kompensac;ji btedéw pipetowania. Nadwyzka to jeden
dodatkowy dotek przypadajgcy na maksymalnie 10 dotkéw albo dwa dodatkowe dotki przypadajace na
maksymalnie 20 dotkdw.

2. Aby nie dopusci¢ do degradacji materiatu, wszystkie sktadniki zestawu therascreen
EGFR Plus RGQ PCR Kit nalezy z powrotem umiesci¢ w zamrazarce.

3. Wytrzgsaé mieszaniny reakcyjne przez 3-5 sekund, a nastepnie krétko odwirowad.

4. Umiesci¢ probowki PCR wpaskach na chiodzonym bloku Loading Block
(na 72 probéwki o pojemnosci 0,1 ml), a nastepnie przenies¢ po 20 pyl mieszanin
reakcyjnych genu EGFR do kazdej probéwki paska z probéwkami, postepujgc zgodnie

ze schematem bloku tadowania przedstawionym na Ryc. 6.

Uwaga: Zalecane jest, aby dozowa¢ 20 pl mieszaniny reakcyjnej, stosujgc odwrotne
pipetowanie.
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Ryc. 6. Schemat bloku fadowania na potrzeby eksperymentu przy uzyciu zestawu
therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit; testowanie szesciu probek. Pozycie 1-32 sa
nastepujgce. PC: kontrola pozytywna genu EGFR; NTC: kontrola bez matrycy (woda); Prébka
1 (sample 1, S1)-prébka 6 (sample 6, S6): prébki DNA. Mieszaniny reakcyjne: EGFR T790M
& L861Q Mix, EGFR Insertions & G719X Mix, EGFR L858R & C797S Mix, EGFR Deletions
& S768| Mix. Wszystkie pozostate pozycje oznaczone znakiem © to puste dotki.

Uwaga: Prébki DNA wyizolowanego z tkanek FFPE oraz osocza mozna przetwarzac
w ramach tego samego eksperymentu. W tym celu nalezy uruchomi¢ oba profile
oznaczenia, zaréwno dla probek FFPE jak i probek osocza, w ramach tego samego
eksperymentu i zastosowac¢ okreslony uklad plytki. Szczegdtowe informacje zawiera
czes¢ Zatgcznik B: Korzystanie z profilu oznaczenia dla préobek FFPE oraz profilu
oznaczenia dla prébek osocza w ramach jednego eksperymentu (na stronie 116).

. Doda¢ po 5 ul wody do stosowania jako NTC do odpowiednich probéwek NTC (Ryc. 6),

aby otrzymac catkowitg objeto$¢ wynoszgcg 25 ul. Delikatnie wymieszaé, pipetujac
w gore i w dot. Zamkna¢ wszystkie probdwki z NTC.
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6.

Wytrzgsac i krotko odwirowac prébki DNA oraz kontrole pozytywng genu EGFR
(positive control, PC). Nastepnie doda¢ po 5 ul probki lub matrycy PC do odpowiednich
probowek (Ryc. 6), aby otrzymac catkowita objetoS¢ wynoszgca 25 pl. Delikatnie

wymieszac, pipetujgc w goére i w dot.

. Zamkng¢ wszystkie probowki isprawdzi¢, czy na dnie probdéwek nie wystepujg

pecherzyki powietrza.

Uwaga: Aby nie dopusci¢ do zanieczyszczenia, przed kazdym dodaniem matrycy

nalezy zmieni¢ koncéwke.

Protokét: Przygotowanie aparatu Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM

8.

10.

Umiescic rotor z 72 pozycjami w uchwycie na rotor dotgczonym do aparatu Rotor-Gene
Q MDx 5plex HRM.

. Umiesci¢ probéwki w paskach w przypisanych im pozycjach w rotorze, zaczynajac od

pozycji nr 1 zaznaczonej na Ryc. 7.

Uwaga: Nalezy upewni¢ sie, ze pierwsza probéwka zostata umieszczona w pozyciji 1,
a proboéwki w paskach zostaty umieszczone w prawidiowej orientacji i prawidtowych

pozycjach, jak przedstawiono na rycinie.

We wszystkich wolnych pozycjach nalezy umiesci¢ puste zamkniete probdéwki

w paskach.

Uwaga: Zalecane jest, aby cztery kontrole pozytywne zostaty umieszczone
w pozycjach od 1 do 4, natomiast cztery kontrole bez matrycy zostaty umieszczone
w pozycjach od 5do 8, poniewaz zautomatyzowana analiza zostata ustawiona
w profilach oznaczenia na podstawie tego uktadu. W przypadku zastosowania innego

ukfadu zostang uzyskane nieprawidtowe lub niewazne wyniki.
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Pozycjanr1 —

Ryc. 7. Konfiguracja rotora na potrzeby eksperymentu przy uzyciu zestawu therascreen
EGFR Plus RGQ PCR Kit. Od pozyciji nr 1; PC: kontrola pozytywna genu EGFR; NTC: kontrola bez
matrycy (woda); PPM 1: EGFR T790M & L861Q Mix; PPM 2: EGFR Insertions & G719X Mix;
PPM 3: EGFR L858R & C797S Mix; PPM 4: EGFR Deletions & S768| Mix; Prébka 1-prébka 6:
probki DNA. Uwaga: We wszystkich pozostatych pozycjach © nalezy umie$ci¢ puste probowki.

11. Zamocowac pierscien blokujacy.
12. Zatadowac rotor z pierscieniem blokujacym do aparatu Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM.

Zamkng¢ pokrywe aparatu.

Tworzenie listy zadan i uruchamianie reakcji gPCR

Uwaga: Liste zadan mozna utworzy¢ i zapisa¢ przed przygotowaniem probek lub podczas

konfiguracji eksperymentu w aparacie, zgodnie z opisem w niniejszej instrukcji obstugi.

13. Wigczy¢ aparat Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM.

14. Uruchomi¢ oprogramowanie Rotor-Gene AssayManager v2.1.
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15. Zalogowac sie jako uzytkownik o roli Operator w trybie zamknietym. Klikng¢ przycisk

OK. Zostanie wyswietlone nastepujgce okno.

Available work lists | Manage or apply work lists

#samo | Assay profles Roto trpe Volume  Authr Creation date Ackons Aoey

Reresh st

¥ Automatically generated work lists

[Cre— & #namp | Avsay profies | Roter rpe Vohume [ Avaihor Creston date Ratioms =

[7]

Refrasn st

a T o ) sl
— =T S

- e —— Connocted

Ryc. 8. Rotor-Gene AssayManager v2.1. 1 = karta Setup (Ustawienia); na tej karcie mozliwe jest

zarzgdzanie listami zadan lub zastosowanie list zadan. 2 = karta Approval (Zatwierdzanie); na tej
karcie mozliwe jest wyszukiwanie poprzednich eksperymentéw. 3 = karta Archive (Archiwum); na
tej karcie mozliwe jest wyszukiwanie poprzednio zatwierdzonych eksperymentéw. 4 = karta Service
(Konserwacja); na tej karcie wyswietlany jest raport dotyczacy $ciezki audytu kazdego pliku
wygenerowanego przez oprogramowanie. 5= karta Configuration (Konfiguracja); na tej karcie
mozliwe jest skonfigurowanie wszystkich parametréw oprogramowania. 6 = ikona aparatu Rotor-
Gene Q (RGQ); stuzy do powiadamiania uzytkownika czy dany cykler jest podtgczony. Do jednego
komputera mozna podigczy¢ maksymalnie cztery aparaty RGQ. 7 = nowa rgczna lista robocza.

16. Przed uruchomieniem reakcji sprawdzi¢ czy aparat RGQ jest poprawnie wykrywany
przez oprogramowanie. Wiecej informacji zawiera cze$é ,Srodowisko Cycler (Cykler)”
w Podreczniku uzytkownika aplikacji podstawowej Rotor-Gene AssayManager v2.1
Core Application.
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17. Klikng¢ opcje New manual work list (Nowa reczna lista robocza) widoczng
w menedzerze (Srodowisko ,Setup” (Ustawienia)) (Ryc. 8).
18. Wybra¢ odpowiedni profil oznaczenia genu EGFR z listy dostepnych profili oznaczen:

O W przypadku badania prébek gDNA z tkanek FFPE — therascreen_ EGFR_Plus_FFPE
O W przypadku badania probek ccfDNA z osocza — therascreen_ EGFR_Plus_Plasma

Pt = TR -

@ Closed Mode hauve -4

Ryc. 9. Wybieranie profilu oznaczenia. 1 = dostepne profile oznaczen; 2 = przeniesienie profilu
oznaczenia na liste roboczg

Uwaga: W ramach jednego eksperymentu mozna jednoczesnie korzystac¢ z obu profili
oznaczen, zaréwno dla prébek FFPE jak i prébek osocza. Szczegdtowe informacje
zawiera czes$¢ Zatgcznik B: Korzystanie z profilu oznaczenia dla prébek FFPE oraz
profilu oznaczenia dla prébek osocza w ramach jednego eksperymentu na stronie 116.

19. Klikngé opcje Move (Przenies), aby przenies¢ wybrany profil oznaczenia na liste
Selected assay profiles (Wybrane profile oznaczen).
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20. Wpisac liczbe probek w odpowiednie pole.

Short name Version Req. Pos. #samples  New strip tube

f

2]

Ryc. 10. Tworzenie listy roboczej: definiowanie szczegé6téw oznaczenia. 3 = liczba prébek.

therascreen EGFR Plus FFPE FFPE 1.00 8

Uwaga: Liczba prébek nie jest tozsama zliczbg probéwek oraz nie jest w nigj
uwzgledniana liczba kontroli.

21. Wybra¢ karte ,Kit information” (Informacje o zestawie). Wprowadzi¢ nastepujace
informacje o zestawie do detekcji mutacji genu EGFR; informacje te sg nadrukowane
na etykiecie opakowania zestawu therascreen EGFR Plus RGQ PCR kit:

O Numer materiatu: 1114551
O Wazna data waznosci
O Numer serii

Create work list | Edit Kit information

I Assays | Kit information Messages
therascreen_EGFR_Plus_FFPE E:::’:"‘ '°l"“"°;' :r";*‘: st
etther by scanning the kit barcode of
| by manual input. (470035)
| O Use kiver code There is no valid kit expiration date
Samples | (@ Enter kit information manually ‘ provided in the work list. (470034)
There is no material number
Kit information
Properties

provided in the work list. (470043)

Material number

| Kit bar code.
4
Kit expiry date
5 —_— L -— 6
Lot number r

Ryc. 11. Tworzenie listy zadan: edycja informacji o zestawie. 4 = kod kreskowy zestawu; ta
karta zawiera kod kreskowy zestawu (po wprowadzeniu kodu kreskowego pozostate pola zostang
uzupetnione automatycznie). 5 = numer materiatu. 6 = data waznosci zestawu. 7 = nr serii. Te
informacje znajdujg sie na opakowaniu zestawu.
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22.

23.

Uwaga: Wszystkie pola muszg zosta¢ uzupetnione; po prawidtowym wprowadzeniu
informaciji pole zmienia kolor na niebieski.

Wybra¢ karte ,Samples” (Probki). Zostanie wyswietlona lista zawierajgca szczegoty

dotyczace probek. Lista przedstawia oczekiwany ukfad rotora.

Na liste wpisa¢ numery identyfikacyjne probek oraz wszelkie opcjonalne informacje

o probkach jako komentarz do kazdej prébki.

Create work list | Edit samples

Assays Sample details
Pos. Style | Sample ID Status | Sample type Targets Assay Sampie comment a
Kit information 1| W ===" Positive Control PC T790M, LEB1Q, ... FFPE 7
2 Insertions, GT18X,
1= L8SER G787,
rt Deletions, S763....
i B e NTC NTG TT90M, LB61Q, FFPE b
Properties G Insertions, GT18X....
ki L8SBR, C767S,
8 Deietions, S768,...
o Y Sample 1| i Test T790M, L361Q... FFPE
" Insertions, GT19X.... 9
1 LESER, CT975, ...
12 Deletions, 5768
13| | —" Sample 2 b Test T790M, LE61Q... FFPE 3
i 2 Insertions, GT18X....
15 - LESER, CT975..
18 Deletions, S768....
17 W — Sample 3 b Test TT90M, LE61Q,... FFPE A
1 Insertions, G719X,.
| LBSER, 7975,
£ Deletions, 57641,
21 @ — ssmpled | b Test T790M, LBG1Q, . FFPE bR

Ryc. 12. Wprowadzanie informacji o probkach. 8 = identyfikator prébki. 9 = komentarze do
probki (opcjonalne).
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24. Wybra¢ karte Properties (Wtasciwosci) i wprowadzi¢ nazwe listy zadan (uzytkownik
moze wprowadzi¢ nazwe dowolnej prawidtowej listy).

Create work list | Edit properties

Assays Properties

Work list name
- -

8 Delraynrnram

12 11

Created

Last modified

Last applied

External order ID

Ryc. 13. Properties (Wtasciwosci). 10 = nazwa listy zadan. 11 = nalezy zaznaczy¢ pole ,work list
is complete” (ukonczono tworzenie listy zadan). 12 = nalezy usung¢ zaznaczenie pola ,is editable”
(dostepna do edycji).

Uwaga: Zaznaczenie pola ,is editable” (dostepna do edycji) (Ryc. 13) definiuje, czy lista
zadan jest nadal dostepna do edycji. Jesli lista zadan moze zostaé uzyta i nie bedzie
zmieniana w przysztosci, nalezy usung¢ zaznaczenie tego pola wyboru.

Uwaga: Lista zadan moze zosta¢ wykorzystana bezposrednio po utworzeniu lub mozna
ja zapisac¢ i wykorzystac¢ w przysztosci.

25. Zaznaczy¢ pole wyboru worklist is complete (can be applied) (ukoriczono tworzenie
listy zadan (mozna jg zastosowac)).

26. Zapisac liste zadan.
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27.

28.
20.

30.

31.

Opcjonalnie: Liste zadarh mozna wydrukowac, gdyz moze ona utatwi¢ przygotowanie
i konfiguracje reakcji gqPCR. Aby wydrukowac liste zadan, nalezy nacisng¢ przycisk
Print work list (Drukuj liste zadan). Szczegdty dotyczgce prébek stanowig czesé tej
listy zadan.

Wybra¢ odpowiednig liste zadan z menedzera list zadan iklikngé opcje Apply
(Zastosuj). Opcje Apply (Zastosuj) mozna réwniez klikng¢, gdy lista zadan jest nadal
otwarta.

Wprowadzi¢ nazwe eksperymentu w polu Experiment name (Nazwa eksperymentu).
Na liscie Cycler selection (Wybor cyklera) wybra¢ cykler, ktéry ma zostac¢ uzyty.
Uwaga: Nalezy korzysta¢ z aparatu Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM*.

Upewni¢ sig, ze pierscien blokujgcy jest prawidlowo zamocowany, i zaznaczy¢ pole
Ring Attached (Pierscien blokujgcy zamocowany).

Klikng¢ przycisk Start run (Rozpocznij reakcje). Rozpocznie sie reakcja qPCR
(Ryc. 14).

* Jesli ma to zastosowanie, w niektérych krajach moze by¢ uzywany aparat Rotor-Gene Q 5plex HRM
wyprodukowany w maju 2011 roku lub pézniej. Date produkcji mozna odczyta¢ z numeru seryjnego, ktéry znajduje
sie na tylnej czes$ci aparatu. Numer seryjny ma format ,mmrrnnn”, gdzie ,mm” oznacza miesiac produkgcji (cyfry),
LIr” oznacza dwie ostatnie cyfry roku produkgji, a ,nnn” oznacza unikalny identyfikator aparatu.
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Apply work list "20180830_RunName1”

Cycler selection

Posiion Mame Mext verification Cycler status  Select  Ringaatt

20180830_Runhame 1 @Eus RD13030 - Loaded @
T Defaull name | Crested -
. 30/082018 16 15 - rotorgene w
13 —_—— =E
300822018 1615 - roforgene
Roter type Appled Cycler details I T
T2-Well Rotor -
e r————
s Do ey | 14 15
52 25 e ]

Name Samples Kit
FFPE 3 (@]

View sample detads. . |

Ryc. 14. Uruchamianie reakcji. 13 = wprowadzi¢ nazwe eksperymentu. 14 = wybrac cykler.
15 = potwierdzi¢ zamocowanie pierscienia blokujgcego. 16 = klikngé przycisk Start run
(Rozpocznij reakcje) w celu uruchomienia reakc;ji.

Udostepnianie i tworzenie raportéw z wynikoéw reakcji gPCR

Opis ogodlnych funkcji srodowiska Approval (Zatwierdzanie) jest dostepny w Podreczniku

uzytkownika narzedzia Rotor-Gene AssayManager v2.1 Gamma Plug-in.

Po zakonczeniu reakcji iudostepnieniu cyklera eksperyment zostanie zapisany
w wewnetrznej bazie danych. Analiza danych uzyskanych w toku akwizycji jest wykonywana
automatycznie w zaleznosci od narzedzia odpowiadajgcego profilowi oznaczenia oraz

zgodnie z regutami i wartosciami parametrow, jakie definiuje profil oznaczenia.

32. Po zakonczeniu reakgji klikng¢ przycisk Finish run (Zakoncz reakcje)(Ryc 15).

Uwaga: Do momentu zakonczenia tego kroku eksperyment nie jest zapisany

w wewnetrznej bazie danych.
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33. Udostepni¢ i zatwierdzi¢ wyniki reakgji.
O W przypadku uzytkownikéw posiadajgcych role Approver (Osoba zatwierdzajgca):
klikng¢ opcje Release and go to approval (Udostepnij i przejdz do zatwierdzania).
O W przypadku uzytkownikow posiadajgcych role Operator: klikngé opcje Release
(Udostepnij).

& Hotor-Gene AssayManager Lo

Name.
RO124035

Exprreest nar
180014_JAFFA_Demo_Rundt

Ervers during v

Ryc. 15. Zakanczanie reakcji. Przyciski: Zakoncz reakcje (1) i Udostepnij (2)

34. Udostepni¢ wyniki.
O Kiikniecie opcji Release and go to approval (Udostepnij i przejdz do zatwierdzania)
spowoduje wyswietlenie wynikow eksperymentu w srodowisku Approval (Zatwierdzanie).
O Jesli opcja Release (Udostepnij) zostanie kliknieta przez uzytkownika o roli User
(Uzytkownik), uzytkownik o roli Approver (Osoba zatwierdzajgca) bedzie musiat
zalogowac sie do oprogramowania i wybra¢ srodowisko Approval (Zatwierdzanie).
35. Odfiltrowac¢ liste wg oznaczen, ktére oczekujg na zatwierdzenie, wybierajgc opcje
filtrowania i klikajgc opcje Apply (Zastosuj). Aby wybra¢ zgdane oznaczenie z listy
odfiltrowanych oznaczen, nalezy zaznaczy¢ pole wyboru obok tego oznaczenia,
a nastepnie klikng¢ opcje Start Approval (Rozpocznij zatwierdzanie).

36. Za pomocg przyciskow opcji (Ryc. 16) zatwierdzi¢ lub odrzuci¢ probki.
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Uwaga: Prébki mogg zostaé odrzucone w przypadku btedu operatora lub wystgpienia
nietypowych krzywych (artefakty).

37. Przejrze¢ wyniki, a nastepnie klikng¢ przycisk ,Release/Report data” (Udostepnij

dane/utworz raport z danych).

& Rotor-Gene AasayManager =8 =

[ Fage ¥ |
4,31 LESER Murasin Deteeis g ocooll
L o Mt E
s
i}
7|3 m— s Test EGPT Mhston Detecizd | Deietons_2 4 53 Celoions Mtation Detected E 0o
it
M1
= |

| oL e G = === oo
| =
n |
I e e =y Fp—— 00
K
= Shaw I Assay M

Ryc. 16. Przegladanie i udostepnianie danych. Przejrze¢ i zaakceptowac (i) lub odrzuci¢ (0)
wyniki uzyskane dla poszczegdlnych probek: kolor pola zmieni sie z zéttego na np. zielony,

w przypadku zaakceptowania wyniku (3, 4). Nastepnie klikng¢ opcje ,Release / report data”
(Udostepnij dane /utwoérz raport z danych) (5).

38. Wprowadzi¢ hasto (jesli jest wymagane) i klikng¢ przycisk OK. Raport zostanie
wygenerowany w formacie Adobe Portable Document Format (.pdf)
i automatycznie zostanie przeniesiony do wstepnie zdefiniowanego folderu w celu
przechowywania. Domys$lna $ciezka folderu to C:\Documents and
settings\Public\Documents\QIAGEN\Rotor-Gene
AssayManager\Export\Reports.

Uwaga: Sciezke folderu lub folder mozna zmieni¢ w $rodowisku Configuration
(Konfiguracja).

Uwaga: W tym samym czasie automatycznie zostanie utworzony plik LIMS, ktory
bedzie przechowywany we wstepnie zdefiniowanym folderze. Domys$ina $ciezka
folderu to C:\Documents and settings\Public\Documents\QIAGEN\Rotor-Gene
AssayManager\Export\LIMS
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39. Zamkng¢ plik pdf i powrdci¢ do oprogramowania Rotor-Gene AssayManager. Dla
wszystkich monitéw klikng¢ przycisk OK.

Release / report data
=] t &

The release was performed successfully. The assay has been fully released. The tab

(2270169) will be closed. The assay can now be
The LIMS output was saved. (2270171) accessed in the Archive environment.
The report (880014)
*180914_JAFFA_Demo_Run01_therascreen

_EGFR_FFPE.pdfl’ was stored in the folder

‘C:\Users\Public\Documents\QIAGEN'Rotor
Gene AssayManager\Export\Reports’.
270N

8 | 9

L\ — J

Ryc. 17. Udostepnianie danych / tworzenie raportu z danych. Wprowadzi¢ hasto (6) i klikng¢
przycisk OK (7). Nastapi wygenerowanie i otwarcie raportu w formacie PDF; zamkna¢ raport

w formacie PDF: automatycznie zostanie wygenerowany plik LIMS i pojawi sie o$wiadczenie

o udostepnieniu; klikngé¢ przycisk OK (8). Wszystkie informacje dotyczace oznaczenia zostaty
udostepnione; aby przej$¢ do srodowiska Archive (Archiwizacja), nalezy klikng¢ przycisk OK (9).

40. Przejs¢ do karty ,Archive” (Archiwizacja), aby wyeksportowa¢ plik .rex odpowiadajgcy
danym surowym. Odszukac eksperyment, korzystajac z opciji filtrowania, a nastepnie
klikng¢ przycisk ,Show assays” (Pokaz oznaczenia) (Ryc. 18).

Z RotorGene AssayManager o|@ 2
Fie Hep

Filter options. Assay selection

) Expaciment A Jhsay # sampiesOperator Run gate st

stataate End ame
10 — [ [weaw @ ||| ‘m,.r,a,p,-_rmurmm therascreen EGFR Plus FFFE 4 rotorgene rotorgene. WOO2016 105208 | o
] se advanced fter options T

] i
(v
6 ciosedmoce

Ryc. 18. Wybor eksperymentu w srodowisku Archive (Archiwizacja). Na przyktad wybra¢
filtrowanie wg daty (10) i zastosowac filtr (11). Wybraé eksperyment (12) i klikng¢ przycisk ,Show
assays” (Pokaz oznaczenia) (13).
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41. Klikngé opcje Export .rex file (Eksportuj plik .rex), a nastepnie klikng¢ przycisk OK, aby
zapisac plik.
Uwaga: Mozna wybraé lokalizacje, w ktorej zostanie zapisany plik .rex (Sciezka
domysina to C:\Documents and settings\Public\Documents\QIAGEN\Rotor-Gene
AssayManager\Export\ExperimentsforClosedMode). Te $ciezke ifolder mozna
zmieni¢ na karcie ,Specify the .rex file export destination” (Okres| lokalizacje eksportu

pliku .rex).

£ Rotor-Gene AssayManager
Fie Hep

180914_JAFFA_Demo._..
therscreen FGHR s HHE

¥ Plots and information
|
Processeadun | Expiment | womist | ssssy | svstvm

Experiment name Resction volume Rotor type. Run comment Messages
180914_JAFFA_Demo_Run01 ET] 72:Wel Roor

Run stant Runon SW varsion  Cyeler serial
140002018 1052 14082018 1249 2107 0312188

Run opeator Run reteased by

v Results

Results - test samples

i Pos. [ swe smpei0  Type Overat sampieresit | Qupst " @ vale et taget resut
¢ B 0— v Test EGFR Mutaion Detected | LBSER_AGt g g 131] LaSBR Mtation Detectes
(]

W
3

R == ™ o Mion Dercied

Ryc. 19. Eksportowanie pliku .rex poprzez kliknigcie przycisku ,,Export” (Eksportuj) (14).

Uwaga: W celu uzyskania pomocy ze strony dziatu pomocy technicznej firmy QIAGEN
podczas rozwigzywania problemow przez uzytkownika wymagany jest pakiet wsparcia
z reakcji. Pakiety wsparcia mozna wygenerowac¢ z poziomu $rodowiska Approval
(Zatwierdzanie) lub Archive (Archiwizacja). Aby uzyskac wiecej informacji, nalezy
zapozna¢ sie z czescig ,Tworzenie pakietu wsparcia” w Podreczniku uzytkownika
aplikacji podstawowej Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core Application.
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42.

Oprocz pakietu wsparcia, moze by¢ réwniez przydatna Sciezka audytu z +1 dnia od
wystgpienia incydentu. Sciezke audytu mozna uzyskaé z poziomu $rodowiska Service
(Konserwacja). Aby uzyska¢ wiecej informaciji, nalezy zapozna¢ sie z Podrecznikiem
uzytkownika aplikacji podstawowej Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core Application.

Rozladowa¢ aparat Rotor-Gene Q MDx 5Plex HRM i usungé¢ probéwki w paskach

zgodnie z lokalnymi przepisami dotyczgcymi bezpieczenstwa.
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Interpretacja wynikéw (w stosownych
przypadkach)

Analiza wynikéw kontroli i prébek uzyskanych przy uzyciu zestawu therascreen EGFR Plus
RGQ PCR Kit jest wykonywana automatycznie przez oprogramowanie Rotor-Gene
AssayManager v2.1 powigzane z narzedziem Gamma Plug-in v1.0 i profilami oznaczen dla
genu EGFR.

Profile oznaczen dla genu EGFR analizujg krzywe amplifikacji i mogg uniewazni¢ krzywe, ktore
nie spetniajg wymagan, na podstawie ich ksztattu i amplitudy szumu. W takim przypadku do
uniewaznionej krzywej zostanie przypisana flaga (patrz Tabela 6 na stronie 71).

Kontrole

Kontrole reakcji analizowane przez oprogramowanie Rotor-Gene AssayManager v2.1:

e Kontrola NTC jest sprawdzana pod katem braku swoistej amplifikacji.

® Waznosc kontroli pozytywnej jest okreslana na podstawie zgodnosci wartosci CT ze
wstepnie zdefiniowanymi parametrami.

e Jesli wynik uzyskany dla ktorejkolwiek z kontroli reakgji nie jest zgodny z oczekiwanym, flaga
JASSAY_INVALID” zostanie aktywowana. Aktywacja tej flagi powoduje, ze reakcja jest
uznawana za hiewazng, a eksperyment musi zosta¢ wykonany ponownie (schemat blokowy
podejmowania decyzji w przypadku ponownego wykonania testu przedstawia Ryc. 20).

o Uwaga: Raport generowany pod koniec reakcji przedstawia wyniki uzyskane dla kontroli
reakcji wraz z flagami uniewazniajgcymi (patrz Tabela 6 na stronie 71) umieszczonymi
przed niewaznymi danymi.

Jedli wszystkie kontrole reakcji spetniajg wymagania, oprogramowanie Rotor-Gene
AssayManager v2.1 analizuje badane prébki. Probki DNA wyizolowanego z tkanek FFPE,
jak réowniez osocza sg analizowane wedtug tego samego procesu, ale z uwzglednieniem
okreslonych kryteriow zawartych w odpowiadajgcych im profilach oznaczen.
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Probki

Kontrola wewnetrzna w formie eksonu 2

Waznos¢ kontroli wewnetrznej w formie eksonu 2 jest okreslana na podstawie zgodnosci
wartosci Ct ze wstepnie zdefiniowanymi parametrami. Aby wyniki probek zostaty
zinterpretowane, kontrola wewnetrzna musi zosta¢ uznana za wazna. Wazny wynik kontroli
wewnetrznej wskazuje, ze wprowadzono wystarczajgcg ilos¢ DNA o odpowiedniej jakosci
oraz, ze w probce nie wystepujg substancje zakildcajgce. W przypadku uzyskania
niewaznego wyniku nalezy odnies¢ sie do schematu blokowego podejmowania decyzji

przedstawionego na Ryc. 20.

Wykrywanie mutacji genu EGFR

Obecnos¢ lub brak mutacji genu EGFR w poszczegdlnych prébkach sg okreslane na
podstawie wartosci delta CT miedzy amplifikacjg mutacji a amplifikacjg kontroli wewnetrzne;j
(wartosci docelowe T790M_ACt, L861Q_ACt itd.) w przypadku prébek tkanek FFPE, oraz
na podstawie amplifikacji mutacji w przypadku prébek osocza (CT).

Potilosciowe oznaczenie mutaciji genu EGFR

Potilosciowe oszacowanie stezenia mutacji docelowych w prébkach ccfDNA wyizolowanego
z osocza (wymienionych w czesci Podsumowanie i objasnienie) jest podawane w formie
gornej i dolnej granicy przedziatu. Szacowana jest liczba kopii mutacji na mililitr osocza, tj.
dolna igodrna granica przedziatu jest podawana wzgledem danej mutacji docelowej:
T790M_CN_LL, L861Q_CN_LL itd.

Wyniki uzyskane dla poszczegolnych mutacji docelowych znajdujg sie w kolumnie Result
(Wynik) raportu.

Podsumowanie analizy kazdej probki jest wyswietlane w kolumnie Overall Sample Result
(Ogolny wynik probki) raportu (Tabela 5).
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Tabela 5. Ogélny wynik probki i dziatania zwigzane z otrzymanym wynikiem

Invalid (Niewazny)*

EGFR Mutation Detected
(Wykryto mutacje w genie
EGFR)**

No Mutation Detected (Nie
wykryto mutacji)**

Invalid (Niewazny)

(powigzany z flagg
ASSAY_IC_BELOW_ACCEPTE
D_RANGE)*

Invalid (Niewazny)

(powigzany z flagg
ASSAY_IC_ABOVE_ACCEPTE
D_RANGE)*

pozytywna, NTC)

Kontrola
(kontrola
pozytywna, NTC)

Prébka badana

Prébka badana

Probka badana

Prébka badana

Kontrola jest
niewazna (warto$¢
CT poza wstepnie
zdefiniowanym
zakresem
akceptowalnosci)

Wykryto co najmniej
jedng mutacje
w genie EGFR}

Nie wykryto mutacji
w genie EGFR

Wykryta warto$¢ CT
jest ponizej zakresu
akceptowalnosci dla
kontroli
wewnetrznej.
Wejsciowa ilosé
DNA moze by¢ zbyt
duza.

Wykryta warto$¢ CT
jest powyzej
zakresu
akceptowalnosci dla
kontroli
wewnetrznej.
Prébka moze
zawieraé
niewystarczajgca
ilos¢ DNA
mogacego ulec
amplifikacji lub
moze zawierac
inhibitor.

Ogolny wynik prébki Typ proébki Opis Dziatanie
Kontrola
Valid (Wazny) (kontrola Kontrola jest wazna  Nd.

Powtdérnie wykonac¢ cata reakcje
(tj. powtornie przetworzyé
wszystkie cztery mieszaniny
reakcyjne genu EGFR i wszystkie
probki)

Nd.

Nd.

Rozcienczy¢ probke przed
ponownym wykonaniem testu.

Prébki z tym wynikiem nalezy
przetestowac ponownie przy
uzyciu czterech mieszanin
reakcyjnych genu EGFR,
przeprowadzajgc nowa reakcje
gPCR.

Prébki z tym wynikiem nalezy
przetestowac ponownie przy
uzyciu czterech mieszanin
reakcyjnych genu EGFR,
przeprowadzajgc nowa reakcje
gPCR.

Jesli probka wczesniej zostata
przetestowana ponownie, nalezy
powtorzyé krok izolacii,

a nastepnie ponownie wykonaé
test, przeprowadzajgc nowg
reakcje gPCR.

Jesli istnieje podejrzenie, ze
w prébce moze znajdowacé sie
inhibitor, przed ponownym
wykonaniem testu nalezy
rozcienczy¢ probke (tylko

w przypadku prébek osocza).

Aby uzyska¢ dodatkowe
informacje, nalezy przej$¢ do
Tabeli 6 na stronie 71.

Ciag dalszy tabeli na nastepnej stronie
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Ciag dalszy tabeli z poprzedniej strony
Tabela 5. Ogélny wynik probki i dziatania zwigzane z otrzymanym wynikiem (cd.)

Ogodlny wynik Typ Opis Dziatanie
probki probki
Invalid (Niewazny) Probka  Nie wykryto sygnatu  Probki z tym wynikiem nalezy przetestowac

N badana dla kontroli ponownie przy uzyciu czterech mieszanin
(powigzany z flaga wewnetrznej. reakcyjnych genu EGFR, przeprowadzajgc nowg
ASSAY_IC_NO_CT_ keie aPCR
VALUE)® reakcje qr-R.

. . . i o . Jesli prébka wczesniej zostata przetestowana
Il (N Eerdis) Probka  Wynik niewazny ponownie, nalezy powtorzy¢ krok izolacj,
(inne) badana  z powodu a nastgpnie ponownie wykonac test,

nieprawidtowosci przeprowadzajgc nowa reakcje qPCR.

krzywej lub inna
przyczyna (patrz
Tabela 6 na
stronie 71)

Jesli istnieje podejrzenie, ze w probce moze
znajdowac sie inhibitor, przed ponownym
wykonaniem testu nalezy rozcienczy¢ probke (tylko
w przypadku prébek osocza).

Aby uzyskaé¢ dodatkowe informacje, nalezy przej$¢
do Tabeli 6 na stronie 71.

* W przypadku uzyskania niewaznych wynikéw kontroli, niewazne wartosci CT zostang wyswietlone
w nawiasach kwadratowych w celach informacyjnych.

** Dotyczy mutacji wykrywanych przez zestaw therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit (wymienionych
w Tabeli 1).

T Aby sprawdzi¢ jakie mutacje genu EGFR zostaty wykryte, nalezy zapoznaé¢ sie z warto$ciami
docelowymi ACt (np. T790M_ACt) oraz przej$¢ do kolumny wynikéw mutacji docelowych
(np. T790M Detected (Wykryto mutacje T790M)). W przypadku wynikow oznaczenia pétilosciowego
(liczba kopii na mililitr osocza dla prébek ccfDNA), nalezy przej$¢é do kolumny wartosci docelowych
X_CN_LL oraz X_CN_UL (gdzie X = nazwa mutacji), aby uzyskac informacje o dolnej i gérnej
granicy przedziatu oznaczenia pofilosciowego.

Uwaga: & ASSAY oznacza T790M_L861Q / INSERTIONS_G719X / L858R_C797S /
DELETIONS_S768I

Flagi

Wyniki niewazne sg powigzane z flagami wyswietlanymi w kolumnie Flag (Flaga) w raporcie
wygenerowanym przez oprogramowanie Rotor-Gene AssayManager.

Opis flag uniewazniajgcych probki, ktére moga zosta¢ przypisane do probki lub wartosci
docelowej podczas analizy przez oprogramowanie Rotor-Gene AssayManager v2.1
znajduje sie w Tabeli 6. Aby uzyska¢ informacje o flagach uniwersalnych uzywanych
w narzedziu Gamma Plug-in, nalezy zapozna¢ sie z Podrecznikiem uzytkownika narzedzia
Rotor-Gene AssayManager v2.1 Gamma Plug-in.
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Tabela 6. Definicje flag

Flaga

Opis

ANALYSIS_FAILED

ASSAY_INVALID

CONSECUTIVE_FAULT

CURVE_SHAPE_ANOMALY

FLAT_BUMP

LOW_FLUORESCENCE_CHANGE

MULTIPLE_THRESHOLD_CROSSING

TARGET_NTC_UNEXPECTED_CT_VALUE*

OTHER_TARGET_INVALID

ASSAY_IC_PC_BELOW_ACCEPTED_RANGE®
ASSAY_IC_PC_ABOVE_ACCEPTED_RANGE®

ASSAY_IC_PC_NO_CT_VALUE®

TARGET_PC_BELOW_ACCEPTED_RANGE**
TARGET_PC_ABOVE_ACCEPTED_RANGE**

Oznaczenie jest okreslone jako niewazne, gdyz
analiza zakonczyta sie niepowodzeniem.
Skontaktowa¢ sie z serwisem technicznym
firmy QIAGEN.

Prébka jest niewazna, poniewaz co najmniej
jedna kontrola zewnetrzna jest niewazna.

Wartos¢ docelowa uzyta do obliczenia tej
wartosci docelowej jest niewazna.

Krzywa amplifikacji danych surowych ma
ksztatt odbiegajacy od ksztattu oczekiwanego
dla tego oznaczenia. Istnieje wysokie
prawdopodobienstwo uzyskania
nieprawidtowych wynikéw lub btednej
interpretacji wynikéw.

Krzywa amplifikacji ma ksztatt ptaskiego
wybrzuszenia, ktéry odbiega od ksztattu
ustalonego dla tego oznaczenia. Istnieje
wysokie prawdopodobienstwo uzyskania
nieprawidtowych wynikéw lub btednej
interpretacji wynikéw (np. okreslenia
nieprawidtowej wartosci Cr).

Procentowa zmiana fluorescencji dla tej probki
wzgledem probowki o najwiekszej zmianie
fluorescencji jest nizsza niz okreslony limit.

Krzywa amplifikacji przecina warto$¢ progowa
wiecej niz jeden raz. Nie mozna wyznaczy¢
jednoznacznej wartosci Cr.

Dla kontroli bez matrycy wykryto nieprawidtowy
sygnat.

Inna wartos¢ docelowa dla tej samej probki jest
niewazna.

Wykryta warto$¢ Cr jest powyzej zakresu
akceptowalnosci dla kontroli wewnetrznej
w probéwce z kontrolg pozytywng.

Nie wykryto sygnatu dla kontroli wewnetrznej,
ktéra znajduje sie¢ w probéwce z kontrolg
pozytywna.

Wykryta wartos$¢ Cr jest poza zakresem

akceptowalnosci dla oznaczenia wzgledem
mutacji w probowce z kontrolg pozytywna.

Ciagg dalszy tabeli na nastepnej stronie
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Ciag dalszy tabeli z poprzedniej strony
Tabela 6. Definicje flag (cd.)

Flaga

Opis

TARGET_PC_NO_CT_VALUE**

RUN_FAILED

RUN_STOPPED

ASSAY_IC_BELOW_ACCEPTED_RANGE?®

ASSAY_IC_NO_CT_VALUE®

ASSAY_IC_ABOVE_ACCEPTED RANGE

SATURATION

SPIKE

SPIKE_CLOSE_TO_CT

NO_BASELINE

STEEP_BASELINE

STRONG_BASELINE_DIP

Nie wykryto sygnatu dla kanatu sekwencji
docelowej w probéwce z kontrolg pozytywng.

Oznaczenie jest okreslone jako niewazne
z powodu problemu z cyklerem lub potgczeniem
z cyklerem.

Oznaczenie jest okreslone jako niewazne
z powodu recznego zatrzymania reakcji.

Wykryta warto$¢ Cr jest ponizej zakresu
akceptowalnosci dla kontroli wewnetrznej w probce
badanej. Wejsciowa ilos¢ DNA moze by¢ zbyt
duza; przed ponownym wykonaniem testu nalezy
rozcienczy¢ prébke.

Nie wykryto sygnatu dla kontroli wewnetrznej
w probce badane;j.

Wykryta wartos$¢ Cr jest powyzej zakresu
akceptowalnosci dla kontroli wewnetrznej w prébce
badanej. Prébka moze zawiera¢ niewystarczajgca
ilos¢ DNA mogacego ulec amplifikacji lub moze
zawierac inhibitor.

Dane surowe fluorescencji sg silnie nasycone
przed punktem przegiecia krzywej amplifikacji.

W surowych danych fluorescencji wykryto pik na
krzywej amplifikacji, ale jest on poza regionem,
w ktérym okreslono wartos¢ CT.

Wykryto pik na krzywej amplifikacji blisko
wartosci Cr.

Nie odnaleziono wstepnej linii podstawowej. Nie
mozna wykonac¢ dalszych analiz.

Na krzywej amplifikacji wykryto stromo rosngca
linie podstawowg dla surowych danych
fluorescenc;ji.

Na krzywej amplifikacji wykryto silny spadek linii
podstawowej dla surowych danych fluorescencji.

Ciag dalszy tabeli na nastepnej stronie
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Ciag dalszy tabeli z poprzedniej strony
Tabela 6. Definicje flag (cd.)

Flaga

STRONG_NOISE

STRONG_NOISE_IN_GROWTH_PHASE

TARGET_ACT_UNEXPECTED_EARLY_CT**

TARGET_CT_UNEXPECTED_EARLY_CT**

WAVY_BASE_FLUORESCENCE

Opis

Poza fazg wzrostu krzywej amplifikacji wykryto
silny szum.

W fazie wzrostu (fazie wyktadniczej) krzywej
amplifikacji wykryto silny szum.

Wykryta warto$¢ ACr jest nizsza niz warto$¢
oczekiwana dla mieszaniny reakcyjnej mutacji
docelowej i probki badane;.

Wykryta wartos¢ Cr jest nizsza niz wartos¢
oczekiwana dla mieszaniny reakcyjnej mutacji
docelowej i probki badanej.

Na krzywej amplifikacji wykryto falistg linie
podstawowg dla surowych danych fluorescencji.

* TARGET oznacza
INSERTIONS_G719X_IC,
DELETIONS_S768l_IC

T790M,
L858R,

L861Q,

C797S,

INSERTIONS,
DELETIONS,

T790M_L861Q_IC,
L858R_C797S_IC,

G719X,
S768I,

** TARGET oznacza T790M, L861Q, INSERTIONS, G719X, L858R, C797S, DELETIONS, S768l,

& ASSAY oznacza T790M_L861Q /INSERTIONS_G719X/L858R_C797S / DELETIONS_S768!

Powtorne wykonywanie testu

W  przypadku uzyskania

niewaznych wynikdw nalezy zapozna¢ sie zczescig

.Rozwigzywanie probleméw” na stronie 103 w celu wyjasnienia przyczyny niepowodzenia

i zidentyfikowania potencjalnych probleméw wymagajacych rozwigzania.

Procedura ponownego wykonania testu zostata opisana na Ryc. 20.
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(Zestaw therascreen EGFR Plus
N RGQ PCR Kit

L.

Reakcja gPCR

Rotor-Gene AssayManager v2.1
Gamma plug-in Assay Profile
Ponownie wykonac test przy uzyciu
Czy reakcja jest NE—————— czterech mieszanin reakcyjnych
wazna? genu EGFR
TAK
Y
Czy probka jest NIE- i¢ stezenie w przypadku
wazna? probek FFPE
TAK
Ogdlny wynik prébki Ogélny wynik probki 0gdlny wynik prébki
Wykryto mutacje Nie wykryto mutacji Niewazny
Identyfikacja mutacji
(wartosci docelowe
o Cay prébka byla juz
! testowana ponownie? NIE
Pétilosciowe oznaczenie mutacji
(w stosownych przypadkach): TAK
Liczba kopil (ccfDNA 2 prébek osocza) ¢ ) !
Gorna i dolna granica przedziatu
[
ASSAY_IC_BELOW_ACCEPTED_RANGE ASSAY_IC_ABOVE_ACCEPTED_RANGE ,v e §
Praejé¢ do Tabeli 6 (Definicie flag) oraz czesci
Wejsciowa ilos¢ DNA moze byc zbyt duza: probleméw
1) rozciericzyé pr przed ponownym ¢
wykonaniem testu " uzyskania v
probki nie zostata okreélona, nalezy ponownie,
361Q_1C ‘wykona izolacie, a nastepnie ponownie
wykona test

Ryc. 20. Zestaw therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit — schemat blokowy podejmowania
decyzji.

Jesli dla co najmniej jednej kontroli reakcji uzyskano wynik niewazny, reakcje nalezy
przeprowadzi¢ ponownie, uzywajgc w tym celu 4 mieszanin reakcyjnych genu EGFR. Jesli
na przyktad kontrola pozytywna nie spetnia kryteriow waznos$ci dla mieszaniny reakcyjnej
T790M & L861Q Mix, ale spetnia te kryteria dla pozostatych mieszanin reakcyjnych genu
EGFR, wszystkie cztery mieszaniny reakcyjne nalezy przetestowa¢ ponownie, uzywajgc
wszystkich probek.

Jesli dla co najmniej jednej probki uzyskano wynik niewazny, reakcje nalezy przeprowadzic¢
ponownie przy uzyciu 4 mieszanin reakcyjnych genu EGFR oraz prébek, dla ktérych
uzyskano niewazne wyniki. W zaleznosci od flagi wyswietlanej przez oprogramowanie
RGAM probke nalezy rozcienczyé przed ponownym wykonaniem testu lub przetestowac jg
ponownie w wyzszym stezeniu.
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Jesli przyczyna uzyskania niewaznego wyniku probki nie zostata okreslona:

® Sprawdzié, czy sposob postepowania z probkami izapewnione warunki ich
przechowywania sg zgodne z opisem w czesci ,Przechowywanie i sposéb postepowania
z prébkami”.

® Przed ponownym przeprowadzeniem testu wykonac izolacje z probki tkanki FFPE przy
uzyciu wiekszej liczby skrawkoéw.

® Przed ponownym przeprowadzeniem testu wykonaé izolacje z probki tkanki FFPE,
wybierajgc w tym celu wiekszy obszar tkanki nowotworowe;.

o Nalezy pamietaé, ze wszystkie dane dotyczace skutecznosci zostaty uzyskane na
podstawie badan DNA wyizolowanego ze skrawkéw tkanek FFPE w stezeniu 5ng/ul i/lub
na podstawie 5ul czystego ccfDNA wyizolowanego z osocza.

Pozostate przyczyny uzyskania niewaznego wyniku prébki opisano w czesci
»,Rozwigzywanie problemoéw” na stronie 103.
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Ograniczenia

Wyniki uzyskane za pomocg tego produktu nalezy interpretowaé w kontek$cie wszystkich
odpowiednich obserwaciji klinicznych i laboratoryjnych; nie mogg one stuzy¢ jako jedyna
podstawa diagnozy.

Produkt jest przeznaczony do uzycia przez wykwalifikowany personel laboratoryjny
przeszkolony w zakresie procedur technik biologii molekularnej i procedur diagnostyki in
vitro oraz obstugi systemu QIAsymphony SP, aparatu Rotor-Gene Q MDx 5Plex HRM,

oprogramowania Rotor-Gene AssayManager i narzedzia Gamma plug-in.

Produkt jest przeznaczony do stosowania wylgcznie z cyklerem do reakcji real-time PCR
Rotor-Gene Q MDx zserii 5plex HRM razem zoprogramowaniem Rotor-Gene
AssayManager, narzedziem Gamma plug-in i profilami oznaczen przeznaczonymi do uzycia
z oznaczeniami therascreen EGFR Plus.

Zalecane jest stosowanie odczynnika Deparaffinization Solution (w tym obrobka przy uzyciu
odczynnika RNase A), zestawu QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit, zestawu QlAamp DSP
Circulating Nucleic Acid Kit, zestawu QIAsymphony DSP DNA Mini Kit oraz zestawu
QIAsymphony DSP Circulating DNA Kit.

W celu uzyskania optymalnych wynikéw nalezy scisle przestrzega¢ wytycznych zawartych
w dokumencie therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit — Instrukcja uzycia. Rozcienczanie
odczynnikow w sposéb inny niz opisany w niniejszej instrukcji obstugi nie jest zalecane
i skutkuje utratg skutecznosci. Wszystkie odczynniki dostarczane w zestawie therascreen
EGFR Plus RGQ PCR Kit sg przeznaczone do stosowania wyfgcznie z odczynnikami z tego
samego zestawu. Korzystanie z odczynnikow pochodzgcych z innych serii zestawu w celu

przeprowadzenia reakcji moze wptywac na dziatanie testu.
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Wazne jest, aby dokonac oceny ilosci gDNA wyizolowanego z probki tkanki FFPE przed
rozpoczeciem analizy prébki przy uzyciu zestawu therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit.
Nalezy ponownie wykonac¢ procedure izolacji, jesli ilos¢ gDNA nie jest wystarczajgca do
wykonania analizy mutacji. Jesli stezenie gDNA jest zbyt wysokie do wykonania analizy
mutacji, probke nalezy rozcienczyé.

Nalezy zwrdci¢ uwage na daty waznosci oraz informacje o warunkach przechowywania
wydrukowane na opakowaniu i etykietach wszystkich sktadnikéw. Nie nalezy uzywaé

sktadnikow z przekroczong datg waznosci ani niewtasciwie przechowywanych.

Zestaw therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit zostat zwalidowany wylgcznie do uzycia
z probkami osocza 2K EDTA oraz prébkami tkanek FFPE pobranymi od pacjentéw z NDRP.

Uzycie tego produktu niezgodnie z przeznaczeniem i/lub wprowadzenie zmian w jego
sktadnikach spowoduje zniesienie odpowiedzialnosci firmy QIAGEN.
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Parametry skutecznosci

Granica proby slepej

Granica proby s$lepej (Limit of Blank, LOB) zostata okreslona przy uzyciu 77 probek tkanek

FFPE raka NDRP z genem EGFR typu dzikiego oraz 75 prébek osocza pobranych od

zdrowych dawcéw (co najmniej 60 pomiaréw przypadato na serie odczynnika i uzyto 3 serii
zestawu therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit). Granica LOB okreslona dla kazdego

oznaczenia byta réwna najnizszej

otrzymanej wartosci granicy LOB. Podsumowanie

wynikéw dotyczgcych granicy LOB zawiera Tabela 7.

Tabela 7. Podsumowanie wynikéw dotyczacych granicy proby slepej dla zestawu therascreen

EGFR Plus RGQ PCR Kit

Mutacje docelowe w genie LoB, prébka FFPE (ACt) LoB, prébka osocza (ACt)
EGFR

T790M 11,49 40,23

L861Q 15,31 35,54

Insercje 11,32 38,42

G719X 14,47 45,00

L858R 10,52 37,54

C797S 15,06 45,00

Delecje 14,15 45,00

S768| 14,64 45,00

Odsetek wynikéw fatszywie pozytywnych wyniést mniej niz 1% w przypadku wszystkich

mutacji docelowych w genie EGFR oprécz mutacji L858R w prébkach FFPE (1,2%) oraz

insercji w probkach osocza (1,08%).
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Granica wykrywalnosci

Granica wykrywalno$ci (Limit of Detection, LOD) zostata okre$lona dla wszystkich 42 mutac;ji
genu EGFR przy uzyciu prébek tkanek FFPE stabo pozytywnych wzgledem genu EGFR
oraz prébek osocza (uzyto 3 serii zestawu therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit).

Podsumowanie wynikéw dotyczacych granicy LOD zawiera Tabela 8.

Tabela 8. Podsumowanie wynikéw dotyczacych granicy wykrywalnosci dla zestawu
therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit

Ekson Mutacja Nr Zmiana zasady Tkanka Osocze
igggtlmicl:(acyjny FFPE Kopie na
Odsetek ml
mutacji
18 G719A 6239 c.2156G>C 5,09% 794
G719S 6252 c.2155G>A 35,00% 149
G719C 6253 c.2155G>T 1,10% 161
19 Delecje 26038 €.2233_2247del15 2,02% 100
13550 €.2235_2248>AATTC 0,61% 75
6223 €.2235_2249del15 0,54% 75
6225 €.2236_2250del15 0,74% 75
18427 €.2237_2257>TCT 1,00% 75
6220 €.2238_2255del18 0,22% 75
12367 €.2237_2254del18 0,80% 75
12384 €.2237_2255>T 0,36% 75
12678 €.2237_2251del15 0,25% 75
13551 €.2235_2252>AAT 0,65% 75
13552 €.2235_2251>AATTC 1,00% 75
12386 €.2237_2252>T 0,78% 75

Ciag dalszy tabeli na nastepnej stronie
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Ciag dalszy tabeli z poprzedniej strony

Tabela 8. Podsumowanie wynikéw dotyczacych granicy wykrywalnosci dla zestawu
therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit (cd.)

Ekson  Mutacja !‘lr . ) Zmiana zasady Tkanka Osocze

-
mutacji

19 Delecje 12416 €.2237_2253>TTGCT 0,60% 75
12728 €.2236_2253del18 0,79% 75
12422 €.2238_2248>GC 0,79% 100
12382 €.2239_2248TTAAGAGAAG>C  2,99% 589
6218 €.2239_2247delTTAAGAGAA 35,00% 1100
12387 €.2239_2258>CA 0,93% 75
12370 €.2240_2257del18 0,77% 75
12403 €.2239_2256>CAA 0,92% 75
6255 €.2239_2256del18 0,16% 75
12383 €.2239_2251>C 0,72% 75
12419 €.2238_2252>GCA 0,40% 75
6210 €.2240_2251del12 0,92% 75
23571 €.2238_2252del15 1,10% 75
12369 €.2240_2254del15 0,78% 75
13556 €.2253_2276del24 0,89% 75
12385 €.2235_2255>AAT 0,71% 75

Ciag dalszy tabeli na nastepnej stronie
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Ciag dalszy tabeli z poprzedniej strony

Tabela 8. Podsumowanie wynikéw dotyczacych granicy wykrywalnosci dla zestawu
therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit (cd.)

Ekson  Mutacja Nr Zmiana zasady Tkanka Osocze
identyfika FFPE A
cyjny Kopie
CcOSMIC Odsetek na ml

mutacji

20 S768lI 6241 €.2303G>T 0,69% 167

Insercje 12376 €.2307_2308insGCCAGCGTG 0,76% 150

12378 €.2310_2311insGGT 3,04% 131
12377 ¢.2319_2320insCAC 0,64% 51

13428 ¢.2311_2312insGCGTGGACA 0,76% 100

13558 c.2309_2310AC>CCAGCGTGGAT  0,89% 100

T790M 6240 €.2369C>T 1,80% 174

C797Sa 6493937 €.2389T>A 1,11% 126

C797Sb 5945664 €.2390G>C 0,62% 125

21 L858R 6224 c.2573T>G 0,75% 150
L861Q 6213 C.2582T>A 0,65% 43

Wejsciowa ilos¢ DNA

Wejsciowa ilos¢ gDNA optymalna do uzycia z zestawem therascreen EGFR Plus RGQ PCR
Kit zostata okreslona przy uzyciu prébek tkanek FFPE pozytywnych wzgledem EGFR dla
9 mutacji docelowych genu EGFR (T790M, L861Q, G719A, G719C, G719S, L858R,
C797Sa, C797Sb oraz S768l) (uzyto 3 réznych wejsciowych ilosci gDNA, wykonano
10 pomiaréw na prébke wejsciowg i uzyto 1 serii zestawu therascreen EGFR Plus RGQ
PCR Kit). Uzyskane wyniki wskazujg, ze optymalna ilos¢ wejsciowa wynosi 25 ng (5 ng/pl).

Wejsciowa ilos¢ ccfDNA optymalna do uzycia z zestawem therascreen EGFR Plus RGQ

PCR Kit nie zostata okreslona w przypadku prébek osocza.
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Powtarzalnos¢

Powtarzalno$¢ zostata okreslona przy uzyciu jednej probki FFPE pozytywnej wzgledem
genu EGFR, jednej probki FFPE negatywnej wzgledem genu EGFR i prébek osocza. Dla
kazdego oznaczenia mutacji w genie EGFR powtarzalno$¢ byta wyznaczana na podstawie
danej mutacji genu EGFR, testowanej na 2 poziomach ($rednim i niskim). Kazdy poziom byt
testowany w dwéch powtérzeniach, w co najmniej 43 reakcjach wykonywanych w ciggu
20 dni; co najmniej 78 pomiaréw przypadato na poziom mutacji i na oznaczenie (na potrzeby
badania 3 operatoréw wykonywato testy przy uzyciu 3 aparatéw Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRM i 3 serii zestawow therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit). Podsumowanie analizy
ilosciowej wynikow dotyczgcych powtarzalnosci zawiera Tabela 9 w przypadku probek
FFPE i Tabela 10 w przypadku probek osocza.
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Tabela 9. Podsumowanie wynikéw dotyczacych powtarzalnosci dla zestawu therascreen EGFR
Plus RGQ PCR Kit — prébki FFPE

. . Migdzy N §
Mied: Mied: " Mied: Mied: w h "
Mieszanina EGFR Mutacja docelowa EGFR Testowany o;;:g’mmi a;;:r:tyami seriami ey re':k:j‘;mi re;:;‘i“ tacznie
Plus Plus [ zestawu
mutacii SD* | €V | SD | %CV | SD | %CV | SD | %CV | SD | %CV | SD | %CV | SD | %CV
004 [ 051 | 011 | 1,31 | 000 [ 000 | 000|000 | 034|413 | 017|208 |04 |44
T790M
$redni 0,05 1,03 0,14 2,63 000 | O 0,00 | 0,00 0,34 6,41 0,18 3,43 0,41 78
T790M_L861Q 000 | 000 | 036 | 814 | 000 | 000 | o000] 0 034 [ 763 | 026 | 50 |06 [ 1262
L861Q
$redni 0,00 0,00 0,23 11,27 0,03 1,27 0,00 | 0 0,35 16,92 021 10,02 | 047 | 22,7
Typ dziki Nd. 000 | 0,00 | 000 | 0,00 | 020 | 081 | o000 0 04 [ 159 | 011|045 | o046 | 184
0,15 3,10 023 | 455 0,30 | 6,00 0,00 | 0 0,64 12,93 035 | 6,97 0,83 16,79
Insercje
$redni 0,00 0,00 0,23 11,95 0,21 10,79 | 0,29 15,29 | 0,49 25,23 0,17 | 8,59 0,67 | 34,69
Ins_G719X niski 0,00 0,00 0,52 9,14 048 | 849 055 [ 97 0,78 13,78 027 | 474 1,21 215
G719X
$redni 0,00 0,00 0,49 13,33 0,48 12,82 | 0,52 14,06 | 0,63 17,02 0,33 | 884 1,12 | 30,13
Typ dziki Nd. 000 | 000 | 027 [ 1,05 | 028 [ 112 [ o021 [ 081 [o072 |28 018|283 | 086 | 339
niski 0,00 0,00 041 5,76 0,21 2,93 043 | 6,02 0,23 325 041 574 0,79 11,03
L858R
$redni 016 | 340 | 038 | 828 | 000 [ 000 | 045|972 | o024 532 | 038|820 | 076 | 1648
L858R_C797S niski 000 | 000 | 052 | 913 | 024 | 419 [ 0000 022 382 | 031|535 |06 |12
cr97s
$redni 0,00 0,00 0,35 11,31 029 | 9,23 026 | 85 0,36 1,72 021 6,69 0,67 | 21,62
Typ dziki Nd. 0,20 0,79 0,29 1,11 0,15 | 0,59 0,44 172 04 1,58 0,21 0,83 074 | 2,92
niski 0,17 3,10 0,16 | 2,85 0,00 | 0,00 0,00 | 0 0,39 | 6,95 024 | 441 0,51 9,25
Delecje
$redni 020 | 591 | 024 | 7,14 | 000 [ 0,00 | 000 | 0 042 | 1264 | 015 | 453 | 054 | 16,31
Del_S7681 0,06 0,74 035 | 443 035 | 443 0,18 | 2,32 0,42 5,36 025 | 32 0,72 | 9,18
7681
$redni 0,15 2,58 027 | 4,64 0,34 | 582 0,32 | 538 0,31 5,25 024 | 417 0,68 11,66
Typ dziki Nd. 000 [ 000 | 014 | 056 | 028 [ 112 | 026 | 102 | 032 [ 126 | 015 | 061 | 054 | 213

* SD: Odchylenie standardowe

** %CV: Wspotczynnik zmiennosci
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Tabela 10. Podsumowanie wynikéw dotyczacych powtarzalnosci dla zestawu therascreen EGFR
Plus RGQ PCR Kit — prébki osocza

I - Mied: - -
Testowany | Miedzy Migdzy . :. o Migdzy Miedzy W ramach tacznie
Mieszanina EGFR Plus | Mutacja docelowa EGFR Plus | poziom operatorami aparatami zestawu dniami reakcjami reakcji
mutacji
4 SD* | %CV™ | SD | %CV | SD | %CV | SD | %CV | SD | %CV | SD | %CV | SD | %CV
niski 01 |02 |[o 0 016 | 046 | 0 0 020 [ 08 | 045|127 | 057 [ 16
T790M
Sredni 016 | 049 |0 0 012 [ 036 |0 0 026 [ 079 | 024 | 073 | 041 [ 1,23
T790M_L861Q niski 024 [076 |03 |09 |02 |063 [038 | 123 |033| 106 | 020|094 | 072 | 233
L861Q
sredni 014 | 049 | 027 [093 | 018|063 | 018 | 063 034|118 [ 018 [ 063 | 055 | 193
Typ dziki Nd. 022 | 084 | 011|041 | 032|122 |0 0 042 [ 163 | 015 | 057 |06 [ 231
niski 015 | 048 | 008 [ 026 | 014 | 046 | 005|015 |01 | 032 [ 031 [099 |04 | 127
Insercje
sredni 013 | 043 |0 0 006 [ 022 |01 [035 |0 0 016 | 055 | 024 [ 081
Ins_G719X niski 053 [ 184 |02 [071 | 014 | 047 [ 052 [ 18 | o068 | 235 | 015 | 051 | 1,05 | 362
G719X
sredni 013 | 047 | 021 [076 | 039 | 142 |0 0 057 | 205 | 013 | 047 | 075 | 2,60
Typ dziki Nd. 033 | 124 |01 [04 |025 097 |0 0 043 [ 163 | 016 | 06 | 063 [ 231
niski 019 | 056 |0 0 01 [03 |o028| o082 [033]1 03 | o089 | o057 |17
L858R
Sredni 017 | 055 |0 0 009 [ 03 |022|071 [03 |09 [o018 |05 | 045 | 147
L858R_C797S niski 012 | 039 | 032|101 | 026 |08 | 014|046 [011 ]| 036 [028 |08 | 054 | 1,72
crors
Sredni 009 | 03 028 [098 |02 [07 |0 0 024 [ 083 | 012 | 041 | 045 [ 1,55
Typ dziki Nd 0 031|106 [ 031 | 108 | 008|028 | 028|097 |023 |08 |057 | 1,99
niski 066 | 199 |0 0 0 0 018 [ 054 | 084 | 252 | 028 | 084 | 1,12 [ 336
Delecje
sredni 046 | 1.5 0 0 0 0 0 0 066 [ 216 | 028 | 09 | 085 [ 278
Del_S7681 niski 053 | 166 | 016 [ 049 | 033 | 1,04 | 034 | 1,06 | 066 | 207 [ 014 [ 044 | 099 | 311
s7681
sredni 014 | 045 | 024 [078 | 025 | 081 | 024 | 077 035|113 [ 012 [ 039 | 057 | 187
Typ dziki Nd. 047 | 18 02 078 | 026 | 108 |0 0 045 | 1,71 [ 014 | 052 [ 074 | 283

* SD: Odchylenie standardowe
** %CV: Wspotczynnik zmiennosci

Analiza jakos$ciowa zostata wykonana na wynikach dotyczacych powtarzalnosci uzyskanych
dla prébek FFPE i probek osocza. Na podstawie analizy wykazano, ze wskaznik udanych
odczytéw w zakresie wykrywania mutacji w genie EGFR nie jest zalezny od partii zestawu
oznaczenia, aparatu Rotor-Gene Q ani operatora.
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Odtwarzalnosé¢

Odtwarzalno$¢ zostata okreslona przy uzyciu jednej probki FFPE pozytywnej wzgledem
genu EGFR, jednej probki FFPE negatywnej wzgledem genu EGFR i prébek osocza. Dla
kazdego oznaczenia mutacji w genie EGFR powtarzalno$¢ byta wyznaczana na podstawie
danej mutacji genu EGFR, testowanej na 2 poziomach ($rednim i niskim). Kazdy poziom byt
testowany w5 powtdérzeniach, w co najmniej 75 reakcjach (25 reakcji na osrodek)
wykonywanych w ciggu co najmniej 5 dni; co najmniej 70 pomiaréw przypadato na poziom
mutacji i na oznaczenie (parametry badania byty nastepujace: 3 osrodki; jeden aparat Rotor-
Gene Q MDx 5plex HRM na osrodek, jeden operator na osrodek, jedna seria zestawu
therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit). Podsumowanie analizy iloSciowej wynikow
dotyczgcych odtwarzalnosci zawiera Tabela 11 w przypadku prébek FFPE i Tabela 12
w przypadku prébek osocza.
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Tabela 11. Podsumowanie wynikéw dotyczacych odtwarzalnosci dla zestawu therascreen EGFR
Plus RGQ PCR Kit — prébki FFPE

Testowa | Wramach Miedzy Miedzy Lacznie
Mieszanina Mutacja docelowa | ny reakcji dniami osrodkami 4
EGFR Plus EGFR Plus poziom " -
mutacji SD cv SD | %CV |SD %CV | SD | %CV
niski 0,23 |27 0,48 | 5,48 0,12 1,38 | 0,54 | 6,26
T790M
$redni 0,19 |3,42 (044 (7,95 0,13 229 |05 |8,95
T790M_L861Q niski 0,22 |485 (0,7 [1548 0,31 6,81 | 0,79 | 17,59
L861Q
$redni 0,21 8,7 0,66 | 27,6 0 0 0,69 | 28,93
Typ dziki Nd. 0,14 | 0,55 [0,62 | 2,46 0,38 1,63 | 0,74 | 2,95
niski 0,28 |5,29 (0,21 4,02 0 0 0,35 | 6,64
Insercje
Sredni 0,15 | 7,11 (0,15 6,87 0,09 3,99 |0,23 | 10,66
Ins_G719X niski 025 |4 02 (3,14 0,29 |4,56 | 043 (6,83
G719X
Sredni 0,18 |4,18 (0,22 | 5,11 0,26 |6,01 |0,39 |8,92
Typ dziki Nd. 0,14 |0,54 (0,14 | 0,54 0,15 0,61 |0,25|0,97
niski 0,27 |34 0,15 | 1,92 0,33 4,11 | 0,45 | 5,67
L858R
$redni 0,22 (4,23 (015292 0,31 596 (042|787
L858R_C797S niski 0,3 4,97 |0,12| 2,07 0,12 1,93 | 0,35 | 5,72
C797S
$redni 0,19 |523 (0,16 | 4,52 0,2 559 (0,32 8,89
Typ dziki Nd. 0,12 | 0,46 |0,21|0,82 0,05 0,18 | 0,24 | 0,96
niski 0,24 |4,16 (0,24 | 4,16 0,19 3,33 [ 0,37 | 6,53
Delecje
Sredni 0,15 4,43 (0,11 | 3,12 0,16 |4,65 |0,25|7,14
Del_S768I niski 0,26 |3,29 (02 |[254 0,14 1,85 | 0,35 | 4,55
S768I
Sredni 0,21 |3,66 |[0,28 4,76 0,13 |2,25 | 0,37 | 6,41
Typ dziki Nd. 0,12 | 0,49 (0,11 (0,45 0,26 1,02 [ 0,31 |1,22

* SD: Odchylenie standardowe
** %CV: Wspdtczynnik zmiennosci
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Tabela 12. Podsumowanie wynikéw dotyczacych odtwarzalnosci dla zestawu therascreen EGFR
Plus RGQ PCR Kit — prébki osocza

. W ramach Miedzy Miedzy .
Mieszanina Z’Iumf'a Tes_towany reakcji dniami osrodkami tacznie
EGFR Plus ocelowa poziom
EGFR Plus mutacji SD* | %CV** | SD | %CV | SD %CV | SD %CV
niski 0,34 |0,93 0,26 (0,73 | 0,14 |04 0,45 |1,25
T790M
Sredni 0,2 0,58 0,22 (0,66 | 0,24 | 0,73 [0,38 |1,14
T790M_L861Q niski 0,35 | 1,11 0,19 | 0,6 0,17 | 055 |0,43 |[1,37
L861Q
$redni 0,19 |0,65 0,16 | 0,56 0,23 (0,81 |0,34 |1,18
Typ dziki Nd. 0,18 | 0,67 0,86 3,28 {047 |18 1 3,8
niski 0,29 |0,93 0 0 0 0 0,3 0,94
Insercje
Sredni 0,19 | 0,65 0 0 0 0 0,2 0,67
Ins_G719X niski 0,39 |13 0,64 (2,15 | 0,85 [2,86 |[1,13 | 3,81
G719X
$redni 0,24 |0,87 0,33 | 1,19 (0,25 (0,9 048 |1,72
Typ dziki Nd. 0,19 |0,72 0,21 (0,82 | 0,16 | 0,63 [0,33 | 1,26
niski 0,37 |11 0,35 (1,04 (047 (138 [069 |2,05
L858R
Sredni 0,17 | 0,55 0,35 (1,12 | 0,48 | 154 [0,62 |1,98
L858R_C797S niski 0,29 |0,94 0,23 (0,74 | 0,31 | 0,98 [0,48 |1,54
C797S
Sredni 0,2 0,68 0,18 (0,63 | 0,35 | 1,22 [0,44 |1,53
Typ dziki Nd. 0,3 1,04 0,38 (1,31 | 0,34 | 1,18 [0,59 |2,05
niski 0,3 0,91 0,38 |1,16 (054 (162 (0,73 |2,19
Delecje
Sredni 0,21 | 0,69 0,32 (1,04 | 0,52 |17 0,65 |2,11
Del_S768I niski 0,17 | 0,53 0,27 (0,84 | 0,39 [1,21 (05 1,57
S768I
Sredni 0,2 0,66 0,17 (0,56 | 0,28 | 0,92 [0,39 |1,26
Typ dziki Nd. 0,17 | 0,65 0,19 { 0,71 | 0,3 1,13 (0,39 |1,49

* SD: Odchylenie standardowe
** %CV: Wspotczynnik zmiennosci

Analiza jakosciowa zostata wykonana na wynikach dotyczgcych odtwarzalnosci uzyskanych
dla prébek FFPE i probek osocza. Na podstawie analizy wykazano, ze wskaznik udanych

odczytow w zakresie wykrywania mutacji w genie EGFR nie jest zalezny od osrodka.
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Substancje zakt6cajgce

tacznie zbadano 36 potencjalnych substancji zakidcajgcych przy uzyciu 2 probek FFPE
pozytywnych wzgledem genu EGFR, jednej prébki FFPE negatywnej wzgledem genu EGFR
i prébek osocza (Tabela 13). Endogenne substancje potencjalnie zakidcajgce i substancje
egzogenne, ktére mogg wystepowaé w probce przed preparacjg DNA, zostaty zmieszane
z prébkami  w maksymalnych klinicznie istotnych stezeniach. Egzogenne substancje
potencjalnie zaktocajgce, ktére mogg przedostac sie do probki podczas procedur preparacii
DNA, zostaty zmieszane z wyizolowanym DNA w najwyzszych mozliwych do wystgpienia
podczas tych procedur stezeniach. Kazda probka (kontrola i mieszaniny z potencjalng
substancjg zaktocajgcg) zostata przetestowana w 6 powtdrzeniach, co tgcznie dato
51 reakcji (uzyto 1 serii zestawu therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit). Analiza ilosciowa

nie wykazata zadnego zaklécajgcego wptywu badanych substanc;ji.
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Tabela 13. Potencjalne substancje zakl6cajace badane przy uzyciu prébek FFPE

Substancja badana

Badane stezenie

Formalina w stgzeniu 4-10%

Parafina

Roztwér do odparafinowania

ATL (QlAamp FFPE Lysis Buffer)
Proteinaza K

RNaza A

Bufor AL (QlAamp FFPE Lysis Buffer)
Etanol w stezeniu 96—-100%

AW1 (QlAamp FFPE Wash Buffer)

AW?2 (QlAamp FFPE Wash Buffer)

QSB1 (QlAsymphony FFPE Buffer)

MBS (QlAsymphony FFPE Magnetic Beads Solution)
QSW1 (QlAsymphony FFPE Wash Buffer)
QSW2 (QlAsymphony FFPE Wash Buffer)
AVE (QlAsymphony FFPE Elution Buffer)
ATE (QlAamp FFPE Tissue Elution Buffer)

4,10E-05%
4,10E-05%
4,10E-05%
1,30E-05%
4,00E-05%
1,99E-07%
1,99E-03%
1,99E-03%
1,00E-01%
1,00E+00%
4,19E-07%
6,15E-09%
8,80E-04%
8,80E-02%
5,00E+00%
5,00E+00%
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Tabela 14. Potencjalne substancje zakiocajace badane przy uzyciu prébek osocza

Substancja badana Badane stezenie
Buffer ACL (QlAamp Plasma Lysis Buffer) 5,77E-05%
Buffer ACB (QIAMP Plasma Buffer) 2,92E-04%
Buffer ACW1 (QlAamp Plasma Wash Bulffer) 1,00E-03%
Buffer ACW2 (QlAamp Plasma Wash Buffer) 1,25E-02%
Etanol w stezeniu 96-100% 1,25E-01%
Buffer AVE (QlAamp Plasma Elution Buffer) 5,00E+00%
g/lclil?t:iio(nQ)lAsymphony Plasma Magnetic Beads 3.48E-05%
Proteinaza K 7,49E-05%
QSB4 (QlAsymphony Plasma Buffer) 5,57E-04%
QSWS8 (QlAsymphony Plasma Wash Buffer) 1,11E-01%
QSW9 (QlAsymphony Plasma Wash Buffer) 4,62E-01%
QSW10 (QlAsymphony Plasma Wash Buffer) 5,00E+00%
QSE1/QSE2 (QlAsymphony Plasma Elution Buffer) 5,00E+00%
Kwas etylenodiaminotetraoctowy (EDTA) 3,39E+00 pmol/l
Bilirubina niezwigzana 684 pmol/l
Bilirubina zwigzana 475 pmol/l
Hemoglobina 10 g/l
Trojglicerydy 16,94 mmol/l
Ksylen 684 pmol/l
Chloroform 5,00E+00%
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Swoistos¢ i reaktywnos¢ krzyzowa

Swoistosc¢ i reaktywnosc¢ krzyzowa zestawu therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit zostaty
ocenione poprzez przetestowanie zdolnosci zestawu therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit
do prawidtowej detekcji iidentyfikacji (w stosownych przypadkach) mutacji genu EGFR
wymienionych w Tabeli 1. W przypadku probek FFPE badanie zostato wykonane
z uwzglednieniem wszystkich mutacji docelowych w genie EGFR. Swoisto$¢ zestawu
w przypadku prébek osocza zostata oceniona na podstawie mutacji docelowych C797Sa
oraz C797Sb. W przypadku kazdej serii zestawu therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit
wszystkie probki testowano pojedynczo (nie testowano ich powtoérzen); facznie
wykorzystano 3 serie zestawu therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit. W badaniu wykazano,
ze wszystkie oczekiwane mutacje docelowe zostaty wykryte przez odpowiednie oznaczenie
genu EGFR, natomiast w przypadku innych oznaczen nie doszto do wygenerowania

zadnych sygnatéw.

Sprawdzono réwniez, czy testujgc probki FFPE iprobki osocza przy uzyciu zestawu
therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit, mozna wykry¢ rzadkg mutacje L858Q, niebedacg
mutacjg docelowg. Badanie wykazato, ze mutacja L858Q nie jest wykrywana przez
oznaczenie C797S, natomiast moze zosta¢ wykryta przez oznaczenie L858R, jesli stanowi
wysoki odsetek mutacji (prébki FFPE) lub wystepuje w wysokiej liczbie kopii (probki osocza).

Zanieczyszczenie krzyzowe i zanieczyszczenie spowodowane
przeniesieniem

Zanieczyszczenie krzyzowe, do ktérego moze dojs¢ podczas wykonywania 4 procedur
EGFR Plus, tj. wykonujac preparacje DNA przy uzyciu 4 réznych metod, zostato ocenione
z zastosowaniem roéznych warunkéw, naprzemiennie na prébkach pozytywnych
i negatywnych wzgledem genu EGFR. Podczas wykonywania kazdej z procedur EGFR Plus
przeprowadzono co najmniej 3 reakcje (do wykonania procedury uzywano 1 serii zestawu
therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit); w przypadku Zzadnej z4 procedur nie

zaobserwowano zanieczyszczenia krzyzowego.
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W ramach oceny mozliwosci wystgpienia zanieczyszczenia krzyzowego okreslono, czy
podczas wykonywania czterech procedur EGFR Plus moze dojs¢ do zanieczyszczenia
spowodowanego przeniesieniem; w przypadku Zzadnej reakcji nie zaobserwowano

wystgpienia zanieczyszczenia spowodowanego przeniesieniem.

Czas uzywania produktu

Maksymalny czas miedzy przygotowaniem ptytki do reakcji qPCR a rozpoczeciem reakc;ji
gPCR zostat okreslony dla kazdego oznaczenia genu EGFR przeznaczonego do wykrycia
danej mutacji genu EGFR, testowanej na jednym niskim poziome (parametry badania: jeden
aparat Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM, 1 operator, 1 seria zestawu therascreen EGFR Plus
RGQ PCR Kit). 8 réznych pozytywnych probek FFPE zostato przebadanych natychmiast po
przygotowaniu ptytki do reakcji qPCR oraz po 3 godzinach, 6 godzinach i 24 godzinach
przechowywania w temperaturze +2°C/+8°C. Maksymalny akceptowalny czas uzywania
produktu to 24 godziny; zalecane jest jednak, aby reakcje qPCR przy uzyciu zestawu
therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit rozpoczg¢ jak najszybciej po przygotowaniu plytki
(tj. po zatadowaniu prébek przeznaczonych do badania).
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Skutecznosc¢ kliniczna

Dokfadnos$¢: poréwnanie do analitycznej metody referencyjnej

Na podstawie wynikéw badania stwierdzono wysoki poziom zgodnosci miedzy zestawem
therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit a innymi metodami analitycznymi stosowanymi na
potrzeby badania doktadnosci. Zastosowane metody referencyjne oraz metody stuzgce do
rozwigzywania rozbieznosci: metoda PNA qPCR — opisana w publikacji Karachaliou i wsp.
z 2015 r. oraz Mayo-de-las-Casas i wsp. z 2017 r.; dwukierunkowe sekwencjonowanie
Sangera; sekwencjonowanie nowej generacji, zestaw therascreen EGFR RGQ PCR Kit V2
(ze znakiem CE) (nr kat. 874111) oraz zestaw therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit (ze
znakiem CE) (nr kat. 870311).

Uzyskane wyniki zostaly przeanalizowane w celu okreslenia zgodnosci procentowej
wynikéw dodatnich (positive percent agreement, PPA), zgodnosci procentowej wynikéw
ujemnych (negative percent agreement, NPA) oraz procentowej zgodnosci ogétem (overall
percent agreement, OPA) w odniesieniu do wyznaczania statusu mutacji genu EGFR
(MT lub WT) oraz mozliwosci oznaczenia mutacji docelowych genu EGFR (identyfikacja
mutacji) w probkach FFPE oraz probkach osocza migedzy zestawem therascreen EGFR Plus
RGQ PCR Kit a odpowiednig metodg referencyjng oraz metodg stuzgacg do rozwigzywania

rozbieznosci.

W badaniu przetestowano 170 probek FFPE; dla 148 probek uzyskano wazne wyniki, ktore

mozna byto zinterpretowac (148 statuséw prébki oraz 155 statuséw mutacji docelowych).

Po poréwnaniu wynikéw uzyskanych przy uzyciu zestawu therascreen EGFR Plus RGQ
PCR Kit zwynikami uzyskanymi przy uzyciu odpowiedniej metody referencyjne;j
w przypadku 4 prébek status genu EGFR (MT lub WT) byt niezgodny. Po analizie przy
uzyciu metody stuzgcej do rozwigzywania rozbieznosci liczba prébek z niezgodnym mutac;ji
docelowej (MT lub WT) ograniczyta sie do jednej prébki ze statusem fatszywie negatywnym.
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Wartosci PPA, NPA i OPA 2z odpowiadajgcymi im dwustronnymi 95-procentowymi

przedziatami ufnosci (confidence interval, Cl) zawarto w Tabeli 15 i Tabeli 16.

Tabela 15. Analiza zgodnosci ogélnego statusu mutacji na prébke — poréwnanie wynikéw
uzyskanych przy uzyciu zestawu therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit i metody referencyjnej —
probki FFPE

Dolna granica Gérna granica
95-procentowego 95-procentowego
przedziatu ufnosci przedziatu ufnosci

Procentowa zgodnos¢ 97,30% 93,22% 99,26%

ogoétem

Zgodnos¢ procentowa 93,65% 84,53% 98,24%

wynikéw dodatnich

(czutos¢)

Zgodnos¢ procentowa 100,00% 95,75% 100,00%

wynikéw ujemnych
(swoistos¢)

Tabela 16. Analiza zgodnosci ogélnego statusu mutacji na prébke po badaniu niezgodnosci —
probki FFPE

Dolna granica Gérna granica
95-procentowego 95-procentowego
przedziatu ufnosci przedziatu ufnosci

Procentowa zgodnos¢ 99,32% 96,29% 99,98%

ogoétem

Zgodnos¢ procentowa 98,33% 91,06% 99,96 %

wynikéw dodatnich

(czutos¢)

Zgodnos¢ procentowa 100,00% 95,89% 100,00%

wynikéw ujemnych
(swoistos¢)
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Po poréwnaniu wynikéw uzyskanych przy uzyciu zestawu therascreen EGFR Plus RGQ

PCR Kit zwynikami

uzyskanymi

przy uzyciu odpowiedniej

metody referencyjnej

w przypadku 9 prébek status genu EGFR byt niezgodny (Tabela 17). Po analizie przy uzyciu
metody stuzgcej do rozwigzywania rozbieznosci liczba prébek z niezgodnym statusem

mutacji docelowej ograniczyta sie do 3 prébek z rozbieznym statusem, 2 prébek ze statusem

fatszywie negatywnym i 1 probki ze statusem fatszywie pozytywnym (Tabela 18). Wartosci
PPA, NPA i OPA z odpowiadajgcymi im dwustronnymi 95-procentowymi przedziatami

ufnosci (Confidence Interval, Cl) zawarto w Tabeli 19 i Tabeli 20.

Tabela 17. Szczegotowy status mutacji w probce FFPE wg mutacji docelowej — poréwnanie

wynikow zestawu therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit i metody referencyjnej

Metoda
referencyjna

Zestaw therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit

T790M

L861Q

Insercje

G719X

L858R

C797s

Delecje

Ex21 MT

tacznie

WT

85

T790M

L861Q

Insercje

G719X

L858R

19

C797S

Delecje

36

36

Ex21 MT

tacznie

88

38

155
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Tabela 18. Szczegétowy status mutacji w prébce FFPE wg mutacji docelowej po badaniu

niezgodnosci

Metoda
_referencyjna
shuszaca do slols|x|xle|s|E]|e
rozwiazywania E Q S § =~ 9 2 < b 3
rozbieznosci + - £ o - o a ] N
Zestaw therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit
WT 89 - 2 - - 91
T790M - 4 - - - - 4
L8e1Q - 1 - - - 1
Insercje 1 - 1 - - - 2
G719X - - 1 - - 1
L858R - - - 19 - - 19
C797s8 - - - - 1 - 1
Delecje - - - - - 36 - 36
Ex21 MT - - - - - - -
Ltacznie 90 4 1 1 3 19 1 36 - 155

Tabela 19. Analiza zgodnosci ogélnego statusu mutacji na mutacje docelowg — poréwnanie

wynikéw uzyskanych przy uzyciu zestawu therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit i metody
referencyjnej — probki FFPE

Dolna granica
95-procentowego
przedziatu ufnosci

Gérna granica

95-procentowego
przedziatu ufnosci

Procentowa zgodnos¢
ogoétem

Zgodnos¢ procentowa
wynikéw dodatnich
(czutos¢)

Zgodnos¢ procentowa
wynikéw ujemnych
(swoistos¢)

94,19%

91,04%

96,59%

89,26%

81,52%

90,36%

97,31%

96,64%

99,29%

96
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Tabela 20. Analiza zgodnosci ogélnego statusu mutacji na mutacje docelowa po badaniu
niezgodnosci — probki FFPE

Dolna granica 95-  Gérna granica 95-
procentowego procentowego
przedziatu ufnosci  przedziatu ufnosci

Procentowa zgodnos¢ 98,06% 94,44% 99,60%
ogoétem

Zgodnos¢ procentowa 96,92% 89,32% 99,62%
wynikéw dodatnich

(czutos¢)

Zgodnos¢ procentowa 98,89% 93,96% 99,97%

wynikow ujemnych
(swoistos¢)

W badaniu przetestowano 106 probek osocza; dla 106 probek uzyskano wazne wyniki, ktére

mozna bylo zinterpretowac¢ (106 statuséw prébki oraz 121 statuséw mutacji docelowych).

Po poréwnaniu wynikéw uzyskanych przy uzyciu zestawu therascreen EGFR Plus RGQ
PCR Kit zwynikami uzyskanymi przy uzyciu odpowiedniej metody referencyjne;j
w przypadku 9 probek status genu EGFR (MT lub WT) byt niezgodny. Po analizie przy
uzyciu metody stuzgcej do rozwigzywania rozbieznosci liczba prébek z niezgodnym mutacji
docelowej (MT lub WT) ograniczyta sie do 3 prébek z rozbieznym statusem, 1 prébki ze
statusem fatszywie negatywnym i 2 prébek ze statusem fatszywie pozytywnym. Wartosci
PPA, NPA i OPA z odpowiadajgcymi im dwustronnymi 95-procentowymi przedziatami
ufnosci (Confidence Interval, Cl) zawarto w Tabeli 21 i Tabeli 22.
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Tabela 21. Analiza zgodnosci ogélnego statusu mutacji na prébke — poréwnanie wynikow
uzyskanych przy uzyciu zestawu therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit i metody referencyjnej
— probki osocza

Dolna granica Goérna granica
95-procentowego  95-procentowego
przedziatu ufnosci  przedziatu ufnosci

Procentowa zgodnosé 91,51% 84,49% 96,04%
ogotem

Zgodnos¢ procentowa 87,27% 75,52% 94,73%
wynikéw dodatnich

(czutosc)

Zgodnos¢ procentowa 96,08% 86,54% 99,52%

wynikéw ujemnych
(swoistos¢)

Tabela 22. Analiza zgodnosci ogélnego statusu mutacji na probke po badaniu niezgodnosci
— probki osocza

Dolna granica Gérna granica
95-procentowego 95-procentowego
przedziatu ufnosci  przedziatu ufnosci

Procentowa zgodnosé 97,17% 91,95% 99,41%
ogotem

Zgodnos¢ procentowa 97,96% 89,15% 99,95%
wynikéw dodatnich

(czutos¢)

Zgodnos¢ procentowa 96,49% 89,89% 99,57%

wynikéw ujemnych
(swoistos¢)

Po poréwnaniu wynikéw uzyskanych przy uzyciu zestawu therascreen EGFR Plus RGQ
PCR Kit zwynikami uzyskanymi przy uzyciu odpowiedniej metody referencyjnej
w przypadku 18 prébek status genu EGFR byt niezgodny (Tabela 23). Po analizie przy
uzyciu metody stuzacej do rozwigzywania rozbieznosci liczba probek z niezgodnym
statusem mutacji docelowej ograniczyta sie do 5 probek z rozbieznym statusem — 3 prébek
ze statusem fatszywie pozytywnym i 2 prébek ze statusem fatszywie negatywnym (Tabela
24). Wartosci PPA, NPA i OPA z odpowiadajgcymi im dwustronnymi 95-procentowymi
przedziatami ufnosci (Confidence Interval, Cl) zawarto w Tabeli 25 i Tabeli 26.
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Tabela 23. Szczegétowy status mutacji w prébkach osocza wg mutacji docelowej
— poréwnanie wynikow zestawu therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit i metody referencyjnej

Metoda referencyjna g g %’- x| @ -:'_,—’- -g
s(2|18|5|8|8|2 ¢

Fla|el2|o|al F§

Zestaw therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit

WT 49 | 6 6 1] 62
T790M 8 8
L861Q 2 2
Insercje 1 1
L858R 13 13
C797S 0
Delecje 4 1 (30 35
tacznie 531141 2 | 1 [19] 1 |31 |11

Tabela 24. Szczegotowy status mutacji w prébkach osocza wg mutacji docelowej po badaniu

niezgodnosci

Metoda
referencyjna
i metoda
stuzaca do
rozwiazywania o o )
rozbieznosci - ?: 9 © % Q o g
Z|R|8|8|8 |8 =8
F ||| 2|0 a N
Zestaw therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit
WT 60 1 1 62
T790M 8 8
L861Q 2 2
Insercje 1 1
L858R 13 13
C797S 0
Delecje 3 32 | 35
Lacznie 63 | 9 2 1 14 | 0 | 32 | 121
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Tabela 25. Analiza zgodnosci ogélnego statusu mutacji na mutacje docelowg — poréwnanie
wynikéw uzyskanych przy uzyciu zestawu therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit i metody
referencyjnej — proébki osocza

Dolna granica Gérna granica
95-procentowego 95-procentowego
przedziatu ufnosci  przedziatu ufnosci

Procentowa zgodnosé 85,12% 77,51% 90,94%
ogotem

Zgodnos¢ procentowa 80,60% 69,11% 89,24%
wynikow dodatnich

(czutosc)

Zgodnos¢ procentowa 90,74% 79,70% 96,92%

wynikéw ujemnych
(swoistos¢)

Tabela 26. Analiza zgodnosci ogoélnego statusu mutacji na mutacje docelowg po badaniu
niezgodnosci — probki osocza

Dolna granica Gérna granica
95-procentowego 95-procentowego
przedziatu ufnosci  przedziatu ufnosci

Procentowa zgodnosé 95,87% 90,62% 98,64%
ogotem

Zgodnos¢ procentowa 96,55% 88,09% 99,58%
wynikow dodatnich

(czutosc)

Zgodnos¢ procentowa 95,24% 86,71% 99,01%

wynikéw ujemnych
(swoistos¢)
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Rozwigzywanie problemow

Ta czes¢ instrukcji dotyczgca rozwigzywania probleméw moze by¢ przydatna w przypadku
wystgpienia ewentualnych probleméw. Aby uzyska¢ wiecej informacji, nalezy réwniez
zapoznaC sie ze strong poswiecong czesto zadawanym pytaniom (Frequently Asked
Questions, FAQ) w witrynie naszego centrum pomocy technicznej pod adresem:
www.qgiagen.com/FAQ/FAQList.aspx. Naukowcy z dziatu serwisu technicznego firmy
QIAGEN zawsze chetnie odpowiedzg na wszelkie pytania dotyczgce informacji i/lub
protokotéw opisanych w niniejszej instrukcji obstugi, a takze technologii prébek i oznaczen
(informacje kontaktowe znajdujg sie na stronie www.qiagen.com).

Komentarze i wskazéwki

Niepowodzenie reakcji z powodu niewaznego wyniku kontroli pozytywnej

a) Jeden ze sktadnikow  Sprawdzi¢, czy mieszanina reakcyjna zostata przygotowana

mieszaniny w prawidtowy sposaéb.
reakcyjnej nie zostat Sprawdzi¢, czy wszystkie skfadniki mieszaniny reakcyjnej
dodany do reakcji qPCR zostaty dodane.

Ponownie przeprowadzi¢ reakcje gPCR.

b) Mieszanina reakcyjna Zestaw zostat zamrozony irozmrozony zbyt wiele razy;
ulegta rozktadowi sktadniki zestawu nie byly przechowywane w temperaturze
od -30 do —15°C lub mieszanina starteréw isond byta

narazona na dziatanie swiatta.

Sprawdzi¢ warunki przechowywania i daty waznosci (patrz
etykieta) odczynnikéw i, w razie potrzeby, uzyé nowego
zestawu.

Ponownie przeprowadzi¢ reakcje gPCR.

c) Zbyt mafa objetos¢ Sprawdzi¢ schemat pipetowania ikonfiguracje reakc;ji.
pipetowanego Sprawdzi¢, czy dodano 5 pl kontroli.

materiatu: Sprawdzi¢ i ponownie skalibrowa¢ pipety przed powtérnym

pipetowana objtosC  przeprowadzeniem reakcji gPCR.
moze byé

nieprawidtowa
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Komentarze i wskazowki

d) Awaria aparatu Sprawdzi¢ dzienniki konserwacji aparatu.
Rotor-Gene QMDx  ponownie przeprowadzié reakcje qPCR.

e) Btad dotyczacy Rotor 72-Well Rotor moze by¢ nieprawidtowo zablokowany.
akcesoriow aparatu  ponownie przeprowadzié reakcje gPCR.
Rotor-Gene Q MDx

f) Zamieniono Sprawdzi¢ schemat pipetowania i przygotowanie reakcji.
identyfikator Ponownie przeprowadzi¢ reakcje qPCR.
probéwek w pasku
i/lub prébki

g) Brak kontroli lub Upewni¢ sie, ze odpowiednie kontrole zostaly zatadowane
kontrole zatadowane do odpowiadajgcych im pozyciji.

w nieprawidtowych Ponownie przeprowadzi¢ reakcje qPCR.
pozycjach.

h) Niedostateczne Kontrole nie zostaty catkowicie rozmrozone przed
wymieszanie probek  zatadowaniem lub kontrole nie zostaty w prawidtowy sposéb
kontroli wymieszane z mieszaning reakcyjng (pipetowanie w gore

i wdot).
Ponownie przeprowadzi¢ reakcje qPCR.

i) Nieszczelnie Probowka nie zostata szczelnie zamknieta, przez co doszito
zamknieta probéwka do odparowywania jej zawartosci podczas reakcji qPCR.

Ponownie przeprowadzi¢ reakcje qPCR.

j)  Warunki Sprawdzi¢ warunki przechowywania i daty waznosci (patrz
przechowywania co etykieta zestawu) odczynnikéw i, w razie potrzeby, uzyé
najmniej jednego nowego zestawu.

z odczynnikow
wchodzacych w sktad
zestawu nie byty
zgodne
z zaleceniami
zawartymi w czesci
~Warunki
przechowywania”
(strona 29)
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Komentarze i wskazowki

k)

Minat termin

waznosci zestawu
therascreen EGFR
Plus RGQ PCR Kit

Nieprawidtowa
krzywa amplifikaciji
(artefakt)

Sprawdzi¢ warunki przechowywania i daty waznosci (patrz
etykieta zestawu) odczynnikéw i, w razie potrzeby, uzyé
nowego zestawu.

Sprawdzi¢ odpowiednig krzywg pod katem jej nietypowego
przebiegu (np. wystepowania linii proste;j).
Ponownie przeprowadzi¢ reakcje gPCR.

Niepowodzenie reakcji z powodu amplifikacji w kontroli bez matrycy

a)

b)

Zanieczyszczenie
krzyzowe lub
zanieczyszczenie
odczynnikow

Nieprawidtowa
krzywa amplifikaciji
(artefakt)

Zamieniono
identyfikator
proboéwek w pasku
i/lub prébki

Aby nie dopusci¢ =zanieczyszczenia spowodowanego
przeniesieniem, z probkami, sktadnikami zestawu
i materiatami eksploatacyjnymi nalezy zawsze postgpowac
zgodnie z zalecanymi praktykami.

Upewni¢ sig, ze koncowki sg zmieniane miedzy
pipetowaniem roznych odczynnikdw oraz fadowaniem
réznych probowek. Przygotowa¢ mieszanine reakcyjng do
reakcji gPCR z wykorzystaniem przeznaczonych do tego
celu przyrzaddéw i materiatéw (pipet, koncowek itp.).
Przygotowywaé¢ mieszanine reakcyjng do reakcji qPCR oraz
kontrole NTC w przeznaczonym do tego celu miejscu, do
ktérego nie sg wprowadzane zadne matryce DNA (DNA,
plazmid lub produkty reakcji PCR).

Jedli  stwierdzono  wystepowanie  zanieczyszczenia
krzyzowego, nalezy wymieni¢ wszystkie odczynniki.
Ponownie przeprowadzi¢ reakcje qPCR.

Sprawdzi¢ odpowiednig krzywg pod katem jej nietypowego
przebiegu (np. wystepowania linii proste;j).

Ponownie przeprowadzi¢ reakcje gPCR.

Sprawdzi¢ schemat pipetowania i przygotowanie reakciji.
Ponownie przeprowadzi¢ reakcje gPCR.
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Komentarze i wskazowki

d) Awaria aparatu Rotor-  Sprawdzi¢ dzienniki konserwacji aparatu.

Gene Q MDx Na przykiad niepoprawnie wycentrowana soczewka moze
doprowadzi¢ do wystgpienia wyzszego sygnatu tta lub
artefaktow. Jesli centrowanie soczewki nie jest
uwzglednione w planowanych dziataniach
konserwacyjnych, nalezy skontaktowac¢ sie z serwisem
technicznym firmy QIAGEN w celu uzyskania dodatkowych
informaciji i potencjalnej interwenciji.

Niewazny wynik prébki spowodowany brakiem ampilifikacji lub staba
amplifikacjg w kontroli wewnetrzne;j

a) Zbyt niskie stezenie  Zestaw therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit zostat
probki DNA zoptymalizowany do stezenia roboczego 5 ng/ul (DNA
z probek FFPE) oraz 5 pl czystego ccfDNA wyizolowanego

z prébek osocza.

Sprawdzi¢ stezenie (w przypadku prébek FFPE).
Ponownie wykonac reakcje gPCR dla tej prébeki.

b) Niska jakos¢ Sprawdzi¢ stezenie (w przypadku prébek FFPE).

probki DNA Ponownie wykonaé reakcje qPCR przy uzyciu innej probki
(najlepiej ze $wiezo wycietego skrawka).
Ponownie wykona¢ reakcje, uzywajac wyzszego stezenia
prébki.
Uwaga: Testowanie gDNA w wyZzszym stezeniu moze
spowodowaé, ze wartos¢ Cr dla eksonu 2 zostanie
uzyskana wczesniej, ale réwniez spowoduje, ze ryzyko
inhibicji reakcji bedzie wyzsze. Dlatego wartos¢ Cr dla
eksonu 2 moze wystgpi¢ pozniej niz w przypadku reakc;ji
przy uzyciu nizszego stezenia.
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Komentarze i wskazowki

c) Inhibitor w probce

d) Zbyt mata objetosé
pipetowanego
materiatu:
pipetowana objetosé
moze byé
nieprawidtowa

e) Nieszczelnie
zamknieta probéwka

f) Warunki
przechowywania co
najmniej jednego
z odczynnikow
wchodzacych w sktad
zestawu nie byty
zgodne
z zaleceniami
zawartymi w czesci
~Warunki
przechowywania”
(strona 29)

g) Minat termin
waznosci zestawu
therascreen EGFR
Plus RGQ PCR Kit

Rozcienczy¢ prébke i ponownie przeprowadzi¢ reakcje przy
uzyciu nizszego stezenia probki.

Uwaga: Testowanie probki w nizszym stezeniu moze
spowodowaé, ze sygnat dla eksonu 2 zostanie uzyskany
wczesniej, jesli w probce o stezeniu 5 ng/ul byty obecne
inhibitory.

Ponownie wykona¢ izolacje probki (FFPE) przy uzyciu
wiekszej liczby skrawkéw, a nastgpnie  ponownie
przeprowadzi¢ reakcje.

Uwaga: W przypadku elucji z wiekszej liczby skrawkdéw przy
zachowaniu tej samej objetosci, stezenie inhibitorow moze
wzrosng¢ po znormalizowaniu probki do stezenia 5 ng/pl.

Sprawdzi¢ schemat pipetowania ikonfiguracje reakcji.
Sprawdzi¢, czy dodano 5 pl probki.

Sprawdzi¢ i ponownie skalibrowa¢ pipety przed powtérnym
przeprowadzeniem reakcji qPCR.

Probowka nie zostata szczelnie zamknieta, przez co doszito
do odparowywania jej zawartosci podczas reakcji gqPCR.

Ponownie wykona¢ reakcje qPCR dla tej probki.

Sprawdzi¢ warunki przechowywania i daty waznosci (patrz
etykieta zestawu) odczynnikéw i, w razie potrzeby, uzyé
nowego zestawu.

Sprawdzi¢ warunki przechowywania i daty waznosci (patrz
etykieta zestawu) odczynnikéw i, w razie potrzeby, uzyé
nowego zestawu.
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Komentarze i wskazowki

h) Nieprawidtowy
poziom fluorescenc;ji

Nie pisa¢ na probéwkach. Podczas pracy z probowkami
zachowacé ostroznos¢. Nosi¢ rekawiczki.

Sprawdzi¢ wzrokowo, czy w probowce do reakcji PCR
wystepujg czarne czastki magnetyczne (pochodzace
Z procesu zautomatyzowanej izolaciji w aparacie
QIAsymphony). Czastki mozna usuna¢ w sposoéb opisany
w instrukcji obstugi odpowiedniego zestawu do izolaciji.

Prébka jest niewazna z powodu wczesnej amplifikacji kontroli wewnetrznej

w prébkach

a) Zbyt wysokie
stezenie prébki DNA

b) Zbyt duza objetos¢
pipetowania:
pipetowana objetosé
moze byé
nieprawidfowa

c) Krzywa amplifikacji
moze byé
nieprawidfowa

d) Nieprawidtowy
poziom fluorescenc;ji

Zestaw therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit jest
zoptymalizowany do stezenia roboczego 5 ng/ul (prébki
FFPE).

W przypadku gDNA ztkanek FFPE: sprawdzi¢ stezenie
DNA. Jesli stezenie DNA ma inng wartosé¢, nalezy
rozcienczy¢ probke DNA.

W przypadku ccfDNA z probek osocza: rozcienczy¢ prébke.
Ponownie wykonac reakcje qPCR dla tej prébeki.

Sprawdzi¢ schemat pipetowania ikonfiguracje reakc;ji.
Sprawdzi¢, czy dodano 5 pl prébki.

Sprawdzi¢ i ponownie skalibrowaé pipety przed powtérnym
przeprowadzeniem reakcji qPCR dla prébki.

Sprawdzi¢ odpowiednig krzywg pod katem fatszywie
pozytywnych wynikéw (tj. krzywa amplifikacji to linia prosta
zamiast linii wyktadniczej).

Ponownie wykonac reakcje gPCR dla tej prébeki.

Nie pisa¢ na probdéwkach. Podczas pracy z probéwkami
zachowac ostroznos¢. Nosic¢ rekawiczki.

Sprawdzi¢ wzrokowo, czy w probéwce do reakcji PCR
wystepujg czarne czastki magnetyczne (pochodzace
Z procesu zautomatyzowane;j izolacji w aparacie
QIAsymphony). Czastki mozna usuna¢ w sposob opisany
w instrukcji obstugi odpowiedniego zestawu do izolacji.
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Komentarze i wskazowki

e) Awaria aparatu Rotor-
Gene Q MDx

Sprawdzi¢ dzienniki konserwacji aparatu.

Na przyktad niepoprawnie wycentrowana soczewka moze
doprowadzi¢ do wystgpienia wyzszego sygnatu tta. Jesli
centrowanie soczewki nie jest uwzglednione
w planowanych dziataniach konserwacyjnych, nalezy
skontaktowac sie z serwisem technicznym firmy QIAGEN
w celu uzyskania dodatkowych informacji i potencjalnej
interwencji.

Prébka jest niewazna z powodu nieoczekiwanej wartosci ACT lub wczesnego

wystapienia wartosci CT

a) Proébka jest
niewazna
— wartosc¢ CT jest
za niska lub
znajduje sie ponizej
zakresu odciecia

Przygotowaé nowg reakcje PCR, aby powtérzy¢ test dla
probki, przyktadajac szczegdlng uwage do krokéw
mieszania.

Kontrola jakosci

Zgodnie z poswiadczonym certyfikatem ISO systemem zarzadzania jako$cig firmy QIAGEN
kazda seria zestawu therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit jest testowana pod kagtem

wstepnie ustalonych specyfikacji w celu zapewnienia powtarzalnej jakosci produktu.

Kontrole jakosci catego zestawu wykonywano na aparacie Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM.
Ten zestaw wyprodukowano zgodnie z normag ISO 13485. Certyfikaty analiz sg dostepne na

zadanie pod adresem www.qiagen.com/support.
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Symbole

Ponizsze symbole mogg znajdowac sie w instrukcji uzycia lub na opakowaniu i etykietach:

Symbol Definicja symbolu

Zawiera odczynniki wystarczajgce do wykonania <N>
reakcji

Data waznosci

"

<
o

RIS

Wyréb medyczny do diagnostyki in vitro
Numer katalogowy

Numer serii

Numer materiatu (tj. oznaczenie sktadnika)
Sktadniki

Zawiera

Numer

GTIN Globalny numer jednostki handlowej

R oznacza wydanie instrukcji uzycia, a n oznacza numer
wydania

Zakres temperatury

Producent
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Symbol Definicja symbolu

Uﬂ Zapozna¢ sie z instrukcjg uzycia

e L
// N Chroni¢ przed Swiatlem stonecznym
/i\
]

Rx ONLY Wytgcznie na zlecenie

TE Ostrzezenie/przestroga

Informacje kontaktowe

W celu uzyskania pomocy technicznej lub szczegdtowych informacji nalezy odwiedzié¢
witryne  naszego centrum pomocy technicznej dostepng pod adresem
www.giagen.com/Support, zadzwoni¢ pod numer 00800-22-44-6000 lub skontaktowac sie
z jednym z dziatéw serwisu technicznego firmy QIAGEN lub lokalnym dystrybutorem (patrz

tylna oktadka lub strona www.qiagen.com).
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Zatgcznik A: Instalacja oprogramowania
Rotor-Gene AssayManager v2.1 i narzedzia
Gamma Plug-in oraz importowanie profilu
oznaczenia

Wazne informacje przed rozpoczeciem procedury

Oprogramowanie Rotor-Gene AssayManager w wersji 2.1 musi zosta¢ zainstalowane na
komputerze podtgczonym do aparatu Rotor-Gene Q MDx 5Plex HRM. Aby pobra¢
oprogramowanie, nalezy wej$¢ na strone produktu Rotor-Gene AssayManager v2.1 —
www.qgiagen.com/9025620 > Resources (Zasoby) > Operating Software

(Oprogramowanie operacyjne). Szczegoétowe informacje na temat instalacii
oprogramowania Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core Application zawiera dokument
Podrecznik uzytkownika aplikacji podstawowej oprogramowania Rotor-Gene AssayManager
v2.1 Core Application.

Dla zestawu therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit wymagane jest okreslone narzedzie —
Gamma Plug-in. Aby uzyska¢ dostep do najnowszej wersji tego narzedzia, nalezy wejsé na
strone  produktu Rotor-Gene AssayManager v2.1 dostepng pod adresem
www.giagen.com/9025620 > Resources (Zasoby) > Operating Software
(Oprogramowanie operacyjne). To narzedzie nalezy zainstalowa¢ na komputerze, na
ktorym jest juz zainstalowane oprogramowanie Rotor-Gene AssayManager co najmniej
w wersji 2.1.

Do uzycia zestawu therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit wymagany jest réwniez profil
oznaczenia. Profil oznaczenia zawiera wszystkie parametry wymagane do wykonywania
cykli reakcji PCR izautomatyzowanej analizy danych. Do uzycia zzestawem
therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit dostepne sg dwa profile oznaczen:
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O Profil przeznaczony do badania probek gDNA z tkanek FFPE —
therascreen_EGFR_Plus_FFPE
O Profil przeznaczony do badania probek ccfDNA z osocza —
therascreen_EGFR_Plus_Plasma
® Profile oznaczen sg dostepne do pobrania w formie plikéw ,.iap” na stronie produktu
therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit dostepnej w witrynie www.giagen.com. Profile
oznaczen muszg zostaC zaimportowane do oprogramowania Rotor-Gene

AssayManager v2.1.

Procedura

Szczegdty dotyczace instalacji narzedzia Gamma Plug-in oraz importu profili oznaczen do
oprogramowania Rotor-Gene AssayManager v2.1 sg nastepujace.

Szczegdtowy opis instalacji iimportu narzedzia Gamma Plug-in oraz profilu oznaczenia
mozna znalez¢ w dokumentach Podrecznik uzytkownika aplikacji podstawowej Rotor-Gene

AssayManager v2.1 Core Application i Podrecznik uzytkownika narzedzia Gamma Plug-In.

1. Pobra¢ narzedzie Gamma Plug-in z witryny internetowej firmy QIAGEN.

2. W celu przyprowadzenia instalacji dwukrotnie klikng¢ plik
RGAM_V2_1_Gamma_Plug-in.Installation.V1_0_x.msi (x=0), a nastepnie
postepowac zgodnie z instrukcjami instalacji. Szczegotowy opis tego procesu zawiera
czesé ,Instalowanie narzedzi” w Podreczniku uzytkownika aplikacji podstawowej Rotor-

Gene AssayManager v2.1 Core Application.

3. Po pomysinym zainstalowaniu narzedzia osoba posiadajgca uprawnienia
administratora oprogramowania Rotor-Gene AssayManager v2.1 musi wykonaé

nastepujgce czynnosci, aby zaimportowac najnowszg wersje profilu oznaczenia.

3a. Przejs¢ do aplikacji Windows Explorer i zapisa¢ AP w tym folderze: ,,
C:\Documents and settings\Public\Documents\QIAGEN\Rotor-Gene
AssayManager\Import\AssayProfiles”.

/%
3b. Klikng¢ ikone oprogramowania Rotor-Gene Assay Manager v2.1. @
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Zostanie wyswietlone okno logowania.

: Rotor-Gene AssayManager
L1 L1ld
QIAGEN 2.1.0

User ID

Password

Mode
Closed v|

Ryc. 21. Rotor-Gene AssayManager v2.1.

3c. Woprowadzi¢ identyfikator uzytkownika i hasto. W polu Mode (Tryb) pozostawi¢
ustawiong opcje Closed (Zamkniety). Klikng¢ przycisk OK.
Zostanie wyswietlony obszar roboczy oprogramowania Rotor-Gene
AssayManager.

2 Rotor-Gene Assryansger
Fie how

Auesitsbla wark lists | Mansgo or apply wark lisis
* My cresses s s
[res— e ||
e PRI ST e Crvsten oot == =

e o < Wnem Ausapprties [Rater by Ve Ather Cresten e et Mooty

Fbesh bnt

e |

- Mot connected Connected

Ryc. 22. Rotor-Gene AssayManager v2.1. 1 = karta Setup (Ustawienia); na tej karcie mozliwe
jest zarzadzanie listami zadan lub zastosowanie list zadan. 2 = karta Approval (Zatwierdzanie); na
tej karcie mozliwe jest wyszukiwanie poprzednich eksperymentéw. 3 = karta Archive (Archiwum);
na tej karcie mozliwe jest wyszukiwanie poprzednio zatwierdzonych eksperymentow. 4 = karta

@ Ciosed Mode
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Service (Konserwacja); na tej karcie wyswietlany jest raport dotyczacy $ciezki audytu kazdego
pliku wygenerowanego przez oprogramowanie. 5 = karta Configuration (Konfiguracja); na tej
karcie mozliwe jest skonfigurowanie wszystkich parametréw oprogramowania. 6 = ikona aparatu
Rotor-Gene Q (RGQ); stuzy do powiadamiania uzytkownika czy dany cykler jest podtgczony. Do
jednego komputera mozna podtgczy¢ maksymalnie cztery aparaty RGQ.

3d. Aby zapewni¢ bezpieczenstwo procesowe catego systemu, nalezy ustawi¢
nastepujace wymagane ustawienia konfiguracji w trybie zamknietym:
® Wybrac¢ karte Settings (Ustawienia) w sSrodowisku Configuration (Konfiguracja).
® W panelu Work list (Lista zadan) dostepnym w trybie Closed (Zamkniety)
zaznaczy¢ pola wyboru Material number required (Wymagany numer
materiatu), Valid expiry date (Wazna data waznosci) oraz Lot number
required (Wymagany numer serii).
Uwaga: Te ustawienia konfiguracji mogg zosta¢ ustawione tylko przez uzytkownika
z uprawnieniami odpowiadajgcymi roli Administrator.
3e. W srodowisku Configuration (Konfiguracja) wybra¢ karte Assay Profiles (Profile
oznaczen).
3f.  Klikng¢ opcje Import (Importu;j).
3g. W oknie dialogowym Open file (Otwieranie pliku) wybra¢ plik
therascreen_EGFR_Plus_FFPE_V1_0_0.iap jako pierwszy profil oznaczenia
genu EGFR.
3h. Klikng¢ przycisk Open (Otworz).
Profil oznaczenia zostanie zatadowany i dodany do listy dostgpnych profili
oznaczen, przeznaczonych do uzycia w srodowisku Setup (Ustawienia).
3i.  Ponownie wykona¢ kroki 3e—3h w celu zatadowania i dodania pliku
therascreen_EGFR_Plus_Plasma_V1_0_0.iap jako drugiego profilu oznaczenia.

Uwaga: Nie mozna zaimportowac tej samej wersji profilu oznaczenia po raz drugi.
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Zatgcznik B: Korzystanie z profilu oznaczenia
dla prébek FFPE oraz profilu oznaczenia dla
probek osocza w ramach jednego
eksperymentu

Do

uzycia z zestawem therascreen EGFR Plus RGQ PCR Kit dostepne sg dwa profile

oznaczen:

® W przypadku badania probek gDNA z tkanek FFPE — therascreen_EGFR_Plus_FFPE

e W przypadku badania probek ccfDNA z osocza — therascreen_EGFR_Plus_Plasma.

Korzystanie z obu profili oznaczen, zaréwno dla probek FFPE jak i probek osocza, w ramach

jednego eksperymentu:

1.

Przygotowaé eksperyment wykorzystujgcy reakcije gPCR zgodnie z instrukcjami
zawartymi w czesci ,Przygotowanie reakcji gPCR” oraz czesci ,Protokét:
Przygotowanie aparatu Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM” protokotu ,Protokét: okreslenie
mutacji w genie EGFR za pomocg reakcji gqPCR wykonywanej w aparacie Rotor-Gene
Q MDx 5Plex HRM” (poczatek na stronie 48).

O $Podczas korzystania z dwoch profili oznaczen w ramach jednego eksperymentu
wymagane jest zastosowanie okreslonego uktadu ptytki (Ryc. 23):

O Kontrole (kontrola pozytywna, NTC) nalezy doda¢ dwukrotnie oraz umiesci¢
w dotkach poprzedzajgcych prébki w przypadku obu rodzajow probek (FFPE
i osocze), zgodnie z Ryc. 23.

O Wszystkie prébki tego samego rodzaju (FFPE albo osocze) podczas wykonywania
testu muszg znajdowac sie w kolejnych dotkach. Kolejnosc¢ testowania obu rodzajow
probek (tzn. czy jako pierwsze bedg testowane probki FFPE, czy probki osocza) nie

jest istotna.
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O Pomiegdzy ostatnim dotkiem z prébka z pierwszego rodzaju (np. na Ryc. 23 dotek 32
zawiera probke S6 FFPE) a pierwszym dotkiem z kontrolg pozytywng odpowiadajaca
drugiemu rodzajowi testowanych prébek (np. na Ryc. 23 kontrola pozytywna w dotku
33 odpowiada profilowi oznaczenia probek osocza) nie powinny znajdowac sie zadne

puste dofki.

(“Conols  FPESamples [ Controls Plasmasamples |

s ———— s

| pC s1 s3 S5i PC 1 s3 S5 |

Y R !
T790M & 1861Q Mix > § @ -0 »O = Oiiaa @ « 0O «O =01 es O
Ins & G719X Mix 2 o 18 2 l3a P @ s @)
L858R & C7975 Mix [ i s QO 10O 0O =» Oilas O = O = O =0OieQ
peigszesiMix =14 @) () 20() = Qiias O «0O 20 oOsQ)

L NTC sz 4 6l NTC S 4 s6

Y L i
rromessiamx =15 () = () a2 () = OEI” O 0O =0 «0i=20
Ins & G719 Mix Lo & 2 o ()i E = @ (im0
sracrorsmie = 17 O 5 = 2 O ii »O «0O O =020
Del & $7681 Mix |:>58 O 16 O 2 O 2 OEEW O 48 O s6 Q 64 QEHO

AP: therascreen_EGFR_FFPE AP : therascreen_EGFR_Plasma

Ryc. 23. Uktad ptytki na potrzeby testowania probek FFPE i prébek osocza w ramach jednego
eksperymentu gPCR. PC: kontrola pozytywna genu EGFRv3; NTC: kontrola bez matrycy (woda);
AP: profil oznaczenia; mieszaniny reakcyjne: EGFRv3 T790M & L861Q Mix, EGFRv3 Insertions
& G719X Mix, EGFRv3 L858R & C797S Mix, EGFRv3 Deletions & S768! Mix.
Prébka 1 (S1)—probka 6 (S6): probki DNA. ‘) = puste dotki.

2. Przej$¢ do krokéw 13-17 procedury ,Tworzenie listy zadan i uruchamianie reakcji

qPCR” (poczatek na stronie 54).

3. Zaimportowa¢ kolejno dwa profile oznaczen, postepujac zgodnie z instrukcjami
w krokach 18 i 19 procedury ,Tworzenie listy zadan i uruchamianie reakcji q°PCR”
(strona 54). Sprawdzi¢, czy profile oznaczen zostaty zaimportowane w prawidtowe;j
kolejno$ci odpowiadajgcej uktadowi ptytki: na przyktad na podstawie uktadu
widocznego na Ryc. 23 najpierw nalezy zaimportowac profil oznaczenia dla prébek
FFPE, a nastepnie profil oznaczenia dla prébek osocza.
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4.

5.

Uwaga: W razie potrzeby pozycja profilu oznaczenia moze zosta¢ zmieniona w celu
zapewnienia odczytu profili oznaczenh we wiasciwej kolejnosci (Ryc. 24).
Zaznaczy¢ pole wyboru New strip tube (Nowy pasek probéwek), aby odpowiadajace

mu oznaczenie rozpoczynato sie od nowego paska probowek (Ryc. 24).

or
Fie Help

Croate work list | Select assay profiles and define assay details

_ T

Auvay protie name v Rea P Assay pretle name Short name Vernon & camples

e v

Iherascrean_EGFR_Plasms Piasms om1 s & (24 Pos. 2

|1_.
<

Messages

Fre oo () e S S et e kit s i § e St T e i i gttt sy
- ‘selecied actve) (F00049)

) Show oty compatiie Asssy Profies

e - 4 - |

I & Covedose
Ryc. 24. Pozycja oznaczenia. 1 = wybra¢ dwa profile oznaczen, a nastepnie przenies¢ je na liste
zadan. 2 = pozycja oznaczenia moze zostaé¢ zmieniona: w tym celu nalezy przesung¢ profil
oznaczenia w gore lub w dot, uzywajac strzatek. 3 = zaznaczy¢ pole ,New strip tube” (Nowy pasek
probéwek).

Kontynuowaé wykonywanie procedury od kroku 20 na stronie 54.
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Dane do zamowienia

Produkt

Zawartosé

Nr kat.

therascreen EGFR Plus RGQ
PCR Kit (24)

Rotor-Gene Q i akcesoria

Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRM System

Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRM Platform

Loading Block 72 x 0.1 ml
Tubes

72-Well Rotor

Na 24 reakcje: T790M & L861Q Mix,
Insertions & G719X Mix, L858R

& C797S Mix, Deletions & S768| Mix,
PCR Master Mix, EGFR Positive
Control, woda wolna do RNaz/DNaz

Cykler do reakc;ji real-time PCR i aparat
High Resolution Melt z 5 kanatami
(Green, Yellow, Orange, Red, Crimson)
i kanatem HRM, komputer typu laptop,
oprogramowanie, akcesoria, roczna
gwarancja na czesci i robocizne,
obejmuje instalacje i przeszkolenie

Cykler do reakc;ji real-time PCR i aparat
High Resolution Melt z 5 kanatami
(Green, Yellow, Orange, Red, Crimson)
i kanatem HRM, komputer typu laptop,
oprogramowanie, akcesoria, roczna
gwarancja na cze$ci i robocizne, nie
obejmuje instalaciji i przeszkolenia

Aluminiowy blok do recznego
przygotowywania reakcji w probéwkach
w uktadzie 72 x 0,1 ml za pomoca
pipety jednokanatowej

Do przytrzymywania probowek Strip
Tubes and Caps 0.1 ml; wymagany
pierscien Locking Ring 72-Well Rotor

874611

9002033

9002032

9018901

9018903
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Produkt

Zawartosé

Nr kat.

Locking Ring 72-Well Rotor

Rotor Holder

Strip Tubes and Caps,
0.1 ml (250)

Strip Tubes and Caps,
0.1 ml (2500)

Rotor-Gene
AssayManager v2.1

Rotor-Gene AssayManager

v2.1 License (1)

QlAsymphony SP*

QlAsymphony SP System

QlAsymphony SP

* W przypadku akcesoriéow QIAsymphony SP nalezy zapozna¢ sig z odpowiednimi instrukcjami obstugi.

Do blokowania probowek Strip Tubes
and Caps, 0.1 ml w rotorze 72-Well
Rotor

Metalowy wolnostojgcy uchwyt do
wktadania proboéwek i montazu dyskow
Rotor-Discs® w rotorach

250 paskow z 4 probéwkami i zatyczki
na 1000 reakcji

10 x 250 paskow po 4 probowki
i zatyczki na 10 000 reakgji

Oprogramowanie do wykonywania
rutynowych badan za pomocg aparatéw
Rotor-Gene Q i Rotor-Gene Q MDx

Jednorazowa licencja na instalacje
oprogramowania Rotor-Gene
AssayManager v2.1 na jednym
komputerze

Modut sample prep QIAsymphony:
obejmuje instalacje i przeszkolenie oraz
roczng gwarancje na czesci i robocizne

Modut sample prep QlAsymphony:
obejmuje roczng gwarancje na czesci
i robocizne

9018904

9018908

981103

981106

9024203

9025620

9001751

9001297
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Produkt Zawartos¢ Nr kat.
Produkty pokrewne
Deparaffinization Solution 2 x 8 ml Deparaffinization Solution 19093
(16 ml)
Deparaffinization Solution 1 x 50 ml Deparaffinization Solution 939018
(50 ml)
QlAamp DSP DNA FFPE Na 50 preparacji DNA: 50 kolumn 60404
Tissue Kit (50) QlAamp MinElute®, proteinaza K, bufory
i probowki Collection Tube (2 ml)
QIAamp DSP Circulating NA Na 50 preparacji: kolumny QlAamp 61504
Kit (50) Mini, bufory, nosnik DNA, QIAGEN
Proteinase K i probowki
QIAsymphony DSP DNA Mini Na 192 preparacje, kazda o objetosci 937236
Kit (192) 200 pl: zawiera 2 kasety
z odczynnikami, statywy na enzymy
i akcesoria
QlAsymphony DSP Circulating Kasety z odczynnikami, akcesoria i fiolki 937556
DNA Kit (192) z proteinazg K na 192 preparacje,
kazda o objetosci 2000 pl lub 4000 pl
RNase A (17,500 U) 2,5 ml (100 mg/ml; 7000 jednostek/ml, 19101
roztwor)
Buffer ATL (4 x 50ml) 4 x 50 ml buforu do lizy 939016

Aktualne informacje licencyjne oraz dotyczace wylgczenia odpowiedzialnosci

dla

poszczegdlnych produktdéw znajdujg sie w odpowiedniej instrukcji obstugi lub podreczniku

uzytkownika zestawu QIAGEN. Instrukcje obstugi i podreczniki uzytkownika zestawow

QIAGEN sg dostepne pod adresem www.qiagen.com. Mozna je takze zamowi¢ w serwisie

technicznym firmy QIAGEN lub u lokalnego dystrybutora.
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Umowa i j licencji dla 7 EGFR Plus RGQ PCR Kit
Korzystanie z tego produktu oznacza zgode nabywcy lub uzytkownika produktu na nastgpujgce warunki:

1. Niniejszy produkt moze by¢ uzytkowany wytgacznie zgodnie z protokotami dotgczonymi do produktu oraz niniejsza instrukcjg obstugi i wytacznie ze sktadnikami
wchodzgcymi w skiad tego panelu. Firma QIAGEN nie udziela zadnej licencji w zakresie praw wiasnosci intelektualnej do uzytkowania niniejszego panelu ze
sktadnikami nienalezacymi do panelu, z wyjatkiem przypadkéw opisanych w protokotach dotgczonych do produktu, niniejszej instrukcji obstugi oraz dodatkowych
protokotach dostepnych na stronie www.qiagen.com. Niektére dodatkowe protokoty zostaty sformutowane przez uzytkownikéw rozwigzan QIAGEN z myslg o innych
uzytkownikach rozwigzan QIAGEN. Takie protokoty nie zostaly doktadnie przetestowane ani poddane procesowi optymalizacji przez firmg¢ QIAGEN. Firma QIAGEN
nie gwarantuje, Ze nie naruszajg one praw o0soéb trzecich.

2. Firma QIAGEN nie gwarantuje, Ze niniejszy panel i/lub jego uzytkowanie nie narusza praw osob trzecich. Wyjatek stanowig jedynie wyraznie okreslone licencje.
3. Panel oraz jego sktadniki s na mocy licencji przeznaczone wyltgcznie do jednorazowego uzytku inie mozna ich ponownie uzywaé, regenerowac lub
sprzedawac.

4. Firma QIAGEN nie udziela zadnych innych licencji, wyrazonych ani dorozumianych, poza tymi, ktére sg wyraznie okreslone.

5. Nabyweca i uzytkownik panelu zobowigzuje sie nie podejmowac dziatan ani nie zezwala¢ innym osobom na podejmowanie dziatan, ktére mogg doprowadzi¢ do
wykonania lub umoZzliwi¢ wykonanie zabronionych czynno$ci wymienionych powyzej. Firma QIAGEN moze wyegzekwowac przestrzeganie zakazéw niniejszej Umowy
ograniczonej licencji i wnie$¢ sprawe do dowolnego sadu. Ma takze prawo zazada¢ zwrotu kosztéw wszelkich postgpowan i kosztéw sadowych, w tym wynagrodzen
prawnikéw, zwigzanych z egzekwowaniem postanowiert Umowy ograniczone;j licencji lub wszelkich praw wiasnosci intelektualnej w odniesieniu do zestawu i/lub jego
sktadnikow.

Aktualne warunki licencyjne sg dostgpne na stronie www.giagen.com.

Nabycie tego produktu umozliwia nabywcy wykorzystywanie go na potrzeby ustug diagnostycznych w zakresie diagnostyki in vitro u ludzi. Niniejszym nie udziela sie
praw patentowych ani innych licencji zadnego typu poza powyzszym prawem uzytkowania wynikajacym z nabycia produktu.

Znaki towarowe: QIAGEN®, Sample to Insight®, therascreen®, QlAamp®, QlAsymphony®, MinElute®, Rotor-Gene®, Rotor-Gene AssayManager®, Rotor-Disc® (QIAGEN
Group); CAL Fluor® (Biosearch Technologies, Inc.); FAM™, HEX™ (Thermo Fisher Scientific Inc).

Mar-2022 HB-2963-001 1126175 © 2022 QIAGEN, wszelkie prawa zastrzezone.
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