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Tilsigtet anvendelse

therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit er en diagnostisk in vitrotest til pavisning af exon 19-
deletioner samt exon 20- og exon 21-substitutioner (henholdsvis T790M og L858R) i
epidermal vaekstfaktorreceptorgen (Epidermal Growth Factor Receptor, EGFR) og giver en
kvalitativ vurdering of mutationsstatussen. Resultaterne er beregnet til at hjselpe klinikeren med
at identificere patienter med NSCLC, som kan have gavn of behandling med IRESSA®

(gefitinib), nér en veevsprave ikke kan evalueres.
therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit skal anvendes af uddannet laboratoriepersonale i et
professionelt laboratoriemilig med DNA-prever, der er ekstraheret fra plasma fra patientblod

med ikke-smdcellet lungecancer (Non-Small Cell Lung Cancer, NSCLC).

therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit er beregnet til in vitro-diagnostisk brug.
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Oversigt og forklaring

therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit er et brugsklart kit til pavisning af mutationer i det
cancerrelaterede  EGFRgen ved hjelp of polymerasekaedereaktion  (Polymerase Chain
Reaction, PCR) p& Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-instrumenter.

Ved hjeelp of Scorpions®- og ARMS+eknologier muligger therascreen EGFR Plasma RGQ PCR
Kit pavisning of nedenstéende EGFRgenmutationer mod en baggrund af vildtype-genomisk
DNA.

® Deletioner i exon 19

e T/90M

e [858R

De anvendte metoder er meget selektive, og afheengigt aof den samlede maengde of DNA
muligger de pévisning of en lav procentdel af mutanter mod en baggrund aof vildtype-genomisk
DNA. Selektivitets: og pdvisningsgraenserne er overlegne i forhold til teknologier som

farveterminatorsekventering.
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Funktionsprincip

| therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit bruges der to teknologier — ARMS og Scorpions - til

at pdvise mutationer i en reakime PCR-analyse.

ARMS

Allele- eller mutationsspecifik forsteerkning opnés ved hjzelp af ARMS (Amplification Refractory
Mutation System). Tag DNA-polymerase (Taq) er effektiv til at skelne mellem en match og en
fejlmatch i 3'enden af en PCR-primer. Specifikke muterede sekvenser forsteerkes selektivt, selv
i prever hvor starsteparten af sekvenserne ikke baerer mutationen. Nér primeren er fuldsteendigt
matchet, fortsaetter forsteerkningen med fuld effektivitet. Nér 3'-basen ikke er matchet,

forekommer der kun baggrundsforstaerkning pa et lavt niveau.

Scorpions

Pévisning af forsteerkning udferes med Scorpions. Scorpions er bifunktionelle molekyler, der
indeholder en PCR-primer, som er kovalent kaedet til en probe. Fluoroforen i proben reagerer
med en quencher, der ogsa erindeholdt i proben, hvilket reducerer fluorescensen. Ndr proben
binder sig til amplikonet under PCR, bliver fluoroforen og quencheren adskilt. Dette medferer

en foraget fluorescens i reaktionsraret.
Kitformat
Der leveres fire analyser med therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit:

® En kontrolanalyse (Citrl)

® Tre mutationsanalyser
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Alle reaktionsblandinger indeholder reagenser til pdvisning of mél, der er maerket med FAM™,
og en intern kontrolanalyse, der er maerket med HEX™. Den interne kontrolanalyse kan péavise
tilstedevaerelsen of haemmere, der kan medfere falsk-negative resultater. FAMforstzerkning kan
udkonkurrere den interne kontrolforsteerkning, og formélet med den interne kontrol er ganske
enkelt at vise, at hvor der ikke er nogen FAMforstaerkning, er dette et sandt negativt resultat

og ikke en mislykket PCR-reaktion.
Analyser

Kontrolanalyse

Kontrolanalysen, der er meerket med FAM, anvendes til vurdering of det samlede DNA i
preven. Denne andlyse forsteerker exon 2-regionen i EGFR-genet. Primeren og proben er

designet, s& dlle kendte EGFR-polymorfismer undgés.

Mutationsanalyser

Hver mutationsanalyse indeholder en FAM-maerket Scorpions-probe og en ARMS-primer for at

skelne mellem vildtype-DNA og en bestemt mutant-DNA.
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Kontroller
Alle provekersler skal indeholde felgende kontroller:

Positiv kontrol

Hver kersel skal indeholde en positiv kontrol i rer 1-4. therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit
indeholder positiv kontrol (Positive Control, PC) for EGFR, der skal bruges som skabelon i den
positive kontrolreaktion. De positive kontrolresultater vil blive vurderet for at sikre, at kittet

fungerer korrekt inden for de erkleerede godkendelseskriterier.

Negativ kontrol

Hver kersel skal indeholde en negativ kontrol (ikke-skabelon-kontrol (No-Template Control,
NTC)) i rer 9-12. NTC'en bestdr af nukleasefrit vand (H20), der skal bruges som "skabelon"
i ikke-skabelon-kontrollen. Ikke-skabelon-kontrollen bruges til at bedemme eventuel potentiel

kontamination under kerselsopsaetningen og til at vurdere den interne kontrolreaktions ydelse.

Bedemmelse af intern kontrolreaktion

Hver reaktionsblanding indeholder en intern kontrol ud over mélreaktionen. En fejl angiver
enten, at der er haemmere til stede, som kan medfere falsk-negative resultater, eller at der er

opst@et en operatgropsaetningsfejl for det pagaeldende rer.

Hvis den mislykkede interne kontrol skyldes PCR-haemning, kan fortynding af preven reducere
haemmernes effekt, men man skal vaere opmaerksom pd, at dette ogsé vil fortynde DNA-mélet.
FAMforstaerkning kan udkonkurrere den interne kontrolforstaerkning, sé den IC Cr (HEX)-veerdi,
der genereres, kan ligge uden for det specificerede omr&de. FAM-resultaterne er alligevel

gyldige for disse prover.
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Medfalgende materialer

Kit-indhold
therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit (24)
Katalognr. 870311
Antal reaktioner 24
Red Control Reaction Mix (Kontrolreaktionsblanding) Ctrl 2 x 600 pl
Lilla T790M Reaction Mix (T790M:-reaktionsblanding) T790M 600 pl
Orange Deletions Reaction Mix (Deletionsreaktionsblanding) Del 600 pl
lysered L858R Reaction Mix (L85 8R-reaktionsblanding) L858R 600 pl
Beige EGFR Positive Control (Positiv kontrol for EGFR) PC 300 pl
Mintgren Taq DNA Polymerase (Tag-DNA-polymerase) Tag 2 x 80yl
Hvid Nuclease-Free Water for No Template Control NTC 1x1,9ml
(Nukleasefrit vand fil ikke-skabelon-kontrol)
Hvid Nuclease-Free Water for Dilution Dil 1x1,9ml

(Nukleasefrit vand il fortynding)
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Nedvendige materialer, som ikke medfalger

Der skal altid anvendes en egnet laboratoriekittel, engangshandsker og beskyttelsesbriller, nar
der arbejdes med kemikalier. Der findes flere oplysninger i de tilhgrende sikkerhedsdatablade

(Safety Data Sheets, SDS'er), som kan f&s hos produktets leverander.

e DNA-<kstraheringskit (se "Procedure", side 16)

® Dedikerede pipetter* (justerbare) il proveforberedelse

® Dedikerede pipetter* (justerbare) til forberedelse af PCR-masterblanding

e Dedikerede pipetter* (justerbare) til dosering af DNA-skabelon

® DNase-, RNase- og DNAri pipettespidser med filter (for at undg& krydskontaminering
anbefaler vi pipettespidser med aerosolbarriere)

e Vandbad eller lignende, som kan indeholde centrifugeringsrer p& 50 ml ved 60 °C.

e Varmeblok eller lignende, som kan inkuberes ved 56 °C*

e Knustis

® Bordcentrifuge* med rotor til 2 ml reaktionsrer

® Vortex

® Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-instrument* 1 med fluorescenskanaler til Cycling Green og
Cycling Yellow (pévisning af hhv. FAM og HEX)

® Rotor-Gene Q:software, version 2.3

® Strip Tubes and Caps, 0.1 ml (b&ndrer med haetter, 0,1 ml), til brug med 72-Well Rotor
(katalognr. 981103 eller 981106)
DNase-, RNase- og DNA{ri mikrocentrifugeringsrer til klargering of masterblandinger

® loading Block 72 x 0.1 ml Tubes (issetningsblok 72 x 0,1 ml rer), aluminiumsblok til
manuel opsaetning af reaktioner med enkeltkanalspipette (QIAGEN katalognr. 9018901)

* Kontrollér, at instrumenterne er kontrolleret og kalibreret i henhold til producentens anbefalinger.

t I'nogle lande kan Rotor-Gene Q 5plex HRM-instrumentet med produktionsdatoen maj 201 1 eller senere om nadvendigt
anvendes. Produktionsdatoen findes under serienummeret p& bagsiden aof instrumentet. Serienummeret findes i formatet
"mma&énnn", hvor "mm" stér for produktionsméaneden ital, "&&" stér for de sidste fo tal i produktionséret, og "nnn"
stér for den entydige instrumentidentifikator.
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Advarsler og forholdsregler

Til in vitro-diagnostisk brug
Til professionelt brug

Sikkerhedsinformation

Der skal altid anvendes en egnet laboratoriekittel, engangshandsker og beskyttelsesbriller, nar
der arbejdes med kemikalier. Der henvises til de relevante sikkerhedsdatablade (safety data
sheets, SDS'er) for yderligere information. Disse er tilgaengelige online iet praktisk og kompakt
PDFformat pé adressen www.qiagen.com/safety, hvor deter muligt at finde, f& vist og udskrive
SDS'et for hvert QIAGENkit og hver kitkomponent.

Generelle forholdsregler
Felgende anvisninger skal altid overholdes of brugeren:

® Brug DNase-, RNase- og DNAri pipettespidser med filtre, og kontrollér, at pipetterne er
kalibreret i henhold til producentens instruktioner.

® Positive materialer (prever og positive kontroller) skal opbevares og ekstraheres separat
fra dlle andre reagenser og tilseettes reaktionsblandingen pd et separat sted.

® Alle komponenter skal omhyggeligt optes til stuetemperatur (15-25 °C), inden analysen
startes.

® Efter optening skal komponenterne blandes (ved at vende hvert rer 10 gange) og

centrifugeres kortvarigt.
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Bemaerk: Udvis ekstrem forsigtighed for at forhindre kontamination af PCR'er med syntetisk
kontrolmateriale. Vi anbefaler at bruge separate, dedikerede pipetter til forberedelse of
reaktionsblandinger og ftilfjelse of DNA-skabelon. Klargering og dispensering of
reaktionsblandinger skal udferes i et omréde, som er adskilt fra skabelontilfajelsen. Rotor-
Gene Qrerene md ikke &bnes, ndér PCRkerslen er afsluttet. Dette er for at forhindre

kontaminering of laboratoriet med produkter efter PCR.

Bemazerk: Reagenserne er godkendt til manuel opsaetning. Hvis der bruges en automatiseret
metode, kan det reducere antallet of mulige reaktioner, da reagenserne skal udfylde

"dedvolumener" pa disse instrumenter.

Bemazerk: Alle reagenser i therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit er formuleret specifikt til
brug sammen med de angivne test. Alle reagenser, der leveres med therascreen EGFR Plasma
RGQ PCR Kit, er udelukkende beregnet til brug sammen med de evrige reagenser i det samme
therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit.

Hvis der skal opnés optimal ydelse, m& reagenserne i kittet ikke udskiftes.

Bemaerk: Brug kun den TagDNA-polymerase (Tag), der findes i kittet. Den ma ikke udskiftes
med Taq DNA-polymerase fra andre kit af den samme eller en anden type eller med Tag DNA-

polymerase fra en anden leverander.

Bemaerk: Reagenserne til therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit er fortyndet optimalt. Vi
anbefaler ikke at fortynde reagenserne yderligere, da det kan resultere i tab af ydelse. Vi
anbefaler ikke, at der bruges reaktionsvolumener p& mindre end 25 pl, da det eger risikoen

for falsk-negative resultater.
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Opbevaring og héndtering af reagenser

therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit forsendes p& teris. Hvis nogle aof komponenterne i
therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit ikke er frosne ved modtagelse, hvis den ydre
emballoge har veeret dbnet under transporten, eller hvis forsendelsen ikke indeholder en
felgeseddel, en brugsvejledning eller reagenserne, skal der rettes henvendelse til en of

QIAGENSs tekniske serviceafdelinger eller lokale distributerer (besag www.giagen.com).

therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit skal straks efter modtagelse opbevares
ved -30 til-15°C i en fryser med konstant temperatur og beskyttes mod lys. Nér det opbevaress
under de specifikke opbevaringsbetingelser, er therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit stabilt,

indtil den anferte udlgbsdato.

Nér reagenser er &bnet, kan de opbevares i den originale emballage ved en temperatur fra -
30 til -15 °C i 12 méneder eller indtil den angivne udlgbsdato, alt efter hvad der indtreeffer

forst. Undgd gentagen optening og indfrysning. Et reagens mé heijst indfryses og optes otte

gange.

Reagenserne skal optes ved stuetemperatur i mindst 1 time og hegjst 4,5 timer. Nar
reagenserne er klar til brug, kan PCR-reaktionerne opseettes. Rotor-Gene Qirer, der indeholder
masterblandinger og DNA-preve, skal satftes i Rotor-Gene Q MDx Splex HRM med det
samme. Né&r PCR-recktionerne er klargjort, m& den samlede tid fra opstarten til kerslen ikke

overstige:

® 6 timer, hvis de opbevares ved stuetemperatur
Bemaerk: Dette tidsrum omfatter bade PCR-opssetningen og -opbevaringen.
® 18 timer, hvis de opbevares i keleskab (2-8 °C)

Bemaerk: Dette tidsrum omfatter béde PCR-opsaetningen og -opbevaringen.
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Bemaerk: Scorpions (som det er tilfeldet med «alle fluorescensmeerkede molekyler) i
reaktionsblandingens reagenser er lysfalsomme. Beskyt kontrol og reaktionsblandingsreagenser

mod lys for at undgé fotoblegning.

Reagenser i therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit fortyndes optimalt, og der kraeves ikke
yderligere oprensning eller behandling fer brug til analyse, som anvist i brugsvejledningen til
therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit (héndbog).

Veer opmaerksom pé de udlebsdatoer og opbevaringsbetingelser, der er trykt pd aesken og pa
etiketterne til samtlige komponenter. Brug aldrig for gamle eller ukorrekt opbevarede

komponenter.
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Preveopbevaring og -héndtering

Bemaerk: Alle prover skal behandles som potentielt infektigst materiale.

Prevemateriale skal vaere humant genomisk DNA, der er ekstraheret fra plasma. Preverne skal

transporteres i henhold til standardmetoder inden for patologien for at sikre prevernes kvalitet.
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Procedure

DN A-ekstraktion

Kittets ydelseskarakteristika er genereret ved hjeelp of DNA, som er ekstraheret med
QlAamp®  Circulating  Nucleic  Acid  Kit  (katalognr. 55114). Ved anvendelse of
QlAamp Circulating Nucleic Acid Kit skal DNA-ekstraheringen udferes i henhold til

instruktionerne i héndbogen med fglgende bemaerkninger:

Startvolumen af plasmaet er 2 ml.

® For DNA=<kstrahering skal der centrifugeres 2 ml plasma ved 3000 o/min. i 2 minutter,
og supernatanten skal overferes til et rent rer.

® Proteinase K-volumenen skal vaere 250 pl.
Proteinase Kfordgjelse skal udferes i 1 time ved 60 °C.
Det oprensede genomiske DNA skal elveres i 55 pl Buffer AVE (findes i
QlAamp Circulating Nucleic Acid Kit).

® Opbevar det oprensede genomiske DNA ved -30 til-15°C.

Bemaerk: Alle analyser i therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit genererer korte PCR-produkter.
therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit fungerer imidlertid ikke med meget fragmenteret DNA.
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Protokol: Pavisning af EGFR-mutationer

Vigtige anvisninger for start

For proceduren p&begyndes, ber "Generelle forholdsregler" pd side 11 gennemleeses.
Serg for at vaere fortrolig med Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM, fer protokollen pabegyndes.
Se brugsveijledningen til instrumentet.

® TagDNA-polymerasen (Taqg) eller blandinger, der indeholder TagDNA-polymerase, ma
ikke vortexes, da dette kan inaktivere enzymet.

® Der kan keres op til 16 prever pd én plade.

® Pipettér Tag ved at placere pipettens spids lige under vaeskens overflade, s& spidsen ikke
daekkes af overskydende enzym.

® For hver DNA-preve skal kontrol og mutationsanalyserne analyseres i samme PCR-karsel

for at undgd variationer mellem kerslerne.

Ting, der skal geres fer start

® For hver brug skal alle reagenser optes helt i mindst 1 time og maksimalt 4,5 timer ved
stuetemperatur (15-25 °C), blandes ved at vende dem 10 gange og centrifugeres
kortvarigt for at samle alt indhold i bunden of reret.

e Kontrollér, at Tag har stuetemperatur (1525 °C) inden hver brug. Centrifugér reret

kortvarigt for at samle enzymet i bunden of reret.
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Procedure

1

. Opte dlle rer med reaktionsblandingen, nukleasefrit vand til ikke-skabelon-kontrol
(No Template Control, NTC) og positiv kontrol for EGFR (Positive Control, PC) helt ved
stuetemperatur (15-25 °C) i mindst 1 time (tabel 1). Nér reagenserne er opteet, skal de
blandes ved, at man vender hvert rer 10 gange, sa lokale saltkoncentrationer undgés, og

derefter centrifugeres kortvarigt for at samle alt indhold i bunden of raret.

Tabel 1. Tider for optening og PCR-opsaetning samt opbevaringstemperaturer

Opbevaringsiemperatur ~ Maksimal tid for PCR-
Minimal optoningstid Maksimal opteningstid  efter PCR-opsaeining opsaining og -opbevaring
1 time 4,5 timer Stuetemperatur 6 timer

(15-25°Q)
1 time 4,5 timer 2-8°C 18 timer

Bemaerk: PCR-opssetning skal udferes ved stuetemperatur. Begrebet "Opbevaring" henviser
til tiden mellem fuldferelsen of PCRopsstningen og starten af PCRkerslen pé
Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM.

Bemaerk: Bring TagDNA-polymerase (Tagraret) til stuetemperatur (1525 °C) ved samme

tid som de andre reagenser (se "Opbevaring og héndtering of reagenser”, side 13).

Centrifugér reret kortvarigt for at samle enzymet i bunden of roret.

. Udfer felgende trin:

2a. Maerk fire mikrocentrifugeringsrer (medfelger ikke) i overensstemmelse med hver
tilsvarende reaktionsblanding, som er vist i tabel 2.

2b. Forbered tilstrackkelige masterblandinger (kontrol- eller mutationsreaktionsblanding
[rer med CTRL, T790M, deletioner, L858R] samt TagDNA-polymerase [Taq]) til
DNA-preverne, én positiv kontrolreaktion for EGFR (rer med PC) og nukleasefrit vand
til ikke-skabelon-kontrolreaktion (rer med NTC) i henhold til de volumener, der er
angivet i tabel 2.

Bemaerk: Inkluder reagenser til én ekstra preve for at sikre tilstraekkelig zeldning til
PCR-opsaetningen.
Masterblandingerne indeholder alle de komponenter, der er nedvendige ved PCR,
undtagen praven.
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Tabel 2. Forberedelse af masterblandinger*

Analyse Reakfionsblandingsrer  Volumen aof Volumen af Tag DNA-polymerase
reakfionsblanding (ror med Taq)

Kontrol CTRL 19,50 plx (n+ 1) 0,50 plx (n+1)

T790M T790M 19,50 plx (n+ 1) 0,50 plx (n+1)

Deletioner Del 19,50 plx (n+1) 0,50 plx (n+1)

L858R 1858R 19,50 plx (n+ 1) 0,50 plx (n+1)

* Nér masterblandingen forberedes, skal der forberedes nok til én ekstra preve for at sikre filstraekkelig aeldning il
PCR-opsaetningen.

Bemaerk: Né&r masterblandingen forberedes, tilssettes forst den nedvendige volumen of

kontrol eller mutationsreaktionsblandingen til det relevante rer, og TagDNA-polymer asen

tilssettes til sidst.

. Placer det passende antal PCR 4-bandrer (hvert band har 4 rer) i issetningsblokken i

overensstemmelse med visningen i tabel 3. Saet ikke haette pd rerene.
Bemaerk: Lad haetterne blive i plastikbeholderen, til de skal bruges.
. Seet haette p& reret til masterblandingen, og vend det 10 gange for at blande

masterblandingen efterfulgt of en kort centrifugering for at sikre, at blandingen samles i

bunden af reret. Tilsaet straks 20 pl masterblanding til hvert PCR-bandrer.

. Tilsset straks 5 pl nukleasefrit vand (H2O) til ikke-skabelon-kontrolPCR-bé&ndrarene
(PCRrer 9-12), og seet heette pé rerene.

. Tilsset 5 pl of hver prave til provererene (PCR-rer 5-8, 13-16 og 17-72), og seet hatte pé
rerene.
7. Tilszet 5 pl positiv kontrol (Positive Control, PC) for EGFR til rerene med positiv kontrol

(PCR+er 1-4). Hver DNA-prove skal testes med kontrolanalysen og alle mutationsanalyser.

Layoutet for dette er vist i tabel 3.
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Tabel 3. Layout af kontrol- og mutationsanalyser

Kontroller Prevenummer
Analyse PC NTC 1 2 3 4 5 6 7
Ctrl 1 9 17 25 33 41 49 57 65
T790M 2 10 18 26 34 42 50 58 66
Deletioner 3 11 19 27 35 43 51 59 67
L858R 4 12 20 28 36 44 52 60 68
Prevenummer
Analyse 8 9 10 11 12 13 14 15 16
Ctrl 5 13 21 29 37 45 53 61 69
T790M 6 14 22 30 38 46 54 62 70
Deletioner 7 15 23 31 39 47 55 63 71
L858R 8 16 24 32 40 48 56 64 72

10.

11.

12.

. Brug en sprittusch til at meerke l&gene p& de ferste rer i den laveste numeriske position
i hvert PCR 4-béndrer (f.eks. positionerne 1, 5, 9 osv.) for at angive, i hvilken retning

rerene skal szettes i Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-instrumentets 72-brends rotor.
. Placér alle PCR 4-bandrer p& de korrekte positioner i 72-brgnds rotor, og kontrollér visuelt,
at samtlige rer indeholder den samme volumen.
Bemaerk: Serg for, at béndene pé rerene ikke vendes om, nér de overferes til rotoren.
Hvis rotoren ikke er fuld, skal du fylde de tilbageveerende pladser med tomme rer med
haetter pa.
Placer straks rotoren i Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM. Kontrollér, at laseringen (tilbeher il
Rotor-Gene Q MDx-instrumentet) er placeret oven pé& rotoren, for at sikre rgrene under
kerslen.
Der  henvises fil opsatningen aof RotorGene Q MDx 5plex HRM

(se "Protokol: Rotor-Gene Q EGFR-opszetning", side 21) for at oprette temperaturprofilen,

og start kerslen.
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Protokol: Rotor-Gene Q EGFR-opsaetning

Cyklusparametrene er vist i tabel 4. 0.

Tabel 4. Cyklusparametre

Cyklusser Temperatur Tid Datahenining
1 95°C 15 minutter Ingen
0 95°C 30 sekunder Ingen
60°C 60 sekunder Green og Yellow

1. Dobbeltklik p& ikonet for Rotor-Gene Qseriesoftware 2.3 pé skrivebordet p& den baerbare
computer, der er filsluttet Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM. Velg fanen "Advanced"

(Avanceret) i dialogboksen "New Run" (Ny kersel), der &bnes.

2. Veelg Empty Run (Tom kersel), og klik p& New (Ny).

Dialogboksen "New Run Wizard" (Guiden Ny kersel) vises.

3. Valg 72-Well Rotor (72-brends rotor) som rotortype. Serg for, at ldseringen er pésat, og
markér afkrydsningsfeltet Locking Ring Attached (L&sering pésat). Klik p& Next (Neeste)

(figur 1).
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New Run Wizard @

Welcome lo the Advanced Run Wizard!
Rotor Type

1-

o™
Rotor-Disc 100

N

Skip Wizard

Figur 1. Dialogboksen "New Run Wizard" (Guiden Ny kersel).

4. Skriv navnet pa operateren. Tilfgj eventuelle bemaerkninger, og angiv reaktionsvolumen

som 25. Sgrg for, at veerdierne i feltet Sample Layout (Prevelayout) er 1, 2, 3 osv. Klik pa
Next (Naeste) (figur 2).

New Run Wizard EJ
Thiz screen displays miscellaneous options for the run. Complete the fields, Thes bow displays
chcking Mext when pou are ready lo meve 1o the next page. E&&ﬁ’;ﬁ';ﬁ
: on an ibem, hover
e e 0 | T
. item for help. ‘You
Notes : can also chck on 2
cambo box to desplay

help about itz
avaisble settings.

Reaction
37 | g

Sample Layout : 11.2,3. -
4

 SkipWiard | <<Back l Nest s> | 5

Figur 2. Angiv navnet pd operatoren og reaktionsvolumener.
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5. Klik p& Edit Profile (Rediger profil) i dialogboksen "New Run Wizard" (Guiden Ny kersel)
(figur 3), og angiv kerselsparametrene i henhold til de felgende trin.

New Run Wizard X
Temperature Profile : Click this button to
edit the profile
shown in the box
above.
1 Edit Profile ... |
Channel Setup :
Name | Source | Detector | Gain | Create New... |
Green 470nm  510nm 5 Edit
Yellow  530nm  555nm 5
Orange  585am  B10nm ) Edit Gain...
Red B25nm  BSOnm 5
Crimson  680nm  710hp T Remove
HRM 460nm  510nm 7 Reset Defaults
Gain Optimisation...
SkipWizard | << Back News> |

Figur 3. Redigering af profilen.

6. Klik p& Insert after (Indseet efter), og veely New Hold at Temperature (Ny holdetemperatur)
(figur 4).
M Edit Profile 3]
a . © W "

New COpen Saveds  Help
The run wall take spproxmately  secondls) to complete. The graph below reguesents the run o be pedomed

Chck 0n & cycle below 1o modiy &

Copy of Current Step

Figur 4. Indszftelse of ferste inkuberingstrin.
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7. Indstil vaerdien i feltet Hold Temperature (Holdetemperatur) til 95 °C og veerdien i Hold Time
(Holdetid) til 15 mins O secs (15 min. og O sek.). Klik pa Insert After (Indszet efter), og veelg

New Cycling (Ny cyklus) (figur 5).

@ . @ @

Open Save As Help
The run will take approximately 16 minute(s] to complete. The graph below represents the run to be performed :

New

Click on a cycle below to modify it -
Hold Inseit alter... BT R RE
o
New Hold at Temperature
New HRM Step

Copy of Current Step

Insert before...

Remove

Hold Temperatuie 8% @
Hold Time : 15 |mins 0 |secs

1.

Figur 5. Farste inkuberingstrin ved 95° C.

8. Indstil antallet of cyklusser til 40. Vaelg det ferste trin, og indstil til 95 °C i 30 sekunder

(figur 6).
M Edit Profile
r €& W o
New Open  Save As Help
The run vl 10k e ez

The graph below represerts the run 1o be performed

3]

Cick on  cycle below to modly &

Hold Ingert after.
Insest before.
1 Remove

This cycle repeats | 40 3}

T T

Clck on one of the to moddy . or peess + of - to add and remave steps for thes cycle.
Timed St - =l] B
wwc K I S5 for 30 secs : £—2
—
3— 30 seconds /
Not Acquiing / T2C foe 20 secs
1 E#“‘ﬂ“m Sl Weecs
13

Figur 6. Cyklustrin ved 95 °C.
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9. Markér det andet trin, og indstil til 60 °Ci 60 sekunder. Klik p& Not Acquiring (Henter ikke)
for at aktivere datahentning i dette trin (figur 7).

€ H @

New T Open Sweds Heb
The run vell ke sppromimately 125 minutels) o complete. The graph below tepeesents the 10 be pedomed

AR A

Chck on 3 cycle below to modiy it

Held Ingert after
Insedt before
Remove
Ths cyclerepeats 40 | temels)

Chck on one of the steps below to modify R, of press + o - 1o add and remave steps for this cycle.

‘Mswﬁ = SO for 30 secs _l;}
2 — 60 seconds / \ = 1
Not Acqueing 72'(:!&20&&5/
I Ee R [rea= ]

Figur 7. Cyklustrin ved 60°C.

10. Angiv Green og Yellow som hentende kanaler ved at vaelge > for at overfere dem fra listen
Available Channels (Tilgaengelige kanaler). Klik p& OK (figur 8).
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Same as Previous : | (New Acquisition) |
Acquisiion Configuration :
Available Channels : Acquiring Channels :
MName [ 5 || Name
Crmson —‘I reen 1
HRM < i vetow ]
0
Red «

To acquire from a channel, select & from the kst in the left and click >. Tumpmnghma
channel, select i in the night-hand kst and click <. To remove all acquisitions, chck <

Dye Chait >> @ DortAcquie | Hep |

FAM*Y, SYBR Green 1, Fluorescein, EvaGreen ', Alexa Fluor 483"
5550 [JOEY, VICY, HEX, TET™, CAL Fluor Gold 540, Yakima Yellow "

610nm | ROXY, CAL Fluor Red 610%, Cy35°, Texas Red ", Alexa Fluor 568
B60nm | Cy5 ", Quasar 670", Alexa Fluc 633

710hp | Quasar?05 ", Alexa Fluor 680

S10nm | SYTO 3%, EvaGireen "

Figur 8. Henining ved cyklusirin pa 60 °C.

1. Markér det tredje trin, og klik p& knappen - for at slette det. Klik p& OK (figur 9).

M [dit Profile X
a4 . 8 W o
Newr Open  Save As Help
The sun vl Lake apprommately 135 mnutels] o comgiste T pext
(Cick on & cycie below ko modiy &
Hokd Insest aiter
Irset betore.
_Peon |

Thes cycle repeats 40 | tema(s]
Chek on one of the sheps Delow 1o modly £ o gress + & - 10 83d and remove steps for thes cycle.

Tened Step = Ll 2

SC fox 30 seca

20 o /
Acqueng to Cyclng B 729 for 20 secs

BORC fox 60 secs 1

Figur 9. Fiemelse af udvidelsesirin.

26

Héndbog fil therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit

10/2019



12. Klik p& Gain Optimisation (Optimering af forsteerkning) i den naeste dialogboks (figur 10).

New Run Wizard
Temperature Profie :

Edit Profile ...
Channel Setup :

Name | Source | Detector | Gan |

Create New... ]

Green  470nm  510nm
Yellow  530nn  5550m
Orange  585am  610nm
Red 625am  650nm
Crimson  680nm  710hp
HRM 460nm  510nm

NN a

A

(| [T

dt.
Edit Gain...
R

X)

item for help. You
can also chck on a
combo box to display
help sbout its
available settngs.

Skb\'flzadl << Back I

Next >> I

Figur 10. Opfimering af forsterkning.

13. Klik p& Optimise Acquiring (Optimer hentning). Kanalindstillingerne vises for hver enkelt

kanal. Klik p& OK for ot acceptere standardvaerdierne for begge kanaler (figur 11).

Handbog til therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit

10/2019

27



Auto-Gain Optimisation Setup X

Optimisation :
- AutoGan Optimesation wall read the fucresence on the nserted sample at
Se different gamn levels untl & finds one at which the fluorescence levels ae
L bl The range of you aie looking for depends on the
chemmstty you ate pertorrang
Suhmwmom]_:}dngm

o -. Channel Settings :
Channel: Green TubePosion: |1 =
= ot _ |
o] oot Sanpie Range B Hrawwlio A ks
Acceplable Gain Range: |-10 ﬂ to [Tj st
rove Al
2 o] oo Hebp Pomat ]
| Mawsl. | cse | He |

Figur 11. Opfimering af automatisk forsteerkning for den Green kanal.

14. Afkryds feltet Perform Optimisation before 1st Acquisition (Udfer optimering inden forste
hentning), og klik p& Close (Luk) for at gé& tilbage til guiden (figur 12).

Auto-Gain Optimisation Setup &
Optimésation :
5 AuoG " e d samghe at

po different gain levels untl it finds one at which the fluorescence levels are:
O3y acceplable The range of fuorescence you are locking for depends on the

chemmistiy you are perforrning
Settemperatseto [ —] degreas
Optimise Al Optimise Acqueing
1= .
™ Pedormn Optimisation Al 60 Degrees At Begnning Of Run
Channel Settings
[ I
Name | Tubs Position | Min R Max R Min Gain | Max Gain Edt
Green 1 SF1 10F1 10 10
Yebow 1 S 10F1 10 10 __ Benove |
Remove A
< I >

Figur 12. Valg of Green og Yellow kandler.

15. Klik p& Next (Neeste) for at gemme skabelonen pa et passende sted ved at vaelge "Save

Template" (Gem skabelon).
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Dataanalyse af mutationsvurdering
Analysér dataene ved hjzlp of felgende procedure, nér kerslen er afsluttet.

Konfiguration af softwareanalysen
1. Abn den relevante fil med Rotor-Gene Qiseriesoftware 2.3.

2. Hvis preverne ikke dllerede er navngivet fer udferelsen of kerslen, skal du klikke p& Edit
Samples (Rediger prever).

3. Indseet prevenavnene i kolonnen Name (Navn).
Bemaerk: Lad navnene pd eventuelle tomme brende sté tomme.

4. Klik p& Andlysis (Analyse). Klik p& Cycling A Yellow pé& analysesiden for at kontrollere
HEXkanalen.

5. Kontrollér, at Dynamic Tube (Dynamisk rer) er fremhaevet. Klik p& Slope Correct
(Haeldningskorrigering) og Linear Scale (Linezer skala).

6. Klik p& Take Off Adj (Justering of afssetningspunkt), og indtast 15.01 (15,01) og 20.01
(20,01) som vist i figur 13.

1 2 0]

I'-;;. Dynamic Tub’l‘-f;. Slope Correctl “& Ignore First | g Take Off Adj,
Take Off Point Adjustment ==

Adjust the cycle to be used as take off point.

If take off point was calculated  [15,m

before cycle

Then use the following cycle as 200
take off paint
0K | DoNot Adiust | Cancel |

Figur 13. Normadliseringsindstillinger for EGFR-analysen. 1 = "Dynamic Tube" (Dynamisk rer), 2 = "Slope Correct"
(Heeldningskorrigering), 3 = "Take Off Adj." (Justering of afssetningspunkt), 4 = dialogvinduet “Take Off Point
Adjustment” (Justering af afsaetningspunkt) med parameterveerdier.

7. Indstil teerskelveerdien til 0.02 (0,02), og kontrollér HEX Crveerdierne.
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9.
10.

. Klik p& Cycling A Green pd andlysesiden for at f& vist FAMkanalen. Angiv parametrene

som vist pa figur 13 ovenfor.
Det dynamiske rer fremhaeves.

Klik p& Slope Correct (Haeldningskorrigering) og Linear Scale (Linezer skala).

Indstil teerskelvaerdien til 0.075 (0,075), og kontrollér FAM Crjvaerdierne.

Kersel af kontrolanalyse

Analysér dataene som felger, nér kerslen er afsluttet.

Negativ kontrol: For at sikre at der ikke er nogen skabelonkontaminering, m& NTC'en ikke
generere en Crveerdi i den grenne (FAM) kanal under 40. For at sikre at kerslen er opsat
korrekt, skal NTC'en vise forsteerkning of 29,85-35,84 iden gule (HEX) kanal (intern
kontrol).

Hvis der er positiv forstaerkning i den grenne kanal og/eller forstaerkning uden for omré&det
29,85 til 35,84 i det gule signal, er kerslen ugyldig.

Positiv kontrol: Positiv kontrol (Positive Control, PC) for EGFR skal give en Cr for hver
reaktionsblanding inden for og inklusive det angivne omrade i tabel 5. En kersel med en
positiv kontrolveerdi uden for dette omrdde tyder pd&, ot der er et problem med
analyseopsaetningen, og kerslen skal betegnes som mislykket. Hvis den positive
kontrolanalyses Cr er inden for omrédet (FAM), men en intern kontrols Cr (HEX) er uden
for omradet 29,85 til 35,84, skal du fortszette med analysen.

Bemazerk: Provedata mé ikke anvendes, hvis den negative eller den positive kontrol

mislykkes.
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Tabel 5. Acceptabelt C-omréde for kerselskontroller

Reakfionskontrol Analyse Kandl Cromréde
Positiv kontrol Kontrol Green (FAM) 28,13-34,59
T790M Green (FAM) 30,22-34,98
Deletioner Green (FAM) 28,90-34,90
L858R Creen (FAM) 29,97-34,81
Ingen skabelonkontrol  Alle fire reakfionsblandinger ~ Green (FAM) > 40,00
Alle fire reaktionsblandinger  Yellow (HEX) 29,85-35,84

Er
HEX Cy inden for
omradet 29,85-

FAM Cr-vaerdi for
negativ kontrol

Ja Negativ kontrol
gennemfgrt

Er FAM Gy
kontrolrgret inden
for omradet
28,13-34,59?

deletions-FAM
Cr-reret inden for
omradet 28,90-
34,90?

FAM Cr-vaerdi for
positiv kontrol

rgret inden for
omradet 30,22-
34,98?

Nej Nej Nej
MISLYKKET K@RSEL MISLYKKET K@RSEL MISLYKKET K@RSEL
Ja

Nej

L858R-FAM Cr-
rgret inden for
omradet 29,97-

Fortseet til prgveanalyse < positiiontel Jar
p V! /‘ gennemfgrt

Figur 14. Procedure for karselskontrolanalyse.
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Forudsat at begge kerselskontroller er gyldige, skal hver prevekontrolanalyses Crveerdi ligge
inden for omr&det 23,70 il 31,10 i den grenne (FAM) kanal (tabel 6).

Tabel 6. Acceptabelt FAM C-omréade for prevekontrolreakfion

Reaktionsblanding Kanal

Acceptabelt C-omrade

Kontrol Green (FAM)

23,70-31,10

Hvis preven ligger uden for omré&det, gives felgende vejledning.

® Prgvekontrolanalyse med Crpa < 23,70: Praver med en kontrolCr pé < 23,70 overbelaster

mutationsanalyserne og skal fortyndes. For at pavise hver enkelt mutation pé lavt niveau

skal de overkoncentrerede prever fortyndes, s& de er i ovenstéende omréde med den

basis, at Cr stiger med 1.

® Provekontrolanadlyse Cr > 31,10: Preven indeholder ikke tilstraekkeligt DNA til at muliggere

analyse.

Forudsat at begge kerselskontroller er gyldige, og kontrolanalysen ligger inden for det

omréde, der er angivet i tabel 6, skal hver vaerdi for prevemutations-Cr ligge inden for det

omréde, der er beskrevet i tabel 7 i den grenne (FAM) kanal. Hvis preven ligger uden for

omrédet, gives felgende vejledning.

Tabel 7. Acceptable veerdier for prave mutationsreaktion

Reaktion Reaktionsblanding Kanal Cromréde

Mutationsreaktion T790M Green (FAM) 0,00-40,00
Deletioner Green (FAM) 0,00-40,00
L858R Green (FAM) 0,00-40,00
Alle tfre mutationer Yellow (HEX) 29,85-35,84
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Bemaerk: Hvis en prove ikke genererer en Cr (dvs. Cr > 40), kan det skyldes tilstedevaerelsen
af en haemmer, en fejl i analyseopsaetningen, eller at der ikke er noget EGFR DNA, der kan

forstaerkes.

® Crveerdi for intern kontrol ligger inden for omradet 29,85-35,84: Der er ikke noget EGFR
DNA, der kan forstaerkes.

® Intern kontrol-Cr-vaerdi ligger ikke inden for omradet 29,85-35,84: Dette kan tyde pg&, at
der er en fejl i analyseopsaetningen, eller det kan tyde pé tilstedevaerelsen aof en haemmer.

Det er muligt at reducere haemmerens effekt ved at fortynde preven, selvom dette ogsé
fortynder DNA'et.
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Fortynd praven

Proven skal fortyndes [&—————

kontrolanalysens

FAM Cr-

Er FAM C; < 23,70?

FAM C; inden for

provekontrolvaerdi

Er
nogen af HEX Cr-
mutationsvaerdierne
<29,85?

HEX Cr-vaerdier for
prevemutationsanal
yser

FAM Cr- alle FAM Cr-

inden for
omréadet 00,00-

provemutation-
svaerdier

Rorets FAM-forstzerkning
er positiv

Beregn ACr-vaerdier for hver mutation.
ACr = mutation-Cr — kontrol-Cy

sammenlign ACr-vaerdien med det
angivne ACr-interval for analysen

Er der nogen ACr-
vaerdier inden for det
angivne ACr-interval
for analysen?

EGFR-mutation registreret for
mutationsanalyse

Prgven er ugyldig

Proven indeholder
muligvis ikke DNA, der
kan forstzerkes, eller
indeholder muligvis
en hammer

HEX Cr-veerdier for
provemutations-
analyser

ErHEX Cr
for den interne
mutationskontrol
inden for intervallet
29,85-35,847

Assay invalid (Ugyldig analyse)

Mutation ikke pavist

Figur 15. Organisationsdiagram over mutationsanalyse.
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FAM Cr-veerdi for prevemutationsanalyser

FAMvaerdierne for dlle tre mutationsreaktionsblandinger skal kontrolleres i forhold fil

vaerdierne i tabel 8.

ACrveerdien beregnes som falger for alle mutationsprever, der viser positiv forstaerkning, idet

det skal sikres, at Crvaerdierne for mutation og kontrol er fra den samme prave.
ACr = mutationsCr — kontrol Cr

Sammenlign ACrvaerdien for preven med cutoff-punktet for den pageeldende analyse (tabel 8),

idet det skal sikres, at det korrekte cutoff-punkt anvendes for hver enkelt analyse.

Tabel 8. Cutoff-veerdier for mutationsanalyse

Mutationsanalyse ACrcutoffs
790M <7,40
Deletioner < 8,00
L858R <8,90

Cutoffpunktet er det punkt, over hvilket et positivt signal potentielt kunne skyldes et
baggrundssignal i ARMS-primeren pé& vildtype-DNA. Hvis preovens ACrveerdi er hejere end
cutoff-punktet, klassificeres den som "mutation not detected" (mutation ikke pavist) eller uden
for kittets detektionsgraense. Hvis pravevaerdien er lig med eller lavere end cutoff-punktet, anses

preven for af vaere positiv for en mutation, der er pdvist of den pdgaeldende analyse.

Bemaerk: For prever, der ikke viser nogen FAM mutationsCy, er det nedvendigt at bedemme
den interne kontrol (HEX) Cr for at afgere, om mutationen ikke er pdvist, eller om analysen er
ugyldig. Hvis HEX Crveerdien er mellem 29,85 og 35,84, er mutationen ikke pévist. Hvis

HEX Crveerdien er uden for dette omrade, er preven ugyldig.
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Kort fortalt vil hver mutationsreaktion for hver preve f& en status som pévist mutation, mutation

ikke pavist eller ugyldig efter felgende kriterier.

Mutation pévist: FAMforstaerkning er positiv, og ACr er lig med eller under cutoffveerdien.

Hvis der pdvises flere mutationer, kan de alle rapporteres.

Mutation ikke pavist:

O FAMdorsteerkningen er positiv, ACrveerdien ligger over cutoffveerdien og HEX
(intern kontrol) ligger inden for 29,85-35,84.

O FAMdorsteerkningen er negativ, og HEX (intern kontrol) ligger inden for 29,85-35,84.

Ugyldig: FAMforstaerkning er negativ, og HEXforsteerkning er uden for specifikationerne.
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Fejlfindingsveijledning

Denne fejlfindingsvejledning kan vaere nyttig til at afhjeelpe eventuelle problemer. For

yderligere information henvises ogs& til siden "Hyppigt stillede spergsmal" (Frequently Asked

Questions, FAQ) hos vores tekniske supportcenter: www.qiagen.com/FAQ/FAQList.aspx.

Derudover svarer personalet fra QIAGENSs tekniske service gerne pd spergsmdl vedrgrende

informationen og protokollerne i denne héndbog eller preve- og analyseteknologier

(kontaktinformation: se bagsiden, eller besag www.qgiagen.com).

Kommentarer og forslag

Intet signal med positiv kontrol (Positive Control, PC) for EGFR i fluorescenskanalen Cycling Green

a) Den valgte fluorescenskanal til PCR-
dataanalyse er ikke i
overensstemmelse med protokollen.

b) Temperaturprofilen pd Rotor-Gene Q
MDx 5plex HRM-instrumentet er
programmeret forkert.

c) PCRerkonfigureret forkert.

d) Opbevaringsbetingelserne for en eller
flere kitkomponenter var ikke i
overensstemmelse med instruktionerne
i afsnittet "Opbevaring og héndtering
aof reagenser" (side 13)

e) therascreen EGFR Plasma RGQ PCR
Kit er for gammelt.

| forbindelse med dataanalyse skal der vaelges fluorescenskanalen
Cycling Green for EGFR-analyse-PCR og fluorescenskanalen Cycling
Yellow for den interne kontrol-PCR.

Sammenlign temperaturprofilen med protokollen, og gentag
kerslen, hvis den er forkert.

Kontrollér arbejdstrinnene ved hjzelp of pipetteringsplanen, og
gentag PCR efter behov.

Kontrollér opbevaringsbetingelserne og udlgbsdatoen for
reagenserne (sekittets efiket), og brug evt. et nytkit.

Kontrollér opbevaringsbetingelserne og udlgbsdatoen for
reagenserne
(se kittets etiket), og brug evt. et nytkit.

Signaler med de negative kontroller i fluorescenskanalen Cycling Green for den analytiske PCR

Der forekom kontamination under
klargering of PCR

Gentag PCR'en med nye reagenser.
Hvis det er muligt, skal PCR-rerene lukkes straks efter tilsaetning of
den prove, der skal testes.

Serg for, at arbejdsbordene og apparaterne regelmaessigt
dekontamineres.
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Kvalitetskontrol

| overensstemmelse med QIAGENSs ISO-certificerede kvalitetsstyringssystem  testes hvert lot af
therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit efter fastlagte specifikationer for at sikre en ensartet

produktkvalitet.

Begraensninger

De fremkomne resultater ved brug af produktet skal fortolkes i forbindelse med alle relevante

kliniske fund eller laboratoriefund og ma ikke bruges som eneste grundlag for en diagnose.

Produktet m& kun bruges of personale med seerlig kompetence og uddannelse inden for in

vitro-diagnostiske procedurer og Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-instrumentet.

Der er udfert analytiske kontrolundersegelser ved hjzelp of humant DNA, der er ekstraheret fra

plasmaprever.

Produktet er udelukkende beregnet til brug med Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM reaktime PCR-

cycler.

therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit Handbook skal felges fuldsteendigt for at opné
optimale resultater. Det anbefales ikke at fortynde reagenserne, undtagen som det er beskrevet

i denne handbog, da det vil medfere tab af ydelse.

Veer opmeerksom pd de udlsbsdatoer og opbevaringsbetingelser, der er trykt p& aesken og pé
etiketterne til samtlige komponenter. Brug aldrig for gamle eller ukorrekt opbevarede

komponenter.
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Primerne i EGFR Deletions Reaction Mix er mdlrettet flere exon 19-deletioner samtidig og

omfatter nukleotiderne 55174772 til 55174795 (GRCh38 chr7), en rackke p& 23 bp.

Analysen of exon 19-deletionerne er blevet valideret analytisk og pévist at registrere specifikke
deletioner i exon 19 (se tabel 13 i denne handbog), men det er muligt, at flere mutationer
(herunder, men ikke begraenset til, ekstra exon 19-deletioner, exon 19-insertioner og L747P-

mutationer), som skal forstaerkes ved hjzelp of en Deletions Reaction Mix.

Hvis disse ekstra mutationer konstateres, resulterer det i "Deletions Detected" (Deletioner

pavist) i den pageeldende patientprave.

Derudover er det muligt at pdvise L858 Qmutationen ved hjzelp af LB58R Reaction Mix. Hvis
L858Qmutationen konstateres i en patientprave, kan det derfor resultere i "L8B58R Mutation

Detected" (L858R-mutation pavist].
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Ydelseskarakteristik

Analysefglsomhed — tomgraense (Limit of Blank, LOB)

For at vurdere ydelsen i therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit i mangel af en skabelon og
for at sikre, at en tom prave eller en preve med vildtype-DNA ikke genererer et analytisk signal,
der kan indikere en lav koncentration of mutation, blev NSCLC-plasma EGFR-vildtype DNA
evalueret ud fra 59 forskellige prever. Godkendelseskriteriet for denne undersegelse (mindst

95 % af vildtypepraverne skal have en ACrvaerdi over den pdgaeldende cutoff) blev opfyldt.
Detektionsgraense (Limit of Detection, LOD)

LOD er den laveste procentdel of mutantDNA, der kan pévises pd en baggrund of vildtype-
DNA, nér det samlede amplificerbare DNA (inden for det angivne input-omréde) gav korrekte
bestemmelser ved 95 % for hver mutationspositive preve (C95). Arbejdsomrédet for
DNA-input for analysen er defineret of det praedefinerede omréde for kontrollens Cr pa& 23,70
til 31,10.

LOD blev bestemt ved lave DNA-inputniveauer (kontrolCr ca. 30,10) ved hizelp of DNA hentet
fra FFPE-vaev til therascreen EGFR RGQ PCR Kit. LOD blev fastlagt ved hjzelp of b&de kliniske

FFPE-prever og FFPE<ellelinjer ved lave DNA-inputniveauer for disse EGFR-mutationer.

LOD-vaerdier, der blev fastlagt ved hjeelp of FFPE-vaev, blev verificeret for therascreen EGFR
Plasma RGQ PCR Kit med DNA hentet fra kunstige mutantpositive plasmapraver.

De endelige LOD-eerdier, som er angivet i tabel 9 p& neeste side, viser den mutationsprocent,

der gav en sandsynlighed for pdvisning pé& 95 % for hver af mutationerne.
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Tabel 9. LOD'er for hver EGFR-mutationsanalyse

Exon Mutation COSMIC-id* % LOD-veerdi
20 T790M 6240 17,5*
6223 6,4*
13551 4,24*
12728 2,431
12419 16,871
12422 3,241
6218 9,831
6210 7,441
6254 10,2*
12370 8,1*
19 Deletioner 12678 10,407
12367 4,391
12384 7,541
6225 6,5*
6220 2,7*
6255 0,81*
12382 1,45*
12383 4,58*
12387 4,911
12369 4,94*
21 L858R 6224 5,94*

* lOD-veerdier, som er verificeret i plasma som en del of LOD-bekrzeftelsesundersegelsen for therascreen EGFR Plasma
RGQ PCR Kit.

t Disse mutationer blev ikke bekraeftet i plasma.
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Analysefelsomhed — ACr-cutoffs

Der blev brugt en risikobaseret tilgang med hensyn til falsk-positive rater ved indstilling aof
analysens cutoffs, og de estimerede LOB-vzerdier blev brugt som en komponent i udviklingen
af cutoffveerdier. De respektive ACrcutoffs for hver mutationsanalyse i therascreen EGFR
Plasma RGQ PCR Kit er vist i tabel 10.

Tabel 10. A C-cutoffs for therascreen EGFR PlasmaRGQ PCR Kit

Mutationsandlyse ACrcutoffs
T790M <7,40
Deletion <8,00
L858R <8,90

Repeterbarhed og reproducerbarhed

Repeterbarheden og reproducerbarheden blev vurderet ved at teste prover med et heit
mutationsniveau ved 3xLOD mod en baggrund af vildtype-genomisk DNA pé 3 teststeder med
batches med flere kits, operaterer og kersler over forskellige dage med 2 replikater for hver
prove. For alle 3 mutationsanalyser blev 100 % aof mutantDNA-proverne testet

mutationspositive. Vildtypepraver blev testet mutationsnegative i alle analyser pa alle steder.
Effekten af DNA-input pa Crveerdier

DNA-inputniveauet defineres som den samlede kvantitet of amplificerbart EGFR DNA i en
preve som bestemt ved Crveerdierne fra kontrolreaktionen. For at vise, at ydelsen i therascreen
EGFR Plasma RGQ PCR Kit er konstant over kontrolreaktionens Cromrade (23,70-31,10), blev
alle 3 EGFR-mutationsanalyser testet i forhold til en é-punkts 1-i-3-fortyndingsserie (DNA
ekstraheret fra FFPEcellelinjer). Den tilsigtede Crveerdi for fortynding 1 for hver mutation var
ca. 24,70. Den endelige fortynding, som gav en Cr p& ca. 32-33, var uden for

kontrolreaktionens Cr-omrdade.
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Overordnet set var de ACrvaerdier, der blev mdlt ved forskelige samlede DNA-inputniveauer,

konstante over arbejdsomrédet for therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit.
Interfererende stoffer

Endogene interfererende stoffer

De potentielt interfererende stoffer blev tilsat i kunstige 3xLOD-mutantpositive plasmaprever.
Preverne blev derefter testet med therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit. Prever med potentielt
interfererende stoffer blev sammenlignet med kunstige 3xLOD-mutantpositive plasmapraver

uden tilsatte interfererende stoffer. Hvert interfererende stof blev testet med 4 replikater.

En forskel p& > 2x standardafvigelser  (Standard  Deviation, SD)  (taget fra
praecisionsundersagelsen) mellem "testen" og "kontrollen" ACr (dvs. ingen interfererende
stoffer) blev anset for at indikere en potentiel interferens. | disse tilfeelde vises den observerede

forskel i ACr.

De testkoncentrationer, der er angivet itabel 11, blev valgt p& baggrund af CLSI's retningslinje

EPO7-A2 og er de maksimale koncentrationer, der kan forventes i en klinisk prove.

Bemaerk: Disse endogene stoffer blev tilsat i kunstige mutantpositive plasmaprever, som bestod
af plasma fra raske donorer. Disse endogene stoffer ville derfor have vaeret naturligt il stede
i proverne i ukendte koncentrationer for tilssetning. Den endelige koncentration of hvert

potentielt endogent interfererende stof ville sandsynligvis veere hajere end testkoncentrationen.

Tabel 11. Potentielle interfererende endogene stoffer

Potentieltinterfererende stof (IS) Testkoncentration
Ukonijugeret bilirubin 150 mg/dl
Haemoglobin (humant) 0,2 g/dl
Triglycerider 3 g/dl
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T790M-analyse

Felgende endogene stoffer i de koncentrationer, der er angivet i tabel 11, viste sig at have en
indvirkning > 2xSD (0,40 ACy) pd ydeevnen i T790M-analysen:

® Triglycerider, forskel p& 1,37 ACy
Andlyse of deletioner

Felgende endogene stoffer i de koncentrationer, der er angivet i tabel 11, viste sig a have en

indvirkning > 2xSD (0,71 ACy) pd ydeevnen i analysen of deletioner:
® Haemoglobin, forskel pa A0,80 C;

L858R-analyse

Felgende endogene stoffer i de koncentrationer, der er angivet i tabel 11, viste sig at have en

indvirkning > 2xSD (0,56 ACy) pa ydeevnen i L858R-analysen:

e Bilirubin, forskel pa 1,13 AC;
e Triglycerider, forskel p& 1,53 ACy

Eksogene interfererende stoffer

De potentielt interfererende stoffer blev tilsat i kunstige 3xLOD-mutantpositive plasmaprever.
Proverne blev derefter testet med therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit. Praver med potentielt
interfererende stoffer blev sammenlignet med kunstige 3xLOD-mutantpositive plasmaprgver

uden tilsatte interfererende stoffer. Hvert interfererende stof blev testet med 4 replikater.
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En forskel p& > 2x standardafvigelser (taget fra praecisionsundersegelsen) mellem "testen" ACy
og "kontrollen" ACs (dvs. ingen interfererende stoffer) blev anset for at indikere en potentiel

interferens. | disse filfelde vises den observerede forskel i ACr.

De testkoncentrationer, der er angivet i tabel 12, blev valgt pé baggrund of CLSI's retningslinje

EPO7-A2 og er hgjere end den terapeutiske koncentrationen i alle tilfselde.

Tabel 12. Potentielle interfererende endogene stoffer

Potentielt interfererende stof (IS) Testkoncentration (pg/ml)
Citalopram hydrobromid 0,75
Paroxetinhydrochloridhemihydrat 1,14
Sertralinhydrochlorid 0,67
Fluoxetinhydrochlorid 3,87

Acetaminophen 200,7

K, EDTA 3600

T790M-analyse

Folgende eksogene stoffer i de koncentrationer, der er angivet i tabel 12, viste sig at have en
indvirkning > 2xSD (0,40 ACy) pa ydeevnen i T/90M-analysen:

e Citalopramhydrobromid, forskel pa 0,52 AC;
e Sertralinhydrochlorid, forskel p& 0,47 ACy
® Fluoxetinhydrochlorid, forskel p& 0,48 ACy
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Andlyse of deletioner

Felgende eksogene stoffer i de koncentrationer, der er angivet i tabel 12, viste sig a have en

indvirkning > 2xSD (0,71 ACy) pd ydeevnen i analysen of deletioner:
® Fluoxetin, forskel p& 0,73 ACy

L858R-analyse

Folgende eksogene stoffer i de koncentrationer, der er angivet i tabel 12, viste sig at have en
indvirkning > 2xSD (0,56 ACy) p& ydeevnen i L8 58R-analysen:

Citalopramhydrobromid, forskel p& 0,72 ACy
Paroxetinhydrochloridhemihydrat, forskel p& 0,92 ACy
Sertralinhydrochlorid, forskel pa 0,82 ACy
Fluoxetinhydrochlorid, forskel p& 0,98 ACy
Acetaminophen, forskel p& 0,81 ACy

K2 EDTA, forskel p& 0,57 ACy
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Klinisk ydeevne

Det kliniske NCT01203917forseg var et enkeltarmet open-labelforseg i fase IV til vurdering
af effektiviteten og sikkerheden/tolerancen i ferste linje-behandling med gefitinib blandt
kaukasiske patienter med stadie 111A/B/IV, EGFR-mutationspositiv NSCLC.

Patienternes egnethed til deltagelse i det kliniske NCT01203917forseg blev bestemt ud fra
tilstedevaerelsen of EGFR-sensitiserende mutationer. EGFR-mutationsstatussen for NSCLC-
patienter blev vurderet ved hjeelp af en klinisk forsegsanalyse (Clinical Trial Assay, CTA) med
DNA fra matchende veevs og plasmaprever. P& baggrund af en forudplanlagt biomarker
havde undersagelsen til formdl at fastleegge, hvorvidt plasmapreverne kan anvendes fil
mutationsanalyse, hvis der ikke er tilgaengelige vaevsprever. Resultaterne péviste heje rater aof
overensstemmelse mellem matchende veaevss og plasmaprever ved 94,3 % med en

analysespecificitet pa 99,8 % og en sensitivitet pd 65,7 %.

Retrospektive test af plasmaprever fra patienter, som screenes til det kliniske NCT01203917-
forseg, blev udfert ved hjelp of therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit. En
overgangsundersegelse blev udfert for at vurdere overensstemmelsen mellem therascreen EGFR
Plasma RGQ PCR Kit og den CTA, der blev anvendt il at udvaelge patienter til det kliniske
NCT01203917forseg. Akvivalensen mellem CTA og therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit

blev pavist.
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Kontaktoplysninger

For teknisk bistand og yderligere information kan du gé ind pé& vores tekniske supportcenter
p& www.qgiagen.com/Support, ringe p& 00800-22-44-6000 eller kontakte en of QIAGEN's
tekniske  serviceafdelinger  eller lokale  forhandlere  (se bagsiden, eller besag

www.giagen.com).
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Symboler

Felgende symboler kan evt. findes pé& emballagen og etiketten:

Symbol Symboldefinifion

Indeholder tilstraekkeligt med reagenser til <N>-reaktioner

Holdbarhedsdato

"<

Medicinsk udstyr fil in vitro-diagnostik

Katalognummer

HE
O

LOT Lotnummer
Materialenummer
Komponenter
Indeholder

Antal

Globalt handelsvarenummer

Temperaturbegraensning

Producent

Lees brugsanvisningen

Forsigtig

>ERTEEERE
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Bilag A: Oplysninger om mutationer

Tabel 13 viser COSMIC-id'er fra Catalogue of Somatic Mutations in  Cancer
(www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic).
Tabel 13. Liste over mutationer og COSMIC-id'er
Mutation Exon Basisaendring COSMIC-id
T790M 20 2369C>T 6240
L858R 21 2573T>G 6224
2235_2249del15 6223
2235_22525AAT (kompleks) 13551
2236_2253del18 12728
2237_2251del15 12678
2237_2254del18 12367
2237_2255>T (kompleks) 12384
2236_2250del15 6225
2238_2255del18 6220
2238_2248>GC (kompleks) 12422
Deletioner 19 2238_2252>GCA (kompleks) 12419
2239_2247del9 6218
2239_2253del15 6254
2239_2256del18 6255
2239_2248TTAAGAGAAG>C (kompleks) 12382
2239_2258>CA (kompleks) 12387
2240_2251del12 6210
2240_2257del18 12370
2240_2254del15 12369
2239_2251>C (kompleks) 12383
50 Héndbog fil therascreen EGFR Plasma RGQ PCRKit 10/2019


http://www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic

Bestillingsinformation

Produkt Indhold Kat.nr.
therascreenEGFR Plasma RGQ PCR Kit - il pavisning af mutationer i
EGFR-genet
therascreen EGFR Til 24 reaktioner: 1 kontrolanalyse, 870311
Plasma RGQ PCR Kit 3 mutationsanalyser, positiv kontrol,
(24) TagDNA-polymer ase
Rotor-Gene Q MDx og tilbeher
Rotor-Gene Q MDx Realtime PCRcycler og High Resolution Melt- 9002033
5plex HRM System analysator med 5 kandler (gren, gul, orange, red,
violet) plus HRMkanal, bzerbar computer,
software, tilbeher, 1 &rs garanti pé reservedele
og arbejdslen, installation og uddannelse ikke
inkluderet
Rotor-Gene Q MDx Reaktime PCR<ycler og High Resolution Melt- 9002032
5plex HRM Platform analysator med 5 kandler (gren, gul, orange, red,
lilla) samt HRM-kanal, baerbar computer,
software, tilbeher, 1 &rs garanti mod
héndvaerksmaessige og materielle defekter,
installation og uddannelse
Loading Block 72 x Aluminiumblok til manuel opsaetning af reaktioner 9018901
0.1 ml Tubes med enkeltkanalspipette i 72 x 0,1 ml rer
Strip Tubes and Caps, 250 strips a 4 rer og heetter til 1.000 reaktioner 981103
0.1 ml (250)
Strip Tubes and Caps, 10 x 250 strips a 4 rer og haetter il 981106
0.1 ml (2500) 10.000 reaktioner
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Produkt Indhold Kat.nr.

Relaterede produkter

QlAamp Circulating Til 50 klargeringer: QlAamp-minikolonner, 55114
Nucleic Acid Kit rerforleengere (20 ml), QIAGEN Proteinase K,

Carrier RNA, buffere, VacConnectors og

Collection tubes (1,5 ml og 2 ml)

Opdaterede licensoplysninger og produktspecifikke ansvarsfraskrivelser findes i handbogen
eller brugsvejledningen til det p&gaeldende QIAGENkit. Handbeger og brugsvejledninger til
QIAGENits kan fé&s via www.qgiagen.com eller rekvireres hos QIAGENS tekniske service eller

den lokale distributer.
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Revisionshistorik for dokumentet

Dokument

Kndringer

R2, april 2018

R3, januar2019

R4, oktober 2019

Opdatering af Sample to Insightmarkedsfaring

Forklaring af opsaetnings- og opbevaringstemperaturer i "Opbevaring og hdéndtering of
reagenser" og tabel 1.

Figur 15. Feltet "Er FAM G <31.102" er sendret til "Er FAM G >31.102" samt minde
teksteendringer.

Afsnittet "Effekten af input-DNA-koncentrationen" er erstattet med et nyt afsnit, "Effekten of
DNA-input p& ACrveerdier".

Tabel 11: Korrektion of haemoglobinkoncentrationen (humant) testet fra 2 g/dl il 0,2 g/dl.

Mindre teksteendringer flere steder.

Tilfzjelse of autoriseret repraesentant (forside). Afsnittet "Symboler" er opdateret.

A ndring of producent (forside)

Andring of instrumentets navn fra Rotor-Gene Q MDx til Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM i
henhold til navnet p& instrumentets etiket

A ndring of anvisninger for opbevaring af reagenser fra 90 dage til 12 méneder eller indH
udlgbsdatoen

Opdatering af afsnittet Begraensninger med oplysninger om analysen af exon 19-deletioner
og L858R-analysen

Revidering aof tabel 9 for at erstatte duplikerede exon 21 L858R-deletioner med exon 19-
deletioner

Fiernelse af EC + REP-symbolet p& forsiden og i afsnittret Symboler
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Aftale om begraenset licens til therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit

1.

2.

Brug of defle produkt belyder, af enhver keber eller bruger cf produkiet acceplerer folgende vilkér:

Produkfet mé kun anvendes i overenstiemmelse med protokoller leveret med produkiet og denne handbog og kun med de komponenter, der er i kitiet. QIAGEN
giver ingen licens, under nogen intellekivel ejendomsret, fil at bruge eller inkludere komponenterne i defie kit med komponenter, der ikke er inkluderet i detle kit,
undiogen som beskrevet i de protokoller, der felger med produkiet, denne héndbog og andre protokoller, der er filgeengelige p& www.giagen.com. Nogle of disse
andre protokoller er stillet fil radighed of QIAGEN-brugere for QIAGENbrugere. Disse protokoller er ikke grundigt testet eller optimeret of QIAGEN. QIAGEN
hverken garanterer for dem eller for, at de ikke overraeder ftredjeparts refiigheder.

Ud over de udirykkeligt givne licenser giver QIAGEN ingen garanti for, ot defle kit og/eller brugen of det, ikke overreeder tredjeparts refiigheder.

Detie kitog dets komponenter er under licens fil engangsbrug og mé ikke genbruges, gendannes eller videreszelges.

QIAGEN dfviser specifikt dlle andre licenser, udirykie eller underforsiiede, end dem, der udirykkeligt er angivet.

Keberen og brugeren «of kitiet indvilliger i ikke at tage, eller lode andre tage, skridt, der kunne fere fil, eller fremme, handlinger der forbydes ovenfor. QAGEN
kan héndhaeve forbuddene i denne begraensede licensaffale ved enhver domstol og vil inddrive dlle undersagelses-  og retsomkoshinger, herunder advokatsalerer,

i ethvert sagsmél for at héndheeve denne begraensede licensaficle samt dlle deres intellekiuelle ejendomsrefiigheder i forbindelse med kitiet og/eller komponenterne
deri.

Opdaterede licensbefingelser kan findes p& www.giagen.com.

Varemaerker: QIAGEN®, Sample fo Insight®, QIAamp®, therascreen®, RoforGene®, Scorpions® (QIAGEN Group); FAM™, HEX™ (Thermo Fisher Scientific Inc.); RESSA®
(AstraZeneca Group). Regisirerede navne, varemaerker osv., der bruges i dete dokument, er beskytiet of den relevante lovgivning, ogsd néar de ikke er specifikt markeret
som sadan.

1119189 102019 HB-1898-005 © 2019 QIAGEN, dlle refigheder forbeholdes.
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