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Kayttotarkoitus

therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit -sarja on in vitro -diagnostinen testi eksonin
19 deleetioiden seka eksonin 20 ja 21 substituutioiden (T790M ja L858R) havaitsemiseen
epidermiksen kasvutekijareseptorigeenissa (Epidermal Growth Factor Receptor, EFGR). Testi
antaa kvalitatiivisen arvion mutaation tilasta. Tulosten on tarkoitus auttaa tunnistamaan
potilaat, joilla on ei-pienisoluinen keuhkosydpd (Non-Small Cell Lung Cancer, NSCLC) ja jotka
voivat hydtyd IRESSA®-hoidosta (gefitinibi), kun kudosndytettd ei voida arvioida.

therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit -sarja on tarkoitettu koulutetun henkildston
kaytettavaksi ammattimaisessa  laboratorioympdristdssé  DNA-nytteisiin, jotka on eristetty

ei-pienisoluista keuhkosydpad sairastavan potilaan veren plasmasta.

therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit -sarja on tarkoitettu in vitro -diagnostiseen kayttéon.

4 therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit-sarjan kasikirjia  10/2019



Yhteenveto ja selitykset

therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit -sarja on kayttdvalmis sarja sydpadn  liittyvan
EGFRgeenin mutaation tunnistamiseen polymeraasiketjureaktiomenetelmén  (polymerase
chain reaction, PCR) avulla Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM -aitetta kayttamalla.

Scorpions®- ja ARMS-ekniikoiden avulla therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit -sarja
mahdollistaa  seuraavien EFGR-geenin mutaatioiden tunnistamisen villityypin  genomisesta
DNA:sta.

® Deleetiot eksonissa 19

e T/90M

e [858R

Kaytetyt menetelmét ovat erittdin selektiivisia ja — DNA:n  kokonaisméérén  mukaan -
mahdollistavat  pienen mutaatioprosentin havaitsemisen  villityypin  genomisessa  DNA:ssa.
Annetut selektiivisyys- ja havaitsemisrajat ovat tehokkaampia kuin vériaineeseen perustuva

sekvensointi.
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Menetelman toimintaperiaate

therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit -sarja tunnistaa mutaatioita kahden tekniikan -

ARMS ja Scorpions — avulla realtime PCR:llG (Polymerase Chain Reaction, PCR).

ARMS

Alleeli- tai mutaatiokohtainen monistus saadaan aikaan ARMS-ekniikan (amplifikaation
refraktaarinen mutadtiojdrjestelmd) avulla. Tag DNA -polymeraasi (Taq) erottaa tehokkaasti
vastaavuudet ja poikkeamat  PCR-alukkeen 3'-padssd.  Spesifiset mutaation lapikéyneet
sekvenssit monistuvat tasaisesti ndytteissd, joissa suurimmassa osassa sekvenssejd mutaatiota
ei ole. Kun alukkeen vastaavuus on téydellinen, monistus jatkuu taydelld teholla. Kun 3'-p&dn

emds ei ole vastaava, fopahfuu vain matalan tason taustan monistusta.

Scorpions

Monistuksen tunnistamisessa kdytetddn Scorpionstekniikkaa. Scorpionit ovat bifunktionadlisia
molekyyleja, jotka sisdltavét PCR-aluketta, joka on kovalenttisesti kiinnittynyt koettimeen.
Koettimen fluorofori liittyy koettimessa olevaan sammuttajaan, joka véhentdd fluoresenssia.
Kun koetin PCR:n aikana sitoutuu amplikoniin, fluorofori ja sammuttaja irtoavat toisistaan.

Témé& johtaa fluoresenssin lisGéintymiseen reaktioputkesta.
Sarjan rakenne
therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit -sarjaan sisdltyy nelja maaritysta:

® yksi kontrollimadritys (Ctrl)

® kolme mutaatiomddritystd.
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Kaikki reaktioseokset sisdltévéit reagensseja, jotka tunnistavat FAM™kohteen ja sisdisen
HEX™kontrollin. Sisginen kontrollimaéritys voi tunnistaa inhibiittoreita, mika voi johtaa védriin
negatiivisiin tuloksiin. FAM-monistus voi ylikilpailla  kontrollimonistuksen kanssa ja sisgisen
kontrollin tarkoitus on vain osoittaa, eftd jos FAM-monistusta ei ole, tulos on todellinen

negatiivinen tulos eikd syyné ole epdonnistunut PCR-reaktio.
Maaritykset

Kontrollimadaritys

Kontrollimaaritykselld, joka on leimattu FAM:lla, arvioidaan néytteen DNA-kokonaisméara.
Kontrollimaaritys monistaa EGFRgeenin eksonin 2 alueen. Aluke ja koetin on suunniteltu

vélttdméén tunnettuja EGFR-polymorfismeja.

Mutaatiomé&dritykset

Jokaisessa mutaatiomdarityksessd  on FAM-merkitty Scorpionkoetin ja ARMSaluke, joilla

erotetaan villityypin DNA ja erityinen DNA:n mutaatio.
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Kontrollit
Kaikissa testierissé on oltava mukana seuraavat kontrollit:

Positiivinen kontrolli

Jokaisessa testierdissd on oltava mukana positiivinen kontrolli putkissa 1-4. therascreen EGFR
Plasma RGQ PCR Kit -sarja sisaltdd EGFR-positiivisen kontrollin (Positive Control, PC), jota
kaytetdan mallina positiivisessa kontrollireaktiossa. Positiiviset kontrollitulokset arvioidaan,
jotta voidaan varmistaa, ettd sarja toimii mainittujen hyvaksyntdkriteerien vaatimusten

mukaisesti.

Negatiivinen kontrolli

Jokaisessa testierdssa on oltava mukana negatiivinen kontrolli (malliton kontrolli, NTC) putkissa
9-12. NTC sisdltaad nukleaasitonta vetta (H2O) kaytettavaksi  “mallina”  mallittomassa
kontrollissa. Mallitonta  kontrollia  kéytetéan arvioimaan mahdollinen kontaminaatio  erén

valmistelun aikana ja arvioimaan sisdisen kontrollin reaktion toimintaa.

Sisdisen kontrollireaktion arviointi

Jokainen reaktioseos sisdltéé kohdereaktion liséksi sisgisen kontrollin. Epdonnistuminen
osoittaa, ettd ldsna saattaa olla inhibiittoreita, jotka voivat johtaa virheelliseen positiiviseen
tulokseen. Kyseessd voi myds olla testin suorittajan virheellinen putken késittely erén

valmistelun aikana.

Jos sisdisen kontrollin virhe johtuu PCR-inhibitiosta, néytteen laimentaminen saattaa véhent&a
inhibiittorien vaikutusta. Tassd tapauksessa on kuitenkin huomattava, ettd talléin myds kohde-
DNA laimenee. FAM-monistus voi ylikilpailla sisdisen kontrollin monistuksen kanssa niin, ettd
saatu IC Cr (HEX) -arvo voi olla madritetyn vaihteluvélin ulkopuolella. Néaiden néytteiden FAM-

tulokset ovat silti hyvaksyttavia.
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Toimitetut materiaalit

Sarjan sisalté

therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit (24)
Tuotenumero 870311
Reakfioiden mé&érd 24
Punainen Control Reaction Mix (Kontrollireaktioseos) Ctrl 2 x 600 pl
Violetti T790M Reaction Mix (T790M-reaktioseos) T790M 600 pl
Oranssi Deletions Reaction Mix (Deleetioiden reaktioseos) Del 600 pl
Vaaleanpunainen  L858R Reaction Mix (L85 8R-reaktioseos) L858R 600 pl
Beige EGFR Positive Control (EGFR-positiivinen kontrolli) PC 300 pl
Mintunvihrea Taqg DNA Polymerase (Tag DN A-polymeraasi) Taq 2 x 80 pl
Valkoinen Nuclease-Free Water for No Template Control NTC 1x1,9ml
(Nukleaasiton vesi mallitomaan kontrolliin)
Valkoinen Nuclease-Free Water for Dilution Dil 1x1,9ml

(Nukleaasiton vesilaimennukseen)
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Tarvittavat materiaalit (jotka eivat kuuluy
toimitukseen)

Tyoskenneltdessd  kemikaalien kanssa on aina kaytettava asianmukaista laboratoriotakkia,
kertakayttokasineitd ja suojalaseja. Lisdtietoja on tuotekohtaisissa kayttéturvallisuustiedotteissa
(Safety Data Sheets, SDS), joita saa tuotteen toimittajalta.

DNA:n eristémissarja (katso Menetelmd, sivu 16)
tarkoitukseen sopivia pipetteja* (saddettcvid) ndytteen valmisteluun
tarkoitukseen sopivia pipetteja* (saadettavid) PCR-padseoksen valmisteluun

tarkoitukseen sopivia pipetteja* (saadettavid) malli-DNA:n annosteluun

DNaasittomia, RNaasittomia ja DNA:ttomia, suodattimellisia pipetin kérkié (ristikontaminaation
valttamiseksi suosittelemme kéyttamaan pipetin kérkid, joissa on aerosoliesteet)

vesihaude tai samantapainen laite, johon mahtuu 50 ml:n sentrifugiputkia lémpétilassa 60 °C.
[émmitin tai samantapainen laite, joka voi inkuboida lampétilassa 56 °C*

jaamurskaa

roottorillinen pdytamallinen sentrifugi* 2 ml:n reaktioputkille

vortexsekoittaja

Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM -laite* T, , jossa on Cycling Green- ja Cycling Yellow -
fluoresenssikanava (FAM:n ja HEX:n tunnistamiseen)

Rotor-Gene Q -ohjelmistoversio 2.3

Strip Tubesand Caps, 0.1 ml, kaytettavaksi tuotteen72-well rotor kanssa (tuotenro 981103 tai
98110¢)

e DNoaasittomat, RNaasittomat ja DNA:ttomat mikrosentrifugiputket péédseosten valmistusta
varten

Loading Block 72 x 0.1 ml Tubes, alumiinilohko manuadliseen reaktion valmisteluun, sis.
yksikanavainen pipetti (QIAGEN, tuotenro 9018901).

* Varmista, ettd vélineet on tarkastettu ja kalibroitu valmistajan ohjeiden mukaan.

t Joissakin maissa voidaan tilanteen mukaan kéyttéa Rotor-Gene Q 5plex HRM -laitetta, jonka valmistuspéivé on
toukokuussa 2011 tai mydhemmin. Valmistusp&ivamaard kdy ilmi laitteen taustapuolella olevasta sarjanumerosta.
Sarjanumero on muodossa “kkvwvnnn”, jossa “kk” on valmistuskuukausi, “w" on valmistusvuoden kaksi vimeistd
numeroa ja “nnn” on laitteen tunnistenumero.
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Varoitukset ja varotoimet

In vitro -diagnostiikkaan
Ammattilaiskayttésn

Turvallisuustiedot

Tyoskenneltdessa kemikaalien kanssa on aina kaytettava asianmukaista laboratoriotakkia,
kertakayttokasineitd ja suojalaseja. Lisdtietoa saa tuotekohtaisista kéyttsturvallisuustiedotteista
(Sofety Data  Sheets, SDS). Ne ovat saatavana  PDFtiedostoina  osoitteessa
www.giagen.com/safety. Voit hakea, lukea ja tulostaa kaikkien QIAGEN-sarjojen ja niiden

osien kayttoturvallisuustiedotteet.
Yleiset varotoimet
Kéyttdjan on aina huomioitava alla mainitut varotoimet:

e Kayta suodattimellisia DNaasittomia, RNaasittomia ja DNA:ttomia pipetinkérkia ja varmista,
ettd pipetit on kalibroitu valmistajan ohjeiden mukaisesti.

® Sdilytd ja erist@ positiiviset materiaalit (nGytteet ja positiiviset kontrollit) erikseen kaikista muista
reagensseista, ja liséé ne reaktioseokseen erillisessa tilassa.
Sulata kaikki osat huolellisesti huoneenlampétilassa (15-25 °C) ennen madrityksen aloittamista.

® Kun ne ovat sulaneet, sekoita osat kadntamalla kukin putki ylésalaisin 10 kertaa ja sentrifugoi

ne lyhyesti.
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Huomautus: Varmista huolellisesti, etteivét PCR:t p&dse kontaminoitumaan synteettisestd
kontrollimateriaalista. Suosittelemme kéyttémdaan reaktioseosten valmistuksessa ja DNA-mallin
lisaamisessa  tarkoitukseen sopivia, erillisid pipettejd. Reaktioseosten valmistaminen ja
annostelu on suoritettava eri paikassa kuin mallin liséé@minen. Rotor-Gene Q -putkia ei saa
avata PCR-gjon on pédttymisen jdlkeen. Syyna on laboratoriokontaminoitumisen estéminen

PCR-gjon jdlkeen.

Huomautus: Reagenssit on hyvéksytty kéytettavaksi manuadlisessa valmistelussa. Jos kaytetéan
automaattista menetelmdd, se voi vdhentdd mahdollisten reaktioiden madrad,  koska

reagenssien on tdytettdvd ndiden laitteiden “kuolleet tilat".

Huomautus: Kaikki therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit -sarjan reagenssit on suunniteltu
erityisesti kdytettavaksi mainittujen testien yhteydessa. Kaikki therascreen EGFR Plasma RGQ
PCR Kit sarjon mukana toimitetut reagenssit on tarkoitettu kaytettavaksi ainoastaan muiden

samaan therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit -sarjaan sisdltyvien reagenssien kanssa.

Pakkauksen reagensseja ei saa korvata muilla reagensseilla, jos halutaan sdilyttaa

pakkauksen optimaalinen suorituskyky.

Huomautus: Kéytd ainoastaan sarjan mukana toimitettua Tag DNA -polymeraasia (Tag). Ala
korvaa Tag DNA -polymeraasia muiden saman- tai toisentyyppisten sarjojen polymeraaseilla

tai muiden toimittajien Tag DNA -polymeraaseilla.

Huomautus: therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit -sarjan reagenssit on laimennettu
optimadliseen vahvuuteen. Emme suosittele laimentamaan reagensseja enempdd, koska
seurauksena saattaa  olla  suorituskyvyn heikkeneminen. Suosittelemme yhdelld  kertaa
kaytettavan reagenssin vahimmaismadraksi 25 pl, koska muutoin vaarien positiivisten tulosten

riski kasvaa.
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Reagenssien sdilytys ja kdsittely

therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit sarja toimitetaan hiilihappojadhén pakattuna. Jos
therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit sarja ei ole vastaanottohetkelld j68ssa tai jos
ulkopakkaus on avattu kuljetuksen aikana tai jos toimituspakkaus ei sisdlla lahetysluetteloa,
kayttdohjetta tai reagensseja, ota yhteytta QIAGENin tekniseen palveluun tai paikalliseen

jdlleenmyyjaan (katso listietoja osoitteesta www.giagen.com).

therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit-sarja on varastoitava vélittémasti vastaanoton jalkeen
tasaisessa —30...~15 °C:n lampétilassa olevaan pakastimeen valolta suojattuna. Kyseisissa
olosuhteissa sdilytetty therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit -sarja on stabiili mainittuun

viimeiseen kayttopdivamaaradn  asti.

Avatut reagenssit voidaan sdilyttaa  alkuperdispakkauksissaan  —30...-15 °C:n lampétilassa
12 kuukautta tai  pakkauksessa olevaan viimeiseen kdyttépdivadn asti  (ndistd  ensin
umpeutuvaan). Sarjan toistuvaa sulattamista ja pokastamista on véltettava. Pakastamis- ja

sulattamisjaksoja saa olla enintaan kahdeksan.

Reagensseja on sulatettava huoneenldmméssé véhintaan 1 tunti ja enintéan 4,5 tuntia. Kun
reagenssit ovat valmiita kaytettévaksi, PCR-reaktiot voidaan valmistella ja padseokset sisaltavét
Rotor-Gene Q -putket ja DNA-ngyte on lisattéva Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM Haitteeseen

valittémasti. Kokonaisaika PCR:n valmistelun aloittamisesta ajon alkuun ei saa olla yli:

® 4 tuntig, jos putkia sdilytetddn huoneenlammadssa
Huomautus: tama aika sisaltaa sekd PCR:n valmistelun ettd scilytyksen.
® 18 tuntiq, jos putkia sdilytetddn jadkaapissa (2-8 °C:ssa)

Huomautus: témé aika sisaltad sekd PCR:n valmistelun ettd sailytyksen.
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Huomautus: Reaktioseosten reagenssien Scorpionit (kuten kaikki fluoresoivalla aineella merkityt
molekyylit) ovat valoherkkia. Valtd valon aiheuttama valkaisu suojaamalla  kontrolli- ja

reaktioseosten reagenssit valolta.

therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit -sarjan reagenssit on laimennettu optimadlisesti eika
lisdpuhdistusta  tai  kasittelyd  tarvita  ennen  niiden  kayttéd  analyysissé
therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit -sarjan kdyttéohjeiden (kasikirjan) mukaisesti.

Kaikki kaikkien osien pakkauksiin ja etiketteihin painetut viimeistd kayttopdivad ja sdilytysta
koskevat ohjeet on huomioitava. Al kéytd vanhentuneita tai virheellisesti sdilytettyja

komponentteja.
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Naytteiden sdilytys ja kasittely
Huomautus: Kaikkia naytteitd on kasiteltava tartuntavaarallisena materiaalina.

Naytteen materiaalin taytyy olla ihmisen genomista DNA:ta, joka on eristetty plasmasta.
Naytteet on kuljetettava tavanomaisia  patologian  kéytdntdj@ noudattaen  néytteen

hyvaksyttavan laadun varmistamiseksi.
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Menetelma

DNA:n eristdminen

Témén sarjan suorituskykyominaisuudet on saatu kdyttdmdlla QIAamp® Circulating Nucleic
Acid Kit sarjalla (tuotenro 55114) eristettyc DNA:ta. Jos kaytéssa on QlAamp Circulating
Nucleic Acid Kit-sarja, suorita DNA:n eristdminen kasikirjan ohjeiden mukaisesti huomioiden

myds alla esitetyt ohjeet.

Plasman alkumddré on 2 ml.

® Ennen DNA:n eristéimistd 2 ml plasmaa on sentrifugoitava nopeudella 3 000 r/min kahden
minuutin ajan ja supernatantti siirretidvé puhtaaseen putkeen.

® Proteinaasi K:n mddrén on oltava 250 pl.
Proteinaasi K:ta on hajotettava 1 tunnin ajan 60 °C:ssa.
Puhdistettu genominen DNA on eluoitava 55 pl:aan Buffer AVE -puskuria (sisdltyy
QlAamp Circulating Nucleic Acid Kit -sarjaan).

® Sailyta puhdistettu genominen DNA -30...-15 °C:n lampétilassa.

Huomautus: Kaikki therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit-sarjan médritykset tuottavat lyhyité
PCR+uotteita. therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit sarja ei kuitenkaan toimi voimakkaasti

fragmentoituneen DNA:n kanssa.
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Protokolla: EGFR-mutaatioiden havaitseminen

Tarkeitd huomioita ennen kuin aloitat

Lue ennen toimenpiteen aloittamista kohta Yleiset varotoimet sivulta 11.
Tutustu huolellisesti Rotor-Gene @ MDx 5plex HRM -laitteen kayttéén ennen protokollan
suorittamista. Tutustu laitteen kayttdoppaaseen.

e Alg sekoita Tag DNA -polymeraasia (Taq) tai mitdan Tag DNA -polymeraasia sisdltévad seosta
vortexlaitteessa, silla sekoittaminen saattaa inaktivoida entsyymin.

e Yhdella levylld voidaan késitella enintadan 16 néytettd.

® Pipetoi Taq asettamalla pipetin karki aivan nestepinnan alapuolelle, jotta kérkeen ei padse
liikaa entsyymia.

e Kustakin DNA-ngytteestd on analysoitava kontrolli ja mutaatio samalla PCR-gjolla, jotta ajojen

vdlinen vaihtelu véltetédn.

Ennen kuin aloitat

® Ennen jokaista reagenssien kayttdkertaa kaikkia reagensseja on sulatettava huoneenlammassa
(15-25 °C) véhintadn yhden tunnin ja enintddn 4,5 tunnin ajan, kaanneltévé 10 kertaa ja
kaytettavé sentrifugissa hetken aikaa, jotta putken pohjalla oleva sisdltd sekoittuu.

® Varmista ennen jokaista kéyttokertaq, ettd Tagon huoneenlampéistd (15-25 °C). Kaytd putkea

hetki sentrifugissa, jotta putken pohjalla oleva sisdltd sekoittuu.
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Menetelmd

1.

Sulata reaktioseoksia, mallintonta kontrollia varten tarkoitettua nukleaasitonta vettd (No
Template  Control, NTC) ja EGFRpositiivista kontrollia  (Positive  Control, PC)
huoneenlémméssa (15-25 °C) véhintéén yhden tunnin ajan (Taulukko 1). Kun reagenssit
ovat sulaneet, sekoita ne kadntelemdlld jokaista putkea 10 kertaq, jotta paikallisia
suolakertymi@ ei pddse muodostumaan, ja sentrifugoi sen jdlkeen hetken aikaa, jotta

putken pohjalla oleva materiaali sekoittuu.

Taulukko 1. Sulatusajat, PCR:n valmisteluajat ja séilylyslampétilat

Sailytyslampafila PCR:n PCR:n valmistelun ja
Véhimméissulatusaika Enimméissulatusaika valmistelun jdlkeen sdilytyksen enimmdisaika
1 tunti 4,5 tuntia Huoneenlémpétila 6 tuntia

(15-25°C)
1 tunti 4,5 tuntia 2-8°C 18 tuntia

Huomautus: PCR:n valmistelu on tehtéva huoneenlammassa. Sailytyksella tarkoitetaan aikaa
PCR:n valmistelun ja Rotor-Gene Q MDx Splex HRM -aitteella aloitettavan PCR-gjon vélilla.

Huomautus: Tuo Tag DNA -polymeraasi  (putki Tag) huoneenlémpéén (15-25 °C) samaan
aikaan kuin muut reagenssit (katso “Reagenssien sdilytys ja kasittely, sivu 13). Kayta

putkea hetki sentrifugissa, jotta putken pohjalla oleva sisdlté sekoittuu.

. Tee seuraavat toimet:

2a. Merkitse nelj@ mikrosentrifugiputkea (ei sisdlly sarjoan) kunkin taulukossa 2 mainitun
reaktioseoksen mukaan.

2b. Valmista riittavasti pédseoksia  (kontrolli- tai mutaatioreaktioseosta  [putki CTRL,
T790M, deleetiot, L858R] plus Tag DNA -polymeraasia [Taq]) DNA-ndytteitd varten,
yksi EGFR-positiivinen  kontrollireaktio  (putki PC) ja yksi nukleaasiton vesi

mallittomaan  kontrollireaktioon (putki NTC) taulukossa 2 ilmoitettu madra.

Huomautus: Sisdllytd mukaan reagensseja yhta ylimaargista naytettd varten, jotta
mahdollistat riittévan kattavuuden PCR-méadritystd varten.

Padseokset siscltavat kaikki PCR:Gé varten tarvittavat komponentit naytettd lukuun ottamatta.
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Taulukko 2. Pédseosten valmisteleminen*

Madritys Reaktioseosputki Reaktioseoksenmdérd  Taq DNA -polymeraasin (putki Tag) madrd
Kontrolli CITRL 19,50 plx(n+1) 0,50 plx(n+1)
T790M T790M 19,50 plx(n+ 1) 0,50 plx(n+1)
Deleetiot Del 19,50 plx(n+1) 0,50 plx(n+1)
L858R L858R 19,50 plx(n+ 1) 0,50 plx(n+1)

* Valmista pddseosta valmistaessasi riitivé maard seosta yhta ylimaardista ndytettc varten, jotta mahdollistat riittévén
kattavuuden PCR-mé&éritystd varten.

Huomautus: valmistettaessa padseosta kontrolli- tai mutaatioreaktioseokseen  tarvittava
maard  lisatdan  asianomaiseen putkeen ensin ja Tag DNA -polymeracsi  lisataan
viimeiseksi.

3. Aseta sopiva madra PCR:n 4diuskaputkia  (kussakin  liuskassa  on nelia  putkeal)
latauslohkoon taulukossa 3 esitetylld tavalla. Ald pane putkiin korkkeja.

Huomautus: ata korkit muovisdilioéon mydhempad kayttoéa varten.

4. Pane padseoksen putkeen korkki ja kéénné putkea 10 kertaa ylésalaisin, jotta seos
sekoittuu. Kayta putkea sen jdlkeen hetki sentrifugissa, jotta seos siirtyy putken pohjalle.
Lisaa valittomasti 20 pl padseosta jokaiseen PCR-iuskaputkeen.

5. Lisaa valittdmasti 5 pl nukleaasitonta vettd (H20) mallittoman  kontrollin PCR-iuskaputkiin

(PCR-putket numero 9-12) ja aseta putkien korkit paikoilleen.
6. Lisaa 5 pl naytettda jokaiseen néyteputkeen (PCR-putkiin numero 5-8, 13-16ja 17-72) ja

aseta putkien korkit paikoilleen.
7. Lisaad 5 pl EGFR-positiivista kontrollia (Positive Control, PC) positiivisiin kontrolliputkiin
(PCR-putket numero 1-4). Kaikki DNA-ngytteet on testattava seka kontrollilla ettd kaikilla

mutaatiomadrityksilld. Tydnkulku nékyy taulukossa 3.
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Taulukko 3. Kontrolli- ja mutaatioméaéritysten asettelu

Kontrollit Néyteen numero
Médritys 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
Deleetiot 3 11 19 27 35 43 51 59 67
L858R 4 12 20 28 36 44 52 60 68
Ndytteen numero
Médritys 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
Deleetiot 7 15 23 31 39 47 55 63 71
L858R 8 16 24 32 40 48 56 64 72

10.
11.

12.

. Merkitse tussilla alin numerokohta kunkin PCR:n 4-iuskaputken ensimmaisten putkien
kansiin (esim. kohdat 1, 5, 9 jne.), jotta ndet putkien lataussuunnan Rotor-Gene Q MDx
5plex HRM -laitteen 72-kuoppaiseen roottoriin.

. Aseta kaikki PCR:n 4-iuskaputket asianomaisiin ~kohtiin 72-kuoppaiseen roottoriin ja

tarkista silmémadraisesti, ettd kaikissa putkissa on sama maara.

Huomautus: varmista, ettd putkiliuskat eivat kaénny ympéri, kun siirrét ne roottoriin.

Jos roottori ei ole taynnd, tayta jdlielld olevat kohdat korkillisilla tyhjilla putkilla.

Aseta roottori vdlittdmasti Rotor-Gene Q MDx 5Splex HRM aitteeseen. Varmista, ettd

lukkorengas (Rotor-Gene Q MDx -aitteen varuste) on asetettu roottorin pddlle, jotta putket

pysyvat paikoillaan ajon aikana.

Katso Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM -aitteen valmisteluohjeista (katso Protokolla: Rotor-

Gene Q EGFR:n valmisteleminen, sivu 21), miten luot lampétilaprofiilin ja kéynnistat ajon.

20
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Protokolla: Rotor-Gene Q EGFR:n

valmisteleminen

Jakson parametrit on esitetty taulukossa 4.

Taulukko 4. Jakson parametrit

Jaksot Lampétila Aika Tiedonkeruu
1 95°C 15 minuuttia Ei mitacn
0 95°C 30 sekuntia Ei mitdan
60°C 60 sekuntia Green and Yellow

1. Kaksoisnapsauta Rotor-Gene Q Series Software 2.3 -ohjelmistokuvaketta Rotor-Gene Q
MDx 5plex HRM Jaitteeseen liitetyn kannettavan tietokoneen tydpdydalla. Valitse nékyviin

tulevasta New Run (Uusi ajo) -valintaikkunasta Advanced (LisGasetukset) -vélilehti.
2. luo vusi malli valitsemalla Empty Run (Tyhjé ajo) ja sitten New (Uusi).
New Run Wizard (Uuden ajon asetusohjelma) -ikkuna avautuu.

3. Vdlitse roottorityypiksi 72-Well Rotor (72-kuoppainen roottori). Varmista, ettd lukkorengas
on paikallaan ja laita rasti Locking Ring Attached (Lukkorengas kiinnitetty) -valintaruutuun.

Valitse Next (Seuraava) (kuva 1).

therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit-sarjan késikiria  10/2019 21



New Run Wizard @

Welcome lo the Advanced Run Wizard!
Rotor Type

1-

o™
Rotor-Disc 100

N

Skip Wizard

Kuva 1. New Run Wizard (Uuden ajon asetusohjelma) -valintaruutu.

4. Anna testagjan nimi. Liséd mahdolliset huomautukset ja anna reaktiomadraksi 25.

Varmista, ettd Sample Layout (Nayteasettelu) -kentén arvot ovat 1, 2, 3.... Vdlitse
Next (Seuraava) (kuva 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

Sample Loyout: 1,2, |

hw

 SkipWiard | <<Back l Nest s> |

Kuva 2. Testaajan nimen ja reaktiomddrén anfaminen.
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5. Napsauta New Run Wizard (Uuden ajon asetusohjelma) -ikkunassa Edit Profile (Muokkaa

profiilia) painiketta (kuva 3) ja aseta ajon parametrit seuraavien vaiheiden mukaisesti.

New Run Wizard &l
Temperature Profile : Click this button to
edit the profile
shown in the box
above.
1 Edit Profile ... |
Channel Setup :
Name [ Souce I Detector [ Gain ] Create New... |
Green 470nm  510nm 5 Edit
Yellow  530nm  555nm 5
Orange  585am  B10nm 5 Edit Gain...
Red B25nm  BSOnm 5
Crimson  680nm  710hp T Remove
HEM 4 S100m 3 Reset Defaults
Gain Optimisation...
SkipWizard | << Back News> |

Kuva 3. Profiilin muokkaus.

6. Napsauta Insert affer (Sydtd seuraavan jdlkeen) -painiketta ja valitse kohta New Hold at
Temperature (Uusi pito [ampdtilassa) (kuva 4).

M Edit Profile

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 &

==

New Mek

New: HRM Step
Copy of Current Step

Kuva 4. Alun inkubointivaiheen maarittaminen.
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7. Aseta Hold Temperature (Pitoldmpétila) kentén arvoksi 95°C ja Hold Time (Pitoaika) -
arvoksi 15 mins O secs (15 minuuttia O sekuntia). Napsauta Insert After (Syétd seuraavan

jdlkeen) -painiketta ja valitse kohta New Cycling (Uusi jakso) (kuva 5).

18 Edit Profile X

.8 H | e

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

Cick on & cycle below to modify &
Hold Inseit alter... BT R RE
pr——
New Hold at Temperature
Remave | pew HRM Step

Copy of Current Step

Insert before...

Hold Temperatuie 8% @
1 T JHold Time : l‘ MSL‘ 608

Kuva 5. Alkuinkubaatio 95 °C:ssa.

8. Vaihda jakson toistojen mdadraksi 40. Vdlitse ensimmdinen vaihe ja asetukseksi 95 °C

30 sekunnin ajan (kuva 6).

8 Edit Profile X
@ . €8 W o
New Open SaveAs  Hebp

The run vl Lk el omplete. The graph below represerts the run to be pedomed

Click on 3 cycle below to modly

Hold Ingert after.
Insest before.
1 Remove

This cycle repeats | 40 3}

Clck on one of the to moddy . or peess + of - to add and remave steps for thes cycle.
Timed Step =l _]ﬂ
— I S5 for 30 secs : ——2
—
3— 30 seconds /
1 Not Acqueing / T2C foe 20 secs
I Leng Range !
ot S0 secs /

Kuva 6. Késittelyjakso 95 °C:ssa.

24 therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit-sarjan kasikirjia  10/2019



9. Korosta toinen vaihe ja asetukseksi 60 °C 60 sekunnin ajan. Ota tiedonkeruu kéyttdon

tdmén vaiheen aikana valitsemalla Not Acquiring (Ei keréd). (Kuva 7.)

M Edit Profile X

a .8 W 9@
New Open Saveds  Hep
The run vall take appeonamately 125 mirute(s] to complete. The graph below represents the run to be pedomed

AR A

Cick on a cycle below to modiy #
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
Hot Acquinng 72'(:!&20&&5/
Fm! [Xiees | /

Kuva 7. Kasittelyjakso 60°C:ssa.

10. Aseta keruukanaviksi Green ja Yellow siirtémélld ne Available Channels (Kéytettdvissé

olevat kanavat) luettelosta valitsemalla >-painike. Valitse OK (kuva 8).
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Same as Previous : | (New Acquisition) |
Acquisiion Configuration :
Available Channels : Acquiring Channels :
MName [ 5 || Name
Crmson —‘I reen
HRM < i vetow I
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"
JOE, 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 "

Kuva 8. Kerdysjakso 60 °C:ssa.

11. Korosta kolmas vaihe ja poista napsauttamalla  painiketta -. Valitse OK (kuva 9).

M £dit Profile 3
a4 ., 8 W e
New Open Saveds  Heb

The mun vl Lake apprommately 135 minute(s) to complete T

AR AR AR

Chck on & cycie below to moddy ¢

e it b |
Irert betore
P |

Thes cycie repeats 40 | tmafs)
(Chek o ome of the steps below o moddy &, o press « or - 1o 8dd and remove steps for this cycle

Thed S = ST fon 30 s0cs ud
75
20 seconds /
Acqueng to Cychrg B
on Green
™ Long Range

B0PC fox 60 secs

™ Touthdomn

Kuva 9. Laajennusvaiheen poistaminen.
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12. Napsauta seuraavassa valintaikkunassa  Gain Optimisation (Vahvistuksen optimointi) -
painiketta (kuva 10).

New Run Wizard EJ
Temperature Profile : This box displays

the wizard. For help
on an item, hover
your mouse over the
item for help. You
can also chck on a
combo box to display
help about its

Edk Profle .. g

Channel Setup :
Name | Source | Detector | Gan | Create New.. |
Green  470nm  510nm 5
Yelow 5%mm B 5 L
Orange 585am 610nm 5 Edit Gan...
Red 625am  B50nm 5 —]
Camson  680nm  710hp 7 Remove
HRM 460nm  510nm 7 Reset Dolads
by} T |
Skip Wizard I << Back I Nest >> I

Kuva 10. Gain opfimization (Vahvistuksen opfimointi).

13. Valitse Optimise Acquiring (Optimoi  kerdys). Kanavan asetukset ndkyvat kustakin

kanavasta. Hyvdksy néma oletusarvot molemmille kanaville valitsemalla OK. (Kuva 11.)
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Auto-Gain Optimisation Setup X

Optimisation
o Auto-Gan Optiresation wil 1ead the Busresence on the nsented sample at
5 different gan levels unti  finds one at which the fucrescence levels are
The 1ange of you s depends on the

%

-
r N Auto-Gain Optimisation Channel Settings
Channel Settings
Channel

=)
‘-— Channel: Green Tube Postion 1 =1
o] TaoeSampieRange: B Aww[i0 <A
Accepiable GanRange: [10 =] © [io =

2 o] e | e |

[l

| Mo | Coe | Heb |

Kuva 11. Green-kanavan automadtfisen vahvistuksen opfimointi.

14. Valitse Perform Optimisation before 1st Acquisition (Suorita optimointi ennen 1. keruuta) -

valintaruutu ja palaa  ohjattuun  toimintoon napsauttamalla  Close  (Sulie) -painiketta
(kuva 12).

Auto-Gain Optimisation Setup &
Optimisabion :
AdoGar e ineriad el ok
e MWwwﬁimdehﬁnm e
N acceptable. The range of fuorescence you are kooking for depends on the
chemistiy you are performing.
Settemperatseto [ —] degreas
Optimise Al | Opimise Acquiing
1—
™ Pedormn Optimisation Al 60 Degrees At Begnning Of Run
Channel Settings
[ -
Name | Tubs Position | Min R Max R Min Gain | Max Gain Edt
Green 1 SF1 10F1 10 10
Yelow 1 Ed 1061 10 10 __Bemove |
Remove A}
< I >

Kuva 12. Green- ja Yellow-kanavan valinta.

15. Napsauta Next (Seuraava) -painiketta ja tallenna malli haluamaasi sijaintiin valitsemalla
Save Template (Tallenna malli).
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Mutaation arviointitietojen analyysi
Ajon valmistumisen jdlkeen tiedot on analysoitava seuraavasti.

Ohjelmiston analyysin maarittaminen

1. Avaa tarvittava tiedosto Rotor-Gene Q series software 2.3 -ohjelmistolla.

2. Jos et ole jo nimennyt néytteité ennen ajon suorittamista, valitse Edit Samples (Muokkaa
ndytteitd).

3. Anna néytteille nimet Name (Nimi) -sarakkeessa.
Huomautus: jGta tyhjien kuoppien nimet tyhjiksi.

4. Vdlitse Analysis (Analyysi). Valitse analyysisivulla Cycling A Yellow, jos haluat tarkastella
HEX-kanavaa.

5. Tarkista, ettd Dynamic Tube (Dynaaminen putki) on korostettu. Valitse Slope Correct

(Kulmakertoimen korjaus) ja Linear scale (Lineaarinen asteikko).

6. Vdlitse Take Off Adj (Poista viereinen) ja kirjoita 15.01 ja 20.01 kuten kuvassa 13.

|0 j
I'-_.; Dynarmic Tuhil‘-_f;, Slope Cnrre(tl “& Ignore First
Take Off Point Adjustment ==

Adjust the cycle to be used as take off point.

I take off point waz calculated  [1501

befare cycle 4
Then uze the following cycle as 200
take off paint

0K | DoMotddust | Cancel |

Kuva 13. EGFR-analyysin normalisoinfiasetukset. 1 = Dynamic Tube (Dyncaminen putki), 2 = Slope Correct (Kulmakertoimen
korjaus), 3 =Take Off Adj (Poista viereinen), 4 = Take Off Point Adjustment (Poistopisteen s&cii) -valintaikkuna ja
parametrien arvot.

7. Aseta kynnysarvoksi 0.02 ja tarkista HEX Cr-arvot.
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8.

9.
10.

Vadlitse analyysisivulla  Cycling A, Green, jos haluat tarkastella FAM-kanavaa. Médéritd

parametrit kuvan 13 mukaisesti.
Dynaamisen putken pitdisi olla korostettu.

Valitse Slope Correct (Kulmakertoimen korjaus) ja Linear scale (Lineaarinen asteikko).

Aseta kynnysarvoksi 0.075 ja tarkista [FAM Cq -arvot.

Ajon kontrollin analyysi

Kun ajo on suoritettu loppuun, analysoi tiedot seuraavasti.

Negatiivinen kontrolli: Mallin kontaminoitumisen estdmiseksi NTC ei saa tuottaa alle 40:n Cr-
arvoa vihredssd (FAM) kanavassa. Jotta voisit varmistaa, ettd ajo on madritetty oikein, NTC:ssa
taytyy nakyd monistusta alueella 29,85-35,84 keltaisessa (HEX) kanavassa (sisginen kontrolli).
Jos vihredssa kanavassa on positiivista monistusta ja/tai monistus on alueen 29,85-35,84
ulkopuolella keltaisessa kanavassa, ajo on epdkelpo.

Positiivinen kontrolli: EGFR:n positiivisen kontrollin (Positive Control, PC) on annettava Crarvo
jokaisesta reaktioseoksesta seka raja-arvoista, jotka on annettu taulukossa 5. Ajo, jossa on
positiivinen kontrolliarvo téman alueen ulkopuolella, on merkki maarityksen valmistelun
ongelmasta, ja ajo on madritettéva epdkelvoksi. Jos positiivinen kontrolli antaa Cr-arvon alueen
sisalla (FAM), mutta sisdisen kontrollin Cr (HEX) on alueen 29,85-35,84 ulkopuolella, jatka
analyysia.

Huomautus: naytteen tietoja ei saa kayttdad, jos jompikumpi naista kontrolleista on

epdonnistunut.

30
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Taulukko 5. Ajon kontrollien hyvéksytiiva Cr-alue.

Reakfion konfrolli Médritys Kanava Cralue

Positiivinen kontrolli Kontrolli Green (FAM) 28,13-34,59
T790M Green (FAM) 30,22-34,98
Deleetiot Green (FAM) 28,90-34,90
L858R Green (FAM) 29,97-34,81

Malliton kontrolli Kaikki nelja reaktioseosta Green (FAM) > 40,00
Kaikki neljé reaktioseosta Yellow (HEX) 29,85-35,84

Negatiivisen Onko Onko HEX Cr Negatiivinen
kontrollin FAM Cr < 40? Ei alueella 29,85— Kylla—» kontrolli
FAM Cr-arvo T 35,84? hyvaksytty

Onko
T790M:n FAM C; -
putki alueella
0,22-34,982

deleetioiden
FAM Cr -putki
alueella 28,90
34,90?

Onko FAM Cy -
putki alueella
28,13-34,59?

Positiivisen
kontrollin
FAM C; -arvo

AJO EPAONNISTUI

AJO EPAONNISTUI AJO EPAONNISTUI

Kylla

Ei

Onko
L858R:n FAM C; -
putki alueella
29,97-34,812

Positiivinen
(Jatka suorittamalla néytteen analysointi.)— kontrolli [€—Kyll&
hyvaksytty

Kuva 14. Ajon kontrollin analyysin tyévaiheet.
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Kun molemmat kontrollit ovat hyvaksyttavid, jokaisen néytteen Crarvon on oltava vihredssa

(FAM Taulukko 6) kanavassa alueella 23,70-31,10.

Taulukko 6. Néytteen kontrollireaktion hyviksytiivé FAM C; -alue

Reaktioseos Kanava

Hyviksyttava Cr-alue

Kontrolli Green (FAM)

23,70-31,10

Jos ndyte on téman alueen ulkopuolella, toimi jéliempénd esitettyjen ohjeiden mukaan.

® Naytteen kontrollimaaritys Cr<23,70: Naytteet, joiden kontrolin Crarvo on <23,70,

ylikuormittavat mutaatiomddrityksid, ja ne on laimennettava. Jotta véhd@inen mutaatio voidaan

havaita, liian konsentroituja néytteitd on laimennettava siten, ettd niiden pitoisuus on sallitun

alueen rajojen sisdpuolella, jolloin laimennus puolella nostaa Crarvoa yhdelld numerolla.

® Naytteen kontrollimadritys Cr>31,10: Nayte ei sisalld riittévad DNA-maéraa analyysia varten.

Kun molemmat ajon kontrollit ovat hyvaksyttavié ja kontrollimaéritys on taulukossa 6 mainitulla

alueella, jokaisen naytteen mutaation Crarvon on oltava taulukossa 7 madritetylla alueella

vihredssd (FAM) kanavassa. Jos ndyte on téman alueen ulkopuolella, toimi jdliempana

esitettyjen ohjeiden mukaan.

Taulukko 7. Hyviiksytfivit ndytteen mutaation reakfioarvot

Reaktio Reakfioseos Kanava Cralue
Mutaatioreaktio T790M Green (FAM) 0,00-40,00
Deleetiot Green (FAM) 0,00-40,00
L858R Green (FAM) 0,00-40,00
Kaikki kolme mutaatiota Yellow (HEX) 29,85-35,84
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Huomautus: jos néyte ei tuota Crarvoa (ts. Cr > 40), se voi johtua inhibiittorin lasndolosta,

mdadrityksen valmistelun virheesta tai siitd, ettei monistettavaa EGFR DNA:ta ole.

Sisgisen kontrollin CT-arvo on vélilla 29,85-35,84: Monistettavaa EGFR DNA:ta ei ole.
Sisgisen kontrollin CT-arvo ei ole vdlilla 29,85-35,84: Témd voi olla merkki méadrityksen
valmistelun virheestd tai inhibiittorin lésndolosta. On  mahdollista vahentad inhibiittorin

vaikutusta laimentamalla naytettd, vaikka se laimentaakin myds DNA:n.
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Laimenna nayte

Nayte edellyttas
laimennusta

KYLLA

Onko
kontrollimaiarityksen

Naytteen

Onko FAM C; < 23,707

kontrollin FAM C; -
arvo

FAM C; alueella
3,70-31,102

KYLLA

Naytteen Ovatko jotkin
A fon HEX G, -

arvot < 29,857

HEX Cr -arvot.

Onko kunkin
mutaation FAM Cr
alueella 00,00~
40,007

Naytteen
mutaation
FAM C; - zarvot

KYLLA

Putki on FAM-

monistuksen suhteen
positiivinen.

AC; = mutaation Cr — kontrollin Cr

Laske kunkin mutaation ACr-arvot.

Vertaa ACr-arvoa madritykselle
médritettyyn ACr-alueeseen

maarityksessa
maritetyn
ACr-alueen

sisapuolella?

KYLLA

Mutaatiotestissd havaittu
EGFR-mutaatio.

Nayte virheellinen

Onko FAM C; >31,10?

KYLLA

Nayte ei ehka sis:
monistettavaa
DNA:ta tai voi

siséltad inhibiittoria

Naytteen
mutaatiomadritysten
HEX Cr -arvot.

Onko mutaation
siséisen kontrollin
HEX Cr alueella
29,85-35,842

Testi virheellinen

KYLLA

Mutaatiota ei havaittu

Kuva 15. Mutaation analyysin vaihekaavio.
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Néytteen mutaatiomddritysten FAM Cr -arvot.

FAM-arvot kaikille kolmelle mutaatioreaktioseokselle on tarkistettava taulukossa 8 esitettyjen

arvojen avulla.

Laske ACrarvo kaikille monistuspositiivisille mutaatioputkille alla esitetylld tavalla varmistaen,

ettd mutaation ja kontrollin Crarvot ovat perdisin samasta ndytteestd.
ACt = mutaation Cr — kontrollin Cr

Vertaa ndytteen ACrarvoa kyseisen madrityksen rajaarvoon (taulukko 8) varmistaen, etta

kuhunkin maéritykseen kaytetaan oikeaa raja-arvoa.

Taulukko 8. Mutaatioméadrityksen raja-arvot

Mutaatiomddritys ACr-raja-arvot
T790M <7,40
Deleetiot < 8,00
L858R <8,90

Rajaarvo on arvo, jonka ylittava positiivinen signaali voi johtua villityypin DNA:n ARMS-
alukkeen taustasignadlista. Jos ndaytteen ACrarvo on korkeampi kuin rajo-arvo, néyte
luokitelloan negatiiviseksi  (Mutation not detected [Mutaatiota ei havaittu]) tai sarjan
havaitsemisrajojen ulkopuolella olevaksi. Jos néytteen arvo on rajalla tai sen alapuolella,

mddritys tunnistaa naytteen siscltavan mutaation.

Huomautus: Jos naytteessa eiilmene FAM-mutaation Crarvoq, sisdisen kontrollin (HEX) Crarvo
on arvioitava, jotta voidaan madrittad, onko mutaatio jGényt havaitsematta vai onko méadritys
virheellinen. Jos HEX Ct -arvo on vdlilld 29,85-35,84, mutaatiota ei ole tunnistettu. Jos HEX

Cy -arvo on téman alueen ulkopuolella, néyte on epdkelpo.
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Jokaisen néytteen kohdalla jokaiselle mutaatioreaktiolle annetaan status havaitun mutaation

perusteella: mutaatio havaittu, mutaatiota ei havaittu tai virheellinen alla esitettyjen kriteerien
mukaisesti.

® Mutaatio havaittu: FAM-monistus on positiivinen ja ACrarvot ovat raja-arvon mukaisia tai sen
alapuolella. Jos madritys havaitsee useita mutaatioita, kaikki voidaan raportoida.

® Mutaatiota ei havaittu:

O FAM-monistus on positiivinen ja ACrarvo on raja-arvon ylapuolella ja HEX (sisginen

kontrolli) on alueella 29,85-35,84.

O FAM-monistus on negatiivinen ja HEX (sisGinen kontrolli) on alueella 29,85-35,84.

o Virheellinen: FAM-monistus on negatiivinen ja HEX-monistus madritysten ulkopuolella.
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Vianmadritys

Téma vianmadritysohje voi auttaa mahdollisissa  esiin tulevissa ongelmissa. Katso myds usein
kysyttyja ~ kysymyksia  (Frequently ~Asked Questions, FAQ) teknisen tuen sivulta:
www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx. QIAGENin teknisen palvelun asiantuntijat vastaavat
aina mielellaan kysymyksiisi  koskivatpa ne sitten témén kasikirjan tietoja tai téassa kasikirjassa
esiteltyja protokollia tai naytteisiin ja madrityksiin liittyvia tekniikoita. (Katso yhteystiedot taman

kasikirjan takakannesta tai osoitteesta www.giagen.com.)

Huomautuksia ja ehdotuksia

EGFR-positiivisen kontrollin (Positive Control, PC) signaalittomuus vihredssé fluoresenssikanavassa

a) PCR-ietojen analysointia varten Tietojen analysoimisessa pitad valita Cycling Green -
valittu fluoresenssikanava eiole fluoresenssikanava analyyttisté EGFR:n PCR:&é varten ja Cycling
protokollan mukainen. Yellow fluoresenssikanava siséisen kontrollin PCR:&é varten.

b) Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM - Vertaa lémpétilaprofiilia protokollaan ja jos se on vadrd, toista ajo.
laitteen lampétilaprofiilin virheellinen
ohjelmointi

¢) PCR on madritetty vadrin Tarkista, noudattavatko tydskentelyvaiheesi pipetointitapaa ja toista

PCR farvittaessa.

d)  Yhden tai useamman sarjan osan Tarkista sdilytysolosuhteet ja vimeinen kayttépdivamaard (katso

sdilytysolosuhteet eivat vastanneet sarjan etiketti). Kayta tarvittaessa uutta sarjaa.

kohdassa Reagenssien sailytys ja
késittely (sivu 13) annettuja ohijeita

e) therascreen EGFR PlasmaRGQPCR  Tarkista sdilytysolosuhteet ja viimeinen kéyttépdivamaard (katso
Kit -sarja on vanhentunut. sarjan etiketti). Kéytd tarvittaessa vutta sarjaa.

Negadtiivisten konfrollien signaaleja analyyttisen PCR:n Cycling Green -fluoresenssikanavassa

PCR:n valmistelun aikana tapahtui Toista PCR uusilla reagensseilla replikaateissa.

kontaminaatio Jos mahdollista, sulie PCR-putket heti testattavan naytteen liséamisen

iclkeen.
Varmista, ettd tydskentelytila ja laitteet dekontaminoidaan
saanndllisesti.

therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit-sarjan kasikirjia  10/2019 37


https://www.qiagen.com/us/support/faqs/?akamai-feo=off
http://www.qiagen.com/

Laadunvalvonta

QIAGENIn |SOssertifioidun loadunvarmistussjérje ste Imén mukaisesti jokainen
therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit -sarjan erd testataan madréttyjen vaatimusten

mukaisesti tuotteiden yhdenmukaisen laadun takaamiseksi.

Rojoitukset

Tuotteella saatujen tulosten tulkinnassa on otettava huomioon kaikki asianmukaiset kliiniset

[6ydokset ja laboratorioldydokset, eika diagnoosia saa tehda yksin testitulosten pohjalta.

Tatd tuotetta saavat kayttdd ainoastaan henkildt, jotka ovat saaneet erityisopastuksen
ja -koulutuksen in vitro diagnostisiin toimenpiteisiin ja Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM -laitteen
kayttoon.

Analyyttisissd hyvaksyntatutkimuksissa  kdytettiin plasmanéytteistd eristettyd ihmisen DNA:ta.

Tuote on tarkoitettu kaytettavaksi vain Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM aitteen realtime
PCRaitteessa.

Optimaalisten tulosten saavuttaminen edellyttaa kaikkien therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit
-sarjan kdsikirjassa annettujen ohjeiden huolellista noudattamista. Reagenssien muu kuin tassa
késikirjassa  mddritetty laimentaminen ei ole suositeltavaa, ja se johtaa suorituskyvyn

heikkenemiseen.

Kaikki kaikkien osien pakkauksiin ja etiketteihin painetut viimeistd kayttopdivaa ja sailytysta
koskevat ohjeet on huomioitava. Ald kéytd vanhentuneita tai virheellisesti ~sdilytettyj

komponentteja.
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EGFR-deleetioreaktioseoksen  alukkeet on suunniteltu  kohdistumaan useisiin  eksonin
19 deleetioihin, jotka kattavat nukleotidit 55174772-55174795 (GRCh38 chr7), 23

emasparin alve.

Kun eksonin 19 deleetiomadritys on analyyttisesti validoitu ja sen on osoitettu tunnistavan
mddritetyt deleetiot eksonissa 19 (katso taulukko 13 téssa kasikirjassa), on kuitenkin
mahdollista, ettd deleetioreaktioseos monistaa  lisémutaatioita  (mukaan  lukien  mm.

ylimadraisia eksonin 19 deleetioita, eksonin 19 insertioita ja L747P-mutaation).

Mikdli naita lisamutacatioita ilmenee, ne aiheuttavat Deletions Detected (Deleetioita tunnistettu)

tuloksen tietystd potilasnaytteesta.

Lisciksi on mahdollista, ettd LB58R Reaction Mix -reaktioseos tunnistaa L858 Qmutaation. Jos
L858Qmutadtiota esiintyy potilasndytteessd, tuloksena voi siis olla L858R Mutation Detected
(L858R-mutaatio tunnistettu).
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Suorituskykyominaisuudet

Analyyttinen herkkyys — LOB-raja

therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit -sarjan suorituskyvyn arvioimiseksi mallin puuttuessa
sekd sen varmistamiseksi, ettd tyhjc ndyte tai villityypin DNA:ta siséltéva néyte ei tuota pienen
pitoisuuden mutaatiota ilmaisevaa analyyttisté signaalia, NSCLC-potilaan  plasmanéytteen
villityypin  EGFR DNA arvioitiin 59 ndytteestd. Tutkimuksen hyvaksyntakriteerit (véhintéan

95 %:ssa villityypin naytteista taytyy olla ACrarvo asianomaisen rajan ylapuolella) tayttyivat.
Havaitsemisraja (Limit of Detection, LOD)

LOD on vahimmdaisprosentti mutatoitunutta DNA:ta, joka voidaan havaita villityypin tausta-
DNA:sta, kun kaikki monistettava DNA (systtoalueella) tuotti oikeat mutaatiotulokset 95 %:ssa
kustakin mutaation  sisdltavasta naytteesta (C95). Madrityksen 16hto-DNA-tydskentelyalueen

madrittaa kontrollin Crarvo esimadritetylld alueella 23,70-31,10.

LOD madritettiin matdlilla  16ht&-DNA:n  (kontrollin  Cr noin 30,10) tasoilla  kéyttamalla
FFPEkudoksesta saatua DNA:ta ja therascreen EGFR RGQ PCR Kit sarjaa. LOD madritettiin
kéyttamalla  sekd kliinisia  FFPE-ndytteitd ettd FFPE-solulinjoja  ndiden EGFR-mutaatioiden

matalilla [&Ght6-DNA:n tasoilla.

FFPEkudoksen avulla médritetyt LOD-arvot therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit -sarjalle

tarkistettiin DNA:lla, joka oli saatu keinotekoisista mutaation sisaltavista plasmanaytteista.

Taulukossa 9 seuraavalla sivulla luetellut lopulliset LOD-vditteet osoittavat mutaatioprosentin,

joka tuotti ennustetun oikeiden tulosten todenndkaisyyden, 95 % kullekin mutaatiolle.
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Taulukko 9. Kunkin EGFR-mutaatiofestin LOD-arvot

Eksoni Mutaatio COSMIC-tunniste* % LOD -vite
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 Deleetiot 12678 10,401
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 1858R 6224 5,94*

* LOD-vditteet on vahvistettu plasmalla osana therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit -sarjan LOD-arvon
vahvistustutkimusta.

t Naité mutaatioita ei vahvistettu plasmasta.
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Analyyttinen herkkyys — ACr-rajat

Virheellisten positiivisten tulosten asteissa  kaytettiin riskiin perustuvaa |ghestymistapaa
madrityksen rajojen mddrittdmiseen, ja arvioituja LOB-arvoja kaytettiin yhtend raja-arvojen
kehittamisen osatekijand. therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit-sarjan kunkin mutaatiotestin

ACrrajat on esitetty taulukossa 10.

Taulukko 10. therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit -sarjan A C-rajat

Mutaatiomddritys AGrraja-arvot
T790M <7,40
Deleetio <8,00
L858R <8,90

Toistettavuus ja uusittavuus

Toistettavuus ja uusittavuus arvioitiin testaamalla mutaatiotaso 3xLOD-arvolla taustan villityypin
genomisesta DNA:sta kolmella tutkimuspaikalla kéyttémdalla useita sarjan erid, kéyttdjia ja ajoja
eri paiving sekd kahta replikaattia kustakin néytteestd. Kaikista kolmesta mutaatiotestisté 100 %
mutaation siscltGvisté  DNA-ndytteistd tunnistetfiin mutaatiopositiivisiksi. Villityypin naytteiden

testitulokset olivat mutaationegatiivisia kaikissa madrityksissa kaikissa tutkimuspaikoissa.
Laht6-DNA:n vaikutus Cr-arvoihin

DNA-ghtétaso on monistettavan EGFR DNA:n kokonaismadrd ndytteessa kontrollireaktion
Crarvoilla  madritettynd. Jotta voitiin osoittaa, ettd therascreen EGFR Plasma RGQ PCR
Kit -sarjan suorituskyky on yhdenmukainen koko kontrollireaktion Cralueella (23,70-31,10),
kaikki kolme EGFR-mutaatiotestia testattiin kuusipisteiselld  1-in-3-laimennussarjalla  (DNA
eristetty FFPE-solulinjoista). Kunkin mutaation ensimmdisen laimennuksen Crtavoitearvo oli
noin 24,70. Lopullinen laimennus, joka antoi Crarvoksi noin 32-33, oli kontrollireaktion

Cralueen ulkopuolella.
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Eri DNAkokonaislghtétasoilla mitatut ACrarvot olivat yleensd yhdenmukaisia therascreen
EGFR Plasma RGQ PCR Kit sarjan tydskentelyalueella.

Hairitsevat aineet

Endogeeniset hairitsevat aineet

Mahdollisesti  hairitsevat  aineet  lisattiin - keinotekoisesti ~ 3xLOD-mutaatiopositiivisiin
plasmandytteisiin.  Naytteet testattiin sen jdlkeen therascreen EGFR Plasma RGQ PCR
Kit -sarjalla. Naytteitd, joissa oli mahdollisesti hdiritsevia aineita, verrattiin keinotekoisiin
3xLOD-mutaatiopositiivisiin - plasmandytteisiin, joihin ei ollut lisctty hdiritsevad ainetta. Kukin

hairitseva aine testattiin neljand replikaattina.

Testin ja kontrollin ACrarvojen (ts. ei hairitsevad ainetta) vdlilld olevan > 2 keskihajonnan
(Standard Deviation, SD) (edellisestd tutkimuksesta) suuruisen eron katsottiin ilmaisevan

mahdollista hairidta. Naissa tapauksissa on annettu havaittu ACrarvojen ero.

Taulukossa 11 annetut testipitoisuudet valittiin  CLSl-ohjeen EPO7-A2 perusteella, ja ne

edustavat kliinisessd naytteessa odotettavissa olevia enimmdispitoisuuksia.

Huomautus: Némé endogeeniset yhdisteet liséittiin ~ keinotekoisiin  mutaatiopositiivisiin
plasmanéytteisiin, jotka koostuivat terveiden luovuttajien plasmasta. Témén vuoksi ndmé
endogeeniset yhdisteet olisivat olleet luontaisesti IGsna ndytteissd tuntemattomina pitoisuuksina
ennen lisdystd. Kunkin mahdollisen endogeenisen hdiritsevan aineen testattu lopullinen

pitoisuus olisi todenndkdisesti suurempi kuin testipitoisuus.

Taulukko 11. Mahdolliset héiritsevit endogeeniset aineet

Mahdollinen héiritsevd aine (Inferfering Substance, IS) Tesfipitoisuus
Konjugoitumaton bilirubiini 150 mg/dl
Hemoglobiini (ihmisen) 0,2 g/dl
Triglyseridit 3 g/dl
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T790M-mddritys

Seuraavilla endogeenisilla yhdisteilla taulukossa 11 ilmoitettuina pitoisuuksina osoitettiin

olevan > 2 x SD:n vaikutus (0,40 ACy) T790M-médrityksen suorituskykyyn:
o Triglyseridit,ero 1,37 ACy
Deleetiomadritys

Seuraavilla endogeenisilla  yhdisteilld taulukossa 11 ilmoitettuina pitoisuuksina  osoitettiin

olevan > 2 x SD:n vaikutus (0,71 ACy) deleetiomcarityksen suorituskykyyn:
e Hemoglobiini, ero 0,80 ACt
L858R-mddiritys

Seuraavilla endogeenisilla yhdisteilld taulukossa 11 ilmoitettuina pitoisuuksina osoitettiin

olevan > 2 x SD:n vaikutus (0,56 ACy) L8 58R-madrityksen suorituskykyyn:

e Bilirubiini,ero 1,13 ACr
® Triglyseridit,ero 1,53 ACy

Eksogeeniset hairitsevat aineet

Mahdollisesti  hairitsevat  aineet liséttiin  keinotekoisesti  3xLOD-mutaatiopositiivisiin
plasmandytteisiin.  Naytteet testattiin sen jdlkeen therascreen EGFR Plasma RGQ PCR
Kit -sarjalla. Naytteitd, joissa oli mahdolliisesti hdiritsevia aineita, verrattiin keinotekoisiin
3xLOD-mutaatiopositiivisiin - plasmandytteisiin, joihin ei ollut lisatty hairitsevad ainetta. Kukin

héiritseva aine testattiin neljana replikaattina.
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Testin ja kontrollin ACrarvojen vdlilla (ts. ei hairitsevééd ainetta) olevanA > 2 keskihajonnan
(edellisesta tutkimuksesta) suuruisen eron katsottiin ilmaisevan mahdollista hairidta. Naissa

tapauksissa on annettu havaittu ACrarvojen ero.

Taulukossa 12 annetut testipitoisuudet valittiin CLSl-ohjeen EPO7-A2 perusteella ja ne edustavat

kaikissa tapauksissa terapeuttisen pitoisuuden ylimadraa.

Taulukko 12. Mahdolliset héiritsevit endogeeniset aineet

Mahdollinen héiritsevé aine (Inferfering Substance, IS)  Testipitoisuus (pg/ml)
Sitalopraamihydrobromidi 0,75
Paroksetiinihydrokloridihemihydraatti 1,14
Sertraliinihydrokloridi 0,67
Fluoksetiinihydrokloridi 3,87
Asetaminofeeni 200,7

Kz EDTA 3600

T790M-madidritys

Seuraavilla eksogeenisilla  yhdisteilld taulukossa 12 ilmoitettuina pitoisuuksina  osoitettiin

olevan > 2 x SD:n vaikutus (0,40 ACy) T790M-médrityksen suorituskykyyn:

e Sitalopraamihydrobromidi, ero 0,52 ACy
e Sertraliinihydrokloridi, ero 0,47 ACt
® Fluoksetiinihydrokloridi, ero 0,48 ACt
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Deleetiomddritys

Seuraavilla eksogeenisilla  yhdisteilld taulukossa 12 ilmoitettuina pitoisuuksina  osoitettiin

olevan > 2 x SD:n vaikutus (0,71 ACy) deleetiomédrityksen suorituskykyyn:
® Fluoksetiini,ero 0,73 ACt
L858R-mddritys

Seuraavilla eksogeenisilla  yhdisteilld taulukossa 12 ilmoitettuina pitoisuuksina  osoitettiin

olevan > 2 x SD:n vaikutus (0,56 ACy) L8 58R-madrityksen suorituskykyyn:

Sitalopraamihydrobromidi, ero 0,72 ACy
Paroksetiinihydrokloridihemihydraatti, ero 0,92 ACy
Sertraliinihydrokloridi, ero 0,82 ACy
Fluoksetiinihydrokloridi, ero 0,98 ACy
Asetaminofeeni, ero 0,81 ACt

K2 EDTA, ero 0,57 ACy

46 therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit-sarjan késikiria  10/2019



Kliininen suorituskyky

Kliininen tutkimus NCT01203917 oli faasin IV avoin yhden tutkimusryhman tutkimus, jolla
arvioitiin ensilinjan geftinibihoidon tehokkuutta ja turvallisuutta/siedettévyytta valkoihoisilla

potilailla, joilla oli vaiheen [IA/B/IV, EGFR-mutaatiopositiivinen ei-pienisoluinen keuhkosydpa

(NSCLC).

Potilaiden kelpoisuus kliiniseen NCT01203917-tutkimukseen mdadritettiin EGFR-herkistévien
mutaatioiden  esiintymisen  perusteells. NSCLC-potilaiden  EGFR-mutaatiotila  arvioitiin
kéyttamalla  kliinisté tutkimustestia (Clinical Trial Assay, CTA) ja DNA:ta vastaavista kudos- ja
plasmanéytteista. Tutkimus koostui ennalta suunnitellusta biomarkkerin tutkimustavoitteesta,
jolla  madritettiin, voitaisiinko plasmanéaytteitd  harkita mutaatioanalyysia  varten, jos
kudosnaytteitd ei ollut saatavilla. Tulokset osoittivat korkeaa 94,3 %:n yhdenmukaisuusastetta
vastaavien kudos- ja plasmandytteiden  valilla  testin spesifisyyden  ollessa 99,8 % ja
herkkyyden ollessa 65,7 %.

NCT01203917-tutkimukseen otettujen potilaiden plasmandytteiden myshempi testaus tehtiin
kayttamalla  therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit -sarjoa. Yhdistavalla  tutkimuksella
arvioitiin therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit-sarjan yhdenmukaisuutta sen CTA:n kanssa,
jolla potilaat valikoitiin kliinissen NCTO1203917-tutkimukseen. CTA:n ja therascreen EGFR

Plasma RGQ PCR Kit -sarjan vélinen vastaavuus osoitettiin.
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Yhteystiedot

Jos tarvitset teknisté neuvontaa tai lisdtietoja, kdy teknisen tuen sivuilla osoitteessa
www.qiagen.com/Support, soita ilmaisnumeroon 00800-22-44-6000 tai ofta yhteyttd
johonkin  QIAGENin teknisen palvelun osastoon (ks. takakansi tai kdy osoitteessa

www.giagen.com).
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Symbolit

Pakkauksessa ja etiketeissa saattaa ndkyd seuraavia symboleita:

Symboli

Selitys

"<

HE
O

LOT

>ERTEEERE

Sisaltaa reagensseia, jotka riittavat <N > reaktioon
Viimeinen kayttopdivamadra

Diagnostinen in vitro -ladkintélaite

Tuotenumero

Erdnumero

Materiaalinumero

Komponentit

Sisalto

Numero

GTIN-numero
Lampétilarajoitus
Valmistaja

Katso kdyttéohjeet

Huomio
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Liite A: Mutaatiotiedot

Taulukossa

13 on osoitettu Catalogue of Somatic Mutations in Cancer Huettelosta

(www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic) otetut COSMIC+unnisteet.

Taulukko 13. Mutaatioluetielo ja COSMIC-tunnisteet

Mutaatio Eksoni Emdsidriestyksen muutos COSMIC-tunniste
T790M 20 2369C>T 6240
L858R 21 2573T>G 6224
2235_2249del15 6223
2235_2252>AAT (kompleksi 13551
2236_2253del18 12728
2237_2251del15 12678
2237_2254del18 12367
2237_2255>T (kompleksi) 12384
2236_2250del15 6225
2238_2255del18 6220
2238_2248>GC (kompleksi) 12422
Deleetiot 19 2238_2252>GCA (kompleksi) 12419
2239_2247del9 6218
2239_2253del15 6254
2239_2256del18 6255
2239_2248TTAAGAGAAG>C (kompleksi) 12382
2239_2258>CA (kompleksi) 12387
2240_2251del12 6210
2240_2257del18 12370
2240_2254del15 12369
2239_2251>C (kompleks) 12383
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Tilaustiedot

Tuote Sisdlté Tuotenro
therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit -sarja — EGFR-geenin mutaatioiden
havaitsemiseen
therascreen EGFR 24 reaktioon: 1 kontrollimadritys, 870311
Plasma RGQ PCR Kit 3 mutaatiomdaritysta, positiivinen kontrolli, Taq
(24) DNA -polymeraasi
Rotor-Gene Q MDx ja lisévarusteet
Rotor-Gene Q MDx Realtime PCR-jakso ja HRM-analysaattori, jossa 9002033
5plex HRM System on 5 kanavaa (vihred, keltainen,
oranssi, punainen ja viininpunainen) sekd HRM-
kanava, kannettava tietokone, ohjelmisto ja
varusteet: siséltéd 1 vuoden takuun osien
rikkoutumisen ja valmistusvirheiden varalta, ei sis.
asennusta ja koulutusta
Rotor-Gene Q MDx Realtime PCR -aite ja HRM-analysaattori, jossa 9002032
5plex HRM Platform on 5 kanavaa (vihred, keltainen, oranssi,
punainen ja viininpunainen) sekéd HRM-kanava,
kannettava tietokone, ohjelmisto ja varusteet:
sisaltdd 1 vuoden takuun osien rikkoutumisen ja
valmistusvirheiden varalta, asennuksen ja
koulutuksen
Loading Block 72 x Alumiininen levy manuaadliseen reaktion 9018901
0.1 ml Tubes valmisteluun yksikanavaisella pipetilla 72 kpl:ssa
0,1 mln putkia
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Tuote Sisdltd Tuotenro
Strip Tubes and Caps, 250 nelian putken ja korkin liuskaa, 1 000 981103
0.1 ml (250) reaktioon
Strip Tubes and Caps, 10 x 250 neljan putken ja korkin liuskaa, 10 000 981106
0.1 ml (2500) reaktioon

Liittyvat tuotteet
QlAamp Circulating 50 preparaatiota varten: QlAamp Mini - 55114
Nucleic Acid Kit kolonneja, putkien jatkeita (20 ml), QIAGEN

Proteinase K, Carrier RNA, Buffers,
VacConnectors ja Collection Tubes
(1,5 ml ja 2 ml)
Voimassa olevat lisenssitiedot ja tuotekohtaiset vastuuvapauslausekkeet ovat saatavilla

tuotekohtaisista QIAGEN-sarjojen kéayttdoppaista tai kasikirjoista. QIAGEN-sarjojen kasikirjat

ja kayttdoppaat ovat sactaville osoitteessa  www.giagen.com, tai niitd voi

QIAGEN:n teknisestd palvelusta tai paikalliselta  jélleenmyyjdlta.

tiedustella
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Asiakirjan muutoshistoria

Asiakirja

Muutokset

R2, huhtikuu 2018

R3, tammikuwu 2019

R4, lokakuu 2019

Sample to Insight -tuotemerkin pdivitys

Valmistelu- ja sailytyslampétilojen selvennys kohdassa Reagenssien sdilytys ja kasittely ja
taulukossa 1.

Kuva 15: Laatikko “On FAM G <31,102" muutettu muotoon “On FAM G >31,102" ja
pienid tekstimuutoksia.

Osa "DNA-shtépitoisuuden vaikutus” poistettu ja vaihdettu uuteen osaan “Léhté-DNA:n
vaikutus ACrarvoihin.

Taulukko 11: Testattu (ihmisen) hemoglobiinipitoisuus korjattu arvosta 2 g/dl arvoon
0,2 g/dl
Pienia tekstimuutoksia koko tekstiin.

Valtuutetun edustajan lisdys (etukanteen). Symbolit-osan pdivitys.

Lainmukainen valmistaja vaihdettu (kansilehti)

Laitteen nimi vaihdettu laitteesta Rotor-Gene Q MDx laitteeksi Rotor-Gene Q MDx 5 plex HRM
tuote-etiketin mukaisesti

Korjattu reagenssien sailytysohjeet 90 paivastd 12 kuukauteen tai vimeiseen kéyttdpdivadn
asti

Péivitetty Rajoitukset-osaan tiedot eksonin 19 deleetiomé&drityksestd ja L8 58R-madrityksestd

Muutettu taulukko 9 korvaamaan kaksinkertaistuneen eksonin 21 L858R:n eksonin
19 deleetioilla

Poistettu EC + REP -symboli kansilehdeltd ja Symbolitosasta
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therascreen EGFR Plassma RGQ PCR Kit -sarjaa koskeva rajoitettu lisenssisopimus

1.

2.

Témén tuotteen kéytd farkoitaa ostajon tai kéytdjdn suostumusta  noudatiaa  seuraavia ehtoja:

Tuokela saa kdytié ainoastoan  fuoteen mukana foimitetujen asickirjojen ja timdn kéytdoppaan ohjeiden mukaan, ja sen kanssa saa kéylid vain sarjan
sisiltémi& komponentieja. QIAGEN ei mydnnd lisenssic mihinkéén cineefomaan omaisuuteensa, eikd mén sarjan oheisia komponentieja  saa kéytiid fai liiticd
muihin komponenteihin, joka eivét sisally than sarjaan, kulen tuotleen mukana foimitetvissa asikirjoissa, fissa kdytsoppaassa  ja lisimateriaalissa  mainitaan.
Ne ovat sactavilla osoiteesta  www.giagen.com. Osa lissmateriadlisa  on QIAGENkéytijien toisile QIAGENkK&ytgjille loatimaa. QIAGEN ei ole festannut ~ tai
farkistanut kyseistd materiadlia. QIAGEN ei anna fokuuta lissmateriadlille  eikd tokaa, efiei se loukkaa kolmansien osapuolien  oikeuksia.

Muutoin  kuin nimenomaisesti ilmoitetujen kayttdoikeuksien osalla QIAGEN ei fokaa, eftd t8md sarja jo/ti sen kéytd eivét lovkkaa kolmansien osapuolen
oikeuksia.

Téméd sarja ja sen komponentit on lisensoitu kertokéytddn, eikd niitd saa kéytid uvudelleen, kunnostaa tai myydd eteenpdin.

QIAGEN kiistaa nimenomaisesti kaikki kéytooikeudet, suorat fai epdsuorat, joita ei ole fissé nimenomaisesti ilmoitefu.

Sarjan osigja ja kéyhGia suostuvat siihen, efid he eivét ryhdy tai anna kenellekéian toiselle lupaa ryhlyd toimenpiteisiin, joka saafiavat ciheutioa fai edisiia mitidn
ylié kiellettyd toimintoa. QIAGEN voi kddntyé minké fohansa tuomioistiimen puoleen pannakseen fyfintdon tmédn rojoitetun lisenssisopimuksen kiellot ja saada

hyvityksen kaikista valmistelo- ja oikeuskuluista (asianajopalkkiot  mukaan lukien), kun farkoituksena on fémén rajoitetun lisenssisopimuksen tai sarjaan jo/tai sen
komponenteihin liityvien immateriadlioikeuksien fiylantsnpano.

Katso paivitetyt kdytidoikeusehdot ~osoifieesta www.giagen.com.

Tavaramerkit. QIAGEN®, Sample fo Insight®, QlAamp®, therascreen®, Rotor-Gene®, Scorpions® (QIAGEN Group); FAM™, HEX™ (Thermo Fisher Scientific Inc.); RESSA®
(AstraZeneca Group). Téssé asickirjassa mainitiuja rekisterdityjé nimid, tavaramerkkejé jne. on pidefiivd lain suojaamina, vaikkei niiti olisi erityisesfi sellaisiksi merkitty.

1119189 102019 HB-1898-005 © 2019 QIAGEN, kaikki oikeudet pidétefiicn.
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