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Uso previsto

O therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit é um teste de diagnéstico in vitro para a detec¢do
de delecdes do éxon 19 e substituicdes do éxon 20 e 21 (T790M e L858R, respectivamente)
no gene receptor do fator de crescimento epidérmico (Epidermal Growth Factor Receptor, EGFR)
e fornecerd uma avaliagdo qualitativa do status de mutagdo. Os resultados pretendem ajudar
o médico a identificar pacientes com CPCNP que possam se beneficiar do tratamento com

IRESSA® (gefitinib) quando uma amostra de tecido ndo puder ser avaliada.
O therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit deve ser usado por profissionais treinados, em um
ambiente laboratorial profissional, com amostras de DNA extraidas de plasma obtidas do

sangue de pacientes com céncer de pulmdo de células ndo pequenas (CPCNP).

O therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit destinase ao uso em diagnéstico in vitro.
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Resumo e explicagdo

O therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit é um kit pronto para uso para a detecgdo de
mutacdes no gene EGFR relacionado ao céncer utilizando a reagdo em cadeia da polimerase
(Polymerase Chain Reaction, PCR) em instrumentos Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM.

Utilizando as tecnologias Scorpions® e ARMS, o therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit permite
a detecgdo das seguintes mutacdes no gene EGFR em relagdo a um fundo de DNA gendmico

de tipo selvagem.

® Delecdes no éxon 19

e T/790M

e [858R

Os métodos utilizados sGo altamente seletivos e, dependendo da quantidade total de DNA
presente, permitem a deteccdo de uma porcentagem baixa de mutagéo em um fundo de DNA
gendmico de tipo selvagem. Os limites de seletividade e deteccdo s@o superiores a tecnologias

como o sequenciamento por terminador fluorescente.
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Principio do procedimento

O therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit utiliza duas tecnologias (ARMS e Scorpions) para

detectar mutacdes durante a realtime PCR.

ARMS

A amplificagdo especifica do alelo ou da mutagdo é obtida utilizando a tecnologia ARMS
(Sistema de Mutagdo Refratdrio & Amplificacdo). A Tag .DNA polimerase (Taq) é eficaz para
distinguir entre uma correspondéncia e uma n&o correspondéncia na extremidade 3' de um
primer de PCR. As sequéncias mutadas especificas sdo amplificadas de forma seletiva, mesmo
nas amostras em que a maioria das sequéncias ndo apresenta a mutagdo. Quando o primer é
totalmente correspondido, a amplificacdo continua com eficiéncia total. Quando a base 3' ndo

encontra correspondéncia, ocorre somente a amplificagdo de fundo de baixo nivel.

Scorpions

A deteccdo da amplificagdo é redlizada com Scorpions. As moléculas tipo Scorpions sdo
moléculas bifuncionais que contém um primer de PCR ligado de forma covalente a uma sonda.
O fluoréforo dessa sonda interage com um quencher, também incorporado & sonda, que reduz
a fluorescéncia. Durante uma PCR, quando a sonda se liga ao amplicon, o fluoréforo e o

quencher se separam. Isso resulta em um aumento na fluorescéncia a partir do tubo de reacdo.
Formato do kit
O therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit é fornecido com quatro ensaios:

® Um ensaio de controle (Ctrl)

® Trés ensaios de mutacdo
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Todas as misturas de reagdo contém reagentes para detectar alvos rotulados com FAM™ e um
ensaio de controle interno rotulado como HEX™. O ensaio de controle interno pode detectar a
presenca de inibidores que podem originar resultados falsos negativos. A amplificacdo FAM
pode superar a amplificagdo do controle interno e o objetivo do controle interno é simplesmente
mostrar que onde ndo existe amplificacio FAM, trata-se de um resultado verdadeiramente

negativo e ndo de uma reagdo PCR falhada.
Ensaios

Ensaio de controle

O ensaio de controle, rotulado com FAM, é usado para avaliar o DNA total da amostra. Esse
ensaio de controle amplifica uma regido do éxon 2 do gene EGFR. O primer e a sonda foram

concebidos para evitar quaisquer polimorfismos conhecidos do EGFR.

Ensaios de mutacdo

Cada ensaio de mutagdo contém uma sonda Scorpion rotulada com FAM e um primer ARMS

para a discriminagdo entre o DNA de tipo selvagem e um DNA mutante especifico.
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Controles
Todas as execugdes experimentais devem conter os seguintes controles:

Controle positivo

Cada ensaio deve conter um controle positivo nos tubos 1 a 4. O therascreen EGFR Plasma
RGQ PCR Kit contém o Controle positivo (Positive Control, PC) do EGFR a ser usado como o
modelo na reacdo do controle positivo. Os resultados do controle positivo serdo avaliados
para garantir que o kit tem um desempenho de acordo com os critérios de aceitagdo

estabelecidos.

Controle negativo

Cada execucdo deve conter um controle negativo (controle sem modelo; No Template Control,
NTC) nos tubos 9 a 12. O NTC consiste em dgua livre de nuclease (H20) a ser usada como o
“modelo” do controle sem modelo. O controle sem modelo é utilizado para avaliar qualquer
potencial contaminagdo durante a configuragdo da execugdo e para avaliar o desempenho da

reacdo do controle interno.

Avaliacdo da reacdo do controle interno

Cada mistura de reacdo contém um controle interno, além da reacdo-alvo. Uma falha indica
que inibidores poderdo estar presentes, os quais podem originar resultados falsos negativos,

ou que ocorreu um erro de configuracdo do operador para esse tubo.

Se a falha do controle interno ocorrer devido & inibicdo da PCR, a diluigdo da amostra pode
reduzir o efeito dos inibidores, mas é necessdrio observar que isso também pode diluir o DNA-
alvo. A amplificacdo FAM pode superar a amplificagdo do controle interno para que o valor
de Cr (HEX) do Controle interno (Internal Control, IC) gerado possa ficar fora do intervalo

especificado. Os resultados de FAM continuam sendo vdlidos para essas amostras.
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Materiais fornecidos

Contetdo do kit

therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit (24)

Referéncia 870311

Nomero de reacses 24

Vermelho Control Reaction Mix Ctrl 2 x 600 pl
(Mistura de reagdo de controle)

Roxo T790M Reaction Mix T790M 600 pl
(Mistura de reagéo de T790M)

Laranja Deletions Reaction Mix Del 600 pl
(Mistura de reagdo de delecdes)

Rosa L858R Reaction Mix L858R 600 pl
(Mistura de reagdo de L8 58R)

Bege EGFR Positive Control PC 300 pl
(Controle positivo do EGFR)

Verde-menta Taq DNA Polymerase Taqg 2 x 80yl
(Tag DNA polimerase)

Branco Nuclease-Free Water for No Template NTC 1x1,9ml
Control
(Agua livre de nuclease para controle sem
modelo)

Branco Nuclease-Free Water for Dilution Dil 1x1,9ml

(Agua livre de nuclease para diluicgo)

Manual do therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit

10/2019




Materiais necessdrios, mas ndo fornecidos

Ao trabalhar com substéncias quimicas, sempre use um jaleco adequado, luvas descartéveis e
4culos de protecdo. Para obter mais informagées, consulte as fichas de dados de seguranga

(Safety Data Sheets, SDSs) apropriadas disponibilizadas pelo fornecedor do produto.

Kit de extragdo de DNA (consulte “Procedimento”, na pdgina 16)
Pipetas* de uso exclusivo (ajustaveis) para o preparo de amostras
Pipetas* de uso exclusivo (ajustdveis) para o preparo de mistura principal de PCR

Pipetas* de uso exclusivo (ajustdveis) para dispensar o DNA do modelo

Ponteiras de pipeta livres de DNAse, RNAse e DNA com filtros (para evitar contaminagdo

cruzada, é recomenddvel o uso de ponteiras de pipeta com barreira de aerossol)

Banho-maria ou dispositivo similar capaz de comportar tubos de centrifuga de 50 ml a
60 °C.

Bloco de aquecimento ou dispositivo similar capaz de incubar a 56 °C*

Gelo triturado

Centrifuga de bancada* com rotor de tubos de reacdo de 2 ml

Agitador tipo vértex

Instrumento Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM* T com canais de fluorescéncia para Cycling

Green e Cycling Yellow (deteccdo de FAM e HEX, respectivamente)

Software Rotor-Gene Q, verséo 2.3

® Strip Tubes and Caps, 0.1 ml, para uso com 72-Well Rotor (ref. 981103 ou 981106)

® Tubos de microcentrifugagdo livres de DNAse, RNAse e DNA para o preparo de misturas
principais

® loading Block 72 x 0.1 ml Tubes, bloco de aluminio para preparo manual da reagdo

com pipeta monocanal (QIAGEN, ref. 9018901)

* Certifique-se de que os instrumentos foram verificados e calibrados de acordo com as recomendagdes do fabricante.

t Em alguns paises, se aplicdvel, o instrumento Rotor-Gene Q 5 plex HRM com uma data de fabricagdo de maio de 2011
ou posterior pode ser usado. A data de fabricagdo pode ser obtida a partir do nGmero de série na parte traseira do
instrumento. O nimero de série estd no formato “mmaannn”, sendo que “mm” indica 0 més de fabricagdo em digitos,
“aa” indica os Gltimos dois digitos do ano de fabricagdo e “nnn” indica o identificador Gnico do instrumento.
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Avisos e precaucdes

Para uso em diagnéstico in vitro
Para uso profissional
Informacdes de seguranca

Ao trabalhar com substéncias quimicas, sempre use um jaleco adequado, luvas descartéveis e
4culos de protecdo. Para obter mais informagdes, consulte as folhas de dados de seguranca
(Safety Data Sheets, SDSs) aplicdveis. Elas estdo disponiveis online em formato PDF compacto
e conveniente em www.qgiagen.com/safety, onde é possivel encontrar, visudlizar e imprimir a

SDS para cada kit e para componente do kit QIAGEN.
Precaucdes gerais
O usudrio deve sempre prestar atengdo ao seguinte:

® Use ponteiras de pipetas livres de DNAse, RNAse e DNA com filtros e calibre-as de
acordo com as instrugdes do fabricante.

® Armazene e extraia materiais positivos (espécimes e controles positivos) de forma
separada de todos os outros reagentes e adicione-os & mistura de reacdo em um local em
um espaco separado.

® Descongele todos os componentes por completo & temperatura ambiente (15 a 25 °C)
antes de iniciar um ensaio.

® Depois de descongelados, misture os componentes invertendo cada tubo 10 vezes e

centrifugue rapidamente.
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Nota: Tenha muito cuidado para evitar a contaminagdo das PCRs com o material de controle
sintético. E recomendavel utilizar pipetas diferentes, de uso exclusivo, para preparar as misturas
de reagdo e adicionar o modelo de DNA. O preparo e a dispensa das misturas de reagdo tém
de ser efetuados em uma drea diferente daquela usada para adicionar o modelo. Os tubos do
Rotor-Gene Q n&o podem ser abertos depois de terminar a execugdo de PCR. Isso evita a

contaminagdo laboratorial com produtos pés-PCR.

Nota: Os reagentes estdo validados para configuragdo manual. Se um método automdtico for
utilizado, o ndmero de reacdes possiveis poderd diminuir, devido aos reagentes necessdrios

para preencher os “volumes mortos” nesses instrumentos.

Nota: Todos os reagentes do therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit séo formulados
especificamente para uso com os tfestes indicados. Todos os reagentes fornecidos no
therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit destinamse a ser utilizados unicamente com os outros

reagentes no mesmo therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit.

As substituicdes dos reagentes no kit ndo devem ser feitas se o desempenho ideal tiver que ser

mantido.

Nota: Use apenas a Tag DNA polimerase (Taqg) fornecida no kit. Néo substitua pela Taqg DNA
polimerase de outros kits do mesmo tipo ou de qualquer outrotipo ou pela Tag DNA polimerase

de outro fornecedor.

Nota: Os reagentes do therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit foram diluidos a uma
concentragdo otimizada. N&o recomendamos diluir mais os reagentes, pois poderia diminuir
o seu desempenho. N&o recomendamos utilizar volumes de reagéo inferiores a 25 pl, pois isso

aumentaria o risco de falsos negativos.
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Armazenamento e manuseio de reagentes

O therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit é expedido em gelo seco. Se qualquer componente
do therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit ndo chegar ao destino em estado congelado, se a
embalagem exterior tiver sido aberta durante o transporte ou se a remessa ndo contiver uma
guia de remessa, Instrugdes de Uso ou os reagentes, contate um dos Departamentos de

Assisténcia Técnica da QIAGEN ou os distribuidores locais (acesse www.qgiagen.com).

O therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit deve ser armazenado imediatamente apds ser
recebido, a uma temperatura entre -30 e -15 °C, em um congelador de temperatura constante
e protegido da luz. Quando armazenado nas condigdes de armazenamento especificadas, o

therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit permanecerd estével até a data de validade.

Uma vez abertos, os reagentes podem ser armazenados nas respectivas embalagens originais
entre -30 e-15 °C por 12 meses ou até a data de validade impressa na embalagem, o que
chegar primeiro. Evite congelar e descongelar vérias vezes. Ndo exceda um mdximo de

oito ciclos de congelamento/descongelamento.

Os reagentes devem ser descongelados & temperatura ambiente durante um minimo de 1 hora
e um mdximo de 4,5 horas. Assim que os reagentes estiverem prontos para serem usados, as
reacdes de PCR podem ser preparadas e os tubos do Rotor-Gene Q contendo as misturas
principais e a amostra de DNA devem ser carregados no Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM
imediatamente. O tempo total a partir do inicio do preparo da PCR até o inicio da execugdo

ndo deve exceder:

® 6 horas se armazenado & temperatura ambiente
Nota: Este tempo inclui o preparo da PCR e o armazenamento.
® 18 horas se armazenado na geladeira (2 a 8 °C)

Nota: Este tempo inclui o preparo da PCR e o armazenamento.
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Nota: Os Scorpions (tal como todas as moléculas rotuladas com fluorescéncia) nos reagentes
da mistura de reacdo sdo sensiveis a luz. Proteja os reagentes de controle e da mistura de

reacdo da luz para evitar a sua fotodescoloragdo.

Os reagentes do therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit estdo diluidos em uma concentragdo
otimizada e ndo é necessdrio nenhum outro tratamento ou purificagdo antes da sua utilizagdo na

andlise, como indicado nas Instrugées de Uso (Manual) do therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit.

Deve-se prestar atencdo s datas de validade e as condigdes de armazenamento impressas na
caixa e nos rétulos de todos os componentes. Nao utilize componentes cuja data de validade

tenha expirado ou que tenham sido incorretamente armazenados.
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Armazenamento e manuseio de espécimes

Nota: Todas as amostras devem ser tratadas como materiais potencialmente infecciosos.

O material da amostra deve ser DNA gendmico humano extraido do plasma. Os espécimes
devem ser transportados conforme a metodologia da patologia padréo, para garantir a sua

qualidade.
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Procedimento

Extracdo do DNA

As caracteristicas de desempenho deste kit foram geradas utilizando DNA extraido com o
QIAamp® Circulating Nucleic Acid Kit (ref. 55114). Ao utilizar o QlAamp Circulating Nucleic
Acid Kit, redlize a extracdo do DNA de acordo com as instrugdes do manual, tendo em atencdo

o seguinte:

O volume inicial do plasma é 2 ml.

® Antesda extragdo de DNA, 2 ml de plasma devem ser centrifugados a 3000 rpm por
2 minutos e o sobrenadante deve ser transferido para um tubo limpo.

® O volume da proteinase K deve ser 250 pl.
A digestdo da proteinase K deve ser realizada por uma hora a 60 °C.
O DNA gendmico purificado deve ser eluido em 55 pl de Buffer AVE (fornecido no
QlAamp Circulating Nucleic Acid Kit).

® Armazene o DNA gendmico purificado a-30 a-15 °C.

Nota: todos os ensaios no therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit geram produtos de PCR
curtos. Contudo, o therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit ndo funciona com DNA dltamente

fragmentado.
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Protocolo: deteccéo de mutacdes EGFR

Pontos importantes antes de comecar

Antes de iniciar o procedimento, leia as “Precaugdes gerais”, na pdgina 11.
Procure familiarizar-se com o Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM antes de iniciar o protocolo.
Consulte o manual do usuério do instrumento.

® Nado misture com agitagdo forte a Tag DNA polimerase (Tag) nem nenhuma mistura que
contenha Tag DNA polimerase, pois isso poderia inativar a enzima.

® Até 16 amostras podem ser executadas em uma placa.

® Pipete a Tag colocando a ponteira da pipeta ligeiramente abaixo da superficie do liquido
para evitar que a ponteira seja revestida com excesso de enzima.

® Para cada amostra de DNA, os ensaios de controle e mutacdo devem ser analisados na

mesma execucdo de PCR para evitar variacdes entre as execucdes.

O que fazer antes de comegar

® Antes de cada utilizagdo, todos os reagentes devem ser completamente descongelados
por pelo menos 1 hora e por, no maximo, 4,5 horas, & temperatura ambiente
(15 a 25 °C), misturados invertendo 10 vezes e centrifugados brevemente para coletar o
contetido no fundo do tubo.

e Certifique-se de que a Taq estd & temperatura ambiente (15 a 25 °C) antes de cada
utilizagdo. Efetue uma breve centrifugagdo do tubo para coletar a enzima no fundo do
tubo.
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Procedimento

1.

Descongele completamente todas as misturas de reagdo, a dgua livre de nuclease para
controle sem modelo (No Template Control, NTC) e o Controle positivo (Positive Control,
PC) do EGFR & temperatura ambiente (15 a 25 °C) por pelo menos uma 1 hora (Tabela 1).
Quando os reagentes estiverem descongelados, misture-os invertendo cada tubo 10 vezes
para evitar concentragdes localizadas de sais e, em seguida, efetue uma breve

centrifugacdo para coletar o contetdo no fundo do tubo.

Tabela 1. Tempos de descongelamento, fempos de preparo da PCR e temperaturas de armazenamento

Tempo de Temperatura de
Tempo de descongelamento  descongelamento armazenamento apés o Tempo maximo de preparo e
minimo mdximo preparo da PCR armazenamento da PCR
1 hora 4,5 horas Temperatura ambiente 6 horas
(15025 °C)
1 hora 4,5 horas 2a8°C 18 horas

Nota: O preparo da PCR deve ser efetuado & temperatura ambiente. Armazenamento

refere-se ao tempo entre a conclusGo do preparo da PCR e o inicio da execugdo da PCR
no Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM.

Nota: A Tag DNA polimerase (Tag em tubo) deve ser colocada & temperatura ambiente
(15 a25°C) ao mesmo tempo que os outros reagentes (consulte “Armazenamento e
manuseio de reagentes”, na pdgina 13). Efetue uma breve centrifugagdo do tubo para

coletar a enzima no fundo do tubo.

. Efetue as etapas a seguir:

2a. Rotule quatro tubos de microcentrifugacdo (ndo fornecidos) de acordo com cada uma
das misturas de reacdo correspondentes indicadas na Tabela 2.

2b. Prepare misturas principais (mistura de reacdo de controle ou mutagdo [CTRL em tubo,
T790M, Delecdes, L858R] mais Tag DNA polimerase [Taq]) que sejam suficientes
para as amostras de DNA, uma reacdo de Controle positivo do EGFR (PC em tubo) e
uma reacdo de dgua livre de nuclease para controle sem modelo (NTC em tubo), de

acordo com os volumes exibidos na Tabela 2.
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Nota: Inclua reagentes para uma amostra suplementar para permitir uma quantidade extra
suficiente para o preparo da PCR.
As misturas principais contém todos os componentes necessérios para a PCR, exceto a

amostra.

Tabela 2. Preparo das misturas principais*

Ensaio Tubo de mistura de Volume da mistura de Volume da Tag DNA polimerase (Tagem
reacdo reacdo tubo)

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

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

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

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

* Quando preparar a mistura principal, prepare o suficiente para uma amostra suplementar a fim de garantir uma
quantidade suficiente para o preparo da PCR.

Nota: Quando a mistura principal for preparada, o volume necessdrio de mistura de reacdo
de controle ou de mutagdo é adicionado primeiro no tubo aplicdvel e a Tag DNA

polimerase ¢ adicionada por Gltimo.

3. Coloque o nimero adequado de tiras de 4 tubos para PCR (cada tira tem 4 tubos) no bloco
de carregamento de acordo com o layout exibido na Tabela 3. NGo coloque tampas nos
tubos.

Nota: Deixe as tampas no recipiente pléstico até serem necessérias.

4. Tampe o tubo da mistura principal e o inverta 10 vezes para misturéla, centrifugando
rapidamente para garantir que a mistura esteja no fundo do tubo. Adicione imediatamente

20 pl de mistura principal a cada tira de tubos para PCR adequada.

5. Adicione imediatamente 5 pl de dgua livre de nuclease (H20) &s tiras de tubos para PCR

do controle sem modelo (nimeros dos tubos PCR 9 a 12) e coloque as tampas nos tubos.

6. Adicione 5 pl de cada amostra aos tubos de amostra (tubos PCR 5a 8,13 a 16 e 17 a

72) e coloque as tampas nos tubos.

7. Adicione 5 pl de Controle positivo (Positive Control, PC) do EGFR aos tubos de controle
positivo (nimeros dos tubos PCR 1 a 4). Cada amostra de DNA deve ser testada com os

ensaios de controle e todos os de mutagdo. O layout é exibido na Tabela 3.
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Tabela 3. Layout dos ensaios de conirole e mutagéo

Controles Nomero de amostra
Ensaio PC NTC 1 2 3 4 5 6 7
Cirl 1 9 17 25 33 41 49 57 65
T790M 2 10 18 26 34 42 50 58 66
Delecaes 8 11 19 27 85 43 51 59 67
L858R 4 12 20 28 36 44 52 60 68
Nomero de amostra
Ensaio 8 9 10 11 12 13 14 15 16
Crl ) 13 21 29 37 45 53 61 69
T790M 6 14 22 30 38 46 54 62 70
Delecaes 7 15 23 31 39 47 55 63 71
L858R 8 16 24 32 40 48 56 64 72
8. Com um marcador permanente, marque as tampas dos primeiros tubos na posicdo

10.
11.

12.

numérica mais baixa em cada uma das tiras de 4 tubos para PCR (por exemplo, posicdes 1,
5,9 eetc) para indicar a orientacdo de carregamento dos tubos no 72-Well Rotor do
Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM.
. Coloque todas tiras de 4 tubos para PCR nas posicdes adequadas no 72-Well Rotor e
verifique visualmente se todos os tubos contém um volume igual.
Nota: Garanta que as tiras dos tubos ndo estejam invertidas ao transferidos para o rotor.
Se o rotor ndo estiver cheio, preencha os espagos vazios com tubos vazios tampados.
Coloque imediatamente o rotor no Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM. Certifiquese de que o
anel de travamento (acessério do Rotor-Gene Q MDx) seja colocado por cima do rotor
para prender os tubos durante a execucdo.
Consulte a configuragdo do Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM (consulte “Protocolo:

configuracdo do Rotor-Gene Q EGFR”, pdgina 21) para criar um perfil de temperatura e

iniciar a execucdo.
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Protocolo: configuracdo do Rotor-Gene Q EGFR

Os pardmetros de ciclagem sdo exibidos na Tabela 4.

Tabela 4. Parémetros de ciclagem

Ciclos Temperatura Tempo Aquisico de dados
1 95°C 15 minutos Nenhuma
0 95°C 30 segundos Nenhuma

60°C 60 segundos Green and Yellow

1. Clique duas vezes no icone do software Rotor-Gene Q, versdo 2.3, na drea de trabalho do
laptop conectado ao Rotor-Gene Q MDx Splex HRM. Selecione a guia “Advanced”

(Avangado) na caixa de didlogo “New Run” (Nova execugdo) que aparece.

2. Para criar um novo modelo, selecione Empty Run (Teste vazio) e, em seguida, clique em

New (Novo).
E exibida a janela “New Run Wizard” (Assistente de nova execucdo).

3. Selecione o "72-Well Rotor” (Rotor de 72 pogos) como tipo de rotor. Certifiquese de que
o anel de travamento esteja fixado e marque a caixa Locking Ring Attached (Anel de

travamento fixado). Clique em Next (Préximo) (Figura 1).
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New Run Wizard @

‘Welcome to the Advanced Run Wizard!
Rotor Type

1-

o
Rotor-Disc 100

N

Skip Wizard

Figura 1. A caixa de diglogo “New Run Wizard” (Assistenfe de nova execuctio).

4. Insira o nome do operador. Adicione as observacdes desejadas e insira 25 em volume da

reagdo. Certifique-se de que os valores no campo Sample Layout (Disposicio das amostras)
sejam 1, 2, 3.... Clique em Next (Préximo) (Figura 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. rr?@?:ﬁrﬁriﬁ
: on an ibem, hover
e e 0 | T
. item for help. ‘You
Notes : |cana|wct:kona
cambo box to desplay
help about its
avaisble settings.
Reaction
4 Samphe Layoul : l1,2.3... jl
 Skipwizsd | << Back l Nest > | 5

Figura 2. Inserindo o nome do operador e os volumes da reagéo.
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5. Clique em Edit Profile (Editar perfil) na caixa de didlogo “New Run Wizard” (Assistente de

nova execugdo) (Figure 3) e verifique os parémetros da execucdo de acordo com as etapas

a seguir.

Temperature Profile : Click this button to
edit the profile
shown in the box
above.

1 Edit Profie... |

Channel Setup :

Name | Source | Detector | Gain | Create New... |
Green 470nm  510nm 5 Edit
Yelow 530nm 555nm 5
Orange  585nm  E10nm B Edit Gain...
Red 625nm  B80nm 5

Cimson  680nm  710hp 7 Remove
HRM 460nm  5100m 7 Reset Defaults

Gain Optimisation...

SkipWizard | << Back News> |

Figura 3. Editando o perfil.
6. Clique em Insert after (Inserir apés) e selecione New Hold at Temperature (Nova retengdo &

temperatura) (Figura 4).

18 Edit Profile X
@ . v W @
L Open As | Help

The run vl taske 0 omplete. The graph below repr the run o be pedomed

Chck on & cycle below to modiy &

17 1

New HRM Step
Copy of Current Step

Figura 4. Inserindo uma etapa de incubagéo inicial.
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7. Defina o valor no campo Hold Temperature (Temperatura de retengdo) como 95 °C e o valor

de Hold Time (Tempo de retencdo) como 15 min O secs (15 mins O segs). Clique em Insert

Atter (Inserir apés) e, em seguida, selecione New Cycling (Nova ciclagem) (Figura 5).

18 Edit Profile X
@ . 8 W @
New Open  Save As Help

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

Click on a cycle below to modify it -
Hold

Wew Cycling
e e
Iew Hold at Temperature
New HRM Step

Copy of Current Step

Inseit before...

Remove

[Hold Temperature : g5 | o

1 "T'lHold Time : EM’L‘ 808

Figura 5. Etapa de incubagdo inicial a 95 °C.

8. Defina o nimero de repeticdes de ciclo como 40. Selecione a primeira etapa e defina como

95 °C por 30 segundos (Figura 6).

M Edit Profile
@ . 0 9 e
New Open  Save As Help

The run vl Lake approamately 38 minute(s) to complete. The graph below represents the run to be pedformed

&3]

|

=

ruugrryururyvuruureuyy

T

uuy

fanna
U

LAY

Cick 0n 8 cycle below to modly
Insert after
Ingest betore.
Remove
Dedow to modily . of press « of - 10 add and remave steps for this cycle.
| ——2
=]/
3— 0 seconds
Not Acquing / \ 720C foe 20 secs
1 [E#"“"‘"“' \ | oo i 4
x|
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Figura 6. Etapa de ciclagem a 95 °C.

9. Redlce a segunda etapa e defina como 60 °C por 60 segundos. Clique em Not Acquiring

(NGo adquirir dados) para habilitar a aquisicdo de dados durante esta etapa. (Figura 7).

M Edit Profile

)
@ . © W @
New Open As | Hep
The run vl take imately 125 mirtels) 1o complete. The graph below repe the run 10 be pedarmed

[ AR

Clck on a cycle balow to modily &

Hold Insedt after.
Inzest betore
Remove

This cycle repeats 40 | tmefs)
Click on one of the steps bedow to modiy &, o press + of - 1o add and remove steps for thes cycle.

hmdsieoﬁ e S5°C for 30 secs _IL{
= 60 seconds /
Not Acquinng 72'Clo-20w:sl,
r R. |
(o | T | /
x|

Figura 7. Etapa de ciclagem a 60 °C.

10. Defina os canais verde e amarelo como os canais de aquisicdo selecionando > para

transferidos da lista Available Channels (Canais disponiveis). Clique em OK (Figura 8).
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Same as Previous - | (New Acquisition) |
Acquisition Configuration :
Avaiable Channels : Acquiring Channels :
Mame [ 5 || Name
Crimson —‘I ieen
HRM L] Yelow |
0 A
Rod- K

To acquire from a channel, select & from the kst in the left and click >. Tumpm.lnghuma
channel, select & in the right-hand kst and click <. To remove all acquisitions, chck <<

Dye Chatt >> @ DortAcquie | Hep |

FAM*, SYBR Green 1+, Fluorescemn, EvaGreen ', Alexa Fluor 4884
555 [JOEY, VICY, HEX, TET™, CAL Fluor Gold 5402, Yakima Yellow "

610nm  |ROX", CAL Fluor Red 610%, Cy3 5%, Texas Red ", Alexa Fluor 568
B60nm | Cy5Y, Quasar 670", Alexa Fluo 633

710hp | Quasar705 ", Alexa Fluor 680

510nm  |SYTO 9%, EvaGreen®

Figura 8. Adquirindo na etapa de ciclagem a 60 °C.

11. Realce a terceira etapa e clique no botdo - para excluir. Clique em OK (Figura 9).

M [dit Profile X
@ .0 W -
MNewr Open  Save As Help
- i Te— —~
(Chck on & cycie bekow bo modiy &
Hokd Insest aiter
Insest bedore.
—Reon |

Thes cycle mpeats 40 | tema(s]
Chck. on one of the sheps Delow 1o modly £ o (rest + & - 10 884 and remove steps for thes cycle.

Tened Step - Ll

SC for 30 seca
20 s /

BORC fou 60 secs

Figura 9. Remogdo da efapa de exfensdo.
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12. Na préxima caixa de didlogo, clique em Gain Optimisation (Ctimizacdo de ganho)

(Figura 10).
New Run Wizard EI
Temperature Profile : _Twmw
help on elements in
the wizard. For help
on an item, hover
pour mouse over the
item for help. You
can also chck on 3
combo box to display
help about its
ailable setts
Edit Profile ... I p—
Channel Setup :
Name | Source | Detector | Gan | Create New... ]

Green  470nm  510nm
Yellow  530nm  555nm
Orange  585nm  610nm
Red 625nm  B50nm
Cimson  680nm  710hp
HRM 460nm  510nm

() ST

Sk'p\\ﬁzadl << Back I Mext >> I

718 |m

Figura 10. Ofimizagéo de ganho.

13. Clique em Optimise Acquiring (Otimizar aquisi¢do). As configuragdes para cada canal sdo
exibidas. Clique em OK para aceitar esses valores padrdo para ambos os canais.
(Figura 11).
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Auto Gain OptimisationSetup X

Optimisation :
a8 Auto-Gan Optimesation wall read the fucresence on the inserted sample at
Ce different gamn levels until & finds one at which the fluorescence levels ae

ptable. The range of you ate looking for depends on the

o -. Channel Settings :
Channel: Green TubePostion: [1 =
&= ot |
o] Teroet Sanpie Range B Hrwwlio =n s
Acceptable Gan Range: |10 ﬂ to [Tﬁ et
rove Al
2 o] coen Hebp Po=st ]
| Mawsl. | cose | Hee |

Figura 11. Ofimizagdo automdtica de ganho do canal verde.

14. Marque a caixa Perform Optimisation before 1st Acquisition (Redlizar otimizagdo antes da

19 aquisicdo) e, em seguida, clique em Close (Fechar) para voltar co assistente (Figure 12).

Auto-Gain Optimisation Setup &
Optimisation :

Q AutoG ar s ol the i d sample at

o diferent gam levels unki & finds one at which the fuorescence levels are.

3 acceplable The range of fluorescence you are loking lor depends on the
chemistry you are perfoming

Settemperatum to [ —] degrees.
Opimse Al | Oplimise Acqusing

1- .

™ Pesdform Optirisation Al 60 Degrees At Begnning Of Run

Channel Settings

[ I N

Hame | Tube Positon | Min R Max i MinGain | Max Gain fdt

Green 1 SA 10F1 -10 10 omove

Yelow 1 A 10F1 10 10 B—I
Remove A)

< I ¥

Figura 12. Selecdo dos canais Green e Yellow.

15. Clique em Next (Préximo) para salvar o modelo em um local adequado selecionando “Save
Template” (Salvar modelo).
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Andlise dos dados da avaliacdo de mutacdo

Apbs o ensaio terminar, analise os dados usando o procedimento a seguir.

Configurando a andlise do software

1.
2.

Abra o arquivo adequado utilizando o software Rotor-Gene Q, série 2.3.

Se as amostras ndo tiverem sido nomeadas antes da execugdo, clique em Edit Samples

(Editar amostras).

. Insira os nomes das amostras na coluna Name (Nome).

Nota: Deixe em branco os nomes dos pogos vazios.

. Clique em Andlysis (Andlise). Na pdgina de andlise, clique em Cycling A Yellow para

verificar o canal HEX.

. Verifique se a opgdo Dynamic Tube (Tubo dindmico) estd realcada. Clique em Slope Correct

(Correcdo da inclinacdo) e Linear scale (Escala linear).

. Clique em Take Off Adj (Aj. de ponto de partida) e insira 15.01 (15,01) e 20.01 (20,01)

conforme a Figura 13.
1 2 2

] ]
I'_é Dynamic Tub’l'_f;. Slope Corre(tl “4 Ignore First

Take Off Point Adjustrent (==

Adjust the cycle to be used as take off point.

If take off point was calculated  [15.m1

before cycle 4
Then use the following cycle as (20,01
take off paint

1] I DoﬂolAd|ust| Cancel |

Figura 13. Configuracdes de normalizagéo da andlise de EGFR. 1 = “Dynamic Tube” (Tubo dindmico), 2 = “Slope
Correct” (Corregdo da inclinagdo), 3 = “Take Off Adj” (Aj. de ponto de partida), 4 = Caixa de didlogo com valores
de parémetro “Take Off Point Adjustment” (Ajuste de ponto de partida).
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9.
10.

. Defina o limiar como 0.02 (0,02) e verifique os valores de Cr de HEX.

. Na pégina de andlise, clique em Cycling A Green para visudlizar o canal FAM. Defina os

pardmetros conforme a Figura 13, acima.
O tubo dindmico deve estar realcado.

Clique em Slope Correct (Corregdio da inclinagdo) e Linear scale (Escala linear).

Defina o limiar como 0.075 (0,075) e verifique os valores de [Crde FAM|.

Executar andlise de controle

Apbds o ensaio terminar, analise os dados conforme a seguir.

Controle negativo: para garantir que nenhuma contaminagdo esteja presente nos modelos,
o NTC néo deve gerar um valor de Cr abaixo de 40 no canal verde (FAM). Para garantir
que a execucdo foi configurada corretamente, o NTC deve exibir uma amplificagéo

entre 29,85 e 35,84 no canal amarelo (HEX) (Controle Interno).

Se houver uma amplificagdo positiva no canal verde e/ou a amplificagdo estiver fora do
intervalo de 29,85 a 35,84 no canal amarelo, a execucdo serd invdlida.

Controle positivo: o Controle positivo (Positive Control, PC) do EGFR tem de apresentar um
Cy para cada mistura de reagdo dentro, inclusive, do intervalo estabelecido na Tabela 5.
Uma execucdo com um valor de controle positivo fora desse intervalo indica um problema
no preparo do ensaio e a execugdo deve ser considerada como falha. Se o controle
positivo apresentar um Cr dentro do intervalo (FAM), mas um Cr (HEX) do controle interno
fora do intervalo de 29,85 a 35,84, continue a andlise.

Nota: Os dados de amostra ndo devem ser utilizados se o controle negativo ou positivo

falhar.
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Tabela 5. Intervalo de C; aceitdvel para confroles de execugdo

Controle da reagdo Ensaio Candl Intervalo de G

Controle positivo Controle Green (FAM) 28,13-34,59
T790M Green (FAM) 30,22-34,98
Delegdes Green (FAM) 28,90-34,90
L858R Green (FAM) 29,97-34,81

Controle sem modelo Todas as quatro misturas de reagdo Green (FAM) > 40,00
Todas as quatro misturas de reagdo Yellow (HEX) 29,85-35,84

O Cy de HEX
estd no intervalo
de 29,85 a 35,847

Sim FALHA DE Nio
EXECUCAO

Valor de C; de
FAM de controlo
negativo

Controlo negativo

0O Crde FAM
aprovado

é<40?

Sim—|

O Crde
FAM do tubo de
delegdes esta no
intervalo de 28,90
a34,90?

O Crde
FAM do tubo de
T790M esta no
intervalo de 30,22
a34,98?

O Crde
FAM do tubo de
controlo esta no
intervalo de 28,13
a34,59?

Valor de C; de
FAM de controlo
positivo

Nao Nao

FALHA DE FALHA DE
EXECUGAO EXECUGAO

O Crde
FAM do tubo
de L858R estd no
intervalo de 29,97
a34,81?

Prosseguir para analise de amostra - CanticDlRositivg Sim:
aprovado

Figura 14. Executar fluxo de trabalho da andlise de controle.

Dado que ambos os controles de execugdo sejam vdlidos, cada valor de Cr do ensaio de

controle de amostras deve estar no intervalo de 23,70 a 31,10 no canal verde (FAM)

(Tabela 6).
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Tabela 6. Intervalo de C; de FAM aceitavel para a reagéo de confrole da amostra

Mistura de reacdo Canal Intervalo de G; aceitavel

Controle Green (FAM) 23,70-31,10

Se a amostra ficar fora desse intervalo, serd exibido o seguinte:

e Cr do ensaio de controle de amostras < 23,70: as amostras com um Cr de controle
< 23,70 irdo sobrecarregar os ensaios de mutagdo e devem ser diluidas. Para detectar
cada mutag@o no nivel baixo, as amostras superconcentradas devem ser diluidas para
entrarem no intervalo acima com base no fato de que a dilvigdo pela metade aumentaré
oCreml.

® G do ensaio de controle de amostras > 31,10: a amostra ndo contém DNA suficiente para

permitir a andlise.

Dado que ambos os controles de execucdo sejam vdlidos e o ensaio de controle esteja no
intervalo mencionado na Tabela 6, cada valor de Cr de mutacdo da amostra deve estar no
intervalo detalhado na Tabela 7 no canal verde (FAM). Se a amostra ficar fora desse intervalo,

serd exibido o seguinte:

Tabela 7. Valores aceitaveis da reacdo de mutagdo da amosira

Reacdo Mistura de reacdo Canal Intervalo de C;

Reagdo de mutagdo T790M Green (FAM) 0,00-40,00
Delegdes Green (FAM) 0,00-40,00
L858R Green (FAM) 0,00-40,00
Todas as trés mutacdes Yellow (HEX) 29,85-35,84
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Nota: Se uma amostra ndo gerar um Cr (por exemplo, Cr > 40), poderéd ser devido & presenga

de um inibidor, um erro no preparo do ensaio ou & falta de DNA de EGFR amplificavel.

e O valor de Crdo controle interno esté entre 29,85 e 35,84: ndo hd DNA de EGFR
amplificavel.

® O vdlor de Cr do controle interno ndo estd entre 29,85 e 35,84: isso pode indicar um erro
no preparo do ensaio ou a presenca de um inibidor. E possivel reduzir o efeito de um

inibidor diluindo a amostra, embora isso também diluird o DNA.
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Valor de C; de
FAM de controlo
da amostra

Valores de C; de

HEX de ensaios de

mutagdo de
amostra

Valores de Cr de
FAM de mutagio
de amostra

Amostra diluida

Aamostra
necessita de
diluigao sim

0 Cr de FAM

0 Crde FAM
6<23,70?

do ensaio de controlo
estd no intervalo de
23,70231,102

SIM

0s valores de
C; de HEX de qualquer
mutagio sdo

<29,85?

0Crde FAM
de cada mutagio
esté no intervalo de
00,002 40,002

SIM

O tubo tem
amplificagdo FAM
positiva

l

Calcular os valores
de AC; de cada mutagéo.
ACr = C; de mutagéo - C; de controlo

Comparar o valor de AC; a0 intervalo
de AC; especificado para o ensaio

0 Cr de FAM
é>31,10?

Amostra invalida

SIM

A amostra podera
ndo conter ADN
amplificavel ou podera
conter um inibidor

Valores de Cr de
HEX de ensaios de
mutagdo de
amostra

Existe algum
valor de ACy dentro
do intervalo de ACy
especificado para
o ensaio?

SIM

Mutagdo EGFR detetada

para o ensaio de mutagdo

Figura 15. Fluxograma da andlise da mutacéo.

0 Cr de HEX
de mutagdo de
controlo interno esté no
intervalo de 29,85~

35,847

Ensaio invélido

Mutago no detetada
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Valor de Cr de FAM dos ensaios de mutacdo da amostra
Os valores de FAM de todas as trés misturas de reagdo de mutagdo devem ser comparados

aos valores apresentados na Tabela 8.

Conforme indicado abaixo, calcule o valor de ACrde cada amostra de mutagdo que apresente
amplificagdo positiva, certificandose de que os valores de Crde mutagdo e de controle sejam

da mesma amostra.
ACt = Ct de mutagdo — Cr de controle

Compare o valor de ACrda amostra com o ponto de cut-off do ensaio em questdo (Tabela 8),

garantindo que o ponto de cutoff correto seja aplicado a cada ensaio.

Tabela 8. Valores de cut-off do ensaio de mutagdo

Ensaio de mutagdio Cut-offs de AC;
T790M <7,40
Delecdes <8,00
L858R <8,90

O ponto de cutoff é o ponto acima do qual poderd potencialmente existir um sinal positivo
devido ao sinal de fundo do primer ARMS no DNA de tipo selvagem. Se o valor de ACr da
amostra for superior ao ponto de cutoff, ela é classificada como “Mutation not detected”
(Mutacdo ndo detectada) ou além dos limites de deteccdo do kit. Se o valor da amostra for
igual ou inferior o ponto de cutoff, a amostra é considerada positiva para uma mutagdo

detectada por esse ensaio.

Nota: Para as amostras que ndo apresentam Crde mutagdo FAM, é necessdria uma avaliagdo
do Cr (HEX) do controle interno para determinar se a mutagéo néo é detectada ou se o ensaio
éinvdlido. Se o valor de Crde HEX estiver entre 29,85 e 35,84, a mutagdo ndo serd detectada.

Se o valor de Cr de HEX estiver fora desse intervalo, a amostra serd invdlida.
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Resumindo, cada reacdo de mutacdo de cada amostra receberd um status de Mutacdo

detectada, Mutagdo ndo detectada ou Invdlida de acordo com os critérios a seguir.

Mutagdio detectada: A amplificagio FAM é positiva e o valor de ACr é igual ou inferior ao

valor de cut-off. Se vérias mutagdes forem detectadas, todas elas poderdo ser relatadas.

Mutacéio ndo detectada:

O A amplificagdo FAM ¢é positiva e o valor de ACy é superior ao valor de cutoff e o HEX
(controle interno) est& entre 29,85 e 35,84.

O A amplificagdo FAM é negativa e o HEX (controle interno) esté entre 29,85 e 35,84.

Invélida: A amplificagdo FAM é negativa e a amplificagdo HEX estd fora das

especificagdes.
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Guia de solugdo de problemas

Este guia de solucdo de problemas pode ser Gtil para resolver qualquer problema que possa
surgir. Para obter mais informagdes, consulte também o pdgina de perguntas frequentes
FAQ) de  Suporte
www.qiagen.com/FAQ/FAQList.aspx. Os cientistas da Assisténcia Técnica da QIAGEN estdo

(Frequently ~ Asked  Questions, no nosso Centro Técnico:

sempre disponiveis para responder a quaisquer questdes que vocé possa ter sobre as
informagdes e os protocolos contidos neste manual ou sobre as tecnologias de amostragem e

ensaio (para obter informagdes de contato, consulte o verso do manual ou acesse

www.qiagen.com).

Comentdrios e sugestoes

Nenhum sinal com o Controle posifivo [Positive Confrol, PC) do EGFR no canal de fluorescéncia Cycling Green

O canal de fluorescéncia

a) Para a andlise de dados, selecione o canal de fluorescéncia Cycling
selecionado para a andlise de Green para a PCR analitica do EGFR e o canal de fluorescéncia
dados de PCR ndo atende ao Cycling Yellow para a PCR do controle interno.
protocolo.

b) Programagéo incorreta do perfil de  Compare o perfil de temperatura com o protocolo e, se incorreto,
temperatura do instrumento Rotor repita a execugdo.

Gene Q MDx 5plex HRM

¢) Preparo incorreto da PCR Verifique os seus passos de trabalho com relagdo ao esquema de

pipetagem e repita a PCR, caso seja necessdrio.

d) As condicdes de armazenamento Verifique as condicdes de armazenamento e a data de validade dos
para um ou mais componentes do reagentes (veja o rétulo do kit) e, se necessdrio, utilize um novo kit.
kit ndo cumprem as instrucdes
fornecidas em “Armazenamento e
manuseio de reagentes” (pagina 13)

e) A data de validade do therascreen  Verifique as condicdes de armazenamento e a data de validade dos

EGFR Plasma RGQ PCR Kit expirou

reagentes (veja o rétulo do kit) e, se necessdrio, utilize um novo kit.
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Comentdrios e sugestoes

Sinais com os controles negativos no canal de fluorescénda Cycling Green da PCR analitica

Ocorreu contaminagdo durante o Repita a PCR com novos reagentes nas réplicas.

preparo da PCR Se possivel, feche os tubos de PCR diretamente apés adicionar a

amostra a ser testada.

Certifique-se de que o local de trabalho e os instrumentos sejam
descontaminados regularmente.

Controle de qualidade

Em conformidade com o Sistema de Gestdo de Qualidade da QIAGEN certificado pela 1SO,
cada lote do therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit é testado com relacdo a especificagdes

predeterminadas para garantir a qualidade consistente do produto.
Limitacoes

Os resultados do produto devem ser interpretados tendo em conta todos os dados clinicos e

laboratoriais relevantes e ndo devem ser utilizados para diagnéstico de forma isolada.

O produto deve ser usado apenas por pessoal devidamente treinado e especializado em

procedimentos de diagnéstico in vitro e do instrumento Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM.
Os estudos de validagdo andlitica incluiram DNA humano extraido de amostras de plasma.

O produto destinase a uso exclusivo no ciclador de reakltime PCR do Rotor-Gene Q MDx 5ple x

HRM.

Para obter resultados otimizados, deve-se observar rigorosamente o Manual do therascreen
EGFR Plasma RGQ PCR Kit. NGo é recomenddvel diluir os reagentes de forma diferente &

descrita neste manual, j& que pode ocorrer uma diminuicdo do desempenho.
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Deve-se prestar atencdo s datas de validade e as condigdes de armazenamento impressas na
caixa e nos rétulos de todos os componentes. N&o utilize componentes cuja data de validade

tenha expirado ou que tenham sido incorretamente armazenados.

Os primers na mistura de reagdo de delegdes do EGFR foram concebidos tendo como alvo
miltiplas delecdes do éxon 19, abrangendo os nucleotideos 55174772 a 55174795
(GRCh38 chr7), um intervalo de 23 bp.

Embora o ensdio de delecdes do éxon 19 tenha sido andliticamente validado e tenha
demonstrado a capacidade para detectar delecdes especificas no éxon 19 (consulte a
Tabela 13 deste manual), é possivel, entretanto, que mutagdes adicionais (incluindo, entre
outras, delegdes adicionais do éxon 19, insercdes do éxon 19 e a mutagdo L747P) sejam

amplificadas pela Mistura de reagdo de delecdes.

Se estiverem presentes, essas mutagdes adicionais dardo origem a um resultado “Deletions

Detected” (Delegdes detectadas) para uma dada amostra de paciente.

Além disso, é possivel que a mutacdo L858Q seja detectada pela Mistura de reacdo de L858R.
Portanto, se estiver presente em uma amostra de paciente, a mutagdo L858Q poderd dar

origem a um resultado “L858R Mutation Detected” (Mutagdo L858R detectada).
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Caracteristicas de desempenho

Sensibilidade analitica - limite de branco (Limit of Blank, LOB)

Para avaliar o desempenho do therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit na auséncia de modelo
e para assegurar que uma amostra em branco ou uma amostra com DNA de tipo selvagem
ndo gere um sinal andlitico que possa indicar uma baixa concentragdo de mutagdo, foi
avaliado o DNA de tipo selvagem de EGFR do plasma de pacientes com CPCNP a partir de
59 amostras diferentes. Os critérios de aceitagdo do estudo (pelo menos 95% das amostras de

tipo selvagem devem ter um valor de ACr superior ao respectivo cut-off) foram cumpridos.
Limite de deteccdo (Limit of Detection, LOD)

O LOD é a porcentagem minima de DNA mutante que pode ser detectada em um fundo de
DNA de tipo selvagem quando o DNA amplificavel total (no intervalo de entrada) produziu
determinacdes de mutagdes corretas a 95% para cada amostra positiva da mutagdo (C95). O
intervalo de trabalho de entrada do DNA para o ensaio é definida pelo Cr de controle no

intervalo pré-especificado de 23,70 a 31,10.

O LOD foi determinado em niveis baixos de entrada de DNA (C; de controle de
aproximadamente 30,10) usando o DNA derivado do tecido FFPE do therascreen EGFR RGQ
PCR Kit. O LOD foi determinado usando espécimes clinicos FFPE e linhas celulares FFPE em

niveis baixos de entrada de DNA para essas mutagdes do EGFR.

Os valores de LOD estabelecidos usando o tecido FFPE foram verificados para o therascreen
EGFR Plasma RGQ PCR Kit com o DNA derivado de amostras de plasma mutantes positivas

artificiais.
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As reivindicagdes finais de LOD listadas na Tabela 9, na pdgina a seguir, indicam a

porcentagem de mutacdo que gerou uma probabilidade prevista de determinagdes corretas de

95% para cada mutagdo.

Tabela 9. LODs para cada ensaio de mutagéo do EGFR

Exon Mutagdo ID COSMIC* % de reivindicagdo de LOD
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 Delecdes 12678 10,40°
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*

* Reivindicagdes de LOD verificadas no plasma como parte do estudo de confirmagdo do LOD do therascreen EGR

Plasma RGQ PCR Kit.

1 Estas mutagdes ndo foram confirmadas no plasma.
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Sensibilidade analitica — Cut-offs de ACt

Foi adotada uma abordagem com base no risco em relagdo &s taxas de falsos positivos ao
definir os cut-offs do ensaio e foram usados os valores estimados de LOB como um componente
no desenvolvimento dos valores de cutoff. Os respectivos cutoffs de ACr de cada ensaio de

mutacdo no therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit estdo na Tabela 10.

Tabela 10. Cut-offs de A C; do therascreen EGFR PlasmaRGQ PCR Kit

Ensaio de mutacdo Cutoffs de AG
T790M <7,40
Delecdo < 8,00
L858R <8,90

Repetibilidade e reprodutibilidade

A repetibilidade e a reprodutibilidade foram avaliadas ao testar o nivel de mutagdo em 3xLOD
em um fundo de DNA genémico de tipo selvagem em 3 locais de teste usando vdrios lotes de
kits, operadores e execugdes em dias diferentes e com 2 réplicas de cada amostra. Todas as
amostras de DNA mutante dos 3 ensaios de mutagdo foram positivas para mutagdo. As
amostras de tipo selvagem foram negativas para mutacdo em todos os ensaios e em todos os

locais.
Efeito da entrada de DNA em valores Cr

O nivel de entrada de DNA ¢ definido como a quantidade total do DNA de EGFR amplificavel
em uma amostra, como determinado pelos valores de Cr da reagdo de controle. Para
demonstrar que o desempenho do therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit é consistente em
todo o intervalo de Ct da reacdo de controle (23,70 a 31,10), todos os 3 ensaios de mutacdo
do EGFR foram testados com relagdo a uma série de dilvigdo 1 em 3 de 6 pontos (DNA

extraido de linhas celulares FFPE). O Cralvo para a diluigdo 1, para cada mutagdo, foi de
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aproximadamente 24,70. A dilvigdo final, que produziu um Cr de aproximadamente 32-33,

estava fora do intervalo de Cr da reacdo de controle.

Em geral, os valores de ACr medidos em diferentes niveis de entrada de DNA total foram

consistentes por todo o intervalo de trabalho do therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit.

Substdncias interferentes

Substancias endégenas interferentes

As substancias potencialmente interferentesforam misturadas com amostras de plasma positivas
mutantes artificiais a 3xLOD. As amostras foram testadas com o therascreen EGFR Plasma RGQ
PCR Kit. As amostras com substdncias potencialmente interferentes foram comparadas s
amostras de plasma positivas mutantes artificiais a 3xLOD sem substancias interferentes

misturadas. Cada substéncia interferente foi testada com 4 réplicas.

Uma diferenca de > 2x os desvios padrdo (DP) (de acordo com o estudo de precisdo) entre o
ACr de “teste” e o de “controle” (por exemplo, sem substéncia interferente) indicou uma

interferéncia em potencial. Nesses exemplos, é fornecida a diferenca observada no ACr.

As concentracdes de teste fornecidas na Tabela 11 foram selecionadas com base nas
orientagdes fornecidas na diretriz EPO7-A2 do CLS| e sdo representativas das concentragée s

mdximas esperadas em uma amostra clinica.

Nota: Esses compostos enddgenos foram misturados com amostras de plasma  positivas
mutantes artificiais que incluiam plasma de doadores sauddveis. Portanto, esses compostos
enddégenos estariam presentes naturalmente nas amostras em concentracdes desconhecidas
antes da mistura. A concentracdo final de cada substdncia enddgena potencialmente

interferente testada seria provavelmente maior do que a concentragdo de teste.
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Tabela 11. Substancias endégenas potencialmente inferferentes

Substéncia pofencialmente inferferente (SI) Concentracéo de teste
Bilirrubina n&o conjugada 150 mg/dl
Hemoglobina (humana) 0,2 g/dl
Triglicérides 3 g/dl

Ensaio T790M

Os compostos endégenos a seguir nas concentragdes definidas na Tabela 11 tiveram um efeito
> 2xDP (0,40 de ACq) no desempenho do ensaio T790M:

e Triglicérides, diferenca de 1,37 de AC;
Ensaio de delegoes

Os compostos endégenos a seguir nas concentragdes definidas na Tabela 11 tiveram um efeito
> 2xDP (0,71 de ACq) no desempenho do ensaio de delecdes:

® Hemoglobina, diferenca de 0,80 de ACy

Ensaio L858R

Os compostos endégenos a seguir nas concentragdes definidas na Tabela 11 tiveram um efeito
> 2xDP (0,56 de ACt) no desempenho do ensaio L858R:

e Bilirrubinag, diferenca de 1,13 de ACy
e Triglicérides, diferenca de 1,53 de ACt

Substéncias exdgenas interferentes

As substéncias potencialmente interferentesforam misturadas com amostras de plasma positivas

mutantes artificiais a 3xLOD. As amostras foram testadas com o therascreen EGFR Plasma RGQ
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PCR Kit. As amostras com substdncias potencialmente interferentes foram comparadas s
amostras de plasma positivas mutantes artificiais a 3xLOD sem substancias interferentes

misturadas. Cada substéncia interferente foi testada com 4 réplicas.

Uma diferenca > 2x os desvios padrdo (de acordo com o estudo de precisdo) entre o ACr de
“teste” e o ACr de “controle” (por exemplo, sem substdncia interferente) indicou uma

interferéncia em potencial. Nesses exemplos, é fornecida a diferenca observada no ACr.

As concentracdes de teste na Tabela 12 foram selecionadas com base nas orientacdes
fornecidas na diretriz EPO7-A2 do CLS| e ndo excedem a concentragdo terapéutica em todos

0OSs Casos.

Tabela 12. Substancias endégenas potencialmente inferferentes

Substéncia potencialmente interferente (SI) Concentracdo de teste (pg/ml)
Hidrobrometo de citalopram 0,75

Cloridrato de paroxetina hemiidratado 1,14

Cloridrato de sertralina 0,67

Cloridrato de fluoxetina 3,87

Acetaminofeno 200,7

K; EDTA 3600

Ensaio T790M

Os compostos exdgenos a seguir nas concentragdes definidas na Tabela 12 possuem um efeito
> 2xDP (0,40 de ACq) na execugdo do ensaio T790M:

e Hidrobrometo de citalopram, diferenca de 0,52 de ACy
e Cloridrato de sertraling, diferenca de 0,47 de ACr
® Cloridrato de fluoxetina, diferenca de 0,48 de ACt
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Ensaio de delegoes

Os compostos exdgenos a seguir nas concentracdes definidas na Tabela 12 possuem um efeito

> 2xDP (0,71 de ACy) na execucdo do ensaio de delecdes:
e Fluoxetina, diferenca de 0,73 de ACt

Ensaio L858R

Os compostos exdgenos a seguir nas concentragdes definidas na Tabela 12 possuem um efeito
> 2xDP (0,56 de ACq) na execugdo do ensaio L858R:

Hidrobrometo de citalopram, diferenca de 0,72 de ACy
Cloridrato de paroxetina hemiidratado, diferenca de 0,92 de AC;
Cloridrato de sertralina, diferenca de 0,82 de ACt

Cloridrato de fluoxetina, diferenca de 0,98 de ACt
Acetaminofeno, diferenca de 0,81 de ACy

K2 EDTA, diferenca de 0,57 de ACr
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Desempenho clinico

O ensaio clinico NCT01203917 foi um estudo de segmento Unico aberto de fase IV para
avaliar a eficdcia e a seguranca/tolerabilidade de gefitinib de primeira linha em pacientes

caucasianos com CPCNP de estadio [IIA/B/IV com mutagdo positiva do EGFR.

A elegibilidade dos pacientes para a participagdo no ensaio clinico NCT01203917 foi
determinada pela presenca de mutagdes sensibilizadoras de EGFR. O status da mutagdo do
EGFR dos pacientes com CPCNP foi avaliado usando o Ensaio de avaliagdo clinica (Clinical
Trial Assay, CTA) com DNA de amostras de tecido e plasma correspondentes. O estudo
continha um objetivo exploratério de biomarcadores pré-planejado para estabelecer se as
amostras de plasma poderiam ser consideradas para a andlise de mutagdo caso as amostras
de tecido estivessem indisponiveis. Os resultados demonstraram altas taxas de concordéncia
entre as amostras de tecido e plasma correspondentes a 94,3%, com uma especificidade de
ensaio de 99,8% e sensibilidade de 65,7%.

Os testesretrospectivos de espécimes de plasma de pacientes examinados para o ensaio clinico
NCT01203917 foram efetuados utilizando o therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit. Foi
realizado um estudo comparativo para avaliar a concordéncia do therascreen EGFR Plasma
RGQ PCR Kit com o CTA (Clinical Trial Assay, CTA) utilizado para selecionar pacientes para
o ensaio clinico NCT01203917. Foi demonstrada a equivaléncia entre o CTA (Clinical Trial
Assay, CTA) e o therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit.
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Informacdes de contato

Para obter assisténcia técnica e mais informagées, consulte o nosso Centrode Suporte Técnico
no site www.giagen.com/Support, ligue 00800-22-44-6000 ou contate um dos Departamentos
de Assisténcia Técnica da QIAGEN ou os distribuidores locais (consulte o verso do manual ou

acesse www.giagen.com).
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Simbolos

Os seguintes simbolos podem aparecer na embalagem e no rétulo:

Simbolo Defini¢do do simbolo

Contém reagentes suficientes para <N > reacdes

Z
\

Data de validade

<
o

>ERTHEE AR R <

Dispositivo médico de diagnéstico in vitro

Referéncia

—

(0] Ndmero de lote
Ndmero de material
Componentes
Contém

Nimero

Ndmero global de item comercial

Limites de temperatura

Fabricante

Consultar as instrucdes de uso

Cuidado
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Anexo A: Detalhes da mutacdo

A Tabela 13 mostra os IDs COSMIC retirados do Catalogue of Somatic Mutations in Cancer
(Catdlogo de mutagdes somdticas no Cancer) (www.sanger.ac.uk/
genetics/CGP/cosmic).

Tabela 13. Lista de mutagdes e IDs COSMIC

Mutacdo Exon Mudanca de base ID COSMIC
T790M 20 2369C>T 6240
L858R 21 2573T>G 6224
2235_2249del15 6223
2235_2252>AAT (complexo) 13551
2236_2253del18 12728
2237_2251del15 12678
2237 _2254del18 12367
2237_2255>T (complexo) 12384
2236_2250del15 6225
2238 _2255del18 6220
2238_2248>GC (complexo) 12422
Delegdes 19 2238_2252>GCA (complexo) 12419
2239_2247del9 6218
2239_2253del15 6254
2239_2256del18 6255
2239_2248TTAAGAGAAG>C (complexo) 12382
2239_2258>CA (complexo) 12387
2240_2251del12 6210
2240_2257del18 12370
2240_2254del15 12369
2239_2251>C (complexo) 12383
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Informagdes para pedidos

Produto Conteido Ref.
therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit para a deteccéo de mutagdes no gene
EGFR
therascreen EGFR Plasma RGQ Para 24 reacdes: 1 ensaio de controle, 870311
PCR Kit (24) 3 ensaios de mutacdo, controle
positivo, Tag DNA polimerase
Rotor-Gene Q MDx e acessérios
Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM Ciclador de reaktime PCR e analisador 9002033
System de fusdo de alta resolugdo com
5 canais (verde, amarelo, laranjg,
vermelho, carmesim) e canal HRM,
computador laptop, software,
acessérios, 1 ano de garantia em
componentes e mdo de obra;
instalagdo e treinamento ndo incluidos
Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM  Ciclador de realtime PCR e analisador 9002032
Platform de fusdo de alta resolucdo com
5 canais (verde, amarelo, laranja,
vermelho, carmesim) e canal HRM,
computador laptop, software,
acessérios, 1 ano de garantia em
componentes e mdo de obra;
instalagdo e treinamento
Loading Block 72 x 0.1 ml Tubes Bloco de aluminio para preparo 9018901
manual da reagdo com pipeta
monocanal em 72 tubos de 0,1 ml
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Produto Contetdo Ref.

Strip Tubes and Caps, 0.1 ml 250 tiras de 4 tubos e tampas para 981103
(250) 1000 reagdes

Strip Tubes and Caps, 0.1 ml 10 x 250 tiras de 4 tubos e tampas 981106
(2500) para 10.000 reagdes

Produtos relacionados

QlAamp Circulating Nucleic Para 50 preparacdes: colunas 55114
Acid Kit QlAamp Mini, extensores de tubos

(20 ml), QIAGEN Proteinase K, Carrier

RNA, tampdes, VacConnectors e

Collection Tubes (1,5 ml e 2 ml)

Para obter informagées de licenciamento atualizadas e isengdes de responsabilidade
especificas do produto, consulte o manual do usuério ou o manual do kit QIAGEN
correspondente. Os manuais do usudrio e os manuais de kits QIAGEN estdo disponiveis em
www.giagen.com ou podem ser solicitados & Assisténcia Técnica da QIAGEN ou co seu

distribuidor local.
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Histérico de revisdes do documento

Documento

Alteragdes

R2, abril de 2018

R3, janeiro de 2019

R4, outubro de 2019

Atualizagdo da marca Sample fo Insight

Esclarecimento sobre as temperaturas de preparo e armazenamento em “Armazenamenbo e
manuseio de reagentes” e na Tabela 1.

Figura 15: Alteracgo da caixa “O Crde FAM é < 31,102" para “O Crde FAM é > 31,102
e pequenas alferagdes de fexto.

Remogdo e substituicdo da secdo “Efeito da concentragdo do DNA de entrada” por uma
nova secdo “Efeito da entrada de DNA nos Avalores de C”.

Tabela 11: Corregdo da concentragdo de hemoglobina (humana) testada de 2 g/dl para
0,2 g/dl.
Pequenas alteragdes ao longo do texto.

Adi¢do de Representante autorizado (capal). Atualizagdo da Segdo “Simbolos”.

Alteracgo de Fabricante legal (pdgina de rosto)

Adaptagdo do nome do instrumento, de Rotor-Gene Q MDx para Rotor-Gene Q MDx 5 plex
HRM, para estar alinhado com o nome no rétulo do instrumento

Corregdo das instrugdes de armazenamento do reagente de 90 dias para 12 meses ou dé
a data de validade

Atualizacdo da secdo Limitacdes com informagdes relativas ao ensaio de delecdes do éxon
19 e ao ensaio LB58R

Revisdo da Tabela 9 para substituir o LB58R do éxon 21 duplicado pelas delegdes do é&on
19

Remogdo do simbolo EC + REP da pdgina de rosto e da segdo Simbolos
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Acordo de licenca limitada para o therascreen EGFR Plasma RGQ PCRKit

1.

2.

O uso deste produto implica a concordancia por parte de qualquer comprador ou usudrio do produto com os seguintes fermos:

O produto deverd ser usado unicamente em conformidade com os profocolos fornecidos com o produto e com o presenfe manudl e recorrendo & utilizagdo exclusiva
de componentes contidos no kit. Nos fermos dos direitos de propriedade infelectual, o QIAGEN ndo concede nenhuma licenca para usar ou incorporar os
componentes deste kit com quaisquer componentes ndo incluidos nele, salvo conforme descrito nos protocolos  fornecidos com o produto, no presente manudl e em
quaisquer profocolos  adicionais disponiveis em www.giagen.com. Alguns desses profocolos adicionais foram fornecidos pelos usudrios da QIAGEN para usudrios
da QIAGEN. Esses protocolos ndo foram festados por complefo nem ofimizados pela QIAGEN. A QIAGEN ndo garante nem fornece garanfias de que eles ndo
infrinjom os direitos de ferceiros.

Com excegdo de licengas expressamente declaradas, o QIAGEN néo fornece qualquer garanfia de que este kite/ou a sua ufilizagdo néo infrinjom os direitos de
ferceiros.

Este kite seus componentes esido licenciados para uso Unico e ndo podem ser reufilizados, reconstruidos ou revendidos.

A QIAGEN renuncia especificamente a quaisquer oufras licengas, expressas ou implicitas, & excecdo das expressamente indicadas.

O comprador e o usudrio do kit concordam em ndo fomar nem permitir que ferceiros tomem medidas que possam levar a ou facilitor qualquer um dos alos acima
proibidos. A QIAGEN pode fazer cumprir as proibicdes deste Acordo de licenca limitada em qualquer Tribunal e ird recuperar todos seus custos de investigagdo e

de Tribunal, incluindo honordrios de advogados, em qualquer acdo destinada a fazer cumprir esle Acordo de licenca limitada ou qualquer um de seus direitos de
propriedade infelectual relafivos co kit e/ou seus componentes.

Para obler os fermos de licenga alualizados,  visite www.gjagen.com.

Marcas comerciais: QIAGEN®, Sample fo Insighr®, QIAamp®, therascreen®, Rotor-Gene®, Scorpions® (Grupo QIAGEN); FAM™, HEX™ (Thermo Fisher Scientific Inc.);
RESSA® (Grupo AstaZeneca). Os nomes registrados, marcas registradas efc. ufilizados nesle documento, mesmo quando ndo marcados especificamente como fdl, devem
ser considerados profegidos pela lei.

1119189 102019 HB-1898-005 © 2019 QIAGEN, fodos os direitos reservados.
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