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Avsedd anvéndning

therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit &r ett in vitro-diagnostiskt test for detektion av exon
19-borttagningar, exon 20- och 21-substitutioner (T790M respektive L858R) i genen fér
epidermal tillvaxtfaktorreceptor (Epidermal Growth Factor Receptor, EGFR) och ger en
kvalitativ bedémning av mutationsstatusen. Resultaten ska hijdlpa lékarna att identifiera
patienter med NSCLC som &r sannolikt lémpade fér behandling med IRESSA® (gefitinib) nér

eft vévnadsprov inte kan utvarderas.

therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit ska anvéndas av utbildad personal i en professionell
laboratoriemilid med DNA-prover som har extraherats ur plasma som erhéllits frén blod hos

patienter med icke-smécellig lungcancer (Non-Small Cell Lung Cancer, NSCLC).

therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit &r avsett for in vitrodiagnostisk anvéndning.
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Sammanfattning och férklaring

therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit &r fardigt for anvéndning fér detektion av mutationer
i den cancerrelaterade EGFRgenen med PCR+eknik (Polymerase Chain Reaction, PCR) pa
Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-instrument.

Tack vare Scorpions® och ARMS+teknik méjliggér therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit
detektion av féljande EGFR-genmutationer mot en bakgrund av genomiskt vildtyps-DNA.

® Borttagningar i exon 19

e T/90M

e [858R

De metoder som anvands &r mycket selektiva, och beroende p& den totala mangden
forekommande DNA kan en l&g procentandel mutant detekteras i en bakgrund av genomiskt
vildtypsDNA.  Selektiviteten och detektionsgrénserna  ér  &verldgsna  annan  teknik,

t.ex. fargsekvensering.
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Anvandningsprinciper

| therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit anvdnds tvd typer av teknik — ARMS och

Scorpions — for detektion av mutationer i reaktime PCR.

ARMS

Allel- eller mutationsspecifik amplifiering uppnés genom aft anvénda ARMS (Amplification
Refractory Mutation System). Tag DNA-polymeras (Taq) ar effektivt nar det géller att skilja pd
en matchning och en felmatchning vid 3'-dnden av en PCR-primer. Specifikt muterade
sekvenser amplifieras selektivt, Gven i prover dér majoriteten av sekvenserna inte bar pé
mutationen. Né&r primern &r helt matchad fortsétter amplifieringen med full effekt.

Nar 3' basen inte matchar sker endast bakgrundsamplifiering p& &g nivé.

Scorpions

Detektion av amplifiering utférs genom att anvénda Scorpions. Scorpions &r bifunktionella
molekyler med en PCR-primer som &r kovalent bunden till en prob. Fluoroforen i den har
proben samverkar med en quencher, Gven den integrerad i proben, som minskar
fluorescensen. Medan PCR pé&gér ndr proben binds till amplikon separeras fluoroforen och

quenchern. Detta leder till en 8kning av fluorescens fran reaktionsréret.
Kitets format
Fyra analyser ingér i therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit:

® En kontrollanalys (Ctrl)

® Tre mutationsanalyser
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Samtliga reaktionsmixar innehéller reagenser for att detektera mél som &r méarkta med
FAM™, och en intern kontrollanalys som ar mérkt med HEX™. Den interna kontrollanalysen
mojliggdr detektion av hémmare, vilka kan leda till aft eft falskt-negativt resultat uppstdr.
FAM-amplifiering  kan  konkurrera ut internkontrollomplifieringen  och  syftet med
internkontrollen &r helt enkelt att visa att om det inte finns nédgon FAM-amplifiering é&r

resultatet sant negativt och inte en misslyckad PCR-reaktion.
Analyser

Kontrollanalys

Kontrollanalysen, markt med FAM, anvands for att beddma den totala mangden DNA i ett
prov. Denna analys amplifierar ett omrédde av exon 2 i EGFR-genen. Primern och proben har

utformats s& att de undviker kanda EGFR-polymorfismer.

Mutationsanalys

Varje mutationsanalys innehdller en FAM-mérkt Scorpionsprob och en ARMS-primer for

urskilining mellan vildtypsDNA och ett specifikt mutant-DNA.
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Kontroller
Alla experimentkdrningar méste innehdlla féliande kontroller:

Positiv kontroll

Varje kérning maste innehdlla en positiv kontroll irér 1-4. therascreen EGFR Plasma RGQ
PCR Kit innehéller EGFR-positiv kontroll (Positive Control, PC) som ska anvéndas som mall i
den positiva kontrollreaktionen. De positiva kontrollresultaten beddms for att garantera att

kitet fungerar inom de angivna acceptanskriterierna.

Negativ kontroll

Varje kérning méste innehélla en negativ kontroll (kontroll utan mall; No-Template Contral,
NTC) i rér 9-12. NTC bestdr av nukleasfritt vatten (H2O) som ska anvéndas som “mall” i
kontrollen utan mall. Kontrollen utan mall anvéands fér att bedéma potentiell kontaminering

under kérningskonfigurationen samt fér att bedéma effekten hos internkontrollreaktionen.

Bedémning av internkontrollreaktion

Varje reaktionsmix innehdller en internkontroll utéver mélreaktionen. Ett misslyckande
indikerar antingen férekomst av hdmmare som kan leda fill falskt negativa resultat eller en

felaktig hantering av det aktuella réret vid férberedelsen.

Om internkontrollen misslyckas p& grund av PCR-hémmare kan spddning av provet minska
effekten hos hammarna, men det leder aven fill spadning av malDNA. FAM-amplifiering kan
konkurrera ut internkontrollamplifieringen s& att det genererade IC Cr (HEX)-vardet kan

hamna utanfér angivet intervall. FAMresultaten é&r fortfarande giltiga fér dessa prover.
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Material som medfélier

Kitinnehall

therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit (24)
Katalognr. 870311
Antal reaktioner 24
R&d Control Reaction Mix (Kontrollreaktionsmix) Ctrl 2 x 600 pl
Lila T790M Reaction Mix (T790M:-reaktionsmix) T790M 600 pl
Orange Deletions Reaction Mix (Reaktionsmix fér borttagningar) Del 600 pl
Rosa L858R Reaction Mix (L85 8R-reaktionsmix) L858R 600 pl
Beige EGFR Positive Control (EGFR-positiv kontroll) PC 300 pl
Mint Taq DNA Polymerase (Taq DNA-polymeras) Taq 2 x 80 pl
Vit Nuclease-Free Water for No Template Control NTC 1x1,9ml
(Nukleasfritt vatten fér kontroll utan mall)
Vit Nuclease-Free Water for Dilution Dil 1x1,9ml

(Nukleasfritt vatten fér spadning)
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Material som behdvs men inte medfdlier

Anvénd alltid lamplig laboratorierock, engangshandskar och skyddsglaségon vid hantering
av kemikalier. Mer information finns i ftillampliga sdkerhetsdatablad (Safety Data Sheets,

SDS) som kan erhdllas av respektive tillverkare.

DNA-extraktionskit (se “Procedur”, sidan 16)

Sérskilda pipetter * (justerbara) fér provberedning

Sarskilda pipetter* (justerbara) for beredning av PCR-huvudmix
Sarskilda pipetter* (justerbara) fér dosering av DNA-mall

DNase-, RNase- och DNAfria pipettspetsar med filter (fér att undvika korskontaminering
rekommenderar vi pipettspetsar med aerosolbarricr)

Vattenbad eller liknande produkt som har kapacitet for 50 mlcentrifugrér i 60 °C.
Varmeblock eller liknande produkt som har kapacitet fér inkubering i 56 °C*

Krossad is

Bankcentrifug* med rotor fér 2 mlreaktionsrér

Vortexblandare

Instrumentet Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM* 1 med fluorescenskanaler fér Cycling Green
och Cycling Yellow (detektion av FAM respektive HEX)

Rotor-Gene Q-programvaruversion 2.3

® Strip Tubes and Caps, 0.1 ml, for anvandning med 72-Well Rotor (kat.nr 981103 eller
981106)

DNase-, RNase- och DNAfria mikrocentrifugrér fér beredning av huvudmixar

® loading Block 72 x 0.1 ml Tubes, aluminiumblock fér manuellt iordningstéllande av
reaktioner med en enkanals-pipett (QIAGEN kat.nr 9018901)

* Sakerstdll att instrumenten har kontrollerats och kalibrerats enligt tillverkarens rekommendationer.
t I vissa lénder kan instrumentet Rotor-Gene Q 5 plex HRM med tillverkningsdatum maj 2011 eller senareanvéndas.
Tillverkningsdatumet kan utldsas fran serienumret p& baksidan av instrumentet. Serienumret har formatet “mmyynnn”

dér “mm"” anger ménaden i illverkningsdatumet med siffror, “yy” anger de tv& sista siffrorna i tillverknings aret och
“nnn” &r en unik identifieringskod fér instrumentet.
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Varningar och férsiktighetsatgérder

For in vitro-diagnostisk anvandning
For professionell anvandning

Sakerhetsinformation

Anvand alltid lémplig laboratorierock, engé&ngshandskar och skyddsglaségon vid hantering
av kemikalier. Mer information finns i fillimpliga sékerhetsdatablad (Safety Data Sheets,
SDS). De &r tillganglign p& webben i behdndigt PDFformat p& adressen
www.qgiagen.com/safety, dér du kan hitta, visa och skriva ut sdkerhetsdatablad fér varje
QIAGENit och kitkomponent.

Allméanna sakerhetsatgarder
Anvéandaren ska alltid lagga sarskild vikt vid féljande:

® Anvand DNase-, RNase- och DNAfria pipettspetsar med filter och kontrollera att pipetterna
har kalibrerats enligt tillverkarens instruktioner.

® Forvara och extrahera positivt material (prover och positiva kontroller) separerat fran alla
andra reagenser, och tillsétt dem i reaktionsmixen i ett separat utrymme.
Tina alla komponenter omsorgsfullt i rumstemperatur (15-25 °C) innan analysen pébérias.
Nér komponenterna tinats ska de blandas genom att vénda varje rér 10 génger och

centrifugerasen kort stund.
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Obs! lakttag storsta forsiktighet for att forhindra att PCR  kontamineras av  syntetiskt
kontrollmaterial. Vi rekommenderar att separata, fér dndamélet avsedda, pipetter anvénds
for iordningstdllande av reaktionsmixar och tillsats av DNA-mall. Beredning och fordelning
av reaktionsmixar mdste utfras i ett omrdde avskilt frén omradet dar mall tillsatts. Rotor-
Gene Qrér far inte Sppnas efter att PCRkérningen har avslutats. Detta for aft férhindra

laboratoriekontaminering frén produkter efter PCR-k&rningen.

Obs! Reagenserna &r validerade fér manuellt iordningstéllande. Om en automatisk metod
anvdnds kan antalet mojliga reaktioner minska eftersom reagenserna maste fylla

"dédvolymer” pd dessa instrument.

Obs! Alla reagenser i therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit har utformats sarskilt for att
anvdndas med de angivna testerna. Alla reagenser som medfélier therascreen EGFR Plasma
RGQ PCR Kit &r avsedda att anvdndas enbart tillsammans med &vriga reagenser i samma
therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit.

For att basta effekt ska kunna garanteras fér kitets reagenser inte bytas ut mot négot annat

reagens.

Obs! Anvand endast det Tag DNA-polymeras (Tag) som medféljer i kitet. Byt inte ut det mot
Tag DNA-polymeras fran andra kit av samma typ eller annan typ, och byt inte heller ut det

mot Taq DNA-polymeras frén en annan leverantér.

Obs! Reagenser till therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit har spétts ut optimalt. Vi
rekommenderar inte ytterligare spdadning av reagenser d& det kan resultera i férlorad
prestanda. Vi rekommenderar inte anvéndning av reaktionsvolymer mindre én 25 pl d& det

Skar risken for falskt negativa resultat.
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Férvaring och hantering av reagenser

therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit levereras pa torris. Om négon komponent i
therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit inte &r fryst vid ankomst, om den yttre férpackningen
har Sppnats under transporten eller om det soknas en bipacksedel, bruksanvisning eller
reagenser i leveransen ska du kontakta nédgon av QIAGENs tekniska serviceavdelningar

eller lokala distributérer (se www.qiagen.com).

therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit ska vid mottagandet omedelbart férvaras i-30 till -
15°C ien frys med konstant temperatur och skyddat mot ljus. Vid férvaring under de
angivna férvaringsvillkoren &r therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit hallbart fram till det

utgangsdatum som anges pa etiketten.

Nér reagenser har Sppnats kan de férvaras i originalférpackningen vid -30 till -15 °C i
12 ménader eller som léngst fram till det utgdngsdatum som anges pa& férpackningen.

Undvik att tina och frysa upprepade ganger. Overskrid inte hdgst dtta frys-/upptiningscykler.

Reagenserna méste tinas i rumstemperatur i minst 1timme och hogst 4,5 timmar. Nér
reagenserna dr klara fér anvéndning kan PCR-reaktionerna géras i ordning och Rotor-
Gene Qréren som innehdller huvudmixarna och DNA-provet ska omgéende laddas i Rotor-
Gene Q MDx 5plex HRM. Den totala tiden frén start av PCRkonfigurationen till kérningens

start ska inte dverskrida:

® 6 timmar vid fdrvaring i rumstemperatur

Obs! Den har tiden inkluderar bade PCR-konfiguration och férvaring.
e 18 timmar vid férvaring i kyl (2-8 °C)

Obs! Den hdr tiden inkluderar béde PCR-konfiguration och férvaring.
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Obs!  Scorpions (liksom alla fluorescensmarkta molekyler) i reaktionsmixreagenserna é&r
liuskénsliga. Skydda kontrol- och reaktionsmixreagenserna mot ljus fér att undvika

fotoblekning.

Reagenserna i therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit &r optimalt utspadda och de behéver
inte renas eller behandlas ytterligare innan de anvands i analys enligt instruktionerna i
bruksanvisningen (handboken) till therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit.

Var uppmérksam p& de utgdngsdatum och férvaringsvillkor som anges pé& férpackningen
och pé etiketterna till alla komponenter. Anvénd inte komponenter vars utgéngsdatum har

passerat eller som har férvarats felaktigt.
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Férvaring och hantering av prover

Obs! Alla prover maste behandlas som potentiellt smittsamt material.

Provmaterialet mdéste vara manskligt, genomiskt DNA extraherat frén plasma. Proverna
mdste transporteras enligt standardmdssig patologisk metod fér att garantera provets

kvalitet.
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Procedur

DNA-extrahering

Testegenskaper for  kitet togs fram med hjdlp av DNA som extraherats med
QlAamp®  Circulating  Nucleic  Acid  Kit  (kat.nr 55114).  Om du  anvénder
QlAamp Circulating Nucleic Acid Kit ska du utféra DNA-extraktionen enligt instruktionerna i

handboken och observera féljande:

Startvolymen fér plasma &r 2 ml.

® Innan DNA-extraktion utférs ska 2 ml plasma centrifugeras i 3 000 rpm i 2 minuter och
supernatanten Sverforas till ett rent ror.

® Volymen proteinas K ska vara 250 pl.
Nedbrytning av proteinas K ska utférasi 1 timme i 60 °C.
Renat genomiski DNA méste elueras i 55 pl AVE-buffert (medfslier i QlAamp Circulating
Nucleic Acid Kit).

® Forvara renat genomiskt DNA i -30 till -15 °C.

Obs! Alla analyser i therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit ger korta PCR-produkter.
therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit fungerar emellertid inte p& mycket fragmenterat
DNA.

16 Handbok for therascreen EGFR Plasma RGQ PCRKit  10/2019



Protokoll: Detektering av EGFR-mutationer

Viktigt att tanka pa fére start

Innan du bérjar med proceduren ska du lasa “Allménna sdkerhetsatgarder” p& sidan 11.
Ta dig tid aft bekanta dig med Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM innan du startar protokollet.

Se bruksanvisningen till instrumentet.
® Vortexa inte Tag DNA-polymeras (Tag) eller négon mix som innehdller Tag DNA-

polymeras, eftersom det kan leda till att enzymet inaktiveras.

Upp till 16 prover fér kéras pé en platta.

Pipettera Tag genom att placera pipettspetsen precis under vétskans yta fér att undvika att
spetsen téicks med dverflédigt enzym.
® For varije DNA-prov maste kontroll och mutationsanalyserna analyseras i samma PCR-

kérning for att undvika variationer mellan kdrningarna.

Saker som mé&ste goras fore start

® Fdre varje anvandning méste alla reagenser tinas ordentligt i minst 1 timme och hogst
4,5 timmar i rumstemperatur (15-25 °C), blandas genom aft vénda 10 génger och
centrifugerasen kort stund s& att innehdllet lngst ned i réret samlas upp.

e Se till att Taqg héller rumstemperatur (15-25 °C) fére varje anvéndning. Centrifugera réret

en kort stund for att samla upp enzymet i botten av roret.
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Procedur

1. Tina dlla reaktionsmixar, nukleasfritt vatten fér kontroll utan mall (No Template Control,
NTC) och EGFR-positiv kontroll (Positive Control, PC) i rumstemperatur (15-25 °C) i minst
1 timme (Tabell 1). Nér reagenserna har tinat ska du blanda dem genom att vénda varje
rér 10 génger fér att undvika lokala saltkoncentrationer och sedan centrifugera en kort

stund s& att innehdllet langst ned i réret samlas upp.

Tabell 1. Uppfiningstider fider for PCR-konfiguration och férvaringstemperaturer

Maximal Forvaringstemperatur effer ~ Maximal fid for PCR-
Minsta upptiningstid uppfiningstid PCR-konfiguration konfiguration och férvaring
1 timme 4,5 timmar Rumstemperatur 6 timmar
(15-25°C)
1 timme 4,5 timmar 2-8°C 18 timmar

Obs! PCRkonfiguration ska utféras i rumstemperatur. Férvaring avser tiden mellan

slutférande av PCR-konfigurationen och start av PCRkérningen péd instrumentet Rotor-
Gene Q MDx 5plex HRM.

Obs! Se till att Tag DNA-polymeras (Tagrér) har rumstemperatur (15-25 °C) samtidigt
som de andra reagenserna (se “Férvaring och hantering av reagenser” p& sidan 13).

Centrifugera réret en kort stund fér att samla upp enzymet i botten av réret.

2. Utfer féljande steg:

2a. Mérk fyra mikrocentrifugrér (medfélier inte) enligt motsvarande reaktionsmix som
visas i tabell 2.

2b. Bered tillréckligt med huvudmixar (kontroll- eller mutationsreaktionsmix [CTRLrér,
T790M, borttagningar, L858R] plus Tag DNA-polymeras [Taq]) for DNA-proverna,
en EGFR-positiv kontrollreaktion (PC-rér) och en nukleasfritt vatten fér kontroll utan

mallreaktion (NTC-rér) enligt volymerna i tabell 2.

Obs! Inkludera reagenser for ettextra prov for att ha tillrcckligt Sverskott for PCR-

konfigurationen.

Huvudmixarna innehéller alla komponenter som kravs fér PCR férutom provet.
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Tabell 2. Beredning av huvudmix*

Andlys Reaktionsmixrér Volym reakfionsmix Volym Taq DNA-polymeras (Tag-rér)
Kontroll CTRL 19,50 plx (n+1) 0,50 plx (n+1)
T790M T790M 19,50 plx (n+1) 0,50 plx (n+ 1)
Borttagningar  Del 19,50 pIx (n+1) 0,50 plx (n+1)
1858R 1858R 19,50 plx (n+ 1) 0,50 plx (n+1)

* Vid beredning av huvudmixen ska du bereda tillréickligt for ett extra prov fér att ha etttillréckligt dverskott fér PCR-
konfigurationen.

Obs! Vid beredning av huvudmixen ldggs den volym kontroll eller mutationsreaktionsmix

som krévs till i det aktuella réret forst och Tag DNA-polymeras laggs till sist.

. Placera det korrekta antalet PCR 4-+6r (varje remsa har 4 rdr) i laddningsblocket enligt

layouten i tabell 3. Forslut inte réren.
Obs! L&t locken ligga kvar i plastbehéllaren tills de behdvs.
. Forslut réret for huvudmixen och blanda genom aft vénda 10 génger folit av en kort

centrifugering sd att all mix hamnar i botten av réret. Tillsétt omedelbart 20 pl huvudmix

i varje aktuellt PCR-rér.

. Tillsatt omedelbart 5 pl nukleasfritt vatten (H2O) i PCR-réren med kontroll utan mall (PCR-ror
9-12) och forslut réren.

. Tillsétt 5 plav varje prov i provréren (PCR-rér 5-8, 13-16 och 17-72) och férslut réren.

. Tillsatt 5 pl EGFR-positiv kontroll (Positive Control, PC) i réren med positiv kontroll (PCR-rér

1-4). Varje DNA-prov méste testas med kontrollen och alla mutationsanalyser. Layouten for
detta visas i tabell 3.
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10.

Tabell 3. Layoutfér kontroll- och mutationsanalyser

Kontroller Provnummer
Analys 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
Borttagningar 3 11 19 27 35 43 51 59 67
L858R 4 12 20 28 36 44 52 60 68
Provnummer
Analys 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
Borttagningar 7 15 23 31 39 47 55 63 71
L858R 8 16 24 32 40 48 56 64 72

. Anvand en spritpenna och markera locken till de forsta roren i den lagsta numeriska

positionen i varje PCR 4-ror (t.ex. Positionerna 1, 5 och 9 etc.) fér att visa i vilken riktning

réren ska laddas i rotorn med 72 brunnar pé instrumentet Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM.

. Placera alla PCR 4-rér i sina korrekta positioner i rotorn med 72 brunnar och kontrollera

visuellt att alla rér innehéller samma volym.
Obs! Sakerstdll att réren inte férvéxlas nar de dverférs till rotorn.

Om rotorn inte fylls ska tomrummen fyllas med férslutna tomma rér.

. Sétt omedelbart in rotorn i Rotor-Gene Q MDx 5Splex HRM. Se till att lasringen (tillbehor till

instrumentet Rotor-Gene Q MDx) &r placerad léingst upp pé& rotorn fér att sdkra réren under

kérningen.

. | avsnittet om konfiguration av Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM (se “Protokoll: Rotor-Gene Q

EGFRkonfiguration” sidan 21) finns information om hur du skapar en temperaturprofil och

startar kdrningen.
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Protokoll: Rotor-Gene Q EGFR-konfiguration

Cykelparametrarna visas i tabell 4.

Tabell 4. Cykelparametrar

Cykler Temperatur Tid Datahémining
1 95°C 15 minuter Ingen
4 95°C 30 sekunder Ingen
60°C 60 sekunder Green och Yellow

1. Dubbelklicka p& programikonen fér Rotor-Gene Q Series programversion 2.3 pd
skrivbordet p& den bdrbara dator som &r ansluten till Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM. Vlj

fliken "Advanced” [Avancerat] i dialogrutan “New Run” [Ny kérning] som visas.
2. For att skapa en ny mall vélier du Empty Run [Tom kérning] och klickar sedan p& New [Ny].
Fonstret “New Run Wizard” [Guide fér ny kérning] visas.

3. Valj "72-Well Rotor” [Rotor med 72 brunnar] som rotortyp. Kontrollera att lasringen ar fast

och markera kryssrutan Locking Ring Attached [Lasring fést]. Klicka pa Nasta (Figur 1).

New Run Wizard

X

Welcome to the Advanced Run Wizard!
Rotor Type

ie-Yeld Bata
| 72-well Rotor
Rotor-0

N
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Figur 1. Dialogrutan “New Run Wizard” (Guide for ny kérning).

4. Ange namnet pd& anvandaren. Lagg till eventuella meddelanden och ange reaktionsvolymen
25. Kontrollera att vardena i faltet Sample Layout [Provlayout] ar 1, 2, 3.... Klicka p& Next
(Nasta) (Figur 2).

New Run Wizard EJ
Thiz screen displaps miscellaneous options for the run. Complete the hields. Thes bow displays
clicking Next when you ate ready lo move 1o the rext page. :'Pzpvf':ad!h;m“:ez
: on an ibem, hover
1 S T— T | T
. item for help. ‘You
Notes : can also chck on 2
cambo box to desplay
el about it
availsble settings.

Reaction IE 3

Sample Loyout: 1,2, |

Skipwizard | << Back I T | 5

Figur 2. Ange namn pé operatdr och reakfionsvolymer.

hw
1
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5. Klicka p& Edit Profile [Andra profil] i dialogrutan “New Run Wizard” [Guide fér ny

kérning] (Figur 3) och stall in kérningsparametrarna enligt féliande steg.

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

Figur 3. Andra profilen.
6. Klicka pa Insert after [Sétt in efter] och vélj New Hold at Temperature [Ny bibehdllning vid
temperatur] (Figur 4).

M Edit Profile X
@ . 0 H v

New COpen As | Hebp

The nn vl ke 4y 0 seccodis) o compiete. The graph bekon the un 1o be pedormed

Chek 0n & cycle below o modly &

Copy of Current Sep

Figur 4. Infoga ettinitialt inkuberingssteg.
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7. Stéll in vardet i féltet Hold Temperature [Hélltlemperatur] pa 95 °C och vérdet i faltet Hold

Time [Hélltid] p& 15 mins O secs [15 min O sekunder]. Klicka pd Insert after [Séitt in efter]

och vélj New Cycling [Ny cykling] (Figur 5).

18 Edit Profile X

1% @

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

New

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

Copy of Current Step

Insert before...

Remove

Hold Temperatuie 8% @

1 "1 Hold Time : l‘ MSL‘ 608

Figur 5. Initialt inkuberingssteg vid 95 °C.

8. Stéll in antalet cykelrepetitioner till 40. Vdlj det férsta steget och stéll in p& 95°C i 30

sekunder (se Figur 6).

M Edit Profile
&2 © W 9
New Open SaveAs  Hebp
The run vl Lk el omplete. The graph below represerts the run to be pedomed

3]

Cick on  cycle below to modly &
Hold Ingert sher.
Insert before
Remorve

1 This cycle repeats | 40 3}

T T

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

Figur 6. Cyklingssteg vid 95 °C.
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9. Markera det andra steget och stéll in p& 60 °C i 60 sekunder. Klicka p& Not Acquiring

[Hémtar inte] for att aktivera datainhémtning i detta steg. (Figur 7).

M Edit Profile X

@ . e 9 @

New Open Saveds  Hep
The ol 1 anately 125 (5] to complete. The graph epre: the run to be pedomed
Chck on 3 cycle below to modiy it

Held Insest after
Insedt before
Remove

This cycle repeats 40 | temefs)
Chick on one of the steps below to modiy 2. o press + of - 1o add and remove steps for this cycle.

lmswﬁ = 5°C for 30 secs _IL]
2= 60 seconds \ -
Hot Acquinng mmmm/

A= [ea=—] /

Figur 7. Cyklingssteg vid 60 °C.
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10. Ange Green och Yellow som h&mtningskanaler genom att vélja > for att dverféra dem

frén listan Available Channels [Tillgéngliga kandler]. Klicka p& OK (Figur 8).

Same as Previous : | (New Acquisition) ~|
Avaisble Channels : Acquiing Channels :
Name [ > |1 Name
Crimson _‘l reen 1
HRM < vetow ]
0Oy
Rl::lm «

To acquire from a channel, select &t from the kst in the left and click >. Todopmlluno
channel. select & in the right-hand kst and click <. To remove all acqussitions, chck

Dye Chatt >> @ Don't Acquire Hep |

FAM*, SYBR Green 1, Fluorescein, EvaGreen ", Alexa Fluor 488
JOEY,VICY, HEX, TET-Y, CAL Fluot Gold 5407, Yakima Yelow? ||
6100 [ROX Y, CAL Fluor Fled 6107, Cy357, Texas Red ", Alexa Fhuor 5687 ||
660rm | 45", Quasar 670", Alexa Fluot 6337
710k | Quasa705”, Alexa Fluor 6807
5100m  [SYT0 97, EvaGreen®

Figur 8. Hamming vid cyklingssteg vid 60 °C.
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11. Markera det tredje steget och klicka p& knappen - fér att ta bort. Klicka p& OK (Figur 9).

M [dit Profile
@ . v W d
Newr Open Sevehs  Hep
The run vl Lake aporommatedy 135 mnute(s] to comgiste. The grach

&

Chck on & cycle below 1o modily &

This cycle tepeals 40 | mels)

Hokd Insedt ater
r_ ——_]..-m
_Pewowe_ |

(Chck on o of the steps below to modly 2. or press « of - 1o add and remove steps for this cycle

Timed Step =
7

] \

FC o 30 seca

on Green

BOAC for 60 vacs

™ Long Rarge
™ Touchdown

Figur 9. Ta bort forléngningssteg.
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12.1 nésta didlogruta klickar du p& Gain Optimisation [Optimering av férstarkning]
(Figur 10).

New Run Wizard E‘
Temperature Profile : This box displays

ETLLE
115411
HHH

alable setts
Edit Profile ... - seltinge
Channel Setup :
Name | Souce | Detector | Gain | Create New... |
Green  470nm  510nm 5
Yelow S3m Bom 5 _Ea. |
Orange  585am 610nm 5 Edit Gain..,
Red 625am  650nm 5 —]
Crmson  680nm  710hp 7 Remove
HRM 460nm  510nm 7 Resst Dafos
1—-| Gmnp&mmul
SkpWiard | <«<Back | New» |

Figur 10. Opfimering av férstirkning.

28 Handbok for therascreen EGFR Plasma RGQ PCRKit  10/2019



13. Klicka p& Optimise Acquiring [Optimera hémtning]. Kandlinstéllningarna fér varje kanal

visas. Klicka p& OK fér att acceptera dessa standardvérden fér bada kanalerna. (Figur 11).

Auto-Gain Optimisation Setup x

Dptimisation :
- Auto-Gan 0, vl read the on the nserted sample at
e different gain levels untl i finds one at which the fluctescence levels are
ble. The tange of fi you are looking for depends on the
chemistry you are performing.
Sdhnwmabo]___:}dngm

o . Charnel Settings :

) ) |
e Channel : Green l\beP:Tm, [1_:: e
o] oot Sanpie Range B Hawwlo Ha ”
Acceptable Gan Range: |10 j o [Tj emove
rove Al
2 : oK | Cancel Help

| Mawsl. | cose | Hew |

Figur 11. Automatisk nivéoptimering for den grona kanalen.

14. Markera kryssrutan Perform Optimisation before 1st Acquisition [Utfér optimering fére forsta

haémtning] och klicka p& Close [Stdng] fér att dtergd till guiden (Figur 12).

Auto-Gain Optimisation Setup &
Optimesabon
sample at

toGa ;
o diferent gam levels unii it inds one at which the fluorescence levels are.
acceptable. The range of fuorescence you are looking for depends on the

chemistry you are performning
Settemperatseto [ —] degreas
Optimise Al Optimise Acquiing
1= ,
™ Pedormn Optimisation Al 60 Degrees At Begnning Of Run
Channel Settings
[ I
Name | Tubs Position | Min R Max R MinGain | Max Gain Edt
Green 1 SF1 101 10 10
Yebow 1 51 10F1 10 10 __Benove_ |
Remaove Al
< I >

Figur 12. Val av gréna och gula kandler.
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15. Klicka p& Next [Nasta] for att spara mallen p& en lémplig plats genom att vélja “Save
Template” [Spara mall].

Analys av mutationsbedémningsdata

Nér kérningen &r avslutad analyserar du data enligt féljande procedur.

Konfigurera programanalys
1. Oppna aktuell fil med Rotor-Gene Q-programmet 2.3.

2. Om proverna inte har namngetts innan kdrningen ska utféras klickar du pa Edit Samples
[Redigera prover].

3. Skriv in namnen pé proverna i kolumnen Name [Namn].

Obs! Ange inget namn fér tomma brunnar.

4. Klicka p& Andlysis [Analys]. P& analyssidan klickar du p& Cycling A Yellow for aft
kontrollera HEX-kanalen.

5. Kontrollera att alternativet Dynamic Tube [Dynamiskt rér] &r markerat. Klicka pé Slope

Correct [Lutning korrekt] och Linear Scale [Linjar skala].

6. Klicka p& Take Off Adj. [Take offust.] och ange 15.01 och 20.01 enligt Figur 13.
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3

1 2 K
] ]
I'_é Dynamic Tub’l'_f;. Slope Corre(tl “4 Ignore First

Take Off Point Adjustment (==

Adjust the cycle to be used as take off point.

If take off point was calculated — [45 01

before cycle 4
Then use the following cycle as  [20.m
take off paint

1] I DoﬂolAd|ust| Cancel |

Figur 13. Insiglningar for EGFR-analysnormalisering. 1 = "Dynamic Tube” [Dynamiskt rér], 2 = “Slope Correct”
[Lutning korreki] 3 = "Take Off Adj,” [Take offjust.] 4 = dialogrutan “Take Off Point Adjustment” [Justering av take off-
punkf] med parametervirden.

7. Stéll in troskeln p& 0.02 och kontrollera HEX Crvérdena.

8. P& analyssidan klickar du pa Cycling A, Green for att visa FAMkandlen. Stdll in
parametrarna enligt Figur 13 ovan.

Det dynamiska réret ska vara markerat.

9. Klicka pé Slope Correct [Lutning korrekt] och Linear Scale [Linjér skala].
10. Stéll in troskeln p& 0.075 och bekrafta [FAM Crvérdena.

Kor kontrollanalys

Nér kérningen har avslutats ska data analyseras enligt nedan.

® Negativ kontroll: Fér att garantera att ingen mallkontaminering férekommer far NTC inte
generera ett Crvarde i den gréna (FAM) kanalen under 40. For att garantera att kdrningen
konfigurerades korrekt méste NTC visa amplifiering i intervallet 29,85-35,84 i den gula
kanalen (HEX) (internkontroll).
Om det finns en positiv amplifiering i den gréna kanalen och/eller amplifiering utanfor

intervallet 29,85-35,84 i den gula signalen ar kérningen ogiltig.
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® Positiv kontroll: Den EGFR-positiva kontrollen (Positive Control, PC) méste ge ett Cr for varje
reaktionsblandning inom och inklusive det intervall som anges i tabell 5. En kérning med ett
varde for positiv kontroll utanfor detta intervall indikerar ett problem i analyskonfigurationen
och ska anses som misslyckad. Om den positiva kontrollen ger ett Cr inom intervallet (FAM)
men internkontrollens Cr (HEX) ligger utanfér intervallet 29,85-35,84 fortsétter du med
analysen.
Obs! Om antingen den negativa eller den positiva kontrollen misslyckas bér provdata

inte anvédndas.

Tabell 5. Acceptabelt C-intervall for kérmingskontroller

Reaktionskontroll Analys Kanal Crintervall
Positiv kontroll Kontroll Green (FAM) 28,13-34,59
T790M Green (FAM) 30,22-34,98
Borttagningar Green (FAM) 28,90-34,90
L858R Green (FAM) 29,97-34,81
Kontroll utan mall Alla fyra reaktionsmixar Green (FAM) > 40,00
Alla fyra reaktionsmixar Yellow (HEX) 29,85-35,84
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ArHEX Cri
intervallet 29,85
till 35,842

) Negativ
@ kontroll OK

Negativ kontroll Ar FAM C; < 40?

FAM Cy-varde

for borttagningar i
intervallet 28,90
ill 34,902

Ar kontroll FAM
Criintervallet
28,13-34,59?

Nej Nej
MISSL. KORN. MISSL. KORN.

Positiv kontroll
FAM Cr-vérde

Cr-roreti
intervallet 29,97
till 34,812

( Fortsatt till provanalys POSItIVOk;mm” Ja

Figur 14. Arbetsflode for kéring av konfrollanalys.

Forutsatt att b&da kérningskontrollerna &r giltiga méste varje Crvérde fér provkontrollanalys

ligga inom intervallet 23,70-31,10 i den gréna kanalen (FAM) (Tabell 6).

Tabell 6. Acceptabelt FAM Cr-intervall for provets konirollreaktion
Reakfionsmix Kanal Accepiabelt Crintervall
Kontroll Green (FAM) 23,70-31,10

Om provet &r utanfér intervallet ska du félja instruktionerna nedan.
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® Provkontrollanalysens Cr &r<23,70: Prover med ett kontrollCr p& < 23,70 skulle

dverbelasta mutationsanalyserna och maste spddas. Fér att detektera varje mutation pa en

lég nivd méste Sverkoncentrerade prover spadas for att hamna inom intervallet ovan

baserat pd att spadning till hélften kommer att ska Crmed 1.

® Provkontrollanalysens Cr> 31,10: Provet innehdller inte fillréckligt med DNA fér att kunna

analyseras.

Forutsatt att bada korningskontrollerna &r giltiga och kontrollanalysen ligger inom det

intervall som anges i tabell 6, maste varje prov-Crvarde fér mutationer ligga inom det

intervall som anges i tabell 7 i den gréna kanalen (FAM). Om provet &r utanfér intervallet

ska du félja instruktionerna nedan.

Tabell 7. Acceptabla provvéirden fér mutationsreaktion

Reaktion Reakfionsmix Kanal Crintervall

Mutationsreaktion T790M Green (FAM) 0,00-40,00
Borttagningar Green (FAM) 0,00-40,00
L858R Green (FAM) 0,00-40,00
Alla tre mutationer Yellow (HEX) 29,85-35,84

Obs! Om ett prov inte genererar ett Cy (dvs. Cr> 40) kan det bero p& férekomst av

hammare, et fel i analyskonfigurationen eller att det inte finns nagot amplifierbart EGFR

DNA.

® Internkontrollens Cr-véirde ligger inom intervallet 29,85-35,84: Det finns inget amplifierbart

EGFR DNA.

® Internkontrollens Cr-véirde ligger inte inom intervallet 29,85-35,84: Det kan bero p& ett fel i

analyskonfigurationen eller pa férekomst av hémmare. Det &r majligt att minska effekten av

en hammare genom att spdda provet, Gven om detta ocksé leder till spadning av DNA.
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Spid provet

Provet kréver
spadning

Ar

Provkontroll FAM

Ar FAM C; < 23,70?

FAM G
{intervallet 23,70

Cr-vérde

Provmutationsana
lyser HEX Cr-
vérden

Ar nagra mutations-
HEX Cr-vérden

mutations-FAM Cr
{intervallet 00,00~

Provmutation-
FAM Cr-vérden

Réret visar positiv FAM-

amplifiering

Berikna ACr-varden
for varje mutation.
AC; = mutation-C; - kontroll-Cr

Jamfor ACr-vérdet med angivet
ACrintervall for analysen

Prov ogiltigt

Provmutationsanaly
ser HEX Cr-varden

Ar nagot ACr-varde
inom angivet ACr-
intervall for
analysen,

EGFR-mutation detekterad
fér mutationsanalys

Figur 15. Flddesdiagram fér mutationsanalys.

internkontroll-HE:
C; for mutationen i

Mutation inte detekterad

NEJ

Ar FAM C; > 31,107

Provet kanske inte
innehaller
amplifierbart DNA
eller innehéller en
hammare

Analys ogiltig
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Prov-FAM Cr-varde fér mutationsanalyser

FAM-érdena for alla tre mutationsreaktionsmixarna ska kontrolleras mot vérdena som finns

angivna i tabell 8.

Berskna ACrvérdet fér varje mutationsprov som visar positiv amplifiering enligt nedan, fér

att garantera att mutations- och kontrolkCr kommer frén samma prov.
ACr = mutation-Cr — kontrollCr

Jamfér provets ACrvérde med cutoffpunkten fér den aktuella andlysen (tabell 8) och se till

att korrekt cutoffpunkt tillimpas for varje analys.

Tabell 8. Mutafionsanalysens cutoff-virden

Mutationsanalys ACrcutoff-vérden
T790M <7,40
Borttagningar <8,00
L858R <8,90

Cutoff-punkten ar den punkt ovanfér vilkken en positiv signal eventuellt kan bero pé
bakgrundssignal for ARMS-primern i vildtypsDNA. Om provets ACrvérde ér hégre én cutoff-
punkten klassas det som “mutation not detected” [mutation inte detekterad] eller som
liggande utanfér kitets detektionsgréns. Om provets varde ér vid eller under cutoff-punkten

beddms provet som positivt fér en mutation som detekterats av den aktuella analysen.

Obs! Fér prover som inte visar ndgon FAM-mutation-Cr krévs en utvdrdering av
internkontrollens (HEX) Cr fér att avgdra om mutationen inte ér detekterad eller om analysen
ar ogiltig. Om HEX Crvardet ar mellan 29,85 och 35,84 &r mutationen inte detekterad. Om

HEX Crvardet ér utanfér detta intervall Gr provet ogiltigt.
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Sammanfattningsvis fér alla prover kommer varje mutationsreaktion att ftilldelas statusen

mutation detekterad, mutation inte detekterad eller ogiltig med hjdlp av kriteriernanedan.

® Mutation detekterad: FAM-amplifiering positiv och ACr vid eller under cutoffvérdet. Om
flera mutationer detekteraskan alla rapporteras.
® Mutation inte detekterad:
O FAM-amplifiering positiv ACrvardet ér 6ver cutoffvardet och HEX (internkontroll) ar
inom 29,85-35,84.
O FAM-amplifiering negativ och HEX (internkontroll) &r inom 29,85-35,84.
e QOgiltig: FAM-amplifiering negativ och HEX-amplifiering utanfér specifikationerna.
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Felsdkningsguide

Den hér felsdkningsguiden kan vara till higlp for att [8sa eventuella problem som uppstér.

Mer information finns p& sidan vanliga frégor (Frequently Asked Questions, FAQs) p& vért

tekniska supportcenter: www.qiagen.com/FAQ/FAQList.aspx. Dessutom svarar teamet for

QIAGENSs tekniska service dlltid gérna pé frégor om informationen och protokollen i denna

handbok eller prov- och analysmetoder (fér kontaktinformation, se baksidan eller bessk

www.qiagen.com).

Kommentarer och férslag pa atgard

Ingen signal med EGFR-positiv kontroll (Positive Control, PC) i fluorescenskanalen Cycling Green

a)

b)

q

d)

e)

Den valda fluorescenskanalen for
PCR-dataanalysen dverensstémmer
inte med protokollet.

Felaktig programmering av
temperaturprofilen for Rotor Gene Q
MDx 5plex HRM-instrumentet

Felaktig konfiguration av PCR

Férvaringsvillkoren fér en eller flera
kitkomponenter éverensstémde inte
med de instruktioner som gavs i
"Férvaring och hantering av
reagenser” (sidan 13)

Utgéngsdatum fdr therascreen EGRR
Plasma RGQ PCR Kit har passerats

Fér dataanalys vélier du fluorescenskanalen Cycling Green for
analytisk EGFR PCR och fluorescenskanalen Cycling Yellow for
internkontroll-PCR.

Jamfér temperaturprofilen med protokollet och upprepa kdringen vid
felaktighet.
Kontrollera dina arbetssteg med hjalp av pipetteringsschemat och

upprepa PCR om det behévs.

Kontrollera férvaringsvillkoren och utgangsdatumet (se etiketten pé
kitet) for reagenserna och anvénd ett nytt kit vid behov.

Kontrollera férvaringsvillkoren och utgangsdatumet (se etiketten pé
kitet) fér reagenserna och anvénd ett nytt kit vid behov.

Signaler med de negativa kontrollerna i fluorescenskanalen Cycling Green for analytisk PCR

Kontaminering intréffade under
beredning av PCR

Upprepa PCR med oanvéanda reagenser i replikat.

Stang om majligt PCR-réren direkt nar du har tillsatt det prov som ska
testas.

Férsdkra dig om att arbetsytor och instrument dekontamineras
regelbundet.
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Kvalitetskontroll

For att sdkerstdlla en enhetlig produktkvalitet testas varje lotnummer av therascreen EGFR
Plasma RGQ PCR Kit med faststéllda specifikationer enligt QIAGENSs 1SO-certifierade

kvalitetshanteringssystem.
Begransningar

Enbart resultaten frén produkten ska inte ligga till grund fér diagnos, utan de méste tolkas

med hansyn till resultat frén alla relevanta kliniska studier eller laboratoriestudier.

Produkten d&r avsedd att anvéndas endast av personal som fétt sarskild utbildning i

in vitrodiagnostiska procedurer och instrumentet Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM.
Analytiska valideringsstudier inkluderade humant DNA som extraherats frén plasmaprover.

Produkten &r endast avsedd fér anvéndning pd Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM realtime
PCR<ycler.
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For optimalt resultat krévs att anvisningarna i handboken fér therascreen EGFR Plasma RGQ
PCR Kit folis strikt. Spadning av reagenser pd& annat sétt &n vad som anges i den hér

handboken rekommenderas inte, d& det kan resultera i férsamrad prestanda.

Var uppmérksam p& de utgdngsdatum och férvaringsvillkor som anges pé& férpackningen
och pé etiketterna till alla komponenter. Anvénd inte komponenter vars utgéngsdatum har

passerat eller som har férvarats felaktigt.

Primrarna i EGFR-reaktionsmixen fér borttagningar har utformats for att rikta in sig pé flera
Exon 19-borttagningar och omfatta nukleotid 55174772 till 55174795 (GRCh38 chr7), ett
intervall p& 23 bp.

Exon 19-borttagningsanalysen har validerats analytiskt och visat sig detektera specificerade
borttagningar inom Exon 19 (se tabell 13 i denna handbok), men det ar dock mdjligt att
ytterligare mutationer (inklusive, men inte begransat till ytterligare Exon 19-borttagningar,

Exon 194illagg och L747P-mutationen) forstérks av reaktionsmixen for borttagningar.

Om ytterligare mutationer férekommer kommer det att leda till resultatet “Deletions Detected”

[Borttagningar detekterade] for ett givet patientprov.

Det ar dessutom mojligt att L8 58 Q:mutationen detekteras av L858R-reaktionsmixen. Om den
fsrekommer i ett patientprov kan L858Qmutationen dérmed leda till resultatet “L858R

Mutation Detected” [L858R-mutation detekterad].
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Prestandaegenskaper

Analytisk sensitivitet — blankgréns (Limit of Blank, LOB)

For att bedéma prestandan for therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit vid franvaro av mall
och fér att sdkerstélla att ett blankprov eller ett prov med vildtypsDNA inte genererar en
analytisk signal som kan indikera en ldg koncentration av mutation EGFR-vildtypsDNA i
plasmaprover frén NSCLC-patienter frén 59 olika prover. Studiens acceptanskriterier (minst

95 % av vildtypsproverna méste ha eftt ACrvarde som ligger Sver motsvarande cutoff)

uppfylides.

Detektionsgrans (Limit of Detection, LOD)

LOD é&r den minimiprocentandel mutant-DNA som kan detekteras i en vildtypsDNA-
bakgrund nér den totala méngden amplifierbart DNA (inom input-intervallet) gav korrekt
mutationsbestémningar till 95 % fér varje mutationspositivt prov (C95). Analysens angivna
arbetsintervall for DNA-input definieras av kontrollCr vid det forspecificerade intervallet

23,70 il 31,10.

LOD bestdmdes vid laga nivéer DNA-input (kontrollCr omkring 30,10) med hjdlp av DNA
taget fran FFPE-vavnad for therascreen EGFR RGQ PCR Kit. LOD bestémdes med hidlp av
b&de FFPEkliniska prover och FFPEcellinjer vid ldga DNA-inputnivéer for dessa
EGFR-mutationer.

De LOD-arden som faststdlldes med FFPE-vévnad verifierades fér therascreen EGFR Plasma

RGQ PCR Kit med DNA taget fran artificiella mutationspositiva plasmaprover.

De slutliga LOD-anspréken som visas itabell 9 p& ndsta sida indikerar procentandelen
mutation som gav en férutspadd sannolikhet for korrekta bestémningar, fér 95 % for var och

en av mutationerna.
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Tabell 9. LOD fér var och en av EGFR-mutafionsanalysermna

Exon Mutation COSMIC-ID* LOD-ansprak i %
20 T790M 6240 17,5*
6223 6,4*
13551 4,24*
12728 2,437
12419 16,871
12422 3,24t
6218 9,83t
6210 7,441
6254 10,2*
12370 8,1*
19 Borttagningar 12678 10,401
12367 4,391
12384 7,54t
6225 6,5*
6220 2,7*
6255 0,81*
12382 1,45*
12383 4,58*
12387 4,91t
12369 4,94*
21 L858R 6224 5,94*

* LOD-ansprdk som verifierats i plasma som en del i LOD-bekréftelsestudien for therascreen EGFR Plasma RGQ PCRKit.

' Dessa mutationer bekréftades inte i plasma.
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Analytisk sensitivitet — ACr-cutoff-varden

Nér analysens cutoffvarden konfigurerades anvéndes en riskbaserad metod med hansyn till
falskt positiva svar. Uppskattade LOB-érden var en av komponenterna som anvéndes vid
utvecklandet av cutoffvarden. Crcutoffvardena fér  motsvarande  mutationsanalys i
therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit visas i tabell 10.

Tabell 10. A C-cutoff-véirden for therascreenEGFR Plasma RGQ PCR Kit

Mutationsanalys A Crcutoff-véirden
T790M <7,40
Borttagning <8,00
858R <8,90

Repeterbarhet och reproducerbarhet

Repeterbarhet och  reproducerbarhet  uppndddes genom att testa mutationsniva
i 3 xLOD-prover i en bakgrund med genomiskt vildtypsDNA pé& tre platser med flera
kitbatchar, anvéndare och kérningar pa olika dagar, med tva replikat av varje prov. Fér tre
mutationsanalyser  testades 100 % av  mutant-DNA-proverna som  mutationspositiva.

Vildtyps-proverna testades som mutationsnegativa i alla analyser pd alla platser.
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Effekt av DNA-input p& Crvarden

DNA-inputnivéa definieras som den totala méngden amplifierbart EGFR DNA i ett prov enligt
bestémningen av kontrollreaktionens Crvérden. Fér att pdvisa att prestandan fér therascreen
EGFR Plasma RGQ PCR Kit &r konsekvent &ver intervallet fér kontrollreaktionens Crvérde
(23,70-31,10)  testades alla tre EGFR-mutationsanalyser mot en  sexpunkters,
1 till 3-spadningsserie  (DNA  som extraherats frén  FFPE<ellinjer). Crmalvardet for
spadning ett, for varje mutation, var ca 24,70. Den slutliga spddningen, som gav ett Cy pd
ca 32-33, lag utanfér kontrollreaktionens Crintervall. Generellt var de ACrvérden som
mdttes upp vid olika nivéer av total DNA-input konsekventa &ver hela arbetsintervallet fér
therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit.

Interfererande dmnen

Interfererande endogena Gmnen

De potentielll interfererande &mnena spikades med artificiella  mutationspositiva
plasmaprover (3 x LOD). Proverna testades dérefter med therascreen EGFR Plasma RGQ
PCR Kit. Proverna som innehdll de potentiellt interfererande @mnena jémférdes med de
artificiela mutationspositiva plasmaproverna (3 x LOD) som inte innehdll négra spikade

interfererande émnen. Varje interfererande dmne testades med 4 replikat.

En differens mellan “test”- och “kontroll"AC; med > 2 x standardavvikelser (dvs. inget
interfererande  dmne) (taget fran precisionsstudie) bedémdes indikera en potentiell

interferens. | sédana fall tillhandahdlls den observerade skillnaden i AC.

De testkoncentrationer som visas i tabell 11 valdes ut baserat pd& informationen i
CLSl-riktlinjen EPO7-A2 och a&r representativa fér de maxkoncentrationer som férvantas

observeras i ettkliniskt prov.

44 Handbok for therascreen EGFR Plasma RGQ PCRKit  10/2019



Obs! Dessa endogena sammanséttningar  spikades med artificiella  mutationspositiva
plasmaprover som innehdll plasma fran friska personer. Dérfér hade dessa endogena
amnen varit naturligt narvarande med okénd koncentration i proverna fore spikningen. Den
slutliga koncentrationen av varje potentiellt interfererande endogen @mne som testades hade

sannolikt varit hégre an testkoncentrationen.

Tabell 11. Potentiellt interfererande endogena Gmnen

Potentielltinterfererande émne (Interfering Substance, IS) Testkoncentration

Okonjugerat bilirubin 150 mg/dl

Hemoglobin (humant) 0,2 g/dl

Triglycerider 3g/d
T790M-analys

Foljande endogena sammansattningar vid de koncentrationer som anges i tabell 11 visade
sig ha effekten > 2 x SD (0,40 ACy) pd prestandan hos T790M-analysen:

e Triglycerider, differens 1,37 AC;

Andlys av borttagningar

Foljande endogena sammanséttningar vid de koncentrationer som anges itabell 11 visade

sig ha effekten > 2 x SD (0,71 AC) pé prestandan hos analysen av borttagningar:

® Hemoglobin, differens 0,80 AC;

L858R-analys

Foljande endogena sammansdttningar vid de koncentrationer som anges itabell 11 visade

sig ha effekten > 2 x SD (0,56 ACq) pd prestandan hos L858R-analysen:
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e Bilirubin, differens 1,13 AC;
e Triglycerider, differens 1,53 ACy

Interfererande exogena Gmnen

De potentiellt interfererande  &mnena spikades med artificiella  mutationspositiva
plasmaprover (3 x LOD). Proverna testades dérefter med therascreen EGFR Plasma RGQ
PCR Kit. Proverna som innehdll de potentiellt interfererande @mnena jémfordes med de
artificiella mutationspositiva plasmaproverna (3 x LOD) som inte innehdll négra spikade

interfererande dmnen. Varje interfererande dmne testades med 4 replikat.

En differens mellan “test”-ACr och “kontroll”-ACr med > 2 x standardavvikelser (dvs. inget
interfererande &mne), hamtade frén precisionsstudien, beddmdes indikera en potentiell

interferens. | sédana fall tillhandahdlls den observerade skillnaden i ACr.

De testkoncentrationer som visas i tabell 12 valdes ut baserat pd& informationen i

CLSI-rikilinjen EPO7-A2 och &r hogre an den terapeutiska koncentrationen i samtliga fall.

Tabell 12. Potentielltinterfererande endogena éGmnen

Pofentielltinterfererande &mne (Interfering Substance, 1)  Testkoncentration (pg/ml)
Citalopramhydrobromid 0,75
Paroxetinhydrokloridhemihydrat 1,14
Sertralinhydroklorid 0,67
Fluoxetinhydroklorid 3,87

Acefaminofen 200,7

Kz EDTA 3600
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T790M-analys

Foliande exogena sammansattningar vid de koncentrationer som anges i tabell 12 visade
sig ha effekten > 2 x SD (0,40 ACy) pd prestandan hos T790M-analysen:

e Citalopramhydrobromid, differens 0,52 ACt
® Sertralinhydroklorid, differens 0,47 ACy
® Fluoxetinhydroklorid, differens0,48 ACy

Analys av borttagningar

Foliande exogena sammansattningar vid de koncentrationer som anges itabell 12 visade

sig ha effekten > 2 x SD (0,71 ACy) pé prestandan hos analysen av borttagningar:
® Fluoxetin, differens0,73 ACt

L858R-andlys

Foljande exogena sammansattningar vid de koncentrationer som anges itabell 12 visade
sig ha effekten > 2 x SD (0,56 ACq) pd& prestandan hos L858R-analysen:

Citalopramhydrobromid, differens 0,72 ACy
Paroxetinhydrokloridhemihydrat, differens 0,92 ACy
Sertralinhydroklorid, differens 0,82 ACt
Fluoxetinhydroklorid, differens0,98 AC;
Acetaminofen, differens 0,81 ACt

K2 EDTA, differens 0,57 ACy
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Klinisk prestanda

Den kliniska undersdkningen NCT01203917 var en fas |V, Sppen engruppsstudie for att
bedéma effekten och sdkerheten/toleransen for gefitinib som férsta linjens behandling av
kaukasiska patienter med mutationspositiv. EGFR-NSCLC fas 1lIA/B/IV.

Lampligheten for patienter for deltagande i den kliniska undersdkningen NCT01203917
bestémdes genom férekomst av EGFR-sensitiserande mutationer. EGFR-mutationsstatusen hos
NSCLC-patienter bedémdes med hjdlp av analys vid klinisk undersdkning (Clinical Trial
Assay, CTA) med DNA frén matchade vévnads- och plasmaprover. Studien omfattade ett
forberett provobjekt i form av en biomarkér for att faststélla om plasmaprover eventuellt
kunde anvandas fér mutationsanalys om det inte fanns négra tillgangliga vévnadsprover.
Resultaten visade hoga varden for overensstémmelse mellan matchade vévnads- och

plasmaprover p& 94,3 % en andlysspecificitet p& 99,8 % och en sensitivitet pa 65,7 %.

Retrospektiva tester av plasmaprover frén patienter som screenats for den kliniska
NCT01203917-undersékningen genomférdes med hjdlp av therascreen EGFR Plasma RGQ
PCR Kit. En &verbryggande studie genomférdes for att bedéma &verensstémmelsen for
therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit med CTA-analysen som anvéndes for att vdlja ut
patienter till den kliniska NCTO1203917-undersdkningen. Ekvivalensen mellan CTA-
analysen och therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit pavisades.
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Kontaktinformation

For teknisk support och yiterligare information &r du vélkommen att besdka vért tekniska
supportcenter p& www.qiagen.com/Support, ringa oss p& 00800-22-44-6000 eller kontakta
négon av QIAGEN:s tekniska serviceavdelningar eller lokala distributérer (se baksidan eller

besck www.giagen.com).
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Symboler

Féliande symboler kan finnas pa férpackning och etiketter:

Symbolférklaring

Innehéller reagens som récker till <N> reaktioner

Utg&ngsdatum

g
<[ g
A
Z
\

IVD In vitro-diagnostisk medicinsk produkt

Katalognummer

Lotnummer

,_
Q

Materialnummer
Komponenter
Innehéller

Antal

GSl-artikelnummer

Temperaturbegrénsning

Tillverkare

L&s bruksanvisningen innan anvéndning

Forsiktighet

>R EE[EE

[€,]
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Bilogo A: Information om mutationer

Tabell 13 visar COSMICD som hdmtats frén databasen Catalogue of Somatic Mutations in

Cancer (www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic).

Tabell 13. Lista med mutationer och COSMIC-ID

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

Produkt Innehall Kat. nr
therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit - for detektering av mutationer i
EGFR-genen
therascreen EGFR Plasma  For 24 reaktioner: 1 kontrollanalys, 870311
RGQ PCR Kit (24) 3 mutationsanalyser, positiv kontroll,
Taq DNA-polymeras
Rotor-Gene Q MDx och tillbehor
Rotor-Gene Q MDx 5plex  Real time PCR-cykler och HRM- 9002033
HRM System analysinstrument (High Resolution Melt) med
5 kanaler (grén, gul, orange, réd, blodrad)
plus HRM*kanal, bérbar dator, programvara,
tillbehdr, 1 &rs garanti pa delar och arbete,
installation och utbildning ingér ej
Rotor-Gene Q MDx 5plex  Real time PCR-cykler och HRM- 9002032
HRM Platform analysinstrument (High Resolution Melt) med
5 kanaler (grén, gul, orange, réd, blodréd)
plus HRM*kanal, barbar dator, programvara,
tillbehér, 1 &rs garanti pd delar och arbete,
installation och utbildning
Loading Block 72 x Aluminiumblock fr manuell 9018901
0.1 ml Tubes reaktionsinstéllning med en enkanals-pipett i
72 x0,1 ml ror
Strip Tubes and Caps, 250 remsor med 4 rér med lock for 981103
0.1 ml (250) 1 000 reaktioner
Strip Tubes and Caps, 10 x 250 remsor med 4 rér och lock for 981106

0.1 ml (2500)

10 000 reaktioner
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Produkt Innehall Kat. nr

Relaterade produkter

QlAamp Circulating For 50 beredningar: QlAamp Minikolonner, 55114
Nucleic Acid Kit provrorsfériangningar (20 ml), QIAGEN

Proteinase K, Carrier RNA, buffertar,

VacConnectors och Collection Tubes (1.5 ml

och 2 ml)

Aktuell licensinformation och produktspecifika ansvarsfriskrivningar finns i handboken eller
bruksanvisningen till respektive QIAGENkit. Handbdcker och  bruksanvisningar Hill
QIAGENit finns p& www.giagen.com eller kan bestdllas fran QIAGEN:s tekniska support

eller din lokala é&terforsdljare.
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Dokumentrevisioner

Dokument

Andringar

R2, april 2018

R3, januari2019

Uppdatering till Sample to Insightvarumérke

Fértydligande av konfiguration och fdrvaringstemperaturer i “Férvaring och hantering av
reagenser” och tabell 1.

Figur 15: Rutan "Ar FAM C; < 31,10” éndrad till “Ar FAM C; > 31,10” och mindre
textkorrigeringar.

Avsnittet “Effekt av input-DNA-koncentration” togs bort och ersattes med det nya avsnittet
"Effekt av DNA-input p& ACrvérden.”

Tabell 11: Korrigering av testad koncentration av hemoglobin (humant) frén 2 g/d fill
0,2 g/dl
Mindre textkorrigeringar i hela texten.

Tillégg av aukforiserad representant (framsida). “Symboler”-avsnittet uppdaterat.

R4, oktober 2019 Juridisk tillverkare éndrad (framsida)

Anpassning av instrumentnamnet fréin Rotor-Gene Q MDx fill Rotor-Gene Q MDx 5ple x HRM
for att dverensstdmma med namnet pd instrumentetiketten

Korrigerade fdrvaringsanvisningar for reagens fran 90 dagar fill 12 ménader eller till
utgéngsdatum

Avsnittet Begrénsningar uppdaterades med information om exon 19-borttagningsanalysen och
L858R-analysen

Tabell 9 korrigerades for att ta bort duplicerad exon 21 L858R med exon 19-borttagningar
EC + REP-symbol togs bort frén framsidan och symbolavsnittet
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Avtal om begrénsad licens for therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit

1.

2.

Anvéndning av den hér produkien innebdr ait kdpare eller anvéindare av produkfen godkénner féljande villkor:

Produkfen fér endast anvéndas i enlighet med de protokoll som medfélier produkien och den hér handboken och fér endast anvéndas med komponenterna som
ingdr i kitet. QIAGEN ger ingen licens for négon av sina immaieriella fillgéngar for aft anvénda eller inkludera komponenterna i detia kit med komponenter som
ink ingdr idefla kit, Forulom vod som beskrivs ide prokol som medidljer produklen, den hér handboken och yledigare prokol som finns pa
www.giagen.com. Vissa av de hdr yterligare protokollen har fillhandahdlits av QIAGEN-anvéndare fér andra QIAGEN-anvéndare. De hér protokollen har inte
festats noggrant eller opfimerats av QIAGEN. QIAGEN garanferar inte ait de infe krdnker fredje parts réitigheter.

Férutom de utiryckligen angivna licenserna kan QIAGEN inte garanfera ait detia kit och/eller dess anvéndning infe krénker tredje parts réttigheter.

Kitet och dess komponenter &r licensierade for engéngsbruk och fér inte &eranvéndas, forbdtiras eller séljas vidare.

QIAGEN avséiger sig specifikt ansvar fér alla andra licenser, utiryckliga eller underférsiédda, &n de utryckligen angivna.

Inkdparen och anvéndaren av defia kit samtycker fill att infe vidia, eller fillsta it ndgon annan vidkr, sleg som kan leda fill eller underkita dgérder som &r

forbjudna enligt ovan. QIAGEN kan kriva upphivande v defa begrénsade licensavial i domstol och sk ersitos for dla underssknings och

r der, inklusive advokatk der, vid eventvell d&igird for att uppréthdlla detia begransade licensavial eller nagon av féretagets immateriella

raftigheter avseende kitet och/eller nagon av dess komponenter.

Fér uppdaterade licensvillkor, se www.giagen.com.

Varumérken: QIAGEN®, Sample fo Insight®, QlAamp®, therascreen®, RotorGene®, Scorpions® (QIAGEN Group); FAM™, HEX™ (Thermo Fisher Scienfific Inc.);
IRESSA® (AstaZeneca Group). Registerade namn, varumérken med mera som anvéinds i det hér dokumentet ska infe anses som oskyddade enligt lag, &ven om de
infe utryckligen anges som skyddade.

1119189 102019 HB1898-005 © 2019 QIAGEN, med ensamréit.
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