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Tilsigtet anvendelse

therascreen EGFR RGQ PCR Kit er en in vitrodiagnostisk test, som er beregnet til pavisning of
29 somatiske mutationer i EGFRgenet. Det giver en kvdlitativ vurdering af mutationsstatussen

i tumorpraver fra patienter med ikke-smécellet lungecancer (Non-Small Cell Lung Cancer, NSCLC).

Resultaterne er beregnet til at hjzelpe klinikeren med at identificere patienter med NSCLC, som

kan have gavn af behandling med EGFR4yrosinkinasehaemmere.

therascreen EGFR RGQ PCR Kit tester DNA-prever, der er ekstraheret fra formalinfikseret,
paraffinindstebt (Formalin-Fixed, Paraffin Embedded, FFPE)tumorvaev fra NSCLC-patienter, og
kert pd et RotorGene Q MDx Splex HRM-instrument. Det skal anvendes af uddannet

laboratoriepersonale i et professionelt laboratoriemilje.

therascreen EGFR RGQ PCR Kit er beregnet til in vitrodiagnostisk brug.
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Oversigt og forklaring

Mutationer i EGFR-onkogenet findes ved human cancer (1, 2). Tilstedeveerelse aof disse
mutationer falder sammen med en manglende respons pd visse behandlinger med
tyrosinkinaseheemmere  (Tyrosine Kinase Inhibitor, TKI) hos patienter med NSCLC (3-8).
Sédanne mutationer i EGFR-onkogenet findes blandt den generelle population af patienter
med NSCLC med en hyppighed pé ca. 10 % hos patienter fra USA, Europa eller Australien
og op til 30 % hos patienter fra Japan og Taiwan (1, 2, 9).

therascreen EGFR RGQ PCR Kit er et brugsklart kit til pavisning af 29 mutationer i det
cancerrelaterede  EGFRgen ved hjalp of polymerasekaedereaktion  (polymerase  chain

reaction, PCR) p& Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-instrumentet.

Ved hjeelp of teknologierne Scorpions® (10) og ARMS (Amplification Refractory Mutation
System) (11) kan therascreen EGFR RGQ PCR Kit detektere 29 mutationer i exon 18, 19, 20
og 21 i EGFR-onkogenet pd en baggrund of vildtype-genomisk DNA (tabel 1). Kort fortalt:

® 19 deletioner i exon 19 (paviser tilstedevaerelsen aof en af 19 deletioner, men skelner ikke
mellem dem)

® Tre indsaetninger i exon 20 (paviser tilstedevaerelsen of en of tre indsaetninger, men skelner
ikke mellem dem)

o G719X (paviser filstedeveerelse of G719S, G719A eller G719C, men skelner ikke

mellem dem)

S768I

T790M

L858R

L861Q
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De anvendte metoder er meget selektive, og afhaengigt of den samlede maengde of DNA
muligger de pévisning af en lav procentdel af mutantDNA mod en baggrund of vildtype-
genomisk DNA. Disse selektivitets- og pavisningsgraenser er overlegne i forhold til teknologier

som farveterminatorsekventering.

Tabel 1. Liste over mutationer og COSMIC-idenfiteter

Exon Mutation COSMIC*-id Basisaendring
18 G719A 6239 2156G>C
G719S 6252 2155G>A
G719C 6253 2155G>T

19 Deletioner 12384 2237_22555T
12387 2239_2258>CA
12419 2238_2252>GCA
12422 2238_2248>GC
13551 2235_2252>AAT
12678 2237_2251del15
6218 2239_2247del9
12728 2236_2253del18
12367 2237_2254del18
6210 2240_2251del12
6220 2238_2255del18
6223 2235_2249del15
6225 2236_2250del15
6254** 2239_2253del15
6255 2239_2256del18
12369** 2240_2254del15
12370 2240_2257del18
12382 2239_2248TTAAGAGAAG>C
12383 2239_2251>C

* COSMIC: Catalogue of somatic mutctions in cancer (Kotalog over somatiske cancermutationer): hitp://cancer.sanger.ac uk/.

Tabellen fortszettes pd naeste side
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Tabellen er fortsat fra foregdende side

Tabel 1: Liste over mutationer og COSMIC-identiteter

Exon Mutation COSMIC*-id Basiszendring
20 S7681 6241 2303G>T
Indszetninger 12376 2307 _2308insGCCAGCGTG
12378 2310_2311insGGT
12377 2319_2320insCAC
T790M 6240 2369C>T
21 L858R 6224 2573T>G
1861Q 6213 2582T>A

* COSMIC: Catalogue of somatic mutations in cancer (Kctalog over somatiske cancermutationer): http://concer.sanger.ac.uk/.

** Mutationerne COSM6254 (2239_2253del15) og COSM12369(2240_2254del15) resulterer i deletion af 15 basepar
fra EGFR-sekvensen. Den samme endelige sekvens genereres af begge mutationer, hvilket ger det umuligt at skelne dem
fra hinanden. Derfor fiernes mutationen COSM6254 (2239_2253del15) fra den nyeste version af COSMIC (v83),
hvorefter begge mutationer repraesenteres af COSM12369 (2240_2254del15). Dette er i tr&d med HGV Sretningslineme
om at repraesentere flest 3 deletioner. therascreen EGFR-testen skelnerikke mellem de 19 forskellige deletionsmutationer,
og eventuelle positive deletioner kaldes blot "Deletions" (deletioner). Denne &endring pavirker kun dokumentationen, ike
kittet eller dets stabilitet medhensyn il at registrere individuelle mutationer.
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Funktionsprincip

therascreen EGFR RGQ PCR Kit bestér aof otte separate reaktionsblandinger il
PCRforsteerkning: syv mutationsspecifikke reaktioner i exon 18, 19, 20 og 21 i EGFR-

onkogenet og en vildtypekontrol i exon 2. Hovedkomponenterne i kittet er forklaret nedenfor.

ARMS

Allele- eller mutationsspecifik forstzerkning opnés ved hjzelp of ARMS. Tag DNA-polymerase
(Tag) er effektiv til at skelne mellem en match og en fejlmatch i 3'enden of en PCR-primer.
Specifikke muterede sekvenser forstaerkes selektivt, selv i prever hvor stersteparten aof
sekvenserne ikke beerer mutationen. Nér primeren er fuldsteendigt matchet, fortseetter
forsteerkningen med fuld effektivitet. Nér 3'-basen ikke er matchet, forekommer der kun

baggrundsforsteerkning pé lavt niveau.

Scorpions

Pé&visning af forsteerkning udferes med Scorpions. Scorpions er bifunktionelle molekyler, der
indeholder en PCR-primer, som er kovalent kaedet til en probe. Fluoroforen i proben reagerer
med en quencher, der ogsa erindeholdt i proben, hvilket reducerer fluorescensen. Nér proben
binder til amplikonet under PCR, adskilles fluoroforen og quencheren, hvilket ferer til en

péviselig stigning af fluorescens.

Kitformat

Der leveres otte analyser med therascreen EGFR RGQ PCR Kit:

® En kontrolanalyse (CTRL)

® Syv mutationsanalyser
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Alle reaktionsblandinger indeholder reagenser til pdvisning of mél, der er maerket med
carboxyfluorescein (FAM™), og en intern kontrolanalyse, der er maerket med
hexachlorofluorescein (HEX™). Den interne kontrolandlyse kan pavise tilstedeveerelsen of
haemmere, der kan medfere falsk-negative resultater. FAMforstaerkning kan udkonkurrere den
interne kontrolforstzerkning, og formdlet med den interne kontrol er ganske enkelt at vise, at
hvor der ikke er nogen FAMforstaerkning, er dette et sandt negativt resultat og ikke en mislykket
PCR-reaktion.

Analyser

therascreen EGFR RGQ PCR Kit indebaerer en totrinsprocedure. |farste trin udferes
kontrolanalysen for at bedemme det samlede EGFR DNA, der kan forsteerkes, i preven. | andet

trin udferes bade mutations- og kontrolanalyser for at pavise eller afvise tilstedevaerelsen af
mutant-DNA.

Kontrolanalyse

Kontrolanalysen, der er maerket med FAM, anvendes til vurdering of det samlede EGFR DNA,
der kan forstzerkes, i preven. Denne kontrolanalyse forstzerker en region af exon 2 of
EGFR-genet. Primere og Scorpions-proben er designet, sd alle kendte EGFR-polymorfismer

undgés.
Mutationsanalyser

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

skelne mellem vildtype-DNA og en bestemt mutantDNA.

Kontroller

Bemaerk: Alle provekarsler skal indeholde positive og negative kontroller.
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Positiv kontrol

Hver kersel skal indeholde en positiv kontrol i rer 1-8. therascreen EGFR RGQ PCR Kit
indeholder positiv kontrol (Positive Control, PC) for EGFR, der skal bruges som skabelon i den
positive kontrolreaktion. De positive kontrolresultater vil blive vurderet for at sikre, at kittet

fungerer korrekt inden for de erkleerede acceptkriterier.
Negativ kontrol

Hver kersel skal indeholde en negativ kontrol ("kontrol uden skabelon": NTC) i rer 9-16.
therascreen EGFR RGQ PCR Kit indeholder vand til NTC, der skal bruges som "skabelon"
i kontrollen uden skabelon. Ikke-skabelon-kontrollen bruges til at bedemme eventuel potentiel

kontaminering under kerselsopszetningen og til at vurdere den interne kontrolreaktions ydelse.

Bedemmelse af intern kontrolreaktion

Hver reaktionsblanding indeholder en intern kontrol (Internal Control, IC) ud over
mdlreaktionen. En fejl angiver enten, at der er heemmere til stede, som kan medfere ungjagtige
resultater, eller ot der er opst&et en brugeropseetningsfejl for det pdgseldende rer. IC'en
indeholder en oligonukleotid malsekvens, der ikke er EGFRrelateret, en umaerket primer og en
Scorpions-primer, der er maerket med HEX for at adskille det fra de FAM-maerkede Scorpions
i kontrollen og mutationsreaktionsblandingerne.  FAMforsteerkning  kan  udkonkurrere
|Cforsteerkningen, s& den IC C; (HEX)veerdi, der genereres, kan ligge uden for det

specificerede omrdde. FAM-resultaterne er dlligevel gyldige for disse praver.

Prevevurdering

Det anbefales pd det kraftigste at anvende den kontrolreaktionsblanding (rer-CTRL), der leveres
med therascreen EGFR RGQ PCR Kit, til vurdering of det samlede EGFR DNA, der kan
forstaerkes, i en prove. Denne kontrolanalyse forstzerker en region of exon 2 of EGFRgenet.
Det anbefales at opszette preverne kun med kontrolanalysen med EGFR PC som en positiv

kontrol og vand til "skabelonen" som kontrol uden skabelon.
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Bemaerk: DNA-vurderingen skal baseres p& PCR og kan afvige fra kvantificering baseret pé
absorbansmalinger. Der medfelger ekstra kontrolreaktionsblanding (rer med CTRL) for at give

mulighed for vurdering af kvaliteten og kvantiteten i DNA i prever for analyse med therascreen

EGFR RGQ PCR Kit.

Platform og software

therascreen EGFR RGQ PCR Kit er specifikt udviklet til at anvendes sammen med Rotor-Gene
QMDx 5plex HRM:-instrumenter. Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-instrumentet er programmeret

til forskellige cyklusparametre, eller "kersler", efter therascreen EGFR CE Assay Package.

therascreen EGFR CE Assay Package bestér af to skabeloner: "therascreen EGFR CE Control
Run Locked Template" (til DNA-prevevurdering) og "therascreen EGFR CE Locked Template"
(til pavisning af EGFR-mutationer). Disse skabeloner indeholder PCRkerselsparametre og

beregner resultaterne.

Det er ogsd muligt aof bruge therascreen EGFR RGQ PCR Kit med
Rotor-Gene Qsoftwareversion 2.3 i &ben tilstand (dvs. uden brug af Rotor-Gene Q therascreen
EGFR CE Assay Package). Se flere detaljer i Bilag A: Vejledningsprotokol til therascreen EGFR
RGQ PCR Kit.
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Medfalgende materialer

Kit-indhold
therascreen EGFR RGQ PCR Kit (24)
Katalognr. 874111
Antal reakfioner 24
Farve Identitet Rer-id Volumen
Red Control Reaction Mix (kontrolreaktionsblanding) 1 CTRL 2 x 600 pl
Lilla T790M Reaction Mix (T790M:-reaktionsblanding) 2 T790M 600 l
Orange Deletions Reaction Mix (deletionsreaktionsblanding) 3 Del 600 pl
lysered L858R Reaction Mix (L8 58R-reaktionsblanding) 4 L858R 600 pl
Gront L861Q Reaction Mix (L8 1 Q-reaktionsblanding) 5 1861Q 600 pl
Gul G7 19X Reaction Mix (G7 19X-reaktionsblanding) 6 G719X 600 pl
Gr& S7 68l Reaction Mix (S7 6 8l-reaktionsblanding) 7 S768I 600 pl
Bla Insertions Reaction Mix (indsaetningsreaktionsblanding) 8 Ins 600 l
Beige EGFR Positive Control (Positiv kontrol for EGFR) 9 PC 300 pl
Mintgran Tag DNA Polymerase (Tag-DNA-polymerase) Tag 2x80yl 2x 80yl
Hvid Nuclease-free water for No Template Control NTC 1,9 ml 1,9 ml
(Nukleasefrit vand fil ikke-skabelon-kontrol)
Hvid Nuclease-free water for Dilution Dil. 1,9 ml 1,9 ml

(Nukleasefrit vand til fortynding)
Handbog til therascreen EGFR RGQ PCR Kit
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Nedvendige materialer, som ikke medfelger

Der skal altid anvendes en egnet laboratoriekittel, engangshandsker og beskyttelsesbriller, nar

der arbejdes med kemikalier. Der findes flere oplysninger i de tilhgrende sikkerhedsdatablade

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

Reagenser

DNA-ekstraheringskit (se DNA-<kstrahering og forberedelse)

Forbrugsvarer og generelt laboratorieudstyr

Dedikerede pipetter * (justerbare) til praveforberedelse

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

Dedikerede pipetter* (justerbare) til dosering of DNA-skabelon

DNase-, RNase- og DNAri pipettespidser med filire (for at undgé krydskontamination
anbefales pipettespidser med aerosolbarrierer)

Strip Tubes and Caps, 0.1 ml, til brug med 72-Well Rotor (katalognr. 981103 eller
981106)

DNase-, RNase- og DNASri mikrocentrifugeringsrer til forberedelse of masterblandinger
Loading Block 72 x 0.1 ml Tubes, aluminiumsblok til manuel opsaetning of reaktioner med
enkeltkanalspipette (katalognr. 9018901)

Thermomixer*, opvarmet orbital inkubator*, varmeblok* eller vandbad*, der kan inkubere
ved 90 °C

Bordcentrifuge* med rotor til 2 mlreagensglas

Vortexmixer*

* Kontrollér, at instrumenterne og udstyret er kontrolleret og kalibreret i henhold fil producentens anbefalinger.
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Udstyr til PCR

® Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-instrument med fluorescenskanaler til Cycling Green og
Cycling Yellow (pévisning af hhv. FAM og HEX)* 1
Rotor-Gene Qisoftware, version 2.3
Rotor-Gene Q therascreen EGFR CE Assay Package CD, version 3.0.5 (katalognr. 9023537)

Bemaerk: Softwaren til RotorGene Q therascreen EGFR CE Assay Package kraever

Rotor-Gene Qsoftwareversion 2.3.

* Kontrollér, atinstrumenterne og udstyret er kontrolleret og kalibreret i henhold fil producentens anbefalinger.

t I nogle lande kan Rotor-Gene Q 5plex HRM-instrumentet med produktionsdatoen maj 2011 eller senere om nadvendigt
anvendes. Produktionsdatoen findes under serienummeret pd bagsiden of instrumentet. Serienummeret findes i formatet
"mma&é&nnn", hvor "mm" stér for produktionsméanedenital, "&&" stér for de sidste fo tal i produkfionséret, og "nnn" stér
for den entydige instrumentidentifikator.
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Advarsler og forholdsregler

Til in vitro-diagnostisk brug

Der skal altid anvendes en egnet laboratoriekittel, engangshandsker og beskyttelsesbriller, nar
der arbejdes med kemikalier. Der henvises til de relevante sikkerhedsdatablade (Safety Data
Sheets, SDS'er) for yderligere information. Disse er tilgeengelige online i et praktisk og kompakt
PDFformat pd adressen www.qiagen.com/safety, hvor deter muligt at finde, f& vist og udskrive
SDS'et for hvert QIAGENkit og tilherende komponenter.

Se sikkerhedsoplysningerne vedrgrende Rotor-Gene Qiinstrumentet i den brugervejledning,

der folger med instrumentet.

Prave- og analyseaffald skal bortskaffes i henhold til lokale sikkerhedsregler.
Generelle forholdsregler

Veer altid opmaerksom pé felgende:

® Denne test er beregnet til brug sammen med FFPE NSCLC-vaevspraver.

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

® Udvis ekstrem forsigtighed for at forhindre forurening of PCR'er med syntetisk
kontrolmateriale. Vi anbefaler at bruge separate, dedikerede pipetter til forberedelse af
reaktionsblandinger og tilfgjelse of DNA-skabelon. Forberedelse og dispensering af
reaktionsblandinger skal udferes i et omrdde, som er adskilt fra skabelontilfzjelsen.
Rotor-Gene Qrerene md ikke &bnes, nér PCRkarslen er afsluttet. Dette er for at forhindre
kontaminering of laboratoriet med produkter efter PCR.

e Alle kemikalier og dlt biologisk materiale er potentielt farligt. Prever er potentielt farlige og

skal héndteres som biologisk farlige materialer.
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® Reagenserne til therascreen EGFR RGQ PCR Kit er fortyndet optimalt. Fortynd ikke
reagenserne yderligere, da dette kan resultere i tab aof ydelse. Brug ikke
reaktionsvolumener (reaktionsblanding plus preve) p&d mindre end 25 pl, da det ager
risikoen for falsk-negative resultater.

e Alle reagenser, der leveres med therascreen EGFR RGQ PCR Kit, er udelukkende beregnet
til brug sammen med de evrige reagenser i det samme therascreen EGFR RGQ PCR Kit.
Reagenserne i therascreen EGFR RGQ PCR Kit eller mellem therascreen EGFR RGQ PCR
Kits mé ikke udskiftes, da dette kan pévirke ydeevnen.

® Brug kun den Tag DNA-polymerase (rer med Tag), som leveres med therascreen EGFR
RGQ PCR Kit. Den mé& ikke udskiftes med Tag DNA-polymerase fra andre kit of den samme
eller en anden type eller med Tag DNA-polymerase fra en anden leverander.

® Brug aldrig for gamle eller ukorrekt opbevarede komponenter.

Bemaerk: Der skal udvises forsigtighed for at sikre korrekte test of prever, hvad angdr

undgéelsen aof forkert preveangivelse, fejl ved issetning og pipetteringsfeil.

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

"dedvolumener" pé& disse instrumenter.
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Opbevaring og héndtering af reagenser

Forsendelsesbetingelser

therascreen EGFR RGQ PCR Kit sendes pd teris og skal vaere frosset ved modtagelse. Hvis
therascreen EGFR RGQ PCR Kit ikke er frosset ved modtagelse, hvis den ydre emballage har
veeret &bnet under transporten, eller hvis forsendelsen ikke indeholder en felgeseddel, denne
handbog eller reagenserne, skal der rettes henvendelse til QIAGENS tekniske serviceafdeling

eller den lokale forhandler (se bagsiden, eller besag www.qiagen.com).
Opbevaringsbetingelser

therascreen EGFR RGQ PCR Kit skal straks efter modtagelse opbevares ved -30 til -15 °C i en
fryser med konstant temperatur og beskyttes mod lys. Scorpions (som det er tilfaeldet med dlle
fluorescensmeerkede molekyler) skal beskyttes mod lys for at undgéd fotoblegning og tab af
ydelse. Ved opbevaring i den oprindelige emballage under de anbefalede

opbevaringsbetingelser er kittet stabilt indtil den udlebsdato, der er angivet pd etiketten.

Nér reagenser er dbnet, kan de opbevares i den originale emballage ved en temperatur fra
-30 til -15 °C i 12 maneder eller indtil den angivne udlebsdato, alt efter hvad der indtraeffer
forst. Undgd gentagen indfrysning og optening. Et reagens md hgjst nedfryses og optes

otte gange.

Reagenserne skal optes ved stuetemperatur (1525 °C) i mindst 1 time og hgjst 4,5 timer. Nar
reagenserne er klar til brug, kan PCR-reaktionerne opsattes. Rotor-Gene Qirer, der indeholder
masterblandinger og DNA-prave, skal seettes i et Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-instrument
med det samme. Nér PCR-reaktionerne er klargjort, mé den samlede tid fra opstarten til kerslen

ikke overstige:
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® 6 timer, hvis de opbevares ved stuetemperatur
Bemaerk: Dette tidsrum omfatter béde PCR-opsaetningen og -opbevaringen.

® 18 timer, hvis de opbevares i keleskab (2-8 °C)

Bemaerk: Dette tidsrum omfatter bade PCR-opssetningen og -opbevaringen.

Bemaerk: For at sikre optimal aktivitet og ydelse ber Scorpions (som det er tilfeldet med alle

fluorescensmeerkede molekyler) beskyttes mod lys for at undgé fotoblegning.

Bemaerk: Prover ber vaere samlede i batch for at opné den optimale anvendelse af reagenser
i therascreen EGFR RGQ PCR Kit. Hvis prever testes individuelt, bruger det flere reagenser og

reducerer antallet of prever, som kan testes med therascreen EGFR RGQ PCR Kit.
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Handtering og opbevaring af praver
Bemaerk: Alle prover skal behandles som potentielt infektigst materiale.

Prevemateriale skal veere humant genomisk DNA, ekstraheret fra FFPE-vaev. Preverne skal

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

Tumorprever er uhomogene, og data fra én tumorprave vil muligvis ikke veere samstemmende
med data fra andre praeparater fra den samme tumor. Tumorprever kan ogs& indeholde
ikketumorvaev. DNA fra ikketumorvaev forventes ikke at indeholde de mutationer, der
detekteres af therascreen EGFR RGQ PCR Kit.

Sédan forberedes veevspraver til DNA-ekstrahering:

® Ved hjzlp of standardmaterialer og -metoder fikseres vaevspraven i 10 % neutralt bufret
formalin (NBF) og indstebes i paraffin. Ved hjzelp af en mikrotom skal man skaere 5 pm
serielle sektioner fra paraffinblokken og montere dem pda objektglas.

® Brug en uddannet person (f.eks. en patolog) til at vurdere en haematoxylin- og
eosinfarvet (H&E) sektion for at bekraefte, at der er en tumor til stede.

® De farvede sektioner mé ikke bruges til DNA-ekstrahering.

® Opbevar dlle FFPE-blokke og objektglas ved stuetemperatur (1525 °C). Objekiglas kan

opbevares ved stuetemperatur i op til 1 méned for DNA-<kstrahering.
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Procedure

DNA-ekstrahering og -forberedelse

Kittets ydelseskarakteristika er genereret ved hjaelp of DNA, som er ekstraheret med QlAamp
DSP DNA FFPE Tissue Kit (katalognr. 60404). Dette kit skal anvendes til DNAforberedelse,
hvis det er tilgeengeligt i dit land. Hvis det funktionelt tilsvarende QlAamp DNA FFPE Tissue
Kit (katalognr. 56404) anvendes, skal DNA-<ekstraheringen udfares i henhold tilinstruktionerne
i handbogen med falgende bemazerkninger:

® Brug ikke QIAGEN Deparaffinization Solution. Brug kun xylen-/ethanolmetoden til
deparaffinering som beskrevet i Handbog til QlAamp DNA FFPE Tissue Kit.

® Serg for at bruge ethanol of molekyleerbiologisk kvalitet* til alle nadvendige trin.

® Skrab hele vaevsomradet bort fra to sektioner og ind i et maerket mikrocentrifugeringsrer
med en ny skalpel for hver prove.

e Proteinase Kfordejelse (trin 11 i Hondbog til QlAamp DNA FFPE Tissue Kif) skal udferes
i1 timer = 5 minutter i 56 °C £ 3 °C.

® Proteinase Kfordgijelse (trin 12 i Handbog til QIAamp DNA FFPE Tissue Kif) skal udferes
i1 timer = 5 minutter i 90 °C + 3 °C.

® Brug ikke RNasetrinnet, der er beskrevet i Handbog til QI Aamp DNA FFPE Tissue Kit.

® Prgverne skal elueres med 120 pl elutionsbuffer (ATE) fra QlAamp DNA FFPE Tissue Kit
(trin 20 i Handbog til Ql/Aamp DNA FFPE Tissue Kit.

® Genomisk DNA kan opbevares ved 2-8 °C i 1 uge efter ekstrahering derefter ved -30 til
-15 °C i op til 8 uger far brug.

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

* Der mé& ikke bruges denatureret alkohol, som indeholderandre stoffer, sésom metanol eller methylethylketon.
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Protokol: Prevevurdering

Denne protokol bruges til at vurdere det samlede DNA, der kan forstzerkes, i prever ved hjelp

aof !

"therascreen EGFR CE Control Run Locked Template" i Rotor-Gene Q therascreen EGFR CE

Assay Package til automatiseret prevevurdering.

Bemaerk: Se flere oplysninger om manuel DNA-prevevurdering under Bilag A: Vejledningsprotokd
tiltherascreen EGFRRGQ PCRKit.

Vigtige anvisninger for start

Gennemlzes afsnittet Generelle forholdsregler, fer proceduren pabegyndes.

Brug tid p& at saette dig ind i brug af Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-instrumentet, fer du
starter protokollen. Se brugsvejledningen til instrumentet.

Taq eller blandinger, der indeholder Tag, ma ikke vortexes, da dette kan inaktivere
enzymet.

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

Der kan bedemmes op til 24 prever med kontrolreaktionsblandingen.

Ting, der skal geres for start

Kontrollér, at therascreen EGFR CE Assay Packagesoftwaren er installeret, for
Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-instrumentet anvendes farste gang (se Bilag B: Installation
af therascreen EGFR CE Assay Package).

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

Bland alle prever ved at vende dem 10 gange, og centrifuger kort for at indsamle indholdet
i bunden of reret.

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

kortvarigt for at samle enzymet i bunden aof reret.
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Procedure

1. Opte kontrolreaktionsblandingen (CTRL), nukleasefrit vand til ikke-skabelon-kontrollen (No
Template Control, NTC) og positiv kontrol (Positive Control, PC) for EGFR ved
stuetemperatur (15-25 °C) i mindst 1 time og hgjst 4,5 timer.

Tiderne for optening af reagenser, PCR-opsaetning og opbevaring fer start aof kersel er

angivet i tabel 2.

Tabel 2. Optoningstid, PCR-opszfingstider og opbevaringstemperaturer

Minimal Maksimal Opbevaringstemperatur Maksimal fid for PCR-opsaing
opieningsfid opieningstid efter PCR-opszatning og -opbevaring

1t 4,51t Stuetemperatur (15-25°C) 6t

1t 4,5t 2-8°C 18t

Bemaerk: PCR-opsaetning udferes ved stuetemperatur (1525 °C). Begrebet "opbevaring”
henviser til tiden mellem fuldferelsen of PCR-opseetningen og starten of PCR-kerslen pé
Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-instrumentet.

Bemaerk: Bring Tagq til stuetemperatur (15-25 °C) ved samme tid som de andre reagenser
(se Opbevaring og héndtering of reagenser). Centrifugér reret kortvarigt for at samle

enzymet i bunden of reret.

2. Nér reagenserne er optget, skal de blandes ved, at man vender hvert rer 10 gange, sé&
lokale saltkoncentrationer undgés, og derefter centrifugeres kortvarigt for at samle alt
indhold i bunden of reret.

3. Forbered tilstraekkelige maengder kontrolmasterblanding  (kontrolreaktionsblanding  [CTRL]
samt Tag) til DNA-preverne, en EGFR PCreaktion og en NTC-reaktion i henhold til
volumenerne i tabel 3. Inkluder reagenser til én ekstra preve for at sikre tilstrackkelig

ldning til PCR-opsaetningen.

Bemaerk: Masterblandingen indeholder dlle de komponenter, der er nadvendige ved PCR,

undtagen praven.

Handbog til therascreen EGFRRGQ PCRKit 10/2019 23



Tabel 3. Forberedelse af masterblanding fil kontrolanalyse

Komponent

Volumen

Kontrolreaktionsblanding (CTRL)

Tag-DNA-polymerase (Taq)

19,5 plx (n+1)*

0,5plx(n+1)

Samlet volumen

20 p|/reakrion

*

n = antallet of reakfioner (praver plus kontroller). Forbered tilstraekkelig masterblanding til 1 ekstra preve (n + 1) for ot

sikre filstraekkelig daekning til PCR-opsaetningen. Vaerdien n mé ikke overstige 26 (24 prover plus 2 kontroller).

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

kontrolrecktionsblandingen til det relevante rer, og Taq tilsaettes til sidst.

4. Bland masterblandingen grundigt ved at pipettere forsigtigt op og ned 10 gange. Placer

det passende antal bandrer i issetningsblokken i overensstemmelse med layoutet i tabel 4.
Tilszet straks 20 pl masterblanding til hvert PCR-bandrer.

Haetterne skal blive i plastikbeholderen, indtil de skal bruges. Til DNA-prevevurdering skal

analysemasterblandingen tilsaettes til ét PC-rer, ét NTCrar og ét rer for hver prove.

Tabel 4. Layoutfor DNA-provevurderingsanalyser i isamingsblokken. Tallene angiver positioner i issetingsblokken og

indikerer den endelige roforposition.

Andlyse Position

Kontrol 1[PC] 9 17 25 - - - - -
Kontrol 2[NTC] 10 18 26 - - - = =
Kontrol 3 11 19 - - - - - -
Kontrol 4 12 20 - - = = - -
Kontrol 5 13 21 - - - - - -
Kontrol 6 14 22 - = = = - -
Kontrol 7 15 23 - - - - - -
Kontrol 8 16 24 - = = - - _

5. Tilseet straks 5 pl vand til NTC i reret i position 2, og saet haette p& reret.

6. Tilsset 5 pl of hver prove til provererene (rerpositioner 3-26), og st heetter pd rerene.

7. Tilsset 5 pl EGFR PC til reret i position 1, og szt haette p& reret.
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11.

12.

Undgé fejl ved iszetning og pipettering for at sikre korrekt tilssetning of NTC, praver og
PC i de relevante rer. Markér rerenes haetter for at vise, hvilken vej rgrene skal vende,
nér de sattes i Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-instrumentet.

. Nér der er sat haette p& dlle PCRrgrene, skal der foretages en visuel kontrol of

provergrenes opfyldningsniveauer for at sikre, at preven er blevet tilsat alle rerene.

. Vend dlle PCR-rgrene fire gange for ot blande preverne og reaktionsblandingerne.

. Placer PCRbéndrerene i de korrekte positioner i 72-brendsrotoren i overensstemmelse

med visningen i tabel 4.

Hvis rotoren ikke er helt fyldt, skal alle tomme positioner pé rotoren fyldes med tomme

rer med haette pd.

Placer straks 72-brgndsrotoren i Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-instrumentet. Kontrollér,
at laseringen (tilbehar til Rotor-Gene Q MDx Splex HRM-instrumentet) er placeret oven

p& rotoren, for at sikre rerene under kerslen.

Bemaerk: Hvis der anvendes manuel prevevurdering, henvises der til Bilag A:
Vejledningsprotokol filtherascreen EGFR RGQ PCR Kit.

Start Rotor-Gene Qesoftwaren ved at dobbeltklikke pé ikonet "therascreen EGFR CE Control
Run Llocked Template" (L&st skabelon til prevekersel of therascreen EGFR CE) pé&

skrivebordet pa den computer, der er sluttet til Rotor-Gene Q MDxinstrumentet (figur 1).

1]
®
»

A
therascrean EGFR CE
Contral Fun Locked

Template

Figur 1. lkonetLast skabelon fil EGFR CE il kontrolkersel (prevevurdering).

13.

Fanen "Setup" (Opseetning) &bnes som standard (figur 2). Kontrollér, at l&seringen er
korrekt p&sat, og markér derefter afkrydsningsfeltet Locking Ring Attached (Lésering pé&sat).
Luk laget pa Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-instrumentet.
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ur 2. Fanen "Setup" (Opszeming) (1) og afkrydsningsfeliet "LockingRing Attached" (Lasering pésat) (2).

. Angiv kerselsid i dialogboksen Run ID (Kerselsid) i overensstemmelse med den lokale
navnekonvention. Angiv prevenavnet i dialogboksen Sample Name (Prevenavn)

i overensstemmelse med den lokale navnekonvention, og tryk p& "Return" (Retur).

Dette fojer prevenavnet til listen over prever nedenfor og giver preven et "Sample ID"
(Preve-id) (1, 2, 3 osv.). Derudover opdateres panelet "Layout of the pipetting adapter"

(Layout for den pipetterende adapter) i hgijre side til at omfatte prevenavnet (figur 3).

Bemaerk: Alternativt kan prevenavne, som er gemt i formatet *.smp (Rotor-Gene Q-pravefil)
eller formatet *.csv (kommaseparerede vaerdier), importeres ved hjaelp af funktionen Import

Samples (Importér praver). Prevenavnene udfyldes automatisk ved hjselp of denne metode.

Bemaerk: | panelet "Layout of the pipetting adapter" (Layout for den pipetterende adapter)
skal man kontrollere, at tilssetningen of prevenavnet er fremhaevet med en aendring of

farven, og at prevenavnet er i prevepositionen (figur 3).
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Bemaerk: Prevenavne med mere end 8 tegn vises muligvis ikke helt i panelet "Layout of the

pipetting adapter" (Layout for den pipetterende adapter).

1 file - He
Setup T nres T
Eit Hamer Vercopen EGFACE  Rows: [57 0
R0 PCR KR

oo
s
W
Suelt ]

4
|
Aehen b unstings v b e, he St A obegr by [ 57 _ ShatPan |
[ O WP T o WS TR i T W

Figur 3. Angivelse aof "Run ID" Korsels-id) og "Sample Name" [Prevenavn). 1 = dialogfeltet "Run ID" (Kersels-id),
2 = panelet "Import Samples" (Importér prover), 3 = dialogfeltet "Sample Name" (Prevenavn), 4 = "Sample List"
(Preveliste), 5 = panelet "Layout of the pipetting adapter" (Layout for den pipetterende adapter).

15. Gentag trin 14 for at angive navnene p& yderligere prever (figur 4).

Bemeerk: For at redigere et prevenavn skal man klikke pa Sample Name (Prevenavn) p&
listen over prever, og derefter vises den valgte preve i dialogboksen Sample Name ovenfor.
Rediger prevenavnet efter de lokale navnekonventioner, og tryk p& Return (Retur) for at

opdatere navnet.
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Figur 4. Angivelse of yderligere pravenavne i dialogfelfet "Sample Name" Prevenavn). 1 = dialogfeltet "Sample
Name" (Prevenavn), 2 = "Sample List" (Preveliste), 3 = panelet "Layout of the pipetting adapter" (Layout for den
pipetterende adapter).

16. Nér dlle prevenavne er angivet, skal man verificere, at de er korrekte. Tilfgj eventuelle
yderligere oplysninger i feltet Notes (Bemaerkninger), om nedvendigt, og klik derefter p&
Start Run (Start kersel) (figur 5).

Bemaerk: Hvis nogle rotorpositioner er tomme, vises en "Warning" (Advarsel) (figur 5) for
at minde brugeren om, at dlle tomme positioner pa rotoren skal udfyldes med et tomt rer
med haette. Kontrollér, at alle tomme rotorpositioner udfyldes med tomme rer med heette,

og klik pa OK for at fortszette. Vinduet "Save As" (Gem som) dbnes.
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Figur 5. Dialogfeltet "Notes" (Bemaerkninger) (1), knappen "Start Run" (Start kersel) (2) og advarsel om fomme positioner (3).

17. Valg et passende filnavn, og gem PCRkerslen som en *.rexkerselsfil pd den valgte

Save as type: |Run File (".rex)

Tae T

1 Save I Cancel

"Save" (Gem).

Figur 6. Vinduet "Save As" (Gem som) (1). 2 = felterne "File Name" (Filnavn) og "Save as type" (Gem som type);
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PCRkgrslen starter.

Bemaerk: N&r kerslen starter, dbnes fanen "Run Progress" (Kerselsstatus) automatisk for

at vise temperatursporingen og den resterende kerselstid (figur 7).

1

Arahysa-Only Rator-Gene  Seies Softmare VIRTUAL MODE - D134 VERI02 A58 005 B0 13AUGL 079 1ZP - [EGFR Anayzis] (RS Eon =)
B tivp ol

View b
28

T 1 P 1 =

Treran has compisted

Temporaturs Trace - Temp () va Time (min)

ks G G Se Suww 231 herecrer 7R Mkl VERTUSL MODE | Coverd Usee GLOBAL v oo, 5 A I Ogmrae

Figur 7. Fanen "Run Progress" (Kerselsstatus) (1).
Bemaerk: Nér kerslen er afsluttet, dbnes fanen "Analysis" (Analyse). Hvis fanen Analysis
(Analyse) ikke d&bnes, skal klikke p& fanen Analysis (Analyse) (figur 8).

Bemaerk: Der vises en forklaring p& beregningsmetoden i afsnittet "Fortolkning of resultater

(automatiseret)".
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Figur 8. Fanen "Andlysis" (Analyse) (1) og rapportering af resultater (2 = "Control Run Sample Result Table"
(Resuliattabel for provekeorsel).

Kontrolresultater rapporteres p& felgende méade i "Control Run Sample Result Table"
(Resultattabel for prevekersel) (figur 8).

Kerselskontroller (PC og NTC, henholdsvis rarpositioner 1 og 2). Hvis resultaterne er inden
for de acceptable omréder, vises hvert resultat som "Valid" (Gyldigt). Ellers vises teksten
"Invalid" (Ugyldig).

Pravekontrolreaktionens Cr > 31,10 vises som "Invalid" (Ugyldigt). Kvantiteten of DNA er
ikke tilstraekkelig til mutationsanalyse. Test preven igen. Hvis kvantiteten of DNA'et stadig

er utilstreekkelig, skal der ekstraheres mere vaev, hvis det er tilgeengeligt.

Pravekontrolreaktionens Cr < 23,70 vises som "Invalid" (Ugyldigt). DNA-koncentrationen er
for hgj til mutationsanalyse. Fortynd med nukleasefrit vand til fortynding (Dil.), og test igen.
Fortynd tilen Crp& 23,70-31,10. En 1:14ortynding eger Crvaerdien med ca. 1,0.

Prevekontrolreaktionens Cr pa 23,70 til 31,10 (23,70 < kontrol-Cr < 31,10) vises som
"Valid" (Gyldigt). DNAkoncentrationen er egnet til mutationsanalyse.
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Bemaerk: Hvis det er nedvendigt at ekstrahere preven igen eller fortynde den, skal
kontrolreaktionen gentages for at bekraefte, at DNAkoncentrationen er passende il brug.
18. Klik p& Report (Rapport) for at generere en rapportfil. Vinduet "Report Browser"

(Rapportbrowser) &bnes. Vaelg EGFR CE Analysis Report (EGFR CE-analyserapport) under
Templates (Skabeloner), og klik derefter p& Show (Vis) (figur 9).

Bemaerk: Rapporter kan gemmes pd et alternativt sted i Web Archivesformat ved at klikke

pd knappen Save As (Gem som) i averste venstre hjerne af hver rapport.
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Figur 9. Valg of "EGFR CE Analysis Report" (EGFR CE-analyserapport). 1 = "Report" (Rapport], 2 = panelet "Report
Browser" (Rapportbrowser), 3 = "EGFR Analysis Report" (EGFR-analyserapport), 4 = "Show" (Vis).
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Protokol: Pavisning af EGFR-mutation

Denne protokol er til pdvisning of EGFR-mutationer. Nér en preve har bestdet

DNA-prevevurderingen, kan den testes ved hjeelp of EGFR-mutationsanalyserne og den

automatiserede software.

Bemaerk: Se oplysninger om manuel mutationspévisning i Bilag A: Vejledningsprotokol il
therascreen EGFR RGQ PCR Kit.

Vigtige anvisninger for start

Gennemlzes afsnittet Generelle forholdsregler, fer proceduren pabegyndes.

Brug tid p& at saette dig ind i brug af Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-instrumentet, fer du
starter protokollen. Se brugsvejledningen til instrumentet.

En prove kan testes ved hjzlp of EGFR-mutationsanalyserne, nér den har best&et
DNA-prevevurderingen.

For at udnytte therascreen EGFR RGQ PCR Kit effektivt skal preverne grupperes i batch
af syv. Mindre batchstarrelser betyder, at der kan testes feerre prever med therascreen
EGFR RGQ PCR Kit.

En prove skal testes ved at bruge alle de reaktionsblandinger, der felger med therascreen
EGFR RGQ PCR Kit.

Tag eller blandinger, der indeholder Tag, ma ikke vortexes, da dette kan inaktivere
enzymet.

Pipettér Taq ved forsigtigt at placere pipettens spids lige under vaeskens overflade, sé

spidsen ikke daekkes af overskydende enzym.

Ting, der skal geres fer start

Kontrollér, at therascreen EGFR CE Assay Package-softwaren er installeret, for Rotor-Gene

Q MDx 5plex HRM-instrumentet anvendes ferste gang (se Bilag B: Installation af
therascreen EGFR CE Assay Package).
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For hver brug skal alle reagenser optes helt i mindst 1 time og maksimalt 4,5 timer ved
stuetemperatur (1525 °C), blandes ved at vende dem 10 gange og centrifugeres
kortvarigt for at samle alt indhold i bunden af reret.

Bland alle prever ved at vende dem 10 gange, og centrifuger kort for at indsamle indholdet
i bunden of reret.

Kontrollér, at Taq har stuetemperatur (15-25°C) inden hver brug. Centrifugér roret

kortvarigt for at samle enzymet i bunden aof reret.

Procedure

1.

Opto dlle rer med reaktionsblandingen, vand til NTC og EGFR PC ved stuetemperatur
(15-25 °C) i mindst 1 time og hgjst 4,5 timer.

Tiderne for optgning of reagenser, PCR-opseetning og opbevaring fer start aof kersel er

angivet i tabel 5.

Tabel 5. Optaningstid, PCR-opsaningstider og opbevaringstemperaturer

Minimal Maksimal Opbevaringstemperatur Maksimal fid for PCR-opszetning
opieningsfid opieningstid efter PCR-opsatning og -opbevaring

1t 4,51 Stuetemperatur (1525 °C) 6t

1t 4,5t 2-8°C 18t

Bemaerk: PCR-opsaetning udferes ved stuetemperatur (1525 °C). Begrebet "opbevaring”

henviser til tiden mellem fuldferelsen of PCR-opsatningen og starten af PCRkerslen p&
Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-instrumentet.

Bemaerk: Bring Taq (Tagreret) til stuetemperatur (15-25 °C) ved samme tid som de andre
reagenser (se Opbevaring og héndtering af reagenser). Centrifugér reret kortvarigt for at

samle enzymet i bunden af reret.

. Nér reagenserne er opteet, skal de blandes ved, at man vender hvert rer 10 gange, sé

lokale saltkoncentrationer undgés, og derefter centrifugeres kortvarigt for at samle alt
indhold i bunden af reret.
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3. Forbered tilstraekkelige maengder analysemasterblandinger  (analysereaktionsblandin g
samt Tag) til DNA-preverne, en EGFR PC og en NTC-reaktion i henhold til volumenerne
i tabel 6. Inkluder reagenser til én ekstra preve for at sikre filstraekkelig aeldning til
PCR-opseetningen.

Masterblandingerne indeholder alle de komponenter, der er nedvendige ved PCR,

undtagen praven.

Tabel 6. Forberedelse af analysemasterblandinger

Volumen of Volumen af Tag DNA-polymerase

Andlyse Reakfionsblandingsror  reaktionsblanding [rer med Tagq)

Kontrol CTRL 19,5 plx (n+1)* 0,5plx(n+1)*

T790M T790M 19,5 plx (n+1) 0,5plx(n+1)

Deletioner Del 19,5plx (n+1) 0,5plx(n+1)

L858R L858R 19,5 plx (n+1) 0,5plx(n+1)

1861Q 1861Q 19,5plx (n+1) 0,5plx(n+1)

G719X G719X 19,5 plx (n+1) 0,5plx(n+1)

768l 5768l 19,5 plx (n+1) 0,5plx (n+1)

Indsaetninger Ins 19,5 plx (n+1) 0,5plx(n+1)

*

n = anfallet of reaktioner (prever plus kontroller). Forbered nok masterblanding til én ekstra preve (n + 1) for at sikre
tilstreekkelig aeldning til PCR-opseetningen. Vaerdien ma ikke overstige syv (plus kontroller), da dette er det maksimale
antal prever, der er plads fil i en kersel.

4. Bland analysemasterblandingerne  grundigt ved at pipettere forsigtigt op og ned
10 gange. Placer det passende antal béndrer i issetningsblokken i overensstemmelse med
layoutet i tabel 7. Tilsset straks 20 pl of den passende analysemasterblanding til hvert

PCR-béndrer.

Haetterne skal blive i plastikbeholderen, indtil de skal bruges.
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Tabel 7. Layoutfor kontrol- og mutationsanalyser i isamingsblokken. Tallene angiver positioner i iszemningsblokken og
indikerer den endelige roforposition.

Position
Kontroller Prevenummer

Andlyse PC NTC 1 2 3 4 5 6 7

Kontrol 1 9 17 25 33 41 49 57 65
T790M 2 10 18 26 34 42 50 58 66
Deletioner 3 11 19 27 35 43 51 59 67
L858R 4 12 20 28 36 44 52 60 68
1861Q 5 13 21 29 37 45 53 61 69
G719X 6 14 22 30 38 46 54 62 70
S768l 7 15 23 31 39 47 55 63 71
Indssetninger 8 16 24 32 40 48 56 64 72

. Tilszet straks 5 pl vand til NTC i rarene i positionerne 9-16, og sat haette pd roret.

. Tilszet 5 pl of hver preve til prevergrene (rerpositioner 1724, 25-32, 33-40, 41-48,

4956, 57-64 og 65-72), og seet haette pd rerene.

. Tilsset 5 pl EGFR PC til rerene i position 1-8, og seet heette pd rerene.

Undgé fejl ved iszetning og pipettering for at sikre korrekt tilssetning of NTC, prever og
EGFR PC i de relevante rer.

Hvert rer skal indeholde en samlet reaktionsvolumen p& 25 pl (20 pl
analysemasterblandingen, der er forberedt itrin 3 (tabel 6) samt 5 pl NTC/prave/PC).

Tallene angiver positioner i issetningsblokken og indikerer den endelige rotorposition.

Markér rerenes heetter for at vise, hvilken vej rerene skal vende, nér de seettes i Rotor-Gene
Q MDx 5plex HRM-instrumentet.

. Nér der er sat heette pad alle PCRrerene, skal der foretages en visuel kontrol

af prevererenes opfyldningsniveauer for at sikre, at preven er blevet tilsat alle rerene.

. Vend dlle PCR-rgrene 4 gange for at blande preverne og reaktionsblandingerne.
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10. Placer PCR-bandrerene i de korrekte positioner i 72-brendsrotoren i overensstemmelse med

visningen i tabel 7.

Der kan hgjst medtages 7 praver i hver PCRkersel. Hvis rotoren ikke er helt fyldt, skal alle

tomme positioner pd rotoren fyldes med tomme rer med haette pa.

11. Placer straks 72-brendsrotoren i Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-instrumentet. Kontrollér, at
léseringen (tilbeher til Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-instrumentet) er placeret oven pé

rotoren, for at sikre rerene under kerslen.

Bemaerk: Hvis der anvendes manuel EGFR-mutationspavisning, henvises der til bilag A:
Vejledningsprotokol til therascreen EGFR RGQ PCR Kit.

12. Dobbeltklik p& ikonet "therascreen EGFR CE Locked Template" (Last skabelon il
therascreen EGFR CE) p& skrivebordet p& den beerbare computer, der er sluttet til
Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-instrumentet (figur 10).

therascreen EGFR CE
Locked Template

Figur 10. lkonet EGFR CE Locked Template (Last skabelon fil EGFR CE) (EGFR-mutafionspéavisning).

13. Fanen "Setup" (Opsaetning) &bnes som standard (figur 11). Kontrollér, at l&seringen er
korrekt p&sat, og markér derefter afkrydsningsfeltet Locking Ring Attached (Lésering pé&sat).
Luk laget pa Rotor-Gene Q MDx 5 plex HRM-instrumentet.
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Figur 11. Fanen "Setup" (Opsaefning) (1) og afkrydsningsfeltet "Locking Ring Atiached" (Lésering pasat) (2).

14.

Angiv kerselsid i dialogboksen Run ID (Kerselsid) i overensstemmelse med den lokale
navnekonvention. Angiv prevenavnet i dialogboksen Sample Name (Prevenavn)

i overensstemmelse med den lokale navnekonvention, og tryk pé Return (Retur).

Dette fojer prevenavnet til listen over prever nedenfor og giver preven et "Sample ID"
(Prove-id) (1, 2, 3 osv.). Derudover opdateres panelet "Layout of the pipetting adapter"

(Layout for den pipetterende adapter) i hgjre side til at omfatte prevenavnet (figur 12).

Bemaerk: Alternativtkan prevenavne, som er gemt i formatet * .smp (Rotor-Gene Qprevefil)
eller formatet *.csv (kommaseparerede veerdier), importeres ved hjzelp of knappen Import

Samples (Importér praver). Pravenavnene udfyldes automatisk ved hijzelp of denne metode.

Bemaerk: | panelet "Layout of the pipetting adapter" (Layout for den pipetterende adapter)
skal man kontrollere, at tilssetningen of prevenavnet er fremhaevet med en zendring of

farven, og at prevenavnet er i prevepositionen (figur 12).

Bemaerk: Der kan hgist tilfajes 7 prever. Preve-id'erne (i prevecirklerne) tildeles automatisk
fra 14l 7.

Bemaerk: Prevenavne med mere end 8 tegn vises muligvis ikke helt i panelet "Layout of the

pipetting adapter" (Layout for den pipetterende adapter).
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Figur 12. Angivelse af "Run D" (Kersels-id) og "Sample Name" (Prevenavn). 1 = dialogfeltet "Run ID" (Kersels-id),
2 = knappen "Import Samples" (Importér prever), 3 = dialogfeltet "Sample Name" (Prevenavn), 4 = "Sample List"
(Proveliste), 5 = panelet "Layout of the pipetting adapter" (Layout for den pipetterende adapter), 6 = fremhaevet
pravecirkel og kolonne med 8 analyser under panelet.

15. Gentag trin 14 for at angive navnene pd yderligere praver (figur 13).

Bemaerk: For ot redigere et prevenavn skal man klikke p& Sample Name (Prevenavn) p&
listen over prever, og derefter vises den valgte prove i dialogboksen Sample Name ovenfor.
Rediger prevenavnet efter de lokale navnekonventioner, og tryk pé Return (Retur) for at

opdatere navnet.
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Figur 13. Angivelse of yderligere prevenavne i dialogfeltet "Sample Name" Prevenavn). 1 = dialogfeltet "Sample Nome"
(Prevenavn), 2 = "Sample List" (Proveliste), 3 = panelet "Layout of the pipetting adapter" (Layout for den pipetterende

adapter).

16. Nér dlle prevenavne er angivet, skal man verificere, at de er korrekte. Tilfgj eventuelle
yderligere oplysninger i feltet Notes (Bemzerkninger), om nedvendigt, og klik derefter pé
Start Run (Start kersel) (figur 14).

Bemaerk: Hvis nogle rotorpositioner er tomme, vises en "Warning" (Advarsel) (figur 14) for
at minde brugeren om, at dlle tomme positioner pa rotoren skal udfyldes med et tomt rer
med haette. Kontrollér, at alle tomme rotorpositioner udfyldes med tomme rer med heette,

og klik p& OK for at fortszette.
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Figur 14. Dialogfeltet "Notes" (Bemaerkninger] (1), knappen "Start Run" (Start kersel) (2) og "Warning" (Advarsel om

fomme positioner) (3).

17. Vinduet "Save As" (Gem som) &bnes. Velg et passende filnavn, og gem PCR-kerslen som

en * .rexkerselsfil p& den valgte placering. Klik p& Save (Gem) (figur 15).
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Figur 15. Vinduet "Save As" (Gem som) (1). 2 = felterne "File Name" (Filnavn) og "Save as type" (Gem som type);
3 ="Save" (Gem).
PCRkerslen starter.

Bemaerk: Nér kerslen starter, dbnes fanen "Run Progress" (Kerselsstatus) automatisk for at

vise temperatursporingen og den resterende karselstid (figur 16).
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Figur 16. Fanen "Run Progress" (Kerselsstatus).

Nér kerslen er afsluttet, dbnes fanen "Analysis" (Analyse).

Bemaerk: Hvis fanen "Analysis" (Analyse) ikke &bnes, skal man klikke p& fanen "Analysis"
(Andlyse) (figur 17).

Bemaerk: Der vises en forklaring pé& beregningsmetoden i afsnittet "Fortolkning af resultater

(automatiseret)".
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Figur 17. Fanen "Andlysis" (Analyse) (1) og rapportering af resultater. 2 = panelet "Run Controls, Positive Control”
(Kerselskontroller, positiv kontrol), 3 = panelet "Run Controls, Negative Control" (Kerselskontroller, negativ kontrol),
4 = "Sample Result Table" (Tabel over preveresultat), 5 = panelet "Mutation Status" (Mutationsstatus).

18.

19.

Analyseresultater rapporteres pa felgende made (figur 18).

Run Controls, Positive Control (Kerselskontroller, Positiv kontrol): Hvis resultaterne er inden
for et acceptabelt omréde, viser "Positive Control Status" (Positiv kontrolstatus) "Valid"

(Gyldigt), ellers vises resultatet som "Invalid" (Ugyldigt).

Run Controls, Negative Control (Kerselskontroller, Negativ kontrol): Hvis resultaterne for
b&de "NTC" og "Internal Control" (Intern kontrol) er inden for acceptable omréader, viser
"Negative Control Status" (Negativ kontrolstatus) "Valid" (Gyldigt), ellers vises resultatet
som "Invalid" (Ugyldigt).

Sample Result Table (Tabel over praveresultat): Der rapporteres specifikke mutationer for

mutationspositive prever under kolonnen "EGFR Mutation Status" (EGFR-mutationsstatus).

Klik p& Report (Rapport) for at generere en rapportfil. Vinduet "Report Browser"
(Rapportbrowser) &bnes. Vaelg EGFR CE Andlysis Report (EGFR CE-analyserapport) under
Templates (Skabeloner), og klik derefter p& Show (Vis) (figur 18).
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Bemaerk: En rapport kan gemmes pd et alternativt sted i Web Archivesformat ved at klikke

pd knappen Save As (Gem som) i everste venstre hjerne af hver rapport.
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Figur 18. Valg of "EGFR CE Analysis Report" (EGFR CE-analyserapport). 1 = "Report" (Rapport], 2 = panelet "Report
Browser" (Rapportbrowser), 3 = "EGFR CE Analysis Report" (EGFR CE-analyserapport], 4 = "Show" (Vis).
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Fortolkning af resultater (automatiseret)

Analyse- og mutationsbestemmelser udferes automatisk of therascreen EGFR Assay Package,
nér en kersel er afsluttet. De felgende oplysninger forklarer, hvordan therascreen EGFR Assay

Package udferer analyse- og mutationsbestemmelserne.

Bemaerk: Se oplysninger om manuel analyse of resultater i afsnittet Fortolkning of resultater

(manuel).

PCR<yklussen, hvor fluorescensen fra en bestemt reaktion overskrider den foruddefinerede
teerskelvaerdi, defineres som Crveerdien. Crveerdier angiver kvantiteten of bestemt input-DNA.
lave Crveerdier angiver hgjere inputDNA-niveauer, og heje Crveerdier angiver lavere

input-DNA-veerdier. Reaktioner med en Crveerdi klassificeres som positive forstaerkninger.

Rotor-Gene Qsoftwaren interpolerer fluorescenssignaler mellem to registrerede veerdier.
Crveerdierne kan derfor vaeret et reelt tal (ikke begraenset til heltal) inden for omrédet O til 40. For
therascreen EGFR RGQ PCR Kit er taerskelvaerdien indstillet til 0,075 relative fluorescensenheder
for Green (FAM)kanalen og 0,02 for Yellow (HEX)kanalen. Disse vaerdier konfigureres automatisk
i therascreen EGFR Assay Package. Kerselskontrollerne (PC og NTC samt IC) vurderes for at sikre,

at acceptable Crveerdier opfyldes, og at reaktionerne fungererkorrekt.
Prevens ACrvaerdier beregnes for hver mutationsanalyse ved hjeelp af ligningen:
ACr = [mutationsanalyse Crveerdi] — [kontrolanalyse Crvaerdi]

Proverne klassificeres som mutationspositive, hvis de giver en ACrvaerdi, der er mindre end
eller lig med cutoffACrveerdien for den pégeeldende analyse. Over denne veerdi indeholder
preven enten mindre end den mutationsprocentdel, der kan pévises aof therascreen EGFR RGQ
PCR Kit (ud over andlysens greenser), eller ogsé er preven mutationsnegativ og rapporteres

som "No Mutation Detected" (Ingen mutation pavist].
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Ingen forsteerkning i mutationsrecktioner klassificeres som "No Mutation Detected" (Ingen
mutation pévist). ACrvaerdier, der er beregnet fra baggrundsforsteerkning, forventes at veere
hgjere end cutoffACrvaerdierne, og preven klassificeres som "No Mutation Detected" (Ingen

mutation pdvist).

Analyseresultaterne vises som "Mutation Detected" (Mutation pévist), "No Mutation Detected"
(Ingen mutation pavist), "Invalid" (Ugyldig), eller hvis en kersel mislykkes "Run Control Failed"
(Kerselskontrol  mislykket). For de mutationspositive prever rapporteres de specifikke
mutationer. En tumor kan indeholde mere end én mutation. | sédanne tilfselde rapporteres der

om mere end én mutation.
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Rotor-Gene Q therascreen EGFR Assay Package-flag

Tabel 8 (nzeste side) viser de mulige flag, der kan genereres of Rotor-Gene Q therascreen

EGFR Assay Package, deres betydning og de handlinger, der skal foretages.

Flagnavnene konstrueres til at give oplysninger om det pavirkede komponent i kittet, praven

eller den pévirkede kontrol og fejltilstanden.
For eksempel:

® PC_CTRL_ASSAY_FAIL=den positive kontrols (Positive Control, PC) kontrolanalyse
(CTRL_ASSAY) mislykkedes (FAIL)

e NTC_INT_CTRL_FAIL = ikke-skabelon-kontrollens (No Template Control, NTC) interne
kontrol (INT_CTRL) mislykkedes (FAIL)

® SAMPLE_CTRL HIGH_CONC = prevens (SAMPLE) kontrolanalyse (CTRL) har en hgj
koncentration (HIGH_CONC).
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Tabel 8. Flag, betydninger og handlinger, der skal tages

Flag Betydning Handling
PC_CTRL_ASSAY_FAIL PCR-kersel ugyldig— FAM-C; uden  Gentag hele PCR-kerslen.
for omrédet for positiv kontrol
i kontrolreaktion.
PC_MUTATION_ PCR-kersel ugyldig— FAM-C; uden  Gentag hele PCR-kerslen.
ASSAY_FAIL for omrédet for én eller flere
mutationskontrolreaktioner.
PC_CTRL_INVALD_ PCR-kersel ugyldig — Gentag hele PCR-kerslen.
DATA fluorescensdata i positiv kontrol
(kontrolreaktionsblanding) kan
ikke fortolkes.
PC_MUTATION_ PCR-kersel ugyldig - Gentag hele PCR-kerslen.
INVALD_DATA fluorescensdata i positiv kontrol
(mutationsreaktionsblanding)
kan ikke fortolkes.
NTC_INT_CTRL_FAIL  PCR-kersel ugyldig - intern kontrol ~ Gentag hele PCR-karslen.
over omradet for negativ kontrol.
NTC_INT_CTRL_ PCR-kersel ugyldig — intern kontrol ~ Gentag hele PCR-kerslen.
EARLY_CT er under omradet for negativ
kontrol.
NTC_INVALD_CT PCR-kersel ugyldig— FAM ugyldig ~ Gentag hele PCRkerslen.

NTC_INVALD_DATA

SAMPLE_CTRL_
INVALID_DATA

SAMPLE_CTRL_
HIGH_CONC

(mindre end graensen) for negativ
kontrol.

PCR-kersel ugyldig -
fluorescensdata i negativ
kontrol kan ikke fortolkes.

Prave ugyldig - fluorescensdata
i prevekontrol kan ikke fortolkes.

Preve ugyldig - FAM-G for lav
i prevekontrol.

Gentag hele PCR-kerslen.

Saetny PCRkersel op for at gentage de(n) relevanie
prave(r).

Fortynd preven for at age kontrollens Crvaerdi. Denne
fortynding skal beregnes udfra en forudssehing om, ot
en fortynding 1:1 med det vand, der leveres sommen
med kittet, vil ege Crvaerdien med 1,0. Nér praven er
fortyndet, skal en ny mutationsvurderingskersel seetes op
for at gentage preven. Eller hvis praven er blevet
fortyndet efter DN Apravevurderingskarsken, skd du ga
direkte il EGFR-mutationspdvisningskerslen med den
fortyndede prove.
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Tabel 8. Flag, betydninger og handlinger, der skal tages (fortsat)

Flag Betydning Handling
SAMPLE_CTRL_FAIL Prove ugyldig - FAM-C; for hej  Seet en ny PCRkersel op for at gentage preven. Hvis
i prevekontrolreaktion. preven er ugyldig efter en gentagen PCR-kersel, og hvis

maengden of DNA stadig er ufilstraekkelig, skal du
udtraekke yderligere 2 FFPE-vaevssektioner, hvis de er
tilgeengelige. Saet en ny PCR-kersel op for at teste denne
ekstrahering. Hvis preven er ugyldig, gentages PCR-
kerslen pa den sekundaere ekstrahering. Hvis proven
ikke giver et gyldigt resultat efter denne kersel, fér
preven en ubestemt mutationsstatus, og der skal ikke
udferes yderligere test.

SAMPLE_INT_CTRL. G for hgj (elleringen G) For prover, som genererer flaget
FAIL il intern kontrol (HEX), FAM- SAMPLE_POSITIVE_AND_INVALD med en mutation
kanal er mutationsnegativ. pavist (eller ikke pavist) i en Kklinisk relevant
mutationsreaktionsblanding, skal resultateme

rapporteres, og der kraeves ingen yderligere fest.

Fortynd preven med detvand, der leveres sammen med
kittet, under forudsaetning of, at en fortynding 1:1 vil
@ge Crvaerdien for kontrolreaktionen med 1,0, s& den
endelige volumen er >40pl (f.eks. 40 pl DNA og 40 pl
vand fra rer med maerket DIL).

Seet en ny PCR-karsel op for at gentage praven. Hvis
den er ugyldig ved den gentagne PCR-kersel, skd
preven ekstraheres fra yderligere to FFPE-sektioner. Seet
en ny PCR-kersel op for at teste denne ekstrahering.
Hvis den sekundaere ekstrahering er ugyldig, skal du
fortynde preven som beskrevet ovenfor.

Hvis preven ikke giver et gyldigt resultat efter denne

karsel, far preven en ubestemt mutationsstatus, og der
skal ikke udferes yderligere fest.

SAMPLE_INT_CTRL.  Mutationsrer er ugyldigt — For prover, som genererer flaget
EARLY_CT Cr HEX for lav fil preve SAMPLE_POSITIVE_AND_INVALD med en mutation
(intern kontrol). pavist (eller ikke pavist) i en Klinisk relevant
mutationsreaktionsblanding, skal resultateme

rapporteres, og der kraeves ingen yderligere test.

Saet en ny PCR-kersel op for at gentage preven. Hvis
den er ugyldig ved gentagen PCRkersel, skal der
ekstraheres 2 ekstra FFPE-vaevssektioner, hvis de er
tilgeengelige. Szeten ny PCR-kersel op for at teste denne
ekstrahering. Hvis den er ugyldig, gentages PCR-karsken
p& den sekundaere ekstrahering. Hvis praven ikke giver
et gyldigt resultat efter denne kersel, fér preven en
ubestemt mutationsstatus, og der skal ikke udferes
yderligere test.
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Tabel 8. Flag, betydninger og handlinger, der skal tages (fortsat)

kontrol kan ikke

fortolkes.

Flag Betydning Handling

SAMPLE_INVALD_ Mutationsrer er For prever, som genererer flaget

DATA ugyldigt — SAMPLE_POSITIVE_AND_INVALD med en mutation pdvist
fluorescensdata i intern (eller  ikke pdvist) i en klinisk relevant

mutationsreaktionsblanding, skal resultaterne rapporteres, og
der kraeves ingen yderligere test.

Seet en ny PCR-kersel op for at gentage preven. Hvis den er
ugyldig ved gentagen PCR-karsel, skal der ekstraheres 2 eksta
FFPE-vaevssektioner, hvis de er tilgeengelige. Seet en ny PCR-
kersel op for at teste denne ekstrahering. Hvis den er ugyldig,
gentages PCR-karslen p& den sekundsere ekstrahering. Hvis
proven ikke giver et gyldigt resultat efter denne kersel, fér
preven en ubestemt mutationsstatus, og der skal ikke udfares
yderligere test.

SAMPLE_POSITIVE_
AND_INVALD

En eller flere mutationer
til en preve er positive,
samtidig er én eller flere
mutationer til den samme
preve ugyldige.

For prever, som genererer flaget
SAMPLE_POSITIVE_AND_INVALD med en mutation pdvist
(eller ikke pavist) i en klinisk relevant

mutationsreaktionsblanding, skal resultaterne rapporteres, og
der kraeves ingen yderligere test.

For praver, som genererer flaget SAMPLE_POSITIVE_AND_INVAID
med resultatet INVALD (Ugyldig) opnéet i en klinisk relevant
mutationsreaktionsblanding, skal preven festes igen med alle
reaktionsblandingerne efter handlingen for det specifikke ugyldige
flag.

Hvis flaget SAMPLE_INT_CTRL_FAIL genereres i kombination med et
andet flag for den pévirkede prave, skd handlingen med fortynding
af preven fra flaget SAMPLE_INT_CTRL_FAIL falges. Saet en ny PCR-
kersel op, og testpraven igen.

For prever, som genererer flaget SAMPLE_POSITIVE_AND_INVAID
med resultatet INVALD (Ugyldig) opné&et i en klinisk relevant
mutationsreaktionsblanding ved den gentagne PCR-kersel, skd
preven ekstraheres fra yderligere 2 FFPE-sektioner. Saetenny PR
kersel op med alle reaktionsblendinger for at teste denne
ekstrahering.

Hvis denne prever genererer et ugyldigt resultat igen for en klinisk
relevant mutdationsrecktionsblanding, skal du gentage preven med
alle reaktionsblandinger efter det ugyldige flags specifikke handing.
Hvis SAMPLE_INT_CTRL_FAIL genereres i kombination med et andet
flag for den pavirkede prave, sa skal handlingen for fortynding of
preven fra flaget SAMPLE_INT_CTRL_FAIL folges. Seet en ny PQR-
kersel op, og testpraven igen.

Hvis flaget SAMPLE_POSITIVE_AND_INVALID observeres ved
denne gentagelse, fér preven en ubestemt mutationsstatus.
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Fejlfindingsveijledning

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

yderligere information henvises ogsé& til siden "Hyppigt stillede spergsmél" (Frequently Asked

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

Derudover svarer personalet fra QIAGENSs tekniske service gerne pd spargsmdl vedrerende

informationen og protokollerne i denne héndbog eller preve- og analyseteknologier

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

Kommentarer og forslag

NTC-prover viser positive resultater i Green FAM-kanalen

Der opstod kontaminering

under forberedelsen af PCR'en

Gentag PCR'en med nye reagenser.

Hvis det er muligt, skal PCR-rerene lukkes straks efter tilsaetning af den prove,
der skal testes.

Serg for, at arbejdsbordene og apparaterne regelmaessigt dekontamineres.

Infet signal med den positive konirol for EGFR

a) Den valgte fluorescenskanal til | forbindelse med dataanalyse skal der vaelges fluorescenskanalen Cycling
PCR-dataanalyse er ikke i Green for EGFR-analyse-PCR og fluorescenskanalen Cycling Yellow for den
overensstemmelse med interne kontrol-PCR.
protokollen.

b) Temperaturprofilen pa Sammenlign temperaturprofilen med protokollen. Hvis den er korrekt, skd
Rotor-Gene Q MDx 5plex man gentage kerslen.

HRM-instrumentet er
programmeret forkert.

c) PCRerkonfigureret forkert Kontrollér arbejdstrinnene ved hjeelp af pipetteringsplanen, og gentag PQR

efter behov.

d) Opbevaringsbetingelserne for  Kontrollér opbevaringsbetingelserne og udlgbsdatoen for reagenseme
en eller flere kitkomponenter (se kittets etiket), og brug evt. et nytkit.
var ikke i overensstemmelse
med instrukfionerne i afsnittet
"Opbevaring og héndtering af
reagenser" (side 18)

e) therascreen EGFR RGQ PCR Kontrollér opbevaringsbetingelserne og udlgbsdatoen for reagenseme
Kit er for gammelt (se kittets etiket), og brug evt. et nytkit.
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Kvalitetskontrol

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

Begraensninger

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

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

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

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

Produktet er udelukkende beregnet til brug med Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM realtime
PCR<ycler.

Héndbog til therascreen EGFR RGQ PCR Kit skal felges fuldstaendigt for at opnd optimale
resultater. Det anbefales ikke at fortynde reagenserne, undtagen som det er beskrevet i denne

hé&ndbog, da det vil medfere tab af ydelse.

Det er vigtigt, at maengden og kvaliteten of DNA'et i praven vurderes, inden preven analyseres
ved hjzlp of therascreen EGFR RGQ PCR Kit. Der medfelger ekstra kontrolblanding til at
konstatere, om Crvaerdien kan accepteres for analysen. Brug ikke absorbansmdlinger, da de

ikke svarer til Crvaerdierne i fragmenterede DNA-prover.

Primerne i EGFR Deletions Reaction Mix er mdlrettet flere exon 19-deletioner samtidig og
omfatter nukleotiderne 55174772 il 55174795 (GRCh38 chr7), en raekke pd& 23 bp.
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Analysen of exon 19-deletionerne er blevet valideret analytisk og pavist at registrere
14 specifikke deletioner i exon 19 (se tabel 1 i denne handbog), men det er muligt, ot flere
mutationer (herunder, men ikke begraenset til, ekstra exon 19-deletioner, exon 19-insertioner

og L747P-mutationer), som skal forstzerkes ved hjaelp of en Deletions Reaction Mix.

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

pévist) i den pdgeeldende patientprave.

Derudover er det muligt at pévise L858Qmutationen ved hjeelp of L858R-analysen. Hyvis
L858Qmutationen konstateres i en patientprave, kan det derfor resultere i "L858R Detected"
(LB58R pavist).

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

komponenter.
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Ydelseskarakteristik

Analytisk ydeevne

De specifikke ydelseskarakteristika for therascreen EGFR RGQ PCR Kit blev bestemt of
underspgelser med formalinfikserede, paraffinindstebte (FFPE) vaevsprover, der er indsamlet
fra patienter med NSCLC og pardffinindstebte humane cellelinjer (FFPEcellelinjer).
FFPE-cellelinjerne blev genereret ved hjzlp of en cellelinje med lungecarcinom (A549) til at
producere cellelinjer, derindeholder de enskede specifikke EGFR-mutationer. Hvis vaevspraven

eller cellelinjerne ikke var tilgeengelige, blev der brugt plasmid-DNA.
Tomgraense (Limit of Blank, LOB), arbejdsomréde og cutoff-vaerdier

| alt 417 FFPE-praver blev testet i en undersagelse, der fulgte vejledningen i NCCLS EP17-A
(2004) (12) for at bestemme LOB og cutoffvaerdier for hver mutationsanalyse. Derudover blev

arbejdsomradet bestemt. Cutoff-vaerdierne blev fastlagt og er vist i tabel 9.

Tabel 9. Fastlagte cutoff-veerdier for hver mutationsanalyse

Andlyse Cutoff (ACT)
T790M <7,40
Deletioner < 8,00
L858R <8,90
1861Q <8,90
G719X <8,90
S768l <8,90
Indsaetninger < 8,00

Kontrolreaktionens Cromréade blev fastlagt til 23,70 1il 31,10 Cy.
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Cutoffveerdierne og arbejdsomréderne for analysen blev verificeret ved hjeelp aof standarder
og yderligere FFPE-praver. Under verificeringen blev cutoffvaerdierne vurderet for evnen til at
skelne mellem den korrekte mutation mod en baggrund af vildtype-genomisk DNA ved at
vurdere hver analyse med hejt genomisk input-DNA og hgj input-mutation for DNA
(se Krydsreaktivitet). Effekten of input-DNA ved mutationsbestemmelse blev ogsé vurderet

(se Effekten of DNA-input pd ACT-veerdier).

For at vurdere ydelsen i therascreen EGFR RGQ PCR Kit i mangel of en skabelon og for at
sikre, at en tom preve eller en prove med vildtype-DNA ikke genererer et analytisk signal, der
kan indikere lav koncentration af mutation, blev prever uden skabelon og NSCLC
EGFR-vildtype-DNA  evalueret. Resultaterne viste ingen positive mutationsbestemmelser  for

NTC-prgver og for FFPE-vildtype-praver.

Effekten af DNA-input pd ACrveerdier

DNA-inputniveauet defineres som den samlede kvantitet af amplificerbart EGFR DNA i en prave
som bestemt of Crveerdierne fra kontrolreaktionen. For at vise, at ydelsen i therascreen EGFR
RGQ PCR Kit er konstant over kontrolreaktionens Cromrade (23,70-31,10), blev dlle
7 EGFR-mutationsanalyser testeti forhold til en 6-punkis 1 i 3fortyndingsserie (DNA ekstraheret
fra FFPE<ellelinjer). Den tilsigtede Cr-vaerdi for fortynding 1 for hver mutation var ca. 24,70. Den
endelige fortynding, som gav en Cr p& ca. 32-33, var uden for kontrolreaktionens Cromréde.
Overordnet set var de ACrvaerdier, der blev mdlt ved forskellige samlede DNA-inputniveauer,
konstante over arbejdsomréadet for therascreen EGFR RGQ PCR Kit.

Krydsreaktivitet
Vildtype-EGFR  DNA ved hgjt DNA-input blev testet for at vurdere uspecifik forsteerkning.

Resultaterne viste, at de laveste ACrveerdier oversteg de fastlagte cutoffs, og angav ingen

uspecifik forstaerkning.
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FFPE-cellelinjer ved hgjt DNA-input blev testet i forhold til alle reaktionsblandinger for at
vurdere potentiel krydsreaktivitet. Resultaterne viste ingen pdvirkning fra krydsreaktivitet
mellem mutantreaktioner. De mindste ACrveerdier var dlle hgjere end analysens respektive

cutoffveerdier for alle ikke-ilsvarende reaktionsblandinger og DNA-praver.

Ngjagtighed: Sammenligning med den analytiske referencemetode

En undersegelse viste overensstemmelsen i mutationspévisningen i therascreen EGFR RGQ
PCR Kit i forhold til bidirektional Sanger-sekventering. | denne undersegelse blev
360 FFPE-prover testet.

Prover med gyldige resultater fra badde Sanger- og therascreen EGFR RGQ PCR Kit blev
analyseret for at vurdere procentdelen aof positiv overensstemmelse (Positive Percent
Agreement, PPA), procentdelen aof negativ overensstemmelse (Negative Percent Agreement,
NPA) og procentdelen af overordnet overensstemmelse (Overall Percent Agreement, OPA).
Disse procentdele sammen med de tilsvarende tosidede 95 % konfidensintervaller (Confidence

Intervals, Cl) er opsummeret i tabel 10.

Tabel 10. Andlyse of overensstemmelse

Mal Procentdel of overensstemmelse (N) 95 % Cl

Positiv overensstemmelse i procent 99,4%(157/158) 96,5-100,0%
Negativ overensstemmelse i procent 86,6% (175/202) 81,2-91,0%
Overordnet overensstemmelseiprocent  92,2% (332/340) 89,0-94,8 %

De 28 afvigende resultater blandt procentdelen of den overordnede overensstemmelse viste

felgende:

® 1 preve (3,6 %) var vildtype (dvs. ingen mutation pdvist) med therascreen EGFR RGQ PCR
Kit, men resultater med Sanger-sekventering péviste mutation.
® |27 prover (96,4 %) blev mutation pévist med therascreen EGFR RGQ PCR Kit, men

Sanger-sekventering viste vildtype-resultater.
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Veerdier for pavisningsgraense (Limit of Detection, LOD)

Der blev udfert en undersegelse for at bestemme LOD for hver of de 29 EGFR-mutationer. LOD
blev defineret som den laveste maengde mutant-DNA pé& en baggrund af vildtype-DNA, hvor

en mutationspreve giver positive resultater i 95 % af testresultaterne (Cos).

For at bestemme LOD for hver mutation blev prever med forskellige procentdele aof mutation
udarbejdet ved lave og hgje input-DNAkoncentrationer og testet med therascreen EGFR RGQ
PCR Kit (tabel 11). LOD for hver andlyse blev beregnet ved logistisk regression. For at
verificere LOD blev mutationsprever ved den bestemte LOD testet, og den positive testrate

blev verificeret.
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Tabel 11. LOD, der blev fastlagt ved hjelp of FFPE-kliniske prover med lavt og hojt DNA-input, FFPE-cellelinjer eller
plasmider

LOD (% mutani)

Exon Mutation COSMIC*-id Basisaendring Lav Hej
18 G719A 6239 2156G>C 7,411 1,571
G719S 6252 2155G>A 5,08* 7,758
G719C 6253 2155G>T 10,30¢% -f
19 Deletioner 12384 2237_2255>T 1,58¢ 0,498
12387 2239_2258>CA 4,911 1,481
12419 2238_2252>GCA 16,871 12,471
12422 2238_2248>GC 3,241 1,657
13551 2235_2252>AAT 4,241 1,411
12678 2237_2251del15 0,558 0,243
6218 2239 _2247del9 8,471 -1
12728 2236_2253del18 2,431 -1
12367 2237_2254del18 2,721 -1
6210 2240_2251del12 4,09t -1
6220 2238_2255del18 2,70t 0,82t
6223 2235_2249del15 6,401 1,631
6225 2236_2250del15 2,801 1,421
6254 2239_2253del15 0,868 0,478
6255 2239_2256del18 0,148 0,058
12369 2240_2254del15 4,948 1,568
12370 2240_2257del18 8,108 2,088
12382 2239_2248TTAAGAGAAG>C 0,258 0,108
12383 2239_2251>C 4,58¢% 1,748
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Tabel 11. LOD, der blev fastlagt ved hjelp of FFPE-kliniske prover med lavt og hojt DNA-input, FFPE-cellelinjer eller

plasmider (fortsatfra foregaende side)

LOD (% mutani)

Exon Mutation COSMIC*-id Basisaendring Lav Hej
20 S768l 6241 2303G>T 7,661 2,181

Indsaetninger 12376 2307_2308insGCCAGCGT 11,611 -1

G

12378 2310_2311insGGT 4,911 1,31t
12377 2319_2320insCAC 2,401 0,651
T790M 6240 2369C>T 9,721 5,091
21 L858R 6224 2573T>G 5,941 1,131
1861Q 6213 2582T>A 2,221 0,661

* COSMIC: Catalogue of somatic mutations in cancer (Katalog over somatiske cancermutationer):

http: //cancer.sanger.ac.uk/.
t LOD-veerdier blev fastlagt ved hijzelp of cellelinjer.
t LOD-veerdier blev fastlagt ved hijeelp of plasmider.

 LOD-veerdier blev fastlagt ved hijeelp of kliniske prever.

1 lkke vurderet
Interferens

Virkningen af nekrotisk vaev

NSCLC FFPEkliniske prever med indhold of

nekrotisk veev p& op til 50 % for bade

EGFR-mutant- og vildtype-prever pavirkede ikke bestemmelsen med therascreen EGFR RGQ

PCR Kit.

60

Handbog til therascreen EGFRRGQ PCRKit 10/2019


http://cancer.sanger.ac.uk/

Eksogene stoffer

Potentielt interfererende stoffer, der var til stede i DNA-<ekstraheringsprocessen, blev testet
i mutant- og vildtype-praver ved 10x koncentration: paraffinvoks, xylen, ethanol og
proteinase K. Resultaterne viste, at disse stoffer ikke pavirkede bestemmelsen med therascreen
EGFR RGQ PCR Kit.

Reproducerbarhed

Lot-til-lot-reproducerbarhed

Testsystemet for therascreen EGFR RGQ PCR Kit anvender to separate kits: QlAamp DSP DNA
FFPE Tissue Kit eller QlAamp DNA FFPE Tissue Kit il isolering of DNA samt therascreen EGFR
RGQ PCR Kit til forsteerkning of DNA og pévisning aof EGFR-mutationsstatus.
LottiHot-reproducerbarhed og -udskiftelighed blev vist ved hjeelp aof 3 lot fra QlAamp DSP
DNA FFPE Tissue Kitog 3 lot fra therascreen EGFR RGQ PCRKit. Den overordnede procentdel
af korrekte bestemmelser af lot for EGFR-mutationsandlyse var 97,8 % (317/324) og
100 % (379/379) for vildtypeprever.

Praveh&ndtering

Reproducerbarheden i QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit blev undersagt ved hjeelp of
sektioner fra tre FFPE-preveblokke, isser exon 19-deletionsmutationen (2235-2249 del15),
exon 21 L858R-mutation og én vildtype. For hver prove blev der foretaget ekstraheringer i
duplikater pa 3 steder og testet p& 3 ikkefortlebende dage i en periode p& 6 dage, hvilket
gav i alt 18 datapunkter pr. prave. P& hvert sted udferte 2 brugere testen ved hjelp of 1 lot
fra QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit (1 lot pr. sted, 3 lot i alt} kombineret med det samme
lot i therascreen EGFR RGQ PCR Kitreagenser p& tvaers of stederne. Alle mutant- og
vildtypepreveresultater var gyldige og viste den forventede bestemmelse (korrekt
bestemmelse = 100 %, 18/18 for hver preve) og understettede reproducerbarheden og
repeterbarheden for therascreen EGFR RGQ PCR Kit i det praeanalytiske trin i DNA-isolering.
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Praecision og reproducerbarhed

Praecisionen og reproducerbarheden i therascreen EGFR RGQ PCR Kit blev undersegt ved at
teste DNA, der blev ekstraheret fra NSCLC FFPEkliniske prever eller FFPEcellelinjer, der
repraesenterede alle syv mutationsanalyser i therascreen EGFR RGQ PCR Kit. NSCLC vildtype-
FFPEkliniske prever blev ogsé inkluderet i undersggelsen (tabel 12).

Der blev implementeret et matrixundersegelsesdesign  for ot vurdere analysens
reproducerbarhed ved ot teste prever i 3 laboratorier (steder)] med 3lot fra
therascreen EGFR RGQ PCR Kit (3 lot p& tvaers af 3 steder), med 2 brugere pr. sted, pa
2 instrumenter pr. sted, hvor hver prove (forberedt ved et niveau taet p& LOD) blev testet i
duplikater i en periode pd i alt 16 dage. Reproducerbarheden for hver enkelt mutation blev
undersegt over ikkefortlsbende dage pé hvert sted. Fordelingen af korrekte bestemmelser vises
i tabel 12.
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Tabel 12. Andlysens reproducerbarhed - fordelingen af korrekie bestemmelser for de festede EGFR-mutationer

Bestemmelser % korrekte
COSMIC* Nedre ensidet
Exon Mutation -id Korrekte /i alt % korrekte 95 %Cl
18 G719A 6239 77/78 98,72 94,06
19 Deletioner 12384 92/92 100 96,80
12387 95/95 100 96,90
12419 83/83 100 96,46
12422 94/94 100 96,86
13551 95/95 100 96,90
6220 96/96 100 96,93
6223 95/95 100 96,90
6225 91/95 95,79 90,62
6254 92/92 100 96,80
6255 94/96 97,92 93,59
12369 95/95 100 96,90
12370 62/63 98,41 92,69
12382 92/95 96,84 92,04
12383 93/93 100 96,83
20 S768l 6241 82/82 100 96,41
Indsaetninger 12376 92/92 100 96,80
12378 93/93 100 96,83
12377 94/94 100 96,86
T790M 6240 92/92 100 96,80
21 L858R 6224 83/84 98,81 94,48
1861Q 6213 84/84 100 96,50
Vildtype — - 77/78 98,72 94,06

* COSMIC: Catalogue of somatic mutctions in cancer (Katalog over somatiske cancermutationer): http:// cancer.sanger.ac. uk/.
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Der blev anvendt en varianskomponentanalyse til at vurdere standardafvigelsen og 95 %
konfidensintervaller for variabiliteten inden for kerslen, mellem kersler, mellem dage, mellem
lot og mellem stederne. P& tvaers aof alle varianskomponenter var den samlede
variationskoefficient  (Coefficient of Variation, CV) < 14,11 % for dlle de testede
EGFR-mutationer. Blandt dlle mutantpanelsmedlemmer var den procentvise CV < 8,33 %
mellem lot, mellem dage og mellem kersler. Den procentvise CV for variabilitet inden for kersler
(repeterbarhed/praecision) var fra 5,99 % til 13,49 %.
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Klinisk ydeevne

Kliniske resultatdata: GIOTRIF®

Det kliniske LUX-Llung 3forseg var et internationalt, multicenter-, open label, randomiseret
fase 3forsag med afatinib i forhold til kemoterapi som ferstevalgsbehandling til patienter med
stadie IlIB-  eller IV-adenokarcinom i lungen med en EGFRaktiverende mutation
(ClinicalTrials.gov-nummer NCT00949650). Patientens egnethed til deltagelse i forseget blev
bestemt ved at teste patientens EGFR-mutationsstatus ved hjeelp of en klinisk preveanalyse
(Clinical Trial Assay, CTA). Retrospektive test af vaevsprever blev udfert ved hjslp of
therascreen EGFR RGQ PCR Kit. Der blev udfert en overgangsundersegelse for at vurdere
overensstemmelsen mellem therascreen EGFR RGQ PCR Kit og CTA.

P& baggrund of CTA+estresultaterne var der 345 patienter i det randomiserede szet (afatinib:
230 patienter; kemoterapi: 115 patienter). Det primaere effektivitetsresultat var progressionsfri
overlevelse (ProgressionFree Survival, PFS), som blev vurderet ved hjzelp of en uvathaengig
tilsynskomité (Independent Review Committee, IRC). Blandt de 345 randomiserede patienter
blev tumorprever fra 264 patienter (afatinib: 178 patienter; kemoterapi: 86 patienter) testet
retrospektivt ved hjaelp of therascreen EGFR RGQ PCR Kit. En statistisk vaesentlig forbedring
i PFS som bestemt aof IRC blev pavist for patienter, der var randomiseret til afatinib,
sammenlignet med de patienter, der var randomiseret til kemoterapi i den samlede
CTA+population og therascreen EGFR RGQ PCR Kit+/CTA+ population. De samlede

effektivitetsresultater er opsummeret i tabel 13 og figur 19.
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Tabel 13. Den kliniske fordel for patienter, der blev testet med therascreen EGFR RGQPCR Kit i populationen med det

kliniske LUX-Lung 3-forsegspaopulationen

therascreen EGFR RGQ PCR Kit+/
CTA+ population n = 264

CTA+ population, n = 345

Kemoterapi Afatinib Kemoterapi Afatinib
Parameter n=286 n=178 n=115 n=230
Progressionsfri overlevelse
(Progression-Free Survival, PFS)
Antal dedsfald eller progressioner,
N (%) 53(61,6%) 120 (67,4%) 69 (60,0%) 152 (66,1%)
Median PFS (méneder) 6,9 11,2 6,9 11,1
Median PFS 95 % Cl 5,3,8,2 9,7,13,7 5,4,8,2 9,6,13,6
Risikoforhold 0,49 0,58
Risikoforhold 95 % Cl 0,35,0,69 0,43,0,78
P-vaerdi (stratificeret log-rank-test) * <0,0001 <0,001
* Stratificeret efter EGFR-mutationsstatus og race.
1,0 =iy Median 75,
;| Afatinib 40 1,20 19,12
5 PeS00+Cis75 . 68 9%
| Risikoforhold (95 % CI): 0,49(0,35, 0,69)
Log-rank-festens P-vaerdi: <0,0001
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Figur 19. Kaplan-Meier-kurven for progressionsfri overlevelse [Progression-Free Survival, PFS) via uafhaengig review
efter behandlingsgruppe (therascreenEGFR RGQ PCR Kit+/CTA+ population).
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Analysen of therascreen EGFR RGQ PCR Kit+/CTA+-undersaet (n = 264) viste, at de patienter,
der blev behandlet med afatinib, havde en vaesentlig stigning i PFStiden (median PFS 11,2
i forhold til 6,9 méneder) og havde mindre sandsynlighed for at udvikle progressiv sygdom
eller do of sygdommen (HR = 0,49, 95 % CI [0,35; 0,69], p < 0,0001) end patienter, der
blev behandlet med kemoterapi. Den observerede kliniske fordel blandt underszettet of
patienter, som blev testet med therascreen EGFR RGQ PCR Kit, blev sammenlignet med den
observerede kliniske fordel i hele forsegspopulationen (n = 345).

Kliniske resultatdata: IRESSA®

IFUMforseget (IRESSA Follow-up Measure) var et enkeltarmet, open-abelforseg i fase 4
(NCT01203917) ftil vurdering of effektiviteten og sikkerheden/tolerancen ved forste
linje-behandling med gefitinib blandt  kaukasiske patienter med stadie 1IIA/B/IV,
EGFR-mutationspositiv lokalt fremskreden eller metastatisk NSCLC. IFUM-undersggelsen blev
udviklet til at evaluere den objektive responsrate ved hjeelp aof RECISTkriterier blandt
prospektivt udvalgte kaukasiske patienter med EGFR-mutant NSCLC.

Egnede patienter skulle have en deletion i en EGFR exon 19-, L858R-, L861Q eller
G7 19X-substitutionsmutation og ingen T790M- eller S768I-mutation eller exon 20-indseetninger
i tumorpraver, som blev prospektivt bestemt ved hjaelp of CTA'en. Retrospektive test of prover fra
patienter, som screenes til det kliniske IFUMforsag, blev udfert ved hjzelp of det medfelgende
diagnostiske therascreen EGFR RGQ PCR Kit. Der blev udfert en overgangsundersegelse for at
vurdere overensstemmelsen mellem therascreen EGFRRGQPCR Kit og den CTA, der blev anvendt
til at udveelge patienter til det kliniske IFUM-forsag. Den overordnede overensstemmelse mellem de
to andlyser til pdvisning of EGFR exon 19 deletioner og L858R-mutation var 98,2 %
(n=700/713;95% Cl: 96,9 %, 99,0 %) med PPA p& 88,2 % (n = 90/102;95 % Cl: 80,4 %,
93,8 % og NPAp& 99,8 % (n=610/611;95% Cl: 99,1 %, 100,0 %).

CTA+estresultaterne blev opnéet for 859 screenede patienter, hvoraf 106 patienter var egnede il
behandling med gefitinib. Ud of 859 prever med et CTA-resultat blev 765 prever tilgeengelige for
testning retrospektivt ved hjzelp of therascreen EGFR RGQ PCR Kit, herunder 87 praver, som var
EGFR-mutationspositive med bédde CTA og therascreen EGFR RGQ PCRKit.
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Det sterste effektivitetsresultat var en objektiv responsrate (Objective Response Rate, ORR) som
vurderet ved hjalp af uafhaengig central blindvurdering (Blinded Independent Central Review,
BICR) og undersegere. Den observerede kliniske fordel blandt underszettet of patienter, som
blev testet med therascreen EGFR RGQ PCR Kit, blev sammenlignet med den observerede

kliniske fordel i hele forsagspopulationen.

De samlede effektivitetsresultater er opsummeret i tabel 14.

Tabel 14. Klinisk fordel for patienter, der blev testet med therascreen EGFR RGQ PCR Kit, i populationen med det
kliniske IFUM-forseg

therascreen EGFRRGQPCRKit+  CTA+ populqﬁon, n=106

Parameter population, n = 87

Obijektiv responsrate

(Objective Response Rate, ORR) ved hjzelp of BICR 42 53

Antal responser (N)

ORR (95 % Cl) 48,3 (38,1-58,6) 50,0 (40,659 4)
Median varighed for respons (méneder) 6,9 (5,6-11 ,4) 6,0(5,6-11,1)
Objektiv responsrate

(Objective Response Rate, ORR) ved hjzelp of 62 74
undersagere

Antal responser (N)
ORR (95 % Cl) 71,3(61,0797) 69,8 (60,5777)
Median varighed for respons (méneder) 8,3 (7,2-11,3) 8,3 (7,6-11,3)

BICR: Blinded independent ceniral review (Uathaengig central blindvurdering); Cl: Confidence interval (Konfidensintervd) ;
CTA: Clinical trial assay (Klinisk forsagsanalyse).

Bemaerk: Kit+ er resultatpositive for exon 19-deletioner/L8585R/1861Q/G7 19X.

Da therascreen EGFR RGQ PCR Kit ikke blev brugt til at udveelge patienter til det kliniske
IFUM{orseg, blev der udfert yderligere effektivitetsanalyser for at inkludere patienter, som ikke
indgik i forsaget, fordi de blev testet negative med CTA men kunne vaere testet positive med
therascreen EGFR RGQ PCR Kit (dvs. therascreen EGFR RGQ PCR Kit+/CTA, samt patienter,
som deltog i forseget men ikke havde gyldige resultater fra therascreen EGFR RGQ PCR Kit
efter en ny test (dvs. therascreen EGFR RGQ PCR Kit ukendt/CTA+). Resultaterne fra alle de

hypotetiske analyser svarede generelt til resultaterne fra den primeere effektivitetsanalyse.
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Symboler

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

Symboldefinition

Indeholder filstraekkeligt med reagenser til <N>-reaktioner

w
<
3
g
A
z
Vv

Holdbarhedsdato

Medicinsk udstyr fil in vitro-diagnostik

Bl

Katalognummer

LOT lotnummer

Materialenummer

:

DM

= .
A\ Beskyt mod direkte lys

\

Globalt handelsvarenummer

R stér for revision af brugsanvisningen (handbog), og n stér for revisionsnummeret

Temperaturbegraensning

Producent

Lees brugsanvisningen

Forsigtig

=L
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Bilag A: Vejledningsprotokal til therascreen EGFR
RGQ PCR Kit

Dette afsnit indeholder instruktioner i brugen of therascreen EGFR RGQ PCR Kit med
Rotor-Gene Q-softwareversion 2.3 i &ben tilstand (dvs. uden brug aof Rotor-Gene Q

therascreen EGFR CE Assay Package).
Generelle oplysninger

® Se en liste over de ngdvendige materialer i Nedvendige materialer, som ikke medfelger.
® Se instruktioner i proveforberedelse og prevelayout i Protokol: Prevevurdering og Protokol:
Pévisning af EGFR-mutation.

® For hver kersel startes, skal det sikres, at cyklusparametrene er korrekte.
Protokol: Oprettelse af en temperaturprofil

For start skal der oprettes en temperaturprofil for therascreen EGFR RGQ PCR Kit-analysen.

Cyklusparametrene er de samme for DNA-pravevurderingen og EGFR-mutationspdvisningen.

Procedure

Der vises en oversigt over cyklusparametrene i tabel 15.

Tabel 15. Temperaturprofil

Cyklusser Temperatur Tid Datahentning
1 95°C 15 minutter Ingen
40 95°C 30 sekunder Ingen
60°C 60 sekunder Green og Yellow

72 Handbog til therascreen EGFRRGQ PCRKit 10/2019



1. Dobbeltklik p& ikonet for Rotor-Gene Qseriesoftwaren 2.3 p& skrivebordet p& den
computer, der er tilsluttet Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-instrumentet.

2. Opret en ny skabelon ved at vaelge Empty Run (Tom kersel), og klik derefter pd New (Ny)
for at starte "New Run Wizard" (Guiden Ny kersel).

3. Veelg 72-Well Rotor (72-brendsrotor) som rotortype. Kontrollér, at l&seringen er pdsat, og
markér afkrydsningsfeltet Locking Ring Attached (Lasering pésat). Klik p& Next (Naeste)
(figur 20).

New Run Wizard [z

Wel to the Ad d Run Wizard!

Fotor Tupe
36-well Rotor

2 = ¥ Locking Ring Attached

Skip Wizard | | e | -3
|

Figur 20. Dialogboksen "New Run Wizard" (Guiden Ny kersel). 1 = "Rotor Type" (Rotortype), 2 = feltet "Locking Ring
Attached" (Lésering pésat), 3 = "Next" (Naeste).

4. Skriv navnet pd brugeren. Tilfgj eventuelle bemeerkninger, og angiv reaktionsvolumen
som 25. Serg for, at 1, 2, 3... er angivet i feltet Sample Layout (Pravelayout). Klik pa Next
(Naeste) (figur 21).
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New Run Wizard fgl

This sereen displays miscellaneous options for the run. Complete the filds, ;Qli; szeldéiln:rlsiytz in
clicking Mext when you are ready to move to the next page. the: wizard. For help :
. oh an item, hower —
Operator: NAME wour mouse over the
N . item for help. You
alizs: can alzo click on a
combo box to digplay
help about its
available settings.
Reactian o5 =l
Woalume [pL): I=T]
Sample Layout : |1, 2.3. ﬂ 2
Skipwizad | <<Back | Nests> | 3

Figur 21. Angiv navnet pa brugeren og reaktionsvolumener. 1 = dialogfelterne "Operator" (Bruger) og "Notes"
(Bemaerkninger), 2 = felterne "Reaction Volume" (Reaktionsvolumen) og "Sample Layout" (Prevelayout), 3 = "Nex!"
(Naeste).

5. Klik p& Edit Profile (Rediger profil) i dialogboksen i "New Run Wizard" (Guiden Ny kersel)

(figur 22), og kontrollér kerselsparametrene i henhold til de felgende trin.

74 Handbog til therascreen EGFRRGQ PCRKit 10/2019



New Run Wizard

edit the profile
shown in the box
above.

Edit Prafile ...

Channel Setup :

Name | Souce | Detector | Gain | Create New... |
Green 470nm  510nm 5] Edit
Yellw  530mm  555nm 5
Orange  585mm  610nm 5 Edit Gain...
Red E25nm  BEOnm 5
Crimgon  B80nm 7¥10hp 7 Remove
HR M 460nm  510nm 7 Reset Defauls
Gain Optimization...

Skipwizard | ccBack | HMest>» |

Temperature Profile : Click thiz button to

Figur 22. "Edit Profile" Rediger profil) i "New Run Wizard" (Guiden Ny kersel).

6. Klik pa Insert after (Indseet efter), og vaelg New Hold at Temperature (Ny holdetemperatur)

(figur 23).

M Edit Profile ]

& . U W @
Newe Open  Save As Help
The tun wall take spprceamately 0 second(s) to complete. The graph below régresents the run to be pedomed

Clck on & cycle below 1o modily &

I 1 -1
" MNew Cyding

Copy of Current Step

Figur 23. Indszettelse of forste inkuberingstrin. 1 = "Insert after” (Indsaet efter), 2 = "New Hold at Temperature"

(Ny holdetemperatur).
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7. Indstil vaerdien i feltet Hold Temperature (Holdetemperatur) til 95 °C og veerdien i Hold Time

(Holdetid) til 15 mins O secs (15 min. O sek). Klik p& Insert After (Indszet efter), og veelg
New Cycling (Ny cyklus) (figur 24).

1l Edit Profile X
i g H @

Mew  Open Saveds | Help

The run wil take approximately 16 minutels) to complate. The giaph below represents the run to be performed

Click on a cycls balow to madify i

Insert befare..
Mew Haold at Temperature
Remove Hew HRM Step
Hold Temperature: o5 [op Copy of Current Step

Hold Time 15 |mine 0 [secs — 1

Figur 24. Forste inkuberingstrin ved 95 °C. 1 = "Hold Temperature" (Holdetemperatur) og "Hold Time" (Holdetid), 2 = "Insert
after" (Indszetefter), 3 = "New Cycling" (Ny cyklus).

8. Indstil antallet of cyklusser til 40. Vaelg det ferste trin, og indstil til 95 °C i 30 sekunder (figur 25).

8 Edit Profile ]
1 £ H @
New Open  Save As Help
Th 3 ok : complete. The graph belort reprecterts the ua o be perfomed :
[
Click on & cycle bedow o modify
]Hdd Irszit after,
| Ingeel bafore. .
Ramnowe
mwu]
Click on one of thilmmmeRaion Lo modfy &, of press + o - ho add and nemave seps for this cpcle.
Timed Step - 2
} K I 9T o0 30 3603 1 K 2
S5 L ) ;
30 seconds f{ ".I /
| Hol Acqung / '\II THC T Wiees
™ Long Range A I
1 3 \ BOAC lor 20 100t /
__ |

Figur 25. Cyklustrin ved 95 °C. 1 = Feltet "Cycle repeats" (Cyklusgentagelse), 2 = temperaturindstilling of ferste trin,
3 = tidsindstilling af farste trin.
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9. Markér det andet trin, og indstil til 60 °C i 60 sekunder. Klik p& Not Acquiring (Henter ikke)
for at aktivere datahentning i dette trin figur 26).
M Edit Profile
] . @ H ]

M_:u Open SaveAs | Help
The o wall Lake approcamateds 125 mirate(z] 1o complete, The graph bak thes g b0 bes et

- A HAL AR A

Bk o0 & Cyele besbows bo el 12

Hoid Trsest after
Insent before..
Femove

This cycle tepests 40 | timefs]
Chick: on onee of the steps bedow o modiy 1, oo press + of - 1o add and remove steps for thee cpcle
Temed Slep

X

BT = ; SGMC for 20 e j ﬂ
60 seconds /'

Mot Acqunng

1
E ’T'-""" Hane] | SIPC for 60 3wt /

R ||

Figur 26. Cyklustrin ved 60 °C. 1 = Trin to: temperatur- og tidsindstilling, 2 = "Not Acquiring" (Henter ikke).

10. Veelg Green og Yellow som hentende kandler. Klik p& > for at overfere disse kandler fra

listen "Available Channels" (Tilgeengelig kanaler) til sektionen Acquiring Channels
(Hentende kanaler). Klik pa OK (figur 27).

Handbog til therascreen EGFRRGQ PCRKit 10/2019 77



Same as Previous : | [New Acquisition) |
Acqusition Configuration :

Available Channels : Acquinng Channels :
MHame [ b3
Crimson Green 1
HRM < velow
Orange
Fed <

To scquite from a channel, select it from the Est in the left and click >, To stop scquiting from &
channel, select it in the right-hand list and click <. To remove all acquisitions, click <<

Dye Chart »»
Dye Channel Selection Chart

FAM ", SYBR Green 1, Fluorescein, EvaGireen *', Alexa Fluor 488
556nm [JOE ¥, VIC, HEX, TET -, CAL Fluor Gold 540, Y akima ‘Yellow "’
E10nm | ROX, CAL Fluor Red 6107, Cy3.5°, Texas Red ', Alesa Fluor 568
BB0nm | Cy5", Quasar 670, Alexa Fluor 633

710hp | Quasar705", Alexa Fluor 680

S10nm | SYTO 9%, EvaGreen'

Figur 27. Henming ved cyklustrin p& 60 °C. 1 = valgte kanaler, 2 = "OK".

11. Markér det tredje trin, og klik pa& - for at slette det. Klik pa OK (figur 28).

1 Edit Profile 3
U I | @
Hewe Open Saveds | Help
T e 35 The the fun 1o be pedomed :
Chick on a cyce bekow ta modiy 1 -
Had (riseet e
It babre...
Femove

Thes ciscle sepeals 40 | Gemels]
Chck on orem of the sheps below bo modiy I of press « o - b add and remave steps for this cpcle

p—
:msmm =| | rECT ‘ HH— 2
20 second: f
ot \ )
FLW;\\:N Ill S o B vt
I™ Touchdown

I

Figur 28. Fiemelse of udvidelsestrin. 1 = tredje trin, 2 = slet, 3 = "OK".
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12. Klik p& Gain Optimisation (Optimering af forstaerkning) i den naeste dialogboks

(figur 29).

New Run Wizard x]

Temperature Profile : W
help on elements in
the wizard. For help
on an item, hover
your mouse over the
item for help, *You
can also click on a
combao box to display
help abeut it
ailable et

Edit Profle. .. FeidEnm

Channel Setup :

Name Soucel[)aechulﬁe'ml Credeliew...|

Green  470nm  510nm 5

Yelow 530nm  5%nm 5 _Ee |

Orange  585wm Bl 5 Edit Gan...

Red E25nm 660N 5 =

Crimson  B80rm  Tl0hp 7 Remave

HRM 480nm  510nm 7 FlesstDelm|

Gain Optmisation.. | |

SkipWizad | ¢<Back | Nests> |

Figur 29. Gain Optimisation (Optimering af forsteerkning) (1).

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

kanal. Klik p& OK for at acceptere standardvaerdierne for begge kanaler (figur 30).
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Auto-Gain Optimisation Setup
i~ Dptimisation :

Auto-Giain Optimisation will read the fi

X

on the inserted sample at

different gai levels until it finds one at which the fluorescence levels are

sble. The range of i

Optirnise Al Diplimise Acqueing

d\m;slry you are performing.
Set temperature to |_ j degrees.

you are looking for depends on the

s 1 [ Channel Settings :

I— Channel : Green

Tube Posttion :

0K

I~ Peifod Auto-Gain Optimisation Channel Settings

Taiget Sample Range:  |B illFltutol‘IO ﬂFl

Acceplable Gain Range: [-10 j w [0 j

=i

T

Hep |

Figur 30. Optimering af automatisk forsteerkning for Green-kanalen. 1 = "Optimise Acquiring" (Opfimer hentning), 2 = "OK".

14. Afkryds feltet Perform Optimisation before 1st Acquisition (Udfer optimering inden ferste

hentning), og klik p& Close (Luk) for at g& tilbage til guiden (figur 31).
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Auto-Gain Optimisation Setup
Oiptimisation :
C Auto-Gain Optimization will read the i & on the nzerted sample at
e different gain levels untl it finds one at which the fluorescence levels are
acceptable. The range of fluorescence you are looking for depends on the
chemisty pou are perfoming.

X]

Set temperature to j degress,
Optimise Al | Dpiimise Acquiing |
v JPeddiom Dplimisation Before 1t Acquisiion]

I™ Perfiorm Oplimisation At 60 Degrees At Beginning Of Run
Channel Settings :

| ol e |

Mame | Tube Position | Min Reading | Max Reading | Min Gain | Max Gain Edi. |

Green 1 5F1 10F1 10 10

Yellow 1 5FI 10FI 10 10 ﬂl
Femove Al |

< >

I P | - R

Figur 31. Valg of Green og Yellow-kandler. 1 = afkrydsningsfeltet "Perform Optimisation Before 1st Acquisition”
(Udfer optimering inden farste hentning), 2 = "Close" (Luk).

15. Klik p& Next (Naeste) (figur 32). Klik pa Save Template (Gem skabelon) for at gemme
skabelonen til therascreen EGFR RGQ PCR Kit (*.ret) p& et passende sted.
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New Run Wizard

Edit Profile ...

Chanine] Setup -

Name | Source | Detector | Gain | Create Hew.. |
Green  470nm  510nm 5

Yelow 50rm 556nm 5 _ & |
Orange  585em  Bl0nm 6§ Edit Gain...
Red B2 BEDnm 5 —’I
Cimson  BS0rm  710hp 7 Remave
HRM  460nm  510nm 7

Reset Defauits
skpwiad | <cBack [ e 1

Figur 32. "Next" (Neeste) (1).
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Procedure (manuel)

Protokol: Pravevurdering (manuel)

Denne protokol bruges til at vurdere det samlede DNA, der kan forstaerkes, i prever og skal

udferes for EGFR-mutationsanalysen.

® Forbered proverne som beskrevet i afsnittet Protokol: Prevevurdering frem til trin 11.

e Konfigurer PCRkerslen pa Rotor-Gene Q MDx 5Splex HRM-instrumentet som beskrevet
i afsnittet Protokol: therascreen EGFR RGQ PCR Kit Rotor-Gene Qoopszetning.

® Nér kerslen er dfsluttet, analyseres dataene i henhold til afsnittet Dataanalyse aof

prevevurdering.
Protokol: EGFR-mutationspdvisning (manuel)

® Nér en prove har gennemfort provevurderingen, kan den testes for at pavise
EGFR-mutationerne.

® Forbered proverne som beskrevet i afsnittet Protokol: EGFR-mutationspdvisningsanalyse,
frem til trin 11.

e Konfigurer PCRkerslen p& Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-instrumentet som beskrevet
i afsnittet Protokol: therascreen EGFR RGQ PCR Kit Rotor-Gene Qopszetning.

® Nér kerslen er dfsluttet, analyseres dataene i henhold til afsnittet Dataanalyse aof

EGFR-mutationspdvisning.
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Protokol: therascreen EGFR RGQ PCR Kit Rotor-Gene Q-opsaetning

Procedure

1. Abn Rotor-Gene Qiseriesoftwaren version 2.3, og dbn den relevante temperaturprofil for

therascreen EGFR RGQ PCR Kit (*.retil).

Se instruktioner i, hvordan man opretter temperaturprofilen og kontrollerer

kerselsparametrene i afsnittet Protokol: Oprettelse af en temperaturprofil.

2. Serg for, at laseringen er den rigtige, og markér afkrydsningsfeltet Locking Ring Attached
(Lasering pésat). Klik pd Next (Naeste) (figur 33).

New Run Wizard rg

Welcome to the Advanced Run Wizard!

Fotor Type

3
Skip Wizard | || Mest >3 I

Figur 33. Dialogboksen "New Run Wizard" (Guiden Ny kersel) og velkomstskaermbilledet. 1 = "Rotor Type"
(Rotortype), 2 = feltet "Locking Ring Attached" (L&sering pésat), 3 = "Next" (Naeste).

3. Skriv navnet pd brugeren. Tilfaj eventuelle bemaerkninger, og kontrollér, at reaktionsvolumen

er indstillet til 25, og at feltet Sample Layout (Prevelayout) indeholder vaerdien 1, 2, 3.... Klik
pé& Next (Naeste) (figur 34).
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New Run Wizard

Thig gcreen displays mizcellaneous options For the run. Complete the fields,
clicking Mext when you are ready to move to the next page.

|—1

Operatar : IlNAME
Notes :
2 —
Reaction o5 =
Wolurme [pL]: = 3

Sample Layout: | [1.2, 3.

~}—4

3

Thiz box displays

help on elements in
the wizard. For help
on an item, hover
your mouge over the
itern far help. You
can alzo click on a
combo box to display
help about its
available settings.

SkipWizad | << Back | Nest > |

Figur 34. Valgskaermbilledet "New Run Wizard" (Guiden Ny keorsel). 1 = "Operator" (Bruger), 2 = feltet "Notes"
(Bemaerkninger), 3 = "Reaction Volume" (Reaktionsvolumen), 4 = feltet "Sample Layout" (Prevelayout]), 5 = "Next" (Naeste).

Bemeerk: | det naeste vindue kan man redigere temperaturprofilen. (Der er ikke behov for

redigering, da temperaturprofilen allerede blev oprettet i henhold til instruktionerne

i Protokol: Oprettelse af en temperaturprofil).

4. Klik p& Next (Naeste) (figur 35).
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New Run Wizard

Temperature Profile :

X

Thig box dizplays

Edit Prafile ...

Channel Setup

help on elements in
the wizard. For help
o an item, hover
your mouse over the
item for help. You
can alzo click on a
combo box to display
help about itz
available settings.

M ame | Source | Detectar | Gair |

Create New... |

Edit...
Edit Gair...
Remove
Reset Defaults

Green 470nm  510nm 5
Yellow  530nm  B5&nm 5
Orange 58Bnm B10nm 5
Fed E25nm  BEOnm 5
Crimzon  680nm  710hp 7
HRM 4B0nm  510nm 7
SkipWizard | << Back

1
|I Mest 55 I

Figur 35. Dialogboksen "New Run Wizard" (Guiden Ny korsel) og skeaermbilledet fil redigering of temperaturen
(1 = knappen "Next" (Neeste)).

5. Gennemgé oversigten, og klik p& Start Run (Start kersel) for ot gemme kerselsfilen og starte

kerslen (figur 36).

New Run Wizard

X

Skip Wwizard |

Summary :
Sefting | Walue
Green Gain 5
“ellow Gain 5
Auto-Gain Dptimisation Before First Acquisition
Rotar 72wl Rotor
Sarmple Layout 1.2.3...
Reaction Wolume [in microliters) 25 1

Once you've confirmed that your run settings are conect, click Start Run to
begin the run. Click Save Template to zave settings for future runs.

<< Back |

Start Bun

Save Template

Figur 36. Dialogboksen "New Run Wizard" (Guiden Ny kersel) og oversigtsskaermen (1 = "Start Run" (Start kersel)).
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6. Udfer et of felgende trin i det nye vindue, der &bnes efter start of kerslen:

® |Indtast prevenavnene.
® Klik pa Finish (Afslut), og indtast prevenavnene senere. Dette geres ved at vaelge
Sample (Preve) under kerslen, eller nér kerslen er afsluttet.
Vigtigt: Hvis du klikker pd Finish and Lock Samples (Afslut og Ias prever), kan du ikke sendre
prevenavnene. Veer serlig pdpasselig ved angivelse of prevenavne for at sikre korrekte

test og analyser af praver.

Bemaerk: Ved navngivning of prever skal felterne for de tomme rer efterlades tomme i

kolonnen "Name" (Navn).

7. Analysér dataene i henhold til afsnittene Dataanalyse of prevevurdering eller Dataanalyse

af EGFR-mutationspévisning efter behov, nér kerslen er afsluttet.

8. Hvis der kraeves kvantiteringsrapporter, skal du klikke p& ikonet Reports (Rapporter) p&

veerktgjslinjen i Rotor-Gene Qrkerselsfilen.

9. I rapportbrowseren skal du klikke p& Cycling A. Green (page 1)(Cycling A. Green (side 1))
under "Report Categories" (Rapportkategorier) (figur 37).

Report Categories Templates

e
&0 S OTV Repoart

- Cycling A Green [Page 1) ]

- Cycling & ellow [Page 1)

Figur 37. Rapporibrowser (1 = "Cycling A. Green [side 1]").

10. Veelg Quantitation (Full Report) (Kvantitering (fuld rapport)) under Templates (Skabeloner)
(figur 38).
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I —Repart Categories : - Templates l

i [General)

&- Quantitation
Cycling &.Green (Page 1) ‘I
L Cycling A ¥ellow [Page 1)

oe
"% Quantitation (Concise)

Quantitation (Full Report)

I
1 ‘:J Quantitation {Standard Report)

coee_|

Figur 38. Kvanfiteringsrapport (1).

11. Klik p& Show (Vis) for at generere en ny rapport.
12. Klik p& Save As (Gem som) for ot gemme en elektronisk version.

13. Gentag for Cycling A Yellow (Page 1)(Cycling A Yellow (side 1)).
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Fortolkning af resultater (manuel)

Nér therascreen EGFR RGQPCR Kitkerslen (til DNA-prevevurdering eller EGFR-mutationsanalysen)

er faerdig, skal dataene andlyseres i overensstemmelse med felgende procedurer:

® Softwareindstilinger for analysen

® Anadlyse of DNA-pravevurdering (manuel)
Bemaerk: Se rerlayoutet i tabel 4.

® Analyse af EGFR-mutationspdvisning (manuel)

Bemaerk: Se rerlayoutet i tabel 7.
Softwareanalyseindstillinger

1. Abn den relevante karselsfil (*.rex) ved hjeelp of Rotor-Gene Qiseriesoftwaren version 2.3.

2. Hvis preverne ikke allerede blev navngivet for udferelsen of kerslen, skal du klikke pé& Edit
Samples (Rediger prover).

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

4. Klik p& Analysis (Analyse). Klik p& Cycling A Yellow pé& andlysesiden for at kontrollere
Yellow (HEX)-kanalen.

5. Klik p& Named On (Navngivet pd).

Bemaerk: Dette sikrer, at tomme rer ikke indgdr i analysen.
6. Vaelg Dynamic tube (Dynamisk rer).
7. Valg Slope correct (Hzeldningskorrigering).

8. Vaelg Linear scale (Lineaer skala).
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9. Veelg Take Off Adj. (Justering of udgangspunkt), og angiv veerdierne 15.01 i det gverste
felt ("If take off point was calculated before cycle" (Hvis udgangspunktet blev beregnet for
cyklus)) og 20.01 i det nederste felt ("then use the following cycle and take off point" (brug
sé felgende cyklus og udgangspunkt)).

10. Indstil teerskelvaerdien til 0.02, og kontrollér Yellow (HEX)kanalens Crveerdier.

11. Klik pa Cycling A Green p& analysesiden for at f& vist Green (FAM)kanalen.

12. Vaelg Named On (Navngivet pd).

13. Veelg Dynamic tube (Dynamisk rer).

14. Velg Slope correct (Hzeldningskorrigering).

15. Veelg Linear scale (Lineaer skala).

16. Vaelg Take Off Adj. (Justering of udgangspunkt), og angiv vaerdierne 15.01 idet everste
felt ("If take off point was calculated before cycle" (Hvis udgangspunktet blev beregnet fer
cyklus)) og 20.01 i det nederste felt ("then use the following cycle and take off point" (brug
s felgende cyklus og udgangspunkt)).

17. Indstil teerskelvaerdien til 0.075, og kontrollér Green (FAM)kanalens Crveerdier.
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Dataanalyse af prevevurdering

Nér DNA-prevevurderingskerslen er feerdig, skal du se afsnittet Softwareanalyseindstillinger

og analysere dataene pé felgende made. (Se rerlayoutet i tabel 4, side 24).

Kersel af kontrolanalyse
Negativ kontrol

For at sikre, at der ikke er nogen kontaminering i skabelonen, m& NTC'en ikke generere
en Crvaerdi under 40 i Green (FAM)kanalen.

For at sikre at kerslen er opsat korrekt, skal NTC'en vise en forstzerkning p& mellem 29,85 og

35,84 i Yellow (HEX)kanalen. De angivne veerdier er inden for og inklusive disse veerdier.
Positiv kontrol

EGFR PC skal give en Crvaerdi i Green (FAM)kanalen pé& mellem 28,13 og 34,59. En veerdi
uden for dette omradde angiver, at der er et problem med analyseopsaetningen. Kerslen

mislykkedes.
Bemaerk: Provedata mé ikke anvendes, hvis den negative eller den positive kontrol mislykkedes.

Preveanalyse

Hvis DNA-pravevurderingskerslens kontroller er gyldige, kan analysen fortseettes. Kontrollens
Crvaerdi for en prove skal vaere melem 23,70 og 31,10 i Green (FAM)kanalen. Hyvis

preve-Cr ligger uden for omré&det, gives felgende vejledning.
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® Prgvekontrolanalyse Cr< 23,70

Praver med en kontrolCr pd& < 23,70 (heji DNA-koncentration) overbelaster
mutationsanalyserne og skal fortyndes. For at pavise hver mutation p& et lavt niveau skal
de overkoncentrerede praver fortyndes, s& de ligger inden for et Cromréde p& 23,70 til
31,10. Fortynding af preve-DNA ager Cr (1:1fortyndingen @ger Crvaerdien med ca. 1,0).
Fortynd preverne med det vand, der medfelger i kittet (vand til fortynding [Dil.]).

® Prgvekontrolanalyse Cr> 31,10

Det anbefales at ekstrahere prever med en kontrolC; p& > 31,10 igen i Green
(FAM)kanalen. En utilstraekkelig DNA-startskabelon er til stede for at pdvise alle

EGFR-mutationer ved de fastsatte cutoff-veerdier for analysen.

Dataanalyse af EGFR-mutationspdvisning

En prove skal bestéd DNA-prevevurderingen, for den kan testes for at pévise EGFR-mutationer

(se Dataanalyse af prevevurdering).

Nér EGFR-mutationspdvisningen er feerdig, skal du se Softwareanalyseindstillinger og analysere

dataene pd felgende méde. (Se rerlayoutet i tabel 7).

Kersel af kontrolanalyse

Se organisationsdiagrammet for kerselskontrolanalysen i figur 39.
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FAM Cr-veerdi
for negativ
kontrol

Negativ kontrol
gennemfart

FAM Cr-veerdi
for positiv
kontrol

Er L858R-FAM C-

NEJ 29,97-34,81?

MISLYKKET
K@RSEL

Er FAM Cr-
insertionsrgret
inden for omréadet
27,92-34,09?

NEJ

A

rgret inden for omradet

NEJ

Er HEX Cr
inden for omrédet
29,85-35,84?

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

NEJ

MISLYKKET
KBRSEL

NEJ

Er L861Q-FAM Cr-
rgret inden for omréadet
28,49-34,02?

Positiv kontrol

A 4

> MISLYKKET
NEJ K@RSEL

Er T790M-FAM Cr-
rgret inden for omréadet
30,22-34,98?

Er deletions-FAM Cr-
rgret inden for omréadet
28,90-34,90?

NEJ

NEJ

MISLYKKET
KBRSEL

NEJ

NEJ

Er S768I-FAM Ci-
rgret inden for omréadet
28,98-35,19?

Er G719X-FAM Cy-
rgret inden for omréadet
29,42-34,19?

gennemfort

} Fortsaet til prgveanalyse )

Figur 39. Organisationsdiagram for kerselskonfrolanalyse af EGFR-mutafionspavisning.

Negativ kontrol

For at sikre at der ikke er nogen kontaminering i skabelonen, m& NTC'en for hver

EGFR-mutationsanalyse ikke generere en Crvaerdi under 40 i Green (FAM)kanalen.

For at sikre at kerslen er opsat korrekt, skal NTC'en vise en forstaerkning pa mellem 29,85 og

35,84 i Yellow (HEX)kanalen. De angivne vaerdier er inden for og inklusive disse veerdier.
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Positiv kontrol

For hver EGFR-mutationsanalyse skal EGFR PC give en Crveerdi i Green (FAM}-kanalen inden

for det omrade, der fremgér of tabel 16. En vaerdi uden for dette omrade angiver, at der er

et problem med analyseopsaetningen. Kerslen mislykkedes.

Bemaerk: Provedata mé ikke anvendes, hvis den negative eller den positive kerselskontrol

mislykkedes.

Tabel 16. Acceptable C-omréader for reakfionspositive koniroller (EGFR-mutafionspévisningsanalyse)

Reaktionsblanding Prove Kanal Cr-omréade

Kontrol PC Gront 28,131il34,59
T790M PC Gront 30,221i34,98
Deletioner PC Gront 28,90til34,90
L858R PC Gront 29,971l34,81
1861Q PC Gront 28,491il34,02
G719X PC Gront 29,421134,19
S768I PC Gront 28,981l35,19
Indsaetninger PC Gront 27,921l 34,09
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Preveanalyse — prevekontrollens Cr-veerdi i Green (FAM)-kanalen

Hvis de positive og negative kontroller for EGFR-mutationspdvisningen er gyldige, kan

EGFR-mutationspdvisningen i preverne fortseette.

Kontrollens Crveerdi for en preve i Green (FAM)kanalen skal vaere mellem 23,70 og 31,10.

(Se rerlayoutet i tabel 7).
Hvis prevekontrollens Cr ligger uden for omrédet, gives felgende vejledning.

® Provekontrolanalyse Cr< 23,70
Prover med en kontrolCr pé& < 23,70 (hej DNA-koncentration) overbelaster
mutationsanalyserne og skal fortyndes. For at pévise hver mutation pd et lavt niveau skal
de overkoncentrerede prover fortyndes, s& de ligger inden for et Cromréde pé& 23,70 til
31,10. Fortynding af preve-DNA gger Cr (1:1-fortyndingen eger Crvaerdien med ca. 1,0).
Fortynd preverne med det vand, der medfelger i kittet (vand til fortynding [Dil.]).

® Prgvekontrolanalyse Cr> 31,10

Det anbefales at ekstrahere prever med en kontrolCr p& > 31,10 igen i Green
(FAM)kanalen. En utilstraekkelig DNA-startskabelon er til stede for at pévise alle EGFR-

mutationer ved de fastsatte cutoff-vaerdier for analysen.

Se preveanalysens organisationsdiagram for EGFR-mutationspavisning i figur 40.
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Se tabel 17 i handbogen

¥
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for analysen?
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HEX Cr-vaerdier for
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Figur 40. Preveanalysens organisationsdiagram for EGFR-mutationspavisning.
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Preveanalyse — den interne pravekontrols CT-vaerdi i Yellow (HEX)-kanalen

Bemaerk: Se preveanalysens organisationsdiagram for EGFR-mutationspavisning i figur 40.

Alle ror for hver preve skal andlyseres. Kontrollér, at hvert rer genererer et HEXsignal
i omradet 29,85 til 35,84 fra den interne kontrol i Yelow (HEX)kanalen. Der er 3 mulige

resultater.

® Hyvis den interne kontrols Cr ligger under det specificerede omréde (< 29,85) for en hvilken
som helst mutationsanalyse, er resultatet negativt for forsteerkningen i Yellow
(HEX)-kanalen. Forsteerkningen i Yellow (HEX)-kanalen for det pageeldende rer er ugyldig.

® Hvis den interne kontrols Cr ligger inden for det specificerede omréde (29,85 til 35,84),
er resultatet positivt for forsteerkning i Yellow (HEX)-kanalen
Forsteerkningen i Yellow (HEX)kanalen for reret er gyldig.

® Hyvis den interne kontrols Cr ligger over det specificerede omréde (> 35,84), er resultatet

negativt for forsteerkning i Yellow (HEX)kanalen.

Hvis der er forsteerkning i Green (FAM}kanalen, og ACr for den pdgeeldende reaktion er
lavere end eller lig med analysens cutoff-vaerdier for det pageeldende rer, er forstzerkningen
i Yellow (HEX)kanalen gyldig. Hvis der ikke er forstaerkning i Green (FAM)kanalen til reret

eller en ACrvaerdi hajere end andlysens cutoffveerdi, er forstzerkningen i Yellow (HEX)-kanalen

ugyldig.

Den interne kontrols forsteerkning i Yellow (HEX)kanalen kan mislykkes p& grund of
PCR-heemmere. Fortynding aof preven kan reducere effekten fra haemmere. Bemaerk, at denne
handling ogsé fortynder DNA-mélet i preven. Fortynd preverne med det vand, der medfelger
i kittet (vand til fortynding [Dil.]).

Preveanalyse — prevemutationsanalysens Cr-vaerdi i Green (FAM)-kanalen

Green (FAM)kandlens veerdier i alle syv EGFR-mutationsreaktionsblandinger skal kontrolleres
i forhold til veerdierne itabel 17. De angivne vaerdier erinden for og inklusive de viste veerdier.

(Se rerlayoutet i tabel 7).
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Tabel 17. Acceptable veerdier for pravens EGFR-mutafionsreaktioner i Green (FAM)-kanalen ([EGFR-
mutafionspavisningsanalyse)

Andlyse Cromrade Cutoff AC)
T790M 0,00l 40,00 <7,40
Deletioner 0,001l 40,00 <8,00
L858R 0,001l 40,00 <8,90
1861Q 0,00 il 40,00 <8,90
G719X 0,001l 40,00 <8,90
S768l 0,00l 40,00 <8,90
Indsaetninger 0,00ti140,00 <8,00

® Hvis Green (FAM}kanalens Cr for preven ligger inden for det specificerede omrade, har
den positiv FAMforstaerkning.
® Hyvis Green (FAM)kanalens Cr for preven ligger over det specificerede omréde, eller hvis

der ikke er nogen forstzerkning, har den negativ FAMforsteerkning.
ACrvaerdien beregnes for alle EGFR-mutationsrer, der viser positiv FAMforstaerkning, idet det

skal sikres, at mutation og kontrol for Crvaerdierne er fra den samme preve. (Se rerlayoutet
i tabel 7).

ACr = [mutationsanalyse Crvaerdi] - [kontrolanalyse Crvaerdi]

Sammenlign ACTvaerdien for preven med cutoffpunktet for den pdgeeldende analyse

(tabel 17). Serg for at anvende det korrekte cutoff-punkt.

Cutoff-punktet er det punkt, over hvilket et positivt signal for en analyse potentielt kunne skyldes
et baggrundssignal i ARMS-primeren pé vildtype-DNA. Hvis prevens ACTvaerdi er hgjere end
cutoff-punktet for en analyse, klassificeres preven som negativ eller uden for det pageeldende

analysekits pévisningsgraenser.
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Status for hver mutationsreaktion for hver preve kan vaere én af felgende:
® Mutation pavist

® Mutation ikke pavist

e Ugyldig

Mutation pavist

Forsteerkningen i Green (FAM)kanalen er positiv, og ACrveerdien er pd eller under

cutoffvaerdien. Hvis der pavises flere mutationer for en preve, kan de alle rapporteres.
Mutation ikke pavist
Forstaerkningen i Green (FAM)kanalen er positiv, og ACrvaerdien er over cutoffvaerdien.

Forsteerkningen i Green (FAM)kanalen er negativ, og forsteerkningen i Yellow (HEX)kanalen

(intern kontrol) er positiv.
Ugyldig
Forsteerkningen i Yellow (HEX)kanalen (intern kontrol) er ugyldig.

Forstaerkningen i Green (FAM)kanalen er negativ, og forsteerkningen i Yellow (HEX)kanalen

(intern kontrol) er negativ.

Bemaerk: En preve kan have negativ forsteerkning i ét rer i Yellow (HEX)kanalen men positiv
forstzerkning i et andet rer i Green (FAM)kanalen. | et sédant tilfselde kan resultatet "mutation
detected" (Mutation pévist) i det andet rar anses for at vaere gyldigt, men den bestemte mutation,

der blev identificeret, er muligvis ikke den eneste mulige mutation i den pégzeldende prove.
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Bilag B: Installation af therascreen EGFR CE
Assay Package

therascreen EGFR RGQ PCR Kit er udviklet til brug sammen med Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRM-instrumentet med en 72-brendsrotor. therascreen EGFR CE Assay Package féas separat
pé& cd (katalognr. 9023537). Analysepakken indeholder "therascreen EGFR CE Control Run
Locked Template" og "therascreen EGFR CE Locked Template".

Bemeerk: The therascreen EGFR CE Assay Package er kun kompatibel med
Rotor-Gene Qsoftwareversion 2.3. Kontrollér, at den korrekte version af Rotor-Gene Qsoftwaren
er installeret, for installationen of therascreen EGFR CE Assay Package fortseettes. Hvis dit
Rotor-Gene Q MDxinstrument blev leveret med en tidligere softwareversion, skal man opgradere
ved at hente Rotor-Gene Qisoftwareversion 2.3 fra Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-produktsiden i
afsnittet "Product Resources" (Produktressourcer) under "Operating Software" (Operativsystem) p&

www.giagen.com/shop/automated-solutions/pcr-instruments/rotor-gene-g-mdx/#resources.
qag P p g q

Procedure

1. Bestil therascreen EGFR CE Assay Package CD (katalognr. 9023537).

2. Seet cd'en i cd-drevet p&d den computer, som er tilsluttet Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRM:-instrumentet.

3. Hvis cd'en indleeses automatisk, skal du dobbeltklikke pé

therascreen_EGFR_CE_Assay_Package_3.0.5.exe for at starte installationen.

Ellers skal man finde og starte denne eksekverbare fil ved hjzelp of filorowseren p& den

tilsluttede computer.
therascreen EGFR CE Assay Package-installationsguiden d&bnes.

4. Klik p&d Next (Naeste) for at fortszette (figur 41).
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@ Setup - Rotor-Gene Q therascreen EGFR CE Assay Package = )

Welcome to the Rotor-Gene Q
therascreen EGFR CE Assay
Package Setup Wizard

This will install Rotor-Gene G therascreen EGFR CE Assay
Package 3.0.5 onyour computer.

It is recommended that you close all other applications before
continuing.

Click Mexdt to continue, or Cancel to exit Setup

Fe]r o=

&

Figur 41. Dialogboksen "Setup Wizard" (Installationsguiden) (1 = "Next" (Nzeste)).

5. Lees licensaftalen i dialogboksen, og markér | accept the agreement (Jeg accepterer
aftalen). Klik p& Next (Naeste) for at fortseette (figur 42).

Installationen starter automatisk.

r
5/ Setup - Rotor-Gene Q therascreen EGFR Assay Package w
License Agreement ‘
Please read the following important information before continuing @

Please read the following License Agreement. You must accept the terms of this
agreement before continuing with the installation

Licence Agreement -

1. In the following "Qiagen" refers to Qiagen GmbH and its affiiated companies and
"Software” means the programs and data supplied on this physical medium (eg. CD-
ROM) or over the Intemet with these conditions. (i you are unsure of any aspect of
this agreement or have any questions they should be emailed to

support @giagen.com.) The Software and any accompanying documentation have
been developed entirely at private expense. They are delivered and licensed as
“commercial computer software”

2. Licence e
1
| do not accept the agreement 2
= (i
Figur 42. Dialogboksen "License Agreement" (Licensaftale). 1 = "l accept the agreement" (Jeg accepterer aftalen),

2 ="Next" (Naeste).
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6. Nér installationen er udfert, skal du klikke pé Finish (Afslut) i den sidste dialogboks,
Setup Wizard (Installationsguide) (figur 43).

-
15] Setup - Rotor-Gene Q therascreen EGFR Assay Package = - -

Completing the Rotor-Gene Q
therascreen EGFR Assay Package
Setup Wizard

Setup has finished instaling Rotor-Gene Q therascreen EGFR
Assay Package on your computer. The application may be
launched by selecting the installed icons

Click Finish to exit Setup.

Ce=—1 1

.

Figur 43. Afslutning of installationsguiden (1 = "Finish" (Udfer)).

7. Genstart computeren.

Der oprettes automatisk genveje til b&de "therascreen EGFR CE Control Run Locked
Template" (L&st skabelon til prevekersel af therascreen EGFR CE) og "therascreen EGFR
CE Locked Template" (L&st skabelon til therascreen EGFR CE), som vises pd skrivebordet
(figur 44).

I 7

therascreen EGFR CE therascreen EGER CE
Contral Run Locked Locked Template
Templ ate

Figur 44. lkonerne "EGFR CE Control Run Locked Template" (Last skabelontil prevekorsel of therascreen EGFR CE)
og "EGFR CE Locked Template" (Last skabelon fil therascreen EGFR CE).
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Kontaktoplysninger

For teknisk bistand og yderligere information kan du g& ind p& vores tekniske supportcenter
p& www.qiagen.com/Support, ringe pd 00800-22-44-6000 eller kontakte en of QIAGENSs

tekniske  serviceafdelinger  eller lokale  forhandlere  (se bagsiden, eller besag

www.giagen.com).
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Bestillingsinformation

Produkt Indhold Kat.nr.
therascreen EGFR RGQ PCR  Til 24 reaktioner: Kontrolanalyse, 874111
Kit (24) 7 mutationsanalyser, positiv kontrol, Tag

DNA-polymerase, vand til NTC og vand til

fortynding of preven
therascreen EGFR Assay Softwareprotokolpakke til brug sammen 9023537
Package CD med therascreen EGFR RGQ PCR Kit og

QIAGEN Rotor-Gene Q MDx 5plex

HRM:-instrumentet
QIAamp DNA FFPE Tissue Kit
QlAamp DSP DNA FFPE Til 50 DNAXklargeringer: QlAamp 60404
Tissue Kit (50) MinElute®kolonner, proteinase K, buffere

og Collection Tubes (2 ml)
QlAamp DNA FFPE Tissue Til 50 klargeringer: 50 QlAamp 56404
Kit (50) MinElute-kolonner, proteinase K, buffere og

Collection Tubes (2 ml)

Rotor-Gene Q MDx 5Splex HRM og tilbehar
Rotor-Gene Q MDx 5plex Realtime PCR<yklusanordning og 9002033

HRM System

hgjopleselig smelteanalysator med

5 kanaler (gren, gul, orange, red, lilla)
samt HRMkanal, bzerbar computer,
software, tilbeher, 1 &rs garanti mod
héndvaerksmaessige og materielle defekter,
installation og uddannelse
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Produkt Indhold Kat.nr.
Rotor-Gene Q MDx 5plex Realtime PCR<cycler og hejoplaselig 9002032
HRM Platform smelteanalysator med 5 kandler (gren, gul,

orange, rad, violet) plus HRMkanal,

beerbar computer, software, tilbeher:

inkluderer 1 érs garanti pé reservedele og

arbejdslgn, installation og uddannelse ikke

inkluderet
Loading Block 72 x Aluminiumblok til manuel opsaetning 9018901
0.1ml Tubes af reaktioner med enkeltkanalspipette

i72x0,1 ml rer
Strip Tubes and Caps, 250 strips a 4 rer og heetter il 981103
0.1ml (250) 1.000 reaktioner
Strip Tubes and Caps, 10 x 250 strips a 4 rer og haetter 981106
0.1ml (2500) til 10.000 reaktioner

For opdateret licensinformation og produkispecifikke ansvarsfraskrivelser henvises til den

aktuelle  QIAGEN  kithéndbog eller -brugermanual.

QIAGEN  kithandbeger og

brugervejledninger kan fés via www.qgiagen.com eller kan rekvireres hos QIAGENSs tekniske

service eller den lokale distributer.
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Revisionshistorik for dokumentet

Dato

Andringer

R4, marts 2018

RS, januar 2019

R6, oktober 2019

Andring af opbevaringstider for opseeting for at tydeliggere opteningstiden og den
samlede tid i "Opbevaringsforhold" samttabel 2 og 5.

Opdatering il figur 40. Preveandysens organisationsdiagrem for EGRR-mutationsp&visning.
Tilfejelse of bestillingsoplysninger il QlAamp® DSP DN AFFPE Tissue Kit (katalognr. 60404)

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

A-ndring of producent (forside)

A-ndring of instrumentets navn fra Rotor-Gene Q MDx il Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM
i henhold fil navnet p& instrumentets etiket

Tilfejelse of betingelser for opbevaring aof reagenser i afsnittet Opbevaring og héndtering
af reagenser

Opdatering af tabel 1 med bemaerkning om fiernelse af COSM6254 fra COSMICdatabasen

Opdatering af afsnitetBegraensninger med oplysninger om andlysen af exon 19delefioner og
L858R-andlysen

Fiernelse af EC + REP-symbolet p& forsiden og i afsnittet Symboler
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Aftdle om begraenset licens fil #erascreen EGFR RGQ PCR Kit
Brug of defle procuki belyder, af enhver kober ellr bruger cf produkiet acceplrer folgende vilker:

1.

o oh W N

Produkfet mé@ kun anvendes i overenssemmelse med protokoller leveret med produkiet og denne héndbog og kun med de komponenter, der er i panelet. QIAGEN
giver ingen licens, under nogen intellekivel ejendomsret, fil ot bruge eller inkludere komponenterne i detle panel med komponenter, der ikke er inkluderet i detie
panel, undogen som beskrevet | de protokoller, der fakger med procukiet, denne handbog og andre profokoller, der er filgeengelige pa www.giagen.com. Nogle
of disse andre protokoller er stillet fil radighed of QIAGEN-brugere for QIAGEN-brugere. Disse protokoller er ikke grundigt festet eller optimeret of QIAGEN.
QIAGEN hverken garanterer for dem eller for, at de ikke overiraeder tredjeparts reffigheder.

Ud over de udirykkeligt givne licenser giver QIAGEN ingen garanti for, at defie panel, og/eller brugen of det, ikke overtraeder tredjeparts refiigheder.
Defte panel og dets komponenter er under licens fil engangsbrug og mé ikke genbruges, genopreties eller videresaelges.
QIAGEN afviser specifikt dlle andre licenser, udirykte eller underforsibede, end dem, der udirykkeligt er angivet.

Keberen og brugeren aof panelet indvilliger i ikke ot tage, eller lode andre toge, skridtder kunne fere fil, eller fremme, handlinger der forbydes ovenfor. QIAGEN kan
héndhaeve forbuddene i denne begraensede licensaftale ved enhver domstol og vil inddrive alle undersagelses og retsomkosinger, herunder advokatsaleerer, i ethvert
sogsmdl for at héndhaeve denne begraensede licensaftale samt dlle deres intellekiuelle ejendomsretigheder i forbindelse med kittet og/eller komponenterne deri.

Opdaterede  licenshefingelser kan findes pé ww.gjagen.com.

Varemaerker: QIAGEN®, Sample fo Insight®, QlAamp®, MinElule®, Rotor-Gene®, Scorpions®, therascreen® (QIAGEN Group); FAM™, HEX™ (Thermo Fisher Scientific
Inc.); GIOTRF® (Boehringer Ingelheim), IRESSA® (AstaZeneca Group). Registerede navne, varemaerker osv., der bruges i defie dokument, er beskytiet of den relevante
lovgivning, ogsd nér de ikke er specifikt markeret som sadan.

therascreen  EGFR RGQ PCR Kit er et CE-maerket diagnosfisk kit i overenssiemmelse med EuropaParlamentets og Radets direkiiv 98/79/EF om medicinsk udslyr fil in vitro-
diagnostik. ke filgeengeligt i dlle lande.

1119191 10/2019 HB1909-006 © 2019 QIAGEN, dlle retigheder forbeholdes.
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