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Kayttotarkoitus

therascreen EGFR RGQ PCR Kit sarja on diagnostinen in vitro testi, jonka avulla pystytaén
havaitsemaan 29 EGFR-geenin somaattista mutaatiota. Se tuottaa kvalitatiivisen arvioinnin
mutaation statuksesta ei-pienisoluista keuhkosyopad (Non-Small Cell Lung Cancer, NSCLC)

sairastavilta potilailta otetuista kasvainnaytteistd.

Tulosten on tarkoitus auttaa  tunnistamaan  NSCLC-potilaat.  jotka  voivat  hydtya

EGFR-tyrosiinikinaasin estgjahoidosta.

therascreen EGFR RGQ PCR Kit sarjalla testataan formaliinifiksoiduista pardfiinivaletuista
(FormalinFixed, Paraffin  Embedded FFPE), NSCLC-potilailta otetuista kudosnéytteisté
eristettyjd DNA-ngytteitd, jotka kasitellaan Rotor-Gene Q MDx Splex HRM aitteella. Se on

tarkoitettu koulutettujen henkildiden kaytettévéksi ammattimaisessa laboratorioympdristdssd.

therascreen EGFR RGQ PCR Kit -sarja on tarkoitettu in vitro -diagnostiseen kayttoon.
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Yhteenveto ja selitykset

EGFR-sydpdgeenien mutaatioita on [8ydetty ihmisen sydvisté (1, 2). Ndiden mutaatioiden
esiintyminen korreloi tiettyjen tyrosiinikinaasin estdjéhoitojen vasteen kanssa potilailla, joilla
on eipienisoluinen keuhkosydpd (Non-Small Cell Lung Cancer, NSCLC) (3-8). Téllaisia
EGFR-sydpdgeenin  mutaatioita esiintyy yleisessé NSCLC-potilaspopulaatiossa noin 10 %:lla
eurooppalaista tai australialaisista potilaista ja jopa 30 %:lla japanilaisista ja taiwanilaisista

potilaista (1, 2, 9).

therascreen EGFR RGQ PCR Kit sarja on kayttévalmis sarja sydpadn liittyvén EGFRgeenin 29
mutaation havaitsemiseen polymeraasiketjureaktiomenetelmén  (Polymerase Chain Reaction,
PCR) avulla Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM Haiteella.

Scorpions®- (10} ja ARMS (Amplification Refractory Mutation System) (11) -tekniikoita
kéyttamalla  therascreen EGFR RGQ PCR Kit sarjon avulla voidaan havaita 29 mutaatiota
EGFR-sybpageenin eksoneissa 18, 19, 20 ja 21 villityypin genomisessa DNA:ssa (Taulukko 1).

Yhteenveto:

® 19 deleetiota eksonissa 19 (havaitsee minkd tahansa deleetion yhteensa 19 deleetiosta,
mutta ei erota niitd toisistaan)

® kolme insertiota eksonissa 20 (havaitsee minkd tahansa insertion yhteensd kolmesta
insertiosta, mutta ei erota niitd toisistaan)

e G719X (havaitsee G719S:n, G719A:n tai G719C:n olemassaolon, mutta ei erota niitd

toisistaan)

S768I

T790M

L858R

1861Q
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Kéaytetyt menetelmét ovat erittdin selektiivisic ja mahdollistavat DNA:n kokonaismédrén mukaan
matalan tason DNA:n mutaatioiden havaitsemisen villityypin genomisessa DNA:ssa. Annetut

selektiivisyys- ja havaitsemisrajat ovat tehokkaampia kuin vériaineeseen perustuva sekvensointi.

Taulukko 1. Mutaatioluetielo ja COSMIC-tunnisteet

Eksoni Mutaatio COSMIC*-tunniste Emdisjdriestyksen muutos
18 G719A 6239 2156G>C
G719S 6252 2155G>A
G719C 6253 2155G>T

19 Deleetiot 12384 2237_2255>T
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 mutations in cancer (sydvén somaattisten mutaatioiden luettelo):
http://cancer.sanger.ac.uk/.

Taulukko jatkuu seuraavalla sivulla
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Taulukko jatkuu edelliselta sivulta

Taulukko 1 Mutaatioluettelo ja COSMIC-tunnisteet

Eksoni Mutaatio COSMIC*-tunniste Emdisjdriestyksen muutos
20 S768l 6241 2303G>T
Insertiot 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 (sydvén somaattisten mutaatioiden luettelo):
http://cancer.sanger.ac.uk/.

** COSM6254 (2239_2253del15)- ja COSM12369(2240_2254del15) -mutaatiot aiheuttavat 15 emdsparin
deletoitumisen EGFR-sekvenssistd. Molemmat mutaatiot generoivat saman loppusekvenssin, ja némé mutaatiot eivét
ole erotettavissa toisistaan. Siksi mutaatio COSM6254 (2239_2253del15) on poistettu vimeisimméstd COSMIC-
versiosta (v. 83) ja molemmat mutaatiot siséltyvét nyt mutaatioon COSM12369 (2240_2254del15). Témé noudatioa
HGVS:n ohjetta esittéic yleisin 3'-deleetio. therascreen EGFR -testi ei erottele 19 deleetion mutaatioiden vdlillg, ja kaikki
positiiviset deleetiot on nimitetty “Deletions” (Deleetiof]. Témd muutos vaikuttaa vain dokumentaatioon, ei sarjaan tai
sen kykyyn havaita yksittGinen mutaatio.
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Menetelman toimintaperiaate

therascreen EGFR RGQ PCR Kit -sarja koostuu kahdeksasta erillisestda  PCR-monistuksen
reaktioseoksesta:  seitsemastd  EGFRsydpdgeenien  eksonien 18, 19, 20 ja 21
mutaatiokohtaisista reaktiosta ja yhdestd eksonin 2 villityypin kontrollista. Sarjan tarkeimmét

osat on esitelty alla.

ARMS

Alleeli-  tai mutaatiokohtainen  monistus  saadaan  aikaan  ARMS+tekniikan  avulla.
Tag DNA -polymeraasi (Taq) erottaa tehokkaasti vastaavuudet ja poikkeamat PCR-alukkeen
3'padssa. Spesifiset mutaation lépikéyneet sekvenssit monistetaan tasaisesti ndytteissd, joissa
suurimmassa osassa sekvenssejd mutaatiota ei ole. Kun alukkeen vastaavuus on tdydellinen,
monistus jatkuu taydelld teholla. Kun 3’paén emads ei ole vastaava, ilmenee vain matalan

tason taustan monistusta.

Scorpions

Monistuksen  tunnistamisessa  kdytetdén  Scorpionstekniikkaa.  Scorpionsit  ovat
bifunktionadlisia molekyylejd, jotka sisdltévéat PCR-aluketta, joka on kovalenttisesti kiinnittynyt
koettimeen. Koettimen fluorofori liittyy koettimessa olevaan sammuttajaan, joka véhentad
fluoresenssia. Kun koetin PCR:n aikana sitoutuu amplikoniin, fluorofori ja sammuttaja irtoavat

toisistaan ja aiheuttavat fluoresenssin havaittavan kasvun.

Sarjan rakenne

therascreen EGFR RGQ PCR Kit -sarjaan sisdltyy kahdeksan maaritysta:

® yksi kontrollimaaritys (CTRL)

® seitsemdn mutaatiomddritysta.

therascreen EGFR RGQ PCR Kit-sarjan kasikiia  10/2019 9



Kaikki reaktioseokset sisédltavat reagensseja, joissa on karboksyylifluoreseiinia (FAM™), ja
siscisen  kontrollimadrityksen,  jossa  on  heksakloorifluoreseiinia  (HEX™).  Sisdinen
kontrollim&dritys voi havaita inhibiittoreita, jotka voivat johtaa vadriin negatiivisiin tuloksiin.
FAM-monistus voi ylikilpailla kontrollimonistuksen kanssa ja sisdisen kontrollin tarkoitus on vain
osoittaa, ettd jos FAM-monistusta ei ole, tulos on todellinen negatiivinen tulos eiké syynd ole

epdonnistunut PCR-reaktio.

Méaritykset

therascreen EGFR RGQ PCR Kit-sarja koostuu kaksivaiheisesta toimenpiteestd. Ensimmdise ssé
vaiheessa suoritetaan  kontrollimadritys  ndytteen monistettavissa  olevan  EGFRDNA:n
arvioimiseksi. Toisessa vaiheessa suoritetaan sekd mutaatio- ettd kontrollimadritys DNA:n

mutaation lasndolon vahvistamiseksi/poissu lkemiseksi.

Kontrollimddritys

Kontrollimaéritykselld, jossa on FAM-merkintd, arvioidaan néytteen monistettavissa oleva
EGFR-DNA. Kontrollimaéritys monistaa EGFR-geenin eksoni 2 <alueen. Alukkeet ja Scorpion-

koetin on suunniteltu valttamadn tunnettuja EGFR-polymorfismeja.

Mutaatiomadritykset

Jokaisessa mutaatiom@drityksessd  on FAM-eimattu Scorpionkoetin  ja ARMS-aluke, joilla

erotetaan villityypin DNA ja erityinen DNA:n mutaatio.

Kontrollit

Huomautus: Kaikissa testierissd on oltava mukana positiiviset ja negatiiviset kontrollit.
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Positiivinen kontrolli

Jokaisessa testierdssé on oltava mukana positiivinen kontrolli putkissa 1-8. therascreen EGFR
RGQ PCRKit -sarja sisdltaa EGFR-positiivisen kontrollin (Positive Control, PC), jota kaytetédn
mallina positiivisessa kontrollireaktiossa. Positiiviset kontrollitulokset arvioidaan, jotta voidaan

varmistaa, ettd sarja toimii mainittujen hyvaksyntdkriteerien vaatimusten mukaisesti.
Negatiivinen kontrolli

Jokaisessa testierdssd on oltava mukana negatiivinen kontrolli (negative control (malliton
kontrolli): NTC) putkissa 9-16. therascreen EGFR RGQ PCR Kit-sarja sisdltaa vetta sitd NTC:t
varten, jota kéytetddn “mallina” mallittomassa  kontrollissa. Mallitonta  kontrollia kéytetédn
arvioimaan mahdollinen kontaminaatio erdn valmistelun aikana sekd arvioimaan sisdisen

kontrollin reaktion toimintaa.

Sisdisen kontrollireaktion arviointi

Jokainen reaktioseos sisdltaa kohdereaktion liscksi sisdisen kontrollin (Internal Control, 1C).
Epdonnistuminen osoittaa, ettd lasné saattaa olla inhibiittoreita, jotka voivat johtaa
epdtarkkaan tulokseen tai kyseessé saattaa olla testin suorittajan virheellinen putken késittely
erdn valmistelun aikana. IC:ssé on EGFR:66n liittymétdn  oligonukleotidikohdesekvenssi,
leimaamaton aluke ja HEXJeimattu Scorpionsaluke, jotta se voidaan erottaa FAM-eimatusta
Scorpions-alukkeesta  kontrolli- ja mutaatioreaktioseoksissa.  FAM-monistus voi ylikilpailla
sisdisen kontrollin monistuksen kanssa niin, ettd saatu IC Cr (HEX) -arvo voi olla maaritetyn

vaihteluvdlin ulkopuolella. Naiden naytteiden FAM-ulokset ovat silti hyvaksyttavia.
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Naytteen arviointi

On erittdin suoriteltavaa kéyttaa therascreen EGFR RGQ PCR Kit -sarjan mukana toimitettua
kontrollireaktioseosta (CTRL-putki) néytteen monistettavissa olevan EGFR-DNA:n arvioimiseen.
Kontrollimaéritys monistaa EGFR-geenin eksoni 2 -alueen. On suositeltavaa valmistaa néytteitd
kayttamalla  ainoastaan  kontrollimadritysta,  kayttémalla  EGFR-positiivista  kontrollia

positiivisena kontrollina ja malliin tarkoitettua vettd mallittomana kontrollina.

Huomautus: DNA:n arvioinnin tulisi perustua PCR:4dn, ja se saattaa erota absorbanssiluke miin
perustuvasta  kvantifikaatiosta.  Sarjan  mukana  toimitetaan  myds  ylimdérdinen
kontrollireaktioseos (CTRLputki), jonka avulla voidaan arvioida néytteiden DNA:n laatu ja

madrd ennen therascreen EGFR RGQ PCR Kit -sarjalla suoritettavaa analyysia.

Alusta ja ohjelmisto

therascreen EGFR RGQ PCR Kit -sarja on suunniteltu kaytettavaksi Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRM -aitteiden kanssa. Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM aitteisiin on ohjelmoitu erilaisia

jakson parametrejd, ajoja therascreen EGFR CE Assay Package -mé&drityspaketin mukaisesti.

therascreen EGFR CE -mddrityspaketti  koostuu kahdesta mallista:  “therascreen EGFR CE
Control Run Locked Template” -mallista (ndytteen arviointiin) ja “therascreen EGFR CE Locked
Template” -mallista (EGFR-mutaatioiden havaitsemiseen). Néma mallit siséltévén  PCR-ajon

parametrit ja laskevat tulokset.

Tarkoitukseen voidaan kayttaa myds therascreen EGFR RGQ PCR Kit sarjaa yhdessd Rotor-
Gene Q -ohjelmistoversion 2.3 kanssa avoimessa tilassa (eli ilman Rotor-Gene Q therascreen

EGFR CE -mddrityspakettia). LisGtietoja on kohdassa Liite A: therascreen EGFR RGQ PCR

Kit sarjan manuaalinen protokolla.
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Toimitetut materiaalit

Sarjan sisalté

therascreen EGFR RGQ PCR Kit (24)
Tuotenumero 874111
Reaktioiden mé&érd 24
Véri Nimi Putken tunnus Méara
Punainen Control Reaction Mix (kontrollireaktioseos) 1 CTRL 2 x 600 pl
Violetti T790M Reaction Mix (T790M-reaktiosecs) 2 T790M 600 pl
Oranssi Deletions Reaction Mix (deleetioiden reaktioseos) 3 Del 600 pl
Vaaleanpunainen  L858R Reaction Mix (L85 8R-reaktioseos) 4 L858R 600 pl
Vihred 186 1Q Reaction Mix (L8 6 1 Q-reakfioseos) 5 1861Q 600 pl
Keltainen G7 19X Reaction Mix (G7 19 X-reaktioseos) 6 G719X 600 pl
Harmaa S7 68| Reaction Mix (S7 6 8l-reaktioseos) 7 S768l 600 pl
Sininen Insertions Reaction Mix (insertioiden reakfioseoksej 8 Ins 600 pl
Beige EGFR Positive Control (EGFR-positiivinen konfrolli) 9 PC 300 pl
Mintunvihrea Tag DNA Polymerase (Tag DNA-polymeraasi) Tag  2x80yl 2x80pl
Valkoinen Nuclease-free water for no template control NTC  1,9ml 1,9 ml
(nukleaasiton vesi mallitomaan kontrolliin)
Valkoinen Nuclease-free water for dilution Dil. 1,9 ml 1,9 ml

(nukleaasiton vesi laimennukseen)
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Tarvittavat materiaalit, jotka eivat kuulu
foimitukseen

Tydskenneltdessa  kemikaalien kanssa on aina kaytettdva asianmukaista  laboratoriotakkia,
kertakayttokasineitd ja suojalaseja. Lisdtietoja on tuotekohtaisissa kayttéturvallisuustiedotteissa

(Safety Data Sheets, SDS), joita saa tuotteen toimittajalta.

Reagenssit

e DNA:n eristyssarja (katso DNA:n eristdminen ja valmistelu)

Kulutustuotteet ja yleiset laboratoriolaitteet

tarkoitukseen sopivia pipetteja* (sGddett@vid) naytteen valmisteluun
tarkoitukseen sopivia pipetteja* (sadadettavid) PCR-padseoksen valmisteluun

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

DNaasittomia,  RNoaasittomia  ja  DNA:ttomia,  suodattimellisia  pipetin  karkic

(ristikontaminaation  valttémiseksi  suosittelemme  kayttdmaan  pipetin karkia, joissa on

aerosoliesteet)

e Strip Tubes and Caps, 0.1 ml, kaytettavaksi tuotteen 72-well rotor kanssa (tuotenro
981103 tai 981106)

® DNoaasittomat, RNaasittomat ja DNA:ttomat mikrosentrifugiputket p&dseosten valmistusta
varten

® loading Block 72 x 0.1 ml Tubes, alumiinilohko manuaaliseen reaktion valmisteluun, sis.
yksikanavainen pipetti (tuotenro 9018901).

® lampdsekoitin*, kuumennettava ravistava inkubaattori*, kuumennuslohko* tai vesihaude*,

joka mahdollistaa inkuboinnin 90 °C:ssa

poytamallinen sentrifugi*, jossa roottori 2ml:n reaktioputkille

vortex-sekoitin*

* Varmista, ettd vélineet ja tarvikkeet on tarkastettu ja kalibroitu valmistajan ohjeiden mukaan.
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Laitteet PCR:aa varten

® Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM -aite, jossa on Cycling Green- ja Cycling Yellow -
fluoresenssikanava (FAM:n ja HEX:n havaitsemiseen)* 1

® Rotor-Gene Q -ohjelmistoversio 2.3

® Rotor-Gene Q therascreen EGFR CE Assay Package -madrityspakkausCD, versio 3.0.5
(lvettelonro 9023537)

Huomautus:  Rotor-Gene Q  therascreen EGFR  CE  Assay  Package -

mdadrityspakkausohjelmisto vaatii Rotor-Gene Q -ohjelmistoversion 2.3.

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

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

In vitro -diagnostiikkaan

Tyoskenneltdessd kemikaalien kanssa on aina kaytettava asianmukaista laboratoriotakkia,
kertakayttokdasineitd ja suojalaseja. Lisdtietoa saa tuotekohtaisista kéyttsturvallisuustiedotteista
(Safety Data Sheets, SDS). Ne ovat saatavilla kétevéssd ja kompaktissa PDF-muodossa
osoitteessa  www.giagen.com/safety,  jossa voidaan tarkastella  ja tulostaa  kaikkien

QIAGENsarjojen ja sarjakomponenttien kayttaturvallisuustiedotteita.

Katso Rotor-Gene Q -aitteen turvallisuustiedot laitteen mukana toimitetusta kéyttdoppaasta.
Havitd nayte- ja madritysiate paikallisten turvallisuusmaardysten mukaisesti.

Yleiset varotoimet

Noudata aina seuraavia ohjeita:

® Testi on tarkoitettu kaytettévaksi FFPE NSCLC -naytteiden kanssa.
Sdilytd ja uuta positiiviset materiaalit (ndytteet ja positiiviset kontrollit) erilléén, poissa
kaikkien muiden reagenssien laheisyydestd ja lisaa ne reaktioseokseen erillisessa tilassa.

e Varmista huolellisesti, etteivat PCR:t pddse  kontaminoitumaan  synteettisestd
kontrollimateriaalista. ~ Suosittelemme  kéyttamaan  reaktioseosten  valmistuksessa  ja
DNA-mallin  liséGmisessd  tarkoitukseen sopivia, erillisia  pipetteja. Reaktioseosten
valmistaminen ja annostelu on suoritettava eri paikassa  kuin mallin  liséGminen.
Rotor-Gene Q -putkia ei saa avata PCR-gjon on pdadttymisen jalkeen. Syynd on
laboratoriokontaminoitumisen estdminen PCR-ajon jdlkeen.

o Kaikki kemikaalit ja biologiset aineet ovat mahdollisesti vaardliisia. Naytteet ovat

mahdollisesti tartuntavaarallisia ja niitd on kohdeltava biovaaradllisina materiaaleina.
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® therascreen EGFR RGQ PCR Kit -sarjan reagenssit on laimennettu optimadliseen
vahvuuteen. Al laimenna reagensseja enempdd, koska seurauksena saattaa olla
suorituskyvyn heikkeneminen. Ald kaytd reagensseja, joiden reaktiotilavuus on dlle 25 pl,
koska muutoin védrien negatiivisten tulosten riski kasvaa.

e Kaikki therascreen EGFR RGQ PCR Kit -sarjan mukana toimitetut reagenssit on tarkoitettu
kéytettavaksi ainoastaan muiden samaan therascreen EGFR RGQ PCR Kit -sarjoan
sisdltyvien reagenssien kanssa. Ald korvaa therascreen EGFR RGQ PCR Kit -sarjan
reagensseja tai vaihda niitd muiden therascreen EGFR RGQ PCR Kit-sarjojen reagenssien
kanssa, silld t&ma voi vaikuttaa suorituskykyyn.

e Kaytd vain Tag DNA -polymeraasia (Tagputki), joka toimitetaan therascreen EGFR RGQ
PCR Kit -sarjan yhteydessd. Ald korvaa Tag DNA -polymeraasia muiden saman-  tai
toisentyyppisten sarjojen polymeraaseilla tai muiden toimittajien
Tag DNA -polymeraaseilla.

e Alg kéytd vanhentuneita tai virheellisesti sdilytettyja komponentteja.

Huomautus: varmista, etftd testaat oikean néytteen. Varo erityisesti vaardn ndytteen

kayttamistd, latausvirheitd ja pipetointivirheita.

Huomautus: Reagenssit on hyvéksytty kéytettéavaksi manuadlisessa valmistelussa. Jos kaytetéén
automaattista menetelméd, se voi vdahentdd mahdollisten reaktioiden madrdad, koska

reagenssin on tdytettava naiden laitteiden kuolleet tilat.
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Reagenssien sdilytys ja kdsittely

Kuljetusolosuhteet

therascreen EGFR RGQ PCR Kit -sarja toimitetaan pakattuna hiilihappojadhdn, ja sen on oltava
jadssa toimitushetkelld. Jos therascreen EGFR RGQ PCR Kit -sarja ei ole toimitushetkelld jadssa,
ulkopakkaus on avattu kulietuksen aikana tai toimituspakkaus ei sisalld lghetysluettelog,
késikirjaa tai reagensseja, ota yhteyttd QIAGENin paikalliseen tekniseen tukipalveluun tai

jlleenmyyjadn (katso yhteystiedot takakannesta tai osoitteesta www.qiagen.com).
Sailytysolosuhteet

therascreen EGFR RGQ PCR Kit -sarja on varastoitava valittdmasti vastaanoton jdlkeen tasaisessa
-30...-15 °C:n lémpétilassa olevaan pakastimeen valolta suojattuna. Scorpions-alukkeet (kuten
kaikki fluoresoivalla aineella leimatut molekyylit) on suojattava auringonvalolta, jotta valon
aiheuttama valkaisu ja suorituskyvyn menetys voidaan valttaa. Alkuperdispakkauksessaan
suositelluissa  sdilytysolosuhteissa  sdilytetty sarja on  kayttokelpoinen etiketissd mainittuun

viimeiseen kayttopdivadn asti.

Avatut reagenssit voidaan sdilyttaa  alkuperdispakkauksissaan  =30...-15 °C:n lémpétilassa
12 kuukautta tai  pakkauksessa  olevaan viimeiseen kayttopdivaan asti  (ndistd  ensin
umpeutuvaan). Sarjan toistuvaa pakastamista ja sulattamista on véltettéva. Suosittelemme

korkeintaan kahdeksaa pakastus—sulatusjaksoa.

Reagensseja on sulatettava huoneenldmméssa (15-25 °C) véhintéan 1 tunti ja enintddn
4,5 tuntia. Kun reagenssit ovat valmiita kdytettévaksi, PCR-reaktiot voidaan valmistella ja
padseokset siscltavat Rotor-Gene Q -putket ja DNAndyte on lisgttévé Rotor-Gene Q MDx
5plex HRM aitteeseen valittdmasti. Kokonaisaika PCR:n valmistelun aloittamisesta  ajon

alkuun ei saa olla yli:
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® 6 tuntig, jos putkia sdilytetdén huoneenldmméssa
Huomautus: tama aika sisaltda seka PCR:n valmistelun ettd sailytyksen.

® 18 tuntiq, jos putkia sdilytetddn jaékaapissa (2-8 °C:ssa)

Huomautus: tamé aika sisdltaa sekd PCR:n valmistelun ettd sdilytyksen.

Huomautus: testin paras mahdollinen aktivoituminen ja suorituskyky on taattava suojaamalla
Scorpions-alukkeet (kuten kaikki fluoresoivalla aineella leimatut molekyylit) auringonvalolta,

jotta valon aiheuttama valkaisu voidaan valttaa.

Huomautus: Jotta reagensseja voi kayttaa therascreen EGFR RGQ PCR Kit -sarjassa, ndytteet
on jaettava eriin. Jos néytteitd testataan erikseen, testauksessa kuluu enemman reagensseja ja

tdmd véhentad therascreen EGFR RGQ PCR Kit sarjalla testattavien néytteiden méaréa.
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Naytteen kasittely ja sdilytys

Huomautus: Kaikkia naytteitd on kasiteltava tartuntavaarallisena materiaalina.

Néytteen materiaalin on oltava ihmisen genomista DNA:ta, joka on eristetty FFPE-kudoksesta.
Naytteen hyvéksyttavé laatu on varmistettava kuliettamalla néytteet tavanomaisia patologian

kaytantsja noudattaen.

Kasvainnaytteet ovat ei-homogeenisid, ja kasvainndytteen tiedot eivat valttamatta ole
yhdenmukaisia saman kasvaimen muiden osien tietojen kanssa. Kasvainndytteet saattavat
sisaltad kasvaimen lisaksi myds muuta kudosta. Muun kudoksen kuin kasvainkudoksen DNA:n

ei oleteta sisaltavan therascreen EGFR RGQ PCR Kit sarjan havaitsemia mutaatioita.
Kudosnaytteiden valmistelu DNA:n eristémiseen:

e Kayta vakiomuotoisia materiaaleja ja menetelmi@ ja kiinnitd kudosndyte 10-prosenttiseen
neutraaliin formaliinipuskuriin  (Neutral Buffered Formalin, NBF) sek& upota kudosndyte
pardfiiniin. Leikkaa mikrotomilla sarjassa 5 pm:n paloja pardfiinilohkosta ja aseta ne
objektilaseille.

® Anna koulutetun henkildn (esim. patologi) arvioida hematoksyliinieosiinivarjatty osa, ja
varmistaa, ettd osassa on kasvain.

e Varjgttyja osia ei saa kéyttad DNA:n eristémiseen.

® Sailytd kaikkia FFPE-lohkoja ja objektilaseja huoneenlamméssa (15-25 °C). Objektilaseja

voidaan sdilyttdd huoneenlémmdssa korkeintaan kuukausi ennen DNA:n eristGmistd.
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Menetelma

DNA:n eristdminen ja valmistelu

Téman sarjan suorituskykyominaisuudet on saatu kéyttamalla QlAamp DSP DNA FFPE Tissue
Kit sarjalla (luettelonro 60404) eristettyd DNA:ta. DNA:n valmisteluun on kéytettéva tata
sarjaa, jos se on saatavilla maassasi. Jos kaytdssd on toiminnoltaan vastaava QlAamp DNA
FFPE Tissue Kit sarja (luettelonro 56404), eristé DNA kasikirjan ohjeiden mukaisesti

huomioiden myds alla esitetyt ohjeet.

e Alg kayta QIAGEN Deparaffinization Solution -ivosta. Kéytd depardfiinisointiin
ainoastaan  QlAamp DNA  FFPE Tissue Kit sarjan  késikirjassa  kuvattua
ksyleeni-/etanolimenetelmaa.

® Kaytd kaikissa vaadituissa vaiheissa molekyylibiologiaan soveltuvan luokan etanolia*.

® Raaputa koko kudoksen alue kahdesta osasta leimattuun mikrosentrifugiputkeen. Kaytd
jokaiselle naytteelle vutta skalpellia.

® Proteinaasi K:n pilkkoutuminen (vaihe 11 QIAamp DNA FFPE Tissue Kit -sarjan
kasikirjassa) on tehtévé 1 tunnin (£5 min) kohdalla 56 °C:ssa (3 °C).

® Proteinaasi Kin pilkkoutuminen (vaihe 12 QIAamp DNA FFPE Tissue Kit -sarjan
kasikirjassa) on tehtava 1 tunnin (£5 min) kohdalla 90°C:ssa (+3 °C).

o Ald kayta QIlAamp DNA FFPE Tissue Kit -sarjan kdsikirjassa kuvattua RNAasivaihetta.

e Naytteet on eluoitava 120 pl:an QlAamp DNA FFPE Tissue Kit-sarjan eristyspuskuria (ATE)
(vaihe 20 QIAamp DNA FFPE Tissue Kit -sarjan kdsikirjassa).

® Genomista DNA:ita voidaan sdilyttaad 2-8 °Cissa viikon ajan eristamisen jdlkeen,
tai —=30...—15 °C:ssa korkeintaan 8 viikkoa ennen kayttéa.

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

fragmentoituneen DNA:n kanssa.

* Alg kéytd denaturoitua alkoholia, joka siséltaé muita aineita, kuten metanolia fai metyylietyyliketonia.
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Protokolla: Naytteen arviointi

Taman protokollan avulla arvioidaan ndytteiden monistettavissa olevan DNA:n kokonaismadra

kayttden “therascreen EGFR CE ControlRun Locked Template” -mallia Rotor-Gene Q therascreen

EGFR CE Assay Package -maarityspakkauksesta automatisoituun néytteen arviointiin.

Huomautus: Katso lisgtietoja manuaalisesta  DNA-ndytteen arvioinnista kohdasta Liite A:

therascreen EGFR RGQ PCR Kit -sarjan manuaalinen protokolla.

Tarkeitd huomioita ennen kuin aloitat

Lue ennen toimenpiteen aloittamista kohta Yleiset varotoimet.

Tutustu huolellisesti Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM Jaitteen kayttédn ennen protokollan
suorittamista. Tutustu laitteen kayttdoppaaseen.

Alg sekoita Tagseosta tai mitéén Tagainetta sisdltévada seosta vortexlaitteessa, sillé
sekoittaminen saattaa inaktivoida entsyymin.

Pipetoi Tag asettamalla pipetin karki aivan nestepinnan alapuolelle, jotta kdrkeen ei padase
liikaa entsyymia.

Kontrollireaktioseoksen avulla voidaan arvioida enintadn 24 naytetta.

Ennen kuin aloitat

Varmista, ettd therascreen EGFR CE Assay Package -madrityspaketin  ohjelmisto on
asennettu ennen Rotor-Gene Q@ MDx 5Splex HRM -aitteen ensimmdista  kayttdkertaa
(katso Liite B therascreen EGFR CE Assay Package -mddrityspaketin asennus).

Ennen jokaista reagenssien  kdyttdkertaa  kaikkia reagensseja  on  sulatettava
huoneenlamméssa  (15-25 °C) vahintdan yhden tunnin ja enintddn 4,5 tunnin ajan,
kunnes ne ovat tdysin sulaneet, kaanneltava 10 kertaa ja kaytettdva sentrifugissa hetken
aikaa, jotta putken pohijalla oleva sisdltd sekoittuu.

Sekoita kaikkia naytteitd kaantémalld ne ylosalaisin 10 kertaa ja kayttamalla  niita
sentrifugissa hetken aikaa, jotta putken pohijalla oleva sisaltd sekoittuu.

Varmista ennen jokaista kayttokertaa, ettd Tag on huoneenlampaista (15-25 °C). Kayta

putkea hetki sentrifugissa, jotta putken pohjalla oleva sisdlt sekoittuu.

22
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Menetelmd

1. Sulata kontrollirecktioseosta (CTRL), mallittomaan kontrolliin (No Template Control, NTC)
tarkoitettua vettd ja EGFR:n positiivista kontrollia (Positive Control, PC) huoneenldmméssa

(15-25 °C) vahintaan yhden ja enintdén 4,5 tunnin ajan.

Reagenssien sulatusajat, PCR-valmisteluajat ja testiojoa edeltévén  sailytyksen tiedot on

merkitty taulukkoon 2.

Taulukko 2. Sulatusajat, PCR:n valmisteluajat ja séilylyslampétilat

Véhimmaissulatusaika  Enimmdissulatusaika  Sdilytyslampétila PCR:n valmistelun ~ PCR:n valmistelun ja

jalkeen séilytyksen enimmaisaika
Th 4,5h Huoneenlémpétila (15-25°C) 6h
1h 4,5h 2-8°C 18h

Huomautus: PCR-asetukset tehddén huoneenlémméssa  (15-25 °C). “Sailytyksella”
tarkoitetaan aikaa PCR:n valmistelun ja Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM -aitteella

aloitettavan PCR-ajon vdlilla.

Huomautus: Tuo Tag huoneenlampdén (15-25 °C) samaan aikaan kuin muut reagenssit
(katso Reagenssien sdilytys ja kasittely). Kéyta putkea hetki sentrifugissa, jotta putken

pohjalla oleva siséltd sekoittuu.

2. Kun reagenssit ovat sulaneet, sekoita ne kadntelemalld jokaista putkea 10 kertaq, jotta
paikallisia suolakertymic ei p&dse muodostumaan, ja kéyta niitd sentrifugissa hetken

aikaa, jotta putken pohijalla oleva sisdlté sekoittuu.

3. Valmista riittava maarad  padkontrolliseoksia  (kontrollireaktioseos  [CTRL] seka Tag)
DNA-ngytteita  varten, yksi positiivinen EGFR-kontrollireaktio ja yksi NTC-reaktio
noudattaen taulukossa 3 annettuja madria koskevia ohjeita. Sisdllytd mukaan reagensseja
yhta ylimadrdistd ndytetta varten, jotta mahdollistat riittavan kattavuuden PCR-maaritysté

varten.

Huomautus: Padseos siscltaa kaikki PCR:G& varten tarvittavat komponentit néytettd lukuun

oftamatta.
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Taulukko 3. Kontrollim&érityksen padseoksen valmistaminen

Komponentti Mddrd
Kontrollireaktioseos (CTRL) 19,5 plx(n+1)*
Tag DNA -polymeraasi (Tag) 0,5plx(n+1)
Kokonaismé&drd 20 pl/reaktio

* n = reaktioiden m&érd (néytteet plus kontrollit). Valmista paéseosta riittéva madrd yhtd ylimaérdista néytettd varten

(n+1), jotta mahdollistat riittévén kattavuuden PCR-asetuksia varten. Arvon ei saa olla yli 26 (24 naytettd plus
2 kontrollia).

Huomautus: valmistettaessa padseosta kontrollireaktioseokseen tarvittava maara lisatadn

asianomaiseen putkeen ensin ja Taq lisétaan viimeiseksi.

4. Sekoita padseos huolellisesti pipetoimalla sita varovasti 10 kertaa ylos ja alas. Aseta
sopiva maard liuskaputkia latauslohkoon taulukossa 4 esitetylla tavalla. Lisga valittomasti

20 pl paaseosta jokaiseen PCR-iuskaputkeen.

Pida korkit muovisilidssd myohempad kayttoa varten. DNA-nGytteen arviointia varten
kontrollimadrityksen pddseosta lisataan yhteen positiivisen kontrollin - putkeen, yhteen

negatiivisen kontrollin putkeen ja jokaisen naytteen yhteen putkeen.

Taulukko 4. Latauslohkossa olevien DNA-néytieiden arviointi. Numerot ilmaisevat sijainnit latauslohkossa sekd roottorin
loppuasennon.

Madiritys Paikka

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

5. Lisaa valittomasti 5 pl NTC:hen tarkoitettua vettd sijainnissa 2 olevaan putkeen ja
aseta putken korkki paikalleen.
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11.

12.

. Lisdd@ néayteputkiin 5 pl jokaista néaytettd (putket sijainneissa 3-26) ja aseta putkien

korkit paikoilleen.

. Lisdad 5 pl EGFR PC “ontrollia sijainnissa 1 olevaan putkeen ja aseta putken korkki

paikalleen.

Vélta lataus- ja pipetointivirheitd varmistaaksesi, ettd NTC, néytteet ja PC lisataan
virheettomasti  oikeisiin  putkiin. Merkitse putkien korkkeihin suunta, jota noudattaen
putket ladataan Rotor-Gene Q MDx Splex HRM Jaitteeseen.

. Kun kaikkien PCR-putkien korkit on asetettu paikoillen, tarkista néyteputkien

tayttotasot silmémadrdisesti, jotta voit varmistaa, etté néyte on lisatty kaikkiin putkiin.

. Kaantele kaikkia PCR-putkia nelic kertaq, jotta naytteet ja recktioseokset sekoittuvat.

. Aseta PCRiiuskaputket oikeisiin kohtiinsa 72-kuoppaiseen roottoriin taulukon 4 mallin

mukaan.
Jos roottori ei ole téynnd, aseta tyhjiin kohtiin tyhj& putki, jonka korkki on paikallaan.

Aseta 72-kuoppainen roottori valittémasti  Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM aitteeseen.
Varmista, ettd lukkorengas (Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM aitteen varuste) on

asetettu roottorin pddlle, jotta putket pysyvat paikoillaan kéytén aikana.

Huomautus: jos naytteet arvioidaan manuadlisesti, katso lisatietoja kohdasta Liite A:

therascreen EGFR RGQ PCR Kit -sarjan manuadlinen protokolla.

Avaa Rotor-Gene Q -ohjelmisto kaksoisnapsauttamalla Rotor-Gene Q MDx Haitteeseen
litetyn tietokoneen ndytossd ndkyvad therascreen EGFR CE Control Run Llocked

Template (therascreen EGFR CE *kontrolligjon lukittu malli) -kuvaketta (katso kuva 1).
')Cj
@
therascraen EGFR CE
Contral Run Locked

Template

Kuva 1. EGFR CE lukittu malli -kuvake kontrolliajoa (néytieen arviointia) varten.
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13. Setup (Asennus) -vélilehti tulee oletuksena nakyviin (kuva 2). Varmista, ettd lukkorengas on

kunnolla paikallaan ja laita rasti Locking Ring Attached (Lukkorengas kiinnitetty) -
valintaruutuun. Sulie Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM Haitteen kansi.

Run 0.

o S |
Sarghes

Snpl Harm |

SanpleiD__| Sanpls o |

\When e v seings have been comiined, cik Slat Fum obegntbe . [ _ S8t Aun

e PV TR I |

Kuva 2. “"Setup” (Asennus) -vililehi (1) ja “Locking Ring Attached” (Lukkorengas kiinnitetty) -valinfaruutu (2).

14. Anna Run ID (Ajon tunniste) kenttéén ajon tunniste oman laitoksesi nimedmiskayténtsjen

mukaisesti. Anna Sample Name (Néytteen nimi) kenttédn néytteen nimi oman laitoksesi
nimedmiskaytantdjen mukaisesti.

Tallsin  néytteen nimi lisgtaén  alla olevaan néyteluetteloon ja néytteelle annetaan
Sample 1D (Naytteen tunniste) -nimi (1, 2, 3 jne.). Liscksi néytteen nimi pdivittyy oikealla

puolella nékyvééan Layout of the pipetting adapter (Pipetointiadapterin asettelu) -paneeliin

(kuva 3).
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Huomautus: Vaihtoehtoisesti *.smp (Rotor-Gene Q -n&ytetiedosto) -muodossa tai *.csv
(CSV-tiedosto) -muodossa (arvojen vélissa on pilkku) tallennetut néytteet voidaan tuoda
valitsemalla  Import Samples  (Tuo néytteet) +oiminto. Ndytteiden nimet tdytetddn

automaattisesti tata menetelmaa kayttcen.

Huomautus: Tarkista Layout of the pipetting adapter (Pipetointiadapterin asettelu) -
paneelissa, etta lisatty ndytteen nimi on korostettu eri varilla kuin muut nimet ja ettd

ndytteen nimi on naytekohdassa (kuva 3).

Huomautus: Jos naytteen nimessd on yli kahdeksan merkkid, nimi ei mahdollisesti nay

Layout of the pipetting adapter (Pipetointiadapterin asettelu) -paneelissa kokonaan.

Rt Gene Setes St are VIRTUAL MODE - thsasreen EGFR Cortvol R Lk Teralate 204.10-13.0) - (6GFR Anaysi] i)
it e
Soun T T I
e v
Hotes
Eit Hame: fereieen EGFACE Rotor [G,0,
P30 P Fa
Tomplale Versier: 304
2 s T ] o
-
3 L e
Fanoel Tounch e -
T Cangia 1 iz
i
Coriva
e
b
4 -
]
When b unrsags hsboanculined. ok St Run obesibwon [ _ Sistfun |

Kuva 3. Run ID (Ajon tunniste)- ja Sample Name (Néytteen nimi) -tiefojen antaminen. 1 = Run ID (Ajon tunniste) -kenttd,
2 = Import Samples (Tuo néytteet) -paneeli 3 = Sample Name (Néytteen nimi) -kenttd, 4 = Sample List (Néyteluetteld),
5 = layout of the pipetting adapter (Pipetointiadapterin asettelu) -paneeli.
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15. Anna kakkien muiden ndytteiden nimet toistamalla vaihe 14 (kuva 4).

Huomautus: Voit muokata néytteen nimed napsauttamalla néyteluettelossa kohtaa Sample
Name (Néytteen nimi), jolloin valittu néyte tulee edellé mainittuun Sample Name (Néytteen
nimi) -kenttdén. Muokkaa nimed oman laitoksesi nimedmiskaytdntdjen mukaisesti ja

pdivitd nimi painamalla Enter-painiketta.

Mope

Ble tep

fmup L 2 [

b e ey g

awe: N
¥ Msse: s EGFRE Rekor [y pr
FEIFTHIE ¥ Losra g

Tewplate Verviow 204

Lyt o e ppstivg st

5 Sanie 15
6 Sarph
7 gl 1T

U

Kuva 4. Muiden néytteiden nimien lisééminen Sample Name (Néytteen nimi) -kenffién. 1 = Sample Name (Néytteen
nimi) -kenttd, 2 = Sample List (Né&yteluettelo), 3 = Layout of the pipetting adapter (Pipetointiadapterin asettelu) -
paneeli.
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16. Kun kaikkien ndytteiden nimet on annettu, varmista, etté ne ovat oikein. LisGd tarvittaessa

lisatietoja Notes (Huomautukset) kentt@dn ja napsauta Start Run (Kaynnista ajo) -painiketta
(kuva 5).

Huomautus: Jos jokin roottorin paikka on tyhjd, nékyviin tulee Warning (Varoitus) (kuva 5),
jolla kayttajaa muistutetaan siitd, ettd kaikkiin roottorin tyhjiin kohtiin on lisattéva tyhja
korkilla suljettu putki. Tarkista, ettd kaikissa roottorin tyhjissd kohdissa on tyhja putki, jonka

korkki on paikallaan, ja jatka valitsemalla OK. Save As (Tallenna nimellg) -kkuna avautuu.

Fe e

Kuva 5. Notes (Huomautuksef) -kentfé (1), Start Run (Kéynnistd ajo) -painike (2) ja tyhiié roottorin paikkoja koskeva
Warning (Varoitus) (3).
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17. Vadlitse haluamasi tiedostonimi ja tallenna PCR-gjo *.rextiedostona valittuun sijaintiin.

Vdlitse Save (Tallenna) (kuva 6).

B} Save As ==
@\tj'li‘j » Computer » C, uter =
Organize v g - "@}.
¢ Favorites 4 Hard Disk Drives (1)
Windows7 (C:)
4 Libraries — o - -
145 GB free of 232 GB
% Computer > Devices with Removable Storage (8) .l
N > Network Location (11)
€ Network
——————————
ik herascreen EGFR CE - 2
Save as fype: |Run File (".rex) -
3 A L_soe ][ conce

Kuva 6. Save As (Tallenna nimellg) -ikkuna (1). 2 = File Name (Tiedostonimi)- ja Save as type (Tallenna tyyppind) -

kentdt, 3 = Save (Tallenna) -painike.
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PCR-ajo kéynnistyy.
Huomautus: Kun ajo alkaa, Run Progress (Ajon edistyminen) -vdlilehti avautuu, ja siing

nakyvat lampétilatiedot ja jdlielld oleva ajoaika (kuva 7).
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Kuva 7. Run Progress (Ajon edistyminen) -vdlilehti (1).
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Huomautus: Kun ajo on valmis, Analysis (Analyysi) -vélilehti avautuu automaattisesti. jos

Analysis (Analyysi) -vélilehti ei avaudu, napsauta Analysis (Analyysi) -vélilehted (kuva 8).

Huomautus: laskentamenetelmd on selitetty kohdassa Tulosten tulkinta (automaattinen).
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Kuva 8. Andlysis (Analyysi) -vélilehfi (1) ja tulosten raporioiminen (2 = Confrol Run Sample Result Table [Kontrolliajon
tulostaulukko]).

Kontrollitulokset raportoidaan, kuten kohdassa Control Run Sample Result Table
(Kontrolligjon tulostaulukko) (kuva 8) on esitetty.

Aja kontrollit (PC ja NTC, putkien sijainnit 1 ja 2). Jos tulokset ovat hyvéksyttavilla alueilla,
jokaisen kohdalla nékyy Valid (Kelvollinen). Muussa tapauksessa tuloksena nékyy Invalid
(Epakelpo).

Néytteen kontrollireaktion Cr > 31,10 kohdalle tulee teksti Invalid (Epékelpo). DNA:n médr &

ei ole riittava mutaatioanalyysia varten. Testaa ndyte uudelleen. Jos DNA:n madra on

edelleen riittamaton, eristd lisaa kasvainkudosta, jos sitd on saatavilla.
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Néytteen kontrollireaktion Cr< 23,70 kohdadlle tulee teksti Invalid (Epdkelpo). DNA:n
konsentraatio on liian korkea mutaatioanalyysia varten. Laimenna nukleaasittomalla

laimentamiseen tarkoitetulla vedelld (Dil.) ja suorita testi uudelleen. Laimenna pitoisuuteen
Cr 23,70-31,10. Laimennussuhde 1:1 kasvattaa Crarvoa 1,0:lla.

Néytteen kontrollireaktion Cr-arvon 23,70-31,10, (23,70 <kontrolli Cr < 31,10) kohdalle

tulee teksti Valid (Kelvollinen). DNA:n konsentraatio on sopiva mutaatioanalyysia varten.
Huomautus: Jos uudelleeneristys tai laimennus on tarpeellinen, toista kontrollireaktio, jotta

voit varmistaa, ettd DNA:n pitoisuus on sopiva kdayttdd varten.

18. Luo raporttitiedosto valitsemalla Report (Raportti). Report Browser (Raporttiselain) -ikkuna
tulee néyttddn. Vdlitse kohdasta Templates (Mallit) kohta EGFR CE Andlysis Report (EGFR
CE -analyysiraportti) ja napsauta sen jdlkeen Show (Naytd) -painiketta (kuva 9).

Huomautus: Jos haluat tallentaa raportit Web Archives -muodossa  toiseen sijaintiin,

napsauta kunkin raportin vasemmassa yldkulmassa Save As (Tallenna nimelld) -painiketta.
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Kuva 9. EGFR CE Andlysis Report (EGFR CE -analyysiraportti) -kohdan valitseminen. 1 = Report (Raportti) -painike,
2 = Report Browser (Raporttiselain) -paneeli, 3 = EGFR CE Analysis Report (EGFR CE -analyysiraportti) -valinta, 4 = Show
(Né&ytd) -painike.
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Protokolla: EGFR-mutaation havaitseminen

Téma protokolla  koskee EGFR-mutaatioiden  havaitsemista.  Kun ndyte on lapgissyt

DNA-ngytteen arvioinnin, se voidaan testata EGFR-mutaatiomdadrityksillé  automatisoitua

ohjelmistoa kéayttden.

Huomautus: katso lisdtietoja manuadlisesta mutaatioiden havaitsemisesta kohdasta Liite A:

therascreen EGFR RGQ PCR Kit -sarjan manuaalinen protokolla.

Tarkeitd huomioita ennen kuin aloitat

Lue ennen toimenpiteen aloittamista kohta Yleiset varotoimet.
Tutustu huolellisesti Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM -laitteen kéyttédn ennen protokollan

suorittamista. Tutustu laitteen kayttdoppaaseen.

Néyte voidaan testata EGFR-mutaatiomédrityksilld, kun ndyte on lapdissyt DNA-ndytteen
arvioinnin.
therascreen EGFR RGQPCR Kit -sarjan tehokkaan toiminnan takaamiseksi néytteet on jaettava

seitsemdn kappaleen eriin. Jos erdkoko on pienempi, therascreen EGFR RGQ PCR Kit -sarjalla
voidaan testata yhteensd pienempi madra naytteitd.

Naytteen testaamiseen on kdaytettava kaikkia therascreen EGFR RGQ PCR Kit -sarjassa
olevia reaktioseoksia.

Al sekoita Tagseosta tai mitdén Tagainetta sisdltdvad seosta vortexlaitteessa, sillé
sekoittaminen saattaa inaktivoida entsyymin.

Pipetoi Tag asettamalla pipetin kérki varovasti aivan nestepinnan alapuolelle, jottakarkeen

ei paase lilkaa entsyymia.

Ennen kuin aloitat

Varmista, ettd therascreen EGFR CE Assay Package -madrityspaketin ohjelmisto on
asennettu ennen Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM -aitteen ensimmdista kayttckertaa

(katso Liite B therascreen EGFR CE Assay Package -médrityspaketin asennus).

34
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® Ennen jokaista reagenssien kayttokertaa  kaikkia reagensseja  on sulatettava
huoneenldmméssa  (15-25 °C) véhintéén yhden tunnin ja enint@dn 4,5 tunnin ajan,
kunnes ne ovat tdysin sulaneet, kaanneltava 10 kertaa ja kaytettéva sentrifugissa hetken
aikaa, jotta putken pohijalla oleva sisdlté sekoittuu.

® Sekoita kaikkia naytteita kaantamalla ne ylosalaisin 10 kertaa ja kayttamélla niitd
sentrifugissa hetken aikaa, jotta putken pohjalla oleva sisdlté sekoittuu.

® Varmista ennen jokaista kayttokertaa, ettd Tag on huoneenlampsista (15-25 °C). Kayta

putkea hetki sentrifugissa, jotta putken pohjalla oleva sisdltd sekoittuu.

Menetelmd

1. Sulata kaikkia reaktioseosputkia, mallittomaan kontrollin (No Template Control, NTC)
tarkoitettua vettd ja EGFR:n positiivista kontrollia (Positive Control, PC) huoneenléamméssa

(15-25 °C) véhintaén yhden ja enintddn 4,5 tunnin ajan.

Reagenssien sulatusajat, PCR-valmisteluajat ja testiajoa edeltavan sdilytyksen tiedot on

merkitty taulukkoon 5.

Taulukko 5. Sulatusajat, PCR:n valmisteluajat ja séilylyslampétilat

Véhimméissulatusaika  Enimmaissulatusaika ~ Séilytyslémpétila PCR:n PCR:n valmistelun ja sailytyksen
valmistelun jalkeen enimmaisaika

Th 4,5h Huoneenlédmpétila (15-25°C) 6 h

1h 4,5h 2-8°C 18h

Huomautus: PCR-asetukset tehdddn huoneenlamméssa  (15-25 °C).  Sailytyksella
tarkoitetaan aikaa PCR:n valmistelun ja Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM -aitteella

aloitettavan PCR-ajon vdlilla.
Huomautus: Tuo Taq (putki Tag) huoneenlémpdon (15-25 °C) samaan aikaan kuin muut

reagenssit (katso Reagenssien sdilytys ja kasittely). Kaytd putkea hetki sentrifugissa, jotta

putken pohjalla oleva sisdltd sekoittuu.
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2. Kun reagenssit ovat sulaneet, sekoita ne kadntelemdlla jokaista putkea 10 kertaq, jotta
paikallisia  suolakertymi& ei p&dse muodostumaan, ja kéytd niitd sentrifugissa hetken
aikaq, jotta putken pohjalla oleva sisalté sekoittuu.

3. Valmista riittéva madra padseoksia (madrityksen reaktioseos seké Tag) DNA-néytteitd
varten, yksi positiivinen EGFRkontrollireaktio ja yksi NTC-reaktio noudattaen taulukossa 6
annettuja madrié koskevia ohjeita. Sisallyta mukaan reagensseja yhtd ylimaéraista
ndytettd varten, jotta mahdollistat riittévan kattavuuden PCR-madritystd varten.
Padseokset sisaltavat  kaikki PCR:G& varten tarvittavat komponentit néytettd lukuun

ottamatta.

Taulukko 6. Madrityksen pddseosten valmistaminen

Médritys Reakfioseosputki  Reakfioseoksen madré Taq DNA -polymeraasin (putki Taq) mééard
Kontrolli CTRL 19,5plx (n+1)* 0,5plx(n+1)*

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

Deleetiot 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 G719 19,5plx [n+1) 0,5 plx n+1)

S768I S768I 19,5plx(n+1) 0,5plx(n+1)

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

* n = reaktioiden m&érd (néytteet plus kontrollit). Valmista paéseosta riittéva madrd yhtd ylimaérdista néytettd varten

(n+ 1), jotta mahdollistat riittévén kattavuuden PCR-asetuksia varten. Arvon n pitdisi olla suurempi kuin seitsemén (plus
kontrollien m&ard), silla seitseméan on yhdella kerralla késiteltavien néytteiden enimméisméaara.

4. Sekoita madrityksen padseoksia huolellisesti pipetoimalla sita varovasti 10 kertaa ylés ja
alas. Aseta sopiva maard liuskaputkia latauslohkoon taulukossa 7 esitetylla tavalla. Lisaa

valittémasti 20 pl sopivaa madrityksen padseosta jokaiseen PCR-iuskaputkeen.

Pida korkit muovisdilidssa mydhempad kayttdéa varten.
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Taulukko 7. Latauslohkossa olevien kontrolli- ja mutaatiomddritysten arviointi. Numerot ilmaisevat sijainnit

latauslohkossa seké roottorin loppuasennon.

Paikka
Kontrollit Néytteen numero

Méadritys  PC NTC 1 2 3 4 5 6 7

Kontrolli 1 9 17 25 33 41 49 57 65
T790M 2 10 18 26 34 42 50 58 66
Deleefiot 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
Insertiot 8 16 24 32 40 48 56 64 72

5. Lisaa valittémasti 5 pl NTC:hen tarkoitettua vettd sijainneissa 9-16 oleviin putkiin ja aseta

putkien korkit paikalleen.

. Lisaa 5 pl vettd jokaiseen néyteputkeen (putkien sijainnit 17-24, 25-32, 33-40, 41-48,
49-56, 57-64 ja 65-72) ja aseta putkien korkit paikoilleen.

. Lisad 5 pl EGFR PC -kontrollia sijainneissa 1-8 oleviin putkiin ja aseta putkien korkit
paikalleen.

Vélta lataus- ja pipetointivirheitd varmistaaksesi, ettd NTC, ndytteet ja EGFR PC lisgtadn
virheettdmasti oikeisiin putkiin.

Jokaisessa putkessa on oltava yhteensd 25 pl reaktiolivosta (20 pl vaiheessa 3 [taulukko
6] valmisteltua maarityksen padseosta ja 5 pl NTC-/néayte-/PCqlivosta). Numerot ilmaisevat
sijainnit latauslohkossa sekd roottorin loppuasennon.

Merkitse putkien korkkeihin suunta, jota noudattaen putket ladataan Rotor-Gene Q MDx
5plex HRM -aitteeseen.

. Kun kaikkien PCR-putkien korkit on asetettu paikoilleen, tarkista néyteputkien tayttdtasot

silmamaardisesti, jotta voit varmistaa, ettd nayte on lisatty kaikkiin putkiin.
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11.

12.

. Kaéantele kaikkia PCR-putkia 4 kertaq, jotta néytteet ja reaktioseokset sekoittuvat.

. Aseta PCRiuskaputket oikeisiin kohtiinsa 72-kuoppaiseen roottoriin taulukon 7 mallin

mukaan.

Yhdessd PCR-gjossa voi olla mukana enintdén seitsemén néytettd. Jos roottori ei ole

tdynnd, aseta tyhjiin kohtiin tyhja putki, jonka korkki on paikallaan.

Aseta 72-kuoppainen roottori vélittémésti Rotor-Gene Q MDx 5Splex HRM -aitteeseen.
Varmista, ettd lukkorengas (Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM -laitteen varuste) on asetettu

roottorin padlle, jotta putket pysyvat paikoillaan kéytén aikana.

Huomautus: Jos kéytét manuadlista EGFR-mutaation tunnistusta, katso liite A: therascreen
EGFR RGQ PCR Kit -sarjan manuaalinen protokolla.

Avaa Rotor-Gene Q -ohjelmisto kaksoisnapsauttamalla  Rotor-Gene Q MDx  5plex
HRM aitteeseen liitetyn tietokoneen néytdssé ndkyvad therascreen EGFR CE Locked
Template (therascreen EGFR CE lukittu malli) -kuvaketta (katso kuva 10).

therascreen EGFR CE
Locked Template

Kuva 10. EGFR CE Locked Template (EGFR CE lukittu malli) -kuvake [EGFR-mutaatfion havaitseminen).
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13. Setup (Asennus) -vdlilehti tulee oletuksena ndkyviin (kuva 11). Varmista ettd lukkorengas
on kunnolla paikallean ja laita rasti Locking Ring Attached (Lukkorengas kiinnitetty) -
valintaruutuun. Sulje Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM Haitteen kansi.
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Kuva 11. Setup (Asennus) -vdlilehti (1) ja Locking Ring Atiached (Lukkorengas kiinnitetty) -valintaruutu (2).

14. Anna Run ID (Ajon tunniste) kenttéén ajon tunniste oman laitoksesi nimedmiskdytantsjen
mukaisesti. Anna Sample Name (Néytteen nimi) -kenttédn néytteen nimi oman laitoksesi

nimedmiskdytantéjen mukaisesti ja paina Enter-ndppdintd.

Tallsin  néytteen nimi lisgtaén  alla olevaan néyteluetteloon ja néytteelle annetaan
Sample 1D (Naytteen tunniste) -nimi (1, 2, 3 jne.). Lisaksi naytteen nimi pdivittyy oikealla
puolella nékyvééan Layout of the pipetting adapter (Pipetointiadapterin asettelu) -paneeliin

(kuva 12).

Huomautus: Vaihtoehtoisesti *.smp (Rotor-Gene Q -ndytetiedosto) -muodossa tai *.csv
(CSV-iedosto) -muodossa tallennetut néytteet voidaan tuoda valitsemalla Import Samples

(Tuo naytteet) -painike. Naytteiden nimet tdytetaan automaattisesti tatd menetelmdd
kayttaen.
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Huomautus: Tarkista Layout of the pipetting adapter (Pipetointiadapterin asettelu) -

paneelissa, ettd lisatty ndytteen nimi on korostettu eri varilld kuin muut nimet ja ettd

ndytteen nimi on ndytekohdassa (kuva 12).

Huomautus: Lisdttévien ndytteiden enimmdismddré on seitsemdn. Naytteiden tunnisteet

(ndyteympyrdihin) annetaan automaattisesti kéyttden numeroita 1-7.

Huomautus: Jos ndytteen nimessd on yli kahdeksan merkkia, nimi ei mahdollisesti nay

Layout of the pipetting adapter (Pipetointiadapterin asettelu) -paneelissa kokonaan.
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Kuva 12. Run ID (Ajon tunniste)- ja Sample Name (Naytieen nimi) -fiefojen anfaminen. 1 = “Run ID” (Ajon tunniste) -
kenttd, 2 = “Import Samples” (Tuo néytteet) -painike 3 = “Sample Name” (Né&ytteen nimi) -kenttd, 4 = "Sample List”
(Néyteluettelo), 5 = “Layout of the pipetting adapter” (Pipetointiadapterin asettelu) -paneeli, 6 = Korostettu néyteympyrci
ja 8 testin sarake paneelin alapuolella
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15. Anna kakkien muiden néytteiden nimet toistamalla vaihe 14 (kuva 13).

Huomautus: Voit muokata néytteen nimed napsauttamalla néyteluettelossa kohtaa Sample
Name (Néytteen nimi), jolloin valittu néyte tulee edellé mainittuun Sample Name (Néytteen
nimi) -kenttdén. Muokkaa nimed oman laitoksesi nimedmiskaytdntdjen mukaisesti ja

péivitd nimi painamalla Enter-painiketta.
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Kuva 13. Muiden néytteiden nimien liséGminen Sample Name (Naytteen nimi) -kenttiéan. 1 = Sample Name (Néyteen
nimi) -kenttd, 2 = Sample List (Né&yteluettelo), 3 = Layout of the pipetting adapter (Pipetointiadapterin asettelu) -paneeli.
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16. Kun kaikkien ndytteiden nimet on annettu, varmista, etté ne ovat oikein. LisGé tarvittaessa

lisatietoja Notes (Huomautukset) kenttddn ja napsauta Start Run (Kaynnista ajo) -painiketta
(kuva 14).

Huomautus: Jos jokin roottorin paikka on tyhj&, ndkyviin tulee Warning (Varoitus)
(kuva 14), jolla kayttajad muistutetaan siitd, ettd kaikkiin roottorin tyhjiin kohtiin on
lisattava tyhja korkilla suliettu putki. Tarkista, etta kaikissa roottorin tyhjissa kohdissa on

tyhja putki, jonka korkki on paikallaan, ja jatka valitsemalla OK.
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Kuva 14. Notes (Huomautuksef) -kenttd (1), Start Run (Kdynnisti ajo) -painike (2) ja tyhiid rootiorin paikkoja koskeva
Warning (Varoitus) (3).
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17. Save As (Tallenna nimelld) -ikkuna avautuu. Vdlitse haluamasi tiedostonimi ja tallenna

PCR-gjo *.rextiedostona valittuun sijaintiin. Vdlitse Save (Tallenna) (kuva 15).

03 Save As @
@Qvl;ﬁ » Computer » - | ‘¢| Search Computer 2|
Organize v S - g:g:.

T Favorites 4 Hard Disk Drives (1)
Windows7 (C:)
4 Libraries ~ ) - -
145 GB free of 232 GB
18 Computer > Devices with Remavable Storage (8) 1
n > Network Location (11)
€ Network
—————————
File name: -
Save as type: [Run File (*.rex) -
3 - e aeTonerT : Save I [ Cancel ]

Kuva 15. Save As (Tallenna nimelld) -ikkuna (1). 2 = File Name (Tiedostonimi)- ja Save as type (Tallenna tyyppind) -

kentét, 3 = Save (Tallenna) -painike.
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PCR-ajo kéynnistyy.

Huomautus: Kun ajo alkaa, Run Progress (Ajon edistyminen) -vdlilehti avautuu, ja siing

nakyvat lampétilatiedot ja jdliella oleva ajoaika (kuva 16).
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Kuva 16. Run Progress (Ajon edistyminen) -vélilehfi.
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Kun ajo on valmis, Analysis (Analyysi) -vélilehti avautuu automaattisesti.

Huomautus: jos Analysis (Analyysi) -valilehti ei avaudu, napsauta Analysis (Analyysi) -

vdlilehtea (kuva 17).

Huomautus: laskentamenetelmé on selitetty kohdassa Tulosten tulkinta (automaattinen).

4 ek [VHIT LA MIGE Lot U (L DRAL v Periates 11 Arsiel 73 Coman)

Kuva 17. Andlysis (Analyysi) -vélilehfi (1) ja tulosten raporfointi. 2 = Run Controls, Positive Control (Ajon kontrollit,
positiivinen kontrolli) -paneeli, 3 = Run Controls, Negative Control (Ajon kontrollit, negatiivinen kontrolli) -paneel;,
4 = Sample Result Table (Né&ytteen tulostaulukko), 5 = Mutation Status (Mutaatiostatus) -paneeli.

18. Madrityksen tulokset raportoidaan seuraavasti (kuva 18):

Run Controls, Positive Control (Ajon kontrollit, positiivinen kontrolli): jos tulokset ovat
hyvaksyttavan alueen rajoissa, Positive Control Status (Positiivisen kontrollin tila) kentassa

ndkyy Valid (Kelvollinen). Muussa tapauksessa nayttoon tulee teksti Invalid (Epdkelpo).
Run Controls, Negative Control (Ajon kontrollit, negatiivinen kontrolli): jos sekd NTC- ettd
Internal Control (Sisdinen kontrolli) +tulokset ovat hyvaksyttavan alueen rajoissa, Negative

Control Status (Negatiivisen kontrollin status) -kentdssa nakyy teksti Valid (Kelvollinen).

Muussa tapauksessa nayttoon tulee teksti Invalid (Epdkelpo).
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Sample Result Table (Néytteen tulostaulukko):  spesifiset mutaatiot  raportoidaan
mutaatiopositiivisten néytteiden taulukossa EGFR Mutation Status (EGFR-mutaatiostatu's)

-sarakkeessa.

19. Luo raporttitiedosto valitsemalla Report (Raportti). Report Browser (Raporttiselain) -ikkuna
tulee néyttddn. Valitse kohdasta Templates (Mallit) kohta EGFR CE Andlysis Report (EGFR
CE -analyysiraportti) ja napsauta sen jdlkeen Show (Néytd) -painiketta (kuva 18).

Huomautus: jos haluat tallentaa raportin Web Archives -muodossa toiseen sijaintiin,

napsauta kunkin raportin vasemmassa yldkulmassa Save As (Tallenna nimelld) -painiketta.

Anatyris-Gindy Rstor-Gene ( Seres Softwaes VITUAL MA0CK - Do 36 VIPOLE 433,004 _100_100CTRE 079 M - [FG9R Anstysin

i Y

| ) e [ 1
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Deletiony
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w1y
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1 SAMPLEY Mutston Detected nm

SAMPLE 7 st Dedrcted 0w
1 AL 3 [rre— v
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SAMRPLE 7 Mt Dected

|
| [PiotarGiana G o S 231 remicinan [T Mocke | VI TLIAL 100 | Cuament Lipee (LOBAL ek ckurssisators, 110 Arvyen, NG Dpasater]

Kuva 18. EGFR CE Andlysis Report (EGFR CE -andlyysiraportfi) -kohdan valilseminen. 1 = Report (Raportti) -painike,
2 =Report Browser (Raporttiselain) -paneeli, 3 = EGFR CE Analysis Report (EGFR CE -analyysiraportti),
4 = Show (Naytd) -painike.
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Tulosten tulkinta (automaattinen)

therascreen EGFR Assay Package -madrityspaketti suorittaa ajon lopuksi automaattisesti
analyysin ja mutaation havaitsemisen. Alla on kuvattu, miten therascreen EGFR Assay Package

-m&drityspaketti suorittaa analyysin ja mutaation havaitsemisen.

Huomautus: katso lisGtietoja manuadlisesta analyysin suorittamisesta kohdasta Tulosten tulkinta

(manuadlinen).

PCR-jakso, jossa tietyn reaktion fluoresenssi ylittéé rajo-arvon, on mddritetty Crarvoksi.
Crarvot ilmaisevat spesifisen input-DNA:n mdérdn. Matalat Crarvot merkitsevéit korkeampia
inputDNA:n tasoja ja korkeat Crarvot merkitsevat matalia input-DNA:n tasoja. Crarvon

reaktiot luokitellaan positiivisiksi monistuksiksi.

Rotor-Gene Q -ohjelmisto interpoloi fluoresenssisignaalit minké tahansa kahden tallennetun
arvon vdlilla. Crarvot voivat nédin ollen olla mita tahansa readlilukuja (ei  pelkkia
kokonaislukuja) alueella 0-40. therascreen EGFR RGQ PCR Kit -sarjan kynnysarvoksi on
asetettu 0,075 suhteellista fluoresenssiyksikkéé Green (FAM) kanavalle ja 0,02 yksikkéa
Yellow (HEX) kanavalle. N&mé arvot on konfiguroitu therascreen EGFR Assay Package
-m&drityspakettiin automaattisesti. Ajon kontrollit (PC, NTC ja IC) arvioidaan, jotta voidaan

varmistaa, ettd hyvaksytyt Crarvot on saavutettu ja ettd reaktiot on suoritettu oikein.
Naytteen ACrarvot lasketaan jokaisessa mutaatiomddrityksessd seuraavaa yhtalda kayttaen:

ACr = [mutaatiomadrityksen Crarvo] - [kontrollimaarityksen Crarvo]
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Naytteet luokitellaan mutaatiopositiivisiksi, jos niiden ACr-arvo on pienempi tai yhtd suuri kuin
kyseisen madrityksen ACrraja-arvo. Tdmén arvon ylittaviltd osin ndyte voi sisaltéa mutaation,
jonka prosenttiosuus on pienempi kuin therascreen EGFR RGQ PCR Kit sarjan havaitsema
prosenttiosuus (madritysrajan alapuolella) tai ndyte on mutaationegatiivinen, jolloin testin

tulokseksi raportoidaan No Mutation Detected (Mutaatiota ei havaittu).

Jos mutaatioreaktioissa ei ilmene monistuksia, tuloksena on No Mutation Detected (Mutaatiota
ei havaittu). ACrarvojen, jotka on laskettu taustan monistuksesta, oletetaan olevan suurempia
kuin ACrraja-arvojen ja néytteen tulokseksi raportoidaan No Mutation Detected (Mutaatiota

ei havaittu).

Maéritystulokset ovat seuraavat: Mutation Detected (Mutaatio havaittu), No Mutation Detected
(Mutadtiota ei havaittu), Invalid (Epdkelpo) tai, jos ajon kontrolli epéonnistuu, Run Control
Failed (Ajon kontrolli epdonnistui). Naytteille, joiden tulos on mutaation osalta positiivinen,
ilmoitetaan havaittu mutaatio. Kasvain soattaa sisaltdd useamman kuin yhden mutaation.

Tallaisissa tilanteissa ilmoitetaan useampi kuin yksi mutaatio.
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Rotor-Gene Q therascreen EGFR Assay Package -maarityspakkauksen
merkinnat

Taulukossa 8 (seuraava sivu) on lueteltu Rotor-Gene Q therascreen EGFR Assay Package -
madrityspakkauksessa  mahdollisesti  kéytetyt merkinnét, niiden merkitys ja suoritettavat

toimenpiteet.

Merkintdjen nimien tarkoitus on antaa tietoja pakkauksen komponentista, néytteestd tai

kontrollista, jota ongelma koskee, ja vikatilasta.
Esimerkki:

e PC_CTRL_ASSAY_FAIL = positiivinen kontrolli  (Positive Control, PC), kontrollitesti
(CTRL_ASSAY) on epdonnistunut (FAIL)

e NTC_INT_CTRL FAIL = malliton kontrolli (No Template Control, NTC), sisdinen kontrolli
(INT_CTRL) on epdonnistunut (FAIL)

e SAMPLE_CTRL HIGH_CONC = néytteen (SAMPLE), kontrollitestin (CTRL) pitoisuus on
korkea (HIGH_CONC).
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Taulukko 8. Merkinndt, niiden merkitykset ja toimenpiteet

Merkinté

Merkitys

Toimenpide

PC_CTRL_ASSAY_FAIL

PC_MUTATION_
ASSAY_FAIL

PC_CTRL_INVALD_
DATA

PC_MUTATION_
INVALID_DATA

NTC_INT_CTRL_FAIL

NTC_INT_CTRL_
EARLY_CT

NTC_INVALD_CT

NTC_INVALD_DATA

SAMPLE_CTRL_
INVALD_DATA

SAMPLE_CTRL_
HIGH_CONC

PCR-ajo hylétty - FAM Crarvo
kontrollireakfion positiivisen
kontrollin sallitun alueen
ulkopuolella.

PCR-ajo hylatty - FAM Crarvo
sallitun alueen ulkopuolella
yhdessd tai useammassa
mutaatiokontrollireaktiossa.

PCR-ajo hylétty — positiivisen
kontrollin (kontrollireaktioseos)
fluoresenssitietoja ei voida
tulkita.

PCR-ajo hyldtty — positiivisen
kontrollin (mutaatioreaktioseos)
fluoresenssitietoja ei voida
tulkita.

PCR-ajo hylatty — negatiivisen
kontrollin siséinen kontrolli
rajan ylapuolella.

PCR-ajo hyldtty — negatiivisen
kontrollin sisginen kontrolli
rajan alapuolella.

PCR-ajo hylatty — negatiivisen
kontrollin FAM hylatty (rajan
alapuolella).

PCR-ajo hyldtty — negatiivisen
kontrollin fluoresenssitietoja ei
voida tulkita.

Néyte hylétty — ndyttieen
kontrollin fluoresenssitietoja ei
voida tulkita.

Nadyte virheellinen — néytteen
kontrollin FAM C; liian
alhainen.

Suorita koko PCR-ajo uudelleen.

Suorita koko PCR-ajo uudelleen.

Suorita koko PCR-ajo uudelleen.

Suorita koko PCR-ajo uudelleen.

Suorita koko PCR-ajo uudelleen.

Suorita koko PCR-ajo uudelleen.

Suorita koko PCR-ajo uudelleen.

Suorita koko PCR-ajo uudelleen.

Toista virheelliset néytteet tekemdlla vusi ajo.

Llaimenna néytettd, jotta kontrollin Grarvo suurenee.
Laimennussuhde on laskettava siten, ettd oletuksena on,
ettd kun ndytettd laimennetaan
toimitetulla vedelld suhteessa 1:1, arvo nousee C;
1,0:1ld. Kun ndyte on laimennettu, suorita néytteelle
mutaatiotesti. Tai jos ndyte on laimennettu DNA-
néytteen arvioinnin jdlkeen, jatka suoraan EGFR-
mutaation havaitsemiseen laimennetusta naytteestd.

mukana
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Taulukko 8. Merkinndt, niiden merkitykset ja toimenpiteet (jatkoal)

Merkintd Merkitys

Toimenpide

SAMPLE_CTRL_FAIL  Nayte hylatty — néytteen

kontrollin FAM C; liian korkea.

Suorita naytteelle uusi PCR-ajo. Jos néyte on hylétty
my6s toistetussa PCR-ajossa, ja jos DNA:n madra ei
vielékaan riitd, eristd kaksi uutta FFPE-kudososaa, jos
mahdollista. Suorita uudelle néytteelle uusi PCR-ajo. Jos
ndyte on hyldtty, toista PCR-ajo toiselle néytteelle. Jos
naytteen tulos ei ole hyvaksytty viela tdmankadn ajon
iglkeen, ndytteelle  mddritetdén  m&drittdmaton
mutaatiostatus, eikd sille tule suorittaa endé lisétesteja.

SAMPLE_INT_CITRL_
FAIL

Sisdisen kontrollin (HEX) C;

kanavan mutaatiotulos
negatiivinen.

liian korkea (tai ei Cr:td), FAM-

Naytteet, jotka saavat SAMPLE_POSITIVE_AND_
INVALID -merkinnén ja joista havaitaan (tai ei havaita)
mutaatiota, kun ne on kasitelty kliinisesti merkitsevalli
mutaatioreaktioseoksella: raportoi tulokset, lisdtestaus ei
ole farpeen.

laimenna naytettd pakkauksen mukana toimitetulla
vedella silla oletuksella, eftd néytteen laimentaminen
1:1-suhteeseen nostaa kontrollireaktion Cr:td arvolla
1,0, ettd lopullinen tilavuus on > 40 pl (eli 40 pl DNAK
ja 40 pl vettd putkesta, jossa on merkintd DIL).

Suorita naytteelle uusi PCR-ajo. Jos myds uuden PCR
ajon tulos on hylatty, eristd ndyte kahdesta FFPE-
liséosasta. Suorita uudelle néytteelle uusi PCR-ajo.

Jos toinen ndyte on hyldtty, tee laimennus ylld olevien
ohjeiden mukaan.

Jos naytteen tulos ei ole hyvéaksytty vield taménkaén
ajon jdlkeen, naytteelle mddritetdén madritdmaton
mutaatiostatus, eikd sille tule suorittaa enaa lisatesteja.

SAMPLE_INT_CITRL_
EARLY_CT

Mutaatioputki hylatty —
naytteen (sisginen kontrolli) Cr
HEX on liian matala.

Néytteet, jotka saavat SAMPLE_POSITIVE_AND_
INVALID -merkinnén ja joista havaitaan (tai ei havaita)
mutaatiota, kun ne on kasitelty kliinisesti merkitsevalls
mutaatioreaktioseoksella: raporfoi tulokset, lisétestaus ei
ole farpeen.

Suorita néytteelle uusi PCR-ajo. Jos toistettu PCR-ajo on
hylétty, eristd uudet ndytieet kahdesta (2) FFPE-
kudososiosta, jos niitd on. Suorita uudelle naytteelle uusi
PCR-ajo. Jos ndyte on hylétty, toista PCR-ajo toiselle
ndytteelle. Jos néytteen tulos ei ole hyvéksytty vield
taménkaén ajon jdlkeen, néytteelle maaritetddn
mddritdméatdn mutaatiostatus, eikd sille tule suorittaa
endd lisatestejd.
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Taulukko 8. Merkinnét, niiden merkitykset ja toimenpiteet (jatkoa)

Merkintd

Merkitys

Toimenpide

SAMPLE_INVALD_
DATA

Mutaatioputki hylétty — sisdisen
kontrollin fluoresenssitietoja ei
voida tulkita.

Naytteet, jotka  saavat  SAMPLE_POSITVE_AND_
INVALD -merkinnén ja joista havaitaan (tai ei havaid)
mutaatiota, kun ne on késitelty kliinisesti merkitsevalki
mutaatiorecktioseoksella: raportoi tulokset, lisitestaus ei de
tarpeen.

Suorita néytteelle uusi PCRaijo. Jos toistettu PCR-ajo on hykity,
eristd uudet néytteet kahdesta (2) FFPE-kudos osiosta, jos niki
on. Suorita uudelle néytteelle uusi PCR-cio. Jos néye on
hylatty, toista PCR-ajo toiselle néytteelle. Jos néytteen tulos ei
ole hyvaksytty vield tdmdnkddn ajon jdlkeen, naytteele
mddritetddn madritdmaton mutaatiostatus, eikd sille le
suorittaa endd lisdteseja.

SAMPLE_POSITIVE_
AND_INVALD

Naéytteessd on yksi fai useampi
positiivinen mutaatio, samalla
yksi tai useampi saman néytteen
mutaatioista on hylétty.

Naytteet, jotka saavat SAMPLE_POSITIVE_AND_INVAID -
merkinndn ja joista havaitaan (tai ei havaita) mutaatiok,
kun ne on késitelty klinisesti merkitsevéld
mutaatioreaktiosecksella: raportoi tulokset, lisitestaus ei de
tarpeen.

Naytteet, jotka  saavat  SAMPLE_POSITIVE_AND_
INVALD -merkinndn ja joiden kliinisesti merkityksellsen
mutaatioreaktiosecksen tulos on INVALID (Epdkelpo), on
testattava uudelleen kaikkien reaktioseoksien kanssa
merkinndn mukaisen foimenpiteen tekemisen jdlkeen.

Jos SAMPLE_INT_CTRL_FAIL -merkinté annetaan kyseessd
olevan ndytteen muun merkinndn yhteydessd, on
noudatettava  SAMPLE_INT_CTRLFAIL  -merkinncn
toimenpiteen mukaista ndytteen laimennusta. Valmisele
uusi PCR-ajo ja testaa néyte uudelleen.

Néytteet, jotka saavat SAMPLE_POSITIVE_AND_INVAID -
merkinnén ja  joiden  kliinisesti merkityksellisen
mutaatioreaktiosecksen tulos toistetussa PCR-ajossa on
INVALD (Epdkelpo), on eristettava uudelleen kahdesta
vudesta FFPE-osasta. Valmistele uusi PCR-ajo kaikilla
reaktioseoksilla tdman eristetyn ndytteen testaamista varen.

Jos néyte tuottaa virheellisen tuloksen jélkeen kliinisesf
merkityksellisille mutaatioreaktioseoksille, testaa ndye
uudelleen kaikkien reaktioseoksien kanssa virheellisyydesta
iimoittavan merkinndn mukaisen toimenpiteen tekemisen
idlkeen. Jos SAMPLE_INT_CTRL_FAIL -merkintd annetaan
kyseessd olevan ndytteen muun merkinndn yhteydessg, on
noudatettava ~ SAMPLE_INT_CTRLFAIL  -merkinnén
toimenpiteen mukaista ndytteen laimennusio. Valmisele
uusi PCR-ajo ja testaa néyte uudelleen.

Jos tdmadn toiston aikana havaitaan
SAMPLE_POSITIVE_AND_INVALD -merkintd, naytteele
annetaan madrittdmattdman mutaation status.
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Vianmadritys

Tama ongelmien ratkaisuopas voi auttaa mahdollisissa esiin tulevissa ongelmissa. Lisatietoja
on saatavissa myds teknisen tuen sivustostamme usein kysyttyjen kysymysten (Frequently Asked
Questions, FAQ) osiosta: www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx. QIAGENin teknisen palvelun
asiantuntijat vastaavat aina mielelldan  kysymyksiisi  koskivatpa ne sitten téman kasikirjan
tietoja tai tassd kasikirjossa esiteltyja protokollia tai naytteisiin ja madrityksiin  liittyvi
tekniikoita.  (Katso ~ yhteystiedot ~ tamén  kdsikirjan  takakannesta  tai  osoitteesta

www.qiagen.com.)

Huomautuksia ja ehdotuksia

NTC-néytteiden tulos on posifiivinen Green FAM -kanavassa

PCR:n valmistelun aikana Toista PCR uusilla reagensseilla replikaateissa.
tapahtui kontaminaatio Jos mahdollista, sulie PCR-putket heti testattavan néytteen liséémisen jélkeen.

Varmista, ettd tydskentelytila ja laitteet dekontaminoidaan s&annéllisesti.

EGFR-positiivinen kontrolli ei anna signaalia

a) PCR-ietojen analysointia Tietojen analysoimisessa pitéd valita Cycling Green -fluoresenssikanava
varten valittu analyyttists EGFR:n PCR:&& varten ja Cycling Yellow -fluoresenssikanova
fluoresenssikanava eiole sisgisen kontrollin PCR:&é varten.

protokollan mukainen.

b) Rotor-Gene Q MDx 5plex Vertaa lémpétilaprofiilia protokollaan. Jos se on virheellinen, toista ajo.
HRM -laitteen
lampdtilaprofiilin
virheellinen ohjelmointi

c) PCR on mé&dritetty véadrin Tarkista, noudattavatko tydskentelyvaiheesi pipetointitapaa ja toista PCR
tarvittaessa.

d) Yhden tai useamman sarjan  Tarkista séilytysolosuhteet ja viimeinen kayttépdivamadré (katso sarjan efiket.
osan sdilytysolosuhteet eivat  Kaytd tarvittaessa uutta sarjaa.
vastanneet kohdassa
Reagenssien sailytys ja
késittely (sivu 18) annettuja
ohjeita

e) therascreen EGFRRGQPQR  Tarkista sdilytysolosuhteet ja viimeinen kayttdpaivamadara (katso sarjan etiketi).
Kit -sarja on vanhentunut. Kaytd tarvittaessa vutta sarjaa.
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Laadunvalvonta

QIAGENin [SOsertifioidun laadunvarmistusjérjestelmén  mukaisesti jokainen  therascreen
EGFR RGQ PCR Kit -sarjan erd testataan mddrdttyjen vaatimusten mukaisesti tuotteiden

yhdenmukaisen laadun takaamiseksi.

Rojoitukset

Tuotteella saatujen tulosten tulkinnassa on otettava huomioon kaikki asianmukaiset kliinisten

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

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

Tuote on tarkoitettu kdytettévaksi vain Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM -aitteen reaktime
PCR-aitteessa.

Optimadlisten  tulosten saavuttaminen edellyttad  kaikkien therascreen EGFR RGQ PCR
Kit -sarjan kdésikirjassa annettujen ohjeiden huolellista noudattamista. Reagenssien muu kuin
tassa kasikirjossa mddritetty laimentaminen ei ole suositeltavaa, ja se johtaa suorituskyvyn

heikkenemiseen.

On tarkedd, eftd naytteen sisdlféman DNA:n mdédré ja laatu arvioidaan ennen ndytteen
analysointia therascreen EGFR RGQ PCR Kit sarjoa kayttamalla.  Maaritykseen vaadittava
hyvaksyttavé  Crarvo  voidaan maérittad  sarjon  mukana  toimitettavaa  ylimaaraista
kontrollireaktioseosta kayttéen. Absorbanssilukemien kaytts eiole hyvaksyttavad, silla ne eivat

korreloi DNA:n Crarvojen kanssa.
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EGFR-deleetioreaktioseoksen alukkeet on suunniteltu kohdistumaan useisiin eksonin 19
deleetioihin, jotka kattavat nukleotidit 55174772-55174795 (GRCh38 chr7), 23 emasparin

alve.

Kun eksonin 19 deleetiomédritys on analyyttisesti validoitu ja sen on osoitettu tunnistavan 14
mddritettyd deleetiota eksonissa 19 (katso taulukko 1 tassa kasikirjassa), on kuitenkin
mahdollista, ettd deleetioiden alukesarjan monistaa lisémutaatioita (mukaan lukien mm.

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

Mikali naita lisamutactioita ilmenee, ne aiheuttavat Deletions Detected (Deleetioita tunnistettu)

tuloksen tietystd potilasnaytteesta.

Lisaksi on mahdollista, ettd L8 58R-madritys tunnistaa LB58Qmutaation. Jos L858Qmutaatiota
esiintyy potilasndytteessd, tuloksena voi siis olla L858R Detected (LB58R tunnistettu).

Kaikki kaikkien osien pakkauksiin ja etiketteihin painetut viimeistd kayttopdivémadrad ja
sdilytystd koskevat ohjeeton huomioitava. Ald kéyté vanhentuneita tai virheellisesti sdilytettyja

komponentteja.
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Suorituskykyominaisuudet

Analyyttinen suoritus

therascreen EGFR RGQ PCR Kit -sarjan suorituksen ominaispiirteet on madritetty tutkimuksissa,
joissa  kaytettiin - NSCLC-potilailta  kerdttyja FFPE-ngytteitd ja ihmisen FFPE-solulinjoja
(FFPE-solulinjat). FFPE-solulinjat luotiin kéyttémallad  keuhkosydvan  solulinjaa  (A549), jotta
saatiin aikaa haluttuja tiettyj@ EGFR-mutaatioita sisaltavia solulinjoja. Jos kudosnéytteitd tai

solulinjoja ei ollut kaytettavissa, kdytettiin DNA-plasmidia.
LOB (Limit of Blank), toiminta-alue ja raja-arvot

Yhteensad 417 FFPE-naytetta testattiin tutkimuksessa NCCLS EP17-A -ohjeiden (2004) (12)
mukaisesti LOB-arvojen ja rajo-arvojen madrittamiseksi  kussakin  mutaatiomééritykse ssd .

Liscksi tydskentelyalue médritettiin. Luodut raja-arvot on esitetty taulukossa 9.

Taulukko 9. Mutaatiomadrityksille luodut raja-arvot

Maééritys Raja-arvo (ACT)
T790M <7,40
Deleetiot < 8,00
L858R <8,90
1861Q <8,90
G719X <8,90
S768I <8,90
Insertiot <8,00

Kontrollireaktion Cralueeksi médritettiin 23,70-31,10 Cr.
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Maérityksen  rajo-arvot  ja  toimintaalueet varmistettiin - standardilivosten  avulla  seka
lisaksi FFPE-naytteilld. Varmistuksen aikana raja-arvoista arvioitiin niiden kyky erottaa oikea
mutaatio villityypin DNA:ssa arvioimalla jokainen madritys suurella genomisella input-DNA:Ila
ja suurela DNA-mutaatiomadrdllé  (katso Ristireagoivuus). Myds  laht&-DNA:n  vaikutus

mutaation havaitsemiseen arvioitiin (katso sivu Laht&-DNA:n vaikutus ACT-arvoihin).

therascreen EGFR RGQ PCR Kit -sarjan suorituskyvyn arvioimiseksi mallin puuttuessa seka sen
varmistamiseksi, ettd tyhjd ndyte tai villityypin DNA:ta sisdltévé néyte ei tuota pienen
pitoisuuden mutaatiota ilmaisevaa analyyttisté signaalia, ja mallittomat néaytteet ja villityypin
NSCLC EGFR DNA arvioitiin. Tuloksissa ei ilmennyt positiivisia mutaatioilmoituksia
NTC-naytteista tai villitypin FFPE-nGytteistd.

Lahto-DNA:n vaikutus ACr-arvoihin

DNA-ghtétaso on monistettavan EGFR DNA:n kokonaismadrd ndytteessa kontrollireaktion
Crarvoilla madritettynd. Jotta voitiin osoittaa, ettd therascreen EGFR RGQ PCR Kit -sarjan
suorituskyky on yhdenmukainen koko kontrollireaktion Cralueella (23,70-31,10), kaikki
seitsemdn (7) EGFR-mutaatiom@dritystd testattiin kuusipisteiselld 1-in-3-laimennussarjalla  (DNA
eristetty FFPE-solulinjoista). Kunkin mutaation ensimmdisen laimennuksen Crtavoitearvo oli
noin 24,70. Lopullinen laimennus, joka antoi Crarvoksi noin 32-33, oli kontrollireaktion
Cralueen ulkopuolella. Eri DNA-kokonaisléhtétasoilla  mitatut ACrarvot olivat  yleensa

yhdenmukaisia therascreen EGFR RGQ PCR Kit -sarjan tydskentelyalueella.
Ristireagoivuus
Vilityypin  EGFR  DNA  testattiin  korkeana 16ht&-DNA:na  eispesifisen  monistumisen

arvioimiseksi. Tulokset osoittivat, ettd matalimmat ACrarvot ylittivét madritetyt raja-arvot, mika

tarkoitti, ettd ei-spesifisté monistumista ei tapahtunut.
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Mahdollinen ristireaktiivisuus arvioitiin testaamalla  FFPE-solulinjat korkeana l6ht6-DNA:na
kaikilla  reaktioseoksilla. Tuloksissa ei ilmennyt ristireaktiivisuuden aiheuttamia vaikutuksia
mutanttireaktioiden valilla. Vahimmaisarvot arvolle ACr olivat korkeampia kuin kulloisenkin

madrityksen raja-arvot kaikille yhteensopimattomille reaktioseoksille ja DNA-naytteille.

Tarkkuus: Vertailu analyyttiseen vertailumenetelmaén

Tutkimuksessa ilmeni therascreen EGFR RGQ PCR Kit -sarjan korrelaatio mutaatiostatuksen
suhteen kaksisuuntaisen Sanger-sekvensoinnin  kanssa. Tassd tutkimuksessa testattiin 360
FFPE-ndytettd.

Positiivinen prosentuadlinen yhtdpitdvyys (Positive Percent Agreement, PPA), negatiivinen
prosentuadlinen yhtdpitavyys (Negative Percent Agreement, NPA) ja yleinen prosentuaalinen
yhtapitévyys (Overall Percent Agreement, OPA) mddritettiin analysoimalla  néytteet, joiden
sekd Sanger- ja therascreen EGFR RGQ PCR Kit sarjan tulokset olivat hyvaksyttyja. Nama
prosentuadliset arvot sekd niita vastaavat kaksipuoliset 95 %:n luottamusvélit (Confidence

Intervals, Cl) on koottu taulukkoon 10.

Taulukko 10. Yhiipitivyyden arvioinfi

Mittari Prosentuaalinen yhfipitdvyys (N) 95 %:n luottamusviili (Cl)
Positiivinen prosentuaalinen yhtépitévyys 99,4%(157/158) 96,5-100,0%
Negatiivinen prosentuaalinen yhtdpitavyys 86,6 %(175/202) 81,2-91,0%

Yleinen prosentuaalinen yhtépitévyys 92,2 %(332/360) 89,0-94,8%

Huomiot 28 ristiriitaisesta yleisen prosentuadlisen yhtdpitavyyden tuloksesta:

® therascreen EGFR RGQ PCR Kit sarjon mukaan 1 (3,6%) néyte oli villityyppia (eli
mutaatiota ei havaittu), mutta Sanger-sekvensointi antoi tulokseksi havaitun mutaation.
® therascreen EGFR RGQ PCR Kit -sarja havaitsi mutaation 27 (96,4%) ndytteessd, mutta

Sanger-sekvensointi antoi tulokseksi villityypin néytteen.
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Havaitsemisraja (Limit of Detection, LOD) -arvot

Jokaisen 29 EGFR-mutaation LOD madritettiin tutkimuksessa. Tutkimuksessa havaitsemisraja
madritettiin matalimmaksi madréksi mutaatioDNA:ta villityypin DNA:ssa, jolla mutaationdyte

antaa 95 prosentissa testituloksista mutaatiopositiivisen tuloksen (Cos).

Havaitsemisrajon madrittamiseksi  kustakin mutaatiosta valmistettiin naytteitd, jotka erosivat
toisistaan mutaatioprosentin ja matalan ja korkean lght6-DNA:n pitoisuuden suhteen. Néytteet
testattiin therascreen EGFR RGQ PCR Kit -sarjalla (Taulukko 11). Kunkin méérityksen
havaitsemisraja  laskettiin  logistisella  regressiolla. ~ LOD  varmistettiin  testaamalla

mutaationdytteet, joiden LOD oli madritetty, ja vahvistamalla positiivinen testitulos.
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Taulukko 11. LOD mééiritetfiin kéytiimélla matalaa ja korkeaa I6hts-DNA:ta, kliinisia FFPE-néytteitd, FFPE-solulinjoja

plasmideja
LOD (mutantti-%)
Eksoni Mutaatio COSMIC*-funniste  Emdsicirjestyksen muutos Heikko Voimakas
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 Deleetiot 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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Taulukko 11. LOD médiritetfiin kéytiimélla matalaa ja korkeaa I6hts-DNA:ta, kliinisia FFPE-néytteitd, FFPE-solulinjoja
plasmideja (jatkoa edelliselfs sivulia)

LOD (mutantti-%)
Eksoni  Mutaatio COSMIC*-tunniste  Emdsidrjestyksen muutos Heikko Voimakas

20 S768l 6241 2303G>T 7,661 2,181
Insertiot 12376 2307_2308insGCCAGCGTG 11,611 -1

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 (sydvéin somaattisten mutaatioiden luettelo):
http: //cancer.sanger.ac.uk/.

t LOD-arvot saatiin kayttamalla solulinjoja
t LOD-arvot saatiin kayttamalla plasmideja
1 LOD-arvot saatiin kayttamalla kliinisia néytteitc

1 ei arvioitu
Hairiot

Nekroottisen kudoksen aiheuttamat hairiot

Kliiniset NSCLC FFPE -ndytteet, joissa oli korkeintaan 50 % nekroottista kudossisdltéa eivét
hairinneet therascreen EGFR RGQ PCR Kit -sarjan tulosten tulkintaa EGFR-mutaation tai
villityypin naytteilla.

Eksogeeniset aineet

Seuraavia DNA-eristysprosessin  siscltdmid mahdollisesti hairitsevia aineita testattiin mutantti-
ja vilityypin naytteissa  10-kertaisella  pitoisuudella:  pardfiinivaha,  ksyleeni, etanoli,
proteinaasi K. Tulokset todistivat, efté ndm& aiheet eivat hdirinneet therascreen EGFR RGQ

PCR Kit -sarjan tulosten tulkintaa.
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Uusittavuus

Erienvdlinen uusittavuus

therascreen EGFR RGQ PCR Kit -sarjan jdrjestelmdssé kaytetaan kahta erillista sarjaa:
QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit -sarjaa tai QlAamp DNA FFPE Tissue Kit -sarjaa DNA:n
eristdmiseen ja therascreen EGFR RGQ PCR Kit sarjaa DNA:n monistamiseen ja EGFR-
mutaatioiden tilan havaitsemiseen. Erienvélinen uusittavuus ja vaihtokelpoisuus  todettiin
kayttamélla kolmea eri QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit sarjan erdd ja kolmea (3) eri
therascreen EGFR RGQ PCR Kit-sarjan er&d. Erien vdlinen oikeiden tulosten kokonaisprosentti
oli EGFR-mutaatiomaaritysten osalta 97,8 % (317/324) ja villityypin ndytteiden osalta 100 %
(379/379).

Naytteiden kasittely

QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit sarjan uusittavuus tutkittiin kayttamalla  kolmesta  FFPE-
ndytelohkosta ofettuja osioita, erityisesti eksonin 19 deleetion mutaatiota (2235-2249 del15),
eksonin 21 L858R-mutaatiota ja yhtd vilityyppia. Kullekin néytteelle eristykset tehtiin
kaksoiskappaleina kolmessa (3) tutkimuskeskuksessa ja testattiin kolmena (3) ei-perdkkaisend
paivana kuuden (6) paivan sisalla toisistaan, jolloin tulokseksi saatiin yhteensd 18 tietopistetta
jokaiselle naytteelle. Kussakin tutkimuskeskuksessa kaksi (2) kayttgjaa teki testauksen
kayttamélla  yhté QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit -sarjan erdd (yksi erd jokaisessa
tutkimuskeskuksessa, yhteensd kolme erdd) ja yhden therascreen EGFR RGQ PCR Kit -sarjan
erdn reagensseja (kaikissa tutkimuskeskuksissa sama erd). Kaikkien mutantti- ja villityypin
ndytteiden tulokset olivat hyvaksyttavia ja tuottivat odotetun tuloksen (oikea tulos = 100 %,
18/18 kaikille néytteille), mika tuki therascreen EGFR RGQ PCR Kit -sarjan uusittavuus- ja

toistettavuustuloksia analyysid edeltévassa DNA:n eristdmisvaiheessa.
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Tarkkuus ja vusittavuus

therascreen EGFR RGQ PCR Kit -sarjan tarkkuus ja uusittavuus tutkittiin testaamalla kliinisisté
NSCLC FFPE -naytteista tai FFPE-solulinjoista eristettyd DNA:ta, joka vastasi therascreen EGFR
RGQ PCR Kit -sarjan seitsemdd mutaatiomdadritystd. Testiin kuului myds kliinisia NSCLC-

villityypin FFPE-naytteitd (Taulukko 12).

Matriisitutkimusmallia kaytettiin madrityksen uusittavuuden arvioimiseen testaamalla naytteita
kolmessa (3) laboratoriossa  (tutkimuskeskus) kolmella (3) eri therascreen EGFR RGQ PCR
Kit-sarjan erdlla niin, ettd kussakin tutkimuskeskuksessa oli kaksi (2) kayttajaa, kaksi (2) laitetta
ja kaikki naytteet (valmisteltu miltei LOD:a  vastaavalle  pitoisuudelle)  testattiin
kaksoiskappaleina 16 paivan aikana. Kunkin yksittdisen mutaation uusittavuus maaritettiin
kaikissa tutkimuskeskuksissa tekemdllé testit muina kuin toisiaan seuraavina péivindg. Oikeiden

tulosten jakauma on esitetty taulukossa 12 seuraavalla sivulla.

therascreen EGFR RGQ PCR Kit-sarjan kasikiia  10/2019 63



Taulukko 12. Méérityksen vusittavuus - oikeidentulosten osuus festatuista EGFR-mutaatioisia

Tulokset % oikein
Matalampi
COSMIC*- yksipuolinen 95 %:n
Eksoni Mutaatio  tunniste Oikein/yhteensd % oikein a
18 G719A 6239 77/78 98,72 94,06
19 Deleetiot 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
Insertiot 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
Villityyppi - - 77/78 98,72 94,06

* COSMIC: Catalogue of somatic mutations in cancer (sydvéin somaattisten mutaatioiden luettelo):
http://cancer.sanger.ac.uk/.
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Keskihajonta ja 95 %:n luottamusvdlit arvioitiin ajon aikana, ajojen vadlilla, paivien valillg,
erien valila ja tutkimuskeskusten valilla tekemalld varianssikomponentin - analyysi. Kaikissa
varianssikomponenteissa  variaatiokerroin (CV) oli yhteensd < 14,11 % kaikille testatuille
EGFR-mutaatioille. Kaikille mutanttipaneelin osille CV:n prosentti oli < 8,33 % erien vdlillg,
paivien vdlilld ja ajojen vdlilld. CV:n prosentti ajon aikana vaihteli (uusittavuus/tarkkuus)
alveella 5,99-13,49 %.
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Kliininen suorituskyky

Kliinisten tulosten tiedot: GIOTRIF®

Kliininen LUXlung 3 -utkimus oli kansainvdlinen, avoin, satunnaistettu Ill:n vaiheen
monikeskustutkimus, jossa verrattiin afatinibia ja kemoterapiaa ensisijaisena hoitona potilaille,
joilla oli vaiheen I1IB tai IV keuhkojen adenokarsinooma, johon liittyi EGFR-aktivoiva mutaatio
(ClinicalTrials.gov-numero NCT00949650).  Tutkimukseen  ofettavien  potilaiden
sisdanottokriteerit madritettiin testaamalla  potilaan EGFR-mutaation tila kliinisen tutkimuksen
testilla (Clinical Trial Assay, CTA). Kudosnaytteille tehtiin retrospektiivinen testaus therascreen
EGFR RGQ PCR Kit -sarjalla. CTA+estin ja therascreen EGFR RGQ PCR Kit -sarjan

yhdenmukaisuutta arvioitiin jarjestelmalld yhdistava tutkimus.

CTA+estin tuloksien mukaan 345 potilasta satunnaistettiin tutkimuksen alussa (afatinibi: 230
potilasta, kemoterapia: 115 potilasta). Tehokkuuden ensisijainen tulos oli etenemattdmyysaika
(ProgressionFree Survival, PFS), jonka arvioi itsendinen arviointitoimikunta (independent
review committee, IRC). 345 satunnaistetun potilaan joukosta 264 potilaan (afatinibi: 178
potilasta,  kemoterapia: 86  potilasta)  kasvainndytteet  testattiin  retrospektiivisesti
therascreen EGFR RGQ PCR Kit sarjan avulla. Tilastollisesti merkitsevé parannus PFS:ssé
havaittiin IRC:n mukaan potilailla, jotka oli satunnaistettu saamaan afatinibihoitoa, verrattuna
potilaisiin, jotka oli satunnaistettu saamaan kemoterapiaa, yleisesti CTA+-populaatiossa ja
therascreen EGFR RGQ PCR Kit -sarja+ / CTA+ -populaatiossa.  Tehokkuuden

kokonaistuloksien yhteenveto on esitetty taulukossa 13 ja kuvassa 19.
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Taulukko 13. Kliiniset hyddyt therascreen EGFR RGQ PCR Kit -sarjalla festatuilla kliinisen LUX-Lung 3 -tutkimuksen

populaation pofilailla

Parameiri

therascreen EGFR RGQ PCR Kit -sarja
+/ CTA+ -populaatio n = 264

Afdtinibi
n=178

Kemoterapia

n=86

CTA+-populagtio, n = 345

Kemoterapia

n=115

Afafinibi
n=230

Eteneméttdmyysaika (Progression-Free
Survival, PFS)

Kuolemien tai etenemisien maara, N (%)

53 (61,6 %) 120 (67,4%)

69 (60,0 %)

152 (66,1%

PFS:n mediaani (kuukaudet) 6,9 11,2 6,9
PFS:n 95 %:n Cl:n mediaani 5,3;8,2 9,7,13,7 5,4;8,2 9,6;13,6
Hasardisuhde 0,49 0,58
Hasardisuhteen 95 %:n Cl 0,35;0,69 0,43;0,78
P-arvo (ositettu log-rank-testi) * <0,0001 <0,001
* ositettu EGFR-mutaatiostatuksen ja rodun suhteen.
1,077 4 25, Mediaani 75.
L Afainibi 40 53 11,20 1912
| Pes00+Cis75 276 687 992
1 Hasardisuhde (95 %n Cll: 0,49 (0,35/0,69)
Log-rank-festin P-arvo: <0,0001
0,8 !
]
"
5 b
806 % -
<
w
& 04
2 5
2 %
2 \
<
02 L L]
00
0 3 6 9 12 15 18 21 24 7
o Etenemattomyysaika [kuukausind]
Vaarassa olevien madrd
Afatinibi 40 178 144 120 94 6 36 2 7 2 0
Pe500+Cis75 86 5 8 15 6 3 1 1 0 0

Kuva 19. Kaplan-Meier-kéyré etenemétomyysajasta (Progression-Free Survival, PFS) itsendisen arvioinfitoimikunnan
mukaan hoitoryhmitfin (therascreen EGFR RGQ PCR Kit -sarja+ / CTA+ -populaatiossa).
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therascreen EGFR RGQ PCR Kit -sarja + / CTA+ dliryhmén (n = 264) andlyysi paljasti, ettd
afatinibihoitoa saavien potilaiden ryhmésséd PFS-aika (PFS-mediaani 11,2 vs. 6,9 kuukautta)
piteni merkitsevasti, ja tassd ryhmdssd etenevan sairaustapahtuman tai kuoleman (HR = 0,49,
95 %:n Cl [0,35; 0,69], p < 0,0001) todennéksisyys oli pienempi kuin kemoterapiaa
saaneiden potilaiden ryhmassd. Havaittua kliinistd hyotya therascreen EGFR RGQ PCR
Kit sarjalla testattujen potilaiden aliryhmassa verrattiin koko tutkimuspopulaation (n = 345)

vastaavaan havaittuun arvoon.
Kliinisten tulosten tiedot: IRESSA®

Kliininen IRESSA Follow-up Measure (IFUM) -seurantatutkimus oli faasin IV avoin yhden
tutkimusryhmén  tutkimus  (NCTO1203917), jossa arvioitiin ensisijaisen gefitinibihoidon
tehokkuutta ja turvallisuutta/siedettavyytta valkoihoisilla potilailla, joilla oli vaiheen IIA/B/IV
EGFR-mutaatiopositiivinen  paikallisesti  levinnyt tai metastaattinen  NSCLC. IFUM-tutkimus
suunniteltiin arvioimaan RECISTkriteerien mukaista objektiivista vasteosuutta valkoihoisissa

NSCLC-potilaissa, joilla oli prospektiivisesti valittu EGFR-mutaatio.

Tutkimukseen otettavilla potilailla piti olla deleetio EGFR:n eksonissa 19, L858R:n, L841Q:n
tai G719X:n korvaava mutaatio eikd T790M- tai S768l-mutaatiota tai eksonin 20 insertioita
kasvainnaytteissd prospektiivisesti tehdyn kliinisen tutkimuksen madrityksen (CTA, Clinical Trial
Assay) mukaan. Kliiniseen [FUM4utkimukseen ofettujen potilaiden  plasmandytteiden
mydhempi testaus tehtiin kayttamalla  lisdksi  diagnostista  therascreen EGFR° RGQ PCR
Kit sarjoa. Yhdistavalla tutkimuksella arvioitiin therascreen EGFR RGQ PCR Kit -sarjan
yhdenmukaisuutta sen CTA:n kanssa, jolla potilaat valikoitiin kliiniseen IFUM-tutkimukseen.
Kahden mddrityksen vdlinen kokonaiskonkordanssi  EGFR:n eksonin 19 deleetioiden ja
L858R-mutaatioiden havaitsemisessa oli 98,2 % (n = 700/713; 95 %:n Cl: 96,9 %, 99,0 %),
jossa PPA oli 88,2 % (n = 90/102; 95 %:n Cl: 80,4 %, 93,8 %), jossa NPA oli 99,8 %
(n=610/611; 95 %:n Cl: 99,1 %, 100,0 %).
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CTA+estien tulokset saatiin 859 seulotulta potilaalta, joista 106 oli hyvaksyttévissd kdyttdmadn
gefitinibihoitoa. Yhteensd 859 néytteestd, joista oli olemassa CTA4ulokset, 765 néaytettd oli
myShemmin kdytettavissa testaukseen therascreen EGFR RGQ PCR Kit sarjalla. Naihin kuului
87 EGFR-mutaatiopositiivisen tuloksen CTAestilld ja therascreen EGFR RGQ PCR Kit -sarjalla

antanutta naytettd.

Tarkein tehokkuustulos oli objektiivinen vasteosuus (Objective Response Rate, ORR), jonka
arvioivat sokkoutettu erillinen keskustoimikunta (Blinded Independent Central Review, BICR) ja
tutkijat. Havaittua kliinista  hystyd therascreen EGFR RGQ PCR Kit -sarjalla testattujen

potilaiden aliryhmassd verrattiin koko tutkimuspopulaation vastaavaan havaittuun arvoon.

Tehokkuuden kokonaistuloksien yhteenveto on esitetty taulukossa 14.

Taulukko 14. Kliiniset hyddyt therascreen EGFR RGQ PCR Kit -sarjalla festatuilla kliinisen IFUM-tutkimuksen populaation
pofilailla

therascreen EGFRRGQ PCRKit-  CTA+-populaatio, n = 106
Parametri sarja+ -populaatio, n = 87

Objektiivinen vasteosuus

(Objective Response Rate, ORR) BICR:n mukaan

Vastemaara (N) 42 53
ORR, % (95 %:n Cl) 48,3 (38,1-58,6) 50,0 (40,6-59,4)
Vasteen mediaanikesto (kuukausina) 6,9 (5,6-11,4) 6,0(5,6-11,1)

Objektiivinen vasteosuus
(Objective Response Rate, ORR) tutkijoiden mukaan

Vastemaara (N) 62 74
ORR, % (95 %:n C) 71,3 (61,0-79,7) 69,8 (60,5-77,7)
Vasteen mediaanikesto (kuukausina) 8,3 (7,2-11,3) 8,3 (7,6-11,3)

BICR: Blinded independent central review (sokkoutettu erillinen keskustoimikunta), Cl: Confidence interval (luottamusvéil;
CTA: Clinical trial assay (kliinisen tutkimuksen maaritys).

Huomautus: sarja+ ovat positiivisia eksonin 19 deleetioiden/L8585R:n/L86 1Q:n/G719X:n osalta.
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Huomioitaessa, ettd therascreen EGFR RGQ PCR Kit -sarjaa ei kdytetty potilaiden valintaan
kliiniseen IFUM-utkimukseen, tehokkuuden lisGanalyysejc tehtiin, jotta voitiin huomioida myds
tutkimuksen ulkopuoliset potilaat, jotka olivat saaneet negatiivisen tuloksen CTA+estissa, mutta
olisivat saattaneet saada positiivisen tuloksen therascreen EGFR RGQ PCR Kit -sarjalla (eli
therascreen EGFR RGQ PCR Kit+/CTA-),sekd tutkimukseen otetut potilaat, joiden therascreen
EGFR RGQ PCR Kit sarjalla uudelleen tehdyt testitulokset eivat olleet hyvaksyttavia (eli
therascreen EGFR RGQ PCR Kit -sarja tuntematon/CTA+). Kaikkien hypoteettisten analyysien

tulokset olivat yleisesti samankaltaisia kuin ensisijaiset tehokkuuden analyysit.
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Symbolit

Pakkauksessa ja etiketeissa saattaa ndkyd seuraavia symboleita:

Selitys

Sisdltéd reagensseia, jotka riittavét <N> reaktioon

\%

Viimeinen kéyttdpéivamadra
Diagnostinen in vitro -laékintélaite
Tuotenumero

(0] Eranumero

Materiaalinumero

K fE
zZ

Qo
N\ Suojattava valolta
A\ I

\

GTIN-numero

R tarkoittaa kéyttdohjeen versiota ja n on versionumero

Lampétilarajoitus

Valmistaja

Katso kayttdohjeet

Huomio

>R
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Liite A: therascreen EGFR RGQ PCR Kit -sarjan

manuaalinen protokolla

Téssc osioissa on ohjeet therascreen EGFR RGQ PCR Kit sarjan kayttédn yhdessa Rotor-Gene
Q -ohjelmistoversion 2.3 kanssa avoimessa tilassa (eli ilman Rotor-Gene Q therascreen EGFR

CE Assay Package -madrityspakkausta).
Yleista

e Katso tarvittavien materiadlien luettelo Tarvittavat materiaalit, jotka eivat  kuulu
toimitukseen.

e Katso yksityiskohtaiset ohjeet naytteen valmistelusta ja asettelusta kohdista Protokolla:
Naytteen arviointi ja Protokolla: EGFR-mutaation havaitseminen.

® Varmista ennen jokaista kayttkertaa, ettd jakson parametrit on asetettu oikein.
Protokolla: Lampétilaprofiilin luominen

Luo ennen aloittamista lampétilaprofiili therascreen EGFR RGQ PCR Kit -sarjan analysointia

varten. Jakson parametrit ovat samat seké DNA-ndytteen etté mutaation havaitsemisessa.

Menetelmd

Jakson parametrien yhteenveto on esitetty taulukossa 15.

Taulukko 15. Lampétilaprofiili

Jaksot Lémpétila Aika Tiedonkeruu
1 95°C 15 minuuttia Ei mitaén
40 95°C 30 sekuntia Ei mitGan
60 °C 60 sekuntia Green ja Yellow
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1. Kaksoisnapsauta Rotor-Gene Q Series Software 2.3 kuvaketta Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRM -aitteeseen liitetyn tietokoneen tydpdydalla.

2. Luo uusi malli valitsemalla Empty Run (Tyhja ajo), valitse New (Uusi) ja kdynnistd New Run

Wizard (Uuden ajon asetusohjelma).

3. Vdlitse roottorityypiksi 72-well rotor (72*kuoppainen roottori). Varmista, ettd lukkorengas
on paikallaan ja laita rasti Locking Ring Attached (Lukkorengas kiinnitetty) valintaruutuun.
Vdlitse Next (Seuraava) (kuva 20).

New Run Wizard [‘5_<|

Welcome to the Advanced Run Wizard!

Fiotor Type

36-Wwell Rotor

2 - ¥ Locking Ring Attached

Skip wizard | | News» | — 3
.|

Kuva 20. New Run Wizard (Uuden ajon asetusohjelma) -valintaruutu. 1 = Rotor type (Roottorityyppi), 2 = Locking Ring
Attached (Lukkorengas kiinnitetty) -valintaruutu, 3 = Next (Seuraava) -painike.
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4. Anna testaagjan nimi. Llisdd@ mahdolliset huomautukset ja anna recktiomadraksi 25.
Varmista, ettd Sample Layout (Ndyteasettelu) kentdssd on valittuna 1, 2, 3.... Vdlitse Next

(Seuraava) (kuva 21).

New Run Wizard X
Thiz screen displays miscellanenus options for the run, Camplete the fislds, ;hlis bos ‘ljilea-'"S .
clicking Mext when you are ready to move to the nest page. elp on elements in
the wizard. For help 1
. oh an item, hower —
Operator: NAME your mouze over the
N . itern for help. Yiou
El==g cat alzo click on a
corbo box to dizplay
help about its
available settings.
Reactian o5 =
Walume [pL): al
Sample Lapout : |1, 2.3 j 2
SkipWizand | <cBack | Mewty> | 3

Kuva 21. Testaajan nimen ja reaktiom@érdn anfaminen. 1 = Operator (Testaaja) -kenttd ja Notes (Huomautukset) -kent,
2 = Reaction Volume (Reaktiom&éird) -kenttd ja Sample Layout (Néytteen asettelu) -kenttd, 3 = Next (Seuraava)
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5. Napsauta New Run Wizard (Uuden ajon asetusohjelma) -ikkunassa Edit Profile (Muokkaa

profiilia) -painiketta (kuva 22) ja tarkista ajon parametrit seuraavien vaiheiden mukaisesti.

New Run Wizard FZ|
Temperature Profile : Click thiz buttan to
edit the profile
showr in the box
above.

Edit Profile ...

Channel Setup :

Mame | Source | Detectar | Gain | Create New... |
Green 470nm  510nm 5 Edit
Wellww  530mm 555nm 5
Orange  585m  E10nm 1] Edit Gain...
Red E25nm  BEOnm 5
Crimzon  680nm #10hp 7 Remove
HR M 460nm  510nm 7 Feset Defaults
Gain Optimization...

Skipwizad | ccBack | Nestrr |

Kuva 22. Edit Profile [Muokkaa profiilia) New Run Wizard (Uuden ajon asetusohjelma) -ikkunassa.
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6. Napsauta Insert ofter (Syétd seuraavan jélkeen) -painiketta ja valitse kohta New Hold at
Temperature (Uusi pito lampétilassa) (kuva 23).
8 £dit Profile X
- U W o

Hoer Cpen  Save As Help
The run vl take spprosamately 0 second(s) to complste. The graph below represents the run to be pedomed

Chck on & cycle below to modiy &

Copy of Current Rtep

Kuva 23. Alun inkubointivaiheen méadrittiminen. 1 = Insert after (Sydtd seuraavan jdlkeen) -painike, 2 = New Hold at
Temperature (Uusi pito lampétilassa).

7. Aseta Hold Temperature (Pitoldmpétila) kentdn arvoksi 95°C ja Hold Time (Pitoaika) -

arvoksi 15 mins O secs (15 minuuttia O sekuntia). Napsauta Insert After (Syétd seuraavan

jdlkeen) -painiketta ja valitse kohta New Cycling (Uusi jakso) (kuva 24).

1 Edit Profile X
@ . 9 H a
New Open Saveds | Help

The run will take approzimately 16 minute(s) ta complete. The graph below represents the run ta be perfarmed

Click on a cycls balow to madify i

i Tnzert after 3
Insert befare..
————" New Hold at Temperature
Remove Hew HRM Step
Hold Tempeiature - a5 |or Copy of Current Step

Hold Time 15 |mine 0 [secs — 1

Kuva 24. Alun inkubointivaiheen lampétfila 95 °C. 1 = Hold Temperature (Pitolémpétila) -painike, Hold Time (Pitoaika) -
painike, 2 = Insert after (Sydtd seuraavan jélkeen) -painike, 3 = New Cycling (Uusi jakso).
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8. Vaihda jakson toistojen madrsksi 40. Valitse ensimmainen vaihe ja asetus 95°C ajoksi
30 sekuntia (kuva 25).

@ . & d @
New Cpan  Save As | Help
Th ol b ' - npleste. The oraph bekow repn the run o be perfomed :

PR

Click on & cycle bedow bo modify &
Hold Irceat after.
Ingeet batone...
Remowe

Chck on oee of how Lo mocly &, Of press + o « o add and remove sleps for this cycle.
Timed Step > £ =
N rer— -] 2
= _

% seconds / \

Not Acqueing i \ 7T foe 20 scs
I™ Leng Range [
I Touchd 3 BOAC for 20 zecs

ok

Kuva 25. Jakson vaiheen lampétila 95 °C. 1 = Cycle repeats (Jakson toistot) -ruutu, 2 = 1. vaiheen lémpétila-asetus,
3 = 1. vaiheen ajan asetus.
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9. Korosta toinen vaihe ja valitse asetukset 60°C ajaksi 60 sekuntia. Ota tiedonkeruu kéyttdon

tdmén vaiheen aikana valitsemalla Not Acquiring (Ei keréd). Kuva 26.

M Edit Profile

X
B . € W )
New Open Save As | Hep
The o wall Lake approcamateds 125 mirate(z] 1o complete, The graph bak thes #ur b bet st d:
Bk o0 & Cyele besbows bo el 12
Hoid Triseit after
Inzert before..
Remove
This cycle tspests 40 | timeiz)
Chick: on onee of the steps bedow o modiy 1, oo press + of - 1o add and remove steps for thee cpcle
Timed Slep R jﬂ
SGMC for 20 e
BT e ; ]
B0 seconds /
Al TEAC fou 20 vecs |
™ Long Range|
I~ Touchdown EI°C fou B0 oc /
2
_x ||

Kuva 26. Jakson vaiheen lémpétila 60 °C. (1 = 2. Vaiheen lémpétilan ja ajan asetus, 2 = Not Acquiring (Ei kerdtd) -
painike).
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10. Vdlitse kerdyskanaviksi Green ja Yellow. Siirrd némé kanavat Available Channels

(Sacatavilla olevat kanavat) -uettelosta Acquiring Channels (Kerdyskanavat) -luetteloon

valitsemalla >merkki. Valitse OK (kuva 27).

Same as Previous - | (New Acquisition) |

Acquisition Configuration :

Available Channels : Acquing Channels :
Name [ 3
Crimson Green
HRM < |l velow
Orange
Red <<

To scquire from a channel, select it from the list in the left and click >. To stop acquiring from a
channel, zelect it in the right-hand list and click <. To remove all acquisitions, click <<.

Dye Chart »>
Dye Channel Selection Chart

FAM SYER Green 14 Fluorescein, Evalireen ', Alewa Fluor 4884
555nm  [JOE, VICY, HEX, TET-, CAL Fluor Gold 5402, Y akima Yellow '
B10nm | ROX, CAL Fluor Red 610+, Cy3.5*, Texas Red-, Alexa Fluor 568+
B60nm | CyS ', Quasas 670, Alexa Fluor 633

710hp | Quasar705*, Alexa Fluos 680+

S10nm | SYTO 9%, EvalGreen

Kuva 27. Keruu vaiheen 60 °C :nlampétilassa. 1 = Valitut kanavat, 2 = OK.
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11. Korosta kolmas vaihe ja poista napsauttamalla painiketta -. Valitse OK (kuva 28).
18 Edit Profile X

@ . v d e
New ~ Open Saveds | Help

The

the run 1o be pedoimed :

A A

Dhck o & cyce bekow b modiy & -
Hod

It after
Insett betere..
Remove

This cyche sepeals 40 | Gemas]
Click o cree of the sheps bekow bo modiy . o press + o - bo add and remave sieps for this cycle

Tened Step E | j — 2
— OH

hcqargCyiond (]
on Green ||I

I Long Fiange
I~ Touchdown

T for 20 mice fpm— '|

G ot 660 st

L+

Kuva 28. Laajennusvaiheen poistaminen. 1 = 3. vaihe, 2 = Poistopainike, 3 = OK-painike.

12. Napsauta seuraavassa valintaikkunassa Gain Optimisation (Vahvistuksen optimointi) -
painiketta (kuva 29).

New Run Wizard FE

Temperature Profike : This box displays
help on elements in
the wizard, For help
on an item, hover
your mouse over the
ibem for help. rou
can also click on a
combo box to display
mah“bbabodis

: "

Edit Profile ... i s

Channel Setup :

Name | Source | Detector | Gain | Crea'eliw...|

Green  470rm  510nm 5

Yellow — 530nm  555nm 5 L

Orange  585nm  610nm 5 Edit Gan...

Red E25nm  BEOnm 5 _eml

Cimson  G00hm  TIOkp 7 Remove |

HRM 480nm  510nen 7 FleseiDelm|

Gain Opiimisation._ | | 1

Skipwizad | <cBack | New>> |

Kuva 29. Gain opfimisation (Vahvistuksen optimointi (1).
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13. Valitse Optimise Acquiring (Optimoi keréys). Kanavan asetukset nakyvét kustakin

kanavasta. Hyvéksy némé oletusarvot molemmille kanaville valitsemalla OK. (Kuva 30).

Auto-Gain Optimisation Setup IZI

+~ Optimisation ;
Auto-Giain Optimization will read the (i on the insered sample at
different gain levels until it finds one at which the fluorescence levels are
ptable. The range of f. you are looking for depends on the
chemistry you are pesforming.

Sel temperature to I_j degrees.

Oplimise All " DplilliseAcqtiim"
| Auto-Gain Optimisation Channel Settings
) Channel Settings :

Channel

— Channel: Green TubeFosiion: [ =
Taget Sample Rlange: B i[[Fltutol‘IO z'llFl

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

T

oK i L - 1

| Manual. | Close | Hep |

Kuva 30. Green-kanavan poiminnan automaatfinen optimointi. 1 = Optimise Acquiring (Optimoi keruu) -painike,

2 = OK-painike.
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14. Vdlitse Perform Optimisation before 1st Acquisition (Suorita optimointi ennen 1. keruuta) -
valintaruutu ja palaa  ohjattuun  toimintoon napsauttamalla  Close  (Sulie) -painiketta
(kuva 31).

Auto-Gain Optimisation Setup rz]
Oplimization :

5 Auto-Gain Optimization will read the i & on the nzerted sample at
[\% 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 you are performing.

Set temperature to j degress,
Optimise Al | Dplimise Acquiing |

I™ Perfiorm Oplimisation At 60 Degress At Beginning OF Run
Channel Settings

| S

Name | Tube Position | Min Reading | Max Reading | Min Gain | Max Gain Edt. |

Green 1 5F1 10FI 0 10

Yelow 1 51 10F] a0 10 _ Bemove |
Femove A1 |

£ >

o | I TN

Kuva 31. Green- ja Yellow-kanavan valinta. 1. Perform Optimisation Before 1st Acquisition (Suorita optimointi ennen
1. keruuta) -valintaruutu, 2 = Close (Sulje) -painike.
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15. Valitse Next (Seuraava) (kuva 32). Tallenna therascreen EGFR RGQ PCR Kit sarjan malli

(*.rettiedosto) haluamaasi sijaintiin valitsemalla Save Template (Tallenna malli).

Mew Run Wizard

Temperature Profile ; m
help on elements in
the wizard, For help
on an item, hover
your mouse over the
item for help. Y'ou
can ako click on a
combo box to dsplay
help about its
available sette

Edit Prcfile . —

Channel Setup :

Mame | Source | Detector | Gan | CreseNew...|

Green  470nm 510 5

Yellow 53m 5%rm 5 _ e |

Orange  58%m  Bl0nm 5 Edit Gain...

Red E28nm  BEOnm 5 _I

Crmson  680hm 710k 7 Remaove

HRM 4E0nm  510nm 7

Reset Defavits

skpwizad | <cgack [ enr J— 1

Kuva 32. Next (Seuraava) (1).
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Toimenpide (manuaalinen)

Protokolla: Naytteen arviointi (manuaalinen)

Tata protokolloa  kéytetdan arvioimaan néytteissd olevan monistettavissa olevan DNA:n

kokonaismadra. Arviointi tulisi suorittaa ennen EGFR-mutaatioanalyysin  tekemista.

® Valmistele naytteet noudattamalla  kohdassa Protokolla:  Naytteen arviointi  annettuja
ohjeita vaiheeseen 11 asti.

® Suorita PCRjo Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM -aitteessa  kohdassa Protokolla:
therascreen EGFR RGQ PCR Kit sarjon Rotor-Gene Q -asetukset esitettyjen ohjeiden
mukaisesti.

e Kun gjo on suoritettu loppuun, analysoi tiedot kohdassa Naytteen arviointitietojen analyysi

esitettyjen ohjeiden mukaisesti.
Protokolla: EGFR-mutaation havaitseminen (manuaalinen)

e Kun néyte on lapdissyt néytteen arvioinnin, se voidaan testata EGFR-mutaatiotesteilld.

® Valmistele ndytteet noudattamalla kohdassa Protokolla: EGFR-mutaation havaitseminen
annettuja ohjeita vaiheeseen 11 asti.

® Suorita PCRajo Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM -aitteessa  kohdassa Protokolla:
therascreen EGFR RGQ PCR Kit -sarjan Rotor-Gene Q -asetukset esitettyjen ohjeiden
mukaisesti.

® Kun ajo on suoritettu loppuun, analysoi tiedot kohdassa EGFR-mutaation havaitsemisen

tietojen analysointi esitettyjen ohjeiden mukaisesti.
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Protokolla: therascreen EGFR RGQ PCR Kit -sarjan
Rotor-Gene Q -asetukset

Menetelmd

1.

Avaa Rotor-Gene Q -sarjan ohjelmistoversio 2.3 ja avaa soveltuva therascreen EGFR RGQ

PCR Kit -sarjan lémpétilaprofiili (.rettiedosto).

Katso  ohjeet lampétilaprofiilin -~ luomisesta  ja  ajoparametrien  tarkistamisesta

kohdasta Protokolla: Lampétilaprofiilin luominen.

2. Varmista, ettd oikea roottori on valittu, ja laita rasti Locking Ring Attached (Lukkorengas

kiinnitetty) -valintaruutuun. Valitse Next (Seuraava) (kuva 33).

New Run Wizard [g|

Welcome to the Advanced Run Wizard!

Fotor Type

3
Skip Wizard | || Nest »> |

Kuva 33. New Run Wizard (Uusi ohjattu ajo) -valintaruutu ja Tervetuloa-ruutu. 1 = Rotor type (Roottorityyppi),
2 = locking Ring Attached (Lukkorengas kiinnitetty) -valintaruutu, 3 = Next (Seuraava) -painike.
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3. Anna testaajan nimi. Lisé&d mahdolliset huomautukset ja tarkista, ettd reaktioméadréksi on

asetettu 25 ja ettd Sample Layout (Néytteen asettelu) kohdassa lukee 1, 2, 3.... Vdlitse

Next (Seuraava) (kuva 34).
New Run Wizard

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

Operatar : IlNAME I 1
Motes :
e
Reaction o5 =
“Wolurme [pL]: z 3

Sample Layout: | 1.2, 3. L'— 4

3

Thiz box dizplays

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
combo box bo display
help about itz
available settings.

Skip'wizard | << Back | Mest »> |

Kuva 34. New Run Wizard (Uusi ohjattu ajo) -valintaikkuna. 1 = Operator (Testaaja) -kenttd, 2 = Notes (Huomautuksel
-kenttd, 3 = Reaction Volume (Reaktiomdard) -kenttd 4 = Sample Layout (Néytteen asettelu) -kenttd, 5 = Next
(Seuraava) -painike.

Huomautus: Seuraavassa ikkunassa voit muokata lémpétilaprofiilia.

tarpeen, koska lampétilaprofiili  luotiin kohdan Protokolla:  Lampétilaprofiilin

ohjeiden mukaan.)

(Muokkaus ei ole

l[uominen
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4. Vdlitse Next (Seuraava) (kuva 35).

New Run Wizarnd r$__<|

Temperature Profile : This bew displays
help on elements in
the wizard. For help

on an item, hover
your mouse aver the
itemn far help. You
cah alzo click on a
conbo box ta display

help about itz
available settings.

Edit Profile ...

Channel Setup :

Marne | Source | Detector | Gait | Create Mew. . |

Green 470nm  510nm Edit
“ellow 530nm  555nm
Orange  5885hm  B10nm Edit Gain...
Red E28nm  BEOnm
Femave
Feset Defaults

Crimson  E80nm  710hp
|

HFR 460nm  510nm
Skip'wizard | << Back || Newt > > |

Kuva 35. New Run Wizard (Uusi ohjattu ajo) -valintaruutu ja lémpstilanmuokkausruutu (1 = Next[Seuraaval).

=~ N
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5. Tarkista tiivistelmé ja valitse Start Run (K&ynnisté ajo), kun haluat tallentaa suoritettavan

tiedoston ja kdynnistaé ajon (kuva 36).

New Run Wizand rz|
Summary :
S etting | Yalue
Green Gain &
‘ellow Gain 5
Auto-Gain Optimization Before First Acquisition
Fatar 724/ el Rator
Sample Lapout 1,23,
Reaction Yolume [in microliters] 25 '|
1
Start Run
|
Once you've confirmed that your n settings are conect, click Stark Run to Save Template
begin the mn. Click Save Template to save settings for future runs. _—
Skipwizad | << Back |

Kuva 36. New Run Wizard (Uuden ajon asetusohjelma) -valintaruutu ja tiivistelméruutu (1 = Start Run [Kéynnistd ajol).

6. Tee jokin seuraavista toimista ajon jdlkeen ndkyviin tulevassa uudessa ikkunassa:

® Anna ndytteiden nimet.
® Vdlitse Finish (Lopeta) ja anna néytteiden nimet mychemmin. Tee témd valitsemalla
Sample (Néyte) ajon aikana tai ajon pddttymisen jdlkeen.
Térkedd: Jos valitset Finish and Lock Samples (Lopeta ja lukitse néytteet), et voi endd
muokata ndytteiden nimid. Ole erityisen huolellinen antaessasi naytteiden nimid, jotta

naytteiden testaus ja analyysi suoritetaan oikein.
Huomautus: Naytteitd nimettéessa tyhjien kuoppien kohdat Name (Nimi) -sarakkeessa on
jatettéva tyhjiksi.

7. Kun ajo on suoritettu loppuun, analysoi tiedot kohdissa Naytteen arviointitietojen analyysi

tai EGFR-mutaation havaitsemisen tietojen analysointi esitettyjen ohjeiden mukaisesti tai

tilanteen mukaan.
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8. Jos tarvitaan kvantitatiivisia  raportteja, napsauta  Rotor-Gene Q  jotiedoston

tydkalupalkissa olevaa Reports (Raportit) kuvaketta.

9. Vdlitse raporttiselaimen Report Categories (Raporttiluokat) -kohdassa Cycling A Green
(Page 1) (Cycling A Green [sivu 1]) (kuva 37).

= @
i Report Categories  Templates
N 7]
- Qi 2 OTV Report

Cycling &, Green [Pags 1) ]

= Cycling & Yellaw [Page 1)

Kuva 37. Report Browser [Raporttiselain) (1 = Cycling A. Green [Page 1] [sivu 1]).

10. Vdlitse Templates (Mallit) -kohdasta Quantitation (Full Report) (Kvantitointi [téysi raportti])
(kuva 38).

- Repart Categories : i Templates
- [General) s
&- Quantitation # Quantitation (Condse)
Cycling & Green (Page 1) ]

L Cypcling & Yelow [Page 1] Quantitation (Full Report)

% Quantitation (Standard Report)

Coee_|

Kuva 38. Kvanfitointiraporifi (fysi raportti) (1).

11. Luo raportti valitsemalla  Show (Néytd).
12. Tallenna elektroninen versio valitsemalla Save As (Tallenna nimelld).

13. Toista Cycling A Yellow (Page 1) (Cycling A Yellow [sivu 1]).
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Tulosten tulkinta (manuaalinen)

Kun therascreen EGFR RGQ PCR Kit =arjon ajo (DNA-ndytteen arviointi  tai

EGFR-mutaatioanalyysi) on paattynyt, analysoi tiedot seuraavien toimenpiteiden mukaan:

ohjelmistoasetukset analyysia varten

DNA-néytteen arviointianalyysi (manuaalinen)
Huomautus: Katso putkien asettelumalli taulukosta 4.
EGFR-mutaation havaitsemisanalyysi  (manuaalinen)

Huomautus: Katso putkien asettelumalli taulukosta 7.

Ohjelmiston analyysiasetukset

. Avaa tarvittava ajotiedosto (*.rex) Rotor-Gene Q series software 2.3 -ohjelmistolla.

. Jos ndytteitd ei ole nimetty ennen ajon suorittamista, valitse Edit Samples (Muokkaa

ndytteitd).

. Anna naytteille nimet Name (Nimi) -sarakkeessa.

Huomautus: jGta tyhjien kuoppien nimet tyhjiksi.

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

5. Vdlitse Named On (Nimetty).

Huomautus: néin voit varmistaa, ettei tyhijia putkia kéytetd analyysissé.

6. Vdlitse Dynamic tube (Dynaaminen putki).

7. Vdlitse Slope correct (Kulmakerroin oikea).

8. Vdlitse Linear scale (Lineaariasteikko).

9. Vdlitse Take Off Adj (Mittauspisteen sééitd) ja anna arvo 15.01 ylaruutuun (If take off point
was calculated before cycle [Jos mittauspiste laskettiin ennen jaksoa]) ja arvo 20.01
alaruutuun (then use the following cycle and take off point [kayta silloin seuraavaa jaksoa
ja mittauspistettd]).
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10.
11.
12.
13.
14.

15

17.

Aseta kynnysarvoksi 0.02 ja tarkista Yellow-kanavan (HEX) Cr-arvot.

Vadlitse analyysisivulla Cycling A Green, jos haluat tarkastella Green (FAM) kanavaa.
Valitse Named On (Nimetty).

Vadlitse Dynamic tube (Dynaaminen putki).

Vdlitse Slope correct (Kulmakerroin oikea).

. Vdlitse Linear scale (Lineaariasteikko).

16.

Vdlitse Take Off Adj (Mittauspisteen sddtd) ja anna arvo 15.01 ylaruutuun (If take off point
was calculated before cycle [Jos mittauspiste laskettiin ennen jaksoa]) ja arvo 20.01
alaruutuun (then use the following cycle and take off point [kéytd silloin seuraavaa jaksoa

ja mittauspistettd]).

Aseta kynnysarvoksi 0.075 ja tarkista Greenkanavan (FAM) Cr-arvot.
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Néytteen arviointitietojen analyysi

Kun DNA-ngytteen arviointiagjo on tehty, katso lisdtietoja kohdasta  Ohjelmiston
analyysiasetukset ja analysoi tiedot seuraavien ohjeiden mukaan. (Katso putkien asettelumalli

taulukosta 4, sivulta 24.)

Ajon kontrollin analyysi
Negatiivinen kontrolli

Mallin  kontaminoitumisen  estdmiseksi NTC ei saa tuottaa alle 40:n  Crarvoa

Green (FAM) kanavassa.

Jotta voisit varmistaa, ettd ajo on madritetty oikein, NTC:ssa ei saa nékyd monistusta alueella
29,85-35,84 Yellow (HEX) -kanavassa. Annetut arvot ovat ndiden arvojen sisdpuolella ja

sisdltévat ndmd arvot.

Positiivinen kontrolli

EGFR PC:n Crarvon on oltava alueella 28,13-34,59 Green (FAM) kanavassa. Témén alueen

ulkopuolella oleva arvo merkitsee ongelmaa mddrityksen valmistelussa. Ajo on epdonnistunut.

Huomautus: néytteen tietoja ei saa kayttad, jos negatiivinen tai positiivinen kontrolli

epdonnistuu.

Naytteen analyysi

Jos DNA-naytteen arviointiajan kontrollit ovat kelvollisia, analyysia voi jatkaa. Kontrollin
Crarvon naytteelle on oltava alueella 23,70-31,10 Green (FAM) kanavalle. Jos néytteen Cr

on tédmdn alueen ulkopuolella, toimi jéliempand esitettyjen ohjeiden mukaan.
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e Naytteen kontrollimadaritys Cr <23,70:
Naytteet, joiden kontrollin Crarvo on <23,70 (korkea DNA-pitoisuus), ylikuormittavat
mutaatiomadrityksid, ja ne on laimennettava. Jotta kaikki mutaatiot voi havaita
matalammalla  tasolla, ylikuormittavat néytteet on laimennettava niin, ettd niiden Crarvo
on alueella 23,70-31,10. DNA-naytteen laimentaminen nostaa Crarvoa (laimennussuhde
1:1 kasvattaa Crarvoa 1,0:lla). Naytteiden laimentamiseen on kaytettava sarjan mukana
toimitettua vettd (Vesi laimennukseen [Dil.]).

e Naytteen kontrollimadaritys Cr >31,10:

Suosittelemme eristémadn vudelleen néytteet, joiden kontrollien Crarvo on >31,10 Green
(FAM) kanavassa. Riittémattomén aloitusDNA:n malli on annettu, jotta voidaan havaita

kaikki EGFR-mutaatiot madrityksen ilmoitettujen rajo-arvojen mukaan.

EGFR-mutaation havaitsemisen tietojen analysointi

Naytteen on lapdistava DNA-ngytteen arviointi hyvaksyttavasti, ennen kuin siita voidaan

havaita EGFR-mutaatiot (katso Néytteen arviointitietojen analyysi).

Kun EGFR-mutaation havaitseminen on tehty, katso lisdtietoja kohdasta Ohjelmiston
analyysiasetukset ja analysoi tiedot seuraavien ohjeiden mukaan. (Katso putkien asettelumalli
taulukosta 7.)

Ajon kontrollin analyysi

Katso ajon kontrollin analyysin vaihekaavio kuvassa 39.
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Negatiivisen
kontrollin
FAM C; -arvo

Onko FAM Cy < 40?

El

Negatiivinen
kontrolli hyvaksytty

Onko HEX C; alueella
29,85-35,84?

Onko T790M:n
FAM C; -putki alueella
30,22-34,98?

Onko deleetioiden
FAM C; -putki alueella
28,90-34,90?

Onko kontrollin
FAM Cr -putki alueella
28,13-34,59?

Positiivisen
kontrollin
FAM C; -arvo

El El
AIO A0 N

EPAONNISTUI EPAONNISTUI KYLLA
El El

Onko S7681:n
FAM Cr -putki alueella
28,98-35,19?

Onko G719X:n
FAM C; -putki alueella
29,42-34,19?

Onko L861Q:n
FAM Cr -putki alueella
28,49-34,02?

Onko L858R:n
FAM C; -putki alueella
29,97-34,81?

AJO
EPAONNISTUI

KYLLA

Onko insertioiden
FAM Cr-putki alueella
27,92-34,09?

KYLLAS) Positiivinen Jatka suorittamalla naytteen
kontrolli hyvaksytty analysointi.

Kuva 39. Ajon konfrollin analyysin vaihekaavio EGFR-mutaation havaitsemiseen.

Negatiivinen kontrolli

Mallin kontaminoitumisen estamiseksi minkaan EGFR-mutaatiomddrityksen NTC ei saa tuottaa

alle 40:n Crarvoa Green (FAM) kanavassa.

Jotta voisit varmistaa, ettd ajo on mdadritetty oikein, NTC:ssa ei saa ndkyd monistusta alueella
29,85-35,84 Yellow (HEX) -kanavassa. Annetut arvot ovat ndiden arvojen sisdpuolella ja

sisaltévat ndmd arvot.
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Positiivinen kontrolli

Kaikkien ~ EGFR-mutaatiomaaritysten  EGFR PC:n Crarvojen on  oltava dlueella
Green (FAM) ‘kanavassa, kuten taulukossa 16. Tamén alueen ulkopuolella oleva arvo

merkitsee ongelmoa madrityksen valmistelussa. Ajo on epdonnistunut.

Huomautus: néytteen tietoja ei soa kayttad, jos negatiivinen tai positiivinen kontrolli

epdonnistuu.

Taulukko 16. Hyviksytiavit C-alueet reaktioiden positiivisille kontrolleille (EGFR-mutaatioiden havaitsemismdédiritys)

Reakfioseos Nayte Kanava Cralue

Kontrolli PC Green 28,13-34,59
T790M PC Green 30,22-34,98
Deleetiot PC Green 28,90-34,90
L858R PC Green 29,97-34,81
1861Q PC Creen 28,49-34,02
G719X PC Green 29,42-34,19
S768l PC Green 28,98-35,19
Insertiot PC Green 27,92-34,09
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Naytteen analyysi — naytteen kontrollin Green (FAM) -kanavan Cr-arvo

Jos EGFR-mutaation havaitsemisen ajon positiivisen ja negatiivisen kontrollin tulokset ovat

hyvaksyttavia, voidaan jatkaa EGFR-mutaation havaitsemiseen ndytteista.

Kontrollin Crarvon on oltava alueella 23,70-31,10 Green (FAM) kanavassa. (Katso putkien

asettelumalli taulukosta 7.)

Jos naytteen kontrollin Cr on tdmén alueen ulkopuolella, toimi jdliempdnd esitettyjen ohjeiden

mukaan.

Naytteen kontrollimadaritys Cr <23,70:

Naytteet, joiden kontrollin Crarvo on <23,70 (korkea DNA-pitoisuus), ylikuormittavat
mutaatiomadrityksié, ja ne on laimennettava. Jotta kaikki mutaatiot voi havaita
matalammalla  tasolla, ylikuormittavat néytteet on laimennettava niin, ettd niiden Crarvo
on alueella 23,70-31,10. DNA-naytteen laimentaminen nostaa Crarvoa (laimennussuhde
1:1 kasvattaa Crarvoa 1,0:lla). Néytteiden laimentamiseen on kéytettéva sarjan mukana

toimitettua vettd (Vesi laimennukseen [Dil]).
Naytteen kontrollimadaritys Cr >31,10:

Suosittelemme eristdmadn uudelleen naytteet, joiden kontrollien Crarvo on >31,10 Green
(FAM) kanavassa. Riittamattdman aloitusDNA:n malli on annettu, jotta voidaan havaita

kaikki EGFR-mutaatiot madrityksen ilmoitettujen rajo-arvojen mukaan.

Katso EGFR-mutaation havaitsemisen ajon néytteen analyysin vaihekaavio kuvassa 40.
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Aloita mutaation
havaitseminen

l—

Laimenna ndyte

Nayte edellyttad

N [ ———KYLLA
laimennusta

Naytteen kontrollin Onko

FAM Cr alueella
23,70-31,10?

FAM Cr -arvo

KYLLA

Naytteen Ovatko jotkin

mutaation HEX Cr -arvot

Onko FAM C; < 23,707

Y

mutaatiomasritysten
HEX C; -arvot.

Onko kunkin
mutaation FAM Cr
alueella 00,00-40,002

Naytteen
mutaatiomasritysten
FAM C; -arvot

KYLLA
A 4

Putki on FAM-monistuksen
suhteen positiivinen.

¢ |

Laske A Cr-arvot kullekin mutaatiolle
A Cr = mutaation Cr — kontrollin Cy

v

Vertaa A Cr-arvoja raja-arvoihin
mutaatioittain
Katso kisikirjan taulukko 17

Naytteen sisisen
kontrollin
mutaatiomééritysten
HEX Crrarvot

Onko jokin DCT-arvo
midrityksessd madritetyn DCT-alueen
sisapuolella?

Onko mutaation sisaisen
kontrollin HEX C; alueella
29,85-35,847

KYLLA

KYLLA

Mutaatiomaarityksessa havaittu

EGFR-mutaatio Mutaatiota ei havaittu

Onko FAM C; > 31,107

Nayte ei ehk sisalls
monistettavaa DNA:ta tai
voi sisaltéd inhibiittoria.

KYLLA

Putki hylatty

Néyte positiivinen ja
hylatty

Havaittiinko EGFR-mutaatiota?

Nayte hylatty

Kuva 40. Naytieen analyysin vaihekaavio EGFR-mutaation havaitsemiseen.
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Naytteen analyysi — ndytteen sisdisen kontrollin Yellow (HEX) -kanavan Cr-arvo

Huomautus: Katso EGFR-mutaation havaitsemisen ajon ndytteen analyysin  vaihekaavio

kuvassa 40.

Jokaisen néytteen kaikki putket on analysoitava. Varmista, ettd jokainen putki antaa sisgiselle
kontrollille Yellow (HEX) kanavasta HEX-signadlin alueella 29,85-35,84. Mahdollisia tuloksia

on kolmenlaisia.

® Jos sisgisen kontrollin Crarvo on mddritetyn alueen (<29,85) alapuolella mille tahansa
mutaatiomadritykselle, Yellow (HEX) kanavan monistuksen tulos on hylétty. Yellow (HEX)
-kanavan monistus tdlle putkelle on hylatty.

® Jos sisdisen kontrolin Crarvo on mddritetylld alueella (29,85-35,84), Yellow (HEX)
-kanavan monistuksen tulos on positiivinen.
Yellow (HEX) kanavan monistus télle putkelle on hyvaksytty.

® Jos sisdisen kontrollin Crarvo ylittdd maaritetyn alueen (>35,84), Yellow (HEX) -kanavan

monistuksen tulos on negatiivinen.

Jos Green (FAM) kanavassa on tehty monistus ja kyseisen reaktion ACrarvo on matalampi tai
yhta suuri kuin putken madrityksen mukainen raja-arvo, Yellow (HEX) -kanavan monistuksen
tulos on hyvaksytty. Jos putkelle ei ole tehty monistusta Green (FAM) kanavassa tai ACrarvo
on korkeampi kuin madrityksen mukainen raja-arvo, Yellow (HEX) -kanavan monistuksen tulos

on hylatty.

Siséisen kontrollin monistuminen Yellow (HEX) -kanavassa voi epdonnistui PCR-eston takia.
Naytteen laimentaminen voi vdhentdd estdjien vaikutuksia. On  huomioitava, —eftd
laimentaminen laimentaa myds ndytteessa olevaa kohde-DNA:ta. Naytteiden laimentamiseen

on kaytettava sarjon mukana toimitettua vettd (Vesi laimennukseen [Dil.]).
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Naytteen analyysi — naytteen mutaatiomddrityksen Green (FAM) -kanavan Cr-arvo

Green (FAM) kanavan arvot kaikille seitsemdlle mutaatiorecktioseokselle on tarkistettava
taulukossa 17 esitettyjen arvojen avulla. Annetut arvot ovat néiden arvojen siscpuolella ja

sisgltavat ndmé arvot. (Katso putkien asettelumalli taulukosta 7.)

Taulukko 17. Hyvaksytiavit arvot EGFR-mutaatioreakfiolle Green (FAM) -kanavassa (EGFR-mutaation havaitsemisen
médritys)

Madritys Cralue Raja-arvo (AG)
T790M 0,00-40,00 <7,40
Deleetiot 0,00-40,00 <8,00
L858R 0,00-40,00 <8,90
1861Q 0,00-40,00 <8,90
G719X 0,00-40,00 <8,90
S768I 0,00-40,00 <8,90
Insertiot 0,00-40,00 <8,00

® Jos ndytteen saama Green (FAM) -kanavan Crarvo on mécritetylla alueella, se on FAM-
monistuspositiivinen.
® Jos ndytteen saama Green (FAM) -kanavan Crarvo on madritetyn alueen yldpuolella, tai

monistusta ei ilmene, se on FAM-monistusnegatiivinen.

Laske ACrarvo kaikille FAM-monistuspositiivisille EGFR-mutaation havaitsemisen putkille alla
esitetylld tavalla varmistaen ettd mutaation ja kontrollin Crarvot ovat perdisin samasta

naytteesta. (Katso putkien asettelumalli taulukosta 7.)

ACr = [mutaatiomddrityksen Crarvo] - [kontrolliméérityksen Crarvo]

Vertaa néytteen A CT-arvoa kyseisen mddrityksen raja-arvoon (Taulukko 17). Varmista, etta

vertailussa kéytetdan oikeaa raja-arvoa.

Rajaarvo on arvo, jonka ylittava positiivinen signaali voi johtua naytteen villityypin DNA:n
ARMS-alukkeen taustasignadlista. Jos néytteen ACT-arvo on korkeampi kuin madrityksen rajo-

arvo, nayte luokitellaan negatiiviseksi tai testisarjan havaitsemisrajojen ulkopuolella olevaksi.
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Jokaisen néytteen jokaisen mutaatioreaktion tila voi olla jokin seuraavista:
® Mutaatio havaittu

® Mutaatiota ei havaittu

e Epdkelpo

Mutaatio havaittu

Green (FAM) kanavan monistus on positiivinen ja ACrarvo on raja-arvon mukainen tai sen

alapuolella. Jos testi havaitsee ndytteestd useita mutaatioita, kaikki voidaan raportoida.
Mutaatiota ei havaittu
Green (FAM) kanavan monistus on positiivinen ja ACrarvo on raja-arvon yldpuolella.

Green (FAM) kanavan monistus on negatiivinen ja Yellow (HEX) -kanavan monistus (sisdinen

kontrolli) on positiivinen.
Epdkelpo
Yellow (HEX) -kanavan monistus (sisGinen kontrolli) on hylatty.

Green (FAM) kanavan monistus on negatiivinen ja Yellow (HEX) -kanavan monistus (sisGinen

kontrolli) on negatiivinen.

Huomautus: Naytteen yhden putken tulos Yellow (HEX) -kanavan monistuksen osalta voi olla
negatiivinen, mutta toisen putken tulos Green (FAM) kanavan monistuksen osalta voi olla
positiivinen. Tassd tilanteessa toisen putken “Mutation detected” (Mutaatio havaittu) tulosta
voidaan pitad hyvaksyttynd, mutta havaittu mutaatio ei vdlttématta ole ainoa néytteestd

mahdollisesti havaittu mutaatio.
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Liite B therascreen EGFR CE Assay Package -
m&drityspaketin asennus

therascreen EGFR RGQ PCR Kit sarja on tarkoitettu kaytettavaksi Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRM aitteen ja 72-kuoppaisen roottorin kanssa. therascreen EGFR CE Assay Package -
madrityspaketti on saatavana erillisela CDlevylla  (tuotenro 9023537). Maarityspaketti
sisdltaa therascreen EGFR CE Control Run Locked Template- ja therascreen EGFR CE Locked

Template -mallit.

Huomautus: therascreen EGFR CE Assay Package -madrityspaketti on yhteensopiva ainoastaan
Rotor-Gene Q -ohjelmistoversion 2.3 kanssa. Varmista, ettd oikea Rotor-Gene Q

ohjelmistoversio on asennettu, ennen kuin aloitat therascreen EGFR CE Assay Package -
mddrityspaketin asennuksen. Jos Rotor-Gene Q MDx -aitteessa on ollut toimituksen aikaan
aiempi ohjelmistoversio, paivitd ohjelmisto lataamalla Rotor-Gene Q -ohjelmistoversio 2.3
Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM -aitteen tuotesivulta, Product Resources (Lisémateriaalit) -
vdlilehden kohdasta Operating Software  (Kéyttdohjelmisto), katso lisdtietoja osoitteesta

www.qiagen.com/shop/automated-solutions/pcr-instruments/rotor-gene-g-mdx/ #resources.

Menetelma

1. Tiloa therascreen EGFR CE Assay Package -mddrityspaketin CDlevy (luettelonro
9023537).

2. Aseta CDlevy Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM -aitteeseen liitetyn tietokoneen

levyasemaan.

3. Jos CD latautuu automaattisesti, aloita asennus kaksoisnapsauttamalla  tiedostoa
therascreen_EGFR_CE_Assay_Package_3.0.5.exe.

Tai etsi ja avaa suoritettava tiedosto tietokoneen resurssienhallinnan kautta.

therascreen EGFR CE Assay Package -madrityspaketin ohjattu asennus avautuu.
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4. Jatka valitsemalla Next (Seuraava) (kuva 41).

-
3‘53 Setup - Rotor-Gene Q therascreen EGFR CE Assay Package Lol | e

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 on your computer.

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

Click Mext to continue, or Cancel to exit Setup.

=1

e

Kuva 41. Setup Wizard (Ohjattu asennus) -ikkuna (1 = Next[Seuraava ]).
5. Lue lisenssisopimus nékyviin tulevassa ikkunassa ja valitse | accept the agreement

(Hyvaksyn sopimuksen). Jatka valitsemalla Next (Seuraava) (kuva 42).

Asennus alkaa automaattisesti.

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. Inthe 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 condtions. (i you are unsure of any aspect of
this agreement or have any questions they should be emailed to

support @qgiagen.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 ae

i acoepi the
| do not accept the agreement 2

< Back [ Cancel |
)

Kuva 42. License Agreement (Lisenssisopimus) -valinfaikkuna. 1 = | accept the agreement (Hyvéksyn sopimuksen), 2 =
Next (Seuraava).

—

L
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6. Kun asennus on valmis, valitse Finish (Lopeta) viimeisessé Setup Wizard (Asetusohjelma)

valintaikkunassa (kuva 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

.

Kuva 43. Ohjatun asennuksen paattiminen (1 = Finish [Valmis]).

7. Kaynnista tietokone uudelleen.

Pikakuvakkeet therascreen EGFR CE Control Run Locked Template (therascreen EGFR CE -
kontrolliajon lukittu malli) -malliin ja therascreen EGFR CE Locked Template (therascreen

EGFR CE lukittu malli) -malliin generoituvat tydpoyddlle automaattisesti (kuva 44).

B b

therascreen EGFR CE therascreen EGFR CE
Cantral Run Locked Locked Template
Templ ate

Kuva 44. EGFR CE Control Run Locked Template (therascreen EGFR CE -kontrolliajon lukitu malli)- ja EGFR CE Locked
Template (therascreen EGFR CE lukitiv malli) -kuvakkeet.
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Yhteystiedot

Jos tarvitset teknistd neuvontaa tai lisdtietoja, kdy teknisen tuen sivuilla osoitteessa
www.giagen.com/Support, soita ilmaisnumeroon 00800-22-44-6000 tai ota yhteyttd johonkin

QIAGENIn teknisen palvelun osastoon (ks. takakansi tai kdy osoitteessa www.qiagen.com).
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Tilaustiedot

Tuote Sislto Tuotenumero
therascreen EGFR RGQ 24 reaktioon: kontrollim&dritys, 874111
PCR Kit (24) 7 mutaatiotestid, positiivinen kontrolli, Taqg

DNA -polymeraasi, NTC+estissa kdytettéva

vesi ja naytteen laimennuksessa kaytettéva

vesi
therascreen EGFR Assay ohjelmistoprotokollapaketti kaytettcvéksi 9023537
Package CD therascreen EGFR RGQ PCR Kit -sarjan ja

QIAGEN Rotor-Gene Q MDx 5plex

HRM aitteen kanssa
QIAamp DNA FFPE Tissue
Kit -sarja
QlAamp DSP DNA FFPE 50:een DNA:n valmistelukertaan: QlAamp 60404
Tissue Kit (50) MinElute® kolonneja, proteinaasi K,

puskureita ja Collection Tubes (2 ml)
QlAamp DNA FFPE Tissue 50 preparaatiota varten: 50 QlAamp 56404
Kit (50) MinElute kolonneja, proteinaasi K,

puskureita ja Collection Tubes (2 ml)

Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM ja liséivarusteet
Rotor-Gene Q MDx 5plex ~ Realtime PCR-jakso ja HRM-analysaattori, 9002033
HRM System jossa on 5 kanavaa (vihred, keltainen,

oranssi, punainen ja viininpunainen) sekd
HRMkanava, kannettava tietokone,
ohjelmisto ja varusteet: sisaltda 1 vuoden
takuun osien rikkoutumisen ja
valmistusvirheiden varalta, asennuksen ja
koulutuksen
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Tuote Sisalto Tuotenumero

Rotor-Gene Q MDx 5plex ~ Realtime PCR -sykleri ja High Resolution 9002032
HRM Platform Melt -analysaattori, jossa 5 kanavaa

(vihred, keltainen, oranssi, punainen,

karmiini) seké HRMkanava, kannettava

tietokone, ohjelmisto, lisdvarusteet: sisdltad

1 vuoden takuun osille ja tydlle. Ei sisdlla

asennusta ja koulutusta.

Loading Block 72 x Alumiininen levy manuadliseen reaktion 9018901
0.1ml Tubes valmisteluun yksikanavaisella pipetilla
72 kpl:ssa 0,1 mkn putkia

Strip Tubes and Caps, 250 neljan putken ja korkin liuskaa, 981103
0.1ml (250) 1 000 reaktioon

Strip Tubes and Caps, 10 x 250 neljan putken ja korkin liuskaq, 981106
0.1ml (2500) 10 000 reaktioon

Voimassa olevat lisenssitiedot ja tuotekohtaiset vastuuvapauslausekkeet ovat saatavilla
tuotekohtaisista QIAGEN-sarjojen kayttdoppaista tai kasikirjoista. QIAGEN-sarjojen kasikirjat
ja kayttdoppaat ovat saatavilla osoitteessa  www.giagen.com, tai niitd voi tiedustella

QIAGEN:n teknisestd palvelusta tai paikalliselta  jélleenmyyjdlta.
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Asiakirjan muutoshistoria

Pdivamadra

Muutokset

R4, maaliskuu 2018

R5, tammikuu 2019

R6, lokakuu 2019

Muvutokset kappaleessa Séilytysolosuhteet ja taulukoissa 2 ja 5 mainittuihin asetusien
sédilytysaikoihin selventéméan sulatusaikoja ja kokonaisaikoja.

Paivitys kuvaan 40. Néytteen analyysin vaihekaavio EGFR-mutaation havaitsemiseen.
Lisétty tilaustiedot QlAamp® DSP DNA FFPE Tissue Kit-sarjalle (tuotenro 60404)

Valtuutetun edustajan lisdys (etukanteen).
Symbolit-osan péivitys.
Lainmukainen valmistaja vaihdettu (kansilehti)

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

Lisatty reagenssien séilytysolosuhde Reagenssien sdilytys ja kasittely -kohtaan

Paivitetty taulukkoon 1 huomautus COSM6254:n poistamisesta  COSMIC-
tietokannasta

Paivitetty ~ Rajoituksetosaan  tiedot eksonin 19  deleetiomddrityksestd  ja
L8 58R-madrityksestd

Poistettu EC + REP -symboli kansilehdeltd ja Symbolit-osasta
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therascreen EGFR RGQ PCR Kit -sarjaa koskeva rajoifettu  lisenssisopimus

Téman

1.

o oh W N

tuotleen kayt forkoifioa ostojan i kéyfjén suosumusia  noudatioa  seuraavia ehioja:

Tuokela saa kdytid ainoastoon tuotleen mukana foimitetiujen protokollien ja témén kasikirjan mukaisesti sekd cinoastuan  paneelin sisdliimien osien kanssa.
QIAGEN ei mydnnd immateriaaliomaisuutensa  lisenssici forkoitukseen kéytid tai liitiid tmén paneelin sisdliémia  osia muiden osien kanssa, joka eivét sisdlly
6hén paneeliin lukuun ofamatia osia, joka kuvaloan fuoleen mukana foimitetuissa protokolissa, fissi késikirjassa ja muissa prookolissa, joka ovat sadlvana
osoifieessa www.qgiagen.com. Osa lisimateriadlista  on QIAGENkKdéytdjien toisille QIAGENkdytjille laaimaa. QIAGEN ei ole festannut fai tarkistanut  kyseistd
materiaalia. QIAGEN ei anna fokuuta lissmateriadlile  eiké tokaa, efiei se loukkaa kolmansien osapuolien  oikeuksia.

Muutoin kuin selvési ilmoitetujen lisenssien osalla QIAGEN ei fokao, effd fimé paneeli ja/ici sen kaytiial ei (eivé loukkaa kolmansien osapuoten oikeuksia.

Témé paneeli ja sen osat on lisensoitu kerfokéytsn, ja niiden uudelleenkayts, | inen fui edelleenmyynfi ovat kielletyja.

QIAGEN kiistad ni aisesti kaikki kéytdoikeudet, suorat tai epdsuorat, joita ei ole fissd nimenomaisesti ilmoitetu.

Paneelin osioja tai kéyljd suostuu siihen, efiei hén suorita fai anna muiden suoritioa foimenpiteifd, joka voisivat johtaa edelld mainituihin kiellefiyihin tapahtumiin
foi edesaufioa niiden synymisii. QIAGEN voi kadnlyd minké fohansa fuomioisiimen puoleen pannckseen fiylinidn fmén rojoitetun lisenssisopimuksen kiellot
jasaada hyvityksen kaikista valmistelo- ja oikeuskuluista (asianajopalkkiot  mukaan lukien), kun tarkoituksena on &imén rajoitetun lisenssisopimuksen tai sarjaan
jo/ti sen komponenteihin liitlyvien immateriaalioikeuksien  fiytinisd

npano.

Katso péivitelyt kdytidoikeusehdot ~osoitleesta  www.giagen.com.

Tavaramerkit QIAGEN®, Sample fo Insighr®, QlAqmp®, MinElue®, Rotor-Gene®, Scorpions®, therascreen® (QIAGEN Group); FAM™, HEX™ (Thermo Fisher Scientific
Inc.); GIOTRIF® (Boehringer Ingelheim), RESSA® (AsraZeneca Group). Téssd asickirjassa mainituja rekistersityjé nimid, tavaramerkkejé jne. on pidefivé lain
suojaamina, vaikkei niifd olisi erityisesti selloisiksi merkity.

therascreen  EGFR RGQ PCR Kit-sarja on CEmerkitty diagnostinen sarja in vitro diagnostiikkaan  farkoitetvista  Iickinngllisisti laitieista annetun eurooppalaisen  direkfiivin
98/79/EY mukaisesti. Ei saatavana kaikissa maissa.

1119191 10/2019 HB1909-006 © 2019 QIAGEN, kaikki oikeudet pidatefiicn.

110

therascreen EGFR RGQ PCR Kit-sarjan kasikijia ~ 10/2019


http://www.qiagen.com/
http://www.qiagen.com/

Tilaukset www.qiagen.com/shop | Tekninen tuki support.qiagen.com | Verkkosivusto www.qiagen.com



http://www.qiagen.com/shop
http://support.qiagen.com/
http://www.qiagen.com/

	Käyttötarkoitus
	Yhteenveto ja selitykset
	Menetelmän toimintaperiaate
	ARMS
	Scorpions
	Sarjan rakenne
	Määritykset
	Kontrollimääritys
	Mutaatiomääritykset

	Kontrollit
	Positiivinen kontrolli
	Negatiivinen kontrolli

	Sisäisen kontrollireaktion arviointi
	Näytteen arviointi
	Alusta ja ohjelmisto

	Toimitetut materiaalit
	Sarjan sisältö

	Tarvittavat materiaalit, jotka eivät kuulu toimitukseen
	Reagenssit
	Kulutustuotteet ja yleiset laboratoriolaitteet
	Laitteet PCR:ää varten

	Varoitukset ja varotoimet
	Yleiset varotoimet

	Reagenssien säilytys ja käsittely
	Kuljetusolosuhteet
	Säilytysolosuhteet

	Näytteen käsittely ja säilytys
	Menetelmä
	DNA:n eristäminen ja valmistelu
	Protokolla: Näytteen arviointi
	Tärkeitä huomioita ennen kuin aloitat
	Ennen kuin aloitat
	Menetelmä

	Protokolla: EGFR-mutaation havaitseminen
	Tärkeitä huomioita ennen kuin aloitat
	Ennen kuin aloitat
	Menetelmä


	Tulosten tulkinta (automaattinen)
	Rotor-Gene Q therascreen EGFR Assay Package -määrityspakkauksen merkinnät

	Vianmääritys
	Laadunvalvonta
	Rajoitukset
	Suorituskykyominaisuudet
	Analyyttinen suoritus
	LOB (Limit of Blank), toiminta-alue ja raja-arvot
	Lähtö-DNA:n vaikutus (CT-arvoihin
	Ristireagoivuus
	Tarkkuus: Vertailu analyyttiseen vertailumenetelmään
	Havaitsemisraja (Limit of Detection, LOD) -arvot
	Häiriöt
	Nekroottisen kudoksen aiheuttamat häiriöt
	Eksogeeniset aineet

	Uusittavuus
	Erienvälinen uusittavuus
	Näytteiden käsittely
	Tarkkuus ja uusittavuus


	Kliininen suorituskyky
	Kliinisten tulosten tiedot: GIOTRIF®
	Kliinisten tulosten tiedot: IRESSA®

	Lähdeviitteet
	Symbolit
	Liite A: therascreen EGFR RGQ PCR Kit -sarjan manuaalinen protokolla
	Yleistä
	Protokolla: Lämpötilaprofiilin luominen
	Menetelmä


	Toimenpide (manuaalinen)
	Protokolla: Näytteen arviointi (manuaalinen)
	Protokolla: EGFR-mutaation havaitseminen (manuaalinen)
	Protokolla: therascreen EGFR RGQ PCR Kit -sarjan  Rotor-Gene Q -asetukset
	Menetelmä


	Tulosten tulkinta (manuaalinen)
	Ohjelmiston analyysiasetukset
	Näytteen arviointitietojen analyysi
	Ajon kontrollin analyysi
	Negatiivinen kontrolli
	Positiivinen kontrolli

	Näytteen analyysi

	EGFR-mutaation havaitsemisen tietojen analysointi
	Ajon kontrollin analyysi
	Negatiivinen kontrolli
	Positiivinen kontrolli
	Näytteen analyysi – näytteen kontrollin Green (FAM) -kanavan CT-arvo
	Näytteen analyysi – näytteen sisäisen kontrollin Yellow (HEX) -kanavan CT-arvo
	Näytteen analyysi – näytteen mutaatiomäärityksen Green (FAM) -kanavan CT-arvo
	Mutaatio havaittu
	Mutaatiota ei havaittu
	Epäkelpo



	Liite B therascreen EGFR CE Assay Package -määrityspaketin asennus
	Menetelmä

	Yhteystiedot
	Tilaustiedot
	Asiakirjan muutoshistoria

