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Przeznaczenie

Zestaw therascreen EGFR RGQ PCR Kit to diagnostyczny test in vitro przeznaczony do
wykrywania 29 mutacji somatycznych w genie EGFR. Test ten umozliwia jakosciowg ocene
statusu mutacji w prébkach pobranych od pacjentéw z niedrobnokomérkowym rakiem ptuca
(NDRP).

Wyniki uzyskane za pomocg tego testu sg przeznaczone do wspomagania lekarzy podczas
identyfikacji pacjentéw z NDRP, ktdérzy mogg odnies¢ korzysci z leczenia inhibitorami kinazy
tyrozynowej EGFR.

Zestaw therascreen EGFR RGQ PCR Kit jest przeznaczony do testowania prébek DNA
wyizolowanego z utrwalonych w formalinie i zatopionych w parafinie (Formalin-Fixed,
Paraffin-Embedded, FFPE) tkanek rakowych pobranych od pacjentéw z NDRP w aparacie
Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM. Zestaw jest przeznaczony do uzycia przez przeszkolony
personel w warunkach laboratoryjnych.

Zestaw therascreen EGFR RGQ PCR Kit jest przeznaczony do diagnostyki in vitro.
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Podsumowanie i objasnienie

Mutacje w onkogenie EGFR sg czesto spotykane w nowotworach ludzkich (1, 2). Obecnos¢
tych mutacji jest skorelowana z odpowiedzig na leczenie okreslonymi inhibitorami kinazy
tyrozynowej (Tyrosine Kinase Inhibitor, TKI) u pacjentéw z NDRP (3-8). Czestos¢
wystepowania takich mutacji w onkogenie EGFR w ogdlnej populacji pacjentéw z NDRP
wynosi okoto 10% u pacjentéw ze Stanéw Zjednoczonych, Europy i Australii oraz do 30%
u pacjentéw z Japonii i Tajwanu (1, 2, 9).

Zestaw therascreen EGFR RGQ PCR Kit jest gotowym do uzycia zestawem przeznaczonym
do wykrywania 29 mutacji w genie EGFR, powigzanym z rakiem, za pomocg reakc;ji
fancuchowej polimerazy (Polymerase Chain Reaction, PCR) w aparacie Rotor-Gene Q MDx
5plex HRM.

W zestawie therascreen EGFR RGQ PCR Kit wykorzystywane sg technologie Scorpions®
(10) i ARMS (Amplification Refractory Mutation System) (11), dzigki czemu umozliwia on
wykrywanie 29 mutacji w eksonach 18, 19, 20 i 21 onkogenu EGFR wobec tta genomowego

DNA typu dzikiego (Tabela 1). Podsumowujgc, zestaw wykrywa:

19 delecji w eksonie 19 (wykrywa obecnosc ktorejkolwiek z 19 deleciji, ale ich nie rozréznia)

trzy insercje w eksonie 20 (wykrywa obecnos¢ ktorejkolwiek z trzech inserciji, ale ich nie
rozréznia)

G719X (wykrywa obecnosé mutacji G719S, G719A i G719C, ale ich nie rozréznia)

S768I

T790M

L858R

L861Q
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Stosowane metody sg wysoce selektywne i, zaleznie od catkowitej iloSci obecnego DNA,
umozliwiajg wykrycie niewielkiego odsetka zmutowanego DNA wobec tta genomowego DNA
typu dzikiego. Granice selektywnosci i wykrywalnosci sg lepsze niz w przypadku technologii

takich jak sekwencjonowanie metoda ,dye-terminator sequencing”.

Tabela 1. Lista mutacji i numeréw identyfikacyjnych COSMIC

Ekson Mutacja Nr identyfikacyjny Zmiana zasady
cosmic*

18 G719A 6239 2156G>C

G719S8 6252 2155G>A
G719C 6253 2155G>T

19 Delecje 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 (Katalog mutacji somatycznych w nowotworach):
http://cancer.sanger.ac.uk/.

Ciag dalszy tabeli na nastepnej stronie
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Ciag dalszy tabeli z poprzedniej strony

Tabela 1 Lista mutacji i numeréw identyfikacyjnych COSMIC

Ekson Mutacja Nr identyfikacyjny Zmiana zasady
cosmic*
20 S768l 6241 2303G>T
Insercje 12376 2307_2308insGCCAGCGTG
12378 2310_2311insGGT
12377 2319_2320insCAC
T790M 6240 2369C>T
21 L858R 6224 2573T>G
L861Q 6213 2582T>A

* COSMIC: Catalogue of somatic mutations in cancer (Katalog mutacji somatycznych w nowotworach):
http://cancer.sanger.ac.uk/.

** Mutacje COSM6254 (2239_2253del15) i COSM12369(2240_2254del15) prowadza do delecji 15 par zasad
w sekwencji genu EGFR. Obie mutacje prowadzg do takiej samej sekwencji koncowej, a ich odréznienie jest
niemozliwe. W zwiagzku z tym z najnowszej wersji katalogu COSMIC (wer. 83) usunieto mutacje COSM6254
(2239_2253del15). Obie mutacje sg teraz reprezentowane przez identyfikator COSM12369 (2240_2254del15). Jest
to zgodne z wytycznymi HGVS, ktére stanowia, ze mutacja powinna by¢ reprezentowana przez delecje znajdujaca
sie najblizej koica 3'. Test therascreen EGFR nie rozréznia 19 deleciji. Jesli test da wynik pozytywny dla ktérejkolwiek
mutacji typu delecja, zostanie wygenerowany ogolny wynik ,Deletions” (Delecje). Ta zmiana dotyczy wylacznie
dokumentacji i nie wptywa na dziatanie zestawu ani na mozliwo$¢ wykrywania poszczegélnych mutacii.
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Zasada procedury

Zestaw therascreen EGFR RGQ PCR Kit zawiera osiem odregbnych mieszanin reakcyjnych
umozliwiajgcych zajscie amplifikacji podczas reakcji PCR: siedem mieszanin reakcyjnych
swoistych wzgledem mutacji wystepujgcych w eksonach 18, 19, 20 i 21 onkogenu EGFR
i kontrole allelu typu dzikiego w eksonie 2. Ponizej objasniono dziatanie gtéwnych

sktadnikow zestawu.

ARMS

Amplifikacja swoista wzgledem allelu lub mutacji jest przeprowadzana z wykorzystaniem
systemu do detekcji mutacji opartego o opornosé na amplifikacje (ARMS). Polimeraza DNA
Taq (Taq) jest skuteczna w rozréznianiu dopasowania i niedopasowania nukleotydéw przy
koncu 3' startera PCR. Okres$lone zmutowane sekwencje mogag byé selektywnie
amplifikowane — nawet w prébkach, w ktérych wiekszo$¢ sekwencji nie zawiera mutaciji.
Kiedy starter jest w petni dopasowany, amplifikacja zachodzi z petng wydajnoscig. Kiedy
zasada przy koncu 3’ nie jest dopasowana, zachodzi jedynie staba amplifikacja tta.

Scorpions

Amplifikacja jest wykrywana z wykorzystaniem technologii Scorpions. Scorpions to
dwufunkcyjne czgsteczki zawierajgce starter PCR kowalencyjnie zwigzany z sonda.
Fluorofor w takiej sondzie oddziatuje z wykorzystywanym w niej wygaszaczem, co zmniejsza
fluorescencje. Podczas reakcji PCR, kiedy sonda wigze sie z amplikonem, fluorofor
i wygaszacz zostajg rozdzielone, co prowadzi do zwiekszenia wykrywanego sygnatu

fluorescencyjnego.
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Uktad zestawu

Zestaw therascreen EGFR RGQ PCR Kit zawiera osiem oznaczen:

® jedno oznaczenie kontrolne (CTRL);
® siedem oznaczen mutacji.

Wszystkie mieszaniny reakcyjne zawierajg odczynniki wyznakowane karboksyfluoresceing
(FAM™) umozliwiajgce wykrycie mutacji docelowych oraz odczynniki wyznakowane
heksachlorofluoresceing (HEX™) do oznaczenia kontroli wewnetrznej. Oznaczenie kontroli
wewnetrznej umozliwia wykrycie obecnoéci inhibitorow, ktore mogg spowodowac
otrzymanie falszywie negatywnych wynikéw. Amplifikacja wykrywana w kanale
przeznaczonym dla barwnika FAM moze zachodzi¢ silniej niz amplifikacja kontroli
wewnetrznej i spowodowac zagtuszenie sygnatu otrzymywanego dla kontroli wewnetrzne;.
Kontrola wewnetrzna stuzy do wykazania, ze w przypadku braku amplifikacji w kanale
przeznaczonym dla barwnika FAM uzyskany wynik jest prawdziwie negatywny, a nie wynika
z nieudanej reakcji PCR.

Oznaczenia

W ramach zestawu therascreen EGFR RGQ PCR Kit wykonywana jest dwuetapowa
procedura. Pierwszy etap to wykonanie oznaczenia kontrolnego w celu oceny catkowitej
iloéci amplifikowalnego DNA genu EGFR w prébce. Drugi etap to wykonanie oznaczen
mutacji i oznaczenia kontrolnego w celu okreslenia obecno$ci lub braku zmutowanego DNA.

Oznaczenie kontrolne

Oznaczenie kontrolne, wyznakowane barwnikiem FAM, stuzy do oszacowania catkowitej
iloéci amplifikowalnego DNA genu EGFR w probce. Podczas oznaczenia kontrolnego
zachodzi amplifikacja regionu eksonu 2 genu EGFR. Startery oraz sonda Scorpion zostaty
zaprojektowane tak, aby poming¢ wszystkie znane polimorfizmy genu EGFR.
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Oznaczenia mutacji

Kazde oznaczenie mutacji zawiera sonde Scorpion wyznakowang barwnikiem FAM i starter

ARMS do odréznienia DNA typu dzikiego od okreslonego zmutowanego DNA.

Kontrole

Uwaga: Wszystkie reakcje eksperymentalne muszg zawierac¢ kontrole pozytywne i negatywne.
Kontrola pozytywna

W kazdej reakcji nalezy uwzgledni¢ kontrole pozytywng w probdéwkach 1-8. Zestaw
therascreen EGFR RGQ PCR Kit zawiera kontrole pozytywng (Positive Control, PC)
wzgledem genu EGFR, ktéra petni role matrycy w reakcji kontroli pozytywnej. Wyniki kontroli
pozytywnej podlegajg ocenie w celu upewnienia sie, ze zestaw spetnia okreslone kryteria

akceptac;ji.
Kontrola negatywna

W kazdej reakcji nalezy uwzgledni¢ kontrole negatywng (,kontrola bez matrycy”: No
Template Control, NTC) w proboéwkach 9-16. Zestaw therascreen EGFR RGQ PCR Kit
zawiera wode przeznaczong do stosowania jako ,matryca” do reakcji NTC. Kontrola bez
matrycy stuzy do oceny reakcji pod katem obecnosci zanieczyszczen, ktére mogtly zostaé
wprowadzone podczas przygotowywania reakcji oraz do oceny wydajnosci reakcji kontroli

wewnetrznej.

therascreen EGFR RGQ PCR Kit — Instrukcja obstugi  10/2019 11



Ocena reakcji kontroli wewnetrznej

Kazda mieszanina reakcyjna oprécz odczynnikéw przeznaczonych do reakcji wykrywajacej
sekwencje docelowg zawiera réwniez kontrole wewnetrzng (Internal Control, IC).
Niepowodzenie tej reakcji wskazuje na potencjalng obecnos¢ inhibitorow, ktére moga
prowadzi¢ do otrzymania niedoktadnego wyniku, lub na btgd popetniony przez operatora
podczas przygotowywania reakcji dla tej probowki. W sktad kontroli wewnetrznej IC wchodzi
docelowa oligonukleotydowa sekwencja niezwigzana z genem EGFR, niewyznakowany
starter i starter Scorpions wyznakowany barwnikiem HEX w celu odréznienia go od starteréw
Scorpions wyznakowanych barwnikiem FAM, znajdujgcych sie w mieszaninach reakcyjnych
dla kontroli i mutacji. Amplifikacja w kanale przeznaczonym dla barwnika FAM moze
zachodzi¢ silniej niz amplifikacja kontroli wewnetrznej IC i spowodowaé zagtuszenie sygnatu
otrzymywanego dla kontroli wewnetrznej, co moze doprowadzi¢ do sytuacji, w ktérej wartos¢
Cr wygenerowana dla IC (HEX) bedzie poza okreslonym zakresem. Wyniki otrzymane

w kanale przeznaczonym dla barwnika FAM zachowujg waznos$¢ dla takich prébek.

Ocena probek

Do oceny catkowitej ilosci amplifikowanego DNA genu EGFR zdecydowanie zalecamy
uzycie dodatkowej kontrolnej mieszaniny reakcyjnej (probéwka CTRL) dostarczanej
w zestawie therascreen EGFR RGQ PCR Kit. Podczas oznaczenia kontrolnego zachodzi
amplifikacja regionu eksonu 2 genu EGFR. Zalecamy przygotowywanie nastepujgcych
probek: oznaczenie kontrolne zawierajgce wylgcznie kontrole pozytywng PC EGFR jako

kontrole pozytywng oraz kontrole bez matrycy zawierajgcg wode jako ,matryce”.

Uwaga: Ocena DNA powinna by¢ oparta o wynik reakcji PCR i moze rézni¢ sie od oceny
ilosciowej opartej na odczycie absorbancji. Dostarczana jest dodatkowa kontrolna
mieszanina reakcyjna (probdéwka CTRL) umozliwiajgca ocene jakosci i ilosci DNA
w prébkach przed ich analizg przy uzyciu zestawu therascreen EGFR RGQ PCR Kit.
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Platforma i oprogramowanie

Zestaw therascreen EGFR RGQ PCR Kit jest zaprojektowany specjalnie do uzytku
z aparatami Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM. Pakiety oznaczen therascreen EGFR CE Assay
Package stuzg do programowania réznych parametréw cykli (,reakcji’) w aparacie
Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM.

Pakiet oznaczen therascreen EGFR CE Assay Package zawiera dwa szablony:
.therascreen EGFR CE Control Run Locked Template” (do oceny prébek) oraz ,therascreen
EGFR CE Locked Template” (do wykrywania mutacji genu EGFR). Szablony te zawierajg

parametry reakcji PCR i stuzg do obliczania wynikéw.

Zestawu therascreen EGFR RGQ PCR Kit mozna réwniez uzy¢ z wersjg 2.3 oprogramowania
Rotor-Gene Q w trybie otwartym (tj. nie korzystajac z pakietu oznaczen Rotor-Gene Q
therascreen EGFR CE Assay Package). Szczegodtowe informacje, patrz Zatgcznik A:
therascreen EGFR RGQ PCR Kit — Protokdt reczny.
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Dostarczone materiaty

Zawartos¢ zestawu

(Woda wolna od nukleaz do

rozcienczen)

therascreen EGFR RGQ PCR Kit — Instrukcja obstugi

therascreen EGFR RGQ PCR Kit (24)

Nr katalogowy 874111

Liczba reakcji 24

Kolor Oznaczenie Id. probéwki Objetosc

Czerwony Control Reaction Mix (Kontrolna 1 CTRL 2 x 600 pl
mieszanina reakcyjna)

Fioletowy T790M Reaction Mix (Mieszanina 2 T790M 600 pl
reakcyjna do wykrywania mutacji
T790M)

Pomaranczowy Deletions Reaction Mix (Mieszanina 3 Del 600 pl
reakcyjna do wykrywania delecji)

Rézowy L858R Reaction Mix (Mieszanina 4 L858R 600 pl
reakcyjna do wykrywania mutacji
L858R)

Green L861Q Reaction Mix (Mieszanina 5 L861Q 600 pl
reakcyjna do wykrywania mutacji
L861Q)

Yellow G719X Reaction Mix (Mieszanina 6 G719X 600 pl
reakcyjna do wykrywania mutacji
G719X)

Szary S768I Reaction Mix (Mieszanina 7 S768l 600 pl
reakcyjna do wykrywania mutacji
S768l)

Niebieski Insertions Reaction Mix (Mieszanina 8 Ins 600 pl
reakcyjna do wykrywania insercji)

Bezowy EGFR Positive Control (Kontrola 9 PC 300 pl
pozytywna EGFR)

Mietowy Taq DNA Polymerase (Polimeraza Taq 2x80pl 2 x 80 pl
DNA Tagq)

Biaty Nuclease-free water for No Template  NTC 1,9 ml 1,9 ml
Control (Woda wolna od nukleaz do
kontroli bez matrycy)

Biaty Nuclease-free water for Dilution Dil. 1,9 ml 1,9 ml

14
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Materiaty wymagane, ale niedostarczone

Podczas pracy ze $rodkami chemicznymi nalezy zawsze nosi¢ odpowiedni fartuch
laboratoryjny, rekawiczki jednorazowe i okulary ochronne. W celu uzyskania dodatkowych
informacji nalezy zapozna¢ sie z kartami charakterystyki (Safety Data Sheet, SDS)

uzyskanymi od producentéw poszczegolnych produktow.

Odczynniki

® Zestaw do izolacji DNA (patrz Izolacja i przygotowanie DNA)

Materiaty eksploatacyjne i ogélny sprzet laboratoryjny

Pipety* (z regulacja) przeznaczone do przygotowania probek
Pipety* (z regulacjg) przeznaczone do przygotowania mieszaniny Master Mix do reakcji PCR

Pipety* (z regulacjg) przeznaczone do dozowania matrycy DNA

Koncowki do pipet z filtrami, wolne od DNaz, RNaz i DNA (zalecamy stosowanie koncéwek

do pipet z barierami aerozolowymi, aby uniknaé zanieczyszczenia krzyzowego)

e Strip Tubes and Caps, 0.1 ml, do stosowania w rotorze 72-Well Rotor (nr kat. 981103 lub
981106)

® Probowki mikrowiréwkowe wolne od DNaz, RNaz i DNA, do przygotowywania mieszanin
Master Mix

® Loading Block 72 x 0.1 ml Tubes, aluminiowy blok do recznego przygotowywania reakgiji
za pomocg pipety jednokanatowej (nr kat. 9018901)

® Termomikser*, podgrzewany inkubator z orbitalnym wytrzgsaniem*, blok grzewczy* lub
faznia wodna* umozliwiajgcy(-a) inkubacje w temperaturze 90°C

e Wiréwka laboratoryjna* z rotorem dla probéwek reakcyjnych o pojemnosci 2 mi

o Wytrzgsarka*

* Upewnic¢ sie, ze aparaty i wyposazenie zostaty sprawdzone i skalibrowane zgodnie z wytycznymi producenta.

therascreen EGFR RGQ PCR Kit — Instrukcja obstugi  10/2019 15



Wyposazenie do reakcji PCR

® Aparat Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM z kanatami fluorescencyjnymi dla Cycling Green
i Cycling Yellow (wykrywanie odpowiednio barwnika FAM i barwnika HEX)*t

® Oprogramowanie Rotor-Gene Q w wersji 2.3
Plyta CD z pakietem oznaczen Rotor-Gene Q therascreen EGFR CE Assay Package,
wersja 3.0.5 (nr kat. 9023537)

Uwaga: W celu uzycia oprogramowania z pakietem oznaczen Rotor-Gene Q therascreen

EGFR CE Assay Package wymagana jest wersja 2.3 oprogramowania Rotor-Gene Q.

*

Upewni¢ sig, ze aparaty i wyposazenie zostaty sprawdzone i skalibrowane zgodnie z wytycznymi producenta.

1 Jedli ma to zastosowanie, w niektérych krajach moze by¢ uzywany aparat Rotor-Gene Q 5plex HRM
wyprodukowany w maju 2011 roku lub pézniej. Data produkcji jest zawarta w numerze seryjnym znajdujgcym sig z
tytu aparatu. Numer seryjny ma format ,mmrrnnn”, gdzie ,mm” oznacza miesigc produkcji (cyfry), ,rr” oznacza dwie
ostatnie cyfry roku produkcji, a ,nnn” oznacza unikalny identyfikator aparatu.
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Ostrzezenia i sSrodki ostroznosci

Do diagnostyki in vitro

Podczas pracy ze $rodkami chemicznymi nalezy zawsze nosi¢ odpowiedni fartuch
laboratoryjny, rekawiczki jednorazowe i okulary ochronne. W celu uzyskania dodatkowych
informacji nalezy zapoznac¢ sie z odpowiednimi kartami charakterystyki (Safety Data Sheet,
SDS). S3 one dostepne online w wygodnym i kompaktowym formacie PDF pod adresem
www.qgiagen.com/safety. Na tej stronie mozna wyszukiwaé, wyswietla¢ i drukowa¢ karty

charakterystyki dla wszystkich zestawow i sktadnikow zestawow firmy QIAGEN.

W celu uzyskania informacji dotyczacych bezpieczehstwa obstugi aparatu Rotor-Gene Q

nalezy zapoznac¢ sie z podrecznikiem uzytkownika dostarczonym z aparatem.

Pozostato$ci probek i odczynnikéw nalezy utylizowaé zgodnie z lokalnymi przepisami

dotyczgcymi bezpieczenstwa.

Ogolne srodki ostroznosci
Zawsze nalezy mie¢ na uwadze ponizsze zalecenia.

® Ten test jest przeznaczony do uzytku wytgcznie z probkami FFPE tkanek NDRP.

® Materialy pozytywne (prébki materiatbw i kontrole pozytywne) przechowywac
i przeprowadza¢ ich izolacje oddzielnie od innych odczynnikéw, a takze dodawac je do
mieszaniny reakcyjnej w osobnym miejscu.

® Nalezy zachowa¢ szczegdlng ostroznosé, aby zapobiec zanieczyszczeniu reakcji PCR
syntetycznym materiatem kontrolnym. Zalecane jest uzywanie osobnych pipet do
przygotowania mieszanin reakcyjnych i dodawania matrycy DNA. Przygotowywanie
i rozdzielanie mieszanin reakcyjnych nalezy wykonywa¢ w obszarze oddzielonym od
obszaru, w ktérym dodawana jest matryca. Nie otwiera¢ probéwek aparatu Rotor-Gene Q

therascreen EGFR RGQ PCR Kit — Instrukcja obstugi  10/2019 17


https://www.qiagen.com/us/support/qa-qc-safety-data/safety-data-sheets/?akamai-feo=off

po zakonczeniu reakcji PCR. Nalezy przestrzegaC tego zalecenia, aby zapobiec
zanieczyszczeniu laboratorium produktami powstatymi w wyniku reakcji PCR.

® Wszystkie srodki chemiczne i materiaty biologiczne sg potencjalnie niebezpieczne. Probki
sg potencjalnie zakazne i nalezy je traktowa¢ jako materialy stwarzajgce zagrozenie
biologiczne.

® Odczynniki przeznaczone do stosowania z zestawem therascreen EGFR RGQ PCR Kit
zostaty optymalnie rozcienczone. Nie nalezy dalej rozciericza¢ odczynnikéw, gdyz moze to
doprowadzi¢ do utraty skutecznosci. Nie nalezy stosowac objetosci reakcyjnych
(mieszanina reakcyjna i prébka tacznie) mniejszych niz 25 pl, poniewaz zwigksza to ryzyko
otrzymania wynikéw fatszywie negatywnych.

® Wszystkie odczynniki dostarczone w zestawie therascreen EGFR RGQ PCR Kit sg
przeznaczone wylgcznie do stosowania z odczynnikami z tego samego zestawu
therascreen EGFR RGQ PCR Kit. Nie nalezy zastepowa¢ odczynnikéw zestawu
therascreen EGFR RGQ PCR Kit ani wymienia¢ odczynnikow miedzy zestawami
therascreen EGFR RGQ PCR Kit, gdyz moze to wptyng¢ na skutecznos¢ testu.

® Nalezy uzywac wylgcznie polimerazy DNA Taq (probdwka Taq) dostarczonej w zestawie
therascreen EGFR RGQ PCR Kit. Nie nalezy zastepowac jej polimerazg DNA Taq z innych
zestawow lub polimerazg DNA Taq innego producenta.

® Nie nalezy uzywaé sktadnikdw z przekroczong datg waznosci ani niewtasciwie

przechowywanych.

Uwaga: Zachowac¢ ostroznos$¢, aby zapewni¢ prawidtowe przebadanie prébek, zwracajac
szczegblng uwage na to, by unikng¢ nieprawidlowego umieszczenia prébek, btedéw
podczas fadowania i btedow pipetowania.

Uwaga: Odczynniki zostaty zwalidowane do recznego przygotowywania reakcji. Stosowanie
metody zautomatyzowanej moze doprowadzi¢ do zmniejszenia liczby mozliwych do
wykonania reakcji, poniewaz do wypetnienia ,objetosci martwych” w tych aparatach
wymagana jest dodatkowa ilo$¢ odczynnikow.
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Przechowywanie i sposob postepowania z
odczynnikami

Warunki transportu

Zestaw therascreen EGFR RGQ PCR Kit jest dostarczany na suchym lodzie i musi by¢
zamrozony w momencie odbioru przesytki. Jesli zestaw therascreen EGFR RGQ PCR Kit
nie jest zamrozony w chwili odbioru, opakowanie zewnetrzne zostato otwarte podczas
transportu lub przesytka nie zawiera listy zawartosci opakowania, instrukcji obstugi lub
odczynnikéw, nalezy skontaktowac sie z dziatlem serwisu technicznego firmy QIAGEN lub
lokalnym dystrybutorem (informacje znajdujg sie na tylnej stronie oktadki lub pod adresem

www.qgiagen.com.

Warunki przechowywania

Niezwtocznie po otrzymaniu zestawu therascreen EGFR RGQ PCR Kit nalezy go umiescic¢
w temperaturze od —30 do —15°C w zamrazarce o statej temperaturze i chroni¢ przed
Swiattem. Sondy Scorpions (jak wszystkie czasteczki wyznakowane fluorescencyjnie) nalezy
chronic¢ przed $wiattem, aby unikng¢ fotowybielenia czgsteczek i utraty skutecznos$ci. Zestaw
zachowuje stabilno$¢ do daty waznosci podanej na etykiecie, jesli jest przechowywany

w zalecanych warunkach przechowywania w oryginalnym opakowaniu.

Po otwarciu odczynniki mozna przechowywa¢ w ich oryginalnych opakowaniach
w temperaturze od -30 do —-15°C przez 12 miesiecy lub do podanej daty waznosci,
w zaleznosci od tego, co nastgpi wczesniej. Nalezy unika¢ wielokrotnego zamrazania

i rozmrazania. Zalecane jest maksymalnie osiem cykli zamrazania i rozmrazania.
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Przed uzyciem odczynnikéw nalezy je rozmraza¢ w temperaturze otoczenia (15-25°C)
przez co najmniej 1 godzine, ale nie dtuzej niz przez 4,5 godziny. Gdy odczynniki beda
gotowe do uzycia, mozna rozpoczg¢ przygotowywanie reakcji PCR. Probowki Rotor-Gene
Q, zawierajgce mieszaniny Master Mix i probki DNA, nalezy bezzwtocznie zatadowa¢ do
aparatu Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM. tgczny czas od rozpoczecia przygotowywania

reakcji PCR do rozpoczecia reakcji nie powinien przekroczyé¢:

® 6 godzin, jesli czynnosci te wykonywane sg w temperaturze otoczenia
Uwaga: Czas ten obejmuje przygotowanie reakcji PCR i przechowywanie prébek.
® 18 godzin, jesli czynnosci te wykonywane sg w obnizonej temperaturze (2—-8°C)
Uwaga: Czas ten obejmuje przygotowanie reakcji PCR i przechowywanie prébek.

Uwaga: Sondy Scorpions (jak wszystkie czgsteczki wyznakowane fluorescencyjnie) nalezy
chroni¢ przed swiattem, aby unikng¢ fotowybielenia czgsteczek i zapewni¢ optymalne

dziatanie i skutecznos$¢ zestawu.

Uwaga: Aby w sposdb optymalny wykorzystaé odczynniki zestawu therascreen EGFR RGQ
PCR Kit, nalezy testowac¢ prébki partiami. Testowanie pojedynczych prébek powoduje
zuzycie wigkszej ilosci odczynnikéw i zmniejszenie liczby probek, ktére mogg zostaé
zbadane za pomoca jednego zestawu therascreen EGFR RGQ PCR Kit.

20 therascreen EGFR RGQ PCR Kit — Instrukcja obstugi  10/2019



Przechowywanie i sposob postepowania z
probkami

Uwaga: Wszystkie probki nalezy traktowac jako materiat potencjalnie zakazny.

Materiatem probki musi by¢ ludzkie genomowe DNA wyizolowane z tkanki FFPE. W celu
zapewnienia odpowiedniej jakosci probek nalezy je transportowac zgodnie ze standardowymi

metodami stosowanymi w patologii.

Prébki nowotworu nie sg jednorodne, a dane uzyskane dla jednej probki nowotworu moga
nie odpowiada¢ danym uzyskanym dla innych skrawkéw tego samego nowotworu. Prébki
nowotworu mogg zawiera¢ rowniez tkanke nienowotworowg. Mutacje wykrywane przez
zestaw therascreen EGFR RGQ PCR Kit nie powinny by¢ obecne w DNA wyizolowanym

z tkanek nienowotworowych.
W celu przygotowania probek tkankowych do izolacji DNA:

® Stosujac standardowe materiaty i metody, utrwali¢ prébke tkankowa w 10-procentowym
roztworze obojetnej zbuforowanej formaliny (Neutral Buffered Formalin, NBF), a nastepnie
zatopi¢ probke tkankowa w parafinie. Uzywajac mikrotomu, wycig¢ z bloku parafinowego
seryjne skrawki o grubosci 5 um i przeniesc¢ je na szklane szkietka.

® Poprosi¢ przeszkolong osobe (np. patologa) o ocene skrawka wybarwionego
hematoksyling i eozyng (H&E) pod katem obecnosci tkanki nowotworowej.

® Do izolacji DNA nie nalezy uzywac wybarwionych skrawkoéw.

® Wszystkie bloczki FFPE i szkietka nalezy przechowywaé w temperaturze pokojowej
(15-25°C). Szkietka mozna przechowywac¢ w temperaturze otoczenia przez maksymalnie

1 miesigc przed izolacjg DNA.
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Procedura

Izolacja i przygotowanie DNA

Parametry skuteczno$ci tego zestawu wyznaczono przy uzyciu DNA wyizolowanego za
pomocg zestawu QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit (nr kat. 60404). Zestawu tego nalezy
uzywa¢ do przygotowania DNA (o ile jest on dostepny w danym kraju). W przypadku
korzystania z odpowiednika zestawu QIAamp DNA FFPE Tissue Kit (nr kat. 56404) izolacje
DNA nalezy wykonywa¢ zgodnie z instrukcjami zawartymi w instrukcji obstugi tego zestawu,

uwzgledniajgc nastepujgce kwestie:

® Nie nalezy uzywac roztworu do odparafinowania Deparaffinization Solution firmy QIAGEN.
W celu odparafinowania nalezy stosowa¢ wytgcznie metode z wykorzystaniem
ksylenu/etanolu opisang w dokumencie QIAamp DNA FFPE Tissue Kit — Instrukcja
obstugi.

® Na wszystkich etapach, do wykonania ktérych wymagane jest uzycie etanolu, nalezy
uzywac etanolu o klasie czystosci odpowiedniej dla biologii molekularnej*.

® Zeskroba¢ caly obszar tkanki z dwoch skrawkow do oznaczonej probdwki
mikrowirowkowej, uzywajgc nowego skalpela dla kazdej probki.

® Trawienie proteinazg K (krok 11 w dokumencie Q/Aamp DNA FFPE Tissue Kit— Instrukcja
obstugi) nalezy wykonywa¢ w temperaturze 56°C +3°C przez 1 godzine +5 minut.

® Trawienie proteinazg K (krok 12 w dokumencie Q/Aamp DNA FFPE Tissue Kit— Instrukcja
obstugi) nalezy wykonywa¢ w temperaturze 90°C +3°C przez 1 godzine +5 minut.

® Nie wykonywac kroku dotyczgcego RNazy opisanego w dokumencie QlAamp DNA FFPE
Tissue Kit — Instrukcja obstugi.

® Probki nalezy eluowac¢ w 120 pl buforu do elucji (ATE) z zestawu QlAamp DNA FFPE
Tissue Kit (krok 20 w dokumencie Q/IAamp DNA FFPE Tissue Kit — Instrukcja obstugi).

* Nie uzywac alkoholu denaturowanego, ktéry zawiera inne substancje, takie jak metanol lub keton metylowo-etylowy.
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® Przed uzyciem genomowego DNA mozna je przechowywac¢ w temperaturze 2—8°C przez

1 tydzien po izolacji lub w temperaturze od —30 do —15°C przez maksymalnie 8 tygodni.

Uwaga: Wszystkie oznaczenia zawarte w zestawie therascreen EGFR RGQ PCR Kit
generujg kroétkie produkty PCR. Zestaw therascreen EGFR RGQ PCR Kit nie zadziata

na silnie pofragmentowanym DNA.

Protokot: Ocena prébek

Ten protokot stuzy do oceny catkowitej ilosci amplifikowanego DNA w prébkach przy uzyciu
szablonu ,therascreen EGFR CE Control Run Locked Template” z pakietu oznaczen Rotor-
Gene Q therascreen EGFR CE Assay Package przeznaczonego do zautomatyzowane;j

oceny prébek.

Uwaga: W celu recznej oceny DNA w prébkach nalezy zapoznac sie z czgscig Zatacznik A:
therascreen EGFR RGQ PCR Kit — Protokét reczny.

Wazne informacje przed rozpoczeciem

Przed rozpoczeciem procedury nalezy przeczyta¢ czes¢ Ogolne srodki ostroznosci.

® Przed rozpoczeciem protokotu zapoznac sie z obstugg aparatu Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRM. Patrz instrukcja obstugi aparatu.

® Nie wytrzgsaé polimerazy Taq ani zadnej mieszaniny zawierajgcej polimeraze Taq, gdyz
moze to doprowadzi¢ do inaktywacji enzymu.

e Odmierzy¢ polimeraze Taq za pomoca pipety, umieszczajgc koncéwke pipety tuz pod
powierzchnig cieczy, aby unikng¢ pokrycia zewnetrznej powierzchni koncéwki nadmiarem
enzymu.

® Przy uzyciu dostepnej kontrolnej mieszaniny reakcyjnej mozna oceni¢ maksymalnie
24 prébki.
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Czynnosci do wykonania przed rozpoczeciem

® Przed pierwszym uzyciem aparatu Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM nalezy upewni¢ sie, ze
zainstalowane jest oprogramowanie z pakietem oznaczen therascreen EGFR CE Assay
Package (patrz Zatagcznik B: Instalacja pakietu oznaczen therascreen EGFR CE Assay
Package).

® Przed kazdym uzyciem wszystkie odczynniki nalezy catkowicie rozmrozi¢, pozostawiajgc
je w temperaturze pokojowej (15-25°C) na co najmniej 1 godzine (nie dituzej niz na
4,5 godziny), wymiesza¢, odwracajgc kazdg proboéwke 10 razy, a nastepnie krétko
odwirowagé, aby zebra¢ zawarto$¢ probéwki na dnie.

o Wymieszac¢ probki, odwracajac kazdg probéwke 10 razy, a nastepnie krotko odwirowac,
aby zebra¢ zawartos$¢ probowki na dnie.

® Przed kazdym uzyciem polimerazy Taq nalezy upewni¢ sig, ze ma ona temperature

pokojowg (15-25°C). Krétko odwirowac probéwke, aby zebra¢ enzym na dnie probowki.

Procedura

1. Rozmrozi¢ kontrolng mieszanine reakcyjng (CTRL), wode wolng od nukleaz do
stosowania jako kontrole bez matrycy (NTC) i kontrole pozytywng EGFR (PC),
pozostawiajgc je w temperaturze pokojowej (15-25°C) na co najmniej 1 godzing i co
najwyzej 4,5 godziny.

Okresy rozmrazania odczynnikdw, przygotowywania reakcji PCR i temperatury

przechowywania przed rozpoczeciem reakcji PCR zawiera Tabela 2.

Tabela 2. Okresy rozmrazania, przygotowywania reakcji PCR i temperatury przechowywania

Minimalny okres Maksymalny Temperatura przechowywania po Maksymalny okres

rozmrazania okres rozmrazania przygotowaniu reakcji PCR przygotowywania reakcji
PCR i przechowywania

1 godz. 4,5 godz. Temperatura otoczenia (15-25°C) 6 godz.

1 godz. 4,5 godz. 2-8°C 18 godz.

Uwaga: Reakcje PCR nalezy przygotowywa¢ w temperaturze otoczenia (15-25°C).
Termin ,przechowywanie” odnosi sie do okresu od ukonczenia przygotowywania reakcji
PCR do rozpoczecia reakcji PCR w aparacie Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM.
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Uwaga: Polimeraze Taq nalezy doprowadzi¢ do temperatury otoczenia (15-25°C) w tym
samym czasie, co pozostate odczynniki (patrz cze$¢ Przechowywanie i sposob
postepowania z odczynnikami). Krétko odwirowac probowke, aby zebraé enzym na dnie
probéwki.

2. Po rozmrozeniu odczynnikow wymieszac je, odwracajac kazdg probowke 10 razy, aby
unikng¢ lokalnego gromadzenia sie soli, a nastepnie krétko odwirowaé, aby zebrac

zawartos¢ proboéwki na dnie.

3. Przygotowac wystarczajgca objetos¢ mieszaniny Master Mix do oznaczenia kontrolnego
(kontrolna mieszanina reakcyjna [CTRL] i polimeraza Taq) dla prébek DNA, jedng
reakcje kontroli pozytywnej PC EGFR i jedng reakcje kontroli bez matrycy NTC, zgodnie
z objetosciami, ktore zawiera Tabela 3. Aby zapewni¢ wystarczajgcg nadwyzke objetosci
do przygotowania reakcji PCR, nalezy dodac ilos¢ odczynnikéw odpowiadajaca jednej
dodatkowej prébce.

Uwaga: Mieszanina Master Mix zawiera wszystkie sktadniki wymagane do reakcji PCR

oprocz probki.

Tabela 3. Przygotowanie mieszaniny Master Mix do oznaczenia kontrolnego

Sktadnik Objetos¢
Kontrolna mieszanina reakcyjna (CTRL) 19,5 ulx (n+ 1)*
Polimeraza DNA Taq (Taq) 0,5pulx(n+1)
Catkowita objetosé 20 pl/reakcje

n = liczba reakgji (probki i kontrole). Aby zapewni¢ wystarczajgca nadwyzke objetosci do przygotowania reakcji PCR,
nalezy przygotowac objeto$¢ mieszaniny Master Mix uwzgledniajac jedna, dodatkowa probke (n + 1). Wartos¢ ,n”
nie powinna by¢ wigksza od liczby 26 (24 prébki i 2 kontrole).

Uwaga: Podczas przygotowywania mieszaniny Master Mix do odpowiedniej probowki
nalezy najpierw doda¢ odpowiednig objetos¢ kontrolnej mieszaniny reakcyjnej, a dopiero
potem polimeraze Tagq.

4. Dokfadnie wymiesza¢ mieszanine Master Mix, pipetujgc w gore i w dét 10 razy. Umiescié
odpowiednig liczbe proboéwek w paskach w bloku tadowania zgodnie z uktadem, ktory
przedstawia Tabela 4. Niezwtocznie doda¢ po 20 pl mieszaniny Master Mix do kazdej
probéwki PCR w pasku.

therascreen EGFR RGQ PCR Kit — Instrukcja obstugi  10/2019 25



Zatyczki nalezy przechowywaé w plastikowym pojemniku do momentu, gdy bedag

potrzebne. W celu oceny DNA w probce mieszanine Master Mix oznaczenia kontrolnego

nalezy doda¢ do jednej probéwki PC, jednej probowki NTC oraz jednej probowki dla

kazdej prébki.

Tabela 4. Uktad oznaczen wykonywanych w celu oceny DNA w prébkach w bloku tadowania.

pozycje w bloku tadowania i wskazujg koricowg pozycije rotora.

Liczby oznaczajg

Oznaczenie Pozycja

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

5. Niezwtocznie dodac 5 pl wody do stosowania jako NTC do probdwki znajdujgcej sie na

pozycji 2, a nastepnie zamkng¢ probowke.

6. Dodac¢ po 5 pl probki do probéwek na probki (probéwki na pozycjach 3—26), a

nastepnie zamkna¢ probowki.

7. Doda¢ po 5 pl kontroli pozytywnej PC EGFR do probéwki znajdujgcej sie na pozycji 1,

a nastepnie zamknac¢ probowke.

Nalezy zachowac ostroznos¢, aby unikng¢ btedu fadowania lub btedu pipetowania

i dodac¢ kontrole NTC, prébki i kontrole pozytywng PC do odpowiednich probowek.

Oznaczy¢ wieczka probdwek w taki sposéb, aby mozna byto okresli¢ kierunek

tadowania ich do aparatu Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM.

8. Po zamknieciu wszystkich probéwek PCR wzrokowo sprawdzi¢ poziom ptynu we

wszystkich probéwkach z probkami, aby upewni¢ sie, ze dodano probke do kazdej

Z nich.
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9. Odwrdci¢ wszystkie probowki PCR cztery razy, aby wymieszac probki z mieszaninami
reakcyjnymi.
10. Umiesci¢ wszystkie probowki PCR w paskach na odpowiednich pozycjach 72-dotkowego

rotora zgodnie z uktadem, ktéry zawiera Tabela 4.

Jesli w rotorze pozostang puste miejsca, nalezy wtozy¢ do nich puste, zamkniete
probowki.

11. Niezwtocznie umiescic¢ rotor 72-dotkowy w aparacie Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM.
Upewni¢ sie, ze pierscien blokujgcy (akcesorium aparatu Rotor-Gene Q MDx 5plex

HRM) jest umieszczony na gorze rotora, aby zabezpiecza¢ probéwki podczas reakcji.

Uwaga: W przypadku recznej oceny DNA w probkach nalezy zapoznaé sie z czescig
Zatgcznik A: therascreen EGFR RGQ PCR Kit — Protokéf reczny.

12. Klikng¢é dwukrotnie ikone szablonu ,therascreen EGFR CE Control Run Locked
Template” na pulpicie komputera podtgczonego do aparatu Rotor-Gene Q MDx, aby
uruchomi¢ oprogramowanie Rotor-Gene Q (Ryc. 1).

) @
®

F }

therascrean EGFR CE
Contral Run Locked
Template

Ryc. 1. Ikona szablonu EGFR CE Locked Template przeznaczonego dla reakcji kontrolnej (ocena probki).

13. Domyslnie zostanie otwarta karta ,Setup” (Konfiguracja) (Ryc. 2). Upewni¢ sie, ze
pierscien blokujacy jest prawidtowo zamocowany, i zaznaczy¢ pole wyboru Locking
Ring Attached (Pierscien blokujgcy zamocowany). Zamknag¢ pokrywe aparatu
Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM.
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Ryc. 2. Karta ,,Setup” (Konfiguracja) (1) i pole ,,Locking Ring Attached” (Pierscien blokujacy zamocowany) (2).

14. Wprowadzi¢ identyfikator reakcji w polu Run ID (ld. reakcji) zgodnie z lokalng konwencjg
nadawania nazw. Wprowadzi¢ nazwe prébki w polu Sample Name (Nazwa probki)
zgodnie z lokalng konwencjg nadawania nazw, a nastepnie klikng¢ klawisz Return
(Enter).

Nazwa probki zostanie dodana do ponizszej listy, a probce zostanie przypisany
identyfikator ,Sample ID” (Id. probki) (1, 2, 3 itd.). Nazwa prébki pojawi sie réwniez na
panelu ,Layout of the pipetting adapter” (Uklad adaptera do pipetowania) po prawej
stronie ekranu (Ryc. 3).

Uwaga: Mozna réwniez zaimportowac¢ nazwy probek zapisane w pliku w formacie *.smp
(plik prébek oprogramowania Rotor-Gene Q) lub w formacie *.csv (wartosci rozdzielane
przecinkami), korzystajgc z funkcji Import Samples (Importuj prébki). Przy uzyciu tej
metody nazwy probek zostang automatycznie uzupetnione.
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Uwaga: Na panelu ,Layout of the pipetting adapter” (Uktad adaptera do pipetowania)
sprawdzi¢, czy dodana nazwa prébki jest podswietlona innym kolorem oraz czy nazwa
probki znajduje sie na pozyciji prébki (Ryc. 3).

Uwaga: Jesli nazwa probki ma wiecej niz 8 znakéw, moze nie by¢ wyswietlana w catosci
na panelu ,Layout of the pipetting adapter” (Uktad adaptera do pipetowania).

s Software VIRTUAL MODE - therascreen EGFR Contol Run Locked Templte 2014-19-131) - [EGPR Analys] B
s
o T Bnres T =
[ —— Conpin o it ssegnirenn
Hotws
Kit Name: herescioen EGFRCE Rolor [, g gt
RGQ PCA Ki u
Template Version: 304
| kel
3 Sencie Hae
s 0| Sangh Hats
T Sangiet Proicn
= e
Corked
4 =
when b s havm e corfinee chct St Fun o begntbeon [ _StatFun_|
L I I ko [ o & | ]

Ryc. 3. Wprowadzanie identyfikatora ,Run ID” (ld. reakcji) i nazwy ,Sample Name” (Nazwa proébki).
1 = pole ,Run ID” (Id. reakcji); 2 = panel ,mport Samples” (Importuj prébki); 3 = pole ,Sample Name” (Nazwa probki);
4 =lista ,Sample List” (Lista probek); 5 = panel ,Layout of the pipetting adapter” (Uktad adaptera do pipetowania).

15. Powtdrzy¢ krok 14, aby wprowadzi¢ nazwy wszystkich pozostatych probek (Ryc. 4).
Uwaga: Aby edytowaé nazwe probki, nalezy klikngé zgdang nazwe Sample Name
(Nazwa probki) na liscie prébek, a wybrana probka pojawi sie w polu Sample Name
(Nazwa prébki) powyzej. Edytowaé nazwe probki zgodnie z lokalng konwencjg nadawania
nazw, a nastepnie nacisngc¢ klawisz Return (Enter), aby zaktualizowa¢ nazwe.
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Ryc. 4. Wprowadzanie nazw pozostatych prébek w polu ,,Sample Name” (Nazwa prébki). 1 = pole ,Sample
Name” (Nazwa probki); 2 = lista ,Sample List” (Lista prébek); 3 = panel ,Layout of the pipetting adapter” (Uktad
adaptera do pipetowania).

16. Po wprowadzeniu nazw wszystkich probek nalezy upewni¢ sie, ze sg one prawidiowe.
W razie potrzeby wprowadzi¢ dodatkowe informacje w polu Notes (Uwagi), a nastepnie
klikng¢ opcje Start Run (Rozpocznij reakcje) (Ryc. 5).

Uwaga: Jesli w rotorze znajdujg sie puste pozycje, zostanie wyswietlony komunikat
+~Warning” (Ostrzezenie) (Ryc. 5) przypominajacy uzytkownikowi, ze we wszystkich
nieuzywanych pozycjach na rotorze nalezy umieéci¢ puste, zamkniete probdéwki.
Upewni¢ sie, ze we wszystkich nieuzywanych pozycjach na rotorze umieszczono puste,
zamkniete probowki, a nastepnie klikng¢ przycisk OK, aby kontynuowaé. Zostanie

otwarte okno ,Save As” (Zapisz jako).
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Ryc. 5. Pole ,,Notes” (Uwagi) (1), przycisk ,,Start Run” (Rozpocznij reakcje) (2) i komunikat ,,Warning”
(Ostrzezenie) dotyczacy nieuzywanych pozycji na rotorze (3).

17. Wybra¢ odpowiednig nazwe pliku i zapisac¢ reakcje PCR jako plik reakcji w formacie *.rex

w wybranej lokalizacji. Klikng¢ przycisk Save (Zapisz) (Ryc. 6).

1 Save As =32
@kalﬁ » Computer » B er o]
Organize « EE - (7]
T Favorites 4 Hard Disk Drives (1)
Windows7 (C:)
L Libraries 5
145 GB free of 232 GB
1% Cornputer > Devices with Removable Storage (8) .l
. > Network Location (11)
€ Network
——————————
[ZICY.EL =l therascreen EGFR CE - 2
Save as type: [Run File (*.rex) =
3 —r— T A

Ryc. 6. Okno ,,Save As” (Zapisz jako) (1). 2 = pola ,File Name” (Nazwa pliku) i ,Save as type” (Zapisz jako typ);
3 = przycisk ,Save” (Zapisz).
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Rozpocznie sie reakcja PCR.

Uwaga: Po rozpoczeciu reakcji zostanie otwarta karta ,Run Progress” (Postep reakc;ji),
na ktérej bedzie wyswietlany wykres temperatury oraz pozostaty czas reakcji (Ryc. 7).

1

Aralysa-Only Rator-Gene  Seies Softmare VIRTUAL MODE - DH#134 VERI02 408 005 RO _13AUGLL 079 1ZP - [EGFR Analysis] fe @ e
Ele_tp o

Son | | flun Progress | | [

Trerun hos completed

Temperature Trace - Temp () vs Time (min)

Fls o @ Se Suws 231 heracror 7 Nkl VIRTUSL MODE | Coaerd User. GLOBAL v oo, 5 Al I Opmia]

Ryc. 7. Karta ,,Run Progress” (Postep reakcji) (1).

Uwaga: Po ukonczeniu reakcji zostanie otwarta karta ,Analysis” (Analiza). Jesli karta
»+Analysis” (Analiza) nie otworzy si¢ samoistnie, nalezy klikng¢ karte ,Analysis” (Analiza)
(Ryc. 8).

Uwaga: Metode obliczeniowg objasniono w czesci ,Interpretacja wynikéw (w sposéb

zautomatyzowany)”.
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Ryc. 8. Karta ,,Analysis” (Analiza) (1) i zgtoszone wyniki (2 = ,,Sample QC Result Table” (Tabela wynikéw QC prébek)).

Ponizej opisano sposéb prezentacji wynikow w tabeli ,Sample QC Result Table” (Tabela
wynikéw QC probek) (Ryc. 8).

Kontrole reakcji (PC i NTC, probowki na pozycjach odpowiednio 1 i 2). Jesli wyniki
mieszczg sie w akceptowalnym zakresie, dla kazdej probowki wyswietlany jest wynik
,Valid” (Wazny). W przeciwnym razie wyswietlany jest wynik ,Invalid” (Niewazny).
Wartos¢ Cr dla reakcji kontrolnej prébki >31,10 jest wyswietlana jako wynik ,Invalid”
(Niewazny). Niewystarczajgca ilos¢ DNA do analizy mutacji. Nalezy ponownie przetestowac
prébke. Jesdli wynik ponownie wskazuje na niewystarczajgcg ilos¢ DNA, nalezy
przeprowadzi¢ izolacje na wiekszej probce tkanki nowotworowej (jesli jest ona dostepna).
Wartos¢ Cr dla reakcji kontrolnej probki <23,70 jest wyswietlana jako wynik ,Invalid”
(Niewazny). Zbyt duze stezenie DNA do analizy mutacji. Rozcienczy¢ prébke wodg
Nuclease-Free Water for Dilution (Woda wolna od nukleaz do rozcienczen) (Dil.)
i przetestowac ponownie. Rozcienczy¢ probke w taki sposob, aby otrzymaé wartos¢ Cr
w zakresie 23,70-31,10. Rozcienczenie probki w stosunku 1:1 zwieksza wartos¢ Cr
o okoto 1,0.
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Wartos¢ Cr dla reakcji kontrolnej probki w zakresie 23,70-31,10 (23,70< wartos¢ Cr
kontroli £31,10) jest wySwietlana jako wynik ,Valid” (Wazny). Odpowiednie stezenie DNA

do analizy mutacji.

Uwaga: Jesli wymagane jest wykonanie ponownej izolacji lub rozciehczenie probki,

nalezy powtérzy¢ reakcje kontrolng, aby upewnic sig, ze stezenie DNA w prdbce jest

odpowiednie do analizy.

18. Klikna¢ opcje Report (Raportuj), aby utworzy¢ plik raportu. Zostanie otwarte okno

.Report Browser” (Przegladarka raportow). Wybra¢ opcje EGFR CE Analysis Report

(Raport z analizy EGFR CE) pod obszarem ,Templates” (Szablony), a nastepnie klikng¢

opcje Show (Pokaz) (Ryc. 9).

Uwaga: Aby zapisac raporty w innej lokalizacji w formacie Web Archives, nalezy klikng¢

opcje Save As (Zapisz jako) w lewym goérnym rogu kazdego raportu.

% Analysis-Only Rotor-Gene Q Series Software VIRTUAL MODE - DHFI34_VEPO12_A03.004_R00_0BAG12.083_EPD - [EGFR Analysis] =

% File Help
S )i FunPoges “praeis
i ==

MAN1000197 i
MAN-10.00200 Ext16_C_ Min_038UG12_MSP

FiotorGene 0 Seies Software 231 VIRTUAL MODE | R Anayst, AG Operator)

4

N

Ryc. 9. Wybér raportu ,,EGFR CE Analysis Report” (Raport z analizy EGFR CE). 1 = opcja ,Report” (Raportuj);
2 = okno ,Report Browser” (Przegladarka raportéw); 3 = wyboér raportu ,EGFR Analysis Report” (Raport z analizy

EGFR CE); 4 = opcja ,Show” (Pokaz).
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Protokét: Wykrywanie mutacji genu EGFR

Ten protokdt jest przeznaczony do wykrywania mutacji genu EGFR. Po pomysinej ocenie

DNA prébki mozna przetestowa¢ probke przy uzyciu oznaczen mutacji, korzystajgc ze

zautomatyzowanego oprogramowania.

Uwaga: W celu recznego wykrywania mutacji nalezy zapoznac sie z cze$cig Zatacznik A:
therascreen EGFR RGQ PCR Kit — Protokot reczny.

Wazne informacje przed rozpoczeciem

Przed rozpoczeciem procedury nalezy przeczyta¢ czes¢ Ogdlne srodki ostroznosci.

Przed rozpoczeciem protokotu zapoznac sie z obstugg aparatu Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRM. Patrz instrukcja obstugi aparatu.

Po pomysinej ocenie DNA prébki probke mozna przetestowaé przy uzyciu oznaczen
mutacji EGFR.

W celu wydajnego wykorzystania zestawu therascreen EGFR RGQ PCR Kit probki nalezy
pogrupowac w partiach po siedem. Testowanie mniejszych partii spowoduje zmniejszenie
liczby prébek, ktdére mozna przebada¢ za pomocg jednego zestawu therascreen EGFR
RGQ PCR Kit.

Prébke nalezy przetestowaé za pomocg wszystkich mieszanin reakcyjnych dostarczonych
w zestawie therascreen EGFR RGQ PCR Kit.

Nie wytrzgsa¢ polimerazy Taq ani zadnej mieszaniny zawierajgcej polimeraze Taq, gdyz
moze to doprowadzi¢ do inaktywacji enzymu.

Odmierzy¢ polimeraze Taq za pomocg pipety, ostroznie umieszczajgc koncowke pipety tuz
pod powierzchnig cieczy, aby unikng¢ pokrycia zewnetrznej powierzchni koncowki

nadmiarem enzymu.
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Czynnosci do wykonania przed rozpoczeciem

® Przed pierwszym uzyciem aparatu Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM nalezy upewni¢ sie, ze
zainstalowane jest oprogramowanie z pakietem oznaczen therascreen EGFR CE Assay
Package (patrz Zatgcznik B: Instalacja pakietu oznaczen therascreen EGFR CE Assay
Package).

® Przed kazdym uzyciem wszystkie odczynniki nalezy catkowicie rozmrozi¢, pozostawiajgc
je w temperaturze otoczenia (15-25°C) na co najmniej 1 godzine (nie diuzej niz na
4,5 godziny), wymiesza¢, odwracajgc kazdg proboéwke 10 razy, a nastepnie krétko
odwirowagé, aby zebra¢ zawarto$¢ probéwki na dnie.

o Wymieszac¢ probki, odwracajac kazdg probéwke 10 razy, a nastepnie krotko odwirowac,
aby zebra¢ zawartos$¢ probowki na dnie.

® Przed kazdym uzyciem polimerazy Taq nalezy upewni¢ sig, ze ma ona temperature
otoczenia (15-25°C). Krétko odwirowac¢ probowke, aby zebraé enzym na dnie probdwki.

Procedura

1. Rozmrozi¢ wszystkie mieszaniny reakcyjne w probéwkach, wode wolng od nukleaz do
stosowania jako NTC i kontrole pozytywng (PC) EGFR, pozostawiajac je w temperaturze
otoczenia (15-25°C) na co najmniej 1 godzing i co najwyzej 4,5 godziny.

Okresy rozmrazania odczynnikow, przygotowywania reakcji PCR i temperatury

przechowywania przed rozpoczeciem reakcji PCR zawiera Tabela 5.

Tabela 5. Okresy rozmrazania, przygotowywania reakcji PCR i temperatury przechowywania

Minimalny okres Maksymalny Temperatura przechowywania po Maksymalny okres

rozmrazania okres rozmrazania przygotowaniu reakcji PCR przygotowywania reakcji
PCR i przechowywania

1 godz. 4,5 godz. Temperatura otoczenia (15-25°C) 6 godz.

1 godz. 4,5 godz. 2-8°C 18 godz.

Uwaga: Reakcje PCR nalezy przygotowywa¢ w temperaturze otoczenia (15-25°C).
Przechowywanie odnosi sie do okresu od ukorczenia przygotowywania reakcji PCR do

rozpoczecia reakcji PCR w aparacie Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM.
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Uwaga: Polimeraze Taq (probéwka Taq) nalezy doprowadzi¢ do temperatury otoczenia
(15-25°C) w tym samym czasie, co pozostate odczynniki (patrz cze$¢ Przechowywanie
i sposob postepowania z odczynnikami). Krotko odwirowaé probowke, aby zebra¢ enzym
na dnie probdowki.

. Po rozmrozeniu odczynnikéw wymieszac¢ je, odwracajac kazdg probdéwke 10 razy, aby
unikng¢ lokalnego gromadzenia sie soli, a nastepnie krétko odwirowaé, aby zebrac
zawartos¢ proboéwki na dnie.

3. Przygotowac¢ wystarczajgcg objetos¢ mieszanin Master Mix do oznaczen (mieszanina

reakcyjna do oznaczenia i polimeraza Taq) dla probek DNA, jedng reakcje kontroli
pozytywnej PC EGFR i jedng reakcje kontroli bez matrycy NTC, zgodnie z objetosciami,
ktéore zawiera Tabela 6. Aby zapewni¢ wystarczajgcg nadwyzke objetosci do
przygotowania reakcji PCR, nalezy doda¢ ilos¢ odczynnikéw odpowiadajacg jednej
dodatkowej prébce.

Mieszaniny Master Mix zawierajg wszystkie skfadniki wymagane do reakcji PCR oprocz
prébki.

Tabela 6. Przygotowanie mieszanin Master Mix do oznaczen

Probéwka z

mieszaning Objetos¢ mieszaniny Objetos¢ polimerazy DNA Taq
Oznaczenie reakcyjna reakcyjnej (probéwka Taq)
Kontrola CTRL 19,5 pl x (n+1)* 0,5 pl x (n+1)*
T790M T790M 19,5 pl x (n+1) 0,5 pl x (n+1)
Delecje Del 19,5 pl x (n+1) 0,5 pl x (n+1)
L858R L858R 19,5 ul x (n+1) 0,5 ul x (n+1)
L861Q L861Q 19,5 pl x (n+1) 0,5 pl x (n+1)
G719X G719X 19,5 pl x (n+1) 0,5 pl x (n+1)
S768l S768l 19,5 pl x (n+1) 0,5 pl x (n+1)
Insercje Ins 19,5 pl x (n+1) 0,5 pl x (n+1)

*

n = liczba reakgji (probki i kontrole). Aby zapewni¢ wystarczajacg nadwyzke objetosci do przygotowania reakcji PCR,
nalezy przygotowac objetos¢ mieszaniny Master Mix uwzgledniajgc jedng, dodatkowa probke (n + 1). Warto$¢ n nie
powinna by¢ wieksza od liczby siedem (plus kontrole), gdyz w jednej reakcji mozna testowaé maksymalnie siedem
probek.
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4. Doktadnie wymiesza¢ mieszaniny Master Mix do oznaczen, pipetujac w gére i w dot

10 razy. Umiesci¢ odpowiednig liczbe probéwek w paskach w bloku tadowania zgodnie
z uktadem, ktory przedstawia Tabela 7. Niezwtocznie doda¢ po 20 pl odpowiedniej

mieszaniny Master Mix do oznaczenia do kazdej probéwki PCR w pasku.

Zatyczki nalezy przechowywac w plastikowym pojemniku do momentu, gdy bedg potrzebne.

Tabela 7. Uktad oznaczen kontrolnych i oznaczen mutacji w bloku tadowania. Liczby oznaczajg pozycje w bloku
fadowania i wskazujg koncowg pozycje rotora.

Pozycja
Kontrole Numer proébki

Oznaczenie PC NTC 1 2 3 4 5 6 7
Kontrola 1 9 17 25 33 41 49 57 65
T790M 2 10 18 26 34 42 50 58 66
Delecje 3 11 19 27 35 43 51 59 67
L858R 4 12 20 28 36 44 52 60 68
L861Q 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
Insercje 8 16 24 32 40 48 56 64 72
5. Niezwtocznie dodac 5 pl wody do stosowania jako NTC do probdwek znajdujgcych sig

na pozycjach 9-16, a nastepnie zamknagé¢ probowki.

. Doda¢ po 5 pl kazdej prébki do probéwek na prébki (probowki na pozycjach 17-24, 25-32,

3340, 41-48, 49-56, 57-64 i 65-72), a nastepnie zamkng¢ probowki.

. Dodaé¢ po 5 pl kontroli pozytywnej PC EGFR do probdéwek znajdujgcych sie na pozycjach

1-8, a nastepnie zamknaé probdwki.

Nalezy zachowac ostroznosé, aby unikng¢ btedu tadowania lub btedu pipetowania
i doda¢ kontrole NTC, probki i kontrole pozytywng PC EGFR do odpowiednich probowek.
Kazda probowka powinna zawiera¢ tgczng objetosé reakcyjng rowng 25 pl (20 pl
mieszaniny Master Mix do oznaczenia przygotowanej w kroku 3 (Tabela 6) i 5 pl kontroli
NTC/prébki/kontroli PC). Liczby oznaczajg pozycje w bloku tadowania i wskazujg

koncowg pozycje rotora.

38
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10.

11.

12.

Oznaczyc¢ wieczka probowek w taki sposob, aby mozna byto okresli¢ kierunek tadowania
ich do aparatu Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM.

. Po zamknieciu wszystkich probowek PCR wzrokowo sprawdzi¢ poziom pltynu we

wszystkich probéwkach z prébkami, aby upewni¢ sie, ze dodano probke do kazdej z nich.

. Odwroci¢ wszystkie proboéwki PCR 4 razy, aby wymiesza¢ probki z mieszaninami

reakcyjnymi.

Umiesci¢ wszystkie probéwki PCR w paskach na odpowiednich pozycjach 72-dotkowego
rotora zgodnie z uktadem, ktéry zawiera Tabela 7.

W kazdej reakcji PCR mozna przetestowa¢ maksymalnie 7 probek. Jesli w rotorze
pozostang puste miejsca, nalezy wtozy¢ do nich puste, zamkniete probowki.

Niezwtocznie umiesci¢ rotor 72-dotkowy w aparacie Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM.
Upewni¢ sie, ze pierscien blokujgcy (akcesorium aparatu Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRM) jest umieszczony na gorze rotora, aby zabezpieczaé probdwki podczas reakcji.

Uwaga: W przypadku recznego wykrywania mutacji genu EGFR nalezy zapoznac sie
z zatgcznikiem A: therascreen EGFR RGQ PCR Kit — Protokét reczny.

Klikng¢ dwukrotnie ikone szablonu ,therascreen EGFR CE Locked Template” na pulpicie
komputera podtgczonego do aparatu Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM, aby uruchomic

oprogramowanie Rotor-Gene Q (Ryc. 10).

therascreen EGFR CE
Locked Template

Ryc. 10. Ikona szablonu EGFR CE Locked Template (wykrywanie mutacji EGFR).

13.

Domyslnie zostanie otwarta karta ,Setup” (Konfiguracja) (Ryc. 11). Upewni¢ sie ze
pierscien blokujacy jest prawidtowo zamocowany i zaznaczy¢ pole wyboru Locking Ring
Attached (Pierscien blokujgcy zamocowany). Zamkng¢ pokrywe aparatu Rotor-Gene Q
MDx 5 plex HRM.
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Ryc. 11. Karta ,,Setup” (Konfiguracja) (1) i pole ,,Locking Ring Attached” (Pierscien blokujacy zamocowany) (2).

14. Wprowadzi¢ identyfikator reakcji w polu Run ID (ld. reakcji) zgodnie z lokalng konwencjg
nadawania nazw. Wprowadzi¢ nazwe prébki w polu Sample Name (Nazwa probki)
zgodnie z lokalng konwencjg nadawania nazw, a nastepnie klikng¢ klawisz Return
(Enter).

Nazwa probki zostanie dodana do ponizszej listy, a probce zostanie przypisany
identyfikator ,Sample ID” (Id. probki) (1, 2, 3 itd.). Nazwa prébki pojawi sie réwniez na
panelu ,Layout of the pipetting adapter” (Uklad adaptera do pipetowania) po prawe;j
stronie ekranu (Ryc. 12).

Uwaga: Mozna réwniez zaimportowac nazwy probek zapisane w pliku w formacie *.smp
(plik prébek oprogramowania Rotor-Gene Q) lub w formacie *.csv (wartosci rozdzielane
przecinkami), korzystajgc z przycisku Import Samples (Importuj prébki). Przy uzyciu tej

metody nazwy probek zostang automatycznie uzupetnione.
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Uwaga: Na panelu ,Layout of the pipetting adapter’ (Uktad adaptera do pipetowania)
sprawdzi¢, czy dodana nazwa prébki jest podswietlona innym kolorem oraz czy nazwa
probki znajduje sie na pozycji probki (Ryc. 12).

Uwaga: Mozna doda¢ maksymalnie 7 probek. Identyfikatory prébek (widoczne w kotach
reprezentujgcych probki) sg przypisywane automatycznie — od 1 do 7.

Uwaga: Jesli nazwa prébki ma wiecej niz 8 znakéw, moze nie by¢ wyswietlana w catosci
na panelu ,Layout of the pipetting adapter” (Uktad adaptera do pipetowania).
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RotorGene 0 Seres Software 231 VIRTUAL MODE

Ryc. 12. Wprowadzanie identyfikatora ,,Run ID” (Id. reakcji) i nazwy ,Sample Name” (Nazwa probki).
1 =pole ,Run ID” (Id. reakcji); 2 = przycisk ,Import Samples” (Importuj prébki); 3 = pole ,Sample Name” (Nazwa probki);
4 = lista ,Sample List” (Lista prébek); 5 = panel ,Layout of the pipetting adapter” (Uktad adaptera do pipetowania);
6 = pods$wietlone koto reprezentujgce prébke i kolumna z 8 oznaczeniami pod tym kotem.
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15. Powtdrzy¢ krok 14, aby wprowadzi¢ nazwy wszystkich pozostatych probek (Ryc. 13).

Uwaga: Aby edytowa¢ nazwe probki, nalezy klikng¢ zgdang nazwe Sample Name
(Nazwa prébki) na liscie probek, a wybrana prébka pojawi sie w polu Sample Name

(Nazwa prébki) powyzej. Edytowa¢ nazwe prébki zgodnie z lokalng konwencjg nadawania

nazw, a nastepnie nacisng¢ klawisz Return (Enter), aby zaktualizowa¢ nazwe.
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Ryc. 13. Wprowadzanie nazw pozostatych probek w polu ,Sample Name” (Nazwa probki). 1 = pole ,Sample
Name” (Nazwa proébki); 2 = lista ,Sample List” (Lista probek); 3 = panel ,Layout of the pipetting adapter” (Uktad adaptera
do pipetowania).
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16. Po wprowadzeniu nazw wszystkich probek nalezy upewnic sig, ze sg one prawidtowe.

W razie potrzeby wprowadzi¢ dodatkowe informacje w polu Notes (Uwagi), a nastepnie

klikng¢ opcje Start Run (Rozpocznij reakcje) (Ryc. 14).

Uwaga: Jesli w rotorze znajdujg sie puste pozycje, zostanie wyswietlony komunikat

»Warning” (Ostrzezenie) (Ryc. 14) przypominajgcy uzytkownikowi, ze we wszystkich

nieuzywanych pozycjach na rotorze nalezy umiesci¢ puste, zamkniete probowki.

Upewni¢ sie, ze we wszystkich nieuzywanych pozycjach na rotorze umieszczono puste,

zamkniete probowki, a nastepnie klikngé przycisk OK, aby kontynuowac.
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Ryc. 14. Pole ,,Notes” (Uwagi) (1), przycisk ,,Start Run” (Rozpocznij reakcje) (2) i komunikat ,,Warning”
(Ostrzezenie) dotyczacy nieuzywanych pozycji na rotorze (3).
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17. Zostanie otwarte okno ,Save As” (Zapisz jako). Wybra¢ odpowiednig nazwe pliku
i zapisac reakcje PCR jako plik reakcji w formacie *.rex w wybranej lokalizacji. Klikng¢

przycisk Save (Zapisz) (Ryc. 15).
53 Save As @
@\:/l'":.'i » Computer » - | 43 | | Search C =r pel |

Organize - B ~ (7]
¢ Favorites 4 Hard Disk Drives (1)
Windows7 (C:)
4 Libraries ~ - - -
145 GB free of 232 GB
18 Computer Devices with Removable Storage (8) 1
f—
. > Network Location (11)
€8 Network
I ——
File name: - 2
Save as type: [Run File {*.rex) -
3 F
EERTGES 1 Save I [ Cancel ]
(Nazwa pliku) i ,Save as type” (Zapisz jako typ);

Ryc. 15. Okno ,,Save As” (Zapisz jako) (1). 2 = pola ,File Name”

3 = przycisk ,Save” (Zapisz).

10/2019
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Rozpocznie sie reakcja PCR.

Uwaga: Po rozpoczeciu reakcji zostanie otwarta karta ,Run Progress” (Postep reakcji),

na ktérej bedzie wyswietlany wykres temperatury oraz pozostaty czas reakcji (Ryc. 16).

1

Ay Ondy Rote G @ S Sofonae VIRTUAL MODE - DHFLSY VEPOG2_A0K 05,00 LIAUGIL 079 29 - [EGPR amtyse] e
foe b x

veu s
e 1 = 1 e

The runiies o pleterd

Temperature Trace - Temp (C) va Time (min)

ne ey no ae e

Pk o] Smies Sohvws 21 i EGFR Mok [ ATUAL MOOE. | et Urer GLIGAL Vvl smish e, G Ay, 55 O]

Ryc. 16. Karta ,,Run Progress” (Postep reakgcji).

Po ukonczeniu reakcji zostanie otwarta karta ,Analysis” (Analiza).

Uwaga: Jesli karta ,Analysis” (Analiza) nie otworzy sie samoistnie, nalezy klikng¢ karte

»Analysis” (Analiza) (Ryc. 17).

Uwaga: Metode obliczeniowg objasniono w czesci ,Interpretacja wynikéow (w sposéb

zautomatyzowany)”.
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Analysiz-Only Rotor Gene Q SeiesScftware VIRTUAL MODE - DHFL34_VEPO11_A03,001_R00 140CTL2,079_MZ - [EGFR Anaysic] =ll@)[=
File  Help

Run Controls, Posiive Control:

[EGFR Stalus [Contiol 0 [Deta 0t | Flags/Wamings
4

d SAMPLE 1 Mutaton Detected EE

SANPLE 2 Mutaton Detected 20

SANPLE 3 Mutation Detected an
SAMPLE & Mutaton Detected am %
SAMPLE S Mutaton Detected ETI

SAMPLE & Mutation Detected sz 58

SAMPLE 7 Detectad =2

RotorGiere O Seres Sftware 231 terascieen EGFR odule [VIRTUAL MODE | Curent User GLOBAL fovek (Adniistatr, AG Ansbs, G Operator)

Ryc. 17. Karta ,,Analysis” (Analiza) (1) i zgtoszone wyniki. 2 = panel ,Run Controls, Positive Control” (Kontrole
reakcji, kontrola pozytywna); 3 = panel ,Run Controls, Negative Control” (Kontrole reakcji, kontrola negatywna);
4 = tabela ,Sample Result Table” (Tabela wynikéw prébek); 5 = panel ,Mutation Status” (Status mutacji).

18. Ponizej opisano sposob raportowania wynikow oznaczen (Ryc. 18).

Run Controls, Positive Control (Kontrole reakcji, kontrola pozytywna): Jesli wyniki
mieszczg sie w akceptowalnym zakresie, w kolumnie ,Positive Control Status” (Status
kontroli pozytywnej) bedzie wyswietlany wynik ,Valid” (Wazny). W przeciwnym razie
bedzie widoczny wynik ,Invalid” (Niewazny).

Run Controls, Negative Control (Kontrole reakgji, kontrola negatywna): Jesli wyniki obu
kontroli, ,NTC” i, Internal Control” (Kontrola wewnetrzna), mieszcza sie w akceptowalnych
zakresach, w kolumnie ,Negative Control Status” (Status kontroli negatywnej) bedzie
wyswietlany wynik ,Valid” (Wazny). W przeciwnym razie bedzie widoczny wynik ,Invalid”
(Niewazny).

Sample Result Table (Tabela wynikéw prébek): W kolumnie ,EGFR Mutation Status”
(Status mutacji genu EGFR) wyswietlane sg specyficzne mutacje dla prébek
pozytywnych wzgledem mutaciji.
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19. Kliknaé opcje Report (Raportuj), aby utworzyé plik raportu. Zostanie otwarte okno
.Report Browser” (Przegladarka raportéw). Wybra¢ opcje EGFR CE Analysis Report
(Raport z analizy EGFR CE) pod obszarem Templates (Szablony), a nastepnie klikng¢
opcje Show (Pokaz) (Ryc. 18).

Uwaga: Aby zapisac raport w innej lokalizacji w formacie Web Archives, nalezy klikng¢

opcje Save As (Zapisz jako) w lewym gérnym rogu kazdego raportu.

 Analysis- Only Rotor-Gene Q Series Software VIRTUAL MODE - DHF134_VEPO11_A03_001_R00_140CT12_079_MZ - [EGFR Analysis] == =]
i File Help
View pt
&5
Soor T v T Py 1

Run Controls, Positive Contro:

Fotor Position__| Assay. [ Flags/warnings [ Positive Control Status

T Contiol Vaid

2 T730M Vaid

3 Deleions . Vaid

) Vaid

5 Las10 Vald

6 G719¢ Vaid

7 s788l Vaid

8 Insetions Vaid

Run Controls, Negative Control:

Rotor Postion | Assay [NTC [intemal Contiol_| Flags/warnings 3

9 Contol Vaid Vald

0 T730M vaid Vaid

11 Deleions Valid Vald

12 oR valid Vald

13 [0 Vaid Vaid

14 G719¢ Vald Vald

i o o R— 4

15 Insetions valid Valid

Sample Result Table:

Sanple ID | Sample Name JEGFR Status [ Contolt [Detact | EGFR sus
457 T790M Detected
566 Deltions Detected
622 LE58 Detected

1 SAMPLE 1 Mutation Detected EEC I LEG10 Detected
im0 677 i
5% §766 Delected
3z Insetons Delected
23 T750M Detected

2 SAMPLE 2 Mutaion Detected TR [T Deected
541 T790M Detected

3 SAMPLE 3 Mutaion Detected 271 o G Detected
3s2 T790M Detected

4 SAMPLE 4 Mutaion Deected BT o L e
658 - T790M Detected

5 SAMPLE 5 Mutain Detected 2541 om 7o Derected
682 T790M Detected

6 SAMPLE 6 Mutaion Detected sz 52 LT3 Deecte

7 SAMPLE 7 Mutaion Detected 2 [ 70N Detected
543

Rolor Gene  Series Soltware 231 therasereen EGFR Module | VIRTUAL MODE | Curent User: GLOBAL lovek (&dministetors, AG Analys, G Operator)

Ryc. 18. Wybor raportu ,EGFR CE Analysis Report” (Raport z analizy EGFR CE). 1 = opcja ,Report” (Raportuj);
2 = panel ,Report Browser” (Przegladarka raportéw); 3 = wybér raportu ,EGFR CE Analysis Report” (Raport z analizy
EGFR CE); 4 = opcja ,Show” (Pokaz).
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Interpretacja wynikow (w sposob
zautomatyzowany)

Po ukonczeniu reakcji pakiet oznaczen therascreen EGFR Assay Package automatycznie
dokonuje analizy i zgtoszenia statusu mutacji. Ponizej objasniono sposéb dokonywania
analizy i zgloszenia wyniku mutacji przez pakiet oznaczen therascreen EGFR Assay

Package.

Uwaga: W celu recznej analizy wynikow nalezy zapoznaé sie z czescig Interpretacja

wynikow (reczna).

Cykl PCR, w ktérym fluorescencja z danej reakcji przekracza wstepnie zdefiniowang wartos$¢
progowg, jest definiowany jako warto§¢ Cr. Warto§¢ Cr wskazuje wejSciowg ilo$¢
okreslonego DNA. Niskie wartosci Ct wskazujg wiekszy wejsciowy poziom DNA, a wysokie
wartosci Ct wskazujg nizszy wejsciowy poziom DNA. Reakcje, w ktorych otrzymano wartos¢
Cr, sg klasyfikowane jako reakcje, w ktorych zaszta amplifikacja.

Oprogramowanie Rotor-Gene Q interpoluje sygnaty fluorescencyjne pomigdzy dwoma
dowolnymi zarejestrowanymi warto$ciami. Wartosci Cr moga by¢ zatem dowolnymi
rzeczywistymi liczbami (nie ograniczonymi do liczb catkowitych) w zakresie od 0 do 40.
Wartosci progowe zdefiniowane dla zestawu therascreen EGFR RGQ PCR Kit to
0,075 wzglednych jednostek fluorescencji dla kanatu zielonego (FAM) oraz 0,02 dla kanatu
z6ttego (HEX). Wartosci te sg automatycznie skonfigurowane w pakiecie oznaczen
therascreen EGFR Assay Package. Kontrole reakcji (PC, NTC i IC) sg oceniane w celu
zapewnienia, ze zostaty osiggniete akceptowalne wartosci Ct, a reakcje przebiegajg

w oczekiwany sposob.
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Dla kazdego oznaczenia mutacji obliczane sg wartosci ACt prébek przy uzyciu réwnania:

ACt = [warto$¢ Ct z oznaczenia mutacji] — [warto$¢ Ct z oznaczenia kontrolnego]

Prébki sg klasyfikowane jako pozytywne wzgledem mutaciji, jesli otrzymana dla nich wartosé
ACr jest rowna punktowi odcigcia ACt zdefiniowanemu dla tego oznaczenia lub mniejsza od
wartosci tego punktu. Warto§¢ wyzsza niz punkt odciecia wskazuje, ze odsetek
zmutowanych alleli obecnych w prébce jest nizszy niz odsetek wykrywany przez zestaw
therascreen EGFR RGQ PCR Kit (poza granicg wykrywalno$ci oznaczen) lub prébka jest
negatywna wzgledem mutacji. W takiej sytuacji zgtaszany jest wynik ,No Mutation Detected”

(Nie wykryto mutacji).

Jesli w reakcji swoistej wzgledem mutacji nie zajdzie amplifikacja, zgtaszany jest wynik ,No
Mutation Detected” (Nie wykryto mutacji). Oczekuje sie, ze wartosci ACt obliczone na
podstawie amplifikacji tta bedg wieksze niz wartosci ACt okreslajgce punkt odciecia. Prébki

takie sg klasyfikowane jako ,No Mutation Detected” (Nie wykryto mutac;ji).

Wyniki oznaczen sg zgtaszane jako ,Mutation Detected” (Wykryto mutacje), ,No Mutation
Detected” (Nie wykryto mutacji), ,Invalid” (Niewazny) lub, jesli kontrola reakcji nie
przebiegnie pomysinie, ,Run Control Failed” (Niepowodzenie kontroli reakcji). W przypadku
probek pozytywnych wzgledem mutacji zostang zgloszone specyficzne mutacje.
W materiale genetycznym tkanki nowotworowej moze by¢ obecna wiecej niz jedna mutacja.

W takim przypadku zostanie zgtoszona wiecej niz jedna mutacja.
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Flagi generowane przez pakiet oznaczeh Rotor-Gene Q
therascreen EGFR Assay Package

Tabela 8 (na nastepnej stronie) zawiera wszystkie flagi, ktére mogg zosta¢ wygenerowane
przez pakiet oznaczen Rotor-Gene Q therascreen EGFR Assay Package, ich znaczenie

oraz dziatanie, ktére nalezy wykonaé.

Nazwy flag sa skonstruowane w taki sposéb, aby zawieraty informacje o sktadniku zestawu,

probce lub kontroli, ktérej dotyczy bigd oraz trybie awaryjnym.
Na przyktad:

® PC_CTRL_ASSAY_FAIL = Reakcja kontroli pozytywnej (PC), kontroli oznaczenia
(CTRL_ASSAY) zostata zakonczona niepowodzeniem (FAIL)

® NTC_INT_CTRL_FAIL = Reakcja kontroli bez matrycy (NTC), kontroli wewnetrznej
(INT_CTRL) zostata zakoriczona niepowodzeniem (FAIL)

e SAMPLE_CTRL_HIGH_CONC = Prébka (SAMPLE), kontrola oznaczenia (CTRL) obecna
w wysokim stezeniu (HIGH_CONC)
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Tabela 8. Flagi, ich znaczenie oraz dziatanie, ktére nalezy wykonaé

Flaga Znaczenie Dziatanie

PC_CTRL_ASSAY_FAIL Niewazna reakcja PCR — Powtérzy¢ cata reakcje PCR.
warto$¢ Cr FAM dla kontroli
pozytywnej w reakcji kontrolnej
jest poza zakresem.

PC_MUTATION_ Niewazna reakcja PCR — Powtérzy¢ cata reakcje PCR.
ASSAY_FAIL warto$¢ Cr FAM dla co najmniej

jednej reakcji kontrolnej mutacji

jest poza zakresem.

PC_CTRL_INVALID_ Niewazna reakcja PCR — nie Powtérzy¢ cata reakcje PCR.
DATA mozna zinterpretowa¢ danych

fluorescencyjnych uzyskanych

dla kontroli pozytywnej (kontrolna

mieszanina reakcyjna).

PC_MUTATION_ Niewazna reakcja PCR — nie Powtérzy¢ catg reakcje PCR.
INVALID_DATA mozna zinterpretowa¢ danych

fluorescencyjnych uzyskanych

dla kontroli pozytywnej

(mieszanina reakcyjna dla

mutacji).

NTC_INT_CTRL_FAIL Niewazna reakcja PCR — Powtérzy¢ catg reakcje PCR.
kontrola wewnetrzna dla kontroli
negatywnej przekracza zakres.

NTC_INT_CTRL_ Niewazna reakcja PCR — Powtérzy¢ cata reakcje PCR.
EARLY_CT kontrola wewnetrzna dla kontroli

negatywnej ponizej zakresu.
NTC_INVALID_CT Niewazna reakcja PCR — Powtérzy¢ catg reakcje PCR.

niewazna warto$¢ FAM (ponizej
granicy) dla kontroli negatywnej.

NTC_INVALID_DATA Niewazna reakcja PCR — nie Powtérzy¢ cata reakcje PCR.
mozna zinterpretowa¢ danych
fluorescencyjnych uzyskanych
dla kontroli negatywne;j.

SAMPLE_CTRL_ Niewazna porcja probki — nie Przygotowa¢ nowa reakcje PCR, aby powtérzyé
INVALID_DATA mozna zinterpretowa¢ danych test dla odpowiednich prébek.
fluorescencyjnych uzyskanych
dla kontroli prébki.

SAMPLE_CTRL_ Prébka niewazna — wartos$¢ Cr Rozcienczyé¢ prébke, aby zwiekszy¢ wartos¢ Cr
HIGH_CONC FAM w kontroli prébki jest zbyt kontroli.  Rozcienczenie nalezy obliczy¢,
niska. zaktadajgc, ze rozcienczenie prébki w stosunku

1:1 wodg dostarczong w zestawie spowoduje
zwigkszenie wartosci Cr o 1,0; po rozcienczeniu
probki nalezy przygotowac¢ nowg reakcje w celu
ponownej oceny prébki pod katem obecnosci lub
braku mutacji. Jesli prébke rozcienczono przed
oceng DNA w prébce, nalezy od razu przej$¢ do
reakcji wykrywajacej mutacje genu EGFR,
wykorzystujgc rozcienczong uprzednio prébke.
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Tabela 8. Flagi, ich znaczenie oraz dziatanie, ktére nalezy wykona¢ (ciag dalszy)

Flaga

Znaczenie

Dziatanie

SAMPLE_CTRL_FAIL

Prébka niewazna — warto$é Cr
FAM w reakcji kontrolnej probki
jest zbyt wysoka.

Przygotowa¢ nowg reakcje PCR, aby powtdrzy¢ test
dla prébki. Jesli po ponownej reakcji PCR dla probki
zostanie zgloszony wynik niewazny lub jesli ilos¢
DNA wcigz jest niewystarczajgca, nalezy wyizolowacé
materiat genetyczny z dodatkowych 2 skrawkéw
tkanki FFPE (jesli sg dostepne). Przygotowaé nowa
reakcje PCR, aby przetestowaé wyizolowany
materiat genetyczny. Jesli dla probki zostanie
zgtoszony wynik niewazny, powtérzy¢ reakcje PCR
przy uzyciu drugiego, wyizolowanego materiatu
genetycznego. Jesli po tej reakcji dla prébki nie
zostanie zgtoszony wynik wazny, prébce nadawany
jest nieokreslony status mutacji i nie nalezy
wykonywac dalszych testéw przy uzyciu tej probki.

SAMPLE_INT_CTRL_
FAIL

Zbyt wysoka warto$¢ Cr (lub brak
warto$ci Cr) dla kontroli
wewnetrznej (HEX), wynik
negatywny wzgledem mutacji

w kanale FAM.

W przypadku probek, dla ktérych wygenerowano
flage SAMPLE_POSITIVE_AND_INVALID, i w
ktorych wykryto mutacje (lub jej nie wykryto) w
mieszaninie  reakcyjnej  swoistej wzgledem
klinicznie istotnej mutacji, nalezy zgtosi¢ wyniki; nie
sg wymagane dalsze testy.

Rozcienczy¢ prébke woda dostarczong w zestawie,
zaktadajgc, ze rozcienczenie w stosunku 1:1
spowoduje zwiekszenie wartosci Cr dla reakcji
kontrolnej o 1,0; nalezy upewni¢ sig, ze objeto$¢
koncowa jest >40 pl (np. 40 yl DNA i 40 pl wody
z probowki oznaczonej jako DIL).

Przygotowa¢ nowa reakcje PCR, aby powtdrzy¢
test dla prébki. Jesli po ponownej reakcji PCR dla
probki zostanie zgtoszony wynik niewazny, nalezy
wyizolowa¢ materiat genetyczny z dodatkowych
dwadch skrawkoéw tkanki FFPE. Przygotowa¢ nowg
reakcie PCR, aby przetestowa¢ wyizolowany
materiat genetyczny.

Jedli dla drugiego wyizolowanego materiatu
zostanie zgtoszony wynik niewazny, nalezy
rozcienczy¢ probke w opisany powyzej sposob.
Jesli po tej reakc;ji dla prébki nie zostanie zgtoszony
wynik wazny, prébce nadawany jest nieokreslony
status mutacji i nie nalezy wykonywa¢ dalszych
testéw przy uzyciu tej prébki.
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Tabela 8. Flagi, ich znaczenie oraz dziatanie, ktére nalezy wykona¢ (ciag dalszy)

Flaga Znaczenie

Dziatanie

SAMPLE_INT_CTRL_
EARLY_CT

Niewazny wynik dla mutacji w
probéwce — wartos¢ Ct HEX
jest zbyt niska dla probki
(kontrola wewnetrzna).

W przypadku prébek, dla ktérych wygenerowano flage
SAMPLE_POSITIVE_AND_INVALID, i w ktérych
wykryto mutacje (lub jej nie wykryto) w mieszaninie
reakcyjnej swoistej wzgledem Kklinicznie istotnej
mutacji, nalezy zgtosi¢ wyniki; nie sg wymagane dalsze
testy.

Przygotowa¢ nowa reakcje PCR, aby powtérzy¢ test
dla prébki. Jesli po ponownej reakcji PCR dla probki
zostanie zgtoszony wynik niewazny, nalezy wyizolowac
materiat genetyczny z dodatkowych 2 skrawkéw tkanki
FFPE (jesli sg dostepne). Przygotowa¢ nowg reakcje
PCR, aby przetestowaé wyizolowany materiat
genetyczny. Jesli zostanie zgtoszony wynik niewazny,
powtérzy¢ reakcijg PCR przy uzyciu drugiego,
wyizolowanego materiatu genetycznego. Jesli po tej
reakcji dla prébki nie zostanie zgtoszony wynik wazny,
prébce nadawany jest nieokreslony status mutacji i nie
nalezy wykonywa¢ dalszych testéw przy uzyciu tej
probki.

SAMPLE_INVALID_
DATA

Niewazny wynik dla mutacji w
probéwce — nie mozna
zinterpretowac¢ danych
fluorescencyjnych uzyskanych
dla kontroli wewnetrznej.

W przypadku prébek, dla ktérych wygenerowano flage
SAMPLE_POSITIVE_AND_INVALID, i w ktorych
wykryto mutacje (lub jej nie wykryto) w mieszaninie
reakcyjnej swoistej wzgledem Kklinicznie istotnej
mutacji, nalezy zgtosi¢ wyniki; nie sg wymagane dalsze
testy.

Przygotowa¢ nowa reakcje PCR, aby powtérzy¢ test
dla prébki. Jesli po ponownej reakcji PCR dla probki
zostanie zgtoszony wynik niewazny, nalezy wyizolowac
materiat genetyczny z dodatkowych 2 skrawkéw tkanki
FFPE (jesli sg dostepne). Przygotowaé nowa reakcje
PCR, aby przetestowa¢ wyizolowany materiat
genetyczny. Jesli zostanie zgtoszony wynik niewazny,
powtorzy¢ reakcje PCR przy uzyciu drugiego,
wyizolowanego materiatu genetycznego. Jesli po tej
reakcji dla prébki nie zostanie zgtoszony wynik wazny,
prébce nadawany jest nieokreslony status mutacji i nie
nalezy wykonywaé¢ dalszych testéw przy uzyciu tej
probki.
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Flaga

Znaczenie

Dziatanie

SAMPLE_POSITIVE_
AND_INVALID

W prébce wykryto co najmniej
jedng mutacje, ale
jednoczesnie dla co najmniej
jednej mutacji otrzymano wynik
niewazny.

W przypadku prébek, dla ktérych wygenerowano flage
SAMPLE_POSITIVE_AND_INVALID, i w ktorych
wykryto mutacje (lub jej nie wykryto) w mieszaninie
reakcyjnej swoistej wzgledem klinicznie istotnej
mutacji, nalezy zgtosi¢ wyniki; nie sg wymagane dalsze
testy.

W przypadku prébek, dla ktérych wygenerowano flage
SAMPLE_POSITIVE_AND_INVALID i otrzymano
wynik INVALID (Niewazny) w mieszaninie reakcyjnej
swoistej wzgledem klinicznie istotnej mutacji, nalezy
ponownie przetestowac probke przy uzyciu wszystkich
mieszanin  reakcyjnych,  wykonujac  czynnosci
okreslone w konkretnej fladze wskazujgcej na wynik
niewazny.

Jesli dla probki wygenerowano flage SAMPLE_INT_
CTRL_FAIL oraz inng flage, nalezy wykonaé¢ czynnos$¢
dotyczgcy rozcienczania prébki wskazang dla flagi
SAMPLE_INT_CTRL_FAIL. Przygotowaé nowg
reakcje PCR i powtérzy¢ test probki.

W przypadku prébek, dla ktérych wygenerowano flage
SAMPLE_POSITIVE_AND_INVALID i otrzymano
wynik INVALID (Niewazny) w mieszaninie reakcyjnej
swoistej wzgledem klinicznie istotnej mutacji przy
powtdrzeniu reakcji PCR, nalezy wyizolowa¢ materiat
genetyczny z dodatkowych 2 skrawkéw tkanki FFPE.
Przygotowa¢ nowg reakcje PCR, uzywajgc wszystkich
mieszanin reakcyjnych, aby przetestowaé wyizolowany
materiat genetyczny.

Jesli dla probki ponownie zostanie zgtoszony wynik
niewazny dla mieszaniny reakcyjnej swoistej wzgledem
klinicznie  istotnej mutacji, nalezy  ponownie
przetestowac prébke przy uzyciu wszystkich mieszanin
reakcyjnych,  wykonujagc  czynnosci  okreslone
w konkretnej fladze wskazujacej na wynik niewazny.
Jesli dla probki wygenerowano flage SAMPLE_INT_
CTRL_FAIL oraz inng flage, nalezy wykonaé czynnos$¢
dotyczacg rozcienczania prébki wskazang dla flagi
SAMPLE_INT_CTRL_FAIL. Przygotowaé nowg
reakcje PCR i powtorzy¢ test probki.

Jesli po ponownym tescie zostanie wygenerowana
flaga SAMPLE_POSITIVE_AND_INVALID, prébce
nadawany jest nieokreslony status mutacji.
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Rozwigzywanie problemow

Ta czes¢ instrukcji moze przydac sie w przypadku wystgpienia ewentualnych problemow.
Aby uzyskaé wiecej informacji, nalezy takze zapoznaé sie ze strong poswigcong czesto
zadawanym pytaniom (Frequently Asked Questions, FAQ) w witrynie naszego Centrum
pomocy technicznej pod adresem: www.qgiagen.com/FAQ/FAQList.aspx. Naukowcy z dziatu
serwisu technicznego firmy QIAGEN chetnie odpowiedzg na wszelkie pytania dotyczace
informacii i protokotéw opisanych w niniejszej instrukcji obstugi, a takze technologii probek
i oznaczen (informacje kontaktowe znajduja sie na tylnej stronie oktadki lub pod adresem
www.giagen.com).

Komentarze i wskazowki

Probki kontroli NTC daja pozytywne wyniki w kanale Green dla barwnika FAM

Podczas przygotowywania Powtorzy¢ reakcje PCR z nowymi odczynnikami w powtoérzeniach.
reakcji PCR doszio do Jesli to mozliwe, zamkna¢ probédwki PCR niezwiocznie po dodaniu probki
zanieczyszczenia probki badanej.

Upewni¢ sie, ze przestrzen robocza oraz aparaty sg regularnie odkazane.

Brak sygnatu dla kontroli pozytywnej EGFR

a) Wybrany do analizy danych Do analizy danych wybra¢ kanat fluorescencyjny Cycling Green dla
PCR kanat fluorescencyjny nie  analitycznej reakcji PCR pod katem EGFR oraz kanat fluorescencyjny
spetnia wymagan protokotu Cycling Yellow dla kontroli wewnetrznej PCR.

b) Nieprawidtowe Poréwnaé profil temperaturowy z protokotem. Jesli jest nieprawidtowy,
zaprogramowanie profilu powtdrzy¢ reakcje.

temperaturowego w aparacie
Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM

c) Nieprawidtowa konfiguracja Sprawdzi¢ etapy procedury wedtug schematu pipetowania i w razie
reakcji PCR potrzeby powtdrzy¢ reakcje PCR.
d) Warunki przechowywania co Sprawdzi¢ warunki przechowywania i date waznosci (patrz etykieta

najmniej jednego z odczynnikéw zestawu) odczynnikdw i, w razie potrzeby, uzy¢ nowego zestawu.
wchodzgcych w sktad zestawu

nie byly zgodne z zaleceniami

zawartymi w czesci

4Przechowywanie i sposéb

postepowania z odczynnikami”

(strona 19)

e) Minat termin waznosci zestawu  Sprawdzi¢ warunki przechowywania i date waznosci (patrz etykieta
therascreen EGFR RGQ PCR zestawu) odczynnikéw i, w razie potrzeby, uzy¢ nowego zestawu.
Kit
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Kontrola jakosci

Zgodnie z poswiadczonym certyfikatem ISO systemem zarzadzania jakoscig firmy QIAGEN
kazda seria zestawu therascreen EGFR RGQ PCR Kit jest testowana pod katem wstepnie

ustalonych specyfikacji w celu zapewnienia powtarzalnej jakosci produktu.
Ograniczenia

Wyniki uzyskane za pomocg tego produktu nalezy interpretowa¢ w kontekscie wszystkich
odpowiednich obserwaciji klinicznych i laboratoryjnych; nie mogg one stuzy¢ jako jedyna
podstawa diagnozy.

Produkt moze byé obstugiwany wytgcznie przez wykwalifikowany personel przeszkolony
w dziedzinie procedur diagnostyki in vitro oraz obstugi aparatu Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM.

Produkt jest przeznaczony do stosowania wytgcznie z cyklerem Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRM do reakg;ji real-time PCR.

W celu uzyskania optymalnych wynikéw nalezy $cisle przestrzega¢ wytycznych zawartych
w dokumencie therascreen EGFR RGQ PCR Kit — Instrukcja obstugi. Rozcienczanie
odczynnikow w sposob inny niz opisany w niniejszej instrukcji obstugi nie jest zalecane
i skutkuje utratg skutecznosci.

Wazne jest, aby dokonac oceny ilosci i jakosci materiatu DNA w probce przed rozpoczeciem
analizy probki przy uzyciu zestawu therascreen EGFR RGQ PCR Kit. Dostarczona jest
dodatkowa kontrolna mieszanina reakcyjna, ktéra stuzy do okreslenia, czy warto$¢ Cr jest
akceptowalna dla danego oznaczenia. Nie nalezy korzysta¢ z odczytow absorbancji,
poniewaz nie korelujg one z warto$ciami Ct w prébkach pofragmentowanego DNA.
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Startery w mieszaninie reakcyjnej EGFR zaprojektowano w celu wykrywania wielu delec;ji
w obrebie eksonu 19, obejmujacych nukleotydy od 55174772 do 55174795 (GRCh38 chr7),
zakres 23 par zasad (bp).

Oznaczenie delecji w eksonie 19 zwalidowano analitycznie i wykazano, ze umozliwia ono
wykrycie 14 swoistych delecji w obrebie eksonu 19 (patrz Tabela 1 niniejszej instrukgcji
obstugi). Zestaw starteréw przeznaczonych do wykrywania delecji moze jednak powodowac
amplifikacje sekwencji zawierajgcych inne mutacje (miedzy innymi inne delecje w obrebie
eksonu 19, insercje w obrebie eksonu 19 oraz mutacje L747P).

Jesli takie mutacje bedg obecne w prdbce pacjenta, spowodujg wygenerowanie wyniku
,Deletions Detected” (Wykryto delecje).

Dodatkowo mozliwe jest wykrycie mutacji L858Q przez oznaczenie wykrywajgce mutacje
L858R. Z tego wzgledu, jesli w probce pacjenta bedzie obecna mutacja L858Q, moze zostaé
wygenerowany wynik ,L858R Detected” (Wykryto mutacje L858R).

Nalezy zwrdci¢ uwage na daty waznosci oraz informacje o warunkach przechowywania
wydrukowane na opakowaniu i etykietach wszystkich sktadnikéw. Nie nalezy uzywaé

sktadnikow z przekroczong datg waznosci ani niewtasciwie przechowywanych.
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Parametry skutecznosci

Skutecznos$¢ analityczna

Specyficzne parametry skutecznosci zestawu therascreen EGFR RGQ PCR Kit okreslono
w badaniach, do ktérych wykorzystano prébki tkanek FFPE pobrane od pacjentéw z NDRP
i probki FFPE z ludzkich linii komérkowych (prébki FFPE z linii komérkowych). Prébki FFPE
z linii komorkowych otrzymano z linii komorkowej raka ptuc (A549) wyprowadzonej w taki
sposob, aby otrzymac linie komérkowe z zagdanymi, specyficznymi mutacjami genu EGFR.
W przypadkach, w ktérych nie byta dostepna probka tkanki lub linia komorkowa, uzywano
plazmidowego DNA.

Granica proby slepej (LOB), zakres roboczy i punkty odciecia

W badaniu wykonywanym zgodnie z wytycznymi NCCLS EP17-A (2004) (12) przetestowano
tacznie 417 probek FFPE w celu okreslenia granicy LOB i punktéw odciecia dla kazdego

oznaczenia mutacji. Okreslono réwniez zakres roboczy. Tabela 9 zawiera wyznaczone

punkty odciecia.
Tabela 9. Punkty odcigcia wyznaczone dla kazdego oznaczenia mutacji
Oznaczenie Punkt odcigcia (ACT)
T790M <7,40
Delecje <8,00
L858R <8,90
L861Q <8,90
G719X <8,90
S768l <8,90
Insercje <8,00

Ustalono, ze zakres wartosci Cr dla reakcji kontrolnej wynosi od 23,70 do 31,10 Cr.
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Punkty odciecia oraz zakresy robocze wyznaczone dla oznaczen zweryfikowano przy uzyciu
wzorcow i kolejnych probek FFPE. Podczas weryfikacji oceniono punkty odciecia pod katem
mozliwosci prawidtowego rozréznienia mutacji w tle DNA typu dzikiego, oceniajac dziatanie
kazdego oznaczenia przy uzyciu probki o wysokiej wejsciowej ilosci genomowego DNA
i wysokiej wejSciowej ilosci zmutowanego DNA (patrz Reaktywnos$¢ krzyzowa). Oceniono
rowniez wptyw wejsciowej ilosci DNA na zgtaszany status mutacji (patrz Wptyw wejsciowe;j
ilosci DNA na otrzymywane wartosci ACT).

W celu oceny dziatania zestawu therascreen EGFR RGQ PCR Kit w przypadku braku
matrycy oraz w celu zapewnienia, ze proba $lepa lub probka zawierajgca DNA typu dzikiego
nie generuje sygnatu analitycznego, ktory moze wskazywa¢ na niskie stezenie mutacji,
oceniono probki bez matrycy oraz DNA genu EGFR typu dzikiego wyizolowanego z tkanki
raka NDRP. Wyniki wskazuja, ze prébki bez matrycy (NTC) i probki FFPE z DNA typu

dzikiego nie generujg pozytywnych wynikow wzgledem mutacji.
Wptyw wejsciowej ilosci DNA na otrzymywane wartosci ACt

Wejsciowy poziom DNA jest definiowany jako catkowita ilos¢ obecnego w prébce
amplifikowalnego DNA genu EGFR okreslona na podstawie wartoéci Cr otrzymanych dla
reakcji kontrolnej. W celu wykazania statej skutecznos$ci zestawu therascreen EGFR RGQ
PCR Kit w catym zakresie wartosci Cr dla reakcji kontrolnej (23,70-31,10) przygotowano
6-punktowe seryjne rozcienczenia w stosunku 1 do 3 dla kazdego z 7 oznaczen mutacji genu
EGFR (DNA wyizolowane z prébek FFPE z linii komdérkowych). Docelowa warto$¢ Cr dla 1.
rozcienczenia, dla kazdej mutacji, wynosita okoto 24,70. Koncowe rozcienczenie, ktére
dawato warto$¢ Cr na poziomie okoto 32—33, byto poza zakresem wartosci Cr dla reakc;ji
kontrolnej. Ogodlnie rzecz biorgc, wartosci ACt zmierzone na roznych poziomach
wejsciowych DNA byty spéjne w catym zakresie roboczym zestawu therascreen EGFR RGQ
PCR Kit.
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Reaktywnosc¢ krzyzowa

W celu oceny amplifikacji nieswoistej przetestowano prébke DNA genu EGFR typu dzikiego
przy wysokiej wejéciowej ilosci DNA. Wyniki wskazujg, ze najnizsze warto$ci ACt
przekraczaty wyznaczone punkty odciecia, co wskazuje na brak amplifikacji nieswoistej.

W celu oceny potencjalnej reaktywnos$ci krzyzowej prébki FFPE z linii komérkowych
przetestowano przy wysokiej wejsciowej ilosci DNA wzgledem wszystkich mieszanin
reakcyjnych. Wyniki wskazujg na brak reaktywnosci krzyzowej miedzy reakcjami
wykrywajgcymi mutacje. Najnizsze obserwowane wartosci ACt byly wieksze niz
odpowiednie punkty odcigecia oznaczen dla wszystkich mieszanin reakcyjnych i probek DNA.

Doktadnos¢: Poréwnanie do analitycznej metody referencyjnej

Badanie wykazato zgodno$¢ wykrywania mutacji przez zestaw therascreen EGFR RGQ
PCR Kit wzgledem dwukierunkowego sekwencjonowania metodg Sangera. W badaniu tym

przetestowano fgcznie 360 probek FFPE.

Probki z waznymi wynikami sekwencjonowania metodg Sangera i therascreen EGFR RGQ
PCR Kit przeanalizowano w celu oceny zgodnosci procentowej wynikéw dodatnich (Positive
Percent Agreement, PPA), zgodnosci procentowej wynikéw ujemnych (Negative Percent
Agreement, NPA) i procentowej zgodnosci ogotem (Overall Percent Agreement, OPA). Te
wartosci procentowe, wraz z odpowiadajgcymi im dwustronnymi granicami 95-procentowych

przedziatéw ufnosci (Confidence Interval, Cl), zawiera Tabela 10.

Tabela 10. Analiza zgodnosci

Miara Procent zgodnosci (N) 95-procentowy CI
Zgodnos¢ procentowa wynikéw dodatnich 99,4% (157/158) 96,5%—-100,0%
Zgodnos¢ procentowa wynikéw ujemnych 86,6% (175/202) 81,2%-91,0%
Procentowa zgodno$é ogétem 92,2% (332/360) 89,0%-94,8%
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Sposrod 28 niezgodnych wynikdw uwzglednionych w parametrze Procentowa zgodno$¢
ogotem:

e dla 1 (3,6%) probki otrzymano wynik Wild-Type (Typ dziki) (t. No Mutation Detected
(Nie wykryto mutacji)) za pomocag zestawu therascreen EGFR RGQ PCR Kit, ale
w sekwencjonowaniu metodg Sangera otrzymano wynik Mutation Detected (Wykryto
mutacje).

e dla 27 probek (96,4%) otrzymano wynik Mutation Detected (Wykryto mutacje) za pomocg
zestawu therascreen EGFR RGQ PCR Kit, ale w sekwencjonowaniu metodg Sangera
otrzymano wynik Wild-Type (Typ dziki).

Wartosci granicy wykrywalnosci (LOD)

Przeprowadzono badanie w celu okreslenia granicy wykrywalnosci (Limit of Detection, LOD)
dla kazdej z 29 mutacji genu EGFR. Granice LOD zdefiniowano jako najmniejszg ilo$é
zmutowanego DNA obecnego w tle DNA typu dzikiego, ktéra spowoduje uzyskanie
pozytywnego wyniku pod wzgledem mutacji w 95% wynikéw testow (Cos).

W celu oceny granicy LOD dla kazdej mutacji probki charakteryzujgce sie roznymi odsetkami
mutacji przygotowano w taki sposob, aby zawieraly matg i duzg wejsciowg ilos¢ DNA
i przetestowano je za pomocg zestawu therascreen EGFR RGQ PCR Kit (Tabela 11). Granice
LOD kazdego oznaczenia obliczono metodg regresji logistycznej. W celu weryfikacji granicy
LOD przetestowano prébki zawierajgce zmutowane DNA w stezeniu réwnym okreslonej

granicy LOD i zweryfikowano czestos$¢ otrzymywania pozytywnych wynikéw testu.
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Tabela 11. Granice LOD wyznaczone przy uzyciu klinicznych probek FFPE, probek z linii komérkowych lub
plazmidow przy niskiej i wysokiej wejsciowej ilosci DNA

LOD (odsetek mutaciji)

Nr identyfikacyjny

Ekson Mutacja cosmic* Zmiana zasady Niski Wysoki

18 G719A 6239 2156G>C 7,417 1,57t

G719s 6252 2155G>A 5,08+ 7,758
G719C 6253 2155G>T 10,30% -1

19 Delecje 12384 2237_2255>T 1,588 0,498
12387 2239_2258>CA 4,91t 1,48t
12419 2238_2252>GCA 16,87t 12,47t
12422 2238_2248>GC 3,241 1,657
13551 2235_2252>AAT 4,24t 1,411
12678 2237_2251del15 0,558 0,248
6218 2239_2247del9 8,47t I
12728 2236_2253del18 2,43t -1
12367 2237_2254del18 2,721 =1
6210 2240_2251del12 4,097 -1
6220 2238_2255del18 2,70t 0,821
6223 2235_2249del15 6,401 1,637
6225 2236_2250del15 2,801 1,42t
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 4,588 1,748
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Tabela 11. Granice LOD wyznaczone przy uzyciu klinicznych préobek FFPE, probek z linii komérkowych lub
plazmidow przy niskiej i wysokiej wejsciowej ilosci DNA (ciag dalszy tabeli z poprzedniej strony)

Nr identyfikacyjny LOD (odsetek mutacji)
Ekson Mutacja cosmic* Zmiana zasady Niski Wysoki
20 S768l 6241 2303G>T 7,661 2,18t
Insercje 12376 2307_2308insGCCAGCGTG 11,611 -7
12378 2310_2311insGGT 4,911 1,317
12377 2319_2320insCAC 2,40t 0,65"
T790M 6240 2369C>T 9,72t 5,001
21 L858R 6224 2573T>G 5,941 1,137
L861Q 6213 2582T>A 2,221 0,66"

* COSMIC: Catalogue of somatic mutations in cancer (Katalog mutacji somatycznych w nowotworach):
http://cancer.sanger.ac.uk/.

T Wartosci LOD ustalono za pomoca linii komérkowych
# Wartosci LOD ustalono za pomocg plazmidow

§ Wartosci LOD ustalono za pomocg probek klinicznych
' Nie oceniono

Zaktocenia

Wptyw tkanki martwiczej

Nie zaobserwowano zaktécen wynikéw zestawu therascreen EGFR RGQ PCR Kit
w przypadku prébek klinicznych FFPE raka NDRP zawierajgcych mutacje oraz typu
dzikiego, w ktorych odsetek tkanki martwiczej nie przekracza 50%.

Substancje egzogenne

Substancje potencjalnie zakidcajgce obecne podczas procesu izolacji DNA przetestowano
w prébkach zawierajgcych mutacje oraz probkach typu dzikiego w stezeniach 10-krotnych:
wosk parafinowy, ksylen, etanol oraz proteinaza K. Wyniki wskazuja, ze badane substancje
nie zaktécajg wynikow zestawu therascreen EGFR RGQ PCR Kit.
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Odtwarzalnosé¢

Odtwarzalnos¢ miedzy seriami

W systemie testowym therascreen EGFR RGQ PCR Kit uzywane sg dwa odrebne zestawy:
zestaw QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit lub zestaw QlAamp DNA FFPE Tissue Kit do
izolacji DNA oraz zestaw therascreen EGFR RGQ PCR Kit do amplifikacji DNA i wykrywania
statusu mutacji genu EGFR. Odtwarzalnos¢ wynikdw miedzy seriami i mozliwos¢
wymiennego stosowania serii udowodniono przy uzyciu 3 serii zestawu QlAamp DSP DNA
FFPE Tissue Kit i 3 serii zestawu therascreen EGFR RGQ PCR Kit. Ogdélny odsetek
poprawnych wynikéw miedzy seriami dla oznaczen mutacji genu EGFR wyniost 97.8%
(317/324), a dla prébek typu dzikiego wynidst 100% (379/379).

Postepowanie z prébkami

Odtwarzalnos¢ zestawu QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit zbadano, uzywajgc skrawkéw
wycietych z trzech bloczkéw prébek FFPE, jednego dla delecji w eksonie 19 (2235-2249
del15), jednego dla mutacji L858R w eksonie 21 oraz jednego dla typu dzikiego. Kazda prébka
byta izolowana w dwdch powtdrzeniach, w 3 réznych osrodkach i badana podczas
3 nienastepujgcych po sobie dni w okresie 6 dni, dzieki czemu uzyskano po 18 punktéw
danych na prébke. W kazdym osrodku 2 operatoréw wykonywato badania przy uzyciu 1 serii
zestawu QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit (1 seria na osrodek, tgcznie 3 serie) w potgczeniu
z zestawem therascreen EGFR RGQ PCR Kit (w kazdym osrodku byta uzywana ta sama seria
tego zestawu odczynnikdw). Wszystkie prébki z mutacjg oraz prébki typu dzikiego byly wazne
i daly oczekiwany ogdlny wynik statusu mutacji (odsetek prawidtowych wynikéw = 100%,
18/18 dla kazdej prébki), co potwierdza odtwarzalnos¢ i powtarzalnos¢ zestawu therascreen
EGFR RGQ PCR Kit na etapie przedanalitycznej izolacji DNA.

Precyzja i odtwarzalnos¢

Precyzje i odtwarzalnos$¢ zestawu therascreen EGFR RGQ PCR Kit oceniono, testujgc DNA
wyizolowane z klinicznych prébek FFPE raka NDRP reprezentujgcych wszystkie siedem
mutacji wykrywanych w oznaczeniach zestawu therascreen EGFR RGQ PCR Kit. W badaniu

testowano réwniez kliniczne prébki FFPE raka NDRP typu dzikiego ( Tabela 12).
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W celu oceny odtwarzalnosci oznaczenia zaprojektowano macierz badania — prébki badato
2 operatoréw w kazdym z 3 laboratoriow (o$rodkéw) przy uzyciu 3 serii zestawu therascreen
EGFR RGQ PCR Kit (3 serie w 3 osrodkach) na 2 aparatach w kazdym osrodku. Kazdg
probke (o stezeniu bliskim granicy LOD) badano w dwdch powtérzeniach w okresie 16 dni.
Odtwarzalno$¢ dla kazdej poszczegolnej mutacji ustalono, wykonujgc testy podczas
nienastepujgcych po sobie dni w kazdym osrodku. Odsetek prawidtowych wynikow zawiera
Tabela 12 na kolejnej stronie.

Tabela 12. Odtwarzalnos¢ oznaczenia — odsetek prawidtowych wynikéw dla badanych mutacji genu EGFR

Wyniki Odsetek wynikow
Wyniki Odsetek prawidtowych
Nr identyfikacyjny prawidtowe/taczn wynikéow Dolna jednostronna granica
Ekson  Mutacja COSMIC* aliczba wynikéw  prawidtowych 95-procentowego Cl
18 G719A 6239 7778 98,72 94,06
19 Delecie 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 S768I 6241 82/82 100 96,41
Insercie 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
L861Q 6213 84/84 100 96,50
Typ dziki — - 77178 98,72 94,06

* COSMIC: Catalogue of somatic mutations in cancer (Katalog mutacji somatycznych w nowotworach):
http://cancer.sanger.ac.uk/.
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W celu oszacowania odchylenia standardowego i 95-procentowych przedziatéw ufnosci dla
zmiennos$ci wynikéw pomiedzy reakcjami, wewnatrz reakcji, pomiedzy dniami, pomiedzy
seriami i pomiedzy osrodkami wykonano analize zmiennych elementéw badania.
W przypadku wszystkich zmiennych elementéw badania catkowity wspétczynnik zmiennosci
(Coefficient of Variation, CV) byt <14,11% dla wszystkich badanych mutacji genu EGFR.
W przypadku wszystkich probek panelu mutacji procentowy CV byt <8,33% dla zmiennosci
miedzy seriami, miedzy dniami i miedzy reakcjami. Procentowy CV dla zmienno$ci wewnatrz
reakcji (powtarzalnosé¢/precyzja) wynosit od 5,99% do 13,49%.
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Skutecznosc¢ kliniczna

Dane dotyczace wynikow badan klinicznych: GIOTRIF®

Badanie kliniczne LUX-Lung 3 byto miedzynarodowym, wieloosrodkowym otwartym
badaniem klinicznym |ll fazy z randomizacjg, okre$lajgcym skutecznos¢ afatynibu
w poréwnaniu do chemioterapii jako pierwsze;j linii leczenia u pacjentéw z gruczolakorakiem
ptuc w IlIB lub IV stadium zaawansowania, u ktérych obecne byty mutacje aktywujace
w genie EGFR (numer badania klinicznego w rejestrze ClinicalTrials.gov — NCT00949650).
Kwalifikowalno$¢ pacjentdw do badania klinicznego oceniana byta na podstawie statusu
mutacji genu EGFR okreslanej na postawie wyniku oznaczenia przeznaczonego wytgcznie
na uzytek danego badania klinicznego (Clinical Trial Assay, CTA). Prébki tkankowe
przetestowano retrospektywnie przy uzyciu zestawu therascreen EGFR RGQ PCR Kit.
Przeprowadzono badanie pomostowe w celu oceny zgodnosci zestawu therascreen EGFR
RGQ PCR Kit z oznaczeniem CTA.

Na podstawie wynikow testu CTA randomizacji poddano 345 pacjentéw (afatynib:
230 pacjentow; chemioterapia: 115 pacjentdow). Pierwszorzedowym parametrem
skutecznosci bylo przezycie bez progresji (Progression-Free Survival, PFS) oceniane przez
niezalezng komisje (Independent Review Committee, IRC). Sposrod 345 pacjentow
poddanych randomizacji przetestowano retrospektywnie prébki tkanki nowotworowej
pobrane od 264 pacjentow (afatynib: 178 pacjentéw; chemioterapia: 86 pacjentdéw) przy
uzyciu zestawu therascreen EGFR RGQ PCR Kit. Ocena komisji IRC wskazuje istotng
statystycznie poprawe w PFS u pacjentdw poddanych randomizacji do grupy otrzymujace;j
afatynib w poréwnaniu z pacjentami poddanymi randomizacji do grupy poddawanej
chemioterapii, w catej populacji oséb z wynikiem pozytywnym w tescie CTA (CTA+) oraz
w populacji 0séb z wynikiem pozytywnym w tescie CTA oraz pozytywnym wynikiem zestawu
(therascreen EGFR RGQ PCR Kit+/CTA+). Wyniki dotyczgce ogdlnej skutecznosci
przedstawia Tabela 13 i Ryc. 19.
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Tabela 13. Korzysci kliniczne pacjentéw badanych za pomoca zestawu therascreen EGFR RGQ PCR Kit
w populacji badania klinicznego LUX-Lung 3

Populacja therascreen EGFR RGQ Populacja CTA+, n = 345
PCR Kit+/CTA+, n = 264

Chemioterapia Afatynib Chemioterapia Afatynib
Parametr n =286 n=178 n=115 n =230
Przezycie bez progresji (PFS)
Liczba zgondw lub przypadkow
progresji, N (%) 53 (61,6%) 120 (67,4%) 69 (60,0%) 152 (66,1%)
Mediana PFS (miesiagce) 6,9 11,2 6,9 11,1
95-procentowy Cl mediany PFS 53,82 9,7,13,7 54,82 9,6, 13,6
Wspétczynnik ryzyka 0,49 0,58
95-procentowy Cl wspétczynnika 0,35, 0,69 0,43, 0,78
ryzyka
Wartos¢ p (stratyfikowany <0,0001 <0,001
logarytmiczny test rang)*

* Podziat na grupy wzgledem statusu mutacji genu EGFR i rasy.

1,0 25. Mediana  75.
————— Afatynib 40 5,36 11,20 19.12
e Pe500+Cis75 2,76 6,87 9,92
+ Wspétczynnik ryzyka
hy (95-procentowy Cl) 0,49 (0,35, 0,69)
e Wartosé P logarytmicznego
» 08 . testu rang: <0,0001
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°
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Liczba oséb Svei P SR
obarczonych Czas przezycia bez progresji [miesigce]
ryzykiem
Afatynib 40 178 144 120 94 62 36 23 7 2 0
Pe500+Cis75 86 52 28 15 6 3 1 1 0 0

Ryc. 19. Krzywa Kaplana-Meiera opisujaca przezycie bez progresji (PFS) ocenione przez niezalezng komisje
w grupie poddawanej leczeniu (populacja therascreen EGFR RGQ PCR Kit+/CTA+).
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Analiza podgrupy pacjentéw therascreen EGFR RGQ PCR Kit+/CTA+ (n = 264) wykazata, ze
u pacjentéw poddawanych leczeniu afatynibem obserwowany byt znaczny wzrost czasu PFS
(mediana PFS 11,2 miesigca w stosunku do 6,9 miesigca) i mniej prawdopodobne jest
wystgpienie u nich progresji choroby oraz zgonu (HR = 0,49, 95-procentowy CI [0,35; 0,69],
p<0,0001) w poréwnaniu z pacjentami poddawanymi chemioterapii. Obserwowane korzysci
kliniczne w podgrupie pacjentéw badanych przy uzyciu zestawu therascreen EGFR RGQ PCR
Kit byly poréwnywalne z korzysciami obserwowanymi w catej badanej populacji (n = 345).

Dane dotyczace wynikdéw badan klinicznych: IRESSA®

Badanie IRESSA Follow-up Measure (IFUM) byto otwartym badaniem fazy IV bez grupy
kontrolnej (NCT01203917), ktérego celem byla ocena skutecznosci i bezpieczenstwa/
tolerancji gefitynibu stosowanego w pierwszej linii leczenia u pacjentow rasy kaukaskiej
Z miejscowo zaawansowanym lub przerzutowym rakiem NDRP w stadium HIA/B/IV,
pozytywnym wzgledem mutacji genu EGFR. Badanie IFUM zaprojektowano w celu oceny
odsetka obiektywnych odpowiedzi wg kryteriow RECIST u wybranych prospektywnie
pacjentéw rasy kaukaskiej z rakiem NDRP z mutacjg genu EGFR.

Do badania byli kwalifikowani pacjenci z okreslonymi zmianami w genie EGFR (delecja
w eksonie 19, substytucja L858R, L861Q lub G719X) oraz bez mutacji T790M lub S768I lub
insercji w eksonie 20 w probkach nowotwordw, co okreslano wczesniej za pomocg oznaczenia
CTA. Prébki pobrane od pacjentéw poddanych badaniom przesiewowym w ramach badania
klinicznego IFUM przetestowano retrospektywnie przy uzyciu towarzyszgcego zestawu
diagnostycznego therascreen EGFR RGQ PCR Kit. Przeprowadzono badanie pomostowe
w celu oceny zgodnosci zestawu therascreen EGFR RGQ PCR Kit z oznaczeniem CTA
uzywanym do wyboru pacjentéw do badania klinicznego IFUM. Ogdlna zgodno$¢ miedzy
dwoma oznaczeniami pod katem wykrywania delecji w eksonie 19 oraz mutacji L858R w genie
EGFR wyniosta 98,2% (n = 700/713; 95-procentowy Cl: 96,9%, 99,0%) przy wartosci PPA
rownej 88,2% (n =90/102; 95-procentowy Cl: 80,4%, 93,8%) i przy wartosci NPA réwnej 99,8%
(n=610/611; 95-procentowy ClI: 99,1%, 100,0%).

therascreen EGFR RGQ PCR Kit — Instrukcja obstugi  10/2019 69



Uzyskano wyniki testu CTA dla 859 pacjentéw poddanych badaniom przesiewowym,
z ktérych 106 zakwalifikowano do leczenia gefitynibem. Sposréd 859 z wynikiem testu CTA
765 probek byto dostepnych do retrospektywnego przetestowania przy uzyciu zestawu
therascreen EGFR RGQ PCR Kit. Dla 87 z tych probek uzyskano wynik pozytywny
wzgledem mutacji genu EGFR w tescie CTA oraz przy uzyciu zestawu EGFR RGQ PCR Kit.

Gtéwnym parametrem skutecznosci byt odsetek obiektywnych odpowiedzi (Objective
Response Rate, ORR) oceniany przez centralng niezalezng komisje nieznajaca statusu
genowego pacjentow (Blinded Independent Central Review, BICR) oraz badaczy.
Obserwowane korzysci kliniczne w podgrupie pacjentéw badanych przy uzyciu zestawu
therascreen EGFR RGQ PCR Kit byty porownywalne z korzysciami obserwowanymi w catej

badanej populacji.

Wyniki dotyczgce ogdlnej skutecznosci przedstawia Tabela 14.

Tabela 14. Korzysci kliniczne pacjentéw badanych za pomoca zestawu therascreen EGFR RGQ PCR Kit
w populacji badania klinicznego IFUM

Populacja therascreen EGFR  Populacja CTA+, n = 106

Parametr RGQ PCR Kit+, n = 87

Odsetek obiektywnych odpowiedzi (ORR)

wg BICR 42 53
Liczba odpowiedzi (N)

ORR, % (95-procentowy CI) 48,3 (38,1-58,6) 50,0 (40,6-59,4)
Mediana czasu trwania odpowiedzi (miesigce) 6,9 (5,6-11,4) 6,0 (5,6-11,1)
Odsetek obiektywnych odpowiedzi (ORR)

wg badaczy 62 74
Liczba odpowiedzi (N)

ORR, % (95-procentowy Cl) 71,3 (61,0-79,7) 69,8 (60,5-77,7)
Mediana czasu trwania odpowiedzi (miesigce) 8,3 (7,2-11,3) 8,3 (7,6-11,3)

BICR: Centralna niezalezna komisja nieznajgca statusu genowego pacjentéw; Cl: przedziat ufnosci;
CTA: oznaczenie przeznaczone wytgcznie na uzytek danego badania klinicznego.

Uwaga: ,Kit +” to wyniki pozytywne wzgledem delecji w eksonie 19/L8585R/L861Q/G719X.
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Z uwagi na fakt, ze zestaw therascreen EGFR RGQ PCR Kit nie byt uzywany do wyboru
pacjentéw do badania klinicznego IFUM przeprowadzono dodatkowe analizy skutecznosci
w celu uwzglednienia pacjentéw, ktérzy nie zostali wtgczeni do badania, poniewaz ich probki
daty negatywny wynik w tescie CTA, ale mogtyby daé¢ wynik pozytywny, gdyby przebadano
je przy uzyciu zestawu therascreen EGFR RGQ PCR Kit (ij. therascreen EGFR RGQ PCR
Kit+/CTA-), oraz w celu uwzglednienia pacjentoéw, ktérzy zostali wigczeni do badania, ale
nie uzyskano waznego wyniku przy powtérnym badaniu ich probek przy uzyciu zestawu
therascreen EGFR RGQ PCR Kit (tj. therascreen EGFR RGQ PCR Kit, wynik
nieznany/CTA+). Wyniki wszystkich analiz hipotetycznych byly na ogdt zblizone do tych,
ktére uzyskano w pierwotnej analizie skutecznosci.
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Symbole

Ponizsze symbole mogg znajdowac¢ sie na opakowaniu i etykietach:

Symbol Definicja symbolu

Zawiera odczynniki wystarczajgce do wykonania <N> reakc;ji

A
p4
v

Termin waznosci

Wyréb medyczny do diagnostyki in vitro
Numer katalogowy

LO Numer serii

Numer materiatu

B

)
'7It Chronié przed $wiattem
Globalny numer jednostki handlowej

R oznacza wydanie Instrukcji uzycia (Instrukcji obstugi), a n to numer wydania

Zakres temperatury

Producent

Zapozna¢ sie z instrukcjg uzycia

Przestroga

9@;%?@

~
~
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Zatgcznik A: therascreen EGFR RGQ PCR
Kit — Protokot reczny

W tej czesci przedstawiono instrukcje dotyczace uzytkowania zestawu therascreen EGFR
RGQ PCR Kit z wersjg 2.3 oprogramowania Rotor-Gene Q w trybie otwartym (ij. bez pakietu

oznaczen Rotor-Gene Q therascreen EGFR CE Assay Package).

Informacje ogdlne

® Liste materiatbw wymaganych przedstawiono w czesci Materialy wymagane, ale
niedostarczone.

® Peine instrukcje dotyczgce przygotowania prébki i uktadu probek przedstawiono w czesciach
Protokot: Ocena probek i Protokot: Wykrywanie mutacji genu EGFR.

® Przed rozpoczeciem kazdej reakcji nalezy upewni¢ sig, ze ustawiono odpowiednie

parametry wykonywania cykli.
Protokét: Tworzenie profilu temperaturowego

Przed rozpoczeciem nalezy utworzy¢ profil temperaturowy dla analizy wykonywanej przy
uzyciu zestawu therascreen EGFR RGQ PCR Kit. Parametry wykonywania cykli

przeznaczone dla oceny DNA w prébkach i wykrywania mutacji genu EGFR sg takie same.
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Procedura
Tabela 15 zawiera podsumowanie parametrow wykonywania cykli.

Tabela 15. Profil temperaturowy

Cykle Temperatura Czas Akwizycja danych
1 95°C 15 minut Brak
40 95°C 30 sekund Brak
60°C 60 sekund Kanat Green i Yellow

1. Klikng¢ dwukrotnie ikone oprogramowania Rotor-Gene Q Series Software 2.3 na pulpicie
komputera podtgczonego do Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM.

2. Aby utworzy¢ nowy szablon, wybra¢ opcje Empty Run (Pusta reakcja), a nastepnie

klikng¢ opcje New (Nowa), aby otworzy¢ okno ,New Run Wizard” (Kreator nowej reakc;ji).

3. Wybra¢ opcje 72-well rotor (Rotor 72-dotkowy) jako typ rotora. Upewnic sie, ze pierscien
blokujgcy jest zamocowany, i zaznaczy¢ pole wyboru Locking Ring Attached (Pierscien
blokujgcy zamocowany). Klikng¢ przycisk Next (Dalej) (Ryc. 20).

New Run Wizard [‘5_<|

Welcome to the Advanced Run Wizard!

Fotor Type

36-well Rotor

2 - W Locking FRing Attached

Skip wizard | New»> | -3
.|

Ryc. 20. Okno dialogowe ,,New Run Wizard” (Kreator nowego cyklu). 1 = ,Rotor type” (Typ rotora); 2 = pole
,Locking Ring Attached” (Pierscien blokujgcy zamocowany); 3 = przycisk ,Next” (Dalej).
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4. Wprowadzi¢ nazwisko w polu operator. Doda¢ wszelkie komentarze i wprowadzi¢

objetosc reakcyjng réwng 25. Upewni¢ sie, ze wartosci w polu Sample Layout (Uktad
probek) to 1, 2, 3.... Klikng¢ przycisk Next (Dalej) (Ryc. 21).

New Run Wizard

This zcreen displays miscellaneaus options for the run. Complete the fields,

clicking Mext when you are ready ta maove to the nest page.

Operatar : MAME

Mates :

Reactian o5 =

Walume [pL): al

Sample Lapout : |1, 2.3 j
SkipWizand | << Back Mety> |

3

This box displays

help on elements in
the wizard. For help
oh an item, hower
your mouse over the
itemn for help. You
cat alzo click on a
corbo box to dizplay
help about its
available settings.

Ryc. 21. Wprowadzanie nazwiska operatora i objetosci reakcyjnych. 1 = pole ,Operator” oraz ,Notes” (Uwagi);
2 = pole ,Reaction Volume” (Objetos¢ reakcyjna) i ,Sample Layout” (Uktad probek); 3 = przycisk ,Next” (Dalej).
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5. Klikng¢ przycisk Edit Profile (Edytuj profil) w oknie dialogowym ,New Run Wizard”
(Kreator nowej reakcji) (Ryc. 22) i ustawi¢ parametry reakcji zgodnie z informacjami

podanymi w ponizszych krokach.

New Run Wizard |g|
Temperature Profile : Click thiz button to
edit the profile
shown in the box
above.

Edit Prafile ...

Channel Setup :

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

Skipwizard | ccBack | HMest>» |

Ryc. 22. Przycisk ,,Edit Profile” (Edytuj profil) w oknie ,,New Run Wizard” (Kreator nowej reakcji).

78 therascreen EGFR RGQ PCR Kit — Instrukcja obstugi  10/2019



6. Klikngé przycisk Insert after (Wstaw po) i wybra¢ opcje New Hold at Temperature
(Nowy etap wstrzymania przy temperaturze) (Ryc. 23).
M Edit Profile X
2 .8 W @
N Open SaveAs  Hebp
The run vl take spprosamately 0 second(s) to complete. The graph below represents the run to be pedomed

Chck on a cycle below o modiy & :

Copy of Current Step

Ryc. 23. Wstawianie etapu wstepnej inkubac;ji. 1 = przycisk ,Insert after” (Wstaw po); 2 = ,New Hold at
Temperature” (Nowy etap wstrzymania przy temperaturze).

therascreen EGFR RGQ PCR Kit — Instrukcja obstugi  10/2019 79



7. Ustawi¢ warto$¢ w polu Hold Temperature (Temperatura wstrzymania) na 95°C,
a wartos¢ w polu Hold Time (Czas wstrzymania) na czas 15 mins 0 secs (15 min 0 s).
Klikngé przycisk Insert After (Wstaw po) i wybra¢ opcje New Cycling (Nowy cykl)
(Ryc. 24).

1 Edit Profile x
@ . € H @
Mew Open  Save As Help

The wn will take approximately 16 minute(s) to complete. The graph below iepresents the run to be performed

Click on a cycle below to modify it

Inzert before. .
————  Hew Hold at Temperature
Remave Hew HRM Step
Hold Temperature: 95 | oo Copy of Current Skep

Hold Time 5 ||| © ||sess — 1

Ryc. 24. Etap wstepnej inkubacji w temperaturze 95°C. 1 = ,Hold Temperature” (Temperatura wstrzymania)
i ,Hold Time” (Czas wstrzymania); 2 = ,Insert after” (Wstaw po); 3 = ,New Cycling” (Nowy cykl).
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8. Ustawic¢ liczbe powtorzen cykli na 40. Wybra¢ pierwszy etap i ustawi¢ opcje 95°C przez
30 sekund (Ryc. 25).

%)
w
Halp
Ll A - complete. The Lol the perdomed
Click on & cycle bedow bo modiy i ©
Hold It adter.
Ingeet betone...
Remowe
This cycle repea E
Click on o of thilmmmeSalow (o modfy . of press + of - to add and remove sleps fos this cycle.
Timed SI = =
=25 [———— r
%0 soconds / /
ol Acquing i \ TAC I Wsecs [
[ Long Range \4/—{
™ Touchd 3 BOAC for 20 secs
__x |

Ryc. 25. Etap cyklu wykonywany w temperaturze 95°C. 1 = pole ,Cycle repeats” (Powtdrzenia cyklu); 2 = Etap
pierwszy: ustawienie temperatury; 3 = Etap pierwszy: ustawienie czasu.
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9. Wybra¢ drugi etap i ustawic opcje 60°C przez 60 sekund. Klikng¢ przycisk Not Acquiring
(Brak akwizycji), aby wigczy¢ akwizycje danych podczas tego etapu. Ryc. 26).

M Edit Profile X
@ . ¢ || @
Mew Cpen SaveAs | Heb
The rur wall take sppocoamateds 125 riute(z] to complete, The graph bak e pun by b pearfoumad :
OBk o & Cycle bedows bo vy 1
Hold Insert after.
Ingest before.
Remove
Thit cyclespaats 40 | timefs]
Chick: on onee of the steps below o modify 1, or press + of - 1o add and remove steps for this cpcle.
Timed Step - jﬂ
— S5RC for 30 secs
BT ——————— I ]
B0 seconds /
Hot Acqurng TR fou 20 secs |
I~ [Long Range
T a| BORC for 60 sece /
x|

Ryc. 26. Etap cyklu wykonywany w temperaturze 60°C. 1 = Etap pierwszy: ustawienie temperatury i czasu;
2 = przycisk ,Not Acquiring” (Brak akwizyciji).
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10. Wybra¢ kanaty Green i Yellow jako kanaty, w ktérych bedzie przebiegata akwizycja
danych. Klikng¢ znak >, aby przeniesc¢ te kanaty z listy ,Available Channels” (Dostepne
kanaty) do obszaru Acquiring Channels (Kanaty do akwizycji danych). Klikng¢ przycisk
OK (Ryc. 27).

Same as Previous : |[New Acquisibon) ~|

Acquisition Configuration :

Available Channels : Acquinng Channels :
Name | LI .
Crimson Green 1
HRM < velow
Orange =
Red

To acquire from a channel, selsct it from the Bst in the left and click >, To stop acquiting from &
channel, select it in the right-hand st and click <. To remove all acquisitions, click <<.

Diye Chart 3> |

Dye Channel Selection Chart

FAM-, SYBR Green 1, Fluorescein, EvaGreen ', Alexa Fluor 488
555nm  [JOE'W, WICY, HEX, TET, CAL Fluor Gold 540, Yakima ‘Yellow '
B10nm  [AOX*, CAL Fluor Red 610, Cy3.5Y, Texas Red ', Alesa Fluor 568+
B60nm | CyS", Quasar 670", Alexa Fluor 633

710hp | Quasar705", Alexa Fluor 6E0

460nm | 510nm | SYTO 9Y, EvaGreen'

Ryc. 27. Akwizycja danych na etapie cyklu wykonywanego w temperaturze 60°C. 1 = Wybrane kanaly;
2 = przycisk ,OK”.
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11. Wybra¢ trzeci etap i klikngé

M Edit Profile

@, ¥ H @
Hewr Open Saveds | Help
L]

s The

znak -, aby usung¢ ten etap. Klikngé przycisk OK (Ryc.

X

the run 1o be pedomed :

A

Chck on & ey bekow bo modiy i -

AR

Thes cycin sepeats 40 | tievaiz]

Hold Iricest aftes
Iniset befors. .
FResmove

Click o cree of the sheps bekow bo modily &, o peess + o - bo add and remave steps for this cycle.

S fou 30 secs

/ \

m
CmemH— |

G ot 60 et

[

Ryc. 28. Usuniecie etapu wydtuzania.

1 = Trzeci etap; 2 = Usun; 3 = przycisk ,OK”.

28).
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12. W kolejnym oknie dialogowym klikngé opcje Gain Optimisation (Optymalizacja
wzmocnienia) (Ryc. 29).

New Run Wizard

Temperature Profile : Thiz box displays
help on elements in
the wizard. For help
on an item, hover
your mouse over the
item for bielp. ‘You
can also click on a
combao box to display
help about it
ailable sette

EditProfile .. avalable setings.

Channel Setup :

Name | Source | Detector | Gain | CredeNew...|

Green  470nm  510nm 5

Yelow 5m S 5 _Ee |

Orange  585nm  B10nm 5 Edit Gain,..

Red E25nm 660N 5 —eml

Crimson  B80nm  10hp 7 Remove

HRM 480nm  510nm 7 ﬂesd[)dm|

Gain Opiimisation.. | | 1

SkipWizad | ¢<Back | Nests> |

Ryc. 29. Gain Optimisation (Optymalizacja wzmocnienia) (1).
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13. Kliknaé¢ opcje Optimise Acquiring (Optymalizuj akwizycje). Zostang wyswietlone

ustawienia dla kazdego kanatu. Klikng¢ przycisk OK, aby zaakceptowac te wartosci

domysline dla obu kanatow. (Ryc. 30).

Auto-Gain Optimisation Setup [x]

Dptimisation :
Auto-Gian Optimisation will read the fi on the inserted sample at
o different gain levels until it finds one at which the fluorescence levels are
. plable. The range of i you ate looking for depends an the
chemistry you are performing.

Set temperature to l_-j degrees.

Opiise [ Bptmee oo ]

: Channel Settings :

Channel

— Channel: Green TubePostion:  [1 =]
Taget Sample Range: B ﬁﬂwto 0 ﬂFl

..
Name [t I
Acceplable GainRange: [10 = 10 [i0 = emove |
— N
] 1 e ]
|  Manual. | Ciose | Hep |

Ryc. 30. Optymalizacja automatycznego wzmocnienia dla kanatu Green. 1 = ,Optimise Acquiring” (Optymalizuj

akwizycje); 2 = przycisk ,0K”.
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14. Zaznaczy¢ pole Perform Optimisation before 1st Acquisition (Wykonaj optymalizacje

przed pierwszg akwizycja), a nastepnie klikng¢ przycisk Close (Zamknij), aby powrdcié¢
do ekranu kreatora (Ryc. 31).

Auto-Gain Optimisation Setup Fz]

Oplimization :
v Auto-Gain Optimization will read the i & on the nzerted sample at
e different gain levels untl it finds one at which the fluorescence levels are
acceptable. The range of fluorescence you are looking for depends on the
chemisty you are performing.
Set temperature to j degress,
Optimise Al | Dplimise Acquiing |
v JPeifom Oplimization Before 1t Acquistion 1
I™ Perfiorm Oplimisation At 60 Degress At Beginning OF Run
Channel Settings
| T
Name | Tube Position | Min Reading | Max Reading | Min Gain | Max Gain Edt. |
Green 1 SFI 10F1 -10 10
Yelow 1 51 1071 a0 10 __Bemove |
Femove A1 |
2
< >
[ | w | | Cose ] Heb |

Ryc. 31. Wybér kanatu Green i Yellow. 1 = pole wyboru ,Perform Optimisation Before 1st Acquisition” (Wykonaj
optymalizacje przed pierwsza akwizycjg); 2 = przycisk ,Close” (Zamknij).
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15. Klikng¢ przycisk Next (Dalej) (Ryc. 32). Klikng¢ opcje Save Template (Zapisz szablon),
aby zapisac szablon zestawu therascreen EGFR RGQ PCR Kit (plik *.ret) w odpowiedniej

lokalizaciji.
New Run Wizard x]
Temperature Profile : This bow displays
help on elements in
the wazard. For help
o an item, hover
wour mouse over the
item for help, You
can also chck on a
comba box to display
help about its
; i
Edit Poile .. I
Channel Setup :
Mame | Source | Detector | Gain | Create Mew... |
Green  470nm  510nm 5
‘rellow 530mm  555nem 5 L
Orange 585w  Bl0nm 5 Edit Gamn...
Red B25nm  BEDnm 5 =
Cimson  680rm  710hp 7 Remave
HRM 460nm  510nm 7 Resdde|
|_Gain Oplimisation. l
SkpWizad | c<Back [ Ner> 1

Ryc. 32. ,,Next” (Dalej) (1).
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Procedura (reczna)

Protokot: Ocena prébek (reczna)

Ten protokét stuzy do oceny catkowitej ilosci amplifikowanego DNA w prébkach i nalezy go

wykona¢ przed analizg mutacji genu EGFR.

Przygotowac¢ prébki zgodnie z opisem w czesci Protokét: Ocena probek, az do kroku 11.
® Przygotowac reakcje PCR w aparacie Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM zgodnie z opisem
w czesci Protokét: Konfiguracja aparatu Rotor-Gene Q w celu wykonania testu przy uzyciu
zestawu therascreen EGFR RGQ PCR Kit.
® Po ukonczeniu reakcji przeanalizowa¢ dane zgodnie z instrukcjami w czesci Analiza

wynikow oceny prébek.

Protokét: Wykrywanie mutacji genu EGFR (recznie)

® Po pomysinej ocenie probki mozna przetestowaé probke w celu wykrycia mutacji genu
EGFR.

® PrzygotowaC prébki zgodnie z opisem w czesci ,Protokél: Wykrywanie mutacji genu
EGFR”, az do kroku 11.

® Przygotowac reakcjge PCR w aparacie Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM zgodnie z opisem
w czesci Protokét: Konfiguracja aparatu Rotor-Gene Q w celu wykonania testu przy uzyciu
zestawu therascreen EGFR RGQ PCR Kit.

® Po ukonczeniu reakcji przeanalizowa¢ dane zgodnie z instrukcjami w czesci Analiza

wynikow wykrywania mutacji genu EGFR.
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Protokét: Konfiguracja aparatu Rotor-Gene Q w celu wykonania
testu przy uzyciu zestawu therascreen EGFR RGQ PCR Kit

Procedura

1. Uruchomi¢ oprogramowanie Rotor-Gene Q Series w wersji 2.3, a nastepnie otworzy¢
odpowiedni profil temperaturowy dla zestawu therascreen EGFR RGQ PCR Kit (plik *.ret).
Instrukcje dotyczace tworzenia profilu temperaturowego i sprawdzania parametrow
reakcji zawiera cze$¢ Protokot: Tworzenie profilu temperaturowego.

2. Upewnic¢ sie, ze wybrano prawidtowy rotor i zaznaczy¢ pole wyboru Locking Ring
Attached (Pierscien blokujgcy zamocowany). Klikng¢ przycisk Next (Dalej) (Ryc. 33).

New Run Wizard X

Welcome to the Advanced Run Wizard!

Skip Wizard | || Nest »> |

Ryc. 33. Okno dialogowe ,,New Run Wizard” (Kreator nowego cyklu) i ekran gtéwny. 1 = ,Rotor type”
(Typ rotora); 2 = pole ,Locking Ring Attached” (Pierscien blokujgcy zamocowany); 3 = przycisk ,Next” (Dalej).
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3. Wprowadzi¢ nazwisko w polu operator. Doda¢ wszelkie uwagi, upewnic sie, ze objetosé
reakcyjna jest ustawiona na 25, a wartosci w polu Sample Layout (Ukiad probek)
to 1, 2, 3.... Klikng¢ przycisk Next (Dalej) (Ryc. 34).

New Run Wizard F§|

Thiz box dizplays
help on elements in
the wizard. For help

. on an item, hover
Operater: I|NAME I_ 1 your mouse over the
item for help. You
can also click on a
combo box bo display
help about itz
available settings.

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

Motes :

Fieaction 25 =
“Wolurme [pL]: z 3
Sample Layout: | 1.2, 3. L'— 4

5
Skip'wizard | << Back | Mest »> |

Ryc. 34. Okno opcji ,New Run Wizard” (Kreator nowej reakcji). 1 = pole ,Operator”; 2 = pole ,Notes” (Uwagi);
3 = pole ,Reaction Volume” (Objeto$¢ reakcyjna); 4 = ,Sample Layout” (Uktad prébek); 5 = przycisk ,Next” (Dalej).

Uwaga: W kolejnym oknie mozna edytowaé profil temperaturowy. (Jesli profil
temperaturowy utworzono zgodnie z instrukcjami podanymi w czesci Protokot:

Tworzenie profilu temperaturowego, nie trzeba go edytowac).
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4. Klikng¢ przycisk Next (Dalej) (Ryc. 35).

Mew Run Wizard

Temperature Profile :

Edit Profile ...

Channel Setup :

Create Mew... |

Edit...
Edit Gain...
Remove
Fezet Defaults

help on elements in
the wizard. For help
on an item, hover
our mouse over the
itemn far help. You
cah alzo click on a
conbo box ta display
help about itz
available settings.

Marne | Source | Detector | Gait |
Green 470nm  510nm 5
“ellow 530nm  555nm 5
Orange  5885hm  B10nm 5
Red E28nm  BEOnm 5
Crimson  E80nm  710hp 7
HRM 480nm  510nm 7
Skip'wizard | << Back || Newt > > |

3

Thiz box displays

Ryc. 35. Okno dialogowe ,,New Run Wizard” (Kreator nowego cyklu) i ekran edycji temperatury (1 = przycisk

»Next” (Dalej)).
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5. Sprawdzi¢ podsumowanie, a nastepnie kliknaé przycisk Start Run (Uruchom reakcje),

aby zapisac plik reakc;ji i uruchomi¢ reakcje (Ryc. 36).

X

New Run Wizard
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 |

Ryc. 36. Okno dialogowe ,,New Run Wizard” (Kreator nowego cyklu) i ekran podsumowujacy (1 = ,,Start Run”

(Uruchom reakcje)).

6. Wykonac jedng z ponizszych czynnos$ci w oknie wyswietlonym po uruchomieniu reakgciji:

® Wprowadzi¢ nazwy probek.

® Klikng¢ opcje Finish (Zakoncz), aby wprowadzi¢ nazwy probek w pozniejszym

czasie. W tym celu nalezy wybra¢ opcje Sample (Probka) podczas reakc;ji lub po

zakonczeniu reakgc;ji.

Wazne: Po wybraniu opcji Finish and Lock Samples (Zakoncz i zablokuj probki) nie

mozna juz edytowac¢ nazw probek. Aby testom i analizie zostata poddana odpowiednia

probka, podczas wprowadzania nazw probek nalezy zachowac¢ szczegolng ostroznosc.

Uwaga: Podczas nadawania nazw prébkom pola w kolumnie ,Name” (Nazwa)

odpowiadajgce pustym probéwkom powinny pozostaé puste.

7. Po zakonczeniu reakcji nalezy przeanalizowa¢ dane zgodnie z instrukcjami podanymi

w czesci Analiza wynikdw oceny prébek lub w czesci Analiza wynikéw wykrywania

mutacji genu EGFR, odpowiednio do potrzeb.
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8. Jesli wymagany jest raport z oznaczenia iloSciowego, nalezy klikng¢ ikone Reports
(Raporty) na pasku narzedzi w pliku reakcji Rotor-Gene Q.
9. W przegladarce raportéw klikng¢ opcje Cycling A Green (page 1) pod czescig ,Report

Categories” (Kategorie raportow) (Ryc. 37).
| = Report Browser £=8

i Report Categories  Templates

- ]
- Cantiagios *% OTV Report
Cycling &, Green [Pags 1) ]

= Cycling & Yellaw [Page 1)

Ryc. 37. Przegladarka raportéw (1 = opcja ,,Cycling A. Green [Page 1]”).

10. Wybrac opcje Quantitation (Full Report) (Oznaczenie ilosciowe (petny raport)) pod
czescig ,Templates” (Szablony) (Ryc. 38).

5| Report Browser

-~ Repart Categories : i Templates

+ [General) t+]
&- Quantitation
i~ Cycling & Green (Page 1) 'l
i Cycling A ¥ellow [Page 1)

Quantitation (Concise)

Quantitation (Full Report)

Quantitation (Standard Report)

Coee_|

Ryc. 38. Raport Quantitation (Full Report) (Oznaczenie ilosciowe (petny raport)) (1).

11. Aby wygenerowac raport, klikng¢ przycisk Show (Pokaz).
12. Klikngé¢ przycisk Save As (Zapisz jako), aby zapisa¢ elektroniczng wersje raportu.

13. Powtdrzy¢ dla opcji Cycling A Yellow (Page 1).
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Interpretacja wynikéw (reczna)

Po ukonczeniu reakcji przy uzyciu zestawu therascreen EGFR RGQ PCR Kit (w celu oceny
DNA w prébkach lub w celu analizy mutacji genu EGFR) nalezy przeanalizowaé dane,

wykonujgc nastepujgce procedury:

e Ustawienia oprogramowania do analizy

® Analiza wynikdw oceny DNA w probkach (reczna)
Uwaga: Uktad probowek zawiera Tabela 4.

® Analiza wynikéw wykrywania mutacji genu EGFR (reczna)

Uwaga: Ukfad probéwek zawiera Tabela 7.

Ustawienia oprogramowania do analizy

1. Otworzy¢ odpowiedni plik reakcji (*.rex) za pomoca oprogramowania Rotor-Gene Q Series

w wersji 2.3.

2. Jesli probki nie zostaty nazwane przed wykonaniem reakcji, klikng¢ opcje Edit Samples
(Edytuj probki).

3. Wprowadzi¢ nazwy probek do kolumny ,Name” (Nazwa).
Uwaga: Nie nalezy nadawac¢ nazw pustym probéwkom.

4. Klikng¢ opcje Analysis (Analiza). Na stronie analizy klikna¢ opcje Cycling A Yellow, aby
wybra¢ kanat Yellow (HEX).

5. Klikng¢ opcje Named On (Nazwane).

Uwaga: Gwarantuje to, ze puste probowki nie bedg uwzgledniane w analizie.
6. Wybra¢ opcje Dynamic tube (Probéwka dynamiczna).
7. Wybra¢ opcje Slope correct (Korekcja nachylenia).

8. Wybra¢ opcje Linear scale (Skala liniowa).
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10.
11.
12.
13.
14.

15

17.

. Wybrac opcje Take Off Adj (Regulacja punktu wejscia w faze wzrostu logarytmicznego)

i wprowadzi¢ wartosci 15.01 w polu na goérze (,If take off point was calculated before
cycle” (Jesli punkt wejscia w faze wzrostu logarytmicznego obliczono przed cyklem,))
i 20.01 w polu na dole (,then use the following cycle and take off point” (uzywaj
nastepujgcego cyklu i punktu wejscia w faze wzrostu logarytmicznego)).

Ustawi¢ warto$¢ progowa na 0.02 i sprawdzi¢ wartosci Ct kanatu Yellow (HEX).

Na stronie analizy klikng¢ opcje Cycling A Green, aby wyswietli¢ kanat Green (FAM).
Wybra¢ opcje Named On (Nazwane).

Wybra¢ opcje Dynamic tube (Probéwka dynamiczna).

Wybra¢ opcje Slope correct (Korekcja nachylenia).

. Wybra¢ opcje Linear scale (Skala liniowa).

16.

Wybra¢ opcje Take Off Adj (Regulacja punktu wejscia w faze wzrostu logarytmicznego)
i wprowadzi¢ wartosci 15.01 w polu na gérze (,If take off point was calculated before
cycle” (Jesli punkt wejscia w faze wzrostu logarytmicznego obliczono przed cyklem,))
i 20.01 w polu na dole (,then use the following cycle and take off point” (uzywaj

nastepujgcego cyklu i punktu wejscia w faze wzrostu logarytmicznego)).

Ustawi¢ wartos¢ progowa na 0.075 i sprawdzi¢ wartosci Ct dla kanatu Green (FAM).

96

therascreen EGFR RGQ PCR Kit — Instrukcja obstugi  10/2019



Analiza wynikéw oceny probek

Po ukoniczeniu reakcji wykonywanej w celu oceny DNA w prébkach nalezy zapoznac sie
z czes$cig Ustawienia oprogramowania do analizy i przeanalizowac dane w okreslony ponizej
sposob. (Uktad probowek zawiera Tabela 4 na stronie 26).

Analiza kontroli reakcji

Kontrola negatywna

Aby mozna byto stwierdzi¢ brak zanieczyszczen matrycy, wartosé Ct wygenerowana przez

kontrole NTC w kanale Green (FAM) nie moze by¢ nizsza niz 40.

Aby mozna bylo stwierdzi¢ prawidiowe przygotowanie reakcji, kontrola NTC musi
wykazywac amplifikacje w kanale Yellow (HEX) w zakresie od 29,85 do 35,84. Okreslone

warto$ci mieszczg sie w tych wartosciach i obejmuja je.

Kontrola pozytywna

Wartos¢ Ct wygenerowana przez kontrole PC EGFR w kanale Green (FAM) musi miescié¢
sie w zakresie od 28,13 do 34,59. Wartos¢ poza tym zakresem wskazuje na problem

zwigzany z przygotowaniem oznaczenia. Reakcja jest niewazna.

Uwaga: Danych uzyskanych dla prébki nie nalezy bra¢ pod uwage, jesli wyniki kontroli

negatywnej lub kontroli pozytywnej sg niewazne.
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Analiza probek

Jesli wyniki reakcji wykonywanej w celu oceny DNA prébek sg wazne, mozna przejsé do
analizy prébek. Wartos¢ Ct kontrolna dla probki wygenerowana w kanale Green (FAM) musi
miesci¢ sie w zakresie od 23,70 do 31,10. Jesli wartos¢ Ct otrzymana dla probki jest poza
tym zakresem, nalezy oprze¢ sie na przedstawionych ponizej wytycznych.

e Wartos¢ Ct oznaczenia kontroli prébki <23,70

Prébki, dla ktérych wartos¢ Cr kontroli jest <23,70 (wysokie stezenie DNA), spowodujg
przetadowanie oznaczen mutacji; nalezy je rozcienczyé. Aby wykry¢ kazdg mutacje przy
niskim poziomie, nadmiernie stezone probki nalezy rozcienczy¢ tak, aby otrzymywana
dla nich warto$¢ Ct miescita sie w zakresie od 23,70 do 31,10. Rozcienczenie DNA
probki powoduje wzrost wartosci Ct (rozcienczenie w stosunku 1:1 zwieksza wartosé Cr
o okoto 1,0). Prébki nalezy rozciencza¢, uzywajgc wody dostarczonej w zestawie (woda
do rozcienczania [Dil.]).
e Warto$¢ Ct oznaczenia kontroli prébki >31,10

Zalecane jest ponowne przeprowadzenie izolacji probek, dla ktérych uzyskano wartosé
Cr oznaczenia kontroli w kanale Green (FAM) >31,10. Niewystarczajgca poczatkowa
ilo$¢ matrycy DNA w prébce uniemozliwia wykrycie wszystkich mutacji genu EGFR przy

punktach odciecia okreslonych dla oznaczenia.

Analiza wynikéw wykrywania mutacji genu EGFR

Zanim bedzie mozna przetestowac probke w celu wykrycia mutacji genu EGFR, prébka musi

pomysinie przejs¢ ocene zawartego w niej DNA (patrz Analiza wynikéw oceny prébek).

Po ukonczeniu reakcji wykonywanej w celu wykrycia mutacji genu EGFR nalezy zapoznaé
sie z czescig Ustawienia oprogramowania do analizy i przeanalizowa¢ dane w okreslony
ponizej sposob. (Uktad probéwek zawiera Tabela 7).
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Analiza kontroli reakciji

Nalezy zapoznac sie ze schematem analizy kontroli reakcji przedstawionym na Ryc. 39.

Wartos¢ Cr kontroli
negatywnej w kanale
barwnika FAM

Powodzenie TAK
kontroli negatywnej

Wartos¢ Cr w kanale
barwnika FAM <40?

\ 4

p| NIEPOWODZE
NIE NIE REAKCII

artosc Cr w kanale
barwnika HEX w zakresie
0d 29,85 do 35,842

A 4

Wartosé C; kontroli
pozytywnej w kanale
barwnika FAM

Wartos¢ Cr
mutacji T790M
w kanale barwnika FAM
w zakresie od 30,22 do
34,987

Wartos¢ Cr kontroli
w kanale barwnika FAM
w zakresie od 28,13 dg
34,597

Wartosc Cr delecji
w kanale barwnika FAM
w zakresie od 28,90 do
34,90?

NIE NIE NIE

NIEPOWODZE NIEPOWODZE NIEPOWODZE
NIE REAKCII NIE REAKCII NIE REAKCI TAK

NIE NIE NIE

Warto$¢ Cr mutacji
57681 w kanale barwnika
FAM w zakresie od
28,98 do 35,192,

‘Warto$¢ Cr mutacji
1861Q w kanale barwnika
FAM w zakresie od
28,49 do 34,027

Wartos¢ C; mutacji
1858R w kanale barwnika
FAM w zakresie od

Wartosé C; mutacji
G719X w kanale barwnika > TAK
FAM w zakresie od
29,42 do 34,197,
NIE

TAK

NIEPOWODZE
NIE REAKCII

NIE
Wartosc Cr insercji
w kanale barwnika FAM
w zakresie od 27,92 do,
34,097

zeni
TAK——> POVYOd enie . Przejé¢ do analizy prébki
kontroli pozytywnej

Ryc. 39. Schemat analizy kontroli reakcji do wykrywania mutacji genu EGFR.

Kontrola negatywna

Aby mozna byto stwierdzi¢ brak zanieczyszczen matrycy, wartos¢ Ct wygenerowana przez
kontrole NTC dla kazdego oznaczenia mutacji genu EGFR w kanale Green (FAM) nie moze

by¢ nizsza niz wartosci 40.
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Aby mozna byto stwierdzi¢ prawidtowe przygotowanie reakcji, kontrola NTC musi
wykazywa¢ amplifikacje w kanale Yellow (HEX) w zakresie od 29,85 do 35,84. Okreslone
wartosci mieszczg sie w tych wartosciach i obejmuja je.

Kontrola pozytywna

Dla kazdego oznaczenia mutacji genu EGFR warto$¢ Ct wygenerowana przez kontrole PC
EGFR w kanale Green (FAM) musi miesci¢ sie w zakresie okreslonym w Tabeli 16. Wartos¢
poza tym zakresem wskazuje na problem zwigzany z przygotowaniem oznaczenia. Reakcja

jest niewazna.

Uwaga: Danych uzyskanych dla prébki nie nalezy bra¢ pod uwage, jesli wyniki reakc;ji

kontroli negatywnej lub kontroli pozytywnej sg niewazne.

Tabela 16. Akceptowalne zakresy wartosci Cr dla pozytywnych kontroli reakcji (oznaczenie wykonywane
w celu wykrywania mutacji genu EGFR)

Mieszanina reakcyjna Probka Kanat Zakres wartosci Cr
Kontrola PC Green od 28,13 do 34,59
T790M PC Green od 30,22 do 34,98
Delecje PC Green od 28,90 do 34,90
L858R PC Green od 29,97 do 34,81
L861Q PC Green od 28,49 do 34,02
G719X PC Green od 29,42 do 34,19
S768l PC Green od 28,98 do 35,19
Insercje PC Green od 27,92 do 34,09
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Analiza prébek — wartos¢ Cr wygenerowana w kanale Green (FAM) dla kontroli
prébki

Jesli negatywne i pozytywne kontrole reakcji przeznaczonej do wykrywania mutacji genu
EGFR sg wazne, mozna przejS¢ do analizy wynikow wykrywania mutacji genu EGFR
w probkach.

Wartos¢ Cr wygenerowana przez kontrole w kanale Green (FAM) musi miesci¢ sie
w zakresie od 23,70 do 31,10. (Uktad probéwek zawiera Tabela 7).

Jesli wartos¢ Cr otrzymana dla kontroli prébki jest poza tym zakresem, nalezy oprzec¢ si¢ na
przedstawionych ponizej wytycznych.

e Wartos¢ Ct oznaczenia kontroli prébki <23,70

Prébki, dla ktérych wartos¢ Cr kontroli jest <23,70 (wysokie stezenie DNA), spowodujg
przetadowanie oznaczen mutacji; nalezy je rozcienczyé. Aby wykry¢ kazdg mutacje przy
niskim poziomie, nadmiernie stezone probki nalezy rozcienczy¢ tak, aby otrzymywana
dla nich warto$¢ Ct miescita sie w zakresie od 23,70 do 31,10. Rozcienczenie DNA
probki powoduje wzrost wartosci Ct (rozcienczenie w stosunku 1:1 zwieksza wartosé Cr
o okoto 1,0). Prébki nalezy rozcienczac, uzywajgc wody dostarczonej w zestawie (woda
do rozcienczania [Dil.]).

e Warto$¢ Ct oznaczenia kontroli prébki >31,10
Zalecane jest ponowne przeprowadzenie izolacji probek, dla ktérych uzyskano wartosé
Cr oznaczenia kontroli w kanale Green (FAM) >31,10. Niewystarczajgca poczatkowa
ilo§¢ matrycy DNA w prébce uniemozliwia wykrycie wszystkich mutacji genu EGFR przy
punktach odciecia okreslonych dla oznaczenia.

Nalezy zapozna¢ sie ze schematem analizy probek przeznaczonym do wykrywania mutaciji
genu EGFR przedstawionym na Ryc. 40.
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Rozpoczecie
wykrywania
mutacji

Wartosé C; kontroli

Wartos¢ C; kontroli

Wymagane
rozciericzenie
probki

Rozcienczyé
probke

oznaczenia w kanale
barwnika FAM w zakresie
0d 23,70 do 31,102

probki w kanale
barwnika FAM

Wartosci CT oznaczent

mutacji obecnych
wprébee w kanale
barwnika HEX

artosci CT oznaczen
mutacji obecnych
w prébee w kanale
barwnika FAM

od 00,00 do 40,002

TAK

Probwka jest pozytywna
wagledem amplifikacji w kanale
barwnika FAM

v

(Obliczyé wartosci AC: dla kazde] mutacjj
AC; = C; mutacji - Cr kontroli

v

Poréwnac wartosci AC; z punktami
odcigcia dla poszczegélnych mutacji
Patrz Instrukcji obstugi, Tabela 17

v

Ktérakolwiek wartos¢ ACr
w zakresie wartosci ACy okreslonym dla
oznaczenia?

Wykryto mutacje genu EGFR
W oznaczeniu mutacji

‘Wartosci Cr kontroli wewnetrznej
oznaczer mutacji obecnych
wprébee w kanale barwnika HEX

Wartosc Cr kontroll
‘wewngtrznej mutacji w kanale
barwnika HEX w zakresie od
29,8540 35,84

Nie wykryto mutacji

TAK

Niewazny wynik dla
probowki

Wykryto ktrakolwiek mutacie

Wartos¢ Cr w kanale
barwnika FAM
<23,70?

NIE

Wartos¢ Cr w kanale
barwnika FAM
>31,10

Brak amplifikowanego
DNA lub obecnosé
inhibitora w prébce

Prébka niewazna

Ryc. 40. Schemat analizy prébek przeznaczony do wykrywania mutacji genu EGFR.

Prébka pozytywna i
niewazna
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Analiza prébek — wartos¢ Cr wygenerowana w kanale Yellow (HEX) dla kontroli
wewnetrznej prébki

Uwaga: Nalezy zapoznac sie ze schematem analizy probek przeznaczonym do wykrywania
mutacji genu EGFR przedstawionym na Ryc. 40.

Nalezy przeanalizowa¢ wszystkie probowki dla kazdej probki. Sprawdzi¢, czy w kazdej
probéwce w kanale Yellow (HEX) wygenerowano sygnat HEX w zakresie od 29,85 do

35,84 dla kontroli wewnetrznej. Mozna sie spotkac z 3 réznymi sytuacjami.

o Jesli wartos¢ Cr kontroli wewnetrznej w dowolnym oznaczeniu mutacji znajduje sie ponizej
okreslonego zakresu (<29,85), wynik jest niewazny pod wzgledem amplifikacji w kanale
Yellow (HEX). Amplifikacja w kanale Yellow (HEX) jest niewazna dla tej probowki.

e Jesli wartos¢ Cr kontroli wewnetrznej miesci sie w okreslonym zakresie (od 29,85 do
35,84), wynik jest pozytywny pod wzgledem amplifikacji w kanale Yellow (HEX)
Amplifikacja w kanale Yellow (HEX) jest wazna dla tej probowki.

e Jesli wartos¢ Cr kontroli wewnetrznej w dowolnym oznaczeniu mutacji znajduje sie
powyzej okreslonego zakresu (>35,84), wynik jest negatywny pod wzgledem amplifikacji
w kanale Yellow (HEX).

Jesli w kanale Green (FAM) nie wykryto amplifikacji, a warto$¢ ACr dla tej reakcji jest rowna

lub mniejsza niz punkt odcigcia oznaczenia, amplifikacja w kanale Yellow (HEX) jest wazna.

Jesli w kanale Green (FAM) nie wykryto amplifikacji dla probéwki lub wartos¢ ACt jest

wieksza niz punkt odciecia oznaczenia, amplifikacja w kanale Yellow (HEX) jest niewazna.

Brak sygnatu amplifikacji kontroli wewnetrznej w kanale Yellow (HEX) moze wskazywac¢ na
inhibicje reakcji PCR. Rozcienczenie prébki moze zmniejszy¢ wplyw inhibitoréw. Nalezy
pamieta¢ o tym, ze spowoduje to réwniez rozcienczenie docelowego DNA w prébce. Prébki
nalezy rozcienczac, uzywajac wody dostarczonej w zestawie (woda do rozcienczania [Dil.]).
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Analiza prébek — wartos¢ Cr wygenerowana w kanale Green (FAM) dla oznaczen
mutacji w prébce

Wartosci w kanale Green (FAM) otrzymane dla wszystkich siedmiu mieszanin reakcyjnych
swoistych wzgledem mutacji genu EGFR nalezy sprawdzi¢ wzgledem wartosSci
wymienionych w Tabeli 17. Okreslone warto$ci mieszczg sie w tych wartosciach i obejmuja
je. (Uktad probowek zawiera Tabela 7).

Tabela 17. Akceptowalne wartosci dla reakcji swoistych wzgledem mutacji genu EGFR w kanale Green (FAM)
(oznaczenie wykonywane w celu wykrycia mutacji genu EGFR)

Oznaczenie Zakres wartosci Cr Punkt odcigcia (ACt)
T790M od 0,00 do 40,00 <7,40
Delecje od 0,00 do 40,00 <8,00
L858R od 0,00 do 40,00 <8,90
L861Q od 0,00 do 40,00 <8,90
G719X od 0,00 do 40,00 <8,90
S768I od 0,00 do 40,00 <8,90
Insercje od 0,00 do 40,00 <8,00

e Jesliwartos¢ Ct wygenerowana w kanale Green (FAM) dla probki miesci sie w okreslonym
zakresie, probka jest pozytywna wzgledem amplifikacji FAM.

o Jesli wartos¢ Cr wygenerowana w kanale Green (FAM) dla prébki jest powyzej
okreslonego zakresu, prébka jest negatywna wzgledem amplifikacji FAM.

Obliczy¢ warto$¢ ACt dla kazdej probdwki zawierajgcej mutacje genu EGFR, pozytywnej

wzgledem amplifikacji FAM, z ponizszego wzoru, upewniajgc sie, ze podstawiono wartosci

Cr z oznaczenia mutacji i z oznaczenia kontroli otrzymane dla tej samej probki. (Uktad

probowek zawiera Tabela 7).

ACt = [warto$¢ Cr z oznaczenia mutacji] — [warto$¢ Ct z oznaczenia kontrolnego]

Poréwna¢ wartos¢ ACT wygenerowang dla probki z punktem odciecia dla danego

oznaczenia (Tabela 17). Upewni¢ sie, ze uzywany jest prawidtowy punkt odciecia.
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Punkt odciecia to punkt, powyzej ktérego sygnat pozytywny wygenerowany dla oznaczenia
moze wynika¢ z sygnatu tta generowanego przez starter ARMS przytgczony do DNA typu
dzikiego. Jesli wartos¢ ACT jest wyzsza niz punkt odciecia oznaczenia, wynik probki jest
klasyfikowany jako negatywny lub poza granica wykrywalnosci zestawu dla tego

oznaczenia.

Dla kazdej probki, kazdej reakcji wykrywajgcej mutacje moze zosta¢ nadany jeden

z nastepujacych statusow:
o Mutation detected (Wykryto mutacje)
e Mutation not detected (Nie wykryto mutaciji)

e Invalid (Niewazny)

Mutation detected (Wykryto mutacje)

Pozytywny wynik amplifikacji w kanale Green (FAM); warto$¢ ACt rowna punktowi odciecia
lub nizsza. Jesli zostanie wykryta wiecej niz jedna mutacja, mozna zgtosi¢ wszystkie

mutacje.

Mutation not detected (Nie wykryto mutacji)

Pozytywny wynik amplifikacji w kanale Green (FAM); wartosé ACt powyzej punktu odciecia.

Negatywny wynik amplifikacji w kanale Green (FAM) i pozytywny wynik amplifikacji w kanale
Yellow (HEX) (kontrola wewnetrzna).
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Invalid (Niewazny)

Niewazny wynik amplifikacji w kanale Yellow (HEX) (kontrola wewnetrzna).

Negatywny wynik amplifikacji w kanale Green (FAM) i negatywny wynik amplifikacji w kanale

Yellow (HEX) (kontrola wewnetrzna).

Uwaga: W jednej probéwce zawierajgcej dang probke mozna uzyska¢ negatywny wynik
amplifikacji w kanale Yellow (HEX), a w drugiej probéwce z tg samg probkg mozna uzyskac
pozytywny wynik amplifikacji w kanale Green (FAM). W takim przypadku wynik ,mutation
detected” (wykryto mutacje) otrzymany dla drugiej probowki mozna uzna¢ za wazny, ale
mutacja zidentyfikowana w prébce moze nie by¢ jedyna mutacjg obecng w prébce.
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Zatgcznik B: Instalacja pakietu oznaczen
therascreen EGFR CE Assay Package

Zestaw therascreen EGFR RGQ PCR Kit jest zaprojektowany specjalnie do uzytku
z aparatem Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM i rotorem 72-dotkowym. Pakiet oznaczen
therascreen EGFR CE Assay Package jest dostepny oddzielnie, na plycie CD
(nr kat. 9023537). Pakiet oznaczen zawiera szablon ,therascreen EGFR CE Control Run
Locked Template” oraz szablon ,therascreen EGFR CE Locked Template”.

Uwaga: Pakiet oznaczen therascreen EGFR CE Assay Package jest zgodny wylgcznie
z oprogramowaniem Rotor Gene Q w wersji 2.3. Przed instalacjg pakietu oznaczen
therascreen EGFR CE Assay Package nalezy upewnic sie, ze zainstalowana jest odpowiednia
wersja oprogramowania Rotor Gene Q. Jesli aparat Rotor-Gene Q MDx zostat dostarczony
z wczeshiejszg wersjg oprogramowania, nalezy zaktualizowaé oprogramowanie, pobierajac
wersje 2.3 oprogramowania Rotor Gene Q ze strony produktu Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM
(w czesci ,Product Resources” (Zasoby dotyczace produktu) pod kartg ,Operating Software”
(Oprogramowanie  operacyjne); patrz  www.giagen.com/shop/automated-solutions/pcr-
instruments/rotor-gene-q-mdx/#resources).

Procedura
1. Zamowi¢ ptyte CD z pakietem oznaczen therascreen EGFR CE Assay Package
(nr kat. 9023537).

2. Wiozy¢ ptyte CD do napedu CD komputera podtgczonego do aparatu Rotor-Gene Q MDx
5plex HRM.
3. Jesli zawartos¢ ptyty CD otworzy sie automatycznie, dwukrotnie klikng¢ plik

therascreen_EGFR_CE_Assay_Package_3.0.5.exe, aby rozpocza¢ instalacje.

Mozna tez zlokalizowac¢ ten plik wykonywalny, korzystajgc z przegladarki plikow na

podtgczonym komputerze.
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Zostanie otwarty kreator konfiguracji pakietu oznaczen therascreen EGFR CE Assay
Package.

4. Klikng¢ przycisk Next (Dalej), aby kontynuowac (Ryc. 41).
355 Setup - Rotor-Gene Q therascreen EGFR CE Assay Package =1 i 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 Mexdt to continue, or Cancelto exit Setup.

s

&

Ryc. 41. Okno dialogowe ,,Setup Wizard” (Kreator konfiguracji) (1 = przycisk ,,Next” (Dalej)).
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5. Przeczyta¢ umowe licencyjng w oknie dialogowym, a nastepnie wybra¢ opcje | accept
the agreement (Akceptuje warunki umowy). Klikngé przycisk Next (Dalej), aby
kontynuowac (Ryc. 42).

Konfiguracja rozpocznie si¢ automatycznie.

5 Setup - Rotor-Gene Q therascreen EGFR Assay Package L=l

License Agreement
Please read the following important information before continuing.

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

Licence Agreement =~

1. In the following "Qiagen” refers to Qiagen GmbH and its affiliated 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 @giagen.com.) The Software and any accompanying documentation have
been developed entirely at private expense. They are delivered and licensed as
"commercial computer software”.

2. Licence

[ <Back [ Ned> ][ Concel |

Ryc. 42. Okno dialogowe , License Agreement” (Umowa licencyjna). 1 = opcja ,| accept the agreement”
(Akceptuje warunki umowy); 2 = przycisk ,Next” (Dalej).
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6. Po ukonczeniu instalacji klikng¢ przycisk Finish (Zakorcz) w ostatnim oknie

dialogowym kreatora konfiguracji (Ryc. 43).
(15] Setup - Rotor-Gene Q therascreen EGFR Assay Package [ = — —r

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

Setup has finished installing 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.

C=—1 1

Ryc. 43. Zamykanie kreatora konfiguracji (1 = ,,Finish” (Zakoncz)).

L

7. Zrestartowa¢ komputer.
Skréty do szablonéw therascreen EGFR CE Control Run Locked Template”
i ,therascreen EGFR CE Locked Template” sg generowane automatycznie i sg widoczne

na pulpicie (Ryc. 44).

R 0

ﬂ_‘e"“‘scre""” EGFR CE therascreen EGFR CE
Cantral Run Locke Locked Template
Template

Ryc. 44. Ikony szablonéw EGFR CE Control Run Locked Template i EGFR CE Locked Template.
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Informacje kontaktowe

W celu uzyskania pomocy technicznej lub szczegétowych informaciji nalezy odwiedzié¢
witryne naszego Centrum pomocy technicznej pod adresem www.giagen.com/Support,
zadzwoni¢ pod numer 00800-22-44-6000 lub skontaktowa¢ sie z jednym z dziatéw pomocy
technicznej firmy QIAGEN lub lokalnym dystrybutorem (patrz tylna oktadka lub strona

www.giagen.com).
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Informacje dotyczgce zamawiania

Produkt

Zawartos¢

Nr kat.

therascreen EGFR RGQ PCR
Kit (24)

therascreen EGFR Assay
Package CD

QlAamp DNA FFPE Tissue Kit

QlAamp DSP DNA FFPE
Tissue Kit (50)

QIAamp DNA FFPE Tissue Kit
(50)

Na 24 reakcje: oznaczenie kontrolne,
7 oznaczen mutaciji, kontrola
pozytywna, polimeraza DNA Tagq,
woda do stosowania jako NTC i woda
do rozcienczania probek

Pakiet protokotéw oprogramowania do
uzytku z zestawem therascreen EGFR
RGQ PCR Kit i aparatem QIAGEN
Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM

Na 50 przygotowan DNA: kolumny
QIAamp MinElute®, proteinaza K,
bufory, probéwki Collection Tubes
(2 ml)

Na 50 przygotowan: 50 kolumn
QIAamp MinElute, proteinaza K,
bufory, probéwki Collection Tubes
(2 ml)

Aparat Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM i akcesoria

Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM
System

Cykler real-time PCR i analizator High
Resolution Melt z 5 kanatami (zielony,
z0tty, pomaranczowy, czerwony,
purpurowy) i kanatem HRM, komputer
typu laptop, oprogramowanie,
akcesoria, roczna gwarancja na czesci
i robocizne; obejmuje instalacje i
przeszkolenie

874111

9023537

60404

56404

9002033
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Produkt

Zawartos¢

Nr kat.

Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM
Platform

Loading Block 72 x 0.1ml Tubes

Strip Tubes and Caps, 0.1ml
(250)

Strip Tubes and Caps, 0.1ml
(2500)

Aktualne informacje licencyjne

Cykler do reakgji real-time PCR i
analizator High Resolution Melt z

5 kanatami (zielony, zétty,
pomaranczowy, czerwony, purpurowy)
i kanatem HRM, komputer typu laptop,
oprogramowanie, akcesoria; obejmuje
roczng gwarancje na czesci i
robocizne, nie obejmuje instalacji i
przeszkolenia

Aluminiowy blok do recznego
przygotowywania reakcji w
probéwkach w uktadzie 72 x 0,1 ml za
pomocg pipety jednokanatowej

250 paskéw po 4 probowki i zatyczki
na 1000 reakcji

10 x 250 paskow po 4 probowki i
zatyczki na 10 000 reakcji

9002032

9018901

981103

981106

oraz dotyczace wylgczenia odpowiedzialnosci dla

poszczegolnych produktéow znajdujg sie w odpowiedniej instrukcji obstugi lub podreczniku

uzytkownika zestawu QIAGEN. Instrukcje obstugi i podreczniki uzytkownika zestawu

QIAGEN sg dostepne w witrynie www.giagen.com. Mozna je takze zamdwi¢ w serwisie

technicznym lub u lokalnego dystrybutora firmy QIAGEN.
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Historia zmian dokumentu

Data

Zmiany

R4, marzec 2018 r.

R5, styczen 2019 r.

R6, pazdziernik 2019 r.

Zmieniono okresy przechowywania podczas przygotowywania w celu
doprecyzowania czasu rozmrazania i fgcznego czasu w czesci ,Warunki
przechowywania” oraz w tabelach 2 i 5.

Zaktualizowano Ryc. 40. Schemat analizy prébek przeznaczony do wykrywania
mutacji genu EGFR.

Dodano informacje dotyczgce zamawiania zestawu QIAamp® DSP DNA FFPE
Tissue Kit (nr kat. 60404).

Dodano dane upowaznionego przedstawiciela (na pierwszej stronie oktadki).
Zaktualizowano cze$¢ ,Symbole”.

Zmieniono dane oficjalnego producenta (na stronie tytutowej).

Zmieniono nazwe aparatu Rotor-Gene Q MDx na Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM,
aby odpowiadata ona nazwie znajdujgcej si¢ na etykiecie aparatu.

Dodano warunek przechowywania odczynnikéw w czesci ,Przechowywanie
i sposéb postepowania z odczynnikami”.

Zaktualizowano Tabele 1 w celu dodania uwagi dotyczgcej usuniecia identyfikatora
COSM6254 z bazy danych COSMIC.

Zaktualizowano czes$¢ ,Ograniczenia”, uzupetniajgc ja o informacje dotyczace
oznaczenia delecji w eksonie 19 i oznaczenia L858R.

Usunieto symbol EC + REP ze strony tytutowej i czesci ,Symbole”.
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Umowa i j licencji dla een EGFR RGQ PCR Kit
Korzystanie z tego produktu oznacza zgode nabywcy lub uzytkownika produktu na nastgpujace warunki:

1.

Niniejszy produkt moze by¢ uzytkowany wytacznie zgodnie z protokotami dotgczonymi do produktu oraz niniejszq instrukcja obstugi i wytgcznie ze sktadnikami
znajdujgcymi sie w tym zestawie. Firma QIAGEN nie udziela zadnej licencji w zakresie praw wiasnosci intelektualnej do uzytkowania niniejszego zestawu ze
sktadnikami nienalezacymi do zestawu, z wyjatkiem przypadkéw opisanych w protokotach dotgczonych do produktu, niniejszej instrukcji oraz dodatkowych
protokotach dostgpnych na stronie www.qiagen.com. Niektére dodatkowe protokoty zostaty sformutowane przez uzytkownikéw rozwigzan QIAGEN z myslg o
innych uzytkownikach rozwigzan QIAGEN. Takie protokoly nie zostaly doktadnie przetestowane ani poddane procesowi optymalizaciji przez firme QIAGEN.
Firma QIAGEN nie gwarantuje, ze nie naruszajg one praw osob trzecich.

Firma QIAGEN nie gwarantuje, Ze niniejszy zestaw i/lub jego uzytkowanie nie narusza praw osob trzecich. Wyjatek stanowig jedynie wyraznie okreslone
licencje.

Zestaw oraz jego sktadniki sg na mocy licencji przeznaczone wytgcznie do jednorazowego uzytku i nie mozna ich ponownie uzywaé, regenerowac lub
sprzedawac.

Firma QIAGEN nie udziela zadnych innych licencji, wyrazonych ani dorozumianych, poza tymi, ktére sg wyraznie okreslone.

Nabywca i uzytkownik zestawu zobowigzuje sie nie podejmowa¢ dziatan ani nie zezwala¢ innym osobom na podejmowanie dziatan, ktére moga doprowadzi¢
do wykonania lub umozliwi¢ wykonanie zabronionych czynnosci wymienionych powyzej. Firma QIAGEN moze wyegzekwowaé przestrzeganie zakazéw
niniejszej Umowy ograniczonej licencji i wnies¢ sprawe do dowolnego sadu. Ma takze prawo zazada¢ zwrotu kosztéw wszelkich postepowan i kosztow
sadowych, w tym wynagrodzen prawnikdw, zwigzanych z egzekwowaniem postanowien Umowy ograniczonej licencji lub wszelkich praw wiasnosci
intelektualnej w odniesieniu do zestawu i/lub jego sktadnikéw.

Aktualne warunki licencyjne dostgpne sg na stronie www.giagen.com.

Znaki towarowe: QIAGEN®, Sample to Insight®, QlAamp®, MinElute®, Rotor-Gene®, Scorpions®, therascreen® (QIAGEN Group); FAM™, HEX™ (Thermo Fisher
Scientific Inc.); GIOTRIF® (Boehringer Ingelheim), IRESSA® (AstraZeneca Group). Zastrzezonych nazw, znakéw towarowych itd. wykorzystywanych w niniejszym
dokumencie, nawet jezeli nie zostaty oznaczone jako zastrzezone, nie mozna uwazac¢ za niechronione przepisami prawa.

Zestaw therascreen EGFR RGQ PCR Kit to zestaw diagnostyczny oznaczony znakiem CE zgodny z dyrektywa 98/79/WE Parlamentu Europejskiego i Rady w sprawie
wyrobéw medycznych uzywanych do diagnostyki in vitro. Produkt niedostgpny w niektorych krajach.

1119191 10/2019 HB-1909-006 © 2019 QIAGEN, wszelkie prawa zastrzezone.
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