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Avsedd anvéndning

therascreen EGFR RGQ PCR Kit &r ett in vitrodiagnostiskt test fér detektion av 29 somatiska
mutationer i EGFR-genen. Det ger en kvalitativ bedémning av mutationsstatusen i tumérprover

tagna frén patienter med icke-smacellig lungcancer (Non-Small Cell Lung Cancer, NSCLC).

Resultaten ska hjélpa lékarna att identifiera patienter med NSCLC som &r sannolikt lémpade

for behandling med EGFR-tyrosinkinashammare.

therascreen EGFR RGQ PCR Kit testar DNA-prover som extraherats frén formalinfixerad
paraffininbdddad  (Formalin-Fixed, Paraffin Embedded, FFPE) tumdrvévnad tagen frén
patienter med NSCLC, och kérs pd ett Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-instrument. Det ska

anvandas av utbildad personal i en professionell laboratoriemiljo.

therascreen EGFR RGQ PCR Kit &r avsett fér in vitro-diagnostisk anvéndning.
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Sammanfattning och férklaring

Mutationer i EGFR-onkogenen férekommer i cancerformer hos ménniskor (1, 2). Férekomsten
av de har mutationerna korrelerar med respons pa& behandling med vissa tyrosinkinashammare
(Tyrosine Kinase Inhibitor, TKl) hos patienter med NSCLC (3-8). Sddana mutationer i EGFR-
onkogenen férekommer hos den allménna populationen av patienter med NSCLC, med en
frekvens p& ca 10 % hos patienter frén USA, Europa eller Australien och upp till 30 % hos

patienter fran Japan och Taiwan (1, 2, 9).

therascreen EGFR RGQ PCR Kit &r ett kit fardigt for anvéndning for detektion av 29 mutationer
i den cancerrelaterade EGFR-genen med PCRieknik (Polymerase Chain Reaction, PCR) pa
Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-instrumentet.

Med teknikerna Scorpions® (10) och ARMS (Amplification Refractory Mutation System) (11)
moijliggdr therascreen EGFR RGQ PCR Kit detektion av 29 mutationer i exon 18, 19, 20
och 21 i EGFRonkogenen mot en bakgrund av genomiskt vildtypsDNA  (tabell 1).

Sammanfattningsvis:

® 19 borttagningar i exon 19 (detekterar ndrvaron av vilken som helst av de
19 borttagningarna men sdrskilier dem inte)

e Tretillagg i exon 20 (detekterar nérvaron av vilket som helst av de fre tillaggen men

sarskilier dem inte)

G719X (detekterar narvaron av G719S, G719A eller G719C men sarskilier dem inte)

S768l

T790M

L858R

1861Q
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De metoder som anvinds dr mycket selektiva, och beroende p& den totala méngden

narvarande DNA kan en lag procentandel mutant-DNA detekteras i en bakgrund av genomiskt

vildtyps-DNA.

Denna selektivitet och detektionsgréns

t.ex. fargsekvensering.

Tabell 1. Lista med mutationer och COSMIC-identiteter

ar  oSverlagsen

annan

teknik,

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

19 Borttagningar 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 éver somatiska cancermutationer]:
http://cancer.sanger.ac.uk/.

Tabellen fortsdtter frén féregéende sida
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Tabellen fortsatter pd nasta sida

Tabell 1 Lista med mutationer och COSMIC-identiteter

Exon Mutation COSMIC*-ID Basskifte
20 S768l 6241 2303G>T
Tillagg 12376 2307 _2308insGCCAGCGTG
12378 2310_2311insGGT
12377 2319_2320insCAC
T790M 6240 2369C>T
21 L858R 6224 2573T>G
1861Q 6213 2582T>A

* COSMIC: Catalogue of somatic mutations in cancer [Katalog éver somatiska cancermutationer]:
http: //cancer.sanger.ac.uk/.

** Mutationerna COSM6254 (2239_2253del15) och COSM12369(2240_2254del15) resulterar i borttagning av 15
baspar frén EGFR-sekvensen. Samma slutsekvens genereras av bégge mutationerna och de gér inte att skilja &t fran
varandra. Dérmed har mutationen COSM62 54 (2239_2253del15) tagits bort fr&in den senaste versionen av COSMIC
(v83) och bagge mutationer representeras av COSM12369 (2240_2254del15). Det hér fdlier HGV S-riktlinjen for att
representera den mesta 3'-borttagningen. therascreen EGFR-estet skilier inte mellan n&gon av de 19
borttagningsmutationerna och alla positiva borttagningar kallas "Deletions" [Borttagningar]. Den hér éndringen
péverkar enbart dokumentationen och inte kitet eller dess fsrmaga att detektera enskilda mutationer.
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Testprincipen

therascreen EGFR RGQ PCR Kit bestér av étta separata PCR-amplifieringsreaktionsmixar :
sju mutationsspecifika reaktioner i exon 18, 19, 20 och 21 i EGFR-onkogenen och en

vildtypkontroll i exon 2. De viktigaste komponenterna i kitet forklaras nedan.

ARMS

Allel eller mutationsspecifik amplifiering uppnés med hjalp av ARMS. Taqg DNA-polymeras
(Taq) &r effektivt nar det gdller att skilia pa en matchning och en felmatchning vid 3'-Gnden av
en PCR-primer. Specifikt muterade sekvenser amplifieras selektivt, aven i prover dar
majoriteten av sekvenserna inte bar p& mutationen. Nér primern &r helt matchad fortsatter
amplifieringen med full effekt. Nér 3'-basen inte matchar sker endast bakgrundsamplifiering

pé l&g nivé.

Scorpions

Detektion av amplifiering utfors genom att anvanda Scorpions. Scorpions ar bifunktionella
molekyler med en PCR-primer som é&r kovalent bunden till en prob. Fluoroforen i proben
samverkar med en quencher, Gven den integrerad i proben, som minskar fluorescensen. Nar
proben binder till amplikonet under PCR separeras fluoroforen och quenchern, vilket leder till

en detekterbar ckning av fluorescensen.

Kitets format

Atta andlyser ingér i therascreen EGFR RGQ PCR Kit:

® En kontrollanalys (CTRL)

® Sju mutationsanalyser
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Samtliga reaktionsmixar innehdller reagenser for att detektera mdl som &r markta med
karboxyfluorescein (FAM™), och en intern kontrollanalys  som & mérkt med
hexaklorofluorescein (HEX™). Den interna kontrollanalysen méjliggor detektion av hémmare,
vika kan leda fill att ett falskt negativt resultat uppstar. FAM-amplifiering kan konkurrera ut
internkontrollamplifieringen och syftet med internkontrollen ar helt enkelt att visa att om det inte

finns nédgon FAM-amplifiering &r resultatet sant negativt och inte en misslyckad PCR-reaktion.

Analyser

therascreen EGFR RGQ PCR Kit bestér av en procedur i tva steg. | det fdrsta steget utfors
kontrollanalysen fér att beddma den totala méngden amplifierbart EGFR DNA i ett prov. | det
andra steget utférs béde mutations- och kontrollanalyser fér att bestamma férekomst eller

frénvaro av mutant-DNA.
Kontrollanalys

Kontrollanalysen, mérkt med FAM, anvénds for att bedéma den totala méngden amplifierbart
EGFR DNA i ett prov. Denna kontrollanalys amplifierar ett omrade av exon 2 i EGFR-genen.

Primrarna och Scorpions-proberna har utformats sa att de undviker kénda EGFR-polymorfismer.

Mutationsanalys

Varje mutationsanalys innehéller en FAM-mérkt Scorpionsprob och en ARMSprimer fér

urskilining mellan vildtypsDNA och ett specifikt mutant-DNA.

Kontroller

Obs! Alla experimentkérningar maste innehdlla positiva och negativa kontroller.
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Positiv kontroll

Varje kérning méste innehdlla en positiv kontroll i rér 1-8. therascreen EGFR RGQ PCR Kit
innehdller EGFR-positiv kontroll (Positive Control, PC) som ska anvéndas som mall i den
positiva kontrollreaktionen. De positiva kontrollresultaten bedéms fér att garantera att kitet

fungerar inom de angivna acceptanskriterierna.
Negativ kontroll

Varje kérning mdste innehélla en negativ kontroll ("kontroll utan mall”: No Template Control,
NTC) i rér 9-16. therascreen EGFR RGQ PCR Kit innehdéller vatten for NTC som ska anvéndas
som “mall” i kontrollen utan mall. Kontrollen utan mall anvédnds fér att bedéma potentiell
kontaminering under kdrningskonfigurationen samt fér att bedéma effekten hos den interna

kontrollreaktionen.

Bed®mning av internkontrollreaktion

Varje reaktionsmix innehéller en internkontroll (Internal Control, IC) utéver mélreaktionen. Ett
misslyckande indikerar antingen férekomst av hémmare som kan leda till ett felaktigt resultat
eller en felaktig hantering av det aktuella réret vid férberedelsen. IC anvénder en icke-EGFR-
relaterad oligonukleotidmélsekvens, en omérkt primer och en Scorpionsprimer mérkt med
HEX for att sarskiic den frén FAM-mmarkta  Scorpionsprimers i kontrolk  och
mutationsreaktionerna.  FAM-amplifiering kan konkurrera ut IC-amplifieringen s& aft det
genererade IC Cy (HEX)vérdet kan hamna utanfér angivet intervall. FAMresultaten &r

fortfarande giltiga for dessa prover.

Provbeddmning

Vi rekommenderar starkt att anvdnda kontrollreaktionsmixen (CTRLrér) som medfélier
therascreen EGFR RGQ PCR Kit fér att bedoma den totala mangden amplifierbart EGFR DNA
i eft prov. Denna kontrollanalys amplifierar ett omrédde av exon 2 i EGFRgenen. Vi
rekommenderar iordningstdllande av prover med endast kontrollanalysen och att anvénda

EGFR PC som en positiv kontroll och vatten fér “mallen” som kontroll utan mall.
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Obs! DNA-bedémningar bér baseras péd PCR och kan variera i kvantifiering beroende pd
avlésningar av absorbans. Extra kontrollreaktionsmix (CTRLr6r) medfélier fér bedémning av

kvalitet och kvantitet av DNA i prover innan analysen med therascreen EGFR RGQ PCR Kit.

Plattform och programvara

therascreen EGFR RGQ PCR Kit &r sérskilt utformat fér att anvéndas med Rotor-Gene Q MDx
5plex HRM-instrument. Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-instrumentet &r programmerat f6r olika

cykelparametrar eller “kérningar” med hijdlp av therascreen EGFR CE Assay Package.

therascreen EGFR CE Assay Package bestar av tvé mallar: “therascreen EGFR CE Control Run
locked Template” (for provbeddémning) och “therascreen EGFR CE Llocked Template”
(for detektion av EGFR-mutationer). De har mallarna innehéller PCRk&rningsparametrarna och

berdknar resultaten.

Det &r Gven mojligt att anvénda therascreen EGFRRGQ PCR Kit med programmet Rotor-Gene Q
version 2.3 i &ppet lage (dvs. utan Rotor-Gene Q therascreen EGFR CE Assay Package). Mer
information finns i Bilaga A: Manuellt protokoll fér therascreen EGFR RGQ PCR Kit.
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Material som medfélier

Kitinnehall
therascreen EGFR RGQ PCR Kit (24)
Katalognr. 874111
Antal reakfioner 24
Férg Identitet Rér-ID Volym
Rad Control Reaction Mix (kontrollreaktionsmix) 1 CTRL 2 x 600 pl
Lila T790M Reaction Mix (T790M-reaktionsmix) T790M 600 pl
Orange Deletions Reaction Mix 3 Del 600 pl
(reaktionsmix fér borttagningar)
Rosa L858R Reaction Mix (L85 8R-reaktionsmix) 4 L858R 600 pl
Grén L861Q Reaction Mix (L86 1 Q-reaktionsmix) 5 1861Q 600 pl
Gul G7 19X Reaction Mix (G7 19 X-reaktionsmix) 6 G719X 600 pl
Gré S7 681 Reaction Mix (S7 68 l-reaktionsmix) 7 S768l 600 pl
Bl& Insertions Reaction Mix (Reaktionsmix for filléigg) 8 Ins 600 pl
Beige EGFR Positive Control (EGFR-positiv kontroll) 9 Positiv kontroll 300 pl
Mintfargad Tag DNA Polymerase (Taq DNA-polymeras) Tag  2x80yl 2 x 80 pl
Vit Nuclease-free water for No Template Control NTC 1,9ml 1,9 ml
(Nukleasfritt vatten for kontroll utan mall)
Vit Nuclease-free water for Dilution Dil. 1,9 ml 1,9 ml

(Nukleasfritt vatten for spédning)
Handbok fér therascreen EGFR RGQ PCR Kit
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Material som behdvs men inte medfdlier

Anvand alltid laboratorierock, engdngshandskar och skyddsglaségon vid hantering av

kemikalier. Mer information finns i tillémpliga stkerhetsdatablad (Safety Data Sheets, SDS)

som kan erhéllas av respektive tillverkare.

Reagenser

DNA-extraktionskit (se Extraktion och beredning av DNA)

Forbrukningsartiklar och allman laboratorieutrustning

Pipetter avsedda * (justerbara) fér provberedning

Sarskilda pipetter* (justerbara) for beredning av PCR-huvudmix

Sarskilda pipetter* (justerbara) fér dosering av DNA-mall

DNAse-, RNAse- och DNA{ria pipettspetsar med filter (for att undvika korskontaminering,
pipettspetsar med aerosolbarriér rekommenderas)

Strip Tubes and Caps, 0.1 ml, f6r anvandning med 72-well rotor (kat.nr. 981103 eller
981106)

DNAse-, RNAse- och DNA{ria mikrocentrifugrér fér beredning av huvudmixar

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

Termomixer*, uppvarmd skakinkubator*, varmeblock* eller vattenbad* som klarar
inkubation p& 90 °C

Bankcentrifug* med rotor fér 2mhreaktionsrér

Vortexblandare *

* Kontrollera att instrumenten och utrustningen har kontrollerats och kalibrerats enligt tillverkarens rekommendationer.
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Utrustning for PCR

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

® Rotor-Gene Q-programvaruversion 2.3

® Rotor-Gene Q therascreen EGFR CE Assay Package CD, version 3.0.5 (kat.nr 9023537)

Obs! Rotor-Gene Q therascreen EGFR CE Assay Package-programvaran — kréver

Rotor-Gene Q programversion 2.3.

* Kontrollera att instrumenten och utrustningen har kontrollerats och kalibrerats enligt tillverkarens rekommendationer.

t1 vissa lander kan instrumentet Rotor-Gene Q 5plex HRM med fillverkningsdatum maj 2011 eller senare anvéndes.
Tillverkningsdatumet kan utlésas fran serienumret pd baksidan av instrumentet. Serienumret har formatet “mmyynnn”
dér “mm” anger ménaden i tillverkningsdatumet med siffror, “yy” anger de tvé sista siffrorna i fillverkningséret och
“nnn” &r en unik identifieringskod fér instrumentet.
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Varningar och férsiktighetsatgarder

For in vitro-diagnostisk anvéandning

Anvand dlltid laboratorierock, engdngshandskar och skyddsglasogon vid hantering av
kemikalier. Mer information finns i fillimpliga sékerhetsdatablad (Safety Data Sheets, SDS).
De finns tillgéngliga pé webben i behdndigt PDFformat pé adressen www.qiagen.com/safety,
dér du kan hitta, visa och skriva ut sékerhetsdatablad for varje QIAGEN«it och kitkomponent.

Sakerhetsinformation om instrumentet Rotor-Gene Q finns i anvéndarmanualen som medfélier

instrumentet.
Kassera avfall frén prover och analyser i enlighet med lokala sékerhetsregler.

Allmanna sdkerhetsatgarder
Lagg alltid sarskild vikt vid féljande.

® Testet &r avsett fér anvéndning med FFPE NSCLC-vévnadsprover.
Férvara och extrahera positivt material (prover och positiva kontroller) separerat frén alla
andra reagenser, och tillsatt dem i reaktionsmixen i ett separat utrymme.

® lokitag storsta forsiktighet for att férhindra att PCR  kontamineras av  syntetiskt
kontrollmaterial. Vi rekommenderar att separata, fér dndamdlet avsedda, pipetter anvénds
fér iordningstéllande av reaktionsmixar och tillsats av DNA-mall. Beredning och férdelning
av reaktionsmixar ska utforas i ett omréde avskilt frén omradet dar mall tillsatts.
Rotor-Gene Qrér far inte 6ppnas efter att PCR-kdrningen har avslutats. Detta for att
férhindra laboratoriekontaminering frén produkter efter PCR-kérningen.

e Alla kemikalier och allt biologiskt material &r potentiellt farliga. Prover &r potentiellt

smittsamma och mdste hanteras som smittfarligt material.
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® Reagenser fill therascreen EGFR RGQ PCR Kit har spdtts ut optimalt. Spéad inte ut
reagenserna ytterligare d& det kan resultera i férlorad prestanda. Anvénd inte
reaktionsvolymer (reaktionsmix plus prov) pd mindre an 25 pl d& det dkar risken for ett
falskt negativt resultat.

e Alla reagenser som medfélier therascreen EGFR RGQ PCR Kit ér avsedda att anvéndas
enbart tillsammans med 6vriga reagenser som ingér i samma therascreen EGFR RGQ PCR
Kit. Byt inte ut reagenserna i therascreen EGFR RGQ PCR Kit eller mellan olika
therascreen EGFR RGQ PCR Kit eftersom prestandan dé& kan péverkas.

® Anvand endast det Tag DNA-polymeras (Tagrér) som medfslier i therascreen EGFR RGQ
PCR Kit. Byt inte ut det mot Tag DNA-polymeras frén andra kit av samma typ eller annan
typ, och byt inte heller ut det mot Tag DNA-polymeras frén en annan leverantér.

® Anvand inte komponenter vars utgangsdatum har passerat eller som har férvarats felaktigt.

Obs! laktta forsiktighet med betoning pé att undvika felaktig provinmatning, laddningsfel och

pipetteringsfel for att sékerstdlla korrekt provtestning.

Obs! Reagenserna &r validerade fér manuellt iordningstéllande. Om en automatisk metod
anvands kan antalet méjliga  reaktioner minska eftersom reagenserna maéste fylla

"dédvolymer” pd dessa instrument.
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Férvaring och hantering av reagenser

Leveransvillkor

therascreen EGFR RGQ PCR Kit levereras pd torris och méste frysas vid ankomst. Om
therascreen EGFR RGQ PCR Kit inte &r fruset vid ankomst, om den yttre férpackningen har
dppnats under transporten eller om det saknas en bipacksedel, handbok, eller reagenser i
leveransen ska du kontakta QIAGENS tekniska serviceavdeling eller din lokala distributér

(se baksidan eller besdk www.qiagen.com).
Forvaring

therascreen EGFR RGQ PCR Kit ska vid mottagandet omedelbart férvaras i-30 till -15 °C i en
frys med konstant temperatur och skyddat mot ljus. Scorpions (liksom alla fluorescensmérkta
molekyler) méste skyddas mot ljus fér att undvika fotoblekning och férlorad prestanda. Vid
korrekt férvaring i originalférpackningen enligt rekommendationerna ér kitet héllbart fram till

det utgangsdatum som anges pd etiketten.

Nar reagenser har dppnats kan de férvaras i originalférpackningen vid -30 till -15 °C
i 12 ménader eller som langst fram till det utgangsdatum som anges pé férpackningen. Undvik

att tina och frysa upprepade génger. Vi rekommenderar att kitet tinas hogst &tta génger.

Reagenserna méste tinas i rumstemperatur (15-25°C) iminst 1 timme och maximalt
4,5 timmar. N&r reagenserna ér klara fér anvandning kan PCR-reaktionerna géras i ordning
och Rotor-Gene Qiréren som innehéller huvudmixarna och DNA-provet ska omgéende laddas
i ett Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-instrument. Den totala tiden frén start av

PCR-konfigurationen till kérningens start ska inte éverskrida:

® 6 timmar vid férvaring i rumstemperatur

Obs! Den hér tiden inkluderar b&de PCR-konfiguration och férvaring.

18 Handbok for therascreen EGFR RGQ PCRKit  10/2019


https://www.qiagen.com/

e 18 timmar vid férvaring i kyl (2-8 °C)
Obs! Den hér tiden inkluderar b&de PCR-konfiguration och férvaring.

Obs! Fér garanterad optimal aktivitet och effekt maste Scorpions (liksom alla fluorescensmérkta

molekyler) skyddas mot ljus fér att undvika fotoblekning.

Obs! Fér att uppn& optimal anvéndning av reagenser i therascreen EGFR RGQ PCR Kit méste
proverna indelas i batchar. Om prover testas individuellt krévs mer reagenser, vilket leder il

att farre prover kan testas med therascreen EGFR RGQ PCR Kit.
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Hantering och férvaring av prover

Obs! Alla prover maste behandlas som potentiellt infektist material.

Provmaterialet méste vara manskligt, genomiskt DNA extraherat frén FFPE-vévnad. Proverna

méste transporteras enligt standardmdssig patologisk metod fér att garantera provets kvalitet.

Tumérprover &r inte homogena och data frén ett tumérprov kanske inte stémmer Sverens med
andra sektioner frén samma tumér. Tumérprover kan Gven innehdlla tumérfri vavnad. DNA

fran  tumorfri vavnad  forvéntas  inte  innehélla  mutationer som  detekteras av

therascreen EGFR RGQ PCR Kit.
Sa har forbereder du vavnadsprover for DNA-extraktion:

® Anvénd standardmaterial och -metoder och fixera vévnadsprovet i 10 % neutralbuffrat
formalin (NBF) och b&dda in vévnadsprovet i paraffin. Skdr med hjélp av mikrotom ut
5 pm tjocka seriesnitt fran paraffinblocket och placera dem pé& objekiglas.

® L& en utbildad person (t.ex. en patolog) bedéma ett H&Efargat (Hematoxilyn & Eosin)
snitt for att bekrafta férekomst av tumér.

® De férgade snitten fér inte anvéndas fér DNA-extraktion.

® Forvara dlla FFPE-block och objektglas i rumstemperatur (15-25 °C). Objekiglas kan

forvaras i rumstemperatur i upp till T manad innan DNA-extraktion.
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Procedur

Extraktion och beredning av DNA

Prestandaegenskaper for kitet togs fram med hjalp av DNA som extraherats med QlAamp DSP
DNA FFPE Tissue Kit (kat.nr 60404). Den hér satsen ska anvéndas fér DNA-beredning, om
det &r tillgangligt i ditt land. Om du anvénder QlAamp DNA FFPE Tissue Kit (kat.nr 56404)
som har likvérdig funktion, utfér du DNA-extraktionen enligt instruktionerna i handboken och

observerar féljande:

® Anvand inte QIAGENSs Deparaffinization Solution. Anvénd endast xylen-/etanolmetoden
fér deparaffinisering enligt beskrivningen i handboken till Q/Aamp DNA FFPE Tissue Kit.

® Anvand etanol som ar avsedd for molekylarbiologibruk *  for alla steg.

® Skrapa ned hela vévnadsomradet frén tvé snitt i ett mérkt mikrocentrifugrér med hjélp av
en ny skalpell f3r varje prov.

® Nedbrytning av proteinas K (steg 11 i handboken till QIAamp DNA FFPE Tissue Kit) méste
utforas i 1 timme = 5 minuter i 56 °C = 3 °C.

® Nedbrytning av proteinas K (steg 12 i handboken till QIAamp DNA FFPE Tissue Kit) méaste
utféras i 1 timme = 5 minuter i 90 °C + 3 °C.

® Anvand inte RNase-steget som beskrivs i handboken till QIAamp DNA FFPE Tissue Kit.

® Proverna méste elueras med 120 pl elueringsbuffert (ATE) fran QlAamp DNA FFPE Tissue
Kit (steg 20 i handboken till QlAamp DNA FFPE Tissue Kit).

® Genomiskt DNA kan férvaras i 2-8 °C i 1 vecka efter extraktion, eller i =30 till =15 °C

i upp till 8 veckor innan anvandning.

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

* Anvand inte denaturerad alkohol som innehéller andra substanser, sésom metanol eller metyletylketon.
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Protokoll: Provbedémning

Det har protokollet ska anvéndas vid bedémning av den totala mangden amplifierbart DNA i
prover med “therascreen EGFR CE Control Run Locked Template” i Rotor-Gene Q therascreen

EGFR CE Assay Package fér automatisk provanalys.

Obs! Information om manuell bedémning av DNA-prover finns i Bilaga A: Manuellt protokoll
fr therascreen EGFR RGQ PCR Kit.
Viktigt att tanka pa fére start

® Innan du startar proceduren ska du Iasa avsnittet Almanna sakerhetsatgarder.

Ta dig tid att bekanta dig med instrumentet Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM innan du startar

protokollet. Se anvandarmanualen till instrumentet.

® Vortexa inte Taq eller nédgon mix som innehéller Taq eftersom det kan leda till att enzymet

inaktiveras.

® Pipettera Tag genom att placera pipettspetsen precis under ytan fér att undvika att spetsen
tacks med éverflddigt enzym.

® Upp till 24 prover kan bedémas med den tillgéngliga kontrolireaktionsmixen.

Saker som mé&ste goras fore start

e Kontrollera att therascreen EGFR CE Assay Package-programvaran &r installerad innan
Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-instrumentet anvands forsta géngen (se Bilaga B:
Installation av therascreen EGFR CE Assay Package).

® Fére varje anvandning méste dlla reagenser tinas ordentligt i minst 1 timme och hogst
4,5 timmar i rumstemperatur (15-25 °C), blandas genom att vanda 10 génger och
centrifugeras en kort stund s& att innehéllet langst ned i réret samlas upp.

® Blanda genom att vénda 10 ganger och centrifugera en kort stund s& att innehdllet langst
ned i réret samlas upp.

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

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

22 Handbok for therascreen EGFR RGQ PCRKit  10/2019



Procedur

1. Tina kontrollreaktionsmix (CTRL), nukleasfritt vatten for kontroll utan mall (No Template
Control, NTC) och EGFR-positiv kontroll (Positive Control, PC) i rumstemperatur (15-25 °C)

i minst 1 timme och hogst 4,5 timmar.

Tiderna fér upptining av reagenser, PCRkonfiguration och fdrvaring innan start av

kérningen anges i tabell 2.

Tabell 2. Uppfiningstider, fider for PCR-konfiguration och férvaringstemperaturer

Minsta Max uppfiningstid  Fdrvaringstemperatur effer PCR- Maximal fid for PCR-
uppfiningstid konfiguration konfiguration och férvaring
Th 4,5h Rumstemperatur (15-25 °C) 6h

Th 4,5h 2-8 °C 18h

Obs! PCRkonfiguration utférs i rumstemperatur (15-25 °C). Termen “férvaring” avser tiden
mellan slutfsrande av PCR-konfigurationen och start av PCR-kérningen p& instrumentet

Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM.

Obs! F& upp Taq till rumstemperatur (15-25 °C) samtidigt som de andra reagenserna

(se Forvaring och hantering av reagenser). Centrifugera réret en kort stund fér att samla

upp enzymet i botten av réret.

2. Nér reagenserna har tinat ska du blanda dem genom att vénda varje rér 10 génger for
att undvika lokala saltkoncentrationer och sedan centrifugera en kort stund s& att innehéllet

léngst ned i réret samlas upp.

3. Bered tillrackligt med huvudmix fér kontroll (kontrollreaktionsmix [CTRL] plus Taq) for
DNA-proverna, en EGFR PC-reaktion och en NTC-reaktion enligt volymerna som anges
i tabell 3. Inkludera reagenser fér et extra prov fér att ha tillréckligt dverskott fér PCR-

konfigurationen.

Obs! Huvudmixen innehdller alla komponenter som krévs fér PCR férutom provet.
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Tabell 3. Beredning av huvudmix fér konfrollanalys

Komponent Volym
Kontrollreaktionsmix (CTRL) 19,5 plx (n+1)*
Tag DNA-polymeras (Taq) 0,5plx(n+1)
Total volym 20 pl/reaktion

* n = antal reaktioner (prover plus kontroller). Bered tillréickligt med huvudmix for ett extra prov (n+ 1) for att ha

tillréckligt verskott for PCR-konfigurationen. Vérdet n ska inte dverstiga 26 (24 prover plus 2 kontroller.

Obs! Vid beredning av huvudmixen léggs den volym kontrollreaktionsmix som krévs till i

det aktuella réretforst och Taq laggs till sist.

4. Blanda huvudmixen noga genom att pipettera forsiktigt upp och ned 10 génger. Placera
det korrekta antalet rér i laddningsblocket enligt layouten itabell 4. Tillsétt omedelbart

20 pl huvudmix i varje PCRror.
Locken ligger kvar isin plastbehdllare tills de behévs. Fér bedémning av DNA-prover ska

huvudmix for kontrollanalys tillsattas i ett PC-ror, ett NTC-ror och i ett ror for varje prov.

Tabell 4. Layoutfér DNA-provbedémningsanalyser i laddningsblocket. Siffroma markerar positioner i laddningsblocket
och indikerar slutlig rotorposition.

Andlys Position

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

5. Tillsétt omedelbart 5 pl vatten for NTC i réreti position 2 och férslut réret.

6. Tillsatt 5 plav varje prov i provréren (rorpositionerna 3-26) och férslut roren.
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10.

11.

12.

. Tillsatt 5 pl EGFR PC i réret i position 1 och forslut réret.

Var noga med att inte géra fel vid laddning eller pipettering sé& att du sakerstdller att rétt
mangd NTC, prover och PC tillsétts i rétt rér. Markera rérens lock fér att visa i vilken

rikining réren ska laddas pé instrumentet Rotor-Gene Q MDx Splex HRM.

. Nér alla PCRr&r har férslutits ska du géra en visuell kontroll av provrérens fyllnadsnivé fér

att sakerstalla att prov har tillsatts i alla rér.

. Vand dlla PCR+ér fyra géanger fér att blanda prover och reaktionsmixar.

Placera PCR-réren p& remsa i sina korrekta positioner i 72-well rotorn enligt layouten

i tabell 4.

Om rotorn inte ér fullbelagd fyller du alla tomma positioner pé& rotorn med férslutna, tomma

ror.

Placera omedelbart 72-Well rotorn i Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-instrumentet. Se till att
lasringen (tillbehor till Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-instrumentet) ér placerad langst upp

p& rotorn fér att sdkra réren under kérningen.

Obs! Om du anvénder manuell beddmning av prover, se information i Bilaga A: Manuellt
protokoll f&r therascreen EGFR RGQ PCR Kit.

Starta  Rotor-Gene Qprogramvaran  genom  att  dubbelklicka  p&  ikonen
therascreen EGFR CE Control Run Locked Template [therascreen EGFR CE last mall for
kontrollkérning] pd& skrivbordet till den dator som ar ansluten till Rotor-Gene Q MDx-
instrumentet (bild 1).

1)
®
LJA
therascrean EGFR CE
Contral Run Lacked

Template

Figur 1. EGFR CE EGFR CE last mall -ikon for kontrollkéming (bedémning av prover).

Handbok fér therascreen EGFR RGQ PCRKit 10/2019 25



13. Fliken "Setup” [Konfiguration] &ppnas som standard (bild 2). Kontrollera aft lasringen sitter
fast ordentligt och markera sedan kryssrutan “Locking Ring Attached” [L&sring fast]. Sténg
locket p& Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-instrumentet.

Run 0.

o S |
Sarghes

S Haurm

SonpielC__ ] Sample tarne

Ll

e seings have been confmed, cick Sl A fobegnben [ 5184 Run

== TR T— I

Figur 2. Fliken “Setup” [Konfiguration] (1) och rutan “Locking Ring Attached” [Lasring fast] (2).

14. Skriv in kérningsD i faltet Run ID [KérningsID] enligt din lokala namnkonvention. Skriv in
provnamnet i féltet Sample Name [Provnamn] enligt din lokala namnkonvention och tryck

pa Return [Retur[tangenten.

D& laggs provnamnet till i provlistan nedanfér och provet tilldelas ett “Sample 1D” [Prov-
ID] (1, 2, 3 etc.). Dessutom uppdateras panelen “Layout of the pipetting adapter” [Layout
for pipetteringsadaptern] p& héger sida med provnamnet (bild 3).

Obs! Alternativt kan provnamn som sparats i formaten *.smp (Rotor-Gene Qeprovfil) eller

*.csv (kommaavgransade vérden) importeras via funktionen “Import Samples” [Importera

prover]. Provnamn populeras automatiskt med hijdlp av den hér metoden.
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Obs!  Kontrollera i panelen “layout of the pipetting adapter” [Layout for

pipetteringsadaptern] att provnamnet som har lagts till markeras genom en andring av

fargen och att provnamnet &r i provpositionen (bild 3).

Obs! Provnamn med mer &n 8 tecken visas kanske intei sin helhet i panelen “Layout of the

pipetting pipetteringsadaptern” [Layout fér pipetteringsadaptern].

lator Gene ( Saies Softare VIRTUAL MOOE - thamscreen EGFR Control in Locked Termplate 2014.10-13.0) - (FGFR Anatysi] ollm |
e

o T Bnren T

- 2 25030 the

KN bercen EGFACE Rotor [G,
- RN A L

Tonplale Versiers 304

et st b been orfimed,chk St Fun o beghbe iy (57 StFun_|

Figur 3. Ange "Run ID” [Kérnings-ID] och “Sample Name” [Provnamn]. 1 = Dialogféltet “Run ID” [Kérnings-ID]; 2 =
Panelen “Import Samples” [Importera prover]; 3 = Dialogfiltet “Sample Name” [Provnamn]; 4 = “Sample List”
[Provlista]; 5 = Panelen “Layout of the pipetting adapter” [Layout fér pipetteringsadaptern].

15. Upprepa steg 14 for att ange namnen pd alla ytterligare prover (bild 4).

Obs! Om du vill redigera ett provnamn klickar du Sample Name [Provnamn] i provlistan
sa visas det valda provet i féltet Sample Name [Provnamn] ovan. Redigera provnamnet
enligt din lokala namnkonvention och tryck p& Return [Retur]tangenten for att uppdatera

namnet.
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Figur 4. Ange ytterligare provnamn i féltet “Sample Name” [Provnamn]. 1 = féltet “Sample Name” [Provnamn],
2 = "Sample List” [Provlista], 3 = panelen “Layout of the pipetting adapter” [Layout fér pipetteringsadaptern].

16. Nér du har angett alla provnamn ska du bekrdfta att de &r korrekta. Lagg till eventuell
kompletterande information i faltet “Notes” [Anteckningar] om det behovs, klicka sedan
p& “Start Run” [Starta kérning] (bild 5).

Obs! Om négon rotorposition inte anvénds visas en “Warning” [Varning] (bild 5) for att
pdminna anvandaren om att alla oanvanda positioner pd rotorn méste fyllas med férslutna,
tomma ror. Kontrollera att alla oanvénda rotorpositioner ér fyllda med férslutna, tomma

ror och klicka p& OK fér att fortsétta. Fonstret “Save As” [Spara som] dppnas.
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Figur 5. Féiltet “"Notes” [ Anteckningar] (1), knappen “Start Run” [Starfa kdming] (2) och “"Warning” [Vaming] for
oanviinda roforposifioner (3).

17. Valj ett lampligt Vélja och spara PCRkdrningen som en korningsfil med andelsen *.rex pé

3

den valda platsen. Klicka p& “Save” [Spara] (bild 6).

5} Save As ==
@Q’l-"i » Computer » e p'
Organize v B - (]
/T Favorites < Hard Disk Drives (1)
Windows7 (C:)
4 Libraries =
145 GB free of 232 GB
% Computer > Devices with Removable Storage (8) .l
N > Network Location (11)
€ Network

—————————————
(1YL EL S Rth erascreen EGFR CE

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

R

.I Save I Cancel

Figur 6. Fonsiret “Save As” [Spara som] (1). 2
3 = "Save” [Spara].

= falten “File Name” [Filnamn] och “Save as type” [Spara som typ],
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PCR-kérningen startar.

Obs! Nér korningen startar Sppnas fliken “Run Progress” [Kérningsforlopp] for att visa

temperaturéndringar och dterstéende tid av kérningen (bild 7).
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Figur 7. Fliken “Run Progress” [Komingsforlopp] (1).

Obs! Nér kérningen har avslutats dppnas fliken “Analysis” [Analys]. Om fliken “Analysis”

[Andlys] inte dppnas klickar du p& den (figur 8).

Obs! En forklaring av berékningsmetoden ges i “Tolkning av resultat (automatiskt)” pé

sidan .
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Figur 8. Fliken "Analysis" [Analys] (1) och rapportering av resulfat (2 = "Control Run Sample Result Table"
[Provresultatiabell for kontrollkdming])

Kontrollresultat rapporteras p& féljande satt i "Control Run Sample Result Table"
[Provresultattabell for kontrollkérning] (bild 8).

Korningskontroller (PC och NTC, rérpositioner 1 respektive 2). Om resultaten ligger inom
acceptabla intervaller visas “Valid” [Giltigt]. Annars visas ett resultat med statusen “Invalid”
[Ogiltigt].

Cr >31,10 fér provets kontrollreaktion visas som “Invalid” [Ogiltigt]. Méngden DNA ér inte
tilrécklig for mutationsanalys. Testa om provet. Om mangden DNA fortfarande ér
oftillrécklig extraherar du mer tumérvavnad om det finns tillgéngligt.

Cr <23,70 for provets kontrollreaktion visas som “Invalid” [Ogiltigt]. DNAkoncentrationen &r
for hog for mutationsanalys. Spad med nukleasfritt vatten fér spadning (Dil.) och gér om

testet. Spad till ett Crvarde pa 23,70-31,10. En 1:1-spddning 6kar Crvérdet med ca 1,0.
Cr p& 23,70-31,10 for provets kontrollreaktion (23,70 < kontroll-Cr-vérde < 31,10) visas

som “Valid” [Giltigt]. DNAkoncentrationen &r lamplig for mutationsanalys.
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Obs! Om det behévs en ny extraktion eller spéadning upprepar du kontrollreaktionen fér

att bekréfta att DNAkoncentrationen &r lamplig fér anvéndning.

18. Klicka pé& “Report” [Rapport] om du vill skapa en rapportfil. Fonstret “Report Browser”

[Rapportmeny] &ppnas. Vélj "EGFR CE Analysis Report” [EGFR CE-analysrapport] under
"Templates” [Mallar] klicka sedan p& “Show” [Visa] (bild 9).

Obs! Om du vill spara rapporter pa en annan plats i Web Archivesformat klickar du pé

"Save As"” [Spara som] i det vre vanstra hornet pd varje rapport.

sty o Supme (} Savien Sofrare VIRTLULL RAOCH - DL VTPOIT, A0 804 _R60 8ATL] (M0 TPD) - {18 Aaiynin] CRi ]

h L=l — 1

Pt G 3 G Gt 211 htsatstpan ST Wi [VATUUAL 1900T | st s GLOGAL Ak Wb, IS Arotyet, UG Opossos|

Figur 9. Vlja "EGFR CE Analysis Report” [EGFR CE-analysrapport]. 1 = “Report” [Rapport], 2 = fonstret “Report Browser”
[Rapportmeny], 3 = alternativet "EGFR Analysis Report” [EGFR-analysrapport], 4 = “Show” [Visa].
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Protokoll: EGFR-mutationsdetektion

Detta protokoll &r avsett for detektion av EGFR-mutationer. Nar ett prov har klarat
DNA-provbedémningen kan det testas med EGFR-mutationsanalyser som anvédnder automatisk

programvara.

Obs! Information om manuell mutationsdetektion finns i Bilaga A: Manuellt protokoll fér
therascreen EGFR RGQ PCR Kit.
Viktigt att tanka pa fére start

® Innan du startar proceduren ska du Iasa avsnittet Almanna sakerhetsatgarder.

Ta dig tid att bekanta dig med instrumentet Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM innan du startar

protokollet. Se anvandarmanualen till instrumentet.
® Ett prov kan testas med EGFRmutationsanalyserna  nér  det  har  klarat

DNA-provbeddmningen.

e For effektiv anvandning av therascreen EGFR RGQ PCR Kit méste prover grupperas i en
batchstorlek p& sju. Mindre batchstorlekar innebér att férre prover kan testas med
therascreen EGFR RGQ PCR Kit.

® Ettprov méste testas med alla reaktionsmixar som medfélier i therascreen EGFRRGQ PCR Kit.

® Vortexa inte Tag eller n&gon mix som innehdller Tag eftersom det kan leda till att enzymet
inaktiveras.

® Pipettera Tag genom att forsiktigt placera pipettspetsen precis under ytan fér att undvika

att spetsen técks med dverflddigt enzym.

Saker som mé&ste goras fore start

e Kontrollera att therascreen EGFR CE Assay Package-programvaran dar installerad innan
Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-instrumentet anvands forsta géngen (se Bilaga B:
Installation av therascreen EGFR CE Assay Package).
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® Fére varje anvandning méste dlla reagenser tinas ordentligt i minst 1 timme och hégst
4,5 timmar i rumstemperatur (15-25 °C), blandas genom att vanda 10 ganger och
centrifugeras en kort stund s& att innehéllet langst ned i réret samlas upp.

® Blanda genom att vénda 10 génger och centrifugera en kort stund sé& att innehéllet léngst
ned i réret samlas upp.

o Se till att Tag héller rumstemperatur (15-25 °C) fére varje anvéndning. Centrifugera réret
en kort stund fér att samla upp enzymet i botten av réret.

Procedur

1

. Tina alla reaktionsmixrér, vatten fér NTC och EGFR PC i rumstemperatur (15-25 °C) i minst

1 timme och hégst 4,5 timmar.

Tiderna fér upptining av reagenser, PCRkonfiguration och férvaring innan start av

kérningen anges i tabell 5.

Tabell 5. Uppfiningstider, fider for PCR-konfiguration och férvaringstemperaturer

Minsta Max uppfiningstid ~ Férvaringstemperatur effer PCR- Maximal fid for PCR-
uppfiningstid konfiguration konfiguration och férvaring
1h 4,5h Rumstemperatur (15-25°C) 6h

Th 4,5h 2-8°C 18h

Obs! PCRkonfiguration utférs i rumstemperatur (15-25 °C). Férvaring avser tiden mellan

slutférande av PCRkonfigurationen och start av PCRk&rningen pd instrumentet Rotor-

Gene Q MDx 5plex HRM.

Obs! Se till att Tag (Tagrér) har rumstemperatur (15-25 °C) samtidigt som de andra
reagenserna (se Férvaring och hantering av reagenser). Centrifugera réret en kort stund

fér att samla upp enzymet i botten av réret.

. Nér reagenserna har tinat ska du blanda dem genom att vénda varje rér 10 génger for
att undvika lokala saltkoncentrationer och sedan centrifugera en kort stund s& att innehdllet

léngst ned i réret samlas upp.
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3. Bered fillréckligt med huvudmixar fér analys (analysreaktionsmix  plus Taq for
DNA-proverna, en EGFR PC- och en NTC-reaktion enligt volymerna som anges i tabell 6.
Inkludera reagenser for ettextra prov for att ha fillrackligt 6verskott fér PCR-

konfigurationen.

Huvudmixarna innehdller alla komponenter som krévs for PCR férutom provet.

Tabell 6. Beredning av huvudmixar fér analys

Volym fér Tag DNA-polymeras (Tag-

Andlys Reaktionsmixrér Volym reakfionsmix ror)

Kontroll CITRL 19, 5plx (n+1)* 0,5plx(n+1)*

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

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

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

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

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

S768I S768l 19,5plx (n+1) 0,5plx(n+1)

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

*

n = antal reaktioner (prover plus konfroller). Bered tillréckligt med huvudmix fér ett extra prov (n+ 1) for att ha
tillréckligt Sverskott for PCR-konfigurationen. Vérdetn ska inte dverstiga sju (plus kontroller) eftersom sju ér det
maximala antalet prover som fér plats i en kdrning.

4. Blanda huvudmixarna fér analys noga genom att pipettera forsiktigt upp och ned
10 génger. Placera det korrekta antalet rér i laddningsblocket enligt layouten i tabell 7.

Tillsétt omedelbart 20 pl av rétt huvudmix fér analys i varje PCR-rér.

Locken ligger kvar i sin plastbehdllare tills de behovs.
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Tabell 7. Layoutfér kontroll- och mutationsanalyser i laddningsblocket. Siffroma markerar positioner i laddningsblodcet
och indikerar slutlig rotorposition.

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

5. Tillsatt omedelbart 5 pl vatten for NTC i réren i position 9-16 och férslut réren.

6. Tillsatt 5 pl av varje prov i provroren (rérpositionerna 17-24, 25-32, 33-40, 41-48,
49-56,57-64, och 65-72) och férslut réren.

7. Tillsatt 5 pl EGFR PC i réren i position 1-8 och férslut réren.

Var noga med att inte géra fel vid laddning eller pipettering s& att du sakerstéller att rétt
mangd NTC, prover och EGFR PC tillsétts i ratt ror.

Varje rér ska innehélla en total reaktionsvolym pa 25 pl (20 pl huvudmix fér analys som
har beretts i steg 3 (tabell 6) plus 5 pl NTC/prov/PC). Siffrorna markerar positioner i

laddningsblocket och indikerar slutlig rotorposition.

Markera rérens lock fér att visa i vilken rikining réren ska laddas pd& instrumentet
Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM.

8. Nar alla PCRrér har forslutits ska du géra en visuell kontroll av provrérens fyllnadsnivé for

att sékerstdlla att prov har tillsatts i alla rér.

9. Vand alla PCR+ér 4 génger for att blanda prover och reaktionsmixar.
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10. Plocera PCRréren pd remsa i sina korrekta positioner i 72-well rotorn enligt layouten
i tabell 7.

Maximalt 7 prover kan inkluderas i varje PCRk&rning. Om rotorn inte &r fullbelagd fyller

du dlla tomma positioner pd rotorn med forslutna, tomma rér.

11. Placera omedelbart 72-Well rotorn i Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-instrumentet. Se till aft
lésringen  (tillbehdr till Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-instrumentet) ar placerad langst upp

pd rotorn fér att sdkra réren under kérningen.

Obsl Om du anvéinder manuell EGFR-mutationsdetektion, se information i “Bilaga A:
manuellt protokoll f&r therascreen EGFR RGQ PCR Kit.

12. Starta  Rotor-Gene Q:-programvaran genom  att  dubbelklicka p&  ikonen
therascreen EGFR CE Locked Template [therascreen EGFR CE last mall] p& skrivbordet till

den bérbara dator som ar ansluten till Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-instrumentet

(bild 10).

therascreen EGFR CE
Locked Template

Figur 10. lkonen EGFR CE Locked Template [EGFR CE last mall] (EGFR-mutationsdetektion).

13. Fliken "Setup” [Konfiguration] &ppnas som standard (bild 11). Kontrollera att lasringen
sitter fast ordentligt och markera sedan kryssrutan “’Locking Ring Attached” [L&sring fast].
Stang locket p& Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-instrumentet.
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Figur 11. Fliken "Setup” [Konfiguration] (1) och rutan “Locking Ring Attached” [Lasring fast] (2).

14.

Skriv in kérnings!D i faltet Run ID [KérningsID] enligt din lokala namnkonvention. Skriv in
provnamnet i féltet Sample Name [Provnamn] enligt din lokala namnkonvention och tryck

pa Return [Retur[tangenten.

D& laggs provnamnet till i provlistan nedanfér och provet tilldelas ett “Sample 1D”
[ProviD] (1, 2, 3 etc.). Dessutom uppdateras panelen “Layout of the pipetting adapter”
[Layout fér pipetteringsadaptern] pé héger sida med provnamnet (bild 12).

Obs! Alternativt kan provnamn som sparats i formaten *.smp (Rotor-Gene Q-provfil) eller
*.csv (kommaavgrdnsade vérden) importeras via knappen “Import Samples”  [Importera

prover]. Provnamn populeras automatiskt med hjélp av den har metoden.

Obs!  Kontrollera i panelen “layout of the pipetting adapter” [Layout for
pipetteringsadaptern] att provnamnet som har lagts till markeras genom en dndring av

fargen och att provnamnet &r i provpositionen (bild 12).

Obs! Maximalt 7 prover kan léggas till. Prov-ID (i provcirklarna) tilldelas automatiskt frén 1
till 7.

Obs! Provnamn med mer &n 8 tecken visas kanske inte i sin helhet i panelen “Layout of the

pipetting pipetteringsadaptern” [Layout fér pipetteringsadaptern].
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Figur 12. Ange “Run ID” [K&rnings-ID] och “Sample Name” [Provnamn]. 1 = faltet “Run ID” [K&rnings-ID], 2 = knappen
“Import Samples” [Importera prover], 3 = féltet “Sample Name” [Provnamn], 4 = “Sample List” [Provlista], 5 = panelen
“Layout of the pipetting adapter” [Layout for pipetteringsadaptern], 6 = markerad provcirkel och kolumn med 8 analyser
under panelen.

15. Upprepa steg 14 for att ange namnen pé& dlla ytterligare prover (bild 13).

Obs! Om du vill redigera ett provnamn klickar du Sample Name [Provnamn] i provlistan
visas det valda provet i féltet Sample Name [Provnamn] ovan. Redigera provnamnet enligt

din lokala namnkonvention och tryck p& Return [Retur-] tangenten fér att uppdatera namnet.
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Figur 13. Ange ytterligare provnamn i féltet “Sample Name” [Provnamn]. 1 = filtet “Sample Name” [Provnamn],
2 = "Sample List” [Provlista], 3 = panelen “Layout of the pipetting adapter” [Layout fér pipetteringsadaptern].

16. Nér du har angett alla provnamn ska du bekréfta att de &r korrekta. Lagg fill eventuell
kompletterande information i faltet “Notes” [Anteckningar] om det behovs, klicka sedan

p& “Start Run” [Starta kérning] (bild 14).

Obs! Om négon rotorposition inte anvénds visas en “Warning” [Varning] (bild 14) for att
pdminna anvandaren om att alla oanvanda positioner pé rotorn méste fyllas med férslutna,
tomma ror. Kontrollera aft alla oanvénda rotorpositioner ar fyllda med férslutna, tomma

rér och klicka p& OK fér att fortséitta.

40 Handbok for therascreen EGFR RGQ PCRKit  10/2019



0 Warring « There s umsed Fistor Tubes

Pleaie il o utesied peritiens milh gty tubes

2 T e e o] o ATUALWEGE | Curer Lsen ELOBAL e ke e G e S D

Figur 14. Faliet “Notes” [ Anteckningar] (1), knappen “Start Run” [Starta kéming] (2) och “Waming” [Vaming] for
oanviinda roforposifioner (3).

17. Fénstret “Save As” [Spara som] dppnas. Vélj ettlampligt filnamn och spara PCRk&rningen
som en karningsfil med dndelsen *.rex p& den valda platsen. Klicka p& “Save” [Spara]

(bild 15).
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Figur 15. Fonsiret “Save As” [Spara som] (1). 2 = fdlten “File Name” [Filnamn] och “Save as type” [Spara som typ],
3 = "Save” [Spara].
PCR-kérningen startar.

Obs! Nér kérningen startar dppnas fliken “Run Progress” [Kérningsforlopp] for att visa

temperaturéndringar och &terstdende tid av kérningen (bild 16).
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Figur 16. Fliken “Run Progress” [Kringsforlopp].

Nar kdrningen har avslutats dppnas fliken “Analysis” [Analys].
Obs! Om fliken “Analysis” [Analys] inte dppnas klickar du pé& den (figur 17).

Obs! En forklaring av berékningsmetoden ges i “Tolkning av resultat (automatiskt)” pd

sidan .
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Figur 17. Fliken “Analysis” [Analys] (1) och rapportering av resulfat. 2 = panelen “Run Controls, Positive Control”
[K3rningskontroller, positiv kontroll], 3 = panelen “Run Controls, Negative Control” [Kérningskontroller, negativ kontrol],
4 = "Sample Result Table” [Tabell med provresultat], 5 = panelen “Mutation Status” [Mutationsstatus].

18.

19.

Analysresultat rapporteras pé foljande satt (bild 18).

Run Controls, Positive Control [Krningskontroller, positiv kontroll]: Om resultaten ligger inom
det acceptabla intervallet visas “Valid” [Giltigt] for “Positive Control Status” [Status for

positiv kontroll]; annars visas ett resultat med statusen “Invalid” [Ogiltigt].

Run Controls, Negative Control [K&rningskontroller, negativ kontrolll: Om béde resultatet
“NTC” och “Internal Control” [Internkontroll] ligger inom de acceptabla intervallen visas
"Valid” [Giltigt] fér “Negative Control Status” [Status fér negativ kontroll]; annars visas ett

resultat med statusen “Invalid” [Ogiltigt].
Sample Result Table [Tabell med provresultat]: Specifika mutationer rapporteras for de

mutationspositiva proverna i kolumnen “EGFR Mutation Status” [EGFR-mutationsstatus].

Klicka p& “Report” [Rapport] om du vill skapa en rapportfil. Fénstret “Report Browser”
[Rapportmeny] Sppnas. Vélj "EGFR CE Analysis Report” [EGFR CE-analysrapport] under
"Templates” [Mallar] klicka sedan p& “Show” [Visa] (bild 18).
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Obs! Om du vill spara en rapport p& en annan plats i Web Archivesformat klickar du pé

"Save As” [Spara som] i det &vre vénstra hérnet pd varje rapport.
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Figur 18. Vdlja “EGFR CE Analysis Report” [EGFR CE-analysrapport]. 1 = “Report”’ [Rapporf], 2 = panelen “Report
Browser” [Rapportmeny], 3 = "EGFR CE Analysis Report” [EGFR CE-analysrapport], 4 = “Show” [Visa].
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Tolkning av resultat (automatiski)

Analysen och mutationsbestémningarna utférs automatiskt av therascreen EGFR Assay Package
ndr en kérning har slutférts. Féliande information férklarar hur therascreen EGFR-analyspaketet

gor analysen och mutationsbestamningarna.
Obs! Information om manuell analys av resultat finns i avsnitt Tolkning av resultat (manuellt).

PCRcykeln vid vilken fluorescensen fran en viss reaktion gér &ver ett troskelvérde definieras
som Crvérdet. Crvdrdena indikerar méngden av ett specifikt input-DNA. Lédga Crvérden
indikerar hégre nivéer av input-DNA och héga Crvarden indikerar lagre nivéer av input-DNA.

Recktioner med ett Crvarde klassificeras som positiva amplifieringar.

Programmet Rotor-Gene Q interpolerar fluorescenssignaler mellan tv& registrerade vérden
(vilka som helst). Crvérdena kan dérfér vara vilket reellt tal som helst (inte begrénsat till heltal)
i intervallet frén O till 40. Fér therascreen EGFR RGQ PCR Kit &r troskelvardet instéllt pd
0,075 relativa fluorescensenheter for den Green (FAM) kanalen och 0,02 for den Yellow
(HEX) kanalen. De har vardena konfigureras automatiskt i therascreen EGFR-analyspaketet.
Karningskontrollerna (PC, NTC och IC) bedéms fér aft sékerstélla att acceptabla Crvérden

uppfylls och att reaktionerna utfors korrekt.
Provets ACrvérden berdknas for varje mutationsanalys med hijélp av ekvationen:
ACr = [mutationsanalysens  Crvarde] — [kontrollanalysens Crvarde]

Prover klassas som mutationspositiva om de ger ett ACrvérde lagre an eller lika med cutoff
ACrvérdet fér den analysen. Over det har vérdet kan provet antingen innehdlla mindre @n
den procentandel mutation som kan detekteras av therascreen EGFR RGQ PCR Kit (bortom
grénsen for analyserna), eller s& &r provet mutationsnegativt och rapporteras som “No

Mutation Detected” [Ingen mutation detekterad].

46 Handbok for therascreen EGFR RGQ PCRKit  10/2019



Ingen amplifiering i mutationsreaktioner rdknas som “No Mutation Detected” [Ingen mutation
detekterad]. ACrvérden som berdknas genom bakgrundsamplifiering férvéntas vara stérre én
cutoff ACrvérdena och provet kommer att klassificeras som “No Mutation Detected” [Ingen

mutation detekterad].

Analysresultaten visas som “Mutation Detected” [Mutation detekterad], “No Mutation
Detected” [Ingen mutation detekterad], “Invalid” [Ogiltigt] eller, om en kérningskontroll
misslyckas, “Run Control Failed” [Kérningskontrollen misslyckades]. Fér de mutationspositiva
proverna rapporteras specifika mutationer. En tumér kan innehélla mer &n en mutation.

| sé&dana fall kommer mer @n en mutation att rapporteras.
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Rotor-Gene Q therascreen EGFR-analyspaketets flaggor

Tabell 8 (nasta sida) listar de flaggor som kan genereras av Rotor-Gene Q therascreen

EGFR-analyspaketet, deras betydelse och vilka étgérder som kan vidtas.

Flaggnamnen utformas fér att ge information om den komponent i kitet, det prov eller den

kontroll som berdrs, samt om felstatusen.

Till exempel:

e PC_CTRL_ASSAY_FAIL = kontrollanalysen  (CTRL_ASSAY) fér den positiva kontrollen
(Positive Control, PC) har misslyckats (FAIL)

e NTC_INT_CTRL_FAIL = internkontrollen (INT_CTRL) fér kontrollen utan mall (No template
Control, NTC) har misslyckats (FAIL)

e SAMPLE_CTRL HIGH_CONC = provet (SAMPLE) for kontrollanalysen (CTRL) har hég
koncentration (HIGH_CONC).
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Tabell 8. Flaggor, betydelse och atgdrder som ska vidtas

Flagga

Betydelse

Awgérd

PC_CTRL_ASSAY_FAIL

PC_MUTATION _
ASSAY_FAIL

PC_CTRL_INVALD_
DATA

PC_MUTATION_
INVALD_DATA

NTC_INT_CTRL_FAIL

NTC_INT_CTRL_
EARLY_CT

NTC_INVALD_CT

NTC_INVALID_DATA

SAMPLE_CTRL_
INVALD_DATA

SAMPLE_CTRL_
HIGH_CONC

Ogiltig PCR-kérning - FAM G
utanfér intervallet fr positiv
kontroll i kontrollreaktionen.

Ogiltig PCR-kérning - FAM G
utanfor intervallet for en eller
flera
mutationskontrollreaktioner.

Ogiltig PCR-kérning -
fluorescensdata i positiv
kontroll (kontrollreaktionsmix)
kan inte tolkas.

Ogiltig PCR-kérning -
fluorescensdata i positiv
kontroll (mutationsreaktionsmi
kan inte folkas.

Ogiltig PCR-kérning -
internkontrollen ovanfér
intervallet fér negativ kontroll.
Ogiltig PCR-kérning -
internkontrollen &r nedanfér
intervallet fér negativ kontroll.
Ogiltig PCR-k&rning - ogiltigt
FAM (mindre &n grénsvérdet)
fér negativ kontroll.

Ogiltig PCR-kérning -
fluorescensdata i negativ
kontroll kan inte folkas.
Ogiltigt prov — fluorescensdata
i provkontrollen kan inte folkas.
Ogiltigt prov — FAM G; &r for
l&gt i provkontrollen.

Upprepa hela PCR-kérningen.

Upprepa hela PCR-kérningen.

Upprepa hela PCR-kérningen.

Upprepa hela PCR-kérningen.

Upprepa hela PCR-kérningen.

Upprepa hela PCR-kérningen.

Upprepa hela PCR-kérningen.

Upprepa hela PCR-kérningen.

Konfigurera en ny PCRk&rning och upprepa de relevania
proverna.

Spéd provet for att dka kontroll-Crvérdet. Den hér
spadningen ska berdknas baserat pd antagandet att
spadning 1:1 med vatinet som medfSlier kitet kommer aft
dka C; med1,0. Nér provet har spdtts ut ska du
konfigurera en ny mutationsbedémning och upprepa
provet. Om provet har spatts efter
DNA-provbedémningskérningen fortsétter du direkt med
EGFR-mutationsdetektionskdrning med det spédda provet.
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Tabell 8. Flaggor, betydelse och atgdrder som ska vidfas (fortsétining)

Flagga

Betydelse

Argéird

SAMPLE_CTRL_FAIL

Ogiltigt prov — FAM G
ar for hogt
i provkontrollreaktionen.

Konfigurera en ny PCR-kdrning och upprepa provet. Om den
upprepade PCR-kdrningen ger eft ogiltigt resultat och om
mdangden DNA fortfarande &r ofillrécklig extraherar du 2
ytterligare  FFPE-véivnadssnitt om s&dana finns tillgéngliga.
Konfigurera en ny PCR-kérning for att testa den hér extraktionen.
Om provet &r ogiltigt upprepar du PCRk3rmingen med den
andra extraktionen. Om provet inte ger ett giltigt resultat efier
den hér kdrningen fér provet en obestdmd mutationsstatus och
ingen ytterligare testning ska utféras.

SAMPLE_INT_CTRL_
FAIL

G for hogt (eller inget
G) for internkontroll
(HEX), FAM-kanalen
mutationsnegativ.

Fér prover som genererar flaggan SAMPLE_POSITVE_
AND_INVALD (Prov positivt och ogiltigff med en mutation
detekterad (eller inte detekterad) ien kliniskt relevant
mutationsreaktionsmix géller:  rapportera resultat, ingen
ytterligare testning kréivs.

Spad ut provet med vattnet som medfdlier kitet baserat p&
antagandet att spdadning 1:1 kommer att oka G for
kontrollreaktionen med 1,0, Kontrollera att den slutliga volymen
ar >40 pl (t.ex. 40 pl DNA och 40 pl vatten frén réret méirkt
med DIL).

Konfigurera en ny PCR-kérning och upprepa provet. Om den
upprepade PCR-kérningen ger ett ogiltigt resultat extraherar du
provet frén tv& ytterligare FFPE-snitt. Konfigurera en ny PCR-
kérning for att testa den hér extraktionen.

Om den andra extraktionen dr ogiltig s& spdad ut enligt
beskrivningen ovan.

Om provet inte ger ett giltigt resultat efter den hér kdrningen ©r
provet en obestdmd mutationsstatus och ingen ytterligare
testning ska utféras.

SAMPLE_INT_CITRL.
EARLY_CT

Mutationsrér ogiltigt -
G HEX for lagt for
provet (internkontroll)

Fér prover som genererar flaggan SAMPLE_POSITVE_
AND_INVALD (Prov positivt och ogiltigfjf med en mutation
detekterad (eller inte detekterad) ien kliniskt relevant
mutationsreaktionsmix géller: rapportera resultat, ingen
ytterligare testning kravs.

Konfigurera en ny PCR-kdrning och upprepa provet. Om den
upprepade PCR-kdrningen ger ett ogiltigt resultat extraherar du
2 ytterligare FFPE-vévnadssnitt om s&dana finns tillgéngliga.
Konfigurera en ny PCR-kérning for att testa den har extraktionen.
Om den ger ett ogiltigt resultat upprepar du PCRk&rningen med
den andra extraktionen. Om provet inte ger ett giltigt resuliot
efter den har kérningen fér provet en obestdmd mutationsstaus
och ingen ytterligare testning ska utféras.
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Tabell 8. Flaggor, betydelse och atgdrder som ska vidfas (fortsétining)

Flagga

Betydelse

Atgéird

SAMPLE_INVALD_
DATA

Mutationsrér ogiltigt —
fluorescensdata

i internkontroll kan inte
tolkas.

Fér prover som genererar flaggan SAMPLE_POSITIVE_
AND_INVALD (Prov positivt och ogiltigt) med en mutation
detekterad (eller inte detekterad) ien kliniskt relevant
mutationsreaktionsmix gdller: rapportera resultat; ingen
ytterligare testning krdvs.

Konfigurera en ny PCR&rning och upprepa provet. Om den
upprepade PCR-kdmingen ger ett ogiltigt resultat extrahercr du
2 ytterligare FFPE-véivnadssnitt om s&dana finns fillgéngliga.
Konfigurera en ny PCR-kérning for att testa den hér
extraktionen. Om den ger ett ogiltigt resultat upprepar du PCR-
kérningen med den andra extraktionen. Om provet inte ger et
giltigt resultat efter den hér kérningen far provet en obestmd
mutationsstatus och ingen ytterligare testning ska utféras.

SAMPLE_POSITIVE_
AND_INVALD

En eller flera mutationer for
ett prov dr positiva, och
samtidigt ér en eller flera
mutationer fér samma prov

ogiltiga.

Fér prover som genererar flaggan SAMPLE_POSITIVE_
AND_INVALD (Prov positivt och ogiltig) med en mutation
detekterad (eller inte detekterad) ien kliniskt relevant
mutationsreaktionsmix gdller: rapportera resultat, ingen
ytterligare testning krévs.

Fér prover som genererar flaggan SAMPLE_POSITVE_
AND_INVALD (Prov positivt och ogiltigt) med ett INVALD
(Ogiltigt) resultat som erhdllits i en kliniskt relevont
mutationsreaktionsmix géller: Testa om provet med alla
reaktionsmixar efter den specifika &tgérden fér ogiltiglaggan.

Om flaggan  SAMPLE_INT_CTRL_FAIL genereras i
kombination med en annan flagga fér det berérda provet
méste dtgérden for spddning av provet fran flaggan
SAMPLE_INT_CTRL_FAIL fsljas. Konfigurera en ny PCR-
kérning och testa om provet.

Fér prover som genererar flaggan SAMPLE_POSITVE_
AND_INVALD (Prov positivt och ogiltigt) med ett INVALD
(Ogiltigt) resultat som erhdllits i en kliniskt relevant
mutationsreaktionsmix vid den upprepade PCR-kérningen
géller: Extrahera provet frén 2 ytterligare FFPE-snitt.
Konfigurera en ny PCR-kérning med alla reaktionsmixar fér
att testa den hér extraktionen.

Om provet uppvisar ett ogiltigt resultat igen for en kliniskt
relevant mutationsreaktionsmix ska du upprepa provet med
dlla reaktionsmixar efter den specifika dtgarden for
ogiltigflaggan. Om SAMPLE_INT_CTRL_FAIL genereras i
kombination med en annan flagga fér det berérda provet
maste &tgarden for spddning av provet frén flaggan
SAMPLE_INT_CTRL_FAIL f3ljas. Konfigurera en ny PCR-
kérning och testa om provet.

Om flaggan SAMPLE_POSITIVE_AND_INVALID observeras
vid upprepandet far provet en obestémd mutationsstatus.
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Felsdkningsguide

Den hér felsdkningshandboken kan vara till hjélp fér att 16sa eventuella problem som uppstér.

Mer information finns p& sidan Vanliga fragor [Frequently Asked Questions, FAQ] pd vart

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

QIAGENSs tekniska service garna pd& frdgor om informationen och protokollen i denna

handbok eller prov- och analysmetoder (fér kontaktinformation, se sista sidan eller besdk

www.qiagen.com).

Kommentarer och férslag pa atgérd

NTC-proverna visar positiva resuliat i Green FAM-kanalen

Kontaminering har uppstatt vid
beredning av PCR

Upprepa PCR med oanvénda reagenser i replikat.
Sténg om majligt PCR-réren direkt nér du har tillsatt det prov som ska festes.

Férsdkra dig om att arbetsytor och instrument dekontamineras regelbundet.

Ingen signal med den EGFR-positiva konfrollen

a)

b)

q

d)

Den valda fluorescenskanalen
fér PCR-dataanalysen
Sverensstdmmer inte med
protokollet.

Felaktig programmering av

temperaturprofilen fr Rotor-
Gene Q MDx 5plex
HRM-instrumentet

Felaktig konfiguration av PCR

Forvaringsvillkoren for en eller
flera kitkomponenter
Sverensstdmde inte med de
instruktioner som gavs i
"Férvaring och hantering av
reagenser” (sida 18)

Utgdngsdatum fér therascreen
EGFRRGQ PCRKit har
passerats

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

Jamfor temperaturprofilen med protokollet. Upprepa kérningen vid

felaktighet.

Kontrollera dina arbetssteg med hidlp av pipetteringsschemat och upprepa
PCR om det behdvs.

Kontrollera forvaringsvillkoren och utgéingsdatumet (se efiketten pé& kitet) for
reagenserna och anvand eft nyt kit vid behov.

Kontrollera férvaringsvillkoren och utgdngsdatumet (se etiketten pé kitet) &r
reagenserna och anvénd et nytt kit vid behov.
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Kvalitetskontroll

For aft sakerstalla en enhetlig produktkvalitet testas varje lotnummer av therascreen EGFR RGQ
PCR  Kit med faststéllda  specifikationer  enligt  QIAGENs  I1SO<ertifierade

kvalitetshanteringssystem.
Begransningar

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

hansyn till resultat fran alla relevanta kliniska studier eller laboratoriestudier.

Produkten &r avsedd att anvéndas endast av personal som fétt sarskild utbildning i in vitro-

diagnostiska procedurer och Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-instrument.

Produkten ar endast avsedd for anvéandning pd en Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM realtime
PCR<ykler.

For optimalt resultat krévs att anvisningarna i handboken fér therascreen EGFR RGQ PCR Kit
folis strikt. Spadning av reagenser p& annat sdtt &@n vad som anges i den har handboken

rekommenderas inte, d& det kan resultera i férsémrad prestanda.

Det ar viktigt att méngden och kvaliteten hos DNA i provet utvarderas korrekt innan provanalys
utfors med therascreen EGFR RGQ PCR Kit. Ytterligare kontrolireaktionsmix tilhandahalls fér
att bestémma om Crvérdet &r godként fér analysen. Absorbansavldsningar ska inte anvéndas

d& de inte verensstémmer med Crvérden i fragmenterade DNA-prover.

Primrarna i EGFR reaktionsmix for borttagningar har utformats fér att rikta in sig mot flera Exon
19-borttagningar som strécker sig frén nukleotiderna 55174772 till 55174795 (GRCh38
chr7), ett intervall p& 23 bp.
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Aven om Exon 19-borttagningsanalysen har validerats analytiskt och demonstrerats detektera
14 specificerade borttagningar inom Exon 19 (se listan i Tabell 1 i den hér bruksanvisningen)
s& ar det dock majligt aft yiterligare mutationer (inklusive men inte begrénsat till ytterligare

Exon 19 infogningar och L747P-mutationen) amplifieras av Borttagningsprimeruppséttningen.

Om de finns ger s&dana ytterligare mutationer upphov till resultatet “Deletions Detected”

[Borttagningar detekterade] for ett givet patientprov.

Dessutom &r det mjligt att L858 Qmutationen detekteras av L8 58R-analysen. Om den finns i
ett patientprov kan L858Qmutationen dérmed ge upphov till resultatet “L858R Detected”
[LB58R detekterad).

Var uppmérksam pé de utgéngsdatum och férvaringsvillkor som anges pé férpackningen och
pé etiketternatill alla komponenter. Anvénd inte komponenter vars utgangsdatum har passerat

eller som har férvarats felaktigt.

54 Handbok for therascreen EGFR RGQ PCRKit  10/2019



Prestandaegenskaper

Analytisk prestanda

De specifika prestandaegenskaperna fér therascreen EGFR RGQ PCR Kit faststdlldes med
higlp av studier av FFPE-vévnadsprover tagna frén NSCLC-patienter och ménskliga FFPE-
cellinjer (FFPE<ellinjer). FFPEcellinjerna genererades med hjélp av en cellinje fran lungcancer
(A549) for att skapa cellinjer som innehdller de dnskade specifika EGFR-mutationerna. Nér

vavnadsprover eller cellinjer inte var tillgangliga anvéndes plasmidDNA.
LOB (Limit of Blank), arbetsintervall och cutoff-varden

Totalt 417 FFPE-prover testades i en studie enligt instruktionerna i NCCLS EP17-A (2004) (12)
for aft bestémma LOB och cutoffvirden fér varje mutationsanalys. Dessutom bestémdes

arbetsintervallet. Cutoffvardena faststélldes och presenteras i tabell 9.

Tabell 9. Faststillda cutoff-vérden for varje mutationsanalys

Andlys Cutoff (ACT)
T790M <7,40
Borttagningar <8,00
L858R <8,90
1861Q <8,90
G719X <8,90
S768lI <8,90
Tillagg <8,00

Kontrollreaktionens Crintervall faststélldes fran 23,70 till 31,10 Cr.
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Analysens cutoffvarden och arbetsintervall verifierades med hjélp av standarder och
ytterligare FFPE-prover. Under verifieringen beddmdes cutoff-vérdena efter férmagan att
sarskilia korrekt mutation i en bakgrund med vildtypsDNA genom att bedéma varje analys
med genomiskt inputDNA med hég koncentration och mutationsinput-DNA med hég
koncentration (se Korsreaktivitet). Effekten av input-DNA pé& mutationsklassificering bedémdes

ocksé (se Effekt av DNA-input pa ACTvérden).

For att bedéma prestandan for therascreen EGFR RGQ PCR Kit vid frénvaro av mall och fér
att sdkerstélla att ett blankprov eller ett prov med vildtypsDNA inte genererar en analytisk
signal som kan indikera en lag koncentration av mutation, utvérderades prover utan mall och
NSCLC EGFRvildtypsDNA. Resultaten visade inga positiva mutationsklassificeringar — for
NTC-prover och fér FFPE-vildtypsprover.

Effekt av DNA-input pé ACr-véarden

DNA-inputnivan definieras som den totala méngden amplifierbart EGFR DNA i ett prov enligt
bestémningen av kontrollrecktionens Crvédrden. Fér aft pdvisa att prestandan  for
therascreen EGFR RGQ PCR Kit &r konsekvent &ver intervallet fér kontrollreaktionens Crvérde
(23,70-31,10)  testades «dalla 7 EGFR-mutationsanalyser ~ mot en  6-punkters,
1 till 3-spadningsserie (DNA som extraherats frén FFPE<ellinjer). Crmélvardet fér spédning 1
for varje mutation var ca 24,70. Den slutliga spadningen, som gav ett Cr p& ca 32-33, l&g
utanfér kontrollreaktionens Crintervall. Generellt var de ACrvérden som méttes upp vid olika

nivaer av total DNA-input konsekventa éver hela arbetsintervallet for therascreen EGFR RGQ

PCR Kit.

Korsreaktivitet

VildtypsEGFR  DNA vid hég DNA-input testades for att beddma den icke-specifika
amplifieringen. Resultaten visade att de ldgsta ACrvérdena overskred de faststdllda

cutoffvérdena, vilket indikerade att icke-specifik amplifiering inte férekom.
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FFPE-cellinjer vid hég DNA-input testades mot alla reaktionsmixar fér att bedéma potentiell
korsreaktivitet. Resultaten visade ingen péverkan orsakad av korsreaktivitet mellan
mutantreaktioner. Minimi-ACrvardena var samtliga hogre @n de respektive cutoffvardena for

analysen fér alla icke-matchande reaktionsmixar och DNA-prover.

Noggrannhet: Jamforelse med analytisk referensmetod

En studie pdvisade &verensstdmmelsen i mutationsdetektion fér therascreen EGFR RGQ PCR

Kiti relation till bidirektionell Sanger-sekvensering. | den hér studien testades 360 FFPE-prover.

Prover med giltiga resultat for béde Sanger och therascreen EGFR RGQ PCR Kit analyserades
for att bedéma den positiva éverensstdmmelsen i procent (Positive Percent Agreement, PPA),
den negativa dverensstémmelsen i procent (Negative Percent Agreement, NPA) och den totala
dverensstdmmelsen i procent (Overall Percent Agreement, OPA). De hér procentvdrdena
tillsommans med de motsvarande tvasidiga  95-procentiga  konfidensintervallen (KI)

sammanfattas i tabell 10.

Tabell 10. Andlys av 6verensstimmelse

Métning Overensskimmelse i procent (N) 95 %Kl

Positiv dverensstammelse i procent 99,4%(157/158) 96,5-100,0%
Negativ dverensstémmelse i procent  86,6% (175/202) 81,2-91,0%
Total dverensstémmelse i procent 92,2%(332/360) 89,0-94,8%

Fér de 28 diskordanta resultaten for total dverensstémmelse i procent:

® 1 (3,6 %) prov var vildtyp (dvs. ingen mutation detekterad) med therascreen EGFR RGQ
PCR Kit men hade resultatet mutation detekterad med Sanger-sekvensering.
® 27 (96,4 %) prover hade resultatet mutation detekterad med therascreen EGFR RGQ PCR

Kit men var vildtyp med Sangersekvensering.
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Varden for detektionsgrans (Limit of Detection, LOD)

En studie utfordes for att faststalla LOD for var och en av de 29 EGFR-mutationerna. LOD
definierades som den lagsta andelen mutant-DNA i en bakgrund med vildtypsDNA dé ett

mutantprov ger mutationspositiva resultat fér 95 % av testresultaten (Cos).

For att bestamma LOD fér varje mutation preparerades prover med olika procentvarden for
mutation vid l&ga och hdéga  inputDNAkoncentrationer och testades med
therascreen EGFR RGQ PCR Kit (tabell 11). LOD fér varje analys berdknades med logistisk
regression. Fér att verifiera LOD testades mutationsprover vid faststélld LOD och den positiva

testandelen verifierades.
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Tabell 11. LOD faststilld med kliniska FFPE-prover, FFPE-cellinjer eller plasmider vid laga och héga DNA-inputnivéer

LOD % mutant)
Exon Mutation COSMIC*-ID Basskifte Laga Héga
18 G719A 6239 2156G>C 7,411 1,571
G719S 6252 2155G>A 5,08¢ 7,75%
G719C 6253 2155G>T 10,30¢ -1
19 Borttagningar 12384 2237_2255>T 1,58¢ 0,498
12387 2239_2258>CA 4,911 1,487
12419 2238_2252>GCA 16,877 12,4771
12422 2238_2248>GC 3,24t 1,657
13551 2235_2252>AAT 4,241 1,417
12678 2237_2251del15 0,558 0,24s
6218 2239_2247del9 8,471 -1
12728 2236_2253del18 2,43t -1
12367 2237_2254del18 2,721 -1
6210 2240_2251del12 4,091 -9
6220 2238_2255del18 2,70t 0,821
6223 2235_2249del15 6,401 1,631
6225 2236_2250del15 2,80t 1,421
6254 2239_2253del15 0,86% 0,47%
6255 2239_2256del18 0,145 0,058
12369 2240_2254del15 4,948 1,568
12370 2240_2257del18 8,108 2,088
12382 2239 _2248TTAAGAGAAG>C 0,258 0,108
12383 2239_2251>C 4,58¢ 1,748
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Tabell 11. LOD faststilld med kliniska FFPE-prover, FFPE-cellinjer eller plasmider vid laga och héga DNA-inputivaer
(fortsdtter fran foregaende sida)

LOD (% mutant)

Exon  Mutation COSMIC*-ID Basskifte Laga Héga
20 S768l 6241 2303G>T 7,661 2,181

Tillagg 12376 2307_2308insGCCAGCGT 11,611 -1

G

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

* COSMIC: Catalogue of somatic mutations in cancer [Katalog éver somatiska cancermutationer]:
http://cancer.sanger.ac.uk/.

t LOD-vérden faststélldes med cellinjer

+ LOD-vérden faststdlldes med plasmider

§ LOD-vérden faststdlldes med kliniska prover

T Har inte bedémts
Interferens

Effekter av nekrotisk vdvnad

Kliniska NSCLC FFPE-prover med ett innehdll av nekrotisk vévnad pé upp till 50 % for béde
EGFR-mutant- och vildtypsprover interfererade inte med resultaten frén bestémningen med
therascreen EGFR RGQ PCR Kit.
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Exogena substanser

Potentiellt interfererande substanser som férekom i DNA-extraktionsprocessen testades i
mutanta prover och vildtypsprover vid 10xkoncentration: paraffinvax, xylen, etanol och
Proteinas K. Resultaten visade att de har substanserna inte interfererade med resultaten frén
bestamningen med therascreen EGFR RGQ PCR Kit.

Reproducerbarhet

Reproducerbarhet mellan loter

Testsystemet therascreen EGFR RGQ PCR Kit anvander tvé separata kit: QlAamp DSP DNA
FFPE Tissue Kit eller QIAamp DNA FFPE Tissue Kit for isolering av DNA, och therascreen EGFR
RGQ PCR Kit for amplifiering av DNA och detektion av EGFR-mutationsstatus.
Reproducerbarhet och utbytbarhet mellan loter pévisades med hjélp av 3 loter av
QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit och 3 loter av therascreen EGFR RGQ PCR Kit. Den totala
procentandelen  korrekta bestémningar mellan loter for EGFR-mutationsanalysen  var

97,8 % (317/324) och for vildtypsprover var den 100 % (379/379).

Hantering av prover

Reproducerbarheten fér QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit underscktes med snitt som togs
frén tre FFPE-provblock: ett prov med borttagningsmutation (2235-2249 del15) i exon 19, ett
prov med mutationen L858R i exon 21 och ett vildtypsprov. Fér varje prov utférdes extraktioner
i duplikat p& 3 platser och testades i 3 dagar (ej i f6ljd) under en period av 6 dagar, vilket
gav totalt 18 datapunkter per prov. P& varje plats utférde 2 operatérer testning med 1 lot av
QIAcamp DSP DNA FFPE Tissue Kit (1 lot per plats, totalt 3 loter) i kombination med samma lot
av therascreen EGFR RGQ PCR Kitreagenser p& samtliga platser. Alla resultat fér mutanta
prover och vildtypsprover var giliga och gav det forvantade resultatet vid bestamningen
(korrekt bestémning = 100 %, 18/18 for varje prov), vilket gav stod for reproducerbarheten
och repeterbarheten for therascreen EGFR RGQ PCR Kit vid det féranalytiska steget av
DNA:-isoleringen.
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Precision och reproducerbarhet

Precisionen och reproducerbarheten fér therascreen EGFR RGQ PCR Kit undersdktes genom
att testa DNA som extraherats fran kliniska NSCLC FFPE-prover eller FFPE<ellinjer och som
representerade alla sju mutationsanalyser i therascreen EGFR RGQ PCR Kit. Kliniska NSCLC
FFPE-vildtypsprover ingick ocksé i studien (tabell 12).

En utformad studiematris implementerades for att bedéma analysens reproducerbarhet genom
att testa prover p& 3 laboratorier (platser) med 3 loter av therascreen EGFR RGQ PCR Kit
(3 loter pa 3 platser) med 2 operatérer per plats och 2 instrument per plats, dar varje prov
(som preparerats p& en nivéd ndra LOD) testades i duplikat under totalt 16 dagar.
Reproducerbarheten for varje individuell mutation testades under icke efterféljande dagar pa

varje plats. Andelen korrekta bestdmningar visas i Tabell 12, nésta sida.
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Tabell 12. Andlysens reproducerbarhet- andel korrekta bestimningar for testade EGFR-mutafioner

Bestamningar % korrekia
Nedre ensidiga

Exon Mutation COSMIC*-ID Korrekta/totalt % korrekia 95 %Cl
18 G719A 6239 77/78 98,72 94,06
19 Borttagningar 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
Tillagg 12376 92/92 100 96,80

12378 93/93 100 96,83

12377 94/94 100 96,86

T790M 6240 92/92 100 96,80

21 L858R 6224 83/84 98,81 94,48
1861Q 6213 84/84 100 96,50

Vildtyp — - 77/78 98,72 94,06

* COSMIC: Catalogue of somatic mutations in cancer [Katalog éver somatiska cancermutationer]:

htip://cancer.sanger.ac.uk/.
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En varianskomponentanalys anvéndes fér att uppskatta standardavvikelsen och de 95-
procentiga konfidensintervallen fér variabilitet inom kérningar, mellan kérningar, mellan
dagar, mellan loter och mellan platser. Den totala variationskoefficienten (coefficient of
variation, CV) var < 14,11 % fér dlla EGFR-mutationer som testades med samtliga
varianskomponenter. Fér alla mutanta prover i panelen var procentandelen CV < 8,33 %
mellan loter, mellan dagar och mellan kérningar. Procentandelen CV fér variabilitet inom

koérning (repeterbarhet/precision) lég mellan 5,99 och 13,49 %.
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Klinisk prestanda

Kliniska resultatdata: GIOTRIF®

Den Kkliniska studien LUXlung 3 var en internationel, &ppen, randomiserad
fas 3-multicenterstudie av afatinib jamfért med kemoterapi som férsta linjens behandling for
patienter med lungadenocarcinom i fas IlIB eller IV som innehdll en EGFR-aktiverande mutation
(ClinicalTrials.gov-nr  NCT00949650). Lampligheten fér patienter for deltagande i den kliniska
studien bestdmdes genom att testa EGFR-mutationsstatusen hos patienten med hjdlp av analys
vid klinisk studie (Clinical Trial Assay, CTA). Retrospektiva tester av vévnadsprover
genomférdes med hjdlp av therascreen EGFR RGQ PCR Kit. En &verbryggande studie
genomférdes fér att beddma dverensstémmelsen mellan therascreen EGFR RGQ PCR Kit och

CTA-analysen.

Baserat pd testresultaten frén CTA-analysen var 345 patienter i den randomiserade gruppen
(cfatinib: 230 patienter; kemoterapi: 115 patienter). Det primdra effektiva utfallet var
progressionsfri dverlevnad (Progression-Free Survival, PFS) enligt bedémning av en oberoende
granskningskommitté  (Independent Review Committee, IRC). Av de 345 randomiserade
patienterna testades tumdrprover fran 264 patienter (afatinib: 178 patienter; kemoterapi:
86 patienter) retrospektivt med therascreen EGFR RGQ PCR Kit. En statistiskt signifikant
forbattring av PFS enligt bedémning av IRC pévisades fér patienter som randomiserats Hill
afatinib jémfort med de som randomiserats till kemoterapi i en allmén CTA+ population och i
den therascreen EGFR RGQ PCR Kit+/CTA+populationen. Resultaten fér det totala utfallet

sammanfattas i tabell 13 och Figur 19.
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Tabell 13. Klinisk nytia hos patienter som testades med therascreenEGFR RGQ PCR Kiti den kliniska LUX-Lung 3-

studien
therascreen EGFR RGQ PCR CTA-positiv population, n = 345
Kit+/CTA+-population n = 264
Kemoterapi Afatinib Kemoterapi Afatinib
Parameter n=86 n=178 n=115 n=230

Progressionsfri dverlevnad
(Progression-Free Survival, PFS)

Antal dédsfall eller progressioner, N (%)

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

69 (60,0%) 152 (66,1%)

Median-PFS (ménader) 6,9 11,2 6,9 11,1
Median-PFS 95 % Cl 5,3;8,2 9.7,13,7 5,4,8,2 9,6,13,6
Riskkvot 0,49 0,58
Riskkvot 95 % CI 0,35,0,69 0,43,0,78
P-vérde (stratifierat log-ranktest) * <0,0001 <0,001
* Stratifierat efter EGFR-mutationsstatus och ras.
1,0 Ay Medianen75:¢
. Afatinib 40 N2 1912
4 Pe500+Cis75 687 9%
! Riskkvot ()95% KI): - 0,49 (0,35; 0,69)
Logrank-test P- vérde: <0,0001
08 1
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- Tid for progressionsfri dverlevnad[manader]
Afinib 40 178 144 120 4 & 3% 23 7 2 0
Pes00+Cis75 86 52 8 15 6 3 1 1 0 0

Figur 19. Kaplan-Meier-kurva ver progressionsfri sverlevnad (PFS) enligt oberoende bedomning efter
behandlingsgrupp (therascreenEGFR RGQ PCR Kit+/CTA+-population).
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Analys av delméngden for therascreen EGFR RGQ PCR Kit+/CTA+ (n = 264) visade att hos
de patienter som behandlades med afatinib kade PFStiden signifikant (medianPFS
11,2 jgmfort med 6,9 manader) och sannolikheten for progressiv sjukdom eller dodsfall
minskade (HR = 0,49, 95 % Kl [0,35; 0,69], p <0,0001) j@mfért med de patienter som
behandlades med kemoterapi. Den observerade kliniska nyttan hos delméngden patienter som
testades med therascreen EGFR RGQ PCR Kit var jamférbar med den som observerades i den

fullstandiga studiepopulationen (n = 345).

Kliniska resultatdata: IRESSA®

Studien IRESSA Follow-up Measure (IFUM) var en fas 4, 3ppen engruppsstudie (NCTO1203917)
for att bedoma effekten och sakerheten/toleransen for gefitinib som forsta linjens behandling av
kaukasiska patienter med EGFR-mutationspositiv lokalt framskriden eller metastaserande NSCLC
fas IIA/B/IV. IFUM-studien utformades for aft utvérdera den objektiva svarsfrekvensen enligt
RECISTkriterier hos presumtiva kaukasiska patienter med EGFR-mutant NSCLC.

Lampliga  patienter skulle ha en borttagning i EGFRexon 19, L858R, L861Q eller
G719X-substitutionsmutation och ingen T790M- eller S768l-mutation eller exon 204illagg i
tumdrprover enligt presumtiv bestdmning med hjdlp av CTA. Retrospektiva tester av prover frén
patienter som screenats for den kliniska IFUM-studien genomférdes med hidlp av det tillhérande
diagnostiska therascreen EGFR RGQ PCR Kit. En dverbryggande studie genomférdes for att
beddma 6verensstémmelsen fér therascreen EGFR RGQ PCR Kit med CTA-analysen som
anvéndes for aft vdlja ut patienter till den kliniska IFUM-studien. Den &vergripande
dverensstémmelsen mellan de tv& analyserna fér detektion av EGFR-exon 19-borttagningar och
L858R-mutation var 98,2 % (n =700/713; 95 % Cl: 96,9 %, 99,0 %) med PPA p& 88,2 %
(n=90/102;95 %Cl: 80,4 %, 93,8 % och NPA p& 99,8 % (n=610/611,95 % CI: 99,1 %,
100,0 %).

CTA-estresultat erhdlls for 859 screenade patienter, av vilka 106 patienter var lampliga fér
behandling med gefitinib. Av 859 prover med ett CTA-resultat s& var 765 prover tillgéngliga
for testning retrospektivt med therascreen EGFR RGQ PCR Kit, inklusive 87 prover som var
EGFR-mutationspositiva med bade CTA och therascreen EGFR RGQ PCR Kit.
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Det primara effektiva utfallet var objektiv svarsfrekvens (objective response rate, ORR) enligt
bedémning vid en blindad oberoende central granskning (Blinded Independent Central
Review, BICR) och av utredare. Den observerade kliniska nyttan hos delméngden patienter
som testades med therascreen EGFR RGQ PCR Kit var j@mférbar med den som observerades

i den fullsténdiga studiepopulationen.

Resultaten for det totala utfallet sammanfattas i tabell 14.

Tabell 14. Klinisk nytia hos patienter som testades med therascreenEGFR RGQ PCR Kit i den kliniska IFUM-
undersdkningen

therascreen EGFR RGQ PCR CTA-positiv population,
Parameter Kit+-population, n = 87 n= 106
Obijektiv svarsfrekvens
(Objective Response Rate, ORR) enligt BICR
Antal svar (N) 42 53
ORR, % (95 % Cl) 48,3 (38,1-58,6) 50,0 (40,659 4)
Mediantid fr svar (ménader) 6,9 (5,6-11,4) 6,0(5,6-11,1)
Objektiv svarsfrekvens
(Objective Response Rate, ORR) enligt utredare 62 74
Antal svar (N)
ORR, % (95 % Cl) 71,3 (61,0797) 69,8 (60,577 7)
Mediantid fér svar (ménader) 8,3 (7,2-11,3) 8,3 (7,6-11,3)

BICR: Blinded independent central review (Blindad oberoende central granskning); Cl: Confidence interval
(Konfidensintervall); CTA: Clinical frial assay (Analys vid klinisk studie).

Obs! Kit-positiva &r resultat som &r positiva for exon 19-borttagningar/L8585R/L861Q/G7 19X.

Givet att therascreen EGFR RGQ PCR Kit inte anvéndes for att vélja patienter for den kliniska
IFUM-studien utfordes ytterligare effektivitetsanalyser for att Gvervdga patienter som inte
inkluderades i studien eftersom de testats negativt med CTA men kunde ha testats positivt med
therascreen EGFR RGQ PCR Kit (dvs. therascreen EGFR RGQ PCR Kit+/CTA-), liksom
patienter som var inskrivna i studien men som inte hade giltiga omtestningsresultat frén
therascreen EGFR RGQ PCR Kit (dvs. therascreen EGFR RGQ PCR Kit okant/CTA+). Resultaten
frén alla de hypotetiska analyserna liknade generellt resultaten frén den priméra

effektivitetsanalysen.
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Symboler

Féliande symboler kan finnas pa férpackning och etiketter:

Symbolférklaring

w
<
3
g
A
z
Vv

Bl

LOT

:

DM

7N

\

=L

Innehéller reagens som racker fill <N> reaktioner

Utgdngsdatum

In vitro-diagnostisk medicinsk produkt
Katalognummer
Lotnummer

Materialnummer

Skyddas mot ljus

GS-artikelnummer

R betyder revidering av bruksanvisningen (handboken) och n &r revisionsnumret

Temperaturbegrénsning

Tillverkare

Las bruksanvisningen innan anvandning

lakttag forsiktighet
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Bilaga A: Manuellt protokoll f6r therascreen

EGFR RGQ PCR Kit

Det har avsnittet innehéller instruktioner om hur therascreen EGFR RGQ PCR Kit anvénds med
programmet Rotor-Gene Q version 2.3 i dppet lage (dvs. utan Rotor-Gene Q therascreen
EGFR CE Assay Package).

Allmdn information

® Enlista med det material som behdvs finns p& Material som behovs men inte medfdljer.
e Fullstandiga instruktioner om  provberedning och provlayout finns i Protokoll:
Provbeddmning och Protokoll: EGFR-mutationsdetektion.

e Sakerstéll infér varje kérning att cykelparametrarna ér korrekta.
Protokoll: Skapa en temperaturprofil

Innan du startar skapar du en temperaturprofil fér therascreen EGFR RGQ PCR Kit-analysen.

Cykelparametrarna &r desamma for b&de DNA-provbeddmning och EGFR-mutationsdetektion.

Procedur

En sammanfatining av cykelparametrarna visas i tabell 15.

Tabell 15. Temperaturprofil

Cykler Temperatur Tid Datahdmining
1 95°C 15 minuter Ingen
40 95°C 30 sekunder Ingen
60°C 60 sekunder Green och Yellow

72 Handbok for therascreen EGFR RGQ PCRKit  10/2019



1. Dubbelklicka p& programikonen fér Rotor-Gene Qprogrammet 2.3 pd skrivbordet p& den
dator som &r ansluten fill Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-instrumentet.

2. For att skapa en ny mall vélier du “Empty Run” [Tom kérning] och klickar sedan p& “New”
[Ny] for att komma till “New Run Wizard. [Guide fér ny kérning].

3. Vélj “72-Well Rotor” [Rotor med 72 brunnar] som rotortyp. Bekréifta att lasringen sitter fast
och markera kryssrutan “Locking Ring Attached” [L&sring fast]. Klicka p& “Next” [Nésta]
(figur 20).

New Run Wizard [‘5_(|

Welcome to the Advanced Run Wizard!

Fiotor Type

36-Wwell Rotor

2 - ¥ Locking Ring Attached

Skip wizard | | News» | — 3

Figur 20. Dialogrutan “New Run Wizard” (Guide for ny kéming). 1 = “Rotor Type” [Rotortyp], 2 = “Locking Ring
Attached” [L&sring fast], 3 = “Next” [Néstal].

4. Ange namnet p& anvandaren. Llagg till eventuella meddelanden och ange
reaktionsvolymen 25. Kontrollera att 1, 2, 3... har angetts i féltet Sample Layout
[Provlayout]. Klicka p& “Next” [Nasta] (figur 21).
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New Run Wizard fgl

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

Figur 21. Ange namn pé operatdr och reakfionsvolymer. 1 = dialogféiltet “Operator” [Anvéindare] och dialogféltet
"Notes” [Anteckningar], 2 = féltet "Reaction Volume” [Reaktionsvolym] och féltet “Sample Layout” [Provlayout],
3 = "Next" [Ndsta].

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

kérning] (figur 22) och kontrollera kérningsparametrarna enligt féliande steg.
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New Run Wizard

Temperature Profile :

Edit Prafile ...

Channel Setup :

MName | Source | Detectar | Gain | Create Mew... |
Green 470nm  510nm & Edit
Wellw  530mm 555nm 5
Orange 585 m  E10nm 5 Edit Gain...
Fied E25nm  BEOnm 5
Crimzon  680nm #10hp 7 Remove
HR M 460nm  510nm 7 Feset Defaults
Gain Optimigation...

SkipWizard | <<Back | New» |

edit the profile
showr in the box
above.

3

Click this button to

Figur 22. “Edit Profile” [Andra profill i “New Run Wizard” [Guide fér ny kéming].

6. Klicka pa “Insert after” [Infoga efter] och vélj “New Hold at Temperature” [Ny bibehdllning

vid temperatur] (figur 23).

M Edit Profile

S . U W ]
Tmes Open SaveAs  Hep

The run val take ately 0 secoredz) b ket

Tha graph below represents the run to ba pedomed

Click on & cycle balow 1o modily &

L. rx n |
e

Copy of Currert Step

Figur 23. Infoga ettinitialt inkubationssteg. 1 = “Insert after” [Sétt in efter], 2 = “New Hold at Temperature” [Ny

hélltemperatur].
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7. Sétt varde i faltet “Hold Temperature” [Hélltemperatur] till 95 °C och vérdet i “Hold Time”

[Halltid] till 15 mins O secs [15 min O s]. Klicka p& “Insert after” [Infoga efter], vdlj New
Cycling [Ny cykling] (figur 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 eycle below to modify it :

Insart before. .

Mew Hald at Temperature

Remave Hew HRM Step

Hold Temperature: 95 | oo Copy of Current Skep

Hold Time 5 ||mirs] © ||sems — 1

Figur 24. Initialt inkubationssteg vid 95 °C. 1 = “Hold Temperature and Hold Time” [Bibehéllen temperatur och
bibehdllen tid], 2 = “Insert after” [Sétt in efter], 3 = “New Cycling” [Ny cykling].

8. Stall in antalet cykelrepetitioner till 40. Vélj det forsta steget och stall in pa 95 °C
i 30 sekunder (bild 25).

M Edit Profile

Th i : complete. The graph bk repi the rur o ber perfomed :
Click on & cycle bekow to madify &
]Hdd Izt aiter,
| Ingeet bafone...
Remowe
Tliscydnmpo]
Clck on o of thimmeRelow (o modiy &, of press + of - o add and remove siops fos tis cycls.
Timed Step = 2
l = I S5°C oo 30 secs | BE 2
3 1 T ;
\ /
30 second: /' \ /
| Not Acqueng / \II THC o 0 s0cs
™ Long Range A I
1 3 % BOAC for 20 secs /
__x |

Figur 25. Cyklingssteg vid 95 °C. 1 = rutan "Cycle repeats” [Cykelrepetitioner], 2 = temperaturinstdllning for det férsta
steget, 3 = tidsinstdllning for det forsta steget.
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9. Markera det andra steget och stéll in pd 60 °C i 60 sekunder. Klicka p& Not Acquiring
[h&mtar inte] for att aktivera datahémtning under det har steget. Figur 26).

M Edit Profile
@ . € W @
Meave Open Save Az | Help
The s wall Laske appicocmateds 125 mincte(z] 1o complete. The graph below tepeasents the fun to be perbomed :

AR A ALY

i3]

Chick on a cycle bakow bo modiy i 1
Hoid Irusert after
Inaent betfore.,
Remove

This cycle iepeats 40 | tmefs]
Chck on one of the steps below to moddy 1. o press + of - 10 add and remave steps for thes cpcle

Timed Slep - jﬂ
T : S0 for 20 secs : ]
B0 saconds
ot Acquang /I TR fou 20 10 |
T | Cmee]
2

-

Figur 26. Cyklingssteg vid 60 °C. 1 = temperatur- och tidsinstéllning for andra steget, 2 = “Not Acquiring” [Hémtar inte].

10. Vélj Green och Yellow som hémtningskandler. Klicka p& > fér att éverféra dessa kanaler

frén listan “Available Channels” [Tillgéingliga kanaler] till avsnittet “Acquiring Channels”
[Hémtar kandler]. Klicka p& OK (figur 27).
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Same as Previous : | [New Acquisition) |
Acqusition Configuration :

Available Channels : Acquinng Channels :

MHame [ b3

Crimson Green 1
HRM < velow

Orange

Red £44

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

Dye Chart »»
Dye Channel Selection Chart

Help

FAM*, SYER Green 1+, Fluorescein, EvaGreen ', Alexa Fluor 488+
558nm  |JOEY, VICY, HEX, TET¥, CAL Fluor Gold 540, Y akima Yellow
&10nm ROX4, CAL Fluor Red 6104, Cy3.5%, Texas Red ', Alexa Fluor 568
B60nm | CyS", Quasar 670+, Alexa Fluor 633

710hp | Quasarf05". Alexa Fluor 6E0

S510nm | SYTO 9%, EvaGreen®

Figur 27. Haming vid cyklingssteg vid 60 °C. 1 = valda kanaler, 2 = "OK."

11. Markera det tredje steget och tryck - fér att radera. Klicka p& OK (figur 28).

1 Edit Profile .3

a . 8 H o

Hewr Open Savehs | Help
T 8 35 The the run i be pedoimed
Dhick: o & cycle below b modiy £ -
Hokd Irveest e

Inpert bafore..
Resove

Thes cycla sepeats 40 | Gme{z].
Chck on orem of the sheps below bo modiy i, of press « o - 1o add and remave steps for this cpcle

=
:msmm =] : rEL ‘ HH— 2
20 smconds: f
ot \ .
FLm;\\:m Ill R o ) gt
™ Touchdown

[

Figur 28. Ta bort forléngningssteg. 1 = fredje steget, 2 = "Delete” [Ta bort], 3 = "OK".
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12. | nésta dialogruta klickar du p& Gain Optimisation [optimering av férstérkning] (figur 29).

New Run Wizard X
Temperature Profile : This box displays
help on elements in
the wizard. For help

on an item, hover
your mouse over the

ibem For help. *fou

can alzo click on a
combo box to display
hielp about its
available set

Edit Profie . a2

Channel Setup :

[ Name | Souce | Detector [ Gan | Create New.. |

Green  470nm  S10nm 5

Yelow 530nm  5550m 5 _ e |

Orange  585wm B0 5 Edit Gain...

Red 625 BG0ren 5 [Eee |

Cimson  680nm  710hp 7 Remave

HRM  460rm  Sl0ren 7 Reset Delnks|

Gain Opiimisation.. | | 1

Skipwizad | <<Back | New» |

Figur 29. Gain opfimisation (1) (Optimering av férstdrkning (1).

13. Klicka p& “Optimise Acquiring” [Optimera hémtning]. Kandlinstéliningarna fér varje

kanal visas. Klicka p& OK fér att godta dessa standardvérden for bégge kanaler.
(Figur 30).
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Auto-Gain Optimisation Setup
i~ Dptimisation :

Auto-Giain Optimisation will read the fi

X

on the inserted sample at

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

sble. The range of i

Optirnise Al Diplimise Acqueing

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

you are looking for depends on the

s 1 [ Channel Settings :

I— Channel : Green

Tube Posttion :

0K

I~ Peifod Auto-Gain Optimisation Channel Settings

Taiget Sample Range:  |B illFltutol‘IO ﬂFl

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

=i

I

Hep |

Figur 30. Automatisk nivéoptimering for Green-kanalen. 1 = “Optimise Acquiring” [Optimera hamtning], 2 = “OK”.

14. Markera kryssrutan Perform Optimisation before 1st Acquisition [utfor optimering for forsta

hamtning], klicka pa Close [Stang] for att aterga till guiden (figur 31).
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Auto-Gain Optimisation Setup
Oiptimisation :
g Auto-Gain Optimization will read the i & on the nzerted sample at
O different gain levels untl it finds one at which the fluorescence levels are
acceptable. The range of fluorescence you are looking for depends on the
chemisty pou are perfoming.

X]

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

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

| <] s |

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

Green 1 5F1 10F1 10 10

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

< >

I P | - R

Figur 31. Val av Green och Yellow kanaler. 1 = kryssrutan “Perform Optimisation Before 1st Acquisition” [Utfér
optimering fére férsta hémtning], 2 = “Close” [Stang].

15. Klicka p& Next [Nasta] (figur 32). Klicka pa Save Template [spara mall] fér att spara
therascreen EGFR RGQ PCR Kit-mallen (*.retfilen) pa en lamplig plats.
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New Run Wizard

Edit Profile ...

Chanine] Setup -

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

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

Reset Defauits
skpwiad | <cBack [ e 1

Figur 32. "Next’ [Nésta] (1).
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Procedur (manuell)

Protokoll: Provbeddmning (manuell)

Det har protokollet anvands for att bedéma den totala méngden amplifierbart DNA i prover

och ska utféras innan EGFR-mutationsanalys.

® Bered proverna enligt beskrivningen i avsnittet Protokoll: Provbedémning, fram till steg 11.

® Fdrbered PCRkdrningen pd Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-instrumentet enligt beskrivningen
i avsnitt Protokoll: konfiguration av therascreen EGFR RGQ PCR Kit Rotor-Gene Q.

® Nar kérningen ar avslutad analyserar du data enligt instruktionerna i avsnittet Analys av

provbedémningsdata.
Protokoll: EGFR-mutationsdetektion (manuell)

® Nar ettprov har klarat provbedémningen kan det testas for att detektera EGFR-mutationer.

® Forbered proverna enligt beskrivningen i avsnittet Protokoll: EGFR-mutationsdetektion, fram
till steg 11.

® Fdrbered PCRkdrningen pd Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-instrumentet enligt beskrivningen
i avsnitt Protokoll: konfiguration av therascreen EGFR RGQ PCR Kit Rotor-Gene Q.

® Nar kérningen ar avslutad analyserar du data enligt instruktionerna i avsnittet Analys av
EGFR-mutationsdetektionsdata.
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Protokoll: konfiguration av therascreen EGFR RGQ PCR Kit Rotor-
Gene Q

Procedur
1. Oppna Rotor-Gene Qprogrammet version 2.3 och éppna motsvarande temperaturprofil

(* ret filen) for therascreen EGFR RGQ PCR Kit.

Instruktioner om hur du skapar temperaturprofilen och kontrollerar kérningsparametrarna

finns i Protokoll: Skapa en temperaturprofil.

2. Kontrollera att rétt rotor har valts och markera kryssrutan “Locking Ring Attached” [L&sring
fast]. Klicka p& Next [Nésta] (figur 33).

New Run Wizard @

Welcome to the Advanced Run Wizard!

Rator Type

SkipWwizard HNest »»

Figur 33. Dialogrutan “New Run Wizard” [Guide fér ny kéming] och vélkomstfonstret. 1 = “Rotor Type” [Rotortyp],
2 = "locking Ring Attached” [Lasring fast], 3 = “Next” [Nésta].
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3. Ange namnet pd& anvéndaren. Lagg il

eventuella meddelanden,

bekréfta  att

reaktionsvolymen &r instélld pd 25 och att det i rutan ““Sample Layout” [Provlayout] stér

"1, 2, 3... Klicka p& Next [Néasta] (figur 34).
New Run Wizard

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

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

Sample Layout: | 1.2, 3. L'— 4

X

Thiz box dizplays

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

Skip'wizard | << Back | Mest »> |

Figur 34. Allernativfénsiret “New Run Wizard” [Guide for ny kémingl. 1 = “Operator” [Anvéndare], 2 = faltet “Notes”
[Anteckningar], 3 = “Reaction Volume” [Reaktionsvolym], 4 = féltet “Sample Layout” [Proviayout], 5 = "Next” [Nésta].

Obs! | nasta fénster kan du redigera temperaturprofilen. (Ingen redigering krévs eftersom

temperaturprofilen har skapats enligt instruktionernai Protokoll: Skapa en temperaturprofil)

4. Klicka p& Next [Nasta] (figur 35).
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New Run Wizard

Temperature Profile :

Edit Prafile ...

Channel Setup

Thig box dizplays

X

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

M ame | Source | Detectar | Gair | Create Mew. . |
Green 470nm  510nm 5 Edit
Yellow  530nm  B5&nm 5
Orange 58Bnm B10nm 5 Edit Gain...
Fed E25nm  BEOnm 5
Crimzon  B30nm  710hp 7 Remove
HRM 4B0nm  510nm 7 Feset Defaults
SkipWizard | << Back M ees |

Figur 35. Dialogrutan “New Run Wizard” [Guide fér ny koming] och fonsiret for temperaturredigering (1 = “Next” [Néstal).

5. Verifiera sammanfattningen och klicka p& “Start Run” [Starta kérning] fér att spara

kérningsfilen och starta kérningen (figur 36).

Mew Run Wizard

(X

Once you've confirmed that pour run settings are corect, click Start Fun to
begin the run. Click Save Template to zave zettings for future runs.

Skipwizad | <cBack |

Surnrmary
Setting | W alue
Green Gain 5
ellow Gain 5
Auto-G ain Optimization Before First Acquisition
Fiotor 724 ell Flotor
Sample Layout 1.2.3. .
Reaction Yolume [in microliters] 25 1
Start Run

Save Template

Figur 36. Dialogrutan “New Run Wizard” [Guide fér ny kéming] och sammanfatningsfonsiret (1 = “Start Run” [Starta
kéming]).
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6. Utfor ett av foliande steg i det nya fénster som visas efter att kérningen startar:

® Ange provnamnen.
® Klicka pa Finish [slutfér] och ange provnamnen senare. Gor det hdr genom att vdlja
Sample [Prov] under kérningen eller efter att kérningen har slutférts.
Viktigt: Om du klickar p& Finish and Lock Samples [avsluta och 18&s prover], kan du inte
léngre redigera provnamnen. lakita sérskild férsiktighet nér du anger provnamn fér att

sakerstdlla korrekt provtestning och analys.
Obs! Vid namngivning av prover ska du inte ange ndgot namn i félten fér tomma rér i
kolumnen “Name” [Namn].

7. Nar kérningen d&r avslutad analyserar  du  data enligt avsnitten  Analys av
provbeddmningsdata eller Analys av EGFR-mutationsdetektionsdata enligt behov.

8. Om du behéver kvantifieringsrapporter klickar du p& ikonen “Reports” [Rapporter]
i verktygsfdltet i Rotor-Gene Q-kdrningsfilen.

9. | rapportmenyn klickar du p& “Cycling A Green” (sida 1) under “Report Categories”
[Rapportkategorier] (figur 37).

= reror o =~ =

Report Categaries Templates

£+
» OTV Report

yeling &, Green [Page 1) ]

= Cycling & Yellaw [Page 1)

Figur 37. Rapporimeny (1 = “Cycling A. Green [Page 1]” (sida 1)).

10. Vélj “Quantitation” (Full Report) [Kvantifiering (fullstandig rapport)] under “Templates”
[Mallar] (figur 38).
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I —Repart Categories : - Templates l

i [General)

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

oe
"% Quantitation (Concise)

Quantitation (Full Report)

I
1 ‘:J Quantitation {Standard Report)

coee_|

Figur 38. Kvantifieringsrapport (fullstindig rapport) (1).

11. Generera rapporten genom att klicka pé Show [Visa].
12. Klicak p& Save As [Spara som] om du vill spara en elektronisk version.

13. Upprepa for Cycling A Yellow (Page 1) (sida 1).
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Tolkning av resultat (manuelli)

Efter att therascreen EGFR RGQ PCR Kit har kérts (fér beddmning av DNA-prover eller

EGFR-mutationsanalys) analyserar du data enligt féljande procedurer:

Programinstdliningar fér analys
DNA-provbeddmningsanalys (manuell)
Obs! | tabell 4 anges rérlayouten.
EGFR-mutationsdetektionsanalys (manuell)

Obs! | tabell 7 anges rérlayouten.

Programinstallningar fér analys

O © N O

. Oppna aktuell kérningsfil (*.rex) med Rotor-Gene Q:programmet 2.3.
. Om proverna inte namngetts fére kdrningen klickar du pé& Edit Samples [redigera prover].

. Skriv in namnen pd proverna i kolumnen “Name” [Namn].

Obs! Ange inget namn fér tomma rér.

. Klicka p& Andlysis [analys]. P& andalyssidan klickar du p& Cycling A. Yellow” for att

kontrollera Yellow (HEX) kanalen.

. Klicka p& Named On [namngiven].

Obs! Detta sdkerstdller att inga tomma rér ingdr i analysen.

. Vélj Dynamic tube [Dynamiskt ror].
. Vélj Slope correct [Lutningskorrigering].
. Vélj Linear scale [linjar skalal].

. Valj Take Off Adj [Take offjust] och ange vérdet 15.01 i den &vre rutan (“If take off point

was calculated before cycle” [om take off-punkten berdknades innan cykeln]) och 20.01 i
den nedre rutan (“then use the following cycle and take off point” [anvénd dé& féljande

cykel och take off-punkt]).
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10.

11

15

17.

Stall in tréskeln pd 0,02 och kontrollera Crvérdena for Yellow (HEX) kanal.

. P& andlyssidan klickar du p& “Cycling A. Green” fér att kontrollera Green (FAM) kanalen.
12.
13.
14.

Vélj “Named On” [Namngiven].
Véli Dynamic tube [Dynamiskt rér].

Vélj Slope correct [Lutningskorrigering].

. Vélj Linear scale [linjér skalal].

16.

Vélj Take Off Adj [Take offjust] och ange vardet 15.01 i den &vre rutan (“If take off point
was calculated before cycle” [om take off-punkten berdknades innan cykeln]) och 20.01 i
den nedre rutan (“then use the following cycle and take off point” [anvind d& fsljande

cykel och take off-punki]).
Stall in troskeln pa 0,075 och kontrollera Crvéardena for Green (FAM) kanal.
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Analys av provbedémningsdata

Efter avslutad DNA-provbedémningskorning laser du avsnittet Programinstéliningar for analys

och andlyserar data pé féljande sdtt. (Rérlayout visas i tabell 4, sida 24.)

Kor kontrollanalys
Negativ kontroll

Fér aft garantera att ingen mallkontaminering férekommer fér NTC inte generera ett Crvérde
under 40 i Green (FAM) kanalen.

For att garantera att kdrningen har konfigurerats korrekt méste NTC visa amplifiering i
intervallet 29,85 till 35,84 i Yellow (HEX) kanalen. De angivna vardena &r inom och inklusive

dessa vdrden.
Positiv kontroll

EGFR PC méste ge ett Crvarde i Green (FAM) kanalen inom intervallet 28,13 till 34,59. Ett
varde utanfor detta intervall indikerar ett problem i analyskonfigurationen. Kérningen har

misslyckats.

Obs! Om antingen den negativa eller den positiva kontrollen har misslyckats far provdata inte

anvdndas.
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Provanalys

Om  kérningskontrollerna  fér DNA-provbedédmning  &r giliga  fér analysen  fortsdtta.
KontrollCrvardet for ett prov méste vara inom intervallet 23,70 till 31,10 i Green (FAM)

kanalen. Om provets Cr &r utanfér intervallet ska du félja instruktionerna nedan.

Provkontrollanalysens Cr<23,70

Prover med ett kontrollCr p& <23,70 (hég DNA-koncentration) &verbelastar
mutationsanalyserna och méste spadas. For att detektera varje mutation pd en l&g nivé
mdaste Sverkoncentrerade prover spadas fér atthamna inom Crintervallet 23,70 ill 31,10.
Spadning av prov-DNA &kar Crvardet (en 1:1-spadning okar Crvardet med ca 1,0). Spad
proverna med det vatten som medfdljer kitet (vatten for spadning [Dil.]).

Crvérde for provets kontrollanalys >31,10

Omextraktion av provet rekommenderas med ett kontrollCrvarde > 31,10 i Green (FAM)
kanalen. Det finns inte tillrécklig mdngd startDNA-mall fér att kunna detektera dlla

EGFR-mutationer vid de angivna cutoffvérdena for analysen.

Analys av EGFR-mutationsdetektionsdata

Ett prov maste klara DNA-provbedémningen innan det kan testas fér att detektera

EGFR-mutationer (se Analys av provbeddmningsdata).

Efter avslutad EGFR-mutationsdetektionskérning laser du Programinstéliningar fér analys och

analyserar data pd féliande satt. (Se tabell 7 for rérlayouten.)
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Kor kontrollanalys

Se flddesdiagrammet for kérning av kontrollanalys i figur 39.

Negativ
kontroll FAM
Cr-vérde

Ar FAM C; <40?

NEJ
A 4
Negativ A Ar HEX Cr i intervallet NEJ MISSL. KORN.
kontroll OK 29,85 till 35,842

Ar borttagningar FAM
Cr-ror i intervallet 28,90
till 34,90?

Ar T790M FAM Cr-rér i
intervallet 30,22 till

Positiv kontroll
FAM Cy-varde

Ar kontroll FAM Cr-rér i
intervallet 28,13 till
34,59?

NEJ NEJ NEJ

MISSL. KORN. JA

Ar 7681 FAM Cy-rér i
intervallet 28,98 till
35,19?

Ar G719X FAM Cr-rér i
intervallet 29,42 till
34,19?

Ar L861Q FAM Cy-rér i
intervallet 28,49 till
34,02?

Ar L858R FAM Cy-ror i
intervallet 29,97 till
34,817

MISSL. KORN.

NE Positiv kontroll
ositiv kontro Fortstt till provanalys

JA—> oK

Ar tillagg FAM Cr-rér i
intervallet 27,92 till
34,097

Figur 39. Flodesdiagram fér kéming av kontrollanalys for EGFR-mutafionsdetekfion.
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Negativ kontroll

Fér att garantera att ingen mallkontaminering  férekommer far NTC fér varje

EGFR-mutationsanalys inte generera ett Crvarde under 40 i Green (FAM) kanalen.

Fér att garantera aft kérningen har konfigurerats korrekt méste NTC visa amplifiering i
intervallet 29,85 till 35,84 i Yellow (HEX) kanalen. De angivna vardena &r inom och inklusive

dessa vdrden.

Positiv kontroll

For varje EGFR-mutationsanalys mdste EGFR PC ge ett Crvarde i Green (FAM) kanalen inom
intervallet enligt tabell 16. Ett varde utanfér detta intervall indikerar ett problem i

analyskonfigurationen. Kérningen har misslyckats.

Obs! Provdata fér inte anvéndas om antingen den negativa eller den positiva

kérningskontrollen har misslyckats.

Tabell 16. Acceptabla Cinfervall for positiva kontroller (EGFR-mutationsdetektionsanalys)

Reaktionsmix Prov Kanal Crintervall

Kontroll PC Green 28,13til134,59
T790M PC Green 30,22l 34,98
Borttagningar PC Green 28,901l 34,90
L858R PC Creen 29,971ill 34,81
1861Q PC Green 28,491l 34,02
G719X PC Green 29,421l 34,19
S768I PC Green 28,98till35,19
Tillagg PC Green 27,92 il 34,09
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Provanalys — kontroll-Crvarde for prov i Green (FAM) kanalen

Om de positiva och negativa kontrollerna fér EGFR-mutationsdetektionskérningen ér giltiga

far EGFR-mutationsdektion i prover fortsatta.

KontrollCrvérdet fér ett prov i Green (FAM) kanalen méste vara inom intervallet 23,70 till
31,10. (Se tabell 7 for rorlayouten.)

Om provets kontrolkCrvarde &r utanfér intervallet ska du félja instruktionerna nedan.

® Provkontrollanalysens Cr<23,70

Prover med ett kontrollCr p& <23,70 (hég DNA-koncentration) &verbelastar
mutationsanalyserna och méste spadas. For att detektera varje mutation pd en l&g nivé
mdaste Sverkoncentrerade prover spadas fér atthamna inom Crintervallet 23,70 ill 31,10.
Spadning av prov-DNA &kar Crvardet (en 1:1-spadning 6kar Crvardet med ca 1,0). Spad
proverna med det vatten som medfdljer kitet (vatten for spadning [Dil.]).

e Crvarde for provets kontrollanalys > 31,10

Omextraktion av provet rekommenderas med ett kontrollCrvarde > 31,10 i Green (FAM)
kanalen. Det finns inte tillrécklig mdngd startDNA-mall fér att kunna detektera dlla

EGFR-mutationer vid de angivna cutoffvérdena fér analysen.

Se Flodesdiagram for provanalys fér EGFR-mutationsdetektion i Figur 40.
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Starta
mutationsdetektion

N Provet kraver
Spad provet [ €— S [

Ar kontrollanalys
FAM Cy i intervallet
23,70l 31,107

Provkontroll FAM
Crvarde

Ar FAM C; <23,70

Y

Provets HEX Cr-varden
for mutationsanalyser

Ar nagot mutations HEX
Cr-varde <29,85?

ArFAM C;>31,10

NEJ

Provet kanske inte
innehaller amplifierbart
DNA eller innehaller en
hammare.

Provets FAM Cr-vérden
for mutationsanalyser

“Ar varje mutations-FAM
Griintervallet 00,00-

Roret visar positiv FAM-
amplifiering

¢ NEJ

Berakna DCr-varden for varje
mutation DC; = mutation Cr—
kontroll Cr

v

Internkontrollens prov-
HEX Cr-virden for
mutationsanalyser

Jamfor DCr-varden med cutoff-
vérden genom mutation Se
handboken tabell 17

Ar internkontrollens
HEX- Cr for mutation i
intervallet 29,85—

Ar nagot DCr-varde inom
angivet DCr-intervall for
analysen

Ror ogiltigt

Detekterades en
EGFR-mutation?

Provet ar positivt och
ogiltigt

EGFR-mutation detekterad for

N Mutation inte detekterad Provet &r ogiltigt
mutationsanalys

Figur 40. Flddesdiagram fér provanalys fér EGFR-mutationsdetektion.
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Provanalys — Cr-vérde fér provets internkontroll i Yellow (HEX) kanalen

Obs! Se Flodesdiagram fér provanalys for EGFR-mutationsdetektion i Figur 40.

Alla rér i varje prov mdaste analyseras. Kontrollera att varje rér genererar en HEX-signal inom
intervallet 29,85 till 35,84 frén den interna kontrollen i Yellow (HEX) kanalen. Det finns

3 mojliga slutresultat.

® Om den interna kontrollens Cr &r under det angivna intervallet (<29,85) for en
mutationsanalys  &r  resultatet  ogiligt  fér  HEX-amplifiering  (Yellow  kanal).
HEX-amplifieringen (Yellow kanal) &r ogiltig for det aktuella réret.

® Om den interna kontrollens Cr hamnar inom det angivna intervallet (29,85 till 35,84) ar
resultatet positivt fér HEX-amplifiering (Yellow kanal)
HEX-amplifieringen (Yellow kanal) &r giltig for det aktuella réret.

® Om den interna kontrollens Cr &r ovanfér det angivna intervallet (> 35,84) é&r resultatet

negativt for HEX-amplifiering (Yellow kanal).

Om det finns amplifiering i Green (FAM) kanalen och ACrvérdet for den reaktionen &r mindre
én eller lika med analysens cutoffvérde for det roret sé ar HEX-amplifieringen (Yellow kanal)
giltig. Om det inte finns amplifiering i Green (FAM) kanalen for det roret eller ett ACrvarde

storre an analysens cutoffvarde s& ar HEX-amplifieringen (Yellow kanal) ogiltig.

Internkontrollamplifieringen i den Yelow (HEX) kanalen kan misslyckas p& grund av
PCR-hémmare. Om provet spads kan effekten fran hémmare minskas. Observera att den har
atgarden aven leder till spadning av m&l-DNA i provet. Spad proverna med det vatten som

medfélier kitet (vatten fér spadning [Dil.]).

Provanalys — Cr-varde fér provmutationsanalys i Green (FAM) kanalen

FAM-érdena (Green kanal) fér alla sju EGFR-mutationsreaktionsmixarna ska kontrolleras mot
vérdena som visas i tabell 17. De angivna vérdena &r inom och inklusive de varden som visas.

(Se tabell 7 for rorlayouten.)
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Tabell 17. Acceptabla provviirden for EGFR-mulafionsredkfioner i Green kanalen (FAM) (EGFR-mutationsdete kiionsanalys)

Andlys Crintervall Cutoff AC)
T790M 0,00till 40,00 <7,40
Borttagningar 0,001ill 40,00 <8,00
L858R 0,00till 40,00 <8,90
1861Q 0,00till 40,00 <8,90
G719X 0,00till 40,00 <8,90
S768l 0,00 il 40,00 <8,90
Tillagg 0,001ill 40,00 <8,00

® Om Green kanalens (FAM) Cr fér provet hamnar inom angivet intervall ar FAM-
amplifieringen positiv.
® Om Green kanalens (FAM) Cr fér provet hamnar ovanfér angivet intervall eller om

amplifiering saknas &r FAM-amplifieringen negativ.

Berdkna ACrvérdet for varje EGFR-mutationsdetektionsrér med positiv FAM-amplifiering enligt
nedan, fér att garantera att mutations- och kontrollCrvérdena kommer frén samma prov.

(Se tabell 7 for rorlayouten.)
ACr = [mutationsanalysens Crvarde] — [kontrollanalysens Crvarde]

Jamfér provets ACT-varde med cutoff-punkten for den aktuella analysen (tabell 17). Se fill att

korrekt cutoff-punkt tilldmpas.

Cutoff-punkten &r den punkt ovanfér vilken en positiv signal fér en analys eventuellt kan bero
p& bakgrundssignal for ARMS-primern i vildtypsDNA. Om provets ACT-varde ar hogre an
cutoffpunkten fér en analys klassas provet som negativt eller som liggande utanfér kitets

detektionsgréns.
Varje mutationsreaktion for alla prover kommer att ha en av féljande statusar:

® Mutation detekterad
® Mutation inte detekterad

e Ogiltig
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Mutation detekterad

FAM-amplifieringen (Green kanal) &r positiv och ACrvardet ligger vid eller under cutoff-vardet.

Om flera mutationer detekteras for ett prov kan dlla rapporteras.

Mutdtion inte detekterad

FAM-amplifieringen (Green kanal) &r positiv och ACrvérdet ligger éver cutoffvérdet.

FAM-amplifieringen  (Green kanal) &r negativ och HEX-amplifieringen (Yellow kanal,

internkontroll) &r positiv.
Ogiltig
HEX-amplifieringen (Yellow kanal, internkontroll) &ar ogiltig.

FAM-amplifieringen (Green kanal) & negativ och HEX<amplifieringen (Yellow kanal,

internkontroll) &r negativ.

Obs! Ett prov kan visa negativ HEX-amplifiering (Yellow kanal) i ett rér, och positiv
FAM-amplifiering (Green kanal) i ett annat rér. | det fallet kan resultatet “mutation detected”
[mutation detekterad] i det andra réret betraktas som giltigt, men den sarskilda mutation som

identifierats kanske inte ar den enda mdjliga mutationen i provet.
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Bilaga B: Installation av therascreen EGFR CE
Assay Package

therascreen EGFR RGQ PCRKit &r avsett fér anvandning med instrumentet Rotor-Gene Q MDx
5plex HRM med en rotor med 72 brunnar. therascreen EGFR CE-analyspaketet
(therascreen EGFR CE Assay Package) ar tillgangligt separat p& CD (kat.nr 9023537).
| analyspaketet ingér “therascreen EGFR CE Control Run Locked Template” och “therascreen
EGFR CE Locked Template”.

Obs! therascreen EGFR CE Assay Package &r endast kompatibelt med programmet
Rotor-Gene Q version 2.3. Se till att ratt version av programmet Rotor-Gene Qér installerat innon
du fortsétter med installationen av therascreen EGFR CE Assay Package. Om ditt
Rotor-Gene Q MDx-instrument levererades med en tidigare programversion kan du uppgradera
genom att ladda ned version 2.3 av programmet Rotor-Gene Q frén produktsidan fér Rotor-
Gene Q MDx 5plex HRM, under “Product Resources” [Produktresurser], “Operating Software ”
[Operativ programvaral] pé www.giagen.com/shop/automated-solutions/ pcr-

instruments/rotor-gene-g-mdx/#resources.

Procedur

1. Bestall CD:n for therascreen EGFR CE Assay Package (kat.nr. 9023537).

2. Sétt in CD:n i CDenheten p& den dator som &r ansluten till Rotor-Gene Q MDx Splex
HRM-instrumentet.

3. Om CD:n lases in automatiskt, dubbelklickar du pa
therascreen_EGFR_CE_Assay_Package 3.0.5.exe for att starta installationen.
Du kan ocksa leta upp och starta filen i filhanteraren pa den anslutna datorn.

Installationsguiden till therascreen EGFR CE Assay Package Sppnas.
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4. Klicka p& Next [nésta] for att fortsatta (figur 41).

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

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

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

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

Click Mext to continue, or Cancel to exit Setup.

=1

e

Figur 41. Dialogrutan "Setup Wizard” [Installafionsguiden] (1 = “Next” [Néstal).
5. Lés licensavtalet i dialogrutan och godkénn avtalet genom att markera "I accept the

agreement" [Jag godkdnner avtalet]. Klicka pd Next [nésta] for aft fortsdtta (figur 42).

Installationen startar automatiskt.

r

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

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

Licence Agreement -

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

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

2. Licence ae

—

i acoepi the i
| do not accept the agreement 2

< Back [ Cancel |
)

Figur 42. Dialogrutan “License Agreement” [Licensaviall. 1 = "l accept the agreement” [Jag godkénner avtalef],
2 = "Next" [Nésta].
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6. Efter att installationen slutfrts klickar du pé& Finish [Avsluta] i den slutliga Setup
[installationsguidens] dialogruta (figur 43).

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

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

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

Click Finish to exit Setup.

Ce=—1 1

.

Figur 43. Slufféra installationsguiden (1 = “Finish” [Slutfor]).

7. Starta om datorn.

Genvégar till bade “therascreen EGFR CE Control Run Locked Template” [therascreen
EGFR CE kontrolkérning l&st malll och “therascreen EGFR CE Locked Template”
[therascreen EGFR CE l&st mall] skapas automatiskt pd skrivbordet (figur 44).

@ Ld
therascreen EGFR CE therascreen EGFR CE

Cantral Run Lockel Locked Template
Templ ate

Figur 44. lkonerna EGFR CE Confrol Run Locked Template [EGFR CE kontrollkérning lést mall] och EGFR CE Locked
Template [EGFR CE last malll.
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Kontaktinformation

For teknisk support och ytterligare information &r du vélkommen att besdka vért tekniska
supportcenter p& www.giagen.com/Support, ringa oss p& 00800-22-44-6000 eller kontakta

négon av QIAGEN:s tekniska serviceavdelningar eller lokala distributdrer (se baksidan eller

besck www.giagen.com).
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Bestéillningsinformation

Produkt Innehadll Kat. nr,
therascreen EGFR RGQ PCR  Fér 24 reaktioner: Kontrollanalys, 874111
Kit (24) 7 mutationsanalyser, positiv kontroll, Tag

DNA-polymeras, vatten fér NTC och vatten

for spadning av prov

therascreen EGFR Assay Programprotokollpaket fér anvandning 9023537
Package CD med therascreen EGFR RGQ PCR Kit och
QIAGEN Rotor-Gene Q MDx 5plex

HRM:-instrumentet

QIAamp DNA FFPE Tissue Kit

QlAamp DSP DNA FFPE For 50 DNA forberedelser: QlAamp 60404
Tissue Kit (50) MinElute®kolumner, proteinas K, buffertar
och Collection Tubes (2 ml)

QlAamp DNA FFPE Tissue Fér 50 beredningar: 50 QlAamp 56404
Kit (50) MinElute-kolumner, proteinas K, buffertar
och Collection Tubes (2 ml)

Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM och tillbeh&r

Rotor-Gene Q MDx 5plex Realtime PCR-cykler och analysator med 9002033
HRM System hogupplésningssmaltning och fem kanaler

(grén, gul, orange, réd och karmosinréd)

plus HRMkanal, laptopdator, program,

tillbehdr och ettars garanti pé reservdelar

och arbete, installation och utbildning
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Produkt Innehadll Kat. nr,

Rotor-Gene Q MDx 5plex Reaktime PCR<ykler och analysator med 9002032
HRM Platform hégupplésningssmaltning och 5 kanaler

(grén, gul, orange, réd och karmosinréd)

plus HRMkanal, laptopdator, program,

tillbehor: inkluderar 1 é&rs garanti pé

reservdelar och arbete, men installation

och utbildning ingér inte

Loading Block 72 x 0.1ml Aluminiumblock fér manuell 9018901
Tubes reaktionsinstallning med en enkanals-pipett
i72 x0,1 ml rér

Strip Tubes and Caps, 250 remsor med 4 rér med lock for 981103
0.1ml (250) 1000 reaktioner

Strip Tubes and Caps, 10 x 250 remsor med 4 ror och lock for 981106
0.1ml (2500) 10 000 reaktioner

Aktuell licensinformation och produktspecifika ansvarsfriskrivningar finns i handboken eller
anvandarmanualen  till respektive QIAGENkit. Handbdcker och anvandarmanualer il
QIAGENit finns p& www.qgiagen.com eller kan bestdllas fran QIAGEN:s tekniska support

eller din lokala &terférsdljare.
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Dokumentrevisioner

Datum

Andringar

R4 mars 2018

RS januari2019

Andringar av de instéllda férvaringstiderna for att fortydliga upptiningstiden och den
totala tiden i “Férvaringsvillkor” och tabellerna 2 och 5.

Uppdatering av figur 40. Flddesdiagram fér provanalys fér EGFR-mutationsdetektion.
Ytterligare bestdliningsinformation fér QlAamp® DSP DNA FFPE Tissue Kit
(kat.nr 60404)

Tilldgg av aukforiserad representant (framsida).

Uppdaterade avsnittet “Symboler”.

R6 oktober 2019 Andring av juridisk tillverkare (framsida)

Anpassning av instrumentets namn frén Rotor-Gene Q MDx fill Rotor-Gene Q MDx
5plex HRM fér att stimma med instrumentetiketten
Lade till frhallande fér férvaring av reagens i avsnittet Férvaring och hantering av
reagenser
Uppdaterade tabell 1 och lade till en anteckning om borttagning av COSM6254 frén
COSMIC-databasen
Uppdaterade  avsnittet  Begréinsningar med information om exon 19-
borttagningsanalysen och L8 58R-analysen
Tog bort EC + REP-symbolen frén omslagssidan och avsnittet Symboler
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Avial om begrénsad licens for therascreen EGFR RGQ PCR Kit
Anvéndning av den hér produkien innebdr it kdpare eller anvéndare av produkfen godkénner féljande villkor:

1.

(SR XN

Produkfen fér endast anvéndas i enlighet med de protokoll som medfélier produkten och den hér handboken och far endast anvéndas med komponenterna  som
ingdr i panelen. QIAGEN ger ingen licens for négon av sina immateriella fillgéngar fér aft anvéinda eller inkludera komponenterna i denna panel med komponenter
som inke ingér i denna panel Frulom vod som beskrivs i de protokol som meddljer produkien, den hdr handboken och yledigare protokol som finns pd
www.giagen.com. Vissa av de hér yterligare protokollen har fillhandahdllits av QIAGEN-anvéndare  fér andra QIAGEN-anvéndare.  De hér protokollen  har inte
festats noggrant eller opfimerats av QIAGEN. QIAGEN garanterar inte ait de infe krdnker fredje parts réitigheter.

Férulom de uliyckligen angivna licenserna kan GIAGEN inke garantera aft denna panel och/eller dess anvéindning inte kréinker redje parts réigheer.
Panelen och dess komponenier & licensierade for engéngsbruk och far infe dleranvéindas, Forbéiras eller scias vidare.
QIAGEN avsdger sig specifikt ansvar for dlla andra licenser, utryckliga eller underforstddda,  férutom de utiryckligen angivna.

Kdparen och anvéndaren av panelen godkénner it inte filldla négon annan ait ufféra nagot som kan leda fill eller orsoka ofilléina situationer beskrivna ovan.
QIAGEN kan kréva upphévande av defia begréinsade licensavial i domstol och ska ersdas for alla underssknings och réttegéngskosinader, inklusive
advokatkosinader, vid eventuell éigard for ait uppréthélla  detia begréinsade licensavial eller ndgon av férefagets immateriella rétigheter avseende kitet och/eller
n&gon av dess komponenter.

Fér uppdaterade  licensvilkor, s www.giagen.com.

Varumérken: QIAGEN®, Sample to Insighr®, QlAqmp®, MinElue®, Rotor-Gene®, Scorpions®, therascreen® (QIAGEN-gruppen); FAM™, HEX™ (Thermo Fisher Scientific
Inc.); GIOTRIF® (Boehringer Ingelheim), RESSA® (AstaZenecagruppen). Registrerade namn, varumérken med mera som anvénds i det hér dokumentet ska infe anses
som oskyddade enligt log, &ven om de infe utiryckligen anges som skyddade.

therascreen  EGFR RGQ PCR Kit &r en CE-mérkt diagnosutrusining  som uppfyller kraven i Europaparlamentets  och Radets direkiiv 98/79/EG om medicintekniska produk fer
fér in virodiagnostik. Ej fillgingligt i alla linder.

1119191 10/2019 HB1909-006 © 2019 QIAGEN, med ensamréit.
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