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Numatytoji paskirtis

stherascreen EGFR RGQ PCR Kit* yra ,in vitro“ diagnostinis testas, skirtas EGFR geno
29 somatinéms mutacijoms aptikti. Jis pateikia auglio méginiy, paimty i$ nesmulkialgsteliniu
plauciyvéziu (Non-Small Cell Lung Cancer, NSCLC) serganciy pacienty, mutacijos blsenos
kiekybinj vertinima.

Rezultatai skirti padéti gydytojams identifikuoti pacientus, turin€ius NSCLC, kuriems gali bati

naudingas gydymas EGFRtirozino kinazés inhibitoriais.

stherascreen EGFR RGQ PCR Kit* tirs DNR méginius, iSskirtus i5 formalinu fiksuoto parafine
esancio (Formalin-Fixed Paraffin Embedded, FFPE) auglio audinio, paimto i§ NSCLC
serganciy pacienty, o tyrimas bus atliekamas ,Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM* instrumentu.

Testq turi naudoti iSmokytas personalas specialioje laboratorinéje aplinkoje.

stherascreen EGFR RGQ PCR Kit" skirtas ,in vitro“ diagnostikai.
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Santrauka ir paaiskinimas

EGFR onkogeno mutacijos nustatomos Zmonéms, sergantiems véziu (1, 2). Siy mutacijy
buvimas koreliuoja su atsaku j pacienty, sergan&iy NSCLC, gydyma tam tikrais tirozino kinazés
inhibitoriais (Tyrosine Kinase Inhibitor, TKI) (3-8). Tokios EGFR onkogeno mutacijos
nustatomos bendrojoje pacienty, serganciy NSCLC, populiacijoje apytiksliai 10 % dazniu JAV,
Europos ar Australijos pacienty grupéje iriki 30 % dazniu Japonijos ir Taivano pacienty grupéje
(1,2,9).

stherascreen EGFR RGQ PCR Kit“ yra paruo$tas naudoti rinkinys, skirtas EGFR su véziu
susijusio geno 29 mutacijoms aptikti, naudojant polimerazine grandinine reakcijg (PGR),

dirbantsu ,Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM" instrumentu.

Naudojant ,Scorpions® (10) ir ARMS (amplifikacijos refrakcinés mutacijy sistemos,
angl. ,Amplification Refractory Mutation System*) technologijas(11), su ,therascreen EGFR
RGQ PCR Kit* EGFR onkogeno 18,19, 20 ir 21 egzonuose, laukinio tipo genominés DNR

fone, galimaaptikti 29 mutacijas (1 lentelé). Apibendrinant:

19 delecijy 19 egzone (aptinka bet kurios i§ 19 delecijy buvima, bet jy neisskiria)
Trisintarpus 20 egzone (nustato bet kurio i$ trijy intarpy buvima, bet jy neisskiria)
G719X (nustato G719S, G719A arba G719C buvima, bet jy neisskiria)

S768l

T790M

L858R

L861Q

Naudojami metodai yra didelio selektyvumo laipsnio ir, atsiZzvelgiantj bendrg DNR kiekj,
laukinio tipo genominés DNR fone jais galima aptikti nedidele mutacinés DNR procenting
dalj. Sios selektyvumo ir nustatymo ribos yra didesnés nei kity technologijy, pvz., dazy

terminatoriaus sekvenavimo.
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1lentelé. Mutacijy ir COSMIC identifikatoriy sarasas

Egzonas Mutacija COSMIC*ID Bazinis pokytis
18 G719A 6239 2156G>C
G719S 6252 2155G>A
G719C 6253 2155G>T

19 Delecijos 12384 2237_2255>T
12387 2239_2258>CA
12419 2238 2252>GCA
12422 2238 2248>GC
13551 2235_2252>AAT
12678 2237_2251dell5
6218 2239 _2247del9
12728 2236_2253del18
12367 2237_2254del18
6210 2240_2251del12
6220 2238_2255del18
6223 2235_2249del15
6225 2236_2250del15
6254** 2239_2253dell5
6255 2239_2256del18
12369** 2240_2254del15
12370 2240_2257del18
12382 2239_2248TTAAGAGAAG>C
12383 2239 2251>C

* COSMIC: ,Catalogue of Somatic Mutations in Cancer(Somatiniy vézio mutacijy katalogas):
http://cancer.sanger.ac.uk/.

Lentelés tesinys kitame puslapyje
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Ankstesniame puslapyje esancios lentelés tesinys

1 lentelé Mutacijy ir COSMIC identifikatoriy sarasas

Egzonas Mutacija COSMIC*ID Bazinis pokytis
20 S768I| 6241 2303G>T
Intarpai 12376 2307_2308insGCCAGCGTG
12378 2310_2311insGGT
12377 2319_2320insCAC
T790M 6240 2369C>T
21 L858R 6224 2573T>G
L861Q 6213 2582T>A

* COSMIC: ,Catalogue of Somatic Mutations in Cancer”(Somatiniy véZio mutacijy katalogas):
http://cancer.sanger.ac.uk/.

** Dél COSM6254 (2239_2253del15) ir COSM 12369 (2240_2254del15) mutacijy EGFR sekojejvyksta 15 baziy poy
delecija. Esant Sioms mutacijoms, generuojama tokia pati galutiné seka ir Sios mutacios néra atskiriamos. Dél Sios
priezasties mutacija COSM6254 (2239_2253del15) buvo pasalinta iS naujausios COSMIC (v83) versios ir abi
mutacijas atitinka COSM12369 (2240_2254del15). Tai atitinka HGVS rekomendacijg nurodyti labiausiai 3' delecia.
.therascreen EGFR" testas negali atskirti jokios i§ 19 delecijos mutacijy, o bet kuri teigiamadelecija yra vadinama
.Deletions* (Delecijos). Sis pakeitimas aktualus tik dokumentacijai ir neturi jtakos rinkiniui arba galimybei aptkti
atskirg mutacija.
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Proceduros principas

stherascreen EGFR RGQ PCR Kit* sudaro aStuoni atskiri PGR amplifikacijos reakcijos
miSiniai: septynios konkreciy mutacijy reakcijos EGFR onkogeno 18,19, 20 ir 21 egzonuose
ir laukinio tipo kontroliné medziaga 2 egzone. Pagrindiniai rinkinio komponentai paaiskint

toliau.

ARMS

Alelio arba mutacijos specifiné amplifikacija atliekama naudojant ARMS. Taq DNR
polimeraze (Taq) efektyvi atskiriant sutapimg arba nesutapimg PGR pradmens 3’ gale.
Konkre€ios mutavusios sekos gali bati selektyviai amplifikuotos net méginiuose, kuriuose
dauguma seky nemutuoja. Kai pradmuo visiSkai sutampa, amplifikacija vykstavisu greiciu.

Kai nesutampa 3’ galo bazé, amplifikacija vykstafone nedideliu greiciu.

Scorpions

Amplifikacija aptinkama taikant ,Scorpions* technologijg. ,Scorpions“yra dvigubos funkcijos
molekulés, turin€ios PGR pradmenj, kovalentiSkai sujungtg su zondu. Zonde esanc&iam
fluoroforui reaguojant su slopinamaja medziaga, taip pat esanc¢ia zonde, sumazinama
fluorescencija. Kai atliekant PGR zondas prisijungia prie amplifikacijos produkto, fluoroforas

ir slopinamoji medziaga atsiskiria, todél aptinkamai padidéja fluorescencija.

Rinkinio formatas

stherascreen EGFR RGQ PCR Kit“ sudétyje yra astuoni tyrimai:

® Vienas kontrolinistyrimas (CTRL)

® Septyni mutacijy tyrimai
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Visuose reakcijos miSiniuose yra reagenty, skirty karboksifluoresceinu (FAM™)
pazymétoms ieSkomoms medZiagoms aptikti, ir vidinis kontrolinis tyrimas, pazymétas
heksachlorofluoresceinu (HEX™). Vidinis kontrolinistyrimas leid Zzia aptikti inhibitorius, kurie
gali lemti klaidingai neigiamus rezultatus. FAM amplifikacija gali nukonkuruoti vidinés
kontrolinés medziagos amplifikacija, nes vidinés kontrolinés medziagos tikslas yra tiesiog
parodyti, kad tuo atveju, jei FAM amplifikacijos néra, tai yra teisingas neigiamas rezultatas,

0 ne nepavykusi PGR reakcija.

Tyrimai

stherascreen EGFR RGQ PCR Kit* sudaro dviejy Zingsniy proceddra. Pirmajame etape
kontrolinis tyrimas naudojamas visam amplifikuojamos EGFR DNR kiekiui méginyje jvertinti.
Antrajame etape mutacijos ir kontroliniai tyrimai atliekami siekiant nustatyti mutacinés DNR

buvima ar nebuvima.

Kontrolinis tyrimas

Kontrolinis tyrimas, pazymétas FAM, naudojamas visam amplifikuojamos EGFR DNR kiekiui
méginyjejvertinti. Kontrolinio tyrimo metu amplifikuojamas EGFR geno 2 egzono regionas.
Pradmenys ir ,Scorpions” zondai sukurti taip, kad baty iSvengta bet kokiy zinomy EGFR

polimorfizmy.
Mutacijy tyrimai

Kiekvieno mutacijy tyrimo sudétyje yra FAM pazymétas ,Scorpions“ zondas ir ARMS
pradmuo, naudojamas norintatskirti laukinio tipo DNR ir specifine mutavusig DNR.
Kontrolinés medZiagos

Pastaba. Visuose eksperimentiniuose tyrimuose turi bti teigiamos ir neigiamos kontrolinés

medZiagos.
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Teigiama kontroliné medziaga

Kiekviename tyrime 1-8 meégintuvéliuose turi badti teigiama kontroliné medZiaga.
stherascreen EGFR RGQ PCR Kit* yra EGFR teigiama kontroliné medziaga (Positive
Control, PC), kuri naudojama kaip teigiamos kontrolinés medziagos reakcijos matrica.
Teigiamos kontrolinés medZiagos rezultatai jvertinami siekiant jsitikinti, kad rinkinys veikia

pagal nurodytus priimtinumo kriterijus.

Neigiamos kontrolinés medziagos

Kiekviename tyrime turi bati neigiama kontroliné medZiaga (,kontroliné medziaga be
matricos”, No Template Control, NTC) turi bati 9-16 mégintuvéliuose. ,therascreen EGFR
RGQ PCR Kit* yra NTC skirto vandens, naudojamo kaip kontrolinés medziagos be matricos
,matrica“. Kontroliné medziaga be matricos naudojama siekiant jvertinti bet kokj galima

uzter§ima tyrimo nustatymo metu ir vidinés kontrolinés medZiagos reakcijos veiksminguma.

Vidinés kontrolinés medZiagos reakcijos jvertinimas

Kiekviename reakcijos miSinyje kartu su tikslinés reakcijos medzZiaga yra vidiné
kontroliné (Internal Control, IC) medZiaga. Nepavykusi reakcijarodo, kad gali bati inhibitoriy,
dél kuriy gaunami netikslds rezultatai, arba kad nustatydamas $j mégintuvélj operatorius
padaré klaidg. IC naudojama su EGFR nesusijusi oligonukleotido tiksliné seka,
nepazymétas pradmuo ir ,Scorpions®pradmuo, pazymétas HEX, kad jj baty galima atskirfi
nuo FAM pazyméto ,Scorpions® kontroliniuose ir mutacijy reakcijos miSiniuose. FAM
amplifikacija gali nukonkuruoti IC amplifikacijg tiek, kad sugeneruota IC Ct (HEX) reikS§mé

nepateks j nurodytg diapazong. Siyméginiy FAM rezultatai vis tiek galioja.
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Méginiy jvertinimas

Visam amplifikuojamos EGFR DNR kiekiui méginyje nustatyti primygtinai rekomenduojame
naudoti kontrolinés reakcijos miSinj(mégintuvélis CTRL), pateikiama su ,therascreen EGFR
RGQ PCR Kit“. Kontrolinio tyrimo metu amplifikuojamas EGFR geno 2 egzono regionas.
Rekomenduojame méginius nustatyti naudojant tik kontrolinjtyrima, kaip teigiama kontroling
medZiagg naudojantEGFR PC, o kaip kontroline medZiagg be matricos naudojant ,matricos”

vanden,.

Pastaba. DNR jvertinimas turéty bati pagrjstas PGR ir gali skirtis nuo apskaiiavimo,
pagrjsto absorbcijos rodmenimis. Papildomas kontrolinés reakcijos miSinys (mégintuvélis
CTRL) tiekiamas, kad bity galimajvertinti méginiuose esancios DNR kokybe ir kiekybe pries
vykdant,therascreen EGFR RGQ PCR Kit* analize.

Platformair programiné jranga

stherascreen EGFR RGQ PCR Kit* rinkinys skirtas naudoti konkreciai su ,Rotor-Gene Q MDx
5plex HRM" instrumentais. ,Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM" instrumentas suprogramuotas
pagal jvairiy cikly parametrus, arba ,tyrimus“ naudojant ,therascreen EGFR CE Assay

Package".

stherascreen EGFR CE Assay Package” sudarytas i$ dviejy Sablony: ,therascreen EGFR
CE Control Run Locked Template® (méginiams jvertinti) ir ,therascreen EGFR CE Locked
Template* (EGFR CE mutacijoms aptikti). Siuose 3ablonuose nurodyti PGR tyrimo

parametrai ir apskai€iuojami rezultatai.

stherascreen EGFR RGQ PCR Kit" taip pat galima naudoti su 2.3 versijos ,Rotor-Gene Q"
programine jranga atviruojurezimu (t. y. nenaudojant ,Rotor-Gene Q therascreen EGFR CE
Assay Package"). Daugiau informacijos Zr. Priedas A: ,therascreen EGFR RGQ PCR Kit"

rankinio paruoSimo protokolas.
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Pateikiamos medziagos

Rinkinio turinys

therascreen EGFRRGQ PCR Kit (24)
Katalogonr. 874111
Reakcijy skaicius 24
Spalva Identifikatorius Mégintuvélio ID Taris
Raudona Control Reaction Mix (Kontrolinés reakcijos misinys) 1 CTRL 2x 600 pl
Violetiné T790M Reaction Mix (T790M reakcijos misinys) 2 T790M 600 pl
Oranziné Deletions Reaction Mix (Delecijy reakcijos misinys) 3 Del 600 pl
Roziné L858R Reaction Mix (L858R reakcijos misinys) 4 L858R 600 pl
Zalias L861Q Reaction Mix (L861Q reakcijos misinys) 5 L861Q 600 pl
Geltona G719X Reaction Mix (G719X reakcijos mi§inys) 6 G719X 600 pl
Pilka S768I Reaction Mix (S768l reakcijos miSinys) 7 S768l 600 pl
Mélyna Insertions Reaction Mix (Intarpy reakcijos mi$inys) 8 Ins 600 pl
Rusvai EGFR Positive Control 9 PC 300 pl
gelsva (EGFR teigiama kontrdiné medziaga)
Zalsva Taq DNA Polymerase (Tag DNR polimerazé) Taq 2x80ul 2x 80 ul
Balta Nuclease-free water for No Template Control NTC  1,9ml 1,9ml
(Vanduo be nukleazés, skirtas kontrolinei medziagai be
matricos)
Balta Nuclease-freewater for Dilution Dil. 1,9ml 1,9ml
(Vanduo be nukleazés skiedimui)
Jtherascreen EGFR RGQ PCRKit“ vadovas 1
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Batinos, bet nepateikiamos priemonés

Dirbdami su cheminémis medzZiagomis, visada dévékite tinkamg laboratorinj chalata,
mavekite vienkartines pirstines ir naud okite apsauginius akinius. Daugiau informacijosrasite
atitinkamuose saugos duomeny lapuose (Safety Data Sheet, SDS), kuriuos gali pateikt

gaminio tiekéjas.

Reagentai

® DNR iSskyrimo rinkinys (Zr. DNR iSskyrimas ir paruoSimas)

Reikmenys ir bendra laboratorijos jranga

Specialios pipetés* (reguliuojamos), skirtos méginiams ruosti
Specialios pipetés* (reguliuojamos), skirtos PGR pagrindiniams miSiniams ruosti

Specialios pipetés* (reguliuojamos), skirtos DNR matricai paskirstyti

Pipeciy antgaliai sufiltrais be DNazés, RNazés ir DNR (siekiantiSvengti kryZzminio

uzterSimo, rekomenduojama naudoti pipe€iy antgalius su aerozoliniais barjerais)

® Strip Tubes and Caps, 0.1 ml*, skirti naudoti su, 72-well rotor“ (kat. nr. 981103 arba
981106)

® Mikrocentrifuginiai mégintuvéliai be DNazés, RNazés ir DNR, skirti pagrindiniams
miSiniams ruosti

® ,loadingBlock 72x 0.1 ml Tubes®, aliuminio blokas rankiniam reakcijos nustatymui su
vieno kanalo pipete (kat. nr. 9018901)

® Termostatinis maiSytuvas*, Sildomas Ziedinis maiSymo inkubatorius*, kaitinimo blokas*
arba vandens vonelé*, kurioje galimas inkubavimas esant 90 °C

e Staliné centrifuga® surotoriumi 2ml reakcijos mégintuvéliams

® Sikurinis maiSytuvas™

* |sitikinkite, kad visi instrumentai ir jranga patikrinti ir sukalibruoti pagal gamintojo rekomendacijas.
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PGR jranga

®  Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM" instrumentas su fluorescenciniais kanalais ,,Cycling
Green“ir ,Cycling Yellow" (atitinkamai FAM ir HEX aptikti)*t

® _ Rotor-Gene Q"programinés jrangos 2.3 versija

® _Rotor-Gene Q therascreen EGFR CE Assay Package CD", 3.0.5 versija
(kat. nr.9023537)

Pastaba. ,Rotor-Gene Q therascreen EGFR CE Assay Package“ programinei jrangai

reikalinga 2.3 versijos ,Rotor-Gene Q“ programiné jranga.

* |sitikinkite, kad visi instrumentaiir jranga patikrinti ir sukalibruoti pagal gamintojo rekomendacijas.

T Kai kuriose Salyse, jei yra, galima naudoti ,Rotor-Gene Q 5plex HRM" instrumenta, pagamintg 2011 m. geguzs
mén. arba véliau. Gamybos datg galimasuZinoti i$ serijos numerio, esancio ant instrumento galinés dalies. Serijos
numerio formatas yra,mmMMnnn“, kur,,mm*“ nurodo gamybos ménes;j skaitmenimis, ,MM" — paskutinius du gamybos
mety skaitmenis, o ,nnn“ — unikaly instrumentoidentifikatoriy.
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Jspéjimai ir atsargumo priemoneés

Skirta in vitro diagnostikai

Dirbdami su cheminémis medzZiagomis, visada dévékite tinkama laboratorinj chalata,

muveékite vienkartines pirstines ir naud okite apsauginius akinius. Daugiau informacijos rasite

atitinkamuose saugos duomeny lapuose (Safety Data Sheets, SDS). Jie pateikiami patogiu

ir kompaktiSku PDF formatu internete www.qiagen.com/safety — €ia galite rasti, perziareti

iriSspausdintikiekvieno QIAGEN rinkinioir jy komponenty SDS.

Su ,Rotor-Gene Q" instrumentu susijusios saugos informacijos ieSkokite su instrumentu

pateiktame naudotojo vadove.

Méginiyir tyrimy atliekas iSmeskite laikydamiesi vietiniy saugos reikalavimy.

Bendrosios atsargumo priemonés

Visada atkreipkite démesj j toliau aprasytus dalykus.

Testas skirtas naudoti su FFPE NSCLC audiniy méginiais.

Teigiamas medziagas (méginius ir teigiamas kontrolines medziagas) laikykite ir
ekstrahuokite atskirai nuo visy kity reagenty, dékite juos j reakcijos misinj erdviSkai
atskirtoje patalpoje.

Bikite ypac atsargis, kad neuzterStuméte PGR reakcijy sintetine kontroline medziaga.
Reakcijos miSiniams paruosti ir DNR matricai pridéti rekomenduojama naudoti atskiras
specialias pipetes. Reakcijos miSiniai turi bati ruoSiami ir paskirstomi kitoje vietoje nei
ta, kurioje pridedama matrica. Pabaigus PGR tyrimg, ,Rotor-Gene Q" mégintuvéliy
atidaryti negalima. Taip iSvengsite laboratorijos uzterSimo galutiniais PGR produktais.
Visos cheminés ir biologinés medziagos yrapotencialiai pavojingos. Méginiai yra

potencialiai uzkreciami ir turi bati naudojami kaip biologiSkai pavojingos medZiagos.
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e  therascreen EGFR RGQ PCR Kit‘ reagentai yra optimaliai atskiesti. Daugiau reagenty
neskieskite, nes gali sumazeéti jy veiksmingumas. Nenaudokite maZesniynei 25
reakcijos tdriy (reakcijos miSinys sumeéginiu), nes tai didina klaidingai neigiamy
rezultaty rizika.

e Visi,therascreen EGFR RGQ PCR Kit* sudeétyje esantys reagentai numatyti naudoti tik
su kitais reagentais i to paties ,therascreen EGFR RGQ PCR Kit". Nesukeiskite
stherascreen EGFR RGQ PCR Kit" arba skirtinguose ,therascreen EGFR RGQ PCR
Kit* esanciyreagenty, nes tai gali turéti jtakos veiksmingumui.

e Naudokitetik Taqg DNR polimeraze (mégintuvélis Taq), pateikta ,therascreen EGFR
RGQ PCR Kit“. Nepakeiskite jos kita Tag DNR polimeraze iS to paties ar kito tipo
rinkinio, taip pat nekeiskite Tag DNR polimeraze, gauta i$ kito tiekéjo.

® Pasibaigus tinkamumo laikui, komponenty naudotinegalima.

Pastaba. Norintuztikrintitinkamg méginiy tyrimg reikia bati atidiems ir ypa¢ stengtis pasalinti

netinkamo méginio jvedimo, jkélimo ir ladinimo pipete klaidas.

Pastaba. Reagentai patvirtinti rankiniam nustatymui. Jei naudojamas automatizuotas

metodas, galimy reakcijy skaiCius gali sumazéti dél instrumenty ,nulinj tdrj“ reikalingo

uzpildyti reagento.
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Reagenty laikymas ir naudojimas

Gabenimo sglygos

stherascreen EGFR RGQ PCR Kit" turi bati gabenamas sausame lede ir pristatymo metu turi
bati uzsaldytas. Jei pristatymo metu ,therascreen EGFR RGQ PCR Kit* néra uzSaldytas,
pervezant buvo atidaryta iSoriné pakuote, néra vaztarascio, naudojimo instrukcijy arba
reagenty, susisiekite su QIAGEN techninés prieziGros skyriumi arba vietiniu platintoju

(Zr. galinj virSelj arba apsilankykite www.giagen.com).
Laikymo sglygos

Gavus ,therascreen EGFR RGQ PCR Kit*, jji$ karto reikia padéti laikyti nuo —30 iki —15 °C
temperatiroje, pastovig temperatirg palaikan€iame ir apsaugotame nuo Sviesos Saldiklyje.
L~Scorpions® (kaip ir visos fluorescenciSkai pazymétos molekulés) turi bati saugomi nuo
Sviesos, kad neiSblukty ir nesumazéty jy veiksmingumas. Laikant rekomenduojamomis
laikymo salygomis originalioje pakuotéje rinkinys yra stabilus iki ant etiketés nurodytos
tinkamumo datos.

Atidarytus reagentus temperatiroje nuo —30 °C iki —15 °C galima laikyti originalioje
pakuotéjeiki 12 ménesiy arba iki nurodytos galiojimo pabaigos datos, atsizvelgiantj tai, kuris
laikotarpis pasibaigs pirmiausia. Venkite pakartotinai atSildytiir uzSaldyti. Rekomenduojame

ne daugiau nei astuonis uzsaldymo ir atSildymo ciklus.
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Reagentus reikia atSildyti kambario temperatiroje (15-25 °C) — maziausiai 1 valanda,
ilgiausiai — 4,5 valandos. Kai reagentai bus paruosti naudoti, bus galima nustatyti PGR
reakcijas ir ,Rotor-Gene Q" vamzdelius su pagrindiniais miSiniais ir DNR méginj reikia
nedelsiant jdéti j ,Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM* prietaisg. Bendras laikas nuo PGR

sgrankos pradziosiki procediros pradzios negalivirdyti:

® 6 valandy, jeilaikomakambario temperatiroje

Pastaba. Sis laikas apima PGR nustatymg ir laikyma.
® 18 valandy, jei laikoma Saldytuve (2—8 °C)

Pastaba. Sis laikas apima PGR nustatyma ir laikyma.

Pastaba. Norintuztikrinti optimaly aktyvumair eksploatacines savybes, ,Scorpions® (kaip ir

visos fluorescenciskai pazymétos molekulés) turi bati saugomi nuo Sviesos, kad neisSblukty.

Pastaba. Norédami optimaliai panaudoti ,therascreen EGFR RGQ PCR Kit* reagentus,
méginius turite apdoroti partijomis. Jei méginiai tiriami atskirai, sunaudojama daugiau
reagenty, todél sumazéja méginiy, kuriuos galimaistirti naudojant ,therascreen EGFR RGQ
PCR Kit", skaicCius.
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Bandiniy naudojimas ir laikymas

Pastaba. Su visais méginiais turi bati elgiamasi kaip su potencialiai uzkreCiama medZiaga.

Méginiy medziaga turi bati Zmogaus genominé DNR, iSskirta i§ FFPE audinio. Méginius

bdtina transportuoti pagal standartinj patologinjmetodg, kad buty uztikrinta méginiy kokybé.

Auglio méginiai yranehomogeniski, o auglio méginio duomenys gali neatitikti kity to paties
auglio daliy méginiy duomeny. Auglio méginiuose taip pat gali bdti ne auglio audiniy. Ne
auglio audinio DNR neturi mutacijy, aptinkamy naudojant ,therascreen EGFR RGQ PCR
Kit“.

Toliauaprasyta, kaip paruosti audiniy méginius DNR iSskyrimui.

® Naudodamijprastas medziagas ir metodus, uzfiksuokite audinio bandinj 10 % neutraliu
buferiniu skysciu atskiestame formaline (Neutral Buffered Formalin, NBF), tada audinio
bandinjjdékite j parafing. Nuo parafino bloko mikrotomu atpjaukite 5 um atpjovysekg ir
uzdékite ant objektiniy stikleliy.

® Pasitelkite patyrusj asmenj (pvz., patologa), kad jis jvertinty hematoksilinuir eozinu
(H&E) nudazytg atpjovair patvirtinty, kad yra auglio Igsteliy.

® DNRiSskyrimui negalimanaudoti dazytyatpjovy.

® Visus FFPE blokus ir objektinius stiklelius laikykite kambario temperatdroje (15-25 °C).
Prie$ pradedanti$skirti DNR, objektinius stiklelius galimalaikyti kambario temperataroje

iki 1 mén.
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Procedtra
DNR iSskyrimas ir paruoSimas

Sio rinkinio efektyvumo charakteristikos sugeneruotos naudojant DNR, i$skirtg pasitelkus
,QlAamp DSP DNA FFPE TissueKit* (kat. nr. 60404). Sis rinkinys turi biiti naudojamas DNR
paruosimui, jei yraprieinamas jlsy Salyje. Jei naudojate funkcine prasme lygiavertj ,QlAamp
DNA FFPE Tissue Kit* (kat. nr. 56404), DNR iSskyrimg atlikite pagal vadove pateiktas

instrukcijas ir atkreipkite démesj j toliau nurodytus dalykus.

® Nenaudokite QIAGEN ,Deparaffinization Solution“. Deparafinizuokite naud odami tik
ksileno /etanolio metodg, aprasyta ,,QlAamp DNA FFPE Tissue Kit* vadove.

® Kur reikia, naudokite molekulinés biologijos klasés etanolj*.

® Nugrandykite visgaudinio plota nuo dviejy atpjovy j pazymétg mikrocentrifugos
mégintuvélj, kiekvienam méginiui naudodami naujg skalpelj.

® Proteinazés K veikimas (11 veiksmas, aprasytas ,QlAamp DNA FFPE Tissue Kit*
vadove) turi testis 1 val.+ 5 min.,esant 56 °C + 3 °C.

® Proteinazés K veikimas (12 veiksmas, apraSytas ,QlAamp DNA FFPE Tissue Kit*
vadove) turi testis 1 val.£ 5 min.,esant 90 °C + 3 °C.

® Neatlikite ribonukleazés veiksmo, aprasyto ,QlAamp DNA FFPE Tissue Kit* vadove.

® Meginiai turi bati iSplauti 120 pl eliuavimo buferiniutirpalu (ATE) i$ ,QlAamp DNA FFPE
TissueKit* (20 veiksmas, apraSytas ,QlAamp DNA FFPE Tissue Kit* vadove).

® Prie$ naudojimgiSskirtagenominé DNR gali bati laikoma 2-8 °C temperatiroje 1

savaite arba nuo —30 iki—15 °C temperatiroje iki 8 savaiciy.

Pastaba. Visy ,therascreen EGFR RGQ PCR Kit“ esanciy tyrimy metu sugeneruojami
trumpi PGR produktai. Vis délto ,therascreen EGFR RGQ PCR Kit* neveiks stipriai

fragmentuotos DNR.

* Nenaudokite denatiruoto alkohdlio, kuriame yra kity medziagy, pvz., metanolio ar metiletilketono.
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Protokolas. Méginiy jvertinimas

Sis protokolas naudojamas visam amplifikuojamam DNR kiekiui méginiuose jvertint,

naudojant ,therascreen EGFR CE Control Run Locked Template* i§ ,Rotor-GeneQ

therascreen EGFR CE Assay Package®, skirto automatizuotam méginiy vertinimui.

Pastaba. Informacijos apie neautomatinj DNR méginiy vertinimg ieSkokite Priedas A:

Jtherascreen EGFR RGQ PCR Kit" rankinio paruoSimo protokolas.

Svarbi informacija prie$ pradedant

Prie$ pradédami procedira, paskaitykite skyriyj Bendrosios atsargumo priemoneés.
Prie$ pradédami protokola, skirkite laiko susipazinti su,Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM*
instrumentu. Zr. instrumento naudotojo vadova.

Nevartykite Taq ar bet kokio miSinio, kuriame yraTaq, nes tai gali deaktyvinti fermenta.
Pipete jlaSinkite Taq: pipetés antgalj jkiSkite skyscio pavirSiuje, kad antgalis
nepasidengty fermenty pertekliumi.

Naudojantturimg kontrolinj reakcijy miSinj galima jvertinti iki24 méginiy.

K3 atlikti prie$ pradedant

Prie$ pirmg kartg naudodami ,Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM® instrumentg, jsitikinkite,
kad jdiegta ,therascreen EGFR CE Assay Package“programinéjranga (zr.B priedas:
stherascreen EGFR CE Assay Package"“ diegimas).

Prie$ kiekvieng naudojimag visus reagentus reikia visiSkai atSildyti kambario
temperatdroje (15-25 °C) bent 1 valandag, bet ne ilgiau kaip 4,5 valandas, sumaisyti
(vartant 10 karty) ir trumpai centrifuguoti, kad turinys susirinkty mégintuvélio apacioje.
Sumaisykite visus méginius, pavartydami 10 karty ir trumpai centrifuguokite, kad turinys
susirinkty mégintuvélio apacioje.

Kiekviengkartg prie§ naudodami jsitikinkite, kad Taq yra kambario temperatiros

(15-25 °C). Mégintuvélj trumpai centrifuguokite, kad jo apacioje susirinkty fermentas.
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Procedira

1. AtSildykite kontrolinés reakcijos misinj (CTRL), vandenj be nukleazés, skirtg kontrolinei
medZiagai be matricos (No Template Control, NTC), ir EGFR teigiamg kontroline
medziagg (Positive Control, PC) kambario temperatiroje (15-25 °C) bent 1 valandg, bet
neilgiaukaip 4,5 valandas.

Reagenty atSildymo, PGR nustatymo ir laikymo prie$ pradedant tirti laikas nurodytas
2 lenteléje.

2 lentelé. AtSildymo laikas, PGR nustatymo laikas ir laikymo temperatiira

MaZziausias DidZiausias Laikymo temperatira Maksimalus PGR nustatymo
atSildymo laikas  atSildymo laikas nustacius PGR ir laikymo laikas

1lval. 4,5val. Kambario temperatira (15-25°C) 6 val.

1val. 4,5 val. 2-8°C 18 val.

Pastaba. PGR nustatymas atliekamas kambario temperatiroje (15-25 °C). ,Laikymas"
reiSkia laikg nuo PGR nustatymo pabaigos iki tyrimo ,Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM*
instrumentu pradZios.
Pastaba. Perkelkite Taq j kambario temperatlrg (15-25 °C) tuo paciu metu kaip ir kitus
reagentus (Zr. Reagenty laikymas ir naudojimas). Mégintuvélj trumpai centrifuguokite,
kad jo apacioje susirinkty fermentas.

2. Reagentams atSilus, sumaiSykite (vartydami 10 karty), kad nesusikaupty druskos, ir
trumpai centrifuguokite, kad turinj galétuméte surinkti nuo mégintuvélio dugno.

3. Paruo$kite pakankamai kontrolinio pagrindinio miSinio (kontrolinés reakcijos misinj
[CTRL] ir Taq) DNR méginiams, EGFR PC reakcijai ir NTC reakcijai pagal 3 lenteléje
nurodytus tarius. Jtraukite reagentus vienam papildomam meéginiui, kad jy pakakty PGR

nustatyti.

Pastaba. Pagrindiniame miSinyje yra visi PGR reikalingikomponentai, iSskyrus mégin;.
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3lentelé. Kontrolinio tyrimo pagrindinio mi§inio ruo$imas

Komponentas Taris
Kontrolinés reakcijos misinys (CTRL) 19,5 x (n +1)*
Tag DNR polimerazé (Taq) 0,5ux (n+1)
Bendrasis tiiris 20 pl/reakcijai

* n = reakcijy skaicius (méginiy ir kontroliniy medziagy). ParuoSkite pakankamai pagrindinio miSinio vienam
papildomam méginiui (n + 1), kad baty pakankamas perteklius nustatant PGR. n reik§mé neturi virsyti 26 (24
méginiai ir 2 kontrolinés medziagos).

Pastaba. RuoS$iant pagrindinj miSinj, pirmiausia | atitinkamg meégintuvélj pridedama
reikiamo tdrio kontrolinés reakcijos misinio, o Taq pridedama paskutiné.

4. Gerai sumaisSykite pagrindinj misinj létai laSindami pipetej virSyir j apacig 10 karty.
| ikrovos bloka jdékite reikiamg skaiciy mégintuvéliy juosteliy pagal 4 lenteléje pateiktg
iSdéstyma. Nedelsdami jpilkite 20 pl pagrindinio miSinio j kiekvieng PGR mégintuvéliy
juostele.

Dangteliai turi likti plastikiniame indelyje, kol jy prireiks. Norint jvertinti DNR méginj,
kontrolinio tyrimo pagrindinio miSinio jdedama | vieng PC mégintuvélj, vieng NTC
mégintuvéljir vieng kiekvieno méginio mégintuvélj.

4 lentelé. DNR méginiy jvertinimo tyrimy iSdéstymas jkrovos bloke. Skaiciai reiSkia vietas jkrovos bloke ir
nurodo galutine rotoriaus padét].

Tyrimas Padétis

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

5. ISkart jpilkite 5yl NTC skirto vandensj 2 vietoje esantj mégintuvéljir jj uzdenkite.
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10.

11.

12.

. |pilkite po 5 pl kiekvieno méginio j méginiy mégintuvélius (3—26 mégintuvéliy vietos) ir

uzdenkite juos dangteliais.

. |pilkite 5yl EGFR PC j 1 vietoje esantj meégintuvélj ir jj uZdenkite.

Stenkités iSvengti jkélimo arbalasinimo pipete klaidy, kad NTC, méginiai ir PC baty jpilt
j tinkamus mégintuvélius. Pazymékite mégintuvéliy dangtelius, kuria kryptimi jie turi bati
jdétij,Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM® instrumenta.

. Uzdare visus PGR mégintuvélius, apzitrékite meginiy megintuvéliy uzpildymo lygj, kad

jsitikintuméte, jog méginio buvo jpiltaj visus mégintuvélius.

. Pavartykite visus PGR mégintuvélius keturis kartus, kad susimaiSyty méginiai ir reakcijos

miSiniai.

|dékite PGR mégintuvéliy juosteles | atitinkamas 72 Sulinéliy rotoriaus vietas pagal
4 lenteléje pateiktg iSdéstyma.

Jei rotorius nevisisSkai uzpildytas, visas tuS¢ias rotoriaus vietas uzpildykite uzdengtais
tuscgiais mégintuvéliais.

Nedelsdami jdékite 72 Sulinéliy rotoriy jdékite j ,Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM*
instrumenty. |sitikinkite, kad fiksuojamasis Ziedas (,Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM*
instrumento priedas) yra uzdétas ant rotoriaus, kad tyrimo metu meégintuvéliai bty
jtvirtinti.

Pastaba. Jei atliekate neautomatinj méginiy vertinimag, Zr. Priedas A: ,therascreen EGFR

RGQ PCR Kit" rankinio paruosimo protokolas.

Dukart spustelékite piktogramg ,therascreen EGFR CE Control Run Locked Template*
(therascreen EGFR CE Control Run Locked Sablonas), esan€ig kompiuterio, prijungto
prie ,Rotor-Gene Q MDx" instrumento, darbalaukyje, kad paleistuméte ,Rotor-Gene Q"

programingjrangg(1pav.).
')C:
__p_'.
therascraen EGFR CE
Control Run Lockad

Template

1pav. Piktograma, EGFR CE Locked Sablonas”, skirta kontroliniam tyrimui (méginio jvertinimui).
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13. Kaip numatytasis atidaromas skirtukas ,Setup“ (Nustatymas) (2 pav.). Jsitikinkite, kad

fiksuojamasis Ziedas tinkamai uzd étas, tada pazymeékite langelj Locking Ring Attached
(Fiksuojamasis Ziedas uzdetas). UZdarykite ,Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM*
instrumento dangtelj.

el e = e |
[ o
— £
1 — Setup 1

I 5

Hotes
5 Hame: Fosecman EGFR CE =

ARG FLR o

Templatn Verisn a4
B
o Sk
pro
Same e
[SampleiD [ Sampie Name

Poien?
| oy NTC

Carmal
|
|
When e v ssings have been cniimed, cick Siat Fun wbegnibe . [ S flon :

2 pav. Skirtukas ,,Setup“ (Nustatymas) (1) ir laukas ,,Locking Ring Attached" (Fiksuojamasis Ziedas uzdétas) (2).

14. Lauke Run ID (Tyrimo ID) jveskite tyrimo ID pagal vietine pavadinimy suteikimo tvarka.

Lauke Sample Name (Méginio pavadinimas) jveskite méginio pavadinimg pagal vietine
pavadinimy suteikimo tvarkgir paspauskite klavi§g Return (jvedimas).

Taip j toliau pateiktg méginiy sgradq jtraukiamas méginio pavadinimas ir priskiriamas
~Sample ID“ (Méginio ID) (1, 2, 3 irt. t.). Be to, atnaujinamas desSinéje puséje esants
skydas ,Layout of the pipetting adapter* (Pipe€iy naudojimo adapterio iSdéstymas) ir
jtrauktas méginio pavadinimas (3 pav.).

Pastaba. Arba *smp (,Rotor-Gene Q" méginio failas) ar *.csv (kableliais atskirtos
reikSmés) formatais saugomus meéginiy pavadinimus galima importuoti naudojant
funkcija Import Samples (Importuoti méginius). Naudojant §j metodg, méginiy
pavadinimai jraSomi automatiskai.
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Pastaba. Patikrinkite, ar skyde ,Layout of the pipetting adapter® (Pipe€iy naudojimo

adapterio iSdéstymas) jtraukus meéginio pavadinimg, jis parySkinamas pasikeitusia

spalva, 0 méginio pavadinimas yraméginio vietoje (3 pav.).

Pastaba. Skyde ,Layout of the pipetting adapter* (Pipeciy naudojimo adapterio

iSdéstymas)ilgesninei 8 simboliy méginiy pavadinimai gali bati rodomi ne visi.

22 SeiesSotre VIRTUAL MODE « thsaereas EGPR Cortrol Run Lok Terapete 214.10.13.0)  (EGFF Anaee] T
s
Setun [ HFE 1
oo s o
Hotay
Eit Hamer Vercopen EGFACE  Rotor [S7000
R0 PCR KR
Tonglale Versiors 304
2 ! =
eouicnz
i
Cored
4 -
When s unmaings et afined. ok St R oo [ 57 _Sintfun |
o w ; = e

3pav.,Run ID* (Tyrimo ID)ir, Sample Name“ (Méginio pavadinimas) jvedimas. 1 = dialogo lango laukas
L,Run D" (Tyrimo ID) ; 2 = skydas ,Import Samples” (Méginiy importavimas), 3 = dialogo lango laukas ,Sample
Name® (Méginio pavadinimas); 4 = ,Sample list* (Méginiy sgrasas); 5 = skydas ,Layout of the pipettingadapter

(Pipeciy naudojimo adapterio iSdéstymas).

15. Kartokite 14 veiksmag, kol jvesite visus kitus méginiy pavadinimus (4 pav.).

Pastaba. Norédami redaguoti méginio pavadinimg, méginiy sgrade spustelékite Sample

Name (Méginio pavadinimas) ir pasirinktas méginys bus rodomas virsuje, lauke Sample
Name (Méginio pavadinimas). Paredaguokite méginio pavadinimg pagal vietine

pavadinimy suteikimo tvarkg ir paspauskite klavi§g Return (jvedimas), kad pavadinimg

atnaujintuméte.
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4 pav. Papildomy méginiy pavadinimy jvedimas j dialogo lango lauka ,,Sample Name* (Méginio
pavadinimas). 1 = dialogo lango laukas ,Sample Name“ (Méginio pavadinimas), 2 = ,Sample List" (Méginiy
saradas), 3 =skydas Layout of the pipetting adapter” (Pipeciy naudojimo adapterio iSdéstymas).

16.

Kai jvesite visus méginiy pavadinimus, patikrinkite, ar jie teisingi. Jei reikia, lauke Notes
(Pastabos) jtraukite papildomos informacijos ir spustelékite Start Run (Pradéti tyrima)
(5 pav.).

Pastaba. Jei kuri nors rotoriaus vieta neuzimta, rodomas ,Warning“ (Jspéjimas) (5 pav.),
kad priminty naudotojui, jog reikia uzpildyti visas nenaudojamas rotoriaus vietas
uzdengtais tus€iais mégintuvéliais. Patikrinkite, ar visos nenaudojamos rotoriaus vietos
uzpildytos uzdengtais tusciais mégintuvéliais, ir norédami testi spustelékite OK (Gerai).

Bus atidarytas langas ,Save As® (Jrasyti kaip).
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5pav. Dialogo lango laukas , Notes“ (Pastabos) (1), mygtukas ,,Start Run* (Pradéti tyrima)(2) ir ,,Waming*

(Ispéjimas) apie neuzimtas rotoriaus vietas (3).
17. Pasirinkite atitinkama failo pavadinimag ir pasirinktoje vietoje jradykite PGR tyrimg kaip

*rex tyrimo failg. Spustelékite Save (Jrasyti) (6 pav.).
1 Save As =32
@Qvl_"i » Computer » T ol
Organize « B - (7]
T Favorites 4 Hard Disk Drives (1)
Windows7 (C:)
= Libraries >
145 GB free of 232 GB
1% Cornputer Devices with Removable Storage (8) 1
. > Network Location (11)
€ Network
——
File pame: -
Save as type: [Run File (*.rex) - 2
3 ———— e
6 pav. Langas ,,Save As“ (Jrasyti kaip) (1). 2 = Laukai ,File Name*“ (Failo vardas) ir ,Save as type“ (JraSomo failo

tipas); 3=,Save” (rasyti).
29
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Pradedamas PGR tyrimas.
Pastaba. Pradéjus tirti automatiskai atidaromas skirtukas ,Run Progress*“ (Tyrimo eiga),
kuriame rodoma temperatdros kreivéir likes laikas (7 pav.).

1

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

View b
28
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7 pav. Skirtukas ,Run Progress*” (Tyrimo eiga) (1).

Pastaba. Baigus tirti, automatiSkai atidaromas skirtukas ,Analysis” (Analizé). Jei
skirtukas Analysis (Analizé) neatidaromas, spustelékite jj (8 pav.).
Pastaba. SkaiCiavimo metodo paaiSkinimas pateiktas skyriuje ,Rezultaty aiSkinimas

(automatinis)“.
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8 pav. Skirtukas ,,Analysis“ (Analizé) (1) ir pateikti rezultatai (2 =, Control Run Sample Result Table"
(Kontrolinio méginio pavyzdzio rezultaty lenteléje).

Kontroliniai rezultatai pateikiami ,,Control Run Sample Result Table* (Kontrolinio méginio
pavyzdZio rezultaty lenteléje), kaip nurodytatoliau (8 pav.).

Tyrimo kontrolinés medziagos (PC ir NTC, atitinkamai 1 ir 2 mégintuvéliy vietos).
Jei rezultatai yra priimtinuose intervaluose, prie kiekvieno rodoma ,Valid“ (Tinkama).
PrieSingu atvejurodomas rezultatas ,Invalid“ (Negalioja).

Méginio kontroliné reakcija Ct >31,10; rodoma kaip , Invalid“ (Negalioja). Mutacijy
analizei nepakankamas DNR kiekis. IStirkite méginj pakartotinai. Jei DNR kiekis vis dar
per mazas, iSskirkite daugiau auglioaudinio, jei yra.

Méginio kontroliné reakcija Ct <23,70; rodoma kaip , Invalid“ (Negalioja). Mutacijy
analizei per didelé DNR koncentracija. Atskieskite vandeniu be nukleazés, skirtu
skiedimui, ir iStirkite pakartotinai. Atskieskite, kad Ct baty 23,70-31,10. Skiedimas
santykiu 1:1 padidina Ctreik§me mazdaug 1,0.
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Méginio kontroliné reakcija, kai Ctyra 23,70-31,10 (23,70 < kontrolinés medziagos
Ct =31,10); rodoma kaip , Valid“ (Tinkama). Mutacijy analizei DNR koncentracijayra

tinkama.

Pastaba. Jei reikia papildomai iSskirti ar atskiesti, pakartokite kontroline reakcija, kad

patvirtintuméte DNR koncentracijostinkamuma naudoti.

18. Spustelékite Report (Ataskaita), kad baty sukurtas ataskaitos failas. Atidaromas langas
,Report Browser* (Ataskaity nar§yklé). Dalyje ,Templates* (Sablonai) pasirinkite EGFR
CE Analysis Report (EGFR CE analizés ataskaita), o tada spustelékite Show (Rodyt)
(9 pav.).
Pastaba. Norédami jraSyti ataskaitas j kitg vietg internetinio archyvo formatu, kiekvienos
ataskaitos virSutiniame kairiajame kampe spustelékite Save As (lrasytl kaip).

-y e S 0 e Seare VIFTUAL MEH - Do T04 TPO0_ARY 004 00 SBATL]OAD, 19 - G kmaii ==
e
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9 pav. ,EGFR CE Analysis Report*“ (EGFR CE analizés ataskaitos) pasirinkimas. 1 = ,Report“ (Ataskaita);
= langas ,Report Browser* (Ataskaity narSyklé); 3 = parinktis ,EGFR Analysis Report*(EGFR analizés ataskaita);
4= ,Show" (Rodyti).
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Protokolas. EGFR mutacijos aptikimas

Sis protokolas skirtas EGFR mutacijoms aptikti. Atlikus DNR méginio jvertinima, jj galima tirt

naudojant EGFR mutacijos tyrimus su automatizuota programine jranga.

Pastaba. Informacijos apie neautomatinj mutacijos aptikimg Zr. Priedas A: ,therascreen
EGFR RGQ PCR Kit* rankinio paruoSimo protokolas.

Svarbi informacija prie$ pradedant

Prie$ pradédami procedirg paskaitykite skyriy Bendrosios atsargumo priemonés.

Prie$ pradédami protokola, skirkite laiko susipazinti su,Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM*
instrumentu. Zr. instrumento naudotojo vadova.

Méginj galimatirtinaudojant EGFR mutacijy tyrimus tik atlikus DNR méginio jvertinima.
Norédami efektyviai naudoti ,therascreen EGFR RGQ PCR Kit“, méginius sugrupuokite
j partijas po septynis. Naudodami mazesnes partijas, ,therascreen EGFR RGQ PCR
Kit* iStirsite maziau méginiy.

Méginj reikiaistirtinaudojantvisus reakcijos miSinius, pateiktus ,therascreen EGFR
RGQ PCR Kit".

Nevartykite Taq ar kitokio miSinio, kuriame yraTaq, nes tai gali deaktyvinti fermenta.
Pipete jlaSinkite Taq: pipetés antgalj atsargiai jkiSkite skyscio pavirSiuje, kad antgalis

nepasidengty fermenty pertekliumi.

K3 atlikti prieS pradedant

Prie$ pirmg kartg naudodami ,Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM® instrumentg, jsitikinkite,
kad jdiegta ,therascreen EGFR CE Assay Package“programinéjranga (zr.B priedas:
stherascreen EGFR CE Assay Package"“ diegimas).

Prie$ kiekvieng naudojimag visus reagentus reikia visiSkai atSildyti kambario
temperatdroje (15-25 °C) bent 1 valandag, bet ne ilgiau kaip 4,5 valandas, sumaisyti

(vartant 10 karty) ir trumpai centrifuguoti, kad turinys susirinkty mégintuvélio apacioje.
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Sumaisykite visus méginius, pavartydami 10 karty ir trumpai centrifuguokite, kad turinys
susirinkty mégintuvélioapacioje.
Kiekviengkartg prie$ naudodami jsitikinkite, kad Taq yra kambario temperatiros

(15-25 °C). Mégintuvelj trumpai centrifuguokite, kad jo apacioje susirinkty fermentas.

Procedira

1. Visus reakcijos miSiniy mégintuvélius, NTC skirtg vandenj ir EGFR PC atSildykite

kambario temperatdroje (15-25 °C) bent 1 valandag, bet ne ilgiau kaip 4,5 valandas.

Reagenty atSildymo, PGR nustatymo ir laikymo prie$ pradedant tirti laikas nurodytas
5 lenteléje.

5lentelé. AtSildymo laikas, PGR nustatymo laikas ir laikymo temperatiira

Maziausias Didziausias Laikymo temperatira Maksimalus PGR nustatymo
atSildymo laikas  atSildymo laikas nusta¢ius PGR ir laikymo laikas

1lval. 4,5val. Kambario temperatira (15-25°C) 6 val.

lval. 4,5val. 2-8°C 18val.

Pastaba. PGR nustatymas atliekamas kambario temperatdroje (15-25 °C). ,Laikymas®
reiSkia laikg nuo PGR nustatymo pabaigos iki tyrimo ,Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM*
instrumentu pradZios.

Pastaba. Perkelkite Taq (mégintuvélj Taq) j kambario temperatiirg (15-25 °C) tuo paciu
metu kaip ir kitus reagentus (Zr. Reagenty laikymas ir naudojimas ). Mégintuvélj trumpai

centrifuguokite, kad jo apacioje susirinkty fermentas.

. Reagentams atSilus, sumaiSykite (vartydami 10 karty), kad nesusikaupty druskos, ir

trumpai centrifuguokite, kad turinj galétuméte surinkti nuo mégintuvélio dugno.

. Paruos$kite pakankamai tyrimo pagrindiniy misiniy (tyrimo reakcijos misinjir Taq) DNR

meéginiams, EGFR PC ir NTC reakcijai pagal 6 lenteléje nurodytus tdrius. |traukite

reagentus vienam papildomam méginiui, kad jy pakakty PGR nustatyti.

Pagrindiniuose miSiniuose yravisi PGR reikalingi komponentai, iSskyrus méginj.

34
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6 lentelé. Tyrimo pagrindiniy misiniy ruosimas

Reakcijos miSinio Taq DNR polimerazés taris

Tyrimas meégintuvélis Reakcijos miSinio tiris (mégintuvélisTaq)
Kontrolinis CTRL 19,5l x (n +1)* 0,5ul x (n+1)*

T790M T790M 19,5 x(n +1) 0,5l x (n+1)

Delecijos Del 19,5ux(n+1) 0,5 x (n+1)

L858R L858R 19,5l x (n +1) 0,5l x (n+1)

L861Q L861Q 19,5l x (n +1) 0,5l x (n+1)

G719X G719X 19,5 x(n +1) 0,5pl x (n+1)

S768I S768I 19,5l x (n +1) 0,5l x (n+1)

Intarpai Ins 19,5 x(n +1) 0,5ux (n+1)

* n = reakcijy skai¢ius (méginiy ir kontroliniy medziagy). Paruo$kite pakankamai pagrindinio miSinio vienam
papildomam méginiui (n + 1), kad baty pakankamas perteklius nustatant PGR. n reikSmé neturi virSyti septyniy
(ir kontrolinés medziagos), nes vienumetutirtigalima daugiausiaseptynis méginius.

4. Gerai sumai$ykite tyrimo pagrindinius miSinius, létai laSindami pipete j virSy ir j apacig
10 Kkarty. ] jkrovos bloka jdékite reikiama skai¢iy mégintuvéliy juosteliy pagal 7 lenteléje
pateiktg iSdéstyma. Nedelsdami jpilkite 20 pl atitinkamo tyrimo pagrindinio misinio j
kiekvieng PGR mégintuvéliy juostele.

Dangteliai turi likti plastikiniame indelyje, kol jy prireiks.
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7 lentelé. Kontrolinio ir mutacijy tyrimy iSdéstymasjkrovos bloke. Skaiciai reiSkia vietas jkrovos bloke ir nurodo
galutine rotoriaus padétj.

Kontrolinés Padetis

medZiagos Méginio numeris
Tyrimas PC NTC 1 2 3 4 5 6 7
Kontrolinis 1 9 17 25 33 41 49 57 65
T790M 2 10 18 26 34 42 50 58 66
Delecijos 3 11 19 27 35 43 51 59 67
L858R 4 12 20 28 36 44 52 60 68
L861Q 5 13 21 29 37 45 53 61 69
G719X 6 14 22 30 38 46 54 62 70
S768I 7 15 23 31 39 a7 55 63 71
Intarpai 8 16 24 32 40 48 56 64 72
5. I18kart jpilkite 5 pl NTC skirto vandens j 9—16 vietose esanc&ius mégintuvélius ir juos

uzdenkite.

. Jpilkite po 5 pl kiekvieno meéginio | méginiy mégintuvélius (17-24, 25-32, 33-40, 41-48,

49-56, 57—-64 ir 65—72 mégintuvéliyvietos) ir uzdenkite juos dangteliais.

. |pilkite 5yl EGFR PC j1-8 vietose esancius mégintuvélius ir juos uzdenkite.

Stenkités iSvengti jkélimo arba laSinimo pipete klaidy, kad NTC, méginiai ir EGFR PC
badty jpilti j tinkamus mégintuveélius.

Kiekviename mégintuvélyjeis viso turi bati 25 ul reakcijos taris (20 pl tyrimo pagrindinio
miSinio, paruosto pagal 3veiksmg (6 lentelé), ir5 ul NTC /méginio / PC). Skai€iai reiskia
vietas jkrovosblokeir nurodo galutine rotoriaus padeétj.

Pazymékite mégintuvéliy dangtelius, kuria kryptimi jie turi bati jdéti j ,Rotor-Gene Q MDx
5plex HRM* instrumenta.

. Uzdare visus PGR mégintuvélius, apzitrékite méginiy megintuvéliy uzpildymo lygj, kad

jsitikintuméte, jog méginio buvo jpiltaj visus mégintuvélius.

. Pavartykite visus PGR mégintuvélius 4 kartus, kad susimaiSyty meginiai ir reakcijos

miSiniai.

36

Jtherascreen EGFR RGQ PCR Kit* vadovas 10/2019



10.

11.

12.

|dékite PGR mégintuvéliy juosteles | atitinkamas 72 Sulinéliy rotoriaus vietas pagal
7 lenteléje pateiktg iSdéstyma.

Atliekant kiekvieng PGR tyrimg galima jtraukti daugiausia 7 méginius. Jei rotorius
nevisiSkai uzpildytas, visas tusSCias rotoriaus vietas uZpildykite uzdengtais tusciais
mégintuvéliais.

Nedelsdami jdékite 72 Sulinéliy rotoriy jdékite | ,Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM*
instrumenty. |sitikinkite, kad fiksuojamasis ziedas (,Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM*
instrumento priedas) yra uzdétas ant rotoriaus, kad tyrimo metu mégintuvéliai baty
jtvirtinti.

Pastaba. Jei atliekate neautomatinj EGFR mutacijy aptikimg, zr. ,Priedas A:

stherascreen EGFR RGQ PCR Kit" rankinio paruoSimo protokolas.

Du kartus spustelékite piktogramg ,therascreen EGFR CE Locked Template*
(therascreen EGFR CE Locked Sablonas), esancig neSiojamojo kompiuterio, prijungto
prie ,Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM" instrumento, ekrane, kad paleistuméte

~Rotor-Gene Q" programing jranga (10 pav.).

therascreen EGFR CE
Locked Template

10 pav. Piktograma ,, EGFR CELocked Template* (EGFR CE Locked Sablonas) (EGFR mutacijos aptikimas).

13.

Kaip numatytasis atidaromas skirtukas ,Setup“ (Nustatymas) (11 pav.). Jsitikinkite, kad
fiksuojamasis ziedas tinkamai uzd étas, tada pazymékite langelj Locking Ring Attached
(Fiksuojamasis Ziedas uzdetas). Uzdarykite ,Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM*

instrumento dangtelj.
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11 pav. Skirtukas, Setup“ (Nustatymas) (1) ir laukas , Locking Ring Attached" (Fiksuojamasis Ziedas
uzdétas) (2).

14.

Lauke Run ID (Tyrimo ID) jveskite tyrimo ID pagal vieting pavadinimy suteikimo tvarka.
Lauke Sample Name (Méginio pavadinimas) jveskite méginio pavadinimg pagal vietine
pavadinimy suteikimo tvarkg ir paspauskite klavisg Return (jvedimas).

Taip j toliau pateiktg méginiy saraa jtraukiamas méginio pavadinimas ir priskiriamas
~Sample ID“ (Méginio ID) (1, 2, 3 irt. t.). Be to, atnaujinamas deSinéje puséje esants
skydas ,Layout of the pipetting adapter” (Pipe€iy naudojimo adapterio iSdéstymas) ir
jtrauktas méginio pavadinimas (12 pav.).

Pastaba. Arba *.smp (,Rotor-Gene Q“ méginio failas) ar *.csv (kableliais atskirtos
reikSmés) formatais saugomus méginiy pavadinimus galima importuoti spusteléjus
mygtukg Import Samples (Importuoti méginius). Naudojant §j metoda, méginiy
pavadinimai jraSomi automatiskai.

Pastaba. Patikrinkite, ar skyde ,Layout of the pipetting adapter” (Pipe€iy naudojimo
adapterio iSdéstymas) jtraukus meéginio pavadinimg, jis parySkinamas pasikeitusia

spalva, o méginio pavadinimas yraméginiovietoje (12 pav.).
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Pastaba. Galima pridéti ne daugiau kaip 7 méginius. Méginiy ID (méginiy skrituliuose)
automatiSkai priskiriami nuo 1iki 7.
Pastaba. Skyde ,Layout of the pipetting adapter® (Pipeciy naudojimo adapterio

iSdéstymas)ilgesninei 8 simboliy méginiy pavadinimai gali bati rodomi ne visi.
T ==l
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12 pav. ,Run ID* (TyrimoID) ir , Sample Name“ (Méginio pavadinimas) jvedimas. 1 = dialogo lango laukas
LRun ID* (Tyrimo ID); 2 = Mygtukas ,Import Samples” (Méginio importavimas); 3 =dialogo lango laukas ,Sampe
Name* (Méginio pavadinimas); 4 =,Sample List“ (Méginiy sarasas); 5 =skydas ,Layout of the pipetting adapter
(Pipeciy naudojimo adapterio iSdéstymas); 6 = parySkintas méginio apskritimas ir 8 tyrimy stulpelis po juo.

15. Kartokite 14 veiksmag, kol jvesite visus kitus méginiy pavadinimus (13 pav.).
Pastaba. Norédamiredaguoti méginio pavadinima, méginiy sgrase spustelékite Sample
Name (Méginio pavadinimas) ir pasirinktas méginys bus rodomas virs$uje, lauke Sample
Name (Méginio pavadinimas). Paredaguokite méginio pavadinimg pagal vietine
pavadinimy suteikimo tvarkgir paspauskite klavidg Return (Jvedimas), kad pavadinimg

atnaujintuméte.

Jtherascreen EGFR RGQ PCRKit“ vadovas 10/2019 39



[

e 1

g

i e

T scsmers gl ol e s . s s

K Wame: Beumoren EGFFICE ot
RAGFCA b

Temphsle Vel 304

Whee P st st b e chct 4 P b e

Foacr o § S kg 231

13 pav. Papildomy méginiy pavadinimy jvedimas j dialogo lango lauka ,,Sample Name* (Méginio pavadinimas).
1 = dialogo lango laukas ,Sample Name" (Méginio pavadinimas), 2 =,Sample List* (Méginiy sarasas), 3 = skydas
,Layout of the pipetting adapter” (Pipeciy naudojimo adapterio iSdéstymas).

16. Kai jvesite visus méginiy pavadinimus, patikrinkite, ar jie teisingi. Jei reikia, lauke Notes

(Pastabos) jtraukite papildomos informacijos ir spustelékite Start Run (Pradéti tyrima)
(14 pav.).
Pastaba. Jei kuri nors rotoriaus vieta neuzimta, rodomas ,Warning“ (Jspéjimas)
(14 pav.), kad priminty naudotojui, jog reikia uzpildyti visas nenaudojamas rotoriaus
vietas uzdengtais tus€iais mégintuvéliais. Patikrinkite, ar visos nenaudojamos rotoriaus
vietos uZpildytos uZzdengtais tusCiais mégintuvéliais, ir norédami testi spustelékite OK
(Gerai).
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14 pav. Dialogo lango laukas ,Notes* (Pastabos) (1), mygtukas ,,Start Run* (Pradéti tyrima) (2) ir ,Warning“
(Ispéjimas) apie neuZimtas rotoriaus vietas (3).

17. Atidaromas langas ,Save As“ (Jradyti kaip). Pasirinkite atitinkamg failo pavadinima ir
pasirinktoje vietoje jradykite PGR tyrimag kaip *.rex tyrimo failg. Spustelékite Save (Jrasyt)
(15 pav.).
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03 Save As (=

@QVL‘F » Computer » - | 3 | | Search C ol
Organize « B= - (2]
T Favorites 4 Hard Disk Drives (1)
Windows7 (C:)
4 Libraries ~ ) - -
145 GB free of 232 GB
18 Computer > Devices with Remavable Storage (8) 1
n > Network Location (11)
€ Network
—————————
File name: - 2

Save as type: [Run File (*.rex)

3 == e [ cne |

15 pav. Langas ,,Save As*“ (Jrasyti kaip) (1). 2 = Laukai ,File Name* (Failo vardas) ir ,Save as type" (JraSomo faio
tipas); 3=,Save" (Jrasyti).

Pradedamas PGR tyrimas.

Pastaba. Pradéjus tirti automatiSkai atidaromas skirtukas ,,Run Progress* (Tyrimo eiga),

kuriame rodoma temperataros kreivéirlikes laikas (16 pav.).
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16 pav. Skirtukas, Run Progress” (Tyrimo eiga).

Baigus tirti, automatiSkai atidaromas skirtukas ,Analysis“ (Analizé).

Pastaba. Jei skirtukas ,Analysis“ (Analizé) neatidaromas, spustelékitejj (17 pav.).

Pastaba. Skai¢iavimo metodo paaiSkinimas pateiktas skyriuje ,Rezultaty aiSkinimas

(automatinis)“.
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17 pav. Skirtukas ,,Analysis“ (Analizé) (1) ir pateikti rezultatai. 2 = skydas ,Run Controls, Positive Control* (Tyrimo
kontrolinés medziagos, teigiama kontroliné medziaga); 3 = skydas ,Run Controls, Negative Control“ (Tyrimo
kontrolinés medziagos, neigiama kontroliné medziaga); 4 =,Sample Result Table* (Méginiy rezultaty lentelé);
5 = skydas ,Mutation Status” (Mutacijos biasena).

18. Tyrimo rezultatai pateikiami, kaip nurodytatoliau (18 pav.).

»Run Controls, Positive Control“ (Tyrimo kontrolinés medziagos, teigiama
kontroliné medziaga): Jei rezultatas yra priimtiname intervale, stulpelyje ,Positive
Control Status“ (Teigiamos kontrolinés medZiagos bdsena) bus rodoma ,Valid®
(Tinkama), kitaip bus rodomas rezultatas ,Invalid“ (Negalioja).

»Run Controls, Negative Control“ (Tyrimo kontrolinés medziagos, neigiama
kontroliné medziaga): jei tiek NTC, tiek ,Internal Control (Vidiné kontroliné medZiaga)
rezultatai yra priimtinuose intervaluose, stulpelyje ,Negative Control Status“ (Neigiamos
kontrolinés medziagos bisena) bus rodoma ,Valid“ (Tinkama), kitaip bus rodomas
rezultatas ,Invalid“ (Negalioja).

»Sample Result Table“ (Méginiy rezultaty lentelé): Mutacijy turinéiy méginiy
konkrec€ios mutacijos pateikiamos stulpelyje ,EGFR Mutation Status® (EGFR mutacijos

bisena).
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19. Spustelékite Report (Ataskaita), kad bity sukurtas ataskaitos failas. Atidaromas langas
,Report Browser* (Ataskaity narsyklé). Dalyje Templates (Sablonai) pasirinkite EGFR
CE Analysis Report (EGFR CE analizés ataskaita), tada spustelékite Show (Rodyt)
(18 pav.).

Pastaba. Norédami jradyti ataskaitg j kitg vietg internetinio archyvo formatu, kiekvienos

ataskaitos virSutiniame kairiajame kampe spustelékite Save As (Jrasyti kaip).

Aty tor-hares ( Sarees Softvears VICTUAL OO - D913 VIPOLE A3, 008,100, 160CTLE 078 ME - [FCHE Anshyni

Miem e

T

EEEREEEE

T TCoii s ot [Tuguanees

1 SAMPLE Matson Datected nm
SAMPLE 7 st Dedrcted 0w
1 ML 3 [rre— o
1 LA 4 [Tt — am
Saig s [FreT — Aa
& SAMAEE Midhon Dedecled 2
SAMPLE 7 Mt Dected
Ticka Giar 0 S Soees 211 Swmascrnen [T Mockie | VITLAL M0DE | Cusment Lnes (L 0BAL Alvvek Pcmrssiuators, FYG Ay, PG Dpmestor]

18 pav. ,EGFR CE Analysis Report“ (EGFR CE analizés ataskaitos) pasirinkimas. 1 =,Report“ (Ataskaita);
2 = skydas ,Report Browser" (Ataskaity nar§yklé); 3=,EGFR CE Analysis Report' (EGFR analizés ataskaita);
4= ,Show" (Rodyti).
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Rezultaty aiskinimas (automatinis)

Uzbaigus tyrima, ,therascreen EGFR Assay Package“ automatiSkai iSanalizuoja ir pateikia
aptiktas mutacijas. Toliau pateiktas paaiSkinimas, kaip ,therascreen EGFR Assay Package*

analizuojair pateikia aptiktas mutacijas.

Pastaba. Informacijos apie neautomatine rezultaty analize ieSkokite skyriuje Rezultaty

aiSkinimas (neautomatinis).

PGR ciklas, kurio metu konkrecios reakcijos fluorescencija virSija slenkscio reikSme,
apibréZiamas kaip CtreikSmeé. Ct reik8mé nurodo konkrecios jvesties DNR kiekj. MaZzos Ct
reikSmés nurodo auksStesnius jvesties DNR lygius, o didelés Ct reikS§més — maZesnius
jvesties DNR lygius. Reakcijos naudojant Ct reikSme klasifikuojamos kaip teigiama

amplifikacija.

.Rotor-Gene Q“ programiné jranga jterpia fluorescencijos signalus tarp bet kuriy dviejy
jraSyty reikSmiy. Todél Ct reikSmés gali bati bet kuris realusis skai€ius (neapsiribojant
sveikaisiais) nuo 0 iki 40. ,therascreen EGFR RGQ PCR Kit* slenkscio reikSmé nustatyta
kaip 0,075 santykiniy fluorescencijos vienety Green (FAM) kanale ir 0,02 Yellow (HEX)
kanale. Sios reik§més yra automatiskai sukonfigiruotos ,therascreen EGFR Assay
Package®. Tyrimo kontrolinés medziagos (PC, NTC ir IC) vertinamos norint uztikrinti, kad yra

priimtinos Ct reik§més ir tinkamai atliekamos reakcijos.
Kiekvieno mutacijos tyrimo méginio ACtreikSmés apskaiciuojamos pagal Sig formule:

ACt = [mutacijos tyrimo Ct reikSme]— [kontroliniotyrimo CtreikSmé]
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Méginiai klasifikuojami kaip turintys mutacijy, jei jy ACt reikS§mé yra mazesné arba lygi Sio
tyrimo kritinés ribos ACt reik8mei. Jei reikSmé yra didesné, méginyje gali bati mazesnis
mutacijy procentas, nei galima aptikti naudojant ,therascreen EGFR RGQ PCR Kit"
(uz tyrimo riby), arba meéginyje néra mutacijy, ir apie tai praneSama kaip ,No Mutation

Detected” (Mutacijy neaptikta).

Jei mutacijyreakcijoje nevyksta amplifikacija, pateikiamas rezultatas ,No Mutation Detected*
(Mutacijy neaptikta). Visos foninés amplifikacijos ACt reikSmés turéty biti didesnés negu
kritinés ribos ACt reik§meés, todél méginys klasifikuojamas kaip ,No Mutation Detected*”

(Mutacijy neaptikta).

Tyrimo rezultatai pateikiami kaip ,Mutation Detected” (Mutacijy aptikta), ,No Mutation
Detected“ (Mutacijy neaptikta), ,Invalid“ (Negalioja) arba, jei kontrolinis tyrimas nepavyks,
+Run Control Failed“ (Kontrolinis tyrimas nepavyko). Jei méginiuose bus aptikta mutacijy,
bus pranestaapie konkrecias mutacijas. Auglyje gali bdti ne viena mutacija. Tokiais atvejais

bus pateikta informacija apie kelias mutacijas.
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.Rotor-Gene Q therascreen EGFR Assay Package“ zymés

8 lenteléje (kitame psl.) iSvardytos galimos Zymés, kurias gali sugeneruoti ,Rotor-Gene Q

therascreen EGFR Assay Package®, jy reikSmeés ir atliktini veiksmai.

Zymiy pavadinimai sudarytitaip, kad pateikty informacijg apie paveiktg rinkinio komponents,

paveiktg méginj arba kontroleir nepavykusios reakcijosrezima.
PavyzdZiui:

® PC _CTRL_ASSAY_FAIL = teigiamos kontrolés (Positive Control, PC) kontrolinis
tyrimas (CTRL_ASSAY) nepavyko (FAIL)

® NTC_INT_CTRL_FAIL = kontrolinés medZziagos be matricos (No Template Control,
NTC) vidiné kontrolé (INT_CTRL) nepavyko (FAIL)

® SAMPLE_CTRL_HIGH_CONC = méginio (SAMPLE) kontroliniotyrimo (CTRL)didelé
koncentracija (HIGH_CONC).
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8 lentelé. Zymeés, reik$mé ir atliktini veiksmai

Zymé Reiksmeé Veiksmas
PC_CTRL_ PGR tyrimas netinkamas — Kartokite visg PGR tyrima.
ASSAY_FAIL kontrolinés reakcijos teigiamos
kontrolinés medziagos FAM Ct
reikS§me yra uZintervaloriby.
PC_MUTATION_ PGR tyrimas netinkamas —vienos  Kartokite visg PGR tyrimg.
ASSAY_FAIL ar keliy mutacijy kontroliniy reakciy
FAM C+ reik§mé yra uzintervalo
riby.
PC_CTRL_ PGR tyrimas netinkamas — Kartokite visg PGR tyrima.
INVALID_DATA nepavyksta interpretuoti teigiamos
kontrolinés medziagos (kontrolinio
reakcijy misinio) fluorescencijos
duomeny.
PC_MUTATION_  PGR tyrimas netinkamas — Kartokite visg PGR tyrima.
INVALID_DATA nepavyksta interpretuoti teigiamaos
kontrolinés medziagos (mutacijy
reakcijos misinio) fluorescencijos
duomeny.
NTC_INT_CTRL_  PGR tyrimas netinkamas — vidiné Kartokite visg PGR tyrima.
FAIL kontroliné medziaga yra uz
neigiamos kontrolinés medziagos
intervalo virSutinés ribos.
NTC_INT_CTRL_  PGR tyrimas netinkamas — vidiné Kartokite visg PGR tyrima.
EARLY_CT kontroliné medziaga yra uz
neigiamos kontrolinés medziagos
intervalo apatinés ribos.
NTC_INVALID_CT PGR tyrimas netinkamas — Kartokite visg PGR tyrima.
neigiamos kontrolinés medziagos
FAM reik§mé netinkama (mazesné
uz ribg).
NTC_INVALID_ PGR tyrimas netinkamas — Kartokite visg PGR tyrima.
DATA nepavyksta interpretuoti neigiamos
kontrolinés medziagos
fluorescencijos duomeny.
SAMPLE_CTRL_  Méginys netinkamas — nepavyksta Nustatykite naujg PGR tyrimg ir pakartotinai itirkite
INVALID_DATA interpretuoti méginio kontrolinés susijusius meéginius.
medZiagos fluorescencijos duomenu.
SAMPLE_CTRL_  Méginys netinkamas — méginio Atskieskite méginj, kad padidintuméte C+ reikSme.
HIGH_CONC kontrolinés medziagos FAM Ct Skiedimas tur batiapskai¢iuotas laikantis prielaidos,
reikSme per maza. kad skiedZiant rinkinyje pateiktu vandeniu
santykiu 1:1 Cr reikSmé padidés 1,0; atskiede
méginj, nustatykite naujg mutaciy jvertinimo tyrma
ir pakartotinai iStirkite meginj. Arba, jei atikus DNR
méginio jvertinimo tyrima méginys buvo atskiestas,
pereikite tiesiai prie EGFR mutacijos aptikimo tyrimo
naudodami atskiesta méginj.
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8 lentelé. Zymés, reik$mé ir atliktini veiksmai (tes.)

Zymé

Reiksmé

Veiksmas

SAMPLE_CTRL_
FAIL

Méginys netinkamas — méginio
kontrolinés reakcijos FAM Ct
reik§mé per didelé.

Nustatykite naujg PGR tyrimg ir pakartotinai iStikite
méginj. Jei atlikus pakartotinj PGR tyrimg méginys yra
netinkamas, o DNR kiekio vis dar nepakanka, iSskikite
dar 2 FFPE audinio atpjovas, jei galima. Nustatykite
nauja PGR tyrima ir istirkite §j iSskirtg meginj. Jei
méginys bus netinkamas, pakartokite PGR tyrimg su
antrgja atpjova. Jei ir po Sio tyrimo méginys bus
netinkamas, Siam méginiui bus priskirta neai$kios
mutacijos bdsena ir daugiau tyrimy atlikti nebereikés.

SAMPLE_INT_
CTRL_FAIL

Vidinés kontrolinés medziagos
(HEX) C+ reikSmé per didelé
(arba Ct néra), FAM kanalas be
mutacijy.

Méginiai, kuriems sugeneruojama zymé SAMPLE
POSITIVE_AND_INVALID, kai mutacija aptinkama
(arba neaptinkama) kliniSkai susijusiame mutaciy
reakcijy miSinyje — pateikite rezultatus; daugiau tirti
nebereikia.

Atskieskite méginj rinkinyje pateiktu vandeniy,
naudodami prielaida, kad santykis 1:1 padidins
kontrolinés reakcijos C 1,0, uztikrinkite, kad galutinis
taris baty > 40 pl (pvz., 40 ul DNR ir 40 pl vandens &
mégintuvélio, pazyméto DIL).

Nustatykite naujg PGR tyrimg ir pakartotinai iStikite
méginj. Jei méginys bus netinkamas ir po pakartotino
PGR tyrimo, i$skikite méginj i§ dar dviejy FFPE
atpjovy. Nustatykite naujg PGR tyrimg ir iStirkite $j
iSskirtg meginj.

Jei antra iSskirta atpjova bus netinkama, atskieskite,
kaip buvo apraSytaanksciau.

Jei ir po Sio tyrimo méginys bus netinkamas, Siam
méginiui bus priskirta neaiSkios mutacijos blsena ir
daugiau tyrimy atlikti nebereikés.

SAMPLE_INT_
CTRL_EARLY_CT

Mutacijy mégintuvélis
netinkamas — meéginio (vidinés
kontrolinés medziagos)

Ct HEX reik§me per maza.

Méginiai, kuriems sugeneruojama Zzymé SAMPLE
POSITIVE_AND_INVALID, kai mutacija aptinkama
(arba neaptinkama) kliniSkai susijusiame mutaciy
reakcijy misinyje — pateikite rezultatus; daugiau titi
nebereikia.

Nustatykite naujg PGR tyrimg ir pakartotinai iStikite
méginj. Jei méginys bus netinkamas ir po pakartotino
PGR tyrimo, i§skirkite audinio i$ dar 2 FFPE atpjowy,
jei yra. Nustatykite naujg PGR tyrimg ir iStirkite §j
iSskirta meéginj. Jei méginys bus netinkamas,
pakartokite PGR tyrima su antrgja atpjova. Jei ir po Sio
tyrimo méginys bus netinkamas, Siam méginiui bus
priskirta neaiSkios mutacijos bsena ir daugiau tyrimy
atlikti nebereikés.
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8 lentelé. Zymés, reik8mé ir atliktini veiksmai (tes.)

Veiksmas

Méginiai, kuriems sugeneruojama zymé SAMPLE
POSITIVE_AND_INVALID, kai mutacija aptinkama
(arba neaptinkama) kliniSkai susijusiame mutaciy
reakcijy misinyje — pateikite rezultatus; daugiau titi
nebereikia.

Nustatykite naujg PGR tyrimg ir pakartotinai iStirkite
meéginj. Jei méginys bus netinkamas ir po pakartotinio
PGR tyrimo, i§skirkite audinioi$ dar 2 FFPE atpjovy, jei
yra. Nustatykite naujg PGR tyrimg ir istirkite Sj iSskitg
meéginj. Jei méginys bus netinkamas, pakartokite PGR
tyrimg su antrgja atpjova. Jei ir po $io tyrimo méginys
bus netinkamas, Siam méginiui bus priskirta neaiskios
mutacijos basena ir daugiau tyrimy atlikti nebereikés.

méginio mutacijos yra
netinkamos.

Zymé Reiksmeé

SAMPLE_ Mutacijy mégintuvélis

INVALID_DATA netinkamas — nepavyksta
interpretuoti vidinés kontrolinés
medziagos fluorescencijos
duomeny.

SAMPLE_ Yra viena ar kelios teigiamos

POSITIVE_AND_ méginio mutacijos, bet tuo paciu

INVALID metu viena ar kelios to paties

Méginiai, kuriems sugeneruojama zymé SAMPLE
POSITIVE_AND_INVALID, kai mutacija aptinkama
(arba neaptinkama) kliniSkai susijusiame mutaciy
reakcijy miSinyje — pateikite rezultatus; daugiau titi
nebereikia.

Méginiai, kuriems sugeneruojama zymé SAMPLE_
POSITIVE_AND_INVALID, kai kliniSkai susijusiame
mutacijy reakcijy miSinyje gaunamas rezultatas
INVALID (negalioja)— pakartotinai istirkite méginj
naudodami visus reakcijy mi$inius ir atlikdami
konkreciai netinkamo méginio Zymei skirtus veiksmus.

Jei tiriant méginj zymé SAMPLE_INT_CTRL FAL
sugeneruojama kartusu kita Zzyme, tuometreikia atikti
meéginio skiedimo veiksma, taikoma Zymei SAMPLE
INT_CTRL_FAIL. Nustatykite naujg PGR tyrima ir
pakartotinai iStirkite mégin;.

Méginiai, kuriems sugeneruojama zymé SAMPLE
POSITIVE_AND_INVALID, kai atliekant pakartotin
PGR tyrima kliniSkai susijusiame mutacijy reakciy
miSinyje gaunamas rezultatas INVALID (negalioja) —
iSskirkite méginj i§ dar 2 FFPE atpjovy. Nustatykite
naujg PGR tyrimg naudodami visus reakcijy misinius ir
istirkite Sj iSskirtg mégin;.

Jei Sis méginys kliniSkai susijusiame mutacijy reakciy
miSinyje vél pateikia netinkamus rezultatus,
pakartotinai iStirkite méginj naudodami visus reakciy
miSinius ir atlikdami konkreciai netinkamo méginio
Zymei skirtus veiksmus. Jei tiriant mégin
sugeneruojama SAMPLE_INT_CTRL_FAIL kartu su
kita Zyme, tuomet reikia atlikti méginio skiedimo
veiksma, taikomg Zymei SAMPLE_INT_CTRL_FAIL
Nustatykite naujg PGR tyrima ir pakartotinai istirkite §j
meégin;j.

Jei pakartojus zymé SAMPLE_POSITIVE_AND_
INVALID vél rodoma, méginiui priskiriama neaiSkios
mutacijos bisena.

Jtherascreen EGFR RGQ PCRKit“ vadovas 10/2019

51



TrikCiy Salinimo vadovas

Sis trik&iy $alinimo vadovas gali padéti $alinant atsiradusias triktis. Daugiau informacijos rasite
misy techninés pagalbos centro svetainés puslapyje ,Dazniausiai Uzduodami Klausimai“
(Frequently Asked Questions, FAQ) adresuwww.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx. QIAGEN
techninése tarnybose dirbantys mokslininkai visada mielai atsakys | visus jums kilusius
klausimus apie Siame vadove ir protokoluose pateiktg informacija, méginius ir tyrimy
technologijas (kontaktine informacijg 2Zr. galiniame virSelyje arba apsilankykite

www.giagen.com).

Pastabos ir pasitulymai

Rodomas teigiamas NTC méginiy rezultatas Green FAM kanale

PGR ruoSimo metuatsirado
tarSa

Pakartokite PGR, naudodami naujus reagentus kartotiniams tyrimams.
Jei galima, jdéje reikiamg bandyti méginj, i§ karto uzdarykite PGR
mégintuvélius.

Uztikrinkite, kad darbo vieta ir instrumentai bdty reguliariai
dezinfekuojami.

Jokio signalo naudojant EGFRteigiamas kontrolines medZziagas

a) PGR duomeny analizei Atlikdami duomeny analize pasirinkite fluorescencinj kanalg ,Cycling
pasirinktas fluorescencinis Green* analitinei EGFR PGRir fluorescencinj kanalg ,Cycling Yelow" —
kanalas neatitinka protokolo. vidinés kontrolinés medziagos PGR.

b) Neteisingas ,Rotor-Gene Q MDx Palyginkite temperatiros profilj su protokolu. Jei neteisingas,
5plex HRM" instrumento pakartokite tyrima.
temperatdros profilio
programavimas

c) Neteisinga PGR konfigaracia Patikrinkite savo darbo veiksmus naudodami laginimo pipete schema i,

jeireikia, pakartokite PGR.

d) Vieno ar keliy rinkinio Patikrinkite reagenty laikymo salygas ir tinkamumo laikg (Zr. rinkinio
komponenty laikymo salygos etikete) ir, jei reikia, naudokite naujg rinkinj.
neatitiko nurodymy, pateikty
,Reagenty laikymasir
naudojimas* (18 psl.)

e) Baigeési,therascreen EGFR Patikrinkite reagenty laikymo salygas ir tinkamumo laikg (zr. rinkinio
RGQ PCR Kit" tinkamumo laikas  etikete) ir, jei reikia, naudokite nauja rinkinj.
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Kokybés kontrolé

Vadovaujantis QIAGEN ISO sertifikuota kokybés valdymo sistema, kiekviena ,therascreen
EGFR RGQ PCR Kit" partija iSbandoma pagal nustatytas specifikacijas, siekiant nuolat
iSlaikyti produkty kokybe.

Apribojimai

Produkto rezultatai turi bati interpretuojami susijusiy klinikiniy ir laboratoriniy duomeny

kontekste, o nustatantdiagnoze nenaudojami be konteksto.

Produktg turi naudoti tik personalas, specialiai iSmokytas atlikti ,in vitro* diagnostines

proceddras ir dirbti su,Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM* instrumentais.

Produktg numatyta naudoti tik su ,Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM" real-time PCR cikly
valdikliu.

Siekiantuztikrinti optimalius rezultatus reikia grieztai laikytis ,therascreen EGFR RGQ PCR
Kit* vadovo nurodymy. Nerekomenduojama skiesti reagenty kitaip, nei nurodyta Siame

vadove, nes gali sumazéti jy veiksmingumas.

Pries atliekant méginio analize su ,therascreen EGFR RGQ PCR Kit“ svarbu jvertinti méginio
DNR kiekj ir kokybe. Papildomas kontrolinés reakcijos miSinys pateikiamas siekiant
nustatyti, ar Ct reik§mé yratinkama tyrimui. Absorbcijos rodmenynegalimanaudoti, nes jie

nesusije su Ct reikSmémis fragmentuotuose DNR méginiuose.

EGFR delecijyreakcijos miSinio pradmenys buvo sukurti taip, kad aptikty jvairias 19 egzono
delecijas, apimancias nukleotidus nuo 55174772 iki 55174795 (GRCh38 chr7) — 23 bp

intervalg.
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Nors buvo analitiS8kai patvirtintair pademonstruota, kad 19 egzono delecijy tyrimas aptinka
14 nurodyty 19 egzono delecijy (zr. sarasg Sio vadovo 1 lenteléje), taCiau jmanoma,
kad delecijy pradmeny rinkinys amplifkuos papildomas mutacijas (jskaitant

papildomas 19 egzono delecijas, 19 egzono intarpus ir L747P mutacija).

Tokiu atveju paciento méginiui dél papildomy mutacijy bus gautas rezultatas ,Deletions

Detected” (Aptiktos delecijos).

Be to, jmanoma, kad L858R tyrimas aptiks L858Q mutacijg. Todél, jei yra paciento méginyje,
del L858Q mutacijos gali bati gautas rezultatas ,L858R Detected” (Aptikta L858R).

Reikia atkreipti démesj j tinkamumo datas, iS§spausdintas ant dézutés ir visy komponenty

etike€iy. Pasibaigus tinkamumo laikui, komponenty naudoti negalima.
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Efektyvumo charakteristikos

Analitinis efektyvumas

stherascreen EGFR RGQ PCR Kit* specifinés efektyvumo charakteristikos buvo nustatytos
tyrimais, kuriuose buvo naudojami FFPE audiniy méginiai, surinkti iS NSCLC serganciy
pacienty ir FFPE Zmogaus lIasteliy linijy (FFPE lgsteliy linijy). FFPE lIasteliy linijos buvo
sugeneruotos naudojant plau€iy vézio Iasteliy linijg (A549), kad baty sukurtos Igsteliy linijos,
kuriose bty norimos specifinés EGFR mutacijos. Kai audiniy méginiy ar Igsteliy linijy

nebuvo, buvo naudojama plazmidziy DNR.

Tustumo ribos (Limit of Blank, LOB), darbinis diapazonas ir ribinés
reikSmeés

Siekiant nustatyti kiekvieno mutacijostyrimo LOBir ribines reikSmes, vadovaujantisNCCLS
EP17-A (2004) (12) rekomendacija tyrimo metu iS viso buvo iStirta 417 FFPE méginiy. Be

to, buvo nustatytas darbinis diapazonas. Nustatytos ribinés reik§meés pateiktos 9lenteléje.

9 lentelé. Nustatytos kiekvienos mutacijos tyrimo kritinés ribos reik§meés

Tyrimas Kritiné riba (ACr)
T790M <7,40
Delecijos <8,00
L858R <8,90
L861Q <8,90
G719X <8,90
S768l <8,90
Intarpai <8,00

Nustatytas kontrolinés reakcijos Ct diapazonas nuo 23,70iki 31,10 Cr.
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Ribinés tyrimo reikSmés ir darbiniai diapazonai buvo patikrinti naudojant standartus ir
papildomus FFPE méginius. Patikrinimo metu buvo jvertintos ribinés reikSmeés, kad laukinio
tipo DNR fonebity galima atskirti tinkamg mutacijg, kiekviengtyrimg jvertinant su auk3tos
koncentracijos jvesties genomine DNR ir auk8tos koncentracijos jvesties mutacijos DNR
(zr. KryZminis reaktyvumas). Taip pat buvo vertintas jvesties DNR poveikis mutacijos

aptikimui (2r. DNR jvesties poveikis ACtreik§méms).

Norint nustatyti ,therascreen EGFR RGQ PCR Kit" efektyvumg nesantmatricos ir uztikrinti,
kad tusC€ias méginys arba méginys su laukinio tipo DNR nesukuria analitinio signalo, kuris
galéty rodyti mazg mutacijos koncentracijg, buvo vertinami méginiai be matricos ir NSCLC
EGFR laukinio tipo DNR. Rezultatai parodé, kad NTC meéginiuose ir FFPE laukinio tipo

méginiuose jokiy teigiamy mutacijy nebuvo aptikta.

DNR jvesties poveikis ACT reikSméms

DNR jvesties lygis apibréziamas kaip bendras amplifikuojamos EGFR DNR kiekis méginyje,
nustatytas pagal kontrolinés reakcijos Ct reikSmes. Siekiant jrodyti, kad ,therascreen
EGFR RGQ PCR Kit* veiksmingumas yra vienodas kontrolinés reakcijos Ct diapazone
(23,70-31,10), visi 7 EGFR mutacijos tyrimai buvo atlikti naudojant6 santykiy 1:3 skiediniy
sekas (DNR iSskirtai$ FFPE Igsteliy linijy). Kiekvienos mutacijos 1 skiedimo tiksliné Ct buvo
apytiksliai 24,70. Galutinis skiedimas, kurio Ct buvo apytiksliai 32—-33, nepateko j kontrolinés
reakcijos Ct diapazong. Bendrai ACt reikSmés, iSmatuotos esant skirtingiems visos DNR

jvesties lygiams, darbiniame ,therascreen EGFR RGQ PCR Kit* diapazone buvo nuoseklios.

KryZzminis reaktyvumas

Auksto DNR jvesties lygio laukinio tipo EGFR DNR buvo tiriama, siekiantjvertintinespecifine
amplifikacijg. Rezultatai parodé, kad Zzemiausios ACt reikSmés virSijo nustatytas ribines

reikSmes. Tai rodo, kad nespecifinés amplifikacijos néra.
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Auksto DNR jvesties lygio FFPE Igsteliy linijos buvo tiriamos naudojant visus reakcijos
miSinius, siekiant jvertinti potencialy kryZzminj reaktyvumg. Rezultatai parodé, kad dé
mutacijy reakcijy kryZminio reaktyvumo poveikio nebuvo. Visy neatitinkamy reakcijos
miSiniy ir DNR méginiy visos maziausios ACt reikSmeés buvo aukStesnés nei atitinkamo

tyrimo ribinés reikSmés.
Tikslumas: palyginimas su analitiniu kontroliniu metodu

Tyrimas parodé, kad ,therascreen EGFR RGQ PCR Kit* mutacijos aptikimas atitinka

dvikryptjSangerio sekvenavima. Siame tyrime buvo tiriama 360 FFPE méginiy.

Siekiantjvertinti teigiamy rezultaty procentinj sutapima (Positive Percent Agreement, PPA),
neigiamy rezultaty procentinj sutapimg (Negative Percent Agreement, NPA) ir bendrg
procentinj sutapimg (Overall Percent Agreement, OPA), buvo analizuojami méginiai ir su
Sangerio, ir su ,therascreen EGFR RGQ PCR Kit" tinkamais rezultatais. Sie procentai kartu
su atitinkamais dvipusiais 95 % patikimumo intervalais (Confidence Interval, Cl) apibendrint

10 lenteléje.

10 lentelé. Sutapimo analizé

Matas Procentinis sutapimas (N) 95 % CI
Teigiamy rezultaty procentinis sutapimas 99,4 % (157/158) 96,5-100,0 %
Neigiamy rezultaty procentinis sutapimas 86,6% (175/202) 81,2-91,0 %
Bendras procentinis sutapimas 92,2% (332/360) 89,0-94,8 %

28 prieStaringi bendro procentinio sutapimo rezultatai:

® 1 (3,6 %) méginys buvo laukinio tipo (t. y. mutacija neaptikta), naudojant therascreen
EGFR RGQ PCR Kit, taciau naudojant Sangerio sekvenavima rezultatai parodé, kad
mutacija aptikta.

® 27 (96,4 %) méginiuose buvo aptikta mutacija, naudojant ,therascreen EGFR RGQ

PCR Kit*, taCiau naudojant Sangerio sekvenavimag, rezultatai buvo laukinio tipo.
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Aptikimo ribos (Limit of Detection, LOD) reikSmés

Tyrimas buvo atliktas, siekiant nustatyti kiekvienos i§ 29 EGFR mutacijy LOD. LOD buvo
apibrézta kaip maziausias mutacinés DNR kiekis laukinio tipo DNR fone, kuriam esant

mutaciniame méginyje teigiami mutacijos rezultatai bus 95 % testo rezultaty (Cgs).

Siekiant nustatyti kiekvienos mutacijos LOD, buvo paruosti mazos ir didelés jvesties DNR
koncentracijos méginiai su skirtingos mutacijos procentais ir istirti, naudojant ,therascreen
EGFR RGQ PCR Kit* (11 lentelé). Kiekvieno tyrimo LOD buvo apskaiciuota naudojant
logistineés regresijos metodg. Siekiant patikrinti LOD, remiantis nustatyta LOD buvo istirt

mutacijos méginiaiir patikrintas teigiamas tyrimo rodiklis.
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11 lentelé. LOD nustatyta, naudojant mazoir didelio DNR jvesties lygio FFPE klinikinius méginius, FFPE
Igsteliy linijas arba plazmides

LOD (mutacijos %)

Egzonas Mutacija COSMIC*ID Bazinis pokytis Mazas Didelé
18 G719A 6239 2156G>C 7,417 1,57"
G719S 6252 2155G>A 5,08* 7,75
G719C 6253 2155G>T 10,30* .|
19 Delecijos 12384 2237_2255>T 1,588 0,49%
12387 2239 _2258>CA 4,917 1,48"
12419 2238 _2252>GCA 16,87" 12,47"
12422 2238_2248>GC 3,24" 1,65"
13551 2235 2252>AAT 4,247 1,417
12678 2237_2251del15 0,55° 0,248
6218 2239 _2247del9 8,47" =
12728 2236_2253del18 2,43" 1
12367 2237_2254del18 2,72" T
6210 2240_2251del12 4,09" 1
6220 2238_2255del18 2,70" 0,82"
6223 2235_2249del15 6,40" 1,63"
6225 2236_2250del15 2,80" 1,421
6254 2239_2253del15 0,86° 0,478
6255 2239_2256del18 0,14° 0,05°
12369 2240_2254del15 4,948 1,56°
12370 2240_2257del18 8,10° 2,08%
12382 2239 _2248TTAAGAGAAG>C 0,25° 0,10%
12383 2239 2251>C 4,58% 1,748
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11 lentelé. LOD nustatyta, naudojant mazoir didelio DNR jvesties lygio FFPE klinikinius méginius, FFPE
Igsteliy linijas arba plazmides (ankstesnio puslapio tesinys)

LOD (mutacijos %)
Egzonas Mutacija COSMIC*ID Bazinis pokytis Mazas Didelé

20 S768I 6241 2303G>T 7,66" 2,18"
Intarpai 12376 é307_2308insGCCAGCGT 11,61" .

12378 2310_2311insGGT 4,017 1,317

12377 2319_2320insCAC 2,40 0,65"

T790M 6240 2369C>T 9,721 5,09"

21 L858R 6224 2573T>G 5,94" 1,131

L861Q 6213 2582T>A 2,221 0,66"

* COSMIC: ,Catalogue of Somatic Mutations in Cancer”(Somatiniy véZio mutacijy katalogas):
http://cancer.sanger.ac.uk/.

T LOD reikdmés nustatytos naudojant Igstely linijas

* LOD reikmes nustatytos naudojant plazmides

$ LOD reikdmés nustatytos naudojant Klinikinius méginius
TNevertinta

Trukdziai

Nekrotinio audinio poveikis

NSCLC FFPE klinikiniai méginiai (EGFR mutaciniai ir laukinio tipo méginiai), kuriuose
nekrotinio audinio buvo iki 50 %, nedaré jtakos ,therascreen EGFR RGQ PCR Kit* aptikimo

rezultatams.
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Egzogeninés medziagos

Mutaciniuose ir laukinio tipo méginiuose buvo tiriamos DNR iSskyrimo procese esancios ir
galimai trukdanc¢ios medZziagos, esant 10x koncentracijai: parafinas, ksilenas, etanolis ir
proteinazé K. Rezultatai parodé, kad Sios medziagos nedaré jtakos ,therascreen EGFR
RGQ PCR Kit" rezultatams.

Atkuriamumas

Partijy atkuriamumas

stherascreen EGFR RGQ PCR Kit* tyrimo sistemoje naudojami du atskiri rinkiniai: DNR
iSskirti skirtas ,,QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit* arba ,QlAamp DNA FFPE Tissue Kit“ ir
DNR amplifikacijai bei EGFR mutacijos biklei aptikti skirtas ,therascreen EGFR RGQ PCR
Kit“. Partijy atkuriamumas ir pakei¢iamumas buvo jrodytas naudojant 3 partijas i$ ,QlAamp
DSP DNA FFPE Tissue Kit* ir 3 partijas i$ ,therascreen EGFR RGQ PCR Kit‘. Bendras
tinkamy aptikimy partijose procentas EGFR mutacijos tyrime buvo 97,8 % (317/324),
o laukinio tipo meéginiuose —100 % (379/379).

Méginiy naudojimas

.QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit* atkuriamumas buvo tiriamas, naudojant atpjovas
iStrijy FFPE méginiy bloky, konkre€iai 19 egzono delecijos mutacijos méginys
(2235-2249 del15), 21 egzono L858R mutacijos méginys ir vienas laukinio tipo méginys.
Kiekviename méginyje iSskyrimas buvo atliekamas du kartus 3 vietose ir per 6 dieny
laikotarpj tiriamas 3 ne paeiliui einancias dienas, pateikianti$ viso 18 duomeny Saltiniy
vienam méginiui. Kiekvienoje vietoje 2 operatoriai atliko tyrimg, naudodami 1 ,QlAamp DSP
DNA FFPE Tissue Kit“ partijg (1 partija vienai vietai, i§ viso 3 partijos) kartu su tokia pacia
stherascreen EGFR RGQ PCR Kit“ reagenty partijavisose vietose. Visi mutacinio ir laukinio
tipo meéginiy rezultatai buvo tinkami ir pateiké tikéting aptikimo rezultatg (tinkamas
aptikimas = 100 %, 18/18 kiekviename meéginyje), kuris patvirtino ,therascreen EGFR RGQ

PCR Kit“ atkuriamumg ir pakartojamumag DNR iSskyrimo prieSanalitiniame veiksme.
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Tikslumas ir atkuriamumas

Jtherascreen EGFR RGQ PCR Kit" tikslumas ir atkuriamumas buvo tikrinamas, tiriant DNR,
kuri buvo iSskirta i§ NSCLC FFPE klinikiniy méginiy arba FFPE lgsteliy linijy, atspindinciy
stherascreen EGFR RGQ PCR Kit* septynis mutacijy tyrimus. NSCLC laukinio tipo FFPE

klinikiniai méginiai taip patbuvo jtraukti j tyrimg (12 lentelé).

Norint jvertinti tyrimo atkuriamuma, buvo atliekamas matricos tipo tyrimas: méginiai buvo
tiriami 3 laboratorijose (vietose), naudojant 3 partijas iS ,therascreen EGFR RGQ PCR Kit"
(3 partijos 3 vietose), kiekvienoje vietoje naudojant 2 operatorius, 2 instrumentus ir kiekvieng
meéginj (paruostg LOD artimu lygiu) iStiriant du kartus per 16 dieny laikotarpj. Kiekvienos
atskiros mutacijos atkuriamumas Kkiekvienoje vietoje buvo atliekamas per ne paeiliui
einandias dienas. Tinkamy aptikimo atvejy santykis pateiktas kitame puslapyje esandioje

12 lenteléje.
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12 lentelé. Tyrimo atkuriamumas — tirty EGFR mutacijy tinkamy aptikimo atvejy santykis

Aptikimo atvejai Tinkamy %
Apatinis vienpusis

Egzonas Mutacija COSMIC*ID Tinkami /i$ viso Tinkamy % 95% ClI
18 G719A 6239 77178 98,72 94,06
19 Delecijos 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
Intarpai 12376 92/92 100 96,80
12378 93/93 100 96,83
12377 94/94 100 96,86
T790M 6240 92/92 100 96,80
21 L858R 6224 83/84 98,81 94,48
L861Q 6213 84/84 100 96,50
Laukiniotipo  — - 77178 98,72 94,06

* COSMIC: Catalogue of Somatic Mutations in Cancer”(Somatiniy véZio mutacijy katalogas):

http://cancer.sanger.ac.uk/.
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Siekiant jvertinti tyrimo, keliy tyrimy, keliy dieny, keliy partijy ir keliy viety kintamumo
standartinj nuokrypj ir 95 % patikimumo intervala, buvo naudojama variacijos komponenty
analizé. Visuose variacijos komponentuose visy tirty EGFR mutacijy bendras variacijos
koeficientas (Coefficientof Variation, CV) buvo < 14,11 %. Visuose mutacijy skyduose keliy
partijy, keliy dieny ir keliy tyrimy CV procentas buvo <8,33 %. Tyrimo kintamumo
(pakartojamumo / tikslumo) CV procentas svyravo nuo 5,99 % iki 13,49 %.
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Klinikinis efektyvumas

Klinikiniy rezultaty duomenys: ,GIOTRIF®*

~LUX-Lung 3" klinikinis tyrimas — tai tarptautinis, kelis centrus apimantis, atviras, atsitiktinis
3 etapo tyrimas, kuriame buvo lyginamas afatinibas ir chemoterapija, kaip pirmos eilés
gydymas pacientams, sergantiems IlIB arba IV stadijos plauciy liaukiniy lgsteliy véziu su
EGFR suaktyvinan&ia mutacija (ClinicalTrials.gov numeris NCTO00949650). Paciento
tinkamumas jtraukti j tyrimg buvo nustatytas iStyrus paciento EGFR mutacijos bikle klinikinio
tyrimo (Clinical Trial Assay, CTA) metu. Audiniy méginiy retrospektyvus tyrimas buvo atliktas
naudojant ,therascreen EGFR RGQ PCR Kit“. Siekiant jvertinti ,therascreen EGFR RGQ
PCR Kit" ir CTA atitikimg, buvo atliktas papildomas tyrimas.

Remiantis CTA tyrimo rezultatais, 345 pacientai buvo jtraukti j atsitikting imtj (afatinibas:
230 pacienty; chemoterapija: 115 pacienty). Pirminis veiksmingumo rezultatas buvo
iSgyvenamumas ligai neprogresuojant (Progression-Free Survival ,PFS), kurj jvertino
nepriklausoma perziros komisija (Independent Review Committee, IRC).
Tiriant 345 atsitiktinai atrinktus pacientus, 264 pacienty augliy méginiai (afatinibas: 178
pacienty; chemoterapija: 86 pacienty) buvo istirti retrospektyviu blddu, naudojant
.therascreen EGFR RGQ PCR Kit*. IRC nustaté, kad visoje CTA+ populiacijoje ir
stherascreen EGFR RGQ PCR Kit+'/ CTA+ populiacijoje pacienty, atsitiktinai jtraukty j
afatinibo grupe, PFS buvo statistiSkai reikSmingai didesnis, palygintisu pacientuy, atsitiktinai
jtraukty j chemoterapijos grupe, PFS. Visi veiksmingumo rezultatai apibendrinti 13 lenteléje

ir 19 paveikslélyje.
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13 lentelé. ,,LUX-Lung 3“ klinikinio tyrimo populiacijos pacienty, tirty naudojant ,,therascreen EGFRRGQ

PCR Kit“, klinikiné nauda

CTA+populiacijan =264

Chemoterapija Afatinibas

Parametras n =86 n =178

»therascreen EGFR RGQ PCRKit+" /

CTA+populiacija, n=345

Chemoterapija  Afatinibas

n =115 n =230

ISgyvenamumas ligai
neprogresuojant (Progression-
Free Survival, PFS)

Mir&iy arba progresavimy

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

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

PFS mediana (mén.) 6,9 11,2 6,9 11,1
PFS medianos 95 % ClI 5,3,8,2 9,7,13,7 5,4,8,2 9,6, 13,6
Pavojingumo koeficientas 0,49 0,58
Pavojingumo koeficiento 95 % ClI 0,35, 0,69 0,43,0,78
P reik§mé (stratifikuotas ,log < 0,0001 < 0,001
rank“ testas)*
* Stratifikuota pagal EGFR mutacijos bkle ir rase.
1,0 hy 25-as Median 75-as
L] Afatinib 40 5,36 11,20 19,12
* Pe500+Cis75 2,76 6,87 9,92
Yy 4 Pavojingumo koeficiento ()95 %Cl): 0,49 (0,35, 0,69)
L Log-rank testo P reikSmeé: < 0,0001
0, X
]
.
L L]
2
-E 0,€ % u
; \
o
8
S o<
E L]
2 1
0z L L1
0.
0 3 6 9 12 15 18 21 24 27
- Gyvenimo be ligos progresavimo trukmé [ménesiai]
Rizikos skaicius
Afatinib 40 178 144 120 94 62 36 23 7 2 0
Pe500+Cis75 86 52 28 15 6 3 1 1 0 0

19 pav. Nepriklausomos perziiiros komisijos sudaryta iSgyvenamumo ligai neprogresuojant (Progression-
Free Survival, PFS) Kaplan—-Meier kreivé pagal gydymo grupe (,,therascreen EGFR RGQ PCRKit+* / CTA+

populiacija).
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stherascreen EGFR RGQ PCR Kit+* / CTA+ pogrupio (n=264) analizé parodé, kad afatinibu
gydomy pacienty PFS laikas reikSmingai padidéjo (PFS mediana 11,2 mén., palygintisu
6,9 mén.), o ligos progresavimas ar mirtis pasireiské re€iau (HR = 0,49, 95 % CI [0,35; 0,69],
p < 0,0001), palyginti su pacientais, kurie buvo gydomi chemoterapija. Klinikiné nauda,
stebima pacienty, kurie buvo tiriami naudojant ,therascreen EGFR RGQ PCR Kit",

pogrupyje, buvo panasijnauda, stebimg visoje tyrimo populiacijoje (n = 345).
Klinikiniy rezultaty duomenys: ,IRESSA®"

IRESSA paskesnés priemonés (IRESSA Follow-Up Measure, IFUM) tyrimas buvo 4 etapo
atviras vienos grupés tyrimas (NCT01203917) norint apibddinti pirminei terapijai skirto
gefitinibo efektyvumag ir saugumag/ toleravima taikant baltaodziams pacientams, sergantiems
IIA/B/IV stadijos EGFR mutacijy turin&iu vietoje iSplitusiu arba metastazavusiu NSCLC.
IFUM tyrimas buvo skirtas objektyvaus atsako dazniui jvertintipagal RECIST kriterijus tiriant

prospektyviai atrinktus EGFR mutaciniu NSCLC sergancius baltaodZius pacientus.

Tinkami pacientai privaléjo turéti EGFR 19 egzono, L858R, L861Q arba G719X pakaitalo
mutacijos delecijg ir neturéti T790M arba S768| mutacijos arba 20 egzono intarpy auglio
méginiuose, kaip prospektyviai buvo nustatyta atliekant CTA. Méginiy, gauty iS IFUM
klinikiniame tyrime tirty pacienty, retrospektyvus tyrimas buvo atliktas naudojant atrankinés
diagnostikos ,therascreen EGFR RGQ PCR Kit“. Buvo atliktas papildomas tyrimas norint
jvertinti ,therascreen EGFR RGQ PCR Kit* ir CTA, naudoto atrenkant pacientus IFUM
klinikiniam tyrimui, atitikima. Bendras dviejy tyrimy atitikimas aptinkant EGFR 19 egzono
delecijas irL858R mutacijg buvo 98,2 % (n =700/713; 95 % CI: 96,9 %, 99,0 %) ir 88,2 % PPA
(n=90/102; 95 % CI: 80,4 %, 93,8 % ir 99,8 % NPA (n =610/611; 95 % CI: 99,1 %, 100,0 %).

CTA tyrimo rezultatai gauti tiriant859 pacientus, i$ kuriy 106 pacientai buvo tinkami gydyt
gefitinibu. IS 859 méginiy, turiniy CTA rezultat, 765 meginius buvo galima istirt
retrospektyviai naudojant ,therascreen EGFR RGQ PCR Kit", jskaitant 87 méginius, kuriy
EGFR mutacijos rezultatas buvo teigiamas, tiek atliekant CTA, tiek tiriant ,therascreen EGFR
RGQ PCR Kit".
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Pagrindinis veiksmingumo rezultatas buvo objektyvaus atsako daznis (Objective Response
Rate, ORR), jvertintas koduota nepriklausoma centrine perzidra (Blinded Independent
Central Review, BICR) ir tyréjy. Klinikiné nauda, stebima pacienty, kurie buvo tiriami
naudojant ,therascreen EGFR RGQ PCR Kit‘, pogrupyje, buvo panasij naudg, stebimg

visoje tyrimo populiacijoje.

Visi veiksmingumo rezultatai apibendrinti 14 lenteléje.

14 lentelé. IFUM klinikinio tyrimo populiacijos pacienty, tirty naudojant ,therascreen EGFR RGQ PCRKit",
klinikiné nauda

»therascreen EGFR RGQ CTA+populiacija,
Parametras PCR Kit* +populiacijan=87 n =106
Objektyvaus atsako daznis (Objective
Response Rate, ORR)pagal BICR 42 53
Atsako skaicius (N)
ORR, % (95 % ClI) 48,3 (38,1-58,6) 50,0 (40,6-59,4)
Atsako trukmés mediana (ménesiais) 6,9 (5,6-11,4) 6,0 (5,6-11,1)
Objektyvaus atsako daznis (Objective
Response Rate, ORR)pagal tyréjus 62 74
Atsako skaicius (N)
ORR, % (95 % ClI) 71,3(61,0-79,7) 69,8 (60,5-77,7)
Atsako trukmés mediana (ménesiais) 8,3(7,2-11,3) 8,3 (7,6-11,3)

BICR: Blinded Independent Central Review (koduota nepriklausoma centriné perziara); Cl: Confidence interval
(ntervalpatikimumo intervalas); CTA: Clinical Trial Assay (klinikinis tyrimas).

Pastaba. Rinkinys + yra teigiami 19 egzono delecijy / L8585R /L861Q / G719X rezultatai.

Atsizvelgiant | tai, kad ,therascreen EGFR RGQ PCR Kit* nebuvo naudojamas atrenkant
pacientus j IFUM klinikinj tyrimg, buvo atlikta papildoma veiksmingumo analizé, norint
atsizvelgti j pacientus, kurie nebuvo jtraukti j tyrimg, nes atliekant CTA jy rezultatas buvo
neigiamas, bet rezultatas galéjo bdti teigiamas tiriant ,therascreen EGFR RGQ PCR Kit*
(t.y. ,therascreen EGFR RGQ PCR Kit+* / CTA-), taip patj pacientus, kurie buvo jtraukti j
tyrimg, bet pakartotinai tiriant ,therascreen EGFR RGQ PCR Kit“ jy rezultatas nebuvo
tinkamas (t. y. ,therascreen EGFR RGQ PCR Kit* — neZinomas / CTA+). Visy hipotetiniy

analiziy rezultatai i$ esmés buvo panasis j gautus atliekantpirmine veiksmingumo analize.
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Simboliai

Ant pakuotes ir etikeCiy gali bati pateikti Sie simboliai:

Simbolio apibrézimas

Sudétyje yra pakankamas reagenty kiekis <N> reakcijoms atlikti

(]
3
o
=3
A o
4
v

Tinka naudoti iki

In vitro diagnostikos medicinos prietaisas
Katalogo numeris

O Partijos numeris

SlEElEhs

MedZziagos numeris
. ) o
‘7|i‘ Saugokite nuo $viesos

Visuotinis prekés numeris

R yra naudojimo instrukcijy (vadovo) perzidrétas leidimas, n yra perzidrétoleidimo numeris

Temperatdros apribojimai

Gamintojas

Zr. naudojimo instrukcijas

Démesio

9%;&%@
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Priedas A: ,therascreen EGFR RGQ PCR Kit*

rankinio paruoSimo protokolas

Siame skyriuje pateikiamos instrukcijos, kaip naudoti ,therascreen EGFR RGQ PCR Kit“ su

2.3 versijos ,Rotor-Gene Q" programine jranga atviruoju rezimu
.Rotor-Gene Q therascreen EGFR CE Assay Package").

Bendroji informacija

® Reikalingymedziagy sgraso ieSkokite Batinos, bet nepateikiamos priemonés.

® \Visy méginiyparuosimo irisdéstymo instrukcijy ieSkokite Protokolas. Méginiy

jvertinimas ir Protokolas. EGFR mutacijos aptikimas.

® Prie$ pradédami kiekviengtyrimajsitikinkite, kad ciklo parametrai yratinkami.

Protokolas. temperatiros profilio sukirimas

(t. y. nenaudojant

Prie$ pradédami sukurkite ,therascreen EGFR RGQ PCR Kit“ analizés temperatlros profil.

DNR méginiy vertinimo ir EGFR mutacijos aptikimo ciklo parametrai yra tokie patys.

Procedira
Ciklo parametry suvestiné pateikta 15 lenteléje.

15 lentelé. Temperatiros profilis

Ciklai Temperatiira Laikas Duomenygavimas
1 95°C 15 min. Néra
40 95°C 30 sek. Néra

60°C 60 sek. Green ir Yellow
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1. Du kartus spustelékite ,Rotor-Gene Q Series Software 2.3“ piktograma, esancia

kompiuterio, prijungto prie ,Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM* instrumento, darbalaukyje.

2. Norédami sukurti naujg Sablong, pasirinkite Empty Run (Tus$¢ias tyrimas), tada

spustelékite New (Naujas) ir jveskite ,New Run Wizard“ (Naujo tyrimo vedlys).

3. Pasirinkite rotoriaus tipg 72-well rotor (72 Sulinéliy rotorius). Patvirtinkite, kad
fiksuojamasis zZiedas uzdétas, ir pazymeékite langelj Locking Ring Attached
(Fiksuojamasis ziedas uzd étas). Spustelékite Next (Kitas) (20 pav.).

New Run Wizard [‘5_(|

Welcome to the Advanced Run Wizard!

Fiotor Type
36-Wwell Rotor

2 - ¥ Locking Ring Attached

Skip wizard | News» | -3
.|

20 pav. Dialogo langas ,,New Run Wizard“ (naujos procediiros vedlys). 1 = ,Rotor type“ (Rotoriaus tipas);
2 = laukas ,Locking Ring Attached” (Fiksuojamasis Ziedas uzdétas); 3 = ,Next* (Kitas).

4. |veskite operatoriaus varda. Jtraukite pastabas ir jveskite reakcijos tarj 25. Jsitikinkite, kad
lauke Sample Layout (Méginio iSdéstymas)rodomal, 2, 3... . Spustelékite Next (Kitas)
(21 pav.).
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New Run Wizard rg

This zcreen displays miscellaneous options for the run. Complete the fields, ;hlis bo ldispla_l,ls .
clicking Mext when you are ready to move to the next page. elp an elements in
the wizard. For help 1
. 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
SkipWizard | << Back Newt>> | 3

21 pav. Operatoriaus vardo ir reakcijy turiy jvedimas. 1 = dialogo lango laukas ,Operator” (Operatorius) ir ,Notes*
(Pastabos); 2 = laukas ,Reaction Volume* (Reakcijos tdris) ir ,Sample Layout® (Méginio iSdéstymas); 3 = ,Next*
(Kitas).

5. Dialogo lange ,New Run Wizard“ (Naujos tyrimy serijos vedlys) spustelékite Edit Profile
(Redaguoti profilj) (22 pav.) ir patikrinkite tyrimo parametrus, atlikdami toliau nurodytus
veiksmus.
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3

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

Edit Prafile ...

Channel Setup :

MName | Source | Detectar | Gain |

Create New...

Edi...
Edit Gain...
Remove
Reset Defaults

Green 470nm  510nm &
Wellw  530mm 555nm 5
Orange 585 m  E10nm 5
Fed E25nm  BBOnm 5
Crimzon  B80nm  710hp 7
HR M 460nm  510nm 7
Gain Optimization...
SkipWizard | <<Back | New» |

22 pav. Parinktis , Edit Profile* (Redaguoti profilj) vedlyje ,,New Run Wizard“ (Naujo tyrimo vedlys).

6. Spustelékite Insert after (Jterpti po) ir pasirinkite New Hold at Temperature (Naujas

iSlaikymas esanttemperatarai) (23 pav.).

. U W @

The tun wall take spprceamately 0 second(s) to complete. The graph below régresents the run to be pedomed

M Edit Profile X

Clck on & cycle below 1o modily &

I_u Lt

New Cyding

Copy of Current Step

23 pav. Pradinio inkubavimo veiksmo jterpimas. 1 = ,Insert After” (Jterpti po); 2 = ,New Hold at Temperature

(Naujas iSlaikymas esant temperatarai).
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7. Lauke Hold Temperature (iSlaikymo temperatdra) nustatykite reik§me 95 °C, o lauke
Hold Time (iSlaikymo laikas) — 15 mins 0 secs (15 min. 0 sek.). Spustelékite Insert
After (Jterpti po), tada pasirinkite New Cycling (Naujas ciklas) (24 pav.).

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

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

Click on a cycle below to modify it
Insert before..|
————  Hew Hold at Temperature
Remave Hew HRM Step
Hold Temperature: g5 |op Copy of Current Step

Hold Time 5 ||| © ||sess —1

24 pav. Pradinis inkubavimo veiksmas, esant 95°C. 1 = ,Hold Temperature” (I§laikymotemperatdra) ir ,Hold
Time* (I18laikymo laikas); 2 = ,Insert After” (Jterpti po); 3 = ,New Cycling” (Naujas ciklas).

8. Nustatykite ciklo kartojimy skaiciy 40. Pasirinkite pirmg Zingsnj ir nustatykite 95 °C
30 sekundziy (25 pav.).

M Edit Profile
£ W o
New Open  Save As Help
Th b " complele. The h below repi the: e 4o be perfomed :
Click on & cycle bedow b0 modiy
]Hdd Izt aiter,
| Ingeet bafone...
Remowe
Tliscydnmpol
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 seconds f' \ /
| ol Acqueng / '\II THC T Wiecs
™ Long Range A I
1 3 % BOAC for 20 secs /
_ ok |

25 pav. Ciklo veiksmas, esant 95 °C. 1 = laukas ,Cycle repeats” (Ciklokartojimy skaiCius); 2 = pirmas veiksmas:
temperatdros nustatymas; 3 = pirmas veiksmas: laikonustatymas.
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9. Pasirinkite antrg Zingsnj ir nustatykite 60 °C 60 sekundziy. Spustelékite Not Acquiring
(Negaunama), kad $io Zingsnio metu baty gaunami duomenys (26 pav.).

M Edit Profile
@ . H

e

New Open Save As | Hep

X

The s wall Labie: sppioeamateds 125 minte(z] 1o complete. The geaph bek

et puars by b b

- A HAL AR A

Bk o0 & Cyele besbows bo el 12

Hoid Trsest after
Insert before:.
Remove

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

Timed Slep = jﬂ
SGMC for 20 e
B ———— ]
B0 seconds /' 1
Rd Eoong THC for 20 secs |
I” Lorg Rangs | /
T EOMC fon 600 sece /

R ||

26 pav. Ciklo veiksmas, esant 60 °C 1 = antras veiksmas: temperatiros ir laiko nustatymas; 2 = ,Not Acquiring*
(Negaunama).

10. Kaip gavimo kanalus pasirinkite Green ir Yellow Spustelékite >, kad perkeltuméte Siuos
kanalus i$ sagraso ,Available Channels” (Pasiekiami kanalai) | sgra8g Acquiring
Channels (Gaunami kanalai). Spustelékite , OK" (Gerai) (27 pav.).
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Same as Previous : | [New Acquisition) |

Acqusition Configuration :
Awailable Channels Acquinng Channels :

N ame [ >
Crimson Green 1
HRM < | velow

Orange
Fied <<

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

Dye Chart »»
Dye Channel Selection Chart

FAM*, 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®

27 pav. Gavimas ciklo veiksme, esant 60 "C 1 = Pasirinkti kanalai; 2 = Mygtukas ,,OK*(Gerai).
11. Pazymékite treCigjj veiksmg ir spustelékite —, kad paSalintuméte. Spustelékite ,, OK*
(Gerai) (28 pav.).

1 Edit Profile 3

@ ., 8 H ]

Hewr Open Savehs | Help

8 135 The the tun to be pedomed :
Dhick on a cycle below o modify i -
Hoid Iricest aftes
Inpert before...
Resmove

Thes cycla sepeats 40 | Bme{z].
Click o cree of the sheps bekow b0 modiy . o press + o - to add and remave steps for this cpcle

T > 2 —
e T L2
T | l

20 seconds / f
fmaimpatriest | \ 1
on Green S————
T~ Long Fiange Ill BT o 60 st
I™ Touchdorm

s

28 pav. ISplétimo Zingsnio pasalinimas. 1 = TreCias veiksmas; 2 = Panaikinti; 3 =,,0K" (Gerai).
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12. Kitame dialogo lange spustelékite Gain Optimisation (Gavimo optimizavimas)

(x)

(29 pav.).

New Run Wizard

Temperature Profile : This box displays
help on elements in
the vizard. For help
on an item, hover
your mouse over the
item for help, *You
can also click on a
combo box to display
help abeut it
available set

Edit Profile ... o
Channel Setup :

Green  470nm  510nm
Wellw  530nm  555nm
Orange  585-m  B10nm
Red E25nm 660N
Crmson  B80nm 710k
HRM 480nm  510nm

5

~ @A

Hame Source | Detector Eie'ml

Gain Dplimisati .._|'

SkipWizard | ¢<Back

1

HNest 3

29 pav. Gain Optimisation (Gavimo optimizavimas) (1).

13. Spustelékite Optimize Acquiring (Optimizuoti gavima). Rodomi kiekvieno kanalo

nustatymai. Spustelékite , OK“ (Gerai), kad patvirtintuméte abiejy kanaly numatytgsias

reikSmes. (30 pav.).
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Auto-Gain Optimisation Setup (x|
+ Optimisation ; 1
Auto-Giain Optimization will read the (i on the insered sample at
different gain levels undil it finds one at which the fluorescence levels are
ptable. The range of f. you are looking for depends on the
chemistry you are pesforming.
demlol'_ﬂdweﬁ.
Optirnéze All " DplilliseAcqﬂim" 1
I Pefomtm =
I~ Peifod Auto-Gain Optimisation Channel Settings
I ] Channel Settings : —
I— Channel : Green Tube Fosttion : |1 = ”
. | - pat._|
Name || T20et Sample Range B ;lFlwtol'IO = i e i |
Accepiable Gain Range: [10° | 10 [0 = emove |
L foer | )
LS | T —
| Manual. | Close | Hep |

30 pav. Automatinis Green kanalo gavimo optimizavimas. 1 =,0ptimise Acquiring* (Optimizuoti gavima);

2 = ,0K" (Gerai).

14. Pazymeékite langelj Perform Optimisation before 1st Acquisition (Atlikti optimizavimg

prieS pirmggavima), tada spustelékite Close (Uzdaryti) ir grjzkite j vedlj (31 pav.).
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Auto-Gain Optimisation Setup @
Oiptimisation :
C Auto-Gain Optimization will read the i & on the nzerted sample at
e different gain levels untl it finds one at which the fluorescence levels are
acceptable. The range of fluorescence you are looking for depends on the
chemisty pou are perfoming.
Set temperature to j degress,
Optimise Al | Dpiimise Acquiing |
LAcquisiion 1
[™ Periorm Oplimisation At 60 Degrees At Beginning Of Run
Channel Settings :
| o ew. |
Mame | Tube Position | Min Reading | Max Reading | Min Gain | Max Gain Edi. |
Green 1 SF1 10F1 10 10
Yelow 1 51 1071 a0 10 _ Bemove |
Femove Al |
2
< >
[ ] | | Cose ] Heb |

31 pav. Green ir Yellow kanaly pasirinkimas. 1 = ,Perform Optimisation before 1st Acquisition” (Atlikti
optimizavima prie$ pirma gavimg); 2 = Mygtukas ,Close” (Uzdaryti).

15. Spustelékite Next (Kitas) (32 pav.). Norédamijradyti ,therascreen EGFR RGQ PCR Kit"

Sablong (*.retfailg) atitinkamoje vietoje pasirinkdami spustelékite Save Template (Jrasyt
Sablong).
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New Run Wizard

Temperature Profile :

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

: ot

Edit Proile . avalable sotings.
Chanine] Setup -
Name | Source | Detector | Gain | Create Hew.. |
Green  470nm  510nm 5 Ed
“ellow — 530nm  555nm 5
Orange  585em  B10nm 5 Edit Gain...
Red B25nm  BEDnm 5 _eml
Comson  680hm 710k 7 Remove
HRM 4B0nm  510nm 7

Reset Defaults
skpwizad | <cBack [ Nenr J———— 1

32pav., Next* (Kitas)(1).
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Procedtra (vadovas)

Protokolas. méginiy vertinimas (vadovas)

Sis protokolas naudojamas visam amplifikuojamos DNR kiekiui méginiuose jvertinti ir turi

bati atliekamas pries EGFR analize.

® Paruoskite méginius, kaip apraSyta skyriuje Protokolas. Méginiy jvertinimas, iki
11 veiksmo.
e Nustatykite PGR tyrimg ,Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM" instrumentu, kaip apraSyta
skyriuje Protokolas: ,therascreen EGFR RGQ PCR Kit* ,Rotor-Gene Q" nustatymas.
® Pabaige tyrimg, analizuokite duomenis pagal instrukcijas, pateiktas skyriuje Méginiy

jvertinimo duomeny analizé.

Protokolas. EGFR mutacijos aptikimas (neautomatinis)

® Atlikus méginio jvertinima, jj galimatirti, norint nustatyti EGFR mutacijas.

® ParuoSkite méginius, kaip apraSyta skyriuje Protokolas: EGFR mutacijos aptikimas, iki
11 veiksmo.

® Nustatykite PGR tyrimg ,Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM" instrumentu, kaip apraSyta
skyriuje Protokolas: ,therascreen EGFR RGQ PCR Kit* ,Rotor-Gene Q" nustatymas.

® Pabaige tyrimg, analizuokite duomenis pagal instrukcijas, pateiktas skyriuje ,EGFR

mutacijy aptikimo duomenyanalizé.
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Protokolas: ,therascreen EGFR RGQ PCR Kit* ,Rotor-Gene Q“
nustatymas

Procedira

1. Atidarykite 2.3 versijos ,Rotor-Gene Q" serijos programing jrangg ir atitinkamg
stherascreen EGFR RGQ PCR Kit“ temperatlros profilj (*.retfailg).
Instrukcijy, kaip sukurti temperatlros profilj ir patikrinti tyrimo parametrus, ieSkokite
Protokolas. temperatiros profilio sukdrimas.

2. |sitikinkite, kad pasirinktas tinkamas rotorius, ir pazymékite langelj Locking Ring
Attached (Fiksuojamasis ziedas uzd étas). Spustelékite Next (Kitas) (33 pav.).

New Run Wizard [g|

Welcome to the Advanced Run Wizard!

Skip Wizard | || Nest »> |

33 pav. Dialogolangas , New Run Wizard“ (Naujo tyrimo vedlys)ir darbo pradzios ekranas. 1 =,Rotor type"
(Rotoriaus tipas); 2 = laukas ,Locking Ring Attached" (Fiksuojamasis Ziedas uzdétas), 3 = ,Next’ (Kitas).

3. Jveskite operatoriaus varda. |traukite pastaby, patikrinkite, kad reakcijos tdris baty
nustatytas kaip 25, o lauke Sample Layout (Meginio iSdéstymas) bty reikSmé 1, 2, 3....
Spustelékite Next (Kitas) (34 pav.).
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New Run Wizard

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

Operatar : IlNAME I 1

Motes :

Reaction o5 =
Wolurme [pL]: = 3

Sample Layout: | [1.2, 3. L'— 4

3

Thiz box displays

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

SkipWizad | << Back | Nest > |

34 pav. ,,New Run Wizard“ (Naujo tyrimo vedlys) parink€iy ekranas. 1 = laukas ,Operator“(Operatorius); 2 =
laukas ,Notes" (pastabos), 3 = laukas ,Reaction Volume* (Reakcijos tiris); 4 = laukas ,Sample Layout” (Méginiy

iSdéstymas), 5 = ,Next* (Kitas).

Pastaba. Kitam lange galima redaguoti temperatiros profilj. (Redaguoti nebatina, nes

temperatiros profilis buvo sukurtas pagal instrukcijas,

temperatdros profilio sukdrimas)

4. Spustelékite Next (Kitas) (35 pav.).

pateiktas Protokolas.
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New Run Wizard

Temperature Profile :

Create New... |

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

Edit Prafile ...

Channel Setup

M ame | Source | Detectar | Gair |
Green 470nm  510nm
Yellow  530nm  B5&nm
Orange 58Bnm B10nm
Fed E25nm  BEOnm
Crimzon  680nm  710hp
HRM 4B0nm  510nm

Gain Optimisation. ..

~ =1 7

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.

|I Mest 55 I

<< Back

Skip Wizard |

35pav. Dialogo langas ,, New Run Wizard“ (Naujo tyrimo vedlys)ir temperatiros redagavimo ekranas

(1=, Next" (Kitas)).

5. Patikrinkite suvestine, tada spustelékite Start Run (Pradéti tyrimy serija), jrasykite tyrimy

serijos failgir pradékite tyrimy serijg (36 pav.).

New Run Wizard

3

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.

Skip \wizard <<Back |

Surrmary
Setting WValue
Green Gain 5
ellow Gain 5
Auto-G ain Optimization Before First Acquisition
Fatar 724/ el Rator
Sample Layout 1.2.3. ..
Reaction Yolume [in microliters] 25 1
Start Run

Save Template

36 pav. Dialogolangas ,,New Run Wizard“ (Naujo tyrimo vedlys)ir suvestinés ekranas (1 =,,Start Run“

(Pradéti tyrima).
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6. Naujame lange, kuris rodomas pradéjus tyrima, atlikite viengi$ nurodyty veiksmuy.
® |veskite méginiypavadinimus.
® Spustelékite Finish (Baigti), kad galétuméte jvesti méginiy pavadinimus véliau.
Norédami tai padaryti, tyrimo metu arba pasibaigus tyrimui pasirinkite Sample
(Méginys).
Svarbu. Jei spustelésite Finish and Lock Samples (Baigti ir uzrakinti méginius),
nebegalésite redaguoti méginiy pavadinimy. Turite itin atidZiai jvesti méginiy
pavadinimus, kad baty uztikrintas tinkamas méginiy tyrimas ir analizé.
Pastaba. Jvedant méginiy pavadinimus, tus¢iy mégintuvéliy laukai stulpelyje ,Name*
(Pavadinimas) turéty bati palikti tusti.
7. Pabaige tyrimg analizuokite duomenis, kaip nurodyta skyriuje Méginiy jvertinimo

duomenyanalizé arba EGFR mutacijy aptikimo duomeny analizé.

8. Jei reikia kiekybiniy ataskaity, ,Rotor-Gene Q“ tyrimo failo jrankiy juostoje spustelékite

piktogramg Reports (Ataskaitos).
9. Ataskaity narSykléje, dalyje ,Report Categories” (Ataskaity kategorijos) spustelékite

Cycling A Green (page 1) (Cycling AGreen (1 puslapis)) (37 pav.).
5 v v R —. =~ ==

Report Categories Templates

z '8 OTV Repart

- Cycling A Green [Fage 1

- Cycling & ellow [Page 1]

37 pav. Ataskaity narsyklé(1=,,Cycling A. Green (Page 1)“(Cycling A Green (1 puslapis)

10. Dalyje ,Templates* (Sablonai) pasirinkite Quantitation (Full Report) (Kiekybiné

(iSsami ataskaita)) (38 pav.).
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I —Repart Categories : - Templates

i [General) > ] ]
&- Quantitation Quantitation {Concise)

i+ Cyeling A Green [Page 1] 1 )
*- Cyeling & Yellow [Page 1) Quantitation (Full Report)

* Quantitation {5tandard Report)

coee_|

38 pav. Kiekybiné ataskaita (iSsami ataskaita) (1).

11. Norédami generuoti ataskaita, spustelékite Show (Rodyti).
12. Norédami jradyti elektronine versijg, spustelékite Save As (JraSyti kaip).

13. Kartokite su Cycling A. Yellow (Page 1) (Cycling A. Yellow (1 puslapis)).
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Rezultaty aiskinimas (neautomatinis)

Pasibaigus ,therascreen EGFR RGQ PCR Kit* tyrimui (DNR méginio jvertinimui ar EGFR

mutacijos analizei), analizuokite duomenis pagal toliau pateiktg procedira.

® Analizés programinés jrangos nustatymai

® DNR méginio jvertinimo analizé (neautomatiné)
Pastaba. Mégintuvéliyisdéstymas pateiktas 4 lenteléje.

® EGFR mutacijos aptikimo analizé (neautomatiné)

Pastaba. MégintuveéliyiSdéstymas pateiktas 7 lenteléje.

Programinés jrangos analizés nustatymai

1. Atidarykite atitinkama tyrimo failg (*.rex), naudodami 2.3 versijos ,Rotor-Gene Q" serijos
programingjranga.

2. Jei pries atliekant tyrimg méginiams nebuvo suteiktas pavadinimas, spustelékite Edit
Samples (Redaguoti méginius).

3. Stulpelyje,Name® (Pavadinimas) jterpkite méginiy pavadinimus.
Pastaba. Tu$¢iy mégintuvéliy pavadinimy nerasykite.

4. Spustelékite Analysis (Analizé). Analizés puslapyje spustelékite Cycling A. Yellow ir
patikrinkite Yellow (HEX) kanala.

5. Spustelékite Named On (Pavadinta).

Pastaba. Taip uztikrinama, kad tudti mégintuvéliai nebaty jtraukti j analize.
6. Pasirinkite Dynamic tube (Dinaminis mégintuvélis).
7. Pasirinkite Slope correct (Teisingas nuolydis).

8. Pasirinkite Linear scale (Linijiné skalé).
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10.
11.

12.
13.
14.
15.
16.

17.

. Pasirinkite Take Off Adj (Kilimo koregavimas) ir virsutiniame lauke (,If take off pointwas

calculated before cycle® (Jei kilimo ta8kas buvo apskai€iuotas prie$ ciklg) jveskite
reikSme 15.01, o apatiniame lauke (,then use the following cycle and take off point*(tada
naudoti §j ciklgir kilimo taskg) —reik§me 20.01.

Nustatykite slenks¢&ioreik8me 0.02 ir patikrinkite Yellow (HEX) kanalo CtreikSmes.

Analizés puslapyje spustelékite Cycling A Green, kad perzidrétuméte Green (FAM)

kanala.

Pasirinkite Named On (Pavadinta).

Pasirinkite Dynamic tube (Dinaminis mégintuvélis).
Pasirinkite Slope correct (Teisingas nuolydis).
Pasirinkite Linear scale (Linijiné skalé).

Pasirinkite Take Off Adj (Kilimo koregavimas) ir virSutiniame lauke (,,If take off pointwas
calculated before cycle® (Jei kilimo taSkas buvo apskaiCiuotas prieS ciklg) jveskite
reikSme 15.01, o apatiniame lauke (,then use the following cycle and take off point“(tada
naudoti §j ciklg ir kilimo taskg) —reik§me 20.01.

Nustatykite slenkscio reik8me 0.075 ir patikrinkite kanalo Green (FAM) kanalo Cr

reikSmes.
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Meéginiy jvertinimo duomeny analizé

Pasibaigus DNR meginio jvertinimui, analizuokite duomenis, kaip nurodyta skyriuje
Programinés jrangos analizés nustatymai. (Mégintuvéliy iSdéstymas pateiktas 4 lenteléje,
24 psl.)

Tyrimo kontrolinés medziagos analizé
Neigiamos kontrolinés medziagos

Norint uztikrinti, kad matrica nebdty uzterSta, NTC neturi generuoti mazesnés nei 40 Cr
reikSmés Green (FAM) kanale.

Norint uztikrinti tinkamg tyrimo nustatymg, NTC turi rodyti amplifikacijg diapazone
nuo 29,85 iki 35,84 Yellow (HEX) kanale. Nurodytos reik§més turi patekti j Sj diapazona,
jskaitantnurodytas reikSmes.

Teigiama kontroliné medziaga

EGFR PC turi pateikti Ct reikSme Green (FAM) kanale, kuri patekty | diapazong
nuo 28,13 iki 34,59. Jei reikSmé nepatenka j $jdiapazona, tai rodo tyrimo nustatymo problema.
Tyrimas nepavyko.

Pastaba. Méginio duomeny naudoti negalima, jei neigiamos arba teigiamos kontrolinés
medZiagos tyrimas nepavyksta.

Méginiy analizé
Jei DNR méginio jvertinimo tyrimo kontrolés yra tinkamos, analize galima testi. Méginio
kontrolinés medZziagos CtreikSmeé turi patekti j diapazongnuo 23,70 iki 31,10 Green (FAM)

kanale. Jei méginio Ct reikSmé nepatenka j §j diapazong, pateikiamos toliau nurodytos
rekomendacijos.
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< 23,70 meéginio kontrolinio tyrimo Ct

Méginiai, kuriy kontrolinés medziagos Ct reikSmé yra <23,70 (didelé DNR
koncentracija), perkraus mutacijos tyrimus, todél juos reikia atskiesti. Norédami aptiki
zemo lygio mutacijas, per daug koncentruotus méginius reikia atskiesti, kad Ct reik§mes
pateikty j diapazongnuo 23,70 iki 31,10. Atskiedus méginio DNR, padidéja CtreikSmeé
(atskiedus santykiu 1:1, CtreikSmeé padidéja apytiksliai 1,0). Skieskite meginius rinkinyje
pateiktu vandeniu (Vanduo skiedimui).

> 31,10 méginio konftrolinio tyrimo Ct

Rekomenduojama pakartotinai iSskirti meéginius, kuriy kontrolinés medziagos
Cryra>31,10 Green (FAM) kanale. Norint aptikti visas EGFR mutacijas, esant

nurodytoms tyrimo ribinéms reikSméms, pradiné DNR matrica yra nepakankama.

EGFR mutacijy aptikimo duomeny analizé

Kai norintaptikti EGFR mutacijas reikiaistirti méginj, pries tai turi bati atliktas DNR méginio

jvertinimas (zr. Méginiy jvertinimo duomeny analizé).

Pasibaigus EGFR mutacijy aptikimui, analizuokite duomenis, kaip nurodyta Programinés

jrangos analizés nustatymai. (mégintuvéliy iSdéstymas pateiktas 7 lenteléje.)

Tyrimo kontrolinés medziagos analizé

Zr. tyrimo kontrolinés medziagos analizés schema, parodytg 39 paveikslélyje.

92

Jtherascreen EGFR RGQ PCR Kit* vadovas 10/2019



Neigiamos kontrolines
medziagos » Ar FAM Cr < 40?
FAM C; reikime

ArHEX Cr
patenka  29,85-35,84
intervala?

Neigiama kontroliné
medZiaga tinkama

\ 4
r
Teigiamos kontrolinés kontrolinés FAM
medziagos = Cr mégintuvélis

patenka j 28,13-34,59

FAM C; reik$me )
diapazong?

NE

TYRIMAS
NEPAVYKO

NE

Ar
1861Q FAM
C; mégintuvelis
patenka j 28,49-34,02
diapazong?

Ar
L858R FAM
C; mégintuvelis
patenka j 29,97-34,81
diapazona?

TYRIMAS
NEPAVYKO TAIP

T790M FAM
Cy mégintuvélis
patenka j 30,22-34,98
diapazona?

NE

TYRIMAS
NEPAVYKO

NE

Ar
G719X FAM
C; mégintuvelis
patenka j 29,42-34,19
diapazong?

NE Arintarpy
FAM Cr mégintuvélis
patenka j 27,92-34,09
diapazong?

Teigiama kontroliné
medZiaga tinkama

Ar
delecijy FAM
Cr mégintuveélis
patenka j 28,90-34,90
diapazong?

NE

TYRIMAS
NEPAVYKO

NE

Ar
57681 FAM

Cr megintuvelis
patenka j 28,98-35,19
diapazona?

Teskite méginio analize

39 pav. Tyrimo kontrolinés medziagos analizés schema, skirta EGFR mutacijoms aptikti.

Neigiamos kontrolinés medziagos

TAIP

Norintuztikrinti, kad matrica nebuty uzter$ta, kiekvienos EGFR mutacijos tyrimo NTC neturi

generuoti mazesnés nei 40 Ct reikSmeés Green (FAM) kanale.

Norint uZtikrinti tinkamg tyrimo nustatymg, NTC turi

rodyti amplifikacijg diapazone

nuo 29,85 iki 35,84 Yellow (HEX) kanale. Nurodytos reikSmés turi patekti j §j diapazona,

jskaitantnurodytas reikSmes.
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Teigiama kontroliné medziaga

Kiekvienos EGFR mutacijos tyrime EGFR PC turi pateikti Ct reikSme Green (FAM) kanale,

kuri patekty j diapazong, kaip parodyta 16 lenteléje. Jei reikSmé nepatenka | §j diapazona,

tai rodo tyrimo nustatymo problema. Tyrimas nepavyko.

Pastaba. Méginio duomeny naudoti negalima, jei tyrimo neigiamos arba teigiamos

kontrolinés medZziagos tyrimas nepavyksta.

16 lentelé. Priimtini reakcijos teigiamos kontrolinés medziagos Cr diapazonai (EGFR mutacijos aptikimo

tyrimas)
Reakcijos miSinys Méginys Kanalas Crdiapazonas
Kontrolinis PC Green nuo 28,13 iki 34,59
T790M PC Green nuo 30,22 iki 34,98
Delecijos PC Green nuo 28,90 iki 34,90
L858R PC Green nuo 29,97 iki 34,81
L861Q PC Green nuo 28,49 iki 34,02
G719X PC Green nuo 29,42 iki 34,19
S768l PC Green nuo 28,98 iki 35,19
Intarpai PC Green nuo 27,92 iki 34,09
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Méginio analizé — méginio kontrolinés medziagos Green (FAM) kanalo Cr reikSmé

Jei EGFR mutacijos aptikimo tyrimo teigiamos ir neigiamos kontrolinés medziagos yra

tinkamos, galimatesti EGFR mutacijos aptikimg méginiuose.

Méginio kontrolinés medziagos CtreikSme Green (FAM) kanale turi patekti j diapazong nuo

23,70 iki 31,10. (mégintuvéliyiSdéstymas pateiktas 7 lenteléje.)

Jei méginio kontrolinés medziagos CtreikSmé nepatenkaj §j diapazong, pateikiamos toliau

nurodytos rekomendacijos.

® < 23,70 méginio kontroliniotyrimo Ct

Meéginiai, kuriy kontrolinés medziagos Ct reikSmé yra <23,70 (didelé DNR
koncentracija), perkraus mutacijos tyrimus, todél juos reikia atskiesti. Norédami aptiki
Zemo lygio mutacijas, per daug koncentruotus méginius reikia atskiesti, kad Ct reikdmeés
pateikty j diapazongnuo 23,70 iki 31,10. Atskiedus méginio DNR, padidéja CtreikSmé
(atskiedus santykiu 1:1, Ctreik§meé padid éja apytiksliai 1,0). Skieskite méginius rinkinyje
pateiktu vandeniu (Vanduo skiedimui).

® > 31,10 méginio kontroliniotyrimo Ct

Rekomenduojama pakartotinai iSskirti méginius, kuriy kontrolinés medZiagos
Cryra>31,10 Green (FAM) kanale. Norint aptikti visas EGFR mutacijas, esant

nurodytoms tyrimo ribinéms reik§méms, pradiné DNR matrica yra nepakankama.

Zr. EGFR mutacijos aptikimo méginio analizés schema, parodytg 40 paveikslélyje.
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[€—— Méginj reikia skiesti |

Skiesti méginj

Pradéti

A

aptikimg

S ArFAM C; <23,70

.
kontrolinés tyrimo
FAM C; medziagos
patenka j 23,70-31,10
diapazona?

Meéginio
kontrolinés
mediiagos

FAM C; reiksme

TAIP

ArFAM Cr>31,10

Ar kuriy nors
mutacijy HEX C;
reikimes < 29,857

Meéginio mutacijy
tyrimy HEX Cr
reikimes

TAIP

Meginyie gali nebiti
amplifikuojamos DNR arba
gali bati inhibitoriy.

“Ar mutacijy
FAM C; patenka
100,00-40,00
diapazona?

Meginio mutaciy
tyrimo FAM C;
reiksmes

TAIP

TAIP

Teigiamos FAM amplifikacijos
megintuvélis

¥ :

Apskaitiuokite kiekvienos mutacijos AC;

reiksmes
AC; = mutacijos Cr — kontrolines
mediiagos Cr
¢ Mgginio vidinés
Palyginkite AC; reikimes su kritinés ribos kontrolines
reiksmemis pagal mutacija mediiagos
mutacijy tyrimy
HEX CT reiksmés

2r.17 lentelg vadove

Ar mutacijy vidine
kontroliné medziaga HEX Cr patenka | Mégintuvélis netinkamas
29,85-35,84 diapazong?

Ar yratyrimo ACy reikémiy nurodytame
tyrimo AC; diapazone?

Meéginys teigiamas ir
netinkamas

Ar kuri nors EGFR mutacija aptikta?
TAIP

TAIP

Mutacijy neaptikta Méginys netinkamas

Aptikta mutacijy tyrimo
EGFR mutacijy

40 pav. Méginio analizés schema, skirta EGFR mutacijoms aptikfi.
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Méginio analizé — méginio vidinés kontrolinés medziagos Yellow (HEX) kanalo Cr
reikSmeé

Pastaba. Zr. EGFR mutacijos aptikimo méginio analizés schema, parodytg 40 paveikslélyje.

Turi bati iSanalizuoti visi kiekvieno méginio mégintuvéliai. Patikrinkite, kad kiekvienas
mégintuvélis i§ vidinés kontrolinés medziagos Yellow (HEX) kanale generuoty HEX signalg

diapazone nuo 29,85 iki 35,84. Galimi 3 variantai.

® Jei bet kurio tyrimo vidinés kontrolinés medziagos CtreikSmé mazesné uz nurodytg
diapazong(<29,85), Yellow (HEX) kanalo amplifikacijos rezultatas yra netinkamas.
Mégintuvélio amplifikacija Yellow (HEX) kanale yra netinkama.

e Jei vidinés kontrolinés medziagos Ctreik§mé patenkaj nurodytg diapazong (nuo
29,85 iki 35,84), Yellow (HEX) kanalo amplifikacijosrezultatas yra teigiamas.

® Mégintuvélio amplifikacija Yellow (HEX) kanale yra tinkama.

® Jeividinés kontrolinés medZziagos CtreikSmeé virSijanurodytg diapazong (> 35,84),

Yellow (HEX) kanalo amplifikacijosrezultatas yra neigiamas.

Jei Green (FAM) kanale amplifikacijavyksta, o tos reakcijos ACt reikSmé mazesné arba lygi
to mégintuvélio tyrimo kritinei reikSmei, Yellow (HEX) kanalo amplifikacija yra tinkama. Jei
Green (FAM) kanale mégintuvélio amplifikacija nevyksta arba ACt reik§mé didesné uz

tyrimo kritine reikSme, Yellow (HEX) kanalo amplifikacijayra netinkama.

Vidinés kontrolinés medziagos amplifikacija Yellow (HEX) kanale gali bati nesékminga dél
PGR inhibicijos. Atskiedus méginj galima sumazinti inhibitoriy poveikj. Atkreipkite démesj,
kad atlikus $j veiksma taip pat atskiedziama méginyje esanti tiksliné DNR. Skieskite

méginius rinkinyje pateiktu vandeniu (Vanduo skiedimui).
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Méginio analizé — méginio mutacijy tyrimy Green (FAM) kanalo C+ reikSmé

Visy septyniy EGFR mutacijy reakcijy miSiniy Green (FAM) kanalo reikSmes reikia patikrint
pagal 17 lenteléje pateiktas reikSmes. Nurodytos reikSmés turi patekti | Siy reikSmiy
diapazona, jskaitant pateiktas reikSmes. (mégintuvéliy iSdéstymas pateiktas 7 lenteléje.)

17 lentelé. Priimtinos meéginio EGFR mutacijos reakcijy reikSmeés Green (FAM) kanale (EGFR mutacijos
aptikimo tyrimas)

Tyrimas Crdiapazonas Kritiné riba (ACr)
T790M nuo 0,00 iki 40,00 <7,40
Delecijos nuo 0,00 iki 40,00 <8,00
L858R nuo 0,00 iki 40,00 <8,90
L861Q nuo 0,00 iki 40,00 <8,90
G719X nuo 0,00 iki 40,00 <8,90
S768l nuo 0,00 iki 40,00 <8,90
Intarpai nuo 0,00 iki 40,00 <8,00

® Jei méginio CrreikSmés Green (FAM) kanale patenkaj nurodytg diapazong, FAM
amplifikacijayrateigiama.
® Jei méginio CrreikSmés Green (FAM) kanale virSijanurodytgdiapazong, arba

amplifikacijanevyksta, FAM amplifikacijayraneigiama.

Apskaiciuokite kiekvieno EGFR mutacijos aptikimo mégintuvélio, kuriame FAM amplifikacija
yrateigiama, ACtreik8me, kaip parodyta, ir jsitikinkite, kad mutacijosir kontrolinés medzZiagos
CrreikSmeés yrai$ to paties méginio. (meégintuvéliy iSdéstymas pateiktas 7 lenteléje.)

ACt = [mutacijos tyrimo Ct reik§meé] — [kontrolinio tyrimo Ct reikSmé]

Palyginkite méginio ACt reik8me su analizuojamo tyrimo kritinés ribos reik&me (17 lentelé).
|sitikinkite, kad pritaikyta tinkama kritinés ribos reikSmé.

Kritinés ribos reikSme yra taskas, virs$ kurio tyrimo signalas gali bati teigiamas dél laukinio
tipo DNR ARMS pradmens foninio signalo. Jei méginio ACtreikSméyra didesné nei tyrimo
kritinés ribos taSko reik§mé, meéginys klasifikuojamas kaip neigiamas arba neaptinkamas
tyrime, naudojant §j rinkinj.
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Kiekvieno méginio kiekvienos mutacijos reakcijos baklé gali bati vienais Siy:

® Mutacija aptikta
® Mutacijy neaptikta

® Negalioja

Mutacija aptikta

Green (FAM) kanalo amplifikacija teigiama, o ACt reik§mé yra ties ribine reik§me arba

mazesné. Jei aptinkamos kelios méginio mutacijos, visas galima jtraukti j ataskaita.

Mutacijy neaptikta

Green (FAM) kanalo amplifikacijateigiama, 0 ACtreikSmé didesné uzribine reikSme.

Green (FAM) kanalo amplifikacija yra neigiama, o Yellow (HEX) kanalo amplifikacija (vidinés

kontrolinés medZiagos) —teigiama.

Negalioja

Yellow (HEX) kanalo amplifikacija (vidinés kontrolinés medZiagos)yranetinkama.

Green (FAM) kanalo ir Yellow (HEX) kanalo amplifikacija (vidinés kontrolinés medZziagos)

yra neigiama.

Pastaba. Viename mégintuvélyje méginio Yellow (HEX) kanalo amplifikacija gali bati
neigiama, taciau kitame mégintuvélyje Green (FAM) kanalo amplifikacija gali bati teigiama.
Tokiu atveju rezultatas ,mutation detected” (mutacija aptikta) antrajame mégintuvélyje gali
bati laikomas tinkamu, taCiau konkreti nustatyta mutacija gali bdti ne vienintelé galima

méginio mutacija.
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B priedas: ,therascreen EGFR CE Assay
Package* diegimas

stherascreen EGFR RGQ PCR Kit" skirtas naudoti kartu su ,Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM*
instrumentu ir 72 Sulinéliy rotoriumi. ,therascreen EGFR CE Assay Package" pateikiamas
atskirai CD (kat. nr. 9023537). ] tyrimo paketg jtraukta ,therascreen EGFR CE Control Run
Locked Template“ir ,therascreen EGFR CE Locked Template“.

Pastaba. ,therascreen EGFR CE Assay Package" suderinamas tik su 2.3 versijos ,Rotor-
Gene Q" programinejranga. PrieS pradédami diegti ,therascreen EGFR CE Assay Package*
jsitikinkite, kad jdiegta tinkama ,Rotor-Gene Q“ programinés jrangos versija. Jei ,Rotor-Gene
Q MDx"instrumentas buvo pateiktas su ankstesnés versijos programine jranga, atnaujinkite
jg atsisiysdami 2.3 versijos ,Rotor-Gene Q“ programing jrangg i$ ,Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRM® produkty puslapio (skyriuje ,Operating Software” (Operaciné programiné jranga),
dalyje ,Product Resources® (Produkty istekliai); zr. www.qiagen.com/shop/automated-

solutions/pcr-instruments/rotor-gene-gq-mdx/#resources.

Procedira

1. UZsisakykite ,therascreen EGFR CE Assay Package“ CD (kat. nr.9023537).

2. |dékite CD jkompiuterio, prijungto prie ,Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM" instrumento,
CD jrenginj.

3. Jei CD automatiSkai nepaleidziamas, du kartus spustelékite
therascreen_EGFR_CE_Assay_Package_3.0.5.exe, kad pradétuméte jdiegima.
Arba raskite ir paleiskite §j vykdomosios programos failg i$ prijungto kompiuterio faily
narSykleés.

Atidaromas ,therascreen EGFR CE Assay Package” sgrankos vedlys.

4. Norédami testi spustelékite Next (Kitas) (41 pav.).
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@ Setup - Rotor-Gene Q therascreen EGFR CE Assay Package = )

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

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

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

Click Mexdt to continue, or Cancel to exit Setup

Fe]r o=

&

41 pav. Dialogolangas ,,Setup Wizard“ (Sgrankos vedlys) (1 = ,,Next“ (Kitas).

5. Dialogo lange perskaitykite licencijos sutartj ir pasirinkite | accept the agreement

(Sutinku su sutarties sglygomis). Norédami testi spustelékite Next (Kitas) (42 pav.).

Saranka paleidZiama automatiskai.

-
Jﬁ] Setup - Rotor-Gene Q therascreen EGFR Assay Package

License
Please read the following important information before continuing

agreement before continuing with the installation

Please read the following License Agreement. You must accept the temms of this

Licence Agreement

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

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

2. Licence ne

ept the

| do not accept the agreement

e ] G

L ——

42 pav. Dialogolangas , License Agreement” (Licencijossutartis). 1 =, accept the agreement (Sutinku su

sutarties salygomis); 2 = ,Next” (Kitas).
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6. Baigus jdiegima, dialogolange ,Setup (sgrankos) vedlys” spustelékite Finish (Baigti)
(43 pav.).

-
j’_-:‘,] Setup - Rotor-Gene Q therascreen EGFR Assay Package = S -

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.

|E Fnish JI 1

43 pav. Nustatymo vedlio darbo uzbaigimas (1 =, Finish* (Baigti).

.

7. Paleiskite kompiuterj i$ naujo.

stherascreen EGFR CE Control Run Locked Template* (EGFR CE Locked Sablonas) ir
.therascreen EGFR CE Locked Template" (therascreen EGFR CE Locked Sablonas)

nuorodos sukuriamos automatiSkai ir rodomos darbalaukyje (44 pav.).

@ td
therascreen EGFR CE therascreen EGFR CE

Cantral Run Locke Locked Template
Template

44pav. ,EGFRCE Control Run Locked Template* (EGFR CEControl Run Locked Sablonas)ir,, EGFR CE
Locked Template" (EGFR CE Locked Sablonas)piktogramos.
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Kontaktiné informacija

Prireikus techninés pagalbos ar papildomos informacijos, apsilankykite misy techninés
pagalbos centre adresu www.qiagen.com/Support, skambinkite tel. 00800-22—44—-6000
arba kreipkités j vieng i$ misy QIAGEN techninés prieziGros skyriy ar vietiniy pardavéjy

(zr. galinj virSelj arba apsilankykite www.qiagen.com).
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Uzsakymo informacija

Gaminys Turinys Kat. nr.
therascreen EGFR RGQ 24 reakcijoms: kontrolinis tyrimas, 7 mutacijy 874111
PCR Kit (24) tyrimas, teigiamakontrolé, Tag DNR

polimerazé, NTC skirtas vanduo ir vanduo

méginiams skiesti.
therascreen EGFR Programinés jrangos protokoly paketas, 9023537
Assay Package CD skirtas naudoti su therascreen EGFR RGQ

PCR Kit" ir ,QIAGEN Rotor-Gene Q MDx

5plex HRM" instrumentu
QIAamp DNA FFPE Tissue Kit
QlAamp DSP DNA FFPE 50 DNR preparaty: ,QlAamp MinElute®" 60404
Tissue Kit (50) cilindry, proteinazé K, buferiniai tirpalai ir

Collection Tubes (2 ml)
QlAamp DNA FFPE 50 paruosimy: 50 ,QlAamp MinElute” cilindry, 56404
Tissue Kit (50) proteinazé K, buferiniai tirpalai ir Collection

Tubes (2 ml)

. Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM* ir priedai
Rotor-Gene Q MDx Real-time PCR cikly valdiklisirdideles 9002033

5plex HRM System

skiriamosios gebos lydumo analizatorius su

5 kanalais (zaliu, geltonu, oranZziniu, raudonu,
tamsiai raudonu), taip patHRM kanalas,
nesSiojamasis kompiuteris, programiné jranga,
priedai, 1 mety garantijadalims ir darbui,
diegimas ir mokymas
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Gaminys Turinys Kat. nr.

Rotor-Gene Q MDx Real-time PCR cikly valdiklisirdideles 9002032
5plex HRM Platform skiriamosios gebos lydumo analizatorius su

5 kanalais (Zaliu, geltonu, oranZiniu, raudonu,

tamsiai raudonu), taip patHRM kanalas,

nesSiojamasis kompiuteris, programiné jranga,

priedai: apima 1 mety garantijgdalims ir

darbui, montavimas ir mokymai nejtraukti
Loading Block 72x 0.1ml  Aliuminio blokas rankiniam reakcijos 9018901

Tubes nustatymui su vieno kanalo pipete
72 x 0,1 ml mégintuvéliuose

Strip Tubes and Caps, 250 juosteliy po 4 mégintuvélius irdangtelius, 981103
0.1ml (250) skirty 1000 reakcijy

Strip Tubes and Caps, 10 x 250 juosteliypo 4 mégintuvélius ir 981106
0.1ml (2500) dangteliai 10 000 reakcijy

Naujausia informacija apie licencijavimg ir tam tikry gaminiy garantiniy jsipareigojimy
ribojimg pateikta atitinkamame ,QIAGEN rinkinio vadove arba naudotojo vadove. ,QIAGEN"®
rinkiniy vadovai arba naudotojo vadovai pasiekiami svetainéje www.qiagen.com arba galite

jy paprasyti ,QIAGEN“techninés pagalbos skyriaus ar vietinio platintojo.
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Dokumento perzidry istorija

Data

Keitimai

R4, 2018 m. kovas

R5, 2019 m. sausis

R6, 2019 m. spalis

Pakeisti nustatymo ir laikymo laikai, patikslinant at§idymo laikg ir bendra laikg dalyje
,Laikymo sglygos“ir 2 bei 5 lenteléje.

Atnaujintas 40 pav. Méginioanalizés schema, skirta EGFR mutacijoms aptikti.
Jtraukta ,QIAamp® DSP DNA FFPE Tissue Kit* (kat. nr. 60404) uzsakymo informacija
Pridétas jgaliotasis atstovas (priekinis virselis).

Atnaujintas skyrius ,Simboliai“.

Pakeista teisiné informacijg apie gamintojg (antrastinis puslapis)
Instrumento pavadinimas pakeistasis ,Rotor-Gene Q MDx*“ j ,Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRM*, kad atitikty instrumento etiketéje nurodytg pavadinima

Pridéta reagenty laikymo salyga skyriuje ,Reagenty laikymas ir naudojimas*.

Atnaujinta 1 lentelé, kurioje pridéta pastaba dél COSM6254 paSalinimo i COSMIC
duomeny bazés

Skyriuje ,Apribojimai“ atnaujinta informacija apie 19 egzono delecijy tyrima ir L858R
tyrima.

18 antrastinio puslapio ir simboliy skyriaus pasalintas EC + REP simbolis
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.therascreen EGFR RGQ PCR Kit* ribotosios licencijos sutartis

Naudodamas ~ $j gaminj pirkéjas ar naudotojas sutinka su Siomis sglygomis.

1 Produktg galima naudoti tik vadovaujantis protokolais, pateiktais su $iuo produktu, Siuo vadovu ir tik su komplekte esanciais komponentais. QIAGEN nesuteikia
jokios intelektinés nuosavybés licencijos naudoti ar jtraukti pridétus Sio komplekto komponentus su j$j rinkinj nejeinaniais komponentais, iSskyrus aprasytus
protokoluose, pateiktuose su Siuo produktu, Siame vadove ir papidomuose protokoluose, pateiktuose www.giagen.com. QIAGEN naudotojams pateikiami keli

papidomi  protokolai. Siuos protokolus QIAGEN kruop3giai patikrino arba optimizavo. QIAGEN neteikia garantily, kad $ie protokolai nepaZeidzia tregiyy Saliy
teisiy.

Jei aiSkiai nenurodyta licenciose, QIAGEN nesuteikia garantios, kad $is rinkinys ir (arba) jo naudojmas nepaZeis treCiyy $aliy teisiy.
Rinkiniui ir jo komponentams suteikta licencija naudoti vieng karta; pakartotinai naudoti, atnaujinti ar perparduoti negalima.
QIAGEN aiskiai atsisako bet kokiy kity iSreiksty ar numanomy licencijy, iSskyrus aiSkiai nurodytas licencijas.

oA W N

Rinkinio pirkéjas ir naudotojas sutinka nesiimti ir neleisti niekam kitam imtis veiksmy, kurie galéty paskatinti arba palengvinti anks&iau nurodytus draudZiamus
veiksmus. QIAGEN gali priversti vykdyti $ios Ribotosios licencinés sutarties draudimus bet kuriame teisme ir atgauti visas tyrimo ir teismo iSlaidas, jskaitant
ilaidas advokatams, pateikusi ieSkinj dél Sios Ribotosios licencinés sutarties vykdymo arba su $iuo komplektu ir (arba) jo komponentais susijusiy teisiy j savo
intelekting nuosavybe.

Atnaujintas licencijos salygas rasite www.qgiagen.com.

Prekiy Zenklai: ,QIAGENe*, ,Sample to Insight®*, ,QlAamp®*, ,MinElutee”, ,Rotor-Gene®*, ,Scorpionse*, ,therascreen® (,QIAGEN Group®); ,FAM™*, HEX™* (,Thermo
Fisher Scientific Inc.“); ,GIOTRIFe" (,Boehringer Ingelheim“), ,|IRESSA®“ (,AstraZeneca Group‘). Siame dokumente vartojami registructieji pavadinimai, prekiy Zenklai
ir kt., net jei jie specialiai nepaZyméti, vis tiek yra saugomi jstatymy.

Jtherascreen EGFR RGQ PCR Kit* CE paZenklintas diagnostikos rinkinys pagal Europos direktyvg 98/79/EB dél ,in vitro“ diagnostikos medicinos prietaisy. Tiekiama
ne jvisas $alis.

1119191 10/2019 HB-1909-006 © 2019 QIAGEN. Visos teisés saugomos.
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