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Numatytoji paskirtis

~therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit* rinkinys yra ,in vitro* diagnostikos tyrimas, skirtas
19 egzono delecijoms, 20 ir 21 egzono pakaitalams (atitinkamai T790M ir L858R) epidermio
augimo faktoriaus receptoriaus (Epidermal Growth Factor Receptor, EGFR) gene aptikti, ir
pateikiantis mutacijos busenos kiekybinj vertinimg. Rezultatai skirti padéti gydytojams
identifikuoti pacientus, sergancius NSCLC, kuriems gali biti naudingas gydymas IRESSA®
(gefitinibu), kai negalima jvertinti audinio meéginio.

s<therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit* rinkinj turi naudoti iSmokytas personalas
specialioje laboratorinéje aplinkoje, tirdamas DNR méginius, i8skirtus i8 plazmos, gautos i$

nesmulkialgstelinio plauciy vézio (Non-Small Cell Lung Cancer, NSCLC) pacienty kraujo.

.therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit" rinkinys skirtas ,in vitro* diagnostikai.
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Santrauka ir paaiSkinimas

s<therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit" rinkinys yra paruoStas naudoti ir skirtas su véziu
susijusio EGFR geno mutacijoms aptikti, naudojant polimerazine grandining reakcijg
(Polymerase Chain Reaction, PCR), dirbant su ,Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM*

instrumentais.

Naudojant ,Scorpions® ir ARMS technologijas, ,therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit*
rinkiniu laukinio tipo genominés DNR fone galima nustatyti toliau nurodytas EGFR geno

mutacijas.

® 19 egzono delecijas
e T790M
e L858R

Naudojami metodai yra didelio selektyvumo laipsnio ir, atsizvelgiant j bendrg DNR kiekj,
laukinio tipo genominés DNR fone jais galima aptikti nedidele mutacijy procenting dal].
Selektyvumo ir nustatymo ribos yra didesnés nei kity technologijy, pvz., dazy terminatoriaus
sekvenavimo.
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Proceduros principas

s<therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit* rinkinyje naudojamos dvi technologijos — ARMS
ir ,Scorpions” — skirtos mutacijoms aptikti atliekant ,real-time PCR* tyrimus.

ARMS

Aleliams arba mutacijoms bddingos amplifikacijos gaunamos naudojant amplifikacijos
refrakcine mutacijy sistemg (Amplification Refractory Mutation System, ARMS). Tag DNR
polimerazé (Taq) efektyvi atskiriant sutapimag arba nesutapimg PGR pradmens 3’ gale.
Konkrecios mutavusios sekos gali biiti selektyviai amplifikuotos net méginiuose, kuriuose
dauguma seky nemutuoja. Kai pradmuo visiSkai sutampa, amplifikacija vyksta visu greiciu.
Kai nesutampa 3’ galo bazé, amplifikacija vyksta fone nedideliu greiciu.

Scorpions

Amplifikacija aptinkama taikant ,,Scorpions*” technologijg. ,Scorpions*” yra dvigubos funkcijos
molekulés, turin€ios PGR pradmenj, kovalentiSkai sujungta su zondu. Zonde esanciam
fluoroforui reaguojant su slopinamgja medziaga, taip pat esancia zonde, sumazinama
fluorescencija. Kai PGR tyrimo metu zondas prisijungia prie stiprinamosios medziagos,
fluoroforas ir slopinamoji medziaga atsiskiria. Dél to reakcijos mégintuvélyje padidéja
fluorescencija.
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Rinkinio formatas
s<therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit* rinkinyje yra keturi tyrimai:

e vienas kontrolinis tyrimas (Ctrl),
e trys mutacijy tyrimai.

Visuose reakcijos miSiniuose yra reagenty, skity FAM™ pazZzymétoms ieSkomoms
medZiagoms aptikti, ir vidinés kontrolés medzZiagy, pazyméty HEX™. Vidinis kontrolinis
tyrimas leidzia aptikti inhibitorius, galin€ius 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, o ne nepavykusi PGR reakcija.

Tyrimai

Kontrolinis tyrimas

Kontrolinis tyrimas, pazymétas FAM, naudojamas visai DNR méginyje jvertinti. Sio tyrimo
metu amplifikuojama EGFR geno 2 egzono sritis. Pradmenys ir zondai sukurti taip, kad baty
iSvengta bet kokiy zinomy EGFR polimorfizmuy.

Mutacijy tyrimai

Kiekvieno mutacijy tyrimo sudétyje yra FAM pazymétas ,Scorpions® zondas ir ARMS
pradmuo, naudojamas norint atskirti laukinio tipo DNR ir specifing mutavusig DNR.
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Kontrolinés medziagos
Visy eksperimentiniy tyrimy serijose turi bati toliau iSvardytos kontrolinés medzZiagos.

Teigiama kontroliné medZiaga

Kiekviename tyrime 1-4 meégintuvéliuose turi bati teigiama kontroliné medzZiaga.
s<therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit* rinkinyje 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

Kiekvienoje tyrimy serijoje 9—12 mégintuvéliuose turi bati neigiama kontroliné medziaga
(kontroliné medziaga be matricos, NTC). NTC sudaro vanduo be nukleazés (H20), skirtas
naudoti kaip kontrolinés medziagos be matricos ,matrica“. Kontroliné medziaga be matricos
naudojama siekiant jvertinti bet kokig galimg tarSg tyrimo nustatymo metu ir vidinés

kontrolinés medZiagos reakcijos veiksmingumag.

Vidinés kontrolinés medZiagos reakcijos jvertinimas

Kiekviename reakcijos misinyje kartu su tikslinés reakcijos medzZiaga yra vidiné kontroliné
medZiaga. Nepavykusi reakcija rodo, kad gali bati inhibitoriy, dél kuriy gaunami klaidingai
neigiami rezultatai, arba kad nustatydamas §j mégintuvélj operatorius padaré klaidg.

Jei vidinés kontrolinés medziagos reakcija nepavyksta dél PGR inhibicijos, inhibitoriy poveikj
galima sumazinti praskiedus méginj, taciau reikia atminti, kad praskiedziama ir tiksliné DNR.
FAM amplifikacija gali nukonkuruoti vidinés kontrolés amplifikacijg tiek, kad sugeneruota
IC Cr (HEX) reikSmé nepateks | nurodytg diapazong. Siy meéginiy FAM rezultatai vis tiek

galioja.
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Pateikiamos medziagos

Rinkinio turinys

therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit (24)

Katalogo nr. 870311

Reakcijy skaicius 24

Raudona Control Reaction Mix Ctrl 2 x 600 pl
(Kontrolinés reakcijos misinys)

Violetiné T790M Reaction Mix T790M 600 pl
(T790M reakcijos misinys)

Oranziné Deletions Reaction Mix Del 600 pl
(Delecijy reakcijos misinys)

Roziné L858R Reaction Mix L858R 600 pl
(T790M reakcijos misinys)

Rusvai gelsva  EGFR Positive Control PC 300 pl
(EGFR teigiama kontroliné medziaga)

Zalsva Taq DNA Polymerase Taq 2 x 80 pl
(Taq DNR polimerazé)

Balta Nuclease-Free Water for No Template NTC 1%x1,9ml
Control
(Vanduo be nukleazés, skirtas kontrolinei
medZziagai be matricos)

Balta Nuclease-Free Water for Dilution Dil 1%x1,9ml
(Vanduo be nukleazés, skirtas skiesti)

Ltherascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit* naudojimo 1

instrukcijos (vadovas)
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Batinos, bet nepateikiamos priemoneés

Dirbdami su cheminémis medZiagomis, visada dévekite tinkamg laboratorinj chalatg,
muvékite vienkartines pirstines ir naudokite apsauginius akinius. Daugiau informacijos rasite
atitinkamuose saugos duomeny lapuose (SDL), kuriuos gali pateikti gaminio tiekéjas.

DNR iSskyrimo rinkinys (zr. ,Procedira®, 16 psl.)

Specialios pipetés* (reguliuojamos), skirtos méginiams ruosti

Specialios pipetés* (reguliuojamos), skirtos PGR pagrindiniams miSiniams ruosti
Specialios pipetés* (reguliuojamos), skirtos DNR matricai paskirstyti

Pipeciy antgaliai su filtrais be DNR-azés, RNR-azés ir DNR (siekiant iSvengti kryZminés
tarSos, rekomenduojame naudoti pipeciy antgalius su aerozoliniais barjerais)

Vandens vonelé arba panaSus jrenginys, kuriame galima laikyti 50 ml centrifugos
mégintuvélius 60 °C temperatiroje

Kaitinimo blokas arba panaus jrenginys, kuriame galima inkubuoti 56 °C temperatiroje’
Skaldytas ledas

Staliné centrifuga* su rotoriumi 2 ml reakcijos mégintuvéliams

Sdkuriné maisyklé (,vortex)

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

,Rotor-Gene Q" programiné jranga, 2.3.5 arba naujesné versija

,otrip  Tubes and Caps, 0.1 ml* skirti naudoti su ,72-Well Rotor*

(kat. nr. 981103 arba 981106)

e Mikrocentrifuginiai mégintuvéliai be DNR-azés, RNR-azés ir DNR, skirti pagrindiniams
miSiniams ruosti

e ,loading Block 72 x 0.1 ml Tubes®, aliuminio blokas neautomatiniam reakcijos

nustatymui su vieno kanalo pipete (kat. nr. 9018901)

* Uztikrinkite, kad instrumentai baty patikrinti ir sukalibruoti laikantis gamintojo rekomendacijy.

1 Kai kuriose Salyse, jei yra, galima naudoti ,Rotor-Gene Q 5plex HRM* instrumentg, pagamintg 2011 m. geguzés
meén. arba véliau. Gamybos datg galima suzinoti i$ serijos numerio, esancio ant instrumento galinés dalies. Serijos
numerio formatas yra ,mmMMnnn“, kur ,mm“ nurodo gamybos ménesj skaitmenimis, ,MM"— paskutinius du
gamybos mety skaitmenis, o ,nnn“ — unikaly instrumento identifikatoriy.
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J]spéjimai ir atsargumo priemones

Skirta in vitro diagnostikai
Skirta tik profesionaliam naudojimui

Saugos informacija

Dirbdami su cheminémis medZiagomis, visada dévékite tinkamg laboratorinj chalata,
miveékite vienkartines pirstines ir naudokite apsauginius akinius. Daugiau informacijos rasite
atitinkamuose saugos duomeny lapuose (SDL). Jie pateikiami patogiu ir kompaktiSku PDF
formatu internete svetainéje www.giagen.com/safety — Cia galite rasti, perzidréti ir
iSspausdinti kiekvieno QIAGEN rinkinio ir jy komponenty SDL.

Bendrosios atsargumo priemonés
Visada laikykités toliau pateikiamy nurodymuy.

e Naudokite pipeciy antgalius be DNR-azés, RNR-azés ir DNR su filtrais ir uztikrinkite, kad
pipetés bty sukalibruotos pagal gamintojo nurodymus.

e Teigiamas medziagas (bandinius ir teigiamas kontrolines medziagas) laikykite ir
ekstrahuokite atskirai nuo visy kity reagenty, dékite juos j reakcijos miSinj erdviskai
atskirtoje patalpoje.

® Prie$ pradédami tyrimg visus komponentus gerai atSildykite kambario temperattroje
(15-25 °C).

e AtSilde sumaisykite komponentus (vartydami kiekvieng meégintuvélj 10 karty) ir

trumpai centrifuguokite.

therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit rinkinio vadovas  10/2019 11


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

Pastaba. Bikite ypa€ 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 tyrima, ,Rotor-Gene Q“ mégintuvéliy
atidaryti negalima. Taip iSvengsite laboratorijos uzter§imo galutiniais PGR produktais.

Pastaba. Reagentai patvirtinti neautomatiniam nustatymui. Jei naudojamas automatizuotas

metodas, galimy reakcijy skaicius gali sumazéti dél instrumenty ,neveikos tarj* reikalingy
uzpildyti reagenty.

Pastaba. Visi reagentai, esantys ,therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit“ rinkinyje, yra
pritaikyti naudoti apraSytiems tyrimams. Visi ,therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit*
rinkinio sudétyje esantys reagentai numatyti naudoti tik su kitais reagentais iS5 to paties
s<therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit* rinkinio.

Norint iSlaikyti optimaly rinkinio veikima, negalima naudoti reagenty pakaitaly.

Pastaba. Naudokite tik rinkinyje pateikiama Tag DNR polimeraze (Taq). Nepakeiskite jos
kita Tag DNR polimeraze i§ to paties ar kito tipo rinkinio, taip pat nekeiskite Tag DNR
polimeraze, gauta iS kito tiekéjo.

Pastaba. ,therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit“ rinkinio reagentai yra optimaliai
atskiesti. Daugiau reagenty skiesti nerekomenduojama, nes gali sumaZéti jy
veiksmingumas. Nerekomenduojama naudoti mazZesniy negu 25 pl reakcijos tdriy, nes tai
didina klaidingai neigiamy rezultaty rizika.
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Reagenty laikymas ir naudojimas

s<therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit* rinkinys pateikiamas ant sausojo ledo. Jei
pristacius ,therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit“ rinkinj kuris nors jo komponentas néra
uz8aldytas, pervezant buvo atidaryta iSoriné pakuoté, néra vaZztaras€io, naudojimo
instrukcijy arba reagenty, susisiekite su vienu i§ QIAGEN techninés prieziGros skyriy arba
vietiniy platintojy (apsilankykite www.qgiagen.com).

Gavus ,therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit* rinkinj, jj i§ karto reikia padéti laikyti
temperatdroje nuo —30 iki —15 °C pastovig temperatiirg palaikan¢iame ir apsaugotame nuo
Sviesos Saldiklyje. Laikant nurodytomis laikymo salygomis, ,therascreen EGFR Plasma
RGQ PCR Kit" rinkinys iSlieka stabilus iki nurodytos galiojimo datos.

Atidarytus reagentus galima laikyti jy originalioje pakuotéje nuo —30 iki —15 °C temperatiroje
12 ménesiy arba iki nurodytos galiojimo pabaigos datos, atsizvelgiant | tai, kas bus pirmiau.
Venkite pakartotinai atSildyti ir uzSaldyti. Atlikite ne daugiau kaip a$tuonis uz8aldymo ir
atSildymo ciklus.

Reagentus reikia atSildyti kambario temperatiroje — 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 reikés nedelsiant jdéti j
.,Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM" instrumentg. Bendras laikas nuo PGR sgrankos pradzios
iki proceddros pradzios negali viryti:

® 6 valandy, jei laikoma kambario temperatiroje
Pastaba. Sis laikas apima PGR nustatymg ir laikyma.
e 18 valandy, jei laikoma Saldytuve (2-8 °C)
Pastaba. Sis laikas apima PGR nustatymg ir laikyma.
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Pastaba. Reakcijy miSinyje esantys ,Scorpions” (kaip ir visos fluorescenciSkai pazymétos
molekulés) yra jautris Sviesai. Apsaugokite kontrolinius ir reakcijy miSinius nuo Sviesos, kad
neisblukty.

.therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit* rinkinio reagentai yra optimaliai atskiesti, todél
ju nereikia daugiau gryninti ar apdoroti prie§ naudojant tyrime, kaip nurodyta ,therascreen
EGFR Plasma RGQ PCR Kit“ rinkinio naudojimo instrukcijose (vadove).

Reikia atkreipti démes;j j tinkamumo datas, i§spausdintas ant déZutés ir visy komponenty
etikeCiy. Pasibaigus tinkamumo laikui, komponenty naudoti negalima.
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Bandiniy laikymas ir naudojimas

Pastaba. Su visais méginiais turi bati elgiamasi kaip su potencialiai uzkre¢iama medziaga.

Méginiy medziaga turi bati Zmogaus genominé DNR, iSskirta i8 plazmos. Bandinius batina
transportuoti pagal standartinj patologinj metoda, kad buty uZtikrinta bandiniy kokybé.
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Procedura

DNR iSskyrimas

Sio rinkinio efektyvumo charakteristikos sugeneruotos naudojant DNR, i§skirtg pasitelkus
,QIAamp® Circulating Nucleic Acid Kit* rinkinj (kat. Nr. 55114). Kai naudojate ,QlAamp
Circulating Nucleic Acid Kit* rinkinj, DNR iSskyrimg atlikite pagal vadove pateiktas
instrukcijas ir atkreipkite démesj j toliau nurodytus dalykus.

® Pradinis plazmos taris yra 2 ml.

e Prie§ iSskiriant DNR, 2 ml plazmos reikia centrifuguoti 3 000 aps./min. 2 minutes, tada
supernatantg perkelti j Svary mégintuvel;.

® Proteinazés K taris turi bati 250 pl.

® Proteinazés K skaidymas turi bati vykdomas 1 valandg 60 °C temperatiroje.

® |[Sgryninta genominé DNR turi bdti iSplauta 55 pl ,Buffer AVE" buferiniu tirpalu
(pateikiamu ,QlAamp Circulating Nucleic Acid Kit rinkinyje).

e [Sgrynintg genomine DNR laikykite temperatiroje nuo —30 iki —15° C.

Pastaba. Visy ,therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit rinkinyje esanciy tyrimy metu
sugeneruojami trumpi PGR produktai. Vis délto ,therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit*

rinkinys neveiks stipriai fragmentuotos DNR.
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Protokolas. EGFR mutacijy aptikimas

Svarbi informacija prie$ pradedant

Norédami gauti tinkamus rezultatus, aprasytg maiSymo procedirg atlikite kiekviename
tyrimo sgrankos proceso maiSymo Zingsnyje.

Vieno tyrimo metu galima tirti ne daugiau kaip 16 méginiy.

PrieS pradédami procedirg perskaitykite skyriy ,Bendrosios atsargumo priemonés®,
11 psl.

PrieS pradédami protokolg skirkite laiko, kad susipazintuméte su ,Rotor-Gene Q MDx
5plex HRM* instrumentu. Zr. instrumento naudotojo vadova.

Nevartykite Tag DNR polimerazés (Taq) arba bet kokio miSinio, kuriame yra Tag DNR
polimerazés, nes tai gali deaktyvinti fermenta.

Pipete jlaSinkite Taq: pipetés antgalj jkiSkite skysCio pavirSivje, kad antgalis
nepasidengty fermenty pertekliumi.

Kiekvieno DNR meginio kontrolinius ir mutacijy tyrimus batina iSanalizuoti tos pacios PGR
tyrimy serijos metu, kad baty iSvengta skirtumy, atsirandanciy dél skirtingy tyrimy serijy.
Norédami efektyviai naudoti ,therascreen EGFR RGQ PCR Kit* rinkinio reagentus,
sudarykite kuo didesnes DNR méginiy partijas, kad galétumeéte atlikti visos apimties
reagenty ir sumazinamas meéginiy, kuriuos galima istirti naudojant vieng ,therascreen
EGFR RGQ PCR Kit" rinkinj, skai€ius.

K3 reikia atlikti prie§ pradedant

PrieS kiekvieng naudojimg visus reagentus reikia visiSkai atSildyti kambario
temperatdroje (1525 °C) bent 1 valanda, bet ne ilgiau kaip 4,5 valandos, sumaisyti
(vartant 10 karty) ir trumpai centrifuguoti, kad turinys susirinkty meégintuvélio apacioje.
Kiekvieng kartg prieS naudodami jsitikinkite, kad Tag yra kambario temperatiros
(15-25 °C). Mégintuvelj trumpai centrifuguokite, kad jo apacioje susirinkty fermentas.

Sumaisykite visus méginius apversdami 10 karty ir trumpai centrifuguokite, kad

turinys susirinkty mégintuvélio apacioje.
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Procedira

1.

VisiSkai atSildykite visus reakcijy miSinius, 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 val. (1 lentelé).
Reagentams atSilus, sumaisSykite juos (vartydami 10 karty), kad nesusikaupty druskos,
ir trumpai centrifuguokite, kad turinys susirinkty mégintuvélio apacioje.

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

Trumpiausias atSildymo ligiausias atsildymo Laikymo temperatira ligiausias PGR nustatymo
laikas laikas nustacius PGR ir laikymo laikas
1 val. 4.5 val. Kambario temperatira 6 val.
(15-25°C)
1 val. 4.5 val. 2-8 °C 18 val.

Pastaba. PGR nustatyma reikia atlikti kambario temperatiroje. ,Laikymas* reikia laikg
nuo PGR nustatymo pabaigos iki tyrimo ,Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM* instrumentu
pradZios.

Pastaba. Perkelkite Tag DNR polimeraze (mégintuvélj Taq) | kambario temperatirg
(15-25°C) tuo pacCiu metu, kaip ir kitus reagentus (zZr. ,Reagenty laikymas ir
naudojimas®, 13 psl). Mégintuvélj trumpai centrifuguokite, kad jo apacioje susirinkty
fermentas.

. Atlikite toliau nurodytus veiksmus.

2a. Pagal atitinkamus reakcijy misinius, parodytus 2 lenteléje, pazymékite
keturis mikrocentrifugos mégintuveélius (nepateikiami).

2b. Pagal 2 lenteléje pateiktus tdrius paruo$kite pakankamai DNR meéginiy pagrindiniy
miSiniy (kontrolinés arba mutacijy reakcijos miSinys [meégintuvélis CTRL, T790M,
delecijos, L858R] ir Tag DNR polimerazé [Taq]), skirty vienai EGFR teigiamos
kontrolinés medziagos (mégintuvélis PC) reakcijai, ir vandenj be nukleazes, skirtg
kontrolinés medziagos be matricos (mégintuveélis NTC) reakcijai.

Pastaba. |traukite reagentus vienam papildomam méginiui, kad jy pakakty PGR
nustatyti.
Pagrindiniuose miSiniuose yra visi PGR reikalingi komponentai, iSskyrus meginj.
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2 lentelé. Pagrindiniy misiniy ruosimas*

Tyrimas Reakcijos misinio Reakcijos miSinio taris Taq DNR polimerazés tiris
meégintuvélis (mégintuvélis Taq)

Kontroliné medziaga CTRL 19,50 pl x (n+ 1) 0,50 pl x (n+ 1)

T790M T790M 19,50 pl x (n + 1) 0,50 pl x (n + 1)

Delecijos Del 19,50 pl x (n+ 1) 0,50 pl x (n+ 1)

L858R L858R 19,50 pl x (n + 1) 0,50 pl x (n + 1)

* Paruoskite pakankamai pagrindinio misinio, kad uztekty papildomam meéginiui ir baty pakankamas perteklius
nustatant PGR.

Pastaba. RuoSiant pagrindinj miSinj, pirmiausia | atitinkamg meégintuvélj pridedama
reikiamo tdrio kontrolinés medziagos arba mutacijy reakcijos miSinio, o Tag DNR
polimerazé pridedama paskutiné.

. Pagal 3 lenteléje pateiktg iSdéstymg | jkélimo blokg jdékite reikiamg skaiCiy PGR
4 mégintuvéliy juosteliy (kiekvienoje juosteléje yra po 4 meégintuvélius). Mégintuveéliy
neuzdenkite.

Pastaba. Laikykite dangtelius plastikiniame indelyje, kol jy prireiks.

. UZdenkite pagrindinio midinio mégintuvélj ir pavartykite 10 karty, kad sumaiSytuméte
pagrindinj mi$inj, tada trumpai centrifuguokite, kad pagrindinis misinys bty mégintuvélio
apacioje. Nedelsdami jpilkite 20 pl pagrindinio miSinio | kiekvieng atitinkamg PGR
mégintuvéliy juostele.

. Nedelsdami jpilkite 5 ul vandens be nukleazés (H.O) jkontrolinés medziagos be
matricos PGR mégintuvéliy juosteles (PGR meégintuvéliai Nr.9-12) ir uzdenkite
mégintuvélius dangteliu.

. Ipilkite po 5 pl kiekvieno méginio j méginiy mégintuvélius (PGR mégintuvéliai Nr. 5-8,
13-16 ir 17-72) ir uzdenkite mégintuvélius dangteliu.

. |pilkite 5 yl EGFR teigiamos kontrolinés medziagos (Positive Control, PC) | teigiamos
kontrolinés medziagos mégintuvelius (PCR mégintuvéliai Nr. 1-4). Turi bati atliktas
kiekvieno DNR meéginio kontrolinis ir visy mutacijy tyrimai. 18déstymas pateiktas
3 lenteléje.
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3 lentelé. Kontrolinio ir mutacijy tyrimy iSsidéstymas

Kontrolinés medziagos Méginio numeris
Tyrimas PC NTC 1 2 3 4 5 6 7
Ctrl 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

Méginio numeris

Tyrimas 8 9 10 1 12 13 14 15 16
Ctrl 5 13 21 29 37 45 53 61 69
T790M 6 14 22 30 38 46 54 62 70
Delecijos 7 15 23 31 39 47 55 63 71
L858R 8 16 24 32 40 48 56 64 72
8. ligalaikiu zymikliu pazymékite PGR 4 mégintuvéliy juosteliy pirmy mégintuvéliy, esanciy

10.

11.

12.

13.

maziausiy skaiCiy vietose, dangtelius (pvz., esanCiy 1, 5, 9 vietoje irt.t.), kad
nurodytuméte kryptj, kaip jdéti mégintuvélius j,Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM®
instrumento 72 Sulinéliy rotoriy.

. Pavartykite uzdengtus mégintuveélius 4 kartus, kad susimaiSyty meéginys ir reakcijos
misinys.

|statykite visas PGR 4 mégintuvéliy juosteles j atitinkamas 72 Sulinéliy rotoriaus vietas ir
apzidrekite, ar visuose mégintuveliuose tariai vienodi.

Pastaba. |sitikinkite, kad perkeliant mégintuvéliy juosteles j rotoriy jos nepersisuko.

Jei rotorius uZpildytas ne visas, | likusias vietas jstatykite uZdengtus tuscius
megintuvélius.

IS karto jdékite rotoriy j ,Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM". |sitikinkite, ar fiksuojamasis
Ziedas (,Rotor-Gene Q MDx" instrumento priedas) yra uzdétas ant rotoriaus, kad tyrimy
serijos metu mégintuvéliai bty pritvirtinti.

Kaip sukurti temperatdros profilj ir pradéti tyrimy serijg, Zr. ,Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM*
instrumento nustatymg (zr. ,Protokolas. ,Rotor-Gene Q EGFR® nustatymas®, 21 psl.).

20
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Protokolas. ,Rotor-Gene Q EGFR" nustatymas

Ciklo parametrai pateikti 4 lenteléje.

4 lentelé. Ciklo parametrai

Ciklai Temperatira Laikas Duomeny gavimas
1 95°C 15 min. Néra
40 95 °C 30 sek. Néra

60 °C 60 sek. Green and Yellow

1. Prie ,Rotor-Gene Q MDx 5plex‘ instrumento prijungto neSiojamojo kompiuterio
darbalaukyje dukart spustelékite ,,Rotor-Gene Q“ serijos programinés jrangos
versijos 2.3 piktogramg. Pasirodziusiame dialogo lange ,New Run“ (Nauja tyrimy
serija) pasirinkite skirtukg ,Advanced” (ISpléstinis).

2. Norédami sukurti naujg $ablona, pasirinkite ,Empty Run“ (TuScias tyrimas) ir
spusteléekite ,New* (Naujas).

Atidaromas dialogo langas ,New Run Wizard“ (Naujos procediiros vedlys).

3. Pasirinkite rotoriaus tipg ,,72-Well Rotor“ (72 Sulinéliy rotorius). ]sitikinkite, kad
fiksuojamasis Ziedas uzdétas, ir pazymékite langelj ,Locking Ring Attached”
(Fiksuojamasis Ziedas uzdétas). Spustelékite ,Next* (Kitas) (1 pav.).

New Run Wizard X

Welcome to the Advanced Run Wizard!
Rotor Type

or
Rotor-Disc 100

¥ Locking Ring Attached

1 pav. Dialogo langas ,,New Run Wizard“ (Naujos procediiros vedlys).
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4. |veskite operatoriaus vardg lauke Operator (Operatorius). Pridékite pastabas ir lauke
Reaction Volume (Reakcijos tiris) nustatykite reikSme 25. |sitikinkite, kad lauke
Sample Layout (Méginiy iSdéstymas) jvestos reikSmés yra 1, 2, 3... Spustelékite Next
(Kitas) (2 pav.).

New Run Wizard @

This screen displays miscellaneous options for the run. Complete the fields, }T:I'; ::“;g:g;ﬁ: o
clicking Next when you are ready to move to the next page. the wizard. For help
: on an item, hover
1 —tapsiator, . INAME I vour mouse over the

item for help. You
can also click on a
combo box to display
help about its
available settings.

Notes :

Reaction .

Sample Layout : I1,2. 3. LII

5kipWizard| << Back ! Next >> I 5

2 pav. Operatoriaus vardo ir reakcijy tariy jvedimas.

5. Dialogo lange ,New Run Wizard“ (Naujos procediros vedlys) spustelékite ,Edit Profile”

(Redaguoti profilj) (3 pav.) ir nustatykite tyrimo parametrus, atlikdami toliau nurodytus
veiksmus.

New Run Wizard J

Temperature Profile : Click this bulton to
edit the profile

shown in the box
above.

1 Edk Profie ... |
Channel Setup :

Name | Sowce | Detector | Gain Create New..
Green  470nm  5100m 5 Edi
Yellow  530nm  555nm 5 -
Orange  5850m  B10nm 5 Edit Gain...
Red 625nm  BE0nm 5 g
Cimson  680nm  710hp 7 Remove
HRM 460nm  510nm 7 Rasat Dotauls
Gain Optimisation...

SkpWeard | <c<Back | New» |

3 pav. Profilio redagavimas.
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6. Spustelékite ,Insert after* (Jterpti po) ir pasirinkite ,New Hold at Temperature®
(Naujas islaikymas esant temperatdrai) (4 pav.).
M Edit Profile
.9 W @
Nowe Cpen  Save As Heb
The run wall take [ F

x)

piete. The graph below tepresents the 1un o be pedomed

Chck on & cyche below to modly

New HRM Step 2
Copy of Currert Step

4 pav. Pradinio inkubavimo veiksmo jterpimas.

7. Pakeiskite ,Hold Temperature* (ISlaikymo temperatira) j 95 °C, o ,Hold Time"

(I8laikymo laikas) —j ,15 mins 0 secs” (15 min. 0 sek.). Spustelékite ,Insert After” (Jterpti
po), tada pasirinkite ,New Cycling“ (Naujas ciklas) (5 pav).

18 Edit Profile X
@ . 8 W @
New Open Save As Help

The run will take approximatedy 16 minute(s] to complete. The graph below represents the run to be performed :

Click on a cycle below to modify it -
Hold

I New Cycling
Insert before... o e
——————— New Hold at Temperature
_ Remove | new HRM Step
[Hold Temperature a5 | Copy of Current Step
1 ] piLLL
Hold Time 15 |mine 0 |[secs

5 pav. Pradinis inkubacijos zingsnis esant 95 °C temperatirai.
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8. Nustatykite, kad ciklas baty kartojamas 40 karty. Pasirinkite pirmg zingsnj ir nustatykite
»95 °C — 30 sek.”.

M £dit Profile X
€ W “

N.ew T Open Saveds  Heb
The run will Lake appiosimately 33 mirute(t) to complete. The graph below represents the run 1o be peromed :

MR

Click on & cycle below to modiy #

P P o B - 5
3_ 30 seconds /
Not Acquang 720C fox 20 secs
1 ": ';W“"D' S0°C fox 20 soct
x|

6 pav. Ciklo zingsnis esant 95 °C temperatirai.
9. Pasirinkite antrg zingsnj ir nustatykite ,60 °C — 60 sek.“. Spustelékite ,Not Acquiring“
(Negaunama), kad Siame zingsnyje jgalintuméte duomeny gavima. (7 pav).

L W o

tew " Cpen Sweks  Wep
The run vl Lake apgrcmmatel; 125 mrwtels) 1o compiete. The craph below regresents the rn ko be perfomed

A A AR

ik on 8 cycle bekow 10 modly |
ok Ingect aiec
Insest belore.
Remave

T cyckeiepests 40 | tmefs)

7 pav. Ciklo zingsnis esant 60 °C temperatirai.
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10. Pasirinkite Green ir Yellow sgrase Available Channels (Pasiekiami kanalai), tada
spustelékite >, kad perkeltuméte juos j sgraSg Acquiring Channels (Gavimo kanalai).
Spustelékite OK (Gerai) (8 pav.).

Same as Previous : IleAmusinnl ﬂ
Avaiable Channels : Acquiing Channels
Name [ > |1 Name
Crimson _] reen 1
HRM ;J Yelow |
O
ek <«

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

Dye Chatt>> Don't Acquie Heo |

FAM ", SYBR Green 1%, Fluorescen, EvaGreen ', Alexa Fluor 488"
5550m  |JOE, VICY, HEX. TET™, CAL Fluos Gold 540, Yakima Yelow
610nm | ROX", CAL Fluor Red 610+, Cy3 5, Texas Red ", Alexa Fluor 568+
660nm | Cy5Y, Quasar 670", Alexa Fluor 6337

710hp | Quasar705 ", Alexa Fluor 680

510nm | SYTO 9%, EvaGreen

8 pav. Gavimas atliekant ciklo zingsnj esant 60 °C temperatiirai.

11. Pazymeékite trecig Zingsnj ir panaikinkite spustelédami ,-“. Spusteléekite ,OK" (Gerai) (9 pav.).

S, U W “
Mo Open Seveds e
The s vel 138 aggucamately 175 murutels] 10 cmpinta Tha gragh bekow regreserts the 1 10 be pardarmad

(AR A AR

Cick on & cycle below o modiy #

Hald Irzest ahes
Inedt betore
o |
Thi cycl tepasts_40 | e}
Cick. 0 0 of e seps bekow Ko modily &, o press + 0 - 10 50k and remave deps ox s cycle. 2
Timed $i ! -
S N o
> Il ; \ /
20 seconds I/ \
Acqunglo Cyckrg® | \ 722 1o 20 i |
on Greens
I LongRarge GORC 1or 60 bect 1
I Touchdomn

9 pav. ISplétimo zingsnio pasalinimas.
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12. Kitame dialogo lange spustelékite ,Gain Optimisation” (Gavimo optimizavimas) (10 pav.).

New Run Wizard
Temperature Profile :

%)

This box displays
help on elements in
the wizard. For help
on an item, hover
pour mouse over the
item for help. You
can also chick on a
combo box to display
help about its
ailable setts

Edit Profle .. Pl
Channel Setup :
Name | Souce | Detector | Gan | Create New... |
Green  470nm  S510nm 5
Yelow 53nm 5550m 5 _ e |
Orange  585wn  610nm 5 Edit Gain...
Red 625nen  BB0nm 5 —I
Crimson  680nm  710hp 7 Remove
HRM 460nm  510nm 7

Reset Defauls

1= Ga'nopﬁmﬁm..l

SkpWiad | <«<Back | MNew» |

10 pav. Gavimo optimizavimas.

13. Spustelékite ,Optimise Acquiring“ (Optimizuoti gavimg). Rodomi kiekvieno kanalo
nustatymai. Priimkite Sias numatytgsias abiejy kanaly reikSmes spustelédami ,OK*

(Gerai) . (11 pav).

Opfimisas

X

l.A Ganr O
%
&

Optmeze Al

chemstry you are

Dptmise.

Channel Settings
Channel : Green

e

different gan levels unti # finds one at which the flucrescence levels are.

acceplable. The range of flucrescence you are looking for depends on the
performing

Set temperature to hjm

o ———)
TubePostion:  [1 =
TagetSampleRange: B —{Flwto [10 ={A
Acceptable GanRange: [10 =] 1 [10 =

L o |

HITE

| Manual

| Close

| __be |

11 pav. Automatinis zalio kanalo gavimo optimizavimas.
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14. Pazymékite langel

i

,Perform Optimisation before 1st Acquisition®

(Atlikti

optimizavimg prie$ pirmg gavimg), tada spustelékite ,Close” (Uzdaryti) ir grizkite j ved]]

(12 pav.).

Auto-Gain Optimisation Setup
Opbmesabon

=

Auto-Gan werted sample o

o different gain levels untl it finds one at which the fluorescence levels are
acceptable. The range of flurescence you are looking for depends on the

chemsstiy pou are pertorming.
Settemperatuaeto [ —] degreas
Optimise Al | Optimise Acquiing
s 2] etorm Optrsation Belore 13t Acqusbon
™ Perform Optimisation A 60 Degrees At Beginning Of Run
Channel Settings

[ "
Nome | Tube Positon | Min Readng | Max Readng | Min Gain | Max Gan Edt |
Green 1 51 10F1 10 10
Yelow 1 51 101 BT R __Benove_|

Remave Al

12 pav. Green ir Yellow kana

ly pasirinkimas s.

15. Spustelékite ,Next (Kitas), kad jraSytuméte matricg atitinkamoje vietoje, pasirinkdami

~Save Template® (Jradyti matricg).
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Mutacijy jvertinimo duomeny analize

Pabaige tyrimy serijg, analizuokite duomenis naudodami toliau pateiktg procedira.

Programinés jrangos analizés nustatymas

1.

Atidarykite atitinkamg failg naudodami ,Rotor-Gene Q" serijos programinés jrangos
2.3.5 arba naujesne versija.

. Jei pries atliekant tyrimg méginiams nebuvo suteiktas pavadinimas, spustelékite Edit

Samples (Redaguoti méginius).

. Stulpelyje Name (Pavadinimas) jveskite méginiy pavadinimus.

Pastaba. Tusciy Sulinéliy pavadinimy neradykite.

. Spustelékite Analysis (Analizé). Analizés puslapyje spustelékite Cycling A. Yellow ir

patikrinkite HEX kanalg.

. Patikrinkite, ar pazyméta parinktis Dynamic Tube (Dinaminis mégintuvélis).

Spustelékite ,,Slope Correct® (Teisingas nuolydis) ir Linear Scale (Linijiné skalé).

. Spustelékite Take Off Adj (Kilimo koregavimas), tada jveskite 15.01 ir 20.01, kaip

parodyta 13 pav.
3

L I
I'.fp Dynamic Tub’l‘-;;, Slope Correctl “& Ignare First

Take Off Point Adjustment ==

Adjust the cycle to be used as take off point.

If take off point was calculated  [15.m

before cycle

Then use the following cycle as 200

take off paint

0K | DoNotadust|  Cancel |

13 pav. EGFR analizés normalizavimo nustatymai. 1 = ,Dynamic Tube" (Dinaminis mégintuvélis), 2 = ,Slope
Correct” (Teisingas nuolydis), 3 = ,Take Off Adj,” (Kilimo koregavimas), 4 = ,Take Off Point Adjustment*
(Kilimo tasko koregavimas) dialogo langas su parametry reikSmémis.

28
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9.
10.

. Nustatykite slenkscio reikSme ,0.02“ (0,02) ir patikrinkite HEX Cr reikSmes.

. Analizés puslapyje spustelékite ,Cycling A, Green®, kad perzidrétuméte FAM kanala.

Nustatykite parametrus, kaip anksciau pateikta 13 pav.
Turi bati pazymeétas dinaminis mégintuvélis.
Spustelékite ,Slope Correct” (Teisingas nuolydis) ir ,Linear Scale” (Linijiné skalé).

Nustatykite slenkscio reikSme ,0.075“ (0,075) ir patikrinkite FAM Cr reikSmes.

Tyrimo kontrolinés medziagos analizé

Pabaige tyrimy serijg, analizuokite duomenis, kaip apra8yta toliau.

Neigiamos kontrolinés medziagos: norint uztikrinti, kad néra uzterSimo matrica, NTC
neturi generuoti Ct reikSmés Zaliame (FAM) kanale zemiau 40. Norint uztikrinti tinkama
tyrimy serijos nustatyma, NTC turi rodyti amplifikacijg 29,85-35,84 geltoname (HEX)
kanale (vidinés kontrolinés medziagos).

Jei amplifikacija Zaliame kanale yra teigiama ir (arba) signalo amplifikacija geltoname
kanale yra uz 29,85-35,84 diapazono riby, tyrimy serija yra netinkama.

Teigiama kontroliné medziaga: EGFR teigiama kontroliné medziaga (Positive Control,
PC) pagal kiekvieng reakcijy misinj turi pateikti Cr reikSme, esancig nustatytame
diapazone, pateiktame 5 lenteléje. Tyrimy serija, kurios teigiamos kontrolinés medziagos
reikSmeé nepatenka j §j diapazona, rodo tyrimo nustatymo problema, o tyrimy serijg reikia
laikyti nepavykusia. Jei teigiamos kontrolinés medziagos pateikta Cr reikSmé patenka j
diapazong (FAM), bet vidinés kontrolinés medziagos Cr reikSmé (HEX) yra uz diapazono
29,85-35,84 riby, teskite analize.

Pastaba. Méginio duomeny naudoti negalima, jei neigiamos arba teigiamos kontrolinés
medziagos tyrimas nepavyksta.
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5 lentelé. Priimtinas tyrimy serijos kontroliniy medziagy Cr diapazonas

Reakcijos kontroliné Tyrimas Kanalas Cr diapazonas
medziaga
Teigiama kontroliné Kontroliné medziaga Green (FAM) 28,13-34,59
medZziaga
T790M Green (FAM) 30,22-34,98
Delecijos Green (FAM) 28,90-34,90
L858R Green (FAM) 29,97-34,81
Kontroliné medziaga be  Visi keturi reakcijy misiniai Green (FAM) > 40,00
matricos
Visi keturi reakcijy misiniai Yellow (HEX) 29,85-35,84

Cr reik§mé

Taip-

TYRIMAS
NEPAVYKO

Ne-

igi Neigiama
l::er:tglizm?s Ar HEX CT kontgroliné
2 e i — Taip»| e
medtiagos FAM Ar FAM C; < 40? Ni paten;aj 29,85 )35,84 aip- med¥iaga
\apazonas tinkama

Teigiamos
kontrolinés
medzZiagos
FAM Cr
reiksme

Ar kontrolinés
FAM Cr mégintuvélis

patenka j 28,13-34,59
diapazong?

Ne

TYRIMAS
NEPAVYKO

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

Ne

TYRIMAS
NEPAVYKO

C

D

Teskite méginio analize

Teigiama kontroliné
medziaga tinkama

}<7Taip

Ar delecijy FA
Cr mégintuvelis
patenka j 28,90-34,90
diapazong?

Ne

Cr mégintuvélis
patenka j 29,97-34,81
diapazong?

14 pav. Tyrimo kontrolinés medziagos analizés darby eiga.

Jei abi tyrimy kontrolinés medziagos tinkamos, kiekviena méginio kontrolinio tyrimo Cr

reikSmé turi patekti j 23,70-31,10 diapazong zaliame (FAM) kanale (6 pav.).

Taip
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6 lentelé. Priimtinas méginio kontrolinés reakcijos FAM Cr diapazonas

Reakcijos misinys Kanalas Priimtinas Cr diapazonas

Kontroliné medziaga Zalias (FAM) 23,70- 31,10

Toliau pateikiamos rekomendacijos, jei méginio reikSmé nepatenka j §j diapazona.

® < 23,70 méginio kontrolinio tyrimo Cr: méginiai, kuriy kontrolinés medziagos Cr
reikSmeé yra < 23,70, perkraus mutacijos tyrimus, todél juos reikia atskiesti. Norédami
perzidréti kiekvieng nedidelio lygio mutacijg, per daug koncentruotus méginius
atskieskite taip, kad jy reikSmés patekty j anks€iau nurodytg diapazong ir praskiedus per
puse Cr padidéty 1.

e > 31,10 méginio kontrolinio tyrimo Cr: méginyje nepakankamas kiekis DNR analizei atlikti.

Jei abi tyrimo kontrolinés medziagos yra tinkamos, o kontrolinio tyrimo reikSmés patenka |
diapazona, nurodytg 6 lenteléje, zaliame (FAM) kanale kiekviena méginio mutacijos Cr
reikSmeé turi patekti | diapazong, nurodytg 7 lenteléje. Toliau pateikiamos rekomendacijos,
jei méginio reikSmé nepatenka j §j diapazona.

7 lentelé. Priimtinos méginio mutacijy reakcijos reikSmés

Reakcija Reakcijos misinys Kanalas Cr diapazonas

Mutacijos reakcija T790M Green (FAM) 0,00-40,00
Delecijos Green (FAM) 0,00-40,00
L858R Green (FAM) 0,00-40,00
Visos trys mutacijos Yellow (HEX) 29,85-35,84

Pastaba. Jei méginys negeneruoja Cr (t. y. Ct > 40), tai gali bati dél inhibitoriaus poveikio,

tyrimo nustatymo klaidos arba néra amplifikuojamos EGFR DNR.

e Vidinés kontrolinés medziagos Cr reikSmé patenka j 29,85-35,84 diapazona: néra
amplifikuojamos EGFR DNR.

e Vidinés kontrolinés medziagos Cr reikSmé nepatenka j 29,85-35,84 diapazona: tai
gali rodyti tyrimo nustatymo klaidg arba inhibitoriaus buvima. Jmanoma sumaZinti

inhibitoriaus efektg méginj skiedziant, taciau tuomet praskiedziama ir DNR.
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Meéginj reikia

skiesti TAIP

Skiesti meginj

Ar FAM Cr < 23,707

Ar kontrolinés

Meéginio
kontrolinés tyrimo FAM C; reikimes
mediagos FAM patenka j 23,70-31,10
diapazona?

C;reik§me

TAIP

Ar FAM CT > 31,10?

Meéginys netinkamas

Ar kuriy nors mutacijy HEX

Meéginio mutacijy
Cr reikémes < 29,852

tyrimy HEX Cr
reikimes

NE
TAIP

Meéginyje gali
nebiti
amplifikuojamos
DNR arba gali buti
inhibitoriy

Ar mutacijy FAM C
patenka j 00,00-40,00
diapazong?

Meéginio mutacijy
FAM C; reiksmes

TAIP

Teigiamos FAM
amplifikacijos
mégintuvelis

Apskaiciuokite kiekvienos
mutacijos AC; reikmes.
AC; = mutacijos Cr— NE
kontrolinés medziagos Cy

Meéginio mutacijy
tyrimy HEX Cy
reikimes

Palyginkite AC reikime
su nurodytu tyrimo ACy
diapazonu

Ar mutacijy vidinés
kontrolinés medzZiagos
HEX CT patenka j 29,85—
35,84 diapazona?,

Tyrimas netinkamas

Ar yra tyrimo AC reikimi
nurodytame ACy
diapazone?

TAIP TAIP

Mutacija neaptikta

Aptikta mutacijy tyrimo
EGFR mutacijy

15 pav. Mutacijy analizés schema.
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Méginio mutacijy tyrimo FAM Cr reikSmé
Visy trijy mutacijy reakcijy misiniy FAM reikSmes reikia patikrinti pagal 8 lenteléje pateiktas

reikSmes.

Toliau nurodytu badu apskai€iuokite kiekvieno mutacijy méginio, rodancio teigiamag
amplifikacijg, ACt ribine reikSme ir jsitikinkite, kad mutacijos ir kontrolinés medziagos Cr

reikSmés yra i$ to paties méginio.

ACt = mutacijos Ct — kontrolinio Ct

Palyginkite méginio ACt reikSme su analizuojamo tyrimo ACr ribiniy reikSmiy intervalu

(8 lentelé) ir jsitikinkite, kad kiekvienam tyrimui taikomas tinkamas ribinés reikSmés taskas.

8 lentelé. Mutacijy tyrimo ACr ribiniy reikSmiy intervalas

Mutacijy tyrimas ACq ribiniy reik8miy intervalas
T790M Nuo —10,00 2 iki < 7,40
Delecijos nuo —10,00 = iki < 8,00
L858R nuo —10,00 2 iki < 8,90

ACrt ribiniy reikSmiy intervalo virsutiné riba yra taskas, kurj virSijantis signalas gali buti
teigiamas del laukinio tipo DNR ARMS pradmens foninio signalo. Jei méginio ACt reikSmé
yra didesné nei ACr ribiniy reikSmiy intervalo virSutinio tasko reikSmeé, jis klasifikuojamas
kaip ,Mutation not detected“ (Mutacija neaptikta) arba neaptinkamas naudojant §j rinkinj. Jei
méginio reikSmé yra tarp ACr ribiniy reikSmiy tasky, meginys klasifikuojamas kaip teigiamas
ir turintis tokiu tyrimu aptinkamy mutacijy. Jeigu méginio reikSmé yra mazesné nei ACr ribiniy

reikSmiy intervalo apatiné riba, tai gali biti dél fluorescencijos artefakty.

Pastaba. Méginius, kuriuose nerodomos FAM mutacijos Cr, reikia jvertinti atsizvelgiant |
vidinés kontrolinés medziagos (HEX) Cr reikSmes, kad baty galima nustatyti, ar mutacija
neaptikta, ar tyrimas negalioja. Jei HEX Cr reikSmé yra nuo 29,85 iki 35,84, vadinasi,
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mutacija neaptikta. Jei HEX ACrt ribiné reikSmé nepatenka | §j intervala, méginys yra
netinkamas.

Apibendrinant pagal toliau nurodytus kriterijus bus nustatyta visy méginiy kiekvienos
reakcijos busena: mutacija aptikta, mutacija neaptikta arba netinkama.

e Mutacija aptikta: FAM amplifikacija teigiama, o ACt reikSmé patenka j ACr ribiniy
reikSmiy diapazona. Jei aptinkamos kelios mutacijos, visas galima jtraukti j ataskaita.
e Mutacija neaptikta:
O FAM amplifikacija teigiama, ACr ribiné reikSmé didesné uz ACr ribiniy reikSmiy
intervalg, o HEX (vidiné kontroliné medziaga) patenka j 29,85-35,84 intervala.
O FAM amplifikacija neigiama, o HEX (vidiné kontroliné medziaga) patenka j 29,85—
35,84 intervala.
o Netinkama: FAM amplifikacija neigiama, o HEX amplifikacija neatitinka specifikacijy.
O Apskaiciuota ACt yra mazesné nei ACr ribiniy reikSmiy intervalas, HEX (vidiné
kontroliné medziaga) patenka j tikéting intervalg. Mazesné nei —10,00 ACt reikSmé
rodo, kad galéjo bditi fluorescencijos artefakty.

34 therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit rinkinio vadovas 10/2019



TrikCiy Salinimo vadovas

Sis trik¢iy Salinimo vadovas gali biti naudingas $alinant atsiradusias triktis. Daugiau
informacijos rasite misy techninés pagalbos centro svetainés puslapyje ,DaZniausiai
Asked FAQ)
www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx. QIAGEN techninés priezidros skyriuose dirbantys

uzduodami klausimai“ (Frequently Questions, adresu

mokslininkai visada mielai atsakys j visus jums kilusius klausimus, susijusius su Siame
vadove ir protokoluose pateikta informacija, méginiais ir tyrimy technologijomis (kontaktine

informacija zr. galiniame virSelyje arba apsilankykite www.qiagen.com).

Pastabos ir pasialymai

Jokio signalo naudojant EGFR teigiamas kontrolines medziagas (Positive Control, PC)
fluorescenciniame kanale ,,Cycling Green*

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

b) Neteisingas ,Rotor-Gene Q MDx Palyginkite temperatiros profilj su protokolu ir, jei jis yra
5plex HRM" instrumento neteisingas, pakartokite tyrimy serija.
temperatdros profilio programavimas

c) Neteisinga PGR konfiglracija Patikrinkite savo darbo veiksmus naudodami lasinimo pipete

schema ir, jei reikia, pakartokite PGR.

d) Vieno ar keliy rinkinio komponenty Patikrinkite reagenty laikymo salygas ir tinkamumo laikg (zr.
laikymo saglygos neatitiko nurodymuy, rinkinio etikete) ir, jei reikia, naudokite naujg rinkinj.
pateikty skyriuje ,Reagenty laikymas
ir naudojimas* (13 psl.)

e) Baigési therascreen EGFR Plasma Patikrinkite reagenty laikymo salygas ir tinkamumo laikg (zr.

RGQ PCR Kit* rinkinio tinkamumo
laikas

rinkinio etikete) ir, jei reikia, naudokite naujg rinkinj.
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Pastabos ir pasialymai

Signalai naudojant neigiamas kontrolines medziagas analitinés PGR fluorescenciniame kanale ,,Cycling
Green“

PGR ruosimo metu atsirado tarSa Pakartokite PGR, naudodami naujus reagentus kartotiniais
tyrimais.
Jei galima, jdéje reikiamg bandyti méginj, i$ karto uzdarykite PGR
mégintuvélius.
Uztikrinkite, kad darbo vieta ir instrumentai baty reguliariai
dezinfekuojami.

Slenkscio reikSmés peréjimas kelis kartus arba ACt reikSmé zemiau ribiniy reikSmiy intervalo

Netinkamas maiSymas pasirengimo Pakartokite PGR, jeigu tai turi jtakos kontrolinei medziagai, arba i$
tyrimui metu naujo iStirkite nepavykusj méginj.
Vykdykite naudojimo instrukcijas, atidziai atlikdami maiSymo
Zingsnius.
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Kokybés kontrolé

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

Apribojimai

Produkto rezultatai turi bati vertinami susijusiy klinikiniy ir laboratoriniy duomeny kontekste,
o nustatant diagnoze nenaudojami be konteksto.

Produktg turi naudoti tik personalas, specialiai iSmokytas atlikti ,in vitro“ diagnostines
procediras ir dirbti su ,Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM* instrumentais.

Analitinio patvirtinimo tyrimai naudojant Zmogaus DNR méginius, iSskirtus i§ plazmos
méginiy.

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

Siekiant uztikrinti optimalius rezultatus reikia grieztai laikytis ,therascreen EGFR Plasma
RGQ PCR Kit* rinkinio vadovo nurodymy. Nerekomenduojama skiesti reagenty kitaip, nei
nurodyta Siame vadove, nes gali sumazéti jy veiksmingumas.

Reikia atkreipti démes;j j tinkamumo datas, i§spausdintas ant déZutés ir visy komponenty
etikeCiy. Pasibaigus tinkamumo laikui, komponenty naudoti negalima.
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Pradmenys EGFR delecijy reakcijos miSinyje sukurti taip, kad bty gauta daugybé
19 egzono delecijy, apimanciy nukleotidus nuo 55174772 iki 55174795 (GRCh38 chr7),
kuriy diapazonas yra 23 bp.

Nors 19 egzono delecijy tyrimas analitiSkai patvirtintas ir jrodyta, kad juo nustatomos
nurodytos 19 egzono delecijos (zr. Sio vadovo 13 lentelg), papildomas mutacijas (jskaitant,
bet tuo neapsiribojant, papildomas 19 egzono delecijas, 19 egzono jterpimus ir L747P
mutacijas) galima amplifikuoti delecijy reakcijos misiniu.

Jei tokios papildomos mutacijos bus aptiktos, paciento méginio rezultatas bus ,Deletions
Detected” (Aptiktos delecijos).

Be to, L858Q mutacijg galima aptikti naudojant L858R reakcijos misinj. Todél, jei paciento
méginyje bus aptikta L858Q mutacija, gali bdti nustatytas rezultatas ,L858R Mutation
Detected” (L858R mutacija aptikta).
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Eksploataciniy savybiy charakteristikos

Analitinis jautrumas — tustumo riba (Limit of Blank, LOB)

Norint nustatyti ,therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit* rinkinio efektyvuma nesant
matricos ir uztikrinti, kad tus¢ias meéginys arba meéginys su laukinio tipo DNR nesukuria
analitinio signalo, kuris gali rodyti mazg mutacijos koncentracijg, buvo jvertinta NSCLC
plazmos EGFR laukinio tipo DNR i$ 59 skirtingy méginiy. Tyrimo priimtinumo kriterijai
(bent 95 % laukinio tipo méginiy ACr ribiné reikSmé turi bati didesné uz atitinkamg ribine
reikSme) buvo jvykdyti.

Aptikimo riba (Limit of Detection, LOD)

LOD - tai maziausia procentiné dalis mutacinés DNR, kurig galima aptikti laukinio tipo DNR
fone, kai bendrame amplifikuotinos DNR kiekyje (patenkaniame | nustatytg jvesties
diapazong) mutacija buvo tinkamai aptinkama 95 % atvejy pagal kiekvieng mutacijy turintj
méginj (C95). Tyrimo DNR jvesties darbinis diapazonas apibréziamas i$ anksto apibréztu
kontroliniy Cr reikSmiy 23,70-31,10 diapazonu.

~therascreen EGFR RGQ PCR Kit" rinkinio LOD buvo nustatyta esant Zzemam DNR jvesties
(kontroliné Cr reik§mé — mazdaug 30,10) lygiui naudojant DNR, i$skirtg i$ FFPE audinio. Siy
EGFR mutacijy LOD buvo nustatyta naudojant tiek FFPE klinikinius bandinius, tiek FFPE
Igsteliy linijas esant Zemam DNR jvesties lygiui.

LOD reikSmeés, nustatytos naudojant FFPE audinj, buvo patikrintos naudojant ,therascreen
EGFR plasma RGQ PCR Kit" rinkinj ir DNR, iSskirtg i$ dirbtiniy mutacijy turin€iy plazmos
méginiy.

Galutinés LOD reikSmés, iSvardytos pateiktoje 9 lenteléje, rodo, kokia mutacijy procentiné
dalis pateiké numatomg 95 % aptikimo tikimybe pagal kiekvieng mutacija.
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9 lentelé. Kiekvieno i$ trijy EGFR mutacijy tyrimy LOD

Egzonas Mutacija COSMIC ID* % LOD reikSmeé
20 T790M 6240 17,5%
6223 6,4*
13551 4,24
12728 2,43t
12419 16,871
12422 3,24t
6218 9,83t
6210 7,441
6254 10,2*
12370 8,1*
19 Delecijos 12678 10,40t
12367 4,397
12384 7,54t
6225 6,5%
6220 2,7*
6255 0,81*
12382 1,45%
12383 4,58*
12387 4,91t
12369 4,94*
21 L858R 6224 5,94*

*LOD reik8mé, patikrinta plazmoje kaip ,therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit* rinkinio LOD

tyrimo dalis.
t Sios mutacijos nebuvo patvirtintos plazmoje.

patvirtinimo
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Analitinis jautrumas — ACr ribinés reikSmes ir ACt ribiniy reikSmiy
intervalas

Nustatant ribines tyrimo reikSmes klaidingai teigiamy rodikliy atzvilgiu buvo taikomas rizika
pagrjstas pozidris ir formuojant ribines reikSmes kaip vienas komponenty buvo naudojamos
apskaiciuotos LOB reikSmés.

Atitinkami kiekvieno mutacijos tyrimo, naudojant ,therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit*

rinkinj, ACt ribiniy reikSmiy intervalai pateikti 10 lentelé.

10 lentelé. ,,therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit“ rinkinio ACr ribiniy reikSmiy intervalas

Mutacijy tyrimas ACq ribiniy reik8miy intervalas
T790M nuo —10,00 2 iki < 7,40
Delecija nuo —10,00 2 iki < 8,00
L858R nuo —10,00 2 iki < 8,90

Pasikartojamumas ir atkartojamumas

Pasikartojamumas ir atkartojamumas buvo jvertintas tiriant 3 x LOD mutacijy lygio méginius
laukinio tipo genominés DNR fone 3 laboratorijose naudojant keliy partijy rinkinius. Tyrimg
atliko keli operatoriai, tyrimy serijos buvo atliekamos kelias dienas, tiriant po 2 kiekvieno
méginio pakartojimus. Visy 3 mutacijy tyrimy 100 % mutacinés DNR meéginiy nustatyti kaip
turintys mutacijy. Laukinio tipo méginiai visuose tyrimuose, atliktuose visose laboratorijose,
buvo neigiamos mutacijos.

DNR jvesties poveikis Ct reikSméms

DNR jvesties lygis apibréziamas kaip bendras amplifikuojamos EGFR DNR kiekis méginyje,
nustatytas pagal kontrolinés reakcijos Cr reikSmes. Siekiant jrodyti, kad ,therascreen EGFR
Plasma RGQ PCR Kit* rinkinio veiksmingumas yra vienodas kontrolinés reakcijos Cr
diapazone (23,70-31,10), visi 3 EGFR mutacijos tyrimai buvo atlikti naudojant SeSiy santykiy
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1:3 skiediniy sekas (DNR isskirta i FFPE Iasteliy linijy). Kiekvienos mutacijos
vieno skiedimo tiksliné Crt buvo apytiksliai 24,70. Galutinis skiedimas, kurio Cy buvo
apytiksliai 32—-33, nepateko | kontrolinés reakcijos Cr diapazona. Bendrai ACt ribinés
reikSmeés, iSmatuotos esant skirtingiems visos DNR jvesties lygiams, darbiniame
~therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit" rinkinio intervale buvo nuoseklios.

Trukdancios medziagos

Endogeninés trukdancios medziagos

Galimai trukdanciy medziagy buvo pridéta j 3 x LOD dirbtinius mutacijy turinCius plazmos
méginius. Tada méginiai buvo istirti naudojant ,therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit"
rinkinj. Méginiai, kuriuose buvo galimai trukdanciy medziagy, buvo palyginti su 3 x LOD
dirbtiniais mutacijy turin€iais plazmos méginiais, kuriuose trukdanciy medziagy nebuvo.
Kiekviena trukdanti medZiaga istirta naudojant 4 pakartojimus.

Galimu trukdymu laikytas > 2x standartiniy nuokrypiy (Standard Deviation, SD) (paimty i$
tikslumo tyrimy) skirtumas tarp ,tyrimo“ ir ,kontrolinés“ medziagos (t. y. medziagos be

trukdangiy medziagy) ACr. Siais atvejais pateikiamas pastebétas ACr skirtumas.

11 lenteléje nurodytos tyrimo koncentracijos buvo pasirinktos remiantis CLSI dokumente
EP07-A2 pateikiamomis rekomendacijomis. Sios koncentracijos atspindi maksimalig

klinikiniame méginyje aptinkamg koncentracija.

Pastaba. Siy endogeniniy junginiy buvo pridéta j dirbtinius mutacijy turinius méginius,
kuriuose buvo sveiky donory plazmos. Todél Siy neZinomos koncentracijos endogeniniy
junginiy galéjo natdraliai bati méginiuose, pries papildomai jy pridedant. Kiekvienos istirtos
galimai trukdancios endogeninés medziagos galutiné koncentracija galéjo bati didesné nei
tyrimo koncentracija.

42 therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit rinkinio vadovas 10/2019



11 lentelé. Galimai trukdancéios endogeninés medziagos

Galimai trukdanéios medziagos Tyrimo koncentracija
(Interfering Substance, IS)

Nekonjuguotas bilirubinas 150 mg/dl
Hemoglobinas (zmogaus) 0,2 g/dl

Trigliceridai 3 g/l

T790M tyrimas

Toliau pateikti endogeniniai junginiai, esant 11 lenteléje nurodytoms koncentracijoms,
turéjo > 2 x SD poveikj (0,40 ACt) T790M tyrimo efektyvumui.

e Trigliceridai, 1,37 ACrt skirtumas

Delecijy tyrimas

Toliau pateikti endogeniniai junginiai, esant 11 lenteléje nurodytoms koncentracijoms, turéjo
> 2 x SD poveikj (0,71 ACt) delecijy tyrimo efektyvumui.

e Hemoglobinas, 0,80 ACt skirtumas

L858R tyrimas

Toliau pateikti endogeniniai junginiai, esant 11 lenteléje nurodytoms koncentracijoms, turéjo
> 2 x SD poveikj (0,56 ACt) L858R tyrimo efektyvumui.

e Bilirubinas, 1,13 AC+ skirtumas
e Trigliceridai, 1,53 ACrt skirtumas
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Egzogeninés trukdancios medzZiagos

Galimai trukdanciy medziagy buvo pridéta j 3 x LOD dirbtinius mutacijy turinCius plazmos
méginius. Tada méginiai buvo istirti naudojant ,therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit*
rinkinj. Méginiai, kuriuose buvo galimai trukdanciy medziagy, buvo palyginti su 3 x LOD
dirbtiniais mutacijy turin€iais plazmos méginiais, kuriuose trukdanciy medziagy nebuvo.
Kiekviena trukdanti medZiaga istirta naudojant 4 pakartojimus.

Galimu trukdymu laikytas > 2x standartiniy nuokrypiy (paimty i$ tikslumo tyrimy) skirtumas
tarp ,tyrimo* ACrt ir ,kontrolinés medziagos® (t. y. medziagos be trukdanciy medziagy) ACr.

Siais atvejais pateikiamas pastebétas ACt skirtumas.

12 lenteléje nurodytos tyrimo koncentracijos buvo pasirinktos remiantis CLSI dokumente
EPO07-A2 pateiktomis rekomendacijomis. Visais atvejais jos virSija terapine koncentracijg.

12 lentelé. Galimai trukdancios endogeninés medziagos

Galimai trukdanéios medziagos Tyrimo koncentracija (ug/ml)
(Interfering Substance, IS)

Citalopramo hidrobromidas 0,75

Paroksetino hidrochlorido hemihidratas 1,14

Sertralino hidrochloridas 0,67

Fluoksetino hidrochloridas 3,87

Acetaminofenas 200,7

K2 EDTA 3600

T790M tyrimas

Toliau pateikti egzogeniniai junginiai, esant 12 lenteléje nurodytoms koncentracijoms, turéjo
> 2 x SD poveikj (0,40 ACt) T790M tyrimo efektyvumui.
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e Citalopramo hidrobromidas, 0,52 ACy skirtumas
e Sertralino hidrochloridas, 0,47 ACt skirtumas

® Fluoksetino hidrochloridas, 0,48 AC+ skirtumas

Delecijy tyrimas

Toliau pateikti egzogeniniai junginiai, esant 12 lenteléje nurodytoms koncentracijoms,
turéjo > 2 x SD poveikj (0,71 ACt) delecijy tyrimo efektyvumui.

® Fluoksetinas, 0,73 ACt skirtumas

L858R tyrimas

Toliau pateikti egzogeniniai junginiai, esant 12 lenteléje nurodytoms koncentracijoms, turéjo
> 2 x SD poveikj (0,56 ACt) L858R tyrimo efektyvumui.

Citalopramo hidrobromidas, 0,72 ACy skirtumas
Paroksetino hidrochlorido hemihidratas, 0,92 ACt skirtumas
Sertralino hidrochloridas, 0,82 ACt skirtumas

Fluoksetino hidrochloridas, 0,98 AC+t skirtumas
Acetaminofenas, 0,81 ACt skirtumas

K2 EDTA, 0,57 AC+ skirtumas
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Klinikinis efektyvumas

NCT01203917 klinikinis tyrimas buvo IV etapo atviras vienos grupés tyrimas, atliekamas
norint istirti pirminei terapijai skirto gefitinibo efektyvuma ir sauguma/ toleravima taikant
baltaodziams pacientams, sergantiems IlIA/B/IV stadijos EGFR mutacijy turin€iu NSCLC.

Pacienty tinkamumas jtraukti j NCT01203917 klinikinj tyrimg buvo nustatomas remiantis
EGFR jautriy mutacijy buvimu. NSCLC pacienty EGFR mutacijy blsena buvo jvertinta
atliekant klinikinj tyrima (Clinical Trial Assay, CTA) ir naudojant DNR i$ tinkamy audiniy ir
plazmos meéginiy. Tyrimo tikslas buvo i§ anksto suplanuotas biomarkeriy iStyrimas norint
nustatyti, ar galima naudoti plazmos méginius tiriant mutacijas, jei néra audiniy méginiy.
Palyginus tinkamy audiniy ir plazmos meginius, gautas didelis atitikimo rodiklis — 94,3 %,
esant tyrimo 99,8 % specifiSkumui ir 65,7 % jautrumui.

Plazmos bandiniy, gauty i§ NCT01203917 klinikiniame tyrime tirty pacienty, retrospektyvus
tyrimas buvo atliktas naudojant ,therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit* rinkinj. Buvo
atliktas papildomas tyrimas norint jvertinti ,therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit" rinkinio
ir CTA, naudoto atrenkant pacientus NCT01203917 klinikiniam tyrimui, atitikima. Buvo
jrodytas CTA ir ,therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit" rinkinio lygiavertiSkumas.
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Kontaktiné informacija

Prireikus techninés pagalbos ar papildomos informacijos, apsilankykite masy techninés
pagalbos centre adresu www.qgiagen.com/Support, skambinkite tel. 00800-22-44-6000
arba kreipkités j vieng i masy QIAGEN techninés priezidros skyriy ar vietiniy pardavejy

(2r. galinj virSelj arba apsilankykite www.giagen.com).

therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit rinkinio vadovas  10/2019 47


https://www.qiagen.com/us/support/?akamai-feo=off
https://www.qiagen.com/

Simboliai

Ant pakuotés ir etike€iy gali biti pateikti Sie simboliai:

Simbolis Simbolio apibrézimas

Sudétyje yra pakankamas reagenty kiekis
N> <N> reakcijoms atlikti

Tinka naudoti iki

"4

VD ,In vitro“ diagnostikos medicinos prietaisas
Katalogo numeris

LO Partijos numeris

MedzZiagos numeris

Komponentai

Sudétyje yra

Numeris

GTIN Visuotinis prekés numeris
Temperattros apribojimai
Gamintojas

Zr. naudojimo instrukcijas

Démesio

>ER T EEE R

4

o)
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A priedas. Informacija apie mutacijas

13 lenteléje rodomi COSMIC ID, paimti i§ ,Catalogue of Somatic Mutations in Cancer”

(Somatiniy vézio mutacijy katalogo) (www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic).

13 lentelé. Mutacijy ir COSMIC ID sarasas

Mutacija Egzonas Bazinis pokytis COSMIC ID
T790M 20 2369C>T 6240
L858R 21 2573T>G 6224
2235_2249del15 6223
2235_2252>AAT (kompleksas) 13551
2236_2253del18 12728
2237_2251del15 12678
2237_2254del18 12367
2237_2255>T (kompleksas) 12384
2236_2250del15 6225
2238_2255del18 6220
2238_2248>GC (kompleksas) 12422
Delecijos 19 2238_2252>GCA (kompleksas) 12419
2239_2247del9 6218
2239_2253del15 6254
2239_2256del18 6255
2239 _2248TTAAGAGAAG>C (kompleksas) 12382
2239_2258>CA (kompleksas) 12387
2240_2251del12 6210
2240_2257del18 12370
2240_2254del15 12369
2239_2251>C (kompleksas) 12383
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Uzsakymo informacija

Gaminys Turinys Kat. nr.

»therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit“ — skirtas EGFR geno

mutacijoms nustatyti

therascreen EGFR Plasma 24 reakcijoms: 1 kontrolinis tyrimas, 870311
RGQ PCR Kit (24) 3 mutacijy tyrimai, teigiama kontroliné
medZiaga, Taq DNR polimerazé

»Rotor-Gene Q MDx* ir priedai

Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM .Real-time PCR" cikly valdiklis ir 9002033
System didelés skiriamosios gebos lydumo

analizatorius su 5 kanalais (zaliu,

geltonu, oranziniu, raudonu, tamsiai

raudonu) ir HRM kanalu, neSiojamasis

kompiuteris, programiné jranga,

priedai (1-mety garantija dalims,

darbui, nejskaitant jrengimo ir

mokymo)
Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM .Real-time PCR" cikly valdiklis ir 9002032
Platform didelés skiriamosios gebos lydumo

analizatorius su 5 kanalais (zaliu,
geltonu, oranZiniu, raudonu, tamsiai
raudonu), taip pat HRM kanalas,
nesiojamasis kompiuteris, programiné
jranga, priedai, 1 mety garantija
dalims ir darbui, diegimas ir mokymas

Loading Block 72 x 0.1 ml Aliuminio blokas neautomatiniam 9018901
Tubes reakcijos nustatymui su vieno kanalo
pipete 72 x 0,1 ml mégintuvéliuose
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Gaminys Turinys Kat. nr.
Strip Tubes and Caps, 250 juosteliy po 4 mégintuvélius ir 981103
0.1 ml (250) dangtelius, skirty 1000 reakcijy
Strip Tubes and Caps, 10 x 250 juosteliy po 4 mégintuvélius 981106
0.1 ml (2500) ir dangteliai 10 000 reakcijy

Susije produktai
QlAamp Circulating Nucleic 50 paruosimy: ,QlAampMini“ 55114

Acid Kit

kolonéles, megintuvéliy plétikliai

(20 ml), ,QIAGEN Proteinase K*,
Carrier RNA, buferiniai tirpalai,
,VacConnectors* jungtys ir Collection
Tubes (1.5 ir 2 ml)

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.giagen.com arba galite

ju paprasyti QIAGEN techninés priezidros skyriaus ar vietinio platintojo.
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Dokumento perzidry istorija

Dokumentas

Keitimai

R3, 2019 m. sausio mén.

R4, 2019 spalio mén.

RS, 2020 birzelis

Pridétas jgaliotasis atstovas (priekinis virSelis). Atnaujintas skyrius ,Simboliai“.

Pakeistas teisétas gamintojas (virSelis)

Instrumento pavadinimas pakeistas i$§ ,Rotor-Gene Q MDx"“ j ,Rotor-Gene Q MDx
5plex HRM*, kad jis atitikty ant instrumento etiketés nurodyta pavadinimg

Pataisytos reagenty laikymo instrukcijos nurodant, kad juos galima laikyti ne
90 dieny, o 12 ménesiy arba iki tinkamumo naudoti datos

Skyrius ,Apribojimai“ papildytas informacija apie 19 egzono delecijy tyrima ir
L858R tyrimg.

Perziaréta 9 lentelé ir kartotinio tyrimo 21 L858R egzonas pakeistas 19 egzono
delecijomis

EC + REP simbolis pasalintas i$ virselio ir skyriaus ,Simboliai*

Atnaujintos nuorodos j RGQ programing jrangg i$ 2.3 j 2.3.5 arba naujesng versijg

Atnaujintos 8 ir 10 lentelés jtraukus naujg ACr ribiniy reikSmiy intervalg ir atitinkami
pakoreguoti visi susije aprasai visame vadove

Atnaujinti visi protokolo skyriai, svarbiose vietose prie$ skyriaus pradzig jtraukiant
informacijg apie maiSymo svarba; iSryskinta i§sami maiSymo informacija visuose
mai$ymo Zingsniuose

|trauktas maiSymo zingsnis j skyriy ,Protokolas: EGFR mutacijy aptikimas*
Atnaujintas skyrius , Trik€iy Salinimas” jtraukiant keliy slenkscio reikSmiy peréjimo
sprendimg
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Sis puslapis specialiai paliktas tuscias
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Sis puslapis specialiai paliktas tuscias
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w»therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit“ rinkinio ribotosios licencijos sutartis

1.

2.

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

Gaminj galima naudoti tik vadovaujantis protokolais, pateiktais su $iuo gaminj, Siuo vadovu ir tik su rinkinyje esanciais komponentais. QIAGEN nesuteikia jokios
intelektinés nuosavybés licencijos naudoti ar jtraukti pridétus $io rinkinio komponentus su j §j rinkinj nejeinanciais komponentais, iSskyrus aprasytus
protokoluose, pateiktuose su $iuo produktu, Siame vadove ir papildomuose protokoluose, kuriuos galima rasti www.qiagen.com. QIAGEN naudotojams
pateikiami keli papildomi protokolai. Siuos protokolus QIAGEN kruop&giai patikrino ir optimizavo. QIAGEN neteikia garantijy, kad Sie protokolai nepaZeidzia
treciyjy Saliy teisiy.

I18skyrus licencijose nurodytus atvejus, QIAGEN nesuteikia garantijos, kad $is rinkinys ir (arba) jo naudojimas nepazeis trec¢iyjy $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, i§skyrus aiskiai nurodytas licencijas.

Rinkinio pirkéjas ir naudotojas sutinka nesiimti ir neleisti niekam kitam imtis veiksmy, kurie galéty paskatinti arba palengvinti ¢ia nurodytus draudziamus
veiksmus. QIAGEN gali priversti vykdyti Sios Ribotosios licencijos sutarties draudimus bet kuriame teisme ir atgauti visas tyrimo ir teismo iSlaidas, jskaitant

iSlaidas advokatams, pateikusi ieSkinj dél Sios Ribotosios licencijos sutarties vykdymo arba su $iuo rinkiniu ir (arba) jo komponentais susijusiy teisiy j savo
intelekting nuosavybe.

Atnaujintas licencijos salygas rasite www.qgiagen.com.

Prekiy Zenklai: QIAGEN®, ,Sample to Insight™, ,QIAamp®", therascreen®, ,Rotor-Gene®", ,Scorpions® (,QIAGEN Group*); FAM™, HEX™ (,Thermo Fisher Scientific
Inc."); IRESSA® (,AstraZeneca Group"). Siame dokumente vartojami registruotieji pavadinimai, prekiy Zenklai ir kt., net jei jie specialiai nepazyméti, negali bati laikomi
nesaugomais jstatymy.

1121934 06-2020 HB-1898-006 © QIAGEN, 2020. Visos teiseés saugomos.
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