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Tilsigtet anvendelse

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit er en kvalitativ realtime PCRiest til pavisning af
11 mutationer i phosphatidylinositol 3-kinase katalytisk underenhed alfa (PIK3CA)-genet (Exon
7: CA20R; Exon 9: E542K, E545A, E545D [kun 1635G>T], E545G, E545K, Q546E,
Q546R og Exon 20: H1047L, H1047R, H1047Y) ved anvendelse af genomisk DNA (gDNA)
ekstraheret fra formalinfikset, paraffinindlejret (FFPE, Formalin-Fixed, Paraffin-Embedded)
brystumorveev  eller cirkulerende tumor-DNA  (ctDNA) fra plasma afledt fra

K2EDTA-antikoaguleret perifert fuldblod tappet fra patienter med brystcancer.

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit er beregnet til brug som en ledsagende diagnostisk test til
at hjelpe klinikere med at identificere brystcancerpatienter, der muligvis er egnet til
behandling med PIQRAY® (alpelisib) baseret p& et resultat med detekteret PIK3CA-mutation.
Patienter, hvis FFPE-vaevs- eller plasmaprave giver et positivt testresultat med therascreen
PIK3CA RGQ PCR Kit for tilstedevaerelse af én eller flere PIK3CA-mutationer, er egnet fil
behandling med PIQRAY (alpelisib). Patienter, hvis plasmapreve giver et negativt resultat med
denne fest, ber indstilles fil test of en FFPE4umorvaevspreve for ftilstedevaerelse af
PIK3CA-mutationer.

FFPE-tumorprever behandles med QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit med henblik p& manuel
preveklargering. K2EDTA-antikoagulerede plasmapraver af perifert vengst fuldblod behandles
ved hjelp of QlAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit med henblik p& manuel
proveklargering. For begge prevetyper bruges Rotor-Gene Q (RGQ) MDx 5plex

HRM-instrumentet til automatisk forstaerkning og pévisning.
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit er vitro-diagnostisk medicinsk udstyr.

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit skal anvendes af uddannet laboratoriepersonale i et

professionelt laboratoriemilje.
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Procedurens begraensninger

® Dette dokument med brugsanvisninger skal laeses grundigt of brugeren, inden
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit anvendes.

e De fremkomne resultater ved brug af produktet skal fortolkes i forbindelse med alle
relevante kliniske fund eller laboratoriefund og mé ikke bruges som eneste grundlag for

en diagnose.

® Progver med resultater som "No Mutation Detected" (Ingen mutation pdvist) kan indeholde
PIK3CA-mutationer, der ikke pévises af therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit.

® Analytiske og kliniske ydeevnedata i forbindelse med péavisning af felgende
PIK3CA-mutationer: E545A, E545D, Q546E, Q546R og H1047Y blev kun fastslaet ved
hjeelp af kunstige plasmapraver (cellelinje-DNA tilsat i plasma), ikke ved anvendelse af

kliniske prever fra populationen for tilsigtet brug.

® Pdvisning af mutationer afheenger af prevens integritet og meengden af amplificerbart
DNA. Testproceduren skal gentages, hvis analyse of DNA'et i praven indikerer, at
maengden og/eller kvaliteten enten ikke er tilstraekkelig, eller koncentrationen er for hgj

til mutationsanalyse.

e therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit anvendes i en PCR-procedure. Som med alle
PCR-procedurer kan praver blive kontaminerede med eksterne kilder til DNA i testmiljget
og DNA'et i den positive kontrol. Udvis forsigtighed for at undgé kontamination af
prover og kitreagenser.

e Hvis preven indeholder mindre end den procentdel af mutante alleler, der kan pavises
af therascreen PIK3CA RGQ Kit, vil det give resultatet "No Mutation Detected" (Ingen
mutation pdvist).

® Det vides ikke, om therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit viser krydsreaktivitet (hvilket giver
resultatet "Mutation Detected" (Mutation pavist)) med yderligere PIK3CA-mutationer end

dem, der er anfert som biomarkerer, der pdvises aof kittet.
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therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit er en kvalitativ test. Testen giver ikke kvantitative
mélinger aof allelfrekvensen af mutant allel (MAF, Mutant Allele Frequency), der er til

stede i en prove.

Det vides ikke, hvordan det pavirker ydeevnen aof therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit, hvis
der introduceres mikrobiel kontamination under analyseprocedurer. Operatarerne skal
udvise passende forsigtighed for at undgé& introduktion af mikrobielle kontaminanter
under testprocedurerne og ber ikke bruge kitkomponenterne, hvis der observeres tegn

pé mikrobiel vaekst.

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit er kun til brug med DNA, der er ekstraheret fra
FFPE-brystcancervaev eller plasmapraver fremstillet af K2EDTA-antikoaguleret perifert
vengst fuldblod tappet fra brystcancerpatienter.

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit er kun beregnet til brug med QlAamp DSP DNA FFPE
Tissue Kit (til vaevspraver) eller QlAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit til
plasmapraver).

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit er kun beregnet til brug, nér alle reaktionsblandinger
anvendes.

Produktet mé& kun bruges af personale med szerlig kompetence og uddannelse inden for in
vitro-diagnostiske procedurer og betjening af Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-instrumenter.
Produktet er udelukkende beregnet til brug med Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM realtime
PCR-cycler. Der md ikke anvendes nogen anden termocycler med optisk p&visning i
realtid med dette produkt.

Brugsanvisningen til therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit (handbog) skal felges
fuldsteendigt for at opnd optimale resultater. Fortynding af reagenserne anbefales ikke og
vil medfere tab af ydelse.

Denne hé&ndbog er beregnet til brug med Rotor-Gene AssayManager softwareversion
2.1 med automatiseret mutationspévisning.

Veer opmaerksom pd de udlebsdatoer og opbevaringsbetingelser, der er trykt p& sesken
og pd etiketterne til samtlige komponenter. Brug aldrig for gamle eller ukorrekt

opbevarede komponenter.
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Opsummering og forklaring af testen

Phosfatidylinositol 3-kinase (PI3K)-signalvejen regulerer forskellige cellulere funktioner,
herunder celleproliferation, overlevelse, translationel regulering aof proteinsyntese,
glukosemetabolisme, cellemigration og angiogenese (1). Aktivering af somatiske missense-
mutationer af PIK3CA (phosphatidylinositol 3-kinase katalytisk underenhed alfa)-genet, der
ager kinaseaktiviteten af PI3Ka-proteinet, er blevet identificeret i tumorvaev og er blevet knyttet
til celluleer transformation i mange forskellige humane cancerformer (2), herunder

hormonreceptorpositiv (HR+) brystcancer (3).

Brystcancer er den hyppigste cancerform, der diagnosticeres hos kvinder, og den
naesthyppigste drsag il cancerrelateret ded (4) | 2018 blev det ansléet, at 266.120 kvinder
i USA ville blive diagnosticeret med brystcancer (hvilket repraesenterer ca. 30 % af alle
cancerformer hos kvinder), og at 40.920 dedsfald ville blive registreret (5). | Europa blev det
forudset, at 92.700 kvinder ville de af brystcancer i 2018 (4). Brystcancer hos maend er
sjeeldent, hvor <1 % af diagnoserne af brystcancer er blandt mandlige patienter (4); men de

anbefalede behandlinger er dog de samme for begge ken.

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit en kvalitativ, in vitro-diagnostisk realtime PCR-est, der
udferes p& Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-instrumentet. Den anvender primere fra det
refrakforiske  allel-mutationssystem  (ARMS,  Allele  Refractory ~ Mutation  System),
hydrolyseprober og PCR-clamp-teknologier til p&visning af 11 mutationer (Tabel 1) i exon 7,
9 og 20 i PIK3CA-onkogent mod en baggrund pé vildtype (WT, Wild Type) DNA.
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Tabel 1. therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit, analysemal

Exon Mutation COSMIC*-id Basissendring
7 C420R 757 1258 T>C
9 E542K 760 1624 G>A
E545A 12458 1634 A>C
E545D 765 1635 G>T
E545G 764 1634 A>G
E545K 763 1633 G>A
Q546E 6147 1636 C>G
Q546R 12459 1637 A>G
20 H1047L 776 3140 A>T
H1047R 775 3140 A>G
H1047Y 774 3139 C>T

* COSMIC: Catalogue of somatic mutations in cancer: https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic.
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Funktionsprincip

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit bestdr af seks separate reaktionsblandinger fil
PCR-forstaerkning:

e Fem mutationsspecifikke reaktioner rettet mod exon 7, 9 og 20 i PIK3CA-genet
e En kontrolreaktion rettet mod exon 15

Hovedkomponenterne i kittet er forklaret nedenfor.
Mutationsreaktionsblandinger

Muteret DNA amplificeres og pdvises selektivt ved mutationsspecifikke reaktionsblandinger
ved anvendelse af mutationsspecifikke ARMS-primere, prober (hydrolyseprober og korte
hajspecifikke prober) og PCR-clamps. Mutationsreaktioner pavises i kanalerne Green, Yellow

og Crimson pé& Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-instrumentet.

ARMS

Allele-specifik forsteerkning opnds med ARMS, som anvender muligheden for, at Tagq
DNA-polymerase kan skelne mellem en matchet og en ikke matchet base i 3-enden aof en
PCR-primer. Nér primeren er fuldsteendigt matchet, fortsaetter forsteerkningen med fuld
effektivitet. N&r 3“basen ikke er matchet, kan der kun forekomme baggrundsforsteerkning pé
et lavt niveau. En muteret sekvens forsteerkes derfor selektivt, selv i praver hvor stersteparten

af DNA'et ikke baerer mutationen (Figur 1).
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WT 0 —> Lav eller ingen
forstaeerkning

Mutant e — Forstaerkning

Mutant 1 O —> Lav eller ingen
e F =4 forsteerkning

O WT-sekvens ¢ Mdlrettet mutantsekvens © Anden mutantsekvens

Figur 1. Identifikation af specific mutation med ARMS PCR. WT: Vildtype. Q-F: Dobbeltfarve-probe. S: Forward- og
reverse-primer.

Hydrolyseprober

Hydrolyseprober afhaerdes i et DNA-omré&de, der er amplificeret med et specifikt saet primere.
Efferhénden som Tag-polymerasen udvider primeren og syntetiserer den spirende streng,
nedbryder 5- til 3-exonukleaseaktiviteten af Tag-polymerasen proben, hvilket ferer til frigivelse

af fluorofor og udledning af fluorescens.

Stigningen i fluorescenssignalet detekteres kun, hvis mélsekvensen er komplementzer il

primerne og proben og dermed amplificeres under PCR (Figur 2).
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Figur 2. Reaktionsprincipper med hydrolyseprober.

PCR-clamp

PCR-clamps muligger selektiv forstaerkning af det mutante allel. PCR-clamps, der er perfekt
tilpasset vildtype-sekvensen, binder til vildtype-skabelonen og forhindrer forstaerkning ved at
ved at forstyrre primerelongeringen. 3~enden af PCR-clampen blokeres med tilseetningen af en

phosphatgruppe for at forhindre elongering af vildtype-sekvensen (Figur 3).
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_/

WT O —> Lav eller ingen forstaerkning
Q F
Mutant —_—
s > Forsteerkning
Q Ft—
O WT-sekvens 7 Malrettet mutantsekvens

3'-phosphat-oligonukleotid (CLAMP)

Figur 3. PCR-clamp-teknologi. WT: Vildtype. Q-F: Dobbeltfarve-probe. 5: Forward- og reverse-primer.

Kontrolreaktion

Kontrolreaktionsblandingen (rer 1) indeholder en forward- og reverse-primer og maerket probe
(pévist i kanalen Green) for at amplificere en kort sekvens af exon 15 i PIK3CA-genet.
Kontrolreaktionen bruges til at bestemme, om der er et passende niveau af DNA, der kan

forsteerkes i praven, og er en faktor i de analytiske beregninger til bestemmelse mutationsstatus.

Intern kontrol

Hver af reaktionsblandingerne indeholder en intern kontrol, der er udviklet til at pévise fejl
i reaktionen (f.eks. ved filstedevaerelsen af haemmere). Den interne kontrol anvender en
ikke-PIK3CA-relateret oligonukleotidmalsekvens, umaerkede forward- og reverse-primere og en

hydrolyseprobe maerket med en orange fluorofor.

Positiv kontrol

Den positive kontrol (PC-reret, Positive Control) omfatter en blanding af fem plasmider, der
repraesenterer hver af de 11 mutationer, og kontrollen. Pévisning af mutationer inden for de

acceptable omré&der bekraefter den korrekte funktion i hver of kittets reaktionsblandinger.
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Negativ kontrol

Ikke-skabelon-kontrollen  (NTC-reret)  indeholder  nukleasefrit  vand til  brug ved
“Ikke-skabelon-kontrol"-reaktionen (NTC, No Template Control). NTC fungerer som en negativ

kontrol og identificerer potentiel kontamination under analyseopsaetningen.

Prevediluent

Prevediluenten (Dil.-reret) indeholder nukleasefrit vand.
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Platform og software

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit er udviklet specifikt til brug sammen med Rotor-Gene Q

MDx-instrumentet, der karer med en pc, hvor felgende er installeret:

® Rotor-Gene AssayManager® version 2.1
e Gamma Plug-in version 1.0.0
o therascreen_PIK3CA_FFPE Assay Profile version 1.0.1 til analyse af vaevsprever

o therascreen_PIK3CA_Plasma Assay Profile version 1.0.1 til analyse af plasmapraver

Se brugervejledningen fil Rotor-Gene Q MDx Splex HRM for at f& oplysninger om
Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-instrumentet. Rotor-Gene Q MDx Splex HRM-instrumentet skal

vedligeholdes i overensstemmelse med kravene i brugervejledningen.

Se brugervejledningen til Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core Application og Se
brugervejledningen til Rotor-Gene AssayManager v2.1 Gamma Plug-in for at f& yderligere

oplysninger om softwaren.

Kerselsparametre

Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-instrumentet er programmeret til forskellige cyklusparametre
(eller "kersler") med therascreen PIK3CA Assay Profiles. Analyseprofilerne indeholder
PCR-kerselsparametre og beregner resultaterne. Parametrene for analysens termiske

PCR-cyklusser er falgende:

e Opbevares ved 95 °C i 15 minutter for at aktivere Tag DNA-polymerase.

® PCR for 45 cyklusser ved 95 °C i 30 sekunder for at denaturere og 60 °C i 1 minut for at
afhzerde og udvide.
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Medfelgende materialer

Kit-indhold

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit (24)

Katalognr. 873111
Antal reaktioner 24
Indhold Hzettefarve Volumen
PIK3CA Reaction Mix 1 (PIK3CA-reaktionsblanding 1) Red 750 pl
PIK3CA Reaction Mix 2 (PIK3CA-reaktionsblanding 2) Lilla 750 pl
PIK3CA Reaction Mix 3 (PIK3CA-reaktionsblanding 3) Orange 750 pl
PIK3CA Reaction Mix 4 (PIK3CA-reaktionsblanding 4) Gul 750 pl
PIK3CA Reaction Mix 5 (PIK3CA-reaktionsblanding 5) Gren 750 pl
PIK3CA Reaction Mix é (PIK3CA-reaktionsblanding 6) Bl& 750 pl
Tag DNA Polymerase (Tag-DNA-polymerase) (Taq) Mintgren 85 pl
PIK3CA Positive Control (PIK3CA positiv kontrol) (PC) Beige 250 pl
Water for No Template Control (vand til ikke-skabelon-kontrol) (NTC)  Hvid 1,9 ml
Nuclease-free water for Dilution (Nukleasefrit vand til forfynding) (Dil.) ~ Hvid 1,9 ml

Brugsanvisning fil therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit (H&ndbog)

1
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Nzdvendige materialer, som ikke medfalger

Serg for, at instrumenterne for anvendelse regelmaessigt kontrolleres og kalibreres efter

producentens anvisninger.

Reagenser

e QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit (QIAGEN, katalognr. 60404, se “DNA-ekstrahering
fra FFPE-prever”, side 27) eller QlAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit (QIAGEN,
katalognr. 61504, se “DNA-ekstrahering fra plasmaprever”, side 27)

® DNAZap™ PCR-nedbrydende oplasninger
e Distel High Level Laboratory Disinfectant og isopropylalkohol (IPA, isopropyl alcohol)

Forbrugsartikler

e 0.1 ml Strip Tubes and Caps til brug med 72-brgndsrotor (QIAGEN katalognr. 981103
eller katalognr. 981106)

e Nukleasefri, mikrocentrifugerer med lav DNA-binding til klargering af masterblandinger

e Nukleasefri pipettespidser med aerosolbarrierer

Udstyr
® Sprittusch

® Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM Platform (katalognr. 9002032) eller Rotor-Gene Q MDx
5plex HRM System (katalognr. 9002033) *

* Kontrollér, at instrumenterne og udstyret er kontrolleret og kalibreret i henhold til producentens anbefalinger.

t I nogle lande kan Rotor-Gene Q 5plex HRM-instrumentet med produktionsdatoen maj 2011 eller senere om
nedvendigt anvendes. Produktionsdatoen findes under serienummeret pd bagsiden af instrumentet. Serienummeret
findes i formatet “mmaénnn”, hvor “mm” stdr for produktionsmé&neden i tal, “aa" stér for de sidste to tal
i produktionséret, og “nnn” stér for den entydige instrumentidentifikator.
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Rotor-Gene AssayManager v2.1, Gamma Plug-in og “therascreen_PIK3CA_FFPE”

og/eller “therascreen_PIK3CA_Plasma” analyseprofil

Dedikerede pipetter* (justerbare) til preveklargering

Dedikerede pipetter* (justerbare) il forberedelse af PCR-masterblanding
Dedikerede pipetter* (justerbare) til dosering af DNA-skabelon
Bordcentrifuge* med rotor til 1,5 ml rer

Thermomixer*, opvarmet orbital inkubator*, varmeblok* eller vandbad*, der kan

inkubere ved 56 °C, 70 °C og 90 °C
QlAvac 24 Plus vacuum manifold (kat.nr. 19413)
QlAvac Connecting System (kat.nr. 19419)

Vacuum Pump (kat.nr. 84010) eller tilsvarende pumpe, der kan frembringe et vakuum pé
-800 til -200 mbar

Loading Block 72 x 0.1 ml Tubes, aluminiumsblok til manuel opsaetning af reaktion
(QIAGEN, kat.nr. 9018901)

Loading Block 96 x 0.2 ml PCR Tubes, aluminiumsblok til manuel opsaetning aof
reaktioner med enkeltkanalspipette i 96 x 0,2 ml PCR-rer (QIAGEN,
katalognr. 9018905)

72-Well Rotor, til opbevaring af Strip Tubes and Caps, 0.1 ml, reaktionsvolumener p&
10-50 pl; Kraever Locking Ring 72-Well Rotor (QIAGEN, katalognr. 9018903)

Locking Ring 72-Well Rotor, til l&sning af Strip Tubes and Caps, 0.1 ml i 72-Well Rotor
(QIAGEN, katalognr. 2018904
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Advarsler og forholdsregler

Til in vitro-diagnostisk brug.

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit skal anvendes af uddannet laboratoriepersonale i et

professionelt laboratoriemiljz.

Der skal altid anvendes en egnet laboratoriekittel, engangshandsker og beskyttelsesbriller, n&r
der arbejdes med kemikalier. Der henvises til de relevante sikkerhedsdatablade (Safety Data
Sheets, SDSer) for yderligere information. Disse er tilgaengelige online i et praktisk og kompakt

PDF-format p& adressen www.giagen.com/safety, hvor det er muligt at finde, f& vist og udskrive
SDS'et for hvert QIAGENit og hver kitkomponenter.

Kun til brug sammen med Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-instrumentet.

Se sikkerhedsinformationen vedrerende Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-instrumentet i den

brugervejledning, der falger med instrumentet.
Kun vaevspraver: Kun til brug sammen med QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit.

Sikkerhedsinformation vedrerende QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit (katalognr. 60404)
kan ses i héndbogen til Q/Aamp DSP DNA FFPE Tissue Kit.

Kun plasmaprgver: Kun il brug sammen med QlAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit.

Sikkerhedsinformation ~ vedrerende QIAamp DSP  Circulating  Nucleic  Acid  Kit
(katalognr. 61504) kan ses i hédndbogen til QIAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit.
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Almene forsigtighedsregler

® Testen er beregnet til brug med FFPE-brystcancervaevsprover eller K2EDTA-plasmapraver

fra brystcancerpatienter.

o Alle kemikalier og alt biologisk materiale er potentielt farligt. Det er usandsynligt, at
FFPE-pravemateriale og nukleinsyrer fremstillet heraf er smittefarlige, men alle
plasmapraver skal handteres som potentielt farlige. De lokale sundheds- og
sikkerhedsprocedurer skal altid overholdes.

® Prove- og analyseaffald skal bortskaffes i henhold til de lokale sikkerhedsprocedurer.

® Reagenserne til therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit er fortyndet optimalt. Fortynd ikke
reagenserne yderligere, da dette kan resultere i forringet palidelighed. Brug ikke
reaktionsvolumener (reaktionsblanding plus preve) p& under 25 pl.

e Alle reagenser, der leveres med therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit, er udelukkende
beregnet til brug sammen med de evrige reagenser i det samme therascreen PIK3CA
RGQ PCR Kit. Reagenserne i therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit mé ikke udskiftes og
heller ikke udskiftes indbyrdes mellem forskellige therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit, da
det kan resultere i forringet palidelighed.

® Brug kun den Tag DNA-polymerase (rer med Tag), som leveres med therascreen PIK3CA
RGQ PCR Kit. Den mé& ikke udskiftes med Tag DNA-polymerase fra andre QIAGENkit
eller med Tag DNA-polymerase fra en anden leverander.

® Se brugervejledningen til Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-instrumentet for at f& flere

oplysninger om advarsler, forholdsregler og procedurer.
® Brug aldrig for gamle eller ukorrekt opbevarede komponenter.

e Udvis ekstrem forsigtighed for at forhindre kontamination af kontrollen og
reaktionsblandingsreagenserne med de syntetiske materialer, der findes i det positive

kontrolreagens.

e Udvis ekstrem forsigtighed for at forhindre krydskontaminering mellem prover. Seet

omgé&ende hzette pa rerene efter tilssetning af hver prove.
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® Foretag grundig dekontaminering af issetningsblokken, inden den anvendes til klargering
af analysemasterblandinger. Det anbefales at bruge DNAZap PCR-nedbrydende
oplesninger efterfulgt af laboratoriedesinfektionsmiddel af typen Distel High Level
Laboratory Disinfectant og IPA-vaskebuffer. Isaetningsblokken skal vaere ter inden brug.

® Brug seerskilte, velegnede pipetter til klargering af reaktionsblandinger og tilsaetning of
positive kontrolreagenser.

e Udfer klargering og dispensering af reaktionsblandinger i et omrade, der er adskilt fra
det, der bruges af den positive kontrol.

® Fluorescensmaerkede molekyler i reaktionblandingsreagenserne er lysfelsomme. Beskyt
kontrol- og reaktionsblandingsreagenser mod lys for at undgé fotoblegning.

® Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-instrumentet mé ikke dbnes, for kerslen er afsluttet.

® Rotor-Gene Q-rer mé& ikke dbnes, nar kerslen er afsluttet.

® Der skal udvises forsigtighed for at sikre korrekt test af prever og forhindre forkert

preveangivelse, fejl ved issetning og pipetteringsfeil.
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Opbevaring og handtering af reagenser

Forsendelsesbetingelser

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit sendes pé& teris og skal vaere frosset ved modtagelse. Hvis
en eller flere of komponenterne i therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit ikke er frosne ved
modtagelse, hvis den ydre emballage har veeret dbnet under transporten, eller hvis
forsendelsen ikke indeholder en folgeseddel, en brugsanvisning eller reagenserne, skal der
rettes henvendelse til QIAGENs tekniske serviceafdeling eller lokale distributgrer

(besag www.qiagen.com).
Opbevaringsbetingelser

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit skal straks efter modtagelse opbevares ved -30 til -15 °C i

en fryser med konstant temperatur og beskyttes mod lys.

Naér therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit opbevares under de anferte opbevaringsbetingelser,
er det stabilt indtil den anferte udlgbsdato.

Stabilitet

Nér de er dbnet, kan reagenser opbevares i den originale emballage ved -30 til -15 °C i
12 méneder eller indtil den udlgbsdato, der er angivet p& emballagen. Undgé gentagen

optening og indfrysning. Et reagens mé hgist indfryses og optes fem gange.

Reagenserne skal optes ved stuetemperatur i mindst 1 time (og hejst 4,5 timer) inden brug.
Nér reagenserne er klar til brug, kan PCR-reaktionerne opszettes. Rotor-Gene Q-rer, der
indeholder masterblandinger og preve-DNA, skal szttes i Rotor-Gene Q MDx-instrumentet
med det samme. Nar PCR-reaktionerne er klargjort, m& den samlede tid fra opstarten fil kerslen

ikke overstige 7,5 timer, hvis proceduren udferes ved stuetemperatur.

22 Brugsanvisning til therascreen® PIK3CA RGQ PCR Kit (héndbog) 09/2019


https://www.qiagen.com/

Bemaerk: Dette tidsrum omfatter bade PCR-opsaetningen og -opbevaringen.

Bemaerk: Fluorescensmaerkede molekyler i reaktionblandingsreagenserne er lysfalsomme.

Beskyt kontrol- og reaktionsblandingsreagenser mod lys for at undgé fotoblegning.

Reagenserne i therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit er fortyndet optimalt, og der er ikke behov

for yderligere oprensning eller behandling fer brug.

Veer opmaerksom pé de udlgbsdatoer og opbevaringsbetingelser, der er trykt pd zesken og pa
etiketterne til samtlige komponenter. Brug aldrig for gamle eller ukorrekt opbevarede

komponenter.
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Praveopbevaring og -hdndtering

Prevehandtering: Vaev

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit er beregnet til brug med gDNA, der er ekstraheret fra
resecerede FFPEdumorvaevsprever fra brystcancerpatienter og prever indsamlet fra
brystcancerpatienter ved hjeelp af grovnélsbiopsi (CNB, Core Needle Biopsy). Tumorer er
heterogene med hensyn til bade genotype og phenotype. Mutationspositive tumorer kan

indeholde vildtype-DNA, og lignende histologi kan vise omré&der af ikketumorvaev.
Sadan klargeres vaevspraver til DNA-ekstrahering:

® Vaeevsproven fikseres i 10 % neutralt bufret formalin (NBF, Neutral Buffered Formalin)
ved hjzlp af standardmaterialer og -metoder og indstebes i paraffin. Ved hjzelp af en
mikrotom skal man skaere 5 pm serielle sektioner fra paraffinblokken og montere dem pé&
objekiglas.

® F& en uddannet person (f.eks. en patolog) til at undersege en sektion, der er farvet med
haematoxylin og eosin (Hematoxylin & Eosin, H&E), for tumorindhold og effektivt
tumoromréde (ETA, Effective Tumor Area). Markér det farvede objekiglas for at definere
inferesseomradet (ROI, Region Of Interest). Brug serielle sektioner til DNA-ekstrahering.

Bemaerk: De farvede sektioner mé& ikke bruges til DNA-ekstrahering.

e Skrab overskydende paraffin bort fra vaevet med en ny, steril skalpel.

FORSIGTIG | Brug terre skalpeller. Udfer ikke dette trin i laminar stremning eller

f stinkskab.

® Skrab tumorvaevet bort fra objektglassene og ind i meerkede mikrocentrifugeringsrer med

en ny skalpel for hver prove.

Maerk, handter og opbevar tumorprever, blokke, objektglas, prever og mikrocentrifugeringsrar

klar til ekstrahering pé en kontrolleret méde i henhold til lokale procedurer.
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Der er to separate workflows ved brug af henholdsvis resecerede FFPE-tumorvaevspraver og
FFPE-CNB-praver (Figur 4).

A
CNB
> 20 mm? effektivt Yderligere sektioner for at opné
tumoromréde (Effective Nej ——» et ETA p& = 20 mm?
Tumor Area, ETA) (maks. 6 objekiglas)
\
Ja
v
1 sektion
| Ja
J Nej
CNB-DNA-ekstrahering < 6 sekfioner

Resektioner

> 10 % tumorindhold fra ROI Nej ——» Makrodissektion

\
Ja

v

2 sektioner

l

DNA-ekstrahering

A
o

Figur 4. Workflow, som skal anvendes ved oprensning af kliniske praver med therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit.
A: FFPE-CNB-prover. B: Resecerede FFPE-tumorvaevsprover.
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Prevehdandtering: Plasma

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit er beregnet til brug med DNA, der er isoleret fra
K2EDTA-antikoagulerede plasmaprever fra brystcancerpatienter. Alle plasmaprever skal

handteres som potentielt farlige.

Perifert vengst fuldblod indsamlet i K2EDTA-blodpravetagningsrer skal forarbejdes med henblik
p& opnéelse af plasma inden for fire timer efter blodpravetagning. Hvis denne tidsgraense
overskrides, kan det medfere genomisk DNA-kontamination af praven. Yderligere oplysninger
om isolation af plasma fra fuldblod kan ses i appendiks A i hdndbogen il
QIAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit.

Plasmaprever skal opbevares ved -80 °C. Alle frosne plasmapraver skal ekvilibreres il

stuetemperatur inden brug.

Meerk, handter og opbevar prever og mikrocentrifugeringsrer klar til ekstrahering p& en

kontrolleret made i henhold til lokale procedurer.
Opbevaring aof preve

Inden DNA-ekstrahering skal FFPE-blokke og -objekiglas opbevares ved stuetemperatur
(15-25 °C), og plasma skal opbevares ved -80 °C. DNA kan opbevares efter ekstrahering og
inden test. Tabel 2 og Tabel 3 indeholder anbefalinger med hensyn til maksimal
opbevaringstid og opbevaringsbetingelser for prever og DNA efter ekstrahering.

Tabel 2. Anbefalet opbevaringstid for gDNA ekstraheret fra FFPE-vaev

Opbevaring Anbefalet maksimal opbevaringstid
Fryser (fra -30 til -15 °C) 5 uger

Keleskab (2-8 °C) 1 uge

Fryser (-80 °C) 33 méneder
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Tabel 3. Anbefalede opbevaringsbetingelser og anbefalet opbevaringstid for plasma og ctDNA ekstraheret fra plasma

Prave Opbevaring Anbefalet maksimal opbevaringstid
Plasma Fryser (-80 °C) 11 méneder
Ekstraheret ctDNA Fryser (fra -30 til -15 °C) 4 uger

Procedure

DNA-ekstrahering fra FFPE-praver
DNA skal ekstraheres med QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit (katalognr. 60404).

Bemaerk: therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit er udviklet ved hjselp of DNA ekstraheret med
QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit. Der mé ikke anvendes andre DNA-ekstraheringsprodukter.

DNA-ekstraheringen skal udferes i henhold fil instruktionerne i hdndbogen til QlAamp DSP
DNA FFPE Tissue Kit med felgende bemaerkninger:

® Brug det antal objekiglas og de elueringsvolumener, der anbefales i nedenstdende afsnit
("FFPE-vaevsresektionspraver (RES-prever)” og "FFPE-CNB-praver” p& side 28 i denne
handbog).

® Hvis vaevet ikke er pelletteret efter den ferste centrifugering, skal der udferes endnu en
centrifugering.

® Serg for at bruge ethanol af molekylserbiologisk kvalitet* til alle nadvendige trin.

o Efter fiernelse af ethanol skal det dbne rer inkuberes ved 15-40 °C i 10 minutter,

s& eventuel resterende ethanol fordamper.

* Der md ikke bruges denatureret alkohol, som indeholder andre stoffer, sésom metanol eller methylethylketon.
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FFPE-vaevsresektionspraver (RES-prever)

® Hvis RES-preverne har > 10 % tumorindhold i interesseomrédet (region of interest, ROI),
skal hele vaevsomradet skrabes bort fra to sektioner (4-5 pm) og ind i maerkede
mikrocentrifugeringsrer med en ny skalpel for hver prave. Hvis praverne har < 10 %
tumorindhold i ROl'et, skal der udferes makrodissektion, og det er i sé fald kun
tumor-ROl'et fra to sektioner, der skal skrabes ind i maerkede mikrocentrifugeringsrer
med en ny skalpel for hver prove.

® Der skal udferes proteinase K-fordgijelse i 1 time for resecerede vaevspraver.

® For RES-pravers vedkommende skal oprenset gDNA elueres i 120 pl Buffer ATE
(inkluderet i QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit) efter 10 minutters inkubation pé
kolonnen.

FFPE-CNB-prover

® For CNB-prevers vedkommende skal der bruges et passende antal sektioner p& 4-5 pm
for at opnd det minimale pdkraevede effektive tumoromrade (effective tumor area, ETA)
pd 20 mm? ud fra maksimalt seks sektioner. Brug sé f& sektioner som muligt (1-6) for at
opnd et ETA p& 20 mm2.

e Hvad angér prever, hvor det ikke er muligt at opné et ETA p& 20 mm? med de
maksimale seks sektioner, skal der udferes test ved brug af seks sektioner.

® Der skal udfgres proteinase K-fordgijelse i 1 time for CNB-praver.

® For CNB-prevers vedkommende skal oprenset genomisk DNA elueres i 70 pl Buffer ATE
(inkluderet i QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit) efter 10 minutters inkubation p&
kolonnen.
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DNA-ekstrahering fra plasmapraver

DNA skal ekstraheres med QlAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit (katalognr. 61504)
i henhold til de nedenfor beskrevne forskrifter for oprensning af ctDNA fra plasmapraver.

Bemaerk: therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit er udviklet ved hjaelp of DNA ekstraheret med
QlAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit. Der mé& ikke anvendes andre
DNA-ekstraheringsprodukter.

DNA-ekstraheringen skal udferes i henhold til instruktionerne vedrerende den klassiske
protokol i héndbogen til QlAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit med felgende

bemaerkninger:

e Startvolumen af plasmaet er 2 ml.

e Hvis en volumen p& 2 ml ikke er tilgeengelig, skal volumenen justeres til 2 ml ved hjzelp
af phosphat-bufret saltvand (phosphate buffered saline, PBS).

o Alle centrifugeringstrin udferes ved stuetemperatur (15-25°C).

e Sluk for vakuummet mellem de enkelte trin for at sikre, at der anvendes et ensartet, jsevnt

vakuum under protokoltrinnene.
® Proteinase K-volumenen skal vaere 250 pl.

® Det oprensede ctDNA skal elueres i 70 pl Buffer AVE (inkluderet i QlAamp DSP
Circulating Nucleic Acid Kit).

e QlAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit m& kun bruges manuelt.
® Serg for at bruge ethanol af molekylaerbiologisk kvalitet* til alle nadvendige trin.
e Opbevar det oprensede ctDNA ved -30 til -15 °C.

Bemaerk: Alle analyser i therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit genererer korte
PCR-produkter. therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit fungerer imidlertid ikke med meget
fragmenteret DNA. Praven er kun gyldig, hvis det ekstraherede DNA er inden for
kontrol Crarbejdsomrédet (> 24,68 og < 31,68).

* Der md ikke bruges denatureret alkohol, som indeholder andre stoffer, sésom metanol eller methylethylketon.
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Pavisning af PIK3CA-mutationer

Denne protokol er til pavisning af PIK3CA-mutationer.

Vigtige anvisninger fer start

Der kan bedemmes op til 24 praver over fire kersler med den PIK3CA-reaktionsblanding,
der er inkluderet i hvert kit. Det er optimalt at benytte fire karsler med maksimalt seks

praver i hver. Mindre prevebatchstarrelser betyder, at der kan testes faerre prover med

hvert therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit.

Praven skal testes ved brug af alle de reaktionsblandinger, der er inkluderet i therascreen

PIK3CA RGQ PCR Kit.

Det er ikke muligt at analysere blandede batches bestéende af b&de vaevs- og
plasmapraver i samme PCR-karsel. PCR-batches skal bestd af enten vaevspraver eller

plasmaprever.
Tag-DNA-polymerasen (rer med Tagq) eller blandinger, der indeholder
Tag-DNA-polymerase, mé& ikke vortexblandes, da dette kan inaktivere enzymet.

Pipettér Tag:DNA-polymerasen ved forsigtigt at placere pipettens spids lige under

vaeskens overflade, sa spidsens yderside ikke dackkes af overskydende enzym.

Ting, der skal geres for start

Serg for, at alle kersler udferes med Rotor-Gene AssayManager v2.1, Gamma Plug-in og
enten “therascreen_PIK3CA_FFPE” Assay Profile (vaevspraver) eller
“therascreen_PIK3CA_Plasma” Assay Profile” (plasmapraver). Serg for, at den relevante
software er installeret, inden Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-instrumentet tages i brug, og
falg de relevante instruktioner vedrgrende kerselsstart og dataanalyse ("Udferelse af en
PIK3CA-mutationsanalysekersel” pa side 36).
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® For hver brug skal alle reagenser, heriblandt Tag-DNA-polymerase (rer med Tag), og
DNA-praver optes helt i mindst 1 time (og hejst 4,5 timer) ved stuetemperatur (15-25 °C),
blandes ved at vende dem 10 gange og centrifugeres kortvarigt for at samle alt indhold

i bunden of raret.

® Serg for, at PCR-iszetningsblokken er dekontamineret korrekt (se “Almene

forsigtighedsregler”, side 20) og ter.

Procedure

1. Optw alle reaktionsblandinger, vand til ikke-skabelon-kontrollen, Tag-DNA-polymerase,
positiv PIK3CA-kontrol og DNA-praver ved stuetemperatur (15-25 °C) i mindst 1 time og
haijst 4,5 timer.

2. Bland alle reagenser grundigt efter 1 time ved at vende hvert rgr 10 gange for at
undgé lokaliserede saltkoncentrationer. Centrifugér alle reagenser kortvarigt for at

samle alt indhold i bunden aof reret.

Bemaerk: Tag-DNA-polymerasen (rer med Taq) eller blandinger, der indeholder

Tag-DNA-polymerase, mé& ikke vortexblandes, da dette kan inaktivere enzymet.

3. Meerk seks mikrocentrifugeringsrer (medfalger ikke) ifelge Tabel 4. Klarger
tilstraekkelige maengder masterblanding (kontrol- og mutationsreaktionsblandinger) plus
Tag-DNA-polymerase til DNA-praverne, en positiv PIK3CA-kontrolreaktion og en

ikke-skabelon-kontrolreaktion i henhold til de volumener, der er anfert i Tabel 4.

Masterblandingerne indeholder alle de komponenter, der er nadvendige ved PCR,

undtagen preven.

Bemaerk: N&r masterblandingen klargeres, tilssettes det relevante rer ferst den
nedvendige volumen af kontrol- eller mutationsreaktionsblandingen, og

Tag-DNA-polymerasen tilszettes il sidst.
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Tabel 4. Forberedelse af analysemasterblandinger

Reaktionsblandingsrer ~ Volumen af reaktionsblanding (n* +3)  Volumen af 7ag-DNA-polymerase (n* + 3)

Rer med RM 1 19,83 pl x (n + 3) 0,17 pl x (n + 3)
Rer med RM 2 19,83 pl x (n + 3) 0,17 pl x (n + 3)
Rer med RM 3 19,83 pl x (n + 3) 0,17 pl x (n + 3)
Rer med RM 4 19,83 pl x (0 + 3) 0,17 pl x (n + 3)
Rer med RM 5 19,83 pl x (n + 3) 0,17 pl x (n + 3)
Rer med RM 6 19,83 pl x (n + 3) 0,17 pl x (n + 3)

*

n = antal DNA-prever. Veerdien n mé ikke veere hgjere end seks, da seks er det maksimale antal prever i en kersel.
Tre ekstra reaktioner er inkluderet for at sikre filstraekkelig daekning til PCR-opsaetningen og kontrollerne.

4. Szt heette pé reret med masterblandingen, og vend det 10 gange for at sikre grundig

blanding af masterblandingen. Udfer kortvarig centrifugering for at sikre, at blandingen

er i bunden of reret.

5. Anbring det relevante antal PCR 4-bandrer (hvert band har fire rer, og PCR 4-bandrer

medfalger ikke) i isaetningsblokken i henhold til Tabel 4, s& snart masterblandingerne er

klar. Seet ikke haette p& bandrerene. Tilszet straks 20 pl af den relevante masterblanding
til hvert PCR-bandrer.

Bemaerk: Lad haetterne blive i plastikbeholderen, til de skal bruges.

Bemaerk: Se rerlayoutet fil opsaetning af reaktionsblandingerne i Tabel 4.
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Tabel 5. Karselslayout i isaetingsblokken til pavisning of PIK3CA-mutationer

Kontroller Prevenummer
Andlyse

PC NTC 1 2 3 4 5 6 7
Rer med 1 9 17 25 33 41 49 57 E
RM 1
Rer med 2 10 18 26 34 42 50 58 E
RM 2
Rer med 3 11 19 27 35 43 51 59 E
RM 3
Rer med 4 12 20 28 36 44 52 60 E
RM 4
Rer med 5 13 21 29 37 45 53 61 E
RM 5
Rer med 6 14 22 30 38 46 54 62 E
RM 6
E E E E E E E E E E
E E E E E E E E E E

Bemaerk: Hvert rer skal indeholde en samlet reaktionsvolumen pé& 25 pl (20 pl masterblanding, der er klargjort i
henhold til Tabel 4, samt 5 pl NTC/prave/PC). Tallene angiver positioner i isaetingsblokken og indikerer den endelige
rotorposition. E: Tom.

6. Tilszet straks 5 pl vand til ikke-skabelon-kontrol til NTC-rarene (rarposition 9-14), og saet
haette pa rerene.

7. Tilsaet 5 pl of hver DNA-preve til prevererene, og saet haette pé rerene umiddelbart efter
tilseetning af hver prave for at forhindre krydskontaminering mellem preverne.

8. Tilsset 5 pl positiv PIK3CA-kontrol til PC-rerene (rerposition 1-6), og saet heette pd rerene.

9. Brug en sprittusch til at maerke haetterne pd de forste rer i den laveste numeriske position
i hvert PCR 4-b&ndrer (f.eks. positionerne 1, 5 og 9 osv.) for at angive, i hvilken retning
rerene skal seetftes i Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-instrumentets 72-brands rotor.

10. Placer alle PCR 4-bandrer i de korrekte positioner i 72-brends rotoren i henhold til

kerselslayoutet (Tabel 5 og Figur 5). Vaer ekstra omhyggelig med at sikre, at rerene
saettes i de korrekte positioner i 72-brends rotoren (rerpositionen i 72-brgnds rotoren

skal stemme overens med rerpositionen i isaetningsblokken).
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Bemaerk: Der skal szettes et tomt rer med haette pé i alle ubenyttede positioner p&
rotoren. Dette sikrer, at Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-instrumentets termiske effektivitet

opretholdes.

PC NIC S 52 53 s4 S5 s6 Tom

I } ! | ! ! ! | } ’1
reckionsanding’T =@ @ QO QO =Q «Q QO O O
rPeliit(i:ﬁ-sblcndinQZ —:@ 0@ QO QO «Q «Q «Q =QO «O
Ik mings @ @ O 7O =O O «O »O «O
feliiriﬁsblanding 4 ¢ & &= = = "‘ %2 € ()
Mebodngs @ 2@ 2O QO vO «O =0 «O «O
felﬁiﬁ;umdingé —~:@ @ 20O =O =QO «QO «O «0O ~O
Tom =7() 8 a2 2 »Q ¢« QO «QO »Q

v roal) S0 SO S0 40 S0 S0 <0 =0

7 EINJR]

Position 1

Figur 5. Plade- og rotoropszetning til et eksperiment med therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit. PC: Positiv kontrol.
S: DNA-prave. NTC: Ikke-skabelon-kontrol (vand).
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FORSIGTIG | Rer skal szettes i rotoren som angivet i Figur 5, da det automatiske
analysesaet i analyseprofilen er baseret p& dette layout. Hvis der

anvendes et andet layout, opnés der afvigende resultater.

11. Placer straks 72-brgnds rotoren i Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-instrumentet.
Kontrollér, atlaseringen (leveres sammen med Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-
instrumentet) er placeret oven pd rotoren for at sikre rgrene under kerslen, og at

instrumentlaget er lukket.

12. Start kerslen ved at felge instruktionerne i naeste afsnit, “Udferelse af en PIK3CA-

mutationsanalysekarsel”.
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Udferelse af en PIK3CA-mutationsanalysekersel

i
13. Dobbeliklik p& ikonet for Rotor-Gene AssayManager v2.1 (’m_ ) p& skrivebordet pd
den baerbare computer, der er tilsluttet Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-instrumentet.

14. Miliget "Setup” (Opsaetning) vises som standard. Klik p& New manual worklist

(Ny manuel arbejdsliste) for at oprette en ny arbejdsliste (Figur 6).

Auvaliable work it | Manage o apply work lists

e

[ ———————

et e P T I T i Ao

e :  —

8 Cloved Mot

Figur 6. Oprettelse af en ny manuel arbejdsliste. 1 = fanen “Setup” (Opsaetning); 2 = “New manual work list”
(Ny manuel arbejdsliste).
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15. Veelg fanen "Assays” (Analyser) til venstre i hovedvinduet. Klik p&
therascreen_PIK3CA_FFPE Assay Profile (hvis der er tale om vaevspraver) eller
therascreen_PIK3CA_Plasma Assay Profile (hvis der er tale om plasmaprever) pa listen
over tilgaengelige analyseprofiler, og klik p& den bl& pil for at vaelge analyseprofilen.

Peg pa analyseprofilen for at se hele navnet, hvis det er forkortet (Figur 7).

FORSIGTIG | Kontrollér, at der er valgt korrekt analyseprofil for den aktuelle
prevetype.

dal = A =

Lo b —

Figur 7. Oprettelse af en ny manuel arbejdsliste: Valg af analyseprofilnavn. 1 = fanen “Assays” (Analyser);
2 = tilgaengelige analyseprofiler, nér der er valgt “therascreen_PIK3CA_FFPE” eller “therascreen_PIK3CA_Plasma”;
3 = veelg analyseprofilen.
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16. Indtast det antal testpraver, der skal testes (uden at medtage antallet of

kerselskontroller), i vinduet “Selected assay profiles” (Valgte analyseprofiler) (Figur 8).

Figur 8. Hovedvinduet til oprettelse af arbejdslister. 1 = tilfaj antallet of prever.
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17. Klik p& fanen “Kit information” (Kitoplysninger). Vaelg Enter kit information manually
(Indtast kitoplysninger manuelt), og indtast falgende kitoplysninger (Figur 9):
® Kit bar code (Kitstregkode)

® Material number (Materialenummer)

® |ot number (Lotnummer)

® Kit expiry date (Kitudlgbsdato)

(Creato work list | Edit Kit information

o . o el =l = ]

Figur 9. Hovedvinduet til oprettelse af arbejdslister. 1 = fanen “Kit information” (Kitoplysninger); 2 = indtast
kitoplysningerne.
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18. Klik p& fanen “Samples” (Prgver) for at indtaste praveoplysninger. Indtast prevenavnene

manuelt (Figur 10).

Bemaerk: Serg for at indtaste korrekte pravenavne, inden Rotor-Gene

AssayManager-kerslen startes.

= =

Create work st | Exit samples
A samsie sei
- [ [ rarry Samgt semmem
rye— o == e e ror
m. i
Preeries 3
T 5 ot
0
3
W
s -
»
= o —] -t P
=
0
"
e
5
P et b Capmt Do ive [ Mesal o ——

o=

Figur 10. Hovedvinduet til oprettelse af arbejdslister. 1= fanen “Samples” (Praver); 2 = Indtast prevenavne.
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19. Klik pa fanen “Properties” (Egenskaber), og indtast arbejdslistens navn. Kontrollér efter
indtastning af arbejdslistens navn, at afkrydsningsfelterne “is editable” (kan redigeres)
og "work list is complete” (arbejdslisten er faerdig) er markeret. Klik pa Apply (Anvend)

nederst til hajre for at anvende arbejdslisten. Der vises et nye vindue (Figur 11).

. - P P E—— = 2

Croatw work list | Edit properiies.

-

oo T o~ ) e heh— 4

Figur 11. Hovedvinduet til oprettelse af arbejdslister. 1 = fanen “Properties” (Egenskaber); 2 = indtast arbejdslistens
navn; 3 = vaelg "is editable” (kan redigeres) og “work list is complete” (arbejdslisten er feerdig); 4 = “Apply” (Anvend).

Brugsanvisning til therascreen® PIK3CA RGQ PCR Kit (héndbog) 09/2019 41



20. Indtast eksperimentnavnet i feltet Experiment name (Eksperimentnavn). Vaelg en cycler
pé& listen over tilgeengelige cyclere, og kontrollér, at afkrydsningsfeltet Ring attached

(Ring fastgjort) er markeret (Figur 12).

Klik pa Start run (Start kersel), nar alle trin er fuldfert. RGQ-ikonet averst til venstre pa

skaermbilledet bliver grent som angivelse af, at kerslen er startet.

2
Ropiy work st WORKLIST_A 830115"
- p—
o — ot g
1
pre— oses [e e }—3
—
s Come s o
D e =H
e .
=y
|
|
i e s !
T e 4

8 vt ote £

Figur 12. Anvendelse of arbejdsliste og kerselsstart. 1 = indtast eksperimentnavn; 2 = instrumentvalg; 3 = kontrollér,
at "Ring attached” (Ring fastgjort) er valgt; 4 = start kersel.
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Bemaerk: lkonet “Cycler” skifter udseende afhaengigt of kerselsstatus og -resultat. En
udferlig beskrivelse of disse cycler-ikoner kan ses i brugervejledningen til Rotor-Gene

AssayManager v2.1 Core Application.

Eksempler p& cycler-ikoner er vist i Figur 13.

Statusindikator Kersel stoppet
. ) (enten fordi der er klikket p&
Cycler inaktiv C.ycl.er fun_qgrer Kerslen er “Stop Process” (Stop proces),
Statusindikatoren viser fuldfert eller fordi der er opstdet en
karselsstatussen fejl)

=)
Cycler 1 Cycler 1
i . Ugyldig Kersel stoppet og
Cycler offline Cycler akfiveret verifikation cycler offline

............. — g e

Figur 13. Cycler-ikoner, der kan blive vist.
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21. Klik pd Finish run (Afslut karsel), nar kerslen er fuldfert. Dialogboksen “Release

and go to approval” (Frigiv, og fortszet til godkendelse) &bnes (Figur 14).
Bemaerk: Under kerslen vises og opdateres amplifikationskurverne i realtid.
Den restererende tid kan ses pd en statusindikator nederst til venstre.

Vigtigt: Vinduet mé ikke lukkes, mens kerslen er i gang.

Cycler inaktiv Kersel startet Kersel afsluttet

(=) &
lkonet Cycler 1 Cycler 1
Cycler

Statusindikator

Statusindikator -

Knaptekst =

Figur 14. Afslutning of en kersel. 1 = “Finish run” (Afslut kersel).
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22. Klik p& Release and go to approval (Frigiv, og fortseet til godkendelse) for at dbne fanen
"Approval” (Godkendelse), og frigiv Rotor-Gene Q-instrumentet (Figur 15). RGQ-ikonet
overst til hajre p& skaermbilledet skifter farve fra grent til blét som angivelse aof, at
instrumentet er klar til en ny kersel. En kersel skal frigives og godkendes, uanset om den
er fuldfert korrekt eller ej. En liste over mulige fejl og fejlkoder i Rotor-Gene
AssayManager kan ses i brugervejledningen til Rotor-Gene AssayManager v2.1 Core

Application og brugervejledningen til Rotor-Gene AssayManager v2.1 Gamma Plug-in.

Position Name Run status

[ ] Chicago Run Successful

Experiment name

Experiment_1_030119

Errors during run

Comment

Figur 15. Pop op-vinduet "Finish Run" (Afslut karsel). 1 = "Release and go to approval" (Frigiv, og gé fil
godkendelse).

Brugsanvisning til therascreen® PIK3CA RGQ PCR Kit (héndbog) 09/2019 45



23. Veelg eksperimentet i den del i godkendelsesmiljget, der hedder “Assay
selection”(Valg of analyse), og klik p& "Start approval" (Start godkendelse) (Figur 16).

Assay selection

[ Experiment - Assay # samples |Operator Run date Status

L4 Expenment_1_030119 therascreen_PIK3CA_FFP. 6| Gina Doe 03/01/2019 14:29:41

i —2

Figur 16. Start af frigivelsesprocessen i miljget "Approval" (Godkendelse). 1 = Analyse valgt til godkendelse,
2 = "Start approval" (Start godkendelse).

Oplysninger om “Raw data” (R&data), “Processed data” (Behandlede datal),
“Experiment” (Eksperiment), “Assay” (Analyse) og “Audit trail” (Historikpost) kan findes
i afsnittet “Plots and information (Plots og oplysninger) (1). Analyseresultater kan findes
i afsnittet “Results” (Resultater) (2).

Hvis den positive kontrol og ikke-skabelon-kontrollen er inden for et acceptabelt
omréde, vil kolonnen “Sample Status” (Prevestatus) rapportere en gyldig status;

i modsat fald rapporteres en ugyldig prevestatus.

Hvis en af kerselskontrollerne mislykkes, bliver kerslen ugyldig. Alle praver vil blive

markeret som ASSAY_INVALID.

Se “Flag, der kan genereres af therascreen PIK3CA Assay Profile i Rotor-Gene

AssayManager v2.1” (side 52) for at f& instruktioner om, hvad der herefter skal geres.
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Bemaerk: Analyseprofilen indeholder alle reglerne for automatisk analyse og
preveanalyse samt resultatfortolkning. Softwaren vurderer séledes automatisk

gyldigheden eller ugyldigheden af prever og kontroller.

24. Klik pa Release/report data (Frigiv/rapportér data). Vinduet “Release/report data”
(Frigiv/rapportér data) &bner (Figur 17).

Omrédet “Plots and information”
(Plots og oplysninger)

2
e — oo - —— -
3 . = S e T ” - E—
el 3
S =
£
o . Sovcca o | T ]
s . ——
>
2
(0]
[=4
— - =
= i
ECTTTrTT, S w v — 3

Figur 17. Eksempel pa hovedvinduet med analyseresultater. 1 = Fanen “Experiment” (Eksperiment) i omradet

“Plots and information” (Plots og oplysninger). 2 = Resultatomrédet, 3 = “Release/report data” (Frigiv/rapportér data)
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25. Klik pa OK for at gemme eksperimentet i arkivet og oprette et LIMS-output og
en karselsrapport (Figur 18). Karselsrapporter og LIMS-eksporter gemmes
i standardrapportbiblioteket. Standardbiblioteket findes i “Default data export

directories” (Standardbiblioteker til dataeksport) p& fanen “Configuration”

@ Release [ report data

Messages

(Konfiguration).

After release, the test results are moved
to the archive. (2165157)

—

Figur 18. Eksempel pa vinduet “Release/report data” (Frigiv/rapportér data).
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26. For at f& vist et eksperiment, der er gemt i eksperimentarkivet, skal du klikke p& Archive
(Arkiv) og sege efter eksperimentet ved hjeelp af segekriterierne i afsnittet “Filter
Options” (Filtreringsindstillinger). Klik p& Apply filter (Anvend filter) for at sege. Veelg et

eksperiment ved at markere afkrydsningsfeltet ud for det eksperiment, du vil have vist,

og klik p& Show assays (Vis analyser) (Figur 19).

e e [ —] Sy |
e ________________________________________________ —

Figur 19. Eksempel pa hovedvinduet “Experiment Archive” (Eksperimentarkiv). 1 = Fanen “Archive” (Arkiv),
2 = Segeindstillinger, 3 = Valg af eksperimentnavn, 4 = Fanen “Show assays” (Vis analyser).
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Resultater

Analyse- og mutationsbestemmelser udferes automatisk af therascreen PIK3CA Assay Profile,
nér en kersel er afsluttet. De folgende oplysninger forklarer, hvordan therascreen PIK3CA

Assay Profile udferer analyse- og mutationsbestemmelserne.
Analyse

PCR-cyklussen, hvor fluorescensen fra en bestemt reaktion overskrider de foruddefinerede
teerskelvaerdier, der gives af therascreen PIK3CA Assay Profile, defineres som Crvaerdien.
Crveerdier angiver kvantiteten af bestemt inputDNA. Llave Crveerdier angiver hgijere
inputDNA-niveauer, og hgje Crveerdier angiver lavere inputDNA-veerdier. Reaktioner, hvor

fluorescensen overskrider teerskelvaerdien ved eller fer denne Cr-veerdi, klassificeres som positive.

Ved at anvende kontrolreaktionen til at vurdere DNA-preven, er det muligt ud fra de
Crveerdier, der opnds, at bestemme, om preaverne indeholder DNA-niveauer, der er egnet il

analyse, og hvilke praver, der kraever fortynding forud fer analyse.

Vurdering af preverne ved hjalp of forskellige mutationsreaktionsblandinger med henblik pa at
bestemme deres respektive Crvaerdier giver therascreen PIK3CA Assay Profile mulighed for at

udfare en beregning for at bestemme ACrvaerdien af praven ved hjzlp of felgende ligning:
ACt = [mutationsanalyse Cr-vaerdi] - [kontrolanalyse Cr-vaerdi]

Baseret pd fastlagte analytiske Cr- og ACrvaerdier bestemmer therascreen PIK3CA Assay

Profile mutationsstatussen for DNA-preverne, og det rapporteres, hvis en preve indeholder en

eller flere mutationer.

Kerselskontrollerne (PC, NTC og IC) vurderes for at sikre, at der opnas acceptable Cr-vaerdier,

og at reaktionerne er fuldfert korrekt.
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Hvis prevekontrollens Crvaerdi er lavere end det acceptable omréde, betyder det, at
DNA-inputtet er for hgit, og at praven skal fortyndes som beskrevet i “Flag, der kan genereres
af therascreen PIK3CA Assay Profile i Rotor-Gene AssayManager v2.17, side 52.

Alle disse vurderinger udferes automatisk, og der er ikke behov for manuel fortolkning.
Systemet kontrollerer automatisk kerselsgyldigheds- og prevegyldighedskriterierne, og

mutationsstatus rapporteres ikke i tilfeelde af en ugyldig preve eller karsel.

Rotor-Gene AssayManager-softwareversion 2.1 beregner resultaterne af hvert biomarkgrmal
ved at kombinere alle relevante analyseresultater i henhold til kerneanalysealgoritmer som
f.eks. normalisering og preve- og analyseregler, som er defineret i den ftilsvarende

analyseprofil.
De felgende resultater kan fildeles til en individuelt prave:

e PIK3CA Mutation Detected (PIK3CA-mutation pévist)
e “No Mutation Detected” (ingen mutation pévist)

e INVALID (UGYLDIGT): Hvis preven tildeles et eller flere flag, der er defineret til at
fastsaette malresultatet til “INVALID” (UGYLDIGT) under analysen med Rotor-Gene

AssayManager-softwareversion 2.1.

Bemaerk: Hvis der opstod en fejl under kerslen, skal preverne i Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM

kasseres og pd ikke testes igen.
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Flag, der kan genereres af therascreen PIK3CA Assay Profile i Rotor-
Gene AssayManager v2.1

Alle mulige flag svarende til Rotor-Gene AssayManager v2.1 Gamma Plug-in er angivet

i brugervejledningen til Rotor-Gene AssayManager v2.1 Gamma Plug-in.

| Tabel 6 vises de mulige flag, der kan genereres af therascreen PIK3CA Assay Profiles, deres

betydning og de handlinger, der skal foretages.

Flagnavnene konstrueres til at give oplysninger om det pévirkede komponent i kittet, praven

eller den pévirkede kontrol og fejltilstanden.

For eksempel:

® PC_CTRL_ASSAY_FAIL = den positive kontrols (PC) kontrolanalyse (CTRL_ASSAY)
mislykkedes (FAIL)

® NTC_INT_CTRL_FAIL = ikke-skabelon-kontrollens (NTC) interne kontrol (INT_CTRL)
mislykkedes (FAIL)

e SAMPLE_CTRL_HIGH_CONC = prevens (SAMPLE) kontrolanalyse (CTRL) har en hgj
koncentration (HIGH_CONC])
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Tabel 6. Softwareflag, der anvendes af PIK3CA-analyseprofilerne

Flag

Befydning

Handling

IC_ABOVE_ACCEPTED_RANGE

(PC)_ABOVE_ACCEPTED_RANGE

(PC)_BELOW_ACCEPTED_RANGE

IC_BELOW_ACCEPTED_RANGE

UNEXPECTED_CT_VALUE

NO_CT_VALUE

Ugyldig kersel.
IC-veerdien er over
specifikationsomrédet
i PC- eller NTC-rer.
Ugyldig preve.

IC-veerdien i preven
er over
specifikationsomrédet.

Ugyldig kersel.
PC-veerdien er over
specifikationsomrédet.
Ugyldig kersel.
PC-vaerdien er under
specifikationsomrédet.
Ugyldig kersel.
IC-vaerdien er under
specifikationsomrédet
i PC- eller NTC-rer.
Ugyldig preve.

IC-veerdien i preven
er under
specifikationsomrédet.

Ugyldig kersel.

Der er registreret en

ugyldig Crveerdi i NTC.

Ugyldig PC- eller IC-

veerdi.

Der er ingen Crveerdi
for PC i PC-ror eller for
IC i PC- og NTC-rer.

Ugyldig preve.

Der er ingen Crveerdi
i preven.

Gentag kerslen.

Udfer én ny test af praven. Hvis pravens IC Crveerdi
stadig er over det acceptable omrdde efter den nye
test, skal preven re-ekstraheres. Hvis prevens
IC-veerdi stadig er over det acceptable omréde

efter reekstrahering og to testkersler, skal preven
rapporteres som ubestemmelig.

Gentag kerslen.

Gentag kerslen.

Gentag kerslen.

Udfer én ny test af preven. Hvis pravens IC Crvaerdi
stadig er under det acceptable omré&de efter den nye
test, skal praven re-ekstraheres. Hvis pravens
IC-veerdi stadig er under det acceptable omrade
efter reekstrahering og to testkersler, skal praven
rapporteres som ubestemmelig.

Gentag kerslen.

Gentag kerslen.

Udfer én ny test af preven. Hvis der stadig ikke er
nogen IC Crvaerdi i preven efter den nye test, skal
proven reekstraheres. Hvis der stadig ikke er nogen
IC-veerdi i preven efter re-ekstrahering og to
testkersler, skal preven rapporteres som
ubestemmelig.

Tabel fortszettes pé naeste side
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Tabel 6. Softwareflag, der anvendes af PIK3CA-analyseprofilerne (fortsat)

Flag

Befydning

Handling

DNA_INPUT_TOO_HIGH

ABOVE_ACCEPTED_RANGE

T1_CONTROL_NO_CT_VALUE

Ugyldig preve.

Prevekontrollens
Cr-veerdi er under
kontrollens
arbejdsomrade.

Ugyldig preve.

Pravekontrollens
Cr-veerdi er over
kontrollens

arbejdsomrade.

Ugyldig preve.

Der er ingen Crveerdi
for proven i
prevekontrolrgrene.

Praven er for koncentreret og skal fortyndes.
Felg instruktionerne under “Kontrollens CT-veerdi”,

side 54.

Udfer én ny test af preven. Hvis kontrollens
Crvaerdi stadig er over kontrollens arbejdsomréde
efter den nye test, skal praven re-ekstraheres. Hvis
kontrollens Cr-vaerdi stadig er over kontrollens
arbejdsomrdde efter re-ekstrahering og to
testkersler, skal praven rapporteres som
ubestemmelig.

Udfer én ny test of preven. Hvis preven ikke har
nogen Crvaerdi efter den nye test, skal preven re-
ekstraheres. Hvis preven stadig ikke har nogen
Crveerdi efter re-ekstrahering og to testkersler,
skal preven rapporteres som ubestemmelig.

Bemaerk: Hvis en prave, der er blevet testet igen, er ugyldig af en anden arsag efter gentagelse,

klassificeres dette stadig som en ny gentagelse, og praven skal i s& fald re-ekstraheres.

Kontrollens Cr-vaerdi

Der er to mulige flag for ugyldig preve pé grund af kontrollens Cr-vaerdi:

e DNA_INPUT_TOO_HIGH: Praven er for koncentreret og overbelaster

mutationsanalyserne. Praven skal fortyndes, sé& der kan opnés et gyldigt preveresultat.

Praver skal fortyndes med det udgangspunkt, at Cr stiger med 1, nér der fortyndes 1:1.
Praver skal fortyndes med det vand, der medfelger i kittet (vand til fortynding [Dil.]).
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Sadan beregnes den nedvendige kontrol-Cr-forskydning (Xg), og sédan ansléas den
nedvendige fortyndingsfaktor (Tabel 7):

Xk = 25 - X (FFPE-prover)
Xz = 27 - X (plasmapraver)

hvor 25 (for FFPE-praver) eller 27 (for plasmaprever) tildeles kontrol-Cr-mélvaerdien for
den fortyndede preve, og X er en faktisk kontrol-Cr-vaerdi for den prave, der skal

fortyndes.

Hvis X ikke er et heltal, skal der rundes op til naeste heltal (eksempelvis skal 2,1 rundes

op til 3,0). Denne vaerdi er Xz. Den nedvendige fortyndingsfaktor kan ses i Tabel 7.

Tabel 7. Beregning af fortyndingsfaktor

Xr Fortyndingsfaktor Proveforhold Fortyndingsforhold
1 2 gange 1 1

2 4 gange 1 3

3 8 gange 1 7

4 16 gange 1 15

5 32 gange 1 31

[¢) 64 gange 1 63

7* 128 gange 1 127

8* 256 gange 1 255

Kun plasmapraver.

o ABOVE_ACCEPTED_RANGE og T1_CONTROL_NO_CT_VALUE: Kvantiteten af DNA er
utilstraekkelig til mutationsanalyse. Test praven igen, hvis der er tilstraekkeligt DNA-eluat
(> 30 pl). Hvis der stadig ikke er en tilstraekkelig maengde DNA efter den nye test, skal
der foretages re-ekstrahering fra nye FFPE-sektioner eller en ny plasmapreve. Hvis dette

ikke er muligt, skal preven rapporteres som ubestemmelig.
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Ydelseskarakferistik: Vaevspraver

Analytisk ydeevne: Vaevsprever

De specifikke ydelseskarakteristika for therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit blev bestemt
i undersegelser med anvendelse af FFPE-vaevsprever indsamlet fra brystcancerpatienter og
12 humane  FFPE-cellelinjeprever  (FFPE-cellelinjeprever),  der  indeholdt  kendte
PIK3CA-mutationer, som analysen pdviser, samt én PIK3CA-ildtype-preve (dvs. ingen
mutationer haevdet pdvist med therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit i exon 7, 9 og 20).

Tomgraense (LoB): Vaevspraver

| CLSl-retningslinje EP17-A2 defineres LoB som “det hgjeste méleresultat, der sandsynligvis vil
blive observeret (med en angivet sandsynlighed) for en tom prave. For therascreen PIK3CA
RGQ PCR Kit r defte datapunktet, der svarer til den everste 95 %-percentil i de
mutationsnegative prever. LoB blev bestemt ved analyse af 56 individuelle kliniske
vildtype-FFPE-praver (30 RES-prever og 26 CNB-praver) festet in duplo pr. preve for hvert aof
tre lot therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit, hvilket genererede 336 datapunkter i alt.
LoB-vaerdierne for hver af de mutationsanaalyser (med hensyn til ACr), der pavises af
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit, blev verificeret til at vaere over de ACrgraensevaerdier, der
blev bestemt for hver af analyserne, og er sammenfattet nedenfor sammen med de opnéede

falsk positiv-bestemmelsesrater.
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Tabel 8. Oversigt over LoB-resultater

Exon Mutation Basiszendring LoB (ACr-veerdi) Frekvens af falsk positiv
bestemmelse (%)
7 C420R 1258T>C 7,57 0,94
9 E542K 1624G>A 5,09 1,88
E545A 1634A>C 13,03 0,00
E545D 1635G>T 9,19 0,31
E545G 1634A>G 13,03 0,00
E545K 1633G>A 6,74 1,57
Q546E 1636C>G 13,03 0,00
Q546R 1637A>G 8,72 0,00
20 H1047L 3140A>T 12,63 0,94
H1047R 3140A>G 9,80 1,25
H1047Y 3139C>T 7,61 0,63

Pavisningsgraense (LoD): Vaevspraver

Der blev udfert en undersegelse for at bestemme LoD for hver af de 11 PIK3CA-mutationer.
LoD blev defineret som den laveste maengde mutantDNA pé en baggrund af vildtype-DNA,
hvor en mutationsprave giver positive resultater i 95 % af testresultaterne (Cos). LoD'erne for
de 11 PIK3CA-mutationsanalyser i therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit er rapporteret som MAF.
For at bestemme LoD for hver mutation blev der klargjort kliniske FFPE-brystcancerpraver eller
FFPE-cellelinje-DNA med forskellige procentvise mutationer ved lavt DNA-input med seriel
fortynding i en klinisk FFPE-vildtypebaggrund. For hver PIK3CA-mutation blev procentdelen af
korrekte bestemmelser vurderet pa forskellige fortyndingsniveauer ved brug af af tre forskellige
lot of therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit med 24 replikater testet pr. kitlog pr. fem til seks MAF-
niveauer. LoD for hver analyse blev beregnet med en probitmetode (Tabel 9). Den endelige
LoD-vaerdi for hver mutation blev bestemt som den hgjeste vaerdi (med hensyn til MAF) for alle
lot of therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit. For at verificere LoD blev mutationsprever ved den
bestemte LoD festet, og den positive testrate blev verificeret i undersegelsen af repeterbarhed

og reproducerbarhed.
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Tabel 9. LoD for plasmaprever fastslaet ved brug af kliniske plasmaprever med lavt DNA-input udvundet of kliniske
FFPE-praver og FFPE-cellelinjepraver

Exon Mutation COSMIC*-id Basiseendring LoD (% MAF)
7 C420R 757 1258T>C 2,411
9 E542K 760 1624G>A 5,47*
E545A 12458 1634A>C 3,541
E545D 765 1635G>T 2,69+
E545G 764 1634A>G 4,98*
E545K 763 1633G>A 4,134
Q546E 6147 1636C>G 4,501
Q546R 12459 1637A>G 6,08*
20 H1047L 776 3140A>T 2,56¢
H1047R 775 3140A>G 3,13%
H1047Y 774 3139C>T 14,041

MAF: Hyppighed af mutant allel.

* COSMIC: Catalogue of somatic mutations in cancer: https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic.
t LoD-vaerdier blev fastlagt ved hjzelp of DNA fra cellelinjeprover.

* LoD-veerdier blev fastlagt ved hjzelp af DNA fra kliniske prever.

Inputomréade for genomisk DNA: Vaevspraver

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit anvender ikke en specifik koncentration af DNA bestemt
ved spekirofotometri. DNA-input er baseret p& kontrolreaktionens Crresultat, som bruges til at
indikere, at der er tilstraekkeligt amplificerbart DNA i preven. Kontrollens Cr-arbejdsomréde
blev fastsl&et ved brug aof i alt 20 kliniske FFPE-vildtypeprever, hvilket genererede
107 datapunkter. Kontrollens Cr-arbejdsomréde blev indstillet ved brug of beregnede

toleranceintervaller. Kontrolreaktionens Cr-omréde blev fastlagt fil 23,23 til 33,38 Cr.
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ACrgreensevaerdier: Vaevsprover

Analysens graensevaerdi er en specifik ACr-vaerdi, der bruges til at bestemme, om en prove
klassificeres som positiv eller negativ for en PIK3CA-mutation. Prgver, der genererer
ACrveerdier pd eller under graensevaerdien, klassificeres som PIK3CA-mutationspositive
(dvs. PIK3CA-mutation pdvist), og genererede ACrvaerdier over graenseveerdien klassificeres
som PIK3CA-mutationsnegative (dvs. ingen mutation pdvist). En blanding af cellelinjepraver,
kliniske prever og praeekstraheret cellelinje-DNA blev anvendt fil at bestemme
graenseveerdierne for hver mutation. Graensevaerdierne blev valgt med hensyn til de felgende

parametre: brakdel of falsk positive, brekdel of falsk negative og analysefalsomhed.

Graenseveerdien for hver analyse i therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit er vist i Tabel 10.

Tabel 10. Graenseveerdier for hver mutationsanalyse ved test af DNA fra vaevsprever

Analyse Graensevaerdi (ACy)
C420R <6,0
E542K <48
E5S45A <10,0
E545D <7,5
E545G <95
E545K <6,5
Q546E <10,0
Q546R <7,0
H1047L <10,0
H1047R <70
H1047Y <6,2
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Effekten af DNA-input p& ACr-veerdier (linearitet): Vaevspraver

DNA-inputniveauet defineres som den samlede kvantitet af amplificerbart DNA i en prave som
bestemt af Crvaerdierne fra PIK3CA-kontrolreaktionen. For at vise, at ydeevnen af therascreen
PIK3CA RGQ PCR Kit er konsistent i hele kontrolreaktionens Cr-omrade (23,23 til 33,38), blev
en seriel fortynding med 9 niveauer med varierende DNA-inputniveauer, hvor de evre og
nedre niveauer & uden for kontrolreaktionens Crarbejdsomréde (23,23 til 33,38 Ci),
evalueret med mutationspositive praver. Der blev anvendt tre forskellige prevetyper i denne
undersggelse: kliniske FFPE-resektionsprever, FFPE-cellelinjepraver og gDNA praeekstraheret
fra cellelinjer. MAF'erne blev holdt konstante, mens DNA-input blev varieret. Cr-mé&lvaerdierne
for fortyndingsniveau 1 og 9, for hver mutation, var henholdsvis cirka 23,00 og 33,50. Begge

vaerdier skulle helst ligge uden for kontrolreaktionens Cr-omré&de.

Evalueringen blev udfert med brug af ét lot af therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit med tre
replikater testet pr. DNAwniveau. Dataene blev analyseret under anvendelse af
regressionsanalyse for at bestemme det linezere interval. For at analysen kan bestemmes som
linezer i hele DNA-inputomradet, m& der ikke vaere nogen aendring i hele omrédets ACr, dvs.
der er ingen statistisk signifikant lineser, kvadratisk eller kubisk effekt. Samlet set stemte de
ACrveerdier, der blev malt ved forskellige samlede DNA-inputniveauer, overens for hele
arbejdsomradet i therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit med hensyn til mutation E542K, E545D,
E545G, E545A, H1047Y, Q546E, C420R og H1047R, dvs. disse analyser viste ingen statistisk
signifikant p-vaerdi (p>0,05) for de lineaere, kvadratiske og kubiske virkninger, der blev anvendt
for alle de testede modeller. E545K-, Q546R- og H1047L-analyserne er ikke linezere for ACr
idet samlede testede DNA-inputomréde. Der blev observeret et linesert omré&de for
E545K-analysen mellem Cr 24,08 og 31,02. Der blev observeret et linezert omrade for
Q546R-analysen mellem Cr 24,28 og 32,69. Der blev observeret et lineaert omréde for
H1047L-analysen mellem Cr 25,74 og 31,61. | en undersagelse blev fastsl&et, at de ikkelineaere
virkninger ikke havde nogen indflydelse p& ydeevnen af E545K- og H1047Ll-analyserne.
Imidlertid blev der fastsl&et en effekt p& Q546R-analysens ydeevne. Praver ved LoD kan kaldes
falsk negative, n&r DNA-inputtet er hgit (omtrentlig Control Cr 23); men sandsynligheden for at

dette forekommer, er imidlertid ekstremt lav, nemlig ca. 0,0052 %.
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Analysens specificitet (krydsreaktivitet/specificitet): Vaevspraver

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit bestar af seks separate reaktionsblandinger til: en enkelt
kontrolreaktion, der p&viser et omrade i exon 15 af PIK3CA-genet, og 11 mutationsanalyser,
der paviser PIK3CA-mutationer. Der er ingen reaktion, som specifikt maler
PIK3CA-vildtypesekvensen ved exon 7, 9 eller 20. therascreen PIK3CA RGQ PCR Kitresultatet
“No Mutation Detected” (Ingen mutation pavist) udledes ved fravaeret af positive

mutationsresultater.

For at vurdere, hvorvidt der er taget korrekt hgjde for krydsreaktivitet mellem mutationer, der
pavises af analysen, i indstillingen af de analytiske graenseveerdier, blev kliniske mutant-
positive praver og cellelinjepraver testet in duplo ved hjzelp af tre lot af therascreen PIK3CA
RGQ PCR Kit ved lavt DNA-input og lav MAF% og hegjt DNA-input og haj MAF% (hvilket
genererede i alt 240 datapunkter). | denne undersegelse var der ét tilfzelde af krydsreaktivitet
mellem E545D og H1047R og ét tilfelde mellem C420R og H1047R. Der var ogsé fire
tilfeelde of mutant uspecifik forstaerkning mellem den hgje MAF-prave E545A og H1047L.
Samlet set viste 6/240 datapunkter mutant uspecifik forstaerkning. De seks datapunkter, der
viste mutant uspecifik forsteerkning, var sporadiske og ikke i overensstemmelse med andre
replikater fra den samme preve. Disse resultater blev derfor ikke betragtet som et resultat of
krydsreaktivitet. Dog blev der observeret PCR-krydsreaktivitet mellem H1047L og H1047R.
Denne krydsreaktivitet er ensrettet (dvs. hvis der ses en dobbelt H1047R- og H1047L-prave,
rapporteres dette kun som “H1047R Mutation Detected” (H1047R-mutation pdvist)). Denne
regel er indarbejdet i den automatiserede algoritme “therascreen_PIK3CA_FFPE” Assay

Profile.
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Interferens: Vaevsprever

Virkningen af nekrotisk vaev

For at evaluere den potentielle interferens af indhold af nekrotisk vaev i FFPE-brystcancerpraver
p& ydeevnen of therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit, blev kliniske FFPE-praver fra SOLAR-1 med
bé&de therascreen PIK3CA RGQ PCR Kitresultater og NGS (next generation sequencing)-
resultater analyseret. Der blev evalueret i alt 180 mutant-negative PIK3CA-prever med NGS
og 199 mutant-positive PIK3CA-praver ved NGS, heriblandt CNB- og RES-praver. Procentdel
med nekrose, identificeret af en patolog, varierede fra O til 10% for mutant-negative og O fil

20% for mutant-positive praver.

For b&de mutant-positive og mutant-negative FFPE-prever havde 20 prever therascreen PIK3CA
RGQ PCR Kitresultater, der ikke stemte overens med de forventede NGS-resultater. Disse
resultater var fra 17 mutant-negative og to mutant-positive prever med mindre end 5% nekrotisk
indhold og en mutantnegativ preve med mindre end 10% nekrotisk indhold; det er derfor
usandsynligt, at nekrose var darsagen til de afvigende resultater. Resultaterne understetter
brugen af therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit med FFPE-brystcancerprever med indhold af
nekrotisk vaev op til 20%.

Indvirkninger af haemoglobin og eksogene stoffer

Effekten af potentielle interfererende stoffer, der blev introduceret fra FFPE-ekstraktionssaettet
(et eksogent stof) eller fra selve preven (haemoglobin), p& analysens ydeevne, blev mélt ved
sammenligning af ACt mellem interferenttilsatte og kontroltilsatte ekstrakter af hver mutant og

sammenligning af de korrekte bestemmelser for vildtype-DNA-praver.
De endogene stoffer, der var til stede i den DNA-ekstraheringsproces, der blev testet, var:

e Paraffinvoks
e Xylen

e FEthanol
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e Buffer ATL

® Protfeinase K
o Buffer AL

e Buffer AW1

o Buffer AW2

Praver, der skulle have filsat eksogene interfererende stoffer, blev farst normaliseret til Cr 30,00
og derefter fortyndet med vildtype (ligeledes normaliseret til Cr 30,00) for at give det forventede
ACrved en MAF, der repraesenterede 3x LoD. Praver filsat heemoglobin (endogent interfererende
stof) under ekstraktionsprocessen blev ikke normaliseret til Cr 30,00 eller fortyndet til 3x LoD fer
mutationsvurderingen, men anvendt umiddelbart efter ekstraktion. Dette var for at undgé at fierne

enhver variabilitet, der métte vaere fremkaldt af det interfererende stof.

Undersegelsen kraevede fremstilling of et testprevesaset og et tom-provesaet (Buffer ATE for
eksogene stoffer og vand for hamoglobin). Testproveszettet indbefattede alle mutant- og
vildtypepraver filsat et interfererende stof. Tom-preveszttet indbefattede mutant og
vildtypepraver tilsat det relevante kontrolstof. Praver, der blev testet med hamoglobin, blev
tilsat under ekstraktionsprocessen for at afspejle, hvad der ville blive introduceret via
FFPE-praven. Testkoncentrationen af haemoglobin og det ansléede vaevsvolumen, der blev
anvendt i ekstraktionsprocessen, var baseret p& CLSI-retningslinjer (CLSI EP7-A2, Appendix D
(Tilleeg D), 2005, Interference Testing in Clinical Chemistry (Interferenstestning i klinisk kemi);
Approved Guideline (Godkendt retningslinje)). Den anbefalede testkoncentration af
haemoglobin, der er angivet i EPO7-A, tillaeg D, 2005, er 2 mg/ml. Praver, der blev testet med
potentielle eksogene interfererende stoffer, fik stofferne tilsat efter normalisering til Cr 30,00
og fortynding til 3x LoD i en koncentration, der repraesenterer det hgjeste (vaerste filfaelde)
gennemferlige niveau af det interfererende stofoverfarsel til en preve (10x koncentration). | alt
seks replikater af hver kombination af preve/interfererende stof blev testet med ét lot af
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit. Alle bestemmelser of mutation i b&de mutant- og

vildtypepraver var som forventet. Hvor der blev observeret en markant forskel mellem proverne
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med tilsat stof og kontrolpreverne, var dette inden for acceptabel laboratoriengjagtighed for
analysen og var derfor inden for analysens indbyggede variabilitet. Resultaterne viste, at disse
stoffer ikke interfererede med resultatbestemmelsen med therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit.

Lottenes indbyrdes udskiftelighed: Vaevspraver

therascreen PIK3CA RGQ PCR System anvender QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit til isolering
af DNA og therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit til forsteerkning of DNA og pévisning af
PIK3CA-mutationsstatus. Lot til lot-reproducerbarhed og blev vist ved hjzelp of tre lot af QlAamp
DSP DNA FFPE Tissue Kit og tre lot af therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit. Den samlede
procentdel af korrekte bestemmelser for alle lot for alle mutationspositive prever og
vildtypepraver var 96,8% (363/375).

Pravehdndtering: Vaevsprever

Reproducerbarheden i QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit blev undersegt ved hjeelp af
sektioner fra tre FFPE-praveblokke; fire kliniske PIK3CA-mutantpraver fra brystcancerpatienter,
seks PIK3CA-mutantcellelinjepraver og én klinisk vildtypeprave fra brystcancerpatient. For hver
prove blev der udfert ekstraktioner in triplo af to operaterer p& tre centre, hvilket gav i alt
18 datapunkter pr. prave. P& hvert center blev testningen udfert ved hjzelp af ét lot of QlAamp
DSP DNA FFPE Tissue Kit- og étlot af therascreen PIK3CA RGQ PCR Kitreagenser. Alle
gyldige mutant- og vildtypepraveresultater gav det forventede samlede mutationsstatusresultat
(korrekt bestemmelse = 100 %, 18/18 for hver prove). Samlet set for alle specifikke
PIK3CA-mutationsbestemmelser var andelen af korrekte bestemmelser 97,92 %, hvilket
understetter reproducerbarheden og repeterbarheden for therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit
i det praeanalytiske trin med DNA-isolering.
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Repeterbarhed og reproducerbarhed: Vaevspraver

Praecisionen og reproducerbarheden i therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit blev undersegt ved test
af DNA ekstraheret fra kliniske FFPE-brystcancerpraver for PIK3CA-mutationerne E542K, E545G,
E545K, H10471, H1047R og Q546R og FFPE<ellelinjepraver for PIK3CA-mutationerne C420R,

E545A, E545D, H1047Y, Q546E og Q546R. Kliniske FFPE-brystpraver af vildtypen blev ogsa
inkluderet i undersagelsen (Tabel 11).

For at vise repeferbarheden blev prever ved to mutationsniveauer (LoD og 3x LoD) testet in duplo
med to kersler pr. dag af fre operaterer pé& 20 ikke-sammenhzengende dage, hvilket resulterede
i 120 datapunkter p& ét center (beliggende i Storbritannien) med undtagelse af prever ved LoD
med E545A- og Q546R PIK3CA-mutationer. Praver med E545A- og Q546R-mutationer blev
evalueret i seks dage pd ét undersegelsessted af tre operaterer med to kersler og fire replikater og
i alt 144 mélinger for at vise repeterbarheden. Af hensyn til reproducerbarheden blev der udfert to
kersler pr. dag pr. operater (ire operaterer pr. center) pé yderligere to undersegelsessteder (begge
i USA) over 10 dage for at opné yderligere 60 datapunkter for hvert ekstra undersagelsessted med
undtagelse of prever ved LoD med E545A- og Q546R-PIK3CAmutationer.

Praver ved LoD med E545A- og Q546R-PIK3CA-mutationer blev evalueret i seks dage pé
yderligere to undersagelsessteder af tre operaterer med to kersler og fire replikater og i alt
144 malinger pr. undersogelsessted, sa der i alt blev opndet 432 maélinger fra tre
undersggelsessteder. P& hvert undersegelsessted blev praver testet ved hjzelp aof to lot of
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit (tre lot fra tre undersagelsessteder). Et of to lot af QlAamp
DSP DNA FFPE Tissue Kit blev brugt til at ekstrahere DNA fra FFPE-prever. Praver blev fremstillet
ved lave DNA-inputniveauer med en kontrol-Crvaerdi pé cirka 30 som mal.

Mutationspositive praver blev kun kert med kontrolreaktionsblandingen og den relevante
reaktionsblanding af mutationen af interesse. Der blev kert vildtypepraver med alle

reaktionsblandinger.

Andelen af korrekte bestemmelser for hver prave er vist i Tabel 11 med henblik pé repeterbarhed.
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Tabel 11. Analysens repeterbarhed — andel af korrekte bestemmelser for PIK3CA-mutationer testet i DNA-praver
udvundet of FFPE-veevspraver

Brokmaessig
andel of
gyldige Korrekte
Exon Mutation Mutationsniveau  resultater bestemmelser, % Nedre tosidet 95 % Cl
IR Vildtype IR 108/120 90,00 83,18
LoD 120/120 100,00 96,97
7 C420R
3 x LoD 120/120 100,00 96,97
9 E542K LoD 119/119 100,00 96,95
3 x LoD 120/120 100,00 96,97
E545A LoD* 144/144 100,00 97,47
3 x LoD 120/120 100,00 96,97
E545D LoD 120/120 100,00 96,97
3 x LoD 120/120 100,00 96,97
E545G LoD 120/120 100,00 96,97
3 x LoD 120/120 100,00 96,97
E545K LoD 118/120 98,33 94,11
3 x LoD 120/120 100,00 96,97
Q546E LoD 120/120 100,00 96,97
3 x LoD 120/120 100,00 96,97
Q546R LoD* 139/140 99,29 96,08
3 x LoD 119/119 100,00 96,95
20 H1047L LoD 117/120 97,50 92,87
3 x LoD 120/120 100,00 96,97
H1047R LoD 120/120 100,00 96,97
3 x LoD 120/120 100,00 96,97
H1047Y LoD 117/120 97,50 92,87
3 x LoD 120/120 100,00 96,97

IR: Ikke relevant.

* Praver ved LoD med E545A- og Q546R PIK3CA-mutationer blev evalueret i seks dage pé& ét center af tre operatarer

med to kersler og fire replikater og i alt 144 mélinger.
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Tabel 12. Analysens reproducerbarhed — andel of korrekte bestemmelser for PIKZCA-mutationer testet i DNA-praver
udvundet of FFPE-veevspraver

Brokmaessig
andel of
gyldige Korrekte
Exon Mutation  Mutationsniveau  resultater bestemmelser, %  Nedre tosidet 95 % Cl
IR Vildtype IR 222/240 92,50 88,41
LoD 240/240 100,00 98,47
7 C420R
3 x LoD 240/240 100,00 98,47
9 E542K LoD 237/239 99,16 97,01
3 x LoD 240/240 100,00 98,47
E545A LoD* 431/432 99,77 98,73
3 x LoD 240/240 100,00 98,47
E545D LoD 238/240 99,17 97,02
3 x LoD 240/240 100,00 98,47
E545G LoD 240/240 100,00 98,47
3 x LoD 240/240 100,00 98,47
E545K LoD 238/240 99,17 97,02
3 x LoD 240/240 100,00 98,47
Q546E LoD 240/240 100,00 98,47
3 x LoD 240/240 100,00 98,47
Q546R LoD* 421/424 99,29 97,95
3 x LoD 239/239 100,00 98,47
20 H1047L LoD 230/240 95,83 92,47
3 x LoD 240/240 100,00 98,47
H1047R LoD 240/240 100,00 98,47
3 x LoD 240/240 100,00 98,47
H1047Y LoD 234/240 97,50 94,64
3 x LoD 240/240 100,00 98,47

IR: Ikke relevant.

* Prover ved LoD med E545A- og Q546R PIK3CA-mutationer blev evalueret i seks dage pd tre undersegelsessteder af tre
operaterer med to kersler og fire replikater og i alt 144 mélinger pr. undersagelsessted, sa der i alt blev opnéet 432.

Der blev anvendt en varianskomponentanalyse for at ansléd standardafvigelsen for

variabiliteten mellem kit, mellem kersler, mellem operaterer, mellem instrumenter, mellem dage
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og inden for samme analyse med henblik p& repeterbarhed og reproducerbarhed. Den
samlede standardafvigelse (SD, standard deviation) for alle varianskomponenter var
< 1,32 ACr for LoD og <0,63 ACr for 3 x LoD for dlle testede PIK3CA-mutationer
i reproducerbarhedstesten. Blandt alle mutantpanelsmedlemmer var SD < 0,17 ACr for LoD
og £ 0,16 ACr for 3 x LoD mellem lot (lottenes indbyrdes udskiftelighed). SD for variabiliteten
inden for samme analyse (repeterbarhed) var < 1,24 ACy for LoD og < 0,53 ACr for 3 x LoD.

Krydskontaminering/analytisk overfarsel: Vaevspraver

Formdlet med denne undersegelse var at vurdere therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit, nér meget
PIK3CA-mutationspositive praver blev testet sammen med PIK3CA-mutationsnegative prover.
| undersggelsen blev sandsynligheden for krydskontaminering i hele testproceduren
(DNA-ekstrahering og efterfalgende test med therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit) undersegt.

Undersegelsen blev udfert med H1047R (mutationen med den hgjeste forekomst) og vildtype-
FFPE-cellelinjepraver. To uafhaengige saet prever, som blev betegnet henholdsvis “Set A”
(Seet A) og “Set B” (Saet B), blev ekstraheret i henhold til en foruddefineret ekstraheringsmatrix,
der havde til formal at skabe risiko for krydskontaminering mellem prever. Ekstraktionerne blev
udfert af to operatarer. Der blev i alt udfert 18 ekstraktioner (ni pr. szet) for de mutationspositive
prover (H1047R-praverne). Der blev i alt udfert 42 ekstraktioner (21 pr. set) for
vildtypepraverne. Ekstrakterne blev vurderet for mutation pé tvaers af ti PCR-kersler. Der blev
opsat fem pd& hinanden felgende kersler pr. proveseet of samme operater ved brug af det
samme udstyr og Rotor-Gene Q-instrument, uden at der blev udfert andre mellemliggende
korsler ~ved brug of dette instrument.  Ekstrakterne  blev  testet  med
kontrolanalysereaktionsblandingen (therascreen PIK3CA RGQ PCR Kitrgr 1) og mutationen af
interesse (therascreen PIK3CA RGQ PCR Kitrgr 6).

Den registrerede procentdel med hensyn til korrekte mutationsbestemmelser for gyldige
vildtypepraver var 100 %. Der blev med andre ord ikke registreret krydskontaminering af
vildtypepraverne fra mutantpravers side ved brug af samme procedure for DNA-ekstraktion og

kerselsopsaetning.
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Ngjagtighed: Sammenligning med den analytiske referencemetode
(veevspraver)

For at pavise ngjagtigheden af therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit i forhold til en valideret
NGS-analyse blev der udfert en ngjagtighedsundersagelse ved brug af kliniske FFPE-prover
fra brystcancerpatienter, som var randomiseret i SOLAR-1-forseget, og for hvilke der var et
tilstraekkeligt antal tilgaengelige prover til test med NGS-sammenligningsanalysen. Ud aof disse
453 kliniske prover levede 385 op til NGS-sammenligningsanalysens prevekrav med hensyn

til vaevsvolumen og tumorindhold, og 379 gav et gyldigt resultat for NGS.

Prever med gyldige resultater for b&de NGS og therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit blev
analyseret med NGS som reference for at vurdere den procentvise positive
overensstemmelse (positive  percent agreement, PPA), den procentvise negative
overensstemmelse (negative percent agreement, NPA) og den procentvise samlede
overensstemmelse (overall percent agreement, OPA). Disse procentdele og de tilsvarende
tosidede konfidensintervaller (confidence intervals, Cl) p& 95 %, beregnet ved hjzlp of

metoden med Clopper-Pearson-ekstrakt, er opsummeret i Tabel 13.

Tabel 13. Analyse af overensstemmelse for FFPE-vaevspraver

Mal Procentdel af overensstemmelse (N) Tosidet 95 % Cl
Positiv procentvis overensstemmelse 99,0 (197/199) 96,4, 99,9
Negativ procentvis overensstemmelse 90,0 (162/180) 84,7, 94,0
Samlet procentvis overensstemmelse 94,7 (359/379) 92,0, 96,7

Hvad angdr de 20 afvigende resultater for samlet mutationsstatus, gav to prever med
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit-negative resultater NGS-positive resultater, og 18 praver
med therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit-positive resultater gav NGS-negative resultater. Begge
de to prever med therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit-negative resultater, som gav NGS-positive
resultater, blev p&vist med NGS ved MAF-niveauer under LoD for therascreen PIK3CA RGQ
PCR Kit. Ud of de 18 praver, der blev bestemt som vaerende positive med therascreen PIK3CA
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RGQ PCR Kit og negative med NGS, var 11 lave positive (inden for én ACr fra graensevaerdien
ved brug af therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit og derfor lave positive praver). Et tilfselde blev
pavist som H1047L (3140A>T) med therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit, men som H1047I
(3139_3140CA>AT) med NGS-analysen. Arsagen til de seks avrige afvigende resultater blev

ikke registreret.

Tabel 14 viser PPA for mélet med NGS som ortogonal metode.

Tabel 14. Analyse af overensstemmelse for FFPE-vaevspraver ved specifik mutation

Mutation™® Positiv procentvis overensstemmelse (N) Tosidet 95 % Cl
C420R 100,0 (4/4) 39,8, 100,0
E542K 100,0 (27/27) 87,2, 100,0
E545G 100,0 (3/3) 29,2,100,0
E545K 100,0 (49/49) 92,7,100,0
E545A 100,0 (2/2) 15,8, 100,0
Q546E 100,0 (1/1) 2,5,100,0
Q546R 50,0 (1/2) 1,3,98,7
H1047L 100,0 (12/12) 73,5, 100,0
H1047R 98,1 (101/103) 93,2, 99,8

* Alle 11 PIK3CAmutationer blev pévist i vaevspreve i SOLAR-1-forseget (Tabel 15).
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Klinisk ydeevne: Veevspraver

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit er beregnet til brug som en ledsagende diagnostisk test til
at hjeelpe klinikere med at identificere brystcancerpatienter, der muligvis er egnet fil
behandling med PIQRAY (alpelisib) baseret p& et resultat med én eller flere detekterede

PIK3CA-mutationer i kliniske FFPE-vaevsprever fra brystcancerpatienter.

Kliniske resultatdata

SOLAR-1-undersegelsen, CBYL719C2301, var et randomiseret,  dobbeltblindet,
placebokontrolleret, internationalt, klinisk fase ll-forsag pé flere forsegscentre, der skulle
bestemme effektiviteten og sikkerheden ved behandling med PIQRAY (alpelisib) plus fulvestrant
sammenlignet med placebo plus fulvestrant hos maend og postmenopausale kvinder med HR+,
HER2-negativ avanceret brystcancer, der var progredieret under eller effer behandling med
aromatasehaemmer. | alt 572 brystcancerpatienter blev indrulleret i to kohorter, hhv. med eller
uden en PIK3CA-mutation. Patienterne blev randomiseret til at f& enten PIQRAY (alpelisib)
300 mg plus fulvestrant eller placebo plus fulvestrant i et forhold p& 1:1. Randomisering blev

stratificeret efter filstedevaerelse aof lungecancer og/eller levermetastaser og tidligere

behandling med CDK4/6-hasmmer(e).

Undersegelsens primaere endepunkt var progressionsfri overlevelse (PFS, Progression-Free
Survival) ved anvendelse af RECIST-version 1.1 (RECIST, Response Evaluation Criteria in Solid
Tumors) hos patienter med fremskreden brystcancer, som var indrulleret med en
PIK3CA-mutation. @vrige sekundaere endepunkter var blandt andre PFS for patienter uden
PIK3CA-mutation, samt samlet overlevelse (OS, Overall Survival), samlet responsrate
(ORR, Overall Response Rate) klinisk fordel (CBR, Clinical Benefit Rate) med PIK3CA-kohorte
(dvs. med eller uden PIK3CA-mutation).

PIK3CA-mutationsstatus for screening og indrullering af patienter blev fastlagt centralt ved hjselp of
en klinisk forsagsanalyse (CTA, Clinical Trial Assay) eller QIAGEN therascreen PIK3CA RGQ PCR
Kit ved at teste tumorpraver fra patienter med FFPE-brystcancer. Af de 572 patienter, der blev
randomiseret i SOLAR-1, blev 177 patienter (30,9 % af forsegspopulationen, heriblandt
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172 PIK3CA-mutationspositive og fem PIK3CAmutationsnegative patienters) randomiseret ved
brug af therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit. Alle gvrige patienter (395) blev randomiseret ved brug
af CTA (69,1 % aof forsegspopulationen, heriblandt 169 PIK3CA-mutationspositive og
226 PIK3CA-mutationsnegative patienter).

PIQRAY (alpelisib) i kombination med fulvestrant viste bedre resultater end fulvestrant alene
for det primaere endepunkt, PFS, efter investigator vurdering ved brug aof RECIST 1.1
i-PIK3CA-mutantkohorten. En anslé&et 35 % risikoreduktion i sygdomsprogression eller ded blev
observeret til fordel for behandlingssarmen med PIQRAY (alpelisib) plus fulvestrant i forhold til
behandlingssarmen med placebo plus fulvestrant (risikoforhold [HR, Hazard ratio] = 0,65;
95 % CI: 0,50, 0,85; p = 0,0013, baseret pd en tosidet stratificeret log-rank-test). Median
PFS blev forleenget med klinisk betydningsfulde 5,3 maneder, fra 5,7 maneder
i behandlingsarmen med placebo plus fulvestrant til 11,0 méneder i behandlingsarmen med

PIQRAY (alpelisib) plus fulvestrant (Figur 20).

100 a Censureringstider

Alpelisib 300 mg 1 g. dgl. + Fulv(r/N = 103/ 169)
A+~ Placebo 1 g. dgl.+ Fulv (n/N =129/ 172)

Risikoforhold = 0,65
95 % CI [0,50;0,85]

Kaplan-Meier-medianer (maneder)
Alpelisib 300 mg 1 g. dgl. + Fulv: 11,0
Placebo 1 g. dgl.+ Fulv: 5,7

oy

P-veerdi for 2-sidet log-rank = 0,0013
40 L

204

Sandsynlighed for progressionsfri overlevelse (%)

L— T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 1

T T T T T T T T T T T T T T T
5 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31

Tid (maneder)
Antal forsagspersoner ved fortsat risiko

Tid (maneder) 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31
Alpelisib 300 mg 1 g. dgl. + Fulv 169 158 145 141 123 113 97 95 85 82 75 71 62 54 50 43 39 32 30 27 17 16 14 5 5 4 3 3 1 1 1 0
Placebo 1g.dgl.+Fulv 172 167 120 111 89 88 80 77 67 66 58 54 48 41 37 29 29 21 20 19 14 13 9 3 3 2 2 2 0o 0 o0 o0

- Stratificeret log-rank- og stratificeret Cox-model ved brug af strata, der er defineret ud fra (i) tidligere brug af CDK 4/6-hzemmer. (ii) tilstedevzerelse af
liver- og/eller lungemetastaser

Figur 20. Kaplan-Meier-diagram af PFS ved behandling of patienter med PIK3CA-mutation, som var randomiseret i
SOLAR-1.
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Praver fra 395 patienter, som var randomiseret ved brug af CTA, blev testet igen retrospektivt
med therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit, hvilket gav 389 praver, som kunne evalueres med
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit (98,5 %), og seks patientpraver, som ikke kunne evalueres
med therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit (Tabel 16).

Tabel 15. Praevalens of PIK3CA-mutationer, som blev pavist med therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit i vaevspraver i det

kliniske forseg SOLAR-1

Hyppighed i
FFPE-vaevspraver
Exon Mutation* COSMIC-idt Basisaendring N =374 (%)
7 C420R 757 1258 T>C 61(1,)
9 E542K 760 1624 G>A 66 (17,6)
ES45A 12458 1634 A>C 4(1,1)
E545D 765 1635 G>T 6 (1,6)
E545G 764 1634 A>G 9 (2,4)
E545K 763 1633 G>A 91 (24,3)
Q546E 6147 1636 C>G 1(0,3)
Q546R 12459 1637 A>G 2 (0,5)
20 H1047L 776 3140 A>T 24 (6,4)
H1047R 775 3140 A>G 160 (42,8)
H1047Y 774 3139 C>T 5(1,3)

* En PIK3CA-mutationspositiv patient kan have mere end én mutation.

t COSMIC: Catalogue of somatic mutations in cancer: https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic.

N = antal PIK3CA-mutationspositive patienter identificeret ud fra FFPE-vaevspraver i SOLAR-1.

Tabel 16. Fordeling af retrospektivt gentestede (CTA-indrullerede) forsegspersoner (hele analysesaettet, CTA-

indrullerede)
therascreen PIK3CA RGQ PCR  CTA-positive N = 169) CTA-negative (N = 226) | alt (N = 395)
Kit-resultater
Valid (Gyldig) 169 (100,0%) 220 (97,3%) 389 (98,5%)
Positive (Positiv) 164 (97,0%) 11 (4,9%) 175 (44,3%)
Negative (Negativ) 5(3,0%) 209 (92,5%) 214 (54,2%)
Invalid (Ugyldig) 0 (0%) 6 (2,7%) 6 (1,5%)
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For at vurdere overensstemmelsen mellem CTA og therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit blev
overensstemmelsesindekserne PPA, NPA og OPA, sammen med de respektive tosidede
95 %-konfidensintervaller for Clopper-Pearson-ekstrakt, beregnet.

Tabel 17 viser det therascreen PIK3CA RGQ PCR Kitevaluerbare underszet ved brug of CTA
som reference og indikerer en hej grad af overensstemmelse mellem CTA- og therascreen
PIK3CA RGQ PCR Kit-resultaterne.

Tabel 18 anvender therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit som reference og indikerer en hgj grad
af overensstemmelse mellem CTA- og therascreen PIK3CA RGQ PCR Kitresultaterne.

Tabel 17. therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit i forhold til CTA (med CTA som reference)

Mal for overensstemmelse Procentvis Tosidet 95 % CI
overensstemmelse, %

Positiv procentvis overensstemmelse (PPA, Positive 97,0 93,2, 99,0
Percent Agreement)

Negativ procentvis overensstemmelse (NPA, 95,0 91,2,97,5
Negative Percent Agreement)

Samlet procentvis overensstemmelse (OPA, Overall 95,9 93,4, 97,6
Percent Agreement)

Tabel 18. therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit i forhold til CTA (med therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit som reference)

Mal for overensstemmelse Procentvis Tosidet 95 % CI
overensstemmelse, %

Positiv procentvis overensstemmelse 93,7 89,0, 96,8
(PPA, Positive Percent Agreement)

Negativ procentvis overensstemmelse 97,7 94,6, 99,2
(NPA, Negative Percent Agreement)

Samlet procentvis overensstemmelse (OPA, Overall 95,9 93,4, 97,6
Percent Agreement)

Tabel 19 viser estimater af PPA, NPA og OPA, der er genberegnet for tilpasning til berigelsen
grundet de seks manglende therascreen PIK3CA RGQ PCR Kitresultater i de
CTA-mutationsnegative patienter.
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Tabel 19. therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit i forhold til CTA (med therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit som reference)

Mal for overensstemmelse Procentvis Tosidet 95 % Cl
overensstemmelse, %

Positiv procentvis overensstemmelse (PPA, Positive 93,6 90,1, 97,0
Percent Agreement)

Negativ procentvis overensstemmelse (NPA, 97,7 95,6, 99,5
Negative Percent Agreement)

Samlet procentvis overensstemmelse (OPA, Overall 95,9 93,8, 97,8
Percent Agreement)

Den primaere PFS-analyse for den kliniske anvendelighed af therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit
viste tilsvarende klinisk effektivitet som den, der blev fastsldet i SOLAR-1-undersegelsen.
Analysen af undersattet af patienter, der blev testet mutantpositive med therascreen PIK3CA
RGQ PCR Kit (347 patienter), viste, at patienter, der var randomiseret til behandlingsarmen
med PIQRAY (alpelisib) plus fulvestrant, havde en ansléet 36 % lavere risiko for
sygdomsprogression eller ded (HR = 0,64; 95 % Cl: 0,48, 0,85) end patienter, der var
randomiseret til behandlingsarmen med placebo plus fulvestrant.

Folsomhedsanalyser vurderede betydningen af de manglende data fra therascreen PIK3CA
RGQ PCR Kit om PFS og viste, at resultaterne var robuste over for manglende data. For
eksempel, nér man antager, at de seks manglende therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit-resultater
var uoverensstemmede med CTA-resultaterne, havde disse therascreen PIK3CA RGQ PCR
Kit-mutationspositive patienter, der blev randomiseret til behandlingsarmen med PIQRAY
(alpelisib) plus fulvestrant, en ansléet 37 % lavere risiko for sygdomsprogression eller ded
(HR = 0,63; 95 % CI [0,47, 0,84]) end patienter, der var randomiseret til behandlingsarmen
med placebo plus fulvestrant.

Alle CTA-indrullerede mutationspositive patienter var egnet til evaluering med therascreen
PIK3CA RGQ PCR Kit, og kun seks CTA-indrullerede mutationspositive patienter var uegnet til
evaluering medtherascreen PIK3CA RGQ PCR Kit. Felgelig var der ingen bias i resultaterne
som felge af evaluerbarhed aof preverne i undersegelsen.

PFS blev ogs& ansléet i populationen, som var negative med therascreen PIK3CA RGQ PCR
Kit, og der blev ikke observeret nogen PFS-fordel for disse (HR = 0,85; 95 % CI: 0,58, 1,25).
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Ydelseskarakferistik: Plasmapraver

Analytisk ydeevne: Plasmaprever

De specifikke ydelseskarakteristika for therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit blev bestemt
i undersagelser med anvendelse aof kliniske plasmaprever indsamlet fra brystcancerpatienter,
kunstige plasmaprever omfattende plasma fra rask donor (HD, healthy donor) filsat
fragmenteret cellelinje-DNA fra 11 humane cellelinjeprever, som indeholder kendte PIK3CA
mutationer, som analysen pdviser, og én PIK3CAwildtypecellelinjeprave (dvs. ingen
mutationer, som haevdes pdvist med therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit i exon 7, 9 og 20).

Tomgraense (LoB): Plasmapraver

| CLSl-retningslinje EP17-A2 defineres tomgraensen (LoB, Limit of Blank) som “det hojeste
mdleresultat, der sandsynligvis vil blive observeret (med en angivet sandsynlighed) for en tom
preve. For therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit r dette datapunktet, der svarer til den gverste
95 %-percentil i de tomme prover. For at vurdere ydeevnen af therascreen PIK3CA RGQ PCR
Kit i fraveer af skabelon og for at sikre, at en preve med vildtype-DNA ikke genererer et
analytisk signal, der kan indikere en lav koncentration af mutation, blev i alt 60 unikke
HD-prover tilsat serielt fortyndet fragmenteret vildtype-PIK3CA-DNA ved seks inputniveauer
testet in triplo i en undersegelse, der fulgte vejledningen i CLSl-retningslinje EP17-A2 til
bestemmelse af LoB for hver mutationsanalyse. Alle mutationsanalyser gav LoB-veerdier over
greenseveerdien for deres respektive mutationer. LoB for de PIK3CA-mutanter, der blev pdvist
af therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit i plasmaprever, er vist nedenfor (Tabel 20).
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Tabel 20. Oversigt over LoB-resultater

Exon Mutation Basiszendring LoB (ACr-veerdi) Frekvens af falsk positiv
bestemmelse (%)
7 C420R 1258T>C 11,15 0%
9 E542K 1624G>A 8,32 0%
E545A 1634A>C 15,82 0%
E545D 1635G>T 9,13 0%
E545G 1634A5G 13,39 0%
E545K 1633G>A 15,74 0%
Q546E 1636C>G 15,82 0%
Q546R 1637A>G 10,19 0,56%
H1047L 3140A>T 15,55 0,56%
20 H1047R 3140A>G 11,93 0%
H1047Y 3139C>T 9,89 0%

Pavisningsgraense (LoD): Plasmaprever

Ved hjeelp af kunstige plasmapraver blev der udfert en undersagelse for at bestemme LoD for
hver of de 11 PIK3CA-mutationer. LoD blev defineret som den laveste maengde mutant-DNA
pd en baggrund af vildtype-DNA, hvor en mutationspreve giver positive resultater i 95 % af

testresultaterne (Cos).

For at bestemme LoD for hver mutation blev prever med forskellig procentmaessig mutation
fremstillet ved lavt DNA-input og testet med therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit (Tabel 21). LoD
for hver analyse blev beregnet med en probitmetode. LoD for 11 kunstige mutantpraver blev
fastsléet ved brug af tre forskellige lot af therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit med 24 replikater
testet pr. kitlot pr. niveau. Et undersaet af mutationer blev verificeret ved brug af kliniske

plasmapraver ved den fastsatte LoD.
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Tabel 21. LoD for plasmapraver fastslaet ved brug af kliniske plasmaprever med lavt DNA-input og kunstige
plasmaprever

Exon Mutation COSMIC*-id Basissendring LoD, % MAF
7 C420R 757 1258T>C 4,461
9 E542K 760 1624G>A 5,061
E545A 12458 1634A>C 1,821
E545D 765 1635G>T 3,211
E545G 764 1634A>G 1,941
E545K 763 1633G>A 2,421
Q546E 6147 1636C>G 5311
Q546R 12459 1637A>G 4,221
20 H1047L 776 3140A>T 2,371
H1047R 775 3140A>G 1,981
H1047Y 774 3139C>T 7,071

MAF: Hyppighed af mutant allel.
* COSMIC: Catalogue of somatic mutations in cancer: https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic.
t LoD-vaerdier blev fastlagt ved hjzelp of cellelinjepraver.

¥ LoD-vaerdier blev verificeret ved hjaelp af kliniske plasmapraver.
Inputomrade for genomisk DNA: Plasmapraver

Kontrollens Cr-arbejdsomréde blev indstillet ved brug af beregnede toleranceintervaller og
LoB-vaerdier. Kontrolanalysens Cr-arbejdsomrade blev bestemt ved brug af i alt 30 individuelle
vildtypepraver p& 10 ml med forskellige vildtype-DNA-koncentrationer (120 observationer).
Den endelige kontrolanalyses Cr-arbejdsomréde blev indstillet til en Crvaerdi fra 24,69 il

31,68, hvilket gav et konfidensniveau pd 98 % for 95 % af populationen for filsigtet brug.
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ACrgreaensevaerdier: Plasmaprever

Der blev anvendt kunstige plasmapraver til at fastlizegge greensevaerdierne for hver mutation.
Ud over statistisk analyse af ACrveerdier blev LoB-veerdier og designkrav med hensyn fil antal

falsk positive og falsk negative resultater brugt til at fastleegge acceptable graensevaerdier.

De fastlagte graensevaerdier og er vist i Tabel 22.

Tabel 22. Fastlagte graenseveerdier for hver mutationsanalyse ved test af DNA fra plasmapraver

Analyse Graensevaerdi (ACr)
C420R <6,0
E542K <48
E545A <10,0
E545D <70
E545G <95
E545K <10,0
Q546E <10,0
Q546R <70
H1047L <10,0
H1047R <90
H1047Y <6,2
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Effekten af DNA-input p& ACrveerdier (linearitet): Plasmaprever

DNA-inputniveauet defineres som den samlede kvantitet af amplificerbart DNA i en prave som
bestemt af Crvaerdierne fra PIK3CA-kontrolreaktionen. For at vise, at ydeevnen af therascreen
PIK3CA RGQ PCR Kit er er konsistent i hele kontrolreaktionens Cr-omréde (24,69 til 31,68),
blev en seriel fortynding med 8 niveauer fremstillet for hver af de 11 PIK3CA-mutationsanalyser
(fragmenteret DNA ekstraheret fra cellelinjepraver). Cr-mélveerdierne for fortyndingsniveau
1 og 8 for hver mutation skulle gerne vaere over og under kontrolreaktionens Cromréde.
Overordnet set var de ACrveerdier, der blev malt ved forskellige samlede DNA-inputniveauer,
ensarfede med hensyn til mutationer inden for arbejdsomr&det for therascreen PIK3CA
RGQ PCR Kit.

Analysens specificitet (krydsreaktivitet/specificitet): Plasmapraver

For at vurdere, hvorvidt der er taget korrekt hajde for krydsreaktivitet mellem mutationer, der
pévises af analysen, i indstillingen of de analytiske graenseveerdier, blev mutant-positive
kunstige plasmaprever, med heijt og lavt DNA-input, fortyndet til hgje og lave MAF-mal og
testet in duplo ved hjeelp aof tre lot af therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit. Der blev observeret
krydsreaktivitet mellem H1047L- og H1047R-analyserne. Det blev imidlertid fastsl&et, at denne
krydsreaktivitet er ensrettet (dvs. hvis der ses en dobbelt H1047R- og H1047L-prove,
rapporteres dette kun som “H1047R Mutation Detected” (H1047R-mutation pévist)). Denne
regel er indarbejdet i den automatiserede algoritme “therascreen_PIK3CA_Plasma Assay

Profile”.
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Interferens: Plasmaprever

Endogene stoffer

Potentielle endogene interfererende stoffer, der kan vaere til stede i plasmapreverne, blev testet

i kunstige mutant- og vildtypepraver i koncentrationer baseret pé CLSl-retningslinje EP7-A2:

Haemoglobin (2 g/I)

e Trigylcerider (37 mmol/I)

e EDTA (3,4 pmol/l)

e Koffein (308 pmol/l)

e Albumin (30 mg/ml)

e Konjugeret bilirubin (342 pmol/I)
e Ukonjugeret bilirubin (342 pmol/I)

Resultaterne viste, at disse stoffer ikke interfererede med resultaterne af therascreen PIK3CA
RGQ PCR Kit.

Eksogene stoffer

Potentielle eksogene interfererende stoffer, der var til stede i DNA-ekstraktionsprocessen, blev
testet i mutant- og vildtypeprever ved koncentrationer under antagelse af en 10% overfersel

fra ekstraktionsprocessen:

e Ethanol

® Protfeinase K
e Buffer ACL

o Buffer ACB

e Buffer ACWI1
o Buffer ACW2
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Resultaterne viste, at disse stoffer ikke interfererede med resultaterne af therascreen PIK3CA
RGQ PCR Kit.

Lottenes indbyrdes udskiftelighed: Plasmapraver

therascreen PIK3CA RGQ PCR System anvender QlAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit til
ekstrahering of DNA og therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit til forsteerkning of DNA og
pavisning af PIK3CA-mutationsstatus. Lot til lot-reproducerbarhed og -udskiftelighed blev vist
ved hjzlp of tre lot fraQlAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit og ét lot fra therascreen
PIK3CA RGQ PCR Kit. Den samlede procentdel af korrekte bestemmelser for alle lot for alle

mutationspositive prever og vildtypepraver var 100%.
Prevehdandtering: Plasmaprever

For at vise, at forskellige laboratorier vil opné& acceptable resultater, nér der startes fra den
samme plasmaprave, blev der udfart ekstraktioner pé& tre forskellige centre. Der blev anvendt
kunstige prever til alle 11 mutationer savel som en klinisk PIK3CA-vildtypeplasmapreve. Der
blev fremstillet 18 x 2 ml alikvoter af hver preve, og disse alikvoter blev randomiseret og
opdelt i 18 ekstraktionsszaet. Disse ekstraktionssaet blev derefter fordelt ligeligt p& de tre
testcentre (ét internt QIAGEN-center i Storbritannien og yderligere to eksterne centre i USA);
seks ekstraktioner pr. forsagscenter. Test af DNA ekstraheret fra pravealikvoterne ved brug af
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit blev udfert pd det interne QIAGEN-center. N&r man
sammenligner resultaterne fra hver preve for alle tre centre, var procentdelen af korrekt

mutationsbestemmelse for PIK3CA mutationspositive praver og vildtypepraver 100%.
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Repeterbarhed og reproducerbarhed: Plasmaprever

Repeterbarheden af therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit blev undersegt ved test af DNA
ekstraheret fra cellelinjeprever, der repraesenterede alle 11 mutationer, der pévises af
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit ved 1x LoD og 3x LoD.

Repeterbarheden blev vurderet ved at teste disse prover pd et center p&d 20 ikke-
sammenhaengende dage ved anvendelse af tre Rotor-Gen Q-instrumenter og af tre operaterer,

hvilket genererede i alt 120 replikater pr. preve (Tabel 23).
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Tabel 23. Analysens repeterbarhed — andel af korrekte bestemmelser for PIK3CA-mutationer testet i DNA-praver
udvundet of plasmapraver

Brekmaessig andel

aof gyldige Korrekte Nedre tosidet

Exon Mutation Mutationsniveau  resultater bestemmelser, % 95 % Cl
IR Vildtype C30 114/120 95,00 89,43
7 C420R LoD 120/120 100,00 96,97
3 x LoD 120/120 100,00 96,97
9 E542K LoD 120/120 100,00 96,97
3 x LoD 120/120 100,00 96,97
E542A LoD 119/120 99,17 95,44
3 x LoD 120/120 100,00 96,97
E545D LoD 120/120 100,00 96,97
3 x LoD 120/120 100,00 96,97
E545G LoD 119/120 99,17 95,44
3 x LoD 120/120 100,00 96,97
E545K LoD* 111/120 92,50 86,24
3x LoD* 120/120 100,00 96,97
Q546E LoD 120/120 100,00 96,97
3 x LoD 120/120 100,00 96,97
Q546R LoD* 115/120 95,83 90,54
3x LoD* 120/120 100,00 96,97
20 H1047L LoD 120/120 100,00 96,97
3 x LoD 120/120 100,00 96,97
H1047R LoD 110/120 91,67 85,21
3 x LoD 120/120 100,00 96,97
H1047Y LoD 120/120 100,00 96,97
3 x LoD 120/120 100,00 96,97

* For E545K og H1047R var den anvendte LoD hhv. 1,99 og 1,44. LoD filpasset og bekreeftet i en efterfelgende
undersagelse. Den tilpassede LoD blev anvendt i en efterfelgende undersagelse (Tabel 24).
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Reproducerbarheden blev mélt ved at teste kunstige prever ved preveniveauerne p& 1x LoD
og 3x LoD paé tre forskellige centre (ét internt QIAGEN-center i Storbritannien og yderligere to
eksterne centre i USA). Alle disse preover blev testet p& hvert center pa
10 ikke-sammenhaengende dage ved anvendelse af tre Rotor-Gen Q-instrumenter og af tre

operaterer, hvilket genererede i alt 60 replikater pr. preve (Tabel 24).
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Tabel 24. Analysens reproducerbarhed — andel of korrekte bestemmelser for PIKZCA-mutationer testet i DNA-praver
udvundet of plasmapraver fordelt pa alle centre

Brokmaessig andel

Korrekte

Nedre tosidet

Exon Mutation  Mutationsniveau aof gyldigt resultat ~ bestemmelser, %~ 95 % Cl
IR WT Ci30 223/238 93,70 89,82
7 C420R LoD 237/238 99,58 97,68
3 xloD 238/238 100,00 98,46
9 E542K LoD 237/240 98,75 96,39
3 x LoD 240/240 100,00 98,47
E545A LoD 239/240 99,58 97,70
3 x LoD 240/240 100,00 98,47
E545D LoD 240/240 100,00 98,47
3 x LoD 240/240 100,00 98,47
E545G LoD 237/240 98,75 96,39
3 x LoD 239/239 100,00 98,47
E545K LoD* 432/432 100,00 99,15
3 x LoD 240/240 100,00 89,47
Q546E LoD 238/238 100,00 98,46
3 x LoD 238/238 100,00 98,46
Q546R LoD* 232/240 96,67 93,54
3 x LoD 240/240 100,00 98,47
20 H10471L LoD 236/238 99,16 97,00
3 x LoD 238/238 100,00 98,46
H1047R LoD 430/432 99,54 98,34
3 x LoD 236/236 100,00 98,45
H1047Y LoD 239/240 99,58 97,70
3 x LoD 240/240 100,00 98,47

* Prover ved revideret LoD med E545K og H1047R (ifelge Tabel 21) blev evalueret i seks dage pé tre
undersagelsessteder af tre operaterer med to kersler og fire replikater og i alt 144 mélinger pr. undersagelsessted,
s& der i alt blev opndet 432 mélinger fra dlle tre undersegelsessteder. | Tabel 25 ses den positive procentvise
overensstemmelse (positive percentage agreement, PPA) for mélet med NGS som ortogonal metode.
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Der blev anvendt en varianskomponentanalyse for at ansléd standardafvigelsen for
variabiliteten mellem kit, mellem kersler, mellem operatgrer, mellem instrumenter, mellem dage
og inden for samme analyse med henblik p& repeterbarhed og reproducerbarhed. Den
samlede standardafvigelse (SD, standard deviation) for alle varianskomponenter var
< 1,34 ACr for LoD og <0,73 ACr for 3 x LoD for dlle testede PIK3CA-mutationer
i reproducerbarhedstesten. Blandt alle mutantpanelsmedlemmer var SD < 0,20 ACr for LoD
og £ 0,10 ACr for 3 x LoD mellem lot (lottenes indbyrdes udskiftelighed). SD for variabiliteten
inden for samme analyse (repeterbarhed/praecision) I& i omrédet fra 0,415 ACr til 1,407 ACy
for LoD og 0,206 ACr til 0,583 ACr for 3x LoD.

Validering af blodpravetagningsrer

Den indvirkning, som tidsrummet for separation af blod i plasma har p& plasmaprevekvaliteten
og de deraf falgende resultater, blev bestemt ved hjeelp af kunstige blodprever for H1047R
(den hyppigst forekommende mutation), og fuldblodspraver fra raske frivillige blev brugt som
vildtypepraver. Blodpraver blev indsamlet i K2EDTA-rgr p& 10 ml fra fire donorer (ofte rer
pr.donor).  Der blev  genereret  kunstige  blodprever ved ot filssette
PIK3CA H1047R-mutantfragmenteret cellelinje-DNA til blodprevetagningsrer fra to donorer
efter blodprevetagning. Blodpreverne blev separeret i plasma efter cirka 1, 2, 3 og 4 timer.
DNA blev ekstrahereret fra plasmapreverne ved hijeelp of QlAamp DSP Circulating Nucleic
Acid Kit, og hvert mél blev testet ved hjzelp af therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit i 16 replikater.

Alle testede prever blev bestemt korrekt p& hvert tidspunkt. Der var desuden ingen statistisk
signifikant  forskydning med hensyn til de ACrveerdier, der blev registreret for
PIK3CA H1047R-mutantpraven.

Ved denne undersegelse blev det pavist, at tidsrummet for separation af blod i plasma ikke
har nogen betydning med therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit, hvis behandlingen finder sted

inden for fire timer.
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Ngjagtighed: Sammenligning med den analytiske referencemetode
(plasmapraver)

For at pédvise nejagtigheden af therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit blev der udfert en
undersggelse med prover fra det kliniske forsgg SOLAR-1 i forhold til en valideret
NGS-analyse. Der blev udfert test med therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit og NGS-analyse for
PIK3CA-zendringer ved hjzelp aof DNA fra 552 kliniske plasmaprever fra det kliniske forseg
SOLAR-T.

DNA-prever med bade NGS- og therascreen PIK3CA RGQ PCR Kitgyldige resultater
(542/552 prover) blev analyseret for at vurdere procentdelen aof positiv
overensstemmelse (PPA,  positive  percent agreement), procentdelen af negativ
overensstemmelse (NPA, negative percent agreement) og procentdelen af overordnet
overensstemmelse (OPA, overall percent agreement). Disse procentdele sammen med de

tilsvarende tosidede 95 % konfidensintervaller (Cl) er opsummeret i Tabel 25.

Tabel 25. Analyse af overensstemmelse for DNA-praver udvundet af plasmapraever

Mal Procentdel af overensstemmelse (N)  Nedre 95 % Cl
Positiv procentvis overensstemmelse 97,39 (149/153) 93,44
Negativ procentvis overensstemmelse 91,26 (355/389) 88,00
Samlet procentvis overensstemmelse 92,99 (504/542) 90,50

De 38 afvigende resultater blandt procentdelen af den overordnede overensstemmelse viste

falgende:

e Fire praver (0,7%) var Wild-Type (Vildtype) (dvs. No Mutation Detected (Ingen mutation
pavist) med therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit, men men Mutation Detected (Mutation
pavist) med NGS.

® 34 praver (6,3%) gav Mutation Detected (Mutation pavist) med therascreen PIK3CA
RGQ PCR Kit, men var Wild-Type (Vildtype) med NGS.
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® Tabel 26 viser PPA for mélet med NGS som ortogonal metode.

Tabel 26. Analyse af overensstemmelse for DNA-praver udvundet af plasmaprever ud fra mutation

Mutation* Positiv procentvis overensstemmelse (N)  Tosidet 95 % CI
C420R 100,0% (2/2) 15,8/100,0
E542K 90,9% (20/22) 70,8, 98,9
E545G 100,0% (2/2) 15,8/100,0
E545K 100,0% (38/38) 90,7/100,0
H1047L 100,0% (5/5) 47,8/100,0
H1047R 97,6% (83/85) 91,8,99,7

*

6/11 PIK3CA-mutationer blev pavist med plasmaprever i SOLAR-1-undersggelsen (Tabel 31).

Klinisk ydeevne: Plasmapraver

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit er beregnet il brug som en ledsagende diagnostisk test fil
at hjeelpe klinikere med at identificere brystcancerpatienter, der muligvis er egnet til
behandling med PIQRAY (alpelisib) baseret pé tilstedevaerelsen aof en eller flere
PIK3CA-mutationer pavist i K2EDTA-antikoagulerede plasmaprever af perifert vengst fuldblod.

K2EDTA-antikoagulerede  plasmaprever af  perifert  vengst fuldblod indsamlet fra
brystcancerpatienter randomiseret i SOLAR-1 inden pdbegyndelse  af
undersggelsesbehandling (baseline) blev testet retrospektivt med therascreen PIK3CA RGQ
PCR Kit for at evaluere den kliniske anvendelighed af denne pravetype til bestemmelse af

PIK3CA-mutationsstatus og til at evaluere overensstemmelse mellem vaevs- og plasmaresultater.

Resultater af overensstemmelsesanalyse

Overensstemmelsen mellem therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit ved brug af plasmaresultater og
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit ved brug of vaevsresultater er vist i Tabel 27. Af de
328 therascreen PIK3CA RGQ PCR Kitvaevspositive patienter var 179 therascreen PIK3CA RGQ
PCR Kit-plasmapositive. Af de 215 therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit-vaevsnegative patienter var
209 therascreen PIK3CA RGQ PCR Kitplasmanegative. Der var ingen ugyldige plasmaresultater.
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Tabel 27. Tabel for overensstemmelse mellem therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit-vaevsresultater og therascreen
PIK3CA RGQ PCR Kit-plasmaresultater

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit, vaev
therascreen PIK3CA Positiv Negativ Ugyldig I alt
RGQ PCR Kit, plasma
Positiv 179 [¢) 1 186
Negativ 149 209 5 363
Ugyldig 0 0 0 0
| alt 328 215 6 549

Overensstemmelse (PPA, NPA og OPA) mellem therascreen PIK3CA RGQ PCR Kitplasma- og
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kitvaevsresultaterne blev beregnet ved hjzelp of therascreen
PIK3CA RGQ PCR Kitvaevsresultater som reference (Tabel 28). Punktestimaterne for PPA,
NPA og OPA var hhv. 55 %, 97 % og 72 %.

Tabel 28. Overensstemmelse mellem therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit-plasmaresultater og therascreen PIK3CA RGQ
PCR Kit-vaevsresultater ved hjzlp of therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit-vavsresultater som reference

Mal for overensstemmelse Procentdel af overensstemmelse 95 % CI*
(N)

Positiv procentvis overensstemmelse ~ 55% (179/328) (49,0, 60,1)

Negativ procentvis 97% (209/215) (94,0, 99,0)

overensstemmelse

Samlet procentvis overensstemmelse ~ 72% (388/543) 67,5,75,2)

* 95 % Cl beregnet med Clopper-Pearson-ekstraktionsmetoden.

Bekraeftende test af plasmaprever med en valideret NGS-referencetestmetode bekraeftede
91 % af plasmaresultaterne med therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit. For de therascreen
PIK3CA RGQ PCR Kitvaevspositive patienter, der var therascreen PIK3CA RGQ PCR
Kit-plasmanegative, bekraeftede NGS de therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit-plasmanegative
resultater i 80 % dof filfeeldede. Af de seks afvigende therascreen PIK3CA RGQ PCR
Kit-plasmapositive therascreen PIK3CA RGQ PCR Kitvaevsnegative patienter, blev fem

bekraeftet som plasmapositive med NGS.
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Analyse aof progressionsfri overlevelse (PFS, Progression-Fee Survival)

PFS for PIQRAY (alpelisib) i kombination med fulvestrant for den therascreen PIK3CA RGQ PCR
Kitplasmapositive population (N = 185) blev observeret som veerende fil fordel for
behandlingsarmen med PIQRAY (alpelisib) plus fulvestrant sammenlignet med behandlingsarmen
med placebo plus fulvestrant med en ansléet reduktion p& 46 % i risiko for sygdomsprogression
eller ded (HR = 0,54, 95 % Cl: 0,33, 0,88) (Tabel 29). Til sammenligning var PFS HR i den
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kitvaevspositive population 0,64 (95 % Cl: 0,48, 0,85) og
0,65 (95 % CI: 0,50, 0,85) i SOLAR-1 PIK3CA-mutantkohorten bestemt ud fra vaevsanalysen

taget ved indrullering.

Tabel 29. PFS-analyse hos de therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit-plasmapositive patienter

HR (95 % Cl)
PFS (N
N PIQRAY 300 mg 1 g. dgl. + fulv/placebo
1g.dgl. + fulv*
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit-plasmapositive (185) 0,54 (0,33, 0,88)

* HR og 95 % Cl beregnet ved hijzlp of berigelsestilpasning.

PFS HR for de 179 therascreen PIK3CA RGQ PCR Kitvaevspositive therascreen PIK3CA RGQ
PCR Kit-plasmapositive patienter var 0,53 (95 % Cl: 0,33, 0,84). Median PFS var

10,9 méneder for behandlingsarmen med PIQRAY (alpelisib) plus fulvestrant versus

3,6 maneder for behandlingsarmen med placebo plus fulvestrant (Tabel 30, Figur 21).
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Tabel 30. Progressionsfri overlevelse (méneder) i therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit-vaevspositive, therascreen
PIK3CA RGQ PCR Kit-plasmapositive patienter

HR (95 % Cl)
Progressionsfri PIQRAY 300 mg 1 g.  Placebo 1 g. PIQRAY 300 mg 1 g.
overlevelse dgl. + fulv N=90 dgl. + fulv N=89 dgl. + fulv/placebo 1 g. dgl. + fulv
Ingen heaendelser (%) 57 (63,3) 72 (80,9) 0,53 (0,33, 0,84)
PD (%) 55 (61,1) 67 (75,3) -
Dod (%) 2(2,2) 5(5,6) -
Antal censurerede (%) 33 (36,7) 17 (19,1) -
Median (95 % Cl) 10,9 (7,0, 16,2) 3,6 (2,0, 5,8) -

g 1009 4 Censureringstider
3 Alpelisib 300 mg 1 g. dgl. + Fulv(n/N = 57 / 90)
% “= Placebo 1 g. dgl.+ Fulv (n/N = 72/ 89)
T 80 -
3 Risikoforhold = 0,53
= 95 % CI[0,33;0,84]
®
2
,g Kaplan-Meier-medianer (maneder)
8 60 Alpelisib 300 mg 1 g. dgl. + Fulv: 10,9
g Placebo 1 g. dgl.+ Fulv: 3,6
a
5 P-veerdi for 2-sidet log-rank = 0,001
o 40
2
2 &
H T
° .
< 20 -
3 &
A A
o4

T T T T T T T T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28

Tid (maneder)
Antal forsggspersoner ved fortsat risiko

Tid(maneder) o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28
Alpelisib300mg 1g.dgl. +Fulv, 90 86 79 76 67 60 53 51 44 43 41 38 34 31 29 24 23 19 18 16 9 8 6 2 2 1 1 1 0
Placebo 1g.dgl+Fulv 89 85 53 49 39 38 34 31 28 28 25 22 20 19 18 14 14 11 10 9 6 6 5 2 2 1 1 1 0

- Stratificeret log-rank- og stratificeret Cox-model ved brug af strata, der er defineret ud fra (i) tidligere brug af CDK 4/6-haemmer. (i)
tilstedeveerelse af liver- og/eller lungemetastaser

Figur 21. Kaplan-Meier-diagram af PFS ud fra behandling hos therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit-vaevspositive
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit-plasmapositive patienter.
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Tabel 31. Preevalens of PIK3CA-mutationer, som blev pavist med therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit i plasmaprever
i det kliniske forseg SOLAR-1

Hyppighed i plasmapraver

Exon Mutation*® COSMIC-id* Basiseendring N =186 (%)

7 C420R 757 1258 T>C 2(1,1)

9 E542K 760 1624 G>A 22 (11,8)
E545A 12458 1634 A>C 0 (0,0)
E545D 765 1635 G>T 0(0,0)
E545G 764 1634 A>G 3(1,9)
E545K 763 1633 G>A 48 (25,8)
Q546E 6147 1636 C>G 0(0,0)
Q546R 12459 1637 A>G 0 (0,0)

20 H1047L 776 3140 A>T 10 (5,4)
H1047R 775 3140 ASG 102 (54,8)
H1047Y 774 3139 C>T 0 (0,0)

* En PIK3CA-mutationspositiv patient kan have mere end én mutation.
t COSMIC: Catalogue of somatic mutations in cancer: https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic.
N = antal PIK3CAmutationspositive patienter identificeret ud fra plasmapreve i SOLAR-1.
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Konklusioner om sikkerhed og effektivitet

Den kliniske ngjagtighedsundersagelse opfyldte acceptkriterierne for PPA for mutationspositive
prever og NPA for mutationsnegative praver, hvilket bekraeftede, at plasmapreverne med
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit genererede najagtige resultater for bade biomarker-positive

og -negative praver for tilsigtet brug.

Overensstemmelsen mellem resultaterne for plasmaprever med therascreen PIK3CA RGQ PCR
Kit og vaevsprever med therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit for NPA var 97 % og viste en lav
risiko for falsk positive praver. Et falsk negativt resultat kan forhindre en patient i at f& adgang
til behandling med et potentielt gavnligt leegemiddel. Der var 55 % PPA for plasma/vaev,
hvilket indikerer, at plasmanegative patienter kan vaere PIK3CA-mutationspositive med
vaevspraver. Nar patienternes plasma viste PIK3CA-mutationsnegative resultater med
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit, skulle der derfor testes en vaevsprave med henblik pd
bekraeftelse af PIK3CA-mutationsstatus.

Den kliniske effektivitet af PIQRAY (alpelisib) i kombination med fulvestrant for den therascreen
PIK3CA RGQ PCR Kitplasma- PIK3CA-mutationspositive population, identificeret med
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit, blev vist med en ansléet reduktion pa 46 % i risiko for
sygdomsprogression eller ded sammenlignet med placebo plus fulvestrant (HR = 0,54,

95 % Cl: 0,33, 0,88).
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Fejlfindingsvejledning

Denne fejlsagningsvejledning kan veere nyttig til at afhjeelpe eventuelle problemer. For
yderligere information henvises ogsé til siden “Frequently Asked Questions” (Hyppigt stillede
spergsmal) hos vores tekniske supportcenter: www.qgiagen.com/FAQ/FAQList.aspx. Derudover
svarer personalet fra QIAGENSs tekniske service gerne pé spergsmdl vedrerende informationen
og protokollerne i denne h&ndbog eller preve- og analyseteknologier (kontakfinformation: se

bagsiden, eller beseg www.qgiagen.com).

Kommentarer og forslag

Markering med “No Cr value” (Ingen Cr-veerdi) i positiv kontrol (PC, positive control)

a)  Ukorrekt konfiguration af PCR  Kontrollér din pipetteringsplan, og gentag PCR'en.

b) Opbevaringsbetingelserne for  Kontrollér opbevaringsbetingelserne for reagenserne (se kittets etiket), og
en eller flere kitkomponenter brug evt. et nyt kit.
var ikke i overensstemmelse
med de instruktioner, der er
angivet i “Opbevaring og
handtering of reagenser”, side

22
Markering for “Unexpected Cr value” (Uventet Cr-vaerdi) i NTC
Der forekom kontamination Kontrollér, at omrédet er blevet dekontamineret. Gentag PCR'en med nye
under klargering af PCR reagenser. Hvis det er muligt, skal PCR-rerene lukkes straks efter tilsaetning
aof den preve, der skal testes. Serg for, at arbejdsbordene og apparaterne

regelmaessigt dekontamineres.

Markering for “Above acceptable range” (Over acceptabelt omréde) eller “Below acceptable range”
(Under acceptabelt omrade) i PC

Der opstod en fejl under Gentag PCR med ngjagtig pipettering.
klargering aof PCR'en

Markering for “DNA input too high” (DNA-input for hgjt) i preveraret

Preven er for koncentreret Fortynd preven for at ege Crvaerdi. Praver skal fortyndes med det vand,
der medfalger i kittet (vand fil fortynding [Dil.]).
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Kommentarer og forslag

Markering for “Above acceptable range” (Over acceptabelt omréde) i provereret

Utilstraekkeligt DNA-
startskabelon i preven

Vaevspraver: Udfert festen én gang til. Hvis systemet viser det samme flag
endnu en gang, skal DNA re-ekstraheres ved hijeelp of to objektglas fra
samme prove aof reseceret vaev og et tilstraekkeligt antal objekiglas for
CNB-prover til, at der kan opnés 20 mm?, hvorefter PCR-kerslen gentages.
Hvis systemet efter re-ekstraktion viser det samme flag for preven, skal der
udferes en ny test. Hvis flaget vises igen, er praven ikke egnet til brug.
Den skal i s& fald registreres som “ubestemmelig”, og der skal ikke udferes
yderligere test.

Plasmapraver: Udfert testen én gang til. Hvis systemet viser det samme flag
endnu en gang, skal DNA re-ekstraheres ved hjzelp af 2 ml patientplasma.
Hvis systemet efter re-ekstraktion viser det samme flag for preven, er den
ikke egnet til brug. Den skal i s& fald registreres som “ubestemmelig”, og
der skal ikke udferes yderligere test. Gentag eventuelt testen med en ny
blodplasmaprave.

Markering for “IC above acceptable range” (IC over acceptabelt omréde) i preveraret

Der opstod en fejl under
klargering af PCRen, eller der
er en haemmer i reaktionen

Vaevsprover: Udfart testen én gang til. Hvis systemet viser det samme flag
endnu en gang, skal DNA re-ekstraheres ved hijzelp of to objektglas fra
samme prove af reseceret vaev eller et tilstraekkeligt antal objektglas for
CNB-prover fil, at der kan opnés 20 mm?, hvorefter PCR-kerslen gentages.
Hvis systemet efter re-ekstraktion viser det samme flag for preven, skal der
udferes en ny test. Hvis flaget vises igen, er praven ikke egnet til brug.
Den skal i s& fald rapporteres som “ubestemmelig”, og der skal ikke
udfares yderligere test.

Plasmapraver: Udfert testen én gang til. Hvis systemet viser det samme flag
endnu en gang, skal DNA re-ekstraheres ved hjeelp af 2 ml patientplasma.
Hvis systemet efter re-ekstraktion viser det samme flag for preven, er den
ikke egnet til brug. Den skal i s& fald registreres som “ubestemmelig”, og
der skal ikke udferes yderligere test. Gentag eventuelt testen med en ny
blodplasmaprave.

Markering med “No Cr value” (Ingen Cr-veerdi) i T1-kontrol (prave)

Ingen amplificerbar
DNA:skabelon i praven

Vaevspraver: Udfart testen én gang til. Hvis systemet viser det samme flag
endnu en gang, skal DNA re-ekstraheres ved hijzelp of to objektglas fra
samme prave af reseceret vaev eller et tilstraekkeligt antal objektglas for
CNB-prever til, at der kan opnés 20 mm?, hvorefter PCR-kerslen gentages.
Hvis systemet efter re-ekstraktion viser det samme flag for preven, skal der
udfares en ny test. Hvis flaget vises igen, er praven ikke egnet til brug.
Den skal i s& fald registreres som “ubestemmelig”, og der skal ikke udferes
yderligere test.

Plasmaprever: Udfert testen én gang til. Hvis systemet viser det samme flag
endnu en gang, skal DNA re-ekstraheres ved hjeelp af 2 ml patientplasma.
Hvis systemet efter re-ekstraktion viser det samme flag for preven, er den
ikke egnet til brug. Den skal i s& fald registreres som “ubestemmelig”, og
der skal ikke udfares yderligere test. Gentag eventuelt testen med en ny
blodplasmaprave.
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Kontaktoplysninger

For teknisk bistand og yderligere information kan du gé ind pa vores tekniske supportcenter
p& www.giagen.com/Support, ringe p& 00800-22-44-6000 eller kontakte en of QIAGENS
tekniske  serviceafdelinger eller lokale forhandlere (se bagsiden, eller besag

www.giagen.com).
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Symboler

Felgende symboler kan evt. findes p& emballagen og etiketten:

Symbol Symboldefinition

Maerkning efter europeeisk standard

W N Indeholder tilstraekkelige reagenser til <N> reaktioner
<N>

Holdbarhedsdato

medicinsk udstyr til in vitro-diagnostik

Katalognummer

LOT Lothummer
Materialenummer
COmMP Komponenter

CONT Indeholder

@l Antal

Beskyt mod direkte lys

Z
~

WY
K

Globalt handelsvarenummer

g

R star for revision af brugsanvisningen (h&ndbog), og n stér for
revisionsnummeret

Temperaturbegraensning

.%. g

O
o
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Symbol Symboldefinition

u Producent
[:[ﬂ Lees brugsanvisningen

A Forsigtig
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Bestillingsinformation

Produkt Indhold Kat.-nr.
therascreen PIK3CA RGQ PCR  Til 24 reaktioner: 6 reaktionsblandinger, 873111
Kit (24) positiv kontrol, Tag DNA-polymerase,

vand til NTC og vand til fortynding af
proven

QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit
QIAamp DSP DNA FFPE Tissue  Til 50 DNAklargeringer: QlAamp 60404
Kit (50) MinElute®kolonner, proteinase K, buffere

og indsamlingsrer (2 ml)

QlAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit
QlAamp DSP Circulating Til 50 DNA-klargeringer: QlAamp 61504
Nucleic Acid Kit (50) MinElute-kolonner, proteinase K, buffere

og Collection Tubes (2 ml)

Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM og tilbehar
Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM  Realtime PCR-cycler og hejopleselig 9002032
Platform smelteanalysator med 5 kanaler (gren,

gul, orange, red, violet) plus HRM-kanal,
beerbar computer, software, tilbeher:
inkluderer 1 &rs garanti p& reservedele
og arbejdslen, installation og
uddannelse ikke inkluderet
Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM  Realtime PCR-cycler og hejopleselig 9002033

System smelteanalysator med 5 kanaler (gren,
gul, orange, red, violet) plus HRM-kanal,
beerbar computer, software, tilbeher:
inklusive 1 &rs garanti pa reservedele og
arbejdslen, installation og uddannelse
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PCR Tubes, 0.2 ml {1000}

Strip Tubes and Caps, 0.1 ml
(2500)

Loading Block 72 x 0.1 ml
Tubes

Loading Block 96 x 0.2 ml PCR
Tubes

72-Well Rotor

Locking Ring 72-Well Rotor

QlAvac 24 Plus vacuum

manifold
QlAvac Connecting System

Vacuum Pump

1000 tyndvaeggede rer il
1000 reaktioner p& 20-50 pl

10 x 250 strips a 4 rer og heetter il
10.000 reaktioner

Aluminiumsblok til manuel opsaetning af
reaktioner med enkeltkanalspipette
i 72 x 0,1-ml rer

Aluminiumsblok til manuel opsaetning of
reaktion med en etkanalspipette
i 96 x 0,2-ml PCR-rer

Til opbevaring af Strip Tubes and Caps,
0.1 ml, reaktionsvolumener p& 10-50 pl;
kraever Locking Ring 72-Well Rotor

Til at lése Strip Tubes and Caps, 0.1 ml
i 72-Well Rotor

Til ctDNA-oprensning

Til ctDNA-oprensning

Til ctDNA-oprensning; eller tilsvarende
pumpe, der kan frembringe et vakuum
pé -800 til -900 mbar

981005

981106

9018901

9018905

9018903

9018904

19413

19419
84010

Opdaterede licensoplysninger og produkispecifikke ansvarsfraskrivelser findes i h&ndbogen

eller brugervejledningen til det pagaeldende QIAGEN-kit. Hdndbager og brugervejledninger

til QIAGEN-kits kan fas via www.qiagen.com eller rekvireres hos QIAGENS tekniske service

eller den lokale distributer.

Brugsanvisning til therascreen® PIK3CA RGQ PCR Kit (handbog)

09/2019

101


https://www.qiagen.com/

Revisionshistorik for dokumentet

Dato Andringer

R1, juni 2019 Ferste udgivelse

R2, september 2019 Rettelse til kolonnen Hyppighed i Tabel 15; Rettet typografiske fejl;
Layoutopdateringer
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Brugsanvisning il therascreen® PIK3CA RGQ PCR Kit (h&ndbog) 09/2019 103



Siden er med vilje tom

104 Brugsanvisning til therascreen® PIK3CA RGQ PCR Kit (héndbog) 09/2019



Alftale om begreenset licens fil therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit

Brug af dette produkt betyder, at enhver kaber eller bruger af produktet accepterer falgende vilkér:

1. Produktet m& kun anvendes i overensstemmelse med protokoller leveret med produktet og denne handbog og kun med de komponenter, der er i panelet.
QIAGEN giver ingen licens, under nogen intellektuel ejendomsret, til at bruge eller inkludere komponenterne i dette panel med komponenter, der ikke er
inkluderet i dette panel, undtagen som beskrevet i de protokoller, der falger med produktet, denne héndbog og andre protokoller, der er tilgaengelige pa
www.qgiagen.com. Nogle af disse andre protokoller er stillet til rédighed of QIAGEN-brugere for QIAGEN-brugere. Disse protokoller er ikke grundigt testet eller
optimeret af QIAGEN. QIAGEN hverken garanterer for dem eller for, at de ikke overtreeder tredjeparts reftigheder.

Ud over de udtrykkeligt givne licenser giver QIAGEN ingen garanti for, at dette panel, og/eller brugen af det, ikke overtreeder fredjeparts rettigheder.

Dette panel og dets komponenter er under licens fil engangsbrug og mé ikke genbruges, genoprettes eller videreszelges.

QIAGEN afviser specifikt alle andre licenser, udtrykte eller underforstéede, end dem, der udtrykkeligt er angivet.

o kWb

Keberen og brugeren af panelet indvilliger i ikke at tage, eller lade andre tage, skridt der kunne fere til, eller fremme, handlinger der forbydes ovenfor.
QIAGEN kan héndhaeve forbuddene i denne begraensede licensaftale ved enhver domstol og vil inddrive alle undersegelses- og retsomkostninger, herunder
advokatsalzerer, i ethvert segsmal for at hdndheeve denne begraensede licensaftale samt alle deres intellektuelle ejendomsrettigheder i forbindelse med kittet
og/eller komponenterne deri.

Meddelelse til keberen: Ved keb af dette produkt tildeles kaber samtidig en begraenset ret, som ikke kan videregives til andre, fil brug of den pégeeldende maengde of
produktet til udfarelse af den patentbeskyttede proces med peptidnukleinsyre (peptide nucleic acid, PNA) alene med henblik p& kebsrelaterede aktiviteter inden for
omrédet human diagnostik i henhold til den medfelgende QIAGEN-brugsanvisning eller -indlaegsseddel. Ved keb af dette produkt erklaerer kaber sig indforstaet med,
at felgende ikke er tilladt: (1) videresalg af produktet i nogen som helst form, (2) brug af produktet il retsmedicinske formél og (3) brug af produktet il andre formal
end dem, der er angivet i denne licens til begraenset brug. Yderligere oplysninger om anskaffelse af rettigheder i henhold fil patenter, som filherer Applied Biosystems
LLC, kan fas ved henvendelse til vores afdeling for licenser (Licensing Department, Thermo Fisher Scientific, 5791 Van Allen Way, Carlsbad CA 92008:

phone (760) 603-7200: email outlicensing@lifetech.com).

Opdaterede licensvilkér og produktspecifikke ansvarsfraskrivelser kan ses pa adressen www.giagen.com.

Varemaerker: QIAGEN®, Sample to Insight®, QlAamp®, MinElute®, Rotor-Gene®, Rotor-Gene AssayManager®, therascreen® (QIAGEN Group); DNAZap™
(Thermo Fisher Scientific, Inc.); PIQRAY® (Novartis AG). Registrerede navne, varemaerker osv. anvendt i dette dokument ma ikke, selv nér de ikke specifikt er markeret
som sé&dan, betragtes som veerende juridisk ubeskyttede.

1116336 Sep-19 HB-2635-001 © 2019 QIAGEN, alle rettigheder forbeholdes.
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