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Przeznaczenie

Zestaw therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit to jakosciowy test real-time PCR przeznaczony
do wykrywania 11 mutacji w genie podjednostki katalitycznej alfa 3-kinazy
fosfatydyloinozytolu (phosphatidylinositol 3-kinase catalytic subunit alpha, PIK3CA) (ekson
7: C420R; ekson 9: E542K, E545A, E545D [wytacznie 1635G>T], E545G, E545K, Q546E,
Q546R; i ekson 20: H1047L, H1047R, H1047Y) przy uzyciu genomowego DNA (gDNA)
wyizolowanego z tkanek raka gruczotu sutkowego utrwalonych w formalinie i zatopionych
w parafinie (formalin-fixed, paraffin-embedded, FFPE) lub krgzagcego DNA nowotworowego
(circulating tumor DNA, ctDNA) wyizolowanego z osocza otrzymanego z obwodowej krwi
petnej antykoagulowanej K2EDTA pobranej od pacjentéw z rakiem gruczotu sutkowego.

Zestaw therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit jest przeznaczony do stosowania jako
towarzyszacy test diagnostyczny wspomagajgcy lekarzy podczas identyfikacji pacjentow
z rakiem gruczotu sutkowego, ktérzy moga kwalifikowa¢ sie do leczenia preparatem
PIQRAY® (alpelisib) na podstawie wyniku oznaczenia wykrywajgcego mutacje genu
PIK3CA. Do leczenia preparatem PIQRAY (alpelisib) kwalifikowani sg pacjenci, ktorych
probki tkanek FFPE lub préobki osocza przetestowane za pomoca zestawu therascreen
PIK3CA RGQ PCR Kit dajg pozytywny wynik pod katem obecnosci co najmniej jedne;j
mutacji genu PIK3CA. Pacjentow, ktérych prébki osocza przetestowano za pomocg tego
zestawu, otrzymujgc wynik negatywny, nalezy skierowaé na badania prébki tkanki rakowe;j
FFPE pod katem obecnosci mutacji genu PIK3CA.

Probki tkanki rakowej FFPE sg poddawane obrébce za pomoca zestawu QlAamp DSP DNA
FFPE Tissue Kit przeznaczonego do recznego przygotowania probek. Probki osocza
z obwodowej zylnej krwi petnej antykoagulowanej K2EDTA sg poddawane obrdbce za
pomocg zestawu QlAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit przeznaczonego do recznego
przygotowania probek. Aparat Rotor-Gene Q (RGQ) MDx 5plex HRM jest uzywany do
przeprowadzania automatycznej amplifikacji i detekcji w obu typach prébek.

Zestaw therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit jest wyrobem medycznym do diagnostyki in vitro.

Zestaw therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit jest przeznaczony do uzycia przez przeszkolony
personel w warunkach laboratoryjnych.
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Ograniczenia procedury

® Przed uzyciem zestawu therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit nalezy przeczyta¢ ze
zrozumieniem catg niniejszg Instrukcje uzycia.

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

® W prébkach, dla ktérych zgtoszono wynik ,No Mutation Detected” (Nie wykryto zadnej
mutacji), moga wystepowac¢ mutacje genu PIK3CA, ktore nie sg wykrywane przez
zestaw therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit.

® Dane dotyczgce skutecznosci analitycznej i klinicznej zwigzane z wykrywaniem
nastepujgcych mutacji genu PIK3CA: E545A, E545D, Q546E, Q546R i H1047Y
ustalono wyfgcznie za pomocg wytworzonych sztucznie probek osocza (DNA
wyizolowane z linii komérkowej, dodane do osocza); nie uzywano prébek klinicznych
pobranych od populacji, dla ktérej przeznaczony jest produkt.

® To, czy mutacja zostanie wykryta, zalezy od stopnia integralnosci prébki oraz ilosci
obecnego DNA, ktére mozna podda¢ amplifikacji. Jesli podczas analizy DNA obecnego
w prébce zostanie stwierdzona zbyt mata ilos¢ i/lub zbyt niska jako$é DNA lub zbyt
duze stezenie DNA do analizy mutacji, nalezy powtérzy¢ procedure testows.

® Zestaw therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit jest uzywany w procedurze, w ktorej
wykonywana jest reakcja PCR. Tak jak w przypadku wszystkich procedur, w ktdrych
wykonywana jest reakcja PCR, probki mogg zosta¢ zanieczyszczone przez zewnetrzne
zrodta DNA obecne w $rodowisku, w ktdrym wykonywany jest test, lub przez DNA
obecne w kontroli pozytywnej. Nalezy zachowac¢ ostroznos¢, aby unikngé
zanieczyszczenia probek i odczynnikéw zestawu.

e Jesli odsetek zmutowanych alleli obecnych w prébce jest nizszy niz odsetek, ktéry
moze zostac¢ wykryty przez zestaw therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit, zostanie
wygenerowany wynik ,No Mutation Detected” (Nie wykryto zadnej mutac;ji).

® Obecnie nie wiadomo, czy w zestawie therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit moze
wystepowac reakcja krzyzowa (prowadzgca do otrzymania wyniku ,Mutation Detected”
(Wykryto mutacje)) z mutacjami genu PIK3CA innymi niz mutacje wymienione jako
biomarkery wykrywane przez zestaw.
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Zestaw therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit to test jakosciowy. Test ten nie umozliwia
uzyskania ilosciowych pomiaréw czestosci wystepowania zmutowanych alleli (mutant
allele frequency, MAF) obecnych w probce.

Nie jest znany wptyw zanieczyszczenia mikrobiologicznego wprowadzonego podczas
procedur wykonywanych w ramach oznaczenia na skutecznos$¢ zestawu therascreen
PIK3CA RGQ PCR Kit; operatorzy musza zachowac nalezytg ostrozno$¢ podczas
procedur testowych, aby unikng¢ wprowadzenia zanieczyszczenh mikrobiologicznych do
sktadnikow zestawu, i nie powinni uzywac sktadnikow zestawu w przypadku
zaobserwowania w nich wzrostu mikroorganizméw.

Zestaw therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit jest przeznaczony do uzycia wytgcznie

z DNA wyizolowanym z tkanek FFPE raka gruczotu sutkowego lub z prébek osocza
otrzymanego z obwodowej zylnej krwi petnej antykoagulowanej K2EDTA pobranej od
pacjentéw z rakiem gruczotu sutkowego.

Zestaw therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit jest przeznaczony do uzycia wytgcznie
z zestawem QIlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit (do prébek tkankowych) lub
z zestawem QlAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit (do probek osocza).

Podczas uzytkowania zestawu therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit nalezy zawsze
korzysta¢ ze wszystkich mieszanin reakcyjnych.

Produkt moze by¢ uzywany wytgcznie przez personel odpowiednio poinstruowany
i przeszkolony w dziedzinie procedur diagnostyki in vitro oraz obstugi aparatéw
Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM.

Produkt jest przeznaczony do stosowania wytgcznie z cyklerem Rotor-Gene Q MDx
5plex HRM do reakcji real-time PCR. Z produktem tym nie nalezy uzywac innych
termocyklerow z funkcja optycznej detekcji w czasie rzeczywistym.

W celu uzyskania optymalnych wynikéw nalezy Scisle przestrzega¢ wytycznych zawartych
w dokumencie therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit — Instrukcja uzycia (Instrukcja obstugi).
Rozcienczanie odczynnikow nie jest zalecane i skutkuje utratg skutecznosci.

Z tej instrukcji obstugi nalezy korzysta¢ wraz z oprogramowaniem Rotor-Gene
AssayManager w wersji 2.1 wyposazonym w opcje automatycznego wywotywania
statusu mutacji.

Nalezy zwrdci¢ uwage na daty waznosci oraz informacje o warunkach przechowywania

wydrukowane na pudetkach i etykietach wszystkich sktadnikéw. Nie nalezy uzywac
sktadnikow z przekroczong datg waznosci ani niewtasciwie przechowywanych.
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Podsumowanie i objasnienie testu

Sciezka sygnatowa 3-kinazy fosfatydyloinozytolu (phosphatidylinositol 3-kinase, PI3K)
reguluje réznorodne funkcje komédrkowe, takie jak proliferacja komoérek, przezywalnosé
komoérek, regulacja translacyjna syntezy biatka, metabolizm glukozy, migracja komorek
i angiogeneza (1). Aktywujgce somatyczne mutacje zmiany sensu w genie PIK3CA
(podjednostka katalityczna alfa 3-kinazy fosfatydyloinozytolu), ktére zwiekszajg aktywnos$é
kinazowg biatka PI3Ka, zidentyfikowano w tkankach nowotworowych i powigzano
z transformacjg komoérkowg w wielu réznych nowotworach ludzkich (2), w tym w raku

gruczotu sutkowego z ekspresjg receptoréw hormonalnych (HR+) (3).

Rak gruczotu sutkowego jest najczesciej diagnozowanym rakiem u kobiet i drugg gtéwng
przyczyng zgondw zwigzanych z rakiem (4). Szacowano, ze w 2018 roku w Stanach
Zjednoczonych u 266 120 kobiet zostanie zdiagnozowany rak gruczotu sutkowego
(co stanowi okoto 30% wszystkich przypadkéw raka u kobiet) i zostanie odnotowanych
40 920 zgonow (5). Szacowano réwniez, ze w 2018 roku w Europie 92 700 kobiet umrze
z powodu raka gruczotu sutkowego (6). Rak gruczotu sutkowego rzadko wystepuje
u mezczyzn, diagnozuje sie go u <1% pacjentéw pici meskiej (4); zalecenia dotyczace
leczenia sg jednak takie same u obu pici.

Zestaw therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit to test diagnostyczny in vitro oparty o jako$ciowg
reakcje real-time PCR wykonywang w aparacie Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM. W zestawie
tym wykorzystywane sg startery, ktére umozliwiajg zajscie amplifikacji tylko, jesli w probce
obecny jest allel z dang mutacjg (tzw. uktad allele refractory mutation system (ARMS)), sondy
hydrolityczne i oligonukleotydy PCR clamp, ktére stuzg do wykrywania 11 mutacji (Tabela 1)
w eksonach 7, 9 i 20 onkogenu PIK3CA wzgledem DNA typu dzikiego (wild-type, WT).
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Tabela 1. Zmiany wykrywane przez oznaczenie zawarte w zestawie therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit

Ekson Mutacja Nr identyfikacyjny Zmiana zasady
CcOosmMmiIc*

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 (Katalog mutacji somatycznych w nowotworach):
https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic.
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Zasada procedury

Zestaw therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit zawiera sze$¢ odrgbnych mieszanin reakcyjnych

umozliwiajgcych zajscie amplifikacji podczas reakcji PCR:

® pie¢ mieszanin reakcyjnych swoistych wzgledem mutacji wystepujgcych na eksonach 7,
920 genu PIK3CA,;

® jedng kontrolng mieszanine reakcyjng swoistg wzgledem eksonu 15.

Ponizej objasniono dziatanie gtéwnych sktadnikow zestawu.

Mieszaniny reakcyjne swoiste wzgledem mutac;ji

Zmutowane DNA jest selektywnie amplifikowane i wykrywane za pomocg mieszanin
reakcyjnych swoistych wzgledem mutacji, ktére zawierajg startery ARMS swoiste wzgledem
mutacji, sondy (sondy hydrolityczne i krétkie wysoce specyficzne sondy) oraz czasteczki
blokujgce amplifikacje zachodzgcg podczas reakcji PCR (tzw. PCR clamp). Reakcje
zachodzgce w odpowiedzi na mutacje sg wykrywane w kanatach Green, Yellow i Crimson
aparatu Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM.

ARMS

Amplifikacja allelospecyficzna jest wykonywana metodg ARMS, w ktérej wykorzystywana jest
zdolnos¢ polimerazy DNA Taq do rozréznienia dopasowanej i niedopasowanej zasady na
koncu 3’ startera PCR. Kiedy starter jest w petni dopasowany, amplifikacja zachodzi z peing
wydajnoscig. Kiedy zasada przy koncu 3’ nie jest dopasowana, moze zaj$¢ jedynie staba
amplifikacja tta. Okreslone zmutowane sekwencje moga by¢ zatem selektywnie amplifikowane
nawet w probkach, w ktorych wigkszos¢ materiatu DNA nie zawiera mutacji (Ryc. 1).
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WT | — Staba amplifikacja lub
Qi — brak amplifikacji

Mutant < —» Amplifikacja
Qe=—f ——

Mutant 1 O — Staba amplifikacja lub
Qe=—f — brak amplifikacji
[0 Sekwencja WT % Docelowa zmutowana © Inna zmutowana
sekwencja sekwencja

Ryc. 1. Identyfikacja okreslonych mutacji metodg ARMS PCR. WT: Wild type (typ dziki). Q—F: sonda z dwoma
barwnikami. : startery ,forward” i ,reverse”.

Sondy hydrolityczne

Sondy hydrolityczne hybrydyzujg do regionu DNA amplifikowanego przez swoisty zestaw
starteréow. Podczas gdy polimeraza Taq wydtuza starter i syntezuje ni¢ potomna, aktywnosc¢
egzonukleazy 5'-3' polimerazy Taq rozktada sonde, co prowadzi do uwolnienia fluoroforu

i emisji sygnatu fluorescencyjnego.

Wzrost sygnatu fluorescencyjnego jest wykrywany wylgcznie wtedy, gdy sekwencja
docelowa jest komplementarna ze starterami i sondg i, co za tym idzie, amplifikowana
podczas reakcji PCR (Ryc. 2).
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Ryc. 2. Zasada reakcji z sondami hydrolitycznymi.

PCR clamp — czgsteczka blokujgca amplifikacje podczas reakcji PCR

Czasteczki PCR clamp umozliwiajg zajscie selektywnej amplifikacji zmutowanego allelu.
Czasteczki PCR clamp, ktére sg idealnie dopasowane do sekwencji typu dzikiego,
przytaczajg sie do matrycy typu dzikiego i uniemozliwiajg amplifikacje poprzez zakitécenie
wydtuzania startera. Koniec 3' czgsteczki PCR clamp jest blokowany poprzez dodanie grupy
fosforanowej w celu uniemozliwienia wydtuzania sekwencji typu dzikiego (Ryc. 3).
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WT 0 —> Staba amplifikacja lub brak
Q Ft— amplifikacji
Mutant —
v —  Amplifikacja

Q F—

[0 Sekwencja WT Y7 Docelowa zmutowana sekwencja

Oligonukleotyd z grupg fosforanowg w pozycji 3' (CLAMP)

Ryc. 3. Metoda PCR clamp. WT: Wild type (typ dziki). Q—F: sonda z dwoma barwnikami. 5: startery ,forward” i
Jreverse”.

Reakcja kontrolna

Mieszanina do reakcji kontrolnej (probéwka 1) zawiera startery ,forward” i ,reverse” oraz
znakowang sonde (wykrywang w kanale Green) przeznaczone do amplifikacji krotkiej
sekwencji eksonu 15 genu PIK3CA. Reakcja kontrolna stuzy do okreslenia, czy w prébce
obecny jest odpowiedni poziom DNA, ktéry moze ulec amplifikacji, oraz jest czynnikiem
wykorzystywanym do okreslenia statusu mutacji podczas obliczen analitycznych.

Kontrola wewnetrzna

Kazda mieszanina reakcyjna zawiera kontrole wewnetrzng przeznaczong do wykrywania
niepowodzenia reakcji (np. z powodu obecnosci inhibitorow). W sktad kontroli wewnetrznej
wchodzi docelowa oligonukleotydowa sekwencja niezwigzana z genem PIK3CA,
nieznakowane startery ,forward” i ,reverse” oraz sonda hydrolityczna znakowana
pomaranczowym fluoroforem.

Kontrola pozytywna

Kontrola pozytywna (positive control, PC) (probéwka PC) to mieszanina pieciu plazmidow —
odpowiadajgcych kazdej z 11 mutacji — oraz kontroli. Wartosci wykryte dla mutac;ji, ktére
mieszczg sie w zakresach akceptowalnych wartosci, potwierdzajg prawidtowe dziatanie kazdej
mieszaniny reakcyjnej zawartej w zestawie.
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Kontrola negatywna

Kontrola bez matrycy (probéwka NTC) zawiera wode wolng od nukleaz przeznaczong do
stosowania do reakgc;ji ,Kontrola bez matrycy” (no template control, NTC). Kontrola NTC stuzy
jako kontrola negatywna i jest przeznaczona do identyfikacji zanieczyszczenia, ktére moze

zosta¢ wprowadzone podczas przygotowywania oznaczenia.

Rozcienczalnik prébki

Rozcienczalnik probki (probéwka Dil.) zawiera wode wolng od nukleaz.
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Platforma i oprogramowanie

Zestaw therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit jest zaprojektowany specjalnie do uzytku
z aparatem Rotor-Gene Q MDx dziatajgcym z komputerem osobistym, na ktérym
zainstalowane sa:

e oprogramowanie Rotor-Gene AssayManager® w wersji 2.1;

® narzedzie Gamma Plug-in w wersji 1.0.0;

e profil oznaczenia therascreen_PIK3CA_FFPE w wersji 1.0.1 do analizy probek
tkankowych;

e profil oznaczenia therascreen_PIK3CA_Plasma w wersji 1.0.1 do analizy prébek
osocza.

Informacje na temat aparatu Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM zawiera Podrecznik
uzytkownika aparatu Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM. Aparat Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM
musi by¢ konserwowany zgodnie z wymogami przedstawionymi w podreczniku uzytkownika.

Dalsze informacje na temat oprogramowania zawierajg dokumenty Podrecznik uzytkownika
aplikacji podstawowej oprogramowania Rotor-Gene AssayManager v2.1 i Podrecznik
uzytkownika narzedzia Rotor-Gene AssayManager v2.1 Gamma Plug-in.

Parametry reakgciji

Profile oznaczen therascreen PIK3CA stuzg do programowania réznych parametréw cykli
(,reakcji’) w aparacie Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM. Profile oznaczen zawierajg parametry
reakcji PCR i stuzg do obliczania wynikéw. Ponizej przedstawiono parametry wykonywania
termicznych cykli reakcji PCR dla oznaczenia:

® inkubacja w temperaturze 95°C przez 15 minut w celu aktywacji polimerazy DNA Tag;

® prowadzenie reakcji PCR przez 45 cykli: etap denaturacji — temperatura 95°C przez
30 sekund, etap hybrydyzacji i wydtuzania — temperatura 60°C przez 1 minute.
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Dostarczone materiaty

Zawartos¢ zestawu

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit (24)

Nr katalogowy 873111
Liczba reakcji 24
Zawartos¢ Kolor zatyczki Objetosc
PIK3CA Reaction Mix 1 (Mieszanina reakcyjna PIK3CA 1) Czerwony 750 pl
PIK3CA Reaction Mix 2 (Mieszanina reakcyjna PIK3CA 2) Fioletowy 750 pl
PIK3CA Reaction Mix 3 (Mieszanina reakcyjna PIK3CA 3) Pomaranczowy 750 pl
PIK3CA Reaction Mix 4 (Mieszanina reakcyjna PIK3CA 4) Z6tty 750 pl
PIK3CA Reaction Mix 5 (Mieszanina reakcyjna PIK3CA 5) Zielony 750 pl
PIK3CA Reaction Mix 6 (Mieszanina reakcyjna PIK3CA 6) Niebieski 750 pl
Taq DNA Polymerase (Polimeraza DNA Taq) (Taq) Mietowy 85 pl
PIK3CA Positive Control (Kontrola pozytywna PIK3CA) (PC) Bezowy 250 pl
Water for No Template Control (Woda do stosowania jako Biaty 1,9 ml

kontrola bez matrycy) (NTC)

Nuclease-free water for Dilution (Woda niezawierajgca Biaty 1,9 ml
nukleaz, do rozcienczania) (Dil.)

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit — Instrukcja uzycia (Instrukcja obstugi) 1
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Materiaty wymagane, ale niedostarczone

Przed uzyciem upewni¢ sie, ze aparaty zostaly sprawdzone i skalibrowane zgodnie
z zaleceniami producenta.

Odczynniki

o Zestaw QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit (QIAGEN, nr kat. 60404, patrz ,Izolacja
DNA z prébek FFPE”, strona 28) lub zestaw QlAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit
(QIAGEN, nr kat. 61504, patrz ,1zolacja DNA z prébek osocza”, strona 28)

® Roztwory DNAZap™ do rozktadu materiatéw, ktére mogg ulec amplifikacji podczas
reakcji PCR

® |aboratoryjny srodek dezynfekujgcy o wysokim poziomie dziatania firmy Distel i Srodek
na bazie alkoholu izopropylowego (isopropyl alcohol, IPA)

Materiaty eksploatacyjne
e 0.1 ml Strip Tubes and Caps, do stosowania w rotorze 72-dotkowym (QIAGEN,
nr kat. 981103 lub 981106)

® Probéwki mikrowirébwkowe wolne od nukleaz, wigzgce DNA w matym stopniu,
do przygotowywania mieszanin Master Mix

o Koncowki do pipet wolne od nukleaz z barierami aerozolowymi

Wyposazenie

® Marker permanentny

® Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM Platform (nr kat. 9002032) lub Rotor-Gene Q MDx
5plex HRM System (nr kat. 9002033)*t

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

t Jesli ma fo zastosowanie, w niekiérych krajach moze by¢ uzywany aparat Rotor-Gene Q 5plex HRM
wyprodukowany w maju 2011 roku lub péiniej. Data produkeiji jest zawarta w numerze seryjnym znajdujacym sig
z tytu aparatu. Numer seryjny ma format ,mmrrnnn”, gdzie ,mm" oznacza miesiac produkcii (cyfry), ,r” oznacza
dwie ostatnie cyfry roku produkeii, a ,nnn” oznacza unikalny identyfikator aparatu.
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Oprogramowanie Rotor-Gene AssayManager w wersji 2.1, narzedzie Gamma Plug-in
i profil oznaczenia ,therascreen_PIK3CA_FFPE” i/lub ,therascreen_PIK3CA_Plasma”

Pipety* (z regulacjg) przeznaczone do przygotowania probek

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

Pipety* (z regulacjg) przeznaczone do dozowania matrycy DNA

Wiréwka laboratoryjna* z rotorem dla probéwek o pojemnosci 1,5 ml
Termomikser*, podgrzewany inkubator z orbitalnym wytrzgsaniem*, blok grzewczy*
lub taznia wodna* umozliwiajgcy(-a) inkubacje w temperaturze 56°C, 70°C i 90°C
QlAvac 24 Plus Vacuum Manifold (nr kat. 19413)

QlAvac Connecting System (nr kat. 19419)

Vacuum Pump (nr kat. 84010) lub réwnowazna pompa umozliwiajgca wytworzenie

podcisnienia od =800 do —900 mbar

Loading Block 72 x 0.1 ml Tubes, aluminiowy blok do recznego przygotowywania
reakcji (QIAGEN, nr kat. 9018901)

Loading Block 96 x 0.2 ml PCR Tubes, aluminiowy blok do recznego przygotowywania
reakcji w uktadzie 96 probéwek PCR o pojemnosci 0,2 ml za pomoca pipety
jednokanatowej (QIAGEN, nr kat. 9018905)

72-Well Rotor, do przytrzymywania probéwek Strip Tubes and Caps, 0.1 ml,

o objetosciach reakcji 10-50 ul; wymagany pierscien blokujgcy Locking Ring 72-Well
Rotor (QIAGEN, nr kat. 9018903)

Locking Ring 72-Well Rotor, do blokowania probéwek Strip Tubes and Caps, 0.1 ml
w rotorze 72-Well Rotor (QIAGEN, nr kat. 9018904)
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Ostrzezenia i sSrodki ostroznosci

Do diagnostyki in vitro.

Zestaw therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit jest przeznaczony do uzycia przez przeszkolony
personel w warunkach laboratoryjnych.

Podczas pracy ze s$rodkami chemicznymi nalezy zawsze nosi¢ odpowiedni fartuch
laboratoryjny, rekawiczki jednorazowe i okulary ochronne. W celu uzyskania dodatkowych
informacji nalezy zapozna¢ sie z odpowiednimi kartami charakterystyki (safety data sheet,
SDS). S one dostepne online w wygodnym i kompaktowym formacie PDF pod adresem
www.giagen.com/safety. Na tej stronie mozna wyszukiwa¢, wyswietla¢ i drukowaé karty
charakterystyki dla wszystkich zestawow i sktadnikow zestawow firmy QIAGEN.

Do uzytku wytagcznie z aparatem Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM.

W celu uzyskania informacji dotyczacych bezpieczehstwa obstugi aparatu Rotor-Gene
Q MDx 5plex HRM nalezy zapozna¢ sie z podrecznikiem uzytkownika dostarczonym
z aparatem.

Dotyczy tylko prébek tkankowych: Do uzytku wytgcznie z zestawem QlAamp DSP DNA
FFPE Tissue Kit.

W celu uzyskania informacji dotyczgcych bezpieczenstwa stosowania zestawu QlAamp
DSP DNA FFPE Tissue Kit (nr kat. 60404) nalezy zapoznac¢ sie z dokumentem Q/Aamp DSP
DNA FFPE Tissue Kit — Instrukcja obstugi.

Dotyczy tylko probek osocza: Do uzytku wytacznie z zestawem QlIAamp DSP Circulating
Nucleic Acid Kit.

W celu uzyskania informacji dotyczgcych bezpieczenstwa stosowania zestawu QlAamp
DSP Circulating Nucleic Acid Kit (nr kat. 61504) nalezy zapozna¢ sie z dokumentem Q/Aamp
DSP Circulating Nucleic Acid Kit — Instrukcja obstugi.
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Ogodlne srodki ostroznosci

Ten test jest przeznaczony do uzytku z probkami tkanki raka gruczotu sutkowego FFPE
lub prébkami osocza K2EDTA pobranego od pacjentdow z rakiem gruczotu sutkowego.

Wszystkie srodki chemiczne i materiaty biologiczne sg potencjalnie niebezpieczne.
Istnieje mate prawdopodobienstwo, ze materiat prébki FFPE i przygotowane z tego
materiatu kwasy nukleinowe stwarzajg ryzyko zakazenia. Wszystkie probki osocza
nalezy jednak traktowac jak materiaty potencjalnie zakazne. Nalezy zawsze
przestrzegac¢ obowigzujgcych placowke lokalnych procedur w zakresie zdrowia

i bezpieczenstwa.

Pozostatosci probek i odczynnikéw uzytych w oznaczeniu nalezy utylizowaé zgodnie
z lokalnymi procedurami dotyczgcymi bezpieczenstwa.

Odczynniki zestawu therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit sg optymalnie rozcienczone.
Nie nalezy dalej rozcienczaé odczynnikdw, gdyz moze to doprowadzi¢ do utraty
skutecznosci. Nie stosowac objetosci reakcyjnych (mieszanina reakcyjna i probka
facznie) mniejszych niz 25 pl.

Wszystkie odczynniki dostarczone w zestawie therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit
sg przeznaczone wytgcznie do stosowania z odczynnikami z tego samego zestawu
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit. Nie nalezy zastepowac¢ odczynnikow zestawu
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit ani wymienia¢ odczynnikow miedzy zestawami
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit, gdyz moze to wptyngé na skutecznos¢ testu.

Nalezy uzywac wytgcznie polimerazy DNA Taq (probowka Taq) dostarczonej

w zestawie therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit. Nie nalezy zastepowac jej polimerazg
DNA Taq z innych zestawow firmy QIAGEN lub polimerazg DNA Taq innego
producenta.

Dodatkowe ostrzezenia, $rodki ostroznosci i procedury mozna znalez¢ w podreczniku
uzytkownika aparatu Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM.

Nie nalezy uzywa¢ skfadnikéw z przekroczong datg waznosci ani niewlasciwie

przechowywanych.

20
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Nalezy zachowa¢ szczegdlng ostroznos¢, aby unikngé zanieczyszczenia mieszanin
kontrolnych i reakcyjnych syntetycznymi materiatami, ktére sg zawarte w odczynniku
bedacym kontrolg pozytywna.

Nalezy zachowac¢ szczegdlng ostroznos¢, aby zapobiec zanieczyszczeniu krzyzowemu
probek. Probéwki nalezy zamyka¢ niezwtocznie po dodaniu probek.

Przed uzyciem bloku tadowania do przygotowania mieszanin Master Mix oznaczenia
nalezy go doktadnie odkazi¢. Zalecane jest uzycie roztworéw DNAZap do rozktadu
materiatdw, ktére mogg ulec amplifikacji podczas reakcji PCR, a nastepnie
laboratoryjnego srodka dezynfekujgcego o wysokim poziomie dziatania firmy Distel

i alkoholu izopropylowego. Przed uzyciem bloku tadowania nalezy go osuszy¢.

Do przygotowania mieszanin reakcyjnych i dodawania kontroli pozytywnej nalezy
uzywacé osobnych pipet przeznaczonych wytgcznie do tych czynnosci.
Przygotowanie i rozdzielanie mieszanin reakcyjnych nalezy wykonywac w obszarze
oddzielonym od obszaru, w ktérym dodawana jest kontrola pozytywna.

Znakowane fluorescencyjnie czgsteczki zawarte w mieszaninie reakcyjnej sg wrazliwe
na $wiatto. Chroni¢ mieszaniny reakcyjne i kontrole przed swiattem, aby unikng¢
fotowybielenia czgsteczek.

Nie otwiera¢ aparatu Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM przed zakohczeniem reakcji.
Nie otwiera¢ probéwek Rotor-Gene Q po zakonczeniu reakgc;ji.

Nalezy zachowac ostroznos¢, aby zapewni¢ prawidtowe przebadanie probek,

zwracajgc szczegolng uwage na to, by unikng¢ nieprawidtowego umieszczenia prébek,
btedow podczas tadowania i btedéw pipetowania.

therascreen® PIK3CA RGQ PCR Kit — Instrukcja uzycia (Instrukcja obstugi) 09/2019 21



Przechowywanie i sposob postepowania
z odczynnikami

Warunki transportu

Zestaw therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit jest dostarczany na suchym lodzie i musi by¢
zamrozony w momencie odbioru przesyiki. Jesli ktdrykolwiek sktadnik zestawu therascreen
PIK3CA RGQ PCR Kit nie jest zamrozony w chwili odbioru, opakowanie zewnetrzne zostato
otwarte podczas transportu lub przesytka nie zawiera listy zawartosci opakowania, Instrukgcji
uzycia lub odczynnikdw, nalezy skontaktowac sie z dziatem serwisu technicznego lub
lokalnym dystrybutorem firmy QIAGEN (informacje znajdujg sie na tylnej stronie oktadki lub

pod adresem www.giagen.com).

Warunki przechowywania

Niezwtocznie po otrzymaniu zestawu therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit nalezy go umiescic¢
w temperaturze od -30 do —15°C w zamrazarce o statej temperaturze i chroni¢ przed
Swiattem.

Zestaw therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit zachowuje stabilnos¢ do podanej daty waznosci,

jesli jest przechowywany w okreslonych warunkach przechowywania.

Stabilnosé

Po otwarciu odczynniki mozna przechowywa¢ w ich oryginalnych opakowaniach
w temperaturze od —30 do —15°C przez 12 miesiecy lub do podanej daty waznosci widocznej
na opakowaniu. Nalezy unika¢ wielokrotnego rozmrazania i zamrazania. Nie przekraczac

maksymalnej liczby pieciu cykli zamrazania-rozmrazania.
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Przed uzyciem odczynnikéw nalezy je rozmrazaé w temperaturze pokojowej przez co
najmniej 1 godzine (ale nie diuzej niz przez 4,5 godziny). Gdy odczynniki bedg gotowe do
uzycia, mozna rozpocza¢ przygotowywanie reakcji PCR. Probdéwki Rotor-Gene Q,
zawierajgce mieszaniny Master Mix i probki DNA, nalezy bezzwiocznie zatadowaé do
aparatu Rotor-Gene Q MDx. Laczny czas od rozpoczecia przygotowywania reakcji PCR do
rozpoczecia reakcji nie powinien przekroczy¢ 7,5 godziny, jesli czynnosci te wykonywane sg

w temperaturze otoczenia.

Uwaga: Czas ten obejmuje przygotowanie reakcji PCR i przechowywanie probek.

Uwaga: Znakowane fluorescencyjnie czagsteczki zawarte w mieszaninie reakcyjnej sg
wrazliwe na $wiatto. Chroni¢ mieszaniny reakcyjne i kontrole przed $wiattem, aby unikngé
fotowybielenia czgsteczek.

Odczynniki zawarte w zestawie therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit sg optymalnie
rozcienczone. Nie jest wymagane ich dalsze oczyszczanie ani obrdbka tych odczynnikow

przed ich uzyciem.

Nalezy zwraca¢ uwage na daty waznosci i warunki przechowywania wydrukowane na
pudetku i etykietach wszystkich sktadnikow zestawu. Nie nalezy uzywaé skladnikéw

z przekroczong datg waznosci ani niewtasciwie przechowywanych.
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Przechowywanie i sposob postepowania
Z probkami

Postepowanie z prébkami: Tkanka

Zestaw therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit jest przeznaczony do uzytku z gDNA

wyizolowanym z probek tkanki rakowej FFPE po resekcji oraz prébek po biopsji gruboigtowe;j

(core needle biopsy, CNB) pobranych od pacjentéw z rakiem gruczotu sutkowego. Tkanki

rakowe sg heterogenne pod wzgledem genotypu i fenotypu. Tkanki rakowe pozytywne pod

wzgledem obecnosci mutacji mogg zawiera¢ DNA typu dzikiego, a w obrazie histologicznym

moga by¢ obserwowane regiony tkanki niezmienionej nowotworowo.

W celu przygotowania probek tkankowych do izolacji DNA:

® Stosujgc standardowe materiaty i metody, utrwali¢ prébke tkankowag w 10-procentowym

roztworze obojetnej zbuforowanej formaliny (neutral buffered formalin, NBF),

a nastepnie zatopic¢ probke tkankowg w parafinie. Uzywajgc mikrotomu, wycig¢ z bloku

parafinowego seryjne skrawki o grubosci 5 um i przenies¢ je na szklane szkietka.

® Poprosi¢ przeszkolong osobe (np. patologa) o ocene skrawka wybarwionego

hematoksyling i eozyng (H&E) pod katem ilosci tkanki rakowej i skutecznego obszaru

nowotworowego (effective tumor area, ETA). Oznaczy¢ wybarwione szkietko, aby okresli¢

obszar zainteresowania (region of interest, ROI). Uzy¢ seryjnych skrawkéw do izolacji DNA.

Uwaga: Do izolacji DNA nie nalezy uzywa¢ wybarwionych skrawkéw.

® Nalezy zeskroba¢ nadmiar parafiny z tkanki, uzywajgc nowego, jatowego skalpela;

wyrzucié parafine.

PRZESTROGA

A

Uzywa¢ suchych skalpeli. Nie wykonywaé tego etapu

w komorze z przeptywem laminarnym lub pod wyciggiem.

24
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® Zeskrobac tkanke rakowg ze szkietek do oznaczonych proboéwek mikrowiréwkowych,
uzywajgc nowego skalpela dla kazdej probki.

Materiaty tkanki rakowej, bloczki, szkietka, prébki i probéwki mikrowirowkowe gotowe do

procesu izolacji nalezy oznaczaé w kontrolowany sposdb, a takze postepowac z nimi

i przechowywac je zgodnie z lokalnymi procedurami.

W przypadku uzywania prébek tkanki rakowej FFPE po resekcji oraz probek po biopsji CNB
istniejg dwa odrebne przeptywy pracy (Ryc. 4).

A
CNB

Dodatkowe skrawki w celu
Nie ——» uzyskania ETA 220 mm?
(maks. 6 szkietek)

Skuteczny obszar
nowotworowy (ETA) 220 mm?

\
Tak
1 skrawek
‘ Tak
J Nie
I1zolacja DNA z prébki po -—— 6 skrawkow
biopsji CNB
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Resekcje

Zawarto$¢ tkanki rakowej
w ROI 210%

I
Tak

v

2 skrawki

l

Izolacja DNA

Nie ——» Makrodysekcja

A

Tak

Ryc. 4. Procedura oczyszczania probki klinicznej do uzytku z zestawem therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit.
A: prébki FFPE po biopsji CNB. B: prébki tkanki rakowej FFPE po resekcji.

Postepowanie z prébkami: Osocze

Zestaw therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit jest przeznaczony do uzycia z DNA
wyizolowanym z prébek osocza otrzymanego z krwi antykoagulowanej K2EDTA pobranej od
pacjentéw z rakiem gruczotu sutkowego. Wszystkie probki osocza nalezy traktowac jako

materiat potencjalnie zakazny.

W ciggu czterech godzin od pobrania obwodowej zylnej krwi petnej do probdéwek do
pobierania krwi K2EDTA nalezy podda¢ jg obrobce w celu otrzymania osocza.
W przeciwnym razie moze doj$¢ do zanieczyszczenia probki genomowym DNA. Dalsze
informacje dotyczace izolacji osocza z krwi petnej zawiera Zatgcznik A do dokumentu
QIAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit — Instrukcja obstugi.

Prébki osocza nalezy przechowywaé w temperaturze —80°C. Wszystkie zamrozone prébki
osocza nalezy przed uzyciem doprowadzi¢ do temperatury pokojowej.
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Materiaty, prébki i probéwki mikrowirébwkowe gotowe do procesu izolacji nalezy oznaczaé
w kontrolowany sposob, a takze postepowac z nimi i przechowywac je zgodnie z lokalnymi

procedurami.

Przechowywanie probek

Przed izolacjg DNA bloczki i preparaty FFPE nalezy przechowywa¢ w temperaturze pokojowej
(15-25°C), a osocze nalezy przechowywa¢ w temperaturze —-80°C. DNA mozna
przechowywac po izolacji, przed przeprowadzeniem testow. Tabela 2 i Tabela 3 przedstawiajg
wytyczne dotyczgce maksymalnych zalecanych okreséw i warunkéw przechowywania dla

prébek i DNA po izolacji.

Tabela 2. Zalecane okresy przechowywania dla gDNA wyizolowanego z tkanki FFPE

Przechowywanie Maksymalny zalecany okres przechowywania
Zamrazarka (od —30 do —15°C) 5 tygodni

Chfodziarka (2-8°C) 1 tydzien

Zamrazarka (-80°C) 33 miesigce

Tabela 3. Zalecane warunki i okresy przechowywania dla osocza i ctDNA wyizolowanego z osocza

Probka Przechowywanie Maksymalny zalecany okres
przechowywania

Osocze Zamrazarka (—-80°C) 11 miesiecy

Wyizolowany ctDNA Zamrazarka (od —30 do —15°C) 4 tygodnie
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Procedura

Izolacja DNA z prébek FFPE

DNA nalezy wyizolowa¢ za pomocg zestawu QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit
(nr kat. 60404).

Uwaga: Zestaw therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit opracowano przy uzyciu DNA
wyizolowanego za pomocg zestawu QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit. Nie nalezy uzywac¢

zadnego innego produktu do izolacji DNA.

Izolacje DNA nalezy wykonywaé zgodnie z instrukcjami zawartymi w dokumencie Q/Aamp
DSP DNA FFPE Tissue Kit — Instrukcja obstugi, uwzgledniajgc nastepujgce kwestie:

® Uzywac zalecanej liczby szkietek i objetosci elucji okreslonych w ponizszych sekcjach
(,Probki FFPE tkanki rakowej po resekcji (RES)” i ,Probki FFPE po biopsji CNB” na
stronie 29 niniejszej instrukcji obstugi).

e Jesli po pierwszym wirowaniu tkanka nie osadzi sie, nalezy wykona¢ dodatkowy etap
wirowania.

® Na wszystkich etapach, do wykonania ktérych wymagane jest uzycie etanolu, nalezy

uzywac etanolu o klasie czystosci odpowiedniej dla biologii molekularnej*.

® Po usunieciu etanolu nalezy inkubowa¢ otwartg probéwke w temperaturze 15-40°C

przez 10 minut, aby umozliwi¢ wyparowanie resztek etanolu.

Probki FFPE tkanki rakowej po resekcji (RES)

e Jedli tkanka rakowa w obszarze zainteresowania (region of interest, ROI) probek RES
zajmuje 210%, nalezy zeskrobac catg tkanke z dwéch skrawkéw (4—-5 pm) do

oznaczonych probowek mikrowiréwkowych, uzywajgc nowego skalpela do kazdej

* Nie uzywa¢ alkoholu denaturowanego, ktéry zawiera inne substancje, takie jak metanol lub keton metylowo-etylowy.
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probki. Jesli tkanka rakowa w obszarze zainteresowania (region of interest, ROI)
probek zajmuje <10%, nalezy wykona¢ makrodysekcje i zeskrobac tylko obszar ROI
tkanki rakowej z dwdch skrawkéw do oznaczonych probéwek mikrowiréwkowych,
uzywajgc nowego skalpela do kazdej probki.

® W przypadku prébek tkanki po resekcji nalezy przeprowadzi¢ etap trawienia tkanki
proteinaza K trwajgcy 1 godzine.

® W przypadku prébek RES oczyszczone gDNA nalezy eluowa¢ w 120 pl buforu Buffer
ATE (dostarczony z zestawem QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit) po 10 minutach

inkubaciji na kolumnie.

Probki FFPE po biopsji CNB

e W przypadku prébek po biopsji CNB nalezy uzy¢ odpowiedniej liczby skrawkdéw
o grubosci 4-5 pm, aby uzyska¢ minimalny skuteczny obszar nowotworowy
(effective tumor area, ETA) rowny 20 mm? z co najwyzej szesciu skrawkdw. Nalezy
uzy¢ mozliwie najmniejszej liczby skrawkéw (1-6) do uzyskania ETA réwnego 20 mm?2.

o W przypadku prébek, dla ktorych nie mozna uzyskaé¢ ETA rownego 20 mm? z
maksymalnej liczby szesciu skrawkdw, nalezy kontynuowac procedure testowa,
uzywajac szesciu skrawkow.

o W przypadku prébek z biopsji CNB nalezy przeprowadzi¢ etap trawienia tkanki
proteinaza K trwajgcy 1 godzine.

o W przypadku prébek z biopsji CNB oczyszczone genomowe DNA nalezy eluowac
w 70 pl buforu Buffer ATE (dostarczony z zestawem QIAamp DSP DNA FFPE

Tissue Kit) po 10 minutach inkubacji na kolumnie.
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Izolacja DNA z probek osocza

DNA nalezy izolowa¢ za pomocag zestawu QlAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit
(nr kat. 61504), biorgc pod uwage opisane ponizej wytyczne dotyczgce oczyszczania ctDNA
z prébek osocza.

Uwaga: Zestaw therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit opracowano przy uzyciu DNA
wyizolowanego za pomocg zestawu QIAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit. Nie nalezy
uzywac zadnego innego produktu do izolacji DNA.

Izolacje DNA nalezy wykonywaé zgodnie z instrukcjami zawartymi w czesci ,Protokot
klasyczny” dokumentu QIAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit — Instrukcja obstugi,
uwzgledniajgc nastepujgce kwestie:

Wyjsciowa objetosé osocza jest réwna 2 ml.

Jesli nie sg dostepne 2 ml osocza, nalezy dola¢ do prébki fizjologicznego roztworu soli
buforowanego fosforanem (phosphate buffered saline, PBS) do objetosci 2 ml.

Wszystkie etapy wirowania nalezy przeprowadza¢ w temperaturze pokojowej (15-25°C).
Miedzy etapami nalezy wytgczaé podcisnienie, aby zapewnic¢ jednolite, rownomierne
podci$nienie podczas wszystkich etapow protokotu.

Objetos¢ proteinazy K powinna by¢ réwna 250 pl.

Oczyszczony ctDNA nalezy eluowa¢ w 70 pl buforu Buffer AVE (dostarczonego

w zestawie QlAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit).

Zestawu QlAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit nalezy uzywaé wytgcznie recznie.
Na wszystkich etapach, do wykonania ktérych wymagane jest uzycie etanolu, nalezy
uzywac etanolu o klasie czystosci odpowiedniej dla biologii molekularnej*.
Oczyszczony ctDNA przechowywac¢ w temperaturze od —30 do —15°C.

Uwaga: Wszystkie oznaczenia zawarte w zestawie therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit
generujg krétkie produkty PCR. Jednakze zestaw therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit
nie zadziafa, jesli DNA prébek bedzie wysoce pofragmentowane. Aby mozna byto
uznac¢ wynik prébki za wazny, warto$¢ uzyskana dla wyizolowanego DNA powinna
miesci¢ sie w roboczym zakresie kontrolnym wartosci Cr (224,68 i <31,68).

* Nie uzywa¢ alkoholu denaturowanego, ktéry zawiera inne substancie, takie jak metanol lub keton metylowo-etylowy.
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Wykrywanie mutacji genu PIK3CA

Ten protokét jest przeznaczony do wykrywania mutacji genu PIK3CA.

Wazne informacje przed rozpoczeciem

Za pomoca mieszaniny reakcyjnej PIK3CA dostepnej w kazdym zestawie mozna
oceni¢ do 24 probek w czterech reakcjach. Przy optymalnym wykorzystaniu zestawu
mozliwe jest wykonanie czterech reakcji, po maksymalnie szes¢ probek w kazde;.
Testowanie mniejszych partii prébek spowoduje zmniejszenie liczby prébek, ktére
mozna przebada¢ za pomocg jednego zestawu therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit.

Prébke nalezy przetestowaé za pomocg wszystkich mieszanin reakcyjnych
dostarczonych w zestawie therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit.

Nie jest mozliwe analizowanie mieszanych partii probek otrzymanych z tkanek i osocza
w jednej reakcji PCR; partie probek do reakcji PCR muszg skfadac¢ sie wytgcznie

z prébek otrzymanych z tkanek lub wytgcznie z probek otrzymanych z osocza.

Nie wytrzgsac¢ polimerazy DNA Taq (probdéwka Taq) ani zadnej mieszaniny
zawierajgcej polimeraze DNA Taq, gdyz moze to doprowadzi¢ do inaktywacji enzymu.
Odmierzy¢ polimeraze DNA Taq za pomocg pipety, ostroznie umieszczajgc koncowke
pipety tuz pod powierzchnig cieczy, aby unikngé pokrycia zewnetrznej powierzchni
koncéwki nadmiarem enzymu.

Czynnosci do wykonania przed rozpoczeciem

Upewnic¢ sie, ze reakcje sg wykonywane przy uzyciu oprogramowania Rotor-Gene
AssayManager w wersji 2.1, narzedzia Gamma Plug-in i profilu oznaczenia
stherascreen_PIK3CA_FFPE” (prébki tkankowe) lub profilu oznaczenia
Jtherascreen_PIK3CA_Plasma” (prébki osocza). Przed pierwszym uzyciem aparatu
Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM nalezy upewni¢ sie, ze zainstalowane jest odpowiednie
oprogramowanie. Nalezy przestrzega¢ odpowiednich instrukcji dotyczacych
uruchamiania reakg;ji i analizy danych (,Analiza mutacji w genie PIK3CA” na stronie 37).
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® Przed kazdym uzyciem wszystkie odczynniki, w tym polimeraze DNA Taq
(probdwka Taq), i prébki DNA nalezy catkowicie rozmrozié, pozostawiajac je
w temperaturze pokojowej (15-25°C) na 1 godzine (nie dtuzej niz na 4,5 godziny),
wymieszac, odwracajgc kazdg probowke 10 razy, a nastepnie krétko odwirowac,

aby zebra¢ zawartos$¢ probowki na dnie.

® Upewnic sie, ze blok fadowania PCR zostat odpowiednio odkazony (patrz ,,Ogolne
Srodki ostroznosci”, strona 20) i osuszony.

Procedura

1. Rozmrozi¢ wszystkie mieszaniny reakcyjne, wode do kontroli bez matrycy, polimeraze
DNA, Tagq, kontrole pozytywng PIK3CA i prébki DNA, pozostawiajgc je w temperaturze
pokojowej (15-25°C) na co najmniej 1 godzine i co najwyzej 4,5 godziny.

2. Po upltynieciu 1 godziny doktadnie wymiesza¢ wszystkie odczynniki, odwracajgc
kazdg probéwke 10 razy, aby unikng¢ lokalnego gromadzenia sig soli. Krétko

odwirowac wszystkie odczynniki, aby zebra¢ zawartos¢ probéwek na ich dnie.

Uwaga: Nie wytrzgsac polimerazy DNA Taq (probowka Taq) ani zadnej mieszaniny

zawierajgcej polimeraze DNA Tag, gdyz moze to doprowadzi¢ do inaktywacji enzymu.

3. Oznaczy¢ sze$¢ probowek mikrowirowkowych (niedostarczone) zgodnie z Tabela 4.
Przygotowac wystarczajgca objetos¢ mieszanin Master Mix (mieszaniny reakcyjne
dla kontroli i mutacji) z polimerazg DNA Tagq dla prébek DNA, jedng reakcje kontroli
pozytywnej PIK3CA i jedng reakcje kontroli bez matrycy, zgodnie z objetosciami,
ktére zawiera Tabela 4.

Mieszaniny Master Mix zawierajg wszystkie sktadniki wymagane do reakcji PCR
oprécz probki.
Uwaga: Podczas przygotowywania mieszaniny Master Mix do odpowiedniej probowki

nalezy najpierw doda¢ odpowiednig objetos¢ mieszaniny reakcyjnej dla kontroli lub
mutacji, a dopiero potem polimeraze DNA Taq.
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Tabela 4. Przygotowanie mieszanin Master Mix do oznaczen

Probéwka z mieszaning reakcyjna

Objetos¢ mieszaniny reakcyjnej

(n* +3)

Objetos¢ polimerazy DNA Taq

(n* +3)

Probéwka RM 1
Probéwka RM 2
Probéwka RM 3
Probéwka RM 4
Probéwka RM 5
Probéwka RM 6

19,83 pl x (n + 3)
19,83 pl x (n + 3)
19,83 pl x (n + 3)
19,83 pl x (n + 3)
19,83 pl x (n + 3)
19,83 pl x (n + 3)

0,17 pl x (n + 3)
0,17 pl x (n + 3)
0,17 pyl x (n + 3)
0,17 pl x (n + 3)
0,17 pl x (n + 3)
0,17 pl x (n + 3)

*

n = liczba probek DNA. Warto$¢ n nie powinna by¢ wieksza od szesciu, gdyz w jednej reakcji mozna testowac
maksymalnie sze$¢ prébek. Aby zapewni¢ wystarczajgcg nadwyzke objetosci do przygotowania reakcji PCR
i kontroli, uwzglednione sg trzy dodatkowe reakcje.

4. Zamkna¢ probéwke zawierajgcg mieszanine Master Mix i odwréci¢ jg 10 razy, aby
dokfadnie wymiesza¢ mieszanine. Krétko odwirowac¢ probowke w celu zgromadzenia
catej objetosci mieszaniny na dnie probowki.

5. Niezwtocznie po przygotowaniu mieszanin Master Mix umiesci¢ odpowiednig liczbe
probowek PCR w paskach (kazdy pasek zawiera cztery probowki; probéwki PCR
w paskach nie sg dostarczane) w bloku tadowania zgodnie ze uktadem, ktory
przedstawia Tabela 4. Nie zamyka¢ probéwek w paskach. Niezwtocznie doda¢
po 20 ul odpowiedniej mieszaniny Master Mix do kazdej probéwki PCR w pasku.

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

Uwaga: Podczas przygotowywania mieszanin reakcyjnych nalezy opiera¢ sie na
ukfadzie probowek, ktéry przedstawia Tabela 4.
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Tabela 5. Uktad reakcji w bloku fadowania do wykrywania mutacji w genie PIK3CA

Kontrole Numer prébki
Oznaczenie

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

Uwaga: Kazda probéwka powinna zawierac¢ tgczng objeto$¢ reakcyjng rowng 25 pl (20 pl mieszaniny Master Mix
przygotowanej zgodnie z wytycznymi, ktére przedstawia Tabela 4, plus 5 pl kontroli NTC/prébki/kontroli PC). Liczby
oznaczajg pozycje w bloku tadowania i wskazujg koncowg pozycjg rotora. P: Empty (pusta).

6.

10.

Niezwtocznie dodac 5 pl wody do kontroli bez matrycy do probéwek NTC (probowki

na pozycjach 9—14), a nastepnie zamkngé¢ probowki.

. Dodac po 5 pl kazdej prébki DNA do probéwek na prébki. Aby unikngé zanieczyszczenia

krzyzowego miedzy probkami, probéwki nalezy zamykaé od razu po dodaniu probki.

. Doda¢ po 5 pl kontroli pozytywnej PIK3CA do probéwek PC (probéwki na pozycjach

1-6), a nastepnie zamkng¢ probowki.

. Oznaczy¢ zatyczki pierwszych probéwek na pozycjach o najnizszych numerach dla

kazdego z paskow zawierajgcych po 4 probowki PCR (ij. pozycje 1, 5, 9 itd.), aby
okresli¢ orientacje, w ktérej probowki bedg tadowane do 72-dotkowego rotora aparatu
Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM.

Umiesci¢ wszystkie probowki w paskach zawierajgcych po 4 probéwki PCR na
odpowiednich pozycjach 72-dotkowego rotora zgodnie z uktadem reakcji (Tabela 5 i Ryc.
5). Doktadnie upewni¢ sie, ze probowki zostang umieszczone w prawidtowych
pozycjach w rotorze 72-dotkowym (pozycja probéwki w rotorze 72-dotkowym powinna

by¢ taka sama jak pozycja probowki w bloku tadowania).
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Uwaga: We wszystkich nieuzywanych pozycjach na rotorze nalezy umiescic¢ puste,
zamkniete probowki. Gwarantuje to zachowanie wtasciwych parametréw termicznych
aparatu Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM.
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Pozycja nr 1

Ryc. 5. Ustawienie plytki i rotora dla eksperymentu z wykorzystaniem zestawu therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit.
PC: Positive Control (kontrola pozytywna). S: prébka DNA. NTC: No-template control (kontrola bez matrycy) (woda).
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PRZESTROGA | Probdéwki nalezy wiozy¢ do rotora w sposdb przedstawiony na
Ryc. 5, gdyz zautomatyzowana analiza skonfigurowana w profilu

A oznaczenia opiera sie na takim ukfadzie. W przypadku
zastosowania innego uktadu =zostang uzyskane wyniki

odbiegajace od normy.

11. Niezwtocznie umiescic¢ rotor 72-dotkowy w aparacie Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM.
Upewnic sig, ze pierscien blokujacy (dostarczony z aparatem Rotor-Gene Q MDx
5plex HRM) jest umieszczony na gorze rotora, aby zabezpieczaé probéwki podczas
reakcji, a pokrywa aparatu jest zamknieta.

12. Aby uruchomi¢ reakcje, nalezy wykonac instrukcje podane w sekcji ,Analiza mutacji w

genie PIK3CA”, w kolejnej sekcji.
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Analiza mutacji w genie PIK3CA

v
13. Klikng¢ dwukrotnie ikone oprogramowania Rotor-Gene AssayManager w wers;ji 2.1 ﬂf‘

na pulpicie komputera podtgczonego do aparatu Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM.

14. Domyslinie wyswietlane jest srodowisko ,Setup” (Ustawienia). Klikng¢ opcje New manual

worklist (Nowa reczna lista robocza), aby utworzyé nowg listg roboczg (Ryc. 6).

Avallsile work lis | Manage or apply work lists

e

[ e hcei : ——2

8 Cloved Mose

Ryc. 6. Konfigurowanie nowej recznej listy roboczej. 1 = Karta ,Setup” (Ustawienia), 2 = ,New manual work list’
(Nowa reczna lista robocza).
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15. Wybrac karte ,Assays” (Oznaczenia) po lewej stronie okna gtéwnego. W zaleznosci
od typu probki klikngé profil oznaczenia therascreen_PIK3CA_FFPE dla prébek
tkankowych lub profil oznaczenia therascreen_PIK3CA_Plasma dla prébek osocza na
liscie dostepnych profili oznaczen, a nastepnie klikngé niebieskg strzatke, aby wybraé
profil oznaczenia. Jesli nazwa profilu oznaczenia jest przycieta, nalezy przesungc
kursor myszy na profil oznaczenia, aby wyswietli¢ jego petng nazwe (Ryc. 7).

PRZESTROGA | Upewni¢ sie, ze wybrano profil oznaczenia odpowiedni dla
danego typu prébki.

Lo b —

Ryc. 7. Konfigurowanie nowej recznej listy roboczej: wybér nazwy profilu oznaczenia. 1 = Karta ,Assays”
(Oznaczenia), 2 = Lista dostgepnych profili oznaczen w wybranym profilem ,therascreen_PIK3CA_FFPE” lub
Jtherascreen_PIK3CA_Plasma”, 3 = Wybierz profil oznaczenia.
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16. W oknie ,Selected assay profiles” (Wybrane profile oznaczen) wpisa¢ liczbe badanych
prébek, nie uwzgledniajac prébek kontrolnych (Ryc. 8).

|| e e —_ R —

Ryc. 8. Gléwne okno tworzenia listy roboczej. 1 = Dodaj liczbe prébek.
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17. Klikng¢ karte ,Kit information” (Informacje o zestawie). Wybra¢ opcje Enter kit
information manually (Recznie wprowadz informacje o zestawie), a nastepnie

wprowadzi¢ nastepujgce informacije o zestawie (Ryc. 9):

Kod kreskowy zestawu

Numer materiatu

°
°

® Numer serii
® Data waznosci zestawu

(Creato work list | Edit Kit information

Export Save and close Reset Sove

Pt
8 cloved e pp—

Ryc. 9. Gléwne okno tworzenia listy roboczej. 1 = Karta ,Kit information” (Informacje o zestawie), 2 = Wprowadz

informacje o zestawie.
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18. Klikna¢ karte ,Samples” (Prébki), aby wprowadzi¢ informacje o probkach. Recznie
wprowadzi¢ nazwy prébek (Ryc. 10).
Uwaga: Przed rozpoczeciem reakcji przeprowadzanej przy uzyciu oprogramowania

Rotor-Gene AssayManager nalezy upewnic si¢, ze wprowadzone sg prawidiowe

nazwy probek.

Create work ist | Exit samples

Pt et gt Semond s | Pessl —

@ Clowed bose

Ryc. 10. Gtéwne okno tworzenia listy roboczej. 1 = Karta ,Samples” (Probki), 2 = Wprowadzanie nazw prébek.
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19. Kliknag¢ karte ,Properties” (Wiasciwosci), a nastepnie wprowadzi¢ nazwe listy
roboczej. Po wprowadzeniu nazwy listy roboczej nalezy upewnic¢ sie, ze pola wyboru
is editable (mozliwos¢ edycji) i work list is complete (ukonczono tworzenie listy

roboczej) sg zaznaczone. Klikng¢ opcje Apply (Zastosuj) w prawym dolnym rogu,

aby zastosowac liste roboczg. Pojawi si¢ nowe okno (Ryc. 11).

P I —

Creats work list | Edit properties.

-

Ryc. 11. Gtéwne okno tworzenia listy roboczej. 1 = Karta ,Properties” (Wtasciwosci), 2 = Wprowadzanie nazwy
listy roboczej, 3 = Zaznacz pola ,is editable” (mozliwo$¢ edycji) i ,work list is complete” (ukonczono tworzenie listy
roboczej), 4 = ,Apply” (Zastosuj).
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20. Wprowadzi¢ nazwe eksperymentu w polu Experiment name (Nazwa eksperymentu).
Wybra¢ cykler z listy dostepnych cykleréw i upewni¢ sie, ze zaznaczono pole wyboru
Ring attached (Pierscienn zamocowany) (Ryc. 12).

Po wykonaniu wszystkich etapow klikng¢ przycisk Start Run (Rozpocznij reakcje).

Kolor ikony RGQ w lewym gérnym rogu ekranu zmieni si¢ na zielony, wskazujgc

rozpoczecie reakciji.

. prr— oo [ = }—3

o sage catan

sl L —— 4

Ryc. 12. Zastosowanie listy roboczej i rozpoczynanie reakcji. 1 = Wprowadz nazwe eksperymentu, 2 = Wybér
aparatu 3 = Upewnij sie, ze zaznaczono pole wyboru ,Ring attached” (Pierscien zamocowany), 4 = Rozpocznij
reakcje.
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Uwaga: Wyglad ikony ,Cycler” (Cykler) zmienia sie w zaleznosci od postepu i rezultatu
reakcji. Petny opis tych ikon cyklera mozna znalez¢ w dokumencie Podrecznik
uzytkownika aplikacji podstawowej oprogramowania Rotor-Gene AssayManager v2.1.

Przyktadowe ikony cyklera przedstawiono na Ryc. 13.

=) (=

Cycler 1 Cycler 1
Wskaznik postepu Program
Cykler Cykler pracuje Program zatrzymany
bezczynny  Wskaznik postepu wskazuje ~ukonczony (kliknietoﬂopcje .Stop
postep programu pomysinie Process” (Zatrzymaj

proces) lub wystapit btad)

il
(E.
Cycler 1 Cycler 1
Cykler offline Cykler wigczony Nieprawidiqw Program zatrzymany,
; a weryfikacja cykler offline

Ryc. 13. Ikony cyklera, ktére moga by¢ wyswietlane.
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21. Po zakonczeniu reakgji klikngé przycisk Finish run (Zakoncz reakcje). Zostanie
otwarte okno dialogowe ,Release and go to approval” (Udostepnij i przejdz do
zatwierdzania) (Ryc. 14).

Uwaga: W trakcie reakcji krzywe amplifikacji bedg wyswietlane i aktualizowane
w czasie rzeczywistym. Wskaznik postepu w lewej dolnej czesci ekranu bedzie
wskazywat pozostaly czas.

Wazne: Nie nalezy zamykac tego okna w trakcie reakciji.

Cykler Program Program
bezczynny uruchomiony ukonczony
& =)
lkona Cycler 1 Cycler 1
cyklera
Wskaznik postepu
Wskaznik P — Ready
postepu - E

Etykieta

przycisku - W—l

Ryc. 14. Konczenie reakcji. 1 - ,Finish run” (Zakoncz reakcje).
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22. Klikng¢ opcje Release and go to approval (Udostepnij i przejdz do zatwierdzania),
aby przejs¢ na karte ,Approval”’ (Zatwierdzanie) i udostepni¢ wyniki uzyskane
w aparacie Rotor-Gene Q (Ryc. 15). Kolor ikony RGQ w prawym gérnym rogu ekranu
zmieni sie z zielonego na niebieski, wskazujgc gotowos¢ aparatu do wykonania
kolejnej reakcji. Bez wzgledu na to, czy reakcja zakonczyta sie powodzeniem, czy nie,
nalezy udostepni¢ i zatwierdzi¢ uzyskane wyniki. Liste kodéw potencjalnych awarii
i btedow, ktére mogg by¢ wyswietlane przez oprogramowanie Rotor-Gene
AssayManager, mozna znalez¢ w dokumencie Podrecznik uzytkownika aplikacji
podstawowej oprogramowania Rotor-Gene AssayManager v2.1 i w dokumencie

Podrecznik uzytkownika narzedzia Rotor-Gene AssayManager v2.1 Gamma Plug-in.

Position Name Run status
[ ] Chicago Run Successful

Experiment name

Experiment_1_030119

Errors during run

Comment

Ryc. 15. Wyskakujace okno ,,Finish run” (Zakoncz reakcje). 1 = ,Release and go to approval” (Udostepnij

i przejdz do zatwierdzania).
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23. Wybra¢ eksperyment w czesci ,Assay selection” (Wybor oznaczenia) Srodowiska
LApproval” (Zatwierdzanie), a nastepnie klikng¢ opcje Start approval (Rozpocznij
zatwierdzanie) (Ryc. 16).

Assay selection

[ Experiment - Assay # samples  Operator Run date Status

Experniment_1_030118 therascreen_PIK3CA_FFP. 6| Gina Doe 03/01/2019 14:29:41

2

Ryc. 16. Rozpoczynanie procesu udostepniania wynikéw w srodowisku ,,Approval” (Zatwierdzanie).

1 = Oznaczenie wybrane do zatwierdzenia, 2 = ,Start approval” (Rozpocznij zatwierdzanie).
Informacje dotyczace opcji ,Raw data” (Dane surowe), ,Processed data”
(Przetworzone dane), ,Experiment” (Eksperyment), ,Assay” (Oznaczenie) i ,Audit trail”
(Sciezka audytu) mozna znalezé w czeéci ,Plots and information” (Wykresy i
informacje) (1). Wyniki oznaczenia mozna znalez¢ w czesci ,Results” (Wyniki) (2).
Jesli wyniki uzyskane dla kontroli pozytywnej i kontroli bez matrycy mieszczg sig
w akceptowalnym zakresie, w kolumnie ,Sample Status” (Status prébki) zostanie
zgtoszony wynik Valid (Wazny); w przeciwnym razie zostanie zgtoszony status probki
Invalid (Niewazny).
Jesli podczas analizy ktorejkolwiek z kontroli reakcji wystgpi btgd, cata reakcja
zostanie uznana za niewazna. Wszystkie probki zostang oznaczone flagg
ASSAY_INVALID.
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24.

Obszar wykresoéw i informacji

Obszar wynikéw

Instrukcje dotyczgce postepowania w takiej sytuacji zawiera czesc¢ ,Flagi profilu
oznaczenia therascreen PIK3CA oprogramowania Rotor-Gene AssayManager w
wersji 2.1” (strona 53).

Uwaga: Profil oznaczenia zawiera wszystkie instrukcje wymagane do automatycznej
analizy oznaczenia i probek i interpretacji wynikdw. Oprogramowanie bedzie zatem

automatycznie oceniaé waznos$¢ prébek i kontroli.

Klikng¢ opcje Release/report data (Udostepnij/raportuj dane). Zostanie otwarte okno

,Release/report data” (Udostegpnij/raportuj dane) (Ryc. 17).
. e R R T T e

Ryc. 17. Przyktad gtownych okien wynikow oznaczenia. 1 = Karta ,Experiment” (Eksperyment) w obszarze ,Plots
and information” (Wykresy i informacje). 2 = Obszar wynikéw, 3 = ,Release/report data” (Udostepnij/raportuj dane).

48

therascreen® PIK3CA RGQ PCR Kit — Instrukcja uzycia (Instrukcja obstugi) 09/2019



25. Klikngé przycisk OK, aby zapisa¢ eksperyment w archiwum i utworzy¢ plik wyjsciowy
LIMS i raport z reakc;ji (Ryc. 18). Raporty z reakcji i wyeksportowane pliki LIMS
zostang zapisane w domys$inym katalogu raportéw. Domysiny katalog mozna znalez¢
w obszarze ,Default data export directories” (Domysine katalogi wyeksportowanych

danych) na karcie ,Configuration” (Konfiguracja).

@ Release [ report data

Messages

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

—

Ryc. 18. Przykiad okna ,,Release/report data” (Udostepnij/raportuj dane).
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26. Aby przejrze¢ dane eksperymentu przechowywanego w archiwum eksperymentéw,
nalezy klikng¢ opcje Archive (Archiwizacja), a nastepnie wyszukaé eksperyment,
korzystajac z kryteriow wyszukiwania w czeéci ,Filter Options” (Opcje filtrowania).
Klikng¢ przycisk Apply filter (Zastosuj filtr), aby rozpoczg¢ wyszukiwanie. Wybraé
eksperyment, zaznaczajgc pole wyboru obok zgdanego eksperymentu, a nastepnie

klikng¢ opcje Show assays (Pokaz oznaczenia) (Ryc. 19).

Ryc. 19. Przykiad gtéwnego okna ,,Experiment Archive” (Archiwum eksperymentéw). 1 = Karta ,Archive”
(Archiwizacja), 2 = Opcje wyszukiwania, 3 = Wybdr nazwy eksperymentu, 4 = Karta ,Show assays” (Pokaz
oznaczenia).
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Wyniki

Po ukonczeniu reakcji profil oznaczenia therascreen PIK3CA automatycznie dokonuje
analizy i zgtoszenia wyniku mutacji. Ponizej objasniono sposdb dokonywania analizy
i zgtoszenia wyniku mutacji przez profil oznaczenia therascreen PIK3CA.

Analiza

Cykl PCR, w ktérym fluorescencja z danej reakcji przekracza wstepnie zdefiniowang warto$¢
progowg podang w profilu oznaczenia therascreen PIK3CA, jest definiowany jako wartos¢
Cr. Wartos¢é Cr wskazuje wejsciowg ilos¢ okreslonego DNA. Niskie wartosci Ct wskazujg
wigkszy wejsciowy poziom DNA, a wysokie wartosci Ct wskazujg nizszy wejsciowy poziom
DNA. Reakcje, w ktorych fluorescencja przekracza wartos¢ progowa przy wartosci Ct lub
przed tg wartoscia, sg klasyfikowane jako reakcje pozytywne.

Wykorzystujgc reakcje kontrolng do oceny prébki DNA, na podstawie otrzymanych wartosci
Cr mozna okresli¢, czy probki zawierajg poziomy DNA, ktére nadajg sie do analizy i ktore
probki wymagajg rozcienczenia przed analizg.

Ocena prébek przy uzyciu mieszanin reakcji przeznaczonych dla réznych mutacji w celu
okreslenia ich odpowiednich wartosci Ct umozliwia okreslenie wartosci ACt probki przez
profil oznaczenia therascreen PIK3CA przy uzyciu réwnania:

ACt = [warto$¢ Ct z oznaczenia mutacji] — [warto$¢ Ct z oznaczenia kontrolnego]
Na podstawie wczesniej ustalonych analitycznych wartosci Ct i ACt profil oznaczenia
therascreen PIK3CA okresla jakosciowo status mutacji probek DNA oraz informuje,

czy probka zawiera mutacje.

Kontrole reakcji (PC, NTC i IC) sg oceniane w celu zapewnienia, ze zostaty osiggniete
akceptowalne wartosci Cr, a reakcje zostaly przeprowadzone pomysinie.
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Jesli wartos¢ Cr kontroli prébki znajduje sie ponizej dopuszczalnego zakresu, wprowadzono
zbyt duzg ilos¢ DNA i nalezy rozcienczy¢ probke zgodnie z opisem w czesci ,Flagi profilu
oznaczenia therascreen PIK3CA oprogramowania Rotor-Gene AssayManager w wers;ji 2.1”,
strona 53.

Wszystkie te oceny sg wykonywane automatycznie i nie wymagajg recznej interpretacji.
System automatycznie sprawdza, czy zostaty spetnione kryteria waznosci reakc;ji i kryteria
waznosci prébki. W przypadku stwierdzenia niewaznosci reakcji lub prébki oprogramowanie
nie zgtosi statusu mutaciji.

Oprogramowanie Rotor-Gene AssayManager w wersji 2.1 okresla wynik dla kazdego
docelowego biomarkera, tgczgc wszystkie istotne wyniki analizy zgodnie z algorytmami
podstawowej analizy, takimi jak normalizacja, reguty obowigzujgce dla prébek i analizy
zdefiniowane w odpowiednim profilu oznaczenia.

Do poszczegdlnych probek moga zostaé przypisane nastepujgce wyniki:

o PIK3CA Mutation Detected (Wykryto mutacje genu PIK3CA)

® No Mutation Detected (Nie wykryto mutacji)

o INVALID (Wynik niewazny): Jesli podczas analizy wykonywanej przez oprogramowanie
Rotor-Gene AssayManager w wersji 2.1 do prébki zostanie przypisana co najmniej

jedna flaga, ktéra jest zdefiniowana jako flaga powodujgca ustawienie wyniku na
»INVALID” (Wynik niewazny).

Uwaga: Jesli podczas reakcji wystgpi btad, nalezy zutylizowa¢ prébki znajdujgce sie
w aparacie Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM; nie nalezy uzywac ich do ponownych testow.
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Flagi profilu oznaczenia therascreen PIK3CA oprogramowania
Rotor-Gene AssayManager w wersji 2.1

Wszystkie flagi, ktéore moga zosta¢ przypisane do wynikdw przez narzedzie Rotor-Gene
AssayManager Gamma Plug-in w wersji 2.1, sg wymienione w dokumencie Podrecznik

uzytkownika narzedzia Rotor-Gene AssayManager v2.1 Gamma Plug-in.

Tabela 6 zawiera wszystkie flagi, ktére mogg zosta¢ wygenerowane przez profile oznaczen
therascreen PIK3CA, ich znaczenie oraz dziatanie, ktdre nalezy wykonac.

Nazwy flag sg skonstruowane w taki sposob, aby zawieraty informacje o sktadniku zestawu,
probce lub kontroli, ktérej dotyczy btad oraz trybie awaryjnym.

Na przyktad:

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

e NTC_INT_CTRL_FAIL = Reakcja kontroli bez matrycy (NTC), kontroli wewnetrznej
(INT_CTRL) zostata zakoniczona niepowodzeniem (FAIL)

e SAMPLE_CTRL_HIGH_CONC = Probka (SAMPLE), kontrola oznaczenia (CTRL)
obecna w wysokim stezeniu (HIGH_CONC)
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Tabela 6. Flagi oprogramowania uzywane przez profile oznaczen PIK3CA

Flaga Znaczenie Dziatanie

IC_ABOVE_ACCEPTED_RANGE Niewazna reakcja. Powtérzy¢ reakcje.
Wartos¢ IC powyzej
okreslonego zakresu
w probéwce PC lub NTC.

Niewazna prébka. Wykona¢ ponowny test probki; jesli
Kontrola IC dla probki warto$¢ Cr IC wcigz przekracza
powyzej okreslonego akceptowalny zakres, nalezy

zakresu. przeprowadzi¢ ponowng izolacjg probki.

Jesli po ponownej izolacji probki i
dwukrotnym jej przetestowaniu warto$¢ dla
IC wcigz przekracza akceptowalny zakres,
nalezy zgtosi¢ wynik nieokres$lony.
(PC)_ABOVE_ACCEPTED_RANGE Niewazna reakcja. Powtdrzy¢ reakcje.
Kontrola PC powyzej
okreslonego zakresu.
(PC)_BELOW_ACCEPTED_RANGE Niewazna reakcja. Powtérzy¢ reakcje.
Kontrola PC ponizej
okreslonego zakresu.
IC_BELOW_ACCEPTED_RANGE Niewazna reakcja. Powtdrzy¢ reakcje.

Kontrola IC ponizej
okreslonego zakresu
w probéwce PC lub NTC.

Niewazna prébka. Wykona¢ ponowny test prébki; jesli
Kontrola IC dla probki warto$¢ Cr IC wcigz jest ponizej

ponizej okreslonego akceptowalnego zakresu, nalezy
zakresu. przeprowadzi¢ ponowng izolacje probki.

Jesli po ponownej izolacji probeki i
dwukrotnym jej przetestowaniu wartosé
dla IC wciaz jest ponizej akceptowalnego
zakresu, nalezy zgtosi¢ wynik
nieokreslony.

UNEXPECTED_CT_VALUE Niewazna reakcja. Powtérzy¢ reakcje.
W kontroli NTC wykryto
warto$é Cr.

NO_CT_VALUE Niepowodzenie PC lub IC. Powtérzy¢ reakcje.

Brak wartosci Cr dla PC w
probdwkach PC lub dla IC
w probéwkach PC i NTC.

Niewazna prébka. Wykona¢ ponowny test prébki; jesli wcigz
Brak wartosci Cr dla probki. nie zostanie uzyskana wartos¢ Cr IC,
nalezy przeprowadzi¢ ponowng izolacje
probki. Jesli po ponownej izolacji prébki
i dwukrotnym jej przetestowaniu wcigz nie
jest obserwowana warto$¢ dla IC, nalezy
zgtosi¢ wynik nieokreslony.

Cigg dalszy tabeli na nastepnej stronie

54 therascreen® PIK3CA RGQ PCR Kit — Instrukcja uzycia (Instrukcja obstugi) 09/2019



Tabela 6. Flagi oprogramowania uzywane przez profile oznaczen PIK3CA, ciag dalszy

Flaga

Znaczenie

Dziatanie

DNA_INPUT_TOO_HIGH

ABOVE_ACCEPTED_RANGE

T1_CONTROL_NO_CT_VALUE

Niewazna prébka.

Warto$¢ Cr kontroli
probki ponizej roboczego
zakresu kontrolnego.

Niewazna prébka.

Wartos¢ Cr kontroli
probki powyzej
roboczego zakresu
kontrolnego.

Niewazna prébka.

Brak wartosci Cr dla
probki w probéwkach z
prébkami kontrolnymi.

Prébka jest zbyt stezona i nalezy ja
rozcienczy¢. Postgpowac zgodnie z
instrukcjami w czesci ,Wartos¢ CT kontroli”,
strona 55.

Wykonaé ponowny test prébki; jesli warto$é
Cr kontroli wcigz przekracza roboczy zakres
kontrolny, nalezy przeprowadzi¢ ponowng
izolacje probki. Jesli po ponownej izolacji
probki i dwukrotnym jej przetestowaniu
wartos¢ Cr kontroli wcigz przekracza
roboczy zakres kontrolny, nalezy zgtosié¢
wynik nieokreslony.

Wykonaé¢ ponowny test prébki; w przypadku
braku wartosci Ct prébki, nalezy
przeprowadzi¢ ponowng izolacje probki.
Jesli po ponownej izolacji probeki i
dwukrotnym jej przetestowaniu wcigz nie
jest obserwowana warto$¢ Cr probki, nalezy
zgtosi¢ wynik nieokreslony.

Uwaga: Jesli po ponownym przetestowaniu probki dla prébki zostanie zgtoszony wynik

niewazny z innego powodu, jest ono nadal klasyfikowane jako drugie powtoérzenie i nalezy

przeprowadzi¢ ponowng izolacje probki.

Wartos¢ Cr kontroli

Istniejg dwie flagi, ktére moga zosta¢ zgtoszone dla prébki uniewaznionej z powodu wartosci

Cr kontroli:

e DNA_INPUT_TOO_HIGH: Prébka jest zbyt stezona i spowoduje przetadowanie

oznaczen mutacji. W celu uzyskania waznego wyniku probki nalezy rozcienczy¢

probke. Probki nalezy rozcienczaé, majgc na uwadze, ze rozcienczenie probki

o potowe spowoduje zwiekszenie wartosci Ct o 1. Probki nalezy rozcienczag,

uzywajgc wody dostarczonej w zestawie (woda do rozcienczania [Dil.]).
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W celu obliczenia wymaganego przesuniecia wartosci Ct kontroli (Xr) i oszacowania

wymaganego wspoiczynnika rozcienczenia (Tabela 7):

Xr =25 — X (probki FFPE)

Xr = 27 — X (prébki osocza)
gdzie 25 (dla prébek FFPE) lub 27 (dla probek osocza) to docelowa warto$¢ Ct kontroli
dla rozcienczonej prébki, a X to rzeczywista wartos¢ Ct kontroli rozcienczanej probki.
Jesli X nie jest liczbg catkowita, nalezy jg zaokragli¢ w goére do kolejnej liczby
catkowitej, np. 2,1 jest zaokraglane w gére do 3,0. Wartos¢ ta to Xr. Okresli¢

wymagany wspotczynnik rozcienczenia na podstawie Tabela 7.

Tabela 7. Obliczenie wspétczynnika rozcienczenia

Xr Wspotczynnik rozcienczenia Stosunek probki Wspoétczynnik rozc.
1 2-krotne 1 1

2 4-krotne 1 3

3 8-krotne 1 7

4 16-krotne 1 15

5 32-krotne 1 31

6 64-krotne 1 63

7* 128-krotne 1 127

8* 256-krotne 1 255

Dotyczy wytacznie osocza.

ABOVE_ACCEPTED_RANGE i T1_CONTROL_NO_CT_VALUE: Niewystarczajgca
ilos¢ DNA do analizy mutacji. Ponownie przetestowac prébke, gdy bedzie dostepna
wystarczajgca ilos¢ eluatu DNA (>30 pl). Jezeli po ponownym przetestowaniu prébki
ilos¢ DNA jest nadal niewystarczajgca, nalezy przeprowadzi¢ ponowng izolacje ze
Swiezych skrawkow FFPE lub swiezej prébki osocza. Jesli nie jest to mozliwe, nalezy
zgtosi¢ wynik nieokreslony.
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Parametry skutecznosci: Probki tkankowe

Skutecznos$c¢ analityczna: Probki tkankowe

Specyficzne parametry skutecznosci zestawu therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit okreslono
w badaniach, do ktérych wykorzystano probki tkanek FFPE pobrane od pacjentéw z rakiem
gruczotu sutkowego i 12 probek FFPE z ludzkich linii komdrkowych (probek FFPE z linii
komérkowych), ktore zawieraly znane mutacje genu PIK3CA wykryte za pomoca
oznaczenia, oraz jedng probke typu dzikiego pod wzgledem genu PIK3CA (tzn. nie
stwierdzono zadnych mutaciji, ktére sg wykrywane przez zestaw therascreen PIK3CA RGQ
PCR Kit w eksonach 7, 9i 20).

Granica proby slepej (Limit of blank, LoB): Prébki tkankowe

Granica proby $lepej (limit of blank, LoB) jest definiowana w wytycznej EP17-A2 instytutu CLSI
jako  ,najwyzszy wynik pomiaru, ktéory mozna zaobserwowaé (z okreslonym
prawdopodobienstwem) dla préby Slepej”. W przypadku zestawu therascreen PIK3CA RGQ
PCR Kit jest to punkt danych ktéry odpowiada gérnemu 95. percentylowi w prébkach
negatywnych wzgledem mutacji. Granice LoB wyznaczono, analizujgc 56 odrebnych
klinicznych probek FFPE typu dzikiego (30 prébek RES i 26 probek CNB) testowanych
w dwdch powtdrzeniach; kazdg prébke testowano za pomoca trzech serii zestawu therascreen
PIK3CA RGQ PCR Kit, dzieki czemu uzyskano tgcznie 336 punktéw danych. Zweryfikowano,
ze wartosci LoB dla kazdego z oznaczen mutacji (w odniesieniu do wartosci ACt) wykrywanych
przez zestaw therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit przekraczajg punkty odciecia wartosci ACt
okreslone dla kazdego z oznaczen. Ponizej przedstawiono podsumowanie tych wartosci wraz

z uzyskanymi wspoétczynnikami fatszywie pozytywnych wywotan.
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Tabela 8. Podsumowanie wynikéw LoB

Ekson Mutacja Zmiana zasady LoB (Wartos¢ ACt) Wspoétczynnik fatszywie
pozytywnych wywotan (%)
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

Granica wykrywalnosci (Limit of detection, LoD): Probki tkankowe

Przeprowadzono badanie w celu okreslenia granicy wykrywalnosci (limit of detection, LoD)
dla kazdej z 11 mutacji genu PIK3CA. Granicge LoD zdefiniowano jako najmniejszg ilosé
zmutowanego DNA obecnego w tle DNA typu dzikiego, ktéra spowoduje uzyskanie
pozytywnego wyniku pod wzgledem mutacji w 95% wynikow testow (Cos). Granice LoD dla
11 oznaczeh mutacji genu PIK3CA zawartych w zestawie therascreen PIK3CA RGQ PCR
Kit sg zgtaszane jako MAF. Aby okresli¢ granice LoD dla kazdej mutacji, przygotowano
probki kliniczne FFPE raka gruczotu sutkowego lub prébki DNA linii komodrkowej
charakteryzujgce sie¢ roznym odsetkiem mutacji, wykonujac seryjne rozcienczenia przy
uzyciu klinicznej probki FFPE typu dzikiego bedgcej odpowiednikiem tta, w taki sposéb, aby
uzyska¢ matg wejsciowg ilos¢ DNA. Dla kazdej mutacji genu PIK3CA oceniono procent
poprawnych wywotan na réznych poziomach rozcienczenia przy uzyciu trzech réznych serii
zestawu therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit, wykonujgc 24 powtdrzenia na serie zestawu
na od 5 do 6 pozioméw MAF. Granice LoD kazdego oznaczenia oceniono metodg probitowg
(Tabela 9). Ostateczng warto$¢ LoD dla kazdej mutacji oceniono jako najwyzszg wartosé
(pod wzgledem MAF) otrzymang we wszystkich seriach zestawu therascreen PIK3CA RGQ
PCR Kit. W celu weryfikacji granicy LoD przetestowano prébki zawierajgce zmutowane DNA
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w stezeniu réwnym okreslonej granicy LoD, a czesto$¢ otrzymywania pozytywnych wynikow
testu zweryfikowano w badaniu powtarzalnosci i odtwarzalnosci.

Tabela 9. Granica LoD dla prébek tkankowych wyznaczona przy uzyciu probek o matej wejsciowej iloSci DNA
otrzymanych z klinicznych probek FFPE i probek FFPE z linii komérkowych

Ekson Mutacja Nr identyfikacyjny Zmiana zasady LoD (% MAF)
cosmic*

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 4,084
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: Mutant allele frequency (czesto$¢ wystepowania zmutowanych alleli).

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

T Wartosci LoD ustalono za pomocg DNA z probek z linii komorkowych.
* Wartosci LoD ustalono za pomocg DNA z prébek klinicznych.

Zakres wejsciowej ilosci genomowego DNA: Prébki tkankowe

Do wykonania testu za pomocg zestawu therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit nie jest
uzywane DNA o okreslonym, wyznaczonym spektrofotometrycznie stezeniu. Wejsciowa
ilos¢ DNA okreslana jest na podstawie wyniku Ct otrzymanego dla reakcji kontrolnej, ktéry
wskazuje, czy w probce obecna jest wystarczajaca ilos¢ DNA, ktéry moze ulec amplifikacji.
Zakres roboczy wartosci Cr dla reakcji kontrolnej okreslono, uzywajgc 20 klinicznych prébek
FFPE typu dzikiego, otrzymujgc 107 punktdw danych. Zakres roboczy wartosci Cr dla reakcji
kontrolnej ustalono za pomocg obliczonych przedziatéw tolerancji. Ustalono, ze zakres
wartosci Cr dla reakcji kontrolnej wynosi od 23,23 do 33,38 Cr.
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Punkty odciecia ACt: Probki tkankowe

Punkt odciecia oznaczenia to swoista wartos¢ ACr, ktéra stuzy do ustalenia, czy probka
zostanie sklasyfikowana jako pozytywna, czy negatywna pod wzgledem mutacji genu
PIK3CA. Probki, dla ktérych otrzymane wartosci ACt sg réwne punktowi odciecia lub nizsze
od niego, sa klasyfikowane jako pozytywne pod wzgledem mutacji genu PIK3CA (tj. PIK3CA
Mutation Detected (Wykryto mutacje genu PIK3CA)), a probki, dla ktérych otrzymane
wartosci ACt przekraczajg punkt odcigcia sa klasyfikowane jako negatywne pod wzgledem
mutacji genu PIK3CA (tj. No Mutation Detected (Nie wykryto mutacji)). W celu ustalenia
punktéw odciecia dla kazdej mutacji uzyto prébek uzyskanych z linii komoérkowych, probek
klinicznych i DNA uprzednio wyizolowanegdo z linii komdrkowych. Punkty odcigcia wybrano,
uwzgledniajgc nastepujgce parametry: odsetek wynikéw fatszywie pozytywnych, odsetek

wynikow fatszywie negatywnych oraz czuto$¢ oznaczenia.

Punkty odciecia wyznaczone dla kazdego oznaczenia zawartego w zestawie therascreen
PIK3CA RGQ PCR Kit zawiera Tabela 10.

Tabela 10. Punkty odcigecia wyznaczone dla kazdego oznaczenia mutacji obowiazujace w przypadku
testowania DNA z prébek tkankowych

Oznaczenie Wartos¢ odcigcia (ACt)
C420R <6,0
E542K <48
E545A <10,0
E545D <7,5
E545G <9,5
E545K <6,5
Q546E <10,0
Q546R <7,0
H1047L <10,0
H1047R <7,0
H1047Y <6,2
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Wptyw wejsciowej ilosci DNA na otrzymywane wartosci ACt
(liniowosc): Probki tkankowe

Wejsciowy poziom DNA jest definiowany jako catkowita ilos¢ obecnhego w prébce DNA, ktory
moze ulec amplifikacji, okreslona na podstawie wartosci Ct otrzymanych dla reakgji kontrolnej
dla genu PIK3CA. W celu wykazania statej skutecznosci zestawu therascreen PIK3CA RGQ
PCR Kit w zakresie wartosci Ct ustalonym dla reakgji kontrolnej (od 23,23 do 33,38) probki
z serii rozcienczen 9-krotnych o réznej wejsciowej ilosci DNA (przy czym goérne i dolne poziomy
wykraczaly poza zakres roboczy Cr ustalony dla reakcji kontrolnej (wartosci Ct w zakresie
23,23-33,38)), oceniano wraz z probkami pozytywnymi wzgledem mutacji. Do tego badania
uzywano trzech réznych typow probek: prébki FFPE tkanki po resekciji, probki FFPE uzyskane
z linii komoérkowych oraz probki gDNA wyizolowanego uprzednio z linii komérkowych. Poziomy
MAF byly state, zmieniata sie natomiast wejsciowa ilos¢ DNA. Docelowe wartosci Ct dla
rozcienczen na poziomie 1 i 9 dla kazdej mutacji wynosity odpowiednio okoto 23,00 i okoto
33,50. Obie wartosci ustalono w taki sposéb, aby byly poza zakresem wartosci Ct okreslonym
dla reakc;ji kontrolne;.

Ocene przeprowadzano, uzywajgc jednej serii zestawu therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit,
wykonujac trzy powtorzenia testow na kazdy poziom DNA. W celu okreslenia zakresu liniowosci
wykonano analize regresji danych. Aby oznaczenie mogto zosta¢ uznane za liniowe w catym
zakresie wejsciowej ilosci DNA, w catlym zakresie wartosci ACt nie powinna by¢ obserwowana
zadna zmiana, ti. nie moze wystgpi¢ istotny statystycznie efekt liniowy, kwadratowy lub
szescienny. Ogolnie rzecz biorgc, wartosci ACt zmierzone na réznych wejsciowych poziomach
DNA byty spdjne w catym zakresie roboczym zestawu therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit dla
mutacji E542K, E545D, E545G, E545A, H1047Y, Q546E, C420R i H1047R, tzn. w oznaczeniach
tych nie zaobserwowano statystycznie istotnej wartosci p (p>0,05) dla efektdéw liniowych,
kwadratowych i szesciennych dopasowanych dla wszystkich badanych modeli. Oznaczenia
E545K, Q546R i H1047L nie sg liniowe dla wartosci ACt w zakresie wejsciowej ilosci
testowanego DNA. Zakres liniowy obserwowany dla oznaczenia E545K wynosit od 24,08 do
31,02 wartosci Cr. Zakres liniowy obserwowany dla oznaczenia Q546R wynosit od 24,28 do
32,69 wartosci Cr. Zakres liniowy obserwowany dla oznaczenia H1047L wynosit od 25,74 do
31,61 wartosci Ct. W przeprowadzonym badaniu ustalono, ze te nieliniowe efekty nie majg
wptywu na skuteczno$¢ oznaczerr E545K i H1047L. Wykryto jednak wptyw na skutecznosé
oznaczenia Q546R; probki przy granicy LoD moga dawaé wynik fatszywie negatywny, gdy
wejéciowa iloS¢ DNA jest duza (wartos¢ Cr dla reakcji kontrolnej rébwna okoto 23); jednakze
prawdopodobienstwo wystgpienia takiej sytuacji jest bardzo mate, okoto 0,0052%.
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Swoistos¢ oznaczenia (reaktywnosc¢ krzyzowa/swoistosc):
Prébki tkankowe

Zestaw therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit zawiera szes¢ odrebnych mieszanin
reakcyjnych: jedng do reakcji kontrolnej, podczas ktérej wykrywany jest region w 15. eksonie
genu PIK3CA i 11 do oznaczen mutacji, podczas ktérych wykrywane sg mutacje genu
PIK3CA. Nie jest dostepna mieszanina reakcyjna, ktéra w swoisty sposéb mierzy sekwencje
genu PIK3CA typu dzikiego w eksonach 7, 9 lub 20. Wynik ,No Mutation Detected”
(Nie wykryto mutacji) wygenerowany za pomocg zestawu therascreen PIK3CA RGQ PCR
Kit wskazuje na brak pozytywnych wynikéw wzgledem mutaciji.

Aby oceni¢, czy reaktywnos¢ krzyzowa pomiedzy mutacjami wykrytymi przez oznaczenie
zostata prawidtowo uwzgledniona podczas ustalania analitycznych punktdw odciecia, probki
kliniczne i probki z linii komérkowych pozytywne wzgledem mutacji byly badane w dwéch
powtdrzeniach, przy uzyciu trzech serii zestawu therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit przy
niskiej wejsciowej ilosci DNA oraz niskiej wartosci MAF% oraz przy wysokiej wejsciowej
ilosci DNA oraz wysokiej wartosci MAF% (w wyniku czego uzyskano tgcznie 240 punktow
danych). Podczas tego badania zaobserwowano jeden przypadek reaktywnos$ci krzyzowej
miedzy mutacjg E545D a mutacjg H1047R oraz jeden miedzy mutacja C420R a mutacjg
H1047R. Wystgpity rowniez cztery przypadki amplifikacji nieswoistej wzgledem mutacji
pomiedzy préobkami, w ktorych byly obecne mutacje E545A oraz H1047L przy wysokiej
wartosci MAF. Ogotem amplifikacje nieswoistg wzgledem mutacji zaobserwowano w 6/240
punktach danych. Te punkty danych (szes$¢ punktow danych), w ktérych zaobserwowano
amplifikacje nieswoistg wzgledem mutacji, wystepowaty rzadko i byly niespéjne z wynikami
otrzymanymi dla pozostatych powtdrzen tych samych probek. Wynikow tych nie uznano
zatem za skutek reaktywnosci krzyzowej. Jednakze zaobserwowano reaktywnosc¢ krzyzowg
w reakcji PCR miedzy mutacjg H1047L a mutacjg H1047R. Ta reaktywnos¢ krzyzowa jest
jednokierunkowa tj. dla probki, w ktérej jednoczesnie wystepujg mutacje H1047R i H1047L,
bedzie raportowany tylko wynik ,H1047R Mutation Detected” (Wykryto mutacje H1047R).
Reguta ta jest zawarta w zautomatyzowanym algorytmie profilu oznaczenia
.therascreen_PIK3CA_FFPE”.
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Zakiocenia: Probki tkankowe

Wptyw tkanki martwiczej

W celu oceny potencjalnych zakidcenn spowodowanych obecnoscig tkanki martwiczej
w prébkach FFPE raka gruczotu sutkowego na skutecznos¢ zestawu therascreen PIK3CA
RGQ PCR Kit przeanalizowano wyniki otrzymane dla probek klinicznych FFPE z badania
klinicznego SOLAR-1 za pomoca zestawu therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit oraz w wyniku
sekwencjonowania nowej generacji (next generation sequencing, NGS). Oceniono tgcznie
180 prébek, dla ktérych w sekwencjonowaniu NGS otrzymano wynik negatywny wzgledem
mutacji PIK3CA, oraz 199 probek, dla ktérych w sekwencjonowaniu NGS otrzymano wynik
pozytywny wzgledem mutacji PIK3CA; analizowano probki CNB oraz RES. Odsetek tkanki
nekrotycznej, okreslony przez patologa, wahat sie od 0 do 10% w przypadku probek
negatywnych wzgledem mutacji oraz od 0 do 20% w przypadku probek pozytywnych
wzgledem mutac;ji.

W przypadku 20 probek FFPE pozytywnych wzgledem mutaciji i negatywnych wzgledem mutacii
wyniki uzyskane za pomoca zestawu therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit byly niezgodne
z oczekiwanymi wynikami sekwencjonowania NGS. Wyniki te otrzymano dla 17 prébek
negatywnych wzgledem mutacji oraz dwoch prébek pozytywnych wzgledem mutacji, w ktérych
odsetek tkanki martwiczej wynosit mniej niz 5%, oraz dla jednej probki negatywnej wzgledem
mutacji, w ktorej odsetek tkanki martwiczej wynosit mniej niz 10%; z tego wzgledu mato
prawdopodobne jest, ze przyczyng tych niezgodnych wynikdw byta obecnos¢ tkanki martwicze;.
Wyniki te wskazuja, ze zestawu therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit mozna uzywac¢ z probkami
FFPE raka gruczotu sutkowego, w ktérych odsetek tkanki martwiczej nie przekracza 20%.

Wplyw hemoglobiny i substancji egzogennych

Wptyw potencjalnych substancji zakitécajacych wprowadzonych z zestawu do izolacji
materiatu z probek FFPE (substancja egzogenna) lub obecnych w prébce (hemoglobina) na
skutecznos$¢ oznaczenia zmierzono poréwnujgc wartosci ACt uzyskane dla prébki kazdej
mutacji, do ktérej dodano substancje zakidcajgcg, z wynikami uzyskanymi dla probek
kontrolnych i poréwnaniu prawidtowych wywotan dla prébek DNA typu dzikiego.
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Przebadano nastepujace substancje egzogenne obecne podczas procesu izolacji DNA:

® wosk parafinowy;
® ksylen;

e etanol;

e Buffer ATL;

® proteinaza K;

e Buffer AL;

o Buffer AW1;

e Buffer AW2.

Probki, do ktérych dodawano egzogenne substancje zakicajgce, znormalizowano uprzednio
do wartosci Cr 30,00, a nastepnie rozcienczono, uzywajgc probki typu dzikiego (réwniez
znormalizowanej do wartosci Cr 30,00), aby uzyska¢ wartos¢ ACt oczekiwang przy MAF
odpowiadajgcym stezeniu 3x LoD. Prébek, do ktérych dodawano hemoglobine (substancja
endogenna) podczas procesu izolacji, nie normalizowano do wartosci Cr 30,00 ani nie
rozcienczano do stezenia 3x LoD przed oceng mutacji; uzywano ich od razu po izolacji.
Postepowano w ten sposéb, aby unikng¢ wyeliminowania jakiejkolwiek zmienno$ci, ktéra

mogta zosta¢ wprowadzona przez substancje zaktécajgca.

Do wykonania badania konieczne byto przygotowanie zestawu prébek testowych oraz
zestawu probek Slepych (bufor Buffer AVE dla substancji egzogennych i woda dla
hemoglobiny). Zestaw probek testowych obejmowat probki zawierajgce wszystkie mutacje
oraz probki typu dzikiego, do ktérych dodano substancje zaktdcajgcg. Zestaw prébek
Slepych obejmowat probki zawierajgce wszystkie mutacje oraz probki typu dzikiego, do
ktorych dodano odpowiednig substancje kontrolng. W przypadku prébek testowanych
z hemoglobing substancje dodawano podczas procesu izolacji, aby odzwierciedli¢ sytuacje,
w ktérej substancja ta zostataby wprowadzona w probce FFPE. Testowane stezenie
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hemoglobiny i szacowang objetos¢ tkanki uzywane w procesie izolacji okreslono na
podstawie wytycznych instytutu CLSI (CLSI EP7-A2, zatgcznik D, 2005, Interference Testing
in Clinical Chemistry; Approved Guideline). Zalecane testowane stezenie podane
w dokumencie EPOQ7-A, zatacznik D, 2005 to 2 mg/ml. W przypadku probek testowanych
z egzogennymi substancjami potencjalnie zaktécajgcymi substancje dodawano po
znormalizowaniu prébki do wartosci Ct 30,00 i rozcienczeniu jej do stezenia 3x LoD przy
stezeniu substancji odpowiadajagcym najwyzszemu prawdopodobnemu poziomowi (stezenie
obecne w najgorszym przypadku) substancji zaktdcajgcej wprowadzonej do prébki poprzez
zanieczyszczenie spowodowane przeniesieniem (stezenie 10x). Lgcznie przetestowano
sze$¢ powtdrzen kazdej kombinacji probka/substancja zaktdcajgca, uzywajac jednej serii
zestawu therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit. Wszystkie wywotania mutacji w prébkach
zawierajgcych mutacje oraz prébkach typu dzikiego byty zgodnie z oczekiwaniami. W
przypadkach, gdy zaobserwowano istotng réznice miedzy probkami, do ktérych dodano
substancje zaktécajaca, a probkami kontrolnymi, miescita sie ona w granicach
dopuszczalnej posredniej precyzji oznaczenia, a tym samym w granicach nieodtgczne;j
zmienno$ci oznaczenia. Wyniki te wskazujg, ze badane substancje nie zakiocajg wynikow
zestawu therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit.

Mozliwos¢ wymiennego stosowania serii: Probki tkankowe

W systemie therascreen PIK3CA RGQ PCR System uzywany jest zestaw QlAamp DSP
DNA FFPE Tissue Kit do izolacji DNA oraz zestaw therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit do
amplifikacji DNA i wykrywania statusu mutacji genu PIK3CA. Odtwarzalnos¢ miedzy seriami
udowodniono przy uzyciu trzech serii zestawu QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit i trzech
serii zestawu therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit. Ogdlny odsetek poprawnych wywofan
miedzy seriami dla probek pozytywnych wzgledem wszystkich mutacji oraz prébek typu
dzikiego wyniost 96,8% (363/375).
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Postepowanie z probkami: Probki tkankowe

Odtwarzalnos$é¢ zestawu QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit zbadano, uzywajgc skrawkow
wycietych z 11 bloczkéw probek FFPE; czterech klinicznych probek raka gruczotu
sutkowego z mutacjg genu PIK3CA, szesciu prébek z linii komérkowych z mutacjg genu
PIK3CA oraz jednej klinicznej prébki raka gruczotu sutkowego typu dzikiego. Kazda probka
byla izolowana przez dwéch operatorow, w trzech powtérzeniach, w trzech réznych
osrodkach, dzieki czemu uzyskano po 18 punktow danych na probke. W kazdym osrodku
testy wykonywano za pomocg jednej serii zestawu QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit
i jednej serii odczynnikow zestawu therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit. Wszystkie wazne
probki z mutacjg oraz prébki typu dzikiego daty oczekiwany ogélny wynik statusu mutac;ji
(odsetek prawidtowych wywotan = 100%, 18/18 dla kazdej probki). Odsetek prawidtowych
wywotan dla wszystkich wywofan swoistych mutacji genu PIK3CA wynosit 97,92%, co
potwierdza odtwarzalno$¢ i powtarzalnosé zestawu therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit na
etapie przedanalitycznej izolacji DNA.

Powtarzalnos¢ i odtwarzalnosc¢: Probki tkankowe

Precyzje i odtwarzalno$¢ zestawu therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit oceniono, testujgc
DNA wyizolowane z klinicznych prébek FFPE raka gruczotu sutkowego zawierajgcych
mutacje E542K, E545G, E545K, H1047L, H1047R i Q546R genu PIK3CA oraz prébek FFPE
z linii komorkowych zawierajacych mutacje C420R, E545A, E545D, H1047Y, Q546E
i Q546R genu PIK3CA. W badaniu testowano réwniez kliniczne prébki FFPE tkanki gruczotu
sutkowego typu dzikiego (Tabela 11).

W celu wykazania powtarzalnosci zestawu prébki charakteryzujgce sie dwoma poziomami
mutacji (LoD i 3x LoD) testowato trzech operatoréw, wykonujgc dwa powtdrzenia dziennie
w ciggu 20 nienastepujgcych po sobie dni, dzieki czemu uzyskano po 120 punktéw danych
dla kazdej probki w jednym osrodku (zlokalizowanym w Wielkiej Brytanii), z wyjgtkiem
probek o stezeniu LoD z mutacjami E545A i Q546R genu PIK3CA. W celu wykazania
powtarzalnosci probki z mutacjami E545A i Q546R o stezeniu LoD oceniato trzech
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operatoréw przez szesé¢ dni w jednym osrodku, wykonujgc dwie serie i cztery powtdrzenia,
dzieki czemu uzyskano 144 pomiary. W celu wykazania odtwarzalnosci kazdy operator
(trzech operatoréw na jeden o$rodek) w dwéch dodatkowych osrodkach (oba zlokalizowane
w USA) wykonywat dwie serie testéw dziennie w ciggu 10 dni, dzieki czemu z kazdego
dodatkowego o$rodka uzyskano po dodatkowe 60 punktéw danych na prébke, z wyjgtkiem
probek o stezeniu LoD z mutacjami E545A i Q546R genu PIK3CA. Probki z mutacjami
E545A i Q546R genu PIK3CA o stezeniu LoD oceniato trzech operatorow przez sze$¢ dni
w dodatkowych dwéch odrodkach, wykonujgc dwie serie i cztery powtérzenia, dzieki czemu
w kazdym osrodku otrzymano po 144 pomiary, facznie 432 we wszystkich trzech osrodkach.
W kazdym osrodku probki testowano za pomocg dwdch serii zestawu therascreen PIK3CA
RGQ PCR Kit (trzy serie w trzech osrodkach). Do izolacji DNA z prébek FFPE uzywano
jednej lub dwéch serii zestawu QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit. Przygotowane prébki
miaty niskie wejsciowe ilosci DNA, a docelowg wartoscig Ct kontroli byto okoto 30.

Probki pozytywne wzgledem mutacji byly testowane wytgcznie przy uzyciu mieszaniny do
reakcji kontrolnej oraz odpowiedniej mieszaniny reakcyjnej przeznaczonej do wykrywania
danej mutacji. Prébki typu dzikiego byly testowane przy uzyciu wszystkich mieszanin
reakcyjnych.

Odsetek prawidtowych wywotan dla kazdej prébki zawiera Tabela 11 z danymi dotyczgcymi
powtarzalnosci.
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Tabela 11. Powtarzalno$¢ oznaczenia — odsetek prawidiowych wywotan dla mutacji genu PIK3CA
testowanych w prébkach DNA uzyskanych z prébek tkanek FFPE.

Dolna
Stosunek dwustronna
Poziom waznych Prawidtowe granica 95-
Ekson Mutacja mutacji wynikow wywotania, %  procentowego Cl
ND. Typ dziki ND. 108/120 90,00 83,18
LoD 120/120 100,00 96,97
7 C420R
3x LoD 120/120 100,00 96,97
9 E542K LoD 119/119 100,00 96,95
3x LoD 120/120 100,00 96,97
E545A LoD* 144/144 100,00 97,47
3x LoD 120/120 100,00 96,97
E545D LoD 120/120 100,00 96,97
3x LoD 120/120 100,00 96,97
E545G LoD 120/120 100,00 96,97
3x LoD 120/120 100,00 96,97
E545K LoD 118/120 98,33 94,11
3x LoD 120/120 100,00 96,97
Q546E LoD 120/120 100,00 96,97
3x LoD 120/120 100,00 96,97
Q546R LoD* 139/140 99,29 96,08
3x LoD 119/119 100,00 96,95
20 H1047L LoD 117/120 97,50 92,87
3x LoD 120/120 100,00 96,97
H1047R LoD 120/120 100,00 96,97
3x LoD 120/120 100,00 96,97
H1047Y LoD 117/120 97,50 92,87
3x LoD 120/120 100,00 96,97

ND.: nie dotyczy.

* Prébki z mutacjami E545A i Q546R genu PIK3CA o stezeniu LoD oceniato trzech operatoréw przez sze$¢ dni
w jednym osrodku, wykonujac dwie serie i cztery powtdrzenia, dzieki czemu uzyskano 144 pomiary.
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Tabela 12. Odtwarzalno$¢ oznaczenia — odsetek prawidiowych wywotan dla mutacji genu PIK3CA
testowanych w prébkach DNA uzyskanych z prébek tkanek FFPE.

Dolna
Stosunek dwustronna
Poziom waznych Prawidtowe granica 95-
Ekson Mutacja mutacji wynikow wywotania, %  procentowego Cl
ND. Typ dziki ND. 222/240 92,50 88,41
LoD 240/240 100,00 98,47
7 C420R
3x LoD 240/240 100,00 98,47
9 E542K LoD 237/239 99,16 97,01
3x LoD 240/240 100,00 98,47
E545A LoD* 431/432 99,77 98,73
3x LoD 240/240 100,00 98,47
E545D LoD 238/240 99,17 97,02
3x LoD 240/240 100,00 98,47
E545G LoD 240/240 100,00 98,47
3x LoD 240/240 100,00 98,47
E545K LoD 238/240 99,17 97,02
3x LoD 240/240 100,00 98,47
Q546E LoD 240/240 100,00 98,47
3x LoD 240/240 100,00 98,47
Q546R LoD* 421/424 99,29 97,95
3x LoD 239/239 100,00 98,47
20 H1047L LoD 230/240 95,83 92,47
3x LoD 240/240 100,00 98,47
H1047R LoD 240/240 100,00 98,47
3x LoD 240/240 100,00 98,47
H1047Y LoD 234/240 97,50 94,64
3x LoD 240/240 100,00 98,47

ND.: nie dotyczy.

* Prébki z mutacjami E545A i Q546R genu PIK3CA o stezeniu LoD oceniato trzech operatoréw przez sze$¢ dni
w trzech osrodkach, wykonujgc dwie serie i cztery powtérzenia, dzigki czemu w kazdym osrodku otrzymano
144 pomiary, tacznie 432 pomiary.

W celu oszacowania odchylenia standardowego dla zmiennosci wynikéw pomiedzy
zestawami, pomigdzy seriami, pomiedzy operatorami, pomiedzy aparatami, pomigdzy
dniami i zmiennosci wewnatrz serii pod katem powtarzalno$ci i odtwarzalnosci wykonano

analize zmiennych elementéw badania. W przypadku wszystkich zmiennych elementéw
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badania catkowite odchylenie standardowe (standard deviation, SD) wynosito 1,32 ACt dla
stezenia LoD i 0,63 ACt dla stezenia 3x LoD dla wszystkich mutacji genu PIK3CA
testowanych w badaniu odtwarzalnosci. W przypadku wszystkich probek panelu mutacji SD
wynosito 0,17 ACr dla stezenia LoD i <0,16 AC+ dla stezenia 3x LoD dla zmiennosci miedzy
seriami (mozliwos¢ wymiennego stosowania serii). SD dla zmiennosci wewnatrz serii
(powtarzalnos¢) wyniosto <1,24 ACt dla stezenia LoD i 0,53 ACt dla stezenia 3x LoD.

Zanieczyszczenie krzyzowe/analityczne zanieczyszczenie
spowodowane przeniesieniem: Probki tkankowe

Celem tego badania byta ocena zestawu therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit podczas
testowania probek wysoce pozytywnych wzgledem mutacji PIK3CA réwnolegle z prébkami
negatywnymi wzgledem mutacji PIK3CA. W badaniu oceniano mozliwos¢ wystgpienia
zanieczyszczenia krzyzowego podczas catej procedury testowej (izolacja DNA i dalsze
testowanie za pomocg zestawu therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit).

Badanie przeprowadzano na probkach FFPE z linii komérkowej z mutacjg H1047R
(najczesciej wystepujgca mutacja) oraz probkach typu dzikiego. Wyizolowano dwa niezalezne
zestawy probek nazwane jako ,Set A” (Zestaw A) i ,Set B” (Zestaw B) zgodnie z matryca
izolacji zaprojektowang w taki sposdb, aby stworzy¢ ryzyko zanieczyszczenia krzyzowego
probki. Izolacje wykonywato dwéch operatoréw. Dla prébek pozytywnych wzgledem mutaciji
(H1047R) wykonano tacznie 18 izolacji (dziewie¢ na zestaw). Dla probek typu dzikiego
wykonano tgcznie 42 izolacje (21 na zestaw). Wyizolowany materiat oceniano pod katem
mutacji w dziesieciu reakcjach PCR; pie¢ reakcji na zestaw prébek przygotowywat kolejno ten
sam operator, uzywajac tego samego wyposazenia i aparatu Rotor-Gene Q, przy czym zadne
inne reakcje nie byty przygotowywane za pomocag tego aparatu miedzy tymi reakcjami.
Wyizolowany materiat testowano za pomocg mieszaniny do reakcji kontrolnej oznaczenia
(therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit — probdéwka 1) oraz mieszaniny reakcyjnej przeznaczonej
dla danej mutacji (therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit — probdwka 6).
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Zaobserwowany odsetek prawidtowych wywotan mutacji dla waznych probek typu dzikiego
wynosit 100%, wskazujgc brak zanieczyszczenia krzyzowego probek typu dzikiego przez
probki zawierajgce mutacji uzywane w tej samej procedurze izolacji DNA i podczas

przygotowania reakcji.

Doktadnosc¢: Porownanie do analitycznej metody referencyjnej
(prébki tkankowe)

W celu wykazania dokfadnosci zestawu therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit wzgledem
zwalidowanego oznaczenia NGS przeprowadzono badanie doktadnosci przy uzyciu
klinicznych prébek FFPE od pacjentow z rakiem gruczotu sutkowego poddanych
randomizacji w badaniu klinicznym SOLAR-1, dla ktérych dostepna byta ilo$¢ prébki
wystarczajgca do wykonania testow za pomocg poréwnawczego oznaczenia NGS. Sposréd
tych 453 prébek klinicznych, 385 probek spetnito wymagania poréwnawczego oznaczenia
NGS dotyczace objetosci tkanki i zawartosci guza, a 379 dato wazny wynik oznaczenia NGS.

Prébki z waznymi wynikami oznaczenia NGS i zestawu therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit
przeanalizowano za pomocg referencyjnego oznaczenia NGS w celu oceny zgodnosci
procentowej wynikéw dodatnich (positive percent agreement, PPA), zgodnosci procentowej
wynikow ujemnych (negative percent agreement, NPA) i procentowej zgodnosci ogdtem
(overall percent agreement, OPA). Te wartosci procentowe, wraz z odpowiadajgcymi im
dwustronnymi granicami 95-procentowych przedziatéw ufnosci (confidence interval, Cl),
obliczone metodg Cloppera-Pearsona, zawiera Tabela 13.

Tabela 13. Analiza zgodnosci dla prébek tkanek FFPE

Miara Procent zgodnosci (N) Dwustronna granica 95-procentowego Cl
Zgodnos¢ procentowa wynikow 99,0 (197/199) 96,4, 99,9

dodatnich

Zgodnos¢ procentowa wynikéw 90,0 (162/180) 84,7,94,0

ujemnych

Procentowa zgodno$¢ ogotem 94,7 (359/379) 92,0, 96,7
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Sposréd 20 niezgodnych wynikéw statusu mutacji dla dwdch prébek uzyskano wynik
negatywny przy uzyciu zestawu therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit, ale uzyskano wynik
pozytywny za pomocg oznaczenia NGS, natomiast dla 18 probek uzyskano wynik pozytywny
przy uzyciu zestawu therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit, ale uzyskano wynik negatywny za
pomocg oznaczenia NGS. Przy uzyciu oznaczenia NGS wykryto, ze obie probki, dla ktérych
uzyskano wynik negatywny przy uzyciu zestawu therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit
i pozytywny za pomocg oznaczenia NGS, miaty poziomy MAF ponizej granicy LoD zestawu
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit. Sposrod 18 probek, dla ktérych otrzymano pozytywny
wynik przy uzyciu zestawu therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit i negatywny wynik za pomocg
oznaczenia NGS, 11 probek byto stabo pozytywnych (w granicach jednego ACt od punktu
odciecia przy uzyciu zestawu therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit — prébki stabo
pozytywne). W jednym przypadku prébka zostata wykryta jako mutacja H1047L (3140A>T)
przy uzyciu zestawu therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit, ale wykryta jako mutacja H10471
(3139_3140CA>AT) za pomocg oznaczenia NGS. Nie okreslono przyczyny wystgpienia
pozostatych szesciu niezgodnych wynikow.

Tabela 14 przedstawia zgodnos¢ PPA dla sekwencji docelowej z oznaczeniem NGS jako

metodg niezalezng statystycznie.

Tabela 14. Analiza zgodnosci dla prébek tkanek FFPE wedlug okreslonej mutacji

Mutacja* Zgodnos¢ procentowa Dwustronna granica
wynikow dodatnich (N) 95-procentowego 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

* Wszystkie 11 mutacji genu PIK3CA wykryto w prébce tkankowej z badania klinicznego SOLAR-1 (Tabela 15).
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Skutecznosé kliniczna: Prébki tkankowe

Zestaw therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit jest przeznaczony do stosowania jako
towarzyszacy test diagnostyczny wspomagajgcy lekarzy podczas identyfikacji pacjentow
z rakiem gruczotu sutkowego, ktérzy moga kwalifikowa¢ sie do leczenia preparatem
PIQRAY (alpelisib) na podstawie obecnosci co najmniej jednej mutacji genu PIK3CA
wykrytej w klinicznych prébkach FFPE tkanek gruczotu sutkowego.

Dane dotyczgce wynikéw badan klinicznych

Badanie SOLAR-1, CBYL719C2301, byto podwdjnie zaslepionym, kontrolowanym placebo,
miedzynarodowym, wieloosrodkowym badaniem klinicznym Il fazy z randomizacja,
okreslajgcym skutecznos$¢ i bezpieczenstwo leczenia preparatem PIQRAY (alpelisib)
w potgczeniu preparatem fulwestrant w poréwnaniu do przyjmowania placebo w potgczeniu
z preparatem fulwestrant u mezczyzn i kobiet po menopauzie z HR+, HER2-negatywnym
zaawansowanym rakiem gruczotu sutkowego, ktory postepowat podczas lub po leczeniu
inhibitorem aromatazy. Do badania wtgczono fgcznie 572 pacjentéw z rakiem gruczotu
sutkowego, i podzielono ich na dwie grupy, bez lub z mutacjg genu PIK3CA. Pacjentéw
poddano randomizacji, w wyniku ktorej utworzono dwie grupy (stosunek 1:1) — do leczenia
preparatem PIQRAY (alpelisib) (300 mg) w potaczeniu z preparatem fulwestrant lub do
przyjmowania placebo w potgczeniu z preparatem fulwestrant. Randomizacja byta
stratyfikowana wedtug przerzutéw do ptuc illub watroby oraz uprzedniego leczenia
inhibitorem(-ami) CDK4/6.

Pierwszorzedowym punktem koricowym badania byto przezycie bez progresji (progression-free
survival, PFS) okreslone na podstawie kryteriow oceny odpowiedzi na leczenie Response
Evaluation Criteria in Solid Tumors (RECIST v1.1), na podstawie oceny badacza dokonanej
u pacjentéw z zaawansowanym rakiem gruczotu sutkowego, ktérych wigczono do badania na
podstawie obecnosci mutacji genu PIK3CA. Pozostate drugorzedowe punkty kohncowe
obejmowaty PFS dla pacjentéw, u ktérych nie wystepowata mutacja genu PIK3CA, a takze czas
catkowitego przezycia (overall survival, OS), ogdlny odsetek odpowiedzi na leczenie (overall
response rate, ORR) i odsetek korzysci klinicznych (clinical benefit rate, CBR) w catej grupie
PIK3CA (ij. bez lub z mutacjg genu PIK3CA).
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Status mutacji genu PIK3CA okreslano centralnie podczas badan przesiewowych i badan
kwalifikacyjnych pacjentéw za pomocg oznaczenia przeznaczonego wytacznie na uzytek
danego badania klinicznego (clinical trial assay, CTA) lub zestawu QIAGEN therascreen
PIK3BCA RGQ PCR Kit, testujgc probki FFPE raka gruczotu sutkowego. Sposréd
572 pacjentéw poddanych randomizacji w ramach badania SOLAR-1, 177 pacjentéw
(30,9% populacji biorgcej udziat w badaniu, w tym 172 pacjentéw pozytywnych wzgledem
mutacji genu PIK3CA i pie¢ pacjentow negatywnych wzgledem mutacji genu PIK3CA)
poddano randomizaciji przy uzyciu zestawu therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit. Wszystkich
pozostatych pacjentéw (395) poddano randomizacji przy uzyciu testu CTA (69,1% populaciji
biorgcej udziat w badaniu, w tym 169 pacjentéow pozytywnych wzgledem mutacji genu
PIK3CA i 226 pacjentdw negatywnych wzgledem mutacji genu PIK3CA).

Wykazano przewage leczenia preparatem PIQRAY (alpelisib) w potgczeniu z preparatem
fulwestrant nad leczeniem samym preparatem fulwestrant w zakresie pierwszorzedowego
punktu kohcowego PFS, ocenionego przez badacza przy uzyciu kryteriow RECIST
1.1 w grupie os6b z mutacjg genu PIK3CA. Zaobserwowano zmniejszenie ryzyka progresji
choroby lub zgonu o okoto 35% na korzys¢ grupy, ktérg poddawano leczeniu preparatem
PIQRAY (alpelisib) w potgczeniu z preparatem fulwestrant, w stosunku do grupy, ktérej
podawano placebo w potgczeniu z preparatem fulwestrant (wspétczynnik ryzyka [HR] = 0,65;
95-procentowy Cl): 0,50, 0,85; p = 0,0013, na podstawie dwustronnego, stratyfikowanego
logarytmicznego testu rang). Mediana czasu PFS zostata wydtuzona o klinicznie istotne
5,3 miesigca, z 5,7 miesigca w grupie przyjmujgcej placebo w potgczeniu z preparatem
fulwestrant do 11,0 miesigca w grupie przyjmujgcej preparat PIQRAY (alpelisib)
w potgczeniu z preparatem fulwestrant (Ryc. 20).
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a Czas ucigcia
Alpelisib 300 mg qd + Fulv (n/N = 103 / 169)
4~ Placebo qd + Fulv (n/N =129/ 172)

Wspétczynnik ryzyka = 0,65
95-procentowy Cl [0,50;0,85]
Mediany Kaplana-Meiera

Alpelisib 300 mg qd + Fulv: 11,0
Placebo qd + Fulv: 5,7

60 1

'S

Wartos¢ p 2-stronnego log testu rang = 0,0013
40 ™
Ay

Prawdopodobienstwo przezycia bez progresji (%)

L— T T L— L— 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 29 30 31

Czas (miesigce)
Liczba pacjentéw wciaz obarczonych ryzykiem

Czas (miesiace) 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 qd + 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 qd + 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 0 0 o0 0

- Stratyfikowany logarytmiczny test rang i stratyfikowany model Coxa wykorzystujacy warstwy zdefiniowane przez (i) wczeéniejsze stosowanie
inhibitora CDK 4/6. (ii) przerzuty do ptuc i/lub watroby.

Ryc. 20. Wykres Kaplana-Meiera przedstawiajacy PFS obserwowane podczas leczenia pacjentéw z mutacja
genu PIK3CA poddanych randomizacji w badaniu klinicznym SOLAR-1.

Probki pobrane od 395 pacjentéw, ktérych poddano randomizacji za pomocg testu CTA,
przetestowano retrospektywnie za pomocg zestawu therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit
i otrzymano 389 probek, ktére mozna byto poddac ocenie za pomocg zestawu therascreen
PIK3CA RGQ PCRKit (98,5%); szesciu probek pacjentdw nie mozna byto oceni¢ za pomocg
zestawu therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit (Tabela 16).
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Tabela 15. Czestos¢ wystepowania mutacji genu PIK3CA wykrywanych przez zestaw therascreen PIK3CA
RGQ PCR Kit w prébkach tkankowych z badania klinicznego SOLAR-1

Czestos¢
wystepowania
Nr identyfikacyjny w prébkach tkanek
Ekson Mutacja* cosmict Zmiana zasady FFPE (N) = 374 (%)
7 C420R 757 1258 T>C 6(1,6)
9 E542K 760 1624 G>A 66 (17,6)
E545A 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)

* Pacjent, dla ktérego uzyskano wynik pozytywny wzgledem mutacji genu PIK3CA, moze mie¢ wiecej niz jedng
mutacje.

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

N = liczba pacjentéw, dla ktérych uzyskano wynik pozytywny wzgledem mutacji genu PIK3CA, okreslona w ramach
badania klinicznego SOLAR-1 na prébkach tkanek FFPE.

Tabela 16. Rozktad wynikow otrzymanych dla prébek pacjentéow poddanych ponownym badaniom
retrospektywnym (petna analiza, z uwzglednieniem testu CTA)

Wyniki zestawu therascreen  Wynik pozytywny w Wynik negatywny w tacznie (N = 395)
PIK3CA RGQ PCR Kit tescie CTA (N = 169) tescie CTA (N = 226)

Valid (Wynik wazny) 169 (100,0%) 220 (97,3%) 389 (98,5%)
Positive (Wynik pozytywny) 164 (97,0%) 11 (4,9%) 175 (44,3%)
Negative (Wynik negatywny) 5(3,0%) 209 (92,5%) 214 (54,2%)
Invalid (Wynik niewazny) 0 (0%) 6 (2,7%) 6 (1,5%)

W celu oceny zgodnosci wynikow miedzy testem CTA a zestawem therascreen PIK3CA
RGQ PCR Kit obliczono wskazniki zgodnosci PPA, NPA i OPA, wraz z odpowiadajgcymi im

dwustronnymi doktadnymi 95-procentowymi przedziatami ufnosci Cloppera-Pearsona.
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Tabela 17 przedstawia podzbiér danych dotyczacych zestawu therascreen PIK3CA RGQ
PCR Kit, ktére poddano ocenie wzgledem testu CTA (test referencyjny), i wskazuje wysoki
poziom zgodnosci miedzy wynikami testu CTA i wynikami zestawu therascreen PIK3CA
RGQ PCR Kit.

Tabela 18 zawiera dane, kiére poddano ocenie wzgledem zestawu therascreen PIK3CA
RGQ PCR Kit (test referencyjny), i wskazuje wysoki poziom zgodnosci miedzy wynikami
testu CTA i wynikami zestawu therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit.

Tabela 17. Porownanie zestawu therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit z testem CTA (test CTA jako metoda
referencyjna)

Miara zgodnosci Procent zgodnosci, % Dwustronna granica
95-procentowego Cl

Zgodnosé procentowa wynikéw dodatnich 97,0 93,2, 99,0
(Positive percent agreement, PPA)

Zgodnos¢ procentowa wynikéw ujemnych 95,0 91,2, 97,5
(Negative percent agreement, NPA)

Procentowa zgodno$¢ ogétem (Overall percent 95,9 93,4, 97,6
agreement, OPA)

Tabela 18. Poréwnanie zestawu therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit z testem CTA (zestaw therascreen PIK3CA
RGQ PCR Kit jako test referencyjny)

Miara zgodnosci Procent zgodnosci, % Dwustronna granica
95-procentowego CI

Zgodnos¢ procentowa wynikéw dodatnich 93,7 89,0, 96,8

(Positive percent agreement, PPA)

Zgodnos¢ procentowa wynikéw ujemnych 97,7 94,6, 99,2

(Negative percent agreement, NPA)

Procentowa zgodnos¢ ogétem (Overall percent 95,9 93,4, 97,6

agreement,OPA)

Tabela 19 zawiera szacunkowe wartosci PPA, NPA i OPA obliczone ponownie w celu
skorygowania ich przy uwzglednieniu wynikéw brakujgcych dla szesciu probek, dla ktérych
nie bylo mozliwe otrzymanie wyniku przy uzyciu zestawu therascreen PIK3CA RGQ PCR

Kit, ale otrzymano dla nich wynik negatywny wzgledem mutacji za pomocg testu CTA.
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Tabela 19. Poréwnanie zestawu therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit z testem CTA (zestaw therascreen PIK3CA
RGQ PCR Kit jako test referencyjny)

Miara zgodnosci Procent zgodnosci, % Dwustronna granica
95-procentowego CI

Zgodnos¢ procentowa wynikéw dodatnich 93,6 90,1, 97,0
(Positive percent agreement, PPA)

Zgodnos$¢ procentowa wynikéw ujemnych 97,7 95,6, 99,5
(Negative percent agreement, NPA)

Procentowa zgodnos¢ ogétem (Overall percent 95,9 93,8, 97,8
agreement, OPA)

Pierwotna analiza PFS pod katem uzytecznosci klinicznej zestawu therascreen PIK3CA RGQ
PCR Kit wykazata podobng skutecznos$¢ kliniczng do tej okreslonej w badaniu klinicznym
SOLAR-1. Analiza podzbioru pacjentéw, dla kidérych za pomocg zestawu therascreen PIK3CA
RGQ PCR Kit uzyskano wynik pozytywny wzgledem mutacji (347 pacjentéw), wykazata, ze
pacjenci poddani randomizacji do grupy otrzymujgcej preparat PIQRAY (alpelisib)
w potgczeniu z preparatem fulwestrant byli obarczeni o okoto 36% nizszym ryzykiem progresiji
choroby lub zgonu (HR = 0,64; 95-procentowy CI: 0,48, 0,85) niz pacjenci poddani
randomizacji do grupy otrzymujgcej placebo w potgczeniu z preparatem fulwestrant.

Podczas analizy czutosci oceniano wptyw brakujgcych danych zestawu therascreen
PIK3CA RGQ PCR Kit na PFS i okreslono, ze wyniki byly odporne na braki danych. Na
przyktad, przy zatozeniu, ze szesS¢ brakujacych wynikow zestawu therascreen PIK3CA
RGQ PCR Kit byto niezgodnych z wynikami testu CTA, pacjenci, u ktérych wyniki zestawu
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit byty pozytywne pod wzgledem mutacji, poddani
randomizacji do grupy otrzymujacej preparat PIQRAY (alpelisib) w potgczeniu
z preparatem fulwestrant, byli obarczeni o okoto 37% nizszym ryzykiem progresji choroby
lub zgonu (HR = 0,63; 95-procentowy CI [0,47, 0,84]) niz pacjenci poddani randomizacji
do grupy otrzymujgcej placebo w potaczeniu z preparatem fulwestrant.

Prébki wszystkich pacjentéw, ktérych wiaczono do badania na podstawie pozytywnego
wyniku pod wzgledem mutacji otrzymanego za pomoca testu CTA, mozna bylo oceni¢ za
pomocg zestawu therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit, a tylko sze$¢ probek pacjentéw,
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ktérych wigczono do badania na podstawie negatywnego wyniku pod wzgledem mutac;ji
otrzymanego za pomocg testu CTA, nie mozna byto oceni¢ za pomoca zestawu therascreen
PIK3CA RGQ PCR Kit. W zwigzku z tym nie stwierdzono btedu systematycznego
w wynikach spowodowanego mozliwo$cig oceny prébki uzywanej w badaniu.

Wartos$¢ PFS oszacowano réwniez w populacji, dla ktérej uzyskano wynik negatywny za
pomocg zestawu therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit. Nie zaobserwowano poprawy wartosci
PFS u tych pacjentéw (HR = 0,85; 95-procentowy Cl: 0,58, 1,25).
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Parametry skutecznosci: Probki osocza

Skutecznos$¢ analityczna: Prébki osocza

Specyficzne parametry skutecznosci zestawu therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit okreslono
w badaniach, do ktérych wykorzystano kliniczne probki osocza pobrane od pacjentow
z rakiem gruczotu sutkowego, wytworzone sztucznie probki osocza, sktadajace sie z osocza
pobranego od zdrowego dawcy (healthy donor, HD), do ktérego dodano poddane
fragmentacji DNA wyizolowane z 11 prébek ludzkich linii komorkowych, ktdre zawieraty
znane mutacje genu PIK3CA wykryte za pomocg oznaczenia, oraz jedng probke typu
dzikiego pod wzgledem genu PIK3CA (tzn. nie stwierdzono zadnych mutacji, ktore sa

wykrywane przez zestaw therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit w eksonach 7, 9 i 20).
Granica proby slepej (Limit of blank, LoB): Probki osocza

Granica proby $lepej (Limit of blank, LoB) jest definiowana w wytycznej EP17-A2 instytutu CLSI
jako  ,najwyzszy wynik pomiaru, ktéry mozna zaobserwowa¢ (z okreslonym
prawdopodobienstwem) dla proby slepej”. W przypadku zestawu therascreen PIK3CA RGQ
PCR Kit jest to punkt danych, ktéry odpowiada gérnemu 95% percentylowi w prébkach slepych.
W celu oceny dziatania zestawutherascreen PIK3CA RGQ PCR Kit w przypadku braku matrycy
oraz w celu zapewnienia, ze prébka zawierajgca DNA typu dzikiego nie generuje sygnatu
analitycznego, ktéry moze wskazywa¢ na niskie stezenie mutacji, przetestowano tacznie
60 unikalnych probek pobranych od HD, do ktérych dodano seryjnie rozcienczony, poddany
fragmentacji DNA genu PIK3CA typu dzikiego, o szesciu réznych wejsciowych poziomach —
test wykonano w trzech powtdrzeniach w badaniu zgodnym z wytyczng EP17-A2 instytutu CLSI
w celu wyznaczenia granicy LoB dla kazdego oznaczenia mutacji. Wszystkie oznaczenia
mutacji daty wartosci LoB powyZzej punktu odciecia dla wykrywanych przez nie mutacji. Ponizej
przedstawiono granice LoB dla mutacji genu PIK3CA wykrywanych przez zestaw therascreen
PIK3CA RGQ PCR Kit w prébkach osocza (Tabela 20).
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Tabela 20. Podsumowanie wynikéw LoB

Ekson Mutacja Zmiana zasady LoB (Awartosé Cr) Wspoéiczynnik
fatszywie
pozytywnych
wywotan (%)

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 1634A>G 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%

Granica wykrywalnosci (Limit of detection, LoD): Probki osocza

Przeprowadzono badanie w celu okreslenia granicy LoD kazdej z 11 mutacji genu PIK3CA,
uzywajgc wytworzonych sztucznie probek osocza. Granice LoD zdefiniowano jako
najmniejszg ilos¢ zmutowanego DNA obecnego w tle DNA typu dzikiego, ktéra spowoduje
uzyskanie pozytywnego wyniku pod wzgledem mutacji w 95% wynikow testow (Cos).

W celu oceny granicy LoD dla kazdej mutacji probki charakteryzujace sie roznymi odsetkami
mutacji przygotowano w taki sposoéb, aby zawieraty matg wejsciowg ilos¢ DNA i przetestowano
za pomocg zestawu therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit (Tabela 21). Granice LoD kazdego
oznaczenia oceniono metodg probitowg. Granice LoD dla 11 wytworzonych sztucznie probek
zawierajgcych mutacje ustalono przy uzyciu trzech réznych serii zestawow therascreen
PIK3CA RGQ PCR Kit, testujac 24 powtdrzenia na serie zestawu na poziom. Podzbiér mutac;ji
zweryfikowano przy uzyciu klinicznych probek osocza przy okreslonych granicach LoD.
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Tabela 21. Granice LoD dla préobek osocza ustalone przy uzyciu klinicznych i wytworzonych sztucznie
prébek osocza o matej wejsciowej ilosci DNA

Ekson Mutacja Nr identyfikacyjny Zmiana zasady LoD, % MAF
cosmic*

7 C420R 757 1258T>C 4,461

9 E542K 760 1624G>A 5,06
E545A 12458 1634A>C 1,82f
E545D 765 1635G>T 3,211
E545G 764 1634A>G 1,94™
E545K 763 1633G>A 2,42t
Q546E 6147 1636C>G 5,311
Q546R 12459 1637A>G 4,221

20 H1047L 776 3140A>T 2,371
H1047R 775 3140A>G 1,981
H1047Y 774 3139C>T 7,07t

MAF: Mutant allele frequency (czesto$¢ wystepowania zmutowanych alleli).

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

T Wartosci LoD ustalono za pomocg probek z linii komorkowych.
* Wartosci LoD zweryfikowano za pomocag klinicznych prébek osocza.

Zakres wejsciowej ilosci genomowego DNA: Prébki osocza

Zakres roboczy wartosci Cr dla reakcji kontrolnej ustalono za pomoca obliczonych
przedziatow tolerancji i wartosci LoB. Zakres roboczy wartosci Cr dla oznaczenia
kontrolnego okreslono za pomoca tgcznie 30 odrebnych prébek typu dzikiego o obj. 10 ml,
ktére zawieraty rézne stezenia DNA typu dzikiego (120 obserwacji). Ostateczny zakres
roboczy wartosci Ct dla oznaczenia kontrolnego ustalono na zakres wartosci Cr od 24,69
do 31,68, co daje 98-procentowy poziom ufnosci dla 95% osob z populaciji, do ktérej

skierowany jest produkt.
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Punkty odciecia ACt: Probki osocza

Do wyznaczenia punktéw odciecia dla kazdej mutacji uzyto wytworzonych sztucznie probek
osocza. Oprocz analizy statystycznej wartosci ACt, do zdefiniowania akceptowalnych
punktéw odciecia uzyto wartosci LoB oraz wymogoéw projektowych dotyczgcych czestosci

generowania fatszywie pozytywnych i fatszywie negatywnych wynikoéw.

Tabela 22 zawiera wyznaczone punkty odcigcia.

Tabela 22. Punkty odcigecia wyznaczone dla kazdego oznaczenia mutacji obowigzujace w przypadku
testowania DNA z prébek osocza

Oznaczenie Wartos¢ odcigcia (ACt)
C420R <6,0
E542K <4,8
E545A <10,0
E545D <7,0
E545G <9,5
E545K <10,0
Q546E <10,0
Q546R <7,0
H1047L <10,0
H1047R <9,0
H1047Y <6,2
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Wptyw wejsciowej ilosci DNA na otrzymywane wartosci ACt
(liniowosc): Prébki osocza

Wejsciowy poziom DNA jest definiowany jako catkowita ilos¢ obecnego w probce DNA, kiory
moze ulec amplifikacji, okreslona na podstawie wartosci Cr otrzymanych dla reakc;ji
kontrolnej dla genu PIK3CA. W celu wykazania statej skutecznosci zestawu therascreen
PIK3CA RGQ PCR Kit w catym zakresie wartosci Cr dla reakcji kontrolnej (od 24,69 do
31,68) przygotowano 8-poziomowe seryjne rozcienczenia dla kazdego z 11 oznaczen
mutacji genu PIK3CA (poddane fragmentacji DNA wyizolowane z prébek z linii
komorkowych). Docelowe wartosci Ct dla rozcienczen na poziomie 1 i 8 dla kazdej mutacji
ustalono w taki sposéb, aby byty powyzej i ponizej zakresu wartosci Cr dla reakcji kontrolne;j.
Ogdlnie rzecz biorac, wartosci ACt na roznych poziomach wejsciowych DNA byly spdjne
w calym zakresie roboczym zakresu therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit dla mutaciji.

Swoistos¢ oznaczenia (reaktywnosc¢ krzyzowa/swoistosc):
Prébki osocza

W celu oceny, czy reaktywnos$¢ krzyzowa wystepujgca pomiedzy mutacjami wykrywanymi
przez oznaczenie zostata prawidtowo uwzgledniona przy ustalaniu analitycznych punktéw
odciecia, sztucznie wytworzone probki osocza pozytywnego wzgledem mutacji, 0 wysokiej
i niskiej wejsciowej ilosci DNA, rozcienczono do wysokich i niskich wartosci docelowych MAF
i przetestowano w dwdch powtdrzeniach przy uzyciu trzech serii zestawu therascreen
PIK3CA RGQ PCR Kit. Reaktywnos$¢ krzyzowg obserwowano miedzy oznaczeniami mutacji
H1047L i H1047R. Jednakze, ustalono, ze ta reaktywnos$¢ krzyzowa jest jednokierunkowa
ti. dla prébki, w ktorej jednoczesnie wystepujg mutacje H1047R i H1047L, bedzie
raportowany tylko wynik ,H1047R Mutation Detected” (Wykryto mutacje H1047R). Reguta
ta jest zawarta w  zautomatyzowanym algorytmie  profilu  oznaczenia

stherascreen_PIK3CA_Plasma Assay Profile”.
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Zakiocenia: Probki osocza

Substancje endogenne

W sztucznie wytworzonych prébkach osocza zawierajgcych mutacje oraz prébkach typu
dzikiego przetestowano endogenne substancje potencjalnie zaktdcajagce, ktére mogag byc
obecne w probkach osocza. Testy wykonywano zgodnie z wytyczng EP7-A2 instytutu CLSI:

e hemoglobina (2 g/l);

tréjglicerydy (37 mmol/l);

e EDTA (3,4 pmoll/l);

o Kkofeina (308 umol/l);

® albumina (30 mg/ml);

e bilirubina zwigzana (342 pmol/l);

e bilirubina niezwigzana (342 ymol/l).

Wyniki wskazujg, ze badane substancje nie zaktocajg wynikdw zestawu therascreen
PIK3CA RGQ PCR Kit.

Substancje egzogenne

Egzogenne substancje potencjalnie zaktocajgce obecne podczas procesu izolacji DNA
przetestowano w prébkach zawierajgcych mutacje oraz probkach typu dzikiego
w stezeniach zaktadajgcych 10-procentowe zanieczyszczenie spowodowane
przeniesieniem substancji z procesu izolacji:

® etanol;

® proteinaza K;
e Buffer ACL;

e Buffer ACB;

e Buffer ACW1;
o Buffer ACW2.

Wyniki wskazujga, ze badane substancje nie zakidcajg wynikdw zestawu therascreen
PIK3CA RGQ PCR Kit.
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Mozliwos¢ wymiennego stosowania serii: Probki osocza

W systemie therascreen PIK3CA RGQ PCR System uzywany jest zestaw QlAamp DSP
Circulating Nucleic Acid Kit do izolacji DNA oraz zestaw therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit
do amplifikacji DNA i wykrywania statutu mutacji genu PIK3CA. Odtwarzalno$¢ wynikow
miedzy seriami i mozliwo$¢ wymiennego stosowania serii udowodniono przy uzyciu trzech
serii zestawu QlAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit i jednej serii zestawu therascreen
PIK3CA RGQ PCR Kit. Ogdlny odsetek poprawnych wywotan miedzy seriami dla prébek
pozytywnych wzgledem wszystkich mutacji oraz prébek typu dzikiego wyniost 100%.

Postepowanie z probkami: Probki osocza

W celu wykazania, ze rozne laboratoria uzyskajg akceptowalne wyniki, rozpoczynajgc od tej
samej probki osocza, przeprowadzono izolacje w trzech réznych osrodkach. Wytworzone
sztucznie probki zostaty uzyte jako probki odpowiadajgce wszystkim 11 mutacjom, jak
réwniez jako kliniczna prébka osocza zawierajgca gen PIK3CA typu dzikiego. Przygotowano
18 x 2 ml porcji kazdej probki; porcje te poddano randomizaciji i podzielono na 18 zestawow
prébek do izolacji. Te zestawy probek do izolacji zostaty nastepnie podzielone rownomiernie
na trzy osrodki badawcze (jeden wewnetrzny osrodek firmy QIAGEN w Wielkiej Brytanii
idwa dodatkowe osrodki zewnetrzne w USA); sze$¢ probek do izolacji na osrodek
badawczy. Testy DNA wyizolowanego z porcji probek wykonywano w wewnetrznym osrodku
firmy QIAGEN przy uzyciu zestawu therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit. Podczas
poréwnywania wynikéw otrzymanych dla kazdej probki we wszystkich trzech osrodkach
stwierdzono, Zze odsetek prawidtowych wywotah mutacji dla prébek pozytywnych wzgledem
mutacji genu PIK3CA i prébek typu dzikiego wynosit 100%.
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Powtarzalnos¢ i odtwarzalnosc¢: Probki osocza

Powtarzalno$¢ zestawu therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit zbadano, testujgc DNA
wyizolowane z probek z linii komoérkowych odpowiadajgcych wszystkim 11 mutacjom
wykrywanym przez zestaw therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit w stezeniach 1x LoD i 3x LoD.

Powtarzalno$¢ oceniono, testujgc te prébki w jednym osrodku podczas 20 nienastepujgcych
po sobie dni, na trzech aparatach Rotor-Gene Q przez trzech operatoréw, dzieki czemu

uzyskano 120 powtérzen kazdej probki (Tabela 23).
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Tabela 23. Powtarzalno$¢ oznaczenia — odsetek prawidiowych wywotan dla mutacji genu PIK3CA
testowanych w prébkach DNA uzyskanych z prébek osocza.

Stosunek Dolna dwustronna
waznych Prawidtowe granica 95-

Ekson Mutacja Poziom mutacji  wynikéow wywotania, % procentowego Cl
ND. Typ dziki C130 114/120 95,00 89,43
7 C420R LoD 120/120 100,00 96,97
3x LoD 120/120 100,00 96,97
9 E542K LoD 120/120 100,00 96,97
3x LoD 120/120 100,00 96,97
E542A LoD 119/120 99,17 95,44
3x LoD 120/120 100,00 96,97
E545D LoD 120/120 100,00 96,97
3x LoD 120/120 100,00 96,97
E545G LoD 119/120 99,17 95,44
3x 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
3x 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
3x LoD 120/120 100,00 96,97
H1047R LoD 110/120 91,67 85,21
3x LoD 120/120 100,00 96,97
H1047Y LoD 120/120 100,00 96,97
3x LoD 120/120 100,00 96,97

* W przypadku mutacji E545K i H1047R stosowane granice LoD byty réwne odpowiednio 1,99 i 1,44. Granice LoD
dostosowano i potwierdzono w kolejnym badaniu. Dostosowane granice LoD stosowano w kolejnym badaniu (Tabela 24).

Odtwarzalno$¢ zmierzono poprzez wykonanie testéw na wytworzonych sztucznie prébkach
o stezeniu 1x LoD i 3x LoD w trzech réznych osrodkach (jeden osrodek wewnetrzny firmy QIAGEN
w Wielkiej Brytanii i dwa dodatkowe osrodki zewnetrzne w USA). Wszystkie prébki testowano
w kazdym osrodku podczas 10 nienastepujacych po sobie dni, na trzech aparatach Rotor-Gene Q
przez trzech operatoréw, dzieki czemu uzyskano 60 powtdrzen kazdej probki (Tabela 24).
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Tabela 24. Odtwarzalno$¢ oznaczenia — odsetek prawidiowych wywotan dla mutacji genu PIK3CA
testowanych w probkach DNA uzyskanych z prébek osocza we wszystkich osrodkach

Stosunek Dolna dwustronna
waznych Prawidtowe granica 95-

Ekson Mutacja Poziom mutacji wynikow wywotania, %  procentowego CI
ND. WT C30 223/238 93,70 89,82
7 C420R LoD 237/238 99,58 97,68
3x LoD 238/238 100,00 98,46
9 E542K LoD 237/240 98,75 96,39
3x LoD 240/240 100,00 98,47
E545A LoD 239/240 99,58 97,70
3x LoD 240/240 100,00 98,47
E545D LoD 240/240 100,00 98,47
3x LoD 240/240 100,00 98,47
E545G LoD 237/240 98,75 96,39
3x LoD 239/239 100,00 98,47
E545K LoD* 432/432 100,00 99,15
3x LoD 240/240 100,00 89,47
Q546E LoD 238/238 100,00 98,46
3x LoD 238/238 100,00 98,46
Q546R LoD* 232/240 96,67 93,54
3x LoD 240/240 100,00 98,47
20 H1047L LoD 236/238 99,16 97,00
3x LoD 238/238 100,00 98,46
H1047R LoD 430/432 99,54 98,34
3x LoD 236/236 100,00 98,45
H1047Y LoD 239/240 99,58 97,70
3x LoD 240/240 100,00 98,47

* Probki przy poprawionych granicach LoD z mutacjami E545K i H1047R (zgodnie z Tabela 21) byly oceniane przez
szes$¢ dni w trzech os$rodkach przez trzech operatoréw, przy dwdch seriach i czterech powtérzeniach, dzigki czemu
otrzymano tgcznie 144 pomiary na osrodek, ogétem 432 we wszystkich trzech osrodkach. Tabela 25 przedstawia
zgodnos$¢ procentowg wynikéw dodatnich (positive percentage agreement, PPA) dla sekwencji docelowej
z oznaczeniem NGS jako metodg niezalezng statystycznie.
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W celu oszacowania odchylenia standardowego dla zmiennosci wynikéw pomiedzy
zestawami, pomiedzy seriami, pomiedzy operatorami, pomiedzy aparatami, pomiedzy
dniami i zmiennosci wewnatrz serii pod katem powtarzalnos$ci i odtwarzalnosci wykonano
analize zmiennych elementéw badania. W przypadku wszystkich zmiennych elementéw
badania catkowite odchylenie standardowe (standard deviation, SD) wynosito <1,34 ACt dla
stezenia LoD i 0,73 ACr dla stezenia 3x LoD dla wszystkich mutacji genu PIK3CA
testowanych w badaniu odtwarzalnosci. W przypadku wszystkich probek panelu mutacji SD
wynosito 0,20 ACr dla stezenia LoD i <0,10 ACt dla stezenia 3x LoD dla zmiennosci miedzy
seriami (mozliwos¢ wymiennego stosowania serii). SD dla zmiennosci wewnatrz serii
(powtarzalnos$é¢/precyzja) wynosito od 0,415 ACt do 1,407 ACr dla stezenia LoD i od 0,206
ACt do 0,583 ACr dla stezenia 3x LoD.

Walidacja probowki do pobierania krwi

Wplyw czasu oddzielenia osocza od krwi na jakos¢ prébek osocza i pdzniejsze wyniki
okreslono przy uzyciu wytworzonych sztucznie probek krwi dla mutacji H1047R (najczesciej
wystepujgca mutacja) oraz probek krwi petnej pobranych od zdrowych ochotnikéw uzywanych
jako prébek typu dzikiego. Prébki krwi pobrano od czterech dawcéw do probéwek K2EDTA
o pojemnosci 10 ml (osiem probowek na dawce). Wytworzone sztucznie préobki krwi
otrzymano, dodajgc poddane fragmentacji DNA z linii komérkowej zawierajgcej mutacje
H1047R genu PIK3CA do probéwek zawierajgcych krew pobrang od dwéch dawcow. Osocze
oddzielono od krwi w nastepujgcych punktach czasowych (w przyblizeniu): po 1 godzinie, po
2 godzinach, po 3 godzinach i po 4 godzinach. DNA wyizolowano z probek osocza przy uzyciu
zestawu QIAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit, a kazdg sekwencje docelowg testowano
za pomoca zestawu therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit w 16 powtdrzeniach.

Dla wszystkich przebadanych prébek otrzymano prawidtowe wywotania w kazdym punkcie
czasowym. Ponadto nie zaobserwowano istotnego statystycznie przesuniecia wartosci ACt
otrzymanych dla probki zawierajgcej mutacje H1047R genu PIK3CA.

Badanie udowodnito, ze czas, po ktérym osocze zostanie oddzielone od krwi — jesli nie
przekracza czterech godzin — nie ma wplywu na dziatanie zestawu therascreen PIK3CA
RGQ PCR Kit.
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Doktadnos¢: Poréwnanie do analitycznej metody referencyjnej
(prébki osocza)

W celu wykazania doktadnosci zestawu therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit przeprowadzono
badanie na prébkach z badania klinicznego SOLAR-1, a otrzymane wyniki poréwnano
z wynikami otrzymanymi za pomocg zwalidowanego oznaczenia NGS. Badanie zmian genu
PIK3CA za pomocg zestawu therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit i oznaczenia NGS
przeprowadzono przy uzyciu DNA wyizolowanego z 552 klinicznych prébek osocza
z badania klinicznego SOLAR-1.

Probki DNA z waznymi wynikami oznaczenia NGS i zestawutherascreen PIK3CA RGQ PCR
Kit (542/552 prébek) przeanalizowano w celu oceny zgodnosci procentowej wynikéw
dodatnich (positive percent agreement, PPA), zgodnosci procentowej wynikow ujemnych
(negative percent agreement, NPA) i procentowej zgodnosci ogdtem (overall percent
agreement, OPA). Te wartosci procentowe, wraz z odpowiadajgcymi im dwustronnymi
granicami 95-procentowych przedziatéw ufnosci (confidence interval, Cl), zawiera Tabela 25.

Tabela 25. Analiza zgodnosci wynikéw dla DNA wyizolowanego z prébek osocza

Miara Procent zgodnosci (N) Dolny 95-procentowy CI
Zgodnos$¢ procentowa wynikow 97,39 (149/153) 93,44

dodatnich

Zgodnos¢ procentowa wynikow 91,26 (355/389) 88,00

ujemnych

Procentowa zgodno$é ogétem 92,99 (504/542) 90,50

Sposrod 38 niezgodnych wynikdw uwzglednionych w parametrze Procentowa zgodno$é
ogotem:

e Dla czterech probek (0,7%) otrzymano wynik Wild-Type (Typ dziki) (tj. No Mutation
Detected (Nie wykryto mutacji)) za pomocg zestawu therascreen PIK3CA RGQ PCR

Kit, ale w oznaczeniu NGS otrzymano wynik Mutation Detected (Wykryto mutacje).
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® Dla 34 prébek (6,3%) otrzymano wynik Mutation Detected (Wykryto mutacje) za
pomocg zestawu therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit, ale w oznaczeniu NGS
otrzymano wynik Wild-Type (Typ dziki).

® Tabela 26 przedstawia zgodnos$é PPA dla sekwencji docelowej z oznaczeniem NGS

jako metodg niezalezng statystycznie.

Tabela 26. Analiza zgodnosci wynikéw dla DNA wyizolowanego z prébek osocza wedtug mutacji

Mutacja* Zgodnos¢ procentowa wynikow Dwustronna granica 95-procentowego Cl
dodatnich (N)

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 mutacji genu PIK3CA wykryto w prébce osocza w badaniu klinicznym SOLAR-1 (Tabela 31).

Skutecznosé kliniczna: Prébki osocza

Zestaw therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit jest przeznaczony do stosowania jako
towarzyszacy test diagnostyczny wspomagajgcy lekarzy podczas identyfikacji pacjentow
z rakiem gruczotu sutkowego, ktérzy moga kwalifikowac¢ sie do leczenia preparatem PIQRAY
(alpelisib) na podstawie obecnosci co najmniej jednej mutacji genu PIK3CA wykrytej

w Klinicznych prébkach osocza z obwodowej zylnej krwi petnej antykoagulowanej K2EDTA.

Kliniczne prébki osocza z obwodowej zylnej krwi petnej antykoagulowanej K2EDTA pobrane
od pacjentéw z rakiem gruczotu sutkowego podanych randomizacji w badaniu SOLAR-1
przed rozpoczeciem leczenia w ramach badania (poziom wyjsciowy) testowano
retrospektywnie za pomocag zestawu therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit w celu oceny
uzytecznosci klinicznej tego typu prébek do oznaczania statusu mutacji genu PIK3CA oraz
oceny zgodnos$ci wynikéw otrzymanych dla tkanek z wynikami otrzymanymi dla osocza.
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Wyniki analizy zgodnosci

Zgodnos¢ wynikéw uzyskanych dla osocza testowanego za pomoca zestawu therascreen
PIK3CA RGQ PCR Kit z wynikami uzyskanymi dla tkanek testowanych za pomocg zestawu
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit przedstawiono w Tabela 27. Sposréd 328 pacjentéw,
ktorych tkanki daty pozytywny wynik w zestawie therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit, dla
179 pacjentéw otrzymano pozytywny wynik dla prébki osocza testowanej za pomocg
zestawu therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit. Sposréd 215 pacjentéw, ktorych tkanki daty
negatywny wynik w zestawie therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit, dla 209 pacjentéw
otrzymano negatywny wynik dla prébki osocza testowanej za pomoca zestawu therascreen
PIK3CA RGQ PCR Kit. Nie otrzymano zadnych niewaznych wynikéw dla osocza.

Tabela 27. Tabela zbieznosci wynikow otrzymanych dla tkanek testowanych za pomoca zestawu therascreen

PIK3CA RGQ PCR Kit z wynikami otrzymanymi dla osocza testowanego za pomoca zestawu therascreen
PIK3CA RGQ PCR Kit

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit — tkanka
therascreen Positive Negative Invalid tacznie
PIK3CA RGQ (Wynik pozytywny) (Wynik negatywny) (Wynik niewazny)
PCR Kit — osocze
Positive 179 6 1 186
(Wynik pozytywny)
Negative 149 209 5 363
(Wynik negatywny)
Invalid 0 0 0 0
(Wynik niewazny)
tacznie 328 215 6 549

Obliczono zgodnos¢ (PPA, NPA i OPA) miedzy wynikami otrzymanymi dla probek osoczy
testowanych za pomocag zestawu therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit a wynikami
otrzymanymi dla tkanek testowanych za pomocg zestawu therascreen PIK3CA RGQ PCR
Kit, korzystajgc z wynikow otrzymanych dla tkanek testowanych za pomocg zestawu
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit jako odniesienia (Tabela 28). Estymatory punktowe dla
PPA, NPA i OPA wynosity odpowiednio 55%, 97% i 72%.
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Tabela 28. Zgodnos$¢ miedzy wynikami otrzymanymi dla prébek osoczy testowanych za pomoca zestawu
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit a wynikami otrzymanymi dla tkanek testowanych za pomoca zestawu
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit, przy uzyciu wynikéw otrzymanych dla tkanek testowanych za pomoca
zestawu therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit jako odniesienia

Miara zgodnosci Procent zgodnosci (N) 95-procentowy CI*
Zgodnos¢ procentowa wynikéw dodatnich 55% (179/328) (49,0, 60,1)
Zgodnos¢ procentowa wynikéw ujemnych 97% (209/215) (94,0, 99,0)
Procentowa zgodno$¢ ogdtem 72% (388/543) (67,5, 75,2)

* 95-procentowy Cl obliczony metodg Cloppera-Pearsona.

Potwierdzajgce badanie probek osocza wykonane przy uzyciu zwalidowanej referencyjnej
metody testowej NGS potwierdzito 91% wynikéw otrzymanych dla osocza przy uzyciu
zestawu therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit. Dla 80% pacjentéw, dla ktérych otrzymano
wynik pozytywny dla tkanki testowanej za pomocg zestawu therascreen PIK3CA RGQ PCR
Kit, natomiast wynik negatywny dla osocza testowanego za pomocg zestawu therascreen
PIK3CA RGQ PCR Kit, w oznaczeniu NGS potwierdzono negatywny wynik otrzymany dla
osocza testowanego za pomocg zestawu therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit. W przypadku
szesciu niezgodnych wynikdw — osocze dajgce wynik pozytywny przy uzyciu zestawu
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit, natomiast tkanka dajgca wynik negatywny przy uzyciu
zestawu therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit — w oznaczeniu NGS potwierdzono pozytywny
wynik otrzymany dla osocza w pieciu przypadkach.

Analiza przezycia bez progresji (Progression-free survival, PFS)

Zaobserwowano poprawe wartosci PFS w przypadku leczenia preparatem PIQRAY (alpelisib)
w potgczeniu z preparatem fulwestrant dla populacji pacjentéw, ktérych osocza daty pozytywny
wynik za pomocg zestawu therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit (N = 185), w poréwnaniu
z grupg przyjmujgca placebo w potgczeniu z preparatem fulwestrant; szacowany spadek
ryzyka progresji choroby lub zgonu spadto o0 46% (HR = 0,54, 95-procentowy Cl): 0,33, 0,88)
(Tabela 29). HR wartosci PFS w populacji pacjentéw, ktérych tkanki daty pozytywny wynik za
pomoca zestawu therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit, wynosit 0,64 (95-procentowy Cl: 0,48,
0,85)i 0,65 (95-procentowy CI: 0,50, 0,85) w grupie badania klinicznego SOLAR-1, obarczonej
mutacjami genu PIK3CA, zgodnie z oznaczeniem tkanek wykonywanym podczas wigczania
pacjentéw do badania.
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Tabela 29. Analiza PFS pacjentow, ktorych osocza daly pozytywny wynik za pomoca zestawu therascreen
PIK3CA RGQ PCR Kit

HR (95-procentowy Cl)

PFS (N)
PIQRAY 300 mg qd + fulv/placebo qd + fulv*

therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit — osocze 0,54 (0,33, 0,88)
pozytywne (185)

* HR i 95-procentowe Cl obliczone przy skorygowaniu ich przy uwzglednieniu brakujgcych wynikow.

HR wartosci PFS w populacji 179 pacjentow, ktérych tkanki i osocza daty pozytywny wynik
za pomoca zestawu therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit, wynosit 0,53 (95-procentowy

ClI: 0,33, 0,84). Mediana czasu PFS wynosita 10,9 miesigca dla grupy przyjmujgcej preparat
PIQRAY (alpelisib) w potgczeniu z preparatem fulwestrant w stosunku do 3,6 miesigca dla
grupy przyjmujacej placebo w potaczeniu z preparatem fulwestrant (Tabela 30, Ryc. 21).

Tabela 30. Przezycie bez progresji (miesigce) dla pacjentow, ktérych tkanki i osocza daly pozytywny wynik
za pomoca zestawu therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit

HR (95-procentowy ClI)

Przezycie bez progresiji PIQRAY 300 mg qd + Placebo qd + fulv PIQRAY 300 mg qd +

fulv N=90 N=89 fulv/placebo qd + fulv
Liczba zdarzen (%) 57 (63,3) 72 (80,9) 0,53 (0,33, 0,84)
Progresja choroby (%) 55 (61,1) 67 (75,3) -
Zgon (%) 2(2,2) 5(5,6) -
L. ucietych (%) 33 (36,7) 17 (19,1) -
Mediana (95-procentowy 10,9 (7,0, 16,2) 3,6 (2,0, 5,8) -
przedziat ufnosci)
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3 1007 . a Czas ucigcia
f: Alpelisib 300 mg qd + Fulv (n/N = 57 / 90)
@ 2" Placebo qd + Fulv (n/N = 72/ 89)
g 80
s Wspotczynnik ryzyka = 0,53
2 95-procentowy CI [0,33:0,84]
©
3 Mediany Kaplana-Meiera (miesigce)
B 60 Alpelisib 300 mg qd + Fulv: 10,9
E_ Placebo qd + Fulv: 3,6
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Czas (miesigce)
Liczba pacjentow wcigz obarczonych ryzykiem

Czas (miesigce)) 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
Alpelisib 300mgqd + Fulvy 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

Placeboqd + Ful' 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

- Stratyfikowany logarytmiczny test rang i stratyfikowany model Coxa wykorzystujacy warstwy zdefiniowane przez (i) wczesniejsze stosowanie
inhibitora CDK 4/6. (ii) przerzuty do ptuc i/lub watroby.

Ryc. 21. Wykres Kaplana-Meiera przedstawiajgcy PFS (miesigce) obserwowane podczas leczenia dla pacjentow,
ktorych tkanki i osocza daly pozytywny wynik za pomoca zestawu therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit.
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Tabela 31. Czestos¢ wystepowania mutacji genu PIK3CA wykrywanych przez zestaw therascreen PIK3CA
RGQ PCR Kit w prébkach osocza w badaniu klinicznym SOLAR-1

Czestosé
wystepowania w
Nr identyfikacyjny prébkach osocza
Ekson Mutacja* cosMmict Zmiana zasady 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(1,6)
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 A>G 102 (54,8)
H1047Y 774 3139 C>T 0(0,0)

* Pacjent, dla ktérego uzyskano wynik pozytywny wzglgdem mutacji genu PIK3CA, moze mie¢ wigcej niz jedng
mutacje.

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

N = liczba pacjentéw, dla ktérych uzyskano wynik pozytywny wzgledem mutacji genu PIK3CA, okreslona w ramach

badania klinicznego SOLAR-1 na prébkach osocza.
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Whioski dotyczgce bezpieczehstwa i skutecznosci

Badanie doktadnosci klinicznej spetnito kryteria akceptacji dla PPA dla prébek pozytywnych
wzgledem mutacji oraz NPA dla probek negatywnych wzgledem mutac;ji, potwierdzajgc tym
samym, ze zestaw therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit, uzywany na probkach osocza,
umozliwia uzyskanie doktadnych wynikéw zaréwno dla probek pozytywnych jak

i negatywnych pod wzgledem biomarkera.

Zgodnos¢ wynikéw uzyskanych dla osocza testowanego za pomocg zestawu therascreen
PIK3CA RGQ PCR Kit z wynikami uzyskanymi dla tkanek testowanych za pomocg zestawu
therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit dla NPA wynosita 97% i wskazywata na mate ryzyko
uzyskania fatszywie pozytywnych wynikow. Uzyskanie fatszywie negatywnego wyniku moze
spowodowac, ze pacjent nie otrzyma leku, ktéry mogtby potencjalnie korzystnie wptyng¢ na
jego stan zdrowia. Stwierdzono 55% PPA dla osoczaltkanki, co wskazuje, ze tkanki
pacjentow, ktérych prébki osocza daty wynik negatywny, mogg by¢ pozytywne wzgledem
mutacji genu PIK3CA. Z tego wzgledu, w przypadkach, w ktérych dla osocza otrzymano
negatywny wynik wzgledem mutacji genu PIK3CA za pomocg zestawu therascreen PIK3CA
RGQ PCR Kit, nalezy potwierdzi¢ status mutacji genu PIK3CA, testujac prébke tkanki.

Wykazano kliniczng skutecznos¢ preparatu PIQRAY (alpelisib) w potaczeniu z preparatem
fulwestrant w populacji pacjentéw, ktérych prébki osocza daty pozytywny wynik wzgledem
mutacji genu PIK3CA za pomoca zestawu therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit, przy
szacowanym zmniejszeniu ryzyka progresji choroby lub zgonu o0 46% w poréwnaniu z grupg
przyjmujgcg placebo w potaczeniu z preparatem fulwestrant (HR = 0,54, 95-procentowy
ClI): 0,33, 0,88).
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Rozwigzywanie problemow

Ta czesc¢ instrukcji moze przydac sie w przypadku wystgpienia ewentualnych problemow.
Aby uzyska¢ wiecej informacji, nalezy takze zapoznac¢ sie ze strong czesto zadawanych
pytan w witrynie naszego Centrum pomocy technicznej pod adresem:
www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx. Naukowcy z dziatu serwisu technicznego firmy
QIAGEN chetnie odpowiedzg na wszelkie pytania dotyczace informacji i protokotéw
opisanych w niniejszej instrukcji obstugi, a takze technologii probek i oznaczen (informacje
kontaktowe znajdujg sie na tylnej stronie oktadki lub pod adresem www.giagen.com).

Komentarze i wskazowki

Flaga ,,No Cr value” (brak wartosci CT) w kontroli pozytywnej (Positive Control, PC)

a) Nieprawidtowa konfiguracja  Sprawdzi¢ schemat pipetowania i powtorzy¢ reakcje PCR.
reakcji PCR

b) Warunki przechowywania Sprawdzi¢ warunki przechowywania (patrz etykieta zestawu) odczynnikéw i,
co najmniej jednego z w razie potrzeby, uzy¢ nowego zestawu.
odczynnikéw wchodzacych
w sktad zestawu nie
spetnity zalecen zawartych
w czesci ,Przechowywanie
i sposéb postepowania
z odczynnikami”, strona 22

Flaga ,,Unexpected Cr value” (Nieoczekiwana wartos¢ CT) w kontroli NTC

Podczas przygotowywania  Upewni¢ sig, ze obszar nie zostat zanieczyszczony. Powtorzy¢ reakcje PCR

reakcji PCR doszio do z nowymi odczynnikami. Jesli to mozliwe, zamkng¢ probéwki PCR

zanieczyszczenia probki niezwtocznie po dodaniu probki badanej. Upewni¢ sie, ze przestrzen
robocza oraz aparaty sa regularnie odkazane.

Flaga ,,Above acceptable range” (Powyzej akceptowalnego zakresu) lub ,,Below acceptable range”
(Ponizej akceptowalnego zakresu) w kontroli PC

Btad podczas Ponownie przygotowac reakcje PCR, zwracajgc uwage na doktadne
przygotowywania pipetowanie.
reakcji PCR

Flaga ,,DNA input too high” (Zbyt duza wejsciowa ilo§¢ DNA) w probéwce z probka

Probka jest zbyt stezona Rozcienczy¢ prébke, aby zwigkszy¢ warto$¢ Cr. Prébki nalezy rozcienczac,
uzywajgc wody dostarczonej w zestawie (woda do rozcienczania [Dil.]).
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Komentarze i wskazowki

Flaga ,,Above acceptable range” (Powyzej akceptowalnego zakresu) w probéwce z probka

Niewystarczajgca Prébki tkankowe: Powtdrzy¢ test. Jesli system po raz drugi wyswietla te
poczatkowa ilo$¢ matrycy samg flage, nalezy ponownie wyizolowa¢ DNA, korzystajac z dwdch
DNA w prébce szkielek z tej samej prébki tkanki po resekcji i odpowiedniej liczby szkietek

dla prébki CNB, aby uzyskaé 20 mm? tkanki, a nastepnie powtérzy¢ reakcje
PCR. Jesli po ponownej izolacji probki system wys$wietla te sama flage dla
prébki, nalezy powtérzy¢ test po raz drugi. Jesli flaga zostanie wy$wietlona
ponownie, prébka nie nadaje sig¢ do uzycia. Nalezy dla niej odnotowa¢ wynik
Lnieokreslony” i nie przeprowadzac¢ dalszych testéw z jej uzyciem.

Prébki osocza: Powtorzyé test. Jesli system po raz drugi wyswietla te samg
flage, nalezy ponownie wyizolowaé¢ DNA, uzywajac 2 ml osocza pacjenta.
Jesli flaga zostanie wyswietlona ponownie, prébka nie nadaje sie do uzycia,
nalezy dla niej zgtosi¢ wynik ,nieokreslony” i nie przeprowadzac¢ dalszych
testéw z jej uzyciem. Nalezy rozwazy¢ powtorzenie testow przy uzyciu
Swiezej probki osocza krwi.

Flaga ,,IC above acceptable range” (Kontrola IC powyzej akceptowalnego zakresu) w proboéwce
z prébka

Btad podczas Prébki tkankowe: Powtdrzy¢ test. Jesli system po raz drugi wyswietla te sama
przygotowywania reakcji flage, nalezy ponownie wyizolowa¢ DNA, korzystajac z dwoch szkietek z tej
PCR lub obecnos¢ samej probki tkanki po resekcji lub odpowiedniej liczby szkietek dla prébki
inhibitora w reakcji CNB, aby uzyska¢ 20 mm? tkanki, a nastepnie powtorzy¢ reakcje PCR. Jesli

po ponownej izolacji probki system wy$wietla te sama flage dla probki, nalezy
powtorzy¢ test po raz drugi. Jesli flaga zostanie wys$wietlona ponownie, probka
nie nadaje sie do uzycia. Nalezy dla niej zgtosi¢ wynik ,nieokreslony” i nie
przeprowadza¢ dalszych testéw z jej uzyciem.

Prébki osocza: Powtorzyé test. Jesli system po raz drugi wyswietla te samg
flage, nalezy ponownie wyizolowa¢ DNA, uzywajac 2 ml osocza pacjenta.
Jesli flaga zostanie wyswietlona ponownie, prébka nie nadaje sie do uzycia,
nalezy dla niej zgtosi¢ wynik ,nieokreslony” i nie przeprowadza¢ dalszych
testow z jej uzyciem. Nalezy rozwazy¢ powtérzenie testéw przy uzyciu
Swiezej probki osocza krwi.

Flaga ,,No Crvalue” (brak wartosci CT) w kontroli T1 (prébka)

Brak matrycy DNA, ktora Probki tkankowe: Powtérzy¢ test. Jesli system po raz drugi wyswietla te¢ samg
moze ulec amplifikacji, flage, nalezy ponownie wyizolowa¢ DNA, korzystajac z dwoch szkietek z tej
w prébce samej prébki tkanki po resekcji lub odpowiedniej liczby szkietek dla prébki

CNB, aby uzyska¢ 20 mm? tkanki, nastepnie powtérzy¢ reakcje PCR. Jesli po
ponownej izolacji prébki system wyswietla te sama flage dla prébki, nalezy
powtorzy¢ test po raz drugi. Jesli flaga zostanie wy$wietlona ponownie, probka
nie nadaje sie do uzycia. Nalezy dla niej odnotowa¢ wynik ,nieokreslony” i nie
przeprowadza¢ dalszych testéw z jej uzyciem.

Prébki osocza: Powtorzyé test. Jesli system po raz drugi wyswietla te samg
flage, nalezy ponownie wyizolowa¢ DNA, uzywajac 2 ml osocza pacjenta.
Jesli flaga zostanie wyswietlona ponownie, prébka nie nadaje sie do uzycia,
nalezy dla niej zgtosi¢ wynik ,nieokreslony” i nie przeprowadzac¢ dalszych
testéw z jej uzyciem. Nalezy rozwazy¢ powtorzenie testow przy uzyciu
Swiezej probki osocza krwi.
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Informacje kontaktowe

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

www.giagen.com).
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Symbole

Ponizsze symbole mogg znajdowac¢ sie na opakowaniu i etykietach:

Symbol Definicja symbolu

c € Znak informujgcy o tym, ze wyréb spetnia wymogi dyrektywy
Unii Europejskiej

W <N> Zawiera odczynniki wystarczajgce do wykonania <N> reakcji

Termin waznosci

Wyréb medyczny do diagnostyki in vitro

Numer katalogowy

LOT Numer serii
Numer materiatu
COMP Skfadniki
CONT Zawiera
Liczba
S
AN Chroni¢ przed $wiattem

Globalny numer jednostki handlowej

g

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

o 7

Ograniczenie temperatury

o
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Symbol Definicja symbolu

Producent

Zapoznac¢ sie z instrukcjg uzycia

Przestroga

> =) I
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Informacje dotyczgce zamawiania

Produkt Zawartos¢ Nr kat.
therascreen PIK3CA RGQ Na 24 reakcje: 6 mieszanin reakcyjnych, 873111
PCR Kit (24) kontrola pozytywna, polimeraza DNA

Taq, woda do stosowania jako NTC
i woda do rozcienczania probek

QlAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit
QlAamp DSP DNA FFPE Na 50 przygotowan DNA: kolumny 60404
Tissue Kit (50) QlAamp MinElute®, proteinaza K, bufory,

probowki Collection Tubes (2 ml)

QlAamp DSP Circulating Nucleic Acid Kit
QlAamp DSP Circulating Na 50 przygotowan DNA: kolumny 61504
Nucleic Acid Kit (50) QlAamp MinElute, proteinaza K, bufory,

probéwki Collection Tubes (2 ml)

Aparat Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM i akcesoria
Rotor-Gene Q MDx 5plex Cykler do reakgciji real-time PCRi 9002032
HRM Platform analizator High Resolution Melt

z 5 kanatami (zielony, zotty,

pomaranczowy, czerwony, purpurowy)

i kanatem HRM, komputer typu laptop,

oprogramowanie, akcesoria: obejmuje

roczng gwarancje na czesci i robocizne,

nie obejmuje instalacji i przeszkolenia
Rotor-Gene Q MDx 5plex Cykler do reakcji real-time PCR i 9002033
HRM System analizator High Resolution Melt

z 5 kanatami (zielony, zotty,
pomaranczowy, czerwony, purpurowy)
i kanatem HRM, komputer typu laptop,
oprogramowanie, akcesoria: obejmuje
roczng gwarancje na czesci i robocizne,
instalacje i przeszkolenie
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PCR Tubes, 0.2 ml (1000) 1000 cienkosciennych probéwek na 981005
1000 reakciji o objetosci 20-50 pl

Strip Tubes and Caps, 10 x 250 paskéw po 4 probowki 981106
0.1 ml (2500) z zatyczkami na 10 000 reakc;ji

Loading Block 72 x 0.1 ml Aluminiowy blok do recznego 9018901
Tubes przygotowywania reakcji jednokanatowg

pipeta w 72 probéwkach 0,1 ml

Loading Block 96 x 0.2 ml Aluminiowy blok do recznego 9018905
PCR Tubes przygotowywania reakcji w probéwkach

PCR w uktadzie 96 x 0,2 ml za pomoca

pipety jednokanatowej

72-Well Rotor Do przytrzymywania probowek Strip 9018903
Tubes and Caps, 0.1 ml, o objetosciach
reakcji 10-50 yl; wymagany pierscien
blokujacy Locking Ring 72-Well Rotor

Locking Ring 72-Well Rotor Do blokowania probéwek Strip Tubes 9018904
and Caps, 0.1 ml w rotorze 72-Well Rotor

QIlAvac 24 Plus vacuum Do oczyszczania ctDNA 19413
manifold

QlAvac Connecting System Do oczyszczania ctDNA 19419
Vacuum Pump Do oczyszczania ctDNA; lub réwnowazna 84010

pompa umozliwiajgca wytworzenie
podcisnienia od -800 do —900 mbar

Aktualne informacje licencyjne oraz dotyczace wylaczenia odpowiedzialnosci dla
poszczegolnych produktéow znajdujg sie w odpowiedniej instrukcji obstugi lub podreczniku
uzytkownika zestawu QIAGEN. Instrukcje obstugi i podreczniki uzytkownika zestawu
QIAGEN s3a dostgpne w witrynie www.giagen.com. Mozna je takze zamowi¢ w serwisie lub
u lokalnego dystrybutora firmy QIAGEN.
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Historia zmian dokumentu

Data Zmiany

R1, czerwiec 2019r. Pierwsze wydanie

R2, wrzesien 2019 r. Poprawiono dane w kolumnie Czesto$¢ wystepowania w Tabela 15; poprawiono

btedy typograficzne; zaktualizowano ukfad
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Strona celowo pozostawiona pusta
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Umowa ograniczonej licencji dla zestawu therascreen PIK3CA RGQ PCR Kit

Korzystanie z tego produktu oznacza zgode nabywcy lub uzytkownika produktu na nastgpujgce warunki:

1. Niniejszy produkt moze by¢ uzytkowany wytgcznie zgodnie z protokotami dotgczonymi do produktu oraz niniejszg instrukcjg obstugi i wytacznie ze
sktadnikami znajdujgcymi sie w tym zestawie. Firma QIAGEN nie udziela zadnej licencji w zakresie praw wtasnosci intelektualnej do uzytkowania niniejszego
zestawu ze skfadnikami nienalezacymi do zestawu, z wyjatkiem przypadkéw opisanych w protokotach dotgczonych do produktu, niniejszej instrukcji oraz
dodatkowych protokotach dostepnych na stronie www.giagen.com. Niektére dodatkowe protokoty zostaty sformutowane przez uzytkownikéw rozwigzan
QIAGEN z my$lg o innych uzytkownikach rozwigzan QIAGEN. Takie protokoty nie zostaty doktadnie przetestowane ani poddane procesowi optymalizacji
przez firmg QIAGEN. Firma QIAGEN nie gwarantuje, Ze nie naruszajg one praw osob trzecich.

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

licencje.

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

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

5. Nabywca i uzytkownik zestawu zobowigzuje sig nie podejmowac dziatar ani nie zezwala¢ innym osobom na podejmowanie dziatan, ktére mogg doprowadzi¢

do wykonania lub umozliwi¢ wykonanie zabronionych czynno$ci wymienionych powyzej. Firma QIAGEN moze wyegzekwowac przestrzeganie zakazéw
niniejszej Umowy ograniczonej licencji i wnies¢ sprawe do dowolnego sadu. Ma takze prawo zazgdac¢ zwrotu kosztéw wszelkich postepowan i kosztow
sadowych, w tym wynagrodzen prawnikéw, zwigzanych z egzekwowaniem postanowiern Umowy ograniczonej licencji lub wszelkich praw wiasnosci
intelektualnej w odniesieniu do zestawu i/lub jego sktadnikéw.

Informacje dla nabywcy: Zakup tego produktu daje nabywcy ograniczone, niezbywalne prawo do wykorzystania tylko tej ilosci produktu do wykonywania
opatentowanego procesu peptydowego kwasu nukleinowego (peptide nucleic acid, PNA) wytgcznie do czynnosci okreslonych w dostarczonej podczas zakupu
instrukcji obstugi lub ulotce dotaczonej do opakowania produktu firmy QIAGEN, w zakresie diagnostyki cztowieka. W momencie zakupu nabywca tego produktu
zobowigzuije sie nie podejmowac nastgpujgcych dziatan: (1) odsprzedawac¢ tego produktu w jakiejkolwiek formie; (2) uzywac tego produktu do zastosowan
medycyny sadowej; lub (3) uzywac tego produktu do celéw innych niz te, ktére okreslono w Licencji na ograniczone zastosowanie produktu. Dalsze informacje
na temat nabywania praw wynikajg 1 Z patentow i ych przez firmg Applied Biosystems LLC mozna uzyskac¢ kontaktujgc sig¢ z Dziatem Licencji, Thermo
Fisher Scientific, 5791 Van Allen Way, Carlsbad CA 92008: telefon (760) 603-7200: e-mail outlicensing@lifetech.com.

Aktualne warunki licencji oraz informacje dotyczace wytgczenia odpowiedzialnosci dla poszczegélnych produktéw sg dostepne na stronie www.giagen.com.

Znaki towarowe: QIAGEN®, Sample to Insight®, QIAamp®, MinElute®, Rotor-Gene®, Rotor-Gene AssayManager®, therascreen® (QIAGEN Group); DNAZap™
(Thermo Fisher Scientific, Inc.); PIQRAY® (Novartis AG). Zastrzezonych nazw, znakéw towarowych itd. wykorzystywanych w niniejszym dokumencie, nawet jezeli
nie zostaly oznaczone jako zastrzezone, nie mozna uwazac za hiechronione przepisami prawa.

1116336 Wrz-19 HB-2635-001 © 2019 QIAGEN, wszelkie prawa zastrzezone.
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