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Verwendungszweck

Das therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit ist ein in-vitro-diagnostischer Test zum Nachweis
von Deletionen in Exon 19 und Substitutionen in Exon 20 und 21 (T790M bzw. L858R) in
dem Gen, das fir den epidermalen Wachstumsfaktorrezeptor (Epidermal Growth Factor
Receptor, EGFR) kodiert, und erméglicht die qualitative Bestimmung des Mutationsstatus. Die
Ergebnisse sind zur Unterstiitzung bei der Identifizierung von Patienten mit nichtkleinzelligen
Lungenkarzinomen vorgesehen, die von einer Behandlung mit IRESSA® (Gefitinib) profitieren

kénnten, wenn keine Gewebeprobe untersucht werden kann.

Das therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit darf nur von geschultem Fachpersonal in einer
professionellen Laborumgebung an DNA-Proben verwendet werden, die aus Plasma aus dem
Blut von Patienten mit nichtkleinzelligem Lungenkarzinom (Non-Small Cell Lung Cancer,
NSCLC) extrahiert wurden.

Das therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit ist fir den Gebrauch als In-vitro-Diagnostikum

vorgesehen.
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Zusammenfassung und Erlauterung

Beim therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit handelt es sich um ein gebrauchsfertiges Kit fir
den Nachweis von Mutationen im krebsrelevanten EGFR-Gen mittels Polymerase-
Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction, PCR) auf Rotor-Gene @ MDx 5plex HRM

Instrumenten.

Das auf der Scorpions® und der ARMS-Technologie beruhende therascreen EGFR Plasma
RGQ PCR Kit erméglicht den Nachweis der folgenden Mutationen des EGFR-Gens auf einem
Hintergrund von genomischer Wildtyp-DNA.

e Deletionen in Exon 19
e T/90M
e [858R

Die angewendeten Methoden sind hochgradig selektiv und kénnen je nach
DNA-Gesamtmenge zum Nachweis eines geringen prozentualen Anteils der Mutation auf
einem Hintergrund von genomischer WildtypDNA verwendet werden. Dank diesem Maf3 an
Selektivitat und dieser LOD ist dieses Verfahren weitaus praziser als andere Technologien, wie

z. B. die Sequenzierung mittels Farbstoff-Terminator.
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Verfahrensprinzip

Das therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit nutzt fir den Nachweis von Mutationen mittels
Realtime-PCR zwei Technologien: ARMS und Scorpions.

ARMS

ARMS (Amplification Refractory Mutation System) dient zur dllel- oder mutationsspezifischen
Amplifikation. Mit der TagDNA-Polymerase (Tag) kann &uBerst genau zwischen einer
Ubereinstimmung und einer Nichtiibereinstimmung am 3'-Ende eines PCR-Primers unterschieden
werden. Spezifische mutierte Sequenzen werden selbst in Proben, bei denen die Mehrzahl der
Sequenzen die Mutation nicht aufweist, selektiv amplifiziert. Wenn der Primer vollstandig
Ubereinstimmt, erfolgt die Amplifikation mit voller Effizienz. Wenn die 3'-Base nicht

Ubereinstimmt, erfolgt die Amplifikation nur im Hintergrund auf niedrigem Niveau.

Scorpions

Der Nachweis der Amplifikation wird mit Hilfe der Scorpions-Technologie durchgefihrt.
Scorpions sind bifunktionelle Molekiile, die sich aus einem PCR-Primer und einer kovalent
daran gebundenen Sonde zusammensetzen. Das Fluorophor in dieser Sonde interagiert mit
einem ebenfalls in die Sonde integrierten Quencher, welcher die Fluoreszenz reduziert. Wenn
die Sonde wdahrend der PCR an das Amplifikat bindet, werden Fluorophor und Quencher

getrennt. Dies fihrt zu einem Anstieg der Fluoreszenz im Reaktionsrohrchen.
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Kit-Zusammenstellung
Das therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit enthalt vier Assays:

e einen Kontrollassay (Ctrl)

e drei Mutationsassays

Alle Reaktionsgemische enthalten Reagenzien fir den Nachweis der mit FAM™ markierten
Zielsequenzen, sowie einen infernen Kontrollassay, der mit HEX™ markiert ist. Mit dem
internen Kontrollassay kann nachgewiesen werden, ob Inhibitoren vorhanden sind, die zu
falsch negativen Ergebnissen fihren kénnen. Die FAM-Amplifikation kann die konkurrierende
Amplifikation der internen Kontrolle verdréngen; die interne Kontrolle dient lediglich dem
Nachweis, dass es sich beim Ausbleiben einer FAM-Amplifikation tatsdchlich um ein negatives

Ergebnis und nicht etwa um eine fehlgeschlagene PCR-Reaktion handelt.
Assays

Kontrollassay

Der mit FAM gekennzeichnete Kontrollassay dient zur Bestimmung der Gesamt-DNA in einer
Probe. Dieser Assay amplifiziert eine Region von Exon 2 des EGFR-Gens. Bekannte

EGFR-Polymorphismen werden aufgrund der Konzeption von Primer und Sonde vermieden.

Mutationsassays

Jeder Mutationsassay enthélt eine FAM-markierte Scorpions-Sonde sowie einen ARMS-Primer

zur Unterscheidung zwischen der Wildtyp-DNA und einer spezifischen mutierten DNA.
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Kontrollen
Alle Versuchsléufe missen die folgenden Kontrollen enthalten:

Positivkontrolle

Bei jedem Lauf muss in den Réhrchen 1-4 eine Positivkontrolle enthalten sein. Das therascreen
EGFR Plasma RGQ PCR Kit enthalt eine EGFR-Positivkontrolle (Positive Control, PC), die in der
Positivkontrollreaktion als Template zum Einsatz kommt. Mit den Ergebnissen der

Positivkontrolle wird sichergestellt, dass das Kit die angegebenen Akzeptanzkriterien erfillt.

Negativkontrolle

Bei jedem Lauf muss in den Réhrchen 9-12 eine Negativkontrolle (Kontrolle ohne Template,
No Templale Conirol, NTC) enthalten sein. Die NTC besteht aus nukleasefreiem
Wasser (H20), das fir die Kontrolle ohne Template als ,Template” dient. Die Kontrolle ohne
Template dient dem Nachweis von méglicherweise bei der Laufkonfiguration aufgetretenen

Kontaminationen sowie zur Leistungsbeurteilung der internen Kontrollreaktion.

Beurteilung der internen Kontrollreaktion

Jedes Reaktionsgemisch enthdlt neben der Zielreaktion eine interne Kontrolle. Eine
fehlgeschlagene Kontrollreaktion zeigt an, dass entweder Inhibitoren vorhanden sind, die zu
falsch negativen Ergebnissen fihren kénnen, oder dass der Bediener bei der Vorbereitung

dieses Réhrchens einen Fehler begangen hat.

Wenn das Fehlschlagen der internen Kontrollreaktion auf eine PCR-Inhibition zuriickzufihren
ist, kann der Effekt der Inhibitoren u. U. durch Verdiinnen der Probe verringert werden;
allerdings ist zu beachten, dass dadurch auch die ZielDNA verdinnt wird. Die
FAM-Amplifikation kann die konkurrierende Amplifikation der internen Kontrolle verdréngen,
so dass der Cr-Wert (HEX) der infernen Kontrolle auBerhalb des zuldssigen Bereichs liegen

konnte. Die FAM-Ergebnisse sind fir diese Proben weiterhin giltig.
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Im Lieferumfang enthaltene Materialien

Kit-Inhalt

therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit (24)

Katalog-Nr. 870311

Anzahl der Reaktionen 24

Rot Control Reaction Mix (Kontrollreaktionsgemisch) Ctrl 2 x 600 pl

Lila T790M Reaction Mix (T790M-Reaktionsgemisch) T790M 600 pl

Orange Deletions Reaction Mix (Deletionsreaktionsgemisch) Del 600 pl

Rosa L858R Reaction Mix (L858R-Reaktionsgemisch) L858R 600 pl

Beige EGFR Positive Control (EGFR-Positivkontrolle) PC 300 pl

Mintgrin Taq DNA Polymerase (Tag-DNA-Polymerase) Tagq 2 x 80 pl

Weif3 Nuclease-Free Water for No Template Control NTC 1x1,9ml
(Nukleasefreies Wasser fiir die Kontrolle ohne Template)

Weify Nuclease-Free Water for Dilution Dil 1x1,9ml
(Nukleasefreies Wasser zur Verdinnung)

therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit Gebrauchsanweisung 1

(Handbuch)
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Zusatzlich benétigtes Material

Tragen Sie beim Umgang mit Chemikalien immer einen geeigneten Laborkittel,
Einweghandschuhe und eine Schutzbrille. Weitere Informationen kénnen Sie den
entsprechenden Sicherheitsdatenbldttern (Safety Data Sheets, SDS) entnehmen, die Sie vom

jeweiligen Hersteller beziehen kdnnen.

e Kit zur DNAExiraktion (siehe ,Verfahren”, Seite 16)

e Sperzielle (einstellbare) Pipetten* zur Probenvorbereitung

o Spezielle (einstellbare) Pipetten* zur Herstellung des PCR-Master-Mix

o Spezielle (einstellbare) Pipetten* zur Dispensierung von Template-DNA

® DNase;, RNase- und DNAdfreie Pipetienspitzen mit Filtern (zur Vermeidung von
Kreuzkontaminationen empfehlen wir Pipettenspitzen mit Aerosolfiltern)

e Wasserbad oder Ghnliches Gerdt zur Temperierung von 50-ml-Zentrifugenrdhrchen auf 60 °C

e Heizblock oder dhnliches Gerdt zur Inkubation bei 56 °Ct

® ZerstoBenes Eis

o Tischzentrifuge* mit Rotor fir 2-ml-Reaktionsréhrchen

e Vortexer

® Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM Instrument*t mit den Fluoreszenzkandlen ,Cycling Green” und

,Cycling Yellow" (fir den Nachweis von FAM bzw. HEX)

Rotor-Gene Q Software, Version 2.3.5 oder hdher

e Strip Tubes and Caps, 0.1 ml, zur Verwendung mit einem 72-WellRotor (Kat.-Nr. 981103
oder 981106)

e DNase-, RNase- und DNAreie Mikrozentrifugenrdhrchen zum Ansetzen von Master-Mixes

e loading Block 72x0.1 ml Tubes, Aluminiumladeblock fir die  manuelle
Reakfionskonfiguration mit einer Einkanalpipette (QIAGEN, Kat.Nr. 9018901)

* Stellen Sie sicher, dass die Geréte gemaf3 den Empfehlungen der Hersteller geprift und kalibriert wurden.

t In einigen Landern kann ggf. das Rotor-Gene Q 5plex HRM Instrument mit Produktionsdatum ab Mai 2011 verwendet
werden. Das Produktionsdatum kann der Seriennummer auf der Riickseite des Instruments entnommen werden. Die
Seriennummer hat das Format ,mmijjnnn”, wobei ,mm” fir den Produktionsmonat in Ziffern, ,jj" fir die letzten beiden
Ziffern des Produktionsjahres und ,nnn” fir die eindeutige Instrumentenkennung steht.
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Warnungen und Vorsichtsmaf3nahmen

In-vitro-Diagnostikum
Fir den professionellen Gebrauch

Sicherheitshinweise

Tragen Sie beim Umgang mit Chemikalien immer einen geeigneten Laborkittel,
Einweghandschuhe und eine Schutzbrille. Weitere Informationen finden Sie in den jeweiligen
Sicherheitsdatenbléttern  (Safety Data Sheets, SDS). In unserer Online-Sammlung der
Sicherheitsdatenblétter unter www.qiagen.com/safety finden Sie zu jedem QIAGENKit und zu
jeder KitKomponente das jeweilige SDS als praktische und kompakte PDF-Datei, die Sie

einsehen und ausdrucken kdnnen.
Allgemeine Vorsichtsmafinahmen
Folgendes sollte vom Anwender immer beachtet werden:

® Verwenden Sie DNase, RNase- und DNAfreie Pipettenspitzen mit Filtern und achten Sie
darauf, dass die Pipetten gemaB den Anweisungen des Herstellers kalibriert wurden.

e lagern und exirahieren Sie positive Materialien (sowohl Spezimen als auch Positivkontrollen)
getrennt von allen anderen Reagenzien und geben Sie sie in einem rdumlich getrennten Bereich
zum Reaktionsgemisch hinzu.

e lassen Sie alle Komponenten vor Assay-Beginn bei Raumtemperatur (15-25 °C) vollstandig
auftaven.

e Mischen Sie nach dem Auftauen die Komponenten durch zehnmaliges Umschwenken jedes

Réhrchens und zentrifugieren Sie kurz.
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Hinweis: AuBerste Vorsicht ist geboten, um die Kontamination von PCR-Reaktionen mit
synthetischem Kontrollmaterial zu vermeiden. Wir empfehlen, zum Ansetzen von
Reaktionsgemischen und Hinzufigen von DNA-Templates verschiedene Spezialpipetten zu
verwenden. Die Herstellung und Dispensierung der Reaktionsgemische darf nicht in dem
Bereich durchgefihrt werden, in dem die Template-Zugabe erfolgt. Die Rotor-Gene Q
Rahrchen dirfen nach Abschluss des PCR-Laufs nicht gedffnet werden. Auf diese Weise soll

eine Kontamination des Labors mit PCR-Endprodukten verhindert werden.

Hinweis: Die Reagenzien sind fir die manuelle Einrichtung validiert. Bei automatisierten
Methoden ist die Anzahl der méglichen Reaktion u. U. niedriger, da ein Teil der Reagenzien

zum Fillen des ,Totvolumens” dieser automatisierten Systeme verloren geht.

Hinweis: Alle Reagenzien im therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit wurden speziell fir die
Anwendung mit den angegebenen Tests formuliert. Alle in einem therascreen EGFR Plasma
RGQ PCR Kit enthaltenen Reagenzien sind ausschlieBlich fir die Verwendung mit den anderen

Reagenzien aus diesem therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit vorgesehen.

Zur Gewdhrleistung einer optimalen leistung dirfen die Reagenzien des Kits nicht

ausgetauscht werden.

Hinweis: Verwenden Sie ausschlieBlich die im Kit mitgelieferte Tag-DNA-Polymerase (Tag).
Diese darf nicht durch die TagDNA-Polymerase aus anderen Kits desselben Typs oder eines

anderen Typs oder durch die Tag-DNA-Polymerase anderer Hersteller ersetzt werden.

Hinweis: Die Reagenzien im therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit wurden optimal verdinnt.
Eine weitere Verdinnung der Reagenzien wird nicht empfohlen, da dies zu einer
Leistungsbeeintrachtigung fihren kann. Des Weiteren wird von der Verwendung von
Reaktionsvolumen unter 25 pl abgeraten, da dies das Risiko falsch negativer Ergebnisse
erhoht.
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Lagerung und Handhabung der Reagenzien

Das therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit wird auf Trockeneis versendet. Wenn Bestandteile
des therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kits beim Empfang nicht gefroren sind, die
Umverpackung wahrend des Transports gedffnet wurde, die Lieferung keine Stiickliste, keine
Gebrauchsanleitung oder keine Reagenzien enthdlt, wenden Sie sich an den Technischen
Service von QIAGEN oder lhren HSEléndler vor Ort (Kontaktinformationen siehe

www.giagen.com).

Das therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit muss unmittelbar nach dem Empfang
lichtgeschiitzt bei —30 bis =15 °C in einem Gefrierschrank mit konstanter Temperatur gelagert

werden. Bei Lagerung unter den angegebenen Lagerungsbedingungen ist das therascreen
EGFR Plasma RGQ PCR Kit bis zum Ablauf des angegebenen Verfallsdatums stabil.

Nach dem Offnen kénnen die Reagenzien fir 12 Monate, héchstens jedoch bis zu dem auf
der Verpackung angegebenen Verfallsdatum, bei =30 bis —15 °C in der Originalverpackung
gelagert werden. Wiederholtes Auftauen und Einfrieren ist zu vermeiden. Es diirfen maximal

acht Einfrier-/Auftauzyklen durchgefihrt werden.

Die Reagenzien missen Uber einen Zeitraum von mindestens 1 Stunde bis maximal 4,5 Stunden
bei Raumtemperatur aufgetaut werden. Sobald die Reagenzien in einem gebrauchsfertigen
Zustand sind, konnen die PCR-Reaktionen eingerichtet werden. Die Rotor-Gene Q MDx
Rohrchen, welche die Master-Mixe und die DNA-Probe enthalten, sollten dann sofort in den
Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM geladen werden. Die Gesamtzeit zwischen Beginn der

PCR-Konfiguration und Beginn des Laufs sollte die folgenden Zeiten nicht Gberschreiten:

e 6 Stunden bei Lagerung bei Raumtemperatur
Hinweis: Diese Zeit umfasst sowohl die PCR-Konfiguration als auch die Lagerung.
e 18 Stunden bei Lagerung im Kihlschrank (2-8 °C)

Hinweis: Diese Zeit umfasst sowohl die PCR-Konfiguration als auch die Lagerung.
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Hinweis: Scorpions (wie alle fluoreszenzmarkierten Molekiile) in den Reaktionsgemisch-
Reagenzien sind lichtempfindlich. Kontroll- und Reaktionsgemisch-Reagenzien missen vor Licht

geschitzt werden, um Photobleichung zu vermeiden.

Die Reagenzien im therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit sind optimal verdinnt, so dass vor
dem Gebrauch in der Analyse gemaf3 Handbuch zum therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit

keine weitere Reinigung oder Vorbehandlung erforderlich ist.

Die auf der KitVerpackung und den Efiketten der einzelnen Komponenten des Kits
aufgedruckten Verfallsdaten und Lagerbedingungen sind zu beachten. Abgelaufene oder

falsch gelagerte Komponenten dirfen nicht verwendet werden.
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Lagerung und Handhabung der Spezimen

Hinweis: Alle Proben sind als potenziell infektids zu behandeln.

Als Probenmaterial muss humane genomische DNA verwendet werden, die aus Plasma
extrahiert wurde. Zur Sicherstellung der Spezimenqualitét missen die Spezimen gemdf3

Pathologie-Standardverfahren transportiert werden.
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Verfahren

DNA-Extraktion

Die  leistungsmerkmale  dieses  Kits  wurden  anhand  von  mit  dem
QIAamp® Circulating Nucleic Acid Kit (Kat.-Nr. 55114) extrahierter DNA bestimmt. Fihren
Sie bei Verwendung des QlAamp Circulating Nucleic Acid Kits die DNA-Extraktion gemaf3

den Anweisungen im Handbuch durch. Beachten Sie dabei Folgendes:

® Das Plasma-Anfangsvolumen betragt 2 ml.

® Vor der DNAExtraktion missen 2 ml Plasma 2 Minuten bei 3000 rpm zentfrifugiert und der
Uberstand in ein sauberes Rohrchen berfihrt werden.

e Es wird ein ProteinaseK-Volumen von 250 pl benétigt.

® Der Proteinase-K-Verdau muss 1 Stunde lang bei 60 °C durchgefihrt werden.

e Die aufgereinigte genomische DNA muss in 55 pl Buffer AVE (im QlAamp Circulating Nucleic
Acid Kit enthalten) eluiert werden.

e Llagern Sie aufgereinigte genomische DNA bei 30 bis -15 °C.

Hinweis: Alle Assays im therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit erzeugen kurze PCR-Produkte.
Das therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit funktioniert jedoch nicht bei stark
fragmentierter DNA.
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Protokoll: Nachweis von EGFR-Mutationen

Wichtige Hinweise vor Beginn

Vergewissern Sie sich, dass bei jedem Mischschritt wéhrend der Assaykonfiguration das
beschriebene Mischverfahren durchgefihrt wird, um korrekte Ergebnisse zu erhalten.

Bei jedem Lauf kénnen bis zu 16 Proben untersucht werden.

Lesen Sie vor Beginn den Abschnitt ,Allgemeine Vorsichtsmaf3nahmen” auf Seite 11.

Machen Sie sich mit dem Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM Instrument ausreichend vertraut, bevor
Sie mit dem Protokoll beginnen. Lesen Sie die Gebrauchsanweisung zum Instrument.

Mischen Sie die TagDNA-Polymerase (Tag) oder andere Gemische, die TagDNA-Polymerase
enthalten, nicht im Vortexer, da das Enzym hierdurch inaktiviert werden kann.

Pipettieren Sie die Taq, indem Sie die Pipettenspitze nur knapp unter die Flissigkeitsoberfléche
eintauchen. Dadurch soll verhindert werden, dass die Spitze grofiflachig mit dem Enzym in
Berihrung kommt.

Kontroll- und Mutationsassay missen fir jede DNA-Probe im gleichen PCR-Lauf analysiert
werden, um Variationen zwischen den einzelnen Léufen zu vermeiden.

Zur Gewdhrleistung eines mglichst effizienten Gebrauchs der Reagenzien des therascreen
EGFR RGQ PCR Kits fassen Sie die DNA-Proben zu Chargen zusammen, damit die Léufe
mdglichst voll besetzt sind. Durch das Testen einzelner Proben oder kleiner Serien von Proben
steigt der Reagenzienverbrauch an und die Gesamtzahl der Proben, die mit dem therascreen
EGFR RGQ PCR Kit getestet werden kdnnen, nimmt ab.

Vorbereitende Schritte

Alle Reagenzien missen vor jedem Gebrauch mindestens 1 Stunde und héchstens 4,5 Stunden
lang bei Raumtemperatur (15-25 °C) vollsténdig aufgetaut, durch zehnmaliges Umschwenken
gemischt und kurz zentrifugiert werden, damit sich der Inhalt unten im Réhrchen sammelt.
Uberprifen Sie vor der Verwendung, dass die Tag Raumtemperatur erreicht hat (15-25 °C).
Zentrifugieren Sie das Rdhrchen kurz, damit sich das Enzym am Boden des Réhrchens sammelt.
Mischen Sie alle Proben durch zehnmaliges Umschwenken und zentrifugieren Sie kurz, damit

sich der Inhalt unten am Boden des Rdhrchens sammelt.
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Verfahren

1.

Tauen Sie alle Rdhrchen mit Reaktionsgemisch, das nukleasefreie Wasser fir die Kontrolle
ohne Template (No Template Control, NTC) und die EGFR-Positivkontrolle (Positive Control,
PC) mindestens 1 Stunde lang bei Raumtemperatur (15-25 °C) vollstdndig auf (Tabelle 1).
Mischen Sie die Reagenzien nach dem Auftauen, indem Sie jedes Rohrchen zehnmal
umschwenken, um im gesamten Rohrchen eine einheitliche Salzkonzentration zu
gewdhrleisten, und zentrifugieren Sie dann kurz, damit sich der Inhalt unten am Boden des

Réhrchens sammelt.

Tabelle 1. Zeiten fir Auftauen und PCR-Konfiguration sowie Lagertemperaturen

Lagertemperatur nach Max. Zeit fir PCR-
Minimale Auftauzeit Maximale Auftauzeit der PCR-Konfiguration Konfiguration und Lagerung
1 Stunde 4,5 Stunden Raumtemperatur 6 Stunden

(15-25 °C)
1 Stunde 4,5 Stunden 2-8 °C 18 Stunden

Hinweis: Die PCR-Konfiguration muss bei Raumtemperatur durchgefihrt werden. Der Begriff
JLagerung” bezieht sich auf den Zeitraum vom Abschluss der PCR-Konfiguration bis zum
Start des PCR-Testlaufs auf dem Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM.

Hinweis: Bringen Sie die Tag-DNA-Polymerase (Réhrchen Taq) gleichzeitig mit den
anderen Reagenzien auf Raumtemperatur (15-25 °C) (siehe ,Lagerung und Handhabung
der Reagenzien”, Seite 13). Zentrifugieren Sie das Rdhrchen kurz, damit sich das Enzym

am Boden des Rdhrchens sammelt.

. Fihren Sie die folgenden Schritte aus:

2a. Kennzeichnen Sie vier Mikrozentrifugenréhrchen (nicht im Lieferumfang enthalten)
entsprechend den in Tabelle 2 aufgefihrten Reakfionsgemischen.

2b. Setzen Sie gemdf den Volumenangaben in Tabelle 2 ausreichend Master-Mixe
(Kontroll- oder Mutationsreaktionsgemisch [Réhrchen CTRL, T790M, Deletionen,
L858R] sowie Tag-DNA-Polymerase [Taq]) fir die DNA-Proben, eine Reaktion mit
EGFR-Positivkontrolle (Réhrchen PC) und eine Reaktion mit nukleasefreiem Wasser als

Kontrolle ohne Template (Réhrchen NTC) an.
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Hinweis: Planen Sie Reagenzien fir eine zusdtzliche Probe ein, damit bei der
PCR-Konfiguration ausreichend Material vorhanden ist.
Die Master-Mixe enthalten mit Ausnahme der Probe alle Komponenten, die fir die PCR

bendtigt werden.

Tabelle 2. Herstellung der Master-Mixe*

Assay Reaktionsgemischrohrchen ~ Volumen des Volumen der Tag-DNA-Polymerase
Reaktionsgemisches (Rhrchen Taq)

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

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

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

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

* Planen Sie beim Ansetzen des Master-Mix eine zusatzliche Probe ein, damit bei der PCR-Konfiguration ausreichend
Material vorhanden ist.

Hinweis: Bei der Herstellung des Master-Mix wird zuerst das erforderliche Volumen an
Kontroll- oder Mutationsreaktionsgemisch in das jeweilige Réhrchen gegeben; erst dann
wird die Tag-DNA-Polymerase zugegeben.

3. Setzen Sie die benétigte Anzahl von PCR-4-Rhrchenstreifen (jeder Streifen besteht aus
4 Rohrchen) gemaB der Anordnung in Tabelle 3 in den Ladeblock. VerschlieBen Sie die
Rahrchen nicht.

Hinweis: Die Deckel verbleiben im Kunststoffbehdlter, bis sie bendtigt werden.

4. VerschlieBen Sie das Master-Mix-Réhrchen mit dem Deckel und mischen Sie den Master-
Mix durch zehnmaliges Umschwenken. Zentrifugieren Sie das Réhrchen anschlieflend
kurz, damit sich das Gemisch unten im R&hrchen sammelt. Geben Sie sofort 20 pl Master-
Mix in jedes erforderliche PCRR&hrchen des Streifens.

5. Geben Sie sofort 5 pl nukleasefreies Wasser (H2O) in den PCR-Réhrchenstreifen fir die
Kontrolle ohne Template (PCR-RShrchen 9-12) und verschlieBen Sie die Réhrchen mit
Deckeln.

6. Geben Sie jeweils 5 pl Probe in die Probenréhrchen (PCRR6hrchen 5-8, 13-16 und 17-72)

und verschlieBBen Sie die Réhrchen mit Deckeln.
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7. Geben Sie 5 pl EGFR-Positivkontrolle (Positive Control, PC) in die Positivkontrollréhrchen (PCR-
Réhrchen 1-4) und verschliefBen Sie die Rchrchen mit Deckeln. Jede DNA-Probe muss mit dem
Kontroll- und allen Mutationsassays getestet werden. Die hierfir erforderliche Anordnung ist in
Tabelle 3 dargestellt.

Tabelle 3. Anordnung von Kontroll- und Mutationsassays

Kontrollen Probennummer
Assay PC NTC 1 2 3 4 5 6 7
Cirl 1 9 17 25 33 41 49 57 65
T790M 2 10 18 26 34 42 50 58 66
Deletionen 3 11 19 27 85 43 51 59 67
L858R 4 12 20 28 36 44 52 60 68
Probennummer
Assay 8 9 10 1 12 13 14 15 16
Cirl 5 13 21 29 37 45 53 61 69
T790M 6 14 22 30 38 46 54 62 70
Deletionen 7 15 23 31 39 47 &5 63 71
L858R 8 16 24 32 40 48 56 64 72

8. Kennzeichnen Sie mit einem wasserfesten Filzstift die Deckel der ersten Rohrchen, die sich
in jedem PCR-4-Rdhrchenstreifen in der Position mit der niedrigsten Nummer befinden
(z. B. Positionen 1, 5, 9 usw.), um die Ausrichtung fir das Laden der Rhrchen in den
72-WellRotor des Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM anzuzeigen.
9. Schwenken Sie die verschlossenen Réhrchen 4-mal um, um Probe und Reaktionsgemisch zu
mischen.
10. Setzen Sie alle PCR-4-R3hrchenstreifen in die entsprechenden Positionen des 72-WellRotors ein
und stellen Sie durch eine Sichtprisfung sicher, dass alle Rdhrchen das gleiche Volumen

enthalten.

Hinweis: Achten Sie darauf, dass die Rohrchenstreifen beim Einsetzen in den Rotor nicht

umgedreht werden.
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11. Wenn der Rotor nicht voll ist, setzen Sie verschlossene leere Rohrchen in die unbesetzten

Positionen ein.

12. Setzen Sie sofort den Rotor in den Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM ein. Stellen Sie sicher,
dass der SchlieBring (Zubehér des Rotor-Gene Q MDx) oben am Rotor angebracht ist, um

die Rohrchen wéhrend des Laufs zu sichern.

13. Informationen zum Erstellen des Temperaturprofils und Starten des Laufs finden Sie in der
Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM Systemeinrichtung (siehe ,Protokoll: Rotor-Gene Q
EGFR-Konfiguration”, Seite 22).
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Protokoll: Rotor-Gene Q EGFR-Konfiguration

Die Zyklusparameter sind in Tabelle 4 dargestellt.

Tabelle 4. Zyklusparameter

Zyklen Temperatur Zeit Datenerfassung
1 95 °C 15 Minuten Keine
95 °C 30 Sekunden Keine
40
60 °C 60 Sekunden Green und Yellow

1. Doppelklicken Sie auf dem Desktop des Notebooks, das mit dem Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRM verbunden ist, auf das Symbol der Rotor-Gene Q Software, Version 2.3. Wéhlen Sie

im daraufhin angezeigten Didlogfeld ,New Run” (Neuer Llauf) die Registerkarte

+Advanced” (Erweitert) aus.

2. Wahlen Sie zum Erstellen einer neuen Vorlage Empty Run (Leerer Lauf) aus und klicken Sie

dann auf New (Neu).

Das Dialogfeld ,New Run Wizard” (Assistent fir neue Léufe) erscheint.

3. Wahlen Sie ,72-Well Rotor”( 72-WellRotor) als Rotortyp aus. Vergewissern Sie sich, dass
der SchlieBring angebracht ist und aktivieren Sie das Kontrollkéstchen Locking Ring
Attached (Schliering angebracht). Klicken Sie auf Next (Weiter) (Abbildung 1).

New Run Wizard

Welcome to the Advanced Run Wizard!

Rotor Type

or
[Rotor-Disc 100

3

Skip Wizard et >>

Abbildung 1. Dialogfeld ,New Run Wizard” (Assistent fir neve Léufe)
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4. Geben Sie in das Feld Operator (Bediener) den Namen des Bedieners ein. Geben Sie
Anmerkungen ein und stellen Sie den Wert im Feld Reaction Volume (Reaktionsvolumen) auf
25 ein. Vergewissern Sie sich, dass fir die Werte im Feld Sample Layout

(Probenkonfiguration) 1, 2, 3... ausgewdhlt ist. Klicken Sie auf Next (Weiter) (Abbildung 2).

This screen displays miscellaneous options for the run. Complete the fields, ::‘Ii; ::"i:‘;{: "
clicking Next when you are ready to move to the next page. Pesrrten
Dperator. on an item, hover

1 = NAME I \your mouse over the

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

Notes :

Reaction :

Sample Layout : |1,2,3 LII

Skip Wizard << Back Next >> 5

Abbildung 2. Eingeben des Bedienernamens und des Reaktionsvolumens

5. Klicken Sie im Dialogfeld ,New Run Wizard” (Assistent fir neve Laufe) auf Edit Profile
(Profil bearbeiten) (Abbildung 3) und iberprifen Sie wie in den folgenden Schritten
beschrieben die Laufparameter.

New Run Wizard

Click this button to
edit the profile

Temperature Profile :

shown in the box
above.

1 Edi Profie .. |
Channel Setup :

Name Source | Detector | Gain Create New...
Green  470nm  5100m 5 Edi
Yellow  530nm  555nm 5 -
Orange  5850m  610nm 5 Edit Gain...
Red B625nm  B80nm 5 g
Crimson  680nm  710hp 7 Remove
HRM 460nm  510nm 7 Reset Defaults
Gain Optimisation...

Skpwisd | <cBack | News» |

Abbildung 3. Bearbeiten des Profils
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6. Klicken Sie auf Insert after (Einfigen nach) und wdhlen Sie die Option New Hold at
Temperature (Neue Temperatur halten) (Abbildung 4).

8 Edit Profile 3
.8 W w
o Open SaveAs  Heb
The run vl take 0s anplete. The graph below regresents the run 1o be pedomed

Chck on & cyche below to modly

New HRM Step
Copy of Currert Step

Abbildung 4. Einfiigen eines ersten Inkubationsschritts

7. Stellen Sie die Werte im Feld Hold Temperature (Haltetemperatur) auf 95°C (95 °C) und den
Wert unter Hold Time (Haltedaver) auf 15 mins O secs (15 Min. O Sek.) ein. Klicken Sie auf
Insert after (Einfiigen nach) und wéhlen Sie dann New Cycling (Neuer Zyklus) (Abbildung 5).

M Edit Profile 3

.8 H @

New Open Save As Help
The run will take approximately 16 minute(s) to complete. The graph below represents the run to be performed :

Click on a cycle below to modify it :
Hold

fe...
New Hold at Temperature:
New HRM Step

[Hold Temperature: g5 | e Copy of Current Step

1 T JHold Time ilm'nsil oy

Abbildung 5. Erster Inkubationsschritt bei 95 °C
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8. Stellen Sie die Anzahl der Zykluswiederholungen auf 40 ein. Wahlen Sie den ersten Schritt
aus und stellen Sie diesen fir 30 Sek. auf 95 °C ein (Abbildung 6).

M £dit Profile X
@ . 8 d @
New Open SaveAs  Hep

The run will Lake apprciamately 33 minute(s) to complete. The graph below represents the run 1o be pedomed :

MR

Click on & cycle below to modiy #

R P = B —1—2

—
3— 30 seconds /
Not Acquang 72%C e 20 secs
Ul B fox 20 sec

I Touchdown

oK

Abbildung 6. Zyklusschritt bei 95 °C
9. Markieren Sie den zweiten Schritt und stellen Sie diesen fir 60 Sek. auf 60 °C ein. Klicken Sie

auf Not Acquiring (Keine Erfassung), um die Datenerfassung fir diesen Schritt zu aktivieren.

(Abbildung 7).

a2 . 8 W v

New Open SeveAs  Hep

The rn vl - ) 10 complete. Ti

Ok on 0 cyche bkows 0 moddy §

ok |
ot ben
Remove

This cycke repests 40 | temels)

the cycle
El=l
T1
Fitlu:ﬂuuf/
0% for 60 secs /
ox

Abbildung 7. Zyklusschritt bei 60°C
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10. Wahlen Sie aus der Liste Available Channels (Verfigbare Kandle) Green und Yellow aus.
Klicken Sie dann auf >, um sie in die Liste Acquiring Channels (Erfassende Kandle) zu
verschieben. Klicken Sie auf OK (Abbildung 8).

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

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

Dye Chatt>> Don't Acquie Heo |

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

710hp | Quasar705 ", Alexa Fluor 680

510nm | SYTO 9%, EvaGreen

Abbildung 8. Erfassung im Zyklusschritt bei 60 °C.
11. Markieren Sie den dritten Schritt und klicken Sie auf die Schaltfldche -, um diesen zu
|6schen. Klicken Sie auf OK (Abbildung 9).

# Ldit Profile X
@ ., O W “

Mo " Cpen Seehs  beb

The vl ok aggeommately |

AR

Chch on @ cycie bekow to modify ¢

s [t
Iraest batose

Thes cycle rmpaats 40 | tewals]

ek on one of the sheps o et - o8 2

Trmed Siep - - Ll
|—
I
J

Acqurgto Creing® ||/ "\
Green
= \ O b 60 st
I Lorg Range < — 1

Abbildung 9. Entfernen des Erweiterungsschrittes
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12. Klicken Sie im ndchsten Dialogfeld auf Gain Optimisation (Verstarkungsoptimierung)
(Abbildung 10).

New Run Wizard E‘
Temperature Profile : This box displays

R
HiH
grelig

available setts
Edit Profile ... —_a
Channel Setup :
Name | Souce | Detector | Gain | Create New... |
Green  470nm  510nm 5
Yelow 530 55m 5 _ e |
Orange  585am 610nm 5 Edit Gain...
Red 625am  B50nm 5 —I
Crmson  680nm  710hp 7 Remove
HRM 460nm  510nm 7 Reset Defodts
1—-| Gthp&u’uﬁm.,I
SkpWiard | <«<Back | New» |

Abbildung 10. Verstidrkungsoptimierung

13. Klicken Sie auf Optimise Acquiring (Erfassung optimieren). Es werden fir jeden Kanal die
Kanaleinstellungen angezeigt. Klicken Sie auf OK, um diese Standardwerte fir beide
Kandle zu akzeptieren. (Abbildung 11).

|

=
™ Pedo
Charel Charnel Settngs
— Charnel - Gieen TubePostin: [ b
[ ToovSwoiron: B 2fAwwfit n ;a_l
Acceptatle GanRange: [10 =] w0 [0 =] jemove
prove A}
2 ] o |t |
| _Mows | Owe | mee |
Abbildung 11. Automatische Verstirkungsoptimierung fir den Kanal ,Green”
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14. Aktivieren Sie das Kontrollkéistchen Perform Optimisation before 1st Acquisition
(Optimierung vor der 1. Erfassung durchfiihren) und klicken Sie dann auf Close (SchlieBen),
um zum Assistenten zuriickzukehren (Abbildung 12).

Auto-Gain Optimisation Setup @

Optimisation
AutoGan sample at
o different gam levels until it finds one at which the fluorescence levels are
acceplable. The range of fluorescence you are locking for depends on the
chemistiy you are perfoming.

Set tempershure to jmm

Optimise Al Dptimise Acqueing
| =2 Pesiom Osivisshon Before 13t Acquishon
™ Perform Optimisation A 60 Degrees At Beginning Of Run

Channel Settings
[ I
Name | Tube Position | Min Reading | MaxReadng | Min Gain | Max Gan Edt |
Green 1 561 10F1 10 10
Yelow 1 Edl 1061 10 10 —Benove_|
Remave Al
< I >

Abbildung 12. Auswahl der Kandle ,Green” und , Yellow”

15. Klicken Sie auf Next (Weiter), um die Vorlage am gewiinschten Speicherort zu speichern.
Klicken Sie dazu auf ,Save Template” (Vorlage speichern).
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Analyse der Daten aus der Mutationsbestimmung
Analysieren Sie die Daten nach Abschluss des Laufs gemaf3 dem folgenden Verfahren.

Einrichtung der Software-Analyse
1. Offnen Sie iber die Rotor-Gene Q Series Software der Version 2.3.5 oder héher die
entsprechende Datei.

2. Falls vor dem Lauf noch keine Probennamen eingegeben wurden, klicken Sie auf Edit

Samples (Proben bearbeiten).
3. Geben Sie die Namen der Proben in die Spalte Name ein.
Hinweis: Fir leere Wells sollte kein Name eingetragen werden.

4. Klicken Sie auf Analysis (Analyse). Klicken Sie auf der Analysenseite auf Cycling A
Yellow, um den HEX-Kanal zu aktivieren.

5. Stellen Sie sicher, dass die Option Dynamic Tube (Dynamisches Rohrchen) aktiviert ist.
Klicken Sie auf Slope Correct (Steigungskorrektur) und Linear Scale (Linearer Bereich).

6. Klicken Sie auf Take Off Adj (Ausgangspunkt anpassen) und geben Sie 15.01 und 20.01
ein, wie in Abbildung 13 gezeigt.

I'-;;. Dynamic Tubil'-f;. Slope Currectl “& Ignore First | % Take Off Adj,

Take Off Point Adjustrment =2
Adjust the cycle to be used as take off paint.
If take off point was caloulated  [15,
before cycle 4
Then use the following cycle as [20.m
take off paint

oK | DoNot Adiust | Cancel |
Abbildung 13. Normalisierungseinstellungen fiir die EGFR-Analyse. 1 = ,Dynamic Tube” (Dynamisches Réhrchen), 2 =, Slope

Correct” (Steigungskorrektur), 3 = ,Take Off Adj" (Ausgangspunkt anpassen), 4 = Dialogfenster , Take Off Point Adjustment”
(Anpassung des Ausgangspunkts) mit Parameterwerten.
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. Stellen Sie den Schwellenwert auf 0.02 ein und iberprifen Sie die Cr-Werte fir HEX.

8. Klicken Sie auf der Analysenseite auf Cycling A Green, um den FAMKanal anzuzeigen.

Stellen Sie die Parameter wie in Abbildung 13 oben gezeigt ein.

Das dynamische Rhrchen sollte markiert sein.

9. Klicken Sie auf Slope Correct (Steigungskorrektur) und Linear Scale (Linearer Bereich).

10.

Stellen Sie den Schwellenwert auf 0.075 ein und Gberprifen Sie die Cr-Werte fir FAM.

Analyse der Laufkontrollen

Analysieren Sie die Daten nach Abschluss des Laufs gemaf3 dem folgenden Verfahren.

Negafivkontrolle: Um eine Template-Kontamination auszuschlieBen, darf der Cr-Wert der NTC
im grinen Kanal (FAM) nicht unter 40 liegen. Um sicherzustellen, dass der Lauf korrekt
eingerichtet wurde, muss die NTC im gelben Kanal (HEX; interne Kontrolle) eine Amplifikation
von 29,85 bis 35,84 aufweisen.

Wenn eine positive Amplifikation im grinen Kanal vorliegt und/oder die Amplifikation im
gelben Kanal auBerhalb des Bereichs von 29,85 bis 35,84 liegt, ist der Lauf ungiltig.
Positivkontrolle: Die EGFR-Positivkontrolle (Positive Control, PC) muss fiir jedes Reaktionsgemisch
einen Cr-Wert in dem in Tabelle 5 angegebenen Bereich ergeben. Liegt der Positivkontroliwert
in einem Lauf auBerhalb dieses Bereichs, weist dies auf ein Um eine Template-Kontamination
auszuschlieBen, darf der Problem mit der Assay-Konfiguration hin, und der Lauf sollte als
fehlgeschlagen betrachtet werden. Wenn der Cr-Wert der Positivkontrolle im Bereich (FAM)
liegt, aber der Cr-Wert (HEX) einer internen Kontrolle auf3erhalb des Bereichs von 29,85 bis
35,84 liegt, fahren Sie mit der Analyse fort.

Hinweis: Die Probendaten dirfen nicht verwendet werden, wenn die Negativ- oder

Positivkontrolle fehlgeschlagen ist.
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Tabelle 5. Zulassiger Cr-Bereich fiir Laufkontrollen

Reaktionskentrolle Assay Kanal Cr-Bereich
Positivkontrolle Kontrolle Green (FAM) 28,13-34,59
T790M Green (FAM) 30,22-34,98
Deletionen Green (FAM) 28,90-34,90
L858R Green (FAM) 29,97-34,81
Kontrolle ohne Template  Alle vier Reaktionsgemische ~ Green (FAM) > 40,00
Alle vier Reaktionsgemische  Yellow (HEX) 29,85-35,84

Liegt der
HEX-Crim
Bereich 29,85—
35,847

Ist der
FAM-Cr < 40?

FAM-C; der
Negativkontrolle

Negativkontrolle
JA—D{ oK

Liegt der

FAM-C; der
Deletionen im
Bereich 28,90—
34,90?

Liegt der
FAM-C; fir
T790M im
Bereich 30,22—
34,98?

Liegt der
FAM-Cy der
Kontrolle im
Bereich 28,13—
34,59?

FAM-C; der
Positivkontrolle

NEIN NEIN NEIN
LAUF FEHLG. LAUF FEHLG. LAUF FEHLG. N
NEIN

Liegt der

i Positivkontrolle FAM-C; fiir L858R
< Mit Probenanalyse fortfahren ) JA im Bereich
29,97-34,817,

Abbildung 14. Arbeitsablauf zur Analyse der Laufkontrollen
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Wenn beide Laufkontrollen giiltig sind, muss der Cr-Wert jedes Probenkontrollassays im grinen
Kanal (FAM) zwischen 23,70 und 31,10 liegen (Tabelle 6).

Tabelle 6. Zulassiger FAM-Cr-Bereich fir die Probenkontrollreaktion

Reaktionsgemisch Kanal Zuldssiger Cr-Bereich

Kontrolle Green (FAM) 23,70-31,10

Wenn die Probe auBBerhalb dieses Bereichs liegt, gehen Sie wie folgt vor.

e Cr-Wert des Probenkontrollassays < 23,70: Proben mit einem KontrolCr von < 23,70 miissen
verdinnt werden, da sie die Mutationsassays sonst Uberlasten wirrden. Damit die verschiedenen
Mutationen schon in geringen Konzentrationen nachgewiesen werden kénnen, missen
ibermaBig hoch konzenfrierte Proben so verdinnt werden, dass sie im oben angegebenen
Bereich liegen. Als Faustregel hierbei gilt, dass eine Verdiinnung um die Halfte den Cr-Wert
um 1 erhoht.

e Cr-Wert des Probenkontrollassays > 31,10: Die Probe enthdlt nicht ausreichend DNA fiir eine
Analyse.

Wenn beide Laufkontrollen giltig sind und der Kontrollassay im in Tabelle 6 angegebenen
Bereich liegt, muss der Cr-Wert jeder Probenmutation im grinen Kanal (FAM) innerhalb des
in Tabelle 7 angegebenen Bereichs liegen. Wenn die Probe auBerhalb dieses Bereichs liegt,

gehen Sie wie folgt vor.

Tabelle 7. Zuléssige Werte fir Probenmutationsreaktionen

Reaktion Reaktionsgemisch Kanal Cr-Bereich

Mutationsreaktion T790M Green (FAM) 0,00-40,00
Deletionen Green (FAM) 0,00-40,00
L858R Green (FAM) 0,00-40,00
Alle drei Mutationen Yellow (HEX) 29,85-35,84
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Hinweis: Wenn eine Probe keinen ausreichend hohen Cr (d. h. Cr > 40) ergibt, kann dies
darauf zuriickzufishren sein, dass ein Inhibitor vorhanden ist, bei der Assay-Konfiguration ein

Fehler aufgetreten ist oder dass keine amplifizierbare EGFR-DNA vorhanden ist.

e Cr-Wert der internen Kontrolle liegt im Bereich 29,85 bis 35,84: Es ist keine amplifizierbare
EGFR-DNA vorhanden.

e Cr-Wert der internen Kontrolle liegt nicht im Bereich von 29,85 bis 35,84: Dies kénnte einen
Fehler bei der Assay-Konfiguration oder die Gegenwart eines Inhibitors anzeigen. Die Wirkung
eines Inhibitors kann zwar durch Verdiinnung der Probe verringert werden, allerdings ist zu
beachten, dass dadurch auch die DNA verdiinnt wird.
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Probe muss
verdlinnt werden

Probe

Liegt der
FAM-C; des

NEIN

Ist der
FAM-C; < 23,70?

Kontrollassays
im Bereich

FAM-C; der
23,70-31,102

Probenkontrolle

sind die
HEX-Cr-Werte
einer Mutation
<29,85?

HEX-Cr-Werte der
Probenmutationsassays

NEIN

Liegt der
FAM-C; fir jede
Mutation im Bereich
00,00-40,00?

FAM-Cr-Werte fiir
Probenmutationen

JA
12

Positive
FAM-Amplifikation
fiir Rohrchen

}

ACr-Werte filr jede Mutation berechnen.
ACr = C; Mutation — Cr Kontrolle

ACr-Wert mit dem fiir den Assay
angegebenen ACr-Bereich
abgleichen

Probe ungiiltig

Liegt ein
ACH-Wert im
angegebenen
ACr-Bereich fir
den Assay?

EGFR-Mutation fiir
Mutationsassays nachgewiesen

Abbildung 15. Flussdiagramm der Mutationsanalyse

NEIN

Ist der
FAM-C < 31,102

Probe enthalt u. U. keine
amplifizierbare DNA oder
enthalt einen Inhibitor

HEX-Cr-Werte der
Probenmutationsassays

Liegt der
HEX-C; der internen

Mutationskontrolle Assay ungiiltig
im Bereich 29,85—

35,847

Mutation nicht nachgewiesen

10/2019
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FAM-C+-Wert der Probenmutationsassays

Die FAM-Werte dller drei Mutationsreaktionsgemische sind mit den in Tabelle 8 aufgefihrten

Wertfen zu vergleichen.

Berechnen Sie fir jede Mutationsprobe mit einer positiven Amplifikation wie folgt den AC-Cut-
off-Wert und achten Sie darauf, dass die Mutations- und Kontroll-Cr-Werte von derselben Probe

stammen.
ACr = Mutations-Cr — Kontroll-Cr

Vergleichen Sie den ACr-Wert der Probe mit dem ACr-CutoffBereich des jeweiligen Assays
(Tabelle 8) und achten Sie darauf, dass fir jeden Assay der korrekte Cut-off-Wert verwendet

wird.

Tabelle 8. AC-Cut-off-Bereiche der Mutationsassays

Mutationsassay ACr-Cut-off-Bereich

T790M -10,00 > bis < 7,40
Deletionen -10,00 > bis < 8,00
L858R -10,00 > bis < 8,90

Ist der obere Grenzwert des ACr-Cut-offBereichs Uberschritten, so kénnte ein positives Signal
auch nur ein Hintergrundsignal des ARMS-Primers bei Wildtyp-DNA sein. Liegt der ACr-Wert
der Probe héher als der obere Grenzwert des ACr-Cut-off-Bereichs, so wird sie als ,Mutation
not detected” (Mutation nicht nachgewiesen) oder auBerhalb der Nachweisgrenze des Kits
eingestuft. Liegt der Wert der Probe innerhalb des ACr-Cut-off-Bereichs, so wird die Probe als
positiv fir die in diesem Assay getestete Mutation eingestuft. Liegt der Wert der Probe
unterhalb des unteren Grenzwerts des ACr-Cut-offBereichs, kénnte der Grund dafiir ein

Fluoreszenzartefakt sein.
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Hinweis: Bei Proben, die keinen Cr-Wert fir die FAM-Mutation zeigen, muss der Cr-Wert der
internen Kontrolle (HEX) evaluviert werden, um zu bestimmen, ob die Mutation nicht
nachgewiesen wurde oder der Assay ungiltig ist. Wenn der HEX-Cr-Wert zwischen 29,85
und 35,84 liegt, wurde die Mutation nicht nachgewiesen. Liegt der HEX-ACr-Cut-offWert

jedoch auBerhalb dieses Bereichs, so ist die Probe ungiiltig.

Es werden also alle Mutationsreaktionen fir jede Probe nach den folgenden Kriterien mit dem
Status ,Mutation detected” [Mutation nachgewiesen), ,,Mutation not detected” (Mutation nicht

nachgewiesen) oder ,Invalid” (Ungiltig) bewertet.

® Mutation nachgewiesen: Die FAM-Amplifikation ist positiv und der AC-Wert liegt innerhalb
des ACrCutoffBereichs. Wenn mehrere Mutationen nachgewiesen werden, kdnnen alle
angegeben werden.
® Mutation nicht nachgewiesen:
O Die FAM-Amplifikation ist positiv, der ACr-Cut-off-Wert liegt oberhalb des ACr-Cut-off-
Bereichs und der HEX-Wert (interne Kontrolle) liegt im Bereich 29,85-35,84.
O Die FAM-Amplifikation ist negativ und der HEX-Wert (interne Kontrolle) liegt im
Bereich 29,85-35,84.
e Ungiltig: Die FAM-Amplifikation ist negativ und die HEX-Amplifikation liegt auBerhalb des
zuldssigen Bereichs.
O Der berechnete AC+-Wert liegt unterhalb des AC-Cutoff-Bereichs und der HEX-Wert
(interne Kontrolle) liegt innerhalb des erwarteten Bereichs. Ein AC+-Wert unter -10,00

deutet darauf hin, dass ein Fluoreszenzartefakt aufgetreten sein kénnfe.
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Hilfe zur Fehlerbehebung

In diesem Abschnitt zur Fehlerbehebung finden Sie hilfreiche Informationen zur Behebung
méglicher Probleme. Weitere Informationen finden Sie auch auf der Internet-Seite Haufig
gestellte Fragen (Frequently Asked Questions, FAQ) unseres Techniksupport-Zentrums:
www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx. Die Wissenschafler des Technischen Service von
QIAGEN helfen |hnen in allen Fragen zum Protokoll oder zu anderen Angaben in diesem
Handbuch bzw. zu Proben- und Assay-Technologien gerne weiter (Kontaktinformationen siehe

hintere Umschlagseite oder unter www.qiagen.com).

Kommentare und Vorschléige

Kein Signal mit der EGFR-Positivkontrolle (Positive Control, PC) im Fluoreszenzkanal ,Cycling Green”

a) Der fir die PCR-Datenanalyse Wahlen Sie bei der Datenanalyse fir die analytische EGFR-PCR-
ausgewdhlte Fluoreszenzkanal erfillt Reaktion den Fluoreszenzkanal ,Cycling Green” und fiir die PCR-
nicht die Anforderungen des Protokolls.  Reaktion der internen Kontrolle den Fluoreszenzkanal ,Cycling

Yellow”.
b) Fehlerhafte Programmierung des Vergleichen Sie das Temperaturprofil mit dem Protokoll und

Temperaturprofils fir das Rotor-Gene Q  wiederholen Sie den Lauf, wenn das Profil nicht korrekt ist.
MDx 5plex HRM Instrument.

c) Fehlerhafte Konfiguration der PCR. Uberprifen Sie lhre Arbeitsschritte anhand des Pipettierschemas und
wiederholen Sie ggf. die PCR.
d) Die Lagerungsbedingungen fiir eine Uberprifen Sie die Lagerungsbedingungen und das Verfallsdatum
oder mehrere Komponenten des Kits der Reagenzien (siehe Etikett des Kits) und verwenden Sie ggf. ein

stimmen nicht mit den Anweisungen im  neues Kit.
Abschnitt ,Lagerung und Handhabung
der Reagenzien” auf Seite 13 iberein.

e) Das therascreen EGFR Plasma RGQ Uberprifen Sie die Lagerungsbedingungen und das Verfallsdatum
PCR Kit ist abgelaufen. der Reagenzien (siehe Etikett des Kits) und verwenden Sie ggf. ein
neves Kit.
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Kommentare und Vorschléige

Signale mit den Negativkontrollen im Fluoreszenzkanal ,Cycling Green” der analytischen PCR

Kontamination bei Vorbereitung der Wiederholen Sie die PCR mit Replikaten mit neuen Reagenzien.

PCR VerschlieBen Sie die PCR-RShrchen méglichst sofort nach der Zugabe

der zu testenden Probe.

Stellen Sie sicher, dass Arbeitsflachen und Instrumente regelméBig
dekontaminiert werden.

Mehrere Grenzwertiiberschreitungen oder AC-Wert unterhalb des Cut-off-Bereichs

Falsches Mischen wéhrend der Wiederholen Sie die PCR, falls dies eine Kontrolle oder eine im
Assaykonfiguration Wiederholungstest fehlgeschlagene Probe betrifft.

Befolgen Sie die Gebrauchsanweisung und achten Sie besonders
auf die Mischschritte.
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Quadlitatskontrolle

Gemdf dem ISO-zertifizierten Qualitdtsmanagement-System von QIAGEN wird jede Charge
des therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kits zur Gewdhrleistung einer einheitlichen

Produktqualitat nach festgelegten Prifkriterien getestet.

Einschrankungen

Zur Auswertung der mit dem Produkt erhaltenen Ergebnisse missen alle relevanten klinischen
und laborfechnischen Daten beriicksichtigt werden. Die Ergebnisse dirfen nicht alleine fir die

Diagnose verwendet werden.

Das Produkt darf nur von Personen verwendet werden, die fir die Anwendung in-vitro-
diagnostischer Verfahren und das Rotor-Gene Q@ MDx Splex HRM Instrument speziell

eingewiesen und geschult wurden.

Es wurden analytische Validierungsstudien unter Verwendung humaner DNA durchgefihrt, die

aus Plasmaproben extrahiert wurde.

Das Produkt ist ausschlieBlich fir die Verwendung mit dem Rotor-Gene Q MDx 5Splex HRM

Realtime-PCR-Thermocycler vorgesehen.

Zur Gewdhrleistung optimaler Ergebnisse missen die Anweisungen im Handbuch zum
therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit genau befolgt werden. Eine Verdinnung der
Reagenzien, die von den in diesem Handbuch beschriebenen Anweisungen abweicht, ist nicht

empfehlenswert und hat eine Leistungsbeeintrdchtigung zur Folge.
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Die auf der KitVerpackung und den Etiketten der einzelnen Komponenten des Kits
aufgedruckten Verfallsdaten und Lagerbedingungen sind zu beachten. Abgelaufene oder

falsch gelagerte Komponenten dirfen nicht verwendet werden.

Die Primer im Reaktionsgemisch fir die EGFR-Deletionen wurden so designt, dass sie auf
mehrere Deletionen in Exon 19 zwischen den Nukleotiden 55174772 und 55174795

(GrCh38 chr7) abzielen, einen Bereich von 23 bp.

Obwohl der Exon-19-Deletionsassay analytisch validiert und der Nachweis spezifischer
Deletionen in Exon 19 demonstriert wurde (siehe Tabelle 13 in diesem Handbuch), ist nicht
auszuschlieBen, dass das Deletionsreaktionsgemisch auch andere Mutationen (einschlieBlich,
aber nicht beschrankt auf, weitere Deletionen in Exon 19, Insertionen in Exon 19 und der
L747P-Mutation) amplifiziert.

Sollten solche Mutationen vorhanden sein, wiirden sie fiir die entsprechende Patientenprobe

zu dem Ergebnis ,Deletions Detected” (Deletionen nachgewiesen) fishren.

Weiterhin ist es méglich, dass die L858Q-Mutation durch das L858R-Reaktionsgemisch
detektiert wird. In einer entsprechenden Patientenprobe kénnte daher die L8 58Q-Mutation zu
dem Ergebnis ,L858R Mutation Detected” (L858R-Mutation nachgewiesen) fihren.

40 therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit Handbuch  10/2019



Leistungsmerkmale

Analytische Sensitivitat — Leerwertgrenze (Limit of Blank, LOB)

Aus NSCLC-Plasma gewonnene EGFR-WildtypDNA aus 59 verschiedenen Proben wurde
untersucht, um die Leistung des therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kits in der Abwesenheit
von Templates zu bestimmen und um sicherzustellen, dass eine Leerprobe oder eine Probe mit
WildtypDNA kein analytisches Signal liefert, das eine niedrige Mutationskonzentration
anzeigen konnte. Die Akzeptanzkriterien der Studie (ACr-CutoffWert bei mindestens 95 %
der Wildtypproben iber dem jeweiligen Cut-off-Wert] wurden erfillt.

Nachweisgrenze (Limit of Detection, LOD)

Die LOD ist der Mindestprozentsatz an mutierter DNA, der in einem Hintergrund von Wildtyp-
DNA noch nachgewiesen werden kann, vorausgesetzt, die Gesamtmenge an amplifizierbarer
DNA (geeignete Ausgangsmenge) liefert bei jeder mutationspositiven Probe mit 95 % korrekte
Mutationsbestimmungen (C95). Die DNA-Ausgangsmengen des Assays werden durch den
Kontroll-Cr-Wert im vorgegebenen Bereich von 23,70 bis 31,10 definiert.

Die LOD fiir das therascreen EGFR RGQ PCR Kit wurde bei einer niedrigen Ausgangsmenge
(Kontroll-Cr ca. 30,10) von DNA bestimmt, die aus FFPE-Gewebe extrahiert wurde. Die LOD
wurde unter Verwendung von sowohl klinischen FFPE-Spezimen als auch FFPE-Zelllinien mit

niedrigen DNA-Ausgangsmengen fir diese EGFR-Mutationen bestimmt.

Die mit FFPE-Gewebe bestimmten LOD-Werte wurden fir das therascreen EGFR Plasma RGQ
PCR Kit mit DNA validiert, die aus kinstlich hergestellten mutationspositiven Plasmaproben

extrahiert wurde.
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Die endgiltigen LODs, die in Tabelle 9 auf der nachsten Seite aufgefihrt sind, geben den
prozentualen Mutationsanteil an, der bei den einzelnen Mutationen eine voraussichtliche

Woabhrscheinlichkeit korrekter Bestimmungen von 95 % ergab.

Tabelle 9. LODs fiir die EGFR-Mutationsassays

Exon Mutation COSMIC-ID* Angegebene LOD in %
20 T790M 6240 17,5*
6223 6,4*
13551 4,24*
12728 2,431
12419 16,871
12422 3,241
6218 9,831
6210 7,441
6254 10,2*
12370 8,1*
19 Deletionen 12678 10,401
12367 4,391
12384 7,541
6225 6,5*
6220 2,7*
6255 0,81*
12382 1,45*
12383 4,58*
12387 4,911
12369 4,94*
21 L858R 6224 5,94*

* Die angegebenen LODs wurden im Rahmen der Bestétigungsstudie fiir die LODs des therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kits
validiert.

' Diese Mutationen wurden nicht in Plasma bestatigt.
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Analytische Sensitivitat — AC-Cut-off-Werte und ACr-Cut-off-Bereich

Bei der Festlegung der Assay-Cut-offWerte wurde im Hinblick auf Falsch-positiv-Raten ein
risikobasierter Ansatz gewdhlt; unter anderem die geschatzten LOBs flossen in die Entwicklung
der Cutoff-Werte ein.

Die fir die einzelnen Mutationsassays ermittelten ACr-Cut-off-Bereiche im therascreen EGFR
Plasma RGQ PCR Kit sind in Tabelle 10 angegeben.

Tabelle 10. ACr-Cut-off-Bereiche des therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kits

Mutationsassay AGr-Cut-off-Bereich

T790M -10,00 = bis < 7,40
Deletion -10,00 > bis < 8,00
L858R -10,00 = bis < 8,90

Wiederholprézision und Reproduzierbarkeit

Wiederholprazision und Reproduzierbarkeit wurden durch Testen eines der 3x LOD
entsprechenden Mutationsgrades in einem Hintergrund von genomischer Wildtyp-DNA bestimmt.
Die Tests wurden an drei verschiedenen Standorten unter Verwendung mehrerer Kitchargen,
Bediener und L&ufe an verschiedenen Tagen mit zwei Replikaten pro Probe durchgefihrt. Fir alle
drei Mutationsassays wurden 100 % der Proben mit mutierfer DNA positiv auf Mutationen getestet.

Die Wildtyp-Proben waren in allen Assays und an allen Standorten mutationsnegativ.
Effekt der DNA-Ausgangsmenge auf die Cr-Werte

Die DNA-Ausgangsmenge ist definiert als die Gesamtmenge amplifizierbarer EGFR-DNA in einer
Probe. Als Bestimmungsgrundlage werden die Cr-Werte der Kontrollreaktion herangezogen. Um
nachzuweisen, dass die Leistung des therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kits Gber den gesamten
CrBereich der Kontrollreaktion (23,70-31,10) konstant ist, wurden alle drei EGFR-Mutationsassays
gegen eine aus sechs Punkten bestehende 1:3-Verdinnungsreihe getestet (aus FFPE-Zelllinien
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exirahierte DNA). Der CrZielwert fir die erste Verdiinnung betrug fir jede Mutation etwa 24,70.
Die letzte Verdinnung, die einen Cr-Wert von etwa 32-33 ergab, lag auBerhalb des CrBereichs
der Kontrollreaktion. Die fir unterschiedliche DNA-Gesamtaufgabekonzentrationen
gemessenen ACr-Cutoff-Werte waren ber den Arbeitsbereich des therascreen EGFR Plasma
RGQ PCR Kits insgesamt konsistent.

Storsubstanzen

Endogene Stérsubstanzen

Kinstlich hergestellte mutationspositive Plasmaproben bei 3x LOD wurden mit potenziellen
Storsubstanzen  versetzt.  AnschlieBend ~ wurden  die  Proben  mit  dem
therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit getestet. Die Proben, die die potenziellen
Stérsubstanzen enthielten, wurden mit kiinstlich hergestellten mutationspositiven Plasmaproben
bei 3x LOD verglichen, die nicht mit Stérsubstanzen versetzt worden waren. Jede Stérsubstanz

wurde mit 4 Replikaten gefestet.

Ein Unterschied im AC+Wert von > 2x Standardabweichungen (Standard Deviation, SD) (aus
der Genauigkeitspriifung) zwischen dem ,Test” und der ,Kontrolle” (d. h. ohne Stérsubstanz)
wurde als Grenzwert betrachtet, der eine potenzielle Stérung anzeigt. In diesen Féllen ist die

beobachtete ACr-Differenz angegeben.

Die in Tabelle 11 aufgefihrten Testkonzentrationen wurden nach den Empfehlungen der CLSI-
Richtlinie EPO7-A2 gewdhlt und sind reprdsentativ fir die Hochstkonzentrationen, die in

klinischen Proben zu erwarten sind.

Hinweis: Diese endogenen Verbindungen wurden zu kinstlich hergestellten mutationspositiven
Plasmaproben gegeben, deren Plasma von gesunden Spendern stammte. Diese endogenen
Verbindungen waren daher wahrscheinlich bereits vor ihrer Zugabe in unbekannter
Konzentration natirlicherweise in den Proben vorhanden. Die tatsachlich getestete
Endkonzentration der einzelnen potenziellen endogenen Stérsubstanzen war somit

wahrscheinlich hoher als die Testkonzentration.

44 therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit Handbuch  10/2019



Tabelle 11. Potenzielle endogene Stérsubstanzen

Potenzielle Stérsubstanz Testkonzentration

Unkonjugiertes Bilirubin 150 mg/dl

Hémoglobin (human) 0,2 g/dl

Triglyceride 3g/dl
T790M-Assay

Die folgenden endogenen Verbindungen hatten in den in Tabelle 11 aufgefihrten
Konzentrationen einen Effekt von > 2x SD (0,40 AC1) auf die Leistung des T790M-Assays:

e Triglyceride, Differenz von 1,37 ACr
Deletionsassay

Die folgenden endogenen Verbindungen hatten in den in Tabelle 11 aufgefihrten

Konzentrationen einen Effekt von > 2x SD (0,71 AC1) auf die Leistung des Deletionsassays:
e Hamoglobin, Differenz von 0,80 ACr

L858R-Assay

Die folgenden endogenen Verbindungen hatten in den in Tabelle 11 aufgefihrten
Konzentrationen einen Effekt von > 2x SD (0,56 AC1) auf die Leistung des L858R-Assays:

e Bilirubin, Differenz von 1,13 ACr
e Triglyceride, Differenz von 1,53 ACr
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Exogene Stoérsubstanzen

Kinstlich hergestellte mutationspositive Plasmaproben bei 3x LOD wurden mit potenziellen
Storsubstanzen versetzt. AnschliefBend wurden die Proben mit dem therascreen EGFR Plasma
RGQ PCR Kit getestet. Die Proben, die die potenziellen Stérsubstanzen enthielten, wurden mit
kinstlich hergestellten mutationspositiven Plasmaproben bei 3x LOD verglichen, die nicht mit

Stérsubstanzen versetzt worden waren. Jede Stérsubstanz wurde mit 4 Replikaten getestet.

Ein Unterschied im ACr-Wert von > 2x Standardabweichungen (aus der Genauigkeitspriifung)
zwischen dem ,Test” und der ,Kontrolle” (d. h. ohne Storsubstanz) wurde als Grenzwert
betrachtet, der eine potenzielle Stérung anzeigt. In diesen Féllen ist die beobachtete

ACr-Differenz angegeben.

Die in Tabelle 12 aufgefihrten Testkonzentrationen wurden nach den Empfehlungen der
CLSIRichtlinie EPO7-A2 gewdhlt und liegen in allen Féllen Gber den therapeutischen

Konzentrationen.

Tabelle 12. Potenzielle endogene Stérsubstanzen

Potenzielle Storsubstanz Testkonzentration (pg/ml)
Citalopramhydrobromid 0,75
Paroxetinhydrochlorid-Hemihydrat 1,14
Sertralinhydrochlorid 0,67
Fluoxetinhydrochlorid 3,87

Acetaminophen 200,7

K>EDTA 3600
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T790M-Assay

Die folgenden exogenen Verbindungen hatten in den in Tabelle 12 aufgefihrten
Konzentrationen einen Effekt von > 2x SD (0,40 AC1) auf die Leistung des T790M-Assays:

o Citalopramhydrobromid, Differenz von 0,52 ACr
e Sertralinhydrochlorid, Differenz von 0,47 ACr
® Fluoxetinhydrochlorid, Differenz von 0,48 ACr

Deletionsassay

Die folgenden exogenen Verbindungen hatten in den in Tabelle 12 aufgefihrten

Konzentrationen einen Effekt von > 2x SD (0,71 AC1) auf die Leistung des Deletionsassays:
® Fluoxetin, Differenz von 0,73 ACr

L858R-Assay

Die folgenden exogenen Verbindungen hatten in den in Tabelle 12 aufgefihrten
Konzentrationen einen Effekt von > 2x SD (0,56 AC1) auf die Leistung des L858R-Assays:

Citalopramhydrobromid, Differenz von 0,72 ACr
Paroxetinhydrochlorid-Hemihydrat, Differenz von 0,92 ACr
Sertralinhydrochlorid, Differenz von 0,82 ACr
Fluoxetinhydrochlorid, Differenz von 0,98 ACr
Acetaminophen, Differenz von 0,81 ACr

K2EDTA, Differenz von 0,57 ACr
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Klinische Leistungsmerkmale

Die klinische Studie NCT01203917 war eine offene, einarmige Phase-V-Studie zur
Wirksamkeit und Sicherheit/Vertréglichkeit von Gefitinib als Erstlinientherapie bei europiden
Patienten mit EGFR-mutationspositivem NSCLC im Stadium [IIA/B/IV.

Ob Patienten zur Aufnahme in die Studie NCTO1203917 infrage kamen, wurde anhand des
Vorliegens von die EGFR-Empfindlichkeit erhdhenden Mutationen bestimmt. Der EGFR-
Mutationsstatus der NSCLC-Patienten wurde mit dem Assay im Rahmen der klinischen Studie
(Clinical Trial Assay, CTA) unter Verwendung von DNA aus patientengleichen Gewebe- und
Plasmaproben bestimmt. Die Studie umfasste eine vorher geplante Zielsetzung fir explorative
Biomarker, um zu ermitteln, ob Plasmaproben zur Mutationsanalyse herangezogen werden
kdnnen, wenn keine Gewebeproben verfigbar sind. Die Ergebnisse zeigten ein mit 94,3 %
hohes MaB an Ubereinstimmung zwischen den patientengleichen Gewebe- und
Plasmaproben; die Assay-Spezifitit lag bei 99,8 % und die Sensitivitat bei 65,7 %.

Plasmaspezimen von Patienten, die fir die klinische Studie NCTO1203917 gescreent worden
waren, wurden mit dem therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit retrospektiv getestet. Es wurde
eine  Uberbriickungsstudie ~ durchgefihrt, um die  Ubereinstimmung  des
therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kits mit dem CTA zu beurteilen, der zur Auswahl der
Patienten fir die Studie NCT01203917 verwendet worden war. Darin wurde die
Gleichwertigkeit von CTA und therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit nachgewiesen.
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Kontakt

Technische Hinweise und weitere niitzliche Informationen finden Sie in unserem
Techniksupport-Zentrum unter www.giagen.com/Support. Telefonisch erreichen Sie uns unter
der Rufnummer 00800-22-44-6000. Dariber hinaus ist lhnen das Team vom Technischen
Service oder lhr lokaler Handler gerne behilflich, falls Sie Rat oder weitere Informationen zu
QIAGEN Produkten benétigen (Kontaktinformationen siehe hintere Umschlagseite oder unter

www.giagen.com).
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Symbole

Verpackung und Etikettierung kdnnen die folgenden Symbole enthalten:

Bedeutung des Symbols
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Materialnummer
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Zulassiger Temperaturbereich
Hersteller

Gebrauchsanweisung beachten

Vorsicht
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o
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Anhang A: Weitere Informationen zu Mutationen

In Tabelle 13 sind die COSMIC-IDs aufgefihrt, die dem Catalogue of Somatic Mutations

in Cancer (www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic) entnommen wurden.

Tabelle 13. Liste der Mutationen und COSMIC-IDs

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

Produkt Inhalt Kat.-Nr.
therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit - fiir den Nachweis von Mutationen
im EGFR-Gen
therascreen EGFR Fir 24 Reaktionen: 1 Kontrollassay, 870311
Plasma RGQ PCR Kit 3 Mutationsassays, Positivkontrolle, TagDNA-
(24) Polymerase
Rotor-Gene Q MDx und Zubehér
Rotor-Gene Q MDx Realtime-PCR-Thermocycler und 9002033
5plex HRM System HRM-Analysator (fir hochauflésende
Schmelzkurvenanalyse) mit 5 Kandlen (Grin,
Gelb, Orange, Rot, Dunkelrot) plus HRM-Kanal,
Laptop, Software, Zubehér, 1 Jahr Garantie auf
Teile und Arbeit, ohne Installation und Schulung
Rotor-Gene Q MDx Realtime-PCR-Thermocycler und 9002032
5plex HRM Platform HRM-Analysator (fir hochauflésende
Schmelzkurvenanalyse) mit 5 Kandlen (Grin,
Gelb, Orange, Rot, Dunkelrot) plus HRM-Kanal,
Laptop, Software, Zubehér, 1 Jahr Garantie auf
Teile und Arbeit, Installation und Schulung
Loading Block 72 x Aluminium-Ladeblock fir die manuelle 9018901
0.1 ml Tubes Reaktionskonfiguration mit einer Einkanalpipette
in 72 x 0, 1-m|Rdhrchen
Strip Tubes and Caps, 250 Streifen mit je 4 Rdhrchen und Deckeln, fir 981103

0.1 ml (250) 1000 Reaktionen
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Produkt

Inhalt Kat.-Nr.

Strip Tubes and Caps,
0.1 ml (2500)

Zugehérige Produkie

QlAamp Circulating
Nucleic Acid Kit

10 x 250 Streifen mit je 4 Rohrchen und 981106
Deckeln fir 10.000 Reaktionen

Fur 50 Praparationen: QIAamp Mini Columns, 55114
Rahrchenverléngerungen (20 ml), QIAGEN
Proteinase K, Carrier-RNA, Puffer,

VacConnectors und Collection Tubes (1,5 ml
und 2 ml)

Aktuelle Lizenzinformationen und produktspezifische rechtliche Haftungsausschlisse finden Sie
im Handbuch oder der Gebrauchsanweisung des jeweiligen QIAGEN-Kits. Handbiicher und

Gebrauchsanweisungen zu QIAGENKits sind unfer www.qiagen.com verfigbar oder kénnen

beim Technischen Service von QIAGEN oder lhrem érilichen Handler angefordert werden.

therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit Handbuch  10/2019 53


https://www.qiagen.com/

Revisionsverlauf des Dokuments

Dokument

Anderungen

R3, Januar 2019

R4, Oktober 2019

Bevollméchtigten (Titelseite) hinzugefiigt. Abschnitt ,Symbole” aktualisiert.

Hersteller i. S. d. Gesetzes gedndert (Titelseite).

Namen des Instruments von Rotor-Gene Q MDx zu Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM
gedndert, um Ubereinstimmung mit dem Gerdteetikett zu erreichen.

Lagerungsvorschriften fir die Reagenzien von 90 Tagen auf 12 Monate oder bis Ablauf
des Verfallsdatums korrigiert.

Abschnitt ,Einschrdnkungen” um Informationen zum Exon-19-Deletionsassay und dem
L858R-Assay ergdnzt.

Tabelle 9 durch Austausch der doppelten L858R-Mutation in Exon 21 durch Exon-19-
Deletionen Gberarbeitet.

Symbol ,EC + REP” von der Titelseite und aus dem Abschnitt ,Symbole” entfernt.

R5, Juni 2020 Hinweis auf RGQ Softwareversion von ,2.3" zu ,2.3.5 oder hdher” gedndert.

Tabellen 8 und 10 aktualisiert, um den neuen ACi-Cut-offBereich zu implementieren, und
alle relevanten Beschreibungen im gesamten Handbuch entsprechend angepasst.
Alle Protokollkapitel aktualisiert, um Informationen hinsichtlich der Wichtigkeit des Mischens
in die Abschnitte ,Wichtige Hinweise vor Beginn” aufzunehmen. Mischdetails in allen
Mischschritten hervorgehoben.
Dem Abschnitt ,Protokoll: Nachweis von EGFR-Mutationen” einen Mischschritt hinzugefigt.
Den Fehlerbehebungsabschnitt um eine Lésung fiir mehrere Grenzwertilberschreitungen
ergdnzt.
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ingeschrd gsvereinbarung fiir das th EGFR Plasma RGQ PCR Kit
1. Mit der Verwendung dieses Produkts erkennen Kéufer oder Anwender des Produkts die folgenden Bedingungen an:

2. Das Produkt darf nur geméB den mit dem Produkt und diesem Handbuch bereitgestellten Protokollen und nur mit den Komponenten, die im Kit mitgeliefert werden,
verwendet werden. QIAGEN gewdhrt im Rahmen ihrer Eigentumsrechte keinerlei Lizenz, KitKomponenten zusammen mit anderen Komponenten (die nicht zu
diesem Kit gehdren) zu verwenden, mit Ausnahme der Anwendungen, die in den mit dem Produkt und diesem Handbuch bereitgestellten Protokollen oder in
zusditzlichen, unter www.qgiagen.com verfiigbaren Protokollen beschrieben werden. Einige dieser zusétzlichen Protokolle wurden von QIAGEN-Nutzern fiir andere
QIAGEN-Nutzer zur Verfiigung gestellt. Diese Protokolle wurden von QIAGEN nicht eingehend gepriift oder optimiert. QIAGEN iibernimmt fiir diese Protokolle
keine Garantie und garantiert auch nicht, dass sie keine Rechte Dritter verletzen.

3. Uber die ausdriicklich erwéhnten Lizenzanwendungen hinaus bernimmt QIAGEN keinerlei Garantie dafiir, dass dieses Kit und/oder die mit diesem Kit
durchgefiihrten Anwendungen die Rechte Dritter nicht verletzen.

4. Dieses Kit und seine Komponenten sind fiir den einmaligen Gebrauch lizenziert und diirfen nicht wiederverwendet, aufgearbeitet oder weiterverkauft werden.
5. QIAGEN lehnt auBBer der ausdriicklich gewdihrten Lizenzgewdhrung jede weitere Lizenzgewdhrung ab, sowohl ausdriicklich als auch konkludent.
6. Kéufer und Nutzer des Kits stimmen zu, keinerlei Schritte zu unternehmen oder anderen die Einleitung von Schritten zu gestatten, die zu unerlaubten Handlungen

im obigen Sinne filhren oder solche erleichtern kénnten. QIAGEN kann die Verbote dieser eingeschréinkten Nutzungsvereinbarung an jedem Ort gerichtlich
geltend machen und wird sdmtliche Ermittlungs- und Gerichtskosten, inklusive Anwaltsgebiihren, zuriickfordern, die ihr bei der Geltendmachung dieser
eingeschrénkten Nutzungsvereinbarung oder irgendeines ihrer geistigen Eigentumsrechte im Zusammenhang mit dem Kit und/oder seinen Komponenten entstehen.

Aktualisierte Nutzungs- und Lizenzbedingungen finden Sie unter www.qiagen.com.

Marken: QIAGEN®, Sample to Insight®, QIAamp®, therascreen®, RotorGene®, Scorpions® (QIAGEN Group); FAM™, HEX™ (Thermo Fisher Scientific Inc.); IRESSA®
(AstraZeneca Group). Eingetragene Namen, Marken usw., die in diesem Dokument verwendet werden, gelten auch ohne ausdriickliche Kennzeichnung als gesetzlich geschiitzt.

1121934 06-2020 HB-1898-006 © 2020 QIAGEN, alle Rechte vorbehalten

therascreen EGFR Plasma RGQ PCR Kit Handbuch 10/2019 55


http://www.qiagen.com/
http://www.qiagen.com/

Bestellungen www.qiagen.com/shop | Technischer Support support.qiagen.com | Website www.qiagen.com



http://www.qiagen.com/shop
http://support.qiagen.com/
http://www.qiagen.com/

