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QIAGEN Sample and Assay Technologies

QIAGEN ar den ledande tillverkaren av innovativa provtagnings- och analystekniker som
mojliggdr isolering och detektion av innehallet i alla biologiska prover. Véra avancerade

produkter och tjdnster av hég kvalitet garanterar framgéng frén prov till resultat.

QIAGEN séatter standarden fér:

rening av DNA, RNA och proteiner

nukleinsyra- och proteinanalyser
e mikroRNA-forskning och RNAI
e Automatisering av provtagnings- och analysmetoder

Vi strévar efter aft géra det méjligt fér dig att n& stor framgé&ng med din verksamhet. Besdk

oss gdrna p& www.giagen.com.
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Avsedd anvdndning

therascreen® KRAS RGQ PCR Kit &r en kvalitativ realtids-PCR-analys fér detektion av
7 somatiska mutationer i kodonerna 12 och 13 iden manskliga KRAS-onkogenen med
instrumentet Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM. Kitet &r avsett fér anvéindning med DNA som
extraherats fran formalinfixerad och paraffininbéddad (Formalin-Fixed Paraffin-Embedded,
FFPE) vévnad frén kolorektal cancer (Colorectal Cancer, CRC) eller icke-smdcellig lungcancer
(Non-Small Cell Lung Cancer, NSCLC) som tagits med resektion, nélbiopsi (Core Needle
Biopsy, CNB) eller finnalspunktion (Fine Needle Aspiration, FNA).

Somatiska mutationer i KRAS-genen &r potentiella prediktiva biomarkarer fér resistens mot
behandlingar inriktade p& mansklig epidermal tillvaxtfaktorreceptor (Epidermal Growth Factor
Receptor, EGFR) som panitumumab och cetuximab fér behandling av CRC. Somatiska
mutationer i KRAS-genen kan ocksé anvéndas som en potentiell prediktiv biomarkér fér att

fatta beslut om vissa typer av behandling av NSCLC.

Patientens mutationsstatus, liksom @ven andra sjukdomsfaktorer, kommer att bedémas av en
|gkare fér att man ska kunna vélja rétt behandling. Beslut om behandling fér cancerpatienter

far inte enbart baseras pd KRAS-mutationsstatus.

therascreen KRAS RGQ PCR Kit &r inte avsett fér att diagnostisera CRC, NSCLC eller négon

annan sjukdom.
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Sammanfattning och férklaring

Mutationer i KRAS-onkogenen férekommer ofta i cancerformer hos ménniskor (1-4). Med
teknikerna Scorpions® och ARMS® (Amplification Refractory Mutation System) (5, 6) kan
therascreen KRAS RGQ PCR Kit mdjliggéra detektion av 7 mutationer i kodonerna 12 och 13
i KRAS-onkogenen mot en bakgrund av genomiskt vildtyps-DNA (tabell 1). Baserat pa data i
databasen COSMIC (2015 v72) svarar de 7 mutationerna som detekteras av therascreen
KRAS RGQ PCR Kit fér > 95 % av alla rapporterade KRAS-mutationer hos CRC-patienter och
fér > 88 % av alla rapporterade mutationer hos NSCLC-patienter (7).

Tabell 1. Lista med mutationer och COSMIC-identiteter

Mutation Basskifte COSMIC-ID*
GLYT2ALA (G12A) GGT>GCT 522
GLY12ASP (G12D) GGT>GAT 521
GLYT12ARG (G12R) GGT>CGT 518
GLY12CYS (G12C) GGT>TGT 516
GLY12SER (G125) GGT>AGT 517
GLYT2VAL (G12V) GGT>GIT 520
GLYT13ASP (G13D) GGC>GAC 532

* COSMIC ID har hémtats frén databasen Catalog of Somatic Mutations in Cancer (7)
(www.sanger.ac.uk/genetics/ CGP/cosmic).

Testet &r mycket specifikt och kénsligt och kan detektera en lag procentandel mutant-DNA i en
bakgrund av vildtyps-DNA. Frutsatt att det finns tillréekligt med DNAkopior @r detektion av ca
0,8 % mutant i en bakgrund med vildtyp-genomiski DNA méjlig (se “Prestandaegenskaper”

pé& sidan 54 for information om detektionsgrans for varje mutation).

therascreen KRAS RGQ PCR Kit anvénds med en PCR-procedur (polymerase chain reaction).
Fordelarna med detta kit &r att det &r mycket specifikt for mélet och att det &r snabbt och

effektivt och inte har ndgon subjektivitet vid bestémning av resultaten.
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Anvandningsprinciper

| therascreen KRAS RGQ PCR Kit anvénds 2 typer av teknik — ARMS och Scorpions — for

detektion av mutationer i realtime PCR.

Mutationsreaktionsmixar

Varije reaktionsmix anvénder en mutationsspecifik ARMS-primer fér att amplifiera det muterade

DNA:t selektivt och sedan en Scorpions-primer for att detektera amplifieringsprodukten.

ARMS

Allelespecifik amplifiering uppnés med ARMS som utnyttiar férmégan hos Tag DNA-polymeras
for att sarskilja en matchad och en felmatchad bas vid 3'-Gnden av en PCR-primer. Nér primern
ar helt matchad fortsétter amplifieringen med full effekt. Nér 3'-basen inte matchar sker
eventuellt endast bakgrundsamplifiering p& lag niva. Darfér amplifieras en muterad sekvens

selektivt Gven i prover dar majoriteten av DNA:t inte bdr pa mutationen.

Scorpions

Detektion av amplifiering utférs genom att anvénda Scorpions. Scorpions @r bifunktionella
molekyler med en PCR-primer som &r kovalent bunden till en prob. Proben innehéller
fluoroforen karboxyfluorescein (FAM™) och en quencher. Den senare démpar fluorescensen
hos fluoroforen. Nér proben binder till ARMS-amplikonet under PCR separeras fluoroforen och

quenchern, vilket leder till en detekterbar 6kning av fluorescensen.
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Kitets format
therascreen KRAS RGQ PCR Kit innehdller 8 analyser:

® 1 kontrollanalys (kontrollreaktionsmix; CTRL)
® 7 mutationsanalyser (12ALA, 12ASP, 12ARG, 12CYS, 12SER, 12VAL, 12ASP)

Reaktionsmixar &r dubbla och innehdller FAM-mérkta reagenser for att detektera mal och en
HEX™-markt internkontroll. Reaktionsmixarna och positiv kontroll-reagenserna innehdller Tris
EDTA-buffert och den positiva kontrollen innehéller bérar-Poly A RNA.

Analyser

therascreen KRAS RGQ PCR Kit bestér av en procedur i 2 steg. | det forsta steget utfors
kontrollanalysen fér att bedéma den totala méngden amplifierbart KRAS DNA i ett prov. | det
andra steget utférs bade mutations- och kontrollanalyser fér att bestémma férekomst eller

frénvaro av mutant-DNA.

Kontrollreaktion

CTRL anvénder en Scorpions-primer och en omérkt primer fér att amplifiera en kort sekvens av
exon 4 i KRAS-genen. Kontrollreaktionen anvénds for att bestdmma om en lamplig niva
amplifierbart DNA finns i provet och ér en faktor som anvénds vid analytiska berékningar for

att bestdmma mutationsstatus.

Kontrollanalys

Kontrollanalysen, mérkt med FAM, anvénds for att bedéma den totala méngden amplifierbart
KRAS DNA i ett prov. Denna kontrollanalys amplifierar ett omrédde av exon 4 i KRAS-genen.
Primrarna och Scorpions-proben &r utformade fér att amplifiera oberoende av alla kénda

KRAS-polymorfismer.
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Mutationsanalys

Varje mutationsanalys innehdller en FAM-mérkt Scorpions-prob och en ARMS-primer f&r
urskiljning mellan vildtyps-DNA och ett specifikt mutant-DNA.

Kontroller

Obs! Alla experimentkdrningar méste innehélla positiva och negativa kontroller.

Internkontroll

Varije reaktionsmix innehdller en internkontroll utéver mélreaktionen. Ett misslyckande indikerar
antingen férekomst av hdmmare som kan leda till ett felaktigt resultat eller en felaktig hantering
av det aktuella réret vid forberedelsen. Om internkontrollen misslyckas p& grund av PCR-
hammare kan spadning av provet minska effekten hos hémmarna. Observera dock att detta
daven leder till spadning av mal-DNA. Ett rér med vatten fér spadning av prov (Dil.) ingdr i kitet.

Spddning av prover maste utféras med vattnet fér spadning av prov (Dil.).

Positiv kontroll

Varje kdrning méste innehélla en positiv kontroll i rér 1-5. therascreen KRAS RGQ PCR Kit
innehéller KRAS-positiv kontroll (Positive Control, PC) som ska anvéndas som mall i den
positiva kontrollreaktionen. De positiva kontrollresultaten bedéms fér att garantera att kitet

fungerar inom de angivna acceptanskriterierna.

Negativ kontroll

Varje kérning maste innehélla en negativ kontroll (“kontroll utan mall”) i rér 9-13. therascreen
KRAS RGQ PCR Kit innehéller vatten fér NTC (No Template Control, NTC) som ska anvéndas
som “mall” i kontrollen utan mall. Kontrollen utan mall anvénds fér att bedéma potentiell
kontaminering under kérningskonfigurationen samt fér att bedéma effekten hos

internkontrollreaktionen.
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Provbeddmning

Kontrollreaktionsmixen (CTRL) som medféljer therascreen KRAS RGQ PCR Kit anvénds for att
bedéma den totala mdngden amplifierbart KRAS DNA i eft prov. Denna kontrollanalys
amplifierar ett omrédde av exon 4 i KRAS-genen. Vi rekommenderar iordningstdllande av
prover med endast kontrollanalysen och att anvdnda KRAS-positiv  kontroll

(Positive Control, PC) som en positiv kontroll och vatten fér NTC som kontroll utan mall.

Plattform och programvara

therascreen KRAS RGQ PCR Kit &r sarskilt utformat fér att anvdndas med instrumentet Rotor-
Gene Q MDx 5plex HRM. Programmet Rotor-Gene Q och therascreen KRAS Assay Package
kan laddas ned fran webben och finns dven pé& CD-skiva.

Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-instrumenten méste underhdllas enligt instruktionerna
i anvéndarhandboken till instrumentet. | anvéndarhandboken finns information som rér
instrumentet.

Instruktioner fér installation finns i Bilaga 2: Installation av therascreen KRAS Assay Package.
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Material som medféljer

Kitinnehall
therascreen KRAS RGQ PCR Kit (24)
Katalognr 874011
I beredni Roridentifiering

Antal beredningar 24
Férg Identitet Volym
Rod Control Reaction Mix

(kontrollreaktionsmix) ! CTRL 2 x 600
Lila 12ALA Reaction Mix

(12ALA-reaktionsmix) 2 124LA ey
Orange 12ASP Reaction Mix

(12ASP-reaktionsmix) 3 12ASP 600
Rosa 12ARG Reaction Mix

(12ARG-reaktionsmix) 4 Rl e
Grén 12CYS Reaction Mix

(12CYS-reaktionsmix) 5 12CYs 600
Gul 12SER Reaction Mix

(12SER-reaktionsmix) 2 I e
Gra 12VAL Reaction Mix

(12VAL-reaktionsmix) 7 Kl 600
Bl& 13ASP Reaction Mix

(13ASP-reaktionsmix) e a5 e
Beige KRAS Positive Control

(KRAS-positiv kontroll) ° PC 250yl
Mint Taq DNA Polymerase

(Taqg DNA-polymeras) L] H)
Vit Water for NTC (vatten fér NTC) NTC 1,9 ml
Vit Water for Sample Dilution Dl 1.9 ml

(vatten for spadning av prov)
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Material som behévs men inte medféljer

Anvand alltid laboratorierock, engdngshandskar och skyddsglaségon vid hantering av
kemikalier. Mer information finns i tillampliga sakerhetsdatablad (safety data sheets, SDS) som

kan erhdllas av respektive tillverkare.

Reagenser

® QlAamp® DNA FFPE Tissue Kit (kat.nr 56404; se DNA-extraktion)
e Xylen
e FEtanol (96-100 %) *

Forbrukningsprodukter

e Sterila pipettspetsar med filter (fér aft undvika korskontaminering rekommenderar
vi pipettspetsar med aerosolbarriar)

e Sterila mikrocentrifugrér fér beredning av huvudmixar

e 0.1 ml Strip Tubes and Caps fér anvdandning med 72-Well Rotor (kat.nr 981103
eller 981106)

Utrustning

® Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM med fluorescenskanaler fér Cycling Green och Cycling
Yellow (detektion av FAM respektive HEX)

® Programmet Rotor-Gene Q version 2.3 med KRAS Assay Package (version 3.1.1)
installerat for automatisk mutationsdetektion (se Bilaga 2: Installation av therascreen KRAS

Assay Package).

* Anvénd inte denaturerad alkohol som innehdller andra substanser, sdsom metanol eller metyletylketon.
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Obs! Programmet Rotor-Gene Q kan anvéndas utan KRAS Assay Package fér manuell
mutationsdetektion. Se Bilaga 1: Manuellt protokoll fér therascreen KRAS RGQ PCR Kit.

Termomixer*, uppvarmd skakinkubator, vérmeblock eller vattenbad som klarar inkubering
p& 56 °C och 90 °C

Bénkcentrifug® med rotor fér 1,5 ml-rér

Bankstdende vortexblandaref

Sarskilda pipetter (justerbara) fér provberedning t

Sarskilda pipetter (justerbara) fér beredning av PCR-huvudmix*

Sarskilda pipetter (justerbara) fér dosering av DNA-mall*

* Sakerstdll att instrumenten har kontrollerats och kalibrerats enligt tillverkarens rekommendationer.
T Anvand inte denaturerad alkohol som innehdller andra substanser, s&som metanol eller metyletylketon.

Handbok fér therascreen KRAS RGQ PCR Kit  11/2019



Varningar och forsiktighetsatgarder

For in vitro-diagnostisk anvéndning

Sdakerhetsinformation

Anvand alltid laboratorierock, engéngshandskar och skyddsglaségon vid hantering av
kemikalier. Mer information finns i tillampliga sékerhetsdatablad (Safety Data Sheets, SDS). De
finns tillgéngliga p& webben i behéndigt PDF-format p& adressen www.qiagen.com/safety, dar
du kan hitta, visa och skriva ut sdkerhetsdatablad fér varje QIAGEN-kit och kitkomponent.

Allmanna sakerhetsatgarder

Anvéndaren ska alltid lagga sarskild vikt vid féljande:

® Forvara och extrahera positivt material (prover och positiva kontroller) separerat frén alla

andra reagenser, och tillsatt dem till reaktionsmixen i ett separat utrymme.

e lokttag storsta forsiktighet for att forhindra aft PCR kontamineras av  syntetiskt
kontrollmaterial. Vi rekommenderar att separata, fér &ndamélet avsedda pipetter anvénds
for iordningstdllande av reaktionsmixar och fillsats av DNA-mall. Beredning och férdelning
av reaktionsmixar ska utféras i ett omr&de avskilt frén omrédet dér mallen tillsétts. Rotor-
Gene Q-ror far inte dppnas efter att PCR-kdrningen har avslutats. Detta for att forhindra

laboratoriekontaminering frén produkter efter PCR-kérningen.

® Reagenserna fill therascreen KRAS RGQ PCR Kit har spétts ut optimalt. Vi rekommenderar
infe ytterligare spddning av reagenser d& det kan resultera iférlorad prestanda.
Vi rekommenderar inte anvéndning av reaktionsvolymer mindre @n 25 pl d& det 8kar risken

for falskt negativa resultat.

e Alla reagenser i therascreen KRAS RGQ PCR Kit har utformats sarskilt fér optimal effekt.
Alla reagenser som medféljer kitet Gr avsedda att anvéndas enbart tillsammans med évriga
reagenser i samma therascreen KRAS RGQ PCR Kit. Fér att basta effekt ska kunna

garanteras fér kitets reagenser inte bytas ut mot négot annat reagens.
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® Anvand endast det Tag DNA-polymeras (Taqg) som medféljer i kitet. Byt inte ut det mot Tag
DNA-polymeras frén andra kit av samma typ eller annan typ, och byt inte heller ut det mot

Tag DNA-polymeras frén en annan leverantor.
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Forvaring och hantering av reagenser

therascreen KRAS RGQ PCR Kit levereras pé torris. Om nadgon komponent i therascreen KRAS
RGQ PCR Kit inte &r frusen vid ankomst, om den yttre férpackningen har 6ppnats under
transporten eller om det saknas en bipacksedel, handbok eller reagenser i leveransen ska du
kontakta négon av QIAGENSs tekniska serviceavdelningar eller lokala distributérer

(se baksidan eller besék www.giagen.com).

therascreen KRAS RGQ PCR Kit ska vid mottagandet omedelbart férvaras i-30 till -15 °C i en
frys med konstant temperatur och skyddat mot ljus. Liksom alla fluorescensmarkta molekyler méste

Scorpions skyddas mot ljus fér att undvika fotoblekning och férlorad prestanda.

Vid férvaring under de rekommenderade férvaringsvillkoren i originalférpackningen  é&r
therascreen KRAS RGQ PCR Kit héllbart fram till det utgdngsdatum som anges pa etiketten.
Undvik att tina och frysa upprepade ganger. Overskrid inte 6 frys-/upptiningscykler, vilket &r

det maximalt till&tna.
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Provtagning, forberedelse for analys och férvaring

Obs! Alla prover mé&ste behandlas som potentiellt smittbérande material.

Provmaterialet méste vara manskligt, genomiskt DNA extraherat frén FFPE-vévnad. Proverna

méste transporteras enligt standardmdssig patologisk metod fér att garantera provets kvalitet.

Tumérprover @r olikartade och data frén eft tumérprov kanske inte stdmmer dverens med andra
sektioner frdn samma tumér. Tumérprover kan Gven innehélla tumérfri vévnad. DNA frén
tumérfri vavnad férvantas inte innehélla mutationer som detekteras av therascreen KRAS RGQ
PCR Kit.

Beredning av vavnadsprover

Obs! Anvénd torra skalpeller. Utfér inte det hér steget i en huv fér laminért flsde eller i eft

dragskép.

e Skrapa ned tumérvévnaden frén snitten i mérkta mikrocentrifugrér med hjélp av en ny

skalpell for varje prov.

Beredning av vavnadsprover fér DNA-extraktion (CRC)

® Anvand standardmaterial och -metoder och fixera vévnadsprovet i 10 % neutralbuffrat
formalin (NBF) och b&dda in véavnadsprovet i paraffin. Skér med hijdlp av en mikrotom ut

5 pm tjocka seriesnitt fran paraffinblocket och placera dem pé& objekiglas.

e En utbildad person (t.ex. en patolog) ska bedéma tumérinnehéll och utbredning pd ett
H&E-fargat (Hematoxilyn & Eosin) snitt. Markera det fargade objekiglaset for att kunna

skilja tumérvévnad frén normal vévnad. Anvénd seriesnitt for DNA-extraktion.
e Anvand snitt med > 20 % tumérinnehdll fér bearbetning utan makrodissektion (se nedan).

® For snitt med < 20 % tumdrinnehdll: Makrodissekera ett eller flera snitt. Kassera tumérfri

vavnad.
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® For snitt med en yta pa < 4 mm?: Bearbeta tvé& eller fler snitt for att 6ka den totala tumdrytan
till minst 4 mm? (géller prover b&de med och utan makrodissektion). Kassera tumérfri

vdvnad.

e Skrapa bort dverflédigt paraffin frén vévnaden med en ny, steril skalpell.

Beredning av vavnadsprover fér DNA-extraktion (Non-Small Cell Lung Cancer,
NSCLC)

® Anvand standardmaterial och -metoder och fixera vévnadsprovet i 10 % NBF och badda
in vévnadsprovet i paraffin. Skér med hjélp av en mikrotom ut 5 pm tjocka seriesnitt frén

paraffinblocket och placera dem pé objektglas.

e En utbildad person (t.ex. en patolog) ska bedéma férekomst av tumér pé& ett H&E-férgat

snitt. Anvand seriesnitt for DNA-extraktion.

e Skrapa bort dverflédigt paraffin frén vévnaden med en ny, steril skalpell.

Forvaring

Férvara FFPE-block och objektglas i rumstemperatur. Objektglas kan férvaras i rumstemperatur i

upp till 4 veckor innan DNA-extraktion.

Genomiskt DNA kan forvaras i 2-8 °C i 1 vecka efter extraktion, och sedan i -25 till -15 °C

i upp till 8 veckor innan anvandning.
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Procedur

DNA-extraktion

Testegenskaper for therascreen KRAS RGQ PCR Kit togs fram med hjélp av DNA som
extraherats med QlAamp DNA FFPE Tissue Kit (kat.nr 56404). Om du anvander QlAamp
DNA FFPE Tissue Kit utfér du DNA-extraktionen enligt instruktionerna i handboken och

observerar faljande.

DNA-extraktion (CRC-prover)

e QlAamp DNA FFPE Tissue Kit far endast anvéndas manuellt.
® Anvand inte RNase-steget som beskrivs i handboken till Q/Aamp DNA FFPE Tissue Kit.

e Anvand inte QIAGEN deparaffinization solution (deparaffiniseringslsning). Anvénd
endast xylen-/etanolmetoden fér deparaffinisering enligt beskrivningen i handboken Hill
QIAamp DNA FFPE Tissue Kit.

e Nedbryting av proteinas K (steg 11 i handboken till QI Aamp DNA FFPE Tissue Kit) mdste
utféras i 1 timme.

® Proverna maste elueras med hjdlp av 200 pl elueringsbuffert (Buffer ATE) fran QlAamp
DNA FFPE Tissue Kit.
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DNA-extraktion (NSCLC-prover)

Anvénd 2 x 5 pm-snitt per extraktion.

QlAamp DNA FFPE Tissue Kit far endast anvéndas manuellt.

Anvéand inte RNase-steget som beskrivs i handboken till QlAamp DNA FFPE Tissue Kit.
Anvénd inte QIAGENSs deparaffiniseringsldsning som medfélier i QlAamp DNA FFPE

Tissue Kit. Anvénd endast xylen-/etanolmetoden fér deparaffinisering enligt beskrivningen
i handboken till QlAamp DNA FFPE Tissue Kit.

Nedbrytning av proteinas K (steg 11 i handboken till QIAamp DNA FFPE Tissue Kit) méste

utféras i 1 timme.

Tillsatt 60 pl elueringsbuffert (ATE) frén QlAamp DNA FFPE Tissue Kit och inkubera

i 2,5 minuter i rumstemperatur.
Centrifugera i full hastighet i T minut.

Tillsatt ytterligare 60 pl elueringsbuffert (ATE) frén QlAamp DNA FFPE Tissue Kit och

inkubera i 2,5 minuter i rumstemperatur.

Centrifugera i full hastighet i 1 minut.
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Protokoll: Bedémning av DNA-prover

Det har protokollet ska anvandas vid bedémning av den totala méngden amplifierbart DNA i

prover med KRAS CE Sample Assessment Locked Template (Assay Package) fér automatisk

provanalys.

Obs! Information om manuell bedémning av prover finns i Bilaga 1: Manuellt protokoll for
therascreen KRAS RGQ PCR Kit.

Viktigt att tanka pé fére start

Upp till 24 prover kan bedémas med den tillgangliga CTRL:en.
Anvénd CTRL for att beddma DNA innan testning.
Obs! Det ar viktigt att anvéinda CTRL enligt beskrivningen nedan for den hér bedémningen

och inte spekirofotometri eller ndgon annan metod. Kraftigt nedbrutet DNA kanske inte

amplifieras fastén primrarna genererar korta DNA-fragment.

For effektiv anvandning av reagenserna i therascreen KRAS RGQ PCR Kit ska DNA-
proverna indelas i batcher i s& stor utstrackning som méjligt fér att skapa fullsténdiga
kérningar. Testning av enskilda prover eller ett mindre antal prover dkar férbrukningen av
reagenser och minskar det totala antal prover som kan testas med ett enda therascreen
KRAS RGQ PCR Kit.

Kontrollera att rétt version av programmet therascreen KRAS Assay Package som motsvarar
versionen p& programmet Rotor-Gene Q &r installerat innan instrumentet Rotor-Gene Q
MDx 5plex HRM anvénds férsta géngen (se Bilaga 2: Installation av therascreen KRAS
Assay Package).
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Procedur

1. Tina kontrollreaktionsmixen (CTRL-provréret], nukleasfritt vatten for kontroll utan mall (No
Template Control, NTC) och KRAS-positiv kontroll (Positive Control, PC) i rumstemperatur
(15-30 °C) fullstandigt i minst 1 timme.

Obs! Se till att Taq DNA-polymeras (Taq) har rumstemperatur (15-30 °C) samtidigt som
de andra reagenserna (se Férvaring och hantering av reagenser). Centrifugera réret en

kort stund fér att samla upp enzymet i botten av réret.

Tiderna fér upptining av reagenser, PCR-konfiguration och férvaring innan start av

kérningen anges i tabell 2.

Obs! Utfér PCR-konfiguration i rumstemperatur.
Tabell 2. Upptiningstid, tider for PCR-konfiguration och férvaringstemperaturer

Upptiningstid Forvaringstemperatur* Maximal tid for PCR-
. efter PCR-konfiguration konfiguration och férvaring
Min. Max
1 timme 4,5 timmar Rumstemperatur (15-30 °C) 7 timmar
1 timme 4,5 timmar 2-8 °C 18 timmar

* Termen férvaring avser tiden mellan slutférande av PCR-konfigurationen och start av PCR-kérningen pd instrumentet
Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM.
2. Blanda de tinade reagenserna genom att vdnda varje rér 10 génger fér att undvika
lokala saltkoncentrationer, och centrifugera sedan en kort stund s& att innehdllet langst

ned i roret samlas upp.

Obs! Vortexblanda inte Tag DNA-polymeras (Taq) eller ndgon mix som innehdller Tag,

eftersom det kan leda till att enzymet inaktiveras.

3. Bered tillrackligt med huvudmixar (kontrollreaktionsmix (CTRL) plus Taq DNA-polymeras

(Tag)) enligt volymerna som anges i tabell 3 for féljande:

® alla DNA-proverna

® 1 KRAS-positiv kontrollreaktion (Positive Control, PC)

® 1 nukleasfritt vatten for kontroll utan mall-reaktion (No Template Control, NTC)
® 1 extra prov fér att ha tillréckligt dverskott for PCR-konfigurationen

Huvudmixen innehéller alla komponenter som krévs fér PCR férutom provet.
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Tabell 3. Beredning av huvudmix fér kontrollanalys

Komponent Volym
Kontrollreaktionsmix (CTRL) 19,76 pl x (n + 1)*
Tag DNA-polymeras (Tag) 0,24 pl x (n + 1)*
Total volym 20 pl/reaktion

* n = antal reaktioner (prover plus kontroller).

Bered tillréckligt med huvudmix fér ett extra prov (n+1) fér att ha tillréckligt dverskott fér
PCR-konfigurationen.

Vérdet n ska inte dverstiga 24 (plus kontroller) eftersom 24 &r det maximala antalet prover
som fdr plats i en kdrning.

Obs! Vid beredning av huvudmixen tillsatts den volym Control Reaction Mix
(kontrollreaktionsmix, CTRL) som krdvs ti det aktuella réret férst och Tag DNA-polymeras

(Taq) tillsatts sist.

Obs! Pipettera Tag DNA-polymeras genom att férsiktigt placera pipettspetsen precis

under ytan for att undvika att spetsen tacks med éverflédigt enzym.

4. Placera det korrekta antalet PCR 4-rér (varje remsa har 4 rdr) i laddningsblocket enligt

layouten i tabell 4. Forslut inte réren.

Obs! L&t locken ligga kvar i plastbehdllaren tills de behdvs.
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Tabell 4. Kérningslayout i laddningsblocket fér beddmning av DNA-prover

Andlys

Kontroll 1 (PC) 9 17 25 - = = - -
Kontroll 2 (NTC) 10 18 26 - - - - -
Kontroll 3 11 19 - - = - - -
Kontroll 4 12 20 - - - - - -
Kontroll 5 13 21 - - = - - -
Kontroll 6 14 22 - - - - - -
Kontroll 7 15 23 - - = = - -
Kontroll 8 16 24 - - - - - -

* Siffrorna markerar positioner i laddningsblocket och indikerar slutlig rotorposition.

5. Stall in en pipett pd en volym som é&r lagre an den totala volymen fér reaktionshuvudmixen

och blanda noga genom att aspirera upp och ned fullsténdigt 10 génger.
6. Tillsatt omedelbart 20 pl huvudmix i varje PCR-rér.

Obs! | tabell 4 anges layouten for réret. For bedémning av DNA-prover ska huvudmix for

kontrollanalys tillsattas i ett PC-rér, ett NTC-ror och i eft rér for varje DNA-prov.

7. Tillsétt omedelbart 5 pl nukleasfritt vatten fér kontroll utan mall (No Template Control,
NTC) i NTC-réret (rérposition 2) och forslut roret.

8. Tillsatt 5 pl av varje DNA-prov i provréren (rérpositionerna 3—-26) och forslut réren.

9. Tillsétt 5 pl KRAS-positiv kontroll (Positive Control, PC) i PC-réret (rérposition 1) och férslut

roret.

Varije rér ska innehélla en total reaktionsvolym pa 25 pl (20 pl huvudmix som har beretts
enligt tabell 3, plus 5 pl NTC/prov/PC).
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. Anvand en spritpenna och markera locken till de férsta réren i den lagsta numeriska

positionen i varje PCR 4-rér (t.ex. positionerna 1, 5 och 9 etc.) fér att visa i vilken riktning

réren ska laddas i rotorn med 72 brunnar pé instrumentet Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM.

. Véand de forslutna réren 4 ganger fér att blanda provet och reaktionsmixen.

12.

Placera alla PCR 4-réren i réft position i rotorn med 72 brunnar enligt kdrningslayouten
(tabell 4) med hjalp av rikiningsmarkeringarna.
Obs! Om rotorn inte &r fullbelagd méste alla canvénda positioner pé rotorn fyllas med

ett forslutet, tomt rér. Detta gor att den termiska effektiviteten pé instrumentet Rotor-Gene
Q MDx 5plex HRM sakerstdalls.

. Placera omedelbart rotorn med 72 brunnar i instrumentet Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM.

Kontrollera att lasringen (tillbehor till instrumentet Rotor-Gene Q MDx Splex HRM) ér

placerad langst upp pé rotorn fér att sékra réren under kérningen.

. Dubbelklicka pé ikonen therascreen KRAS QC Locked Template (therascreen KRAS QC

l&st mall) p& skrivbordet p& den barbara dator som ar ansluten fill instrumentet Rotor-
Gene Q MDx 5plex HRM (bild 1) fér att starta Rotor-Gene Q-programvaran.

| 20
(@R
e
‘ [ i i
“‘W_. .

Figur 1. lkonen “therascreen KRAS QC Locked Template” (therascreen KRAS QC last maill).
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Fliken "Setup” (Konfiguration) visas som standard (bild 2).
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Figur 2. Fliken “Setup” (Konfiguration) och rutan “Locking Ring Attached” (Lasring fast). 1 = fliken “Setup” (Konfiguration),

2 = rutan "Locking Ring Attached” (L&sring fast).

15. Kontrollera aft l&sringen sitter fast ordentligt och markera kryssrutan “Locking Ring
Attached” (L&sring fast). Stéing locket p& instrumentet Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM.

16. Skriv in kérnings-ID i féltet Run ID (K6rnings-ID) enligt din lokala namnkonvention. Skriv in

provnamnet i faltet Sample Name (Provnamn) enligt din lokala namnkonvention och tryck

pa returtangenten.

D& laggs provnamnet till i provlistan nedanfér och provet tilldelas ett “Sample ID”

(Prov-ID) (1, 2, 3 etc.). Dessutom uppdateras panelen “Layout of the pipetting adapter”

(Layout for pipetteringsadaptern) p& héger sida med provnamnet (bild 3).
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Alternativt kan provnamn som sparats i formatet *.smp (Rotor-Gene Q-provfil) eller *.csv
(kommaseparerade vérden) importeras via knappen Import Samples (Importera prover).

Provnamn populeras automatiskt med hjélp av den hér metoden.

Obs! Kontrollera i panelen Layout of the pipetting adapter (Layout for
pipetteringsadaptern) att provnamnet som har lagts till Gr markerat genom en éndring av

fargen och att provnamnet ér i provpositionen (Bild 3).

Obs! Provnamn med mer én 8 tecken visas kanske inte i sin helhet i panelen “Layout of

the pipetting adapter” (Layout fér pipetteringsadaptern).

Figur 3. Ange ”“Run ID” (Kdrnings-ID) och ”“Sample Name” (Provnamn). 1 = féltet “Run ID” (K&rnings-D),
2 = knappen “Import Samples” (Importera prover), 3 = faltet “Sample Name” (Provnamn), 4 = Provlista,
5 = panelen "Layout of the pipetting adapter” (Layout fér pipetteringsadaptern).
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17. Upprepa steg 16 fér att ange namnen pé& alla ytterligare prover (bild 4).

Obs! Om du vill redigera ett provnamn klickar du p& “Sample Name” (Provnamn)
i provlistan s& visas det valda provet i dialogrutan “Sample Name” (Provnamn) ovanfér.
Redigera provnamnet enligt din lokala namnkonvention och tryck pé returtangenten fér

att uppdatera namnet.
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Figur 4. Ange ytterligare provnamn i féltet “Sample Name” (Provnamn). *1 = knappen “Import Samples” (Importera
prover), 2 = féltet “Sample Name” (Provnamn) och provlista, 3 = panelen “Layout of the pipetting adapter” (Layout fér
pipetteringsadaptern) med ytterligare provnamn.
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18. Nér du har angett alla provnamn ska du bekréfta att de ér korrekta. Lagg till eventuell
kompletterande information i féltet Notes (Anteckningar) om det behdvs och klicka sedan
p& Start Run (Starta kérning) (bild 5).

Obs! Om négon rotorposition inte anvénds visas en “Warning” (Varning) (bild 5 och
bild 6) for att paminna anvéndaren om att alla oanvénda positioner p& rotorn méste
fyllas med ett forslutet, tomt rér. Kontrollera att alla oanvénda rotorpositioner é&r fyllda

med ett forslutet, tomt rér och klicka pé& OK for att fortsatta.
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Figur 5. Féltet "Notes” (Anteckningar), “Start Run” (Starta kdrning) och “Warning” (Varning) fér oanvéinda rotorpositioner.
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Layout of the pipetting adapter.

Posiborc3

Sample 7
Control

a9

7Rctor-Gene Q Series Software @

i Warning - There are unused Rotor Tubes.

Please fill all unused positions with empty tubes. 1
Da you wish to continue?

e

ample
Control

Positiorc5
Sample 3
Contral

Figur 6. 1 = "Warning” (Varning) fér oanvénda rotorpositioner.

19. Ett “Save As"-fénster (Spara som) visas. Vdlj eft lampligt filnamn och spara PCR-kérningen

som en kérningsfil med @ndelsen *.rex p& den valda platsen. Klicka p& Save (Spara)

(bild 7).

eision: 114

Save As

DNA Sample Asses Savein |G Deskiop ~| o B
)My Documents
s | 4 My Computer
| |k My Recent Sy Network Places
Documents
[Samgle Name

1 Sample 1 B
2 Sample 2
3 Sample 3 Deckiop
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5 Sample 5 )
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7 Sample 7 My Documents
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:}‘g

My Computer
2 My Network | File name: oMt Sample Assessment hd [ sav - 3
Save a3 lype: | Run Fite [".rex] - Cancel
perr ) el
Posilicn§

3

Figur 7. Spara kérningsfilen. 1 = fonstret “Save As” (Spara som), 2 = félten “File name” (Filnamn) och “Save as type”
(Spara som typ) (*.rexfil), 3 = knappen “Save” (Spara).
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PCR-kérningen startar.

Obs! Nér kérningen startar dppnas fliken “Run Progress” (Korningsférlopp) automatiskt for

att visa temperaturéndringar och &terstdende tid av kérningen (bild 8).

Figur 8. Fliken “Run Progress” (Kérningsforlopp).

Nar kérningen har avslutats dppnas fliken “Analysis” (Analys) automatiskt.

Obs! Om fliken “Analysis” (Analys) inte ppnas klickar du pé fliken “Analysis” (Analys)

(bild 9).

Obs! En forklaring av berdkningsmetoden ges i “Interpretation of Results” (tolkning

av resultat).
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Figur 9. Fliken ”Analysis” (Analys) och rapportering av resultat. 1 = fliken “Analysis” (Analys), 2 = “QC Sample Result
Table” (Tabell med QC-provresultat).

Obs! Kontrollresultat rapporteras pé féljande sétt i “Sample QC Result Table” (Tabell med
QC-provresultat) (2 i bild 9).

e Kdrningskontroller (PC och NTC, rérpositioner 1 respektive 2): Om resultaten ligger inom
acceptabla intervaller visas “Valid” (Giltigt). Annars visas ett resultat med statusen “Invalid”
(Ogiltigt).

® Crvérde for provets kontrollreaktion > 32,00: “Invalid” (Ogiltigt) visas. Méngden DNA &r inte
tillraeklig fér mutationsanalys. Testa om provet. Om méngden DNA fortfarande &r ofillrécklig
extraherar du mer tumdrvévnad om det finns tillgéngligt (se “Felsdkningshandbok”).

o Crvarde for provets kontrollreaktion < 21,92: “Invalid” (Ogiltigt) visas. DNAkoncentrationen
ar for hog for mutationsanalys. Spéd med nukleasfritt vatten for spédning (Dil.) och gér om
testet. Spad till et Crvarde p& 21,92-32,00. En 1:1-spddning dkar Cr-vardet med ca 1,0.

e Ett Cr-varde for provets kontrollreaktion p& 21,92-32,00 (21,92 < kontroll-Cr < 32,00):
"Valid” (Giltigt) visas, DNA-koncentrationen &r lamplig fér mutationsanalys.

Obs! Om det behdvs en ny extraktion eller spadning upprepar du kontrollreaktionen fér aft

bekrafta att DNA-koncentrationen ar lamplig fér anvéndning.

Handbok for therascreen KRAS RGQ PCR Kit  11/2019 33



20. Klicka pé& Report (Rapport) for att skapa rapportfiler. Fonstret “Report Browser”
(Rapportmeny) visas. Select KRAS Analysis Report (KRAS-analysrapport) under mallar och
klicka p& Show (Visa) (bild 10).

Obs! Du kan spara rapporter p& en annan plats i formatet Web Archives genom att klicka

pd Save As (Spara som) i det Gvre vanstra hornet pé varje rapport.

TR

T 1| B Progess 1 Analpain

Figur 10. Vélja "KRAS Analysis Report” (KRAS-analysrapport]. 1 = "Report” (Rapport), 2 = fdnstret “Report Browser”
(Rapportmeny), 3 = alternativet “"KRAS Analysis Report” (KRAS-analysrapport), 4 = “Show” (Visa).
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Protokoll: Detektion av KRAS-mutationer

Detta protokoll &r avsett fér detektion av KRAS-mutationer.

Viktigt att tanka pé& fore start

Ett prov kan testas med KRAS-mutationsanalyserna nér det har klarat provbedémningen.

For effektiv anvdndning av therascreen KRAS RGQ PCR Kit mdste prover grupperas i en
batchstorlek pa 7 (for att fylla rotorn med 72 brunnar). Mindre batchstorlekar innebar aft
farre prover kan testas med therascreen KRAS RGQ PCR Kit.

Kontrollera att rétt version av programmet therascreen KRAS Assay Package som motsvarar
versionen p& programmet Rotor-Gene Q &r installerat innan instrumentet Rotor-Gene Q
MDx 5plex HRM anvénds férsta gangen (se Bilaga 2: Installation av therascreen KRAS
Assay Package).

Procedur

1. Mark 8 mikrocentrifugrér (medfélier inte) enligt de motsvarande reakfionsmixarna som visas i
tabellen nedan. Bered fillrackligt med huvudmixar (kontroll- eller mutationsreaktionsmix (CTRL,
12ALA, 12ASP, 12ARG, 12CYS, 12SER, 12VAL eller 13ASP) plus Tag DNA-polymeras
(Taq)) fér DNA-proverna, en KRAS-positiv kontrollreaktion (rér-PC) och en nukleasfritt vatten
for kontroll utan mallreaktion (NTC) enligt volymerna i tabellen. Inkludera reagenser for
1 extra prov for att ha tillréickligt dverskott fér PCRkonfigurationen. Huvudmixarna innehéller

alla komponenter som krévs for PCR férutom provet.
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Analys- och reaktionsmixror

Volym reaktionsmix

Volym av Taq
DNA-polymeras

Kontroll (rér-CTRL)

12ALA (r5r 12ALA)
12ASP (r6r 12ASP)

12ARG (r6r 12ARG)
12CYS (r5r 12CYS)
12SER (rér 12SER)
12VAL (r6r 12VAL)

13ASP (ror 13ASP)

19,76 plx (n + 1)
19,76 pl x (n + 1)
19,76 plx (n + 1)
19,76 pl x (n + 1)
19,76 plx (n + 1)
19,76 pl x (n + 1)
19,76 plx (n + 1)

19,76 plx [n + 1)

0,24 plx (n+1)
0,24 plx (n+ 1)
0,24 plx (n+1)
0,24 plx (n+ 1)
0,24 plx (n+1)
0,24 plx (n+ 1)
0,24 plx (n+1)

0,24 plx (n + 1)

n = antal reaktioner (prover plus kontroller).

Bered tillréickligt med huvudmix fér 1 extra prov (n + 1) for att ha fillréickligt dverskott for PCRkonfigurationen. Vérdet

n ska inte dverstiga 7 (plus kontroller) eftersom 7 &r det maximala antalet prover som fér plats i en kdming.

2. Blanda de tinade reagenserna genom att vanda varje rér 10 ganger fér att undvika

lokala saltkoncentrationer. Centrifugera en kort stund fér att samla upp innehdllet i botten

av roret.

3. Stall in en pipett pé en volym som &r lagre dn den totala volymen fér reaktionsmixen och

blanda huvudmixarna noga genom att aspirera upp och ned fullsténdigt 10 génger.

4. Tillsatt omedelbart 20 pl huvudmix i varje aktuellt PCR-ror.

Obs! |tabell 5 finns layouten fér roret vid konfigurering av reaktionsmixarna. Fér

detektion av KRAS-mutationerna ska huvudmixarna laggas till i 8 PC-rér, 8 NTC-rér och

8 ror fér varje DNA-prov.
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Tabell 5. Kérningslayout i laddningsblocket for detektion av KRAS-mutationer

Kontroller Provnummer

Andlys PC NTC 1 2 3 4 5 6 7

CTRL 1* 9 17 25 33 41 49 57 65
12ALA 2 10 18 26 34 42 50 58 66
12ASP 3 11 19 27 35 43 51 59 67
12ARG 4 12 20 28 36 44 52 60 68
12CYS 5 13 21 29 37 45 53 61 69
12SER 6 14 22 30 38 46 54 62 70
12VAL 7 15 23 31 39 47 59 63 71
13ASP 8 16 24 32 40 48 56 64 72

* Siffrorna markerar positioner i laddningsblocket och indikerar slutlig rotorposition.

5. Tillsatt omedelbart 5 pl nukleasfritt vatten fér kontroll utan mall (No Template Control,

NTC) i NTC-réren (rérposition 9-16) och forslut réren.

6. Tillsétt 5 pl av varje DNA-prov i provréren (rérpositionerna 17-72) och férslut réren.

7. Tillsatt 5 pl KRAS-positiv kontroll (Positive Control, PC) i PC-réren (rérpositionerna 1-8)

och férslut réren.

8. Anvand en spritpenna och markera locken till de férsta réren i den lagsta numeriska

positionen i varje PCR 4-rér (t.ex. positionerna 1, 5 och 9 efc.) fér att visa i vilken rikining

réren ska laddas i rotorn med 72 brunnar pé instrumentet Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM.

9. Vand de férslutna réren 4 ganger fér att blanda provet och reaktionsmixen.

10. Placera alla PCR 4-réren i rétt position i rotorn med 72 brunnar enligt kérningslayouten

(tabell 5) med hjélp av rikiningsmarkeringarna.
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Obs! Maximalt 7 prover kan inkluderas i varje PCRkdrning. Om rotorn infe dr fullbelagd
méste alla oanvénda positioner pé rotorn fyllas med eft forslutet, tomt rér. Detta gor att den

termiska effektiviteten pd instrumentet Rotor-Gene Q MDx Splex HRM sakerstdlls.

11. Placera omedelbart rotorn med 72 brunnar i instrumentet Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM.
Se till aft lasringen (tillbehér till instrumentet Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM) é&r placerad

léngst upp pd rotorn fér att sdkra réren under kérningen.

12. Dubbelklicka pé& ikonen therascreen KRAS Locked Template (therascreen KRAS lé&st mall) pé
skrivbordet till den barbara dator som &r ansluten till instrumentet Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRM (bild 11) fér aft starta programvaran fér Rotor-Gene Q MDx Splex HRM.

Locked
Template

Figur 11. lkonen “therascreen KRAS Locked Template” (therascreen KRAS last mall).

Fliken “Setup” (Konfiguration) visas som standard (bild 12).

= | =

R T S

Figur 12. 1 = fliken “Setup” (Konfiguration), 2 = rutan “Locking Ring Attached” (Lasring fast).
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13. Kontrollera att l&sringen sitter fast ordentligt och markera kryssrutan Locking Ring Attached

(L&sring fast). Stéing locket p& instrumentet Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM.
14. Skriv in kérnings-ID i féltet Run ID (Kérnings-ID) enligt din lokala namnkonvention.

15. Skriv in provnamnet i féltet Sample Name (Provnamn) enligt din lokala namnkonvention

och tryck pé returtangenten.

D& laggs provnamnet till i provlistan nedanfér och provet tilldelas eft “Sample ID”
(Prov-ID) (1, 2, 3 etc.). Dessutom uppdateras panelen “Layout of the pipetting adapter”
(Layout for pipetteringsadaptern) pa héger sida med provnamnet (bild 13).

Obs!  Kontrollera i panelen “layout of the pipetting adapter” (Layout for
pipefteringsadaptern) att provnamnet som har lagts till & markerat genom en éndring av

fargen och att alla 8 analyserna i kolumnen under provcirkeln &r markerade (bild 13).

Obs! Maximalt 7 prover kan léggas till. Prov-ID (i provcirklarna) kommer automatiskt att
tilldelas frén 1 till 7.

Obs! Provnamn med mer @n 8 tecken visas kanske inte i sin helhet i panelen “Layout of
the pipetting adapter” (Layout fér pipetteringsadaptern).

Alternativt kan provnamn som sparats i formatet *.smp (Rotor-Gene Q-provfil) eller *.csv
(kommaseparerade vdrden) importeras via knappen Import Samples (Importera prover).

Provnamn populeras automatiskt med hjalp av den har metoden.
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et soves i e i geitenn, B |

Figur 13. Ange "Run ID” (K8rnings-ID) och “Sample Name” (Provnamn). 1 = féltet “Run ID” (K&rningsID), 2 = “Import
Samples” (Importera prover) (inte tillgéngligt i programversion 2.1), 3 = féltet “Sample Name” (Provnamn), 4 = provlista,
5 = panelen “Layout of the pipetting adapter” (Layout fér pipetteringsadaptern), 6 = markerad provcirkel och kolumn
med 8 analyser nedanfér.
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16. Upprepa steg 14 fér att ange namnen pé& alla ytterligare prover (bild 14).

Obs! Om du vill redigera ett provnamn klickar du p& Sample Name (Provnamn)
i provlistan sé& visas det valda provet i féltet Sample Name (Provnamn) ovanfér. Redigera
provnamnet enligt din lokala namnkonvention och tryck p& returtangenten fér att

uppdatera namnet.

Figur 14. Ange ytterligare provnamn i féltet “Sample Name” (Provnamn). 1 = féltet “Sample Name” (Provnamn),
2 = Provlista, 3 = panelen “Layout of the pipetting adapter” (Layout fér pipetteringsadaptern) med ytterligare provnamn.
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17. Nér du har angett alla provnamn ska du bekréfta att de ar korrekta. Lagg till eventuell

kompletterande information i féltet Notes (Anteckningar) om det beh&vs och klicka sedan
p& knappen Start Run (Starta kérning) (bild 15).

Obs! Om ndgon rotorposition inte anvénds visas en “Warning” (Varning) (bild 15 och
bild 16) fér aft p&minna anvéndaren om att alla oanvénda positioner pé& rotorn méste
fyllas med ett forslutet, tomt rér. Kontrollera att alla oanvénda rotorpositioner é&r fyllda

med ett forslutet, tomt rér och klicka pé& OK fér att fortsatta.

CErE e v I |

Figur 15. 1 = faltet "Notes” (Anteckningar), 2 = “Start Run” (Starta kéming), 3 = “Warning” (Varning) fér oanvénda rotorpositioner.
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Rotor-Gene Q Series Software

Please fill all unused positions with empty tubes.
Do you wish to continue?

oK

Cancel

Figur 16. “Warning” (Varning) fér oanvénda rotorpositioner.

18. Valj ett lampligt filnamn i fonstret Save As (Spara som) och spara PCRk&rningen som en

kérningsfil med andelsen *

.rex p& den valda platsen (bild 17).

—
[3 Save As \ " ' @
@Qvl! Desktop » 'l"’ll Sea Pl

Organize * New folder gF - (7]
[ Favorites 7 Libraries
8 Computer
4 Libraries € Network
1% Computer
~
&ﬂ Metwork
2 File name: therascreen KRAS QC Locked Template 2014-11-27 (1) -
Save as type: | Run File (*.rex) =
= Hide Folders I Save I

Figur 17. Spara kérningsfilen.
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PCR-kérningen startar.

Obs! Nér kérningen startar dppnas fliken “Run Progress” (Korningsforlopp) automatiskt for

att visa temperaturdndringar och éterstdende tid av kérningen (bild 18).

1

Tampatciure Troes - Tamp (') ve Time (mi)

Figur 18. fliken “Run Progress” (Kérningsforlopp).

Nar kdrningen har avslutats dppnas fliken “Analysis” (Analys) automatiskt.

Obs! Om fliken “Analysis” (Analys) inte dppnas klickar du pa fliken “Analysis” (Analys)
(bild 19).

Obs! En forklaring av berdkningsmetoden ges i avsnittet “Resultattolkning”.
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Figur 19. Fliken “Analysis” (Analys) och rapportering av resultat. 1 = fliken “Analysis” (Analys), 2 = panelen “Run
Controls, Positive Control” (K&rningskontroller, positiv kontroll), 3 = panelen “Run Controls, Negative Contro
(K&rningskontroller, negativ kontroll), 4 = “Sample Result Table” (Tabell med provresultat), 5 = kolumnen “KRAS Mutation
Status” (KRAS-mutationsstatus).

|

Analysresultat rapporteras pé féljande satt (bild 19):

® Panelen “Run Controls, Positive Control” (K&rningskontroller, positiv kontroll). Om resultaten
ligger inom det acceptabla intervallet visas “Valid” (Giltigt) fér “Positive Control Status”

(Status for positiv kontroll); annars visas ett resultat med statusen “Invalid” (Ogiltigt).

® Panelen “Run Controls, Negative Control” (Krningskontroller, negativ kontroll). Om bade
resultatet “NTC” och “Internal Control” (Internkontroll) ligger inom de acceptabla
intervallen visas “Valid” (Giltigt) fér “Negative Control Status” (Status fr negativ kontroll);

annars visas ett resultat med statusen “Invalid” (Ogiltigt).

® Panelen “Sample Result Table” (Tabell med provresultat). Specifika mutationer rapporteras for

de mutationspositiva proverna i kolumnen “KRAS Mutation Status” (KRAS-mutationsstatus).
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19. Klicka p& Report (Rapport) fér att skapa rapportfiler. Fonstret “Report Browser”
(Rapportmeny) visas. Select KRAS Analysis Report (KRAS-analysrapport) under mallar och
klicka p& Show (Visa) (bild 20).

Obs! Du kan spara rapporter p& en annan plats i formatet Web Archives genom att klicka

pd Save As (Spara som) i det Gvre vanstra hornet pé varje rapport.

CEEERREqy
;

WN

Figur 20. Vdlja "KRAS Analysis Report” (KRAS-analysrapport). 1 = “Report” (Rapport), 2 = fénstret “Report Browser”
(Rapportmeny), 3 = alternativet “"KRAS Analysis Report” (KRAS-analysrapport), 4 = “Show” (Visa).
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Tolkning av resulat

Analysen och mutationsbestdmningarna utférs automatiskt av therascreen KRAS Assay
Package nar en kérning har sluférts. Fljande information férklarar hur therascreen KRAS

Assay Package gor analysen och mutationsbestamningarna.

Obs! Information om manuell analys finns i Bilaga 1: Manuellt protokoll fér therascreen KRAS
RGQ PCR Kit.

PCR-cykeln vid vilken fluorescensen frén en viss reaktion gér Sver ett tréskelvérde definieras
som Crvéardet. Crvardena indikerar méngden av eft specifikt inputDNA. L&ga Crvérden
indikerar hdgre nivéer av inpuDNA och héga Cr-varden indikerar lagre nivaer av input-DNA.

Reaktioner med ett Cr-vérde klassificeras som positiv amplifiering.

Programmet Rotor-Gene Q interpolerar fluorescenssignaler mellan 2 registrerade vérden (vilka
som helst). Crvardena kan darfér vara vilket reellt tal som helst (inte begrénsat till heltal)
i intervallet frén O till 40.

For therascreen KRAS RGQ PCR Kit &r troskelvardet instdllt p& 0,05 relativa
fluorescensenheter. Det har vardet ar konfigurerat i therascreen KRAS Assay Package for bada
fluorescenskanalerna fér Green och Yellow. Tréskelvardet definierades under utvecklingen av
therascreen KRAS RGQ PCR Kit.

En bergkning utfors for att bestdmma ACrvardet med hjdlp av ekvationen:

ACr = (mutationsanalysens Cr-vérde) — (kontrollanalysens Crvérde)

Karningskontrollerna (positiv kontroll, NTC och internkontroller) bedéms for att sékerstélla att

acceptabla Cr-varden uppfylls och att reaktionerna utfors korrekt.
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Provets ACrvdrden berdknas som differensen  mellan  mutationsanalysens  Cr och
kontrollanalysens Cr frén samma prov. Prover klassas som mutationspositiva om de ger ett ACr-
varde lagre én eller lika med cutoff ACrvardet fér den analysen. Over det hér vardet kan provet
antingen innehdlla mindre an den procentandel mutation som kan detekteras av therascreen
KRAS RGQ PCR Kit (bortom grdnsen for analyserna), eller s& ar provet mutationsnegativt vilket

rapporteras som “No Mutation Defected” (Ingen mutation detekterad).

Ingen amplifiering i mutationsreaktioner réknas som “No Mutation Detected” (Ingen mutation
detekterad). ACr-vérden som berdknas genom bakgrundsamplifiering férvéntas vara stérre én
cutoff ACr-vérdena och provet kommer aft klassificeras som “No Mutation Detected” (Ingen

mutation detekterad).

Analysresultaten visas som “Mutation Positive” (Mutationspositiva), “No Mutation Detected”
(Ingen mutation detekterad), “Invalid” (Ogiltig) eller, om en kérningskontroll misslyckas, “Run
Control Failed” (Kdrningskontrollen misslyckades). Fér de mutationspositiva proverna

rapporteras specifika mutationer.

Andra méjliga resultat som kan visas behandlas i “Protokoll: Beddmning av DNA-prover” i den

har handboken.

| sallsynta fall kan en tumér innehdlla mer én en mutation. | sédana fall kommer mutationen

som ger det lagsta ACr-vérdet att identifieras.
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Felsékningshandbok

Den hér felsékningshandboken kan vara till hjdlp fér att [8sa eventuella problem som uppstér.
Mer information finns pd sidan Vanliga fragor (Frequently Asked Questions, FAQ) p& vért
tekniska supportcenter: www.qiagen.com/FAQ/FAQList.aspx. Dessutom svarar teamet fér
QIAGEN:s tekniska service gdrna pé fr&gor om informationen och/eller protokollen i denna

handbok eller prov- och analysmetoder (fér kontaktinformation, besck www.qgiagen.com).

Kommentarer och férslag pa atgérd

Ogiltiga resultat

a) Férvaringsvillkoren for en eller Kontrollera  férvaringsvillkoren och utgéngsdatum (se etiketten)
flera komponenter éverensstémde fér reagenserna och anvénd ett nytt kit om det behdvs.
inte med anvisningarna som gavs

i “Férvaring och hantering av

reagenser”.
b) Utgdngsdatum fér therascreen KRAS Kontrollera férvaringsvillkoren och utg&ngsdatum (se kitetiketten)
RGQ PCR Kit har passerat. fér reagenserna och anvénd ett nytt kit om det behdvs.

NTC-proverna visar positiva resultat i FAM-kanalen.

Kontaminering intréffade under Upprepa PCR med oanvénda reagenser i replikat.

beredning av PCR. Sténg om majligt PCR-réren direkt nér du har fillsatt det prov som

ska testas.

Forsgkra dig om att arbetsytor och instrument dekontamineras

regelbundet.
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Flaggor som genereras av therascreen KRAS Assay Package

| tabell 6 listas de flaggor som kan genereras av therascreen KRAS Assay Package, deras

betydelse och vilka atgarder som kan vidtas.

Table 6. therascreen KRAS Assay Package-flaggor

Flagga

Betydelse

Atgéird som ska vidtas

PC_CTRL_ASSAY_FAIL

PC_MUTATION
_ASSAY_FAIL

PC_CTRL_INVALID _DATA

PC_MUTATION
INVALID_DATA

NTC_INT_CTRL_FAIL

NTC_INT_CTRL _EARLY_CT

NTC_INVALID_CT

NTC_INVALID_DATA

SAMPLE_CTRL
_INVALID_DATA

SAMPLE_CTRL
_HIGH_CONC

Ogiltig PCRkérning — FAM CT utanfér
intervallet fér positiv kontroll i
kontrollreaktionen.

Ogiltig PCRkérning — FAM CT utanfér
intervallet for en eller flera
mutationskontrollreaktioner.

Ogiltig PCRkérning - fluorescensdata
i positiv kontroll (kontrollreaktionsmix)
kan inte tolkas.

Ogiltig PCRkérning - fluorescensdata
i positiv kontroll
(mutationsreaktionsmix) kan inte
tolkas.

Ogiltig PCRk&rning - internkontrollen
ovanfér intervallet fér negativ kontroll.

Ogiltig PCRkérning — internkontrollen
ar nedanfér intervallet for negativ
kontroll.

Ogiltig PCRk3rning - ogiltigt FAM
(mindre &n grénsvérdet) for negativ
kontroll.

Ogiltig PCRkérning - fluorescensdata
i negativ kontroll kan inte tolkas.

Ogiltigt prov — fluorescensdata i
provkontrollen kan inte tolkas.

Ogiltigt prov — FAM Cr ér for &gt
i provkontrollen.

Upprepa hela PCR-kérningen.

Upprepa hela PCR-kérningen.

Upprepa hela PCR-kérningen.

Upprepa hela PCR-kérningen.

Upprepa hela PCR-kérningen.

Upprepa hela PCR-kérningen.

Upprepa hela PCR-kérningen.

Upprepa hela PCR-kérningen.

Konfigurera en ny PCRk&rning och
upprepa de relevanta proverna.

Spdd provet for att 6ka kontroll-Crvérdet.
Den hér spadningen ska beréknas
baserat p& antagandet aft spéddning 1:1
med vatten som medféljer kitet kommer att
8ka Cr med 1,0. Nér provet har spétts ut
ska du konfigurera en ny PCRkdrning och
upprepa provet.
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SAMPLE_CTRL_FAIL Ogiltigt prov — FAM Cr ér fér hégt
i provkontrollreaktionen.

SAMPLE_INT_CTRL _FAIL C; for hégt (eller inget Cr) fér
internkontroll (HEX), FAM-kanalen
mutationsnegativ.

Konfigurera en ny PCRk&rning och
upprepa provet. Om den upprepade
PCRkdmingen ger ett ogiltigt resultat
extraherar du provet frén ett nytt FFPE-
snitt. Konfigurera en ny PCRkéming

fér att testa den nya extraktionen. Om
resultatet blir ogiltigt upprepar du den hér
andra extraktionen. Om provet inte ger
eft giltigt resultat efter den hér kdrningen
far provet en obestémd mutationsstatus
och ingen ytterligare testning ska utféras.

Om provet ges statusen giltigt — ingen
atgard.

CRC-prover: Om provet ges statusen
ogiltigt konfigurerar du en ny PCRkérning
och upprepar provet. Om den upprepade
PCR-karningen ger eft ogiltigt resultat
extraherar du provet frén ett nytt FFPE-
snitt. Konfigurera en ny PCRkéming

for att testa den nya extraktionen. Om
resultatet blir ogiltigt upprepar du den har
andra extraktionen. Om provet inte ger
eft giltigt resultat efter den hér kdrningen
far provet en obestémd mutationsstatus
och ingen ytterligare testning ska utféras.

NSCLC-prover: Om provet ges statusen
ogiltigt, spad ut det éterstdende provet 1
till 8 med vatten frén réret mérkt med
DIL och kontrollera att den slutliga
volymen &r stdrre én 40 pl (fex. 10 pl
DNA och 70 pl vatten frén réret mérkt
med DIL). Konfigurera sedan en ny PCR-
kérning och upprepa provet. Om den
upprepade PCR-kérningen ger eft
ogiltigt resultat extraherar du provet
frén ett nytt FFPE-snitt. Konfigurera en

ny PCRkérning fér att testa den nya
extraktionen. Om resultatet &r ogiltigt,
spad ut det &terstdende provet 1 till 8
med vatten fran réret mérkt med DIL och
kontrollera att den slutliga volymen &r
storre an 40 pl. Testa sedan den har
spadningen. Om provet inte ger ett
giltigt resultat efter den hér kérningen
fér provet en obestdmd mutationsstatus
och ingen ytterligare testning ska
utféras.
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SAMPLE_INT_CTRL
_EARLY_CT

SAMPLE_INVALID _DATA

MUTATION_EARLY_CT

SAMPLE_POSITIVE
_AND_INVALID

Mutationsrér ogiltigt — Cr HEX fér lagt
for provet (internkontroll).

Mutationsrér ogiltigt — fluorescensdata
i internkontroll kan inte tolkas.

Mutationsrér ogiltigt — Cr FAM for l&gt
for provet.

En eller flera mutationer for ett prov ér
giltiga och positiva, och samtidigt ér
en eller flera mutationer fér samma
prov ogiltig(a) (varning, inte ett fel).

Om provet ges statusen giltigt — ingen
&tgard.

Om provet ges statusen ogiltigt
konfigurerar du en ny PCRk&rning
och upprepar provet.

Om den upprepade PCRkérningen ger eft
ogiltigt resultat extraherar du provet frén ett
nytt FFPE-snitt. Konfigurera en ny PCR-
kérning fér aft testa den nya extrakfionen.
Om resultatet blir ogiltigt upprepar du den
hér andra extraktionen. Om provet inte ger
ett giltigt resultat efter den hér kérningen fér
provet en obestdmd mutationsstatus och
ingen ytterligare testning ska utféras.

Om provet ges statusen giltigt — ingen
atgdrd.

Om provet ges statusen ogiltigt
konfigurerar du en ny PCRk8rning och
upprepar provet. Om den upprepade
PCRk8rningen ger ett ogiltigt resultat
extraherar du provet frén ett nytt FFPE-
snitt. Konfigurera en ny PCRk8rning fér
att testa den nya extraktionen. Om
resultatet blir ogiltigt upprepar du den
hér andra extraktionen. Om provet inte
ger ett giltigt resultat efter den har
kérningen fér provet en obestémd
mutationsstatus och ingen ytterligare
testning ska utforas.

Om provet ges statusen giltigt — ingen
atgard.

Om provet ges statusen ogiltigt
konfigurerar du en ny PCRkérning och
upprepar provet. Om den upprepade PCR-
kdringen ger et ogiltigt resultat extraherar
du provet frén eft nytt FFPE-snitt.
Konfigurera en ny PCRk&rning fér att testa
den nya extraktionen. Om resultatet blir
ogiltigt upprepar du den hér andra
extraktionen. Om provet inte ger et giltigt
resultat efter den hér kémingen far provet
en obestdmd mutationsstatus och ingen
ytterligare festning ska ufféras.

Ingen.
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Kvalitetskontroll

For att sakerstalla en enhetlig produktkvalitet testas varje lotnummer av therascreen KRAS RGQ
PCR  Kit med faststallda  specifikationer  enligt  QIAGENs  ISO-ertifierade

kvalitetshanteringssystem.
Begransningar

Testet ar utformat for att detektera 7 mutationer i kodonerna 12 och 13 i KRAS-genen. Prover
med resultat som rapporteras som “No Mutation Detected” (Ingen mutation detekterad) kan

innehalla KRAS-mutationer som inte detekteras av analysen (t.ex. 13CYS).

Detektion av mutationer beror p& provets integritet och p& méngden amplifierbart DNA som
finns i provet. Proceduren ska upprepas i héndelse av att den initiala bedémningen av DNA:t

i provet indikerar att méngden antingen inte &r tillrdcklig eller ar for hég for mutationsanalys.

therascreen KRAS RGQ PCR Kit anvands med en PCR-procedur (polymerase chain reaction).
Precis som vid alla PCR-procedurer kan prover kontamineras av externa DNAkallor i testmiljon
och av DNA i den positiva kontrollen. lakita forsiktighet for aft férhindra att prover och

reaktionsmixreagenser kontamineras.

therascreen KRAS RGQ PCR Kit &r endast avsett att anvéndas for att skilja mellan vildtyp och
mutant. Testet har utformats s& aft varje mutantreaktion &r mest kanslig fér den specifika
mutation som madts. | prover dér en mutation detekteras kan dock korsreaktivitet uppstd med
andra mutationsreaktioner. Om mer an en mutantreaktion ar positiv blir resultatet det som har

lagst ACr-resultat.

therascreen KRAS RGQ PCR Kit ar endast validerat fér FFPE CRC- och NSCLC-vévnad.
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therascreen KRAS RGQ PCR Kit &r endast validerat fér anvéndning med QlAamp DNA FFPE
Tissue Kit. Endast Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM har validerats fér anvéndning med
therascreen KRAS RGQ PCR Kit.

Prestandaegenskaper

Analytisk prestanda

De specifika prestandaegenskaperna for therascreen KRAS RGQ PCR Kit faststdlldes med
hjglp av studier av FFPE-vavnadsprover tagna frdn CRC-patienter och NSCLC-patienter.
Provtagningsmetoderna fér NSCLC-proverna utgjordes av nélbiopsi (Core Needle Biopsy,
CNB), finndlspunktion (Fine Needle Aspirate, FNA) och resektion. For varje provtyp anvandes
8 manskliga FFPEellinjer, av vilka 7 innehdller kdnda KRAS-mutationer som detekterats av
analysen, och en KRAS-vildtyp (dvs. inga mutationer vid kodon 12 och 13). Mutationsstatusen

for proverna bekraftades genom bidirektionell Sanger-sekvensering.
Cutoff

225 FFPE-prover testades med en metod enligt instruktionerna i CLSI EP17-A (2004) (8) for aft
faststélla cutoff-varden for analysen. Kontrollreaktionens Cr-intervall faststélldes fran 21,92 till
32,00. Cutoff-virdena, vilka baseras p& Cr for kontrollreaktionen subtraherat fran Cr for

mutantreaktionerna (ACq) visas i tabell 7.

Tabell 7 Faststéllda cutoff-vérden for varje mutationsanalys.

Mutationsanalys

12ALA 12ASP 12ARG 12CYS 12SER 12VAL 13ASP
Cutoff (<ACy) 8,0 6,6 8,0 8,0 8,0 7.5 7,5
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Blankgrans (LOB)

For att beddma prestandan for therascreen KRAS RGQ PCR Kit vid franvaro av mutant positiv
mall och fér att sékerstdlla att ett blankprov inte genererar en analytisk signal som kan indikera
en lag koncentration av mutation utvdrderades prover utan mall. Resultaten visade ingen
detekterbar kontroll eller mutanta Cr-vérden i négon av mutations- eller kontrollreaktionsréren

(internkontrollens Crvarden var samtliga giltiga).
Jamférelse med analytisk referensmetod: CRC

Tvé studier utférdes f6r att visa dverensstdmmelse i mutationsstatus fér de CRC-prover som
testats med therascreen KRAS RGQ PCR Kit i relation fill bidirektionell sekvensering. Totalt 137
av FFPE-proverna é&tergav giltiga resultat for béde therascreen KRAS RGQ PCR Kit och

bidirektionell sekvensering.

De totala resultaten, férutom 6 misslyckade prover med bidirektionell Sanger-sekvensering,
visas i tabell 8. Tabell 9 visar analysen av éverensstdmmelse mellan therascreen KRAS RGQ

PCR Kit och bidirektionell sekvensering.
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Tabell 8. therascreen KRAS RGQ PCR Kit jamfért med bidirektionell Sanger-sekvensering

Mutationsbestémning med bidirektionell sekvensering
Neg. 12ARG 12ASP 12CYS 12SER 12VAL 13ASP  Totalt

& .
= Negativt 80 - 1 - - - 1 82
o
(-9
Q Positiv
% 12A1A - - - - - - g
§ Positiv 1 1
x 12ARG - - B - B -
$ Positi
= ositiv
g 12Asp - - AY - - - - A
'éo Positiv _ _ _ 3 _ _ _ 3
_é 12CYS
= Positiv . _ _ . _ . _ 0
E 12SER
2 Positiv
g 1Al 2 - - - - 14 - 16

Positiv

13ASP l - - - - - i 2

Totalt 83 0 22 3 0 14 12 137

Tabell 9. Analys av verensstdmmelse

Matt pa dverensstimmelse

Frekvens (%)

95 % konfidensintervall (KI)

Total verensstémmelse (procent)
Positiv &verensstémmelse (procent)

Negativ dverensstémmelse (procent)

152/157 (96,82) 93,69-98,44
72/74 (96,30) 92,63-98,63
80/83 (96,39) 91,6598,19

En andra uppséttning med unika prover utvérderades for att komplettera data fran den férsta

studien. En uppsattning med 271 CRC FFPE-prover togs fram; 250 hade ok&nd mutationsstatus

och 21 prover hade kénd mutationsstatus for detektion av sdllsynta mutationer, och sedan

gjordes en jamforelse med bidirektionell Sanger-sekvensering enligt beskrivningen ovan.
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En analys av Sverensstdmmelse utférdes p& 247 prover med bdade giltiga resultat frén
bidirektionell sekvensering och therascreen KRAS RGQ PCR Kit. Det fanns 9 diskordanta
prover. Den totala Sverensstémmelsen var 96,82 %. Dessa data stdder att prestandan fér
therascreen KRAS RGQ PCR Kit ar korrekt (tabell 10 och tabell 11).

Tabell 10. therascreen KRAS RGQ PCR Kit jamfdrt med bidirektionell Sanger-sekvensering (andra studien)

Mutationsbestdmning med bidirektionell sekvensering
Neg. 12ALA 12ARG 12ASP 12CYS 12SER 12VAL 13ASP  Totalt
& )
= Negativt 132 - - - - 1 - - 133
o
o.
g Positiv
2 12ALA 10 - - - - - - 10
2 Posit
osIfv
¥ 128G 5 - 5 - - - - - 10
Q
e Positiv
3 12A5P - - - ol - - - - el
-E Positiv
RS ! - - - 1 - - - 12
o Positiv
g 12SER - - - - - E - - E
B Positiv
3 ova 2 - - - - - 25 - 7
Positiv
13ASP - - - - - - - B !
Totalt 140 10 5 31 11 14 25 11 247

Tabell 11. Analys av éverensstémmelse (andra studien)

Matt pa Sverensstdmmelse

Frekvens (%)

95 % konfidensintervall (KI)

Total dverensstammelse (procent)
Positiv &verensstémmelse (procent)

Negativ dverensstdmmelse (procent)

238/247 (96,36)
106/107 (99,07)
132/140 (94,29)

93,73-98,09
95,64-99,95
89,90397,13
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Jamforelse med analytisk referensmetod: NSCLC

For att visa dverensstdmmelse i mutationsstatus fér de NSCLC-prover som testats med
therascreen KRAS RGQ PCR Kit vid j@mférelse med bidirektionell Sanger-sekvensering togs
kliniska FFPE NSCLC-prover via resektion, CNB eller FNA. DNA extraherades frén varje prov
innan testning med therascreen KRAS RGQ PCR Kit. Resultaten fran det hér testet jamférdes

med resultaten som erhélls med bidirektionell Sanger-sekvensering.

Totalt 360 prover dtergav ett giltigt resultat med béde therascreen KRAS RGQ PCR Kit och

bidirektionell Sanger-sekvensering och 340 prover hade dverensstdmmande resultat.

Overensstammelse mellan therascreen KRAS RGQ PCR Kit och bidirektionell sekvensering
visas i tabell 12. Tva prover gav dubbla mutationsbestédmningar med bidirektionell Sanger-
sekvensering. Eftersom en mutation var samma som i resultatet frén therascreen KRAS RGQ
PCR Kit klassificerades de har proverna som &Sverensstémmande fér analysen av total

Sverensstammelse, positiv Sverensstdmmelse och negativ dverensstammelse (tabell 13).
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Tabell 12. therascreen KRAS RGQ PCR Kit jamfért med bidirektionell Sanger-sekvensering

Mutationsbestémning med bidirektionell sekvensering
Neg. 12ALA 12ARG  12ASP  12CYS  12SER  12VAL 13ASP  Totdlt
Negativt 132 - - - - 1 - - 133
.E
x Positiv
o _ 10 - - - - - - 10
o.
o 12ALA
Q Positiv
2 12AA 5 - 5 - - - - _ 10
€ 120vs
c .
@ Positiv
5 12ARG - - = 9 - - - - el
E Positiv
_'; 12ASP
£ Positiv
2 120vs ! - - - 1 - - - 12
c
£ Positiv
2 12SER - - - - - 13 - - 13
[-+]
Positiv
12VAL 2 - - = - - 25 - 27
Positiv
13ASP - - - - - - - 1 1
Totalt 140 10 5 31 11 14 25 11 247

Tabell 13. Analys av 6verensstammelse

Matt pa Sverensstdmmelse

Frekvens (%)

95 % konfidensintervall (KI)

Total dverensstémmelse (procent)
Positiv &verensstémmelse (procent)

Negativ éverensstémmelse (procent)

340/360 (94,44)
79/80 (98,75)
261/280 (93,21)

92,03-96,29
94,21-99,94
90,2095,51
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Detektionsgrans (Limit of Detection, LOD)

Arbetsintervallet fér therascreen KRAS RGQ PCR Kit ar baserat p& mangden amplifierbart
DNA i provet enligt bestdmningen av kontrollreaktionens Cr-vérde. Det angivna input-
intervallet fér analysen definieras av det forspecificerade kontroll-Cr-intervallet p& 21,92 Hill
32,00. LOD é&r den minimi-procentandel mutantDNA som kan detekteras ien vildtyp-
bakgrund nar den totala méngden amplifierbart DNA ligger inom det angivna intervallet men

and& under troskelvardet for cutoff ACr.

CRC

En studie utfdrdes for att avgéra LOD fér var och en av de 7 mutationsspecifika reaktionerna
som innefattas i therascreen KRAS RGQ PCR Kit. For therascreen KRAS RGQ PCR Kit
definieras grdnsen for detektering av mutant-DNA i en bakgrund med vildiyp-DNA som den
lagsta spadningsfaktorn déar 95 % av testreplikaten for varje mutationspositivt prov bestémdes

som positiva.

Logistiska regressionsmodeller tillimpades individuellt p& varje analys fér datauppséttningarna
med laga och hdga DNA-inputnivéer. | de har modellerna var responsvariabeln det binéra
resultatet av mutation detekterad (detektion = 1) och mutation inte detekterad (detektion = O);
den kontinuerliga férklarande variabeln var logz % mutationsspédning. LOD-vérdena
berdknades som procentandelen mutationsspddning som gav en férutspddd sannolikhet for
detektion pé& 0,95 (tabell 14).

60 Handbok fér therascreen KRAS RGQ PCR Kit  11/2019



Tabell 14. LOD-vérden for varje mutationsanalys med FFPE-cellinjer

LOD Cys
Andlys (procentandel mutant-DNA i vildtyp-DNA)
12ALA 0,77
12ARG 2,56
12ASP 6,43
12CYS 1,47
12SER 5,65
12VAL 1,60
13ASP 6,42

NSCLC

LOD fér therascreen KRAS RGQ PCR Kitanalyser bestdmdes och verifierades med hijalp av
CRC-vévnad. De hér LOD-resultaten har verifierats p& nytt fér NSCLC-vévnad.

Studien utférdes i 2 delar. | del 1 spéddes 60 replikat av 7 mutanta FFPE NSCLC-cellinjer som
representerade varje mutation till LOD fér den respektive analysen och testades. Alla 60 giltiga
FFPE-cellinjereplikat for varje beddmt prov visade 100 % detektion fér respektive

mutationsreaktion vid den bedémda LOD:en.

I del 2 testades 96 replikat av kliniska FFPE NSCLC-prover (insamlade med de
3 provtagningsmetoderna resektion, CNB och FNA) som representerade varje mutation efter

att de hade spdtts till LOD fér den respektive analysen.

De 96 giltiga replikaten for 12ALA, 12ASP, 12ARG, 12VAL och 13ASP visade 100 % korrekt
bestdmning. Analyserna fér 12CYS och 12SER visade 95,8 % detektion vid LOD.

Detta visar att det tidigare faststéllda LOD-vardet ér verifierat for alla mutationsanalyser vid
bedémning av  NSCLCwavnadsprover och  kliniska  FFPE  NSCLC-prover/FFPE-

cellinjer/patientmatchade prover.
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DNA-input och linjaritet

Effekt av DNA-inputnivé pd ACr-varden

Nar prover med olika nivéer totalt DNA innehéller samma andel mutant-DNA férvéntas det

att de uppmétta ACr-vardena forblir konsekventa. DNA som extraherats frén 8 FFPE-cellinjer

anvandes for att bereda pooler av DNA med det lagsta uppnéeliga Crvardet for

kontrollreaktionen.

Spddningsintervallet fér varje mutationsreaktion och ACr-medelvirdet som erhélls fran

resultaten visas i tabell 15 och tabell 16. De totala ACrvardena ér konsekventa dver hela

arbetsintervallet for therascreen KRAS RGQ PCR Kit fér alla analyser, vilket visar att DNA-nivén

inte péverkar precisionen fér mutationsbestdmningen.

Tabell 15. Effekten av DNA-input pé ACr-vérden dver input-kontrollreaktion-Cr-intervall (med CRC FFPE-cellinje-DNA)

ACr
Andlys Utspddning 1 Utspddning 2 Utspddning 3 Utspédning 4 Utspddning 5
~20-21 G ~23-24 G ~26-27 G ~29-30 G ~32-33 G

12ALA 1,56 1,25 1,16 1,14 1,27
12ASP* 2,46 2,18 2,11 2,11 1,75

12ARG 1,18 0,63 1,08 0,94 1,06

12VAL 0,29 0,25 0,15 0,26 0,1

12SER 2,91 2,21 2,15 2,15 2,08

12CYS 0,98 0,71 0,58 0,81 0,67

13ASP 3,57 2,84 2,54 2,46 2,62

*  Det totala antalet replikat fér 12ASP var 27.
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Tabell 16. Effekten av DNA-input pa ACr-véirden 6ver input-kontrollreaktion-Cr-intervallet - NSCLC FFPE-prover

ACr
Analys Utspddning 1 Utspadning2  Utspddning 3 Utspddning 4 Utspédning 5
~20-21 G ~23-24 G ~26-27 G ~29-30 G ~32-33 G

12ALA 3,40 3,25 3,11 2,90 3,31

12ASP 3,63 2,92 2,55 2,46 -*

12ARG 2,49 2,22 2,25 2,23 1,40

12VAL 1,34 1,23 1,18 1,13 0,97

12SER 5,34 4,50 4,30 3,92 -*

12CYS 1,70 1,71 1,70 1,77 1,01

13ASP 6,24 5,36 5,14 4,87 -*

*

Linjaritet/amplifieringseffektivitet som en funktion av DNA-input

Linjariteten och amplifieringseffektiviteten fér PCR for varje mutationsreaktion i relation Hill
kontrollreaktionen &ver hela arbetsintervallet for therascreen KRAS RGQ PCR Kit pévisades.

Amplifieringseffektiviteten fér varje mutationsreaktion och kontrollreaktionen beréknades som
(2(-1/lutning)) -1.

Amplifieringseffektiviteten for kontrollen j@mfért med mutantreaktionen indikerar att ACr, och
darmed aven mutationsbestamningen, ar konsekvent dver hela arbetsintervallet for analysen.

En sammanfattning av vérdena visas i tabell 17 och tabell 18.

Inget Crvérde fdr mutationsreaktionen atergavs pa grund av lég koncentration av DNA, och dérfér berdknades
inget delta fér Cr-vardet.

Linjaritet/amplifieringseffektivitet som en funktion av procentandelen mutation

Syftet med den har studien var att utvardera hur amplifieringseffektiviteten péverkas av seriellt

utspdtt mutant positivt prov éver hela arbetsintervallet fér therascreen KRAS RGQ PCR Kit, med

bérjan p& input-nivéerna fér Cr vid ungefar 22-23 Cr.
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DNA-extrakt frd&n CRC FFPEcellinjer och NSCLC-prover bedémdes férst genom
OD-avlésningar innan PCR utférdes med therascreen KRAS RGQ PCR Kit. DNA-stammar
bereddes sedan till ett kontrollreaktions-Cr motsvarande ungefér 23 Cr. Stammarna sp&ddes
seriellt tvé génger, bada géngerna med vildtyp-DNA, fér att den totala méngden vildiyp-DNA

skulle vara konstant medan procentandelen mutant-DNA i provet varierades.

Pooler av DNA som var tillrackligt fér 6 replikat per mutation bereddes. Cr- och ACr-data for
varje mutation vid varje spédningspunkt beréknades. | en linjér regressionsmodell jamférdes
mutationsreaktions-Cr med logz DNAvinputspddning. Studien visade att spddning av
mutationer ien bakgrund med konstant koncentration av vildlyp-DNA resulterade
i amplifieringseffektiviteter som inte varierade signifikativt utanfér vardena som bestamdes

i linjaritetsstudien ovan.

Tabell 17. Amplifieringseffekfivitet i kontroll- och mutationsreaktioner: CRC-cellinje-DNA

Nedre Ovre
dubbelsidig dubbelsidig
Stan- 95 % 95 %
dardfel konfidens- konfidens- Skillnad
for Berdknad Standardfel gréns grans Amplifierings- i amplifierings-
Prov Intercept intercept lutning  (lutning)  (luning)  (luining)  effekfivitet  effektiviteter
12A1A Kontroll G 21,060 0,060  -1,008 0,007 -1,023 0,993 0,989 0,03
12AIAC; 22,476 0,103 0,987 0,013 -1,013 0,961 1,019
12ARG Konfroll G- 20,825 0,083  -1,035 0,01 -1,056 -1,014 0,954 0,056
12ARG G 23,237 0,083 0,993 0,011 -1,016 0,97 1,01
12ASP Kontroll G- 20,385 0,13 -1,013 0,16 -1,046 0,98 0,982 0,003
12ASP G 21,347 0,065 -1,015 0,008 -1,032 0,999 0,979
1ocys Kool G 23437 0063 0981 001 1003 096 1,02 0,032
12CYSCr 24,289 0,039 0,961 0,006 0,974 0,947 1,058
logr  KonmollGr 22568 0050 1003 0008 102 0986 099 05
12SERCG 25,212 0,087 0934 0,014 0,963 0,904 1,101
12VAL Kontroll G- 21,208 0,047  -0,995 0,006 -1,007 0,983 1,007 0,033
12VALC: 21,532 0,043 0,972 0,005 0,983 0,961 1,04
13ASP Kontroll G- 23,207 0,056  -1,001 0,009 -1,02 0,982 0,999 0,145
12ASP G 26,466 0,106 0,909 0,017 0,945 0,873 1,144
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Tabell 18. Amplifieringseffektivitet i kontroll- och mutationsreaktioner: NSCLC-prover

Nedre Ovre
dubbelsidig dubbelsidig
Stan- 95 % 95 %
dardfel konfidens- konfidens- Skillnad
for Berdknad Standardfel gréins gréins Amplifierings- i amplifierings-
Prov Intercept infercept luting  (luming)  (luining)  (luning) ffektivitet ffektivitet
oA Kool G 2274 004 015 002 019 011 094 0,069
12ALA G 24,11 0,16 -1,06 0,07 -1,20 0,93 1,01
12ARG Kontroll Gt 21,92 0,03 0,07 0,01 0,09 0,05 0,94 0,093
12ARG G 24,44 0,02 0,98 0,01 0,96 0,96 1,04
oasp Kool G 2173 005 013 002 017 008 0% 0,001
12ASP C; 22,69 0,03 0,97 0,01 -1,00 0,95 0,96
1ocys Kool G 2173 004 011 001 014 008 098 0,019
12CYS G 22,77 0,03 -1,01 0,01 -1,03 0,99 1,00
e Kool G 2203 005 006 002 010 002 097 0127
12SER C¢ 25,34 0,03 0,97 0,01 0,99 0,94 1,09 '
12VAL Kontroll Gt 22,13 0,04 0,03 0,02 0,07 0,01 0,92 0,011
12VALCr 23,34 0,08 0,95 0,03 -1,01 0,88 0,91
13asp  KommollGr 2263 002 002 001 0001 004 094 0,066
12ASP & 25,14 0,07 0,94 0,03 -1,00 0,88 1,01

Interfererande dmnen

Syftet med den hér studien var att utvardera huruvida potentiellt interfererande @mnen péverkar
effekten hos therascreen KRAS RGQ PCR Kit. Detta utférdes genom att analysera varje dmnes
inverkan p& ACrvardena och mutationsstatusen for testprov genom att spetsa experiment vid
olika koncentrationer. Potentiellt interfererande &mnen frén DNA-extraktionsprocessen som
testades var: Buffer AL,Buffer ATL, , paraffinvax, proteinas K, Wash Buffer AW 1, Wash Buffer
AW?2 och xylen. Den slutliga elueringsbufferten i kitet, Buffer ATE, testades ocksé som
blankkontroll.

Ingen av de potentiellt interfererande dmnen som utvarderats vid koncentrationer som kan
forvantas pétraffas vid normal anvéndning péverkar férmégan hos therascreen KRAS RGQ

PCR Kit att skilja mellan mutationspositiva och mutationsnegativa prover.
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Férutom studien av interfererande @mnen bedémdes den potentiella effekten av nekros
i kliniska prover for att avgéra om héga nivéer av nekrotisk vévnad i tumérprover péverkar
formégan att generera giltiga data. Av totalt 421 prover som bedémdes som en del av
studierna for jémférelse med analytisk referensmetod hade 29 prover nekros pé& en niva
> 50 % enligt den patologiska granskningen. Av de hér 29 proverna gav 28 giltiga resultat
som Sverensstémde med resultaten frén bidirektionell Sanger-sekvensering. Ett resultat var

ogiltigt p& grund av ofillrécklig mangd DNA.
Korskontaminering

Syftet med studien var att avgdra utstréckningen av korskontamination mellan DNA-prover
med therascreen KRAS RGQ PCR Kit, vilket kan leda till falskt positiva resultat. Potentiella

kéllor till korskontaminering inkluderar féljande:

® Provextraktion (t.ex. skrapning av objekiglas)

Pipettering av prover

Forslutning av provrér
® Kontaminering av kitreagenser under anvéndning
® Laddning av analysrér pé instrumentet Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM

Vid den hér studien anvindes FFPE-standarder: vildtyp-standard och 12ALlA-standard
(eftersom 12ALA-reaktionen &r den reaktion med lagst LOD i kitet).

Studien bestod av 10 PCR-kérningar utformade fér att underséka risken fér kontaminering
b&de inom och mellan kérningar pé instrumentet Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM. Vid dessa
testkdrningar anvéndes ror innehdllande vildtyp-DNA fér att séka efter kontaminering fran
mutant-DNA.

| resultaten for studien pdvisades ingen detekterbar kontaminering i négot av de vildtyp-DNA-

extrakt som var avsedda att detektera korskontaminering.
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Exklusivitet/korsreaktivitet

| therascreen KRAS RGQ PCR Kit ingér 8 separata reaktioner; en enskild kontrollreaktion som
detekterar ett icke-polymorft omréde av KRAS-genen och sju mutationsspecifika reaktioner. Det
finns ingen reaktion som specifikt mater vildtyp-KRAS-sekvensen vid kodon 12 eller 13. KRAS-
resultatet “No Mutation Detected” (Ingen mutation detekterades) (dvs. vildtyp) bestams baserat

p& att nédgon av de 7 mutationerna saknas, vilket resulterar i ett positivt mutationsresultat.

Darfor ar det nédvandigt att pavisa storleken pé& den icke-specifika amplifieringen, eller
korsreaktiviteten som uppstdr i varje reaktion med fér stora mangder KRAS vildtyp-DNA fér att
sakerstdlla att inga falskt positiva resultat uppstér. P& samma satt utvarderas icke-specifik
amplifiering fér KRAS-mutationer som inte &r avsedda att detekteras av analysen. Detta visar
att  mangden korsreaktivitet mellan  mutantreaktioner inte  resulterar i felaktiga
mutationsbestémningar vid férekomst av stora mangder mutantDNA. Effersom DNA-input fér
den hér analysen ar baserad pd kontroll-Crintervallet (21,92-32,00) &r den hégsta

koncentrationen av DNA-input baserad pé att den har ett kontroll-Cr-vérde pé ungefér 22.

Icke-specifik amplifiering/korsreaktivitet: vildtyp-KRAS DNA

Méngden ickespecifik amplifiering av vildtyp-DNA med reaktionsmixar utformade for
amplifiering av specifika mutationer hanterades pé féljande satt. Totalt 60 replikat av vildtyp-
FFPE-cellinje-DNA och 60 NSCLC-prover utvarderades vid den hdgsta koncentrationen av
amplifierbart inputDNA med therascreen KRAS RGQ PCR Kit.

Kontroll Crvérdena var ungefdr 22-23. Resultaten visade att ACrvardena Sverskred de

faststéllda cutoff-vardena och minst 95 % av vildtyps-replikaten bestdmdes korrekt.
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Icke-specifik amplifiering/korsreaktivitet/exklusivitet: mutationspositivi KRAS DNA

Mutanta prover med en hdg koncentration av input-DNA testades mot alla reaktionsmixar.
DNA-prover bereddes frédn var och en av CRC- och NSCLC FFPE-cellinjerna s& att

kontrollreaktionens Crvérde motsvarade ungefar 23. Av de har spadningarna utvarderades

6 replikat fér varje mutationsprov. Procentandelen mutation i provet styrdes av procentandelen

mutant i cellinje-DNA:t.

ACrmedelvardena presenteras i tabell 19 och tabell 20 och visar att det finns korsreaktivitet

mellan mutantreaktioner. | samtliga fall visade resultaten att den korrekta mutationen

faststdlldes med den matchade mutationsreaktionen (dvs. det minsta ACrvardet var den

korrekta mutationsbestémningen). Alla andra testfall detekterades inte eller l&g utanfér ACH

troskeln.

Tabell 19. Korsreakivitet (ACT) mell

tationsreaktioner som anvéinder CRC FFPE-cellinje-DNA i det hdgre input-intervallet

Analys-ACr

”DA,:‘I*:“" Cutoff 12ALA  12ASP  12ARG  12CYS  12SER  12VAL  13ASP
12ALA 8 1,42* 12,66 NA 5,81 2,78t 6,31t 13,21
12A5p 6,6 12,56 2,42* NA NA 13,44 11,21 13,55
12ARG 8 1302 11,5 1120 11,42 NA 13,43 12,66
12¢Ys 8 14,2 12,48 9,23 0,98 NA 7,96t 12,88
12SER 8 NA 13,39 13,31 NA 3,02* 12,99 13,97
12VAL 7,5 6,83 NA NA NA 13,38 0,28* 13,74
13ASP 7.5 NA 13,29 13,89 NA NA 1436 45°

NA: Ingen korsreaktion.

*  ACrvdrden fran matchade reaktioner.

t ACs fran korsreaktiva reaktioner nedanfér cutoff-vérdet.
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Tabell 20. Korsreakivitet (ACT) mell tationsreaktioner som anvéinder NSCLC FFPE-cellinje-DNA i det hdgre input-intervallet

Analys-ACr

”DA,:‘I*:“" Cutoff 12ALA  12ASP  12ARG  12CYS  12SER  12VAL  13ASP
1244 8 1,31 12,8 NA 5,01 2,26t 5,57t 12,65
12AP 6,6 12,61 1,66* NA NA NA 10,3 12,60
12ARG 8 1298 11,08  081° 1,24 NA 12,66 12,62
12¢Ys 8 NA 1222 7,84 0,56° NA 13,06 11,84
125ER 8 NA 12,87 13,21 NA 1,93* 13,25 12,93
12VAL 7,5 5,93t 1429  NA NA 13,14 045* 12,39
13AP 7,5 NA NA NA NA NA NA 2,02*

NA: Ingen korsreaktion.
*  ACrvdrden fran matchade reaktioner.

T ACq frén korsreaktiva reaktioner nedanfér cutoff-vérdet.

Repeterbarhet och reproducerbarhet

Syftet med den hér studien var att pdvisa precisionen hos therascreen KRAS RGQ PCR Kit
inom laboratoriet (repeterbarhet] och mellan laboratorier (reproducerbarhet). Bade
korrektheten hos resultaten frén mutationsbestémningen och precisionen hos ACrvérdena

(skillnaden i Cr-vérden mellan en mutationsreaktion och kontrollreaktionen) rapporteras.

CRC

Kliniska CRC-prover anvéndes fér den hér utvarderingen. Ett vildtyp-prov och ett prov fér varje
mutation testades med therascreen KRAS RGQ PCR Kit, dar 2 operatérer p& var och en av
3 platser testade alla prover och kontroller pa 3 loter av therascreen KRAS RGQ PCR Kit, varje
dag i 5 dagar, med 2 kérningar per dag och med 2 replikat av varje prov pa varje kérning.
De Cr- och ACrvarden som erhélls for varje reaktion i varje prov analyserades ocks& med en

varianskomponentanalys.
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Reproducerbarheten hos therascreen KRAS RGQ PCR Kit péavisades fér lagnivé-mutant
(3 x LOD) och vildtyp-prover, med minst 39/40 korrekta mutationsbestémningar fér alla
analyser med flera loter, plattformar och operatérer, b&de inom och mellan laboratorier. Den
uppskattade andelen 3 x LOD-prover vid tfestining av mutantprover och vildtyp-prover
rapporterades totalt och p& var och en av testplatserna. Fér alla analyser och

provkombinationer gav minst 79 av 80 replikat korrekt mutationsbestamning (tabell 21).

Tabell 21. Totalt antal korrekta bestémningar

Korrekta mutationsbestamningar
Prov 12ALA 12ARG 12ASP 12CYS 12SER 12VAL 13ASP
Mutant 3 x LOD 79/80 80/80 80/80 79/80 80/80 80/80 80/80
Vildiyp (lag) 80/80 79/80 80/80 80/80 79/80 79/80 80/80
NSCLC

For var och en av de 7 KRAS NSCLC-mutationerna anvéndes 3 prover som representerade
var och en av de 3 provtagningsmetoderna (resektion, CNB och FNA). Ytterligare 6 kliniska
vildtyp-prover, med 2 prover vardera som representerade de 3 provtagningsmetoderna,

anvéandes for att skapa spddningspooler med vildtyp-DNA.

De olika extrakten poolades fér vart och ett av mutationsproverna fér att skapa en enskild
provpool per mutation. Varje mutationsprovpool spdddes fér att generera testprover vid

mutationsnivéer pd 1 x LOD och 3 x LOD.

Laboratorierna som anvéndes i den hér studien fanns p& 3 olika platser. Arbetsférhallandena
varierades p& de olika laboratorierna genom att man anvénde 2 Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRM:-instrument, 2 operatérer, 2 partier av therascreen KRAS RGQ PCR Kit och gjorde
2 kérningar per dag (per operatér) under 16 dagar (ej i falid).
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For alla analyser och provkombinationer gav minst 284 av 288 replikat korrekt
mutationsbestamning. Den totala andelen korrekta bestamningar vid alla analyskombinationer
for 1 x LOD-gruppen var 100 %. Den totala andelen korrekta bestamningar vid alla
analyskombinationer fér 3 x LOD-gruppen var 99,6 %. Den totala andelen korrekta

bestdmningar for proverna dar ingen mutation detekterades (vildtyp) var 100 % (tabell 22).

Tabell 22. Korrekta bestémningar for 1 x LOD, 3 x LOD och vildtyp

Korrekta Korrekta Nedre tvasidigt
Mutationsnivd  Analys bestémningar bestémningar, % 90 %Ki
12ALA 288/288 100 98,97
12ARG 288/288 100 98,97
12ASP 288/288 100 98,97
1% LOD 12CYS 284/284 100 96,85
12SER 284/284 100 96,85
12VAL 288/288 100 98,97
13ASP 288/288 100 98,97
12ALA 288/288 100 98,97
12ARG 288/288 100 98,97
12ASP 288/288 100 98,97
3 x LOD 12CYS 284/288 98,61 96,85
12SER 284/288 98,61 96,85
12VAL 288/288 100 98,97
13ASP 287/287 100 98,96
Vildtyp 285/285 100 98,95
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Variabilitet vid provhantering

Syftet med den har studien var att bedéma effekten vid variationer i provhanteringen (specifikt
vid DNA-extraktion) for therascreen KRAS RGQ PCR Kit. Den hér studien kompletterar studien
av upprepbarhet och reproducerbarhet genom att analysera variationer i provhanteringen nér
samma kliniska FFPE-snitt och FFPE-cellinjesnitt bearbetades pé 3 platser efter aft ha testats
med therascreen KRAS RGQ PCR Kit.

CRC

Trettio sekventiella 5 pm-snitt togs ut fréin vart och ett av 10 FFPE CRC-prover (3 vildtyp och 1 per
mutation). Snitten randomiserades fill négon av de 3 testplatserna sé att varje plats fick 10 snitt
per FFPE-prov (totalt 100 snitt). Av 300 DNA-extraktioner som testades var 298 prover giltiga.
Det fanns 99,33 % &verensstémmelse avseende KRAS-mutationsbestémningar mellan de
3 testplatserna.

En jamfrelse per plats av ACr-medelvérden fér mutantprover och vildtyp-prover visade en mycket
stor  Sverensstdmmelse for resultaten. Resultaten visade dverensstdmmelse for  DNA-

extraktionsproceduren och provbearbetingen tillsammans med therascreen KRAS RGQ PCR Kit.

NSCLC

| den har studien anvéndes 13 kliniska NSCLC-prover (3 x 12ASP, 3 x 12CYS, 4 x 12VAL
och 3 vildtyp) och 4 FFPE-cellinjeprover (12ALA, 12ARG, 12SER och 13ASP). Proverna
representerade de olika provtagningsmetoderna: kirurgisk resektion, FNA och CNB. Cellinjer
anvdndes fér att representera sdllsynta mutationer dér klinisk NSCLC-vévnad inte var
tillganglig.

De 3 batcherna med 20 FFPE-snitt fordelades sedan slumpvis p& de 3 platserna. DNA-
extraktion utférdes p& var och en av de 3 platserna pé& en batch med 20 FFPE-snitt (10 par)
per mutation och vildtyp.
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Nar alla provberedningar testades med therascreen KRAS RGQ PCR Kit pd 3 enskilda
testplatser identifierades var och en av de 7 mutationerna och vildtyp-proverna med korrekt
mutationsbestdmning. Den totala bestémningsandelen fér var och en av de 7 mutationerna
och vildtyp-proverna var 100 %, vilket visade p& konsekvens mellan platser fér DNA-extraktion
och mutationsdetektion med therascreen KRAS RGQ PCR Kit.

Motsvarighet mellan provtagningsmetoder (endast NSCLC)

Syftet med den har studien var att bedéma om mutationsbestamningen for NSCLC-prover som
faststélldes av therascreen KRAS RGQ PCR Kit péverkades av provtagningsmetoden. De
3 provtagningsmetoderna som bedémdes i den har studien var resektion, FNA och CNB.

For att samma tumér skulle samlas in med 3 olika provtagningsmetoder anvéndes for den hér
studien “patientmatchade” CNB- och FNA-prover som erhdllits frén tumérprover tagna med
kirurgisk resektion. Totalt 169 resektionsprover, 169 CNB-prover och 169 FNA-prover var
tillgangliga fér studien.

Varije prov extraherades och testades med KRASkontrollanalysen. Varje prov som gav ett giltigt
resultat (169 resektioner, 169 CNB och 164 FNA) testades med alla 8 KRAS-analyser.

For vart och ett av de kliniska FFPE NSCLC-proverna bedémdes dessutom det extraherade
DNA:t som anvéndes for therascreen KRAS RGQ PCR Kit-analysen med bidirektionell Sanger-
sekvensering for att faststdlla nivén p& éverensstdmmelsen mellan therascreen KRAS RGQ PCR
Kit och bidirektionell Sanger-sekvensering. therascreen KRAS RGQ PCR Kit bestdmmer korrekt
mutationsstatus jamfért med bidirektionell Sanger-sekvensering fér alla provtyper med en fotal
Sverensstémmelse i procent pa 96,96 %.

Resultaten fran den hér studien visade att therascreen KRAS RGQ PCR Kit ger likvardiga
resullat med de 3 studerade provtagningsmetoderna, vilket indikeras genom

procentandelarna fér den parvisa totala éverensstémmelsen:

e CNB jamfart med FNA 97,52 (konfidensgranser 94,41-99,15)
e CNB jamfsrt med resektion 96,39 (konfidensgrdnser 92,99-98,41)
e FNA jamfsrt med resektion 98,76 (konfidensgrdnser 96,14-99,78)
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Symboler

Foliande symboler kan finnas pd férpackning och efiketter:

<N>

"

IVD

>R R A

Innehdller reagens som récker till <N> reaktioner

Utgéngsdatum

In vitro-diagnostisk medicinsk produkt
Katalognummer

Lotnummer

Materialnummer

Innehaller

Antal

R betyder revidering av handboken och n &r revisionsnumret

Temperaturbegransning

Tillverkare

Las bruksanvisningen innan anvéndning

Forsiktighet
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Kontaktinformation

For teknisk support och ytterligare information &r du védlkommen att besdka vért tekniska
supportcenter pd www.qiagen.com/Support, ringa oss p& 00800-22-44-6000 eller kontakta
négon av QIAGEN:s tekniska serviceavdelningar eller lokala distributdrer (se baksidan eller

besdk www.qiagen.com).
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Bilaga 1: Manuellt protokoll fér therascreen
KRAS RGQ PCR Kit

| det hér avsnittet finns instruktioner om anvéndning av therascreen KRAS RGQ PCR Kit med

programmet RGQ version 2.3 i dppet lage (dvs. utan KRAS Assay Package).

Allmédn information

® Information om material som beh&vs finns i p& sidan Material som behdvs men inte

medfsljer.

e Fullstandiga instruktioner om provberedning och provlayout finns i avsnitten Protokoll:

Bedémning av DNA-prover och Protokoll: Detektion av KRAS-mutationer.

Protokoll: Skapa en temperaturprofil

Innan du bérjar ska du skapa en temperaturprofil fér KRAS-analysen. Cykelparametrarna

ar desamma fér béde provbeddmning och mutationsbedémning.

Procedur

Cykelparametrarna visas i tabell 23.

Tabell 23. Cykelparametrar

Cykler Temperature (Temperatur) Tid Datahémtning
1 95°C 15 minuter Ingen
95°C 30 sekunder Ingen
40
60 °C 60 sekunder Green och Yellow

1. Dubbelklicka p& programikonen fér Rotor-Gene Q-programmet 2.3 pd skrivbordet pa
den dator som &r ansluten fill instrumentet Rotor-Gene Q MDx Splex HRM. Valj fliken

"Advanced” (Avancerat) i fonstret New Run” (Ny kérning) som visas.
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2. For att skapa en ny mall véljer du Empty Run (Tom kdrning) och klickar sedan p& New

(Ny) fér att komma till “New Run Wizard” (Guide fér ny kérning).

3. Valj 72-Well Rotor (rotorn med 72 brunnar) som rotortyp. Bekréfta att lasringen sitter fast
och markera kryssrutan Locking Ring Attached (L&sring fast). Klicka p& Next (Ndsta)
(bild 21).

New Run Wizard &|

Welcome to the Advanced Run Wizard!

Rator Type

Skip Wizard |

Figur 21. Dialogrutan “New Run Wizard” (Guide fér ny kérning). 1 = “Rotor Type” (Rotortyp), 2 = “Locking Ring
Attached” (L&sring fast), 3 = “Next” (Nésta).
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4. Ange namnet pd anvandaren. Llagg till eventuella meddelanden

och ange

reaktionsvolymen 25. Kontrollera att féltet Sample Layout (proviayout] innehéller vérdet

1,2, 3.... Klicka p& Next (Nasta) (bild 22).
New Run Wizard

Thig screen digplays miscellaneous options for the run. Complete the fislds,
clicking Mext when pou are ready to move to the next page.

1_ Operator : MAME

MHotes :

X/

Thig box dizplays

help on elements in
the wizard, Far help
oh ah item, hover
wour mouse over the
item for help. You
can also click on a
combo box to display
help about itz
available zettings.

Eeactom 25 -
3- Wolume [pL]:
Sample Layout : I1 2, 3. L:;
SkipWizard | <<Back | Nests> |

Figur 22. Ange namn pé operatdr och reaktionsvolymer. 1 = féltet “Operator” (Anvéndare), 2 = féltet “Notes”

(Anteckningar), 3 = faltet “Reaction Volume” (Reaktionsvolym), 4 = “Sample Layout” (Provlayout), 5 = “Next”

(Nasta).
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5. Klicka pa Edit Profile (Andra profil) i dialogrutan “New Run Wizard” (Guide fér ny kéming)

(bild 23) och programmera temperaturprofilen enligt informationen i fljande steg.

New Run Wizard El
Temperature Profile : Click. this button to

edit the profile

shown in the box

abowve.

Edit Profils ...

Charinel Setup ;

M ame | Source | Detectar | Gain | Create New... |
Green 470nm S10nm I3 Edit
Yellow 530nm  B55nm 5
Orange  585nm B10nm g Edit G aitr...
Fed B28nm  BBOnm 5
Crmzon E80nm F10hp 7 Remave
HFik 480nm  B10nm 7 Freset Defaults
Gain Optimisation...

SkipWizard | << Back Nest>> |

Figur 23. Andra profilen.
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6. Klicka pé& Insert after (Sétt in efter) och vélj New Hold at Temperature (Ny bibehéllining vid
temperatur) (bild 24).

M Edit Profile X
@ . € | @
Mew Open  Save As Help

The run will take approximately 0 second(z) ta complete. The graph below represents the run to be perfarmed :

Click on a cycle below to madify it :

e Cyeling ]

Flew Melt

010 &C | Emperarure

N\

Copy of Current Step

Figur 24. Infoga eft initialt inkubationssteg. 1 = “Insert affer” (Sétt in efter), 2 = “New Hold at
Temperature” (Ny bibehéllning vid temperatur).

7. Stall in vérdet efter faltet Hold Temperature (bibehallen temperatur) pa 95 °C Hold Time
(bibehallen tid) p& 15 minuter och O sekunder. Klicka pa Insert after (Sétt in efter) och valj
New Cycling (Ny cykling) (bild 25).

1 Edit Profile X
@ . 8 | @
Mew 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 ta madify it

Inzert after ] 3
Ewd e

Insert before...

Mew Hold at Temperature
Mew HRM Step

Hold Temperature 95 oo Copy of Current Step

1 " Hold Time : ﬂ Tifg g 3808

Remaove

Figur 25. Initialt inkubationssteg vid 95 °C. 1 = "Hold Temperature” (Bibehdllen temperatur) och “Hold Time”
(Bibehdllen tid), 2 = “Insert after” (Sétt in efter), 3 = “New Cycling” (Ny cykling).

Handbok for therascreen KRAS RGQ PCR Kit  11/2019 83



8. Andra antalet cykelrepetitioner ill 40. Valj det forsta steget och stdll in pa 95°C for 30 secs
(95 °C i 30 sekunder) (bild 26).

1 Edit Profile 3
zZ . & H @
ew Open  Save As Help

The run will take approximately 98 minute(z) to complete. The graph below represents the run to be performed

Click on a cycle below to madify it :

Hold Inzert after...
Inzert before...
1 Remove

Thiz cycle repeats [ 40 Qtime[z).

Click on one of the steps below to modify it, or press + or - to add and remaove steps for this cycle.

| Timed Step | HE
95°C for 30 secs
9550
Juts
Mot Acquinng
[ Long Range
™ Touchdown

720 for 20 secs

B0RC for 20 secs

Figur 26. Cyklingssteg vid 95°C. 1 =ruta for cykelrepetitioner, 2 = temperaturinstélining fér steg ett,
3 = tidsinstdllning for steg eft.
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9. Markera det andra steget och stéll in p& 60°C for 60 secs (60 °C i 60 sekunder). Aktivera
datahédmtning under det hér steget genom att vélja Not Acquiring (Hamtar inte) (bild 27).

1 Edit Profile 3
Z . 8 H @
Tew Open  Save As Help

The run wil take approximately 125 minute(z] to complete. The graph below represents the run ta be performed :

Click on a cycle below to modify it :

Hold Ingert after..
Inzert before...
Remave
This cycle repeats ﬂ timne(s).

Click on one of the steps below ta modify it, or press + or - to add and remove steps faor this cycle

95°C for 30 secs J j

F29C faor 20 secs /
e Tl e e
E0°C for B0 secs /

Timed Step

EO°C
2 — B0 seconds

Mot Acquiring

- (o
[~ Touchdown

Figur 27. Cyklingssteg vid 60 °C. 1 = temperatur- och tidsinstdllning fér andra steget, 2 = “Not Acquiring”
(Hamtar inte).
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10. | listan &ver Available Channels (tillgéngliga kanaler) vélier du Green och Yellow och

klickar p& > for att flytta dem till listan dver Acquiring Channels (hédmtningskanaler). Klicka

p& OK (bild 28).

Acquizition Confiquration ;
Anallable Chatinels

Same az Previous : |[New Acquisition) j

Acquinng Channels :

M arne |

Crimzan
HRM
Orange
Red

Dye Chart »»

Ta acquire from a channel, select it from the list in the left and click *. To stop acquinng from a
channel, select it in the nght-hand list and click <. To remove all acquisitions, chick <<

Don't Acquire Help

Dye Channel Selection Chart

d70nm  (510nm | FAME, SYBR Green 19, Fluorescein, EvaGreen®, Alexa Fluor 488+
Yellow | 5930nm [555nm | JOEY, WICY, HEX, TET CAL Fluor Gald 540 akima v'ellow-
Orange | 585nm | 610nm RO, CAL Fluor Red B104, Cy3 5%, Texas RedY', Alera Fluor 563

E2Bnm | BEOkmm Cy5, Quasar 6704, Alexa Fluor 5334

E80nm | 710hp Quazarf05+, Alexa Fluor BB0

460nm | 510nm 5YTO 9. EvalGreen™

Figur 28. Hémtning vid cyklingssteg vid 60 °C.
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11. Markera det tredije steget och klicka p& - for att ta bort. Klicka p& OK (bild 29).

i Edit Profile 53
zZ . 8 H @
ew Open  Save As Help

The run will take approzimately 135 minute(z] to complete. The graph below reprezents the run to be performed :

Click on a cycle below to modify it :

Hold Inzert after...
Inzert before...

Remove
This cycle repeats 40 | time(s].

Click on one of the steps below ta modify it, or press + or - to add and remaove steps for this cycle.

" Timed Step j 95°C for 30 zecs
T2EC
20 seconds
Acquiting to Cycling B 729 for 20 secs
——————4

on Green

B0°C for B0 secs

[ Long Range
[~ Touchdown

Figur 29. Ta bort férléngningssteg.
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12. | nésta dialogruta klickar du p& Gain Optimisation (Optimering av férstarkning) (bild 30).
New Run Wizand §|

Temperature Profile : This box displays
help on elements in
the wizard. For help

on an ikem, hower
oL mouze aver the
item for help, ou
zan alzo click on a
combo box to display

help about itz
available settings.

Edit Prafile . .

Channel Setup :

M ame | Source | Detector | Gain | Create Mew... |
Green 470nm 510nm 5 E dit
Tellow B30nm  BRBAm A
Orange  58Bnm  BE10mm 5 Edit Gair...
Red E2Bnm  BEOnm ]
Crimzon  B30nm  710hp 7 Remove
HRM 4B0nm 51 0nm 7 Reset Defaulls
1—
| Gain Optimisation. |
Skip'wizard | << Back Newt>> |

Figur 30. “Gain Optimisation” (Férstérkningsoptimering).
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13. Klicka p& Optimise Acquiring (Optimera hamtning). Kanalinstéllningarna fér varje kanal

visas. Klicka p& OK fér att godkdnna dessa standardvérden. (Figur 31).

Auto-Gain Optimisation Setup ‘zl

— Optimnization :

Auko-Gain Optimization will read the fuoresence on the inzerted sample at
different gain levels until it findz ane at which the fluorescence levels are
acceptable. The range of Auorescence you are looking for depends on the
chemizty you are performing.

Set temperature bo |50 illdegrees.

Optimise &l I DEtimise Acauirina: 1

Auto-Gain Optimisation Channel Settings

[~ Perfa
Chanrel Settings :
 Channel
I_ Channel ;. Green Tube Pozitian ; |1 j 4
. =l =l ——
Neme Target Sample Rangs: |6 —|Flupta 10 —=JFl Eit. |
Acceptable Gain Range: |-10 j ta |1D j Emove |
move All |
2 : 0k I Cancel I Help |
Start b anual... | Cloge I Help |

Figur 31. ”Auto-gain Optimisation” (Automatisk nivaoptimering) fr grén kanal.
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14. Markera kryssrutan Perform Optimisation before 1st Acquisition (Utfér optimering fére

forsta hdmtning) och klicka pé Close (Sting) for att atergé till guiden (bild 32).

Auto-Gain Optimisation Setup

Optirization :

Auta-Gain Optirmization will read the fluoresence on the inzerted sample at

\‘}% differant gain lewels until it finds one at which the uorescence levels are

acceptable. The range of fluorescence you are looking for depends on the
chemigtry you are performing.

Set temperature to j deqgrees.

Optimize All | Optimize Acguining |

1— Perform Dptimization Before st Acquisiion

I~ Perform O ptimisation &t 60 Dearees At Beginning OF Run

Channel Settings :

| =] s |

Mame | Tube Position | Min Reading | Max Reading | Min Gain | Max Gain Edi... |

Green 1 BFI 10FI -10 10

Vellow 1 | 10F] 10 10 Remove
Remaove Al

Figur 32. Val av gréna och gula kanaler.

15. Klicka p& Next (Nasta). Klicka sedan pé& Save (Spara) fér att spara dessa mallar pé en
lamplig plats.
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Protokoll: Provbeddmning (manuell)

Det har protokollet anvénds fér att bedéma den totala méngden amplifierbart DNA i prover

och ska utféras innan KRAS-mutationsanalys.

® Forbered proverna enligt beskrivningen i Protokoll: Bedémning av DNA-prover.

® Fdrbered PCRkdérningen pd& Rotor-Gene Q@ MDx 5Splex HRM:instrumentet enligt
beskrivningen i avsnittet p& sidan Protokoll: Férberedelse av therascreen KRAS RGQ PCR.

® Nar kdrningen &r avslutad analyserar du data enligt instruktionerna i avsnittet Analys av

provbedémningsdata.

Protokoll: KRAS-mutationsdetektion (manuell)

Nar ett prov har klarat provbedémningen kan det testas for att detektera KRAS-mutationer.

® Fdrbered proverna enligt beskrivningen i Protokoll: Detektion av KRAS-mutationer.
® Fdrbered PCRkdérningen pd& Rotor-Gene Q@ MDx 5Splex HRMinstrumentet enligt
beskrivningen i Protokoll: Férberedelse av therascreen KRAS RGQ PCR.

® Nar kdrningen &r avslutad analyserar du data enligt instruktionerna i avsnittet Analys av
KRAS-mutationsdetektion.
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Protokoll: Férberedelse av therascreen KRAS RGQ PCR

1. Oppna Rotor-Gene Q-programmet 2.3 samt den motsvarande temperaturprofil som
skapats.

2. Skapa temperaturprofilen enligt Protokoll: Skapa en temperaturprofil.
Bekrafta aft rétt rotor har valts och markera kryssrutan “Locking Ring Attached”
(L&sring fast). Klicka pé& Next (Nasta) (bild 33).

New Run Wizard &|

Welcome to the Advanced Run Wizard!

Fiator Type

C-hhie u

Raokor-Disc 72
Raotar-Disc 100

2- [¥ Laocking Ring Attached

Skip Wizard | I Hewt > : 3

Figur 33. Dialogrutan “New Run Wizard” (Guide fér ny kérning) och vélkomstfénstret. 1 = “Rotor Type”
(Rotortyp), 2 = “Locking Ring Attached” (Lasring fast), 3 = "Next” (Ndsta).
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3. Ange namnet pd& anvandaren. Lagg till eventuella meddelanden och kontrollera att

Reaction volume (Reaktionsvolym) ér instdlld pa 25 och att det stér 1,2, 3...

Sample Layout (Proviayout). Klicka p& Next (Néasta) (bild 34).

This zcreen displays miscellaneous options for the run. Complete the fields, ;hlis box ?iSDla-"JS .

clicking Mext when you are ready to move to the next page. lheepwci';a?déngzrﬁellg

Jpiziaior: NAME o mouse over the

N . itern for help. wou

otes: can alzo click on a

combo box to display
help about itz
available zettings.

Reaction o5 =

Volume [pL]: I =1

Sample Layout : I'I, 2.3 ﬂ

Skip'izard | << Back

Figur 34. Dialogrutan “New Run Wizard” (Guide for ny kérning). 1 = fdlten “Operator” (Anvéndare)
och "Notes” (Anteckningar), 2 = falten “Reaction Volume” (Reaktionsvolym) och “Sample Layout”

(Provlayout), 3 = “Next” (Nasta).

i rutan
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4. Lldmna alla vérden oféréndrade i ndsta fénster. Ingen redigering krévs om temperaturprofilen

nn

har skapats enligt instruktionerna i
(Nasta) (bild 35).

Temperature Profile - This box displays
help on elements in
the wizard. For help
on an item, hover
your mouse over the
itern for help. vou
can also click on a
comba box to display
help about its

available zettings
Edit Profile

Channel Setup

Name | Source | Detectar | Gain | Create Mew..
Green 470nm  510nm Edit

Yellow  530nm 555nm
Orange  585nhm  E10nm
Red E25nm  BE0nm
Crimzon  BB0nm  710hp
HRM 460nm 510mm

Gain Optimization

Skip \wizard | <¢ Back I Hext>» 1

Figur 35. Dialogrutan “New Run Wizard” (Guide for ny kérning) och fénstret
for temperaturredigering. 1 = “Next” (Ndsta).

, sidan . Skapa en temperaturprofil. Klicka p& Next

Edit Gain...

Remaove

=4~

i

Reset Defaults
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5. Kontrollera sammanfattningen och klicka p& Start Run (Starta kérning) for att spara

kérningsfilen och starta kérningen (bild 36).

New Run Wizard g|
Summary :
Setting Walue
Green Gain 5
ellow Gain 5
Auta-G ain Optimization Befare First Acquisition
Riotar 72-well Flotar
Sample Layout 1.2.3...
Reaction Volume (in microlters] 25

T | |

Once you've confirmed that your run settings are corect, click Start Fun to Save Template
begin the run. Click Save Template to save settings for future runs.

Skip Wizard | <{ Back |

Figur 36. Dialogrutan “New Run Wizard” (Guide fér ny kérning). 1 = “Start Run”
(Starta kdrning).

Obs! Naér kérningen har startats visas ett nytt fonster dér du antingen kan ange provnamn
nu eller klicka pa Finish (Slutfér) och ange namnen senare genom att vdlja knappen

Sample (Prov) under kérningen eller nér kérningen ér avslutad.

Om du klickar pd Finish and Lock Samples (Avsluta och 1&s prover) kan provnamnen inte
redigeras. laktta sarskild forsiktighet nar du anger provnamn fér att sdkerstélla korrekt

provtestning och analys.

Obs! Vid namngivning av prover ska kolumnen “Name” (Namn) lémnas tom fér tomma

brunnar.

6. Nar kérningen &r avslutad analyserar du data enligt avsnitten Analys  av

provbedémningsdata eller Analys av KRAS-mutationsdetektion.

7. Om du behdver kvantifieringsrapporter klickar du pé& ikonen Reports (Rapporter)
i verktygsfaltet i Rotor-Gene Q-kérningsfilen.
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Tolkning av resultat (manuell)

Nar provbedémningskdrningen eller mutationsanalysen &r avslutad analyserar du data enligt

faljande procedur.

Programinstallningar fér analys

. Oppna aktuell fil med Rotor-Gene Q-programmet 2.3.

. Om du inte har namngett proverna innan kérningen ska utféras klickar du p& Edit Samples

(Redigera prover).

3. Skriv in namnen pd proverna i kolumnen Name (Namn).

. Klicka p& Analysis (Analys). P& analyssidan klickar du p& Cycling A. Yellow for att visa

HEX-kanalen.

. Klicka p& Named On (Namngiven).

Obs! Detta sdkerstdller att inga tomma brunnar ingér i analysen.

6. Vélj Dynamic Tube (Dynamiskt rér).

. Vélj Linear scale (Linjar skala).

8. Klicka p& Outlier Removal (Ta bort extremvérde) och ange 10 % fér NTC Threshold (NTC-

troskelvarde).

. Stéll in tréskeln p& 0.05 (0,05) och bekrafta HEX CT-vérdena.
. P& analyssidan klickar du p& Cycling A. Green fér att visa FAM-kanalen.

. Kontrollera att Dynamic Tube (Dynamiskt rér) ér markerat. Klicka pé Linear scale (Linjér

skala).

12. Klicka p& Outlier Removal (Ta bort extremvérde) och ange 10 % fr NTC Threshold (NTC-
troskelvarde).

13. Stéll in troskeln p& 0.05 (0,05) och bekréfta FAM CT-vérdena.
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Analys av provbedémningsdata

Kar kontrollanalys

Se flédesdiagrammet “Kér kontrollanalys” i bild 37.

® Negativ kontroll: Fér aft garantera att ingen kontaminering av reaktionsmixarna
forekommer f&r kontrollen utan mall inte generera ett Cr-vérde i gron kanal under 40. Fér
att garantera att plattan konfigurerades korrekt méste kontrollen utan mall visa amplifiering

mellan 31,91-35,16 i gul kanal. De angivna vardena ar inom och inklusive dessa varden.

® Positiv kontroll: Den KRAS-positiva kontrollen (Positive Control, PC) maste ge ett Crvdrde
pd 23,5-29,5 i gron kanal i var och en av de 8 analyserna. De angivna vérdena ar inom
och inklusive dessa varden. Ett varde utanfér detta intervall indikerar eft problem

i analyskonfigurationen och anses darfér som en misslyckad kérning.

Obs! Om néagon av de hér tv& kdrningskontrollerna har misslyckats bér provdata inte

anvdndas.

Forutsatt att béda kdrningskontrollerna ar giltiga méste varje prov-Crvérde ligga inom
intervallet 21,92-32,00 igrén kanal. Om provet &r utanfér intervallet ska du félja

instruktionerna nedan.

Provanalys — kontrollanalys

® Provkontrollanalysens Cr ér < 21,92: Prover med ett kontroll-Cr p& < 21,92 méste spadas
eftersom detta representerar den légsta nivén for det validerade analysintervallet. Fér att
detektera varje mutation p& en lag nivd maste dverkoncentrerade prover spadas for att
hamna inom intervallet ovan baserat pé att spadning till hélften kommer att 8ka Cr med 1.
Om provet ligger nara 21,92 rekommenderas spadning for att garantera aft eft resultat
erhélls fr&n provtestkdrningen (KRAS-mutationsdetektion). Prover ska spédas med det

vatten som medféljer kitet (nukleasfritt vatten for spadning (Dil.)).
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® Provkontrollanalysens Cr ér > 32: Omextraktion av provet rekommenderas eftersom det
inte kommer att finnas fillrécklig méngd startDNA-mall fér att kunna detektera alla

mutationer vid de angivna cutoff-vérdena fér analysen.
Analys av KRAS-mutationsdetektion

Kor kontrollanalys

Se flddesdiagrammet “Kér kontrollanalys” (bild 37).

® Negativ kontroll: Fér att garantera aft ingen kontaminering av reaktionsmixarna
forekommer f&r kontrollen utan mall inte generera ett Cr-vérde i gron kanal under 40. Fér
att garantera att plattan konfigurerades korrekt méste kontrollen utan mall visa amplifiering
mellan 31,91-35,16 i gul kanal. De angivna vardena ar inom och inklusive dessa varden.
® Positiv kontroll: Den KRAS-positiva kontrollen (Positive Control, PC) maste ge ett Cr-vérde
pd 23,5-29,5 i gron kanal i var och en av de 8 analyserna. De angivna vérdena ar inom
och inklusive dessa varden. Ett varde utanfér detta intervall indikerar eft problem

i analyskonfigurationen och anses darfér som en misslyckad kérning.

Obs! Om nagon av de hdr 2 kérningskontrollerna har misslyckats bér provdata inte anvéndas.
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Negativt
kontroll
FAM Cr-vérde

Ar FAM Cr < 40?

Ar HEX C;
iintervallet
31,91-35,16?

MISSL. KORN./
Internkontroll ogiltig

NEJ

Y

Ar internkontroll-HEX
Cr<31,91?

NEJ

Ar internkontroll-HEX
C;>35,16?

A
A
MIssL. KORN./Internkontroll
HEX-amplifiering negativ
\ 4
Negativ
kontroll OK

<

Positiv
kontroll
FAM Cr-véirde

Ar kontroll-FAM
Cr-rér i intervallet
23,5-29,5?

Ar 12ALA FAM
Crrrér i intervallet
23,5-29,5?

Ar 12ARG FAM
Crrér i intervallet
23,5-29,5?

Ar 12CYs FAM
Crrér i intervallet
23,5-29,5?

Ar 12SER FAM
CT-rériintervallet
23,5-29,5?

Ar 12VAL FAM
Crrér i intervallet
23,5-29,5?

Ar 13ASP FAM
Crrér i intervallet
23,5-29,5?

NEJ MISSL. KORN.

JA

Positiv kontroll

Fortsétt till provanalys, sidan 100 |«

Figur 37. Flodesschema for kérning av kontrollanalys.

OK
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Provanalys

Se flddesdiagrammet “Provanalys” i bild 38.

Provkontroll-FAM CT-varde

Forutsatt att badda kérningskontrollerna ar giltiga for kontrollanalysen méaste Cr-vardet fér varje
provkontroll ligga inom intervallet 21,92-32,00 i gron kanal.

Om provet &r utanfér intervallet ska du f8lja instruktionerna nedan.

® Provkontrollanalysens Cr < 21,92: Prover med ett kontroll-Cr p& < 21,92 skulle dverbelasta
mutationsanalyserna och maste spadas. For att detektera varje mutation pd en lag nivé
méste verkoncentrerade prover spadas fér att hamna inom intervallet ovan baserat p& aft
spadning till hélffen kommer aft dka Cr med 1. Prover ska spédas med det vatten som

medféljer kitet (nukleasfritt vatten fér spadning (Dil.)).

® Provkontrollanalysens Cr > 32: Gor férsiktiga tolkningar, eftersom mutationer med valdigt

l&g nivé inte kan upptéckas.
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Provkontroll-
FAM Cr-vérde

Internkontrollens
prov-HEX
Cr-vérden for
mutationsanalyser

Prov-FAM
Cr-varden for
mutationsanalyser

Figur 38. Flodesschema for provanalys.

21,92-32,00?

Ar HEX Cr < 31,91 i ndgon analys?

NEJ

Ar HEX Cr > 35,16 i ndgon analys?

NEJ

Ar varje

mutations-FAM Cr i intervallet
00,00-40,00?

Roret visar positiv
FAM-amplifiering

v

Ar kontrollanalys-FAM Cr i intervallet

Berékna ACr-vérden
for varje mutation
ACr = mutation Cr — kontroll Cr

v

Jamfor ACr-varden med
cutoff-varden genom mutation
Se handboken tabell 24 sidan 102

Ar ndgot AC-vérde inom angivet
ACr-intervall fér analysen
(amplifiering positiv)?

JA

v

KRAS-mutation detekterad

for mutationsanalys med lagsta ACy

Ogiltigt prov
Behandla resultat forsiktigt
Mer information finns pad
sidan 97

Rér ogiltigt
Anvand inte rorresultat

Ror visar negativ
HEX-amplifiering
Mer information
finns pa sidan 100

Ror visar negativ
FAM-amplifiering
Se bild 37 (sidan 99)
och sidan 100

NEJJ» Mutation inte detekterad
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Internkontrollens prov-HEX CT-varde fér mutationsanalyser

Se flddesdiagrammet “Provanalys” i bild 38.
Alla brunnar i varje prov méste analyseras. Kontrollera att varje brunn genererar en HEX-

signal fran internkontrollen. Det finns 3 méjliga slutresultat.

® Om internkontrollens Cr hamnar inom angivet intervall (31,91-35,16) ar HEX-
amplifieringen positiv.

e Om internkontrollens Cr hamnar ovanfér angivet intervall (> 35,16) ar HEX-amplifieringen
negativ.

e Om internkontrollens Cr hamnar under angivet intervall (< 31,91) &r den ogiltig.

Om infernkontrollen misslyckas p& grund av PCR-hdmmare kan spadning av provet minska
effekten hos hémmarna, men det leder Gven till spadning av m&l-DNA. Ett rér med vatten for
spadning av prov (Dil.) ingdr i kitet.

Prov-FAM CT-varde fér mutationsanalyser

FAM-vérdena for alla 7 reaktionsmixarna ska kontrolleras mot vérdena som finns angivna
i tabell 24.

Tabell 24. Acceptabla provvérden fér mutationsreaktion (FAM)*

Analys Acceptabelt Cr-intervall ACrintervall
12ALA 0,00-40,00 < 8,00
12ASP 0,00-40,00 < 6,60
12ARG 0,00-40,00 < 8,00
12CYS 0,00-40,00 < 8,00
12SER 0,00-40,00 < 8,00
12VAL 0,00-40,00 <7,50
13ASP 0,00-40,00 <7,50

*  Acceptabla véarden &r inom och inklusive de varden som visas.
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® Om FAM Cr hamnar inom angivet intervall &r FAM-amplifieringen positiv.

e Om FAM Cr hamnar ovanfér angivet intervall eller om amplifiering saknas &r
FAM-amplifieringen negativ.

Berdkna ACr-véardet fér varje mutationsrér med positiv FAM-amplifiering enligt nedan, fér aft

garantera att mutations- och kontroll-Crvérdena kommer frén samma prov.

ACt = mutation-Cr-kontroll-Cr

Jamfdr provets ACr-virde med cutoff-punkten fér den aktuella analysen (tabell 24) och se Hill
att korrekt cutoff-punkt tillémpas fér varje analys.

Cutoff-punkten &r den punkt ovanfér vilken en positiv signal eventuellt kan bero pd
bakgrundssignal for ARMS-primern i vildtyps-DNA. Om provets ACr-varde ar hdgre én cutoff-
punkten klassas det som negativt eller som liggande utanfér kitets detektionsgréns.

For alla prover kommer varje mutationsreaktion att tilldelas statusen detekterad, inte detekterad

eller ogiltig med hjalp av kriterierna nedan.

Mutation detekterad:
e FAM-amplifiering positiv och ACr vid eller under cutoff-vardet. Om flera mutationer
detekterats ska mutationen som rapporteras vara den med ldgst ACr-vérde.

Mutation inte detekterad:

e FAM-amplifiering positiv och ACr ovanfér cutoff-vardet.

e FAM-amplifiering negativ och HEX-amplifiering (internkontroll) positiv.

Ogiltig:

e HEX (internkontroll) &r ogiltig.

e FAM-amplifiering negativ och HEX-amplifiering negativ.

Om ett prov visar negativ HEX-amplifiering i eft rér men positiv FAM-amplifiering i ett annat

ror kan resultatet “mutation detekterad” i det andra réret fortfarande betraktas som giltigt men

den sdrskilda mutationen som identifierats kanske inte har tilldelats korrekt.
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e Om ett prov visar negativ HEX-amplifiering och positiv FAM-amplifiering i samma rér ska

resultatet “mutation detekterad” betraktas som giltigt.

e Om ett rdr visar ogiltig HEX (internkontroll) fér resultatet fran det réret inte anvéndas.

Tilldela provmutationsstatus
Nar alla mutationsreaktionsrdr har beddmts faststdlls provets mutationsstatus enligt nedan.

® Mutation detekterad: En eller flera av de 7 mutationsreaktionerna ér positiva. Om flera

mutationer detekterats ska mutationen som rapporteras vara den med lagst ACr-vérde.
® Mutation infe detekterad: Alla 7 mutationsreaktionerna ér negativa.
e Qygiltig: Ingen mutationsreaktion &r positiv och en eller flera mutationsreaktioner ér ogiltiga.

Obs! therascreen KRAS RGQ PCR Kit &r avsett att detektera mutationer i KRAS-genen i eft
DNA-prov. Om et prov ar faststallt som "KRAS-mutation detekterad” ska endast en specifik
mutation rapporteras. Om flera mutationer detekterats ska mutationen som rapporteras vara
den med lagst ACrvarde.

Viss korsreaktivitet kan férekomma mellan mutationsreaktioner. Om ftill exempel en hégnivé-
12ALA-mutation observeras kan vissa av de andra mutationsreaktionerna ocksé visa upp eft
positivt resultat. Detta beror p& att ARMS-primrar detekterar andra mutationer med liknande
sekvens. Om en andra mutationsanalys ger eft positivt svar ar detta troligen korsreaktivitet.
Dubbla mutationer har observerats, men ar ovanliga.

Om en eller flera av mutationsreaktionerna &r ogiltiga men en eller flera &r positiva kan provet
fortfarande faststéllas som “KRAS-mutation detekterad”, eftersom en mutation férekommer.
Den specifika mutation som rapporteras kan emellertid vara felaktig och kan vara ett resultat

av korsreaktivitet. Dérfér bér provet endast faststéllas som “KRAS-mutation detekterad”.

104 Handbok fér therascreen KRAS RGQ PCR Kit  11/2019



Bilaga 2: Installation av therascreen KRAS Assay
Package

therascreen KRAS RGQ PCR Kit &r avsett for anvéndning med Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM
med en rofor med 72 brunnar. therascreen KRAS Assay Package ér tillgangligt separat pé
CD (kat.nr 9022641).

therascreen KRAS Assay Package kan laddas ned frén den motsvarande produktsidan for
therascreen KRAS RGQ PCR Kit p& adressen www.giagen.com. Nedladdningsinformationen
finns i sektionen “Product Resources” (Produkiresurser) p& fliken “Supplementary Protocols”
(Tillaggsprotokoll). Analyspaketprogramvaran kan éven bestéllas pa CD.

| paketet ingér “therascreen KRAS CE QC Locked Template” och “therascreen KRAS CE
Locked Template”.

Obs! therascreen KRAS Assay Package version 3.1.1 (QIAGEN, kat.nr 9023675) fungerar
endast med motsvarande version 2.3 av programmet Rotor-Gene Q med therascreen KRAS
Assay Package. Se till aft ratt version av programmet Rotor-Gene Q &r installerat innan du

fortsatter med installationen av therascreen KRAS Assay Package.

Procedur (nedladdning)
1. Ladda ned therascreen KRAS RGQ Assay Package frén den motsvarande produktsidan
for therascreen KRAS RGQ PCR Kit p& adressen www.giagen.com.
2. Oppna den nedladdade zip-filen genom att dubbelklicka pa filen och packa upp den.

3. Dubbelklicka pé& therascreen_KRAS_Assay Package 3.1.1.exe fér att starta installationen.
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Procedur (CD)

1. Bestdll therascreen KRAS RGQ Assay Package CE CD som d&r kompatibel med det

installerade programmet Rotor-Gene Q (se ovan). Den bestélls separat frén QIAGEN.

Version 3.1.1. Kat.nr 2023675.

2. Satt in CD:n i CD-enhefen p& den barbara dator som ar ansluten fill instrumentet Rotor-
Gene Q MDx 5plex HRM.

3. Dubbelklicka pa therascreen_KRAS_Assay_Package_3.1.1.exe eller

therascreen_KRAS_Assay_Package_1.0.12.exe for aft starta installationen.
Installationsguiden startar.
4. Klicka p& Next (Nasta) for att fortsdtta (bild 39).
r ]
JEJ Setup - Rotor-Gene () therascreen KRAS CE Assay Package L =LL= Eﬁ

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

This will instal FiotorGene O therascreen KRAS CE Assay

Pacicage 303 on your computer

L is recommendsed that you close all olher applications before
continuing

Chek Neo b contrue. or Cancel 1o & Sebup

e |

Figur 39. Dialogrutan “Setup” (Installera). 1 = “Next” (Nésta).
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5. las licensavialet i dialogrutan “License Agreement” (Licensavtal) och markera rutan

| accept the agreement (Jag godkdnner avtalet). Klicka p& Next (Ndsta) for att fortséitta

(bild 40).

'ﬂm-huwﬁmquummce Assay Package

e

License Agreement
Plaase read the folowing important infomation befiore continung

agreemant bafomn continuing with the installation

Plaase read the folowing Licenss Agreement, You must sccep! the lems of ths

Licence Agreanent

this agresment or have oy questions they should be emaded (o

1. I the following “Ghagen™ refers 1o Ciagen GrbH and s afilaiad companies and
" Software” means the programs and data suppled on this physical medum g, C0-
R or crver the inbemat vwith thess condlions. (§ you am uneures of any aspect of

muppoetiSgiagen com ) The Software and any accompaming documantation have
Iaar developad entrsly ol prvabe spanss They e daiensd and beanssd 55

commerpal computer software
2. Licence T
ID mzcept the agreement } 'I
o ok sccept the sgresment
[ cBack [ Meas —2
Figur 40. Dialogrutan “License Agreement” (Licensavtal). 1 = “| accept the agreement” (Jag godkénner avtalet),

2 = "Next” (Nsta).

Mallkonfigurationen startar automatiskt.
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6. | det sista konfigurationsfonstret klickar du pé& Finish (Slutfér) for att slutféra guiden.

(Figur 41).
@ Setup - Rotor-Gene Q therascreen KRAS Assay Packag =101 x|

Completing the Rotor-Gene Q
therascreen KRAS Assay Package
Setup Wizard

Setup has finished installing Rotor-Gene O therascreen KRAS
Assay Package on your computer. The application may be
launched by selecting the installed icons.

Click Finish to exit Setup.

Figur 41. Slutféra installationsguiden.

7. Starta om datorn. Genvégar till bade “therascreen KRAS QC Locked Template”
(therascreen KRAS QC l&st mall) och “therascreen KRAS Locked Template” (therascreen
KRAS last mall) skapas automatiskt p& skrivbordet.
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Bestallningsinformation

Produkt

Innehadll

Kat. nr

therascreen KRAS RGQ PCR Kit
(24)

therascreen KRAS Assay
Package CD (version 3.1.1)

Rotor-Gene Q och ftillbehsr
Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM

Rotor-Gene Q MDx

Loading Block 72 x 0.1 ml
Tubes

For 24 reaktioner: 1 kontrollanalys,
7 mutationsanalyser, positiv kontroll,
vatten, Tag DNA-polymeras

Programprotokollpaket fér
anvandning med therascreen

KRAS RGQ PCR Kit och instrumentet
QIAGEN Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRM med en rotor med 72 brunnar.

Real-time PCR-cykler och HRM-
analysinstrument (High Resolution
Melt) med 5 kanaler (gron, gul,
orange, réd, blodréd) plus HRM-
kanal, barbar dator, programvara,
tillbehdr, 1 &rs garanti pé delar och
arbete, installation och utbildning
ingdr ej

Real-time PCR-cykler och HRM-
analysinstrument (High Resolution
Melt) med 5 kanaler (grén, gul,
orange, réd, blodréd) plus HRM-
kanal, barbar dator, programvara,
tillbehdr, 1 ars garanti pé delar och
arbete, installation och utbildning

Aluminiumblock fér manuell
reaktionsinstélining med en
enkanalspipett i 72 x 0,1 ml ror

874011

9023675

9002032

9002033

9018901
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Strip Tubes and Caps, 0.1 ml 250 remsor med 4 rér med lock for 981103

(250) 1 000 reaktioner

Strip Tubes and Caps, 0.1 ml 10 x 250 remsor med 4 rér och lock 981106
(2500) for 10 000 reaktioner

QlAamp DNA FFPE Tissue Kit - fr rening av genomiskt DNA fran

paraffininbéddad vévnad

QlAamp DNA FFPE Tissue Kit Fér 50 DNA forberedelser: QlAamp 56404
(50) MinElute®kolumner, proteinas K,

buffertar och Collection Tubes (2 ml)

Aktuell licensinformation och produkispecifika ansvarsfriskrivningar finns i handboken eller
anvandarmanualen till respektive  QIAGEN-kit. Handbdcker och bruksanvisningar till
QIAGEN-kit finns p& www.qiagen.com eller kan bestdllas fran QIAGEN:s tekniska support
eller din lokala aterforsdljare.
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Dokumentrevisioner

Datum

Andringar

R4, januari 2019

R5 november 2019

Tillagg av auktoriserad representant (framsida)
Uppdaterade avsnittet Symboler.
Uppdaterade mallen.

Andring av laglig tillverkare (framsida)
Tog bort EC + REP-symbolen férn framsidan och avsnittet Symboler

Anpassade instrumentnamnet frén Rotor-Gene Q MDx till Rotor-Gene Q MDx
5plex HRM, vilket 6verensstémmer med namnet pé instrumentetiketten

Uppdaterade protokoll fér detektering av KRAS-mutationer med ytterligare steg for
beredning av masterblandning

Korrigerade varden i kolumnerna frekvenser och 95 % konfidensintervall tabell 9.

Uppdaterade évergripande dverensstémmelse i procent fér CRC fréin 96,4 % till
96,82 %

Korrigerade vérden i kolumnen LOD Cos i tabell 14

Handbok fér therascreen KRAS RGQ PCR Kit  11/2019




Den har sidan har avsiktligt lamnats tom

112 Handbok fér therascreen KRAS RGQ PCR Kit  11/2019



Den har sidan har avsiktligt lamnats tom

Handbok for therascreen KRAS RGQ PCR Kit

11/2019

113



Avtal om begrénsad licens for therascreen KRAS RGQ PCR Kit
Anvéndning av den hér produkten innebér att kdpare eller anvéindare av produkten godkénner féljande villkor:

1. Produkten fér endast anvéindas i enlighet med de protokoll som medfélier produkten och den har handboken och fér endast anvéindas med komponenterna som ingér i
kitet. QIAGEN ger ingen licens for négon av sina immateriella tillgangar fér att anvénda eller inkludera komponenterna i detta kit med komponenter som inte ingér i detta
kit fsrutom vad som beskrivs i de protokoll som medféljer produkten, den hér handboken och ytterligare protokoll som finns p& www.giagen.com. Vissa av de hér ytterligare
protokollen har tillhandahéllits av QIAGEN-anvéndare fér andra QIAGEN-anvéndare. De hér protokollen har inte testats noggrant eller optimerats av QIAGEN. QIAGEN
garanterar inte att de inte kréinker tredje parts réittigheter.

2. F&rutom de uttryckligen angivna licenserna kan QIAGEN inte garantera att detta kit och/eller dess anvéndning inte krénker tredje parts réttigheter.

3. Kitet och dess komponenter dr licensierade fér engéngsbruk och fér inte dteranvéndas, forbétiras eller séljas vidare.

4. QIAGEN avsdger sig specifikt ansvar fér alla andra licenser, uttryckliga eller underférstadda, én de uttryckligen angivna.

5. Inképaren och anvéndaren av detta kit samtycker till att inte vidta, eller tilléta att ndgon annan vidtar, steg som kan leda till eller underlétta atgérder som &r

farbjudna enligt ovan. QIAGEN kan kréiva upphévande av detta begrénsade licensavtal i domstol och ska erséttas for alla undersdknings- och réttegéngskostnader,
inklusive advokatkostnader, vid eventuell atgdrd for att uppritthélla detta begréinsade licensavtal eller ndgon av féretagets immateriella réttigheter avseende kitet
och/eller négon av dess komponenter.

For uppdaterade licensvillkor, se www.giagen.com.

Varumérken: QIAGEN®, Sample to Insight®, QlAamp®, MinElute®, Rotor-Gene®, Scorpions®, therascreen® (QIAGEN-gruppen); ARMS® (AstraZeneca Ltd.); FAM™,
HEX™ (Thermo Fisher Scientific, Inc.).

Registrerade namn, varumérken med mera som anvéinds i det har dokumentet ska inte anses som oskyddade enligt lag, éven om de inte utiryckligen anges som skyddade.
Fér inte anvindas med avféringsprov.

Fér inte anvéndas med urinprov.

Fér infe anvéndas med extracelluldr nukleinsyra frén blodprov.

Fér infe anvéindas med cellfritt benmérgsprov.

Fér inte anvéndas med salivprov.

KOPET AV DEN HAR PRODUKTEN GER ANVANDAREN RATT ATT ANVANDA DEN ENBART FOR IN VITRODIAGNOSTISKA ATGARDER UNDER VISSA ROCHE-
PATENT. INGET ALLMANT PATENT ELLER LICENS AV NAGOT SLAG FORUTOM DEN HAR SPECIFIKA RATTIGHETEN INGAR | KOPET.

1119793 HB-1861-005 11-2019 © 2019 QIAGEN, med ensamrtt.
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